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OZET

Doktora Tezi

ETHYL METHANESULFONATE UYGULANAN KIRMIZI MERCIMEK CESIiTLERINDE
iIMAZAMOX HERBISIiTINE TOLERANSININ BELIRLENMESI

Engin YUCEL

Harran Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dalh

Prof. Dr. M. Ertugrul GULDUR
Y11:2023 Sayfa:64

Yabanci otlar, iklime ve kullanilan c¢eside ek olarak mahsul verimini diisiiren en 6nemli faktorler
arasindadir. Farkli kiiltiir bitkilerinin herbisitlere direngli ¢esitleri, son donemde yabanci ot
miicadelesini kolaylagtirmistir; Bu nedenle mevcut germplazmada dogal direncin tespit edilmesi biiyiik
O6nem tasimaktadir. Bu galismanin amaci, farkli mercimek gesitlerinin, yani ‘Firat 87°, ‘Cagil’ ve
‘Altintoprak'n imazamox herbisitine dogal toleransinin belirlenmesi ve EMS (etil metan siilfanat) ile
imazamox herbisitine tolerans i¢in mercimek mutant genotiplerinin elde edilmesi i¢in en toleransl
cesitlerin secilmesidir. Dogal tolerans tespit ¢alismalar1 sonuglari, *Firat 87° ¢esidinin imazamoksa en
toleransli, *’Cagil' ¢esidinin ise en duyarli oldugunu ortaya koydu. ‘Cagil’, ‘Altitoprak’ ve ‘Firat 87'
icin 150 degerleri sirastyla 14.05, 23.00 ve 38.47 ml/ha idi. Segilen *Firat 87' tohumlarmna 5 uM ve 10
pM EMS soliisyonlar1 uygulandi. EMS uygulamalarindan sonra *Firat 87' M2 iiretimi tarla kosullarinda
yetistirilerek imazamox herbisit (100ml/da) ile isleme tabi tutulmustur. Hayatta kalan bitkiler hasat
edilmistir. M3 nesli kontrollii sera kosullarinda ekildi ve farkli dozlarda imazomox herbisit ile muamele
edildi. Deneyde alt1 farkli imazamox dozu, uygulama yapilmayan kontrol ve énerilen dozun %, %, 1, 2
ve 4 kat1 kullanild1. Herbisit, bitkiler 4-6 yaprakli doneme geldiginde uygulandi. Bitki rnekleri, herbisit
uygulamasindan 28 giin sonra toprak {istii kisimlar1 hasat edilerek toplanmigtir. Genotipin herbisite
tepkisi, bitki boyunun bir biiyiime belirtisi olarak 6lgiilmesi ve 1-5 6lgek kullanilarak gorsel puanlama
yoluyla degerlendirildi. Toplanan 6rneklerin yas ve kuru agirliklar1 kaydedildi. Toplanan veriler SAS
istatistik yazilimi ile analiz edilmistir. Test edilen ¢esitler arasindaki farklar1 ¢ikarmak igin varyans
analizi kullanildi ve popiilasyonun yarisimt (I50) etkileyen dozu belirlemek ve doz-tepki egrileri
olusturmak i¢in log-lojistik regresyon analiz modeli kullanmildi. Sonuglar, ‘Firat 87'nin MS5
jenerasyonundaki bazi bitkilerin belli seviyevelerde tolerant ve imazamox herbisitine toleransh
oldugunu ortaya koydu. ALS deneyi, kirmizi mercimek optik yogunluk degerlerinin (OD) artan
imazamoks konsantrasyonu ile hizla azaldigini ortaya koydu. Kirmizi mercimek i¢in% 50 ALS
aktivitesinin inhibisyonu 8.18 iken kontrol igin 7.23 idi. Bu ¢alismada tamimlanan orta derecede
toleransli ve toleransli bitkiler, herbisit toleransli mercimek gesitlerinin gelistirilmesi i¢in 1slah
programlarinda kullanilabilir.

ANAHTAR KELIMELER; Kirmizi Mercimek, Imazamox, Ethl Metansulfante, Herbisit Toleransi
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Weeds are among the most important factors that decrease crop yields in addition to climate and a
variety used. Herbicide resistant varieties of different crops have made weed management easier in the
recent era; therefore, deteriming natural resistance in the available germplasm is of significant
importance. This study was aimed at determining natural tolerance of different lentil varieties, i.e., ‘Firat
87’, ‘Cagil’, and ‘Altintoprak’ to imazamox herbicide and select most tolerant varieties for obtaining
lentil mutant genotypes for tolerance to imazamox herbicide by treating EMS (etyhl methan sulfanate).
The results for natural tolerance revealed that ‘Firat 87 cultivar was the most tolerant to imazamox,
whereas ‘Cagil’ was the most sensitive. The 150 values for ‘Cagil’, ‘Altintoprak’ and ‘Firat 87 were
14.05, 23.00 and 38.47 ml/ha, respectively. Selected ‘Firat 87” seeds were treated with 5 uM and 10 uM
EMS solutions. After EMS treatments, ‘Firat 87> M2 generation was cultivated under field conditions
and treated with imazamox herbicide (100ml/da). Survived plants were harvested. The M3 generation
was planted in controlled greenhouse conditions and treated with different doses of imazomox
herbicide. Six different imazamox doses, i.e., no application and %, %, 1, 2, and 4-fold of the
recommended dose were used in the experiment. The herbicide was applied at 4-6 leaves of plants. Plant
samples were collected 28 days after herbicide application by harvesting the above-ground parts.
Response of the genotype to the herbicide was evaluated via measuring the plant height as a sign of
growth and visual scoring using 1 to 5 scale. The fresh and dry weights of the collected samples were
recorded. The collected data were analyzed with SAS statistical software. Analysis of variance was used
to infer the differences among tested varieties and log-logistic regression was used to determine the
dose affecting half of the population (150) and creating dose-response curves. The results revealed that
some of the plants in M5 generation of ‘Firat 87 were moderatly tolerant and tolerant to imazamox
herbicide. ALS assay revealed that red lentil optical density values (OD) rapidly decreased with
increasing imazamox concentration. Inhibibition of 50% ALS activity for red lentil was 8.18, while 7.23
for control. Moderately tolerant and tolerant plants identified in the current study can be used in breeding
programs for developing herbicide tolerant lentil cultivars.

KEY WORDS : Red Lentil, Imazamox, Ethyl MEthansulfanate, Herbicide Tolerance
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1.GIRIS

Bugiin Tirkiye'nin giineyi ve Suriye'nin kuzeyi modern mercimegin kiiltiire
alindig1 ilk muhtemel bolgelerdir (Cubero ve ark., 2009). Kiiltiire alindiktan sonra
mercimek antik Yunan boyunca ve Tuna nehri boyunca batida, Nil Deltas1 boyunca

giineyde ve doguda Hindistan'a dogru yayilir (Cubero ve ark., 2009)

Mercimek iiretimini sinirlandiran iklim ve ¢esit faktorlerinin yani sira yabanci
otlar verimi azaltan en dnemli unsurlar arasinda yer almaktadir. Halila (1995), yabanci
otlarin %60 diizeyinde verim kaybina neden olduklari ve yogunluklar yiiksek
oldugunda verim kaybinin %100’lere kadar varabilecegini belirtmektedir. Mercimek
genellikle yavas gelistiginden yabanci otlar ilk gelisim evresinde mercimekle ¢ok hizli
bir sekilde rekabete girmekte ve gelisimini sinirlandirmaktadirlar. Verim kayiplari
yabanci ot yogunluguna ve tiiriine baglh olarak degisebilmektedir (Bukun ve Guler,
2005).

