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OZET

SOGUK STRESINE MARUZ KALMIS SARICAM TOHUMLARINDA
SALISILIK ASITIN CIMLENME UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Salisilik asit bitkiler tarafindan sentezlenen hormon benzeri yapida olan ve hem
biyotik hem de abiyotik stres etkenlerine kars: tolerans yaniti olusturan ve sinyal
bilesigi olarak gorev yapan organik bir molekiil olarak tanimlanir. Yaptigimiz
calismada farkli konsantrasyonlarda (1, 25, 50, 100, 500, 1000, 5000 uM) uygulanan
salisilik asitin, soguk stresine karsi verdikleri ¢imlenme yanitlar1 arastirilmistir.
Sarigam tohumlar1 belirli konsantrasyonlarda (1, 25, 50, 100, 500, 1000, 5000 uM)
salisilik asit igeren suda 24 saat inkiibe edilip petri kab1 icerisine ekimi yapilmistir.
Sonrasinda ise belirlenmis sicaklikta (16 °C) iklim dolabinda (biiylitme kabini)
¢imlenmeye birakilmistir. Sarigam tohumlar iki giinde bir kontrol edilerek 4-5 ml su
ilavesi yapilmigtir. Tohumlarin ekilmesinden 20 giin sonra ¢imlenen orneklerde;
¢imlenme orani, toplam Klorofil miktari, toplam karotenoid miktari, lipit
peroksidasyonu, kék boyu uzunluklari, prolin, hidrojen peroksit, siiperoksit dismutaz
ve guaikol peroksidaz 6l¢iimleri yapilmistir. Calisma bulgular incelendiginde belirli
konsantrasyonlarda (50 vel00 uM) uygulanan salisilik asitin, disiik sicakliga karsi

bitkide yanit olugsmasina yardimci oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Salisilik asit, soguk stresi, sarigam, tohum ¢imlenmesi, tolerans



SUMMARY

EVALUATING EFFECTS OF SALICYLIC ACID ON SEEDS GERMINATION
OF THE SCOTS PINE UNDER COLD STRESS

Salicylic acid can be defined as an organic molecule that is synthesized by plants and
which acts as a signaling compound and has a tolerance response to both biotic and
abiotic stressors. In our study, germination responses of salicylic acid treated at
different concentration (1, 25, 50, 100, 500, 1000, 5000 uM) against cold stress of
seeds were investigated. Scots pine seeds were incubated in water containing salicylic
acid concentrations (1, 25, 50, 100, 500, 1000, 5000 uM) for 24 hours and planted in
a petri dishes. Then seeds were allowed to germinate in the climate cabinet at the
specified temperature (16°C). Scots pine seeds were monitored every two days and 4-
5 ml of water was added. End of the 20th days later on the germinated seeds
germination rate, total chlorophyll content, total carotenoid content, lipid peroxidation,
root length lengths, proline, hydrogen peroxide, superoxide dismutase and guaikol
peroxidase were measured. According to the result of the study, it was found that
salicylic acid treatment at particular concentrations (50 and 100 uM) promoted the

plant to respond to low temperature.

Keywords: Salicylic acid, cold stress, scots pine, seed germination, tolerance
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Bitkiler dogada karsilarina ¢ikan pek c¢ok biyotik (viriisler, bakteriler, antropojenik
kaynakli tahribatlar, tiir i¢i ve tiir dig1 rekabet, av-avci iliskisi gibi) ve abiyotik (diisiik
sicaklik, yiiksek sicaklik, kuraklik, tuzluluk, 1sik, kimyasallar gibi...) stres
faktorlerinden gesitli seviyelerde olumsuz olarak etkilenir ve bundan dolay1 bitkilerde
stres kaynakli hasar meydana gelir. Bitkiler bu tiir stres faktorleriyle karsilastiklar
zaman bitkilerin metabolizma fonksiyonlarinda diizensizlikler meydana gelir ve sonug
olarak bitkisel verim 6nemli 6l¢iide azalir. Diinya genelinde, verim azalmasina neden
olan etkenlerin basinda yer alan abiyotik stres etkenleri, bitkisel iiretim kayiplarinin
%50’si ya da daha fazla oraninda bir oranda kayip meydana getirirler (Bray ve ark.,
2000). Soguk stresi ozellikle yar1 tropik ve tropik bolgelerde yasayan bitkilerde verim
miktarimi ve Kalitesini etkileyen ve ayni1 zamanda kisitlayan abiyotik stresler arasinda
yer almaktadir (Yang ve ark., 2005). Buna ragmen bazi bitkilerin diisiik fakat donma
derecesinde olmayan sicakliklara belirli bir siire maruz kaldiginda olusan soguk
karsisinda tolerans gosterdigi bilinmektedir. Bu olaya soguk uyumu adi verilir ve bu
uyum disiik sicakligin neden oldugu zarari azaltir (Thomashow, 1999). Bu sebeple,
bitkilerde soguga karsi toleransin arttirilmasi ve ayni zamanda soguk uyumunu
saglayan fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalarin aydinlatilmasi, ileride uyumsal
kabiliyetleri ve iriin kalitesinin yiiksek bitkilerin gelistirilmesi agisindan ¢ok

onemlidir.

Salisilik asit yiiksek bitkilerin tamaminda ve bazi mikroorganizmalarda rastlanilan
sekonder bir metabolittir. Salisilik asitin metabolizmada bir¢ok rol iistlendigi
bilinmektedir. Ornegin Arum bitkisinde meydana gelen metabolik 1s1y1 diizenledigi ve
bitkinin ¢iceklerinde {iretilen bocekgil kimyasal sentezini artirdigi ve bitkide
patojenlere karsi sistemik kazanilmis direnci (SAR) uyardigi rapor edilmistir (White,
1979; Ward ve ark., 1991). Aym1 zamanda bazi bitkilerde olusan kuru madde
miktarininin artisina katki sagladigindan (Kling ve Meyer, 1983) ve nitrat rediiktaz

etkinligini pozitif yonde diizenlemesinden dolay: (Jain ve Srivastava, 1981) son



zamanlarda bitki hormonu ya da hormon benzeri yapi olarak kabul gérmektedir
(Raskin, 1992). Salisilik asitin bitki metabolizmasi {izerindeki fizyolojik ve
biyokimyasal etkileri birgok arastirmaya konu olmustur (Raskin, 1992; Raskin, 1995).
Bitkilerde olusan bu fizyolojik etkiler arasinda iyonlarin bitki biinyesine alinmasi ve
taginmasi, membran gecirgenliginin ve mitokondriyal solunum etkinligi tizerinde
gorev ustlendigi belirtilmektedir (Barkosky ve Einhellig, 1993). Ramanujam ve ark.
(1998) tarafindan da belirtildigi gibi salisilik asitin bitkiler tizerinde ¢igeklenmeyi
uyardigr ayn1 zamanda armut bitkisinin siispanse edilmis hiicre kiiltiirlerinde etilen
hormonu biyosentezini engelledigi, arpa koklerinde kifosfat emilimini ve yulaf
koklerinde potasyum emilimini inhibe ettigi, indol asetik asit ile beraber koklenmeyi
tesvik ettigi, absisik asit tesvikli yaprak absisyonunu tersine ¢evirebildigi ve mung
fasulyesinde ise verimde artis meydana getirdigi bilinmektedir. Salisilik asit, baska bir
ifadeyle bitkilerin stres faktoriine kars1 verdikleri tepkide kendini gosteren dnemli bir
sinyal molekiil olarak bilinmektedir (Senaratna ve ark., 2000). Salisilik asitin bitkilerin
maruz kaldig1 biyotik stres, oksidatif stres ve diger pek ¢ok gevresel stres faktoriine
kars1 yanit olusturdugu rapor edilmistir (Cristea ve ark., 1987; Sangwan, 2001). Ayni
zamanda salisilik asitin stres kosullar1 altindaki bitkilerde fotosentez mekanizmasini
ve bitki biiytimesini de olumlu sekilde etkiledigi bilinmektedir (Gomez ve ark., 1993;
Rajasekaran ve ark, 1999).

Saricam bitkisi, 1liman-nemli iklim ve ¢ok soguk iklimlerde yasamini siirdiiren ve
bakildigi zaman ozellikle yiiksek enlemlerde sicakligin -60 °C’ye kadar diistigi
yerlerde bile hayatin1 devam ettirebilen bir tiirdiir (Atalay ve Efe, 2012).

Bu ¢alismada, salisilik asitin, soguga maruz birakilmis Pinus sylvestris L. (Sarigam)
tohumlarina uygulanip c¢imlenme {izerindeki etkilerinin ortaya konmasi

amaclanmaktadir.

1.2. Bitkiler ve Stres

Canlilar dogalarindan dolay1 dig ortam ve birbirleriyle siirekli etkilesim i¢indedir.
Yasadigr c¢evre iginde uygunsuz kosullarla karsilastiklari zaman adaptasyon
eksikliginden kaynakli olarak bitkilerde stres durumu ortaya ¢ikar. Dis ortamdan

kaynakli etkenlerin, bitkinin biiyiime ve gelismesini engellemesi ya da olumsuz bir



sekilde etkilemesi sonucunda bitkilerde olusan bu durum stres olarak tanimlanir.
Bitkinin gelisimini negatif yonde etkileyen ¢esitli ¢evresel faktorlerdir. Bitkilerdeki
stres canlilarda normal olan sistemin fonksiyonlarmi aza indirme egilimindeki
olumsuz etkiler veya kuvvetler seklinde tanimlanabilir (Kadioglu, 2011). Cogu bitki,
cevresel stres sirasinda fonksiyonlarmi korumak igin sayisiz sistem gelistirmistir.
Ornegin, iisiime kaynakli hasar1 en aza indirmek icin bitkiler, enzimatik antioksidanlar
ve enzimatik olmayan metabolitler gibi farkli temizleyici sistemleri diizenleyebilir
(Gill ve Tuteja 2010). Ayrica, bitkiler ¢esitli bitki biiyiime diizenleyicilerini (salisilik
asit (SA)) ve ozmoprotektanlar1 (prolin) sentezleyebilir (Gautam ve Singh 2009;
Abdelgawad ve ark. 2016; Tabassum ve ark. 2017).

Stres hiicresel yapilar1 bozdugu gibi bitki i¢in hayati degere sahip dnemli fizyolojik
fonksiyonlarda zarar olusturur (Kransenssky ve Jonak, 2012). Kuraklik, tuzluluk,
diisiik sicaklik gibi gevresel birgok faktor; bitkilerde osmotik stresi tetikler ve bu
durum turgor kaybina neden olur. Ayni zamanda strese maruz kalmis bitkilerde hiicre
zarmin yapisal biitiinliigii bozulur, protein aktivitelerinde azalmalar meyadana gelir ve
oksidatif hasara neden olan reaktif oksijen tiirlerinde asir1 artislar meydana gelir.
Bunun sonucunda fotosentez mekanizmasinda inhibisyon olusabilir. Ek olarak
metabolizma fonksiyon bozukluklari, biiyime ve gelisim problemleri, {iremede
indirgenme ve erken senesens ortaya ¢ikar (Kransesky ve Jonak, 2012). Bitkilerin
maruz kaldigi baslica stres faktorleri ikiye ayrilmaktadir. Bitkilerin maruz kaldigi
abiyotik stres faktorleri: Sicaklik, yiiksek sicaklik, diistik sicaklik, iistime, donma, su,
su eksikligi (kuraklik stresi), su fazlaligi (sel stresi), 1s1k, infrared, goriiniir 151k (yiiksek
151k siddeti), ultraviyole, iyonize, kimyasal, ph, tuz, gazlar, herbisitler, Kirleticiler,
riizgar, basing, manyetizma gibi. Biyotik strese neden olan faktorler arasinda viriisler,
bakteriler ve mantarlar gibi patojenler, parazit bocekler ve otgul hayvanlar sayilabilir
(Y1lmaz ve ark., 2011). Meydana gelen stres faktorleri, bitkinin normal gelisimini ve
hayatta kalma sansin1 ayn1 zamanda biyokiitle tiretimini, {irtin Kalitesini olumsuz bir
sekilde etkiler (Agarwal ve ark., 2006).

