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Yiksek Lisans Tezi

KURAKLIK STRESI ALTINDAKI CLEOME SPINOSA (C3) ve CLEOME GYNANDRA (C4)
BITKILERININ KARSILASTIRMALI PROTEOMIK ANALIZLERI

Fadimana KAYA
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Molekdler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Danigsman: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ

Toprak ve atmosferik su eksikliginden kaynaklanan kuraklik stresi diinyadaki bitki
bliylimesini ve verimliligini etkileyen en 06nemli cevresel faktorlerden biridir.
Karboksilasyon yoluna bagli olarak bitkilerin kuraklik stresine toleranslarinda énemli
farkhliklar vardir. C4 bitkilerinin, C3 bitkilerinin aksine, su stresine daha iyi adapte
oldugu bildirilmektedir. Bitkilerin kuraklik stresine adaptasyon mekanizmalari proteom
diizeyinde yogun bir sekilde calisiimis olmasina ragmen, kuraklik stresi altinda biylyen
C3 ve C4 bitkilerinin adaptasyon stratejileri tanimlanmamistir. Kuraklik stresinin
proteom degisiklikleri Gzerindeki etkilerini belirlemek icin iki boyutlu poliakrilamid jel
elektroforezi (2-DE) ve MALDI-TOF/TOF (matrix-assisted laser desorption ionization
time-of-flight/time-of-flight) kiitle spektrometresi Cleome spinosa (C3) ve C. gynandra
(C4) bitkilerinin yapraklarinda kullaniimistir. 2-DE jellerinde toplam 96 farkh sekilde
ifade olan protein benegi tespit edilmis ve bunlardan 65'i MALDI-TOF/TOF kitle
spektrometrisi ile tanimlanmistir. Her iki tlirde de fotosentez ve enerji metabolizmasi
ile ilgili proteinler, kuraklik stresi altinda bliyik olglide etkilenmistir. RuBisCO kuiclk alt
birimlerinin seviyesi C. spinosa'da artmis olmasina ragmen, RuBisCO aktivaz
proteinlerinin seviyesi azalmistir. Ayrica, oksijen cikisi arttirici (OEE) ve ferredoksin-
NADP rediiktaz (FNR) proteinleri gibi fotosentezin 1sik reaksiyonlari ile ilgili proteinlerin
seviyesi C. spinosa'da azalmistir. Kuraklik stresi altinda, triosfosfat izomeraz ve fruktoz-

bifosfat aldolaz gibi glikoliz ile iliskili proteinlerin seviyesi C. spinosa‘'da azalmistir;



ancak, enolaz proteini C. gynandra'da artmistir. Kuraklik stresi altinda kloroplastik ATP
sentaz enziminin ifade seviyesi her iki tiirde de azalan yodnde dizenlenirken,
mitokondriyal ATP sentaz artan yonde diizenlenmistir. Annexin ve 14-3-3 proteinleri
gibi sinyal iletimi ile ilgili proteinlerin seviyesi C. spinosa'da artmistir. Reaktif oksijen
turlerinin detoksifikasyonu ile iliskili proteinlerin seviyesi genellikle her iki tirde
artmustir. Bu bulgular, karboksilasyon yolunda farklilik gésteren tirlerin kuraklik stresi

altindaki proteomik cevaplarinin daha iyi anlagilmasini saglayacaktir.

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

Proteomik

2019, xii + 78 sayfa



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



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
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1. GiRiS

Kuraklik ve ylksek sicakhk gibi abiyotik stresler, Grin verimliligini ve tarimsal
surdirdlebilirligi ciddi bicimde engellemektedir. Dinya genelinde su kaynaklarinin
azligi dikkate alindiginda, kuraklk tarimsal Gretkenlik agisindan en kritik tehditlerden
biridir (Ashraf et al. 2011). Sicak iklimler ve giderek daha az gorilen yaz yagislari
kuraklik stresinin etkilerini arttirmaktadir (Stuart et al. 2011). Bununla birlikte,
atmosferik karbondioksit (CO,) seviyelerindeki artistan kaynaklanan kiresel iklim
degisikliklerinin etkisiyle, tarimsal arazilerin kalitesindeki disus yillar icerisinde daha da
artmaktadir (Peters et al. 2011). Bazi ¢alismalarda, kuraklik stresinin bitki blyimesi ve
gelisimini nasil etkiledigi ve bitkilerin bu strese nasil tepki verdigi incelenmistir (Urban
et al. 2017, Li et al. 2018, Xin et al. 2018). Bitkiler, artan stoma direnci ile nispi su
iceriginin kontrolli (Yoo et al. 2009), genis ve derin kok sistemleri ile su aliminin
arttinlmasi (Gowda et al. 2011) ve prolin gibi osmolitlerin birikimi (Rampino et al.

2006) gibi karmasik fizyolojik mekanizmalar gelistirmislerdir.

Kuraklik stresine karsi bitki toleransini arttirmada, su stresine karsi verilen bitki
yanitlarinin molekiler temellerinin anlasiimasi gerekmektedir (Faghani et al. 2015).
Kurakhga duyarl proteinleri ve genleri tanimlamak igin ¢eltik (Chamnanmanoontham
et al. 2015, Chintakovid et al. 2017), bugday (Alvarez et al. 2014, Michaletti et al.
2018), misir (Xin et al. 2018), arpa (Chmielewska et al. 2016), kolza (Urban et al. 2017)
ve soya fasulyesi (Oh and Komatsu 2015) gibi bircok tarimsal bitki tiri kullaniimistir.
Bitki 1slahi calismalari kapsaminda, biyotik veya abiyotik streslere karsi dayanikh ve
ylksek besin degerine sahip tarimsal bitki tlrlerinin Uretimi genomik, transkriptomik,
proteomik ve metabolomik gibi “omik” teknolojileri ile saglanabilecektir (Roy et al.
2011, Weckwerth 2011, Parry and Hawkesford 2012, Boggess et al. 2013). Omik
analizleri genler, proteinler ve metabolitler arasindaki karmasik etkilesimleri anlamak
icin sistem biyolojisi yaklasiminin bir parcasidir (Weckwerth 2011). Proteinler, canh
organizmada tim hucresel islevlerden sorumlu olan merkezi biyomolekillerdir (Ghatak

et al. 2017). Proteomik analizler, kontrol ve stres kosullarinda bir hiicredeki



proteinlerin tanimlanmasi, ifade seviyelerinin belirlenmesi, translasyon sonrasi
modifikasyonlarin ortaya konulmasi ve protein-protein etkilesimlerinin anlasiimasi igin
giclt bir yontemdir (Mertins et al. 2013, Ghosh and Xu 2014, Sharma et al. 2017,
Wang and Komatsu 2018). Farkli streslere maruz kalan bitkilerde protein ifade
seviyesinde her zaman kayda deger bir degisiklik meydana geldiginden, proteomik
yaklasim stres kosullari altinda proteinlerin stres toleransi ile iligskisini aydinlatmak igin

oldukga 6nemlidir (Witzel et al. 2009, Hossain et al. 2012, Perez-Clemente et al. 2013).

Bitkilerin kurakhk stresine karsi yanitlari, stresin siddetine ve siresine, bitki tiiriine ve
gelisim evresine bagh olarak onemli 6lclide farklihk gostermektedir (Chaves et al.
2003). C3 bitkileri genellikle ihman ortamlara daha iyi adapte olmusken, C4 bitkileri
tropik ve kurak ortamlarda gelismistir (Ward et al. 1999). Farkl iklim kosullarina adapte
olan C3 ve C4 bitkileri anatomik ve fizyolojik olarak farkli 6zellikler géstermektedir
(Ward et al. 1999, Nayyar and Gupta 2006). C4 fotosentezinin ¢alisilmasi icin Atriplex,
Amaranthus, Eleocharis, Flaveria, Sorghum ve Zea cinslerine ait bazl tirler
kullanilmistir (Langdale and Nelson 1991, Patel et al. 2004, Gowik et al. 2004, Uzilday
et al. 2014). Bununla birlikte, C4 fotosentezinin gelisimsel sirecine iliskin 6nemli
bilgiler bir C3 bitkisi olan Arabidopsis’ten saglanmistir (Brown et al. 2005). Bitkilerde C4
fotosentezinin nasil gelistigini anlamak icin, C3 ve C4 fotosentezinde ortak olan
genlerin C3 tlrlerinde nasil dizenlendigini ve her proteinin roliniin agikhga
kavusturulmasi gerekmektedir (Brown et al. 2005). Bu baglamda, Arabidopsis’e yakin
akraba C3 ve C4 tirlerinin (Marshall et al. 2007) karsilastirmali olarak ¢alisilmasi 6nemli
olacaktir. Bu nedenle, C4 fotosentez mekanizmasinin C3 bitkilerinden nasil evrildiginin
anlasilmasina katkida bulunabilmek icin mevcut calismamizda, filogenetik olarak
Arabidopsis’e yakin olan Cleome cinsine ait Cleome spinosa (C3) ve Cleome gynandra
(C4) turleri calisilmistir. Bununla birlikte, kuraklik stresine maruz birakilan C. spinosa ve
C. gynandra tlrlerinde reaktif oksijen tilirlerinin Uretimi ve antioksidan savunma
sistemindeki farkhliklar karsilastirilmis (Uzilday et al. 2012) olmasina ragmen, bu iki
tirin vyaprak proteom profilinin karsilastirildigi herhangi bir proteomik ¢alisma

bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu calismada kuraklik stresine maruz birakilan C.



spinosa (C3) ve C. gynandra (C4) tirlerinin yaprak dokularinda proteom degisimlerinin
iki boyutlu jel elektroforezi (2-DE) ve MALDI-TOF/TOF (Matrix-assisted laser
desorption/ionization-time of flight/time of flight) kitle spektrometrisi (MS) ile

degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Cleome Cinsi Sistematigi, Morfolojisi ve Anatomisi

Cleomaceae igindeki filogenetik iliskilerle ilgili cok sayida soru hala cevaplanmamistir
(Hall et al. 2002, Sanchez-Acebo 2005, Inda et al. 2008). Cleomoideae ve Capparoideae
daha 6nceden Capparaceae familyasina dahil edilmistir (Cronquist 1988, Takhtajan
1997). Ancak morfolojik ve molekuler ¢alismalar (Rodman et al. 1998, Judd et al. 1994)
Capparaceae familyasinin parafiletik (ortak ata ve ortak atayi paylasan taksonlarin bir
kismini kapsayan, ancak bazilarini disarida tutan takson grubunu belirtmek icin
kullanilan terim) oldugunu gostermis ve boylece Capparaceae familyasi Brassicaceae
familyasina dahil edilmistir (Judd et al. 2002, APG 2003). Cleomaceae familyasinin
filogenetik olarak Brassicaceae familyasina oldukca yakin oldugu bilinmektedir (Hall et
al. 2002, Sanchez-Acebo 2005). Bununla birlikte, Cleomoideae, Capparoideae ve
Brassicoideae’nin monofiletik (tek bir ortak atayr ve ondan tlreyen tim taksonlari
iceren takson grubu) kladlar oldugu (Hall et al. 2002) ve Capparaceae, Cleomaceae ve
Brassicaceae olmak Ulizere ¢ ayri familyaya (Hall et al. 2002) ayrilmistir. Cleomaceae
familyasinin bir Gyesi olan Cleome cinsi (Cizelge 2.1) 200’den fazla tir icermektedir
(Hall et al. 2002). Cleomaceae familyasina ait tirlerin diinyanin farkli bolgelerindeki
genis dagilimlari nedeniyle C4 mekanizmasinin orijini ve filogenetigi hakkindaki
bilgilerin eksik oldugu bildirilmistir (Feodorova 2010). Tarihi biyocografya analizleri,

Cleomaceae'nin Orta Asya'dan kdkenlendigini ortaya koymaktadir (Feodorova 2010).

Cizelge 2.1 Cleome cinsinin taksonomik hiyerarsisi (int. Kay. 1)

Alem Plantae

Alt alem Viridiplantae

Sube Tracheophyta

Alt sube Spermatophytina
Sinif Magnoliopsida
Siiper takim Rosanae

Takim Brassicales

Familya Cleomaceae

Cins Cleome L.

Turler Cleome spinosa (C3)

Cleome gynandra (C4)




Cleomaceae bilesik yapraklar, brakteli cicek durumu, zigomorfik cicekler, genellikle ayni
uzunlukta alti stamen ve agilan meyveler gibi 6zellikleri ile Brassicaceae familyasindan
ayrilmistir. Cleomaceae tirleri bir ginefora sahip olmasi ile Capparaceae uyeleriyle
floral 6zellikleri paylasmasina ragmen, bu tiirler otsu yapilari, alti stamenli zigomorfik

cicekleri ve tipik kuru meyveleri ile tanimlanmigtir (Hall 2008).

Bazi Cleome tiirlerinin (C3, C4 ve C3-C4) yaprak anatomileri farklihk gosterir (Sekil 2.1).
C3 tipi olan C. spinosa Kranz anatomisine sahip degildir. Agranal tipteki kloroplastlara
sahip demet kini hiicreleri ¢cogunlukla hiicreler arasi hava bosluguna dogru gelisen bir
yapi gosterir. Dorsoventral yaprak yapisina sahip olan C. spinosa, yapragin st tarafinda
(adaksiyal) 1-2 tabaka palizat parankimasi hiicresi ve 3-4 tabaka slinger parankimasi
hiicresinden olusan mezofil tabakasina sahiptir. Bu yapi, C3 tipi fotosentezi olan tiirler
icin tipiktir. C4 tipi C. gynandra, atriplikoid tipinde Kranz anatomisine sahiptir. Blyuk
demet kini hiicreleri, merkezi pozisyonda cok sayida organel icerir. Adaksiyal tarafta
belirgin bir tek palizat parankimasi tabakasi vardir, buna karsin yapragin alt tarafindaki
(abaksiyal) hiicreler siinger parankimasi hiicrelerine benzemektedir. Diger taraftan, bir
ara tlir (C3—C4 tipi) olan C. paradoxa’nin yaprak yapisi ise yapragin her iki tarafinda iki
tabaka halinde palizat klorenkimasinin varligi nedeni ile izopalizat tipine yakindir.
Bununla birlikte, abaksiyal taraftaki hlicre tabakalari daha gevsek bir sekilde
diizenlenmis ve iletim demetleri birbirine ¢ok yakindir. Blylik demet kini hiicrelerinde
merkezden cevreye dogru yerlesen birkac kloroplast bulunur; fakat cogu iletim
demetinin yakinindaki hiicre c¢eperine bitisik merkezcil bir konumdadir (Sekil 2.1)

(Voznesenskaya et al. 2007).

Cleome spinosa (C3) Cleome gynandra (C4) Cleome paradoxa (C3 - C4)
~—T X N ~~T ) .

Sekil 2.1 C. spinosa (C3), C. gynandra (C4) ve C. paradoxa (C3-C4) turlerinin yaprak anatomisi. DK, demet
kini hiicreleri; M, mezofil hiicreleri; Olcek=100 pm (Voznesenskaya et al. 2007’den
degistirilerek).



2.2 C3 ve C4 Fotosentez Mekanizmalari

Arabidopsis ile yakin akraba olan Cleome cinsinin, C3 ve C4 fotosentez
mekanizmalarina sahip tilrler igerdigi belirlenmistir (Marshall et al. 2007).
Voznesenskaya vd. (2007), 6 Cleome turini (C. spinosa, C. africana, C. gigantea, C.
hassleriana, C. monophylla, C. ornithopodioides) CO, kompensasyonu, izotop karbon
(8%3C) degerleri (%0-24 ila %0-30), Kranz yaprak anatomisinin olmamasi ve C4
fotosentez mekanizmasinin enzim seviyeleri (¢cok diisiik ya da yok) temelinde C3 tipi
bitkiler olarak tanimlamislardir. C. gynandra, C. angustifolia Forssk. (Afrika) ve C.
oxalidea F.Muell. (Avustralya) tirleri diisik CO, kompensasyon noktasi, karbon izotop
(83C) degerleri (~%0-10 ve %o0-15), Kranz yaprak anatomisinin varligi ve demet kini
yapisi, C4 fotosentez mekanizmasi enzimlerinin varligi ve RuBisCO ve fosfoenolpiruvat
karboksilazin segici immuno-lokalizasyonuna dayali olarak C4 tipi bitki olarak
tanimlanmistir. Diger taraftan, C. paradoxa ise orta seviyede CO, kompensasyon
noktasina (27.5 umol mol™) ve ayrintili yapisal &zelliklere sahip olmasinin yani sira
demet kini hiicrelerinin mitokondrilerdeki fotorespirasyon yolaginda islev goéren glisin
dekarboksilazin secici lokalizasyonu temelinde bir C3-C4 ara tir olarak tanimlanmistir
(Voznesenskaya et al. 2007). Bazi C3 fotosentetik mekanizmasina sahip Cleome
tirlerine gore bir C4 bitkisi olan C. gynandra’nin disiik CO, kompensasyon noktasi ve
yuksek karboksilasyon etkinligine sahip oldugu bildirilmistir (Cizelge 2.2) (Marshall et
al. 2007).

