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OZET

Bu ¢alisma Kober 5 BB ve 110 R Amerikan asma anaclarinda kuraklik stresinde
arbiiskiiler mikorizal fungus uygulamalarinin anaglarin bazi fiziksel ve biyokimyasal
Ozellikleri {izerine olan etkilerinin belirlenmesi amaci ile gergeklestirilmistir. Bu
amaca yonelik olarak s6z konusu anaclar oncelikle torf: perlit (1:1) igeren ortamlara
dikilmisler ve diizenli olarak sulanmislardir. Dikimden bir ay sonra sivi formiilasyon
formunda O (kontrol),10 g/l ve 20 g/l konsantrasyonlarinda mikorizal fungus
inokulasyonu yapilmis ve bir ay sonra kuraklik stresine (sulamama) maruz
birakilmiglardir. Stresi takip eden bir ay sonra ise deneme sonlandirilmig ve fiziksel
zararlanma derecesi, siirglin uzunlugu, silirgiin agirligi, siirgiin basmna ortalama
yaprak sayisi, yaprak alani, koklenme orani, kok uzunlugu ve kok sayist ile membran
zararlanmasi, yaprak oransal su igerigi, Klorofil, prolin, lipid peroksidasyonu,
hidrojen peroksit miktari, toplam fenolik madde, ¢oziinebilir protein ve antioksidan
enzim aktiviteleri (siiperoksit dismutaz-SOD, katalaz-CAT ve askorbat peroksidaz-
APX) belirlenmistir.
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Arastirma sonucunda kullanilan asma anaglarinda kuraklik stresine karsi mikorizal
fungus uygulamalarinin siirgiin ve kok gelisimi ile bazi biyokimyasal 6zellikleri

olumlu yonde etkiledikleri tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Amerikan Asma Anaci, Kuraklik Stresi, Arbiiskiiler Mikorizal
Fungus, Fenolik Bilesikler, Prolin, Antioksidan Enzim Aktivitesi.
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ABSTRACT

In the present study the determination of the effects of arbuscular mycorrhizal fungi
on some physical and biochemical characters in drought stress on Kober 5 BB and
110 R grapevine rootstocks was aimed. Cuttings were planted into the media
containing perlite and turf (1:1) and irrigated regularly. After one-month mycorrhizal
fungi as a liquid formulated were applied at O (control), 10 and 20 g/l concentrations.
The cuttings have been kept for approximately one months and then they were
subjected to drought stress (non irrigated). After one-month treatment with the
drought stress degree of physical injurity, shoot length, shoot weight, average leaf
number per shoot, leaf area, ratio of root, root length, root number and membrane
injurity, leaf water content, chlorophyll content, proline, lipid peroxidation, total
phenolic compound, hydrogen peroxide content, soluble protein and activities of
antioxidant enzyme (superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and ascorbate

peroxidase (APX)) were determined.

As a conclusion, it was demonstrated that mycorrhizal fungi had positively effect on
shoot and root development and some biochemical characters of grapevine

rootstocks in drought stress conditions.



Keywords: American Grapevine Rootstock, Drought Stress, Arbuscular Mycorrhizal

Fungus, Phenolic Compounds, Proline, Antioxidant Enzyme Activity.
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1.GIRIS

Bagcilik tarihi insanlik tarihi kadar eski olup diinya {izerinde yapilan tarimsal
faaliyetler igerisinde oldukg¢a onemli bir konumda yer almaktadir. 1800 li yillarda
ortaya ¢ikan ve bag alanlarinda ciddi zararlanmalara neden olan filoksera zararlisi
sonrasi bagcilik faaliyetleri koklii bir degisiklige ugramistir. Nitekim Amerikan asma
anaglarinin bu zararliya dayanikli olduklarinin belirlenmesi ile birlikte baglarin ancak
bu anaglar iizerine ¢esitlerin asilandig1 asmalarla kurulabilecegi belirlenmistir. Ancak
giinimiizde kullanilan anaglarin avantajlarinin yaninda birtakim dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. Bunlarin basinda da koklenme yeteneklerinin diisiik olmasi ile
kuraklik, tuzluluk, kire¢ ve diger bazi stres kosullarina toleranslarinin farkli olmasi

gelmektedir [1].

Diinyanin artan stres faktorlerinin basinda kuraklik stresi gelmektedir. Iginde
bulundugumuz yiizyilda kiiresel 1sinma daha belirgin bir hal almis ve yerylizii
sicakligr 0,7 - 0,8 °C artmistir. 2030 yilina kadar sicaklik artisinin ortalama 0,2 °C
dolaylarinda olacagi tahmin edilmektedir [2]. Iklim degisiklikleri mevcut su
kaynaklarmin da azalmasma neden olmakta, yagislarin giderek azalmasi ile de

kurakligi, ¢collesmeyi, tuzlulugu ve erozyonu beraberinde getirmektedir.

Kuraklik stresi bitki biiylime ve gelismesi agisindan son derece 6nemli olup, artan
kuraklik bitkisel tiretimi de tehdit eder duruma gelmektedir. Tarimsal tretimde
kuraklik ve tuzluluk gibi streslere karsi alinmasi gereken tedbirlerin kisa donemde
sorunu ¢ozebilecek ve etkisi uzun vadeli olabilecek nitelikte olmas1 gerekmektedir
[3]. Bu stres faktorlerinin kagmilmaz oldugu disiiniildiigiinde bitkilerde stres
kosullarina tolerans ya da direnci artiracak bazi uygulamalarin yapilmasi biyiik
Oonem tagimaktadir. Modern bagcilik anlayiginda ise bitkinin toprak altt kismini

olusturan anacin stres ortamina direncini artirmak bu baglamda zorunlu olmaktadir.

Bitkilerde olumsuz stres kosullarima toleransin kazandirilmasinda 6nemli

uygulamalardan birisi mikorizal fungus uygulamalaridir. Mikorizalar kiiltiir bitkileri



de dahil hemen hemen biitiin kara bitkilerinde goriilmektedir. Mikorizal yasamin ilgi
¢ekmeye basladigi 1950°1i yillarin  basindan itibaren bu alanda c¢alismalar
yogunlagmis ve mikorizalarin konukgu olduklar1 bitkiler {izerinde ¢ok yonli olumlu

etki gosterdikleri tespit edilmistir [4, 5, 6, 7, 8].

Mikorizalarin stres ortamina karsi bitkilerin toleransini artirdiklarr bilinmektedir.
Mikoriza mantarlarinin gerek kok yiizey alanini genisletmesi gerekse koklerin su ve
besin alim giiciinii yaklasik 5-7 kat artirabilmesinin kuraklik problemine ¢oziim
olabilecegine iliskin caligmalar bulunmaktadir. Mikorizalarin yogun oldugu kok
bolgelerinde koklerin daha ¢ok gelistigi ve mevcut sudan daha fazla yararlanarak

kurak doneme kars1 dayaniklilik kazandiklart bilinmektedir.

Bitkileri ¢evresel stres kosullarina dayanikli kilan mikorizal mantarlar, kurak
alanlarda birtakim mekanizmalarla bitki-su iligkisini diizenleyerek bitkinin kurakliga
karsi dayanikliligini arttirmakta, fidanlarda saglikli ve giiglii bir kék yapisinin
olugsmasina yardimci olmakta, ayni zamanda bitkilerin zararli patojenlere karsi
dayanikliligini da arttirmaktadir [9]. Ayrica mikorizalarin etkinliklerinin 6zellikle
olumsuz kosullarda (kuraklik, tuzluluk, agir metal birikimi) daha da fazla ortaya
¢iktig1 da belirlenmistir [10, 11].

Kiiresel iklim degisimlerinin bir sonucu olan kuraklik gibi stres faktorlerine karsi
bitkilerin dogal mekanizmalar1 ile genetik potansiyellerinin dogru yonetilmesini
saglayacak yaklasimlar biiyilk 6nem tagimaktadir. Son yillarda su kaynaklarinin
giderek azaldig1 goz Oniine alinirsa, bu stres kosullarinda mikorizal uygulamalar gibi
cevreci, dogal ve pratik uygulamalarin daha da 6nem kazanacagi diistiniilmektedir.
Bu baglamda bir yiiksek lisans tezi olarak yiiriitiilmiis bu ¢alisma kapsaminda Kober
5 BB ve 110 R Amerikan asma anaglarinda kuraklik stresine karst mikorizal fungus
uygulamalarinin bazit fiziksel ve biyokimyasal Ozellikler iizerine etkilerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Buna yonelik olarak s6z konusu anaglara ait ¢eliklere
dikimden bir ay sonra kokteyl formunda O (kontrol), 10 g/L ve 20 g/L
konsantrasyonlarinda mikoriza uygulanmis ve bir ay sonra kuraklik stresine maruz

birakilmiglardir. Stresi takip eden bir ay sonra ise deneme sonlandirilmis ve
2



zararlanma derecesi, siirgiin uzunlugu, siirgiin agirligi, siirgiin basina ortalama
yaprak sayisi, yaprak alani, koklenme orani, kok uzunlugu ve kok sayist ile membran
zararlanmasi, yaprak oransal su igerigi, Klorofil, prolin, lipid peroksidasyonu,
hidrojen peroksit miktari, toplam fenolik madde ile ¢oziinebilir protein ve
antioksidan enzim (siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve askorbat
peroksidaz (APX)) aktiviteleri belirlenmistir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

Bitkiler ekolojik déngii icerisinde olduk¢a onemli bir yere sahiptir. Oncelikle
fotosentez gibi son derece kompleks ve etkin bir gorevi iistlenmekte, bunun yaninda
erozyonu Onleme, topraga organik madde bakimindan katkida bulunma, sicaklik
kontrolii saglama ve farkli sanayi alanlarina ham madde olma gibi kritik islevlerde de

bulunmaktadirlar.

Hayatimizda bu denli 6nemli bir yere sahip olan bitkilerin bulunduklari ortam
kosullarimin giin gectikce degistigi, cok sayida olumsuz faktorle karsi karsiya
kaldiklar1 bilinmektedir. Bitkiler kendileri i¢in uygun olmayan bu kosullardan
etkilenebilmekte ve bu durum karsisinda da hassasiyet durumlarina gore degisen
siddette zararlanma belirtileri gostermektedirler. Stres olarak adlandirilan bu durum,
baslangicta biliylime ve gelismede azalma ile kendisini gosteren, devaminda da
siddetine bagli olarak verim diisiikliigii ile sonug¢lanan bir gerileme olay1 olarak ifade
edilmektedir [12]. Kisaca bitkinin herhangi bir sekilde uyum saglayamadigi, hayatta
kalmasim1  ve ¢ogalmasini saglayamadigi kosullar stres ortami olarak

tanimlanmaktadir [13, 14]. Uygun olmayan kosullarda bir bitkinin hayatta kalabilme

yetenegine ise ‘‘stres direnci’” ad1 verilmektedir [15].

Bitkilerde stres temel olarak biyotik ve abiyotik kokenli etmenler nedeniyle ortaya
cikmaktadir. Abiyotik stresler; fiziksel (kuraklik, tuzluluk, yiiksek ya da diisiik
sicaklik, radyasyon, bitki besin maddesi, su baskini, mekanik etkiler) ve kimyasal
(hava kirliligi, bitki besin elementleri, pestisitler, toksinler, tuzlar, toprak PH s1)
stresler olarak siniflandirilmaktadir. Biyotik stresler ise hastalik etmenleri
(patojenler), hayvanlar, mikroorganizmalar, yabani bitkiler ve bdceklerin neden

oldugu streslerdir.

Herhangi bir stres faktdriine maruz kalan bir organizmanin ¢esitli fonksiyonlarinda
zararlanma meydana gelebilmektedir. Zararlanma durumu stresin ortadan kalkmasi

veya strese karsi bir direng kazanilmasi durumunda geri doniisiimlii olabilmektedir.



Ancak stresin uzun siirmesi, siddetinin artmasi ya da bu siiregte dayanikliligin
saglanamamasi durumunda bitki canlilig1 gerilemeye baslamakta, dayanma sinirinin

sonuna ulasildiginda ise kronik bir hastaliga veya geri doniisiimsiiz bir hasara neden
olabilmektedir [16].

Stres etmenlerinin olusturdugu zararlar bitkinin ¢evreye olan genetik adaptasyonuna
bagh olarak degismektedir. Bu durum ¢esitli bitkilerin farkli ekolojilerde en iyi

sekilde yetistirilmelerini belirleyen temel faktordiir.

Diinyanin bir¢ok yerinde kuraklik, tuzluluk, asir1 sulama, yiiksek ve diisiik sicaklik,
pH ve agir metallerin neden oldugu stresler yaygindir [17]. Bu stresler 6zellikle
gelismekte olan iilkeler icin sosyal ve ekonomik problemlere temel olusturmakta ve
gerekli olan gidalarin temin edilmesinde sorunlarin yasanilmas: kaginilmaz
olmaktadir [18, 19, 20]. Diinya genelinde bitkisel tiretimde iiriin kaybinin en 6nemli
nedeni abiyotik stres olup onemli tarimsal iriinlerde yaklagik %50 kayiplara neden
olarak tarimsal iretimin gelecegini tehdit etmektedir [21]. Abiyotik stresler
igerisinde ise kuraklik stresi yasadigimiz donemde en biiyiik stres kaynagi olarak
karsimiza ¢ikmakta ve iklim degisiklikleri bu durumu gittikce daha da
siddetlendirmektedir [22]. Suyun biitiin canlilar igin vazgecilmez bir ihtiyag oldugu
diistiniildiiglinde, bu stresin 6nemi daha iyi kavranmaktadir [23]. Diinyada
sulanabilen tarim alanlar ise sinirli olup, kurakliktan etkilenen alanlarda 6nemli {iriin
kayiplar1 gorilmektedir [24]. Bu durumda kuraklik stresi biiylimeyi ve verimi
etkileyen en yaygin g¢evresel streslerden biri olup bitkilerde birgok fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler cevabi indiiklemekte ve buna bagl olarak bitkiler, bu

kosullara adapte olmay1 saglayacak tolerans mekanizmalar1 gelistirmektedirler [19,
25].

Diinya niifusunun hizla artmasi ile ortaya ¢ikan gida gilivencesi sorununa ¢oziimler
bulmaya yonelik ¢alismalarda daha ¢ok olumsuz ¢evre kosullarina adapte olabilecek
bitkiler iizerine yogunlasilmaktadir. Diinyada oldugu gibi, iilkemizde de tarim
alanlarinin siurli olmasi, iiretimin arttirilmasi amaciyla birim alandan daha fazla

iirtin almay1 zorlamaktadir.



Bitkilerde olumsuz stres kosullarina toleransin kazandirilmasinda etkisi oldugu
bilinen uygulamalardan birisi arbiiskiiler mikorizal fungus (AMF) uygulamalaridir.
Kelime olarak Yunanca’da mantar-kok (mykes-rhiza) anlamina gelen mikoriza
terimi [26], ilk olarak 1885 yilinda A.B. Frank isimli bir Alman orman patologu
tarafindan mantar-aga¢c ortakligini tanimlamada kullanilmis ve sonrasinda
yeryiiziinde ¢ok sayida bitkinin mantarlarla simbiyotik ortaklik olusturduklar: tespit
edilmistir. Do6rt yiiz milyon yil dncesine ait fosillerde dahi mikorizal yasam oldugu
arkeologlar tarafindan tespit edilmis olup, giiniimiizde de simbiyotik yasam tarzi

popiiler olarak dikkat ¢ekmektedir [27].

