Diisiik ve Yiiksek Sicaklik Uygulamalarinin Arbiiskiilar Mikorizal Spor Uygulanan Misirin

Is1 Soku Proteinleri Ekspresyonu ve Mineral Alimindaki Degisimler

Vedia Tiirtidii

YUKSEK LiSANS TEZIi

Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Anabilim Dali

Mayis 2023



Changes in Heat Shock Proteins Expression and Mineral Uptake Of Corn Applied With

Arbuscular Micorizal Sports of Low and High Temperature Applications

Vedia Tirudu
MASTER OF SCIENCE THESIS

Department of Soil Science and Plant Nutrition
May 2023



Diisiik ve Yiiksek Sicaklik Uygulamalarinin Arbiiskiilar Mikorizal Spor Uygulanan Misirin

Is1 Soku Proteinleri Ekspresyonu ve Mineral Alimindaki Degisimler

Vedia Turidi

Eskisehir Osmangazi Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Lisansiistii Egitim ve Ogretim Y®6netmeligi Uyarinca
Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Anabilim Dali
Bitki Besleme Bilim Dalinda
YUKSEK LiSANS TEZI

Olarak Hazirlanmstir.

Danigman: Prof. Dr. Nurdilek Giilmezoglu

Ikinci Danisman: Dog. Dr. Imren Kutlu

“ESOGU-BAP tarafindan FYL-2022-2288 numarali proje kapsaminda desteklenmistir.”

Mayis 2023



ONAY

Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Anabilim Dali Bitki Besleme Bilim Dali Yiiksek
Lisans dgrencisi Vedia Tiiriidii'niin YUKSEK LISANS tezi olarak hazirladig: “Diisiik ve
Yiiksek Sicaklik Uygulamalarinin Arbiiskiilar Mikorizal Spor Uygulanan Misirin Is1 Soku
Proteinleri Ekspresyonu ve Mineral Alimindaki Degisimler” baslikli bu ¢alisma, jlirimizce

lisansiistli yonetmeligin ilgili maddeleri uyarinca degerlendirilerek oybirligi ile kabul

edilmistir.
Danigsman : Prof. Dr. Nurdilek Giilmezoglu
Ikinci Danisman : Dog. Dr. imren Kutlu

Yiiksek Lisans /Doktora Tez Savunma Jiirisi:
Uye: Prof. Dr. Nurdilek GULMEZOGLU
Uye: Dog. Dr. Giilgin ISIK

Uye: Dr. Ogretim Uyesi Ertugrul KARAS
Uye:

Uye:

Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu'nun .......oooovvivviiiieeennnn... tarth ve

....................... say1l1 karariyla onaylanmigtir.

Prof.Dr. ......c.. oo

Enstiti Mudiru




ETiK BEYAN

Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kilavuzuna gore,
Prof. Dr. Nurdilek GULMEZOGLU ve Dog. Dr. imren KUTLU danismanliginda hazirlamis
oldugum “Diisiik Ve Yiiksek Sicaklik Uygulamalarinin Arbiiskiilar Mikorizal Spor
Uygulanan Misirin Is1 Soku Proteinleri Ekspresyonu Ve Mineral Alimindaki Degisimler”
baslikli Yiiksek Lisans tezimin 0Ozgiin bir c¢alisma oldugunu; tez calismamin tiim
asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallarina uygun davrandigimi; tezimde verdigim
bilgileri, verileri akademik ve bilimsel ilke ve kurallara uygun olarak elde ettigimi; tez
calismamda yararlandigim eserlerin tiimiine atif yaptigimi ve kaynak gosterdigimi ve bilgi,

belge ve sonuglar1 bilimsel etik ilke ve kurallara gore sundugumu beyan ederim.23/05/2023

Vedia Turudi

Imza



Vi

OZET

Bu c¢alismada, diistik ve yiiksek sicaklik stresi altinda mikoriza uygulanan misir
bitkilerinin mineral element konsantrasyonlari, fizyolojik parametreleri ve 1s1 soku proteinlerinin
gen ekpresyonunda ki degisimler arastirtlmigtir. Calisma 3 tekerrtirlii olarak faktoriyel deneme
desenine gore Kkontrollii kosullarda ve saksilarda yiiriitilmistir. Bir mikorizasiz
(MO=kontrol/sahit) ve dort adet arbiiskiiler mikorizal fungus AMF tiirii (M1, M2, M3, M4)
olmak iizere 5 mikoriza uygulamasi altinda 7 farkli sicaklik (5 °C, 10 °C, 15 °C, 25°C
(kontral), 35 °C, 40 °C ve 45 °C) uygulamasi denemenin faktorlerini olusturmaktadir.
Mikorizalar her bir kilogram topraga 2000 spor olacak sekilde uygulanmustir. Mikoriza
uygulanmasiyla toprak {istii yas ve kuru agirligit M3 mikoriza tiir karigiminin uygulandigi kontrol
bitkilerinde en yiiksek bulunmustur. Mineral element igeriklerinde en yiiksek degerler N, P, K,
Ca ve Fe konsatrasyonlarinda M4, Cu ve Mn konsantrasyonlarinda M3, Mg ve Zn
konsantrasyonlarinda ise M2 mikoriza tiir karigimlarinin uygulandigi musir bitkisinde kontrol
sicakliginda (25 °C) belirlenmistir. Lipit peroksidasyonunun tiim uygulamalarda sicaklik
degisimleriyle birlikte giderek arttigi, prolinin koruyucu etkisinin yiiksek sicakliklarda
diisiik sicakliklara gore daha belirgin oldugu belirlenmistir. GR aktivitesinin M1 ve M2,
APX ve CAT enzim aktivitelerinin ise M3 ve M4 tiirleriyle olan simbiyozda sicaklik
degisimlerine tolerans saglamada daha 6nemli etkilerinin oldugu, SOD aktivitesinin ise
etkisiz oldugu belirlenmistir. Tiim mikoriza uygulamalarinda HSP70 ve HSP90 sentezi 10 °C,
40 °C ve 45 °C’de maksimuma ulasmistir. Misir bitkisinde diisiik ve yiiksek sicaklik
uygulamalarinin, mikoriza simbiyozunda, incelenen parametreler bazinda ciddi degisimlere
neden oldugu, bu degisimlerin sicaklik degisimlerine ve mikoriza tiirleri arasindaki
farkliliklara bagli olarak farkli seviyelerde meydana geldigi ortaya konmustur. Bu konuda
ileriki agamada yapilabilecek farkli transkriptomik calismalara temel olusturarak, diisiik
veya yuksek sicaklik stresine tolerant mikoriza tiirlerinin gelistirilmesine yonelik

caligmalara yardime1 olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Diisiik sicaklik, yiiksek sicaklik, mikoriza, misir, HSP70 ve HSP90,

antioksidan enzimler, mineral elementler
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SUMMARY

In this study, changes in mineral element concentrations, physiological parameters
and gene expression of heat shock proteins were investigated in maize plants subjected to
mycorrhiza under low and high temperature stress. The study was carried out in controlled
conditions and in pots according to the factorial experimental design with 3 replications. The
application of 7 different temperatures (5 °C, 10 °C, 15 °C, 25°C (control), 35 °C, 40 °C and
45 °C) under 5 mycorrhizal treatments, including one mycorrhizal-free
(MO=control/witness) and four arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) species (M1, M2, M3,
M4) constitutes the factors of the experiment. Mycorrhizas were applied to 2000 spores per
kilogram of soil. With the application of mycorrhiza, the above-ground fresh and dry weights
were found to be the highest in the control plants where the M3 mycorrhiza species mixture
was applied. The highest values in mineral element contents were determined at the control
temperature (25 °C) in the maize plant, where M4 at N, P, K, Ca and Fe concentrations, M3
at Cu and Mn concentrations, and M2 at Mg and Zn concentrations. It was determined that
lipid peroxidation gradually increased with temperature changes in all applications, and the
protective effect of proline was more pronounced at high temperatures than at low
temperatures. It has been determined that GR activity has more important effects in
providing tolerance to temperature changes in symbiosis with M1 and M2, APX and CAT
enzyme activities with M3 and M4 species, while SOD activity is ineffective. In all
mycorrhiza applications, the synthesis of HSP70 and HSP90 reached a maximum at 10 °C,
40 °C and 45 °C. It has been revealed that low and high temperature applications in maize
plant cause serious changes in the mycorrhiza symbiosis on the basis of the investigated
parameters, and these changes occur at different levels depending on the temperature
changes and the differences between mycorrhiza species. It will also help the studies on the
development of mycorrhizal species that are tolerant to low or high temperature stress by
forming the basis for different transcriptomic studies that can be done in the future on this

subject.

Keywords: Low temperature, high temperature, mycorrhiza, maize, HSP70 and HSP90,

antioxidant enzymes, mineral elements
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TESEKKUR

Calismaktan biiylik keyif aldigim tez calismamin planlanmasi, yiiriitiilmesi ve
tamamlanma stirecinde ilgi ve destegini esirgemeyen, bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim
degerli damigman hocalarim Prof. Dr. Nurdilek GULMEZOGLU’na ve Dog. Dr. imren
KUTLU’ya, proje desteginden dolayr Eskisehir Osmangazi Universitesi BAP
koordinatorliigline, laboratuvar c¢aligmalar1 sirasinda yardimlarini esirgemeyen yogun
desteklerini gordiigiim Ziraat Yiiksek Miihendisleri Merve BESER ve Rana OZSOY’a,
calisma materyalimin teminini saglayan ve degerli bilgilerini benimle paylasarak uzaktan
her tiirlii destegi saglayan Ziraat Yiiksek Miihendisi Aysel BARS ORAK’a siikranlarimi

sunar, minnettar oldugumu belirtmek isterim.

Varligiyla hayatimi giizellestiren, hep yanimda olan kizima, hayatimin her alaninda,
maddi ve manevi destegini esirgemeyen, her daim yanimda olan babama, varligin1 her an

hissetigim anneme en igten tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda, kiiresel iklim degisikligine bagli olarak insan yasami, cevre ve
stirdiirtilebilirlik agisindan olumsuz sorunlar yaganmasi sebebiyle emisyonlarin azaltilmasi,
cevre kosullariin iyilestirilmesi, siirdiiriilebilirliginin saglanmasi ve kiiresel iklim
degisikliginin olumsuz etkilerinin giderilmesi global bir 6ncelik haline gelmistir (Raihan,
2023). Tiirkiye, kiiresel 1stnmadan dolayi tarimsal tiretimden en fazla etkilenebilecek iilkeler
arasinda yer almaktadir (Appenzerler ve Dimick, 2004) ve iklimde meydana gelen
dalgalanmalara, hizli niifus artis1 da eklenince beslenme ihtiyaci kiiresel bir sorun haline

gelmektedir.

Diinyada toplam niifus sayis1 giiniimiizde 8 milyara ulasmis ve hizli artis géz oniine
alindiginda 2030’da 8,5 milyar, 2050°de 9,7 milyar, 2100’de 10,4 milyara ulasacagi
ongoriilmektedir (UNFPA, 2022). Diinya niifusunu besleyebilmek ve kiiresel gida
giivenligini saglamak adina bugiinkii gida iiretiminin de ayni oranda artirilmast gerekliligi

belirtilmektedir (Mahajan ve Tuteja, 2005; Korkmaz, 2007).

Tarim sektorii iklime dogrudan bagimli olmasi sebebiyle iklim degisikliginden
etkilenirken, tiretim sekli olarak da iklim degisikligini etkilemektedir (Demird6gen, 2020).
Sicaklik, her on yilda yaklasik olarak 0,2 °C artmakta olup (Sehgal vd. 2016), kiiresel
sicakliktaki ortalama artis 1900-2020 yillar1 arasinda 1,13 °C iken, 2100 yilinda 1,4 °C-5,8
°C artig gostermesi beklenmektedir (EI-Sappah vd., 2022).

Sanayi  devrimi  sonrasi  Ozellikle karbondioksitin  (COz)  atmosferik
konsantrasyonunda ciddi artis yasanmis, bu sebeple sera etkisi artmis, diinyanin yiizey
sicakligl da ayn1 oranda yiikselmistir (Maslin, 2008). Tiirkiye’de kiiresel iklim degisikligi
ile beraber yaz-kis sicakliklarinin yiikselecegi, yagis oranlarinin diisecegi, bitki gelisimi ve
verimin, yliksek atmosferik CO2 konsantrasyonu ve sicaklikla, yagis rejimindeki
degisimlerle, ekstrem hava fenomenleriyle biiyiik bir kayip yasayacagi (Cakmak ve Gokalp,
2011) ve yine sicaklik artisiyla yagis dengesizlikleri ile topragin ve tarim arazilerinin
yitirilebilecegi (Dale ve Rauscher, 1994) ve yetistirilen tiirlerin de azalmasina bagl olarak

tarimsal iiretimin azalacagi ongoriilmektedir (Appenzerler ve Dimick, 2004). Binlerce yil
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uyum saglamis olan canlilarin biitiinii adina kiiresel 1sinma ve iklim degisikligi, kiiresel
olarak tarimsal liretim i¢in tehlike niteligi tasimakta, verim i¢in de ciddi bir tehdit olmaktadir

(Wang vd., 2018).

Artan sicaklik, degisen iklim ve buna bagl olarak kuraklik, toprak verimsizligi ve
bunun gibi ¢evresel tehditler, tarimdaki baglica zorluklar1 olusturmaktadir. Ayrica yanlis
toprak isleme, gereginden fazla pestisit ve kimyasal madde kullanimi, yanlis sulama, tek
yonlii liretim beraberinde bir¢cok olumsuzlugu meydana getirmistir. Verim artirmak amaciyla
kullanilan bu kimyasallarin artisi ile siirdiiriilebilirlik azalmis olup, zamanla dogal yasam
tizerinde ekotoksik etkiler olusturarak insan ve cevre sagligini tehdit eder hale gelmistir.

(Demirdzer ve Ozgonen, 2013).

Beslenme ihtiyacinin karsilanabilmesi i¢in 2050 yilina kadar 3 6nemli besin kaynagi
tahilllarin (bugday, piring ve muisir) lretiminin %70 oraninda artirilmasi gerekmektedir
(Cairns vd., 2013; Duran, 2019). Amerika ulusal havacilik ve uzay ajansi, kiiresel iklim
degisikligi sebebiyle 2030 yilina kadar insan ve hayvan beslenmesinde 6nemli yer alan misir
veriminin, %25 azalacagin1 6ngérmektedir. Misir da bugday gibi stratejik olarak 6nemli bir
bitkidir (Panda vd. 2004) ve sahip oldugu yiiksek besin degeri, ana ve yan {irlinlerinin genis
kullanim alan1 sebebiyle diinya genelinde “gelecegin hububat1” olarak goriilmektedir (Yuan

ve Flores, 1996).

Orijini ve gen merkezi Amerika kitasi olan misirin, yeteri kadar ve ekonomik
diizeyde iiretimi, biiyiik énem tasimaktadir. Ulkemizde misir, hayvan yemi, endiistride ham
madde ve insan gidasinda kullanilan bir bitkidir. Cerezlik olarak da tiiketilen misirin
tanelerinin disindaki organlar1 da hayvan yemi olarak degerlendirilmektedir. Ayrica kagit ve
bazi hasir el islerinde de kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak, benzinde biyoetanol
karisiminda da kullanilmaktadir. Kullanim alaninin ¢ok olmasindan kaynakli misir, tahillar

icinde ekim alani agisindan ikinci, verimde ve iiretiminde ise birinci sirada yer almaktadir

(OMU, 2021; TMO, 2021).

Tiirkiye’de uygun iklim kosullar1 sebebiyle neredeyse her bolgede misir iiretimi
yapilabilmekte, ancak cevresel faktorler (disiik/ytliksek sicaklik, kuraklik ve tuzluluk vb.),

misirin biiylimesini ve yayilisini etkilemekte olup, sicaklik ise misirin gelisimini engelleyen
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en onemli c¢evresel stres faktorlerinden biridir (Song ve Wang, 2005). Diisiik ve yiiksek
sicaklik stresi tarimsal iiretimin yapilabilirligi acisindan kritik 6nem arz etmekte (Yadav,
2010), bitkilerde ¢ok sayida fizyolojik, morfolojik ve anatomik bozukluklara neden
olmasmin yani sira, giinlimiizde ekstrem sicaklikla ilgili yapilan ¢alismalarin biiyiik bir
kismu, ekilebilir tarim arazilerinin yaklasik %6’sin1 dogrudan etkilemesi sebebiyle diisiik
sicaklik stresi tizerinde yogunlagsmistir (Turk vd., 2014; Erdal vd., 2015). Diisiik sicaklik,
misir bitkilerinde bir ¢ekirdek gen takiminin yukar1 veya asagi regiile edilmesine yol
acmaktadir. Tanimlanmis yukari regiile edilmis genler, sitokinin glukozid biyosentez
enzimlerini, transkripsiyon faktorlerini, sinyalleme molekiillerini ve gesitli gevresel tepkilere
dahil olan proteinleri kodlarken, asagi regiile edilmis genler fotosentez, translasyon ve
Deoksiribo niikleik asit (DNA) replikasyonu ile ilgili olanlar1 igermektedir (Avila vd., 2018).
Ayrica sicaklik vejetatif gelisimden generatif gelisime kadar olan biitiin = siireci
etkilemektedir (Hatfield ve Prueger, 2015). Bitki gelisim siirecinde yiiksek sicakliklar
sebebiyle bitki daha hizli gelismekte, bu sebeple vejetasyon siiresi diigmekte ve boylece
verimde diisme ile sonu¢lanmaktadir (Morales vd., 2020). Misir bitkisinin gelisim siirecinde
meydana gelen stres, bitki verimine olduke¢a fazla zarar vermekte (Kiling, 2016), dolayisiyla
bitkilerin sicaklik karsisinda verdikleri biyokimyasal, fizyolojik ve molekiiler tepkimeler /

degisimler arastirilmalidir.

Misir bitkisi hemen her tiir toprakta yetisebilmesine ragmen yiiksek verim igin
mineral elementge zengin, sulama sorununun olmadigi iyi striiktiirlii topraklar1 segcmektedir.
Ancak misir yetistiriciligini sinirlandiran faktorlerin basinda gelen sicaklik stresi, makro
molekiillerden biri olan proteinleri etkilemektedir (Timperio vd., 2008). Molekiiler seviyede
181 stresi, ozmoprotektanlar, iyon tasiyicilar, detoksifiye edici enzimler, transkripsiyon
faktorleri ve 1s1 soku proteinlerini (HSP) kodlayan bir dizi genin ifadesinde degisikliklere
neden olur. Is1 stresine duyarli genler arasinda HSP'ler, ¢esitli bitki tiirlerinde yiiksek sicaklik
stresi kosulu altinda en sik ve kantitatif olarak gdzlemlenen genlerdir. Sicaklik stresi,
mitokondri ve kloroplastin plazma zarmin biitiinligiinii bozarak reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) asir1 birikimine yol agar. Sinyal dizisinin aktivasyonuyla HSP’nin transkripsiyonu
indiiklenir (E1-Sappah vd., 2022).

1962’de Drosophila melanogaster (Meyve sinegi) hiicrelerinde tanimlanan HSP’ler,

(Ritossa, 1962) sicaklik gibi cevresel stres faktdrlerine maruz kaldiginda uyarilmakta,
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(Rizhsky vd. 2002) ve protein kalite kontroliinde yer alan molekiiler saperonlar, esas olarak
stres sirasinda yanlis katlanmis proteinlerin dogru sekilde yeniden katlanmasina yardimci
olmakta ve bu da protein kiimelenmesini 6nlemektedir. HSPler, 1s1 stresinin bir sonucu
olarak bitkilerde biriktiklerinde, baglangigta taninan strese duyarli bir protein ailesini igerir
ve daha sonra termo-toleransta temel islevlerde rol almaktadir. Ayni zamanda, pek c¢ok

cevresel gelisimsel olay da HSP’lerin olusumunu indiikleyebilir (Feder ve Hofmann, 1999).

Is1 soku proteinlerinden HSP90 ve HSP70 protein grubu bitkilerin normal gelisimi
ve stres kosullar altinda énemli rol oynamaktadir. Ayni zamanda bu iki HSP ailesinin
yiiksek ve diisiik sicaklik stresinde oldugu kadar tuzluluk, agir metal ve kuraklik streslerinde
de canlilarin ¢ogunda potansiyel bir biyo-markor olarak 6nerildigi bildirilmistir (Timperio
vd., 2008). HSP90 bitki bagisikliginda temel rol oynarken (Kadota ve Shirasu, 2012), HSP70
tizerinde en c¢ok calisilan ve evrimsel siirecte en ¢ok korunan stres uyarimli proteindir

(Masand ve Yadav, 2016).

Bitkilerde mikorizal simbiyozun, sicaklik stresine karsi toleransi gelistirmek adina
etkin bir strateji oldugu (Duhamel ve Vandenkoornhuyse, 2013) ve bitkiyle alakali uyarici
gorevi bulunan mikroorganizmalarin bitki biiylimesini uyarabilirligi, biyotik ve abiyotik
stres karsisinda bitki direncini artirabilirli@i bilinmektedir. Bitkilerin topraktan kolay bir
sekilde aldigi besin elementleriyle giibrelenmesinin yerine toprakta bulunan bitki besin
elementlerinden optimum bir fayda saglamalari, ¢evre sagligi ve dogal kaynaklardan

yararlanmalar1 adina daha etkin bir uygulama olmaktadir (Ortas, 1997).

Dogal yayilis gosteren bitki kokleri ile ortak yasam alani olusturan "tarimsal
ekosistem miihendisleri" olarak adlandirilan mikoriza mantarlar1 (Jajoo ve Mathur, 2021),
cevresel streslere karsi bitkinin toleransini artiran (Ortas vd. 1997), toprak verimliligi,
mahsul verimliligi, verim, kalite ve ekosistem dayaniklilig1 i¢in temel olan ve bu nedenle

tarim i¢in oldukg¢a dnemli bilesenlerdir (Smith ve Read, 2008).

Misir bitkisi ile simbiyotik yasayan mikorizanin, bitkinin diisiik veya yiiksek
sicakliklara dayanimi ile ilgili ¢alismalar, ¢ogunlukla bitkilerin besin elementi ve su
durumuna, klorofil igeriklerine, lipid peroksidasyonu, osmotik ayarlama, ¢oziinebilir

sekerler, prolin miktar1 ve antioksidan enzim aktiviteleri {izerine yogunlasmistir. Zhu vd.
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(2010b), 10 °C’nin altindaki sicakliklarda musir bitkisinin gelisiminin engellenmesiyle
birlikte mikorizanin kolonizasyonun tamamen durdugunu (Liu vd. 2016), disik
sicakliklarda misir koklerinde mikoriza kolonizasyonunun azaldigini, ancak mikorizali
bitkilerde azot (N), fosfor (P), potasyum (K) ve bakir (Cu) konsantrasyonlariin daha yiiksek
oldugunu, mikoriza inokulasyonunun misirin besin durumunu ve bitki biiyiimesini
geligtirerek disiik sicakliga dayanimini artirdigini belirlemistir. Mikoriza mantarlarinin
diisiik sicaklik stresi altinda misir fidelerinde fotosentez ve solunum metabolizmasi ile ilgili
24 farkl ifade edilen gen tanimlanmistir (Li vd., 2020a). Diisiik sicakliklar bitkilerde
biliylimeyi ve fizyolojik siirecleri kisitlamasina ragmen, mikoriza ile ortak yagsayan misir

bitkisinin soguga dayanimini artirabilmektedir (Zhu vd., 2015).