Kiiltiirel uygulamalar bir entegre yabanci ot yonetim planidir, ancak mercimek
tarlalarinda tek baglarina yeterli yabanci ot kontroliinii saglamak igin yeterli

olmayabilir (Panvar ve ark., 2017).

Imazamox, soya fasulyesi, yonca ve kuru fasulye gibi baklagillerde genis
yapraklt yabanci otlar1 ve bir¢ok diger otu kontrol etmek icin kullanilan bir
imidazolinon herbisittir; Ancak fitotoksite nedeniyle kirmizi mercimekte imazamox
kullanilamaz (Bukun ve ark., 2012).

Baz1 herbisitlere kars1 tolerans tiim bitkiler igin dogal olarak goriiliir. Bu selektif
yabanci ot kontroliiniin temelini saglamistir. Arastirmacilar tarimsal {iriin ¢esitlerine

tolerans saglamak i¢in bu dogal direnci kullanmaktadirlar (Gray ve ark., 2010)

Yabanci otlar iiriin verimini etkileyen en 6nemli unsurlar arasinda yer almakta

ve verimliligi olumsuz etkilemektedirler dolayisiyla da karli bir {iretim agisindan
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mutlak surette yabanci ot kontrolii gerekmektedir. Ancak kirmizi mercimek gibi bazi
tiriinlerde ozellikle ¢ikis sonrasi biiyiik sorun olusturan genis yaprakli yabanci otlara
kars1 ruhsatli herbisit bulunmadigindan ya da mevcut herbisitlerin mercimege yiiksek
oranda zarar vermelerinden dolay: kullanilamamaktadirlar. Buna ¢6ziim olarak yeni
herbisitlerin kesfedilmesi gerekmektedir. Ancak, giiniimiizde kimya sanayinde yeni

secici bir molekiiliin bulunmasi neredeyse imkansiz hale gelmistir (Gressel, 2002).

Gegmis zamanlarda, 6rnegin 1940 yillarinda yeni bir herbisit bulmak i¢in 500
maddeyi incelemek gerekirken bugiin bu rakam 500.000 bilesik olarak ifade
edilmektedir (Tan ve ark., 2005). Yeni bir herbisit kesfinin zorlugundan dolay hali
hazirda mevcut olan herbisitlere karsi bircok yabanci ot tiiriiniin dayanikli hale gelmis
olmasi, mevcut herbisitlere dayanikli iiriin yetistirilmesi suretiyle iyi bir metot olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Dayanikliliin genetiksel olarak saglanmis olmasi ve bunun
dogal yollarla yapilmis olmasi bu 6nemi daha da arttirmaktadir. Ciinkii birgok insan
ve iilke genetiksel olarak modifiye edilmis bitkiler hakkinda bazi olumsuz yargilara
sahip olduklarindan bunlar bu o6zelliklere sahip iirlinleri tercih etmemektedir.
Dolayistyla klasik 1slah yontemlerine dayanan bir dayanikliligin saglanmasi yabanci

ot miicadele programlarina biiyiik katkilar kazandiracaktir.

Imidazolinone herbisitler yabanci otlardaki acetohydroxyacid synthase (AHAS)
veya acetolactate synthase (ALS) olarak adlandirilan enzimleri inhibe ederek, bunlarin
kontroliinii saglamaktadirlar, (Tan ve ark., 2005). Bu enzimler bitkilerdeki dallanmis
amino asitlerin sentezlenmesinde ¢ok 6nemli yer almaktadirlar. Bu herbisitler ¢ok
diisiik dozlarda birgok dar ve genis yaprakli yabanci otun kontroliinde
kullanilabilmekte ve ¢evreye, memelilere ve suda yasayan bir organizma ve baliklara
cok diisiik oranda toksisiteye sahiptirler, (Tan ve ark., 2005). Bu 6zelliklerinden dolay1
imidazolinone grubu herbisitler ¢evresel agidan ¢ok tercih edilmektedirler. Cevresel
acidan giivenilir olan bu herbisit grubu bircok iirlinde basariyla kullanilabilmekte olup,
ozellikle son yillarda yabanci otlarin herbisitlere olan dayanikliliklarinin Oniine
gecmede daha dogrusu dayaniklilik sorunu olan yabanci otlarin miicadelesinin
yapilmasinin miimkiin kilinmasinda imidazolinone herbisit kullanimi ¢ok basaril1 bir

yabanci ot kontrol programi olusturulmasinda biiyiik 6nem kazanacaktir.



1.GIiRiS Engin YUCEL

Hava kosullar1 genellikle herbisitlerin etkinligi ve segiciligini etkiler. Ornegin,
metribuzin onerilen dozlarda uygulandiginda, yabanci ot kontroliinde istenen
etkinligini saglar, ama soguk hava ve diisiik nem gibi stresli kosullar altinda kiiltiir

bitkisinde fitotoksite olusturabilir (Delchev, 2022)

Mercimek yapu itibari ile ¢ok fazla biiylimediginden yabanci otlar ile rekabette
cok zayif kalmakta bu rekabetten dolayr da yliksek verim kayiplari olusturmaktadir.
Kisa yapisi, herbisitlere diisiik tolerans1 ve ¢ok az sayida herbisitin ruhsatli olmasi
nedeniyle yabanci ot kontrolii mercimekte en biiyiik sorunu teskil etmektedir (Ball ve

ark., 1997).

Kimyasal yabanci ot kontrolii yabanci otlar1 kontrol altina alarak mercimek
tireticilerine daha az toprak isleme i¢in yardimci olabilir. Bununla birlikte,
uygulanabilirligi ve basaris1t mercimek tarlalarindaki yetistiricilik sistemlerine, arazi
hazirlama yontemlerine, toprak kosullarina ve yabanci ot sorunun durumuna baglidir

(Panwar ve ark. 2017).

Imidazolinonlar; ALS (Asetolaktat sentaz) inhibitorii olaraksiniflandirilirlar. Bu
grupta imazamethabenz-methyl, imazamox, imazapic, imazapyr, imazaquin,
imazethapyr aktifleri bulunur ve asetohidroksiasit sentaz (AHAS) veya diger adiyla

asetolaktatin sentezini inhibe ederler (Vencill, 2002).

Imazamox herbisiti Imidazolinone herbisit grubunda bulunan, acetolactate
synthase (ALS) veya acetohydroxyacid synthase (AHAS) olarak ta adlandirilan

enzimleri inhibe ederek yabanci otlarin kontroliinii saglamaktadir (Tan ve ark., 2005).

