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Anahtar Kelimeler:

Kiiresel 1sinmadan kaynaklanan iklim degisikleri nedeniyle kuraklik, ozellikle son 20 yilda
tarimsal tretimi kisitlayan en onemli problem haline gelmistir. Bitkilerin su yetersizligi
sartlarma uyum saglamalarina imkan saglayacak mekanizmalarin anlagilmasi, kuraklik
nedeniyle meydana gelen verim kayiplarina ¢oziim bulunmasi igin oldukga 6nemlidir. Kiikiirt
ve kikiirt iceren bilesikler, bitkilerin kuraklik dahil pek cok stres kosuluyla miicadele
etmesinde cesitli fonksiyonlara sahiptirler. Arabidopsis thaliana’ da 12 adet siilfat (SO4?)

ls(irrgallj(rf:k tagtyict (SULTR) gen tanimlanmis olup, bu genler kodladiklari proteinlerin aminoasit

Siilfat dizilerindeki benzerlikler g6z 6niine almarak dort gruba ayrilmiglardir. SULTR proteinleri

SULTR genleri bitkilerde Sﬁl.fatm topraktan almmasinda ve bitki .igerisinde taginmasinda .gefsitli gorevler

Gen ifadesi tistlenmektedirler. Bu galismada sorgum (Sorghum bicolor L.)_ SULTR genlgrlnln (SbSULTR}
kuraklik sartlarindaki ifadeleri incelenmistir. Yapilan gen ifade analizleri, kuraklik stresi
altinda yapraklarda bes, koklerde ise alti SbSULTR geninin ifadesindeki artisa karsin,
yapraklarda ¢, koklerde ise iki SBSULTR geninin ifadesinin azaldigini gostermistir.
SbSULTR4 geninin yapraklardaki ifadesinde yaklagik yedi katlik bir artig tespit edilmistir.
Elde edilen sonuglar, kuraklik kosullari altinda ShSULTR genlerinin ifadesinin biiyiik
cogunlukla arttigma ve siilfiir igeren bilesiklerin sorgumun kuraklik ile miicadelesinde gorev
aldigina isaret etmektedir.
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Due to climate changes arising from global warming, drought has become a major problem
restricting agricultural production for the last 20 years. Understanding mechanisms that help
plants to get adjusted water deficiency is important to come up with yield loss on account of
drought. Sulfur and sulfur-containing compounds have significant roles in plants to fight with
several stress conditions including drought. Twelve sulfate transporter (SULTR) genes were
initially identified in Arabidopsis thaliana and subdivided into four groups based on their
protein sequence similarities. SULTR proteins have various functions in plants including
sulfate uptake from soil and transportation of sulfate in plants. Expression profiles of
SbSULTR genes in sorghum under drought condition were investigated in this study. Gene
expression analyses showed that five SbSULTR genes in leaves and six in roots were up-
regulated while three SbSULTR genes in leaves and two genes in roots were down-regulated.
Approximately, seven fold up-regulation was detected in SOSULTR4 in leaves. Consequently,
results revealed that SULTR genes were mainly up-regulated under drought conditions, and
sulfur containing compounds got employed in sorghum to battle drought.

1. Giris

Kuraklik tarimsal iretimi etkileyen en &nemli abiyotik
strestir. Kiiresel 1sinmadaki artisa paralel olarak daha da sik bir
sekilde meydana gelmesi beklenen iklim degisiklikleri
nedeniyle, siirdiiriilebilir tarimin 6niinde acil olarak ¢oziilmesi
gereken bir sorun olarak durmaktadir. Kuraklik kaynakl {irtin
kayiplariyla miicadele edebilmek i¢in bitkilerin su sikintisina

uyum saglamalarma imkan veren mekanizmalarin anlasilmasi
biiyiik bir 6nem arz etmektedir.

