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oz

Amag: Dehydration responsive element binding (DREB) proteinleri, bitkilerde strese yanit ve sinyal
iletiminde 6nemli rol oynarlar. Bu ¢calismada, DREB gen ailesinin lyesi olan ve LcDREB2A olarak
isimlendirilen mercimek (Lens culinaris M.) DREB2A geninin kismi cDNA'si izole edilmis ve kuraklk
stresi ile iliskisi belirlenmistir.

Materyal ve Metot: Kuraklik stresi ve LcDREB2A gen ifadesi arasindaki iliskiyi anlamak icin, 2 hafta
stire ile yetistirilen mercimek fidelerine 6, 13 ve 20 giin sire ile sulamama seklinde kuraklik stresi
uygulanmistir. Kok ve yapraklarda meydana gelen gen ifadesi degisimleri es zamanl kantitatif PCR
(Real-time gPCR) ile belirlenmistir.

Bulgular: LcDREB2A gen ifadesi, Firat87 ve Ozbek cesidinin yapraklarinda artan kuraklik stresi ile
artmis ve kurakhi@in 20. gliniinde en yiiksek seviyeye ulasmistir. Diger taraftan Ozbek cesidinin
koklerinde gen ifadesi seviyesi 6. giinde en yiiksek seviyeye ulasirken 13. giinde azalmis ve 20.
glinde tekrar artis gostermistir. Firat87 cesidinde ise, artan kuraklik stresi ile birlikte diizenli bir artis

gorilmis ve 20. glinde en yiksek seviyeye ulagmistir.

Sonug: LcDREB2A geninde gozlenen doku spesifik gen ifadesi profili, bu transkripsiyon faktoriniin
mercimek bitkisinde kuraklik stresindeki roliinii ve kompleks regllasyonunu gostermektedir.

ABSTRACT

Objective: Dehydration responsive element binding (DREB) proteins are important transcription
factors in plant stress response and signal transduction. In this study, partial cDNA of lentil (Lens
culinaris M.) DREB2A, namely LcDREB2A, which belongs to the DREB gene family was isolated and
identified its relationship with drought stress.

Material and Methods: Two-week-old plants were subjected to drought stress through irrigations
for 6, 13 and 20 days to elucidate the relationship between the expression profile of LcDREB2A
gene and drought stress. Changes of gene expression in lentil roots and leaves were assayed by

quantitative real time PCR.

Results: The expression of LcDREB2A in both Firat87 and Ozbek lentil leaves increased with
decreasing water contents and reached to a maximum on the 20™ day of dehydration. On the other
hand, in Ozbek roots, the highest level of expression was observed on the 6™ day of dehydration.
The levels decreased on 13" day and increased on 20" day. Level of expression in Firat87 roots
decreased with increasing water contents and the greatest level of expression was observed on
the 20t day of dehydration.

Conclusion: Observed tissue-specific expression profile of LcDREB2A suggested a complex
regulation and indicated the role of this transcription factor in lentil drought response.
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GiRiS

Kultiri yapilan en eski dane baklagillerden biri olan
mercimek (Lens culinaris Medik.) (Bahl et al. 1993), icerdigi
yliksek protein orani ile &nemli bir besin kaynagidir. Diinyada
mercimek ekimi, 5.4 milyon hektarlik bir alanda yapilmaktadir
ve ortalama 6.3 milyon ton Uiriin elde edilmektedir (FAQ, 2016).
En ¢cok mercimek trretimi yapilan tlkeler, Kanada, Hindistan ve
Turkiye olmasina ragmen, Tirkiye ihracatta Kanada, Amerika
Birlesik Devletleri ve Avusturalya'dan sonra dordiinci sirada
yer almaktadir (FAQ, 2016). Diinyada mercimek tarimi yapilan
alanlarin oraninda ve mercimek tiretiminde son yillarda 6nemli
bir artis gerceklesmistir (FAO, 2016). Buna ragmen mercimek
ekiminden elde edilen urlin miktari, maruz kaldigi biyotik ve
abiyotik stresler nedeni ile oldukga yetersiz kalmaktadir.

