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OZET

Abiyotik stresler bitkide morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler degisiklikler yoluyla iiriin verimini diisiiriir.
Kuraklik stresi, hiicredeki reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) konsantrasyonlarmi arttirarak hiicredeki fosfolipidlere, proteinlere
ve niikleik asitlere zarar verir, klorozla sonuglanir. Yazlik bir yabanci ot olan kizilbacak (Amaranthus retroflexus L.) kurakliga
dayanikli, tek yillik ve otsu bir bitkidir. Yol kenarlari, ekili alanlar ve meyve bahgelerinde yaygindir. 2,4-D, dicamba,
mecoprop, bromoxynil, glifosat gibi herbisitler A. retroflexus iizerinde etkilidir. Ancak birgok ¢alisma bu tiirde herbisit
direncinin gelistigini bildirmektedir. Bu arastirma, kisa siireli kuraklik ve glyphosate’m A. retroflexus’ta neden oldugu bazi
fizyolojik ve biyokimyasal yanitlara odaklanmistir. Bu amagla, 21 giinliik A. retroflexus fidelerinin yaprak dokusunda toplam
klorofil, toplam protein, lipit peroksidasyon (MDA), H202 (Hidrojen peroksit) miktari, hiicre zar1 gegirgenligi (elektrolit
sizintis1), APX (Askorbat peroksidaz) ve GR (Glutatyon rediiktaz) aktiviteleri belirlenmistir. Kuraklik stresi ve glifosat A.
retroflexus’ta H2O2 miktarini ve hiicre zar gegirgenligini arttirmig ve kloroza neden olmustur. Sonuglarimiz A. retroflexus’a
glifosat uygulamasi sonrasinda yiiksek ROT zarar1 ve diisiik ROT temizleme aktivitesi oldugunu géstermistir. Bu, antioksidan
kapasite temelinde A. retroflexus’un glyphosate’a duyarli olduguna igaret etmektedir. Ayrica bu arastirma ile A. retroflexus’ta
kuraklik ve glyphosate’in APX ve GR aktivitelerini nasil etkiledigi ilk defa gosterilmektedir. Sonugta, A. retroflexus’ta
oksidatif stresin kisa siireli kurakhiga kiyasla glifosat ile daha gok zarara neden oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Amaranthus retroflexus, glifosat, Kuraklik stresi, APX, GR

Investigation of the Role of Some Antioxidant Enzymes in the Relationship
Between Drought Tolerance and Herbicide Resistance in Red Root
Amaranth (Amaranthus retroflexus L.)

ABSTRACT

Abiotic stresses reduce crop yield of plants via morphological, physiological, biochemical, and molecular changes. Drought
stress increases reactive oxygen species (ROS) concentrations in the cell, damaging to phospholipids, proteins, and nucleic
acids and resulting in chlorosis. Red root amaranth (Amaranthus retroflexus L.) is drought-resistant, summer annual, and
herbaceous plant. It is common along roadsides, cultivated areas, and orchards. Herbicides such as 2,4-D, dicamba, mecoprop,
bromoxynil, glyphosate are effective on A. retroflexus but 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
(Hydrogen peroxide) amount, cell membrane permeability (electrolyte leakage), APX (Ascorbate peroxidase), and GR
(Glutatyon reductase) 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 was determined
that oxidative stress causes more damage with glyphosate compared to short-term drought in A. retroflexus.
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GIRiS

Bitkiler uygun olmayan kosullar ile karsilagtiklarinda
biiylime gelisimleri icin gerekli optimum
kosullardan uzaklagirlar. Stres olarak ifade edilen
kisitlayict kosullar bitkilerin dogada maruz kaldiklar
abiyotik ve biyotik stres faktorleri nedeniyle
gerceklesir (Levitt, 1980). Stres faktorleri bitkisel
tiretimde ciddi verim kayiplarina neden olmaktadir.
Kuraklik, tuzluluk, diisiik/yiiksek sicaklik ve kirlenme
bilinen en iyi abiyotik faktorlerdir (Demirbas ve Acar,
2008). Ozellikle kurakligin diger tiim stres faktorleri
icerisinde tarimsal tiretimi siirlandiran en Snemli
faktorlerden biri oldugu kabul edilmektedir (Boyer,
1982).

Abiyotik  stresler;  bitkide  biiyiimeyi
smirlandiran morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler degisimler yoluyla verimde azalmaya
neden olurlar (Biiyiik ve ark., 2012). Ornegin, bitkide
normal seviyede iretilen reaktif oksijen tiirleri
(ROT)’nin konsantrasyonlar1 kuraklikla artar ve hiicre
zarlarindaki fosfolipitleri (Fridovic, 1986), proteinleri
(Davies, 1987), niikleik asitleri (Fridovic, 1986) ve
klorofili pargalarlar (Foyer ve ark., 1994).