Dogadaki bitki tiirlerinin %95’ten fazlasinin kok yapilart mikoriza mantarlar ile
simbiyotik bir yasam igerisindedir [28, 29, 30, 31, 32, 33, 34]. Bu simbiyotik
yasamda bitki mikorizaya enerji kaynagi olarak karbonhidrat vermekte, buna karsilik
mikoriza bitkinin gereksinim duydugu mineral besin elementleri ve su alimini
saglamaktadir [35, 36]. Konukgu bitki ile mikoriza arasindaki bu simbiyotik iliski
ekosistemdeki besin dongiisiine biiyiik katki saglamakta ve bazi bitki topluluklarinin

canliliginin devamini da saglamaktadir [31, 37].

Mikorizalar taksonomik olarak biiyiik farklhiliklar gostermektedirler [35, 38]. Kok
yapisina etkileri bakimidan bir smiflandirma yapildiginda endo mikoriza ve ekto
mikoriza olarak iki biiyiik grup ortaya ¢ikmaktadir. Ekto mikoriza ¢ogunlukla orman
agaclarinda s6z konusu olup burada hifler korteksteki hiicreler arasi bosluklar
doldurmakta ve doldurulan ortamda "harting net" olarak adlandirilan hifler
olusturmaktadir [39]. Kokiin dis yiizeyinde olusan hifler ise topraktaki besin
elementlerinin alimini saglamaktadirlar [37]. Endo mikoriza ise ekto mikorizanin
tersine kortekste hem hiicreler aras1 hem de hiicre i¢i bosluklarda olusmaktadir [35,
38, 39]. Arbiiskiil olarak adlandirilan, hiicre i¢lerinde dallanmay1 andiran yapilar
olusturmakta [8, 39] ve bunlar araciligiyla disaridan aldigi besin elementlerini bitki
dokularina aktarmaktadirlar. Endo mikorizanin birgok tiirii olmakla birlikte en
yaygin olanlar1 vesikiiler ve arbiiskiiler olusturmalarindan dolay1 arbiiskiiler
mikorizal fungus (AMF) olarak bilinmektedir [40, 41]. Diinyadaki ¢ogu topraklarin

ve bitki topluluklarinin arbiiskiiler tiir mikoriza ile enfekte olmus olmalari nedeni ile



giniimiizde bu alanda c¢alisan bilim insanlar1 bu mikorizalari AMF olarak
adlandirmakta ve mikoriza olarak tanimlananlar da c¢ogunlukla AMF ye isaret

etmektedir.

Mikorizalar aslinda topragin biyolojik cesitliliginde var olan organizmalardir. Ancak
yapilan bilingsiz uygulamalarla topragin bu yapis1 bozulmakta ve bozulan dengede
mantarlar aktivitlerini yitirmektedirler. Mikorizalar topragin fiziksel 6zelliklerinden
oldukca fazla etkilenmekte ve farkli fiziksel yapiya sahip topraklarda mikorizanin
etkisi de farkli olmaktadir. Yapilan arastirmada mikoriza sporlarinin pH 6-7 arasinda

maksimum spor gelisimi gosterdikleri tespit edilmistir [42].

Mikoriza-bitki iligkisi tizerine yapilan c¢aligmalarda mikorizalarin bitki stresi
tizerindeki rolii ortaya ¢ikarildik¢a bu konu daha da dikkati ¢eken bir konu haline
gelmistir. Nitekim arastirmalar mikorizalarin stresin olumsuz etkilerini azaltmak,
hafifletmek ve telafi etmek adina bitkide birtakim diizenlemelerin olusumunu
sagladiklarin1 ve bdylece konukgusunun biyotik ve abiyotik kosullar altinda da
bliylimesini  saglayacak  direncin  kazanilmasina  katkida  bulunduklarimni
gostermektedir [11]. Mikorizal mantarlarin stres ortamlarinda bitki performansini
iyilestirdikleri ve bu sekilde verim artisin1 saglayabildikleri [43] ve bu etkisinin stres
arttikca daha da arttig1 belirlenmistir [10]. Mikoriza mantarlarinin gerek kok yiizey
alan1 genisletmesi gerekse koklerin su ve besin alim giiclinii yaklasik 5-7 kat
artirabilmesinin 6zellikle kuraklik problemine ciddi anlamda ¢oziim olabilecegi
diistiniilmektedir. Mikorizalarin yogun oldugu kok bolgelerinde bitki koklerinin ¢ok
daha fazla gelistigi ve mevcut sudan daha fazla yararlanarak kurak doneme bu
sekilde dayanim kazandiklari bilinmektedir. Ancak kompleks bir mekanizmanin
oldugu, tepkinin boyutu ve tipinin mikorizaya, bitki tiirlerine ve stresin derecesine
bagli olarak degisebilecegi belirtilmektedir [10, 44].

Mikorizalarin kuraklik stresine karsi bitkide kazanilan bu toleransin olugsmasinda ¢ok
yonlii etkilerinin oldugu disiiniilmektedir. Cesitli fizyolojik ve biyokimyasal
stireclerin s6z konusu oldugunu belirten arastirmacilar mikorizalarin su ve basta

fosfor olmak tiizere besin maddelerinin alimi1 ve transferinde [45, 46 47, 48, 49, 50,



51], biiyiime hormonlar1 iiretmede [52] ve toprak kosullarini iyilestirmede [53],
ozmotik diizenlemede [54], gaz alisverisi ve su kullanim etkinliginde [55, 56] ve
fotosentetik aktivitede etkin rol oynadiklarini belirtmislerdir [57]. Bununla birlikte
ozellikle yiiksek antioksidan etkili enzimlerin {iretilmesini saglamasinin toleransin
kazanilmasindaki payinin biiyiik oldugu da disiiniilmektedir [58, 59, 60]. Duan et al.
[61] da bitkilerin kurakliga uyumunun bitki morfolojisi, biiylime orani, ozmotik
diizenleme ve antioksidan savunmalardaki degisiklikleri igeren fiziksel ve

biyokimyasal adaptif degisikliklerin sonucu oldugunu ifade etmislerdir.

Mikorizalar araciligt ile kurakliga toleransin saglanmasi direkt hifler aracilig: ile
olabildigi gibi mikorizanin bitki fizyolojisi ve morfolojisi iizerinde yaptig
degisikliklerden kaynaklanan kok biiyiimesi veya kilcal kok olusumu ile de ilgili
olabilmektedir [62]. Cesitli arastirmacilar bununla ilgili yaptiklar1 ¢aligmalar sonunda
farkl bitkilerde farkli gelismelerin oldugunu belirlemislerdir.

Mikoriza ile asilanmig bitkilerde kurakliga karsi toleransin mekanizmasinin ortaya
cikarilmas1 bakimindan farkli caligmalar yapilmaktadir. Son yillarda simbiyotik
etkilesimin kurakliga karsi siirdiiriilebilir bir uygulamasi olmasinin yaninda [63]
uygulamanin ayni1 zamanda ekolojik bir yaklasim olmasi da biiyiik ©6nem
tasimaktadir [64]. Ancak tiim bu g¢alismalara ragmen halen mikorizalarin etKi
mekanizmalariin tam olarak tespit edilemedigi de ifade edilmektedir. Hormonlar
tizerindeki olasi etkilerinden yola ¢ikilarak yapilan bir ¢alismada strigolaktonlar,
jasmonik asit (JA) ve absisik asitin bu konuda etkin oldugu belirtilmistir. ABA
konsantrasyonlarinin artmast ve ABA nin strigolakton konsantrasyonlar1 iizerinde

diizenleyici bir etkiye sahip olmasi kurakliga toleransta 6nemli goriilmektedir [65].

Kuraklik stresi iizerine yapilan caligmalarda, asilanan bitkilerde bitki biyokiitle,
klorofil igerigi ve oraninin daha fazla oldugunu gostermektedir [66, 67, 68, 69].
Augé [67] kuraklik stresinde mikorizal bitkilerin oksidatif strese olan tepkilerinin su
durumunun kontroliinde O6nemli oldugunu belirtmistir. Ruiz Lozano [70] ise
mikorizalarin kuraklifin zararl etkilerinden korumada konukg¢u bitki {izerindeki

mekanizmalarin1 belirlemek i¢in molekiiler diizeyde incelemelerin gerekliligini
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vurgulamistir. Benzer sekilde Smith et al. [71] da kompleks bir mekanizmanin
oldugunu ve ortak bir sonuca ulasma bakimindan molekiiler incelemelerin yapilmasi
gerektigini vurgulamiglardir. Bu baglamda dogal bitki kokleri ile simbiyotik iliski
kurarak gogalabilen sporlarin gogaltilmasi ve tarimsal alanda kullanim olanaklarinin

arastirilmasi bilyiik Sneme sahiptir.

Mikoriza simbiyozisinin yar1 kurak alanlarda bugday verimliligi iizerine etkisinin
belirlenmesine yonelik yapilan bir aragtirmada mikorizanin kuraklik stresinin
etkilerini azaltarak, biiylime, verim ve besin aliminda artis sagladiklar1 belirtilmistir
[72]. Yine benzer bir arastirmada da kuraklik ile azalan bugday veriminin mikoriza
ile artirilabilecegi ifade edilmistir [73]. Da Silva Lobato et al. [74] da kurak
kosullarda bitki biliyiime parametreleri iizerinde mikoriza inokulasyonun olumlu
etkilerde bulundugunu belirtmislerdir. Aygigegi bitkisinde kuraklik stresi {izerine
yapilan bir arastirmada da mikoriza uygulamasinin ayciceginde stresin

hafifletilmesinde etkili oldugu saptanmistir [11].

Kurakliktan etkilenen bitkiler insan sagligi ve beslenmesinde onemli bir konumda
olan ve ayni zamanda ekonomik bakimdan da 6n planda olan bir bitki oldugunda,
sorun daha da 6nemli hale gelmektedir. Bu bitkilerden birisi de asma ve onun {riinii
olan iiziimdiir. Uziim bilindigi gibi insan beslenmesinde son derece Onemli
tirinlerden birisi olup, ayn1 zamanda cok cesitli iirline de doniistiiriilebilen, iilkemiz

tarimsal ekonomisinde 6nemli bir paya sahiptir.

Asma bitki besin elementi noksanliklar1 ve fazlaliklarina, giibrelemeye, zararlilara,
kurakliga, tuzluluga ve diger stres faktorlerine aslinda belirli bir toleransi olan bir
bitkidir. Ancak her ne kadar kuraga kismen yiiksek [75,76,77,78,79,80, 81] tolerans
gosteren bir bitki olarak degerlendirilse de bu durum {iriin miktarin1 ve kalitesini
olumsuz yonde etkilemektedir [82]. Yaprak su potansiyelinin -0,9 Mega Pascal
(MPa)’in altina diistiigii kuraklik kosullarinda {irin veriminde azalma meydana
gelmektedir [83]. Bu durum iilkemiz tarimsal ekonomisinde 6nemli bir pay1 olan

bagcilik bakimindan biiyiik bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.



Modern bagcilikta kullanimi zorunlu olan Amerikan asma anaglarinin kurak
kosullara dayanimi genotiplere gore degismekle birlikte cesitlerle karsilagtirildiginda
onemli derecede diisiiktiir [84]. Bu nedenle giiniimiizde en 6nemli stres faktorii olan
kurakliga kars1 asma bitkisinin dayanimini saglayacak mekanizmalarin gelistirilmesi

biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bagcilikta mikoriza uygulamalarima yonelik arastirmalar incelendiginde biiyiik
cogunlugunun besin maddesi alimi, bitki bliylime ve gelisme oOzelliklerine
odaklandig1 belirlenmistir. Nitekim bu arastirmalardan birisinde Menge et al. [85],
Kaliforniya'da tiziim yetistirilen alanlardaki mikoriza-toprak fiimigasyonu ve asma
bitkisinde gelisme durumu arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Arastirmacilar metil
bromitle yapilan toprak fiimigasyonunun asmalarda gelismeyi Onemli Olcilide
yavaslattigint ve bu durumun o6zellikle mikorizalar iizerindeki olumsuz etkisinden
kaynaklandigimi belirtmislerdir. Nitekim fiimige edilen topraklarda mikorizanin

cogalmasinin yavasladigi saptanmastir.

Waschkies et al. [86], 5 C Amerikan asma anaci ¢eliklerini, daha 6nce asma
yetistirilmis fidanlik topraginda ve daha 6nce asma yetistirilmemis olan ancak ayni
ozellikteki toprakta yetistirmislerdir. Anaglarin bir kism1 inokule edilmis ve ardindan
degisik zamanlarda 6rnek alinarak siirgiin ve kok biiylimesi ile koklerin mikoriza ile
inokulasyon durumu incelenmistir. Inokiile edilen ve daha énceden asma yetistirilmis
olan toprakta mikoriza inokulasyonunun %213, daha Once asma yetistirilmemis
toprakta inokulasyonun %51 oldugu saptanmistir. G. mosseae inokulasyonu daha
once asma yetistirilmis olan toprakta koklerdeki mikoriza inokulasyonunu %39'a
yiikseltmis, siirglin uzunlugu, yaprak alanmi ve siirgiin agirh§m da artirmistir.
Arastirma sonucunda asma fidani yetistirilen topraklarda yorgunlugun O6nemi

vurgulanmustir.

Bavaresco ve Fogher [87] yapmis olduklar1 arastirmalarinda inokulasyonun
anaclarda kire¢ kaynakli kloroz iizerine olan etkilerini incelemislerdir. Arastirma
sonucunda 3309 C ve 41 B anaci iizerine asilanan bitkilerin yapraklarindaki klorofil

konsantrasyonu ve demir miktarinin artti§i, kok biliylimesi {izerine pozitif etkili
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oldugu belirlenmistir. Ayrica mikorizal kolonizasyonun artmasiyla yaprakta azot,
fosfor ve bakir iceriklerinin kontrole oranla artti1 da tespit edilmistir. Yine bir diger
arastirmada da asma anaclarinin besin maddelerini almasi ve gelismesinin kok
sisteminin etrafinda mikoriza kolonizasyonunun meydana gelmesi ile arttig1 ifade

edilmistir [88].

Victoria lizim ¢esidine ait baglarda mikorizal kolonizasyon, toprak verimliligi ve
fosfor beslenmesinin incelendigi bir diger arastirmada Almaliotis et al. [89] alinan
tim kok orneklerinin 6zellikle Glomus cinsi ile olmak iizere kolonize oldugunu
belirtmislerdir. Arastirma sonucunda topragin fosfor konsantrasyonunun topraktaki
mikoriza sporu, kokte arbiiskiil ve vesikiil kolonizasyonu ile negatif iliskili oldugu,

buna karsin yaprak fosfor icerigi ile pozitif iliskili oldugu belirlenmistir.