Kuraklik stresi, bitkilerde verim ve kalite kaybina neden
olan en dnemli abiyotik stres faktorlerinden biridir. Kuraklik
stresinin Ustesinden gelebilmek icin bitkide devreye giren
mekanizmalari anlamak, strese dayanikl bitki gelistirmek icin
oldukca 6nemlidir. Kurakhk stresi, bitkilerde pek ¢ok genin
ifadesinde degisikliklere neden olur (Bartels and Sunkar 2005;
Cakir, 2015). Bu genler arasinda transkripsiyon faktorleri (TF),
cok sayida stres cevap geninin es zamanli olarak ifadesini
tetikleyerek kurakhk stresine karsi olusturulan cevabin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlar (Bartels and Souer,
2004; Bhargava and Sawant, 2013; Muscolo et al. 2015; Janiak
et al.2016; Singh et al. 2017).

Dehydration-responsive element-binding (DREB)
proteinleri, APETALA2/ethylene-responsive element binding
factor-type (AP2/ERF) ailesinde yer alan transkripsiyon
faktorleridir ve dehydration-responsive element/C-repeat
(DRE/CRT;A/GCCGAC) olarak bilinen cis-acting elemanlar
aracihgr ile kurakhk ve soguk stresine tepki olarak bir ¢ok
hedef genin ifadesinin diizenlenmesinde énemli rol oynarlar
(Nakashima et al. 2009). DREB transkripsiyon faktorleri,
indUklendikleri stres cesidine goére DREBT ve DREB2 olmak
Uzere iki guruba ayrilmaktadir. DREB1 genleri soguk stresi ile
indiklenmektedir ve bu genlerin ifadesinde meydana gelen
artisin soguk stresine karsi toleransin saglanmasinda énemli
rol oynamaktadir (Maruyama et al. 2004; Qin et al. 2004; Ito
et al. 2006; Lata and Prasad, 2011; Kidokoro et al. 2015).
DREB2 genleri ise, ozellikle DREB2A genleri kurakhk stresi
ile indiklenmektedir (Liu et al. 1998; Sakuma et al. 2006a,
2006b). Bugiine kadar, bezelye, celtik, bugday, misir, nohut,
yonca, susam Arabidopsis gibi farkli bitkilerde yapilan pek ¢ok
calismada, DREB2A geninin kuraklik stresine toleransta rol
aldigi bildirilmistir (Sakuma et al. 2006a, 2006b; Qin et al. 2007,
Jovanovic et al. 2013; Tavakol et al. 2014; Dossa et al.2016).

Bu calismanin amaci, mercimekte (Lens culinaris M.)
dehydration responsive element binding protein (DREB2A)-
like genin cDNA klonunu izole etmek ve mercimek LcDREB2A
geninin kuraklik stresi kosullarinda mercimek yaprak ve
koklerinde degisen gen ifadesi seviyesini belirlemektir.

MATERYAL ve METOT

Bitkisel Materyal

Bitkisel materyal olarak, GAP Uluslararasi Tarimsal Arastirma
ve Egitim Merkezi Mudurliga tarafindan gelistirilen kuraklik
stresine dayanikli Firat-87 cesidi ve Tarla Bitkileri Merkez
Arastirma Enstitlisi  tarafindan gelistirilen kuraga hassas
Ozbek cesidi kullanilmistir (Giines ve ark., 2006). Cesitlere ait
tohumlar %10’luk sodyum hiploklorid ile strelize edildikten
sonra, bir giin sure ile suda bekletilmis ve ardindan viyollere
ekilmistir. Kontrolli kosullarda (16 saat aydinlik/8 saat karanlik,
23 °C, %70 nem) gelisimleri saglanmistir. Bitkiler kuraklik stresi
uygulamalar dncesinde, 3 glinde bir diizenli olarak 50 ml %2
Hoagland ¢ozeltisi ile sulanmistir.

