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OzET

Yiksek Lisans Tezi

TURKIYE ENDEMIiGi THERMOPSIS TURCICA'DA FARKLI GELISiM EVRELERINDEKI
CICEKLERIN KARSILASTIRMALI PROTEOMIiK ANALIZLERI

Emre PEHLIVAN

Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Molekiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Danisman: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ

Cicek gelisimi bircok cevresel uyarici ve i¢sel sinyal tarafindan kontrol edilen karmasik
bir fizyolojik olaydir. Simdiye kadar birkac molekiler calisma cicek gelisimi ile ilgili
fizyolojik suregler hakkinda 6nemli bilgiler saglamis olmasina karsin gigek gelisimi
sirasinda meydana gelen proteom degisimleri hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Bu
nedenle, bu ¢alismada tek bir gicekte 3-4 serbest karpele sahip sira digi legiim tiiri ve
Turkiye endemigi Thermopsis turcica Kit Tan, Vural & Kilicikodik bitkilerinde cicek
gelisimi sirasinda gergeklesen proteom degisimleri arastiriimistir. Cicek tomurcuklari ve
tamamen acmis ciceklerinden protein ekstraksiyonu yapilmis ve iki-yonld jel
elektroforezi (2-DE) ile bu proteinler ayristirilmistir. Gorlintl analizleri gicek geligimi
sirasinda 66 protein beneginin farkh sekilde ifade oldugunu ortaya cikarmistir. Bu
proteinlerden 32’si MALDI-TOF/TOF (matrix-assisted laser-desorption ionization-time
of flight/time of flight) kitle spektrometrisi (MS) ve veri tabani taramasi ile basarili bir
sekilde tanimlanmistir. Cicek gelisimi sirasinda farkli sekilde ifade olan bu proteinlerin
transkripsiyon ve protein metabolizmasi, enerji ve karbonhidrat metabolizmasi, bitki
savunma sistemi, fotosentez, hiicre c¢eperi, sekonder metabolizma ve amino asit
metabolizmasinda fonksiyon gordigi belirlenmistir. Bununla birlikte, tanimlanan

bircok proteinin ifade seviyesinin tamamen acmis ciceklerde azalan yonde diizenlendigi



bulunmustur. Protein metabolizmasi, seker metabolizmasi ve stres savunmasi ile iliskili
bircok proteinin c¢icek gelisimi sirasinda dizenlenmesi bu proteinlerin gelisimsel
regllasyondaki muhtemel rollerini gdstermektedir. Bu sonuglar, gicek gelisimi sirasinda

meydana gelen proteom degisimleri hakkinda yeni bilgiler saglamistir.

2016, xi + 48 sayfa

Anahtar kelimeler: Thermopsis turcica, Cicek gelisimi, Endemik, Proteomik, MALDI-

TOF/TOF MS



ABSTRACT

M.Sc Thesis

COMPARATIVE PROTEOMICS ANALYSES OF FLOWERS AT DIFFERENT DEVELOPMENT
STAGES IN THERMOPSIS TURCICA, ENDEMIC TO TURKEY

Emre PEHLIVAN

Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa YILDIZ

Flower development is a complex physiological phenomenon which is affected by
many environmental stimuli and endogenous signals. To date, several molecular
approaches have provided a comprehensive view of the physiological processes
associated to flower development, but little is known about proteome changes.
Therefore, we investigated the proteome alterations during flower development in
endemic Thermopsis turcica Kit Tan, Vural & Kiglikddiik, an unusual legume species
with 3-4 free carpels in a single flower. Proteins were extracted from the flower buds
and fully opened flowers, and separated by two-dimensional gel electrophoresis (2-
DE). Image analysis revealed that 66 protein spots were differentially expressed
throughout flower development. Among them, 32 protein spots were successfully
identified using MALDI-TOF/TOF (matrix-assisted laser-desorption ionization-time of
flight/time of flight) mass spectrometry (MS) and database search. Functional
annotation of these flower proteins revealed their involvement in transcription and
protein metabolism, energy and carbohydrate metabolism, plant defense,
photosynthesis, cell wall, secondary metabolism, and amino acid metabolism.
Moreover, most of these proteins were down-regulated at the latter stage of flower

development. Regulation of many proteins related to protein metabolism, sugar



metabolism and stress defense suggest their possible roles in a developmental
manner. These results have given new insights to the proteome alterations during

flower development.

2016, xi + 48 pages
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1. GiRIS

Bitki gelisimi karmasik molekiiler aglari etkileyen bircok cevresel uyarici ve icsel
sinyallerin birbiriyle etkilesimi tarafindan kontrol edilmektedir. Transkriptomik,
proteomik ve metabolomik gibi kantitatif biyolojik yaklasimlar bitki gelisiminde
fonksiyonu olan molekiillerin arastiriimasina imkan tanimaktadir (Hochholdinger et al.

2006).

Genlerdeki bilgilerin fenotipe nasil yansidigini anlayabilmek icin cicek gelisimi bircok
acidan cahlsilmistir.  Arabidopsis  thaliana ve diger angiosperm tlrlerinde
gercgeklestirilen galismalar gicek gelisiminin genetik kontroll ile ilgili énemli bilgiler
saglamistir (O’Maoiléidigh et al. 2014). Arabidopsis’te yapilan kapsaml genetik
analizler gicek gelisiminde fonksiyon goren diizenleyici genlerin gogunun transkripsiyon
faktorleri oldugunu ortaya cikarmistir. Arabidopsis ve Antirrhinum majus bitkilerinin
homeotik mutantlarinda yapilan ¢alismalar gicek gelisimi ile ilgili ABCDE modelinin
gelistirilmesini saglamistir (Theissen and Melzer 2007, Garay-Arroyo et al. 2012). Bu
modele gére, MADS-kutulu genlerin bes sinifi birbirleriyle etkileserek gicek organlarinin

gelisimini belirlemektedir (Komeda 2004, Theissen and Melzer 2007).

mRNA ifadesi ve protein bollugu arasindaki iliski zayif oldugundan dolayi, genomun
ifade olan bolgelerinin fonksiyonel analizleri icin proteomik calismalar 6nemli bir
secenek saglamaktadir (Komatsu and Hossain 2013). Proteomik, karmasik gelisimsel
slirecler sirasinda tek bir hiicre icerisinde gerceklesen protein degisimlerinin ¢alisiimasi
icin firsat saglamaktadir (Canovas et al. 2004). Simdiye kadar birka¢ proteomik ¢alisma
bitki gelisiminde fonksiyon goren proteinlerin teshis edilmesi icin kullanilmistir
(Nautrup-Pedersen et al. 2010, Palma et al. 2011, Deng et al. 2015). Bununla birlikte,
literatlrde cicek gelisimi ile ilgili sadece birka¢c proteomik calisma bulunmaktadir
(Dafny-Yelin et al. 2005, Ahsan and Komatsu 2009, Zhang et al. 2013). Gl bitkisinin
petal gelisiminin proteomik analizleri, gigek gelisimi sirasinda eneriji, hiicresel savunma
ve metabolizma ile ilgili proteinlerin farkli sekilde dizenlendigini gostermistir (Dafny-

Yelin et al. 2005). Ahsan ve Komatsu (2009), soya fasulyesinde enerji metabolizmasi,



protein metabolizmasi, sekonder metabolizma ve sinyal iletim yollari ile ilgili farkl
sekilde ifade olan proteinlerin ¢icek gelisimi sirasindaki protein agi icin iyi bir 6érnek
sagladigini bildirmistir. Zhang vd. (2013), Agapanthus praecox bitkisinin gicek olusumu
sirasinda metabolizma, sinyal iletimi, protein metabolizmasi, hiicresel transport ve

biyogenez ile ilgili proteinlerin ifade seviyesindeki farkliliklari ortaya koymuslardir.

Baklagiller (Fabaceae) familyasina ait Thermopsis cinsi Asya ve Kuzey Amerika’nin
daghk bolgelerinde cok yaygin olan yaklasik 25 tire sahiptir (Wojciechowski 2003).
Thermopsis cinsinin Turkiye’deki tek temsilcisi “Eber Sarisi, Piyam, Aci Piyam veya Sari
Meyan” olarak adlandirilan ve endemik bir tlir olan Thermopsis turcica Kit Tan, Vural &
Kiglkodik taradir (Tan et al. 1983, Davis et al. 1988). Bu endemik tir, Eber Goli'niin
guney kisminda ve Aksehir Golu'niin glineybati boliminde yayilis géstermektedir.
Ayrica, Tirkiye Bitkileri Kirmizi Veri Kitabina gore kritik olarak tehlike altindaki bir
tlridir (Ekim vd. 2000). T. turcica'nin essiz 6zelligi, Papilionoideae alt familyasinda ilk
kayit olan li¢ dort serbest karpelin olmasidir (Tan vd. 1983, Davis et al. 1988). Bu essiz

cicek morfolojisi, T. turcica'yi degerli bir gen kaynagi olarak en énemli tiir yapmaktadir.

Siradisi cicek yapisi ile 6nemli bir gen kaynagi olarak disindldiginden, bu arastirma
kapsaminda Thermopsis turcica'nin farkh iki ¢icek gelisimi evresinde proteom
degisikliklerine iliskin veri tabaninin olusturulmasi amaclanmistir. Dogal yetisme
ortamlarindan giceklenme doneminde T. turcica g¢igek durumu (rasemoz) lizerinde
bulunan farkli gelisim evresindeki cicek tomurcugu ve tamamen acmis ciceklerde
proteom degisiklikleri hakkinda daha fazla bilgi edinmek igin, iki boyutlu elektroforez
(2-DE) teknigi kullanilarak karsilastirmali bir proteomik analiz gergeklestirilmistir.
Gelisimsel olarak protein profillerinde farkh ifade edilen proteinler, kitle
spektrometresi (MALDI-TOF/TOF MS) ve veritabani taramasi kullanilarak c¢icek
gelisimindeki molekiler mekanizmalar hakkinda bazi yeni bilgiler edinmek igin

tanimlanmistir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Thermopsis turcica’nin Sistematigi

Fabaceae (Leguminosae=Baklagiller) ailesinin en genis alt ailesi olan Papilionoideae
(Faboideae) yaklasik 12 000 tirle temsil edilmektedir (Tucker 2003). Bu alt ailenin
Thermopsis R. Br. genusuna ait yaklagik 25 tir, genellikle Orta Asya ve Kuzey
Amerika’nin daglik bolgelerinde dogal yayilis gostermektedir (Wojciechowski 2003).
Thermopsis genusunun Turkiye’deki tek temsilcisi endemik “Eber Sarisi, Piyam, Aci
Piyam veya Sari Meyan” olarak adlandirilan endemik Thermopsis turcica Kit Tan, Vural

& Kiglikodik ttrudir (Cizelge 2.1) (Tan vd. 1983, Davis et al. 1988).

Cizelge 2.1 Thermopsis turcica’nin taksonomisi.

