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OZET

KISIR YABANI YULAF BITKISINDE (Avena sterilis L.) HERBISIT DIRENCININ
ANTIOKSIDAN ENZIM SISTEMIYLE ILISKISININ ARASTIRILMASI

Mehmet Selim COBANOGLU
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Okan ACAR
13/01/2017, 48 sayfa

Herbisit kullanimi nedeniyle, dogal bitki populasyonlarinda bu herbisitlere direng
dogrusal sekilde artmaktadir. Bitkilerde, ALS inhibitorleri ve Atrazin’den sonra en fazla
herbisit direnci FOP grubu herbisitlere karsi gelismektedir. Avena sterilis L. bugday
tarlalarinda bu gruptan fenoxaprop herbisiti kullanilarak miicadele edilen bir yabanci ottur.
Bu calismada fenoxaprop herbisitinin hassas ve dayanikli iki kisir yabani yulaf
populasyonunun pigment igerigi ve antioksidan savunma enzimleri ile PAL aktiviteleri
aragtirilmigtir.  Marmara bdlgesinden toplanan tohumlar Ege Universitesi Ziraat
Fakiiltesi’nden saglanmistir. Buna gore, dayanikli bitkilerde onerilen dozda meydana gelen
oksidatif stresin bastirilmasinda SOD, POX, APX, GR ve CAT aktivitelerinin hassas
bitkilere kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, dayanikli bitkilerdeki
antioksidatif savunmanin onerilen dozun 4 katina kadar gelisebildigi de belirlenmistir.
Sonug olarak, hassas bitkilere kiyasla herbisite dayanikli populasyona ait bitkilerin daha
yiiksek klorofil miktarina, daha yiiksek antioksidan savunmaya ve daha yiiksek PAL

aktivitelerine sahip oldugu bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Avena sterilis, Herbisit Direnci, Antioksidan Savunma

Sistemi, Fenilalanin Amonyum Liyaz (PAL), Glutatyon



ABSTRACT

AN INVESTIGATION OF RELATIONSHIP BETWEEN HERBICIDE
RESISTANCE AND ANTIOXIDANT DEFENSE SYSTEM IN WILD OAT (AVENA
STERILIS L)

Mehmet Selim COBANOGLU
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Plant Science
Advisor: Dog. Dr. Okan ACAR
13/01/2017, 48 p.

Herbicide resistance has linear increase in natural grass populations. Some of these
populations defined as weed. Weeds developed herbicide resistance against FOP herbicides
after ALS inhibitors and Atrazine. As a weed, Avena sterilis L. (Sterile Oat) range in wheat
field and farmer use fenoxaprop herbicides against this species.

In this study focused on the effects of fenoxaprop on pigment contents, activities of
antioxidant defense enzymes and PAL activities in fenoxaprop-susceptible and — resistant
sterile oat populations. Sterile oat seeds collected from Marmara region in Turkey and
provide from Ege University Faculty of Agriculture.

Our results showed that fenoxaprop-resistant sterile oats have higher SOD, POX,
APX, GR and CAT activities than fenoxaprop-susceptible ones. This result indicated that,
increased activities of antioxidant enzymes provide best protection for resistant sterile oat
against oxidative stress than -susceptible sterile oats. Moreover, this antioxidant protection
was continued up to 2X dose of fenoxaprop.

As a result, fenoxaprop-resistant plants have higher chlorophyll amounts, higher
antioxidant defense and higher PAL activities than susceptible sterile oats.

Keywords: Avena sterilis, Herbicide Resistance, Antioxidant Defense System,

Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL), Glutathione
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BOLUM 1
GIRIS

1.1. Kisir Yabani Yulaf (Avena sterilis L.)

Kiiltiir tahillar1 iginde bugday dnemli bir yere sahip stratejik bir tirlindiir. Yaklagik 50
tilkede besin degeri ve kolay islenmeleri nedeniyle temel besindir ve Diinya genelinde
bitkisel besinler kaynakli toplam kalorinin neredeyse % 20'sini olusturmaktadir. Bu oran,
Tiirkiye icin yaklasik % 53'tiir (Anonim, 2013).

Diinya toplam tahil {iretiminin 2,3 milyar ton ile 2011/2012 yillarinda, son 10 yilin
en Ust seviyesine ulastigi belirlenmistir. Bu artista, Bagimsiz Devletler Toplulugu
tilkelerinde yagsanan olumlu iklim kosullarina ek olarak yulaf itiretiminde % 14, arpa
iretiminde % 10, celtik tiretiminde % 4 ve musir iiretimindeki %6 artigin toplam tahil
tiretimine etkisi yiiksek olmustur (GTHB, 2013). Tiirkiye'de ise toplam tahil {iretimi 11,3
milyon ha alanda yapilmaktadir. Bu alanin % 67’sinde bugday, % 24’iinde arpa, % 6’sinda
musir, % 1,3’tinde ¢ave arkar, % 1,1’inde ¢eltik, % 0,8’inde yulaf ve % 0,3’iinde tritikale
{iretimi yapilmaktadir (TUIK, 2013).

Bugday, Tirkiye’nin her bolgesinde yetistirilmektedir. 2013 yilinda ekmeklik
bugday iiretimi en ¢ok Orta Anadolu Bolgesinde iken (%36) bunu, Marmara Bolgesi (%
15) ile Giineydogu Anadolu Boélgesi (% 14), Dogu Anadolu ve Ege Bolgesi (%7)
izlemistir. Makarnalik bugday iiretimi ise en ¢ok Giineydogu Anadolu Bolgesinde iken
(% 46) bunu Orta Anadolu Bolgesi (% 28) ve Ege Bolgesi (%13) izlemistir (ZMO, 2016).

Yulaf ise diinya tahil iiretiminde 4, Tiirkiye'de 5. sirada tiretimi yapilan bir kiiltiir
bitkisidir. Tiirkiye'de yulaf iiretimi en ¢ok Canakkale ilinde gerceklesmektedir. Bol
nigastali tohumlar1 nedeniyle hayvan yemi olarak ve gida amag¢l kullanilmaktadir
(Anonim, 2013).

Tarim alanlarinda, Ince kdk, govde yapisi ve cok sayida tohum iiretme dzelliklerine
sahip olup ortamda yetistirilen kiiltiir bitkisiyle rekabet ederek verim kayiplarina neden
olan tek ya da ¢ok yillik bitkiler "yabanci ot" olarak tanimlanmaktadirlar. Tirkiye'de tarimi
yapilan 6 yulaf tiirii bulunmakla birlikte, 2 yabani yulaf tiirii yabanci ot olarak kabul
edilmektedir. Bunlar, bugday gibi kiiltiir bitkileriyle rekabete girerek triin verimini
azalttiklar1 bilinen Avena sterilis ve Avena fatua tirleridir ve Tirkiye’nin tiim
bolgelerindeki tahil alanlarinda yaygin ve yogun dar yaprakli yabanci otlar oldugu rapor
edilmistir (Kadioglu, 1989; Mennan ve ark. 2003).

Tiirkiye'de, tiriin veriminde yabani yulaf tiirleri kaynakli kaybin %10-25 arasinda

1



oldugu, Diinya genelinde ise %20-40 arasinda oldugu bildirilmektedir (Giincan, 2010).
Kiiltiir bitkileri icerisindeki yabanci otlar ile miicadele edilmedigi takdirde, verim kaybinin
% 90’a kadar cikabildigi ifade edilmektedir (Lacey, 1985).

Bugday bitkileri ¢apa bitkisi olmadigindan, yabani yulaf ile miicadelede sirasinda
basit, ucuz ve etkili olmasi nedeniyle yogun sekilde herbisit kullanilmaktadir. 2001 EPA
verileri, tiim pestisitler icinde herbisitlerin Diinya’daki paymin %37 oldugu (Kiely ve ark.,
2004) ve Tiirkiye’de ise 2008 yilinda 5,5 bin ton herbisit kullanildigi bildirilmistir (Uygur
ve Uygur, 2010).

Bitkiler uygulanan herbisitin etki mekanizmasina bagli olarak ¢esitli dayaniklilik
mekanizmalar1  gelistirebilmektedirler. Herbisit etki mekanizmasi, yabanci otlarda
herbisitin etki ettigi yere ve etki sekline gore tamimlanmaktadir. Bitkiler farkli etki
mekanizmasma sahip herbisitlere karsi farkli diren¢ mekanizmalar1 gelistirebilmektedir
(Heap ve Lebaron, 2001). Bu nedenle bitki ¢esidine ve Ozelliklerine gore kullanilan

herbisit gruplari ve etki mekanizmalar1 degismektedir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1.Herbisit etki mekanizmalarinin, WSSA (Avrupa Yabanci Ot Toplulugu)
sistemine gore siiflandiriimasi

Herbisit Siiflandirilmasi Herbisit Etki Mekanizmalar1
1 Aryloxyphenoxy propionik asit ACCaz baskilayict
(FOP grubu)
2 Siklohekzanadenin (DIM grubu) ACCaz baskilayict
3 Siilfoniliire Asetolaktat sintaz (ALS) baskilayici
4 Triazian Fotosistem II baskilayici
5 Dinitroanilin Mikrotiibiil diizenegi inhibisyonu
6 Bipyridyl Fotosistem I baskilayici
7 Glisin EPSP Sentez baskilayici

Herbisitlerin, ayni iirlin ¢esidi i¢in uzun siireyle ayni tarlada kullanilmasi ve
miktarinin zamanla artirilmasi sonucunda, bitkilerde cesitli dayaniklilik mekanizmalar
olusabilmektedir. Oyle ki, yabanci ot populasyonlarinda ilerleyen zamana bagl olarak
ilgili herbisitlere dayanikliligin arttirdig1 gosterilmistir (Sekil 1.1) (Heap, 2014). Herbisit
dayanikliligi genellikle iki yolla ortaya c¢ikmaktadir. Bunlardan ilki; asir1 herbisit
kullaniminin sonucunda, hassas tiirlerde azalma ve dayanikli biyotiplerin ekim alanlarina

hakim olmasidir. ikincisiyse; arka arkaya ve siklikla ayni1 grup herbisitlerin kullanimi



sonucu bitkilerde olusan mutasyonlar ile boyle bitkiler dayanikli duruma gecebilirler Bu
durum dayaniklilik genlerinin, sonraki nesillere de aktarilmasini saglar (Moss, 2002.)