Kuraklik stresi altindaki bitkilerde su kaybini
azaltmak icin stomalarin1 kapatmak, CO.’in bitki
tarafindan absorbsiyonunu engelledigi icin CO>
fiksasyonunu azaltir. ATP ihtiyacinin azalmasi
sonucu, mitokondri ve kloroplastlarda elektron tagima
sisteminde elektron fazlaligi meydana gelir. Ancak,
151k absorbsiyonu devam ettiginden kloroplastlarda
biriken fazla elektronlar, molekiiler O2’e aktarilarak
ROT’lar1 (stiperoksit radikali (O2¢), hidroksil radikali
(OHe), hidroperoksil radikali (HOz*), singlet oksijen
(*O2) ve hidrojen peroksit H,0;)) olustururlar (Asada,
1999; Edreva, 2005).

Hiicre i¢inde ROT konsantrasyonundaki artigin
neden oldugu dengesizlik oksidatif strese neden olur
(Mgller ve ark., 2007). Bitki hiicreleri ROT’lar1
enzimatik olmayan antioksidanlar (glutatyon (GSH)
ve askorbat (ASA)) ve enzimatik antioksidanlar
yardimiyla (Siiperoksit 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 siireclerde
mitokondride, kloroplastta ya da fotorespirasyon
boyunca elektron taginimu sirasinda iiretilirler (Botella
ve ark., 2005).
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Yazlik bir yabanci ot olan Amaranthus
retroflexus L. tek yillik, otsu bir bitkidir. Yol kenarlart
boyunca, tarla ve bahgelerde dahil olmak iizere tiim
acik habitatlarda yaygindir. Tohumla iireyen bir bitki
olup, bir bitki yaklasgtk 10 milyon adet tohum
olusturabilir ve bu tohumlar 10-40 yil boyunca
toprakta ¢imlenmeden canlihgmi korur. Yasst ve
yuvarlak olan tohumlar hayvanlarla, riizgarla ve ekim
sirasinda tohumla bulasik olarak dagilirlar.  A.
retroflexus her toprak tipinde bilyiiyebilir, ayni
zamanda her tiirlii pH sartlarinda yetisebilir (Kadioglu
ve ark., 2015).

Tarimsal {iretim yapilan birgok alanda
Amaranthus tiirleriyle miicadele gerekmektedir
(Tozlu ve ark., 2010). Cikis sonrasi uygulamalarda
kiltiir bitkisine gore degiskenlik olsa da 2,4-D,
dikamba, mekoprop, bromoksinil, glifosat gibi
herbisitler A. retroflexus tizerinde etkili olmaktadir
(Kadioglu ve ark., 2015). Diger yandan Amaranthus
tiirlerinde yaygin bir herbisit direnci oldugu (Hay ve
ark., 2019), A. retroflexus igin nikosiilfiiron ve glifosat
gelistigi  (Vieira ark., 2018), A.
tuberculatus’ta glifosat direnci oldugu (Murphy ve
ark., 2019) rapor edilmistir.

Bir bagka arastirmada A. retroflexus’un siddetli
su stresi altinda gelisen tohumlarinin en yiiksek
¢imlenme yiizdesine sahip olduklar1 belirlenmistir
(Karimmojeni ve ark., 2014). Bununla birlikte, A.
caudatus’ta su kullanimi etkenliginin kuraklik stresine
adaptif bir yanit 6zelligi tasidigr da rapor edilmistir
(Valdayskikh ve ark., 2019). Dahasi, A. tricolor’un
kurakliga popiilasyonlarinin ~ duyarlt
populasyona kiyasla daha yiiksek antioksidan enzim
aktivitelerine (SOD, CAT, APX, GR) ve daha diisiik
MDA igerigine sahip oldugu gosterilmistir. Ek olarak,
GR, APX ve SOD'un birlesik etkisinin, Amaranthus'ta
kuraklik tolerans ile iligkili olabilecegi ve H2Oz'nin
toksik etkisinin etkili sekilde diizenlenmesini
saglayabilecegi bildirilmistir (Slabbert ve Kriiger,
2014).