Mercimek (Lens culinaris Medik.), Hindistan, Kanada, Tiirkiye, Nepal, Iran,
Avustralya, Banglades, Suriye, ABD, Fas ve Etiyopya'da yaygin olarak yetistirilen
onemli bir baklagil bitkisidir. Tiirkiye'de mercimek iiretimi 2010 yilinda 447.400 ton,
2015 yilinda 360.000 ton ve 2020 yilinda 370.815 ton olmustur (FAOSTAT, 2022).
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Sekil 1.1. Tirkiye’de 2010 ile 2020 yillar1 arast mercimek (Lens culinaris Medik.) iiretim ve verim
miktarlari

Gida ve Tarim Orgiitii'niin (FAO) 2022 verilerine gére diinya genelinde 5,0
milyon hektar alanda 6,5 milyon ton mercimek {iretildi. En yiiksek mercimek iiretim
alanlar1 2017 yilinda kaydedilirken, 2018 ve 2019 yillarinda iiretim alaninda diisiis
gozlendi. FAQ'ya gore 2010-2020 yillar1 arasinda Kanada, Hindistan ve Tiirkiye 6nde
gelen mercimek tireticileri olurken, Tiirkiye 3. sirada yer aldi. (FAO, 2022).

Mercimek yetistiriciligi, verimde 6nemli yillik farkliliklardan muzdariptir ve
Tiirkiye'de yonetim sorunlari ve g¢esitli biyotik ve abiyotik streslere duyarlilik
nedeniyle son bes yilda net bir diisiis ortaya ¢cikmustir (Sekil 1.1.). Tiirkiye'de mevcut
mercimek ¢esitlerinin verimi 1450 ile 1950 kg/da arasinda degismekte olup, kotii
yabanci ot miicadelesi nedeniyle verim 6nemli dl¢iide diisebilmektedir (Aktar ve ark.,
2013). Niifus artig1 sonucu gida maddesi ihtiyaci 6zellikle az gelismis ve gelismekte
olan iilkelerde artmaktadir. Bu nedenle nispeten ucuz olan baklagil iiriinlerine talep

giderek artirmaktadir.

Kirmizt mercimek, Tiirkiye'nin Giineydogu Anadolu bdlgesinde Sanliurfa,
Adiyaman Gaziantep, Diyarbakir, Sirnak ve Mardin, illerinde yaygm olarak
yetistirilmektedir. Mercimek {iretimini sinirlayan iklim ve ¢esitli faktorlerin yani sira

verimi azaltan en 6nemli etkenlerin basinda yabanci otlar gelmektedir Halila (1995).
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Yabanci otlarin % 60’a kadar verim kaybina neden oldugu ve yliksek yabanci ot istilas1
altinda% 100'e ulasabildigi vurgulanmaktadir. Mercimek bitkisi yavas biliylidiigii icin
yabanci otlar onlar ilk gelisme doneminde hizli bir sekilde bastirabilir ve gelismelerini
sinirlayabilir. Mercimek kisa boylu oldugu icin yabanci otlarla zayif bir rakiptir ve
rekabetten dolay1 yiiksek verim kayiplarina ugrar. Herbisitlere karsi toleranslarinin
diisiik olmas1 ve ¢ok az ruhsatli herbisit olmasi nedeniyle mercimekte yabanci ot

kontrolii en biiyiik sorundur (Ball ve ark., 1997).

Yabanci otlar mahsul verimini olumsuz etkileyen en 6nemli faktorlerden
biridir; bu nedenle, karli liretim i¢in yabanci ot kontrolii gereklidir. Ancak mercimekte
yiiksek verim kayiplarina neden olan genis yaprakli yabanci otlara karsi lisansh
herbisitler bulunmadigindan kirmizi mercimek gibi bazi iiriinlerde yabanci ot kontrolii
zordur. Yeni herbisitler kesfetmeye ihtiya¢ vardir; ancak kimya endiistrisinde yeni
secici molekiil bulmak neredeyse imkansiz hale gelmistir (Gressel, 2002). Yeni bir
herbisit kesfetmenin zorlugu ve yabani otlarda herbisit direncinin evrimi, mevcut
herbisitlere direngli biiyliyen mahsullerin yabani ot yonetiminde Snemli bir rol

oynayabilecegini gostermektedir.

Direng genetik bir olgudur ve dogal olarak olusur. Genetigi degistirilmis
bitkiler, herbisit direncini indiiklemek icin kullanilabilir. Bununla birlikte, genetigi
degistirilmis organizmalar igeren birkag iilke. Bu nedenle klasik 1slah yoluyla direncin
saglanmasi bu iilkelerde yabanci ot miicadelesine onemli katkilar saglayacaktir.
Tiirkiye, genetigi degistirilmis organizmalarin veya Uriinlerinin tercih edilmedigi; bu

nedenle, direng baslangici klasik iireme tekniklerine dayanur.

Ilk kez 1982°de Imi-tolerant kiiltiir bitkisi olarak musir iiretimi baslamstir.
Ancak ticarilestirilmesi ilk defa 1992°de gergeklersmistir. Ilk olarak 1992’te STS
(sulfonylurea tolerant) soya ¢esitleri ve herbisit dayanikli bitki olarak IMI misir hibriti
herbisit dayanikli olarak kullanilan bitkiler olmustur, (Naidu ve Ranganath, 2011).

Imi-tolerant bitkiler, kimyasal mutajen kullanilarak dogal olarak olusan ALS

mutasyonlar1 veya gen varyantlari secilerek ve bitkilere herhangi bir yabanci gen
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eklenmeden gelistirilmistir (Tan ve ark., 2005). Modifiye edilmis ALS enzimi,
imidazolinone herbisitlere daha az duyarli hale gelmektektedir. Buna bagli olarak
asetolaktat ve 2- asetohidroksibutirat sentezleri, tolerant bitkilerde imidazolinonlardan
daha az etkilenmektedir (Shaner ve ark., 1996).

Bu ¢alisma, 3 farkli mercimek ¢esidinin genetik varyasyonunu imazomox ¢ikis
sonrasi herbisite toleranslar1 agisindan degerlendirmis ve herbisite dayanikli ¢esitlerin
gelistirilmesinde potansiyel kullanim i¢in tolerans derecelerini belirlemistir. Yiiksek
tolerans derecesine sahip gesit, mevcut ¢alismaya dayali olarak imazamox'a tolerans

saglamak i¢in gelecekteki mutasyon 1slah ¢alismalarinda kullanilabilir.

Calismanin ana konusu ¢ikis sonrasi bir¢ok genis ve dar yaprakli yabanci otlar
kontrol edecek olan imazamox herbisitine tolerant kirmizi mercimek yetistirmektir.
Bu metot transgenik iirline alternatif ayn1 zamanda insan sagligi ve ¢evre agisindan

herhangi bir olumsuz etkisi bulunmayan, seleksiyon 1slahina dayanmaktadir.

Calismada ama¢ kirmizi mercimekte Ethylmethanesulfonate’in  hangi
konsantrasyonlarda mutasyon olusturdugu ve olusan bu mutasyonlarin imazamox

herbisitlere toleransinin belirlenmesidir.