Alem Plantae

Altalem Tracheobionta

Sube Magnoliophyta

Sinif Magnoliopsida

Altsinif Rosidae

Ordo Fabales

Familya Fabaceae

Genus Thermopsis

Tur Thermopsis turcica Kit Tan, Vural & Kiglukodik

Thermopsis turcica Eber GolU'nin glineyi ve Aksehir GOlU’'nin gineybatisinda yayilis
gostermektedir. Bu tir, tek bir cicekten 3-4 serbest karpelli meyve olusturmasindan
dolayr 6nemli bir gen kaynagidir. T. turcica bitkisi yogun beyaz tiiylere ve uzun bir
rizoma sahip ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Govdeleri dik ve 35-80 cm uzunluktadir. Cicek
durumu rasemozdir ve sari renkli cicekler zigomorf simetrili ve hermafrodit 6zellige
sahiptir. Ciceklenme Nisan-Mayis aylarinda, meyve gelisimi ise Haziran-Agustos aylari

arasinda gergeklesmektedir (Sekil 2.1) (Davis et al. 1988).



Sekil 2.1 Thermopsis turcica’nin gicek durumu (A) ve 4 karpelli meyvesi (B).

2.2 Bitki Gelisiminin Proteomik Analizleri

Bitki gelisimi olduk¢a karmasik molekiler aglarin etkilesimleri ile diizenlenmektedir.
Birkag genis skalali kantitatif biyolojik yaklasim c¢esitli biyolojik molekillerin
tanimlanmasi igin kullaniimaktadir. Mikroarray ¢alismalari araciligiyla binlerce mRNA
molekilinin ifade analizine olanak saglayan transkriptomik (Schnable et al. 2004) ve
bir organizmadaki ylizlerce proteinin teshisine izin veren proteomik (Bertone and
Snyder 2005) gelisimsel biyolojide yaygin olarak kullanilan yaklasimlar arasindadir.
RNA-seq (RNA dizileme=RNA sekanslama) gibi yeni nesil dizileme teknolojileri
kullanilarak tiim transkriptom dizileme c¢alismalari ile ¢icek gelisimi sirasinda ifade olan
genlerin fonksiyonlari tanimlanabilmektedir. Singh vd. (2013), nohut (Cicer arietinum)
bitkisinde cicek gelisimi sirasinda global gen ifade profillerini analiz etmisler ve ¢icek
gelisimi sirasinda aktive olan karmasik dizenleyici agi ortaya koymuslardir (Sekil 2.2).
Gen ontoloji analizleri artan yonde dizenlenen genlerin korolla, petal, androkeum,
ginekeum ve gametofit gelisiminde fonksiyon gordigi bildirilmistir. Ayni arastiricilar,

transport ve hilcre ceperi organizasyonu ile ilgili genlerin gigek gelisimi sirasinda



diizenlendigini rapor etmislerdir. Ayrica, gicek gelisimi sirasinda 111 transkripsiyon
faktorindn farkl sekilde ifade oldugu da belirlenmistir. Cicek gelisimi sirasinda MADS-
kutusu ailesine ait bircok genin ifade seviyesinde farkhlik belirlenmistir. Cicek organ

gelisiminde fonksiyon goren A, B, C, D ve E sinifi birkag gen de tespit edilmistir (Singh et

al. 2013).
(a)
FB1 FB2 FB3 FB4 FL1 FL2 FL3 FL4
(b) 35 000 - mm Ortak
B En az iki dokuda ifade
32 500 | B Dokuya spesifik

Gen sayisi
N
q
(4]
(=]
o

30 000 -
25 000
22 500
20 000 -

o/l HN NN BN BN BN BN BN BN BN BN

GS YL SAM FB1 FB2 FB3 FB4 FL1 FL2 FL3 FL4

Sekil 2.2 Nohutta gicek gelisimi sirasinda gen ifadesi profili. GS, ¢cimlenen fide; YL, geng yaprak;
SAM, govde apikal meristem; FB1-FB4, cicek tomurcugu evreleri; FL1-FL4, cicek
evreleri (Singh et al. 2013’den degistirilerek)

mRNA’'nin alternatif islenmesi, post-translasyonel modifikasyonlar ve proteinlerin
proteolizinden dolayi tek bir genden bircok protein (retilebilmektedir. Bu nedenle,
transkripsiyonel seviyede gen ifadesi analizleri birgcok biyolojik siiregle ilgili dnemli
bilgiler saglamis olmasina karsin, bircok gen icin transkripsiyonel ve translasyonel
seviyeler arasinda tutarsizliklar bulunmaktadir (Sedeek et al. 2013, Zeng et al. 2013,
Wu et al. 2014). Proteinler bircok biyokimyasal slirecte son belirleyici faktorler olarak
fonksiyon gormektedir. Bu nedenle, biyokimyasal siireclerde fonksiyon goren
proteinlerin analizi olan proteomik, biyolojik gelisim siireclerinin anlasiimasinda 6nemli

bilgiler saglamaktadir (Li et al. 2016).



iki yonlu elektroforez (2-DE) cicek gelisimi ile ilgili proteomik analizlerde kullanilan
yaygin metotlardan biridir (Cizelge 2.2). Bu yontem androkeum (Lopez-Casado et al.
2012, Zaidi et al. 2012), ginekeum (Wagner et al. 2007, Rejon et al. 2013) ve petal
(Sedeek et al. 2013, Li et al. 2014, Deng et al. 2015) gibi cicek organlarindan izole
edilen proteinlerin ayristiriimasinda kullaniimistir (Cizelge 2.2). Bununla birlikte,
izotopik etiketleme 2-DE jellerde proteinlerin belirlenmesi icin hassas bir metottur.
DIGE (Differential In-Gel Electrophoresis) ise en ¢ok kullanilan fliioresan etiketleme
metotlarindan biridir goren proteinlerin

ve gelisimsel slreglerde fonksiyon

belirlenmesinde kullaniimaktadir (Sheoran et al. 2009, Shi et al. 2010).

Cizelge 2.2 Farkl bitki tirlerinde gicek biyolojisi tGizerine yapilan proteomik ¢alismalar (Li et al.
2016’dan degistirilerek)

Cicek kismi  Tir Organ/Doku Ayristirma  MS analizi Kaynak
Korolla Gl Cicek 2-DE MALDI-TOF MS Dafny-Yelin vd.
tomurcugu, 2005
Olgun gigek
Petunya Tozlagsmamis ve 2-DE LC-MS/MS Baivd. 2010
tozlasmis gicek
Soya fasulyesi Cicek 2-DE MALDI-TOF MS Ahsan ve
tomurcugu, Komatsu 2009
Agmis gicekler
Cymbidum ensifolium  Labellum, 2-DE MALDI-TOF/TOF MS Deng vd. 2015
i¢ lateral
petaller
Pedisel Domates Etilen iTRAQ NanoLC-MS/MS Zhang vd. 2015
uygulanmis
cicek pediseli
Androkeum  Celtik Anterler 2-DE MALDI-TOF MS Kerim vd. 2003
A. thaliana Olgun polen 2-DE ESI-MS/MS Holmes-Davis
vd. 2005
Celtik Olgun polen 2-DE MALDI-TOF MS Dai vd. 2006
taneleri
Kanola Olgun ve DIGE MALDI-TOF/TOF MS Sheoran vd.
¢imlenen polen 2009
Tritikale Farkh gelisim 2-DE LC-Nanospray-Q-TOF Zaidi vd. 2012
evrelerindeki
polenler
Ginekeum Misir Yumurta 2-DE LC-MS/MS Okamoto vd.
2004
Soya fasulyesi Tozlagmig ve 2-DE MALDI-TOF MS Livd. 2012
tozlasmamis
pistil
Tutln Kuru ve 1slak 2-DE MALDI-TOF/TOF MS Sang vd. 2012

stigma




2.2.1 Hiicresel Seviyede Gelisimsel Siirecler

Hiicre boéliinmesi, bitki bliylime ve gelismesinde ¢cok 6nemli bir siirectir (Inzé and De
Veylder 2006). Proteomik analizler hiicre bolinmesi sirasinda metabolizma, enerji ve
protein sentezinin kontrolii gibi islevlerin aktif oldugunu gostermistir. Medicago
truncatula bitkisinin kék meristemi ve ¢ogalan protoplastlari gibi béliinen dokularinda
stresle iliskili proteinlerin biriktigi bildirilmistir (Holmes et al. 2006, de Jong et al. 2007).
Her iki doku tipinde de PR-10 ve sicaklik soku proteinleri gibi patojen ile iliskili
proteinlerin bolinen dokularda daha yiksek seviyede oldugu belirtilmistir. Bununla
birlikte, anneksin proteininin farkli sekilde dizenlenmesinin polen c¢imlenmesi,
pamukta fiber uzamasi ve somatik embriyogenez gibi gelisimsel suregler ile iliskili
oldugu bildirilmistir (Sekil 2.3) (Dai et al. 2007, Zhao et al. 2010, Laohavisit and Davies
2011).

Reaktif oksijen tirleri (ROT) ve ROT larla iliskili proteinler hiicredeki redoks sinyalinin
onemli bilesenleridir. Fotosentez veya fotosolunum gibi hiicresel faaliyetler sonucu
olusan ROT’lar ve ROT metabolizmasi ile iligkili proteinler 6zellikle stres kosullarinda
bitki gelisiminin diizenlenmesine katkida bulunmaktadir (Foyer ve Noctor 2003,
Pignocchi et al. 2006). Bununla birlikte, ROT’larin hiicre dongisiinin diizenlenmesinde
de rol oynadig bildirilmistir (Foyer ve Noctor 2005, Pasternak et al. 2007). Proteomik
calismalar askorbat peroksidaz, dehidroaskorbat rediiktaz, glutatyon transferaz ve
superoksit dismutaz gibi oksidatif stresle iliskili proteinlerin yiksek hicre bolinmesi
aktivitesi ile baglantili oldugunu gostermistir (Holmes et al. 2006, Lee et al. 2008, Shi et
al. 2008). Bu bulgular, bazi ROT ile iligkili proteinlerin hiicre bdélinmesinin

kontroliindeki fonksiyonel rollerini gostermektedir.

Mitoz ve sitokinez sirasinda aktin filamentleri ve mikrotiibul dizileri profaz bandi ve
fragmoplast olusumu sirasinda ©6nemli roller oynamaktadir (Petrasek and
Schwarzerova 2009). Hicre boliinme aktivitesindeki artisa, aktin-depolimerize edici

faktor 2 gibi aktin baglayici proteinlerin bollugundaki artisin eslik ettigi bildirilmistir.