Stres Uygulamalari

Kontrollii kosullarda (16 saat aydinlik/8 saat karanhk, 23 °C,
%70nem) 10 giinsireile gelisimleri saglanan bitkilere, kuraklik
stresi uygulamasi yapilmistir. Kuraklk stresi uygulamalari
sulamama seklinde, 6. giin (normal kurakhk stresi), 13. glin
(orta derecede kuraklik stresi) ve 20. gin (siddetli kuraklk
stresi) seklinde uygulanmistir. Stres uygulanmis bitkilerin
yaprak su potansiyeli 6lctimleri (Pressure chamber-model 600,
Wescor, Inc.) gerceklestirilmistir.

RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Toplam RNA izolasyonu, TRIzol Reagent (Thermo Scientific,
USA) kullanilarak kit protokoliine gore gerceklestirilmistir.
Bunun icin, stres uygulama zamanlarina gore yaprak su
potansiyelisonuclaridegerlendirilerek-0.6 ve-1.8 MPaarasinda
homojen sonug veren 5%er bitkinin yaprak ve koklerinden
havuz olusturulmustur. Uygulamalarda 3 biyolojik ve 3 teknik
tekrar kullaniimistir. izole edilen RNA'larin Nanodrop ND-1000
spektrofotometre ile saflik ve konsantrasyonlari belirlenmis,
RNA butinligl %2'lik formaldehit agaroz jelde kontrol
edilmistir. cDNA sentezi random hexamer kullanilarak, 2 ug
Toplam RNA ile Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(Roche) kullanilarak gerceklestirilmistir.

Primer Dizayni ve DREB2A Geninin Amplifikasyonu

DREB2A geninin amplifikasyonu icin PCR primerleri
Primer3 (http://biocinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) programi
kullanilarak model bitki Medicago truncatula (DQ908959.1)
DREB2A cDNA dizisinden gergeklestirilmistir. Dizayn edilen
primerler, mercimek cDNA'larinda test edilmis ve temiz bant
veren Urlnler secilmistir. PCR reaksiyonlari, 15 pl reaksiyon
hacminde 200 ng cDNA, 10 pmol primerler (MtDREB2A_F
5-ACAGAGGACTTGGGGGAAAT-3’ ve MtDREB2A_R
5-GTTAAGTCGCGCAGAAGGAC-3'), 2.5 mM dNTP, 0.1 unit
Tag DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, USA), 1.5
mM MgCl, 5x buffer icerecek sekilde, 94 °C-5 dk, takiben 94
°C-1dk 55 °C-1dk, 72 °C-2dk, 35 dongu ve 72 °C -10 dk olacak
sekilde gerceklestirilmistir. PCR Urlinleri %2'lik agaroz jelde
kontrol edilerek, ExoSAP (Thermo Fisher Scientific, USA), PCR
temizleme sistemi ile temizlenip, BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit kullanilarak Applied Biosystems Prism
3500 Genetik Analiz Sisteminde sekanslanmistir (Applied
Biosystems, USA). Elde edilen dizi BLAST program kullanilarak
hizalanmis,  Primer3  (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)
programi kullanilarak, mercimek DREB2A geni igin primerler
dizayn edilmistir.
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Real-time qPCR

LcDREB2A geninin amplifikasyonu, kontrol ve kuraklik
stresi uygulanmis mercimek yaprak ve koklerinden izole edilen
RNA’lardan Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche)
ilesentezlenentekzincirlicDNAkullanilarak gerceklestirilmistir.
Reaksiyonlar, Light Cycler ® SYBR Green 1 Master miksi
(Roche) kullanilarak, kit protokolline gore gerceklestirilmistir.
Kisaca; 2 ul cDNA, 10 ul SYBR Green 1 Master miksi, 10 pmol
primer (LcDREB2A_F 5- CCTTCGGCGCGGCTTAATTT-3' ve
LcDREB2A_R 5- AGGACAGCTATCAGCAGCCA-3') kullanilarak
toplam 20 pl hacimde LightCycler® 480 (Roche) sisteminde
gerceklestirilmistirAmplifikasyon kosullari; 95 °C'de 10 dk.
pre-denetiirasyon asamasini takiben, 45 dongii 95°C'de 10 sn.,
50 °C'de 10 sn., 72°C'de 8 sn. seklinde gerceklestirilmistir. PCR
reaksiyonunun spesifikligini kontrol etmek icin PCR Urlnleri
erime egrisi analizi ile kontrol edilmistir. Reaksiyonlar, her bir
ornek icin 3 biyolojik tekrar ve 3 teknik tekrar icerecek sekilde
gerceklestirilmistir.

istatistik Analizleri

Kurakhk stresi uygulanmis ve kontrol bitkilerinden elde
edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi, Livak
and Schmittgen (2001)in 22T metoduna goére yapilmistir.