Calismada kullanilacak mercimek cesitlerinin belirtilen mutajenlere tepkisi ve
mutasyon derecesi farkli olacagindan olusan toleransin imazamox herbisitinin degisik
dozlarina olan tepkisi de farkli olacaktir. Bu nedenle ¢esitler i¢in doz tepki denemesi

yapilarak hangi oranda tolerant olduklar1 ortaya konulmustur.
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2.ONCEKI CALISMALAR

Tiirkiye, mercimek liretim ve ekim alani ve agisindan {iglincii sirada Hindistan
ve Kanada’dan sonra yer almaktadir ve mercimek nohut’tan sonra ikinci sirada

yetistirilen en 6nemli baklagiller arasindadir (Erman ve ark., 2008).

Imidazolinone (IMI) herbisitler, yabanci otlarda asetohidroksiasit sentez
(AHAS) veya asetolaktat sentaz (ALS) ad1 verilen enzimleri inhibe ederek kontrol
saglar (Stidham ve Singh, 2017). Bu enzimler, bitkilerde dallanmig amino asitlerin
sentezinde 6dnemli bir rol oynar. Bu herbisitler, birgok dar ve genis yaprakli yabanci ot
tiirtini kontrol etmek i¢in ¢ok diisiik dozlarda kullanilabilir ve ¢cevre, memeliler, suda
yasayan organizmalar ve baliklar i¢in ¢ok diisiik toksisiteye sahiptir (Stidham ve
Singh, 2017).

Mercimek iireticilerinin dar yaprakli yabanci otlari kontrol altina almak igin
kullanabilecegi bir dizi herbisiti vardir, ancak genis yaprakli yabani otlari kontrol
etmek i¢in ayni sey sOylenemez. Mercimek ekim alanlarinda genis yaprakli yabanci
otlara kars1 kullanilabilen ruhsatl herbisit sayist ¢ok siirlidir (Yadav ve ark., 2013;
Kumar ve ark., 2018).

Herbisitlere tolerant bitki elde etmek igin bir ¢ok secenek vardir. Bunlar;
herbisitlerin aldig1 hedef geni asir1 olarak {iretilmesini saglamak veya degistirmek,
herbisiti detoksifikasyonu (Tsaftaris, 1996), herbisitin translokasyonunu ve alimini
kisitlayarak herbisitin hedef aldigi bolgeye ulagmasimi engellemek (Knezevic ve
Cassman, 2003), substrat akisini hizlandirmaktir ve herbisitin ayr1 tutulmasini
saglamak (Tan ve ark.,2006).

Yabanci otlarla son derece zayif rekabet ve sinirli herbisit segenekleri, mercimek
icin yabanci ot kontroliinde yeni yollar kesfetme ihtiyacin1 ortaya cikarmaktadir.
Siilfentrazon ve flutiaset metil, daha 6nce mercimek iiretiminde kullanilmayan 14.

grubun iki herbisitidir. Bu iki iiriine tolerans, elektrolit sizintis1 deneyleri ile birlikte
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bir dizi saha denemesi ile arastirilmistir. Saha denemelerinin sonucu, siilfentrazonun
verim tizerinde daha 6nemli bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. Elektrolit sizintisi

tahlili sonuglari, degisken seviyelerde herbisit toleransini belirlemistir (Pajic, 2019).

Grewal ve ark. (2022) mercimek genotiplerinde imezataphyr uygulamasinin,
ALS enzim aktivitesi, antioksidan kapasite, osmolit birikimi, biiyiime ve verimle ilgili
parametreler tizerindeki etkisini arastirmislardir. Yabanci otsuz, yabanci otlu ot
kontrol ve imezataphyr uygulanmus iki imezataphyr tolerant (LL1397 ve LL1612) ve
iki duyarli (FLIP2004-7L ve PLO7) mercimek genotipi yetistirilmis ve tolerant
genotiplerde yiiksek ALS aktivitesi tespit etmislerdir.

Imidazolinone herbisitler, cok genis yelpazede yabanci otlarda etkili olmast,
baliklar, kuslar, hayvanlar, ve omurgasizlar iizerinde ¢ok az toksisite gdstermesiyle
gevreye zarart minumum diizeydedir (Shaner, 2003). Hayvanlar, yasam i¢in ihtiyag
duyduklar1 tim aminoasitleri sentezleyemedikleri ve bazi aminoasitleri bitkilerden
veya bakterilerden elde ettikleri i¢in, imidazolinonlar, hayvanlar {izerinde farkl etki
mekanizmasina sahip herbisitlere gore daha az toksik etkiye sahiptirler (Reade ve
Cobb, 2002).

Cikis sonrasi bir herbisit olan Imazethapyr, iki yil st iiste 180 mercimek
genotipi iizerinde test edilmis. Genotipler arasinda Imazethapyr tolerans agisindan
anlaml farkliliklar gozlenmistir. 1-5 6lgekte, ilk sezonda 12 genotip toleransli, 46 orta
derecede toleransli, 112 duyarli ve 10 yiiksek duyarli bulunmus ve ikinci sezonda 11
genotip toleransli, 51 orta toleransli, 110 duyarli ve 8 yiiksek duyarli bulundu. 1k y1lin
sonuglarina dayanarak, herbisitin morfo-fizyolojik ve verim 6zellikleri iizerindeki
etkisini belirlemek icin hassas, olduk¢a hassas, orta derecede toleransh ve toleransli,
reaksiyonlar1 temsil eden 30 genotip degerlendirilmis. Imazethapyr yan etkisi
mercimeklerin biiyiime ve verim Ozellikleri {izerinde anlamliydi. LL699, LL1397,
IPL406, EC78452 ve LL1203 olmak iizere bes genotip, cesitli morfo-fizyolojik
ozellikler iizerinde sinirh fitotoksik etkiye sahip imazetapyr'e tolerans gostermistir. Bu
genotipler, Imazethapyr ile muamele edilmis arazilerde tohum verimi igin kontrole

kiyasla daha az hassasiyet (<%19) gostermistir. Bu genotipler, mercimekte ¢ikis
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sonrasi herbisit toleransli gesitlerin gelistirilmesi i¢in kapsam sunmaktadir (Sharma ve

ark., 2018).

180 farkli mercimek genotipi metribuzin toleransin1 tanimlamak taranmis.
Metribuzin toleransina yanit olarak genotipler arasinda biiyiik genetik farkliliklar
gbzlenmistir. genotipler gorsel bazda hassas, oldukca hassas, orta derecede toleransh

ve toleransli olarak kategorize edilmis (Sharma ve ark., 2017).

Mercimek genotipi LL1203, 1000 tohumu, herbisit toleransini tesvik etmek
amaciyla gama radyasyonuna (300 Gy, 60 °C) maruz birakilmis. Hayatta kalan 530
M1 bitkisinin tohumlar1 ayr1 ayr1 hasat edilmis ve M2 neslini iki farkli arazide
yetistirmek igin ikiye bolinmiistiir. Hayatta kalan 530 M1 bitkisinin tohumlari ayri
ayr1 hasat edilmis ve M2 neslini iki farkli arazide yetistirmek i¢in ikiye boliinmiis. Her
arsaya ekimden 50 giin sonra 375 1/ha su kullanilarak imazetapir (75g/ha) ve
metribuzin (250g/ha) herbisitler uygulanmig. Tek tek M2 bitkileri i¢in herbisit
toleransina iligskin veriler, herbisit uygulamasindan 14 giin sonra 1-5 skalasina gore
kaydedilmis; burada 1 = oldukga toleransli (kloroz veya solmayan bitkiler) ve 5 =
oldukga hassas (yapraklar ve siirgiin dallari tamamen yanmis) olarak kayit edilmis. M2
bitkilerinin higbiri imazetapire kars1 yiiksek diizeyde tolerans gdstermedi. Bununla
birlikte, metribuzine kars1 daha yiliksek herbisit toleransina sahip 14 mutant tespit

edilmistir (Singh ve ark., 2021).