Yiiksek sicaklik stresi altinda, mikoriza ile asilanmis bitkilerin daha iyi biiylime
gosterdigi belirtilmistir (Gavito vd., 2005). Mikoriza ile simbiyotik yasayan misirin
yapraklarindaki net fotosentez oraninin, stoma iletkenliinin ve transpirasyon oraninin
onemli Ol¢iide arttiginm1  bildiren Zhu vd. (2011), mikorizal olmayan bitkilerle
karsilastirildiginda, mikorizal bitkilerin 40 °C stres altinda daha diisiik, hiicreler aras1 CO2
konsantrasyonuna sahip oldugunu tespit etmislerdir. Mikoriza kolonizasyonu su kullanim
verimliligini, su tutma kapasitesini, nispi su igerigini, stoma iletkenligi ve fotosentezi
tyilestirerek bitkileri yliksek sicaklik stresine karsi koruyabilmektedir (Mathur ve Jajoo,
2020).

Olumsuz sicaklik kosullar1 mikoriza sporlarmin kolonizasyon kapasitesini, spor
c¢imlenmesini ve fungal hif biiylimesini engelleyebilmektedir. Sicak toprak kosullari,
mikorizal spor aktivitesini farkli sekilde etkilemekte ve olumsuz etki yapmaktadir (Liu vd.,
2016). Genel olarak, bitki kdklerinin mikoriza mantarlari tarafindan kolonizasyonu, sicaklik
30 °C'yi astiginda azalmakta ve sicaklik 40 °C'yi astiginda mikoriza mantarlar1 i¢in 6ldiirticii

hale gelebilmektedir (Martin ve Stutz, 2004).

Birgok arastirmada kullanilan musir, yerinde bir model ve Oncli olarak
nitelendirilmekte, mikorizalar ile simbiyotik iliskide olduk¢a basarili sonuglar alinan
konukcu bir bitki olarak gosterilmekte olup, bitkilerin mikorizal ortak yasamlari ile sagladigi
yararlar, tarimsal liretimde biiylimenin, verimin ve kalitenin artmasi, ¢evresel etkinlikte ise

uyumun artiriligt olarak tanimlanmaktadir. Artan insan sayisi ile dogru orantida artig
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gosteren gida ihtiyac, kiiresel 1stnmanin sebebiyet verdigi tarimsal verim kayiplar1 ve gida
giivenligi adma ivedi bir iyilestirilme caligmalarinin yapilmasi gerektigini gozler oniine
getirmektedir (Abdelrahman vd., 2017). Misir bitkisinde, diisiik veya yiiksek sicaklik
kosullar altinda, mikoriza uygulamasi bulunmayan ¢alismalarda, termotoleransi saglayan
HSP’ler tanimlanmis (Abou-Deif vd. 2019; Kumar vd. 2019; Zhang vd. 2020), ancak

literatlirlerde mikoriza mantarlar1 i¢in tanimlanmis HSP’lere rastlanmamustir.

Bu calisma ile diisiik ve yliksek sicakliklarda mikoriza ile infekte olan muisirin,
cevresel stres kosulunda 6nemli role sahip olan HSP70 ve HSP90 proteinlerinin misir ve
mikorizadaki diizenlenmesi ve ayni zamanda fizyolojik parametreler ile mineral besin

element alimlarindaki degisimlerin arastirilmast hedeflenmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Mikorizanin Bitki Gelisimine Etkileri

Mikorizal yasamin ¢cogu karasal bitkilerde goriildiigii, tek ¢enekli bitkilerin %79°u,
cift cenekli bitkilerin %831 ve acik tohumlu bitkilerin biitiinliniin mikorizalarla karsilikli
fayda saglanan yasam siirdiirdiigii, bitki topluluklarinin %90’min ise koklerinin mikoriza
mantart ile infekteli oldugu (Ortas ve Varma, 2007; Okkaoglu, 2010 ), uzun koklii bitkilere
oranla kisa kokli bitkilerin (Fitter ve Hay, 1987) daha fazla infekte oldugu, (Okkaoglu,
2010) toprak isleme, topraga pestisit uygulanmasi ve ekim nobeti gibi tarimsal faaliyetlerin
mikorizanin infeksiyon oranmi etkiledigi bilinmektedir (Bagyaraj, 1991; Vestberg vd.,
2005). Mikorizal infeksiyon i¢in, mikoriza ya organik salgilar salmakta yada toprakta
almamaz durumdaki P’yi fosfataz enzimi salgilayarak, kimyasal olarak degisimini

saglayarak yararlanilmasini saglamaktadir (Allen vd., 1981).

Mikorizanin, rizosfer alaninda bulunan bitkilerle simbiyotik iligski i¢inde oldugu,
verim ve biliylimeyi artirict bitki hormonlar iiretimi ile karakterize edildigi (Siddiqui ve
Futai, 2008), mikorizali bitkilerin saplarinda daha diisiik kuru madde oranina sahip
olmalarinin ve birim kuru maddede daha fazla fotosentez gergeklestirmesinin sebebinin
saptaki karbonu daha etkin kullanmasindan kaynaklandigi belirlenmistir (Snellgrove vd.,

1982).

Mikoriza mantarlar1 dogada yaygin olarak bulunurlar ve genellikle yasamlarini
bitkilerle ortak siirdiirmektedirler. Mikoriza mantarlar1 bitki koklerine besin maddelerini
uzaktan tasiyarak ulastirirlar. Mikorizal baglantinin oldugu bitkiler toprak kokenli mantar
patojenlerine ve nematodlara da dayanikli olmaktadir (Yildiz, 2009). Mikoriza mantarlar1
bitkilerin besin ve su aliminda yardime1 olduklar1 gibi abiyotik streslere karst dayanimlarini
da arttirmaktadirlar (Ortas vd., 1999). Bitki kokleri ile ortak yasam alani olusturan bu

mantarlar, ticari 6nemi olan ¢ogu bitkiye yayilabilmektedir.
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Mikoriza mantarlar1 P basta olmak lizere bitki gelisimi i¢in gerekli mineralleri
enzimler tarafindan ¢o6ziinlir hale getirerek hifleri yardimiyla bitkiye tagimaktadirlar.
Mikoriza simbiyozunun genellikle tarimsal ekosistemler i¢in giibre girdisine olan ihtiyaci
azaltmak, toprak stabilitesini artirmak ve bitkileri abiyotik ve biyotik streslere karsi korumak
gibi bir¢ok faydasi oldugu kabul edilmektedir (Gianinazzi vd., 2010).

Yiiksek ve diistik sicakliklar nedeniyle mikorizal etkinligin azaldigi, 40 °C iizerinde
sporlarin ¢imlenmesi durdugu, 20 °C’nin altinda mikoriza sporlarin etkinliginin
yavasladigi (Bagyaraj, 1991), hayatta kalabilmeleri i¢in gerekli optimum sicakligin 30 °C
oldugu bildirilmistir (Schenck ve Schroder, 1974).

Cevresel faktorler ve biyolojik cesitliligin mikoriza ile konuk¢u bitki arasindaki
besin degisimini etkiledigi bilinmektedir (Palta vd., 2010). Mikorizalar kok korteksine
kolonize olmakta, yiiksek miktarlarda hif {retimi yaparak bitki kok yilizey alanini
genisletmekte, uzak mesafede bulunan ve bitkinin topraktan almasi miimkiin olmayan besin
maddelerini hifleriyle alip, bitkinin {ist boliimlerine taginmasini saglamaktadir. Ayrica su
taginimiyla da bitkilerin su stresine maruz kalmasinin 6niine gegmektedir. Bu sayede bitkinin
mikorizal fungusa karbon sagladigi, mikorizal fungusun ise bitkiye besin elementi sundugu
simbiyotik yasam dongiisii meydana gelmektedir (Marschner ve Dell, 1994; Ortas, 1997;
Al-Karaki, 2000). Mikorizalarin su ve besin maddelerinin alimini iyilestirmesinin disinda
bitki biiytimesini, antioksidan enzim aktivitelerini artirdigy, stres faktorleri kargisinda bitkide
dayaniklilik etkisi gosterdigi, ¢oziilebilir seker igerigi gibi net fotosentez hizi ve etkinligini,
fotosentetik su kullanimindaki etkinligi ve bunlarin sonucunda toplam verimi artirdig tespit
edilmistir (Al-Karaki, 2000; Ruiz-Lozano, 2003). Uygun kosullarda, mikoriza bitkide P, Ca,
Zn, Cu, Fe, Mg ve Mn icerigini artirdigini bildirilmistir (Smith ve Read, 2008; Kiigiikyumuk
vd., 2014). Misir ve bugday gibi baz1 tahil bitkilerinde toprakta Zn azliginda mikoriza
uygulandiginda Zn alimini arttig1 belirlenmistir. (Faber vd., 1991; Korkmaz, 2005).

Mikorizalarin, biyotik ve abiyotik etkenlere bagl olarak farklilik gosterebildigi,
hifler ile kok bolgesinin 4 cm uzaginda bulunan besinlerin alinarak bitki kokiine iletildigi
(Smith ve Smith, 1981), kok bolgesinin absorbe alaninda 10 kata kadar genisleme sagladigi,
P, Zn ve Cu gibi topraktan alinmasinin yavas oldugu, elementlerin alinmasini ise 60 kata

kadar artirabildigi bilinmektedir. Bunun disinda N gibi kismen hareketli olan besinlerin
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alinmasinda, besin kayiplarmin da en aza indirgenmesinde rol almakta oldugu tespit
edilmistir (Linderman, 1994). Fosfor, Zn ve Cu gibi toprakta bulunan, alinmasi zor olan
besin elementlerinden yararlanabilmek adina bitkinin kok bolgesine difiizyonla ulagmasi

gerekmektedir (Allen vd., 1981).

Reich vd. (2006), mikorizal funguslar besin alimini artirarak bitki biiylimesini
saglanmasmnin  yam1  sira  COz konsantrasyonundaki  yiikselmeyle gelisiminde
desteklenebildigi bildirilmektedir. Tisdall (1994), mikorizalarin besin maddesi aliminda artis
saglamasinin haricinde stres faktorleri karsisinda bitkinin dayanikliligini artirarak, bitkinin
biiyiimesini destekleyen hormonlar salgilamasini saglamakta, miselleriyle toprak
agregatlarin1 bir yumak seklinde sarmakta, salgilanan enzimler ile toprak striiktiiriinii

tyilestirerek toprak erozyonunu da engellemektedir.

Ortas ve Akpinar (2011), mikorizanin, misirin biiyiimesinde etkili oldugu, kok ve
stirglin kuru agirhigr tiretiminde en verimli tirin Glomus intraradices oldugu, kok
kolonizasyonuna bakildiginda ise en yiiksek Glomus clarium un oldugu belirlenmistir.
Pagasso misir ¢esidinin Zn aliminin yiiksek, P.32K61 misir ¢esidinin ise P aliminin yiliksek
oldugu belirlenmistir. Glomus clarium ile agilanmis misirda fazla miktarda Zn ve P igerigine

rastlanilmigken; Glomus intraradices’in Zn ve P aliminda etkili oldugu belirlenmistir.

Chen vd. (2014), kolonizasyon oranlari diistik sicakliklara oranla ortam
sicakliklarinda 6nemli Gl¢iide daha yiiksek oldugu, en yiiksek kolonizasyon oran1 Glomus
etunicatum 'da goriilmekteyken takiben Glomus tortuosum gelmekte, en diisiik oran ise
Glomus intraradices’de goriilmiistiir. Diisiik sicaklikta en yiiksek kolonizasyon orani
Glomus intraradices de goriilmekteyken, en diisiik kolonizasyon orant % 50,2 oranindan %
26,3 oranina diisen Glomus tortuosum’da ve % 55,6 oranindan % 20 oranina diisen Glomus
etunicatum’da goriilmiistiir. Diisiik sicakliklarda 4 mikoriza tiiriiniin ortalama kolonizasyon
oranit % 17,7 oraninda diismiis ve sonug¢ olarak asilanan bitkilerin asilanmayan bitkilere

oranla daha iyi performans gosterdigi saptanmistir.
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2.2.  Misir - Mikoriza Simbiyozunun Sicak Stresine Etkileri

Kiiresel sicakliklar iklim degisikligi nedeniyle keskin bir sekilde degiserek misir
tretimini ciddi sekilde etkilemektedir. Ayni etki simbiyotik mikoriza mantarlarinin
bliylimesi ve aktivitesi iizerinde de goriilmiistiir. Yiiksek sicakliklarin mikorizanin
kolonizasyon kapasitesini, Spor ¢imlenmesini ve fungal hif biiylimesini engelleyebildigi,
mikoriza aktivitesi i¢in ideal sicakligin 15-25 °C arasinda oldugu belirlenmistir. Daha fazla
sicakliklarin ise olumsuz etki yaptigi sdylenmektedir (Liu vd., 2016). Genel olarak, bitki
koklerinin mikoriza mantarlar1 tarafindan kolonizasyonunun, sicaklik 30 °C'yi astiginda
azaldig1 (Heinemeyer ve Fitter, 2004) ve sicaklik 40 °C'ye ¢iktiginda genellikle mikoriza
mantarlari igin 6ldiiriicii hale geldigi bildirilmistir (Martin ve Stutz, 2004).

Sicaklik, musir bitkilerinin biiylimesini ve yayilisini etkileyen en 6nemli ¢evresel
faktorlerden biridir (Song ve Wang, 2005). Misir, cesitli sicaklik kosullarina duyarls,
termofilik bir bitkidir. Hem yiiksek hem de diisiik sicakliklar, misir bitkilerinin fizyolojisi
ve metabolizmasi lizerinde etkili olarak biiylime ve gelismesini engellemektedir. Yiiksek
veya diislik sicakliklara maruz kalan misir bitkilerinde, 1) bitki canliligi kaybi ve tohum
¢imlenmesinin engellenmesi, 11) gecikmis biiyiime hizi, iii) biyokiitle liretiminin azalmasi,
iv) yapraklarin ve iireme organlarmmin solmasi ve yanmasi, v) yapraklarda solma ve
yaslanma, vi) meyvede hasar ve renk degisikligi, vii) verimde azalma ve hiicre 6liimii, viii)
oksidatif stres gibi sebeplerden dolay1 bitki biiylime ve gelismelerinde 6nemli Olciide
azalmalar meydana gelir (Wahid vd., 2007; Hasanuzzaman vd., 2013). Cheikh ve Jones
(1994), 25 °C olan optimum sicakligin 1 °C'lik bir artiginin misir tane verimini %3 civarinda

diisiirdiigiinii bildirmistir.

Misir bitkisi ile simbiyotik yasayan mikorizanin, bitkinin yliksek veya diisiik
sicakliklara dayanimi ile ilgili ¢alismalar mevcuttur. Bu calismalarda, bitkilerin besin
elementi ve su durumlari, klorofil icerikleri, lipid peroksidasyonu, osmotik ayarlama,
¢oziinebilir sekerler, prolin miktar1 ve antioksidan enzim aktiviteleri incelenmistir (Zhu vd.,
2010a; Zhu vd., 2010b; Chen vd., 2014). Bitkiler yiliksek veya diislik sicaklia maruz
kaldiklarinda ilk olarak lipid komposizyonu ve metabolik reaksiyonlar1 degiserek hiicre
membranlari etkilenmektedir. Membran hasari iyon sizintisina, ROT un iiretimine ve lipid

peroksidasyonuna neden olmaktadir (Huang vd., 2012). Reaktif oksijen tiirlerinin asiri
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tiretimi lipid, protein, DNA ve diger 6nemli makromolekiillere zarar verir. Ekstra ROT' u
ortadan kaldirmak icin bitkiler, enzimatik olmayan ve enzimatik antioksidan mekanizmalar1
igeren spesifik savunma stratejisi gelistirirler. Ayrica, prolin ve ¢dziiniir seker birikimi gibi
bazi ozmotik ayarlamalar, hiicresel membrani sicaklik stresine karsi koruyabilir (Jaspers ve

Kangasjarvi, 2010).

Genel olarak mikoriza ile asilanmis bitkiler, yiiksek sicaklik stresi altinda
asillanmamig bitkilerden daha iyi biiylime gosterirler (Gavito vd., 2005). Mikoriza ile
simbiyoz yasayan misirin yapraklarindaki net fotosentez oraninin, stoma iletkenliginin ve
transpirasyon oraninin énemli dl¢lide arttigin1 bildiren Zhu vd. (2011), mikorizal olmayan
bitkilerle karsilastirildiginda, mikorizal bitkilerin 40 °C stres altinda daha diisiik hiicreler
arast CO2 konsantrasyonuna sahip oldugunu tespit etmislerdir. Mikoriza kolonizasyonu su
kullanim verimliligini, su tutma kapasitesini, nispi su icerigini, stoma iletkenligi ve
fotosentezi iyilestirerek bitkileri yiiksek sicaklik stresine karsi koruyabilir (Mathur ve Jajoo,
2020). Misir bitkisi yiliksek sicakliklardan oldugu kadar diisiik sicakliklardan da olumsuz
etkilenmektedir ve ozellikle biliylimesinin ilk asamalarinda verim azalisiyla sonuglanan
diisiik sicakliklarla karsilasabilmektedir. Soguk stresi misirda fotosentezin ve enzim
aktivitelerinin azalmasina, yapraklarda ve tanede karbonhidratlarin bozulmasina, hiicre
duvar1 degisimlerine ve su agiklarina neden olabilir (Leipner ve Stamp, 2009; Bilska-Kos
vd., 2017). Mikorizanin, bitkinin soguk stresine toleransini artirabilecegi ve pek ¢ok bitkide
oldugu gibi misirin da mikoriza ile asilanmasi durumunda soguk stresi altinda oksidatif
stresin ve ROT birikiminin azalmasiyla soguk toleransinin artarak bitkilerin daha iyi gelisme
gosterdigi bildirilmistir (Chen vd., 2014). Zhu vd. (2010a), 10 °C’nin altindaki sicakliklarda
misir bitkisinin gelisiminin engellenmesiyle birlikte mikorizanin kolonizasyonun da

tamamen durdugunu bildirmislerdir.

Diistik sicakliklar mikorizal bitkilerde biiyiimeyi ve fizyolojik siiregleri kisitlamasina
ragmen, mikorizal simbiyozun hem konukgu bitkinin hem de mikoriza bitkisinin soguga
dayanimini arttirdig1 6nceki ¢alismalarla rapor edilmistir (Smith vd., 2011; Zhu vd., 2015).
Liu vd. (2017), diisiik sicakliklarda misir koklerinde mikoriza kolonizasyonunun azaldigini,
ancak mikorizali bitkilerde N, P, K ve Cu konsantrasyonlarinin daha yiiksek oldugunu,
mikoriza inokulasyonunun misirin besin durumunu ve bitki biiylimesini gelistirerek diisiik

sicakliga dayanimini arttirdigini belirlemislerdir.



12

Yapilan bazi calismalar, diisiik sicakligin, musir bitkilerinde bir g¢ekirdek gen
takiminin yukar1 veya asagi regiile edilmesine yol agtigin1 géstermistir. Tanimlanmis yukari
regiile edilmis genler, sitokinin glukozid biyosentez enzimlerini, transkripsiyon faktorlerini,
sinyalleme molekiillerini ve ¢esitli gevresel tepkilere dahil olan proteinleri kodlarken, asagi
regiile edilmis genler fotosentez, translasyon ve DNA replikasyonu ile ilgili olanlar
igermektedir (Avila vd., 2018). Li vd. (2020b), mikoriza mantarlarmin diisiik sicaklik stresi
altinda musir fidelerinde gen ekspresyonuna etkilerini incelemisler, fotosentez ve solunum
metabolizmas: ile ilgili 24 farkli ifade edilen gen tanimlamiglardir. Bunun yani sira,
mitojenle aktive olan protein kinaz transdiiksiyon yolunun, ROT sinyalinin ve HSP’nin
sinyal yollarinin yukar1 regiilasyonu, bitkinin diisiik veya yiiksek sicaklik stresi altinda
transkripsiyonel regiilasyonunda onde gelen oyuncular gibi gériinmektedir (Kotak vd.,
2007). Is1 stresi esas olarak proteinin uygunsuz katlanmasiyla sonuglanir ve bu da protein
disfonksiyonuna ve kiimelenmesine yol acar. Proteinlerin veya enzimlerin yanlis katlanmasi,
bitkinin genel biiylimesini ve gelisimini olumsuz etkiler. Bitkiler 1s1 stresi ile bas edebilmek
icin sinyal basamaklarin1 ve 1s1 soku transkripsiyon faktorleri gibi diizenleyici proteinleri
aktive ederek, hiicresel dengelesimi siirdiirmek icin antioksidan savunma sistemini aktive
veya modifiye ederek, ozmotik ayarlamaya yardimci olan poliaminler, sekerler, prolin,
betainler vb. uyumlu c¢ozeltileri sentezleyerek ve biriktirerek metabolizmalarint bir¢ok

sekilde degistirirler.

Molekiiler seviyede 1s1 stresi, ozmoprotektanlar, iyon tasiyicilar, detoksifiye edici
enzimler, transkripsiyon faktorleri ve HSP’leri kodlayan bir dizi genin ifadesinde
degisikliklere neden olur. Is1 stresine duyarli genler arasinda HSP'ler, ¢esitli bitki tiirlerinde
yiiksek sicaklik stresi kosulu altinda en sik ve kantitatif olarak gozlemlenen genlerdir. Is1
soku proteinleri, protein kalite kontroliinde yer alan molekiiler saperonlardir, esas olarak
stres sirasinda yanlis katlanmis proteinlerin dogru sekilde yeniden katlanmasina yardimci
olurlar ve bu da protein kiimelenmesini 6nler, dolayisiyla mahsullerde 1s1 ve diger abiyotik
stres toleransinin olumsuz etkisinin azalmasinda 6nemli bir rol oynarlar. Is1 soku proteinleri,
151 stresinin bir sonucu olarak bitkilerde biriktiklerinde baslangigta taninan strese duyarl bir
protein ailesini igerir ve daha sonra termo-toleransta temel islevleri de rol oynarlar. Ayni
zamanda, cevresel gelisimsel pek ¢ok olay da HSPlerin olusumunu indiikleyebilir (Feder ve

Hofmann, 1999). Misir bitkisinde yiiksek veya diisiik sicaklik kosullar1 altinda
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termotoleransi saglayan HSPler tanimlanmis olmasina ragmen (Abou-Deif vd. 2019; Kumar
vd. 2019; Zhang vd. 2020), mikoriza mantarlar1 i¢in tanimlanmig HSP’lere rastlanmamustir.
Ayni1 zamanda misir bitkisiyle simbiyotik yasayan mikoriza mantarlariin yiliksek ve diistik
sicakliklara toleransinin genetik mekanizmasina ait agiklanamayan kisimlar mevcuttur. Bu
nedenle, misir genotipleri arasindaki yiiksek ve diisikk sicaklik toleransi farkliliklarinin
belirlenmesi yaninda, mikorizanin da 1s1 stresine toleransinin gelistirilmesi i¢in farkl
molekiiler yaklasimlarin temelini saglayacak ve bdylece ¢ok sayida tarimsal faydaya sahip

olabilecek ¢aligmalara ihtiyag vardir.



14

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1 Musir cesidinin ozellikleri

Arastirmada kullanilan misir ¢esidinin (PL472) tohumlar ticari bir sirketten temin
edilmistir. Misir ¢esidinin koganlar1 kirmizi, daneleri koyu sari, at disi tane tipi 6zelliginde,

orta erkenci (FAO500) ve yiiksek verim potansiyeline sahiptir (Polen Tohumculuk, 2023).