Makro besin elementlerinden fosfor ve potasyumun, mikro besin elementlerinden
borun yapraktaki konsantrasyonunun mikorizali bitkilerde daha yiiksek oldugunun
belirlendigi bir arastirmada da Karagiannidis et al. [90] mikorizasiz bitkilerde mikro
besin elementlerinden azot, demir, mangan ve bakir konsantrasyonlarmin ise daha

yiiksek oldugunu saptamislardir.

Kara [91] da 13 asma anact ve 3 {iziim g¢esidine kokteyl formunda mikoriza
uygulamalarinin ¢elik koklenmesi ve fidanin vegetatif gelismesini 6nemli Olciilerde

tesvik ettigini bildirmistir.

Asma ile mikoriza birlikteliginin bitki biiyiime ve beslenmesini artirdiginin
belirtildigi bir diger ¢alismada Aguin et al. [92], heniiz fidan tiretim asamasinda kok
ortamina mikoriza bulastirilmasinin ileride saglikli bir bitki gelisimini saglanmasi

bakimindan etkili bir strateji olabilecegini ifade etmislerdir.

Farkli asma anaglar1 (110 R, 41 B Mgt, 1103 P, 5 BB Kober, 44-53 M, 140 Ru ve
101-14 Mgt) tizerine asili Cabernet Sauvignon ¢esidi {izerinde yapilan ¢alismada,
mikoriza uygulanan bitkilerin sitokinin {iretiminin uygulama yapilmayan bitkilere

oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica stres ortaminda mikorizali
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bitkilerde yaprak-su potansiyeli, stomal iletkenlik ve CO, asimilasyon orani

mikorizasiz olanlara gore daha yiiksek oldugu saptanmustir [93].

Bir diger arastirmada Ispanya’nin kuzeydogusundaki bag topraklarindan izole edilen
ve Glomus intraradices olarak tanimlanan mikorizal funguslarin Glomus
intraradices’in koleksiyon izolatlar1 (Schenck & Smith (BEG 72)) ile hem bag hem
de sera kosullarinda bitki biiylime ve gelismesi lizerine etkileri arastirilmistir [94].
Arastirma sonucunda serada 110 R asma anacinda G. intraradices (BEG 72) ve
fosfor uygulamasi yapilmis bitkilerle karsilagtirldiginda Glomus intraradices’in
biiyime iizerinde etkili oldugu  belirlenmistir.  Mikorizalarin ~ bagdaki
inokulasyonlarinda ise kok ¢iiriikliigii ile enfekteli 110 R {iizerine asili Cabernet
Sauvignon asmalarinda G.intraradices’ in bitki biiylimesinde etkili olmadigi,
yalnizca G. intraradices (BEG 72) in olumlu sonuglar verdigi, buna karsin izolatlarin

stirglin kuru agirligini ilk biiyiime sezonunun sonunda artirdig1 belirlenmistir.

Derbew et al. [95] da 2004-2006 yillar1 arasinda gerceklestirdikleri arastirmalarinda
4 farkli asma anacinda (Salt Creek, Dogridge, St. George ve 1613) farkli tuzluluk
diizeylerinde (0.52, 1.90, 4.33, 6.23 ve 7.94 dS) potlara Glomus fasciculatum
inokulasyonunun kok kolonizasyonu, gelisme ve klorofil icerigi iizerine etkisini
arastirmiglardir. Kok kolonizasyonu, biiylime ve klorofil igeriginin anaclara ve
tuzluluk diizeylerine gore degistiginin belirlendigi arastirma sonucunda mikoriza
asilanmug bitkilerin daha yiiksek kok kolonizasyon oranina sahip oldugu, kok hacmi,
kok uzunlugu, yaprak sayisi, yaprak alani, toplam kuru agirlik ve klorofil iceriginin
yilksek oldugu belirlenmistir. Tuzluluk stresi altindaki tiim anaglarda kok
kolonizasyonu, klorofil igerigi ve siirglin biliylimesinde azalma go6zlenirken,

biiylimede azalmanin en fazla St. George anacinda meydana geldigi belirtilmistir.

Nogales et al. [96] ise 161-49 C ve 140 Ru Amerikan asma anaglar1 {izerine
asilanmig Cabernet Sauvignon gesidinde mikoriza inokulasyonunun on yillik bir bag
topragi ile dikim yapilmadan bir yil 6nce islenmis ve beyaz kok ciiriikliigi fungusu
(Armillaria mellea) bulastirllmis olan diger bir bagda etkisini incelemislerdir.

Mikoriza popiilasyonu dikim Oncesi birinci bagda 1/100 mL toprak olarak

12



belirlenirken, ikinci bagda hi¢ bulunmamistir. Her bir anag iizerine asili asmalarin
yarist mikoriza (Glomus intraradices Schenck and Smith (BEG 72)) ile
bulastirilmistir. Mikoriza bulunmayan ve kok ¢iirtikliigii ile bulasik ikinci bagda 6n
dikim olarak kekik (Thymus vulgaris) ve lavanta (Lavandula officinalis) kullanilmig
ve G. intraradices ile asilanmistir. ikinci biiyiime sezonu sonunda birinci bagda 140
Ru anacinda olumlu etkiler gézlenmistir. Toplam biyokiitle ikinci bagda 161-49 C
anacinda artmig fakat birinci bagda artis goézlenmemistir. Mikoriza ile bulasik 6n

tirtin yetistirilmesinin mikoriza popiilasyonunu artirdig: ifade edilmistir.

Mikorizal funguslarin diisiik populasyonlarda olmasi durumunda inokulasyon
yapilmasinin gerekliligini vurgulayan Eftekhari et al. [97] ¢ ticari mikoriza tliriniin
(Glomus intraradious, G. mosseae, G. fasciculatus) ve bunlarin bir karisiminin sera
kosullarinda dort farkli liziim ¢esidinde (Shahroodi, Asgari, Keshmeshi ve Khalili)
asmalarin biliyiime ve biyokimyasal durumu {izerine etkilerini aragtirmiglardir.
Arastirma sonucunda inokule bitkilerde koklenme orani digerlerinden istatistiksel
olarak daha yiiksek bulunmustur. En belirgin parametreler asma boyu, siirgiin boyu
ve yaprak alani olup inokule bitkilerde daha yiiksek bulunmustur. Aragtirmacilar
fidanliklarda mikoriza inokulasyonunun yiiksek kalitede saglikli bitki veren, pratik

ve ekonomik bir yaklagim oldugunu vurgulamiglardir.

Bir diger arastirmada Bavaresco et al. [98] kireg igeren potlarda yetistirilen 15 asma
anacinda mikoriza inokulasyonunun kire¢ ve demir eksikligi klorozuna toleranslar
ve koklerin antifungal etkili bir sekonder metabolit olan stilben igeriklerini
incelemislerdir. Arastirma sonunda kloroz derecesi ile mikoriza inokulasyonu
arasinda negatif bir korelasyon oldugu, inokulasyon ile kok stilben konsantrasyonu
arasinda anlamli bir iligski bulunamadigi, buna karsin yaprak klorofil konsantrasyonu

ile kok kuru agirligi arasindaki pozitif iliski oldugu vurgulanmistir.

Kuzey Kaliforniya'daki bes fumigasyonlu ve bes flimigasyonsuz bagda sporlar
incelenerek fungal popiilasyon karakterize edilmeye calisilmistir [99]. Incelenen
baglarda mikorizal tiirlerin kompozisyonu bakimindan baglar arasinda farklilik

oldugu belirlenmistir. Fungal cesitlilik fumige edilmemis baglarda daha fazla
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bulunmustur. Ayni1 ¢alismada serada ve bagda yetistirilen ve {i¢ ayr1 anag {izerine
asillanmis (101-14, 110 R ve St. George) Cabernet Sauvignon asmasinin yeni
koklerinde koloni olusumu da incelenmistir. Masa basinda asilanmis ve potlara
dikilerek serada yetistirilen asmalarda 7 aylik bir biliylime sonrasinda celiklerden
olusan yeni kokler mikoriza ile inokule edilmistir. Arastirma sonucunda agilanarak
baga dikilen asmalarda yeni koklerin mikoriza kolonizasyonunun potlardaki

bitkilerden daha fazla oldugu belirlenmistir.

Tetraploid ve diploid Gloire de Montpellier, Rupestris St. George ve Couderc
3309’un biiylime ve yaprak mineral kompozisyonu iizerine mikorizalarin etkileri
incelenmistir [100]. inokule edilen tetraploid asma koklerinde mikorizal enfeksiyon
orani diploidlerde oldugu gibi yiiksek (%90'n iizerinde) bulunmustur. Tetraploid
asmalarda inokule bitkilerde siirgiin ve kok biiytimesi inokule edilmemis olanlardan
daha yiiksek bulunmustur. Inokule edilmis tetraploid ve diploid anaglarda
yapraklarin inokule edilmemis olanlara gore daha yiiksek fosfor igerdigi ancak
inokule tetraploid asmalarda kalsiyum ve magnezyumun daha diisiik miktarlarda
bulundugu belirtilmistir. Tetraploid asmalarin daha kalin ve daha sik yapida bir kok

sistemine sahip olduklar1 da vurgulanmustir.

Perlette liziim ¢esidi lizerinde yapilan bir arastirmada ise mikoriza uygulamasimin
tomurcuk dormansisi, ¢igeklenme, tane tutumu ve olgunlasma iizerine -etkisi
incelenmistir [101]. Uniform biiyiime ve gelisme gdsteren, 2,5 X 2,5 m dikim siklig
ile dikilmis, 18 yasindaki Perlette asmalar1 kok sisteminin aktif oldugu subat ayinda
ti¢ Glomus tiirii (Glomus rnossae, Glomus deserticola ve Gigaspora calospora) ile
inokule edilmistir. Glomus deserticola ile inokulasyonda gozlerin uyanmasi, siirme,
cigeklenme baslangici, %50 ¢i¢eklenme, tane tutumu ve olgunlasma diger tiim
uygulamalara gore daha erken meydana gelmistir. Arastirmacilar Glomus
deserticola’nin bitki besin maddesi ihtiyacini karsilamak i¢in kimyasal giibrelere

alternatif olarak potansiyel giibre uygulamasina dahil edilebilecegini 6nermislerdir.

Mikro ¢ogaltma ile cogaltilmis asma bitkiciklerinin araziye adaptasyon donemlerinde

mikoriza ile inokule edilmelerinin bazi biyokimyasal degisimler {izerine etkilerini
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incelemeye yonelik yapilan bir diger arastirmada ise mikorizal1 bitkilerin fizyolojik
Ozellikleri ve besin igerigi yoOniiyle daha iyi durumda olduklari, oransal su
igeriklerinin ve fotosentetik aktivitelerinin daha yiiksek oldugu saptanmistir. In
vitro’dan c¢ikarilarak inokule edilen bitkiciklerin daha yiiksek oranda azot, fosfor,

magnezyum ve demir i¢erdikleri belirlenmistir [102].

Krishna et al. [103] da mikorizalarin doku kiiltiirlindeki asma bitkileri {izerine
etkilerini belirlemek igin sera kosullarinda yapmis olduklar1 ¢alismalarinda in vitro
sonrast dig ortama alistirmada mikorizalarin canlilik, bitki boyu, kdk uzunlugu,
siirgin ve kok kuru agirligi, yaprak sayisi, yaprak alani ve oransal su kapsami,
fotosentetik oran gibi bazi fizyolojik parametreleri degerlendirilmistir. Arastirma
sonucunda inokulasyonun bu o6zellikler bakimindan olumlu etkilerde bulundugu

belirlenmistir.

Kurak kosullarda mikoriza uygulamasinin kék biiyiimesi ve koloni olusumu {izerine
olan etkilerine iligkin yapilan bir arastirmada [104] bagda kendi kokleri {izerinde
yetistirilmis 3 yasli Cabernet Sauvignon iizim c¢esidi kullanilmistir. Aragtirmada
asmalar 3 farkli diizenli olarak azaltilan sulama uygulamasina tabi tutulmuslardir.
Birinci uygulama standart uygulama olarak asmalarin tane tutumundan hasada kadar
tiim evapotranspirasyonun %60-70’i kadar sulanmasi seklinde yapilmustir. Ikinci
uygulama (erken su azaltilmasi) tane tutumundan 2 hafta sonra baslayarak ben
diismeye kadar tiim evapotranspirasyonun %30’ u kadar sulanma seklinde
gerceklestirilmis ve sonrasinda standart uygulamaya gegilmistir. Ugiincii uygulamada
(gec su azaltilmasi) ise ben diismeye kadar standart, sonrasinda daha ciddi bir
kurakliga maruz birakma seklinde uygulama yapilmistir. Iyi gelismis kok olusumu
erken ve ge¢ her iki sulama uygulamasinda da azalmistir. Standart uygulamada
gelismis koklerde arbiiskiil yogunlugunun ek kuraklik uygulamasindan daha fazla
oldugu belirlenmistir. Aragtirma sonucunda mikoriza uygulamasi ile mevcut standart
uygulamada kullanilan sudan daha az su ile yiiksek kalitede iiziim {iretilebilecegi

belirtilmistir.
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Mikorizalarin asmada kuraga dayaniklilik tizerine etkileri konusunda yapilan bir
diger c¢alismada kuraklik stresi altinda inokule edilen bitkilerinin su kullanim
etkinliginin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. inokule edilerek kuraklik stresine
maruz birakilan asmalarin su kullanim etkinlikleri ve CO, fikse etme kapasiteleri ile
iliskilendirilmistir [105].

Nikolaou et al. [106] Cabernet Sauvignon iiziim c¢esidinde koklere mikoriza
inokulasyonu yapilmasinin su iligkisi ve karbondioksit asimilasyon oranlar
tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Cabernet Sauvignon iiziim ¢esidine ait kalemler
sekiz farkli asma anacina asilanmis ve potlara yerlestirilmistir. Her bir grubun yarist
Glomus mosseae ile inokule edilmistir. Inokule edilen ve edilmeyen uygulamalarin
her birisinin de yaris1 5 giin ve 8 giin periyotlarla kurakliga maruz birakilmistir.
Kontrol grubu ise deneme siiresince haftada ii¢ kez potlarda tarla kapasitesi
Ol¢iisiinde sulanmistir. Yaprak gelisimi, yaprak fosfor icerigi ve kurakliga tolerans
inokule bitkilerde daha yiiksek bulunmustur. Bes giinliik stres sonrasi yaprak su
potansiyelinin mikorizal olmayan asmalarda -0,5 ve -1,07 MPa; inokule asmalarda
ise -0,32 ile -0,61 MPa arasinda degistigi belirlenmistir. Benzer sekilde, bes giinliik
su stresindeki bitkilerde net karbondioksit asimilasyon oranlarinin sirastyla, 1.5 ile
4.6 pmol m? st ve 2.9 ile 6.1 umol m? s? arasinda degistigi belirlenmistir. Bazi
kuraga hassas anaglarda (775 P, 101-14 Mgt ve 5 BB) inokule edilerek 8 giin
siiresince kuraga maruz kalanlar ayni anaglarin inokule edilmemis olanlarina gore
kuraga daha fazla dayanim gostermislerdir. Arastirma sonucunda kok sisteminin

mikorizal mantarlarla kolonilesmesinin sulanmayan asmalarin su durumunu

tyilestirebilecegi ifade edilmistir.