Mutasyon 1slahi, mevcut germplazmada yeterli diizeyde degiskenlik yoksa,
belirli bir 6zellik i¢in yeni degiskenlik olusturmak i¢in kullanighdir. Herbisit toleransi
icin yeni degiskenlik olusturmak {izere cesitli mutajenler kullanilmis ve M2
Jenerasyonunda ve ardindan farkli mahsullerdeki popiilasyonlarda istenen tolerans

seviyesine sahip mutantlar secilmistir

Mercimeklerde herbisitlere tolerans tespit etmek icin ¢esitli calismalar
yapilmistir (Hanson ve Thill, 2001; Yadav ve ark., 2013). Avustralya'da

mercimeklerde metribuzin toleransi tespit edilmistir (Mcmurray, 2019).
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IMI herbisitler, cesitli gida baklagillerinde genis bir yabani ot yelpazesini
kontrol etmede etkilidir (Taran ve ark., 2010). IMI herbisitler, Tiirkiye'de (Kantar ve
ark., 1999) ve Hindistan'da (Kumar ve ark., 2016) gida baklagillerindeki genis yaprakli
yabani otlarin kontrolii i¢in tescillidir. Bu ozelliklerinden dolay1r IMI herbisitler
cevresel agidan oldukca tercih edilmektedir. Cevre agisindan giivenli olan bu
herbisitler, bir¢ok iiriinde basariyla kullanilabilir. Yabanci otlarda herbisit direncinin
gelismesini onlemek i¢in basarili bir yabanci ot kontrol programi olusturmada IMI

herbisit kullanim1 6nemli bir 6nem kazanacaktir.

Mercimek yapi itibariyle ¢ok fazla biiylimediginden yabanci otlar ile rekabette
cok zayif kalmakta bu rekabetten dolayr da verim kayiplar1 yiiksek diizeyde
olugmaktadir. Kisa yapisi, herbisitlere diisiik tolerans1 ve ¢ok az sayida herbisitin
ruhsatli olmasi nedeniyle yabanci ot kontrolii mercimekte en biiyiik sorunu teskil

etmektedir (Ball ve ark., 1997).

AHAS bitkilerde dallanmis zincirli amino asitlerin biyosentezinde kritik bir
Ooneme sahiptir. AHAS geninin birkag c¢esidi degisik kiiltiir bitkilerinde (Misir,
Bugday, Celtik, Kolza ve Aygicegi) mutajen uygulanarak veya seleksiyon yoluyla
imidazolinone’lara tolerans sagladigi kesfedilmistir (Tan ve ark., 2005). Bu kiiltiir
bitkileri konvensiyonel 1slah metotlar1 kullanilarak, Clearfield bitkiler olarak ticari
liretimleri yapilmistir. Imazamox hebisiti ¢ok sayida dar ve genis yaprakli yabanci ot
kontroliinii saglamakta, diisiik dozlarda dahi ¢ok etkili olabilmekte ve memeliler i¢in
diisiik oranda toksisiteye sahip olup, cevreye diger herbisitlere oranla c¢ok diisiik

oranda zararlidirlar (Tan ve ark., 2005).

Soya genellikle belli basli imidazolinone herbisitlerini ¢ok c¢abuk sekilde
metebolize ettiginden AHAS dayanikliligina ihtiya¢ duyulmaksizin giivenli sekilde

imidazolinone herbisitleri kullanilabilmektedir (Tecle ve ark., 1993).
Yabanci otlar beslenme faktorleri olan su, besin elementleri ve yer agisindan

rekabet ederek tiir ve yogunluga bagl olarak degisik oranlarda verim kayiplari

olusturmaktadir (Bukun ve Guler, 2005).

10
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Yabanci ot rekabetinden ortaya ¢ikan verim kayiplari, yabanci ot istilasinin
diizeyine ve yaygin yabanci ot tiirlerine bagli olarak onemli Olclide degisir.
Mercimeklerde verim kayiplart yabanci ot istilasina bagl olarak %20-80 arasinda
tahmin edilmektedir (Al-Thahabi ve ark., 1994; Halila 1995; Tepe ve ark., 2005;
Yenish ve ark., 2009) ve yabanci ot istilasinin kritik donemi 30 ila 80 giin arasinda
degismektedir (Yaduraju ve Mishra, 2005). Bu nedenle, erken asamada yabani ot

yonetimi, daha yiliksek verim ve daha kaliteli hasat i¢in ¢ok dnemlidir.

Yabanci otlarin mercimekte olusturduklart verim kayiplari %60 ve daha fazla

oldugu belirtilmektedir (Halila, 2005).

Baz1 yabanci otlar yok edilmedikleri zaman kiiltiir bitkisinden daha hizli
geliserek kiiltiir bitkisinin lizerini Ortmek suretiyle glines alinimini engelleyerek
fotosentezi olumsuz etkilemekte ve dolayisiyla da tretimi kisitlamaktadirlar (Rao,
2000).

Mercimekte dar yaprakli yabanci otlara karsi ruhsathi ¢ikis sonrasi birgok
herbisit bulunurken, genis yaprakli yabanci otlara karsi ¢ikis sonrasi ruhsathi bir
herbisitin bulunmayis1 yabanci ot sorununu daha da énemli kilmaktadir. Uriinde
biiylik kayiplara neden olan yabanci otlarin miicadelesinde kullanilacak olan birgok
genis ve dar yaprakli yabanct otu kontrol eden diisiik dozda dahi yabanci ot kontroliinii
iyi saglamalayan, imidazolinone grubu herbisitler, memelilere diisiik oranda toksik
etkili olmalar1 ve ¢evre agisindan minimum zarara sahip olmalarindan dolay1
imidazolinone tolerant mercimek gelistirmesinde ideal herbisitlerdir,(Tan ve ark.,
2005).

Imidazolinone tolerans1 elde etmek igin secilen ilk bitki tiirii nusirdir.
Imidazolinona tolerant olarak gelistirilmis Imi-tolerant musir, tolerant bitkilerin en iyi
ozelliklerine sahip olanidir (Newhourse ve ark., 1990). Standart misir melezlerine
gor,e Imi-tolerant misir melezleri, imazetaphayr ve imazapiclere kars1 ¢ok yiiksek

diizeyde toleranshidir (Newhouse ve ark., 1990).

