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TOLERANSLARI FARKLI iKi NOHUT TURUNDE
KURAKLIK STRESININ PROTEIN iFADELERI UZERINE ETKIiSi

Sertan CEVIK

0z

Bu calismada kurakliga karsi direncleri farkli olan kiiltiir nohut Cicer
arietinum L. ILC482 (kurakliga hassas) ve yabani nohut Cicer reticulatum AWC611
(kurakliga direncli) tiirlerinde kuraklik stresi sonucu meydana gelen bazi morfolojik
ve fizyolojik yanitlar arastirilmis ve meydana gelen protein ifade farkliliklar:
belirlenmistir. Nohut bitkileri 21 giin boyunca bitki yetistirme kabini igerisinde
kontrollii sartlar altinda yetistirilmis ve siire sonunda 7 giin boyunca su verilmeyerek
kuraklik stresine maruz birakilmislardir. Yapilan analizler sonucunda kuraklik
stresinin her iki tiirde de siirgiin boyunu degistirmezken, kok boylarini azalttigi bu
azalmanin C. arietinum’da daha fazla oldugu belirlenmistir. Kuraklik stresi her iki
tirde de yaprak su potansiyellerini ve yaprak oransal su iceriklerini azaltmis, C.
arietinum’da bu azalislar ¢ok daha belirgin olmustur. Bunun yaninda prolin miktarinin
kuraklik stresiyle her iki tiirde de ylikseldigi ancak C. reticulatum’da kuraklik stresi
sonucunda meydana gelen prolin miktarindaki artisin C. arietinum’a gore 4 kat daha
fazla oldugu bulunmustur. Her iki tiirde de kuraklik stresi nedeniyle protein
profillerinde meydana gelen degisiklikleri belirlemek icin izole edilen proteinler iki
boyutlu jel elektroforezinde elektroforetik olarak ayrilmis ve ayrimi yapilan
proteinlerin kimlik tanilart MALDI-TOF/TOF kiitle spektrometresinde yapilmastir. C.
arietinum’da 11 proteinin ifadesi kuraklik stresiyle birlikte degismistir, bu
proteinlerden 6 tanesinin ifadesi kuraklik stresiyle birlikte artarken, 5 tanesinin ifadesi
azalmistir. C. reticulatum’da i1se 13 proteinin ifadesi kuraklik stresiyle birlikte
degismistir, bu proteinlerden 11 tanesinin ifadesi kuraklik stresinde artarken, 2
tanesinin ifadesi azalmistir. ifadesi degisen proteinler incelendiginde, bu proteinlerin
biiyiikk bir kisminin fotosentez mekanizmasinda yer alan proteinler oldugu
belirlenmistir. Her iki tiirdeki ifade degisiklikleri yorumlandiginda, her iki tiiriin de
karmasik stres yanitinda birbirinden farkli yollarla yanit olusturduklari tespit
edilmistir. C. arietinum’da daha ¢ok olusan reaktif oksijen tiirlerinin yarattigi
sinyallerden kaynaklanan bir yanit olusurken, C. reticulatum’da hiicresel suyun
korunmasi tizerine bir proteom yanit1 olusturulmustur.

Anahtar Kelimeler: Kuraklik, Proteomiks, C. arietinum, C. reticulatum

Damsman: Prof. Dr. Serpil UNYAYAR, Mersin Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Ana Bilim Dal.



Cevik, S. 2015. The effects of drought stress on protein expressions of two chickpea species which have different tolerance to
drought, Doktora Tezi, Mersin Universitesi

THE EFFECTS OF DROUGHT STRESS ON PROTEIN EXPRESSIONS OF
TWO CHICKPEA SPECIES WHICH HAVE DIFFERENT TOLERANCE TO
DROUGHT

Sertan CEVIK

ABSTRACT

In this study, chickpea species, which have different tolerance to drought
stress Cicer arietinum 1LC482 (drought susceptible) and Cicer reticulatum AWC61 1
(drought tolerant), were exposed to drought stress. And then, morphological,
physiological responses and protein expression changes were investigated. Chickpea
plants have been grown for 21 days, after that plants have been exposed drought stress
for 7 days. As a result, drought stress reduced root length but didn’t changed stem
length in both species. Leaf water potential and relative water content of leaves were
reduced by drought stress in both species, reducing in root length, leaf water potential
and relative water content were greater in C. arietinum than C. reticulatum. Free
proline content of leaves were enhanced by drought stress in both species. Proline
content of C. reticulatum was greater than C. arietinum under drought stress. Changes
induced in leaf proteins were studied by two-dimensional gel electrophoresis and
MALDI-TOF/TOF mass analyzer. A total 11 spots showed significant changes under
drought stress in C. arietinum, the number of up-regulated spots was found to be 6
while 5 spots were down-regulated. On the other hand, a total 13 spots showed
regulation under drought stress in C. reticulatum, the number of up-regulated spots
was found to be 11 while 2 spots were down-regulated. Most of the proteins which
were regulated under drought stress in both species were found as member of
photosynthesis pathway. Both species developed different defense strategy against
drought stress. In C. arietinum, signals which generated by reactive oxygen species
were used for drought stress response. In C. reticulatum, a proteome composition was
developed to protect of cellular water content.

Key words: Drought, Proteomics, C. arietinum, C. reticulatum

Advisor: Prof. Dr. Serpil UNYAY AR, University of Mersin, Faculty of Science and
Letters, Department of Biology.
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LC: Sivi kromatografisi

MALDI: Matriks destekli lazer desorbsiyon iyonizasyon
MS: Kiitle spektrometresi

m/z: Kiitle/Yik

OEC: Oksijen olusturan kompleks

OEE1: Oksijen olusumunu arttiran protein 1
OEE2: Oksijen olusumunu arttiran protein 2
OSI: Oransal su igerigi

PAGE: Poliakrilamid jel elektroforezi

pl: Izoelektrik nokta

PMSF: Fenilmetilsiilfonilflorid

PS2: Fotosistem 2

ROT: Reaktif oksijen tiirleri

SDS: Sodyum dedosil siilfat

TA: Turgorlu agirhik

TOF: Ugus siiresi
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YA: Yas agirhik
YSP: Yaprak su potansiyeli
2D: Iki boyutlu

xiil
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1. GIRiS

Baklagiller (Fabaceae familyasi) gerek tarimsal gerekse ekonomik agidan
oldukc¢a degerli bir bitki grubudur. Beslenme amacl olarak kullanilmasinin yaninda
topraktaki serbest azotu 6ziimlemesi bu grubun degerini bir kat daha arttirmaktadir
[Pandey ve ark., 2008]. Anavataninin Tiirkiye nin giineydogusu ile Suriye’nin kuzey
bolgelerini kapsayan alan oldugu diisiintilen [Glines ve ark., 2008] nohut (Cicer
arietinum L.), baklagiller arasinda 6nemli bir yere sahiptir [Cevik ve ark., 2014] ve
diinyada fasulyeden sonra en ¢ok iiretilen ikinci, Tiirkiye’de ise en ¢ok iiretimi yapilan
baklagil tiriiniidiir. Diinyadaki ekim alanlar1 ve {iretim miktarlart goz Oniine
alindiginda, Tirkiye’nin yillik 506.000 tonluk tretimi ile Hindistan, Avustralya ve
Pakistan’nin ardindan diinyada en c¢ok fiiretim yapan dordiincii iilke oldugu
goriilmektedir [FAO 2013]. Nohutun iiriin verme potansiyeli 4.000 kg/hektar oraniyla
oldukc¢a yiiksektir ancak almabilen gergek iiriin miktar1 bu oranin ¢ok altindadir.
Yiiksek iiriin potansiyeline ragmen, diisiik tiriin alinmasimin nedeni abiyotik ve biyotik

streslerdir [Canc1 ve Toker, 2009].

Stirdiiriilebilir iiretim tarmmsal sistemlerdeki en biiyiik problemlerden
birisidir. Uretim {izerine abiyotik ve biyotik streslerin olumsuz etkileri nedeni ile
gelecekte biiyliyen diinya niifusunun yiyecek ihtiyaci karsilanamaz hale gelebilir.
Bir¢ok caligma 2025 yilina kadar tarimsal iiretimin %50 oraninda arttirilmasi
gerektigini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, yilda diinyaya gelen insan sayisinin
da %50 azalmas1 gerekmektedir. Tiim bu etkenler bir araya getirildiginde sadece
tarimsal Uretimi arttrmaya degil, liriin kaybini da en aza indirmeye odaklanilmalidir

[Roy, 2014].

Boyer [1982], g¢evresel streslerin iiriin veriminde %70’e varan kayiplara
neden oldugunu vurgulamistir. Bu baglamda diinyada nohut iiretimi yapilan bolgeler
g0z Oniine alindiginda bu bolgelerin yaklasik olarak %90 ninin kurak ya da yar1 kurak
bolgeler oldugu gorilmektedir [Kumar ve Abbo., 2001]. Nohut bu kosullarla basa
cikabilecek mekanizmalar gelistirmistir [Rao, 2007], fakat yine de bu durum yillik

nohut iiretiminde ciddi bir kayba yol agmaktadir. Nohutun beslenme amacgh olarak
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kullanilmasimnin yaninda azot 6ziimlemesinde de gorev almasi, tarimsal 6nemini bir kat

daha arttirmaktadir [Serraj ve ark., 1999].

Kuraklik stresi bir¢ok tarla bitkisi i¢in tarimsal verimliligi etkileyen en 6nemli
cevresel etkendir. Bitkilerdeki biyokimyasal ve fizyolojik olaylar bu stres nedeni ile
onemli derecede hasar gormektedir [Jaiswal ve ark., 2013]. Kuraklik stresine maruz
kalan bitkilerde turgor basincinda azalma, buna bagl olarak dokular arasindaki su
dengesinin bozulmasi, hiicre boyunda azalma ve biiylimenin engellenmesi goriiliir. Bu
etkilerin sonucunda yaprak alan1 kii¢iiliir, fotosentetik aktivite diiser, sonug¢ olarak da
iirlin kalitesinde ve miktarinda azalma goriiliir [Zheng ve ark.. 2014]. Ulusal Bilim
Kuruluslar kiiresel 1smnma ile birlikte iklim degisikligi nedeniyle dniimiizdeki 30 yil
icerisinde 6zellikle kuraklik stresinin boyutlarinin artacagini belirtmektedirler [Roy,
2014]. Bu durum kuraklik stresine karsi miicadelede gelistirilmesi gereken stratejilerin
onemini arttirmaktadir. Bitkilerin strese kars1 verdikleri yanitlar1 anlamak, kurakliga

kars1 dayaniklilik stratejileri gelistirebilmek adma oldukea kritik ve gereklidir.

Yiizyillar boyu tarimsal olarak iiretilen bitkilerden kurakliga dayanikli seckin
bir kiiltiir olusturabilmek i¢in geleneksel yontemler kullanilmistir. Ancak, kuraklik
direncinin 6zgiin bilesenlerini klasik se¢cim teknikleri ile ayirmak olduk¢a zordur
[Jaiswal ve ark., 2013]. Son 10 yilda, kuraklik stresine kars1 bitkilerin olusturduklari
fizyolojik ve molekiiler tabanli yanitlar 6ncelikli arastirma konular1 igerisinde yer
almistir. Yapilan c¢alismalarm biiyiilk bir cogunlugu bu strese karsi olusturulan
yanitlarin gen ifadesi diizeyinde incelendigi caligmalardir. Bu g¢alismalarda stres
yanitini olusturan genler belirlenebilmis olsalar da, bu genler genlerin son gen iiriinleri
ve ger¢ek dinamikleri olan proteinlerin miktar ve islevlerini yansitmazlar [Jaiswal ve

ark., 2014].

Bitkiler stres kosullarinda yasamlarint siirdiirebilmek igin  6zgiin
mekanizmalar gelistirmek zorundadirlar. Bu kosullara maruz kalan canlilar i¢in strese
kars1 diren¢ ve uyum gelistirmek cok dnemlidir. Bu sayede gelisimlerini siirdiirebilir,
yasam dongiilerini tamamlayabilir ve genetik potansiyellerinin tamamini

kullanabilirler [Rejeb ve ark., 2014]. Stresle basa ¢ikabilmek i¢in bitkilerin gelistirmis
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olduklar iki biiytik taktik vardir; bunlardan bir tanesi stresten kagma, digeri ise strese
tolerans ya da bagka bir ifade ile stres kosullarina ayak uydurmadir. Strese tolerans gen
ifade diizeyinin hizl bir sekilde degismesi yoluyla olur. Bunun sonucu olarak bitkinin
traskriptom, proteom ve metabolom bilesenlerinde degisiklikler olur [Kosova ve ark.,
2011]. Bitkilerin olusturdugu stres yanitini anlayabilmek icin bir¢ok transkriptom
calismas1 yapilmistir. Ancak yapilan bazi ¢alismalar transkript diizeyinde meydana
gelen gen ifadesi degisikliklerinin protein seviyesinde meydana gelen degisikliklerle
uyumlu olmadigmi goéstermistir. Bu nedenle, bitki proteomunda meydana gelen
degisikliklerin arastirilmasi ¢ok onemlidir. Ciinkii proteinler transkriptlerden farkli
olarak bitki stres yanitinda dogrudan rol alirlar [Gao ve ark., 2011]. Proteinler sadece
metabolit seviyesindeki degisiklikleri katalizleyen enzimlerden olusmazlar.
Proteinlerin ayrica dogrudan strese uyum islevleri de vardir. Bu islevleri hiicre zarma,
hiicre sitozoliinii, hiicre iskeletini ve hiicre sitozoliinilin suya olan ilgisini degistirerek

yapabilirler.

Stres kosullar1 altinda protein birikimindeki degisiklikler strese karsi
olusturulan bitki fenotipik yaniti ile yakin iligkilidir. Bu nedenle, stres kosullar1 altinda
protein seviyelerindeki degisimi gosteren c¢aligmalar bitki stres dayaniklilik
mekanizmasinin anlagilmasma 6nemli katkilarda bulunabilir. Proteomik calismalari
ile potansiyel protein belirtecleri tespit edilebilir. Bu belirteclerin miktarlarindaki
degisiklikler, genotiplerin stres direncinin seviyesini tanimlayabilmek icin

kullanilabilir.

Bitki stres yanit1 olduk¢a dinamik bir islemdir ve bu yanit stresin yogunlugu
ve siiresine bagli olarak degisir. Stres yanitinin boliimleri farklilik gosterebilir;
baslangi¢ evresinde stres, bu duruma aligmamis olan bitkilerde soka neden olur ve
bitkinin strese direng diizeyi diiser. Alisma evresinde (bu bir ka¢ giin siirer) stres
altindaki bitki metabolizmasinda yeni bir i¢ denge kurulur. Bu asamada bitkinin strese
kars1 direnci artar. Koruma evresinde, stres kosullar1 altinda yeni bir i¢ denge kurulur
ve bu asamada bitkinin strese karsi direnci sabit kalir. Tiikenme fazinda, eger stres cok
uzun siire devam ederse stres ile uyarilmis i¢ denge siirdiiriiliir ve sonugta bitkinin

strese kars1 direnci diiser. Stres uygulamasinin kesilmesinden sonra yenilenme evresi
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baslar. Bu evrede hiicrenin i¢ dengesi stressiz kosullara gore yeniden kurulur. Bitki

stres yanitiin her agamasi kendini egsiz bir proteom bilesimi ile karakterize eder.

Bitkilerde abiyotik stres arastirmalarmin biiyiik bir kisminin ortak noktasi
stres altinda ve stressiz kosullarda yetistirilen bitkilerden izole edilen proteomlarin
karsilagtirilmasidir. Diger bir yaygin durum ise, iki farkli genotip ya da bitki tiiriinden
elde edilen proteom bilesimlerin verilen stres etkeni altinda karsilastirilmalaridir.
Calismalarda, genellikle ik1 boyutlu jel elektroforezi ayirimini kiitle spektrometresi ile
yapilan protein kimlik tanis1 izler. Bunun yaninda kiitle spektrometresi sadece protein
kimlik tanis1 i¢in degil, ayni zamanda proteinlerin miktar tayinleri i¢in de
kullanilmaktadir [Kosova ve ark., 2011]. Bu yontemler sayesinde stres kosullarinda
meydana gelen proteom bilesimlerinin degisimleri karakterize edilmektedir. Bunun
sonucunda da karmasik stres yanitinin anlasilabilmesi i¢in miithendislik stratejileri

gelistirilebilir.

Kuraklik diinya genelinde, 6zellikle yar1 kurak alanlarda bitki gelisimini ve
iirlin verimini kisitlayan en 6nemli abiyotik strestir [Boyer, 1982]. Nohut, genel olarak
yar1 kurak ve kurak alanlarda yetistirilen bir bitkidir. Bu nedenle, kuraklik stresinin
nohut bitkisi iizerine olan etkilerinin her yoniiyle c¢alisilmasi, stres etkilerinin
anlasilmasi ve Uriin veriminin arttirilmasi ya da korunmasi i¢in ¢ok Onemlidir.
Calismamizdaki hipotezimiz kiiltiir nohut (Cicer arietinum L.) ve yabani nohut (Cicer
reticulatum Ladiz.) bitkilerinde kuraklik stresinin etkisiyle dayaniklilikla ilgili
olabilecek protein profillerinin degisebilecegi ve bunun sonucunda da hiicre su
durumlar1 ve biiylime seviyesinin de etkilenebilecegidir. Bu nedenle kurakliga maruz
birakilan iki farkli nohut tiirtinde protein kimlik tanilar1 yapilmis ve hiicre su durumu,
bliylime hizi ve prolin igerikleri belirlenmistir. Karsilastirmali proteomik stratejisi
sayesinde kurakliga dayanikli oldugu bilinen yabani nohut bitkisinde meydana gelen
protein ifade degisikligi ile kiiltlir nohut tiiriinde meydana gelen protein ifade
degisikliklerinin karsilastirilmasiyla, karmasik kuraklik stres yanitiin protein

bilesenleri ortaya konulmaya ¢alisgilmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. NOHUT

Cicer (Nohut) cinsi toplamda 43 tiirden olusmaktadir, bunlardan 42 yabani
tiir iken, yalnizca bir tanesi kiiltiir tiirdiir [Ladizinsky ve Adler 1976]. Yapilan
calismalar yabani Cicer reticulatum Ladiz. tiirtiiniin kiiltiir Cicer arietinum L. tiiriiniin
atas1 oldugunu gostermektedir [Sharma ve ark., 2005]. C. reticulatum Ladiz. tiiriiniin
bircok abiyotik ve biyotik stres etmenine karsi dayanikli oldugu bilinmektedir [Singh
ve ark., 2008].

Nohut (Cicer arietinum, L.) diinyada fasulyeden sonra en ¢ok yetistirilen
ikinci baklagil tiriintidiir. Tiirkiye diinyadaki 6nemli nohut {ireticisi iilkelerden birisidir
ve FAO’nun 2013 yilindaki verilerine gore 506.000 ton olan yillik iiretimi ile
Hindistan, Avustralya ve Pakistan’in ardindan bu kategoride dordiincii en biiyiik nohut
iireticisi lilke konumundadir (Cizelge 2.1.). Beslenme amaclh olarak yiiksek iiretim
oraninin yaninda nohutun koklerinin Rhizobium spp. ile bulagsmasi sonucu topraga
yilda ortalama 60 kg/hektarlik azot katkis1 yapmasi tarimsal onemini bir kat daha

arttirmaktadir [Unkovich ve Pate, 2000].

Cizelge 2.1. Diinyada en ¢ok nohut iiretimi yapan ilk 10 iilke [FAO, 2013].

Ulke Uretim (ton)
1 Hindistan 8.832.500
2 Avustralya 813.300
3 Pakistan 751.000
4 Tiirkiye 506.000
5 Miyanmar 490.000
6 Iran 295.000
7 Etiyopya 249.465
8 Meksika 209.941
9 Kanada 169.400
10 | Amerika Birlesik Devletleri 157.351
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Nohut tohumlar1 %25,3-28,9 oranlar1 arasinda degisen, oldukea yliksek bir
protein igerigine sahiptir [Eyidogan ve Oz, 2007]. Yiiksek ve kaliteli protein igerigi
nohutu, Ozellikle hayvansal protein kaynagi bulmakta sikinti ¢eken bolgeler i¢in
gelecekte alternatif bir protein kaynagi yapmaktadir. TUBITAK’in 2014 yilinda
yaymlamis oldugu 1511-Oncelikli Alanlar Arastirma Teknoloji Gelistirme ve Yenilik
Projeleri Destekleme Programi kapsaminda nohut bitkisi ile ilgili yapilacak olan
calismalar oncelikli ¢calisma alanlar1 igerisinde kendine yer bulmustur. Bu duyuru
kapsaminda ozellikle biyotik ve abiyotik streslere dayanikli bitki hatlarinin
gelistirilmesi konusunda yapilacak olan molekiiler c¢aligmalarin desteklenecegi

duyurulmustur.

2.2. KURAKLIK

Bitkiler yasamlar1 boyunca gesitli ¢evresel streslere maruz kalirlar. Bu stresler
hastalik etmenleri (patojenler), bocekler, mikroorganizmalar ve hayvanlar gibi biyotik,
kuraklik, tuzluluk, yiiksek ya da diisiik sicaklik, radyasyon, mineral besin sikintisi, 151k
stresi, su baskini, riizgar, hava kirliligi, tarimsal ilaclar, toksinler ve toprak pH’s1 gibi
abiyotik stres etmenlerinden olusmaktadirlar [Smirnoft, 1998]. Abiyotik stres olan
kuraklik en yaygm cevresel strestir. Diinya iizerindeki kullanilabilir alanlar stres
etkenlerine gore smniflandirildiginda kuraklik stresi %26’lik payiyla en biiyiik dilimi
olusturmaktadir [Kalefetoglu ve Ekmekei, 2008]. Kuraklik uzun siireli yagissiz donem
olarak tanimlanan meteorolojik bir ifadedir ve terleme ile kaybedilen suyun topraktan
alman sudan daha fazla oldugu durumlarda bitkiler i¢in bir stres etkenine doniisiir
[Jones, 1992]. Kurakligin siddeti 6ngoriilebilir bir durum degildir. Bu; yagmura,
yagmurun yagma sikliina, topraktan suyun buharlagsma hizina ve topragin su tutma
kapasitesine baghdir [Wery ve ark., 1994; Farooq ve ark., 2009]. Kullanilabilir su
kaynaklarindaki azalma devam ettigi siirece bir zaman sonra kuraklik diinya besin
gilivenligini tehtid eden en ciddi etken haline gelecektir. Gegmis yillarda kurakligin
cok biiyilik kitliklarin nedeni oldugu bilinmektedir [Farooq ve ark., 2009]. Kiiresel
veriler incelendiginde 1900-2004 yillar1 arasinda kurakligin yaklasik olarak 1,9 milyar
insan1 dolayl ya da dogrudan etkiledigi ve 80,4 milyar dolarlik ekonomik kayiba
neden oldugu belirtilmistir [Sheffield ve Wood, 2011].
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Diinyada nohut tiretimi yapilan bdlgeler goz 6niine alindiginda, bu bolgelerin
yaklagik olarak %90’nmin kurak ya da yar1 kurak bolgeler oldugu goriilmektedir.
[Kumar ve Abbo, 2001]. Nohut bu kosullarla basa c¢ikabilecek mekanizmalar
gelistirmistir, fakat yine de bu durum yillik nohut iiretiminde ciddi bir kayba yol
acmaktadir [Rao 2007]. Ryan [1997] yayinladig1 raporda, kuraklik stresinden dolay1
nohutun yilda yaklasik olarak 3,3 milyon tonluk bir kayba ugradigmi ortaya
koymustur. Bu miktar diinyada abiyotik ve biyotik streslerden kaynaklanan toplam
nohut kaybmin yaklasik olarak ticte birini ifade etmektedir. Ayrica, kuraklik stresinin
nohutun azotu topraga baglama miktarini ortalama 60 kg/hektar’dan ortalama 19-24
kg/hektar’a kadar diisiirdiigii belirlenmistir [Ghanem ve ark., 2012]. Bu nedenle,
kuraklik stresinin kendine 6zgii bilesenlerinin ¢aligilip aydinlatilmasi nohutun tarimsal

ve ekonomik degerinin korunmasi ve arttirilmasi i¢in ¢ok 6nemlidir.