APX, DHAR, PR-10, HSP, MnSCD HSP90, HSP70 etkilesimli protein
Tubdlin, miyozin, ADF2, anneksin Tublin, aktin, profilin, anneksin, TFC-A
Sistein proteaz, Ras iliskili protein, SNF7,
sistein proteaz inhibitori GDP’ayirma inhibitérii
Polen gimlenmesi ve biiytimesi Zigotik embriyogenez Somatik embriyogenez

HSP70 APX, DHAR, MnSOD, GST, GPX
Tlbdlin, anneksin
Cogalan hticre niiklear antijeni,
DRT102

Rab11b, V-tip ATPaz
Tabdlin, profilin, miyozin XI, anneksin
Kalretikulin, disilfit izomeraz

14-3-3 protein, kalmodulin

Cicek geligimi

Fosfoglukomutaz,
izoflavon rediiktaz, kalkon rediiktaz

Katanin p60 ATPaz
Disulfit izomeraz

Tohum gelisimi
Peroksiredoksin, APX

) alfa-ksilozidaz,
tip Illa membran proteini cp-wap13

visilin benzeri depo proteini
Glutamin sentaz

Yaprak geligimi

HSP70, ATP-bag |m|| CTP proteaz,
CPN-60,

31 kDa Ilkoproteln
fruktokinaz

Y

Tohum ¢imlenmesi
Kok gelisimi %’ APX, MDAR, GST, HSP
T 208, 268 proteazom altbirimleri

Piridoksin biyosentez proteini Disiilfit izomeraz, BiP

7

Rl Kaffeoil-KoA 3-O-metiltransferaz,
Distilfit izomeraz \ ekspansinler
Embriyonik protein DC-8

Sekil 2.3 Bitki gelisiminin farkli evrelerinde fonksiyon goéren bazi dnemli proteinler (Takac et al.
2011’den degistirilerek). APX = askorbat peroksidaz, DHAR = dehidroaskorbat
rediktaz, PR-10 = patojenez ile iliskili protein 10, MnSOD = mangan siiperoksit
dismutaz, HSP = sicaklik soku proteini, ADF2 = aktin depolimerizasyon faktort 2, TFC-

= tibulin sekillendirme kofaktérii A, ADH = alkol dehidrogenaz, MDH = malat
dehidrogenaz, GST = glutatyon S-transferaz, GPX = glutatyon peroksidaz, MDAR =
monodehidroaskorbat rediiktaz, CPN-60 = saperonin 60.



Bununla birlikte, aktin filamentlerine ek olarak alfa-tibulin proteininin bollugundaki
artis Medicago truncatula’nin meristematik olmayan dokularina gére meristematik kok
hiicrelerinde belirlenmistir (Holmes et al. 2006). Ayrica, enerji Gretimi ile iligkili 76 kDa
mitokondriyal kompleks | alt biriminin artan yonde diizenlenmesinin hiicre boliinmesi

sirasinda artan enerji Gretimiyle iliskili oldugu bildirilmistir (Shi et al. 2008).

Hlicre bolinmesine benzer olarak hiicre uzamasi da cevresel uyaricilar ve
brassinosteroid, oksin ve sitokininler gibi bitki blylime dizenleyicileri tarafindan
kontrol edilmektedir. Hiicre uzamasi ve genislemesinin arastirilmasi icin genellikle
pamukta fiber olusumu ve polen tiplu modelleri kullanilmaktadir (Yang et al. 2008,
Pang et al. 2010). Hiicre uzamasi aktin ve mikrotliibll hiicre iskeleti dinamikleri
tarafindan belirlenmektedir (Chan et al. 2007). Uzama inhibisyonu gosteren mutant
pamuk fiberlerinde alfa-tlbilin, beta-tlibilin, tliblin olusturan kofaktor-A ve profilin
proteinlerinin azalan yonde diizenlendigi proteomik ¢alismalarla belirlenmistir (Pang et
al. 2010, Zhao et al. 2010). Bununla birlikte, fiber uzamasi sirasinda bes aktin ve iki
beta-tlbilin izoformunun artan yénde dizenlendigi rapor edilmistir (Yang et al. 2008).
Ayrica hicre iskeleti ile etkilesim halinde bulunan bes anneksin izoformunun fiber
uzamasinda fonksiyon gordiigi bildirilmistir. Diger taraftan, vakuolar ayrilma proteini
SNF7 ve koatomer benzeri protein gibi vezikiiler tasinma dizenleyici proteinlerin
mutant pamuk fiberlerinde baskilandigi bildirilmistir (Zhao et al. 2010). Redoks
homeostazisinin stirdirilmesinin yani sira artan translasyonel aktivitenin fiber uzamasi
ile baglantili oldugu bildirilmistir (Yang et al. 2008, Zhao et al. 2010). Bu proteomik
veriler hiicre uzamasinin sinyal, yapisal ve metabolik seviyedeki hiicresel yollarla iliskili
oldugunu gostermektedir (Sekil 2.3) (Takac et al. 2011). Hiicre ceperi biyogenezi ve
yeniden modellenmesi hiicre béliinmesi ve uzamasini diizenleyen primer faktérlerdir.
Hiicre ceperi biyosentezi ile iliskili proteinlerin olgun polenlere goére cimlenen
polenlerde daha fazla oranda biriktigi rapor edilmistir (Sheoran et al. 2009, Zou et al.

2009).



Somatik ve gametik embriyogenez in vitro kosullarda gelisimsel ¢alismalar icin model
sistemler olarak kabul edilmektedir. Manyok (Li et al. 2010), mese (Gomez et al. 2009),
portakal (Pan et al. 2009), asma (Marsoni et al. 2008), siklamen (Bian et al. 2010),
borilce (Nogueira et al. 2007) ve hurma (Sghaier-Hammami et al. 2009) gibi bitki
turlerinde proteomik yaklagim kullanilarak somatik embriyogenez sirasinda meydana
gelen proteom degisimleri arastirilmistir. Stres kosullari hiicrelerin embriyonik duruma
gecmelerine neden olabileceginden, somatik embriyogenezde stresle iliskili
proteinlerin Uzerine durulmustur. Asmada askorbat peroksidaz ve mangan siperoksit
dismutaz ve portakalda glutatyon peroksidaz, glutatyon S-transferaz ve fosfolipid
hidroperoksit gibi oksidatif stresle iliskili proteinlerin somatik embriyogenez sirasinda
farkl sekilde diizenlendigi bildirilmistir (Marsoni et al. 2008, Pan et al. 2009, Zhang et
al. 2009). Ayrica askorbat metabolizmasinin mikrospor kaynakli embriyo gelisiminde
fonksiyon gordigi belirtilmistir (Joosen et al. 2007). Somatik hicreler, somatik
embriyo icerisinde gelismek icin hiicre bolinmesi aktivitesini yeniden kazanmak
zorundadirlar. Bu nedenle, hilicre boélinmesi ile iliskili proteinlerin embriyogenez
sirasinda aktive oldugu belirtilmistir (Marsoni et al. 2008, Pan et al. 2009). Ayrica hiicre
bolinmesi ile iliskili tObllin gibi hicre iskeleti proteinleri farkli sekilde
dizenlenmektedir (Baba et al. 2008, Li et al. 2010). Somatik embriyogeneze ek olarak,
proteomik analizler zigotik embriyogenezle iliskili proteinlerin tanimlanmasi igin de
kullanilmistir (Koshino et al. 2008, Franco et al. 2009, Sghaier-Hammami et al. 2009).
Zamana bagh analizler, zigotik embriyogenez sirasinda artan enerji gereksinimini

gostermistir (Franco et al. 2009, Sghaier-Hammami et al. 2009).

2.2.2 Organ Seviyesinde Gelisimsel Siiregler

Bitki gelisimi vejetatif ve generatif gelisim evreleri olarak ikiye ayrilmaktadir. Vejetatif
gelisim tohum ile baslayip ciceklenmenin baslamasi ile sona ererken, generatif evre
cicek organlarinin olusumu ile baslayip tozlagsma ile sona ermektedir (Schnable et al.
2004). Bu gelisimsel evreler, i¢sel genetik program ve digsal sinyallere cevap ile kontrol

edilmektedir (Hochholdinger et al. 2006).
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2.2.2.1 Vejetatif Organlarin Proteomik Analizleri

Yiksek bitkilerde tohum gelisimi embriyo ve endosperm gelisiminden olusmaktadir
(Schnable et al. 2004). Proteomik analizler tohum gelisiminin erken evrelerinde aktif
bir oksidatif metabolizmanin (askorbat peroksidaz ve peroksiredoksin) oldugunu
gostermistir. Hiicre g¢eperi uzamasi (alfa-ksilozidaz ve tipllla membran proteini cp-
wapl13) ile ilgili proteinlerin Araucaria angustifolia tohum gelisimi sirasinda artan
yonde diizenlendigi rapor edilmistir (Balbuena et al. 2009). Tohum gelisiminin son
evrelerinde depo proteinleri (visilin benzeri depo proteini) ve solunumla ilgili
proteinlerin (triozfosfat izomeraz, fruktoz-bifosfat aldolaz ve izositrat dehidrogenaz)
yuksek seviyede biriktigi bildirilmistir. Erken kotiledon evresinde glutamin sentazin
artan yonde dizenlenmesi bu evrede glutaminin glutamik aside dontsimuniin aktif
oldugunu gostermektedir (Balbuena et al. 2009). Benzer olarak, Lotus japonicus
bitkisinin bes farkh gelisim evresindeki tohumlarinda yapilan proteomik analizler,
tohum gelisimi sirasinda glutamat metabolizmasinin oldukga aktif oldugunu
gostermistir (Nautrup-Pedersen et al. 2010). Jatropha curcas bitkisinin kuru
tohumlarinda yapilan proteomik analizler, endosperm ve embriyoda nispeten benzer
protein ifade profillerinin oldugunu ortaya koymustur (Liu et al. 2009). Cunninghamia
lanceolata bitksinin tohum gelisimi sirasinda programlanmis hicre olimua ile ilgili
proteinlerin yani sira karbon metabolizmasi, metiyonin metabolizmasi, enerji liretimi,
protein sentezi ve depolanmasi, hastalik/savunma, hiicre iskeleti ve embriyo gelisimi

ile ilgili proteinlerin ifade seviyelerinde farkliliklar belirlenmistir (Shi et al. 2010).

Bitkilerde yapraklar fotosentez ve transpirasyonun gerceklestigi ana organlardir. Bu
nedenle, yaprak gelisimini cesitli yonlerden ele alan bircok proteomik calisma
gerceklestirilmistir. Yaprak proteomunda ribuloz-1,5-bifosfat karboksilaz/oksijenaz
(RuBisCO) en fazla bulunan protein olup; bazi tirlerde toplam yaprak proteinin
neredeyse yarisini olusturabilmektedir (Rose et al. 2004). Yaprak gelisimi sirasinda
sicakhk soku proteinlerinin (HSP’ler) kloroplast gelisiminde 6nemli bir rol oynadig
rapor edilmistir (Jackson-Constan et al. 2001, Constan et al. 2004). Stromal 70 kDa

sicakhk sokuyla ilgili protein, ATP—bagimh Clp proteaz ATP—baglayici alt birim clpC
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homologu, 70 kDa sicaklik soku kdkenli protein 2 ve RuBisCO biiyiik alt birim—baglayici
protein alt birimi b (CPN—60) dahil olmak Gzere bir grup saperonun unifoliat ve olgun
trifoliat evrelere gore ilk trifoliat yaprakli evrede en az li¢ kat daha fazla seviyede

biriktigi gosterilmistir (Ahsan ve Komatsu 2009).