Kisaca, kuraklik stresi, bircok bitkinin gelisimini ve verimini sinirlayan en onemli
abiyotik faktorlerden biri olup, s6z konusu strese toleransin artirilmasina yonelik
calismalar biliylikk Onem tasimaktadir. Bu toleransin saglanmasinda mikoriza
kullaniminin 6nemine iligkin c¢aligmalar yapilmis bu ¢alismalarda morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal olmak {izere ¢cok yonlii bir mekanizmanin etkili oldugu
belirlenmistir [107,108]. Mikorizalarin kompleks bir etki mekanizmasina sahip

olmasi ve yapilan caligmalarda yeni ozelliklerinin belirlenmesi ile bu alandaki
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caligmalarin siirdiiriildiigii bilinmektedir. Yapilan kapsamli literatiir arastirmalari
asmada mikorizal fungus wuygulamalarina yonelik ¢alismalarin  yukarida da
deginildigi gibi cogunlukla koklenme, vegetatif gelisme ve besin elementi alimina
etkisini belirlemeye yonelik gerceklestirildigi belirlenmistir. Kuraklik stresi altinda
mikoriza uygulamalarina yonelik c¢aligmalarin  sinirli sayida oldugu, mevcut
caligmalarda ise dayanim mekanizmalarinin aydinlatilmasina yonelik kapsamli
incelemelerin yapilmadigi anlasilmaktadir. Bu ¢alismada ise kurakliga dayanimlari
farkli oldugu bilinen Kober 5 BB ve 110 R asma anaglarinda kuraklik stresine karsi
arbiiskiiler mikorizal fungus (AMF) uygulamalarimin siirgiin ve kok gelisimi gibi
bazi fiziksel ozellikleri ile birlikte biyokimyasal 6zellikleri de incelenerek kuraklik
stresinde mikorizalarin etki mekanizmalar1 daha net ortaya konulmaya ¢alisilmistir.
Ayn1 zamanda stres iizerinde etkili oldugu bilinen antioksidan enzim mekanizmalari
da incelenmis olup, bu yoniiyle de tolerans {iizerine mikorizalarin etki sekilleri

degerlendirilmeye ¢alisilmistir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez c¢alismasinda bitkisel materyal olarak 110 R ve 5 BB Amerikan asma
anaclarina ait c¢elikler kullanilmistir. S6z konusu bitkisel materyaller Cetin Fidancilik
(Ankara) dan temin edilmislerdir. Kullanilan anaglara iliskin temel 6zelikler Celik

[109] den yararlanilarak asagida kisaca sunulmustur.

Kober 5 BB (Vitis berlandieri x Vitis riparia): Nemli, Killi-tinl1 ve killi topraklar i¢in
uygun bir anactir. Vejetasyon siiresi kisa oldugundan kuzey bolgeler i¢in uygundur.
Kok ur nematoduna dayaniklidir. Asi tutma orani oldukca yiiksektir. Nemli topraklar
icin uygundur. %30-40 toplam, %20’ ye kadar aktif kirece dayaniklidir.

110 R (Vitis berlandieri x Vitis rupestris): Kuvvetli bir anag olup, bu nedenle iizerine
asilanan c¢esidin olgunlagsmasin1 geciktirme egilimi vardir. %17 aktif kirece
dayanmakta, kurakliga ¢ok daha fazla dayanmaktadir. Koklenme ve asi tutmasi
zordur. Koklenme oranmin %20 ye kadar diismesi ve nadiren %40-50 koklenme

oranina sahiptir.

Mikoriza uygulamalari amaciyla %23,5 canli organizma igeren kokteyl seklinde
hazirlanmis Glomus intraradices, Glomus aggregatum, Glomus mosseage, Glomus
clarum, Glomus monosporus, Glomus deserticola, Glomus brasilianum, Glomus
etunicatum ve Gigaspora margarita tiirlerini kapsayan preparatlar kullanilmis olup,

Bioglobal A.S. (Antalya) firmasindan temin edilmistir.

3.2. Yontem

Bu tez ¢alismasi ile iki ayri Amerikan asma anacinin (Kober 5 BB ve 110 R)
kuraklik stresi altinda gelistirmis olduklar1 mekanizmalarin arastirilmasi ve bu strese
kars1 toleransin gelistirilmesinde mikoriza uygulamalarinin roliiniin incelenmesi ve
bu siiregte meydana gelen bazi fiziksel ve biyokimyasal degisimlerin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amaca yonelik olarak kullanilan asma anaglarina ait gelikler 35-45

cm uzunlugunda, 7-10 mm kalinliginda ve {izerinde 3-5 g6z bulunduracak sekilde



hazirlanmis, en stteki goz disinda diger gozler koreltilmis ve alt kesim bogumun
hemen altindan; iist kesimde 451ik as1 ile iist gdziin 1-1,5 cm iizerinden yapilmustir.
Bu sekilde dikim i¢in hazirlanan gelikler, 12 x 25 cm boyutlarinda ve igerisinde 1:1
oraninda perlit: torf karisimi igeren polietilen torbalara dikilmislerdir. Deneme
tesadif parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 15 gelik
olacak sekilde kurulmustur. Bu sekilde dikilen celiklerden bir grubu sadece kuraklik
stresinin etkilerini ortaya koyabilmek adina herhangi bir mikoriza inokulasyonuna
tabi tutulmamus, diger gruba ise 10 g/L (her bir pot i¢in yaklasik 500 spor) ve 20 g/l
(her bir pot i¢in yaklagik 1000 spor) olacak sekilde sivi halde mikoriza uygulamasi
yapilmigtir. S6z konusu uygulamalar Glomus intraradices, Glomus aggregatum,
Glomus mosseage, Glomus clarum, Glomus monosporus, Glomus deserticola,
Glomus brasilianum, Glomus etunicatum ve Gigaspora margarita tiirlerini igeren ve
%23,5 canli organizma igeren kokteyl seklinde hazirlanmis olup, Bioglobal AS
firmasindan temin edilmistir. Gerek inokule edilen gerekse inokule edilmemis
celiklerin tiimii 25°C° de iklim odasinda 16/8 saat aydinlik karanlik periyotta
gelismeye birakilmais, bu siire¢ icerisinde tiim bitkiler haftada bir 50 mL olmak iizere
diizenli olarak sulanmigslardir. Bu sekilde gelismelerini siirdiiren bitkiler takip eden
bir ayin sonunda kuraklik stresine tabi tutulmuslardir. Kuraklik stresinin kontrolii
olarak degerlendirilen grupta bulunan bitkiler bu donemde de ayni sekilde diizenli

sulamaya devam edilmistir.

Kuraklik stresi bir aylik bir siiregte gergeklestirilmis olup, bu siire sonunda bitkiler
ortamlarindan ¢ikarilmig, temizlenmis ve bir kismi taze iken hemen analizlerde
kullanilmis, bir kismi ise daha sonraki biyokimyasal analizlerde kullanilmak {izere

derin dondurucuya konulmuslardir.

Bu tez ¢aligsmasi iki ayr1 Amerikan asma genotipinin (5 BB ve 110 R) kuraklik stresi
altinda gelistirmis olduklar1 mekanizmalarin arastirilmast ve bu strese karsi
toleransin gelistirilmesinde mikoriza uygulamalarinin roliiniin incelenmesi amaci ile
gergeklestirilmistir. Bu amaca yonelik olarak bir yiiksek lisans tezi olarak yiiriitiilen

bu ¢alismada incelenen Ozellikler asagida detaylandirilmistir. Tez ¢aligmast Bozok
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Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii’ne ait Fizyoloji ve Doku

Kiiltiirii laboratuvarlarinda yapilmistir.

3.2.1. Fiziksel degisimlerin belirlenmesine yonelik analizler

3.2.1.1. Zararlanma derecesinin belirlenmesi

Zararlanma derecesinin belirlenmesinde Uluslararast Bitki Genetik Kaynaklar
Enstitiisit  (International Plant Genetic Resources Institute) [110] tarafindan
kullanilan skala kullanilmistir. Bu skala stres faktorleri karsisinda bitkinin
zararlanma durumlarimi degerlendirmede en yaygin kullanilan skaladir. Buna gore
kuraklik (OIV 403) stresi altindaki bitkilerde zararlanma derecesi:

0: Hig etkilenme yok

1: Biiylimede yavaslama

2: Alt yapraklarda solgunluk baslangici

3: Ust yapraklarda kivrilma (kapanma) ve solgunluk

4: Yapraklarda siddetli solgunluk ve sararma, yaprak kenarlarinda kuruma baslangici
5: Bitkilerde solma ve alt yapraklarda kuruma seklinde belirtiler yoniinden 0-5

arasinda puanlama yapilarak belirlenmistir.

Ayni tekerriirdeki tiim bitkiler puanlanmis ve tekerriirdeki bitki sayisina oranlanarak

her bir uygulamada yer alan bitkilerin ortalama zararlanma derecesi tespit edilmistir.

3.2.1.2. Siirgiin uzunlugunun belirlenmesi

Her bir uygulamaya ait silirglinler alinmis, bir cetvel yardimiyla olgiilerek cm

cinsinden hesaplanmistir.
3.2.1.3. Siirgiin agirhgimin belirlenmesi

Bu amagla her bir tekerriire ait siirglinler 0.001 g’ a duyarli bir terazi yardimiyla

tartilmiglardir. Sonuglar g cinsinden verilmistir.
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3.2.1.4. Siirgiin basina ortalama yaprak sayisinin belirlenmesi
Siirgiin tizerindeki yapraklar sayilarak siirgiin basina ortalama yaprak sayis1 (SBYS)

(adet) belirlenmistir.

3.2.1.5. Yaprak alaninin belirlenmesi
Her bir yapragin alani yaprak alan 6lger (ADC BioScientific Area Meter AM 300) ile

dlgiilerek ortalama degeri cm? cinsinden belirlenmistir.

3.2.1.6. Koklenme oraninin belirlenmesi
Fidanlarin sokiimiinii takiben farkli uygulamalardan elde edilen koklii fidanlarin

sayimi yapilmis ve koklenme orani (%) belirlenmistir.

3.2.1.7. Kok uzunlugunun belirlenmesi

Ana koklerin uzunlugu cetvel yardimui ile dlciilerek cm cinsinden belirlenmistir.

3.2.1.8. Kok sayisinin belirlenmesi

Kokler sayilarak olusan kok sayis1 adet olarak belirlenmistir.

3.2.2. Biyokimyasal degisimlerin belirlenmesine yonelik analizler

3.2.2.1. Membran zararlanmasinin belirlenmesi

Membran zararlanma derecesinin belirlenmesinde kullanilan membran zararlanma
indeksi (MZI) hiicreden disartya verilen elektrolitin dlgiilmesi ile hesaplanmistir
[111]. Bu amagla her bir tekerriire ait siirgiinlerin alttan 3. yapraklarindan 17 mm
capinda diskler cork borer yardimi ile alinarak de-iyonize su igerisinde 5 saat
bekletildikten sonra EC degerleri 6lgiilmiis, aym1 diskler 100°C’de 10 dakika
bekletildikten sonra ¢ozeltinin EC degeri tekrar dl¢lilmiistiir. Elde edilen degerden
asagidaki formiil yardimiyla MZi degeri yiizde (%) olarak belirlenmistir.
MZI=(Lt-Lc/1-Lc) x 100

Lt: Kuraklik stresindeki yapragin otoklav oncesi EC degeri /Otoklav sonrast EC
degeri

Lc: Kontrol yapraginin otoklav 6ncesi EC degeri /Otoklav sonrast EC degeri
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3.2.2.2. Yaprak oransal su iceriginin belirlenmesi

Yaprak oransal su icerigi (YOSI) Sanchez et al. [112]" a gore belirlenmistir. Yaprak
orneklerinin oransal su igeriklerinin belirlenmesi i¢in yaprak taze agirliklari tartilmas,
ardindan 4 saat siire ile saf su igerisinde bekletilmis turgorlu agirliklar: saptanmistir.
Daha sonra yaprak ornekleri 65 °C etiivde 48 saat kurutulduktan sonra kuru
agirliklar1 alinmistir. Elde edilen taze ve kuru agirliklar asagidaki formiil yardimiyla
oranlanarak yaprak oransal su icerikleri (%) hesaplanmustir.

YOSI (%): (TA-KA)/(TuA-KA)x100

TA: Taze Agirlik

KA: Kuru Agirlik

TuA: Turgor Agirhig

3.2.2.3. Klorofil miktarlarinin belirlenmesi
Klorofil analizleri Konica Minolta SPAD-502 Plus Klorofilmetre cihazi kullanilarak
SPAD olarak hesaplanmistir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Klorofilmetre ile klorofil igeriginin belirlenmesi
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3.2.2.4. Prolin miktarinin belirlenmesi

Orneklerde prolin miktarinin belirlenmesi Bates et al. [113]’un metoduna gdre
yaptlmistir. Bu amacgla her bir uygulama grubundan alinan ornekler %3’likk
stilfosalisilik asit ile homojenize edilmis, homojenatin iizerine asit ninhidrin ve
glasiyel asetik asit ilave edilmis ve 100°C’de 1 saat siire ile su banyosunda
bekletilmelerinin ardindan buz banyosuna alinmislardir. Bu karisim toluen ile
ekstrakte edildikten sonra sivi fazdan aspire edilen toluen fraksiyonunun absorbansi
spektrofotometrede 520 nm dalga boyunda okunmustur. Hesaplamalar prolin
standartiyla olusturulan kalibrasyon egrisi yardimiyla pmol/g olarak hesaplanmistir
(Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Prolin analizinde 6rnegin gdériiniimii
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3.2.2.5. Lipid peroksidasyonunun belirlenmesi

Lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehit (MDA) miktarinin 6lgiilmesi
ile lipid peroksidasyon derecesi belirlenmistir [114]. Lipid peroksidasyonun
hesaplanmasi igin; 532 nm’de 6lgiilen absorbans degerinden 600 nm’de belirlenen
degeri cikarilmis ve lipit peroksidasyonunun gostergesi olan MDA miktar1 nmol

MDA/g TA seklinde verilmistir.

3.2.2.6. Hidrojen peroksit miktarimin belirlenmesi

Hidrojen peroksit miktar1 Velikova et al. [115]’a gore belirlenmistir. Buna gore 0.5 g
yaprak ornegi %0,1’lik trikloroasetik asitle homojenize edilmis, 4000 rpm’de ve
4°C’de 15 dakika santrifiijlenmistir. Standart olarak H,O, kullamlarak hazirlanmis
olan kalibrasyon egrisinden yararlanilarak, H,O, miktar1 pmol/g taze agirlik

cinsinden spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

3.2.2.7. Fenolik madde miktarlarinin belirlenmesi

Fenolik madde ekstraksiyonu: Fenolik madde ekstraksiyonu Kiselev et al. [116]" a
gore yapilmistir. Buna gore 1 g yaprak ornegi alinarak tizerine 10 ml %96’lik etil
alkol ilave edilmis ve 2 dakika siire ile homojenizatorde parcalanmistir. Ardindan bir
gece 45°C’deki su banyosunda bekletilmistir. Bu siire sonunda 6rnekler, 5 dakika
siireyle 4000 rpm’de santrifiij edilmis ve fenolik bilesikleri igeren sivi kisim alinarak
45°C de rotary evaporatorde ucurulmustur. Daha sonra ekstraktlar 1 ml metanolde

¢Oziinmiis ve fenolik bilesik analizlerinde kullanilmislardir.

