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ÖZET 
Yüksek Lisans Tezi 

 
 

KURAKLIK STRESİ ALTINDAKİ CLEOME SPINOSA (C3) ve CLEOME GYNANDRA (C4) 
BİTKİLERİNİN KARŞILAŞTIRMALI PROTEOMİK ANALİZLERİ 

 
 

Fadimana KAYA 

Afyon Kocatepe Üniversitesi  

Fen Bilimleri Enstitüsü  

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ 

 

Toprak ve atmosferik su eksikliğinden kaynaklanan kuraklık stresi dünyadaki bitki 

büyümesini ve verimliliğini etkileyen en önemli çevresel faktörlerden biridir. 

Karboksilasyon yoluna bağlı olarak bitkilerin kuraklık stresine toleranslarında önemli 

farklılıklar vardır. C4 bitkilerinin, C3 bitkilerinin aksine, su stresine daha iyi adapte 

olduğu bildirilmektedir. Bitkilerin kuraklık stresine adaptasyon mekanizmaları proteom 

düzeyinde yoğun bir şekilde çalışılmış olmasına rağmen, kuraklık stresi altında büyüyen 

C3 ve C4 bitkilerinin adaptasyon stratejileri tanımlanmamıştır. Kuraklık stresinin 

proteom değişiklikleri üzerindeki etkilerini belirlemek için iki boyutlu poliakrilamid jel 

elektroforezi (2-DE) ve MALDI-TOF/TOF (matrix-assisted laser desorption ionization 

time-of-flight/time-of-flight) kütle spektrometresi Cleome spinosa (C3) ve C. gynandra 

(C4) bitkilerinin yapraklarında kullanılmıştır. 2-DE jellerinde toplam 96 farklı şekilde 

ifade olan protein beneği tespit edilmiş ve bunlardan 65'i MALDI-TOF/TOF kütle 

spektrometrisi ile tanımlanmıştır. Her iki türde de fotosentez ve enerji metabolizması 

ile ilgili proteinler, kuraklık stresi altında büyük ölçüde etkilenmiştir. RuBisCO küçük alt 

birimlerinin seviyesi C. spinosa'da artmış olmasına rağmen, RuBisCO aktivaz 

proteinlerinin seviyesi azalmıştır. Ayrıca, oksijen çıkışı arttırıcı (OEE) ve ferredoksin-

NADP redüktaz (FNR) proteinleri gibi fotosentezin ışık reaksiyonları ile ilgili proteinlerin 

seviyesi C. spinosa'da azalmıştır. Kuraklık stresi altında, triosfosfat izomeraz ve fruktoz-

bifosfat aldolaz gibi glikoliz ile ilişkili proteinlerin seviyesi C. spinosa'da azalmıştır; 
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ancak, enolaz proteini C. gynandra'da artmıştır. Kuraklık stresi altında kloroplastik ATP 

sentaz enziminin ifade seviyesi her iki türde de azalan yönde düzenlenirken, 

mitokondriyal ATP sentaz artan yönde düzenlenmiştir. Annexin ve 14-3-3 proteinleri 

gibi sinyal iletimi ile ilgili proteinlerin seviyesi C. spinosa'da artmıştır. Reaktif oksijen 

türlerinin detoksifikasyonu ile ilişkili proteinlerin seviyesi genellikle her iki türde 

artmıştır. Bu bulgular, karboksilasyon yolunda farklılık gösteren türlerin kuraklık stresi 

altındaki proteomik cevaplarının daha iyi anlaşılmasını sağlayacaktır. 

 

Anahtar kelimeler: Cleome spinosa, Cleome gynandra, Fotosentez, Kuraklık stresi, 

Proteomik  

 

2019, xii + 78 sayfa  
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ABSTRACT 
M.Sc. Thesis 

 
 

COMPARATIVE PROTEOMIC ANALYSIS of CLEOME SPINOSA (C3) and CLEOME  
GYNANDRA (C4) PLANTS UNDER DROUGHT STRESS 

 
 

Fadimana KAYA 

Afyon Kocatepe University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Molecular Biology and Genetics 

Supervisor: Prof. Mustafa YILDIZ 

 

Drought stress caused by soil and atmospheric water deficiency is one of the most 

significant environmental factors affecting plant growth and productivity in the world. 

There are significant differences in the tolerance of plants to drought stress depending 

upon the carboxylation pathway. C4 plants, in contrast to C3 plants, are known to be 

better adapted to water stress. Although the mechanisms by which plants adapt to 

drought stress has been studied extensively at proteome level, the adaptive strategies 

of C3 and C4 plants grown under drought stress remain undefined. To determine the 

effects of drought stress on proteome changes, we used two-dimensional 

polyacrylamide gel electrophoresis (2-DE) and matrix-assisted laser desorption 

ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry in the leaves of Cleome 

spinosa (C3) and C. gynandra (C4) plants. Totally 96 expressed differently protein spots 

were detected on 2-DE gels, of which 65 were identified by MALDI-TOF/TOF mass 

spectrometry. In both species, proteins related to photosynthesis and energy 

metabolism were predominantly affected under drought stress. Although the 

abundance of RuBisCO small subunits was increased in C. spinosa, the abundance of 

RuBisCO activase proteins was decreased. Furthermore the abundance of proteins 

related to light reactions of photosynthesis such as oxygen-evolving enhancer (OEE) 

and ferredoxin-NADP reductase (FNR) proteins was decreased in C. spinosa. Under 

drought stress, the abundance of glycolysis-related proteins such as triosephosphate 
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isomerase and fructose-bisphosphate aldolase was decreased in C. spinosa; however, 

enolase protein increased in C. gynandra. The chloroplastic ATP synthase enzyme was 

down-regulated also in both species under drought stress, while the mitochondrial ATP 

synthase up-regulated. The abundance of signal transduction-related proteins such as 

annexin and 14-3-3 proteins were increased in C. spinosa. The abundance of reactive 

oxygen species detoxification related proteins was generally increased in both species. 

These findings would lead to an improved understanding of the proteomic responses 

of the species differing in carboxylation pathway under drought stress. 

 

Keywords: Cleome spinosa, Cleome gynandra, Drought stress, Photosynthesis, 

Proteomics  

 

2019, xii + 78 pages 
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1. GİRİŞ 

 

Kuraklık ve yüksek sıcaklık gibi abiyotik stresler, ürün verimliliğini ve tarımsal 

sürdürülebilirliği ciddi biçimde engellemektedir. Dünya genelinde su kaynaklarının 

azlığı dikkate alındığında, kuraklık tarımsal üretkenlik açısından en kritik tehditlerden 

biridir (Ashraf et al. 2011). Sıcak iklimler ve giderek daha az görülen yaz yağışları 

kuraklık stresinin etkilerini arttırmaktadır (Stuart et al. 2011). Bununla birlikte, 

atmosferik karbondioksit (CO2) seviyelerindeki artıştan kaynaklanan küresel iklim 

değişikliklerinin etkisiyle, tarımsal arazilerin kalitesindeki düşüş yıllar içerisinde daha da 

artmaktadır (Peters et al. 2011). Bazı çalışmalarda, kuraklık stresinin bitki büyümesi ve 

gelişimini nasıl etkilediği ve bitkilerin bu strese nasıl tepki verdiği incelenmiştir (Urban 

et al. 2017, Li et al. 2018, Xin et al. 2018). Bitkiler, artan stoma direnci ile nispi su 

içeriğinin kontrolü (Yoo et al. 2009), geniş ve derin kök sistemleri ile su alımının 

arttırılması (Gowda et al. 2011) ve prolin gibi osmolitlerin birikimi (Rampino et al. 

2006) gibi karmaşık fizyolojik mekanizmalar geliştirmişlerdir. 

 

Kuraklık stresine karşı bitki toleransını arttırmada, su stresine karşı verilen bitki 

yanıtlarının moleküler temellerinin anlaşılması gerekmektedir (Faghani et al. 2015). 

Kuraklığa duyarlı proteinleri ve genleri tanımlamak için çeltik (Chamnanmanoontham 

et al. 2015, Chintakovid et al. 2017), buğday (Alvarez et al. 2014, Michaletti et al. 

2018), mısır (Xin et al. 2018), arpa (Chmielewska et al. 2016), kolza (Urban et al. 2017) 

ve soya fasulyesi (Oh and Komatsu 2015) gibi birçok tarımsal bitki türü kullanılmıştır. 

Bitki ıslahı çalışmaları kapsamında,  biyotik veya abiyotik streslere karşı dayanıklı ve 

yüksek besin değerine sahip tarımsal bitki türlerinin üretimi genomik, transkriptomik, 

proteomik ve metabolomik gibi “omik” teknolojileri ile sağlanabilecektir (Roy et al. 

2011, Weckwerth 2011, Parry and Hawkesford 2012, Boggess et al. 2013). Omik 

analizleri genler, proteinler ve metabolitler arasındaki karmaşık etkileşimleri anlamak 

için sistem biyolojisi yaklaşımının bir parçasıdır (Weckwerth 2011). Proteinler, canlı 

organizmada tüm hücresel işlevlerden sorumlu olan merkezi biyomoleküllerdir (Ghatak 

et al. 2017). Proteomik analizler, kontrol ve stres koşullarında bir hücredeki 
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proteinlerin tanımlanması, ifade seviyelerinin belirlenmesi, translasyon sonrası 

modifikasyonların ortaya konulması ve protein-protein etkileşimlerinin anlaşılması için 

güçlü bir yöntemdir (Mertins et al. 2013, Ghosh and Xu 2014, Sharma et al. 2017, 

Wang and Komatsu 2018). Farklı streslere maruz kalan bitkilerde protein ifade 

seviyesinde her zaman kayda değer bir değişiklik meydana geldiğinden, proteomik 

yaklaşım stres koşulları altında proteinlerin stres toleransı ile ilişkisini aydınlatmak için 

oldukça önemlidir (Witzel et al. 2009, Hossain et al. 2012, Perez-Clemente et al. 2013).  

 

Bitkilerin kuraklık stresine karşı yanıtları, stresin şiddetine ve süresine, bitki türüne ve 

gelişim evresine bağlı olarak önemli ölçüde farklılık göstermektedir (Chaves et al. 

2003). C3 bitkileri genellikle ılıman ortamlara daha iyi adapte olmuşken, C4 bitkileri 

tropik ve kurak ortamlarda gelişmiştir (Ward et al. 1999). Farklı iklim koşullarına adapte 

olan C3 ve C4 bitkileri anatomik ve fizyolojik olarak farklı özellikler göstermektedir 

(Ward et al. 1999, Nayyar and Gupta 2006). C4 fotosentezinin çalışılması için Atriplex, 

Amaranthus, Eleocharis, Flaveria, Sorghum ve Zea cinslerine ait bazı türler 

kullanılmıştır (Langdale and Nelson 1991, Patel et al. 2004, Gowik et al. 2004, Uzilday 

et al. 2014). Bununla birlikte, C4 fotosentezinin gelişimsel sürecine ilişkin önemli 

bilgiler bir C3 bitkisi olan Arabidopsis’ten sağlanmıştır (Brown et al. 2005). Bitkilerde C4 

fotosentezinin nasıl geliştiğini anlamak için, C3 ve C4 fotosentezinde ortak olan 

genlerin C3 türlerinde nasıl düzenlendiğini ve her proteinin rolünün açıklığa 

kavuşturulması gerekmektedir (Brown et al. 2005). Bu bağlamda, Arabidopsis’e yakın 

akraba C3 ve C4 türlerinin (Marshall et al. 2007) karşılaştırmalı olarak çalışılması önemli 

olacaktır. Bu nedenle, C4 fotosentez mekanizmasının C3 bitkilerinden nasıl evrildiğinin 

anlaşılmasına katkıda bulunabilmek için mevcut çalışmamızda, filogenetik olarak 

Arabidopsis’e yakın olan Cleome cinsine ait Cleome spinosa (C3) ve Cleome gynandra 

(C4) türleri çalışılmıştır. Bununla birlikte, kuraklık stresine maruz bırakılan C. spinosa ve 

C. gynandra türlerinde reaktif oksijen türlerinin üretimi ve antioksidan savunma 

sistemindeki farklılıklar karşılaştırılmış (Uzilday et al. 2012) olmasına rağmen, bu iki 

türün yaprak proteom profilinin karşılaştırıldığı herhangi bir proteomik çalışma 

bulunmamaktadır. Bu nedenle, bu çalışmada kuraklık stresine maruz bırakılan C. 
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spinosa (C3) ve C. gynandra (C4) türlerinin yaprak dokularında proteom değişimlerinin 

iki boyutlu jel elektroforezi (2-DE) ve MALDI-TOF/TOF (Matrix-assisted laser 

desorption/ionization-time of flight/time of flight) kütle spektrometrisi (MS) ile 

değerlendirilmesi amaçlanmıştır.   
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2. LİTERATÜR BİLGİLERİ 

 

2.1 Cleome Cinsi Sistematiği, Morfolojisi ve Anatomisi 

 

Cleomaceae içindeki filogenetik ilişkilerle ilgili çok sayıda soru hala cevaplanmamıştır 

(Hall et al. 2002, Sanchez-Acebo 2005, Inda et al. 2008). Cleomoideae ve Capparoideae  

daha önceden Capparaceae familyasına dahil edilmiştir (Cronquist 1988, Takhtajan 

1997). Ancak morfolojik ve moleküler çalışmalar (Rodman et al. 1998, Judd et al. 1994) 

Capparaceae familyasının parafiletik (ortak ata ve ortak atayı paylaşan taksonların bir 

kısmını kapsayan, ancak bazılarını dışarıda tutan takson grubunu belirtmek için 

kullanılan terim) olduğunu göstermiş ve böylece Capparaceae familyası Brassicaceae 

familyasına dahil edilmiştir (Judd et al. 2002, APG 2003). Cleomaceae familyasının 

filogenetik olarak Brassicaceae familyasına oldukça yakın olduğu bilinmektedir (Hall et 

al. 2002, Sanchez-Acebo 2005). Bununla birlikte, Cleomoideae, Capparoideae ve 

Brassicoideae’nin monofiletik (tek bir ortak atayı ve ondan türeyen tüm taksonları 

içeren takson grubu) kladlar olduğu (Hall et al. 2002) ve Capparaceae, Cleomaceae ve 

Brassicaceae olmak üzere üç ayrı familyaya (Hall et al. 2002) ayrılmıştır. Cleomaceae 

familyasının bir üyesi olan Cleome cinsi (Çizelge 2.1)  200’den fazla tür içermektedir 

(Hall et al. 2002). Cleomaceae familyasına ait türlerin dünyanın farklı bölgelerindeki 

geniş dağılımları nedeniyle C4 mekanizmasının orijini ve filogenetiği hakkındaki 

bilgilerin eksik olduğu bildirilmiştir (Feodorova 2010). Tarihi biyocoğrafya analizleri, 

Cleomaceae'nin Orta Asya'dan kökenlendiğini ortaya koymaktadır (Feodorova 2010). 

 

Çizelge 2.1 Cleome cinsinin taksonomik hiyerarşisi (İnt. Kay. 1) 
Alem Plantae   

Alt alem Viridiplantae   

Şube Tracheophyta   

Alt şube Spermatophytina   

Sınıf  Magnoliopsida 

Süper takım Rosanae 

Takım  Brassicales 

Familya Cleomaceae 

Cins Cleome L. 

Türler Cleome spinosa (C3) 
Cleome gynandra (C4) 
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Cleomaceae bileşik yapraklar, brakteli çiçek durumu, zigomorfik çiçekler, genellikle aynı 

uzunlukta altı stamen ve açılan meyveler gibi özellikleri ile Brassicaceae familyasından 

ayrılmıştır. Cleomaceae türleri bir ginefora sahip olması ile Capparaceae üyeleriyle 

floral özellikleri paylaşmasına rağmen, bu türler otsu yapıları, altı stamenli zigomorfik 

çiçekleri ve tipik kuru meyveleri ile tanımlanmıştır (Hall 2008). 

 

Bazı Cleome türlerinin (C3, C4 ve C3-C4) yaprak anatomileri farklılık gösterir (Şekil 2.1). 

C3 tipi olan C. spinosa Kranz anatomisine sahip değildir. Agranal tipteki kloroplastlara 

sahip demet kını hücreleri çoğunlukla hücreler arası hava boşluğuna doğru gelişen bir 

yapı gösterir. Dorsoventral yaprak yapısına sahip olan C. spinosa, yaprağın üst tarafında 

(adaksiyal) 1-2 tabaka palizat parankiması hücresi ve 3-4 tabaka sünger parankiması 

hücresinden oluşan mezofil tabakasına sahiptir. Bu yapı, C3 tipi fotosentezi olan türler 

için tipiktir. C4 tipi C. gynandra, atriplikoid tipinde Kranz anatomisine sahiptir. Büyük 

demet kını hücreleri, merkezi pozisyonda çok sayıda organel içerir. Adaksiyal tarafta 

belirgin bir tek palizat parankiması tabakası vardır, buna karşın yaprağın alt tarafındaki 

(abaksiyal) hücreler sünger parankiması hücrelerine benzemektedir. Diğer taraftan, bir 

ara tür  (C3–C4 tipi) olan C. paradoxa’nın yaprak yapısı ise yaprağın her iki tarafında iki 

tabaka halinde palizat klorenkimasının varlığı nedeni ile izopalizat tipine yakındır. 

Bununla birlikte, abaksiyal taraftaki hücre tabakaları daha gevşek bir şekilde 

düzenlenmiş ve iletim demetleri birbirine çok yakındır. Büyük demet kını hücrelerinde 

merkezden çevreye doğru yerleşen birkaç kloroplast bulunur; fakat çoğu iletim 

demetinin yakınındaki hücre çeperine bitişik merkezcil bir konumdadır (Şekil 2.1) 

(Voznesenskaya et al. 2007). 

 

 
Şekil 2.1 C. spinosa (C3), C. gynandra (C4) ve C. paradoxa (C3-C4) türlerinin yaprak anatomisi. DK, demet 

kını hücreleri; M, mezofil hücreleri; Ölçek=100 µm (Voznesenskaya et al. 2007’den 
değiştirilerek). 
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2.2 C3 ve C4 Fotosentez Mekanizmaları 

 

Arabidopsis ile yakın akraba olan Cleome cinsinin, C3 ve C4 fotosentez 

mekanizmalarına sahip türler içerdiği belirlenmiştir (Marshall et al. 2007). 

