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OZET

TURKIYE’DE EKiMI YAYGIN OLARAK YAPILAN CELTIK
CESITLERINDE IMI HERBISIiT TOLERANSLARININ
KARSILASTIRILMASI

Selim SERDAR

Bu tez calismasinda, iilkemizde yaygin olarak ekimi yapilan IMI toleranssiz
Osmancik-97 ile IMI toleranslt Yaprak CL, Degirmen CL, Reis CL ve Ormanli CL
celtik cesitlerinin, imazamoks etken maddeli IMI herbisite kars1 gosterdikleri tolerans
diizeyleri karsilastirilmasi amaglanmaktadir. Toleransli ve toleranssiz ¢eltik tohumlars,
T.C. istanbul Kiiltiir Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’ne ait iklim
odasinda ¢imlendirilerek bitkiler elde edilmistir. Deney grubu bitkilerine %1,5, %3,
%4,5 ve %6 konsantrasyonlarinda imazamoks uygulanmis, en etkili dozun %4,5
oldugu belirlenmistir. Bu doz, gelisimin 25. giinlinde Yoshida besin ¢ozeltisi ile
toleransli ve toleranssiz bitkilere uygulanmistir.

Hasat zamani olarak belirlenen 29. giinde (2-3’lii yaprakli evre), IMI toleransh ve
toleranssiz celtik bitkilerinin yapraklarinda herbisit uygulamasma karst olusan
biyokimyasal tepkileri degerlendirmek amaciyla, lipid peroksidasyonu (MDA diizeyi)
ile fotosentetik pigment konsantrasyonlar1 (klorofil-a, klorofil-b, toplam klorofil ve
karotenoid) analiz edilmistir. Bitki gelisimi ve morfolojik &zelliklerin
degerlendirilmesi i¢in ise ortalama bitki boyu ve yas agirliklar dlciilmiistiir. Yaprak
dokularindan izole edilen RNA’lar kullanilarak, %4,5 imazamoks uygulamasina kars1
OsALS ve OsNAL1 genlerinin anlatim profilleri qRT-PZR yontemi ile belirlenmistir.
Lipid peroksidasyonu gostergesi MDA diizeyi tiim celtik cesitlerinde artmis, en
yiiksek deger 0,089 pumol.g'TA ile Yaprak CL cesidinde lciilmiistiir. Klorofil-a,
klorofil-b ve toplam klorofil diizeyleri tiim ¢esitlerde azalmistir. Karotenoid diizeyi ise
Ormanli CL, Degirmen CL ve Yaprak CL ¢esitlerinde sabit kalirken Osmancik-97 ve
Reis CL’de diigsmiistiir.

OsALS gen anlatimi, Osmancik-97, Ormanli CL ve Reis CL cesitlerinde anlamli
sekilde azalmig, Degirmen CL’de degismemis, Yaprak CL’de ise 1,6 kat artmustir.
Benzer sekilde, OsNAL1 gen anlatimi1 Osmancik-97’de sabit kalmis, diger ii¢ ¢esitte
azalmis, Yaprak CL’de ise 1,4 kat artig gostermistir.

Sonug olarak, lipid peroksidasyonu, fotosentetik pigment diizeyleri ile OsALS ve
OsNAL1 gen anlatimlar1 degerlendirildiginde, yalnizca Yaprak CL ¢esidinin
imazamoksa karsi etkin tolerans gosterdigi, diger cesitlerin ise bu 6zelligi yeterli
diizeyde gostermedigi belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Celtik, IMI tolerans, ALS, qRT-PZR
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ABSTRACT

COMPARISON OF IMI HERBICIDE TOLERANCES IN RICE VARIETIES
WIDELY PLANTED IN TURKEY

Selim SERDAR

This thesis study aims to compare the tolerance levels of IMI-resistant Osmancik 97
rice variety , which is widely planted in our country, with IMI-resistant Yaprak CL,
Degirmen CL, Reis CL and Ormanli CL rice varieties against IMI herbicide with the
active ingredient of imazamox. Resistant and non-resistant rice seeds were germinated
in the climate chamber of the Department of Molecular Biology and Genetics of
Istanbul Kiiltiir University and as a result plants were obtained. Imazamox was applied
to the experimental group plants at concentrations of 1.5%, 3%, 4.5% and 6%, and the
most effective concentration was determined to be 4.5%. This concentration was
applied to resistant and non-resistant plants with Yoshida nutrient solution on the 25th
day of development.

On the 29th day which was determined as the harvest time (2-3 leaf stage), the lipid
peroxidation (MDA level) and the photosynthetic pigment concentrations
(chlorophyll-a, chlorophyll-b, total chlorophyll and carotenoid) were analyzed in order
to evaluate the biochemical responses to herbicide application in the leaves of IMI-
resistant and non-resistant rice plants. The average plant height and fresh weights were
measured to evaluate the plant development and morphological characteristics. Using
RNA:s, isolated from leaf tissues, the expression profiles of OSALS and OsNALT1 genes
against 4.5% imazamox application were determined by qRT-PCR method.

The lipid peroxidation indicator MDA levels were increased in all rice varieties, the
highest value was measured in Yaprak CL variety with 0.089 pmol.g'TA.
Chlorophyll-a, chlorophyll-b and total chlorophyll levels decreased in all varieties.
Carotenoid levels were not statistically changed in Ormanli CL, Degirmen CL ve
Yaprak CL varieties, while they were decreased in Osmancik-97 and Reis CL.
OsALS gene expression decreased significantly in Osmancik-97, Ormanli CL and Reis
CL varieties, did not change in Degirmen CL, and increased 1.6 fold in Yaprak CL.
Similarly, OsNALI1 gene expression remained stable in Osmancik-97, decreased in the
other three varieties, and increased 1.4 fold in Yaprak CL.

As aresult, when the lipid peroxidation, the photosynthetic pigment levels and OsALS
and OsNAL1 gene expressions were evaluated together, it was determined that only
Yaprak CL variety showed effective resistance to imazamox, while other varieties did
not show this feature at a sufficient level.

Key Words: Rice, IMI tolerance, ALS, qRT-PCR
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1. GIRiS

Insanligin yerlesik yasama ge¢mesinde tarmmsal faaliyetlerin oldukg¢a biiyiik énemi
bulunmaktadir. Yapilan arkeolojik ¢alismalar tarimin 10.000-12.000 yil dncesinde
basladigini, tarimla birlikte insanligin yerli bitki ortiisti yerine kendi ihtiyaglarina gore

bitkileri tercih ederek ekosistemler iizerindeki etkisini artirdig1 gérilmektedir [1].

Poaceae familyasindan olan ¢eltik (Oryza sativa L.) en eski kiiltiirii yapilan tahil
bitkilerinden bir tanesidir. Su i¢inde ¢imlenebilen, kdk yapist sudaki ¢oziinmiis
oksijenden faydalanmay saglayacak sekilde farklilagmistir. Karbonhidrat bakimindan
oldukca zengin, sindirimi kolay proteine sahip; fosfor, demir, kalsiyum ile diisiik
oranda vitamin i¢eren tahil lirlinleri i¢erisinde bugdaydan sonra gelen 6nemli bir besin
kaynagidir [2]. Tahillar, beslenme ve gida endiistrisi agisindan temel kaynaklar
arasinda bulunup; basta fermente igecekler, un, yag ve ¢esitli islenmis tiriinler olmak
tizere, cesitli alanlarda hammadde olarak ve bu yonii agisindan genis bir kullanim

alanina sahiptir.

Birlesmis Milletler’in 2022 yilinda yayimladigi rapora gore [3] diinya niifusunun
2022’de 8 milyara, 2030’ta 8,5 milyara, 2050’de 9,7 milyar, 2100°de 10,4 milyara
ulagsmas1 beklenmektedir. Uluslararasi alanda Birlesmis Milletler ve Avrupa Birligi
(AB), niifus konusunda iilkeler aras1 karsilastirilabilir istatistikler elde etmek i¢in sonu
0’ ile biten yillara yakin yillarda iilkelerin niifus ve konut sayimi yapmalarini
onermektedir. Bu kapsamda, Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) tarafindan AB
tiyeleriyle uyumlu sekilde idari kayitlarin temel alindigi “’Niifus ve Konut Sayimi

(NKS)*’ gerekli yillarda yapilmaktadir.

Cumhuriyetin ilk yillarinda 1927 yilinda yapilan genel niifus sayimina gore Tiirkiye
niifusu 13 milyon 648 bin 280 kisi, Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 8 Subat 2024
raporuna gore Tiirkiye niifusunun 2023 yilinda 85 milyon 372 bin 377 kisiye ulastig1
belirlenmistir [4]. Tahil ve lilkemizde artan niifus g6z 6niinde bulunduruldugunda tahil
iirtinleri ile geltik tarrminin 6nemi her gegen giin artacaktir. TUIK 2024 bitkisel iiretim
verilerine gore tahil ve diger bitkisel iirtinlerin tiretimi 2021 yilinda 61,7 milyon ton,
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2022 yilinda 68,2 milyon ton, 2023 yilinda 77,7 ton ¢eltik tiretiminin ise 2021 yilinda
tahil ve diger bitkisel {iriinler arasinda %1,6, 2022 yilinda %1,4, 2023 yilinda %0,66
oldugu belirlenmistir [5].

Celtik diinyada 7 milyar insanin yarisindan fazlasi i¢in besin kaynag1 olarak gérev
yapan 0nemli bir tahil tirtiniidiir [6]. Kiiresel iklim degisikligi etkisiyle meydana gelen
iklimsel degisimler ¢eltik bitkisinin gelisimini etkileyen birgok biyotik ve abiyotik
stres faktorlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Celtik iiretiminde kuraklik, sel,
su altinda kalma, tuzluluk, sicak ve soguk gibi abiyotik stres faktdrleri tiriin kalitesinin
diismesine ve verim kaybina yol agmaktadir [7]. Celtik gelisimini etkileyen diger
abiyotik faktorler arasinda asir1 151k seviyeleri (diislik veya yiiksek), radyasyon (UV-
A, UV-B), sicaklik (1s1 soku veya donma), kimyasal faktorler (agir metaller, pH,
tuzluluk, gerekli makro ve mikro elementlerde yetersizlik), gaz kirleticileri (ozon,
stilfiir oksit), mekanik faktorler (kuvvetli riizgar) siralanabilir. Bitki ekosistemlerine
yerleserek hizlica ¢ogalan yabanci otlar bitki gelisimini etkileyen biyotik faktorlerin
basinda gelmektedir. Yabanci otlar, celtik yetistirilen bolgelerde miicadelesi zor
biyotik faktorlerden bir tanesi olup miicadele edilmedigi takdirde yetistiricilik
sistemlerine, celtik ¢esitlerine zarar verip yaklasik %40’tan fazla verim kaybina yol

acabilmektedir [8].

Iklimsel kosullarin degismesi, diinyadaki ulasim agmin genislemesiyle istilaci tiirler
ve yabanci otlarin yayilis alanlar1 her gecen giin artmaktadir. Farkli cografik alanlar
arasinda yayilis gosteren yabanci otlarla miicadelede etmek i¢in yeni herbisitlerin kesfi
her gecen gilin zorlasmakta ve yeni etkiye sahip bitkisel ilaglarin bulunmasi daha da
zorlagmaktadir. 1940’11 yillarda yeni bir herbisit kesfi i¢in 500 farkli bilesigi incelemek
gerekirken bugiin bu say1 500.000 bilesik olarak ifade edilmektedir [9].

Celtik ekim alanlarinin olduk¢a genis yer kapladigi Avrupa, Amerika, Asya
tilkelerindeki yanci otlar incelendiginde Echinochloa, Cyperus ve Alisama cinsine ait
tiirlerin oldukca dikkat ¢ektigi ve bu cinslere ait yabanci otlarla miicadelenin zor
oldugu goriilmektedir [10]. Biiyilk cogunlugu yabani ot olarak kabul edilen
Echinochloa cinsinin 250’den fazla tiiri olup bunlarin igerisinde en yaygin olanlari
Echinochloa crus-galli L., E. oryzicola (Vasinger), E. oryzoides, E. kolonia L., E.
phyllopogon tiirleri gelmektedir [11]. Cyperus difformis geltik verimini %22-43

oraninda diisiiren énemli yabani otlar arasinda yer almaktadir [12]. Ulkemizde celtik
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tiretiminin %95°1 Marmara ve Karadeniz bolgelerinde, %5°1 Akdeniz ve Gilineydogu
Anadolu bdlgelerinde yapilmakta olup E. oryzoides, E. crus-galli, C. difformis, A.

plantago-aquatica geltik liretim alanlarinda yaygin olarak goriilmektedir [13].

Herbisitler; yabanci otlarin, tarimsal alanlarda istenmeyen bitkilerin biiyiimesi ve
gelisimiyle ilgili ¢esitli metabolik ya da fizyolojik evrelerde gorev yapan onemli
enzimlerin etkilerini énleyen kimyasal maddelerin geneline denir. Ozellikle yabanci
otlar celtik bitkisi ile su, mineral, 151k gibi ekolojik kaynaklar i¢in rekabete girerek
celtik gelisimini olumsuz yonde etkileyerek tarimsal verimliligin diismesine yol agar.
IMI grup herbisitler diinya genelinde segici toksite ilkesine olduk¢a uygundur [14].
IMI grup herbisitler dall1 zincir amino asitlerden olan valin, 16sin ve izoldsin amino
asitlerinin sentezinde gorev alan AHAS enzimini inhibe etmektedir. AHAS enziminin
aktivitesi hayvanlarda bulunmazken bitkilerin genelinde tespit edilmistir [15]. Bu
gruptaki herbisitler diger herbisitlere oranla daha diisiik konsantrasyonda etki gosterir

[16].

Herhangi bir yabanci gen eklenmeden EMS (etil metan siilfonat) mutasyonu ve geri
melezleme yontemiyle hibrit CL (Clearfield) ¢eltik ¢esitleri gelistirilmistir [17]. IMI
grubu herbsitlerden 6zellikle imazamoks, imazapir, imazapik genis spektrumlu etkileri
ve Ozellikle selektivite Ozellikleri nedeniyle c¢eltik tariminda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu herbisitler AHAS enziminin inhibitorleri olarak goérev yapar ve

hem dar hem de genis yaprakli yabanci otlarin kontroliinde yiiksek etkinlik gdsterir.

Herbisit tolerans teknolojisinin gelismesi ile yabanci otlar ile miicadelede herbisitlere
toleransli, genetigi degistirilmis bir¢ok tarim {riini gelistirilerek, ticarilestirildi [18].
Son dénemlerde diinyada ve iilkemizde Clearfield c¢eltik teknolojisinin gelismesi ile
yabanci otlar ile miicadele oldukga kolaylasti. Bu tez ¢alismasinda lilkemizde yaygin
olarak tarimi yapilan Osmancik-97 c¢eltik ¢esidi ile CL (Clearfield) teknolojisi ile
gelistirilen IMI toleransh Reis CL, Degirmen CL, Ormanli CL, Yaprak CL cesitlerine
imazamoks heribisiti uygulamasimin yapilmasi ile ALS (herbisit hedefi) ve NALI
genleri (yaprak morfolojisiyle iligkili) iizerindeki gen anlatim degisimleri
arastirilacaktir. Boylece, imazamoksun toleransli ve toleransiz g¢eltik cesitleri

metabolizmasina etkileri molekiiler ve morfolojik diizeyde ortaya konulacaktir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. Celtik (Oryza sativa L.)

Celtik (Oryza sativa L.) karbonhidrat, protein, vitamin gibi organik bilesiklerin
yaninda bakir gibi 6nemli mineralleri icermesi sebebiyle tarimi yapilan bitkiler
arasinda ilk siralarda yer almaktadir [2]. Yapilan arkelojik ¢aligmalar celtik, bugday
(Triticum aestivum) ve misir (Zea mays ssp.) tariminin 5000 ile 10000 y1l 6ncesine
dayandigin1 gostermektedir [19]. Insan beslenmesinde 6nemli bir yeri olan celtigin
tariminin ilk olarak M.O. 3000°li y1llarda Hindistan’da baslamis oldugu ve oradan Orta
Cag’da Avrupa’ya yayilis gosterdigi belirlenmistir. Tiirkiye’ye ise Misir tizerinden
giris yaptig1 ve 500 yillik bir gegmise sahip oldugu diisiiniilmektedir [20] Poaceae
ailesinin bir iiyesi olan ¢eltigin 347 cins ve 2239 taksona sahip oldugu bilinmektedir
[2]. Celtik bitkisinin Oryza rufipogon ve Oryza nivara yabani tiirlerinden kdken aldigi,
ilk ¢esitlerinin Cin (O. sinica), Hindistan (O. indica) ve Endonezya’da (O. javanica)
yetistirildigi bilinmektedir [21]. Gliniimiizde, tespit edilen 25 celtik tiirii olup
bunlardan Oryza sativa ile Oryza glaberrima’nin kiiltiirii yapilabilmektedir [22].
Celtigin haploid 12 kromozoma (n =12) sahiptir. Bunun yaninda diploid ve tetraploid
tirleride bulunmaktadir. Kiiltiirii yapilan O. sativa ile O. glaberrima diploid 24

kromozoma sahiptir [23].

Celtik, siiper kita Gondwana’dan Asya ve Afrika kitalarina yayilmistir [24]. Tarimsal
alanlarda yaygin olarak Asya celtigi O. sativa ile Afrika geltigi O. glaberrima tiirleri
yetistirilmektedir. O. sativa tim diinyada, O. glaberrima ise ekolojik kosullardan
dolay1 diinyada daha smirli bolgelerde yetistirilir. O. sativa, O. rufipogon yabani

tiriinden; O. glaberrima ise O. longistaminata yabani tiirlinden farklilasmistir [25].

Cesitli ekolojik kosullara bagl olarak Giiney, Giineydogu ve Dogu Asya’nin farkh
bolgelerinde indica, japonica ve javanica olarak adlandirilan geltik ekotipleri ortaya

cikmigtir [26]. Celtigin 6nemli alt tiirlerinden bir tanesi olan japonica stres direnci,
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soguga toleransi, tohum kalitesi gibi baz1 fizyolojik 6zellikler bakimindan indica alt
tiiriinden farklilik gosterir [27]. javanica olarak da adlandirilan tropikal japonica alt
tiiri bitki boyu, tane uzunlugu, tane genisligi ve salkim uzunlugu gibi verimle ilgili

bilgi veren 6zellikler agisindan indica alt tiirtinden farkliliklar gosterir [28].

Celtik bitkisi genellikle kendi kendine dollenme 6zelligi olan, monokaotil, tek yillik bir
kisa giin bitkisidir. Olgunlagsmis olan ¢eltik embriyosu dikotillerin aksine skutellum
olarak adlandirilan endosperm dokusu igeren bir tane biiyiik kotiledona sahiptir.
Skutellum, endosperde depolanan karbonhidratlar1 biriktirerek ¢imlenme siirecinde
embriyoya destek olur. Embriyo gelistikce, hiicre boliinmesi kademeli olarak siirgiiniin
apikal meristemiyle sinirlanarak skutellumun bir tarafindan ortaya ¢ikar. Apikal
meristemler, embriyonun alt ucundan radikulayi, {ist ucundan plumulay1 olusturur.
Radikula koleoriza, plumula ise koleoptil tarafindan korunmaktadir (Sekil 2.1). Celtik
bitkisinin ¢imlenmesinden c¢iceklenmesine kadar {i¢ ay silire gerekir [29]. Celtik
bitkisinin ¢i¢ekleri bir karpel, alt1 stamen, iki lodikiil, iki asimetrik kavuz (lemma ve
palea) tasimaktadir. Sekil 2.2°de gorildiigii gibi c¢eltik bitkisinin ¢igekleri petal
icermemektedir [29]. Celtik, genom projesi ilk tamamlanan, en kiigiik genoma (389
Mb) sahip tahil bitkisidir [2]. Bu 6zelligi sayesinde monokotil bitkilerin genom

caligmalar1 i¢in model bitki gorevi gormektedir [30].
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Sekil 2.1 Celtik tohumunun anatomik yapisi [29].
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Sekil 2.2 Celtik ¢iceginin anatomik yapis1 [29].

En biiyiik bileseni karbonhidrat olan ¢eltik tiamin, niasin, riboflavin, D vitamini,
magnezyum, fosfor, demir ve kalsiyum bakimindan oldukca zengindir [2]. Tahillar
arasinda sindirimi en kolay proteini igerip, yag ig¢erigi bakimindan doymamais yag asidi
orani oldukga yiiksektir. Celtik ¢esitleri gluten icermediginden gluten tiiketemeyen

bireyler i¢in 6nemli besin kaynaklar1 arasinda yer almaktadir.

Celtik besin igerigi ve degeri bakimindan 6nemli tahil iiriinlerinin basinda gelip
Tirkiye’de tiiketim orami oldukca yiiksek seviyededir. 2021 yili ve sonrasinda
ortalama TUIK verilerine gore iilkemizde celtik {iretiminin y1llik 1 milyon tona ulastig
kisi basi ortalama celtik tiiketimi 10 kilograma ulasmistir. TUIK verilerine gére
tilkemizde bolgelere ve illere gore celtik iiretimi degerlendirildiginde 2021 yili
itibariyle; %70,2 oraninda Marmara Bolgesinde, %19,4 oraninda Karadeniz
Bolgesinde, %8,6 oraninda i¢ Anadolu Bélgesinde, %1,8 oraninda ise diger bolgelerde
iiretildigi bilinmektedir. Illere gore celtik iiretiminin %40,2’sinin Edirne, %15,3 niin

Samsun, %13,7’sinin ise Balikesir illerinde yapilmaktadir.



