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Doktora Tezi

CILEKTE ( Fragaria x ananassa ) YUKSEK SICAKLIK STRESINDE FARKLI
IFADE EDILEN GENLERIN BELIRLENMESI

Miige KESICI ZENGIN
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Bahge Bitkileri Anabilim Dali
Damisman: Prof. Dr. Hatice GULEN

Cilekte (Fragaria x ananassa Duch.) yiiksek sicakliklarda farkli ifade edilen genlerin
arastirildigr bu ¢aligmada yiiksek sicakliga tolerant (R. Hope) ve hassas (Festival) iki
cilek c¢esidi kullanilmistir. Cesitlere ait frigo fideler perlit, torf ve elenmis bahge topragi
karisimi (1:1:1) igeren 14x12 cm g¢apindaki saksilarda, 30/15°C sicaklikta ve ortalama
% 65 oransal nemde 5-6 yaprakli doneme kadar yetistirilmistir. Daha sonra bu ¢esitlere
kademeli olarak yiksek sicaklik (35, 40, 45, 50°C) uygulanarak yapraklardan
orneklemeler yapilmistir. Yiiksek sicaklik uygulamalarimi takiben hiicrede meydana
gelen zararlanmalari belirlemek ic¢in iyon sizintis1 testi uygulanmistir. Calisma iki temel
prensipte yiritilmistiir. Yiksek sicaklik ile birlikte farkli ifade edilen genlerin
belirlenmesi amaciyla yiiksek sicaklik uygulamalarini takiben toplam RNA izolasyonu,
cDNA sentezi ve tasarlanan primerler ile QRT-PCR c¢alismalar1 yapilmistir. Elde edilen
sonuclara goére R. Hope c¢esidinde “LMW heat shock protein mRNA” geninin
anlatimmin 35°C’ye gore 45°C’de 4582,09 kat arttig1 Festival ¢esidinde ise “18.1 kDa
class | heat shock protein-like” geninin anlatiminin 35°C’ye gore 45°C’de 337 kat
artarak Festival ¢esidi icin anlatimi en yiiksek gen oldugu belirlenmistir. Yuksek
sicakligin protein metabolizmasma olan etkisini ve toleransla iligkili proteinleri
belirlemek amaciyla toplam protein izolasyonunun ardindan SDS-PAGE analizi
yapilmistir. Burada stres ile degistigi belirlenen protein bantlar1 izole edilerek dizi
analizine gonderilmistir. Dizi analizi sonuglarina goére, R. Hope ¢esidinde
“Translationally-controlled tumor protein homolog” ve “Heat shock cognate 70 kDA
protein 2” proteinlerinin toleransta etkili proteinler olabilecegi, Festival ¢esidinde ise
“Small heat shock protein, chloroplastic, HSP22”, “Translationally-controlled tumor
protein homolog”, “Oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic”, “Calmodulin-
2”, “Ribulose bisphosphate carboxylase large chain (Fragment)”, “60S ribosomal
protein L23” ve “Profilin” proteinlerinin yiiksek sicakliklara olan duyarlilik ile
iliskilendirilebilecegi gériilmiistiir. Ardindan 2D-PAGE analizi ile proteinler izoelektrik
noktalarina gore ayristirilmistir. Burada da 35, 40 ve 45°C’de ifade edilen proteinlerin
ifade diizeyleri belirlenmistir.

Sonug¢ olarak, bu tez calismasinda R. Hope ve Festival ¢ilek cesitlerinin yiiksek
sicakliklara olan tepkilerindeki temel farklar gen ve protein metabolizmasi incelenerek
ortaya konulmustur. Toleransli R. Hope ¢esidinin HSP70 gibi yiiksek sicaklik stresine
cevapta merkezi gorevi olan protein ve “LMW heat shock protein mRNA” gibi diisiik
molekiiler agirlikli transkriptlerin koordineli calismasiyla bu strese cevap verebildigi
ancak duyarli olan Festival ¢esidinde ise yiiksek sicaklik stresine cevapta merkezi rol
iistlenmeyen sadece diisiik molekiiler agirlikli protein ve genlerin bu strese cevapta
yeterli olamadig1 saptanmaistir.



Anahtar kelimeler: Cilek, Fragaria x ananassa, yuksek sicaklik stresi, farkli ifade
edilen genler, protein
2015, x, 108 sayfa.



ABSTRACT
PhD Thesis

DETERMINATION OF DIFFERENTIALLY EXPRESSED GENES DURING
HEAT STRESS IN STRAWBERRY ( Fragaria x ananassa )

Miige KESICI ZENGIN
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticulture
Supervisor: Prof. Dr. Hatice GULEN

In this study, the mechanism of tolerance to high temperatures was investigated in
strawberry plants (Fragaria x ananassa Duch) using two strawberry cultivars which
were high temperature tolerant (R. Hope) and sensitive (Festival). Seedlings were
planted in 14x12 cm pots using perlite, peat and garden mold mix (1:1:1) and grown for
2 months at 30/15°C and 65% relative humidity. Plants were transferred to climate
chamber to expose high temperature stepwise to 35, 40, 45 and 50°C for 24 hours and
then samples were taken. Following the treatments ion leakage test was performed in
order to determine the membrane injury. The experiment had two principles. Following
the heat treatments, total RNA isolation, cDNA synthesis and QRT-PCR studies were
done with designed primers to determine the differentially expressed genes with the
high temperature stress. According to the results, the expression of “LMW heat shock
protein mMRNA” transcript was 4582,09 fold higher at 45°C than 35°C as the highest
expressed transcipt in R. Hope and the expression of “18.1 kDa class | heat shock
protein-like” transcript was 337 fold higher at 45°C than 35°C as the highest expressed
transcipt in Festival. To investigate protein metabolism and identify proteins related to
tolerance to high temperature of strawberry, total soluble protein profiles were
determined using SDS-PAGE analyse. Stress related bands were isolated then send to
sequence analyse. According to protein sequence analyse results, “Translationally-
controlled tumor protein homolog” and “Heat shock cognate 70 kDA protein 2”
proteins were thought to be effective in tolerance in R. Hope cultivar. “Small heat shock
protein, chloroplastic, HSP22”, “Translationally-controlled tumor protein homolog”,
“Oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic”, “Calmodulin-2”, “Ribulose
bisphosphate carboxylase large chain (Fragment)”, “60S ribosomal protein L23” and
“Profilin” proteins were also thought to be related with sensitivity to high temperature
stress in Festival cultivar. Then the proteins were separated due to their isoelectric
points and expression levels were determined at 35, 40 and 45°C.

As a conclusion, basic differences between R. Hope and Festival were explained in the
meaning of high temperature stress responses by examining gene and protein
metabolism in this thesis study. R. Hope cultivar’s tolerance can be explained with the
coordination of HSP70 that as a central role in stress response and “LMW heat shock
protein mMRNA” that has a low molecular weight transcript and supplementary role for a
complete response to high temperature stress. However, it’s determined that sensitive
cultivar Festival can respond only with the low molecular weight protein and transcripts
that don’t have a central role in high temperature stress response.



Keywords: Strawberry, Fragaria x ananassa, high heat stress, diferentially expressed
genes, proteins.
2015, x, 108 pages.
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1. GIRIS

Evrim siiresince karasal bitkiler (yaklasik 400 milyon yil 6nce), aniden degisen ¢evresel
kosullara hizli bir sekilde ayak uydurabilecek 6zel adaptasyonlar kazanmistir (Levitt
1980). Ancak bitkilerin strese olan cevabi deneysel olarak 19. yy’in ortalarindan
itibaren calisilmaya baslanmistir ve hiicresel seviyede strese cevapta esas kilometre tasi
Italyan gelisimsel biyolog F. Ritossa’nin meyve sinegi ile yaptig1 calisma olmustur
(Baniwal ve ark. 2004). Aradan gecen bu zamanda bilimsel agidan oldukga yenilikgi

yaklagimlar gelistirilmistir.

Yasanan bu gelismelerin yaninda diinyanin artan niifusu ile ayn1 dogrultuda tiiketim
ithtiyacinin da arttig1 bilinen bir gergektir. Ancak bu ihtiyaci karsilamak degisen iklim
sartlar1 altinda giin gegtikce daha da zorlagmaktadir. Bu duruma sebep olan en biiyiik
etkenin c¢evresel stres kosullart oldugu kabul edilmektedir. Cevresel ve biyolojik
faktorlerin veya bunlarin gesitli bilesimlerinin etkisiyle fizyolojik sirecte anormal
degisimlerin goriilmesi stres olarak tanimlanabilir (Hale ve Orcutt 1987). Tarimsal
tiretimi engelleyen bu stres faktorleri ise biyotik ve abiyotik olarak siniflandirilmaktadir.
Cevresel stres faktorlerinden olan abiyotik stres kosullari bitki verimliligini biyiik
Olciide etkilemektedir ve 6zellikle baglica iiriinlerde verimin %50’den fazla azalmasina
sebep olarak diinya ¢apinda iiriin kaybinin birincil sebebi olarak gosterilmektedir (Wang
ve ark. 2004). Abiyotik stres etkenleri icinde incelenen yiiksek sicaklik stresi; belirli bir
stirede, belirli bir esik seviyesinin iizerinde, bitki biiylime ve geligsmesi i¢in geri
doniigiimsiiz zararlanmaya neden olan sicakliktaki artis olarak tanimlanmaktadir ve
kesin bir temele dayandirmak miimkiin degildir (Levitt 1980, Wahid ve ark. 2007).
Idealin iizerindeki sicakliklar tiim canli organizmalar tarafindan sicaklik stresi olarak
hissedilmektedir (Kotak ve ark. 2007). Ozellikle tarimsal iiriinlerde ve bahge
bitkilerindeki sicaklik stresi karmasik bir konudur (McKersie ve Leshem 1994). Parry
ve ark. (2007)’1 bu yiizy1l sonunda bitkisel iirlinlerin hassasiyetinin degisken yiiksek
sicakliklar ile birlikte artacagini ongormiistiir. Ayrica sicaklilarin 1-3°C’nin lzerinde
artmasi 1liman bolgelerde pek ¢ok iiriinde verim diisiisline sebep olacagi ve sonug olarak
3°C’lik bir kiiresel 1sinma sebebiyle kiiresel {tiretimde diisiisler yasanabilecegi

bildirilmistir (Schneider ve ark. 2007).



Yasanan bu degisimlerden bitkiler hayvanlara gore farkli bicimde etkilenmektedir.
Bitkilerin hareketli canlilar olmamasi onlarin cevresel streslere karsi gosterdikleri
tepkilerin diger canlilara gore daha farkli ve 6zel olmasina neden olmustur. Stresten
kacarak korunamadiklar i¢in dormansi, strese dayanim-tolerans ve stres geri kazanimi
gibi mekanizmalar gelistirmislerdir (Huey ve ark. 2002). Bunlarin diginda strese
cevapta, bitkilerin kendilerini morfolojik, fenolojik, fizyolojik ve biyokimyasal olarak
cesitli seviyelerde diizenledigi bilinmektedir (Zhang ve ark. 2000). Bitkiler abiyotik
strese maruz kaldiklarinda, stres kosullarina uyum saglamak amaciyla molekiiler
anlamda tepki olarak bazi genlerin anlatimlarinda degisimler meydana gelmektedir
(Seki ve ark. 2001, Singh ve ark. 2002). Stres kosullarinda anlatimi degisen genler a)
sadece stres kosullarinda anlatim yapanlar, b) anlatimi artanlar, ¢) anlatimi azalanlar, d)
anlatim1 duranlar seklinde dort grupta toplanmaktadir. Ozellikle sadece stres
kosullarinda anlatim yapan ve streste anlatimi artan genlerin, stres tepki
mekanizmasinin stres toleransini artirma, gen anlatiminin diizenlenmesi ile sinyal
iletimi kisimlarinda islevlerinin oldugu distiniilmektedir (Yamaguchi-Shinozaki ve ark.
2002). Yapilan calismalarda bitkinin savunma ve cevap genlerinin transkripsiyonel
olarak bir patojen ya da gesitli abiyotik etkenler tarafindan uyarildig:i belirlenmistir
(Pérez-Clemente ve ark. 2013). Bu uyartimlar sonrasinda gesitli bitkilerde yiiksek
sicaklik stresine verilen cevap olarak genomun %2’sinin etkilendigi yapilan ¢alismalar
sonucunda ortaya konulmustur (Qu ve ark. 2013). Bu baglamda ilk karakterize edilen ve
klonlanan yiiksek sicaklik faktorii (HSF) geni maya yiiksek sicaklik faktoriidiir (Guo ve
ark. 2008).

Bitkilerin bu davranislar1 gegmisten bu yana pek ¢ok yontemle incelenmesine karsin
giinimiiz teknolojileri sayesinde molekiiler seviyede analizler yapilmasina ve
anlasilmasina olanak saglamaktadir. Son yillarda ise ¢ikarimli hibridizasyon
(subtractive hybridization), farkliliklarin gosterimi (differential display), seri gen
ekspresyon analizleri (serial analysis of gene expression, SAGE), ifade olan gen
parcalarinin DNA dizilerinin belirlenmesi (sequencing of expressed sequence tags,
ESTs) (Sahin-Cevik 2005) ve tek niikleotid polimorfizmi (SNP) ve RT-PCR teknikleri
birgok genin ayni1 anda farkli kosullarda ekspresyonlari hakkinda bilgi saglamaktadir.

Bu yontemler arasinda ¢ikarimli hibridizasyon, 1992 yilina kadar farklilik gdsteren
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genlerin izolasyonunda kullanilan tek yontem durumundaydi (Alves ve ark. 1998).
Ancak bitki stres ¢alismalar1 giin gectikce daha ¢ok gen ifadesi temeline dayanmaktadir.
Bu baglamda RT-PCR’in (real time polimerase chain reaction; ger¢cek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu) belirgin sekilde hassas olusu, ©6zel amaglar igin
kullanilabilirligi ve diger tiim tekniklerden daha nicel olmasi gen ifadeleri
caligmalarinda tercih edilmesine sebep olmaktadir (Schmidt ve ark. 2010). RT-PCR
diisiik yogunluklu mRNA’larin belirlenmesinde kullanilabilecegi gibi transkriptlerin
incelenmesinde DNA array’lere gére 100 kat daha hassas bir yéntemdir (Czechowski ve
ark. 2004, Nicot ve ark. 2005).

Tim bunlarin yaninda yapilan ¢alismalar sonucu belirlenen gen veya gen bolgelerinin
strese cevap bakimindan etkili olabilmesi i¢in belirli bir protein veya protein ailesinin
sentezlenmesini saglamasi gerekmektedir. Proteom ve yiiksek sicaklik stresi 6zelinde
sentezlendigi bilinen 1s1 soku proteinleri (ISP, HSP; Heat Shock Protein) hiicre
kompozisyonunu sabit tutarak belirli bir limite kadar yasamsal faaliyetlerin
devamlihigini saglamaktadir. Ozellikle HSP’ler molekiiler saperonlar olarak normal
hiicresel siiregte protein sentezi, hedef tespiti, olgunlasma ve pargalanma gibi genis bir
kombinasyonda gorev almaktadir. Ancak stres kosullart s6z konusu oldugunda ise,
protein ve zarlarin devamlili§i ve proteinlerin katlanmalarindan sorumlu olduklar
bilinmektedir (Wang ve ark. 2003). Tiim bu 6zellikleri agisindan abiyotik stres kosullar
altinda ifade olunan genler ve sonucunda sentezlenen proteinler hiicrenin gerek
molekiiler anlamda gerekse organizma seviyesinde yasamini siirdiirebilmesinde birincil

O6neme sahiptir.

Abiyotik stres kosullar1 kiiltiir bitkilerinin genetik verim potansiyellerinin ifadesini
engelleyecek seviyede olabilir (Peleg ve ark. 2012). Ozellikle agikta yetistiriciligi
yapilan bitkiler yiliksek sicaklik stresine c¢ok sik maruz kalmaktadir. Bu agidan
degerlendirilecek olursa ¢ilek, gerek diinya capinda, gerekse iilkemizde iiretimi ve
tiketimi gittikce artan Gzdmsul bir meyvedir ve dunya Uzerinde genis alanlarda tarimi
yapilan bir tlir olarak gerek acikta yetistiricilikte gerekse ortli altinda yiliksek sicaklik
stresine ¢ok sik maruz kalmaktadir (Kesici 2009). FAO’nun 2005 yili verilerine gore;
cilek iiretimi bakimindan {ilkemiz, 160 000 ton ile diinyadaki ilk on iilke arasinda
yedinci sirada yer alirken; 2010 yili FAO verileri itibariyle ¢ilek iiretimi yapan tilkeler
3



arasinda A.B.D.’den sonra ~300 000 ton iiretim miktar1 ile ikinci sirada yer almaktadir.
2011 yili FAO verilerine gére ise 302 416 ton ile A.B.D. ve Ispanya’nin ardindan
liclincii siradadir. Yine benzer sekilde 2012 yilinda da 353 173 ton ile A.B.D ve
Meksika’nin arkasindan diinya cilek iiretimindeki sirasin1 korumaktadir. Bu verilerden
de anlagilacag: gibi ¢ilek iiretimi iilkemiz yetistiricileri agisindan da giin gegtikce daha
ilgi ¢ekici bir iiriin haline gelmektedir. Bu bakimdan gittikce artan c¢ilek {iretim
potansiyelinin uygun iklim sartlar1 altinda daha ¢ok artis gosterecegi diisiiniilebilir.
Uluslararasi1 pazarda rekabet edebilmek icin yliksek meyve kalitesi de ayirt edici bir
etkendir ve yiiksek sicaklik stresi iirlin veriminin yani sira meyve kalitesini de
etkilemektedir. Buna paralel olarak gelecekteki tarimsal faaliyetlerin verimliligi
acisindan tiir ve ¢esitlerin genetik olarak gelistirilmesi cok dnemli bir ihtiyactir. Cilegin
yiiksek sicakliklara gosterdigi tepki bakimindan bazi ¢alismalar bulunmaktadir ve bu
calismalar genellikle bitki biyimesi ve meyve kalitesi (Wang ve Camp 2000),
fotosentetik tolerans (Archbold ve Clements 2002), polen Kkalitesi (Ledesma ve
Sugiyama 2005, Gulen ve ark. 2011), membran lipidleri (Wang ve Lin 2006) ve
ciceklenme (Verheul ve ark. 2007) gibi konularda yogunlagmistir. Ancak ¢ilegin yiiksek
sicaklik stresine molekiiler anlamda tepkisi, iilkemizde ilk kez Giilen ve Eris’in (2003,
2004) yapmis olduklar1 toplam ¢ozunebilir protein ve DNA miktar1 ile peroksidaz
(PRX) enzim aktivitesindeki degisimlerin arastirildigi ¢alismalar ile ortaya
konulmustur. Kesici (2009) ve Kesici ve ark., (2013)’ nin yapmis oldugu ¢alismalarda
ise, lilkemizde ve diinyada ticari olarak yetistiriciligi yapilan 15 gilek ¢esidinin yiiksek
sicakliga toleranslart literatlirde ilk kez belirlenmistir. Ergin (2012), yiiksek sicakliga
tolerans bakimindan farklilik gosteren Cal-Giant3 (CG3) ve Redlands Hope (R. Hope)
cilek cesitlerinde toleransin kazanilmasinda etkili olabilecek HSP’ler ile baz1 enzim ve
ozmoregiilantlarin etkinligini arastirarak ¢esitler arasindaki genotipsel farkliliklar
ortaya koymustur. Yine, Ergin ve ark., (2012) tarafindan sicaklik stresi altindaki ¢ilek

bitkilerinde H,O; ve peroksidaz aktivitesindeki degisimleri incelenmistir.

Kiiresel 1sinma nedeniyle tarimsal {iretimin giderek azalacagi Ongoriisii, stres
faktorlerine, Ozellikle de yliksek sicaklik stresine karsi 1sil toleransi yiiksek kiiltiir
cesitlerinin gelistirilmesini ¢ok onemli bir ihtiya¢ olarak ortaya koymaktadir. Bunun

yam sira, ¢ilek bitkisi 6zelinde, bitkilerin yiiksek sicakliklara tepki gosterirken gen



ifadesindeki degisimler ve bu degisim sonucunda etki ettikleri proteinler hakkinda bilgi
edinilmesi tolerant bitkilerin gelistirilebilmesi, yetistiricilik siiresince karsilasilacak
sorunlarin giderilmesi ve egzojen genlerin ifade sistemlerinin kurgulanmasi agisindan
oldukca O6nemlidir. Bu nedenle yiiriitilen ¢alismanin amaci yiliksek sicaklik stresine
tolerant (R. Hope) ve duyarli oldugu bilinen (Festival) ¢ilek ¢esitlerinin gen ifadesinde
sicaklik stresi ile birlikte hangi degisimlerin oldugu ve neticesinde etki ettigi protein
metabolizmasinin tolerans mekanizmasini ne sekilde yonlendirdiginin belirlenmesidir.
Bu amagla ifadesi degisen genlerin belirlenmesinde toplam RNA izolasyonundan yola
cikarak cDNA elde edilmis, ardindan tasarlanan primerler ile RT-PCR caligmalari
yiritilmiistiir. Degisen protein profillerinin belirlenmesinde ise toplam c¢ozinebilir
protein izolasyonu ve kantifikasyonunun ardindan SDS-PAGE ve 2D-PAGE protein
analiz teknikleri kullanilarak sicakliklara gore farklilasan proteinler belirlenmistir.
Protein dizi ve analiz sonuglari ile anlatimi degisen genler birlikte degerlendirilerek
yorumlanmistir ve ¢ilekte yiiksek sicakliga tolerans mekanizmasi ile ilgili temel veriler

ortaya konulmustur.



2. KAYNAK OZETLERI

Bu bolumde, yiksek sicaklik stresinin etkisi ve bu etki sonucunda meydana gelen
genetik degisimler ve protein metabolizmasi ile ilgili kaynaklara ayr1 alt bashklar
halinde yer verilmistir. Her alt baslik kendi i¢cinde genel bilgiler, diger bitki tiirleri ve

cilek bitkisi 6zelinde literatiir bildirisleri olacak sekilde siralanmustir.

2.1. Yiiksek sicaklik stresinin etkisi

Mittler (2006)’e gore yiiksek sicaklik, fizyolojik olarak yaprak sicakligi, stomatal
gecirgenlik ve solunumda artislara sebep olmaktadir ve normalin tizerindeki sicakliklar
tim canlilar tarafindan sicaklik stresi olarak algilanmaktadir. Sicaklik stresi, hucre
dengesini bozarak biiylime ve gelismede ciddi gerilemelere hatta Oliimlere sebep
olmaktadir. Yerlesik organizmalar olan bitkiler ise sicaklik degisiminden ve diger
abiyotik streslerden siklikla etkilenmektedir. (Kotak ve ark. 2007). Abiyotik stresler
bitkinin blyiime ve verimini olumsuz etkileyerek bir seri morfolojik, biyokimyasal ve
molekiiler degisiklikleri tetiklemektedir. Bitki, abiyotik strese maruz kaldiginda bir dizi
gen uyarilmaktadir ve boylece strese belirli bir derecede karsi gelmekle gorevli birgok
metabolit ve proteinin miktar1 artmaktadir (Bhatnagar-Mathur ve ark. 2008).

Gegtigimiz 140 yilda, artan kiiresel CO, konsantrasyonu sicakliklarda 0,5 ve 0,7°C’lik
artisa sebep olmustur ve bu artig 6niimiizdeki 50 ila 100 y1l i¢inde her bir 10 yilda 0,2°C
olacak sekilde hizlanarak artacaktir. Sicakliklarda meydana gelen her 1,5°C’lik artis ise
sicak bolgelerin 50 ila 80 km kadar glineye konumlanmasina neden olacaktir (Else ve
Atkinson 2010). Daha yiiksek sicakliklar iiretimin daha kuzeye (ya da gliney yarim
kiirede daha gilineye) kaymasina neden olacaktir ya da ayni bolgelerin daha yiiksek
kesimlerinde daha uzun siiren tretim donemleri olacaktir (Wheeler ve Kay 2010). Cilek,
bogiirtlen ve ahududu gibi yumusak meyvelerde ise sicakliklarin artis1 ile ilgili asil
mesele buharlagsma istegindeki artis, bitki terleme orani ve bundan dolayir bitki su
kullanim miktaridir (Else ve Atkinson 2010). Bu nedenle abiyotik stres altindaki bitki,

yapragin normal gorevini devam ettirebilmesi i¢in koklerinde sentezlenen hormon ve



amino asit gibi bilesikleri ve/veya su ve mineral besleyicileri siirglinlere tagimak

zorundadir (Ghanem ve ark. 2011).