Herbisit diren¢ mekanizmalar1, ¢apraz ve ¢oklu dayaniklilik seklinde iki tiptir.
Capraz dayaniklilik, hedefe yonelik veya hedef disi olabilmektedir. ilki, herbisitin
etkiledigi mekanizmanin degismesiyle olur. Bu durum aynmi etki mekanizmasina sahip
diger herbisitlerede dayaniklilik olusturabilir. Ikincisi, bitkinin farkli etki mekanizmaya
sahip baska herbisit gruplarina karsi direng olusturmasidir. Coklu dayaniklilik ise, ayni
bitkide birden fazla dayaniklilik mekanizmasinin olusmasini ifade eder. Bir bitkide her iki
dayaniklilik mekanizmasinin goériilmesi bir sorundur (Heap ve Lebaron, 2001).

Ozellikle bugday iiretim alanlarinda A. sterilis populasyonlari ile miicadelede fop
grubu herbisitler kullanilmaktadir. Tiirkiye’de bu yabanci ot ile miicadele i¢in yedi herbisit
ruhsatli olarak satilmaktadir (clodinafop propargyl, dichlofop metil, fenoxaprop-p-etil,
mesosulfuron metil + mefenpyr dietil, mesosulfuron metil + iodosulfuron metil sodium,
pinoxaden, proxycarbazone sodium + mesosulfuron metil ve tralkoxydim). Bunlardan
fenoxaprop ve diclorofop metil yaygin kullanima sahiptir (Anonim, 2016).

Herbisitlere dayaniklilhik konusunda 60 tlkeden toplam 383 dayanikli biyotip
saptanmustir (Sekil 1.2) (Heap, 2014). A. sterilis populasyonlarinda FOP grubu herbisitlere
kars1 dayaniklilik gelistigi Ingiltere (Cavan ve Moss,1997) ve Fransa’da (Letouze ve ark.,
1997) rapor edilmistir. Ayrica, Kibris'da arpa ekili alanlarda Diclofopmetil’e karst
dayaniklilik tespit edilmistir (Nemli ve ark., 2009). Benzer sekilde Dogu Akdeniz’de
(Uludag ve ark., 2003) ve Cukurova Bolgesi’nde (Aksoy ve ark., 2004), A. sterilis
populasyonlarinin fenoxaprop herbisitine kars1 dayanikli olduklari saptanmistir. Oyle ki,
Dogu Akdeniz bolgesindeki bugday tarlalarindaki 20 A. sterilis populasyonundan yedisinin
hem fenoxprop hem de cladinofop herbisitine tolerans gelistirdigi bildirilmistir (Uludag ve
ark., 2003). Buna ek olarak, Tiirkseven ve Nemli (2011), Marmara Bolgesi’'ndeki Bugday
alanlarinda yogun olarak kullanilan diclofop-metil ve fenoxaprop-p-etil'e karsi bazi
A.sterilis populasyonlarinda ve bazi A.fatua populasyonlarinda ¢esitli oranlarda
dayaniklilik tespit etmislerdir. Bir baska arastirmada ise, Cukurova Bdlgesi’ndeki bazi
A.sterilis populasyonlarinin halaxyfop-r-metilester, clodinafop-propargyl ve Clethodim

herbisitlerine kars1 dayanikli oldugu bildirilmistir (Avci ve ark., 2009).
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Sekil 1.1. Diinya’da herbisit dayanikliligin gruplarina gére dagilimi (Heap, 2015)

Diger yandan, A. sterilis populasyonlarinin ACCaz inhibitérii ve ALS inhibitori
herbisitlere kars1 Iran'da (Zand, 2007), Yunanistan’da (Papapanagiotou ve ark., 2012),
Fars, Markazi ve Khuzestan'da (Kashani ve ark., 2010) tolerans gelistirdigi rapor
edilmistir. Bir baska calismada, sekiz ililkede ACCaz ve ALS inhibitor herbisitlerin
Asterilis tizerinde dayaniklilik olusturdugu tespit edilmistir. Bu dayaniklilik c¢apraz
dayaniklilik ya da ¢oklu dayamklilik seklinde olusmustur (Heap, 2014). Ilging sekilde,
ayni populasyonlarin, diclofop-metil'e kars1 da dayanikli oldugu Avusturalya (Ahmad-
Hamadi ve ark., 2013) ve Iran'da (Zand, 2007) saptanmustir.

Avena populasyonlarinda fop grubu herbisitler ile ACCaz ve ALS inhibitor
herbisitlere kars1 olusan ¢apraz dayanikliligin, bu tiirlerin mutasyona ugramasi nedeniyle,
dayanikli bireylerde enzim yapisinin degistirdigi saptanmistir (Ahmad-Hamadi ve ark.,
2013). Ayrica ACCaz inhbitorii dayanikliligin1 asmak i¢in de ALS inhibitor herbisitlerin
dontisiimlii olarak kullaniminin 6nemi vurgulanmistir (Papapanagiotou ve ark., 2012).

Bitkilerde, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) biyotik (yabanci ot, herbivor vb.) ve
abiyotik (herbisitler, kuraklik, tuzluluk vb.) stres kosullar1 altinda asir1 iretilmesi
sonucunda “oksidatif stres” olusur (Scandalios, 1997; Acar ve ark., 2001; Edreva, 2005;
Koca ve ark., 2003).

Bitkiler, oksijenli yagsamin normal bir sonucu olarak ve solunum siireclerinde Oy~
(siiperoksit anyonu), 'O, (singlet oksijen), H,O, (hidrojen peroksit) ve OH" (hidroksil
radikali) vb. ROT'lerini iiretir. ROT, mitokondri veya kloroplastta ya da fotorespirasyon



boyunca elektron tasinimi gibi oksijenli hiicresel siireclerde tretilirler (Botella ve ark.,

2005). Bu radikal molekiiller, kararli hale gelmek i¢in g¢evrelerindeki yag, protein ve

niikleik asitlerden elektron koparma egilimindedirler. Bu nedenle, radikal molekiiller

potansiyel zararin onlenmesi i¢in enzimik ve enzimik olmayan antioksidanlar tarafindan

temizlenerek zararsiz suya dontstiiriiliirler (Sekil 1.3, 1.4) (Moller ve ark., 2007).
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Sekil 1.2. Herbisit dayanikliliginin yillara gére dagilimi (Heap, 2015)
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Sekil 1.3. Stresli ve stressiz kosullarda bitkilerdeki ROT durumu (Meller ve ark., 2007)
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Sekil 1.4. ROT iiretimi ve oksidatif hasara neden olan reaksiyonlarin gosterimi (Apel ve

ark., 2004)

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POX), guaiacol peroksidaz (GPX),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), askorbat peroksidaz (APX), monodehidroascorbat rediiktaz
(MDHAR), dehidro askorbat rediiktaz (DHAR) ve glutatyon rediiktaz (GR) bitki hiicrelerindeki
baslica enzimik antioksidanlardir (Cizelge 1.2). Enzimatik olmayan antioksidanlarin basinda ise
indirgenmis glutatyon (GSH) ve askorbat (ASA) yer almaktadir (Foyer ve Noctor, 2009).
Antioksidan savunma enzimleri, ROT nin kararsiz yapisin1 kararli hale getirmekte veya farkli bir
ROT’nin olugmasina neden olmaktadir (Scandalios, 1997). Fotosentez hizinin yavaglamasi,
ROT’nin artisini  hizlandirmaktadir. ROT'min artmas1 detoksifikasyonda gorevli enzimlerin
aktivitesinde artisga sebep olmaktadir. Bitkilerin yapisinda bulunan antioksidan savunma
enzimlerinin fizyolojik yanitlar1 sonucunda ROT detoksifiye edilmis olur. Antioksidan iiretiminin
yetersizligi veya asir1 ROT firetimi sonucu; yaglar, proteinler, niikleik asitler ve karbonhidratlar
zarar goriir (Foyer ve Noctor, 2009; Parida ve Das, 2005). Yiiksek veya diisiik sicakliklar, tuzluluk,
kuraklik, herbisitler vb. c¢evresel stresler Dbitkilerde ROT iiretimini arttirdiklarindan,
antioksidanlarin aktivitesini ve bunlarin etkisizlestirilmesi arasindaki dengeyi bozabilirler (Sekil
1.5) (Poontariga ve ark., 2003).

Herbisitler bitkilerde, oksidatif hasara neden olan cevresel streslerden kabul edilir.
Herbisitlerin yaprak yilizeyine uygulanmasi sonucu herbisitler kiitikula-stoma yoluyla 6nce
sitoplazma zarina ulagir ve buradan hiicre igine alimir. (Zhang ve ark., 2012).
Herbisit/pestisit toleransi, bir bitkinin sayisiz bilesenlerini iceren karmasik bir siirectir. Bu
stireg; fitokromlar, bitki antioksidan sistemleri, glikoproteinler ve g¢esitli metabolik

sistemlerin etkilesimi igermektedir (Cizelge 1.3).
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Sekil 1.5. Bitkilerin gevresel stresler ile karsilasmalar1 sonucunda, reaktif oksijen tiirlerinin
iiretilmesi ve artis1 sonucunda, oksidatif hasar ve hiicre oliimlerinin iliskisini gdsteren

semasi (Mullineaux ve Baker, 2010)

Cizelge 1.2.Antioksidan enzimlerin reaksiyon tablosu (Apel ve Hirt, 2004).

a) Superoksit dismutaz

- SOD
0; — » H0;

b) Katalaz

CAT
H,0, ——» H,0+%0,

c) Askorbat — Glutatyon Déngisii

APX

(1) H,0, + Askorbat —— H,0 + Monodehidroaskorbat (MDA)
MDAR
(2) MDA+NAD(P)H — .  Askorbat + NAD(P)"

DHAR
(3) Dehidroaskorbat + GSH ————  Askorbat + GSSG

GR
(4) GSSG+NAD(P)H — GSH + NAD (P)*

d) Glutatyon Peroksidaz Déngiisii

GPX
(1) H;0,+ GSH ——— H,0 + GSSG

GR .
(2) GSSG+NAD(P)H —— .  GSH + NAD{P)




Enzimik antioksidan savunma reaksiyonlar1 sirasinda olusan ROT, antioksidan
enzimler yada diger antioksidan molekiiller tarafindan zararsiz hale getirilerek ortamdan
uzaklastirilmaktadir. Antioksidan savunma enzimleri, ROT’nin kararsiz yapisini
biyokimyasal reaksiyonlarin yardimi ile kararli hale getirmekte veya farkli bir ROT nin
olugmasina neden olmaktadir (Scandalios, 1997). Fotosentez hizinin yavaglamasi, ROT nin
artisgini  hizlandirmaktadir. ROT'nin artmasi  detoksifikasyonda gorevli enzimlerin
aktivitesinde artisa sebep olmaktadir.