Toplam fenolik madde analizi: Toplam fenolik bilesik miktarlar1 Folin Ciocalteu
kolorimetrik metodu kullanilarak Singleton ve Rossi [117]’ye gore yapilmistir. Folin
Ciocalteu reaktifi fosfotungustik ve fosfomolibdik asitlerin karigimi olup fenol
oksidasyonu sirasinda bu oksitler mavi renkli bilesiklere indirgenmektedirler.
Yontemin esast renk degisiminin 765 nm’de spektofotometrede okunmasidir.
Orneklerdeki toplam fenolik bilesik miktarlar1 standart gallik asit ¢ozeltisinden
hazirlanan kurveden yararlanilarak, gallik asit cinsinden mg/g olarak hesaplanmistir
(Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Toplam fenolik madde analizinde 6rneklerin goriiniimii

3.2.2.8. Coziinebilir protein miktarinin belirlenmesi

Coziinebilir protein miktar: Ozden ve ark. [118]’na gére yapilmistir. Alman drnekler
2 mM Na-EDTA ve %1 PVP igeren 4 ml 50 mM K-posfat bafir ¢ézeltisi (ph=7.0) ile
homojenize edilmis, ardindan homojenatlar, 4 °C de 10.000 d/d’da 10 dk santrifiij
yapilmistir. Elde edilen supernatantlar protein analizleri i¢in kullanilmistir. Protein
icerigi Bradford [119] yontemine gore standart olarak Bovine Serum Albumin (BSA)
kullanilarak belirlenmistir. Olciim Coomassie Brilliant Blue boyasinin asidik
sartlarda proteine baglandiginda kirmizi ve/veya yesil formundan maviye
donlismesine dayanmaktadir. Bu mavi renk olusumu 595 nm’de Ol¢iilmiistiir.

Hesaplamalar mg/g cinsinden yapilmistir.

3.2.2.9. Antioksidant enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla enzim ekstraktlart Ozden ve
ark. [118]’na gore hazirlanmistir. Bu amagla alinan yaprak ornekleri 2 mM Na-
EDTA ve %1 PVP iceren 4 ml 50 mM K-posfat bafir ¢ozeltisi (pH=7.0) ile
homojenize edildikten sonra, homojenatlar, 4°C de 10.000 d/d’da 10 dakika
santrifiijlenmislerdir. Ustte olusan seffaf sivi kisim enzim aktvitelerinin

belirlenmesinde kullanilmistir.



Siiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) enzimi aktivitesinin belirlenmesi:
Orneklerde siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi aktivitesinin belirlenmesi Gong et al.
[120]” un metoduna gore yapilmistir. 50 mM K-fosfat bafir ¢ozeltisi (pH=7.3), 13
MM L-methionin, 75uM Nitro Blue Tetrazolium (NBT), 0.1 mM EDTA, 4 uM
riboflavine ve 0.25 ml enzim ekstrakti igeren 3 ml reaksiyon karisimi 48 pmol
photons m%s 1s1ik siddeti altinda 10 dakika bekletilmis, daha sonra
spektrofotometrede 560 nm’de absorbans degerleri Olglilmiistiir. Sonuglar unite/mg
protein cinsinden verilmistir. Burada 1 tnite SOD aktivitesi, riboflavin ve 1s1k
varliginda NBT’nin fotorediiksiyonunun %50’sini inhibe etmek i¢in gerekli olan

enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir [121].

Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) enzimi aktivitesinin belirlenmesi: Katalaz enzim
aktivitesinin belirlenmesi Cakmak ve ark. [122]’na goére yapilmistir. 50 mM fosfat
bafir ¢ozeltisi (pH=7.0), 15 mM H,0, ve 50 pl enzim ekstraktindan olusan 3 ml’lik
reaksiyon karisimi 240 nm’de okunarak hidrojen peroksit (H,0,) miktarinda olusan

azalma izlenmistir. Sonuglar unite/mg protein cinsinden verilmistir.

Askorbat Peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) enzimi aktivitesinin belirlenmesi:
APX aktivitesinin incelenmesine yonelik yapilan analizin temeli 6rnekteki enzim
tarafindan okside edilen askorbatin 290 nm’deki absorbansinda olusan azalmanin
spektrofotometre ile belirlenmesine dayanmaktadir. Reaksiyon karigimi (2 ml) 50
mM K-fosfat bafir ¢ozeltisi (pH=7.0), 0.5 mM askorbik asit, 1 mM EDTA-Na2, 0.1
mM hidrojen peroksit (H,02) ve 50 ul enzim ekstraktindan olusmaktadir. Enzim
ekstraktinin reaksiyon karisimina ilave edilmesi ile askorbat oksidasyonu baslatilmis
ve 3 dakika boyunca reaksiyon izlenmistir. Oksitlenen askorbat miktari, ekstinksiyon
katsayis1 2,8 mM/cm kullanilarak hesaplanmistir. Enzimin, 1 mg toplam protein
basina dakikada oksitledigi askorbat miktari, 1 iinite olarak hesaplanmis, sonuglar

unite/mg protein cinsinden verilmistir [123].
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3.2.3. Verilerin Degerlendirilmesi

Bu tez calismasinda;
* 2 farkli anag (110 R ve Kober 5 BB)
* 2 farkli uygulama (kontrol ve kuraklik)

* 3 farkli mikoriza uygulamasi (0 (kontrol), 10 g/L ve 20 g/L) kullanilmastir.

Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii ve her tekerriirde 15
bitki bulunacak sekilde kurulmustur. Bu tez ¢aligmasi sonunda elde edilen degerlerin
yorumlanmasi amaciyla istatistiksel analizleri SPSS Statistics 20 programina gore
degerlendirilmis, ortalamalar arasindaki farkliliklar ise Duncan g¢oklu karsilagtirma

testine gore belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Kuraklik stresi altinda mikoriza uygulamalarinin 5 BB ve 110 R Amerikan asma
anaclarinin bazi fiziksel ve biyokimyasal o6zelliklerinde meydana getirdigi

degisimlere iliskin bulgular asagida sunulmustur.

4.1. Fiziksel degisimlere iliskin bulgular

5 BB ve 110 R olmak tiizere iki farkli genotipte mikoriza uygulamasinin kuraklik

stresinde bazi fiziksel degisimler {izerine etkileri Tablo 4.1. de sunulmustur.

Tablonun genel olarak incelenmesinden de anlasilacag: tizere mikoriza uygulamalari
incelenen genotiplerde ¢ogu ozellikler iizerinde olumlu sonuglar gostermislerdir
(Tablo 4.1.). Her bir parametre ayr1 ayr1 degerlendirildiginde; skala olarak belirlenen
zararlanma derecesi bakimindan mikoriza inokulasyonu yapilmaksizin kuraklik
stresine maruz birakilmis 5 BB anacina ait bitkilerin istatistiksel olarak en yiiksek
seviyede zararlandiklar1 (4,67) goriilmektedir. Buna karsin ayni genotipin diizenli
sulama yapilan bitkilerinde en az zararlanmanin oldugu goriilmektedir. 110 R
genotipinde ise 0 ve 20 g/L mikoriza uygulamalarinda herhangi bir zararlanmanin
olmadig (0,00); istatistiksel olarak da yine en az zararlanmalarin kontrol grubunda

meydana geldigi dikkati gekmektedir.

Fiziksel parametreler igerisinde yer alan siirglin uzunlugu degerlerine yonelik bir
inceleme yapildiginda en uzun siirgiinlerin 5 BB genotipinde, 10 ve 20 g/l mikoriza
uygulanan ve diizenli sulanan (kontrol) bitkilerden (27,96 ve 26,60 cm) elde edildigi
goriilmektedir. En kisa siirgiinlerin ise herhangi bir mikoriza uygulamasi
yapilmaksizin kuraklik stresine maruz birakilmis 110 R genotipinden elde edildigi

(11,93 cm) anlasilmaktadir.

Siirglin agirligi bakimindan da siirgiin uzunluguna benzer sekilde 20 g/L mikoriza
uygulanan 5 BB genotipine ait kontrol bitkilerinde en yiiksek degerlere ulasilirken

(3,65 Q); yine siirgiin uzunlugu degerlerine benzer sekilde herhangi bir inokulasyon



yapilmaksizin kuraklik stresine maruz birakilan 110 R genotipinine ait siirgiinlerin en

diisiik agirliga sahip olduklari (1,50 g) tespit edilmistir.

Siirglinler {izerinde bulunan yaprak sayilarinin degerlendirildigi siirglin bagina
ortalama yaprak sayist (SBYS) bakimindan her iki genotipte de (4,33 adet) diizenli
sulamanin yapildigr uygulamalardan rakamsal olarak daha yiiksek sonuglar elde
edilmistir. Bununla birlikte yapilan istatistiksel analiz sonucu 5 BB genotipinde
kuraklik stresinde mikoriza uygulamalari ile 110 R genotipinde kuraklik stresinde 10
g/L mikoriza uygulamalar1 hari¢ tim uygulamalarda SBYS’nin yiiksek degerlerde
bulundugu goriilmektedir (Tablo 4.1.).

Yaprak alan Olcer ile yapraklarin taranarak alanlarinin Olgiilmesi prensibi ile
belirlenmis olan yaprak alan1 bakimindan her iki genotipte de mikoriza
uygulanmamis ve diizenli sulamanin yapildig: bitkilere ait yapraklar ile (465,58 cm?
ve 456,42 cm?), 5 BB genotipinde yine diizenli sulamanin yapildigi, bununla birlikte
10 g/ mikorizanin da uygulandig1 bitkilerde (345,35 cm?) en genis yapraklarin
bulundugu tespit edilmistir. Burada yaprak alani bakimindan sulama uygulamasinin

On planda oldugu goriilmektedir.

Siirgiin gelisimine yonelik genel degerlendirmelerde mikoriza uygulamasinin siirgiin
uzunlugu, siirgiin agirhigi, siirgiin basina ortalama yaprak sayisi parametreleri

tizerinde istatistiksel olarak olumlu etkilerde bulundugunu ifade etmek miimkiindiir.

Kok gelisimi ile ilgili parametreler igerisinde yer alan kok uzunlugu bakimindan elde
edilen veriler degerlendirildiginde 110 R genotipinde diizenli sulama yapilan ve
ayrica 10 g/L mikoriza uygulanan bitkilerin en uzun koklere sahip oldugu (12,50 cm)
anlasilmaktadir. Buna karsin en kisa koklerin 5 BB ve 110 R olmak iizere her iki
genotipte de sirasiyla 5,67 cm ve 6,33 cm ile 10 g/L mikoriza uygulanmis ve

kuraklik stresine maruz birakilmis bitkilerde olustugu tespit edilmistir.

Koklerin sayilmasi ile belirlenen kok sayis1 bakimindan kuraklik stresi altinda ve 20

g/L mikoriza uygulanan 5 BB genotipine ait bitkilerin 6n planda olduklar1 (10,00
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adet) saptanmigtir. Bu genotipte mikorizalarin kok dallanmasini tesvik ederek kok
sayisinin artmasini sagladiklar1 anlasilmaktadir. 110 R genotipine ait 10 g/ mikoriza
uygulanan stres altindaki bitkilerin ise en az sayida kok olusturmus bitkiler (1,33

adet) olarak degerlendirildikleri goriilmektedir (Tablo 4.1.).
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Mikoriza ZD Siirgiin Siirgiin SBYS Yaprak Kok uzunlugu Kok sayisi

Koklenme orani

(gl (skala)  uzunlugu (cm)  agirhg (g) (adet) 2:1::21)1 (cm) (adet) (%)
_ 0 0,33 d* 24,86 bc 3,20b 3,67 ab  46558a 8,74 cd 6,17 c 44,44 be
% 10 0,33d 27,96 a 3,17b 433a  34535ab 9,18 cd 4,86 cd 58,27 b
" x 20 0,00d 26,60 ab 3,65a 3,67ab 264,30 bc 8,43 de 5,63 ¢ 66,67 a
g T 0 4,67 a 19,70 f 2,40 c-e 3,00 a-c 204,23 bc 7,81 ef 4,00 de 50,00 b
:é 10 2,67b 22,30 de 2,70 be 2,33bc 193,71 bc 5,67 g 3,00e 50,00 b
< 20 1,67c 24,00 cd 2,67 c-e 1,67c 168,83 c 8,74 cd 10,00 a 62,50 a
_ 0 0,00d 20,80 ef 2,79 be 3,67ab 456,42 a 7,00 f 6,33 ¢ 33,33d
% 10 0,33d 21,17 ef 2,53 c-e 3,33ab 236,67 bc 1250 a 2,00e 33,33d
g < 20 0,00d 22,03 d-f 2,82 bc 433a 225,76 bc 9,58 ¢c 8,00 b 41,67 b-d
= TN 0 2,67b 11,93 h 1,50 f 3,00a-c 176,10 bc 10,50 b 6,00 c 16,67 e
§ 10 1,67c 15,90 ¢ 2,16 e 2,33bc 243,67 bc 6,33 g 1,33f 33,33d
< 20 1,33¢ 19,80 ef 2,24 de 3,00 a-c 245,60 bc 10,78 b 5,00 cd 37,50 cd

Tablo 4.1. Mikoriza uygulamalarinin bazi fiziksel 6zellikler {izerine etkileri

*Ayni siitunda farkl harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda %5 diizeyinde farklilik bulunmaktadir.
ZD: Zararlanma derecesi, SBY'S: Siirgiin basina ortalama yaprak sayisi
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Incelenen fiziksel parametreler icerisinde son degerlendirme Kriteri olan ve
koklenmenin meydana gelip gelmemesi bakimindan yiizde (%) olarak belirlenen
koklenme orani1 bakimindan 5 BB genotipinin daha iyi bir performans gosterdigi
anlasilmaktadir. S6z konusu genotipte kuraklik olsun ya da olmasin 20 g/L mikoriza
uygulamasi en fazla koklenme oranina sahip bitkilerin elde edilmesini (%66,67 ve
%62,50) saglamis ve bu sekilde mikorizanin etkisi daha net gozlemlenebilmistir. 110
R de ise kuraklik stresi altinda ve inokule edilmemis anaclardaki koklenme
yiizdesinin en diisiik seviyede bulundugu (%16,67), bununla birlikte bu degerin 20
g/l mikoriza uygulamasi ile iki katindan daha fazla arttigi (%37,50) dikkati
¢ekmektedir. Dolayisiyla kok gelisimine yonelik degerlendirmelerde mikoriza
uygulamasimin kok uzunlugu, kok sayist ve koklenme orani iizerinde istatistiksel

olarak olumlu etkilerde bulundugu seklinde yorumlamak miimkiindjir.