2.1.1. Clearfield (CL) Celtik

Yabani ¢eltik kiiltiirli yapilan ¢eltikle (Oryza sativa L.) ayni cins ve tiire ait oldugundan
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal agidan ¢ok sayida benzer 6zellige sahiptir.
Celtik ile ayn1 alanlarda yetigebilen, tarimsal agidan iirlin kaybina yol agan, ¢eltikle
rekabete giren, celtik tarlalarini iggal eden yabani ot tiirleri mevcuttur. Tarimsal
alanlarda ekimi yapilan celtige zarar vermeden yabani otlarin ¢ogalmasinin kontrol
edilmesi oldukca zordur. Yabani otlar ile kiiltiirii yapilan ¢eltik yakin tlirden
olduklarinda ¢ok sayida ortak fizyolojik 6zelliklere sahip olurlar. Bundan dolay1 tarim
alanlarinda yabani ot ile miicadele etmek oldukca zorlagsmaktadir [31]. Bu sebeple
yabani otlar1 yok eden herbisitler kiiltiirii yapilan celtige de zarar vermektedir [17].
Herhangi bir yabanci gen eklenmeden mutasyonlar ile imidazol (IMI) toleransi olan
Clearfield celtik ¢esitleri gelistirilmistir [32]. IMI toleransli misir ilk defa 1992 yilinda
ticari olarak piyasaya siirlilmustiir [9]. Ticari olarak imidazol herbisitine toleransl
bitkilerin gelistirilmesi ve kullanilmasi tarimsal agidan verimi artirarak yabani otlar ile
miicadeleyi olduk¢a kolay hale getirmistir. Imidazol herbisitine toleransl geltik
cesitleri gelistirmek i¢in ¢eltik tohumlari etil EMS (etil metansiilfonat) uygulamasiyla
ALS (asetolaktat sentaz) enzimini kodlayan gende mutasyon olusumu saglanmistir

[32].

EMS uygulamas ile elde edilen AS3510 tohumlarinin gelistirilmesiyle CL121 ve
CL141 c¢eltik cesitleri elde edilmistir (Sekil 2.3). Clearfield ¢eltik ilk olarak A.B.D.
Louisiana Eyalet Universitesi tarafindan 2002 yilinda CL121 ve CL141 olarak

piyasaya siiriilerek ticarilestirilmistir [9].
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Sekil 2.3 Celtik, CL121 ve CL141 gelistirilmesi; (A) etil metansiilfonat (EMS)
uygulamasi ile mutasyona ugratilmis AS3510 (Mo) tohumlarmin gelistirilmesi
saglanmistir, (B) Mutasyona ugratilmis AS3510’un M tohumlart iiretmek tizere kendi
kendine tozlasmasina izin verilmistir, (C) Mz fideleri imazetapir puskirtiilerek hayatta
tek basina kalan 93-AS3510 elde edilmistir. Imazetapire toleransli olan 93-AS3510
mutanti ata celtikler olarak sirasiyla Cocodrie ve Maybelle ile hibridizasyon yoluyla
CL121 ve CL141 gesitleri elde edilmistir [32].

Celtik tariminin yogun olarak yapildigi Asya, Amerika ve Avrupa tlkelerinde
Echinochloa cinsine ait yabanci ot tiirlerinin yogun olarak bulundugu ve kontrollerinin
oldukca gii¢ oldugu bildirilmektedir. Echinochloa cinsine ait olan ve bir¢ok iilkede
goriilen E. oryzicola Vasinger. [syn: E. phyllopogon] ile istila siireci tam olarak
bilinmeyen kirmizi celtik olarak da adlandirilan Oryza sativa L. Marmara ve
Karadeniz bolgelerinde goriilmektedir [33]. Tiirkiye ve celtik tariminin yapildigi
birgok iilkede kirmizi ¢eltik gibi yabanci ve istilact otlarla miicadeleyi kolaylastiran
IMI grubu herbisitlerin kullanim1 olduk¢a yaygin hale gelmistir. Tiirkiye’de Trakya
Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan geri melezleme yontemiyle IMI grubu

herbisitlere karsi toleransli olan Clearfield celtik cesitleri gelistirilmistir. Trakya
Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan IMI Cesit x Duragan (Sur CL, IMI 2521 CL),



IMI Cesit x Ece (Koprii CL, Kristal CL, Efsane CL), IMI Cesit x Edirne (Ozgiir CL,
Giines CL), IMI Cesit x Halilbey (Rekor CL, Damla CL, Iskender CL, IMI 2554 CL),
IMI Cesit x Kiziltan (Turbo CL), IMI Cesit x Negis (Pinar CL), IMI Cesit x Osmancik-
97 (Ormanh CL, Degirmen CL, Yaprak CL, Reis CL) melezlerinden IMI toleransh
celtik cesitleri gelistirilmistir. Yapilan bu tez calismasinda Trakya Tarimsal Arastirma
Enstitiisii’'nden saglanan konvansiyonel Osmancik-97, Ormanli CL, Degirmen CL,

Yaprak CL, Reis CL ¢eltik tohumlar1 kullanilmistir.

Osmancik-97, Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisii tarafindan Rocca x Europa
melezinden gelistirilip 1997 yilinda tescil ettirilen bir ¢eltik ¢esididir. Boyu 95 - 100
arasinda cm olup yapraklar dik ve koyu yesildir. Saglam sapli, yatmaya dayanikli,
celtik taneleri sar1 renkli ve uzundur. Celtik 1000 dane agirlig1 33- 34 gr arasindadir.
130- 135 giinde olgunlasan, yiiksek verim potansiyeline sahip, farkli ekolojik kosullara
uyum saglayabilmis bir cesittir. Piring randimant %60 — 65 arasinda, danesi uzun,

cams1 ve mat goriintiste olup piring 1000 dane agirligi 24-25 gr’dir.

Degirmen CL, Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan Osmancik-97 x IMI
cesit geri melezinden gelistirilip 2019 yilinda tescil ettirilen bir geltik ¢esididir. Boyu
95- 100 cm olup yapraklar1 yar1 dik, salkimlar1 yan diisiik yapidadir. Celtik taneleri
sar1 renkli ve uzundur. Celtik 1000 dane agirligi 34- 36 gr arasindadir. 125- 130 giinde
olgunlasip, orta seviyede verim potansiyeline sahiptir. Dekara 800- 1000 kg arsinda
verim potansiyeline sahiptir. IMI grubu yabanci ot ilaglarina dayaniklidir. Bu
durumdan dolay1 IMI grubu yabanci ot ilaglarindan imazamox etkili maddeye sahip
ilaglarin  kullanilmasiyla kirmizi c¢eltik kontroliinde kullanilabilmektedir. Piring
randimant %60 — 65 arasinda, camsi ve mat goriiniiste olup, tane uzunlugu 7,1 mm ve

genisligi 2,7 mm’dir. Piringte 1000 dane agirlig1 26- 27 gr’dir.

Ormanli CL, Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan Osmancik-97 x IMI ¢esit
geri melezinden gelistirilip 2020 yilinda tescil ettirilen bir ¢eltik ¢esididir. Boyu
ortalama 100 cm olup, yapraklar1 yar1 dik, salkimlart yar1 dik yapidadir. Celtik 1000
dane agirlig1 32- 33 gr arasindadir. Arasinda giinde olgunlasan, dekara 800- 1000 kg
arasinda verim potansiyeline sahiptir. IMI grubu yabanci ot ilaglarina dayaniklidir. Bu
durumdan dolay1 IMI grubu yabanci ot ilaglarindan imazamox etkili maddeye sahip

ilaglarin kullanilmasiyla kirmizi celtik kontroliinde kullanilabilmektedir. Piring



randimani %65 — 67 arasinda, cams1 goriiniiste olup, tane uzunlugu ortalama 6,4 mm

ve genisligi 2,7 mm’dir. Piringte 1000 dane agirlig1 23- 25 gr’dir.

Reis CL, Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan Osmancik-97 x IMI c¢esit
geri melezinden gelistirilip 2020 yilinda tescil ettirilen bir ¢eltik ¢esididir. Boyu
ortalama 105 cm olup yapraklart yar1 dik, salkimlar yar1 dik yapidadir. Celtik 1000
dane agirhigi 33- 35 gr’dir. 125- 130 giinde olgunlasan, dekara 800 - 1000 kg arasinda
verim potansiyeline sahip bir ¢esittir. IMI grubu yabanci ot ilaglarina dayaniklidir. Bu
durumdan dolay1 IMI grubu yabanci ot ilaglarindan imazamox etkili maddeye sahip
ilaglarin kullanilmasiyla kirmizi celtik kontroliinde kullanilabilmektedir. Piring
randimant %63- 68 cams1 goriiniiste olup tane uzunlugu ortalama 6,3 mm ve genisligi

2,8 mm’dir. Piringte 1000 dane agirligi 23- 25 gr’dir.

Yaprak CL, Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan Osmancik-97 x IMI ¢esit
geri melezinden gelistirilip 2021 yilinda tescil ettirilen bir ¢eltik ¢esididir. Boyu
ortalama 80- 85 cm olan bir ¢eltik ¢esididir. Celtik 1000 dane agirlig1 ortalama 30
grdir. 125- 130 giinde olgunlasmaktadir. Dekara 750- 900 kg arasinda verim
potansiyeline sahiptir. IMI grubu yabanct ot ilaclarmma dayaniklidir. Bu durumdan
dolay1 IMI grubu yabanci ot ilaglarindan imazamox etkili maddeye sahip ilaglarin
kullanilmasiyla kirmizi ¢eltik kontroliinde kullanilabilmektedir. Piring randimani 23-
— 65 arasinda, camsi goriiniislii olup tane uzunlugu ortalama 6,1 mm ve genisligi 2,7

mm, piringte 1000 dane agirlig1 ortalama 23 - 24 gr’dr.

2.2. Bitkilerde Stres

Tiim canlilarda oldugu gibi bitkiler de yasadiklar1 ekosistemin biyotik ve abiyotik
bilesenleri ile siirekli etkilesim halindedir. Ekosistemlerin biyotik ve abiyotik
bilesenlerde meydana gelebilecek herhangi bir degisim, bitki biiyiime ve gelisimini de
olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Biyotik ve abiyotik stres etmenlerinin etkisi
altinda bitkilerde ortaya c¢ikan degisimler stres olarak ifade edilmektedir [34].
Biyolojik anlamdaki stres kavrami fizik biliminden tiiretilmis bir tanimdir. Buna gore
fiziksel stres, herhangi bir nesneye uygulanan kuvvettir. Gerilim ise nesnenin
ebatlarinda olusan degisimdir. Bu tanimdan yola ¢ikarak, ekolojik anlamda stres bitki

dogal yasam alani i¢inde metabolik i¢ dengeyi bozan ya da degistiren, biiylime
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durumunda herhangi bir degisiklik olarak tanimlanmaktadir [35]. Strese yol agan
faktorlere stres faktorii adi verilir. Stres faktorleri, canli (biyotik) ve cansiz (abiyotik)
olabilmektedir [36]. Stres faktorlerine bagli olarak canli bireyler {izerinde biyolojik
gerilimlerin de goriilmesi beklenmektedir. Biyolojik gerilim, bitki metabolizmasi ve
morfolojisindeki degisimler ve biiylimedeki azalma olarak yorumlanabilir. Bitkiler
yasadiklar1 ortamlardaki faktorlere karst maksimum seviyede yanit verebiliyorsa,
cevresel faktorler tarafindan stres boyutunda etkilenmeye baslamamis demektir [37].
Tersine faktorlerde, uygun degerlerin disinda gelisen degisimler, gerilim etkisiyle
bitkinin cevap verme seviyesinde degisimlere yol acarsa, bu durum stres olarak ifade
edilir [38]. Bitkileri etkileyen biyotik ve abiyotik stres faktorleri bitkilerin metabolik,
fizyolojik ve morfolojik gelisimlerini olumsuz yonde etkiledigi i¢in {iriin miktar1 ve
kalitesi onemli Ol¢iide azalmaktadir [36]. Tablo.2.1°de bitkilerin en yaygin maruz

kaldig1 biyotik ve abiyotik stres etmenleri listelenmistir.

Tablo 2.1 Bitkilerde stres faktorleri [34].

Abiyotik etmenler Biyotik etmenler
Fiziksel etmenler Kimyasal etmenler
Kuraklik Hava kirliligi Yabanci bitkiler
Sicaklik Bitki besin elementleri ~ Bocekler
Su baskini Pestisitler Mikroorganizmalar

(virlis, bakteri, mantar)

Mekanik etkiler (riizgar, kar
Toksinler Hayvanlar
ve buz ortiisii)

Radyasyon Tuzlar Hastaliklar

Toprak ¢ozeltisi pH’si

2.2.1. Abiyotik Stres Faktorleri

Bitkilerde cansiz stres tepkilerini anlamak, bitki aragtirmalarinda 6nemli ve zorlu bir
konudur. Abiyotik stres faktorleri tarimsal faaliyetlerin aksamasina yol agarak dnemli
derecede iirlin kaybina ve ¢evrenin bozulmasina yol acabilen onemli tehditlerdir.
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Abiyotik stres faktorleri, karmasik cevresel sartlarin sebep oldugu cesitli etmenleri
kapsar [39]. Abiyotik streslere kars1 tolerans, tiim bitkide ve hiicresel seviyelerde ¢cok
karmasik bir yap1 sergiler [40]. Bu durum kismen stres faktorleri ile bitki bliyiimesini
ve gelisimini etkileyen ¢esitli molekiiler, biyokimyasal ve fizyolojik olaylar arasindaki
etkilesimlerin karmasikligindan kaynaklanmaktadir. Abiyotik stres faktorleri birbirleri
ile yakindan iligkili olup bitkilerde benzer hasarlara yol agabilir [41]. Ornegin,
mevsimsel olmasina ragmen soguk stresi kuraklik stresi ile benzer fizyolojik etki
gostermektedir. Suyun donmasiyla igerisinde bulunan ¢6ziinmiis madde derisimi artar
ve buna bagl olarak su kitlig1 ortaya ¢ikar [42]. Bitkiler abiyotik ve biyotik stres
faktorlerine karst koyma ve hayatta kalabilme ozelliklerine sahiptir. Bitkiler stres
etkilerine genellikle dort asamali bir cevap olustururlar. Bu cevaplar baslangic alarm
evresi, aklimasyon evresi, onarim evresi ve tilkkenme evresi (Sekil 2.4.) olarak

siralanabilir.

Baslangi¢ alarm evresi stres tepkisinin ilk evresidir. Strese duyarli uyarici yollar ile
oksidatif stresin baslangi¢ evresi olup stres toleransi diismeye baslar. Aklimasyon
evresi birkag¢ gilin siirmekte olup stres toleransini yiikseltir. Stres koruyucusu saperon
proteinleri ile antioksidanlar, karotenoidler, tokofenol (prolin ve glisinbetain)
bilesiklerinin sentezi yapilarak stres altindaki bitkinin yeni homeostatik dengesi
olusturulmaya calisilir. Onarim evresinde bitkinin stres toleransi sabit olup saperon
gibi koruyucu proteinlerin bozulmasina yol acan siirecin etkin hale geldigi evredir.
Tiikenme evresi stres kaynakli homeostasinin korunamadigi, stresle miicadelenin en
uzun siirdiigii evre olup, ¢evre sartlarinin normale donmesiyle homeostatik dengenin

yeniden saglandig1 gozlemlenebilir.

Abiyotik stres faktorlerine karsi bitki tepkileri i¢in sinyal iletim yolunun genel
bilesenleri arasinda sinyal algisi i¢in reseptor kinazlar, sinyal amplifikasyonu ig¢in
ikinci haberciler, bir dizi sinyal iletim bileseni ve transkripsiyon faktorleri siralanabilir

[43].
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Sekil 2.4 Abiyotik stres faktorlerine karsi bitki cevaplarinin dinamikleri [44].

Meteorolojik anlamda kuraklik; toprakta bulunan suyun bitki gelisiminde yetersiz
kalmasi ile bitki gelisiminde aksamaya yol acacak kadar uzun siiren yagissiz donem
olarak ifade edilebilir. Yagissiz donemde kurakligin  ortaya c¢ikmasi
evapotranspirasyon hizi ile topragin su tutma kapasitesine baghdir [45]. Bitkiler
tarafindan geri doniisiimlii ya da geri doniisiimsiiz cevap olusturmaya yol agabilen
stres faktorleri, suyun yasam ortaminda az olmasi (fiziksel kuraklik) veya donma,
mineral azlig1 ya da fazlalii, toprakta su birikimi sebebiyle bitki tarafindan topraktan
yeterli oranda su alinamamasindan (fizyolojik kuraklik) kaynaklanir [46]. Fiziksel
kuraklik streslerinde bitki fizyolojisi bakimindan ortak 6zelligi negatif su potansiyeli
goriilmesidir. Yasam alaninda suyun azalmasina bagli olarak protoplazmada meydana
gelen negatif su potansiyeli etkisiyle gelisen durum stres olup, su yetersizligi stres
toleransi tiim bitki tiirlerinde goriiliir [47]. Fizyolojik kuraklik durumunda sogugun
bitkilerde fiziksel tahribata yol agmasiyla birlikte, topraktaki suyun donmasini
saglayarak bitki tarafindan alinamamasina sebep olur [37]. Bitkilerde kuraklik stresi
mekanik, metabolik ve oksidatif etkilere yol acarak bitki gelisimini aksatabilmektedir.
Kuraklik stresi fotosentez, hiicresel solunum, iyon alimi, su potansiyeli, stoma
kapanmasi, translokasyon, seker ve besin metabolizmasi, antioksidan sistem,
fitohormonlar gibi fizyolojik ve biyokimyasal faaliyetleri etkileyerek bitki biiylime ve

gelisimini sinirlandirmaktadir.
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Topraktaki tuz derisimi, bitki bliylime ve gelisimini etkileyen 6nemli abiyotik stres
faktorleri arasinda yer alir. Tuzlu topraklarda yetigen bitki tiirleri beslenme bozuklugu,
iyon toksisitesi ve ozmotik stres semptomlar1 sergiler. Bu faktorler topragin fiziksel
durumunu bozmanin yani sira bitki verimliligini 6nemli derecede diistiriir [48]. Diinya
genelinde topraklarin yaklasik %7°si, tarim yapilan alanlarin %20’si ve sulanan
alanlarin %50’si toprak tuzlulugundan etkilenmektedir [49]. Topraktaki tuzluluk
oraninin degismesinde sulama, tarim giibrelerinin toprakta birikimi, yanlis sulama,
kiiresel iklim degisikligi gibi faktorler etkili olmaktadir. Sodyum, klorid ve stilfat gibi
bazi iyonlarin topraktan fazla birikmesi sebebiyle hiicre icerisinde iyon dengesizligi
ortaya ¢ikmaktadir. Toprakta tuzluluk oraninin artmasinda ¢esitli anyon ve katyonlar
rol oynamaktadir. Toprakta biriken katyonlarin basinda; Na*, K', Ca™, Mg,
anyonlarin basinda CI;, HCOs", COs2, SO42 ve NO; gelmektedir [50]. Bitkilerde tuz
stresi reaktif oksijen tiirevleri (ROS) (H202, 027, '02, OH') iiretiminde artisa yol agarak
DNA hasari, hiicre zarinda lipid peroksidasyon, protein denatiirasyonu gibi cesitli
hiicresel yapilara zarar vererir [51]. Tuzluluk stresi, birgok 6nemli kisitlamaya yol
acarak bitki biiylimesi ve gelisimini engellemektedir. Bu kisitlamalardan ilki, bitkinin
su alma yetenegini tehlikeye atan ozmotik strestir. Ikincisi ise Na"’nim hiicre duvari
bilesenlerine baglanarak hiicre duvarinda cesitli modifikasyona yol agmasidir [52].
Bitkilerde ozmotik stres stomalarin hizlica kapanmasina yol acar. Bu durumda CO»
alimimi yavaglatir [51]. Stomalarin hizli kapanmasi, tuzluluk stresine eslik eden
ksilemdeki basincin hizli bir sekilde diismesi ile acgiklanir [53]. Tuzluluk stresinin
ortaya ¢ikardigi ikinci kisitlama ise iyonik dengesizliktir. Hiicre igerisinde Na" ve CI°

birikimiyle enzimlerin iizerinde inhibitor etki ortaya cikar.

Ekosistemlerin verimliligini cesitli abiyotik faktorler belirlese de sicaklik ve soguk,
stiresi ve siddetine bagli olarak bitkilerde metabolik aktiviteyi, biiylime, gelismeyi
sinirlandirmaktadir. Her bitki tiirtinlin gelisimini siirdiirdiigii maksimum ve minimum
sicaklik degerleri bulunmaktadir. Bitkilerde soguk stresi 0°C ile 15°C arasinda
degismektedir. Soguk stresine karsi bitkiler genel olarak iki fizyolojik cevap olusturur.
Bunlardan ilki ekstraseliilar alanda buz olusturup hizli su dehidrasyonunu saglamaktir.
Ikincisi ise intraselular alanda kiiciik buz kristalleri olusturmaktir [37]. Bitkilerde
soguk stresinin dikkat ¢eken ilk tanisi toprakta yeterli oranda su bulunmasina ragmen

bitki yapraklarinda solma olgusu olup bu olgu ii¢ sebeple ortaya ¢ikar. Diisiik sicaklik
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degerinde kok hiicre membranlarinda gegirgenligin diismesiyle yeterli oranda su
alimamamasi, suyun vizkositesinin artmasi ve soguk kosullarda stomalarin agik
kalmasi ya da ¢ok az kapanmasi bu sebepler arasindadir [34]. Soguk stresi bitkilerde
metabolik ve fizyolojik faaliyetlerin iizerinde olumsuz etki yaparak, enzimatik
etkinligi diistirmektedir. Hiicre membran1 yapisim1 etkilenerek protoplazmanin
akigkanligin1 azalir ve fotosentez reaksiyonlari iizerinde olumsuz etki ortaya cikar

[54].

Yeryliziinde kurak ve yari kurak ekolojik bolgelerde toprak ylizey sicakliginin 50
°C’yi agmast ile bitki popiilasyonlarinda 6nemli Olgiide azalmaya goriildiigii
bilinmektedir [55]. Bitkilerin optimum biiyiime sicakliklarinda meydana gelen 1,5- 6
°C’lik artis, fotosentez reaksiyonlarinda inhibisyona, hiicre membraninda
kararsizliklara, senesense bagli olarak bitki biiylime ve gelisimini engelleyen ve geri
doniistimii olmayan hasarlara sebep olmaktadir [56]. Bitkilerin biiylik cogunlugu 44-
55 °C sicakliklarda oOlsede, bazi bitki tiirleri daha yiiksek sicakliklar1 tolere
edebilmektedir [37]. Diger bircok organizma gibi bitkilerde yiiksek sicaklik stresine
kars1 spesifik proteinlerin iiretiminin yam sira HSP olarak adlandirilan 1s1 soku
proteinlerini iiretmektedir. Bitkilerde yiiksek sicakliklara bagli HSP {iretilemedigi
durumlarda hiicre membranlarinin daha gegirgen hale gecmesi sebebiyle, hiicre
disindan sitoplazmaya ve vakuollere giren iyonlarin niikleik asit sarmalini bozdugu
belirlenmistir [57]. HSP’ler, protein katlanmasini kolaylastiran, protein toplanmasini
baskilayan saperonlar gibi davranarak transkripsiyon mekanizmasi iizerinde dnemli

diizenleyici rollere sahiptir [58].

