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OZET

Yabanci otlar bugdayda verimi etkileyen en Onemli unsur olup yabanci ot miicadelesi bugday
iiretiminde 6nemli bir yer tutmaktadir. Bugday ekim alanlarinda yogun olarak herbisit kullanimia bagl
olarak bazi 6nemli yabanci otlar kullanilan herbisitlere dayaniklilik gelistirmektedir. Bu amagla genis
yaprakli tek yillik rekabetgi bir bitki olan ve birgok kiiltiir bitkisinde oldugu gibi bugday ekim
alanlarinda da sorun olan Bifora radians Bieb. yabanci otuna ruhsatli ve miicadelede genis kullanim
alan1 bulan ALS (Acetolactatae synthase) inhibitorii herbisitlerle ¢alisilmigtir. Calismada Tiirkiye’de
bugday yetistirilen ve bu yabanci otun sorun oldugu i¢ Anadolu ve Orta Karadeniz Bélgesinin 6nemli
illerinden toplam 1371 tarladan tohumlar toplanmistir. Serada saks1 kosullarinda bioassay yontemleriyle
dayanikli biyotipler ile bunlarin dayaniklilik dereceleri belirlenmistir. Baz1 populasyonlarin herbisit
uygulamasindan etkilenmedikleri ve hayta kaldigi saptanmistir. Bu populasyonlar doz-etki ¢alismalarin
alinmis ve EDgy degerlerinin elde edilmesi icin Weibull modeli ile R paket programinda analiz
edilmistir. Bifora radians’in 22 populasyonunun ALS inhibitorii herbisitlerle kontrol edilemedigi ve
dayanikli oldugu saptanmustir. Ayrica dayaniklilik gosteren biyotiplerde dayaniklilik, molekiiler
yontemler kullanilarak ve dayanikliliga neden olan gen bolgesinin sekans analizi yapilmak suretiyle
tespit edilmistir. Sekans sonucu ¢alisilan tiirlerde mutasyon varligina rastlanilmamaistir.

PCR-based detection of resistance to ALS-inhibiting herbicides of Bifora radians
Bieb. (Bifra) in Wheat Fields

ABSTRACT

Weeds are one of the most important yield limiting factors in wheat which makes an effective weed
control an integral part of production. Due to intensive herbicide use in wheat growing areas in Turkey
is resistance problems in some important weed species. There are some observations concerning the
efficacy failures of some ALS inhibitor herbicides on some important weed species, such as Bifora
radians. With this aim weed seeds will be collected from different wheat growing provinces in Central
Anatolia and Black Sea Region of Turkey, in total from 1371 different wheat fields. After initial
screening for resistance in pot experiments, biotypes that are supposed to be resistant will be submitted
to bioassays to determine the resistance grades. Some accession exhibited the highest survival to
treatment with field rates of these herbicides. The Weibull dose-response curve, an asymmetric sigmoid
curve, was fitted to data to obtain EDs, in R program. Twenty-two of B. radians accessions tested did
not controlled by ALS inhibitor and they were accepted as a resistant population. Based on the results
of bioassays, resistant biotypes tested by means of molecular methods. The gene region of resistant
biotypes was determined through sequence analyses and mutation wasn't found.
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1. Giris

Gostermis  oldugu varyasyondan dolayr diinya
genelinde yaygin olarak tarimi yapilan bugday, bircok
iilkede insanlarin temel ihtiya¢ maddelerinden biridir.
Ulkemizde her yil yaklasik olarak ekilen 78 milyon
hektar alandan 22,6 milyon ton {irlin elde edilmekte ve
ortalama verim 287 kg/da’dir. Elde edilen ortalama
verim diinya ortalamasindan olduk¢a diisiiktiir (FAO,
2016). Ulkemizdeki artan niifusa paralel olarak bugday
talebi de siirekli artis gostermekle birlikte, kisi basina
ortalama tiiketimimiz 225 kg/yil’dir. Bugday, tilkemizde
ekmegin yaninda tarima dayali sanayinin hammaddesi
oldugundan, ayni kalite ve standartta bugdayin diizenli
ve istenilen miktarda {iretilmemesinden dolay: biiyiik
oranda ithal edilmektedir. Tirkiye’nin hemen hemen
her bolgesinde iiretimi yapilan bugday daha cok I¢
Anadolu ve gecit bolgelerinde yetistirilmektedir (TUIK,
2015).

Birgok {ilkede oldugu gibi iilkemizde de bugday
tiretimini ~ sinirlandiran  bitki koruma sorunlarinin
basinda yabanci otlar gelmektedir. Her yil miicadele
edilmesine ragmen %?25-35 arasinda degisen bir iiriin
kaybina neden olmaktadirlar (Radosevich ve Holt,
1984; Ozer, 1993; Vencill ve ark., 1993; Savary ve ark.,
1997; 2000). Gerek iilkemizde ve gerekse de diinya
genelinde bugday ekim alanlarinda sorun olan yabanci
ot tiirlerine bakildiginda ekolojik sartlara bagli olarak
dar ve genis yaprakli yabanci otlarin genis bir
spekturumda sorun oldugu gériilmektedir (Challaiah ve
ark., 1986; Roebuck, 1987; Malik ve Vanden Born,
1988; Mennan ve Uygur, 1994; Christensen, 1995;
Kadioglu ve ark., 1998; Ogg ve Seefeldt, 1999; Uygur
ve ark., 1999; O’donovan ve ark., 2000). Bununla
beraber Avena sterilis L., Lolium temulentum L.,
Alopecurus myosuroides Huds., Phalaris spp., Sinapis
arvensis L., Galium aparine L., Bifora radians Bieb. ve
Cirsium arvense (L.) Scop. gibi tiirlerin tlkemizin
degisik cografik alanlarmma bagli olarak bugdayda
6nemli oldugu bilinmektedir (Uygur ve ark., 1999).

