®

\ &

TUBITAK

AMARANTHUS RETROFLEXUS'TA KURAKLIK TOLERANSI VE
PESTISIT DIRENCI ARASINDAKI iLISKIDE BAZI ANTIOKSIDAN
ENZIMLERIN ROLUNUN ARASTIRILMASI

Giray KURCAN
(Yuritici, COMU Fen-Ed. Fak. Biyoloji BoIUmi)
Sevgi DONAT
(Arastirmaci, COMU Fen-Ed. Fak. Biyoloji BSlimii)
Prof. Dr. Okan ACAR
(Danisman, COMU Fen-Ed. Fak. Biyoloji Bélim)

TUBITAK-2209-A UNIVERSITE OGRENCILERI ARASTIRMA
PROJELERIi DESTEGIi PROGRAMI
SONUC RAPORU

2020



2209/A UNIVERSITE OGRENCILERI ARASTIRMA PROJELER| DESTEGI PROGRAMI
ARASTIRMA SONUGC RAPORU

OZET

Abiyotik stresler bitkide Griin verimini azaltan morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekdiler degisimlere neden
olurlar. Kuraklik stresi hlcrede reaktif oksijen tirlerinin (ROS) konsantrasyonlarini arttirarak hiicre zarlarindaki
fosfolipitlere, proteinlere ve nikleik asitlere zarar verir ve kloroz gergeklesir.

istilaci bir yabanci ot tiir(i olan Amaranthus retroflexus L. tek yillik ve otsu bir bitkidir. Kuraga dayanikli olup, yol
kenarlari boyunca, ekili alanlar ve bahcgelerde dahil olmak Gzere tim acik habitatlarda yaygindir. 2,4-D, dicamba,
mecoprop, bromoxynil, glifosat gibi herbisitler A. retroflexus izerinde etkili olsa da birgok arastirma bu tlirde herbisit
direnci gelisimini rapor etmektedir.

Bu arastirmada, A. retroflexus’un kisa sureli kuraklik ve glifosat ile ortaya c¢ikan bazi fizyolojik ve biyokimyasal
tepkilerin belirlenmesine odaklaniimistir. Bu amagla, 21 giinlik A. retroflexus fidelerinin yaprak dokusunda toplam
klorofil, toplam protein, lipit peroksidasyon (MDA), H202 miktari, hiicre zari gegirgenligi (elektrolit sizintisi), APX ve
GR aktiviteleri belirlenmigtir.

Kuraklik stresi ve glifosat uygulamalarn A. retroflexus’ta H202 miktarini ve hiicre zari gecirgenligini arttirmis ve
kloroza neden olmuslardir. Sonuglarimiz A. retroflexus’a glifosat uygulamasi sonrasinda yiksek ROT zarari ve
disik ROT temizleme aktivitesi oldugunu goéstermistir. Bu, antioksidan kapasite temelinde A. retroflexus’un
glifosata duyarli olduguna isaret etmektedir. Ayrica bu arastirma ile A. retroflexus’ta kuraklik ve glifosatin APX ve
GR aktivitelerini nasil etkiledidi ilk defa gosterilmektedir. Sonugta, A. retroflexus’ta oksidatif stresin kisa sireli
kurakhga kiyasla glifosat ile daha ¢ok zarara neden oldugu saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Amaranthus retroflexus, kuraklik stresi, APX, GR, herbisit direnci

ABSTRACT:

Abiotic stresses cause morphological, physiological, biochemical and molecular changes that reduce crop yield in
the plant. Drought stress increases the concentrations of reactive oxygen species (ROS) in the cell, damaging the
phospholipids, proteins, and nucleic acids in the cell membranes and chlorosis occur.

Amaranthus retroflexus L., an invasive weed, is an annual and herbaceous plant. It is drought-resistant and is
common in all open habitats, including along roadsides, in cultivated areas, and orchards. Although herbicides such
as 2,4-D, dicamba, mecoprop, bromoxynil, glyphosate are effective on A. retroflexus, many studies report the
development of herbicide resistance in this species.

In this study, it has been focused on determining some physiological and biochemical responses of A. retroflexus
to short-term drought stress and glyphosate. For this purpose, total chlorophyll, total protein, lipid peroxidation
(MDA), H202 amount, cell membrane permeability (electrolyte leakage), APX, and GR activities were determined
in leaf tissue of 21-day-old A. retroflexus seedlings.

Drought stress and glyphosate treatments increased H202 and cell membrane permeability and resulting chlorosis
in A. retroflexus. Our results showed that A. retroflexus had high ROS damage and low ROS scavenging activity
after glyphosate treatment. This indicates that A. retroflexus is sensitive to glyphosate based on antioxidant
capacity. In addition, this research shows for the first time how short-term drought stress and glyphosate affect APX
and GR activities in A. retroflexus. As a result, it has been determined that oxidative stress causes more damage
to glyphosate compared to short-term drought stress in A. retroflexus.