Kuraklik diinyada tarimsal iiretimi kisitlayan en onemli etkendir ve bu
durumun iklim degisikligi nedeniyle daha da kotiiye gidecegi 6ngoriilmektedir [Reddy
ve ark., 2004]. Disiplinler aras1 ¢alisan bilim insanlari, bitkilerin kuraklik stresine kars1
gelistirdikleri diren¢ mekanizmalarini anlamaya ¢alismaktadirlar, fakat ¢ok ciddi bir
basar1 elde edebilmis degillerdir [Farooq ve ark., 2009; Marwal ve ark., 2014].
Kuraklik stresinin bitki gelisimi {lizerine olan etkileri iy1 bilinmektedir. Ancak bu
stresin temel biyokimyasal ve molekiiler seviyedeki etkileri heniiz tam olarak

anlasilamamistir ve bunun anlasilabilmesi ¢cok 6nemlidir [Lisar ve ark., 2012].

Kuraklik stresi ¢ok yonlii olarak arastirilan bir konudur. Bitki bu stres ile
yiizlestiginde stomalar kapanir [Arve ve ark. 2011], bunun sonucu olarak fotosentez
smirlanir [Tezara ve ark. 1999]. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) miktar1 artar
[Carvalho, 2008]. Bu da antioksidan enzimleri ve askorbat ve glutatyon gibi
antioksidanlarin seviyelerinin artmasina yol agar [Reddy ve ark., 2004; Cevik ve
Unyayar, 2015]. Hiicre su potansiyeli ve turgoru diiser ve bu durum sitosol ve
hiicreleraras1 matriksteki ¢6ziinmiis maddelerin oranini arttirir [Cevik ve ark., 2014].
Hiicre genislemesi azalir, gelisme yavaslar ve sonug olarak da verimlilik azalir [Lisar

ve ark., 2012]. Kuraklik stresinin bu etkileri 1y1 bir sekilde calisilmistir.
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Tiim bu fizyolojik ve biyokimyasal stres yanitlarinin arastirilmasinin yaninda
kuraklik stres yanitinin genetik temelini arastiran ¢ok sayida calisma yapilmstir.
Yapilan arastrmalar, bitkilerdeki kuraklik dayaniklilik mekanizmasia molekiiler
seviyede Onemli bilgiler kazandirmistir. Kuraklik dayaniklilik mekanizmalarinin
aydmnlatilmasinda kullanilan geleneksel yetistirme yoOntemleri ile modern genetik
uygulamalarinin birlikte kullanilmasiyla stres direncinin anlasilmasma y6nelik
molekiiler calismalar yapilmistir. Ancak tiim bu g¢aligmalara ragmen, bu karmasik
dayaniklilik yanit1 daha anlagilmaya ¢alisilmaktadir [Farooq ve ark., 2009]. Bu ¢alisma
alanlarindan birisi de molekiiler belirtecler teknolojisidir. Bu yontemle tarimsal olarak
onemli olan genlerin se¢ilmesi ve klonlanmas1 miimkiin hale gelmistir ve bu konuda
nohutla 1lgili yapilmis ¢ok sayida calisma vardir [Udupa ve ark., 1999; Sudupak ve
ark., 2002; Nguyen ve ark., 2004; Choudhardy ve ark., 2012; Cevik ve ark., 2015].
Yapilan ¢aligmalar, nohutun sinirl bir genetik temele sahip oldugunu gostermistir. Bu
durum molekiiler belirte¢ teknolojisi kullanilarak biyotik ve abiyotik streslere karsi
dayanikli seckin bir nohut kiiltiirliniin elde edilmesini ¢ok zorlastirmaktadir [Mantri ve

ark. 2007].

Bitkilerde yapilan molekiiler ¢alisma alanlarindan biri olan gen ifade
calismalar1 bitki transkriptomu adi verilen yeni bir olguyu ortaya ¢ikarmistir. Bu
calismalar kapsaminda transkript seviyesi ve cesitleri ile translasyon durumu
karakterize edilmektedir. Bu teknik sayesinde bitkilerin farkli cevresel kosullar altinda
verdikleri translasyon yanit1 izlenebilir. Bu, hiicre 6ziitlerinden elde edilen mRNA
seviyelerinin karsilastirilmasiyla belirlenebilmektedir [Zomeno ve ark., 2014]. Bu
teknigin kullanildig1 ve kuraklik ile iligkili olabilecek genlerin belirlendigi bir¢ok
calisma vardir [Seki ve ark. 2002; Kreps ve ark., 2002; Mahalingam ve ark., 2003;
Rabbani ve ark., 2003; Zhou ve ark., 2007]. Ancak bu calismalara paralel olarak bitki
proteomunda meydana gelen degisikliklerin arastirilmast ¢ok onemlidir. Ciinkii
proteinler transkriptlerden farkl olarak bitki stres yanitinda dogrudan rol alirlar [Gao
ve ark., 2011]. Bitkiler tarafindan cevresel streslere karsi gelistirilen molekiiler ve
hiicresel seviyelerdeki stratejilerin biiyliik bir ¢ogunlugunu protein diizeyindeki
olduk¢a onemli degisimler olusturmaktadir [Jedmowski ve ark., 2014]. Ancak, bir

organizmada bulunan proteinlerin yapisi, islevi, miktar1 ve cesidi yalnizca DNA
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dizisine bakilarak anlasilmaz [Salekdeh ve ark., 2002]. Ciinkii mRNA’larin farkl
kararlkliklari, translasyondaki etkinlik farkliliklar1 ve translasyon sonrasi gerceklesen
degisiklikler yeni protein olusumunu etkileyebilir. Olusan proteinlerin doniisiim
oranlar1 ve kararhliklar1 onlar islevlerine ve bulunduklar1 yerlere gore degisir.
Bunlardan dolayi, yapilan calismalar transkript seviyeleri ile protein degisimleri
arasindaki baglantmin genellikle ¢cok zayif oldugunu gostermistir [Zivy ve Vienne,
2000; Gao ve ark., 2011; Zomeno ve ark., 2014]. Bu nedenle, eger ¢evresel bir strese
karsi verilen protein yanitlar1 arastirilmak isteniyorsa, transkript seviyesinin
Olgiilmesinin yaninda, hiicrelerdeki islevsel birimler olan proteinlerin dogrudan
calisilmast protein seviyelerindeki gercek degisimleri ortaya g¢ikaracaktir [Zivy ve

Vienne, 2000; Gao ve ark., 2011].

2.3 PROTEOMIKS

Marc Wilkins bir organizmanin genomu tarafindan kodlanan proteinlerin
tamamini proteom, proteomun tiim bilesenlerini ya da belirli bir kismin1 yapisal ve
islevsel olarak ¢alisan bilim dalini ise proteomik olarak tanimlamistir [Salekdeh ve
ark., 2002]. Proteom ve proteomik kavramlari, genis Ol¢ekli genomik ve cDNA
dizileme projelerinin sonucunda ortaya ¢ikan gen dizilerinin diizenlenmesi ve islevleri
ile ilgili durumu agiklayabilmek i¢in ortaya ¢ikmistir [Zivy ve Vienne, 2000]. Son
yillarda, proteomik terimi organel, doku ya da 6zgiin bir stres faktoriine karst yaniti
tanimlamak i¢cin de kullanilmaktadir [Salekdeh ve ark., 2002]. Proteomik analizler
stresin algilanmasi, uyumu ve hiicre savunmasi sirasinda protein birikim modellerinin
siniflandirilmasma olanak saglar. Elde edilen proteinlerin seviyesi post-
transkriptsiyonel ve post-translasyonel islevlerin birlesmesini saglar ki bu son hiicre
irlinlerinin etkinligini, yerlesimini ve miktarin1 ayarlar. Bu bilgi de uygun genin
belirlenmesi i¢in kullanilabilir. Bu nedenle, cevresel streslere yanitin verildigi
metabolik yoldaki aday proteinlerin belirlenmesi, gen ifade desenlerinin ¢ikartilmasi
ve islevlerinin anlagilmasi, stres direncine karsi etkili bir miihendislik stratejisinin

gelistirilmesi i¢in bir temel olusturacaktir [Jaiswal ve ark. 2014].



Cevik, S. 2015. Toleranslar: farkli iki nohut tiiriinde kuraklik stresinin protein ifadeleri tizerine etkisi, Doktora Tezi, Mersin
Universitesi

Proteomik caligmalarinda ¢alisma-akis semas1 genellikle su sekildedir;
e Protein izolasyonu,
e Izole edilen proteinlerin elektroforetik ayrrimu,
e Ayrimi yapilan protein lekelerinin goriiniir hale getirilmesi ve se¢ilmesi,
e Secilen proteinlerin kiitle spektrometresinde kiitle parmak izi ve/veya

aminoasit dizilerinin belirlenmesi ve biyoinformatik analizler.

2.3.1. Protein izolasyonu

Proteomik alaninda yapilan caligmalarin basaris1 etkili bir izolasyon
yontemine baghdir. Ideal bir izolasyon yontemi; tekrar edilebilir, protein
parcalanmasinin ve protein olmayan yapilarin bulasmasinin en aza indirildigi bir
yontem olmalidir [Rabilloud ve Lelong, 2011]. Izolasyon asamasmin ilk basamagin1
protein kaynaklarinin parcalanmasi olusturmaktadir. Bitki dokularmin pargalanmasi
icin kimyasal ve fizyolojik bir¢ok yol vardir, ancak sivi azot igerisinde bitki
dokularmin parcalanmasi yaygm olarak tercih edilen bir yontemdir. Bu ydntem
proteolitik parcalanmayr ve doku pargalanmasi sirasinda olusabilecek protein
degisikliklerini en aza indirir [Xu ve ark., 2014]. Parcalanan dokularda bulunan
proteinler lizis tamponunda O&ziitlenirler. Kullanilacak olan lizis tamponu; tiim
proteinleri tek bir yapiya doniistiirmeli, protein oksidasyonu ve ¢okiintiistinii 6nlemeli,
hidrofobik proteinleri soliisyonda tutmali, proteazlar: etkisizlestirmeli ve disiilfid ve

hidrojen baglarini kirmalidir [Lopez, 2007].

Pargalanma sonucu ortaya cikan hiicre ya da doku oOziitleri genellikle
proteinlerle etkilesim halinde olan maddeler icerir ve bu maddelerin ortamdan
uzaklastirilmasi gerekmektedir. Clink{i bu maddeler 6zellikle izolasyon sonrasi asama
olan kromatografik aymrimda proteinlerin ayrilmalarmi siirlamaktadir. Bu problem
Ozellikle bitki dokular1 i¢in ¢ok daha fazla s6z konusudur. Ciinkii bitki dokularinda
protein olmayan hiicresel bilesenlerin sayisi1 oldukg¢a fazladir. Bitki dokularinda bol
miktarda fenolik bilesikler, terpenler, pigmentler, organik asitler, lipitler, proteolitik
ve oksidatif enzimler, iyonlar, niikleik asitler ve polisakkaritler bulunur. [ Xu ve ark.,

2014]. Bitkilerde 6zellikle 8.000 ¢esit fenolik bilesik vardir ve bunlar genellikle vakuol
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icerisinde ¢oziiniir sekilde bulunurlar ve hiicre igerisinde yiiksek hacimlerde yer alirlar.
Bu ikincil metabolitlerin varlhigi, tiire, dokuya, yasa ve gelisim evresine gore
degiskenlik gostermektedir [Stalikas, 2007]. Fenolik bilesikler, peptid baglarmin
oksijen atomlariyla ya da -SH ve -NH» gruplariyla giiclii hidrojen bag1 olusturarak
proteinlerle geri doniisiimsiiz bilesikler olustururlar. Doku 6ziitiiniin ¢ikartilmasi
sirasinda suda ¢oziiniir PVP veya PVPP, DTT ya da 2-merkaptoetanol, sodyum
askorbat ve tiyoiire kullanilarak, fenolik bilesiklerin oksidasyonu 6nlenebilir [Xu ve
ark., 2014]. Fenolik bilesiklerin diginda oOziitlerde bulunan lipitler proteinlere
hidrofobik etkilesimle baglanarak yiik ve agirliklarimi degistirirler. Polisakkaritler jel
porlar1 {izerine set olustururlar. Niikleik asitler ise elektrostatik etkilesimler ile
proteinlere baglanarak jel {izerinde yiirtimelerini onlerler. Yiiksek molekiil agirlikli
niikleik asitler ayrica akrilamid matriksini doldurabilirler [Rabilloud ve ark., 1994].
Bu nedenle izolasyon smrasinda bu molekiillerin tiimiiniin uzaklastirilmas: ¢ok
onemlidir. Niikleik asitleri uzaklastirmak i¢cin DNaz ya da RNazlar kullanilabilir,
ancak en etkili yol proteinlerin ¢okeltilmesidir (presipitasyon). Cokeltme sonucu
lipitler de uzaklastirilmis olur. Cokeltme islemini proteinlerin ¢oziindiiriilmesi izler ve
bu sayede tuz, deterjan gibi diger kirleticiler de ortamdan uzaklastirilmis olur.
Orneklerde ¢ok fazla tuz olmasi izoelektrik odaklamay1 bozar ve bozuk protein
profillerinin ortaya ¢ikmasma neden olur. Ornek hazirlama sirasinda proteinlerde
yasanabilecek kimyasal degisikliklere yer vermemek i¢in 6zel ¢aba gosterilmelidir. Bu
durum, proteinlerin yliklerini degistirerek tek proteinin birden ¢ok protein lekesinde

goriilmesine neden olabilir [Lopez, 2007].

Ayrica, parcalanan dokulardan elde edilen proteinlerin tamaminin uygun bir
tamponda ¢oziilmesi gerekmektedir. Uygun olmayan ¢oziindiirme protein kaybina
neden olur ki, bu deneyin basarisin1 dogrudan etkileyen bir asamadir. izole edilen
proteinlerin yiikleri ¢6zlindiiriildiigli tamponda bulunan denatiire edici deterjan ile
degisiklige ugramamalidir. Bu nedenle sodyum dodesil siilfat (SDS) burada
kullanilamaz. Bunun yerine, iire ve son zamanlarda lire ve tiyolire birlikte
kullanilmaktadir [Lopez, 2007]. Ozellikle iki boyutlu jel elektroforezinin ilk
basamagindaki olas1 genis pH ayirim araliginda bu maddeler tek baslarina proteinleri

¢Oziiniir durumda tutamazlar. Bu ylizden elektriksel notr bir deterjanin tampona
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eklenmesi gerekmektedir. Bunun i¢in de genellikle NP-40, CHAPS ya da Triton X-
100 tercih edilmektedir [Rabilloud ve Lelong, 2011]. Bu maddelerin yanida
yiikseltgenmeyi (oksidasyonu) onlemek icin indirgeyici ajanlar (DTT- 2ME), tasiyici
amfolitler ve O0rnek tipine bagl olarak proteaz inhibitérlerinden olusan karigimlar
kullanilmaktadir [Lopez, 2007; Xu ve ark., 2014]. Ayrica proteomik analizilerde lizis
tamponlarinda kullanilan bazi ajanlar calismalarin sonraki basamaklarindaki diger
kimyasallarla istenmeyen reaksiyonlara girebilir. Ornegin fenilmetilsiilfonilflorid
(PMSF) doku pargalanmasi sirasinda protein parcalanmasini dnlemek i¢in siklikla
kullanilan bir proteaz inhibitoriidiir. Ancak protein drneklerinde PMSF kalintis1 kalirsa
bu proteom analizlerinin bir basamagi olan triptik parcalanmay1 engelleyebilir. Bunun
disinda kullanilan baz1 deterjanlar da hem bazi analitik protein aymrimlarinda hem de

proteolitik parcalamalarda islemleri etkileyebilir.

2.3.2. Izole Edilen Proteinlerin Miktarlarinin Belirlenmesi

Proteomik arastirma projelerinin biiyiik bir cogunlugu, bir durum ya da
fizyolojik uygulamaya yanit olarak proteinlerin ifadelerinde meydana gelen
farkliliklar1 arastirmaktadir [ Thelen, 2007]. Dolayisiyla, protein ifadelerinde meydana
gelen degisikliklerin dogru bir sekilde yorumlanabilmesi, her grup icin elde edilen
proteinlerin her analizde esit miktarlarda kullanilmasiyla saglanabilir. Izole edilen
protein miktarmin belirlendigi birgok yontem gelistirilmistir. Lowry yontemi [Hartree,
1972], Bradford yontemi [Bradford, 1976], BCA yontemi [Smith ve ark., 1985] ve
Nano-drop [Thermo scientific, 2010] bu yontemler icerisinde en ¢ok kullanilan
yontemlerdir. Her yOntemin protein miktarlarin1 belirleme mekanizmalar1 ve
hassasiyetleri birbirinden farklidir. Genellikle her ¢alismada bu yontemlerin biri ya da
bir kaci birlikte kullanilmaktadir. Ayrica lizis tamponunda ve ¢oOziindiirme
tamponunda bulunan bazi kimyasallar (iire, deterjanlar, amfolitler, DTT gibi)
spektrometrik okumayi etkileyebilir. Bu nedenle hangi yontemle olursa olsun protein

miktar1 belirlenirken 6rnekler seyreltilmelidir.
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2.3.3. Izole Edilen Proteinlerin Ayrilmalari

Bir hiicre ya da dokunun herhangi bir andaki proteinleri ¢ok karmasik bir
yapiya sahiptir. Kullanilan hi¢bir teknik tek basamakta bir protein tanimlama analizi
yapamaz [Carpentier ve ark., 2008]. Proteomik c¢alismalarinda bu karmasik
proteinlerin dncelikle ayristirilmasi gerekmektedir. Izole edilen karmasik protein ya
da peptid karigimlarini ayirmada kullanilan ii¢ tane yontem vardir. Bunlar sodyum
dedosil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), iki boyutlu (2D) jel
elektroforezi ve s1vi kromatografisidir (LC). SDS-PAGE ve 2D jel tabanl bir ayirim
iken, LC jelden bagimsiz bir ayirimdir. Jel tabanli ayirimlarda proteinler jel lizerinde
ayrildiktan sonra c¢esitli boyama teknikleri ile boyanirken, LC genellikle kiitle
spektrometreleriyle birlikte kullanilarak, MS 6ncesi bir ayirim gorevi gormektedirler
[Hunter ve ark., 2002]. Jel-bagimsiz proteomik uygulamalarin biyiik bir
cogunlugunda proteinler bir proteolitik enzim yardimiyla kesilir, elde edilen peptid
karigim ters faz kromatografisiyle ayrilir ve sirali MS ile analiz edilir [Carpentier ve
ark., 2008]. Ug teknigin de kendi igerisinde yapilacak analize uygun olarak cesitli

yontemleri vardir [Hunter ve ark., 2002].

2.3.3.1. Sodyum dedosil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi

Laemmli tarafindan 1970 yilinda tanitilmis bu teknik protein ¢alismalarinda
en ¢ok kullanilan yontemdir. Bu yontemde negatif yiiklii bir deterjan olan sodyum
dedosil siilfat (SDS) kullanilir. SDS proteinlerle bilesik olusturur, her 1 gram proteine
1,4 gram SDS baglanir. Sonug olarak, SDS baglanan proteinlerin tamami1 negatif yiiklii
olurlar ve molekiiler agirliklarina gore jelde ayrilirlar. Molekiiler agirlig: kiiciik olan,
molekiiler agirligi daha biiyiik olana gore daha hizli ilerleyerek jel iizerinde leke
olusturular ve gesitli boyama yontemleriyle boyanarak belirlenirler. [Lopez, 2007].
Proteinleri molekiiler agirliklarina gére ayiran bu teknigin kolay uygulanabilir olmasi,
tekrar edilebilirliginin iyi olmasi, sarf maddeleri ve ara¢ gereglerinin uygun fiyath
olmas1 kullanilmasmi yaygmlastirmistir. Ancak bu teknigin ayirim giicli biraz
smirhdir.  SDS-PAGE  ile ayrmmi  yapilan proteinlerin  MS’e  verilerek

tanimlanmalarinda sikintilar yaganmaktadir. Ciinkii tek basamakta yapilan bu ayirim
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sonucu ortaya cikan proteinler oldukca fazla sayida olabilir. Bu da proteinlerin
tanimlanmalarini zorlastirir [Phinney ve Thelen, 2005]. Ancak, tek bir SDS-PAGE
lekesinde 10°dan daha az sayida protein varsa o zaman bu ayirim proteinlerin MS’te
tanimlanmalarmma engel olmayabilir. Ayrica SDS-PAGE protein lekeleri tek
proteinden olusmaz. Dolayisiyla jeller karsilastirilirken proteinler arasindaki
karsilagtirma bu lekelere bakilarak yapilmaz. SDS-PAGE daha ¢ok MS 6ncesinde 6n
ayirim iglemi olarak kullanilmaktadir [Thelen, 2007].

2.3.3.2. Iki boyutlu jel elektroforezi

O’Farrel tarafindan 1975 yilinda gelistirilen bu yontem, izole edilen
proteinleri aywrmada, kalitatif ve kantitatif analizlerinde kullanilan en giiglii
yontemlerden bir tanesidir. Iki boyutlu jel elektroforezi ydnteminde, iki boyutta ayirim
yapilir, birinci boyutta proteinler izoelektrik noktalarmma (pl) gore ikinci boyutta ise
molekiiler agirliklarina gore ayrilirlar (SDS-PAGE) [Rabilloud ve Lelong, 2011]
(Sekil 2.1.). Standart SDS-PAGE yonteminde yiginlama jeli vardir ancak 2D'nin ikinci
boyutunda buna gerek yoktur. Ciinkii proteinler zaten izoelektrik noktalarma gore
ayrilmig ve burada gog bir s1vi fazdan degil, bir jelden bir digerine olmaktadir [Lopez,

2007].

Iki boyutta ayirim sayesinde protein karisimlari etkili bir bigcimde
birbirlerinden ayrilmaktadir. iki boyutlu aywmin ilk basamagi olan izoelektrik
odaklamada proteinler bir pH gradientinde izoelektrik noktalarma goére ayrilirlar.
Ayirimm yapilacagi jel iizerinde amfolitler yardimiyla bir pH gradienti olusturulur. Bu
diizenekte elektroforez sistemine asidik ve bazik amfolitler eklenir. Sisteme akim
verildiginde amfolitler izoelektrik noktalarma gore jelde diizenlenirler. Asidik olanlar
anoda bazik olanlar ise katoda dogru diizenlenirler. Burada en asidik ve en bazik
olanlar en hizli sekilde go¢ ederler. Sonug olarak anot ile katot arasinda bir pH farki
olusur. Proteinler bu jele uygulandiklarinda net ytiklerine gore anot ya da katoda dogru
ilerlerler ve net yiiklerinin sifir oldugu pH noktasinda durduklarinda birbirlerinden
ayrilmis olurlar [Righetti ve Bossi, 1997]. Proteinler amfoterik molekiillerdir ve asidik

ve bazik gruplar icerirler. Bu gruplar pH ortamina bagli olarak proton alir ya da
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kaybeder. Bazik ortamda asidik gruplar negatif olarak yiiklenirken, asidik ortamda
bazik gruplar pozitif olarak ytiklenir. Bir proteinin net yiikii aminoasit yan zincirlerinin
pozitif ya da negatif tiim yliklerinin toplamidir. Elektriksel bir alanda proteinler net
yiiklerinin tersi olan elektroda dogru go¢ ederler. pl noktasinda proteinlerin net ytikii

yoktur ve go¢ etmeyi birakirlar [Lopez, 2007].