11
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[lk olarak 1992 yilinda imidazolinone tolerant misir gelistirilip piyasaya ¢ikana
kadar ticari olarak dort farkli tiriiniin daha satisina baslanmistir (Tan ve ark., 2005).
Degisik karakterler ve multi herbisitler iizerine bir ¢ok arastirma devlet ve 6zel sektor
1§ birligi ile gerceklestirilmis ve bunlardan bir ¢ok veri elde edilmistir (Shaner ve ark.,

1996).

Ticari olarak tiretilen biitiin imidazolinone tolerant iirlinlerde mekanizma hedef
bolge toleranst olarak adlandirilan, O6rnegin AHAS genindeki farkliliktan
kaynaklanmaktadir. Imidazolinone tolerant iiriinlerde disaridan yabanci bir DNA
yerlestirilmediginden, tamamen klasik 1slah kurallari i¢erisinde transgenik olamayan

ve Clearfield iiriinler olarak adlandirilmaktadirlar (Shaner ve ark., 1996).

Imidazolinone tolerant misir, ¢eltik, kanola ve bugdayda AHAS enzimindeki
Ser653 geninin Asn653 olarak yer degistirmesi sonucunda meydana gelmistir. Ayrica
musir ve kanola’da Trp574 geni Leu574 olarak degistiginden tolerant hale gelmistir
(Tan ve ark., 2005).

Biitiin ticari olarak tescil ettirilen imidazolinone tolerant 6zellik, yar1 dominant
olup, saglanmis olan tolerans mutasyonun tipi ve herbisitin dozuna gore

degisebilmektedir (Tan ve ark., 2005).

Seker pancarinda iic mutantin AHAS inhibitorii herbisitlere dayanikli oldugu
saptanmistir (Wright ve Pener, 1998). Burada Mutant Sir-13 geninin amino asitlerinde
Alal22 yerine Thr122 oldugu imidazolinone tolerant oldugu ancak sulfonylurea’lara
tolerant olmadig1 belirtilmektedir. Tersine Sur ¢esidinde Pro197 yerine Ser197 de ise
sulfonylurea ve triazolpyrimidinlere tolerant oldugu buna karsilik imidazolinone
tolerant olmadig belirtilmektedir. Mutant 93R30B sekerpancarinin ise her ti¢ herbisit
grubuna ¢apraz dayanikli oldugu belirtilmektedir (Wright ve Penner, 1998).

Iki mutant pamuk ¢esidinin AHAS inhibitorii herbisitlere dayanikli oldugu

bildirilmektedir (Subramanian ve ark., 1990). Bunlardan birincisi DO-2, imezathapyr

ve pyrimidinylthibenzoat’lara yiiksek oranda toleransli fakat sulfonylurea,

12
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triazolpyrimidinlere diisliik derecede toleransli diger mutan ise triazolpyrimidinlere
yiiksek derecede toleransli ancak imidazolinone ve pyrimidinylthiobenzoat’ lara kars1

diisiik derecede dayanikli olan PS-3 oldugu belirtilmektedir.

Soya genellikle belli basli imidazolinone herbisitlerini ¢ok cabuk sekilde
metabolize ettiginden AHAS dayanikliligina ihtiya¢ duyulmaksizin giivenli sekilde

imidazolinone herbisitleri kullanilabilmektedir (Tecle ve ark., 1993).

Yukaridaki tiim arastiricilarin yapmis olduklar1 ¢aligmalardan da anlasilacagi
tizere bir¢ok kiiltiir bitkisinde imidazolinone toleransi gerek mutasyonla gerekse dogal
olarak bitkinin kendisinin toleransli olmasindan dolay1 elde edilebilmekte ve boylece

degisik dozda herbisit kullanimin1 miimkiin kilmaktadir.

Imidazolinone tolerant mercimek gelistirme ¢alismalar1 ilk olarak Kanada’nin
Saskatchewan eyaletinde BASF firmasi ve baklagil yetistiricileri ortaklasa ¢aligsmasi
sonucunda elde edilmistir (Chant ve ark., 2009). Yillar boyu genetik ve agronomik
calismalar yuritilmustir. Calismalar Ozellikle Odyssey adli herbisite karsi
dayanikliligin genetik kalittm1 ve diger Ozelliklerin RH44 c¢esidine olan etkisi
aragtirilmigtir. Daha sonra imidazolinone toleranshi orijinal hat yetistirilmistir. Bu
calismalar daha sonra agronomik calismalari da i¢ceren imidazolinone’larin uygulama
zamani, dozu ve diger herbisitlere ¢apraz dayanikliligini icerecek sekilde devam
ettirilmistir. Ilk imidazolinone tolerant mercimek 1997 de bulunmus ve daha sonra
imidazolinone toleransin genetik c¢alismalar1 baglatilmistir. RH44 ve diger bazi
mercimek ¢esitleri ile ¢aprazlama yapilmis, F1, F2 ve F3 yavrularina, ¢ikis sonrasi
herbisit olan Odyssey (imazethapyr + imazamox) uygulanmistir. Agronomik deneyler
tarla ve laboratuvar kosullarinda 1) imazamox un uygulama zamani 2) uygulama
dozunu belirlemek amaciyla yliriitiilmiistiir. Bunlara ek olarak imazamox’un 1x ve 2x
dozlarinin RH44 ve diger 7 mercimek hattina olan etkisi, RH44’{in diger 2 herbisit
grubuna olan toleransinin boyutu, zararlanma diizeyi ile Odyssey in uygulanmasi
sonucundaki mercimekte yabanci ot kontroliine olan etkinligi aragtirilmistir (Chant ve

ark., 2009). F2 ve F3 popiilasyonlarmin RH44 ile caprazlanmasinin genetik
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calismalar1 imidazolinone herbisitlere dayanikliligin tek dominant bir genden

kaynaklandig1 ortaya koymustur.

CSR1 proteini nin A. thaliana’da imidazolinone herbisitlerin tek hedef bolgesi
oldugu diisiiniilmektedir ve tek bir amino asit mutasyonu imidazolinonelara tolerantlik

saglamaktadir (Manabe ve ark., 2007).

AHAS engelleyici kompleksin 3 yonlii bilgisayar modellemesinde birgok
aminoasitin iddia edilen engelleyici baglanti grubunda olusturulan suni mutasyonlar,
muhtemel imidazolinone grubu herbisit dayanikliligini ortaya ¢ikarmaktadir. AHAS
enziminin baglanti noktalarinda yapilacak mutasyonlarla imidazolinone herbisitlerden

herhangi biri i¢in herbisite dayanikli tiirler gelistirmek miimkiin olur (Manabe ve ark.,

2007).

Imidazolinone dayanikli bugday cesitlerinin ABD’de 2002 yilinda iiretime
basladigini ve tek yillik dar yaprakli yabanci ot kontroliinde iireticilere yeni teknoloji
sundugu belirtilmektedir (Hanson ve ark., 2006). Calismada imidazolinone toleransh
bugdaylarin mutasyondan kaynaklanan nedenden dolayr ALS inhibitorii herbisitlere
dayanikli oldugu ve genellikle D-genomu iizerinde dayaniklilik 6zelliginin bulundugu
oysaki ticari bugdaylarin bir ¢ogunda hem kishk hem de yazlik bugdaylarda bu
ozelliklerin A, B, veya D genomlariyla olabilecegini ve bunlarin gelistirme

sathalarinda oldugu vurgulanmaktadir.