Elementel kiikiirt (S) ve kiikiirt iceren bilesikler (hidrojen
stilfit, glutatyon, fitoselatin vb.) bitkilerin kuraklik kaynakli
stres  kosullariyla miicadele etmesinde c¢esitli  gorevler
almaktadirlar. Kiikiirt bitkiler tarafindan topraktan siilfat
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(8042 formunda almmakta olup, &6nce siilfide (S?)
indirgenmekte daha sonra OASTL genleri aracilifiyla sisteine
(Cys) doniistiiriilmektedir. Cocuklar, yaslilar ve bazi metabolik
rahatsizliklar1 olan bireyler igin esansiyel bir aminoasit olan
sistein ise bitkilerde proteinlerin, vitaminlerin, etilen ve bazi ko-
faktorlerin yapisina girmektedir (Capaldi ve ark. 2015). Bitki
hormonlari, degisen g¢evre sartlari ve stres kosullarna karsi
bitkilerin adaptasyonu i¢in hayati fonksiyonlara sahip olup,
gorev aldiklari iletim yolaklarini, su ve besin maddelerinin etkin
kullanimini, bitkinin gelisim asamalarini ve metabolizmasini
kontrol etmektedirler (Peleg ve Blumwald 2011; Fatma ve ark.
2013). Bitki hormonlar1 ve siilfat asimilasyonu arasinda giiglii
ve 6nemli bir iliski mevcuttur (Maruyama-Nakashita ve ark.
2004; 2005; Kopriva 2006).

Yapilan ¢aligmalar kuraklik durumunda stoma iletkenligini
kontrol eden ana diizenleyici olan absisik asit (ABA) ile siilfatin
yakin iligkisi oldugunu gostermektedir (Wilkinson ve Davies
2002). Ernst ve ark. (2010) ABA’nin stomalara ulagarak
buharlagmay1 6nleyici etkisini gostermesinde siilfatin ana sinyal
oldugunu ileri siirmiislerdir.

Cevresel stres kosullari, bitkilerde neden olduklari reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimindeki artis ve sonucunda
meydana gelen oksidatif stres nedeniyle genellikle bitki
gelisimini olumsuz etkilemektedirler (Boaretto 2014). Artan bu
reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyon yoluyla hiicreye zarar
vermesinin onlenmesi ve bozulan redoks dengesinin kurulmasi
icin stres kosullari altinda bitki savunma sisteminde yer alan
glutatyon, kiikiirtlii aminoasitler (sistein ve metionin), kiikiirt¢e
zengin proteinler, hidrojen siilfit (H,S), metallothioneinler ve
fitoselatinler gibi kiikiirtlii bilesiklerin fonksiyonlar1 ve
miktarlarinda artig goriilmektedir (Noctor 2006; Choudhury ve
ark. 2013).

Siilfatin  bitkiler tarafindan topraktan alinmasi, bitki
icerisinde dagitilmast ya da vakuolden siilfatin disari
¢ikarilmasinda gorev alan SULTR genlerinin saptanmasi ve
tanimlanmasina yonelik gesitli ¢alismalar mevcuttur (Buchner
ve ark. 2004). Bitkilerde bugiine kadar yaklagik 12-16 adet
SULTR kodlayan gen tanimlanmig olup, SULTR proteinlerinin
amino asit dizi benzerlikleri goz oOniinde bulundurularak bu
genler dort gruba ayrilmigtir (SULTR 1-4) (Davidian ve
Kopriva 2010; Cao ve ark. 2013). Bu tastyicilardan koklerde
sentezlenen, SULTR1;1 ve SULTR1;2’nin silfata ilgisi yiiksek
olup, topraktaki S miktarinin azalmasi durumunda stilfat: bitki
koklerine tagimakta ve alimini saglamaktadirlar (Takahashi ve
ark. 2012). SULTR 2;1 ve SULTR2;2 ise siilfatin koklerden
stirgiinlere tagimasinda gorev almaktadir. SULTR1 grubuna ait
olan, SULTR1;3 floemde lokalize olmustur ve yine siilfatin
siirgiinlerden koklere tagmmmasinda gorev alir. SULTRS;1,
SULTR3;2 ve SULTR3;3 yapraklarda sentezlenmekte olup
siilfir asimilasyonunda gorev almaktadir. Siilfatin  bitki
hiicrelerindeki ana depolanma bolgesi vakuoldiir. SULTR4;1 ve
SULTR4;2 tonoplastlarin zarlarinda lokalizedir ve hiicre
icerisinde kullanilmak iizere siilfatin vakuolden sitoplazmaya
geciginde rol almaktadir (Cao ve ark. 2013).