Bugdaym genis ekim alani buldugu Orta ve Bati
Karadeniz ile Orta Anadolu Bélgelerinde genis yaprakli
yabanc1 otlardan Bifora radians en ¢ok sorun teskil eden
tiirlerin baginda gelmektedirler (Mennan, 1998; Mennan
ve Uygur, 1994; Tastan, 1988). B. radians iilkemizle
birlikte Kafkasya, Kirim, Yunanistan ve italya’da
bugday ekim alanlarinda sorun olan dnemli tiirlerden
biridir. Bununla birlikte istilaci olma 6zelliginden dolay1
son yillarda Orta Avrupa, bazi Akdeniz iilkeleri ile
birlikte iran ve Kuzey Amerika’da giin gectikge
problem olmaya baglamistir (Lasagna ve ark., 1984;
Milijic, 1987; Tastan, 1988; Caussanel ve ark., 1998;
Skorda ve ark., 1998; Mennan ve Uygur, 1994). Azot
iceren ve alkali topraklar tercih eden bu tiir rekabetci
ozelligi ve salgilamis oldugu baz1 allelopatik
maddelerden dolay1 bugday ve diger bitkilerle ok hizli
bir rekabete girerek yiiksek oranda verim kaybina neden
olabilmektedirler (Latrasse ve ark., 2005; Mennan ve
Zandstra, 2005).
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Bugdayda yabanci otlarla miicadelede kimyasal
miicadele, uygulanabilirliginin kolay olmasi, kisa siirede
etki gostermesi ve diger metotlara gére maliyetinin az
olmasindan dolayr giiniimiizde en ¢ok tercih edilen
yontemdir. Bugdayda genis yaprakli yabanci otlara karsi
2,4-D ve MCPA aktif maddeli herbisitlerin uzun siire
kullanilmas1 sonucu, bu herbisitlerin etkisiz kaldig
kokar ot yogunlugu artmig ve tiir dnem kazanmigtir
(Malik ve Vanden Born, 1988; Tastan, 1988; Schroeder
ve ark., 1993).

ALS  inhibitorii ~ herbisitler  diisik  dozda
uygulanmasi, memelilere karsi toksitesinin az olmasi,
etki spektrumunun genis olmast ve uygulama
donemindeki esnekliklerden dolayi en fazla tercih edilen
grup haline gelmistir (Prado ve ark., 2004). Bu
herbisitlerin yogun olarak kullanilmasi sonucunda ALS
inhibitorii herbisitlere dayaniklilik ile ilgili ilk vaka
1987 yilinda Lactuca serriola L.’da bu herbisitlerin
piyasaya girmesinden sadece 5 yil sonra gergeklesmistir
(Mallory-Smith ve ark., 1990). Dayanikliligin ilk rapor
edilisinden bugiine kadar 159 biotipte ALS inhibitorii
herbisitlere ~ karsi  dayaniklik  tespit  edilmistir
(Anonymous, 2016a). Bu grup herbisitler icin diger
onemli bir problem ise ¢oklu dayaniklik’tir. Bu durum
Kochia scoparia (L.) Schrad., Amaranthus rudis Sauer.,
Amaranthus blitoides L., Lolium rigidum L. ve
Alopecurus myosuroides Huds.’te rapor edilmistir
(Preston ve ark., 1996; Foes ve ark., 1998; 1999;
Letouze ve Gasquez, 2003; Sibony ve Rubin, 2003).
Ulkemizde ise 1980°li yillarm sonunda kullanilmaya
baslanan ALS inhibitérii herbisitlerden chlorsulfuron,
tribenuron-methyl ve thifensulfuron-methyl+tribenuron-
methyl yaklasik 20 yildir B. radians’in kontroliinde
kullanilmaktadir. ilk kullanimindan bes yil sonra
dayaniklilik baglayabilen bir grup i¢in 20 yil oldukga
uzun bir siliredir. ALS inhibitdrii herbisitlerin yabanci
otlardaki dayanikliligina birgok mekanizma yol agarken
bunlar igerisinde en Onemli olam1 bu enzimin DNA
sekans kodunda meydana gelen mutasyonlaridir
(Devine ve Shukla, 2001; Grassel, 2002). Bu
mutasyonlar genellikle besten daha fazla degisken
olmayan amino asitlere herbisitlerin baglandigi noktadir
(Boutsalis ve ark., 1999). Bu olay herbisitlerin hedef
proteine baglanmasini engellemekte ve dayanmklilik
ortaya ¢tkmaktadir. ALS inhibitorii herbisitlere
dayaniklilik mekanizmast karmagsik bir olgu olup
dayanmikliligin  Alal22, Prol97, Ala205, Trp574 ve
Ser653 aminoasit zincirlerindeki nokta
mutasyonlarindan meydana geldigi bildirilmektedir
(Guttieri ve ark., 1992; Bernasconi ve ark., 1995;
Guttieri ve ark., 1995; Wright ve ark., 1998; Devine ve
Preston, 2000; Preston ve Mallory-Smith, 2001; Tranel
ve Wright, 2002; Yu ve ark., 2003; Park ve Mallory-
Smith, 2004; Tranel ve ark., 2009). Bu itibarla gelen
sikayetler ve yapilan o6n c¢aligmalar dogrultusunda
dayanikli biotiplerinin olusum siirecinin baglamis
olabilecegi ve kimyasal miicadelenin yetersiz kaldigi
diisincesi hakim olmustur. Bugday ekim alanlarinda
sorun olan bu yabanci otlarin miicadelesinde daha etkin
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sonuglarin elde edilebilmesi i¢in bu tiire kars1 tilkemizde
ruhsatli olan ALS inhibitorii herbisitlere karsi bu tiiriin
dayaniklilik durumu bioassay ve molekiiler yontemlerle
arastirilmigtir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Bifora radians Bieb. (Kokarot)’in ALS inhibitérii
herbisitlere dayamiklilik giiphesi olan biotiplerine
ait tohumlarin toplanmast