Voznesenskaya vd. (2007), 6 Cleome türünü (C. spinosa, C. africana, C. gigantea, C. 

hassleriana, C. monophylla, C. ornithopodioides) CO2 kompensasyonu, izotop karbon 

(13C) değerleri (‰−24 ila ‰−30), Kranz yaprak anatomisinin olmaması ve C4 

fotosentez mekanizmasının enzim seviyeleri (çok düşük ya da yok) temelinde C3 tipi 

bitkiler olarak tanımlamışlardır. C. gynandra, C. angustifolia Forssk. (Afrika) ve C. 

oxalidea F.Muell. (Avustralya) türleri düşük CO2 kompensasyon noktası, karbon izotop 

(13C) değerleri (∼‰−10 ve ‰−15), Kranz yaprak anatomisinin varlığı ve demet kını 

yapısı, C4 fotosentez mekanizması enzimlerinin varlığı ve RuBisCO ve fosfoenolpiruvat 

karboksilazın seçici immuno-lokalizasyonuna dayalı olarak C4 tipi bitki olarak 

tanımlanmıştır. Diğer taraftan, C. paradoxa ise orta seviyede CO2 kompensasyon 

noktasına (27.5 µmol mol−1) ve ayrıntılı yapısal özelliklere sahip olmasının yanı sıra 

demet kını hücrelerinin mitokondrilerdeki fotorespirasyon yolağında işlev gören glisin 

dekarboksilazın seçici lokalizasyonu temelinde bir C3-C4 ara tür olarak tanımlanmıştır 

(Voznesenskaya et al. 2007). Bazı C3 fotosentetik mekanizmasına sahip Cleome 

türlerine göre bir C4 bitkisi olan C. gynandra’nın düşük CO2 kompensasyon noktası ve 

yüksek karboksilasyon etkinliğine sahip olduğu bildirilmiştir (Çizelge 2.2) (Marshall et 

al. 2007).  

 

Çizelge 2.2 Bazı Cleome türlerinde CO2 kompensasyon noktaları ve karboksilasyon etkinlikleri 
(Marshall et al. 2007) 

Tür 
Fotosentetik 
mekanizma 

Kompensasyon noktası 
(µmol mol-1) 

Karboksilasyon etkinliği 
(mol m-2 s-1) 

C. spinosa C3 50 ± 2 0.17 ± 0.01 

C. marshallii C3 52 ± 3 0.24 ± 0.03 

C. africana C3 65 ± 4 0.65 ± 0.07 

C. violacea C3 51 ± 4 0.20 ± 0.01 

C. hirta C3 123 ± 14 0.14 ± 0.02 

C. isomeris C3 49 ± 2 0.25 ± 0.02 

C. foliosa C3 40 ± 2 0.46 ± 0.11 

C. gynandra C4 9 ± 4 0.93 ± 0.31 
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Yapılan immunoblot analizlerine göre C. gynandra (C4)’da fotosentetik enzimlerden 

fosfoenol pirüvat karboksilaz (PEPC), pirüvat ortofosfat dikinaz (PPDK) ve NAD malik 

enzim (NAD-ME) seviyelerinin yüksek olduğu gösterilmiştir (Şekil 2.2) (Marshall et al. 

2007, Voznesenskaya et al. 2007). Diğer taraftan, C. spinosa’nın da içerisinde 

bulunduğu C3 türlerinde ise yüksek RuBisCO seviyeleri, düşük PEPC ve NAD-ME 

seviyelerinin yanı sıra PPDK enziminden yoksun olduğu belirlenmiştir. Farklı 

karboksilasyon mekanizmalarına sahip C3 ve C4 türlerine ait genomların moleküler 

analizlerle karşılaştırılması, C4 fotosentezinin gelişiminde rol oynayan genlerin 

tanımlanmasına olanak sağlamıştır (Marshall et al. 2007, Voznesenskaya et al. 2007). 

Bununla birlikte, yapılan bir transkriptomik çalışma sonucu C4 fotosentezinde görev 

alan PEPC, NAD-ME, aspartat amino asit transferaz ve alanin amino asit transferaz 

enzimlerine ait transkript seviyelerinin C. spinosa’ya göre C. gynandra türünde artan 

yönden düzenlendiği belirlenmiştir (Bräutigam et al. 2011).  

 

 

Şekil 2.2 Bazı Cleome türlerinin yaprak dokularında C4 enzimleri ve RuBisCO’nun immunoblot 

analizleri (Voznesenskaya et al. 2007). 

 

Birçok C4 bitki türünde fotosentez, iletim demeti etrafında düzenlenmiş demet kını ve 

mezofil hücrelerinde gerçekleşmektedir (Hatch 1987). Diğer taraftan, C4 fotosentez 

mekanizması bazı tek hücreli deniz alglerinde (örneğin, Udotea flabellum) de 

gözlenmiştir (Reiskind and Bowes 1991). C4 bitki türlerinin mezofil hücrelerinde CO2, 

karbonik anhidraz enzimi ile bikarbonata (HCO3
–) dönüştürüldükten sonra PEPC 
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oksaloasetatı (OAA) oluşturmak üzere ilk karboksilasyon basamağını kataliz etmektedir. 

Oluşan OAA daha sonra birer C4 asit olan malata veya aspartata indirgenir. Bu C4 

asitler demet kını hücrelerine difüze olur ve burada dekarboksilaz enzimi aracılığıyla 

CO2 açığa çıkar ve RuBisCO enziminin bulunduğu alanda CO2 konsantre hale getirilir. Bu 

durum fotosentez oranını arttırır, çünkü RuBisCO enziminin aktif bölgesi için CO2 ve 

oksijen arasındaki rekabet azalır (Jordan and Ogren 1984). NADP-bağımlı malik enzim 

(NADP-ME), NAD-bağımlı malik enzim (NAD-ME) ve fosfoenol pirüvat karboksikinaz 

(PEPCK) olmak üzere C4 fotosentezinde fonksiyon gördüğü bilinen üç tip karboksilaz 

bulunmaktadır (Şekil 2.3) (Furbank 2011). Dekarboksilasyon sonucu oluşan üç karbonlu 

bileşik tekrar mezofil hücrelerine döner ve burada PPDK enzimi aracığıyla fosfoenol 

pirüvatın yeniden oluşturulmasında kullanılır (Hatch and Slack 1966). 

 

 

Şekil 2.3 Bitkilerde C4 fotosentezi ile ilişkili reaksiyonların şematik gösterimi. Kloroplastlar yeşil, 

mitokondriler ise turuncu renkte gösterilmiştir. MAL, malat; OAA, oksaloasetat; PEP, 

fosfoenol pirüvat; ASP, aspartat; ALA, alanin; PYR, pirüvat. 1. Karbonik anhidraz, 2. Fosfoenol 

pirüvat karboksilaz, 3. NAD/P-Malat dehidrogenaz, 4. Dekarboksilazlar, 5. Pirüvat ortofosfat 

dikinaz, 6. Aspartat amino asit transferazlar, 7. Alanin amino asit transferazlar (Aubry et al. 

2011’den değiştirilerek). 
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2.3 Bitkilerde Kuraklık Stresinin Etkileri 

 

Atmosferik karbondioksit seviyelerindeki artıştan kaynaklanan küresel iklim değişikliği 

tarımsal alanların kullanılabilirliğini ve kalitesini olumsuz etkilemektedir (Peters et al. 

2011). Bu nedenle, iklim değişikliğinin beraberinde getireceği stres koşullarının önemli 

tarımsal ürünlerin üzerine yapacağı etkilerin araştırılması oldukça önemlidir (Shanker 

et al. 2014). Kuraklık stresine cevap olarak metabolik değişimler ve stres sinyalizasyon 

yolaklarının yanı sıra kuraklık toleransında rol oynayan genlerin belirlenmesi, dünyanın 

kurak bölgelerine adapte olabilecek yeni türlerin geliştirilmesine olanak sağlayacaktır 

(Venkateswarlu and Shanker 2012). 

 

Bazı çalışmalarda kuraklık stresinin bitki büyüme ve gelişimini nasıl etkilediği ve 

bitkilerin bu tür bir strese nasıl tepki verdiği incelenmiştir (Zong and Shangguan 2014, 

Urban et al. 2017, Michaletti et al. 2018, Xin et al. 2018, Li et al. 2018). Kuraklık stresi 

genellikle fotosentetik aktivitede düşüşe, enerji üretiminde azalmaya ve enerji 

metabolizmasının organizasyonunda bozulmalara neden olmaktadır (Kang et al. 2012). 

Kuraklık stresi altındaki dört farklı kolza (Brassica napus L.) genotipinde net 

fotosentetik oran, stoma iletkenliği, transpirasyon oranı, nispi su içeriği ve fotosentetik 

pigmentlerin azaldığı buna karşın yaprak su potansiyelinin negatif yönde arttığı 

belirtilmiştir (Urban et al. 2017). Mısır (Zea mays L.) fidelerinde net fotosentez oranının 

ve maksimum fotokimyasal etkinliğin kuraklık stresine cevap olarak azaldığı, buna 

karşın lipid peroksidasyonu, prolin ve çözünebilir şeker içeriğinin arttığı gösterilmiştir 

(Xin et al. 2018). İki orkide türü Cymbidium tracyanum ve C. sinense’de kuraklık stresi 

altında stoma iletkenliği ve net fotosentetik oran azalırken, jasmonik asit ve absisik asit 

(ABA) seviyelerinin arttığı rapor edilmiştir (Li et al. 2018). Fotosentezdeki azalma stoma 

iletkenliğindeki ve RuBisCO aktivitesindeki azalmadan kaynaklanmaktadır (Bota et al. 

2004). Bununla birlikte, ozmolitler ve reaktif oksijen türlerinin üretimindeki artış gibi 

birçok biyokimyasal ve moleküler değişikler kuraklık stresi tarafından teşvik 

edilmektedir (Apel and Hirt 2004, Chen and Murata 2008). Kuraklık, köklerde ABA 

üretimini teşvik etmekte ve ABA gövdeye taşınarak stomaların kapanmasına ve 
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büyümenin engellenmesine neden olmaktadır (Mittler and Blumwald 2015). Kuraklık 

stresi altında ABA biyosentezi ve taşınımı ile ilgili genlerin farklı şekilde düzenlenmesi 

kök ve gövde arasındaki sinyal yolaklarının stres cevabındaki önemini göstermektedir 

(Rasheed et al. 2016).  Ings vd. (2013), C4 tipi Miscanthus türlerinde bağıl su 

içeriğindeki azalmanın yaygın bir kuraklık stresi cevabı olduğunu bildirmişlerdir. 

Topraktaki su miktarı sınırlı olduğunda bitki büyümesi genellikle azalmasına karşın, 

sürgün büyümesi kök büyümesinden daha fazla etkilenmekte ve bazı durumlarda 

bitkilerin kök/sürgün oranı iyi sulanan kontrollere göre artabilmektedir (Anithakumari 

et al. 2012). Aşırı kuraklık stresi koşullarında hücre uzaması, uzamakta olan hücrelere 

su akışının kesilmesi ile engellenir (Ings et al. 2013). Kuraklık stresi hücre bölünmesi, 

uzaması ve genişlemesini etkileyerek büyümede inhibisyona neden olmaktadır 

(Potopová et al. 2016). 

 

Kuraklık stresinin hem yaprak alanını hem de birim yaprak alanı başına fotosentetik hızı 

düşürerek fotosentezi azalttığı bilinmektedir. Azalmış fotosentez oranı esas olarak 

stoma kapanması veya metabolik bozukluktan kaynaklanmaktadır (Basu et al. 2016). 

Su eksikliği tilakoid elektron taşınması, karbon indirgeme döngüsü ve stomalar ile CO2 

alımının kontrolü gibi önemli bileşenleri bozarak fotosentezin baskılanmasına yol 

açmaktadır (Farooq et al. 2009, Carmo-Silva et al. 2012). Kuraklık stresine bağlı olarak 

sınırlı hücre içi CO2 konsantrasyonu altında devam eden fotosentetik ışık reaksiyonları 

indirgenmiş fotosentetik elektron taşıma bileşenlerinin birikmesine yol açar ve bu 

bileşikler moleküler oksijeni indirgeyerek reaktif oksijen türlerinin üretilmesine neden 

olmaktadır (Basu et al. 2016). Reaktif oksijen türleri fotosentetik aygıtlara ciddi şekilde 

zarar vermektedir (Lawlor and Cornic 2002). Kuraklık stresi altında fotosentezin 

biyokimyasal etkinliği ribuloz-1,5-bifosfatın yeniden üretilmesine ve RuBisCO 

aktivitesine bağlıdır (Lawlor 2002). RuBisCO aktivitesindeki bu azalmaya maksimum 

karboksilasyon oranı, stromal fruktoz bisfosfataz aktivitesi ve fotosistem II (FSII)'nin 

kuantum etkinliğindeki azalma eşlik etmektedir (Zhou et al. 2007, Carmo-Silva et al. 

2012). Fotosentetik elektron taşıma zincirinin aktivitesi, kloroplasttaki CO2 

konsantrasyonu ile hassas bir şekilde ayarlanmakta ve kuraklık stresi FSII aktivitesinde 
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bir azalmaya neden olmaktadır (Suzuki et al. 2014). Fotosentezin karbon indirgenme 

reaksiyonları üzerindeki olumsuz etkilerinin yanı sıra kuraklık stresi fotosentezin ışık 

reaksiyonları sırasında devirli ve devirsiz elektron taşımasını olumsuz etkilemektedir 

(Obidiegwu et al. 2015). C4 fotosentezinin kuraklık stresi altında su kaybını sınırlamak, 

fotorespirasyonu azaltmak ve fotosentez etkinliğini iyileştirmek üzere C3 

fotosentezinden köken aldığı ileri sürülmüştür (Edwards and Walker 1983). Bununla 

birlikte, C4 fotosentez mekanizmasının C3 bitkilerine aktarılması üzerine çalışmalar 

devam etmesine karşın, verimlilik üzerindeki etkilerinin oldukça sınırlı olduğu 

bildirilmiştir (Gowik and Westhoff 2011). 

 

C4 bitkileri, ayırt edici bir yaprak anatomisine sahip olmaları nedeniyle C3 bitkilerinden 

farklıdır: C4 bitkileri iyi tanımlanmış demet kını hücrelerine, kloroplast dimorfizmine, 

demet kını hücrelerinde ribuloz 1,5-bisfosfat karboksilaz (RuBisCO) ve mezofil 

hücrelerinde fosfoenolpiruvat karboksilaz (PEPC) enzimlerini kapsayan iki 

karboksilasyon yoluna ve demet kını hücrelerinde fotorespirasyonu baskılamak için 

karbondioksit biriktirme mekanizmasına sahiptir.  C3 bitkilerine göre su stresine daha 

iyi adapte olan C4 bitkilerinin daha etkin su kullanım verimliliğine sahip olduğu 

bildirilmiştir (Ward et al. 1999, Nelson et al. 2004). 

 

Bitkiler kuraklık stresinin üstesinden gelebilmek için stoma direncinin arttırılması ile 

bağıl su içeriklerinin kontrolü (Yoo et al. 2009), geniş ve derin kök sistemleri ile su 

alımının arttırılması (Gowda et al. 2011), prolin ve glisin betain gibi ozmolitlerin birikimi 

(Rampino et al. 2006) gibi fizyolojik mekanizmaların yanı sıra enzimatik ve enzimatik 

olmayan antioksidan savunma sistemleri (Cruz 2008) geliştirmiştir. Prolin, enzimler ve 

proteinler gibi makromoleküllerin kararlı hale gelmesi, membran bütünlüğünün 

korunması ve reaktif oksijen türlerinin temizlenmesi gibi birçok fizyolojik role sahiptir 

(Kaur and Asthir 2017). Bununla birlikte, pirrolin-5-karboksilat sentaz (P5CS) genini aşırı 

ifade eden bitkilerin prolin biriktirdiği ve bu durumun ozmotik stres toleransına neden 

olduğu bildirilmiştir (Khan et al. 2015). Rafinoz ve galaktinozun kuraklık, tuzluluk ve 

düşük sıcaklık streslerine toleransta rol oynadığı belirtilmiştir.  Galaktinol sentaz (GolS1, 
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GolS2 ve GolS4), rafinoz sentaz 5, P5CS1 ve P5CS2 gibi galaktinol, rafinoz ve prolin 

sentezinde rol oynayan genlerin ifade seviyelerinin kuraklık stresine cevap olarak artan 

yönde düzenlendiği bildirilmiştir (Rasheed et al. 2016). Bununla birlikte, GolS2 genini 

aşırı ifade eden Arabidopsis’te içsel galaktinol ve rafinoz içeriğinin arttığı ve bu 

bitkilerin kuraklık stresine daha toleranslı olduğu belirtilmiştir (Taji et al. 2002).  

 

2.4 Kuraklık Stresi Altındaki Bitkilerde Proteom Değişimleri 

 

Fonksiyonel genomik ve transkriptomik analizler, bitkilerde kuraklığa duyarlı 

mekanizmaların moleküler temelini anlamak için yaygın olarak kullanılmaktadır 

(Rasheed et al. 2016, Moschen et al. 2017). Kuraklık stresi ile ilişkili genler ozmotik 

basınç düzenleyici enzimler, akuaporinler, detoksifiye edici enzimler, LEA proteinleri, 

reaktif oksijen türlerini temizleyen enzimler ve hücre zarlarının bütünlüğünü koruyan 

ve iyon taşınımı/dengesini sağlayan şaperonlardır. Ayrıca, gen ifadesi ve sinyal iletimini 

düzenleyen çeşitli transkripsiyon faktörleri ve protein kinazlar da kuraklık stresine 

yanıtta önemlidir (Wei et al. 2009, Rasheed et al. 2016). Kuraklık stresi, bitkilerin 

canlılıklarını sürdürebilmesinde rol oynayan genlerin ifadesindeki değişimler (Batlang et 

al. 2013), bitkilere zarar verebilen veya strese karşı tolerans sağlayacak bir 

mekanizmanın parçası olan proteinlerin üretimi ve degradasyonundaki değişimler 

(Mohammadi et al. 2012) ve kuraklık stresine tolerans sağlayabilen yeni metabolitlerin 

sentezi için metabolizmanın değiştirilmesi (Babita et al. 2010, Kumari et al. 2013) gibi 

etkileşimli modifikasyonlara neden olabilmektedir. Kuraklık stresine adaptasyonda, 

stoma hareketlerinin düzenlenmesi, süberin sentezinin teşviki ve çiçek gelişiminde 

önemli rol oynayan MYB transkripsiyon faktörlerinin (Gao et al. 2014, Baldoni et al. 

2015), primer ve sekonder metabolizma, gelişim ve farklı biyotik ve abiyotik streslere 

cevaptaki rolleri bilinmektedir (Gao et al. 2014, Kosma et al. 2014, Baldoni et al. 2015). 

 

Bitki proteomiği, strese maruz kalan bitkilerde de bitki proteomunun ve proteinlerin 

biyolojik fonksiyonlarının araştırılmasına yönelik dinamik bir disiplindir. Son yıllarda, 

stres altındaki bitkilerin proteomundaki değişimleri konu alan çalışmaların sayısı 

giderek artmaktadır (Kosová et al. 2018). Strese maruz kalan bitkilerden elde edilen 



13 
 

moleküler bilgiler, strese toleranslı bitkilerin genetik olarak geliştirilmesi için olası aday 

genlerin belirlenmesine olanak sağlamaktadır (Barkla et al. 2016). Farklı bitki türlerinde 

yapılan proteomik çalışmalar kuraklık stresine olan cevapların moleküler temellerinin 

anlaşılmasında önemli bilgiler sağlamıştır (Şekil 2.4) (Wang et al. 2016, Wang et al. 