Yiiksek sicaklik stresi gibi abiyotik stresler diinya capinda tarimsal iiretime ve
bliylimeye zarar veren anahtar smirlayict faktordiir ve stresli c¢evreler tohum
cimlenmesinde gecikmeye neden olmak, bitki biylmesini geriletmek ve sonu¢ olarak

bitkisel verimi azaltmak gibi pek cok etkiye sahiptir (Hossain ve ark. 2012).

Bitkilerde siddetli hiicresel zararlanmayi tetikleyen, sicaklik, kuraklik, soguk ve
tuzluluk baslica abiyotik stresler olarak bilinmektedir. Abiyotik stresler genellikle
birbirleri ile iligkilidir. Ancak ister bireysel ister bilesik halde olsun morfolojik,
fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisimlere neden olarak bitki biiyiimesi,

verimliligi ve {iriinii izerine olumsuz etkileri vardir (Bita ve Gerats 2013).

2011 yilinda yaymmlanan iklim Degisikligi Ulusal Eylem Planinda, Tiirkiye’de yillik
ortalama sicaklik artisinin 2,5°-4°C kadar artacagini ve bu artisin Ege ve Dogu Anadolu
Bolgeleri’'nde 4°C’yi, i¢ bolgelerinde ise 5°C’yi bulacagini 6ngériiliirken, Tiirkiye’nin
yakin gelecekte daha sicak, daha kurak ve yagislar acisindan daha belirsiz bir iklim

yapisina sahip olacagi belirtilmistir (Anonim 2014).

Anderson (2002)’un biberde (Capsicum annuum L.) yiiksek sicakligin etkilerini
arastirdig1 calismasinda bitkiler 24/20°C (giindiiz/gece) sicakliginda 8 hafta boyunca
yetistirildikten sonra bu bitkilere 15’er dakika 24, 48 ve 54°C’lik sicakliklar
uygulanmistir. Bu uygulamalar sonucunda yiiksek sicaklik ile birlikte bitkilerdeki

zararlanmanin da dogrusal bi¢cimde arttig1 belirlenmistir.

Yiksek sicakliga duyarli Festuca arundinacea cv. Barlexas ve orta derecede tolerant
Lolium perenne cv. Accent bitkileri 22/16 °C’lik giindiiz/gece sicakliginda 14 giin
yetistirildikten sonra, bu bitkilerin yaris1 sicaklik alistirmasi i¢in 3 giin boyunca
30°C’lik sicakliga maruz birakilmigtir. Daha sonra bu bitkilere ve alistirma yapilmayan
diger bitkilere 14 saatlik 38, 42 ve 46°C’lik yiiksek sicaklik uygulanmistir. Bitkilerde

yaprak oransal su kapsami, lipid peroksidasyonu, hiicre zar1 gegirgenligi, H,O,, ASA,
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O,  ve glutatiyon igerigi analizleri yapilmistir. Yiiksek sicaklik ile birlikte yaprak
oransal su kapsami bakimindan her iki tiirde de gerileme, sicak alistirilmasi yapilmis
grupta ise daha az miktarda gerileme oldugu belirlenmistir. Sicaga alistirilmamis
bitkilere gore sicak alistirilmasi yapilan bitkilerde daha yilikse zar gecirgenligi ve daha
diistik lipid peroksidasyonu iiriinii (MDA) tespit edilmistir. Ancak 6zellikle 46°C’de
alistirma uygulamasina bakilmaksizin Festuca arundinacea cv. Barlexas’in Lolium
perenne cv. Accent’e gore daha yiiksek zar zararlanmasi gosterdigi belirlenmistir (Xu

ve ark. 2006).

Annona cherimola bitkisinde meyve olusumu ve meyve biiyiimesi 30/25°C’lik
giindiiz/gece sicakliginda belirgin bir sekilde gerilemistir. Bu sicakliklar yerfistigi igin
33/22°C, lahana icin 35/15°C olarak belirlenmistir. Domates gibi yiiksek sicakliklara
hassas bir tiirde ise 35/23°C’de meyve olusumu gozlenmemistir. Boriilce, fasulye ve
seftalide cigek gelisimi sirasinda goriilen yiiksek sicakliklar meyve olusumunda belirgin

bir diisiise neden olmaktadir (Ledesma ve ark. 2008).

Cilek, ideal yetisme sicakliginin 10 ila 26°C’ler arasinda degigmesi nedeniyle 1liman
iklimlerde yetisir (Strik 1985). 30°C’nin lizerindeki sicakliklarin meyve biiyiikliiglinii
(Wang ve Camp 2000), meyve agirligint (Kumakura ve Shishido 1994) ve tiim bitkinin
gelisimini (Hellman ve Travis 1988) gerilettigi bilinmektedir. Ayrica Mori (1998)
32/27°C giindiiz/gece sicakliginda aken olusumunun sirasiyla 24/19°C ve 20/15°C’ye
gore daha diisiik oldugunu bildirmistir.

Giilen ve Eris (2003)’in gilekte (Fragaria x ananassa cv. Camarosa) kademeli ve sok
sicaklik uygulamalarinin etkilerini arastirdiklar1 c¢alismada ¢ilek fidelerine 48 saat
stiresince 30, 35, 40 ve 45°C’lik kademeli ve sok sicakliklar uygulanmistir. Her iki
uygulama i¢in yaprak oransal su kapsami-turgor kaybi, klorofil icerigi ve stres toleransi
testleri yapilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde, sicaklik artisi ile birlikte bitkilerdeki
hiicresel zararlanmanin da arttigit ve kademeli sicaklik uygulanmis bitkilerin sok

sicaklik uygulanan bitkilere gore stres toleransini arttirdigt belirlenmistir.



Wu (2011)’nun yapmis oldugu calismada, arbuskiiler mikoriza bakterisi ile bulastirilmis
cileklerde bulasik olmayanlara gore yiiksek sicakliklarda (>35°C) daha iyi biiylime
Ozellikleri (yaprak ve kok sayisi, yaprak ve kok kuru agirligi, govde ¢api, tag ¢api)

gorilmistir.

Bitkinin yiiksek sicakliga toleransi ile ¢icek tozlarmin yiiksek sicakliktan etkilenme
diizeylerinin arastirildig1 calismada Redlands Hope (yliksek sicakliga tolerant) ve Cal-
Giant 3 (CG-3; duyarli) olarak belirlenmis iki ¢ilek ¢esidi kullanilmistir. Yar1 agmis
cicek tomurcuklarina laboratuvar ortaminda 35°C’den baslayarak kademeli olarak 40,
45, 50, 55 ve 60°C’lik sicakliklar uygulanmistir. Her sicaklik kademesinde yiiksek
sicaklik uygulamasini takiben ¢icek tozlarinin canliligi Triphenyl Tetrazolium Chlorid
(TTC) testi ile belirlenmistir. Genel olarak her iki ¢esitte de sicakligin artmasina paralel
olarak cicek tozu canliliginda ve ¢imlenme oraninda diisiis goriilmiistiir. Ancak ¢esitler
karsilagtirildiginda R. Hope ¢esidinde uygulanan sicakliklar bazinda canli ve yar1 canli
polen oranlar1 CG-3 ¢esidine oranla daha yiiksek oldugu ve R. Hope ¢esidinde 60°C
uygulamasinda dahi ~%20 oraninda yar1 canl ¢igek tozu tespit edilmistir. Cigek tozu
¢imlenme oranlar1 bakimindan ise R. Hope ¢esidine ait ¢icek tozlari uygulanan tiim
sicaklik derecelerinde CG-3 ¢esidinden daha yliksek cicek tozu ¢imlenme oranlarina
sahip oldugu belirlenmistir. Sonu¢ olarak, ¢icek tozlarmin yiiksek sicakliga
toleranslarinin  ¢esitlerin genel olarak tepkileri ile paralellik gosterdigi ortaya

konulmustur (Giilen ve ark. 2011).

Ulkemizde ticari olarak yetistiriciligi yapilan 15 ¢ilek gesidinin yiiksek sicakliklara
toleranslarini belirlemek amaciyla yiirtitiilen ¢alismada ¢ileklere kademeli olarak 35, 40,
45 ve 50°C’lik yiiksek sicaklik uygulanmistir ve bu bitkilerde yaprak oransal su
kapsami-turgor kaybi, klorofil kapsami ve lipid peroksidasyonu testleri yapilmistir.
Cesitlerin stres toleranslarin1 belirlemek igin sicak su banyosunda 60°C’ye kadar
kademeli olarak tutulmus ve iyon sizintisi testi sonucuna gore her bir ¢eside ait yiiksek
sicaklik tolerans dereceleri belirlenmistir. Sonug¢ olarak, Elsanta, Redlands Hope ve
Camarosa ¢esitlerinin yiiksek sicakliga goreceli olarak tolerant olduklari, Whitney,
Fern, Festival ve CG-3 gesitlerinin ise nispeten daha hassas g¢esitler oldugu ortaya
konulmustur (Kesici 2009, Kesici ve ark. 2013).
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2.2. Yiiksek sicaklik stresinde genetik calismalar

Bir genin belirli bir siiregte anahtar rol oynamasi i¢in anlatiminin artmasi ya da azalmasi
gerekli olmasa da, biyolojik sistemlerde molekiiler temelde farkli ifade edilen genlerin
taranmasi i¢in agik ve anlasilir bir yoldur. Farkli ifade edilen genlerin izolasyonu,
ozellikle diisiik miktardakilerin, oldukc¢a zordur. Bunu daha agik anlayabilmek icin bir

hiicrenin transkriptomundaki karmasikligi dikkate almak gereklidir (Wan ve ark. 1996).

Yiksek sicaklik soku cevabi tiim organizmalarda yiiksek sicaklik ya da diger toksik
ajanlara karst verilen bir grup genin transkripsyonunda artis ile kendini gosteren
oldukc¢a korunmus biyolojik bir cevaptir (Waters ve ark. 1996). Stres geni indiiklenmesi
oncelikle transkripsiyon seviyesinde ortaya ¢ikmaktadir ve belirli genlerin gegici ve
bolgesel ifade kaliplarini diizenleyerek bitkinin strese cevabinda Onemli bir yer

almaktadir (Rushton ve Somssich 1998).

Neff ve ark. (1999), Arabidopsis’te yapilan ¢alismalar sonucunda ATST4a’in BR
(Brassinosteroid) homeostazinda katalitik aktiviteye sahip oldugunu ve blylime ve

gelisme {lizerine etkisi oldugunu gostermistir.

Okaryotik hiicre ~15 000-30 000 farkli mRNA igerir ve toplam kiitlesi ~100 000 olan
mRNA i¢inde yayginliklar1 birden bine kadar degisiklik gostermektedir. Transkript
popiilasyonunun %350 kadar1 goreceli olarak kiiciik sayilardir (birkag¢ yiiz) ve farkl
mRNA tiirlerinin sadece %]1’ini temsil eder. Diger yaris1 ise “nadir” mRNA’lar
icermektedir. Bu nedenle belirli bir biyolojik stirecte 6zellikli bir gérevden sorumlu olan
bir genin farkina varilmasindaki zorluk hiicrede karigik bir yigin bigiminde bulunan

hiicre mRNA’sinin yaninda diisiik miktarda ifade edilmesinden kaynaklanmaktadir

(Lievens ve ark. 2001).

Bitkilerin strese cevabi bir¢ok sinyal yolagi ile diizenlenmektedir ve bitkilerin gesitli
streslere kars1 verdigi cevap icin tetiklenen gen ifadesi kaliplar1 arasinda belirgin bir
ortlisme s6z konusudur (Singh ve ark. 2002). Gen ifadesi seviyeleri genellikle Northern

blot analizleri ile belirlenmekteydi. Ancak bu teknik ¢ok zaman alicidir ve baslangigta
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yiiksek miktarda RNA’ya ihtiya¢ duymaktadir. Real Time PCR (RT-PCR) su an igin
diisiik miktardaki mRNA’larin belirlenmesinde kullanilan en hassas yontemdir ve farkli

uygulamalar i¢in kullanilabilmektedir (Nicot ve ark. 2005).

Cesitli kosullar altinda sicaklik stresinden etkilenen farkli bitki tiirlerinin ifade
verilerinin kiyaslanmasinda, 6rnegin farkli doku tipleri, gelisimsel donem, biiylime
kosullar1 ya da uygulamalari ve stres uygulamalarimin siirekliligi, transkript
birikiminden benzer motifler gostererek genomun %2’si etkilenmektedir (Lim ve ark.
2006).

Bitkilerde savunma ve stres mekanizmalar ile ilgili bir¢ok ¢alismanin gen ifadeleri ile
ilgili oldugunun anlasilmasinin ardindan farkli ifade edilen genlerin fonksiyonlarinin ve
transkriptom analizlerinin yiksek bitkilerin strese verdikleri cevap ve tolerans
mekanizmasinin daha iyi anlagilmasina olanak saglamaktadir. Bu ¢aligmalar sirasinda
da strese yamitta gorevli pek ¢ok yeni gen kesfedilmistir (Tyagi ve Chandra 2006).
Sicaklik stresine yanit ve varhigimi siirdiirebilme bitkilerde olduk¢a karmasik bir
olgudur. Sayist artmakta olan 1siltolerans: degistirilmis mutantlar da bitkilerde sicaklik
stresine karsi verilen yanitlarin karmagikliginin anlasilmasinda bilinenlerin artmasini

saglamaktadir (Kotak ve ark. 2007).

Strese cevap, monomerik, streste olmayan hiicrelerde DNA baglamayan formda ve stres
etkisi ile birlikte trimerik forma doniiserek sicaklik stresi genlerinin promotorlarina
baglanabilen sicaklik stresi faktorleri (HSF) tarafindan yonetilmektedir. Bu durum
yiiksek sicaklifa maruz kalmis organizmalarda molekiiler seviyede en ¢ok godzlenen
cevaptir. Ayrica, farkll bitki tiirlerinde, degisik dokularda, farkli gelisim donemlerinde
yapilan ¢alismalarda bitki genomunun %2’sinin yiiksek sicaklik stresinden etkilendigi
belirlenmistir. Ayrica etkilenen bu genlerin esas olarak yiiksek sicakliga cevapta gorev
alan genler oldugu belirlenmistir (Bhatnagar-matur ve ark. 2008). Abiyotik streslere
cevap ile ilgili giinlimiize kadar bir¢ok gen belirlenmistir ve tanimlanmistir. Ancak bu
caligmalarin biiyiik bir ¢gogunlugu A. thaliana bitkisinde yiiriitiilmiistiir (Peleg ve ark.
2012).
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Yiiksek sicaklik stresine cevabin ise siipresorlerce (baskilayici) diizenlendigi ve bunlar
ortadan kalktiginda (knock out hatlarda) sicaklik stresi toleransina sebep oldugu tespit
edilmistir. Alternatif olarak sicaklik stresine toleransin yolaklardaki sicaklik stresi ile
ilgili dogrudan olamayan ancak strese cevabi tetikleyen mutasyonlar ile olabilecegi

ispatlanmistir (Luhua ve ark. 2013).

Arabidopsis genomunun 1500°den fazla transkripsiyon faktori kodladiginin
bulunmasindan sonra bitkilerin genom kapasitelerinin biiytik bir kismin transkripsiyona

ayirdigi anlasilmistir (Riechmann ve ark. 2000).

Yiiksek sicakliklarda, fotosentez bakimindan zararin olustu§u ana bolgenin tilakoid
zarlar oldugu bilinmektedir. Tilakoid zarlarinda trienoik yag asitlerinin daha az olmasi
nedeniyle yabani tiplere gére daha doygun yag asitlerine sahip olan Arabidopsis double
mutant1 fad7/8, yiiksek sicakliklara karsi daha iyi tolerans ve daha istikrarli elektron

taginimi gostermektedir (Murakami ve ark. 2000).

Sun ve ark. (2001) Arabidopsis’te At-HSP17.6A’nin fonksiyonunu belirlemek igin
yiriittiikkleri calismalarinda At-HSP17.6A’nin sentezinin tohum gelisiminde oldugu

kadar sicaklik ve kuraklik ile de tetiklendigi tespit edilmistir.

Nover ve ark. (2001)’nin bildirdigine gore, bitkiler HSF-kodlayan bircok gene sahiptir
ve bunlardan 21 tanesi Arabidopsis’te tanimlanmustir. Bitki HSF’leri temel olarak
oligomerizasyon bolgelerinin yapisal 6zellikleri ile ayirt edilen ve A, B ve C olarak

adlandirilan korunmusg 3 evrimsel siniftan olusmaktadir.

Panchuk ve ark. (2002)’nin Arabidopsis’te yaptiklar1 ¢alismada, yabani tip ve sicaklik
stresi sirasinda HSP’lerin sentezini saglayan HSF3’ii asir1 miktarda ifade eden
transgenik Arabidopsisler karsilastirilmistir. Transgenik Arabidopsislerde 44°C’lik
sicaklik stresi altinda dahi sabit kalan bir APX isoformu olan Apx5 tespit edilirken
yabani tip bitkilerde tespit edilememistir. RT-PCR caligmalar1 ile Apx2 yeni bir 1s1 soku

geni olarak belirlenmistir.
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Domateste HsfaAl sicakliga cevapta ana diizenleyici olarak goérev almaktadir.
Transgenik domateste, bu genin sentezinin baskilandig bitki grubuna gore 10 kat daha
fazla HsfAl ifadesi belirlenmistir. Bu anlamda HsfAl’in 1siltoleransta essiz bir
fonksiyonunun oldugu ve baska bir sicaklik faktorii (Hsf) ile ikame edilemeyecegi

bildirilmistir (Mishra 2002).

Yamanouchi ve ark. (2002), celtikte benekli yaprak genini (Spl7) harita temelli
klonlama ile tanimlamislardir. Bu genin agik okuma c¢ergevelerinin (ORF) birinin 1s1
soku faktorii (HSF) ile yiiksek benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Dizi analizleri
sonucunda mutant allelin HSF DNA-baglayici bolgesinde triptofandan sisteine doniigme

sebep olan sadece 1 bazlik degisim oldugu goriilmiistiir.

Albrecht ve ark. (2003)’nin Arabidopsis’te CBL1’in (calcineurin B-like proteins) in vivo
fonksiyonunu arastirdiklar1 ¢aligmalarinda CBL1’in anlatiminin asirt derecede arttig
hatlarda terlemeyle birlikte kaybedilen su miktarinin azaldig tespit edilmistir. Genler
dizeyinde ise strese erken cevap vermekten sorumlu olan transkripsyon faktorlerinin
ifadesini ve streste olmayan bitkilerde ise stres adaptasyon genlerini tetikledigi

belirlenmistir.

Arabidopsis thaliana (L.) Heinh. ve Nicotiana tabacum L. bitkilerinde yapilan
arastirmada bitkiler normal kosullarda yetistirildikten sonra sirasiyla 37-44°C ve 42°C
yiiksek sicaklik stresine maruz birakilmistir. 1 saatlik 37°C sicaklik stresine cevap
olarak Arabidopsis bitkisinin yapraklarinda At-HSP17.6 (34,200 kat) ve At-HSP18.2
(22,800 kat) mRNA protein genlerinde binlerce kat artis belirlenmistir. 4 saat sonra At-
HSP18.2 (28,500 kat) geni hala yiiksek seviyede iken At-HSP17.6’nin (9,100 kat)
seviyesinde diisiis gozlenmistir. Nicotiana tabacum L.’de yapisal genlerin transkript
seviyesinde, yliksek sicaklik uygulamasini (42°C) takiben diisiis tespit edilmistir.
24°C’lik normal kosullarda Ribozomal protein olan Nt-L25 ve aktin genleri olan Nt-
ACT9 ve Nt-ACT66’in anlatimlar1 sirasiyla 100, 200 ve 225 kat iken, 2 saat boyunca
oda sicakliginda tutulan bitkilerde bu anlatim miktar1 sirasiyla 160, 280 ve 150 kat
olarak gozlenmistir. Ancak, 2 saatlik yiiksek sicaklik uygulamasinin ardindan bu

miktarlar 12, 33 ve 12 kat olacak sekilde azalmistir (Volkov ve ark. 2003).
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HSF’lerin molekiiler mekanizmalari ile ilgili bilgi birikimi agirlikli olarak Arabidopsis
thaliana ve domateste yapilan aragtirmalar ile edinilmistir. Domateste, HsfAla, HSfA2
ve HsfB1 sicaklik stresinden sorumlu genlerin ifadesinde diizenleyici bir iletisim agi
seklinde ¢alismaktadir ve HsfAla bu iletisim aginin ana diizenleyicisidir (Baniwal ve

ark. 2004).

Lohmann ve ark. (2004)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada, bitki 1s1 soku transkripsyon
faktorlerinin (HSFs) spesifik fonksiyonel rollerini belirlemek icin Arabidopsis thaliana
AtHsfl ve AtHsf3 genlerinden T-DNA insersiyon mutanlart izole edilmistir.
Arastiricilarin elde ettikleri sonuglara gore, AtHSF1 ve AtHSF3 genlerinin 1s1 stresi

genlerinin ani tetiklenmesinde anahtar diizenleyiciler olarak gorev yaptig belirlenmistir.

Sakuma ve ark. (2006)’nin Arabidopsis thaliana’da yaptiklari ¢calismada mikroarray ve
kantitatif RT-PCR analizleri sonucunda DREB2A’nin (dehydration-responsive element

binding protein) hem su hem de sicaklik stresinde rolii oldugu belirlenmistir.

Yokotani ve ark. (2008)’nin transgenik Arabidopsiste yaptiklar1 ¢alismada mikroarray
analizleri sonucunda stres altinda olmayan OsHsfA2e’yi asir1 ifade eden transgenik
Arabidopsisler’in 1s1 soku proteinleri gibi stresle ilgili belirli genleri fazla miktarda ifade
ettigi belirlenmistir. Bu sebeple, OsHsfA2e geninin strese toleransli bitki gelistirmek

icin yapilan 1slahta molekiiler markir olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

Gao ve ark. (2008), Araidopsis thaliana’da yiiriittiikleri arastirmada bilinen klasik
HSFler disinda bZIP28’in de membrana bagl transkripsyon faktori temelli sinyal
yolagi ile sicaklik toleransina katkida bulundugunu tespit etmistir. bZIP28’in ayni
zamanda sicaklik ile tetiklenen, bitkilerde protein katlanmasi ve 1siltolerans gibi bazi

genlerin optimal ifadesinde de gerekli oldugu gosterilmistir.

Liu ve ark. (2008)’na gore mikroRNAlar (miRNAS) strese cevap ile ilgili bir grup gen
ifade diizenleyicisidir ve ifadelerinin stres ile baglantis1 heniliz yeni kesfedilmistir. Bu
nedenle yiiriittiikleri ¢alismada Arabidopsis thaliana tohumlar1 MS agar ortaminda 2

hafta boyunca yetistirilmistir. Fideler blotlama kagidina aktarilmigtir ve tuz stresi
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uygulamak i¢in 300 mM NacCl, kuraklik stresi i¢in ise 200 mM mannitol kullanilmistir.
Sonug olarak bunlardan 10 tanesi yiiksek tuzluluk, 4 tanesi kuraklik ve 10 tanesi de
soguk ile ifade edilen miRNAlar olmustur. miR168, miR171 ve miR396’nin hepsinden
sorumlu oldugu belirlenmistir. RT-PCR analizleri ifade profilleri belirlenerek bu (¢

stresin birbiri ile olan yakin iligkisi ortaya konulmustur.

Wu ve ark. (2009)’nin transgenik celtik bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada OSWRKY11
geninin ¢cDNA’sim1 geltik (cv. Sasanishiki) HSP 101 promotoriine aktarmiglardir.
Sicaklik uygulamalari (su banyosunda 37, 42 ve 45°C’de 1 saat) ile OSWRKY11’nin
asir1 ifade edildigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, OsSWRKY11 geninin
kuraklik ve sicaklik stresine cevapta rol oynadigi ve bu nedenle stres toleransi

gelistirilmesinde faydali olabilecegi gosterilmistir.

Hong ve ark. (2009), 36 saat boyunca su banyosunda transgenik olan (35S:AtDREB1A)
ve olmayan krizantem bitkilerinde 45°C’lik yiiksek sicaklik uygulamistir. RT-PCR ve
cDNA mikroarray analizleri sonucunda transgenik bitkilerde DREB1A ailesine ait 74
genden 55’inin anlatiminin arttigi ve AtDREB1A geninin asir1 ifadesi ile birlikte sinyal
iletiminde gorevli genlerin ifadesinde de yiiksek bir artis oldugu belirlenmistir. Ayrica
metabolizma ve fotosentez ile ilgili genlerin yani sira HSP70 geninin transkripsyonunun

da daha erken donemde gergeklestigi goriilmiistiir.