Key Words: Amaranthus retroflexus, drought stress, APX, GR, herbicide resistance
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1. GiRis:

Bitkiler uygun olmayan kosullar ile karsilastiklarinda blyime ve geligimleri icin gerekli optimum kosullardan
uzaklasirlar. Stres olarak ifade edilen kisitlayici kosullar bitkilerin dogada maruz kaldiklari abiyotik ve biyotik stres
faktorleri nedeniyle gercgeklesir (Levitt, 1980). Stres faktorleri bitkisel Uretimde ciddi verim kayiplarina neden
olmaktadir. Kuraklik, tuzluluk, diisiik ve/veya yiiksek sicaklik, kilenme bilinen en iyi abiyotik faktdrlerdir (Demirbas
ve Acar, 2008). Ozellikle kurakh@in diger tim stres faktorleri igerisinde tarimsal tretimi sinirlandiran en énemli
faktorlerden biri oldugu kabul edilmektedir (Boyer, 1982).

Abiyotik stresler; bitkide buiyimeyi sinirlandiran/engelleyen morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekdler
degisimler yoluyla verimde azalmaya neden olurlar (Bilyiik ve ark., 2012). Ornegin, bitkide normal seviyede iretilen
reaktif oksijen turleri (ROT)'nin konsantrasyonlari kuraklikla artar ve huicre zarlarindaki fosfolipitleri (Fridovic, 1986),
proteinleri (Davies 1987), nikleik asitleri (Fridovic, 1986) ve klorofili parcalarlar (Foyer ve ark., 1994).

Kuraklk stresi altindaki bitkilerde su kaybini azaltmak icin stomalarini kapatmak, CO2’in bitki tarafindan
absorbsiyonunu engellendigi icin CO: fiksasyonunu azaltir. ATP ihtiyacinin azalmasi sonucu, mitokondri ve
kloroplastlarda elektron tasima sisteminde elektron fazlaliyi meydana gelir. Ancak, 1sik absorpsiyonu devam
ettiginden kloroplastlarda biriken fazla elektronlar, molekiler Oz'e aktarilarak ROT lari (sliperoksit radikali (Oz*),
hidroksil radikali (OH¢), hidroperoksil radikali (HOz¢), singlet oksijen (*O2) ve hidrojen peroksit H20z2)) olustururlar
(Asada, 1999, Edreva, 2005).

Hucre icinde ROT konsantrasyonundaki artisin neden oldugu dengesizlik oksidatif strese neden olur (Moller ve ark.,
2007). Bitki hiicreleri ROT’lari enzimik olmayan antioksidanlar (glutatyon (GSH) ve askorbat (ASA)) ve enzimik
antioksidanlar yardimiyla (Stperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve peroksidazlar ((POX), guaiakol peroksidaz
(GPX), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), askorbat peroksidaz (APX)), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR),
dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR) ve glutatyon rediiktaz (GR)) detoksifiye ederler (Botella ve ark., 2005, Foyer ve
Noctor, 2009; Saraswathi ve Paliwal, 2011). ROT hiicresel stireglerde mitokondri, kloroplastta ya da fotorespirasyon
boyunca elektron tagsinimi sirasinda uretilirler (Botella ve ark., 2005).

istilac bir tir olan Amaranthus retroflexus L. tek yillik, otsu bir bitkidir. Yol kenarlari boyunca, ekili alanlar ve
bahcelerde dahil olmak Uzere tium acik habitatlarda yaygindir. Tohumla treyen bir bitki olup, bir bitki yaklagik 10
milyon adet tohum olusturabilir ve bu tohumlar 10-40 yil boyunca toprakta gimlenmeden canliligini korur. Yassi ve
yuvarlak olan tohumlar hayvanlarla, riizgarla ve ekim sirasinda tohumla bulagik olarak dagilrlar. Yilda iki d6l veren
A. retroflexus her toprak tipinde blylyebilir, ayni zamanda her tirli pH sartlarinda yetisebilir (Kadioglu ve ark.,
2015).

Tarimsal uretim yapilan bircok alanda Amaranthus tirleriyle mucadele gerekmektedir (Tozlu ve ark., 2010). Cikis
sonrasli uygulamalarda kdiltdr bitkisine gére degiskenlik olsa da 2,4-D, dicamba, mecoprop, bromoxynil, glifosat gibi
herbisitler A. retroflexus izerinde etkili oimaktadir (Kadioglu ve ark., 2015). Diger yandan Amaranthus tirlerinde
yaygin bir herbisit direnci oldugu (Hay ve ark., 2019), A. retroflexus igin nikosUlfiron ve glifosat direnci gelistigi
(Vieira ve ark., 2018), A. tuberculatus’ta glifosat direnci oldugu (Murphy ve ark., 2019) rapor edilmistir.