2.2.2. Biyotik Stres Faktorleri

Biyotik stres faktorleri bitkilerde c¢esitli biyokimysal reaksiyonlarin bozulmasina yol
acarak bitki biiylime ve gelisiminde aksamalara yol acar. Bu aksamalar tarimsal
iiretimde verim kaybina sebep olmaktadir. Celtik gelisimini etkileyen biyotik stres
faktorlerinin basinda nematodlar, mantarlar, ¢ayir sinegi, tepegdz, cayir gekirgeleri,
viriisler, yabani otlar ve ¢esitli hayvanlar gelmektedir. Biyotik faktorlerin bitki
gelisimindeki etkileri yabanci bitkiler ile kaynak rekabeti seklinde olabilecegi gibi

allelopatik ve parazitik etki seklinde de olabilmektedir. Mikroorganizmalar bitkilerin
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kok ve govde gelisimini Onleyerek topraktan su ve besin alinimini onleyebilir.

Hayvanlar asir1 otlama ve ezilme etkisi ile bitkilere zarar verebilir.

2.2.2.1. Celtik Beyaz U¢ Nematodu (4Aphelenchoides besseyi)

Bitki paraziti nematodlarin diinya genelinde 4100’den fazla tiirii olup tahillar,
meyveler, sebzeler ve yagh tohumlar dahil olmak {izere ¢esitli tarim iirlinlerinin
veriminin diismesine yol agmaktadir [59]. Nematodlar bitkilerin ¢igeklenmesinden
hemen 6nce ¢igek salkimlar1 kin i¢inde bulunurken bitkiye giris yaparak ovaryumda,
stamende ve embriyoda ektoparazit olarak yasamlarini stirdiirebilmektedir [60]. Celtik
bitkisinde zararli olan nematod tiirleri beslenme sekillerine gore toprak tistii kisimlar
(govde, yaprak ve cicek salkimlari) ile koklerde parazit olarak iki gruba ayrilir [61].
Aphelenchoides besseyi, tohum kaynakli bir nematod olup celtik ve diger tahillarda
tohumla ve sulama suyu ile tarladan tarlaya tasinabilmektedir. Aphelenchoides besseyi,
celtik yapragmin ektoparazit ve endoparaziti olup yapragin st kisminin
beyazlamasia, daha sonra yapragin nekrotik hale gelmesine, salkimi g¢evreleyen
yapragin kirismasina ve daha sonra yapragin 6liimiine yol agmaktadir [62]. Celtik
beyaz u¢ nematodunun hayat dongiisii incelendiginde tohumun ekilmesiyle suyla
temas haline gecen nematodlar aktif hale gecer. Celtigin biiylime noktalar1 olan goévde
ve yapraklarina dogru hareket eder. Ug yapraklarda beyaz u¢ nematod belirtileri ortaya
cikar. Cigceklenme doneminde, generatif organda nematodlar ¢ogalir. Hasat donemine
dogru nematodlar uyku haline gecer. Nematodlar celtik tohumunda 2 - 3 yil canhi
kalabilmektedir [63]. Celtik tariminin yapildig1 alanlarda gelisen yabani otlarin ¢eltik
verimini disilirdigli  distliniilmektedir. Darican (Echinocloa crus gali) celtik
tarlalarinda gelisen Onemli bir yabani ottur. Yapilan incelemeler sonucunda,
Aphelenchoides besseyi’nin Echinocloa crus gali’nin ¢iceklenme ve tane baglama
donemlerinde tiim yesil aksamlar ile ¢icek salkimlarinda rastlanmis olup, darican

bitkisinin Aphelenchoides besseyi nematoduna konukguluk ettigi belirlenmistir [63].

2.2.2.2. Funguslar

Ulkemizde ve diinyada yaygin olarak gériilen geltik yami [Pyricularia oryzae Cavara
(telemorf: Magnaporthe orza)] hastaligit 6nemli derecede {irlin kaybina yol
acmaktadir. Pyricularia oryzae Cavara fungusunun neden oldugu bu hastalik celtik
tarimini tehdit eden hastaliklarin basinda yer almaktadir [64]. Pyricularia oryzae
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Cavara, tarimsal bitkilerin en zararli on fungal patojenden bir tanesidir [65]. Hastaliga
sebep olan fungus, Ascomycota grubunda yer alip sporlart 1 - 3 bolmeli armut
bicimindedir. Bu sporlar, basit konidioforlardan olusup riizgarla c¢evreye
yayilmaktadir. Fungus, ¢eltigin tiim gelisim asamalarinda hava ile temas eden yaprak,
yakacik, kulak¢ik (kin), sap, bogum, bascik sap1 ve kavuzlar ilizerinde lezyonlar
olusturur [66]. Celtik yapraklarinin semptomik lezyonu merkezde gri veya beyazimsi
eliptik bir sekli vardir [67]. Fungus i¢in uygun hava kosullarinda, lezyonlarda
konidiyumlar iiretilir ve enfeksiyon dongiisiinii yeniden baslatmak ic¢in rlizgar ve

yagmur ile ¢cevreye yayilir [67].

Baska bir fungus ¢esidi olan Bipolaris oryzae, geltikte kahverengi yaprak lekesine yol
acmaktadir [68]. Bipolaris oryzae nin sebep oldugu kahverengi yaprak lekesi tane
renginin bozulmastyla iiriiniin verimini yaklasik %16 ile %43 oraninda azaltan bir
celtik zararlis1 fungus hastaligidir [69]. Fungus ¢eltik bitkisinin yaprak, kin, salkim
dallar1 ve kavuzlarinda enfeksiyona yol agabilmektedir. Fungus, ¢eltik bitkisini fide
doneminde de enfekte ederek kok hiicrelerinde hasara yol agarak kok hiicrelerinde
siyah renk olusturabilmektedir. Istilaci miselyum celtik yapraginin stomalarindan
girebilecegi gibi dogrudan epidermal hiicreleri de enfekte edebilir [68]. Epidermal
hiicrelerdeki inokiilasyondan 18 saat sonra yaprakta lezyonlar ortaya cikar ve
lezyonlarin gelismesiyle fungal miselyumu iceren hiicrenin yanindaki hiicreler
kahverengimsi renk alarak ¢oker [70]. Bipolaris oryzae tarafindan tiretilen toksinlerin

etkisiyle yaprak parankima hiicreleri 6lmektedir.

Bakanae ya da celtik kok ve kokbogazi ciiriikliigii tohumla tasinan bir fungus
hastaligidir. Gibberella fujikuroi, Sawada, Wollenworth; (teleomorf) (anamorf:
Fusarium fujikuroi Nirenberg) Hindistan, Tayvan, Japonya, Taylanda olmak iizere
diinyanin bir¢ok iilkesinde ¢eltikte bakanae hastaligina yol agmaktadir [71]. Fusarium
fujikuroi, ¢ikis Oncesi fidelerin oliimiinden baslayarak vejetatif asamada uzama ve
bodurlagmaya, olgun dénemde tane enfeksiyonu gibi ¢esitli sekillerde semptomlara
sebep olmaktadir [72]. Bu fungus tiirii tohumla taginabilecegi gibi toprakta, hastalikli
bitki atiklarinda bulunup, bitkiler tohum yoluyla ve ana tarlaya ekimden hemen sonra
enfekte olabilir [73]. Celtik bitkisinde kokbogaz ¢iiriikliigii ya da bakanae hastaliginin
farkli sekillerde belirtileri olmaktadir. Bu belirtiler arasinda tohum yataginda ve

tarlada normal bitkilerden birkag¢ santim daha uzun olan enfekte bitkilerde sarimsi yesil
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yaprakli olma, ince bitkilerde soluk yesil yaprakli olma, gelisimin erken doneminde
fidelerin geriye dogru Olmesi, gen¢ enfeksiyonda azalmis ve kurumus yapraklar,
olgunluk donemde hayatta kalan bitkilerde kismen dolu, steril veya bos taneler

goriilebilir [74].

2.2.2.3. Cayrr Sinegi (Tipula orientalis Laskchewitz)

Baslica konukgusu celtik olup larvasi seker pancari, seker kamisi, bugday, yonca,
pamuk gibi tarimsal 6nemi biiyiik olan bitkiler ile ormanlardaki agag¢larin kok ve geng
siirgiinlerine gelisebilmektedir. Cayir sinegi; ilkbahar ve yaz aylarinda akarsu
kenarlarindaki golgeli ve nemli alanlarda bulunup, uzun ekstremiteleri ve ugus
sekillerinden kolayca taniabilmektedir. Cayir sineklerinin ergin formlart tarimsal
Oneme sahip olan bitki tiirlerine herbivor olan larvalari1 yoluyla zarar vermektedir [75].
Herbivor olan larvalar yumurtadan c¢ikmis birinci evrede yumusak algler ile
beslenmektedir [76]. Celtigin yetistirilme tekniginden dolay1 ¢ayir sineklerinin
larvalar ¢eltigin biiyiime doneminin ilk 5 - 6 haftalik periyodunda gelismekte ve
tarimsal zarara yol agmaktadir [75]. Fakat celtik tariminin yapildig1 alanlarda ana
zararl degildir [77]. Ulkemizde c¢ayir sineklerinin larvalari haziran aymin ikinci
haftasinda itibaren goriilmeye baslayip temmuz ay1 ortalarinda maksimum yogunluga
ulagip temmuz sonlarindan itibaren popiilasyon yogunlugunda Onemli derecede
azalma olmaktadir [75]. Cayir sineklerinin ergin bireylerinin dogal avcilar1 yarasa,
sinek, ar1 iken larvalarinin dogal avcilar1 balik, fare, kurbaga, kostebek ve yusufguk

larvalaridir [77].

2.2.2.4. Tepegoz (Triops concriformis Bosc.)

Triopsidae familyasina ait kabuklu bir canli olan tepegdziin diinya ¢capinda 500 bilinen
tiirli bulunmaktadir. 3000 yildir yagam siirdiirmelerinden dolay1 yasayan fosil olarak
adlandirilirlar [78]. Omnivor beslenme sekline sahip olan bu kabuklu tiirii su baskini
ve su birikiminden hemen sonra geltik tarlalarinda goriiliip, yeni bitki filizlerinin geng
tomurcuk ve kokleriyle beslenmektedir [79]. Tepegdzler hizli bir yasam dongiisiine
sahip olup, olgun bireyleri gonokorik, hermafrodit veya androdioik olabilir [80].
Celtigin ¢imlenme doneminde tepegdziin larva ve ergin bireyleri mandibulalan ile
tohumlar1 tasiyip; ¢imlenen tohumlarin topraga tutunup koklenmesini onlemekle

birlikte ¢imlenen tohumlarin tepelerine zarar vererek tavalarin bozulmasina yol
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acabilmektedir. Larvalar1 ilkbaharda yaprak ve siirgiinleri yiyerek celtige biiyiik
oranda zarar vermektedir. Japonya’da ¢eltik tariminin yapildigi alanlarda yabanci otlar

ile miicadelede herbisit kullanimini azaltmak i¢in tepegozler kullanilmistir [81].

2.2.2.5. Celtik Kulak Bocegi (Leptocorisa oratoria)

Alydidae familyasina ait olan celtik kulak boceginin disilerinin ¢eltik tariminin
yapildig1 alanlarda doniim basma 200000 kadar yumurta birakabilir [82]. Bu bocek
tiirliniin disileri, ¢eltigin farkli gelisim donemlerinde yapraga tek ya da ¢ift sira halinde
araliklar ile yumurtalarini birakar [82]. Celtik kulak bocegi; ¢eltik tanelerinde dairesel
lezyonlar ile karakterize edilen gaga hasarina yol agtig1 bilinmekte olup, gaga hasari
celtik tanelerinin agirh@inda azalmaya neden olmaktadir [83]. Bu bocek tiirii
tohumlarm tane kalitesi ile tohumlarin canliligin1 olumsuz yonde etkileyerek celtik
tariminda verimin diismesini saglar [84]. Celtik tariminda bu bocek tiiriiniin etkisini
kontrol etmek i¢in zararlinin potansiyel dagilimi ve habitat uygunlugu ile popiilasyon
yogunlugunun iklimsel degisimlere verdigi cevaplarin degerlendirilmesi 6nem arz
etmektedir. Leptocorisa cinsine ait ¢eltik basak bocekleri, dogrudan gelismekte olan
basaklardan beslenerek hasara yol acan tarim zararlilar1 arasinda yer alir [85]. Hem
yetiskin bocekler hem de nimfleri ¢eltik tanelerinin 6ziiyle beslenirler. Cigeklenme
asamasindan baslayarak celtikte tane veriminin diismesine yol agmaktadirlar [86].
Celtik bocekleri olarak adlandirilmalarina ragmen, ¢eltik tariminin yapildig: alanlarda
gelisen 6nemli bir yabani ot cinsi olan Echinocloa bitkileri lizerinde de gelisimlerini

stirdiirebilmektedirler [87].

2.2.2.6. Sar1 Ciice Viriisu

Sar1 cilice basta bugday olmak iizere tiim tahillarda {iriin kaybina yol acan bir
hastaliktir. Sar1 ciice hastaligina arpa sar1 ciicelik viriisii (BYDV-PAV) (Luteoviridae
familyasi1) ve tahil sar1 ciicelik viriisii (CYDV) (Luteoviridae tamilyasi) suslar1 yol agar
[88]. BYDV-PAYV viriisii bir yaprak biti olan Rhopalosiphum padi tarafindan tasinir
[89]. Bu viriis ¢esidi Poaceae familyasindaki bugday, geltik, arpa gibi bitkilerde
translokasyonu engelleyerek yaprak dokusunda kloroza yol agar ve bitki gelisimini
yavaglatir [90]. Sicaklik artig1 yaprak bitlerinin {ireme hizini artirmakta olup, sicaklik
artistyyla hizlica cogalan yaprak bitlerinin daha erken donemlerde gogleri

gerceklesmektedir [91]. Olser ve digerleri [92] 1980 yilinda Italya’da celtik tariminin
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yapildig1 alanlarda yaprak bitlerinin sar1 ciice hastalifina neden oldugunu
bildirmislerdir. Tiirkiye’de ilk kez 1975 yilinda Bremer ve Raatikainen tahillardaki
yaprak biti vektorleriyle sporadik YDV hastaligini bildirmistir [93]. Trakya bolgesinde
celtik tarimin yapildigi alanlarda YDV ve BYDV-PAYV enfeksiyonlarina rastlanilmis
olup yaprak saplarinda renk degisimi ile yapraklarda yesil renkten sar1 ile turuncuya

renk degisimleri gdzlenmistir [93].

2.2.2.7. Cekirgeler

Cekirgeler polifag zararli bocekler olup birgok kiiltiir bitkisi iizerinde beslendigi
bilinmektedir. Madrap ¢ekirgesi (Locus migratoria L.), ylizen ¢ekirge (Euprepocnemis
plorans Charp.), cayir cekirgesi (Conocephalus fuscus Fabricius), cizgili ¢ekirge
(Thisoicetrinus pterostichus F.W.), ¢izgili ¢ayir ¢ekirgesi (Ailopus strepens Latreille)
bitkilere zarar verip tarimsal {iriin kayiplarina yol acabilmektedir. Cekirgelerin
bitkilere farkli sekillerde zarar verdigi bilinmektedir. Tek yillik otsu yapili bitkileri
yemek, bitki saplarmi kesmek; ¢ok yillik odunsu yapili bitkilerin yeni filizlerini,
yapraklarmi, ¢icek, tohumlarmi ve meyvelerini yemek suretiyle tarimsal alanlarda
verim kaybma yol actigi bildirilmektedir. Madrap ve cayir ¢ekirgeleri tarimsal
alanlarda en yaygim goriilen ¢ekirge tiirleridir. Madrap ya da gd¢men cekirgesi
(Locusta migratoria L.) ekili ya da yabani bitkilerin gelisimini olumsuz etkiler. Soguk
ve sicak alanlarda gelisme kabiliyetlerinin yiiksek olmasindan dolay1 diinyada oldukca
genis alanlarda yayilis gosterirler [94]. Cayir ¢ekirgesi (Conocephalus fuscus) otlarla
beslenen fitofag bir tiir olup tarimsal alanlarda 6nemli derecede iiriin kaybimna yol

agmaktadir [95].

2.2.2.8. Celtik Tariminin Yapildig1 Alanlarda Gelisen Yabanci Otlar

Yabani otlar, genellikle biiyiik popiilasyonlara ve genis cografik dagilimlara sahip
olduklar1 ic¢in bitki aleminde hayatta kalma kabiliyetleri yiiksektir [96]. Celtik
tariminda yabani otlar ile miicadele biiylik 6nem tasimaktadir. Ciinkii yabani otlar
celtik bitkisi ile besleyici mineraller, su kaynaklar1 icin rekabete girerek celtik
bitkisinin biiyiimesini engelleyerek {iriin verimini azaltirlar. Ayrica, yabani otlar
gelisim doneminde celtik bitkisini gblgede birakarak fotosentezi olumsuz yonde

etkileyebilmektedir. Yabani otlar, ¢eltik yetistirilen bolgelerde miicadelesi zor biyotik
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faktorlerden bir tanesi olup yaklasik %40’tan fazla verim kaybina yol acabilmektedir
[8]. Celtik tariminin yapildig1 alanlarda yetisen yabani ot ¢esitlerinin ve 6zelliklerinin
bilinmesi yabani otlar ile miicadeleyi olduk¢a kolaylastiracaktir. Ulkemizde celtik
tarlalarinda gelisen yabani ot tiirleriyle miicadelede kullanilan herbisitler ekim dncesi,
cikis Oncesi ve ¢ikis sonrasinda uygulanmaktadir. Ekim oncesi ve ¢ikig Oncesinde
herbisit uygulamalar1 sirasinda bir dnceki donemdeki yabani otlarin durumu goz

oniinde bulundurulmasi kimyasal miicadeleyi kolaylagtirmaktadir.

Celtik ekim alanlarmin olduk¢a genis yer kapladigi Avrupa, Amerika, Asya
tilkelerindeki yabani otlar incelendiginde Echinochloa, Cyperus ve Alisama cinsine ait
tiirlerin oldukca dikkat ¢ektigi ve bu cinslere ait yabani otlarla miicadelenin zor oldugu
goriilmektedir [97]. Echinochloa cinsine ait tiirler, diinya tarim sisteminde 6zellikle
celtik tarlalarinda en sorunlu ve baskin yabanci otlar arasinda yer alir [98].
Echinochloa cinsine ait yabanci otlar, kiiresel olarak tropikal bdlgelerden iliman
bolgelere tarim alanlar1 ve tarim dis1 alanlar olmak {izere ¢esitli habitatlara dagilim
gosterdigi bilinmektedir. Echinochloa cinsine ait yabani otlar yiiksek oranda azot
kullanimi, tarimsal 6nemi olan bitkileri taklit etme, allelopatik etki, herbisit direnci
gibi ¢esitli yabanci ot adaptasyonlarina sahiptir [99] . Echinochloa tiirleri tarafindan
allelokimyasallarin biyosentezi ve salinimi ¢eltik gibi tarimsal 6nemi olan bitki
tiirlerinin biiylimesini baskilar ve patojen saldirilarina direnmesine olanak saglar [11].
Echinochloa’nin rekabet baskisi geltik veriminde %50 oraninda azalmaya yol agar
[100]. Herbisitler, Echinochloa ile miicadelede yaygin olarak kullanilmaktadir.
Echinochloa cinsine ait yabani otlar ALS (asetolaktat sentaz), asetil-CoA karboksilaz,
S-enolpiruvilsikimat, 3-fosfat sentaz (EPSPS), fotosistem-II ile uzun zincirli yag
asitlerinin inhibitorlerine kars1 direng igerir [101]. Celtik tariminin yapildig: alanlarda
Echinochloa cinsine ait yabani otlar arasinda, Echinochloa crus-galli L., E. oryzoides
L, E. oryzicola (Vasinger), E. kolonia L., E. phyllopogon yaygin olarak bulunur [11].
Ayrica Ammania coccinea, Cyperus difformis, Diplachne fusca, Persicaria hydrpiper

tiirlerinin de ¢eltik tarlalarinda gelistigi bilinmektedir.

Echinochloa crus-galli L. (darican) ¢eltik ve diger tarim {iriinlerinin yetistirildigi

alanlarda goriilen en zararl yabanci otlar arasinda yer alir [102]. Tek yillik tropik bir

bitki olan E. crus-galli L., karbon fiksasyonunda C4 yolunu kullanan, 9 - 13 saatlik

fotoperiyot araligina sahip, topraktaki diisiik oksijen potansiyeli altinda gelisebilen,
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kokleri lifli yapida olan bir bitki tiiriidiir [11]. E. crus-galli L., nemli topraklar ile su
altinda gelisimini siirdiirebilmektedir [103]. Erken gelisim asamasinda celtige
benzeyen E. crus-galli L., yabanci otlar ile miicadele asamasinda gézden kagabilmekte
ve diinya genelinde celtik veriminde %35 civarinda azalmaya yol agtigi tahmin
edilmektedir [104]. E. crus-galli L., tohumlarinin tiimii ayn1 anda ¢imlenmeye girmez.
Tohumlar1 dormansi siirecine girer ve sadece uygun kosullarda ¢imlenir. Bu durum
cogalmasinin kontroliinii karmasik bir hale getirmektedir [105]. E. crus-galli L.,
besleyici mineral, 151k, su ve diger ekolojik kaynaklar i¢in basta celtik bitkisi olmak
tizere bitkiler ile rekabet halinde olan bir tiirdiir. E. crus-galli'nin karbon
fiksasyonunun Cs olmasi, karbon fiksasyonu C; olan celtige oranla 151k, besleyici
mineral ve diger ekolojik kaynaklari daha verimli kullanmasina imkan saglayarak
celtige oranla rekabette basarili olmasina katkida bulunmaktadir [106]. Rekabet
yetenegi, fizyolojik iistiinliigii, morfolojik esnekligi, allelopatik etkisi E. crus-galli’nin

tarimsal alanlara hizlica yayilan bir istilac tiir olmasinda etkili olmustur [107].

