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oz

Bitkiler bulunduklari ¢evre iginde bliyiime, gelisim ve fotosentezini engelleyen farkh sekillerde
meydana gelebilen olumsuz kosullara maruz kalabilmektedirler. Kursun (Il) asetat, bitkilerin bliyiime ve
gelismesini sinirlayan toksik bir agir metaldir. Salisilik asit, bitkiler tarafindan sentezlenebilen ve
bitkilerin bliylime ve gelisiminde 6nemli rol oynayan bir fitohormondur. Bu ¢alismada, materyal olarak
Tlrkiye’de tarimi en fazla yapilan ve hayvan beslenmesinde kullanilan yem bitki tiirii baklagillerinden
yonca (Medicago sativa L.) bitkisinin Erzurum genotipi kullaniimis ve kursun (ll) asetat (Pb(CH3COO),),
salisilik asit (SA) ve kombinasyon uygulamalarinin bitki Gzerinde cesitli bitki blyliime parametreleri,
biyokimyasal analiz ve miRNA ifadesi Uzerine etkileri arastinlmistir. Bitkiler, 25°C sicakhk 16/8
fotoperiyot ve %60 neme ayarlanmis bitki blylitme kabini icerisinde 28 giin boyunca biyutilmus ve
ardindan uygulama asamasina gegcilmistir. Bitkilere uygulanan konsantrasyon uygulamalari kursun (1)
asetat (100 ve 1000 ppm), salisilik asit (0.5 mM ve 2 mM) ve kombinasyonlari seklinde olup,
konsantrasyonlar bitkilerin topragina 8 giin boyunca 40 ml ¢6zelti seklinde uygulanmistir. Bu siire
sonunda bitkiler hasat edilerek yapilan uygulamalarin kok ve bitki uzunluklari (cm) ile kdk ve yaprak yas
agirhklari (g), MDA icerigi ve miRNA156 gen anlatim seviyesi lzerine olan etkileri arastirilmistir. Calisma
sonucunda, kursun (Il) asetat (100 ve 1000 ppm), uygulamalarinin bitkinin kék ve bitki uzunluklari ile
yaprak ve kok yas agirhklarini azalttigi, MDA igerigini siddetli artirdigi ve miRNA156 gen anlatim
seviyesini asagl regiile ederek bitkinin bliylime ve gelismesini olumsuz etkiledigi, buna karsin salisilik asit
(0,5 mM ve 2 mM) uygulamalari bitkinin kék ve bitki uzunluklari ile yaprak ve kok yas agirliklarini
artirdigl, MDA igerigini azalttigi ve miRNA156 gen anlatim seviyesini yukari regiile ederek bitkinin
blylme ve gelismesini sagladigi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Medicago sativa L., Kursun (1) asetat, Salisilik asit, Lipit peroksidasyonu, miRNA156

Effects of Lead (1) Acetate and Salicylic Acid on Growth, Biochemical Parameters and
miRNA156 Gene Expression in Medicago sativa L.

ABSTRACT

Plants can be exposed to unfavourable conditions in their environment that can occur in
different ways that prevent them from growing, developing and photosynthesising. Lead (Il) acetate is a
toxic heavy metal that limits the growth and development of plants. Salicylic acid is a phytohormone
that can be synthesised by plants and plays an important role in plant growth and development. In this
study, Erzurum genotype of alfalfa (Medicago sativa L.), one of the most widely cultivated forage
legume plants in Tirkiye and used in animal nutrition, was used as material and the effects of lead (ll)
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acetate (Pb(CHsCOO),), salicylic acid (SA) and combination treatments on various plant growth
parameters, biochemical analyses and miRNA expression were investigated. Plants were grown for 28
days in a plant growth chamber adjusted to 25°C temperature, 16/8 photoperiod and 60% humidity and
then the application phase was started. Concentrations of lead (ll) acetate (100 and 1000 ppm), salicylic
acid (0.5 mM and 2 mM) and their combinations were applied to the soil of the plants as 40 ml solution
for 8 days. At the end of this period, the plants were harvested and the effects of the treatments on root
and plant lengths (cm), root and leaf wet weights (g), MDA content and miRNA 156 gene expression
level were investigated. As a result of the study, lead (ll) acetate (100 and 1000 ppm) treatments
decreased the root and plant lengths and leaf and root wet weights, increased the MDA content
severely and down-regulated the miRNA156 gene expression level and negatively affected the growth
and development of the plant, On the other hand, salicylic acid (0.5 mM and 2 mM) treatments
increased root and plant lengths, leaf and root wet weights, decreased MDA content, and up-regulated
miRNA156 gene expression level and promoted plant growth and development.

Key words: Medicago sativa L., Lead (1) acetate, Salicylic acid, Lipid peroxidation, miRNA156