Bununla birlikte yontem ilk gelistirildiginde ayirim giicii ¢cok iyi olmasina
ragmen, yontemin hemen hemen her asamasinda yasanabilen tekrarlanabilirlikteki
sikmtilar en dnemli engeli olusturmustur. Ozellikle ayirimm ilk asamasinda kullanilan
tastyict amfolitlerle yapilan ayirimlarda tekrarlanabilirlik ¢ok disiiktii. 2D jel
elektroforezi siirekli olarak gelistirilen bir teknik olmustur. Bu gelismelerden belki de
en 6nemlisi Bjellqvist ve ark. [1982] ve Gorg ve ark. [1988] tarafindan sabitlenmis pH
gradient (IPG) jellerinin tanitilmasi1 olmustur [Salekdeh ve ark., 2002]. Bu jellerdeki
pH gradienti tagiyict amfolitler yerine akrilamid monomerlerinin karboksilik ve amino
gruplar iceren akrilamid tiirevleriyle birlikte polimerize edilmesiyle saglanir. Bu
sayede pH gradienti siiriiklenemez [ Lopez, 2007]. IPG jelleri sayesinde 2D'deki ayirim
giicii, tekrarlanabilirlik ve 6rnek yiikleme kapasitesi artmistir [Salekdeh ve ark., 2002].
Bu gelismeler 2D elektroforezi karmasik proteinleri ayirmada en giiclii yontem haline
getirmistir. Bu elektroforez yonteminde teorik olarak 10.000°e kadar protein lekesi
belirlenebilirken, rutin olarak yapilan caligmalarda bu say12.000 civarindadir. [Lopez,

2007].
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Sekil 2.1. iki boyutlu jel elektroforez ayirimmin sematik goriiniimii [http://biosiva.50

webs.org/proiso.htm].

2.3.4. Ayrim1 Yapilan Protein Lekelerinin Gorliniir Hale Getirilmesi ve Secilmesi

Ayrimi yapilan protein leke sayilarinin ve lekelerdeki protein miktarlarinin
belirlenmesi proteomik g¢aligmalarinin 6nemli bir alanmi olusturur. Jel {izerindeki
proteinleri goriiniir hale getirebilmek i¢cin ¢ok sayida yontem gelistirilmistir. Burada
uygun yontemi se¢mek i¢cin yontemin kullanim kolayhigi, tekrar edilebilirligi,
duyarhilig1 ve MS ile uyumu g6z 6niinde bulundurulmaktadir. Bu yontemler igcerisinde
organik boyalarm, glimiis boyalarin ve floresan boylarin kullanildig1 yontemler en
poptiler olanlaridir. Commasie Brillant Blue (CBB) boyasi1 kullanim kolaylig1 ve
protein altbirimlerini belirleyen yontemlerle uyumlulugu nedeniyle geleneksel olarak
kullanilan bir boyadir. CBB'nin duyarlilig1 ilk gelistirildigi zamanlarda 200-500 ng
arasindaki proteinleri belirleyebilecek kadarken, bu zamanla gelistirilmis ve
glinlimiizde 1-30 ng'a kadar proteinler bu yontemle belirlenebilmektedir [Wilson,
1979]. Giimiis boyama ise CBB’ye gore en az 10 kat daha hassas bir boyama

yontemidir ve bu yontemle 0,1-1 ng kadar protein belirlenebilir. Bununla birlikte,
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glimiis boyamanin tekrarlanabilirligi diisiik, belirleyebildigi protein araligi dardir ve
degisiklige ugramig bazi proteinleri belirleyememesi bu yontemin en biiylik
sikintilarindandir [Westermeier ve Naven, 2002; Wilkins ve Gooley 1998]. Bir
proteinin varhigi ya da yoklugu arastirildiginda glimiis boyama, miktar olarak
farkliliklar ¢alisildiginda ise CBB tercih edilebilir. Ciinkii CBB ile ¢alisan bilgisayar
programlar1 ¢ok daha giivenilirdir. Ayrica proteinlerin kimlik tanilarmin yapildigi
cihazlar olan kiitle spektrometrelerinde (MS) yapilan analizlerde bu boya
proteinlerden tamamen uzaklastirilabildigi i¢in genellikle tercih edilir. Bunun yaninda
CBB, MS'te tanimlanmaya yetecek kadar proteini belirleyebilir. Giimiis boyamada ise
boyanin MS'ten 6nce uzaklastirilmasi ¢ok daha zor ve ugrastiricidir. [Lopez, 2007].

Ayrica, protein lekelerini belirlemek i¢in floresan boyalar da kullanilmaktadir.

2D jel elektroforezi protein miktar ¢alismalarinda kullanilan gii¢lii bir
yontemdir ancak 2D elektroforezi zaman alic1 ve laboratuvara hassas bir tekniktir. Bu
teknigin duyarlilig1 bir¢ok jelin ayn1 anda yiiriitiiliip, analiz edilip karsilastirilmasiyla
saglanabilir. Tekrarlanabilirlikteki eksiklik proteinler arasindaki miktarsal
farkliliklarin ortaya konulmasini zorlastiran bir etmendir [Marouga ve ark., 2005]. Bu
problem Mustafa Unlii ve arkadaslarinin 1997 yilinda floresan isaretli iki boyutlu jel
elektroforezi (2D-DIGE) metodunu gelistirilmesiyle biiyiik 6l¢lide ¢oziilmiistiir. Bu
metoda gore protein Ornekleri jele yliklenmeden 6nce floresan Cy2, Cy3 ve Cy5
boyalari ile igaretlenir (Sekil 2.2.). Bu boyalar proteinlerdeki lizin kalintilarinin serbest

amino gruplariyla bag yaparak proteinleri isaretlerler [Amme ve ark., 2006].
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Sekil 2.2. DIGE floresan isaretleme yonteminin sematik goriiniimii [http://proteo.cnb.

csic.es/proteomica/2ddige.jsp].

Isaretlenen proteinler karistirilir ve ayni 2D jel iizerinde aym anda ayrilir
(Sekil 2.3.). Farklh 6rneklerden alinan proteinler farkl boyalarla isaretlendikleri i¢in
boyalara 6zgili dalga boylarinda her 6rnege ait olan jel goriintiisii ayr1 ayr1 alinarak
karsilagtirilabilir. Bunun i¢in gelistirilmis bir¢cok goriintiileyici cihaz ve yazilim vardir.
Bu teknik sayesinde jelden jele olan farkliliklarin 6niine gecilmis olunur [Marouga ve
ark., 2005]. DIGE isaretleme deneylerinde kullanilan floresan boyalarin 6zellikleri
dort agidan uygun hale getirilmistir; i1). Boyalardan her biri ayni amino asit ile
reaksiyon  vermektedir 1). Boyalar isaretledigi amino asidin  yiikiini
degistirmemektedir, ii1). Boyalarin molekiiler agirliklar: birbirine ¢ok yakindir (~500
Da), iv). Boyalarm birbirlerinden ayiric1 floresan dzellikleri vardir [Unlii ve ark.,
1997]. Ayrica bu boyalarin hassasiyetleri ¢ok st diizeydedir (Cy2 0,075ng, Cy3
0,025ng, Cy5 0,025ng) ve tekrarlanabilirlikte ¢ok sorun yaratmazlar. Ancak bu
boyalarin en biiylik sikintis1 diger boyalarla gore ¢cok pahali olmalaridir [Marouga ve

ark., 2005; Roy, 2014].
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Sekil 2.3. DIGE yonteminin jel uygulama goriintiisii [http://cgs.hku.hk/portal/index.
php/2ddige].

2D proteomik caligmalarinda hala en ¢ok kullanilan tekniktir ve biiylik
olasilikla gelecekte de bu durum c¢ok fazla de§ismeyecektir [Lopez, 2007]. Bir jel
iizerinde binlerce protein lekesi bulunabilir. Tiim bu lekeleri belirleyebilmek ve analiz
edebilmek i¢in gelistirilmis yazilim programlar1 ve arag geregleri vardir. Bunlardan
bazilar;; PD Quest (Biorad Laboratuvarlari, Hercules CA,) Kepler (LSB Corp.
Rockville, MD), Melanin (GeneBiyo, Cenevre, Isvigre) ve Melanin II programlaridir
[Salekdeh ve ark., 2002].

2.3.5. Secilen Proteinlerin Kiitle Spektrometresinde Kiitle Parmak Izi ve/veya

Aminoasit Dizilerinin Belirlenmesi

2 boyutlu jel elektroforezi ile tek bir jel lizerinde yiizlerce proteinin
goriintiilenmesi saglanabilir ve bu sayede genis Ol¢ekli gen ifadesi ¢aligmalariin

yapilmasina olanak verir. Ancak bu teknigin proteinleri tanimlamada sikintilar1 vardir.
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Teknik ilk gelistirildiginde sadece daha Once saflastirilip caligilan proteinler
immiinoblotlama yontemi ile belirlenebiliyordu. Yates [1998] tarafindan Kkiitle
spektrometresinin gelistirilmesiyle proteinlerin tanimlanma sorunu tamamen olmasa
da biiyiik 6l¢iide ortadan kaldirilmis oldu [Zivy ve Vienne, 2000]. Proteinlerin kimlik
tanilarinin yapilabilmesi ve kovalent yapilarinin tanimlanabilmesi ¢aligmalar1 yasam
bilimlerinin merkezi haline gelmistir. Proteinlerin aminoasit dizileri ve onlari
kodlayan genlerin arasinda genetik kod nedeniyle bir baglant1 vardir ve esas olarak bu
baglant1 hiicre fizyolojisi ile genetigi arasindaki baglantidir. Genomikte yasanilan
gelismelerden Once, tek bir proteinin ya da iyi derecede saflastirilmis proteinlerin
kovalent yapilarinin incelenmesi i¢in kimyasal ya da enzimatik yOntemler
kullaniliyordu ve genellikle reaksiyonlar sonucu olusan iiriinlerin UV absorbans ya da
floresan absorbans Olclimlerine dayali analizler yapiliyordu. Son 20 yilda kiitle
spektrometreleri gelistirilerek protein analizlerini yapmaya uygun hale getirildi
[Domon ve Aebersold, 2006]. Giiniimiizde proteinlerin kimlik tanimlamalarini
belirlemek i¢in kiitle spektrometreleri yaygm bir sekilde kullanilmaktadir. [Roy,
2014].

2.3.5.1. Kiitle spektrometresi

Proteinlerin kiitle spektrometresi (MS) kullanilarak analiz edilmeleri ¢ok
karmasik bir olaydir ve ¢ok 6zen gerektirir. MS temel olarak Sekil 2.4.’te gosterildigi
gibi 3 kisimdan olusur. Bunlar; molekiilleri gaz fazinda iyonlastiran iyonizasyon
kaynagi, iyonlar1 kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore ayiran kiitle analizérii ve her bir

kiitle/yiik degerini kaydeden iyon dedektoriidiir [ Yates, 2000].
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Kiitle Spektrofotometresi

Dedeltir

Sekil 2.4. Kiitle spektrometresinin sematik goriinimii [http://www.lamondlab.com

/MSResource/LCMS/MassSpectrometry/massSpectrometry.php].

Iyonizasyon Kaynaklari

Bir molekiiliin MS’te analiz edilebilmesi i¢in o molekiiliin oncelikle iyonize
edilmesi ve gaz fazina alinmasi gerekmektedir [Fenn ve ark., 1989]. Yumusak ve etkili
bir iyonizasyon tekniginin eksikligi ve iyonize edilen bilesiklerin yogunlastiriimis
fazdan gaz fazina transferi konusundaki eksiklikler nedeniyle MS uzunca bir siire
sadece kiiclik ve sicakliga dayanikli bilesiklerin analizinde kullanilabilmistir. Ancak
80'li yillarin sonlarinda gelistirilmis olan elektrosprey iyonizasyon (ESI) ve matriks
destekli lazer desorbsiyon iyonizasyon (MALDI) teknikleri sayesinde protein gibi
biiyiik molekiillerin analizi miimkiin hale gelmistir [Aebersold ve Mann, 2003]. Bu
iyonizasyon teknikleri proteomik ¢alismalarinda ¢igir agmustir ve teknigi bulan
arastirmacilar John Fenn (ESI) ve Koichi Tanaka (MALDI)’ya 2002 yilinda Nobel
kimya Odiiliinii kazandirmistir [Thelen, 2007]. Bu gelismelerle yeni MS'lerin
gelistirilmesinin Onii agilmis, karmasik coklu hibrit cihazlar, sirali cihazlar yapilmis ve

protein-proteom analizlerinde ¢ag atlanilmistir.
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Elektrosprey Iyonizasyon

Elektrosprey iyonizasyon (ESI) tekniginde analitleri iceren ¢oziicii ince uglu
bir igneden piiskiirtiiliir. Bu piiskiirtme esnasinda ignenin ucuna yiiksek bir voltaj
uygulanir ve analiti i¢eren ¢oziicii ylikle yiiklenmis olur. ESI yonteminde ¢oziicii-
analit igceren ¢ok kiiciik damlaciklar olusur. Coziicii, 1s1 ya da farkli enerji formlarmin
gaz halinde piiskiirtiilmesiyle buharlastirilir ve sonug¢ olarak c¢oklu yiiklii iyonlar
olusturulur. (Sekil 2.5.) [Yates, 2000; Ho ve ark., 2003] ESI metodu genellikle sivi
kromatografisiyle birlestirilerek kullanilmaktadir [Ho ve ark., 2003].

Analit molekl . Cozicinin buharlastmlmast Yitkdii analit

R R

+ 4 +
: [ R
'k > + . ‘®+ ° i

& - 5y ¥ "'@4_ i3
+ n i +
Yiikli ana i
S Yiikhii vavtu

damlaciklar damlaciklar

Piiskiirtiicii ug

Voltaj urgulamast

Giic Kavnag _/\/W\/\/_
+ve = e

Sekil 2.5. Elektrosprey iyonizasyonunun sematik goriiniimii [Banerjee ve Mazumdar,

2012].

Matriks destekli lazer desorbsiyon iyonizasyon

ESI’dan farkli olarak iyonizasyonun lazer enerjisiyle saglandigi matriks
destekli lazer desorbsiyon iyonizasyon (MALDI) yonteminde, ilk olarak analit bir
¢oziicli icerisinde yiiksek molariteli genellikle zayif bir organik asit olan matriks ile
karistirilir [Lewis ve ark., 2000]. Burada kullanilan ¢6ziicli analit-matriks karisiminin
kiimelesmesini onler. Analit-matriks karisimi ¢elik bir plaka lizerine yerlestirilir ve
vakumlu kosullar altinda ¢oziicii uzaklastirilir, kristalize olan analit homojen bir
sekilde matriks i¢inde dagilir [Jagtap ve Ambre, 2005]. Analit-matriks karigimina lazer

1s1n1 verildiginde matriks burada lazer 1smnin1 ve dolayisiyla enerjiyi giiclii bir sekilde
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sogurarak analitin dogrudan bu enerjiye maruz kalmasini engeller. Matriks ayrica
proton alicis1 ve vericisi olarak analitin pozitif ve negatif olarak iyonize olmasinda rol
oynar [Lewis ve ark., 2000]. Matriks tarafindan sogurulan enerji matriks Ornek
karigimi icerisinde elektron uyarilmasi i¢in kullanilir ve kat1 fazdan gaz fazina gecis
saglanir ve buharlagan matriks icerisinde analit de tasinir (Sekil 2.6.) [Jagtap ve
Ambre, 2005]. Buharlasan yapilar yiiksek bir vakum altinda kiitle analizoriine
yonlendirilirler [Thelen, 2007]

Ivon
dedektéri \\ '
T TOF analizériine giris
o ®lAda .
Ivonize & @ ! | %Elektrostauk
peptidler T T= . % | || |& alan
1 ¥l
Kitle | . H
analizéri ' & e e o
Lazer @ % OC?) ®
Lazer L |4 / 5m 4, @ @
tsm \ L7 \ 1
N 7 Matriks _i N
W 4 Omek — RIS
Plaka —7 4

Sekil 2.6. Matriks destekli lazer desorpsiyon iyonizasyonun sematik goriintimii [Pinto

ve ark., 2011]

MALDI MS analizlerinde matriks ve ¢oziiciiniin dogru bir sekilde se¢ilmesi
analizin hassasiyeti i¢in ¢ok dnemlidir. Matriks analit ile kolayca karisabilmeli ve
analit ile benzer sudan ka¢man (hidrofobisite) ya da suyu seven (hidrofilisite) 6zellikte
olmalidir [Jagtap ve Ambre, 2005]. MALDI'de peptid ve proteinler i¢in yaygin olarak
kullanilan 3 tane standart matriks vardir; genellikle peptid, glikopeptid ve kiiciik
proteinleri i¢in kullanilan alfa-siyano-4-hidroksisinamik asit; peptid ve protein
analizlerinde kullanilan sinapinik asit; glikopeptid, glikoprotein, kiigiik protein ve
oligoniikleotidler i¢in kullanilan 2,5 dihidroksibenzoik asittir [Lewis ve ark., 2000].
Matriks analit molekiillerinin iyonlagsmasini kolaylastirmaktadir. MALDI iyonlar1

lazer 1s1m1nin sogurulmasi sonucu dogrudan olusmazlar. Biiyiik bir kismi asidik olan
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matriksler, lazer 1sin1 ile pargalanarak bazik islevsel gruplar igeren analitlerin
protonlanmas1 sonucu iyonlagsmasmi saglarlar. Coziicii se¢cimi de MALDI
analizlerinde kilit bir 6neme sahiptir. Burada aseton, hekzan, asetonitril, etanol,
metilen klorid, tetrahidrofuran ve kloroform yaygin bir sekilde kullanilmaktadir

[Jagtap ve Ambre, 2005].

Kullanim kolayligi, miikemmel kiitle kesinligi, yiiksek aymrim giicii ve
duyarliligi, ¢cok hizli bir sekilde veri elde etmesi, polimerlerin yapisindan bagimsiz
olarak molekiiler agirliklarini belirlemesi, molekiiler agirligi 200.000 daltondan ¢ok
olan polimerleri belirlemek i¢in bile kullanilabilir olmas1 nedeniyle MALDI-TOF
proteinleri tanimlamada kullanilan en giiclii yontemdir [Jagtap ve Ambre, 2005]. Bu
yontemde deneysel olarak elde edilen peptid kiitleleri veritabanlarinda bulunan
hesaplanmis peptid kiitleleri ile karsilastirilarak proteinlerin kimlikleri belirlenir. Bu
teknikte yaygin olarak MS 6ncesinde proteinler 1D ve/veya 2D ayirima tabi tutulurlar.
Protein tanimlamasinda kiitle bilgileri yetersiz kaldiginda dizileme i¢gin MALDI

MS/MS kullanilir [Aebersold ve Mann, 2003].

Kiitle analizorii

Protein analizlerine uygun olarak MS’ler ile birlikte yaygin olarak kullanilan
dort temel kiitle analizor tipi vardir. Bunlar; iyon-kapani, ugus siireli tiip (TOF),
quadrupol ve FTICR analizorleridir. Bunlarinin her birinin ¢alisma prensibi
birbirinden farklidir [ Aebersold ve Mann, 2003]. Bunlar i¢erisinde MALDI ile en ¢ok
kullanilan1 ugus zamanli (TOF) kiitle analizoriidiir. Iyonlar vakumlanmis ugus tiipii
icerisinde kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore ayni mesafeyi katederler [Jagtap ve Ambre,
2005]. TOF analizi iyon setinin bir dedektére dogru hizlandirilmas: temelinde
calismaktadir ve tiim iyonlara esit miktarda enerji verilir. Bu sayede iyonlarin tamami
esit enerjiye sahip ama kiitleleri farkli olur. Boylece iyonlar dedektore farkli zamanda
ulasirlar. Daha kiiciik iyonlar dedektore cok daha kisa siirede ulasirlar. [Lewis ve ark.,
2000] Ayrilan iyon parcalar1 tiipiin sonunda bulunan bir kaydedici tarafindan algilanir
ve her iyon grubu icin bir uyart1 olusturulur. Sayisallastirilmis veriler ile bir kiitle

spektrumu olusturulur. Kiitle spektrumu zamanin bir fonksiyonu olarak kaydedilir.
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Iyonlarm kiitlelerinin hesaplanmasiyla kiitle spektrumu sayisal kiitle verilerine
dontstiiriiliir [Jagtap ve Ambre, 2005]. Son zamanlarda TOF reflektron ile birlikte
kullanilmaktadir. TOF reflektronu TOF teknolojisiyle birlestirilmis bir elektrostatik
analizordiir. Reflektron iyonlarin tiip icerisinde dedektdre ulasma zamanini arttirir. Bu

durum da daha yiiksek bir ayirim giicii saglar [Lewis ve ark., 2000].

Iyon dedektirii

Kiitle analizorleri iyon dedektérleri ile birlesik halde bulunurlar. Iyon bir iyon
dedektoriinlin ylizeyine carptigi zaman bir voltaj olusur ve bu voltaj dedektor
tarafindan 6lciiliir. Elde edilen voltaj zamanin fonksiyonu olarak biiyiitiiliir, buna bagli

olarak da m/z ve uyartinin yogunlugu hesaplanir [Selale, 2010].

Kiitle spektrometreleri polipeptidlerin sadece kiitlelerini verebildikleri gibi,
aminoasit dizileri, baglanma bdlgeleri ve translasyon sonrasi degisiklikler gibi yapisal
ozelliklerinin ortaya konulmasmda da kullanmlabilmektedir. Ilk olarak kullanilan
MS'lerde molekiillerin molekiiler agirliklar1 ortaya konulmusken, daha sonra
gelistirilen swali kiitle spektrometreleri sayesinde istenilen iyonlarin segilmesi,
parcalara ayrilmasi ve hatta dizilenmesi miimkiin hale gelmistir [Domon ve Aebersold,
2006]. Bir proteinin kimlik tanismin yapilabilmesi i¢in kiitle parmak izinin ortaya
konmas1 yetebilir. Bir proteinin kiitle parmak izi kullanilarak tanimlanabilmesi i¢in o
proteine ait veritabaninda yer alan en az 4 proteolitik peptidin kesin kiitlelerine ait
Ozgiin gen ya da proteinleri igeren tahmini kiitlelerinin bilinmesi gerekir [Mann ve
ark., 2001]. Buna peptid parmak izi denir ve proteom analizlerinde bir¢ok proteinin
kimlik tanisinin yapilmasinda basarili bir sekilde uygulanmaktadir. Kiitle parmak izi
protein tanimlanmasinda kullanilan hizli ve basit bir uygulamadir. Genomu
tanimlanmig, proteomun biiyiik bir kismi ortaya konmus ya da tanimlanmis
organizmalar i¢in en uygun yontemdir. Eger genom bilgisi yok ise isaretli ifade edilen
diziler (EST) veritabanlar1 proteom arastirmalarinda kullanilabilmektedir. Tim
bunlarin yaninda, eger MS’e verilen karisimda birden ¢ok (SDS-PAGE lekeleri)
protein varsa bunlar1 tanimlamada kiitle parmak izi yetersiz kalabilmektedir. Yani

elinizde 2D’den sonra elde edilmis, karmasik olmayan bir karisim varsa peptid parmak
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izi kullanish olabilir. Eger proteinler peptid parmak izi ile tanimlanmazsa, sirali
MS’ler kullanilarak kimlik analizleri yapilwr. Sirali MS proteinlerin kismi dizi
bilgilerini verir. Bu bilgi kiitle bilgileri ile birlestirilerek proteinlerin kesin kimlik
tanilar1 yapilir [Thelen, 2007]. Her iki tip bilgi de veritabanlarindaki protein dizi
bilgileriyle uygunluk gosterir [ Yates, 2000].
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2.4. LITERATUR TARAMASI

Kuraklik stresinin bitkiler {izerine olan etkileri ¢ok uzun zamandan beri
calisilan 6nemli bir konudur. Bitkiler tarafindan olusturulan stres yanitinin arastirildig:
morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler diizeyde yapilan bir¢cok calisma
bulunmaktadir. Bu ¢aligmalar incelendiginde, bitkilerde kuraklik stresine yanit olarak
meydana gelen; kok ve siirgiin boylarindaki degisimler, oransal su igeriklerinin ve
yaprak su potansiyelinin durumu ve prolin miktarlarindaki degisimler en ¢ok ilgi géren
ve stres durumunu iyi bir sekilde gosteren Onemli fizyolojik ve biyokimyasal

parametreler olarak on plana ¢ikmaktadir.