Bitkiler, ¢evresel sartlarin degisimine adapte olduktan sonra, yaprak morfolojisi,
pigment (kloroplast) bilesimi ve biyokimyasal islevlerin aktivitesinde gerceklesen
degisimleri diizenler. Bitkideki fotosentez isleyisinin, oksidatif hasardan korunmasi iki
adimda gergeklesmektedir. 11k olarak, ksantofil pigmentleri yardimi ile 151310 olusturdugu
fazla 1s1 ortamdan uzaklastir. Is1 uzaklastirildiktan sonra, su hari¢ diger oksijen alicilarina
elektronlar tasinarak fotoinhibisyon olaymin gerceklesmesi engellenir. Ikinci olarak ise,
ROT seviyesinin ayarlanmasinda gorevli olan SOD, APX, CAT ve POX gibi anahtar
enzimlerin miktarinin artmast beklenmektedir. Bu artis sayesinde, hiicrenin farkli
yapilarinda bulunan enzimlerin birbiri ile olan uyumlu aktiviteleri sayesinde, ROT nin
olusumu ve uzaklastirilmasi arasindaki denge sonucu hiicre sinyallesme mekanizmasi i¢in
gerekli olan H,0; seviyesi korunmus olur (Munns ve Tester, 2008). SOD bitki
hiicrelerinde O,- birikimini kisitlar. Bununla birlikte, metal iyonlar1 O,- tarafindan
indirgenerek bagli oldugu proteinlerden salinabilir (Harbinson, 1993). Alscher ve ark.
(2002), antioksidanlarin CuZn-SOD, Mn-SOD ve Fe-SOD gibi g¢esitli izoformlarda
bulunan metaloenzimler olduklarini rapor etmistir. SOD etkisinin arttirilmis diizeyleri, gen
ifadesinin up regiilasyonu ile sonuglanan ileri diizey siiperoksitlerin bir sonucu olabilir
(Foyer ve ark.,1997; Mishra ve ark., 2006). CAT; stres kosullarinda meydan gelen zararh
H,02’i HyO ve O;’ya doniistiiriir ve bitki hiicrelerini strese karsi korumada Onemli
antioksidanlardandir (Azevedo RA., 1998). Hiicre icerisinde enzimlerin lokasyonuna
bakildigindaysa; SOD ve APX kloroplastta, sitosolde, mitokondri (Madhusudhan ve ark.,
2003) ve peroksizomda, CAT peroksizomda (Shigeoka ve ark., 2002), GPX kloroplast,
sitozol, mitokondri ve endoplazmik retikulum da bulunur (Hausladen ve Alscher, 1993).

Herbisitlerin yaprak yiizeyine uygulanmasinda kiitikula-stoma yoluyla sitoplazma
zarma ulasir. Pasif difiizyon ve aktif tastyicilari ile besin ve su alim1 yardimiyla hiicre igine
alimir. Herbisitler bitkilerde, oksidatif hasara neden olan g¢evresel streslerden kabul edilir

(Zhang ve ark., 2012). Herbisit/pestisit toleransi, bir bitkinin sayisiz bilesenlerini igeren



karmagik bir siirectir. Bu siireg; fitokromlar, bitki antioksidan sistemleri, glikoproteinler ve

cesitli metabolik sistemlerin etkilesimi icermektedir.
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Sekil 1.6. Herbisit/pestisit tolerenst ile ilgili sistemlerin etkilesimi (Mahmood ve ark.,

2014)

GST (Glutatyon S-transferaz) hiicresel konsantrasyonu bir ¢ok c¢evre kirletici
tarafindan uyarilabilir (Pascal ve ark., 1998). GSH'!n birgok elektrofilik maddeye
baglanmasindan sorumlu enzim, stresi harekete geciren c¢evre kirleticilerine karst
savunmanin bir bileseni olarak diisiiniiliir ve dolayisiyla abiyotik stresin bir biyoisaretcisi
olarak goriliir (Pascal ve ark., 1998).

Tarimda kullanilan herbisitlerden parakuat (PQ), fotosistem | (PSI), diuron ise
fotosistem II (PSII) elektron tasima zincirinde elektronlar1 yanlis yonlendirerek siiperoksit
radikalleri basta olmak iizere, bircok ROT'min olusumuna yol a¢gmaktadir. Herbisitlerin
ROT" i olusturma potansiyeli nedeniyle, bu herbisitlere/pestisitlere maruz kalan bitkilerin
hiicrelerinde antioksidan savunmanin seviyesi dnem kazanmaktadir. Cilinkii uygulanacak
herbisit dozu, bu savunma sistemini etkileyeceginden, daha fazla ROT iiretecek sekilde
planlanmaktadir. Ancak bitki populasyonlari igerisinde bu tiir herbisitlere/pestisitlere karsi
belli bir dayanikliligin ¢ikmasinin yine antioksidan savunma enzimi ile iligkili olmasi
kaginilmaz goériinmektedir (Nurzhanova ve ark., 2013).

Aryloxyphenoxy propionik asit (APP (FOP) grubu) herbisit grubu Gramineae
familyasindan yabanci otlar i¢in kullanilir. Bu grupdan fenoxaprop etken maddeli herbisit,
bitkide Asetil CoA karboksilaz1 (ACCaz) baskilayici, yag asitlerin sentezini engelleyici
etkisi vardir. ACCaz bitki kloroplastlarinda lipid biyosentezinde Asetil CoA 'dan Malonil
CoA olusumu reaksiyonunun katalizler. Herbisit direnci bu enzim yapisinda meydana

gelen mutasyonlar ile olusur. Aym1 zamanda sikimik asit yolunda, fenilalanin'den



amonyumu uzaklastirarak, sinnamik asit olusumunda gorevli olan PAL enzim yapisini da

bozdugu diisiiniilmektedir (Cizelge 1.3) (Taiz Z., 2008).

CH;

\>—o O-CHCO-OC,Hs
Cl O

Sekil 1.7. Fenoxaprop etil herbisit etken maddesinin kimyasal yapisi

» Sinnamik
PA o

Sekil 1.8. PAL enzim aktivitesinin antioksidan savunma enzim yanitlar1 ile etkisini

gosteren tablo (Kumar G.N.M ve ark., 2003)

Fenilpropanoid yolun ilk basamag: katalizleyen PAL, flavonoid ve fenilpropanoid
sentezlenmesi i¢in anahtar ve diizenleyici bir enzimdir (Lulai ve ark., 2008). Ayrica PAL
enziminin antioksidan savunma enzimlerinden POX ile iliskisi bilinmektedir (Sekil 1.8)
(Kumar ve Knowles, 2003). Diger yandan, PAL aktivitesi herbisite duyarli ve direngli
Alopecurus myosuroides bitkilerinde belirlenmistir (Dixon ve Palva, 1995). Buna gore,
stres kosullarinda hiicreleri korumak ve ROT diizeylerini kontrol altinda tutmak i¢in PAL
aktiviteleri degismektedir (Lin ve ark., 2005).

Glutatyon (GSH), ROT konsantrasyonlarinin hem dolayli hem de dogrudan
kontroliinde gorev almaktadir (May ve ark., 1998; Foyer ve Noctor, 2005). GSH, bitkinin
strese olan adaptasyonunda, savunma enzim aktivitelerinde, bitki biiyiime ve gelisiminde

ve sinyal iletiminde diizenleyici bir rol oynar (Yael ve ark., 2014). Fazla H,O, birikimi
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oldugunda GSH, askorbat-glutatyon yolunun bir parcasi olarak detoksifikasyonda gorev
alir (Noctor ve Foyer, 1998).

Cizelge 1.3.Sikimat yolaginda PAL aktivitesinin rolii (Zhixiang Chen ve ark., 2009)
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Literatlire gore, cesitli bitkilerde herbisit uygulamasindan sonra oksidatif stres
meydana geldigi ve A.sterilis populasyonlarinin herbisit direnciyle ilgili birgok fizyolojik
sorunun cevabimin eksikligi tespit edilmistir. Fenoxaprop grubu herbisit stresine karsi
yabani yulaf bitkisinin savunma enzim yanitlarinin nasil bir tepki verdigi halen
bilinmemektedir. Bu calisma ile fop grubu herbisite dayanikli ve duyarli yabani yulaf
populasyonlardan elde edilen tohumlar kullanilarak, farkli dozlarda herbisit
uygulamalarinin antioksidan savunma sistemini nasil etkilediginin belirlenmesi ve

dayanikliligin mekanizmasinin anlasilmasi hedeflenmistir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Bugday tarlalarinda sorun olan yabani yulaf tiirleri ve bunlarla miicadelede herbisit
kullanimi ile olusan dayaniklilik sorunu Diinya'da 1950 yilinda ve Tiirkiye'de ise 2001
yilinda tespit edilmistir. Diinya literatliriine girmis ¢alismalarda, yabani yulaf tiirlerinin

olusturdugu zararlar ve ¢esitli herbisitlere kars1 olusan dayaniklilik konular1 irdelenmistir.

2.1 Avena spp. ve herbisit Miicadelesi Uzerine Tiirkiye’de ve Diinya'da
Yapilmis Calismalar

A. sterilis ve A. fatua tiirleri Tiirkiye’nin tiim bolgelerindeki tahil {iretim alanlarinda
yaygin bir yabanci otlardir (Kadioglu, 1989; Mennan ve ark. 2002).

Tarim alanlarinda A. sterilis populasyonlar1 ile fop grubu herbisitler uygulanarak
miicadele edilmektedir. Miicadele i¢in clodinafop propargyl, dichlofop metil, fenexoprop-
p-etil, mesosulfuron metil + mefenpyr dietil, mesosulfuron metil + iodosulfuron metil
sodium, pinoxaden, proxycarbazone sodium + mesosulfuron metil ve tralkoxydim gibi
yedi herbisit Tiirkiye’de ruhsathi olarak satilmaktadir. Bu gruba dahil herbisitlerden
fenoxprop ve diclorofop metil yaygin kullanima sahiptir (Anonim,2010).

Ingiltere (Cavan ve Moss,1997) ve Fransa’da (Letouze ve ark., 1997) fop grubu
herbisitlere karsi A. sterilis populasyonlarinda dayaniklilik gelistigi rapor edilmistir.
Ayrica, Kibris'da arpa ekili alanlarda Diclofopmetil’e kars1 dayaniklilik tespit edilmistir
(Nemli ve ark., 2009). Benzer sekilde Dogu Akdeniz’de (Uludag ve ark., 2003) ve
Cukurova Bolgesi’'nde (Aksoy ve ark., 2004), A. sterilis populasyonlarinin fenoxaprop
herbisitine kars1 dayanikli olduklar1 saptanmistir. Oyle ki, Dogu Akdeniz bolgesindeki
bugday tarlalarindaki 20 A. sterilis populasyonundan yedisinin hem fenoxprop hemde
cladinofop herbisitine tolerans gelistirdigi bildirilmistir (Uludag ve ark., 2003). Buna ek
olarak, Tiirkseven ve Nemli (2011), Marmara Bolgesi’ndeki Bugday alanlarinda yogun
olarak  kullanilan diclofop-metil ve fenoxaprop-p-etil'e karst bazi  A.sterilis
populasyonlarinda ve bazi A.fatua populasyonlarinda gesitli oranlarda dayaniklilik tespit
etmiglerdir. Bir baska arastirmada ise, Cukurova Bolgesi’ndeki bazi A.sterilis
populasyonlarinin ~ halaxyfop-r-metilester,  clodinafop-propargyl ve  Clethodim
herbisitlerine kars1 dayanikli oldugu rapor edilmistir (Avci, 2009).