Bezelye yaprak proteomu calismasinda, ekimden 4-24 giin sonra 130 yaprak
proteininin tanimlanmasina neden olan bir referans harita olusturulmus ve gévde ve
yaprak proteinlerinin oldukca benzer bir proteom haritasi oldugu ortaya cikariimistir
(Schiltz et al. 2004). Bu yaprak proteom haritasi, azot mobilizasyonu sirasinda yaprak
proteinlerinin kantitatif varyasyonlarini analiz etmek icin kullanilmis ve proteinlerin
%40'Inin yaprak gelisimi sirasinda bolluklarinda 6nemli degisiklikler gosterdigi ortaya

konulmustur (Schiltz et al. 2004).

Misir lateral ve embriyonal kok olusum mekanizmalari, kok olusturamayan ruml
(Saleem et al. 2009) ve rtcs (Muthreich et al. 2010) musir mutantlar kullanilarak
karsilastirmali proteomik yaklasimlarla kapsamli bir sekilde incelenmistir. Rum1 mutant
hatti, embriyonal ve lateral kok olusumunda degisirken, rtcs hatti embriyonal kdkler
olusturmaz. Rtcs ve yabani tip misir embriyolarinin karsilagtiriimasi, enerji Gretiminde
farkliliklar géstermistir. Ustelik, protein katlanmasinda yer alan disiilfid izomerazlarin
yani sira embriyonik protein DC-8’in farkli kok tiplerinin olugmasi igin gerekli olan gesitli
yolaklarda genel olarak bir role sahip oldugu gorilmistiir (Muthreich et al. 2010). Buna
ek olarak, rum1 transgenik hat Uzerindeki proteomik ¢alismada, piridoksin biyosentezi
ile ilgili proteinlerin kdk olusumundaki RUM1-bagimli yolaga dahil oldugu ortaya
cikarilmistir (Saleem et al. 2009). Lateral koklerin olugsmasi perisikl hiicre tabakasinda
meydana geldiginden, perisikl ve perisikl olmayan hicreler lazer-yakalama
mikrodiseksiyonu kullanilarak hasat edilmis ve karsilastirmali bir proteomik g¢alismaya
tabi tutulmustur (Dembinsky et al. 2007). Metabolizma, enerji ve savunma-iliskili
proteinlerin, perisikl olmayan hiicrelere goére perisikl hiicrelerinde tercihli olarak
biriktigi bulunmustur. ilging olarak, bu veri setinin onceki transkriptomik verilerle

karsilastirilmasi, perisikl 6zgillesmesi ve lateral kok olusumunun farkli molekiler aglar
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aracihgiyla dizenlendigini ortaya koymustur. Kok, gévde ve yaprak proteomlarindaki
gelisimsel degisiklikler, tomurcuklanma sonrasi ilk 10 hafta boyunca piringte takip
edilmistir (Nozu et al. 2006). ilging olarak bu calisma, tim dokulardaki tim gelisim
evrelerinde 19 proteinin mevcut oldugunu gostermistir. Bunlar arasinda metabolik
proteinlerin yani sira katalaz izozim A, stperoksit dismutaz, askorbat peroksidaz ve
peroksiredoksin gibi oksidatif strese bagli proteinlerin de varligi belirlenmistir. Diger
taraftan, ozellikle kloroplastlara niiklear kodlanmis kloroplastik proteinin taginmasinda
yer alan protein tasinim diizenleyici proteinleri muhtemelen soya fasulyesinde yaprak
gelisimi ve olgunlasmasiyla iliskilendirilmistir (Ahsan and Komatsu 2009). Pinus
sylvestris L. var. Mongolica’nin tomurcuk dormansisi tesviki ve serbest birakilmasinin
mekanizmasi calismak icin tomurcuk gelisimi sirasinda proteom degisiklikleri
calisilmistir (Bi et al. 2010). Stres-tesvikli askorbat peroksidaz, patojenez-iliskili
proteinler ve sicaklik soku proteinleri tomurcuk dormansisi tesvikinde rol almaktadir.
Diger taraftan, protein sentezi, hiicre ¢eperi biyogenezi ve hiicre iskeletinde yer alan
proteinler, dormansinin serbest birakilmasi sirasinda artan yonde diizenlenmistir.
Ustelik, metabolizmadaki degisiklikler dormansi tesviki sirasinda karbohidrat ve protein
rezervlerinin birikiminin yani sira dormant tomurcuk bliyime evresine gectiginde

karbohidrat ve protein rezervlerinin mobilizasyonunu da gostermistir (Bi et al. 2010).

2.2.2.2 Cicek ve Cicek Organlarinin Proteomik Analizleri

Gelisimin generatif evresi Greme organlarinin olusumuyla baslar ve tozlasmayla
sonlanir. Bu gelisimsel evrenin gesitli belirtileri proteomik arastirmalarla incelenmistir.
Yiksek vyapili bitkilerde polen olusumu, stamende meydana gelen c¢ok iyi
programlanmis bir sire¢ olup; son olarak polen tanelerinde farkhlasan haploid
mikrosporlarin olusumuna neden olur. Piringte, genc mikrospor evresinde anterlerin
proteomunun bir referans haritasi, 53 anter proteininin tanimlanmasina neden olmus
(Imin et al. 2001) ve mikrospor gelisiminin anlasilmasi igin 6nemli bir temel
olusturmustur. Benzer sekilde, Arabidopsis'de olgun polen proteomu calisiimis ve 121

farkh proteini temsil eden 145 en bol protein spotu tanimlanmistir (Noir et al. 2005).

13



Cicek ve tomurcuk proteomlarinin karsilastiriimasi, artan yonde regile olan
fosfoglukomutaz ve azalan yonde reglle olan glikoprotein ile tiretilen sukroz
olusumunun, olgun cicekte petal bliyimesi ve renk gelisiminde 6nemli olan flavonoid
ve antosiyanin ile iligkili genlerin bir uyaricisi olabilecegi ileri striilmektedir. Katanin
p60 ATPaz aracili aktif organel transportunun yani sira protein birligi de cicek gelisimi
icin 6nemlidir (Sekil 2.3). ilgin¢ olarak, kdk olusumuna karistigi gosterilen disiilfid
izomeraz (Dembinsky et al. 2007, Muthreich et al. 2010), ciceklerde de gelisimsel
olarak diizenlenmistir (Ahsan and Komatsu 2009). Kok ve cicek gelisimine katilan bu
protein, patates yumrulari gibi diger organlarda da 6nemli rol oynamaktadir (Agrawal

et al. 2008).

Ben-Meir vd. (2002), cicek gelisimindeki hiicre genisleme fazi sirasinda, esas olarak
flavonoidler, karotenoidler ve ¢ok sayida koku bilesigi gibi sekonder metabolitlerin
Uretiminde rol alan cesitli metabolik yollar ve iliskili genlerin aktive edildigini
bildirmistir. Bununla baglantili olarak, lipoksigenaz, S-adenozil metiyonin sentaz,
glutamin sentetaz, izoflavon rediiktaz homologu 2 ve kalkon rediiktazi iceren bazi
proteinlerin fonksiyonlarinin cicek ve/veya petal gelisim streciyle iliskili oldugu
bilinmektedir (Morey et al. 2002, Mandaokar et al. 2003, Wasternack 2007). Bu
proteinlerin diferansiyel reglilasyonu, daha oOnce vyayinlanmis transkriptomik ve
proteomik analizlerde de kaydedilmistir (Dafny-Yelin et al. 2005, Laitinen et al. 2007).
Bircok cicek, tozlastiricilari cekmek icin kullanilan ¢ok sayida renkli petal bulunduran
blyik bir korollaya sahiptir. Petal gelisimi hiicre bolinmesi ve hiicre genislemesini
iceren iki faza ayrilabilir. Hlicre genisleme fazi sirasinda, en belirgin 6zelliklerden biri,
petal boyutunun artmasidir. Cigek renginde ve kokusunda yer alan ¢ok sayida sekonder
metabolit (flavonoidler, karotenoidler ve metil benzoat) olusturulur (Dudareva et al.

2004).

Cicegin omri tam olarak diizenlenir ve programlanir; ¢iinki korollanin yapisi, rengi ve

kokusunun surdlrilmesi metabolik enerji ve suya ihtiyag duymaktadir. Bitkiler, gicek
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tozlastiktan sonra veya artik tozlagsma igin alici olmadiginda aktif hale gelen bir korolla
yaslanma mekanizmasini gelistirmislerdir. Yaslanma sirasinda, ¢ogu gen, nikleik
asitleri, proteinleri, lipitleri, yag asitlerini, hiicre geperi ve zar bilesenlerini pargalayarak
artan yonde diizenlenir. Genlerin kiicik bir alt kiimesi, karbohidratlarin tasinmasi ve
petallerden mineral besin maddelerinin kurtariimasi gibi besinlerin yeniden harekete
gecirilmesinde rol oynamaktadir (Jones 2013). Petunya'da (Petunia hybrida) cicek
aciimasindan 0, 24, 48 ve 72 saatte ve tozlasmadan sonra 24, 48 ve 72 saatte
tozlasmamis petunya korollalari arasinda iki grup proteomik harita karsilastirilmistir
(Bai et al. 2010). Yz otuz Ug farkl protein tespit edilmistir. Yaslanma siirecinde artan
proteinlerin ¢gogu savunma ve stres tepkilerini kapsar. Bu, yaslanma sirasinda dokuyu
patojen saldirisi veya reaktif oksijen tlird (ROT) hasarindan koruyabilir ve besleyici

transport icin hiicresel bilesenleri pargalayabilir (Buchanan-Wollaston et al. 2005).