3.1.2 Arbuskiiler mikorizal fungus (AMF) izolatlar:

Calismada musir bitkilerine dort farkli mikoriza tiir karisimi uygulanmistir. Ug farkli
mikoriza tiir karistmi, Diyarbakir Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii’'nden ve bir ticari
mikoriza tiir karisimi ise ithal edilip iireticilere satis yapan bir sirketten (Bioglobal Endo
Roots Soluble-ERS) temin edilmistir. Mikoriza preperatlari deneme kuruluncaya kadar +4
°C’de muhafaza edilmistir. Mikoriza izolat karisimlarinin icerikleri asagida belirtilmistir.

M1-DYB4 (Glomus mossea, Glomus intraradices)

M2-DYB17 (Glomus intraradices, Glomus constrictum, Glomus microcarpum)

M3-DYB22 (Gigaspora sp, Glomus constrictum, Glomus fasciculatum)

M4-ERS (Glomus intraradices, Glomus aggregatum, Glomus mosseage, Glomus
clarium, Glomus monosporus, Glomus deserticola, Glomus brasilianum, Glomus

etunicatum, Gigaspora margarita)
3.1.3 Arastirmada kullanilan topragin 6zellikleri
Toprak materyali Eskisehir Osmangazi Universitesi Ziraat Fakiiltesi Uygulama ve

Aragtirma arazisinden 0-30 cm derinlikten alinmis, fiziksel ve kimyasal ozellikleri

belirlenmis ve igerikleri yorumlanmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Arastirma topraklarinin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Kum [Silt [Kil |pH Tuz CaCO3|(O.M [P0s [K:O  [Fe |Zn |Cu Mn
(%) (%) (kg da) (mg kg™)
44,2 132,64123,16 7,99 0,01 1,98 |1,08 [56 |254 2,81 10,24 |1,73 |5,64

Kumlu tin Alkalin | Tuzsuz | Kiregli| Az | Az |Yeterli| Orta| Az |Yeterli| Az

3.2. Yontem

3.2.1. Topragm ozellikleri ve analizleri

Araziden getirilen toprak drnekleri kurutulup, 2 mm’lik elekten gegirildikten sonra
baz1 fiziksel ve kimyasal analizleri Soil Survey Manual (2004)’de belirtilen standart
yontemlere gore yapilmistir. Topraklarin kum, silt ve kil igerikleri, Bouyoucus tarafindan
belirtildigi sekilde hidrometre yontemi kullanilarak yapilmistir. Topraklarin tekstiir siniflari,

tekstiir tiggeninden yararlanilarak tespit edilmistir (Bouyoucous, 1952).

Topraklarin pH’s1 Richards (1954), tarafindan bildirildigi sekilde 1:2,5 toprak-su
(kiitle:hacim) oraninda sulandirilarak, pH metre ile belirlenmistir. Tuz igerigi, saturasyon
ekstraktindaki iletkenlik, iletkenlik dlger (kondaktivimetre) aletiyle dlgiilerek belirlenmistir.
Organik madde miktar1 Walkley-Black yontemine gore tayin edilerek, sonuglar % olarak

ifade edilmistir. Kireg igerikleri ise Scheibler kalsimetresi ile belirlenmistir.

Topraktaki alinabilir P miktar1 Grewelling ve Peech (1960)’in gelistirdigi yonteme
gore (pH 8,5’da 0,5 M sodyum bikarbonat ile ekstrakt edilerek) belirlenmistir. Topraktaki
almabilir K miktar1 Sillanpaa (1990) nin gelistirdigi metoda gére 1 N NH4OAc (pH 7,0) ile

ekstraktla ¢ozeltiye gegen potasyum, alev fotometresi ile tayin edilmistir.

Topraklarin alinabilir Zn, Fe, Cu ve Mn konsantrasyonlar1
Dietilentriaminpentaasetikasit (DTPA) yontemine gore (Lindsay, 1979) yapilmis olup bu
metallerin derisimleri Atomik Absorpsiyon Spektrometrede (Analytik Jena, NovAA 350)
belirlenmis ve analizin dogrulugu laboratuvarimizda bulunan standart sertifikali toprak

(GBWO07412a) ile dogrulanmustir.
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Topraklarin tarla kapasitesini belirlemek i¢in ilk once tiim saksilar yetistirme
materyali ile doldurularak ve sulama suyu uygulanarak doyurulmustur. Ustleri naylon ile
kapatilarak buharlagmanin oniine gegilmis, saksilarin altinda yer alan deliklerden su akisi
takip edilmistir. Saksilardan su akisinin kesilmesi ile saksilar tartilmis ve bdylece saksilarin
tarla kapasitesi belirlenmis olup, bitki yetistirilmesinde buna goére sulama yapilmigtir

(Camoglu, 2013).

3.2.2. Bitki yetistirme ortami, saksi ve tohumlarin sterilizasyonu

Bu ¢alisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi, Toprak Bilimi ve Bitki Besleme

Boliimii laboratuvari, bitki biiyiitme odas1 ve bitki biiylitme kabininde yiiriitiilmiistiir.

Bitkilerin yetistirildigi toprak:torf:perlit:kum (1:1:0,5:0,5 oraninda) hazirlanarak
otoklavda 2 saat 121 °C’de 1,5 Atm basingta sterilize edilmistir. Deneme baslayincaya kadar
topraklar agz1 kapali naylon torbada muhafaza edilmistir. Denemelerde 3 litrelik plastik
saksilar kullanilmistir. Saksilar deneme Oncesinde ¢cesme suyu ile yikandiktan ve %10’luk
sodyum hipoklorid (NaOCl) ¢ozeltisinden gecirildikten sonra 3 defa saf sudan gegirilmistir.

Ardindan deneme Oncesinde saksilar bir kez de etanol ile steril edilmistir.

Denemede kullanilan misir tohumlar1 ekimden Once %70’lik alkolde 1 dakika,
%2’1ik sodyum hipoklorid (NaOCl) ¢ozeltisinde 3 dakika bekletilmis, 4 defa steril saf su ile

durulandiktan sonra tohumlar saf su bulunan 100 ml erlenlere koyulup 1 giin bekletilmistir.

3.2.3. Denemenin kurulmasi, mikoriza uygulamalari ve bitkilerin yetistirilmesi

Calismanin; (1) toprak analizleri, sterilizasyon, yetistirme ortaminin hazirligi, ekim,
hasat, bitki 6rneklerinin alinmasi, bitki analizleri boliimleri laboratuvarda; (2) bitkilerin 6
hafta boyunca 25/17 °C’de %65 nem, 14 saat aydinlik ve 10 saat karanlik periyodunda 20000
lux 151k siddeti ile yetistirilmesi asamasi bitki biiylitme odasinda; (3) diisiik ve yiiksek
sicaklik uygulamalar1 ise sicakligi 0 ile +60 °C arasinda 20000 lux 1sik siddetine
ayarlanabilen bitki biiyiitme kabininde yiirtitiilmiistiir.
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Bes mikoriza uygulamasi (M0O:mikorizasiz/kontrol, M1, M2, M3 ve M4 mikoriza
preparatlari) altinda bir misir ¢esidinin (PL472) yetistirilmesi ve 7 sicaklik (S) uygulamasi
(5°C, 10°C, 15 °C, 25 °C (kontrol), 35 °C, 40 °C ve 45 °C) ile 3 tekerriirlii olarak faktoriyel

deneme desenine gére deneme kurulmustur.

Temel besin elementlerini iceren giibre ¢ozeltileri, her kg topraga 200 mg N i¢in
(NH4)2S04, 125 mg K ve 100 mg P i¢in KH2POg4, 2,5 mg Fe i¢in Fe-EDTA ve 5 mg Zn i¢in
ZnS04.7TH20’dan  hazirlanmis ve sterilize edilen deneme topragi ile karistirilmistir.
Incelenen mikoriza tiirlerinden ayr1 ayr1 her bir kg topraga 2000 mikoriza sporu tohum
yataginin 3 cm altina gelecek sekilde topraga uygulanmis, sonra iizerine bir miktar toprak
ortiiliip, saksilara 8 adet tohum ekildikten sonra tekrar lizerine uygun miktarda toprak ilave
edilerek ekim islemi tamamlanmustir. Bitkilerin ¢ikisindan sonra her saksida 4 bitki kalacak
sekilde seyreltme yapilmistir. Bitkiler 25/17 °C’de, 14 saat aydinlik /10 saat karanlik, 20000
lux m? s? 151k yogunlugu ve %60 nem kosullarinda yetistirilmistir. Bitkiler hasata kadar
tarla kapasitesinde olacak sekilde deiyonize su ile sulanmistir. Bitkilerin 5-6 yapraklh

doneminde iist giibre olarak ekimdeki miktarda N uygulanmustir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Misir bitkilerinin goriiniimii
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3.2.4. Sicaklik uygulamalari ve hasat

Sicaklik uygulamalarina bitkiler 6 haftalik oldugunda baslanilmistir. Misir bitkileri
6 haftalik olduklar1 donemde optimum mikoriza kolonizasyonu saglanmis olmaktadir
(Kothari vd. 1991; Zhu vd. 2010a; 2011; 2015). Ayrica belirlenen diisiik ve yiiksek

sicakliklar ile misir bitkisinin arazi kosullarinda karsilasacagi donemi de temsil etmektedir.

Kontrol grubundaki mikoriza uygulanmayan (MO0) ve mikoriza uygulanan (M1, M2,
M3 ve M4) bitkiler, 25/17 °C sicaklikta kontrolii kosullarda yetistirilip, 6 hafta sonunda hasat
edilmistir. Disiik ve yiiksek Sicaklik uygulamalarinda, bitkiler sicakligi 0 ile +60 °C arasinda
20000 liix 151k siddetine ayarlanabilen bitki biiyiitme kabinine alinmis ve 24 saat boyunca
(14 saat aydinlik; 10 saat karanlik) (5 °C, 10 °C, 15 °C, 35 °C, 40 °C ve 45 °C’lerde) tutulup,
24 saatlik siire sonunda her sicaklik derecesine ait bitkiler sirastyla kabinden alinarak hasat

edilmistir.

3.2.5. Bitkilerde incelenen ozellikler

3.2.5.1.Yas ve kuru agirhigin belirlenmesi

Hassas terazi (+ 0,1 g) kulanilarak belirlenen bitkinin yas agirliklari, kese kagitlarina
alindiktan sonra 65 °C’de sabit bir agirliga geldiginde tartimlar1 alinarak kuru agirliklari

belirlenmistir.

3.2.5.2. Mineral element iceriginin belirlenmesi

Hasat edilen bitkilerin toprak {istli aksamlar1 6nce musluk suyu ile yikandiktan sonra
strastyla bir kez saf su, 0,2 N HCI ¢ozeltisi, iki kez saf su ile yikanmis, kaba filtre kagidi
tizerinde fazla sular1 alinarak ve kurutma dolabinda 65 °C'de sabit agirliga gelinceye kadar
kurutulmustur. Kuruyan orneklerin agirliklar1 belirlendikten sonra tungsten kapli bitki
ogiitme degirmeninde 6giitilmistir.

Kurutulan ve o6giitillen 6rneklerden 0,3 g tartilarak HNOs ile mikrodalga firinda
(CEM Mars6) ¢ozindiiriilmiis, 6rnekler 25 ml'lik balon jojeye aktarilarak sogutulmus ve

ultra saf su ile derecesine tamamlanmistir. Bu siiziikler mavi bant filtre kagidi ile siiziilerek
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25 ml'lik polietilen siselere aktarilmis ve siiziikte toplam N kjeldahl yontemine gore, P
vanadamolibdat sar1 renk yontemine gore spektrofotometrede (Thermo AQA2000E), K, Ca
ve Mg alev fotometre (BWB/XP2011) ile Zn, Fe, Cu ve Mn ise atomik absorbsiyon
spektrofotometre cihazi (Analytik Jena, NovAA 350) ile belirlenmistir (Kacar ve Inal, 2008).

3.2.5.3. Klorofil iceriginin belirlenmesi

Bitki yapraginin klorofil igerigi klorofil metrenin (Spectrum Field Scout CM 1000)
yapraktan 30 cm uzak tutulmasi ile hasattan hemen 6nce belirlenmistir (Wenkel vd., 2003).

3.2.5.4. Membran dayanikhihk indeksinin (MDi) belirlenmesi

Bitkilerin yapraklarinda membran dayaniklilik indeksini belirlemek amaciyla her
kosuldaki bitkilerden sansa bagli olarak hasat edilen yapraklar, bir bistiiri ile dikkatlice
kesilmis ve buradan alinan yaprak ornekleri en az 6-7 kez saf su ile iyice yikanmistir. Bu
islemle yapraklarmn kesilen bolgelerinden gelebilecek hiicresel s1vi kontaminasyonun MDI
degerlerinin etkilenmesi onlenmistir (Griffith vd., 1992). Daha sonra bu 6rneklerden 1 cm
yaprak kesiti dikkatlice alinmig 5 ml tiipler igine konulmus lizerine 5 ml saf su ilave edilerek
calkalayicida 24 saat ¢alkalanmis ve 5 ml’lik saf suya gecen nisbi iyon miktar1 (A), elektrik
kondiiktivimetre ile dl¢iilmiistiir. Daha sonra ayni 6rnekler 100 °C’lik su banyosunda 30
dakika tutulmus, kaynatma sonrasi oda sicakligina gelene kadar bekletilmis ve nisbi iyon
miktar1 (B) tekrar Ol¢lilmiistiir. Bu islemlerden sonra yapraklarin membran dayaniklilik

indeksi % olarak denklem 3.1°e gore hesaplanmistir:

MDI = (I - A/B) x 100 (3.1)
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3.2.5.5.Malondialdehit (MDA) miktarinin belirlenmesi

Bitkilerin yaprak dokularindaki membran zarari, Hodges vd. (1999)’un metodu
kullanilarak lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan (MDA) miktari ile belirlenmistir. Bu
yonteme gore; kontrol ve stres gruplarina ait bitkilerin yapraklarindan 3 tekrarl olarak alinan
0,1 g taze yaprak ornegi kiigiik pargalara ayrildiktan sonra 2 ml % 5 trikloroasetik asit (TCA)
ile buz lizerinde homojenize edilmistir. Bu karisim 25 °C’de 12000 rpm’de 15 dakika
santrifiijlenmis ve MDA miktarin1 belirlemek i¢in iist sividan kullanilmustir. Esit hacimde
tist sividan ve iginde % 0,5 tiyobarbiitirik asit (TBA) bulunan % 20’lik TCA ¢ozeltisi yeni
tiplere alinmistir. Daha sonra 95 °C’de 30 dakika su banyosunda tutulan tiipler buz
banyosuna konulmus ve bdylece tiiplerdeki reaksiyonlar durdurulmustur. Bu islemden
sonra, tiipler 5 dakika 1000 rpm’de santrifiijlenmis, spektrofotometrede 532 ve 600 nm dalga
boyunda absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Kor olarak iginde % 0,5 TBA bulunan % 20’lik TCA
¢ozeltisi kullanilmustir. Yaprak dokularindaki MDA miktar1 nmol g TA™ olarak asagidaki

denkleme (3.2) gore hesaplanmustir:

MDA igerigi =[(A532 - 4600) x ekstraksiyon hacmi] /[155 X érnek miktari] (3.2)

3.2.5.6. Prolin Analizi

Prolin analizi Bates vd. (1973)’nin belirttigi metod izlenerek gergeklestirilmistir.
Analiz i¢in 0,2 g bitki yapraginin %3’liik 4 ml siilfosalisilik asit ile homojenize edilerek
6000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Cam deney tiiplerine 2 ml iist fazdan alinmis ve
tizerine 2 ml donar asetik asit ve 2 ml asit ninhidrin eklenmistir. Tiiplerin agz1 aliiminyum
folyo ile kapatilmig 100 °C’de 1 saat etiivde bekletilmistir. Etiivden alinan 6rnekler 10
dakika boyunca buz banyosunda bekletilerek sogumasi saglanmistir. Soguyan orneklerin
tizerine 4 ml toluen eklenerek hafifce calkalanmis ve 5 dakika bekletilmistir. Tiiplerde iki
faz olusunca list fazdan 6rnekler alinarak 520 nm’de dnceden hazirlanan kalibrasyon egrisi
tizerinde derisimler saptanmistir. Prolin miktart pmol prolin/g olarak denklem 3.3’e gore

hesaplanmustir:

Prolin=[(ug prolin/ml x ml toluen) /115,5 ug/umol] / [(g 6rnek) /5] (3.3)
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3.2.5.7. Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Antioksidan enzim (SOD, GR, APX ve CAT) aktivitesi analizleri Cakmak ve
Marschner (1992)'1n belirttigi metoda gore yapilmstir.

Bu amagla oncelikle, 0,2 g bitki yapragi 2 ml K-P tamponu (pH 7,6) icerisinde
homojenize edilmis ve 15000 g'de 20 dakika boyunca 4 °C’de santrifiij edilmis, ardindan
ornek {list fazi (slipernatant) alinmis ve her bir enzim aktivitesi i¢in asagida detayli olarak
belirtilen  sekilde reaksiyonlar  hazirlanarak  enzim  aktivitelerinin ~ okumasi
gerceklestirilmistir. Yapilan tiim enzim aktivitesi okumalarinda ayni ekstraksiyondan elde

edilen iist stvidan kullanilmustr.

Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesi amaciyla; 6ncelikle cam deney
tiplerine 2,9 ml K-P tamponu (pH 7,6), 0,5’er ml sodyum bikarbonat, metiyonin, nitro blue
tetrazolyum klorid (NBT) ve riboflavin ile 0,1 ml {ist sividan konulmus daha sonra tiipler
hafifce kanstirilarak 10-15 dakika 151k altinda (renk maviye donene kadar) bekletilmis ve
ardindan 560 nm'de absorbanslari spektrofotometrede saptanmis, enzim miktari pmol/mg

protein olarak hesaplamasi yapilmistir.

Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin belirlenmesi amaciyla; 6ncelikle 0,7 ml K-P
tamponu (pH 7,6), 0,1°er ml okside glutatyon (GSSG), iist sivi ve NADPH 340 nm'de 1
dakika boyunca spektrofotometrede absorbans okumalar1 gergeklestirilerek, toplam GR
enzim aktivitesi, NADPH'!n ekstinksiyon katsayis1 (6,2 mM cm™) kullanilarak enzimatik
olmayan oksidasyon ¢ikarildiktan sonra reaksiyonun baslangi¢ hizindan nmol/mg protein/

dk olarak hesaplamas1 yapilmistir.

Askorbat peroksidaz (APX) aktivitesinin belirlenmesi amaciyla; 6ncelikle 0,7 ml
K-P tamponu (pH 7,6), 0,1’er ml H2O, iist sivi ve askorbik asit eklenmis, ardindan 290
nm'de 1 dakika boyunca spektrofotometrede absorbans okumalari gergeklestirilmis ve enzim

miktart pmol/mg protein/dk olarak hesaplamasi yapilmistir.

Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi amaciyla; oncelikle 0,8 ml K-P tamponu
(pH 7,6), 0,L’er ml ist sivi ile H2O. eklenerek 240 nm'de 1 dakika boyunca
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spektrofotometrede absorbans okumalar1 gergeklestirilmis ve ardindan 25 °C'de, 1 dakika
icinde, absorbansi umol azaltan enzim miktar1 nmol/ mg protein/ dk olarak hesaplamasi

yapilmustir.

Enzim aktivitelerinin yukarida anlatildig: sekilde belirlenebilmesinden 6nce protein
miktarlar1 Bradford (1976) yontemine gore belirlenmistir. 100 pl 6rnek alinarak 3 ml
Bradford ¢ozeltisi (1X) ilave edilerek hazirlanan karisim hafif¢e galkalanmis ve oda
sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. Cozeltinin absorbans degerleri spektrofotometrede 595
nm dalga boyunda hazirlanan Bovine Serum Albumin (BSA) standartina kars1 okunmus ve

hazirlanan standart egrisine gore protein miktar1 hesaplanmistir.

3.2.5.8. Gen ekspresyonlarmin belirlenmesi

Stres uygulamalarindan alinan yaprak oOrneklerinden ve mikoriza mantarlari ile
infekte olmus bitki koklerinden toplam RNA izolasyonu asagidaki deney basamaklar
izlenerek gergeklestirilmistir. Havan igerisinde yaklasik 100 mg 6rnek sivi azot, kuru buz ile
ince toz olacak sekilde homojenize edilmis; 6giitilmis 6rnek 1,5 ml’lik eppendorf igerisine
alinmis; tizerine 350ul RPL Buffer eklenmis ve vortekslenmis; 3 dakika oda sicakliginda
bekletilen karigim sar1 kapakli EzPure kolona aktarilmis; 13000 rpm de 1 dakika santrifiij
edilerek kolonu atilmis ve stipernatant hacmi kadar %70 EtOH eklenerek pipetaj yapilmigtir.
Daha sonra bu karisim mavi kapakli kolona aktarilmig, 13000 rpm de 1 dakika santrifiij
edilmis, tizerine 500 ul RBW Buffer eklenmis ve 13000 rpm de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Kolonun tam merkezine gelecek sekilde; 70 ul Dnase 1 eklenmis ve oda sicakliginda 10
dakika beklenerek tizerine 500 ul RBW Buffer eklenmis, 2 dakika beklenip 13000 rpm de 1
dakika santrifiij edilmistir. Alttaki sivi bosaltilmis ve iizerine 500 RNW Buffer eklenmis
13000 rpm de 1 dakika santrifiij edilmis, 13000 rpm de 2 dakika bos santrifiij edilmistir.
Kolonlar temiz 1,5’1uk tiiplere alinmis ve {izerine 50 ul RNase free water eklenerek 2 dakika
beklenerek 13000 rpmde 2 dakika santrifiij edilmistir. RNA izolasyonundan sonra nanodrop
cihazi (Thermo, ABD) ile RNA safligin1 belirlemek amaciyla 6lgiim yapilmistir. Olgiim
sonucunda yaklasik 2,0’lik bir 260/280 orant veren RNA’lar cDNA sentezi igin
kullanilmistir. Bu degerin altinda degere sahip 6rneklerden tekrar total RNA izole edilerek
istenilen degere ulasana kadar bu islem tekrar edilmistir. Olgiilen RNA konsantrasyonlari

1000 ng/uL olacak sekilde ayarlanmis RT-PCR ile cDNA elde edilmistir. Elde edilen cDNA
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ornekleri 100 ng/ uL’ye ayarlanarak kullanilmis, ilgilenilen gen {irtinlerinin ekspresyon
diizeyleri qRT-PCR (Real-Time PCR) yontemiyle saptanmistir. Hazirlanan RNA
orneklerinden cDNA sentezlendikten sonra qRT-PCR analizi Applied Biosystems® and
StepOnePlus™ Real-Time PCR cihazi kullanilarak gegirilmistir. qRT-PCR sonuglari
(comparative CT (AACT)) metoduna gore analiz edilmistir. Ekspresyon analizi yapilan
HSPI0 (musir bitkisi igin ACCESSION: EE257979 ve mikoriza mantar1 i¢cin ACCESSION
XM 025323535) ve HSP70 (musir bitkisi icin ACCESSION: DY307167 ve mikoriza
mantar1 icin ACCESSION: BE603837) proteinlerini kodlayan genler ile housekeeping
(musir bitkisi igin ZmActinl ACCESSION: J01238 ve mikoriza mantart ig¢in B-Actin
ACCESSION: BI246188) genlerinin primer dizileri Primer 3 programi kullanilarak

tasarlanmis ve Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Ekspresyon analizi yapilan genlerin primer dizileri

Gen ismi |Forward primer Reverse primer

ZmActinl |ATCACCATTGGGTCAGAAAGG GTGCTGAGAGAAGCCAAAATAGAG

Misir ZmHSP90 |ATCTGGCACTTCAGGAACAGG AACGCCTCCATTGCTTCGTAT

ZmHSP70 | TGCTTGACGTCACTCCTCTC CTCGTACACCTGGATCAACACA

BActin GCGTGGTATCCTTACCCTCA GCAGGCGCATTAAAAGTTTC

Mikoriza* [GIHSP90 [TCCAGGCAAAGCTCCAGAAG ATAATGGCGCGAATGAACGC

GiHSP70 |AACGGCCAATGCTTCATATC TGTTGGTGTTTGGCAAAATG

“Tiim AMF tiirlerinin primerleri i¢in model organizma Glomus intraradices genomundan segilmistir.