Molekiiler biyoloji ve genetik ¢aligmalarin strese tolerans konusunda kat ettigi mesafe
g6z oOnilinde bulundurulursa; stres tesvikli genetik mekanizmalarin anlagilmasi hem
bilimsel hem de insani (besin yetersizliginden kaynaklanan hastaliklar, savaslar ve

diger problemler) i¢in ¢ok 6nemlidir. Genellikle bitkiler strese maruz kaldiginda, stres
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sinyali hizl1 bir sekilde ortaya ¢ikar. Strese karsi yanit verme ve savunma genlerine ait
ifade seviyeleri ilk yarim saat iginde baslar ve alt1 saat sonunda en yiiksek seviyeye
ulagir. Bundan da anlasiliyor ki bitkiler stresle basa ¢ikmak icin olduk¢a hizli bir
sekilde yanit sistemi olustururular (Swindell, 2006).

Raporlara gore diinya lizerinde topraklarin yaklagik %12’si tarima elverislidir. Bu
nedenle asir1 olumsuzluklardan kaynaklanan streslere karsi dayaniklilik gosterebilen
ya da bu stresleri tolere edebilen bitkiler yetistirilmesi gerekmektedir. Strese kars1 daha
gliclii ve toleransli bitkiler elde etmek igin; tolerans mekanizmalariyla birlikte stres

etkenine kars1 dayanma giiglerinin bilinmesi lazimdir (Bidwell, 1974).

— Yiksek Sicaklik

Donma Stresi

{-

— Dustk Sicaklik

Stres
]

— Su fazlaligr (Sel)

=1 Su eksikligi (Kuraklk)

Sekil 1. Bitkilerde meydana gelen stres gesitleri (Taiz ve Zeiger, 2002).

1.2.1. Bitkilerin Strese Karsi Gelistirdikleri Yanit Mekanizmalari

Kagis; cevre sartlarinin uygun oldugu zamanlarda bitkinin normal biiylime ve
gelismesini stresli donemden &nce tamamlamis olmasidir. Ornegin, kurak donem
gelmeden once yagisli mevsimlerde yasam dongiisiinii erkenden tamamlayan bitki

davranigi olarak tanimlanir (Taiz ve Zeiger, 2002).

Sakinim; bitkilerin gevre sartlarindan dolay1r meydana gelen stres faktorlerinin neden
oldugu olumsuz etkileri en aza indirmesi ya da engellemesi anlamina gelir. Dis ¢evre

sartlarinda strese neden olabilecek kosullar olusmasina ragmen bitki hiicreleri kendi
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icerisinde stres faktoriinden uzak bir ortam olusturmay1 basarmasidir (Taiz ve Zeiger,
2002).

Tolerans veya direng; genel olarak bakildiginda “stres tolerans1” ve “stres direnci”
birlikte gosterilir. Bir bitkinin kendisi i¢in 6ldiiriicii olmayan bir stres durumuna maruz
kalmas1 durumunda biyokimyasal ve molekiiler diizenlemeler ile bu stres faktoriiyle
basa ¢ikmasi olarak tanimlanabilir. Baska bir ifadeyle, stres faktorlerinin sahip oldugu
bu oldiriict etkinin bitki tarafindan elimine edilmesi, azaltilmasi ya da onarilmasi

seklinde tanimlanir.

Alisma (aklimasyon); bir bitkinin strese 6nceden maruz kalmasi sonucu toleransi
artmis ise bitkinin bulundugu ortama alismis oldugu ifade edilir. Adaptasyon (uyum)
ise pek cok nesil boyunca se¢ilim sonucu kazanilan genetiksel olarak belirlenmis
direncin diizeyidir. Adaptasyon ve alisma, anatomik veya morfolojik seviyeden
baglayarak hiicresel, biyokimyasal ve molekiiler seviyelere uzanan uyumsal
mekanizmalardir (Taiz ve Zeiger, 2002). Bitki tiirleri gevrelerinde meydana gelen stres
faktoriiyle karsilastiklari  zaman hemen hiicresel metabolizmalarini  yeniden
diizenleyerek kendilerine goére savunma mekanizmasi gelistirerek cevap verir.
Jasmonik asit, etilen, poliaminler, kalsiyum, absisik asit ve salisilik asit gibi molekiil
tirleri bitkilerde haberci ve/veya sinyal aktarict molekiil olarak gorev yapmaktadir

(Klessig ve Malamy, 1994).

1.2.2. Soguk Stresi

Kuraklik, su, 1s1ik, kimyasallar gibi diger g¢evresel kosullarin neden oldugu stres
etkilerinden farkli bir sekilde soguk, bir bitkinin biitiin hiicrelerinde ayn1 zamanda
meydana gelen degisiklikleri gostermektedir (Kratsch ve Wise, 2000). Tiim bitkilerin
biiylime ve gelismesini olagan bir sekilde gergeklestirebilmesi i¢in gerekli bir sicaklik
araligi vardir. Bitkilerin normal biiyiime ve gelisimini tamamlamasi igin gerekli olan
sicaklik  derecesinin  altinda bulunan sicakliklar soguk stresi seklinde
tanimlanmaktadir. Diigiik sicaklik ya da soguk stresi bitki hiicrelerinde su ve besin
alimini azaltir, membran akigkanligini diisliriir ve hem protein hem de niikleik asit
konformasyonunu etkiler. Bu asir1 durumlarin sonucunda biyokimyasal

reaksiyonlarda bozulmalar meydana gelir. Buna yanit olarak diger stres etkenlerinde



oldugu gibi soguk stresi altinda da antioksidan sistem aktive olur ve bitkiyi hayatta
tutmaya calisir (Kratsch ve Wise 2000; Einset ve ark., 2007; Zhao ve ark., 2013;
Ruelland 2017).

Soguk (<20 °C) ve / veya donma (<0 °C) sicakliklar1 i¢eren soguk stresi bitkilerin
biiylimesini ve gelisimini olumsuz yonde etkiler. Ayrica bitkilerin ¢evresel yayilisini
ve tarimsal verimliligi de Onemli oOlgiide kisitlar. Soguk stresi, metabolik
reaksiyonlarin dogrudan inhibe edebilir ya da dolayli olarak ozmotik diizenlemeyi
bozabilir (su aliminin soguma ile engellenmesi ve donma kaynakli hiicresel
dehidrasyon). Ek olarak soguk stresi diger stres etkenleri ile kombine bir sekilde etki
edebilir ve bunun sonucunda oksidatif stres meydana gelir. Bunun sonucunda bitkinin
verimli bir sekilde genetik ekspresyon mekanizmasi da inhibe olur. Cogu 1liman bitki,
soguk aklimasyon adi verilen bir islemle donma toleransi kazanir. Ayni zamanda, bazi
bitkiler igin sicaklik kosullar1 optimum olurken, baska bir bitki tiiriinde stres faktorii
olusturabilmektedir. Soguk stresine karsi ¢esitli seviyelerde duyarli olan bitkiler

yasam bigimlerine gore 3 grupta siniflandirilabilir (Mahajan ve Tuteja, 2005).

1-Soguk stresine karsi duyarli olanlar (12 °C’nin altinda olan ortam sicakliklarinda

strese ugramis olurlar).

2-Soguk stresine kars1 toleransli fakat donma stresine karsi duyarl olanlar (12 °C’nin
altinda seyreden ortam sicakliklarina dayanabilirler lakin sicakligin donma

seviyelerine diistiigii zamanlarda yagsamlarini siirdiiremezler).

3-Donma stresine karsidayanikli olanlar (donma sicakliginin altindaki sicakliklarda
hayatlarin1 devam ettirebilirler. Buna ek olarak donma sicaklig1 seviyelerine karsi

toleranshidirlar ve uyum saglayabilirler).

Hem soguk stresi hem de donma stresi benzer olsa da gergekte birbirlerinden olduk¢a
farkli olaylardir. Soguk stresini hiicreler lizerinde meydana gelen diisiik sicakligin
dogrudan etkisi olarak tanimlamak miimkiindiir. Donma olay1 ise dolayl bir sekilde
meydana gelir ve hiicrelerde buz olusumuna neden olarak zarara ugratir (Pearce,
1999). Soguk aklimasyon, diisiik donma sicakliklarina maruz kalmadan dnce bitkilerin
donma tolerans1 kazandig bir siirectir. Cogu 1liman bitki soguga alisabilir ve vejetatif

dokularinda hiicre disi buz olusumuna tolerans kazanabilir. Kis aligkanligi olan



bitkilerde (kislik bugday, arpa, yulaf, ¢avdar, yagli tohum vb.), kisin donma stresi
déneminden 6nce lireme evresine erken gegisi onleyen bir vernalizasyon engeli vardir.

Bu sayede, bu tiir bitkiler kis periyodunu fide olarak gegirirler.

Soguk stres sinyali

Hiicresel membranlar sivi yapilardir ve bitki hiicreleri diisiik sicaklikta membran
akiskanliginda azalmalar meydana gelir. Ayrica zar proteinlerinde, diger hiicre
proteinlerinde ve niikleik asit konformasyonlarinda fonksiyonel azalmalar meydana
gelir. Buna karsin soguk sinyali algilandiginda hiicre zar1 katilasmaya baslamadan
once COR (Cold Responsive) genlerinin indiiklendigi ve bdylece soguk
aklimasyonunun saglandigi yonca ve Brassica napus'ta gosterilmistir (Sangwan ve
ark., 2001). Bu sonuglar, bitki hiicrelerinin membran ile soguk stresi algiladig: fikrini
desteklemektedir. Reaktif oksijen tiirleri diger stres tiplerinde oldugu gibi soguk
stresine maruz kalan bitki hiicrelerinde de asir1 oranda birikir ve buna karsin soguk
stresine yanit olarak gen ifadesi seviyesinde diizenlemeler gergeklesir. Ornek vermek
gerekirse Arabidopsis tiiriinde frol mutanti (frostbitel) hem soguk hem de donma
stresine karst asir1 duyarlidir ve bu genin yabani tipine (FRO1) oranla asir1 ROS
biriktirirler (Lee ve ark., 2002). Ek olarak soguk aklimasyonu bitki transkriptomunda
onemli degisiklikler meydana getirir. Arabidopsis'te, soguk-yanitli genlerin toplam
genomun %4’1 ile %20’sini olusturdugu tahmin edilmektedir (Hannah ve ark., 2005;
Lee ve ark., 2005).

