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OZET

DOMATESTE (Solanum lycopersicum) Na*/H* ANTIPORTER (NHX) GENLERININ
TANIMLANMASI VE TUZ SOKU STRESI ALTINDA GEN iFADE
SEVIYELERININ BELIRLENMESI
Erman CAVUSOGLU
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Iskender TIRYAKI
28/07/2022, 103

Diinya ¢apinda artmaya devam eden tuzluluk sorunu, tarimsal verimliligi sinirlayan
en onemli abiyotik stres faktorlerinden biridir. Na*/H* antiporter genleri, Na* ve H*
iyonlarinin vakuolar zar boyunca degisimini katalize edebilen ve bitkilerde hiicresel pH ve
Na* iyonu dengesini kontrol edebilen bir transmembran proteinidir. Bu g¢alisma,
biyoinformatik araglar kullanilarak domates (Solanum lycopersicum) genomundaki (SL4.0
ve ITAG4.0) hedef Na*/H" antiporter (NHX) genlerinin tanimlanmasi, farkli tiirler
arasindaki korunmuslugu, diger tiirler ile arasindaki filogenetik iliskilerinin incelenmesi,
kromozomal lokalizasyonlari, protein-protein etkilesimleri (PPI), korunmus motifler ile ii¢
boyutlu protein yapilarimin analiz edilmesi amaciyla yiriitilmiistiir. Caligmada ayni
zamanda SINHX genlerinin, 240 mM NaCl soku stresi altinda zamana bagli olarak (0, 6, 12
ve 24. saatlerde) acik ¢i¢ek dokularinda meydana getirdigi gen ifade seviyelerindeki
degisiklikler tespit edilmistir. Biyoinformatik analiz sonuglari SINHX genlerinin domates
genomunun, 1, 4, 6 ve 10 numarali kromozomlar iizerinde lokalize oldugunu gostermistir.
Filogenetik analiz sonuglari, bu genlerin SINHX1, -2, -3 ve -4 vakuol membranlar (Vac
sinifi) tizerinde, SINHX6 endozomal bolge (Endo sinifi) iizerinde ve SINHX7, -8 plazma
membrani (PM sinifi) tizerinde ii¢ farkli gruba ayrildigini ortaya koymustur. SINHX1, -2, 3-
, -4, -6 proteinlerinin, transmembran sarmal alaninda bulunan ve Na*/H* antiporter
aktivitesinin bir inhibitdrii ve vakuol sinifi NHX proteinlerinin karakteristik 6zelligi olarak
bilinen amilorid baglanma bolgesine [FFIYLLPPI] sahip oldugu belirlenmistir. SINHX
genlerinin agik ¢igek dokularina ait géreceli ifade seviyeleri 6zellikle SINHX6, SINHX7 ve



SINHX8 olmak tizere tiim SINHX genlerinin tuz stresi tarafindan 6nemli 6l¢iide yukari regiile

edildigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: NHX, Domates, Tuz stresi, Biyoinformatik, Gen ifade analizi



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF Na*/H* ANTIPORTER (NHX) GENES IN TOMATO
(Solanum lycopersicum) AND DETERMINATION OF GENE EXPRESSION
LEVELS UNDER SALT SHOCK STRESS
Erman CAVUSOGLU
(Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. iskender TIRY AKI
28/07/2022, 103

Salinity which is spreading throughout the world is one of the most important abiotic stress
factors limiting agricultural productivity. The Na*/H* antiporter genes are transmembrane
proteins that are able to catalyze the exchange of Na* and H™ ions across the vacuolar
membrane and control cellular pH and Na* ion balance in plants. This investigation was
conducted in order to perform a genome-wide analysis of NHX genes including phylogenetic
relationships, gene structures, motif analysis, three-dimensional protein structures, protein-
protein interaction, and chromosome location, using SL4.0 version and ITAG4.0 version of
the tomato genome. The gene expression levels of SINHX members in tomato mature flower
tissues at O™ (control), 6™, 121, and 24" hours under 240 mM NaCl shock stress were also
evaluated. Genome-wide analysis of NHX genes showed that SINHX genes are localized on
chromosomes 1, 4, 6, and 10 of the tomato genome. Phylogenetic analysis results revealed
that these genes are divided into three different groups SINHX1, -2, -3, and -4 on vacuole
membranes (Vac class), and SINHX6 on the endosomal (Endo class), and SINHX7, -8 on
plasma membrane (PM class). It has been determined that SINHX1, -2, 3-, -4, and -6 proteins
have an amiloride binding site [FFI'YLLPPI] located in the transmembrane helix domain,
which is known as an inhibitor of Na*/H* antiporter activity and a characteristic feature of
vacuole class NHX proteins. Relative expression levels of SINHX genes in open flower
tissues showed that all SINHX genes, particularly SINHX6, SINHX7, and SINHX8, were

significantly up-regulated by salt stress.

Keywords: NHX, Tomato, Salt stress, Salt Stress, Bioinformatics, Gene Expression

Analysis
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Diinya niifusunun her gecen giin hizli bir sekilde artmasiyla yeterli beslenme
sorunlar1 ortaya ¢ikmakta ve bu durum insan hayatini olumsuz yonde etkilemektedir. Buna
karsin azalan tarim alanlar dikkate alindiginda bitkisel iiretimden elde edilen {iriinlerin
yeterli olmamasi durumunda insanlarin temel besin ihtiyaglarini dengeli bir sekilde
kargilayamamasi sorununu ortaya ¢ikarmaktadir. Diger taraftan tarimsal {iretimde
olusabilecek {irlin kayiplar1 ekonomik kayiplar1 da beraberinde getirmektedir. Bu sorunlar
g0z Oniine alindiginda tarimsal {iretimde iretimin arttirilmasi, biyotik ve abiyoteik stres
sartlarina tolerant yeni bitki gesitlerinin gelistirilmesi ve boylelikle birim alandan elde

edilecek verimin artirilmasi her gecen giin daha da 6nem kazanmaktadir.

Solanaceae familyasina ait olan domates, diinya ¢apinda yetistiriciligi yapilan en
onemli kiiltiir bitkilerinden birini olusturmaktadir (Diez ve Nuez, 2008). Diploid kromozom
(2n=24) yapisina sahip bir bitki olan domates, Miller (1754) tarafindan Lycopersicon
esculentum olarak adlandirilirken, Child (1990), Peralta ve Spooner (2005) tarafindan
Solanum lycopersicum olarak yeniden adlandirilmistir. Solanaceae ailesinin molekiiler ve
morfolojik karakterlere dayanan filogenetik calismalarindan elde edilen kanitlar, domatesin

Solanum'da yer aldigin1 agik¢a ortaya koymaktadir (Peralta ve Spooner, 2001; Bohs, 2005).

Farkli domates tiirleri zaman igerisinde Giiney Amerika'nin bat1 kiyilarinda, Orta
Ekvador'dan Kuzey Sili'ye ve Galapagos Adalari'nda farkli derecelerde evrimlesmistir
(Taylor, 1986). Domates tiirlerinin gen merkezi olarak, Kolombiya, Ekvador, Peru, Bolivya
ve Sili'nin bazi kisimlarini igeren Andean (And) bolgesi gosterilmektedir (Rick, 1973;
Taylor, 1986).

Yabani domates tiirlerinin dogal dagilimi bu bolgeler ile sinirlt olsa da, ilk kiiltiire
alinma yerleri bakimindan iki alternatif hipotez One siiriilmistiir (Labate, vd., 2007).
Domates italya'da Mala peruviana veya Pomi del Perti isimleriyle tanitildig1 icin kiiltiire
alinmanin ilk Peru'da gergeklestigi iddia edilmektedir (Candolle, 1883; Luckwill, 1943).
Ancak, Inka Imparatorlugu'nda ¢ok nadir olarak tiiketildigi ve diger bitki kalintilarmin
bulundugu Andean bolgesindeki arkeolojik alanlarda domates kalintisina rastlanilmamasi bu

hipotezi net bir sekilde desteklememekte (Diez ve Nuez, 2008) ve olasi kiiltiire alinma



yerinin Orta Amerika oldugunun daha olas1 oldugunu géstermektedir (Esquinas-Alcazar ve
Nuez, 1995). Nitekim kiiltiirel, dilsel ve tarihi kayitlarla birlikte genetik kanitlar, domatesin
ilk olarak Orta Amerika'da kiiltiire alinmasinin daha olasi olduguna isaret etmektedir (Rick,
1995; Cox, 2000).

Domates, Ispanyollar aracigiyla Orta Amerika ve Meksika'dan Karayipler ve
Filipinlere sonrasinda Filipinler'den Giineydogu Asya'ya ve nihayetinde Asya'nin geri
kalanma yayilmistir (Smith, 1994). Avrupa'da domatese ilk defa bir Italyan bitki uzmani
Petrus Andreas Matthiolus (1544) tarafindan yazilan bir belgede deginilmistir (Labate, vd.,
2007). Matthiolus, domatesleri pomi d’oro (altin elma) olarak tanimlamistir ve Avrupalilar
tarafindan tiiketilen ilk domateslerin sart meyveli oldugunu rapor etmistir (Labate, vd.,
2007). Kirmiz1 domatesler, birkag yil sonra iki rahip tarafindan italya'ya tamtilmistir ve
Matthiolus tarafindan bu durum belgelenmistir (McCue, 1952). Domatesin Akdeniz bolgesi
ve Yakin Dogu'ya yayilmasinda Tiirk tiiccarlar 6nemli rol oynamistir (Villareal, 1980;
Esquinas-Alcazar ve Nuez, 1995). ABD'de ilk domates yetistiriciligi, 1781'de Monticello'da
Thomas Jefferson tarafindan yapilmistir (Gould, 1983). Daha sonra 1798'de Philadelphia,
1802'de Massachusetts ve devaminda iilkenin diger bolgelerine tanitilmistir (Labate, vd.,
2007).

1.1. Domates Bitkisinin Morfolojik Ozellikleri

Domates tohumlar1 genellikle agik kahverengi olmakla birlikte kahverengi tonlarinda
degisiklik gosterebilmektedir. Tohumlarin iistii tiiyliidiir ve bu 6zelligi ile domates tohumlari
Solanaceae familyasindaki diger tiirlerden ayrigir (McCormack, 2004). Meyve basina
genellikle 150 ila 300 tohum bulundurmaktadir (McCormack, 2004). Domates tohumunun
optimum ¢imlenme sicaklik araligi 16 °C ila 29 °C iken optimum tohum ¢imlenmesi 29 °C'de
gergeklesmektedir (McCormack, 2004). Cogu ticari domates gesitleri biiylik oranda kendi
kendine tozlagmaktadir fakat riizgar ve bocek popiilasyon durumuna gore yabanci tozlanma
da olabilmektedir. Yabanci tozlanmada bombus arilarinin oldukga etkin oldugu rapor
edilmistir (Ho ve Hewitt, 1986).

Salkim ¢igek yapisina sahip olan domateste ¢ogunlukla bir salkim kiimesindeki

cicek sayisi 4 ila 5 arasinda degismektedir (McCormack, 2004).



Domates meyveleri sekil, renk ve boyut bakimindan biiyliik bir varyasyon
gostermektedir (Sekil 1).

Sekil 1. Farkli renk, sekil ve biiyiikliige sahip domates meyveleri (Anonim, 2021).

Cigeklerde dollenme gergeklestikten sonra, meyvedeki hiicre sayist 2-3 hafta
icerisinde Onemli Olgiide artar ve sonrasinda biiyiime neredeyse tamamen hiicre
genislemesiyle gerceklesir. Meyve sekli ve biiytlikliigl yiliksek oranda genetik olarak kontrol
edilir fakat yetistirme ve g¢evre sartlari da bu duruma etki edebilmektedir (Hobson ve
Grierson, 1993). Giiglii bir kazik kok sistemine sahip olan bitkide fideleme sirasinda ana kok
yapisi zarar gormekte ve bitki lifli bir kok sistemi gelistirebilmektedir (McCormack, 2004).
Ana kok yapisindan dallanan yanal kokler, toprak yiizeyinin 5 ila 25 cm altinda gelisme
gosterebilmektedir (McCormack, 2004).

1.2. Domatesin Besin Degeri A¢isindan Onemi

Gegen yiizyilda popiiler hale gelen domatesin giiniimiizde hemen hemen diinyanin
her yerinde yetistiriciligi yapilmaktadir (Robertson ve Labate, 2007). Domates, tek basina
taze meyve olarak, yemeklerde veya salatalarda bilesen olarak, salca, meyve suyu ve ¢orba
olarak birgok c¢esitli sekilde insan tiiketiminde degerlendirilmektedir (Labate, vd., 2007).

Besin ve kalori bakimindan zengin olan domates ayni zamanda vitamin ve mineral

3



kaynagidir (Tablo 1) (Sainju, vd., 2003). Yetiskinler i¢in tavsiye edilen giinliik C vitamini
miktarinin yaklasik %60'mm1 ¢ocuklar i¢in ise %85'ini karsilamak ic¢in giinliik 230 gram
domates tiiketimi yeterli olabilmektedir (Varis ve George, 1985). Baz1 kanser tiirlerini ve
kalp krizi riskini azaltmasindan dolayr 6nemli tiikketim &zelliklerine sahip olan likopen,
kirmizi domates meyvesinde bulunan en bol karotendir ve toplam karotenoid miktarinin
yaklasik %90’ 11 olusturmaktadir (Dorgan, vd., 1998; Diez ve Nuez, 2008).

Likopen, B-karoten, ve C vitamini gibi bilesenleri igeren domates ve iiriinleri hem
insan beslenmesi agisindan hem de saglik ac¢isindan biiyiik 6neme sahiptir (Clinton, 2005).

Tablo 1
Domates meyvesinde vitamin igerigi (Adalid, vd., 2004).

Vitamin Icerik (ng/100 g)
Askorbik asit (C vitamini) 25000 - 30000
[-karoten (provitamin A) 900 - 1271
Tokoferol (E vitamini) 40 - 1200
Nikotinik asit (niasin) 500 - 700
Pantotenik asit (B3 vitamini) 50 - 750
Piridoksin (B6 vitamini) 80 - 110
Tiamin (B1 vitamini) 50 - 60
Riboflavin (B2 vitamini) 20-50
Folik asit 6,4-20
Biyotin 12-4

1.3. Ulkemizde ve Diinya’da Domates Uretimi

Giliniimiizde diinya capinda yaygin olarak yetistirilen domatesin, her gecen yil
tiretimi ve tiiketimi artmaya devam etmektedir (Gerszberg, vd., 2015). Tiirkiye’nin hemen
hemen tiim bdlgelerinde yetistiriciligi yapilan domates en fazla Akdeniz, Ege, Dogu
Marmara bolgelerinde iiretimi yapilmakta ve bu ii¢ bolge toplam iilke iiretiminin %69'unu
olusturmaktadir (Giiveng, 2019). Tiirkiye’de domates tiretimi 2010 yilinda 10 milyon tondan
2019 yilinda yaklasik 13 milyon tona ¢ikarken Diinya’da 2010 yilinda 153 milyon tondan
2019 yilinda 180 milyon tona ¢ikmistir (Tablo 2) (FAO, 2019).



Tablo 2
2010 ve 2019 yillarinda Diinya ¢apinda domates tiretimi (FAO, 2019).

2010 2010 2010 2019 2019 2019
Bolge Alan Verim  Uretim Alan Verim  Uretim
(ha x 10%) (tonha?') (ton x 10%) (hax 10% (tonha?) (ton x 10%)
Diinya 4429 34.6 153288 5030 35.9 180766
Afrika 991 18.4 18329 1612 13.4 21664
Amerika 474 53.7 25496 385 61.7 23786
Asya 2400 36.3 87130 2603 43 112104
Avrupa 555 39.2 21767 423 53.9 22803
Uretimde Oncii
Ulkeler
Cin 951 49.2 46876 1086 57.8 62869
ABD 158 88.9 14053 110 98.7 10858
Tiirkiye 179 56.1 10052 181 70.9 12841
Hindistan 634 19.6 12433 781 24.3 19007
Misir 216 39.5 8544 173 39 6751
ftalya 118 51 6024 91 57.7 5252

1.4. Bitkilerde Abiyotik Stres Kavram

Stres, fotosentez hizin1 sinirlayan ve bir bitkide giines enerjisini fotosentez yoluyla
dogrudan biyokiitleye doniistiirme yetenegini azaltan herhangi bir dis biyotik veya abiyotik
kisitlama olarak tanimlanir (Grime, 1977). Diinya capinda bitkisel {iriinlere duyulan talep
artmaya devam ederken, biyotik ve abiyotik stres faktorleri tarimsal {iretim i¢in biiyiik bir
tehdit olusturmaktadir (Zhao, vd., 2017). Biyotik stres faktorleri olarak mantarlar, bakteriler,
nematodlar ve ¢esitli patojenlerin neden oldugu zararlar belirtilirken, abiyotik stres faktorleri
olarak kuraklik, tuzluluk, yiiksek ve diisiik sicaklik gibi cansiz etkenler ifade edilmektedir
(Gull, vd., 2019). Kiiresel 1sinmanin etkileri géz oniinde bulunduruldugunda ozellikle
kuraklik ve tuzluluk gibi abiyotik ¢evresel faktorler, bitki gelisimi tizerinde biiyiik etkisi olan
ve dolayisiyla ciddi tarimsal verim kayiplarina neden olan 6nemli stres etkenleridir

(Golldack, vd., 2014). Tuzluluk 6zellikle kurak alanlarda, sicakligin artmasi, buharlasmanin



fazla olmasi1 ve yagis miktarinin azalmasi sonucunda tuzun yikanamayarak iist toprakta
birikmesiyle tuz birikimi olugsmakta ve tarimsal iiretimi 6nemli Olgiide kisitlamaktadir
(Parida ve Das, 2005). Tuzluluk stresi, diinyadaki bitkisel {iretim verimliligini sinirlayan en
onemli abiyotik faktorlerinden birisidir (Deinlein, vd., 2014). Tuzlulugun, diinya ¢apinda
mevcut tarim arazilerinin %6'sindan fazlasini ve sulanan arazilerin ise yaklasik %20'sini
etkiledigi diisiiniilmektedir (Munns ve Tester, 2008). Ulkemizde, sulanabilir tarim
alanlariin yaklasik 1,5 milyon hektara denk gelen %32,5'lik kism1 tuzluluk ve alkalilik
sorunuyla kars1 karsiyadir (Kanber, vd., 2005). Tuzluluk, meydana gelme durumlarina gore
primer (dogal) ve sekonder (insan kaynakli uygulamalar) tuzluluk olarak ikiye gruba
ayrilabilir (Smedema ve Shiati, 2002). Primer tuzlulugun olugsmasinda ana kayalarin su veya
rlizgar yoluyla ayrigmasi, tuz deposu okyanuslar ve iklimsel etmenler etkili olurken,
sekonder tuzlulugun olusumuna yogun giibre uygulamasi ile birlikte diisiik kaliteli sulama
suyunun yaygin kullanimu etkili olmaktadir (Munns ve Tester, 2008; Metternicht ve Zinck,
2008; Barbouchi, vd., 2014).