3.2.5.9. Western blot analizleri

Stres uygulanan bitkilerden alinan yaprak orneklerinde HSP’lerin ekspresyonu
Western blot yontemi ile belirlenmistir. Bu analiz i¢in Oncelikle bitki orneklerinden
Abraham-Juarez (2019)’un belirttigi yontemle protein saflagtirmasi yapilmistir. Kullanilan
orneklerin protein miktar tayini Bradford yontemi ile yapilarak protein konsantrasyonlari
belirlenmis ve 6rnek miktarlar1 esitlenmistir. Hazirlanan 6rnekler %12’lik poliakrilamid jele
yiiklenmis ve yliriitiilmistiir. Jel ile ayn1 boyutta bir PVDF membrani kesilmis ve 1 dakika
boyunca kare bir Petri kabinda 10 ml %100 metanol i¢inde 1slatilmistir. Transfer islemi igin
ThermoFisher Scientific IBlot 2 Dry Blotting Sytem kullanilmistir. IBlot 2 cihazinin kendine

ait sandvi¢ seklindeki membran aktarim sistemi kullanilmis 20 voltta 7 dakika da jelden
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membrana aktarim iglemi gerc¢eklestirilmistir. Transfer isleminden sonra Bloking soliisyonu
hazirlanmistir. Transfer islemi bittikten sonra transfer kagidindaki jel goriintiisii kesilerek
atilmis, hazirlanan bloking soliisyonu i¢inde 5 dakika bekletilmistir. Antikor uygulama
islemi i¢in, bloking 2’ser ml olmak iizere kullanilacak antikor sayisi kadar 2,5 ml’lik tiiplere
konularak vortexlenmistir. Calismada Agrisera HSP90 ve HSP70 antikorlar1 kullanilmistir.
IBind flex kart1 10 ml bloking soliisyonu ile 1slatilmis membran silindire sabitlenmis, 2,5
saat sonunda membran ECL soliisyonuna yatirilmistir. Goriintiileme isleminde
kemiliiminesans goriintiileme sistemi kullanilmis, 1:1 hazirlanan ECL soliisyonunda
karanlik ortamda 5 dakika membran inkiibe edilerek goriintiilleme islemine gecilmistir.
Filmler iizerindeki ortaya g¢ikan bant goriintiileri bir tarayict yardimiyla dijital ortama
aktarilmig, bantlarin densitometrik analizleri ise Amerikan Saglik Enstitiisii’niin yayinladigi
“Image J”” adl1 program (http://rsb.info.NIH.gov/nih-image/) yardimiyla yapilmistir (INFO,
2023).

3.2.5.10. Koklerde mikoriza kolonizasyonun belirlenmesi

Bitkiler hasat edildikten sonra koklerin dikkatli bir sekilde topraktan ayrilmasi
saglanmis ve musluk suyu altinda yikanarak koklere yapisan toprak parcgaciklari
temizlenmistir. Temizlenen koklerden 0,5-1 g pargalar kesilerek AFA (Alkol, Formaldehit,
Asetik asit) fiksasyon sivisina (% 70’lik 90 ml alkol + 5 ml formal + 5 ml asetik asit) konmus
ve kokler boyama iglemine kadar bu sivi i¢inde +4 °C’de muhafaza edilmistir (Phillips ve
Hayman, 1970).

Mikoriza fungusun varligini ve kolonizasyon yiizdesini saptamak amaciyla AFA
stvist iginde muhafaza edilen kokler, trypan mavisi ile boyanmistir (Sekil 3.2). Boya ¢gozeltisi
olarak igerisine %0,05’lik trypan mavisi eklenerek; laktik asit (40 ml) + gliserin (80 ml) +
saf su (40 ml)’dan olusan boya ¢o6zeltisi kullanilmistir. Boyama sirasinda, %10’luk KOH’da
yarim giin, %10’luk HCI’de yarim saat, boya ¢ozeltisinin i¢ine aktarilarak iki saat bekletilip,
50 °C’lik sicak su icinde 5 dakika kadar 1sitildiktan sonra kokler saf su i¢inde yikanmustir.
Saf sudan ¢ikarilip laktik asit iginde bir saat bekletilmis, laktik asit i¢inden ¢ikarilarak
mikroskobik incelemeye hazir hale getirilmistir (Phillips ve Hayman, 1970’den modifiye

edilmistir).
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Sekil 3.2. AMF’yi saptamak i¢in koklere uygulanan boyama isleminin sematik gosterimi

Grid-Line Intersect Metodu kullanilarak Trypan mavisi ile boyanmis olan koklerdeki
AMF kolonizasyon %’si saptanmistir (Giovanetti ve Mosseae, 1980). Boyanan kilcal
koklerden yaklasik 0,5 g O0rnek alinarak 1-1,5 cm uzunlugunda kesilen kok pargalar: 1
cm?lik alanlara ayrilmis plastik bir petri kabinda esit olarak dagitilmis ve stereomikroskop

altinda incelenmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Mikroskop altinda AMF’nin kolonizasyon’unun belirlenmesi a) Lactophenol blue
solution ile boyanmis misir kokleri b) Mikroskop altinda AMF spor ve hif
goriiniimleri

Stereoskobik incelemeler esnasinda petri kabindaki boliimler arasi gridleri dik olarak
kesen her bir kok segmenti i¢in bir butona, eger o vertikal kok segmenti parcasinda AMF
propagiilii (hif, vesikel, klamidospor) varsa iki butona beraber basilarak, birinci butondaki
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son rakamin 2 ile carpimi 0,5 gr’lik kokiin uzunlugunu vermis ve asagidaki denklem 3.4°¢

gore fungal kolonizasyon ylizdesi belirlenmistir:

% AMF Kolonizasyonu = AMF ile kolonize olmus kok sayisi x 100 (3.4)

Toplam Kok Sayist

3.2.6. istatiksel analizler

Saks1 denemeleri faktoriyel deneme desenine gore li¢ tekerriirlii olarak 5 mikoriza
uygulamasi (4 farkli mikoriza hatt1 ve kontrol), 7 sicaklik uygulamasi (3 diisiik sicaklik, 3
yiiksek sicaklik ve kontrol) ve 1 misir ¢esidini iceren deneme varyantlari olarak kurulmustur.
Denemeden elde edilen bulgular faktériyel deneme deseninde varyans analizine (ANOVA)
tabi tutulmustur. Arastirma bulgulari ve dl¢tilen biitlin degiskenler istatistiki analiz i¢in SAS
9.13 paket programi kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Ortalamalar arasindaki farkliliklar da

Tukey testi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Yas ve Kuru Agirhk

Mikoriza ile agilanmis farkli sicaklik uygulamalari altinda misir bitkisinin yas ve

kuru agirligina ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Musir bitkisinin yas ve kuru agirliklarina ait kareler ortalamalari

V.K. S.D. Yas agirhik Kuru agirlik
Mikoriza (M) 4 3546,2" 61,80
Sicaklik (S) 6 5153,9 91,63

M xS 24 132,3™ 3,141
Hata 70 7,3 0,274

**: %1 diizeyinde 6nemli.

Mikoriza, sicaklik ve mikoriza x sicaklik uygulamalari interaksiyonu misir bitkisinin
incelenen yas ve kuru agirlik degeri istatistiki agidan 6nemli (P<0.01) bulunmustur. Misir
bitkisinin yas ve kuru agirliklarina ait mikoriza uygulamalarinin ortalama degerleri
incelendiginde en yiiksek deger M3 mikoriza tiir karigimlarinin uygulandigt misir
bitkisinden elde edilirken, en diisiik deger mikoriza uygulamasinin yapilmadigi (MO0) grupta

belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Sicaklik uygulamalariin misir bitkisinin yas ve kuru agirliklarina ait ortalama
degerleri incelendiginde en yiiksek deger (yas agirlik; 168,49 g bitki ve kuru agirlik; 20,76
g bitki!) kontrol sicakliginda belirlenirken, her iki grup igin ise en diisiik deger (yas agirhik;
118,28 ve kuru agirlik; 13,88 g bitki?) 5 °C sicaklik uygulamalarmin yapildigi misir
bitkisinden elde edilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Misir bitkisinin yas ve kuru agirligina (g) ait ortalama degerleri

Sicaklik | MO M1 M2 M3 M4 Ortalama
5°C 101,415 112,50 117,079 | 136,65™™ | 123,77° | 118,28F
10 °C 117,88 | 122,66%9 | 126,55 | 139,18 | 132,65%" | 127,79F
15 °C 122,87°P9 | 130,18™° | 135,94™ | 144,535 | 139,56 | 134,62°
25 °C 150,67¢" | 163,88« | 168,69 | 186,032 173,15° 168,494
35°C 136,31™ | 141,87" | 151,20°" | 167,86* | 157,91% | 151,038
40 °C 130,70 | 141,33% | 147,60™ | 163,53 | 152,53°F | 147,14
45 °C 74,87 122,05%9 | 125,12°9 | 142,40%1 | 128,81™° | 118,65"
Ortalama | 119,25F 133,50° | 133,89 | 154,31" | 144,058

Yas Agirhik

5°C 11,38° 12,64™ 14,32™ | 16,949 14,10m™ 13,88F
10 °C 13,99™ 14,81 16,22 17,400 | 1541™ | 1557P
15°C 14,45™ 16,689% | 17,87¢" | 18,21°% 17,23" 16,89°¢
25°C 18,26°% 19,35% | 20,68 23,992 21,53° 20,767
35°C 17,20e | 17,76%" | 17,96°% | 20,63 | 18,94%" | 18,508
40 °C 16,24 16,9491 17,31f" | 18,23 17,56%" | 17,26°
45 °C 8,30° 13,94™ | 15,05K™ | 17,13 | 1554*™ | 13,99F
Ortalama | 14,26° 16,02¢ 17,068 18,934 17,198

Kuru Agirlik

Misir bitkisinin yas agirhg incelendiginde en yiiksek deger (186,03 g bitki™) M3
mikoriza tlir karisiminin uygulandigr kontrol sicakliginda belirlenirken, en diisiikk deger
(74,87 g bitkit) mikoriza uygulanmayan (MO) grupta 45 °C’de belirlenmistir (Cizelge 4.2).
Kontrol sicakliginda bitki yas agirliginin en yiiksek oldugu, sicaklik degisimlerine bagl
olarak bitki yas agirliginin azaldigi belirlenmistir. Mikoriza uygulamasinin yapilmadig
(MO) gruba kiyasla mikoriza uygulanan musir bitkilerinde kontrol sicakliginda mikoriza
uygulamasinin yapildig tiim gruplarda bitkinin yas agirliginin artti1 belirlenmistir. Bitki
yas agirligi incelendiginde elde edilen en diisiik degerlerin mikoriza uygulamasinin
yapilmadig: bitkilerde gorildiigi bildirilmistir (Mahmood, 2021). Glamus intraradices ile
asilanan bitkiler, asilanmayan bitkilere kiyasla yiiksek taze agirliga sahip oldugu
bildirilmistir (Liu vd., 2004). Yapilan benzer ¢alismalarda Glomus mosseae’nin bitki yas
agirh@ini artirdigr bildirilmistir (Giiler vd., 2021). Mikoriza ile asilanmis bitkilerde siirgiin
yas agirliginin arttigi bildirilmistir (Onogur ve Demir, 1998; Han vd., 2011; Sen, 2008).

Diisiik sicaklik uygulamalar1 altinda mikoriza asilanmis misir bitkileri mikoriza

uygulanmayan bitkilere kiyasla incelendiginde 5 °C, 10 °C ve 15 °C sicaklik
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uygulamalarinda bitkinin yas agirliginin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Yiiksek sicaklik
uygulamalari altinda mikoriza asilanmig musir bitkileri mikoriza uygulanmayan bitkilere
kiyasla incelendiginde 35 °C, 40 °C ve 45 °C sicaklik uygulamalarinda bitkinin yas
agirh@inin daha fazla oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Optimum sicakliga kiyasla diisiik ve yiiksek sicakliklarinin siirglin taze agirhigini
azaltigr (Haghighi vd. 2015), yiiksek sicaklik stresinin siirgiin taze agirhi@ini azalttigi
bildirilmistir (Zhu vd., 2011). Diisiik sicakligin misir bitkisinin taze agirligini azalttig1 ve
mikoriza uygulanmis misir bitkilerinde yapraklarda su kaybinin azaldig1 ortaya konmustur
(Zhu vd., 2010c). Yapilan bir baska galismada strese bagli olarak bitki boyu ve yas agirhigin
azaldigi, mikoriza asilanmis bitkilerde yas agirligin 6nemli Olclide arttigr bildirilmistir
(Sonmez vd., 2013). Stres altinda bitkinin yas agirliginin olumsuz etkilendigi, mikorizal
uygulamaya bagl olarak bitki fizyolojik davranisinin olumlu etkilendigi bildirilmistir
(Geren vd., 2011).

Misir bitkisinin kuru agirhig incelendiginde, en yiiksek deger (23,99 g bitkit) M3
mikoriza tiir karistminin uygulandig: kontrol sicakliginda, en diisiik deger (8,30 g bitki™)
mikoriza uygulanmayan (MO0) grupta 45 °C‘de belirlenmistir (Cizelge 4.2). Optimum
sicaklik kosullarinda bitki kuru agirliginin en yiiksek oldugu, sicaklik degisimlerine bagl
olarak bitki kuru agirliginin azaldigr belirlenmistir. Mikoriza uygulamasinin yapilmadigi
(MO) gruba kiyasla mikoriza uygulanan musir bitkilerinde kontrol sicakliginda mikoriza
uygulamasmin yapildigi tiim gruplarda bitkinin kuru agirlhigimin arttigr belirlenmistir.
Yapilan ¢aligmalar, mikoriza uygulamasmin bitkinin toprak iistii aksam kuru agirligini
arttirdig1 (Almaca ve Iraz, 2018), farkli mikoriza tiirleri uygulamalarinin kontrole gére daha

yiiksek kuru madde tiretimine neden oldugu bildirilmistir (Korkmaz, 2005; Han vd., 2011).

Diisiik sicaklik uygulamalari altinda mikoriza asilanmis misir bitkileri mikoriza
uygulanmayan bitkilere kiyasla incelendiginde 5 °C, 10 °C ve 15 °C sicaklik
uygulamalarinda mikoriza uygulamasinin yapildig1 tim gruplarda bitki kuru agirligi artig
gostermigstir. Yiksek sicaklik uygulamalari altinda mikoriza asilanmis misir bitkileri
mikoriza uygulanmayan (MO) bitkilere kiyasla incelendiginde 35 °C, 40 °C ve 45 °C sicaklik
uygulamalarinda mikoriza uygulamasinin yapildig1 tim gruplarda bitki kuru agirligi artis

gostermistir (Cizelge 4.2).
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Mikoriza uygulanan bitkilerin toprak dstii kuru aksam agirligt mikoriza
uygulanmayan bitkilere kiyasla istatistiki agidan 6nemli bulunmas: diger calismalarla da
uygunluk gdstermektedir (Iraz, 2015). Bu durum uygulanan mikoriza tiir karisimlarina bagl
olarak musirin daha iyi beslenmesiyle aciklanabilir. Yapilan g¢alismalarda mikorizanin
simbiyotik iligki i¢cinde oldugu bitkide diger maddeleri iiretmesine bagli olarak bitkinin kok
alan1 ve uzunlugu, suyun alimi, depolanmasi ve taginmasina bagli olarak kuru madde
oraninin yiikseldigi bildirilmistir (Marschner,1995; Okkaoglu, 2010). Sicaklik stresi altinda
bitki biiyiimesinin azaldig1 ancak mikoriza asilanan bitkilerde siirglin kuru agirliginin énemli
oranda arttigi bildirilmistir  (Yeasmin vd., 2019). Mikoriza asilamasinin yapilmadigi
bitkilere kiyaslara mikoriza ile asilanan bitkilerde, diisiik ve yiiksek sicaklik stresi altinda
stirglin kuru agirligi daha yiiksek bulunmustur (Zhu vd., 2010b). Stres altinda siirgiin kuru
agirhiginin  azaldigi, mikoriza asilamasiyla siirgin kuru agirhigmin artis  gosterdigi

bildirilmistir (Sonmez vd., 2013; Salim ve El-Yazied, 2015).
4.2. Bitkilerin Mineral Element Konsantrasyonu

Mikoriza ile asilanmig farkli sicaklik uygulamalar1 altinda misir bitkisinin makro
besin elemetleri (N, P, K, Ca ve Mg) konsantrasyonlarina ait varyans analiz sonuclari

Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Misir bitkisinin makro element konsantrasyonuna ait kareler ortalamalari

V.K. S.D. N P K Ca Mg

Mikoriza (M) 4 00777 0,015 0,116~ 0,006™ 0,016™
Sicaklik (S) 6 0988~ 0072" 1,766~ 00167 0,056
M xS 24 0,059  0,005°  0,083” 0,001" 0,004
Hata 0,013 0,003 0,021 0,0001  0,00006

/00, /0 Vi i 0 i.
*: %5, **: %] seviyesinde 6nemli

Mikoriza, sicaklik ve mikoriza x sicaklik uygulamalar1 interaksiyonu misir bitkisinin
incelenen mineral besin element konsantrasyonlar1 iizerinde istatistiki agidan Onemli

(P<0.05 ve P<0.01) bulunmustur.

Misir bitkisinin N, P, K, Ca ve Mg konsantrasyonlarina ait ortalama degerleri Cizelge

4.4’te verilmistir. Misir bitkisinde mineral element konsantrasyonlar1 uygulanan mikoriza



31

tirlerine gore farklilik gostermistir. M4 mikoriza tiiriiniin N, P ve K’da, M2 mikoriza

tiiriiniin ise Ca ve Mg’de en yiiksek konsantrasyonlara sahip oldugu belirlenmistir.

Sicaklik ortalamalarina gére musir bitkisi optimum sicaklik olan 25 °C en yiiksek N,
P, K, Ca ve Mg konsantrasyonun sahip olmustur (Cizelge 4.4). Sicaklik ortalamalari
optimum sicaklik olan 25 °C’nin iizerine ¢ikti1 zaman veya altina diistiigii zaman besin
elementi konsantrasyonlarinda azalma oldugu goriilmiistiir. Misir bitkisinin optimum
sicakligin 10 °C altinda ve tizerinde (15 °C ve 35 °C), mikoriza tiirlerinin musir bitkisinin

besin elementi konsantrasyonunda olumlu oldugu belirlenmistir.

Mikoriza x sicaklik interaksiyonuna goére M4 x 25 °C’de N, P, K ve Ca
konsantrasyonun, M2 x 25 °C’de Mg konsantrasyonun en yiiksek oldugu goriilmektedir
(Cizelge 4.4).

Arastirmada misirin N konsantrasyonu %2,781-3,868 araliginda belirlenmistir. Azot
icerigi bakimimdan musir bitkisi i¢in kritik diizeylerin %3,5-5,0 (Jones vd. 1991) araliginda
oldugu ve genel olarak baktigimizda misirin N konsantrasyonunun 15 °C ve 35 °C araliginda
yeterli diizeyde oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4). Kontrol sicakliginda (25 °C) N
konsantrasyonun en yiikksek oldugu, sicaklik degisimlerine bagli olarak N
konsantrasyonunun azaldig1 ortaya konmustur. Mikoriza asilamasinin yapilmadigr (MO)
gruba kiyasla mikoriza asilanmig misir bitkilerinde kontrol sicakliginda M4 mikoriza tiir

karisiminin uygulandigi misir bitkisinde N konsantrasyonunda artis gériilmiistiir.

Azot, bitki biiyiimesi ve gelismesi adina olduk¢a 6nemli makrobesinlerden biri
olmasinin (Zhu vd. 2017) yani sira bitki hiicrelerinin bileseni ve proteinlerin niikleik
asitlerin, koenzim ve bir¢ok {iriinlin de yan {iriin sentezi olarak islev gormektedir (Evelin vd.,
2009). Mikoriza asilamasiyla 6nemli miktarda N konukgu bitkiye aktarilmakta ve N alimi
tyilestirilmektedir (Ngwene vd., 2013; Thangavel vd., 2022).



Cizelge 4.4. Misir bitkisinin makro element konsantrasyonuna (%) ait ortalama degerleri
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Sicaklik MO M1 M2 M3 M4 Ortalama
°C

N g O% 3,455 3,247¢! 2,887"" 3,068 3,015 3,134¢
10°C 3,407" 3,420°" 3,344% 3,306 3,475 3,3908
15°C 3,522*9 3,529%¢ 3,311%k 3,453 3,579*¢ 3,4798
25°C 3,735% 3,725%¢ 3,655%¢ 3,585%¢ 3,868? 3,7147
35°C 3,429 3,554 3,353%1 3,454 3,600*¢ 3,4788
40 °C 3,001 3,183m 3,060"M" 3,262¢ 3,468 3,195¢
45 °C 2,946%" 2,817m" 3,043 3,168%™M 2,781" 2,951P
Ortalama 3,356 3,3544 3,2368 3,32818 3,398

P 5°C 0,317%9 0,260 0,226¢ 0,344°9 0,350%¢ 0,299
10 °C 0,426 0,312¢f 0,370°9 0,362"9 0,395*¢ 0,373¢P
15°C 0,464*¢ 0,425%f 0,418%f 0,394*¢ 0,494 0,425"8
25°C 0,471%*¢ 0,542% 0,493 0,426 0,569? 0,500%
35°C 0,418f 0,402%¢ 0,473%*¢ 0,366%9 0,524 0,4358¢
40 °C 0,399%¢ 0,378v9 0,373v9 0,3394¢ 0,354%9 0,369°
45°C 0,376"¢ 0,348%¢ 0,309¢f¢ 0,32049¢ 0,31449¢ 0,333P¢
Ortalama 0,41078 0,3814BC 0,3808¢ 0,364¢ 0,429

K 5 °C 3,009 b 2,809 2,554 2,8824 2,519"" 2,755¢
10 °C 3,069 " 3,025 2,888 2,710 3,093 f 2,9578
15°C 3,152af 3,1623f 2,930¢" 3,068 3,224%¢ 3,1078
25°C 3,418%® 3,406%°¢ 3,319 3,232%¢ 3,5372 3,3824
35°C 3,036"¢ 3,193%*¢ 2,942b 3,066 3,273%¢ 3,1028
40 °C 2,502™ 2,354KIm 2,575%M 2,828k 3,0852f 2,669¢
45°C 2,432 2,271Im 2,358KIm 2,419 2,226™ 2,341P
Ortalama 2,945 2,88978 2,7958 2,886"8 2,9944

Ca 5 °C 0,198 0,203¢" 0,205 0,195%" 0,175m 0,195
10°C 0,2079™ 0,207"m 0,249%9 0,2159! 0,206"" 0,217°
15°C 0,218 0,255 0,255 0,269"¢ 0,244%h 0,2488¢
25°C 0,238% 0,260%4 0,303% 0,286%¢ 0,311% 0,280%
35°C 0,200 0,233¢%1 0,300% 0,268"¢ 0,2710¢ 0,2558
40 °C 0,204" 0,211"m 0,283%¢ 0,227% 0,256 0,236¢
45°C 0,183'mn 0,208"" 0,177m 0,170" 0,2119! 0,190¢
Ortalama 0,207° 0,225¢ 0,2534 0,2338¢ 0,2398

Mg 5 °C 0,233™¢ 0,311¢&" 0,257%" 0,2791k 0,257%" 0,267
10 °C 0,251"° 0,329 0,298eh 0,292h4 0,308°%" 0,296°
15°C 0,294 0,382° 0,309¢" 0,349° 0,332 0,333¢
25°C 0,349° 0,397° 0,538? 0,391° 0,350° 0,405%
35°C 0,346% 0,352¢ 0,407° 0,304 0,32149¢ 0,3468
40 °C 0,229 0,2713m 0,344 0,245™ 0,272 0,272
45°C 0,201' 0,265K™m 0,223 0,200" 0,214% 0,220F
Ortalama 0,272P 0,3298 0,3394 0,294¢ 0,293¢
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Diistik sicaklik uygulamalart altinda mikoriza asilanmis misir bitkileri, mikoriza
uygulanmayan bitkilere kiyasla 5 °C’de mikoriza uygulamalarinin N konsantrasyonunu
azalttigl, 10 °C ve 15 °C’de M1 ve M4 mikoriza tiir karisimlarinin uygulandigr misir
bitkilerinde N konsantrasyonlarinda artis goriildiigi belirlenmistir. Diisiik sicaklik stresi
altinda siirgiinde N konsantrasyonun azaldigi, mikoriza uygulamasinin yapilmasiyla,
mikoriza uygulanmayan bitkilere kiyasla siirgiinlerin daha yliksek N konsantrasyonuna

sahip oldugu belirlenmistir (Liu vd., 2016).