Diger yandan, ACCaz inhibitdrii ve ALS inhibitdrii herbisitlere karsi Iran'da (Zand,
2007), Yunanistan’da (Papapanagiotou ve ark., 2012), Fars, Markazi ve Khuzestan'da
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(Kashani ve ark., 2010) A. sterilis populasyonlarinda tolerans gelistirdigi rapor edilmistir.
Bir bagka c¢aligmada, sekiz lilkede ACCaz ve ALS inhibitor herbisitlerin A.sterilis {izerinde
dayaniklilik olusturdugu tespit edilmistir. Bu dayaniklilik ¢apraz dayaniklilik ya da ¢oklu
dayaniklilik seklinde olusmustur (Heap, 2014). Ilging sekilde, ayn1 populasyonlarin,
diclofop-metil'e kars1 da dayanikli oldugu Avusturalya (Powles ve ark., 2013) ve Iran'da
(Zand, 2007) rapor edilmistir.

Avena populasyonlarinda fop grubu herbisitler ile ACCaz ve ALS inhibitor
herbisitlere karsi olusan ¢apraz dayanikliligin, bu tiirlerin mutasyona ugramasi nedeniyle,
dayanikli bireylerde enzim yapisinin degistirdigi saptanmistir (Powles ve ark., 2013).
Ayrica ACCaz inhbitorii dayanikliligint agsmak ig¢in de ALS inhibitdr herbisitlerin
dontisiimlii olarak kullaniminin 6nemi vurgulanmistir (Papapanagiotou ve ark., 2012).

Bitkiler ¢evresel streslerle karsilasmalar1 sonucunda, ROT'larin artmasi ile oksidatif
stres meydana gelir. Bitkiler ROT uzaklastirmak i¢in antioksidan savunma enzimlerinden
yararlanmaya ¢alisir.

Arabidopsis thaliana bitkilerinin Diclofop asit (R-DC ve S-DC) uygulamasi
sonucunda, SOD, CAT, POX enzim aktivitesinin Onemli Ol¢iide azaldigi ve lipit
peroksidasyonun 2.-4. haftada arttig1 rapor edilmistir (Zhang Q. ve ark., 2012). Bir diger
enzim aktivite ¢alismasinda, kuraklik stresi altinda, A. brevis, A. sativa ve A. sterilis
genotiplerin vejetatif evresinde, POX aktivitesinde artig rapor edilmistir (Dwivedi ve ark.,
1979). Kuraklik stresi kosullarinda A. sterilis tiiriinde POX ve CAT aktivitesinde artislar
oldugu rapor edilmistir (Badiani ve ark., 1997; Baig M.J., 2010).

Aryloxyphenoxy propionik asit (FOP grubu) herbisit grubu Gramineae
familyasindan yabanc otlar i¢in kullanilir. Bu herbisit grubunun bitkide ACCaz baskilayici
etkisi vardir. ACCaz bitki kloroplastlarinda lipid biyosentezinde Asetil CoA 'dan Malonil
CoA olusumu reaksiyonunun katalizler. Herbisit direnci bu enzim yapisinda meydana
gelen mutasyonlar ile olusur. Ayni zamanda sikimik asit yolunda, fenilalanin'den
amonyumu uzaklastirarak, sinnamik asit olusumunda gorevli olan PAL enzim yapisin1 da
bozdugu diistiniilmektedir (Taiz, 2008).

PAL, fenilpropanoid yolun ilk basamag: katalize eden bir enzim olup (Lulai C. ve
ark., 2008), flavonoid ve fenilpropanoid sentezlenmesinde anahtar ve diizenleyici bir
enzimdir. PAL aktivitesi herbisite duyarli ve herbisite direngli Alopecurus myosuroides
bitkilerinde belirlenmistir (Dixon ve Palva, 1995). Stres kosullarinda hiicreleri korumak ve
ROT diizeylerini kontrol altinda tutmak igin PAL aktiviteleri degisir (Lin ve ark., 2005).

GSH, ROS konsantrasyonlarinin hem dolayli hem de dogrudan kontroliinde gorev
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almaktadir (May ve ark., 1998; Foyer ve Noctor, 2005). GSH, bitkinin strese olan
adaptasyonunda, savunma enzim aktivitelerinde, bitki bliyiime ve gelisiminde ve sinyal
iletiminde diizenleyici bir rol oynar (Yael ve ark., 2014). Fazla H,O, birikimi oldugunda
GSH, askorbat-glutatyon yolunun bir pargasi olarak detoksifikasyonda gorev alir (Foyer ve
Noctor, 1998). Bugday (Triticum aestivum, Giza 157) bitkisinin izoproton uygulamasi
sonucunda, siirgliniin uzunlugu, yas ve kuru agirliklari, karotenoid, klorofil a ve b ve ALA-
D miktarlar ile SOD, CAT ve APX aktivitelerinde azalma, H,O, ve lipid peroksidasyon
(MDA) miktarlarinda ise artis tespit edilmistir. izoproton ve GSH uygulamas: ise; bu
parametrelerde anlamli bir artig tespit edilmistir. Buna gore, disaridan uygulanan GSH ile
bitkinin herbisit uygulamasina kars1 dayaniklilik saglayarak bitkinin toleransinin artmasina
yardimet oldugu gosterilmistir (Mamdouh M. ve ark., 2014).

Aristeidis ve ark., (2015) Avena populasyonlarinda nokta mutasyonlari inceleyerek,
fenoxyaprop herbisitine direngli 23 populasyonda ACCaz mutasyonlariyla ilgili yaptiklar
bir arastirmada, bir populasyonda Trp-1999-Cys mutasyonunda sadece fenoxyaprop
maddesine direng gosterdigi rapor edilmistir. Ayrica arastirmada saptanan nokta
mutasyonlar  fenoxyaprop, cladinofob ve diclofob’a kars1i c¢apraz direng ile

iliskilendirilmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Bitki Materyali
Temmuz 2014’te Marmara bdlgesinden A.sterilis L. bitkisinin fenoxaprop'a karsi
hassas ve dayanikli populasyonlarina ait tohumlar, Dr. Siileyman TURKSEVEN’den (Ege

Universitesi Ziraat Fakiiltesi) temin edilmistir.

3.2. Sterilizasyon

Kullanilacak tiim malzemeler 180 °C de 2 saat boyunca Etiiv'de sterilize edilmistir.
Tohumlar, %5'lik gamasir suyunda 1 dakika bekletilerek yiizeysel sterilizasyon yapilmustir.
Steril tohumlar 3 defa 2'ser dakika steril distile saf su ile yikanir ve fazla suyun alinmasi

i¢in filtre kagidinda bir siire bekletilmistir.

3.3. Bitki yetistirme yontemi

Assterilis tohumlar1 6ncelikle laboratuvar ortaminda ¢imlendirme igin sterilize
edildiler. Steril petri icerisine filtre kagidi 2 kat yerlestirilerek her bir petri igerisine 5 ml
%0,1 lik KNOj ilave edildi. Bu islemin ardindan tohumlar bitki biiyiitme kabininde
10°C'de karanlik ortamda ¢imlenmeye birakildilar. Laboratuvarda ¢imlendirilen yabani
yulaf fideleri 2-3 cm (BBCH skalasina gore) boylandiklarinda steril torf ve perlit karigimi
iceren saksilar igerisine yerlestirildiler. Bitkiler, 16/8 saatlik (giindiiz/gece) fotoperiyotta,
10°C sicaklikta, %70 nem ve 200 pmol m™ s™ fotosentetik 151k yogunlugunda (PAR)
yetistirildiler. Her grup i¢in toplam 140 adet saksi, her saksida (4L hacimli) toplam 4 adet
bitki yetistirildi ve deneme 3 bagimsiz tekrarli olarak gerceklestirildi.

Sekil 3.1. Kisir yabani yulaf
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3.3.1. Hassas ve dayanikh genotiplere herbisit uygulamasi

Uc yaprakli déneme gelen (kardesleme baslangict) (BBCH skalasma gore 13)
dayanikli kisir yabani yulaf fidelerine X (Onerilen doz igin, 11t suya 3ml fenoxaprop-P-
etil), 2X ve 4X dozlarda fenoxaprop-P-etil (FOP) etken maddeli herbisit foliar olarak
uygulandi.

Foliar absorbsiyon uygulamalart; dayanikli populasyon bitkilerinde 5 mM GSH ile
herbisit (X, 2X ve 4X) + glutatyon, duyarli populasyon bitkilerinde ise, X, X/2 ve X/4
dozlarinda yapildi. Fenoxaprop-P-etil etken maddeli herbisitinin foliar uygulamalari, 5 mM
GSH (Mamdouh ve ark.,2014) ve herbisit (X, X/2, X/4)+GSH birlikte uygulamalar1 tek
seferde gerceklestirildi. Uygulama sonrasinda, 1., 3., 5. ve 7. giinlerde bayrak
yapraklarindan orneklemeler yapildi ve bu doku ornekleri analizlerde kullanildi. Tek
herbisit uygulamasini izleyen 6rneklemelerin 7 giin ile sinirlanmasi, Mamdouh ve ark
(2014)’nin bugday bitkisinde izoproturon uygulamasi sonucunda antioksidan enzimler ile
PAL aktivitesindeki degisimlerin yani sira GSH uygulamasima bagli degisimlerde elde

ettikleri sonuglar dikkate alinarak saptandi.

3.4. Bitki Olciimleri ve Analiz Yontemleri
Spektrofotometrik  dlgiimler, Thermo Scientific Genesys Ones UV-Vis

spektrofotometre cihazinda yapildi.