1.2.2.1. Soguk Stresinin Bitkiler Uzerindeki Etkileri

Bitkiler, maruz kaldiklar1 soguk stresinin etkilerini azaltabilmek i¢in kendi i¢lerinde
farkli stratejiler gelistirirler. Ancak sicaklik dayanabilecekleri seviyenin altina
diistiigtinde sahip olduklari stratejiler yeterli gelmeyebilir. Bu durumda bitkide soguk
stresi kaynakli hasar ortaya ¢ikar. Cok diisiik sicakliklarda olusan soguk zarari,
bitkinin sogukla karsilagsmasi sonucunda bitkide meydana gelen olumsuz fizyolojik ve
biyokimyasal degisikliklerdir. Fizyolojik degisimleri birincil (primer) hasar ve ikincil
(sekonder) hasar olarak isimlendirmek miimkiindiir. Birincil hasar, bitkinin yapisinda
fonksiyon bozuklugu olustugu zaman meydana gelen hizli ilk tepkidir. Ancak, bu tiir

fonksiyon bozukluklari sicaklik normal derecesine ulastigi zaman hizli bir sekilde



diizelir. Ikincil hasar ise birincil hasarm sonucunda olusur ve her zaman geri
doniistimlii olmayabilir. Ayn1 zamanda, soguk zararinin meydana getirdigi gorsel
belirtiler, ikincil soguk zararinin olusturdugu bir durumdur (Rab ve Saltveit, 1996).
Bitki tiirlerinde soguk stresinin olusturdugu hasar belirtileri; sicaklik degerine, soguk
etkisi altinda kaldig: siireye, bitkiye, bitkinin gelisim evresine, soguk stresine maruz
kalmis olan dokuya ve diger gevresel kosullara (riizgara maruz kalma, suya maruz
kalma, yeterli besin alinimina ve 151k gibi...) bagl olarak farklilik gosterir (Saltveit ve
Morris, 1990). Bu faktorlerin soguk stresi siddetini etkilemesine bagl olarak; bitki
biiylime hizinin yavaglamasi, yaprak boyutlarinda indirgenme, senesensin hizlanmasi
ve buna bagli olarak programlanmis hiicre 6liimiiniin baglamasi, klorofil yikimai, hiicre
zar biitiinliigiiniin bozulmasi ve bunlarin sonucunda hiicre igi dengenin bozulmasi,
protoplazmadaki sirkiilasyon ve rotasyon hareketlerinin yavaslamasi ve nihayetinde
Olim durumlart ortaya g¢ikar (Saltveit ve Morris, 1990; Kratsch ve Wise, 2000;
Mahajan ve Tuteja, 2005; Bertamini vd., 2007; Rymen vd., 2007).

1.2.2.2. Soguk Stresinin Hiicresel Diizeyde Etkileri

Soguk Stresinin Hiicre Zart Uzerine Etkisi

Diisiik sicakliklarin bitkiler {izerinde olusturdugu en olumsuz etki hiicre zarinin
yapisini olumsuz olarak etkilemesidir. Bu zararin biiyiik ¢ogunlugu dehidrasyon
nedeniyle olusur. Hiicre zarindaki lipidlerin igerigi bitkinin soguga kars1 duyarliliginda
veya tolerans gostermesinde biiyiik oneme sahiptir. (Mahajan ve Tuteja, 2005). Hiicre
zarmin dogal yapisinda yiiksek miktarda fosfolipid, serbest ve glikozlanmis sterol ve
serebrosidler bulunmaktadir. Biitiin hiicre zarlarinda ayni lipid ¢esidi olsa da farkli
bitki tiirleri arasinda fosfolipid, sterol ve serebrosid oranlar1 oldukca degisiklik
gosterebilir. Diisiik sicakliga maruz kalan bitkinin hiicre zarinin yapisinda bulunan
lipid igeriginde 6nemli degisimler yasanir. Oncelikle, bir¢ok bitki tiiriinde ortak olarak,
hiicre zarindaki fosfolipid oraninda artis meydana gelir. Soguk stresinin artmasi ya da
devam etmesiyle birlikte, soguga toleransin maksimum oldugu noktada, hiicre
zarindaki serebrosidlerin oraninda azalis meydana gelir, ancak azalmanin miktar1 cogu
bitki tiiriine gore cesitlilik gosterir (Uemura ve Steponkus, 1999). Ayn1 zamanda,
bitkilerde hiicre zarinin yag asidi doygunluk seviyesi ile bitkinin soguga karsi

duyarliligi arasinda bir negatif korelasyon vardir. Hiicre zari lipidlerinin faz ve
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akigkanlik 6zellikleri yag asidi doygunluk derecesinden oldukga etkilenir. Zar lipidleri
doymamis yag asidi ve doymus yag asidi olmak iizere iki ¢esit yag asidinden meydana
gelir. Doymamis yag asitleri iki karbon atomu arasinda bir ya da daha fazla ¢ift bag
igerirler (-CH=CH), doymus yag asitlerinin ise karbon atomlar1 tamamen “H”
atomlartyla doyurulmustur (-CH2-CH»-). Doymus yag asidi igeren yaglar, doymamis
yag asidi i¢eren yaglara gore daha yiiksek sicakliklarda katilasma ozelligi gosterir.
Bundan dolayi, hiicre zarindaki doymamis yag asitlerinin bagil orani zar akigkanligini
onemli Olgtide etkiler. Hiicre zarinin yar1 kristal yani sivi-mozaik fazdan jel fazina
gectigi sicaklik “gecis sicakligr” olarak tanimlanir. Soguga karsi duyarli olan bitkiler,
daha fazla doymus yag asidi oranina sahip oldugu i¢in daha yiiksek gegis sicakligina
sahiptir. Gegis sicakliginin yiiksek olmasi, soguga karsi duyarli olan bitkilerin hiicre
zar1 yapisinin sivi mozaik fazdan kati jel fazina gegme egilimini artirir ve bundan
dolay1 hiicre zarinda iyon sizintis1 olusumuna neden olur. Diger taraftan bakildiginda,
soguga karsi toleransl tiirler daha fazla doymamis yag asidi oraniyla karakterizedirler
ve ayni zamanda daha diisiik gegis sicakligina sahiptirler (Mahajan ve Tuteja, 2005;
Bakht ve ark, 2006; Uemura ve ark. 2006; Wang ve ark. 2006). Bitki tiirlerinin maruz
kaldig1 soguk, hiicre zar1 yapisindaki fosfolipid molekiillerinin agil kuyruklari
tarafindan algilanir ve sonrasinda fosfolipidlerin polar baslar1 birbirine yaklasir. Bu
sekilde, s1vi mozaik fazdaki bolgeler (domain) jel fazi domainlerine gevrilir. Jel faz1
domainleri sik1 ve diisiik kinetik lilipidleri ve sert paketlenmis agil zincirlerini igerirler.
Hiicre zan c¢ift tabakasinda bir jel faz domaininin bulunmasi dahi, integral zar
proteinlerinin dogru fonksiyon gostermesini engeller ve hiicre zar1 sahip oldugu etkili
gecirgenlik 6zelligini devam ettiremez (Lyons, 1973; Vigh ve ark., 1998; Bakht ve
ark., 2006). Sogugun zar lipidlerinin faz 6zellikleri {izerine bu etkisi yliziinden turgor
kayb1 ve sitoplazmik s1v1 s1zintis1 olusur ve hiicre biitiinliigii bu sekilde bozulmus olur
(Vigh ve ark., 1998; Martz ve ark., 2006; Morsy ve ark., 2007). Bitki tiiriiniin maruz
kaldig1 soguk stresinin siiresi kisa oldugunda olusan bu gibi olumsuz etkiler
giderilebilmektedir. Ancak stresin uzun siireli olmast durumunda enerji
metabolizmasinin eksikligi, fotosistemlerin bozulmasi, hiicre otolizi ve 6lim gibi

cesitli hasarlarin meydana gelmesine neden olmaktadir.



1.3. Sarigam (Pinus sylvestris L.)

Sarigam (Pinus sylvestris L.) diinyada en genis yayilis alanina sahip konifer tirtidiir
(Boratynski, 1991). Sarigam, Norveg sahillerinde 70° kuzey enlemine kadar yiikselip,
giineyde ise Ispanya Sierra Nevada’ya 37° kuzey enlemine kadar inis gdstermektedir.
Boylam olarak belirtilirse; Ispanya’da 8° Bati boylamindan Sibirya’da 141° Dogu
boylammma kadar uzanan ve 14.000 km uzunlugunda bir alanda yayilisini
gostermektedir (Sekil 2.). Sarigamin bu kadar genis yayilis alanina sahip olmasi tiiriin
farkli iklim ve toprak tiplerine uyum saglamasinina neden olmustur. Sarigam

popiilasyonlart daha farkli lokal alanlara uyum saglayabilmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Saricam’m bugiinkii yayilig1. 1- Tiiriin ana yayilis alan1 2- izole mescereleri
3- Kuzey kutup dairesi

Omek vermek gerekirse; Finlandiya’nin sahip oldugu ormanlarmin %65’ini,
Ingiltere’nin sahip oldugu koru ormanlarmin %20’sini ve Fransa’da bulunan koru
ormanlariin %9’unu, Saricam mesgereleri olusturmaktadir. Tiirkiye’de ise 1.479.648
hektar1 normal iken, 728.588 hektar1 bozuk olmak {izere toplam 2.208.236 hektar
sarigam ormani mevcuttur. Bu da Tirkiye’nin sahip oldugu ormanlarinin yaklasik

%7’sinin sarigam mesgerelerinden olustugunu gostermektedir (OGM, 2012).

Sarigam, diinyada en genis yayilisi olan ¢am tiiriidiir. Derine giden kazik kok sistemine
sahiptir ve kis soguklarina dayaniklidir. Tipik 151k agacidir. Tiirkiye’deki dogal yayilist

Kuzeydogu Anadolu’da 2700 metrelere kadar g¢ikar. Trabzon’un Of ve Siirmene
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ilgeleri arasinda, adin1 verdigi Camburnu Mevkiindeki yayilisina ilave olarak Artvin-
Arhavi-Sugoéren ile yine adim1 verdigi Camli koyleri arasinda da sahile inen iki ayri
dogal toplu yayilisi bulunur. Coruh Vadisinde de, Bor¢ka’dan Artvin’e giderken
(Tarakli, Ambarli, Avcilar ile Ibrikli ve Adagiil kdyleri arasinda) 200-250 metrelere
kadar inen dogal yayilis1 vardir (Dagdas ve Dogan, 2018).

Sarigamin diinyadaki giiney yayilisi sinir1 olarak Kayseri-Pinarbasi-Melikgazi yayilisi
bilinmekteydi. Buna karsin bu yayilis sinirinin daha alt enlemlere indigi gliniimiizde
tespit edilmistir (Akkemik, 2014). Giincel bilgilere gore sarigamin diinyadaki giiney
yayilis sinir1, Ispanya’nin giineyindeki Endiiliis eyaletinde yer alan Sierra de Baza ile
Sierra Nevada arasindaki 37. enlemde yer alan Betikas Dag1’dir. Burada 1800-2100 m
rakim araliginda yayilis gosterir. Sarigamin Tiirkiye’deki en giiney enlemlerinden biri
olan Kayseri-Pmarbasi’ndaki dogal yayilis1 300-350 ha olsa da yapilan sarigam
agacglandirmalar ile Melikgazi yayilisi toplam 1192 ha’a ulasmis durumdadir (Dagdas
ve ark., 2005).