Erkek Ureme islevleri stamende gerceklesir. Anter, mayoz gecirerek haploid
mikrosporlar olusturan diploid sporojen hiicreler icerir. Mikrosporlar, hicre
iskeletlerinin  aracihik  ettigi  sitoplazmik  yeniden  yapilanmaya  6rnegin,
polarlastirilabilirlige maruz kalir. Sonunda kutuplasmis hicreler polen tanelerine
dondisir. Olgun polen taneleri metabolik olarak inaktiftir, ancak stigma lizerinde bir kez
tozlastiginda hizla gimlenir ve polen tiipliniin bliyimesini tetiklenir. Son on yilda, polen
gelisimi slirecinin anlasilmasina yonelik 6nemli ilerleme kaydedilmis ve bircok yeni gen
tespit edilmistir (Suzuki et al. 2009, Wilson et al. 2009). Bu genlere karsilik gelen
proteinler polen gelisimi, polen cimlenmesi ve polen tip bliyimesi ile stigma/iletici
dokular veya disi gametofit ile etkilesime girer (Becker et al. 2003). Polen gelisimini
proteomik bakimdan incelemek icin bircok caba harcanmistir. Piringte, farkh gelisimsel
asamalardaki anter proteomik profilleri karsilastirilmis ve 150 farkli sekilde ifade edilen
protein belirlenmistir. Tanimlanan otuz (¢ proteinin bilyidk cogunlugunun seker
metabolizmasi, hilicre uzamasi ve hiicre genislemesi ile yakindan iliskili oldugu ve
bunlarin hepsinin polen gimlenmesi igin 6nemli oldugu da belirlenmistir (Kerim et al.
2003). Arabidopsis'te olgun polenin proteomik referans haritasi yapiimistir (Holmes-

Davis et al. 2005). Toplam tanimlanan 135 farkli proteinin %50’sinin metabolizma
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(%20), enerji Uretimi (%17) veya hicre yapisi (%12) ile ilgili oldugu belirlenmistir.
Avyrica, Arabidopsis'teki olgun polen ve polen tiplerini karsilastirmak icin de proteomik
analiz kullanilmistir (Zou et al. 2009). Triticale'de (Triticosecale), olgun polen proteinleri
incelenmistir (Zaidi et al. 2012). ekspansinler, profilinler ve bircogu polen allerjenleri
olan gesitli enzimleri iceren toplam 17 farkli protein ailesi tanimlanmistir. ilgili genlerin
cogunlugu gelismekte olan anterler ve polenlerde ifade edilirken, glukanaz, glutatyon
peroksidaz, glutaredoksin ve profilin farkl Greme ve vejetatif dokularda yaygin olarak
ifade edilmektedir. Kanola bitkisinde olgun ve ¢cimlenen polenlerin proteomik profilleri
karstlastirilmis ve 130 farkli protein tanimlanmistir (Sheoran et al. 2009). Cimlenen
polende artan yonde dizenlenen proteinlerin ¢ogu, karbohidrat metabolizmasi,
protein metabolizmasi, hiicre c¢eperinin yeniden bicimlenmesi, hiicre iskeleti
dinamikleri, nikleotid ve amino asit metabolizmasi, sinyal iletimi ve stres cevabi ile

iliskili bulunmustur (Sheoran et al. 2009).

Ginekeum bir cicegin disi (reme organlaridir. Ginekeum bir veya daha fazla pistile
sahip olabilir ve her pistil bir veya daha fazla kaynasmis karpelden olusur. Karpeller li¢
bolimden olusur: polenin gelip vyerlestigi stigma, stilus ve ovaryum. Ovaryum,
dollenme ve takiben embriyogenez icin farklilasmis ovdiller iceren organdir. Disi
organlarda onemli protein bilesenlerinin tanimlanmasi, disi gametogenezis, dollenme
ve erken embriyogenezin mekanizmalarini analiz etmek icin ipucglari saglamaktadir.
Misirda, yumurta hicresi lizatlarindan turetilmis protein bilesenleri tanimlanmistir
(Okamoto et al. 2004). Proteinler glikolitik yolagin Uc¢ sitozolik enzimini [G3PDH, 3-
fosfogliserat kinaz (PGK) ve TPI] ve iki mitokondriyal proteini [ATP sintaz B-altbirimi ve
bir adenin nikleotid tasiyicisi (ANT) olan annexin p35’i] icermektedir. Bu proteinlerin
bollugu yumurta hicresi, erken embriyo, merkezi hiicre ve slispansiyon hicresi
arasinda karsilastirilmistir. Annexin p35, yumurta hiicresinde yiiksek oranda ve spesifik
olarak ifade edilirken, G3PDH, PGK ve ANT, yumurta hiicrelerinde merkezi ve kiiltir
hicrelerinden daha yiiksek seviyelerde ifade edilmistir. Yumurta hiicresi ve zigotta,
anneksin p35 délleme ile tetiklenen sitosolik Ca*™ diizeylerinin artmasiyla tesvik edilen

hiicre ¢eperi materyalinin ekzositozuna katilir (Okamoto et al. 2004). Piringte yumurta
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hiicreleri izole edilmis ve lizatlari ayrilmistir (Uchiumi et al. 2007). Sitoplazmik glikolitik
enzim G3PDH, histone H4, sitoplazmik askorbat peroksidaz (APX) ve molekiler

saperonlarin (HSP82) HSP90 familyasinin bir Gyesini iceren proteinler tanimlanmigtir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1 Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Eber Sarisi (Thermopsis turcica Kit Tan, Vural & Kiglikoduk) bitkisinin cicek durumlari,
Eber Goli’niin glineyindeki (38°36' K, 31°09' D, 968 m rakim) dogal yayilis alanlarindan,
bitkinin giceklenme dénemi olan 2013 yilinin Mayis ayinda rastgele 6rneklenmistir
(Sekil 3.1). Bitkinin sadece rasemoz gicek durumunu iceren kisimlari kesilip, distile su
iceren siselere alindiktan sonra oldukca hizli bir sekilde laboratuvara transfer edilmistir.
Ornek homojenitesini saglamak icin tomurcuk halindeki (yaklasik 1 cm) ve tamamen
acmis (yaklasik 2.5 cm) cicekler en az bes farkl bitkiden olacak sekilde érneklenmistir
(Sekil 3.2). Her iki 6rneklemede de cicekler bir biitiin olarak kesilip alinmistir. ikinci ve
Ugclinci tekrara ait orneklerin her biri farkli beserli gruplar olusturulan bitki
materyallerinden érneklenmistir (Sekil 3.2). Bu sekilde g tekrarh olarak érneklenen ve
aliminyum folyoya sarilan tomurcuk halindeki ve tamamen agmis cicek 6rnekleri sivi
azot icerisinde dondurulmus ve proteomik analizler yapilincaya kadar —80°C'de

saklanmistir.
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Sekil 3.1 T. turcica 6rnekleme alani.
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Cicek Tamamen
Cicek durumu tomurcugu acmis cicek

Sekil 3.2 T. turica’nin gicek durumu, gicek tomurcugu ve tamamen agmis gigegi.

3.2 Proteomik Analizler

3.2.1 Protein Ekstraksiyonu

Cicek tomurcuklari ve tamamen agmis gigceklerden proteinlerin ekstraksiyonu fenol
metoduna gore gerceklestirilmistir (Hurkman and Tanaka 1986, Ahsan et al. 2008).
Dokular (1 g) havan ve tokmagi kullanilarak sivi azot igerisinde toz haline getirilmis ve
0,5 M Tris-HCI (pH 8.3), %2 v/v NP-40, 20 mM MgCl,, %2 v/v -merkaptoetanol, 1 mM
fenilmetansulfonilfluorid ve 0,7 M sukroz iceren 10 mL Mg/NP-40 ekstraksiyon
tamponunda homojenize edilmistir (Kim et al. 2001). Daha sonra homojenata esit
hacimde Tris-HCl ile doyurulmus fenol solliisyonu eklenmis ve 10 dakika boyunca
vortekslendikten sonra 5500 xg’de 15 dakika santriflij edilmistir. Santrifligasyondan
sonra Ust kissmda kalan fenol faz ayri bir tlipe alinmig ve tekrar ekstraksiyon tamponu
ile karistinlmis ve santrifij edilmistir. Santrifiigasyon sonrasi fenol faz yeni bir tipe
alinmis ve proteinlerin ¢oktirilmesi igin Gzerine 0,1 M amonyum asetat iceren 4 hacim
soguk metanol ilave edilmis ve -20°C’de inklbe edilmistir. Bu periyot sonunda
¢cOktirilmuis proteinler 10 dakika 3,500 xg'de santrifiij edilmis ve elde edilen protein
peleti 3 kez daha 0,1 M amonyum asetat iceren soguk metanol ile yikanmistir.

Slpernatant uzaklastirildiktan sonra tipte kalan peletler desikatérde kurutularak
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kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir. Peletler rehidrasyon tamponunda (7 M
urea, 2 M thiourea, %4 (w/v) CHAPS, 65 mM DTT ve %2,5 Ampholyte pH 3-10)
¢ozlinmis ve peletlerdeki protein miktarlari Bradford (1976)'a gére hesaplanmistir.

Protein standardi olarak Bovine Serum Albumin (BSA) kullaniimistir.

3.2.2 iki Yonlii Jel Elektroforezi

Cozunebilir protein profillerindeki polimorfizmler iki-yénli (2-D) poliakrilamid jel
elektroforezi (izoelektrik Fokuslama/Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi, IEF/SDS-PAJE) teknigi kullanilarak belirlenmistir. Elektroforezin ilk yoni
olan IEF’'de, Protean IEF Cell (Bio-Rad) sisteminde IPG (immobilized pH gradient)
stripleri (pH 4-7, 17 cm) kullanilarak proteinlerin izoelektrik noktalarina gore
ayristirlmasi saglanmistir. Stripler 100 pg protein iceren rehidrasyon tamponuyla
muamele edilmis ve Protean IEF Cell sistemine transfer edilmistir. Stripler 50 V akimda
aktif olarak rehidrate edilmistir. Rehidrasyon basamagindan sonra izoelektrik
fokuslama toplam 70.000 V olacak sekilde 20°C’de gerceklestirilmistir. IEF'den sonra
stripler 15 dakika dengeleme soltsyonu | [6 M urea, 0,375 M Tris-HCI, pH 8,8, %2 (w/V)
SDS, %20 (v/v) gliserol ve %2 (w/v) DTT] ve 15 dakika dengeleme soliisyonu Il [6 M
urea, 0,375 M Tris-HCI pH 8,8, %2 (w/v) SDS, %20 (v/v) gliserol ve %2,5 (w/v)
iodoacetamide] ile muamele edilmistir. Dengeleme basamagindan sonra ikinci yon olan
SDS-PAGE %12’lik akrilamid jelde (%30 akrilamid/bisakrilamid, 1,5 M Tris-HCl tamponu,
pH 8,8, %10 SDS, %10 amonyum persilfat ve TEMED) Laemmli (1970)'ye gore
gerceklestirilmistir.  2-D  elektroforez PROTEAN Il XL Cell (Bio-Rad)'de
gerceklestirilmistir. Protein standardi olarak Sigma molekiiler markor (MWSDS-70L,
Sigma, St. Louis, MO) kullanilmistir. Goriintl analizlerinin yapilacagi analitik jellerdeki
protein benekleri glimis boyama (Sinha et al. 2001) ile kitle spektrometrisi
analizlerinde kullanilacak jeller ise kolloidal Coomassie Brillant Blue (CBB) boyama ile

gorindr hale getirilmistir (Candiano et al. 2004).
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3.2.3 Goriintli Analizleri

Gumis boyal jeller ChemiDoc™ MP jel goriintileme sistemi (Bio-Rad) ile
gorintilenmistir. ifadesinde degisiklik gosteren (ifadesi artan ve/veya azalan ydnde
diizenlenen) protein benekleri PDQuest yazilimi (versiyon 8.0.1, Bio-Rad) ile saptanmis
ve nispi hacimleri temelinde miktarlari belirlenmigstir. Belirli bir protein beneginin
yogunlugu, jel goruntisindeki benegi olusturan tim piksellerin toplam yogunlugu
olarak tanimlanan protein hacmi olarak ifade edilmistir. Bununla birlikte, protein
miktar tayini, ornek yikleme veya jel boyama basamaklarinda meydana gelebilecek
olasi hatalar telafi etmek icin her bir protein beneginin hacmi, jelde bulunan tim

protein beneklerinin toplam hacminin ylizdesi olacak sekilde normalize edilmistir.