direnci ve

toleransli

Bu arastirmada, bir tarla yabanci otu olan A.
retroflexus’ta  kuraklik toleransinda ve herbisit
direncinde antioksidan savunma sistemi
enzimlerinden APX GR’nin  etkenliginin
belirlenmesi ve kuraklik stresine potansiyel toleransin
herbisit  direnci iliskili olup olmayacagi
arastirilmigtir. Buna gore; kuraklik stresi ve herbisit
uygulamasiyla A. retroflexus’ta pigment miktari,
protein miktari, H,O, miktari, APX ve GR aktiviteleri
belirlenmistir. Bu tiirde, kuraklik stresi ve glifosat ile
iligkili olarak APX ve GR aktiviteleri ilk defa
sunulmaktadir.

ile

ile
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MATERYAL VE YONTEM
1.Materyal
Amaranthus retroflexus L. Amaranthaceae

familyasina ait olup tek yillik otsu ve yabanci ot olarak
tanimlanmis bir bitkidir (Kadioglu ve ark., 2015). Bu
arastrmada  kullanilan  Amaranthus  retroflexus
tohumlar1 2017 yilinda Adana il merkezindeki tarim
arazilerindeki 5 farkli populasyondan toplanmugtir.

1.1. Bitki Materyalinin Yetistirilmesi

A. retroflexus tohumlart %0,5’lik sodyum hipoklorit
¢ozeltisi iginde 5 dk bekletilip, steril saf su ile 3 kez
2.5 dk yikanarak sterilize edilmislerdir. Sterilize
tohumlar ¢imlenme i¢in icerisinde nemli kurutma
kagitlar1 bulunan petri kaplarinda bekletilmislerdir.
Cimlenen tohumlar, igerisinde torf bulunan viyollere
aktarilarak in vitro sartlardaki bitki kabininde 22-
24°C’de, 16 saat aydinlik/8 saat karanlik fotoperiyotta
yetistirilmis ve Hoagland besin soliisyonu (100%) ile
sulanmiglardir (Steward, 1983).

2. Yontem
2.1. Kuraklik Stresi ve Herbisit Uygulamalari

Bitkilerin gelisim durumlarina bagl olarak yetistirilen
21 giinliik fideler 4 gruba ayrilmiglardir. Birinci grup
kuraklik ve herbisit bitkilerinin kontrol bitkileri (C),
ikinci grup kuraklik stresi bitkileri (D), liglincli grup
onerilen doz herbisit uygulanan bitkiler (P-X) ve
dordiincti grup ise onerilen dozun iki kati herbisit
uygulanan bitkilerdir (P-2X) (Sekil 1).

Kuraklik stresi 7 giin su kithgi seklinde
uygulanmistir. Aragtirmada kullanilan ticari herbisitin
etken maddesi Glifosat izopropilamin olup 6nerilen
dozu 300 ml/da’dir. Buna gore onerilen dozu 300
ml/da (X) ve onerilen dozun 2 kati 600 ml/da (2X)
olacak sekilde hazirlanilan herbisit 2 L hacimli
mekanik basinghi piiskiirtiicii yardimiyla uygulama
gruplarina dekara 20 L olacak sekilde
puskirtiilmistiir. Kuraklik ve herbisit uygulamasin
takiben 1. ve 4. giinlerde bitkilerden yaprak doku
ornekleri bu oOrnekler analizlerde
kullanilmislardir.

su
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Sekil 1. 21 giinliik Amaranthus retroflexus L. fidelerine
herbisit uygulamasi

2.2 Bitki Olciimleri ve Analiz Yontemleri

Spektrofotometrik  analizler Thermo  Scientific
Genesys Ones UV-Vis spektrofotometre cihazinda
gergeklestirilmistir.

2.2.1 Toplam Klorofil Analizi

Toplam klorofil miktarinin belirlenmesi klorofil metre
cihaziyla (Minolta SPAD-502, Osaka, Japonya)
gerceklestirilmistir (Peryea ve Kammereck, 1997). Bu
amagla, hasat giinlerinde her bir gruptan 3 farkli
fideden gelismesini tamamlamis geng¢ yapraklardan,
15 tekerriirlii olarak 6l¢iim yapilmustir.