Kok ve siirglin gelisimine yonelik incelemeler toplu olarak degerlendirildiginde
mikoriza uygulamalarinin incelenen o6zelliklerin biiylik bir ¢ogunlugunda olumlu
yonde etkide bulundugu, kuraklik stresi uygulanan anaglarda da bu stresi hafifletme

yoniinde etkili olduklar1 goriilmektedir.

4.2. Biyokimyasal degisimlere iliskin bulgular

Kuraklik stresinde bitkilerin su ve besin elementi alimindaki yetersizlikleri oksidatif
stresi tetiklemekte ve bu kosullarda membran lipidleri zarar gorerek bitkilerin
tolerans seviyeleri diismektedir. Bu arastirmada da stres altindaki inokule bitkilerde
genel olarak membran zararlanma derecelerinin daha diisiik oldugu dikkati
cekmektedir (Tablo 4.2.). En az zararlanmalarin ise 110 R genotipinde, sulama
kosullarina bakilmaksizin 20 g/L mikoriza uygulanan bitkilerde (%67,41 ve %70,36)
gerceklestigi  belirlenmistir.  Bu  durum mikoriza uygulamasinin  membran

zararlanmasini azaltma yoniinde etkili oldugunu gostermektedir.

Yaprak oransal su igerigi (YOSI) tiim uygulamalar icerisinde degerlendirildiginde
mikoriza uygulamasi ve genotipe gore genelde degisken sonuglarin elde edildigi

tespit edilmistir. Ancak kontrol ya da stres altinda olmasina bakilmaksizin her iki
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genotipte de yiiksek konsantrasyon olan 20 g/L inokulasyon miktari en yiiksek YOSI

kapsaminin saglandigi uygulama olarak da dikkati cekmektedir.

Kuraklik stresinden en fazla etkilenen metabolik siireglerden birisi fotosentez olup,
magnezyum gibi besin maddelerinin aliminin azalmasi klorofil biyosentezini ve
fotosentezi etkilemektedir. Arastirmamizda SPAD olarak belirlenen klorofil igerigi
bakimindan elde edilen veriler incelendiginde 5 BB genotipinin kurak kosullardaki
tiim bitkilerinde klorofil miktarinin en diisiik seviyelerde oldugu saptanmistir. Ancak
burada da inokulasyonun etkisi 110 R genotipinde stres altinda daha belirgin bir
sekilde kendisini gostermektedir. Nitekim kurak kosullarda inokulasyon yapilan
bitkilerinde klorofil seviyeleri yiiksek miktarlarda gerceklesirken, mikorizasiz
bitkilerde diisiik seviyelerde belirlenmistir (Tablo 4.2.).
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Tablo 4.2. Mikoriza uygulamalarinin bazi biyokimyasal 6zellikler iizerine etkileri

. Lipid
Mikoriza l\?O/ZO;D YOSi  Klorofil Fufl!;} Coziinebilir peroksidasyonu (rnﬁig fen(-)rlti)lg Ir?]r; dde
/L Vi SPAD rotein (mg/ nmol MDA/
(g ) ( 0) ( ) g) p ( g g) ( TA) g TA) (mg/g GAE)
0 7654 7746 2374 5 48 e 1,42 ab 42,60 d 12523de  025hc
= a-e b-d a-c
£ 10 7424 1861 2375 5 g4 46 147 ab 51.56 ¢ 108,53 ef 0,16 cd
§ c-f a-c a-c
- 20 7;126 7232 2556a 2,29 de 138b 3957 d 104,22 g 0,22 be
m [
0 0 7931 77100 55434 460c 138D 72,08 a 22345 0,04 d
- ab cd
£ 10 7§1§0 76602 2126¢cd  504c 128b 64,74 b 158,03 ¢ 0,08 cd
=~
S
20 9% ST 0s8d 11954 1,75a 53,49 ¢ 139,90 d 047a
0 72é$1 72131 2604a 242 de 119b 25,28 f 88,52 gh 0,15 cd
°
g w0 T TS aaptap 39700 127b 41,744 90034fh  01lcd
Y
. 20 67é41 80523 2502ab 2126 127b 33036 81.18 h 0,13 cd
o —
—
= 0 797 1164 2252 44 o 134b 61,20 b 180,89 b 0,14 cd
N a b-d b-d
< 10 7541 7692 2350 g9 1,48 ab 5551 ¢ 130,20 d 0,17 cd
5 b-e cd a-c
S
20 7?;;’6 80{;109 2604a 674D 1,55 ab 54.66 ¢ 130,31 d 0,32 ab

*Ayn siitunda farkli harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda %5 diizeyinde farklilik bulunmaktadir.
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Farkli stres kaynaklarmin bitkiler iizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla
yapilan c¢aligmalarda en sik incelenen parametrelerden birisi prolin miktarlarindaki
degisimlerdir. Prolin bitkilerde bir osmoprotektan yani osmotik koruyucu olarak
strese tolerans kazanmak amaciyla biriktirilmektedir. Mikorizalarin  ozmotik
diizenlemede etkili olduklar1 daha 6nce yapilmis olan bazi ¢alismalarla belirlenmis
olup, bu nedenle bu tez galismasinda da mikoriza uygulamalarmin prolin miktarlari
tizerine olan etkisi incelenmistir. Arastirma sonucunda prolin kapsammin 5 BB
genotipinde kuraklik stresi altinda ve 20 g/L mikoriza inokule edilmis bitkilerde
digerlerine oranla ciddi seviyede yiiksek oldugu (11,95 umol/g) tespit edilmistir. 110
R genotipinde ise kuraklik stresi altinda inokulasyon yapilmayan anaglarda prolin
iceriginin 20 g/l mikoriza uygulamasi yapilanlara gore daha diisiik seviyelerde
bulundugu belirlenmistir (Tablo 4.2.).

Stres altinda reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin neden oldugu bir diger hiicresel
zararlanma proteinler iizerindeki zararlanmadir. Bitkinin tolerans gdsterdigi 6l¢iide
zararlanmanin azaltilabildigi bilinmektedir. Arastirmada ¢Oziinebilir protein
igeriginin 5 BB genotipinde, kuraklik stresi uygulanan ve 20 g/L mikoriza
uygulanmis bitkilerinde daha yiiksek seviyelerde oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla
mikorizalarin konukgu bitkide tolerans: artirma bakimindan bu parametre lizerinde

de olumlu etkilerde bulundugu gériilmektedir.

Hiicre zarlarindaki doymamis yaglarin oksidatif par¢alanmasi olarak tanimlanan lipid
peroksidasyonunun seviyesi bitkilerin strese kars1 duyarliligini ve oksidatif hasarin
siddetini gostermektedir. Mikoriza inokulasyonunun lipid peroksidasyonunun
azaltilmasi bir diger ifade ile strese toleransin artirilmasi yoniinde etkili olduklar
bilinmektedir. Bu arastirmada da lipid peroksidasyonu 5 BB genotipinde mikoriza
uygulamasi yapilmayan stres bitkilerinde en yiiksek seviyede gergeklesirken (72,08
nmol MDA/g TA), diizenli sulama yapilan ve mikoriza uygulanmayan 110 R
genotipinde en diisiik seviyede gerceklesmistir (25,28 nmol MDA/g TA).

Hidrojen peroksit membran lipidlerinde oksidatif zararlanmaya neden olarak

hiicrelerde zararlanmanin siddetini artirmaktadir. Bu nedenle bitkide hidrojen
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peroksit diizeyinin azaltilmasi da yine strese tolerans kazanmada etkili 6nlemlerden
birisidir. Bu nedenle arastirmada incelenen bir diger 6zellik hidrojen peroksit miktari
olmustur. H,O, 5 BB genotipinde kuraklik stresinde ve mikoriza uygulanmayan
grupta en yiiksek seviyede (223,45 umol/g TA) bulundugu belirlenmistir. Bir diger
genotip olan 110 R genotipinde de en yiiksek konsantrasyon 5 BB genotipi ile ayni
grupta tespit edilirken; en diisiik hidrojen peroksit miktarinin bir diger deyimle bu
Ozellik bakimindan en az zararlanmanin (81,18 (umol/g TA)) mikorizanin en yiiksek
konsantrasyonda uygulandigi ve stres uygulanmamis bitkilerden elde edilmis olmasi

dikkat ¢ekicidir.

Bitkilerde biyotik ve abiyotik stres kosullarindaki en Onemli savunma
mekanizmalarindan birisi de birer sekonder metabolit olan fenolik bilesiklerin
yiiksek miktarlarda sentezlenmesidir. Mikorizal funguslarin da bitkileri biyotik ve
abiyotik stres kosullarmma karst korumada onemli rol iistlendikleri bilinmektedir.
Arastirmada en yiiksek fenolik bilesik igeriginin her iki genotipte de 20 g/l mikoriza
uygulanan stres bitkilerinde ortaya ¢ikmis olmasi mikorizalarin bu yondeki etkisini

gormek bakimindan dikkat ¢cekmektedir (Tablo 4.2.).

Strese toleransli ya da herhangi bir stres altinda bulunmayan bitkilerde hiicrelerin
oksidan ve antioksidan molekiilleri dengede tutma egiliminde olduklar
bilinmektedir. Antioksidanlar oksidasyonunu dnleyen veya geciktirebilen maddeler
olup, enzimatik ve enzimatik olmayanlar olarak iki grupta incelenmektedirler.
Enzimatik antioksidanlar ise siiperoksit dismutazlar, askorbat peroksidazlar ve

katalazdan olusmaktadir.

Mikorizalarin ¢esitli bitkilerde antioksidan enzim aktivitelerini etkiledigine iliskin
caligmalar bulunmaktadir. Bu arastirmada da kuraklik stresinde mikorizalarin
antioksidan enzimler iizerine etkisini incelemeye yonelik yapilan analizler sonucu
SOD enziminin 206,26 (unite/mg protein) ile 110 R genotipinde, kuraklik stresine
maruz birakilan ve ayn1 zamanda 10 g/L mikoriza inokule edilmis bitkilerden elde
edildigi goriilmektedir (Tablo 4.3). En diisiik SOD aktivitesi ise 5 BB genotipinde
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ancak diizenli sulanan ve yine 10 g/L inokule edilmis grubundan elde edilmis olmas1

dikkat ¢ekicidir.

Bir diger antioksidan enzim olan CAT bakimindan bir degerlendirme yapildiginda en
yiiksek degerin 5 BB genotipinde kurak kosullarda ve 10 g¢/L mikoriza
uygulamasindan elde edildigi (46,33 unite/mg protein) belirlenmistir. Bu bakimdan
daha diistik degerler ise yine ayn1 genotipin sulama yapilan bitkilerinden elde edildigi
gorilmektedir. 110 R genotipinin CAT aktivitesi baimindan gostermis oldugu
performans genel olarak degerlendirildiginde 5 BB genotipine oranla uygulama
gruplar1 arasinda degisiklik gostermeksizin istatisiksel olarak ayni grupta yer alan bir

aktivite gosterdigi goriilmektedir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Mikoriza uygulamalarinin antioksidan enzim aktiviteleri iizerine etkileri

Antioksidan Enzim Aktivitesi

L SOD CAT
Moy (ntemg  nieimg R
protein) protein)
= 0 115,04 e* 6,33 f 11,33 f
= 10 94,953 f 10,90 ef 16,00 ef
o < 20 126,11 de 14,80 de 38,33 ¢
@ - 0 11331e 36,67 b 22,67 d-f
< 10 116,23 e 46,33 a 30,67 cd
N
> 20 133,30 cd 23,67 ¢ 37,67¢
_ 0 181,20 b 23,03 ¢ 24,00 de
£ 10 110,56 e 26,33 ¢ 40,33 ¢
[
o < 20 143,10 ¢c 24,60 ¢ 32,00 cd
o
= < 0 116,78 e 20,83 cd 53,67 b
= 10 206,26 a 23,50 ¢ 53,00 b
~
> 20 166,76 b 2420 ¢ 68,67 a

*Ayn siitunda farkl: harflerle ifade edilen ortalamalar arasinda %S5 diizeyinde farklilik bulunmaktadir.
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Arastirmada incelenen son antioksidan enzim olan APX bakimindan en yiiksek
aktivite degerleri 110 R genotipinde SOD aktivitesindeki egilime paralel sekilde yine
kurak kosullarda gergeklesmistir. Bu genotipte kurak kosullarda yiiksek
konsantrasyon olan 20 g/L mikoriza uygulanan bitkiler en yiiksek APX aktivitesi
(68,67 unite/mg protein) gostermislerdir (Tablo 4.3).
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5.TARTISMA-SONUC VE ONERILER

Diinya genelinde sulanabilen tarim alanlari sinirli olup, degisen iklim kosullar ile bu
alanlarin her gecen giin daha da azaldig1 bilinmektedir. Kuraklik olarak karsimiza
¢ikan bu durum bitkisel tiretimde en biiyiik stres kaynagi olup, oncelerde iiriin verim
ve kalitesinde azalmaya; ileri durumlarda ise bitkinin canliligini yitirmesine neden

olabilmektedir.

Bitkilerde stresin ilk etkilerinden birisi bilylimenin azalmasi olup, 6zellikle duyarli
bitkilerde stres kosullar1 altinda biiylimenin olumsuz etkilendigini gosteren pekcok
literatiir bulunmaktadir [124,125,126,127]. Nitekim Nayyar ve Gupta [128] da
kuraklik stresinin bugday ve musir bitkileri tizerindeki etkilerini belirlemeye yonelik
yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda stres altinda 6zellikle daha duyarli oldugu bilinen
bugday bitkisinde biiyiimede azalmanin dikkat cekici oldugunu belirtmislerdir.
Kuraklik stresinde siirgiin ve kok kuru agirliginin azaldigi [129,130], kok tiiylerinin
azaldigl, dallanmanin zayifladigi, kok morfolojisinin degistigi, besin maddelerinin
koklere gegisinin azaldigi [131,132] ve sonugta bitki biiyiimesinin yavasladigi [133]
belirtilmektedir. Ayrica bitki yapraklarinda klorofil igeriginin azaldigi, protein
sentezi i¢in gerekli bazi maddelerin inhibe edildigi ve bu nedenle protein sentezinin
azaldig1 hatta durdugu da bildirilmistir [134,135]. Bununla birlikte stresin derecesi
bitkinin genetik direncine, i¢inde bulundugu biiylime donemine ve maruz kaldigi

kurakligin siiresine gore degismektedir [136,137,138].

Tarimsal tiretimde kuraklik gibi streslere karsi alinmasi gereken tedbirlerin sorunu
kisa donemde ¢ozebilecek ve etkisi uzun vadeli olabilecek nitelikte olmasi
gerekmektedir [3]. Iginde bulundugumuz yiizyilda kurakhigin kagmilmaz oldugu
diistintildiiginde bitkilerde s6z konusu stres kosullarina toleransi ya da direnci

artiracak bazi uygulamalarin yapilmasi biiylik 6nem tagimaktadir.