Cizelge 2.2 BaziI Cleome tiirlerinde CO, kompensasyon noktalari ve karboksilasyon etkinlikleri
(Marshall et al. 2007)

. Fotosentetik Kompensasyon noktasi  Karboksilasyon etkinligi

Tar . 1 2 1

mekanizma (umol mol™) (molm™s™)
C. spinosa Cc3 502 0.17£0.01
C. marshallii Cc3 52+3 0.24 £0.03
C. africana C3 65+4 0.65 + 0.07
C. violacea Cc3 514 0.20+0.01
C. hirta C3 123 +14 0.14 £ 0.02
C. isomeris Cc3 49+2 0.25+£0.02
C. foliosa C3 40+ 2 0.46 £0.11
C. gynandra (o} 9+4 0.93+0.31




Yapilan immunoblot analizlerine gore C. gynandra (C4)'da fotosentetik enzimlerden
fosfoenol piriivat karboksilaz (PEPC), pirlivat ortofosfat dikinaz (PPDK) ve NAD malik
enzim (NAD-ME) seviyelerinin yiksek oldugu gosterilmistir (Sekil 2.2) (Marshall et al.
2007, Voznesenskaya et al. 2007). Diger taraftan, C. spinosa’nin da igerisinde
bulundugu C3 tirlerinde ise yilksek RuBisCO seviyeleri, disik PEPC ve NAD-ME
seviyelerinin yani sira PPDK enziminden yoksun oldugu belirlenmistir. Farkh
karboksilasyon mekanizmalarina sahip C3 ve C4 tirlerine ait genomlarin molekiler
analizlerle karsilastirilmasi, C4 fotosentezinin gelisiminde rol oynayan genlerin
tanimlanmasina olanak saglamistir (Marshall et al. 2007, Voznesenskaya et al. 2007).
Bununla birlikte, yapilan bir transkriptomik calisma sonucu C4 fotosentezinde gorev
alan PEPC, NAD-ME, aspartat amino asit transferaz ve alanin amino asit transferaz
enzimlerine ait transkript seviyelerinin C. spinosa’ya gore C. gynandra tiriinde artan

yonden dizenlendigi belirlenmistir (Brautigam et al. 2011).
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Sekil 2.2 Bazi Cleome tiirlerinin yaprak dokularinda C4 enzimleri ve RuBisCO’nun immunoblot

analizleri (Voznesenskaya et al. 2007).

Bircok C4 bitki tliriinde fotosentez, iletim demeti etrafinda diizenlenmis demet kini ve
mezofil hlicrelerinde gerceklesmektedir (Hatch 1987). Diger taraftan, C4 fotosentez
mekanizmasi bazi tek hicreli deniz alglerinde (6rnegin, Udotea flabellum) de
gozlenmistir (Reiskind and Bowes 1991). C4 bitki tirlerinin mezofil hiicrelerinde CO,,

karbonik anhidraz enzimi ile bikarbonata (HCO;") donistiruldiikten sonra PEPC



oksaloasetati (OAA) olusturmak Gzere ilk karboksilasyon basamagini kataliz etmektedir.
Olusan OAA daha sonra birer C4 asit olan malata veya aspartata indirgenir. Bu C4
asitler demet kini hiicrelerine difiize olur ve burada dekarboksilaz enzimi araciligiyla
CO, agiga cikar ve RuBisCO enziminin bulundugu alanda CO; konsantre hale getirilir. Bu
durum fotosentez oranini arttirir, ¢linkii RuBisCO enziminin aktif boélgesi icin CO, ve
oksijen arasindaki rekabet azalir (Jordan and Ogren 1984). NADP-bagimh malik enzim
(NADP-ME), NAD-bagimh malik enzim (NAD-ME) ve fosfoenol pirtivat karboksikinaz
(PEPCK) olmak Ulzere C4 fotosentezinde fonksiyon gordiigi bilinen (g tip karboksilaz
bulunmaktadir (Sekil 2.3) (Furbank 2011). Dekarboksilasyon sonucu olusan (i¢ karbonlu
bilesik tekrar mezofil hiicrelerine déner ve burada PPDK enzimi araciglyla fosfoenol

pirtivatin yeniden olusturulmasinda kullanilir (Hatch and Slack 1966).
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Sekil 2.3 Bitkilerde C4 fotosentezi ile iliskili reaksiyonlarin sematik gosterimi. Kloroplastlar yesil,
mitokondriler ise turuncu renkte gosterilmistir. MAL, malat; OAA, oksaloasetat; PEP,
fosfoenol pirlivat; ASP, aspartat; ALA, alanin; PYR, pirtivat. 1. Karbonik anhidraz, 2. Fosfoenol
pirtvat karboksilaz, 3. NAD/P-Malat dehidrogenaz, 4. Dekarboksilazlar, 5. Pirlivat ortofosfat
dikinaz, 6. Aspartat amino asit transferazlar, 7. Alanin amino asit transferazlar (Aubry et al.
2011’den degistirilerek).



2.3 Bitkilerde Kuraklik Stresinin Etkileri

Atmosferik karbondioksit seviyelerindeki artistan kaynaklanan kiresel iklim degisikligi
tarimsal alanlarin kullanilabilirligini ve kalitesini olumsuz etkilemektedir (Peters et al.
2011). Bu nedenle, iklim degisikliginin beraberinde getirecegi stres kosullarinin 6nemli
tarimsal Urinlerin Gzerine yapacagl etkilerin arastirilmasi olduk¢a 6nemlidir (Shanker
et al. 2014). Kuraklik stresine cevap olarak metabolik degisimler ve stres sinyalizasyon
yolaklarinin yani sira kuraklik toleransinda rol oynayan genlerin belirlenmesi, diinyanin
kurak boélgelerine adapte olabilecek yeni tirlerin gelistiriilmesine olanak saglayacaktir

(Venkateswarlu and Shanker 2012).

Bazi g¢alismalarda kuraklik stresinin bitki blyime ve gelisimini nasil etkiledigi ve
bitkilerin bu tir bir strese nasil tepki verdigi incelenmistir (Zong and Shangguan 2014,
Urban et al. 2017, Michaletti et al. 2018, Xin et al. 2018, Li et al. 2018). Kuraklik stresi
genellikle fotosentetik aktivitede dislse, enerji Uretiminde azalmaya ve enerji
metabolizmasinin organizasyonunda bozulmalara neden olmaktadir (Kang et al. 2012).
Kurakhk stresi altindaki dort farkh kolza (Brassica napus L.) genotipinde net
fotosentetik oran, stoma iletkenligi, transpirasyon orani, nispi su icerigi ve fotosentetik
pigmentlerin azaldigi buna karsin yaprak su potansiyelinin negatif yonde arttig
belirtilmistir (Urban et al. 2017). Misir (Zea mays L.) fidelerinde net fotosentez oraninin
ve maksimum fotokimyasal etkinligin kuraklik stresine cevap olarak azaldigi, buna
karsin lipid peroksidasyonu, prolin ve ¢6ziinebilir seker iceriginin arttigi gosterilmistir
(Xin et al. 2018). iki orkide tiirii Cymbidium tracyanum ve C. sinense’de kuraklik stresi
altinda stoma iletkenligi ve net fotosentetik oran azalirken, jasmonik asit ve absisik asit
(ABA) seviyelerinin arttigi rapor edilmistir (Li et al. 2018). Fotosentezdeki azalma stoma
iletkenligindeki ve RuBisCO aktivitesindeki azalmadan kaynaklanmaktadir (Bota et al.
2004). Bununla birlikte, ozmolitler ve reaktif oksijen tirlerinin Gretimindeki artis gibi
bircok biyokimyasal ve molekiler degisikler kurakhk stresi tarafindan tesvik
edilmektedir (Apel and Hirt 2004, Chen and Murata 2008). Kuraklik, koklerde ABA

Uretimini tesvik etmekte ve ABA govdeye tasinarak stomalarin kapanmasina ve



bliylimenin engellenmesine neden olmaktadir (Mittler and Blumwald 2015). Kuraklik
stresi altinda ABA biyosentezi ve tasinimi ile ilgili genlerin farkli sekilde diizenlenmesi
kok ve govde arasindaki sinyal yolaklarinin stres cevabindaki 6nemini gostermektedir
(Rasheed et al. 2016). Ings vd. (2013), C4 tipi Miscanthus tirlerinde bagil su
icerigindeki azalmanin yaygin bir kuraklik stresi cevabi oldugunu bildirmislerdir.
Topraktaki su miktari sinirh oldugunda bitki blylmesi genellikle azalmasina karsin,
sirgin blyldmesi kok buylimesinden daha fazla etkilenmekte ve bazi durumlarda
bitkilerin kok/slirglin orani iyi sulanan kontrollere gore artabilmektedir (Anithakumari
et al. 2012). Asiri kuraklik stresi kosullarinda hiicre uzamasi, uzamakta olan hiicrelere
su akisinin kesilmesi ile engellenir (Ings et al. 2013). Kuraklik stresi hiicre boliinmesi,
uzamasl ve genislemesini etkileyerek blylimede inhibisyona neden olmaktadir

(Potopova et al. 2016).

Kuraklik stresinin hem yaprak alanini hem de birim yaprak alani basina fotosentetik hizi
disirerek fotosentezi azalttigl bilinmektedir. Azalmis fotosentez orani esas olarak
stoma kapanmasi veya metabolik bozukluktan kaynaklanmaktadir (Basu et al. 2016).
Su eksikligi tilakoid elektron tasinmasi, karbon indirgeme dénglisi ve stomalar ile CO,
aliminin kontroli gibi 6nemli bilesenleri bozarak fotosentezin baskilanmasina yol
acmaktadir (Farooq et al. 2009, Carmo-Silva et al. 2012). Kuraklik stresine bagh olarak
sinirh hiicre ici CO, konsantrasyonu altinda devam eden fotosentetik 1sik reaksiyonlari
indirgenmis fotosentetik elektron tasima bilesenlerinin birikmesine yol agar ve bu
bilesikler molekiler oksijeni indirgeyerek reaktif oksijen tirlerinin Gretilmesine neden
olmaktadir (Basu et al. 2016). Reaktif oksijen tlrleri fotosentetik aygitlara ciddi sekilde
zarar vermektedir (Lawlor and Cornic 2002). Kuraklik stresi altinda fotosentezin
biyokimyasal etkinligi ribuloz-1,5-bifosfatin yeniden (retilmesine ve RuBisCO
aktivitesine baghdir (Lawlor 2002). RuBisCO aktivitesindeki bu azalmaya maksimum
karboksilasyon orani, stromal fruktoz bisfosfataz aktivitesi ve fotosistem Il (FSII)'nin
kuantum etkinligindeki azalma eslik etmektedir (Zhou et al. 2007, Carmo-Silva et al.
2012). Fotosentetik elektron tasima zincirinin aktivitesi, kloroplasttaki CO,

konsantrasyonu ile hassas bir sekilde ayarlanmakta ve kuraklik stresi FSIl aktivitesinde
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bir azalmaya neden olmaktadir (Suzuki et al. 2014). Fotosentezin karbon indirgenme
reaksiyonlari Uzerindeki olumsuz etkilerinin yani sira kuraklik stresi fotosentezin 1sik
reaksiyonlari sirasinda devirli ve devirsiz elektron tasimasini olumsuz etkilemektedir
(Obidiegwu et al. 2015). C4 fotosentezinin kuraklik stresi altinda su kaybini sinirlamak,
fotorespirasyonu azaltmak ve fotosentez etkinligini iyilestirmek (zere C3
fotosentezinden koken aldigi ileri strilmustir (Edwards and Walker 1983). Bununla
birlikte, C4 fotosentez mekanizmasinin C3 bitkilerine aktarilmasi lzerine ¢alismalar
devam etmesine karsin, verimlilik Gzerindeki etkilerinin olduk¢a sinirh oldugu

bildirilmistir (Gowik and Westhoff 2011).

C4 bitkileri, ayirt edici bir yaprak anatomisine sahip olmalari nedeniyle C3 bitkilerinden
farkhidir: C4 bitkileri iyi tanimlanmis demet kini hiicrelerine, kloroplast dimorfizmine,
demet kini hicrelerinde ribuloz 1,5-bisfosfat karboksilaz (RuBisCO) ve mezofil
hicrelerinde  fosfoenolpiruvat karboksilaz (PEPC) enzimlerini kapsayan iki
karboksilasyon yoluna ve demet kini hiicrelerinde fotorespirasyonu baskilamak igin
karbondioksit biriktirme mekanizmasina sahiptir. C3 bitkilerine gore su stresine daha
iyi adapte olan C4 bitkilerinin daha etkin su kullanim verimliligine sahip oldugu

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

Bitkiler kuraklik stresinin Ustesinden gelebilmek icin stoma direncinin arttirilmasi ile
bagil su iceriklerinin kontroli (Yoo et al. 2009), genis ve derin kok sistemleri ile su
aliminin arttirilmasi (Gowda et al. 2011), prolin ve glisin betain gibi ozmolitlerin birikimi
(Rampino et al. 2006) gibi fizyolojik mekanizmalarin yani sira enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan savunma sistemleri (Cruz 2008) gelistirmistir. Prolin, enzimler ve
proteinler gibi makromolekillerin kararli hale gelmesi, membran bitlinlGgliinin
korunmasi ve reaktif oksijen tirlerinin temizlenmesi gibi bircok fizyolojik role sahiptir
(Kaur and Asthir 2017). Bununla birlikte, pirrolin-5-karboksilat sentaz (P5CS) genini asiri
ifade eden bitkilerin prolin biriktirdigi ve bu durumun ozmotik stres toleransina neden
oldugu bildirilmistir (Khan et al. 2015). Rafinoz ve galaktinozun kuraklk, tuzluluk ve

dislik sicaklk streslerine toleransta rol oynadigi belirtilmistir. 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 kuraklik stresine cevap olarak artan
yonde dizenlendigi bildirilmistir (Rasheed et al. 2016). Bununla birlikte, GolS2 genini
asiri ifade eden Arabidopsis’te i¢sel galaktinol ve rafinoz igeriginin arttigi ve bu

bitkilerin kuraklik stresine daha toleranslh oldugu belirtilmistir (Taji et al. 2002).

2.4 Kuraklhik Stresi Altindaki Bitkilerde Proteom Degisimleri

Fonksiyonel genomik ve transkriptomik analizler, bitkilerde kurakhga duyarli
mekanizmalarin molekiler temelini anlamak icin yaygin olarak kullaniimaktadir
(Rasheed et al. 2016, Moschen et al. 2017). Kurakhk stresi ile iliskili genler ozmotik
basing dizenleyici enzimler, akuaporinler, detoksifiye edici enzimler, LEA proteinleri,
reaktif oksijen tiirlerini temizleyen enzimler ve hiicre zarlarinin bitinlGglini koruyan
ve iyon tasinimi/dengesini saglayan saperonlardir. Ayrica, gen ifadesi ve sinyal iletimini
dizenleyen cesitli transkripsiyon faktorleri ve protein kinazlar da kuraklik stresine
yanitta 6nemlidir (Wei et al. 2009, Rasheed et al. 2016). Kurakhk stresi, bitkilerin
canliliklarini stirdirebilmesinde rol oynayan genlerin ifadesindeki degisimler (Batlang et
al. 2013), bitkilere zarar verebilen veya strese karsi tolerans saglayacak bir
mekanizmanin parcasi olan proteinlerin Uretimi ve degradasyonundaki degisimler
(Mohammadi et al. 2012) ve kuraklik stresine tolerans saglayabilen yeni metabolitlerin
sentezi icin metabolizmanin degistirilmesi (Babita et al. 2010, Kumari et al. 2013) gibi
etkilesimli modifikasyonlara neden olabilmektedir. Kuraklik stresine adaptasyonda,
stoma hareketlerinin dizenlenmesi, sliberin sentezinin tesviki ve cicek gelisiminde
onemli rol oynayan MYB transkripsiyon faktorlerinin (Gao et al. 2014, Baldoni et al.
2015), primer ve sekonder metabolizma, gelisim ve farkh biyotik ve abiyotik streslere

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

Bitki proteomigi, strese maruz kalan bitkilerde de bitki proteomunun ve proteinlerin
biyolojik fonksiyonlarinin arastirilmasina yonelik dinamik bir disiplindir. Son yillarda,
stres altindaki bitkilerin proteomundaki degisimleri konu alan calismalarin sayisi

giderek artmaktadir (Kosova et al. 2018). Strese maruz kalan bitkilerden elde edilen
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molekiler bilgiler, strese toleransli bitkilerin genetik olarak gelistirilmesi icin olasi aday

genlerin belirlenmesine olanak saglamaktadir (Barkla et al. 2016). Farkli bitki tiirlerinde

yapilan proteomik ¢alismalar kuraklik stresine olan cevaplarin molekiiler temellerinin

anlasiilmasinda 6nemli bilgiler saglamistir (Sekil 2.4) (Wang et al. 2016, Wang et al.