1.4.1. Tuz Stresinin Bitkiler Uzerindeki Etkileri

Bitkilerde tuz stresinin olumsuz etkileri ¢cimlenme, fide ve vejetatif donem dahil tiim
bitki gelisim evrelerinde ortaya ¢ikabilir (Chandna, vd., 2013). Dolayisiyla tuz stresi
¢imlenme, biiylime, fotosentez, su iligkisi, besin dengesizligi, oksidatif stres ve verim gibi
bitki yasantisindaki tiim siiregleri etkileyebilir (Parihar, vd., 2015). Tuz stresinin bitkiler
izerindeki birincil etkisi osmotik ve iyon stresine neden olurken, ikincil etkisi ise bu etkenler
sonucunda bitkide meydana gelen yapisal bozulmalara ve toksik bilesiklerin
sentezlenmesine neden olmaktadir (Haq, vd., 2010; Culha ve Cakirlar, 2011). Bitkinin
biliylime evrelerindeki en temel asamalardan biri olan tohum ¢imlenmesi, verimi belirleyen
en 6nemli kriterlerden birisidir (Parihar, vd., 2015). Cimlenme asamasindaki tohumlarin asir1
tuzluluga maruz kalmasiyla, tohumdaki besi dokunun etkinligi azalir (Othman, vd., 2006),
tohumlarin su emilimi degisir (Khan ve Weber, 2008), enzimlerin aktiviteleri degisir
(Gomes-Filho, vd., 2008), hormonal denge bozulur (Khan ve Rizvi, 1994) ve protein
metabolizmasi degisir (Dantas, vd., 2007). Topraktaki tuzluluk ilk olarak yaprak ve kdk
bliylimesini azaltarak daha yavas biliylimeye neden olur ve sonrasinda yogun tuz
konsantrasyonlar1 bitki hiicrelerinde toksik etki yaratarak fizyolojik bozukluklara yol acar
ve hiicre oliimlerine neden olur (Munns, 1993; Parihar, vd., 2015). Tuz stresi altidaki

bitkilerin kloroplastlarinda yiiksek konsantrasyonlarda Na* ve CI iyonlar1 birikir, bitkilerin



temel biyokimyasal islevlerinden biri olan fotosentezin aktivitesi engellenir ve klorofil
miktarlarinda azalmalar meydana gelir (Zhang, vd., 2005; Chutipaijit, vd., 2011). Bu
azalmaya ek olarak, ¢ogunlukla bitkilerde klorofil a igerigi, klorofil b igeriginden sayica
fazladir fakat tuz yogunlugu arttikga bu miktarlar birbirine yaklasir (Mane, vd., 2010). Bitki
koklerinin bulundugu ortamda tuzlulugun artmasi, yapraklardaki su miktarini azaltir ve bu
durum birgok biyolojik aktivitenin olumsuz etkilenmesine neden olur (Romero-Aranda, vd.,
2001). Yapilan bir¢ok arastirma, tuz stresinin bitkilerde besin alimini ve besin birikimini
azalttigin1 gostermistir (Rogers, vd., 2003; Hu ve Schmidhalter, 2005). Buna ek olarak,
tuzluluk, bitki tiirlerine ve tuzluluk seviyelerine bagli olarak bitkilerdeki mikro besin
iceriklerini farkli sekillerde etkiler (Oertli, 1991). Mikrobesin eksikligi yiiksek pH’dan
dolay1 tuz stresi altinda olduk¢a yaygindir (Zhu, vd., 2004). K6k ortamindaki yiiksek tuz
(NaCl) seviyeleri, potasyum, kalsiyum ve magnezyumda iyon dengesizliklerine neden
olarak oOzellikle potasyum ve kalsiyumun besin asimilasyonunu azaltir (Keutgen ve
Pawelzik, 2009). Sonug olarak, tuz stresinin bitkiler {izerinde olusturdugu olumsuz etkileri
g6z oniinde bulunduruldugunda, tarimsal iiretimde olusturdugu en 6nemli sorun, verimde

biiyiik kayiplara neden olmasidir (Parihar, vd., 2015).

1.4.2. Bitkilerin Tuz Stresine Karsi Gelistirdikleri Adaptasyon Mekanizmalari
Biyokimyasal Mekanizmalar

Tuz stresi altindaki bitkilerin koklerinde su emme kapasitesi azalmakta ve devaminda
yapraklarin su kaybetmesiyle birlikte dokularda tuz birikimi olugsmakta ve bunun sonucunda
bitkide ozmotik stres meydana gelmektedir (Mushtag, vd., 2020). Tuz stresi altindaki
bitkiler, ozmotik diizenleme mekanizmasi ile yiiksek miktarlarda glisin betain veya prolin
gibi yiiksek oranda ¢oziiniir ve diisiik molekiiler agirliga sahip organik maddeleri biriktirerek
strese kars1 bir savunma cevabi olusturabilirler (Zhang, vd., 2002). Bitkiler, prolin birikimi
aracigiyla hiicre i¢inde stres sonucu olusan serbest radikalleri hiicreden uzaklastirabilir ve
hiicre alt1 yapilari stabilize ederek stresin olumsuz etkilerinden korunmaya ¢aligir (Hare ve
Cress, 1997). Ornegin, makarnalik bugdayda (Triticum durum) prolin seviyesi ile ozmotik
potansiyel arasinda pozitif bir korelasyon gozlemlenmis ve tuzluluk stresi altinda ozmotik
diizenlemede prolinin énemli bir ozmolit oldugu sonucuna varilmistir (Poustini, vd., 2007).
Aym zamanda ozmotik diizenleme ile bitkiler, Na* iyonlarinin akigimi kisitlayarak veya
vakuol i¢ine ekstriizyon yoluyla sitoplazma igerisindeki iyonlarin toksik konsantrasyonlarini

diistirerek stres sartlarina uyum saglayabilirler (Gagneul, vd., 2007). Tuz stresinin olumsuz



etkilerinden kaginmak i¢in bitkilerin gosterdigi savunma mekanizmalarindan bir digeri olan
hormonal diizenlemede sitokininler, absisik asit, oksin, jasmonik asit, gibberellin ve etilen
gibi hormonlar 6nemli rollere sahiptir (Mushtaq, vd., 2020). Tuz stresine maruz kalan
bitkilerde sitokininler stomalarin kapanmasim1 saglayarak dokularda su kaybinin
azaltilmasma yardimci olurlar (Pospisilova, vd., 2005). Absisik asit, tuzluluk veya diger
cevresel stresler altindaki bitkilerin stres yanit1 olusturmalarini saglayan sinyal molekiilleri
olarak bilinmektedir (Raghavendra, vd., 2010). Tuz stresine kars1 dayaniklilik gdsteren
bitkilerin hassas olan bitkilere kiyasla daha yiiksek seviyelerde jasmonik asit biriktirdigi
gbézlemlenmistir ve dolayisiyla bu durum artan jasmonik asit konsantrasyonlarinin bitkiler
tizerinde tuzluluga dayali olumsuz etkilerin iyilestirilmesinde 6nemli bir potansiyele sahip

olduguna isaret etmektedir (Kang, vd., 2005).

Molekiiler Mekanizmalar ve Bitkilerde Na*/H* Antiporter (NHX) Gen Ailesinin
Etkisi

Stres kosullar1 altinda hiicre i¢i iyon konsantrasyonlarinin homeostazi, hiicre
yogunlugunun diizenlenmesi, membran aktivitelerinin korunmasi ve metabolik enzimlerin
diizenlenmesi i¢in olduk¢a onemlidir (Hasegawa, 2013). Bitkiler, sitozolde Na® ve K*
iyonlarinin dengesini saglamak amaciyla tasima yoluyla sitozolden fazlalik tuz iyonlarini
elemine ederek hiicreleri iyon toksitesinden korurlar (Farooq, vd., 2015). Bu iyonlar, plazma
membran H* -ATPase, Vakuolar H* -ATPase ve Ca®>" ATPase gibi tastyicilar araciligiyla
hiicre vakuoliinde boliimlere ayrilir (Mushtag, vd., 2020). Bitki hiicrelerinde birgok sitozolik
enzimin etkinligini gosterebilmesi igin belirli bir Na*/K* oranmin dengelenmesi gerekir
(Mahajan, vd., 2008). Dis ortamda Na* miktarinin artmasiyla hiicreye Na* iyonunun girisi
artarken, K* iyonunun hiicreye alinimi azalir, buna bagl olarak da Na*’K* dengesi bozulur.
Bunun sebebi Na*’nin, K* iyonunun baglanacagi alanlar i¢in K™ ile rekabet haline girmesidir
(Tester ve Davenport, 2003). K* iyonu, protein sentezinin stabilizasyonunda, enzim
aktivasyonunda ve proteinler tizerindeki negatif yiiklerin notralizasyonunda dogrudan gérev
aldigi igin hiicreler yiiksek konsantrasyonlarda K* iyonuna ihtiya¢ duyarlar (Pandolfi, vd.,
2012; Marschner, 1995; Perrenoud, 1990). Buna ek olarak, bazi bitkilerde K" igerigi ile
verim arasinda pozitif korelasyon oldugu rapor edilmistir (Rameeh, 2013; Bandeh-Hagh,

vd., 2008; Ashraf ve McNeilly, 2004).

Bitkiler yasamlar1 boyunca bitki beslemesi, gelismesi, biliylimesi ve sinyal

iletimlerinde ihtiya¢ duydugu katyonlarin alimini ve translokasyonunu saglayan plazma ve
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organel zarlarinda lokalize ¢ok sayida katyon tasiyicis1 bulundurur (Maser, vd., 2001; Pardo,
2006; Sze, vd., 2004). Simdiye kadar bir¢ok iyon tastyicisinin tuz stresi varliginda bitkilerde
pH ve iyon homeostazinin korunmasinda dnemli roller oynadigi gosterilmistir (Pardo, vd.,
2006, Ward, vd., 2009, Yamaguchi, vd., 2013, Hamamoto, vd., 2015). Bunlar arasinda
Katyon/Proton Antiporter (Cation/Proton Antiporter) gen siiper ailesi liyelerinin bitkilerde
katyon degisiminden sorumlu oldugu ve bitkilerde ¢esitli fizyolojik siirecleri diizenledigi
diistiniilmektedir (Evans, vd., 2012). Katyon/Proton Antiporter (CPA) gen siiper ailesi, bitki
genomlarinda CPA1 ve CPA2 olmak iizere iki alt aile seklinde siniflandirilmistir. CPAL gen
ailesinde, Na*/H* antiporter (NHX) bulunurken, CPA2 gen ailesinde K* efflux (KEA) ve
Cation/H"* exchanger (CHX) gen aileleri bulunmaktadir (Brett, vd., 2005; Punta, vd., 2012).
CPA2 gen ailesinin 34 iiyesi Arabidopsis thaliana genomunda tanimlanmis ve bunlarin 6
tanesi KEA ailesinde yer alirken, 28 {iyesi CHX gen ailesinde bulunmaktadir (Méser, vd.,
2001). Filogenetik analizler, Arabidopsis KEA proteinlerinin, AtKEAL, AtKEA2, AtKEA3
ve AtKEA4, AtKEAS, AtKEAG6 seklinde iki ayr1 gruba ayrildigini gostermistir (Zheng, vd.,
2013). AtKEA2 geninin dogrudan Na" iyonu tasinmasinda merkezi bir gorevi olmadigi, K*
ve pH homeostazinin korunmasinda ise oncelikli olarak rol aldig bildirilmistir (Aranda-
Sicilia, vd., 2012). Bakteri, mantar ve bitkilerde bulunan CHX gen ailesinde, diger CPA alt
gen ailelerinden farkli olarak gen ¢esitliligi analizleri i¢in bir modeli temsil eden birden fazla
CHX geni bulunur (Chanroj, vd., 2012; Jia, vd., 2018). Arabidopsis genomunda 28, Oryza
sativa’da 17 ve Glycine soja’da 34 CHX iiyesi bulunmaktadir (Jia, vd., 2017). Bitki CHX
genlerine ait hidrofobik C-terminal domainlerinin, Saccharomyces cerevisiae mayasinda
bulunan KHAL proteinine oldukg¢a benzer oldugu, bu genlerin K" homeostazinda potansiyel
rollerinin olduguna isaret etmektedir (Jia, vd., 2018). CHX ailesiyle alakali yapilan
calismalarin ¢ogu, bu genlerin K* ve pH homeostazinda rol aldiklarin1 ortaya koymustur
(Cellier, vd., 2004, Padmanaban, vd., 2007, Zhao, vd., 2008, Chanroj, vd., 2011, Mottaleb,
vd., 2013). Buna ek olarak Arabidopsis'teki CHX genlerinin déllenme ve tohum olusum
asamalarinda da 6nemli rol oynadigi rapor edilmistir (Jia, vd., 2018). Filogenetik analizler,
CHX gen ailesi iiyelerinin bes alt gruba ayrildigin1 géstermistir (Sze, vd., 2004). Bu gruplar
arasinda sekiz tiyeden (AtCHX15-21 ve AtCHX23) olusan ve en biiyiik alt grubu olusturan
Grup IV su ana kadar en iyi karakterize edilen grubu olusturmaktadir. AtCHX17, AtCHX20,
AtCHX21 ve AtCHX23 genlerinin tuz stresine karsi savunma tepkilerinde rol alma
potansiyellerinin oldugu diisiiniilmektedir (Jia, vd., 2018). AtCHX21 geni susturulmus

(knockout) mutant genotiplerinde, tuz stresi altinda yavas kok uzamasi goriilmiis ve mutant



olmayan kontrol bitkileri ile karsilastirlldiginda yaprak 6zsuyu ve ksilemdeki Na* iyonu
birikiminin daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Hall, vd., 2006).

Tuzluluga kars1 en 6nemli savunma cevaplarindan biri, tuza kars1 asir1 hassas olan ve
Na* iyonunun kokten siirgiinlere ksilem yoluyla taginmasini saglayan tuza asirt duyarl (Salt
Overly Sensitive-SOS) sinyal yolagidir (Bahmani, vd., 2015; Zhu, 2003; Shi, vd., 2000).
SOS sinyal yolagi, SOS1 (Salt Overly Sensitive 1), SOS2/CIPK24 (Calcineurin B-like
interacting Serine/Threonine-protein kinase 24) ve SOS3/CBL4 (Calcineurin B-like)'den
olusan {i¢ birincil proteinden meydana gelmektedir (Shi, vd., 2000; Zhu 2003). Tuz stresi
altindaki bitkilerde Na" iyonlarinin yiiksek konsantrasyonlarda birikmesi sonucu hiicre i¢i
Ca?* seviyelerinde artis meydana gelirken, Ca?" baglayici protein SOS3/CBL4 proteini
tarafindan algilanmaktadir. SOS3/CBL4, Ca?"’a baglandiktan sonra yapisin1 degistirerek
SOS2/CIPK24 ile fiziksel etkilesime girmekte ve SOS2'nin C terminal bolgesindeki 21
amino asit uzunlugundaki motif, SOS3 ile etkilesime girmesi i¢in gerekli olmaktadir
(Mahajan, vd., 2008). SOS3/CBL4 ile SOS2/CIPK24 genleri arasindaki bu etkilesim sonucu
SOS1'in Na*’H* antiporter aktivitesi uyarilarak aktive edilir ve hiicresel iyon homeostazi
yeniden olusturulur (Ji, vd., 2013; Tian, vd., 2011; Mahajan, vd., 2008; Qui, vd., 2002; Guo,
vd., 2004). Yapilan genetik analizler, SOS1, SOS2 ve SOS3 genlerinin tuz toleransinin
kontrol edilmesinde beraber rol aldiklarini ve ortak bir sinyal iletim agina sahip olduklarini
gostermistir (Rodriguez, vd., 2005). SOS1 geni, Na* iyonu sensériinii igeren genis sitolozik
alana sahip olup her dokuda ifade edilirken kok ucunu gevreleyen epidermal hiicrelerde en
fazla olmaktadir (Bahmani, vd., 2015).

SOS sinyal yolu ile aktive edilen plazma ve vakuolar membrandaki Na*/H*
antiporter’leri (NHX), aktif olarak asirt Na® iyonunu sitozolden uzaklastirabilir veya Na*
toksisitesini gidermek i¢in tonoplastta béliimlendirebilir (Apse, vd., 1999; Hasegawa, vd.,
2000; Shi, vd., 2002). Na*’H* antiporter genleri, Na* ve H* iyonlarmin vakuolar zar boyunca
degisimini katalize edebilen ve bitkilerde hiicresel pH ve Na* iyonu dengesini kontrol
edebilen bir transmembran proteinidir (Apse, vd., 1999; Shi ve Zhu, 2002). Hiicreler arasi
lokalizasyonlarina gore NHX'ler ii¢ ana smifa ayrilir: Plazma membran (PM) sinifi,
Endozomal (Endo) sinifi ve Vakuol (Vac) sinifi (Yokoi, vd., 2002). Arabidopsis thaliana'da
NHX gen ailesi hiicre i¢i lokalizasyonlarina gore sekiz iiyeden olusan ii¢ ana sinifa
ayristirilmistir (Brett, vd., 2005). AtINHX1, -2, -3 ve -4, vakuol membranlar iizerinde yer alan
Vac sinift NHX'ler olarak adlandirilirken (Aharon, vd., 2003), AtNHX5 ve AtNHX6 genleri
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endozomal bolge tizerinde lokalize olmakta (Bassil, vd., 2011) ve Endo sinifi NHX’ler olarak
adlandirilmaktadir. Ugiincii grubu olusturan AtNHX7 ve AtNHX8 genleri ise plazma
membranlarinda lokalize olmakta ve PM smifi olarak isimlendirilmektedir (Shi, vd., 2000).
Na* iyonlarin yogunlugu arttiginda, PM sinifi NHX aktif olarak Na* iyonunu hiicre digina
cikarmakta ve Vac smift NHX, Na* iyonunun vakuole ayrilmasini saglamaktadir (Apse ve
Blumwald, 2007; Pardo, vd., 2006; Shi, vd., 2002).

Tuz stresi varliginda, NHX gen ailesi {iyelerinin bitki dokularinda ifade edilmesi, iyon
homeostazini ve 0zmotik diizenlemeyi iyilestirebilir. Dahasi, hiicre membraninda meydana
gelebilecek hasarlar1 azaltarak, fotosentetik kapasiteyi arttirarak bitkinin tuz stresine karsi

savunma cevabi olusturmasinda 6nemli roller oynayabilirler (Luo, vd., 2021).

1.5. Biyoinformatik

Biyoinformatik, arastirmacilar tarafindan elde edilen biyolojik verileri almak,
aktarmak, depolamak ve analiz etmek i¢in bilgisayar bilimi, istatistik, matematik ve biyoloji
gibi alanlardan yararlanan multidisipliner bir alan olarak tanimlanir (Mount, 2004). Sistem
biyologu olan Paulien Hogeweg, 1970 yilinda Ben Hesper ile birlikte biyolojik sistemleri
incelemek i¢in bilgi teknolojisinin kullanimina atifta bulunarak “Biyoinformatik™ terimini
kullanan ilk kisi olmustur (Hesper ve Hogeweg, 1970; Hogeweg, 2011). Ilerleyen yillarda,
SWISS-MODEL sunucusunun ortaya c¢ikmasiyla birlikte otomatik modellemelerin
aragtirmacilarin  hizmetine sunulmasi, biyoinformatik alanindaki ilerlemelere 6nemli
derecede hiz kazandirmistir (Peitsch, 1996; Mehmood, vd., 2014). Giiniimiizde, genlerin
karakterizasyonu, proteinlerin yapisal ve fizyokimyasal ozelliklerinin belirlenmesi,
filogenetik analizler ve hiicrelerde biyomolekiillerin nasil etkilesime girdiginin tespit
edilmesi icin gesitli biyoinformatik araglar yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu araglar
laboratuvarlarda gergeklestirilen maliyetli ve zaman alic1 deneyler kadar dogrudan giivenilir
bilgiler tiretmesede bu kapsamda yapilan in silico analizler laboratuvarlarda yapilacak
kompleks deneyler i¢in 6n bilgilerin iiretilmesinde ve arastirmacilarin daha tutarl kararlar

vermesine yardimci olmaktadir (Mehmood, vd., 2014).