Siilfat tasiyicilarin  abiyotik  streslerle miicadeledeki
gorevleri konusunda yapilan ¢aligmalar olduk¢a yeni ve smirlt
sayida olup (Cao ve ark. 2013; Tombuloglu ve ark. 2017;
Akbudak ve ark. 2018) bu konuda yapilacak yeni g¢aligmalar
stilfiir ve siilfiir igeren bilesiklerin stres kosullar1 altinda bitki
savunma mekanizmasindaki gorevlerinin aydinlatilmasinda
faydali olacaktir. Bu g¢alismada Sorghum bicolor’da
tamimlanmis 9 adet SULTR geninin (Akbudak ve ark. 2018)
kuraklik stresi altinda ifade profilleri ortaya konulmustur.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Bitki materyali ve biiyiitme kosullart

Caligmada kullamlan Ogretmenoglu 77 cesidine ait sorgum
(S. bicolor L.) tohumlar1 Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma
Enstitiisi’nden  temin  edilmistir. Tohumlar 10 cm?
biiyiikliigiinde torf iceren kaplara ekildikten sonra bitki biiyiitme
kabininde biiyiitiilmiislerdir. Bitki bilyiitme kabinindeki sicaklik
28 °C ve 151k rejimi 12 saat gece, 12 saat gilindiiz olacak sekilde
ayarlanmustir.  Bitkiler 30 ml sebeke suyu ile giinasiri
sulanmustir. Ekimden 14 giin sonra kontrol bitkileri sulanmaya
devam edilirken, deneme bitkilerine su verilmemistir. Fenotipik
gozlemler hem kontrol hem de deneme bitkileri igin giinlik
olarak yapilmistir. Deneme bitkilerinde su stresi ile ilgili
fenotipik degisikliklerin goriilmeye baglamasini miiteakip
(sulama kesildikten 10 giin sonra) tiim bitkilerin yapraklar ve
kokleri hasat edilerek RNA izolasyonunda kullanilmustir.

2.2. RNA izolasyonu ve gen ifade analizleri

RNA izolasyonu her bitkinin kok ve yapraklarindan RNA
Plant Mini Kit (Qiagen) yardimiyla iireticinin protokolii takip
edilerek yapilmstir. Orneklerdeki RNA miktar1 Biodrop pLITE
(Biodrop, Ingiltere)  kullanilarak  belirlenmistir.  DNA
bulasikligint gidermek icin ornekler RQ1 RNase-Free DNase
(Promega, ABD) ile muamele edilmisti. RNA orneklerinin
kalitesini ve DNA bulagikliginin devam edip etmedigini gormek
izere 500ng RNA oOmnegi % 1’lik agaroz jel iizerinde
elektroforez yontemiyle yiiritilmistir. Real Time-quantitative
PCR (RT-gPCR) analizleri Light Cycler 96 (Roche) ile
yapilmistir. SULTR genlerinin ifadeleri DNase muamelesi
gormiis 10 ng RNA ile SuperScript 111 Platinium SYBR Green
One-Step gRT-PCR Kit (Invitrogen) kullanilarak Sl¢iilmiistiir.
RT-gPCR analizlerinde kullanilan primerler Primer 3 Input
programi (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) yardimiyla
tasarlanmis ve Macrogen (Amsterdam, Hollanda) tarafindan
sentezlenmistir (Tablo 1).

Gen ifade analizlerinde AAC; metodu (Livak ve
Schmitthgen 2001) kullanilmustir.  Serin/threonin — protein
fostafaz (PP2A) geni analizlerde referans gen olarak

kullanilmistir (Reddy 2016). Gen ifade analizleri i¢in referans
genin (PP2A) C; degerleri hedef genlerin (SULTR) C;
degerlerinden ¢ikarillarak degerler normalize edilmistir.
Ornegin;

ACt=Ct (SULTR) — Ct (PP2A)

AAC+ degerleri ise kuraklik stresi uygulanmis bitkilerin ACy

degerlerinin ~ kontrol  bitkilerinin  AC;  degerlerinden
¢ikarilmasiyla elde edilmistir. .