Calismada yabanci ot tohumlarinin olgunlagma
stirecine bagli olarak 2010 yil1 Mayis sonundan Agustos
ay1 bagina kadar Orta ve Bati Karadeniz ile I¢ Anadolu
Bolgesi'ne bagli Samsun, Amasya, Sinop, Corum,
Kastamonu, Cankiri, Bartin, Zonguldak, Karabiik,
Kirikkale, Ankara, Bolu ve Eskisehir illerinin bugday
yetistirilen alanlarindan sirasiyla 131, 102, 25, 220, 58,
52, 3,12, 18, 111, 430, 40 ve 169 olmak tizere herbisit
uygulamast sonrasi canli kalan toplam 1371
populasyona ait tohumlar toplanmistir (Cizelge 1).

2.2. Dayaniklilik tarama testi

ALS inhibitdrii herbisitlere dayaniklilik siiphesi
tagtyan  populasyonlarmn  belirlenmesi  amaciyla
populasyonlar amidosulfuron+iodosulfuron-methyl
sodium+mefenpyr-diethyl (Safener) (12.5 ml da™),
aminopyralid+florasulam (3 g/da), cyclosulfamuron (7
g/da), dicamba+triasulfuron (125 g da™),
flumetsulam+florasulam (6 ml da™), mesosulfuron
methyl+iodosulfuron methyl sodium (25 g da™),
metosulam+ethylhexylester (120 ml da™), metsulfuron
methyl (1 g da?), pyroxsulam+cloguintocet mexyl
(Safener) (20+25 g da™), terbutryn+triasulfuron (25 g
da™l), thifensulfuron methyl+tribenuron methyl (2.5 g
da™) ve tribenuron-methyl (1 g da®) aktif maddeleri
tavsiye edilen dozlarda (Anonymous, 2011), Moss ve
ark. (1999), tarafindan gelistirilen 6n dayaniklilik
tarama testinden gecirilmistir. Ruhsat dozu uygulanarak
yapilan ¢alismada aktif madde etkinliginin %80’in
altinda goriildiigi populasyonlar siipheli olarak kabul
edilip detayli doz etki ¢aligmalarma alinmistir.
Etkinligin %100 oldugu populasyonlar duyarli olarak
degerlendirilmistir.

2.3. Doz-etki denemeler

On dayanmiklilik testlerinde ele alman herbisitler
dayaniklilik siiphesi bulunan populasyonlara aktif
maddelerin ruhsathi dozu esas alinarak 0, 0.25, 0.5, 1.0,
2.0, 4.0, 8.0 ve 16.0 kat1 dozlar uygulanmistir. Buna
gore a) amidosulfuron+iodosulfuron-
ethylsodium+mefenpyr-diethyl (Safener) 0, 4.17, 6.25,
125, 25, 50, 100 wve 200 ml/da, b)
aminopyralid+florasulam 0, 0.75, 1.50, 3, 6, 12, 24 ve
48 g da’, c) cyclosulfamuron 0, 1.75, 3.50, 7, 14, 28, 56

ve 112 g/da, d) dicamba+triasulfuron 0, 4.17, 6.25, 12.5,
25, 50, 100 ve 200 g/da, €) flumetsulam+florasulam O,
1.5, 3, 6, 12, 24, 48 ve 96 ml/da, f) mesosulfuron
methyl+iodosulfuron methyl sodium 0, 6.25, 12.50, 25,
50, 100, 200 ve 400 g/da, g) metosulam+ethylhexylester
0, 30, 60, 120, 240, 480, 960 ve 1920 ml/da, h)
metsulfuron methyl 0, 0.25, 0.50, 1, 2, 4, 8 ve 16 g/da, 1)
pyroxsulam+cloquintocet mexyl (safener) 0, 5, 10, 20,
40, 80, 160 ve 320 g/da, i) terbutryn+triasulfuron O,
6.25, 12.50, 25, 50, 100, 200 ve 400 g/da, j)
thifensulfuron methyl+tribenuron methyl 0, 0.625, 1.25,
2.5, 5, 10, 20 ve 40 g/da ve K) tribenuron-methyl 0,
0.25,0.50, 1, 2, 4, 8 ve 16 g/da dozlarinda denenmistir.
Uygulamalarin farkli biyotipler {izerine olan etkisi
haftalik olarak gorsel olarak degerlendirilmistir. Duyarli
biyotiplerde herbisitlerin 6nerilen dozunun en yiiksek
etki seviyesini gosterdigi donemde (genellikle hava
kosullarina ve kontrol bitkilerinin biiylimesine bagh
olarak 2-3 hafta sonra) denemeler sona erdirilmis ve
yabanci otlar saksilardan hasat edilmistir. Hasat edilen
yabanci otlar daha sonra tartilarak kuru agirliklari
belirlenmis ve tiirlin duyarli ve dayanikliligindan siiphe
edilen biyotipleri i¢in ayr1 ayrt doz-etki egrileri
olusturulmustur.