Saricam, ekolojik ve ekonomik yonlerden degerlendirildiginde ¢ok kiymetli bir agag
tirli olarak kendini gosterir. Ekolojik agidan ise tiim Kuzey Avrupa’da yayiligini
devam ettiren tek agag tiiriidiir. Akdeniz’deki daglik ormanlarinda, Sibirya’daki Tayga
ormanlarinda, Iskogya’daki Kaledonya ormanlarinda oldugu gibi ¢ok farkh
ekosistemlerde bulunur ve bir¢ok liken, yosun, mantar ve bocek tiiriiniin yasamini
devam ettirebilecegi uygun ortamlar olusturur. Saricam ormanlarimin korunmasi
demek ayn1 zamanda NATURA 2000 igerisinde tanimlanan, en az 64 adet habitatin
korunmas: da demektir. Ekonomik agidan bakildiginda ise sarigam, tiim Avrupa
Birligi tilkelerinde yayilis gostermekte ve bu iilkelerde ticari orman alaninin yaklasik
%20’sini kaplamaktadir. Ozellikle Kuzey iilkelerinde kereste iiretim acisindan énemli
bir kismin1 olusturur. Saricam bu ekolojik ve ekonomik degerinin dneminden dolay1
2002 ve 2011 yillar1 arasinda, iizerinde en fazla arastirma yapilan agagc tiirii olarak yer
almig ve 12000’den fazla yayina konu olmustur (Matias ve Jump, 2012). Sarigam
Giiney Avrupa’da ise 500 m’den baslar ve 2600 m yiikseltiye kadar uzanir (Atalay ve
Efe, 2012). Ulkemize baktigimizda ise Karadeniz Bolgesi’nde deniz seviyesine dogru
iner (Siirmene-Camburnu), Dogu Anadolu Bolgesinde ise 2700 metre yiikseltide
(Sarikamis-Ziyarettepe) normal kapali mescereler olarak kendini gosteririr (Aksoy,

1994). iklim agisindan degerlendirildiginde sarigam, yillik ortalama sicakligin 2-8 °C
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ve yillik olarak ortalama yagisin 500 mm’nin {izerine ¢iktigi nemli iliman bolgeler ile
kig aylarinda sicakligin -10 °C’nin altina kadar diistigii, yazin 30 °C’ye yaklastigi,
yillik ortalama yagisin 400 mm’ye kadar indigi karasal yar1 kurak iklimden; kuzeyde
subpolar (kutup alt1) iklime kadar olan bolgelerde yayilis gosteririr. Bagka bir deyimle
sarigam, 1liman-nemli iklim ve ¢ok soguk iklimlerde yasamin siirdiirdiigii 6zellikle
yiiksek enlemlerde sicakligin -60 °C’ye kadar distigii yerlerde kendini gosterir
(Atalay ve Efe, 2012). Ek olarak Nilsson ve Walfridsson (1995) gorsel olarak
yaptiklari zarar tespitleri sonucunda 17 yasindaki sarigam klonlarinda ibrelerin -70 ile

-80 °C soguklara dayanabildiklerini gostermislerdir.

Repo ve arkadaslar1 (1996) ise 25 yash saricamlardan topladiklari ibreleri iklim
dolabinda dondurarak yaptiklari laboratuvar ¢aligmalarinda, tiiriin -60 ile -70 °C disiik
sicakliklara kadar zarar gérmeden dayanabildigini, bu c¢alismayla aciklamislardir.
Diger bir taraftan Saricam Rusya’nin i¢ bolgelerinde 250 mm yagis alan yerde dahi
yayilisim gdsteremistir. (Creg ve Zhang, 2001). Ulkemizi degerlendirdigimizde saf
saricam ormanlarmin yayilisina sahip alanlarda yillik ortalama yagis daima 400
mm’nin lizerinde olmustur. Genellikle Sarigam, yillik olarak ortalama yagisin 500
mm’nin iizerine ¢iktig1 Karadeniz ardindaki ¢okiintii alanlarin yiiksek kesimleri ile
Kuzeydogu Anadolu ve Kuzey Anadolu kiy1 daglarinin gliney yamaglarinda yayilisin
stirdiirtir. Buradan da anlasilacagr iizere sarigamin yarikurak/yart nemli ve nemli
alanlara kadar yayilis gosterebilmektedir. Bununla beraber sarigam mesgerelerinin
optimum yayiligi, 600 mm yagistan fazla olan, Anadolu’nun kuzey kesiminde goriiliir
(Atalay ve Efe, 2012). Sarigam ormanlarinin normal yetistigi ortamlarda, yillik olarak
yagisin 400-600 mm oldugu, kurak devrenin ise temmuz ve agustos’ta bulundugu ve
kurakliga kars1 dayanikli oldugu i¢in fazla yagis istemedigi bilinmektedir. Buna kargin
Karadeniz makro iklim tipinde 628-1371 mm, i¢ Anadolu Step makro iklim tipi’nde
500-878 mm ve Dogu Anadolu makro iklim tipi’nde ise 556-620 mm yillik ortalama
yagis meydana geldigi de goriilmektedir. Bu degerlerden yola c¢ikilarak, Bati
Karadeniz yoresinde yagislarin mevsimsel olarak degismesinden dolay1 az ya da ¢ok
yaz kurakligindan bahsedilebilir. Yillik ortalama sicakligin ¢ok diisiik olmasina
ragmen, yagislarin gogunun yaz basma ve yaza gelmesi nedeniyle, Dogu Anadolu
Bolgesinde meydana gelen yagislarin yeterli diizeyde oldugu kabul edilmistir. Dogu

Anadolu Bolgesinde vejetasyon siiresinin sinirini, oncelikli olarak sicaklik, diger
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yorelerde ise, yagis belirlemektedir. (Cepel ve ark., 1977). Tiirkiye’de sarigam, nemli
iliman denizel iklimle yarikurak karasal iklim arasindaki gecis kusaginda yetismekte
olup saf ve karisik ormanlar halinde yayilis gosteririr. Bagka bir ifadeyle, sarigam
iilkemizde nemli ve yar1 nemli kosullardan yarikurak iklim kosullarina kadar olan
alanlarda varlik gosterir. Ulkemizde sarigam’in yetistigi alanlarm karasal kesimlerinde
ekstrem sicakliklar, ortalama bir deger olarak -40 °C ile 40 °C arasinda farklilik
meydana getirir (Atalay ve Efe, 2012). Saricamin kuzeydeki yayilisini sinirlayan
birinci faktor diisiik sicaklik iken giineydeki yayilisini siirlayan birinci faktor ise
yiiksek sicaklik ile yaz kurakliginin birlesimidir. (Carlisle ve Brown, 1968; Castro ve
ark., 2004; Mendozave ark., 2009). Ayrica, Magnani ve ark., (2009) sarigamin
Avrupa’da yayilis gosterdigi alanlarda yaptiklari ¢aligmalarda biiylimenin %350
oraninda diisiik sicakliklar ve %37 oraninda su stresi nedeniyle azaldigim

bildirmislerdir.

1.4. Salisilik Asit

Salisilik asit (SA) birgok bitki tarafindan iiretilen ayn1 zamanda ¢esitli biyotik ve
abiyotik stres faktorlerine karsi tolerans saglayan ve strese yanit mekanizmasinda
sinyal gorevi iistlenen bir molekiil olarak tanimlanir. Bu bilesik ayn1 zamanda 6nemli
bir metabolittir ve bitki hiicresinde fizyolojik olarak diizenleyici islevler
gerceklestirebilen ozelliklere sahiptir. Biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi
gelisme ve reaksiyon gosterir. Salisilik asit veya tiirev aldigi ortohidroksibenzoik asit
birgok bitki tiirlinde fazlaca taninan 6nemli fenolik bilesik grubudur. SA bikilerde
serbet fenolik asit olarak ve/veya konjugat formunda bulunur.

En iyi bilinen dogal salisilik asit tiirevi Salix alba (ak sogiit)’da ortaya ¢ikan salisilin,
S. purpurea, S. daphnoides ve S. fragilis dahil diger sogiit tiirlerinde de goriilmiistiir.
Bu bitkide en yiiksek salisilin igerigi, Ilkbahar ve yaz aylarinda goriiliir. Kisin en diisiik
oldugu (Foster ve Tyler, 1999). SA’nin en yiiksek icerigi S. laponum kabugunda
bulunmustur. Salisilik asit sogiit agaci (Salix) i¢in Latince kelimesinden tiiretilmistir.

Johan Buchner 1828'de az miktarda salisin izole etmistir (Raskin, 1992).

On dokuzuncu yilizyilin sonlarinda, 1899'da Bayer sirketi yeni bir ilag gelistirdi,

asetilsalisilik asit ve asetilspirik asit (Spiraea‘dan) ve sonrasinda da aspirin tretildi
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(Ansari ve Misra, 2007). Salisilatlar Salix cinsi disinda 6nemli miktarda keklik tiztimii
(Gaultheria procumbens) dokularinda da tespit edilmistir. Bir¢cok enflamatuar
hastaligin tedavisinde koroner kalp hastaliginin ve kalp krizlerinin énlenmesinde
kullanilir. Agriy1, atesi azaltir. Son zamanlarda, salisilatlarin ayn1 zamanda timor
baskilanmasini da etkiledigi gosterilmistir (Brummelkamp ve ark., 2003; Ansari ve
Misra, 2007; Elwood ve ark., 2009). insanlar i¢in terapdtik olarak kullanilan bu bilesik
ayn1 zamanda bitkiler aleminde de olduk¢a 6nemli roller iistlenmektedir. SA bitki
hiicrelerindeki diizenleyici islevleri, metabolik ve fizyolojik rolleri ve son olarak strese
yanit mekanizmasindaki iyilestirici etkileri nedeniyle 20 yildan fazla bir siiredir
bilimsel arastirmalara konu olmus bir molekiildir (Horvathve ark., 2007; San-

Vincente ve Plasencia, 2011).