3.4.1. Pigment Iceriginin Belirlenmesi
0,5 g taze bitki yapragi %80’ lik aseton igerisinde homojenize edilerek asagiodaki
formiile uygun sekilde hesaplandi (Arnon, 1949)

Toplam Klorofil = (20,2 x A645) + (8,02 X Ags3) (3.1)

3.4.2. Toplam Protein Analizi

Yulaf yapraklarmin toplam protein igerigi, Bradford (1976) yontemine gore
belirlenmistir. Spektrofotometre'de 595 nm’de elde edilen absorbans degerleriyle
olusturulan protein standart grafigi, orneklerin toplam protein miktarinin hesaplanmasinda

kullanildi.
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ABS
y=0,1505x- 0,0472
0,8 - R? = 0,9666

0,7 -
0,6
0,5
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

1 2 3 4 5

Sekil 3.2. BSA standart protein grafigi

3.5. Antioksidant Enzim Aktivitelerinin Saptanmasi

3.5.1. Enzim Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

0,1 g yaprak materyali, ImM EDTA ve %2 (w/v) polivinilpolipirolidon (PVPP)
iceren 3 ml 0,05 M Sodyum fosfat tamponunda (pH:7.8) homojenize edildi. Homojenatlar
+4°C de 13000 rpm’de 40 dk santrifiijlendikten sonra siipernatantlar (6ziitler) analizlerde

kullanilmistir. Tiim islemler soguk zincirde (+4OC) gerceklestirilmistir.

3.5.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) Aktivitesi

Oziitiin kullanildig1 10 dakikalik 151k reaksiyonu sonucunda olusan renk degisiminin,
spektrofotometrede 560 nm dalga boyundaki absorbans degeri belirlendi. Bu deger SOD
aktivitesi hesaplanmasinda kullanildi. Kore karsi renk degisimindeki %50 inhibisyon 1
Unite SOD olarak hesaplandi (Beauchamp ve Fridovich,1971; Giannipolities ve
Ries,1977).

3.5.3. Askorbat Peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11) Aktivitesi

290 nm’deki absorbans degeri ve ekstinksiyon katsayis1 (2,8 mM™ cm™) ile
hesapland1 (Nakano ve Asada, 1981). Siipernatant, 50 mM Na-fosfat tamponu (pH 7.0),
0.5 mM askorbat, 0.1 mM EDTANa2, 1,2 mM H,0; i¢eren reaksiyon karigimiyla askorbat
3 dk reaksiyona birakildi ve okside askorbat miktar1 ekstinksiyon katsayisindan hesaplandi
(mg protein™ g yas agirlik™).
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3.5.4. Glutatyon Rediiktaz (GR; EC 1.6.4.2) Aktivitesi

NADPH varliginda 340 nm’de okside glutatyon miktarindaki azalma ile GSSG
diizeyi hesaplandi (€ =6,2 mM™ cm™). Spesifik aktivite, mg protein™ g yas agirlik™ olarak
belirlendi (Foyer ve Halliwell,1976).

3.5.5. Peroksidaz (POX; EC 1.11.1.7) Aktivitesi
Reaksiyon karisimi, DAB (3, 3’ Diaminobenzidine tetrahydrochloride)soliisyonu,
%6’lik Hy0O,, dIH,0 ve 6ziitten olusur. H,O; katilmasiyla reaksiyon baslar ve 465 nm’de

180 sn absorbans artis1 izlendi (Kanner ve Kinsella,1983).

3.5.6. Katalaz (CAT; EC 1.11.1.6) Aktivitesi
0,1 mM EDTA, 50 mM Na-fosfat tamponu (pH: 7,0), H,0 ve % 3 H,0, (%33) ’den
olusan raksiyon karisiminda, reaksiyon boyunca absorbansta olusan diisiis 180 saniye

boyunca takip edildi (Bergmeyer; 1970).

3.5.7. Lipid Peroksidasyonu (TBARS) Miktariin Belirlenmesi

Lipid peroksidasyon, malondialdehit (TBARS) seviyesinin 6lgiilmesi ile belirlendi
(Madhava ve Sresty, 2000). 1’er g yas yaprak Ornegi, trikloroasetik asit (TCA) ile
homojenize edildi. Santrifiij sonras1 siipernatanta TCA ve TBA (tiobarbitiirik asit) iceren
reaksiyon karisimi eklendi. Bu islemin ardindan 6rnekler su banyosunda (95 °C) bir saat
bekletildi, sonrasinda buz banyosuna konuldu ve ardindan 6rnekler 10.000 g x 15 dk
santrifiijlendi. Orneklerin 532 nm ve 600 nm’deki absorbans degerleri ve ekstinksiyon

katsayisi (€=155 mM™ cm™) ile TBARS miktar1 hesaplandi (nmol g yas agirlik™).

3.5.8. Hiicre Zan Gegirgenligi (Elektrolit S1zintis1)

5 mm uzunlugundaki 100 mg yaprak 6rnegi 10 mL deiyonize su igeren deney
tiiplerine aktarildi ve plastik kapaklar: kapatilarak su banyosunda (32 °C) 2 saat bekletildi.
Elektrik iletkenligi EC metre ile Olciilerek (EC1) 6rnekler 121°C’de 20 dk otoklavlandu.
Ardindan 25 °C’ye kadar sogutularak elektrik iletkenligi tekrar dlgiildii (EC2) (Dionisio-
Sese ve Tobita, 1998).

3.5.9. Fenilalanin amonyum liyaz (PAL; EC 4.3.1.5) aktivitesinin belirlenmesi)
PAL analizi, Pascholati ve ark. (1986)’ya gore yapildi. Buna gore, i¢inde % 1
polivinilpolipirrolidone (PVPP) ve 1 mM Fenilmetilsiilfonil (PMSF) bulunan 50 mM
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sodyum fosfat tamponu (pH 6,5 ekstraksiyon tamponu) ile 0,1 gram yas yaprak ornegi
homojenize edildi ve santrifiijlendi (4°C, 25 dk, 10.000 g). Elde edilen siipernatant, PAL
aktivitesinin belirlenmesinde kullanildi. 100 pl siipernatant ve 1000 ul Fenilalanin (%0,2)
soliisyonu 1 saat reaksiyona sokuldu (37°C). Ardindan 290 nm’de alinan absorbans

kullanilarak sinnamik asit standardi ile PAL aktivitesi saptandi (umol sinnamik asit saat™).

3.5.10. Hidrojen peroksit (H,O,) birikiminin belirlenmesi

Hidrojen peroksit birikimi, Bernt and Bergmeyer (1974)’e gore tayin edilir. 0,5 gr
yaprak Ornekleri 1,5 mL potasyum fosfat tamponu (PH: 6,8) ile homojenize edildikten
sonra, homojenatlar 4 °C’de, 18.000g’de 20 dakika santrifiijlenir. Siipernatantlar o-
dianizidine ve POX enzimini igeren potasyum-fosfat tamponu (PH: 7,0) ile reaksiyona
sokulduktan sonra, H,O, standartlar1 yardimiyla 436 nm’de absorbans olglimii yapilarak

orneklerdeki H,O, miktar1 tayin edilir.

3.3.6. Istatiksel analiz

Biitiin biyokimyasal ve fizyolojik veriler tek yonlii varyans analizi (One Way Anova)
ile hesaplanir. Ortalamalar arasindaki farkliliklar Tukey-Kramer Testi ile karsilastirilir.
p<0,05 olan degerler, istatistiksel olarak anlamli kabul edilir. Tiim istatistiksel analizler

i¢cin SPSS programi (standart siirtim 17) kullanilmigtir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Arastirma Bulgular

4.1.1. Toplam Klorofil Miktari

Fenoxaprop uygulamasi, herbisite hassas A. sterilis bitkilerinde artan konsantrasyon
ve zamana bagli olarak toplam klorofil miktarini azaltmistir. GSH ilavesi ise GSH
kontroliine kiyasla % 26-33 arttirmistir (Sekil 4.1) (p<0,001). Herbisite dayanikli A. sterilis
bitkilerinde ise fenoxaprop’un 2X dozuna kadar korunan toplam klorofil miktar1 4X dozda
kontrole kiyasla %50 azalmistir. Bu bitkilerde, her ne kadar GSH ilavesi kontrol bitkilere
kiyasla klorofil miktarin1 arttirsa da herbisit konsantrasyonundaki artiga bagli olarak
azalmustir (Sekil 4.2). Onerilen dozda (X), her iki populasyona ait bitkiler kontrole kiyasla
benzer klorofil igerigine sahipken, en yiiksek doz dayanikli bitkilerin klorofil miktarini 1.
ve 7 giinler arasinda sirastyla %71 — 33 azaltmistir (p<0,001).

A.sterilis (Hassas) Toplam Klorofil

KONTROL GSH+X/4 GSH+X/2  GSH+X

mg/g YA

H1.Gin HE3.GUin K5 .Gin HE7.Gln

Sekil 4.1. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite hassas A. sterilis L.

yapraklarinda zamana bagli olarak toplam klorofil miktari iizerine etkileri
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A.sterilis (Dayanikli) Toplam Klorofil

KONTROL GSH+X  GSH+2X  GSH+4X

mg/g YA

H1.Gin HE3.GUn M5.Gun H7.Gun

Sekil 4.2. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite dayanikli A. sterilis L

yapraklarinda zamana bagli olarak toplam klorofil miktari {izerine etkileri

4.1.2. Toplam Protein icerigi
Herbisite hassas A. sterilis bitkilerinde toplam protein miktar1 X/2 doza kadar zamana
bagl olarak artmistir. GSH ilavesi bu artiglar tesvik etmistir (Sekil 4.3) (p<0,001). Tek
basina GSH ilavesi 1-7. giinler arasinda protein igerigini % 40-75 arttirmistir (p<<0,001).
Onerilen dozda Fenoxaprop uygulamasi, protein miktarimni kontrole kiyasla degistirmemis,

GSH ilavesi ise GSH kontroliine kiyasla % 35-53 arttirmistir.

A. sterilis (Hassas) Toplam Protein

60

45

KONTROL GSH+X/4 GSH+X/2  GSH+X

mg/g YA
w
o

]

H1.Gin E3.Gin K5.Gin H7.Gun

Sekil 4.3. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite hassas A. sterilis L.

yapraklarinda zamana bagli olarak toplam protein miktar1 lizerine etkileri
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Herbisite dayanikli yabani yulaf bitkilerinde ise toplam protein X ve 2X dozda artan
zamana bagl olarak kontrole kiyasla azalmig 4X dozda ise uygulamanin 7. giinlinde
artmustir (Sekil 4.4) (p<0,001). Bu bitkilere GSH ilavesi kontrole kiyasla protein miktarini
tim giinlerde ortalama %20 azaltmistir. Benzer sekilde, artan doz ve GSH ilavesi

uygulamalar1 da GSH kontroliine kiyasla protein miktarini istatistiksel olarak azaltmistir
(p<0,001).