2017, Michaletti et al. 2018, Xin et al. 2018). 

 
Şekil 2.4 Kuraklığa duyarlı proteinlerin sinyalleme, gen ifadesinin düzenlenmesi, protein sentezi ve 

parçalanması ile ilgili şematik gösterimi. Kesintisiz çizgi tek aşamalı reaksiyonları, kesikli çizgi 
reaksiyonun ara basamaklarını belirtir. (A) Sinyalleme; (B) DNA replikasyonu ve 
transkripsiyonu; (C) RNA işleme; (D) Protein sentezi; (E) Protein işleme; (F) Protein 
parçalanması. 14-3-3: 14-3-3 proteini; Nep: aspartik proteinaz; ClpP: ATP bağımlı Clp proteaz; 
ABP: oksin bağlayıcı protein; BiP: endoplasmik retikulum-lüminal bağlayıcı protein; CaB: 
kalsiyum iyonu bağlayıcı protein; CaSR: kalsiyum algılama reseptörü; CDPK: kalsiyum bağımlı 
protein kinazı; CAM: kalmodulin; CNX: kalneksin; CRT: kalretikulin; CP: sistein proteinaz; EF: 
uzama faktörü; ERF: etilen ile tepki veren transkripsiyon faktörü; GDI: GSYİH ayrışma 
önleyicisi; GR-RBP: glisin bakımından zengin RNA bağlayıcı protein; HSP: ısı şoku proteini; 
HMG: yüksek mobilite grup proteini; HOP: Hsp70-Hsp90 organize edici protein; AP: lösin 
aminopeptidaz; MatK: maturaz K; MEP: metalloendopeptidaz; MC: moleküler koruyucu; OP: 
oligopeptidaz A-benzeri; PPIaz: peptidil-prolil cis-trans izomeraz; PLD: fosfolipaz D; PhyC: 
fitokrom C; PCNA: çoğalan hücre nükleer antijen; PIP: prolin iminopeptidaz; PDI: protein 
disülfür izomeraz; PP2C: protein fosfataz 2C; RanBP: Ran-bağlayıcı protein; RT: 
retrotranspozon protein; RNaz: ribonükleaz; RNP: ribonükleoprotein; RP: ribozomal protein; 
RBP: RNA bağlayıcı protein; Hlc: RNA helikaz; RNAP: RNA polimeraz; SCPL: serin 
karboksipeptidaz benzeri protein; STK: serin/treonin kinaz; PSP: serin/treonin-protein 
fosfataz; SnRK: sükroz fermentasyon önleyici 1 protein kinaz; TCP: T kompleksi proteini; 
TRIP1: TGF-β reseptör etkileşen protein 1; TF: transkripsiyon faktörü; TR: transkripsiyon 
regülatörü; TIG: tetikleyici faktör benzeri protein; V-PPaz: vakuolar H

+
-pirofosfataz; V-ATPaz: 

vakuolar H
+
-ATPaz; Zmp: çinko metaloproteazı (Wang et al. 2016). 
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2.4.1 Kuraklık Stresi ve Fotosentez İle İlişkili Proteinler 

 

Fotosentez doğrudan bitki verimliliği ve enerji kullanımı ile ilişkilidir ve kuraklık stresi 

gibi birçok abiyotik stres faktörü fotosentezi etkilemektedir (Kosova et al. 2011). 

Kuraklık stresi sırasında büyüme ve gelişimin sürdürülmesinin yollarından biri, 

fotosentez etkinliğini mümkün olduğu kadar yüksek tutmak ancak stresten 

kaynaklanan enerji ve iyon dengesizliklerini önlemektir. Bu dengesizlikler fotosentetik 

aygıtların aşırı uyarılmasına ve sonuç olarak foto-oksidatif hasara yol açabilir (Chaves et 

al. 2009). Bitkilerin olumsuz çevre koşullarına adaptasyonu, diğer süreçlerle birlikte 

bitki büyümesi ve gelişimini belirleyen fotosentezin plastisitesi ve esnekliği ile ilgilidir 

(Abreu et al. 2013). Fotosentetik bileşenlerin fonksiyonel olarak birbirleriyle ilişkili 

olduğu göz önüne alındığında, herhangi bir fotosentetik bileşenin zarar görmesi 

fotosentetik aktivitede genel bir azalmaya yol açabilmektedir (Chen et al. 2011). 

Elektron taşıma zinciri ve RuBisCO gibi karbon indirgenme döngüsünün önemli 

enzimlerinin kuraklık stresine bağlı olarak ifade seviyelerinin azaldığı ve bu azalmanın 

fotosentetik aktivitedeki inhibisyon ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (Khodadadi et al. 

2017). 

 

RuBisCO’nun yanı sıra karbon indirgenme reaksiyonlarında fonksiyon gören fruktoz-

1,6-bifofat aldolaz, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz, sedoheptuloz-1,7-bifosfataz ve 

fosforibulokinaz gibi birçok enzimin ifade seviyelerindeki azalmalar kuraklık stresi 

altındaki birçok bitki türünde belirlenmiştir (Wang et al. 2017, Michaletti et al. 2018, 

Xin et al. 2018). Diğer taraftan, Calvin döngüsü enzimlerinin kuraklığa toleranslı 

yerfıstığı yapraklarında arttığı, hassas varyete de ise azaldığı ve düşük miktardaki bu 

proteinlerin oksidatif strese neden olarak fotosentetik aygıtlara zarar verdiği 

belirtilmiştir (Katam et al. 2016). Ribuloz-1,5-bifosfatın yenilenmesinde fonksiyon 

gören enzim olan fosforibulokinaz enziminin kuraklığa hassas şeker pancarı (Beta 

vulgaris L.) yapraklarında azalan yönde düzenlendiği bildirilmiştir (Wang et al. 2017). 

Bununla birlikte, RuBisCO’nun aktif bölgesinden inhibitör şeker fosfatın 

uzaklaştırılmasından sorumlu ATP bağımlı bir enzim olan RuBisCO aktivaz da kuraklık 



15 
 

stresi tarafından azalan yönde düzenlenmektedir (Kausar et al. 2013). Kuraklık stresi 

altında stoma kapanmasına bağlı olarak hücre içi CO2 konsantrasyonunun azalması 

ribuloz-1,5-bifosfatın oksijenasyonunu ve dolayısıyla fotorespirasyonu arttırmaktadır. 

Bununla birlikte, kuraklık stresi koşullarında fotorespirasyon ile ilişkili proteinlerin artan 

yönde düzenlenmesi fotorespirasyonun su stresi tarafından düzenlendiğini 

göstermektedir. Fotorespirasyon, zarar görmüş FSII’nin onarılmasında önemli olan D1 

proteininin sentezinin inhibe olmasını önleyebilmektedir (Takahashi et al. 2007).  

 

Kuraklık stresinin fotoinhibisyona neden olarak fotosentezin biyokimyasal 

reaksiyonlarını sınırladığı (Johnová et al. 2016) ve fotosistemlerin zarar görmesinin ATP 

ve indirgeyici molekülerin oluşma kapasitesini azalttığı bildirilmiştir. Işık yakalama 

kompleksi, fotosistem II’nin kararlılığını sağlayan önemli proteinlerin (CYP38 ve 

HCF136) ve bazı ATP sentaz altbirimlerinin kuraklık stresi altındaki bitki türlerinde 

azalan yönde düzenlendiği bildirilmiştir (Khodadadi et al. 2017, Michaletti et al. 2018). 

Diğer taraftan, FSII’nin reaksiyon merkezinde suyun parçalanmasından sorumlu bir 

protein olan OEE2 (oxygen-evolving enhancer 2) proteininin kuraklık toleranslı şeker 

pancarı yapraklarında artan yönde düzenlendiği bildirilmiştir (Wang et al. 2017). 

Gliserat-3-fosfat, NADPH molekülünden elektronları alarak FSII’nin reaktif oksijen 

türlerine karşı korunmasını sağlamaktadır. Gliserat-3-fosfat dehidrogenaz proteinin 

kuraklığa toleranslı çeltik çeşidinde artan yönde düzenlendiği ve FSII’nin korunmasında 

bu enzimin bir role sahip olduğu bildirilmiştir (Chintakovid et al. 2017). LHCB (light-

harvesting chlorophyll a/b-binding proteins) ailesine ait proteinlerin azalan yönde 

düzenlenmesinin stoma bekçi hücrelerinin ABA’ya karşı olan hassasiyetini azalttığı ve 

bu durumun kuraklık toleransında azalmaya neden olduğu bildirilmiştir (Xu et al. 2012, 

Urban et al. 2017). Ayrıca tiyoredoksin, demir-kükürt proteini, ferredoksin-NADP 

redüktaz ve NADH dehidrogenaz gibi proteinleri kuraklık stresi koşullarında azalmasının 

FSII ve FSI arasında elektron transferini baskıladığı belirtilmiştir (Xin et al. 2018). 
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2.4.2 Karbohidrat ve Enerji Metabolizması İle İlişkili Proteinler 

 

Yeterli miktarda enerjinin ve dengeli karbonhidrat üretiminin sürdürülmesi tüm 

bitkilerde en önemli olaylardır. Şekerler, enerjik fonksiyona hizmet etmenin yanı sıra 

birçok hücresel süreçte merkezi bir düzenleyici rol oynarlar ve bitki metabolizmasını ve 

gelişimini düzenleyen önemli sinyaller olarak kabul edilirler (Bilal et al. 2014). ATP 

metabolizması ile ilgili birçok enzimin kuraklık stresi koşullarında farklı şekilde ifade 

olduğu belirlenmiştir (Vítámvás et al. 2015). ATP sentaz alt birimlerindeki artışlar ile 

ilgili çalışmalarda belirtildiği gibi, bitki stres tepkilerini hedef alan birçok proteomik 

çalışmada, evrensel bir enerji kaynağı olarak ATP'ye duyulan ihtiyaç bildirilmiştir 

(Vítámvás et al. 2012, Kausar et al. 2013, Michaletti et al. 2018).  

 

Glikoliz, trikarboksilik asit döngüsü ve pentoz fosfat yolağı gibi enerji metabolizması ile 

ilişkili birçok proteinin seviyesinin kuraklık stresi koşullarında azaldığı bilinmektedir (Xin 

et al. 2018). Fosfoglukomutaz karbohidrat metabolizmasında önemli bir enzimdir ve 

glukoz-1-fosfatın glukoz-6-fosfata dönüşümünü kataliz etmektedir. Fosfoglukomutaz 

proteinin azalan yönde düzenlenmesinin, stres hasarını hafifletmek için gerekli olan 

enerjiyi azalttığı ve ayrıca kuraklık stresi koşullarında koruyucu bir rol oynadığı 

bildirilmiştir (Zhang et al. 2009). Malatın oksaloasetata dönüşümünü kataliz eden malat 

dehidrogenaz trikarboksilik asit döngüsünün önemli bir enzimidir. Malat dehidrogenaz 

protein seviyesinin kuraklığa toleranslı şeker pancarı yapraklarında arttığı bildirilmiştir 

(Wang et al. 2017). Fosfogliserat kinaz glikoliz sırasında ATP üretiminde ve Calvin 

döngüsünde 1,3-bifosfogliseratın oluşumunda önemli rol oynamaktadır (Joshi et al. 

2016). Fosfogliserat kinaz proteinin kuraklığı toleransı rezene bitkilerinde arttığı, buna 

karşın hassas bitkilerde azaldığı bildirilmiştir (Khodadadi et al. 2017). Fruktoz-bifosfat 

aldolaz; fruktoz-1,6-bifosfatın gliseraldehit-3-fosfata ve dihidroksiaseton fosfata 

dönüşmesini kataliz etmektedir. Bu proteinin seviyesindeki azalma kuraklık stresi 

altındaki kolza ve arpa gibi bitki türlerinde belirlenmiştir (Vitamvas et al. 2015, Urban 

et al. 2017). Glikolizde fonksiyon gören iki enzim olan enolaz ve fruktoz-1,6-bifosfat 

aldolazın kuraklık stresi altındaki buğday bitkilerinde azaldığı bildirilmiştir (Zhang et al. 
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2014). Sonuç olarak, kuraklık stresi koşullarında fotosentezin engellenmesine bağlı 

olarak bitkilerin karbonhidrat metabolizmasının olumsuz etkilendiği ve enerji 

tüketiminin azaldığı iyi bilinmektedir (Kosova et al. 2011). 

 

2.4.3 Stres Savunma İle İlişkili Proteinler 

 

Kuraklık gibi çevresel stresler, fotosentez, mitokondriyal solunum ve fotorespirasyon 

gibi süreçlere zarar vermekte ve reaktif oksijen türlerinin üretimini artırmaktadır 

(Mittler 2002). Normal koşullarda bitkiler reaktif oksijen türlerini programlanmış hücre 

ölümü, abiyotik stres cevapları ve patojenlere karşı savunma gibi çeşitli hücresel 

olaylarda sinyal molekülü olarak kullanmaktadır. Strese maruz kalan bitkilerde aşırı 

üretilen reaktif oksijen türleri lipitlere, nükleik asitlere ve proteinlerde oksidatif zarara 

neden olarak hücre ölümüne yol açmaktadır (Pitzschke et al. 2006). Reaktif oksijen 

türlerinin seviyelerini korumak için enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmaların 

kompleks dizilerini geliştirmiştir. Kuraklık stresine maruz kalan birçok bitki türünde 

süperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT), peroksidaz (POD), 

tiyoredoksin peroksidaz, glutatyon S-transferaz (GST) gibi enzimlerin protein 

seviyelerinin değişiklik gösterdiği bildirilmiştir (Faghani et al. 2015, Li et al. 2018, Xin et 

al. 2018). SOD, yüksek derecede toksik süperoksit anyonunu daha az toksik hidrojen 

peroksite dönüştürerek oksidatif hasara karşı ilk savunma hattı olarak bilinmektedir. 

SOD proteinin ifade seviyesindeki artış kuraklık stresi altındaki çeltik ve buğday gibi 

bitki türlerinde belirlenmiştir (Ji et al. 2012, Faghani et al. 2015). SOD enziminin 

abiyotik streslere tolerans kazandırılmasındaki önemi, bu enzimi kodlayan genleri aşırı 

ifade eden transgenik bitkiler kullanılarak ortaya çıkarılmıştır (Faize et al. 2011, Negi et 

al. 2015). Artan APX ifade seviyesi kuraklık stresi altındaki birçok bitki türünde 

belirlenmiş (Chmielewska et al. 2016, Wang et al. 2017) ve kuraklık stresi koşullarında 

artan askorbat-glutatyon döngüsü aktivitesinin toleranslı genotiplerde daha belirgin 

olduğu bildirilmiştir (Chmielewska et al. 2016, Wang et al. 2017). GST, tripeptid 

glutatyon ile ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol oynayan ve oksidatif stresi 

hafifleten önemli bir enzimdir (Marrs 1996). Kuraklığa hassas buğday genotipinde GST 
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ifadesinin azalan yönde düzenlendiği ve bu genotipin toksik molekülleri detoksifiye 

etmede başarısız olduğu bildirilmiştir (Michaletti et al. 2018). Benzer olarak, GST 

seviyesindeki artışın sadece kuraklığa toleranslı arpa genotiplerinde olduğu 

bildirilmiştir (Kausar et al. 2013,  Chmielewska et al. 2016). Bununla birlikte, domates 

GST genini aşırı ifade eden transgenik Arabidopsis bitkilerinde kuraklık toleransının 

arttığı rapor edilmiştir (Xu et al. 2015).  

 

Peroksiredoksinlerin (Prx), farklı türde biyotik ve abiyotik streslere maruz kalan 

bitkilerde elektron taşıma aktiviteleri sonucu üretilen reaktif oksijen türleriyle 

mücadelede önemli bir rol oynadığı bilinmektedir. Prx’lerin gelişim ve adaptasyon 

sırasında redoks sinyalini düzenlediği ve DNA hasarlarına karşı koruma sağladığı 

gösterilmiştir (Tripathi et al. 2009). Reaktif oksijen türlerini indirgeyen peroksidazların 

bir grubu olan 2-Cys Prx sülfidril rezidüelerinden peroksitlere elektronların transferini 

kataliz etmektedir. Prx-2E, tioredoksin sistemi aracılığıyla sağlanan detoksifikasyonda 

yer alır ve kloroplast redoks homeostazında rol oynayabilir (Baier and Dietz 1997). 

Farklı Prx proteinlerin kuraklık stresi altındaki bazı bitki türlerinde artan yönde 

düzenlendiği bildirilmiştir (Zhang et al. 2016, Urban et al. 2017, Xin et al. 2018). 

 

2.4.4 Protein Metabolizması İle İlişkili Proteinler 

 

İyi bilinen moleküler şaperonlar olarak, HSP ailesi normal bitki büyüme süreçlerini 

düzenlemede rol oynamaktadır. Stres koşullarında reaktif oksijen türleri HSP70 üretimi 

ve birikiminin düzenlenmesine katılır (Piterkova et al. 2013). Birkaç şaperon kompleksi 

(HSP90) dokuya özgü ABA yanıtlarının düzenlenmesine fonksiyon görebilmektedir 

(Clement et al. 2011). Protein katlanması için önemli bir moleküler şaperon olan 

HSP70, hücrelerin strese karşı korunmasına yardımcı olmaktadır. Tuzluluk, soğuk ve 

kuraklık gibi birçok abiyotik stres altında ekspresyon seviyelerini arttırdığı bildirilmiştir 

(Komatsu et al. 2013). HSP70'in artan yönde düzenlenmesi, hasarlı proteinlerin hızlı 

bozunması ve reaktivasyonu yoluyla korunmasını ve böylece kuraklık stresine toleransı 

artırmaya yardımcı olduğunu göstermektedir (Mohammadi et al. 2012, Xin et al. 2018). 
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Kloroplastik HSP70 proteininin ifade seviyesinin kuraklığa toleranslı şeker pancarı 

yapraklarında arttığı buna karşın hassas genotipte azaldığı bildirilmiştir. Bu durumun, 

kuraklığa toleranslı genotipte kloroplastik HSP70'in ifade seviyesinin artmasının, FSII ve 

diğer önemli hücresel bileşenleri kuraklık stresi altındaki hasardan koruyabileceğini 

gösterdiği bildirilmiştir (Wang et al. 2017). Bununla birlikte, HSP70, şaperonin 60, 

protein disülfit izomeraz, şaperonin 21 ve siklofilin gibi protein metabolizması ile ilgili 

proteinlerin kuraklığa toleranslı yer fıstığı genotipinde artan yönde düzenlediği, hassas 

genotipte ise azalan yönde düzenlendiği bildirilmiştir (Katam et al. 2016). 

 

HSP90 hücrelerde oldukça fazla miktarda bulunan bir proteindir ve toplam hücresel 

proteinin yaklaşık %1-2’sini oluşturmaktadır (Frydman 2001). HSP90 protein 

katlanmasının yanı sıra sinyal iletimi, hücre döngüsünün kontrolü, protein 

degredasyonu ve protein trafiğinde fonksiyon görmektedir (Wang et al. 2004). 