1.5.1. Biyolojik Veri Tabanlar1 ve Biyoinformatik Analizlerde Kullanilan
Yaygin Araclar

Dizi analizleri, niikleik asit veya protein gibi molekiillerin sahip olduklari benzersiz
fonksiyonlara ait 6zelliklerin anlasilmasima olanak saglar. Oncelikle, iizerinde ¢alisilan

molekiillere ait sekans bilgileri, veri tabanlarindan alinir ve sonrasinda yapilacak analizlere
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bagli olarak secilecek biyoinformatik araglarla ilgili molekiillerin islevleri, yapilari, evrimsel
gecmisleri veya homologlarinin tanimlanmasi gibi analizlerin yapilmasinda kullanilir
(Mehmood, vd., 2014). Dizi analizlerinde yaygin olarak kullanilan araglardan bazilar1 Tablo
3°de verilmistir. Oregin, BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) ve ClustalW gibi
araclar, farkli bitki tiirlerine ait gen veya protein dizilerinin birbirleri arasindaki evrimsel
ge¢mislerini ve kokenlerini incelemek i¢in karsilastirilmasina olanak saglar (Thompson, vd.,
1994; Altschul, vd., 1997). Bu analizler, basit uygulamalar: ile ilgili gen veya proteinler
hakkinda oldukca zengin biyolojik bilgi iiretme ve depolama kapasitelerinden dolay:
arastirmacilar tarafindan yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu amagla yapilan dizi analizleri
ozellikle, gen ve gen ailelerinin ekspresyon diizenlemelerinde yer alan promotér veya
terminator bolgelerinin tanimlanmasi, intron/ekzon yapilarinin agiga ¢ikarilmasinda
kullanilan ve imza dizi olarak tanimlanan sekans dizi bolgelerinin tanimlanmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Mehmood, vd., 2014).

Tablo 3
Dizi analizleri i¢in kullanilan yaygin araclar (Mehmood, vd., 2014).
Araglar Tanimlama Kaynak

Benzerlige (identity) dayalt DNA veya protein
BLAST Altschul, vd., 1990
dizi aramasi i¢in kullanilan bir arama aracidir.

Homolog protein dizileri, bu ara¢ kullanilarak

HMMER _
ilgili veri tabanlarindan aranabilir. Finn, vd., 2011
Clustal Bu program kullanilarak ¢oklu dizi _
Sievers, vd., 2011
Omega hizalamalar1 gergeklestirilebilir.

] Varsayilan genler, A¢ik Okuma Cergevesini (ORF)
ORF Finder NCBI
bulmak i¢in bu araca tabi tutulabilir.

Genomik dizilerdeki ekson-intron bolgelerini )
Genscan Burge ve Karlin, 1997
tahmin etmek i¢in kullanilir.

Filogenetik analizler, canli organizmalar arasindaki evrimsel iligkileri yeniden
yapilandirmak, fonksiyonlar1 bilinmeyen molekiiler yapilarin belirli 6zelliklerini tahmin
etmek ve canlilar arasindaki genetik akrabaligi belirlemek icin kullanilan biyoinformatik
araglardan biridir (Khan, vd., 2014). Bu analizin temel amaci, canli organizmalarin birbirleri

arasindaki benzerlik derecelerine gore gruplandirilmasini ve tiim bu bilgilerin bir soy agaci
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iizerinde temsil edilmesini saglamaktir. Farkli tiirlerin birbirleri arasindaki benzerlikleri
karsilagtirmali olarak analiz etmek amaciyla molekiiler genetik ¢alismalarinda filogenetik
uygulamalar siklikla kullanilmaktadir (Freckleton, vd., 2002). Giiniimiizde filogenetik

analizler i¢in kullanilan bazi popiiler araglar Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4
Filogenetik analizler i¢in kullanilan bazi popiiler araglar (Mehmood, vd., 2014).
Araclar Tanimlama Kaynak

Evrimsel yakinlig1 incelemek i¢in
MEGA ‘ Kumar, vd., 1994
filogenetik agaclar olusturur.

) Filogenetik ve diger agacglarin goriintiilenmesi, )
IiTOL Ny | ITOL
aciklanmasi ve yonetimi i¢in ¢evrimigi bir aragtir.

Maksimum olabilirlik yontemine dayali ]
MOLPHY Adachi ve Hasegawa, 1992
molekiiler filogenetik analiz aracidir.

Evrim agaclarinin ¢ikarimini yapmak igin iicretsiz )
PHYLIP _ _ o Felsenstein, 1993
bir hesaplamali filogenetik program paketidir.

) Bu bir hizalama diizenleyicisidir ve
Jalview Waterhouse, vd., 2009
hizalamay iyilestirmek i¢in kullanilir.

Biyoinformatik yaklasimlarda Onemli yere sahip olan dizi veri tabanlari,
aragtirmacilara niikleik asitler ve proteinler gibi molekiiller hakkinda genis bir bilgi kaynagi
sunarken bu veri tabanlarinda tanimlanan her molekiil 6zel bir kimlik ile ifade edilir.
Giintimiizde yeni nesil sekanslama tekniklerinin gelismesiyle birlikte genom boyutlarinda
dizi verileri tretilmektedir. Bu bilgilerin veri tabanlarinda saklanmasi ve arastirmacilara

sunulmasi i¢in kiiresel boyutta ¢esitli veri tabanlar gelistirilmistir (Mehmood, vd., 2014).

NCBI (National Center for Biotechnology Information) tarafindan olusturulan
GenBank, 250.000'den fazla tiire ait sekans bilgilerini igeren genis bir niikleotid dizi veri
tabanidir (Benson, vd., 2008). GenBank veri tabani genlere ait kodlama bdlgeleri,
promotorler, terminatdr bolgeleri, eksonlar, intronlar ve tekrar bolgeleri hakkinda bilgiler
tasirlar ve burada depolanan dizi bilgileri hem biiyiik 6l¢ekli genom dizileme projelerinden
hem de bireysel laboratuvarlar tarafindan iiretilerek sisteme yiikklenmektedir (Mehmood, vd.,
2014).
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Arastirmacilar tarafindan yaygmn olarak kullanilan 6nemli protein dizisi veri
tabanlar1 arasinda ise SWISS-PROT [Swiss Protein] Databank (Chou ve Elrod, 1999),
UniProt [Universal Protein Resource] (UniProt Consortium, 2014), PIR [Protein Information
Resource] (Wu, vd., 2003) ve wwPDB [worldwide Protein DataBank] yer almaktadir. Bu
veri tabanlar1 arasinda SWISS-PROT hem deneysel hem de hesaplamali caligmalar hakkinda
bilgi saglamasindan dolayr en kapsamli protein dizisi veri tabanlarindan birini

olusturmaktadir (Mehmood, vd., 2014).

Bir protein molekiiliiniin ikincil yapisini tahmin etmek i¢in kullanilan en 6nemli
biyoinformatik araglardan birisi ise Isvi¢re Biyoinformatik Enstitiisii (Swiss Institute of
Bioinformatics) tarafindan desteklenen ExPASy (Expert Protein Analysis System) veri
tabanidir (Gasteiger, vd., 2003). Arastirmalarda yaygin olarak kullanilan bazi biyoinformatik

araglar Tablo 5’de sunulmustur.
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Tablo 5

Biyoinformatik analizler i¢in kullanilan baz1 popiiler veri tabanlari (Mehmood, vd., 2014).

Araclar Tammlama

Kaynak

Niikleotid Veri tabanlari

DNA Data International Nucleotid Sequence Databases
Bank of (INSD) tiyesidir ve niikleotid dizileri i¢in en
Japan bliyiik kaynaklardan biridir.

European o )
Niikleotid dizilimine dayanan deneysel is

Miyazaki, vd., 2003

Nucleotide o Leinonen, vd., 2011
_ akislartyla ilgili bilgileri yakalar ve sunar.
Archive
International Nucleotid Sequence Databases
GenBank o _ o Benson, vd., 2012
(INSD) iiyesidir ve bir niikleotid dizi kaynagidir.
Protein Veri tabanlart
) Protein dizilerinin en biiyiik koleksiyonlarindan ) ]
Uniprot UniProt Consortium, 2008

biridir.
Protein  Niikleik asitlerin ve proteinlerin deneysel olarak

Data belirlenmis yapilar1 hakkinda bilgi igeren bir Berman, vd., 2000
Bank kaynaktir.

Pfam veritabani, protein ailelerinin genis bir )
Pfam ) Finn, vd., 2014

koleksiyonudur.
Genom Veri tabanlar
Bitki, insan, fare ve diger omurgalilar dahil
Ensembl olmak {izere aciklamali 6karyot genomlarini Flicek, vd., 2012

igeren bir veri tabanidir.
The Arabidopsis Information Resource (TAIR),
TAIR Arabidopsis thaliana model bitkisi i¢in genetik

ve molekiiler verilerin kaynagidir.

https://www.arabidopsis.org/

Bu ¢galisma, biyoinformatik araglar kullanilarak domates genomundaki hedef Na*/H*

antiporter (SINHX) genlerinin tanimlanmasi, NHX genlerinin farkli bitki tiirleri arasindaki

korunmuslugunun tespit edilmesi, diger tiirler ile arasindaki filogenetik iliskilerinin

incelenmesi, SINHX genlerinin domates genomundaki kromozomal lokalizasyonlarinin

tespit edilmesi ve bu genlerin korunmus motifler ile i¢ boyutlu protein yapilariin analiz
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edilmesi amaciyla yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alisma ayn1 zamanda tanimlanan SINHX genlerinin
domateste 240 mM NaCl soku stresine verdikleri tepkinin acik ¢igek dokularinda farkl
zaman araliklarinda (0. saat (kontrol), 6. saat, 12. saat ve 24. saat) meydana getirdigi gen

ifade seviyelerinin tespit edilmesi amaciyla yiiriitiilmiistiir.
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IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Tuz Stresinin Domates Bitkileri Uzerindeki Fizyolojik ve Biyokimyasal
Etkileri

Domates bitkisinde, tuz stres tepkilerinin daha iyi anlasilmasi i¢in yiiriitiilen bir
caligmada, kontrollii iklim kabininde, hidroponik kiiltiir sistemi kullanilarak yetistirilen
domates fidelerine, 14 giin boyunca 50, 100, 150 ve 200 mM NaCl stresi uygulanmaistir.
Aragtirmacilar, tuz stresine maruz birakilan domates bitkilerinde, taze ve kuru agirlik
miktarlarinda ve fotosentetik pigment (klorofil a ve b) igeriklerinde 6nemli dl¢lide azalmalar
oldugunu rapor etmislerdir. Bunlara ek olarak, artan tuz konsantrasyonlari ile orantili olarak
hem yaprak ve kok dokularinda prolin birikim seviyelerinde hem de tuzlulugun neden
oldugu membran hasarinin bir nedeni olarak kabul edilen nispi elektrolit sizintisinda 6nemli
artislar oldugu bildirmislerdir. Ayrica, bitkilerin koklerinden izole edilen proteinler, iki
boyutlu jel elektroforezi (2-DGE) ile ayristirildiginda tuz stresine maruz birakilmis bitki
koklerinde, gesitli fizyolojik siire¢lerde rol aldig1 bilinen birka¢ proteinin yukari ve asagi
reglilasyon gosterdigi tespit edilmistir (Manaa, vd., 2011).

Domates yapraklarinda, IAA ve ABA’nin endojen igerigiyle birlikte yaprak ve olgun
meyvelerdeki prolin ile mineral (Na* ve K") igeriklerinin incelendigi bir ¢alismada, domates
tohumlarina ekimden hemen sonra 25, 50, 100, 150 ve 200 mM NaCl 90 giin boyunca sulama
suyuyla verilmistir. Arastirma sonuglari, artan tuz stresiyle birlikte yaprak alani ve kuru
madde igeriklerinin azaldigini, ancak endojen IAA, ABA ve prolin igeriklerinin tuz
uygulamasinin artmasiyla orantili olarak arttigin1 gostermistir. Buna ek olarak, tuz
uygulamas1 sodyum (Na®) iceriginde artisa neden olurken potasyum (K®) igerigi ve
potasyum/sodyum oraninda azalmalara neden olmustur. Ayrica prolin ve Na* igeriklerindeki
artts miktarlarinin meyvelere kiyasla yapraklarda daha c¢ok olmasi, tuz stresine karsi

yapraklarin meyvelerden daha hassas olabilecegi seklinde rapor edilmistir (Babu, vd., 2012).

Ucg farkli domates cesidinde (Hazera, Dalli Tokat ve Argy), tuz stresinin pigment ve
toplam ¢Ozilinlir protein igerigi ilizerindeki etkilerinin arastirildigi ¢alismada, domates
fidelerine 25, 50, 100, 125, 150 ve 200 mM NacCl stresi 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca

uygulanmustir. Aragtirmacilar, tuz stresi varliginda domates ¢esitlerinin hepsinde pigment ve
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toplam ¢oziiniir protein igeriginin zaman araliklarina ve tuz konsantrasyonlarina bagli olarak

onemli 6l¢iide azaldigin tespit etmislerdir (Doganlar, vd., 2010).

Hidroponik kiiltiirde yetistirilen domates bitkilerine tuz stresi uygulanarak, meyve
biliytime hizi, su durumu ve meyvelerin kiitikiil ge¢irgenligi parametrelerinin arastirildigi bir
calismada elektriksel iletkenligi (EC) 8 mS/cm olan tuz c¢ozeltisi (CaCl,) domates
ciceklerinin tam agildigr ilk zamanda uygulanmis ve sonuglar kontrol bitkileri ile
karsilastirilmigtir. Aragtirma sonuglari, tuz stresi uygulanmis bitkilerde meyve hacmi ve
biiylime hizi agisindan 6nemli bir farkin olmadigini, doku su potansiyeli ve ozmotik
potansiyelin, kontrol bitkilerine gére 6énemli 6lglide daha yiiksek oldugunu gostermistir.
Buna ek olarak, kontrol meyvelerinin ortalama kiitikiil gegirgenligi, tuz stresine maruz kalan

meyvelerden 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Hossain ve Nonami, 2012).

Domates bitkisinin tuz stresi varliginda protein {iretimi durumlarinin incelendigi
bagka bir ¢alismada ise Shirazy domates ¢esidi tohumlar1 agar ortaminda ¢imlendirilmis ve
sonrasinda ¢imlenen tohumlar fide asamasina geldiginde 0, 40, 80, 120 ve 160 mM NaCl
iceren Murashige ve Skoog besin ortamina aktarilmistir. 24 giin gegtikten sonra protein
ekstraksiyonu ve siirgiin kuru agirligi 6l¢iimii i¢in yaprak ve koklerden 6rnekler toplanmistir.
Arastirma bulgulari, artan tuz konsantrasyonu ile siirgiin kuru agirh@min azaldigini
gostermistir. Buna ek olarak, SDS-PAGE analizleri koklerde 30, 62, 75 kDa ve yapraklarda
38 ile 46 kDa mol agirliklarina sahip en az bes proteinin varligini gostermistir. Ayrica,
kontrol grubuna ait yaprak drneklerinde sentezlendikleri tespit edilen dort farkli proteinin,
yaprak dokularinda tuz stresi tarafindan sentezlerinin engellendigi rapor edilmistir (Amini,

vd., 2007).

NaCl stresine (100 mM) maruz birakilan domates bitkilerinde, erken hiicre
yaglanmasi, yapraklarda sodyum birikimi ve fotosistem II verimliliginin azaldig:1 rapor
edilmistir (Ghanem, vd., 2012). Tuza duyarli oldugu bilinen domates ¢esidiyle yapilan bir
calismada biiylime parametrelerinde, klorofil i¢erigi ile karotenoid miktarinda azalma buna

karsin MDA (malondialdehit) miktarinda artiglar oldugu tespit edilmistir (Cekig, 2004).

Tuz stresinin domates bitkisinde ¢imlenme ve biiyiime parametreleri tizerindeki
etkisi ile birlikte kalsiyumun (Ca?") etkisinin arastirildigi bir calismada, domates
tohumlarina ve fidelerine 100 MM NaCl ve 5 ve 10 mM kalsiyum uygulanmistir. Arastirma

sonucunda, 100 mM tuz uygulamasinin kontrole kiyasla, ¢imlenme siiresini %27,6

18



geciktirdigi, fide boyunu ve fide canliligini %24,33 ve cimlenme stres toleransin1 %27,6
azalttig1 rapor edilmistir. Buna ek olarak, biiyiime ve ¢imlenmenin hem kalsiyumun tek
basima hem de NaCl ile beraber uygulanmasi durumunda bitkilerde 6nemli dlglide arttig

rapor edilmistir (Tanveer, vd., 2020).

Bes farkli domates genotipine 150 mM NaCl stresi uygulanmis ve sonug olarak
antioksidant enzim aktivitelerinin toleransli genotiplerde arttigi, hassas genotiplerde ise
azaldig1 goriilmistir (Dogan, 2012). Domateste yapilan tuz uygulamalar1 sonucunda kok
agirhgr ve uzunlugu degerlerinin tuzluluktan en fazla etkilenen ve azalan parametreler

oldugu bildirilmistir (Caines ve Shennan, 1999).

Farkli konsantrasyonlarda (50, 100 ve 150 mM) NaCl uygulanan, tuz stresinin dort
farkli domates ¢esidinin tohum ¢imlenmesi, bitki gelisimi, K*/Na* oran1 ve fotosentez hizi
iizerine etkilerinin incelendigi bir calismada, tiim domates gesitlerinde bitki gelisiminin
azaldigi, 150 mM NaCl varliginda sadece bir ¢esidin %50 oraninda ¢imlenme gosterdigi,
test edilen dort gesit arasinda K*/Na* oraninda onemli bir degisiklik olmadigi tespit
edilmistir. Buna ek olarak, artan NaCl konsantrasyonlart ile birlikte incelenen tiim domates

cesitlerinde fotosentez hizinin azaldigi belirlenmistir (Sholi, 2012).

Tuz stresi uygulanmis domates tohumlarinda, prolin ve askorbik asidin fizyolojik
parametrelere olan etkisinin incelendigi bir ¢alismada tohumlara 25, 50 ve 75 mM NaCl
stresi ile birlikte 5 mM prolin ile 1 mM ve 4 mM askorbik asit uygulanmistir. Calisma
sonucunda, artan tuz konsantrasyonlarmin hem tohum g¢imlenmesini hem de tohum
canlilifini azalttig1 ve prolin ile askorbik asit uygulamalarinin tiim tuz konsantrasyonlarinda,
cimlenme orani, fide uzunlugu, fide biyokiitlesi ve ¢gimlenme hizi parametrelerini kontrole

gore arttirdig1 rapor edilmistir (Kaur ve Gupta, 2018).

MicroTom (Solanum lycopersicum L. cv. Microtom) domates ¢esidinin tuz stresine
kars1 tepkilerinin daha anlasilir hale gelmesi i¢in yiiriitiilen ¢calismada, domates yapraklarinin
su kullanim etkinligi, yaprak alani, toplam klorofil ve fenol igerigi gibi morfo-fizyolojik ve
biyokimyasal parametreleri incelenmistir. Domates fideleri 6 yaprakli evreye geldiklerinde
50, 100 ve 150 mM NaCl stresi, 14 giin boyunca uygulanmis ve kontrol bitkileri sadece
yagmur suyu ile sulanmistir. Domates yaprak ornekleri, tuz stresi uygulamasindan 7 ve 14
giin sonra olacak sekilde iki farkli zamanda toplanmustir. Arastirmacilar, tuz stresinin yaprak

alan1 ve stoma iletkenligini azalttigin1 ve bitkilerin terleme yoluyla su kaybini en aza
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indirerek tuz stresine kars1 farkli adaptasyon mekanizmalar1 olusturduklarini bildirmislerdir.
Ozellikle, 14 giin sonra toplanan ve 150 mM NaCl stresine maruz birakilan doku
orneklerinde, fotosentez orani ve klorofil igeriginde en biiyiik azalmalarin meydana geldigi
tespit edilmistir. Aragtirmacilar bunlara ek olarak, Microtom domates ¢esidinin, su tasarrufu
acisindan bitkiler i¢in oldukc¢a 6nemli olan su kullanim etkinligini artirma yetenegine sahip
oldugunu ve savunma mekanizmasi olarak yapraklarinda fenol birikiminin uyarildigini rapor

etmislerdir (Bacha, vd., 2017).

Topraksiz kiiltiir ortaminda yetistirilen domates fidelerine 50, 100, 200 ve 400 mM
NaCl stresi bir hafta boyunca uygulanmistir. Calisma sonuglari, tuz stres seviyelerinin
artmastyla bitkilerde domates fidelerinde yaralanmalarin arttigini1 ve plazma zar1 gecirgenligi
ile prolin igeriklerinin artarken, klorofil i¢eriginin azaldigini ortaya koymustur. Buna ek
olarak, MDA (malondialdehit) igceriginin 6nce arttig1 sonra azaldig tespit edilmistir (Chun-
yan, 2007).