A.sterilis (Dayanikli) Toplam Protein

Ilﬂl Il III ||Iﬂ| dni

KONTROL X GSH GSH+X  GSH+2X  GSH+4X

60

45

mg/g YA
w
o

1

]

o

H1.Gin H3.Gin B5.GUun HE7.Gun

Sekil 4.4. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarmin herbisite dayanikli A. sterilis L.

yapraklarinda zamana bagli olarak toplam protein miktari iizerine etkileri

4.1.3. SOD Aktivitesindeki Degisimler

SOD aktivitesi hassas yabani yulaf bitkilerinde tiim herbisit uygulamalarinin ilk 3
giiniinde kontrole kiyasla ortalama %?28-23 artmis, deneme sonunda ise %31-33 azalmistir
(Sekil 4.5) (p<0,001). GSH uygulamas1 bu bitkilerde SOD aktivitesini kontrole kiyasla
deneme boyunca ortalama %20-29 arttirmistir. Tiim uygulama dozlari, SOD aktivitelerini
GSH kontrol bitkilerine kiyasla 5.glinden itibaren azaltmistir. Bu azalma dnerilen dozda 7.
giinde %80 olmustur (p<0,001).

Herbisite dayanikli yabani yulaf bitkilerinde ise SOD aktivitesi tiim herbisit
uygulamalarinin ilk 3 giiniinde kontrole kiyasla ortalama %17-27 artmis, deneme sonunda
iIse %33-40 azalmistir (Sekil 4.6) (p<0,001). GSH uygulamas: ise, SOD aktivitesini
kontrole kiyasla deneme boyunca ortalama %6-9 arttirmistir. Tiim uygulama dozlari, SOD
aktivitelerini GSH kontrol bitkilerine kiyasla 5.giinden itibaren azaltmistir. Bu azalma

uygulamanin 7 giiniinde X ve 2X dozda 3 kat, 4X dozda ise 4 kat olmustur (p<0,001).
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A. sterilis (Hassas) SOD

KONTROL GSH+X/4 GSH+X/2  GSH+X

(U/mg protein)

H1. Gin H3.Gin K5Gin H7.GUN

Sekil 4.5. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite hassas A. sterilis L.

yapraklarinda zamana bagli olarak toplam SOD aktivitesi iizerine etkileri

A. sterilis (Dayanikli) SOD

3
c
2

2

Q 2

o0
S~
3 I i

KONTROL GSH+X  GSH+2X  GSH+4X

H1.Gin HE3.Gin HE5.GUn HE7.Gun

Sekil 4.6. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite dayanikli A. sterilis L.

yapraklarinda zamana bagli olarak toplam SOD aktivitesi iizerine etkileri

4.1.4. APX Aktivitesi
APX aktiviteleri tim dozlarda hassas yabani yulaf bitkilerinde uygulamanin ilk
giiniinde kontrole kiyasla 2,5 — 1,5 kat artarken, 3 ve 5.giinlerde degismemis, 7. giinlerde
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ise artan doza bagli olarak %20 — 70 azalmistir (Sekil 4.7) (p<0,001). Uygulamanin ilk
giiniinde GSH ilavesi, bu bitkilerde APX aktivitesini tiim dozlarda ortalama %28
arttirmigtir. Ancak tiim dozlar, uygulamanin ilerleyen giinlerinde aktiviteyi kademeli

olarak azaltmistir. Deneme sonunda bu azalislar GSH kontrollerine kiyasla % 85 olmustur
(p<0,001).

A. sterilis (Hassas) APX
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Sekil 4.7. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarimin herbisite hassas A. sterilis L.

yapraklarinda zamana bagli olarak APX aktivitesi iizerine etkileri
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Sekil 4.8. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite dayanikli A. sterilis L.

yapraklarinda zamana bagli olarak APX aktivitesi lizerine etkileri

Herbisite dayanikli A. sterilis bitkilerinin APX aktivitesi ise onerilen dozda ilk 5 giin
boyunca kontrole kiyasla yaklasik 1,5 kat, 7. giinde ise % 50 artmustir. Ik 3 giinde devam
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eden bu artiglar 2X dozda %50-103, 4X dozda ise %22-80 olarak saptanmistir (Sekil 4.8)
(p<0,001). GSH ilavesi kontrole kiyasla APX aktivitelerini degistirmemistir. Bununla
birlikte, GSH kontroliine kiyasla, GSH+X uygulamasinda degismeyen aktivitenin artan
doz ve zamana paralel sekilde arttig1 belirlenmistir. Oyle ki, GSH+4X uygulamasinin

7.giintinde bu artis GSH kontroliine kiyasla 2 kattan fazla olmustur (p<0,001).

4.1.5. GR Aktivitesi

X/4 doz uygulamasinin ilk giinii haricinde, tiim doz uygulamalar1 hassas yabani yulaf
bitkilerinde GR aktivitesini zamana bagl olarak kademeli sekilde azaltmistir (Sekil 4.9)
(p<0,001). Onerilen dozda uygulamanin son giiniinde bu azalma kontrole kiyasla % 48
olarak belirlenmistir. GSH ilavesi, bu bitkilerin GR aktivitesinde kontrole kiyasla anlaml
bir degisime neden olmamistir. Bununla birlikte, GSH kontroliine kiyasla, GSH+X
uygulamasinin ilk 5 giiniinde GR aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli olmayan artiglar
artan doza ve zamana bagli olarak kademeli sekilde azalmistir. Onerilen dozda
uygulamanin son giiniinde bu azalma GSH kontroliine kiyasla % 95 olarak belirlenmistir

(p<0,001).

A. sterilis (Hassas) GR
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Sekil 4.9. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite hassas A. sterilis L.

yapraklarinda zamana bagli olarak GR aktivitesi tizerine etkileri
X ve 2X uygulamalarmin 3. giliniinden itibaren deneme sonuna kadar, dayanikli

yabani yulaf bitkilerinde GR aktivitesi zamana bagli olarak kademeli sekilde artmistir
(Sekil 4.10) (p<0,001). Yalmzca 4X dozda ilk 5 gilinde kontrole kiyasla aktivite
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degismezken, 7.giinde %28 artis olmustur. GSH ilavesi, bu bitkilerin GR aktivitesinde
kontrole kiyasla anlamli bir degisime neden olmamistir. Bununla birlikte, GR aktiviteleri
uygulamanin 7 giiniinde GSH kontroliine kiyasla GSH+X, GSH+2X, GSH+4X
uygulamalari i¢in sirastyla % 20, % 33 ve %55 artmistir (p<0,001).

A. sterilis (Dayanikli)) GR
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KONTROL X GSH+X  GSH+2X  GSH+4X

H1.Gin H3.Gin HE5.Gin H7.GUN

Sekil 4.10. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite dayanikli A. sterilis L.

yapraklarinda zamana bagli olarak GR aktivitesi lizerine etkileri

4.1.6. POX Aktivitesindeki Degisimler

POX aktivitesi hassas A. sterilis bitkilerinde 6zellikle onerilen dozda tiim giinlerde
ortalama %25 azalmis, diger dozlarda ise anlamli bir degisim gostermemistir (p<0,001).
GSH ilavesi bu bitkilerdeki POX aktivitesini kontrole kiyasla yaklasik %40 arttirmistir.
Ancak GSH+X/4 ve GSH+X/2 gruplarinda deneme sonunda %39-48 azalan aktivitenin
onerilen doz uygulamasinda %20 arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.11) (p<0,001).

Herbisite dayanikli yabani yulaf bitkilerinin POX aktivitesi artan doz ve zamana
bagli olarak artmistir. Buna gore, POX aktiviteleri 2X doz uygulamasinin 5. giiniinden
itibaren %87 artmis ve bunu 4X dozunda da korumustur (Sekil 4.12) (p<0,001). GSH
ilavesi kontrole kiyasla genel olarak POX aktivitesini degistirmemistir. Bununla birlikte,
uygulama dozlarma GSH ilavesinin 6zellikle uygulamanin 5 giiniinden itibaren POX

aktivitelerini 1,5 — 3 kat arttirdigi belirlenmistir (p<0,001).
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A. sterilis (Hassas) POX
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Sekil 4.11. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite hassas A. sterilis L

yapraklarinda zamana bagli olarak POX aktivitesi iizerine etkileri

A. sterilis (Dayanikhi) POX

0,3

o
N)

0,1

(U/mg protein)

il il[li II I il I i I Il | Il

KONTROL GSH+X  GSH+2X  GSH+4X
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Sekil 4.12. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite hassas A. sterilis L

yapraklarinda zamana bagl olarak POX aktivitesi iizerine etkileri

4.1.7. CAT Aktivitesindeki Degisimler

CAT aktiviteleri, herbisite duyarli yabani yulaf bitkilerinde 6nerilen dozda ilerleyen
giine bagli olarak kontrole kiyasla artmistir (Sekil 4.13) (p<0,001). GSH ilavesi ise
kontrole kiyasla CAT aktivitelerini tiim giinlerde ortalama 2 kat arttirrrmistir. Onerilen
dozda GSH uygulamasi, CAT aktivitesini yaklasik %350 azaltirken, deneme sonunda
GSH+X/4 grubunda %50, GSH+X/2 grubunda ise %34 artmistir (p<0,001)
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0,04
0,035
0,03
0,025
0,02
0,015

(U / mg protein)

0,01

i nian iilfli iiﬂi i'ﬂi il\]l iiﬂi (T

KONTROL GSH+X/4 GSH+X/2  GSH+X

H1.GUN ®3.GUN M5 GUN H7.GUN

Sekil 4.13. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite hassas A. sterilis L.

yapraklarinda zamana bagli olarak CAT aktivitesi iizerine etkileri

Herbisite dayanikli yabani yulaf bitkilerinin CAT aktiviteleri kontrole kiyasla 2X
dozuna kadar degismezken, 4X dozda %40-67 artmistir. GSH ilavesi bu bitkilerin CAT
aktivitesini kontrole kiyasla ortalama % 28 arttirirken, tiim doz uygulamalarimin 3.
giinlerinden itibaren dramatik sekilde artmistir. 7. gilinlerdeki artislar GSH+X, GSH+2X,
GSH+4X uygulamalar1 i¢in sirasiyla % 120, % 110 ve % 225 olarak belirlenmistir (Sekil
4.14) (p<0,001).

A. sterilis (Dayanikli) CAT
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Sekil 4.14. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite dayanikli A. sterilis L.

yapraklarinda zamana bagl olarak CAT aktivitesi lizerine etkileri
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4.1.8. PAL Aktivitesindeki Degisimler

Herbisit uygulamasina hassas A. sterilis bitkilerinde PAL aktiviteleri, herbisit
dozlarindaki artisa ve zamana bagli olarak azalmistir (Sekil 4.15) (p<0,001). Deneme
sonundaki azalislar X/4, X/2 ve X dozlar i¢in sirasiyla % 19, % 27 ve % 33 olarak
belirlenmistir. GSH ilavesi PAL aktivitesini bu bitkilerde ortalama %10 azaltmistir.
Bununla birlikte, tiim dozlara GSH ilavesi aktiviteyi deneme sonunda GSH kontroliine

kiyasla degistirmemistir (p<<0,001).