Echinochloa oryzoides (geltiksi darican) diinya capinda geltik tariminin yapildigi
alanlarda yaygin olarak goriilen, mevcut herbisitlerin ¢oguna karsi direnci tespit
edilmis yabani otlar arasinda yer almaktadir [108]. Echinochloa oryzoides,
Echinochloa crus-galli ve diger Echinochola cinsine ait yabanci otlara olduk¢a benzer
oldugu i¢in kesin olarak tanimlanmasi olduk¢a zordur [109]. E. oryzoides daha erken
cimlenir. Ozellikle E. crus-galli tiiriine oranla ¢imlenme oram daha yiiksektir. Daha
iri taneli tohumlara ve celtik herbisitlerine kars1 daha fazla toleransa sahip oldugu
disiintilmektedir [110]. Echinochloa oryzoides’in basarili bir yabanci ot olmasinda
degisen ekolojik kosullara kars1 koymasini saglayan 6zellikleri 6n plana ¢ikmaktadir.
E. oryzoides’in morfolojik esnekligi, 151k stresine bagli dokularmmda kuru madde
dagilimindaki farkliliklar, geltige oranla yaprak alaninin 2 - 5 kat yiiksek olmasi,
yaprak alanini koruma ve artirma yetenegine bagli fotosentez veriminin yiiksek
olmasi, goélgeye toleransinin yiiksek olmasi [108], hizli ¢imlenmesi, tarimsal gelisim
stiresi boyunca ortaya ¢ikma araligi, hizli dik biiylime, yiiksek oranda tohum iiretim
yetenegi, genetik cesitliliginin olmasi [109] rekabette basarili olmasinda avantaj

saglamaktadir.

Asya, Amerika ve Avrupa lilkelerinde ¢eltik tariminin yapildig: alanlara bakildiginda,
sorun olan istilac1 yabani ot tiirleri arasinda E. oryzicola Vasinger de yer alir. Celtik
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tariminin yapildig: diger iilkelerde oldugu gibi iilkemizde de Marmara ve Karadeniz
bolgelerinde E. oryzicola Vasinger énemli sorun haline gelmistir [13]. E. oryzicola
Vasinger., fide doneminden basaklanmasina kadar ¢eltik bitkisini taklit eder. Topraga
gomiilen tohumlar1 uykuda kalir ve yillik dongiiler sergiler. Uykuda olmayan
tohumlar, celtik yetistiricileri fide yataklarini1 ve tarlalarini ekim i¢in hazirlamaya
basladiklar1 zaman ilkbaharda tekrar tekrar ortaya ¢ikar. Uykuda olmayan tohumlar
alkol fermantasyonu yoluyla ¢imlenmek ve biiylimek i¢in su altindaki kosullara
metabolik olarak uyum saglarlar [111]. E. oryzicola Vasinger su basmis celtik
tarlalarinda karmagik hayatta kalma stratejileri sebebiyle en baskin tiir olup, Cs
fotosentetik yoluna sahip olma 6zelliginden dolay1 C; fotosentetik yoluna sahip tarim
tirlinleriyle birlikte biiyiidiikleri zaman rekabette avantaj gostermektedirler [111]. E.
oryzicola Vasinger transkripsiyon faktorleri gibi gen ekspresyon diizenleyicilerini
degistirme adaptasyonundan dolay1r su baskini olmus tarlalara kolayca yerleserek
cogalmaktadir [112]. Suya batmaya toleransl tiirlerde, etilene duyarl transkripsiyon

faktorleri etkisiyle su altinda kalma stresiyle basa ¢ikmada 6nemli rol oynar [113].

Diger bir istilaci tiir olan kirmiz1 ¢eltik, Tiirkiye’ye son yillarda girmis olup celtik
tariminin yapildig1 alanlarda seleksiyon etkisiyle uyum saglamis yabani ot 6zelligi
kazanmistir. Kirmizi geltik, O. sativa ile O. glaberrima’nin 6zelliklerine sahip, kiiltiirii
yapilan celtik tiirlerinin otsu biotipidir [114]. Bu yabanc1 ot tlirii hemen hemen celtik
tariminin yapildig: tiim alanlarda yaygin olarak goriiliir. Yiiksek tohum parcalama
0zelligi, uzun siire uykuda kalmasi, boyca uzun olmasi, kirmizi perikarpl tane yapisi

gibi baskin gelisme 6zellikleri géstermesinden dolay1 hizli cogalmaktadir [115].

Cyperus difformis (kiz otu), Cs fotosentetik yoluna sahip olan, yiiksek oranda kendi
kendini dolleme 6zelligi gosteren, tek yillik bir bitki tiiriidiir [116]. Kiz otu, karasal ve
sucul alanlarda yiiksek oranda adaptasyon 6zelligi etkisiyle ¢eltik tariminin yapildig:
tarim bolgelerinde gelisen yabanci ot tilirleri arasinda yer alir [117]. Celtik tariminin
yapildig1 alanlarda gelisen kiz otunun yiiksek oranda lireme yetenegi, kok morfolojisi,
hizl1 biiylimesi, topraga yiiksek oranda tohum birakmasi, tek yillik olusu gibi
karakteristik 6zellikleri bu tiiriin yiiksek oranda dagilis géstermesini aciklamaktadir
[117]. C. difformis, geltik tariminda %22 - 43 oraninda verim kaybina yol agtig1
bilinmektedir. Kontroliinde ALS’yi inhibe eden azimsulfuron, bensulfuron-metil,

bispiribak-sodyum, siklosulfamuron, etoksisiilfuron, halostilfuron-metil, imazamoks,
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imazethapir, imazosulfuron, ortosulfamuron, penoksulam ve pirazosulfuron-etil

etkilidir [118].

Alisama plantago-aquatica (¢obandiidiigii), ¢eltik tariminin yapildigi alanlarda gelisen
ALS inhibitdrlerine kars1 direng kazanmis, Avrupa, Kuzey Asya ve Kuzey Amerika’ya
0zgii olan iki y1llik bir su bitkisidir [13]. 4. plantago-aquatica genellikle iki yillik bir
bitki olarak goriilmesine ragmen celtik tariminin yapildigi bir¢ok tilkede yabanci ot
gibi davranmaktadir [119]. Bu yabanci ot tliriiniin ¢imlenmesi, kok gelisimi ve kok
kuru agirlik azaltma 6zellikleri bakimindan celtik bitkisinden farklilik gosterip yaprak
oOziitlerinin allelopatik etkisi ¢eltik tariminda %16 - 43 oraninda verim kaybina yol agar

[120].

Diplachne fusca L. (baraj otu) iki ya da ¢ok yillikl1 olabilen, dik, tiiysiiz, 150 cm’e
kadar uzayabilen celtiklerin ¢cimlenme ve fide ¢ikis1 donemlerinde gelisen yabanci ot
tiirleri arasinda yer alir [121]. Cok yillik bir tiir olan bu yabanci ot tiirii, diger yabanci
ot cesitlerinin biiyliyemedigi tuzlu suya doymus topraklarda iyi gelisir [122].
Topraktaki CaCO3’1li ¢ozen lifli ve saglam bir kok sistemine sahip olup derin kokleriyle
suyla doymus topraklarda kolayca ¢ogalabilmektedir [123]. Celtik bitkisinin ¢ikisinin
seyrek oldugu alanlarda tarimsal zarar1 daha fazladir. Baraj otuyla kimyasal

miicadelede ¢ikis sonrasi herbisitlerin kullanilmasi etkili olmaktadir.

2.3. Herbisitler

2.3.1. Herbisit Cesitleri ve Etki Mekanizmalari

Pestisitler tarim alanlarinda, evlerde zararlilar1 yok etmek i¢in kullanilan kimyasal
madde veya maddeler karisimidir [124]. Pestisitler olarak adlandirilan madde grubu
insektisitler, fungisitler, herbisitler, kemirgen dldiirticiiler, yumusakca oldiiriiciiler ve

nematisitlerdir [125].

Herbisitler yabanci otlar ile miicadelede kullanilan 6nemli bir kimyasal madde

grubudur [126]. Diinya niifusunun her gecen giin artmasi, tarimsal {irlin verimliliginin

onemini daha da artirmaktadir. Tarimsal iiretim yapilan alanlarda, yabanci otlar ile

miicadelede herbisitlerin uygulamasinin kolay olmasi, kisa siirede etki gostermesi, is

gliciinii en aza indirmesi gibi etmenlerden dolay1 herbisitlerin kullanimi artis

sergilemistir. 11k herbisit 1940’11 yillarin baslarinda ortaya ¢ikmistir. Yeni herbisitik
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etki mekanizmalar1 1950’lilerin baslarindan 1980’lerin ortalarina kadar her iki yilda
bir sabit oranla bulunmaya devam etmistir [127]. Diinya genelinde herbisitler,
kullanilan pestisitlerin yaklasik %60’ temsil etmekte ve biiyiik 6lgekli mahsul
iretim sistemlerinin ¢ogu, yabanci otlarla miicadelede sentetik herbisitleri
kullanmaktadir [128]. Gelismis iilkeler yabanci otlar ile miicadelede en ¢ok glifosat
herbisitini kullanmaktadir [129]. Glifosata karsi toleransh bitki gruplari ilk olarak sert
otlarda tespit edilmistir [130]. Glifosata toleransli tarim {iriinlerinin piyasaya
stiriilmesinden sonra, yabanci otlar ile miicadelede yeni herbisit hedef bdlgelerinin

belirlenmesi i¢in ¢aligmalar baglatilmistir [128].

Ekim ndbeti eksikligi, ayn1 etki mekanizmasina sahip herbisitlerin stirekli kullanilmasi
gibi faktorler diinyada ve Tirkiye’de herbisit direncini artirmistir. Diinya genelinde,
yabanci otlar ile miicadelede kullanilan herbisitlere karsi direncin ortaya ¢ikmasi
alternatif miicadele yontemlerinin Onemini artirmistir. Herbisitlerin - kimyasal
igcerikleri, etki yollarmin bilinmesi, uygulama zamani ve periyotlarinin iyi
planlanmasi, herbisitlere kars1 gelisen diren¢ genlerinin bilinmesi yabanci otlar ile
miicadeleyi olduk¢a kolaylastirip tarimsal verimliligin artmasina ortam

hazirlayacaktir.

Son yillarda, diinya genelinde celtikte herbisitlere tolerans genlerinin arastirilmasi ve
uygulamasi yaygin hale gelmistir. Ozellikle glifosat, glufosinat, asetolaktat sentaz
inhibitorii, asetil-CoA karboksilaz inhibitdrii, hidroksihenilpiruvat dioksijenaz
(HPPD) inhibitorii ile dinitroanilin herbisitlerine basta ¢eltik olmak iizere bir¢ok bitki

tiirlinde tolerans mutasyonlarinin varligi belirlenmistir [131].

Tarimsal alanlarda istenmeyen bitkileri kontrol etmede kullanilan herbisitlerin etkisi
istenmeyen bitki tliriine, herbisit tiiriine, uygulama yontemi ve zamanina, dozajina,
cevresel faktorler gibi bircok faktore bagli olarak degisiklik gosterebilmektedir.
Yabanci otlarla miicadelede kullanilan herbisitler bitkiye 6zgii reaksiyonlar1 hedef alip
kimyasal reaksiyon ¢esitlerine gore etkisi li¢ ana kategoride incelenebilir. Birincisi
fotosentezle ilgili biyokimyasal yollar1 ve fizyolojik siirecleri hedef alan herbisitlerdir.
Ikincisi organik bilesik monomerleri (sekerler, amino asitler ve yag asitleri) ve
bunlarin olusumlarini  hedef alan herbisitlerdir. Ugiinciisii ise diger etki
mekanizmalarina sahip olan herbisitlerdir (Tablo 2.2). Herbisitlerin yan etkileri

dikkate alindiginda yanlis uygulanmasi ve kontrolsiiz bir sekilde kullanilmasi ¢evreye
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zarar verebilir. Istenmeyen bitkilerin ve organizmalarin &ldiiriilmesinin yam sira

toprak verimliligini olumsuz yonde etkileyebilir [132].

Diinyada 16 farkli etki mekanizmasina gore herbisitler siniflandirildiginda bazilari
dihidropteroat sentaz engelleyiciler, hiicre membrani olusumu engelleyiciler, oksin
taginmast engelleyiciler, asetolakto sentetaz enzimi engelleyicileri, fotosentez
tepkimeleri engelleyicileri, kok gelisimi engelleyicileri, lipit sentezi engelleyicileri,
EPSP sentaz engelleyicileri, pigment engelleyicileri, glutamin sentetaz engelleyicileri,
Asetil-CoA ve karboksilaz engelleyicileri seklinde bulunmaktadir (Tablo 2.3).
Herbisitler 6zgiinliigii, kimyasal yapisi, uygulama zamani ve etki sekillerine gore
siniflandirilabilir. [133]. Biliyiime diizenleyici herbisitler genis yaprakli yabanci otlarin
kontroliinde kullanilip dogal hormonlar gibi bitki biiyiimesini etkilerler. Ornegin: 2, 4-
diklorofenoksiasetik asidin herbisidal etkisi sentetik oksin hormonuna benzer [134].
Biiyiime inhibitorii herbisitler arasinda yer alan tiyokarbamatlar ve asit amidler kok ve
stirgiin inhibitorii olarak fonksiyon gosterir. Fotosentez inhibitorii herbisitler (triazin
gibi) hiicre membrani yapisini bozacak sekilde gorev yaparlar [133]. Atrazin, simazin
gibi triazin grubu herbisitler plastokinon II ile rekabet ederek fotosentezi inhibe etme
yoluyla fotosistem II’de elektron taginmasini bloke ederler [135]. Amino asit
biyosentezi inhibitorii herbisitler valin, 16sin, izolosin gibi amino asitlerin
biyosentezinde gorev alan asetohidroksiasit sentazi (AHAS) veya tirozin
katabolizmasi ve karotenoid sentezinde gorev alan 4- hidroksifenilpiruvat dioksijenazi
inhibe edebilir [15]. Pirimidinilbenzoatlar ile siilfonilamino-karbonil-triazolinon
herbisitleri dalli zincir amino asit biyosentezinde ilk gorev alan asetohidroksiasit
sentaz (AHAS) enzimini inhibe eder [136]. Lipid biyosentezi inhibitorii fluazifop,
sethoxydim gibi herbisitler lipid metabolizmasini engelleyerek ¢ogunlukla ¢imlerin

gelisiminin baskilanmasinda kullanilirlar [133].
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Tablo 2.2 Ozgiil reaksiyonlara gore herbisitlerin etki mekanizmalar [128].

Grup Tip Mekanizma/Hedef
) Fotosistem II
Isik reaksiyonu Fotosistem I
) Deoksiksiliiloz-5-fosfat sentaz
Karotenoid Fitoen desatiiraz
]lj'otose'tntezle ilgili p -Hidroksifenilpiruvat dioksijenaz
iyokimyasal yollar : . .
ve fizyolojik siiregler ‘ Homojenlestirilmis solanesiltransferaz
Plastokinon Solanil difosfat sentaz
Klorofiller Protoporfirinojen oksidaz
Avyiricilar Oksidatif (foto)fosforilasyon

Organik
monomerlerin
olusumu
bunlarin

veya

makromolekiiller

halinde
birlestirilmesi

Amino asitler

Lipitler

Hiicre duvarlari
Mikrotiibiil
diizenegi
Mikrotiibiil
organizasyonu
Folatlar

Nikleik asitler

5-enolpiruvilsikimat-3-fosfat
Sentaz

Asetolaktat sentaz

Glutamin sentetaz
Dihidroksi-asit dehidrataz

(EPSP)

Asetil-CoA karboksilaz
Yag asidi tioesteraz
Cok uzun zincirli yag asidi uzatmalari

Seliiloz sentaz ve digerleri
a- ve/veya B-Tubulin

Mikrotibul diizenleme merkezleri

Dihidropteroat sentetaz
Dihidrofolat rediiktaz

DNA giraz
Dihidroorotat dehidrojenaz

Diger siirecler

Protein sentezi
Protein
diizenlemesi
Hormon

Peptit deformilaz
Serin-treonin protein fosfatazlari

Sentetik oksinler
Oksin tasima inhibisyonu
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Tablo 2.3 Herbisit siniflari, aktif maddeleri ve etki mekanizmalar1 [137].

Etki
Kimyasal simf Aktif maddeler
mekanizmlar
Imidazolinone imazamox
Pyrimidinyl(thio)benzoate  bispyribac-Na
Sulfonylaminocarbonyl- flucarbazone-Na,
triazolinone propoxycarbazone-Na
amidosulfuron,
azimsulfuron, bensulfuron-
methyl, chlorsulfuron,
ethametsulfuron-methyl,
ethoxysulfuron,
Asetolakto foramsulfuron,
Sentetaz (ALS) halosulfuron-methyl,
Enzimi Sulfonvlurea mesosulfuron, metsulfuron-
Engelleyicileri y methyl, nicosulfuron,
rimsulfuron,
orthosulfamuron,
sulfosulfuron,
thifensulfuron-methyl,
triasulfuron, tribenuron-
methyl, trifloxysulfuron,
tritosulfuron
o lopyfiiidine florasulam, penoxulam,
pyroxsulam
Pyridazinone pyrazon = chloridazon
desmedipham,
Phenyl-carbamate phenmegipham
Triazine terbuthylazine
Triazinone metamitron, metribuzin
Fotosentez ; :
Engelleyicileri Uracil lenacil
Urea diuron, fluometuron, linuron
Benzothiadiazinone bentazon
Phenyl-pyridazine pyridate
Nitriles bromoxynil, ioxynil
Bipyridylium diquat
Pyridinecarboxamide diflufenican
Diger (PDS) flurochloridone
Pigment
Engelleyicileri Benzoylcyclohexanedione  tembotrione
(Beyazlatici
Herbisitler) Isoxazole isoxaflutole
Triketone mesotrione
Triazolone thiencarbazone-methyl
Diphenylether aclonifen
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Triazole amitrole
Urea fluometuron
Isoxazolidinone clomazone
PPO Diphenylether oxyfluorfen
(Protoporfirinojen Oxadiazole oxadiazon
oksidaz ) Enzimi  Phenylpyrazole pyraflufen-ethyl
Engelleyicileri Triazolinone carfentrazone-ethyl
clodinafop-propargyl,
cyhalofop-butyl, diclofop-
ﬁ?:rgl}g)s)iyphenoxypropionate ggfg;&p{?ﬁﬁg lr, op-P-ethyl,
Asetil CoA haloxyfop-R-methyl,
Karboksilaz propaquizafop, quizalofop-
(ACCase) Enzimi P-ethyl, quizalofop-P-tefuryl
Engelleyicileri Cyclohexanedione clethodim, cycloxydim,
profoxydim, tepraloxydin
‘DIMs’ tralkoxydim
Fll)lgg,l pyrazolEy pinoxaden
Eizgleyicileiientaz Glycine glyphosate
. . Benzofuran ethofumesate
Lipid Sentezi :
Engelleyicileri Thiocarbamate mphnate, prosulfocarb,
triallate
Benzamide (Mikrotubuliis . N .
olusumu engelleyicileri) propyzamide = pronamide
Dinitroaniline benefm - benflyralin,
pendimethalin
Kok Gelisimi Carbamate (Mitoz olusumu chlorpropham
Engelleyicileri engelleyiciler)
Acetamide napropamide
) dimethanamid, metazachlor,
Chloroacetamide metolachlor
Oxyacetamide flufenacet
Pyrazole pyroxasulfone
Hiicre Duvart Alkylazine %ndaziﬂam
(Seliiloz)  Sentezi Benzamide isoxaben
Engelleyicileri Quinoline carboxylic acid quinmerac

Glutamin sentetaz

Engelleyicileri Phosphinic acid glufosinate-ammonium
Benzoic acid dicamba
2,4-D, aminopyralid,
Sentetik Oksinler Phenoxy carboxylic acid clopyralid, fluroxypyr,

MCPA, mecoprop = MCPP
= CMPP, picloram, triclopyr

Quinoline carboxylic acid

quinmerac
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Pigment bozucu inhibitér paraquat ve diquat gibi herbisitler 1s1kla aktiflestikten sonra
yapraklarda kahverengilesmeye (nekroz) yol acgararak etki ederler. Pigment
biyosentezi inhibitorii klomazon gibi herbisitler klorofili 1siktan koruyan karotenoid
ad1 verilen fotosistemlerde bulunan pigmentlerin biyosentezini engelleyerek klorofil
pigmentinin gorev yapmasini Onleyerek fotosentez reaksiyonlarmin durmasima yol

acarlar [133].

Herbisitlerin etki mekanizmalarini anlamak ve bitkilerin herbisitlere karsi direng
kazanmasina yol agan genlerin ve gen yolaklarimin arastirilmasi yabanci otlar ile
miicadeleyi kolaylastirarak tarimin siirdiiriilebilirligi acisindan 6nem tasimaktadir.
Biyoteknolojik c¢alismalarin ilerlemesi ile celtikte herbisitlere direng genlerinin
arastirilmas1 ve uygulamasinda biiylik ilerlemeler kaydedilmistir. Celtikte glifosat,
glufosinat, asetolaktat sentaz inhibitorii herbisitler, asetil CoA karboksilaz inhibitorii
herbisitler, hidroksihenilpiruvat dioksijenaz (HPPD) inhibitorii herbisitler,
dinitroanilin inhibitorii herbisitlerin hedef genlerinde gesitli diren¢ mutasyonlarinin

varlig1 bilinmektedir [131].

2.3.2. Imidazol (IMI) Grubu Herbisitler

AHAS enzimi aktivitesi hayvanlarda bulunmazken bitkilerin birgogunda tespit
edilmistir [15]. Hayvanlarda AHAS geni bulunmadigindan, imidazol grubu herbisitler
diinya c¢apinda kullanilan segici toksisite ilkesini takip etmektedir [14]. Bu herbisitler
oldukea secicidir ve diisiik konsantrasyonlarda etki gostermektedir [16]. Arabidopsis
thaliana’da AHAS (AtAHAS) enzimi i¢in inhibitor olarak kullanilan klorimuron etil
(CE) 10,8 nM’lik derisimde etki gosterirken, IMI grup imazaquin (IQ) 3 uM’lik
derisimde etki gostermektedir. Aradaki derisim farki 300 kat civarindadir [138].
Imidazol grubu herbisitlerin diinyada kullanim oraninin yiiksek olmasinda diisiik
uygulama orani, yiliksek verimde {iriin elde edilmesi, yabanci ot segiciligi ile hayvanlar

tizerindeki diisiik toksisitesi etkili olmaktadir.