2.2.2 Toplam Protein Analizi

Protein analizi Bradford (1976) yoOntemine gore
gerceklestirilmigtir. Buna gore, yaprak dokular1 1 mM
EDTA igeren 3ml 0,05 M sodyum fosfat tamponunda
(pH 7,8) homojenize edilmistir. Homojenatlar +4 °C’
de 13000 rpm’ de 30 dk santrifiij edildikten sonra
stipernatant kismi protein analizinde kullanilmistir.
100 pl siipernatant ve 5 ml reaktif vortekste
karistirilmig 595 spekrofotometrik
absorbans degeri belirlenmistir. Tim islemler
+4°C’de gergeklestirilmistir.

ve nm’de

2.3 Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.3.1 Askorbat Peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11)
Aktivitesi

Yaprak dokular1 1 ml 2 mM askorbik asit, 1 mM
EDTANa2.2H;0 igeren 50 mM Na-P tamponu (pH
7,8) ile homojenize edildikten sonra siipernatantlar
analizde kullanilmistir (Nakano ve Asada, 1981) (€ =
2,8 mM* cm™). Bir enzim {initesi, dakikada okside
olan 1 umol askorbat olarak
hesaplanmustir.

mi? miktar1
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2.3.2 Glutatyon Rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) Aktivitesi

Dokular 1 g yas yaprak materyali, ImM EDTA 3 ml
0,05 M Sodyum fosfat tamponunda (pH 7,8)
homojenize edilip, homojenatlar 13000 rpm’de 40 dk
santrifiijlenmistir. Buradan elde edilen siipernatantlar
analiz i¢in kullanilarak tiim islemler soguk zincirde
(+4 °C) gerceklestirilmisti. NADPH varliginda
okside glutatyon miktarindaki azalma 3 dk siire ile 340
nm’de absorbansin azalmasimdan yola ¢ikilarak
hesaplanmistir (€ = 6,2 MM ¢cm1). Bir enzim iinitesi,
dakikada okside olan glutatyon (pmol ml?) olarak
hesaplanmistir (Foyer ve Halliwell, 1976).

2.3.3 Lipit Peroksidasyonun (MDA Miktarinin)
Belirlenmesi

Lipit  peroksidasyonunun irinii  olan
malondialdehit (MDA) seviyesinin dl¢iilmesi ile lipit
peroksidasyon seviyesi belirlenmistir (nmol/g yas
agirhk) (€ = 155 mM* cm?) (Madhava Rao ve Sresty,

2000).

son

2.3.4 Hiicre Zar1 Gegirgenligi (Elektrolit Sizintisy)

Dionisio-Sese ve Tobita (1998)° ya gore hiicre zar
gecirgenligi belirlenmistir. Bunun i¢in 100 mg yaprak
ornegi 10 mL deiyonize su igeren falkon tiiplerine
transfer edilerek 32 °C’ lik bir su banyosunda 2 saat
inkiibe edilmistir. Ortamin elektrik iletkenligi EC
metre ile 6l¢iiliip (EC1), daha sonra 6rnekler 121 °C’
de 20 dk boyunca otoklavlanmistir. Oda sicakliginda
25 °C’ye kadar sogutularak bu ortamdaki elektrik
iletkenligi olgiliip (EC2), elektrolit sizintisi (ES)
asagidaki formiille uygulanarak hesaplanmistir.
Olgiimler sirasinda Isolab masa tipi EC metre cihazi
kullanilmastir.

ES =EC1/EC2 x 100

2.3.5 Hidrojen peroksit (H203)

Bitki dokusu (0,1 g), 3 ml H2SO, ve soguk aseton
karistmi  homojenizasyon tamponu ile homojenize
edilip santrifiijlenmistir. Siipernatantlar H,SOs, saf su,
ferrus amonyum siilfat, ksenol orange, sorbitol ve
ethanol igeren (e-FOX) okuma tamponu ile 550-800
nm’de suya (kor) karst okunmustur (pg/ml)
(Cheeseman, 2006).

2.3.6 Istatistik Analiz:

Istatistikler SPSS 22.0 kullanilarak tek y&nlii varyans
analizi (One Way ANOVA) ile degerlendirilmistir
(p<0.05 diizeyindedir).
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BULGULAR

Bir tarla yabanci otu olan A. retroflexus’ta kuraklik
toleransinda ve glifosat uygulamasinda antioksidan
savunma sisteminin iki enzimi olan APX ile GR
aktivitelerinin belirlenmesi ve kuraklik stresine
potansiyel toleransin herbisit uygulamasindan nasil
etkilendigi arastirilmistir. Bunlara ek olarak toplam
klorofil miktari, H,O, miktari, toplam protein miktari,
lipit peroksidasyon ve hiicre zar1 gecirgenligi
analizleri de gergeklestirilmistir.

Bulgularimiz genel olarak A. retroflexus’un
kuraklik uygulamasina kiyasla herbisit
uygulamalarindan daha olumsuz etkilendigini ve kisa
stirede oldiiklerini gostermistir (Sekil 2). Bu nedenle
ikinci Ornekleme gilinii olarak 4. giinde 6rnekleme
yapilmistir.