2.4.1. Yapilan Fizyolojik ve Biyokimyasal Calismalar

Kuraklik stresinin bitkilerde kok ve siirgiin boylarmin gelisimi tizerine
etkilerinin arastirildigi bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Yapilan ¢alismalarda elde edilen
veriler incelendiginde arastiricilarin kullandiklart tiirlere ve genotiplere, stresin siddeti
ve stiresine bagli olarak birbirlerinden farkli sonuglar bulduklar1 goriilmiistiir. Sing ve
ark. [1994] yaptiklar1 ¢alismada limon otu bitkisini 45 ve 90 giin boyunca kuraklik
stresine maruz birakmis ve stres sonunda bitkilerde siirglin boylarmin azaldigimni
bulmuslardir. Nedunchezhiyan ve ark. [2012] kuraklik stresinin patates bitkisinde kok
boyunu azalttigin1 bulmuglardir. Heerden ve Laurie [2008] ve Laurie ve ark. [2015]
ise kuraklik stresinin patates bitkisinde siirgiin boyunu azalttigint bildirmislerdir.
Ashraf ve O’leary [1996] yaptiklar1 calismada tuz stresiyle birlikte strese karsi
dayaniklilig1 farkl olan iki aycigegi bitkisinde kok ve siirglin boylarinin azaldigini, bu
azalisi daha duyarli olan tiirde ¢cok daha fazla oldugunu bulmuslardir. Bu bulgularin
aksine Pace ve ark. [1999] kuraklik stresinin pamuk bitkisinin kdk ve siirgiin

boylarinda 6nemli bir degisiklige neden olmadigini vurgulamislardir.

Yaprak su potansiyeli (YSP) iyi bir stres gostergesi olarak bilinir. Stres
altinda YSP’deki diislis oran1 stres siddetinin bir belirtecidir [Leport ve ark., 1999].
Ozellikle kuraklik stresine maruz kalan bitkilerde YSP’nin diistiigii birgok arastiric

tarafindan gosterilmistir. [Jondgee ve ark., 2002; Leport ve ark., 1999; Basu ve ark.,
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2007a; Basu ve ark., 2007b]. Bu konuda nohutla ilgili yapilmis ¢cok sayida ¢alisma
vardir. Basu ve ark. [2007a], Krouma [2010], Katerji ve ark. [2001], Fang ve ark.
[2010] yaptiklar1 ¢alismada, kuraklik stresinin nohutta yaprak su potansiyelini
azalttigmi vurgulamistir. YSP’nin 6zellikle kiiltiir tiirlerinde, yabani tiirlere gére ¢ok
daha fazla diistligii de arastiricilar tarafindan belirtilmistir [ Terzi ve ark., 2010; Luquez
ve Guiamet, 2002; Leport ve ark., 1999]. Yapilan caligmalarda elde edilen azalig

oranlar1 stresin siiresine ve siddetine gore farklilik gostermistir.

Yaprak su potansiyeli gibi yapraklardaki oransal su iceriginin stres
durumundaki degisimi de yine bir¢ok arastirici tarafindan arastirilmistir. Talebi ve ark.
[2013] kuraklik dayanikliliklar1 farkli olan 35 nohut genotipini kuraklik stresine maruz
biraktiklarinda tiim genotiplerde oransal su igeriklerinin kuraklik stresiyle birlikte
diistiigiinii ancak bu diisiislin en ¢cok kurakliga duyarl genotiplerde meydana geldigini
belirtmiglerdir. Bununla birlikte, farkli bitkilerde de kuraklik stresinin yapraklardaki
oransal su igeriklerini diisiirdiigii gosterilmis olup; Keles ve Oncel [2004] gevresel
stres direngleri birbirinden farkli olan 6 bugday kiiltiiriinde kuraklik stresinin oransal
su igerigini diislirdiigiinii belirtmislerdir. Sepanlo ve ark. [2014] yaptiklar1 ¢aligmada
kuraklik stresinin dayanikliliklar farkli olan 3 soya genotipinde yapraklarin oransal su
iceriklerini diistirdiigiinii, bu diislisiin nispeten duyarli olan genotipte daha fazla
oldugunu vurgulamiglardir. Arjenaki ve ark. [2012] yaptiklar1 calismada, direngleri
farkli olan 6 bugday genotipi kullanmis ve kuraklik stresi sonucunda tiim genotiplerde
oransal su igeriginin diistiiglinii belirlemislerdir. Arastirmanin bulgularia gore duyarh
genotiplerde bu diisiis ¢ok daha fazla olmustur. Unyayar ve ark. [2005] iki farkl
domates tiirtinde yaptiklar1 ¢alismada, kuraklik stresinin yabani domates tiiriinde

oransal su igerigini degistirmedigini, kiiltiir tliriinde ise azalttigini1 bulmuslardir.

Kuraklik stresinin i¢sel prolin miktari tizerine olan etkilerinin farkli bitkilerde
arastirildigi bir¢cok calisma yapilmistir. Unyayar ve ark. [2004] iki ay¢icek genotipinde
kuraklik stresi sonucunda prolin miktarinin arttigmi tespit etmislerdir. Heidari ve
Mohammadkhani [2008] iki misir genotipinde yaptiklari ¢alismada kuraklik stresinin
serbest prolin miktarini her iki genotipte de arttirdigini1 bulmuslardir. Bu artis oranlar1

her iki genotipte de farkli oranlarda olmustur. Mafakheri ve ark. [2010] kuraklik
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dayanikliliklar1 farkli olan 3 nohut kiiltiiriinde yaptiklar1 ¢alismada, kuraklik stresinin
prolin miktarm arttirdigini, kuraklik direnci yiiksek olan kiiltiirlerde bu artisin ¢ok
daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Ulemale ve ark. [2013] 14 nohut genotipini
kuraklik stresine maruz birakarak cesitli fizyolojik parametreleri incelemislerdir.
Kuraklik stresiyle birlikte biitlin genotiplerde prolin miktarimin arttigmi, bu artisin
ozellikle kurakliga karsi dayanikli olduklar1 bilinen genotiplerde ¢ok daha fazla
oldugunu bulmuslardir. Lum ve ark. [2014] kuraklik dayanikliliklar1 farkli olan 8
piring genotipinde yaptiklari ¢alismada kuraklik stresiyle birlikte prolin miktarinin
arttigin1 bu artisin kurakliga dayanikli olan genotiplerde ¢ok daha fazla oldugunu

belirtmiglerdir.

2.4.2. Yapilan Proteomik Caligmalar1

Son yillarda, proteomik bircok bitkide c¢esitli abiyotik streslere karsi
olusturulan hiicresel yanit1 agiklayabilmek i¢in kullanilmistir ve karsilastirmali
proteomik sayesinde protein ifade profillerinde genotipe 6zgiil farkliliklar oldugu
belirlenmistir [Jaiswal, 2013]. Bitkilerde proteomik kapsaminda yapilan abiyotik stres
arastirmalariin biiyiik bir kisminin ortak noktas: stres altinda ve stressiz kosullarda
yetistirilen bitkilerden izole edilen proteomlarin karsilastirilmasidir. Diger bir yaygin
durum ise, iki farkli genotip ya da bitki tiiriinden elde edilen proteom bilesimlerinin
verilen stres faktorii altinda karsilastirilmalaridir. Calisamalarda genellikle iki boyutlu
jel elektroforezi aymrimini kiitle spektrometresi ile yapilan protein kimlik tanisi takip
eder. Bunun yaninda kiitle spektrometresi sadece protein kimlik tanisi i¢in degil, ayrica

proteinlerin miktar tayinleri i¢in de kullanilmaktadir [Kosova ve ark., 2011].

Abiyotik stresin bitki proteomu lizerine olan etkilerinin arastirildigi ilk
calismalar 1980°li yillarm sonlarmnda yapilmistir. Ancak o zamanlarda belirlenen
proteinlerin bir¢ogu anonim olarak kalmis, kimlik tanilar1 yapilamamistir [Hurkman
ve ark, 1988; Zivy 1987]. Edman mikrodizileme yonteminin tanitilmasiyla birlikte ise
abiyotik stresle ilgili olan ilk protein listeleri olusturulmustur [Costa ve ark., 1998].
MS tekniklerinin ortaya ¢ikmasi protein tanimlamalarinda yeni bir bakis agis1 ortaya

koymustur. Chang ve ark. [2000] bu teknigi bitkide abiyotik stres yanitin1 anlamak
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icin kullanan ilk arastirict grubu olmustur. Yaptiklar1 ¢alismada oksijensiz kalan misir
bitki koklerindeki protein degisimini ortaya koymuslardir. Bu ¢alismada MALDI-
TOF/MS cihaziyla protein kimlik tanilar1 yapmiglardir. Bitkilerde yiiksek c¢iktili
cihazla yapilan bu ilk caligmadan sonra giiniimiize kadar gecen siirede bu ¢aligmalarin

sayis1 katlanarak artmig ve artmaya devam etmektedir.

Rey ve ark. [1998] patates (Solanum tuberosum L.) bitkisinin
kloroplastlarinda siddetli kuraklik altinda CDSP32 proteininin uyarildigini
bulmuslardir. Yaptiklar1 kiiclik mikrodizilemelerle bu protein dizisinin bilinen higbir
protein ile homoloji goOstermedigini belirlemiglerdir. Daha sonra cDNA
kiitliphanelerini taramis ve ellerindeki dizilerin thioredoksin geni ile uyustugunu
belirlemislerdir. 2005 yilinda affinite kromatografi teknikleri ile yaptiklari ¢alismada
ise bunun tam olarak peroksiredoksin oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢alisma farkli

proteomik teknikler kullanilarak gen kesfinin ve analizinin yapildigi iy1 bir 6rnektir.

Costa ve ark. [1998] cam (Pinus pinaster Ait.) bitkisinde orta ve siddetli
kuraklik stresinin etkilerini arastirmislardir. 38 tane kuraklik ile ilgili protein lekesi
belirlemislerdir ve bunlardan iki tanesinin ifadesinin azaldigini, bes tanesinin ise

arttigini belirlemislerdir.

Salekdeh ve ark. [2002] iki piring (Oryza sativa L.) kiiltiirtinde kuraklik
stresini arastirmislar ve 23 giin boyunca kuraklik stresine maruz biraktiklar: bitkileri
10 giin boyunca tekrar sulamiglardir. Her periyod i¢in bitki yapraklarini hasat etmigler
ve analiz edilmislerdir. Toplamda 42 proteinin ifadesinde degisiklikler oldugunu
aciklamuslardir. Iki kiiltiirii karsilastirdiklarinda 15 tane proteinin ifadesinin her iki
kiiltirde de benzer sekilde degistigini belirtmislerdir. Yaptiklar1 c¢alismada
ifadelerinde artis olan proteinlerin kurakliga daha direngli olan kiiltiirde, ifadeleri
azalan proteinlerin ise daha duyarli kiiltiirde degisim gosterdigini bulmuslardir. Bunun
nedenini direngli olan kiiltiiriin duyarh olana gore daha aktif bir yanit olusturmasi

olarak bildirmiglerdir.
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Hajheidari ve ark. [2005] iki seker pancari (Beta vulgaris L.) genotipini
kuraklik stresine maruz birakmiglar ve 45 proteinin ifadesinin azaldigini 35 proteinin
ise arttigin1 belirtmislerdir. Bu artis ve azalislardan bazilarinin genotipe 6zgii oldugunu

vurgulamiglardir.

Blonder ve ark. [2007] Norveg ladininde (Picea abies (Karst.) L.) yaptiklari
calismada erken kuraklik stresinin olusturdugu proteom yanitini incelemislerdir ve 4

proteinin ifadesinde kuraklik stresiyle birlikte degisiklikler gdozlemlemislerdir.

Jiang ve ark. [2007] Boea hygrometrica bitkisinde rehidrasyon ve
dehidrasyon stresinin proteom diizeyde meydana getirdigi farkliliklar1 incelemislerdir.
2D jel tizerinde 223 protein belirlemisler ve dehidrasyon stresiyle birlikte bu
proteinlerin %35’inin ifadesi artarken, %60’ min ifadesi azalmis ya da degismemis,

%5 1nin ise rehidrasyonla birlikte uyarildigini bulmuslardir.

Vincent ve ark. [2007] iki tizim (Vitis vinifera L.) genotipini kuraklik stresine
maruz brrakmiglardir. 2D jel elektroforezinde belirledikleri 191 protein lekesini kiitle
spektrometresinde analiz etmisler ve bunlarin %44 iiniin protein izoformlar1 oldugunu

belirlemislerdir.

Zomeno ve ark. [2009] mese (Quercus ilex L.) bitkisinde yaptiklari ¢alismada
9 aylk bitkileri kuraklik stresine maruz birakmis ve tekrar sulayarak proteom
diizeyinde meydana gelen degisiklikleri arastirmiglardir. Toplam 23 protein lekesinde
stres ve yeniden sulamaya yanit olarak degisiklikler gormiisler ve bunlari 14 tanesini
kiitle spektrometresinde tammlamislardir. ifade degisikliklerinin meydana geldigi
proteinlerin 6zellikle fotosentez, karbonhidrat ve azot metabolizmasinda rol oynayan

proteinler oldugunu belirtmislerdir.

Caruso ve ark. [2009] bugday (7riticum durum L.) bitkisinde yaptiklar1
calismada kuraklik stresinin 36 proteinin ifadesini degistirdigini belirlemislerdir. Bu
proteinlerin 12 tanesinin ifadesi strese yanit olarak artarken 12 tanesinin ifadesi

azalmistir.
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Bogeat ve ark. [2007] vyaptiklari c¢alismada kavakta (Populus
euphratica Oliv.) kurak stresine yanit olarak hem transkript hem de proteom diizeyinde
meydana gelen degisiklikleri cDNA microarray ve 2D-DIGE kullanarak
belirlemiglerdir. Kuraklik stresinde gen ifade diizeyinde meydana gelen degisikliklerin

proteom diizeyinde meydana gelen degisiklerden farkli oldugunu belirlemislerdir.

Deeba ve ark. [2012] pamuk (Gossypium herbaceum L.) bitkisinde yaptiklar1
calismada kuraklik stresinin 16 proteinin ifadesini arttirdigini, 6 protein ifadesini ise

disiirdiigiinii belirtmislerdir.

Zadraznik ve ark. [2013] kuraklhiga direngleri farkli olan iki fasulye
(Phaseolus vulgaris L.) ¢esidinde kuraklik stres yanitin1 proteom diizeyinde
incelemislerdir. Kuraklik stresine yanit olarak ifadeleri degisen proteinlerin bir
kismmin ¢eside 6zgii oldugunu belirlemislerdir ve her iki ¢esitte de protein ifade
yanitlar1 farkliliklar gdstermistir. Ifadeleri degisen proteinlerin dzellikle fotosentez,

enerji ve protein sentez yolaklarinda bulunan proteinler oldugunu belirlemislerdir.

Budak ve ark. [2013] yabani (Triticum turgidum ssp. dicoccoides) ve kiiltiir
bugday (Triticum turgidum ssp. durum) bitkisinde yaptiklar1 calismada kuraklik
stresinin neden oldugu protein ifade degisikliklerini incelemislerdir. Toplam 75
proteinin ifadesinin kuraklik stresinde degistigini, ifadesi degisen proteinlerin biiyiik

bir cogunlugunun her iki genotipte birden degisim gosterdigini vurgulamislardir.

Shi ve ark. [2014] kuraklik direngleri farkli olan bermuda ¢imi (Cynodon
dactylon (Pers.) L.) bitkisinde yaptiklar1 calismada, kuraklik stresiyle birlikte toplam
39 proteinin ifadesinin degistigini bildirmislerdir. Bunlardan 3 tanesinin ifadesi her iki
tiirde de artarken 2 tanesinin ifadesi azalmustir. iki tiirde 23 protein ifadesi ise farklilik

gostermistir.
Xiang ve ark. [2014] yaptiklar1 calismada kudret nar1 (Momordica charantia

L. var. Hong Kong Green) bitkisinin meyvesinde sicaklik uygulamasi sonucu meydana

gelen proteom degisikliklerini  2D-DIGE  MS/MS  yontemini  kullanarak
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arastirmislardir.  Caligmalarinin = sonucunda 10 proteinin ifadesinde anlamlhi

degisiklikler oldugunu tespit etmislerdir.

Jedmowski ve ark. [2014] kuraklik dayanikliliklar1 farkli olan iki seker darisi
(Sorghum bicolor (Moench.) L.) bitkisini yedi giin boyunca kuraklik stresine maruz
birakmis ve stres sonunda tekrar sulamislardir. Stres sonunda ve sulamanin ardindan
her iki genotipten aldiklar1 yapraklarda proteom bilesimlerini 2D-DIGE yoOntemiyle
karsilastirmislardir. Ifade farkliligi gosteren protein lekelerini keserek kiitle
spektrometresinde analiz etmis ve kuraklik stresinin ve tekrar sulamanm her iki

genotipte de proteom bilesemlerini degistirdigini belirlemiglerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. BITKI YETISTIRME KOSULLARI VE KURAKLIK UYGULAMASI

GAP Uluslararast Tarimsal Arastirma ve Egitim Merkezi’nden alinan Cicer
arietinum (ILC482) ve Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Boliimii’'nden alinan Cicer reticulatum (AWCG611) tiirlerine ait olan tohumlar %2,5’lik
sodyumhipoklorid ¢ozeltisinde 10 dk bekletilerek steril edildikten sonra iyice yikandi
ve saf su icinde 1 giin siire ile havalandirilarak sisirildi. Tohumlar igerisinde
toprak:giibre:perlit (2:1:1) karisimi bulunan saksilara yiizeyden yaklagik olarak 2 cm
derine olacak sekilde ekildi. Saksilar Mersin Universitesi Ileri Teknoloji Egitim
Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde bulunan sicaklik, 151k ve nem kontrollii bitki
yetistirme kabini icerisinde saatlere bagli olarak degisen 151k, nem ve sicaklik ayar1
yapilarak 21 giin boyunca kontrollii sartlar altinda biiytitiildii. Bu siirenin sonunda her
iki tlire ait fidelerin yaris1 7 gilin boyunca sulanmayarak kuraklik stresine maruz
kalmalar1 saglanirken diger yaris1 kontrol bitkileri olarak sulanmaya devam edildi.
Ardindan, bitki yapraklar1 hasat edilerek hizli bir sekilde sivi azota alind1 ve analiz

giiniine kadar -80 °C’de derin dondurucuda saklandh.

3.2. KOK VE SURGUN BOYLARININ OLCULMESI

Her iki tiirtin hem kontrol hem de kurak gruplarina ait 10’ar tane fide

saksilardan dikkatlice alinarak kok ve siirgiin boylar1 cm cinsinden 6lgiildii.
3.3. YAPRAK SU POTANSIYELI’NIN OLCULMESI
Her iki tiire ait kontrol ve kurak gruplardan 5’er tane fide almarak basing

hiicresinde (PMS Instrument Co. Model 1000) yaprak su potansiyeli ol¢iildi ve
degerler MPa olarak hesaplandi.
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3.4. YAPRAK ORANSAL SU ICERIGI’NIN OLCULMESI

Yapraklarmn oransal su icerikleri (OSI) Smart ve Bingham [1974]’e gore
yapildi. Bu yonteme gore hasat edilen bitki yapraklar1 alinarak hassas terazide tartildi
ve yas agirliklar1 (Y A) belirlendi. Ardindan bu yapraklar saf su igerisinde 25 °C’de 4
saat tutularak turgorlu hale gelmesi saglandi ve yapraklarin lizerindeki fazla su bir
pecete yardimiyla almarak tekar tartildi ve turgorlu agirliklar1 (TA) kaydedildi.
Ardindan turgorlu yapraklar 24 saat boyunca 85 °C’de etiivde bekletildi ve kuruyan
yapraklar tekrar hassas terazide tartilarak kuru agirliklar1 (KA) belirlendi. Elde edilen
veriler asagidaki formiilde yerine yazilarak her gruba ait oransal su igerikleri

belirlendi.

OSi=[(YA-KA) / (TA-KA)] x 100

3.5. SERBEST PROLIN MiKTARININ BELIRLENMESI

Serbest prolin miktar1 Bates ve ark. [1973]’na gore belirlendi. 0,5 g yaprak
almarak 10 mL %3 liik siilfosalisilik asitte homojenize edildi. Elde edilen filtrat filtre
kagidinda siiziildiikten sonra 2 mL’si alinarak iizerine 2 mL ninhidrin ve 2 mL asetik
asit tliplere konuldu ve 95 °C’de su banyosu igerisinde 1 saat bekletildi. Siire sonunda
tiipler buz iizerine alinarak reaksiyon sonlandirildi. Karisim 4 mL’lik toluen ile
Oziitlendi ve toluen fazi 520 nm’de spektrometrede Ol¢iildii. Sonuglar standart egri

olusturularak pmol prolin/g cinsinden hesaplandi.
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3.6. PROTEIN ANALIZLERI

3.6.1. Protein Izolasyonu

Protein izolasyonu her grup i¢in 3 biyolojik tekrar olacak sekilde, Kim ve ark.

[2001]’na gore bir takim degisiklerle asagidaki basamaklar izlenerek yapildi. Bu

yonteme gore;

10.

11.

Hasat edilerek s1vi azota alinmis ve -80 °C’de saklanan yaprak drneklerinden
3 g almarak sivi azot icerisinde dondurulmus teflon hazneler igerisine

konuldu.
Yaprak orneklerinin iizerine her 1 g 6rnek i¢in 100 mg PVP tartilarak eklendi.
Yapraklar 90 sn boyunca dgiitliciide (Retsch, MM400) 6giitiildi.

Iyice toz haline gelmis olan yaprak drnekleri bir cam erlen igerisine almarak

iizerine her 1 g 6rnek i¢in 7,5 mL MgNP40 lizis tamponu konuldu.
Lizis tamponundaki 6rnekler buz lizerinde 15-20 dk bekletildi.

Stire sonunda ornekler 3.000 rpm’de 15 dk +4 °C’de santrifiij (Hettich,
Universal 32) edildi.

Santrifiij isleminden sonra siipernatan kismi yeni bir tiipe alind1 ve iizerine
%50 PEG c¢ozeltisinden alinarak son konsantrasyonu %15 olacak sekilde

eklendi.
Tiipler buz lizerinde ara ara vortekslenerek 30 dk bekletildi.
Ardindan tiipler 12.000 rpm’de 15 dk +4 °C’de santrifiij edildi.

Stipernatan kismi alinarak iizerine soguk aseton eklendi ve -20 °C’de bir gece

bekletildi.

Ertesi giin 6rnekler 14.000 rpm’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edildi.
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12. Pellet kismi1 alinarak tizerine 10 mL kadar soguk aseton eklendi ve 60 dk -20

°C’de bekletildi. Bu islem pellet tamamen beyazlagana kadar tekrarlandi.

13. Rengi beyazlasan protein ¢okeltisi aseton kokusu gidene kadar oda

sicakliginda steril bir alanda bekletildi.

14. Aseton kokusu tamamen gittikten sonra protein ¢okeltisi izerine her 1 g 6rnek
icin 500-750 pL kadar c¢oziindiirme soliisyonu eklendi ve proteinlerin

tamamen ¢6ziilmesi saglandu.

15. Ornekler 14.000 rpm’de 22 °C’de 30 dk santrifiij edildi ve varsa kalmntilar
uzaklastirilarak siipernatan Lo-bind tiiplere alinarak sivi azotta donduruldu ve

-80 °C’de analiz giinline kadar saklandi.

Ayn1 anda ayn1 Orneklerden yapilan ikinci bir izolasyonda kontrol amacgh
olarak PEG c¢oktiirmesi yapilmadan izolasyon basamaklar1 gergeklestirildi ve her iki

izolasyondan elde edilen 6rnekler jel lizerinde yiirtitiilerek analiz edildi.