3.2.4 Jelde Triptik Kesim

Secilmis protein benekleri CBB boyali jellerden EXQuest Spot Cutter (Bio-Rad) cihazi
kullanilarak kesilmis ve 0.6 mL’lik steril tiplere alinmistir. Protein beneklerinin triptik
kesimi icin In-Gel Tryptic Digestion Kiti (Thermo Scientific) kullanilmistir. Fazla boyanin
uzaklastiriimasi igin kesilen jel pargalari 2 g/L amonyum bikarbonat %50 asetonitril
cozeltisi ile 37°C'de 30 dakika muamele edilmistir. Boya uzaklastirma g¢ozeltisi
tiplerden uzaklastirildiktan sonra indirgeme ve alkilasyon basamaklarina gegilmistir.
indirgeme basamag icin jel parcaciklari 50 mM Tris-(2-karboksietil)-fosfin cozeltisi
iceren 2 g/L amonyum bikarbonat ¢ozeltisi ile 60°C’de 10 dakika muamele edilmistir.
Bu periyot sonunda indirgeme c¢ozeltisi uzaklastirilmis ve alkilasyon icin jel parcaciklari
100 mM iyodoasetamid ile oda sicakhginda 1 saat inkibe edilmistir. Alkilasyon
tamponu uzaklastirildiktan sonra jel parcalari 2 g/L amonyum bikarbonat %50
asetonitril ¢ozeltisi ile 37°C'de 15 dakika muamele edilmistir. Jel parcalarini dehidrate
etmek icin oOrnekler konsantre asetonitril ile oda sicakliginda 15 dakika inkibe
edilmistir. Asetonitril ¢ozeltisi uzaklastinldiktan sonra 6rnekler oda sicakhginda
kurutulmustur. Daha sonra kurutulmus jel parcaciklari (izerine aktive edilmis tripsin (10
ng/uL) eklenmis ve 30°C’de gece boyunca inkiibe edilmistir. Bu sire sonunda tipler

icerisindeki ¢ozelti yeni bir tiipe alinmis ve vakum konsantratoér (Eppendorf, Germany)

21



ile kurutulmustur. Daha sonra kurutulmus 6érnekler 10 pL %0,1’lik trifloroasetik asit
(TFA) ile yeniden sispanse edilmis ve kitle spektrometrisi analizlerinde kullanilincaya

kadar -20°C’de saklanmistir.

3.2.5 Kiitle Spektrometrisi Analizleri

Kitle spektrometrisi analizleri icin %0,1’lik TFA’da ¢6zinmis peptidler ZipTip Cis
(Millipore, Bedford, MA, USA) kullanilarak konsantre hale getirilmistir. Peptid
¢Ozeltileri, %50 asetonitril ve %0,1 TFA ile doyurulmus 10 mg Lt a-cyano-4-
hydroxycinnamic asit (matriks) ile karistirlmistir. Daha sonra yaklasik 1 pL ¢ozelti
MALDI plakasina yerlestirilmis ve kurumasi saglanmistir. Kiitle spektrometrisi analizleri
AB Sciex TOF/TOF 5800 kitle spektrometrisi cihazi (Applied Biosystems, Framingham,
MA, USA) kullanilarak gerceklestirilmistir. Kiitle spektrumu (m/z 800-3000) pozitif iyon
reflektér modunda elde edilmistir. Her bir protein benegi icin MS modundan elde
edilen 10 pik MS/MS fragmentasyonu icin secilmistir. MS/MS modu 1 kV’lik ¢carpisma
(collision) enerijisi kullanilarak gergeklestirilmistir. Carpisma tesvikli fragmentasyon igin
carpisma gazi olarak hava kullanilmistir. Oncii MS spektrumlari icin internal kalibrasyon
olarak otolitik tripsin peptidleri kullaniimistir. Glu-Fib fragmentleri ile elde edilen
eksternal kalibrasyon ise MS/MS spektrumlarina uygulanmistir. MS/MS verileri GPS
Explorer (Applied Biosystem) ve MASCOT (Matrix Science, London, UK) yazilimlari
kullanilarak protein veri tabanlarina karsi taranmistir. Veri tabani aramasi SwissProt
protein veri tabanina karsi yapilmistir. Arama kriterleri olarak; Enzim, tripsin; degisken
modifikasyonlar, metiyonin  oksidasyonu;  sabit = modifikasyonlar,  sistein
karbamidometilasyonu; peptid toleransi, 50 ppm; MS/MS toleransi, 0.4 Da ve
taksonomi, Viridiplantae (yesil bitkiler) kullaniimistir. MS/MS verileri igin %95’den daha
blyik olarak belirlenen 6nemli derecede yiksek MASCOT skorlari, givenilir sekilde

tanimlanmis protein olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu arastirmada, Thermopsis turcica’nin farkl gelisim evrelerindeki (cicek tomurcugu ve
tamamen acmis cicek) cicek dokularindan ekstrakte edilen proteinlerin 3 tekrarli
profilleri 2-D (IEF/SDS-PAGE) yontemi ile belirlenmistir (Sekil 4.1). Elde edilen 2-D
jellerinde, protein profillerindeki degisimler PDQuest programi kullanilarak analiz
edilmistir. Bu programla, cicek tomurcuklarina gére tamamen a¢cmis ciceklerde ifade
seviyesi 2 kat veya daha fazla (>2) artan veya azalan 66 protein benegi belirlenmistir
(Cizelge 4.1). Bu protein benekleri MALDI-TOF/TOF kutle spektrometrisi ile analiz
edilip, Swiss-Prot veri tabanlari tarandiginda 32 tane protein basarili sekilde
tanimlanmistir (Cizelge 4.1). ifade seviyesinde degisiklik gdsteren proteinlerden 11’i
ifadesi artan yonde diizenlenen (up-regulated) ve 21’si ise ifadesi ise azalan yonde

dizenlenen (down-regulated) protein olarak belirlenmistir.

Tanimlanan 32 protein fizyolojik fonksiyonlarina gére transkripsiyon ve protein
metabolizmasi, stres savunma, enerji ve karbohidrat metabolizmasi, fotosentez, hiicre
ceperi ve hicre iskeleti, sekonder metabolizma ve amino asit metabolizmasi olmak
Uzere farkh kategorilere siniflandirilmistir (Cizelge 4.1). Mevcut arastirmada,
transkripsiyon ve protein metabolizmasi ile iliskili 8 proteinin (9, 15, 17, 32, 36, 37, 38
ve 50 nolu benekler) cicek tomurcuguna gore tamamen acmis ciceklerde farkli sekilde
ifade oldugu bulunmustur (Sekil 4.1, Cizelge 4.1). Bu proteinlerden B3 domain-
containing protein At5g60130 (benek 9) ve Coatomer subunit epsilon-1 (benek 38)’ln
ifade seviyesi tamamen a¢mis ciceklerde artan yonde diizenlemistir. Bununla birlikte,
okaryotik translasyon baslama faktéri 5A-2 (benek 15), 6karyotik translasyon baslama
faktori 5A-1 (benek 17), proteazom altbirim beta tip-1, proteazom altbirim beta tip-4
(36 ve 37 nolu benekler) ve 26S proteazom non-ATPaz diizenleyici altbirim 14 (benek
50) proteinlerinin ifade seviyesi tamamen acmis c¢iceklerde azalan yonde

dizenlenmistir (Sekil 4.1, Cizelge 4.1).
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N Cicek tomurcugu ' . Tamamen agiimis gicel

Sekil 4.1 Thermopsis turcica’nin gicek tomurcugu ve tamamen acmis ciceklerinden ekstrakte
edilen proteinlerin iki-yonli (2-D) elektroforetik profilleri. Total proteinler (80 ug) 17
cm’lik IPG striplere (pH 4-7) yiklenmis ve SDS-PAJE %12’lik jelde gergeklestirilmistir.
Proteinler gimiis boyama ile goriinlr hale getirilmistir. Jel profilllerinde oklar ile
gosterilmis ve numaralandiriimis (2-66) proteinler artan ya da azalan sekilde ifade
olan proteinlerdir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1 Thermopsis turcia’nin gicek tomurcugu ve tamamen agmis ciceklerinde farkli sekilde ifade olan ve tanimlanan proteinler.

Benek’ Aksesyon numarasi®  Protein® Teo. MA/pl® Den. MA/pl°  Skor' EP®  SC" Degisim
Transkripsiyon ve protein metabolizmasi
9 Y5013_ARATH B3 domain-containing protein At5g60130, Arabidopsis thaliana 37.2/4.39 15.2/6.37 56 5 9 +2.69
15 IF5A2_SOLLC Okaryotik translasyon baslama faktérii 5A-2, Solanum lycopersicum 17.5/5.78 18.1/5.59 216 5 24 -2.08
17 IF5A1_SOLLC Okaryotik translasyon baslama faktérii 5A-1, Solanum lycopersicum 17.3/5.71 18.7/5.75 261 8 23 -2.22
32 PSB1_ARATH Proteazom altbirim beta tip-1, Arabidopsis thaliana 24.6/6.95 27.1/6.76 258 7 20 -3.70
36 PSA4_PETHY Proteazom altbirim alfa tip-4, Petunia hybrida 27.2/5.60 28.1/6.27 274 11 14 -2.78
37 PSA4_PETHY Proteazom altbirim alfa tip-4, Petunia hybrida 27.2/5.60 28.6/6.58 357 12 14 -3.85
38 COPE1_ORYSI Coatomer altbirim epsilon-1, Oryza sativa 31.6/5.23 28.9/5.19 108 4 3 +2.22
50 PSDE_ARATH 26S proteazom non-ATPaz diizenleyici altbirim 14, Arabidopsis thaliana 34.3/6.31 33.0/6.67 326 15 24 -3.33
Stres savunma
2 TRXH_RICCO Tiyoredoksin H-tip, Ricinus communis 13.0/5.57 14.4//5.42 66 4 15 -3.33
42 PHAL_PHAVU Leucoagglutinating phytohemagglutinin, Phaseolus vulgaris 29.6/4.90 29.6/4.97 93 10 +2.52
46 THI4_CITSI Tiazol biyosentetik enzim, Citrus sinensis 37.6/5.40 30.7/6.09 353 14 33 -6.67
49 PDX13_ARATH Piridoksal biyosentez proteini PDX1.3, Arabidopsis thaliana 33.2/5.79 32.4/6.26 144 12 24 -3.57
51 THI4_CITSI Tiazol biyosentetik enzim, Citrus sinensis 37.6/5.40 33.3/5.57 547 17 28 -5.88
52 THI4_CITSI Tiazol biyosentetik enzim, Citrus sinensis 37.6/5.40 33.7/5.38 316 12 20 -3.33
53 TRXB1_ARATH Tiyoredoksin rediiktaz 1, Arabidopsis thaliana 35.3/5.82 33.7/6.60 195 6 15 +2.49
Enerji ve karbohidrat metabolizmasi
41 G3PC_HORVU Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz, Hordeum vulgare 33.2/6.20 29.1/6.52 98 25 -2.70
45 VATE_MESCR V-tip proton ATPaz altbirim E, Mesembryanthemum crystallinum 26.1/6.52 30.5/6.52 124 16 -2.17
55 IPYR_ORYSI Coziinebilir inorganik pirofosfataz, Oryza sativa 24.1/5.56 33.9/5.49 350 13 33 +2.78
59 SCRK1_ORYSI Fruktokinaz-1, Oryza sativa 34.7/5.14 39.5/4.91 190 9 18 +4.88
60 G3PC_ANTMA Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz, Antirrhinum majus 36.7/8.30 39.6/6.85 316 13 30 +2.13
61 SCRK1_ORYSI Fruktokinaz-1, Oryza sativa 34.7/5.14 40.3/4.98 257 11 14 -2.17
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Cizelge 4.1 (Devami) Thermopsis turcia’nin ¢icek tomurcugu ve tamamen a¢gmis ciceklerinde farkh sekilde ifade olan ve tanimlanan proteinler.