Bes farkli domates ¢esidinin (Roma Rio Super, Roma V.F., Chinese 87-5, Rio
Grande ve Super Blocky) tuz stresine karsi tolerantlik seviyelerini belirlemek amaciyla
yapilan ¢alismada cesitlerin biyokimyasal ve fizyolojik tepkileri arastirilmistir. Tohum
ekiminden bir hafta sonra 75 mM NaCl dort giinde bir olacak sekilde 80 giin boyunca
uygulanmistir. Analiz sonuglari, tuz stresi varliginda Super Blocky ¢esidinde taze ve kuru
agirh@m arttigini, diger gesitlerde ise azaldigini gdstermistir. Buna ek olarak, stres sonucu
sodyum (Na*) alinimi artarken, potasyum (K*) birikiminin azaldigi ve sonug olarak stresli
bitkilerde kontrole kiyasla daha yiiksek Na*/K* orani tespit edilmistir. Ayrica, ortalama
prolin igeriklerinde en biiyiik artisin %57,3 ve %49,3’liikk oranlarla sirasiyla Super Blocky’de
ve Rio Grande gesitlerinde var oldugu tespit edilmistir (Ali, vd., 2011).
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2.2. Bitkilerde Na*/H* Antiporter Genlerinin Genom Capinda Tamimlanmasi ve
Tuz Stresi Altindaki Gen ifade Seviyelerinin Tespiti ile Tlgili Calismalar

Simdiye kadar farkl1 bitki tiirlerine ait vakuolar Na*’H* antiporter genleri (NHX),
Helianthus annuus (Ballesteros, vd., 2006), Arabidopsis thaliana (Apse, vd., 1999),
Hordeum vulgare (Fukuda, vd., 2004a), Atriplex gmelili (Hamada, vd., 2001), Thellungiella
halophila (Wu, vd., 2009), Brassica napus (Wang, vd., 2003), Beta vulgaris (Xia, vd., 2002),
Gossypium hirsutum (Wu, vd., 2004), Oryza sativa (Fukuda, vd., 2004b), ve Medicago
sativa’da (Yang, vd., 2005) karakterize edilerek tamimlandi. Bu genlerin analizi ve
karsilagtirilmasi yapildiginda, benzer yapisal 6zellikler ve korunmus bolgeler ile oldukca
homolog olduklar1 ve tuz toleransi karakterini kazandiran fonksiyonlar1 bir¢cok bitkide
transgenik ¢aligmalarla birlikte ortaya konulmustur (Apse, vd., 1999; Zhang ve Blumwald,
2001; Zhang, vd., 2001; Ohta, vd., 2002; Wu, vd., 2004, 2005; Xue, vd., 2004; Chen, vd.,
2007, 2008; Zhao, vd., 2007).

Farkli NaCl konsantrasyonlar1 (50, 100, 200, ve 300 mM) uygulanarak tuz stresine
maruz birakilan seker pancarmin, bu stres altinda ekspresyon modellerini arastirmak ve
Na*/H* antiporter (NHX) genlerini tanimlamak amaciyla yiiriitiilen bu ¢alismada toplamda
bes tane NHX geni tanimlanmis ve bu genlerin dort kromozom {iizerinde dagildig: tespit
edilmistir. Biyoinformatik analizler BvNHX genlerinin, Vac (BvNHX1, -2 ve -3), Endo
(BVNHX4) ve PM (BvNHX5) simiflarina ayrildigint ve her bir smif i¢inde ekzon/intron
yapilarmin korundugunu gostermistir. Buna ek olarak, Protein-protein etkilesimi (PPI)
tahmini, sadece BYNHXS5’in CIPK24 (Calcineurin B-like interacting Serine/Threonine-
protein kinase 24) ve CBL4 (Calcineurin B-like) proteinleri ile varsayimsal olarak etkilegime
girdigi gosterilmistir. Kok ve yapraklardaki biitiin BYNHX genlerinin, tuzla 6nemli 6lgiide
yukari regiile edildigi ve yiiksek tuzluluk altindaki transkripsiyon seviyelerinin, diisiik veya

orta tuzluluktakilerden 6nemli 6l¢lide daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Wu, vd., 2019).

Domates bitkisinde LeNHX2 ve SISOS2'in ortak asir1 ekspresyonu, tuz stresi
altindaki bitkilerde biiyime ve su durumunu iyilestirdigi, K* ve Na® homeostazisini
etkiledigini ve domates bitkilerinin meyve verimini arttirdigi rapor edilmistir (Baghour, vd.,
2019). Reaumuria trigyna’da RtNHX1'in asir1 ifadesi, transgenik Arabidopsis'te kontrol
bitkilerine kiyasla daha fazla K* ve daha az Na* birikimine neden oldugu bildirilmistir (Li,
vd., 2017).
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Soya fasulyesinde K* efflux antiporter (KEA) ve Na*’H* antiporter (NHX) genlerini
tanimlamak, analiz etmek ve abiyotik stres altindaki rollerini aragtirmak amaciyla yapilan
bir caligmada, soya fasulyesi genomunda 12 GmKEA geni ve 10 GmNHX geni
tanimlanmistir. NHX geni Glyma09g02130, tuz stresine maruz kaldiktan sonra kok iginde 48

saate kadar yiiksek seviyede ekspresyon gostermistir (Chen, vd., 2015).

Arabidopsis thaliana'da tanimlanan ve karakterize edilen sekiz NHX geni (NHX1 ila
NHX8) ile yapilan biyoinformatik analizler sonucunda Medicago truncatula’da 6 NHX geni
(MtNHX1, MtNHX2, MtNHX3, MtINHX4, MINHX6 ve MtNHX7) tanimlanmis ve bunlarin
bes tanesinde on iki transmembran alan ile amilorid baglanma alani korunmustur.
Filogenetik analizler, MtNHX tiyelerini Sinif I MtNHX1, -2, -3, -4, Sinif 1I: MtNHX6 ve
Sif III: MINHX7 olarak ti¢ farkli sinifa ayirrmistir (Sandhu, vd., 2018).

Yonca (Medicago sativa) genomunda bulunan vakuolar Na*/H* antiporter geni
MsNHX1 izole edilerek Arabidopsis’e aktarilmis ve tuz stresi altindaki rolii incelenmistir.
MsNHX1 eksprese eden transgenik Arabidopsis bitkilerinin tuz stresine karsi
dayanikliklarinin arttig1 ve MSNHX1’in tuz toleransinda 6nemli bir fonksiyona sahip oldugu
belirlenmigtir. Ayrica dizi analizi, MSNHX1'in diger vakuolar Na*/H* antiporter genleri ile
yiiksek bir homolojiye sahip oldugunu géstermistir (Bao-Yan, vd., 2008).

Nar (Punica granatum) genomunda Na*/H* antiporter (NHX) gen ailesini
tanimlamak i¢in korunmus alan, gen yapi, filogenetik iligkiler ve protein-protein etkilesim
ag1 analizleri ile birlikte PgNHX genlerinin farkli NaCl stresi konsantrasyonlar1 altinda
ekspresyon durumlarinin arastirtldigi bir c¢aligmada toplamda 10 tane PgNHX geni
tanimlanmistir. Filogenetik analizlere gore, PgNHX genlerinin ii¢ ayr1 sinifa (clades I, I, IIT)
ayrildigr ve tgcilincti siif (clade III) iiyeleri disinda diger PgNHX genlerinin ¢ogunda
amilorid baglama bolgesinin (FFI/LY/FLLPPI) (domaini) oldugu belirlenmistir. Gen yapi
analizleri, PgNHX09, PgNHX07, PgNHX03 ve PgNHX10'un sirasiyla 13, 22, 21 ve 23 ekzon
icerdigini, diger 6 PgNHX geninin ise 14 ekzon icerdigi ortaya konmustur. Ayrica, protein-
protein etkilesim analizleri, PgNHX'lerin hiicrelerde sodyum (Na*) dengesinin
korunmasinda 6nemli roller oynayabilecegini 6ne siirmiistiir. 100, 200 ve 300 mM NaCl
uygulanan, tuz stresinden 18 giin sonra alinan yaprak ve kok drneklerinde yapilan RT-qPCR
analiz sonuglari, PQNHX genlerinin ¢cogunda, 6zellikle PQNHXO01 olmak {izere kontrol ile
karsilastirildiginda koklerde asagi regiilasyon gosterdigini ve 200 mM NaCl stresi altinda
PgNHX02 ve PgNHXO08 harig, nispi ekspresyon seviyelerinin yapraklarda stirekli olarak
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arttigini ortaya koymustur. Buna ek olarak, 300 mM NaCl stresi altinda PGNHX genlerinin
yapraklarda ekspresyon seviyelerinin artmaya devam ettigi ve koklerde PgNHX04'tin
ekspresyon seviyesinin ise en yiiksek diizeyde gergeklestigi rapor edilmistir (Dong, vd.,
2021).

Celtik (Oryza sativa subsp. indica) genomunda NHX genlerinin genom ¢apinda in
silico karakterizasyonu ve dijital gen ekspresyon analizlerinin yapildigi bu calismada,
Na*/H* antiporter oldugu dogrulanan 16 OsNHX geni tanimlanmustir. Bu genlerin geltikte
dokuz kromozoma dagildig1 ve tahmini protein lokalizasyon bolgelerinin hiicre zarlar1 veya
vakuoller oldugu rapor edilmistir. Filogenetik analizler, OsSNHX iiyelerinin, Grup-I
OsNHX7, OsNHX8, OsNHX16, Grup-11 OsNHX15 ve geri kalan tim OsSNHX’lerin Grup-
III’de toplandiginit gostermistir. Amilorid baglama bolgesinin (FFTYLLPPI), on altt OSNHX
arasinda sadece OSNHX7-8 ile OsNHX15-16 peptidlerinde korundugu tespit edilmistir. In
silico gen ekspresyon analizleri, OsNHX'lerin ekspresyon seviyelerinin biiylime ve gelisme

asamalar1 arasinda ve tuzluluk kosullar altinda degistigini gostermistir (Khare, vd., 2021).

Soya (Glycine max) bitkisinde yapilan genom ¢apinda in silico analizler sonucunda
toplamda dokuz tane Na*/H™ antiporter geni tanimlanmustir. Filogenetik analizler, toplamda
bes alt grubun olustugunu ve GmMNHX {iyelerinin bunlardan tigiine dagildigin1 géstermistir.
Buna ek olarak, GmNHX1, -5, -7, -8, -9 genleri Grup IV’de toplanirken, GmMNHX2, -4, -6
dyeleri Grup I’e dagilmistir. Grup III'te sadece GMNHX3 geni yer almistir. Hiicre
lokalizasyon tahminleri, tim GmNHX’lerin vakuolar membran {izerine lokalize oldugunu
gostermistir. Iki farkli soya (Gujosoya-2 hassas ve MAUS-47 dayanikli) ¢esidinde bitkiler
tic yaprakli (21 giin) asamaya geldiklerinde, 100 ve 200 mM NaCl uygulanan tuz stresinin
gen ekspresyon analiz sonuglari, tuz stresinin hem tuza dayanikli (MAUS-47) hem de hassas
(Gujosoya-2) soya cesitlerinin tiim dokularinda GmMNHX genlerinin konsantrasyona bagli
olarak uyarildigini ortaya koymustur. Buna ek olarak, dokular arasinda en yiiksek gen ifade
artiginin ilk olarak koklerde sonrasinda yapraklarda ortaya ¢iktigini gostermistir (Joshi, vd.,
2021).

Asma (Vitis vinifera) genomunda NHX gen ailesinin tanimlanmasi igin yiiriitiilen bir
caligmada, toplamda alt1 tane VVNHX geni karakterize edilmistir. Filogenetik analiz, VVNHX
genlerinin Grup | vakuolar VVNHX1, -2, -3, -4, -5 ve Grup Il endozomal VVNHX6 olmak

tizere iki farkli sinifa ayrildigini ortaya koymustur. Gen yap1 analizleri, VWVNHX genlerinin
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sirastyla 14 ve 23 ekzondan olusan VVNHX3 ve VVNHX6 genleri disinda diger {iyelerin 15
ckzondan olustugunu gostermistir (Ayadi, vd., 2020).

Biber (Capsicum annuum) genomunda NHX genlerinin genom seviyesinde
biyoinformatik analizlerinin ve bu genlerin tuz stresi altinda tepkilerini analiz etmek igin
gerceklestirilen ¢aligmada, toplamda dokuz CaNHX geni tanimlanmistir. Filogenetik analiz
sonuclari, CaNHX iiyelerinin, Grup I CaNHX9, Grup Il CaNHX2, -4, -5, -8 ve Grup 11l
CaNHX1, -3, -6, -7 seklinde ti¢ farkli gruba ayrildigini gostermistir. Gen yap1 analizleri,
CaNHX genlerinde genel olarak ekzon sayilarinin 8 ila 24 arasinda degistigini ortaya
koymustur. Buna ek olarak, amilorid baglama bolgesinin, CaNHX2, -3, -4, -5 genlerinde
korundugu rapor edilmistir. Tuz stresi, biber fideleri alt1 yaprakli asamaya geldiklerinde tek
doz olarak 100 mM NaCl uygulanmis ve 6rnek dokular1 koklerden 3, 6, 12, 24 ve 72.
saatlerde toplanmigtir. RT-qPCR analiz sonuglari, NaCl stresi varliginda CaNHXZ1,
CaNHX2, CaNHX6, CaNHX9 genlerinin artan bir sekilde yukar1 dogru arttigini, CaNHXS,
CaNHX4, CaNHX5 ve CaNHX8 genlerinin digerlerine kiyasla daha az regiilasyon
gosterdigini ortaya koymustur. Arastirmacilar, biber bitkisinin ¢evredeki degisikliklere
kendisini adapte edebilmek icin CaNHX1 ve CaNHX9 genlerinin tuz stresi altinda
ekspresyonlarini yukar1 dogru artirarak kendi iyon dengelerini ayarlayabildigini rapor
etmislerdir (Luo, vd., 2021).
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada deneme materyali olarak Solanum lycopersicum cv. MicroTom c¢esidi

kullanilmastir.

3.2. Yontem
3.2.1. Biyoinformatik Analizler
Domates Genomunda NHX Genlerinin Belirlenmesi ve Karakterizasyonu

Domatesteki aday SINHX genlerini belirlemek i¢in, ilk olarak Na*/H* antiporter
(NHX) gen ailesine ait Pfam ID (PF00999) numarasi ile Phytozome (https://phytozome-

next.jgi.doe.gov/) veri tabaninda taratilmistir. Daha sonra Sol Genomics Network

(https://solgenomics.net/) veri tabaninda NHX genleri ile ilgili anahtar kelimeler

(sodium/hydrogen exchanger, Na*/H™ antiporter, NHX) kullanilarak tarama yapilmistir. Bu
iki veri tabanindan elde edilen aday SINHX genleri listelenmis ve aday genlerin sekans
bilgileri Sol Genomics Network (SL4.0/ITAG4.0 version) veri tabanindan indirilmistir.
Devaminda, aday genlerin amino asit sekanslarinda, Na*/H" antiporter domaini varligi

Hidden Markov Model (https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/) kullanilarak dogrulanmustir.

Aday SINHX genlerinin amino asit sekanslari, Arabidopsis thaliana’da bulunan
AtNHX genlerinin amino asit sekanslari ile ikili dizi hizalamas1 (EMBOSS Matcher-Pairwise
Sequence Alignment) yapilmis ve aday genlerin AtNHX genleri ile olan benzerlikleri (%
identity) belirlenmistir. SINHX genleri, AINHX genleri ile olan en yiiksek benzerlik degerine

gore siralanmastir.

SINHX genlerinin izoelektrik noktasi (pl) ve molekiiler agirligi (MW) ExPASy

(https://web.expasy.org/compute_pi/) araci ile hesaplanmigtir. SINHX genlerinin hiicre igi

lokalizasyonu Plant-mPLoc (http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/) sunucusu ile

tahmin edilmistir. Transmembran sarmal alanlarin1 dogrulamak i¢in SINHX genlerinin amino
asit sekanslart TMHMM 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/servicessTMHMMY/) programi ile

taranmustir.
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Dizilerin Hizalanmasi ve Filogenetik Analiz

SINHX ve Na*/H* antiporter genlerinin tanimlandig1 bazi bitki tiirlerinin amino asit
sekanslart MUSCLE alignment kullanilarak ¢oklu dizi hizalamas1 yapilmis ve filogenetik
agac MEGA-X programinda neighbor-joining yontemi ile olusturulmustur. Filogenetik
agac, iTOL (https://itol.embl.de/) programi kullanilarak gorsellestirilmistir.

SINHX Genlerinin Kromozom Dagilim

SINHX genlerinin kromozomlar {izerindeki lokasyonlarini belirlemek i¢in Sol

Genomics Network Genome (https://solgenomics.net/) aracigiyla genlerin genomdaki

konum bilgileri elde edilmis ve Sol Genomics Network veri tabani kullanilarak genlerin

kromozomlar tizerindeki dagilimi tespit edilmistir.
Korunan Motif ve Gen Yap1 Analizi

SINHX amino asit sekanslarinda korunan motiflerin analizi Multiple Expectation

Maximization for Motif Elicitation (https://meme-suite.org/meme/tools/meme) araci ile

gergeklestirilmistir. SINHX genlerinin gen yapi analizi Gene Structure Display Server 2.0
(http://gsds.gao-lab.org/index.php) araci kullanilarak yapilmustir.

SINHX Proteinlerinin U¢ Boyutlu Yapisal Analizi

SINHX proteinlerinin ii¢ boyutlu yapist ePlant-BAR (https://bar.utoronto.ca/eplant/)

araci kullanilarak olusturulmustur.
SINHX Proteinlerinin Protein-Protein Etkilesim Tahmini

SINHX proteinlerinin protein-protein etkilesim tahmini STRING (https://string-
db.org/) veri tabani kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2.2. Bitkilerin Yetistirilmesi ve Tuz Sokunun Uygulanmasi

Domates tohumlari, iizerinde ¢ift kath kurutma kagidi bulunan ve 15 ml distile su
(dH20) ilave edilen plastik kaplar igerisine Sekil 2’deki gibi yerlestirilmistir. Tohumlar, 25
+ 0,5 °C sicaklik, %65 £ 5 nem ve 18 saat aydinlik (350 pmol m?s™), 6 saat karanlik ortama
sahip iklimlendirme odasinda karanlik ortamda cimlendirmeye birakilmistir (Sekil 3).
Cimlenen tohumlar, 3:1 oraninda torf ve perlit karigimi bulunan plastik saksilara transfer

edilmistir (Sekil 4).
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Sekil 2. Cift kurutma kagidi lizerinde ¢imlenmeye birakilan domates tohumlarma ait
gorunti.

S ek tatim si——.

Sekil 3. Cimlenmis tohumlara ait genel goriintii.
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Sekil 4. Bitkiciklerin saksilara transfer edilmesine iliskin goriintii. A-B: Forseps yardimiyla
transfer isleminin gerceklestirilmesi.

Saksilara transfer edilen domates bitkileri ¢iceklenme dénemine kadar iklimlendirme
odasinda, diizenli kontroller ve distile su ile sulamalar yapilarak biyiitilmistiir.

Bitkilerin gelisim evrelerine ait Ornek gorseller Sekil 5-8’de sunulmustur.

Sekil 5. Domates bitkilerinde tomurcuklanma ve ¢iceklenme baslangic donemlerine ait

gorsel. A: Tomurcuklanma evresi. B: Cigeklenme donemi.

28



Sekil 6. A-B: Ciceklenme donemindeki domates bitkilerinin genel goriintiisii.

Sulamayla birlikte, belirli zaman araliklarinda domates bitkilerine ticari sivi giibre
(Black Diamond) uygulanmustir. ilk siv1 giibre uygulamasi tohum ekiminden 21 giin sonra
yapilirken, son s1v1 giibre uygulamasi NaCl soku uygulamasindan 1 hafta dnce yapilmistir.
Toplamda 4 kez yapilan s1v1 giibre uygulamasinin ilki 5 1t/20 ml dozunda saks1 bagina 100
ml uygulanirken, digerleri 5 1t/20 ml dozunda, saksi basma 50 ml olacak sekilde
uygulanmistir (Sekil 7).