Gen ifadesine ait C/C, degerlerinin normalizasyonu
icin  "housekeeping” gen Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase  (GAPDH)  (GenBank no. X75327.1)
(GAPDH_F  TGGGCGAAAACTCCACTTTG ve GAPDH_R
GAATTGCTGCAGCCTTGTGA) kontrol geni (Saha and

Vandemark, 2013) kullaniimistir.

ARASTIRMA BULGULARI
Stresin Fizyolojik Olarak Belirlenmesi

Yaprak su potansiyeli degerinde meydana gelen disus,
kuraklik stresine dayaniklilik ile ters oranti gdstermektedir
(Joshi _and Karan, 2013). Yaprak su potansiyeli degerlerleri
uygulanan kuraklik stresi ile orantili olarak degismis, ancak
kurakhga dayanikh Firat 87 cesidinde daha fazla dusis
gorilmustir. Kuraklik stresi suresince, kontrol bitkilerinin
yaprak su potansiyeli degerlerleri 0.15 - 0.3 MPa degerleri
arasinda degismistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Kuraklik stresi yaprak su potansiyeli (MPa) 6l¢timleri
Figure 1. Leaf water potential (MPa) measurements under drought
stress

Mercimek DREB2A Kismi cDNA izolasyonu

Kurakhk stresi uygulanmis mercimek (L. culinaris M.)
yapraklarindan 506 baz cifti (bp) uzunlugunda cDNA izole
edilmistir. Elde edilen dizinin nikleotit dizi analizlerinde,
mercimek DREB2A geninin M. truncatula DREB2A (DQ908959.1)
ve Pisum sativum DREB2A (HM229349.1) dizisi ile ylksek
homoloji (%82) gosterdigi gorilmustdr.

Lc_DREB2A Gen Ifadesi Analizleri

Kuraklik stresi kosullarinda, mercimekte LcDREB2A geninin
doku spesifik gen ifadesinde meydana gelen degisimler es
zamanli kantitatif PCR (RT-qPCR) yontemi ile analiz edilmistir.
LcDREB2A gen ifadesi yaprak ve kok dokularinda farklilik
gOstermistir. Firat87 cesidinin yapraklarinda kuraklik stresi
uygulamasi ile paralel bir sekilde LcDREB2A gen ifadesinde
artis gérilmustir. Ozbek cesidinde ise, 6. giinde gen ifadesi
artmig, 13. glinde azalmis ve 20. giin de ise en yuksek
seviyesine ulasmustir. Kok dokular karsilastinldiginda, Ozbek
cesidinde 6. glinde gen ifadesinde 6nemli bir artis gorilirken,
13.ve 20. glinlerde ise gen ifadesi degisim katsayilari farklilik
gostermekle birlikte her iki cesittede benzer sonuglar elde
edilmistir (Sekil 2).