1.4.1. Salisilik Asit Biyosentezi

Bitkilerde salisilik asit (orto-hidroksibenzoik asit) olusumu icin iki adet metabolik
yoldan bahsedilmektedir (Davies, 1995). Bu bahsedilen yollarda, salisilik asidin -
oksidasyon ile orto-hidroksilasyon reaksiyonlarinin olusum &nceliginin birbirinden
farkli oldugu sonucu ortaya ¢ikmistir. Bu yoniine bakildiginda, saglikli ve wviriis
inokiile edilmis tiitiin bitkisinde bulunan salisilik asidin aslinda benzoik asit sayesinde
sinnamik asitten tiirevlendigi ortaya konmustur (Yalpani ve ark., 1993). Ayrica,
Agrobacterium tumefaciens ile enfekte olmus gen¢ domates fidelerinde bulunan
sinnamik asitin orto-kumarik aside orto- 215 hidroksilasyonunun arttig1 ve ardindan
kumarik asitin [-oksidasyonu ile salisilik asit olustugu bilinmektedir. Saglikli
bitkilerde ise, salisilik asidin yaygin biyosentez yolunun, “Sikimik asit—Sinnamik

asit—Benzoik asit—Salisilik asit” seklinde gergeklestigi 6ne siirlilmektedir.
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Sekil 3. Bitkilerde salisilik asit biyosentezinin metabolik yolu

1.4.2. Bitkilerde Salisilik Asit Biyosentezinin Metabolik Yolu

Bitkilerde salisilik asit, aktif formda bulundugu gibi, glukozidler ve esterler olarak
bagl form seklinde de bulunabilir. Salisilik asit ¢ogu bitkilerde genllikle, seker bilesigi
seklinde olan “salisilik asit-B-glukozit” (SAG) olarak, yani inaktif (depo formu)
sekilde bulunur. B-glukozidaz enzimi, bitkilerde olusan fitohormonlarin sinyal
aktivasyonlarin1 kontrol eder ve ayni zamanda salisilik asidin bagl formdan serbest
forma gegisini Katalize ederek bitkide olusan serbest salisilik asit seviyesini diizenler
(Raskin, 1995). Titiin bitkisi {izerinde yapilmis bir ¢alismada, tiitiin bitkisinin
yapraklarina disaridan salisilik asit uygulanmigs ve sonucunda yapraklarin
hiicrelerarasi bosluklarinda SA-B-glukozidaz enziminin aktivitesinin meydana geldigi
gozlemlenmistir (Davies, 1995). Salisilik asit-B-glukozit’m biiyiik ¢ogunlugu
hiicreleraras1 bosluklarda bulunurken; salisilik asidin biiyilk ¢ogunlugunun ise
hiicrelerin i¢inde oldugu goriilmiistiir. Ciinkii salisilik asit-p-glukozit’m SA’dan
meydana gelmesi, hiicrelerin iginde meydana gelmektedir. Bunun sonucunda disaridan
uygulanan salisilik asidin direkt olarak hiicrelerin igine girdigini gostermektedir.
Sonug olarak, salisilik asit-p-glukozit’in hiicreleraras1 bosluklar yoluyla uzak dokulara

kadar tagman ve aynmi zamanda bir sinyal rolii oynayabilecegi goriisii ortaya
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konulmustur. Salisilik asidin uzun mesafeli taginimi igin uygun seklinin salisilikasit-
B-glukozit oldugu goriisii one siiriilmektedir. Ciinki; salisilikasit-B-glukozit hem
salisilik asite gore daha fazla ¢oziinebilir, hem de daha az toksik etkisi gosterir (Seo
ve ark., 1995).

Salisilik asit, bitkide sinyal molekiilii olarak hareket eder ve kloroplastlarin (Uzunova
ve Popova, 2000), fotosentetik aktivitenin (Fariduddin ve ark., 2003),
gravitropizmanin (Medvedev ve Markova, 1991) olusumunu diizenler. SA'nin
Arabidopsis'te yaprak yaslanmasi sirasinda gen ekspresyonu sinyalizasyonuna ve

diizenlenmesine katkida bulundugu tespit edilmistir (Morris ve ark. 2000).

Ekzogenik olarak uygulanan SA'nin fotosentez ve bitki-su iligkileri tizerine etkisi,
potansiyel olarak bitkilerde ¢ok cesitli metabolik siireclere katildigi ve ayrica bu
stiregleri etkiledigi fazlaca ¢alisilmigtir (Ghai ve ark., 2002). Moharekar ve ark. (2003)
salisilik asidin karotenoidlerin ve ksantofillerin sentezini aktive ettigini bildirmistir.
SA'nin ekzogenik uygulamasinin, B. juncea'da net fotosentetik oranini, dahili CO;
konsantrasyonunu, su verimini, stoma iletkenligini ve terleme oranini arttirdig1 rapor

edilmistir (Fariduddin ve ark. 2003).

Salisilik asitin ¢esitli enzim aktivitelerini de etkiledigi bilinmektedir. Ornek vermek
gerekirse; diisiik konsantrasyonda foliar olarak uygulanan SA (10 M) Brassica
yapraklarindaki karbonik anhidraz aktivitesini onemli derecede arttirmistir,
(Fariduddin ve ark., 2003). Bir baska ¢alismada ise ekzogenik olarak tohum dikimine
uygulandiginda karbonik anhidraz aktivitesi belirgin sekilde artmistir (Hayat ve ark.,
2005). Bununla birlikte, daha yiiksek SA konsantrasyonlar1 uygulamasi, s6z konusu
enzimin aktivitesini azaltmistir. Benzer bir sekilde enzim aktivitesinde boyle bir diisiis,
Pancheva ve arkadaslar1 (1996) tarafindan da gozlenmistir, burada arpadaki
reaktivifribuloz-1,5-bifosfatekarboksilaz/oksijenaz (RuBPCO), artan SA
konsantrasyonu ile azalmistir (Fariduddin ve ark., 2003; Hayat ve ark.,2005).

Tohma (2007), Camarosa cilek ¢esidi ile yaptigi ¢alismasinda, farkli yogunluklara
sahip tuz (kontrol, 2, 4 ve 6 mS cm-1) uygulanan bitki tiirlerine farkli salisilik asit
dozlar1 (0, O; 0,1; 0,25; 0,5 ve 1,0 mM) uygulamasinin ardindan olusan fizyolojik
parametreler (membran gegirgenligi, protein, klorofil ve prolin), bitki besin elementi

acisindan (N, P, K, Ca, Mg, Na, Cl, Fe, Cu, Mn ve Zn) ve bitki gelisimi iizerine

16



etkilerini incelemistir. Deneyde tuzlu sartlarda salisilik asit uygulamasimnin membran
gecirgenligini azalttigi ve protein, prolin, klorofil b ve toplam klorofil miktarin
artirdigin1 gézlemlemistir. Tuzlu sartlarda yapilan salisilik asit uygulamalarinin bitki
tirlerinin gelisimesini olumlu yonde etkiledigi ve salisilik asit’in tuzun toksik

etkilerinin olusmasini geciktirdigi goriilmustiir.

Hamid ve ark. (2008) kum kiiltiirii deneyinde salisilik asidin iki bugday hattinin (S24
ve Inqlab) tuzlu kosullar altinda biiylimesinin bazi biyokimyasal 6zellik ve tohum
cikisinin etkileri iizerine calisma yapmigslardir. Bugday hatlarmin filiz ve kok
uzunlugu, siirglin ve kok kuru agirhigina bakilan ¢alismada; tuz stresinin biiylime
parametrelerini azalttigin1 fakat salisilik asit uygulandiginda tuzlulugun bugday
hatlarinin  gelismesi tizerindeki olumsuz etkilerini daha da azalttigi sonucuna

varilmstir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Bitki Materyalinin Hazirlanmasi ve Deney Tasarimi

Mevcut calismada deney materyali olarak Saricam (Pinus sylvestris L.) tohumlar
kullanildi. Trabzon-Of fidanlhigindan temin edilen Vakfikebir orjinli tohumlar ilgili
fidanhk tarafindan 2018 tarihinde toplanmistir. Gruplara ayrilan tohumlar, ekim
oncesinde ayr1 ayr1 olacak sekilde 1, 25, 50, 100, 500, 1000 ve 5000 uM’lik
konsantrasyonlardaki salisilik asit ¢ozeltisi icerisinde 24 saat siireyle inkiibe edildi.
Kontrol grubu tohumlari ise cesme suyunda 24 saat bekletildi. Inkiibasyon siiresinin
bitiminde, tohumlar her petriye 50°ser adet ve ii¢ tekerriirli olmak {izere ekildi.
Sonrasinda igerisine 5 ml ¢esme suyu ilave edilerek, 16 °C iklimlendirme kabininde
¢imlenmeye birakildi. (Tablo 1) Tohumlar iki giinde bir takip edilerek 5 ml su ilavesi
yapildi. Cimlenme c¢alismalarinin tamaminda steril kosullar olusturmaya 6zen

gosterildi.

Sekil 4. Petri igerisine ekilmis sarigam tohumlari
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Tablo 1. Deney gruplari

Gruplar
Uygulama Gruplar 16°C (Cimlenme Sicaklig)
Kontrol (On uygulama yok) 50 tohum
1uM SA 50 tohum
25 uM SA 50 tohum
50 uM SA 50 tohum
100 uM SA 50 tohum
500 uM SA 50 tohum
1000 pM SA 50 tohum
5000 pM SA 50 tohum

2.2. Cimlenme ile Tlgili Parametreler

Nisbi Su Icerigi (RWC)
Mevcut caligmada soguk stresinin ¢imlenen tohumlardaki su igerigine etkisini
incelemek i¢in nisbi su igerigi (RWC) belirlendi. Bu amagla, 16°C iklim kabininde

gerceklestirilen ¢imlenme siirecinin 20°nci giinde 6rnekler RWC igin hasat edildi.

Cimlenmeyen tohumlar analize dahil edilmedi.

Sekil 5. Cimlenen tohum 6rnekleri

Her bir gruptan 0,1 gr alinan tohumlarin k6k uzunluklari ile taze agirlik belirlendi.
Daha sonra turgorlu agirligint belirlemek igin esit miktarda saf suya konuldu ve 16
saat bekletildi. Saf suda bekletilen tohumlar tekrar tartilarak turgid agirliklar

belirlendi.
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Turgid agirliklar1 belirlenen tohumlar firinda 70 °C 72 saat bekletilerek tiim su
iceriklerinin uzaklastirilmasi saglandi. Daha sonra ise tohumlarin kuru agirliklari

tartilda.

Bu veriler dogrultusunda Yaprak nisbi su igerigini (RWC) hesaplayan formiil Smart

ve Bingham (1974)’e gore % olarak hesaplanmustir.

Yaprakta Nisbi Su igerigi (RWC) %: [(TA-KA)/(TA-KA)]x100

2.3. Lipid Peroksidasyonu Tayini (MDA)

Sarigam tohumlarinda ¢imlenme siirecinde soguk stresinin hiicre zar1 diizeyindeki
etkilerini analiz etmek amaciyla Heath ve Packer (1968)’e gore lipidperoksidasyonu
tayini yapildi. Cimlenen tohumlardan alinan 0,1 gr doku 6rnekleri, sivi azot igerisinde
homojenize edildi. Sonrasinda homojenize edilen 6rneklere 1,8 ml %0,1 trikloro asetik
asit (TCA) eklenerek homojenizasyon islemi tekrarlandi. Homojenat 10 dakika siire
boyunca +4 °C ve 15,000 g’de santrifiij islemine tabi tutuldu. Siipernatanttan 1 ml
aliip igerisine %0,5 tiobarbiturik asit igeren %20 TCA soliisyonundan 4 ml eklendi.
Bu karisim vortekslendikten sonra 95°C sicaklikta 30 dakika siire ile inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda reaksiyonun durdurmak icin &rnekler hizli bir sekilde buz
banyosuna transfer edildi. Orneklerin spektrofotometre ile 532 (spesiifk) ve 600
(spesifik olmayan) nm dalga boylarinda absorbanslar1 6lgiildii. Delta absornas
(spesifik—spesifik olmayan absorbans) degerleri, A =€.c.lformiiliinde yerine konularak
TBARS konsantrasyonu hesaplandi (A=A532—-A600, €: Absorbsiyon katsayisi, 155

mmol* cm™,c: konsantrasyon).