2017, Michaletti et al. 2018, Xin et al. 2018).
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Sekil 2.4 Kurakliga duyarli proteinlerin sinyalleme, gen ifadesinin dizenlenmesi, protein sentezi ve

parcalanmasi ile ilgili sematik gosterimi. Kesintisiz gizgi tek agamali reaksiyonlari, kesikli ¢izgi
reaksiyonun ara basamaklarini belirtir. (A) Sinyalleme; (B) DNA replikasyonu ve
transkripsiyonu; (C) RNA isleme; (D) Protein sentezi; (E) Protein isleme; (F) Protein
pargalanmasi. 14-3-3: 14-3-3 proteini; Nep: aspartik proteinaz; ClpP: ATP bagiml Clp proteaz;
ABP: oksin baglayici protein; BiP: endoplasmik retikulum-liminal baglayici protein; CaB:
kalsiyum iyonu baglayici protein; CaSR: kalsiyum algilama reseptori; CDPK: kalsiyum bagimli
protein kinazi; CAM: kalmodulin; CNX: kalneksin; CRT: kalretikulin; CP: sistein proteinaz; EF:
uzama faktorli; ERF: etilen ile tepki veren transkripsiyon faktérii; GDI: GSYiH ayrisma
Onleyicisi; GR-RBP: glisin bakimindan zengin RNA baglayici protein; HSP: 1si soku proteini;
HMG: yilksek mobilite grup proteini; HOP: Hsp70-Hsp90 organize edici protein; AP: I6sin
aminopeptidaz; MatK: maturaz K; MEP: metalloendopeptidaz; MC: molekiiler koruyucu; OP:
oligopeptidaz A-benzeri; PPlaz: peptidil-prolil cis-trans izomeraz; PLD: fosfolipaz D; PhyC:
fitokrom C; PCNA: c¢ogalan hiicre nikleer antijen; PIP: prolin iminopeptidaz; PDI: protein
distlfir izomeraz; PP2C: protein fosfataz 2C; RanBP: Ran-baglayici protein; RT:
retrotranspozon protein; RNaz: ribonikleaz; RNP: riboniikleoprotein; RP: ribozomal protein;
RBP: RNA baglayici protein; Hlc: RNA helikaz; RNAP: RNA polimeraz; SCPL: serin
karboksipeptidaz benzeri protein; STK: serin/treonin kinaz; PSP: serin/treonin-protein
fosfataz; SnRK: sikroz fermentasyon onleyici 1 protein kinaz; TCP: T kompleksi proteini;
TRIP1: TGF-B reseptor etkilesen protein 1; TF: transkripsiyon faktoéri; TR: transkripsiyon
regiilatori; TIG: tetikleyici faktor benzeri protein; V-PPaz: vakuolar H'-pirofosfataz; V-ATPaz:
vakuolar H*-ATPaz; Zmp: cinko metaloproteazi (Wang et al. 2016).
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2.4.1 Kuraklik Stresi ve Fotosentez ile iliskili Proteinler

Fotosentez dogrudan bitki verimliligi ve enerji kullanimi ile iliskilidir ve kuraklik stresi
gibi bircok abiyotik stres faktort fotosentezi etkilemektedir (Kosova et al. 2011).
Kuraklik stresi sirasinda buylime ve gelisimin slrdiridlmesinin yollarindan biri,
fotosentez etkinligini mimkiin oldugu kadar vyiksek tutmak ancak stresten
kaynaklanan enerji ve iyon dengesizliklerini dnlemektir. Bu dengesizlikler fotosentetik
aygitlarin asiri uyarilmasina ve sonuc olarak foto-oksidatif hasara yol acabilir (Chaves et
al. 2009). Bitkilerin olumsuz cevre kosullarina adaptasyonu, diger sireglerle birlikte
bitki bliyimesi ve gelisimini belirleyen fotosentezin plastisitesi ve esnekligi ile ilgilidir
(Abreu et al. 2013). Fotosentetik bilesenlerin fonksiyonel olarak birbirleriyle iliskili
oldugu gbz oniline alindiginda, herhangi bir fotosentetik bilesenin zarar goérmesi
fotosentetik aktivitede genel bir azalmaya yol agabilmektedir (Chen et al. 2011).
Elektron tasima zinciri ve RuBisCO gibi karbon indirgenme dénglsinin 6nemli
enzimlerinin kuraklik stresine bagli olarak ifade seviyelerinin azaldigl ve bu azalmanin
fotosentetik aktivitedeki inhibisyon ile iliskili oldugu bildirilmistir (Khodadadi et al.
2017).

RuBisCO’nun yani sira karbon indirgenme reaksiyonlarinda fonksiyon géren fruktoz-
1,6-bifofat aldolaz, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz, sedoheptuloz-1,7-bifosfataz ve
fosforibulokinaz gibi bircok enzimin ifade seviyelerindeki azalmalar kuraklik stresi
altindaki bircok bitki tiirinde belirlenmistir (Wang et al. 2017, Michaletti et al. 2018,
Xin et al. 2018). Diger taraftan, Calvin dongisi enzimlerinin kurakliga toleransh
yerfistigi yapraklarinda arttigi, hassas varyete de ise azaldigl ve disiuk miktardaki bu
proteinlerin oksidatif strese neden olarak fotosentetik aygitlara zarar verdigi
belirtilmistir (Katam et al. 2016). Ribuloz-1,5-bifosfatin yenilenmesinde fonksiyon
goren enzim olan fosforibulokinaz enziminin kurakliga hassas seker pancari (Beta
vulgaris L.) yapraklarinda azalan yénde diizenlendigi bildirilmistir (Wang et al. 2017).
Bununla birlikte, RuBisCO’nun aktif bdlgesinden inhibitér seker fosfatin

uzaklastiriimasindan sorumlu ATP bagimli bir enzim olan RuBisCO aktivaz da kuraklik

14



stresi tarafindan azalan yonde diizenlenmektedir (Kausar et al. 2013). Kuraklik stresi
altinda stoma kapanmasina bagl olarak hiicre i¢i CO, konsantrasyonunun azalmasi
ribuloz-1,5-bifosfatin oksijenasyonunu ve dolayisiyla fotorespirasyonu arttirmaktadir.
Bununla birlikte, kuraklik stresi kosullarinda fotorespirasyon ile iliskili proteinlerin artan
yonde dizenlenmesi fotorespirasyonun su stresi tarafindan dizenlendigini
gostermektedir. Fotorespirasyon, zarar gormus FSII’nin onarilmasinda 6nemli olan D1

proteininin sentezinin inhibe olmasini dnleyebilmektedir (Takahashi et al. 2007).

Kuraklik stresinin  fotoinhibisyona neden olarak fotosentezin biyokimyasal
reaksiyonlarini sinirladigi (Johnova et al. 2016) ve fotosistemlerin zarar gérmesinin ATP
ve indirgeyici molekilerin olusma kapasitesini azalttigi bildirilmistir. Isik yakalama
kompleksi, fotosistem II'nin kararlihgini saglayan onemli proteinlerin (CYP38 ve
HCF136) ve bazi ATP sentaz altbirimlerinin kuraklik stresi altindaki bitki tirlerinde
azalan yonde dizenlendigi bildirilmistir (Khodadadi et al. 2017, Michaletti et al. 2018).
Diger taraftan, FSII'nin reaksiyon merkezinde suyun parcalanmasindan sorumlu bir
protein olan OEE2 (oxygen-evolving enhancer 2) proteininin kuraklik toleransli seker
pancari yapraklarinda artan yonde dizenlendigi bildirilmistir (Wang et al. 2017).
Gliserat-3-fosfat, NADPH molekiilinden elektronlari alarak FSII'nin reaktif oksijen
turlerine karsi korunmasini saglamaktadir. Gliserat-3-fosfat dehidrogenaz proteinin
kurakhga toleransli celtik cesidinde artan yonde diizenlendigi ve FSII’nin korunmasinda
bu enzimin bir role sahip oldugu bildirilmistir (Chintakovid et al. 2017). LHCB (light-
harvesting chlorophyll a/b-binding proteins) ailesine ait proteinlerin azalan yonde
diizenlenmesinin stoma bekgi hiicrelerinin ABA’ya karsi olan hassasiyetini azalttigi ve
bu durumun kuraklik toleransinda azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Xu et al. 2012,
Urban et al. 2017). Ayrica tiyoredoksin, demir-kikiirt proteini, ferredoksin-NADP
rediiktaz ve NADH dehidrogenaz gibi proteinleri kuraklik stresi kosullarinda azalmasinin

FSII ve FSI arasinda elektron transferini baskiladigi belirtilmistir (Xin et al. 2018).
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2.4.2 Karbohidrat ve Enerji Metabolizmasi ile iliskili Proteinler

Yeterli miktarda enerjinin ve dengeli karbonhidrat Uretiminin sirdarilmesi tim
bitkilerde en 6nemli olaylardir. Sekerler, enerjik fonksiyona hizmet etmenin yani sira
bircok hiicresel siirecte merkezi bir diizenleyici rol oynarlar ve bitki metabolizmasini ve
gelisimini dizenleyen 6nemli sinyaller olarak kabul edilirler (Bilal et al. 2014). ATP
metabolizmasi ile ilgili bircok enzimin kurakhk stresi kosullarinda farkh sekilde ifade
oldugu belirlenmistir (Vitamvas et al. 2015). ATP sentaz alt birimlerindeki artislar ile
ilgili cahismalarda belirtildigi gibi, bitki stres tepkilerini hedef alan bir¢ok proteomik
calismada, evrensel bir enerji kaynagi olarak ATP'ye duyulan ihtiyac bildirilmistir

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

Glikoliz, trikarboksilik asit dongiisii ve pentoz fosfat yolagi gibi enerji metabolizmasi ile
iliskili bircok proteinin seviyesinin kuraklik stresi kosullarinda azaldigi bilinmektedir (Xin
et al. 2018). Fosfoglukomutaz karbohidrat metabolizmasinda 6nemli bir enzimdir ve
glukoz-1-fosfatin glukoz-6-fosfata donisimini kataliz etmektedir. Fosfoglukomutaz
proteinin azalan yonde diizenlenmesinin, stres hasarini hafifletmek igin gerekli olan
enerjiyi azalttigi ve ayrica kuraklik stresi kosullarinda koruyucu bir rol oynadigi
bildirilmistir (Zhang et al. 2009). Malatin oksaloasetata dontisimiini kataliz eden malat
dehidrogenaz trikarboksilik asit donglsiniin 6nemli bir enzimidir. Malat dehidrogenaz
protein seviyesinin kurakliga toleransh seker pancari yapraklarinda arttigi bildirilmistir
(Wang et al. 2017). Fosfogliserat kinaz glikoliz sirasinda ATP Uretiminde ve Calvin
dongisiinde 1,3-bifosfogliseratin olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (Joshi et al.
2016). Fosfogliserat kinaz proteinin kurakligi toleransi rezene bitkilerinde arttigi, buna
karsin hassas bitkilerde azaldig bildirilmistir (Khodadadi et al. 2017). Fruktoz-bifosfat
aldolaz; fruktoz-1,6-bifosfatin gliseraldehit-3-fosfata ve dihidroksiaseton fosfata
doénidsmesini kataliz etmektedir. Bu proteinin seviyesindeki azalma kuraklik stresi
altindaki kolza ve arpa gibi bitki tiirlerinde belirlenmistir (Vitamvas et al. 2015, Urban
et al. 2017). Glikolizde fonksiyon goren iki enzim olan enolaz ve fruktoz-1,6-bifosfat

aldolazin kuraklik stresi altindaki bugday bitkilerinde azaldig bildirilmistir (Zhang et al.
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2014). Sonug olarak, kuraklik stresi kosullarinda fotosentezin engellenmesine bagli
olarak bitkilerin karbonhidrat metabolizmasinin olumsuz etkilendigi ve eneriji

tiketiminin azaldigi iyi bilinmektedir (Kosova et al. 2011).

2.4.3 Stres Savunma ile iliskili Proteinler

Kuraklik gibi cevresel stresler, fotosentez, mitokondriyal solunum ve fotorespirasyon
gibi slrecglere zarar vermekte ve reaktif oksijen tirlerinin Uretimini artirmaktadir
(Mittler 2002). Normal kosullarda bitkiler reaktif oksijen tirlerini programlanmis hiicre
Olimd, abiyotik stres cevaplari ve patojenlere karsi savunma gibi cesitli hicresel
olaylarda sinyal molekiili olarak kullanmaktadir. Strese maruz kalan bitkilerde asiri
Uretilen reaktif oksijen tirleri lipitlere, nikleik asitlere ve proteinlerde oksidatif zarara
neden olarak hicre 6limiine yol agmaktadir (Pitzschke et al. 2006). Reaktif oksijen
turlerinin seviyelerini korumak igin enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalarin
kompleks dizilerini gelistirmistir. Kuraklik stresine maruz kalan bir¢cok bitki tiiriinde
siperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT), peroksidaz (POD),
tiyoredoksin peroksidaz, glutatyon S-transferaz (GST) gibi enzimlerin protein
seviyelerinin degisiklik gosterdigi bildirilmistir (Faghani et al. 2015, Li et al. 2018, Xin et
al. 2018). SOD, yiiksek derecede toksik stiperoksit anyonunu daha az toksik hidrojen
peroksite donustirerek oksidatif hasara karsi ilk savunma hatti olarak bilinmektedir.
SOD proteinin ifade seviyesindeki artis kurakhk stresi altindaki c¢eltik ve bugday gibi
bitki tlrlerinde belirlenmistir (Ji et al. 2012, Faghani et al. 2015). SOD enziminin
abiyotik streslere tolerans kazandirilmasindaki 6nemi, bu enzimi kodlayan genleri asiri
ifade eden transgenik bitkiler kullanilarak ortaya cikarilmistir (Faize et al. 2011, Negi et
al. 2015). Artan APX ifade seviyesi kuraklik stresi altindaki bircok bitki tliriinde
belirlenmis (Chmielewska et al. 2016, Wang et al. 2017) ve kuraklik stresi kosullarinda
artan askorbat-glutatyon donglisii aktivitesinin toleransli genotiplerde daha belirgin
oldugu bildirilmistir (Chmielewska et al. 2016, Wang et al. 2017). GST, tripeptid
glutatyon ile ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda rol oynayan ve oksidatif stresi

hafifleten 6nemli bir enzimdir (Marrs 1996). Kurakliga hassas bugday genotipinde GST
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ifadesinin azalan yonde diizenlendigi ve bu genotipin toksik molekdilleri detoksifiye
etmede basarisiz oldugu bildirilmistir (Michaletti et al. 2018). Benzer olarak, GST
seviyesindeki artisin sadece kurakhga toleranshi arpa genotiplerinde oldugu
bildirilmistir (Kausar et al. 2013, Chmielewska et al. 2016). Bununla birlikte, domates
GST genini asir ifade eden transgenik Arabidopsis bitkilerinde kuraklik toleransinin

arttigi rapor edilmistir (Xu et al. 2015).

Peroksiredoksinlerin (Prx), farkh tirde biyotik ve abiyotik streslere maruz kalan
bitkilerde elektron tasima aktiviteleri sonucu Uretilen reaktif oksijen tirleriyle
micadelede 6nemli bir rol oynadigl bilinmektedir. Prx’lerin gelisim ve adaptasyon
sirasinda redoks sinyalini dizenledigi ve DNA hasarlarina karsi koruma sagladigi
gosterilmistir (Tripathi et al. 2009). Reaktif oksijen tlirlerini indirgeyen peroksidazlarin
bir grubu olan 2-Cys Prx silfidril rezidielerinden peroksitlere elektronlarin transferini
kataliz etmektedir. Prx-2E, tioredoksin sistemi araciligiyla saglanan detoksifikasyonda
yer alir ve kloroplast redoks homeostazinda rol oynayabilir (Baier and Dietz 1997).
Farkh Prx proteinlerin kurakhk stresi altindaki bazi bitki tlrlerinde artan yoénde

diizenlendigi bildirilmistir (Zhang et al. 2016, Urban et al. 2017, Xin et al. 2018).

2.4.4 Protein Metabolizmasi ile iliskili Proteinler

lyi bilinen molekiler saperonlar olarak, HSP ailesi normal bitki biyiime sireglerini
diizenlemede rol oynamaktadir. Stres kosullarinda reaktif oksijen tirleri HSP70 Uretimi
ve birikiminin diizenlenmesine katilir (Piterkova et al. 2013). Birka¢ saperon kompleksi
(HSP90) dokuya 06zgli ABA yanitlarinin dizenlenmesine fonksiyon gorebilmektedir
(Clement et al. 2011). Protein katlanmasi icin 6nemli bir molekiler saperon olan
HSP70, hiicrelerin strese karsi korunmasina yardimci olmaktadir. Tuzluluk, soguk ve
kuraklhk gibi bircok abiyotik stres altinda ekspresyon seviyelerini arttirdigi bildirilmistir
(Komatsu et al. 2013). HSP70'in artan yonde dizenlenmesi, hasarl proteinlerin hizh
bozunmasi ve reaktivasyonu yoluyla korunmasini ve boylece kuraklik stresine toleransi

artirmaya yardimci oldugunu gostermektedir (Mohammadi et al. 2012, Xin et al. 2018).
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Kloroplastik HSP70 proteininin ifade seviyesinin kurakliga toleransli seker pancari
yapraklarinda arttigi buna karsin hassas genotipte azaldig bildirilmistir. Bu durumun,
kurakhga toleransl genotipte kloroplastik HSP70'in ifade seviyesinin artmasinin, FSIl ve
diger onemli hicresel bilesenleri kurakhk stresi altindaki hasardan koruyabilecegini
gosterdigi bildirilmistir (Wang et al. 2017). Bununla birlikte, HSP70, saperonin 60,
protein disllfit izomeraz, saperonin 21 ve siklofilin gibi protein metabolizmasi ile ilgili
proteinlerin kurakhga toleranslh yer fistigi genotipinde artan yénde dizenledigi, hassas

genotipte ise azalan yonde diizenlendigi bildirilmistir (Katam et al. 2016).

HSP90 hiicrelerde oldukca fazla miktarda bulunan bir proteindir ve toplam hiicresel
proteinin yaklasik %1-2’sini olusturmaktadir (Frydman 2001). HSP90 protein
katlanmasinin yani sira sinyal iletimi, hicre doénglsinin kontrolli, protein
degredasyonu ve protein trafiginde fonksiyon gormektedir (Wang et al. 2004).
HSP90'in ifade seviyesinin bircok stres kosulunda artmakta ve Arabidopsis’in kuraklk
toleransinda rol oynayabilecegi bildirilmistir (Song et al. 2009). ATP bagimh Clp
proteazlar (HSP100) molekiler saperonlar olarak islevlerine ek olarak, yanls katlanmis
proteinlerin degredasyonunu saglayarak hicresel homeostazin sirdiriilmesinde rol
oynamaktadir. Asiri kuraklik stresine maruz birakilan bugday fidelerinde Clp proteaz

proteininin arttigi bildirilmistir (Larkindale and Vierling 2008).