Frank ve ark. (2009) yiiksek sicakliga tolerant Hazera 3042 ve duyarli Hazera 3017
domates cesitlerine 2 saat boyunca 43-45°C’lik yiiksek sicaklik uygulamasi yapmaistir.
Yiiksek sicaklik uygulanmis domates mikrosporlarinda transkriptomik analizler
(Affymetrix Tomato Genome Array ve cDNA-AFLP) RT-PCR ve immunoblot
calismalar ile kuvvetlendirilmistir. Yapilan analizler sonucunda SHSP, HSP70, HSP90
gen ailelerinin etkinlikleri ortaya konularak, HSFA2 ve HSFA3 gibi transkripsiyon

faktorlerinin de fonksiyonlar1 gdzlenmistir.

Li ve ark. (2010)’nin Arabidopsis thaliana bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada, WRKY39
geninin susturuldugu (knock down) mutantlarin sicaklik stresine karsi duyarh

olduklarini bunun aksine WRKY39 geninin asir1 ifade edildigi mutantlarda ise
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1siltoleransin arttigini gézlemlemisglerdir. Ayn1 zamanda bu mutantlarin Salisilik asit ve

Jasmonik asit sinyal yolaklar1 ile birlikte diizenlendigi belirlenmistir.

Giorno ve ark. (2010) tarafindan 36°C’lik yiiksek sicaklik altinda normal meyve
olusumu meydana getiren tolerant domates anterlerinde (Solanum lycopersicum cv.
Saladett) RT-PCR ile ifade analizleri yiiriitilmiistiir. Analizler sonucunda, HsSfA2 ve
Hspl7-CllI’nin yiiksek sicaklik stresi sisteminde iki 6nemli iiye oldugu belirlenmistir.
Gen ve protein analizleri sonucunda bu genlerin anter gelisimi sirasinda diizenlenerek

kisa ve uzun sicaklik stresi ile birlikte ifadesinin tetiklendigi tespit edilmistir.

Kobayashi ve ark. (2010) Pinot noir iiziim ¢esidine 45°C’lik yiiksek sicaklik
uyguladiktan sonra HSG1, HSG4, HSG14 ve HSG19 genlerinin anlatiminin arttigini ve
26°C’lik geri kazanim uygulamasi ile beraber bu genlerin anlatiminin temel seviyeye
indigi gozlenmistir. Bu ilizim c¢esidinde 1sil toleransi arttirmak amaciyla genetik
miihendisligi yaklasimlar1 kullanilarak belirlenen bu doért gen Arabidopsis thaliana
bitkisine aktarilmistir. Bu genlerin asir1 ifade edildigi Arabidopsis hatlarinda bitkilerin
bliyiime hizlarinin herhangi bir zarar olusturmadan arttigi ve yiiksek sicaklik
uygulamasinin ardindan (45°C’de 1 saat) 1siltolerans testlerine gore kontrol bitkilerine

kiyasla belirgin sekilde saglikli olduklar1 belirlenmistir.

Arabidopsis genomu birbirinden uzak 2 AtCYS gen kimesinden 7 antosiyanin
izoformunu (AtCYSs) kodlamaktadir. Yapilan arastirmada AtCYS1 ve AtCYS2 her bir
kiimeden temsilci olarak secilmistir ve GUS roportorii ile transgenik bitkiler
olusturulmustur. Uygulanan sicaklik stresinin ardindan (37°C’de 48 saat) ifade profilleri
belirlenmistir ve her AtCYS geninin stres sirasinda benzersiz ifade profili oldugu
gbzlenmistir. Ayrica yliksek sicaklik stresinin AtCYS1 ve AtCYS2’nin ifadesini arttirdigi
goriilmistiir. Bu sonuglara gore, AtCYS genlerinin bitki gelisimi ve stres cevabinda

onemli rolleri oldugu belirlenmistir (Hwang ve ark. 2010).

Dong ve ark. (2011) bir VHP (Vacuolar H+-translocating inorganic pyrophosphatase;
VHP, EC 3.6.1.1) geni olan MdVHP1’i elmadan izole etmistir. Nukleotid ve amino asit

dizi analizleri bu genin type-1 VHP proteinini kodladigin1 géstermistir. Bu genin elma
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in vitro tomurcuk (shoot) kiiltiirlinde, vejetatif ve tireme organlarinda ifade edildigi ve
ifadesinin tuz, osmotik stres, soguk ve sicak ile tetiklendigi belirlenmistir. Ayrica
transgenik domates bitkisinde yabani tipe gére MdVHPL1’in asir1 ifadesi tuz ve kuraklik
stresine kars1 tolerans gelismesine de neden oldugu belirlenmistir. Bu sonugclar,
MdVHP1’in icsel iyon ve ¢ozinur maddeleri dengeleyerek abiyotik streslere tolerans

gelistirilmesinde 6nemli bir diizenleyici oldugunu gostermektedir.

Zhang ve ark. (2011)’nmin Yunnan kirmizi armudunda kirmizi kabuk renginin
mekanizmasin1 karakterize ettikleri caligmada suppression subtractive hybridization
(SSH) teknolojisi kullanilarak subtractive cDNA kiitiiphanesi olusturulmustur. 100’{in
tizerinde farkli ifade edilen EST belirlenmistir. RT-PCR’da yuritilen ifade
analizlerinde acgik renk kabuklu ‘Zaobaimi’ ve kirmizi kabuklu ‘Yunhong-1’ ¢esitleri
icin 13 gen kullanilmigtir. Bu analiz sonucunda diger sec¢ilen genlerin anlatimi artar
veya azalirken metallothionein-like protein ve NADP-malik asit enzimlerini kodlayan
genlerin yapisal olarak ifade edildigi gorilmistiir. Ayrica, RZR3MYB transkripsiyon
faktori PyMYB10’nin her iki gesitte de anlatiminin arttigi fakat cesitler arasindaki
kinetiginin farkli olurken diger antosiyaninle ilgili genlerin ise MYB-bHLH-WDA40
kompleksi ile diizenlendigi belirlenmistir. DFR ve ANS genlerinin ‘Zaobaimi’ ¢esidinde

renklenmede sinirlayici faktor oldugu tespit edilmistir.

Li ve ark. (2011), 100 genotip arasinda meyve olusturma performanslarina gore yiiksek
sicakliklara toleransli (HT) ve duyarli (HS) olarak belirlenen domates (Solanum
lycopersicum L.) cesitlerinde karbon dagilimi ve sukroz ayristirma enziminin
paternlerini aragtirmiglardir. Sonug¢ olarak, yiiksek kapasitede sukroz alimi ve INV
(invertaz) aktivitesinin domatesin geng meyvelerinde glukoz sinyal yolagi aktivitesini

arttirarak PCD yolagini1 baskiladig1 belirlenmistir.

Musa acuminata (cv. Carvendish)’da RT-gPCR ic¢in en uygun referans genin secilmesi
amaciyla 20 gen kullanilmistir. Bu amagla muz meyvelerine yiiksek sicaklik 38°C’de ve
lisiime de 8°C’de uygulanmistir. Ornekler uygulamalarin 0, 1, 3, 5 ve 7 giin sonrasinda
toplanmistir. Bu uygulamanin disinda baska muz meyvelerine biyotik stres

(Colletotrichum musae) ve hormon uygulamalar1 (5 mM salisilik asit ve 0,1 mM metil
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jasmonat) da yapilmistir. 20 gen arasindan ACT1, EIF5A-2, UBQ2, RPS2 ve CAC
yiiksek sicaklikta en istikrarli referans gen olarak belirlenmistir. Ancak higbir gen her

bes uygulama icin de ayni kararlili§i gostermemistir (Chen ve ark. 2011).

Nakashima ve ark. (2012)’nin NAC transkripsiyon faktorlerinin bitki abiyotik stres
toleransindaki roliinii tartistiklari derlemede NAC proteinlerinin  bitkiye 06zgu
transkripsiyon faktorlerinden oldugu ve ge¢misten giiniimiize Arabidopsis ve celtikte
100’den fazla NAC geninin tanimlandig1 bildirmistir. NAC transkripsiyon faktorlerinin
sadece bitki gelisiminde degil ayn1 zamanda abiyotik strese cevapta da pek¢ok dnemli
fonksiyonu oldugu, stresten sorumlu NAC genlerinin (SNAC) asir1 ifadesinin transgenik

Arabidopsis ve celtik bitkilerinde kurakliga karsi toleransi arttirdigi belirtilmistir.

Zhao ve ark. (2012), elmada iistime (0, 2, 4, 8, 12 ve 24 saat 4°C), yiiksek sicaklik
(40°C), dissal absisik asit (100 uM), kuraklik (12 giline kadar bitkileri susuz birakmak),
tuz (1 yash fideleri 0, 2, 6, 12, 24 ve 48 saat 100mM NaCl iceren Hoagland
solisyonunda tutmak) stresi gibi 5 farkli abiyotik stres uygulamistir. Caligmalarin
sonucunda ilk kez tiim elma genomunda 6 alt gruba ayrilabilecek 68 adet MADREB geni
bulunmustur. Kantitatif RT-PCR sonuglarina gore varsayilan bazit MADREB genlerinin
anlattminin farkli abiyotik stres uygulamalari altinda belirgin sekile arttigin

belirlemislerdir.

WRKY transkripsiyon faktorlerinin bitki abiyotik stresindeki roliinlin tartisildig
makalede WRKY genlerinin genellikle bir¢ok stres faktoriine tepki gosterdigi ve
proteinlerinin de pekgok siiregte olumlu ya da olumsuz yonde diizenleyici rol iistlendigi
bildirilmistir. Bu gen ailesinde Arabidopsis’te tanimlananlardan At2g30250, At5g07100
ve At3g04670’in yiiksek sicaklik stresi ile ilgili oldugu, At5g07100 ve At3g04670’in ise
sadece sicaklik stresi ile tetiklendigi belirtilmistir (Chen ve ark. 2012).

Sicaklik stresi transkripsyon faktorleri [Heat stress transcription factors (Hsfs)] birgok
kimyasal stres etkeni ve sicaklik stresine karsi genlerin cevap aktivitesini belirleyen
sinyal aktarimi zincirinin terminal unsurlaridir ancak fonksiyonlart tam olarak

anlasilamamistir. Bu amagla ¢eltikte (Oryza sativa L.) 19 ve Arabidopsis’te
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(Arabidopsis thaliana) 21 Hsf {iyesi klonlanmistir. Oligomerik yapilarina gore Hsf
proteinleri G¢ evrimsel siifa ayrilmistir: A, B ve C HsfA aralarinda en ¢ok ¢alisilanidir.
HsfAla ana dizenleyici ve HsfA2 bitkinin sicakliga tepkisinde ana sicaklik stresi
faktoridir. Buna ek olarak Arabidopsis’te, HsfAd4a ve HsfA8 ikincil stres faktori olan

reaktif oksijen tlrlerini algilamada sensor gorevi gormektedir (Qu ve ark. 2013).

Yiksek sicakliklar lahanada (Brassica oleracea L.) hastaliklara dayanimi
geriletmektedir ve verimi azaltmaktadir. Bu nedenle lahana 1slahinda yiiksek
sicakliklara toleransli lahana se¢imi 6nemli bir hedeftir ve bunu basarmanin en hizli
yolu molekiiler ve biyolojik yontemlerdir. Bu sebeple yiiriitillen caligmada yiiksek
sicakliga tolerant (HT) ve duyarli (HS) lahana hatlarinda sicakliktan sorumlu genlerin
ifade profilleri incelenmistir. HT hatlarda BoHsp70 proteinin ve BoGRAS (SCL13)
transkripsyon faktorlerinin transkriptleri HS hatlara gore daha guclu ifade edildigi
belirlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak bu genlerin lahana 1slahinda 6n se¢im igin

molekiiler markir olarak kullanilabilecegi 6nerilmektedir (Park ve ark. 2013).

Suzuki ve ark. (2013) Arabidopsis’te APX1, APX2 ve APX1/APX2’nin eksik oldugu
mutantlarinda sicaklik, tuzluluk, 151k ve oksidatif stres gibi farkli streslere karsi verilen
cevabi karakterize etmistir. APX2’nin eksik oldugu mutantlarda 151k stresine karsi
toleransin azaldig1 ancak buna karsin tuzluluk ve oksidatif strese karsi tolerans
gelistirdigi goriilmiistiir. Sasirtict sekilde, APX2 nin olmadig: bitkilerin fide doneminde
sicaklik stresine daha duyarli, reprodiiktif donemde ise daha tolerant oldugu
belirlenmistir. APX1 ve APX2 oksidatif stres sirasinda birlikte ¢alisirken, 151k, tuzluluk
ya da sicaklik stresinde calismadigi ayrica uzayan sicaklik stresi sirasinda APX2
olmayan bitkilerde daha fazla tohum dretildigi tespit edilmistir. Bu durum APX2’den
eksik olan bitkilerde bazi farkli mekanizmalarin sicaklik stresi (45°C) sirasinda
aktifleserek reprodiiktif dokular1 sicaklik stresi zararindan korudugunu gostermistir.
Aragtiricilar yiiksek sicakligin reprodiiktif organlara zarar vererek diinya c¢apindaki
tarimsal liretimin azalmasindaki ana etken olmasi sebebiyle bu sonuglarin ¢ok 6nemli

oldugunu vurgulamustur.
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Bitkilerin strese olan cevaplarinda fosforilasyonun rolii hakkinda oldukc¢a az bilgi
bulunmaktadir. Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar sonucnda MPK6 (mitogen-
activated protein kinase)’nin 6zellikle ana stres transkripsiyon faktorii olan HSfA2’yi
hedef aldigr kanitlanmistir. MPK6, HsfA2’yi T249 bdlgesi Uzerinden fosforlayarak
hiicreleraras1 lokalizasyonunu degistirmistir. Sonu¢ olarak 37°C’de 1saat boyunca
yiiksek sicaliga maruz kalan Arabidopsis bitkisinde HSfA2 ve MPK6 kompleks bicimde

sicaklik stresine cevapta rol oynamaktadir (Evrard ve ark. 2013).

Arabidopsis thaliana genomundaki tim genlerin %13’Unden fazlasi fonksiyonu
tamamen bilinmeyen proteinleri kodlamaktadir. Fonksiyonu bilinenlerden de >%30’u
cok az anlasilmistir. Arabidopsis’te yiiriitiilen bu ¢alismada fonksiyonu bilinmeyen bu
genlerin aydinlatilmas1 amaglanmistir. Bu amagla 1007 adet gen segilmis ve onlardan
sorumlu olan T-DNA insersiyon mutantlarinda tuzluluk (NaCl; 75-150 mM), oksidatif
(Sorbitol; 50-250 mM), ozmotik (PEG-8000; —1.2w), sicak (38C’de 24 saat), soguk
(10C’de 48 saat) ve oksijen azlig1 (hava yerine argon) streslerine karsi test edilmislerdir.
Mutantlarin %12-31’inin degistirilmis (altered) strese cevap fenotipine sahip oldugu
goriilmiistiir. Sasirtict bicimde, 1007 mutantin 832°si birden fazla abiyotik strese karsi
duyarlilik veya tolerans gostermistir. Test edilen farkli abiyotik stresler arasindan
oksidatif ve ozmotik streslerin en yiiksek fenotipik etkinlige sahip oldugu belirlenmistir

(Luhua ve ark. 2013).

BRler (Brassinosteroids) bitki gelisimi, biiylimesi ve strese cevapta diizenleyici rol
oynamaktadir. Biiylime ve gelismedeki rolleri ¢alisilmis olsa da strese cevaptaki rolleri
oldukca az c¢alisilmistir. EBR (24-epibrassinolide) oksidatif ve sicaklik stresine toleransi
indiklemekte, RBOH1, MPK1 ve MPK2 transkript seviyelerini arttirmakta, apoplastik
H,0, birikimini yikseltmekte ve MPK1/2 aktivasyonunu genisletmektedir. RBOH1,
MPK1, MPK2 ve MPK1/2’nin VIGS (viriis induced gene silencing) ile susturulmasi
stres toleransinda azalma ile sonuclanmaktadir. RBOH1’in susturulmasinin MPK1 ve
MPK2’nin transkript seviyeleri izerinde bir etki yaratmazken MPK1/2 aktivitesini ve
H,O, birikimini engellemektedir. MPK1 ve MPK2’den birini susturmak RBOH1
transkript miktarini, H,O, birikimini ve MPK1/2 aktivitesini geriletmektedir. Sonuclar
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genel olarak degerlendirildiginde, MPK2’nin MPK1’e gore EBR indiiklii apoplastik
H,0; birikiminde daha kritik bir rol oynadig1 belirlenmistir (Nie ve ark. 2013).

Park ve ark. (2013) yiiksek sicakliklarda bas olusturma yeteneklerine gore test edilen
toleransli ve duyarli lahana ¢esitlerinde yaptiklar ifade analizleri (Brassica microarray)
sonucunda tolerant ¢esitte sicaklik stresi kosullarinda (42°C’de 24 saat) 500 transkriptin
anlatiminin arttigini veya azaldigini, normal kosullarda ise 453 transkriptin anlatiminin
degistigini belirtmistir. Sicakliga duyarh ¢esitte ise 354 transkriptin anlattminin belirgin

sekilde azaldig tespit edilmistir.

Domates bitkisine kontrol (25 °C+Omm NaCl), tuz (25 °C+120 mm NaCl), sicak (35
°C+Omm NaCl) ve tuztsicak (35 °C + 120 mm NaCl) olacak sekilde stres
kombinasyonu uygulanmistir. Her uygulamadan 24, 48 ve 72 saat sonra Ornekleme
yapilarak bu stres kombinasyonlarinin etkisi aragtirilmistir. Yiiksek sicaklik ve tuz stresi
kombinasyonu uygulanmis domates bitkisinde beklenenin aksine bu streslerin negatif
etkisi goriilmemistir. Sasirtict bicimde bu kombinasyon domates bitkisine tuz stresine
kars1 belirgin seviyede koruma saglamistir. Bu stres kombinasyonuna karst bitkilerin
glisin betain ve trehalozunda birikiminin oldugu belirgin bir cevap verdigi gozlenmistir.
Yalmz tuzluluga kiyasla, stres kosullar1 altinda bu bilesenlerin birikimi yiiksek K"
konsantrasyonunun korunup boylece daha diisiik Na*/K" oran1 saglanarak fotosentez ve
hiicre suyu durumunun daha iyi performans gdstermesine bagli oldugu bildirilmistir

(Rivero ve ark. 2014).

Pek ¢ok sicaklik stresi transkripsiyon faktorii (Hsfs) ve 1s1 soku proteinlerinin (Hsps)
sicaklik stresine karsi bitkileri koruduklar1 bilinmektedir. Ancak sicaklik stresine cevap
yolaklarin1 diizenleyen anahtar faktorler hala bilinmemektedir. Bu soruna cevap aranan
calismada Arabidopsis model bitki olarak kullanilmigtir. Mikroarray analizleri
sonucunda (Heat-Induced Tasl Targetl) HTT1 ve HTT2 genlerinin yiiksek sicaklik
sirasinda oldukga yiiksek miktarda ifade edildigi ve bunu yiliksek sicaklik sirasinda
HsfALl’in dogrudan HTT1 ve HTT2 nin promotorlerine baglanarak yaptigi belirlenmistir.
Ayrica, HTT1’in Hsp70-14 ve 40, Niikleer faktdr Y ve Subunit C2 ile etkilestigi tespit
edilmistir. Ttim sonuglar degerlendirildiginde HTT1’in TAS1a’y1 hedef almasi nedeniyle
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1siltolerans yolagini diizenledigi, aslinda HsfAl tarafindan aktiflestirildigi ve Hsp70-14
kompleksinin kofaktorii olarak davrandigi gosterilmistir (Li ve ark. 2014).

Johnson ve ark. (2014)’nin Sorghum bicolor’da sicaklik ve kuraklik stresinin birlikte
uyguladiklar1 calismalarinda transkriptom analizleri sonucu 25,585 proba sahip
mikroarrayin ~%@4’linde kuraklik ve %]18’inde sicaklik stresi ile ilgili genlerin
ifadelerinde degisiklik belirlenmistir. Sadece iki stresin bilesiminde cevapta ise
problarin %7’ sinin ifadesinin degistigi ve bu durum i¢in “essiz” olduklar1 gdériilmiistiir.
Bu essiz transkriptlerin ontolojik analizleri sonucunda, MYB78 ve ATAF1’in 6zgiln

transkripsiyon faktorii olarak potansiyele sahip olduklar bildirilmistir.

Hsf gen ailesinin Cin lahanasindaki rolliniin arastirildigi c¢alismada Arabidopsis ve
celtik ile filogenetik akrabaligina dayanarak 3 grupta toplanan 35 adet BrHsf geni
tanimlanmistir. Bunlarda 33’{inlin kromozom tizerindeki yerleri belirlenmistir ve bunlar
da 3 alt genoma ve 8 atasal karyotipe ayrilmistir. Dagilim haritasi verilerine gore bu
BrHsf genlerinin kromozomlar iizerinde rastlantisal olarak dagilmadigi ve Cin lahanasi
ile Arabidopsis’in 22 ortolog gen ciftini paylastigi belirlenmistir. Karsilastirmali
analizlerde B. rapa, Arabidopsis, celtik, Theobroma cacao ve Musa acuminata’ya ait
HSFler kullanilmistir (Song ve ark. 2014).

TaHsfA6f’nin Triticum aestivum’daki roliiniin arastirildig1 ¢alismada bu genin yesil
organlarda yapisal olarak ifade edildigi ve stres sirasinda (36°C’de 1,5, 2 ve 5 saat)
ifadesinin anlamli gekilde arttigi gozlenmistir. TaHSfA6f’y1 asir1 derecede ifade eden
transgenik bugday bitkisinde 1siltoleransin gelistigi bildirilmistir. Sonu¢ olarak
TaHsfA6f’nin bir transkripsiyon faktorii oldugu ve TaHSP, TaGAAP ve TaRofl

genlerinin fonksiyonlarini diizenledigi tespit edilmistir (Xue ve ark. 2014).
NDong ve ark. (1997)’nin gilek bitkisinde (Fragaria x ananassa) diisiik sicaklik ile

ilgili genleri arastirdigi ¢alismalarinda Fcorl geninin molekiiler markir olarak

kullanilabilecegi belirlenmistir.
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Son yillarda birgok c¢alisma grubu g¢ilekte olgunlagsma sirasinda ifade edilen farkli
genlerin tanimlanmasina odaklanmistir (Medina-Escobar ve ark. 1997, Manning 1998,
Nam ve ark. 1999, Aharoni ve O’Connell 2002).

Llop-Tous ve ark. (2002)’nin yaptiklar1 c¢alismada c¢ilek ¢cDNA kiitiiphanesinden
kalsiyum bagimli protein kinaz (FaCDPK1) izole edilmistir. 4°C’de 5 saat tutulan
bitkilerdeki FaCDPKZ1’in mRNA seviyesinin 22°C’de tutulanlara gore daha yuksek
oldugu belirlenmistir. Ayrica gen¢ yapraklar ve olgun yapraklar arasinda farklilik
gozlenmemistir. Ancak, beyaz meyvelerde tespit edilen transkriptin daha geng
meyvelerde ifade edilmedigi tespit edilmistir. Bu baglamda FaCDPK1’in sadece diisiik

sicaklikla degil ayn1 zamanda meyve gelisiminde de rol oynadigi belirlenmistir.

Salentijn ve ark. (2003)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada Elsanta, Holiday ve Gorella
cilek ¢esitlerinde meyve sertligi acisindan farklilasan gen ifadeleri incelenmis ve aday
genler arastirllmistir. Farklilasan gen ifadelerinin DNA microarray analizleri ile
belirlendigi aragtirma sonuglarina gore toplam 61 gende belirgin farklilik gézlenmistir
ve bu array’deki toplam cDNA’lerin %3,6’s1 kadar oldugu belirtilmistir. Sonug¢ olarak
lignin metabolizmasinda 2 genin (sinnamol CoA reduktaz ve sinamil alkol
dehidrogenaz) en yiiksek ifade farkliligina sahip oldugu belirlenmistir. Elde ettikleri

verilere gore bu iki gen meyve sertligi i¢in yeni adaylar olarak tanimlanmistir.

Takeda ve ark. (2003)’nin kiiltiire alinmis ¢ilek hiicrelerinde hidrodinamik strese karsi
farkli ifade olan genleri belirlemek amaciyla RT-PCR kullanarak yaptiklar1 ¢alismada
stres ile birlikte kalsiyum bagimli protein kinaz (CDPK) gen ifadesinde artis oldugu ve
kalsiyum kanali engelleyici verapamilinin de tuf geninin ifadesini baskiladigi ancak

bunun CDPK’nin ifadesini etkilemedigi belirlenmistir.