ERRSPEERL <.

Sekil 7. A: Domates bitkilerine sivi giibre uygulanmasi. B: Domates bitkilerine uygulanan

ticari Black Diamond s1v1 giibresi.
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NaCl soku uygulamasindan Once bitkiler tarla kapasitesine kadar sulanmis ve
yaklagik 3 saat drene islemi (Sekil 8) yapildiktan sonra saksilarin yas agirliklar dijital terazi
ile tartilmis (Sekil 9) ve kayit altina alinmistir.

¥ ',51 v-ﬁ?,‘?’}'},"%‘x-—v'\ ® s
X, g -85 : -
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Sekil 9. Domates saksilarinin 24 saat araliklarla yas agirliklarinin tartilmasina iliskin

goriintii. A: Tarla kapasitesine getirilen saksilarin drene edildikten sonra yapilan ilk
tartimlari (1. giin). B: 11k tartimin iizerinden 24 saat gectikten sonra yapilan ikinci tartim (2.

giin). C: Ikinci tartimin {izerinden 24 saat gectikten sonra yapilan iigiincii tartim (3. giin).

30



Ciceklenme donemindeki domates bitkilerine, tarla kapasitesine kadar yapilan
sulama isleminden sonra saks1 basina tutulan su miktarinin %60 kaybedildiginde 240 mM

NaCl soku tek seferde uygulanmistir. Calismada, SM NaCl stok ¢ozeltisinden seyreltilerek

hazirlanan 240 mM NaCl tek doz tarafimizca yapilan 6n denemeler sonucunda belirlenmistir

(Sekil 10).

Sekil 10. 240 mM NaCl’nin hazirlanmasina iligkin gorsel.

3.2.3. Doku Orneklerinin Alinmasi

Domates bitkilerine NaCl soku uygulanmadan 0. saat (kontrol) ve uygulamadan
sonraki 6. saat, 12. saat ve 24. saat zaman araliklarinda agik ¢i¢ek 6rnekleri alinmigtir (Sekil
11). Domates acik cicek dokular1 3 biyolojik tekrarli olarak toplanmistir. Ornek alma
isleminden 6nce, dokularin muhafaza edilecegi tiipler iizerinde, tarih, doku adi ve alindig1
zaman arali@1 gibi gerekli bilgileri igeren etiketlemeler yapilmistir. Ayrica, NaCl soku
uygulamasindan o6nce, morfolojik olarak yar1 kapali veya burusuk ¢iceklerin
mevcudiyetinden dolayi, tuz stresi uygulandiktan sonra aynmi morfolojik belirtileri

sergileyebilecek giceklerin birbiriyle karigmamasi amaciyla, tam agik gigekler beyaz iplerle
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isaretlenmistir (Sekil 11A-B). A¢ik ¢igek dokulari alinirken sadece beyaz iple isaretli olanlar
dikkate alinmistir (Sekil 11A).

Doku alimlarmin yapildigi esnada, olasi doku zararlarini en aza indirgemek i¢in

dokular miimkiin olan en kisa siire icerisinde makas yardimiyla alinarak buz akiisii icerisinde

bekletilen etiketli tiiplerde toplanmis ve sonrasinda -80 °C’ye transfer edilerek muhafaza
edilmistir (Sekil 11C-D).

Sekil 11. NaCl soku uygulamasindan sonra agik ¢i¢cek doku 6rneklerinin alinmasi. A-B: Ag¢ik
cicek dokularinin makas yardimiyla alinmasi. C-D: Doku 6rneklerinin buz akiisii i¢indeki

tiiplere aktarilmasi.
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3.2.4. Molekiiler Analizler
Total RNA izolasyonu

Domates agik ¢igek dokularindan Total RNA’y1 izole etmek igin ticari GF-1 Vivantis
Total RNA Ekstraksiyon Kiti kullanilmistir.

Total RNA izolasyonu i¢in -80 °C’de muhafaza edilen agik ¢igek dokulari (her 6rnek
icin yaklasik 20 mg) 6nceden sogutulmus havanlar kullanarak sivi nitrojen yardimiyla
ogiitiilmiis ve ince toz haline getirilmistir. Havan igerisinde 6giitiilen dokularin tizerine 400
pul Tampon TR ve 5 ul 2-mercaptoethanol eklenerek homojenize edilmis (Sekil 12) ve

ornekler 2 ml mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir.

Sekil 12. Total RNA izolasyonu i¢in agik ¢i¢cek dokularinin homojenize edilmesine iliskin
gorint.
Sonrasinda, ornekler ii¢ dakika boyunca 13.000 RPM’de santrifiijlenmis ve elde edilen

lizatlar homojenizasyon kolonuna aktarilmistir. Ornekler iki dakika boyunca 13.000
RPM’de santrifiij edilmis ve homojenizasyon kolonunda toplanan siv1 iizerine 350 pul %80
etanol eklenerek pipetleme yardimiyla iyice karigtirllmistir. Devaminda ornekler RNA
baglama kolon tiipiine aktarilarak 1 dakika boyunca 10.000 RPM’de santrifiij edilmis ve
toplama tiipiindeki akiskan sivilar atilmistir. Ornek basina 500 ul Wash Buffer eklenerek 1
dakika boyunca 14.000 RPM’de santrifiij edilmis ve toplama tiiplindeki akiskan sivilar
atilmigtir. RNA baglama kolonuna 70 pl DNase | Digestion (DNase I 7ul, Digestion Buffer
56 ul, Digestion Enhancer 7 ul) karisimi eklenmis ve 6rnekler oda sicakliginda 15 dakika
inkiibe edilmistir. Sonrasinda, 6rneklere 500 pl Inhibitér Removal Buffer eklenerek 1 dakika
boyunca 14.000 RPM’de santrifiij edilmis ve toplama tiipiindeki akiskan sivilar atilmistiri.
Orneklere 500 ul Wash Buffer eklenerek 1 dakika boyunca 10.000 RPM’de santrifiij edilmis
ve toplama tiipiindeki akiskan sivilar atilmistir. Orneklere tekrardan 500 ul Wash Buffer
eklenerek 1 dakika boyunca 10.000 RPM’de santrifiij edilmis ve toplama tiiptindeki akiskan
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stv1 atilmistir. Ornekler tekrardan 1 dakika boyunca 10.000 RPM’de santrifiij edilmistir.
Sonrasinda, RNA baglama kolunu yeni mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirilmis ve 6rneklere
50ul saf su eklenerek oda sicakliginda 1 dakika bekletilmistir. Devaminda 6rnekler 1 dakika
boyunca 10.000 RPM’de santrifiij edilmistir. Agik ¢i¢ek dokularindan izole edilen Total
RNA ornekleri -80 °C’de muhafaza edilmistir.

Acik ¢icek dokularindan izole edilen Total RNA’lar 50 ml 1X Dietil pirokarbonat
(DEPC) Water ile hazirlanan %2’lik agaroz jelde 75 voltluk bir gerilim uygulanarak 30
dakika boyunca kosturulmustur. Total RNA o6rnekleri, UV Transilluminator cihazi
kullanilarak goérsellestirilmistir (Sekil 13).

Sekil 13. Acik ¢igek dokularindan izole edilen Total RNA’larin %2’lik agaroz jelde

kosturulduktan sonra elde edilen jel goriintiisii. 1: Kontrol 1. tekrar, 2: Kontrol 2. tekrar, 3:
Kontrol 3. tekrar, 4: 6. saat 1. tekrar, 5: 6. saat 2. tekrar, 6: 6. saat 3. tekrar, 7: 12. saat 1.
tekrar, 8: 12. saat 2. tekrar, 9: 12. saat 3. tekrar, 10: 24. saat 1. tekrar, 11: 24. saat 2. tekrar,
12: 24. saat 3. tekrar.

Agaroz Jel Elektroforezi

Domates acik ¢igek dokularindan izole edilen total RNA o6rnekleri %2’°lik agaroz jelde
kosturulmasi i¢in 1 gram agaroz, 50 ml 1X Dietil pirokarbonat (DEPC) Water igerisinde
mikrodalga firin kullanilarak homojen sekilde eritilmistir (Sambrook, vd., 1989). Daha sonra
agaroz ¢ozeltisine 1 pl Etidyum Bromiir (EtBr) eklenerek iyice karistirilmis ve devaminda
tarakl bir jel kiiveti icerisine agaroz ¢ozeltisi (jel) dokiilmiistiir. Jel, katilagmanin saglanmasi
icin oda sicakliginda 25 dakika boyunca bekletilmistir. Sonrasinda tarak dikkatlice ¢ikarilmis
ve katilasan jel, 1X DEPC Water iceren elektroforez tankina yerlestirilmistir. Kuyucuklara, her
ornek i¢in 5 ul yiikleme boyasi ve 5 ul total RNA 6rnegi yiikklenmistir. Jel, 75 voltluk sabit
gerilim altinda yaklasik 30 dakika boyunca kosturulmustur. Total RNA &rnekleri, UV

Transilluminator cihazi kullanilarak gorsellestirilmistir (Sekil 13).
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Genomik DNA izolasyonu

SINHX genleri igin tasarlanan primerlerin genom boyutunda 6zginliginii ve
baglanma sicakligini test etmek i¢in agik ¢icek dokularindan izole edilen genomik DNA
ornekleri sablon olarak kullanilmistir. Genomik DNA izolasyonu CTAB DNA ekstraksiyon
protokolii kullanilarak gergeklestirilmistir (Doyle ve Doyle, 1987; Doyle, 1991).

Tablo 6

DNA ekstraksiyon tamponu i¢in gerekli bilesenler ve hacimleri.

Bilesen Hacim
1,4 M NacCl 28 ml
20 mM Na; EDTA 4 ml
100 mM Tris pH 8.0 10 ml
%3 w/iv CTAB 50 ml
Steril H20 8 mi
Toplam hacim 100 ml

Domates acik ¢icek dokularindan (her 6rnek igin yaklasik 20 mg) genomik DNA
izolasyonu i¢in 6rnek basina 250 ul DNA ekstraksiyon tamponu (Tablo 6) eklendi ve dokular
havan igerisinde oOgiitiilerek homojenize edilmistir (Sekil 14). Sonrasinda, drnekler 2 ml
mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir ve kisaca vorteks yapildiktan sonra 20 dk boyunca oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Devaminda, 6rnek basina 250 pl kloroform/izoamil
alkol (24/1, vIv) eklenerek pipetleme yardimiyla iyice karigtirilmig ve 13.00 RPM’de 12
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra tliplerdeki iist faz
uzaklastirilmis ve 6rnek basina 140 pl isopropanol eklenerek oda sicakliginda 5 dakika
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda, 6rnekler 13.000 RPM’de 7 dakika boyunca
santriflij edilmis ve tekrardan iist faz uzaklastirilmistir. Devaminda, 6rnek basina 1 ml etanol
(%70) eklenmis ve 5 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Santrifiij isleminden sonra iist faz
uzaklastirilmis ve ornekler 30 dakika boyunca oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
Sonrasinda, 6rnek basina 100 pl TE (10 mM Tris-Ha, 1 mM EDTA) eklenerek 55 °C’de 5
dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Son olarak, 6rnekler 13.000 RPM’de 5 dakika
santrifiij edilmis ve devaminda genomik DNA’lar gerekli etiketlemeler yapildiktan sonra -

80 °C’de depolanmustir.
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Sekil 14. Domates acik ¢icek dokularinin, DNA ekstraksiyon tamponu ile homojenize
edilmesine iligkin goriintii.

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucu elde edilen triinler, 50 ml Tris-borate-EDTA
(TBE) buffer ile hazirlanan %2.5’lik agaroz jelde 75 voltluk bir gerilim uygulanarak 45
dakika boyunca elektroforez yapilmistir. Devaminda, gDNA molekiillerinin agaroz jel

tizerinde gorsellestirilmesi i¢in UV Transilluminator cihazi kullanilmistir (Sekil 15).

Sekil 15. SINHX genlerine ait PCR drlinlerinin %2.5’lik agaroz jelde kosturulmasi
sonucunda elde edilen jel goriintiisii. L: DNA Ladder (1000 bg), 1: SINHX1 gDNA 224 bg,
2: SINHX2 gDNA 314 bg, 3: SINHX3 gDNA 522 bg, 4: SINHX4 gDNA 209 bg, 5: SINHX6
gDNA 192 bg, 6: SINHX7 gDNA 242 bg, 7: SINHX8 gDNA 209 bg.

SnapGene programi aracilifiyla EXPRESSED ve SINHX genlerinin gDNA sekanslari
kullanilarak %2.5’lik agaroz jelde in silico analizi de gerceklestirilmistir (Sekil 16).
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Sekil 16. EXPRESSED ve SINHX genlerinin %2.5’lik agaroz jelde in silico analizi. MW:
Molekiiler agirlik, 1: SINHX1, 2: SINHX2, 3: SINHX3, 4: SINHX4, 5: SINHX6, 6: SINHX7,
7: SINHX8, 8: EXPRESSED.

SINHX3 genine ait ileri ve geri primerlarin baglanma sicakligi (Ta), Gradient PCR
kullanilarak yeniden optimize edilmistir (Sekil 17).

500 be

300 bg

100 be

Sekil 17. SINHX3 (gDNA iiriin boyutu 522 bg) genine ait primerlerin Gradient PCR ile farkli
baglanma sicakliklarindaki {riinlerine ait agaroz jel goriintiileri. Sablon olarak gDNA
kullanilmistir. L: DNA Ladder (1000 bg), 1: SINHX3 56 °C Ta, 2: SINHX3 57 °C Ta, 3:
SINHX3 58 °C Ta, 4: SINHX3 59 °C Ta.
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Total RNA Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Domates agik cicek dokularindan izole edilen total RNA’larin konsantrasyonlarini
belirlemek igin ‘“Thermo Scientific’ NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis
Spectrophotometers’” cihazi kullanilmistir (Sekil 18). Agik ¢icek dokularina ait total
RNA’larda  Azeo/A20 ile  Azeo/A20 absorbans degerlerinin  saflik oranlarini  ve

konsantrasyonlarini (ng/pl) belirlemek i¢in 6rnek bagina 2 ul total RNA kullanilmistir.

Sekil 18. Total RNA 6rneklerinin NanoDrop One cihazi ile absorbans saflik oranlarinin ve

konsantrasyonlarinin dl¢iilmesi.

Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Komplementer DNA (cDNA) sentezi igin Thermo Scientific ™ RevertAid First
Strand cDNA sentez Kiti kullanilmigtir. Domates agik ¢i¢ek dokularindan izole edilen total
RNA’lardan cDNA sentezi i¢in asagidaki Tablo 7°de belirtilen hacimlerdeki bilesenler her
ornek i¢in steril tiiplere aktarilmistir (Sekil 19).
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Tablo 7
cDNA sentezinin ilk adimi i¢in gerekli bilesenler ve kullanilan hacimler.

Bilesen Hacim

Total RNA 1000 ng

Oligo (dT)1s Primer 1wl

Steril H20 12 pl hacime kadar
Toplam hacim 12 nl

Tablo 7’de belirtilen sekilde hazirlanan ornekler kisaca vorteks ve santrifiij
isleminden sonra 65°C’de 5 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bu iglemin ardindan
agagidaki Tablo 8’de belirtilen hacimlerdeki bilesenler toplam hacmi 12 pl olan 6rneklerin

bulundugu tiiplere eklenmistir.

Sekil 19. Komplementer DNA sentezi i¢in gerekli bilesenlerin tiiplere aktarilmasi.

Tablo 8’de belirtilen sekilde hazirlanan ornekler kisaca vorteks ve santrifiij
isleminden sonra 42°C’de 60 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Son olarak 6rnekler
72°C’de 5 dakika boyunca inkiibasyona birakilarak cDNA sentez reaksiyonu sonlandirildi
ve elde edilen cDNA’lar yapilacak diger analizler i¢in -80°C’de depolandi.
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Tablo 8
cDNA sentezinin ikinci adimi i¢in gerekli bilesenler ve hacimleri.

Bilesen Hacim
5X Reaction Buffer 4 ul
RiboLock RNase inhibitér (20 U/ul) 1l
10 mM dNTP Mix 2l
RevertAid M-MuLV RT (200 U/ul) 1 ul
Toplam hacim 20 pl (12 pl + 8 pl)

EXPRESSED kontrol genine ait ileri ve geri primerlar kullanilarak yapilan polimeraz
zincir reaksiyonu sonrasinda olugan iiriinler 100 ml TBE buffer ile hazirlanan %2.5’lik
agaroz jelde 75 voltluk bir gerilim uygulanarak 45 dakika boyunca kosturulmustur.
Devaminda, agaroz jeldeki cDNA Ornekleri, UV Transilluminator cihazi kullanilarak

gorsellestirilmistir (Sekil 20).

00 be P —— et

100 be

Sekil 20. EXPRESSED genine ait PCR {irlinlerinin %2.5’lik agaroz jel goriintiisii. L: DNA
Ladder (1000 bg), 1: Kontrol 1. tekrar, 2: Kontrol 2. tekrar, 3: Kontrol 3. tekrar, 4: 6. saat 1.
tekrar, 5: 6. saat 2. tekrar, 6: 6. saat 3. tekrar, 7: 12. saat 1. tekrar, 8: 12. saat 2. tekrar, 9: 12.
saat 3. tekrar, 10: 24. saat 1. tekrar, 11: 24. saat 2. tekrar, 12: 24. saat 3. tekrar.
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Domateste SINHX Genlerine Ait Spesifik Primer Dizayni

Calismada tanimlanan ve karakterize edilen SINHX gen ailesi liyelerine iliskin

spesifik ileri (forward) ve geri (reverse) primerler MacVector yazilimi kullanilarak dizayn

edilmistir (Tablo 9). Kontrol geni (housekeeping) olarak EXPRESSED geni kullanilmistir
(Choi, vd., 2018).

Tablo 9

Gen ifade analizlerinde kullanilan SINHX ve EXPRESSED genlerine ait ileri (Forward) ve

geri (Reverse) primerlerine ait diziler, iiriin boyutlar1 ve baglanma sicakliklari (Ta).

. Uriin
Gene leri (F) ve Geri (R) o
Ad1 Primer Sekansi Boyutu Ta (°C)
(be)
F) GGCTTACCTATCTTACATGCTTGC
SINHX1 ® gRINA 244 55
(R) AGCTCTCAGTCACATTATGCC  cDNA 113
F) TCCTCTTCCTCTATGTGGGCA
SINHX2 < ORNA 314 55
(R) AAACAAAAGCAGCTCTCCCCA  cDNA 135
F) CTCAGTGGGATTTTGACCGTC
SINHX3 > gDNA S22 o
(R) CAATGTCCAACGCATCCATCC  cDNA 169
F) ACTGATCGTGAAGTTGCTCTC
SINHX4 ® gDNA 209 55
(R) TGCCAGGTATAGTGTGACATG  cDNA 128
F) TCTTGTACGACCTCCACACC
SINHX6 ® gDNA 192 o
(R) GGACTGACTGCAAAGCAAGG  cDNA 107
F) CCTGGCGTGCTTATTTCCAC
SINHX7 ® gDNA 242 55
(R) CCCAATTTCTTGCTGGCACC cDNA 167
F) CTTTTGCTTGCTGGACCTGG
SINHX8 ® gDNA 209 55
(R) ACAGCCACAGGATCAGTAGC  cDNA 140
(F) GCTAAGAACGCTGGACCTAATG o\ oo
EXPRESSED g 55
(R) TGGGTGTGCCTTTCTGAATG cDNA 183

41



Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Domates bitkilerine NaCl soku stresi uygulandiktan sonraki 6. saat, 12. saat ve 24.
saatlerdeki agik ¢igek dokularina ait RT-qPCR analizleri 6ncesinde gDNA/CDNA 6rnekleri
kullanilarak SINHX ve EXPRESSED genlerinin 6zgiinliigii ve molekiiler biiyiikliikleri Tablo

10°’da sunulan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction) protokolii

kullanilarak test edilmistir.