Herhangi yabanci bir gen eklenmeden elde edilen Clearfield celtigi ve imidazol
herbisiti kullanilarak yabani celtik ve diger yabani otlarla tarimsal miicadele basta
iilkemiz olmak iizere Orta ve Giiney Amerika, Cin, Orta Afrika, Hindistan, Kuzey
Avustralya gibi bolgelerde olduke¢a yaygin hale gelmistir. Celtik tariminda karsilasilan
sorunlarin basinda besin, 151k gibi abiyotik kaynaklar i¢in ¢eltikle rekabet halinde olan
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yabanci otlar gelmektedir. Yabanci otlarin istilasina bagli olarak celtikte iiriin kaybi,
bitkinin hayatta kalma ve {iretkenliginde azalma gibi olumsuzluklar ortaya
cikabilmektedir. Yabanci otlar ile miicadelede kullanilan stratejiler arasinda herbisitler
ucuz ve etkili olduklar1 igin tercihlerin basinda gelir [139]. Herbisit tolerans
teknolojisinin gelismesi ile yabanci otlar ile miicadelede herbisitlere toleransls,

genetigi degistirilmis birgok tarim iiriinii gelistirilerek, ticarilestirilmistir [18].

1980’lerde AHAS’1 inhibe eden herbisitlerin tarimsal {iretime dahil edilmesinden bu
yana diigiik dozajlari, cevre dostu olmalari, memelilerde diisiik toksisitesi olmasi, genis
tiriin seciciligi ve yiiksek etkileri sebebiyle yabani otlarin kontroliinde 6nemli arag
haline gelmislerdir [140]. Imidazoller, siilfoniller, triazolopirimidinler, pirimidinil
tiyobenzoatlar ile siilfonilamino-karboniltriazolinon herbisitleri AHAS enzimini
inhibe ederler [141]. Imidazol herbisitleri arasinda imizapir, imazapik, imazetapir,
imazamoks, imazametabenz ile imazakin yer alir (Sekil 2.5). Isimlerinden de
anlagsilacagi gibi tlim imidazoller molekiiler yapilarinda bir imidazol pargasina sahiptir
[142]. Imidazol halkas1 haricinde, molekiillerin ikincil siklik yapisina gore ii¢ grup
bulunmaktadir. Imazaquin’in bir kinolin kismi, imazamethabenz’in bir benzen halkasi
ve diger imidazollerin bir piridin halkasi olup piridin halkali imidazoller yalnizca
piridin halkasinin besinci pozisyonunda farklilik gosteren dort analogla ayrit edilirler
(Sekil 2.5.). Imidazol grubu herbisitler, GDO’suz yaklasimla herbisitlere dayanikli
tarimsal dneme sahip liriinleri gelistirmede tercih edilen herbisitlerin basinda yer alir

[143].

Kinolin imidazolinon

0} P :
PO TR : Benzen imidazolinon - :
Piridin imidazolinon (imazaquin)

(imazametabenz metil ester)

Sekil 2.5 Imidazol herbisitler; imizapir: R=H, imizapik: R=CH3, imazetapir: R=CH3-
CHz, imazamoks: R=CH3-O-CH2 [9].
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2.3.3. ALS ve NAL1 Genlerinin Bitki Gelisimi Uzerindeki Etkileri

ALS geni, asetolaktat sentaz (ALS ya da AHAS) enzimini kodlar. Dall1 zincir amino
asitlerin biyosentezinde kilit role sahiptir. Ozellikle ALS inhibitorii herbisitlere kars1
tolerans gelistirme acisindan 6nemli bir hedef gen olarak 6n plana c¢ikmaktadir.
Bitkiler, valin, 16sin ve izoldsin dalli zincir amino asitlerini piriivat ve 2-ketobutirat
gibi basit karbon iskeletlerinden sentezlemektedir. Asetohidroksi asit sentaz (AHAS)
enzimi iki piriivat molekiiliiniin harcanmasiyla valin, 16sin amino asitlerini, 2-
ketobutiratin harcanmasi ile de izoldsin amino asidinin biyosentezini gerceklestirir
(Sekil 2.6). Dalli zincir amino asit sentezinin engellenmesi durumunda bitki
gelisiminde durma, yaprak klorozu, klorofil i¢eriginde azalma gibi aksakliklar ortaya
cikmaktadir [144]. AHAS enzimi, bir¢ok herbisitin hedefi oldugundan, bu enzimin
regiilasyon alt biriminde meydana gelen mutasyonlar, bitkilerde valin toleransi ve
herbisit direnci kazandirabilir [145]. Ozellikle imidazol grubu herbisitlerinden
imazamoks ve imazapir ¢esitlerinin AHAS enzimi ile dogrudan etkilesime girerek

ALS gen anlatim seviyesinde degisimlere yol actig1 birgok bilimsel ¢alismada rapor

edilmistir.
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Sekil 2.6 Dalli zincir amino asit biyosentez yolu ile AHAS enzimi tarafindan katalize
edilen reaksiyonlar [145].
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Gegtigimiz yillarda yapilan calismalar NAL1 geninin celtik bitkisinin yaprak
morfolojisi, damar deseni, basak yapisi, tane sayisi, bitki boyu gibi bir¢ok agronomik
ozelligi etkileyen pleiotropik etkilerini gostermistir. Celtik 1slahinda 6nemli bir gen
olarak tanimlanmaktadir [146], [147]. NALI1, serin proteaz olarak islev gormektedir
[148]. Celtik bitkisinde kok, gdvde, yaprak morfolojisi iizerinde, tane verimi, klorofil
icerigi ve fotosentez hizi lizerinde etkisi bulunmaktadir [147], [148]. Mevcut bilimsel
caligmalar, NAL1 geninin dogrudan herbisitlerin hedefi olmadig1 ve herbisitlere karsi
diren¢ mekanizmasinda isleve sahip olmadigini géstermektedir. Ancak NAL1 geninin
bitki gelisimindeki etkileri g6z dniinde bulundurulacak olursa herbisit uygulamalarina

kars1 bitki gelisiminin degerlendirilmesinde karsilastirma firsat1 sunmaktadir.

2.3.4. IMI Grubu Herbisitler ile AHAS Enzimi Arasindaki Etkilesim

Kinolin, benzen ve piridin halkalar1 tasiyan imidazollerin AHAS enzimi {izerinde
farkli inhibisyon etkilerinin bulunmasi, imidazollerin dis halkasi disinda ikinci siklik
yapist ile de AHAS inhibisyonuna katilabildigini diislindiirtmektedir [149]. Valin,
16sin, izoldsin amino asitleri bitkilerde hiicre boliinmesi sirasinda gorev alan
proteinlerin sentezi i¢in gereklidir. IMI grubu herbisitler, ALS enziminin rekabetci
olmayan inhibitorii olarak hareket ederek valin, 16sin, izoldsin amino asitlerinin
sentezini durdurmaktadir [150]. Imidazol grubu herbisitler molekiiler substrat erisim
kanalin1 bloke ederek ilgili amino asitlerin eksikligini ortaya ¢ikarir [151]. Protein
sentezinde ortaya ¢ikan azalma, hiicre boliinmesinin yavaslamasina yol agarak bitki
biiylimesinin azalmasina ve bitki 6liimiine yol acar [152]. AHAS ya da ALS enzimi
tarafindan gerceklestirilen reaksiyon, piriivatin dekarboksilasyonunu katabolize eder
ve ardindan sirasiyla 2-asetolaktat veya 2-aseto-2-hidroksibutirat olusturmak iizere
piriivat veya 2-ketobutirat ile etkilesime girerek etki gosterir [153] [153]. Bu
reaksiyonlarm gerceklesmesi tiamin difosfat (ThDp), magnezyum iyonu (Mg*?) ile
flavin adenin diniikleotid (FAD) kofaktorlerine baghdir [154]. Tiamin difosfat
(ThDp), dalli zincir amino asitlerin sentezinde kovalent ara maddelerin olusumunu
sagladig1 i¢in AHAS enzimi i¢in o6nemli bir kofaktordiir. Flavin kofaktorii ise
AHAS’1n fizyolojik reaksiyonunda kimyasal olarak yer almamasina ragmen enzimin
yapisal biitiinliigii ve aktivitesi i¢in gereklidir [155]. Katalitik dongii, substratlarin
tiriinlere redoks doniisiimiinii icermese de AHAS enziminin katalitik aktivitesi igin
FAD’1in AHAS’a baglanmas1 zorunludur [156].
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Okaryotik AHAS’mn once mayalarda sonra bitkilerde benzer bir alt birim
diizenlenmesi olusturulmustur [157]. Maya AHAS’in kristal yapisinin analizi ile
Okaryotik AHAS enziminin bir katalitik alt birim ve diizenleyici alt birimden
olustugunu belirlenmistir [ 158]. Katalitik alt birim iki biiyiik alt birimin katlanmasiyla
olusan bir homodimerdir. Her alt birim bir AHAS polipeptidinin monomeri olup ii¢
alana sahiptir [160][159]. Benzer biiyiikliikteki diizenleyiciler a,  ve v alt birimlerinin
Okaryotlarda bir AHAS kiigiik alt biriminin oldugunu gosterir [159], [160]. AHAS 1n
kiictik alt birimi bir¢ok bitki tiirtinde korunmustur [161].

AHAS’1 inhibe eden herbisitlerin etkisine iki 6nemli faktor katkida bulunur. Bu
faktorlerden birincisi herbisitin katalitik cebe baglanmasidir. Bu etki sekli substrat
erisim kanalin1 bloke eder ve substrat tilkenmesi yoluyla enzim inhibisyonuna yol agar
[162]. ikincisi ise zamana bagl birikimli inhibisyon olarak adlandirilan bir siiregte

enzimin herbisit tarafindan oksidatif inaktivasyonunu igerir [163].

AHAS’1inhibe eden herbisitlerin baglanma bolgesi, AHAS 1n katalitik alt birimindeki
iki biiyiik alt birimin monomerinin ara yliziinde yer alan aktif bolgeye yakindir [164].
AHAS enzimi o, B ve y olarak adlandirilan benzer biiyiikliikteki ii¢ alandan olusan
homodimeri olup herbisit direng mutasyonlari ii¢ alanin tiimiine yayilir. Ancak protein
molekiilii bu alt birimleri ara yiiziinde tek bir bolgede bir araya getirecek ve giriste

uygun bir herbisit bolgesini tantyacak sekilde katlanir [165].

AHAS enzimini hedef alan herbisitler, AHAS’1 dogrudan etkilemelerinin yan1 sira
enzimin oksidatif inaktivasyonu ve tiamin difosfat (ThDP) kofaktoriinlin kimyasal
degisimini saglar [136]. AHAS enziminin oksidatif inaktivasyonu, FAD kofaktoriiniin
oksidasyonunu igceren ve enzimin inhibisyonuna yol agan bir siire¢ olup reaksiyon
tarafindan tiretilen ROS aktif bolgeye tutunarak FAD kofaktériiniin redoks durumunun
degismesine yol acan oksidasyon reaksiyonlarini baslatir [163]. Bu tip oksidatif
inhibisyon, birikimli ve geri doniistimlii olarak tanimlanmis olup enzimin aktif olmasi

icin azaltilmig bir FAD kofaktoriiniin gerekli oldugunu gosteri [136].

Herbisit, enzime baglanarak inaktivasyonunu tesvik eder. Daha sonra salinarak enzime
yardimct  molekiillerin inaktivasyonunu saglayarak inaktive edilmis enzimin
birikimine yol agar. Ayni zamanda geri doniisiimlii birikimli inhibisyon, zamana bagl

bir siire¢ olup, inaktive edilmis enzimin birikimi inaktive edilmis enzimin birikim hiz1

34



ile enzim geri kazanim hiz1 arasinda dengeye ulasana kadar zamanla artar [162].
AHAS’1in piruvat oksidaz yan reaksiyonuyla FAD azalmasinin karakteristik
yavaslama hizi, birikimli ve geri doniisiimlii inhibisyonun sebeplerinden biridir [163].
Oksidatif inhibisyonun temeli, AHAS 1in dogal oksijenaz yan reaksiyonuyla iligkili
olup reaksiyonlar tarafindan tiretilen ROS tiirleri (perasetat, singlet oksijen) oksidatif
reaksiyonlar baslatir [162]. Herbisitler, AHAS 1n 6nemli bir kofaktérii olan ThDP’yi
C» karbonun ¢ikarildigi bozulmus bir forma [tiamin aminoetentiyol (ThAthDP)] veya
bir karbonil oksijenin eklendigi oksitlenmis bir forma [tiamin tiazolon difosfat
(ThThDP)] doniistiiriir [162]. Hem ThAthDP hem de ThThDP, AHAS katalizini
stirdiiremez, yalnizca bunlarin saglam bir ThDP ile degistirilmesi aktiviteyi geri
dontstiirebilir. Pirtivat ile reaksiyona giremeyen perasetat, FAD kofaktoriini
oksitleyerek AHAS’1n inaktivasyonuna yol acar ve AHAS i POX aktivitesi ile
FAD’in azaltilmasi, enzimin yeniden aktiflesmesinde etkili olur. ThAthDP ve
ThThDP’nin ThDP’ye doniismesi gereklidir [162]. Herbisitlerin baglanma cebindeki
bazi amino asitler, AHAS’1n imidazole kars1 direncinin artmasini saglarken, cepteki
diger amino asitler AHAS 1n imidazole duyarliligini artirir [165][164]. Yabanci ot
tirlerinde ¢cogunda AHAS inhibitérii direng sekli, katalitik bolgedeki baglanma
cebinin topolojisini degistiren amino asit bolgeleri sebebiyle AHAS’in herbisite

duyarliliginin azalmasiyla iligkilidir [166], [167].

2.3.5. AHAS Gen Mutasyonu ve imidazol Toleransi

Tarmm alanlarinda ¢ogalarak iirlin kaybina yol agan yabanc1 otlarla miicadelede ¢esitli
herbisit gruplart kullanilmaktadir. Yabanci otlarin herbisitlere karsi tolerans
kazanmas1 tarimsal miicadeleyi zorlastirmaktadir. Diinya genelinde bildirilen 512
herbisit tolerans vakasinda, asetohidroksiasit sentaz (AHAS) inhibitorlerine tolerans
en sik goriilenidir. AHAS enzimi, diinya ¢apinda ticari olarak kullanilan imidazol
grubu (IMI) herbisitler ile 50’den fazla herbisitin hedefidir [168]. Bitkilerde
herbisitlere kars1 tolerans, herbisit se¢cim baskisiyla dogal olarak gelisebilecegi gibi

genetik miithendisligi ya da mutajenez yoluyla gelisebilir.

Tarmmsal 6neme sahip olan bitkilerin herbisit toleransi ili¢ temel mekanizma ile
tanimlanmistir. Bunlar etki yerinde tolerans, metabolik detoksifikasyon ve herbisitin

etki alanma ulasmasinin engellenmesi seklindedir [9]. Dalli zincir amino asit
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sentezinde asetohidroksiasit sentaz (AHAS) ya da asetolaktat sentaz (ALS) enzimi
gorev alir [150]. AHAS 1n niikleotid ve amino asit dizileri ile imidazollere karsi

toleransa sebep olan mutasyonlar Arabidopsis’te iyi karakterize edilmistir [169].

Sentetik herbisitlerin genis ¢apta basaril bir sekilde kullanimi, giiglii ve yaygin se¢cim
baskisini ortaya ¢ikarmis ve bircok yabanci ot tiiriinde herbisit toleransinin olugsmasina
yol agmistir. Genellikle herbisitlere karsi tolerans mekanizmalari iki kategoriye ayrilir.
Hedef bolge direnci (TSR) ve hedef dis1 bolge direnci (NTRS) olup kategorilerinden
TSR genellikle, herbisitlerin protein hedeflerini kodlayan genlerdeki mutasyonlari
icerir. Bu mutasyonlar, herbisitin katalitik alanlarda veya bunlara erigimi etkileyen
bolgelerde baglanmasini degistirir [170]. Bu mutasyonlarin ¢cogu SNP’lerdir. Ancak
birden fazla kodondaki polimorfizimler veya tiim kodon delesyonlar1 da tespit
edilmistir [170]. TSR, hedef enzimin amino asit sekanslarindaki degisikliklerin bir
sonucu olarak hedef bolge duyarliliginin azalmasiyla ilgilidir. Bu da herbisit
baglanmasinin azalmasiyla sonuglanir [171]. Hedef bolgeyi kapsayan direng, gen
promotorii veya transkripsiyon faktoriindeki modifikasyonlar yoluyla hedef
enzimlerin asir1 ekspresyonuyla saglanabilir [167]. NTRS mekanizmalari, hedef bolge
proteini ile etkilesime girmek i¢in mevcut aktif herbisit konsantrasyonunu azaltan tiim
mekanizmalarin yani sira hedef bolge inhibisyonu yolu ile, herbisitin hedef bolgeye
ulagmasini azaltarak, herbisitin daha az toksik bilesiklere pargalanmasini arttirarak,
herbisit detoksifikasyonunun artirilmasini saglar [170]. Cogu AHAS inhibitorii direng
sekli, katalitik bolgedeki baglanma cebinin topolojisini degistiren amino asit bolgeleri

sebebiyle AHAS 1n herbisite duyarliliginin azalmasiyla gerceklesir [167][167].

AHAS enziminin katalitik biiylik alt biriminin birincil yapisi tiirden tiire farklilik
gdsterip 670 amino asitten olusur [164] [159]. Imidazol grubu herbisitlere toleransl
mutasyonlarin ¢ogu amino asitlerin konumundan kaynaklanip a ve y alanlarinda
goriiliir [172]. Yapilan calismalarda AHAS geninin herbisitlere karsi tolerans
kazandirdig1 gézlemlenmistir. AHAS inhibitorlerine tolerans kazandiran en yaygin
mutasyonlar AHAS m biiylik alt birimindeki Alal22, Pro197, Ala205, Trp574 ve
Ser653 konumlarinda oldugu belirlenmistir (Sekil 2.7). Ser653’teki mutasyon
imidazollere karsi tolerans kazandirip diger AHAS inhibitorlerine ¢apraz tolerans

saglamaz [9].
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Sekil 2.7 Arabidopsis thalina’ da AHAS enziminin kismi amino asit dizilimi ile
bitkilerde yaygin olarak gdriilen bes amino asit mutasyon konumu gdosterilmistir [9].

Alal22, Ala205 ve Trp574’teki mutasyonlar genellikle AHAS’1 inhibe eden herbisit
cesitlerine karsi toleransli olup imidazole toleranshi {iiriinlerin gelistirilmesinde
kullanilmistir [174][173]. Prol197°deki mutasyon genellikle imidazollere karsi
toleranst olmayip, siilfonillere kars1 toleransit yiksektir [174]. Ticari olarak
gelistirilmis tarim iriinlerinin ¢ogunda Ala205, Trp574 ve Ser653 mutasyonlari
yaygin olarak goriiliir [175]. Ser653Asn mutasyonu, AHAS enziminin herbisit
baglanma bdlgesinde yapisal degisikliklere yol acarak herbisitin enzime baglanmasini
engellemistir [176]. Ayrica bu mutasyonun enzim aktivitesini ciddi sekilde
etkilemedigi, dolayisiyla bitki biiyiime ve gelisimini 6nemli derecede aksatmadigi

gOriilmiistiir.

Diinya genelinde 94 yabani bitki tiirlinde IMI toleransla iligkili 22 kadar AHAS gen
mutasyonu rapor edilmistir. Bu mutasyonlar Alal22 (8 tiir), Pro197 (16 tiir), Ala205
(6 tiir), Asp376 (8 tiir), Trp574 (30 tiir), Ser653 (10 tiir), Gly654°tiir (2 tiir). Bunlardan
tic lokus (Alal22, Ser653, Gly654) celtik bitkisiyle iliskilidir (Tablo 2.4).
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Tablo 2.4 Celtikte IMI herbisitlere karst AHAS enziminde amino asit direnci [171].

Amino asit Diren¢ Tir Yl Diren¢ saglayan IMI
konumu . herbisitler
sebebi
Ala-122 Thr? Oryza sativa var. 2002 imazethapyr, imazapic
sylvatica

Asn®  Oryza sativa var. 2002 imazethapyr
sylvatica

Asp? Oryza sativa var. 2006 imazethapyr, imazapic

sylvatica
C b 1
Ser-653 Asn Oryza. sativa var. 2010 1imazamox
sylvatica
Asn? Oryza sativa var. 2013 imazethapyr, imazamox
sylvatica
Asn® Oryza sativa var. 2020 imazethapyr, imazapic
sylvatica
Glu? Oryza sativa var. 2006 imazethapyr
sylvatica
Gly-654
Gluf Oryza sativa var. 2008 imazethapyr, imazapic
sylvatica

Tirk ve Avrupali ciftgiler, yetistirme gelenekleri ve ekonomik kaygilar1 sebebiyle
ortak bir monokiiltiir ¢eltik tarim1 uygulamasi yapmaktadir. Monokiiltiir ¢eltik tarimi
uygulamalarinin yapilmasi sirasinda yabanci ot istilast dnemli sorunlarin basinda gelir
[177]. Yogun monokiiltiir, ayn1 ya da benzer etkiye sahip herbisitlerin kullanimina yol
acmustir [178]. Bu durumda baska yabanci ot yonetimi stratejilerinin yoklugunda,
herbisite direngli yabanci otlarin hizla ortaya ¢ikmasina ortam hazirlamistir [177].
Basta celtik olmak {izere tarim iirlinlerinin her gelisim mevsiminde tek bir herbisitin
defalarca asir1 kullanimi, diinya ¢apinda tarimda biiyiik bir endise haline gelen direncli
yabanci otlarin potansiyel evrim riskini artirir [179]. Bundan dolay1 yabanc otlar ile
miicadelede gilivenilir yaklagimlar gelistirilmelidir. Clearfield® teknolojisinin
gelismesiyle IMI toleranshi ¢esitli ¢eltik cesitleri elde edilmistir. IMI grubundaki
herbisitlerin diisiik dozdaki etkisi diger herbisit ¢esitlerine gore daha avantajlidir [180].

Celtik tariminda verimi artirmak i¢in IMI toleranshi c¢eltik mutant soylarinin
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gelistirilmesi ve kullanim oraninin artirilmasi yabanci otlarla miicadelede giivenilir bir

yaklasim saglayacaktir.