Elsanta ¢ilek ¢esidinde olgunlukla birlikte farkli ifade edilen genlerin belirlenmesinde
olgun meyvelerden olusturulan ¢cDNA kiitiiphanesinden EST’ler kullanilmistir. Elde
edilen dizilerin %40’1 i¢in veri tabanlarinda anlamli bir benzerlik bulunamamustir.
Anlamli benzerlik gosterenler arasinda ise bitki diinyasinda bilinen diziler ile %70

benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Aharoni 2004).
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2006 yilinda Giilgiller Genomiks Idari Komitesi (The Rosaceae Genomics Executive
Committee) bu aile iginde ¢aligsmalart yiiriitebilmek igin olusturulan ii¢ asamali
platformda cilegi (Fragaria spp.) translasyonel genomiks modeli olarak belirlemistir
(Folta ve Davis 2006, Folta ve Dhingra 2006). Bu aile i¢inde ¢ilegin translasyonel
genomiks caligsmalari i¢in se¢ilmesinin pek ¢ok sebebi vardir. Arabidopsis gibi ¢ilekte
dogada cokca diploid olarak bulunur. Biiyiikk miktarlarda tohum firetir ve yasam
dongiisii sera ve laboratuvar ortaminda oldukga hizlidir. Diger bir avantaji ise ¢ilegin
yabani formlarmin kiiclik diploid bir genoma sahip olmasi1 (Folta ve Davis 2006),
aktarilabilirligi ve biiyliyen baglant1 haritasidir (Sargent ve ark. 2004, 2006). Bu diploid
yapi ileri ve geri genetige olduk¢a uyumludur ve ailedeki translasyonel calismalar igin
miikemmel bir sistem sunmaktadir. Arabidopsis’in aksine, diploid ¢ilek tohumla oldugu

gibi vejetatif olarak kolaylikla ¢ogaltilabilir (Folta ve Dhingra 2006).

Husaini ve Abdin (2008) tarafindan c¢ilekte ilk kez tuza dayanikli 10 adet transgenik hat
gelistirilmistir. Bu dogrultuda yaptiklar1 ¢calismada T3, T 5 ve T g hatlarinda tuzluluk,
su ve disiik sicaklik stresinde sentezi tetiklenen osmotin geninin varligi tespit
edilmistir. Yapilan biyokimyasal analizlerde prolin, toplam ¢0zunebilir protein ve
klorofil igerigi yabani tiplere gore oldukga yliksek bulunmustur. Sonug¢ olarak yaprak
disklerinde yapilan senesens denemelerinde T3, T\ 5 ve T g hatlarinin tuzluluk stresine

kars1 toleransli oldugu belirlenmistir.

2.3 Yiiksek sicaklik stresinde protein metabolizmasi

Sicaklik stresi faktorii (HSF) kontrolii altinda sicaklik stresi proteinlerinin (HSP)
birikimi bitkilerde ve diger organizmalarda sicaklik stresine cevapta ve 1s1l toleransin
gelistirilmesinde merkezi bir rol oynamaktadir Saperon aktivitelerinin ongoriilmesi
disinda Hsp60, Hsp70 ve Hsp90’1n yliksek sicaklik stresi sirasinda yasamsal aktiviteleri
ile ilgili belirgin bir bilgi yoktur. Sicaklik stresi sirasindaki fonksiyonu sebebiyle
Hsp100/ClpB ve sHSP’ler arastirmalarda en ileri gidilmis olanlaridir (Kotak ve ark.
2007).
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Hsp100 ailesi bitkilerde yiiksek sicaklik toleransinda olmazsa olmazdir ancak normal
biiyiime kosullar i¢in boyle degildir (Hong ve Vierling 2001). Hsp100/ClpB proteinleri
ayni zamanda ATPazlar’in AAA+ ailesinin bir iiyesidir ve protein agregatlarinin tekrar

¢Oziinebilir olmasindan sorumludur (Bosl ve ark. 2006).

SHSP’ler 90 amino asitlik korunmus bir karboksil terminal alani olan ve a-kristalin alani
olarak bilinen bir saperon siiper ailesine aittir ve bitkilerde bilinen gelmis ge¢mis en
karmasik gruptur. Cekirdek-sitoplazma kisimlarini, kloroplastlari, mitokondriyi
endoplazmik retikulum ve peroksizomlar: hedef alan ve hemen hemen tim hiicresel

bolimleri koruyan tiyelere sahiptir (Nakamoto ve Vigh 2007).

Proteinlerin organa 6zgii ifadesi bitki biiylime ve gelisimi i¢in olmazsa olmazdir. Bu
nedenle organa 6zgu proteomiks analizleri bize bitkilerin abiyotik strese cevaplarini
anlamada daha iyi bir bakis acis1 saglamaktadir. Abiyotik stres ilk olarak bitkide toprak
alt1 veya toprak tstii kismi etkilemektedir. Bu durum kokler veya yapraklar tarafindan
hissedilip hiicresel sinyal degisimini etkileyerek molekiiler ve metabolik degisiklikleri
baslatmaktadir. Bundan dolay1 bitkilerin abiyotik strese karst nasil cevap verdigini
anlayabilmek igin yaprak veya kok sistemine odaklanmak ¢nemlidir. Organa 0zgu
protein miktariin analizi bitkilerin abiyotik streslere verdigi cevaplar hakkinda genis
bilgi saglamaktadir. Ancak yapraklardan toplam protein izolasyonu diisiik miktarda
bulunan proteinlerin toplam proteinler icinde kendi fiziksel veya kimyasal yapilari
nedeniyle maskelenmeleri sonucu oldukga zor hale gelmektedir (Komatsu ve Hossain
2013).

Lee ve ark. (1995) Arabidopsis’te yaptiklari ¢calismada genetik olarak modifiye edilmis
sicaklik soku faktoriiniin derepresyonu HSP’lerin yapisal sentezini arttirmasina neden
olarak sonucunda transgenik Arabidopsis bitkisinde 1siltoleransin artmasina neden

oldugu belirlenmistir.

Havug (Daucus carota L. cv. Danvers Half-Long) bitkisinde yiiksek sicakliklarin
etkilerinin arastirildigi calismada havug bitkisine ait hiicre kiiltlirleri kullanilmaistir.

37°C’de 2 saat ve ardindan geri kazanim igin 23°C’de 1,5 saat, 48°C’de 30 dak. ve
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tekrar 23°C’de 14 giin tutulan hicre kalttrlerinde Hsp 17,7°nin 1s1l toleransta 6nemli bir

rolii oldugu belirlenmistir (Malik ve ark. 1999).

14 saat 28°C giindiiz ve 10 saat 24°C gece kosullarinda yetistirilen pamuk (Gossypium
hirsutum L.) ve 14 saat 25°C giin, 10 saat 21°C gece kosullarinda yetistirilen bugday
(Triticum aestivum L.)’da kademeli ve ani sicakliklarin bu bitkilerin yapraklarindaki
etkilerinin arastirildigi ¢alismada ani olarak (1°C/dak.) sirasiyla 42,5°C ve 40°C’ye
cikarilan, kademeli olarak da bu sicakliklara 2,5 saatte c¢ikarilmistir. Pamuk icin ani
sicakliklardaki Tsp degeri 41,1°C ve kademeli sicakliklarda 42,4°C iken bu deger
bugday i¢i sirasiyla 37,2 ve 39,2°C’dir. Her iki tiir i¢in de RUBP igerigi 35°C’ye kadar
goreceli olarak kararli kalirken bu sicakliklarin {izerinde belirgin bir artig
gostermektedir. RuBisCo’nun goreceli aktivitesi agisindan ise Tsg degeri ani sicakliklar
icin pamukta 43,3°C ve kademelide 40,8°C iken bugdayda bu sirasiyla 37,4 ve 39,0°C
olmustur. Caligma kademeli ve ani sicakliklar agisindan degerlendirildiginde ise
bugdayin pamuga gore yiiksek sicaklilara daha duyarli bir tiir oldugu belirlenmistir

(Law ve Crafts-Brandner 1999).

Domates (Lycopersicon peruvianum L.)’te 42°C’lik 2 ve 2,5 saatlik yiksek sicaklik
uygulamasinin ardindan Pisum sativum Hsp18,1 ve Arabidopsis thaliana Hsp17,7 class-
Il antikorlar1 kullanilarak yiiriitiilen ¢alismada sitozolik Hspl7,7 class | ve Hspl7,3
class Il proteinlerinin molekiiler saperon gibi davrandigi belirlenmistir (Low ve ark.
2000).

Arabidopsis’te Hsp101’in roliiniin arastirildigi ¢alismada bitkiler ¢imlenme ortaminda
14 giin boyunca yetistirilmistir. Yiiksek sicaklik stresi 45°C’lik sicaklikta 2 saat
boyunca uygulanmistir ve sonrasinda sicaklik tekrar 22°C’ye getirilmistir. Hsp101
proteininin bitkilerde sicaklik ile birlikte tetiklendigi ve bitkilerin yiiksek sicaklik
stresine kars1 koymasinda oldukga belirgin bir rolii oldugu tespit edilmistir. Bu proteinin
evrimsel olarak korunmus olmasi da proteinin hem yapisal hem de stres kosulunda

etkinliginin yiiksek olmasina sebep oldugu belirtilmistir (Queitsch ve ark. 2000).
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Escobar-Galvis ve ark. (2001)’nin bezelyede (Pisum sativum L. cv Oregon sugarpod)
yiriittiikleri ¢aligmada ilk kez bir mitokondriyel nucleoside diphosphate kinase
(mtNDPK) izole edilip karakterize edilmistir. Bezelye mtNDPK’sinin 86kDa’luk bir
protein ile etkilesimde oldugu ve sicaklik stresi karsisinda 86kDa’luk proteinin

diizenleyicisi olarak gorev yaptig1 bildirilmistir.

Larkindale ve Knight (2002) Arabidopsis’te kalsiyum, absisik asit (ABA), etilen ve
salisilik asit (SA)’in sicaklik stresine karst koruyucu 6zelligini arastirmistir. Sonuclara
gore, Etilen, SA ve ABA Arabidopsis tarafindan sicaklikla tetiklenmis oksidatif
zararlanmaya kars1t korunma amagli kullanildigi ve kalsiyumun kalmodulin olarak bu

korunma yollarinin diizenlenmesinde sinyal olarak gorev aldigi belirlenmistir.

Bugdayda tane dolumu sirasindaki yiiksek sicakliklarin arastirildigi ¢alismada bitkilere
18°C/10°C ve 34°C/10°C’lik iki sicaklik rejimi uygulanmistir ve tane proteinleri 2-D
protein elektroforezi ile ayristirilmistir. Toplam bugday tane proteinleri arasindan 37
tanesinin yiiksek sicaklik ile belirgin bicimde degistigi belirlenmistir. Bunlardan 25
tanesinin yiiksek sicaklik ile tetiklendigi ve 1 tanesinin de yiiksek sicaklik ile azaldigi

belirlenmistir (Majoul ve ark. 2003).

Arabidopsis’te yapilan biyokimyasal ve genetik analizler sonucunda AtNDPK2’nin
indirgenme-yliikseltgenme olaylarina ortaklik ettigi ve yapisal olarak asir1 ifade edilmesi
ile ROS temelli coklu cevresel streslere karsi tolerans gelistirilebildigi sonucuna
vartlmistir. Bu durum, AtINDPK2’nin bitkilerde H,0; aracili MAPK sinyalizasyonunda
karakterize edilmemis diizenleyici bir role sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica
AtNDPK2 fosfat grubunu kendi substrat proteini AtMPK3’e aktardiktan sonra tekrar
fosforlanamadig1 ve bunun iki sebebinin olabilecegi sOylenmistir. Bunlardan birincisi,
AINDPKZ2’nin substrat proteini ile etkilesiminde bdyle bir bolgeye sahip olmadigi,
ikincisi ise AINDPK2’nin AtMPK3’e bagli kalmaya devam ettigi ve bu nedenle ATP
baglama ve fosfat aktarimi i¢in yeni bir dongliye uygun olmadigr yoniindedir.
AINDPK2’nin  AtMKP3’ii nasil diizenlediginin ise bu iki proteinin yapisi ve

fonksiyonunun g¢alisilmasi ile belirlenebilecegi sdylenmistir (Moon ve ark. 2003).
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Majoul ve ark. (2004), bugday tanelerinde yiiksek sicakliklarin albiiminler ve
globiilinler 6zelinde suda ¢6ziinebilir kisimlarin analizini yapmustir. Bu proteinler 2D
protein elektroforezinde ayristirilmistir ve yapilan veri analizi sonucunda degisen 43

proteinden 24’{iniin anlatimi artarken 19’unun anlatiminin azaldig belirlenmistir.

Yiiksek sicaklik (38°C’de 6 saat) ve kuraklik (%70-75 YOSK, 6-7 glin) stresinin birlikte
uygulandigr Arabidopsis’te transkriptom analizleri yapilmistir ve sonucunda iki
multigen ailesinin kismi olarak koruma yolaginda gorev yaptigi goriilmiistiir. 454 adet
transkriptin bu stres bilesimine o6zel ifade edildigi belirlenmistir. Metabolik
profillemenin ardindan sukrozun yani sira ve maltoz ve glukoz gibi diger sekerlerin
biriktigini ve aksine kuraklik stresinde birikimi gdzlenen prolinin iki stresin bilesiminde

ise gozlenmedigi belirlenmistir (Rizhsky ve ark. 2004).

Domates (Lycopersicon esculentum) kloroplast sHSP, HSP21, yapraklarda sicaklik
stresi ile tetiklenmesinin yani sira normal biiyiime kosullar1 altinda da
sentezlenmektedir ve oksidatif stres altindaki PSII sistemini korumaktadir (Neta-Sharir

ve ark. 2005).

Ma ve ark. (2006) bitki peroksizomlarindaki diisiik yogunluklu diizenleyici proteinlerin
Arabidopsis genomundaki olasi PTS (peroxisomal targeting signal)leri kodlayan
genlerin taranmasi ile belirlenebilecegini ve bu anlamda Arabidopsis’in peroksizom
matriksinde sHsp icerdigi gosterilen ilk organzima oldugunu belirtmistir. EK olarak,
daha 6nce tanimlanan 6 sHsp ailesine ek olarak bu ¢aligma ile yedinci peroksizom sinifi

SHSP eklendigi bildirilmistir.

Moon ve ark. (2007), Eucalyptus grandis’nin biyotik stres etmeni olan Puccinia psidii’
ye karsi toleransli ve duyarli ¢esitlerinde yaptiklar1 ¢alismada profilin iceren sadece bir
transkript dizisi bulundugunu belirtmistir. Ayrica profilinin hiicreye mekanik destek
verdigini, hiicre hareketliligine olanak sagladigini, hiicre seklini belirledigini,

sitoplazmanin akiskanligini ve enfeksiyon bolgesinde bulundugunu bildirmistir.
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42°C’lik yiiksek sicakliga maruz birakilmis geltik fidelerinde 12. ve 24. saatte Ornek
toplanmistir. Lipid peroksidasyonu ve iyon sizintisindaki artis ile oksidatif stresin
yiiksek sicaklik ile tetiklendigi belirlenmistir. 2D protein elektroforezinin ardindan ile
belirlenen 1000 adet protein noktasindan 73’liniin farkli ifade edilmistir ve 48 tanesi
MALDI-TOF MS ile tanimlanmistir. Bu proteinler Hsp, enerji ve metabolizma,
yukseltgenme-indirgenme dengesi ve dlzenleyici proteinler olarak siniflandirilmistir.
Bir grup sHSP’nin yiiksek sicaklikla birlikte ilk kez sentezlendigi ve bunlarin arasindan
mitokondriyel SHSP (MtsHSP) nin Western blot analizi ile tespit edildigi bildirilmistir
(Lee ve ark. 2007).

Heterotrimerik G-proteinleri, GPCR (G-protein-coupled receptors)’den gelen sinyalleri
cevirerek sinyal iletiminde 6nemli rol oynar. G proteinlerinin tuz (300 mM NaCl; 3 ve 6
saat), sicaklik (37 ve 42°C’de 6 saat) ve H,O, (100 nM; 90 ve 180 dakika) stresindeki
rollerinin ilk kez agiklandigi ¢alismada Pisum sativum’dan Ga’nin iki (Gal, 1152 bg;
Go2, 1152 bg), Gp’dan bir (1134 bg), Gyc’nin iki izoformu (Gyl, 345 bg; Gy2, 303 bg)
ve GPCR (1008 bg) cDNA’leri izole edilmistir ve tim rekombinant proteinleri (Ga, 44
kDa; GB, 41 kDa; Gy, 14 kDa; GPCR, 35 kDa) saflastirilmistir. Ga ve Gf’nin transkript
seviyelerindeki anlatimlar1 NaCl, sicaklik ve H,O; uygulamalarinin ardindan artmaistir.
Protein-protein etkilesim ¢alismalarinin sonucunda Go’nin alt tinitesi Gf’nin alt {initesi
ile etkilesimde oldugu ve bezelye fosfolipaz C (PLCd)’nin de kalsiyum baglama
bolgesinde oldugu belirlenmistir. Bu bulgular Ga ve Gf alt Unitelerinin abiyotik stres
toleransi ile ilgili yeni tanimlanmis rollerinin oldugunu gostermektedir. Ayrica, 3 saat
NaCl’e, 6 saat 42°C’ye ve 180 dakika H,0O;,’ye maruz kalan ¢rneklerde PsGal ve
PsGf’nin mRNAlarinda kontrole gore belirgin bir artis gozlenirken 6 saatlik NaCl
uygulamasinda bir indiikleme goriilmemistir. 37°C’lik sicaklik uygulamasinda daha az
indikleme gorulirken H,O, s6z konsu oldugunda 90 dakika uygulamasi ile birlikte
sadece PSGal transkript seviyesinde belirgin bir tetikleme goriilmiistiir (Misra ve ark.
2007).

Su ve Li (2008) yuksek bitkilerde plastid stromal HSP70’in fonksiyonunu tanimlamak

icin model olarak Arabidopsis’i se¢mistir. Genetik caligmalar sonucunda cpHsc70-1
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(At4g24280) ve cpHsc70-2 (At5g49910) Arabidopsis’te iki olasi stromal HSP70 olarak

belirlenmistir.

Weber ve ark. (2008) 41°C’lik yiiksek sicaklik stresi sirasinda SGs (stress granules) ya
da PBs (processing bodies)lerin roliinii arastirmistir. Bitki hiicrelerindeki PBs ve SGs’yi
5’—3” mRNA degradasyon yolagindaki ve elF4E’yi markir proteinleri olarak DCP1,
DCP2 ve XRN4’nin tespit edilmesiyle, SGs’de bulunan mRNPs’nin markir proteini
olarak RBP47 ve UBP1’nin tespitiyle belirlenmistir.

Sugio ve ark. (2009), CPR (cytoplasmic protein response)’nin Arabidopsis thaliana’da
1s1 soku promotor elementi ile birlikte belirli 1s1 soku faktorlerinin katilimiyla —6zellikle
alternatif kesimle diizenlenen HSFA2- ile iliskili oldugunu ortaya koymustur. Ayrica,
Arabidopsis’te  HSFA2’nin susturulmus ve ifadesi arttirlmig hatlarn  CPR’de

diizenleyici bilesenlerden biri oldugu belirlenmistir.

Bugday, Italya gibi bolgelerde ani diisiik sicakliklara maruz kalabilmektedir. Tohum
tane proteinleri albuminler, globulinler ve prolaminlerdir. Bunlar haricinde nonprolamin
kisimlar denilen ve metabolik akivite ve yapisal 6zellikler ile ilgili proteinleri iceren
bolgeler de vardir. Nonprolamin kisimlarin incelenmesi igin Italyan durum bugdayi
cesidi olan Svevo’ya 37/17°C (13 saat giin/11 saat gece)’lik yiiksek sicaklik rejimi
uygulandiktan sonra sicaklik 4 saatligine 28°C’ye indirilmistir. Daha sonra tekrar
20/17°C (13 saat giin/l11 saat gece)’lik normal sicaklik rejimine donilmiistir.
Uygulamalar sonucunda proteinler 2-D protein elektroforezi ile ayristirlip
tanimlanmistir. Analizler sonucunda yiiksek sicaklik stresinin durum bugdayinda
proteomunu etkiledigi ve degisim araliginin 1,2-2,2 kat arasinda oldugu bildirilmistir.
132 farkli ifade edilen protein noktasindan 47 tanesi MALDI-TOF ve MALDI-TOF-
TOF MS ile tanimlanmigtir ve HSP’ler dahil proteinlerin glikolizis ve karbonhidrat
metabolizmasi ile iligkili olduklar1 belirlenmistir. Bu polipeptidlerden bir¢ogunun

duyarl bireyler i¢in alerjen oldugu s6ylenmistir (Laino ve ark. 2010).

Celtikte antezis donemi yiiksek sicakliklara en duyarli olunan dénemdir. Bu amagcla

Moroberekan (anteziste yiiksek sicakliklara ¢ok duyarli), indica type IR64 (orta
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derecede tolerant) ve Aus type N22 (yiksek derecede tolerant) geltik genotipleri 6 saat
boyunca 38°C’lik yiiksek sicakliga maruz birakilarak anterlerin protein ifadeleri
inclenmigtir. 2-D protein elektroforezi analizi sonucnda 46 protein noktasi degismistir
ve bunlardan 13’0 MS/MALDI-TOF ile tanimlanmistir. Soguk ve 1s1 soku proteinlerinin
ifadesinin N22’de belirgin sekilde arttigi ve bu ozelligin N22 genotipine tolerans

yetenegini kazandirabilecegi bildirilmistir (Jagadish ve ark. 2010).

Kotii cevresel kosullar bitkilerde endoplazmik retikulum (ER) stresine neden
olmaktadir. Arabidopsis, yiiksek sicaklik ve ER stresine cevapta stresin zararini
hafifletmek icin ER-ilgili transkripsiyon faktori ve RNA splicing faktori olan IRE1b’yi
aktive etmektedir. IRE1B, mRNA-encoding bZIP60’1 ekler. bZIP60, ER stresine karsi
BIP3 (Binding protein3)’iin anlatimmin artmasi, IRE1b’de fonksiyon kaybolusu
mutasyonlar1 ya da eklenme boélgelerinde nokta mutasyonlar: icin gereklidir. Elde
edilen sonuclara gore, bitkilerde bZIP60’in, RNA eklenmesi (splicing) ile aktive
edilerek stres cevabinda bitkilerin bu durumu denetleme ve dengelemesinde etkili

oldugu bildirilmistir (Deng ve ark. 2011).

Merewitz ve ark. (2011) sitokininlerin kuraklik stresine adaptasyonunda diizenleyici rol
oynayabilecegi fikrinden hareketle i¢sel sitokinin miktarinin artmasini saglayan SAG12
(senescence-activated promoter) ve ipt (isopentyl transferase) iceren Agrostis
stolonifera transgenik hatlarinda yaprak ve koklerdeki proteomik degisiklikleri
incelemistir. Esit su eksikliginde (%47 oransal su kapsami), SAG12-ipt bitkileri kontrol
bitkilerine gére RuBisCo, GADPH, amino asit sentezi (metiyonin, glutamin), EF-Tu
(chloroplastic elongation factor), PDI (protein disulphide isomerases) ve antioksidatif
savunma sistemini igeren (katalaz ve peroksidaz) yiiksek miktardaki proteinleri icerdigi
tespit edilmistir. Bu sonuglara gore icsel sitokininlerdeki artisin dogrudan ya da dolayl

olarak protein miktarin1 diizenleyebilecegi belirlenmistir.
Arabidopsis thaliana hitl-1 sicaga toleransli bir mutanttir ve HIT1 geni maya Vps53p’te

homologu bulunan bir proteini kodlamaktadir. hitl-1 mutant hatlarinin stresin

stirekliligine (37 °C’de 3 giin) duyarli ancak yogunluguna (44°C’de 30 dakika) duyarl
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olmadig1 bildirilmistir. Sonuglar, HIT1’in bitkilerde plazma zar1 trafiginde uzun

donemli sicaklik stresine adaptasyonda rol oynadigi belirlenmistir (Wang ve ark. 2011).

Rosaceae ailesinde, pathogenesis-related protein (PR-10, birch allergen Bet vl
homologous protein), thaumatin-like protein (TLP, PR-5 protein), non-specific lipid
transfer protein (nsLTP, PR-14 protein) ve profilin olmak tzere 4 ana allerjen ailesi

tanimlanmistir (Hyun ve Kim 2011).