2.4.5 Sinyal iletimi ile iliskili Proteinler

Bitkiler strese maruz kaldiginda, genellikle stres sinyalleri 6zel reseptorler araciligiyla
algilanmakta ve daha sonra gen ifadesini dizenlemek icin bu sinyaller sinyal iletim
mekanizmasina gonderilmektedir (Yan et al. 2006). Protein fosfataz 2C (PP2C), absisik
asit ve gibberellik asit gibi bitki hormonlarinin yani sira kuraklik, tuz, yaralama ve soguk
gibi cesitli stresler tarafindan aktive edilen sinyal yolaklarinin genel bir diizenleyicisi
olarak islev gérmektedir (Liu et al. 2009). Kuraklik stresi altindaki misir fidelerinde PP2C
proteininin azaldigl ve PP2C'nin kisa sireli kuraklik stresine karsi savunma icin sinyal

yollarinin diizenlenmesine katkida bulundugunu ileri sturGimistiar (Xin et al. 2018).
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Yiiksek oranda korunmus asidik protein ailesi 14—3-3 sinyal iletimi ve apoptoz olmak
Uzere birgok fizyolojik silirecte 200'den fazla hedef protein ile etkilesime
girebilmektedir (Mhawech 2005, Sun et al. 2011). 14-3-3 proteininin kuraklik stresine
toleransli bugday genotipinde artan yonde dizenlendigi bildirilmistir (Hao et al. 2015).
Diger taraftan, 14—3-3 proteininin hassas bugday genotipinde kuraklik stresine cevap
olarak azaldig bildirilmistir (Faghani et al. 2015). Shi vd. (2014), sinyal iletiminde yer
alan 14-3-3 benzeri proteininin kuraklik stresi yanitinda énemli bir rol oynayabilecegini
bildirmistir. Ayrica Arabidopsis 14—-3—3 proteinin kodlayan geni asiri ifade eden pamuk
bitkilerinde kuraklik toleransinin arttig1 rapor edilmistir (Yan et al. 2004). Sitoplazmik
Ca*? baglayici bir protein olan TCTP (translationally controlled tumor protein) nin ifade
seviyesinin kuraklik stresine yanit olarak bugday fidelerinde arttig1 belirtilmistir (Zhang
et al. 2014). TCTP’nin strese maruz kalan bitki hicrelerinde Ca*? homeostazinin
korunmasinda rol oynamasi mimkinddr, ¢linkl biyotik ve abiyotik stres gibi hiicre disi
sinyaller, bitkilerde Ca** hiicresi konsantrasyonundaki degisikliklere yol acabilmektedir
(Luan et al. 2002). Sinyal iletiminde fonksiyon goren diger bir protein olan
anneksinlerin bitkilerin tuz ve kuraklik stresi ile iligkili olabilecegi bildirilmistir
(Konopka-Postupolska et al. 2009, Sobhanian et al. 2010). Zit olarak, anneksin
proteininin kurakhga hassas fasulye (Phaseolus vulgaris L.) bitkilerinde artan yénde
diizenlendigi ve anneksin proteininin kuraklik toleransi ile iliskili olmadigi bildirilmistir

(zadraznika et al. 2013).

2.4.6 Kuraklik Stresi ile iliskili Diger Proteinler

Kuraklik dahil olmak lzere bir¢cok ¢cevresel stres, muhtemelen elektron tasima zincirinin
azalmasina bagh olarak bitki hicrelerinde serbest amino asit ve aminlerin artmasina
neden olmaktadir (Reggiani et al. 2000). Bu amino asitler ve aminler ozmoprotektan,
ozmotik duzenleyici veya reaktif oksijen tirlerinin temizleyicileri olarak islev
gorebilmektedir. Prolin ve glisin betain (GB) gibi ozmoprotektanlarin sentezinde rol
oynayan proteinlerin dlizenlemesi bitkilerin stres toleransinda o6nemli bir rol

oynamaktadir (Alam et al. 2010). Glutamin sentetaz (GS) azot metabolizmasinda
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onemli bir oynamakta ve bitkilerde prolin seviyesinin diizenlenmesinde fonksiyon
gordigu belirtilmistir. Kurakhk stresi altindaki soya fasulyesinde GS proteinin artan
seviyesinin yliksek prolin igerigi ile iligkili oldugu ileri strGlmustir (Alam et al. 2010).
Glisin betain 6nemli bir osmoprotektandir ve iki asamali bir kolin oksidasyonu ile
sentezlenmektedir. Kolin monooksijenaz (CMO), GB sentezi igin hiz sinirlayici bir
basamak olarak distnilen reaksiyonun ilk adimini katalize etmektedir (Luo et al.
2012). Kurakhga hassas seker pancari genotipinde CMO proteininin seviyesinin
azalmasinin ve toleransli genotipte bu proteinin seviyesindeki artisin, bu iki genotipin
farkli tolerans seviyelerini aciklayabilecegi ileri surllmustir (Wang et al. 2017).
Bununla birlikte, seker pancari CMO genini plastidlerinde asir ifade eden titiin

bitkilerinde tuz ve kurakhk toleransinin arttigi bildirilmistir (Zhang et al. 2008).

LEA (Late-embryogenesis abundant) proteinleri desikasyona toleransli bitkilerde
yuksek konsantrasyonda sentezlenen suda ¢6zlinebilir proteinlerdir (Alam et al. 2010).
Kuraklik stresi altindaki soya fasulyesi bitkilerinde dehidrin ve ferritin proteinlerinin
artan yonde diizenlendigi belirtilmistir (Alam et al. 2010). Dehidrinler LEA proteinleridir
ve reaktif oksijen tirlerinin zararh etkilerini azaltarak stres altinda bitki gelisimini etkili
bir sekilde arttirabilmektedirler (Hossain et al. 2013). Medicago truncatula bitkilerinde
tespit edilen bircok proteinin LEA proteini oldugu ve bu proteinlerin kuraklik toleransi

ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Boudet et al. 2006).

Kuraklik stresi altindaki bitkilerde amino asit metabolizmasi ile iliskili bircok proteinin
ifade seviyesinin farkl sekilde diizenlendigi bildirilmistir (Khodadadi et al. 2017, Xin et
al. 2018). Kuraklik stresi altindaki rezene bitkilerinde S-adenozil metiyonin sentezinden
sorumlu bir enzim olan kobalamin bagimsiz metiyonin sentaz protein seviyesinin
hassas genotipte azaldigl, toleransh genotipte ise arttigi bildirilmistir (Khodadadi et al.
2017). Metiyonin sentaz, 5-metiltetrahidrofolattan bir metil grubunun homosisteine
transferini katalize etmekte ve boylelikle etilen ve poliaminlerin onclisi metiyonin
sentezlenmektedir (Gonzalez et al. 1992). Metionin sentaz ve kobalamin-bagimsiz

metiyonin sentaz enzimindeki artislar, bitkilerin kuraklik stresinin tstesinden gelmeleri
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icin  metiyonin ve ozmotik dulzenleyicilerin metabolizmasini artirabilecegini
gostermektedir (Khodadadi et al. 2017). Bununla birlikte, metiyonin sentaz ve metil
transferazlar lignin monomerlerinin biyosentezinde aktif metil gruplari saglamakta ve
boylece hicre duvari bilesenlerini glglendirmekte ve stres sirasinda butinliklerini
korumaktadir (Ravanel et al. 2004). Metiyonin sentaz seviyesinin kurakliga toleransli
yer fistigl genotipinde daha fazla oldugu bildirilmistir (Katam et al. 2016). Aspartat
aminotransferaz amino asit sentezinde ©nemli bir enzimdir ve karbon ve azot
metabolizmasinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Zhou et al. 2009). Bu
enzimin azalan yonde diizenlenmesinin misir fidelerinde amino asit sentezini olumsuz
etkileyebilecegi ileri strllmustir (Meyer et al. 2014, Xin et al.2018). Alanin-2-
oksoglutarat aminotransferaz (AlaAT), L-alanin ve 2-oksoglutarat arasindaki
transaminasyon reaksiyonunu ve L-glutamat ve pirQvat arasindaki ters reaksiyonu
kataliz etmektedir. Bu enzim azot metabolizmasinda ve yapraklardaki serin, sitrilin ve
glisin igeriginin diizenlenmesinde ¢ok énemli bir rol oynamaktadir (Rocha et al. 2010).
Kurakliga bagh ATP eksikliginde, alanin ve glutamat yolaklarinin diizenlenmesiyle
ATP'ye bagimli enzim olan GS ile AlaAT yer degistirmesine izin vermektedir (Limami et
al. 2008). Bu adaptasyon ATP'yi korur, NAD(*)" yeniden iiretir ve karbonu alanin
formunda saklar. AlaAT’nin seviyesindeki azalmanin, ATP’ye bagimh hemen hemen
tim proteinlerin genel olarak disuk seviyesi ile iliskili oldugu belirtilmistir (Urban et al.

2017).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Bitki Yetistirme Kosullari ve Stres Uygulamasi

Bir C3 tipi bitki olan Cleome spinosa ve C4 tipi bitki olan Cleome gynandra tiirlerine ait
tohumlar Ege Universitesi Fen Fakdiltesi Biyoloji B6Iimii 6gretim {yesi Prof. Dr. ismail
TURKAN’dan temin edilmistir. Tohumlarin yiizey sterilizasyonu 5 dakika siireyle %1
sodyum hipoklorir ¢ozeltisi ile yapildiktan sonra tohumlar 5 kez steril distile su ile
yikanmistir. Steril tohumlar, icerisinde distile su ile islatiimis iki adet filtre kagidi
bulunan steril petri kaplarina (9 cm ¢apinda) transfer edilmistir. Buharlagmanin
onlenmesi igin petriler parafilm ile sarilmistir. Her iki tiire ait tohumlar 20/30°C (8/16
saat) sicaklikta ve karanlikta 5 giin sireyle ¢imlendirilmistir (Ochuodho et al. 2006).
Cimlenmis tohumlar 7:2:1 oraninda torf:vermikiilit:perlit iceren saksilara transfer

edilmistir. Fideler kontrollii iklim kabininde (23°C, 260 umol m?2st

1stk yogunlugu,
16:8 saat fotoperiyot ve %60 nem) 2 ay slireyle blyutidlmdistir. Denemeler (g tekrarli
olup, rastgele deneme deseninde gerceklestirilmistir. Her tekrar icin ¢ plastik kap (200
mL) kullanilmig ve her saksida birer fide blyltilmustir. Fidelere % oraninda
sulandirilmis Hoagland cozeltisi giinasiri verilmistir. ikinci ayin sonunda, kurakhk
stresine ait kaplardaki fidelere besin ¢ozeltisi 10 gilin siireyle verilmemis ve bu siire
sonunda fideler hasat edilmistir. Kuraklik stresi uygulanan kaplardaki fidelerin belirgin
bir sekilde turgorlarini kaybettikleri gézlenmistir. Kontrol ve kuraklik uygulamalarinda
her tekrara ait Ucer kaptan birer fidenin yaprak ayalari rastgele kesilerek 2’ser gram
olacak sekilde tartilmistir. Tartilan yaprak dokulari aliminyum folyo ile paketlenerek

sivi azot icerisinde dondurulmus ve proteomik analizler yapilincaya kadar —80°C’'de

muhafaza edilmistir.

3.2 Protein Ekstraksiyonu

Kontrol ve kurakhk stresine maruz birakilan Cleome spinosa (C3) ve Cleome gynandra

(C4) tirlerine ait fidelerin taze yaprak dokularindan proteinlerin ekstraksiyonu fenol
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ekstraksiyon metoduna gore gerceklestirilmistir (Hurkman and Tanaka 1986, Ahsan et
al. 2008). Yaprak ornekleri (2 g) sivi azot kullanilarak havan igerisinde iyice 6gutilmis
ve 5 mL Mg/NP-40 ekstraksiyon tamponunda [0.5 M Tris-HCI (pH 8.3), %2 v/v NP-40,
20 mM MgCl,, %2 v/v B-merkaptoetanol, 1 mM fenilmetansdilfonil fluorid ve 0.7 M
sukroz] homojenize edilmistir (Kim et al. 2001). Her bir uygulama grubu icin lg tekrarl
olacak sekilde elde edilen homojenantlar falkon tiiplerine transfer edilmis ve 10 dakika
buz Uzerinde inkiibe edilmistir. Daha sonra homojenata esit hacimde Tris-HCl ile
doyurulmus fenol sollisyonu eklenmis ve 10 dakika boyunca laboratuvar kosullarinda
inkiibe edildikten sonra 3.500 xg’de 15 dakika santrifij edilmistir. Santrifligasyondan
sonra Ust kisimda kalan fenol faz temiz bir tiipe alinmis ve es hacimde ekstraksiyon
tamponu ilave edildikten sonra 10 dakika laboratuvar kosullarinda inkiibe edilmistir.
Daha sonra tipler 3.500 xg’de 15 dakika santrifiij edilmis ve (st kisimda kalan fenol faz
temiz bir falkon tipine transfer edilmistir. Proteinlerin ¢oktirilmesi icin tiplere 0.1 M
amonyum asetat iceren 4 hacim soguk metanol ilave edilmis ve -20°C’de gece boyunca
inkliibe edilmistir. Bu periyot sonunda ¢oktirilmis proteinler 10 dakika 3.500 xg’de
santriflij edilmis ve elde edilen protein peleti 3 kez 0.1 M amonyum asetat iceren
soguk metanol ile yikanmistir. Her yikama basamaginda tipler 10 dakika 3.500 xg’de
santrifiij edilmistir. Son yikama basamagindan sonra tlpler santrifij edilmis ve
sipernatant uzaklastirildiktan sonra tlpte kalan peletler desikatorde kurutularak
kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir. Peletler lizis tamponunda (7 M urea, 2 M
thiourea, %4 (w/v) CHAPS, 40 mM DTT ve %0.2 Ampholyte pH 3-10) ¢6zlinmis ve
peletlerdeki protein miktarlari Bradford (1976)’a gore belirlenmistir. Protein standardi

olarak Bovine Serum Albumin (BSA) kullaniimistir.
3.3 iki-Yonlii (2-D) Poliakrilamid Jel Elektroforezi
Coziunebilir protein profillerindeki polimorfizmler iki-yonli (2-D) poliakrilamid jel
elektroforezi (izoelektrik Fokuslama/Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid  Jel

Elektroforezi, IEF/SDS-PAGE) teknigi kullanilarak belirlenmistir. Elektroforezin ilk yoni

olan IEF'de, Protean IEF Cell (Bio-Rad) sisteminde IPG (immobilized pH gradient)
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stripleri (pH 4-7, 17 cm) kullanilarak proteinlerin izoelektrik noktalarina gore
ayristiriilmistir.  Protein peletleri rehidrasyon tamponunda ¢6zinmiis ve 1 saat
laboratuvar kosullarinda inklibe edildikten sonra 10 dakika 10.000 xg’de santrifij
edilmistir. Gorlintu analizlerinde kullanilacak analitik jeller igin 80 ug protein, kitle
spektrometrisi analizleri i¢in kullanilacak jeller ise 500 pg protein olacak sekilde IPG
striplere yliklenmistir. Rehidrasyon islemi laboratuvar kosullarinda 16 saat olacak
sekilde pasif olarak gercgeklestirilmistir. Rehidrasyon isleminin ardindan IPG stripler
Protean IEF Cell sistemine transfer edilmis ve toplamda 80.000 Vh olacak sekilde IEF

islemi gergeklestirilmistir.

IEF'den sonra stripler 15 dakika dengeleme sollisyonu | [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
solisyonu Il [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 edilmistir. Dengeleme basamagindan sonra
ikinci yon olan SDS-PAGE %12’lik akrilamid jelde (%30 akrilamid/bisakrilamid, 1.5 M
Tris-HCl tamponu, pH 8.8, %10 SDS, %10 amonyum persiilfat ve TEMED) Laemmli
(1970)'ye gore gerceklestirilmistir. 2-D elektroforez PROTEAN Il XL Cell (Bio-Rad)'de
gercgeklestirilmistir. Protein standardi olarak 14.4-97.4 kDa araliginda SDS-PAGE
standardi (Bio-Rad) kullanilmistir. 2-D elektroforez isleminde sonra jeller gimius
boyama islemine kadar fiksatif (%30 etanol ve %10 glasiyal asetik asit) icerisinde

saklanmistir.

3.4 Jellerin Boyanmasi ve Goriinti Analizleri

Analitik jellerdeki protein benekleri gliimis boyama kullanilarak goriinir hale
getirilmistir (Sinha et al. 2001). Fiksasyon basamagini takiben jeller hassaslastirma
cozeltisi (3 g/L potasyum tetratiyonat, 0.5 M potasyum asetat, %30 etanol) ile
muamele edilmistir. Jeller yikandiktan sonra gimus nitrat ¢ozeltisinde (2 g/L AgNOs)
inkiibe edilmistir. Jeller yikandiktan sonra gelistirme c¢ozeltisinde (30 g/L potasyum

karbonat, 300 uL/L %40 formaldehit, 125 pL/L %10 sodyum tiyosiilfat) benekler
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goriandr hale gelinceye kadar inklibe edilmistir. Son olarak, jeller durdurma ¢ozeltisi (40
g/L Tris, 20 mL/L asetik asit) ile muamele edilmistir. Bununla birlikte, kiitle
spektrometrisi analizlerinde kullanilacak protein benekleri blue-silver boyama
protokoll kullanilarak gorinir hale getirilmistir (Candiano et al. 2004). Blue-silver
boyama protokoli icin jeller fiksatif (%50 etanol ve %2 fosforik asit) icerisinde gece
boyunca inkibe edilmistir. Daha sonra jeller iki kez distile su ile yikandiktan sonra boya
sollisyonunda (%0.12 coomassie brillant blue G-250, %10 amonyum silfat, %10
fosforik asit ve %20 metanol) bir gece inklibe edilmistir. Boyamayi takiben jeller birkag

kez distile su ile yikanarak arka zemindeki fazla boyanin uzaklastirilmasi saglanmistir.

GUmis ve CBB boyal jeller ChemiDoc™ MP jel gorintileme sistemi (Bio-Rad) ile
goruntilenmistir. Farkl sekilde ifade olan protein benekleri (yeni sentezlenen, sentezi
kaybolan, sentezi artan ve/veya azalan) PDQuest yazilimi (versiyon 8.0.1, Bio-Rad) ile
saptanmis ve nispi hacimleri temelinde miktarlari belirlenmistir. Belirli bir protein
beneginin yogunlugu, jel gorlintisindeki benegi olusturan tim piksellerin toplam
yogunlugu olarak tanimlanan protein hacmi olarak ifade edilmistir. Bununla birlikte,
protein miktar tayini, ornek ylkleme veya jel boyama basamaklarinda meydana
gelebilecek olasi hatalari telafi etmek i¢in her bir protein beneginin hacmi, jelde
bulunan tiim protein beneklerinin toplam hacminin yizdesi olacak sekilde normalize

edilmistir.