Bir baska arastirmada A. retroflexus’un siddetli su stresi altinda gelisen tohumlarinin en yiiksek gimlenme yiizdesine
sahip olduklari belirlenmistir (Karimmojeni ve ark., 2014). Bununla birlikte, A. caudatus’ta su kullanimi etkenliginin
kuraklik stresine adaptif bir yanit 6zelligi tagidigi da rapor edilmistir (Valdayskikh ve ark., 2019). Dahasi, A.
tricolor’'un kurakliga toleransli populasyonlarinin duyarli populasyona kiyasla daha yuksek antioksidan enzim
aktivitelerine (SOD, CAT, APX, GR) ve daha diislik MDA icerigine sahip oldugu gosterilmistir. Ek olarak, GR, APX
ve SOD'un birlesik etkisinin, Amaranthus'ta kuraklik toleransi ile iligkili olabilecegi ve H202'nin toksik etkisinin etkili
sekilde diizenlenmesini saglayabilecegi bildiriimistir (Slabbert ve Kriiger, 2014).

Bu arastirmada, bir tarla yabanci otu olan A. retroflexus’ta kuraklik toleransinda ve pestisit direncinde antioksidan
savunma sistemi enzimlerinden APX ile GR’nin etkenliginin belirlenmesi ve kuraklik stresine potansiyel toleransin
pestisit direnci ile iligkili olup olmayacagi arastinimistir. Buna gore; kuraklik stresi ve pestisit uygulamasiyla A.
retroflexus’ta pigment miktari, protein miktari, APX ve GR aktiviteleri belirlenmistir. Bu turde, pestisit direncinin
anlasiimasinda kuraklik stresi ve antioksidan savunmayla iligkili olarak pestisit direnci ilk defa sunulmaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM:

21

2.2

MATERYAL:

Amaranthus retroflexus L. Amaranthaceae familyasina ait olup tek yillik otsu ve yabanci ot olarak tanimlanmig
bir bitkidir (Kadioglu ve ark., 2015). Bu arastirmada kullanilacak Amaranthus retroflexus tohumlari 2017 yilinda
Adana il merkezindeki tarim arazilerinden toplanmis ve Zir. Yiksek Muh. Figen EFIL’den temin edilmiglerdir.

2.1.1. Bitki Materyalinin Yetigtiriimesi

A. retroflexus tohumlari %0,5’lik sodyum hipoklorit ¢ézeltisi icinde 5 dk bekletilip, steril saf su ile 3 kez 2.5 dk
yikanarak sterilize edilmislerdir. Sterilize tohumlar ¢imlenme igin igerisinde nemli kurutma kagitlari bulunan
petri kaplarinda bekletilmislerdir. Cimlenen tohumlar, igerisinde toprak bulunan viyollere aktarilarak in vitro
sartlardaki bitki kabininde 22-24 °C’de, 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta yetistirilmis ve Hoagland
besin sollisyonu (100%) ile sulanmiglardir (Steward, 1983).

YONTEM:
2.2.1.  Kuraklik Stresi ve Herbisit Uygulamalari:

Bitkilerin gelisim durumlarina bagli olarak yetistirilecek 21 gunlik fideler 4 gruba ayrilmiglardir. Birinci
grup kuraklik ve pestisit bitkilerinin kontrol bitkileri (C), ikinci grup kuraklik stresi bitkileri (D), Ggtincu
grup 6nerilen doz pestisit uygulanan bitkiler (P-X) ve dérdiincu grup ise 6nerilen dozun iki kati pestisit
uygulanan bitkilerdir (P-2X) (Sekil 1).

Kuraklik stresi 7 giin su kithigi seklinde uygulanmistir. Pestisit uygulamasi ise pluskirtme yontemiyle
etken maddesi Glyphosate isopropylamin olan ticari bir herbisitin 6nerilen dozu (300 ml/da, X) ve
Onerilen dozun 2 kati (600 ml/da, 2X) seklinde uygulanmistir. Kuraklik ve herbisit uygulamasini
takiben 1. ve 4. gunlerde bitkilerden yaprak doku ornekleri alinmis ve bu 6rnekler analizlerde
kullanilimiglardir.

Sekil 1. Yirmibir giinlik Amaranthus retroflexus L. fidelerine herbisit uygulamasi
2.2.2.  Bitki Olgiimleri ve Analiz Yéntemleri

Spektrofotometrik analizler Thermo Scientific Genesys Ones UV-Vis spektrofotometre cihazinda
gerceklestiriimistir.
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2.2.2.1. Toplam Klorofil Analizi

Toplam klorofil miktar klorofil metre cihazi (Minolta SPAD-502, Osaka, Japan) ile gerceklestiriimistir
(Peryea ve Kammereck, 1997). Bu amagla, hasat gunlerinde her bir gruptan 3 farkl fideden
gelismesini tamamlamis geng yapraklardan, 15 tekerrirli olarak 6lgim yapilmistir.

2.2.2.2. Toplam Protein Analizi

Protein analizi Bradford (1976) yontemine gdre gerceklestirilecektir. Buna gore, yaprak dokulari 1
mM EDTA igeren 3ml 0,05 M sodyum fosfat tamponunda (pH 7,8) homojenize edileceklerdir.
Homojenatlar +4 °C’ de 13000 rpm’ de 30 dk santrifijj edildikten sonra sipernatant kismi protein
analizinde kullanilacaklardir. 100 pl supernatant ve 5 ml reaktif vortekste karistirilir ve 595 nm’de
spekrofotometrik absorbans degeri belirlenir. Tim islemler +4°C’de gerceklestirilecektir.