2.4. Pigment Tayini

Soguk stresinin ¢imlenen saricam tohumlarinda klorofil miktar1 {izerine etkilerini
aragtirmak icin yaygin olarak kullanilan pigment tayini yapildi (klorofil tayini Arnon,
1949; karotenoid tayini Witham ve ark., 1971). Bu amagla ¢imlenen tohumlarin
hipokotillerinden 0,1 gr taze numune tartildi ve sivi azot ile homojenize edildi.
Sonrasinda tizerine 5 ml soguk aseton (%80) eklendi. Homojenat 10 dakika siire ile
3,000 rpm’de ve +4 °C’de santrifiij edildi. Daha sonra homojenattan alinan siipernatant

1/5 oraninda sulandirildi ve spektrofotometre ile 450, 645 ve 663 nm dalga boylarinda
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absorbans degerleri dlgiildii. Olgiim verileri asagidaki formiilde yerlerine konularak

klorofil ve karotenoid miktarlar1 belirlendi.
Klorofila (L) = 12,7 A663 — 2,69 A645
Klorofil, (gL ™) = 22,9 A645 — 4,68 A663
Toplam Klorofil (gL ™) = 20,2 A645 + 8,02 A663

Toplam Karoteonid (gL™?) = 4,07 A450 — (0,0435 Kl, miktar1 + 0,3367 Kl miktar1)

2.5. Kok Boyu Uzunluklar:

Tohumlarmin ¢imlenen kisimlarinin boylar: dijital kumpas yardimi ile 20’inci giinde
Ol¢iildii. Radikula gelisimin 2 mm altinda oldugu tohumlar hesaplamaya dahil

edilmedi.

2.6. Prolin

Sarigam tohumlarinin soguk stresine karsi gosterdikleri tolerans seviyesini belirlemek
i¢in ¢imlenen tohumlarda prolin 6l¢timii yapildi (Bates vd., 1973). Bu amagla ¢imlenen
tohumlardan 0,1 gr 6rnek alind1 ve siv1 azot ile homojenize edildi. Sonrasinda 1,8 ml
%3 siifosalisilik asit eklendi. Ornekler 15000 g de 10 dakika ve +4 °C’de santrifiij
edildi. Siipernatantin 1 ml’lik kism1 alindi ve 1 ml asit ninhidrin ¢6zeltisi eklendi.
Ornekler 100 °C’de 1 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda reaksiyonu
durdurmak icin 6rnekler buzlu su ortamina transfer edildi. Sonrasinda 6rneklere 3 ml
toliien eklendi ve karisim vortekslendi. Olusan karsimin st fazi spektrofotometrede
520 nm dalga boyundaki absorbans degerleri cihaza girilmis standartlara gore mgml-
ltaze agirlik? olarak belirlendi.

2.7. Cimlenen Tohumlarda Toplam Protein Miktar1 Tayini

Sarigam tohumlarinda toplam protein miktar: tayini Bradford (1976) yontemine gore
spektrofotometrik olarak yapildi. Enzim aktivitesi analizlerinde kullanilmak tizere
ekstrakte edilen gruplardan tekerriir basia 30 pl 6rnek alindi ve 170 pl distile su ile

200 pl son hacme tamamlandi. Son olarak 6rneklere 1000 pl protein boyasi eklendi.
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Onceden spektrofotometrede hazirlanmis standartlara gore spektrofotometrede 595
nm absorbans degerleri kaydedildi Protein miktar1 degerleri mgml™ birim iizerinden

hesaplanda.

2.8. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

Stiperoksit dismutaz yani SOD (EC 1.15.1.1) olgiimii, Beauchamp ve Fridovich,
(1971) metodu kullanilarak 6l¢iildii. 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7,8), 0,1
mM EDTA, 13 mM metiyonin, 75 uM nitrobluetetrazolyum ve 50 ul ekstrakt igeren
1 ml reaksiyon ortamina 2 uM riboflavin eklenerek reaksiyon olusturuldu ve daha
sonra bu karisim 10 dakika siire 375 pmol m?s? siddetinde beyaz 1sik altinda

bekelemesinin ardindan 560 nm’de absorbans degerleri ortaya kondu.

2.9. I¢sel H20: Tayini

Hidrojen Peroksit Ol¢iimii Velikova vd., (2000) yontemi ile gergeklestirildi.
Tohumlarin ¢imlenen kisimlarindan alinan 0,25 g orneklerin 0,1 g aktif kdmiir ile
birlikte 5 ml % 0,1 TCA ¢ozeltisi ile homojenize edildi. Homojenat 15000 g’de +4
°C’de 15 dk stire ile santrifiij edildi. Siipernatanttan 1000 pl alinarak iizerine 1000 pl
10 mM potasyum fosfat tamponu ve 1500 pl 1 M Kl ilave edildikten sonra olusan sar1
renk 390 nm’de spektrofotometredeki kayitl standart grafikten hesaplandi.

2.10. Guaikol Peroksidaz

Sarigam tohumlarinda soguk stresine karsi verilen yanitlari incelemek igin Guaikol
peroksidaz (EC 1.11.1.7) aktivitesi belirlendi (Urbanek vd., 1991). Bu amagla enzim
aktivitesi, 50 pl enzim ekstraktinin eklendigi reaksiyon ortaminda (potasyum fosfat
tamponu 100 mM, pH 7; EDTA 0,1 mM; guaiakol 5 mM; H202 15 mM) son hacim 1
ml olacak sekilde 470 nm dalga boyunda bir dakika siireyle ol¢iildii. GPX etkinligi

£=26,6 mM™cm™ tiikenis katsayisinin kullanilarak hesapland.
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2.11. istatistik Analizler

Ug tekrarli olarak olusturulan analizlerle belirlenen ortalamalar SPSS 22.0 paket
istatistik programi ile OneWayAnova testi ve gruplar arasindaki farki belirleyebilmek

i¢cin Duncan testi kullanild1 (p<0.05).
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3. BULGULAR

3.1. Cimlenme Orani

Mevcut ¢alisma bulgularina gore, kontrol ve uygulama gruplarinda toplam ¢imlenme
sayilar1 gozlemlendi (Sekil 6). Buna gore tiim gruplarda en yiiksek ¢imlenme oraninin
50 ve 100 uM salisilik asit uygulamasinda oldugu tespit edildi. Sayisal olarak 100 uM
uygulama grubu 50 pM uygulama grubuna gore daha yliksek bir ¢cimlenme oranina
sahip c¢iksa da aralarinda istatistiki acidan anlanmli bir fark olmadig tespit edildi. En
diisiik ¢imlenme sayisi ise 5000 uM grubunda oldugu goriildi. Salisilik asit 6n
uygulamasi yapilmayan fakat kontrol grubunda ise ¢cimlenme oraninin 50 ve 100 uM

uygulama gruplarina gore diisiik kaldigi tespit edildi.

Kontrol 1puM  25pM  50pM  100pM 500 pM 1000 uM 5000 uM

25

20
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1
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iml Sayil
o

(6]

o

Sekil 6. Cimlenme sayilar1

3.2. Kok Boyu Uzunluklar

Mevcut ¢aligmada kontrol ve uygulama gruplarinda ¢imlenen tohumlarin ortalama kok
boylar1 6l¢iildi (Sekil 7). Buna gore kontrol, 50 ve 100 uM salisilik asit 6n uygulama
gruplarinda kok boyu ortalamasinin diger gruplara gore daha yiiksek ¢iktig1 belirlendi.
Analiz sonuglarina daha detayli bakildiginda ise 50 uM 6n uygulama grubunun kontrol
grubundan anlamli oranda farkli ve yiiksek ¢iktigi gézlendi. Ayrica s6z konusu grubun
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100 uM grubundan daha yiiksek bir kdk boyu ortalamasina sahip olmasina karsin
istatiski olarak i¢ ice bir deger sergiledigi tespit edildi. Ek olarak en diisiik kok boyu

ortalamasina ise 5000 uM salisilik asit 6n uygulama grubunda rastlandi.

Kontrol 1puM  25uM  50uM  100pM 500 uM 1000 uM 5000 pM
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Sekil 7. Kok boyu uzunluklari

3.3. Nisbi Su I¢erigi

Mevcut ¢alismada ¢imlenen tohumlarda nisbi su igerigi (RWC) analizi gergeklestirildi
ve sonuglar sekil 8’de sunuldu. Buna gore soguk stresi kosullarinda 50 pM salisilik
asit on uygulamasinda en fazla su igerigi gozlemlendi. Bununla beraber en diisiik su

iceriginin 5000 uM salisilik asit uygulamasinda oldugu belirlendi.

Kontrol 25uM 50puM 100 uM 500 pM 1000 pM 5000 pM
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Sekil 8. Nisbi su igerigi
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3.4. Toplam Klorofil icerigi

Mevcut c¢alisma bulgularina gore kontrol ve uygulama gruplarinda ¢imlenen
tohumlarin hipokotillerinde toplam klorofil igerigi belirlendi. Buna gore en yiiksek
klorofil icerigi 100, 1000 uM salisilik asit 6n uygulama gruplarinda goriildii. Buna
karsin en diisiik klorofil igerigi, salisilik asit on uygulamasi yapilmayan kontrol
grubunda goriildii (Sekil 9).

Kontrol 1uM  25uM  50pM  100pM 500 pM 1000 pM 5000 uM

Toplam Klorofil i¢erigi (mg g'TA)
= - =
N S (2] 0] o S} B
o o o o o o o

o

Sekil 9. Toplam klorofil icerigi

3.5. Toplam Karotenoid Icerigi

Mevcut ¢aligmada kontrol ve uygulama gruplarinda ¢imlenen tohum hipokotillerinde
toplam karatenoid igerigi belirlendi. Analiz sonugarina bakildiginda en yiiksek
karotenoid icerigine 100 uM salisilik asit 6n uygulamasinda rastlandi. Bununla beraber

en diisiik karotenoid iceriginin ise kontrol grubunda oldugu gozlemlendi (Sekil 10).
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Sekil 10. Toplam karotenoid igerigi

3.6. Lipid Peroksidasyonu (MDA)

Calisma bulgularina bakildiginda hiicre zarindaki oksidatif hasar nedeniyle olusan
lipid peroksidasyonu iiriinii olan MDA seviyelerinin en diisiik olarak 50 ve 100 uM
salisilik asit on uygulamalarinda olustugu gozlendi. Bununla beraber en yiiksek lipid
peroksidasyonun yani hiicre zar1 hasarin kontrol grubu ve 5000 uM salisilik asit 6n

uygulama grubunda oldugu gézlemlendi (Sekil 11).
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Sekil 11. MDA igerigi
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3.7. I¢sel H202 Tayini

Calismanin bu asamasinda deney gruplarinda H20: igerigi 6l¢iildii. Gruplar arasinda
en yiiksek igerigin 1 uM salisilik asit 6n uygulamasinda oldugu belirlendi. Bununla
beraber en diisiik H202 igerigine aralarinda istatistiki bir fark olmayan ise 25 ve 50 uM

gruplarinda rastlandi (Sekil 12).
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Sekil 12. Hidrojen peroksit igerigi

3.8. Prolin Icerigi

Mevcut ¢alisma bulgularima bakildiginda kontrol ve salisilik asit 6n uygulama
gruplarinda ig¢sel prolin en yiiksek oldugu grup ise 100 uM salisilik asit 6n uygulama
grubu oldugu belirlendi. Ek olarak 50 uM grubu ise prolin igerigi agisindan mevcut
analizin en yiiksek ikinci grubu oldu. En diisiik prolin igerigi ise kontrol grubunda
belirlendi (Sekil 13).
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Sekil 13. Prolin igerigi