3.5 Jelde Triptik Kesim

Secilmis protein benekleri CBB boyali jellerden steril bisturi kullanilarak elle kesilmis ve
0.6 mL’lik steril tiplere alinmistir. Protein beneklerinin triptik kesimi icin In-Gel Tryptic
Digestion Kiti (Thermo Scientific) kullanilmistir. Fazla boyanin uzaklastiriimasi icin
kesilen jel pargalari 2 g/L amonyum bikarbonat %50 asetonitril ¢ozeltisi ile 37°C’de 30
dakika muamele edilmistir. Boya uzaklastirma cozeltisi tlplerden uzaklastirildiktan
sonra indirgeme ve alkilasyon basamaklarina gecilmistir. indirgeme basamagi icin jel

parcaciklari 50 mM Tris(2-karboksietil)fosfin ¢ozeltisi iceren 2 g/L amonyum bikarbonat
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¢ozeltisi ile 60°C'de 10 dakika muamele edilmistir. Bu periyod sonunda indirgeme
¢Ozeltisi uzaklastiriimis ve alkilasyon icin jel parcaciklari 100 mM iodoasetamid ile oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Alkilasyon tamponu uzaklastirildiktan sonra jel
pargalari 2 g/L amonyum bikarbonat %50 asetonitril ¢ozeltisi ile 37°C'de 15 dakika
muamele edilmistir. Jel pargalarini dehidrate etmek igin érnekler konsantre asetonitril
ile oda sicakhiginda 15 dakika inklibe edilmistir. Asetonitril ¢ozeltisi uzaklastirildiktan
sonra ornekler oda sicakliginda kurutulmustur. Daha sonra kurutulmus jel parcaciklari
Uzerine aktive edilmis tripsin (10 ng/uL) eklenmis ve 30°C’de gece boyunca inkiibe
edilmistir. Bu slire sonunda tipler sonikatorli su banyosunda 15 dk inkiibe edildikten
sonra igerisindeki sollisyon yeni bir tip alinmistir. Geriye kalan jel pargalari lzerine
%10 trifloroasetik asit (TFA) eklenmis ve sonikatorli su banyosunda 15 dk daha inkiibe
edilmistir. Tlplerin igerisindeki sollsyonlar bir 6nceki basamakta elde edilen
sollisyonlar ile birlestirilmis ve vakum konsantrator (Eppendorf, Germany) ile
kurutulmustur. Daha sonra kurutulmus ornekler 10 pL %0.1’'lik TFA ile yeniden
stispanse edilmis ve kitle spektrometrisi analizlerinde kullanilincaya kadar -20°C’de

saklanmistir.

3.6 Kiitle Spektrometrisi Analizleri

Kutle spektrometrisi analizleri icin %0.1’lik TFA’da ¢oziinmus peptidler ZipTip Cis
(Millipore, Bedford, MA, USA) kullanilarak konsantre hale getirilmistir. Peptid
soltisyonlari, %50 asetonitril ve %0.1 TFA ile doyurulmus 10 mg L a-cyano-4-
hydroxycinnamic asit (matriks) ile karistirilmistir. Daha sonra yaklasik 1 pL sollsyon
MALDI plakasina yerlestirilmis ve kurumasi saglanmistir. Kiitle spektrometrisi analizleri
AB Sceix TOF/TOF 5800 kiitle spektrometrisi cihazi (Applied Biosystems, Framingham,
MA, USA) kullanilarak gercgeklestirilmistir. Kiitle spektrumu (m/z 800—3000) pozitif iyon
reflektér modunda elde edilmistir. Her bir protein benegi icin MS modundan elde
edilen 10 pik MS/MS fragmentasyonu icin secilmistir. MS/MS modu 1 kV’lik ¢arpisma
(collision) enerijisi kullanilarak gergeklestirilmistir. Carpisma tesvikli fragmentasyon icin

carpisma gazi olarak hava kullanilmistir. Oncii MS spektrumlari icin internal kalibrasyon
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olarak otolitik tripsin peptidleri kullanilmistir. MS verileri GPS Explorer (Applied
Biosystem) ve MASCOT (Matrix Science, London, UK) yaziimlari kullanilarak veri
tabanlarina karsi aranmistir. Arama kriterleri olarak Cizelge 3.1’deki parametreler
kullanilmistir. Veri tabani taramasi SwissProt protein veri tabanina karsi yapilmistir.
MS/MS verileri icin %95’den daha buyik olarak belirlenen 6nemli derecede yiksek

MASCOT skorlari, glivenilir sekilde tanimlanis protein olarak kabul edilmistir.

Cizelge 3.1 Protein tanimlamada kullanilan parametreler

Parametre Agiklama

Enzim Tripsin

Degisken modifikasyonlar Metiyonin oksidasyonu

Sabit modifikasyonlar Sistein karbamidometilasyonu
peptid toleransi 50 ppm

MS/MS toleransi 0.4 Da

Taksonomi Viridiplantae (yesil bitkiler)
Cihaz MALDI-TOF/TOF
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4. BULGULAR

Bu arastirmada, Cleome spinosa (C3) ve Cleome gynandra (C4) bitkilerinin yaprak
dokularinda proteom degisimleri lzerine kuraklik stresinin etkilerini degerlendirmek
icin protein ekspresyon profilleri iki yonli (2-D) IEF/SDS-PAGE yontemi ile analiz
edilmistir. Kontrole gore kuraklik stresi kosullarinda ifade seviyesi 1.5 kattan daha fazla
degisiklik gosteren protein benekleri farkh sekilde ifade olan proteinler olarak
tanimlanmistir. Elde edilen 2-D jellerin analizi ile C. spinosa tiriinde 60 protein, C
gynandra turlinde ise 36 protein beneginin farkl sekilde ifade oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.1 ve 4.3). Bununla birlikte, C. spinosa tirinde 43 protein, C. gynandra tiriinde
ise 22 protein benegi MALDI-TOF/TOF kitle spektrometrisi ve veri tabani taramasi ile
basarili bir sekilde tanimlanmistir (Cizelge 4.1 ve 4.2). Tanimlanan tim protein
benekleri fonksiyonlarina gore fotosentez, enerji metabolizmasi, stres savunma, primer
hiicre metabolizmasi, protein metabolizmasi, sinyal iletimi ve transport olmak (izere
farkh kategorilere ayrilmistir (Cizelge 4.1 ve 4.2). Bununla birlikte, 2-D jellerdeki bazi

protein beneklerinin 6zdes oldugu belirlenmistir.

Kuraklik stresi C. spinosa tiurinin yaprak dokularinda fotosentez ile iliskili 16, enerji
metabolizmasi ile ilgili 9, stres savunma ile iligkili 6, protein metabolizmasi ile ilgili 4,
hiicre metabolizmasi ile ilgili 4, sinyal iletimi ile iliskili 3 ve transport ile iliskili 1
proteinin ifade seviyesinde farkliliga neden olmustur (Cizelge 4.1, Sekil 4.2). Fotosentez
ile iliskili olarak, kuraklik stresi ribuloz-fosfat 3-epimeraz (benek 6), triozfosfat izomeraz
(benek 9), karbonik anhidraz (benek 12), oksijen-gikigi arttirici protein 1-1 (benek 14),
ferredoksin-NADP rediiktaz 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
yonde diizenlemistir. Diger taraftan, ribuloz bifosfat karboksilaz kii¢lik zincir 1 (benek 5
ve 11) ve ribuloz bifosfat karboksilaz blyik zincir (benek 33) proteinlerinin ifade
seviyeleri kuraklik stresi kosullarinda sirasiyla 3.24, 1.6 ve 1.6 kat artmistir (Cizelge 4.1,
Sekil 4.1 ve 4.2).
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Sekil 4.1 Kuraklk stresine maruz birakilan Cleome spinosa (C3) fidelerinin yaprak dokularindan
ekstrakte edilen proteinlerin iki-yonli (2-D) elektroforetik profilleri. Total proteinler
(80 pg) 17 cm’lik IPG striplere (pH 4-7) yiklenmis ve SDS-PAGE %12’lik jelde
gerceklestirilmistir. Proteinler glimis boyama ile gorinir hale getirilmistir. Jel
profillerinde oklar ile gésterilmis ve numaralandirilmis (1-43) proteinler farkl sekilde
ifade olan proteinleri ifade etmektedir.
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Kontrol

Kurakhk

Kuraklik

Kontrol

Benek 5 Benek 21 1
RuBisCO Ferredoksin {
kiiglik zincir 1 NADP rediiktaz 05
]
Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik
Benek 6 Benek 28 1
Ribuloz Gliseraldehit 1
fosfat ] I . 3-fosfat 05
3-epimeraz 0 dehidrojenaz A 0
Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik
Benek 9 Benek 29 15
Triozfosfat RuBisCO U
izomeraz . I I aktivaz 05
0 0
Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik
Benek 11 Benek 30 e
RuBisCO ] RuBisCO U
kugtk zincir 1 ; aktivaz 05
0 0
Kontrol Kuraklik b 4 Kontrol Kuraklik
Benek 12 | Benek 31 L
Karbonik N RuBisCO !
anhidraz q I aktivaz 05
04 0
Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik
Benek 14 Benek 32 1:8
Oksijen cikist Fosfogliserat L
arttirici protein . I . kinaz 05
1-1 0 0
Kontrol Kuraklik _ Kontrol Kuraklik
Benek 17 Benek 33
Ferredoksin RuBisCO ’
NADP reduiktaz . I buyuk zincir .
0
Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik
Benek 20 Benek 38 :
Ferredoksin RuBisCO I
NADP reduiktaz ; I . aktivaz -
0
Kontrol Kuraklik Kontrol Kuraklik

Sekil 4.2 Kuraklik stresi altindaki Cleome spinosa’da fotosentez ile iliskili farkli sekilde ifade olan
proteinlerin blyGtilmis goriintileri.
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Cizelge 4.1 Kuraklik stresine maruz birakilan Cleome spinosa (C3) fidelerinin yaprak dokularinda

MALDI-TOF/TOF kutle spektrometrisi ile tanimlanan proteinler

Benek® Aksesyonb Protein® Skor* A Cover.! EP® ifade"
numarasi |
Fotosentez ile iliskili proteinler

5 RBS1_FLAPR Ribuloz bifosfat karboksilaz kiigik 128 19.6 33% 10 +3,24
zincir 1 8.93
Kloroplastik
Flaveria pringlei

6 RPE_SOLTU Ribuloz-fosfat 3-epimeraz 110 29.9 31% 7 -1,61
Kloroplastik 7.61
Solanum tuberosum

9 TPIC_FRAAN Triozfosfat izomeraz 403 33.5 34% 21 -1,50
Kloroplastik 7.64
Fragaria ananassa

11 RBS1_FLAPR Ribuloz bifosfat karboksilaz kiigiik 176~ 19.6 33% 11 +1,60
zincir 1 8.93
Kloroplastik
Flaveria pringlei

12 CAHC_PEA Karbonik anhidraz 200 35.4 12% 10 -6,67
Kloroplastik 7.01
Pisum sativum

14 PSBO1_ARATH  Oksijen-gikisi arttirici 246 35.1 23% 15 -2,20
protein 1-1 5.55
Kloroplastik
Arabidopsis thaliana

17 FNRL2_ARATH Ferredoksin-NADP rediktaz, 138 41.1 24% 19 -2,81
yaprak izozimi 2 8.51
Kloroplastik
Arabidopsis thaliana

20 FENR1_PEA Ferredoksin-NADP rediktaz, 238 40.2 37% 23 -1,50
yaprak izozimi 8.56
Kloroplastik
Pisum sativum

21 FENR1_PEA Ferredoksin-NADP reduktaz, 262 40.2 36% 19 -1,50
yaprak izozimi 8.56
Kloroplastik
Pisum sativum

28 G3PA_ARATH Gliseraldehit-3-fosfat 63 42.5 3% 2 -2,19
dehidrojenaz A 7.62

Kloroplastik
Arabidopsis thaliana
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Cizelge 4.1 (Devam)

Benek® Aksesyonb Protein® Skor* M,;\ Cover.! EP® ifade”
numarasi |
Fotosentez ile iliskili proteinler
29 RCA_ORYSIJ Ribuloz bifosfat karboksilaz / 244 51.4 26% 20 -2,00
oksijenaz aktivaz 5.43
Kloroplastik
Oryza sativa subsp. japonica
30 RCA_ORYSIJ Ribuloz bifosfat karboksilaz / 101 51.4 15% 17 -2,74
oksijenaz aktivaz 5.43
Kloroplastik
Oryza sativa subsp. japonica
31 RCA_ARATH Ribuloz bifosfat karboksilaz / 90 51.9 11% 9 -2,18
oksijenaz aktivaz 5.87
Kloroplastik
Arabidopsis thaliana
32 PGKH_SPIOL Fosfogliserat kinaz 287 45.5 27% 15 -1,87
Kloroplastik 5.83
Spinacia oleracea
33 RBL_AREDR Ribuloz bifosfat karboksilaz 60 52.6 29% 18  +1,60
biyuk zincir 6.13
Kloroplastik
Arenaria drummondii
38 RCA_ARATH Ribuloz bifosfat karboksilaz / 101 51.9 13% 8 -1,50
oksijenaz aktivaz 5.87
Kloroplastik
Arabidopsis thaliana
Enerji metabolizmasi ile iliskili proteinler
4 MI25_TOBAC  ATP sentaz protein MI25 40 22.4 32% 10 +2,09
Mitokondriyal 9.53
Nicotiana tabacum
10 TPIS_COPJA Triozfosfat izomeraz 84 27.1 22% 7 -1,56
Sitozolik 7.67
Coptis japonica
22 ALFC_ORYS) Fruktoz-bifosfat aldolaz 220 419 23% 11 -1,76
Kloroplastik 6.38
Oryza sativa subsp. japonica
26 ALF2_PEA Fruktoz-bifosfat aldolaz 73 38.4 17% 8 -1,70
Sitoplazmik izozim 2 6.77

Pisum sativum
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Cizelge 4.1 (Devam)

Benek® Aksesyonb Protein® skor® M,;\ Cover.! EP® ifade”
numarasi |
Enerji metabolizmasi ile iliskili proteinler
27 ADH1_PETHY Alkol dehidrojenaz 1 50 41.5 21% 12 -1,50
Petunia hybrida 6.19
39 GLGS_BRANA Glukoz-1-fosfat adenililtransferaz 57 57.0 23% 11 -1,75
kiguk alt birim 5.87
Kloroplastik
Brassica napus
40 UGPA2_ARATH  UTP-glukoz-1-fosfat 181 51.7 26% 14 +2,09
aridililtransferaz 2 5.80
Arabidopsis thaliana
42 ATPB_WHIBI ATP sentaz beta alt birimi 216 53.7 40% 27  -5,00
Kloroplastik 5.28
Whiteheadia bifolia
43 ATPA_EUCGG ATP sentaz alfa alt birimi 349 55.5 29% 27  -1,90
Kloroplastik 5.15
Eucalyptus globulus
Stres savunma ile iliskili proteinler
1 TRXH2_TOBAC  Tiyoredoksin H-tipi 2 38 13.0 28% 7 -1,66
Nicotiana tabacum 9.62
7 FRI1_SOYBN Ferritin-1 72 28.0 18% 6 +1,51
Kloroplastik 5.73
Glycine max
16 SDR1_ARATH (+)-neomentol dehidrojenaz 96 32.8 17% 10 +1,80
Arabidopsis thaliana 5.38
18 QORL_ARATH Kinon oksidorediiktaz-benzeri 130 40.9 22% 11 -1,50
protein At1g23740 8.46
Kloroplastik
Arabidopsis thaliana
25 P2_ARATH NADP-bagimli oksidorediiktaz P2 73 37.9 9% 8 +1,50
Arabidopsis thaliana 8.09
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Cizelge 4.1 (Devam)

MA

Aksesyon Protein® Skor® ol° Cover.! EP® ifade

b
numarasi

h
Benek®

Stres savunma ile iliskili proteinler
34 MDAR3_ARATH Monodehidro askorbat rediiktaz 79 46.5 5% 4 +1,79
Sitoplazmik izoform 3 6.41
Arabidopsis thaliana

Protein metabolizmasi ile iliskili proteinler
2 RK123_ARATH  50S ribozomal protein L12-3 92 19.7 20% 5 -2,19
Kloroplastik 5.51
Arabidopsis thaliana

3 RMO6_PROWI  60S ribozomal protein L6 51 21.8 27% 9 4559
Mitokondriyal 11.38
Prototheca wickerhamii

8 CH10C_ARATH 20 kDa saperonin 174  26.8 22% 9 2,74
Kloroplastik 8.86
Arabidopsis thaliana

41 AMPL2_ORYS)J Lésin aminopeptidaz 2 146 61.8 24% 19 +1,69
Kloroplastik 8.29
Oryza sativa subsp. japonica

Hiicre metabolizmasi ile iliskili proteinler

13 THF1_ARATH Protein TILAKOID FORMASYONU 174 33.8 19% 17 -1,50
1 9.20
Kloroplastik
Arabidopsis thaliana

35 GLNA2_ARATH  Glutamin sentetaz 129 47.4 33% 12 -1,62
Kloroplastik/mitokondriyal 6.43

Arabidopsis thaliana

36 GLNA2_ARATH  Glutamin sentetaz 114 47.4 20% 12 -1,62
Kloroplastik/mitokondriyal 6.43
Arabidopsis thaliana

37 METK2_ELAUM  S-adenozilmetiyonin sentetaz 2 330 43.1 37% 21 -1,63
Elaeagnus umbellata 5.50
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Cizelge 4.1 (Devam)

Benek® Aksesyonb Protein® skor® M,;\ Cover.! EP® ifade"
numarasi pl
Sinyal iletimi ile iliskili proteinler
19 ANXD6_ARATH  Anneksin D6 149 36.5 16% 9 +2,61
Arabidopsis thaliana 7.72
23 1433_SPIOL 14-3-3-benzeri protein 42 24.7 34% 9 +1,62
Spinacia oleracea 5.38
24 ANXD1_ARATH  Anneksin D1 88 36.2 17% 7 +2,71
Arabidopsis thaliana 5.21
Transport ile iliskili proteinler
15 VATE2_ARATH  V-tip proton ATPaz alt birim E2 54 26.8 24% 11 -1,77
Arabidopsis thaliana 9.20

® 2-D jellerde gosterilen benek numarasini ifade eder (Sekil 4.1).
® SwissProt veri tabanina karsi yapilan MASCOT taramasina gore belirlenen aksesyon numarasini ifade
eder.
© SwissProt veri tabanina karsi yapilan MASCOT taramasina gore belirlenen proteini ifade eder.
¢ MS analizleri ve MASCOT taramasi temelinde yapilan protein tanimlamasi igin olasilik skorunu ifade
eder.
¢ Tanimlanan protein i¢in molekiler agirligi (MA, kDa) ve izoelektrik noktasini (pl) ifade eder.
f Eslesen amino asit dizisinin ylzdesini ifade eder.
& Eslesen peptid (EP) sayisini ifade eder.
Kontrole gore kuraklik stresinde protein miktarindaki degisimi ifade eder.