HSP90’ın ifade seviyesinin birçok stres koşulunda artmakta ve Arabidopsis’in kuraklık 

toleransında rol oynayabileceği bildirilmiştir (Song et al. 2009). ATP bağımlı Clp 

proteazlar (HSP100) moleküler şaperonlar olarak işlevlerine ek olarak, yanlış katlanmış 

proteinlerin degredasyonunu sağlayarak hücresel homeostazın sürdürülmesinde rol 

oynamaktadır. Aşırı kuraklık stresine maruz bırakılan buğday fidelerinde Clp proteaz 

proteininin arttığı bildirilmiştir (Larkindale and Vierling 2008).  

 

2.4.5 Sinyal İletimi İle İlişkili Proteinler 

 

Bitkiler strese maruz kaldığında, genellikle stres sinyalleri özel reseptörler aracılığıyla 

algılanmakta ve daha sonra gen ifadesini düzenlemek için bu sinyaller sinyal iletim 

mekanizmasına gönderilmektedir (Yan et al. 2006). Protein fosfataz 2C (PP2C), absisik 

asit ve gibberellik asit gibi bitki hormonlarının yanı sıra kuraklık, tuz, yaralama ve soğuk 

gibi çeşitli stresler tarafından aktive edilen sinyal yolaklarının genel bir düzenleyicisi 

olarak işlev görmektedir (Liu et al. 2009). Kuraklık stresi altındaki mısır fidelerinde PP2C 

proteininin azaldığı ve PP2C'nin kısa süreli kuraklık stresine karşı savunma için sinyal 

yollarının düzenlenmesine katkıda bulunduğunu ileri sürülmüştür (Xin et al. 2018). 
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Yüksek oranda korunmuş asidik protein ailesi 14–3–3 sinyal iletimi ve apoptoz olmak 

üzere birçok fizyolojik süreçte 200'den fazla hedef protein ile etkileşime 

girebilmektedir (Mhawech 2005, Sun et al. 2011). 14–3–3 proteininin kuraklık stresine 

toleranslı buğday genotipinde artan yönde düzenlendiği bildirilmiştir (Hao et al. 2015). 

Diğer taraftan, 14–3–3 proteininin hassas buğday genotipinde kuraklık stresine cevap 

olarak azaldığı bildirilmiştir (Faghani et al. 2015). Shi vd. (2014), sinyal iletiminde yer 

alan 14-3-3 benzeri proteininin kuraklık stresi yanıtında önemli bir rol oynayabileceğini 

bildirmiştir. Ayrıca Arabidopsis 14–3–3 proteinin kodlayan geni aşırı ifade eden pamuk 

bitkilerinde kuraklık toleransının arttığı rapor edilmiştir (Yan et al. 2004). Sitoplazmik 

Ca+2 bağlayıcı bir protein olan TCTP (translationally controlled tumor protein)’nin ifade 

seviyesinin kuraklık stresine yanıt olarak buğday fidelerinde arttığı belirtilmiştir (Zhang 

et al. 2014). TCTP’nin strese maruz kalan bitki hücrelerinde Ca+2 homeostazının 

korunmasında rol oynaması mümkündür, çünkü biyotik ve abiyotik stres gibi hücre dışı 

sinyaller, bitkilerde Ca+2 hücresi konsantrasyonundaki değişikliklere yol açabilmektedir 

(Luan et al. 2002). Sinyal iletiminde fonksiyon gören diğer bir protein olan 

anneksinlerin bitkilerin tuz ve kuraklık stresi ile ilişkili olabileceği bildirilmiştir 

(Konopka-Postupolska et al. 2009, Sobhanian et al. 2010). Zıt olarak, anneksin 

proteininin kuraklığa hassas fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkilerinde artan yönde 

düzenlendiği ve anneksin proteininin kuraklık toleransı ile ilişkili olmadığı bildirilmiştir 

(Zadražnika et al. 2013). 

 

2.4.6 Kuraklık Stresi İle İlişkili Diğer Proteinler 

 

Kuraklık dahil olmak üzere birçok çevresel stres, muhtemelen elektron taşıma zincirinin 

azalmasına bağlı olarak bitki hücrelerinde serbest amino asit ve aminlerin artmasına 

neden olmaktadır (Reggiani et al. 2000). Bu amino asitler ve aminler ozmoprotektan, 

ozmotik düzenleyici veya reaktif oksijen türlerinin temizleyicileri olarak işlev 

görebilmektedir. Prolin ve glisin betain (GB) gibi ozmoprotektanların sentezinde rol 

oynayan proteinlerin düzenlemesi bitkilerin stres toleransında önemli bir rol 

oynamaktadır (Alam et al. 2010). Glutamin sentetaz (GS) azot metabolizmasında 
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önemli bir oynamakta ve bitkilerde prolin seviyesinin düzenlenmesinde fonksiyon 

gördüğü belirtilmiştir. Kuraklık stresi altındaki soya fasulyesinde GS proteinin artan 

seviyesinin yüksek prolin içeriği ile ilişkili olduğu ileri sürülmüştür (Alam et al. 2010).  

Glisin betain önemli bir osmoprotektandır ve iki aşamalı bir kolin oksidasyonu ile 

sentezlenmektedir. Kolin monooksijenaz (CMO), GB sentezi için hız sınırlayıcı bir 

basamak olarak düşünülen reaksiyonun ilk adımını katalize etmektedir (Luo et al. 

2012). Kuraklığa hassas şeker pancarı genotipinde CMO proteininin seviyesinin 

azalmasının ve toleranslı genotipte bu proteinin seviyesindeki artışın, bu iki genotipin 

farklı tolerans seviyelerini açıklayabileceği ileri sürülmüştür (Wang et al. 2017). 

Bununla birlikte, şeker pancarı CMO genini plastidlerinde aşırı ifade eden tütün 

bitkilerinde tuz ve kuraklık toleransının arttığı bildirilmiştir (Zhang et al. 2008). 

 

LEA (Late-embryogenesis abundant) proteinleri desikasyona toleranslı bitkilerde 

yüksek konsantrasyonda sentezlenen suda çözünebilir proteinlerdir (Alam et al. 2010). 

Kuraklık stresi altındaki soya fasulyesi bitkilerinde dehidrin ve ferritin proteinlerinin 

artan yönde düzenlendiği belirtilmiştir (Alam et al. 2010). Dehidrinler LEA proteinleridir 

ve reaktif oksijen türlerinin zararlı etkilerini azaltarak stres altında bitki gelişimini etkili 

bir şekilde arttırabilmektedirler (Hossain et al. 2013). Medicago truncatula bitkilerinde 

tespit edilen birçok proteinin LEA proteini olduğu ve bu proteinlerin kuraklık toleransı 

ile ilişkili olduğu rapor edilmiştir (Boudet et al. 2006).  

 

Kuraklık stresi altındaki bitkilerde amino asit metabolizması ile ilişkili birçok proteinin 

ifade seviyesinin farklı şekilde düzenlendiği bildirilmiştir (Khodadadi et al. 2017, Xin et 

al. 2018). Kuraklık stresi altındaki rezene bitkilerinde S-adenozil metiyonin sentezinden 

sorumlu bir enzim olan kobalamin bağımsız metiyonin sentaz protein seviyesinin 

hassas genotipte azaldığı, toleranslı genotipte ise arttığı bildirilmiştir (Khodadadi et al. 

2017). Metiyonin sentaz, 5-metiltetrahidrofolattan bir metil grubunun homosisteine 

transferini katalize etmekte ve böylelikle etilen ve poliaminlerin öncüsü metiyonin 

sentezlenmektedir (González et al. 1992). Metionin sentaz ve kobalamin-bağımsız 

metiyonin sentaz enzimindeki artışlar, bitkilerin kuraklık stresinin üstesinden gelmeleri 
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için metiyonin ve ozmotik düzenleyicilerin metabolizmasını artırabileceğini 

göstermektedir (Khodadadi et al. 2017). Bununla birlikte, metiyonin sentaz ve metil 

transferazlar lignin monomerlerinin biyosentezinde aktif metil grupları sağlamakta ve 

böylece hücre duvarı bileşenlerini güçlendirmekte ve stres sırasında bütünlüklerini 

korumaktadır (Ravanel et al. 2004). Metiyonin sentaz seviyesinin kuraklığa toleranslı 

yer fıstığı genotipinde daha fazla olduğu bildirilmiştir (Katam et al. 2016). Aspartat 

aminotransferaz amino asit sentezinde önemli bir enzimdir ve karbon ve azot 

metabolizmasının düzenlenmesinde önemli rol oynamaktadır (Zhou et al. 2009). Bu 

enzimin azalan yönde düzenlenmesinin mısır fidelerinde amino asit sentezini olumsuz 

etkileyebileceği ileri sürülmüştür (Meyer et al. 2014, Xin et al.2018). Alanin-2-

oksoglutarat aminotransferaz (AlaAT), L-alanin ve 2-oksoglutarat arasındaki 

transaminasyon reaksiyonunu ve L-glutamat ve pirüvat arasındaki ters reaksiyonu 

kataliz etmektedir. Bu enzim azot metabolizmasında ve yapraklardaki serin, sitrülin ve 

glisin içeriğinin düzenlenmesinde çok önemli bir rol oynamaktadır (Rocha et al. 2010). 

Kuraklığa bağlı ATP eksikliğinde, alanin ve glutamat yolaklarının düzenlenmesiyle 

ATP'ye bağımlı enzim olan GS ile AlaAT yer değiştirmesine izin vermektedir (Limami et 

al. 2008). Bu adaptasyon ATP'yi korur, NAD(+)'ı yeniden üretir ve karbonu alanin 

formunda saklar. AlaAT’nin seviyesindeki azalmanın, ATP’ye bağımlı hemen hemen 

tüm proteinlerin genel olarak düşük seviyesi ile ilişkili olduğu belirtilmiştir (Urban et al. 

2017). 
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3. MATERYAL ve METOT 

 

3.1 Bitki Yetiştirme Koşulları ve Stres Uygulaması 

 

Bir C3 tipi bitki olan Cleome spinosa ve C4 tipi bitki olan Cleome gynandra türlerine ait 

tohumlar Ege Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü öğretim üyesi Prof. Dr. İsmail 

TÜRKAN’dan temin edilmiştir. Tohumların yüzey sterilizasyonu 5 dakika süreyle %1 

sodyum hipoklorür çözeltisi ile yapıldıktan sonra tohumlar 5 kez steril distile su ile 

yıkanmıştır. Steril tohumlar, içerisinde distile su ile ıslatılmış iki adet filtre kağıdı 

bulunan steril petri kaplarına (9 cm çapında) transfer edilmiştir. Buharlaşmanın 

önlenmesi için petriler parafilm ile sarılmıştır. Her iki türe ait tohumlar 20/30C (8/16 

saat) sıcaklıkta ve karanlıkta 5 gün süreyle çimlendirilmiştir (Ochuodho et al. 2006). 

Çimlenmiş tohumlar 7:2:1 oranında torf:vermikülit:perlit içeren saksılara transfer 

edilmiştir. Fideler kontrollü iklim kabininde (23C, 260 µmol m–2 s–1 ışık yoğunluğu, 

16:8 saat fotoperiyot ve %60 nem) 2 ay süreyle büyütülmüştür. Denemeler üç tekrarlı 

olup, rastgele deneme deseninde gerçekleştirilmiştir. Her tekrar için üç plastik kap (200 

mL) kullanılmış ve her saksıda birer fide büyütülmüştür. Fidelere ½ oranında 

sulandırılmış Hoagland çözeltisi günaşırı verilmiştir. İkinci ayın sonunda, kuraklık 

stresine ait kaplardaki fidelere besin çözeltisi 10 gün süreyle verilmemiş ve bu süre 

sonunda fideler hasat edilmiştir. Kuraklık stresi uygulanan kaplardaki fidelerin belirgin 

bir şekilde turgorlarını kaybettikleri gözlenmiştir. Kontrol ve kuraklık uygulamalarında 

her tekrara ait üçer kaptan birer fidenin yaprak ayaları rastgele kesilerek 2’şer gram 

olacak şekilde tartılmıştır. Tartılan yaprak dokuları alüminyum folyo ile paketlenerek 

sıvı azot içerisinde dondurulmuş ve proteomik analizler yapılıncaya kadar 80C’de 

muhafaza edilmiştir. 

 

3.2 Protein Ekstraksiyonu 

 

Kontrol ve kuraklık stresine maruz bırakılan Cleome spinosa (C3) ve Cleome gynandra 

(C4) türlerine ait fidelerin taze yaprak dokularından proteinlerin ekstraksiyonu fenol 
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ekstraksiyon metoduna göre gerçekleştirilmiştir (Hurkman and Tanaka 1986, Ahsan et 

al. 2008). Yaprak örnekleri (2 g) sıvı azot kullanılarak havan içerisinde iyice öğütülmüş 

ve 5 mL Mg/NP-40 ekstraksiyon tamponunda [0.5 M Tris-HCl (pH 8.3), %2 v/v NP-40, 

20 mM MgCl2, %2 v/v -merkaptoetanol, 1 mM fenilmetansülfonil fluorid ve 0.7 M 

sukroz] homojenize edilmiştir (Kim et al. 2001). Her bir uygulama grubu için üç tekrarlı 

olacak şekilde elde edilen homojenantlar falkon tüplerine transfer edilmiş ve 10 dakika 

buz üzerinde inkübe edilmiştir. Daha sonra homojenata eşit hacimde Tris-HCl ile 

doyurulmuş fenol solüsyonu eklenmiş ve 10 dakika boyunca laboratuvar koşullarında 

inkübe edildikten sonra 3.500 g’de 15 dakika santrifüj edilmiştir. Santrifügasyondan 

sonra üst kısımda kalan fenol faz temiz bir tüpe alınmış ve eş hacimde ekstraksiyon 

tamponu ilave edildikten sonra 10 dakika laboratuvar koşullarında inkübe edilmiştir. 

Daha sonra tüpler 3.500 g’de 15 dakika santrifüj edilmiş ve üst kısımda kalan fenol faz 

temiz bir falkon tüpüne transfer edilmiştir. Proteinlerin çöktürülmesi için tüplere 0.1 M 

amonyum asetat içeren 4 hacim soğuk metanol ilave edilmiş ve -20C’de gece boyunca 

inkübe edilmiştir. Bu periyot sonunda çöktürülmüş proteinler 10 dakika 3.500 g’de 

santrifüj edilmiş ve elde edilen protein peleti 3 kez 0.1 M amonyum asetat içeren 

soğuk metanol ile yıkanmıştır. Her yıkama basamağında tüpler 10 dakika 3.500 g’de 

santrifüj edilmiştir. Son yıkama basamağından sonra tüpler santrifüj edilmiş ve 

süpernatant uzaklaştırıldıktan sonra tüpte kalan peletler desikatörde kurutularak 

kullanılıncaya kadar -20°C’de saklanmıştır. Peletler lizis tamponunda (7 M urea, 2 M 

thiourea, %4 (w/v) CHAPS, 40 mM DTT ve %0.2 Ampholyte pH 3-10) çözünmüş ve 

peletlerdeki protein miktarları Bradford (1976)’a göre belirlenmiştir. Protein standardı 

olarak Bovine Serum Albumin (BSA) kullanılmıştır. 

 

3.3 İki-Yönlü (2-D) Poliakrilamid Jel Elektroforezi 

 

Çözünebilir protein profillerindeki polimorfizmler iki-yönlü (2-D) poliakrilamid jel 

elektroforezi (İzoelektrik Fokuslama/Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamid Jel 

Elektroforezi, IEF/SDS-PAGE) tekniği kullanılarak belirlenmiştir. Elektroforezin ilk yönü 

olan IEF’de, Protean IEF Cell (Bio-Rad) sisteminde IPG (immobilized pH gradient) 
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stripleri (pH 4-7, 17 cm) kullanılarak proteinlerin izoelektrik noktalarına göre 

ayrıştırılmıştır. Protein peletleri rehidrasyon tamponunda çözünmüş ve 1 saat 

laboratuvar koşullarında inkübe edildikten sonra 10 dakika 10.000 g’de santrifüj 

edilmiştir. Görüntü analizlerinde kullanılacak analitik jeller için 80 g protein, kütle 

spektrometrisi analizleri için kullanılacak jeller ise 500 μg protein olacak şekilde IPG 

striplere yüklenmiştir. Rehidrasyon işlemi laboratuvar koşullarında 16 saat olacak 

şekilde pasif olarak gerçekleştirilmiştir. Rehidrasyon işleminin ardından IPG stripler 

Protean IEF Cell sistemine transfer edilmiş ve toplamda 80.000 Vh olacak şekilde IEF 

işlemi gerçekleştirilmiştir. 

 

IEF’den sonra stripler 15 dakika dengeleme solüsyonu I [6 M urea, 0.375 M Tris-HCl, pH 

8.8, %2 (w/v) SDS, %20 (v/v) gliserol ve %2 (w/v) DTT] ve 15 dakika dengeleme 

solüsyonu II [6 M urea, 0.375 M Tris-HCl pH 8.8, %2 (w/v) SDS, %20 (v/v) gliserol ve 

%2.5 (w/v) iodoacetamide] ile muamele edilmiştir. Dengeleme basamağından sonra 

ikinci yön olan SDS-PAGE %12’lik akrilamid jelde (%30 akrilamid/bisakrilamid, 1.5 M 

Tris-HCl tamponu, pH 8.8, %10 SDS, %10 amonyum persülfat ve TEMED) Laemmli 

(1970)’ye göre gerçekleştirilmiştir. 2-D elektroforez PROTEAN II XL Cell (Bio-Rad)’de 

gerçekleştirilmiştir. Protein standardı olarak 14.4-97.4 kDa aralığında SDS-PAGE 

standardı (Bio-Rad) kullanılmıştır. 2-D elektroforez işleminde sonra jeller gümüş 

boyama işlemine kadar fiksatif (%30 etanol ve %10 glasiyal asetik asit) içerisinde 

saklanmıştır.  

 

3.4 Jellerin Boyanması ve Görüntü Analizleri 

 

Analitik jellerdeki protein benekleri gümüş boyama kullanılarak görünür hale 

getirilmiştir (Sinha et al. 2001). Fiksasyon basamağını takiben jeller hassaslaştırma 

çözeltisi (3 g/L potasyum tetratiyonat, 0.5 M potasyum asetat, %30 etanol) ile 

muamele edilmiştir. Jeller yıkandıktan sonra gümüş nitrat çözeltisinde (2 g/L AgNO3) 

inkübe edilmiştir. Jeller yıkandıktan sonra geliştirme çözeltisinde (30 g/L potasyum 

karbonat, 300 μL/L %40 formaldehit, 125 μL/L %10 sodyum tiyosülfat) benekler 
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görünür hale gelinceye kadar inkübe edilmiştir. Son olarak, jeller durdurma çözeltisi (40 

g/L Tris, 20 mL/L asetik asit) ile muamele edilmiştir. Bununla birlikte, kütle 

spektrometrisi analizlerinde kullanılacak protein benekleri blue-silver boyama 

protokolü kullanılarak görünür hale getirilmiştir (Candiano et al. 2004). Blue-silver 

boyama protokolü için jeller fiksatif (%50 etanol ve %2 fosforik asit) içerisinde gece 

boyunca inkübe edilmiştir. Daha sonra jeller iki kez distile su ile yıkandıktan sonra boya 

solüsyonunda (%0.12 coomassie brillant blue G-250, %10 amonyum sülfat, %10 

fosforik asit ve %20 metanol) bir gece inkübe edilmiştir. Boyamayı takiben jeller birkaç 

kez distile su ile yıkanarak arka zemindeki fazla boyanın uzaklaştırılması sağlanmıştır.     