Ayrica imidazolinone grubu herbisitlere dayaniklihik AHAS genlerindeki
amino-asitlerin degisiminden kaynaklandigindan ve bu herbisitlerin de hedef bolge
herbisitleri olmasindan dolayr her ¢esidin ve hatta hattin toleranst farkli
olabilmektedir. Toleransl olmayan ¢esit ya da hatlarda ethyl methanesulfonate veya
sodium azide gibi mutajenler yardimiyla belli seviyede mutasyonlar olusturabilmekte
ve mutasyonlar sonucunda tolerans saglanmaktadir. Ancak imidazolinone herbisitlere

kars1 olusan toleransin derecesi de farkli olabilmektedir.
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1.Materyal

3.1.1. Mercimek tohumu ve on testleme

Calismada bolgede en ¢ok ekilen kirmizi mercimek ¢esidi Firat-87, Cagil ve

Altintop mercimek ¢esitlerinin tohumlar1 kullanilmastir.

Bu cesitlerin tohumlar plastik tepsilere (15%20 cm) ekilmis ve kontrollii sera
kosullarinda biiyiitiilmiistiir (Sekil 3.1.). Tepsilere ekilmeden 6nce tohumlarin yiizeyi
%1 NaOCIl (h/h) soliisyonu ile sterilize edildi. Tepsiler, tohum ¢imlenene kadar giinliik

olarak sulandi. Sera sicaklig1 8 — 13 C° olarak ayarlanmigtir.

Deneme, Sanlurfa Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
serasinda kurulmugtur. Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekrarli
olarak kurulmustur. Ekilen tohum miktar tarla kosullarina gore optimize edilmistir
(14-15 kg/da). Herbisit dozlarinin uygulanmasindan sonra taze ve kuru agirligi

kaydetmek i¢in her kiivetten toplam 15 bitki toplanmustir.

Sekil 3.1. Mercimek tohumlarinin sera kosullarinda plastik tepsilerde yetistirilmesi
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Eldeki mevcut kirmizi mercimek gesitlerinin dogal olarak imazamox herbisitine
dayanikli olup olmadigi ve dayanikli ise dayaniklilik derecesi ¢alismada kullanilacak
herbisitin, uygulama yapilmayan kontrol, Y4, %, 1, 2 ve 4 kat dozlardaki tepkisi

Ol¢tilmiistiir. Bu sayede doz tepki egrisi olusturularak on testleme yapilmastir.

3.1.2. Herbisit ve uygulanan dozlar

Calismada imidazolinone grubu herbisitlerden, imazamox herbisiti

kullanilmistir.

Imazamox: (2-[4,5-dihydro-4-methyl-4-(1-methyl)-5-ox0-1H-imidazol-2-yl]-5-
(methoxymethyl)-3-pyridinecarboxylic acid, ammonium salt) tavsiye edilen dozu 35-
45 g ai hat olup (100ml/da), Y, %4,1 ve 2, kat dozlar1 denenmistir. Ayrica herbisit
uygulamasi yapilmamis olan kontrol 6rnekleri ile Ethyl methanesulfonate’in farkli
konsantrasyonlar1 uygulanan kirmizi mercimeklerin herbisitin fakli dozlarina tepkileri

bitki kuru agirliklarinin 6l¢tilmesi ile belirlenmistir.

Imazamox (2-(4,5-Dihidro-4-metil-4-(1-metil etil)-5-okso-1H-imidazol-2-il)-5-
(metoksimetil)-3-piridinkarboksilik asit) Tirkiye'de bezelye, soya fasulyesi ve
fasulyede onerilen doz 100 ml/da ile ruhsatlandirilmigtir. Imazamox herbisit, 300 kPa
basingta diiz bir fan nozulu kullanilarak 50 L ha-1 su hacmine sahip tam otomatik bir
kabin piskiirtiicii (Sekil 3.2.) kullanilarak uygulanmistir. Bu kisimda materyalden

bahsettigin i¢in otomatik ilaglama kabininin 6zelliklerinden biraz bahsedebilirsin.

16



3. MATERYAL ve YONTEM Engin YUCEL

[ PR e5T ,

s
ui.‘,

SRt T.“‘"‘;ﬁ?

“g

Sekil 3.2. Herbisit uygulamalariin yapildigi tam otomatik uygulama kabini

Bitkiler 6-8 bogum asamasindayken herbisit kontrol, 6nerilen dozda ve dnerilen

dozun Y4, Y5, 1, 2 ve 4 kat1 olarak uygulanmistir
3.1.3 Herbisit uygulamasi ve bitki yetistirme materyalleri

Calismada ayrica herbisit uygulamalar igin sabit basingta (3 atm) uygulama
yapan tam otomasyonlu herbisit uygulama kabini, Bitkilerin yetistirilmesi igin gesitli
ebatlarda ekim kiivetleri ve saksilar ve 1siklanma siiresi ve sicakligi kontrol edilen sera
caligmanin diger materyallerini olusturmaktadir.
3.1.4. Mutajen madde uygulamas i¢in kullanilan materyaller

Ethyl methanesulfonate (EMS), pipet, Ceker ocak, Ol¢iim kaplari, EMS

uygulamasi i¢in bidonlar ve uygulama i¢in tohumlarin konuldugu keseler mutajen

madde uygulama materyallerini olusturmaktadir.
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3.1.5. ALS enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢cin kullanmilan materyaller

Bitki biiyiitme kabini, steril kabin, pH metre, otoklav, analitik elektronik terazi,
su banyosu, ultra saf su {lnitesi, etiiv, 1siticili manyetik karistiricilar, mikrodalga firin,
calkalayici (Yatay), sogutmali masaiistli mikrosantrifiij, vakum pompasi, muhtelif cam
malzemeler, beherler, raklar, buzdolabz, -20 ve -80 °C derin dondurucular, PCR cihazi,
jel goriintiileme sistemi, elektroforez sistemi (yatay ve dikey), buz makinesi, Li-Cor

4200 DNA sequencer ve spektrofotometre materyalleri olusturmaktadir.

3.2.Yontem

3.2.1.Ethyl methanesulfonate uygulamasi (EMS)

Uygulanan mutajen Ethyl methanesulfonate konsantrasyonlari ve siireleri biber
(Capsicum annuum) (Alcantara ve ark., 1996) ve Soya’da yapilmis olan galismalar
(Sebastian ve ark., 1989) da kullanilan metotlar referans olarak alinmistir. Bu
calismada mutasyon c¢alismalarinin baslangi¢ bilgilerini olusturulurmus ve bu
caligmalarda kullanilan materyaller ¢calismada mutajenlerin doz ayarlari, uygulama

stireleri yapilmis olan uyarlamalarla belirlenmistir.