h

Benek’ Aksesyon numarasi®  Protein® Teo. MA/pl* Den. MA/pl°  Skor' EP®  sC"  Degisim
Hiicre ¢eperi ve hiicre iskeleti

8 GRP1_SORBI Glisince zengin RNA-baglayici protein 1, Sorghum bicolor 13.7/9.34 14.9/5.83 85 4 19 -2.17

27 TCTP_ORYSJ Translasyonel olarak kontrol edilen timor proteini homologu, Oryza sativa 18.9/4.51 25.5/4.63 71 7 28 -2.13

43 CAMT2_POPTR Kaffeoil-KoA O-metiltransferaz, Populus trichocarpa 27.9/5.33 29.7/5.68 235 12 38 -4.00

66 ACT11_SOLTU Aktin-97, Solanum tuberosum 41.6/5.31 49.1/5.55 188 15 29 +2.04
Fotosentez

26 PSBP_SOLTU Oksijen-tretimi arttirici protein 2, Solanum tuberosum 27.9/8.27 23.2/5.50 308 9 21 —-2.22

34 CB215_PEA Klorofil a-b baglayici protein 215, Pisum sativum 28.9/5.47 27.7/6.14 146 6 35 +2.76

63 CHLI_TOBAC Magnezyum-selataz altbirim chli, Nicotiana tabacum 46.6/6.64 42.9/5.15 181 13 17 -2.17
Sekonder metabolizma

28 CF1B1_SOYBN Kalkon-flavonon izomeraz 1B-1, Glycine max 25.0/5.26 25.8/6.26 71 2 4 -2.86
Amino asit metabolizmasi

62 GLNA2_HORVU Glutamin sentetaz, Hordeum vulgare 47.1/5.11 42.2/6.13 161 6 5 -3.03
Bilinmeyen

39 Y2766_ARATH Uncharacterized protein At2g37660, Arabidopsis thaliana 34.9/8.37 29.0/5.23 207 6 +2.00

40 Y2766_ARATH Uncharacterized protein At2g37660, Arabidopsis thaliana 34.9/8.37 29.0/5.44 263 6 +2.00

®2-D jellerde gosterilen benek numarasini ifade eder (Sekil 4.1).
P SwissProt veri tabanlarina karsl yapilan MASCOT taramasinin en iyi sonucuna gore belirlenen aksesyon numarasini ifade eder.
© SwissProt veri tabanlarina karsi yapilan MASCOT taramasinin en iyi sonucuna gore belirlenen proteini ifade eder.
 Tanimlanan protein i¢in deneysel izoelektrik noktasini (p/) ve molekiiler agirhgi (MA, kDa) ifade eder.
€ Tanimlanan protein igin teorik izoelektrik noktasini (p/) ve molekiiler agirligi (MA, kDa) ifade eder.
MS analizleri ve MASCOT taramasi temelinde yapilan protein tanimlamasi igin olasilik skorunu ifade eder.
& Eslesen peptid sayisini ifade eder.
Sekans coverage’i ifade eder.
: Cicek tomurcuguna gére tamamen agmis giceklerde artan yonde (+) veya azalan yonde (—) dizenlenen proteinleri ifade eder.
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Mevcut arastirmada, stres savunma ile ilgili 2 proteinin (42 ve 53 nolu benekler) ifadesi
artan yonde dizenlenirken, 5 proteinin (2, 46, 49, 51 ve 52 nolu benekler) ifadesi
azalan yonde diizenlenmistir (Sekil 4.1, Cizelge 4.1). Stres savunma ile iliskili olarak
leucoagglutinating phytohemagglutinin (benek 42) ve tiyoredoksin rediiktaz 1 (benek
53) proteinlerinin ifadesi tamamen a¢mis ciceklerde artan yonde dizenlenmistir.
Bununla birlikte, tiyoredoksin H-tip (benek 2), tiazol biyosentetik enzim (46, 51 ve 52
nolu benekler) ve piridoksal biyosentez proteini PDX1.3 (benek 49) proteinlerinin

ifadesi tamamen a¢mis ciceklerde azalan yonde diizenlenmistir (Sekil 4.1, Cizelge 4.1).

Enerji ve karbohidrat metabolizmasi ile ilgili 3 proteinin (55, 59 ve 60 nolu benekler)
ifadesi artan yonde diizenlenirken, 3 proteinin (41, 45 ve 61 nolu benekler) ifadesi
azalan yonde dizenlenmistir (Sekil 4.1, Cizelge 4.1). Enerji metabolizmasi ile iliskili
olarak ¢Oziinebilir inorganik pirofosfataz (benek 55), fruktokinaz-1 (benek 59) ve
gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (benek 60) proteinlerinin ifadesi tamamen agmis
ciceklerde artan yonde dizenlenmistir. Bununla birlikte, gliseraldehit-3-fosfat
dehidrogenaz (benek 41), V-tip proton ATPaz altbirim E (benek 45) ve fruktokinaz 1
(benek 61) proteinlerinin ifadesi tamamen acmis ciceklerde azalan yonde

dizenlenmistir (Sekil 4.1, Cizelge 4.1).

Hiicre ceperi ve hicre iskeleti ile ilgili 1 proteinin (benek 66) ifadesi artan yonde
diizenlenirken, 3 proteinin (8, 27 ve 43 nolu benekler) ifadesi azalan yonde
dizenlenmistir (Sekil 4.1, Cizelge 4.1). Aktin-97 (benek 66) proteininin ifadesi tamamen
acmis ciceklerde artan yonde dizenlenirken, glisince zengin RNA-baglayici protein 1
(benek 8), translasyonel olarak kontrol edilen timor proteini homologu (benek 27) ve
kaffeoil-KoA O-metiltransferaz (benek 43) proteinlerinin ifadesi azalan ydnde

diizenlenmistir (Sekil 4.1, Cizelge 4.1).

Fotosentez ile ilgili 1 proteinin (benek 34) ifadesi artan yénde dizenlenirken, 2

proteinin (26 ve 63 nolu benekler) ifadesi azalan yonde diizenlenmistir (Sekil 4.1,

Cizelge 4.1). Klorofil a-b baglayici protein 215 (benek 34) proteininin ifadesi tamamen
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acmis ciceklerde artan yonde diizenlenirken, oksijen-liretimi arttirici protein 2 (benek
26) ve magnezyum-selataz altbirim chli (benek 63) proteinlerinin ifadesi azalan yonde

dizenlenmistir (Sekil 4.1, Cizelge 4.1).

Sekonder metabolizma ile ilgili olarak kalkon-flavonon izomeraz 1B-1 (benek 28)
proteininin ifade seviyesi tamamen agcmis ciceklerde azalan yonde diizenlenmistir.
Bununla birlikte, amino asit metabolizma ile ilgili olarak glutamin sentetaz (benek 62)
proteininin ifade seviyesi tamamen agcmis ciceklerde azalan yonde diizenlenmistir.
Diger taraftan, fonksiyonu bilinmeyen iki proteinin (39 ve 40 nolu benekler) ifade

seviyesi artan yonde dizenlenmistir.
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5. TARTISMA ve SONUG

Cicek gelisimi, cicekli bitkilerde oldukca siki diizenlenen 6zgiil programlardan biridir
(Rolland-Lagan et al. 2003). Simdiye kadar, Arabidopsis’de mukayeseli genetik ve
molekiler analizler ile cok sayida cicege ait anahtar diizenleyici genler tanimlanmis ve
onlarin gicek morfogenezini nasil kontrol ettigi detaylandiriimistir (0’Maoiléidigh et al.
2014). Bu genlerin ¢ogu, cicek gelisiminin altinda yatan karmasik bir gen diizenleyici
aginin varligini gosteren transkripsiyon faktorlerini kodlar (Singh et al. 2013). Cigcek
gelisiminde yer alan transkripsiyonel programlarin anlasiimasina yonelik birka¢ calisma
yapilmasina ragmen (Nakamura et al. 2014, Yang et al. 2014), bu tir birka¢ ¢alisma
proteom seviyesinde gergeklestirilmistir (Dafny-Yelin et al. 2005, Ahsan and Komatsu
2009). Bu calismada, farkli gelisim evresindeki ciceklerin proteomik analizi, cicek

gelisiminde yer alan protein aglarinin daha iyi anlagilmasini saglamaktadir.

Cicek proteomunu karakterize etmek igin 2-DE, iki gelisim evresindeki giceklerden
ekstrakte edilen proteinlerle gerceklestirilmistir. Sekil 2'de gosterilen jeller ile 2-DE
jellerinde iyi bir tekrarlanabilirlik ile 1,000'den fazla protein benegi tespit edilmistir.
Tekrarlanabilirligi iyi olan ve yogunlugu > 2.0’den fazla olan protein benekleri, farkl
sekilde ifade edilen protein olarak karakterize edilmistir. Yaygin protein profilleri
degismeden kalirken, 66 protein benegi farkl sekilde ifade olan protein olarak tespit
edilmistir (P < 0.05). Farkli sekilde ifade edilen proteinler jellerden kesilmis, tripsin ile
muamele edilmis ve proteini tanimlamak igin kiitle spektrometrisi (MS) analizine tabi
tutulmustur. MALDI-TOF/TOF MS ve MASCOT veri tabani arastirmasi kullanilarak
toplam 32 protein benegi basarili bir sekilde tanimlanmistir (Cizelge 4.1). T. turcica
genomu icin eksik veriler nedeniyle, tim proteinler farkl bir bitkiden alinan bir ortolog
protein olarak tanimlanmistir. Gen ontolojisi ve literatirden elde edilen bilgiler
temelinde, farkh sekilde ifade edilen proteinler farkli fonksiyonel kategorilere
ayrilmistir: ~ transkripsiyon ve protein metabolizmasi, enerji ve karbohidrat
metabolizmasi, bitki savunmasi, fotosentez, hiicre ceperi ve hiicre iskeleti, ikincil

metabolizma, amino asit metabolizmasi (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).
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B3 islevsel-bolge iceren protein At5g60130 (benek 9), 6karyotik translasyon baslatma
faktorleri elF5A-2 ve elF5A1 (15 ve 17 nolu benekler), proteazom altbirim beta tip-1 ve
tip-4 (32, 36 ve 37 nolu benekler), protein kaplayici (coatomer=koatomer) alt birim
epsilon-1 (benek 38) ve 26S proteazom non-ATPaz diizenleyici altbirim 14 (benek 50)
gibi transkripsiyon ve protein metabolizmasinda yer aldigi bilinen bir grup proteinin T.
turcica c¢iceklerinde farkli sekilde dizenlendigi bulunmustur. elF5A1, elF5A2,
proteazom altbirim beta tip-1 ve tip-4 ve 26S proteazom non-ATPaz dizenleyici
altbirim 14, tamamen acmis ciceklerdeki bollukta dnemli bir azalma gosterirken, B3
islevsel-bolge iceren protein At5g60130 ve protein kaplayici (coatomer=kaotomer)
altbirim epsilon-1 énemli diizeyde artan ydnde diizenlenmistir. Okaryotik translasyon
baslatma faktori 5A (elF5A) nin daha 6nce translasyonda peptid bag olusumunun ilk
basamaginda yer aldigi bildirilmistir. Bununla birlikte, baska bir ¢galismada bu proteinin
evrensel olarak korunmus bir translasyon uzama faktéri oldugu ortaya konulmustur
(Saini et al. 2009). elF5A familyasi yaygin geviri icin gerekli degildir; fakat speisifik
mRNA'larin nukleustan sitoplazmaya gecisinde bazi roller oynamaktadir (Thompson et

al. 2004).