GIRIS

Yonca (Medicago sativa L.), baklagiller familyasina ait yem bitkileri icerisinde 6énemli bir yere
sahip olan ve llkemizde ekim alani en fazla yapilan bir bitkidir (Yolcu ve Tan, 2008). Yonca, yem
bitkilerinin kraligesi olarak bilinir ve diinya ¢apinda yaklasik 32 milyon hektarda yetistirilen dnemli bir
yem baklagilidir (Song ve ark., 2019). Yonca, yiiksek protein, mineraller (Ca, Mg, S, K ve Zn) ve vitamin
icerigi ile en iyi yem bitkileri arasinda yer alir ve hayvanlarda lezzetli bir yem olusturur (Radovic ve ark.,
20009). Yil igerisinde birkag kez hasat edilebilen yonca, verimi yiksek, islenebilir glicli bir bitkidir. Bundan
dolayi da hayvancilikta direkt yem, saman, silaj ve yesil glibre olarak kullanilmaktadir (Ozkose, 2018).
Dahasi, kokleri derinlemesine niifuz eder, béylece daha derin toprak seviyelerinden Ca, K ve P saglayarak
verimli Ust toprak alanini zenginlestirir (Zhang ve ark., 2019). Ayrica Rhizobium bakterilerinin simbiyotik
ozellikleriyle iliskili azot emme kabiliyeti nedeniyle toprak verimliligini artirdigi i¢in stirdirdlebilir tarim
icin de oOnemlidir (Tabande ve ark., 2022). Yonca ve iliskili gram-negatif toprak bakterileri
(Rhizobium tiirleri), agir metallerden ciddi sekilde etkilenir ¢linki agir metaller simbiyozun verimliligini
ve dolayisiyla yoncanin azot baglama yetenegini azaltir (Li ve ark., 2014). Yoncanin agir metal
kontaminasyonu, hayvancilikta da yaygin olarak kullanildigi i¢in hayati 6neme sahiptir. Diinya ¢apindaki
mahsul bitkilerinin kalitesini ve UGretkenligini etkileyen cevresel kirleticilerin diizeylerinin artmasina
insanoglunun tarimsal ve endistriyel faaliyetleri yol agmaktadir. Bu nedenle gevresel kirleticilerin zararli
etkilerini azaltma ya da ortadan kaldirma olanaklarini anlamak ve incelemek hayati 6nem tasimaktadir
(Alloway, 2013). Biyosfere salinan zehirli maddeler bitkiler dahil tim canh organizmalari etkiler. Agir
metaller, topragin butinlGgi ile bitki saghgl acisindan 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Mahsullerin
kirlenmis olmasi gida veya yem pazarlarinda kiiresel riskler olusturmaktadir (Gan ve ark., 2020). Agir
metal kelimesi, bilim camiasinda farkli tanim ve yorumlar ile tartismalar yaratmis olsa da genel olarak
metalik 6zelliklere sahip kimyasal elementler grubu olarak tanimlanmaktadir (Duffus, 2002). Agir
metallerin temel ve zorunlu olmayan iki ana kategorisi mevcuttur. Bitkilerde temel agir metaller mikro
elementler olarak da islev gorurler ve en 6nemlileri; demir (Fe), ¢inko (Zn), bakir (Cu), kobalt (Co),
molibden (Mo), manganez (Mn), vanadyum (V) ve nikeldir (Ni) (Rai ve ark., 2019). Temel agir metallerle
ilgili olarak iki buyik endise s6z konusudur. Birincisi, bitkilerin gelismesinde basarisizliga yol agabilecek
ve fotosentetik tretimde azalmaya neden olabilecek element eksikligidir. ikincisi ise elementlerin toksik
semptomlara ve 6liime sebebiyet verebilecek yiiksek doz ya da uzun siireli diislik dozda asiri kullanimidir
(Dimkpa ve Bindraban, 2016). Zorunlu olmayan agir metaller ise, kadmiyum (Cd), krom (Cr), civa (Hg),
kursun (Pb) ve arsenik (As) olup bu elementler toksik etki gdsterebilmektedir (Rascio ve Nvari-izzo,
2011). Agir metaller icerisinde yer alan gevresel kirlilige neden olan ve toksik madde bulunduran kursun
bulundugu ortamlardan bitkiler araciligiyla absorbe edilerek doku ve organlarda biriktirilmektedir
(Nriagu, 1992). Pb, As'tan sonra ikinci en tehlikeli maddedir (Pourrut ve ark., 2011). Kursunun, kaynaklari
olarak kémirin yakilmasi, depolama bataryalari, cevherlerinin madenciligi ve eritilmesi, endustri atik
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sulari, metal kaplama gibi ¢ok sayida 6rnek verilebilmektedir (Gottesfeld ve ark., 2018). Bitkiler igin
zorunlu olmayan kursun elementi bitln bitkilerde dogal olarak bulunmaktadir (Dere ve Dogan, 2020).
Ancak kursun stresine maruz kalan bitkilerde kursunun asiri birikmesi durumunda bitkilerde kok
uzamasinda, biyokitlede, enzim aktivitelerinde, klorofil biyosentezinde (Kieffer ve ark., 2008), tohum
cimlenmesinde (Yang ve ark., 2010), fide biylmesinde ve mineral besin aliminda azalma (Kopittke ve
ark., 2007) gibi ¢cok sayida fizyolojik ve biyokimyasal olumsuz sonuglar ortaya ¢ikmaktadir. Salisilik asit
(SA), 2-hidroksi benzoik asit olarak da bilinir ve renksiz, kristal bir yapiya sahiptir (Arteca, 1996). Bitkiler
tarafindan sentezlenen salisilik asit, bitkinin tim organlarinda mevcuttur (Raskin, 1992). Aromatik bir
halkaya sahip olan salisilik asit bitkiler tarafindan Gretilen sinyaller olarak gérev almaktadir (Li ve ark.,
2002). Bitki hormonlarindan biri olan salisilik asit, bitkilerin blyiime ve gelismesinde, olgunlasma ve
ciceklenmesinde, biyotik ve abiyotik (sicaklik, kurakhk, tuzluluk, disiik sicaklik, agir metal gibi) streslere
karsi tepkilerin dizenlemesinde énemli rol oynamaktadir (Hara ve ark., 2012). Salisilik asit, bitkide stoma
kapanmasini ve gen ekspresyonunu etkilemektedir (Fu ve ark., 2012). Agir metallerin neden oldugu
reaktif oksijen tirleri (ROT) hasarlarina karsi antioksidan savunma sistemini calistirarak bitki korumasi
saglamaktadir (Chen ve ark., 2016). Yapilan ¢alismalar salisilik asidin bitki Gzerindeki etkisinin ¢evresel
faktorlere, uygulama sekline, doz uygulamasina ve bitki cesidine gore degistigini gostermistir. Salisilik
asidin dusik dozlarda biyimeyi uyardigl buna karsin yiksek doz kullaniminda biyimeyi engelledigi ileri
surtlmistir (Bagautdinova ve ark., 2022). Bitin bu bulgular salisilik asidin agir stres kosullarinda
bitkinin toleransini artirabilecegini gostermektedir. miRNA, (mikroRNA) 20-24 nikleotid uzunlugunda,
kiigik, tek sarmala sahip, protein kodlamayan ve gen ifadesinin temel denetleyicisi olan RNA
molekulleridir. miRNA’lar hedef mRNA’lara baglanarak mRNA’yi1 keserek veya inhibe ederek gen
ifadesinin negatif yonde dizenlenmesini saglarlar (Jones-Rhoades, 2012). Biyotik ve abiyotik stres
faktorlerine karsi ¢cok sayida miRNA’lar tanimlanmistir (Zhou ve ark., 2008). Son dénemlerde yapilan
cahismalar miRNA’larin stres faktorlerine karsi 6nemli rol oynadigini gostermektedir. Kuraklik, tuzluluk,
disuk ve ylksek sicakhk gibi abiyotik stres faktorleri bitkilerin bliyime ve gelismesinden sorumlu
miRNA’larin ifadelerini degistirmektedir (Shriram ve ark., 2016). miRNA’larin aktivitesi hem yukari hem
de asagl regiilasyon olmak Uzere iki sekilde gerceklesmektedir. miRNA aracili gen regiilasyonu, bitkilerin
abiyotik strese verdigi yanitlar da dahil olmak tizere farkli yollarda kritik neme sahiptir. Agir metal stresi
sirasinda miRNA’lar sulfatlarin asimilasyonu ve tahsisi, fitohormonlarin sinyalizasyonu, antioksidan
temizleyicilerin aktivasyonu ve biyogenez miRNA'lari igin metal stresine duyarli metabolik yollarda yer
alan cesitli genleri hedef alirlar. Agir metal strese yanit veren bazi miRNAlar; miR156, miR159, miR162,
miR166, miR171, miR390, miR393, miR395 ve miR396 olmak Uzere cesitli bitki tlirlerinde Brassica
juncea, B. napus, M. truncatula, O. sativa ve Phaseolus vulgaris gibi genom ¢apinda tanimlama yoluyla
tanimlanmistir (Yang ve Chen, 2013). Cogu miRNA'larin, metalik strese yanit olarak bitkilerin dogal
bliyime ve gelisme sirecine katilan transkripsiyon faktorlerini hedef aldigi gézlemlenmistir. miRNA156,
bitkilerde bolca bulunan, miRNA ailesi icerisinde yliksek oranda korunan ve ilk olarak da Arabidopsis
thaliana bitkisinde kesfedilmis, 20 nikleotit uzunlugundaki miRNA’dir. miRNA156’nin 2 hedef geni
vardir. Bunlar; SBP/SPL (SQUAMOSA promotor baglayici protein) gen ailesidir. miRNA156, SPL gen ailesi
tyelerinin ifadesini diizenleyerek bitkilerin blyiime ve gelismesini saglar (Xie ve ark., 2006).