Denemeler 5 kg’lik saksilarda yiiriitiilmiis ve her bir
populasyon ve her ilag i¢in 4 tekerrlirlii olarak
kurulmustur. Saksilar ilaglamadan sonra 20 +2 °C’de
calisan kontrollii seraya konmustur. Ilaclama 3 atm.
sabit basingla ¢alisan 8004 nolu yelpaze huzmeli meme
ile dekara 30 1t su hesabi ile bitkiler 4-6 yaprakli
dénemdeyken uygulanmistir. Uygulamadan 7, 14 ve 28.
giinler sonunda gozlemler alinmig ve 0-100% skalasina
gore degerlendirmeler yapilmustir.

2.4. Veri analizi

Doz- etki ¢aligmalarina esas olacak veriler 28. giin
sonunda hasat edilen ve 60 °C’de 72 saat kurutulan
biomass agirliklarindan yapilmistir. Doz-etki analizleri
drc paket programi ekli olan (version 2.03.0) R (version
2.15.2) paket programinda ve doz etki egrileri lg
parametreli log-logistic egrisi Weibull modeline (Model
1) gore yapilmustir (Ritz ve Streibig, 2005).

D
~ 1+ exp(b(log(x) — log(ED,,)) [l

y

Bu formiilde; Y biomass bitki®, D iist limit, b, e
tarafindan belirlenen regrasyonun egimi, EDsg %50
etkili doz.

Yapilan analizler sonucunda elde edilen EDsg
degerlerine gore tavsiye dozun iki kat1 dayanikli olarak
kabul edilmistir. Ayrica, dayaniklilik katsayisi,
dayanikli  biyotipin EDsp’sinin  duyarli  biyotipin
EDsy’sine oranlanmastyla bulunmustur.
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Cizelge 1. Bugday ekim alanlarindan illere gdre toplanan, testlenen ve dayanikli bulunan populasyon sayisi.

_ Toplanan Stipheli Dayanikl Dayanikli populasyonlarin aktif maddelere gore
Il ads Ornek populasyon populasyon dagilimi
sayist say1st say1st
A B C D E F

Samsun 131 30 3 3 - 3 - - -
Amasya 102 31 2 2 2 2 - 2 -
Sinop 25 3 - - - - - - -
Corum 220 68 4 4 4 - 4
Kastamonu 58 5 - - - - - -
Cankir1 52 7 1 1 - - - - -
Bartin 3 - - - - - - -
Zonguldak 12 3 - - - - - - -
Karabiik 18 2 - - - -
Kirikkale 111 26 2 2 2 2 2 2 -
Ankara 430 124 8 8 8 - - - -
Bolu 40 5 - - - - - - -
Eskisehir 169 20 2 2 - 2 -
Toplam 1371 324 22 22 16 9 6 4 4

-Dayaniklilik siiphesi/dayaniklilik yoktur.

A: tribenuron-methyl, B: mesosulfuron methyl+iodosulfuron methyl sodium, C: thifensulfuron methyl+tribenuron
methyl, D: aminopyralid+florasulam, E: flumetsulam+florasulam, F: amidosulfuron+iodosulfuron-methyl

sodium+mefenpyr-diethyl (safener)

2.5. Molekiiler analizler
2.5.1. DNA ekstraksiyonu

Doz etki analizi sonucu herbisitlere dayaniklilik
gosteren 22 populasyon sera kosullarinda yetistirilmis
ve yabanci otlar 4-6 yaprakli doneme geldiginde yaprak
orneklerinden genomik DNA’lar DNeasy DNA
ekstraksiyon kiti (Qiagen, Almanya) kullamlarak, Kit
protokoliine gore ekstrakte edilmistir (Danquash ve ark.,
2002).

2.5.2. PCR yontemi

Her bir DNA o6rneginin PCR uygulamalarinda
acetolactate synthase (ALS) inhibitdr gen bdlgelerini
amplifiye edecek universal (Prado ve dig., 2004)
primerler kullanilmistir (Cizelge 2). Bu amagcla
universal primerler ile 295 ve 1170 DNA kodonlarim
iceren ALS gen bdlgelerinin 750 bp’lik bolgelerinin
amplifikasyonu ve 1580 ve 2160 kodonlarini igeren 520
bp’lik bolgelerinin amplifikasyonu gerceklestirmistir.
PCR reaksiyonu 25 pul toplam hacimde gerceklestirilmis
olup, karigim bilesenleri: 10X PCR buffer, 70 ng
Genomik DNA, herbir primerden 0,50 mM, 3,5 mM
MgCl;, 0,9 mM dNTP ve 0,5 Unite Tag DNA
Polymerase’dir.