Tablo 10

PCR reaksiyonu i¢in gerekli bilesenler ve miktarlari.

Reaksiyon Bilesenleri Hacim
PCR-Grade H.0O 22 ul
5X Reaksiyon tamponu 10 pl
25 mM MgCl: 3ul
10 mM dNTP 1 pl
10 mM ileri primer 1 ul
10 mM Geri primer 1ul
5 U/uL Tag DNA Polimeraz 0.125 ul
gDNA/cDNA 1 pl
Total hacim 39,125 ul

SINHX genlerinin polimeraz zincir reaksiyonunda sablon olarak genomik DNA
(gDNA) kullanilirken, EXPRESSED kontrol (housekeeping) geni i¢in komplementer DNA
(cDNA) kullanilmistir. Kontrol geni ve SINHX genleri igin gerekli bilesenler hazirlandiktan
sonra ornekler polimeraz zincir reaksiyonu igin Thermal Cycler (Applied Biosystems®
Veriti® 96 Well Thermal Cycler) cihazina yerlestirilmistir. Thermal Cycler cihazina ait

sicaklik, zaman ve dongii sayilar1 Tablo 11°de sunulmustur.
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Tablo 11

Thermal Cycler cihazina ait reaksiyon agamalari.

Asama Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayisi
On denatiirasyon 95 10 dk 1
Denatiirasyon 95 15sn
Baglanma (Annealing) 55 45 sn 35
Uzama (Extension) 12 45 sn
Son uzama [ 3 dk 1

PCR dongiisii olarak 95 °C’de 10 dakika boyunca 6n denatiirasyon islemine tabi
tutularak ¢ift zincirli niikleik asit yapilari tek zincir haline getirilmistir. Devaminda 95 °C’de
15 saniye denatiirasyon, primerlarin hedef zincire baglanmasi i¢in 55 °C’de 45 saniye ve
primerlarin baglandigi hedef zincirin uzamasi i¢in 72 °C’de 45 saniye boyunca toplamda 35
dongii olacak sekilde reaksiyon devam etmistir. Reaksiyonun son adimi olarak 72 °C’de 3

dakika boyunca son uzama gerceklestirilmistir.
Gerc¢ek Zamanh Kantitatif PCR (RT-gPCR) Reaksiyonu
Ger¢ek Zamanli Kantitatif PCR (RT-gPCR) analizlerini gerceklestirmek igin

Ampligon RealQ Plus SYBR Green/ROX Master Mix kiti kullanilmistir. RT-gPCR

analizleri i¢in gerekli olan reaksiyon bilesenleri ve hacimleri Tablo 12°de sunulmustur.

Tablo 12
RT-gPCR reaksiyonu i¢in gerekli bilesenler ve kullanilan miktarlar.
Reaksiyon Bilesenleri Hacim
RealQ Plus 2X Master Mix 10 pl
PCR-Grade H20 8 ul
cDNA (1:100) 1 ul
10 mM Tleri Primer 0.5 ul
10 mM Geri Primer 0.5 ul
Total hacim 20 nl
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Choi ve digerleri (2018), Micro-Tom domates ¢esidinde gen ekspresyonu analizleri
icin sekiz tane (TIP41, GAPDH, EXPRESSED, PP2a, SAND, RPL8, CAC, ACT) kontrol
(housekeeping) gen adaylarinin stabilitesini ve uygulanabilirligini test etmislerdir. RT-qPCR
analizlerinde kullanilacak kontrol geninin farkli bitki gelisim evrelerindeki kararlilik
durumunun tespit edilmesi amaciyla ¢igeklerden ve meyvelerden on yedi tane farkli 6rnek
toplamiglar ve geNorm ile NormFinder istatistiksel algoritmalar1 kullanilarak aday genlerin
ekspresyon stabilitesini analiz etmislerdir. Arastirmacilar EXPRESSED geninin diger

adaylar arasinda en kararli ve giivenilir kontrol geni oldugunu bildirmislerdir.

Bu calismada, SINHX gen ailesi iiyelerinin NaCl soku stresi altinda gen ifade
seviyelerinin belirlenmesi i¢in yapilacak analizlerde kontrol geni (housekeeping) olarak
EXPRESSED kullanilmistir. Kontrol geni ve hedef SINHX genlerine ait her 6rnek reaksiyon
basina toplam hacim 20 pl olarak ayarlanmistir ve analizler {i¢ biyolojik tekrar kullanilarak
gerceklestirilmistir. Gergek Zamanli Kantitatif PCR asamalarina ait sicaklik, zaman ve

dongii sayilar1 Tablo 13’de sunulmustur.

Tablo 13
RT-gPCR reaksiyon asamalari.

Asama Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayisi
[k denatiirasyon 95 8 dk 1
Denatiirasyon 95 15sn
Baglanma (Annealing) 55 30 sn } 40
Uzama (Extension) 72 30 sn
95 20 sn
Erime Egrisi
) 67 60 sn
(Melting Curve) 1
97 0sn

Reaksiyonun ilk asamasinda 95 °C 8 dakika boyunca 6n denatiirasyon uygulanmis ve
sonrasinda amplifikasyon asamasina gecilerek 95 °C’de 15 saniye denatiirasyon, 55 °C’de
30 saniye baglanma ve 72 °C’de 30 saniye uzama olmak {izere toplamda 40 dongii olacak
sekilde reaksiyon devam etmistir. Reaksiyonun son adimi olan melting curve agamast, 95

°C’de 20 sn, 67 °C’de 1 dk ve 97 °C’de 0 sn olarak gergeklestirilmistir (Tablo 13).
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3.2.5. Verilerin Analizi

SINHX genlerinin goreceli ekspresyon seviyeleri, 274 yontemi kullanilarak
hesaplanmistir (Livak ve Schmittgen, 2001). Bu yonteme gore;
ACT= (CTHedef en — CTkontrol Gen),
AACT=(CTHedef Gen — CTkontrol Gen)zaman = (CTHedef Gen - CTkontrol Gen)zaman (Kontroly formiilleri
kullanilarak hedef SINHX {iyelerinin goreceli ifade seviyeleri belirlenmistir (Livak ve
Schmittgen, 2001). Genlerin goreceli ifade seviye analizleri esnasinda, veri setlerinde
meydana gelen standart sapma ve standart hata degerleri Microsoft Office Excel programi

araciligtyla belirlenmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Biyoinformatik Analiz Sonuglari
4.1.1. SINHX Genlerinin Tamimlanmasi ve Siniflandirilmasi

Domates (Solanum lycopersicum) genomundaki (SL 4.0 ve ITAG 4.0) Na*/H*
antiporter (NHX) gen ailesini tanimlamak i¢in, Arabidopsis thaliana’da bulunan AtNHX’lerin
amino asit sekanslar1 hizalamalarda kullanilmistir. Sonuglar, domates genomunda Na*/H*

antiporter kodlayan toplam yedi tane SINHX geni oldugunu ortaya koymustur (Tablo 14).

Sekans homoloji analizlerine gore genler, SINHX1 (Solyc01g067710), SINHX2
(Solyc01g098190), SINHX3 (Solyc10g006080), SINHX4 (Solyc06g008820), SINHX6
(Solyc04g056600), SINHX7 (Solyc01g005020), SINHX8 (Solyc049g018100) olarak tanimlanmis

ve adlandirilmistir.

SINHX genlerinin dizi analizleri, genomik sekanslarin 4232 bg (SINHX3) ila 15997 bg
(SINHX6) uzunlugu arasinda degistigini, CDS (kodlanan sekans) sayilarmin 14 ila 23 arasinda
ve sekans uzunluklarinin 1578 bg (SINHX3) ila 3456 b¢ (SINHX7) arasinda degistigini ve amino
asit sekanslarin 526 (SINHX3) ile 1152 aa (SINHX?7) arasinda degistigini gostermistir (Tablo
14).

SINHX proteinlerinin molekiiler agirliklart (MW) 58.5 ila 127.5 (kDa) arasinda ve
izoelektrik noktalarinin (pI) 5.32 ila 9.12 arasinda degistigi tespit edilmistir. Buna ek olarak,
SINHX proteinlerinin transmembran sarmal alanlari sayist 11 ila 13 arasinda degisiklik

gostermektedir (Tablo 14).
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Tablo 14

Domates genomunda tanimlanan SINHX genlerinin sekans ve molekiiler 6zellikleri.

Amino Nat/H*

Gene Lokus Genomik CDS Ekzon _ ) NHX MW
asit antiporter TM  Chr Plant-mPLoc pl

adi adi sekans sekans sayisi _ Sinifi (kDa)

sekans domain

SINHX1 Solyc01g067710 4956 1614 14 538 29-443 12 1 I Vacuole 59.4 855
SINHX2 Solyc01g098190 5857 1611 14 537 29-442 12 1 | Vacuole 58.7 7.24
SINHX3 Solyc10g006080 4232 1578 14 526 27-444 11 10 I Vacuole 59.1 8.8
SINHX4 Solyc069g008820 7602 1605 14 535 27-442 13 6 I Vacuole 59 6.60
SINHX6 Solyc04g056600 15997 1596 20 532 34-437 12 4 I Vacuole 585 5.42
SINHX7 Solyc01g005020 13405 3456 23 1152 29-441 13 1 " CM 1275 5.89
SINHX8 Solyc04g018100 15127 2952 22 983 55-462 13 4 " CM-Vacuole 108.2 5.75

CDS: kodlanan sekans; Chr: kromozomal lokasyon; MW: molekiiler agirlik; pl: izoelektrik noktasi; TM: transmembran domain; CM: hiicre

membrani (cell membrane).
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SINHX genlerinin amino asit sekanslari, Arabidopsis thaliana’da bulunan AtNHX
genlerinin amino asit sekanslari ile ikili dizi hizalamas1 (EMBOSS Matcher-Pairwise Sequence
Alignment) yapilmig ve genlerin, AtNHX genleri ile olan benzerlikleri (% identity)
belirlenmistir. SINHX ve AtNHX genleri arasinda yapilan benzerlik matris skorlarina gore, en
yiksek deger %81.6 ile Solyc04g056600 (SINHX6) ve AtNHX6 arasinda olurken, en diisiik
deger %49.8 ile Solyc04g018100 (SINHX8) ve ATNHX8 arasinda tespit edilmistir (Tablo 15).

Amino asit seviyesinde, Solyc04g056600 geni Arabidopsis'te AINHX5 (%80.6 identity)
ve AtNHX6 (%81.6 identity) ile benzerlik gostermistir. Sonug olarak, Solyc04g056600 geni
AtNHX6'ya daha ¢ok benzerlik oran1 gosterdigi i¢in SINHX6 olarak kabul edilmistir. AINHX5'Iin

ortolog geni domates genomunda tanimlanmamustir.

SINHX iiyelerinde Na*/H* antiporter domaini (PF00999), Hidden Markov Modeli
(HMM) kullanilarak dogrulanmuistir.

Tablo 15
Solanum lycopersicum ve Arabidopsis thaliana genomlarindaki NHX genlerine ait amino asit

sekanslar arasindaki ytlizde (%) identity matrisi.

% ldentity  AtINHX1 AtNHX2 AtNHX3 AtNHX4 AtNHX5 AtNHX6 AtNHX7 AtNHX8

Solyc01g067710
725 73.5 55.9 66.9 22.2 20.9 10.2 12.3
(SINHX1)
Solyc01g098190
73.9 75.5 56.7 66.5 26.4 25.0 10.4 12.0
(SINHX2)
Solyc10g006080
55.7 55.1 69.9 53.1 22.7 22.3 9.8 12.2
(SINHX3)
Solyc06¢g008820
65.1 66.4 534 63.1 24.4 23.1 10.2 12.9
(SINHX4)
Solyc04g056600
22.6 22.2 22.8 22.4 80.6 81.6 12.4 12.9
(SINHX6)
Solyc01g005020
9.7 9.6 9.7 9.6 10.4 10.0 64.4 42.1
(SINHX7)
Solyc04g018100
10.2 9.7 9.9 11.1 10.2 10.1 42.4 49.8
(SINHX8)

48



Domates genomunda tanimlanan SINHX gen ailesi iiyelerine ait ekzon, intron,
kodlanmayan bolge (UTR) ve CDS yapilari, genomik sekans iizerinden SnapGene Viewer
5.2.4. programi kullanilarak haritalandirilmistir (Sekil 21).

SINHX1 (Solyc01g067710) geni, 4956 b¢ uzunlugunda genomik sekansa, 1614 bg
uzunlugunda CDS sekansina, 15 tane ekzon, 14 tane intron ve 14 tane CDS yapisina sahiptir
(Sekil 21). Bu gen igin tasarlanan ileri primer (SINHX1 F) genomik sekans tizerinde 5’ ucundan
3’ ucuna dogru 2797 ve 2820 pozisyonlar1 arasinda 23 baz uzunluguna, geri primer (SINHX1

R) 3’ ucundan 5’ ucuna dogru 3020 ve 3040 pozisyonlar1 arasinda 20 baz uzunluguna sahiptir

(Sekil 21).

SINHX2 (Solyc01g098190) geni, 5857 bg¢ uzunlugunda genomik sekansa, 1611 bg
uzunlugunda CDS sekansina, 16 tane ekzon, 15 tane intron ve 14 tane CDS yapisina sahiptir
(Sekil 22). Bu gen igin tasarlanan ileri primer (SINHX2 F) genomik sekans iizerinde 5’ ucundan
3’ ucuna dogru 4263 ve 4283 pozisyonlari arasinda 20 baz uzunluguna, geri primer (SINHX2

R) 3’ ucundan 5’ ucuna dogru 4556 ve 4576 pozisyonlar1 arasinda 20 baz uzunluguna sahiptir

(Sekil 22).

SINHX3 (Solyc10g006080) geni, 4232 bg¢ uzunlugunda genomik sekansa, 1578 bg
uzunlugunda CDS sekansina, 14 tane ekzon, 13 tane intron ve 14 tane CDS yapisina sahiptir
(Sekil 23). Bu gen igin tasarlanan ileri primer (SINHX3F) genomik sekans iizerinde 5’ ucundan
3’ ucuna dogru 2310 ve 2330 pozisyonlari arasinda 20 baz uzunluguna, geri primer (SINHX3
R) 3’ ucundan 5’ ucuna dogru 2811 ve 2831 pozisyonlar1 arasinda 20 baz uzunluguna sahiptir

(Sekil 23).

SINHX4 (Solyc069g008820) geni, 7602 b¢ uzunlugunda genomik sekansa, 1605 bg
uzunlugunda CDS sekansina, 15 tane ekzon, 14 tane intron ve 14 tane CDS yapisina sahiptir
(Sekil 24). Bu gen i¢in tasarlanan ileri primer (SINHX4 F) genomik sekans iizerinde 5’ ucundan
3’ ucuna dogru 5683 ve 5703 pozisyonlari arasinda 20 baz uzunluguna, geri primer (SINHX4

R) 3’ ucundan 5’ ucuna dogru 5871 ve 5891 pozisyonlar1 arasinda 20 baz uzunluguna sahiptir

(Sekil 24).

SINHX6 (Solyc04g056600) geni, 15997 b¢ uzunlugunda genomik sekansa, 1596 bg
uzunlugunda CDS sekansina, 21 tane ekzon, 20 tane intron ve 20 tane CDS yapisina sahiptir
(Sekil 25). Bu gen igin tasarlanan ileri primer (SINHX6 F) genomik sekans iizerinde 5’ ucundan

37 ucuna dogru 9209 ve 9228 pozisyonlari arasinda 19 baz uzunluguna, geri primer (SINHX6
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R) 3’ ucundan 5’ ucuna dogru 9381 ve 9400 pozisyonlar1 arasinda 19 baz uzunluguna sahiptir

(Sekil 25).

SINHX7 (Solyc01g005020) geni, 13405 b¢ uzunlugunda genomik sekansa, 3456 bg
uzunlugunda CDS sekansina, 23 tane ekzon, 22 tane intron ve 23 tane CDS yapisina sahiptir
(Sekil 26). Bu gen igin tasarlanan ileri primer (SINHX7 F) genomik sekans iizerinde 5’ ucundan
3’ ucuna dogru 2433 ve 2452 pozisyonlari arasinda 19 baz uzunluguna, geri primer (SINHX7

R) 3’ ucundan 5’ ucuna dogru 2655 ve 2674 pozisyonlar1 arasinda 19 baz uzunluguna sahiptir
(Sekil 26).

SINHX8 (Solyc04g018100) geni, 15127 b¢ uzunlugunda genomik sekansa, 2952 bg
uzunlugunda CDS sekansina, 23 tane ekzon, 22 tane intron ve 22 tane CDS yapisina sahiptir
(Sekil 27). Bu gen igin tasarlanan ileri primer (SINHX8 F) genomik sekans tizerinde 5’ ucundan
3’ ucuna dogru 2091 ve 2110 pozisyonlari arasinda 19 baz uzunluguna, geri primer (SINHX8

R) 3’ ucundan 5’ ucuna dogru 2280 ve 2299 pozisyonlar1 arasinda 19 baz uzunluguna sahiptir

(Sekil 27).
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(3020 .. 3040) SINHX1 R

Exoné Exonl0 Exonl3
Exonl 5'UTR Exon5 (2797 .. 2820) SINHX1 F (Exonii1] (Int12) Exonl4
1000 2000 30001 4000
[ 1nt1 s [ e 11t3 s oo e 11t e e [nt14 s ST R
| Exon2 | | || || Exon7 | | | Int9 | | |
5"UTR Int2 Exon3 Exond Int4 Int5 Inté Int7 Exon8 Exon9 Int10 Intil Exonl2 Int13
» » >y B ) DDDQHD Cos14 AT
CDS1  CDs2 CDS3 CDS4 CDS5 CDs6  CDS7 CDS8 CDS9 CDS10 CDs11 CDS13
SINHX1 CDS”
4956 bp

Sekil 21. SINHX1 tiyesinin gen yapist. Bu haritalarda koyu gri renkli kutular ekzonu, siyah ¢izgiler intronu, mor renkli oklar CDS yapilarini ve
acik gri renkli kutular kodlanmayan bélgeleri temsil etmektedir. Buna ek olarak, SINHX genlerine ait tasarlanmis ileri/geri primerlar harita {izerinde
sar1 renkli yuvarlak sekil ile gosterilmis ve bunlarin pozisyon bilgileri de haritalarda detaylandirilmistir.