Yonca (Medicago sativa L.) bitkileri, agir metal etkilerini ve bunlarin hafifletilme potansiyelini
inceleyen nispeten az sayida ¢alismanin konusu olmustur. Bu baglamda, bu c¢alismada (Pb(CH3COO),)’nin
farkh konsantrasyon (100 ve 1000 ppm) toksisitelerine maruz kalan yonca (Medicago sativa L.)
bitkilerinde tolerans mekanizmalarinin gelistirilmesi hedefi ile SA’nin farkh konsantrasyon (0.5 ve 2 mM)
uygulamalarinin blyime parametreleri, biyokimyasal analiz ve molekiler diizeyde etkilerinin
belirlenmesi amaglanmistir.
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MATERYAL ve METOT
Bitki Materyali, Biiyiime Kogullari ve Uygulamalar

Bu calisma, 2024 yilinda Kafkas Universitesi Yasam Bilimleri ve Teknolojileri Uygulama ve
Arastirma Merkezinde yapilmistir. Materyal olarak Ulkemizde tarimi en fazla yapilmakta olan yonca
(Medicago sativa L.)’nin (Avcioglu ve ark., 2009) Erzurum genotipine ait tohumlari kullaniimistir.
Tohumlar bolgenin yerel giftgilerinden temin edilmistir. Medicago sativa L. tohumlari dncelikle %75’lik
etil alkol igerisinde yikanmis ardindan %5’lik sodyum hipoklorit (NaClO) ticari gamasir suyunda 15 dk
sterilize edilmistir. Son olarak tohumlar saf su ile birka¢ kez yikanarak ekime hazir hale getirilmistir.
Tohumlarin ekimi daha 6nceden hazirlanmis olan toprak:perlit:torf (1:1:1) karisimi iceren viyollerde
yapilmis ve her bir viyole esit sayida tohum ekilmistir. Ekim sonrasi viyoller 25°C sicaklik 16/8 uzun giin
fotoperiyodu ve %60 neme sahip bitki bliylitme kabini igerisine alinarak yetistirilmeye birakilmislardir.
Her bir viyolde bulunan fideler hasat edilinceye kadar (4 hafta) yalnizca esit miktarda su ile
sulanmiglardir. 28. giin bitkilere kursun (Il) asetat (Pb(CHsCOO),), salisilik asit (SA) ve kombinasyon
uygulamalari yapilmaya baslanmistir. Uygulamalarin konsantrasyonlar literatlir arastirmalarina ve 6n
¢alismaya gore belirlenmistir (Altun ve Orcan, 2024). Kontrol dahil toplam dokuz grup olusturulmustur.
Gruplar; Pb(CH3COO), (100 ve 1000 ppm), SA (0.5 mM ve 2 mM) ve kombinasyonlar (100 ppm
Pb(CH3COO0); + 0.5 mM SA, 100 ppm Pb(CH3COO0), + 2 mM SA, 1000 ppm Pb(CH3C0O0), + 0.5 mM SA ve
1000 ppm Pb(CH3COO0); + 2 mM SA) seklindedir. Konsantrasyon ¢ozeltileri ise (Pb(CH3COO), ve SA) su ile
¢Ozdirulerek hazirlanmistir. Her bir viyole 40 ml ilgili ¢bzeltiler topraktan ilave edilmis ve uygulamalar 8.
gin sonlandinlmistir. Uygulama siiresi boyunca kontrol bitkileri olarak esas alinan viyole ise yalnizca su
uygulamasi yapilmistir.