TARTISMA ve SONUC

Arabidopsis'te DREB proteinleri ve bu proteinlerin abiyotik
stres kosullarina karsi olusturduklar cevap kesfedildikten
sonra, baklagilleri de iceren diger bitkilerde homolog genler
icin arastirmalar baglamistir (Nayak et al. 2009). DREB1
sinift transkripsiyon faktorlerine yonelik detayli calismalar
yapilmasina ragmen, DREB2 transkripsiyon faktorleri icin
calismalar kisitli kalmistir. Bu calismada, mercimek (L. culinaris
M.) DREB-related gen ailesinin yeni Uyesinin izolasyonu
ve karakterizasyonu gerceklestirilmis ve LcDREB2A olarak
isimlendirilmistir.LcDREB2A’'ninizolasyonu ve karakterizasyonu
icin dizi bilgileri bilinen model baklagil bitkisi M. truncatula
kullanilmistir. Mercimek Vicieae takimindan olmasina ragmen,
Trifoliae takiminda yer alan M. truncatula dizi bilgileri temel
alinarak gelistirilen primerler mercimekte basaril bir sekilde
cogaltilmistir. Nukleotit dizi analizleri karsilastirildiginda,
LcDREB2A geninin M. truncatula ve P. sativum ile yiksek
benzerlik gésterdigi goriilmdistiir. Ancak, farkli takimlarda yer
alan M. truncatula ve P. sativum'da DREB2A geninin birbirine
benzerligi %99 iken, ayni takimda yer alan bezelye ve mercimek
LcDREB2A geninin P. sativum PsDREB2A genine benzerligi %82
olarak bulunmustur. Ayni takimda yer alan diger baklagillere
ait DREB2A geni dizi bilgileri heniiz tanimlanmadigi icin
karsilastirma yapilamamistir. Bu gene ait dizi bilgilerinin
filogenetik calismalar icin 6nem tasidigi diistiniilmektedir.

Kuraklik stresi kosullarinda, mercimekte LcDREB2A geninin
doku spesifik gen ifadesi analizleri es zamanh kantitatif
PCR (Real-time gPCR) ile gergeklestirilmistir. Kurakhk stresi
kosullarinda, mercimekte LcDREB2A geninin doku spesifik gen
ifadesinde meydana gelen degisimler es zamanli kantitatif
PCR (RT-gPCR) yontemi ile analiz edilmistir. LcDREB2A gen
ifadesi yaprak ve kok dokularinda farklilik gostermistir. Firat87
cesidinin yapraklarinda kuraklik stresi uygulamasi ile paralel
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bir sekilde LcDREB2A gen ifadesinde artis gorilmustdr.
Ozbek cesidinde ise, 6. giinde gen ifadesi artmis, 13. giinde
azalmis ve 20. guin de ise en yuksek seviyesine ulasmistir. Kok
dokulan karsilastinldiginda, Ozbek cesidinde 6. giinde gen
ifadesinde 6nemli bir artis goriliirken, 13. ve 20. glinlerde ise
gen ifadesi degisim katsayilan farklilik gostermekle birlikte
her iki cesittede benzer sonuclar elde edilmistir. Bezelyede
7 ve 10 gun sure ile sulamama seklinde gerceklestirilen
kuraklik stresi ile PsDREB2A geninin yapraklarda 10. glinde
en yuksek seviyeye ulasirken koklerde 7. glinde en yuksek
seviyeye ulastigi bildirilmistir. Bu ¢alisma ile benzer sekilde,
PsDREB2A gen ifadesinin yaprak ve kokte fakli ifade oldugu
bildirilmistir (Jovanovi¢ et al. 2013). Kasimpati (Dendranthema
vestitum) bitkisinde uygulanan kuraklik stresi ile 6. saatte
DvDREB2A geninin en yliksek seviye ulastigi ancak 4 ve 12.
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saatlere gore onemli bir farkin olusmadigr bildirilmistir (Liu
et al. 2008). Eruca vesicaria subsp sativada ise, EvDREB2A
geninin en yiksek ifade seviyesinin yapraklarda, en dusik ise
cicek tomurcuklarinda oldugunu bildirmislerdir (Huang et al.
2016). DREB2A transkripsiyon faktoriinin asin ifade edilmesi
ile, bitkilerde kuraklik stresine karsi 6nemli dayanikliliklarin
saglandigini bildiren ¢alismalar da bulunmaktadir (Sakuma,
2006a, 2006b; Qin et al. 2007; Agarwal et al. 2010; Chen et
al. 2016). Bu calisma ile, mercimek LcDREB2A genine ait dizi
bilgileri literattirde ilk defa elde edilmis ve LcDREB2A geninin
mercimekte kuraklik stresi kosullarindaki rolt belirlenmistir.

TESEKKUR
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Sekil 2. LcDREB2A geninin kuraklik stresi uygulanmis mercimek yaprak (A) ve koklerinde (B) meydana gelen gen ifadesi

degisim seviyesi

Figure 3. The gene expression level of LcDREB2A gene in lentil leaf (A) and root (B) under drought stres conditions
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