2.2.2.3. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.2.23.1.

2.2.2.3.2.

2.2.2.3.3.

2.2.2.3.4.

2.2.2.35.

Askorbat Peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) Aktivitesi

Yaprak dokulari 1 ml 2 mM askorbik asit, 1 mM EDTANa2.2H20 igeren 50 mM Na-P tamponu
(pH 7,8) ile homojenize edildikten sonra. Elde edilen sipernatant analizde kullanilacaktir
(Nakano ve Asada, 1981) (€=2,8 mM cm™). 1 enzim (nitesi, dakikada okside olan 1 umol
ml! askorbat miktari olarak hesaplanacaktir.

Glutatyon Rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) Aktivitesi

Dokular 1 g yas yaprak materyali, TmM EDTA 3 ml 0,05 M Sodyum fosfat tamponunda
(pH;7,8) homojenize edilip, homojenatlar 13000 rpm’de 40 dk santrifiijlenir. Buradan elde
edilen sipernatantlar analiz icin kullanilacaktir. Tim iglemler soguk zincirde (+4 °C)
gerceklestirilecektir. NADPH varliginda okside glutatyon miktarindaki azalma 3 dk siire ile
340 nm’'de absorbansin azalmasindan yola gikilarak hesaplanacaktir (€ =6,2 mM* cm™). 1
enzim Unitesi, dakikada okside olan glutatyon (umol mi-1) olarak hesaplanacaktir (Foyer ve
Halliwell, 1976).

Lipit Peroksidasyonu (MDA) Miktarinin Belilenmesi

Lipit peroksidasyonunun son uriini olan malondialdehit (MDA) seviyesinin dlglilmesi ile lipit
peroksidasyon miktari (nmol g yas agirlik-1) belirlenecektir (€=155 mM* cm™) (Madhava
Rao ve Sresty, 2000).

Hicre Zar Gegirgenligi (Elektrolit Sizintisi)

Dionisio-Sese ve Tobita (1998)’ ya gore hiicre zar gegirgenligi belirlenir. Bunun i¢in 100 mg
yaprak 6rnegi 10 mL deiyonize su igeren falkon tiiplerine transfer edilerek 32 °C’ lik bir su
banyosunda 2 saat inklibe edilir. Ortamin elektrik iletkenligi EC metre ile dlgulur (EC1). Daha
sonra 6rnekler 121 °C’ de 20 dk boyunca tim dokularin 6lmesi ve elektrolitlerin disa ¢gikmasi
icin otoklavlanir. Oda sicakliginda 25 °C’ye kadar sogutularak bu ortamdaki elektrik iletkenligi
dlliliir (EC2). Elektrolit sizintisi (ES) asagidaki formiile uygulanarak hesaplanir. Olgiimler
sirasinda Isolab masa tipi EC metre cihazi kullanilacaktir.

ES = EC1/EC2x100
istatistik Analiz:

istatistikler SPSS 22.0 kullanilarak tek yénlii varyans analizi (One Way ANOVA) ile
degerlendirilecektir.
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3. BULGULAR

Bir tarla yabanci otu olan A. retroflexus’ta kuraklik toleransinda ve pestisit direncinde antioksidan savunma sistemi
enzimlerinden antioksidan savunma sisteminin iki enzimi olan APX ile GR aktivitelerinin belirlenmesi ve kuraklik
stresine potansiyel toleransin pestisit direncini nasil etkiledigi arastiriimistir. Bunlara ek olarak toplam klorofil
miktari, hidrojen peroksit miktari, toplam protein miktari, lipit peroksidasyon ve hiicre zari gegirgenligi analizleri de
gerceklestiriimistir.

Bulgularimiz genel olarak A. retroflexus’un kuraklik uygulamasina kiyasla pestisit uygulamalarindan daha olumsuz
etkiledigini ve kisa surede dldiklerini géstermistir (Sekil 2). Bu nedenle proje 6nerisinde ikinci 6rnekleme guni olan
7. GiUn yerine, 4. giinde Ornekleme yapilmasi zorunlulugu dogmus ve arastirmanin ilerlemesi buna gore
gerceklestiriimistir.

3.1. Toplam Klorofil igerigi
Toplam klorofil igeridi 1. glinde kontrole kiyasla kuraklik (D) uygulamasi ile %3 artarken, 6nerilen doz (P-X) ve
Onerilen dozun iki kat (P-2X) uygulanmalari ile sirasiyla %12 ve %1 azalmistir. Denemenin 4. giiniinde ise D, P-X

ve P-2X uygulamalari klorofil igerigini kontrole kiyasla sirasiyla %7, %16 ve %23 azaltmistir (Sekil 2, Sekil 3).

Sonuglarimiza gore, deneme baslangicinda kuraklik uygulamasi ile Amaranthus retroflexus L.’ta kloroz meydana
gelmemigtir, fakat deneme sonunda tim uygulamalar ile toplam klorofil iceridi azalmistir.

Amaranthus retroflexus L.