ALDH (aldehyde dehydrogenases) her ne kadar Arabidopsis ve geltik gibi bitkilerde
calisilmis olsa da iizim ALDH genlerinin diger ALDHler ile olan evrimsel yakinliklar
heniiz arastirllmamistir. Mikroarray analizi sonuglarina gore, osmotik stres altinda en az
13 UzUm ALDH geninin farkli ifade edildigi bildirilmistir. Soguk kosullarda (5°C) iki
ALDH geninin ifadesinin arttigi ancak sicaklik stresi sirasinda ALDH genlerinin
ifadesinde degisim goriilmedigi bildirilmistir. Uziim ve Arabidopsis arasindaki synteny
analizinin sonuglarina gore birgok iizim ALDH homologunun Arabidopsis synteny

bloklarinin sorumlulugunda bulundugu tespit edilmistir (Zhang ve ark. 2012).

Chauhan ve ark. (2012)’nin geltik ve Arabidopsis’te yaptiklari arastirmada, GUS
roportor sistemi ile kloroplastik SHSP26 nin tohum olgunlasmasi ve ¢imlenmesinin yani

sira sicaklik stresinde de rolii oldugunu belirlemistir.

Bitki kok sistemi bitkinin tiimiiniin sicaklik stresine adaptasyonunda oOnemli rol
oynamaktadir ancak en az c¢aligilan konulardandir. Bu amagla, sicakliga tolerant C3 tiirii
Agrostis scabra ve duyarli Agrostis stolonifera tiiriinde yiiksek sicakliklara farkli kok
cevaplarimin karsilastirmali analizi yapilmistir. Agrostis stolonifera’da 37°C’de yeni
sentezlenen proteinlerin ve toplam protein miktarinin azaldigi buna karsilik Agrostis
scabra’da azalisin bu kadar fazla olmadigi bildirilmistir. HSP16, HSP60 ve HSP70
Western blot analizleri sonucunda HSP16’nin sicaklik ile indiiklendigi ancak yapisal
olarak bulunan HSP60 ve HSP70’in 40°C’de bozundugu tespit edilmistir. Proteomik
analizler sonucunda koklerin 1s1l toleransinin proteinlerin istikrart ve daha az bozunmasi

ile iligkili oldugu ve buna ek olarak 1s1l toleransi olan koklerin stres sirasinda biiyiime
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ve cesitli aktiviteleri stres koruma proteinleri (HSP, siiperoksit dismutaz, peroksidaz ve

glutatiyon S-transferaz) ile diizenleyebildigi belirtilmistir (Huang ve ark. 2012).

Turp serin iklim sebzesidir ve yiiksek sicakliklara duyarlidir. Bu bitkinin sicaklik
stresine cevabini arastirmak i¢in 30 giinliik turp fidelerine 40°C’lik yiiksek sicaklik
uygulanmistir ve 0., 12. ve 24. saatte Ornekleme yapilmistir. Proteinler 2-D protein
elektroforezinde ayristirilmistir ve MS ile tanimlanmistir. Toplamda 11 protein noktasi
tanimlanmistir. Bunlardan dordiiniin HSP, dordiiniin enerji ve metabolizma, 2 tanesinin
indirgenme-ylkseltgenme dengesi ve 1 tanesinin de sinyal iletimi ile ilgili oldugu

belirlenmistir (Zhang ve ark. 2013).

Sun ve ark. (2013)’nin bildirdigine gore profilin hem sinyal iletiminde hem de plazma

zar1 ve aktin iskeleti arasinda baglant1 kurmakta gérev almaktadir.

Candat ve ark. (2014), LEA (Late embryogenesis abundant) gen ailesi proteinlerinin
fonksiyonlarinin daha 1iyi anlagilmast i¢in her proteinin hiicrealtt lokasyonunu
belirlemistir. Boylece, 36 LEA proteininin hiicre sitozoliinde, 3 proteinin sadece plastid
ya da mitokondride, diger ikisinin ise plastid ve mitokondrinin her ikisini de hedef
aldigi bulunmugstur. LEA protein ailesinin egsiz bir hiicrealtt lokalizasyonu varken
LEA_4 ailesi genis bir alanda (sitozol, mitokondri, plastid, ER ve pekzofagozom)
dagilim gosterdigi ancak Ada-heliks motifini paylastiklar tespit edilmistir. Bu nedenle

stres kosullar1 altinda birgok hiicresel zarda etkilesimler kurabilecekleri beklenmektedir.

Medina-Escobar ve ark. (1998), ¢ilek bitkisinden elde ettikleri cDNA’y1 (klon njjs4)
karakterize ettiklerinde bu ¢cDNA’nin pek ¢ok yiiksek bitki class-1 low-molecular-
weight (LMW) heat shock protein geni ile benzerlik gosterdigini tespit etmistir. 468
b¢’lik bu genin 17,4 kDa ve 6,57 pI’a sahip bir proteini kodlamasi beklenmistir. Ancak
southern analizleri sonucunda gozlenen bir¢ok yiiksek molekiiler agirlikli genomik
DNA bantlar1 bu genin tek bir kopya halinde bulunmadigin1 belirtmektedir. Ayrica
arastiricilar bu geni kok, yaprak, cicek veya stolonlarda degil meyve akenlerinde ve
cicek tablasinda tespit etmistir. Yiksek miktardaki mRNA ifadesinin 0zellikle

metabolik aktivitelerin yogun oldugu meyve olgunlagsmasi silirecinde gozlendigi
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belirtilmistir. Calismadan elde edilen sonuglara gore c¢ilek njjs4 geninin tohum ve
meyve olgunlasmasi ile ilgili oldugu ve bazi class-I LMW heat shock genlerinin de bitki
gelisiminde meyve olgunlagsmasi gibi sicaklik stresinden bagimsiz siireglerde de rol

oynadig belirlenmistir.

Cilekte (Fragaria x ananassa cv. Camarosa) uzun siireli yiiksek sicakliklarin etkisinin
arastirildig1 ¢aligmada, fidelere 48 saat boyunca 30, 35, 40 ve 45°C’lik kademeli ve sok
yiiksek sicaklik stresi uygulanmistir. Toplam protein ve DNA igeriklerinin sicaklik
stresi ile degisiklik gosterdigi goriilmiistiir. Kademeli yiiksek sicaklik uygulamasindaki
bitkilerin sok yiiksek sicaklik uygulamasina gore sicaklik stres toleransinda artis
belirlenerek bunun sebebinin kademeli sicaklik uygulamasindaki sicaklik stresiyle ilgili

bazi proteinlerin sentezlenmesinden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Giilen ve Eris

2003).

Giilen ve Eris (2004)’in ‘Camarosa’ ¢esidinde yiiriittiikkleri ¢aligmada bitkilere 30, 35,
40 ve 45°C’lik yiiksek sicakliklar uygulanmistir ve sicaklik artisina bagli olarak PRX

aktivitesinin arttig1 belirlenmistir.

Ledesma ve ark. (2004) ‘Nyoho’ ve ‘“Toyonaka’ ¢ilek gesitlerinin yapraklarinda yiiksek
sicakliklarin ~ proteinlere olan etkilerini arastirdiklar1  calismada 2D  protein
elektroforezinde 20°C’de proteinlerin bir ¢gogunun goriiniir oldugu belirtilmistir. Ancak
33 ve 42°C’de protein noktalarinin ya azaldigi ya da yok oldugu tespit edilmistir.
Bunlardan 4 tanesinin bu sicaklikta hala goriiniir oldugu ve noktalarin daha koyu oldugu
goriilmiistiir ve bu noktalarin 19-29 kDa (pl 5,5-7,0) arasinda oldugu tahmin edilmistir.
Daha yiiksek molekiiler agirliktaki proteinlerin (30-94 kDa) birgogunun yiiksek sicaklik
stresi ile birlikte yok oldugu ve yiiksek sicaklik stresi ile birlikte anlatimi tetiklenen

higbir protein spotunun olmadigi belirlenmistir.

Chen ve Murata (2011)’nin derlemelerinde bildirdiklerine gore glisin betain (GB) en
cok calisilan bilesiklerden biridir ve GB birikimi strese cevapta bazi genlerin

indiiklenmesini saglamaktadir. Fragaria x ananassa Duch.’da ise stres altinda olmayan
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bitkilerde GB birikimi 1,8umol g* TA iken stres kosullarinda birikimin 3,7umol g* TA
oldugu bildirilmistir.

Ergin (2012), kademeli olarak yiiksek sicakliga maruz birakilmis (35, 40, 43, 46, 49, 52,
55 ve 60°C) tolerant R. Hope ve duyarli Festival cilek cesitlerinde enzimatik ve
enzimatik olmayan antioksidantlar ile protein metabolizmasin1 arastirmistir.
Arastirmadan elde edilen sonuglara gore, HSP60 i¢in yapilan immunublot
caligmalarinda sadece 23kDa proteininin sicakliga bagli degisimi tespit edilmistir. Bu
nedenle aragtirict 23kDa’luk HSP’nin ¢ilek yaprak dokularinin yiiksek sicaklik toleransi

ile iliskilendirmistir.

Christou ve ark. (2014), Camarosa gilek ¢esidinin koklerini H,S vericisi olan NaHS ile
onceden muamele edip (100uM, 48 saat) ardindan 42°C’de 8 saat sok sicaklik
uygulamistir. H,S’in 6nciil uygulamasi ile birlikte HSP70, HSP80 ve HSP90 gibi 1s1

soku proteinlerinin ifade seviyelerinin arttig1 belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirma 2011-2014 yillarinda Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Bolumine ait Molekiler Biyoloji ve Biyoteknoloji Laboratuvari ile Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii'ne ait Bitki Genetigi Laboratuvari’nda

yiirlitilm{stir.

3.1. Materyal

Denemede, daha onceki caligmalarla (Kesici 2009, Kesici ve ark. 2013) yiiksek
sicakliga toleransli ve hassas olarak belirlenen Redlands Hope (R.Hope) ve Festival
cilek ¢esitleri kullanilmistir.

R. Hope: Kokeni Avustralya’dir. Kisa giin ¢esididir ve erkencidir. Yazlik dikime
uygundur. Meyveleri konik sekilli, orta parlaklikta, kirmizi portakal renktedir meyve eti
serttir (Ozdemir ve ark. 2007). Yiiksek sicaklik stresine toleransli bir cesittir (Kesici
2009, Kesici ve ark. 2013).

Festival: Kokeni Florida’dir. Kisa giin ¢esididir. Konik seklinde ve orta biiyiikliikte ve
konik meyvelere sahiptir (Okie 2004). Yiiksek sicaklik stresine hassas bir gesittir
(Kesici 2009, Kesici ve ark. 2013).

Sekil 3.1. R.Hope (A) ve Festival (B) gesitlerine ait bitkilerin genel goriiniimii
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3.2. Yontem

3.2.1. Yiiksek sicakhik uygulamalari

Cesitlere ait frigo fideler serada perlit, torf ve elenmis bahge topragi karigimi (1:1:1)
iceren ortama 14x12 cm gapindaki saksilara dikilmistir. Bitkilerin yetistirildigi ortamda
giindiiz/gece sicakligi 30/15°C, ortalama oransal nem %65 ve ortalama giineslenme
siddeti 525 cal/cm? olarak Sl¢iilmiistiir. Bitkilerin diizenli olarak bakimlari yapilmis ve
haftada bir Actagro Seven (7:7:7) (Actagro LLC, Biola, CA, USA) ticari gubresi ile
giibrelenmistir. Serada 5-6 yaprakli doneme kadar yetistirilen saksili gilek bitkileri
kontrollii kosullarda yiiksek sicaklik uygulamalari i¢in laboratuvardaki iklimlendirme
kabinine (Sanyo Electric Co Ltd. Japan, MLR-351H) yerlestirilmistir. %65 RH ve 5500
lux 151k siddetinin (16 saat) uygulandigi kabinin sicakligi 35°C’den baslayarak her 24
saatte 5°C arttirllarak sirasiyla 40, 45 ve 50°C’ye kadar yiikseltilmistir. Her sicaklik
kademesinde bitkilerden alinan taze yaprak orneklerinden toplam RNA izolasyonu
yapilmistir. Kalan kismi ise sivi azot ile muamele edildikten sonra molekiiler
analizlerde kullanilincaya kadar -80 °C’de saklanmistir. Kontrol bitkileri ise deneme
boyunca serada tutulmustur. Tez boyunca takip edilen is plam1 Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’te

sematize edilmistir.
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Farkh ifade Edilen Genler

Toplam RNA izolasyonu

cDNA sentezi \

e 3 farkh kit (Qiagen, MN,
MoBio) ve  Trizol®
cozeltisi ile yapilan
ekstraksyonlar sonucunda
goreceli olarak iyi bulunan
izolasyon  Urlnleri ile
devam edildi.

e PCR ile ¢ogaltim

e Agaroz jelde kontrol
(RNA kaynakli sorun
nedeniyle jelden iyi

sonu¢ alinamamasi
sonucunda yontem
degistirildi)

Primer Tasarimi

RT-PCR Analizleri

Sonuglarin Degerlendirilmesi

Sekil 3.2. Farkli ifade edilen genlerin analizi sirasinda izlenen is plani
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Farkh ifade Edilen Proteinler

Toplam Céziinebilir Protein Izolasyonu

v N

SDS-PAGE 2-DE

e SDS-PAGE analizleri
bantlari sonucunda belirlenen

i . sicakliklara ait 6rneklerde
_bellrler_lme3| V? ] proteinlerin izoelektrik nokta
jelden izole edilmesi ve pH’larina gore ayrilmasi

o Farkli ifade edilmis

e Protein dizi analizi
ve homoloji
calismalari

Sekil 3.3. Proteinlerin analizleri sirasinda izlenen is planm

3.2.2. Toplam RNA izolasyonu

Toplam RNA izolasyonu, PowerPlant® RNA Isolation Kit (MOBIO, Carlsbad, CA,
USA) kullanilarak iiretici firmanin 6nerdigi protokol dogrultusunda, ¢ilek bitkisi igin
modifikasyonlar yapilarak kullanilmistir. Bu yontem sirasinda kullanilan basamaklar

asagidaki gibidir:

» 50 mg yaprak Ornegi iretici firma tarafindan tedarik edilen 1,5ml’lik icerisinde
pargalayict bilye bulunan santrifiij tuplerine konularak her bir 6rnek (zerine
5445 pl PR1 solisyonu, 55 pl BME ve 50 pl PSS (fenolik ayristirma
sollisyonu) eklenmistir.

» Tiim 6rnekler, 6rnek parcalayicida 5 dakika calkalanmistir.

= Ornekler 16 000g, 25 °C’de 3 dak. santrifiij edilmistir.

= Ustte kalan s1v1 kistm 2 ml’lik yeni tiiplere aktarilarak her bir &rnege 150 pl PR2
soliisyonu eklenmistir ve tiim 6rnekler +4 °C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.

= Ornekler 2 dakika 16 000 g’de oda sicakliginda santrifiij edilmistir.

39



= 650 pl kadar siv1 faz 2ml’lik yeni tiiplere aktarilmistir. Uzerine 650 ul PR3 ve
650 ul PR4 soliisyonlari eklenip vortekslenmistir.

* Olusan karisimdan 650 ul'lik kisim Spin Filter’a yiklenip 16 000g’de oda
sicakliginda 2 dakika santrifiij edilmistir. Ayn1 islem tiim karisim bitinceye
kadar tekrarlanmistir.

= 600 pl PR5 solisyonu Spin Filter’a eklenip 16 000g’de 2 dakika santrifiij
edilmistir.

= Altta kalan s1v1 kisim uzaklastirildiktan sonra 600 ul PR4 solisyonu eklenerek
tekrar ayn1 kosullarda santrifiij edilmistir.

= Altta kalan sivi kisim tekrar uzaklastirillir ve kalan yikama artiklarinin da
temizlenmesi i¢in 16 000g’de 2 dakika daha santrifiij edilmistir.

= Spin Filter yeni bir 2 ml'lik tiipe yerlestirilir. Uzerine 50 ul PR6 soliisyonu
eklenerek 13 000g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

» Filtre uzaklastirildiktan sonra hazir hale gelen toplam RNA sonraki isleme kadar

-80°C’de bekletilmistir.

Toplam RNA izolasyonunun tamamlanmasinin ardindan Qubit® (RNA Broad Range,

Invitrogen) ile 6rneklerin RNA yogunluklari asagidaki gibi belirlenmistir. 10 6rnek igin;

Calisma soliisyonu Toplam miktar (pl)
Cozelti 10 x 199ul=1990ul
Boya 10 x 1pl=10ul

Calisma ¢ozeltisi yukaridaki sekilde hazirlandiktan sonra tiipler numaralandirilmistir.
Olgiimdeki hassasiyet nedeniyle 0,5mlI’lik ince duvarl, tam seffaf mikro santrifiij
tipleri (Axygen PCR-05-C) kullanilmistir. Her bir 6rnek tiipiine 198ul ve her bir
standart tiipiine 190ul calisma soliisyonu konulmustur. Ardindan toplam hacimleri
200ul olacak sekilde ornekler i¢in toplam RNA’dan 2pl, standartlar icin ise 10’ar pl
eklenip kabarcik olusumunu 6nleyecek bicimde kisaca karistirilmistir. Tiim tiipler oda
sicakliginda 2 dak. bekletilmistir. Okumalar Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen)’da
gergeklestirilmistir. Okumalar sonucunda toplam RNA miktarinin ¢ok diisiik ¢ikmasi
nedeniyle 50°C sicakliga maruz kalan bitkilerin yapraklar1 gen ifadesi ¢aligmalarinda

kullanilmamustir.
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3.2.3. cDNA sentezi

cDNA sentezinin gerceklestirilmesi amaciyla Qiagen® marka kit (Qiagen, QuantiTect

Reverse Transcription Kit) 0retici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda kullanilmistir.

cDNA sentezi genel olarak iki asamada gerceklestirilmistir. ilk asamada genomik

DNA’nin uzaklagtirilmasi amaciyla bir uygulama yapilmistir. Bu amagcla kullanilan

bilesenler ve miktarlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. cDNA sentezinin ilk asamasinda kullanilan bilesimler ve miktarlari

Bilesenler Miktar
gDNA Wipeout Tamponu, 7X 2ul
Kalip RNA Ornek konsantrasyonuna gore kullanildi

RNase-free water

Ornek konsantrasyonuna gore kullanildi

Toplam hacim

14pl

Her bir 6rnek ic¢in tiim bilesenler aym tiipe konulduktan sonra 42°C’de 2 dakika

inkiibasyon yapilmistir. Inkiibasyon sonunda cDNA sentezi icin Orneklerin Uzerine

reaksiyon ve enzim karisimi Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. cDNA sentezinin son asamasinda kullanilan bilesimler ve miktarlar

Bilesenler Miktar
Ters Transkriptaz Reaksiyon Icerigi

Quantiscript Ters Transkriptaz 1ul
Quantiscript RT Tamponu, 5X 4ul

RT Primer Karigimi 1l
Kalip RNA *
Genomik DNA eleminasyon reaksiyonu 14ul
Toplam hacim 20pl

*Elde edilen RNA miktarina gore belirlenmistir.

Tiim bilesenler aym tiipte bir araya getirildikten sonra drnekler dnce 42°C 30 dak. ve

hemen ardindan 95°C’de 3 dak. inkiibe edilmistir ve bu islemler sonucunda tek zincirli
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cDNA olusturulmustur. Bu asamadan sonra farkli ifade edilen genlerin belirlenmesinde
“Farkliliklarin ~ Belirlenmesi  (Differential ~ Display)”  yontemi  kullanilmasi
Ongoriilmistiir. Ancak yapilan denemeler sonucunda toplam RNA kalitesinin diisiik
olmas1 nedeniyle bu yontemin uygun olmadigi tespit edilmistir. Bu asamadan sonra
uygun primerler tasarlanarak Gergek Zamanli PZR (RT-PCR) ¢alismalari ile farkli ifade
edilen genlerin belirlenmesi amacglanmistir. RT-PCR reaksiyonlari i¢in hazir hale

getirilen cDNA’lar kullanilincaya kadar -80°C’de bekletilmistir.

3.2.4. Primer tasarim ve RT-PCR analizi

Primer tasarim

Elde edilen cDNA’lerden yiiksek sicaklik stresinde ifadesi degisen genlerin belirlenmesi
amaciyla gercek zamanli PZR reaksiyonlar1 yapilmistir. Bu nedenle Primer 3® ve Bio
Edit® paket programlart kullanilarak uygun primerler tasarlanmistir. Hazirlanan

primerler Ek-1"de listelenmistir.

RT-PCR (Kantitatif PZR) analizi

R. Hope ve Festival ¢ilek gesitlerine ait Kontrol, 35, 40, 45 ve 50°C’lik yaprak 6rnekleri
toplanmistir. cDNAlar Qiagen® marka kit (Qiagen, QuantiTect Reverse Transcription
Kit) kullanilarak toplam RNA’dan sentezlenmistir. PRZ karisimi1 her bir 6rnek igin 10ul
SYBR green (JumpStart Taq Ready Mix, Sigma S4438), ileri ve geri her bir primer igin
0,8ul, 3,4ul H,0 ve 1/20 oraninda seyreltilmis Sul cDNA olacak sekilde hazirlanmistir.
18S kalib1 kullanilarak sonuglarin normalizasyonu saglanmistir. Bu diizenlemenin

ardindan RT-PCR asagidaki adimlara gére devam ettirilmistir:

e 95°C — 2 dak
e 05°C — 15sn
e 55°C — 15sn 40 dongu
o 72°C — 15sn
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RT-PCR c¢alismalar1 BIONEER (Exicycler™ 96) marka cihaz ile yiiriitilmistiir.
Yukaridaki protokole gore devam eden PCR dongiisii her dongii sonunda yaptig1 tarama
ile 40 ve 94°C arasinda her 0,3 sn’de bir okuma yaparak bir erime egrisi
olusturmaktadir. Analiz sonunda kantifikasyon sonuclari Exicycler Data Analyser ile

acilarak asagidaki formiile gore hesaplanmaistir:

E ACP hedef (kontrol-0rnek)
( hedef)

R= R= Goreceli ifade orani
(Ere )ACP ref (kontrol-0rnek) E= Ger¢ek Zamanli PZR’nin
verimliligi
ACP=  Bilinmeyen  0Ornegin

bilinen bir kontrole gore farki
3.2.5. Protein analizleri
3.2.5.1. Toplam ¢6zlnebilir protein analizi
Toplam ¢ozunebilir protein ekstraksiyonu
Toplam ¢ozilinebilir protein ekstraksiyonu Arora ve ark. (1992, 1997)’min yOntemi
kullanilarak, Gilen ve Eris (2003)’in ¢ilek bitkisi i¢in 6nerdigi degisikler dogrultusunda

uygulanmistir. Ekstraksiyon ¢ozeltisi Cizelge 3.3’deki gibi hazirlanmistir.

Cizelge 3.3. Toplam ¢dziinebilir protein ekstraksiyonu ¢ozeltisinde kullanilan bilesenler
ve ¢Ozelti igcerisindeki miktarlari

Ekstraksiyon c¢ozeltisinin bilesenleri Miktar
Boraks (Sodyum tetraborat) 50 mM
Askorbik asit 50 mM
PMSF (Fenilmetilstlfonil) 1mM
-merkaptoetanol %1
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Yontem basamaklari agagidaki gibidir:

* ] g yaprak 6rnegi yukaridaki bilesenlerden hazirlanan ekstraksiyon ¢ozeltisinden
5 ml alinarak havan yardimiyla homojenize edilmistir.

» Homojenize edilen 6rnekler, 15 ml’lik santrifiij tliplerine alinarak 26 000 g’de
4°C’de 1,5 saat santrifiij edilmistir.

= Santrifiijden sonra iistteki sivi faz alinarak 0,45 ve 0,22 pm caph filtrelerden
gecirilmistir.

» Elde edilen stiziintiiniin 1000 pul’si alinarak SDS-PAGE’de kullanilmak {izere
TCA (trikloroasetikasit) ile ¢oOktiiriilmistir. Geri kalan siiziintii toplam

¢ozilinebilir protein miktarinin belirlenmesinde kullanilmaistir.

Toplam ¢oziinebilir protein miktarimin belirlenmesi

Toplam c¢oziinebilir protein miktar1 Arora ve Wisniewski (1994) tarafindan 6nerildigi
sekilde Bradford (1976) yontemine gore belirlenmistir. Protein ekstraksiyonundan elde
edilen siizlintiideki protein miktar1 spektrofotometrik Ol¢timlerle belirlenmistir.
Olcuimler, 595 nm dalga boyunda tek kullanimlik polikarbonat kiivetler kullanilarak
gerceklestirilmistir ve toplam ¢6ziinebilir protein miktarinin hesaplanmasi i¢in 0, 10, 20,
30, 40, 50 pg/ul’lik BSA (bovin serum albumin) standartlar1 kullanilmistir. BSA stok
cozeltisi 5 mg BSA/mI ekstraksiyon ¢ozeltisi olacak sekilde hazirlanmistir (Cizelge 3.4,
Cizelge 3.5).