Protein izolasyonu Asamasinda Kullanilan Tamponlar:
MgNP40 Lizis Tamponu

Tris-HCI1 (1 M, pH 8,3)

600 uL Igepal CA 630

MgClz (200 mM)

100 mM PMSF

600 pL B-merkaptoetanol
10,5 mL ultra saf su

Coziindiirme Soliisyonu
Tris (30 mM)

Ure (7 M)

Tiyoiire (2 M)

Magnezyum asetat (5 mM)
CHAPS (%4)
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3.6.2. Protein Konsantrasyon Tayini

Izole edilen protein konsantrasyonu Bradford, BCA (Multiscan FC, Thermo
Scientific) ve Lowry (NanoDropl000, Thermo Scientific) yOntemlerine gore
belirlendi. Protein konsantrasyonunun belirlenmesi protein izolasyonu sonrasi, SDS-

PAGE o0Oncesi ve 2D 0ncesi olmak tizere her analiz 6ncesinde tekrarlandi.

3.6.3. 1zole Edilen Proteinlerin Elektroforetik Ayirimi

3.6.3.1. Sodyum dedosil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi

PEG ¢oktiirmesi yapilmis ve yapilmamis protein 6rnekleri, genel profillerinin
ve Ornek temizliklerinin incelenmesi icin %12’lik SDS poliakrilamid jel
elektroforezine (%4’likk yiginlama ve %12’lik ayirma) yiiklendi. Her grup i¢in kii¢tik
bir tiip alinarak igerisine 1 uL 6rnek, 10 pL yiikleme boyasi ve 4 pL ultra saf su
konularak karistirildi. Ardindan tiipler kaynar suda 5 dakika bekletildi ve siire sonunda
buz iistline alindi. Tiipler icerisindeki karigim almarak toplam 15 pL hacimde
kuyucuklara yiikleme yapildi. Orneklerin yiiriimesi 180 V’ta gerceklestirildi. Siire
sonunda jeller dikkatlice alinarak proteinler metanol/asetik asit/su (40:10:50)
karisiminda bir saat fikse edildi. Bir saatin ardindan jeller Blue Silver Commasie Boya
icerisinde boyandi. Boyanan jellerin her biri ayri1 temiz bir kap icerisine konularak
iizerine tiim jeli kapatacak kadar su konuldu ve kaplar ¢alkalayici tizerine birakildi. 24
saat slire ile jellerin renklerinin a¢ilmasi beklendi. Bu asamada su belirli araliklarla
degistirildi. Jellerin rengi iyice agildiktan sonra goriintiileme cihazi igerisinde

fotograflandi ve elde edilen profiler analiz edildi.

Yiikleme Boyasi
Tris-HCL (0,5 M, pH 6,8)
Gliserol (%99,7)

SDS (%10)

B-merkaptoetanol

Brom fenol mavisi (%0,5)
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3.6.3.2. Iki boyutlu jel elektroforezi

Iki boyutlu jel elektroforezinin ilk basamagi olan izoelektrik odaklamada ilk
olarak 7 cm’lik IPG (pH 3-10 ReadyStrip, BioRad) seritleri kullanildi. Bu agamada
PEG c¢oktiirmesi yapilan ve yapilmamis olan 6rnekler ayr1 ayr1 yiiklenerek odaklandi
ve ikinci boyut ayrimi da yapildiktan sonra goriintii profilleri incelendi. Elde edilen
profillerden sonra analizin geri kalami i¢in PEG c¢Oktiirmesi yapilmis Orneklerin
kullanilmasi kararlastirildi. Ardindan bu 6rnekler 17 cm’lik IPG (pH 3-10 ReadyStrip,
BioRad) seritlerinde odaklandiktan sonra jel profilleri incelendi ve proteinlerin biiyiik
bir kismmim pH 7 civarinda oldugu tespit edildi. Bu asamadan sonra daha fazla protein
lekesi elde edebilmek amaciyla pH 5-8 IPG seritlerinin kullanilmasina karar verildi.
Ik olarak 11 cm’lik IPG (pH 5-8 ReadyStrip, BioRad) seritlerinden elde edilen
profiller incelendi ve ardindan 17 cm’lik IPG (pH 5-8 ReadyStrip, BioRad) seritleri
kullanilarak proteinlerin ayrilmalar1 saglandi. Analizin geri kalan kisminda bu
ayirimlardan elde edilen proteinler kullanildi. Tiim bu analizler i¢cin asagidaki

basamaklar izlendi.

1. Ik olarak izole edilen protein drneklerinden 7 cm IPG seritleri igin 25pg, 11
cm IPG seritleri i¢in 150 pg, 17 cm IPG seritleri igin ise 200 pg protein 6rnegi,
2D rehidrasyon tamponu ile karistirilip icerisine seridin pH'sma uygun %1

Amphylote ve %1 TBP eklendi.

2. IPG seritleri odaklama kaseti icerisine dikkatli bir sekilde yerlestirildi ve
hazirlanan karisim cup loading yontemiyle seritlerin iizerine yerlestirildi ve

50 pA/IPG serit akim uygulandi.

3. Akim uygulamasi basladiktan 30 dakika sonra seritler iizerine 2-3 mL mineral
yag ilave edilerek ayni1 akimda bir gece boyunca rehidrasyona birakildi (20
°C) (Protean IEF Cell-Biorad).

4. Ertesi giin seritler lizerindeki fazla yag temizlenerek yeni bir odaklama kaseti
icerisine yerlestirildi. Serit {izerine tekrar mineral yag eklendi ve kaset

yeniden PROTEAN IEF (Biorad) igerisine yerlestirildi.
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5. Proteinler adim adim akimi yiikselten {i¢ asamali bir program ile 20°C’de
odakland1 (7 cm'lik IPG seritleri i¢in S1:250V 20 dk, S2: maksimum voltaj
artis1 hizli, S3: 4.000 volt/IPG Lineer. 11 cm’lik IPG seritleri icin S1: 250V 20
dk, S2: maksimum voltaj artis1 hizli, S3: 8.000 volt/IPG Lineer. 17 cm'lik IPG
seritleri i¢in S1: 250V 20 dk, S2: maksimum voltaj artis1 hizli, S3: 10.000
volt/IPG Lineer).

6. Odaklama sonrasinda seritler tampon I ve tampon II igerisinde 30 dk’lik

stirelerle yikandi.

7. Seritler bu asamadan sonra hazirlanan SDS poliakrilamid jellere (%12)
yerlestirilerek elektroforez (35 mA 30 dk, 48 mA 5 saat, 16 °C’de) ile
molekiiler biiyiikliiklerine gore ikinci boyutta (2D) ayirima tabii tutuldu.

8. Ikinci boyutta ayirim sirasinda kullanilacak jeller igin jel farkliligmni ortadan
kaldirmak amaciyla 17 cm’lik seritler i¢in Dodeca (BioRad) jel dokme, jel
yiiriitme ve boyama sistemi kullanildi. Bu sistemde her deney diizenegi i¢in
hazirlanan tiim jeller ayn1 anda sistemde yiiriitiildii. Elektroforez sonrasinda
jeller %40 metanol, %10 asetik asit icerisinde en az bir saat fikse edildi

ardindan SyproRuby (BioRad) boyasi igerisinde gece boyu boyandi.

2D Asamasinda Kullanilan Tamponlar:

2D Rehidrasyon Tamponu
Ure (8 M)

Tiyotire (2 M)

CHAPS (%2)

DTT (50 mM)

Amfolit (%0,2)

Bromfenol mavisi (%0,02)
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Tampon I

Ure (6 M)

Tris-HCL (0,375 M, pH 8,8)
SDS (%2)

Gliserol (%20)

DTT (%2 (w/v))

Tampon 11

Ure (6 M)

Tris-HCI (0,375 M, pH 8,8)
SDS (%2)

Gliserol (%20 )
Iyodoasetamid (%2 (w/v))

3.6.3.3. 2D DIGE

Ornekler 2D jel elektroforezinde IPG seritlerinde ayirima tutulmadan énce
floresan siyanin boyalar Cy2, Cy3 ve Cy5 boyalariyla isaretlendiler. izole edilen
protein Ornekleri DIGE isaretlemesine uygun tampon icerisinde ¢dziildiikkten sonra
CyDye DIGE Flour Cys5 isaretleme kiti (GE Healthcare, ABD) kullanilarak her iki tiir
icin kontrol gruplar1 Cy3, kurak gruplar1 Cy5 ve karisimlar Cy?2 ile isaretlendi.

DIGE lisaretleme Tamponu (pH 8)
Ure (7 M)

Tiyotire (2 M)

Tris (10 mM, pH 8)

Magnezyum asetat (5 mM)
CHAPS (%4 )
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Floresan Cye Boyalarinin Hazirlanmasi

-20 °C’de saklanan Cye boyalar1 oda sicakliginda 5 dakika bekletildi ve
kristal haldeki boyalarm tizerine 5 pL. dimetilformamid (DMF) eklendi. Ardindan 30
saniye (sn) vortekslendi ve 30 sn 12.000 g’de oda sicaklifinda santrifiij edilerek Cye
stok boyasi ¢alisma soliisyonu hazirlandi. 0,5 pL Cye boyas1 stok soliisyonuna 0,75
pL DMF eklendi, bu karisim 50 pg protein 6rnegini isaretlemek i¢in yeterlidir. Daha
fazla protein isaretlemek icin isaretlenecek protein miktariyla dogru orantili olarak

DMF ve Cye boyalarmin miktarlar1 arttirild1.

Proteinlerin Floresan Cye Boyalari Ile Isaretlenmesi

Bir mikrosantrifiij tiipiine yeterince protein ( 7 cm IPG seritleri i¢in 50 pg, 11
cm IPG seritleri igin 125 pg, 17 cm IPG seritleri igin 200 pg) alindi. Uzerine 1 pL
daha once seyreltilmesi yapilmis cye boyasi calisma soliisyonu ilave edildi. Karigim
kisa bir siire santrifiij edildikten sonra buz iizerinde 30 dk karanlikta bekletildi. Bu
karigimin izerine 10 mM Lizin’den 1 pL ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Karigim
pipetlenerek karistirildi ve kisa siire santrifiij edildikten sonra 10 dk buz iizerinde

karanlikta bekletildi ve proteinlerin floresan boyalarla isaretlenmesi saglandi.

Cye Boyalar ile Isaretlenen Orneklerin IPG Seritlerine Yiiklenmesi

Orneklerin {izerine drnek hacmi kadar 2X &rnek tamponu eklendi ve buzun
iizerinde 10 dk bekletildi. Ayni jel iizerinde yiiriitiilen farkli floresan boyalar ile
isaretlenmis Ornekler karistirildiktan sonra rutin odaklama ve 2D protokolii takip

edildi.

2X Ornek Tamponu
Ure (8 M)

DTT (130 mM)
CHAPS (%4 wiv)
Amfolit (%2 w/w)
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3.6.4. 2D Jellerinin Goriintiilenmesi, Protein Leke Analizi ve Leke Kesimi

Boyama sonrasi elde edilen jeller dikkatli bir sekilde alinarak, asagidaki

basamaklarin izlenmesiyle goriintiilendi ve protein leke analizleri yapildi.

1. Boyama isleminden sonra jellerin goriintiilenmesi VersaDoc sistemi

(BioRad, USA) ile uygun 151k kaynagi ve filtreler kullanilarak yapildi.

2. Jellerin 1ilk degerlendirmeleri QuantityOne programi (BioRad, USA)
kullanilarak yapildi. Proteinlerin leke kaliteleri gozlenerek analiz i¢in uygun

boyutlarda goriintiiler saklandi.

3. Protein lekelerinin analizi ve jellerin karsilastirmast PDQuest Advanced

programi (BioRad, USA) ile yapildi.

4. Bu analiz esnasinda jellerdeki lekeler tiim gruplar arasinda ve gruplar
icerisinde tespit edilerek birbirleri ile karsilastirildi, istatistiki acidan
farklilasan ve tanimlama i¢in uygun olan protein lekelerinin kesimi Leke-
kesim robotu (BioRad) ile yapildi. Bu islem sirasmmda 1 ve 1,5 mm’lik
otomatize uglar kullanarak lekeler kesildi ve 96 kuyucuklu plaka igerisine

ornekler toplandi.

3.6.5. Jel i¢i Tripsin Kesimi ve MALDI TOF/TOF MS Analizi

Kesilen her bir protein lekest jel ici triptik kesime tabii tutuldu (In-Gel Tryptic
Digestion Kit, Thermo Scientific). Peptidlerin tanimlamalar1 Abi Sciex’m MALDI
TOF/TOF 5800 serisi cihazini kullanarak yapildi. Triptik peptidler jel matriksinden
SuL %50 aseto nitril (ACN) ve %0,1 trifluoro asetik asit (TFA) ile 6ziitlendi. Daha
sonra Cis ZipTip pipet uglar1 kullanarak (Millipore) 9%0,1 TFA ile 2uLl’ye konsantre
edildi. Peptidler, 0,8 puL 6rnek 0,2 pL matriks soliisyonu (%50 ACN ve %0,1 TFA
icerisinde 10 mg/mL R-siyano-4-hidroksisinamik asit) ile karistirilarak dogrudan
MALDI plakasi lizerine yerlestirildi. MALDI plakasi {izerine yerlestirilen 6rneklerin

hava ile kurumasi saglandi. MALDI kalibrasyonu eksternal (dissal) veya internal
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(i¢sel) kalibrant kullanilarak yapild1 ve her bir spektrum i¢in ortalama 200 lazer vurusu
kullanildi. Elde edilen tiim spektrumlar (m/z), MASCOT bilgi bankasinda analiz
edildi.

3.7. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME
Istatistiksel analizler SPSS 11.5 paket programinda yapildi. Degerlerin normal
dagilim gosterip gostermedikleri Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Tiim degerlerin

normal dagilim gosterdikleri sonucuna ulasildi. Degerlerin nohut tiirleri ve kuraklik

stresi bakimindan karsilastirilmasi amaciyla Student-T analiz testi kullanild.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1 BULGULAR
4.1.1. Kok ve Siirgiin Boylarinda Meydana Gelen Degisimler

Kuraklik stresi her iki tiirde de siirgiin boyunu anlamli derecede
degistirmezken, kok boylarin1 azaltmistir. Kurakliga maruz brrakilan kiiltiir tliriiniin
kok boyu kontrole ve yabani tiire gore kisa bulunmustur (Tablo 4.1.). Kok boylarinda
meydana gelen azalmalar her iki tiir icerisinde ve tiirler arasinda istatistiksel olarak

anlamlidir (P<0,05).

Cizelge 4.1. Kuraklik stresinin kok ve siirgiin boylar1 lizerine etkisi.

Cicer arietinum Cicer reticulatum
Kok Boyu (cm)

Kontrol Kurak Kontrol Kurak
25,814+2,83 18,57+1,93* 24,43+2,64 21,00+0,87*
Siirgiin Boyu (cm)
27,50+2,22 27,0742,53 29,714+2,43 28,50+2,19

*[statistiksel olarak %5 diizeyinde anlamlidir (n=10).

4.1.2. Yaprak Su Potansiyelinde Meydana Gelen Degisimler

Yaprak su potansiyeli kuraklik stresiyle birlikte her iki tiirde de belirgin bir
sekilde azalmistir. Stres altinda C. arietinum’un yaprak su potansiyelindeki diisiis C.
reticulatum’a gore ¢ok daha belirgindir (Tablo 4.2.). Meydana gelen azalmalar her iki

tiir icerisinde ve tiirler arasinda istatistiksel olarak anlamlidir (P<0,001).
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Cizelge 4.2. Kuraklik stresinin yaprak su potansiyeli lizerine etkisi.

Yaprak Su Potansiyeli (MPa)

Cicer arietinum Cicer reticulatum

Kontrol Kurak Kontrol Kurak
-0,69+0,03 -2,01+0,09%** -0,67+0,07 -1,33+0,07%**

##*][statistiksel olarak %0,1 diizeyinde anlamlidir (n=5).

4.1.3. Yaprak Oransal Su Igeriginde Meydana Gelen Degisimler

Her iki tiirdeki yaprak oransal su igerigi kuraklik stresiyle birlikte kontrollere
gore azalmistir. Bu azalmalar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,001).
Yaprak oransal su igerigi C. arietinum’da yaklasik olarak %25 azalirken, C.
reticulatum’da ise bu azals %15 civarmdadir (Tablo 4.3.). iki tiir arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamlidir (P<0,01).

Cizelge 4.3. Kuraklik stresinin yaprak oransal su igerigi lizerine etkisi.

Yaprak oransal su icerigi (%)

Cicer arietinum

Cicer reticulatum

Kontrol

Kurak

Kontrol

Kurak

82,89+3,13

62,51£3,12%**

83,83+2,12

71,03+2,95%#:*

**][statistiksel olarak %0,1 diizeyinde anlamlidir (n=5).

4.1.4. Serbest Prolin Miktarinda Meydana Gelen Degisimler

Kuraklik stresiyle birlikte her iki tiirde de prolin miktari kontrole gore belirgin
bir sekilde artmistir. Bu artislar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,001).
Kurakliga maruz birakilan C. reticulatum tiriiniin prolin miktar1 C. arietinum’dan
yaklasik dort kat daha yiiksektir (Tablo 4.4.). Iki tiir arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (P<0,01).
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Cizelge 4.4. Kuraklik stresinin serbest prolin miktar1 iizerine etkisi.

Serbest Prolin (umol.g™” TA)
Cicer arietinum Cicer reticulatum
Kontrol Kurak Kontrol Kurak
0,50+0,07 6,61+0,78%** 0,89+0,08 23,36+1,75%**

***[statistiksel olarak %0,1 diizeyinde anlamlidir (n=5).

4.1.5. Protein Analizleri

4.1.5.1. SDS-PAGE analizleri

Izolasyon sonrasi elde edilen 6rneklerin %12’lik SDS-PAGE goriintiileri
almmustir. Elde edilen profiller incelendiginde PEG ¢oktiirmesi yapilmamis izolasyon
orneklerindeki Rubisko enziminin miktarmin oldukga fazla oldugu tespit edilmistir.
PEG ¢oOktiirmesi yapilan grupta ise Rubisko enziminin biiylik 6l¢iide uzaklastirildigi,
bunun yaninda diger protein Ilekelerinde ise ©nemli degisikliklerin olmadigi

gorilmistiir (Sekil 4.1.).

Marker 1 2 3 4 5 6 7 8

«= Rubisco

Sekil 4.1. izolasyonlar sonras1 elde edilen PEG ¢oktiirmesi yapilmis (1-4) ve PEG
coktlirmesi yapilmamis (5-8) proteinlerin %12 SDS-PAGE goriintiisii.
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4.1.5.2. 2D Jel elektroforezi analizleri

C. arietinum’un kurak grubuna ait protein Orneklerinin PEG ¢oktiirmesi
yapilmis (Sekil 4.2A.) ve PEG ¢oktiirmesi yapilmamis (Sekil 4.2B.) protein profilleri
2D (7 cm, pH 3-10) jel elektroforezinde de karsilastirilmistir. Bu profillerde de SDS-
PAGE profilinde oldugu gibi Rubisko enziminin biliylik bir alan1 kapladigi

gorilmistiir.

A)

Sekil 4.2. C. arietinum kurak grup A) PEG ¢oktiirmesi yapilmis, B) PEG ¢oktiirmesi

yapilmamis protein 6rneklerinin 7 cm (pH 3-10) 2D jel goriintiileri.
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C. arietinum kontrol ve kurak gruplarindan izole edilen proteinlerin 17 cm
2D (pH 3-10) (Sekil 4.3.) ve C. reticulatum kontrol ve kurak gruplarindan izole edilen
proteinlerin 17 cm 2D (pH 3-10) (Sekil 4.4.) jel profilleri incelendiginde protein
lekelerinin biiyiik bir kisminin pH 6-7 civarinda toplandigi belirlendi.

A) B)

Sekil 4.3. C. arietinum A) Kontrol grubundan B) Kurak grubundan izole edilen
proteinlerin 17 cm (pH 3-10) 2D jel goriintiisii.

A) B)

Sekil 4.4. C. reticulatum A) Kontrol grubundan B) Kurak grubundan izole edilen

proteinlerin 17 cm (pH 3-10) 2D jel goriintiisii.
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C. arietinum’a ait 11 cm 2D (pH 5-8) jel profilleri (Sekil 4.5.) ve C.
reticulatum’a ait 11 cm 2D (pH 5-8) jel profilleri (Sekil 4.6.) incelendiginde, 17 cm’lik
(pH 3-10) IPG seritlerinde pH 6-7 civarinda toplanan protein lekelerinin ¢ok daha iyi

ayrildiklar1 ve daha fazla protein lekesinin belirlenebildigi gortildii.

A)

Sekil 4.5. C. arietinum A) Kontrol grubundan B) Kurak grubundan izole edilen
proteinlerin 11 cm (pH 5-8) 2D jel goriintiisii.
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A)

Sekil 4.6. C. reticulatum A) Kontrol grubundan B) Kurak grubundan izole edilen
proteinlerin 11 cm (pH 5-8) 2D jel goriintiisii.

2D DIGE analizleri dncesinde C. arietinum (Sekil 4.7.) ve C. reticulatum’a
(Sekil 4.8.) ait 6rneklerden izole edilen proteinin 17 cm (pH 5-8) jellerindeki protein
profilleri incelendi ve protein leke sayilarmin ve kalitelerinin oldukga iyi oldugu

goriildii.
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Sekil 4.7. C. arietinum A) Kontrol grubundan B) Kurak grubundan izole edilen
orneklerin 17 cm (pH 5-8) 2D jel goriintiisii.
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Sekil 4.8. C. reticulatum A) Kontrol grubundan B) Kurak grubundan izole edilen
orneklerin 17 cm (pH 5-8) 2D jel goriintiisii.
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4.1.5.3. 2D DIGE analizleri

17 ecm pH 5-8 IPG seritlerinde odaklanmadan once Cy2, Cy3 ve Cy5
boyalariyla isaretlenen proteinlerin 2D-DIGE jel analizleri sonucunda saglikli
degerlendirme yapabilmek i¢in en belirgin protein lekeleri segilerek analiz edilmistir.
C. arietinum kontrol grubunda ortalama 670+13, kurak grubunda ise ortalama 675+15

protein lekesi belirlenmistir (Sekil 4.9.).

A) B) C)

Sekil 4.9. C. arietinum tiriinden izole edilen proteinlerin A) Kontrol B) Kurak

C) Karisim D) Ustiiste gakistirilmis 2D DIGE jel goriintiileri.
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C. reticulatum kontrol grubunda ortalama 685+10 ve kurak grubunda ise

ortalama 680%10 protein lekesi belirlenmistir (Sekil 4.10.).

A) B) 9)

Sekil 4.10. C. reticulatum tiirlinden izole edilen proteinlerin A) Kontrol B) Kurak

C) Karisim D) Ustiiste gakistirilmig 2D DIGE jel goriintiileri.
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Kuraklik stresinde C. arietinum tiirtinde ifadesi degisen proteinler

2D DIGE profillerine gore ifadesinde belirgin farklar olan protein lekeleri
(Sekil 4.11.) kesilerek kiitle spektrometresinde analiz edilmis ve istatistiksel olarak
anlamli bulunan 11 proteinin kimlik tanis1 yapilmistir (Cizelge 4.1.). Bu proteinlerden

6 tanesinin ifadesi kuraklik stresiyle birlikte artarken, 5 tanesinin azalmistir (Sekil
4.12.).
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Sekil 4.11. C. arietinum tiiriine ait protein lekelerinin sanal jel goriintiileri ve kuraklik

stresiyle birlikte ifade farkliliklar1 olusan protein lekeleri.
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Sekil 4.12. Kuraklik stresinde C. arietinum’da kesilen lekelerdeki proteinlerin ifade
durumlarindaki degisim oranlarinin grafikleri (Kontrol grubu kirmiz1 bar, Kurak grubu

yesil bar).
C. arietinum’da kesilen protein lekelerinin analizi sonucunda elde edilen

proteinlerin bulunduklar1 yerler incelendiginde bunlarin 7 tanesinin kloroplastta, 3

tanesinin sitozolde ve 1 tanesinin de mitokondride bulundugu goriildii (Cizelge 4.5.).
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Cizelge 4.5. Kiitle spektrometresinde analiz edilen C. arietinum’a ait proteinlerin leke

numaralari, adlari, bulunduklar1 yerler ve ifade durumlari.