Uy_gulama
Oncesi

Uygulama
Sonrasi

1.Glin

Sekil 2. Yirmibir glinlik Amaranthus retroflexus L.’ta kuraklik ve pestisit uygulamalarinin uygulama 6ncesi ve
deneme siiresince etkisi (C: Kontrol, D: Kuraklik, P-X: Onerilen doz pestisit, P-2X: Onerilen dozun iki kati pestisit).
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Amaranthus retroflexus L.
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Sekil 3. Amaranthus retroflexus L. tirtnin toplam klorofil iceriinde meydana gelen degisimler (mg/kg) (C: Kontrol,
D: Kuraklik uygulamasi, P-X: Onerilen dozda pestisit uygulamasi, P-2X: Onerilen dozun iki kati pestisit uygulamast).

3.2 Hidrojen Peroksit Miktari (H20-)

Amaranthus retroflexus’un H202 miktari denemenin 1. giiniinde kontrole kiyasla D uygulamasi ile %15 azalmistir.
Bununla birlikte P-X ve P-2X uygulamalari ile kontrole kiyasla sirasiyla 3 kat ve 3,5 kat artmistir. Denemenin 4.
guninde ise kuraklik uygulamasi ile H202 miktari %5 azalirken, garpici bir sekilde P-X uygulamasi ile %40, P-2X
uygulamasi ile ise 2 kat artmistir (Sekil 4).

Sonuglar kuraklik uygulamasinin H202 miktarini deneme boyunca azalttigina isaret etmektedir. Ancak P-X ve P-2X
uygulamalarinda kuraklik uygulamasina kiyasla daha az H202 miktari belirlenmistir.

Amaranthus retroflexus L.
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Sekil 4. Amaranthus retroflexus L. tirinin hidrojen peroksit miktarinda meydana gelen degisimler (C: Kontrol, D:
Kuraklik uygulamasi, P-X: Onerilen dozda pestisit uygulamasi, P-2X: Onerilen dozun iki kati pestisit uygulamas).

3.3 Toplam Protein Miktari
Toplam protein 1. giinde kontrole kiyasla tiim uygulamalar ile artmistir. Bu artislar D, P-X ve P-2X uygulamalari ile

kontrole kiyasla sirasiyla 1, 1.8 kat ve 2.6 kat olarak belirlenmistir. Deneme sonunda tiim uygulamalar ile toplam
protein miktar artarken 6zellikle P-X ve P-2X gruplarinda kontrole kiyasla sirasiyla 2 kat ve 3 kat artmistir (Sekil 5).
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Sonuglar toplam protein miktarinin kuraklik diginda herbisit uygulamasi sonucu her iki hasat giiniinde de ile arttigini
gOstermektedir.

Amaranthus retroflexus L.

ESN
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w
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N
1
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1

C D P-X P-2X
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Toplam Protein Miktar1 (mg/mL)
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Sekil 5. Amaranthus retroflexus L.’de toplam protein miktarinda meydana gelen degisimler (mg/mL) (C: Kontrol, D:
Kuraklik uygulamasi, P-X: Onerilen dozda pestisit uygulamasi, P-2X: Onerilen dozun iki kati pestisit uygulamasi).

3.4 Lipit Peroksidasyon Miktar
Lipit peroksidasyon miktari 1. glinde kuraklik uygulamasi ile kontrole kiyasla D, P-X, P-2X uygulamalari ile sirasiyla
1.8, 3 ve 4 kat artmistir. Deneme sonunda tiim uygulamalar ile lipit peroksidasyon miktari artmistir. Bu artiglar

Ozellikle P-X ve P-2X uygulamalari ile sirasiyla 4.2 ve 7.2 kat olarak gerceklesmistir (Sekil 6).

Sonuglar deneme boyunca artan pestisit dozlariyla lipit peroksidasyonun da arttigini géstermistir.

Amaranthus retroflexus L.
4 -
T
=Xk :
g 2 1 x
£
g 1 - .
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B 1. Gin 0O4. Gin

Sekil 6. Amaranthus retroflexus L. tiriinin MDA (Malondialdehit) miktarinda meydana gelen degisimler (nmol/gr)
(C: Kontrol, D: Kuraklik uygulamasi, P-X: Onerilen dozda pestisit uygulamasi, P-2X: Onerilen dozun iki kati pestisit
uygulamasi).

3.5 Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesi

Amaranthus retroflexus tirinde GR aktivitesi kuraklik uygulamasiyla kontrole kiyasla 1. giinde %6 azalmistir. Fakat
P-X uygulamasi ile aktivite %15 artmigtir. Uygulama dozu iki katina cikarildiginda ise aktivite %9 oraninda
gerilemigtir. Uygulamanin 4. giiniinde kontrole kiyasla D ve P-X uygulamalarinda %3 azalma tespit edilirken, P-2X
uygulamasinda ise bu azalma %7 oranindadir (Sekil 7).

Sonuglar kisa vadede P-X uygulamasinin GR aktivitesini arttirdigini ve diger tim uygulamalar ile aktivitenin
azaldigini géstermektedir. Ozellikle deneme sonunda higbir uygulamanin GR aktivitesini kontrole kiyasla
arttirmadidi belirlenmistir.