Cizelge 3.4. Toplam ¢oziinebilir protein miktarinin  belirlenmesi igin BSA
standartlarinin hazirlanmasi

BSA | Ekstraksiyon Protein Boya
Standartlar Konfsg}:l?;yon Stok | gozeltisi '(*HCI:)' dg'fl)o Gozeltisi

(1) (1) (ml)
STDO 0 0 10 10 80 3,5
STD 10 10 2 8 10 80 3,5
STD 20 20 4 6 10 80 3,5
STD 30 30 6 4 10 80 3,5
STD 40 40 8 2 10 80 3,5
STD 50 50 10 0 10 80 3,5
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Cizelge 3.5. Toplam ¢oziinebilir protein miktarinin belirlenmesi igin 6rneklerin
hazirlanmast

Ornekler Protein ekstrakti HCI dH,0 Protein Boya

(u) () (uh) Cozeltisi
(ml)
1.1 10 10 80 3,5
1.2 10 10 80 3,5
1.3 20 10 70 3,5
1.4 20 10 70 3,5
2.1 10 10 80 3,5
10 10 80 3,5

3.2.5.2. SDS-PAGE analizi

Sicaklik uygulamalarinin gesitlerin protein profillerine olan etkisi SDS-PAGE (Sodyum
dodesil silfat- Poliakrilamid jel elektroforezi) yontemiyle belirlenmistir (Lim ve ark.,
1999; Gulen 2000). Bu ydnteme gore:
= Ekstrakte edilen toplam protein ¢ozeltisinden 1000 pl’si alinarak tizerine %10
TCA eklenmistir.
= 16 000 rpm’de santrifiij edilerek proteinler ¢oktiiriilmiistiir.
= (Oktiirlilen proteinler soguk asetonla (-20°C) ti¢ kez yikanmistir.
» Protein ¢Okeltisinin kurumasi ve asetonun buharlagsmasi i¢in tiipler agz1 acik
sekilde oda sicakliginda yaklasik 12 saat bekletilmistir.
= Kurutulan protein 6rnekleri, Laemmli (1970) ¢o6zeltisi (Cizelge 3.6) yardimiyla

cozindurilerek SDS-PAGE igin yiiklemeye hazir hale getirilmistir.

Cizelge 3.6. Laemmli ¢6zeltisi bilesenleri ve ¢ozelti igerisindeki miktarlar

Cozelti bilesenleri Miktar
Tris-HCI pH 6,8 60 mM
Gliserol %10
SDS %2
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Hazirlanan ¢ozeltiden, her 6rnek ig¢in 100 pl alinarak {izerine % 5 B-Merkaptoetanol
eklenmistir. Karisima renk vermesi amaciyla eser miktarda ‘bromfenol mavisi’
eklenerek karigtirllmistir. Bu karisimdan her bir 6rnek iizerine 100 pl konulmustur.
Ornekler, 5 dakika kaynar suda bekletilerek proteinlerin denatiirasyonu saglandiktan
sonra vortekslenerek c¢oziinmeleri saglanmistir. Son olarak 16 000 g’de 30 sn

santrifijden sonra drnekler yiiklemeye hazir hale getirilmistir.

SDS-PAGE jelinin hazirlanmasi

SDS-PAGE jeli hazirlanmasinda Bio-Rad® Mini Protean 111 dikey elektroforez sistemi
kullanilmigtir. SDS-PAGE jeli, %12,5’1uk ayirma jeli (Cizelge 3.7) ve %410k yikleme
jelinden (Cizelge 3.8) olusmaktadir. Jel kalinliginin 0,75 mm olmasimi saglayan jel

kasetleri kullanilmistir.

Cizelge 3.7. Ayrigtirma jeli bilesenleri ve ¢ozelti igerisindeki miktarlari

Ayirma jeli bilesenleri (% 12,5’luk) Miktar
Saf su 1000 pl
1 M Tris-HCI pH 8,8 2200 pl
%1 SDS 600 pl
%36 Acrylamide/Bis (29:1) 2100 pl
%3 Amonyum persilfat 100 pl
TEMED 4 ul

Yukarida igerigi verilen karisimdan mikro pipet yardimiyla jel kaseti igerisine 3,5 ml
dokiilmiistiir. Jelin havayla temasin1 kesmek icin Uzerine 200 pl saf su eklenerek
polimerizasyonun saglanmasi i¢in 45 dakika bekletilmistir. Polimerize olmus ayirma
jeli Uzerine taraklar takilarak asagidaki sekilde hazirlanan 6rnek yiikleme jeli, ayirma
jeli tizerine mikro pipet yardimiyla dokiilmiistiir. Jelin polimerizasyonu i¢in 45 dakika

beklendikten sonra jel kasetleri elektroforez islemi igin tank igerisine yerlestirilmistir.
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Cizelge 3.8. Ornek yiikleme jeli bilesenleri ve ¢ozelti igerisindeki miktarlar:

(Oo/l(')n:}liuykl;kleme jeli bilesenleri Miktar
Saf su 1662 pl
1 M Tris-HCI pH 6,8 620 pl
%36 Acrylamide/Bis (29:1) 500 pl
%3 Amonyum persulfat 25 ul
TEMED 4 ul

Elektroforez
Elektroforezde ylritme tamponu olarak Tris-Glisin-SDS ¢ozeltisi kullanilmistir.
Cizelge 3.9°da hazirlanisi verilen ¢ozelti stok olarak tutulup kullanim sirasinda 1 X’e

seyreltilmistir.

Cizelge 3.9. Yiiriitme tamponu ¢ozeltisi bilesenleri ve ¢ozelti igerisindeki miktarlari

Yiiriitme tamponu cozeltisi bilesenleri (11, 10X) | Miktar
250 mM Tris-base 3049
1,92 M Glycine 144 g
% 0,5 SDS 5¢g

Cozelti elektroforez tanki icerisine, yerlestirilmis jel kasetlerinin iizerini 6rtecek sekilde
eklenmistir. Hazirlanan Orneklerden her bir kuyucuga 30 pg protein olacak sekilde
mikro pipet yardimiyla yiiklenmistir. Thermo EC® 1000-900 gli¢ kaynagi kullanilarak
jele 250 V ve 40 mA’lik elektrik akimi verilerek Orneklerin jelin sonuna kadar
yuriimeleri saglanmistir. Orneklerin elektroforezi sirasinda SDS-PAGE  molekiiler

agirlik standardi kullanilmistir (BioRad, SDS-PAGE low molecular weight standard).
Jelin boyanmasi
Jel iizerindeki toplam protein bantlarinin goriintiilenmesinde “Commasie Brillant Blue

G-250” cozeltisi kullanilmistir. Elektroforezin ardindan, kasetten ¢ikarilan jeller oda
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sicakliginda %12’lik TCA ¢ozeltisi iginde 2 saat boyunca bekletilerek proteinlerin
jellere sabitlenmesi saglanmigtir. Jel, lizerindeki TCA kalintilarinin temizlenmesi igin
jel 3 kez saf su ile yikandiktan sonra metanolde seyreltilmis Commasie Brillant Blue G-
250 (Commasie Brillant Blue G-250: metanol; 4:1) ¢ozeltisine alinmistir. Jeller gece
boyunca calkalayici lizerinde birakilarak boyanmalar1 saglanmistir. Bu islemin sonunda
protein bantlart mavi renkli olarak goriiniir hale gelmistir. Jel iizerindeki fazla boyanin
alinmasi ig¢in %25°lik metanolde ¢alkalayici iizerinde ~5 dakika bekletildikten sonra
tekrar 3 kez saf su ile yikanmistir. Bu asamadan sonra protein bantlar1 goérintileme

sisteminde incelenmistir.

SDS-PAGE sonug¢larinin degerlendirilmesi

R. Hope ve Festival cilek c¢esitlerine ait SDS-PAGE protein jelleri dncelikle ¢iplak gz
ile parlak 151k kaynagi lizerinde incelenmistir. Bant yogunluklar1 ve farkliliklart dikkate
alinarak goriintiileme sisteminde de fotograflanip incelendikten sonra her iki ¢esitte de
yiiksek sicaklik stresi ile farkli sentezlendigi belirlenen bantlar tespit edilmistir.
Orneklerin molekiil agirliklarmin belirlenmesi amaciyla SDS-PAGE molekiil agirlik
standard1 kullanilmistir (BioRad, SDS-PAGE low molecular weight standard). Boylece
molekiil agirliklar bilinen bantlar temel alinip, 6rneklere ait protein bantlarinin molekiil
agirliklar1 hesaplanmigstir. Belirlenen bantlar keskin ucglu bir bisturi yardimiyla jelden
izole edilerek steril mikro santrifiij tiiplerine konulmustur. Hazirlanan 6rnekler BGI-
Tech. (Hong Kong, China) firmasina gonderilerek orneklerde dizi analizi yapilmasi
saglanmigtir. Orneklerde Tripsin enzimi ile ayristirma yapilarak MS/MS Ion teknigi ile

de bantlarda tanimlama yapilmaistir.

3.2.5.3. 2D-PAGE analizi

Birinci boyut: izoelektrik odaklama

Cesitlere ait toplam proteinlerin ayristirilmast 2 boyutlu jel elektroforezi ile

gerceklestirilmistir. Bu amacgla ReadyPrep™ 2-D Starter Kit (#163-2105 BIO-RAD)

kullanilmistir. Birinci  boyutta, proteinler izoelektrik noktalarina gbre BioRad

48



PROTEAN IEF Cell ile aynstirilmistir. Buna gore yontem su basamaklardan

olusmustur:

= Protein 6rnegi 125ul 2D rehidrasyon ¢ozeltisi i¢erisinde karistirilmistir.

= Protein karisimi PROTEAN IEF odaklama tablasindaki bir kanala
yiiklenmistir. Pens yardimiyla IPG seritler karisimin tizerine jel kisim asagiya
gelecek sekilde ve kabarcik olusmayacak sekilde yerlestirilmistir
(ReadyStripTM IPG Strip, 3-10 non-linear (NL), 7 cm, BioRad).

* pH 3 ucu pozitif ve pH 10 ucu negatif tarafta olmasmna dikkat edilerek
seritlerin kurumasimi onlemek icin her bir serit iizerine 2 ml mineral yag
eklenmistir.

* Tim oOrnekler i¢in ayni igslem tekrarlandiktan sonra odaklama tablasi pasif
rehidrasyon i¢in PROTEAN IEF Cell (#165-4001)’de 20°C’de 16 sa. inkibe
edilmistir.

» Bu siire sonunda izoelektrik odaklama i¢in seritler temiz bir odaklama
tablasina alinarak jel tarafi yukarida kalacak sekilde yerlestirilmistir.

= Seritleri yiiksek voltajdan korumak amaciyla elektrot ve seritler arasina
onceden 1slatilmis elektrot fitiller yerlestirilmistir.

= Seritlerin kurumasini 6nlemek amactyla seritlerin iizerine tekrar 2ml mineral
yag eklenmistir.

* PROTEAN IEF Cell (#165-4001)’de odaklama basamaklar1 Voltaj-saat (\Vh)
ve akiminda dogrusal bi¢cimde artmasi seklinde ayarlanarak izoelektrik
odaklama baglatilmistir.

» 7cm’lik seritler igin elektrik akimi ~2 saatte 4000V’a ulagmaktadir. Bu

noktadan itibaren ~6 saat boyunca izoelektrik odaklama ger¢eklesmektedir.

Seritlerin dengelenmesi

Bu asamada yapilan dengeleme, IPG seritlerinin SDS’ye doygunlugunu saglayarak
siilfidril gruplarim azaltir ve proteinlerin tamamen denatiire olmasini saglar. Izoelektrik
odaklama sonunda odaklama tablasi cihazdan c¢ikarilarak seritler temiz bir tablaya
mineral yag uzaklastirildiktan sonra aktarilmistir. Dengeleme ¢ozeltisi-1 ile seritlerin
tam anlamiyla temas etmesi amaciyla seritler jel kismi1 yukariya bakacak sekilde tablaya
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yerlestirilmistir. Calkalayicida diisiik hizda 15 dak. inkiibasyon yapilmistir. Bu siire
sonunda dengeleme cozeltisi-1 tabladan tamamen uzaklastirilarak yerine dengeleme
cozeltisi-2 eklenmistir. Yine benzer sekilde ¢alkalayici tizerinde diisiikk hizda 15 dak.

tutulmustur.

ikinci boyut: SDS-PAGE

Bu asamada, boliim 3.2.5.2°de yer alan Cizelge 3.7’de agiklandig1 gibi ayristirma jeli
hazirlanmistir. Ancak bu kez farkli olarak yiikleme jeli hazirlanmamistir. Denge
durumuna getirilen IPG seritler burada yiikleme jeli gorevi goérmektedir. Bu defa
yalnizca overlay agaroz (kaplama agarozu) kullanilarak seritlerin ayristirma jeli ile daha
1yl temas etmesi saglanmistir. IPG serit ayristirma jeli lizerine yerlestirilmeden once
yirlitme tamponu igerisinde birka¢ saniye yikanarak dengeleme ¢ozeltilerinin
uzaklastirilmas: saglanmigtir. Elektroforez asamasi ve sonrasinda protein spotlarin
gorliniir hale gelebilmesi i¢in jel boyama islemi yine SDS-PAGE jellerinde oldugu gibi

tekrarlanmustir.

2D-PAGE sonuclarinin degerlendirilmesi

SDS-PAGE’de oldugu gibi 2D-PAGE jelleri de oncelikle ¢iplak goz ile parlak 1sik
kaynag {izerinde incelenmistir. Daha sonra Delta2D (DECODON) analiz program ile
cesitlere ait jel gorlintiileri bir araya getirilerek farkli protein noktalar1 belirlenmistir.
Her bir protein noktasinin uygulanan yiliksek sicakliklarla birlikte degisen ifade
profilleri gibi ayrintili kiyaslamalar Ek-2’de, kontrol grubu proteinlere gore stres
sirasinda belirlenen proteinlerin  durumu (serpme ¢izim grafigi) Sekil 4.10’da

verilmigtir.
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r\ izoelektrik Odaklama

pH 3 > pH10  Yike goreilk
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(SDS-elektroforezi)
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Sekil 3.4. 2D sisteminin sematik gdsterimi

3.3. istatistiksel analizler

Yiksek sicaklik uygulamalar “Tesadiif Bloklart Deneme Desenine” gore 3 tekerrurli
olarak ylriitilmiistiir. Cesitlere ait “zaralanma oran1” ve “toplam ¢0ziinebilir protein
miktar1” verileri “SPSS 13 Windows” paket programi kullanilarak degerlendirilmistir.

Uygulama ortalamalarinin farkliliklari, “Duncan” testi ile ortaya konmustur (EK-3).

51




4. BULGULAR

4.1. Hiicre zar1 zararlanmasi

R. Hope ve Festival cesitlerinin yiiksek sicaklik uygulamalarina karsi gostermis

olduklar1 zararlanma oranlar1 6nceki ¢aligmalarla belirlenmistir (Kesici 2009, Kesici ve

ark. 2013). Ancak bu tez caligmasinda yiiksek sicaklik uygulamalarinin etkisini

dogrulamak ve Orneklemeden emin olmak amaciyla analiz tekrar edilerek dogrulama

yapilmistir. Buna gore; 50°C’ye kadarki sicaklik uygulamalarinda her iki ¢esit icin de

zararlanmada belirgin bir artis gbézlenmemistir. Genel olarak cesitlerdeki zararlanma

oranlar1 %]1-4 seviyelerinde oldugu belirlenmistir. Ancak 40°C disindaki tiim

sicakliklarda Festival ¢esidi R. Hope’a gore oransal olarak daha fazla zararlanmstir.

Ozellikle 50°C’de R. Hope ¢esidinin zararlanma oram %45,65 iken Festival ¢esidinin

zararlanma orani %76,41 bulunmustur (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak R. Hope ve Festival cilek
cesitlerinin  zararlanma oranlari
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4.2. RT-PCR cahismalari

Yiiksek sicaklik stresinde farkli ifade edilen genlerin belirlenmesinde kullanilan
yontemde R. Hope ve Festival cilek ¢esitlerine ait yaprak orneklerinde elde edilen
cDNA’lar kalip olarak kullanilmigtir. RT-PCR analizleri “oransal kantifikasyon”
yontemine gore ylritilmistir. Sonucglar, 143 baz ciftine sahip 18S primeri internal
kontrol olarak kullanilarak normalize edilmistir. Tasarlanan 55 primer ¢iftinden ancak
26 adeti RT-PCR ¢alismalarinda sonug vermistir. R. Hope ¢esidinde “LMW heat shock
protein MRNA” geninin 45°C’deki ifadesi 35°C’ye gore 4582,09 kat artarak en yuksek
diizeyde ifade edilmistir (Cizelge 4.1., Sekil 4.2.). Yine R. Hope ¢esidinde “Fragaria X
ananassa mRNA for TCTP protein” geninin anlatimi 35°C’de 0,40 kat iken, 45°C’de
0,02 kat ile en disiik ifade edilen gen olmustur (Cizelge 4.1., Sekil 4.3.). Festival
cesidinde ise “18.1 kDa class I heat shock protein-like” geninin anlatimi 35°C’ye gore
45°C’de 337 kat artarak Festival ¢esidi i¢cin anlatim1 en yiiksek gen olmustur (Cizelge
4.2., Sekil 4.2.). Buna karsin “Fragaria X ananassa FRAA1B.1 gene for Major
strawberry allergen Fra a 1-B, cultivar Honeoye” geninin anlatimi 35°C’de 0,42 kat iken
45°C’de 0,01 kat olmustur (Cizelge 4.2., Sekil 4.3.). Her iki ¢esitte de anlatimi1 artan ve
azalan ortak genler olmasina karsin bu genlerin ifadesindeki artis ve azalig miktarlarinin
farkli oldugu da belirlenmistir. R. Hope ¢esidinde anlatimi1 en ¢ok artan “LMW heat
shock protein mRNA” geninin anlatimi 4582,09 kat iken bu artig Festival ¢cesidinde ayni
gen icin sadece 66,66 kat olmustur. Ayrica Festival ¢esidinde en yiiksek anlatima sahip
olan “18.1 kDa class | heat shock protein-like” geni sadece 337 kat artmistir. Yiiriitilen
analizlerin sonuglarina gére R. Hope ¢esidinde yiiksek sicaklik stresi sirasinda anlatimi
artan gen sayis1 14 iken Festival c¢esidinde 13’tiir. Bu genlerin 11°1 her iki g¢esitte de
aynidir. Festival c¢esidinde anlatimi azalan 8 adet gen belirlenmisken bu say1 R. Hope

cesidinde 7°dir. Her iki ¢esit icin de 5 genin anlatimi ortak olarak azalmistir (Sekil 4.4.).
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Cizelge 4.1. R. Hope ¢ilek ¢esidinde sicakliklara gore anlatimi azalan ve artan genlerin degisimi

Siniflandirma Primer Adi R. Hope
352C 452C
Anlatimi artan  tyrosine--tRNA ligase-like 92,36 184,65
18.2 kDa class | heat shock protein-like, transcript variant 3 79,15 401,35
17.3 kDa class | heat shock protein-like 0,04 1,04
18.2 kDa class | heat shock protein-like, transcript variant 2 158,28 2032,32
18.2 kDa class | heat shock protein-like (LOC101298584) 236,59 872,15
40S ribosomal protein S9-2-like (LOC101295733) 0,27 1,47
heat stress transcription factor A-1-like, transcript variant 1 (LOC101290755) 0,51 30,62
18.1 kDa class | heat shock protein-like 0,18 0,30
heat shock protein HSP 90-alpha 1-like (LOC101295509) 0,46 1735,54
LMW heat shock protein mRNA 130,56 4582,09
17.5 kDa class | heat shock protein-like 57,91 749,69
U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein IMP3-like 36,47 183,66
18.2 kDa class | heat shock protein-like, transcript variant 2 (LOC101314220) 57,87 446,98
18.5 kDa class | heat shock protein-like(LOC101303492) 139,69 777,77
Anlatimi azalan 18.2 kDa class | heat shock protein-like 94,08 71,26
peroxisomal-like 3,65 3,38
40S ribosomal protein S4-like (LOC101314702) 8,09 3,01
fra a 1 allergen [Fragaria x ananassa] 1,23 0,12
Fragaria x ananassa FRAA1B.1 gene for Major strawberry allergen Fra a 1-B, cultivar Honeoye 0,09 0,03
Fragaria x ananassa mRNA for TCTP protein 0,40 0,02
HSP 90-alpha 1-like 46,98 6,21
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Cizelge 4.2. Festival ¢ilek ¢esidinde sicakliklara gore anlatimi azalan ve artan genlerin degisimi

Siniflandirma Primer Adi Festival
352C 45°C
Anlatimiartan  18.2 kDa class | heat shock protein-like 37,28 66,18
tyrosine--tRNA ligase-like 44,43 45,73
17.3 kDa class | heat shock protein-like 1,46 7,94
18.2 kDa class | heat shock protein-like, transcript variant 2 16,49 289,46
18.2 kDa class | heat shock protein-like (LOC101298584) 14,02 54,46
peroxisomal-like 3,71 37,03
18.1 kDa class | heat shock protein-like 0,42 337,07
LMW heat shock protein mRNA 56,52 66,66
17.5 kDa class | heat shock protein-like 10,57 84,17
U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein IMP3-like 7,01 83,97
18.2 kDa class | heat shock protein-like, transcript variant 2 (LOC101314220) 7,32 85,45
18.5 kDa class | heat shock protein-like(LOC101303492) 13,21 174,37
18.2 kDa class | heat shock protein-like, transcript variant 3 9,14 108,48
Anlatimi azalan 40S ribosomal protein $9-2-like (LOC101295733) 5,50 1,60
heat stress transcription factor A-1-like, transcript variant 1 (LOC101290755) 77,98 10,19
heat shock protein HSP 90-alpha 1-like (LOC101295509) 64,92 5,88
40S ribosomal protein S4-like (LOC101314702) 0,53 0,45
fra a 1 allergen [Fragaria x ananassa] 0,10 0,01
Fragaria x ananassa FRAA1B.1 gene for Major strawberry allergen Fra a 1-B, cultivar Honeoye 0,42 0,01
HSP 90-alpha 1-like 6,71 1,28
Fragaria x ananassa mRNA for TCTP protein 0,60 0,14

55




5000

@R. Hope
mFestival

] g H] g
% F “ &

g
a

1500
1000

&

2500

(e3)) Mol4ozn( Spe)| ULDUSY) B IWNE[UY

Sekil 4.2. R. Hope ve Festival gilek cesitlerinde yiiksek sicaklik stresi sirasinda anlatimi artan genlerin ifade diizeyleri
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Sekil 4.3. R. Hope ve Festival cilek ¢esitlerinde yiiksek sicaklik stresi sirasinda anlatimi azalan genlerin ifade diizeyleri
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R. Hope
(anlatinm artan)

Festival
(anlatinm artan)

Festival
(anlatinm azalan)

R. Hope
(anlatimi azalan)

Sekil 4.4. Yiiksek sicaklik stresine cevapta farkli ifade edilen genlerin Venn
diyagraminda gosterimi. Kirmizi venn Festival, Sar1 venn R. Hope ¢esidi i¢in anlatimi
artan ve azalan genleri gostermektedir.
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4.3. Proteomiks calismalari

4.3.1. Toplam c¢oziinebilir protein miktari

Yiiksek sicakliklarin R. Hope ve Festival cilek cesitlerinin toplam ¢6zilinebilir protein
miktarlaria olan etkisi Sekil 4.5’de verilmistir. Buna gore her sicaklik derecesinde R.
Hope cesidinin toplam c¢oziinebilir protein miktarinin Festival cesidine gore daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. Her iki g¢esit i¢in de protein miktarlarinin en yiiksek
oldugu sicaklik 35°C, en diisiik oldugu sicaklik ise 50°C’dir. 35°C’de R. Hope ¢esidinin
toplam ¢6ziinebilir protein miktart 5,98 mg/g TA iken Festival ¢esidinin protein miktari
5,87 mg/g TA olmustur. 40°C’de her iki gesit i¢in protein miktar1i hemen hemen ayni
duzeyde iken (R.Hope 5,62 mg/g TA; Festival 5,59 mg/g TA) 45°C ile birlikte R. Hope
cesidinin protein miktar1 4,24 mg/g TA’a Festival cesidinin ise 2,45 mg/g TA’a
diismiistiir. 50°C’de ise R. Hope ¢esidinin toplam ¢6ziinebilir protein miktar1 3,57 mg/g
TA iken Festival ¢esidinin protein miktar1 0,97 mg/g TA olmustur.