Biilyiime Parametreleri

8. guin sonunda bitkiler hasat edilerek kok ve bitki uzunluklari hassas bir cetvel ile 6l¢lilmus, kok
ve yaprak yas agirliklar ise hassas terazi ile belirlenmistir. Hasat edilen bitkilerin kokleri analiz
yapilincaya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Bitkilerde malondialdehit (MDA) igerigi lipid peroksidasyonun son Urlni olarak ifade edilir
(nmol g Taze Agirlik). MDA icerigini belirlemede Heath ve Packer (1968) tarafindan anlatilan yontem
kullanilmistir. Oncelikle 0.2 g taze bitki 6rnegi tartildiktan sonra sivi nitrojen kullanilarak havan igerisinde
ezme islemi yapilmistir. 2 ml %0.1’lik trikloro asetik asit (TCA) ile homojenize edildikten sonra homojenat
15000 rpm’de 15 dakika santriflij edilmistir. Sipernatant kismindan 1 ml alinip, Gzerine 1 ml %20’lik TCA
ve 1 ml %0.5'lik tiobarbitirik asit (TBA) eklenmistir. 100°C’lik su banyosunda 40 dk inkiibe edildikten
sonra buz banyosuna hizlica alinarak sogutuldu ve 10000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildiktan sonra
sipernatant kismi alinarak 532 ve 600 nm dalga boylarinda 3’li biyolojik tekrar seklinde absorbans
olcima yapilmistir (Heath ve Packer, 1968).

RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Toplam RNA izolasyonu, RNA Mini Kit kullanilarak Greticinin talimatlarina gore yapilmis ve
bitkilerin kéklerinden elde edilmistir (PureLink™/Cat. No. 12183018A). izole edilen kok RNA érneklerinin
kalite ve miktarlari (260/280) nanodrop (Thermo Scientific Multiscan) cihazi kullanilarak belirlenmistir.
cDNA sentezi i¢in izole edilen RNA o6rnekleri ile stem loop primer ve “RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermoscientific/Cat. No. K1622)” protokilt kullanilmistir. miRNA156 stem loop primer
(GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCA CACTGGATACGACTGTGCT) NCBI veri tabanina gore
dizayn edilmistir.
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Real-Time qPCR

miRNA156’nin gen ifadesindeki degisikligini tespit edebilmek icin “Hot Firepol Evagreen Real-
Time gPCR Supermix 5x (Solis Biodyne/Cat. No. 08-36-00001)” kullanilmis ve kit protokoliine gore
gerceklestirilmistir. Protokol kisaca, Solis Biodyne Evagreen Supermix 2 pl, ileri primer (F-
5'ACCGGGGTGACAGAAGAGAGAG-3') 0.2 pl, geri primer (R-5CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA-3') 0.2 ul,
cDNA 2 pl, Nukleaz Free Water (distile su) 5.6 ul olmak tizere toplam 10 pl hacimde gergeklestirilmistir.
Reaksiyon protokoliinde kullanilan miRNA156 ileri ve geri primer setleri miRbase (mikroRNA dizisi
veritabani kullanilarak tasarlanmistir. Referans gen olarak 6U (F-5' TCGGGGACATCCGATAAAAT-3' ile R-5'
TTTGTGCGTGTCATCCTTGC-3") kullanilmistir (Shu ve ark., 2016). Reaksiyon kosullari ise, 95°C'de 12 dk
pre-denetlirasyon asamasini takiben, 40 dongi 95°C'de 15 sn, 58°C’de 20 sn, 72°C’'de 20 sn seklinde
gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonunun spesifikligini kontrol etmek igin PCR Urlnleri erime egrisi analizi
ile kontrol edilmistir. Reaksiyonlar her bir 6rnek icin 3 biyolojik tekrar seklinde galisilmistir. Reaksiyon
sonucunda elde edilen veriler ile gen ifadesindeki degisiklikler (2-22¢t) yéntemiyle hesaplanmistir (Livak
ve Schmittgen, 2001).

istatistiksel Analiz

istatistiksel degerlendirme igin SPSS 17.0 paket programi kullanilmistir. Calisma 3 tekrarli olarak
yapilmis verilerin ortalamasi; Ug tekrarin ortalamasi + standart sapma seklinde verilmistir. Elde edilen
veriler Gzerinde tek yonli varyans analizi testi (ANOVA) yapilmis ve ortalamalar arasindaki farkliliklar
Duncan Testi ile karsilagtiriimistir. P<0.05 olan degerler istatistiksel bakimdan anlamli kabul edilmigtir.

BULGULAR ve TARTISMA

Pb(CH3COO0);, SA ve Kombinasyon Uygulamalarinin Medicago sativa L. bitkisinde
Biiyiime Parametreleri Uzerine Etkileri

Medicago sativa L. fideleri Uzerine uygulanan Pb(CH3COO),, SA ve kombinasyon
uygulamalarinin biyime parametreleri Gzerine etkisi (bitki ve kok uzunlugu) Cizelge 1’ de, kok ve yaprak
yas agirhgi ise Cizelge 2’de verilmistir.