Mevcut arastirmada, enerji metabolizmasi ile ilgili olarak triozfosfat izomeraz (benek
10), fruktoz-bifosfat aldolaz (benek 22 ve 26), alkol dehidrojenaz 1 (benek 27), glukoz-
1-fosfat adenililtransferaz kiigtk alt birim (benek 39), ATP sentaz beta alt birimi (benek
42) ve ATP sentaz alfa alt birimi (benek 43) proteinlerinin ifade seviyeleri kuraklik stresi
kosullar altindaki Cleome spinosa tiiriinde azalan yonde diizenlenmistir. Diger taraftan,
ATP sentaz protein MI25 (benek 4) ve UTP-glukoz-1-fosfat Uridililtransferaz 2 (benek

40) proteinlerinin ifade seviyeleri kurakhk stresi kosullarinda 2.09 kat artis gdstermistir

(Cizelge 4.1).

Stres savunma ile iliskili olan tiyoredoksin H-tipi 2 (benek 1) ve kinon oksidorediiktaz-

benzeri protein At1g23740 (benek 18) proteinlerinin ifade seviyeleri kuraklk stresi
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altindaki Cleome spinosa tlrinilin yaprak dokularinda azalan yénde diizenlenmistir.
Bununla birlikte, ferritin-1 (benek 7), (+)-neomentol dehidrojenaz (benek 16), NADP-
bagimh oksidorediiktaz P2 (benek 25) ve monodehidro askorbat rediiktaz (benek 34)

proteinlerinin ifade seviyeleri kuraklik stresi kosullarinda artmistir (Cizelge 4.1).

Protein metabolizmasi ile iliskili olan 50S ribozomal protein L12-3 (benek 2) ve 20 kDa
saperonin (benek 8) proteinlerinin ifade seviyeleri kuraklik stresi altindaki Cleome
spinosa tirinln yaprak dokularinda azalan yénde dizenlenmistir. Bununla birlikte, 60S
ribozomal protein L6 (benek 3) ve I6sin aminopeptidaz 2 (benek 41) proteinlerinin
ifade seviyeleri kuraklik stresi kosullarinda sirasiyla 5.59 ve 1.69 kat artmistir. Kuraklik
stresi hiicresel metabolizma ile ilgili olarak TILAKOID FORMASYONU 1 (benek 13),
glutamin sentetaz (benek 35 ve benek 36) ve S-adenozilmetiyonin sentetaz 2 (benek
37) proteinlerinin ifade seviyesini azalan yonde dizenlemistir. Diger taraftan, sinyal
iletim yolaklarinda fonksiyon géren anneksin D6 (benek 19), 14-3-3-benzeri protein
(benek 23) ve anneksin D1 (benek 24) proteinlerinin ifade seviyesi kuraklik stresi
kosullarinda artmistir. Ayrica kuraklik stresi V-tip proton ATPaz alt birim E2 (benek 15)

proteinin ifade seviyesini azalan yonde dizenlemistir (Cizelge 4.1).

Kuraklik stresi C. gynandra tirinin yaprak dokularinda hiicre metabolizmasi ile ilgili 7,
fotosentez ile iliskili 6, enerji metabolizmasi ile ilgili 3, protein metabolizmasi ile ilgili 3,
stres savunmasi ile iliskili 2 ve sinyal iletimi ile iliskili 1 proteinin ifade seviyesinde
farklihga neden olmustur (Cizelge 4.2, Sekil 4.3). Hicre metabolizmasi ile iliskili
membran-iliskili 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 kuraklik stresi altindaki C. gynandra tirinin yaprak

dokularinda azalan yonde diizenlenmistir (Cizelge 4.2).

37



IEF

m®O>»T WOowm

Sekil 4.3 Kurakhk stresine maruz birakilan Cleome gynandra (C4) fidelerinin yaprak
dokularindan ekstrakte edilen proteinlerin iki-yonli (2-D) elektroforetik profilleri.
Total proteinler (80 pg) 17 cm’lik IPG striplere (pH 4-7) ylklenmis ve SDS-PAGE
%12’lik jelde gercgeklestirilmistir. Proteinler gimis boyama ile gorinir hale
getirilmistir. Jel profillerinde oklar ile gosterilmis ve numaralandiriimis (44-65)
proteinler farkli sekilde ifade olan proteinleri ifade etmektedir.

38



Cizelge 4.2 Kuraklik stresine maruz birakilan Cleome gynandra (C4) fidelerinin yaprak

dokularinda MALDI-TOF/TOF kiitle spektrometrisi ile tanimlanan proteinler

Benek® Aksesyonb Protein® Skor* e Cover.! EP® ifade”
numarasi |
Hiicre metabolizmasi ile iliskili proteinler
52 IM30_ARATH Nembran-iliskili 30 kDa protein 66 36.4 34% 14  -1,50
Kloroplastik 9.18
Arabidopsis thaliana
53 PDX1_HEVBR Piridoksal biyosentez proteini 406 331 33% 26 -1,73
PDX1 5.79
Hevea brasiliensis
57 GLNA2_ARATH  Glutamin sentetaz 176 47.4 39% 15 -217
Kloroplastik/mitokondriyal 6.43
Arabidopsis thaliana
58 GSA_BRANA Glutamat-1-semialdehit 2,1- 207 50.2 28% 15 -2,00
aminomutaz 6.43
Kloroplastik
Brassica napus
59 GME_ARATH GDP-mannoz 3,5-epimeraz 430 42.7 43% 24 -1,50
Arabidopsis thaliana 5.85
62 METK_MESCR  S-adenozilmetiyonin sentetaz 353 42.9 33% 16  -2,00
Mesembryanthemum 5.43
crystallinum
63 METK2_ELAUM  S-adenozilmetiyonin sentetaz 2 381 43.1 47% 26 -1,89
Elaeagnus umbellata 5.50
Fotosentez ile iliskili proteinler
44 RBS_LARLA Ribuloz bifosfat karboksilaz kiigtik 62 21.1 8% 3 -1,50
zincir 8.54
Kloroplastik
Larix laricina
48 PSBP_BRAJU Oksijen-gikisi arttirici protein 2 52 233 17% 4 +2,00
Kloroplastik 491
Brassica juncea
54 CHLI_ARATH Magnezyum-selataz alt birim chli 189  46.2 26% 20 -2,24
Kloroplastik 6.08

Arabidopsis thaliana
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Cizelge 4.2 (Devam)

? enek Aksesyonb Protein° skor® MI;\ Cover.” EP® Ifahde
numarasi |
Fotosentez ile iliskili proteinler
55 RCA2_LARTR Ribuloz bifosfat karboksilaz / 47 48.0 21% 12 +2,04
oksijenaz aktivaz 2 6.78
Kloroplastik
Larrea tridentata
56 MDHP_MEDSA  Malat dehidrojenaz [NADP] 229 47.8 22% 13 +1,73
Kloroplastik 6.43
Medicago sativa
60 RCA_CUCSA Ribuloz bifosfat karboksilaz / 331 45.7 27% 21 -1,50
oksijenaz aktivaz 7.57
Kloroplastik
Cucumis sativus
Enerji metabolizmasi ile iliskili proteinler
47 MI25_TOBAC  ATP sentaz protein MI25 39 22.4 44% 13 +.,74
Mitokondriyal 9.53
Nicotiana tabacum
64 ENO2_HEVBR  Enolaz 2 400 47.9 33% 24 41,55
Hevea brasiliensis 5.92
65 ATPA_AETCO  ATP sentaz alfa alt birimi 578 55.3 37% 25  -1,50
Kloroplastik 5.20
Aethionema cordifolium
Protein metabolizmasi ile iliskili proteinler
45 RK123_ARATH  50S ribozomal protein L12-3 130 19.7 18% 6  +1,58
Kloroplastik 5.51
Arabidopsis thaliana
46 IF5A2_SOLLC Okaryotik translasyon baslatici 107 17.5 18% 9 +2,18
faktor 5A-2 5.78
Solanum lycopersicum
61 IFAA1_ORYS) Okaryotik baslatici faktér 4A-1 316 47.1 43% 32 +1,50
Oryza sativa subsp. japonica 5.37
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Cizelge 4.2 (Devam)

? enek Aksesyonb Protein° skor® M,;A Cover.” EP® Ifahde
numarasi pl
Stres savunma ile iliskili proteinler
50 SODF_ARATH Superoksit dismutaz [Fe] 66 23.8 17% 5 +1,71
Kloroplastik 6.06
Arabidopsis thaliana
51 PAP6_ARATH Plastid-lipid-iliskili protein 6 102 30.4 20% 8 +1,50
Kloroplastik 5.82
Arabidopsis thaliana
Sinyal iletimi ile iliskili proteinler
49 TCTP_MAIZE Translasyonel-kontrolli timor 194 18.7 25% 8  +2,09
homolog proteini 4.52

Zea mays

® 2-D jellerde gosterilen benek numarasini ifade eder (Sekil 4.2).
® SwissProt veri tabanina karsi yapilan MASCOT taramasina gore belirlenen aksesyon numarasini ifade
eder.
“ SwissProt veri tabanina karsi yapilan MASCOT taramasina gore belirlenen proteini ifade eder.
¢ MS analizleri ve MASCOT taramasi temelinde yapilan protein tanimlamasi igin olasilik skorunu ifade
eder.
¢ Tanimlanan protein icin molekiiler agirhgi (MA, kDa) ve izoelektrik noktasini (pl) ifade eder.
f Eslesen amino asit dizisinin ylizdesini ifade eder.
& Eslesen peptid (EP) sayisini ifade eder.
Kontrole gore kuraklik stresinde protein seviyesindeki degisimi ifade eder.

Mevcut arastirmada, fotosentezle iliskili olarak ribuloz bifosfat karboksilaz kiictk zincir
(benek 44), magnezyum-selataz alt birim chli (benek 54) ve ribuloz bifosfat
karboksilaz/oksijenaz aktivaz (benek 60) proteinlerinin ifade seviyeleri kuraklik stresi
altindaki C. gynandra fidelerinin yaprak dokularinda azalan yonde diizenlenmistir (Sekil
4.4, Cizelge 4.2). Diger taraftan, kuraklik stresi oksijen-cikisi arttirici protein 2 (benek
48), ribuloz bifosfat karboksilaz/oksijenaz aktivaz 2 (benek 55) ve malat dehidrojenaz
[NADP] (benek 56) proteinlerinin ifade seviyelerinde artisa neden olmustur. Kurakhk
stresi enerji metabolizmasi ile ilgili olarak ATP sentaz alfa alt birimi (benek 65)
proteinin ifade seviyesini azalan yonde diizenlerken, ATP sentaz protein MI25 (benek
47) ve enolaz 2 (benek 64) proteinlerinin ifade seviyelerini artan yonde diizenlemistir.
Protein metabolizmasi ile ilgili olan 50S ribozomal protein L12-3 (benek 45), dkaryotik

translasyon baslatici faktor 5A-2 (benek 46) ve 6karyotik baslatici faktor 4A-1 (benek
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61) proteinlerinin ifade seviyeleri kurakhk stresi kosullarinda sirasiyla 1.58, 2.18 ve 1.50

kat artmstir.

Benek 44

RuBisCO
kiiguik zinzir 1

Kontrol Kuraklik

é ‘ )

-

Kontrol Kuraklik

Benek 48 . B g 3
Oksijen gikisi p * e 24
arttirici protein 2 . L d . 1
/ / 0
Kontrol Kuraklik

L4 N L.
Benek 54 - q . 1.5
Magnezyum- | ' 1
“/' 1 . s

selataz altbirim
chli

Benek 55

RuBisCO
aktivaz 2

Benek 56
Malat
dehidrojenaz
[NADP]

Benek 60

RuBisCO
aktivaz

:

Kontrol Kuraklik

Kontrol Kuraklik

3

Kontrol Kuraklik

:

Kontrol Kuraklik

Sekil 4.4 Kurakhk stresi altindaki Cleome gynandra’da fotosentez ile iliskili farkl sekilde ifade
olan proteinlerin blyttilmis goruntileri.

Stres savunmasi ile iliskili stiperoksit dismutaz [Fe] (benek 50) ve plastid-lipid-iliskili
protein 6 (benek 51) proteinlerinin ifade seviyeleri kuraklik stresinde sirasiyla 1.71 ve
1.50 kat artmistir. Son olarak, sinyal iletimi ile iliskili translasyonel-kontrolli timor
protein homolog (benek 49) proteinin ifade seviyesinin kuraklik stresi kosullarinda 2.09

kat arttig1 belirlenmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).
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5. TARTISMA ve SONUG

Cevresel streslere maruz kalan bitkiler morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
seviyelerde cesitli cevaplar gelistirebilmektedir (Lopes and Reynolds 2011, Aprile et al.
2013). Proteomik bitkilerde stres toleransinin molekiler temellerinin anlasiimasinda
glclh bir yaklasimdir ve stres toleransi ile iliskili yeni aday proteinlerin teshisini
saglayabilmektedir. Bitkilerde kuraklik stresinin etkilerinin proteom seviyesinde
incelendigi ¢cok sayida ¢alisma olmasina karsin (Khodadadi et al. 2017, Wang et al.
2017, Xin et al. 2018), kuraklik stresi altindaki C3 ve C4 bitkilerinde proteom
degisimlerini arastiran sinirli sayida calisma mevcuttur. Farkl fotosentez yollarina sahip
bitkilerde kuraklik stresi ile iliskili molekller mekanizmalarin daha iyi anlasilabilmesi
icin iki-yonla (2-D) jel elektroforezi Cleome spinosa (C3) ve Cleome gynandra (C4)
bitkilerinin yaprak dokularindaki proteom degisimlerini mukayese etmek igin
kullanilmistir. Yapilan analizler ile glimiis boyama veya blue-silver boyama ile gérunr
hale getirilmis 2-D jellerde 500°’den fazla protein benegi belirlenmistir. Cleome
turlerinin yaprak dokularindan elde edilen proteinlerin karsilastirmali analizleri,
kurakhk stresi kosullarinda farkli sekilde ifade olan 96 proteinin belirlenmesini
saglamistir. Bununla birlikte, MALDI-TOF/TOF analizlerini takiben yapilan MASCOT
taramasi ile bu proteinlerden 65’i basarili bir sekilde tanimlanabilmistir. Tanimlanan
proteinler biyolojik fonksiyonlarina gore fotosentez, enerji metabolizmasi, stres
savunma, hiicre metabolizmasi, protein metabolizmasi ve sinyal iletimi gibi gruplara

ayrilmistir.