(4556 .. 4576) SINHX2 R (Tnt13
(4263 .. 4283) SINHX2 F Exoni4

1000

M 1t ] e e 115 e 1119 sl It 11 I—-l—lm

|2 | I3 | | | | Exon8 | | | | Int12 | | ]
5"UTR Exon2 Exon3 Exon4 Int4 Inté Int7 Int8 Exon9 Exon10 Exonll Exonl2 Exonl3 Intl4 Intl15
» B I ) PR B D) ) EpIEEN
CDS1 CDS2 CDs3 CDS4 | CDse CDs? CDS8 CDs9 CDS10 CDS11 | CDS13 CDSs14
CDS5 CDs12
SINHX2
5857 bp

Sekil 22. SINHX2 tiyesinin gen yapisi.
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(2811 .. 2831) SINHX3 R Intll

(Exond]  (Exon5] (2310 .. 2330) SINHX3 F Exon12
1000 2000 = 3000 4000
[ 111 el e Sl = T e [t sl 1t e [t e e 11110 s sl 1t13 (S
Exonl | Int2 | | | | Int7 | | | | | |
Exon2 Exon3 Int3 Int4 Int5 Exon7 Exon8 Exon9 Exonl0 Exonll Int12 Exonil3
CDS1 CDS2 (CDS3 CDS4 CDS5 CDS6 CDS7 CDS8 CDS9 CDS10 CDS11 CDS12 CDS13
SINHX3
4232 bp

Sekil 23. SINHX3 tiyesinin gen yapisi.
(Int1i0}

(5871 .. 5891) SINHX4 R

2000 4000

[ 1t1 e e 11t2 s 11t3 s [1t4 {1115 s 17 ] 1ntS (T efefllefl] 114
|

5'UTR Exon2 Exon3 Exon4 Exonb Int6 Exon7 Exon8 Exonl0 Exonl2 Intl3
CDs1 CDSs2 CDS3 CDS4 CDS5 CDS6 CcDs7 | CDS9 | CDS11| CDS13 CDS14 |
CDS8 (CDS10 CDS12 3'UTR
SINHX4
7602 bp

Sekil 24. SINHX4 tiyesinin gen yapisi.
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SINHX6 F (9209 .. 9228)

[Exon8| Exon16]
Exon3! | (Exond (Exan?7)
(Exon6 (SINHX6 R (9381 .. 9400) (ExonlB% (Exon20!
|11 5000°" | [ TP T o.000T 15.00a"
I 1nt1 efjef Int5 { e e o o e Int17
Exoni | | || Intg | (. | | Exon21
Int2 Exon5 Int6 Int7 IntS Int15 Exonl17 Int1S Int20
= RLL. LRI ] LR
5' UTR | CDS2 | | CDS5 CDS6 | CDS9 | | CDS17 CcDs18 | | 3'UTR
CDs1 CDS3 CDs4 cDs8 CDS13 CDSs16 CDs19 CDS20
SINHX6
15.997 bp
Sekil 25. SINHXG6 tiyesinin gen yapisi.
(Intd] SINHX7 R (2655 .. 2674)
Int18
(2433 .. 2452) SINHX7 F (Int6]
Exon? Tnt12
25001 || ] 5000 T 7500 T0.0001 | | 12.500
B nt1 e 1nt3 s 10t7 efjfj—] 10t10 {011 sl 1614 s —— 10t s — ] — 1nt21 o —
Exonl | | | | | Int9 \ | | [ | | Int20 | | | Exon23
Int2 Exon3 Exon5 Int5 Int8 Exonl1l Exonl2 Int13 Intl5 Exonl6 Intl7 Exoni9 Exon21 Exon22 Int22
5'UTR | CDS2 CDS3 CDS4 | | CDS7 | CDS9 CDs11 CDS12 | CDS14 CDS15 CDS16 CDS17 | | CDS20 CDS21 CDS22 (CDS23 |
CDSs1 CDS5 CDS6 CDs8 CDS13 CDS18 CDS19 3'UTR
SINHX7
13.405 bp

Sekil 26. SINHX7 tiyesinin gen yapisi.
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(Int4]
SINHX8 R (2280 .. 2299)

(2091 .. 2110) SINHX8 F Exon6
Exon3 Int6 Exond
Exon9
Exon2 Exon10

15.000
I nt1 el 1017 s} 1013 e 111 e} 0t14 o} 1015 e e[} 1122 ]

Exoni | |mts |
Int3 Exon5 Exon7 Int8 Int10 Exonll

= LN oy

CDS2 | | CDS5| CDS7 | CDS9 | CDS11
CDS1 CDS3 CDS4 CDS6 CDS8  CDS10

Sekil 27. SINHX8 iiyesinin gen yapisi.

Int18
Exonl8 nt19
Exoni?7 Exon20 3' UTR 3'UTR
-1 twoo0" T
| Int12 | | L Inti7 | Int21
Exonl2 Intl3 Exonil5 Exonl6 Intl6 Int20

Exon21 Exon22

» | "D'!

Exon23

DH'

CDS12 CDS14 CDS15  CDS16 | CDS18 CDS21  CDS22
c0513 CDS17 c0519 CDSZO

SINHXS8

15.127 bp
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4.1.2. Filogenetik Analiz

NHX genlerinin secilen diger bitki tiirleriyle evrimsel iligkilerini belirlemek igin,
SINHX'ler Arabidopsis thaliana (AtNHX), Medicago truncatula (MtNHX), Glycine max
(GmNHX) ve Vitis vinifera (VVNHX) tiirlerine ait NHX’ler ile karsilastirilmistir. Toplamda
35 gen kullanilarak, MEGA-X programinda, komsu birlestirme (neighbor-joining)
yontemiyle filogenetik aga¢ olusturulmustur. Sonuglar iTOL ile gorsellestirilmistir.
Filogenetik agacin olusturulmasinda onyiikleme (Bootstrap) yontemi ayar degeri 1000
olarak alinmis ve diger parametreler i¢in varsayilan degerler kullanilmigtir. Filogenetik
analiz sonuglarina gére SINHX genleri, SINHX1, -2, -3 ve -4 vakuol membranlar (Vac sinifi)
tizerinde (Aharon, vd., 2003), SINHX6 endozomal bdlge (Endo sinifi) {izerinde (Bassil, vd.,
2011) ve SINHX7, -8 plazma membrani (PM sinifi) tizerinde (Shi, vd., 2000) ti¢ farkli gruba
ayrilmistir (Sekil 28).
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Sekil 28. Domates ve segilen diger bitki tiirlerine ait NHX tiyeleri arasindaki iligkileri temsil
eden filogenetik agag¢. Solanum lycopersicum (SINHX), Arabidopsis thaliana (AtNHX),
Medicago truncatula (MtNHX), Glycine max (GmNHX), Vitis vinifera (VVNHX).
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4.1.3. SINHX Genlerinin Domates Kromozomlarina Dagilim

SINHX genlerinin kromozom tizerindeki konum bilgisi Sol Genomics (SL 4.0 ve
ITAG 4.0) veri tabani kullanilarak elde edilmistir. Domates genomunda tanimlanan yedi
NHX geninin, 4 kromozom iizerine lokalize oldugu belirlenmistir (Sekil 29). SINHX3 geni
on numarali kromozomda, SINHX6 ve SINHX8 genleri dért numarali kromozomda, SINHX1,
-2, -7 genleri bir numarali kromozomda iken SINHX4 geni altt numarali kromozomda

konumlanmustir.

LM
SIMHA7 S1HH®3

S1NHR4

S1NH=G

E=d
=
[T =

20

40

S1NHRG
a0

S1NH=L

S |1 |01 1O A A

8o S1NHEE

Lo

120

Sekil 29. SINHX genlerinin domates kromozomlarina dagilimlari ve kromozomlar
iizerindeki konumlari.

4.1.4. SINHX Genlerinin Yapisal Analiz Sonuclar

SINHX genlerinin yapisal Ozelliklerini daha ayrmtili tanimlamak ve birbirleri
arasinda karsilastirmak i¢in ekzon/intron yapilart GSDS 2.0 (Gene Structure Display Server)
araci ile analiz edilmistir (Sekil 30). Vac smifi SINHX1, -2, -3, -4 genlerinde 14 ekzon, 13
intron, Endo smifi SINHX6 geninde 22 ekzon, 21 intron ve PM simifi SINHX7, -8 genlerinde

sirasiyla 23 ekzon, 22 intron, 22 ekzon, 21 intron bulunmaktadir. SINHX genleri arasindaki
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en bliyiik genomik sekans uzunluguna 15997 bg ile SINHX6 sahipken, en kisa genomik
sekans uzunluguna 4232 bg ile SINHX3 sahiptir (Sekil 30).

SINHKI i — -
SINHX4 et H— e

SINHX) - —— - ——— .

SINHK3 (i ——

SNHX6 i ————- o .
SINHX7 - e .

SINHXS b ————r—~ : ——+- 4 —
|

| | | | |
Okb kb 2%kb 3% 4k kb 6kb  Tkb  Skb %kb kb I1kb  12kb  13kb  14kb
Legend:
CDS sl upstreany/ downstream  — Intron

Sekil 30. Solanum lycopersicum'da tanimlanan NHX ailesi iiyelerinin gen yapisi. Ekzon
yapilar sar1 renkli kutularla ifade edilirken, intron yapilari siyah cizgilerle gdsterilmistir.

4.1.5. SINHX Genlerinin Korunan Motif Analizi

SINHX genlerinin olast korunmus motiflerini incelemek i¢in MEME (Multiple
Expectation Maximization for Motif Elicitation) arac1 kullanilmis ve korunan motifler farkli
renkler ile gosterilmistir (Sekil 31). Analiz sonuglari, SINHX ailesi tiyelerinde toplamda
korunan 10 motifin var oldugunu ve bu korunan motiflerin 21 ila 50 amino asit uzunlugu
arasinda degistigini gostermistir (Sekil 31 A-B). Motif 1 tiim SINHX iiyelerinde bulunurken,
Motif 2, -3, -4, -5, -6, -7, -9 numarali korunmus motifler SINHX1, -2, -3, -4 iiyelerinde tespit
edilmistir (Sekil 31 A-C). Buna ek olarak, Motif 10 SINHX®6, -7, -8 iiyelerinde bulunurken,
Motif 8 SINHX7 ve SINHX8 haricinde diger tiim iiyelerde belirlenmistir. Amilorid
baglanma bolgesi [FFIYLLPPI] SINHX1-2-3'te tamamen korunurken, SINHX4 ve
SINHX6'da yiiksek oranda korunmustur. Buna ek olarak, SINHX7 ve SINHXS8 {iyeleri
amilorid baglanma bdlgesine sahip degildir (Sekil 31D).
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Name p-value  Motif Location Motif Symbol Motif sequence
— 1. M SN DB F Y LLRE  r AP VRRKE rREF v LA BN 8
1. SINHX1  0.00e+0 - [ — 2. [0 B8 vuEHYENHNVEREERVENRHAFANCEF i ARNF i FLYVEND
2 st oooeso — HENNNNN (NN (OUTEEEN SN BN 3 O EvcA R FRAREEVENCHYCRMERERCC YNGR ERARNY R
: . 4. HEE oo ENABCYREAVEVACAYNBFREEEECPANA v EEN N vOFEE
3 sxs 000es — TNNNEN (U CUUTONE NN BN S D HCUNAY KUY RRWEEBREYAUG LAY O CARLE Y R YR
i ’ . 6. [ HrEirvacitCcAC I EHLCCEENREVEEN BAC (HLEEEY L0 BEERS
4. SINHX  0.00e+0 . ] [T aa M 5, mEm PREPECRVCCEEPENE HRYNRKF DA URE | FEERES VR
. g W BRAAFVFRLEY LENLVKKERE
5. SINHX6  7.15e-99 -] = o, EN  AUHINKNKrvKENPHCEVEVE
) PYoNNNENSLCLBALLEANBPVAVVALLKELEANKKLEN vERRS L vND
6. SINHX7 3.97e-71 = 1 -
7. SINHX8  1.65e-74 L B
' . ' ! . . . ' . ' ' ; ‘ . ' . ' . . ' 5 . ‘ ' '
0 200 400 [El 600 800 1000
ame Amiloride-binding sites

4. SINHX4 IILLTTKGKS S' LLEFDEQLF
2. SINHX2 VILLVSGGKS S''LLVPSED!
1. SINHX! VILLISGGKN S' ILVFSED

[JI PNACPQVKKKQFFRNFVTIMLFUAVCTLIS FSIISFGAKE
[}l PNACPQVKKKQFFVNFMT IMLFCAICTLVS CAIISLGAIQ
[jI PNACPQVKKKSFFRNPSTIMLPCAVOTLIS FITISFGATS
3, SINHX3 IILLISKGKS S' ILRFNE [l FNACFQVKKKQFF NFLTIMSF VICVFIS SSIIASGSWW
S, SINHX6 ANVSDTETSI RAWFNF EEFF [JIFQSCFSLS K FFSNFCAIITFAILOTFIA SFVIGILVYL
' & 7. SINHX8 YRLGKLGNGI RIWADIDADLLLAVFL ILIFECAFSMQV QIKKCMAQMLLLAC (VLIS TGLIGAAVKL

6. SINHX7 HGLGRIGDGI RIWANID DLLLAVFL ALLFESAFSMEI QIKRCAVQMLLLA (VLIS TFFLGAALKI

”

Sekil 31. SINHX genlerine ait amino asit sekanslarinin korunmus motiflerin analizi. A: SINHX'lerin korunmus motifleri. B: On motif farkli

renklerle belirtilmistir. C: Motif 1 (kirmiz1 renk) tiim SINHX'lerde korunmustur. D: SINHX'lerin amilorid baglama bdlgesi.
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4.1.6. SINHX Proteinlerinin Protein-Protein Etkilesim Tahmin Sonug¢lar:

SINHX proteinlerinin protein-protein etkilesimi (PPI, Protein Protein Interaction),
STRING veritabani tarafindan tahmin edilmistir. SINHX7 ve SINHX8 proteinlerinin
varsayimsal olarak protein kinazlar (CIPK) ile etkilesime girdigi tespit edilmistir (Sekil 32).
SOS (Salt Overly Sensitive) sinyal yolagi, SOS1(NHX7), SOS2 (CIPK24) ve SOS3 (CBL4)
proteinlerinden olusmaktadir. Bu sinyal yolaginda CIPK24 (Calcineurin B-like interacting
serine/threonine-protein kinase 24) geninin, CBL4 (Calcineurin B-like) ile etkilesime girdigi
ve kinazi plazma membranina yonlendirerek plazma membraninda lokalize Na*/H*

antiporter’s (NHX7/SOS1) tuz toleransini tesvik etmek i¢in etkinlestirdigi bildirilmistir
(Batelli, vd., 2007).

SINHX8

Solyc09g010130.2.1 cbl
/-\ SINHX6 ) e
SINHX2 \./ 8 SINHX3 ”;’/,;:f

Solyc01g090920.2.1 o
£ Solyc08g005270.2.1

~ -,
SINHX4 /\SlNHXl
N

/

@,

SINHX7

S

Sekil 32. SINHX ailesi iiyelerinin protein-protein etkilesim (PPI) agi.

@

4.1.7. SINHX Proteinlerinin U¢ Boyutlu (3D) Yapisal Tahmin Sonuclar

SINHX proteinlerinin tahmini 3D modellenmis protein yapilar1 ePlant-BAR araci
kullanilarak elde edilmistir (Sekil 33). Amilorid baglanma bolgesi, SINHX7 ve SINHXS
proteinleri haricindeki diger tiim SINHX {iyelerinde tam veya yiiksek korunumlu sekilde

bulunmaktadir.
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SINHX4

Sekil 33. SINHX proteinlerinin tahmini 3D yapilari. Yapilan 3D modellemede a-helix
yapisindaki lacivert renkli kisimlar Na*/H™ antiporter domainlerini temsil ederken, yesil
renkli domainler amilorid baglanma bdlgelerini ifade etmektedir.

60



4.2. Molekiiler Analizler
4.2.1. EXPRESSED ve SINHX Genlerinin PCR Testleri
Genomik DNA Testi

SINHX genlerine ait primerlerin 6zglnliigi gDNA O6rnekleri kullanilarak test
edilmistir. Sonuglar SINHX3 disinda diger SINHX tiiyelerine ait primerlerin gene 6zgii
amplifikasyonlar sergilediklerini ve 55 °C’nin optimum baglanma sicakligi olarak
kullanilabilecegini gostermistir (Sekil 15). SINHX3 disinda diger iiyelere ait primerlerin
olusturduklar1 molekiiler biiyiikliikkler ile Tablo 9°’da sunulan gDNA {iriin boyutlar
degerlerinin birbirleriyle tutarli oldugu tespit edilmistir. Ayrica SnapGene programi
araciligiyla EXPRESSED ve SINHX genlerinin gDNA sekanslar1 kullanilarak %2.5’lik

agaroz jelde in silico analizi de gergeklestirilmistir (Sekil 16).

SINHX3 genine ait PCR sonuglarinda hedef iirlin ile birlikte spesifik olmayan
amplifikasyonlarin da var oldugu tespit edilmistir. Bu hedef dig1 amplifikasyonlardan dolay1
SINHX3 genine ait primerlerin optimum baglanma sicakliklari Gradient PCR kullanilarak
dort farkli sicaklik (56 °C, 57 °C, 58 °C, 59 °C) ile test edilmistir. Sonuglar dort farkli
sicakligin da SINHX3 genine 6zgili amplifikasyonlar sergiledigini ve bu sicakliklarin SINHX3

icin optimum baglanma sicakligi olarak kullanilabilecegini gostermistir (Sekil 17).

Total RNA Testi

NaCl soku stresinin 0 (kontrol), 6, 12 ve 24. saat zaman araliklarinda toplanan agik
cicek dokularina ait total RNA molekiilleri %2’lik agaroz jel {izerinde gorsellestirilerek
varliklari teyit edilmistir (Sekil 13).

CDNA Testi

NaCl soku stresinin 0 (kontrol), 6, 12 ve 24. saat zaman araliklarinda toplanan agik
cicek dokularina ait cDNA &rnekleri EXPRESSED genine ait primerler kullanilarak test
edilmigtir. PCR sonuglari, EXPRESSED genine ait primerlerin olusturdugu molekiiler
biiytikliiklerin Tablo 9’da sunulan cDNA iiriin boyutu degerleri ile tutarli oldugunu
gostermistir (Sekil 20). Ayrica %2.5’1ik agaroz jel goriintiisii cDNA 6rneklerinin gDNA ile

kontimine olmadigini da ortaya koymustur (Sekil 20).
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4.2.2. Total RNA Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Domates agik cicek dokularindan izole edilen total RNA’larin konsantrasyonlarini

belirlemek

igin

““Thermo

Scientific™"

NanoDrop™

Microvolume UV-Vis

Spectrophotometers’ cihazi kullanilmistir. Agik ¢icek Orneklerine ait total RNA’larin

Azl Azeo ile Azeo/A2zo absorbans degerlerinin saflik oranlart ve konsantrasyonlari (ng/pl)

Tablo 16’da sunulmustur.

Tablo 16

Acik cigcek dokularina ait total RNA’larin absorbans saflik oranlar1 ve konsantrasyon degerleri.

Doku Konsantrasyon Konsantrasyon  Ortalama
A260/A280 A260/A230 -1 -2 Konsantrasyon
Agtk Gigek (ng/) (ng/ul) (ng/)
Kontrol-1 2,37 -6,43 241,7 251,2 246
Kontrol-2 2,39 -2,28 196,7 273,5 235
Kontrol-3 2,22 2,54 941,3 874,9 908
6.saat-1 2,38 -2,02 182,2 178,8 181
6.saat-2 2,40 -2,21 190,6 196,0 193
6.saat-3 2,34 -3,32 236,2 236,7 236
12.saat-1 2,26 191 4493 451,8 451
12.saat-2 2,39 -2,46 197,0 194,8 196
12.saat-3 2,33 -5,68 283,5 281,7 283
24 saat-1 2,29 11,78 408,3 407,7 408
24 .saat-2 2,20 5,93 587,5 589,0 588
24 .saat-3 2,25 6,91 608,3 617,6 613
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4.2.3. Gercek Zamanh Kantitatif PCR (RT-qPCR) ile Gen ifade Analizleri
Ger¢ek Zamanh Kantitatif PCR Reaksiyonlarina ait Amplifikasyon ve Erime

Egrileri

EXPRESSED ve domates genomunda tanimlanan SINHX genlerinin, NaCl soku
stresinin 0. saat (kontrol), 6. saat, 12. saat ve 24. saatlerinde alinan agik ¢igek dokularina ait
niikleik asit 6rneklerinin amplifikasyon (amplification curve) ve RT-qPCR reaksiyonlarinda
primer-dimer gibi hatalarin kontrol edilmesine olanak saglayarak reaksiyonlarin
spesifikligini gdsteren erime egrisi (melting curve) grafikleri asagida sunulmustur (Sekil 34-

57). Her 6rnek i¢in 3 biyolojik tekrar uygulanmustir.

Sekil 34. SINHX1 geni i¢in kurulan reaksiyonda EXPRESSED genine ait amplifikasyon
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Sekil 35. SINHX1 genine ait amplifikasyon egrileri.
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Sekil 36. SINHX1 geni i¢in kurulan reaksiyonda EXPRESSED genine ait erime egrileri.
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Sekil 40. SINHX2 geni igin kurulan reaksiyonda EXPRESSED genine ait erime egrileri.
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Sekil 41. SINHX2 genine ait amplifikasyon egrileri.
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SINHX Genlerinin Géreceli Gen ifade Seviyeleri

Domates genomunda tanimlanan hedef SINHX genlerinin, NaCl soku stresi (240
mM) uygulandiktan sonra farkli zamanlarda (0. saat, 6. saat, 12. saat, 24. saat) alinan agik
cicek dokularina ait goreceli ifade seviyelerindeki degisimler Sekil 58-63’de verilmistir.
SINHX genlerinin ifadesi, EXPRESSED (Solyc079g025390) kontrol geni ile normalize
edilmistir (Choi, vd., 2018).