Bitki ve kok uzunlugu (cm)

Tim uygulamalar arasindaki bitki uzunluklari Cizelge 1’e bakildiginda 9.16 ile 24.5 cm araliginda
degisiklik gostermistir. Pb(CH3COO),'nin iki farkli konsantrasyonunun da bitkinin boyunu azalttigl,
konsantrasyon miktari arttikca bitki boyundaki azalmanin daha siddetli gerceklestigi goriilmustir. SA’nin
uygulanan iki farkli konsantrasyonlari ise kontrol grubuna goére karsilastirildiginda bitki uzunlugunu
artirmistir. Konsantrasyon arttikca bu artisin daha fazla oldugu gorilmektedir (p<0.05). En distk bitki
uzunlugu kontrole gore %56 azalma ile Pb(CH3COO),'nin yiksek konsantrasyonu 1000 ppm
uygulamasinda goriliirken, bitki uzunlugundaki en yiksek artis %17 oranla SA’nin  yiksek
konsantrasyonu olan 2 mM uygulamasinda gergeklesmistir. Pb(CH3COOQ), ve SA’nin kombinasyon
uygulamalari degerlendirildiginde,kombinasyon uygulamalarinin kontrole goére bitki uzunluklarini
azalttig fakat Pb(CH3COO);'nin her iki konsantrasyonu ile karsilastirildiginda bitki uzunluklarini artirdigi
gorialmustar. Agir metal stresinin bitki uzunluklari Gzerine olan etkileri ile ilgili yapilan calismalara
bakildiginda kursunun farkli konsantrasyonlarinin 11 farkli susam (Sesamum indicum) bitkisi Gzerinde
yapilan bir arastirmasinda artan konsantrasyona bagl olarak bitki uzunluklarinin azaldigi ve biiyiimenin
olumsuz etkilendigi bildirilmistir (Kaya ve ark., 2019). Kivircik salata (Lactuca sativa var. crispa) bitkisi
Gzerinde kursunun 150 ve 300 ppm’lik uygulamasinin yapildigi bir calismada 300 ppm kursun
uygulamasinin bitkinin uzunlugunu en fazla etkiledigi bildirilmistir (Kiran, 2015). Benzer sekilde Alzahrani
ve ark. (2020) yildiz gicegi (Dahlia variabilis Cav) Uzerinde yapmis olduklar bir calismada kursun agir
metalinin tim konsantrasyonlari (0, 100, 500 ve 5000 mg kg) bitki uzunluklarini, kontrole gére 6nemli
derecede azalttigini bildirmislerdir. Kok uzunluklari degerlendirildiginde, kdk uzunluklari 4.85 ile 14.80
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cm araliginda degisiklik gostermistir (Cizelge 1). En distk kok wuzunlugu kontrol grubu ile
karsilastinildiginda %58 azalma ile Pb(CHsCOO),'nin yilksek konsantrasyonu olan 1000 ppm
uygulamasinda gerceklesmistir. K6k uzunluklarindaki en yliksek artis ise bitki uzunlugunda oldugu gibi SA
uygulamasinin yiiksek konsantrasyonu 2 mM’da %28 artis orani ile gerceklesmistir. Pb(CHsCOO);'nin her
iki konsantrasyon uygulamasi (100 ve 1000 ppm) bitki kék uzunluklarindaki biyimeyi azaltmis ve
konsantrasyon miktari arttikca kok uzunlugundaki azalma siddetli derecede artmistir (p<0.05). SA’nin 2
mM konsantrasyon uygulamasinda bitkilerin kék uzunluklari kontrole gore artmistir. (p<0.05). Bitkilerin
Pb’yi metal bulas ¢ozeltilerden aldiklari ve bliyime ve gelismeyi olumsuz etkiledikleri bilinmektedir. Pb
uygulamalarinin kék uzunluklarinda azalmalara yol agtigini gésteren literatiir ¢calismalarina bakildiginda,
Ghani ve ark. (2010) iki misir (Zea mays L.) gesidini (Neelam ve Desi) 10, 20 ve 30 ppm Pb’ye maruz
birakmislar ve kok biliylimesi inhibisyonunun gergeklestigini bildirmislerdir. (Kopittke ve ark. (2007)
bérilcede (Vigna unguiculata) yapmis olduklar ¢alismada uygulamis olduklari Pb’nin (3 ve 5 uM) kok
uzunlugunu azalttigini rapor etmislerdir. Benzer sekilde Matkowski ve ark. (2002) yaptigi bir calismada
misir (Zea mays L.) fidelerine uygulanan kursun agir metalinin tim konsantrasyonlarinin (10, 100 ve
1000 uM) kok biylmesini inhibe ettigini bildirmislerdir. Obroucheva ve ark. (1998) gen¢ misir (Zea mays
L.) fidelerinde yapmis olduklari calismada (102ve 10°M) Pb uygulamasinin bitkinin kék gelisimini
engelledigini bildirmislerdir. Benzer sekilde Godbold ve Kettner (1991), avrupa ladini (Picea abies)
izerine yapmis olduklari galismada, 0.5 uM Pb uygulamasinin sonucunda bitki kék gelisiminin kontrole
gore azaldigini bildirmislerdir. Bhatti ve ark. (2013) bugdaya (Triticum aestivum L.) uygulamis olduklari
40 ve 60 ppm’lik Pb ¢ozeltisinin kék uzunlugunu azalttigini rapor etmiglerdir.

Bitki ve kok uzunluklari ile ilgili elde ettigimiz bulgulara gére Medicago sativa L. bitkilerinde
artan Pb(CH5COO); konsantrasyon uygulamasiyla kok ve bitki uzunluklari 6nemli derecede azalmis, artan
SA konsantrasyon uygulamasiyla da kok ve bitki uzunluklari 6nemli derecede artis gostermistir.
Pb(CH3COO0), konsantrasyonunun kok ve bitki uzunluklarinda azalmaya neden olmasi Pb tarafindan
indiklenen hiicre boliinmesinin bir inhibisyonundan kaynakli olabilecegini disiindirmektedir (Eun ve
ark., 2000).

Cizelge 1. Medicago sativa L. fideleri Uzerine uygulanan Pb(CH3;C0O0),, SA ve kombinasyon
uygulamalarinin bitki ve kdk uzunlugu tzerine etkisi.