Bitkilerde olumsuz stres kosullarina toleransin kazandirilmasinda 6nemli
uygulamalardan birisi arbiiskiiler mikorizal fungus (AMF) uygulamalaridir.

Mikorizalarin konukcu bitkide kuraklhiga direnci artirarak bitki su iliskilerini



diizenlemede oOnemli rol oynadiklart bilinmektedir [55,56,67]. Bununla birlikte
mikorizalarin daha pek ¢ok yonden konukgu iizerinde olumlu etkilerde bulunduklari
[4,5,6,7,8]; biyotik ve abiyotik streslere karsi bitkinin toleransini artirdiklar
[139,140,141,142,143,144,145,146] da belirtilmektedir.

Mikorizalar kuraklik stresinde farkli mekanizmalar ile bitki biiyiimesini tesvik
etmektedir. Mikorizal asilamay1 takiben bitki biiyiimesinde artis oldugu, besin
maddeleri ve su alimi ile antioksidan 6zellikte madde birikiminin tesvik edildigi
belirlenmistir [67,129].

Mikorizalarin bitki su durumunu tizerine etkilerinin bitkinin 6zellikle fosfor
bakiminca zengin bir beslenme durumunu saglamasindan kaynaklandigi ifade
edilmektedir [147,148]. Ancak, mikorizalarin kuraklik stresi tizerindeki etkisinin
fosfor alimindan bagimsiz olabilecegine iliskin goriisler de bulunmaktadir

[49,135,149,150].

Mikorizalarin ¢esitli bitkilerde kuraklik stresi tizerindeki etkilerini incelemeye
yonelik arastirmalar yapilmis olup, halen siirdirildigi de bilinmektedir. Asmada
yapilmis ¢aligmalar incelendiginde ise bu ¢alismalarin cogunlukla kdklenme ve besin
elementi alimima etkisini belirlemeye yonelik oldugu goriilmektedir. Bu tez
calismasinda ise Kober 5 BB ve 110 R asma anaglarinda kuraklik stresine karsi
arbiiskiiler mikorizal fungus uygulamalarinin siirgiin ve kok gelisimi ile bazi

biyokimyasal 6zellikler iizerine etkilerinin belirlenmesi amaclanmistir.

Mikoriza iizerine yapilmis olan arastirmalarda genel olarak asilanan bitkilerde kok ve
stirglin gelisiminin daha fazla oldugu goriilmektedir [66,67,68,69]. Bu arastirmada da
mikoriza uygulamasinin asma anaglarinda siirgiin gelisimi bakimindan siirgiin
uzunlugu, silirgiin agirligl, siirglin basina ortalama yaprak sayist parametreleri
tizerinde olumlu etkilerde bulundugu belirlenmistir. Benzer sekilde Farahani et al.
[151] da kuraklik stresi altinda mikoriza ile inokule edilmis kisnis (Coriandrum
sativum) bitkilerinin  fizyolojik ve biyokimyasal ozelliklerini inceledikleri

aragtirmalarinda inokule bitkilerin kuraklik stresine kars1 daha fazla gelismis siirgiin
40



biyokiitlesi ile daha yiiksek tolerans gosterdiklerini belirtmiglerdir. Jezdinsky et al.
[152] da pirasa bitkisinde kuraklik stresinde mikoriza asilanan bitkilerde biiylime
parametrelerinin ve kuru madde igeriginin inokule edilmemis olanlara oranla daha

yiiksek seviyelerde bulundugunu ifade etmislerdir.

Abdelmoneim et al. [127] arastirmalarinda misir bitkisinde Glomus mosseae'nin ti¢
farkli konsantrasyonunun (300, 600 ve 900 spor/pot) kuraklik stresi {izerine olan
etkilerini incelemislerdir. inokule edilen ve edilmeyen bitkiler karsilastirildiginda
mikoriza uygulanmamis bitkilerde biiyime parametrelerinde azalma oldugu, en
yiiksek bitki biiylime parametreleri degerlerinin ise 900 spor/pot inokule edilen
bitkilerden elde edildigi ifade edilmistir.

Turunggil anaglarinda yapilmig bir arastirmada da Glomus mosseae' nin bazi biiyiime
Ozellikleri tiizerine etkisi incelenmis olup, arastirma sonucunda kontrol ile

karsilastirildiginda asilanan bitkilerde siirgiin kuru agirliginin arttigi belirlenmistir

[153].

AMF'nin kuraklik stresinde bitkide morfolojik ve fenolojik degisikliklere neden
oldugu bilinmektedir. Nitekim akasya (Faidherbia albida) [154] ve giil (Rosa
hybrida L. cv Ferdy) [125] de kuraklik stresinde inokule edilmemis bitkilerde yaprak
sayisinin daha az oldugu ifade edilmistir. Aragtirmamizda da siirgiin basina ortalama
yaprak sayist bakimindan mikoriza uygulamalarinin olumlu etkisinin goriildigi
dikkati gekmektedir. Benzer sekilde mikoriza ile inokule edilmis bugdayda yaprak
dokiimlerinin [124] ve yaprak nekrozlarinin [155] daha az oldugu belirtilmistir.

Arastirmamizda mikoriza uygulamasinin asma anaglarinda kok gelisimi bakimindan
da kok uzunlugu, kok sayisi ve koklenme yiizdesi parametreleri {izerinde olumlu
etkilerde bulundugu belirlenmistir. Bitkilerde kok gelisiminde kokiin morfolojik
yapisinin genetik olmakla birlikte [156] bazi1 ¢evre faktorleri ile de degisebildigi
ifade edilmektedir [157,158]. Mikorizalarin da kok morfolojisinde belirleyici
olduklari, 6zellikle koklerde ylizey alanint ve kok dallanmasini artirarak daha fazla

besin elementi alimini sagladiklar1 bilinmektedir [159]. Mikoriza uygulamalarinin
41



koklerde dallanmaya neden oldugu daha once Aguin et al. [92] tarafindan da
belirtilmis olup benzer sekilde Kavak [160] da kok dallanmasinin mikoriza ile
arttigini ve bu durumun daha ¢ok kokiin u¢ kisimlarinda gerceklestigini belirtmistir.
AMF’ i bitkilerde koklerin genellikle daha ince ve daha fazla emici yiizey alanina
sahip olduklari da bilinmektedir [126,154,161].

Bitkilerde tolerans1 gosteren bir diger gosterge membran zararlanmasi olup, yiiksek
membran zararlanmasi tolerans zayifliginin bir géstergesi olmaktadir [162,163]. Bu
arastirmada da stres altindaki inokule bitkilerde genel olarak membran zararlanma
derecelerinin daha diisiik oldugu dikkati ¢ekmektedir. Bu durum mikoriza
uygulamasinin membran zararlanmasin1 azaltma yoniinde etkili oldugunu
gostermektedir. Kuraklik stresinde hiicre duvarinin elastikiyetinde degismelerin
oldugu [133], hiicre duvarinin gegirgenligi lizerine etkili olan absisik asit tiretiminde
de artis oldugu ifade edilmektedir [164]. Ruiz Lozano [70] ise mikoriza
simbiyosisinin hiicrelerin su durumunu kontrol eden genlerin ifadesini tesvik ettigini
ve bu sekilde hiicre membranlarinin su durumunun diizenlenmesinde etkili oldugunu

belirtmisgtir.

Kok plazma membraninin elektrolit gegirgenliginin mikorizal bitkilerde non-
mikorizal bitkilerden daha diisiik oldugunu belirten Feng et al. [165] ve Evelin et al.
[43] da hiicresel membran stabilitesinin korunmasinin ya da artirilmasinin mikoriza
birlikteligi ile iliskilendirilen fosfor alimi artisindan kaynaklandigimi ifade

etmislerdir.

Oransal su icerigi bitkilerde yaygin olarak su igerigini belirlemede kullanilan bir
parametre olup, kuraklik stresinde normal kosullardakine gore oransal su
iceriklerinin daha disiik seviyelerde bulundugu bildirilmektedir [128]. Yukarida
deginilen diger pek ¢ok parametrede de oldugu gibi mikorizal bitkilerde bu miktarin
ayni kosullarda mikorizal olmayan bitkilerden daha fazla oldugu bildirilmektedir. Bu
durumun inokule bitkilerin mikorizalar tarafindan morfolojik olarak degistirilmis kok
sistemine sahip olmalarindan kaynaklandigi disiiniilmektedir [166]. Mikorizal

kolonizasyondan kaynaklanan bu degisikliklerle konukcu bitki suyunu daha verimli
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kullanabilmektedir. Bu tez ¢alismasinda da 6zellikle 110 R asma anacinda hem kurak
hem de sulama yapilan bitkilerde 20 g/L mikoriza uygulamasinda yaprak oransal su

icerigi daha yiiksek seviyelerde bulunmustur.

Fotosentez olay1 bitkilerde kurakliktan en fazla etkilenen metabolik siireglerden
birisidir. Klorofil biyosentezi igin gerekli magnezyum gibi besinlerin aliminin
azalmas: klorofil konsantrasyonunda azalmaya neden olmaktadir [167,168].
Mikoriza simbiyosisinin klorofil miktarin1 [168,169,170] ve fotosentez oranini
artirdigr [54,67,171] bilinmektedir. Arastirmamizda da mikoriza uygulamasinin
klorofil igerigi iizerine olumlu etkilerde bulundugu belirlenmistir. Daha 6nce misir
bitkisinde yapilmis olan bir arastirmada da kuraklik stresi altinda inokule edilmis
bitkilerde nispeten daha fazla yesil yaprak oldugu belirlenmistir [172]. Yine yonca
bitkisinde kuraklik stresinde inokule edilmis bitkilerde yapraklarda sararmalarin daha

az oldugu gortlmistiir [173].

Kuraklik stresi durumunda stomatal iletkenlikte azalma olmakta olmakta ve buna
yonelik olarak bitkiler “ozmotik diizenleme” mekanizmasi gelistirmektedirler
[174,175]. Kuraklik stresinde prolin, poliaminler, diger azotlu bilesikler, gesitli seker
ve seker alkoller seklinde osmoprotektanlarda artis olmasi kurakliga tolerans ile

iliskilendirilmektedir [176,177].

Prolin stres altindaki bitkilerde hiicrelerin oksidasyonunu 6nleyen son derece 6nemli
bir aminoasittir. Ozellikle kuraklik stresi altindaki bitkilerin su aliminda prolinin bir
osmolit gorevi gorerek osmotik basinci diizenledigi bilinmektedir. Nitekim Sankar et
al. [178] da kuraklik stresi altinda bamya bitkisinde prolin igeriginin arttigini
bildirmislerdir. Mikorizalarin ise bitkilerde ozmotik diizenlemenin olugsmasinda etkili
olduklar1 belirlenmistir [54,170]. Cesitli bitki tiirlerinde koklerde koloni olusumu
saglandiginda Dbiriken prolinin strese tolerans bakimindan diizenleyici bir rol
oynadigr diistiniilmektedir [18,179,180,181]. Mikoriza ile asilanmis soya fasiilyesi
[54] yonca [182], geltik [183], antepfistig1 [144] yeni diinya [184] ve tathi patates
bitkilerinde [185] de kuraklik stresi altinda ozmotik diizenleyici olarak prolinin

biriktigi belirlenmistir. Bu tez ¢alismasinda da mikoriza uygulamasi yapilan
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bitkilerde prolin igeriginin kontrol gruplarina oranla ¢ok daha yiiksek diizeylerde
bulundugu goriilmektedir. Bu durum mikorizalarin bitkiyi stresten ne denli
uzaklastirdigin1 gozler Oniine sermektedir. Benzer sekilde Farahani et al. [151]
kuraklik stresi altinda mikoriza ile inokule edilmis ve edilmemis bitkilerin fizyolojik
ve biyokimyasal Ozelliklerini incelemis ve en yiiksek prolin birikiminin stres

kosullarinda mikorizali bitkilerde gerceklestigini belirtmislerdir.

Kurak periyotta azot gibi bazi zorunlu minerallerin aliminin azalmasi ve buna paralel
olarak protein sentezinde de azalma oldugu bilinmektedir [186,187,188]. Bu tez
calismasinda da benzer sekilde ¢oziinebilir protein igeriginin 5 BB genotipinde,
kuraklik stresi altinda ve 20 g/L mikoriza uygulanmis bitkilerinde daha yiiksek
seviyelerde oldugu tespit edilmistir. 110 R genotipinde de kurak kosullarda mikoriza
uygulamasi yapilmamis bitkilerde inokule bitkilere gore protein igeriginin ¢ok daha
diisik oldugu belirlenmistir. Abdelmoneim et al. [127] da stres altindaki musir
bitkisinde ¢06ziiniir protein igeriginin sulanan bitkilere kiyasla 6nemli Olgiide
azaldigin1 ancak G. mossea uygulanan bitkilerde inokule edilmemis bitkilere gore

arttigini belirtmislerdir.

Stres ortaminda meydana gelen zararlanmalardan birisi bu hiicre zarlarmdaki
doymamis yaglarin oksidatif parcalanmast olup lipid peroksidasyonu olarak
adlandirilmaktadir. Zar lipidlerinin seviyesi oksidatif hasarin siddetini ve bitkinin
strese karsi duyarliligimi gostermektedir [189]. Bu durum hiicrede geri doniisii
olmayan hasara neden olmaktadir. AMF’lerin lipid peroksidasyonunun
azaltilmasinda da 6nemli rol oynadigi, inokule bitkilerde lipid peroksidasyonunun
diger bitkilere oranla daha az oldugu belirtilmektedir [190]. Bu tez calismasinda da
lipid peroksidasyonunun mikoriza uygulamasi yapilmayan stres bitkilerinde en
yiiksek seviyede gerceklestigi; diizenli sulama yapilan ve mikoriza uygulanmayan
bitkilerde ise en diisiik seviyede gerceklestigi belirlenmistir. Aragtirmamiza benzer
sekilde Singh [191] de domates bitkisinde kuraklik stresi altinda inokule bitkilerde
lipid zararlanmasinin inokule edilmemis olanlara gore koklerde %19 siirgiinlerde ise

%59 daha az oldugunu tespit etmistir. Arastirma sonucunda AMF’lerin kuraklik
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stresinde toleranst arttirdifi, bununla birlikte s6z konusu dayanikliligin hala

tartismal1 oldugu ifade edilmistir.

Mikoriza simbiyozunun membran lipidlerinde oksidatif zararlanmaya neden olan
hidrojen peroksit seviyesinin diismesini sagladig1 da bilinmektedir [142]. iki asma
anacina ait bitkilerin kullanildigi bu arastirmada da hidrojen peroksit miktar1 kuraklik
stresinde inokule edilmemis bitkilerde en yiiksek seviyede (223,45 umol/g TA)
gerceklesmistir. Mikorizalarin hidrojen peroksit {izerindeki bu etkisinin ayni
zamanda stres karsisinda artan ve birer sekonder metabolit olan fenolik bilesiklerden
de kaynaklandigi diisiiniilmektedir [192,193]. Nitekim fenolik bilesikler giiglii ve
ideal kimyasal yapilari ile [194] serbest radikaller tizerinde zincir kirici, stabilize
edici konumdadirlar [195]. Bu alanda yapilmis arastirmalarda da inokule bitkilerde
arginin, isoflavonoid ve diger baz1 fenolik bilesiklerin tiretiminde artis oldugu ifade
edilmistir [196,197,198]. Boriilce ve soya fasulyesinde de inokule edilmis bitkilerde
fitoaleksinlerin arttig1 tespit edilmistir [199]. Bu tez ¢alismasinda da en yiiksek
fenolik bilesik igeriginin her iki genotipte de 20 g/l mikoriza uygulanan stres

bitkilerinde ortaya ¢ikmis olmas1 dikkati gekmektedir.