2209/A UNIVERSITE OGRENCILERI ARASTIRMA PROJELER| DESTEGI PROGRAMI
ARASTIRMA SONUGC RAPORU

Amaranthus retroflexus L.

20 q
=
Q
© 15 4
§ ER — —
é 10 -
3
s °
=
[3+1
[a'e O T T T 1
© C D P-X P-2X

W 1. Gin 0O4. Gin

Sekil 7. Amaranthus retroflexus L.’"de GR aktivitesinde meydana gelen degisimler (U/mg protein) (C: Kontrol, D:
Kuraklik uygulamasi, P-X: Onerilen dozda pestisit uygulamasi, P-2X: Onerilen dozun iki kati pestisit uygulamast).

3.6 Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi
Askorbat peroksidaz aktivitesi 1. glinde 6zellikle P-X ve P-2X uygulamalari ile kontrole kiyasla sirasiyla %38 ve
%63 oraninda azalmistir. Denemenin 4. gininde ise D uygulamasi ile %22 artan APX aktivitesi, P-X ve P-2X

uygulamasi ile kontrole kiyasla sirasiyla %39 ve %61 oraninda azalmistir (Sekil 8).

Sonuglarimiz deneme sonunda kuraklikla artan APX aktivitesine zit sekilde, artan herbisit dozuna paralel azalan
APX aktivitelerine isaret etmektedir.
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Sekil 8. Amaranthus retroflexus L. tiriinin APX miktarinda meydana gelen degisimler (U/mg protein) (C: Kontrol,
D: Kuraklik uygulamasi, P-X: Onerilen dozda pestisit uygulamasi, P-2X: Onerilen dozun iki kati pestisit uygulamasi).

3.7 Hiicre Zarn Gegirgenligi (HZG)
Hucre zari gegirgenligi Amaranthus retroflexus’ta D, P-X ve P-2X uygulamalari ile kontrole kiyasla sirasiyla %12,
%15 ve %7 azalmigtir. Denemenin 4. guninde ise HZG kontrole kiyasla D, P-X ve P-2X uygulamalari ile sirasiyla

%22, %27 ve %51 azalmistir (Sekil 9).

Sonug olarak, deneme sonunda Ozellikle artan pestisit dozlarina paralel olarak HZG'de dramatik azaliglar
belirlenmigtir.
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Sekil 9. Amaranthus retroflexus L.’'ta hiicre zari gegirgenliginde meydana gelen degisimler (% (p/sn)) (C: Kontrol,
D: Kuraklik uygulamasi, P-X: Onerilen dozda pestisit uygulamasi, P-2X: Onerilen dozun iki kati pestisit uygulamast).

4. TARTISMA VE SONUG

Yabanci otlar, kiltur tariminda ¢ok yaygin bir problem olup mucadele gerektirir. Bununla birlikte yabanci otlar
sulamalyagis rejimindeki degisimlere bagli kuraklik stresiyle siirekli miicadele etmektedirler. Uriin gesidine bagl
olarak degismekle birlikte, tarim alanlarinin sulama rejimi degisse de tarlada ve civarinda yabanci ot ile miicadelede
herbisitler cok yaygin bir kullanima sahiptirler. Gliney Amerika kdkenli bir bitki olan Amaranthus cinsi son yillarda
Tarkiye’'deki tarim alanlari icin biyuk bir sorun olusturmaktadir. Bu arastirma, istilaci bir yabanci ot tirl olan
Amaranthus retroflexus’'un yaygin bir herbisit olan glifosata ve kisa sireli kuraklik stresine yanitta fizyolojik ve
biyokimyasal tepkilerini belirlemeye odaklanmistir. Bu amagla, laboratuvar kosullarinda yetistirilen 21 ginlik A.
retroflexus fidelerinin yaprak dokusunda toplam Klorofil, toplam protein, lipit peroksidasyon (MDA), H202 miktari,
hiicre zari gegirgenligi (elektrolit sizintisi), APX ve GR aktiviteleri belirlenmistir.

Herbisitlerin bir kismi bitkiler igin fotosentetik verimin temel bileseni olan kloroplastlari hedef almaktadir. Benzer
sekilde kuraklik stresi de kloroplastlarda herbisitler gibi metabolik karmasaya neden olarak, 6zellikle ROT
konsantrasyonlarinda artisa bagli lipit peroksidasyon zar yapisini bozar ve kloroz baslar. Farkli Amaranthus
turlerinde kurakhida bagli kloroz gelisimi rapor edilmistir. Buna gdre A. tricolor'da kuraklik stresi altinda pigment
miktarinin azaldigi (Sarker ve Oba, 2018) ve kuraga dayanikh biyotipte kuraga duyarli biyotipe kiyasla daha az
kloroz gelistigi saptanmistir (Sarker ve ark., 2018). Ek olarak, A. cruentus’ta nem stresinin klorofil icerigini azalttigi
gOsterilmigtir (Masekoa ve ark., 2019). Benzer sekilde, arastirmamizda A. retroflexus’ta kuraklik ile klorofil icerigi
azalmistir. Ancak bu azalma glifosat uygulamasi sonucunda c¢ok daha dramatik sekilde gerceklesmistir. A.
retroflexus’ta kurakliga kiyasla glifosatin daha fazla kloroza neden olmasi glifosatin etki mekanizmasiyla iligkili
olabilir. Glinku glifosat iceren herbisitler bitkilere ve bazi mikroorganizmalara 6zgu bir metabolik yolak olan sikimik
asit yolagindaki 5-enol purivil sikimat-3-fosfat (EPSP) enzimini inhibe eder. Bu ise protein sentezinde ve blyime
igin kritik aromatik amino asitlerde azalmaya yol agar. Sonugta bitkide bodur blylime, kloroz ve doku &limu
meydana gelir (Tomlin, 2006; Lawrence, 2002; Franz ve ark., 1997; WHO, 1996).