 

Gümüş ve CBB boyalı jeller ChemiDoc™ MP jel görüntüleme sistemi (Bio-Rad) ile 

görüntülenmiştir. Farklı şekilde ifade olan protein benekleri (yeni sentezlenen, sentezi 

kaybolan, sentezi artan ve/veya azalan) PDQuest yazılımı (versiyon 8.0.1, Bio-Rad) ile 

saptanmış ve nispi hacimleri temelinde miktarları belirlenmiştir. Belirli bir protein 

beneğinin yoğunluğu, jel görüntüsündeki beneği oluşturan tüm piksellerin toplam 

yoğunluğu olarak tanımlanan protein hacmi olarak ifade edilmiştir. Bununla birlikte, 

protein miktar tayini, örnek yükleme veya jel boyama basamaklarında meydana 

gelebilecek olası hataları telafi etmek için her bir protein beneğinin hacmi, jelde 

bulunan tüm protein beneklerinin toplam hacminin yüzdesi olacak şekilde normalize 

edilmiştir.  

 

3.5 Jelde Triptik Kesim 

 

Seçilmiş protein benekleri CBB boyalı jellerden steril bisturi  kullanılarak elle kesilmiş ve 

0.6 mL’lik steril tüplere alınmıştır. Protein beneklerinin triptik kesimi için In-Gel Tryptic 

Digestion Kiti (Thermo Scientific) kullanılmıştır. Fazla boyanın uzaklaştırılması için 

kesilen jel parçaları 2 g/L amonyum bikarbonat %50 asetonitril çözeltisi ile 37C’de 30 

dakika muamele edilmiştir. Boya uzaklaştırma çözeltisi tüplerden uzaklaştırıldıktan 

sonra indirgeme ve alkilasyon basamaklarına geçilmiştir. İndirgeme basamağı için jel 

parçacıkları 50 mM Tris(2-karboksietil)fosfin çözeltisi içeren 2 g/L amonyum bikarbonat 
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çözeltisi ile 60C’de 10 dakika muamele edilmiştir. Bu periyod sonunda indirgeme 

çözeltisi uzaklaştırılmış ve alkilasyon için jel parçacıkları 100 mM iodoasetamid ile oda 

sıcaklığında 1 saat inkübe edilmiştir. Alkilasyon tamponu uzaklaştırıldıktan sonra jel 

parçaları 2 g/L amonyum bikarbonat %50 asetonitril çözeltisi ile 37C’de 15 dakika 

muamele edilmiştir. Jel parçalarını dehidrate etmek için örnekler konsantre asetonitril 

ile oda sıcaklığında 15 dakika inkübe edilmiştir. Asetonitril çözeltisi uzaklaştırıldıktan 

sonra örnekler oda sıcaklığında kurutulmuştur. Daha sonra kurutulmuş jel parçacıkları 

üzerine aktive edilmiş tripsin (10 ng/μL) eklenmiş ve 30C’de gece boyunca inkübe 

edilmiştir. Bu süre sonunda tüpler sonikatörlü su banyosunda 15 dk inkübe edildikten 

sonra içerisindeki solüsyon yeni bir tüp alınmıştır. Geriye kalan jel parçaları üzerine 

%10 trifloroasetik asit (TFA) eklenmiş ve sonikatörlü su banyosunda 15 dk daha inkübe 

edilmiştir. Tüplerin içerisindeki solüsyonlar bir önceki basamakta elde edilen 

solüsyonlar ile birleştirilmiş ve vakum konsantratör (Eppendorf, Germany) ile 

kurutulmuştur. Daha sonra kurutulmuş örnekler 10 μL %0.1’lik TFA ile yeniden 

süspanse edilmiş ve kütle spektrometrisi analizlerinde kullanılıncaya kadar -20C’de 

saklanmıştır. 

 

3.6 Kütle Spektrometrisi Analizleri 

 

Kütle spektrometrisi analizleri için %0.1’lik TFA’da çözünmüş peptidler ZipTip C18 

(Millipore, Bedford, MA, USA) kullanılarak konsantre hale getirilmiştir. Peptid 

solüsyonları, %50 asetonitril ve %0.1 TFA ile doyurulmuş 10 mg L1 α-cyano-4-

hydroxycinnamic asit (matriks) ile karıştırılmıştır. Daha sonra yaklaşık 1 μL solüsyon 

MALDI plakasına yerleştirilmiş ve kuruması sağlanmıştır. Kütle spektrometrisi analizleri 

AB Sceix TOF/TOF 5800 kütle spektrometrisi cihazı (Applied Biosystems, Framingham, 

MA, USA) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Kütle spektrumu (m/z 800–3000) pozitif iyon 

reflektör modunda elde edilmiştir. Her bir protein beneği için MS modundan elde 

edilen 10 pik MS/MS fragmentasyonu için seçilmiştir. MS/MS modu 1 kV’lık çarpışma 

(collision) enerjisi kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Çarpışma teşvikli fragmentasyon için 

çarpışma gazı olarak hava kullanılmıştır. Öncü MS spektrumları için internal kalibrasyon 
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olarak otolitik tripsin peptidleri kullanılmıştır. MS verileri GPS Explorer (Applied 

Biosystem) ve MASCOT (Matrix Science, London, UK) yazılımları kullanılarak veri 

tabanlarına karşı aranmıştır. Arama kriterleri olarak Çizelge 3.1’deki parametreler 

kullanılmıştır. Veri tabanı taraması SwissProt protein veri tabanına karşı yapılmıştır. 

MS/MS verileri için %95’den daha büyük olarak belirlenen önemli derecede yüksek 

MASCOT skorları, güvenilir şekilde tanımlanış protein olarak kabul edilmiştir. 

 

Çizelge 3.1 Protein tanımlamada kullanılan parametreler 

Parametre Açıklama 

Enzim Tripsin 

Değişken modifikasyonlar Metiyonin oksidasyonu 

Sabit modifikasyonlar Sistein karbamidometilasyonu 

peptid toleransı 50 ppm 

MS/MS toleransı 0.4 Da 

Taksonomi Viridiplantae (yeşil bitkiler) 

Cihaz MALDI-TOF/TOF 
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4. BULGULAR 

 

Bu araştırmada, Cleome spinosa (C3) ve Cleome gynandra (C4) bitkilerinin yaprak 

dokularında proteom değişimleri üzerine kuraklık stresinin etkilerini değerlendirmek 

için protein ekspresyon profilleri iki yönlü (2-D) IEF/SDS-PAGE yöntemi ile analiz 

edilmiştir. Kontrole göre kuraklık stresi koşullarında ifade seviyesi 1.5 kattan daha fazla 

değişiklik gösteren protein benekleri farklı şekilde ifade olan proteinler olarak 

tanımlanmıştır. Elde edilen 2-D jellerin analizi ile C. spinosa türünde 60 protein, C. 

gynandra türünde ise 36 protein beneğinin farklı şekilde ifade olduğu belirlenmiştir 

(Şekil 4.1 ve 4.3). Bununla birlikte, C. spinosa türünde 43 protein, C. gynandra türünde 

ise 22 protein beneği MALDI-TOF/TOF kütle spektrometrisi ve veri tabanı taraması ile 

başarılı bir şekilde tanımlanmıştır (Çizelge 4.1 ve 4.2). Tanımlanan tüm protein 

benekleri fonksiyonlarına göre fotosentez, enerji metabolizması, stres savunma, primer 

hücre metabolizması, protein metabolizması, sinyal iletimi ve transport olmak üzere 

farklı kategorilere ayrılmıştır (Çizelge 4.1 ve 4.2). Bununla birlikte, 2-D jellerdeki bazı 

protein beneklerinin özdeş olduğu belirlenmiştir. 

 

Kuraklık stresi C. spinosa türünün yaprak dokularında fotosentez ile ilişkili 16, enerji 

metabolizması ile ilgili 9, stres savunma ile ilişkili 6, protein metabolizması ile ilgili 4, 

hücre metabolizması ile ilgili 4, sinyal iletimi ile ilişkili 3 ve transport ile ilişkili 1 

proteinin ifade seviyesinde farklılığa neden olmuştur (Çizelge 4.1, Şekil 4.2). Fotosentez 

ile ilişkili olarak, kuraklık stresi ribuloz-fosfat 3-epimeraz (benek 6), triozfosfat izomeraz 

(benek 9), karbonik anhidraz (benek 12), oksijen-çıkışı arttırıcı protein 1-1 (benek 14), 

ferredoksin-NADP redüktaz yaprak izozimi (benek 17, 20 ve 21), gliseraldehit-3-fosfat 

dehidrojenaz A (benek 28), ribuloz bifosfat karboksilaz/oksijenaz aktivaz (benek 29, 30, 

31 ve 38) ve fosfogliserat kinaz (benek 32) proteinlerinin ifade seviyelerini azalan 

yönde düzenlemiştir. Diğer taraftan, ribuloz bifosfat karboksilaz küçük zincir 1 (benek 5 

ve 11) ve ribuloz bifosfat karboksilaz büyük zincir (benek 33) proteinlerinin ifade 

seviyeleri kuraklık stresi koşullarında sırasıyla 3.24, 1.6 ve 1.6 kat artmıştır (Çizelge 4.1, 

Şekil 4.1 ve 4.2). 
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Şekil 4.1 Kuraklık stresine maruz bırakılan Cleome spinosa (C3) fidelerinin yaprak dokularından 

ekstrakte edilen proteinlerin iki-yönlü (2-D) elektroforetik profilleri. Total proteinler 

(80 μg) 17 cm’lik IPG striplere (pH 4-7) yüklenmiş ve SDS-PAGE %12’lik jelde 

gerçekleştirilmiştir. Proteinler gümüş boyama ile görünür hale getirilmiştir. Jel 

profillerinde oklar ile gösterilmiş ve numaralandırılmış (1-43) proteinler farklı şekilde 

ifade olan proteinleri ifade etmektedir.     
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Şekil 4.2 Kuraklık stresi altındaki Cleome spinosa’da fotosentez ile ilişkili farklı şekilde ifade olan 

proteinlerin büyütülmüş görüntüleri. 
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Çizelge 4.1 Kuraklık stresine maruz bırakılan Cleome spinosa (C3) fidelerinin yaprak dokularında 
MALDI-TOF/TOF kütle spektrometrisi ile tanımlanan proteinler 

Benek
a
 

Aksesyon 
numarası

b
 

Protein
c
 Skor

d
 

MA 
pI

e
 

Cover.
 f
 EP

g
 İfade

h
 

Fotosentez ile ilişkili proteinler      

5 RBS1_FLAPR Ribuloz bifosfat karboksilaz küçük 
zincir 1 
Kloroplastik 
Flaveria pringlei 

128 19.6 
8.93 

33% 10 +3,24 

6 RPE_SOLTU Ribuloz-fosfat 3-epimeraz 
Kloroplastik 
Solanum tuberosum 

110 29.9 
7.61 

31% 7 -1,61 

9 TPIC_FRAAN Triozfosfat izomeraz 
Kloroplastik 
Fragaria ananassa 

403 33.5 
7.64 

34% 21 -1,50 

11 RBS1_FLAPR Ribuloz bifosfat karboksilaz küçük 
zincir 1  
Kloroplastik 
Flaveria pringlei 

176 19.6 
8.93 

33% 11 +1,60 

12 CAHC_PEA Karbonik anhidraz  
Kloroplastik 
Pisum sativum 

200 35.4 
7.01 

12% 10 -6,67 

14 PSBO1_ARATH Oksijen-çıkışı arttırıcı  
protein 1-1  
Kloroplastik 
Arabidopsis thaliana 

246 35.1 
5.55 

23% 15 -2,20 

17 FNRL2_ARATH Ferredoksin-NADP redüktaz, 
yaprak izozimi 2  
Kloroplastik 
Arabidopsis thaliana 

138 41.1 
8.51 

24% 19 -2,81 

20 FENR1_PEA Ferredoksin-NADP redüktaz, 
yaprak izozimi  
Kloroplastik 
Pisum sativum 

238 40.2 
8.56 

37% 23 -1,50 

21 FENR1_PEA Ferredoksin-NADP redüktaz, 
yaprak izozimi  
Kloroplastik 
Pisum sativum 

262 40.2 
8.56 

36% 19 -1,50 

28 G3PA_ARATH Gliseraldehit-3-fosfat 
dehidrojenaz A  
Kloroplastik 
Arabidopsis thaliana 

63 42.5 
7.62 

3% 2 -2,19 
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Çizelge 4.1 (Devam) 

Benek
a
 

Aksesyon 
numarası

b
 

Protein
c
 Skor

d
 

MA 
pI

e
 

Cover.
 f
 EP

g
 İfade

h
 

Fotosentez ile ilişkili proteinler      

29 RCA_ORYSJ Ribuloz bifosfat karboksilaz / 
oksijenaz aktivaz 
Kloroplastik 
Oryza sativa subsp. japonica 

244 51.4 
5.43 

26% 20 -2,00 

30 RCA_ORYSJ Ribuloz bifosfat karboksilaz / 
oksijenaz aktivaz 
Kloroplastik 
Oryza sativa subsp. japonica 

101 51.4 
5.43 

15% 17 -2,74 

31 RCA_ARATH Ribuloz bifosfat karboksilaz / 
oksijenaz aktivaz 
Kloroplastik 
Arabidopsis thaliana 

90 51.9 
5.87 

11% 9 -2,18 

32 PGKH_SPIOL Fosfogliserat kinaz 
Kloroplastik 
Spinacia oleracea 

287 45.5 
5.83 

27% 15 -1,87 

33 RBL_AREDR Ribuloz bifosfat karboksilaz 
büyük zincir 
Kloroplastik 
Arenaria drummondii 

60 52.6 
6.13 

29% 18 +1,60 

38 RCA_ARATH Ribuloz bifosfat karboksilaz / 
oksijenaz aktivaz  
Kloroplastik 
Arabidopsis thaliana 

101 51.9 
5.87 

13% 8 -1,50 

Enerji metabolizması ile ilişkili proteinler      

4 MI25_TOBAC ATP sentaz protein MI25 
Mitokondriyal 
Nicotiana tabacum 

40 22.4 
9.53 

32% 10 +2,09 

10 TPIS_COPJA Triozfosfat izomeraz 
Sitozolik 
Coptis japonica 

84 27.1 
7.67 

22% 7 -1,56 

22 ALFC_ORYSJ Fruktoz-bifosfat aldolaz 
Kloroplastik 
Oryza sativa subsp. japonica 

220 41.9 
6.38 

23% 11 -1,76 

26 ALF2_PEA Fruktoz-bifosfat aldolaz 
Sitoplazmik izozim 2  
Pisum sativum 

73 38.4 
6.77 

17% 8 -1,70 
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Çizelge 4.1 (Devam) 

Benek
a
 

Aksesyon 
numarası

b
 

Protein
c
 Skor

d
 

MA 
pI

e
 

Cover.
 f
 EP

g
 İfade

h
 

Enerji metabolizması ile ilişkili proteinler      

27 ADH1_PETHY Alkol dehidrojenaz 1  
Petunia hybrida 

50 41.5 
6.19 

21% 12 -1,50 

39 GLGS_BRANA Glukoz-1-fosfat adenililtransferaz 
küçük alt birim 
Kloroplastik 
Brassica napus 

57 57.0 
5.87 

23% 11 -1,75 

40 UGPA2_ARATH UTP-glukoz-1-fosfat 
üridililtransferaz 2 
Arabidopsis thaliana 

181 51.7 
5.80 

26% 14 +2,09 

42 ATPB_WHIBI ATP sentaz beta alt birimi 
Kloroplastik 
Whiteheadia bifolia 

216 53.7 
5.28 

40% 27 -5,00 

43 ATPA_EUCGG ATP sentaz alfa alt birimi 
Kloroplastik 
Eucalyptus globulus 

349 55.5 
5.15 

29% 27 -1,90 

Stres savunma ile ilişkili proteinler      

1 TRXH2_TOBAC Tiyoredoksin H-tipi 2  
Nicotiana tabacum 

38 13.0 
9.62 

28% 7 -1,66 

7 FRI1_SOYBN Ferritin-1 
Kloroplastik 
Glycine max 

72 28.0 
5.73 

18% 6 +1,51 

16 SDR1_ARATH (+)-neomentol dehidrojenaz 
Arabidopsis thaliana 

96 32.8 
5.38 

17% 10 +1,80 

18 QORL_ARATH Kinon oksidoredüktaz-benzeri 
protein At1g23740 
Kloroplastik 
Arabidopsis thaliana 

130 40.9 
8.46 

22% 11 -1,50 

25 P2_ARATH NADP-bağımlı oksidoredüktaz P2  
Arabidopsis thaliana 

73 37.9 
8.09 

9% 8 +1,50 
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Çizelge 4.1 (Devam) 

Benek
a
 

Aksesyon 
numarası

b
 

Protein
c
 Skor

d
 

MA 
pI

e
 

Cover.
 f
 EP

g
 İfade

h
 

Stres savunma ile ilişkili proteinler      

34 MDAR3_ARATH Monodehidro askorbat redüktaz  
Sitoplazmik izoform 3 
Arabidopsis thaliana 

79 46.5 
6.41 

5% 4 +1,79 

Protein metabolizması ile ilişkili proteinler      

2 RK123_ARATH 50S ribozomal protein L12-3 
Kloroplastik 
Arabidopsis thaliana 

92 19.7 
5.51 

20% 5 -2,19 

3 RM06_PROWI 60S ribozomal protein L6 
Mitokondriyal  
Prototheca wickerhamii 

51 21.8 
11.38 

27% 9 +5,59 

8 CH10C_ARATH 20 kDa şaperonin 
Kloroplastik 
Arabidopsis thaliana 

174 26.8 
8.86 

22% 9 -2,74 

41 AMPL2_ORYSJ Lösin aminopeptidaz 2 
Kloroplastik 
Oryza sativa subsp. japonica 

146 61.8 
8.29 

24% 19 +1,69 

Hücre metabolizması ile ilişkili proteinler      

13 THF1_ARATH Protein TİLAKOİD FORMASYONU 
1 
Kloroplastik 
Arabidopsis thaliana 

174 33.8 
9.20 

19% 17 -1,50 

35 GLNA2_ARATH Glutamin sentetaz 
Kloroplastik/mitokondriyal 
Arabidopsis thaliana 

129 47.4 
6.43 

33% 12 -1,62 

36 GLNA2_ARATH Glutamin sentetaz 
Kloroplastik/mitokondriyal 
Arabidopsis thaliana 

114 47.4 
6.43 

20% 12 -1,62 

37 METK2_ELAUM S-adenozilmetiyonin sentetaz 2 
Elaeagnus umbellata 

330 43.1 
5.50 

37% 21 -1,63 
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Çizelge 4.1 (Devam) 

Benek
a
 

Aksesyon 
numarası

b
 

Protein
c
 Skor

d
 

MA 
pI

e
 

Cover.
 f
 EP

g
 İfade

h
 

Sinyal iletimi ile ilişkili proteinler      

19 ANXD6_ARATH Anneksin D6  
Arabidopsis thaliana 

149 36.5 
7.72 

16% 9 +2,61 

23 1433_SPIOL 14-3-3-benzeri protein 
Spinacia oleracea 

42 24.7 
5.38 

34% 9 +1,62 

24 ANXD1_ARATH Anneksin D1  
Arabidopsis thaliana 

88 36.2 
5.21 

17% 7 +2,71 

Transport ile ilişkili proteinler      

15 VATE2_ARATH V-tip proton ATPaz alt birim E2 
Arabidopsis thaliana 

54 26.8 
9.20 

24% 11 -1,77 

a
 2-D jellerde gösterilen benek numarasını ifade eder (Şekil 4.1). 

b
 SwissProt veri tabanına karşı yapılan MASCOT taramasına göre belirlenen aksesyon numarasını ifade 

eder.  
c
 SwissProt veri tabanına karşı yapılan MASCOT taramasına göre belirlenen proteini ifade eder.  

d
 MS analizleri ve MASCOT taraması temelinde yapılan protein tanımlaması için olasılık skorunu ifade 

eder.  
e
 Tanımlanan protein için moleküler ağırlığı (MA, kDa) ve izoelektrik noktasını (pI)  ifade eder. 

f
 Eşleşen amino asit dizisinin yüzdesini ifade eder. 

g
 Eşleşen peptid (EP) sayısını ifade eder. 

h
 Kontrole göre kuraklık stresinde protein miktarındaki değişimi ifade eder.  