Uygulamalar Bitki uzunlugu Kok uzunlugu
Kontrol 20.93+1.63" 11.53+0.97°
100 ppm Pb(CH;C0O0), 16.25+3.72f 8.30£1047¢

1000 ppm Pb(CH;CO0), 9.16+1.578 4.85+1.02¢

0.5mMSA 23.10%1,89% 13.1443.33%
2 mM SA 24.50+2.57° 14.80+3.59°

100 ppm Pb(CH3C0OO0); + 0.5 mM SA 19.65+1.85%e 10.85+1.59°
100 ppm Pb(CH5CO0); + 2 mM SA 20,33%3.80 11.12+3.56°
1000 ppm Pb(CH3COO0); + 0.5 mM SA 17,55+2.45¢f 11.04+3.34°
1000 ppm Pb(CH3COO0); + 2 mM SA 18.4042.437%f 11.45+2.88°

*Pb(CHsCOO0),: Kursun (l1) asetat, SA: Salisilik asit
*Degerler li¢ paralel 6l¢imun ortalama * standart sapmasi olarak verilmistir (n=3).
*Ayni situndaki farkl harfleri tagiyan grup ortalamalari arasindaki fark, istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).

Kok ve yaprak yas agirhgi (g)

Bitkilerin kok yas agirligi, Cizelge 2’ye bakildiginda 0.07 ile 0.27 g araliginda degisiklik
gostermistir. Pb(CH3COO); uygulamasinin konsantrasyon miktari arttik¢a kok yas agirliginda azalma, SA
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uygulamasinin konsantrasyon miktari arttikca kok yas agirhginda artis gergeklesmistir. Kontrol grubu ile
karsilastinildiginda en dusuk kok yas agirhigi Pb(CH3COO), uygulamasinin yiiksek konsantrasyonu olan
1000 ppm’de %61 ile en disik agirhga sahip iken en ylksek kok yas agirligi SA’nin yiksek
konsantrasyonu 2 mM uygulamasiyla %50 artis oraninda gerceklesmistir (p<0.05). Bitkideki bliyime
parametresi agirhk artisi ile yakindan iliskilidir. Bitkilerdeki agirlik artisinin metal stresiyle azaldigini
bircok arastirmaci rapor etmistir (Abdelgawad ve ark., 2020;Ahmad ve ark., 2012). Ouzounidou ve ark.
(1997), yilinda g ginliik bugday (Triticum aestivum L.) bitkileriyle yapmis olduklari calismalarinda artan
Cd stresi ile kok, stirgiin ve yaprak agirliklarinin azaldigini, biyime ve gelismenin neredeyse durdugunu
bildirmislerdir. Akinci ve ark. (2010), yilinda domates (Solanum lycopersicum L.) bitkisi Gzerinde yapmis
olduklari galismada Pb’nin farkl konsantrasyonlarinin (75, 150 ve 300 mg |) bitkinin kok yas agirliklarini
azalttigini ve konsantrasyon arttikga bu azalmanin daha siddetli oldugunu bildirmiglerdir.

Bitkilerin yaprak yas agirhg degerlendirildiginde ise, yaprak yas agirliklari 0.01 ile 0.08 g
araliginda degisiklik gostermistir (Cizelge 2). Genel olarak Pb(CH3COO), uygulamasinin konsantrasyon
miktar arttikga kok yas agirliginda azalma, SA uygulamasinin konsantrasyon miktari arttikga da kok yas
agirhginda artis gergeklesmistir. Pb(CHsCOO), uygulamasinin her iki dozunda (100 ve 1000 ppm) yaprak
yas agirligi kontrole gore kiyaslandiginda azalmistir (p<0.05). Yaprak yas agirhginda ki en fazla azalma
kontrol grubuyla karsilastirildiginda Pb(CH3COO), 1000 ppm uygulamasinda %83 oraniyla
gerceklesmistir. SA uygulamasinin her iki dozu (0.5 ve 2 mM) ise kontrole gére kiyaslandiginda yaprak
yas agirhgini artirmistir. Yaprak yas agirligindaki en yiksek artis SA’'nin 2 mM uygulamasinda %33
oraniyla gergeklesmistir (p<0.05). Yaprak yas agirliginin metal stresiyle azaldigini bildiren ¢alismalar s6z
konusudur. Deswal ve ark. (2018) yilinda bezelye (Pisum sativum L.) bitkisi Gzerine kadmiyum (Cd), nikel
(Ni) ve kursunun (Pb) cesitli konsantrasyonlarini uygulamis ve bitkilerin organlarinin yas agirliklarinin
azaldigini ve bu azalmanin konsantrasyon artisi ile arttigini bildirmislerdir. Hussain ve ark. (2018) misir
(Zea mays L.) bitkisinde kursunun farkh konsantrasyonlarinin (0, 25, 50, 100, 200, 500 mM) biyime
zerine etkisini arastirmis ve bitkilerin yas agirliklarinin azaldigini rapor etmislerdir.

Kok ve yaprak yas agirliklari ile ilgili elde ettigimiz bulgulara gére Medicago sativa L. bitkilerinde
artan Pb(CH3COO), konsantrasyon uygulamasiyla kok ve yaprak yas agirliklari 6nemli derecede azalmis,
artan SA konsantrasyon uygulamasiyla da kok ve yaprak yas agirliklari 6nemli derecede artis
gostermistir.

Cizelge 2. Medicago sativa L. fideleri Uzerine uygulanan Pb(CH3;COO0),, SA ve kombinasyon
uygulamalarinin kdk ve yaprak yas agirhigi tizerine etkisi.