Bitkilerde dogal kosullarda metabolik yollarin dengede oldugu, bu kosullar degisince
dengelerin de bozuldugu bilinmektedir [200]. Bunun sonucu hiicrede yiiksek enerji
diizeyindeki elektronlar molekiiler oksijene iletilmekte ve tekli oksijen, siliperoksit
anyonu ve hidrojen peroksit ile hidroksil radikali gibi ROS lar olusmaktadir [201].
ROS ise protein, DNA ve lipitleri oksitleyerek zarar olusturan toksik molekiillerdir
[202]. Antioksidanlar da canlt hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA
gibi okside olabilecek maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen
maddeler olup, bu duruma antioksidan savunma denilmektedir [203]. Iste bu oksidan
ve antioksidan arasindaki denge oksidan yoniine kaydiginda proteinler bozulmakta,
lipidler okside olmakta ve DNA da mutasyonlar meydana gelebilmektedir. Oksijen
radikallerini zararsiz hale getirmede antioksidan etkili enzimlerin tiretilmesi oksidatif
strese kars1 verilen en etkin miicadele olarak ifade edilmektedir [204]. Antioksidan
enzim aktivitelerinde meydana gelen degisimler, bitkilerin biyotik ve abiyotik stres

faktorlerine kars1 duyarlilik ve dayaniklilik dereceleri konusunda 6nemli bir gosterge
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olmaktadir [205]. Yapilan arastirmalarda kuraklik, tuzluluk, sicaklik, agir metal, UV
gibi stres faktorlerinin antioksidant enzimlerin aktivitelerinde degisikliklere yol

actig1 belirlenmistir [206,207,208,209].

Bu enzimlerin aktivitesi ise ¢evresel faktorlere, stres tipine ve organizmanin yasina
bagh olarak degismektedir [210]. Bu yiizden stres altindaki bitkilerde antioksidan
sistemde meydana gelen degisimlerin incelenmesi son derece 6nemlidir. Nitekim Lee
ve Lee [211] bitkisel materyal olarak hiyar bitkisini kullandiklar1 ¢alismalarinda
kuraga dayaniklilikta antioksidan enzim aktivitesinin arttigini tespit etmislerdir.
Benzer sekilde diger arastirmacilar da dayanikli bitkilerde su stresine maruz

kaldiginda antioksidan enzim aktivitelerinin arttigini belirtmislerdir [212,213].

Hassas bitkilerde enzim aktivitesinin diisiik oldugu belirlenmis olup bu durum
fotosentetik olaylarin yaprak kloroplastlarinda meydana gelmesine ve enzimin de

kloroplastlarda yer almasina dayandirilmaktadir [163,214].

Stres  toleransinin  artirllmasinda  mikoriza bitki  simbiyozisiyle bitkilerdeki
antioksidan aktivitelerin artmasmnin etkili oldugu ifade edilmektedir [215,216,217].
Yapilan bir arastirmada da turunggillerde mikoriza inokulasyonu kontrole kiyasla,

bitkilerde antioksidan enzim aktivitelerinde artisa neden olmustur [153].

Mikoriza ile asilanmis bitkilerde stres karsisinda olusan oksidatif hasarin azaltilmasi
iki mekanizma ile agiklanmaktadir. Bunlardan birincisi suyun hifler araciligi ile
dogrudan bitkiye aktarilmasi ve bu sekilde stres ortaminin olugsmamasidir. Bu sekilde
dogal olarak ROS miktar: diisiik diizeyde kalmaktadir. Ikinci mekanizma ise kuraklik
stresinde mikorizalarin enzimatik (siiperoksit dismutazlar, askorbat peroksidazlar ve
katalazlar) ve enzimatik olmayan (flavonoidler, karotenoidler ve tokoferoller)

antioksidanlarin iiretiminde artis saglayabilmesidir [218,219].

Bitkiler strese maruz kaldiginda, ilk ROS siipiiriicii antoksidan enzim mekanizmasi

olarak siiperoksit dimutaz (SOD) ortaya ¢ikmaktadir [220]. SOD enzimi araciligr ile
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savunma hattinin ilk elemani olarak siiperoksit anyonu H,0, ve O,’ye ¢evrilmektedir

[221].

Strese dayanikli bitkilerde stres ortaminda SOD aktivitesinin arttigi bilinmektedir
[222]. Ornegin bezelye [223], fasiilye [224] ve arpa [225] bitkilerinde stres
karsisinda SOD aktivitesinin arttig1 kaydedilmistir. Bu arastirmada da bir antioksidan
enzim olarak SOD enziminin aktivitesi incelenmis olup en yiiksek aktivite 206,26
(unite/mg protein) ile 110 R genotipinde, kuraklik stresinde ve 10 g/L mikoriza
uygulanan bitkilerde saptanmistir. Burada degerlendirme yapilirken mikorizanin
etkisini gérebilmek bakimindan ayni mikoriza konsanstrasyonlarinin diizenli sulanan
ve stres altindaki bitkilerdeki etkisinin de karsilastirilmast gerektigi diisiiniilmektedir.
Bu amagla 5 BB genotipinde 10 g/l mikoriza uygulamasinda kontrol bitkilerinde
SOD enzim aktivitesi 94,95 (unite/mg protein) olarak belirlenirken, ayni mikoriza
konsantrasyonunda stres altindaki bitkilerde enzim aktivitesi 116,23 olarak
belirlenmistir. 20 g/L mikoriza uygulamasinda ise sirasiyla kontrol bitkileri ve stres
bitkilerinde olmak tizere 126,11 (unite/mg protein) ve 133,30 (unite/mg protein)
olarak gerceklesmistir. Benzer ve daha net etkinin ise 110 R genotipinde karsimiza
ciktigt goriilmektedir. Kurak kosullarda 10 g/ mikoriza uygulamasi yapilan
bitkilerde SOD aktivitesi tiim degerler igerisinde en yiiksek seviyede bulunurken, bu
degerin ayni genotipin ayni mikoriza konsantrasyonundaki kontrol bitkilerinden
neredeyse iki kat fazla oldugu anlasilmaktadir. Dolayisiyla burada stres ortaminda
mikorizanin etkisi daha net goriilmektedir. Caravaca et al. [226] da mersin (Myrtus
communis) bitkisinde mikoriza asilamanin kuraklik stresinde SOD aktivitelerini

artirdigin1 belirtmislerdir.

SOD enzimi araciligi ile olusan H,O, aslinda diger bir zararli ROS tiiriidiir. Bu
nedenle hizla daha az zararh baska iiriinlere doniistiiriilmesi gerekmektedir. Iste bu
asamada etkili antioksidan enzimlerden bir digeri katalaz (CAT) dir. CAT, aerobik
organizmalarin tiimiinde, bitkilerde ve mantarlarda bulunmaktadir [227]. CAT in
temel fonksiyonu H,O2’nin ve ROOH’in radikalligini gidererek hasarlari
engellemektir [228]. Bir molekiil katalaz enzimi saniyede bir milyar H,0,’i su ve

oksijene parcalamakta ve tiim enzimler igerisinde en yiiksek donilislim oran
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sergilemektedir. Mikorizalar ile antioksidan enzim aktiviteleri arasindaki iligkiyi
incelemeye yonelik yapilan caligmalarda oldukc¢a degisken sonuglarin alindig
bilinmektedir. Bu alandaki bir arastirmada kuraklik stresinde katalaz aktivitesinin
inokule edilmis bitkilerde artis gosterdigi [129]; bir diger arastirmada ise inokule
fidelerin yaprak ve govdelerinde CAT aktivitesinde genel bir artis goriiliirken,
yiiksek inokulum konsantrasyonunda (104 zoospor/ml) 6zellikle duyarli g¢esitlerde
tersine bir aktivite kaybinin oldugu ifade edilmektedir [228]. Bu tez ¢alismasinda da
benzer sekilde bir etkinin 5 BB genotipinde ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. Nitekim en
yilksek CAT aktivitesi 5 BB genotipinde kurak kosullarda ve 10 g/L mikoriza
uygulamasi yapilmis bitkilerde tespit edilirken, ayni genotipin ayni kosullarda daha
yiiksek inokulum konsantrasyonunda (20 g/L) bir aktivite kaybmin oldugu

goriilmektedir.

Strese bagli hiicre tahribatinda CAT aktivitesindeki yiikselmenin belirleyici rol
oynadigi vurgulanmaktadir. Prasad [229], incelemis oldugu antioksidan enzimler
icerisinde Stres toleransinda en iyi iliskiyi CAT enziminin vermis oldugunu ifade
etmistir. Yine Strese bagli hiicre tahribatinda CAT aktivitesindeki azalmanin
belirleyici oldugu, enzim aktivitesinin yiiksek oldugu durumlarda zararlanmanin

daha az oldugu belirtilmistir [230,231].

CAT aktivitesindeki artis her ne kadar H,O, igeriginin disiiriilmesine katkida
bulunsa da CAT’mn H;O; yikim yollarin1 tek basina engelleyebilmesinin yeterli
olmayacagi da belirtilmektedir [228]. Nitekim Gosset et al. [232] ve Mazza et al.
[233]’da yaptiklar1 galismalarla CAT’mn stres kosullar1 altinda aktivitesinde
azalmalar meydana geldigi durumlarda diger antioksidan enzimlerin uyarildigini
saptamiglardir. Bu durumda serbest radikallerin peroksidaz gibi diger antioksidan
enzimlerle ortadan kaldirilmas: savunma mekanizmasinda peroksidaz enziminin ne
denli 6nemli bir yere sahip oldugunu gostermektedir. Dolayistyla HO2 nin ortadan
kaldirilmasini katalizleyen enzimler CAT ve askorbat peroksidaz (APX) olup, CAT
bu asamada bir indirgeyiciye ihtiyag duymazken, APX indirgeyici olarak askorbati
kullanmaktadir [201].
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Bitki hiicrelerinde H»O,’in detoksifikasyonunda en o6nemli indirgen substrat
askorbattir. Askorbat peroksidaz (APX) askorbati H,O, ve suya pargalamaktadir
[189]. Askorbat en 6nemli antioksidanlardan biri olup bitkilerde hem fotosentetik

hem de fotosentetik olmayan dokularda birikmektedir.

Kuraklik stresi altindaki bitkilerde antioksidan enzim mekanizmalariin
incelenmesine yonelik yapilan bir arastirmada Dogan ve Avu [163] enzimler
igerisinde CAT aktivitesinin stres ile birlikte arttigini, GR, APX ve SOD aktivitesinin
ise azaldigimi belirtmislerdir. Mikoriza inokulasyonu ve kuraklik stresi iligkisinde
antioksidan enzimlerin etkisini belirlemeye yonelik yapilmis bir arastirmada ise
Singh [234]; inokule bitkilerde hem sulanan hem de kurak kosullarda daha diisiik bir
APX aktivitesinin s6z konusu oldugunu belirtmistir. Bir diger ¢caligmada da Glomus
mosseae'nin bazi turunggil anaclarinin kuraklik stresinde antioksidan enzim
aktiviteleri tlizerine etkilerinin incelenmesi amaclanmistir. Arastirma sonucunda
kontrol ile karsilastirildiginda asilanan bitkilerde antioksidan enzim aktivitelerinin
(SOD, CAT ve APX) arttigi belirlenmistir [153]. Bu tez ¢alismasinda da kuraklik
stresi altindaki bazi asma anaglarinda mikoriza uygulamalarinin APX aktivitesi
tizerine olan etkisi de incelenmis olup, bu kriter bakimindan en yiiksek degerler 110
R genotipinin kurak kosullarda ve 20 g/ mikoriza uygulanan bitkilerinden elde
edilmistir. Dolayisiyla aragtirmanin antioksidan enzimler bakimindan elde edilen
sonuglariin, literatiirde bu alanda yapilmis baz1 arastirma sonuglarina paralel oldugu
gorilmektedir. Bununla birlikte farkli aragtirmacilarin bu alanda yapmis olduklari
caligmalarda ¢ok farkli bulgulara ulasildigi da bilinmektedir. Nitekim GR, APX ve
SOD aktivitelerinin kuraklik stresiyle fasulyede azaldigi [235]; Arabidopsis thaliana
da yiikseldigi [236], ¢eltik fidelerinde ise CAT aktivitesinin kuraklik stresi karsisinda
degismedigi, buna karsin APX aktivitesinin ise arttigt bulunmustur [237]. APX
aktivitesinin artan stresle birlikte diismesinin, bu enzimin indirgenme kapasitesinin
H20,'nin oksidasyon kapasitesinden daha diisiik kalmasi ile iligkili olabilecegi ifade
edilmektedir [238,239,240].
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Kuraklik stresinde mikorizal funguslarin bitkinin su kullanim etkinliginden,
fotosentetik aktivite ve stomatal iletkenlik iizerine olan etkilerine kadar
mekanizmalariin anlasilmasina yonelik pek ¢ok literatiir bulunmaktadir [241,242].
Bununla birlikte, verilen tepkilerin karmasikligi ve gesitliligi ¢evresel strese karsi
mikorizalarin etki mekanizmalarinin net olarak ortaya konulamadigi bilinmektedir
[65].

Mikorizal bitkilerin oksidatif strese olan tepkilerinin su durumunun kontroliinde
onemli oldugu, mikorizalarin kurakligin zararl etkilerinden korumada konukgu bitki
tizerindeki mekanizmalarii anlamak icin molekiiler diizeyde incelemelerin
gerekliligini belirtmiglerdir [70]. Benzer sekilde Smith et al. [71] da kompleks bir
mekanizmanin oldugunu ve ortak bir sonuca ulagsma bakimindan molekiiler

incelemelerin yapilmasi gerektigini vurgulamislardir.

Bu tez calismasinda sonuc¢ olarak mikorizalarin bitkilerde kuraklifa toleransin
kazanilmasinda etkin rol oynadiklar1 saptanmigtir. Mikoriza uygulamalarinin
kullanilan asma anaglarinda kuraklik stresinde siirgiin ve kok gelisimi ile bazi
biyokimyasal 6zellikleri olumlu yonde etkiledikleri belirlenmistir. Mikorizalarin bu
ozelliklerinin bagcilik sektoriinde biiyiik bir kullanim potansiyelinin olacagi, ayrica
yeni tesis edilecek baglarda mikoriza kullanimi ile verim ve kalitenin artacagi, gesitli

stres kosullarina dayanimin artirilmasi ile de kayiplarin dnlenecegi diistiniilmektedir.
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