AAC+= AC; (Kuraklik uygulanmis bitki) — AC; (Kontrol)

Her bir bitki igin gen ifadesinin kag kat arttig1 ya da azaldig:
ise asagida verilen esitlik kullanilarak belirlenmistir.

Degigim= 2 (42€T

Kok ve yapraklarin ortalama Cr degerleri her bir gen i¢in en
az li¢ teknik ve ii¢ biyolojik tekrarli verilerden elde edilmistir.

3. Sonuglar ve Tartisma

Kuraklik stresine maruz birakilmis bitkilerde yapilan
morfolojik gdzlemlerde bitki biiyiimesinde gerileme, bitki
govdesinde ve yapraklarda incelme gozlemlenmistir (Sekil 1).
Bu gerilemeler, kuraklik stresine maruz kalan bitkilerin
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Tablo 1. SULTR genlerinin RT-qPCR analizleri i¢in kullanilan primerler.
Table 1. Primers used for RT-gPCR analysis of SULTR genes.

Genler Forward primer sekanslari Reverse primer sekanslari PCR iiriinii (bp)
ShSULTR1;3 5-AAGGGTGACTTCATCGCTGG-3' 5-TGTACTCAAGCGGGTGTGTC-3’ 244
ShSULTR2;1 5-TCTCCAGAACGGCAGTGAAC-3' 5-CCAATCTCCACCGACCCAAA-3' 268
SbSULTR2;2 5-GGATGGCAGGTGATCCACAA-3' 5'-TTCGCCAACCGTCAGAAAGA-3' 81
SbSULTR3;1 5-CAGGCTGGGGACATTCAAGT-3' 5'-AGTCCACGATGAACCCCAAC-3' 344
ShSULTRS;2 5-CTTGATAGGTGCTGGGTGGT-3’ 5-GTAGTCCCGTGCCTTCCATA-3' 207
SbSULTR3;3 5-TCATAGGGGAGGAGTGGGTG-3' 5'-AAAAGATCTCTGTAGCGCGT-3’ 77
SbSULTR3;4 5-TGGCACTGACTGTGATGGTC-3' 5'-GCCAAGATCAAGAACCCGGA-3’ 364
ShSULTR3;5 5-ATCATGAGCCAGATGAGGCG-3’ 5-GGTCCTGCCCCAATCAAAGA-3’ 257
ShbSULTR4 5'-GTGGAAATCCCCCAGCATCA-3' 5-AAGGTGAGCATGTTCGCTGA-3’ 78
SbPP2A 5-AACCCGCAAAACCCCAGACTA-3' S'TACAGGTCGGGCTCATGGAAC-3' 138

Sekil 1. On giinliik kuraklik stresinin sorgum bitkilerindeki etkisi. (A) Kurakliga maruz kalmis bitkilerde bitki gelisimi gerilemis, su kaybini azaltmak
i¢in yapraklar diklesmis ve yaprak sayis1 azalmistir. (B) Kurakliga maruz kalmus bitkilerde yaprak alani kiigtilmistiir. d: Kuraklik, c¢: Kontrol.

Figure 1. Effect of 10-day drought stress in sorghum plants. (A) Plant development is retarded, leaves are erected, and leaf numbers are reduced in
drought-stressed plants. (B) Leaf area is reduced in drought-stressed plants. d: Drought-stressed plants, c: Control.

hiicrelerinde turgor basincindaki diisiis, enzim aktivitelerindeki
bozulma ve enerji miktarindaki diisiisten kaynaklanabilir.
Kuraklik stresine maruz kalmis bitkilerde benzer belirtiler daha
once yapilmig ¢alismalarda da rapor edilmistir (Bosabalidis ve
Kofidis 2002; Farooq ve ark. 2010; Taiz ve Zeiger 2010).