3.9. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Calismanin bu asamasinda deney gruplarinda siiperoksit dismutaz aktivitesi ol¢iildii.
Sonuglara bakildiginda kontrol grubundaki SOD aktivitesi diger gruplara kiyasla daha
yiiksek ¢ikti. Analizdeki en diislik aktivite ise 50 pM deney gruplarinda gézlemlendi
(Sekil 14).
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Sekil 14. Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi
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3.10. Guaikol Peroksidaz (GPX)

Calismanin bu asamasinda deney gruplarinda guaikol peroksidaz aktivitesi 6l¢iildi.
Gruplar arasinda en yiiksek aktivitenin salisilik asit uygulanmayan kontrol grubunda
oldugu goriilirken 1 uM da peroksidaz aktivitesinin en az oldugu goriildii. Calisma
bulgularina goére ikinci en yiiksek GPX aktivitesi 50 pM salisilik asit 6n uygulama
grubunda oldugu tespit edildi (Sekil 15).
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Sekil 15. Guaikol peroksidaz enzim aktivitesi
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4. TARTISMA

Mevcut calismada diisiik sicaklik kosullarinin sarigam tohumlarinda ¢imlenme iizerine
etkileri ve disaridan uygulanan salisilik asitin soguk stresine karsi tolerans arttirici rolii
arastirildi. Bu ama¢ dogrultusunda s6z konusu tohumlar laboratuvar ortaminda
iklimlendirilmis kabinde ¢imlendirildi. Elde edilen 6rneklerde; ¢imlenme orani, kok
boyu uzunluklari, toplam klorofil miktari, toplam karotenoid miktari, lipit
peroksidasyonu, prolin igerigi, hidrojen peroksit igerigi, siiperoksit dismutaz ve
guaikol peroksidaz gibi antioksidan enzim aktivitesi analizleri yapilarak salisilik asitin

tyilestirici etkileri gozlemlendi.

Mevcut calismada soguk stresinin saricam tohumlarinda ¢imlenme {izerine etkileri ve
salisilik asit 6n uygulamasisinin soguk stresine karsi iyilestirici etkileri arastirildi. Bu
amagla salisilik asit 6n uygulamasi yapilmis sarigam tohumlar1 16 °C’lik soguk stresi
kosullarinda ¢imlendirildi. Cimlenme sonrasinda ise ilk lgiilen parametreler ¢cimlenen
tohum sayisinin belirlenmesi ve ¢imlenen tohumlardaki kok gelisimin dl¢iilmesi oldu.
Bu parametreler 1518inda soguk stresi kosullarinda 50 ve 100 uM salisilik asit 6n
uygulamasinin ¢imlenme sayisint ve kok uzamasini diger gruplara gore anlamli bir
sekilde arttirdigr belirlendi. Bu artisin herhangi bir salilik asit konsantrasyonu
uygulanmamis kontrol grubuna gore fazla olmasi, salisilik asitin tohum ¢imlenmesini
soguk stresi kosullarinda arttirdigin1 gostermektedir. Saricam tohumlarimin soguk
stresi kosullarinda ¢imlenmesi iizerine haricen salisilik asit uygulamasi ile ilgili bir
literatiir ¢alismasina rastlanilmamis olmasi; mevcut calismanin  6nemini

gostermektedir.

Literatiirde disaridan uygulanan salisilik asitin birgok stres faktoriine karst koruyucu
etkiler gdsterdigini belirten ¢alismalar mevcuttur. OrneginSenaratna ve ark., (2000)
tarafindan yapilmis bir ¢alismada bitkilere disaridan 0; 0,05; 0,1; 0,5 ve 1 mM
konsantrasyonlarda asetil salisilik asit (aspirin) ve salisilik asit uygulanmis ve sonug
olarak salisilik asitin diisiik sicaklik (3 °C) stresine kars1 tolerans artis1 tespit edilmistir.
Arastirmacilar ¢aligmalarinda etkin konsantrasyonlarin 100 uM ve 500 uM oldugunu

kaydetmislerdir. Ayrica misir fidesi yapraklarina disaridan uygulanan 500 uM salisilik
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asitin fideleri soguk stresine (5 °C) kars1 korudugunu belirtmislerdir (Szalai ve ark.,
2000). Korkmaz (2005) salisilik asitin biber tohumlariin diisiik sicakliktaki (15 °C)
c¢imlenme dereceleri iizerine etkisini inceledigi bir calismada, priming ortamina ilave
edilen 0,1 mM salisilik asit uygulanan tohumlarin %91 ¢imlenme orania sahip
oldugunu salisilik asit uygulanmayan kontrol tohumlarinin ise ¢imlenme oranlarinin
%44 diizeylerinde kaldigin1 bildirmistir. Literatiir bilgilerini destekler bigimde mevcut
calismada da salisilik asitin belirli konsantrasyonlarda uygulanmasi durumunda, diisiik
sicaklik kosullarinda (16 °C) sarigam tohum ¢imlenlenmesini ve ¢cimlenen tohumlarda
kok boylarini arttirdign tespit edildi. Mevceut ¢alismanin bulgularina gore etkin salisilik

asit konsantrasyonlarinin 50 ve100 pM oldugunu séylemek miimkiindiir.

Bitki su durumu genel olarak iyi bir stres belirteci olarak kabul edilir ve bitkilerde
birden fazla yontemlerle belirlenir. Nisbi su icerigi (RWC) genel olarak iyi sonug
verebilen ve diisik maliyetli bir ¢oziimdiir. Mevcut calismada soguk stresi
kosullarinda sarigam tohumlar1 ¢imlenirken bitki su durumlart RWC yontemi ile
belirlendi. Bulgular incelendiginde en yiiksek su igeriginin 50 uM salisilik asit
uygulamasinda bulundugu tespit edildi. Cimlenme sayilar1 ve kok boyu uzunluklarinin
50 ve 100 uM salisilik asit uygulamasinda en yiliksek seviyede oldugu dikkate
alindiginda, RWC seviyesinin de bu 50 uM konsantrasyon uygulamasinda yiiksek
¢ikmasi bulgularin korelasyon iginde oldugunu gostermektedir. Ayn1 zamanda RWC
hesaplanmasini bitkideki kuru madde miktarininda dogrudan etkiledigi diisiiniiliirse
50 puM salilisik asit uygulamasinin soguk stresi kosullarinda sarigam tohum
¢imlenmesini tesvik ettigi, kuru madde miktarini arttirdigini ve boyle koruyucu etki

gosterdigini s0ylemek miimkiin olabilir.

Bitkilerde klorofil ve karotenoid igerigi maruz kalinan stresin ¢esidine ve siddetine
bagl olarak azalmalar gostermektedir. Bu nedenle mevcut ¢aligmada soguk stresi
kosullarinda ¢gimlenen sarigam tohumlarinda toplam klorofil i¢erigi belirlendi. Calisma
bulgular1 incelendiginde en yiiksek klorofil ve karotenoid igerigine 100 uM salisilik
asit uygulamasinda rastlandi. Caligma bulgularini1 destekler nitelikte; Uzunlu (2006)
calismasinda, kuraklik, lisiime ve tuz streslerine maruz biraktigi kavun fidelerine,
tohumdan ve yapraktan uyguladigi 0; 100; 250; 500 ve 1000 uM aspirinin (asetil
salisilik asit) etkilerini incelemistir. Aspirin uygulanmis bitkilerin kontrol bitkilerine

gore daha diisiik gorsel hasar icerdigi ve daha yiiksek klorofil, stoma iletkenligi, yaprak
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ve kok yas ve kuru agirlik ve karbonhidrat icerigine sahip oldugunu bildirmistir.
Aspirin konsantrasyonlar1 arasinda ise 250 ve 500 uM konsantrasyonlarinin en iyi
sonucu verdigi ve kullanilan en yiiksek aspirin konsantrasyonu olan 1000 uM SA’in
ise stres faktorlerine karsi toleransi arttirmada daha diisiik konsantrasyonlara kiyasla
daha az etkili oldugunu belirtmistir. Sonu¢ olarak aspirin uygulamasinin kavun

fidelerinde uygulanan stres faktorlerine karsi toleransi arttirdigini deklare etmistir.

MDA lipid peroksidasyonunun son tiriintidiir ve iyi bir oksidatif hasar belirtecidir
(Kaya ve Inan, 2017). Oksidatif hasar ise hemen hemen tiim stres ¢esitlerinin sonunda
meydana gelir ve bitkinin strese maruz kaldigini gésteren 6nemli bir parametre olarak
kabul edilir. Bu nedenle mevcut ¢alismada soguk stresi kosullarinda ¢imlendirilmis
tohumlarda MDA seviyeleri belirlendi. Buna gore bulgular incelendiginde, 50 ve 100
uM salisilik asit uygulamasinin tohumlardaki MDA seviyesini diger gruplara gore
daha diigiik bir seviyeye indirdigi goriildii. Buna karsin kontrol grubunda ise daha
diisiik bir MDA seviyesinin olustugu da gozlemlendi. Bu durumun salisilik asitin
belirli bir oranda kontrol grubuna goére MDA seviyesini arttirdigini, buna karsin
calismanin geneline bakildiginda ise soguk stresine karst koruyucu bir yanit

olusturdugu sdylemek miimkiindiir.

Hidrojen peroksit, bitkilerin ¢esitli stres kosullarina (kuraklik, iisiime, yiiksek sicaklik
ve 151k gibi) maruz kaldiklarinda fazlaca iiretilen reaktif oksijen tiirlerinden (ROS)
birisidir (Das ve Roychoudhury, 2014). Bu nedenle mevcut ¢alismada soguk stresi
kosullarinda ¢imlendirilen saricam tohumlarinda salisilik asitin iyilestirici etkisinin
olup olmadigimmi anlamak i¢in hidrojen peroksit igerigine bakildi. Bulgular
incelendiginde 50 uM salisilik asit uygulamasinda en diisiik hidrojen peroksit icerigi
tespit edildi. Onceki analiz sonuglar ile birlikte degerlendirildiginde 50 uM salisilik
asit uygulamasinin soguk stresinin olast hasarlarina kars1 koruyucu etki gosterdigi ve
bu nedenle hem c¢imlenmse sayisini hem de kdk boyu uzunluklarimi arttirdigini
s0ylemek miimkiindiir. Dahas1 diger bir stres indikatorii olan MDA seviyelerinin de
50 uM salisilik asit uygulamasinda diisiik seviyelerde seyretmesi, diisiik oranda
tiretilen hidrojen peroksitin hiicre zar1 hasarmin diisiik tuttugunu gostermektedir. Bu
da 50 uM salisilik asit uygulamasinin soguk stresine karsi iyilestirici-koruyucu etki
gosterdigini belirtmektedir. Diger yandan, reaktif oksijen tiirleri bitkilerde biiylime ve

gelismenin kontrolii, biyotik ve abiyotik stres etkenlerine kars1 yanit olusturma ve
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programlanmis hiicre 6liimii gibi siire¢lerde sinyal molekiilii olarak da goérev yapar

(Bailey-Serres ve Mittler 2006; Waszczak ve ark., 2018).