140

A. sterilis (Hassas) PAL

Kontrol GSH GSH+X/4 GSH+X/2  GSH+X
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Sekil 4.15. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite hassas A. sterilis L.

yapraklarinda zamana bagli olarak PAL aktivitesi iizerine etkileri
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Sekil 4.16. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite dayanikli A. sterilis L.

yapraklarinda zamana bagli olarak PAL aktivitesi iizerine etkileri

PAL aktivitesi, herbisite dayanikli A. sterilis bitkilerinde X, 2X ve 4X dozlarinda
deneme sonunda sirasiyla %10, %11 ve %5 azalmistir (Sekil 4.16) (p<0,001). GSH ilavesi
PAL aktivitesini bu bitkilerde degistirmemistir. Ancak, GSH kontroliine kiyasla X, 2X ve
4X dozlarinda GSH ilavesi PAL aktivitelerini uygulamanin ilk giinlerinde sirastyla %22,
% 32 ve % 36 azaltirken, deneme sonunda bu azalislar gerileyerek her ii¢ doz i¢in de %15

olmustur (p<0,001).

4.1.9. Lipit Peroksidasyon

Herbisite hassas A. sterilis bitkilerinde lipit peroksidasyon tiim doz uygulamalarinda
zamana bagli olarak artmistir (Sekil 4.17) (p<0,001). Buna gore 7 giin sonunda X/4, X/2 ve
X dozlarinda kontrole kiyasla gelisen artiglar sirasiyla %21, %31 ve %200 olarak
belirlenmistir. GSH ilavesi ise bu bitkilerde artan konsantrasyona paralel sekilde lipit
peroksidasyonu azaltmistir. X/2 ve X dozlarindaki azalma 7.giin sonunda GSH kontroliiyle

karsilastirildiginda sirasiyla %35 ve %41°dir (p<0,001).
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A. sterilis (Hassas) TBARS
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Sekil 4.17. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite hassas A. sterilis L.

yapraklarinda zamana bagli olarak lipit peroksidasyon tizerine etkileri

Herbisite dayanikli yabani yulaf bitkilerinde ise X ve 2X doz uygulamalar1 deneme
sonunda kontrole kiyasla lipit peroksidasyon miktarin1 degistirmemis, 4X doz ise %37
azaltmistir (Sekil 3.18) (p<0,001). GSH ilavesi, bu bitkilerde lipit peroksidasyonu kontrole
kiyasla degistirmemistir. Bununla birlikte, GSH kontroliine kiyasla 6zellikle denemenin
5.giiniinden itibaren lipit peroksidasyon bu bitkilerde azalmistir. Buna gore, X, 2X ve 4X

dozlarinda deneme sonundaki azalma sirasiyla %50, %39 ve %42 olmustur (p<0,001).
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Sekil 4.18. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite dayanikli A. sterilis L.

yapraklarinda zamana bagli olarak lipit peroksidasyon {izerine etkileri
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4.1.10. Hiicre Zar1 Gegirgenligi

Onerilen dozda fenoxaprop uygulamasi, herbisite hassas yabani yulaf bitkilerinde
hiicre zar1 gegirgenligini kontrole kiyasla %11 arttirmistir (Sekil 4.19) (p<0,001). GSH
ilavesi, bu bitkilerdeki hiicre zar1 gegirgenligini kontrol bitkiler seviyesine getirmistir.
Benzer sekilde, oOnerilen dozda ilave GSH uygulamasi ile hiicre zar1 gegirgenliginin
deneme sonunda GSH kontrol bitkileriyle ayni seviyede oldugu belirlenmistir.

Herbisite dayanikli bitkilerde ise hiicre =zar1 gegirgenliginin tiim herbisit
uygulamalarinda kontrol bitkilerle ya ayni seviyede kaldigi (X) ya da % 9-24 daha az
gerceklestigi (4X, 2X) belirlenmistir (Sekil 4.20) (p<0,001). Kontrol bitkilere kiyasla GSH
ilavesinin hiicre zar1 gegirgenligini degistirmemistir. Her {i¢ fenoxaprop dozuna ilave GSH
uygulamalar1 ise deneme sonunda gegirgenligi sirasiyla % 24, %11 ve %7 azaltmistir
(p<0,001).
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Sekil 4.19. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite hassas A. sterilis L.

yapraklarinda zamana bagli olarak hiicre zar1 gegirgenligi lizerine etkileri
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A. sterilis (Dayanikli) HZG
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Sekil 4.20. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite dayanikli A. sterilis L.

yapraklarinda zamana bagli olarak hiicre zar1 gegirgenligi lizerine etkileri

4.1.11. H,0O, Miktar

Herbisite duyarli kisir yabani yulaf bitkilerinde, artan herbisit konsantrasyonu ve
zamana baglh olarak H,0, miktarlarinin ortalama %40 arttig1 belirlenmistir. GSH ilavesiyle

bu artiglar kontrol bitkileriyle ayni seviyeye gerilerken, onerilen dozdaki azalma deneme

sonunda % 16 olmustur (Sekil 4.21) (p<0,001).
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Sekil 4.21. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite hassas A. sterilis L.

yapraklarinda zamana bagli olarak H,O, miktari iizerine etkileri
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Herbisite dayanikli kisir yabani yulaf bitkilerinde ise, kontrole kiyasla tiim doz
uygulamalarinin ilk giinlerinde H,O;, miktar1 degismemistir (p<0,1). Deneme sonunda ise
artan doza bagl olarak H,O, miktarinda belirlenen artislar kontrole kiyasla %9 — 43
azalmistir (Sekil 4.22) (p<0,001). GSH ilavesi, kontrol bitkilere kiyasla HO, miktarini
ortalama %7 azaltirken, GSH+X, GSH+2X ve GSH+4X dozlarinda bu azalma deneme
sonunda sirasiyla %26, %34 ve % 37 olarak belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 4.22. Fenoxaprop ve ilave GSH uygulamalarinin herbisite dayanikli A. sterilis L.

yapraklarinda zamana bagl olarak H,O, miktari iizerine etkileri

4.1.12 Istatistiki Degerlendirme

Arastirmada incelenen parametrelerinin istatistik sonuglari Tablo 3.1-3.4 ’te

sunulmustur (Rakamlar % 1 seviyesindeki F degerlerini temsil etmektedir).
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Cizelge 4.1.Herbisite duyarli ve dayanikli A.sterilis populasyonlarinda, incelenen
parametrelerin 1. giin verilerine ait tek yonlii varyans analizi (ANOVA) sonuglari

Parametreler
Toplam Klorofil
Toplam Protein

SOD
POX
APX
GR
TBARS
CAT
HZG
PAL
H,0,

Ortalama Kareler

13,987
3061,771
39,591
0,026
39,807
0,450
64,320
0,0001
241,944
106235,927
2085,722

*** p<0,001, **p<0,01, *p<0,1

=
22,892***
26,484***
7,014%**
8,191***
15,644***
2,360***
18,817***
1,748*
0,574
15,712*%**
139,048*

Cizelge 4.2.Herbisite duyarli ve dayanikli A.sterilis populasyonlarinda, incelenen
parametrelerin 3. giin verilerine ait tek yonlii varyans analizi (ANOVA) sonuglari

Toplam Klorofil
Toplam Protein
SOD

POX

APX

GR

TBARS

CAT

HzZG

PAL

H.0;

7,652
4080,342
30,057
0,046
7,489
0,201
20,773
0,002
1534,235
8035,917
5210,272

*** p<0,001, **p<0,01, *p<0,1
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11,691%**
39,028%**
2,390%**
5,635%**
11,604%%*
1,858*
1,478

5, 244%%%
6,077*
1,772%%%
3,668%**



Cizelge 4.3.Herbisite duyarli ve dayanikli A.sterilis populasyonlarinda, incelenen
parametrelerin 5. giin verilerine ait tek yonlii varyans analizi (ANOVA) sonuglari

Toplam Klorofil 6,008 13,694***
Toplam Protein 6505,962 26,433***
SOD 10,362 6,694***
POX 0,073 6,793***
APX 9,688 7,637***
GR 0,733 6,083***
TBARS 48,256 2,067*
CAT 0,003 23,245%**
HZG 1292,151 2,784*
PAL 8964,249 6,987***
H.0, 11604,430 9,137***

*** p<0,001, **p<0,01, *p<0,1

Cizelge 4.4.Herbisite duyarli ve dayanikli A.sterilis populasyonlarinda, incelenen
parametrelerin 7. giin verilerine ait tek yonlii varyans analizi (ANOVA) sonuglari

Toplam Klorofil
Toplam Protein
SOD

POX

APX

GR

TBARS

CAT

HZG

PAL

H,0,

6,058
6830,495
19,906
0,142
11,736
1,344
138,497
0,001
1559,541
11942,377
20756,423

*** p<0,001, **p<0,01, *p<0,1
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16,795***
109,029***
15,731***
20,035***
8,410***
21,121***
71,137%**
4,441%**
7,961***
3,914%***
12,421%**



BOLUM 5
TARTISMA VE SONUC

Modern tarimsal faaliyetlerde birim alanda yiiksek verim hedefi igerisinde yabanci ot
miicadelesi 6nemli bir yere sahiptir. Herbisitlerin neden oldugu ¢evre kirliligi ve gida
tilketimine bagl olarak insan sagligindaki olumsuz sonuglart bilinse de (Erdogan, 2010)
Ozellikle bugday vb. tahillarin iiretiminde herbisitlerin kullanimi1 uygulama pratikleri ve
etkili oluslart nedeniyle onlar1 vazgegilmez kilmaktadir. A. sterilis L. (kisir yabani yulaf)
gibi dogal bitki populasyonlari, bugday tariminda herbisitle miicadele edilen bir tiirdiir.
Miicadelede fenoxaprop etken maddeli herbisitler kullanilmaktadir. Ancak, son yillarda
iilkemizde bu tiiriin baz1 populasyonlarinin, bu herbisite kars1 direng gelistirdikleri rapor
edilmistir (Uludag ve ark., 2003, Aksoy ve ark., 2004, Tiirkseven ve Nemli, 2013).

Bu arastirmayla, fenoxaprop etken maddeli herbisite hassas ve dayanikli kisir yabani
yulaf populasyonlarinda meydana gelen biyokimyasal ve fizyolojik degisimlerin
belirlenmesi amaglanmistir. Buna gore, farkli fenoxaprop dozlari ve ilave GSH
uygulamalarinin klorofil miktarinda, toplam proteinde, lipit peroksidasyonda, hiicre zar1
gecirgenliginde, H,O, miktarinda, PAL aktivitesinde ve antioksidan enzimlerde (SOD,
APX, GR, POX, CAT) meydana getirdigi degisimler belirlenmistir.