 

Mevcut araştırmada, enerji metabolizması ile ilgili olarak triozfosfat izomeraz (benek 

10), fruktoz-bifosfat aldolaz (benek 22 ve 26), alkol dehidrojenaz 1 (benek 27), glukoz-

1-fosfat adenililtransferaz küçük alt birim (benek 39), ATP sentaz beta alt birimi (benek 

42) ve ATP sentaz alfa alt birimi (benek 43) proteinlerinin ifade seviyeleri kuraklık stresi 

koşulları altındaki Cleome spinosa türünde azalan yönde düzenlenmiştir. Diğer taraftan, 

ATP sentaz protein MI25 (benek 4) ve UTP-glukoz-1-fosfat üridililtransferaz 2 (benek 

40) proteinlerinin ifade seviyeleri kuraklık stresi koşullarında 2.09 kat artış göstermiştir 

(Çizelge 4.1). 

 

Stres savunma ile ilişkili olan tiyoredoksin H-tipi 2 (benek 1) ve kinon oksidoredüktaz-

benzeri protein At1g23740 (benek 18) proteinlerinin ifade seviyeleri kuraklık stresi 
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altındaki Cleome spinosa türünün yaprak dokularında azalan yönde düzenlenmiştir. 

Bununla birlikte, ferritin-1 (benek 7), (+)-neomentol dehidrojenaz (benek 16), NADP-

bağımlı oksidoredüktaz P2 (benek 25) ve monodehidro askorbat redüktaz  (benek 34) 

proteinlerinin ifade seviyeleri kuraklık stresi koşullarında artmıştır (Çizelge 4.1). 

 

Protein metabolizması ile ilişkili olan 50S ribozomal protein L12-3 (benek 2) ve 20 kDa 

şaperonin (benek 8) proteinlerinin ifade seviyeleri kuraklık stresi altındaki Cleome 

spinosa türünün yaprak dokularında azalan yönde düzenlenmiştir. Bununla birlikte, 60S 

ribozomal protein L6 (benek 3) ve lösin aminopeptidaz 2 (benek 41) proteinlerinin 

ifade seviyeleri kuraklık stresi koşullarında sırasıyla 5.59 ve 1.69 kat artmıştır. Kuraklık 

stresi hücresel metabolizma ile ilgili olarak TİLAKOİD FORMASYONU 1 (benek 13), 

glutamin sentetaz (benek 35 ve benek 36) ve S-adenozilmetiyonin sentetaz 2 (benek 

37) proteinlerinin ifade seviyesini azalan yönde düzenlemiştir. Diğer taraftan, sinyal 

iletim yolaklarında fonksiyon gören anneksin D6 (benek 19), 14-3-3-benzeri protein 

(benek 23) ve anneksin D1 (benek 24) proteinlerinin ifade seviyesi kuraklık stresi 

koşullarında artmıştır. Ayrıca kuraklık stresi V-tip proton ATPaz alt birim E2 (benek 15) 

proteinin ifade seviyesini azalan yönde düzenlemiştir (Çizelge 4.1). 

 

Kuraklık stresi C. gynandra türünün yaprak dokularında hücre metabolizması ile ilgili 7,  

fotosentez ile ilişkili 6, enerji metabolizması ile ilgili 3, protein metabolizması ile ilgili 3, 

stres savunması ile ilişkili 2 ve sinyal iletimi ile ilişkili 1 proteinin ifade seviyesinde 

farklılığa neden olmuştur (Çizelge 4.2, Şekil 4.3). Hücre metabolizması ile ilişkili 

membran-ilişkili 30 kDa protein (benek 52), piridoksal biyosentez proteini PDX1 (benek 

53), glutamin sentetaz (benek 57), glutamat-1-semialdehit 2,1-aminomutaz (benek 58), 

GDP-mannoz 3,5-epimeraz (benek 59) ve S-adenozilmetiyonin sentetaz (benek 62 ve 

63) proteinlerinin ifade seviyesi kuraklık stresi altındaki C. gynandra türünün yaprak 

dokularında azalan yönde düzenlenmiştir (Çizelge 4.2). 
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Şekil 4.3 Kuraklık stresine maruz bırakılan Cleome gynandra (C4) fidelerinin yaprak 

dokularından ekstrakte edilen proteinlerin iki-yönlü (2-D) elektroforetik profilleri. 

Total proteinler (80 μg) 17 cm’lik IPG striplere (pH 4-7) yüklenmiş ve SDS-PAGE 

%12’lik jelde gerçekleştirilmiştir. Proteinler gümüş boyama ile görünür hale 

getirilmiştir. Jel profillerinde oklar ile gösterilmiş ve numaralandırılmış (44-65) 

proteinler farklı şekilde ifade olan proteinleri ifade etmektedir. 
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Çizelge 4.2 Kuraklık stresine maruz bırakılan Cleome gynandra (C4) fidelerinin yaprak 
dokularında MALDI-TOF/TOF kütle spektrometrisi ile tanımlanan proteinler 

Benek
a
 

Aksesyon 
numarası

b
 

Protein
c
 Skor

d
 

MA 
pI

e
 

Cover.
 f
 EP

g
 İfade

h
 

Hücre metabolizması ile ilişkili proteinler      

52 IM30_ARATH Nembran-ilişkili 30 kDa protein 
Kloroplastik 
Arabidopsis thaliana 

66 36.4 
9.18 

34% 14 -1,50 

53 PDX1_HEVBR Piridoksal biyosentez proteini 
PDX1  
Hevea brasiliensis 

406 33.1 
5.79 

33% 26 -1,73 

57 GLNA2_ARATH Glutamin sentetaz 
Kloroplastik/mitokondriyal 
Arabidopsis thaliana 

176 47.4 
6.43 

39% 15 -2,17 

58 GSA_BRANA Glutamat-1-semialdehit 2,1-
aminomutaz 
Kloroplastik  
Brassica napus 

207 50.2 
6.43 

28% 15 -2,00 

59 GME_ARATH GDP-mannoz 3,5-epimeraz 
Arabidopsis thaliana 

430 42.7 
5.85 

43% 24 -1,50 

62 METK_MESCR S-adenozilmetiyonin sentetaz  
Mesembryanthemum 
crystallinum 

353 42.9 
5.43 

33% 16 -2,00 

63 METK2_ELAUM S-adenozilmetiyonin sentetaz 2  
Elaeagnus umbellata 

381 43.1 
5.50 

47% 26 -1,89 

Fotosentez ile ilişkili proteinler      

44 RBS_LARLA Ribuloz bifosfat karboksilaz küçük 
zincir 
Kloroplastik  
Larix laricina 

62 21.1 
8.54 

8% 3 -1,50 

48 PSBP_BRAJU Oksijen-çıkışı arttırıcı protein 2 
Kloroplastik  
Brassica juncea 

52 23.3 
4.91 

17% 4 +2,00 

54 CHLI_ARATH Magnezyum-şelataz alt birim chli 
Kloroplastik  
Arabidopsis thaliana 

189 46.2 
6.08 

26% 20 -2,24 
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Çizelge 4.2 (Devam) 

Benek
a
 

Aksesyon 
numarası

b
 

Protein
c
 Skor

d
 

MA 
pI

e
 

Cover.
 f
 EP

g
 

İfade
h
 

Fotosentez ile ilişkili proteinler      

55 RCA2_LARTR Ribuloz bifosfat karboksilaz / 
oksijenaz aktivaz 2 
Kloroplastik  
Larrea tridentata 

47 48.0 
6.78 

21% 12 +2,04 

56 MDHP_MEDSA Malat dehidrojenaz [NADP] 
Kloroplastik  
Medicago sativa 

229 47.8 
6.43 

22% 13 +1,73 

60 RCA_CUCSA Ribuloz bifosfat karboksilaz / 
oksijenaz aktivaz  
Kloroplastik  
Cucumis sativus 

331 45.7 
7.57 

27% 21 -1,50 

Enerji metabolizması ile ilişkili proteinler      

47 MI25_TOBAC ATP sentaz protein MI25 
Mitokondriyal 
Nicotiana tabacum 

39 22.4 
9.53 

44% 13 +1,74 

64 ENO2_HEVBR Enolaz 2  
Hevea brasiliensis 

400 47.9 
5.92 

33% 24 +1,55 

65 ATPA_AETCO ATP sentaz alfa alt birimi 
Kloroplastik  
Aethionema cordifolium 

578 55.3 
5.20 

37% 25 -1,50 

Protein metabolizması ile ilişkili proteinler      

45 RK123_ARATH 50S ribozomal protein L12-3 
Kloroplastik  
Arabidopsis thaliana 

130 19.7 
5.51 

18% 6 +1,58 

46 IF5A2_SOLLC Ökaryotik translasyon başlatıcı 
faktör 5A-2 
Solanum lycopersicum 

107 17.5 
5.78 

18% 9 +2,18 

61 IF4A1_ORYSJ Ökaryotik başlatıcı faktör 4A-1 
Oryza sativa subsp. japonica 

316 47.1 
5.37 

43% 32 +1,50 
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Çizelge 4.2 (Devam) 

Benek
a
 

Aksesyon 
numarası

b
 

Protein
c
 Skor

d
 

MA 
pI

e
 

Cover.
 f
 EP

g
 

İfade
h
 

Stres savunma ile ilişkili proteinler      

50 SODF_ARATH Süperoksit dismutaz [Fe] 
Kloroplastik  
Arabidopsis thaliana 

66 23.8 
6.06 

17% 5 +1,71 

51 PAP6_ARATH Plastid-lipid-ilişkili protein 6 
Kloroplastik  
Arabidopsis thaliana 

102 30.4 
5.82 

20% 8 +1,50 

Sinyal iletimi ile ilişkili proteinler      

49 TCTP_MAIZE Translasyonel-kontrollü tümör 
homolog proteini  
Zea mays 

194 18.7 
4.52 

25% 8 +2,09 

a
 2-D jellerde gösterilen benek numarasını ifade eder (Şekil 4.2). 

b
 SwissProt veri tabanına karşı yapılan MASCOT taramasına göre belirlenen aksesyon numarasını ifade 

eder.  
c
 SwissProt veri tabanına karşı yapılan MASCOT taramasına göre belirlenen proteini ifade eder.  

d
 MS analizleri ve MASCOT taraması temelinde yapılan protein tanımlaması için olasılık skorunu ifade 

eder.  
e
 Tanımlanan protein için moleküler ağırlığı (MA, kDa) ve izoelektrik noktasını (pI)  ifade eder. 

f
 Eşleşen amino asit dizisinin yüzdesini ifade eder. 

g
 Eşleşen peptid (EP) sayısını ifade eder. 

h
 Kontrole göre kuraklık stresinde protein seviyesindeki değişimi ifade eder.  

 

Mevcut araştırmada, fotosentezle ilişkili olarak ribuloz bifosfat karboksilaz küçük zincir 

(benek 44), magnezyum-şelataz alt birim chli (benek 54) ve ribuloz bifosfat 

karboksilaz/oksijenaz aktivaz (benek 60) proteinlerinin ifade seviyeleri kuraklık stresi 

altındaki C. gynandra fidelerinin yaprak dokularında azalan yönde düzenlenmiştir (Şekil 

4.4, Çizelge 4.2). Diğer taraftan, kuraklık stresi oksijen-çıkışı arttırıcı protein 2 (benek 

48), ribuloz bifosfat karboksilaz/oksijenaz aktivaz 2 (benek 55) ve malat dehidrojenaz 

[NADP] (benek 56) proteinlerinin ifade seviyelerinde artışa neden olmuştur. Kuraklık 

stresi enerji metabolizması ile ilgili olarak ATP sentaz alfa alt birimi (benek 65) 

proteinin ifade seviyesini azalan yönde düzenlerken, ATP sentaz protein MI25 (benek 

47) ve enolaz 2 (benek 64) proteinlerinin ifade seviyelerini artan yönde düzenlemiştir. 

Protein metabolizması ile ilgili olan 50S ribozomal protein L12-3 (benek 45), ökaryotik 

translasyon başlatıcı faktör 5A-2 (benek 46) ve ökaryotik başlatıcı faktör 4A-1 (benek 
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61) proteinlerinin ifade seviyeleri kuraklık stresi koşullarında sırasıyla 1.58, 2.18 ve 1.50 

kat artmıştır.  

 

 

Şekil 4.4 Kuraklık stresi altındaki Cleome gynandra’da fotosentez ile ilişkili farklı şekilde ifade 

olan proteinlerin büyütülmüş görüntüleri. 

 

Stres savunması ile ilişkili süperoksit dismutaz [Fe] (benek 50) ve plastid-lipid-ilişkili 

protein 6 (benek 51) proteinlerinin ifade seviyeleri kuraklık stresinde sırasıyla 1.71 ve 

1.50 kat artmıştır. Son olarak, sinyal iletimi ile ilişkili translasyonel-kontrollü tümör 

protein homolog (benek 49) proteinin ifade seviyesinin kuraklık stresi koşullarında 2.09 

kat arttığı belirlenmiştir (Çizelge 4.2, Şekil 4.2). 

 

  



43 
 

5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Çevresel streslere maruz kalan bitkiler morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve moleküler 

seviyelerde çeşitli cevaplar geliştirebilmektedir (Lopes and Reynolds 2011, Aprile et al. 

2013). Proteomik bitkilerde stres toleransının moleküler temellerinin anlaşılmasında 

güçlü bir yaklaşımdır ve stres toleransı ile ilişkili yeni aday proteinlerin teşhisini 

sağlayabilmektedir. Bitkilerde kuraklık stresinin etkilerinin proteom seviyesinde 

incelendiği çok sayıda çalışma olmasına karşın (Khodadadi et al. 2017, Wang et al. 

2017, Xin et al. 2018), kuraklık stresi altındaki C3 ve C4 bitkilerinde proteom 

değişimlerini araştıran sınırlı sayıda çalışma mevcuttur. Farklı fotosentez yollarına sahip 

bitkilerde kuraklık stresi ile ilişkili moleküler mekanizmaların daha iyi anlaşılabilmesi 

için iki-yönlü (2-D) jel elektroforezi Cleome spinosa (C3) ve Cleome gynandra (C4) 

bitkilerinin yaprak dokularındaki proteom değişimlerini mukayese etmek için 

kullanılmıştır. Yapılan analizler ile gümüş boyama veya blue-silver boyama ile görünür 

hale getirilmiş 2-D jellerde 500’den fazla protein beneği belirlenmiştir. Cleome 

türlerinin yaprak dokularından elde edilen proteinlerin karşılaştırmalı analizleri, 

kuraklık stresi koşullarında farklı şekilde ifade olan 96 proteinin belirlenmesini 

sağlamıştır. Bununla birlikte, MALDI-TOF/TOF analizlerini takiben yapılan MASCOT 

taraması ile bu proteinlerden 65’i başarılı bir şekilde tanımlanabilmiştir. Tanımlanan 

proteinler biyolojik fonksiyonlarına göre fotosentez, enerji metabolizması, stres 

savunma, hücre metabolizması, protein metabolizması ve sinyal iletimi gibi gruplara 

ayrılmıştır.  

 

Fotosentez, karbondioksitin (CO2) organik bileşiklere dönüştürüldüğü bir süreçtir ve 

bitki büyümesinde önemli bir rol oynamaktadır. Kuraklık stresi koşullarında fotosentez 

ile ilişkili birçok proteinin karmaşık ifade profillerine sahip olduğu bildirilmiştir (Ge et al. 

2012). Mevcut araştırmada, fotosentez ile ilişkili olarak C. spinosa türünde 16 protein, 

C. gynandra türünde ise 6 proteinin kuraklık stresi koşullarında farklı şekilde ifade 

olduğu belirlenmiştir. Bu proteinlerin çoğunlukla Calvin döngüsü ve elektron taşıma ile 

ilişkili olduğu belirlenmiştir. Kuraklık stresi altında fotosentezin biyokimyasal 
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etkinliğinin esas olarak ribuloz-1,5-bisfosfat (RuBP) molekülünün yeniden 

oluşturulmasına ve ribuloz-1,5-bisfosfat karboksilaz/oksijenaz (RuBisCO) aktivitesine 

bağlı olduğu belirtilmiştir (Lawlor 2002). RuBisCO atmosferik karbondioksidin bitkiler 

tarafından glikoz gibi enerji bakımından zengin moleküllere dönüştürüldüğü bir işlem 

olan karbon fiksasyonunun ilk ana basamağında yer alan önemli bir enzimdir (Feller et 

al. 2008). RuBisCO, ribuloz-1,5-bisfosfatın karboksilasyonunu ve inorganik karbonun 

biyosfere girdiği birincil kimyasal reaksiyonu kataliz etmektedir (Faghani et al. 2015). 