Yiiksek sicaklik uygulamalar altinda misir bitkileri incelendiginde 35 °C’de M1, M3
ve M4, 40 °C’de tiim mikoriza agilanmis misir bitkisi gruplarinda, 45 °C’de ise M2 ve M3
mikoriza tiir karisimlarinin uygulandigi misir bitkilerinde N konsantrasyonlarinda artis
goriilmistiir. Yiiksek sicaklik stresi altinda bitkide N aliminin yiiksek oranda etkilendigi,
stres slirecinde mikoriza uygulamasinin ardindan, mikoriza uygulanmayan bitkilere kiyasla
daha yiiksek N konsantrasyonun belirlendigi bildirilmistir (Yeasmin vd., 2019; Al-Amri,
2021; Loo vd., 2022).

Mikoriza ve N iliskisinin sicakliga, toprak pH’sma ve ortama gore degiskenlik
gosterdigi bu sebeple aralarindaki iligkinin tam olarak agiklanamadigi bildirilmistir
(Akpinar, 2011). Mikoriza uygulanmis bitkilerde N iceriginin yiiksek oldugu bu sayede
bitkide klorofil i¢eriginde artis goriildiigii belirtilmektedir (De Andrade vd., 2015, Jajoo ve
Mathur, 2021). Mikoriza mantarlarinin diigiik ve yiiksek sicaklik stresine bagli olarak N
alimini iyilestirdigi daha 6nce yapilan ¢aligmalarda da bildirilmistir (Barrett vd., 2011; Liu
vd., 2013; 2016; Zhu vd., 2015; Chauhan vd., 2022). Ayrica diger ¢alismalarda stres
kosullar1 altinda mikoriza agilanmasinin N alimin1 artirmadig bildirilmistir (Raju vd., 1990;
Biischer vd., 2012; Karasawa vd., 2012). Bir ¢alismada, 8 °C'de Glomus claroideum
astlamasinin, net bitylime artiglart olmadan Gnaphalium norvegicum'un N konsantrasyonunu

azalttigin1 gostermistir (Wu ve Zou, 2010).

Arastirmada P konsantrasyonlari %0,226-0,569 araliginda belirlenmistir. Fosfor
igerigi bakimmdan musir bitkisi i¢in kritik diizeylerin %0,3-0,5 (Jones vd. 1991) araliginda
oldugu ve genel olarak baktigimizda misirin P konsantrasyonunun yeterli diizeyde oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.4). Kontrol sicakliginda P konsantrasyonunun en yiiksek oldugu,

sicaklik degisimlerine bagli olarak P konsantrasyonun azaldigi belirlenmistir. Kontrol
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sicakliginda mikoriza uygulamasinin yapilmadig misir bitkilerine kiyasla M1, M2 ve M4
mikoriza tiir karigimlarinin uygulandigi bitkilerde P konsantrasyonu artis gostermistir.
Niikleik asit, enzim ve fosfolipitlerin temel yapi tasini olusturan P, bitki biiylimesi ve
gelismesi i¢in oldukca 6nemli makro besindir ve enerji metabolizmasinda, sinyal iletim
basamaklarinda gorev almaktadir (Karandashov ve Bucher, 2005). Mikorizalarin bitki
kokleriyle P alimimi artirabilecegi (Javaid, 2009) ve bu sayede bitkilere fayda sagladig
yapilan ¢alismalarla bildirilmistir (Kafkas ve Ortas, 2009).

Diistik sicaklik uygulamalart altinda mikoriza asilanmis misir bitkileri, mikoriza
uygulanmayan bitkilere kiyasla incelendiginde 5 °C’de M3 ve M4, 15 °C’de ise M4 mikoriza
tiir karisimlarinin uygulandigi misir bitkisinde P konsatrasyonunda artis goriilmiistiir. Diisiik
sicaklik stresi altinda bitkide P konsantrasyonun azaldigi (Wang vd. 2002; Gavito vd. 2003),
mikoriza uygulanmasina bagli olarak da asilama yapilmayan bitkilere kiyasla daha yiiksek
P konsantrasyonun goriildiigii belirtilmistir (Raju vd., 1990; Karasawa vd., 2012; Liu vd.,
2016).

Yiiksek sicaklik uygulamalari altinda mikoriza asilanmis misir bitkileri, mikoriza
uygulanmayan bitkilere kiyasla 35 °C’de M2 ve M4 mikoriza tiir karisimlarinin uygulandigi
musir bitkilerinde P konsantrasyonlarinda artis goriilmektedir. Yiiksek sicaklik stresi altinda
bitkilerde P konsantrasyonun azaldigi, mikoriza uygulamasinin yapilmasiyla uygulama
yapilmayan bitkilere kiyasla daha yiiksek P konsatrasyonunun goriildiigii bunun sebebininde
hifal koklerin daha genis alana yayilabilmesinden kaynakli oldugu bildirilmistir (Yeasmin

vd., 2019; Jajoo ve Mathur, 2021).

Diisiik ve yiiksek sicaklik stresi altinda mikoriza asilanmis bitkilerde, asilanmanin
yapilmadig1 bitkilere kiyasla daha yiiksek P konsantrasyonuna sahip oldugu belirlenmistir
(Smith ve Roncadori, 1986; Wang vd., 2002; Biischer vd., 2012; Liu vd., 2013, 2016; Hu
vd., 2015). Yapilan diger ¢alismalarda ise mikoriza asilamasiin yapildigi bitkilerde,
astlamanin yapilmadig: bitkilere kiyasla daha diisiik P konsantrasyonuna sahip oldugu
belirlenmistir (Baon vd., 1994; Matsubara vd., 2004; Kytoviita ve Ruotsalainen, 2007).

Misir bitkisinin K konsantrasyonlar1 %2,226-3,537 araliginda belirlenmistir (Cizelge
4.4). Potasyum icerigi bakimindan misir bitkisi i¢in kritik diizeylerin %2.50-4.00 araliginda
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oldugu (Jones vd. 1991) ve misirin K konsantrasyonunun yeterli diizeyde oldugu
belirlenmistir. Kontrol sicakliginda K konsantrasyonunun en yiiksek oldugu, sicaklik
degisimlerine bagh olarak K konsantrasyonun azaldig1 belirlenmistir. Kontrol sicakliginda
mikoriza uygulamasinin yapilmadigi misir bitkilerine kiyasla M4 mikoriza tiir karisimlariin

uygulandig1r misir bitkisinde K konsantrasyonunda artig goriilmiistiir.

Ozellikle stres altinda bitki metabolizmasinda énemli rol oynayan K, enzimleri
aktive etmesinin yani sira protein sentezinde de rol oynamaktadir (Gholamhoseini vd., 2013;
Evelin vd., 2009). Mikoriza uygulamasiyla bitkinin mikorizosferde kesisme bdlgesini
artirarak besin alimini iyilestirdigi (Cavagnaro vd. 2015), toprakta bol miktarda toplam K
bulunmasina karsin bitkilere yarayishi olan miktarin az oldugu bu sebeple biiylimeyi
siirlandirdigy (Garcia ve Zimmermann, 2014), ancak mikoriza uygulamasimin K alimini

artirdigi bildirilmistir (Thangavel vd., 2022).

Diistik sicaklik uygulamalar1 altinda mikoriza asilanmis musir bitkileri, mikoriza
uygulanmayan bitkilere kiyasla 5 °C’de tiim mikoriza asilamasi yapilan gruplarda K
konsantrasyonunda azalma goriilmekteyken, 10 °C’de M4, 15 °C’de M1 ve M4 mikoriza tiir
karisimlarinin uygulandigr musir bitkilerinde K konsantrasyonunda artis goriilmektedir.
Diisiik sicaklik uygulamalar1 altinda K konsantrasyonunda azalma goriildigii (Wu ve Zou,
2010; Karasawa vd. 2012), mikoriza uygulamasinin yapilmasiyla kontrol bitkilere kiyasla K
konsantrasyonunda artig goriildiigii belirtilmistir (Liu vd., 2016). Yapilan diger ¢alismalarda
diisiik sicaklik stresi altinda mikoriza uygulamasmin K konsantrasyonuna bir etkisinin

olmadig1 da bildirmistir (Wu ve Zou, 2010).

Incelenen galismada yiiksek sicaklik uygulamalari altinda mikoriza asilanmis musir
bitkileri, mikoriza uygulanmayan bitkilere kiyasla incelendiginde 35 °C’de M1, M3 ve M4,
40 °C’de M2, M3 ve M4 mikoriza tiir karisimlarinin uygulandigi misir bitkilerinde K
konsantrasyonunda artig goriiliirken, 45 °C’de tiim mikoriza asilanmis gruplarda K
konsantrasyonunda azalma goriilmektedir. Yiiksek sicaklik stresi altinda mikoriza
uygulamasinin yapilmadigr bitkilere kiyasla Glomus tiirii mikoriza uygulanan bitkilerde
daha diisiik K konsantrasyonu goriildiigii bildirilmistir (Raju vd., 1990). Yapilan bir bagka

calismada ise kuraklik stresi altinda mikoriza agilamasinin yapildig: bitkilerde, agilamanin
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yapilmadig bitkilere kiyasla daha yiiksek K konsantrasyonun belirlendigi bildirilmistir (Al-
Amri, 2021; Loo vd., 2022).

Bitkilerin Ca konsantrasyonlari %0,170-0,311 degerleri arasinda belirlenmistir
(Cizelge 4.4). Kalsiyum igerigi bakimindan misir bitkisi i¢in kritik diizeylerin %0,3-0,7
(Jones vd. 1991) araliginda oldugu ve misirin Ca konsantrasyonunun yeterli diizeyde
bulunmadigi belirlenmistir. Kontrol sicaklifinda Ca konsantrasyonun en yiiksek oldugu,
sicaklik uygulamalarina bagli olarak Ca konsantrasyonun azaldigi belirlenmistir. Mikoriza
uygulamasinin yapilmadigi musir bitkilerine kiyasla tiim mikoriza asilanmig misir
bitkilerinin Ca konsantrasyonunda artig goriilmektedir. Mikoriza uygulamasiyla kok
hiicrelerinde stres kosullarinda bitkiye daha fazla besin sagladigi (Smith ve Read, 2008), bu
birlikteligin bitkide Ca konsantrasyonunu artirdigi bazi calismalarda da bildirilmistir

(Keskin, 2009; Jajoo ve mathur, 2021; Khan vd., 2022).

Diisiik sicaklik uygulamalar1 altinda mikoriza asilanmis misir bitkileri mikoriza
uygulanmayan bitkilere kiyasla 5 °C’de M1 ve M2, 10 °C’de M2 ve M3, 15 °C’de tiim
mikoriza asilanmis musir bitkisi gruplarinda Ca konsantrasyonunda artis goriilmektedir.
Disiik sicaklik uygulamalart altinda bitkide Ca konsantrasyonunun azaldigi, mikoriza
uygulamasinin yapildig: bitkilere kiyasla mikoriza uygulanmayan bitkilerde daha diisiik Ca
konsantrasyonu goriilmiistiir (Liu vd., 2016). Bir baska ¢alismada mikoriza uygulamasinin
yapildigr bitkilerde, mikoriza uygulanmayan bitkilere kiyasla daha yiiksek Ca
konsantrasyonunun belirlendigi bildirilmistir (Wu ve Zou, 2010).

Yiiksek sicaklik uygulamalar: altinda mikoriza agilanmis misir bitkileri mikoriza
uygulanmayan bitkilere kiyasla incelendiginde 35 °C ve 40 °C’de tiim mikoriza agilanmis
mustr bitkileri gruplarinda, 45 °C’de M1 ve M4 mikoriza tiir karisimlarinin uygulandigi misir
bitkilerinde Ca konsantrasyonunda artis goriilmektedir. Yiksek sicaklik stresine maruz
kalan bitkilerde Ca aliminin azaldig1, mikoriza uygulamasinin yapildig: bitkilerde, mikoriza
uygulanmayan bitkilere kiyasla daha yiiksek Ca konsantrasyonun gorildigiini
bildirmislerdir (Yeasmin vd., 2019; Al-Amri, 2021).

Bu arastirmada Mg konsantrasyonlar1 %0,200-0,538 araliginda belirlenmistir. Mg
igerigi bakimimdan misir bitkisi igin kritik diizeylerin %0,15-0,45 (Jones vd. 1991) araliginda


https://link.springer.com/article/10.1007/s12298-021-01091-2#ref-CR92
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oldugu ve misirin Mg konsantrasyonunun yeterli diizeyde bulundugu belirlenmistir (Cizelge
4.4). Kontrol sicakliginda Mg konsantrasyonun en yiiksek oldugu, sicaklik degisimlerine
bagli olarak Mg konsantrasyonunun azaldig1 belirlenmistir. Kontrol sicakliginda mikoriza
uygulamasinin yapilmadigr misir bitkilerine kiyasla tiim mikoriza asilanmis musir bitkisi
gruplarinda Mg konsantrasyonunda artig goriilmektedir. Mikoriza agilamasiyla bitkide Mg
iceriginin arttig1 daha dnce yapilan ¢aligmalarla ortaya konmustur (Smith ve Read, 2008;
Keskin, 2009). Mg eksikliginde mikoriza uygulanmasiyla bitkinin fizyolojik 6zelliklerinin
iyilestigi belirlenmistir (Zhang vd., 2015).

Diistik sicaklik uygulamalar1 altinda mikoriza asilanmis musir bitkileri mikoriza
uygulanmayan bitkilere kiyasla incelendiginde 5 °C, 10 °C ve 15 °C’de mikoriza
uygulamasinin yapildigi tiim gruplarda Mg konsantrasyonu artis gostermistir. Diisiik
sicaklik stresine maruz kalan bitkilerde Mg konsantrasyonun azaldigi, mikoriza asilanmis
bitkilere kiyasla mikoriza asilamasinin yapilmadigr bitkilerde daha disiik Mg
konsantrasyonu belirlenmistir (Liu vd., 2016; Wu ve Zou, 2010).

Yiiksek sicaklik uygulamalart altinda mikoriza asilanmis misir bitkileri mikoriza
uygulanmayan bitkilere kiyasla incelendiginde 35 °C’de M1 ve M2, 40 °C’de mikoriza
uygulamasinin yapildig tiim misir bitkileri gruplarinda, 45 °C’de M1, M2 ve M4 mikoriza
tir karigimlarinin uygulandi@i musir bitkileri gruplarinda Mg konsantrasyonunda artis
goriilmektedir. Yiiksek sicaklik stresine maruz kalan bitkilerde Mg konsantrasyonunun
azaldig1, mikoriza ile asilanmis bitkilerde asilanmayan bitkilere kiyasla daha yiliksek Mg
konsantrasyonunun belirlendigi bildirilmistir (Yeasmin vd., 2019; Al-Amri, 2021).
Klorofilin 6nemli bir bileseni olan Mg, kuraklik stresi altinda azalirken, mikoriza
uygulanmasiyla Mg konsantrasyonunu artirmasinin yani sira klorofil sentezi icinde

erisilebilir hale getirildigi bildirilmistir (Jajoo ve Mathur, 2021).

Mikoriza ile asilanmis farkli sicaklik uygulamalari altinda misir bitkisinin mikro
besin elementleri (Cu, Zn, Fe ve Mn) konsantrasyonlarina ait varyans analiz sonuglari
cizelge 4.5’te verilmistir. Mikoriza, sicaklik ve mikoriza x sicaklik uygulamalari
interaksiyonu misir bitkisinin incelenen mineral besin element konsantrasyonlari {izerinde

istatistiki agidan 6nemli (P<0,01) bulunmustur.
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Cizelge 4.5. Misir bitkisinin mikro element konsantrasyonuna ait kareler ortalamalari

V.K. S.D. Cu Zn Fe Mn
Mikoriza (M) 4 9,931™ 70,88™ 3749,2™ 4388,6™
Sicaklik (S) 6 46,012™ 458,72™ 16353,9™ 5312,4™
M xS 24 3,850 50,51 959,8™ 755,3"
Hata 70 0,960 0,93 1,0 0,6

**: 91 seviyesinde 6nemli.

Misir bitkisinin Cu, Zn, Fe ve Mn konsantrasyonlarina (mg kg™?) ait ortalama
degerleri Cizelge 4.6’da verilmistir. Misir bitkisinde mineral element konsantrasyonlar
uygulanan mikoriza tiirlerine gore farklilik gostermistir. M3 mikoriza tiirii Cu ve Mn, M2

mikoriza tiirli ise Fe ve Zn’de en yiiksek konsantrasyonlara sahip oldugu belirlenmistir.

Sicaklik ortalamalarina gére misir bitkisi en yiiksek 25 °C’de Cu, Fe, Mn ve Zn
konsantrasyonuna sahip olmustur. Sicaklik ortalamalari optimum sicaklik olan 25 °C’nin

tizerine ¢iktig1 zaman veya altina diistiigli zaman azalma oldugu belirlenmistir.

Mikoriza x sicaklik interaksiyonuna gore M2 x 25 °C’de Zn, M3 x 25 °C’de Cu ve

Mn’de, M4 x 25 °C’de Fe konsantrasyonunda en yiiksek besin elementi aldig1 belirlenmistir.

Misirin Cu konsantrasyonlari 4,86-13,57 mg kg araliginda belirlenmistir. Cu igerigi
bakimindan musir bitkisi i¢in kritik diizeylerin 5-20 mg kg (Jones vd. 1991) araliginda
oldugu ve genel olarak baktigimizda misirin Cu konsantrasyonunun yeterli diizeyde
bulundugu belirlenmistir  (Cizelge 4.6). Kontrol sicakliginda bitkilerin  Cu
konsantrasyonlarinin en yliksek oldugu, sicaklik degisimlerine bagli olarak Cu
konsantrasyonunun azaldigi belirlenmistir. Kontrol sicakliginda mikoriza uygulamasinin
yapilmadigr misir bitkilerine kiyasla M3 mikoriza tiir karigtmlarinin uygulandigir misir
bitkisinde Cu konsantrasyonun artig gosterdigi belirlenmistir. Mikoriza uygulamasiyla
bitkilerde Cu igeriginin artis gosterdigi (Smith ve Read, 2008), mikoriza uygulamasiyla
bitkiye %60’a kadar Cu saglanabilecegi yapilan galigmalarla ortaya konmustur (Hodge ve
Storer, 2015).



39

Cizelge 4.6. Misir bitkisinin mikro element konsantrasyona (mg kg™) ait ortalama degerleri

Sicaklik MO M1 M2 M3 M4 Ortalama
5°C 8,840¢! 6,240KM 6,730 7,610%™ 4,860™ 6,856¢
10 °C 10,480*¢ 7,100 7,3609™ 9,610 8,380 8,5868
15°C 10,740%¢ 8,980 9,380 10,100°" 9,110 9,6628
25°C 12,130% 9,730 12,000%¢ | 13,5702 10,600*f | 11,606”
“ 35°C 7,4700m 7,870%M 9,980 11,230%¢ 10,250 | 9,3608
40 °C 6,870 6,730IM 7,960%™ 7,3609™M 8,110 7,406¢
45 °C 6,100 6,100'm 7,860°™M 6,120 7,880°™ | 6,812¢
Ortalama 8,94748 7,536¢ 8,7538 9,3714 8,4568
5°C 22,650 29,190¢% 22,830 12,980" 14,000 20,3307
10 °C 24,6509 30,1304 25,0608 25,7701 25,5901 | 26,240
15°C 25,6301 33,630° 30,000¢ 30,2001 26,180°7 | 29,1288
7n 25°C 29,970¢ 37,300° 46,530% 39,050° 28,380%" | 36,246
35°C 24,2909k 22,210 24,7009 26,340¢f 25,0008 | 24,508°
40 °C 23,4609 22,190 24,8809 20,950 24,4509 | 23,1865
45°C 21,360 17,610™ 21,780 20,490'M 22,920 | 20,8327
Ortalama 24,5738¢ 27,466 27,9694 25,1118 23,789¢
5°C 132,900p% 130,490% | 148,250 149,530 141,0004 | 140,434F
10 °C 144,660! 133,720%9 | 149,450' 155,250" 146,5309 | 145,922F
15°C 175,1408 156,200" | 189,250 192,240f 199,880° | 182,5428
Fe 25°C 211,130¢ 239,650° |238,270°  |212,560¢ 250,880% | 230,498%
35°C 156,090" 143,390 | 232,630° 139,780'm | 158,320" | 166,042C
40 °C 155,920" 138,990 | 199,480° 136,000M | 131,240% |152,326°
45 °C 140,3104 136,850m" | 156,300" 118,820° 130,000" | 136,456°
Ortalama 159,450¢ 154,184 | 187,661~ |157,740° | 165,407
5°C 72,770% 83,170P 97,430 94,690™ 63,030 82,2187
10 °C 108,890! 90,1907 98,250 111,330 89,870" 99,706°
15°C 126,750° 97,550 110,600/ 115,450 121,0709" |114,2848
25°C 134,880¢ 103,400 | 118,890" 167,700? 124,250°° | 129,8244
Mn 35°C 94,170™ 75,4709 116,270 158,260° 122,630% |113,360¢
40 °C 70,970° 75,1909 98,560 139,400°¢ 102,130 |97,250F
45°C 64,840 59,170" 96,500'™ 75,2109 86,630° 76,4706
Ortalama 96,181° 83,449E 105,2148 | 123,149~ |101,373°
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Diisiik sicaklik uygulamalari altinda mikoriza ile asilanmis musir bitkileri mikoriza
uygulanmayan bitkilere kiyasla incelendiginde 5 °C, 10 °C ve 15 °C’de mikoriza
uygulamasinin  yapildigi  tim musir bitkilerinde Cu konsantrasyonunda azalma
gorilmektedir. Calismamizin aksine diisiik sicaklik stresi altinda mikoriza uygulanmis
bitkilerde, mikoriza uygulanmayan bitkilere kiyasla daha yiiksek Cu konsantrasyonu

belirlendigi diger bir ¢alismada bildirilmistir (Liu vd., 2016).