2.4. Bitkilerde Oksidatif Stres ve Serbest Oksijen Tiirleri

Aerobik hiicresel solunumda ve enerji metabolizmasinda gerekli olan oksijen
molekiilii ayn1 zamanda canlilar {izerinde olumsuz etkilere sahiptir. Molekdil halinde
aktifligi az olsa da ¢esitli stres kosullarinda (radyasyon, kuraklik, sicaklik, agir metal,
herbisit vb.) ileri derece toksik ara molekiil olusturur [181]. Atmosferik oksijen temel
durumda bulunup, gaz halinde bulunan diger elementlerden oldukca farklidir. Aktive
edilmedigi siirece organik bilesikler ile reaksiyona giremez. Eslenmemis halde
bulunan elektronlar zit spinlere sahip olmalarindan dolay:1 organik bilesikler i¢in
reaktif degillerdir. Fakat elektronlar oksijende paralel spinlere sahip olduklar1 zaman
aktivasyon 6zelligi kazanirlar. Bundan dolay1 oksijen molekiilii fiziksel ya da kimyasal
yolla aktif hale getirilmelidir [181]. Fiziksel aktiflesme, uyarilmis olan pigmentteki
enerjinin molekiiler oksijene aktarilmasi ile gergeklesir. Kimyasal yolla aktiflesme ise
molekiiler haldeki oksijenin birer elektronunun indirgenmesi ile gerceklesir.
Canlilarda oksijenin toksik etkileri oksijen radikalleri olarak isimlendirilen ve
hiicredeki ¢esitli metabolik aktiviteler sonucunda olusan reaktif tiirlerden kaynaklanir
[182]. Reaksiyonlar her zaman atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar diizeyinde
gergeklesir. Serbest radikal, atomik veya molekiiler yapisinda eslenmemis tek elektron
bulundurur [183]. Baska molekiiller ile kolayca elektron aligverisine giren bu
molekiillere reaktif oksijen tiirleri (ROS) adi verilir. Bitkilerde ROS’lar plazma
membrani diizeyinde, kloroplast, mitokondri, peroksizom, sitoplazma ve endoplazmik
retikulumda sitokrom P450 tarafindan katalize edilen detoksifikasyon reaksiyonlari ile
hiicre dis1 olarak apoplastta iiretilir [184]. Hiicrelerde olusabilen serbest oksijen
bilesikleri farkli sekillerde ifade edilse de bunlarin arasinda siiperoksit (O2"), hidrojen
peroksit (H202), hidroksil radikalleri (OH") ile singlet oksijen (O2!) yaygin olarak
bulunur [185].

Siiperoksit radikalleri (O2”) oksitleyici ve indirgeyici 6zellige sahip olup molekiiler
oksijenin bir elektron almasiyla meydana gelir. Bu radikal anyonun ana iiretim yeri
PSI’in tilakoid membranina bagli olan birincil elektron alicisidir [186]. Siiperoksit
radikalleri genellikle ilk {iretilen ROS olup dogrudan hiicrelere zarar vermezler.
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Hidrojen peroksit (H20>), hidroksil radikalleri (OH") ile singlet oksijen (O>') gibi daha
reaktif ROS’larin tiretimini tetikleyerek membran lipitlerinde peroksidasyonu baslatir

Bazi antioksidan bilesikleri oksitleyebilmektedir [187][185].

Singlet oksijen (O.') eslenmemis elektron tasimamasi sebebiyle radikal olmayan
reaktif oksijen ¢esidi, yiiksek enerjili elektronlarindan dolay1 ise reaktif oksijen
cesitleri arasinda yer almaktadir. Serbest reaktif reaksiyonlar ile olusabilecegi gibi
serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasima da yol acabilmektedir [188]. Cesitli
biyolojik molekiiller i¢in oksitleyici bir maddedir. Protein, fotosentetik pigment,
niikleik asitler ve proteinler ile reaksiyona girebilmektedir. Isik kaynakli PSI’in

aktivitesini diistirerek bitki 6liimiinii tetikleyebilmektedir [189].

Hidrojen peroksit (H20:2), siiperoksit (O27) radikaline bir elektron eklenmesi
(stiperoksit dismutasyonu) ile ya da molekiiler oksijenin (O2) direkt indirgenmesi ile
olusmaktadir [190]. Siiperoksit dismutasyonu kendiliginden ya da siiperoksit dismutaz
enzimi araciligi ile katalizlenebilmektedir. Hidrojen peroksit diger ROS ¢esitlerine
oranla daha uzun yari omre sahiptir. Hiicre membranindan kolaylikla gecebilir.
Difiizyonla daha uzak mesafelere yayilabilir. Baz1 organellerin membran yapisina
katilarak hiicrede sinyal iletici molekiil olarak gorev alabilmektedir [191], [192].
Ozellikle bitkisel dokularda yaslanma, fotorespirasyon, fotosentez, stoma hareketi,
hiicre dongiisii, bliylime ve gelisme gibi c¢esitli fizyolojik siire¢clerde 6nemli bir
diizenleyicidir. Hidrojen peroksit, proteinlerin yapisinda bulunan bakir ve demir ile
reaksiyona girerek yiiksek oksidasyon diizeyinde olan agir metal formlarini meydana
getirebilmektedir [193]. Bu metaller, biyolojik sistemler i¢in en toksik ve en reaktif
radikaller olarak bilinen hidroksil radikallerinin (OH") iiretilmesini saglayarak hiicre

membranindaki lipid peroksidasyonu reaksiyonlarini baslatabilmektedir [194].

Hidroksil radikalleri (OH") bilinen en reaktif ROS’lar arasinda yer alir. Fe ve Cu gibi
gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonlari ile ntr pH’de hidrojen peroksit
(H202) ve siiperoksit (O7) radikallerinden {iretilebilir [186], [195]. Hidroksil
radikallerinin (OH”) hiicrelerde oksijen toksisitesine biiyiik oranda aracilik ettigi
diisiintilmektedir. Reaktivitesinden dolay1 biyolojik sistemlerde DNA, protein, lipit ve
su dahil ortamda rastladig1 her biyomolekiil ile etkilesime girebilir [196]. ROS’lara

bagli gelisen oksidatif hasarlar hiicre 6liimiine sebep olmakla birlikte membran lipid
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peroksidasyonu, protein oksidasyonu ile niikleik asitlere 0nemli derecede hasar

verebilir [197].

Lipid peroksidasyonu zarar verici zincir reaksiyonlari ile dogrudan membran yapisina,
dolayli olarak da reaktif aldehitlerin meydana getirilmesi ile hiicredeki cesitli
bilesenlerde hasar olusturur [198]. Lipid peroksidasyonu sonucunda olusan
malondialdehit (MDA) karsinojenik, genotoksik, mutajenik etkiler meydana
getirebilecegi gibi, membran kisimlariin ¢apraz baglanmasi ve polimerizasyona
sebep olmaktadir [194]. Bu durum membran akigkanligini azaltmaktadir. Ayrica
fosfolipitlerde c¢ift tabakanin iki yaris1 arasinda madde aligverisi yapmasini
kolaylastirmaktadir. Membran proteinlerine zarar vererek reseptdrleri, enzimleri, iyon
kanallarim etkisiz hale getirebilmektedir [186], [194]. Stresin uzun siireli etkisi veya

yiiksek siddette seyretmesi halinde hiicre 6liim stireci tetiklenebilir [144].

Protein oksidasyonu, ROS veya oksidatif stresin yan iiriinleri tarafindan indiiklenen
bir proteinin kovalent modifikasyonu olarak tanimlanir [186]. Protein karbonilasyonu,

protein oksidasyonunun yaygin bir belirtecidir [199].

Bitki genomu ¢ok stabil olmasina ragmen, biyotik ve abiyotik stres faktorlerine bagh
olusan ROS’larn etkisiyle DNA molekiiliinde hasarlar olusabilir. Gen ekspresyonu
seviyesinde degisimler goriilebilir. Endojen olarak olusan DNA hasari, reaktif
metabolitler (OH~, O2") tarafindan tiretilen spontan DNA hasar1 olarak bilinir [186].
Hidroksil radikalleri (OH”) en reaktif radikaller olup DNA molekiiliiniin tiim
bilesenlerine, piirin ve pirimidin bazlara, deoksiriboz omurgasina zarar verdigi
bildirilmistir [200]. Singlet oksijen (O2!) dncellikle guanin bazina saldirir: Hidrojen
peroksit (H20») ve siliperoksit (O27) radikalleri ile reaksiyona girmez [201]. ROS’lar
baz delesyonu, pirimidin dimerleri, ¢apraz bag olusumu, protein sentezinde azalma,
fotosentetik proteinlere zarar verme, transkripsiyonun durmasi, sinyal iletim yollarinin

indiiklenmesi, replikasyon hatalar1 gibi aksamalara yol agabilir [202], [203].

Oksidatif stres tirtinli olan ROS’lar fotosentez de ETS sistemine ve tilakoid zara zarar
vermektedir [204]. Hiicredeki serbest oksijen radikallerinin tilakoid zarm protein ve
lipit molekiillerinin oksidatif yikimina sebep olarak, klorofil miktarinda azalmaya yol

agmaktadir [205].
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2.5. Bitkilerde Antioksidan Savunma Sistemleri

Biyotik ya da abiyotik stres faktorlerine karsi hiicrelerde biriken ROS’lar; giiclii
oksidan etkileriyle makromolekiillere ve hiicre membranina saldirarak biyolojik
sistemlerde c¢esitli hasarlara yol agmaktadir [206]. Aerobik canlilar, ROS’larin ya da
oksidatif 6zellikteki bilesiklerin hiicrelere verecegi hasarlara karsi enzim yapisinda
olan ya da olmayan c¢esitli savunma sistemlerine sahiptir. Askorbik asit (C vitamini)
ve a-tokoferol (E vitamini), flavonoidler, glutatyon (GSH), sistein, bazi alkoloidler,
mannitol ile B- karoten enzimatik olmayan savunma mekanizmalar1 arasinda yer alir
[207]. Enzim yapisindaki antioksidan savunma sistemlerinde goérev alan katalaz
(CAT), glutatyon rediiktaz (GR), askorbat peroksidaz (AP), glutatyon peroksidaz
(APX), fenilalanin amonyak liyaz (PAL) ile siiperoksit dismutaz (SOD) oksijen ara
tirtinleri ile ROS’lar1 toplayarak, nétralize etme ile ortamdan uzaklagtirma islevlerine

sahiptir [208][200].

2.5.1. Enzimatik Olmayan Savunma Mekanizmasi

Enzimatik olmayan antioksidan savunma mekanizmalar1 hiicrede dort farkli sekilde
etki gosterebilmektedir. Toplayict etkileri ile ROS’lar1 yakalamayabilirler. Bastirici
etkileri ile ROS’lar ile etkilesip bir tane hidrojen aktararak aktivitelerini diisiirebilirler.
Zincir kiricr etkileri ile ROS zincir reaksiyonlarint dnleyebilirler. Onarict etkileri ile

ROS’larn hiicreye verdikleri zararlarin onarimini saglayabilirler [209].

Askorbik asit (C vitamini) ROS’lar ile reaksiyona girme 6zelligine sahip suda ¢coziinen
onemli bir antioksidandir. Giiglii bir indirgeyici ajan olan askorbik asit; singlet oksijen
(02", siiperoksit (O27), hidroksil radikalleri (OH-), hidrojen peroksit (H202)
radikalleri ile kolay bir sekilde reaksiyona girme ve bunlarin ortamdan uzaklastirma

ozelligine sahiptir [210].

Oldukga giiclii bir antioksidan olan a-tokoferol (E vitamini) yagda ¢6ziinen bir vitamin
olup yapisindaki fenolik hidroksil gruplu aromatik halkanin etkisinden dolay1 giiglii
bir antioksidan etki goOstermektedir. Hiicre membranindaki ROS’larin  asil
temizleyicisi olan a-tokoferoller, lipit peroksidasyonlarinin zincir reaksiyonlarmi
sonlandirdig icin kiric1 antioksidan olarak bilinip dnemli bir singlet oksijen (O2') ile

alkil peroksit temizleyicisidir [211].
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Bitkilerde tilakoid zardaki fotosistemlerde bulunan karotenoid pigmentlerinin 15181n
hasat edilmesine yardimci olmasimin yani sira fotooksidan zararlara karsi klorofilin
korunmasinda gorev alir [212]. Cesitli stres faktorleri hiicrede karotenoid birikimine
sebep olarak, oksidan zararlilarina kars1 klorofil pigmentinin pargalanmasini engeller.
Tamir edici 6zellik gdsterdigi de rapor edilmistir [213]. B-karoten A vitamini dnciil
maddesi, giiclii bir singlet oksijen (O2!) temizleyicisi olup ayn1 zamanda hidroksil,
peroksil ve alkoksil radikalleri ile direkt reaksiyona girip lipit peroksidasyonu zincir

reaksiyonlarini sonlandirma ve kirma 6zelligine sahiptir [212].

Glutatyon (GSH), ROS’lar1 indirgeme 06zelligine sahip olup ozellikle hidroksil
radikalleri (OH"), singlet oksijen (O2') gibi oksidanlar1 temizleme 6zelligine sahiptir
[214]. GSH ayn1 zamanda ¢esitli enzimlerin prostetik grubu olup igerdigi tiyollerin
ROS’lar ile yaptiklart baglar sayesinde antioksidan enzimlerin koenzim veya

kofaktorii olarak detoksifikasyon reaksiyonlarinda rol almaktadir [214].

2.5.2. Enzimatik Olan Savunma Mekanizmasi

Hiicrelerde solunum ve diger oksidorediiktaz tepkimeleriyle olusan siiperoksit (O2")
anyonu, hidrojen peroksit (H20;), hidroksil radikalleri (OH+) g¢esitli hiicresel
molekiiller ile etkilesime girerek hiicre hasarina yol acabilmektedir. Siiperoksitler
yukli bir molekiill olup biyolojik membranlardan gegemezler. Bundan dolay1
siiperoksitlerin hizli bir sekilde uzaklastirilmasi 6nem arz etmektedir. ROS’lar
hiicrelerde antioksidan 6zelligi olan enzim sistemleri ile ortadan kaldirilmaktadir.
Biyotik ya da abiyotik stres kosullarinda etkinligi artan ROS’lar ¢esitli antioksidan
enzimleri kodlayan genlerin ekspresyonunu aktive ederek hiicresel savunma

sistemlerini devreye sokmaktadir [215].

Stiperoksit dismutaz (SOD), hiicrelerde antioksidan savunma sisteminin énemli bir
parcasi olup aerobik canlilarda siiperoksit (O>") radikallerini serbest oksijen (O>) ile
daha az rekatif olan hidrojen peroksite (H>O») katalizlenmektedir [216]. Aktif oksijen
molekiilleri hiicre zar1 ve duvarina koruma mekanizmalarinin olmamasi halinde zarar

verir. SOD’lar ROS’lara kars1 ilk savunma mekanizmasini olusturmaktadir.

Enzimler tarafindan kullanilan yardimci kofaktére gore SOD’lar tige ayrilir. Bunlar

demir SOD (Fe SOD), mangan SOD (Mn SOD) ve bakir-¢inko SOD’tur(Zn Cu SOD).
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Fe SOD’lar kloroplastta, Mn SOD’lar mitokondri ve peroksizomda, Cu-Zn SOD’lar

ise kloroplast, sitosol ve hiicre dis1 bosluklarda bulunur [215].

Katalaz (CAT) enzimi peroksizomlarda tretilen 6zel bir enzimdir. Biyotik ya da
abiyotik stres faktorlerine karsi liretilen hidrojen peroksiti (H202), su (H2O) ve
molekiiler oksijene (O7) indirgeyerek enzimatik detoksifikasyonda gorev almaktadir
[217]. Hiicrede yiiksek oranda biriken hidrojen peroksit (H>O») protein, lipit, DNA
gibi molekiillerde oksidasyona neden olmaktadir. Hidrojen peroksitin katalaz etkisiyle
uzaklastirilmas1 SOD enzimi tarafindan dismutasyon reaksiyonlari ile meydana gelen

hidrojen peroksitin zararli hidroksil radikallerine doniistimii durdurulmus olur.

Peroksidazlar (POD) aktif merkezinde demir ya da selenosistein bulunduran 4 alt
birimden meydana gelir. Hidrojen peroksit ile lipit hidroksitlerin indirgenmesinden
sorumlu olan antioksidan 06zelligi olan enzimlerdir [218]. Bitki hiicrelerinde
peroksidazlarin lignifikasyon, oksin katabolizmasi ile gesitli stres faktorlerine karsi
savunma gibi 6zel metabolik gorevleri de bulunmaktadir [219]. Bitkilerde askorbat
peroksidaz (APX), glutatyon peroksidaz (GPX) ve guaiakol peroksidaz (GuPX) olmak
tizere li¢ ¢cesidi bulunur. APX bitkilerde kloroplast, sitozol, peroksizom, apoplazma ve
vakuol gibi hiicresel kisimlarda bulunur. Lignin sentezi ile bunlarin sekonder hiicre
duvarinda birikiminde rol alan 6énemli bir hidrojen peroksit temizleyicisidir [220].
GuPX grubundaki peroksidazlar dogrudan vakuolde olusan ya da diger hiicresel
kisimlardan difiizyon yoluyla vakuole ulasan hidrojen peroksit (H202) yikiminda rol
almaktadir [221]. GPX grubundaki peroksidazlar genellikle elektron kaynagi olarak
glutatyonu kullanmaktadir. GPX, glutatyonu glutatyon distilfite yiikseltgenmesini
saglarken; H2O2’nin suya donilisiimiinii katalize ederek membran lipitlerini oksidan

stresten korur [222].
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Bitki Materyalinin Sec¢ilmesi

Bu tez caligmasinda, Trakya Tarimsal Arastirma Enstitlisii Miidiirliigii’nden temin
edilen Osmancik-97 ile Osmancik-97 x IMI ¢esit geri melezlerinden gelistirilen IMI
toleransli Ormanli CL, Yaprak CL, Degirmen CL, Reis CL ¢eltik tohumlar
kullanilmistir. Belirtilen bu ¢eltik cesitlerinin olgunlasma giin sayisi, yaprak rengi,
dane rengi ve 6zellikleri, 1000 dane agirlig1, ortalama bitki boy uzunlugu, olgunlasma
giin sayisi, yatmaya karsi mukavemet, birim alandaki verim, ekolojik kosullara uyum
saglama durumu gibi cesitli tarimsal 6zellikleri Tablo 3.1’de sunulmustur. 1997
yilinda Rocca x Europa melezinden Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan
gelistirilen Osmancik-97 celtik ¢esidinin Tiirkiye’deki ekim alani oldukga genis olup
yiiksek derecede tarimsal verimlilik 6zelliklerine sahip, uzun ve kii¢lik daneli oldugu

bilinmektedir.
3.2. Bitkilerin Yetistirilmesi

Deneylerde kullanilacak olan ¢eltik tohumlar1 ¢imlenmeleri i¢in dolgu maddesi olarak
perlit bulunduran 7 cm ¢apinda, 8 cm yiiksekliginde sert plastik kaplara, her plastik
kapta 10 adet tohum olacak sekilde ekilmistir. Her 6rnek grubu i¢in 5 adet plastik kap
kullanilmistir. Her 6rnek grubuna ait plastik kaplar 40 x 25 cm ebatlarindaki plastik
kiivet seklindeki tepsilere yerlestirilmistir. 10 giinliik ¢imlenme sonrasinda celtik
bitkileri 25. giine kadar Tablo 3.2°de igerigi verilen Yoshida (1971) besin soliisyonu
ile sulanmistir. Bitkiler 25 giin boyunca 24 °C’de 500 lux ledli 151k altinda 16 saat
aydinlik/8 saat karanlik periyodunda olacak sekilde T.C. Istanbul Kiiltiir Universitesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii'ne ait iklimlendirme odasinda uygun

kosullarda yetistirilmistir [223]. 29. giinde hasat edilen kontrol ve stres grubuna ait
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bitkilerin yapraklar1 analizler i¢in toplandi. Yapraklar: toplanmayan kontrol ve stres

grubuna ait bitkiler kullanilincaya kadar -80 derecelik dondurucuda saklandi.

Tablo 3.1 Trakya Tarimsal Arastirma Enstitii'snden temin edilen geltik cesitleri ve
tarimsal 6zellikleri

Ort. 1000 Birim

) Bitki  Ol8UnMK e Dane Randiman Alandaki
Cesit/Ozellikler

Boyu (Sui;:? Agirhig ?nﬁ:l)lklen (“o) Verim
(cm) '8 ©®

(kg/da)

95. Camst ve
Osmancik-97 100 130-135 33-34 mat 60-65 800-1000
gorinisli

Uzunluk
(6,4),
Ormanli CL 100 120-130 32-33 genislik 65-67 800-1000
(2,7) camsi
gorinisli

Uzunluk
80- (6.1),
Yaprak CL 125-130 30 geniglik 63-65 750-900
85
(2,7) camsi
goriiniisli

Uzunluk

(7.1),
. 95- genislik
Degirmen CL 100 125-130  34-36 (2,7) camsi
ve mat

goriiniisli

60-65 800-1000

Uzunluk
(6,3),
Reis CL 105 125-130 33-35 geniglik 63-68 800-1000
(2,8) camst
goriniisli
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Tablo 3.2 Yoshida besin soliisyonu igerigi [224].

Element Kimyasal Stok Konsantrasyonu (g/L)
Azot (N) NH4NO3 914
Fosfor (P) NaH2P04.2H20 403
Potasyum (K) K>SOq4 714
Kalsiyum (Ca) CaCl, 886
Magnezyum (Mg) MgS04.7H20 3240
Mangan (Mn)* MnCl,.4H,O 15
Molibden (Mo)* (NH4)6M07024.4H20 0,74
Bor (B)* H;BO:; 9,34
Cinko (Zn)* ZnS04.7H20 0,35
Bakir (Cu)* CuS04.5H,0 0,31
Demir (Fe)* FeCl3.6H>O 77
Sitrik asit* CsHs07.H20 119

* Kimyasallar ayr1 ayr ¢oziindiiriiliip 500 mL siilfiirik asit ilave edilip distile su ile
10 L ‘ye tamamlanmaistir.