Yapilan ¢alismalar bitkilerde prolinin strese diren¢ gelisiminde rol oynadigini ve
birgok stres kosullarinda biriktigini bildirmektedir (Parvanova ve ark. 2004; Demiral
ve Turkan 2005; Awasthi ve ark. 2015). Bu bilgileri destekler sekilde mevcut
calismada soguk stresine kosullarinda ¢imlenen saricam tohumlarinda en fazla prolin
iceriginin 100 puM salisilik asit uygulamasinda oldugu belirlendi. Dahast mevcut
calisma bulgular1 50 ve 100 uM salisilik asit uygulamalarinin sarigam tohumlarinda
soguk stresine karsi toleransi arttirdigini gostermektedir. Prolin igeriginin bu
uygulamalarda yiiksek ¢ikmasi ve yine MDA seviyelerinin de diistik ¢cikmasi onerilen
konsantrasyonlarin soguk stresine karsi tolerans arttirict bir etki yaptigini
gostermektedir. Kendisi de hem osmolit hem de antioksidan olan ve 6zellikle 50 uM
salisilik asit konsantrasyonu uygulamasinda hiicrede olusan hidrojen peroksitin
temizlenmesine katkida bulundugunu sdylemek miimkiindiir. Calisma bulgularini
destekler bigimde birgok arastirmada strese karsi toleransh gesitlerdeki prolin
iceriginin duyarli olan ¢esitlere gore daha fazla oldugu rapor edilmistir (Ashraf, 2007).

Bu durum o6nerilen hipotezi bir¢ok acidan desteklemektedir.

Salisilik asitin antioksidan sistem etkinligi tizerindeki tesvik edici bir¢ok arastirmada
gosterilmistir. Mevcut calismada da soguk stresi kosullarinda ¢imlenen tohumlara
cesitli konsantrasyonlarda salisilik asit uygulamasi yapilmis ve 6rneklerden siiperoksit
dismutaz (SOD) ve guaikol peroksidaz (GPX) enizmlerinin aktivitesine bakilmistir.
Calismada ilging bir sekilde her iki antioksidan enzim etkinligide en fazla olarak
kontrol grubunda goriildii. Genel olarak literatiir bilgisi stres kosullarinda antioksidan
enzim aktivitelerinde artiglar meydana geldiginden bahsetmektedir (Bowler ve ark.,
1992; Fu ve Huang, 2001; Zhao ve ark., 2010). Salisilik asitin donma stresine karsi
etkilerinin arastirilidigi bir calismada, kiglik bugday yapraklarinda donma kosullarinda
yiiksek miktarda salisilik asit tespit edilmistir (Tasgin ve ark., 2003). Ayn1 ¢alismada
yapraklara disaridan uygulanan 100 pM salisilik asitin donmaya karsi toleransin
arttirdigin1 rapor etmislerdir. Arastirmacilar sz konusu tolerans artigin1 antioksidan
enzim etkinligindeki artisa baglamislardir. Mevcut ¢alismada SOD ve GPX enzim
aktivitelerinin kontrol grubunda en yiiksek ¢ikmasinin nedeni, mevcut ¢alismada

iyilestirici konsantrasyon olarak onerilen konsantrasyonlarin (50 ve 100 uM) bitkide
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koruyucu-iyilestirici bir etki gosterdigi ve bu nedenle basta hidrojen peroksit olmak
lizere reaktif oksijen tlirleri temizlemesi olabilir. Calismada hem hidrojen peroksit hem
de MDA seviyelerinin s6z konusu bu konsantrasyonlarda diisiik ¢ikmasi buna bir kanit
olabilir. Dahas1 ayn1 konsantrasyonlarda prolin seviyesinin de yliksek olmasi reaktif
oksijen tiirlerinin temizlenmesine ve dolayisiyla soguk stresinin olumsuz etkilerinin
azalmasina neden olmus olabilir. Literatiir bilgileri hem prolinin hem de salisilik asidin
ayni zamanda antioksidan bilesikler oldugunu da bildirmektedir. Bu nedenle hiicrede
stres kaynakli biriken reaktif oksijen tilirlerinin hem salisilik asit hem de prolin

tarafindan temizlendigini sdylemek kuvvetle muhtemeldir.

Salisilik asitin bitkilerde yiiksek sicaklik, diisiik sicaklik, su eksikligi gibi birgok
cevresel stres etkenine karsi tolerans arttiric1 etkilerinin oldugu bilinmektedir
(Bergmann vd., 1994; Senaratna ve ark., 2000). Bu ¢alisma bir antioksidan molekiil
olan salisilik asidin soguk stresi kosullarinda tohum ¢imlenmesi {izerine olan etkileri
arastirmaya odaklanmistir. Bu amagla sarigam tohumlarina ¢esitli konsantrasyonlarda
On uygulamalar seklinde salisilik tatbik edildi. Calisma sonuglar1 analiz edildiginde ve
uygulama gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda, salisilik asidin sadece belirli
konsantrasyonlarda etkili oldugu ortaya ¢ikti. Bu degerler ¢calisma bulgularina gére 50
ve 100 uM olarak kabul edildi. Bu degerlerin disinda kalan konsantrasyonlar
genellikle ya etkisiz ya da toksik etki olarak degerlendirildi. Mevcut calismay1
destekler sekilde; Canak¢1 ve Munzuroglu (2007) kontrollii sartlarda yetistirilen 3
glinliik musir fidelerinde farkli konsantrasyonlardaki (0, 20, 200 ve 2000 ppm) asetil
salisilik asitin (ASA) taze agirlik degisimi, pigment ve protein miktar iizerine
etkilerini arastirmaya koymuslardir. ASA’in ¢ozeltileri fidelerin koklerine dort giin
stireyle kapal1 bir sistem yoluyla uygulanmaya baslanmistir. 20 ppm ASA’in fidelerin
taze agirlik artisini, pigment ve protein miktarin etkilemedigi, 200 ve 2000 ppm ASA
uygulamasinin fidelerde taze agirhik artisini  engelledigini, ayrica bu iki
konsantrasyonun fidelerin klorofil a, klorofil b, total klorofil ve protein miktarlarin
onemli oranlarda azaltti§1 fakat karotenoid miktarim1 etkilemedi8i caligmalar
sonucunda goriilmiistiir. ASA’in yliksek konsantrasyonlarinin musir fidelerinde
osmotik ve toksik stres yaratarak taze agirlik artisin1 engelledigi, pigment ve protein

miktarini azalttig1 sonucuna ulagilmistir.
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Ozetle ¢alisma bulgularmin tamamina bakildiginda soguk stresi kosullarinda ¢imlenen
sarigam tohumlar tizerinde optimum koruyucu-iyilestirici etki gosteren salisilik asit
konsantrasyonun 50 ve 100 uM oldugunu dnermek miimkiindiir. ilerleyen asamalarda

bu ¢alisma verileri kullanilarak yeni 6nermeler gelistirilebilir.
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5. SONUC

Yapilan deneyler sonucunda;

1. Soguk stresi kosullarinda ¢imlendirilen saricam tohumlarinda en fazla ¢imlenen

tohum sayis1 50 ve 100 uM uygulamalarinda gerg¢eklesmistir.

2. Caligmada ¢imlenen tohumlarin kok boyu uzunluklari Slgiildiigiinde ¢imlenme
say1st ile paralel bir bigimde 50 ve 100 uM salisilik asit uygulamalarinin diger gruplara

gore kok boyu uzunlugunu anlaml bir sekilde arttirdigi gézlemlenmistir.

3. Calismada gergeklestirilen nisbi su igerigi analizine gore 50 uM salisilik asit
uygulamasi bitki su durumunun korunmasina yardimci olmus ve daha yiiksek su

tutmasini saglamistir.

4. Toplam klorofil ve karotenoid igerigi agisindan 100 uM salisilik asit uygulama

grubu diger gruplara gore daha yiiksek bir pigment icerigine sahiptir.

5. Caliymada, dogrudan hiicre zarindaki stres kaynakli hasari gosteren lipid
peroksidasyonu analiz sonuglarina gore en diisik MDA igerigi 50 ve 100 uM

uygulama gruplarinda tespit edilmistir.

6. Calismada bir diger onemli stres belirteci olan hidrojen peroksit icerigi de tespit
edilmistir. Buna gore en diisiik hidrojen peroksit diizeyine 50 puM salisilik asit

uygulama grubunda rastlanmistir.

7. Calismada gerceklestirilen prolin analizine gore en yiiksek prolin igerigine 100 pM

salisilik asit grubunda rastlandi.

8. Calismada yaygin antioksidan enzimler olan siiperoksit dismutaz (SOD) ve guaikol
peroksidaz (GPX) enzim aktiviteleri belirlendi. Buna gére en yiiksek SOD ve GPX

aktivitelerine kontrol grubunda rastlandi.

37



6. ONERILER

Bitki tiirleri diisiik sicakliklarla karsilastiklart zaman hayatlarini devam ettirebilmeleri
icin bircok adaptasyon (uyum) mekanizmalar1 gelistirirler. Bu durumda diisiik
sicakliklara karsi tolerans saglarlar ya da sakinma mekanizmasi kullanarak kendilerini
korurlar ve hayatlarin1 devam ettirirler. Bu tolerans kazanma ve stresli kosullarla baga
¢ikma durumu sadece bitkiler i¢in degil tiim canlilar i¢cin de Onemlidir. Ciinkii
gezegendeki tiim canli yagsami dogrudan ya da dolayli olarak bitkilere baghidir. Bu
durum ekonomik bitkiler i¢in daha 6nemlidir. insanligin devam edebilmesi i¢in bitki
yasaminin da devam etmesi gereklidir. Kiiresel iklim degisikliginin hizlandig1 ve
iklimsel belirsizliklerin yavas yavas ortaya ¢ikmaya basladig1 giiniimiizde bitkilerin
stresle basa c¢ikma mekanizmalarinin aydinlatilmasi daha da 6nem kazanmustir.
Ulkemiz de kiiresel iklim degisikliginden énemli derecede etkilenecek kusaktadir ve
bu degisiklikler arasinda soguk stresi 6nemli bir yer teskil etmektedir. Anlik gelen ve
On goriilemeyen don ya da iisiime olaylarinda bitkilerin ¢imlenme cevaplarinin iyi

aydinlatilmasi ve gelistirilmesi gerekmektedir.

Mevcut calismada iilkemiz ormanlarinin 6nemli bir kismini olusturan sarigam
tohumlart kullanilmigtir. Tohumlar salisilik asit 6n uygulamasina tabi tutulmus ve
soguk kosullarda c¢imlendirilmistir. Cimlenme parametreleri ve diger stres
parametreleri, salisilik asitin belirli konsantrasyonlarda ciddi sekilde iyilestirici etkiler
yaptigin1 gostermistir. Yapilan analizler biiylime, fizyolojik ve biyokimyasal
parametreler lizerinde gercgeklestirilmistir. Ortaya ¢ikan sonuglar caligmanin daha
ileriye tasinmasi gerekliligini gostermektedir. Ozellikle salisilik asitin soguk stresine
kars1 tesvik ettigi mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in molekiiler ve proteomik
yaklasimlara ihtiya¢ duyulabilir. Bu nedenle s6z konusu bu ¢alisma bir TUBITAK
projesi ile daha ileri bir seviyeye tasinmali ve ortaya ¢ikan bilgiler bilim diinyasina
kazandirilmalidir. Bu sayede elde edilen veriler ile 6zellikle ekonomik bitkilerde

soguk stresine kars1 basari arttirilabilir ve olasi iirlin kayiplarinin oniine gegilebilir.
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