=
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OR. Hope

o @ Festival

Toplam Codziinebilir Protein Miktan
(mg/g TA)

S =N W Ry ] W00

B

Kontrol 35°C 40 °C 45°C 50 °C

Sekil 4.5. Yiiksek sicaklik uygulamalarina bagli olarak R. Hope ve Festival cilek
cesitlerinin toplam ¢oziinebilir protein miktarlari. Dikey barlar tekerriirlerin + ss’larini
gostermektedir.
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4.3.2. SDS-PAGE

R. Hope ve Festival ¢ilek ¢esitlerinin yiiksek sicakliklara bagli olarak degisen protein
profilleri Sekil 4.6 ve 4.7°de verildigi gibidir. Yiiksek sicaklik uygulamalarina goére
degisen protein bantlar1 ¢iplak goz ve kuvvetli 1g1k altinda yapilan gozlemler ardindan
belirlenmistir. Sicakliklara gore degisiklik gosteren pek c¢ok protein bandi
belirlenmesine ragmen stres ile birlikte de§isen bantlara odaklanilmistir. Buna goére her
iki cesit arasinda farkli oldugu gozlenen, kontrol 6rnegi veya daha diisiik sicakliklarda
varken daha yiiksek sicakliklarda gézlenmeyen ya da 50°C’de goriiniirken daha diisiik
sicakliklarda bulunmayan bantlar sicaklik stresi ile iliskilendirilerek secilmistir.
Belirlenen bantlara ait protein dizi analizleri BGI Tech (Hong Kong, China) tarafindan

yapilmustir.

MA Kontrol 35°C 40°C 45°C 50°C

97,4 KDA

66,2 KDA '
45 kDA | }

31 kDA

21,5 kDA

14,4 kDA

Sekil 4.6. R. Hope ¢ilek ¢esidine ait SDS-PAGE profilinde belirlenen polimorfik
bantlar (MA: Molekiiler agirlik standardi (kDA).
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97,4 KDA
66,2 KDA
45 kDA

31 kDA

21,5 kDA

14,4 kDA

Sekil 4.7. Festival ¢ilek ¢esidine ait SDS-PAGE profilinde belirlenen polimorfik
bantlar(MA: Molekiiler agirlik standardi (kDA).

Protein dizi analizleri MS/MS lon analizi ile gergeklestirilmistir ve elde edilen peptid
dizileri SwissProt proteomik veritabaninda arastirilarak benzer peptidler belirlenmistir.
Dizi analiz sonuglarina gore belirlenen pek ¢ok protein arasindan SDS-PAGE sonuglari

ile ortiisen aday proteinler belirlenmistir (Cizelge 4.3, 4.4).

Cizelge 4.3. Dizi analiz sonuglarina gére R. Hope ¢esidine ait tanimlanan muhtemel
proteinler

Nominal Kutle Protein Dizi

Bant Protein Ad1 (kDA) pl degeri Eslesme Orani (%)

A Translationally- 19 4,37 41
controlled tumor
protein homolog
OS=Fragaria ananassa

1 MLVYQDLLSG DELLSDSFPY KEIQNGVLWE VDGKWVVQGA VDVDIGANPS
51 AEGADADADE GVDDQTVKVV DIVDTFRLQE QPPFDKKQFV TWVKRYIKLL
101 TPKLEGEQQE TFKKNIEGAT KFLLSKLSDL QFFVGESMGD DTSLVFASYK

151 EGATDPIFIY FAHGLKEVKC
Nominal Kutle Protein Dizi

Bant Protein Ad1 (kDA) pI degerl Eslesme Oram (%)

B Translationally- 19 4,37 40
controlled tumor
protein homolog
OS=Fragaria ananassa

1 MLVYQDLLSG DELLSDSFPY KEIQNGVLWE VDGKWVVQGA VDVDIGANPS
51 AEGADADADE GVDDQTVKVV DIVDTFRLQE QPPFDKKQFV TWVKRYIKLL
101 TPKLEGEQQE TFKKNIEGAT KFLLSKLSDL QFFVGESMGD DTSLVFASYK
151 EGATDPIFIY FAHGLKEVKC
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. Nominal Kutle .. Protein Dizi
Bant Protein Ad1 (kDA) pI degeri Eslesme Orani (%)
D Heat shock cognate 70 | 71 5,08 47
kDa protein 2
OS=Solanum
lycopersicum

1 MAGKGEGPAI GIDLGTTYSC VGVWQHDRVE ITANDQGNRT TPSYVGFTDS

51 ERLIGDAAKN QVAMNPINTV FDAKRLIGRR FSDASVQSDM KLWPFKVIPG
101 PGDKPMIVVN YKGEEKQFSA EEISSMVLIK MKEIAEAFLG TTVKNAVVTV
151 PAYSNDSQRQ ATKDAGVISG LNVMRIINEP TAAAIAYGLD KKATSVGEKN
201 VLIFDLGGGT FDVSLLTIEE GIFEVKATAG DTHLGGEDFD NRMVNHFVQE
251 FKRKNKKDIT GNPRALRRLR TACERAKRTL SSTAQTTIEI DSLYEGIDFY
301 STITRARFEE LNMDLFRKCM EPVEKCLRDA KMDKSTVHDV VLVGGSTRIP
351 KVQQLLQDFF NGKELCKSIN PDEAVAYGAA VQAAILSGEG NEKVQDLLLL
401 DVTPLSLGLE TAGGVMTVLI PRNTTIPTKK EQVFSTYSDN QPGVLIQVYE
451 GERTRTRDNN LLGKFELSGI PPAPRGVPQI TVCFDIDANG TLNVSAEDKT
501 TGQKNKITIT NDKGRLSKEE IEKMVQEAEK YKSEDEEHKK KVEAKNALEN
551 YAYNMRNTIK DEKIASKLSA DDRTKIEDAI EQAIQWLDGN QLAEAEEFED
601 KMKELESLCN PIIAKMYQGA GGDMDDEGPA PSGGGAGPKI EEVD

Nominal Kutle Protein Dizi
Bant Protein Ad1 pI degeri Eslesme Oram
(kDA) (%)
G Heat shock cognate 70 | 71 5,08 60
kDa protein 2
OS=Solanum
lycopersicum

1 MAGKGEGPAI GIDLGTTYSC VGVWQHDRVE ITANDQGNRT TPSYVGFTDS

51 ERLIGDAAKN QVAMNPINTV FDAKRLIGRR FSDASVQSDM KLWPFKVIPG
101 PGDKPMIVVN YKGEEKQFSA EEISSMVLIK MKEIAEAFLG TTVKNAVVTV
151 PAYSNDSQRQ ATKDAGVISG LNVMRIINEP TAAAIAYGLD KKATSVGEKN
201 VLIFDLGGGT FDVSLLTIEE GIFEVKATAG DTHLGGEDFD NRMVNHFVQE
251 FKRKNKKDIT GNPRALRRLR TACERAKRTL SSTAQTTIEI DSLYEGIDFY
301 STITRARFEE LNMDLFRKCM EPVEKCLRDA KMDKSTVHDV VLVGGSTRIP
351 KVQQLLQDFF NGKELCKSIN PDEAVAYGAA VQAAILSGEG NEKVQDLLLL
401 DVTPLSLGLE TAGGVMTVLI PRNTTIPTKK EQVFSTYSDN QPGVLIQVYE
451 GERTRTRDNN LLGKFELSGI PPAPRGVPQI TVCFDIDANG TLNVSAEDKT
501 TGQKNKITIT NDKGRLSKEE IEKMVQEAEK YKSEDEEHKK KVEAKNALEN
551 YAYNMRNTIK DEKIASKLSA DDRTKIEDAI EQAIQWLDGN QLAEAEEFED
601 KMKELESLCN PIHAKMYQGA GGDMDDEGPA PSGGGAGPKI EEVD
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Cizelge 4.4. Dizi analiz sonuglarina gore Festival c¢esidine ait tanimlanan muhtemel
proteinler

Nominal Kutle Protein Dizi
Bant Protein Adi pl degeri Eslesme Oram
(kDA) (%)
C (1) | Small heat shock 27 8,78 23
protein, chloroplastic,
HSP22
OS=Petunia hybrida

1 MACKTLTCSA SPLVSNGVVS ATSRTNNKKT TTAPFSVCFP YSKCSVRKPA
51 SRLVAQATGD NKDTSVDVHYV SNNNQGGNNQ GSAVERRPRR MALDVSPFGL
101 LDPMSPMRTM RQMMDTMDRL FEDTMTFPGS RNRGTGEIRA PWDIKDDENE
151 IKMRFDMPGL SKEEVKVSVE DDVLVIKGEH KKEESGKDDS WGRNYSSYDT
201 RLSLPDNVDK DKVKAELKNG VLLISIPKTK VEKKVTDVEI K

Nominal Kitle Protein Dizi
Bant Protein Adi pl degeri Eslesme Oram
(kDA) (%)
C (2) | Translationally- 19 4,37 41

controlled tumor
protein homolog
OS=Fragaria ananassa

1 MLVYQDLLSG DELLSDSFPY KEIQNGVLWE VDGKWVVQGA VDVDIGANPS
51 AEGADADADE GVDDQTVKVV DIVDTFRLQE QPPFDKKQFV TWVKRYIKLL
101 TPKLEGEQQE TFKKNIEGAT KFLLSKLSDL QFFVGESMGD DTSLVFASYK
151 EGATDPIFIY FAHGLKEVKC

Nominal Kitle Protein Dizi
Bant Protein Ad1 pI degeri Eslesme Orani
(kDA) (%)
C®d® Oxygen-evolving | 36 5,84 42

enhancer protein 1,
chloroplastic
OS=Solanum
tuberosum

1 MAASLQAAAT LMQPTKVGGV SARNNLQLRS SQSVSKAFGL EPSASRLSCS
51 LOTDLKDFAQ KCTDAAKIAG FALATSALVV SGANAEGVPK RLTFDEIQSK
101 TYMEVKGTGT ANQCPTIDGG VDSFAFKPGK YNAKKFCLEP TSFTVKAEGV
151 SKNSAPDFQK TKLMTRLTYT LDEIEGPFEV SPDGTVKFEE KDGIDYAAVT
201 VQLPGGERVP FLFTIKQLVA SGKPESFSVD FLVPSYRGSS FLDPKGRGGS
251 TGYDNAVALP AGGRGDEEEL QKENVKNTAS LTGKITFTVT KSNPQTGEVI
301 GVFESIQPSD TDLGAKTPKD VKIQGIWYAQ LES
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Bant

Protein Adi

Nominal Kutle
(kDA)

pl degeri

Protein Dizi
Eslesme Orani
(%)

E (1)

Calmodulin-2
OS=Arabidopsis
thaliana
GN=CAM2 PE=1
Sv=1

17

4,11

67

1 MADQLTDDQI SEFKEAFSLF DKDGDGCITT KELGTVMRSL GQNPTEAELQ
51 DMINEVDADG NGTIDFPEFL NLMARKMKDT DSEEELKEAF RVFDKDQNGF
101 ISAAELRHVM TNLGEKLTDE EVDEMIKEAD VDGDGQINYE EFVKVMMAK

Nominal Kutle Protein Dizi
Bant Protein Ad1 pI degeri Eslesme Orani
(kDA) (%)
E (2 Ribulose 52 6,04 41
bisphosphate

carboxylase large
chain (Fragment)
OS=Fragaria
ananassa

1 VGFKAGVKDY KLTYYTPDYE TKDTDILAAF RVTPQPGVPP EEAGAAVAAE

51 SSTGTWTTVW TDGLTSLDRY KGRCYHIEPV PGEESQFIAY VAYPLDLFEE
101 GSVTNMFTSI VGNVFGFKAL RALRLEDLRI PTAYVKTFQG PPHGIQVERD
151 KLNKYGRPLL GCTIKPKLGL SAKNYGRAVY ECLRGGLDFT KDDENVNSQP
201 FMRWRDRFLF CAEAIYKSQA ETGEIKGHYL NATAGTCEDM MKRAVFAREL
251 GVPIVMHDYL TGGFTANTTL AHYCRDNGLL LHIHRAMHAV
IDRQKNHGMH
301 FRVLAKALRM SGGDHIHAGT VVGKLEGERE ITLGFVDLLR DDFIEKDRSR
351 GIYFTQDWVS LPGVLPVASG GIHVWHMPAL TEIFGDDSVL QFGGGTLGHP
401 WGNAPGAVAN RVALEACVQA RNEGRDLARE GNDIIREACK WSPELAAACE
451 VWKEIKFEFE AMDTL

Nominal Kutle Protein Dizi
Bant Protein Ad1 pI degeri Eslesme Orani
(kDA) (%)
F (1) 60S ribosomal 15 10,48 70

protein L23
OS=Arabidopsis
thaliana
GN=RPL23A
PE=2 SV=3

1 MSKRGRGGTS GNKFRMSLGL PVAATVNCAD NTGAKNLY Il SVKGIKGRLN
51 RLPSACVGDM VMATVKKGKP DLRKKVLPAV IVRQRKPWRR KDGVFMYFED
101 NAGVIVNPKG EMKGSAITGP IGKECADLWP RIASAANAIV
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Nominal Katle Protein Dizi
Bant Protein Ad1 pl degeri Eslesme Oram
(kDA) (%)
F (2) Profilin 14 4,63 38
OS=Fragaria
ananassa

1 MSWQTYVDDH LMCEIEGNHL SAAAIIGQDG SVWAQSATFP QLKPEEVTGI
51 VRDFDEPGTL APTGLYLGGT KYMVIQGEPG AVIRGKKGPG GVTVKKTTLA
101 LLIGIYDEPM TPGQCNMIVE RLGDYLVEQG L

Nominal Kutle Protein Dizi
Bant Protein Ad1 pI degeri Eslesme Orani
(kDA) (%)
F (3) Ribulose 52 6,04 33
bisphosphate

carboxylase large
chain (Fragment)
OS=Fragaria
ananassa

1 VGFKAGVKDY KLTYYTPDYE TKDTDILAAF RVTPQPGVPP EEAGAAVAAE

51 SSTGTWTTVW TDGLTSLDRY KGRCYHIEPV PGEESQFIAY VAYPLDLFEE
101 GSVTNMFTSI VGNVFGFKAL RALRLEDLRI PTAYVKTFQG PPHGIQVERD
151 KLNKYGRPLL GCTIKPKLGL SAKNYGRAVY ECLRGGLDFT KDDENVNSQP
201 FMRWRDRFLF CAEAIYKSQA ETGEIKGHYL NATAGTCEDM MKRAVFAREL
251 GVPIVMHDYL TGGFTANTTL AHYCRDNGLL LHIHRAMHAYV IDRQKNHGMH
301 FRVLAKALRM SGGDHIHAGT VVGKLEGERE ITLGFVDLLR DDFIEKDRSR
351 GIYFTQDWYVS LPGVLPVASG GIHVWHMPAL TEIFGDDSVL QFGGGTLGHP
401 WGNAPGAVAN RVALEACVQA RNEGRDLARE GNDIIREACK WSPELAAACE
451 VWKEIKFEFE AMDTL

Nominal Kdtle Protein Dizi
Bant Protein Ad1 pl degeri Eslesme Oram
(kDA) (%)
F(4) Oxygen-evolving 35 591 29

enhancer protein 1,
chloroplastic
OS=Solanum
lycopersicum

1 MAASLQAAAT LMQPTKVGVR NNLQLRSAQS VSKAFGVEQG SGRLTCSLQT
51 EIKELAQKCT DAAKIAGFAL ATSALVVSGA NAEGVPKRLT YDEIQSKTYM
101 EVKGTGTANQ CPTIEGGVGS FAFKPGKYTA KKFCLEPTSF TVKAEGVSKN
151 SAPDFQKTKL MTRLTYTLDE IEGPFEVSPD GTVKFEEKDG IDYAAVTVQL
201 PGGERVPFLF TIKQLVASGK PESFSGEFLV PSYRGSSFLD PKGRGGSTGY
251 DNAVALPAGG RGDEEELQKE NVKNTASLTG KITLSVTQSK PETGEVIGVF
301 ESIQPSDTDL GAKVPKDVKI QGIWYAQLE
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4.3.3. 2D-PAGE

R. Hope ve Festival cilek cesitlerine ait yaprak orneklerinde toplam proteinler her bir
sicaklik derecesine gore SDS-PAGE profilinde belirlenmistir. Stres proteinlerinin
eksenlerdeki dagilimmi gosteren R. Hope ve Festival cesitlerine ait serpme ¢izim
(scatter plot) grafikleri Sekil 4.8’de verilmistir. Belirlenen sicaklik derecelerine ait bu
proteinler (35, 40 ve 45°C) izoelektrik noktalarina ve molekiiler agirliklarina gore 2D-
PAGE yontemi ile tekrar ayristirilmistir (Sekil 4.9 ve 4.11). Her bir jel Gizerinde protein
noktalarinin se¢imi ve jellerin birbiri ile kiyaslanmasi parlak bir 151k kaynagi lizerinde
ciplak goz ile yapilmistir ve elde edilen sonuglar proteomik jel analiz programi olan
Delta2D (Decodon, Germany) ile onaylanmistir. Programa yiiklenen jeller uygun
oldugu sekilde gruplandirilmistir ve jellere ait istatistiksel analizler yine ayni1 program
tarafindan yapilmistir. Buna gore yapilan kiimelenme analizlerinde (cluster analysis) R.
Hope c¢esidinde toplam 174 protein noktast belirlenmistir. Bunlardan 147’sinin anlamli
(%84), 27’sinin ise anlamsiz (%16) oldugu tespit edilmistir. Festival ¢esidinde ise
belirlenen 150 protein noktasindan 76’s1 anlamli (%51) ve 74 tanesi anlamsiz (%49)
bulunmustur. Ayrica Sekil 4.10 ve 4.12°de farkli ifade oldugu belirlenen her bir protein

noktasinin ifade grafikleri Ek-2’de verilmistir.
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Sekil 4.8. R. Hope (A) ve Festival (B) ¢ilek ¢esitlerine ait yaprak proteinlerinin 2D jel
goruntisinde serpme cizim grafikleri. Y ekseni stres grubu proteinleri, X ekseni ise
kontrol grubu (35°C) proteinleri temsil etmektedir.
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Sekil 4.9. R. Hope ¢ilek ¢esidinde yaprak proteinlerine ait 2D jel goriintiileri (A: 35°C,
B: 40°C, C: 45°C)
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Sekil 4.10. R. Hope cilek ¢esidine ait 2D jellerinin (35, 40 ve 45°C) st iiste ¢akistirilarak
elde edilmis goriintiisii (fused image)

69



A pH 3 pH 10

MA
pH 3 pH 10
B
MA
C pH 3 pH 10
MA

b

Sekil 4.11. Festival ¢ilek ¢esidinde yaprak proteinlerine ait 2D jel goriintiileri (A: 35°C,
B: 40°C, C: 45°C)
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Sekil 4.12. Festival cilek ¢esidine ait 2D jellerinin (35, 40 ve 45°C) st iiste ¢akistirilarak
elde edilmis goriintiisii (fused image)
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Cesitlerin SDS-PAGE profilleri ve 2D-PAGE profilleri karsilastirildiginda izole edilen
SDS-PAGE bantlarinin muhtemelen 2D-PAGE’de hangi noktalar1 isaret ettigi
belirlenmistir. R. Hope ¢esidine ait bantlar A, B, D ve G olmak flizere Sekil 4.6.’da
isaretlenmistir. R. Hope c¢esidinde 45 ve 50°C’lik Orneklerden izole edilen ayni
molekiiler agirliga sahip (23kDa) A ve B bantlariin dizi analizi sonucunda muhtemel
olarak “Translationally-controlled tumor protein homolog OS=Fragaria ananassa”
olabilecegi goriilmiistiir. Bu bantlar 2D-PAGE ile tekrar ayristirildiginda isaret ettigi
muhtemel protein spotunun 15 numarali spot olabilecegi goriilmektedir (Sekil 4.10.).
Ayni ¢eside ait 45°C’lik 6rnekten izole edilen ve 75kDa civarindaki D bandinin ise dizi
analizi sonucunda “Heat shock cognate 70 kDa protein 2 OS=Solanum lycopersicum”
olabilecegi belirlenmisken, 2D-PAGE’de 10 ve 11 numarali protein noktalarini isaret
edebilecegi tespit edilmistir. Ayni ¢esitte G bandi ile temsil edilen protein bandinin dizi
analizi sonucunda “Heat shock cognate 70 kDa protein 2 OS=Solanum lycopersicum”
olabilecegi ongoriiliirken 2D-PAGE’de tekrar ayristirildiktan sonra 2 numarali spota
isaret edebilecegi tespit edilmistir. Festival cesidine ait olan bantlar SDS-PAGE
uzerinde C, E ve F olacak sekilde isaretlenmistir (Sekil 4.7.). Festival g¢esidinde 45
°C’den izole edilen tahmini 23 kDa’luk protein bandi dizi analizi sonuglarina gore ii¢
olasilig1 isaret etmektedir. Bu bant 2D-PAGE ile tekrar ayristirldiginda bu fig
olasiliktan biri olan “Small heat shock protein, chloroplastic, HSP22” i¢in isaret edilen
muhtemel protein noktalar1 ise 17 ve 25°dir (Sekil 4.12). Bantin ikinci olasilig1 olan
“Translationally-controlled tumor protein homolog OS=Fragaria ananassa” proteinin
2D-PAGE’de isaret ettigi muhtemel protein noktasi ise 18 numaradir. Ayni bantin
ticiincii olasiligr olan “Oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic OS=Solanum
tuberosum” proteini 2D-PAGE’de muhtemelen 24 numarali protein noktasini isaret
etmektedir. Festival g¢esidinde 45°C’lik ornekten izole edilen ve 75 kDa civarinda
oldugu bilinen protein bandi i¢in de iki protein adayr bulunmaktadir. Dizi analizi
sonuglaria gore bu proteinlerden biri olan “Calmodulin-2 OS=Arabidopsis thaliana”
2D-PAGE’de ayristirildiginda bulunabilecegi muhtemel protein noktasinin 18 numarali
nokta olabilecegi belirlenmistir. Aym1 protein bandi i¢in ikinci aday olan “Ribulose
bisphosphate carboxylase large chain (Fragment) OS=Fragaria ananassa” ise 2D-

PAGE’de 32 numarali protein noktasi ile temsil edilebilecegi ongdriilmiistiir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasinda yiiksek sicakliklara toleransli R. Hope ve duyarli Festival ¢ilek
cesitleri kullanilarak bu cesitlerin yiiksek sicaklik stresine verdikleri cevaplarin genomik
ve proteomik seviyede incelenmesi amaglanmistir. Analizlere, bu tez c¢alismasinin
temeli ve en kritik noktasi olan toplam RNA izolasyonu ile baglanmis, sonrasinda

protein ¢alismalar ile desteklenmistir.

RNA c¢alismalar1 asamasinda istenilen miktar ve kalitede RNA elde etmede cilek bitki
dokularina 6zgii karsilagilan bazi zorluklar, yontem iizerindeki yogun caligmalarla
astlmistir. Yiiksek kalitede RNA izolasyonu gen ifadesi ¢alismalarinda ilk ve en 6nemli
adimdir. Ancak, belirli dokularda bulunan yiiksek miktardaki polifenol ve
polisakkaritler RNA ekstraksiyonunu oldukga zorlastirarak yurutilen protokollerde
degisiklik yapilmasimni zorunlu hale getirmektedir (Vasanthaiah ve ark. 2008). Cilek,
polifenol ve polisakkarit bilesikleri gibi sekonder metabolitler agisindan oldukca
zengindir. Cilegin sahip oldugu lezzet, doku ve tat gibi karakteristik 6zellikler ve bircok
ucucu ve organoleptik bilesiklerin biitiiniiniin bir sonucudur (Maarse 1991). Olgun bir
cilekte bircok kimyasal grupta siniflandirilabilecek, asitler, aldehidler, ketonlar, alkoller,
esterler, laktonlar, siilfiir gruplari, asetaller, furanlar, fenoller, epoksiler ve alkanlar
(Zabetakis ve Holden 1997) gibi 300°den fazla ugucu bilesik tanimlanmistir. Bu
gruplarin bireysel ugucular1 taze agirlikta 10-100 ppm gibi ¢ok kiciuk miktarlarda
bulunmasina ragmen ¢ilek meyvesinin lezzetinde belirgin etkiye sahiptirler. Bu kosullar
altinda RNA izolasyonunun yiiksek verimde tamamlanabilmesi i¢in 6zel protokoller
gelistirilmistir (Mazzara ve James 2000, Cai ve ark. 2008, Yu ve ark. 2012, Christou ve
ark. 2014). RNA ekstraksiyonunun miktar ve Kalitesi bitki molekiler biyoloji
calismalarinda hem 6nemli bir islem hem de RNAi, cDNA sentezi, PCR ¢ogaltimi,
cDNA kiitiiphanesi olusturulmasi, mRNA saflagtirilmasi, Northern blot hibritlemesi,
DD-RT-PCR gibi birgok deney iginde sinirlayict bir etkendir (Yu ve ark. 2012).
Bununla birlikte baz1 bitki dokularindan RNA elde etmek, sekonder metabolit yapisinda
olan yiiksek miktardaki polisakkarit ve polifenol bilesiklerinin RNA’ya baglanarak ya
da birlikte c¢okelerek diisiik RNA verimi elde edilmesi nedeniyle oldukca zordur.
Belirtildigi {izere farkli arastiricilarin da karsilastigt RNA izolasyonundaki teknik
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sorunlar ile bu tez ¢aligmasinda da karsilagilmistir. Bu sorunun nedenleri arastirilarak,
literatiir taramalar1 sonucunda cilek bitkisinin sahip oldugu aroma maddelerinin,
polisakkaritler ve polifenoller gibi sekonder metabolitlerin bu soruna neden olabilecegi

kanisina varilmistir.