Cizelge 2. ALS gen bdlgesi PCR ve baz dizisi analizinde kullanilacak primerler ve baz dizileri

. .. e ere s Hedef bant
Primer Niikleotid dizilimi biiyiikliiii (bp)

ALS-U-295 AAG GCC GATAtyctygthbgargc

| 750
ALS-L-1170 tacramccntaCGTACCCTGACA

Universal

ALS-U-1580 TGTGGGGCAGCACcaratgtggg

1] 520
ALS-L-2160 ATCACCTTCTGTGATCAYrTCyTTrAA

*U: Upper primer, L: Lower primer, Dejenerasyonda kullanilan standart kod: b ( A olmayacak), n (bazlardan herhangi biri), m

(AyadaC),r(AyadaG),y(CyadaT)
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PCR kosullarinda baglangic denaturasyonu 94 °C —5
dk olup 94 °C —1 dk, 64 °C —1 dk, 72°C —1 dk
periyotlar1 30 dongii ve 72 °C —10 dk olarak optimize
edilmistir. PCR sonrasi elde edilen firiinlerden 10 pl
iiriin ve 3 ul loading solusyonu olmak iizere toplam 13
pl hacimdeki karisim %2’ lik agaroz jel elektroforezine
tabi tutulmustur.

2.5.3. Sekans (niikleotid dizi) analizinin yapilmasi

Jel elektroforez sonrasi her bir ornegin  DNA
molekiiler agirligr belirlenerek bunlara forward ve
reverse primerler ilave edilmistir. Ornekler lontek
firmasina (Istanbul) gonderilerek baz dizisi analizleri
yaptirilmustir. 5 farkli domain bdlgesine ait [domain C-
D-A (I. Bolge) ve B-E (II. bolge)] 1380 bp’lik sekans
pozisyonunda mutasyon taramasi gerceklestirilmistir.
Bu amagla Arabidopsis thaliana L.’nin ALS gen bolgesi
baz alimmak suretiyle dayanikli ve duyarh
populasyonlarin ALS genine ait sekans dizilimleri
karsilastirmis ve sonuglar degerlendirilmistir. Elde
edilen baz dizi analiz sonuglart EMBL/gen bankasi ve
mevcut yaymlarda elde edilen sonuglar ile
karsilagtirilarak incelenen bolgelerdeki mutasyonlar ve
farkliliklar belirlenmistir.

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. Doz etki analizi

Farkl: illerden toplanan 1371 populasyon ilk olarak
herbisitlerin ruhsat dozunda Moss tarama testinden

gecirilmis ve buna gore %80’nin altinda etkinlik
caligmalarina
populasyonun

goriilen
almmugtir.

324 populasyon doz-etki
Calisma sonunda 22

dayaniklilik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 1). Doz-
etki analizlerinde hassas populasyonlar tiim herbisitler
tarafindan kontrol altina alman populasyonlardan
secilmigtir. Tarama testinde herhangi bir herbisite
muhtemel dayaniklilik gdsteren populasyonlar (Sekil 1)
ise doz-etki ¢aligmalarina alinmis ve analiz sonucunda
dayanikli olup olmadig: tespit edilmistir. Yapilan doz-
etki denemeleri sonucunda bazi herbisitlere karsi
(cyclosulfamuron, dicamba+triasulfuron, metsulfuron
methyl, terbutryn+triasulfuron) herhangi bir dayanikli
populasyon tespit edilememis ancak etki kaybinin
oldugu ortaya konmustur. Cyclosulfamuron aktif
maddesine diinya genelinde farkli yabanci ot tiirlerinde
sadece 11 olgu mevcut olup iilkemizde bu aktif
maddesine ait bildirilen herhangi bir kayit mevcut
degildir. Ancak yine karistm bir ilag olmayan
metsulfuron methyl’de ise yine iilkemizde bulunmayan
dayaniklilik durumunun diinyada 73 biyotipe kadar
¢ikmis olmasi dikkat ¢ekicidir (Anonymous 2016b).

Caligmada 22 populasyonun tamami tribenuron-
methyl’e dayaniklilik gostermistir. Tribenuron-methyl’e
dayanikli populasyonlarin EDsy degerleri ve dayaniklilik
oranlart incelendiginde katsaymin 1.1-5.2 (ANK-B-
5/AMS-B25) arasinda degistigi (Cizelge 3) dikkat
¢ekmektedir. Doz-etki ¢alismalarinda B. radians’in
degisik populasyonlarina uygulanan farkli tribenuron-
methyl’e dozlarmin uygulama tekerriirlerinde diizenli
bir dagilim goriilmekte olup (Sekil 2), doz-etki egrisinde
ise populasyonlar arasinda aktif maddeye farkli
tepkilerin gosterildigi goriilmektedir (Sekil 3). Bu aktif
maddeye karsi 1987 yilindan bu yana farkli yabanct ot
tiirlerinde toplamda 88 dayaniklilik olgusu rapor edilmis
olup, calismamizdaki en yiiksek dayaniklilik orantyla bu
durum desteklenmistir (Anonymous 2016b).

Sekil 1. Cor-56 populasyonunun 2-4 yaprakli déneminde tavsiye edilen dozda uygulanan A) tribenuron-methyl B)
mesosulfuron methyl+iodosulfuron methyl sodium herbisitlerinin 21. giinde gosterdikleri etkinlikler.
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Sekil 2. Doz-etki c¢alismalarinda B. radians’m degisik populasyonlarina uygulanan farkli tribenuron-methyl’e
dozlarinin uygulama tekerriirlerinde gosterdigi dagilim.
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Sekil 3. Bifora radians’in degisik populasyonlarina uygulanan farkli tribenuron-methyl dozlarimin olusturdugu doz-
etki egrisi.
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Cizelge 3. Bifora radians’in tribenuron-methyl’e dayanikli populasyonlarinin EDsy degerleri.