Fotosentez, karbondioksitin (CO;) organik bilesiklere dontstlrildGgi bir sliregtir ve
bitki biyimesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Kuraklik stresi kosullarinda fotosentez
ile iliskili bircok proteinin karmasik ifade profillerine sahip oldugu bildirilmistir (Ge et al.
2012). Mevcut arastirmada, fotosentez ile iliskili olarak C. spinosa tiiriinde 16 protein,
C. gynandra tiurinde ise 6 proteinin kuraklik stresi kosullarinda farkl sekilde ifade
oldugu belirlenmistir. Bu proteinlerin ¢ogunlukla Calvin dongtlisi ve elektron tasima ile

iliskili oldugu belirlenmistir. Kuraklik stresi altinda fotosentezin biyokimyasal
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etkinliginin  esas olarak ribuloz-1,5-bisfosfat (RuBP) molekilinin yeniden
olusturulmasina ve ribuloz-1,5-bisfosfat karboksilaz/oksijenaz (RuBisCO) aktivitesine
bagh oldugu belirtilmistir (Lawlor 2002). RuBisCO atmosferik karbondioksidin bitkiler
tarafindan glikoz gibi enerji bakimindan zengin molekillere donistirtldigu bir islem
olan karbon fiksasyonunun ilk ana basamaginda yer alan 6nemli bir enzimdir (Feller et
al. 2008). RuBisCO, ribuloz-1,5-bisfosfatin karboksilasyonunu ve inorganik karbonun
biyosfere girdigi birincil kimyasal reaksiyonu kataliz etmektedir (Faghani et al. 2015).
Yiksek bitkilerde RuBisCO’nun sekiz kiglk ve sekiz buyilk altbirimden olustugu
bildirilmistir (Parry et al. 2008). Mevcut arastirmada, C. spinosa tiriinde RuBisCO
blyik zincir (benek 33) ve kigik zincir 1 (benek 5 ve 11) proteinlerinin ifade seviyesi
kurakhk stresi kosullarinda artan yonde diizenlenirken, C. gynandra tiriinde RuBisCO
kiictk zincir (benek 44) proteininin ifade seviyesi azalan yonde diizenlenmistir. Benzer
sekilde, RuBisCO proteininin ifade seviyesinin kurakliga toleransli rezene genotipinde
azalan yonde dizenlendigi buna karsin hassas genotipte artan yonde diizenlendigi
bildirilmistir (Khodadadi et al. 2017). Diger bir fotosentetik enzim olan RuBisCO
aktivazin ATP'ye bagimh bir reaksiyonla RuBisCO'dan inhibe edici seker fosfatlarin
ayrilmasini sagladigi belirtilmistir (Portis 2003). Diger bir ifadeyle RuBisCO aktivaz,
RuBisCO'nun inaktif formdan aktif forma gecisini kontrol eden molekiler bir
saperondur (Spreitzer and Salvucci 2002). Genel anlamda ATP liretimindeki bozulma ve
kurakhk stresi kosullarinda transpirasyonun azalmasina bagh olarak yaprak sicakhginin
artmasi nedeniyle, RuBisCO aktivazin bitkilerin ¢evresel streslere verdigi yanitlari
belirleyen 6nemli bir faktor olabilecegi bildirilmistir (Sage et al. 2008). Bununla birlikte,
RuBisCO aktivazin kuraklik veya tuzluluk stresleri altinda tarimsal bitkilerin verimliligini
arttirma potansiyeline sahip olduguna dair net kanitlar oldugu belirtilmistir (Kurek et
al. 2007). Mevcut arastirmada, C. spinosa tirinde RuBisCO aktivaz (benek 29, 30, 31 ve
38) proteinlerinin ifade seviyesi kuraklik stresi kosullarinda azalan ydnde
diizenlenirken, C. gynandra tiiriinde RuBisCO aktivaz 2 (benek 55) proteininin ifade
seviyesi artan yonde dizenlenmistir. Kuraklik stresine cevap olarak celtik (Ji et al. 2012)
ve misir (Benesova et al. 2012) gibi bitkilerde bu proteinin seviyesinde bir artis oldugu

bildirilmistir. Kuraklga toleransli ve hassas bugday genotiplerinde RuBisCO aktivaz
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proteininin ifade seviyesinin kuraklk stresi uygulamasinda belirgin sekilde arttigi ve
RuBisCO'nun aktif formda tutulmasinin kuraklik stresinin Ustesinden gelmesinde
onemli oldugu rapor edilmistir (Faghani et al. 2015). Diger taraftan, RuBisCO aktivaz
proteinin ifade seviyesinin arpa (Kausar et al. 2013), kolza (Urban et al. 2017) ve
bugday (Michaletti et al. 2018) gibi tlrlerin kurakliga hassas genotiplerinde azaldigi
rapor edilmistir. Bu baglamda, RuBisCO aktivaz proteininin seviyesindeki azalmanin,
kuraklk stresine baglh olarak fotosentezdeki gliclli inhibisyon ile kesin olarak baglantili
oldugu bildirilmistir (Michaletti et al. 2018). Kuraklik stresi nedeniyle fotosentezin
biyokimyasal olarak kisitlanmasi fotoinhibisyonu (Wang et al. 2016), fotosistemlerdeki
hasari, ATP ve indirgeyici Gretme kapasitesindeki azalmayi da icermektedir (Pinheiro
and Chaves 2011). Sonug¢ olarak, RuBisCO aktivaz proteinin seviyesindeki artisin,
karbondioksit fiksasyonu icin aktif RuBisCO miktarini artirarak fotosentetik verimi

artirabilecegi ve boylece azalmis stoma iletkenligini telafi edebilecegi ileri stirtlebilir.

Diger bir fotosentetik enzim olan karbonik anhidraz, karbondioksidin geri dontsimlu
bir sekilde hidrasyonunu katalizleyen bir enzimdir. Bununla birlikte, karbonik anhidraz
proteinlerinin, stoma hareketlerini modiile ederek bitki ve atmosfer arasindaki gaz alis
verisini kontrol eden karbondioksit sinyal yolaklarina rol oynadigi (Rowlett 2010) ve su
kullanim verimliligini arttirdigi bildirilmistir (Cui et al. 2012). Stres kosullarinda karbonik
anhidrazin, karboksilasyon reaksiyonlarinda énemli bir rol oynadigi belirtilmistir (Zhang
et al. 2016). Yuksek sicakliklara cevap olarak fotosentez hizindaki degisimin, pamuk
bitkilerindeki karbonik anhidraz aktivitesi ile tutarli oldugu bildirilmistir (Wu et al.
2006). Bununla birlikte, Zeng vd. (2005) karbonik anhidraz aktivitesinin kurakliga
dayanikli cgesitlerin islahi icin  6nemli bir kriter oldugunu 0One sltrmdistdir.
Arastirmamizda, karbonik anhidraz proteininin (benek 12) ifade seviyesi kuraklik stresi
altindaki C3 turl C. spinosa’da azalan yonde dlizenlenmistir. Benzer olarak, karbonik
anhidraz proteinin kurakliga toleransh yerfistigi genotipinde arttigi, hassas genotipte
ise azaldigi bildirilmistir (Katam et al. 2016). Bu bulgular, fotosentez ile iliskili RuBisCO
ve karbonik anhidraz proteinlerinin, kuraklhk stresi kosullarinda ciddi sekilde

etkilendigini gostermistir. Sonug¢ olarak, kuraklik stresinin C3 turi C. spinosa

45



yapraklarinda karbondioksit asimilasyonunu ve RuBisCO aktivasyonunu azaltarak

fotosentezi azalttigi ileri strilebilir.

Calvin donglisinin o6nemli 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 tiirl C. spinosa yapraklarinda azalan
yonde dizenlendigi belirlenmistir. Fosfogliserat kinaz, bitkilerde karbon fiksasyonu
reaksiyonlarinda ATP bagimli reaksiyonla 1,3-bifosfogliserat tiretiminde 6nemli bir rol
oynamaktadir (Joshi et al. 2016). Kuraklk stresine bagh olarak fosfogliserat kinaz
proteininin seviyesindeki azalma bugday bitkilerinde de go6sterilmistir (Sharma et al.
2017). Fosfogliserat kinaz proteininin ifade seviyesinin kurakliga hassas rezene
bitkilerinde arttigi buna karsin hassas genotipte azaldigi bildirilmistir (Khodadadi et al.
2017). GAPDH, NADPH ile 1,3-difosfogliseratin gliseraldehit-3-fosfata indirgenmesini
kataliz etmektedir. GAPDH protein seviyesinin kurakliga hassas rezene genotipinde
artan yonde dizenlendigi, toleransh genotipte ise azalan yonde diizenlendigi
bildirilmistir (Khodadadi et al. 2017). Zit olarak, kloroplastik GAPDH proteinin ifade
seviyesinin kurakliga hassas arpa ve bugday genotiplerinde azalan yénde diizenlendigi,
toleransli genotiplerde ise artan yonde diizenlendigi rapor edilmistir (Chmielewska et
al. 2016, Michaletti et al. 2018). Bitkilerde triozfosfat izomeraz, glikoliz, glukoneogenez
ve Calvin donglsilinde gliseraldehit 3-fosfatin dihidroksiaseton fosfata dénisimiini
kataliz etmektedir (Lopez-Castillo et al. 2016). Ribuloz-fosfat 3-epimeraz enzimi D-
ribuloz  5-fosfatin  D-ksiluloz  5-fosfata geri donisimli  epimerizasyonunu
katalizlemektedir. Bu enzimin ifade seviyesindeki azalmanin, kuraklik stresi altindaki
azalmis fotosentetik aktivite ile iliskili oldugu bildirilmistir (Aranjuelo et al., 2011, Deeba
et al. 2012). Bu sonuglar, kurakhk stresi altindaki C3 tird C. spinosa’da
karboksilasyonun GAPDH, fosfogliserat kinaz, triozfosfat izomeraz ve ribuloz-fosfat 3-
epimeraz proteinlerinin inhibisyonu nedeniyle azaldigini ve boylece fotosentez
etkinligini diastrdaguna ileri slrebilir. Ayrica RuBisCO ve Calvin donglsiine ait diger
enzimlerin kuraklk stresi kosullarinda inhibisyonu, ATP ve NADPH talebinde bir diisis

anlamina gelebilir.
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NADP bagimli malat dehidrojenaz (NADP-MDH), indirgeyici olarak NADPH kullanarak
oksaloasetatin malata geri donisebilir sekilde indirgenmesini katalize eden redoksla
dizenlenen bir kloroplastik enzimdir (Metzler et al. 1989). C4 fotosentezinde
atmosferik karbondioksit, PEP karboksilaz araciigiyla mezofil hiicrelerinde
fosfoenolpiruvatin (PEP) karboksilasyonu ile fikse edilir ve doért karbonlu bilesik
oksalaasetat olusturulur. Mezofil kloroplastlarinda bulunan plastidik NADP-MDH,
oksalaasetati malata dondstlrir ve daha sonra malat malik enzim tarafindan
dekarboksilasyona ugrayacagl demet kini hiicrelerine tasinir (Hatch and Slack 1969).
Malatin mezofil hicrelerinden demet kini hiicrelerine pompalanmasi nedeniyle,
karbondioksit konsantrasyonu, RuBisCO enziminin bulundugu ortamda artmaktadir. Bu
durum fotorespirasyonun engellenmesi ve karbon asimilasyonunun artmasi ile
sonuglanmaktadir. Arastirmamizda, kloroplastik malat dehidrogenaz proteininin ifade
seviyesi kuraklik stresi altindaki C4 tiirt C. gynandra’da artan yonde diizenlenmistir. Bu
durum, kurakhk stresi altinda C. gynandra’nin yiksek fotosentetik aktivitesi ile iliskili
olabilir. Ayrica misir plastidik NADP-malat dehidrogenaz (ZmNADP-MDH) genini asir
ifade eden Arabidopsis bitkilerinin tuz stresine karsi daha toleransli oldugu bildirilmistir

(Kandoi et al. 2018).

Oksijen cikisi arttirici protein 1 ve 2 (OEE1 ve OEE2), fotosistem IlI'deki oksijen Uretici
kompleksin birer pargasidir. OEE2 suyun fotolizini kataliz etmekten sorumlu oldugu ve
OEE1l proteininin FSIl reaksiyon merkezinin bir araya getirilmesi ve kararhginin
surdiridlmesi icin gereken bir dengeleyici protein oldugu belirtilmistir (Yang et al. 2003,
Yi et al. 2005). OEE proteinlerinin ifade seviyelerinde iki tiir arasinda farkhlik
belirlenmistir. C4 tird olan C. gynandra’da OEE2 proteinin (benek 48) ifade seviyesi
kurakhk stresi kosullarinda artis gosterirken, C3 tiri olan C. spinosa’da OEE1l
proteininin (benek 14) ifade seviyesi azalmistir. Xin vd. (2018), kuraklik stresi altindaki
misir fidelerinde OEE1'in artan yonde dizenlenmesinin fotosentetik aktivitenin
devamliligi icin oldukca 6nemli oldugunu ileri stirmustir. Bununla birlikte, OEE1 ve
OEE2 proteinlerinin ifade seviyelerinin kurakliga toleransli arpa ve fasulye

genotiplerinde arttig buna karsin hassas genotiplerde azaldigi bildirilmistir (Kausar et
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al. 2013, Zadraznik et al. 2013). Ayrica Elymus elongatum bitkilerinde siddetli kuraklik
stresine cevap olarak ifadesi artan OEE2’nin, protein hasarinin onarilmasi ve oksijen
olusumunun surdirilmesi icin gerekli oldugu ileri strtlmustir (Gazanchian et al.

2007).

Ferredoksin-NADP rediiktaz (FNR), bitkilerin ATP ve indirgeyici gli¢ talebini karsilamak
icin donglsel ve dongisel olmayan elektron akisini dizenlemede kilit bir rol
oynamaktadir. FNR proteinleri, elektronlarin ferredoksin veya flavodoksinden
NADPH'ye aktarildigl fotosentetik mekanizmada islev gordiigii ve ayrica reaktif oksijen
tirlerine karsi korumada rol oynadigi bildirilmistir (Caruso et al. 2008). Olusan bu
NADPH daha sonra karbon fiksasyonu gibi birka¢ biyosentetik yolakta indirgeyici gli¢
olarak kullaniimaktadir (Hanke and Mulo 2013). Bu enzim tarafindan katalizlenen
reaksiyonun fotosentezde hiz sinirlayici bir basamak oldugu disiiniilmektedir (Moolna
and Bowsher 2010). Mevcut arastirmada kuraklhk stresi altindaki C3 tiirt C. spinosa’da
FNR proteinlerinin (benek 17, 20 ve 21) ifade seviyeleri azalan yonde diizenlenmistir.
Kuraklik stresi kosullarinda FNR proteinlerinin ifade seviyelerindeki benzer azalmalar
aycicegi (Castillejo et al. 2008), bugday (Budak et al. 2013) ve seker kamisi (Khueychai
et al. 2015) gibi bitki turlerinde de belirlenmistir. Ayrica FNR proteininin seviyesindeki
azalma kuraklik stresine hassas fasulye genotipinde belirlenmistir (Zadraznik et al.
2013). A. thaliana'da yapilan bir calismada, bu enzimi kodlayan genlerin ekspresyon
diizeyinin kurakhk stresi altinda arttigl bulunmustur (Lehtimaki et al. 2010). Kurakhk
stresi altinda FNR'nin spesifik fonksiyonu hala belirsizdir. Bununla birlikte, FNR'nin
bitkilerde fotosistem I'de Mehler reaksiyonu ile Uretilen tek degerlikli oksijenin
indirgenmesi ile Uretilen serbest radikallerin detoksifiye edilmesinde ¢ok 6nemli bir rol
oynayabilecegi ileri strdimistir (Xiao et al. 2009). FNR’nin diger bir roliinlin ise ¢esitli
cevresel stres kosullarinda plastidlerdeki NADPH/NADP® dengesinin sirdiiriilmesi
oldugu belirtilmistir (Xiao et al. 2009). Bu sonugclar, C3 tirli C. spinosa’da FNR
proteinlerinin azalmasinin reaktif oksijen tirlerinin temizlenmesi ve plastidlerdeki

NADPH/NADP* dengesinin kuraklik stresinden olumsuz etkilendigini gdstermektedir.
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Bitkiler ayrica enerji metabolizmasiyla iliskili enzimlerin ifade seviyelerindeki
degisimleri tetikleyerek stres kosullarina cevap verirler. Arastirmamizda, glikolitik
enzimler olan triozfosfat izomeraz (benek 10) ve fruktoz-bisfosfat aldolaz (benek 22 ve
26) proteinlerinin ifade seviyesi kuraklik stresi altindaki C3 tiirli C. spinosa’da azalan
yonde dizenlenmistir. Diger taraftan, diger bir glikolitik enzim olan enolaz 2 (benek 62)
proteinin ifade seviyesi C4 tiirli C. gynandra’da artan yonde diizenlenmistir. Triozfosfat
izomeraz verimli enerji Gretimi igin gerekli olan seker metabolizmasinda énemli bir rol
oynamaktadir. Fruktoz-bifosfat aldolaz, fruktoz-1,6-bifosfatin gliseraldehit 3-fosfat ve
dihidroksiaseton fosfata geri dontsimli sekilde bélinmesini katalize etmektedir.
Enolaz ise 2-fosfogliseratin fosfoenolpirlivata donlisimini katalizlemede rol oynayan
onemli bir enzimdir. Kuraklk stres altinda glikolitik enzimlerin azalan ydnde
diizenlenmesinin, stres sonrasi iyilesme doneminde gerekli biylimeyi karsilamak icin
bir enerji kaynagi olarak sekerlerin biriktiriimesinde bir strateji olabilecegi bildirilmistir
(Ahmad et al. 2016). Kuraklik altinda fruktoz-bifosfat aldolaz diisiik seviyede birikiminin
siddetli kuraklk stresine maruz birakilan arpa ve kolza bitkilerinde meydana geldigi
bildirilmistir (Vitamvas et al. 2015, Urban et al. 2017). Fruktoz bifosfat aldolaz ve
triosfosfat izomeraz proteinlerinin, enerji ve karbon iskeletlerini saglamak igin stres
kosulunda kuraklga toleransli genotiplerde arttigi bildirilmistir (van Dongen et al. 2011,
Katam et al. 2016). Ayrica kuraklik kosullarinda misir fidelerinde artan fruktoz-bifosfat
aldolaz proteininin su potansiyelini arttirmak icin daha fazla enerji Urettigini ve uzun
sureli kuraklik stresine karsi bitki toleransini artirdigi ileri sirilmustir (Xin et al. 2018).
Glikolitik yolakta islev géren enolaz proteininin kurakliga toleranslh fasulye, bugday ve
arpa genotiplerinde artan yonde diizenlendigi bildirilmistir (Zadraznik et al. 2013,
Cheng et al. 2015, Chmielewska et al. 2016). Ayrica kuraklik stresi altindaki celtik
bitkilerinde enolaz seviyesindeki artisin oldukca yiliksek oldugu ve bu proteininin
bitkilerde kuraklik toleransinin belirlenmesi icin potansiyel bir marker oldugu
belirtilmistir (Paul et al. 2015). Kuraklik stresi kosullarinda enolaz proteininin artan
yonde diizenlenmesi muhtemelen distk ATP Uretimini telafi etmek icin artan glikoliz

ihtiyacinin bir sonucu olarak bir cevaptan kaynaklanmaktadir.
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Kloroplastik glukoz-1-fosfat adenililtransferaz kiiclik alt birim nisasta biyosentezi ve
sukroz metabolizmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu proteininin ifade seviyesi
kurakhk stresi altindaki C. spinosa tlrinde azalan yonde dlizenlenmistir. Benzer
sonuglar kuraklik stresi altindaki kolza genotiplerinde de belirlenmis ve nisasta
biyosentez hizinin bu proteine bagl oldugu bildirilmistir (Urban et al. 2017). Ayrica
kuraklik stresinin bugday genotiplerinde bu proteininin seviyesinde azalmaya neden
oldugu bildirilmistir (Budak et al. 2013, Sharma et al. 2017). UTP-glukoz-1-fosfat
uridililtransferaz enzimi glukoz 1-fosfati, polisakkaritler icin ana glikozil donéri olan
UDP-glukoza donustlirmektedir. Bu enzimin sukroz, nisasta ve hicre duvarinin sentezi
ve kalloz birikimi icin gerekli oldugu bildirilmistir (Meng et al. 2009, Park et al. 2010).
Bu proteininin ifade seviyesi kuraklik stresi altindaki C. spinosa tiiriinde azalan yénde

diizenlenmistir.