Reaktif oksijen turleri, bitkilerin biyotik ve abiyotik streslere maruz kalmasi sonucunda dogal
konsantrasyonlarinin lzerine gikarak lipitler, proteinler ve karbonhidratlarla reaksiyona girebilir. Oksidatif stres
sonucunda hiicre zarlarinda ve organellerde yapisal zarar meydana gelir (Ozkur ve ark.,2009). Siiperoksit
radikalinin (O2*) su ile reaksiyonu sonucunda olusan ve diger ROT’lara kiyasla daha kararli bir molekdl olan H202,
basta kloroplast ve mitokondri olmak lzere birgok organelde ve hiicre zarinda bulunur (Asada,1999). Sudan karaya
cikiglarindan bu yana bitkiler icin major bir stres olan kuraklik nedeniyle H202 ve diger ROT larin miktari artmaktadir
(Batra ve ark., 2014). A. tricolor'da kuraklikla artan H202 seviyelerinin (Sarker ve Oba, 2018), kuraga duyarl
biyotipte dramatik artiglara neden olurken kuraga dayanikli biyotipte degismedigi gosterilmistir (Sarker ve ark.,
2018). Her ne kadar arastirmamizda A. retroflexus’ta kisa sureli kuraklik H202 seviyelerini arttirmamis olsa da
glifosat uygulamasi artan doza baglh olarak H202 miktarini siddetli sekilde arttirmigtir.

10
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Bitkilerde artan ROT konsantrasyonlari nedeniyle oksidatif stres meydana gelmektedir (Asada,1999). Oksidatif
stres ¢zellikle hiicre ve organel zarlarindaki lipitlerin oksidasyonuna neden olur. Sonugta lipit peroksidasyon hiicre
vel/veya organel zarlarina zarar vererek hiicresel ve hiicre alti seviyede hasara yol acar (Elstner ve Osswald, 1994).
Bu baglamda MDA miktari lipit peroksidasyonun bir 6l¢lsi olarak kullaniimaktadir. A. tricolor'da kurakhk ile MDA
seviyelerinin arttig1 rapor edilmistir (Sarker ve Oba, 2018; Sarker ve ark., 2018). Buna zit sekilde, arastirmamizda
A. retroflexus’ta kisa sureli kurakhgin MDA miktarini degistirmedigi belirlenmistir. Glifosat uygulamalari ise artan
H202 miktarina uyumlu sekilde MDA miktarlarini arttirmigtir.

Askorbat-Glutatyon dongiisii enzimleri ROT detoksifikasyonunda etkilidir (Edreva, 2005). Bu donglideki APX ve
GR’nin SOD ve CAT gibi diger antioksidan enzimler ile birlikte kurakliga maruz kalan A. tricolor’da kalici ve dramatik
artisa sahip oldugu gosterilmisti. Bu artis ayni zamanda askorbat ve glutatyon icerigindeki artisla da
desteklenmektedir (Sarker ve ark., 2018). Sonuglarimiz, A. retroflexus’ta kuraklik ile APX aktivitesinin deneme
sonunda arttigini ancak GR aktivitesinin buna eslik etmedigini géstermistir. Her ne kadar kisa sireli kurakhk (Zhang
ve ark., 2020) veya uzun sireli kuraklik (Avashti ve ark., 2020) ¢ogu bitkide her iki enzim aktivitesini arttiriyor olsa
da sonuglarimiz A. retroflexus igin GR aktivitesinin degismemesinin kuraklik stresinin kisa sureli olmasindan
kaynaklandigini disundurmektedir. Diger yandan, deneme sonunda glifosat uygulamasi APX aktivitelerini dramatik
sekilde azaltirken, GR aktivitelerinde ise anlamli bir de@isim saptanmamigstir. Glutatyon iceren herbisitlerin etki
mekanizmasi temelinde, APX aktivitelerinde kloroz kaynakli bir disls beklenebilir. Ayrica artan H202 ve HZG
seviyeleri de bunu desteklemektedir.