Leke | Swissprot Bulundugu |
Protein Ad1 Ifadesi
No No Yer
1208 | P14226 | Oksijen olusumunu arttiran protein 1 | Kloroplast Artt1
1209 | P27490 | Klorofil a/b baglama proteini 8 Kloroplast Artti
3210 | P16059 | Oksijen olusumunu arttiran protein 2 | Kloroplast Azald
5210 | Q9LWS7 | Plastid lipitleriyle iliskili protein Kloroplast Artt1
6506 | P84733 | Sitokrom c oksidaz altiinite 2 Mitokondri | Artt1
7112 | P42896 | Enolaz Sitozol Artti
8216 | P17067 | Karbonik anhidraz Kloroplast Azald
8217 | QI9FEO1 | L-askorbat peroksidaz Sitozol Artt1
8323 | P52579 | Izoflavon rediiktaz Sitozol Azald
8326 | P10933 | Ferredoksin NADP rediiktaz Kloroplast Azaldi
8328 | QO1516 | Fruktoz bifosfat aldolaz Kloroplast Azaldi
C. arietinum tirinden elde edilen proteinler islevlerine gore

smiflandirildiklarinda bunlarm biiyiik bir kismmnin fotosentez metabolizmasinda rol

alan proteinler olduklar1 goriildii (Cizelge 4.6.).
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Cizelge 4.6. Kuraklik stresinde C. arietinum 'da kesilen lekelerdeki proteinlerin kiitleleri, skorlari, pI degerleri, ortiisen dizi ylizdeleri ve

islevleri.
Eslesen .
pl Ortiisen .
Protein Ad1 Kiitlesi | Skoru | peptid Islevi
degeri | dizi yiizdesi
sayisl

Oksijen olusumunu arttiran protein 1 | 34872 | 666 16 6.25 30 Isik Reaksiyonlary/ Oksijen Olusturma
Klorofil a/b baglama proteini 8 28508 113 7 5.16 15 Isik Reaksiyonlary/ Isik Enerjisini Iletme
Oksijen olusumunu arttiran protein 2 | 78030 204 10 8,29 P Isik Reaksiyonlary/ Oksijen Olusturma
Plastid lipitleriyle iligkili protein 30436 80 o) 5.82 3 Kloroplast gelisimi, Coklu stres direnci
Sitokrom c oksidaz altiinite 2 1707 82 4 9,63 100 Solunum Zinciri, Elektron Transferi
Enolaz 47883 396 16 5.56 23 Glikoliz, Enerji Metabolizmas1
Karbonik anhidraz 35355 | 453 15 7.01 25 Karbondioksidin hidratasyonu
L-askorbat peroksidaz 27101 149 3 521 11 Sitozol, H>O2’nin kaldirilmasi
[zoflavon rediiktaz 34632 93 4 5,57 9 Fitoaleksin biyosentezi
Ferredoksin NADP rediiktaz 40169 455 21 8,56 26 Isik reaksiyonlar/ NADP" indirgenmesi
Fruktoz bifosfat aldolaz 1 38633 | 619 18 5.83 33 Fotosentez/Calvin dongiisii
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Kuraklik stresinde C. reticulatum tiiriinde ifadesi degisen proteinler

2D DIGE profillerine gore ifadesinde belirgin farklar olan protein lekeleri

(Sekil 4.13.) kesilerek kiitle spektrometresinde analiz edilmis ve istatistiksel olarak

anlamli bulunan 13 proteinin kimlik tanis1 yapilmistir (Cizelge 4.7.). Bu proteinlerden

11 tanesinin ifadesi kuraklik stresiyle birlikte artarken, 2 tanesinin azalmistir (Sekil

4.14.).
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Sekil 4.13. C. reticulatum tiirtine ait protein lekelerinin sanal jel goriintiileri ve

kuraklik stresiyle birlikte ifade farkliliklar1 olusan protein lekeleri.
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Sekil 4.14. Kuraklik stresinde C. reticulatum 'da kesilen lekelerdeki proteinlerin ifade
durumlarindaki degisim oranlarinin grafikleri (Kontrol grubu kirmiz1 bar, Kurak grubu

yesil bar).
C. reticulatum’da kesilen protein lekelerinin analizi sonucunda elde edilen

proteinlerin bulunduklar1 yerler incelendiginde bunlarin 9 tanesinin kloroplastta, 3

tanesinin sitozolde 1 tanesinin ise mitokondride bulundugu goriildii (Cizelge 4.7.).
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Cizelge 4.7. Kiitle spektrometresinde analiz edilen C. reticulatum’a ait proteinlerin

leke numaralari, adlari, bulunduklar1 yerler ve ifade durumlar1.

Leke | Swissprot Protein Ads Bulundugu ifadesi

No No Yer

108 P14226 | Oksijen olusumunu arttiran protein 1 | Kloroplast Artt1
301 P46285 | Sedoheptuloz-1,7-bifosfataz Kloroplast Artti
1204 | Q9YLAY9 | Sapli ilmek baglanma proteini Kloroplast Artt1
3202 | P84733 | Sitokrom c oksidaz altiinite 2 Mitokondri | Azald
3401 | Q9XQ9%4 | Glutamin sentaz Kloroplast Artt1
3603 | P42896 | Enolaz Sitozol Artti
5202 | P00455 | Ferrodoksin NADP rediiktaz Kloroplast | Azaldi
5303 | QO01516 | Fruktoz bifosfat aldolaz Kloroplast Artti
5401 | Q42961 | Fosfogliserat kinaz Kloroplast Artti
5503 | Q2R1V8 | GDP-mannoz 3,5 epimeraz 2 Sitozol Artt1
6001 | P17067 | Karbonik anhidraz Kloroplast Artti
6404 | PI12859 | Gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz Kloroplast Artti
8301 | 065735 | Fruktoz bifosfat aldolaz Sitozol Artti

C. reticulatum tirinden elde edilen proteinler islevlerine gore

smiflandirildiklarinda bunlarin da yine C. arietinum tiiriinde oldugu gibi biiyiik bir

kismmin fotosentez metabolizmasinda rol alan proteinler olduklar1 goriildi (Cizelge

4.8.).
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Cizelge 4.8. Kuraklik stresinde C. reticulatum 'da kesilen lekelerdeki proteinlerin kiitleleri, skorlari, pI degerleri, ortiisen dizi yiizdeleri ve

islevleri.
Eslesen Ortiisen
Protein Adi Kiitlesi | Skoru | peptid pl dizi Islevi
sayis1 deger] yiizdesi
Oksijen olusumunu arttirici protein 1 | 34872 673 22 6,25 40 Isik Reaksiyonlary/ Oksijen Olusturma
Sedoheptuloz-1,7-bisfosfataz 42034 | 107 13 6,04 26 Fotosentez/Calvin dongiisii
Sapl ilmek baglanma proteini 43903 | 166 8 8,54 9 RNA baglanma ve kesim
Sitokrom ¢ oksidaz altbirim 2 1707 74 4 9,63 100 Solunum Zinciri, Elektron Tagima
Glutamin sentaz 47086 384 15 6,29 22 Amonyumun 6ziimlenmesi
Enolaz 47883 315 13 5,56 ) Glikoliz, Enerji Metabolizmasi
Ferredoksin NADP rediiktaz 41162 | 207 13 8,67 25 | Isik reaksiyonlar/ NADP" indirgenmesi
Fruktoz bisfosfat aldolaz, Kloroplast | 38633 | 563 16 5,83 30 Fotosentez/Calvin dongiisii
Fosfogliserat kinaz 50146 704 19 8,48 36 Fotosentez/Calvin dongiisii
GDP-mannoz 3,5-epimeraz 2 42105 | 186 10 5,75 19 Askorbat biyosentezi
Karbonik anhidraz 35355 482 15 7,01 28 Karbondioksidin hidratasyonu
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz 48067 | 535 21 7,57 23 Fotosentez/Calvin dongiisi
Fruktoz bisfosfat aldolaz, Sitozol 38428 555 22 6,21 44 Glikoneojenesis/ Sakkaroz biyosentezi
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4.2. TARTISMA

Diinya iizerindeki tarimsal alanlarin biiyiik bir kismi abiyotik ve biyotik
cevresel streslere maruz kalmaktadir. Abiyotik stres olan kuraklik diinya genelinde,
ozellikle yar1 kurak alanlarda bitki gelisimini ve iirlin verimini kisitlayan en 6nemli
cevresel faktordiir [Boyer, 1982]. Nohut genel olarak yar1 kurak ve kurak alanlarda
yetistirilen bir bitkidir. Bundan dolay1 kuraklik stresinin nohut bitkisi iizerine olan
etkilerinin her yoniiyle ¢alisilmasi, stres etkilerinin anlasilmasi ve {iriin veriminin
arttirilmasi ya da korunmasi i¢in ¢ok Onemlidir. Calismamizda, kuraklik stresinin
kiiltlir (C. arietinum L.) ve yabani nohut (C. reticulatum Ladiz.) tiirlerinde meydana
getirdigi fizyolojik ve proteom diizeydeki molekiiler degisiklikler arastirildi.
Morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal analizler kapsaminda yapilan kok ve siirgiin
boylarindaki degisimler, oransal su igerigi ve yaprak su potansiyeli durumu ve prolin
miktarindaki degisimler bitkilerin stres durumlarmi ortaya koyan en Onemli

parametreler arasinda yer almaktadir.

4.2.1. Kuraklik Stresinin Kok ve Siirgiin Boylarinda Meydana Getirdigi Degisimler

Calismamizda, kuraklik stresi her iki tiirde de kok boylarini azaltmistir ancak
siirgiin boylarinda ciddi bir degisiklife yol a¢cmamustir. Yapilan caligmalar
incelendiginde, kuraklik stresinin farkli bitkilerde siirgiin boylarii degisen oranlarda
azalttigini belirten ¢aligmalar yapilmistir [Singh ve ark., 1994; Heerden ve Laurie,
2008; Laurie ve ark., 2015]. Benzer sekilde kuraklik stresiyle birlikte kok boylarinda
meydana gelen azalma ¢esitli arastiricilar tarafindan belirtilmistir [ Ashraf ve O’leary,
1996; Jaleel ve ark., 2009; Nedunchezhiyan ve ark., 2012]. Bu bulgularin aksine Pace
ve ark., [1999] ise kuraklik stresinin kok ve siirgiin boylarinda 6nemli bir degisiklik
yaratmadigini vurgulamiglardir. Elde edilen bu farkli sonuglarin nedeni olasilikla
stresin siiresi ve kullanilan tiiriin strese karsi direnci ile ilgili olabilir. Stres siiresinin
artmastyla meydana gelen metabolik zararin onarilamamasimin bir sonucu olarak kok
ve slirgiin biiytimesi gerilemis olabilir. K6k kuraklik stresinin ilk algilandigi bolgedir
ve kuraklik stresiyle birlikte gelisiminin baskilandigi bilinmektedir. C. reticulatum

tirtinde C. arietinum tirine gore kok boyunun daha az baskilanmasi, stres
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kosullarinda bu tiire bir avantaj saglayabilir. Ciinkii bu durum, stres kosullarinda
bitkinin daha uzun siire suya ulasmasina ve bir bakima stresten kagmasina olanak
saglanmis olur [Huang ve Nesmith, 1999]. Bu agidan C. reticulatum’un C. arietinum’a

gore kuraklik stresine daha geg girdigi soylenebilir.

4.2.2. Kuraklik Stresinin Yaprak Su Potansiyelinde Meydana Getirdigi Degisimler

Kuraklik stresi altinda bitkiler turgorlu durumlarini yitirirler ve bu durum
bliylime ve gelismeyi olumsuz yonde etkiler [Jongdee ve ark., 2002]. Bitki su
durumunu gosteren yaprak su potansiyelinin orani stresin iyi bir gdstergesi olarak
bilinir [Leport ve ark., 1999]. Bulgularimiza gore, YSP her iki tiirde de kuraklik
stresiyle birlikte azalmistir, ancak C. arietinum’da YSP’ndeki azalma C. reticulatum’a
gore ¢ok daha siddetli olmustur. Bir¢ok arastirict da nohut bitkisinde verilerimize
benzer sonuglar bulmuslardir [Leport ve ark., 1999; Katerji ve ark., 2001; Luquez ve
Guiamet, 2002; Basu ve ark., 2007a; Fang ve ark., 2009; Krouma, 2010; Terzi ve ark.,
2010]. Stres altindaki bitkilerde YSP’nin korunmasi strese karsi toleransta cok
onemlidir. Ciinkii bu kosullarda yliksek YSP'nin korunmasi dehidrasyondan kacis
mekanizmasi olarak tanimlanir [Jongdee ve ark., 2002]. Ayrica, nohut bitkisinde
yapilan c¢aligmalarda kuraklik stresi altinda YSP’nin diismesine paralel olarak,
fotosentez veriminin de azaldig1 gosterilmistir [Basu ve ark., 2007a, Leport ve ark.,
1999]. Yapilan bu calismalar g6z oniinde bulunduruldugunda, kuraklik stresi altinda
C. reticulatum’da YSP’nin C. arietinum’a gore daha yliksek olmasi, bu bitkinin stres
sirasinda suyu daha iyi korudugununun ve dolayisiyla strese daha fazla dayandigmin

bir gdstergesi olabilir.

4.2.3. Kuraklik Stresinin Yaprak Oransal Su I¢eriginde Meydana Getirdigi Degisimler

Yaprak su potansiyeli gibi bitki su durumunu gosteren diger bir 6zgilin durum
da oransal su igerigidir. Calismamizda, kuraklik stresi ile birlikte her iki tlirde de
oransal su icerigi azalmistir. Bulgularimiza benzer sekilde, Nayyar ve Chander [2004]
nohutta, Keyvan [2010] bugdayda kuraklik stresinin oransal su igerigini azalttigmni

bulmuslardir. Bulgularimiza gore, C. arietinum’da oransal su igerigi C. reticulatum’a
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oranla ¢cok daha belirgin azalmistir. Rahberian ve ark., [2011] ve Talebi ve ark. [2013]
nohutta, Arjenaki ve ark. [2012] ise bugdayda, kuraklik stresinin toleranslar1 farkl
olan genotiplerde oransal su igeriklerini azalttigmni, duyarl olan genotipte oransal su
iceriginin direngli genotipe gore ¢ok daha diisiik oldugunu bulmuslardir. Yaprak
oransal su igerigi stres yogunlugunu gosteren en 6nemli 6zelliklerden biridir ve yliksek
oransal su igerigi kuraklik direncinin bir géstergesidir [Keles ve Oncel, 2004]. Oransal
su icerikleri yliksek olan bitkilerin oransal su icerikleri daha diisiik olan bitkilere gore
kuraklik stresine karsi daha direngli oldugu s6ylenebilir [ Arjenaki ve ark. 2012]. Tiim
bunlara dayanarak kuraklik stresi altinda yabani C. reficulatum tiirtinde suyun daha 1yi
korundugunu sdyleyebiliriz. Stres altinda suyun korunmas: strese karsi dayaniklilikta

bitkiye avantaj kazandirmaktadir.

4.2.4. Kuraklik Stresinin Serbest Prolin Miktarinda Meydana Getirdigi Degisimler

Yaprak su potansiyelinin ve oransal su igeriginin yiiksek olmasi, hiicre i¢i
¢Ozlinmiis madde konsantrasyonuyla baglantilidir. Hiicre i¢i ¢6ziinmiis maddelerden
biri olan prolin miktarmin yabani tiirde yiiksek olmasi bu duruma katki saglamis
olabilir. Prolin temel metabolizma i¢in gerekli olan bir aminoasittir. Kuraklik, tuz
stresi, yiiksek 151k, agir metal, oksidatif stres ve biyotik stresler gibi ¢evresel stresler
altinda prolin miktarinin bitkilerde arttigin1 gdsteren birgok calisma yapilmistir
[Szabados ve Savoure, 2009]. Calismamizda, kuraklik stresi nedeniyle her iki tiirde de
prolin miktar1 artmustir. Birbirleriyle karsilastirildiklarinda, prolin seviyesindeki artig
C. reticulatum’da C. arietinum’a gore ¢cok daha yiiksek gerceklesmistir. Bulgularimiza
benzer sekilde misirda [Heidari ve Mohammadkhani, 2008], seker pancarinda [Gzik,
1996], petunyada [ Yamada ve ark., 2012], piringte [Lum ve ark., 2014; Mostarejan ve
Eichi, 2009] ve nohutta [Mafakheri ve ark., 2010; Ulemale ve ark. 2013] kuraklik

stresinin prolin miktarini arttirdigini gosteren birgok ¢alisma yapilmustir.

Prolin iyi bir ozmotik koruyucudur ve stres altindaki bitkilerde prolin
birikiminin koruyucu bir isleve sahip oldugu belirtilmistir [Mostarejan ve Eichi, 2009].
Prolinin osmotik stres altinda hiicresel yapilar1 ve makromolekiilleri korudugu uzun

zamandan beri bilinmektedir [Szabados ve Savoure, 2009]. Bunun yanmda prolin
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protein yapilarimi ve zarlar1 hasara karsit korur ve enzimlerin bozulmasini azaltir.
Kuraklik stresi kosullarinda buharlasma ile su kaybin1 Onlemek igin bitkiler
stomalarini kapatirlar. Bu nedenle karbondioksit alinimi 6nlenir, bu kosullar altinda
prolin elektron alicisi olarak rol alir ve boylece fotoinhibisyon hasarindan kag¢inilmis
olunur [Lhout ve ark., 2001]. Prolinin ayrica antioksidant 6zelligi oldugu birgok
calisma ile gosterilmistir [Vendruscolo ve ark., 2007]. Ozellikle tekli oksijenin
stiptiriilmesinde rol aldig1 belirtilmistir. Fotosistem2 (PS2) {izerine tekli oksijenin ve
hidroksil radikallerinin etkisini azalttig1 da rapor edilmistir. Bunun tam aksine, prolin
birikiminin engellendigi mutantlarla yapilan ¢alismalarda da oksidatif stres kaynakli
reaktif oksijen tiirlerinin birikiminin ¢ok daha yiliksek oldugu bulunmustur [Matysik
ve ark., 2002]. Prolinin bu 6zelligi kuraklik stresi altinda olustugu bilinen ROT
miktarinin azaltilmasi i¢in ¢ok oOnemlidir. Ozellikle C. reticulatum’da kuraklik
sirasinda prolin seviyesinin belirgin bir sekilde artmasi bu bitkide ROT’larin

zararsizlastirilmasi agisindan biiyiik avantaj saglayabilir.

Koruyucu ve siipiiriicii 6zelliklerinin yaninda prolinin stres kosullarida
hiicre icdengesini kararli hale getirme 6zelligi de vardwr. Stres kosullarinda Calvin
dongiisii yavaslarsa, NADPH'In yiikseltgenmesi ve NADP"in yeniden olugmasi
onlenir. Glutamat ve ornitinden sentezlenen prolinin [Vendruscolo ve ark., 2007]
biyosentez yolunda indirgeme basamaginda NADPH'a ihtiyag vardir ve bunun
yukseltgenmesi ile NADP" olusur (Sekil 4.15.). Bundan dolayi, stres sirasinda
kloroplastlarda prolin biyosentezinin artmasi sonucunda elektron akis1 devam eder bu
da fotoinhibisyonu ve fotosentetik kisimlarin radikal kaynakli hasarini azaltir
[Szabados ve Savoure, 2009]. Tiim bu 6zellikleri nedeniyle, stres altinda her iki nohut
tiirtinde de prolin miktarmin artis géstermesinin kuraklik stresine karsi bitkileri daha
dayanikli hale getirdigini sOyleyebiliriz. Prolin biyosentez yolunda yer alan enzim
miktarindaki artis C. reticulatum tiiriinde prolin miktarinin daha da artmasina sebep
olmus olabilir. Roosens ve ark. [1998] prolin miktarindaki artisin ana sebebinin
biyosentez yolagindaki enzim ifadelerindeki artis oldugunu belirtmislerdir. Yiiksek
prolin igerigi ¢evresel streslere karsi toleransi ifade etmektedir. Kuraklik stresi altinda
C. reticulatum’un prolin miktarmnimn yiiksek olmasi, C. arietinum’a gore daha dayanikli

olmasini saglamaktadir.
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Sekil 4.15. Prolin biyosentez yolagi [Szabados ve Savoure, 2009].

4.2.5. Protein Analizleri

Calismamizda, protein izolasyonu sonucunda elde edilen 6rneklerin SDS-
PAGE profilleri incelendiginde, PEG ¢oktiirmesi yapilmamis 6rneklerde Rubisko’nun
oldukea fazla yer kapladig1 gortilmiistiir. Ayn1 6rneklerin 2D jel profilleri de benzer
sonuglar vermistir. Dolayisiyla, 2D {izerinde daha fazla protein lekesi gorebilmek i¢in
Rubisko’nun uzaklastirildig1 6rneklerle analize devam edilmistir. Benzer sekilde, Kim
ve ark. [2001] ve Xi ve ark. [2006] yaptiklar1 ¢alismada, PEG ¢oktiirmesi yontemiyle
Rubisko’nun uzaklastirilmasiyla birlikte 2D jel ilizerinde daha fazla protein lekesi

belirlediklerini bildirmislerdir.

Ayrica, izole edilen proteinlerin 17 cm’lik pH 3-10 IPG seritlerinin jel
profilleri incelendiginde, proteinlerin daha ¢ok pH 6-7 civarinda toplandiklar:
goriilmiistiir. Literatiir bilgilerimiz de bu profili dogrulamaktadir [Salekdeh ve ark.,
2002; Kim ve ark., 2003; Amme ve ark., 2006; Carpentier ve ark., 2008; Pandey ve
ark., 2008]. Bu nedenle pH 3-10 profilleri elde edildikten sonra analizlere pH 5-8
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araligindaki 17 cm’lik IPG seritleri ile devam edilmistir. Boylece protein lekeleri daha

1yi ayrilabilmis ve daha ¢ok protein lekesi goriiliip analiz edilebilmistir.

Elektroforefik ayirim sonucunda ifadesinde degisiklik olan protein
lekelerinin kiitle spektrometresinde analizi sonrasinda elde edilen protein kimlikleri
incelendiginde, kuraklik stresiyle birlikte ifadesi degisen proteinlerin biiyiik bir
kisminin fotosentez, enerji, biyosentez, antioksidan savunma sistemi ve solunum
metabolizmalarinda yer aldiklar1 goriilmiistiir. Bu mekanizmalarda yer alan protein
ifadelerinde meydana gelen degisiklikler, bu yolaklarin kuraklik stresinden

etkilendigini gostermektedir.

4.2.5.1. Kuraklik stresinin fotosentez mekanizmasimnin 151k reaksiyonlarinda yer alan

proteinlerde meydana getirdigi ifade degisiklikleri

Bu yolaklar icerisinde 0Ozellikle fotosentezle iligkili proteinlerin sayisi
oldukea fazladir. Fotosentez kuraklik stresinden ciddi derecede etkilenen bir iglemdir.
Stomalarin  kapanmasi1 ile birlikte CO; almmin smirlanmasi, karbon
metabolizmasidaki degisim ve oksidatif stresler kurakligin fotosentez metabolizmasi

iizerine olan dogrudan ve dolayl etkileridir [Faghani ve ark., 2015].