1. Toplam Klorofil Icerigi

Toplam klorofil igerigi 1. giinde kontrole kiyasla
kuraklik (D) uygulamasi ile %3 artarken, dnerilen doz
(P-X) ve 6nerilen dozun iki kati (P-2X) uygulamalari
ile sirasiyla %12 ve %1 azalmistir. Denemenin 4.
giiniinde ise D, P-X ve P-2X uygulamalar1 klorofil
icerigini kontrole kiyasla sirasiyla %7, %16 ve %23
azaltmistir (Sekil 2, Sekil 3). Sonuglarimiza gore,
deneme baslangicinda kuraklik uygulamas: ile A.
retroflexus L.’ta kloroz meydana gelmemistir, fakat
deneme sonunda tiim uygulamalar ile toplam klorofil
icerigi azalmistir.

Amaranthus retroflexus L.

Uygulama
Oncesi

Uygulama
Sonrasi

1.Giin

Sekil 2. 21 giinliik Amaranthus retroflexus L. ta kuraklik ve
herbisit uygulamalarinin uygulama 6ncesi ve sonrasi etkisi
(C: Kontrol, D: Kuraklik, P-X: Onerilen doz herbisit, P-2X:
Onerilen dozun iki kat1 herbisit).
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Amaranthus retroflexus L.
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Sekil 3. Amaranthus retroflexus L.’ta toplam klorofil igeriginde meydana gelen degisimler (SPAD) (C: Kontrol, D: Kuraklik,
P-X: Onerilen doz herbisit, P-2X: Onerilen dozun iki kat1 herbisit).

2. Hidrojen Peroksit Miktari (H>02)

A. retroflexus L.’un H;O; miktar1 denemenin 1.
giintinde kontrole kiyasla D uygulamasi ile %15
azalmistir. Bununla birlikte P-X ve P-2X uygulamalari
ile kontrole kiyasla sirastyla 3 kat ve 3.5 kat artmistir.

Denemenin 4. giliniinde ise kuraklik uygulamasi ile
H>0, miktar1 %5 azalirken, carpici bir sekilde P-X
uygulamasi ile %40, P-2X uygulamas ile ise 2 kat
artmstir (Sekil 4). Sonuglar kurakliga kryasla P-X ve
P-2X uygulamalar1 ile H>O, miktarinin deneme
sonunda daha fazla arttigina isaret etmektedir.

Amaranthus retroflexus L.

800 - c
_. 600 - [T
£ b
C:?- +
~< 400 A a 1]
o) : a c
T bc

200 { ab 2 ﬂ '

A ml | |
C D P-X p-2X
B 1.Gin O4.Gin

Sekil 4. Amaranthus retroflexus L. tiiriiniin H202 miktarinda (ug/ml) meydana gelen degisimler (C: Kontrol, D: Kuraklik, P-
X: Onerilen doz herbisit, P-2X: Onerilen dozun iki kat1 herbisit).

3. Toplam Protein Miktart

Toplam protein 1. giinde kontrole kiyasla tiim
uygulamalar ile artmistir. Bu artislar D, P-X ve P-2X
uygulamalari ile kontrole kiyasla sirastyla 1, 1.8 kat ve
2.6 kat olarak belirlenmistir. Deneme sonunda tiim
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uygulamalar ile toplam protein miktar: artarken
ozellikle P-X ve P-2X gruplarinda kontrole kiyasla
strastyla 2 kat ve 3 kat artmistir (Sekil 5). Sonuglar
toplam protein miktarmin kuraklik diginda herbisit
uygulamasi sonucu her iki hasat giiniinde de arttigini
gostermektedir.
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Sekil 5. Amaranthus retroflexus L.’ta toplam protein miktarinda meydana gelen degisimler (C: Kontrol, D: Kuraklik, P-X:
Onerilen doz herbisit, P-2X: Onerilen dozun iki kat1 herbisit).

4. Lipit Peroksidasyon (MDA)

Malondialdehit (MDA) miktar1 1. giinde kuraklik
uygulamasi ile kontrole kiyasla D, P-X, P-2X
uygulamalart ile sirasiyla 1.8, 3 ve 4 kat artmustir.
Deneme sonunda tiim uygulamalar ile artmistir. Bu

artiglar ozellikle P-X ve P-2X uygulamalart ile
sirastyla 4.2 ve 7.2 kat olarak gerceklesmistir (Sekil
6). Buna gore, deneme boyunca MDA kurakliga
kiyasla P-X ve P-2X uygulamalariyla daha cok
artmistir.