SULTR genlerinin fonksiyonlarini aragtirmak igin, Akbudak
ve ark. (2018) tarafindan tanimlanmig dokuz adet SbSULTR
geninin ifadesi 10 giin kurakliga maruz birakilmis sorgum
bitkilerinde RT-qPCR kullanilarak incelenmistir. Bu genlerden
SULTR1;3, SULTR2;2, SULTR3;1, SULTR3;3, SULTR4’in
yapraklarda ifadesinin arttign  (up-regulated), SULTR2;1,
SULTRS3;2, SULTR3;4’ilin ifadesinin azaldigi (down-regulated),
SULTRS;5’n ifadesinde herhangi bir degisiklik olmadig tespit
edilmistir (Sekil 2A). Koklerde ise SULTR2;1, SULTR2;2,
SULTRS3;1, SULTRS3;3, SULTR3;5 ve SULTR4 genlerinin
ifadesinin arttigi, SULTR1;3 ve SULTR3;4 genlerinin ifadesinin
azaldigt SULTR3;2’nin ifadesinin kontrol bitkilerine kiyasla
degismedigi gorilmistir (Sekil 2B). SULTR2 grubuna ait
genlerin  ifadelerinin  koklerdeki  ifade  seviyelerinin
yapraklardaki ifade seviyelerinden 2 — 3 kat daha fazla olmasi
kuraklik stresi altinda koklerden siirgiinlere siilfat taginmasi igin
koklerde SULTR2 grubu proteinlere daha fazla ihtiyag
duyuldugunu gostermektedir.

SULTRS3 grubuna ait genlerin abiyotik streslerde ifadesinin
arttig1 gesitli caligmalarla gosterilmistir. Gallardo ve ark. (2014)
Medicago truncatula da yaptiklari ¢alismada SULTR3;1 ve
SULTRS;5’in sirastyla tuzluluk ve kuraklik stresi altinda bitki

koklerinde yiiksek miktarda ifade edildigini bildirmislerdir.
Tombuloglu ve ark. (2017) ise Brachypodium ditachyon’da
BdSULTR3;1 geninin ifadesinin kuraklik stresi altinda arttigini
gostermiglerdir. Cao ve ark. (2013) Arabidopsis’te
AtSULTR3;1‘in ABA’nin hiicre tarafindan sentezlenmesinde
gorev alan sisteine siilfat saglayarak bitkilerin ¢evresel streslerle
miicadelesinde gorev aldigini bildirmislerdir. Bu ¢aligsmalarla
paralel olarak bizim c¢alismamizda da incelenen SULTR3
grubuna dahil bes gen igerisinde en fazla aktive olan genin
SbSULTR3;1 oldugu, koklerde ve yapraklarda ifadesinin diger
SULTR3 grubu genlere gore yaklasik 2 — 3 kat daha fazla
oldugu gorilmiistiir.

Tiim SbSULTR genleri igerisinde kuraklik stresi altinda
ifadesi en yiiksek genin kontrol genine goére yapraklarda 7 kat
daha fazla ifade edilen SULTR4 geni oldugu goriilmektedir.
SULTR4 geni koklerde de kontrol bitkilerine gore yaklasik 2 kat
daha fazla ifade edilmektedir. SULTR4 geninin yapraklardaki
ifadesindeki bu dramatik artig kuraklik stresi altinda bitkinin bu
stresle miicadelede etmesini saglayan ABA ve glutatyon gibi
kiikiirt igeren bilesiklere ihtiyacinin artmis olabilecegine, bu
nedenle SULTR4 genleri yardimiyla vakuollerden sitoplazmaya
yiiksek miktarda siilfat tagindigina isaret etmektedir. Ayrica gen
ifade verileri, SULTR geninin dahil oldugu grubun ve doku
tipinin SULTR genlerinin ifade seviyelerini etkiledigini de
ortaya cikarmistir. Sonug olarak; sorgum bitkisinde kuraklik
stres kosullar1 altinda, SULTR genlerinin miicadelede aktif
olarak rol aldig1 goriilmiistiir.
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A Kurakhk sonrasi SULTR genlerinin yapraklarda ifadesi
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Sekil 2. 10 giin kuraklik stresi uygulanmis sorgum bitkilerinde SULTR genlerinin yapraklarda (A) ve koklerde (B) ifade analizi. SULTR ifade verileri
SbPP2A geni ifadesine gore normalize edilmistir. Hata ¢ubuklari standart sapmay1 gostermektedir.

Figure 2. The expression analyses of sorghum SULTR (SbSULTR) genes in response to 10-day drought exposure in leaves (A) and roots (B). The
expressions were normalized using SbPP2A gene. Error bar shows the standard deviation in relative expressions of three replicates.
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