Yüksek bitkilerde RuBisCO’nun sekiz küçük ve sekiz büyük altbirimden oluştuğu 

bildirilmiştir (Parry et al. 2008). Mevcut araştırmada, C. spinosa türünde RuBisCO 

büyük zincir (benek 33) ve küçük zincir 1 (benek 5 ve 11) proteinlerinin ifade seviyesi 

kuraklık stresi koşullarında artan yönde düzenlenirken, C. gynandra türünde RuBisCO 

küçük zincir (benek 44) proteininin ifade seviyesi azalan yönde düzenlenmiştir. Benzer 

şekilde, RuBisCO proteininin ifade seviyesinin kuraklığa toleranslı rezene genotipinde 

azalan yönde düzenlendiği buna karşın hassas genotipte artan yönde düzenlendiği 

bildirilmiştir (Khodadadi et al. 2017). Diğer bir fotosentetik enzim olan RuBisCO 

aktivazın ATP'ye bağımlı bir reaksiyonla RuBisCO'dan inhibe edici şeker fosfatların 

ayrılmasını sağladığı belirtilmiştir (Portis 2003). Diğer bir ifadeyle RuBisCO aktivaz, 

RuBisCO'nun inaktif formdan aktif forma geçişini kontrol eden moleküler bir 

şaperondur (Spreitzer and Salvucci 2002). Genel anlamda ATP üretimindeki bozulma ve 

kuraklık stresi koşullarında transpirasyonun azalmasına bağlı olarak yaprak sıcaklığının 

artması nedeniyle, RuBisCO aktivazın bitkilerin çevresel streslere verdiği yanıtları 

belirleyen önemli bir faktör olabileceği bildirilmiştir (Sage et al. 2008). Bununla birlikte, 

RuBisCO aktivazın kuraklık veya tuzluluk stresleri altında tarımsal bitkilerin verimliliğini 

arttırma potansiyeline sahip olduğuna dair net kanıtlar olduğu belirtilmiştir (Kurek et 

al. 2007). Mevcut araştırmada, C. spinosa türünde RuBisCO aktivaz (benek 29, 30, 31 ve 

38) proteinlerinin ifade seviyesi kuraklık stresi koşullarında azalan yönde 

düzenlenirken, C. gynandra türünde RuBisCO aktivaz 2 (benek 55) proteininin ifade 

seviyesi artan yönde düzenlenmiştir. Kuraklık stresine cevap olarak çeltik (Ji et al. 2012) 

ve mısır (Benesova et al. 2012) gibi bitkilerde bu proteinin seviyesinde bir artış olduğu 

bildirilmiştir. Kuraklığa toleranslı ve hassas buğday genotiplerinde RuBisCO aktivaz 
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proteininin ifade seviyesinin kuraklık stresi uygulamasında belirgin şekilde arttığı ve 

RuBisCO'nun aktif formda tutulmasının kuraklık stresinin üstesinden gelmesinde 

önemli olduğu rapor edilmiştir (Faghani et al. 2015). Diğer taraftan, RuBisCO aktivaz 

proteinin ifade seviyesinin arpa (Kausar et al. 2013), kolza (Urban et al. 2017) ve 

buğday (Michaletti et al. 2018) gibi türlerin kuraklığa hassas genotiplerinde azaldığı 

rapor edilmiştir. Bu bağlamda, RuBisCO aktivaz proteininin seviyesindeki azalmanın, 

kuraklık stresine bağlı olarak fotosentezdeki güçlü inhibisyon ile kesin olarak bağlantılı 

olduğu bildirilmiştir (Michaletti et al. 2018). Kuraklık stresi nedeniyle fotosentezin 

biyokimyasal olarak kısıtlanması fotoinhibisyonu (Wang et al. 2016), fotosistemlerdeki 

hasarı, ATP ve indirgeyici üretme kapasitesindeki azalmayı da içermektedir (Pinheiro 

and Chaves 2011). Sonuç olarak,  RuBisCO aktivaz proteinin seviyesindeki artışın, 

karbondioksit fiksasyonu için aktif RuBisCO miktarını artırarak fotosentetik verimi 

artırabileceği ve böylece azalmış stoma iletkenliğini telafi edebileceği ileri sürülebilir. 

 

Diğer bir fotosentetik enzim olan karbonik anhidraz, karbondioksidin geri dönüşümlü 

bir şekilde hidrasyonunu katalizleyen bir enzimdir. Bununla birlikte, karbonik anhidraz 

proteinlerinin, stoma hareketlerini modüle ederek bitki ve atmosfer arasındaki gaz alış 

verişini kontrol eden karbondioksit sinyal yolaklarına rol oynadığı (Rowlett 2010) ve su 

kullanım verimliliğini arttırdığı bildirilmiştir (Cui et al. 2012). Stres koşullarında karbonik 

anhidrazın, karboksilasyon reaksiyonlarında önemli bir rol oynadığı belirtilmiştir (Zhang 

et al. 2016). Yüksek sıcaklıklara cevap olarak fotosentez hızındaki değişimin, pamuk 

bitkilerindeki karbonik anhidraz aktivitesi ile tutarlı olduğu bildirilmiştir (Wu et al. 

2006). Bununla birlikte, Zeng vd. (2005) karbonik anhidraz aktivitesinin kuraklığa 

dayanıklı çeşitlerin ıslahı için önemli bir kriter olduğunu öne sürmüştür. 

Araştırmamızda, karbonik anhidraz proteininin (benek 12) ifade seviyesi kuraklık stresi 

altındaki C3 türü C. spinosa’da azalan yönde düzenlenmiştir. Benzer olarak, karbonik 

anhidraz proteinin kuraklığa toleranslı yerfıstığı genotipinde arttığı, hassas genotipte 

ise azaldığı bildirilmiştir (Katam et al. 2016). Bu bulgular, fotosentez ile ilişkili RuBisCO 

ve karbonik anhidraz proteinlerinin, kuraklık stresi koşullarında ciddi şekilde 

etkilendiğini göstermiştir. Sonuç olarak, kuraklık stresinin C3 türü C. spinosa 
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yapraklarında karbondioksit asimilasyonunu ve RuBisCO aktivasyonunu azaltarak 

fotosentezi azalttığı ileri sürülebilir. 

 

Calvin döngüsünün önemli enzimleri olan ribuloz-fosfat 3-epimeraz (benek 6), 

triozfosfat izomeraz (benek 9), gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH, benek 28) 

ve fosfogliserat kinaz (benek 32) proteinlerinin C3 türü C. spinosa yapraklarında azalan 

yönde düzenlendiği belirlenmiştir. Fosfogliserat kinaz, bitkilerde karbon fiksasyonu 

reaksiyonlarında ATP bağımlı reaksiyonla 1,3-bifosfogliserat üretiminde önemli bir rol 

oynamaktadır (Joshi et al. 2016). Kuraklık stresine bağlı olarak fosfogliserat kinaz 

proteininin seviyesindeki azalma buğday bitkilerinde de gösterilmiştir (Sharma et al. 

2017). Fosfogliserat kinaz proteininin ifade seviyesinin kuraklığa hassas rezene 

bitkilerinde arttığı buna karşın hassas genotipte azaldığı bildirilmiştir (Khodadadi et al. 

2017). GAPDH, NADPH ile 1,3-difosfogliseratın gliseraldehit-3-fosfata indirgenmesini 

kataliz etmektedir. GAPDH protein seviyesinin kuraklığa hassas rezene genotipinde 

artan yönde düzenlendiği, toleranslı genotipte ise azalan yönde düzenlendiği 

bildirilmiştir (Khodadadi et al. 2017). Zıt olarak, kloroplastik GAPDH proteinin ifade 

seviyesinin kuraklığa hassas arpa ve buğday genotiplerinde azalan yönde düzenlendiği, 

toleranslı genotiplerde ise artan yönde düzenlendiği rapor edilmiştir (Chmielewska et 

al. 2016, Michaletti et al. 2018). Bitkilerde triozfosfat izomeraz, glikoliz, glukoneogenez 

ve Calvin döngüsünde gliseraldehit 3-fosfatın dihidroksiaseton fosfata dönüşümünü 

kataliz etmektedir (López-Castillo et al. 2016). Ribuloz-fosfat 3-epimeraz enzimi D-

ribuloz 5-fosfatın D-ksiluloz 5-fosfata geri dönüşümlü epimerizasyonunu 

katalizlemektedir. Bu enzimin ifade seviyesindeki azalmanın, kuraklık stresi altındaki 

azalmış fotosentetik aktivite ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (Aranjuelo et al., 2011, Deeba 

et al. 2012). Bu sonuçlar, kuraklık stresi altındaki C3 türü C. spinosa’da 

karboksilasyonun GAPDH, fosfogliserat kinaz, triozfosfat izomeraz ve ribuloz-fosfat 3-

epimeraz proteinlerinin inhibisyonu nedeniyle azaldığını ve böylece fotosentez 

etkinliğini düşürdüğünü ileri sürebilir. Ayrıca RuBisCO ve Calvin döngüsüne ait diğer 

enzimlerin kuraklık stresi koşullarında inhibisyonu, ATP ve NADPH talebinde bir düşüş 

anlamına gelebilir. 
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NADP bağımlı malat dehidrojenaz (NADP-MDH), indirgeyici olarak NADPH kullanarak 

oksaloasetatın malata geri dönüşebilir şekilde indirgenmesini katalize eden redoksla 

düzenlenen bir kloroplastik enzimdir (Metzler et al. 1989). C4 fotosentezinde 

atmosferik karbondioksit, PEP karboksilaz aracılığıyla mezofil hücrelerinde 

fosfoenolpiruvatın (PEP) karboksilasyonu ile fikse edilir ve dört karbonlu bileşik 

oksalaasetat oluşturulur. Mezofil kloroplastlarında bulunan plastidik NADP-MDH, 

oksalaasetatı malata dönüştürür ve daha sonra malat malik enzim tarafından 

dekarboksilasyona uğrayacağı demet kını hücrelerine taşınır (Hatch and Slack 1969). 

Malatın mezofil hücrelerinden demet kını hücrelerine pompalanması nedeniyle, 

karbondioksit konsantrasyonu, RuBisCO enziminin bulunduğu ortamda artmaktadır. Bu 

durum fotorespirasyonun engellenmesi ve karbon asimilasyonunun artması ile 

sonuçlanmaktadır. Araştırmamızda, kloroplastik malat dehidrogenaz proteininin ifade 

seviyesi kuraklık stresi altındaki C4 türü C. gynandra’da artan yönde düzenlenmiştir. Bu 

durum, kuraklık stresi altında C. gynandra’nın yüksek fotosentetik aktivitesi ile ilişkili 

olabilir. Ayrıca mısır plastidik NADP-malat dehidrogenaz (ZmNADP-MDH) genini aşırı 

ifade eden Arabidopsis bitkilerinin tuz stresine karşı daha toleranslı olduğu bildirilmiştir 

(Kandoi et al. 2018). 

 

Oksijen çıkışı arttırıcı protein 1 ve 2 (OEE1 ve OEE2), fotosistem II'deki oksijen üretici 

kompleksin birer parçasıdır. OEE2 suyun fotolizini kataliz etmekten sorumlu olduğu ve 

OEE1 proteininin FSII reaksiyon merkezinin bir araya getirilmesi ve kararlığının 

sürdürülmesi için gereken bir dengeleyici protein olduğu belirtilmiştir (Yang et al. 2003, 

Yi et al. 2005). OEE proteinlerinin ifade seviyelerinde iki tür arasında farklılık 

belirlenmiştir. C4 türü olan C. gynandra’da OEE2 proteinin (benek 48) ifade seviyesi 

kuraklık stresi koşullarında artış gösterirken, C3 türü olan C. spinosa’da OEE1 

proteininin (benek 14) ifade seviyesi azalmıştır. Xin vd. (2018), kuraklık stresi altındaki 

mısır fidelerinde OEE1'in artan yönde düzenlenmesinin fotosentetik aktivitenin 

devamlılığı için oldukça önemli olduğunu ileri sürmüştür. Bununla birlikte, OEE1 ve 

OEE2 proteinlerinin ifade seviyelerinin kuraklığa toleranslı arpa ve fasulye 

genotiplerinde arttığı buna karşın hassas genotiplerde azaldığı bildirilmiştir (Kausar et 
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al. 2013, Zadražnik et al. 2013). Ayrıca Elymus elongatum bitkilerinde şiddetli kuraklık 

stresine cevap olarak ifadesi artan OEE2’nin, protein hasarının onarılması ve oksijen 

oluşumunun sürdürülmesi için gerekli olduğu ileri sürülmüştür (Gazanchian et al. 

2007). 

 

Ferredoksin-NADP redüktaz (FNR), bitkilerin ATP ve indirgeyici güç talebini karşılamak 

için döngüsel ve döngüsel olmayan elektron akışını düzenlemede kilit bir rol 

oynamaktadır. FNR proteinleri, elektronların ferredoksin veya flavodoksinden 

NADPH'ye aktarıldığı fotosentetik mekanizmada işlev gördüğü ve ayrıca reaktif oksijen 

türlerine karşı korumada rol oynadığı bildirilmiştir (Caruso et al. 2008). Oluşan bu 

NADPH daha sonra karbon fiksasyonu gibi birkaç biyosentetik yolakta indirgeyici güç 

olarak kullanılmaktadır (Hanke and Mulo 2013). Bu enzim tarafından katalizlenen 

reaksiyonun fotosentezde hız sınırlayıcı bir basamak olduğu düşünülmektedir (Moolna 

and Bowsher 2010). Mevcut araştırmada kuraklık stresi altındaki C3 türü C. spinosa’da 

FNR proteinlerinin (benek 17, 20 ve 21) ifade seviyeleri azalan yönde düzenlenmiştir. 

Kuraklık stresi koşullarında FNR proteinlerinin ifade seviyelerindeki benzer azalmalar 

ayçiçeği (Castillejo et al. 2008), buğday (Budak et al. 2013) ve şeker kamışı (Khueychai 

et al. 2015) gibi bitki türlerinde de belirlenmiştir. Ayrıca FNR proteininin seviyesindeki 

azalma kuraklık stresine hassas fasulye genotipinde belirlenmiştir (Zadražnik et al. 

2013). A. thaliana'da yapılan bir çalışmada, bu enzimi kodlayan genlerin ekspresyon 

düzeyinin kuraklık stresi altında arttığı bulunmuştur (Lehtimäki et al. 2010). Kuraklık 

stresi altında FNR'nin spesifik fonksiyonu hala belirsizdir. Bununla birlikte, FNR'nin 

bitkilerde fotosistem I’de Mehler reaksiyonu ile üretilen tek değerlikli oksijenin 

indirgenmesi ile üretilen serbest radikallerin detoksifiye edilmesinde çok önemli bir rol 

oynayabileceği ileri sürülmüştür (Xiao et al. 2009). FNR’nin diğer bir rolünün ise çeşitli 

çevresel stres koşullarında plastidlerdeki NADPH/NADP+ dengesinin sürdürülmesi 

olduğu belirtilmiştir (Xiao et al. 2009). Bu sonuçlar, C3 türü C. spinosa’da FNR 

proteinlerinin azalmasının reaktif oksijen türlerinin temizlenmesi ve plastidlerdeki 

NADPH/NADP+ dengesinin kuraklık stresinden olumsuz etkilendiğini göstermektedir.     
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Bitkiler ayrıca enerji metabolizmasıyla ilişkili enzimlerin ifade seviyelerindeki 

değişimleri tetikleyerek stres koşullarına cevap verirler. Araştırmamızda, glikolitik 

enzimler olan triozfosfat izomeraz (benek 10) ve fruktoz-bisfosfat aldolaz (benek 22 ve 

26) proteinlerinin ifade seviyesi kuraklık stresi altındaki C3 türü C. spinosa’da azalan 

yönde düzenlenmiştir. Diğer taraftan, diğer bir glikolitik enzim olan enolaz 2 (benek 62) 

proteinin ifade seviyesi C4 türü C. gynandra’da artan yönde düzenlenmiştir. Triozfosfat 

izomeraz verimli enerji üretimi için gerekli olan şeker metabolizmasında önemli bir rol 

oynamaktadır. Fruktoz-bifosfat aldolaz, fruktoz-1,6-bifosfatın gliseraldehit 3-fosfat ve 

dihidroksiaseton fosfata geri dönüşümlü şekilde bölünmesini katalize etmektedir. 

Enolaz ise 2-fosfogliseratın fosfoenolpirüvata dönüşümünü katalizlemede rol oynayan 

önemli bir enzimdir. Kuraklık stres altında glikolitik enzimlerin azalan yönde 

düzenlenmesinin, stres sonrası iyileşme döneminde gerekli büyümeyi karşılamak için 

bir enerji kaynağı olarak şekerlerin biriktirilmesinde bir strateji olabileceği bildirilmiştir 

(Ahmad et al. 2016). Kuraklık altında fruktoz-bifosfat aldolaz düşük seviyede birikiminin 

şiddetli kuraklık stresine maruz bırakılan arpa ve kolza bitkilerinde meydana geldiği 

bildirilmiştir (Vitamvas et al. 2015, Urban et al. 2017). Fruktoz bifosfat aldolaz ve 

triosfosfat izomeraz proteinlerinin, enerji ve karbon iskeletlerini sağlamak için stres 

koşulunda kuraklığa toleranslı genotiplerde arttığı bildirilmiştir (van Dongen et al. 2011, 

Katam et al. 2016). Ayrıca kuraklık koşullarında mısır fidelerinde artan fruktoz-bifosfat 

aldolaz proteininin su potansiyelini arttırmak için daha fazla enerji ürettiğini ve uzun 

süreli kuraklık stresine karşı bitki toleransını artırdığı ileri sürülmüştür (Xin et al. 2018). 

Glikolitik yolakta işlev gören enolaz proteininin kuraklığa toleranslı fasulye, buğday ve 

arpa genotiplerinde artan yönde düzenlendiği bildirilmiştir (Zadražnik et al. 2013, 

Cheng et al. 2015, Chmielewska et al. 2016). Ayrıca kuraklık stresi altındaki çeltik 

bitkilerinde enolaz seviyesindeki artışın oldukça yüksek olduğu ve bu proteininin 

bitkilerde kuraklık toleransının belirlenmesi için potansiyel bir marker olduğu 

belirtilmiştir (Paul et al. 2015). Kuraklık stresi koşullarında enolaz proteininin artan 

yönde düzenlenmesi muhtemelen düşük ATP üretimini telafi etmek için artan glikoliz 

ihtiyacının bir sonucu olarak bir cevaptan kaynaklanmaktadır. 
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Kloroplastik glukoz-1-fosfat adenililtransferaz küçük alt birim nişasta biyosentezi ve 

sukroz metabolizmasında önemli rol oynamaktadır. Bu proteininin ifade seviyesi 

kuraklık stresi altındaki C. spinosa türünde azalan yönde düzenlenmiştir. Benzer 

sonuçlar kuraklık stresi altındaki kolza genotiplerinde de belirlenmiş ve nişasta 

biyosentez hızının bu proteine bağlı olduğu bildirilmiştir (Urban et al. 2017). Ayrıca 

kuraklık stresinin buğday genotiplerinde bu proteininin seviyesinde azalmaya neden 

olduğu bildirilmiştir (Budak et al. 2013, Sharma et al. 2017). UTP-glukoz-1-fosfat 

uridililtransferaz enzimi glukoz 1-fosfatı, polisakkaritler için ana glikozil donörü olan 

UDP-glukoza dönüştürmektedir. Bu enzimin sukroz, nişasta ve hücre duvarının sentezi 

ve kalloz birikimi için gerekli olduğu bildirilmiştir (Meng et al. 2009, Park et al. 2010). 