Uygulamalar Kok yas agirligi Yaprak yas agirhig
Kontrol 0.18+0.09° 0.06+0.01b¢
100 ppm Pb(CH3C0O0), 0.13+0.01¢ 0.03+0.01°
1000 ppm Pb(CH;CO0), 0.07+0.01¢ 0.01+0.01f
0.5 mM SA 0.1940.02° 0.07+0.00°
2 mM SA 0.27+0.02° 0.08+0.01°
100 ppm Pb(CH3COO0); + 0.5 mM SA 0.15+0.03" 0.05+0.01¢
100 ppm Pb(CH5CO0); + 2 mM SA 0.16+0.06" 0.05+0.01¢
1000 ppm Pb(CH3COO0); + 0.5 mM SA 0.09+0.05¢% 0.0520.00¢¢
1000 ppm Pb(CH3COO0); + 2 mM SA 0.13+0.01° 0.05%0.00°¢

*Pb(CH3COO0),: Kursun (l1) asetat, SA: Salisilik asit
*Degerler li¢ paralel 6l¢imun ortalama * standart sapmasi olarak verilmistir (n=3).
*Ayni situndaki farkl harfleri tagiyan grup ortalamalari arasindaki fark, istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
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Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Hem biyotik hemde abiyotik stres faktorleri lipidlerde peroksidasyona (LPO) neden olurlar
(Rama Devi ve Prasad, 2004). Reaktif oksijen turlerinin tetiklenmesi sonucunda meydana gelen oksidatif
stres kursun agir metalinin neden oldugu etkilerden biridir. Oksidatif stres; karbonhidrat, lipit, protein ve
DNA’nIn yapisini bozabilir stres stresi uzadikca da geri doniisii olmayan tahribatlara neden olabilir. Lipit
peroksidasyon dizeyini belirlemek igin malondialdehit (MDA) diizeyinin tespiti 6nemlidir. MDA, lipit
peroksidasyonunun son Urtiniidiir. Sekil 1’e bakildiginda MDA icerigi 0.379 ile 1.049 nmol g* arasinda
degisiklik gostermistir. Pb(CH3COO), uygulamasinin konsantrasyon uygulamasi arttikca MDA igeriginde
artis, SA uygulamasinin konsantrasyon uygulamasi arttikca da MDA iceriginde azalma gergeklesmistir.
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda Pb(CHsCOO);’nin 100 ppm uygulamasinda %77 (0.8293 nmol g?),
1000 ppm uygulamasinda %123 (1.049 nmol g) oraniyla MDA iceriginde artis gerceklesmistir (p<0.05).
Buna karsin kontrol grubuyla karsilastinldiginda SA’nin 0.5 mM uygulamasinda %12 (0.4133 nmol g), 2
mM uygulamasinda %19 (0.3790 nmol g) oraniyla MDA iceriginde azalma gerceklesmistir. Pb(CH3COO),
ve SA’'nin kombinasyon uygulamalari, MDA igerigi artisina neden olan Pb(CH3COO);'nin her iki
konsantrasyon uygulamasiyla karsilastirildiginda ise Pb(CH3COO);’nin  her iki konsantrasyon
uygulamasindan daha diisik MDA icerigi gostermistir. Pb ve SA ile yapilan literatir calismalarina
bakildiginda, Pb’nin farkh konsantrasyonlari (2, 4, 8, 16, 32 ve 64 ppm) ile sorgum (Sorghum bicolor L.)
bitkisi Uzerinde yapilan bir calismada MDA igeriginin bitkide hem kokte hemde yaprakta onemli
derecede arttigi bildirilmistir (Yilmaz, 2015). Benzer sekilde iki arpa (Hordeum vulgare L.) gesidine
(Tarm/Tokak) uygulanan Pb’nin 15 mM konsantrasyon uygulamasinin kontrole gére MDA igerigini
artirdigi bildirilmistir (Gezer, 2011). Song ve ark. (2012) bugday (Triticum aestivum) bitkisinde yapmis
olduklari ¢alismada Pb uygulamasinin MDA igerigini artirdigini buna karsin SA uygulamasinin Pb’nin
etkisini azaltigini bildirmislerdir. MDA ile ilgili elde ettigimiz bulgulara gbére Medicago sativa L.
bitkilerinde artan Pb(CHsCOO), konsantrasyon uygulamasiyla MDA iceriginde dnemli derecede bir artis
gerceklestirerek bitkide hiicresel hasara sebebiyet vermistir. SA konsantrasyon uygulamasiyla da MDA
iceriginde azalma ile bitkide Pb(CH3;COQ), ‘nin olusturmus oldugu hasarin etkisini hafiflettigi
goralmustar.
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*Pb 1: Pb(CH3COO); 100 ppm, Pb 2: Pb(CH3COO0), 1000 ppm, SA 1: SA 0.5 mM, SA 2: SA 2mM, Pb 1+ SAl:
Pb(CH3COO0), 100 ppm + SA 0.5 mM, Pb 1+ SA 2: Pb(CH5COO0), 100 ppm + SA 2 mM, Pb 2+SA 1: Pb(CH5COO0), 1000
ppm + SA 0,5 mM, Pb 2+ SA 2: Pb(CH3C0O0), 1000 ppm + SA 2 mM

*Ayni sutundaki farkl harfleri tasiyan grup ortalamalari arasindaki fark, istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).

Sekil 1. Medicago sativa L. kdklerindeki lipit peroksidasyon (MDA) dizeyi.
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Real-Time qPCR