Proteazlar, ubikuitinlenmis proteinlerin bozunmasina ve hiicre doéngisi ilerlemesi,
transkripsiyon ve metabolik regilasyon gibi cesitli biyolojik sireclerde yer alan
dizenleyici proteinlerin sartli bozunmasina katilan enzimlerdir (Peters 1994).
Koatomer, endoplazmik retikulum ve Golgi kompleksi arasindaki hiicre-igi protein
trafiginin diizenlenmesinde yer alan bir sitozolik protein kompleksidir (Shima et al.

1999).

Karbohidrat ve enerji metabolizmasi bitki gelisiminde gereklidir. Tanimlanan proteinler
arasinda, bir grup proteinin karbohidrat ve enerji metabolizmasinda rol oynadig
bilinmektedir. Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (benek 41), V-tipi proton ATPaz
altbirim E (benek 45) ve fruktokinaz-1 (benek 61) proteinleri, tamamen agmis
ciceklerde belirgin bir sekilde azalan yonde regiile edilmistir. Bununla birlikte, ¢cozlnir

inorganik pirofosfataz (benek 55), baska bir gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (benek
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60) ve bir fruktokinaz-1 (benek 59) olgun ciceklerde belirgin bir sekilde artan yonde
dizenlenmistir. Bu proteinlerin farkli bir sekilde ifadesi, cicek ve meyve gelisim
suregleri ile ilgili diger arastirmalarda gosterilmistir (Dafny-Yelin et al. 2005, Rocco et
al. 2006, Faurobert et al. 2007). Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz, glikoliz ve
glikoneogenez ile ilgili her yerde bulunan bir enzimdir. Fruktokinaz, fruktozun fruktoz-
6-fosfata fosforilasyonunu katalize etmektedir. Glikoliz, nisasta biyosentezi ve oksidatif
pentoz yolagl gibi bircok seker metabolik yolagi igin fruktoz-6-fosfat dnemli bir
substrattir. ATPaz’lar, membran araciligi ile protonlarin tasinmasi ile ATP sentezi
ve/veya hidrolizini birlestiren membrana-bagh enzim kompleksleri/iyon tasiyicilaridir.
Vakuolar H*-ATPaz, tonoplast Na’/H" antiportiri tarafindan kullanilan itici gii¢ olan bir
proton elektrokimyasal gradienti olusturabilir (Chinnusamy et al. 2005). Bununla
birlikte, cicek gelisiminde V-H'-ATPaz proteinlerinin ayrintili molekiiler mekanizmasi

blyik olcide belirsiz olup; daha ileri calismalari gerektirmektedir.

Mevcut calismamizda, yedi stres savunmasi ile iliskili protein tanimlanmistir. Bu
proteinlerin ¢ogunun c¢icek gelisimi sirasinda bollugunda azalma gosterdigi
belirlenmistir. Tiyoredoksin H-tipi (benek 2), {i¢ tiazol biyosentetik enzim (46, 51 ve 52
nolu benekler) ve piridoksal biyosentez proteini PDX1.3 (benek 49), tamamen a¢cmis
ciceklerde azalmistir. Diger taraftan, diger stres savunma-iligkili proteinler olan
I6koagliitine edici fitohemaglutinin (benek 42) ve tiyoredoksin rediiktaz 1 (benek 53)
proteinlerinin artan yonde dizenlendigi gozlenmistir. Stresle ilgili birgok genin gicek
gelisimi sirasinda aktif olmasi nedeniyle, bu diizenlemelerin olmasinin sasirtici olmadigi
bildirilmistir (Dafny-Yelin et al. 2005). Redoks homeostazisinin siki kontrolii hiicre
metabolizmasinda temel bir rol oynar; ¢inki reaktif oksijen tirleri, gelisme ve stres
algilamasi gibi biyolojik sireclerde sinyal molekilleri olarak ince dizeylerde etki
etmektedir (Mittler et al. 2004). Tiyoredoksin H, disilfid koprilerini indirgeyerek
redoks regiilasyonunda rol oynayan bir proteindir (Gelhaye et al. 2004). Tiyoredoksin
H'nin oksidatif stres kosullari altinda tesvik edildigi bilinmektedir (Serrato and Cejudo
2003). Bugdayda tiyoredoksin H ifadesinin analizi, bilesiklerin bitkiden gelismekte olan

tohumlara transferinde rol oynadigi gosterilmistir (Serrato and Cejudo 2003).
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Lokoaglutinasyon edici fitohemaglutinin, kirmizi bébrek fasulye tohumlarinin dnemli
bir kismi olan ve alerjik reaksiyonlardan sorumlu olan fitohemaglutininlerin alt

birimlerinden biridir (Fitches et al. 2001).

Arastirmamizda, fotosentezle iliskili ¢ protein tanimlanmistir (Cizelge 4.1). Isik
reaksiyonu ile iliskili proteinler icin tamamen acmis ciceklerde oksijen-gikisi arttirici
protein 2 (benek 26) ve magnezyum-selataz altbirim chli (benek 63) azalan yonde
diizenlenirken, klorofil a/b baglama proteini 215 (benek 34) artan yonde
diizenlenmistir. Soya fasulyesinde cicek gelisiminin geg evrelerinde disik fotosentetik
aktivitenin muhtemel nedeninin fotosentezle ilgili proteinlerin daha dusiik bollukta

olmasindan kaynaklandigi bildirilmistir (Ahsan and Komatsu 2009).

Ayrica, arastirmamizda hiicre iskeleti ve hiicre ceperi, sekonder metabolizma, amino
asit metabolizmasinda fonksiyon goren ve fonksiyonu bilinmeyen bazi proteinler de
belirlenmistir. Bu dort proteinin (¢l cicek gelisimi sirasinda bollugunda azalma
gostermistir (Cizelge 4.1). Glisince-zengin RNA-baglayici protein 1 (benek 8),
translasyonel olarak kontrol edilen tlimor proteini (TCTP) homologu (benek 27) ve
kafeoil-CoA O-metil transferaz (benek 43) ifadesi ¢icek gelisimi sirasinda azalmistir. Bazi
hicre iskeleti ve hiicre geperi ile iliskili proteinlerin zamansal diizenlenme profilleri,
cicek gelisimi evrelerinin ge¢ donemlerinde hiicre genisleme aktivitesinin azaldigini
acikga gostermektedir. TCTP, mitotik hicre boélinmesinde dnemli bir rol oynamakta,
kalsiyumu baglayabilmekte ve o6zellikle kalsiyum tasinmasinda o6nemli bir rol
oynamaktadir (Nie et al. 2010). Bitkilerde, TCTP, bitkilerdeki cevresel streslere ya da
degisen kosullara verilen cevap ve bliyime arasinda onemli baglanti saglamaktadir
(Berkowitz et al. 2008). Bununla birlikte, aktin-97 (benek 66) proteini, tamamen a¢mis
ciceklerde artis gostermistir. Aktinin sitoplazmik akis, hiicre sekli belirlenmesi, organel
hareketi ve uzama blyumesi gibi bircok hiicresel islevlere katildigi bildirilmistir
(McDowell et al. 1996). Hiicre genislemesi ¢ogunlukla kuvvetli aktin ve mikrotibdl
hiicre iskelet dinamikleriyle belirlenmektedir (Dong et al. 2001). Agapanthus

praecox'daki cicek tomurcugunun farklilasmasi sirecinde aktin, a-tiibilin ve B-tibdlin
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proteinlerinin bollugu vejetatifden tesvik edilen evreye kadar stabildir ve bunu

reprodiktif tomurcuk evresinde 6nemli bir artis izlemektedir (Zhang et al. 2013).

Esas olarak sekonder metabolitlerin Gretiminde rol alan gesitli metabolik yollarin cicek
gelisimi sirasinda aktive oldugu gosterilmistir (Ahsan and Komatsu 2009). Bunun
aksine, kalkon-flavonon izomeraz 1B-1 (benek 28) cicek gelisimi sirasinda énemli bir
azalma gostermistir.  Kalkon flavonon izomeraz, kalkonlarin  flavononlara
donistiridlmesini katalizleyen flavonoid biyosentez yolundaki anahtar enzimlerden
biridir (Druka et al. 2003). Cicek organlarinda sekonder metabolitlerin biyosentezinde
yer alan yollar bircok bitki tiriinde gézlemlenmistir (Laitinen et al. 2005, Sharma et al.
2012). Bununla birlikte, Citrus bitkisinin meyve veren cicekleri ile mukayese edildiginde
meyve vermeyen giceklerinde bu proteinin ekspresyonunun azaldigi belirlenmistir

(Mufoz-Fambuena et al. 2013).

Sonuc¢ olarak, bu calisma T. turcica’nin cicek gelisimi sirasindaki cicek proteom
degisikliklerine genel bir bakis saglamaktadir. Proteomik sonuglarimiz protein ve seker
metabolizmasinin gicek gelisimi icin 6n kosul oldugunu gostermektedir. Dahasi, stres
savunmasina katilan bircok proteinin seviyeleri, dikkate alinan gelisim evreleri ile dikkat
cekici sekilde duzenlenmis ve boylece bunlarin ifadelerinin gelisimsel olarak
diizenlenebilecegini ileri stirtlebilir. Bununla birlikte, cicek gelisimi sirasinda ¢cok 6nemli
dizenleyici roller oynayabilen bazi dugslk-bolluktaki proteinler 2-DE jellerinde
belirlenmemis ve dolayisiyla calismamiza dahil edilmemistir. Bu nedenle, cicek
gelisiminde cicek metabolizmasi ve onun kontrollintin karmasikligini anlamak icin
genomik, metabolomik ve transkriptomik gibi diger omik teknolojileri ile proteomigi

birlestirmenin gerekli oldugu kaginilmazdir.
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