Bu proteininin ifade seviyesi kuraklık stresi altındaki C. spinosa türünde azalan yönde 

düzenlenmiştir. 

 

Kuraklık stresi, ATP miktarındaki net azalma ile karbondioksit asimilasyonunu önemli 

ölçüde azalttığından (Tezara et al. 1999), ATP sentezinin arttırılmasının abiyotik stres 

toleransına yardımcı olabileceği ileri sürülmüştür (Zhang et al. 2008). Kloroplastik ATP 

sentaz proteininin membran boyunca bir proton gradiyenti varlığında ADP'den ATP 

ürettiği ve kuraklık stresi tepkilerinde anahtar bir unsur olduğu bildirilmiştir (Abreu et 

al. 2013). ATP sentaz, kloroplast ve mitokondride enerji iletiminde ve stresin 

azaltılmasında merkezi bir rol oynamaktadır. Araştırmamızda, kuraklık stresi C3 türü C. 

spinosa’da kloroplastik ATP sentaz alfa (benek 43) ve beta alt birimlerinin (benek 42) 

ifade seviyesinde azalmaya neden olurken, C4 türü C. gynandra’da sadece alfa alt 

biriminin (benek 65) ifade seviyesinde azalmaya neden olmuştur. Diğer taraftan, 

mitokondriyal ATP sentaz protein MI25’in ifade seviyesi kuraklık stresi altındaki C. 

spinosa (benek 4) ve C. gynandra (benek 47) türünde artan yönde düzenlenmiştir. ATP 

sentaz protein seviyesindeki kuraklık stresi teşvikli azalma fasulye ve kolza gibi bitki 

türlerinde de belirlenmiştir (Zadražnik et al. 2013, Urban et al. 2017). Diğer taraftan, 

kloroplastik ATP sentaz proteininin kuraklığa toleranslı yabani buğday genotiplerinde 

artan yönde düzenlendiği ve bu bitkilerin stres koşullarında ATP üretme kabiliyetlerinin 

daha büyük olduğu ileri sürülmüştür (Budak et al. 2013). ATP sentaz geninin aşırı ifade 
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olmasının Arabidopsis'te kuraklığa daha fazla toleransla sonuçlandığı bildirilmiştir 

(Zhang et al. 2008). Ayrıca toleranslı yer fıstığı genotiplerinde bu proteininin artan 

yönde düzenlenmesinin, strese bağlı artan enerji talebini karşılamak için ATP üretimini 

artırarak su eksikliği stresini azaltabileceği ileri sürülmüştür (Kottapalli et al. 2009). 

Kuraklık stresi ATP sentazın ifade seviyesini azaltabilir ve azalmış su seviyelerinin 

karbondioksit fiksasyonunda ve elektron taşıma reaksiyonlarında rol oynayan 

enzimlerin aktivitesi üzerine direkt etkileri gibi stomatal olmayan faktörler tarafından 

C4 fotosentezini inhibe edebilir. 

 

Kuraklık stresi koşullarında ifade seviyeleri değişen diğer önemli protein grubu 

savunma ile ilişkili proteinlerdir. Tiyoredoksinler (Trx) redoks regülasyon döngüsüne 

katılarak tiyol redoks dengesini korumakta ve okside edilmiş peroksiredoksinin aktif 

indirgenmiş forma dönüşümünde rol oynamaktadır (Navrot et al. 2011). Bitkilerde, her 

biri bir multigen ailesinden oluşan üç ana Trx tipi tanımlanmıştır. Trx H, sitozolde 

bulunurken, Trx M ve F kloroplastlarda lokalize olmuştur (Jacquot et al. 1997). 

Araştırmamızda Trx H proteininin ifade seviyesi kuraklık stresi altındaki C. spinosa 

türünde azalan yönde düzenlenmiştir. Zıt olarak, Trx H proteininin seviyesinin kuraklık 

stresi altındaki buğday fidelerinde arttığı rapor edilmiştir (Bazargani et al. 2011, Zhang 

et al. 2014, Sharma et al. 2017). Demir (Fe) fotosentez için önemli bir unsurdur ve 

serbest Fe Fenton reaksiyonu yoluyla hidroksil radikallerinin (OH) üretimine 

katılmaktadır (Ravet et al. 2009). Bitki hücrelerinde serbest demirin kontrolü önemlidir 

çünkü Fenton reaksiyonu ile oluşan Fe+3 süperoksit radikali veya askorbat ile Fe+2'ye 

indirgenebilmektedir. Ferritin familyasının stres koşullarında kuvvetli ve düzgün bir 

şekilde artan yönde düzenlendiği ve demirin alıkonulmasında ve serbest demirin 

salınmasında rol oynayarak OH radikallerinin oluşumunu sınırladığı ileri sürülmüştür 

(Briat et al. 2010). Araştırmamızda ferrritin-1 proteininin seviyesi kuraklık stresi 

altındaki C. spinosa türünde artan yönde düzenlenmiştir. Ferritin proteininin ifade 

seviyesindeki artış kuraklık stresi altındaki soya fasulyesi, nohut ve buğday gibi bitki 

türlerinde de belirlenmiştir (Bhushan et al. 2007, Alam et al. 2010, Zhang et al. 2014, 

Yamaguchi et al. 2010). Ferritin proteininin kuraklık stresi koşullarında seviyesinin 
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artması, serbest demir seviyelerinin düzenlenmesinin yapraklardaki kuraklık stresine 

uyumun önemli bir bileşeni olduğunu göstermektedir. Kuraklık stresi koşullarında C. 

spinosa türünde ifade seviyesi azalan diğer bir protein kinon oksidoredüktaz-benzeri 

proteindir (benek 18). Kinon oksidoredüktaz proteininin yükseltgenme-indirgenme 

işlemlerinde rol alan ve kloroplastın tilakoid zarında bulunan bir membran proteini 

olduğu bildirilmiştir (Rahman et al. 2016). Mevcut araştırmanın bulgularına zıt olarak, 

kinon oksidoredüktaz proteininin seviyesindeki artış kuraklık stresi altındaki yerfıstığı, 

şeker kamışı ve ayçiçeği bitkilerinde belirlenmiştir (Castillejo et al. 2008, Katam et al. 

2016, Rahman et al. 2016). Bu enzimin tuz stresinin neden olduğu oksidatif strese karşı 

korunmadaki önemi gösterilmiştir (Nohzadeh Malakshah et al. 2007). Sobhanian vd. 

(2010), kinon oksidoredüktazın azalan yönde düzenlendiği ancak bu enzimin tuza 

tolerans ile ilişkili olmadığını bildirmiştir. Monohidroaskorbat redüktaz (MDHAR) enzimi 

NADH kullanarak monohidroaskorbatın askorbata dönüşümünü kataliz etmektedir 

(Lisenbee et al. 2005). MDHAR proteininin (benek 34) ifade seviyesi kuraklık stresine 

maruz bırakılan C3 türü C. spinosa’da artan yönde düzenlenmiştir. Diğer taraftan, 

kloroplastik süperoksit dismutaz (benek 50) ve plastid-lipid-ilişkili protein 6 (benek 51) 

proteinlerinin ifade seviyeleri C4 türü C. gynandra’da kuraklık stresi koşullarında artan 

yönde düzenlenmiştir. Süperoksit dismutaz, süperoksit radikalini hidrojen peroksite 

dönüştürerek oksidatif stresin hafifletilmesine yardımcı olmaktadır (Zhang et al. 2008). 

C4 türünde, reaktif oksijen türlerinin temizleyicileri vasıtasıyla kuraklık stresi ile daha 

etkin şekilde başa çıkabileceği ileri sürülebilir. 

 

Kloroplastik 50S ribozomal alt birimi, protein biyosentezinde peptidil transfer 

reaksiyonunu katalize etmektedir (Kotusov et al. 1976). 50S ribozomal protein L12-3’ün 

ifade seviyesi kuraklık stresi altındaki C3 türü C. spinosa’da azalan yönde 

düzenlenirken, C4 türü C. gynandra’da artan yönde düzenlenmiştir. 50S ribosomal L12 

proteininin kuraklığa toleranslı yerfıstığı genotipinde artan yönde düzenlendiği 

bildirilmiştir (Katam et al. 2016). C4 türü C. gynandra’da ribozomal proteininin artan 

yönde düzenlenmesi, kuraklık stresinin bu türdeki protein biyosentezi üzerindeki inhibe 

edici etkisine karşı direnç mekanizması ile ilişkili olabilir. Bir ısı şoku proteini olan 
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şaperoninlerin, termal stres altında protein katlanmasını dengelediği ve genellikle 

kuraklığa dayanıklı bitki türlerinde bulunduğu bildirilmiştir (Xu ve Huang 2010). 

Araştırmamızda, 20 kDa şaperonin proteinin (benek 8) ifade seviyesinin kuraklık stresi 

altındaki C3 türü C. spinosa’da azalan yönde düzenlendiği belirlenmiştir. Benzer olarak, 

20 kDa şaperonin proteininin kuraklık stresi altındaki fasulye ve buğday bitkilerinde 

arttığı belirtilmiştir (Zadražnik et al. 2013, Sharma et al. 2017). Diğer taraftan, bu 

proteinin seviyesinin yerfıstığı ve mısır bitkilerinde kuraklık stresine cevap olarak arttığı 

rapor edilmiştir (Benesova et al. 2012, Katam et al. 2016). Ayrıca 20 kDa şaperonin 

proteininin artan yönde düzenlenmesinin, tuz stresi altında soya fasulyesi 

proteinlerinin korunmasında etkili bir rol oynadığı bildirilmiştir (Sobhanian et al. 2010). 

 

Metabolik kontrol ve çevresel koşullara adaptasyon, karmaşık sinyal iletim yollarını 

gerektirmektedir. Kuraklık stresine maruz kalan bitkilerde hücresel sinyal iletimi, 

reseptörlere ligand bağlanmasını, ikinci habercilerin oluşmasını ve ilgili kaskadları 

içermektedir. Araştırmamızda, kuraklık stresi C3 türü C. spinosa’da 14–3–3 (benek 23), 

anneksin D1 (benek 24) ve D6 (benek 19) proteinlerinin ifade seviyesinde artışa neden 

olmuştur. Yüksek oranda korunmuş asidik protein ailesi 14–3–3’ün sinyal iletimi, 

apoptoz ve hücresel sağ kalım gibi fizyolojik işlemlerde işlev gören 200'den fazla hedef 

protein ile etkileşime girebildiği bildirilmiştir (Mhawech 2005). Bununla birlikte, 14–3–3 

proteinlerinin sinyal iletimi, karbon ve azot metabolizmasının düzenlenmesi ve iyon 

homeostazında rol oynayan küçük düzenleyici adaptör proteinler olduğu belirtilmiştir 

(Yan et al. 2004). Çok sayıda proteomik çalışmada, kuraklık stresine cevap olarak 14–3–

3 proteininin farklı şekilde ifade olduğu gösterilmiştir (Faghani et al. 2015, Hao et al. 

2015, Zhang et al. 2016). Ayrıca Arabidopsis 14–3–3 proteinini kodlayan geni aşırı ifade 

eden pamuk ve mısır 14–3–3 genini aşırı ifade eden çeltik bitkilerinin kuraklığa karşı 

tolerans geliştirdikleri bildirilmiştir (Yan et al. 2004, Campo et al. 2012, Ho et al. 2013). 

Diğer taraftan, bu proteininin kuraklığa hassas buğday genotipinde azalan yönde 

düzenlenmesinin kuraklığa hassasiyet ile ilişkili olabileceği rapor edilmiştir (Faghani et 

al. 2015). Anneksinler, Ca+2'ye bağımlı ve bağımlı olmayan şekillerde sinyal iletiminde 

işlev gören membrana bağlı proteinlerdir (Mortimer et al. 2008). Anneksin proteininin 
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ifade seviyesindeki kuraklık stresi teşvikli artış kuraklığa hassas fasulye genotipinde 

belirlenmiştir (Zadražnik et al. 2013). Bazı anneksinler ile bitkilerin tuz ve kuraklık 

streslerine karşı toleransları arasında ilişki olduğu belirtilmiştir. Sobhanian vd. (2010) 

artan yönde düzenlenen anneksin proteininin tuza tolerans ile ilişkili olduğunu rapor 

etmiştir. Benzer olarak, Arabidopsis’te kuraklık stresi ve anneksinler arasında bağlantı 

olduğu bildirilmiştir (Konopka-Postupolska et al. 2009). Araştırmamızda kuraklık stresi 

C4 türü C. gynandra’da ise translasyonel-kontrollü tümör proteininin (TCTP, benek 49) 

ifade seviyesinde artışa neden olmuştur. TCTP proteininin bitkiler de dahil olmak üzere 

insan ve maya gibi birçok canlı türünde bulunduğu ve sitoplazmik bir kalsiyum bağlayıcı 

protein olduğu bildirilmiştir (Bommer et al. 2002). TCTP proteininin seviyesindeki artış 

kuraklık stresi altındaki bazı bitki türlerinde de belirlenmiştir (Zhang et al. 2004, 

Rahman et al. 2015, Sharma et al. 2017). TCTP proteininin stres koşullarında 

hücrelerdeki Ca+2 homeostazının korunmasında rol alması mümkündür, çünkü biyotik 

ve abiyotik stres gibi birçok hücre dışı sinyal hücresel Ca+2 konsantrasyonunda 

değişimlere neden olabilmektedir (Luan et al. 2002). Bu sonuçlar, TCTP'nin bitkilerde 

stres yanıtlarının yanı sıra büyüme kontrolünde de rol oynadığını gösterebilir. 

 

Kloroplastik glutamin sentetaz (GS), fotorespirasyon tarafından üretilen amonyağın 

yeniden özümlenmesinden sorumlu bir enzimdir (Taira et al. 2014). Araştırmamızda, 

GS proteininin ifade seviyesi her iki türde de azalan yönde düzenlenmiştir. GS’nin 

buğdayda kuraklığa toleransın iyi bir metabolik göstergesi olduğu ve özellikle su 

eksikliği sırasında kuraklığa duyarlı buğday çeşitlerinin plastidik izoform GS2'nin hem 

seviyesinde hem de aktivitesinde önemli bir düşüş gösterdiği bildirilmiştir (Nagy et al. 

2013). Proteomik analizler birçok bitki türünde GS proteininin seviyesindeki önemli 

düşüşleri göstermiştir (Wang et al. 2016, Urban et al. 2017, Michaletti et al. 2018). 

Diğer taraftan, GS proteininin ifade seviyesindeki artış kuraklık stresi altındaki bazı bitki 

türlerinde belirlenmiştir (Shi et al. 2014, Zhang et al. 2014, Chmielewska et al. 2016). 

Bununla birlikte, GS transgenik bitkilerde azot metabolizmasındaki değişimin kuraklık 

koşullarında reaktif oksijen türlerine karşı korumada rol oynayan genlerin 
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ekspresyonunu modüle ettiği ve bu durumun kuraklığa dirençle sonuçlandığı 

bildirilmiştir (Molina-Rueda et al. 2013). 

 

Bitkiler, kuraklık stresi koşullarına hücre metabolizmasında olaylar ağını tetikleyerek 

yanıt vermektedir. ATP bağımlı bir reaksiyon ile metiyoninden S-adenozilmetiyoninin 

(SAM) sentezinde işlev gören S-adenozilmetilyonin sentetaz (Roje 2006) proteininin 

ifade seviyesi her iki türde de azalan yönde düzenlenmiştir. SAM'in üretilmesi, SAM'in 

nükleik asitlerin, proteinlerin ve lipidlerin transmetilasyonunda evrensel bir donör 

olması nedeniyle özellikle önemli olduğu bildirilmiştir (Narita et al. 2004, Ravanel et al. 

2004). SAM bitkilerin abiyotik ve biyotik streslere karşı toleransını düzenlediği bilinen 

poliaminlerin biyosentezi için öncü olarak önemli bir rol oynamaktadır (Köllner et al. 

2010). SAM ayrıca kuraklık stresine cevap olarak artış gösteren lignin biyosentezinde de 

kullanılmaktadır (Roje 2006). Her iki türde gözlenen düşük SAMS düzeyleri, kuraklık 

stresi altında düşük poliamin üretimi ve lignifikasyon ile ilişkilendirilebilir. 

 

Sonuç olarak, farklı fotosentez mekanizmalarına sahip C. spinosa (C3) ve C. gynandra 

(C4) türlerinin kuraklık stresine verdikleri protein düzeyindeki cevapları incelemek için 

karşılaştırmalı bir proteomik analizi yapılmıştır. Proteomik analizler ile C. spinosa ve C. 

gynandra türlerinde kuraklık stresi koşullarında farklı şekilde ifade olan sırasıyla 43 ve 

22 protein tanımlanmıştır. Özellikle C3 türü C. spinosa’da, fotosentez ve enerji 

metabolizması organizasyonu ile ilgili proteinler ağırlıklı olarak kuraklık stresi altında 

etkilenmiştir. C. spinosa’da RuBisCO küçük alt birim proteinlerinin ifade seviyesi artmış 

olmasına karşın RuBisCO’nun aktif forma dönüşmesini sağlayan RuBisCO aktivaz 

proteinlerinin seviyesi azalmıştır. Ayrıca ışık reaksiyonları ile ilgili olarak OEE1 ve FNR 

proteinlerinin ifade seviyesi C. spinosa’da azalırken, OEE2 proteinin ifade seviyesi C. 

gynandra’da artmıştır. Glikolitik enzimler olarak triozfosfat izomeraz ve fruktoz-

bisfosfat aldolaz enzimlerinin seviyesi C. spinosa’da azalırken, enolaz enziminin 

seviyesi, C. gynandra’da artmıştır. Kloroplastik ATP sentaz proteinlerinin her iki türde 

azalan yönde düzenlendiği buna karşın mitokondriyal ATP sentaz proteininin artan 

yönde düzenlendiği bulunmuştur. Protein, amino asit ve hücre metabolizması ile ilişkili 
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birçok proteininin ifade seviyesi her iki türde de azalan yönde düzenlenirken, sinyal 

iletimi ve stres savunma ile ilgili proteinler genellikle artan yönde düzenlenmiştir. Bu 

bulgular farklı fotosentez stratejilerine sahip türlerin kuraklık stresine farklı şekillerde 

ve farklı seviyelerde cevap verdiğini göstermektedir. Bu araştırma, kuraklık gibi 

olumsuz çevresel koşullarına karşı bitki adaptasyonunun moleküler mekanizmaları 

hakkında yeni bilgiler sunmaktadır. 
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