Populasyon Tahmin edilen Standart EDsg EDsq Dayaniklilik
no EDsg hata alt limit st limit katsayisi

SAM-B-12 1.73 0.08 1.27 2.56 35
ANK-B-43 2.15 0.13 1.27 2.18 4.4
ANK-B-45* 0.49 0.01 0.28 1.12 1.0
BOL-B-7 1.77 0.06 1.33 2.93 3.6
ZON-B-4 1.74 0.07 1.28 2.73 3.6
AMS-B-48 1.95 0.08 1.31 2.66 4.0
ESK-B-6 154 0.08 1.23 2.34 31
BOL-B-9 1.47 0.06 1.24 2.64 3.0
COR-B-42 1.86 0.10 1.29 2.25 3.8
SAM-B-17 1.26 0.05 1.24 2.53 2.6
AMS-B-25 2.57 0.19 1.23 2.25 5.2
BOL-B-21 0.70 0.09 0.20 1.83 1.4
CAN-B-3 2.16 0.09 1.32 2.78 4.4
SAM-B-20 1.50 0.09 1.26 1.93 3.1
SAM-B-19 1.37 0.05 1.24 3.14 2.8
SAM-B-2 1.72 0.07 1.30 2.70 35
ANK-B-4 2.00 0.10 1.30 2.19 4.1
ANK-B-5 0.53 0.02 0.32 2.24 1.1
*Duyarli populasyon; EDs,: Effective dose %50 (%50 etkili doz)

Aktif  maddeler  bazli  degerlendirildiginde  Corum ilinden toplanan 220 populasyonun 68’i doz-etki
tribenuron-methyl haricinde mesosulfuron  calismasin  alinmistir. 4 populasyonun tribenuron-
methyl+iodosulfuron methyl sodium’a 16  methyl, amidosulfuron+iodosulfuron-methyl-sodium,

populasyonun, thifensulfuron methyl+tribenuron
methyl’e 9 populasyonun, aminopyralid+florasulam’a 6
ve amidosulfuron+iodosulfuron-methyl
sodium+mefenpyr-diethyl (Safener) ile
flumetsulam+florasulam  aktif ~ maddelerine  4’er
populasyonun dayaniklilik gosterdigi saptanmustir
(Cizelge 1).

Illere gére dayaniklilik durumu degerlendirildiginde
Samsun  ilinden  toplanan 131 B. radians
populasyonunun tamami tarama testinden gegirilip 30
populasyon siipheli bulunarak doz-etki c¢alismasina
almmistir (Cizelge 1). Calisan bu populasyonlardan 3
tanesi tribenuron-methyl ve thifensulfuron
methyl+tribenuron methyl’e dayanikli olarak tespit
edilmistir. Yapilan caligmalarda ele alinan diger bir
herbisit mesosulfuron methyl+iodosulfuron methyl
sodium’da ise dayanikliliktan ziyade bu aktifin yeterli
derecede hasas populasyonlara dahi belirli donemlerde
etkin olmadig tespit edilmistir.

Amasya ilinden doz-etki ¢alismalart sonucunda
testlenen 31 B. radians populasyonundan ikisi,
tribenuron-methyl, thifensulfuron methyl+tribenuron
methyl, mesosulfuron methyl+iodosulfuron methyl
sodium ve flumetsulam+ florasulam’a dayanikli
bulunmustur. Sinop ilinden toplanan 25 populasyonun
3’li doz-etki ¢alismasina alinmistir (Cizelge 1). Bu ilde
polikiiltiir tarimin yapilmast ve herbisit kullaniminin
yaygin olmamasi nedeniyle doz-etki ¢aligmasina alinan
populasyonlarda herhangi bir risk ortaya ¢ikmamistir
(Cizelge 1).

Bugday ekim alanlarinin yogun oldugu ve herhangi
bir farkli kiiltiir bitkisinin nadir olarak yetistirildigi

mesosulfuron methyl+iodosulfuron methyl sodium ve
aminopyralid+florasulam’a  dayaniklilik  gdsterdigi
belirlenmistir. Kastamonu ilinde doz-etki denemesine
alman 5 populasyonda herhangi bir dayanikliliga
rastlanmamig ancak etki kaybindan s6z edilebilecek bir
populasyon olmustur. Cankir1 ilinden toplanan
populasyonlar ile ilgili olarak yapilan 6n tarama
caligmalar1 sonucunda B. radians’tan 7 populasyonun
doz-etki ¢alismasmna karar verilmigtir. Calisilan
orneklerden sadece bir populasyonun tribenuron-
methyl’e kars1 dayanikliligi tespit edilmistir (Cizelge 1).

Bugday ekim alanimin az oldugu illerden olan
Bartin, Karabiik ve Zonguldak illerinde herbisite karsi
etki kaybi gozlemlenmemistir (Cizelge 1). Ancak
buradaki populasyonlarda herbisitlere olan hassasiyetin
azaldig1 ve kontrol i¢in tavsiye edilen dozun fazlasina
gerek duyuldugu anlagilmistir.