SINHX3 geni i¢in gergeklestirilen RT-qPCR analizlerinde formiilasyona
(normalizasyona) uygun Ct degerleri elde edilemediginden dolay1 bu gene ait goreceli ifade

seviyeleri hesaplanamamustir.

SINHX3 geni i¢in kurulan ilk RT-qPCR reaksiyonunda herhangi bir okumanin
gerceklesmedigi bos (saptanmamis) veya >’ >35.00" gibi formiilasyona uygun olmayan

oldukgca yiiksek Ct degerleri elde edilmistir.

Deney setinde yapilan bir hata, yetersiz cDNA sablonunun kullanilmasi veya
kalitesiz total RNA izolasyonu gibi etmenler RT-qPCR reaksiyonu esnasinda SINHX3
geninin amplifikasyona gec¢ girmesine ve °’ >35.00"" gibi yiiksek degerli okumalarin
gerceklesmesine neden olmus olabilir. Bu olasi etmenler géz oniinde bulundurularak

SINHX3 geni i¢in {i¢ farkli RT-qPCR reaksiyon seti daha kurulmustur.

SINHX3 geni i¢in RT-qPCR reaksiyonunun toplamda dort kez tekrar edilmesi, deney
seti kaynakli hatalar sonucu formiilasyona uygun olmayan Ct degerlerinin elde edilmesi
ihtimalini oldukga diistik tutmaktadir. Benzer sekilde diger SINHX iiyelerinde formiilasyona
uygun Ct okumalarinin gerceklesmesi kalitesiz total RNA olasiligin1 da azaltmaktadir.
Ayrica kurulan deney setlerinde birbirinden farkli konsantrasyonlarda (1x, 5x, 20x, 100x)
cDNA orneklerinin test edilmesi yetersiz ¢cDNA sablonu ihtimalini de oldukca diisiik

tutmaktadir.

Deney sonuglar1 amplikon boyutu, erime sicakligi veya ekzon/intron se¢imi gibi
parametrelere bagli olarak SINHX3 geni i¢in tasarlanan ileri ve geri primerlerin RT-gPCR

reaksiyonlarina uygun olmadigini diisiindiirmektedir.
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Sekil 58. NaCl soku stresi uygulandiktan sonra farkli zaman araliklarinda alinan agik ¢igek
dokularinda SINHX1 geninin goreceli ifade seviyeleri. Barlar {izerindeki degerler genlerin

goreceli ifade seviyelerini temsil eder. Hata cubuklart ii¢ biyolojik kopyanin standart hatasini

gosterir (n=3).

NaCl soku stresi uygulandiktan sonra 6. saatte SINHX1 geninin goreceli ifade
seviyesi 1,95 olarak tespit edilmis ve yukar regiile edildigi gortilmiistiir. SINHX1 geninin,
NaCl soku stresinin 12. ve 24. saatlerinde de yukari regiilasyon sergiledigi goriilmiis ve

goreceli ifade seviyelerinin sirasiyla 1,39 ve 2,25 oldugu tespit edilmistir (Sekil 58).
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Sekil 59. NaCl soku stresi uygulandiktan sonra farkli zaman araliklarinda alinan agik gigek
dokularinda SINHX2 geninin goreceli ifade seviyeleri. Barlar {izerindeki degerler genlerin
goreceli ifade seviyelerini temsil eder. Hata gubuklart ii¢ biyolojik kopyanin standart hatasini
gosterir (n=3).
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NaCl soku stresi uygulandiktan sonra 6. saatte SINHX2 geninin goreceli ifade
seviyesi 1,77 olarak yukari regiilasyon gosterirken, 12. saatte 0,33 goreceli ifade seviyesi ile
asag1 reglilasyon gostermistir. Stres uygulamasinin 24. saatinde ise SINHX2 geninin 1,37
goreceli ifade seviyesi ile tekrardan yukari regiilasyon sergiledigi tespit edilmistir (Sekil 59).

NaCl soku stresi uygulandiktan sonra 6. saatte SINHX4 geninin goreceli ifade
seviyesi 1,52 olarak tespit edilmis ve yukari regiile edildigi goriilmiistiir. NaCl stresinin 12.
saatinde SINHX4 geni, 1,12 goreceli ifade seviyesi ile yukari regiilasyon sergilerken, 24.

saatinde 5,21 goreceli ifade seviyesiyle yukari regiilasyon sergiledigi tespit edilmistir (Sekil

60).
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Sekil 60. NaCl soku stresi uygulandiktan sonra farkli zaman araliklarinda alinan agik ¢igek
dokularinda SINHX4 geninin goreceli ifade seviyeleri. Barlar {izerindeki degerler genlerin

goreceli ifade seviyelerini temsil eder. Hata cubuklari i¢ biyolojik kopyanin standart hatasini
gosterir (n=3).

NaCl soku stresinin 6. saatinde SINHX6 geninin goreceli ifade seviyesi 2,66 olarak
yukari regiilasyon gostermistir. Stresin 12. ve 24. saatlerinde SINHX6 geninin, sirasiyla 3,42
ve 5,64 goreceli ifade seviyeleri ile kademeli bir artis gostererek yukari regiilasyon
sergiledigi tespit edilmistir (Sekil 61).

NaCl soku stresinin 6. saatinde SINHX7 geninin goreceli ifade seviyesi 5,34 olarak

yukari regiilasyon sergiledigi goriilmiistiir. Stresin 12. ve 24. saatinde SINHX7 geninin

goreceli ifade seviyeleri sirasiyla 1,15 ve 3,11 olarak yukari regiile edildigi tespit edilmistir

(Sekil 62).
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Sekil 61. NaCl soku stresi uygulandiktan sonra farkli zaman araliklarinda alinan agik ¢igek
dokularinda SINHX6 geninin goreceli ifade seviyeleri. Barlar iizerindeki degerler genlerin

goreceli ifade seviyelerini temsil eder. Hata cubuklart ii¢ biyolojik kopyanin standart hatasini

gosterir (n=3).
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Sekil 62. NaCl soku stresi uygulandiktan sonra farkli zaman araliklarinda alinan agik gigek
dokularinda SINHX7 geninin goreceli ifade seviyeleri. Barlar iizerindeki degerler genlerin

goreceli ifade seviyelerini temsil eder. Hata cubuklart ii¢ biyolojik kopyanin standart hatasini
gosterir (n=3).
NaCl soku stresinin 6. saatinde SINHX8 geninin goreceli ifade seviyesi 5,89 olarak

yukari regiilasyon sergiledigi goriilmiistiir. Stresin 12. ve 24. saatinde SINHX8 geninin
goreceli ifade seviyeleri sirasiyla 1,47 ve 2,61 olarak yukar regiile edildigi tespit edilmistir

(Sekil 63).
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Sekil 63. NaCl soku stresi uygulandiktan sonra farkli zaman araliklarinda alinan agik gigek
dokularinda SINHX8 geninin goreceli ifade seviyeleri. Barlar iizerindeki degerler genlerin
goreceli ifade seviyelerini temsil eder. Hata cubuklart ii¢ biyolojik kopyanin standart hatasini

gosterir (n=3).
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Sekil 64. NaCl soku stresi uygulandiktan sonra 0. saat (kontrol), 6. saat, 12. saat ve 24. saat
zaman araliklarinda alinan agik ¢i¢cek dokularinda SINHX gen ailesi iiyelerinin gen ifade
profilleri. Barlar tizerindeki degerler genlerin goreceli ifade seviyelerini temsil eder. Hata

cubuklari ii¢ biyolojik kopyanin standart hatasini gosterir (n=3).
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Domates genomunda tanimlanan SINHX gen ailesi tiyeleri arasinda, NaCl soku
stresinin 6. saatinde alinan agik cigek dokularinda yukar1 regiilasyon olarak en yiiksek
goreceli ifade seviyesi (5,89) SINHX8 geninde tespit edilirken, en diisiik goreceli ifade
seviyesinin (1,52) SINHX4 geninde oldugu gozlemlenmistir (Sekil 64). SINHX1, SINHX4,
SINHX6, SINHX7 ve SINHX8 genleri, NaCl soku stresinin 12. saatinde yukari yonlii
regiilasyon sergilerken, SINHX2 geninin asag1 yonlii regiilasyon sergiledigi gézlemlenmistir
(Sekil 64). Buna ek olarak, SINHX6 geninin goreceli ifade seviyesi, diger tiyelerden farkli
olarak ilerleyen zamanla birlikte kademeli bir artis gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 64).

Biber (Capsicum annuum) genomunda tanimlanan CaNHX genlerinin, 200 mM NacCl
stresi altinda koklerdeki gen ifade seviyelerinin incelendigi bu g¢alismada, CaNHX1,
CaNHX2, CaNHX6 ve CaNHX9 genlerinin artan bir sekilde yukari dogru regiilasyon
gosterdigini bildirmislerdir (Luo, vd., 2021). Bu c¢alismaya benzer olarak, domates
genomunda tanimlanan SINHX6 geninin acik ¢igek dokularinda zamana bagli olarak artan
bir sekilde yukar1 regiilasyon sergiledigi gorilmistiir (Sekil 61). Buna ek olarak, CaHNX8
geni diger CaNHX iiyeleri ile karsilastirildiginda stresin 6. saatinde koklerde diisiik seviyede
regiile edilirken, SINHX8 geni, diger SINHX iiyelerine kiyasla agik ¢i¢cek dokularinda stresin
6. saatinde en yiiksek yukari regiilasyon seviyesini sergiledigi tespit edilmistir (Sekil 64).

Sandhu, vd., (2018), Medicago truncatula bitkisinde, MINHX1, MtNHX2, MtNHX3,
MINHX4, MINHX6 ve MtNHX7 genlerinin NaCl stresi (10 dS m™) altinda gen ifade
seviyelerini incelemislerdir. Arastirmacilar, MtNHX3, MtNHX6 ve MtNHX7 genlerinin,
koklerde kontrol bitkilerine gore onemli derecede yukar1 regiilasyon sergilediklerini,
MINHX1 ve MtNHX2 genlerinin ise hem yaprak hem de kok dokularinda yukari dogru
regiilasyon gostermediklerini bildirmislerdir. Buna ek olarak, MtNHX3 geninin, NaCl stresi
ile birlikte yaprak dokularinda diger genlerden farkli olarak asagi regiilasyon sergiledigi
gozlemlenmistir. Benzer sekilde bu ¢alisma sonucunda SINHX iiyelerinden farkli olarak
SINHX2 geni, NaCl soku stresinin 12. saatinde agik ¢igek dokusunda asagi sekilde regiile
oldugu tespit edilmistir (Sekil 59).

Bu calismada, 240 mM NaCl soku stresine maruz birakilmis domates bitkilerinin
acik c¢icek dokularinda zamana bagli olarak SINHX genlerinin goreceli gen ifade
seviyelerinde 6nemli farkliliklar tespit edilmistir. Ozellikle, NaCl soku stresinin 6. saatinde
acik ¢icek dokularinda, bagta SINHX6, SINHX7 ve SINHX8 genleri olmak iizere tiim SINHX

genlerinin tuz stresi tarafindan 6nemli 6l¢iide yukari regiile edildigi tespit edilmistir.
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SINHX2 geninin, NaCl soku stresinin 12. saatinde asag1 regiile olmas1 disinda diger
tim SINHX iyelerinin 12. ve 24. saat zamanlarinda yukar1 regiilasyon sergiledigi tespit
edilmistir (Sekil 64). Gen ifade analiz sonuglari, domateste SINHX genlerinin tuz stresine

kars1 savunma cevaplari olugturmak i¢in 6nemli rollere sahip olabilecegini gostermistir.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Bu calisma, biyoinformatik araglar kullanilarak domates genomundaki (SL4.0 ve
ITAG4.0) hedef Na*’H* antiporter (NHX) genlerinin tanimlanmas, farkl tiirler arasindaki
korunmusglugu, diger tiirler ile arasindaki filogenetik iligkilerinin incelenmesi,
kromozomlara dagilimlarinin belirlenmesi, protein-protein etkilesimleri (PPI), korunmus
motifler ile {i¢ boyutlu protein yapilarinin analiz edilmesi amaciyla yiiriitiilmiistiir. Buna ek
olarak, domates genomunda tanimlanan SINHX genlerinin NaCl soku stresi altinda agik

cicek dokularinda meydana gelen gen ifade degisimleri incelenmistir.

Calismada domates genomunda Na*/H* antiporter kodlayan toplam yedi tane SINHX
geni tanmimlanmistir. Bu genlere ait sekans homoloji analizlerine gore SINHX1
(Solyc01g067710), SINHX2 (Solyc01g098190), SINHX3 (Solyc10g006080), SINHX4
(Solyc069008820), SINHX6 (Solyc04g056600), SINHX7 (Solyc01g005020), ve SINHX8
(Solyc04g018100) olarak tanimlanmistir. Solyc04g056600 geni Arabidopsis'te AtNHX5
(%80.6 identity) ve AtNHX6 (%81.6 identity) ile benzerlik gdstermistir. Sonug olarak,
Solyc04g056600 geni AtNHX6'ya daha ¢ok benzerlik orani gosterdigi ve bu nedenle SINHX6
olarak isimlendirilmesinin daha dogru olacagi degerlendirilmistir. AtNHX5'in ortolog geni
ise domates genomunda tanimlanmamugtir. SINHX ve AtNHX genleri arasinda yapilan
identity matris skorlarina gore, en yiiksek deger %81.6 ile Solyc04g056600 (SINHX6) ve
AtNHX®6 arasinda olurken, en diisiik deger %49.8 ile Solyc04g018100 (SINHX8) ve ATNHX8

arasinda tespit edilmistir.

Filogenetik analiz sonuglarma goére SINHX genleri, SINHX1, -2, -3 ve -4 vakuol
membranlar (Vac sinifi) iizerinde, SINHX6 endozomal bélge (Endo sinifi) {izerinde ve

SINHX7, -8 plazma membrani1 (PM sinifi) tizerinde ii¢ farkli gruba ayrilmistir.

Domates genomunda tanimlanan yedi SINHX geninin, 4 kromozom iizerine dagildigi
belirlenmistir. SINHX3 geni on numarali kromozoma, SINHX6 ve SINHX8 genleri dort
numaralt kromozoma, SINHX1, -2, -7 genleri bir numarali kromozoma ve SINHX4 geni ise

altt numarali kromozoma haritalanmistir.
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Amilorid baglanma bolgesi domaini [FFIYLLPPI] SINHX1-2-3'te tamamen
korunurken, bu domain SINHX4 ve SINHX6'da yiiksek oranda korunmustur. Buna ek
olarak, SINHX7 ve SINHXS iiyelerinde amilorid baglanma bdlgesi domaini bulunmadigi
tespit edilmistir.

Na*/H" antiporter domaini (PF00999), Hidden Markov Model’i (HMM)
kullanilarak dogrulanmis ve SINHX iiyelerinin her biri i¢in ekzon/intron yapilari analiz
edilmistir. SINHX1 (Solyc01g067710) geni, 4956 b¢ uzunlugunda genomik sekansa, 1614
b¢ uzunlugunda CDS sekansina, 15 ekzon, 14 intron yapisina, SINHX2 (Solyc01g098190)
geni, 5857 b¢ uzunlugunda genomik sekansa, 1611 b¢ uzunlugunda CDS sekansina, 16
ekzon, 15 intron yapisina, SINHX3 (Solyc10g006080) geni, 4232 bg¢ uzunlugunda genomik
sekansa, 1578 bg¢ uzunlugunda CDS sekansina, 14 ekzon, 13 intron yapisina, SINHX4
(Solyc06g008820) geni, 7602 b¢ uzunlugunda genomik sekansa, 1605 b¢ uzunlugunda CDS
sekansma, 15 ekzon, 14 intron yapisina, SINHX6 (Solyc04g056600) geni, 15997 bg
uzunlugunda genomik sekansa, 1596 b¢ uzunlugunda CDS sekansina, 21 ekzon, 20 intron
yapisina, SINHX7 (Solyc01g005020) geni, 13405 b¢ uzunlugunda genomik sekansa, 3456 bg
uzunlugunda CDS sekansina, 23 ekzon, 22 intron yapisina, SINHX8 (Solyc04g018100) geni,
15127 bg uzunlugunda genomik sekansa, 2952 b¢ uzunlugunda CDS sekansina, 23 ekzon,

22 intron yapisina sahip oldugu belirlenmistir.

SOS (Salt Overly Sensitive) sinyal yolu, {i¢ birincil proteinden SOS1(NHX7), SOS2
(CIPK24) ve SOS3 (CBL4)'ten olusmaktadir (Shi, vd., 2000; Zhu 2003). SOS yolagi, iyon
homeostazinin  siirdiiriilmesinde ve koklerden siirglinlere uzun mesafeli sodyum
tasinmasinin kontrol edilmesinde 6nemli bir rol oynar (Feki, vd., 2014). Bu sinyal yolunda
CIPK24 (Calcineurin B-like interacting serine/threonine-protein kinase 24), CBL4
(Calcineurin B-like) ile etkilesime girer ve bu etkilesim, kinazi plazma membranina
yonlendirmektedir. Burada plazma membraninda lokalize Na*/H" antiporter’i (SOS1) tuz
toleransini tesvik etmek icin etkinlestirmektedir (Batelli, vd., 2007). Plazma zar1 Na*/H*
antiporter SOS1/NHX7 geni, Na* iyonunu hiicrelerden uzaklastirir ve sonug olarak tuz stresi
altinda hiicresel iyon homeostazinin korunmasinda ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir (Shi,
vd., 2000, 2003). Calisma sonuglari SINHX proteinlerinin, protein-protein etkilesim analizi
SINHX7/SOS1 ve SINHX8 proteinlerinin varsayimsal olarak CBL ile etkilesime giren
protein kinazlar (CIPK) ile etkilesime girdigini ortaya koymustur.

83



SINHX1, SINHX2, SINHX4, SINHX6, SINHX7 ve SINHX8 genlerinin goreceli ifade
seviyeleri sirasiyla, 6. saat i¢in, 1.95, 1.77, 1.52, 2.66, 5.34, 5.89 olarak yukar1 regiilasyon,
12. saat i¢in, 1.39, 0.33 (asag1 regiilasyon), 1.22, 3.42, 1.15, 1.47 olarak yukar1 regiilasyon
ve 24. saat i¢in, 2.25, 1.37, 5.21, 5.64, 3.11, 2.61 olarak yukar regiilasyon sergiledigi tespit
edilmistir. SINHX1, SINHX4, SINHX6, SINHX7 ve SINHX8 genleri, NaCl soku stresinin 12.
saatinde yukar1 yonlii regiilasyon sergilerken, SINHX2 geninin asagi yonli regiilasyon
sergiledigi belirlenmistir. Ayrica, SINHX6 geninin goreceli ifade seviyesi, diger liyelerden

farkli olarak kademeli bir artig gosterdigi tespit edilmistir.

Bu calismada, 240 mM NaCl soku stresine maruz birakilmis domates bitkilerinin
acik ¢icek dokularinda zamana bagli olarak SINHX genlerinin goreceli gen ifade
seviyelerinde 6nemli farkliliklar tespit edilmistir. NaCl soku stresinin 6. saatinde agik ¢igek
dokularinda, 6zellikle SINHX6, SINHX7 ve SINHX8 genleri olmak iizere tiim SINHX
genlerinin tuz stresi tarafindan 6nemli 6l¢iide yukari regiile edildigi goriilmiistiir. Calisma
sonucunda elde edilen gen ifade sonuglari, SINHX genlerinin domatesin NaCl stresine kars1
savunma cevabinin olusturmasinda énemli rollere sahip olabilecegini, biyoinformatik analiz
sonuglart ise domateste NHX genlerinin daha ayrintili olarak caligilabilmesine olanak

saglayan, genom seviyesinde 6nemli temel bilgilerin ortaya ¢ikmasini saglamistir.
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