Cilek bitkisinden RNA izole edilirken SDS, CTAB ve guanidinium tiosiyonat ttrevleri
gibi ¢esitli soliisyonlar da kullanilmaktadir (Yu ve ark. 2012). Benzer sekilde polifenol
ve polisakkarit bakimindan zengin bir bagka tiir olan elmada, ¢am agaci i¢in kullanilan
protokolde yapilan modifikasyonlarla elma RNA izolasyonunda tiim dokular igin
uygulanabilen, liyofilizasyona gerek duyulmayan, fenolleri elemine edebilecek ve
ekstraksiyon asamasini kolaylagtirabilecek, santrifiij sikligin1 azaltabilecek ve
ultrasantrifiij asamasin1 tamamen ortadan kaldiracak yeni bir protokol gelistirilmistir
(Gasic ve ark. 2004). Ancak bu calismada, RNA izolasyonu yapilirken hem daha
verimli hem de daha pratik olmasi sebebiyle kitler tercih edilmistir. Toplam RNA
izolasyonunda yasanilan sorun, pek ¢ok yontem modifikasyonundan sonra ¢ilek bitkisi
yapraklarinda etkin sonug verdigi belirtilen PowerPlant® RNA Isolation Kit (MOBIO,
Carlsbad, CA, USA) sayesinde asilabilmistir. Ancak bu sorun cilekte yiksek kalitede ve
miktarda RNA elde edebilmek icin yapilacak farkli ¢aligmalara 11k tutmustur ve bu
konudaki c¢alismalar ayrica yiiriitilmektedir. Tez g¢alismasina baslarken farkli ifade
edilen genlerin belirlenmesinde “farkliliklarin = g6sterimi”  (differential ~display)
yonteminin kullanilmasi 6ngoriilmiistiir ancak varilan noktada tez ¢alismasinin genetik
analizler kisminda yontem degisikligine gidilerek bu konudaki etkin sonuglara qRT-

PCR analizleri ile ulagilmistir.

Farkli ifade edilen genlerin belirlenmesinde diferansiyel hibridizasyon gibi geleneksel
yontemlerde, iki 6rnegin toplam cDNA Kkiitiiphanesi i¢indeki hibridizasyon motifleri
karsilastirilmaktadir. Burada da yiiksek miktardaki transkriptlerin var olusu amag dist
kopyalarin olduguna ve bdylece diisiik verimlilige isaret etmektedir. Bu sorun kismen
normalizasyon ve c¢ikarma islemi ile giderilebilmektedir. Yine de hibridizasyon
sinyalinin az miktarda ¢ogalmas1 nedeniyle bir¢ok diisiik miktarda bulunan farkl ifade
edilen genler kagirilabilmektedir (Maniatis ve ark. 1982, Hedrick ve ark. 1984, Wang ve
Brown 1991).
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Cevresel streslerin etkileri sadece fiziksel ve kimyasal 6l¢limler kullanilarak basitce
hesaplanamaz. Bunun yani sira hiicrelerin bu stres etkenlerine karst olan davranislari
fizyolojik olarak da incelenmelidir (Takeda ve ark. 2003). Bu anlamda strese cevapta
gorev alan gen ifadelerinin c¢alisilmasi hiicrelerin bu stresler sonucunda nasil
etkilendiginin izlenmesinde kullanilan bir aragtir. DNA-CDNA microarray, differential
display (farkliliklarin gosterimi) ve RT-PCR teknikleri gibi yeni yontemler sayesinde
biyolojik siireglerde yasanan degisimler alternatif gozlem destegi saglamaktadir. Bir¢cok
arastirictya gore RT-PCR  teknikleri su an i¢in diisiik miktardaki mRNA’larin
belirlenmesinde kullanilan en hassas yontemdir ve farkli uygulamalar igin
kullanilabilmektedir (Nicot ve ark. 2005, Mauriat ve ark. 2008, Schmidt ve Delaney
2010, Bustamante ve ark. 2014). Bu ¢alismada qRT-PCR analizleri sonucunda yuksek
sicakliklara toleransli olan R. Hope ¢esidinde sicaklikla birlikte ifadesi artan
transkriptlerin basinda “LMW heat shock protein mRNA” (4582,09 kat) gelirken bunu
“heat shock protein HSP90-alpha 1-like” (2032,32 kat) ve “18.2kDa class | heat shock
protein-like, transcript variant 2” (1735,54 kat) takip etmistir. Yiiksek sicakliga duyarli
Festival ¢esidinde ise ““18,1kDA class-1 heat shock protein like” (337,07 kat) ve ““18,2
kDa class-1 heat shock protein like, transcrpt variant 2 (289,46 kat) transkriptlerinin
artist dikkat c¢ekmistir. QRT-PCR sonuglarina gore 1s1 soku proteinlerinin gen
ifadelerinde kuvvetli bir artis sz konusudur. Ancak toleransli ve duyarli ¢esitler
arasinda transkriptlerin ifade miktarlar1 arasinda dikkat c¢ekici bir fark goze
carpmaktadir. Bu durum R. Hope ¢esidinin yiiksek sicakliga toleransinin ve strese karsi
verdigi cevabin etkinligini ortaya koymaktadir. Bu calismadakine benzer sekilde,
Arabidopsis’te At5g52310 (LTI/COR78) geninin indiksiyonunun koklerde soguk
stresinde 250 kattan fazla, ozmotik streste 40 kat ve tuz stresinde 57 kat arttigi, At-
HSP17.6 ve At-HSP18.2 genlerinin yliksek sicaklik stresinde sirasiyla 34,200 ve 22,800
kat, Nicotiana tabacum L.’de Nt-L25 ve aktin genleri olan Nt-ACT9 ve Nt-ACT66’in
anlatimlart sirasiyla 100, 200 ve 225 kat ve yine Arabidopsis’te ATST4a’nin asir
ifadesinin kontrole gére ~1000 kat fazla oldugu ayrica lahanada yiiksek sicaklik ile
birlikte toleransli ve duyarli c¢esitte transkript miktarinin degiskenlik gosterdigi
belirlenmistir (Kreps ve ark. 2002, Volkov ve ark. 2003, Sandhu ve Neff 2013, Park ve
ark. 2013). Bu konuda farkli arastiricilarin yaptiklar1 ¢aligmalarin sonuglarinda da

gorildiigi gibi herhangi bir stres etmeninin ardindan ifade edilen genlerin
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anlatimlarindaki degisiklik ile bitkilerin bu streslere kars1 verdikleri cevap arasinda siki

ve dogrudan bir baglanti1 bulunmaktadir.

Organizmalar belirli bir protein grubu olan ve 1s1 soku proteini olarak bilinen HSP’leri
yiiksek sicakliklara ve diger birgok strese cevap olarak sentezlerler (Medina Escobar ve
ark. 1998). Molekiiler saperonlar, hiicrede hem normal sartlarda hem de olagan {istii
durumlarda organizmanin normal silireglerinin  devamliligin1i  saglayan anahtar
bilesenlerdir, ancak bitkilerdeki islevleri hakkinda pek az sey bilinmektedir. Normal
sartlar altinda protein katlanmasindan, diizeninden, translokasyonundan ve
degredasyonundan, stres kosullarinda ise protein ve membranlarin stabilizasyonundan
ve proteinlerin dogru katlanmasindan sorumludur (Wang ve ark. 2004). Farkli bitki
organlarinda stres kosullarinda cogunlukla ifade edilen proteinler genetik olarak
mithendisligi yapilacak strese toleransli bitkilerin tasarlanmasinda degerli bilgiler
saglamaktadir. ifade olunan mRNA’lar ve sorumlu olan proteinler arasindaki
korelasyonu belirli organlarda incelemek zor oldugu kadar proteomiks teknikleri
genomdaki transle edilmis bolgelerin fonksiyonel analizini saglayan en 1yi
yontemlerden biridir (Komatsu ve Hossain 2013). Bu tez ¢alismasinda toleransli ve
duyarl cesitlerin yiiksek sicaklik stresi ile degisen protein profilleri SDS-PAGE ve 2D-
PAGE gibi proteomiks yontemleri ile incelenmistir ve izole edilen protein bantlarinda
MS/MS iyon taramasi ile muhtemel proteinler isaret edilmistir. Toleransli R. Hope
cesidinden izole edilmis bantlarin dizi analizi sonuglart A ve B bantlar igin
“Translationally-controlled tumor protein homolog”, D ve G bantlar igin ise “Heat
shock cognate 70 kDa protein”inini isaret etmektedir. Duyarli olan Festival ¢esidinde
ise her bant icin birden fazla olas1 protein isaret edilmistir. C band1 i¢in “Small heat
shock protein, chloroplastic, HSP22”, “Translationally-controlled tumor protein
homolog” ve *“Oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic” olasi proteinler
olarak belirlenirken, E bandi i¢in “Calmodulin-2” ve “Ribulose bisphosphate
carboxylase large chain (Fragment)” muhtemel proteinler olarak goriilmiistiir. F bandi
icin ise “60S ribosomal protein L23”, “Profilin”, “Ribulose bisphosphate carboxylase
large chain (Fragment)” ve “Oxygen-evolving enhancer protein 1, chloroplastic”
proteinleri aday olarak belirlenmistir. Toleransli ¢esidin yiiksek sicaklik stresi ile

dogrudan alakali protein aday1 icermesi (Heat shock cognate 70 kDa protein) buna
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karsilik duyarli ¢esidin daha ¢ok yapisal proteinleri [(60S ribosomal protein L23,
Ribulose bisphosphate carboxylase large chain (Fragment), Oxygen-evolving enhancer
protein 1, chloroplastic)] ve ikincil derecede sicakliga toleransa katki saglayan protein
adaylarimi1  (Calmodulin-2, Small heat shock protein, chloroplastic, HSP22,
Translationally-controlled tumor protein homolog, Profilin) igermesi iki ¢esidin yiiksek
sicakliklara verdigi tepkinin farkliligin1 ortaya koymaktadir. Pek ¢ok arastirict HSP70
ve TCTP proteinin strese cevapta merkezi rol oynadigint (Woo ve Hawes 1997, Wang
2004, Berkowitz ve ark. 2008, Kim ve ark. 2012, Hoepflinger ve ark. 2013) ancak
calmodulin-2, profilin ve kiigiik molekiil agirlikli proteinlerin daha ¢ok sinyal algilayici
ve strese cevapta yardimci olarak rol oynadiklarini belirlemistir (Klein ve Ferguson
1987, Braam 1992, Gong ve ark. 1997, Ranty ve ark. 2006, Zhang ve ark. 2009, Moon
ve ark. 2007, Hyun ve Kim 2011, Sun ve ark. 2013).

Tilim sonugclar bir arada degerlendirildiginde 6nceki ¢alismalarla toleransli olarak bilinen
R. Hope ¢esidinin yiliksek sicaklik stresine cevabi, duyarli olan Festival ¢esidine gore
transkript ve protein seviyesinde farkli bulunmustur. Transkript seviyesinde, yiiksek
miktarda ifade edilen genlerin R. Hope ¢esidine toleransli olma o&zelligi sagladig
belirlenmistir. Ancak, Festival ¢esidinin yiliksek sicaklik stresine toleransinda sHSP
genlerinin tek basina miktarinin artmasi yeterli olamayip bu ¢esidin duyarli olmasina
sebep oldugu tespit edilmistir. Protein seviyesinde ise HSP70 gibi sicaklik stresine
cevapta dogrudan gorev alan proteinlerin toleransli olan R. Hope ¢esidinde bulunmasi
bu proteinin cilekte yiiksek sicakliga cevapta onemli rol oynadigini gostermektedir.
Belirtildigi tizere Festival cesidine ait protein adaylarimin yiiksek sicaklik stresine

verilen cevapta sinirli seviyede etkili oldugu ortaya konulmustur.

Bu tez calismasi ¢ilekte yiiksek sicakliklara toleransli ve duyarli c¢esitlerin
farkliliklarinin genler diizeyinde belirlendigi ilk ¢alisma olup, elde edilen veriler ileride
bu konuda yapilacak c¢alismalar i¢in 6nemli bir kaynak niteligindedir. Ayrica, elde
edilen gen ve protein adaylar ileride yapilacak ¢aligmalarda 6zgiin birer markir 6zelligi
tagiyabilecegi gibi strese toleranshi tiir ve c¢esitlerin gelistirilmesinde de fayda

saglayacaktir. Bu veriler gelecekte, belirlenmis olan gen ifadelerinin stres kosullarindaki
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davraniglarini incelemek amaciyla SNP (tek niikleotid polimorfizmi) ve mikroarray gibi

ileri teknikler kullanilarak daha detayli ¢alismalar yapilmasina olanak tanimaktadir.

Yiksek sicakliklara toleransli ve duyarli iki ¢ilek ¢esidinde yiiksek sicaklik ile anlatimi
degisen genler ve proteinlerin etkileri sonucunda elde edilen ve yorumlanan bulgular

0zet olarak vurgulanmistir. Buna gore;

e Hiicresel zararlanmanin yiiksek sicakliklar ile birlikte duyarh olan cesitte
toleransh olana gore daha fazla arttigi

e Toplam c¢Ozlnebilir protein sentezinin artan sicakhklarla birlikte
engellendigi

e Sicaklik artisi ile birlikte baz1 proteinlerin sentezi artarken bazilarinin ise
azaldig

e R. Hope ¢esidinin yiiksek sicaklik stresine cevabimin duyarh olan Festival
cesidine gore transkript ve protein seviyesinde farkhi bulundugu

e HSP70 gibi sicaklik stresine cevapta dogrudan gorev alan proteinlerin ve
HSP90-a1-like transkriptinin toleransh olan R. Hope cesidinde anlatiminin
artmasi1 bu protein ve transkriptin cilekte yiiksek sicakhga cevapta etkin
gorevinin oldugu

e Festival cesidine ait anlatimi artan transkriptlerin sHSP’leri kodladig:
ancak bu protein adaylarinin ise yiiksek sicaklik stresine birinci dereceden
cevap verememesi nedeniyle strese sinirh seviyede cevap verebildigi

e Yiiksek sicakliklar ile birlikte alerjen genlerinin anlatiminda azalma oldugu

belirlenmistir.
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EK-1

EKLER

QRT-PCR’da Kullanilan Primerler

TCTP-F ATTGGTGCAAATCCTTCTGC
1 | TCTP-R GAGGTTGCTCCTGGAGTCTG
AKR-F CAAGCCTGGGAAGTTGAGTC
2 | AKR-R GTGAGGCCAAGTCTCTGAGC
Fra.alb-F ACACCAAGGGAGATGTCGAG
3 | Fraalb-R TGGGTGGTCCTTGAGGTATC
HSP90a1-like-F GGATGCGAAATTCAAAGGAA
4 | HSP90u1-like-R ATTCCACCTCACCCTCAGTG
peroxisomal-F GGAAGGTGGGAAAGAGGAAG
> peroxisomal-R TTTTCCGGCAACTCAATTTC
17,3kDa HSP-like-F AAGAAGAAGCCCGACCACTT
6 117 3kDa HSP-like-R AATGTTACCCGCATCTGAGC
17,5kDa HSP-like-F ACAAGTGGCATAGGGTGGAG
7| 17 5kDa HSP-like-R TAAGCACCCCGTTCTTCATC
18,1kDa HSP-like-F ACGTAGTCGTGGCAAGTTCC
8 | 18.1kDa HSP-like-R ACCTCCTGCTTGGGGATAGT
18,2kDa HSP-like-F GAACAGCAACAGCATCTTCG
9 |18 2kDa HSP-like-R TTCTCGCGAGGGAAAGTAGA
LOC101300322-F GAACAGCAACAGCATCTTCG
10|} 0c101300322-R TCGCGAGGGAAAGTAGAGAG
transcriptvariant2-F GGAGGCTCATGTCTTCAAGG
) transcriptvariant2-R TGTGCCACTTGTCGTTCTTC
LOC101298584-F AGAAGCCCATGTGTTCAAGG
121} 0c101298584-R TGCCACTTGTCGTTCTTGTC
transcriptvariant3-F GGAGGCTCATGTCTTCAAGG
13 transcriptvariant3-R TGTGCCACTTGTCGTTCTTC

14

transcriptvariantl1-F
transcriptvariantl-R

GAAGAACGACAAGTGGCACA
GGGCACAGTCACAGTAAGCA
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15

LOC101314220-F
LOC101314220-R

GAAGAACGACAAGTGGCACA
GGGCACAGTCACAGTAAGCA

16

transcriptvariant1*-F
transcriptvariantl*-R

GGAGGCTCATGTCTTCAAGG
TGTGCCACTTGTCGTTCTTC

17

LOC101303492-F
LOC101303492-R

TCTCCCGGGTCCTAGAAAGT
TGAAGTGATGGGTGCTGAAG

18

LOC101300604-F
LOC101300604-R

CATGAAAACTCGGCCTTTGT
CACCCTGTCATCTTCGACCT

19

LOC101314702-F
LOC101314702-R

CATCAAGAGCAGGGAGAAGC
ACTCACCCATGGCTTTGTTC

20

LOC101295733-F
LOC101295733-R

CACATCGACTTTGCCATCAC
ATCTTCCTCATCGCCATCAC

21

LOC101311478-F
LOC101311478-R

ATGCAAGGATGCTTTTGACC
CTTGTTCTGACCCTCCTCCA

22

40S2L.0C101311455-F
40S2L.0OC101311455-R

ACAGGCGAGAGGTTTGAAGA
TGATCAGGGGAAGACACTCC

23

40S1LOC101311455-F
40S1LOC101311455-R

AGGGAGTGTCTTCCCCTGAT
CAACCAAAACATGACGTTGC

24

40S2L.0C101309913-F
40S2L.0OC101309913-R

ACAAATTGGGTGGTGCATTT
CCTCACGGTATGTCAGAGCA

25

40S1L0OC101309913-F
40S1LOC101309913-R

ACAAATTGGGTGGTGCATTT
CCTCACGGTATGTCAGAGCA

26

LOC101295509-F
LOC101295509-R

ATGGATGCGAAATTCAAAGG
ATTCCACCTCACCCTCAGTG

27

LOC101314807-F
LOC101314807-R

GCCATCAGTGAGGGAACAGT
TTCCTCCCTTCATGAACCAC

28

RNApseudo5like-F
RNApseudo5like-R

CTAGGAAGGGGGACTTCAGG
GTGTTGGTGGTGCTGTCATC

29

IMP3like-F
IMP3like-R

AGCAGATGAACCCGAATGAC
CTTTCAAGCTTTGCCTGGTC
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LOC101306542-F GTTTAGGCACTTTGGGTTCG
30 1| 0c101306542-R TGGGAACTGTTGGCCTTAAC
LOC101293311-F TTTGTGGGAGGACCAATCAT
311 0c101293311-R CCTCCACTCGATTTTTGAGC
LOC101303425-F TTGTCGCAGAACACTTCAGG
32 1| 0C101303425-R AACCGACCCACATCTTTCAG
LOC101301096-F TGCCACCAGTTTCATAGCAG
33 | | 0C101301096-R GGTGGTGTGGTGAGAGAGGT
LOC101303661-F CGAAGAAAGCTGCTGAAACC
34 1| 0C101303661-R GGAGGTTGCAAGGAAAATGA
YaxC-like-F GTGGCGGCATTGTAAGAGAT
35 | vgxc-like-R TATTTCCCTCAGCACCCTTG
LMWHSP-F GGAGGCTCATGTCTTCAAGG
36 | | MWHSP-R TGTGCCACTTGTCGTTCTTC
LOC101304080-F GCTGCAGGCATATGCTAGTG
371 | 0C101304080-R CTTGTTCTGCTGCATTGCTC
LOC101299242-F GAAAAGAGCGAGGGAGGAAG
38 || 0C101299242-R ACCCTCTGATTGGCTCTGTG
LOC101301353-F CCACCGCCAAGAGTACTAGC
391 | 0C101301353-R CTTCTTCGAATGCAGCAGTG
LOC101307517-F GAGGAAGACGACGACCAAAG
401 | 0c101307517-R AAAATGCTTGCGCTTTCACT
LOC101301205-F AGGTGATCTCGTCCAACTCG
411 | 0c101301205-R CTCAACCGCTCATTCTCCTC
LOC101302160-F TCAGGTTTGAATGCCAATGA
42| | 0C101302160-R ACCAGATGCATGCCCTTTAC
LOC101290755-2-F GGCTGAAGCTGGAACTATGC
43| L0c101290755-2-R AGAAGACATGCTTCGGTGCT
LOC101297339-2-F TTGAGGTGGGTGAATTAGGC
44

LOC101297339-2-R

GCATTTCCACAACAAACGTG
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45

LOC101297339-1-F

TGGAGCAAAGCAAACAACAG

LOC101297339-1-R GTGTTGAGCTGCCTGACAAA
LOC101302336-F GCCACTCATTGCTCTTCTCC
46 | | 0Cc101302336-R TGTCTTCGATTCCCTCCATC
LOC101307359-F GCTTTCCTGCAGCAGCTAGT
47| | 0C101307359-R AGTTTCACCACCACCAAAGC
LOC101302973-F ATTTTGTGGAGCGGCTAATG
48| | 0C101302973-R TGGTCTCCACAATCACCAAA
LOC101311435-F GGATCGAATTTTGGGGTTTT
491 | 0Cc101311435-R TCATCCATCCAAACTCACCA
LOC101295258-F GCCCGACTTCAACAGAAGAG
50 1) 0c101295258-R GCCCTTCCACATAAGGATCA
LOC101290970-F ATCCCACAGAGTTTGCCAAG
511 0c101290970-R CTGCTCAGGATCAACCTTCC
LOC101304412-F TGATGATGAGCATGGAGGAC
52 1| 0C101304412-R GAAGCTGTTGTTGGCTCTCC
LOC101311180-F ACTCTCCGGTGATGAGCTTC
53 | | 0C101311180-R TGCTCCTTGAACAACCCACT
Fra.alaF CCCTTGGTGTGGTACTTGCT
| FraalaR CTGAGCGACAACATCGAGAA
FA_SEa0007H10r-F CATGAGCTTGGTGTTTTGGA
S5 | EA_SEa0007H10r-R CAAGCAGCAAGACGTACCAA
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EK-2
2D-PAGE protein noktalarinin ifade seviyesi grafikleri

R. Hope ¢esidine ait 2D-PAGE protein noktalarinin ifade seviyesi grafikleri
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Festival ¢esidine ait 2D-PAGE protein noktalarinin ifade seviyesi grafikleri
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EK-3

Interaksiyon Tablosu

Bagimli Degisken: Zararlanma

Kareler Serbestlik Ortalama Onem

Kaynak Toplami Derecesi | Kareler Toplami F Derecesi
Diizeltilmis Model 33967,985(a) 7 4852569 | 64,984 ,000
Kesisme 15191,701 1 15191,701 | 203,442 ,000
Cesit 776,629 1 776,629 | 10,400 ,000
Uygulama 30989,208 3 10329,736 | 138,333 ,000
Cesit * Uygulama 2155,327 3 718,442 9,621 ,000
Hata 3210,949 43 74,673
Toplam 51108,270 51
Diizeltilmis Toplam 37178,934 50
O.D: Onem Derecesi (%5)
Bagimli Degisken: Protein Miktar1
Kaynak Ortalama )

Kareler Serbestlik Kareler Onem

Toplami Derecesi | Toplami F Derecesi
Diizeltilmis Model | 75 5154) 9 8,024  50148,991 000
Kesisme 574,131 1 574,131 | 3588320,333 ,000
Cesit 6,202 1 6,202 38760,333 ,000
Uygulama 57,284 4 14,321 89505,542 ,000
Cesit * Uygulama 8,729 4 2,182 13639,604 000
Hata 003 20 000
Toplam 646,349 30
Diizeltilmis
Top'am 72,218 29

O.D: Onem Derecesi (%5)
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