Bugday ekim alanlarmin yogun oldugu illerden biri
olan Kirikkale’den toplanan populasyon sayilarina
bakildiginda B. radians i¢in 111 populasyon toplanmis
26 populasyondan 2 tanesi tribenuron-methyl,
thifensulfuron methyl+tribenuron methyl, mesosulfuron
methyl+iodosulfuron methyl sodium,
flumetsulam+florasulam ve aminopyralid+florasulam’a
kars1 dayaniklilik olusturdugu saptanmistir. Ankara
ilinden toplanan 430 B. radians populasyonundan 124
O6n tarama testinde uygulanan herbisitlere tavsiye
dozunda gerekli yamiti vermemis ve doz-etki
calismalarma  alinmuistir. Doz-etki  calisamalari
sonuglarma gore B. radians i¢in sekiz populasyonda
Ozellikle tribenuron-methyl ve mesosulfuron
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methyl+iodosulfuron methyl sodium ‘a kars1 dayaniklilik
tespit edilmistir (Cizelge 1).

Bolu ilinden testlenen populasyonlarin besi doz-etki
calismasina alimmustir. Buna gore doz-etki ¢alismasina
alman  populasyonlardan  bazilar1  mesosulfuron
methyl+iodosulfuron methyl sodium ve tribenuron-
methyl uygulamasi sonucunda yeterli derecede kontrol
edilmedigi tespit edilmis ancak bu durum dayaniklilik
olarak adlandirilamamugtir. Eskisehir ili i¢in toplanan
populasyon sayilarina bakildiginda B. radians i¢in 169
populasyonun tarandigi ve bunlardan yirmisinin doz-
etki ¢aligmalarma alindig1 goriilmektedir. Bu tiire ait iki
populasyon thifensulfuron methyl+tribenuron methyl ve
tribenuron-methyl’e  dayanikli  olarak  bulunmustur

(Cizelge 1).

3.2. ALS gen bolgesinin sekans (baz dizisi) analizi

Bifora radians’de calisilan aktif maddelerine karsi
meydana gelen dayamikliigin mevcut bir mutasyon
varligindan kaynakli olup olmadigimin belirlenmesi
amaciyla yiiriitiilen ¢alismada biitiin primer setlerinden
elde edilen amplifikasyon firiinlerinden hedeflenen
sekans sonuglarina ulagilabilmistir.

Dizi analizi sonucu B. radians’in duyarli ve
dayanikli populasyonlarinin iki farkli primer setleriyle
ALS geninin D-A domain bolgelerine ait yorumlanabilir
sonuglara ulasilan 960 bp’lik baz dizilerinin
kiyaslanmasi sonucu elde edilen farkliliklar Cizelge 4’
de verilmistir. Arabidopsis’e gore Ala 122 aminoasitini
kapsayan 364-356 niikleotit pozisyonu ile Pro 197

aminoasitini kapsayan 589-591 niikleotit
pozisyonlarinda herhangi bir mutasyona
rastlanilmamustir.
Cizelge 4. Bifora radians’e ait niikleotid ve aminoasit dizilimleri
D Pop. 361 TTT GCA AGT TTC TTT GAT AGA AAG AAA TCA CAA AAG GGG TAT GTT GCT GCC ATT TTG TAC420
I R N R R
HPop. 120 F A s F F D R K K S Q K G Y VvV A A I L Y 140
D Pop. 361 TTT GCA AGT TTC TTT GAT AGA AAG AAA TCA CAA AAG GGG TAT GTT GCT GCC ATT TTG TAC420
I e e R e e R N R R R
HpPop. 121F A s F F D R K X S Q K G Y VvV A A I L Y 140