ACCaz hiicre ve organel zarlar1 igin gerekli yag asitlerinin biyosentezinde,
kloroplastlarda malonil CoA’y1 iiretir (Nohatto ve ark., 2016). ACCaz inhibitorii bir
herbisit olan fenoxaprop’un oOnerilen dozdaki (X) uygulamasi arastirmamizda herbisite
hassas bitkilerde klorofil miktarint azaltirken dayanikli bitkilerde degistirmemistir. Hatta,
onerilen dozun tizerinde fenoxaprop uygulamasinda yasayamayan hassas bitkilere kiyasla,
direncli bitkiler 2X dozda klorofil miktarlarin1 korumay: siirdiirmiislerdir. Yer fistig
bitkisinde, bir bagka ACCaz inhibitori olan fusilat’in yiiksek dozlariin klorozise neden
oldugu ve bunun artan ROT nin yetersiz detoksifikasyonuyla iligkisi gosterilmistir (Fayez
ve ark., 2014). Arastirmamizda, ROT konsantrasyonlarinin hem dolayli hem de dogrudan
kontroliinde gorev aldigi bilinen GSH’nun (May ve ark., 1998; Foyer ve Noctor, 2005)
fenoxaprop’a ek olarak verilmesiyle hassas bitkilerde klorofil miktarinin artmasi bu bilgiyi
destekler niteliktedir.

ACCaz inhibitorii herbisitlerin bitki hiicresinde asir1 ROT iiretimine neden olduklari
ve ROT-bagh antioksidan savunma sisteminin ROT’larin iiretim ve temizlenme oranini
ayarlayarak hiicresel zarar1 6nledigi bilinmektedir (Foyer ve Noctor, 2005; Bana$ ve ark.

1993; Fayez ve ark. 2014). Bu oran, liretim lehine arttiginda hiicrede oksidatif zarara yol
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acan oksidatif stres, lipit peroksidasyonla sonuc¢lanir (Baig, 2010, Foyer ve Shigeoka,
2011). Arastirmamizda, lipit peroksidasyonun gostergesi olarak belirlenen TBARS miktari,
Onerilen dozda hassas populasyon bitkilerinde artarken, dayanikli bitkilerde tiim dozlarda
azalmistir. Bu bilgiler yer fistiginda (Fayez ve ark. 2014) ve geltikte (Nohatto ve ark.,
2016) diger ACCaz baskilayic1 herbisitlerle elde edilen bulgularla uyumludur. Ek olarak,
hiicre zar1 gegirgenliginin hassas bitkilerde artarken dayanikli bitkilerde azaliyor olmasi da,
daha az zarar goren herbisite direncli bitkilerin oksidatif stresin bastirilmasinda daha
basarili olduguna isaret etmektedir. Ciinkii, GSH ilavesi ile her iki grup bitkide de TBARS
miktarin1 benzer diizeye getirmis olsa da hiicre zar1 gecirgenliginde hassas bitkilerin daha
fazla zarar gormesini engellememistir.

Bu noktada, her iki populasyona ait bitkilerdeki antioksidan savunma sistemi ve ROS
arasindaki korelasyonun deneme boyunca nasil gelistigi énem kazanmaktadir. SOD, O,
radikalinin detoksifikasyonunda savunmanin ilk hattin1 olusturmaktadir (Alscher ve ark.
2002). Arastirmamiza, herbisite hassas yabani yulaf bitkilerinde SOD aktiviteleri 6nerilen
dozda 5. giinde siddetli azalirken, dayanikl bitkilerde 7. giine kadar korunmustur. Ilging
olan, dayanikli bitkilerde 4X konsantrasyona kadar denemenin ilk ii¢ giiniinde benzer
aktivitelerin devam etmis olmasidir. Bitki hiicresindeki H,O,’in iiretimi hem SOD
aktivitesi ile hem de O,  radikallerinin enzimatik olmayan reaksiyonlariyla
gerceklesmektedir (Tripaty ve Oelmiiller, 2012). Buna gore, onerilen dozda hassas kisir
yabani yulaf bitkilerinde azalan SOD aktivitelerine ragmen H;O,’in artmis olmasi herbisit
etkisiyle artan O, radikalinin konsantrasyonu ile iliskili olabilir. Bu durum, dayamkl
bitkilerde SOD ve H,0; miktarinin birlikte artmasini da ac¢iklamaktadir.

Bir baska ROT olan H,0,’in temizlenmesinde POX, APX, GR ve CAT aktiviteleri
bitki hiicrelerinin farkli boliimlerinde etkili olmaktadir (Foyer ve Noctor, 2005). Onerilen
dozda fenoxaprop uygulamasi, hassas kisir yabani yulaf bitkilerinde bunlardan sadece
CAT aktivitesini arttirirken digerlerini azaltmistir. Dayanikli bitkilerde ise dort enzimin
aktivitesi de onerilen dozda artarken, APX haricinde digerleri artan dozlarda da artmaya
devam etmislerdir. H,O, miktarmin hassas bitkilerde fenoxaprop ilavesiyle artarken,
dayanikli bitkilerde azalmasi da enzim aktivitelerindeki bu verilerle uyumludur. GSH
ilavesi hassas bitkilerde POX, APX ve CAT aktivitelerinde kisitli artiglara neden olurken,
direngli bitkilerde dort enzimi de tiim dozlarda belirgin sekilde arttirmistir. Askorbat-
glutatyon dongiisiiniin strese alismada antioksidan savunma sistemin isleyisi hakkinda bilgi
vermektedir (Foyer ve ark., 1997). Sonuglar ilave GSH ile 6zellikle dayanikli bitkilerde

askorbat-glutatyon dongiisiiniin etkili galistigi, bu nedenle daha iyi bir antioksidan
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savunmaya sahip oldugunu gostermektedir.

ACCaz inhibitorii fusilat uygulamasinin neden oldugu oksidatif stres ile lipit
peroksidasyonun artmasindan; POX, APX ve CAT aktivitesine ragmen azalan SOD
aktivitesinin sorumlu oldugu gosterilmistir (Fayez ve ark. 2014). Bu bilgi hassas kisir
yabani yulaf bitkilerinde 6nerilen dozdaki fenoxaprop ile azalan SOD, POX, APX, GR ve
CAT aktivitelerinde elde ettigimiz sonuglarla uyumludur. Ek olarak, fluazifop — buthyl
herbisitine duyarli Acanthospermum hispidum bitkisinde artan lipit peroksidasyon (Luo ve
ark. 2004), arastirmamizda hassas bitkilerde saptanan lipit peroksidasyon artisiyla
benzerdir. Diger yandan, ¢eltikte dort farkli herbisit grubunun uygulandigi bir ¢alismada
bir ACCaz inhibitorii olan cyhalofop-buthyl uygulamasinin 96 saat sonunda oksidatif
strese neden olmadigi, SOD ve CAT aktivitelerinin de degismedigi rapor edilmistir
(Nohatto ve ark., 2016). Bu baglamda, hepsi FOP grubu herbisit olmakla birlikte farkli
bitki tiirlerinde farkli dozlardaki uygulamalarin antioksidan savunma sisteminde farkli
yanitlar olugturdugu anlasilmaktadir. Arastirma sonuglarimiz direngli bitkilerde 2X dozdan
itibaren azalan SOD aktivitesine ragmen; azalan lipit peroksidasyon, hiicre zari
gecirgenligi ve HyO, miktarlarinin bu bitkilerde oksidatif stresin bastirilmasinda basarili
olduklarma isaret etmektedir. Daha 6nemlisi, bu durum artan enzim aktivitelerinin bir
sonucudur. Bu baglamda, arastirma sonuclarimiz kisir yabani yulaf i¢in fenoxaprop
herbisitine direncin kuvvetli bir antioksidan savunmayla iligkili oldugunu gostermektedir.

ACCaz inhibitori fenoxaprop uygulamalari, PAL aktivitelerini her iki grupta da
azaltmistir. Ancak hassas bitkilerdeki azalma dayanikli bitkilere kiyasla daha yiiksek
olmustur. Benzer sekilde, GSH ilavesi sadece dayanikli bitkilerde daha kisith bir azalmaya
neden olmustur. PAL aktivitesinin, dayanikli bitkilerde hassas olanlara kiyasla daha az
etkilenmesi yag asidi biyosentezinin kloroplastlarda gerceklestigi diistintildiigiinde klorofil
miktartyla iligkilidir. Aragtirmamizda, direncli bitkilerin hassas bitkilere kiyasla daha fazla
klorofil igerdigi belirlenmistir. Hassas bitkilere kiyasla dayanikli bitkilerin herbisitten daha
az etkilenmeleri PAL aktivitelerindeki bu farkin dayanikli bitkilerdeki herbisit direncinin
bir yansimasi oldugunu gdstermektedir. PAL enziminin yetersizligi nedeniyle hiicre duvari
yaralanmalarinda siiberin iiretimi i¢in gerekli sinnamik asit kisitlanir, bu noktada oksidatif
polimerizasyon igin POX aktiviteleri de artmaktadir (Kumar ve Knowles, 2003).

Aragtirmamizda, fenoxaprop’a hassas bitkilerin artan POX aktivitelerine sahip
olmasia ragmen bu bitkilerde artan lipit peroksidasyon, hiicre zar1 gecirgenligi ve H,O;
miktarlar1 oksidatif zarara isaret etmektedir. Bu durum hassas bitkilerde artan POX

aktivitesinin ROT diizeylerini kontrol altinda tutmaktan (Dixon ve Paliva, 1995) veya
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antioksidatif fenolikleri olusturarak fenolik metabolizmayi arttirmaktan (Lin ve ark. 2005)
ziyade oksidatif polimerizasyon gibi baska islevlerle de iliskili olabilecegini
diistindiirmektedir.

Bu calismada, Marmara bolgesinden toplanan ve fenoxaprop herbisiti uygulanmis
hassas ve dayanikli iki kisir yabani yulaf populasyonunun pigment igerigi ve antioksidan
savunma enzimleri ile PAL aktiviteleri arastirtlmistir. Buna gore, dayanikli bitkilerde
onerilen dozda meydana gelen oksidatif stresin bastirilmasinda SOD, POX, APX, GR ve
CAT aktivitelerinin hassas bitkilere kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Dayanikli
bitkilerdeki antioksidatif savunmanin Onerilen dozun 4 katina kadar gelisebildigi
belirlenmistir. Sonug olarak, hassas bitkilere kiyasla herbisite dayanikli populasyona ait
bitkilerin daha yiiksek klorofil miktarina, daha yiliksek antioksidan savunmaya ve daha
yiiksek PAL aktivitelerine sahip oldugu bulunmustur.
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