Yiiksek sicaklik uygulamalari altinda mikoriza asilanmis misir bitkileri mikoriza
uygulanmayan bitkilere kiyasla incelendiginde 35 °C’de mikoriza uygulamasinin yapildig
tim musir bitkilerinde, 40 °C ve 45 °C’de M2, M3 ve M4 mikoriza tiir karisimlarinin
uygulandigr misir bitkilerinde Cu konsantrasyonunda artis goriilmektedir. Yiiksek sicaklik
stresi altinda mikoriza asilamasinin yapildig1 bitkilerde, mikoriza asilanmayan bitkiler
kiyasla Cu konsantrasyonunun arttig1 bildirilmistir (Smith ve Roncadori, 1986). Bir baska
calismada ise yiiksek sicaklik stresi altinda mikorizal olmayan bitkilere kiyasla, Glomus tiirii
mikoriza asilamasmin yapildigi bitkilerde daha diisiik Cu igerigine sahip oldugu

bildirilmistir (Raju vd., 1990).

Bu arastirmada Zn konsantrasyonlar1 12,98-46,53 mg kg™ araliginda belirlenmistir.
Zn igerigi bakimindan musir bitkisinde 20-60 mg kgl (Jones vd. 1991) araliginda
bulunmasinin kritik diizeylerin oldugu dikkate alindiginda, M3 ve M4 mikoriza tiirleri ile
inokiile olmus bitkilerin 5 °C altindaki kosullarda, misirin Zn konsantrasyonunun yeterli
diizey sinirmm (20 mg kg?) altinda bulundugu belirlenmistir (Cizelge 4.6). Kontrol
sicakliginda Zn konsantrasyonunun en yiiksek oldugu, sicaklik degisimlerine bagli olarak
azaldig1 belirlenmistir. Kontrol sicakliginda M1, M2 ve M3 mikoriza tiir karisimlarinin
uygulandig1 misir bitkilerinin Zn konsantrasyonunda kontrole gore artis oldugu goriilmiistiir.
Mikoriza uygulanmasiyla bitkide Zn igeriginin artis gosterdigi (Jajoo ve Mathur, 2021),
mikorizanin bitkiye %25’e kadar Zn saglayabilecegi yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur

(Hodge ve Storer, 2015).

Diisiik sicaklik uygulamalari altinda mikoriza asilanmis misir bitkileri mikoriza
uygulanmayan bitkilere kiyasla incelendiginde 5 °C’de M1 ve M2, 10 °C ve 15 °C’de
mikoriza uygulamasinin yapildigi tiim misir bitkilerinde Zn konsantrasyonunda artis

goriilmektedir. Diigiik sicaklik stresi altinda bitkilerde Zn konsantrasyonunun azaldigi,
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mikoriza ile asilanmis bitkilerde asilanmayan bitkilere kiyasla ortam sicaklifinda daha

yiiksek Zn konsantrasyonuna sahip oldugu bildirilmistir (Liu vd., 2016).

Yiiksek sicaklik uygulamalar1 altinda mikoriza asilanmis misir bitkileri mikoriza
uygulanmayan bitkilere kiyasla incelendiginde 35 °C’de M2, M3 ve M4, 40 °C ve 45 °C’de
M2 ve M4 mikoriza tiir karigimlarinin uygulandigi misir bitkilerinde Zn konsantrasyonunda
artis  goriilmektedir. Kuraklik stresi altinda mikoriza uygulamasmin bitki Zn

konsatrasyonunu artirdigi bildirilmistir (Loo vd., 2022).

Arastirmada Fe konsantrasyonlar1 118,82-250,88 mg kg araliginda belirlenmistir.
Demir igerigi bakimindan musir bitkisi i¢in kritik diizeylerin 50-250 mg kg (Jones vd. 1991)
araliginda oldugu ve Fe konsantrasyonunun bitkilerde yeterli diizeyde bulundugu
belirlenmistir (Cizelge 4.6). Kontrol sicakliginda Fe konsantrasyonlarinin en yiiksek oldugu,
sicaklik degisimlerine bagl olarak Fe konsantrasyonunun azaldigi belirlenmistir. Kontrol
sicakliginda mikoriza uygulamasinin yapilmadigt misir bitkilerine kiyasla mikoriza
astlamasinin yapildigi tiim musir bitkileri gruplarinda Fe konsantrasyonunda artis
goriilmektedir. Mikoriza asilamasiyla bitkide Fe aliminda artis goriildiigli daha 6nce yapilan

caligmalarla ortaya konmustur (Pellegrino ve Bedini, 2014; Khan vd., 2022).

Ote yandan, alkali toprakta yetistirilen mikoriza enfekte bitkilerin, asidik toprakta
yetistirilenlere gore Fe kazanimi igin daha biiyiik farkliliklar sergiledigi ve bazi mikoriza
izolatlarinin, Fe alimimi artirmada daha etkili olduklar1 yiiriitiilen ¢alismalarda belirtilmistir.
Mikoriza izolatlar1 ayrica siddetli Fe noksanligi klorozuna neden olan kiregli topraklarda
yetisen mikorizal misirin yapraklarindaki klorofili arttirmak i¢in de gesitlilik gostermistir
(Clark ve Zeto, 1996). Demir kazanimi, fitosideroforlar (Strateji 1l gramine bitkileri)
(Marschner ve Dell, 1994) gibi maddelerin ve sitrik, oksalik ve fenolikler (Strateji I-
dikotiledon bitkiler) gibi organik asitlerin kok salgilamasi ile iligskilendirilmistir (Marschner,
1995). Glomus mosseae, yer fistig1 (Strateji I bitkisi), Fe eksikligi olan kiregli toprakta
biiyiidiigiinde Fe alimini artirmadigi, ancak Glomus mosseae sorgumda (Strateji Il bitkisi)
ise artirdigi bildirilmistir (Caris vd., 1998). Hem Glomus mosseae hem de Glomus
monosporum bugdayin, su stresi altinda yetistirilmesinde, su stresinin olmadigi duruma
kiyasla Fe kazanimin arttirdig1 da gosterilmistir (Al-Karaki ve Clark, 1998; Al-Karaki vd.,
1998).
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Diistik sicaklik uygulamalar1 altinda mikoriza asilanmis misir bitkileri mikoriza
uygulanmayan bitkilere kiyasla incelendiginde 5 °C, 10 °C ve 15 °C’de M2, M3 ve M4
mikoriza tir karigimlarinin uygulandigit musir bitkilerinde Fe konsantrasyonunda artis
gorilmektedir. Yapilan bir bagka c¢alismada ise diisiik sicaklik stresi altinda mikoriza

asilanmis bitkilerde Fe konsantrasyonunu etkilemedigi bildirilmistir (Wu ve Zou, 2010).

Yiiksek sicaklik uygulamalar1 altinda mikoriza asilanmis misir bitkileri mikoriza
uygulanmayan bitkilere kiyasla incelendiginde 35 °C’de M2 ve M4, 40 °C ve 45 °C’de M2
mikoriza tlir karisimlariin uygulandigi musir bitkilerinde Fe konsantrasyonlarinda artis
goriilmektedir. Mikoriza ile agilanmis bitkilerde stres kosullarinda, mikoriza agilanmayan
bitkilere kiyasla daha yiiksek Fe konsantrasyonu gosterdigi bildirilmistir (Yeasmin vd.,
2019; Jajoo ve Mathur, 2021).

Bu arastirmada Mn konsantrasyonlar1 59,17-167,70 mg kg™ araliginda belirlenmis
ve mustr bitkisinde i¢in kritik Mn diizeylerinin 20-300 mg kg™ (Jones vd. 1991) araliginda
oldugu belirtilmistir. Belirlenen Mn konsantrasyon degerlerinin bitkiler i¢in yeterli diizeyde
bulundugu belirlenmistir (Cizelge 4.6). Kontrol sicakliginda Mn konsantrasyonlarinin en
yiiksek oldugu, sicaklik degisimlerine bagli olarak Mn konsantrasyonun azaldigi
belirlenmistir. Kontrol sicakliginda mikoriza uygulamasinin yapilmadigr misir bitkilerine
kiyasla M3 mikoriza tiir karisimlarinin uygulandigi misir bitkisinde Mn konsantrasyonu artig
gostermistir. Mikorizanin bitki biiylimesi i¢in gerekli olan Mn konsantrasyonunda artig

sagladig1 bildirilmistir (Hajiboland vd., 2015; Khan vd., 2022).

Diisiik sicaklik uygulamalar1 altinda mikoriza asilanmis musir bitkileri mikoriza
uygulanmayan bitkilere kiyasla incelendiginde 5 °C’de M1, M2 ve M3, 10 °C’de M3
mikoriza tiir karigimlarinin uygulandigt musir bitkilerinde Mn konsantrasyonu artis
gosterirken, 15 °C’de mikoriza asilamasmin yapildigr tim misir bitkilerinde Mn
konsantrasyonunda azalma goriilmektedir. Yapilan bir bagka ¢aligmada diisiik sicaklik stresi
altinda, bitki Mn icerigine mikoriza agilamasinin bir etkisinin olmadig: bildirilmistir (Zhu

vd., 2017).

Yiiksek sicaklik uygulamalart altinda mikoriza asilanmig misir bitkileri mikoriza

uygulanmayan bitkilere kiyasla incelendiginde 35 °C ve 45 °C’de M2, M3 ve M4, 40 °C’de
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mikoriza asilanmis tim misir bitkilerinde Mn konsantrasyonunda artis goriilmektedir.
Kuraklik stresi altinda mikoriza agilanmis misir bitkileri, mikoriza asilanmayan bitkilere
kiyasla daha yiiksek Mn konsantrasyonu sergilemistir (Subramanian ve Charest, 1997; Salim
ve El-Yazied, 2015).

4.3. Bitkilerin Fizyolojik Parametreleri

Mikoriza ile agilanmis farkli sicaklik uygulamalari altinda misir bitkisinin fizyolojik
parametrelerine (klorofil igerigi, membran dayaniklilik indeksi (MDI), lipit peroksidasyonu

(MDA), prolin igerigi) ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.7’de verilmistir.

Mikoriza, sicaklik ve mikoriza x sicaklik uygulamalarinin interaksiyonu misir
bitkisinin klorofil icerigi, lipit peroksidasyonu ve prolin icerigi lizerinde istatistiki agidan
onemli (P<0,01) iken, membran dayaniklilik indeksine mikoriza uygulamalar1 ve

interaksiyonun etkisi 6nemsizdir.

Cizelge 4.7. Musir bitkisinin fizyolojik parametrelerine ait kareler ortalamalari

V.K. S.D. Klorofil MDI MDA Prolin
Mikoriza(M) 4 9127,1™ 4,02% 88,06™ 4963,8™
Sicaklik (S) 6 32166,3™ 75,74 3087,24™ 19049,6™
M xS 24 590,4™ 1,80% 198,45 1754,5™
Hata 70 61,6 2,28 0,98 13,4

**: %1 seviyesinde onemli.

Misir bitkisinin fizyolojik parametrelerine ait mikoriza uygulamasinin ortalama
degerleri incelendiginde klorofil icerigi, MDA ve prolin igerigi en yliksek M3 mikoriza tiir
karigiminin uygulandigi misir bitkisinden elde edilmistir. Klorofil ve prolin iceriginde en
diisiik deger mikoriza uygulamasinin yapilmadigi (MO0) grupta, MDA da ise en diisiik deger

M2 mikoriza tiir karigimimin uygulandigi misir bitkisinden elde edilmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. Misir bitkisinin fizyolojik parametrelerine ait ortalama degerler

Uygulama Klorofil MDI MDA Prolin
MO 180,76 ¢ 93,81 40,03° 50,13°
M1 213,86" 93,44 37,96¢ 57,63¢
M2 209,81°¢ 92,88 36,95° 65,64°
M3 238,762 93,99 42,282 90,522
M4 203,38° 93,30 39,12° 71,25°
5°C 163,40¢ 90,32 43,56° 58,49°
10 °C 187,33¢ 92,56% 34,03¢ 63,63
15 °C 220,53¢ 93,67 30,22¢ 34,11f
25 °C 293,272 96,56° 20,97 23,879
35°C 240,20° 96,45 33,51¢ 67,82°
40 °C 195,331 94,58°¢ 47,38P 90,86°
45 °C 165,13¢ 91,23¢f 65,212 130,442

Misir bitkisinin fizyolojik parametrelerine ait sicaklik uygulamasinin ortalama
degerleri incelendiginde klorofil icerigi ve MDI en yiiksek kontrol sicakliginda, MDA ve
prolin icerigi ise en yliksek 45 °C’de belirlenmistir. En diisiik deger klorofil icerigi ve
MDIi’de 5 °C, MDA ve prolin igeriginde ise en diisiik deger kontrol sicakliginda
belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Fotosentez diisiik sicakliga duyarli oldugu i¢in diisiik sicaklikta fotosentezde azalma
gortliir (Hajihashemi vd., 2018). Benzer sekilde, yiiksek sicakligin da fotosentez oranini
azalttigr bilinmektedir (Ben-Asher vd., 2008; Ghani vd., 2023). Caligmamizda, misir
bitkisinin klorofil igerigi incelendiginde en yiiksek deger (337,33 CM) M3 mikoriza tiir
karisiminin uygulandigir kontrol sicakliginda, en diisiik deger (138,33 CM) mikoriza
uygulanmayan (MO) grupta 45 °C’de belirlenmistir (Sekil 4.1). Optimum sicaklik
kosullarinda klorofil igeriginin en yiiksek oldugu, sicaklik degisimlerine bagli olarak klorofil
iceriginde azalma oldugu gozlenmistir. Misir bitkisinde yiiksek ve disiik sicaklik
kosullarinda sicaklik degisimlerine bagli olarak klorofil iceriginin azaldigi O6nceki
calismalarda da bildirilmistir (Yavas ve Ilker, 2020; Kumar vd., 2012; Zhu vd., 2010b; Takac
2004).
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Sekil 4.1. Misir bitkisinin klorofil icerigi degisimi

Tiim sicaklik degerlerinde mikoriza asilamasinin yapilmadigr (MO) grubuna gore
mikoriza asilamasi yapilan musir bitkilerinde klorofil igeriklerinin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Mikorizalarin hiflerinin Mg alinimi artirmasiyla toplam klorofil igerigini
artirdig1 ve fotosentezin de buna bagli olarak arttig1 ortaya konulmustur (Mathur vd., 2018).
Mikorizalar diisiik sicaklik stresi altinda ve stres olmayan kosullarda gelismis biiylime ve
fotosentez sonucu antioksidanlarin ve sinyal hormonlarinin salgilanmasi sayesinde strese

kars1 tolerans gosterir (Begum vd., 2019 ; Shirani ve Mohammad, 2020 ).

Diisiik sicaklikta mikoriza ile asilanmig bitkilerde, asilanmayanlara kiyasla
yapraklarda klorofil konsantrasyonunun arttig1 bildirilmistir (Abdel Latef vd., 2011; Paradis
vd., 1995; Zhu vd., 2011). Calismamizla uyumlu olarak Mathur vd. (2018), yiiksek sicaklikta
mikoriza asilamas1 yapilan misir bitkilerinde asilanmayanlara kiyasla daha ytiksek klorofil
igerigine sahip oldugunu, Zhu vd. (2010b); Du vd. (2022) ise hem optimum hem de stres

sicakliklarinda mikoriza simbiyozunun klorofil konsantrasyonunu artirdigini bildirmislerdir.

Yiiksek sicaklik stresine bagli olarak fotosentezde goriilen azalmalarin klorofil ve
tilakoid zarin yapisindaki bozulmalarindan kaynaklandig: bilinmektedir (Karim vd., 1999;
Tas, 2022). Mikoriza agilanmamis bitkide mikoriza agilamasi yapilan bitkiye oranla klorofil

igerigine bagl olarak yaprak zararlanmasiin daha siddetli oldugu bildirilmistir (Zhu vd.,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2667064X21000270#bib0031
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2667064X21000270#bib0036
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2010b). Stres kosullarinda mikoriza asilamasiyla bitkide fotosentez oranindaki artigin
klorofil yapisinin korunmasi, misir bitkisinin besin elemetlerinden daha iyi yararlanmasi
sayesinde yaprak alanini artmasinin sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Mikoriza ile asilanmis
bitkilerde sicaklik stresinin etkisinin daha az oldugu ve mikorizal ortak yasamin daha az
hasara sebep olmasiyla fotosentetik etkinligi de gelistirdigi bulunmustur (Evelin vd., 2009;
Zhu vd., 2017).

Bitkilerde stres sonucu goriilen geri doniisimsiiz zararlanmalarin ilk belirtisi hiicre
zarlarinda olusmakta ve iyon sizintisinda goriilen degisikliklerle belirlenmektedir (Giilen ve
Eris, 2003; 2004, Kumar vd., 2011). Misir bitkisinin iyon sizintisi oranina bagl olarak
hesaplanan MDI degerleri incelendiginde, en yiiksek deger (%97,03) M1 mikoriza tiir
karistmimin uygulandigr kontrol sicakliginda, en diistik deger (%88,79) M2 mikoriza tiir
karisiminin uygulandigi 5 °C’de belirlenmistir (Sekil 4.2). Optimum sicaklik kosullarinda
MDI degerinin en yiiksek oldugu, sicaklik degisimlerine bagh olarak MDI degerinin azaldig

gbzlenmistir.
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Sekil 4.2. Misir bitkisinin membran dayaniklilik indeksine ait degisimi

Sicaklik stresi, zarda bulunan sensorleri etkileyerek hiicre zarinda 6nemli degisiklere
sebep olur. Strese maruz kalmayan bitkiler en yiliksek hiicre zar1 stabilitesine sahipken,
sicaklik stresine maruz kalan bitkilerde ilk olarak zar gegirgenligi etkilenir (Zhu vd., 2010b;
Kumar vd., 2012). Onceki calismalarda diisiik sicaklikta (Shirani ve Mohammad, 2020),
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yiiksek sicaklikta (Ergin, 2012) iyon sizintisinin arttig1 ve hiicre zararlanmasimin yiiksek
oldugu ancak mikoriza simbiyozunda hiicre zar1 stabilitesinin korundugu, stres altinda
mikoriza ile asilamanin iyon sizintisini azalttigi bildirilmistir (Malhi vd., 2021). Calismamiz
da ise, mikoriza asillamasinin MDI degerlerine etkisi ihmal edilebilir diizeydedir. Diisiik
sicaklik stresi altinda mikoriza agilanmis ve asilanmamis bitkide iyon sizintisinda 6nemli bir
fark olmadig bildirilmistir (EI-Tohamy vd., 1999). Sicaklik stresiyle bitki yapraklarinda
meydana gelen iyon s1zintis1 miktarindaki artisin diisiik diizeyde olmas1 MDI degisimlerinin
dar bir aralikta degismesine sebep olmustur. Bu durum ayni zamanda kullanilan ¢esidin

sicaklik degisimlerine toleransli oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilebilir.

Lipit peroksidasyonun son {iriinii olan MDA igerikleri Sekil 4.3°de gosterilmistir.
Sicaklik stresinin siddeti arttikca musir bitkisinin MDA igerikleri de artis gostermistir.
Optimum sicaklik kosullarinda tiim gruplarda MDA degerinin en diisiik oldugu, sicaklik
degisimlerine bagl olarak MDA degerinin arttig1 goriilmektedir. En yiiksek MDA degeri
(85,36 nmol g/ TA) M3 mikoriza tiir karisiminin uygulandigi 45 °C’de, en diisiik deger ise
(9,82 nmol g/ TA) M2 mikoriza tir karigimmin uygulandigi kontrol sicakliginda
belirlenmistir. Onceki ¢alismalarda musir bitkisinde yiiksek ve diisiik sicaklarda MDA
degerinin artig gosterdigi belirlenmistir (Yiizbasioglu vd., 2017; Wu vd., 2020; Mutlu vd.,
2016).

Mikoriza uygulamalarinin MDA igerigine etkisi, kontrol sicakliginda M2 grubunda
mikoriza uygulanmayan (MO) grubuna gore azalmayla sonu¢lanmistir. Mikoriza gruplari
diistik sicaklik degerinde kiyaslanacak olursa 5 °C’de M2 ve M3, 10 °C’de M1, M2 ve M3,
15 °C’de tiim mikoriza tiir karistmlarinin uygulandigr misir bitkisinde MDA igeriginin
mikoriza uygulanmayan (MO) gruba kiyasla azaldig1 belirlenmistir. Diisiik sicaklik stresi
altinda mikoriza asilamasinin yapraklarda MDA degerini azalttig1 bildirilmistir (Liu vd.,

2017; Shirani ve Mohammad, 2020).
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Sekil 4.3. Misir bitkisinin lipit peroksidasyonuna ait degisimi

Mikoriza gruplar yiiksek sicaklik degerinde kiyaslandiginda ise 35 °C’de M1, M2
ve M4, 40 °C’de M2 ve M4, 45 °C’de ise M4 mikoriza tiir karigimlarinin uygulandigi misir
bitkisinde MDA igeriginin mikoriza uygulanmayan (MO) gruba kiyasla azaldig
belirlenmistir. Yiiksek sicaklik stresi altinda mikoriza ile asilanmis misir bitkilerinde MDA
degerinin asilanmayanlara kiyasla daha diisiik oldugu bildirilmistir (Mathur vd., 2021).
Yapilan bir bagka caligmada diisiik ve yiliksek sicaklik stresi altinda MDA degerinin
mikoriza asilamasi yapilmayan gruba gdre mikoriza ile asilanmis misir bitkisinde daha

diisiik oldugu belirlenmistir (Zhu vd., 2010b).

Genel olarak bakildiginda 10 °C-35 °C araliginda MDA degerinin mikoriza
uygulanmayan (MO) kontrol grubuna goére, mikoriza uygulanan misir bitkilerinde azaldigi
goriilmektedir. Membran lipit peroksidasyonun iiriinii ve derecesinin bir yansimasi olarak
kabul edilen MDA ’nin (Ali vd. 2005), mikoriza asilamasi yapildiginda agilanmayan bitkilere
kiyasla daha diisiik olmasinin nedeni, mikorizalarin membran lipitlerinin peroksidasyonunu
azalttig1 ve zarin akisini kolaylastirmasindan kaynakli oldugu bildirilmistir (Zhu vd., 2010b;
2017).

Misir bitkisinin strese bagl prolin igerigindeki artis en fazla (153,33 nmol g/ TA)
M3 mikoriza tiir karisiminin uygulandigir 35 °C’de, en az ise (17,17 nmol g/ TA) M1
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mikoriza tiir karigiminin uygulandigi kontrol sicakliginda belirlenmistir (Sekil 4.4).
Optimum sicaklik kosullarinda prolin iceriginin diisiik oldugu, sicaklik degisimlerine bagh

olarak da prolin iceriginin arttig1 goriilmektedir.