D Pop.556 GGG GTT AAA GAC CAT TCA AAA AAT GAA ATA AAT CCG CTA AAT ATT TTT TTT TTT TAT TTT 615

e R R
H Pop.186 G v K D H S K N E

N P L N I F F F Y G 208

D Pop.556 GGG GTT AAA GAC CAT TCA AAA AAT GAA ATA AAT CCG CTA AAT ATT TTT TTT TTT TAT TTT 615

R R R
H Pop.186 G v K D H S K N E

N P L N I F F F Y G 208

D: Dayanikli populasyon, H: Hassas populasyon
4. Sonug

Diinya genelinde yabanci otlarla istisnasiz her yil
miicadele edilmesine ve miicadelede yogun bir herbisit
kullanilmasina ragmen %?25-35 arasinda degisen bir
iiriin kayb1 yasanmaktadir (Ozer, 1993; Vencill ve ark.,
1993; Radosevich ve Holt, 1984; Savary ve ark., 1997;
2000). Herhangi bir kontrol metodu uygulanmadigi
taktirde, degisik kiiltiir bitkilerinde bu oranin %45 ile
%90 arasinda ekolojik ve iklimsel sartlara bagl olarak
degistigi bildirilmistir (Ampong-Nyarko ve De Data,
1991; Moody, 1996). Bircok iilkede oldugu gibi
iilkemizde de bugdayda yabanc1 ot miicadelesi dogrudan
herbisitlere bagiml olarak siirdiiriilmektedir. Bugdayin
genis ekim alani buldugu Orta ve Bati Karadeniz ile
Orta Anadolu Bédlgelerinde genis yaprakli yabanci
otlardan en ¢ok sorun teskil eden tiirlerden olan B.
radians (Mennan ve Uygur, 1994; Tastan, 1998)
miicadelesinde yogun olarak kullanilan ALS inhibitori
herbisitlerin etkisiz kaldiklarina dair son zamanlarda
baz1 gozlemler ve giftci sikayetleri s6z konusudur. Bu
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baglamda degerlendirildiginde yabanci ot kontroliinden
iyi ve etkin bir sonu¢ almak i¢in sorunlarin ¢ok iyi
bilinmesine ve dogru tespit edilmesine ihtiyag
bulundugu yargisindan yola ¢ikarak ALS inhibitorii
herbisitlere  dayanikliligin  aydinlatilmas1  yoniinde
caligilan tiire ait dayaniklilik bulgusu belirlenmistir.
Bifora radians’den toplam 1371 populasyon
toplanmig ve bunun 324 populasyonu ALS inhibitori
olan cyclosulfamuron, dicamba+triasulfuron,
metsulfuron methyl, terbutryn-+triasulfuron, tribenuron-
methyl, thifensulfuron methyl+tribenuron methyl,
mesosulfuron methyl+iodosulfuron methyl sodium,
flumetsulam+ florasulam, aminopyralid+florasulam’a
karst  doz-etki c¢aligmalarmma  alinmistir.  Bunun
sonucunda  cyclosulfamuron, dicamba+triasulfuron,
metsulfuron methyl, terbutrynt+triasulfuron’a kars
herhangi bir dayanikli populasyon tespit edilememis
ancak etki kaybmin oldugu ortaya konmustur.
Dayaniklihigin belirlendigi 22 populasyon, sadece etki
kaybinin  goriildiigli  herbisitler  disindaki  diger
herbisitlere tavsiye edilen dozunun iki katinda dahi
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kontrol altina alinamamis ve dayamkli olarak kabul
edilmistir.  Dayanikliligin ~ belirlendigi  herbisitler
dayanikli populasyon sayist noktasinda ayri ayri
incelendiginde aralarinda  belirgin  bir farkliliga
rastlanilmamigtir.  Dayanikliligin =~ yayillm  durumu
gozden gegirildiginde sorunun ¢aligma alanini kapsayan
her iki bdlgede var oldugu ancak iller bazinda
degerlendirildiginde ise Sinop, Bartin, Zonguldak ve
Bolu’da bu herbisitlere karsi herhangi bir dayaniklilik
riskinin  bulunmadigr  gorillmistir. B. radians’in
herbisitlere dayanikliligi ile ilgili diinya literatiiriinde de
herhangi bir bilgi mevcut degildir.

Diinya geneline bakildiginda herbisitlere
dayaniklilik  sorunun her yil artarak katlandig:
goriilmektedir. Ulkemizde ise birkac yabanci otla sinirl
kaldig1 goziken dayaniklilik problemi (Anonymous
2016b; Demirci ve Nemli, 1996; 1997; Uludag, 2003;
Aksoy ve ark., 2004) gelecek yillarda bir ¢ok kiiltiir
bitkisinde kendini gostererek tehdit edecek boyutlara
ulagabilecektir. Calisma ¢iktilar1 ele alindiginda B.
radians  i¢in  dayamiklilik  sorunun  yayginlik
kazanmadigi ancak etkinlik azalmasina bir¢cok
populasyonda rastlanildig1 bu tiirlerin dayaniklilik meyli
tagidigini isaret etmektedir.

Yapilan baz dizisi analiz sonuglarma gore
herbisitlere dayanikliligin populasyonlarindaki
metabolik dayanikliliktan ileri geldigi tespit edilmistir.
Ayn etkili maddenin veya ayni etki mekanizmasina
sahip herbisitlerin uzun siire belirli bir alanda
kullanilmas1 sonucu yabanci otlarda dayanikliliga neden
oldugu bilinmektedir (Delye ve ark., 2005). ALS
inhibit6rii herbisitlerin yabanci otlardaki dayanikliligina
birgok mekanizma yol acarken bunlar igerisinde en
onemli olani bu enzimin DNA sekans kodunda meydana
gelen mutasyonlaridir (Devine ve Shukla, 2001;
Grassel, 2002). Bu olayda herbisitlerin hedef proteine
baglanmas1 engellenmekte ve dayaniklilik ortaya
cikmaktadir. Mutasyon tespitinde diinyada birgok
aragtirmada oldugu gibi yabanci ot c¢aligmalarinda da
model bitki olarak Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
kullanilmaktadir. A. thaliana standart alinarak daha
once yapilan gen sekans calismalari 6 dogal ALS gen
mutasyonunu rapor etmektedir (Boutsalis ve ark., 1999).
Buna gore mutasyonun gerceklestigi aminoasit bolgeleri
su sekildedir. Treonin (Thr) ile Alanin 122 (Ala)
arasinda, ¢esitli aminoasitler ile Prolin 197 (Pro)
arasinda, Valin (Val) ile Alanin 205 arasinda, Glutamin
(Glu) ile Aspartik asit 376 (Asp), Losin ile (Leu)
Triptofan 574 (Trp) ve Treonin yada Asparajin ile Serin
653 (Ser) arasinda gerceklesmektedir (Guttieri ve ark.,
1995; Tranel ve Wright, 2002; Milliman ve ark., 2003;
Christoffers ve ark., 2006; Preston ve ark., 2006;
Whaley ve ark., 2007). Bifora radians igin
gergeklestirilen sekans taramasinda ise yorumlanabilir
sonuglarin elde edildigi baz dizilerinde Alal22 ve
Prol97 pozisyonlar: yine mutasyon varliginin mevcut
olmadigint gostermistir. Bu bilgilar 1s18imnda dayanikli
populasyonlardaki dayanikliligin sebebinin hedef bolge
dayaniklilig1 olarak ifade edilen genetik dayanikliliktan

kaynaklanmadigt metabolik dayamiklilik olgusunun
mevcudiyeti yargisina ulagilmistir.
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