Amaranthus retroflexus L.
4 - c
S 3 1 %
g
S ) b d
< c
=
1 b a
I l ’_X—‘
0 . |__—| T T T 1
C D P-X pP-2X
B 1. Gin 0O4. Gin

Sekil 6. Amaranthus retroflexus L. tiiriinin MDA miktarinda meydana gelen degisimler (nmol/gr) (C: Kontrol, D: Kuraklik,
P-X: Onerilen doz herbisit, P-2X: Onerilen dozun iki kat1 herbisit).

5. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesi

A. retroflexus tiirinde GR aktivitesi kuraklik
kiyasla 1. giinde %6
azalmistir. Fakat P-X uygulamasi ile aktivite %15
artmistir. Uygulama dozu iki katina ¢ikarildiginda ise
aktivite %9 oraninda gerilemistir. Uygulamanin 4.

uygulamasiyla kontrole
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giiniinde kontrole kiyasla D ve P-X uygulamalarinda
%3 azalma gerceklesirken, P-2X uygulamasinda ise
bu azalma %7 olmustur (Sekil 7). Sonuglar deneme
baslangicinda P-X uygulamasi ile GR aktivitesinin
arttigin1 ancak diger tiim uygulamalar ile deneme
sonunda degismedigini gostermistir.
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Sekil 7. Amaranthus retroflexus L.’de GR aktivitesinde meydana gelen degisimler (U/mg protein) (C: Kontrol, D: Kuraklik,
P-X: Onerilen doz herbisit, P-2X: Onerilen dozun iki kat1 herbisit).

6. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi

APX aktivitesi 1. giinde P-X ve P-2X uygulamalar1 ile
kontrole kiyasla sirasiyla %38 ve %63 oraninda
azalmistir. Denemenin 4. giiniinde ise D uygulamast
ile %22 artmis, 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 glifosat
dozuna paralel azalan APX aktivitelerine isaret
etmektedir.
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Sekil 8. Amaranthus retroflexus L.’ta APX aktivitesinde meydana gelen degisimler (U/mg protein) (C: Kontrol, D: Kuraklik,
P-X: Onerilen doz herbisit, P-2X: Onerilen dozun iki kat1 herbisit).

7. Hiicre Zar1 Gegirgenligi (HZG)

Elektrolit sizintisinin bir gostergesi olan HZG A.
retroflexus’ta D, P-X ve P-2X uygulamalar ile
kontrole kiyasla sirasiyla %12, %15 ve %7 azalmistir.
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Denemenin 4. giiniinde ise HZG kontrole kiyasla D,
P-X ve P-2X uygulamalari ile sirasiyla %22, %27 ve
%51 azalmistir (Sekil 9). Buna gore, deneme sonunda
Ozellikle artan herbisit dozlarmma paralel olarak
HZG’de dramatik azalislar belirlenmistir.
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Sekil 9. Amaranthus retroflexus L. ta hiicre zar1 gegirgenliginde meydana gelen degisimler (% (p/sn)) (C: Kontrol, D: Kuraklik,
P-X: Onerilen doz herbisit, P-2X: Onerilen dozun iki kat1 herbisit).

TARTISMA

Yabanci otlar tarim alanlarinda c¢ok yaygm bir
problem olup ekonomik zarar esigine ulasmis yabanci
ot tiirleri ile miicadele edilmesi gereklidir. Bununla
birlikte yabanci otlar sulama/yagis rejimindeki
degisimlere bagli kuraklik stresiyle de
miicadele etmektedirler. Uriin ¢esidine bagh olarak,

siirekli

tarim alanlarinin sulama rejimi degigse de tarlada ve
civarinda yabanci ot ile miicadelede herbisitler ¢ok
yaygin bir kullanima sahiptirler. Giiney Amerika
kokenli bir bitki olan Amaranthus cinsi Tiirkiye’deki
bazi tarim alanlar1 i¢in sorun olusturmaktadir. Bu
aragtirma, A. retroflexus’un yaygin bir herbisit olan
glifosata ve kisa siireli kuraklik stresine yanitta
fizyolojik ve biyokimyasal tepkilerini belirlemeye
odaklanmigtir. Bu amagla, laboratuvar kosullarinda
yetistirilen 21 giinliik A. retroflexus fidelerinin yaprak
dokusunda toplam Klorofil, toplam protein, lipit
peroksidasyon (MDA), H;0, miktari, hiicre zar
gecirgenligi  (elektrolit sizintisi), APX ve GR
aktiviteleri belirlenmistir.