Secimsiz bir herbisit olan glifosatin uygulandigi kiltir alanlarinda, hedef disi bitkilerin glifosat striiklenmesine
bagli olarak etkilendikleri bilinmektedir. Bu durum Amaranthus biyotiplerinde iki nesil boyunca glifosata duyarlihgi
azaltmaktadir (Vieira ve ark., 2020). Yiksek tohum tretme potansiyeline sahip Amaranthus tirlerinde (Kadioglu ve
ark., 2015), glifosata direngli biyotipler gelismekte ve buna neden olan mutasyonlarin belilenmesine halen devam
etmektedir (Huang ve ark., 2019; Murphy ve ark., 2019). Arastirmamizda glifosat uygulanmis bitkilerin geligimi
durmustur. Kuraklk uygulamasi ise glifosata kiyasla daha az zararh etki géstermistir (Sekil 10). A. caudatus’un
kurakliga adaptif 6zellikleri oldugu ve su kullanim etkenliginin iyi oldugu rapor edilmistir (Valdeyskikh ve ark., 2019).
Bir bagka arastirmada ise artan sulama periyotlari ve stres varliginin A. retroflexus’u ¢ok daha basarili ve gok daha
rekabetci, yaptigr vurgulanmistir (Asadi ve ark., 2019). Bu durum, A. retroflexus’un uzun sireli kurakliktan nasil
etkilendiginin de arastiriimasi gerektigine isaret etmektedir.

Sonug olarak, A. retroflexus’ta kuraklik stresi ve glifosat uygulamalar kloroza neden olmuslardir. Buna artan
H202 ve HZG seviyeleri eslik etmigtir. A. palmeri'nin glifosata direngli biyotiplerinde dustuk ROT zarar ve ylUksek
ROT temizleme aktivitesi rapor edilmistir (Maroli ve ark., 2015). Buna zit sekilde, sonuglarimiz A. retroflexus’a
glifosat uygulamasi sonrasinda yiksek ROT zarari ve disik ROT temizleme aktivitesi oldugunu gdstermistir.
Antioksidan kapasite badlaminda, A. retroflexus’un glifosata duyarli oldugu séylenebilir. Ayrica bu arastirma ile
kuraklik ve glifosatin A. retroflexus’ta etkisi ile APX ve GR aktivitelerini nasil etkiledigi ayr ayri gosterilmigtir.
Sonugta, oksidatif zararin A. retroflexus’ta kurakliga kiyasla glifosat ile daha fazla zarara neden oldugu saptanmistir.

Amaranthus retroflexus L.

C: Kontrol

D: Kuraklik uygulamasi

Px: Pestisit uygulamasi onerilen doz

P2x: Pestisit uygulamasi 6nerilen dozun iki kati

Sekil 10. Yirmibir giinliik Amaranthus retroflexus L.’ta kuraklik ve pestisit uygulamalari sonrasindaki etki (Ustten
gériinlig) (C: Kontrol, D: Kuraklik, P-X: Onerilen doz pestisit, P-2X: Onerilen dozun iki kati pestisit).
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2209/A UNIVERSITE OGRENCILERI ARASTIRMA PROJELERI DESTEGI PROGRAMI
ARASTIRMA SONUC RAPORU

THUVA ZIRAAT TURIZM INSAAT NAKLIYE HAFRIYAT
MADENCILIK SANAY! VE TICARET LIMITED SIRKETI
NAMIK KEMAL MAH, ARAP IBRAHIM PASA CAD, NO 91/1
GANAKKALE/ CANAKKAL

Tol (266) 212 31 96

£ Posta: canakkale_truvaziraat@hotmail. com

Vergi Dares CANAKKALE

VKN: 5370061054

MERSISNO 0537006105400012 ks R.ING. HAK,

i, 170, 5Th
A KA
"

TICARETSICILNO: GANAKKALE/3307

SAYIN
GIRAY KURCAN
2209 A OGRENGI PROJESI No [Ozellestirme No: _[TF1.2

: |EARSIVFATURA
MERKEZ/ GANAKKALE atura Tipi: TIS
Web Sites: ‘atura No: 'R2020000000024
E-Posta: okanacar35@yahoo.com

|Diizenleme Tarihi: |17-06-2020
Mzmhne Zamani:{15:2325

Tol. (505) 251-2579 Fax:
Vorgi Dairesi: L ULEBURGAZ VERGI DAIRESI MOD.
TCKN: 19613212274

ETTN: 971711d9-bl35-4917-9616-cdfI555d3c25

':': Malzeme/Hizmet Agiklamas: Miktar Birim Fiyat KDV Oram KDV Tutan Mal Hizmet Tutan
1 UNITED GENETICS TORF 70LB 6,0 Adell 56,61017 TU %18,00] 61,14 TU 339,66 TL|
Mal Hizmet Toplam Tutan] 339,66 TL|
Hesaplanan KDV(%18.00)] 61,14 TL|
Verglier Dahil Toplam Tutar] 400,80 TU]
Odenecek Tutar] 400,80 L]
Vergi Istisna Muatiyet Sebebi:
Dort Yiiz Tork Lirasi Seksen Kurug
INot : 2209 A OGRENCI PROJESI
irsaliye yerine geger.
Banka Adi IBAN
= ZIRAAT BANKASI TR97 0001 0000 7211 6176 1650 01
‘ YAPI BANKASI 4 TR47 0006 7010 0000 0064 6850 60
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