Calismamizda, kuraklik stresiyle birlikte fotosentezin 151k reaksiyonlarinda
yer alan proteinler olan oksijen olusumunu arttiran protein 1 ve 2 (OEE1 ve OEE2),
ferredoksin NADPH rediiktaz (FNR) ve klorofil a/b baglama proteininin ifadelerinde
degisiklikler meydana gelmistir (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.16. Fotosentez mekanizmasinin 151k reaksiyonlarinin sematik goriiniimii [KEGG Pathway website].
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Fotosistem2’nin bir parcasi olan oksijen olusturan kompleks (OEC) 30’dan
fazla alt birimden olugsmaktadir. Bu alt birimlerin ana elemanlar1 oksijen olusumunu
arttiric1 proteinlerdir (OEE1, OEE2 ve OEE3). OEE1 proteini fotosistem 2'nin liimen
kismmda bulunan bir proteindir. Bu protein siyanobakterilerden yesil alglere ve
yiiksek bitkilere kadar bir¢cok fototropik organizmada bulunmaktadir. OEEI’in
fotosentez sirasinda suyun yiikseltgenmesi i¢cin manganaz enzim kiimesini uygun hale
getirdigi bilinmektedir. Bunun yaninda, reaksiyon merkezinde bulunan D1 proteininin
oksijen radikallerine karsi korudugu da diisiiniilmektedir [Heide ve ark., 2004].
Calismamizda kuraklik stresiyle birlikte OEE1 proteininin ifadesi her iki tiirde de
artmustir. Bazi arastiricilar tarafindan farkli bitki ve farkl stres kosullarinda bu enzim
aktivitesinin arttig1 belirlenmistir; OEE1 proteinin ifadesinin kavak bitkisinde kuraklik
stresinde [Bogeat ve ark., 2007], ve Kandelia candel bitkisinde ise tuz stresinde [ Wang
ve ark., 2015] arttig1 gosterilmistir. Burada enzim ifadesindeki artis suyu oksitleme ve
fotosistem 2 (PS 2) kararliliginin devami i¢in 6nemli olabilir. Ayrica, OEEI proteini
enerji metabolizmasinda yer alan enzimlerden birisidir. Kuraklik stresiyle birlikte
fotosentez kapasitesinin diistiigii bilinmektedir. Bu sirada bitkiler enerji iiretimi ve
tiketimi arasmndaki dengeyi kuracak olan mekanizmalarin1 etkinlestirmek
durumundadir [Zhang ve ark., 2015]. Bu da enzim aktivitesini arttirmis olabilir. Bu
durumla ilgili olarak, Xiao ve ark. [2009], stres sirasinda azalan i¢sel CO>
konsantrasyonunu dengelemek i¢in fotosentezle ilgili olan proteinlerin miktarlarinda

artis olabilecegini belirtmistir.

Calismamizin bulgularina gore, OEE2 proteinin ifadesi kuraklik stresiyle
birlikte C. arietinum’da azalirken, yabani C. reticulatum’da herhangi bir degisiklik
olmamistir. Benzer sekilde, Xiao ve ark. [2009] kavak bitkisinde kuraklik stresinin
yabani tiirde OEE2 proteininin ifadesini degistirmedigini bulmuslardir. Zhang ve ark.
[2015] tuz stresiyle birlikte domates bitkisinde OEE2 ifadesinin azaldigmni
belirlemislerdir. Sanda ve ark. [2011] yabani karpuz bitkilerinde kuraklik stresi altinda
fotosentetik elektron tasima parametrelerini karsilastirilmis ve en yiiksek PS2
aktivitesinin kuraklik stresi ile degismedigini gostermislerdir. Bu da 6zellikle yabani
tiirlerde PS2’nin kuraklik stresinden kaynakli olarak daha az hasara ugradigi ya da

onarim mekanizmasimin daha iyi ¢alistig1 fikrini vermektedir. Ayrica, kuraklik stresi
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CO> fiksasyonunu tamamen sonlandirsa bile, elektron tagima aktivitesinin devam
ettigi belirlenmistir. Bununla birlikte, strese maruz brrakilan bitkilerde plastokinon
havuzunun indirgendigi ve limenin pH’smin diistiigii belirlenmistir. Bu durum PS2'ye
elektronlarm giris hizin1 azaltarak hasardan korunmasina neden olabilecegi ve buna
bagl olarak da OEE2’nin ifadesinin azalabilecegi vurgulanmistir. Ayrica Calvin
dongiistindeki enzim ifadelerinin diismesi CO> fiksasyonunun sinirlandirilmasimnin bir
sonucu olabilir. Calvin dongiistiniin stres kaynakli olarak yavaslamasi kloroplastlarda
ATP ve NADPH birikimesine yol acabilir. Bu nedenle, bitkilerde fotooksidatif
hasardan korunmak i¢in OEE2 gibi PS2 proteinlerinin miktar1 azalabilir [Gao ve ark.,

2011].

Oksijen olusturan bilesenlerin birbirleri ile karsilastirildiklar1 c¢alismalar
yapilmistir. Arastirmacilar tiim fotosentetik oksijen olusturma mekanizmalar1 i¢in
OEE1’in gerekli oldugunu gostermislerdir [Myfield ve ark. 1987] . OEE1'in aksine
OEE2 eksikliginde oksijen olusturma iglemleri olumsuz etkilense de, bu islemin
durmadig1 ve devam ettigini belirtmislerdir [Myfield ve ark. 1987]. Ayrica, Siguhara
ve ark. [2000] Bruguiera gymnorrhiza bitkisinde tuz stresinin OEE1, OEE2 ve
OEE3'lin ifadesini arttirdigini belirtmiglerdir. Yaptiklar1 ¢alismada, OEE2 ve OEE3
ortamdan uzaklastirilmis ve 5 mM kalsiyum ve 30 mM kloriir uygulamasiyla oksijen
olusturma islevinin geri kazanmildigimi  belirlemislerdir.  Ancak, OEEl'in
uzaklastirilmasi sonucu oksijen olusturma islevi higbir sekilde geri ¢evrilememistir.
Bu sonuglar, OEE1'in oksijen olusturan sistemde ve PS2’nin kararliliginda rol oynayan
en onemli protein oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, ¢esitli arastiricilar ¢esitli
stres kosullarinda OEE1 ve OEE2’nin ifadelerinde birbirlerinden farkli sonuglar
bulmuslardir [Jiang ve ark., 2007 Xiao ve ark., 2009]. Alman farkli sonug¢larin nedent,
tiire ya da genotipe 6zgili yanitlar ya da stres yogunlugu ya da siiresiyle ilgili olabilir.
Abbasi ve Komatsu [2004] piring bitkisinde OEE2'nin ifadesinin tuz stresiyle arttigini,
kuraklik stresinde ise degismedigini bulmuslardir. Bu durum, ayni proteinlerin farkl
stres kosullarinda farkli ifade olabildiklerini ve her stres yanitinin karmasik

bilesenlerinin oldugunu gosterir.
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Ferredoksin NADP rediiktaz (FNR) bir elektronu fotosentetik elektron tagima
sistemi (ETS)'nin son elektron alicis1 olan ferredoksinden NADP'ye aktarir ve NADPH
olusur (Sekil 4.16.). NADPH karbon fiksasyon yolagmi da kapsayan birkag¢ yolakta
indirgeyici gli¢ olarak is goriir [Faghani ve ark., 2015]. Ayrica, FNR bitkilerde 6nemli
bir antioksidan, ROT siipiiriicii enzimlerden birisidir ve g¢evresel stresler altinda
NADPH/NADP" arasindaki dengeyi saglamada kritik bir role sahiptir. Calismamizda,
C. arietinum’da kuraklik stresi sirasinda FNR ’nin ifadesi azalirken, C. reticulatum’da
belirgin bir degisiklik olmamistir. Bulgularimiza benzer sekilde, Sanda ve ark. [2011]
kuraklik stresinin yabani karpuz bitkisinin yapraklarinda ferredoksin NADP rediiktaz
ifadesinin 6nemli bir degisiklige ugramadigini belirlemislerdir. Michalowski ve ark.
[1989] makasotu bitkisinde yaptiklar1 ¢alismada, tuz stresinin FNR transkriptlerinin
seviyesinin belirgin bir degisiklige ugramadigini bulmustur. Zadraznik ve ark. [2013]
kurakliga duyarliliklar1 farkl olan iki fasulye genotipinde, kuraklik stresinin sadece
daha duyarli olan genotipte FNR ifadesini 6nemli oranda diisiirdiigiinii, daha dayanikl1
olan genotipte ise Onemli bir degisiklige yol agmadigi belirlenmistir. FNR enzim
ifadesinin C. reticulatum tiriinde ¢ok fazla etkilenmemesi fotosentezin karbon
reaksiyonlarmimn devamliligi i¢in Onemlidir. Gharechahi ve ark. [2015] tiitiinde
yaptiklar1 ¢alismada, FNR ifadesinin kuraklik stresiyle birlikte azaldigmi
belirtmiglerdir. FNR'nin katalizledigi, reaksiyon fotosentez hizini sinirlayan basamak
olarak bilinir [Faghani ve ark., 2015]. Hajirezaei ve ark. [2002] FNR'nin bu roliinii
arastirmak i¢in FNR aktivitesi azaltilmig genetigi degistirilmis tiitiin bitkisinde
fotosentez hizini arastirmiglar ve enzim aktivitesine paralel olarak gelisim hizinin ve
fotosentez veriminin distiigiini belirlemislerdir. Rodriguez ve ark. [2007] ise
yaptiklar1 calismada, FNR aktivitesi yiiksek genetigi degistirilmis bitkilerde
fotosentezin normal hizda devam ettigi ve oksidatif strese karsi dayaniklilik
kazanildigin1 bulmuslardir. Sonug olarak, duyarl olan tiirlerde dayanikli olanlara gore
fotosentetik proteinlerin stres kosullarinda belirgin bir azalma gosterdigi ve

fotosentezin daha erken baskilandig1 sdylenebilir.
Bitkilerdeki klorofillerin yaklasik olarak %601 LHC gen ailesi tarafindan

kodlanan 151k toplayict anten kompleks proteinlerine bagldir. Bu anten kompleksleri

glines 151811 sogurur ve fotosentetik elektron akisinin siirmesi i¢in uyarilma enerjisini
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PS1 ve PS2'nin ¢ekirdek kompleksine aktarir [Andersson ve ark., 2003]. Klorofil a/b
baglama protein 8 bu gen ailesinin bir iiyesidir. LHCB genlerinin ifadeleri c¢esitli
cevresel etmenler ve gelisim yollariyla diizenlenmektedir. Yapilan genetik caligmalar,
LHCB protein ailesinin stoma kilit hiicrelerindeki absisik asit (ABA) yanitinda pozitif
bir rol oynadigim1 gostermektedir. Bu nedenle, LHCB {iyeleri stoma hareketlerindeki
ABA uyartisinin yeni iiyeleri olarak tanimlanmaktadirlar [Xu ve ark., 2012]. Ayrica,
icsel ROT miktarmin da bu proteinin ifade durumunda 6nemli bir role sahip oldugu
gosterilmistir. Xu ve ark. [2012] LHCI gen ailesinin iiyelerinin susturuldugu ya da
ifadesinin azaltildig1 genetigi degistirilmis Arabidopsis ile yaptiklar1 ¢alismada, ABA
hormonuna verilen yanitin azaldigmi ve bu durumunda Arabidopsis'te kuraklik
dayanikliligmi azalttigmi belirtmislerdir. Arastiricilar LHCB proteinlerinin i¢sel ROT
miktarmin artmasiyla birlikte diizenlenen ABA uyartisinda oOnemli bir rol
oynayabilecegini belirtmislerdir. Calismamizda, kuraklik stresi sirasinda Klorofil a/b
baglama protein 8’in ifadesi C. arietinum tiriinde artarken, C. reticulatum’da bir
degisiklik olmamistir. Bu durum, C. arietinum’daki bu artis olasilikla yiiksek ROT
artigt ile birlikte olusan yanitin bir gdstergesi olabilir. Bulgularimiza benzer olarak,
Zadraznik ve ark. [2013] fasulye bitkisinde bu proteinin ifadesinin kuraklik stresi ile
birlikte arttigini belirtmiglerdir. Peng ve ark. [2009] da, bugday bitkisinde kuraklik ve
tuz streslerinin klorofil a/b baglama proteininin miktarint arttirdigini1 bulmuslardir.
Klorofil baglama kompleksi hiicrelerdeki klorofilleri korur ve fotosentezde 6nemli bir
role sahiptir. Bu proteindeki artis klorofil bozulmasmi engelleyerek stres altinda

koruma sagliyor olabilir.

4.2.5.2. Kuraklik stresinin fotosentez mekanizmasmin Calvin reaksiyonlarinda yer

alan proteinlerde meydana getirdigi ifade degisiklikleri

Fotosentez mekanizmasimin Calvin dongiisii proteinleri olan fosfogliserat
kinaz (FGK) ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH), fruktoz bifosfat aldolaz
ve sedoheptuloz-1,7-bisfosfataz gibi proteinlerin ifadelerinde kuraklik stresiyle
birlikte degisiklikler meydana gelmistir (Sekil 4.17.). FGK ATP'yi kullanarak 3-
fosfogliseratin 1,3-bifosfogliserata doniisiimiinii katalizler (Sekil 4.17.). Bu reaksiyon

Calvin dongiisiiniin ilk indirgenme basamagidir ve fotosentetik CO, 6ziimlenmesinde
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3-fosfogliseratin ~ sentezini  etkilemektedir. Kloroplastik GAPDH ise 1,3-
bifosfogliseratin gliseraldehit-3 fosfata indirgenmesini katalizler [Ma ve ark., 2012].
Bu enzimlerin ifadesindeki degisiklikler fotosentetik karbon 6ziimlenmesini dogrudan

etkilemektedir [Caruso ve ark., 2008; Wang ve ark., 2015].

FOTOSENTETIK ORGANIZMALARDA KARBON FIKSASYONU
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Sekil 4.17. Calvin dongiisii reaksiyon basamaklar1 (Yesil ok: C. reticulatum’da
meydana gelen protein ifade artiglarini, Mavi ok: C. arietinum’da meydana gelen ifade

azalisini gostermektedir) [KEGG pathway website].

Calismamizda her iki enzimin ifadesi C. arietinum’da degismezken, C.
reticulatum’da artmistir. Bu enzimlerin ifadelerinin artmasi fotosentetik karbon
Ozlimlenmesinin arttigii gosterebilir. Bulgularimiza benzer olarak, Ghabooli ve ark.
[2013] arpa bitkisinde, Oh ve Komatsu [2015] ise soyada kuraklik stresinin FGK ve
GAPDH ifadelerini arttirdigini bulmuslardir. Wang ve ark. [2015] Kandelia candel
bitkisinde tuz stresi ile birlikte sadece strese dayanikli olan tiirde bu enzimlerin

aktivitesinin  artti§in1  bulmuglardir.  Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz ve
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fosfogliserat kinaz ayrica pentoz fosfat dongiisiiniin enzimleridir [Bogeat ve ark.,
2007]. Dolayisiyla bu enzim ifadesinde olusan degisiklikler sadece Calvin dongiisiinii
degil, ayn1 zamanda glikoliz yolagini da etkileyerek, stres swrasinda gerekli olan
enerjinin korunmasini saglayabilir. Kuraklik sirasinda fotosentezle ilgili olan bu
proteinlerin ifadelerinin artmasmin nedeni, azalan igsel CO> konsantrasyonunu
dengelemek ve stresin ilk basamaginda fotosentez islevinin devamliligini saglamak
icin onemli olabilir [Bogeat ve ark., 2007]. Calismamizda, kuraklik stresi altinda bu
enzimlerin ifadelerinin yabani tiirde artmasi1 karbon reaksiyonlar1 ve enerji
metabolizmalarinin korunmasinin sonucu olarak stresin etkisine karsi bitkiye bir

avantaj saglayabilir.

Fruktoz bifosfat aldolaz (FBA) fruktoz-1,6-bifosfatin, gliserol fosfat ve
gliseraldehit-3-fosfat’a doniisiimiinii katalizleyen, kloroplastik ve sitoplazmik olmak
iizere iki izoformu olan bir enzimdir. Her iki izoform da ayni reaksiyonu
katalizlemesine ragmen, farkli biyolojik yolaklarda bulunurlar ve birbirlerinden farkl
gorevleri vardir [Caruso ve ark., 2008]. Stres kosullar1 altinda her iki izoformun da
birbirinden ayri yanitlar olusturmasi, bunlarin birbirinden farkli islevlerinin
olabilecegini gosterir [Jedmowski ve ark., 2014]. Calismamizda, kloroplastik FBA’ nin
ifadesi C. arietinum’da azalirken, C. reticulatum’da artmustir. Bulgularimiza benzer
olarak Zhao ve ark. [2011] Cynodon dactylon bitkisinin kurakliga kars1 dayanikliliklar1
farkli olan ¢esitlerini kullanarak yaptiklar1 ¢calismada, kuraklik stresinde bu enzim
ifadesinde artis ve azaliglar belirlemislerdir. FBA sentezinin kuraklik stresi altinda
duyarl tiirde daha fazla baskilandigini belirtmislerdir. Caruso ve ark. [2008] kuraklik
ve tuz stresinin bugdayda FBA’nim ifadesini azalttigini gostermislerdir. Kloroplastik
FBA ifadesinin azalmasi fotosentez hizin1 ve buna bagli olarak biiylimeyi etkiledigi
cesitli arastiricilar tarafindan belirlenmistir. Genetigi degistirilmis domateslerde
kloroplastik FBA’daki azalmanin fotosentezi azalttigi gosterilmistir [Jedmowski ve
ark., 2014] Uematsu ve ark. [2012] ise genetigi degistirilmis tiitiin bitkisinde aktivitesi
arttirilmis FBA enziminin fotosentezi ve biiylimeyi az da olsa arttirdigini bulmuslardir.
Bu calismalar, bu enzimin fotosentez verimi lizerine etkisi oldugunu gosterir.
Kloroplastik FBA enziminin C. arietinum’da azalmasi, fotosentez hizinin azalmasima

ve bunun sonucu olarak da gelisimin baskilanmasina yol agabilir. C. reticulatum’da
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ise bu enzimin ifadesinin artmasi fotosentez verimliliginin ve biiylimenin korunmasi

icin 6nemlidir.

Sedoheptulaz-1,7-bifosfataz ribuloz bifosfatin yeniden olusum hizini
ayarlayan kilit bir enzimdir ve Calvin dongiisiiniin devamlilig1 i¢cin 6nemli bir rolii
vardir. [Faghani ve ark., 2015]. Fotosentetik karbon indirgeme dongiisii (Calvin)
atmosferik CO;nin 6ziimlenmesi i¢in temel yolaktir. Bu dongiiniin bitki
metabolizmasinda merkezi bir rolii vardir. Son yillarda yapilan caligmalarda, antisense
teknolojisi kullanilarak bu dongiide yer alan enzimlerin aktiviteleri dnlenmis ve
fotosentez veriminde meydana gelen degisiklikler arastirilmistir. Yapilan bu
calismalar sonucunda, bir¢ok enzim aktivitesi baskilanmis ancak ilging bir sekilde
stressiz kosullar altinda fotosentez veriminde ciddi bir degisik olmamistir. Ancak,
sedoheptulaz bifosfataz enziminde meydana gelen kiiclik azaliglar bile fotosentez
verimini etkilemistir. Bu durum bu enzimi potansiyel bir miihendislik hedefi haline
getirmistir [Lefebvre ve ark., 2005]. Uematsu ve ark. [2012] mutant tiitlin bitkisiyle
yaptiklar1 ¢alismada, sedoheptulaz bifosfatazin ifadesinin artmasiyla fotosentez ve
gelisimin arttigini belirlemislerdir. Raines ve ark. [2003] da sedoheptulaz bifosfatazi
olas1 miihendislik uygulamalarla fotosentetik karbon 6ziimlemesinin arttirilmasi i¢in
hedef enzim olarak gdstermiglerdir. Miyagawa ve ark. [2001] ve Lefebvre ve ark.
[2005] genetigi degistirilmis bitkilerle yaptiklar1 ¢alismada, aktivitesi arttirilmig
SBPaz'in fotosentez ve gelisim i¢in etkili olduklarini géstermistir. Ayrica Feng ve ark.
[2007] yliksek sicaklik stresi altinda bu enzim ifadesinin arttirilmasi sonucu stres
dayanikliligmin arttiimi belirtmislerdir. Calismamizda, C. arietinum’da bu enzim
ifadesinde bir degisiklik olmazken, C. reticulatum’da artmustir. C. reticulatum’da tipki
diger Calvin dongiisii enzimleri gibi bu enzim ifadesindeki artis fotosentez veriminin
korunmas1 i¢in ¢ok Onemlidir. Bu enzimlerin ifadelerindeki artiglar strese karsi

dayanikliligin arttirilmasida ¢ok dnemlidir.

Fotosentez mekanizmasinin Calvin dongiisiiniin verimliligini etkileyen diger
bir protein olan karbonik anhidraz ¢ift yonlii bir reaksiyon olan CO; + H2O & HCO3;™
+ H" reaksiyonunu Kkatalizler. Calismamizda, karbonik anhidraz enziminin ifadesi

kuraklik stresiyle birlikte C. arietinum’da azalirken, C. reticulatum’da artmustir.
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Calismamizin bulgularma benzer olarak Budak ve ark. [2013] kuraklik stresi altindaki
yabani ve kiiltiir bugday bitkisinde en yiiksek karbonik anhidraz ifadesinin yabani
bugday bitkisinde, en diisiik enzim ifadesinin ise kiiltlir bitkisinde oldugunu
belirtmislerdir. Yu ve ark. [2007] piring bitkisinde kuraklik stresinin karbonik anhidraz
ifadesini arttirdigimi bulmuslardir. Karbonik anhidraz CO> ve suyun bikarbonat ve H'e
donlistimiinii katalizler, boylelikle kloroplastlardaki CO» diflizyonu kolaylasir ve
Rubisko’nun CO;’den yararlanma olasilig1 artar. Kurakliga dayanikl tiirde karbonik
anhidraz miktarmin yiiksek olmasi, kuraklik kosullar1 altinda varolan kaynaklardan
daha 1yi yararlanmay1 saglayacagmi gosterir [Budak ve ark., 2013]. Ghabooli ve ark.
[2013] kiiltiir arpa bitkisinde karbonik anhidraz aktivitesinin kuraklik stresi ile birlikte
azaldigini belirtmislerdir. Karbonik anhidraz ¢inko iceren bir enzimdir ve CO;'nin geri
doniisiimlii  hidratasyonunu katalizler ve fotosentezdeki CO:'nin diflizyonunun
kolaylastirilmasinda onemli bir role sahiptir. Strese maruz kalan bitkilerde CO»
kullanim etkinliginin azalmasma paralel olarak, karbonik anhidraz aktivitesinin
azalmas1 biiyiime ve fotosentezi azaltmis olabilir. Benzer sekilde, Gharechahi ve ark.
[2015] tiitiin bitkisinin yaprak mezofil hiicrelerinde bulunan karbonik anhidraz
ifadesinin kuraklik stresiyle birlikte azaldigini belirlemislerdir. Karbonik anhidraz
ifadesinin azalmasi bitkileri kuraklik stresine kars1 daha duyarli hale getirebilir. Hu ve
ark. [2010] Arabidopsis mutantlariyla yaptiklar1 ¢aligmalarda, stoma hiicrelerinde
bulunan karbonik anhidraz transkriptlerinin fazla ifade olmalarinin su kullanim
etkinligini hizli bir sekilde arttirdigini belirlemislerdir. Bu sonuglar stres kosullari
altinda karbonik anhidraz enzim aktivitesinin korunmasinin fotosentezin
siirdiirilebilmesi i¢cin ¢ok onemli oldugunu gosterir. C. retitulatum’da bu enzim
ifadesinin stresle birlikte artmasi Calvin dongiisiiniin etkinliginin korunmasi i¢in

Onemli olabilir.