Kuraklik stresi, ATP miktarindaki net azalma ile karbondioksit asimilasyonunu énemli
Olclide azalttigindan (Tezara et al. 1999), ATP sentezinin arttirilmasinin abiyotik stres
toleransina yardimci olabilecegi ileri strtlmustlr (Zhang et al. 2008). Kloroplastik ATP
sentaz proteininin membran boyunca bir proton gradiyenti varliginda ADP'den ATP
Urettigi ve kuraklik stresi tepkilerinde anahtar bir unsur oldugu bildirilmistir (Abreu et
al. 2013). ATP sentaz, kloroplast ve mitokondride enerji iletiminde ve stresin
azaltilmasinda merkezi bir rol oynamaktadir. Arastirmamizda, kuraklik stresi C3 tirt C.
spinosa’da kloroplastik ATP sentaz alfa (benek 43) ve beta alt birimlerinin (benek 42)
ifade seviyesinde azalmaya neden olurken, C4 tiri C. gynandra’da sadece alfa alt
biriminin (benek 65) ifade seviyesinde azalmaya neden olmustur. Diger taraftan,
mitokondriyal ATP sentaz protein MI25’in ifade seviyesi kuraklik stresi altindaki C.
spinosa (benek 4) ve C. gynandra (benek 47) tirinde artan yonde dizenlenmistir. ATP
sentaz protein seviyesindeki kuraklik stresi tesvikli azalma fasulye ve kolza gibi bitki
tirlerinde de belirlenmistir (Zadraznik et al. 2013, Urban et al. 2017). Diger taraftan,
kloroplastik ATP sentaz proteininin kurakliga toleransli yabani bugday genotiplerinde
artan yonde diizenlendigi ve bu bitkilerin stres kosullarinda ATP lretme kabiliyetlerinin

daha blyik oldugu ileri stiriimistir (Budak et al. 2013). ATP sentaz geninin asiri ifade
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olmasinin Arabidopsis'te kurakliga daha fazla toleransla sonuglandigi bildirilmistir
(Zhang et al. 2008). Ayrica toleransli yer fistigl genotiplerinde bu proteininin artan
yonde dlizenlenmesinin, strese bagli artan enerji talebini karsilamak igin ATP retimini
artirarak su eksikligi stresini azaltabilecegi ileri stirGlmustir (Kottapalli et al. 2009).
Kurakhk stresi ATP sentazin ifade seviyesini azaltabilir ve azalmig su seviyelerinin
karbondioksit fiksasyonunda ve elektron tasima reaksiyonlarinda rol oynayan
enzimlerin aktivitesi izerine direkt etkileri gibi stomatal olmayan faktoérler tarafindan

C4 fotosentezini inhibe edebilir.

Kurakhk stresi kosullarinda ifade seviyeleri degisen diger 6nemli protein grubu
savunma ile iliskili proteinlerdir. Tiyoredoksinler (Trx) redoks regiilasyon doéngisiine
katilarak tiyol redoks dengesini korumakta ve okside edilmis peroksiredoksinin aktif
indirgenmis forma dontsimiinde rol oynamaktadir (Navrot et al. 2011). Bitkilerde, her
biri bir multigen ailesinden olusan lg¢ ana Trx tipi tanimlanmigtir. Trx H, sitozolde
bulunurken, Trx M ve F kloroplastlarda lokalize olmustur (Jacquot et al. 1997).
Arastirmamizda Trx H proteininin ifade seviyesi kuraklik stresi altindaki C. spinosa
tlrinde azalan yonde diizenlenmistir. Zit olarak, Trx H proteininin seviyesinin kuraklik
stresi altindaki bugday fidelerinde arttig1 rapor edilmistir (Bazargani et al. 2011, Zhang
et al. 2014, Sharma et al. 2017). Demir (Fe) fotosentez icin 6nemli bir unsurdur ve
serbest Fe Fenton reaksiyonu vyoluyla hidroksil radikallerinin (*OH) Uretimine
katilmaktadir (Ravet et al. 2009). Bitki hiicrelerinde serbest demirin kontrolti 6Gnemlidir
¢linkli Fenton reaksiyonu ile olusan Fe*? superoksit radikali veya askorbat ile Fe+2'ye
indirgenebilmektedir. Ferritin familyasinin stres kosullarinda kuvvetli ve dizglin bir
sekilde artan yonde diizenlendigi ve demirin alikonulmasinda ve serbest demirin
salinmasinda rol oynayarak “OH radikallerinin olusumunu sinirladigi ileri stiriimistir
(Briat et al. 2010). Arastirmamizda ferrritin-1 proteininin seviyesi kuraklik stresi
altindaki C. spinosa tiiriinde artan yonde diizenlenmistir. Ferritin proteininin ifade
seviyesindeki artis kuraklik stresi altindaki soya fasulyesi, nohut ve bugday gibi bitki
tirlerinde de belirlenmistir (Bhushan et al. 2007, Alam et al. 2010, Zhang et al. 2014,

Yamaguchi et al. 2010). Ferritin proteininin kuraklik stresi kosullarinda seviyesinin
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artmasi, serbest demir seviyelerinin diizenlenmesinin yapraklardaki kuraklik stresine
uyumun onemli bir bileseni oldugunu gostermektedir. Kuraklik stresi kosullarinda C.
spinosa tirinde ifade seviyesi azalan diger bir protein kinon oksidorediiktaz-benzeri
proteindir (benek 18). Kinon oksidorediiktaz proteininin yilkseltgenme-indirgenme
islemlerinde rol alan ve kloroplastin tilakoid zarinda bulunan bir membran proteini
oldugu bildirilmistir (Rahman et al. 2016). Mevcut arastirmanin bulgularina zit olarak,
kinon oksidorediiktaz proteininin seviyesindeki artis kuraklik stresi altindaki yerfistigi,
seker kamisi ve aygicegi bitkilerinde belirlenmistir (Castillejo et al. 2008, Katam et al.
2016, Rahman et al. 2016). Bu enzimin tuz stresinin neden oldugu oksidatif strese karsi
korunmadaki 6nemi gosterilmistir (Nohzadeh Malakshah et al. 2007). Sobhanian vd.
(2010), kinon oksidorediiktazin azalan yonde diizenlendigi ancak bu enzimin tuza
tolerans ile iligkili olmadigini bildirmistir. Monohidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) enzimi
NADH kullanarak monohidroaskorbatin askorbata dontsimini kataliz etmektedir
(Lisenbee et al. 2005). MDHAR proteininin (benek 34) ifade seviyesi kuraklik stresine
maruz birakilan C3 tirli C. spinosa’da artan yonde diizenlenmistir. Diger taraftan,
kloroplastik stiperoksit dismutaz (benek 50) ve plastid-lipid-iligkili protein 6 (benek 51)
proteinlerinin ifade seviyeleri C4 tiirl C. gynandra’da kuraklik stresi kosullarinda artan
yonde dlzenlenmistir. Stperoksit dismutaz, sliperoksit radikalini hidrojen peroksite
donustirerek oksidatif stresin hafifletiimesine yardimci olmaktadir (Zhang et al. 2008).
C4 tirinde, reaktif oksijen tirlerinin temizleyicileri vasitasiyla kuraklik stresi ile daha

etkin sekilde basa cikabilecegi ileri surdlebilir.

Kloroplastik 50S ribozomal alt birimi, protein biyosentezinde peptidil transfer
reaksiyonunu katalize etmektedir (Kotusov et al. 1976). 50S ribozomal protein L12-3’lin
ifade seviyesi kurakhk stresi altindaki C3 tiri C. spinosa’da azalan yonde
dizenlenirken, C4 tirl C. gynandra’da artan yonde diizenlenmistir. 50S ribosomal L12
proteininin kurakliga toleransli yerfistigi genotipinde artan yonde dizenlendigi
bildirilmistir (Katam et al. 2016). C4 tiiri C. gynandra’da ribozomal proteininin artan
yonde diizenlenmesi, kuraklik stresinin bu tiirdeki protein biyosentezi lizerindeki inhibe

edici etkisine karsi direngc mekanizmasi ile iliskili olabilir. Bir 1si soku proteini olan
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saperoninlerin, termal stres altinda protein katlanmasini dengeledigi ve genellikle
kurakhiga dayanikh bitki tirlerinde bulundugu bildirilmistir (Xu ve Huang 2010).
Arastirmamizda, 20 kDa saperonin proteinin (benek 8) ifade seviyesinin kuraklk stresi
altindaki C3 tilrl C. spinosa’da azalan yonde diizenlendigi belirlenmistir. Benzer olarak,
20 kDa saperonin proteininin kuraklik stresi altindaki fasulye ve bugday bitkilerinde
arttigl belirtilmistir (Zadraznik et al. 2013, Sharma et al. 2017). Diger taraftan, bu
proteinin seviyesinin yerfistig ve misir bitkilerinde kuraklik stresine cevap olarak arttigi
rapor edilmistir (Benesova et al. 2012, Katam et al. 2016). Ayrica 20 kDa saperonin
proteininin artan yoénde dizenlenmesinin, tuz stresi altinda soya fasulyesi

proteinlerinin korunmasinda etkili bir rol oynadigi bildirilmistir (Sobhanian et al. 2010).

Metabolik kontrol ve gevresel kosullara adaptasyon, karmasik sinyal iletim yollarini
gerektirmektedir. Kuraklk stresine maruz kalan bitkilerde hicresel sinyal iletimi,
reseptorlere ligand baglanmasini, ikinci habercilerin olusmasini ve ilgili kaskadlari
icermektedir. Arastirmamizda, kuraklik stresi C3 tirl C. spinosa’da 14-3-3 (benek 23),
anneksin D1 (benek 24) ve D6 (benek 19) proteinlerinin ifade seviyesinde artisa neden
olmustur. Yiksek oranda korunmus asidik protein ailesi 14—-3-3’lin sinyal iletimi,
apoptoz ve hiicresel sag kalim gibi fizyolojik islemlerde islev géren 200'den fazla hedef
protein ile etkilesime girebildigi bildirilmistir (Mhawech 2005). Bununla birlikte, 14-3-3
proteinlerinin sinyal iletimi, karbon ve azot metabolizmasinin diizenlenmesi ve iyon
homeostazinda rol oynayan kiglik dizenleyici adaptor proteinler oldugu belirtilmistir
(Yan et al. 2004). Cok sayida proteomik ¢calismada, kuraklik stresine cevap olarak 14—3—
3 proteininin farkh sekilde ifade oldugu gosterilmistir (Faghani et al. 2015, Hao et al.
2015, Zhang et al. 2016). Ayrica Arabidopsis 14—3—-3 proteinini kodlayan geni asiri ifade
eden pamuk ve misir 14—-3-3 genini asiri ifade eden celtik bitkilerinin kurakhga karsi
tolerans gelistirdikleri bildirilmistir (Yan et al. 2004, Campo et al. 2012, Ho et al. 2013).
Diger taraftan, bu proteininin kurakliga hassas bugday genotipinde azalan yodnde
diizenlenmesinin kurakliga hassasiyet ile iliskili olabilecegi rapor edilmistir (Faghani et
al. 2015). Anneksinler, Ca+2'ye bagimli ve bagimli olmayan sekillerde sinyal iletiminde

islev goren membrana bagh proteinlerdir (Mortimer et al. 2008). Anneksin proteininin
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ifade seviyesindeki kuraklik stresi tesvikli artis kurakhga hassas fasulye genotipinde
belirlenmistir (Zadraznik et al. 2013). Bazi anneksinler ile bitkilerin tuz ve kuraklik
streslerine karsi toleranslari arasinda iliski oldugu belirtilmistir. Sobhanian vd. (2010)
artan yonde dizenlenen anneksin proteininin tuza tolerans ile iliskili oldugunu rapor
etmistir. Benzer olarak, Arabidopsis’te kuraklik stresi ve anneksinler arasinda baglanti
oldugu bildirilmistir (Konopka-Postupolska et al. 2009). Arastirmamizda kuraklik stresi
C4 tird C. gynandra’da ise translasyonel-kontrolll tiimor proteininin (TCTP, benek 49)
ifade seviyesinde artisa neden olmustur. TCTP proteininin bitkiler de dahil olmak (izere
insan ve maya gibi bircok canli tiiriinde bulundugu ve sitoplazmik bir kalsiyum baglayici
protein oldugu bildirilmistir (Bommer et al. 2002). TCTP proteininin seviyesindeki artis
kuraklik stresi altindaki bazi bitki tiurlerinde de belirlenmistir (Zhang et al. 2004,
Rahman et al. 2015, Sharma et al. 2017). TCTP proteininin stres kosullarinda
hiicrelerdeki Ca** homeostazinin korunmasinda rol almasi mimkinddr, ¢linkl biyotik
ve abiyotik stres gibi bircok hiicre disi sinyal hiicresel Ca** konsantrasyonunda
degisimlere neden olabilmektedir (Luan et al. 2002). Bu sonuglar, TCTP'nin bitkilerde

stres yanitlarinin yani sira biiyime kontroliinde de rol oynadigini gosterebilir.

Kloroplastik glutamin sentetaz (GS), fotorespirasyon tarafindan Uretilen amonyagin
yeniden 6ziimlenmesinden sorumlu bir enzimdir (Taira et al. 2014). Arastirmamizda,
GS proteininin ifade seviyesi her iki tlirde de azalan yonde dizenlenmistir. GS’nin
bugdayda kurakliga toleransin iyi bir metabolik gostergesi oldugu ve o6zellikle su
eksikligi sirasinda kurakliga duyarh bugday cesitlerinin plastidik izoform GS2'nin hem
seviyesinde hem de aktivitesinde 6nemli bir disls gosterdigi bildirilmistir (Nagy et al.
2013). Proteomik analizler bircok bitki tiirinde GS proteininin seviyesindeki énemli
duslsleri gostermistir (Wang et al. 2016, Urban et al. 2017, Michaletti et al. 2018).
Diger taraftan, GS proteininin ifade seviyesindeki artis kuraklik stresi altindaki bazi bitki
tirlerinde belirlenmistir (Shi et al. 2014, Zhang et al. 2014, Chmielewska et al. 2016).
Bununla birlikte, GS transgenik bitkilerde azot metabolizmasindaki degisimin kuraklik

kosullarinda reaktif oksijen tlrlerine karsi korumada rol oynayan genlerin
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ekspresyonunu modile ettigi ve bu durumun kurakliga direngle sonuglandigi

bildirilmistir (Molina-Rueda et al. 2013).

Bitkiler, kuraklik stresi kosullarina hiicre metabolizmasinda olaylar agini tetikleyerek
yanit vermektedir. ATP bagimli bir reaksiyon ile metiyoninden S-adenozilmetiyoninin
(SAM) sentezinde islev goren S-adenozilmetilyonin sentetaz (Roje 2006) proteininin
ifade seviyesi her iki tiirde de azalan yonde diizenlenmistir. SAM'in Uretilmesi, SAM'in
nikleik asitlerin, proteinlerin ve lipidlerin transmetilasyonunda evrensel bir donér
olmasi nedeniyle 6zellikle 6nemli oldugu bildirilmistir (Narita et al. 2004, Ravanel et al.
2004). SAM bitkilerin abiyotik ve biyotik streslere karsi toleransini diizenledigi bilinen
poliaminlerin biyosentezi icin 6ncl olarak énemli bir rol oynamaktadir (Kéllner et al.
2010). SAM ayrica kuraklik stresine cevap olarak artis gosteren lignin biyosentezinde de
kullanilmaktadir (Roje 2006). Her iki tliirde gozlenen disiik SAMS dizeyleri, kuraklik

stresi altinda distk poliamin Gretimi ve lignifikasyon ile iliskilendirilebilir.

Sonug olarak, farklh fotosentez mekanizmalarina sahip C. spinosa (C3) ve C. gynandra
(C4) tirlerinin kurakhk stresine verdikleri protein dizeyindeki cevaplari incelemek igin
karsilastirmali bir proteomik analizi yapilmistir. Proteomik analizler ile C. spinosa ve C.
gynandra tirlerinde kuraklik stresi kosullarinda farkl sekilde ifade olan sirasiyla 43 ve
22 protein tanimlanmistir. Ozellikle C3 tiirii C. spinosa’da, fotosentez ve enerji
metabolizmasi organizasyonu ile ilgili proteinler agirlikli olarak kuraklk stresi altinda
etkilenmistir. C. spinosa’da RuBisCO kii¢tik alt birim proteinlerinin ifade seviyesi artmis
olmasina karsin RuBisCO’nun aktif forma donismesini saglayan RuBisCO aktivaz
proteinlerinin seviyesi azalmistir. Ayrica isik reaksiyonlari ile ilgili olarak OEE1 ve FNR
proteinlerinin ifade seviyesi C. spinosa’da azalirken, OEE2 proteinin ifade seviyesi C.
gynandra’da artmistir. Glikolitik enzimler olarak triozfosfat izomeraz ve fruktoz-
bisfosfat aldolaz enzimlerinin seviyesi C. spinosa’da azalirken, enolaz enziminin
seviyesi, C. gynandra’da artmistir. Kloroplastik ATP sentaz proteinlerinin her iki tirde
azalan yonde diizenlendigi buna karsin mitokondriyal ATP sentaz proteininin artan

yonde diizenlendigi bulunmustur. Protein, amino asit ve hiicre metabolizmasi ile iliskili
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bircok proteininin ifade seviyesi her iki tliirde de azalan yonde dizenlenirken, sinyal
iletimi ve stres savunma ile ilgili proteinler genellikle artan yénde dizenlenmistir. Bu
bulgular farkh fotosentez stratejilerine sahip tirlerin kurakhk stresine farkli sekillerde
ve farkh seviyelerde cevap verdigini gostermektedir. Bu arastirma, kuraklk gibi
olumsuz cevresel kosullarina karsi bitki adaptasyonunun molekiler mekanizmalari

hakkinda yeni bilgiler sunmaktadir.
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