Kontrol sicakliginda mikoriza uygulamasinin yapilmadigi (MO) grubuna kiyasla
mikoriza asilamasi yapilan misir bitkisinde M1 mikoriza tiir karistminin uygulandigi misir
bitkisi hari¢ prolin iceriginde artig goriilmistiir. Ortam sicaklifina kiyasla diisiik
sicakliklarda yaprak prolin iceriinde artis goriildiigii belirlenmistir. Strese bagli olarak
prolin miktarinda goriilen artisin ozmotik ayarlamayi iyilestirdigi ve mikoriza simbiyozunda
bu mekanizmanin korundugu bildirilmistir (Zhang vd., 2018; Huang vd., 2020; Mitra vd.,
2021).
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Sekil 4.4. Misir bitkisinin prolin icerigine ait degisimi

Diistik sicakliklarda M3 grubundaki bitkilerin prolin icerigindeki degisimler, MO
grubuna benzer sekilde gerceklesmistir. 10 °C’ye gore 5 °C’de azalma goriilmesi koruma
mekanizmasinin  geriledigini  gostermektedir. Misir  bitkilerine 5 °C’de sicaklik
uygulandiginda, mikoriza uygulanmayan (MO0) grubuna gore prolin miktarinda artis
gorildiigli, mikoriza ile agilanmig misir bitkilerinde 15 °C’de (M2 harig) prolin igeriginin
mikoriza uygulanmayan (MO0) gruba gore yiiksek oldugu belirlenmistir. Diisiik sicaklikta

Ozellikle mikoriza uygulanmasiyla prolin igeriginin arttig1 ortaya konmustur (Yan vd.,
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2021). Diistik sicaklikta bu artisin sebebinin ise bitkilerin ozmotik ayarlama igin yapraklarda
prolin biriktirmesinden kaynakli oldugu bildirilmistir (Chen vd., 2014). M1 ve M2 mikoriza
tir karisiminin uygulandigr misir bitkisinde mikoriza uygulamayan (MO) gruba goére 10 °C
ve 15 °C’de prolin igeriginde azalma oldugu goriilmektedir. Yapilan bir ¢alismada diisiik
sicaklik stresleri altinda mikoriza ile asilanmig musir yapraklarindaki prolin igeriginin

mikoriza uygulanmayan gruba gore diisiik oldugu bildirilmistir (Zhu vd., 2010Db).

Mikoriza uygulanmayan (MO) gruba gore mikoriza uygulanmasiin yapildigi
bitkilerde daha yiiksek koruma saglandigi ve mikoriza agilanmis misir bitkilerinin yiliksek
sicakliklarda diistik sicakliga kiyasla daha ¢ok prolin birikiminin oldugu belirlenmistir. Misir
bitkisinde yiiksek sicakliklarda prolin gibi enzimatik olmayan antioksidanlari, daha yiiksek
seviyelerde belirleyen Kumar vd. (2012)’nin bulgulari ile mikoriza uygulanmis bitkilerde
yiiksek sicakliklarda prolin birikiminin oldugu bildiren Shahsavandi vd. (2016) nin bulgulari
calismamizla uyumludur. M3 mikoriza tiir karisiminin uygulandigi misir bitkisinde 35 °C’de
prolin igeriginin ani artisi, mikoriza tiirlinlin bu sicaklik degerlerinde bitkiyi daha iyi
destekledigini diigiindiirmektedir. Boylece simbiyotik iligkinin olumlu etkilenmesiyle

bitkideki ani stres tepkisi olarak yiiksek oranda prolin birikimi gerceklesmis olabilir.

4.4. Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Mikoriza ile asilanmig farkli sicaklik uygulamalari altinda misir bitkisinin

antioksidan enzim aktivitesine ait varyans analiz sonuglari ¢izelge 4.9’da verilmistir.

Cizelge 4.9. Misir bitkisinin antioksidan enzim aktivitelerine ait kareler ortalamalari

V.K. S.D. SOD GR APX CAT
Mikoriza (M) 4 38739™ 17435™ 557,10 218,02
Sicaklik (S) 6 52402 24044 2075,33"  985,47™
MxS 24 21434™ 8806 641,47 306,79™
Hata 70 126 132 10,56 2,03

**: %1 seviyesinde onemli.

Mikoriza, sicaklik ve mikoriza % sicaklik uygulamalari interaksiyonu misir bitkisinin

incelenen antioksidan enzim aktiviteleri istatistiki agidan 6nemli (P<0,01) bulunmustur.
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Misir bitkisinin antioksidan enzim aktivitelerine ait mikoriza uygulamasinin
ortalama degerleri incelendiginde SOD, GR ve APX’de en yiiksek deger M1 mikoriza tiir
karistminin uygulandigi misir bitkisinden, CAT aktivitesine ait en yiiksek deger M3

mikoriza tiir karigiminin uygulandigi misir bitkisinden elde edilmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Misir bitkisinin antioksidan enzim aktivitelerine ait ortalama degerler

Uygulama SOD GR APX CAT

MO 95,93¢ 90,16° 37,60° 23,58¢
M1 196,462 167,852 48,782 26,38°
M2 119,50P 109,83° 40,38° 25,12¢
M3 91,88¢ 115,84° 47,322 28,042
M4 106,45° 115,48° 38,63° 19,58¢
5°C 195,442 117,19° 46,32 31,732
10 °C 151,18¢ 142,60° 59,892 31,667
15 °C 93,45° 90,57 35,07¢ 15,84¢
25 °C 25,15 45,42° 23,40° 11,89¢
35°C 176,09° 163,422 37,32¢ 23,89°
40 °C 130,11 140,01° 49,90P 32,002
45 °C 82,89° 139,62° 45,90° 24,78°

Masir bitkisinin antioksidan enzim aktivitelerine ait sicaklik uygulamasinin ortalama
degerleri incelendiginde SOD aktivitesi en yiiksek 5 °C’de, GR aktivitesi 35 °C’de, APX
aktivitesi en yliksek 10 °C’de belirlenirken, CAT aktivitesi 40 °C’de belirlenmistir (Cizelge
4.10).

Hiicre i¢inde ROT’ a karsi ilk savunma hattin1 SOD olusturmaktadir (Alscher vd.,
2002). Misir bitkisinin SOD aktivitesi incelendiginde en yiiksek deger (537,75 umol protein
mgt) M1 mikoriza tiir karisiminin uygulandig1 35 °C’de, en diisiik deger (4,75 pmol protein
mg?t) M2 mikoriza tiir karistmmin uygulandig: kontrol sicakliginda belirlenmistir (Sekil
4.5). Optimum sicaklik kosullarinda misir bitkilerinde SOD aktivitesinin en diisiikk oldugu,

sicaklik degisimlerine bagli olarak SOD aktivitesinin artig gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Misir bitkisinin SOD aktivitesine ait degisimi

Kontrol sicakliginda mikoriza asilamasinin yapildigi musir bitkilerinde mikoriza
asilamasinin yapilmadigr (MO) gruba gére M1 mikoriza tiir karisimin uygulandigi misir
bitkisi hari¢ SOD aktivitesinde azalma goriilmektedir. SOD aktivitesinin mikoriza
astlamasinin yapildig1 bitkilere kiyasla, kontrol kosullar1 altinda mikoriza asilamasinin

yapilmadigi bitkilerden daha diisiik oldugu belirlenmistir (Pedranzani vd., 2015).

Diisiik sicakliga maruz kalan bitkilerde en diisiik SOD degeri kontrol sicakliginda
belirlenmigtir. Farkli iki misir ¢esidinde diistik sicaklik stresi uygulandiginda en diisiik SOD
degerinin 25 °C’de oldugu bildirilmistir (Ramazan vd., 2021). 5 °C’de M4, 10 °C’de M1,
M2 ve M3, 15 °C’de M1 mikoriza tiir karisimin uygulandigi musir bitkilerinde mikoriza
uygulamasinin yapilmadigi (MO) gruba kiyasla SOD aktivitesinde artig goriilmustiir. Diigiik
sicakliga maruz kalan mikoriza asilanmis bitkilerde, asillanmamis bitkilere kiyasla daha

yiiksek SOD aktivitesi belirlenmistir (Yan vd., 2021).

Yiiksek sicakliklarda kontrol sicakligina kiyasla SOD aktivitesinde artis gorildigii
belirlenmis, Rivero vd. (2004) ‘nin yaptig1 ¢calismayla uygunluk gostermektedir. Mikoriza
astlamasi yapilan misir bitkilerinde, asilama yapilmayan (MO0) gruba kiyasla 35 °C, 40 °C
ve 45 °C sicaklik degerlerinde SOD aktivitesi artis gostermistir. Yiiksek sicaklik stresi
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altinda mikoriza asilamasinin yapilmadig: bitkilere kiyasla asilanan bitkilerde daha yiiksek

SOD aktivitesi goriildiigii bildirilmistir (Maya ve Matsubara, 2013; Alam vd., 2023).

M1 mikoriza tiir karigiminin uygulandigr misir bitkisinde hafif sicaklik stresinde
SOD aktivitesinde artig gortildiigii, sicaklik degerindeki artisa bagli olarak SOD aktivitesinin
azaldig1 goriilmektedir. Diisiik ve yliksek sicaklik stresi altinda mikoriza ile asilanmig misir
bitkilerinde yiiksek SOD aktivitesi belirlenmis, sicaklik stresindeki artisla SOD aktivitesinin
azaldig1 gozlenmistir (Zhu vd., 2010b).

Glutatyon Rediiktaz H202’in temizlenmesinde simnirlayict enzim olarak gorev
yapmakta olan (GR) (Sudhakar vd. 2001) incelendiginde en yiiksek deger (318,27 nmol mg/
protein/dk) M1 mikoriza tiir karigiminin uygulandigi 45 °C’de, en diisiik deger (19,09 nmol
mg/protein/dk) M1 mikoriza tiir karisiminin uygulandigi kontrol sicakliginda belirlenmistir
(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Misir bitkisinin GR aktivitesine ait degigimi

Optimum sicaklik kosullarinda GR aktivitesinin en diisiik oldugu, sicaklik
degisimlerine bagli olarak GR aktivitesinin artis gosterdigi belirlenmistir. Kontrol
sicakliginda mikoriza asilamasimin yapildigi misir bitkilerinde mikoriza asilamasinin

yapilmadigr (MO) gruba gére M2 ve M4 mikoriza tiir karisiminin uygulandigr misir



54

bitkisinde GR aktivitesinde artis belirlenmistir. Kontrol kosullar1 altinda mikoriza
uygulanmasiyla GR aktivitesinde artis gosterdigi Onceki calismalarla da bildirilmistir

(Pedranzani vd., 2015).

Diisiik sicakliklarda M1, M2 ve M3 (15 °C hari¢g) mikoriza tiir karigiminin
uygulandigr misir bitkilerinde GR aktivitesinde artis goriilmektedir. Mikoriza uygulanmis
bitkilerde 10 °C diisiik sicaklikta GR aktivitesinde artis goriildigii (Liu vd. 2017), mikoriza
uygulanmis farkli bitki tiirtinde 5 °C’de GR aktivitesinde artis goriildiigi bildirilmistir (Chu
vd., 2016). 5 °C ve 10 °C’de M4 mikoriza tiir karisiminin uygulandigi misir bitkisinde GR
aktivitesinde ise azalig goriilmektedir. GR aktivitesinin diisiik sicaklikta mikoriza agilamasi

yapilan bitkide azaldig1 da belirlenmistir (Pedranzani vd., 2015).

Yiiksek sicakliklarda 35 °C’de M4, 40 °C ve 45 °C’de tiim mikoriza uygulamasi
yapilmis misir bitkisi gruplarinda GR aktivitesinde artis goriilmektedir. 40 °C ve 45 °C
yiiksek sicakliklarda GR aktivitesinin artis gosterdigi (Yavas ve Ilker, 2020; Kumar vd.
2012) bu artisin M1 mikoriza tiir karisgiminin uygulandigi musir bitkisinde en yiiksek oldugu

belirlenmistir.

Misir bitkisinin APX aktivitesi incelendiginde en yiiksek deger (95,70 nmol mg/
protein/dk) M1 mikoriza tiir karisiminin uygulandigi 40 °C’de, en diisiik deger (16,67 nmol
mg/ protein/ dk) mikoriza uygulamasmin yapilmadigi (M0) grupta kontrol sicakliginda
belirlenmistir (Sekil 4.7). APX, H202’yi detoksifiye ederek fotosentetik organizmalarda
toksik diizeyde birikmesini engelleme islevi gérmektedir (Shigeoka vd., 2002). Optimum
sicaklik kosullarinda APX aktivitesinin en diisiik oldugu sicaklik degisimlerine bagli olarak
APX aktivitesinin artis gosterdigi belirlenmistir. Sicaklik stresine bagli olarak mikoriza
asilamasi yapilan bitkilerde APX seviyesinde artis gozlendigi bildirilmistir (Maya ve
Matsubara, 2013).

Kontrol sicakliginda mikoriza asilamasinin yapildigi musir bitkilerinde mikoriza
asilamasinin yapilmadigi (MO) gruba kiyasla APX aktivitesinde artis goriilmektedir.
Calismamizin aksine mikoriza uygulanmis bitkide kontrol kosullar1 altinda APX aktivitesi

daha diisiikk bulunmustur (Pedranzani vd., 2015).
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Sekil 4.7. Misir bitkisinin APX aktivitesine ait degisimi

Diisiik sicaklik uygulamalar1 altinda mikoriza uygulamasmin yapilmadigi (MO)
gruba kiyasla inceleme yapildiginda 5 °C’de tiim mikoriza uygulamasi yapilan bitkilerde,
10 °C’de M3, 15 °C’de ise M1 mikoriza tiir karisimlarinin uygulandigi musir bitkisinde APX
aktivitesinde artig goriilmiistiir. Diisiik sicaklik stresi altinda mikoriza asilamasi yapilan
bitkilerde, mikoriza asilamasinin yapilmadigi bitkilere kiyasla APX aktivitesinin daha

yiiksek oldugu belirlenmistir (Zhou vd., 2012; Abdel Latef ve Chaoxing, 2011).

Mikoriza uygulamasmin yapildig1 yiiksek sicaklik uygulanan musir bitkilerinde
mikoriza uygulanmayan (MO0) gruba kiyasla 35 °C’de M1 ve M2, 40 °C’de tiim mikoriza
uygulamasinin yapildigi misir bitkilerinde, 45 °C’de M3 mikoriza tiir karigiminin
uygulandig1r misir bitkisinde APX aktivitesinde artis gériilmektedir. Yiiksek sicaklik altinda
mikoriza uygulamasi yapilan bitkilerde APX aktivitesinin artis gosterdigi bildirilmistir
(Miyawaki vd., 2006).

Katalaz (CAT), stres kosullarinda H>O2’nin su ve molekiiler oksijene doniismesinde
rol almaktadir (Jaleel vd., 2009). Misir bitkisinin CAT aktivitesi incelendiginde en yiiksek
deger (46,57 nmol mg/ protein/dk) M3 mikoriza tiir karistminin uygulandigi 40 °C’de, en
diisiik deger (6,02 nmol mg/protein/dk) mikoriza uygulanmasinin yapilmadigi (M0) grupta
kontrol sicakliginda belirlenmistir (Sekil 4.8). Optimum sicaklik kosullarinda CAT
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aktivitesinin en diisiikk oldugu sicaklik degisimlerine bagl olarak CAT aktivitesinin artis
gosterdigi belirlenmistir. 25 °C’de bitki ¢esitlerinde CAT aktivitesinin en diisiik oldugu
bildirilmistir (Ramazan vd., 2021). Kontrol sicakliginda mikoriza asilamasinin yapildigi
muisir bitkilerinde mikoriza asilamasinin yapilmadigi (MO0) gruba kiyasla CAT aktivitesi artig

gostermektedir.
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Sekil 4.8. Misir bitkisinin CAT aktivitesine ait degisimi

Diistik sicaklik stresi altinda mikoriza uygulamasinin yapildigr misir bitkilerinde,
mikoriza uygulanmayan (MO) gruba kiyasla 5 °C’de M3, 10 °C ve 15 °C’de mikoriza
uygulamasinin yapildig tiim gruplarda CAT aktivitesi artis gostermistir. Diisiik sicakliga
maruz kalan misir bitkilerinde CAT aktivitesinin yiiksek oldugu (Pedranzani vd. 2015),
mikoriza ile agilanmis bitkilerde diislik sicakliklarda yiiksek CAT aktivitesi belirlendigi
bildirilmistir (Abdel Latef ve Chaoxing, 2011).

Yiiksek sicaklik stresi altinda mikoriza uygulamasinin yapildigr musir bitkilerinde,
mikoriza uygulanmayan (MO0) gruba kiyasla 35 °C’de M1 ve M4, 45 °C’de M3 mikoriza tiir
karisimlarinin uygulandigi misir bitkilerinde yiliksek CAT aktivitesi belirlenmistir. Mikoriza
ile agilanmus bitkilerde 35 °C (Wu, 2011) ile 45 °C’de mikoriza uygulanmis misir bitkisinde
CAT aktivitesinde artis goriildiigii bildirilmistir (Yavas ve Ilker, 2020).
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Sicaklik stresi gibi abiyotik faktorler, hiicre zararlanmasi ve membran lipid
peroksidasyonu gibi olumsuz oksidadif durumlara sebep olan ROT iiretiminin hizlanmasina
neden olabilir (Demiral ve Tiirkan, 2005). ROT proteinlere, lipitler ve niikleik asitlere
saldirir, olusan hasarin derecesi ise ROT olusumu ve bu olusumun antioksidanlar tarafindan
uzaklastirilmasi arasindaki dengeye baghdir (Scheibe ve Beck, 2011). Bitkileri oksidatif
hasara karst savunmak amaciyla antioksidan savunma genlerinin ekspresyonunun
tetiklendigi bilinmekte (Menezes-Benavente vd. 2004; Jaleel vd. 2009) olup SOD, APX,
CAT ve GR gibi antioksidan enzimler, ROT'tan kaynaklanan zarar1 6nlemektedir (Abdel
Latef ve Chaoxing, 2011). Mikorizalarin diisiik ve yiiksek sicaklik stresi altinda bitkilerin su
ve besin alimini artirmasina yardimer oldugu, bu sayede bitkileri oksidadif hasara karsi
korudugu ve osmolit birikimini de artirmasiyla bitkinin stres kaynakli etkilerini 6nlemek
adma performansini artirdigi daha 6nce yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Zhu vd.,
2017). Bitkilerin sicaklik stresine maruz kalmasiyla goriilen H2O2’deki azalmanin,
mikorizalarin bitkileri strese karsi korudugu mekanizmalardan oldugu (Zhang vd. 2013),
mikorizalar tarafindan diisiik seviyede ki H202’nin indiiklenmesi, savunma ve uyum
tepkilerinde 6nemli sinyal molekiilii islevi gormekte oldugu belirtilmistir (Chen vd., 2013).
Yani stresli kosullar altinda mikoriza ve bitki ortak yasaminda, mikorizalarin bitki
fizyolojisinin degistirdigi, antioksidan enzim aktivitelerinin kapasitesini artirdigi ve bu
sayede bitkileri oksidadif hasara karsi korudugu bildirilmistir (Alguacil vd., 2003; Porcel
vd., 2003; Nahiyan ve Matsubara, 2012).

4.5. Is1 Soku Proteinlerinin Gen ifadesi

Is1 soku proteinleri (HSP) stres ile indiiklenen bir saperon protein kompleksidir. Ist
soku proteinlerinin boyutlari, 20 kDa'dan 100 kDa'ya kadar degisir ve saperon iglevlerini
yerine getirmek i¢in diger proteinlerle diizenli olarak etkilesime girer (Miller ve Fort, 2018).
Is1 soku proteinlerinin koruyucu bir mekanizma olusturmasi ve onarma yetenegi bitkinin

stres sirasinda metabolizmay: siirdiirmesini saglar (Bita ve Gerats, 2013).

Misir bitkilerinde ve koklerde gelisen mikorizalarda HSP70 ve HSP90 gen
ekspresyonlarin1 belirlemek i¢in RT-PCR analizleri yapilmis ve musir bitkisinin gen
ekspresyonu degisimlerinde mikoriza tiirii, sicaklik uygulamasi ve bu ikisinin interaksiyonu

istatistiki olarak %1 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.11). Mikoriza tiirlerinin


https://link.springer.com/article/10.1007/s00572-013-0477-z#ref-CR1
https://link.springer.com/article/10.1007/s00572-013-0477-z#ref-CR36
https://link.springer.com/article/10.1007/s00572-013-0477-z#ref-CR32
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HSP70 gen ekspresyonlarinda tiirler arasindaki farklilik 6nemli degilken, HSP90 gen
ekspresyonu %1 diizeyinde 6nemli farklilik gostermistir. Sicaklik uygulamalari ve mikoriza
x sicaklik interaksiyonu hem HSP70 hem de HSP90 gen ekspresyonlari agisindan 6nemli

farklilik olusturmustur.

Cizelge 4.11. Masir bitkisinin ve mikoriza tiirlerinin HSP70 ve HSP90 gen ekspresyonlarina
ait kareler ortalamalar1

Misir bitkisi Mikoriza tiirii
V.K. S.D. HSP70 HSP90 S.D. HSP70 HSP 90
Mikoriza (M) 4 16,271 51002 3 9,306% 88,05™
Sicaklik (S) 6 24,473™ 36714 6 6,990" 73,38
MxS 24 16,385™ 33889™ 18 5,270" 105,38™
Hata 70 1,722 1495 56 1,943 10,99

*: %5, **: %1 seviyesinde 6nemli.

Misir bitkisinde ve mikoriza tlirleri arasinda HSP70 ve HSP90 genlerinin
ekspresyonu M2 mikoriza tiiriinde en yiiksek degerini alirken, sicakliga bagli degisimlerde
musir bitkisinin HSP70 gen ekspresyonu 45 °C’de en yiiksek degerine ulasmistir (Cizelge
4.12).

Masir bitkisinin HSP90 gen ekspresyonu 10 °C’de 108 kat artarak en ytliksek degerine
ulagsmistir, bunu takip eden en yiiksek ekspresyon degeri ise 67,5 kat artigla 45 °C’de
olmustur (Cizelge 4.12).

Mikoriza tiirlerinin HSP70 ve HSP90 gen ekspresyonunun degisimi mikoriza
tiirlerine gore en yliksek M2’de gozlemlenmistir. Sicakliga bagl degisimleri incelendiginde,
HSP70’in ekspresyonu en yiiksek degerine 10 °C’de ulasirken, HSP90’1n ekspresyonunun
40 °C’de en yiiksek degerine ulastigi gorillmiistiir.
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Cizelge 4.12. Misir bitkisinin ve mikoriza tiirlerinin HSP70 ve HSP90 gen ekspresyonlarina
ait ortalama degerler

Misir bitkisi Mikoriza turd
Uygulama HSP70 HSP90 HSP70 HSP90
MO 1,20°° 6,40° - -
M1 0,56° 28,23° 1,69 3,672
M2 2,912 120,442 1,93 4,28?
M3 2,01% 14,57° 0,89 0,52°
M4 1,520¢ 1,29° 0,52 0,39°
5 °C 0,62° 1,48° 1,03%® 0,34°
10 °C 3,372 126,56° 2,562 1,09
15 °C 0,79 0,89¢ 1,99% 5,132
25°C 1,18° 1,17¢ 1,332 1,15
35°C 1,14° 6,60° 0,72° 0,72¢
40 °C 0,78° 23,57¢ 0,64° 6,412
45 °C 3,60? 79,02° 0,52° 0,66°

HSP70 proteinleri, bir N-terminal ATPase alani ve bir C-terminali peptit baglanma
alani ile ATP tarafindan yonlendirilen molekiiler saperonlardir. HSP70, protein biyojenezi,
stres aninda organizmay1 koruma, protein yiginlariin olusumunun 6nlenmesi, proteinlerin
translokasyonuna yardim ve c¢oklu hiicresel islevleri yerine getiren evrimsel olarak
korunmus bir protein ailesidir. Baslica hiicreyi koruyan molekiiler saperon olan HSP70,
bir¢ok stres faktoriine karsit korumada ve hiicresel homeostazin yeniden kurulmasinda ¢ok

O6nemli bir rol oynar (Asea vd., 2016).