4.2.5.3. Kuraklik stresinin biyosentez yolaginda yer alan proteinlerde meydana

getirdigi ifade degisiklikleri
Bitkiler kuraklik stresine maruz kaldiklarinda cesitli igsel maddelerin

biyosentezini arttirarak strese karsi bir dayaniklilik gelistirebilirler. Glutamin sentaz

(GS) aktivitesi bitkilerde aminoasit metabolik kiitiiphanesinin gostergesidir. GS ayrica
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fotosolunum, proteolizis ve g¢esitli streslerden kaynakli olusan NH4'lin yeniden
Oztimlenmesi i¢in ¢ok onemli bir enzimdir [Zhang ve ark., 2015]. Glutamin sentazin
(GS) bitkilerde yaygin bulunan iki izoformu vardwr. Bunlar kloroplastik GS1 ve
sitozolik GS2'dir. Sitozolik ve kloroplastik GS farkli yollarla diizenlenirler. GSI
glutamin olusumundan sorumludur [Nagy ve ark., 2013]. Ayrica, GS azot
metabolizmasinda Onemli bir role sahiptir ve bitkilerdeki prolin seviyesinin
diizenlenmesinde kilit rol oynar [Caruso ve ark., 2009]. Calismamizda GS1 ifadesi C.
reticulatum’da artarken, C. arietinum’da degismemistir. Farkli stresler altinda GS
ifadesinin degistigi cesitli arastiricilar tarafindan bildirilmistir. Nagy ve ark. [2013]
kuraklik stresinin duyarli bugday genotipinde GS aktivitesini kismen diistirdiigiinii,
dayanikli genotipte ise arttirdigin1 bulmuslardir. Shi ve ark. [2014] Cynodon dactylon
bitkisinde, kuraklik stresinin GS ifadesini arttirdigini1 bulmuslardir. Bu artigin 6zellikle
kurakliga dayanikli olan genotipte ¢ok daha anlamli oldugunu bulmuslardir. Kurakliga
dayanikli tiirlerde GS miktarinin duyarli olanlara goére daha yiiksek olmasmin
kurakliga dayanikliligin iyi bir gdstergesi olabilecegini gosterir. Zadraznik ve ark.
[2013] fasulye bitkisinde kuraklik stresiyle birlikte glutamin sentaz miktarnin arttigini
bulmuslardir. Wang ve ark. [2015] Kandelia candel bitkisinde glutamin sentaz
ifadesinin tuz stresinde arttigii bulmuslardir. Aghael ve ark. [2008] patates bitkisinde
tuz stresinin glutamin sentaz ifadesinin duyarli ve dayamikli tiirde azalttigini
bulmustur. Ancak bu azalma duyarli olan olan tiirde daha belirgin bir sekilde
gerceklesmistir. Arastiricilar dayanikh tiirdeki azalis1 agiklayamamiglardir. GS enzim
ifadesinin artis1 prolin biyosentezini dogrudan etkilemektedir. Calismamizda, kuraklik
stresiyle birlikte her iki tlirde prolin miktar1 artmistir ancak yabani tiirde bu artis ¢ok
daha belirgindir. GS prolin biyosentezinin diizenlenmesi i¢in gerekli bir enzim
oldugundan, yabani tiirde GS enzim ifadesindeki artis prolin biyosentezinin artmasina
yol agmis olabilir. Prolin osmolit olarak proteinlerin bozulmasmin énlenmesinde ve
ROT siipiiriilmesinde rol oynamaktadir [Wang ve ark., 2015]. Bu da stres kosullar1
altinda bitkiye dayaniklilik kazandirmaktadir.

Sitoplazmik FBA glikoneogenezis yolunun 6nemli bir enzimidir ve sakkaroz

biyosentezinde rol almaktadiwr. Calismamizda sitoplazmik FBA’nin ifadesi C.

arietinum’da degismezken, C. reticulatum’da artmistir. [Lu ve ark., 2012]. Kabman ve
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ark. [1994] genetigi degistirilmis patateste fruktoz-1,6-bifosfat aldolaz aktivitesini
azalttiklarinda yapraklarda daha diisiik nisasta ve sakkaroz seviyesi belirlemislerdir.
Sakkaroz hiicre metabolizmasinda kilit rol oynar. Bitkiler su sikintisina maruz
kaldiklarinda daha fazla suda ¢6ziiniir karbonhidrat biriktirerek hiicre zarlarini korurlar
ve protein parcalanmasini onlerler [Fan ve ark., 2009]. C. reticulatum’da bu enzimin
miktarinin artmasi ile hiicre i¢i ¢oziiniir maddelerin miktar1 da artarak strese karsi bir
koruma saglanmis olabilir. Bu durum da stres altinda yabani nohutun su durumunu

koruyarak su kullanim etkinligini arttirabilir.

Biyosentez mekanizmasinda yer alan diger bir protein olan izoflavonoid
rediiktaz (IFR) baklagillerde izoflavonoid fitoaleksin biyosentezinde rol oynayan kilit
bir enzimdir [Tiemann ve ark., 1991]. IFR NADPH bagimli 2-hidroksiformononetinin
vestitona donilisiimiinii katalizler. Bu basamak flavonoid biyosentezinde medikarpin
sentezinin sondan bir dnceki basamagidir [Sobhanian ve ark., 2010]. Izoflavonoid olan
fitoaleksinin biyotik ve abiyotik streslere maruz kalan baklagillerde arttig1
bilinmektedir [Kim ve ark., 2003]. Yapilan calismalarda fitoaleksinin daha ¢ok biyotik
stres kosullarinda artti1 gosterilse de, abiyotik streslerde de bu enzimin ifadesinde
degisiklikler olmustur. Alam ve ark. [2010] yaptiklar1 caligmada, soya bitkisinin
kokiinde IFR protein ifadesinin kuraklik stresiyle birlikte arttigini bulmuslardir. IFR
proteini glutatyondan bagimsiz bir yolakla hiicreleri kurakliga bagli oksidatif stresten
koruduklar1 bilinmektedir. Calismamizda, IFR enzim ifadesi C. reticulatum’da
degismezken, C. arietinum’da artmustir. izoflavonoid fitoaleksin miktarmin artmasi C.
arietinum tirinii kuraklik stresinin yarattig1 oksidatif stresten koruyabilir. C.
reticulatum’da bu enzimin ifadesinin degismemesi her iki tiiriin de oksidatif stresten

korunmak i¢in birbirinden farkli yollar1 kullanabilecegi fikrini vermektedir.

4.2.5.4. Kuraklik stresinin antioksidan sistemde yer alan proteinlerde meydana

getirdigi ifade degisiklikleri
Antioksidan savunma sisteminde yer alan proteinlerin ifadesi de kuraklik

stresiyle birlikte degismistir. GDP mannoz-3,5-epimeraz (GME) GDP-D-mannozun

GDP-L-galaktoza doniistimiinii katalizleyen bir enzimdir. Bu basamak yiiksek
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bitkilerde askorbat biyosentezi i¢in ¢ok Onemlidir. Bu enzimin ifadesinin stres
kosullarinda degismesi askorbat biyosentezinin diizenlenmesinde rol alabilecegini
gosterir [Ma ve ark., 2014]. Askorbat bitki hiicrelerinde ROT'a kars1 koruma saglayan
biiyiik bir antioksidandir. Diisiik askorbat biyosentezi yapan bitkilerin ¢evresel stres
kosullarinda biiyiime ve gelismeleri olumsuz etkilenmektedir. Askorbatin kuraklik, tuz
stresi, ozon, ylksek/diisiik sicaklik ve yliksek 151k gibi kosullar altinda onemli bir
koruyucu rol aldig1 ¢esitli arastiricilar tarafindan bildirilmistir. Mutantlar ve genetigi
degistirilmis bitkilerle yapilan ¢alismalarda, artan i¢sel askorbat miktarinin abiyotik
stres dayanikliligini arttirdigi belirlenmistir [ Venkatesh ve Park, 2014]. Calismamizda,
GDP mannoz-3,5-epimeraz ifadesi C. arietinum’da degismezken, C. reticulatum’da
artmistir. GME enzim ifadesinin artmasi askorbat biyosentezini arttirabilir. Daha
onceki caliymamizda kuraklik stresinin nohut bitkisinde askorbat igerigini arttirdigin,
bu artisin 6zellikle C. reticulatum’da daha yliksek oldugu belirlenmisti [Cevik ve
Unyayar, 2015]. Yiiksek askorbat icerigi giiclii bir antioksidan savunma sisteminin
oldugunu gosterir. Venkatesh ve Park [2014] yiiksek askorbat igeriginin ROT un
dogrudan siipiiriilmesinde gorev aldigmi ve bu durumun stres dayaniklilik

mekanizmasi i¢in ¢ok énemli oldugunu belirtmislerdir.

Diger taraftan, ROT siipiiriicii protein olan askorbat peroksidaz enzim idafesi
C. arietinum’da artarken, C. reticulatum’da de§ismemistir. Askorbat peroksidaz
enzimi hidrojen peroksit radikalinin su ve oksijene doniisiimiinii katalizleyen
antioksidan savunma sisteminin bir proteinidir. Ayrica, daha Once yaptigimiz
calismada dissal askorbat uygulamasiyla birlikte i¢sel askorbat miktar1 artmis ve bu
artista askorbat peroksidaz enzim aktivitesini az da olsa azaltmistir [Cevik ve Unyayar,
2015]. Askorbat miktarinin artmast hiicre icerisindeki radikallerin dogrudan
stipiiriilmesine yol agarak, antioksidan enzim aktivitelerinin degismemesine neden
olmus olabilir. GME enzim ifadesinin C. arietinum’da kontrolle ayn1 olmasi, askorbat
biyosentezinin degismemis olabilecegini akla getirmektedir. Bu durumda askorbat
peroksidaz enzim ifadesinin kuraklik stresine bagh olarak olusan radikallere karsi

savunma sirasinda arttigini sdyleyebiliriz.
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4.2.5.5. Kuraklik stresinin solunum ve enerji metabolizmasinda yer alan proteinlerde

meydana getirdigi ifade degisiklikleri

Solunum ve enerji metabolizmas1 da kuraklik stresinden etkilenen diger
mekanizmalardir. Enerji metabolizmasinda yer alan bir enzim olan enolaz, glikolizde
2-fosfogliseratin fosfoenol pliriivata doniisiimiinden sorumlu olan enzimdir. Enolaz
enziminin ifadesi her iki tiirde de kuraklik stresiyle birlikte artmistir. Bulgularimiza
benzer sekilde, Yang ve ark. [2013] fasulye bitkisinde, Hu ve ark. [2011] misir
bitkisinde, Komatsu ve Oh [2015] soya bitkisinde kuraklik stresinin enolaz enzim
aktivitesini arttirdigmi bulmuslardir. Ayrica, Forsthoefel ve ark. [1995] makasotu
bitkisinde, Rabello ve ark. [2008] bitkisinde kuraklik stresinin enolaz transkriptlerinin
miktarmi arttirdigini belirtmislerdir. Bu sonuglar glikoliz yolaginin kuraklik stresinden
etkilendigini gostermektedir. Glikoliz, enerji Ttretimi ve birincil ve ikincil
metabolitlerin biyosentezi i¢in gerekli olan karbonu saglamaktadir. Su stresi ile birlikte
glikoliz yolundaki enzimlerin aktivitelerinin arttig1 belirlenmistir. Boyle degisiklikler,
kuraklik stresinde onemli bir hasar olusmadan Once erken bir yanit verildiginin
gostergesidir [Oh ve Komatsu, 2015]. Enerji metabolizmasinda yer alan enolaz ve
gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz gibi enzimlerin miktarlarindaki artis, hiicrelerin
stresle basa ¢ikmak ve onarim mekanizmalari i¢in gerekli olan enerji ihtiyacinin

artmasidan kaynaklanabilir [Zadraznik ve ark., 2013].

Sitokrom ¢ oksidaz birka¢ farkli altbirimden olusan bir komplekstir. Bu
altbirimlerin bazilar1 mitokondri genomu ile kodlanirken, bazilar1 ¢cekirdek genomuyla
kodlanir [Welchen ve ark., 2004]. Sitokrom c oksidaz mitokondriyal solunum
zincirinin son enzimidir [Fambuena ve ark., 2013] ve elektronlar1 molekiiler oksijene
transfer ederek su olusturur. Sitokrom c oksidaz diizenlenmesi enerji iiretim
yolaklarinin etkinlestirilmesi i¢in gerekli olabilir [Yan ve ark., 2005]. Calismamizda,
sitokrom ¢ oksidaz ifadesi kuraklik stresiyle birlikte C. arietinum tiirtinde ylikselmistir.
Yan ve ark. [2005] yaptiklar1 ¢alismada, tuz stresinin sitokrom c¢ oksidaz enzim
ifadesini arttirdigmi bulmuslardir. Bu enzimin ifadesinde olusan artis, stres
kosullariyla basa c¢ikmak i¢in gerekli olan enerji iiretimi i¢in Onemli oldugunu

vurgulamiglardir. Bu enzim ifadesi arttiginda glikolizden gelen daha fazla NADH"1
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oksitleyerek daha fazla ATP iiretebilecektir. C. reticulatum’da ise kuraklik stresiyle
birlikte bu enzimin ifadesi diigmiistiir. Bulgularimiza benzer sekilde Budak ve ark.
[2013] yabani bugdayda sitokrom c¢ oksidaz ifadesinin kuraklik stresiyle birlikte
azaldigini bulmuslardir. Bu arastiricilarin da belirttigi gibi, daha 6nce yaymlanmis

raporlar incelendiginde bu enzimin miktarindaki diisiis agiklanmay1 beklemektedir.

4.2.5.6. Kuraklik stresinin diger proteinlerde meydana getirdigi ifade degisiklikleri

Plastid lipidleriyle iliskili protein fibrillin gen ailesinin bir {iyesidir. Genis bir
protein grubuna sahip olan fibrillin protein ailesinin bir¢ok fizyolojik gorevi vardir.
Bu gorevlerinin arasinda bitkinin fotosentetik kisimlarini koruyarak, ¢esitli biyotik ve
abiyotik streslere karsi bitkiyi dayanikli hale getirmek vardir [Gharechahi ve ark.,
2015]. Chen ve ark. [1998] ve Gillet ve ark. [1998] kuraklik stresiyle fibrillin
proteinlerinin miktarmnin belirgin bir sekilde arttigin1 belirlemislerdir. Chen ve ark.
[1998] yaptiklar1 caligmada, transkript seviyesinde bir artis bulmamalarina ragmen
protein ifadesinin arttigimni belirtmiglerdir. Arastiricilar fibrillinin bir¢cok roliiniin
yaninda, kloroplastlarda stresle uyarilan protein grubu olarak tanimlamislardir. Gillet
ve ark. [1998] fibrillin protein ailesinden olan CDSP 34 proteinini de arastirmislar ve
kuraklik stresiyle birlikte bu proteinin transkriptlerinin ve ifadesinin arttigini rapor
etmislerdir. CDSP 34 cevresel stresler altinda tilakoidlerin kararliligini sagliyor ve
osmotik ya da oksidatif stres kaynakli hasar1 engelliyor olabilir. Manac’h ve Kuntz
[1999] bircok abiyotik streste fibrillin miktarmnin arttig1 belirlemisler ancak karanlikta
herhangi bir degisiklik olmamistir. Bu sonuglar fotooksidasyona neden olan streslerin
fibrillin miktarmni arttirdigini gosterir. Arastiricilara gore ROT miktaridaki artis bu
proteinin miktarinin artmasma neden olabilir. Cevresel streslerden dolay1r olusan
ROT’un ¢ekirdekte fibrillin geninin uyarilmasi i¢in bir uyart1 oldugu belirtilmistir.
Calismamizda, C. arietinum’da fibrillin 4 proteininin miktar1 artarken, C.
reticulatum’da degismemistir. Bu sonug kiiltiir tiiriinde kuraklik stresine bagli olarak
ROT miktarmin yabani tiire gore cok daha fazla artmis olabilecegini akla
getirmektedir. Yabani tiirler kiiltiir tiirlerine gore daha giiclii bir antioksidan savunma
sistemine sahiptir [Unyayar ve ark., 2004; Unyayar ve ark., 2005; Cevik ve Unyayar,
2015]. Kuraklik stresine bagli olarak olusan ROT siipiiriildiigiinde fibrillin olugmas1
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icin ¢ekirdege bir uyarti gonderilemeyecektir. Fibrillin miktarindaki artisin kuraklik
stresine karsi bir koruma sagladigi bilinmektedir, fakat bu mekanizma tam olarak

anlasilamamuistir.

Kuraklik stresinde protein ifadelerinin diizenlenmesinde rol oynayan
proteinlerden biri olan kloroplast sapli-ilmek baglanma proteini (CSP41a) bir RNA
baglanma proteinidir. CSP41 birincil metabolizma ile iliskili olmayan ve
kloroplastlarda oldukca bol bulunan proteinlerden birisidir [Qi ve ark., 2012]. ilk
olarak monomerik riboniikleaz olarak tanimlanmig, ardindan ribozomlarin
olgunlasmasinda da rol oynadig1 bulunmustur. Bu durum bu proteinin ¢ok islevli bir
protein oldugunu gosterir. Bollenbach ve ark. [2009] tiitliin bitkisinde yaptiklar1
calismada, CSP4la proteinin ifadesini antisense RNA yontemiyle %90 kadar
azaltmislar ve bunun sonucunda bazi transkriptlerinin bozulma hizinin ciddi derecede
distiigiinii  gostermislerdir. Bu sonuglar CSP41la proteininin  endoniikleolitik
kesimlerle mRNA doniisiimiinii baglattig1 hipotezini desteklemektedir [Bollenbach ve

ark. 2003].
CSP41a proteini mRNA’larin 3’-UTR bolgesinde bulunan sapli-ilmek

yapisina baglanmaktadir (Sekil 4.18.). Bu yap1 poli-A kuyrugu ile birlikte mRNA’larin
kararliligin1 saglayan yapidir [Beligni ve Mayfield, 2008].
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Sekil 4.18. mRNA’larin 3-UTR bdlgesinde bulunan sapli-ilmek yapis1 [http:// www.
mikeblaber.org/oldwine/BCH4053/Lecture21/Lecture21.htm].
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Yapilan ¢aligmalar bu 3' sapli-ilmek yapilarmin mRNA'larm 3'-5' yoniindeki
ekzoniikleotik bozulmasimi engelleyerek, olgun mRNA'larin kararliligi icin gerekli
oldugunu gostermistir. Bu kararl ikincil yapilarin yoklugunda mRNA'lar heterojen ve
genellikle kararsiz bir yapida olurlar. Bu nedenle 3' sapli-ilmek yapismin kloroplast
mRNA'larinin diizenlenmesinde merkezi bir rolii vardir [Yang ve Stern, 1997].
CSP41a’nin endoriboniikleaz aktivitesi sayesinde sapli-ilmek yapisi kesilir ve 3’
serbest u¢ olusturulur. 3’ serbest u¢ olusumunun ardindan RNA’lar ekzoniikleazlara
kars1 korunmasiz hale gelir ve bozulma gercgeklesir [Yang ve Stern, 1997; Qi ve ark.,
2012]. Yapilan diger ¢aligsmalarda ise bu proteinin endoriboniikleolitik aktivitesinin
yaninda RNA’nin  olgunlagsmasinda, diizenlenmesinde, kararhiliginda ve
translasyonunda rol oynadigmi gostermistir [Beligni ve Mayfield, 2008; Bollenbach
ve ark. 2009; Qi ve ark., 2012]. Calismamizda, CSP41a proteininin ifadesi kuraklik
stresiyle birlikte C. reticulatum’da artarken, C. arietinum’da bir degisiklik olmamistir.
Bu protein ifadesindeki degisiklik kuraklik stresiyle birlikte kloroplastik mRNA’larda
bir diizenlenme oldugunun gostergesidir. Bulgularimiza benzer sekilde Vankova ve
ark. [2012] tiitlin bitkisinde yaptiklar1 calismada kuraklik stresiyle birlikte CSP41a gen
ifadesinin arttigini1 belirtmislerdir. Meydana gelen bu artis ile prolin miktarindaki artig
arasinda pozitif bir baglant1 oldugu da belirtilmis ve bu durumun kloroplast islevinin
onarilmasi i¢in 6nemli oldugu vurgulanmistir. C. reticulatum’da kuraklik stresinde
prolin miktarin belirgin bir artis gostermesi, yukarida ifade edildigi gibi, kloroplastik
bir koruma saglamis olabilir. Ancak literatiir bilgilerimize gére CSP41a proteininin
abiyotik stresle olan iliskisini ortaya koyan bir calisma yoktur. Yine Falvo ve
ark.[2011] yaptiklar1 ¢alismada CSP41la proteinin UV stresiyle birlikte arttigini
bulmuslardir. Fakat arastiricilar abiyotik streste bu proteinin roliiniin heniiz
aciklanmadigini belirtmiglerdir. Cok islevli olan bu proteinin kuraklik stresiyle birlikte

miktarindaki artisin nedeni arastirilmay1 beklemektedir.
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SONUC ve ONERILER

Elde ettigimiz veriler ve bunlarin degerlendirilmesi ile asagidaki sonuglara

ulagilmistir.

»  Kuraklik stresi gerek kiiltlir nohut C. arietinum L. tiiriinde, gerekse yabani
nohut C. reticulatum Ladiz. tiirlinde morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal

degisikliklere yol agmustir.

» Morfolojik degisiklikler incelendiginde; kuraklik stresinin C. arietinum
tiirlinde 6zellikle kok biiyiimesini olumsuz etkiledigi sdylenebilir. Bu durum

biiytime ile ilgili proteinlerin ifadelerinin azalmasiyla aciklanabilir.

» Fizyolojik degisiklikler incelendiginde, kuraklik sirasinda yabani C.
reticulatum’un su kullanim etkinligi kiiltir C. arietinum’a gore daha
yiiksektir. Bu da suyun korunmasinda etkili olan serbest prolin miktarinin ve

prolin biyosentezinde yer alan protein ifadelerinin artmasi ile agiklanabilir.

>  Kuraklik stresi her iki tiirde de proteom bilesimini degistirmistir. Ozellikle
fotosentez mekanizmasinda yer alan proteinlerin ifadelerinin kuraklik
stresiyle birlikte degistigi belirlenmistir. Bu durum kuraklik stresinden en ¢ok

fotosentez mekanizmasinin etkilendigini gosterir.

» Dongiisel ve dogrusal reaksiyonlarda 6zellikle hiz sinirlayici proteinlerde
meydana gelen ifade degisiklikleri, bu protein ifadelerinin karmasik stres
yanitinda 6nemli bir role sahip olduklarii gosterir. Bu proteinlerde meydana
gelen ifade degisiklikleri bu proteinleri yapilabilecek miithendislik stratejileri

icin 1y1 bir aday haline getirmektedir.

» Kuraklik stresine yanit olarak meydana gelen protein ifade degisiklikleri,
stres yanitlarinin dayanikli ve kiiltiir tiirde bazi1 basamaklarda birbirinden

farkli yollarda olustugunu gosterir.
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» C. arietinum’da ifadesi degisen proteinler incelendiginde, daha ¢ok ROT
kaynakli sinyal yanit1 sonucunda protein ifadelerinin diizenlenmis oldugu

goriiliir.

» C. reticulatum’da ise ifadesi degisen proteinlere bakildiginda, hiicre su
potansiyelini yiikseltecek ya da koruyacak mekanizmalarda yer alan protein

ifadelerinde degisiklikler oldugu goriildii.

»  C. reticulatum tiriiniin kurakliga karsi direngli oldugunun bilinmesi goz
oniine alindiginda, su kullanim etkinligini arttrmadaki basarisinda yer alan

saptanamamis proteinlerin lizerine gidilmesi gerekecektir.

Sonug¢ olarak; nohut Tirkiye’de en c¢ok ekilen baklagildir. Nohutun
yetistirildigi alanlar g6z Oniline alindiginda kuraklik stresinin bu bitkide meydana
getirdigi karmasik yanitin anlasilmasi ¢ok 6nemlidir. Yapilan bu ¢alisma, kurakli§a
dayanikliliklar1 farkli olan iki nohut tiiriinii morfolojik, fizyolojik ve 6zellikle de
proteomik yonden karsilagtirmasi ve bunun sonucu olarak da meydana gelen farkli
stres yanitinin anlasilmasina yonelik sunacagi katkilardan dolay1 oldukca 6zgiin bir
calismadir. Literatlir bilgilerimize gore, yabani nohut ve iilkemizde yetistiriciligi
yapilan kiiltiir nohut tiirlinlin karsilastirilarak kuraklik stres yanitinin proteom
diizeyinde incelendigi ilk calismadir. Yapilan bu calismadan elde edilen veriler,
bundan sonra yapilacak proteomik ¢aligmalara 1g1k tutmasi agisindan da 6nemlidir. Bu
kapsamda yapilacak daha fazla proteomik g¢alisma, bu karmasik stres yanitlarmi

aydinlatacak ve ¢oziim iiretecek yeni caligmalara da 11k tutacaktir.
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