Herbisitlerin bir kismi bitkiler igin fotosentetik
verimin temel bileseni olan kloroplastlar1 hedef
almaktadir. Benzer sekilde kuraklik stresi de
kloroplastlarda herbisitler gibi metabolik karmasaya
neden olarak, ozellikle ROT konsantrasyonlarinda
artisa bagl lipit peroksidasyon zar yapisini bozar ve
kloroz baglar. Farkli Amaranthus tiirlerinde kurakliga
bagl kloroz gelisimi rapor edilmistir. Buna gore A.
tricolor’da kuraklik stresi altinda pigment miktarinin
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azaldig1 (Sarker ve Oba, 2018) ve kuraga dayanikli
biyotipte kuraga duyarli biyotipe kiyasla daha az
kloroz gelistigi saptanmistir (Sarker ve ark., 2018). Ek
olarak, A. cruentus’ta nem stresinin klorofil icerigini
azalttigr gosterilmisgtir (Masekoa ve ark., 2019).
Benzer sekilde, arastirmamizda A. retroflexus’ta
kuraklik ile klorofil igerigi azalmistir. Ancak bu
azalma glifosat uygulamasi sonucunda ¢ok daha
dramatik sekilde gergeklesmistir. A. retroflexus’ta
kurakliga kiyasla glifosatin daha fazla kloroza neden
olmasi glifosatin etki mekanizmaszyla iligkili olabilir.
Ciinkii glifosat iceren herbisitler bitkilere ve bazi
mikroorganizmalara 6zgii bir metabolik yolak olan
sikimik asit yolagindaki 5-enol piirivil sikimat-3-
fosfat (EPSP) enzimini inhibe eder. Bu ise protein
sentezi ve bilylime i¢in kritik aromatik amino asitlerde
azalmaya yol acar. Sonugta bitkide bodur biiyiime,
kloroz ve doku 6liimii meydana gelir (Tomlin, 2006;
Lawrence, 2002; Franz ve ark., 1997; WHO, 1996).
Reaktif oksijen tiirleri, bitkilerin biyotik ve
abiyotik streslere maruz kalmasi sonucunda dogal
konsantrasyonlarmin  {izerine  ¢ikarak lipitler,
proteinler ve karbonhidratlarla reaksiyona girebilir.
Oksidatif stres sonucunda hiicre zarlarinda ve
organellerde yapisal zarar meydana gelir (Ozkur ve
ark., 2009). Siiperoksit radikalinin (O2*7) su ile
reaksiyonu sonucunda olusan ve diger ROT’lara
kiyasla daha kararli bir molekiil olan H»O,, basta
kloroplast ve mitokondri olmak {izere birgok
organelde ve hiicre zarinda bulunur (Asada, 1999).
Sudan karaya ¢ikislarindan bu yana bitkiler i¢in major
bir stres olan kuraklik nedeniyle H»O, ve diger
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ROT’larin miktar1 artmaktadir (Batra ve ark., 2014).
A. tricolor’da kuraklikla artan H2O, seviyelerinin
(Sarker ve Oba, 2018), kuraga duyarli biyotipte
dramatik artiglara neden olurken kuraga dayanikli
biyotipte degismedigi gosterilmistir (Sarker ve ark.,
2018). Her ne kadar arastirmamizda A. retroflexus’ta
kisa siireli kuraklik H>O» seviyelerini arttirmamis olsa
da glifosat uygulamasi artan doza baglh olarak H»O,
miktarint siddetli sekilde arttirmastir.

Bitkilerde artan ROT konsantrasyonlari
nedeniyle oksidatif stres meydana gelmektedir
(Asada, 1999). Oksidatif stres oOzellikle hiicre ve
organel zarlarindaki lipitlerin oksidasyonuna neden
olur. Sonucta lipit peroksidasyon hiicre ve/veya
organel zarlarina zarar vererek hiicresel ve hiicre alt1
seviyede hasara yol agar (Elstner ve Osswald, 1994).
Lipit peroksidasyonun bir 6lgiisii olarak kullanilan
MDA miktarmm A. tricolor’da kuraklik ile arttig
rapor edilmistir (Sarker ve Oba, 2018). Buna zit
sekilde, arastirmamizda A. retroflexus’ta kisa siireli
kurakligin MDA miktarimi degistirmedigi
belirlenmigtir. Glifosat uygulamalar1 ise ayni siire
icerisinde artan H>O, miktarina uyumlu sekilde MDA
miktarlarimi arttirmistir.