Medicago sativa L. Pb(CH3COO), SA ve kombinasyon uygulamalariyla miRNA156 gen anlatim
seviyesinde farkli sonuglar vermistir (Sekil 2). Pb(CH3COO),'nin 100 ve 1000 ppm uygulamalari kontrol
grubu ile karsilastirildiginda gen anlatim seviyesinde azalma, SA’nin 0.5 ve 2 mM uygulamalari kontrol
grubu ile kargilastinldiginda gen anlatim seviyesinde artis gergeklesmistir. Kombinasyon uygulamalarinda
ise gen anlatim seviyesinde artis ve azalis seklinde uygulamalara gore farkh sonuglar ortaya ¢ikmistir.
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda Pb(CH3;COO);'nin 100 ppm uygulamasi %53.3 orani ve 0.46 kat
degisimi ile gen anlatim seviyesinde asagi regiile olurken, 1000 ppm uygulamasi %74 orani ve 0.26 kat
degisimi ile en diusiik gen anlatim seviyesinde asagi regiile olmustur (p<0.05). SA’nin 0.5 mM uygulamasi
%21 orani ve 1.21 kat degisimi ile gen anlatim seviyesinde yukari regiile olurken, 2 mM uygulamasi
%196 orani ve 2.97 kat degisimi ile en yiiksek gen anlatim seviyesinde yukari regile olmustur (p<0.05).
Kombinasyon uygulamalari ise Pb(CHsCOO); ‘nin 100 ppm uygulamasi SA’nin her iki konsantrasyon
uygulamasiyla sirasiyla (1.08-1.55) kat degisimi ile yukari regiile olurken, Pb(CH3COO), ‘nin 1000 ppm
yiksek konsantrasyonu SA’nin her iki konsantrasyon uygulamasiyla sirasiyla (0.72-0.65) kat
degisimleriyle asagi regile olmustur (p<0.05) (Sekil 2). Bitkilerde, miRNA'lar gen ifadesini esas olarak
kesme icin mRNA'lari hedef alarak diizenler; bu nedenle, belirli bir miRNA'nin ifadesinin seviyesi ile
hedeflerinin ifadesinin seviyesi arasinda ters bir korelasyon olabilir. miRNA156, transkripsiyon
faktorlerini kodlayan promoter baglama benzeri SPL genlerini hedefler ve SPL gen ailesi Uyelerinin
ekspresyonunu dizenleyerek bitkinin blylime ve gelismesini saglar (Xu ve ark., 2016). Pb(CH3COO);'nin
100 ve 1000 ppm uygulamalarinin gen anlatim seviyelerinin asagl dogru regiile olmasi muhtemelen
hedefledigi genin yukari dogru diizenlenmesine neden olarak bitkinin biylime ve gelismesini olumsuz
etkiledigi distinilmektedir. Ayni sekilde SA’nin 0.5 ve 2 mM uygulamalarinin gen anlatim seviyelerinin
yukari dogru reglle olmasi muhtemelen hedefledigi genin asagl dogru dizenlenmesine neden olarak
bitkinin buylime ve gelismesine olumlu yonde etki ettigi duslinilmektedir. Agir metal stres ile ilgili
yapilan miRNA gen anlatim seviyesi calismalarina bakildiginda, agir metal stresi ve bitki ¢esidine gére
miRNA gen anlatim seviyesinde farkh degisiklikler s6z konusudur. Oryza sativa (piring) bitkisinin 60 pM
Cd ile muamele edilmis koklerinde miRNA156 asagl reglle (Ding ve ark. (2011), Zea mays (misir)
koklerinde 200 ppm Cd stresi ile miRNA156'nin asagi regiile (Gao ve ark. (2019), Pb kaynakl strese karsi
Gossypium hirsutum L. (pamuk) bitkisinin koklerinde miRNA156 25 ve 50 ppm uygulamasinda yukari,
100 ve 200 ppm uygulamasinda asagi dogru regtile oldugu bildirilmistir (He ve ark., 2014). Wang ve ark.
(2015) yilinda Raphanus sativus L. (turp) ile yapmis olduklar ¢alismada Pb stresinde miRNA156'nin
yukari regiile oldugunu bildirmislerdir.
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*Pb 1: Pb(CHsCOO0), 100 ppm, Pb 2: Pb(CH3COO), 1000 ppm, SA 1: SA 0.5 mM, SA 2: SA 2-mM, Pb 1+ SAl:
Pb(CH3COO0); 100 ppm + SA 0.5 mM, Pb 1+ SA 2: Pb(CH3CO0), 100 ppm + SA 2 mM, Pb 2+SA 1: Pb(CH;COO), 1000
ppm + SA 0,5 mM, Pb 2+ SA 2: Pb(CH3COO), 1000 ppm + SA 2 mM

*Ayni sttundaki farkli harfleri tagiyan grup ortalamalari arasindaki fark, istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).

Sekil 2. Medicago sativa L. kdklerindeki miRNA156 mRNA seviyesindeki degisiklik

SONUC ve ONERILER

Medicago sativa L. bitkileri Gzerine uygulanan Pb(CH3COO),, SA ve kombinasyonlarinin etkileri
degerlendirildiginde, Pb(CHsCOO),’'nin her iki konsantrasyonununda (100 ve 1000 ppm) bitkinin kok ve
bitki uzunluklarini, kék ve yaprak yas agirlklarini azalttigi, MDA igerigini artirdigi ve miRNA156 gen
anlatim seviyesini asagl regile ettigi gorulmistir. Calismada 1000 ppm Pb(CH3COO), uygulamasinin
daha siddetli etki gosterdigi ve bitkilerde stres olusturdugu bununla beraber toksik etki yaratarak
bliylime ve gelismeyi olumsuz etkiledigi gérilmistiir. SA uygulamalarinin her iki konsantrasyonununda
(0.5 ve 2 mM) MDA icerigini azalttigi, bitkinin kok ve bitki uzunluklarini, kok ve yaprak yas agirliklarini
artirdigl ve miRNA156 gen anlatim seviyesini yukari regile ettigi gorilmistir. SA’nin Pb(CH3COO0), ile
olan kombinasyon uygulamalarina bakildiginda ise Pb(CH3COO),'nin MDA igerigi, kok, bitki uzunluklari ile
kok ve yaprak yas agirliklarinda neden oldugu olumsuz etkiyi iyilestirdigi gortlmustiir. SA uygulamalari,
Pb(CH3COO0),’nin  bitki Uzerindeki yaratmis oldugu olumsuz etkilerin azaltilmasinda etkili oldugu ve
bitkiye bir koruma gorevi sagladigi gorilmistir. SA’nin olumlu etkisinin daha fazla net bir sekilde ortaya
cikarilabilmesi icin farkh cesitlerde farkh stres ve SA konsantrasyonlarini igeren galismalarin yapilmasi
onem arz etmektedir.
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