3.3. Celtik Cesitlerinde imazamoks Herbisit Toleransinin Belirlenmesi

Calismada kullanilacak optimum herbisit konsantrasyonunu belirlemek i¢in celtik
cesitlerinin imazamoks’a verdikleri cevaplar tespit edilmistir. Celtik cesitlerine
uygulanacak her bir kontrol ve stres grubu konsantrasyonu i¢in 10’ar adet tohum dolgu
maddesi perlit olan plastik bitki bliylime kaplarina ekilmigtir. 10 gilinlik ¢imlenme
sonrasinda celtik bitkileri besleyici elementlere sahip yoshida soliisyonu ile sulanarak
iklimlendirme odasinda 25 giin boyunca 24 °C’de 500 lux agroledli 1s1k altinda 16 saat
aydinlik/8 saat karanlik periyodunda yetistirilmistir. 25. giinlin sonunda bitkiler 2 - 3
yaprakli dénemde Yoshida soliisyonuna %1,5, 3, 4,5 ve 6’lik konsantrasyonda
Imazamoks ilave edilmesi ile 4 giin boyunca herbisite maruz birakilmistir.
Imazamoks’un Osmancik-97, Degirmen CL, Reis CL, Ormanli CL, Yaprak CL celtik
cesitleri lizerindeki etkisi bitki boyu, gévde gelisimi ve ortalama bitki taze agirliklar

tizerinden degerlendirilmistir.
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3.4. Biyokimyasal Analizler

Osmancik-97 ile IMI toleransli olan Reis CL, Yaprak CL, Degirmen CL ile Ormanl
CL celtik ¢esitlerine imazamoks herbisit uygulamasinin etkileri fotosentetik pigment
konsantrasyonu ile lipid peroksidasyonu parametreleri iizerinden biyokimyasal olarak

degerlendirilmistir.

3.4.1. Lipid Peroksidasyon Tayini

Celtik cesitlerine uygulanan imazamoks sonucunda meydana gelen ROS’larin
yarattig1 oksidatif strese bagli olusan lipid peroksidasyonu, thiobarbiitirik asit ile
reaksiyona giren (TBARS) basta malondialdehit (MDA) olmak iizere yan iiriinlerin
konsantrasyonu iizerinden kolorimetrik olarak Ol¢lilmiistiir. Stewart ve Bewley’in
[225] metodu takip edilmistir. MDA tayininde %0,5°1lik thiobarbiturik asit (TBA) ile
%20’lik  trikloroasetik asit (TCA) c¢ozeltilerinden faydalanilmistir.  Bitki
yapraklarindan alinan 0,1 g doku oOrnekleri 1 mL distile su ile havan yardimiyla
homojenize edilmistir. Homojenize edilen doku ornekleri iizerine igerisinde %0,5
thiobarbiturik asit (TBA) bulunan %20’lik trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisinde 1mL
ilave edilerek tliplere alinmistir. Tiiplerdeki 6rnekler 30 dk 95°C’de inkiibe edilmistir.
Kolorimetrik reaksiyonlart sonlandirmak {iizere Ornekler buz banyosunda
bekletilmistir. Oda sicakliginda 10000 x g hizda santrifiij edilen doku 6rneklerinin
siipernatant kisimlar1 yeni tiiplere alinarak, absorbans degerleri 532 ve 600 nm dalga
boylarinda Olgiilmiistiir. Hesaplama sonuglari pmol MDA/g.TA cinsinden ifade

edilmistir.

3.4.2. Fotosentetik Pigment Miktar1 Tayini

Imazamoks herbisit uygulamasinin Osmancik-97 ile IMI toleransli Reis CL, Yaprak
CL, Degirmen CL ve Ormanli CL ¢eltik ¢esitlerinin fotosentetik pigmentleri (klorofil
a, klorofil b, karotenoidler) tizerindeki etkileri Arnon [226] metoduna gore analiz
edilmistir. Bu metoda gore 0,1 g geltik yaprak dokusu sivi azot yardimiyla havanda
toz halinde getirilerek 1 mL %80’lik soguk aseton ile homojenize edilmistir.
Homojenatlar 20 dk buzda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda doku &rnekleri
10000 x g hizda 15 dakika santrifiij edilmistir. Yeni tliplere alinan {ist fazlar 470, 645

ve 663 nm dalga boylarinda kor 6rnek olarak %80°lik soguk asetonun kullanilmasi ile
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spektrofotometrik olarak Ol¢lilmiistiir. Fotosentetik pigmentlerin konsantrasyonlari

asagida verilen denklemlere gore hesaplanarak degerleri pug/g.TA cinsinden ifade

edilmistir.
Klorofila = 11.24 x A663 — 2.04 x A645
Klorofil b = 20.13 x A645 — 4.19 x A663
Total Klorofil = 7.05x A663 + 13.09 x A645
Karotenoid — (1000 x A470) — (1.9xKlfla) — (63.14 x KIfl b)

214

3.5. Celtik Cesitlerinde Imazamoks Herbisiti Etkisine Bagh ALS Gen Anlatim

Farklarimin Analizi

3.5.1. Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu islemi imazamoks toleransli Degirmen CL, Ormanli CL, Reis CL,
Yaprak CL c¢eltik bitkileri ve imazamoksa toleransli olmayan Osmancik-97 ¢eltik
bitkilerine ait olan 300 mg &rnekler kullanilarak, TRIzol ™ Reagent ile yapildi. RNA
izolasyonu sirasinda kullanilacak olan havanlar ile havan elleri etiivde 180 °C
sicaklikta 180 dakika bekletilerek RNaz kontaminasyonundan arindirildi. RNA
izolasyonu yapilmasi sirasinda niikleaz tagimayan steril pipet uclari ile santrifiij tiipleri
kullanildi. Izolasyonun yapilacag: alanlar ile pipetler RNaz kontaminasyonunu

onlemek i¢in %70’lik etanol ile temizlendi.

Celtik bitkilerinden alman 300 mg bitki 6rnegi sivi azotta havan ve havan eli
yardimiyla ezilerek homojenize edildi. Homojenize edilen 300 mg bitki 6rnegi 2 mL
hacimde mikrosantrifiij tiipiine alindi. Mikrosantrifiij tiiplindeki donmus doku
orneginin ¢ozlinmesine izin vermeden Ornek iizerine 1 mL TRIzol Reagent eklendi.
Sonra tiip 20 sn yavasca alt iist edildi. Bitki 6ziitiindeki niikleoprotein kompleksinin
tam olarak ¢oziinmesi icin 6rnekler 22 - 24 °C’lik oda sicakliginda 5 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyon islemi tamamlandiktan sonra, lizis i¢in kullanilan her 1 mL TRIzol
i¢cin deney tiiplerine 200 pL kloroform eklenerek deney tiipleri 20 sn altiist edildi. Faz
ayrimi igin 3 - 5 dk inkiibasyon yapild1. 22 - 24 °C’lik oda sicakliginda inkiibe edilen
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ornekler +4 °C’de 1200 x g hizinda 15 dk santrifiij edildi. Bu asamada karisim 3 faza
ayrildi (renksiz st faz, ara faz ve agik kirmizi fenol-kloroform alt faz). RNA’larin
bulundugu renksiz iist fazdan 400 - 450 uLL hacmindeki 6rnek mikropipet yardimiyla
2 mL hacmindeki yeni bir deney tiipline aktarildi. Cekilen {ist faz iizerine, ¢ekilen
hacim kadar izopropanol eklenerek deney tiipii yavasca altiist edildi. Ornekler 10 dk
oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 1200 x g hizda +4 °C’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda deney tiipliniin altinda yer alan pellete dokunmadan {ist faz
uzaklastirildi. Tiiplerdeki pelletin 1 mL %75 etanol ile yavas yavas ¢Oziinmesi
saglandiktan sonra pelletin yikanmasi i¢in deney tiipii birka¢ defa altiist edildi.
Ornekler 7500 x g hizinda +4 °C’de 5 d santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda iist fazin
uzaklastirilmasi yapildi. RNA pelletleri 22 - 24 °C’lik oda sicakliginda etanol
uzaklasincaya kadar kurumaya birakildi. Son asamada pelletler RNaz icermeyen 50 -
80 pL hacmindeki su ile ¢dziindiiriildii. Izole edilen RNA molekiillerinin kalitatif

analizleri %1,8’lik agaroz jel elektroforezi ile yapildi.
3.5.2. RNA Orneklerinin Agaroz Jel Elektroforezleri

Izole edilen RNA molekiillerinden cDNA elde etmeden dnce RNA molekiillerinde
kirilma durumlarinin olup olmadiginin belirlenmesi amaci ile agaroz jel elektroforezi
yapildi. RNA’lar %1,8’lik agaroz jelde TRIS-Borat-EDTA (TBE) tampon sisteminden
yararlanilarak 55 V sabit elektrik akiminda 55 dakika siireyle yiiriitiildii. Orneklerden
3 uL alinarak 3 pL yilikleme tamponu ile karistirildiktan sonra taraklar ile olusturulan
kuyucuklara yiiklendi. Yiirlitme islemi sonrasinda agaroz jeller ChemiDoc MP
Imaging System kullanilarak goriintiilendi. Agaroz jelde kontrolii yapilan RNA

orneklerinin cDNA’ya ¢evrilme islemi yapildi.

3.5.3. cDNA Sentezi

Celtiklerden i1zole edilen RNA’larin Bio-Rad iScript cDNA sentez kiti ile cDNA
sentezi yapildi. Izole edilen RNA molekiillerinin konsantrasyonlar1 Implen marka
nanodrop ile Olciildi. RNA konsantrasyonlarinin belirlenmesinden sonra toplam
reaksiyon hacmi 20 pL olacak sekilde niikleaz icermeyen su ile hacim protokole uygun
sekilde tamamlandi. 5x iScript karigiminin ¢oziinmesi sirasinda olusabilecek ¢okelti

riskine karsi karisimin iyice karistirildi. Tepkime bilesenlerinin karigimi ile tepkime
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kosullart iiretici firma tarafindan onerilen prosediire uygun olacak sekilde Tablo 3.3,

Tablo 3.4 ve Tablo 3.5’te sunulan hali ile yapildu.

Tablo 3.3 Kontrol grubu ¢eltik cesitlerine gore cDNA sentezi tepkime karigimi
bilesenleri ve hacimleri

Osmancik- Degirmen Ormanh  Yaprak  Reis
97 CL CL CL CL
Bilesenler Reaksiyon Hacmi (pL)
5x iScript Tepkime 4 4 4 4 4
Karisimi
iScript Reverse
Transkriptaz ! ! ! ! !
Isiukleaz fgetmeyen 13,6 13,8 14 14 13,7
RNA (200 ng) 1,4 1,2 1 1 1,3
Toplam Hacim 20 20 20 20 20

Tablo 3.4 Stres grubu celtik cesitlerine gére cDNA sentezi tepkime karisimi
bilesenleri ve hacimleri

Osmancik- Degirmen Ormanh  Yaprak  Reis
97 CL CL CL CL
Bilesenler Reaksiyon Hacmi (uL)
5X iScript | 4 4 4 4 4
Tepkime Karisimi
iScript Reverse | 1 1 1 1 1
Transkriptaz
Niikleaz igermeyen | 13,9 13,5 13,87 13,2 13,87
su
RNA (ng) 1,1 1,5 1,13 1,8 1,13
Toplam Hacim 20 20 20 20 20
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Tablo 3.5 cDNA sentezi tepkime kosullar1

Tepkime evresi Sicaklik (°C) Siire (d)
Primer baglanmasi 25 5
Reverse transkripsiyon | 46 20
RT inaktivasyon 95 1

4 0

Sentezi yapilan cDNA’lar daha sonra yapilacak olan analizlerde kullanilmak iizere

-20°C’de saklanda.

3.5.3. qRT-PZR Analizleri

OsALS, OsNALI1 genlerinin imazamoksa toleransli ve toleranssiz bitkilerindeki
anlatim profilleri kantitatif-RT-PZR (qRT-PZR) yontemiyle saptanmistir. Kantitatif
RT-PZR analizi IQ™ SYBR® Green Supermix kullanilarak, iiretici firmanin énerdigi
protokole uygun olacak sekilde, CFX Connect Time PZR cihazi kullanilarak yapildi
(Tablo 3.7 ve Tablo 3.8). OsALS ve OsNAL1 genleri icin primerler
https://primer3plus.com/ kullanilarak tasarlandi (Tablo 3.6). Hedef genlerin anlatim

diizeyindeki degisimleri belirlemek amaciyla, referans gen olarak UBQS5 (ubiquitin C)
kullanilarak veriler normallestirildi. Bu dogrultuda gen anlatimindaki rolatif

degisimler delta-delta Ct (AACt) yontemi temel alinarak hesaplandi [227].

Tablo 3.6 Kullanilan qRT-PZR primerlerine ait diziler ve Tm sicaklig1

Primer  Primer Dizisi Tm Sicakhgi (°C)

OsALS F:5’-CCCAGGTGTCACAGTTGTTG-3’

R:5’-CGCCCTATTTGCCTTGTAAA-3’ >
OsNAL1 F:5-AGCTGACGGTGCATTTATCC-3’ 55
R:5’-CCATCACAGTCCCAGTTGTG-3’
UBQS F:5’-ACCACTTCGACCGCCACTACT-3’ 55

R:5’-ACGCCTAAGCCTGCTGGTT-3’
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Tablo 3.7 qRT-PZR tepkime karigimi1 ve konsantrasyonlari

Bilesen Hacim (uL) Son konsantrasyon
IQ™ SYBR® Green Supermix 10 1X

Ileri ve geri primerler 0,5 250 nsM

cDNA 1 50 ng

H>O 8 -

Total tepkime hacmi 20 -

Tablo 3.8 qRT-PCR Tepkime Kosullari

Real Time Mod DNA DNA Primer Dongii  Erime
PZR polimeraz Denatiirasyonu  baglanmasi .
Sistemi Aktivasyonu  95°C Ve cihaz Saysst Egrisi

ve DNA okumas1

Denatiirasyonu

95°C
Bio-Rad®  SYBR® 5595 °C
CFX araliginda
Connect™ 3 dk 10 sn 30 sn 40 her 3 sn’de
Sistemi 0,5 °C artig

ile

3.6. istatistiksel Analizler

Celtik bitkilerine ait kontrol ve farkli konsantrasyonlarda herbisit uygulanmis deneysel
gruplarin bilylime parametrelerinden bitki boy uzunlugu ve taze agirliklart morfolojik
zararlanma degerlendirilmesinden elde edilen veriler ile biyokimyasal analizlerinin
(lipid peroksidasyon, fotosentetik pigment) degerlendirilmeleri GraphPad Prism 8
(https://www.graphpad.com) istatistik programi kullanilarak yapilmistir. Programda
tek yonlii ANOVA testi yapilmis ve testte istatistiksel olarak anlamli bulunan gruplarin

karsilagtirmast Student- Newman Keuls testi ile gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Celtik Cesitlerinde imazamoks Herbisit Hassasiyetinin Belirlenmesi

IMI toleranssiz ve toleranshi celtik c¢esitlerinde imazamoks herbisitine karst
hassasiyetinin belirlenmesi i¢in bir 6n ¢alisma yapilmistir. Yapilan bu 6n ¢alismada
imazamoks herbisiti %1,5, %3, %4.,5 ile %6 konsantrasyonlarda uygulanmistir.
Belirtilen konsantrasyonlar bitkilerin gelisimlerinin 25. giiniinde 4 giin siire ile

uygulanmistir.

Uygulanan konsantrasyonlar arasinda %6’da tiim bitkiler analiz yapilamayacak
sekilde canliliklarini kaybetmistir. Bu sebep ile analizlerin yapilabilmesine olanak

saglayacak en yliksek konsantrasyon olan %4,5 ile ¢alisilmasina karar verilmistir.

Herbisit uygulanan gruplarda bitki govdelerinde ve yapraklarda sararmalar ile bazi
bitki orneklerinin yaprak uclarindaki kararmalar gozlemlenmistir (Sekil 4.1). Tim
konsantrasyonlarda ilk tepki gévdedeki sararmalar ile gézlemlenmistir. Yaprak ayasi

ve uglarinda sararmalar daha sonra ortaya ¢ikmustir.

IMI toleransli ve toleranssiz ¢eltik gesitlerinde %1,5’1ik ve %3’liik konsantrasyonlarda
gbzlemlenebilir morfolojik farklar olugsmamistir (Sekil 4.1). Segilen %4,5
konsantrasyonda biyokimyasal paramatrelerin degerlendirilmesi i¢in yeni bir deneme

kurulmustur.
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Osmancik-97 »
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X AN .

Sekil 4.1 IMI toleranssiz Osmancik-97 ile IMI toleransli Reis CL, Yaprak CL,
Degirmen CL, Ormanli CL celtik ¢esitlerinde doz hassasiyetinin belirlenmesi

4.2. Herbisit Uygulamasinin Bitki Gelisimine Etkisi

Osmancik-97 ile IMI toleransli Reis CL, Yaprak CL, Ormanli CL, Degirmen CL
bitkileri uygun kosullar altinda ¢imlendirilip iiclii yaprak evresine (Sekil 4.2) kadar
saglikli bir sekilde gelisimi saglanmistir.
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Sekil 4.2 Yetistirilmis Osmancik-97, Reis CL, Yaprak CL, Ormanli CL, Degirmen CL
kontrol ve herbisit uygulanan bitkilerin 29 giinliik goriintiileri

Herbisit uygulanacak cesitlere ait 25 giinliik bitkilere 4 giin siire ile %4,5
konsantrasyonda imazamoks uygulanmistir. Molekiiler ve biyokimyasal analizler i¢in
bitkiler gelisimin 29. giiniinde hasat edilmistir. Her bitki grubundan alinan otuz beser
bitki iizerinde dlgiimler yapilmistir. Olgiimler sonucunda her bitki grubunun ortalama
bitki yas agirliklarinda (Sekil 4.3) meydana gelen degisimler ile ortalama bitki

uzunluklarinda (Sekil 4.4) meydana gelen degisimler l¢iilmiistiir.

Herbisit uygulanmamis kontrol bitkilerinde Osmancik-97 ve Reis CL ortalama yas
agirliklar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Degirmen CL,
Yaprak CL ve Ormanli CL ortalama yas agirliklar1 arasinda da istatistiksel olarak
anlamli fark goriilmemistir. Ancak bu {i¢ ¢esidin ortalama yas agirligit Osmancik-97

ve Reis CL ¢esitlerinden az bulunmus olup bu fark 6nemlidir.

Dort giinliik herbisit uygulamasi sonrasinda ortalama bitki yas agirligi agisindan
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli tek farklilik Reis CL ¢esidinde 6l¢iilmiistiir.

Kontroliine gore %15,76 artis sergilemistir.
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lik imazamoks uygulanan gruplarinda ortalama

bitki boylarinda meydana gelen degisimler (Farkli harfler ile gosterilen ortalamalar
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Dort giin siire ile uygulanan herbisit Degirmen CL ve Yaprak CL cesitlerinde ortalama
bitki boylarinin istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmasina yol agmustir (Sekil 4.4).
Degirmen CL g¢esidinde %10,26 azalma goriiliirken, Yaprak CL ¢esidinde azalma
%7,03 olmustur. Osmancik-97, Reis CL ve Ormanli CL c¢esitlerinde ortalama bitki
boyu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark dl¢iilmemistir. En yiiksek ortalama

bitki boylar1 Osmancik-97, Degirmen CL ve Ormanli CL ¢esitlerinde 6l¢iilmiistiir.

4.3. Biyokimyasal Analizler

4.3.1. Lipid Peroksidasyon Analizi

%4,5 imazamoks uygulamasinin IMI toleranssiz Osmancik-97 ve IMI toleransh
Degirmen CL, Reis CL, Yaprak CL, Ormanli CL g¢eltik ¢esitleri tizerindeki oksidatif
strese etkisi belirlenmistir. Olusan lipid peroksidasyonun iiriinii olan malondialdehit
(MDA) miktarmin kalorimetrik 6l¢iimii gerceklestirilmistir. Imazamoks herbisitinin
meydana getirdigi oksidatif stres etkisine bagli olarak tiim celtik cesitlerinde
kontrollerine gore istatistiksel olarak anlamli lipid peroksidasyon artis1 Sl¢iilmiistiir
(Sekil 4.5). Kontrol gruplar arasinda sadece Degirmen CL diger ¢esitlerden daha
yuksek anlamli bir fark sergilemistir. Herbisit uygulamasindan sonra tiim ¢esitler
arasinda sadece Ormanli CL diger c¢esitlerden daha diisiik anlamli bir fark
sergilemistir. Osmancik-97 ¢esidinde TBARS miktar1 0,023 umol.g!' TA iken %4,5
imazamoks stres grubunda 0,058 umol.g™! TA; IMI toleransl Yaprak CL ¢esidinde
0,065 pmol.g!' TA, Reis CL ¢esidinde 0,061 pmol.g”! TA, Degirmen 0,058 umol.g™!
TA oldugu bulunmustur.

58



mm Kontrol == %4,5 Imazamoks

0.08-
= b b b
< 0.06
oL
£ 0.04-
= a
0
< 0.02-
m
|—
0.00 -1
o\
N
,b(\
&
0‘9

Sekil 4.5 %4,5 imazamoks uygulamasimin Osmancik-97 ile IMI toleransli Reis CL,
Yaprak CL, Degirmen CL, Ormanli CL g¢eltik ¢esitleri lipid peroksidasyonu iizerine
etkisi.

4.3.2. Fotosentetik Pigment Miktar1 Tayini

%4,5 imazamoks stresinin Osmancik-97 ile IMI toleransli Reis CL, Yaprak CL,
Degirmen CL, Ormanli CL ¢eltik ¢esitlerinin fotosentetik pigment miktarlar iizerine
olan etkileri spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir. Osmancik-97 ¢esidinde klorofil a,
total klorofil, karotenoid konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma

Olclilmiistiir. Klorofil b konsantrasyonunda anlamli bir degisim olmamaistir (Sekil 4.6).

IMI toleransh Reis CL ¢esidinde klorofil a, klorofil b, total klorofil ile karotenoid
konsantrasyonlart istatistiksl olarak anlamli sekilde azalmistir (Sekil 4.7). Yaprak CL,
Degirmen CL ve Ormanli CL g¢esitlerinde klorofil a, klorofil b ile total klorofil
konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli azalma tespit edilmistir. Karotenoid
konsantrasyonlarinda anlamli bir degisim olmamistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10).
En ytiksek total klorofil pigment konsantrasyonu 29,28 mg/g.TA degeri ile Reis CL
cesidinde Olgiilmistiir. En diisiik total klorofil konsantrasyonu ise 14,38 mg/g.TA

degeri ile Osmancik-97 ¢esidinde Sl¢iilmiistiir.
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Sekil 4.6 %4,5 imazamoks uygulamasinin Osmancik-97 ¢eltik ¢esidinin fotosentetik
pigment konsantrasyonlari tizerine etkisi
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Sekil 4.7 %4,5 imazamoks uygulamasinin Reis CL ¢eltik ¢esidinin fotosentetik
pigment konsantrasyonlar lizerine etkisi.
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Sekil 4.8 %4,5 imazamoks uygulamasinin Yaprak CL celtik ¢esidinin fotosentetik
pigment konsantrasyonlar lizerine etkisi.
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Sekil 4.9 %4,5 imazamoks uygulamasinin Degirmen CL celtik ¢esidinin fotosentetik
pigment konsantrasyonlari lizerine etkisi.