Askorbat-Glutatyon déngiisii enzimleri ROT
detoksifikasyonunda etkilidir (Edreva, 2005). Bu
dongiideki APX ve GR’nin SOD ve CAT gibi diger
antioksidan enzimler ile kurakliga maruz kalan A.
tricolor’da kalici1 ve dramatik artisa sahip oldugu
gosterilmigtir. Bu artis ayni zamanda askorbat ve
glutatyon igerigindeki artigla da desteklenmektedir
(Sarker ve ark., 2018). Sonug¢larimiz, A. retroflexus’ta
kuraklik
arttigin1 ancak GR aktivitesinin buna eslik etmedigini
gostermigtir. Her ne kadar kisa siireli kuraklik (Zhang
ve ark., 2020) veya uzun siireli kuraklik (Avashthi ve
ark., 2020) ¢ogu bitkide her iki enzim aktivitesini
arttiriyor olsa da A. retroflexus igin GR aktivitesinde
elde ettigimiz sonuglar, bunun kuraklik stresinin kisa
stireli olmasindan kaynaklandigimi diisiindiirmektedir.
Diger yandan, deneme sonunda glifosat uygulamasi
APX aktivitelerini dramatik sekilde azaltirken, GR
aktivitelerinde ise anlamli bir degisim saptanmamustir.
Glifosat iceren herbisitlerin etki mekanizmasi
temelinde, APX aktivitelerinde kloroz kaynakli bir
diisiis beklenebilir. Ayrica artan H»O, ve HZG
seviyeleri de bunu desteklemektedir.

Total bir herbisit olan glifosatin uygulandigi
kiiltir alanlarinda bulunan tiim yabanci otlari
oldirdigi bilinmektedir. Bu durum Amaranthus
biyotiplerinde iki nesil boyunca glifosata duyarlilig:
azaltmaktadir (Vieira ve ark., 2018). Yiiksek tohum
iretme potansiyeline sahip Amaranthus tiirlerinde

ile APX aktivitesinin deneme sonunda
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(Kadioglu ve ark., 2015), glifosata direncli biyotipler
gelismekte ve buna neden olan mutasyonlarin
belirlenmesine halen devam edilmektedir (Huang ve
ark., 2019; Murphy ve ark., 2019). Arastirmamizda
glifosat uygulanmis bitkilerin gelisimi durmustur.
Kuraklik uygulamasi ise glifosata kiyasla daha az
zararli etki gostermistir (Sekil 10). A. caudatus’un
kurakliga adaptif 6zellikleri oldugu ve su kullanim
etkenliginin iyi oldugu rapor edilmistir (Valdayskikh
ve ark., 2019). Bir baska arastirmada ise artan sulama
periyotlari ve stres varligimin A. retroflexus’u ¢ok daha
basarili ve ¢cok daha rekabetgi, yaptig1 vurgulanmistir
(Asadi ve ark., 2019). Bu durum, A. retroflexus’un
uzun siireli kurakliktan nasil etkilendiginin de
arastirilmasi gerektigine isaret etmektedir.

Sonug olarak, A. retroflexus’ta kuraklik stresi
ve glifosat uygulamalari kloroza neden olmuslardir.
Buna artan H,O; ve HZG seviyeleri eslik etmistir. A.
palmeri’nin glifosata direngli biyotiplerinde diisiik
ROT zarar1 ve yiiksek ROT temizleme aktivitesi rapor
edilmistir (Maroli ve ark., 2015). Buna zit sekilde,
sonuclarimiz A. retroflexus’a glifosat uygulamasi
sonrasinda yiikksek ROT zarar1 ve diisik ROT
temizleme  aktivitesi  oldugunu  gdstermistir.
Antioksidan kapasite baglaminda, A. retroflexus’un
glifosata duyarli oldugu sdylenebilir. Ayrica bu
aragtirma ile kuraklik ve glifosatin A. retroflexus’ta
etkisi ile APX ve GR aktivitelerini nasil etkiledigi ayr
ayri  gosterilmistir.  Sonugta, A. retroflexus’ta
kurakliga kiyasla glifosat ile daha fazla oksidatif
zararin meydana geldigi saptanmustir.

Amaranthus retroflexus L.

C: Kontrol

D: Kuraklik uygulamasi

Px: Pestisit uygulamasi 6nerilen doz

P2x: Pestisit uygulamasi 6nerilen dozun iki kati

Sekil 10. 21 giinlilk Amaranthus retroflexus L.’ta kuraklik
ve herbisit uygulamalari sonrasindaki etki (Ustten goriiniis)
(C: Kontrol, D: Kuraklik, P-X: Onerilen doz herbisit, P-2X:
Onerilen dozun iki kat1 herbisit).
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