Mikoriza uygulanan, yiiksek ve diisiik sicaklik stresine ve bunlarin kombinasyonuna
gore musir bitkilerinde HSP70 ekspresyonunun degistigi goriilmiistiir (Sekil 4.9). Diisiik
veya yiiksek sicakliklardaki misir bitkisinin HSP70 gen ekspresyonu degisimleri mikoriza
tiirlerine gore de degismistir. Diisiik ve yiiksek sicakliga misir bitkisiyle birlikte maruz kalan
mikoriza tiirlerinin HSP70 gen ekspresyonunun farkli degisimleri tiirlerin sicakliga olan

tepkilerinin farkliligina dikkati ¢ekmistir.

Mikorizanin uygulanmadigi ( MO ) grubunda, musir bitkisinin HSP70 geninin
ekspresyonu diisiik sicakliklarda kontrole gore azalirken, yliksek sicakliklarda 6nce azalmis,

45 °C’de ise kontrole gore yaklasik 2,5 kat artis gdstermistir. M1 grubunda, mikoriza
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uygulamasi da HSP70 geninin ekspresyonunun mikoriza uygulanmayan (MO) gruba gore
kontrol sicakliginda (25 °C) artisina neden olmugtur. M1 mikoriza tiiriiniin uygulandig:
diisiik ve yiiksek sicakliklarda ise misir bitkisinin gen ekspresyonlarinin kontrol sicakligina
(25 °C) gore azaldigr goriilmektedir (Sekil 4.9a). M1 mikoriza tiirlinin HSP70 gen
ekspresyonu diisiik sicakliklarda 15 °C’de kontrole gore yaklasik 2 kat artmis fakat sonra
azalmistir. Yiiksek sicakliklardaki gen ekspresyonu ise, musir bitkisinin HSP70 gen

ekspresyonuyla benzer bir degisime sahiptir (Sekil 4.9b).
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Sekil 4.9. Diisiik ve yiiksek sicaklik uygulamalar: ile musir bitkisinin (a) ve mikoriza
tiirlerinin (b) HSP70 gen ekspresyonlarinin degisimi

M2 mikoriza grubunda diigiik sicakliklarda misir bitkilerinin  HSP70 gen
ekspresyonu 15 °C ve 5 °C’de kontrole gore az da olsa azalis gosterirken 10 °C’de yaklagik
7 kat artig gostermistir. Yiiksek sicakliklarda misir bitkilerinde 35 °C ve 40 °C’lerde az
miktarda azalan gen ekspresyon seviyesi 45 °C’de yiikselmistir (Sekil 4.9a). M2 mikoriza
tiiriintin HSP70 gen ekspresyonu musir bitkisinde oldugu gibi 10 °C’de en yiiksektir. M2
mikoriza tiiriinde yiiksek sicakliklarda durum misir bitkilerinden farklidir. 35 °C’de kontrole

gore artan ekspresyon diizeyi, sicaklik yiikseldikge azalmistir (Sekil 4.9b).

M3 mikoriza grubunda misir bitkisinin HSP70 gen ekspresyonu en yiiksek 45 °C’de
gozlemlenmistir. Diger sicaklik derecelerindeki degisimler diisiik diizeydedir (Sekil 4.9a).
M3 mikoriza tiirtiniin HSP70 gen ekspresyonu bakimindan sicakliga tepkileri degiskendir.
15 °C’de azalan ekspresyon seviyesi 10 °C’de yaklasik 3 kat artmig 5 °C’de yeniden
azalmistir. Yiiksek sicakliklarda 40 °C’de kontrole gore daha yiliksek olan ekspresyon
seviyesi, 35 °C ve 45 °C’de neredeyse kaybolmustur (Sekil 4.9b).
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M4 mikoriza grubunda misir bitkisinin HSP70 gen ekspresyonu 15 °C’de kontrole
gore artmasina ragmen, sicaklik azalmasina paralel olarak azalis gostermistir. Yiiksek
sicakliklarda benzer sekilde 35 °C’de artmis olan ekspresyon seviyesi sicakligin artisiyla
birlikte azalis gostermistir (Sekil 4.9a). M4 mikoriza tiirtinde ise, HSP70 gen ekspresyonu
en yiiksek seviyesine 10 °C’de ulagmistir. Diger sicaklik derecelerindeki ekspresyon

seviyesi kontrole gore azalmistir (Sekil 4.9b).

HSP90 proteinleri organizmalarin ¢ogunda bulunur ve proteinlerin yapiminda,
stabilizasyonunda, olgunlasmasinda ve aktivasyonunda rol alarak hiicre homeostazina
biiyiik katki saglar (Asea vd., 2016). HSP90 proteinleri sitozol igerisinde en bol bulunan ve
cesitli stres faktorlerine karsi kalmodulin, aktin, tiibiilin, kinazlar, reseptor proteinleri ve
saperon gruplar1 ile etkilesime girerek hiicrenin savunma mekanizmasinda rol alan

proteinlerdir (Park ve Seo, 2015).

Mikoriza uygulanan, yiiksek ve diisiik sicaklik stresine ve bunlarin kombinasyonuna
gore musir bitkilerinde HSP90 ekspresyonunun degistigi ve dzellikle yiiksek sicakliklarda
asir1 ekspresyon gorilmistiir (Sekil 4.10). Disiik veya yiiksek sicakliklardaki muisir
bitkisinin HSP90 gen ekspresyonu degisimleri mikoriza uygulamalarina gore de degismistir.
Diisiik ve yiiksek sicakliga misir bitkisiyle birlikte maruz kalan mikoriza tiirlerinin HSP90
gen ekspresyonunun farkli degisimleri tiirlerin sicakliga olan tepkilerinin farkliligina dikkati
cekmistir.

Mikorizanin uygulanmadigr (MO) grubunda, musir bitkisinin HSP90 geninin
ekspresyonu diisiik sicakliklarda kontrole 15 °C’de artmis, ancak 5 °C ve 10 °C’de ¢ok diisiik
diizeylere gerilemistir. Yiiksek sicakliklarda kontrole gore artmaya baslayan ekspresyon
seviyesi 45 °C’de ise kontrole gore yaklasik 35 kat artarak asir1 ekspresyon gostermistir. M1
grubunda, misir bitkisinin HSP90 gen ekspresyonlarinin 40 °C ve 45 °C’de asir1 ekspresyonu
dikkat ¢cekmektedir (Sekil 4.10a). M1 mikoriza tiiriiniin HSP90 gen ekspresyonu diisiik
sicakliklarda 15 °C’de kontrole gore yaklagik 20 kat artmis, sicakligin azalmasiyla birlikte
kontrol sicakligindaki ekspresyon seviyesinin altinda diismistiir. Yiiksek sicakliklardaki gen
ekspresyonu ise, kontrol sicakligindaki seviyesinden yiiksek olmasina ragmen 40 °C’de

kaybolmustur (Sekil 4.10Db).
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Sekil 4.10. Diisiik ve yiiksek sicaklik uygulamalart ile misir bitkisinin (a) ve mikoriza
tiirlerinin (b) HSP90 gen ekspresyonlarinin degisimi

M2 mikoriza grubunda diisiik sicakliklarda musir bitkilerinin  HSP90 gen
ekspresyonu 15 °C ve 5 °C’de kontrole yakin diizeyde iken 10 °C’de yaklasik 35 kat artis
gostermistir. Yiiksek sicakliklarda misir bitkilerinde 35 °C ve 40 °C’lerde artmaya baslayan
HSP90 gen ekspresyon seviyesi 45 °C’de yaklasik 9 kat artig gostermistir (Sekil 4.10a). M2
mikoriza tiiriiniin HSP90 gen ekspresyonu 10 °C’de yiiksektir, ancak 5 °C ve 15 °C’de
neredeyse kaybolmustur. 35 °C’de azalan HSP90 gen ekspresyonu 40 °C’de kontrole gore
20 kat artig gostermis ve 45 °C’de kontrol ile ayn1 Seviyeye gerilemistir (Sekil 4.10b).

M3 mikoriza grubunda misir bitkisinin HSP90 gen ekspresyonu en yiiksek 45 °C’de
gozlemlenmistir. Diger yiiksek sicaklik derecelerindeki artiglar daha disik diizeydedir
(Sekil 4.10a). Distik sicaklik derecelerinde HSP90 gen ekspresyonu 0’a yakindir. M3
mikoriza tiirtiniin HSP90 gen ekspresyonunun degiskenligi diisiik diizeydedir (Sekil 4.10Db).

M4 mikoriza grubunda musir bitkisinin HSP90 gen ekspresyonu diisiik sicakliklarda
0 seviyesine azalis gostermistir. Yiiksek sicakliklarda 35 °C’de kontrole yakin olan
ekspresyon seviyesi 40 °C’de artis gostermis, 45 °C’de ise yeniden azalmistir (Sekil 4.10a).
M4 mikoriza tiiriinde ise, HSP90 gen ekspresyonu kontrole gore 0’a kadar azalmistir (Sekil

4.10).

Yiiksek ve diisiik sicakliklarda erken uyari i¢in kullanilabilecek oldukga hassas ve
onemli belirtegler olarak kabul edilen HSP70 ve HSP90 proteinlerinin birikiminin
mikorizalar ile simbiyoz kosullarinda artis géstermesi, bitkideki savunma mekanizmasinin

aktif oldugunu gostermektedir. Ozellikle asir1 ekspresyonunun gériildiigii sicaklik
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derecelerinde mikorizalar ile simbiyotik yasayan bitkilerin strese karst protein
metabolizmasini daha iyi kullanabildigini ve savunma mekanizmasinin daha gii¢lii oldugunu
sOylemek miimkiindiir. Yapilan bir ¢alismada, potansiyel mikroorganizmalar tarafindan
HSP indiiksiyonunun, bitkisel {iretim sirasinda sicaklik stresi toleransini belirlemek igin
fonksiyonel genomik bir yaklasim oldugu bildirilmistir (Mitra vd. 2021). Pseudomonas sp.
AMK-P6nin, sorgum bitkisindeki sicaklik stresinin listesinden gelmek i¢in HSP indiikledigi
belgelenmistir (Ali vd., 2009). HSP 90'n Paraphaeosphaeria quadriseptata tarafindan
uyarilmasinin Arabidopsis'te sicaklik stresini en aza indirdigi rapor edilmistir (McLellan vd.,

2007).

4.6. Western Blot Analizleri

Misir yapraklarinda HSP70 ve HSP90 protein ekspresyonu Western blot analizleri,
ekspresyon diizeyinin yiiksek oldugu uygulamalar i¢in yapilmistir. HSP70 gen
ekspresyonunun yiiksek oldugu uygulamalarda HSP70 protein ekspresyonunun da oldugu
goriilmektedir. Bant yogunluklari goz 6niine alindiginda mikoriza ve sicaklik uygulanmayan
bitkilerde beklenildigi gibi, protein ekspresyonu diistiktiir. M2 mikoriza tiirliniin uygulandigi
10 °C sicaklik uygulamasinda asiri gen ekspresyonu saptanmasina ragmen, protein
ekspresyonu gerceklesmemistir (Sekil 4.11). Bazi durumlarda asir1 ekspre olan genler
proteine doniismeyerek, miRNA vb. gibi farkli post translasyonel faktorlere
dontigebilmektedir (Chinnusamy vd., 2007; Sunkar, 2010; Guerra vd., 2015; Ramakrishnan
vd., 2022).

Yapilan Western blot analizi, mikoriza uygulanan, sicaklik stresine ve bunlarin
kombinasyonuna maruz kalan musir bitkisinin yapraklarinda HSP90 ekspresyonunun da
Ozellikle mikoriza uygulanmayan 45 °C sicaklikta, M1 ve M4 mikoriza tiirlerinin

uygulandigi 40 °C sicaklikta asir1 arttigini gostermistir (Sekil 4.11).

Hem HSP70 hem de HSP90 gen ekspresyonlarinin yiiksek oldugu M2-10 °C ve
M3-45 °C uygulamalarinda bant sinyalinin azaldigi, M4-35 °C uygulamasinda ise diisiik
diizeyde arttig1 goriilmiistiir. Bu uygulamalar i¢in tespit edilen asir1 gen ekspresyonlari igin
post transkripsiyonel ve translasyonel faktorler arastirilmalidir. Mikoriza uygulamalarinda

tespit edilen HSP70 ve HSP90 protein birikiminin yiiksek sicakliga tolerans saglamada etkili
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iken diisiik sicakliga tolerans saglamadaki iliskisi i¢in daha ayrintili ¢alismalara ihtiyag
vardir. Bitkilerde, membranin korunmasi ve protein agregasyonunun &nlenmesi
fonksiyonlarindan dolayr HSP’lerin soguk stresi karsisinda indiiklendigini belirten
calismalar mevcuttur (Jenny vd., 2006; Timperio vd., 2008). Cin dar1 bitkisinde yapilmis bir
calismada, arastirmacilar SiHsp genlerinin bir kisminin diisiik sicaklik stresi karsisinda
ifadelerinin yiiksek miktarda arttigin1 gostermislerdir. Dalli dari1 bitkisinde yapilmis bir
baska ¢alismada da PvHsp20 genlerinin bir kisminin diisiik sicaklik karsisinda ifadelerinde

biiytik bir artis oldugu arastirmacilar tarafindan belirlenmistir (Yan vd., 2017).
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Sekil 4.11. HSP70 ve HSP90 protein ekspresyonlarinin degisimi
4.7. Mikoriza Kolonizasyonu
Deneme sonunda mikoriza uygulamalar1 yapilmis olan misir bitkilerinin kok

enfeksiyonu belirlenmistir. Koklerde bulunan enfeksiyon boyama metodu ile belirlenmis

olup, kok enfeksiyonu oranlarina ait degerler Sekil 4.14°te verilmistir.
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Sekil 4.12. Misir bitkisinin koklerindeki mikoriza kolonizasyonunun degisimi

Misir bitkisinde kok boélgesinde yapilan sayimlarda kok enfeksiyonu bakimindan en
yiiksek kolonizasyonun kontrol sicakligindaki M4 mikoriza uygulamasinda (%85) oldugu
belirlenmistir. Mikorizal kolonizasyonun sicakligin azaligi veya artigina bagli olarak azaldig:
goriilmiistiir. Zhu vd. (2016) sicakligimm 25 °C’den 15 °C’ye diismesiyle mikoriza
kolonizasyonunun %49’dan %42’ye diistiigiinii bulmustur. M4 mikoriza tliriiniin tim
sicaklik  derecelerindeki kolonizasyon ylizdesi digerlerine goére daha yliksektir.
Kolonizasyondaki azalis miktarlar1 g6z oniine alindiginda, M2 mikoriza tiiriiniin diisiik
sicakliklara, M1 mikoriza tiiriiniin ise yiiksek sicakliklara daha toleransli oldugunu

sOyleyebiliriz.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu aragtirmada arbiiskiilar mikorizal spor uygulanan musir bitkilerinin diisiik ve
yiiksek sicaklik kosullar1 altinda besin elementi alimlari, fizyolojik parametlerinde Ki

degisimleri ile HSP gen ve protein ekspresyonlarina olasi etkileri incelenmistir.

Misirin toprak iistii yas ve kuru agirliklart mikoriza uygulamasi ile kontrol bitkilerine
gore artis gdstermis ve biyokiitle artisina en ¢cok M3 mikoriza tiirlerinin etkili oldugu ve
kontrol sicakligr olan 25 °C sicaklikta belirlenmistir. Ekstrem sicakliklar olan 5 °C ve 45
°C’lerde bitki yas ve kuru agirliginda azalma oldugu belirlenmistir. Ancak uygulanan
mikoriza tiir karisimlar1 ise mikoriza uygulanmayan kontrol bitkilerinden daha yiiksek

biomasa sahip oldugu bulunmustur.

En yiiksek N, P ve K konsantrasyonlari, cok fazla mikoriza tiir karistmini igeren M4
uygulamasindan elde edilmistir. M4 karisiminda bulunan mikoriza tiirlerinin misir bitkileri
ile kolonize edilmesinde, mikorizal olmayan bitkilerden 6nemli dlciide daha yiiksek siirgiin
mineral besin konsantrasyonlarina sahip oldugu belirlenmistir. Bu muhtemelen, M4 ile
kolonize edilmis musir bitkilerinin genis mantar hifleri tarafindan sunulan daha biiyiik bir
absorpsiyon yiizey alanina ve gelismis kok biiyliimesine sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, M4 mikoriza tiir karisimlariin (Glomus aggregatum,
Glomus clarium, Glomus monosporus, Glomus deserticola, Glomus brasilianum, Glomus
etunicatum, Gigaspora margarita) bu elementlerin konsantrasyonlarinin yiiksek olmasi
lizerine bitki gelisimini ve kok uzunlugunu artirmasina, buna bagl olarak kuru maddedeki

artisla da agiklanabilmektedir.

En yiiksek Ca, Mg, Zn ve Fe konsantrasyonlart M2, Cu ve Mn konsantrasyonlari ise
M3 mikoriza tiir karigimlarinin uygulandigir misir bitkilerinde belirlenmistir. M2 mikoriza
tirlerinin icerdigi Glomus intraradices, Glomus constrictum, Glomus microcarpum
mantarlarinin misir bitkileri ile kolonizasyonunda Ca, Mg, Zn ve Fe besinlerinin aliminda;

M3 mikoriza tiirlerinin i¢erdigi Gigaspora sp, Glomus constrictum, Glomus fasciculatum
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mantarlarinin musir bitkileri ile kolonizasyonunda Cu ve Mn besinlerinin aliminda daha iyi

calistig1 soylenebilir.

Azot, P, K, Ca ve Fe mineral besin elementlerinin en yiiksek konsantrasyonlari, 25
°C sicakliginda x M4 mikoriza tiirlerinin karisiminda belirlenirken, Cu ve Mn
konsantrasyonlar1 25 °C x M3 mikoriza tiir karisiminda, Mg ve Zn konsantrasyonu ise 25

°C x M2 mikoriza tiir karisiminda belirlenmistir.

Varyans analiz sonuglarina gére mikoriza ve sicakligin misir bitkisinin biiylimesi ve
beslenmesi tizerinde 6nemli etkiye sahip oldugu, 25 °C sicaklikta besin iceriklerinin yiiksek
olmasi, mevcut bulunan veya tasimaya bagli olarak mantar hiflerindeki artiglardan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Mikoriza asilanmis misir bitkisinin diisiik ve yliksek
sicaklik stresi altinda verdigi tepkilerin tiire 6zgii ve tiir karisimlarinin birlikte etkilesiminden
kaynaklandig1 dugiiniilmektedir. Mikoriza kolonizasyonun ortam sicakliginin 15 °C ve
azalan sicakliklarda (10 °C veya 5 °C'de) hemen hemen tamaminin inhibe oldugu ve mineral
element aliminin azaldigi belirlenmistir. Mikoriza asilanmis misir bitkisinin  kok
kolonizasyonunda 35 °C ve 40 °C'de 6nemli bir degisiklik olmadigi sonucuna varilmistir.
Ayrica c¢alismada, yiiksek sicakligin mikorizal kolonizasyonun etkilendigi ve mineral

aliminin azaldig1 da belirlenmistir.

Fizyolojik ve molekiiler bulgular baglantili olarak degerlendirildiginde, HSP70 ve
HSP90 sentezinin tiim mikoriza uygulamalarinda 10 °C, 40 °C ve 45 °C’de maksimuma
ulagmasi, enzim aktivitelerinin de 6zellikle bu sicakliklara kadar artis gostermesi daha sonra
azalmaya baglamasi, prolin birikiminin artmasi, misir bitkisinin mikoriza simbiyozunda
sicaklik degisimlerinin olusturacag: strese karsi kendisini koruyabildigini gostermektedir.
Ancak, bahsedilen bu mekanizmalar mikoriza tiirlerinin sicaklik degisimlerine verdigi
tepkiler arasindaki farkliliklara gore degisiklik gostermektedir. Antioksidan enzim
aktivitelerinin M3 mikoriza tiiriiniin uygulandig bitkilerde diislik sicakliklarda yiiksek
bulunmasina karsin artan sicakliklarda bu durumu devam ettirememesi; ancak M1 mikoriza
tiirliniin uygulandig bitkilerde artan sicakliklarda aktivitenin devam etmesi bu tiirlerin farkl
sicaklik kosullarina daha tolerant olduguna isaret etmektedir. Ayrica, mikoriza uygulanan
bitkilerde prolin miktarinin ytiksek sicakliklarda daha yiiksek olmasi uygulamalarin bitkileri
yiiksek sicakliklara daha tolerant hale getirdigine isaret etmektedir. GR aktivitesi M1 ve M2,
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APX' aktivitesi M3 ve M4 mikoriza uygulamalarinda tolerans saglamada 6nemli iken CAT
ve SOD aktivitesi etkisi belirsizdir.

Sonug olarak, misir bitkisinde diisiik ve yiiksek sicaklik uygulamalarinin, mikoriza
simbiyozunda, incelenen parametreler bazinda ciddi degisimlere neden oldugu, bu
degisimlerin sicaklik degisimlerine ve mikoriza tiirleri arasindaki farkliliklara bagli olarak

farkli seviyelerde meydana geldigi belirlenmistir. Maddeler halinde 6zetlenecek olursa;

-Yiiksek ve diisiik sicakliklara toleransin artmasinda mikoriza tiirlerinin de sicakliga

verdigi tepkilerin etkili oldugu,

-GR aktivitesinin M1 ve M2 tiirleriyle olan simbiyozda, APX ve CAT enzim
aktivitelerinin ise M3 ve M4 tiirleriyle olan simbiyozda sicaklik degisimlerine tolerans

saglamada daha 6nemli etkilerinin oldugu, SOD aktivitesinin ise etkisiz oldugu,

-Prolinin koruyucu etkisinin yiiksek sicakliklarda diisiik sicakliklara gdre daha
belirgin oldugu,

-HSP70 gen ekspresyonunun M2 tiirlinlin ve bu tiirle simbiyotik yasayan misir
bitkisinin 10 °C sicaklikta diisiik sicakliga toleransin saglanmasinda etkili oldugu, HSP90
gen ekspresyonunun ise M3 ve M4 ile simbiyotik yasayan musir bitkisinde toleransi

arttirabilecegi,

-Western blot analizinde HSP90’in yiiksek yogunlukta bulundugu sicaklik
derecelerinde stresten koruma mekanizmasinin ¢alistigina isaret edebilecegi, buna karsilik
yiiksek gen ekspresyonu tespit edilen uygulamalarda protein ekspresyonunun
bulunmamasinin post transkripsiyonel faktorlerden kaynaklanmis olabilecegi sonucuna

varilmistir.

Bu calismanin sonuglari, mikoriza uygulanan misir bitkisinde diisiik ve yiiksek
sicaklik stresinin metabolik etkilerini ortaya koymasinin yani sira, bitkilerde ve mikoriza
tiirlerinde diisiik ve yliksek sicakligin molekiiler mekanizmasinin anlasilmasina da katkida

bulunmustur. Boylece bu konuda ileriki asamada yapilabilecek farkli transkriptomik
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calismalara da temel olusturarak, diisiik veya yiiksek sicaklik stresine tolerant mikoriza

tiirlerinin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalara yardimer olacaktir.
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