61



Em Ormanh CL Kontrol

~ 25 -
e EA Ormanli CL (%4,5 Imazamoks)
o o
“E’ o 20 e
o £ a a
O 35 154 b
f g ;_ A0
§ % 10 it
ég C c
c
S o 5-
° e
“ 5
X 0- T T T
N i
q\\o @‘\ o‘b
*.\o = ©
+’b

Sekil 4.10 %4,5 imazamoks uygulamasinin Ormanli CL ¢eltik ¢esidinin fotosentetik
pigment konsantrasyonlari {izerine etkisi.

Herbisit uygulamasinin ardindan total klorofil konsantrasyonu agisindan en biiyiik
diisiis Reis CL ¢esidinde Olclilmiistiir. Diislis %47,04 olarak hesaplanmistir. Total
klorofil pigmentindeki azalma Osmancik-97, Yaprak CL, Degirmen CL ve Ormanh
CL g¢esitlerinde sirast ile %22,45, %16,15, %32,68 ve %22,06 olarak hesaplanmistir.

4.3.3. ALS ve NAL1 Genlerinin Anlatim Profillerinin Belirlenmesi

IMI toleransli ve toleranssiz celtik bitkilerine ait yaprak dokularindan izole edilen
RNA orneklerinin ¢cDNA’ya c¢evrilmeden once RNA biitiinliigii ve kalitesini
degerlendirmek icin, izole edilen RNA’larin goriintiilenmesi i¢in agaroz jel
elektroforezden faydalanildi. RNA’lar %1,8’lik 1X Tris-borat-EDTA (TBE) tampon
sisteminden yararlanilarak 55 V sabit elektrik akiminda 55 dakika siireyle yiiriitiildii.
Izolasyon siirecindeki olas1 kontaminasyon ve RNA’larm kirilma durumlarini
saptamak lizere RNA Orneklerine ait agaroz jel elektroforez goriintiileri (Sekil 4.11)

elde edildi.
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Sekil 4.11 RNA orneklerinin agaroz jel bant profilleri M: Markér, 1: Osmancik-97, 2:
Osmancik-97 %4,5 imazamoks, 3: Reis CL, 4: Reis CL%4,5 5 imazamoks, 5: Yaprak
CL, 6: Yaprak CL%4,5 5 imazamoks, 7: Degirmen CL, 8: Degirmen CL%4,5
imazamoks, 9: Ormanh CL, 10: Ormanli CL %4,5 imazamoks

IMI toleranssiz Osmancik-97 ile IMI toleransli Ormanli CL, Degirmen CL, Reis CL,
Yaprak CL bitkilerinin yaprak dokularinda IMI toleransh ile iligkili ALS geninin ve
bitkinin gelisim durumu ile iligkili NAL1 geninin rolatif ekspresyon seviyeleri
kantitatif PZR ile analiz edilmistir. ALS gen ekspresyonunda Osmancik-97, Ormanl
CL ve Reis CL ¢esitlerinde sirast ile 0,1, 0,5 ve 0,8 kat azalma hesaplanmistir (Sekil
4.12). Degirmen CL ¢esidinde ALS gen ekspresyonunda degisim olmamustir. ALS gen
ekspresyonunu arttiran tek cesit 0,6 kat ile Yaprak CL olmustur.

NAL1 gen ekspresyonunda Ormanli CL, Degirmen CL ve Reis CL ¢esitlerinde sirasi
ile 0,3, 0,8 ve 0,4 kat azalma hesaplanmistir (Sekil 4.13). Osmancik-97 ¢esidinde
NALT1 gen ekspresyonunda degisim saptanmazken, ekspresyonunu arttiran tek cesit

0,4 kat ile Yaprak CL olmustur.
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Sekil 4.12 %4,5 imazamoks uygulamasinin rolatif ALS gen ekspresyonu iizerine
etkisi.
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Sekil 4.13 %4,5 imazamoks uygulamasinin rolatif ALS gen ekspresyonu iizerine
etkisi.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda, kiiresel diizeyde temel bir gida kaynagi olan ¢eltik (Oryza sativa
L.) bitkisinin IMI toleranssiz Osmancik-97 ¢esidi ile IMI toleranshi Yaprak CL,
Ormanli CL, Degirmen CL ve Reis CL cesitlerinin, imazamoks etken maddeli IMI
herbisite karst gosterdikleri tolerans diizeylerinin karsilastirilmasi amacglanmistir.
Calisma kapsaminda, farkli genotiplerin herbisit uygulamasina verdigi tepkiler analiz
edilerek, cesitler arasi tolerans diizeylerinin molekiiler temelli farkliliklar1 ortaya

konmustur.

Yabani ¢eltik ile kiiltiirii yapilan celtik ayni tiir (Oryza sativa L.) i¢inde yer aldiklari
i¢cin bir¢ok ortak fizyolojik 6zellige sahiptir. Bu benzerlik, tarim alanlarinda yabani
celtikle miicadeleyi oldukca giiglestirmektedir. Bu sebeple yabani ¢eltigi yok eden
herbisitler kiiltiirii yapilan celtige de zarar verir [17]. Herhangi bir yabanci gen
eklenmeksizin, sadece mutasyon seleksiyonu yoluyla imidazolinon grubu herbisitlere

tolerans kazandirilmis Clearfield™

celtik ¢esitleri gelistirilmistir [32]. Bu yontem, gen
aktarimi1 igermemesi sebebiyle cevresel agidan daha kabul edilebilir bir alternatif
olarak degerlendirilmekte ve modern geltik yetistiriciliginde yabanci ot miicadelesinde
onemli bir avantaj sunmaktadir. Bu sebeple imidazol grubu herbisitler, GDO’suz
yaklasimla herbisitlere toleransh ¢eltik gelistirmede tercih edilen herbisitlerin basinda

gelir [143].

T.C. Tarim ve Orman Bakanligi Gida ve Kontrol Genel Miidiirliigli tarafindan
yayimlanan rapora gore, ¢eltik tarim alanlarinda goriilen yabanci otlarla miicadelede
imazamoks herbisitinin yapraklara piiskiirtme yoluyla dekara 125 mL dozda ve 1 — 4
yaprakli donemde IMI toleransl ¢eltik ¢esitlerinde ise bu uygulamanin 1 — 3 yaprakl

donemde yapilmasi tavsiye edilmektedir [228].

Bu caligmada, ¢eltik bitkileri iklimlendirme odasinda, diisiik hacimli kaplar icerisinde

yetistirildiginden,  herbisit =~ uygulamasi  yapraklara  plskiirtme  seklinde
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uygulanmamustir. Tarla uygulanmasindan farkli olarak imazamoks herbisiti Yoshida
besin ¢ozeltisine katilarak uygulanmigstir. Tarim bakanliginin dekarda 6nerdigi doz
sulama seklinde yapilan uygulamada etki gostermemistir. Bu sebeple imazamoks
herbisitine toleransli ve toleransiz celtik cesitleri ile 6n deneme kurulmustur. Artan
konsantrasyonlar ile %1,5, %3, %4,5 ve %6 olacak sekilde Yoshida besin soliisyonuna

ilave ile uygulanmistir.

Yapilan 6n denemelerde, %]1,5’lik dozun tiim ¢esitler {izerinde smirli bir etki
gosterdigi belirlenmistir. %6 konsantrasyonda analiz yapilmasina olanak saglayacak
canlilikta bitki kalmadigindan analiz yapilmasina olanak saglayacak en yiiksek

konsantrasyon olarak %#4,5 kullanilmasina karar verilmistir.

Bu tez kapsaminda IMI toleransh ve toleranssiz celtik ¢esitlerinin %4,5 imazamoks
herbisiti etkisine baglh gelisimleri incelendiginde bitkiler arasinda belirgin farklarin
oldugu gozlemlenmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda imidazol grubu herbisitlerin
valin, 16sin ve izol6sin amino asitlerinin sentezini inhibe ettigi ve buna bagh protein
sentezinde ortaya ¢ikan azalma, hiicre boliinmesinin yavaslamasina yol agarak bitki
biiyiimesinin azalmasina ve bitki 6liimiine yol a¢tig1 rapor edilmistir [152]. Imidazol
grubu herbisitler bitkilerin metabolik dengesini bozarak, gelisimsel siireclerin
duraksamasina, yaprak dokularinda kloroz olusumuna ve klorofil i¢eriginde anlamli
diizeyde azalmaya sebep olmaktadir. Boylece bitki fizyolojisini ve genel bitki

gelisimini olumsuz yonde etkiledigi gorilmustiir [145].

Bu tez ¢alismasinda herbisit uygulanmamis kontrol bitkilerinde Osmancik-97 ve Reis
CL ortalama yas agirliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.
Degirmen CL, Yaprak CL ve Ormanli CL ortalama yas agirliklar1 arasinda da
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmezken, bu ii¢ ¢esidin ortalama yas agirhigi
Osmancik-97 ve Reis CL ¢esitlerinden istatistiksel olarak anlamli sekilde az
bulunmustur. Dort giinliik herbisit uygulamasi sonrasinda ortalama bitki yas agirligi

agisindan istatistiksel olarak anlamli tek farklilik Reis CL ¢esidinde 6l¢lilmiistiir.

Dort giin siire ile uygulanan herbisit Degirmen CL ve Yaprak CL ¢esitlerinde ortalama
bitki boylarinin istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmasina yol agmistir. Osmancik-

97, Reis CL ve Ormanli CL ¢esitlerinde ortalama bitki boyu acisindan istatistiksel
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olarak anlamli bir fark 6l¢lilmemistir. En yiiksek ortalama bitki boylar1 Osmancik-97,

Degirmen CL ve Ormanli CL ¢esitlerinde dl¢iilmiistiir.

Abiyotik stres faktorleri, bitkilerde oksidatif stresin olusumuna sebep olarak hiicre
membranlarinin yapisinda bulunan doymamis yag asitlerini oksidasyona ugratmak
suretiyle lipid peroksidasyonunu baslatirlar. Bu siire¢, hiicre zarmin yapisal
biitlinliigiiniin bozulmasina, zar proteinlerinin denatlirasyonuna ve yikimina, ayrica
hiicre i¢i iyon dengesini saglayan tasima sistemlerinin etkinliginin azalmasina yol
acarak bitkisel metabolizmanin ciddi sekilde zarar gormesine sebep olmaktadir.
Stresin uzun siireli etkisi veya yiiksek siddette seyretmesi halinde hiicrede 6liim siireci
tetiklenebilir [144]. Hiicre zarinda bulunan lipid bilesenlerinin oksidasyonu sonucu
olusan bir yan iirlin olan malondialdehit (MDA) basta olmak iizere thiobarbiitirik asit
ile reaksiyona giren tiim bilesenlerin (TBARS), bitkilerin ¢esitli abiyotik ve biyotik
stres kosullarmma maruz kalmalart durumunda arttigimmi ortaya koyan cok sayida
bilimsel ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalar, MDA birikiminin oksidatif stresin ve
lipid peroksidasyonunun o6nemli bir biyokimyasal gostergesi oldugunu
vurgulamaktadir  [51], [229]. Ayrica AHAS enzimini hedef alan herbisitlerin
bitkilerde oksidatif inaktivasyona yol ac¢tigi rapor edilmistir [136]. Yapilan
caligmalarda IMI grup herbisit olan imazamoks uygulamasi sonrasinda celtikte lipid
peroksidasyonu iirlinii olan MDA artis1 rapor edilmistir [230], [231]. Baska bir
calismada aycicegi bitkisine uygulanan IMI herbisiti sonrasinda da MDA artis1 rapor
edilmigtir [232].

Calismamiz kapsaminda, IMI toleranssiz Osmancik-97 cesidi ile IMI toleransh
Ormanli CL, Degirmen CL, Yaprak CL ve Reis CL g¢eltik cesitlerine uygulanan %4,5
konsantrasyonda imazamoks, tiim ¢eltik ¢esitlerinde kontrollerine gore istatistiksel
olarak anlamli lipid peroksidasyon artisina yol agmistir. Kontrol gruplarit arasinda
sadece Degirmen CL diger cesitlerden daha yliksek, anlamli bir fark sergilemistir.
Herbisit uygulamasindan sonra tiim cesitler arasinda sadece Ormanli CL diger

cesitlerden daha diisiik anlamli bir fark sergilemistir.

Herbisitler amino asit sentezi Onleyici, fotosentez reaksiyonlarini durdurucu,
fotosentetik pigment sentezi ve AHAS enzim sentez Onleyiciler olarak
simiflandirilabilir [137]. Bitkilerde valin, l0sin, izoldsin amino asitlerinin inhibe

edilmesi ile asetohidroksiasit sentazi (AHAS) ve karotenoid sentezinde gorev alan 4-
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hidroksifenilpiruvat dioksijenazi inhibe edebilir [233]. Imazamoks uygulamasi ile
valin, 16sin ve izolosin amino asitlerinin sentezinin onlenmesi ile bitkilerin protein
sentez hizinda diisme, hiicre boliinmesinde yavaslama, fotosentetik pigment
tretiminde aksamalar goriiliir [152]. Cesitli stres faktorleri hiicrede karotenoid
birikimine sebep olur. Oksidan zararlilarina kars1 klorofil pigmentinin par¢alanmasini
engelleyen ve onaran bu pigmentin koruyucu 6zellik gosterdigi rapor edilmistir [213].
Yapilan ¢alismalarda IMI grubu herbisitlerin geltik bitkisinde klorofil a basta olmak
lizere fotosentetik pigment igeriklerinde azalmaya sebep oldugu bildirilmektedir.
Bitkinin fotosentetik kapasitesinde diisiise ve dolayisiyla biiylime performansinda
gerilemeye yol actig1 rapor edilmistir [234], [235] . Yapilan bagka bir calismada IMI
cesit olan imazetapirin mercimek bitkisinde klorofil igerigini azaltarak fotosistem II

aktivitesinde bozulmaya sebep oldugu rapor edilmistir [236].

Calismamiz kapsaminda %4,5 imazamoks uygulamasinin Osmancik-97 ile IMI
toleransli Reis CL, Yaprak CL, Degirmen CL, Ormanli CL celtik cesitlerinin
fotosentetik pigment miktarlar1 iizerine olan etkileri spektrofotometrik olarak
Olclilmiistir. Osmancik-97 c¢esidinde klorofil a, total Kklorofil, karotenoid
konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma o6l¢iilmiistiir. Klorofil b
konsantrasyonunda anlamli bir degisim olmamustir. IMI toleranshi Reis CL ¢esidinde
klorofil a, klorofil b, total klorofil ile karotenoid konsantrasyonlari istatistiksel olarak
anlamh sekilde azalmistir. Yaprak CL, Degirmen CL ve Ormanli CL ¢esitlerinde
klorofil a, klorofil b ile total klorofil konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlaml
azalma tespit edilmistir. Karotenoid konsantrasyonlarinda anlamli bir degisim
olmamistir. En yiiksek total klorofil pigment konsantrasyonu Reis CL ¢esidinde
Olciilmiistir. En diislik total klorofil konsantrasyonu ise Osmancik-97 ¢esidinde

Olciilmiistiir.

Bu tez calismasinda %4,5 konsantrasyonda imazamoks herbisitinin uygulandigi IMI
toleransiz Osmancik-97 ile IMI toleransli Yaprak CL, Ormanli CL, Reis CL ve
Degirmen CL cesitlerinde valin, 16sin, izoldsin amino asitlerinin sentezinde rol alan
ALS (asetolaktat sentaz) ile yaprak morfolojisi ile damar yapisinin gelisiminde rol alan
NALTI1 (narrof leafl) genlerinin anlatim diizeyleri kantitatif olarak q-PZR yontemi ile

analiz edilmistir.
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Yapilan ¢alismalar AHAS enziminin biiylik alt birimindeki Alal22, Pro197, Ala205,
Trp574 ve Ser653 konumundaki mutasyonlarin IMI grubu herbisitlere karsi tolerans
kazandirip, diger AHAS inhibitorlerine karsi ¢apraz tolerans saglamadigi rapor
edilmistir [9]. Ayrica geltik bitkisinde Ser-653-Asn konumundaki nokta mutasyon IMI
grubu herbisitlerden imazamoks, imazetapir ve imazapik cesitlerine karsi tolerans
sagladig1 rapor edilmistir [171]. Bu mutasyonun enzim aktivitesinde ciddi bir
bozulmaya yol a¢madigi ve bitkinin biiyime ve gelisimini olumsuz yonde
etkilemedigi de rapor edilmistir [14]. Cin’de yiiriitiilen bir ¢alismada IMI grubu bir
herbisit olan imazamoksun ¢eltik bitkisine uygulamasi sonrasinda AHAS enzimini
kodlayan ALS geninin anlatim diizeyinde belirgin bir artis oldugu rapor edilmistir
[237]. Yapilan baska bir ¢alismada yabani yulaf (Lolium multiflorum) bitkisinin IMI
tolerans gosteren g¢esitlerine imazamoks uygulamasi sonrasinda ALS gen anlatiminda

anlamli seviyede artis oldugu rapor edilmistir [238].

Son yillarda yapilan arastirmalar, ¢eltik 1slahinda 6nemli bir gen olarak tanimlanan
NALT1’in yaprak morfolojisi, damar deseni, bagak yapisi, tane sayis1 ve bitki boyu gibi
pek ¢ok agronomik 6zelligi etkiledigini ortaya koymustur [146]. NAL1, serin proteaz
olarak islev gormekte olup celtik bitkisinde kok, gévde ve yaprak morfolojisinin yan1

sira tane verimi, klorofil i¢erigi ve fotosentez hizi lizerinde de etkili olmaktadir [147].

Calismamizda elde edilen bulgular dogrultusunda %4,5 konsantrasyonda imazamoks
herbisiti uygulamasi sonrasinda yapilan analizler, ALS ve NALI genlerinin anlatim
diizeylerinin ¢eltik c¢esitleri arasinda anlamli farkliliklar gdsterdigini ortaya
koymustur. ALS gen ekspresyonunda Osmancik-97, Ormanli CL ve Reis CL
cesitlerinde azalma oldugu belirlenmistir. Degirmen CL ¢esidinde ALS gen
ekspresyonunda degisim olmazken, Yaprak CL ekspresyon artist sergileyen tek cesit
olmustur. NAL1 gen ekspresyonunda bakimindan Ormanli CL, Degirmen CL ve Reis
CL cesitlerinde azalma oldugu belirlenmistir. Osmancik-97 ¢esidinde NAL1 gen
ekspresyonunda degisim saptanmazken, ekspresyonunu arttiran tek cesit yine Yaprak

CL olmustur.

Elde edilen sonuclar degerlendirildiginde Yaprak CL haricinde IMI toleransli olarak
secilen diger 3 celtik ¢esidinde genotip 6zelligi fenotip ile uyum gostermemistir. Bu

celtik ¢esitleri ile bu konuda yapilmis yaymlanmis bir eser bulunmamaktadir. Rey-
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Caballero ve ark. (2017) farkli geltik cesitleri ile yapmis olduklar1 ¢calismada ALS
mutasyonuna sahip olmayan yabanil tip c¢esitlerde imazamoks tolerans1 fenotip
Ozelliklerini tespit etmislerdir. Yapilan analizler popiilasyonda hidroksi imazamoks
varhigin1 dogrulamistir. Bu degisim hedef-dis1 bolge direnci (non-target-site resistance,
NTSR) olarak adlandirilan mekanizmadan kaynaklanmaktadir. Genel olarak
imazamoksa yiiksek tolerans tiim ALS inhibitor smiflarn i¢in Trp574 yer degisim
mutasyonu ile iligkilendirilmektedir. Ancak ikinci bir tolerans mekanizmasi olarak
ALS inhibitorii herbisitin, ALS’ye lethal konsantrasyonun altinda ulagmasinin
saglanmasi da etkilidir. Diisiik seviyeli absorbsiyon ve translokasyon nadiren ALS
inhibitoriine toleransin baglica sebebidir. Ancak mekanizmadaki kismi rolii rapor
edilmektedir [239] . IMI herbisite toleransh ¢esitler olan Ormanli CL, Degirmen CL,
Reis CL’de toleransh fenotipe ragmen ALS gen ekspresyonunun azalmasi, lethal
seviyenin iizerinde inhibitdr etkisine isaret etmektedir. Ayrica herbisit toleransli
Clearfield™ celtik gelistirme siireclerinde mutagen olarak uygulanan EMS’nin
ardindan seleksiyonlarda imazethapyr ve imazamox kombinasyonlu uygulama
yapilmaktadir. ALS geninde farkli polimorfizmler ve imidazolinon grubu farkli IMI

herbisit uygulanmasi gen ekspresyonu seviyelerini degistirebilmektedir [240].

Sonug olarak imazamoks herbisiti, diger herbisitlere kiyasla daha diisiik dozlarda etkili
olmasi sebebiyle yabanci otlarla miicadelede 6nemli bir alternatif olarak One
cikmaktadir. Ancak, Clearfield™ celtik teknolojisi kapsaminda imidazol grubu
herbisitlere tolerans kazandirilmis baz1 celtik cesitlerinde beklenen tolerans etkisinin
goriilmedigi, bu c¢esitlerin toleransiz tiirlerle benzer tepkiler verdigi tespit edilmistir.
Bu durum, herbisite karsi gelistirilen tolerans mekanizmalarinin ¢esitler arasinda
farklilik gosterebilecegini ve toleransli oldugu kabul edilen ¢esitlerin herbisite karsi
her zaman etkin bir yanit veremeyebilecegini gostermektedir. Tarimsal verimliligin
stirdiiriilebilir sekilde artirilmasi ve yabanci otlarla etkili miicadele saglanabilmesi
i¢in, imidazol grubu herbisit uygulamalarinda hem toleransh ¢eltik c¢esitlerinin dogru
secilmesi hem de bu ¢esitlerin genotipine etkili olan uygun imidazol grubu herbisitin

belirlenmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.
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