Calismada fazla isleme gerek duyulmayan sivi ethyl methansulfonate mutajen
olarak kullanilmistir. Her bir mercimek hattindan 2 kg tohum siviy1 sizdirabilen yapida
olan bir torbaya konularak 6 L su ile dolu 20 L’ lik bidonda gece boyunca bekletilmis,
daha sonra tohumlar siiziilerek ve bidona tekrardan 6 L taze su eklenerek %0.75
konsantrasyonu baz alinarak degisik konsantrasyonlar denenmistir. Konsantrasyon
ayarlanmasi tamamen tohumlarin canli kalmalarina gore arttirilmis veya azaltilmistir.
Daha sonra mercimek tohumlar1 4 saat boyunca bu konsantrasyon igerisine daldirilip
cikarilmistir. Her defasinda 6 L su ile 3 kez iyice yikanmis, yikama 15 dakika boyunca
devam ettirilmistir. Daha sonra tohumlar serilerek kurutulmus ve herbisit doz
denemelerine tabi tutulmustur. Tohumlar serada olgunlasip tohum baglayana kadar

yetistirilmistir.
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Ethyl methanesulfonate farkli konsantrasyonlari ile muamele edilen kirmizi
mercimek c¢esitleri serada c¢imlendirilerek yetistirilmis ve bu mutajenin farkli
dozlarinin kirmizi mercimegin gelismesine etkileri belirlenmeye calisilmis ve

uygulama i¢in uygun mutajen konsantrasyonu tespit edilmistir.

Yeterli miktarda mutajen ile muamele edilen tohum elde edilerek herbisitin
onerilen dozu ile tarla denemesi yapilmistir. Ethyl methanesulfonate’in ¢alismada
belirlenen uygun dozu ile muamele edilen ve uygun goriilen bir kirmizi mercimek
¢esidi arazi ¢aligmasi i¢in uygun dénemde tarlaya ekilmis ve herbisitin ticari olarak
onerilen dozu ile muamele edilmistir. Herbisit uygulamasi sonucu canli kalan

bitkilerden tohum alinarak serada testlenmistir.
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Sekil 3.3. Tohumlarin EMS soliisyonu ile muamele edilmesi
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3.2.2.Farkh mercimek cesitlerinin dogal dayamiklhiklarinin belirlenmesi

Denemede kullanilan kirmizi mercimek ¢esitleri olan ‘Firat-87°, ‘Cagil’ ve
‘Altintoprak’ mercimek ¢esitlerinin imazamox herbisitinin farkli dozlarina tepkilerinin
tespit edilmesi amaciyla herbisitin uygulama yapilmayan kontrol, %4, 2, 1, 2 ve 4 kat
dozlardaki imazamox herbisiti ile muamele edilmistir. Bitkiler 4-6 Yyaprakl
donemlerindeyken ilaglama yapilmis ve ilaglama yapildiktan 30 giin sonra toprak iistii
aksamlar1 hasat edilerek yas ve kuru agirliklar1 alinmigtir. Deneme Bitki Koruma
Boliimii serasinda Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii

olarak kurulmus ve 2 kez tekrarlanmistir.

Elde edilen veriler SAS istatistik analiz programinda ANOVA analizleri
yapilmis ve Log-Logistik analiz formiilii kullanilarak yapilan uygulamalarda
populasyonun yarisini etkileyen doz (Iso) degeri bulunarak doz-tepki grafigi elde

edilmistir.
Bu sayede bu mercimek ¢esitlerinin imazamox herbisitine dogal

dayanikliliklar1 belirlenmeye ¢alisilmistir. Dogal olarak dayaniklilig: yiiksek bulunan

‘Firat 87’ ¢esidi mutasyon ¢aligsmalari i¢in kullanilmistir.
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Sekil 3.5. Tam otomasyonlu herbisit uygulama kabininde imazamox uygulamasi
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3.2.3. Mutajen uygulanms Firat-87 cesidinin sera ¢calismalari

EMS ile muamele edilen tohumlar Bitki Koruma Boliimii serasinda kiivetlere
ekimleri yapilarak 4-6 yaprakli déneme geldiklerinde imazamox herbisiti ile muamele
edilmistir. Bu uygulama sonunda mercimekler 30 giin boyunca kontrol edilerek
normal gelisimine devam edenler ayiklanarak tohum baglamalar1 beklenmis ve bu
alman tohumlar M2 generasyonu olarak tekrar ekilmis ve ayni isleme tabi
tutulmuglardir. Normal gelisimine devam etmeyen Ornekler degerlendirmeden

cikartilmigtir.

Sekil 3.6. Laboratuarda ekim kiivetlerinin hazirlanmasi
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Sekil 3.7. Ekimi yapilan tohumlarin kontrollii sera kosullarinda yetistirilmesi

Sekil 3.8. Ekimi yapilan tohumlarin ¢ikislar
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Sekil 3.9. Tam otomasyonlu herbisit uygulama kabini ile imazamox uygulamasi

3.2.4. Mutajen uygulanms Firat-87 cesidinin tarla ¢calismalar:

10 da alanda dekara 12 kg tohum hesabiyla ekim yapilmis (3.000.000 (ii¢
milyon) M2 tohumlari ekilmistir) ve Nisan 2012 ayinin ilk haftasinda bitkiler yaklasik
15-20 cm boyuna ulastiklarinda 100 ml/da dozda imazamox herbisiti uygulanmistir ve
ciceklenme sonrasi ve hasattan 15 giin dnce iki gézlem yapilarak dayanikli bitki olup
olmadigi belirlenmistir. Ekimi yapilan tarlada gozle goriilebilen morfolojik
mutasyonlarin olustugu (klorofil mutasyonlar gibi) ¢cimlenen bitkilerde gozlemlenmis
ve bu bitkiler uygulamadan yaklasik 1 ay sonra tekrar kontrol edilmistir. Iki farkli
konsantrasyonda EMS uygulanan 6rneklerin ekimi yapilmistir. Bunlar 5 pM ve 10

uM konsantrasyonlarda mutajen uygulanan 6rneklerdir.
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Sekil 3.10. Tarlaya M2 jenerasyonu Firat 87 ¢esidi Kirmizi1 Mercimek Ekimi

Sekil 3.11. Tarlaya M2 jenerasyonu Firat 87 ¢esidi Kirmizi Mercimek Ekimi
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Kontrol sonrasinda imazamox uygulamasindan dolay1 herhangi bir zararlanma
goriilmeyen bitkilerin yanina isaret olarak bayraklar (1 m uzunlugunda ve ucunda
kirmiz1 renkli plastik bulunan c¢ubuklar) dikilerek (Sekil 4.21.) hasat zamani
geldiginde herbisitten etkilenmeyen her bitki ayr1 ayr1 hasat edilmistir.

Sekil 3.13. Tarla Denemesi Sonucunda Tolerant Bulunan Bitkilerin Hasadi ve Etiketlenmesi
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3.2.5. Tarla denemelerinde tolerant goriilen bitkilerin serada herbisit uygulamasi

ile test edilmesi

Denemede 43 adet bitki farkli viyolde ekilerek biiyiitiilmiis ve bitkiler 4-6
yapraklt donemlerine geldiklerinde imazamox herbisitinin onerilen dozu 100ml/da
200ml/da ve 3 kat1 olan 300 ml/da dozda uygulama yapilmistir. Uygulama sonucunda
her iki tekerriirde de imazamox uygulamasindan etkilenmeyen ornekler ayrica test
edilmek tlizere denemeye alinmistir. Ekimler her kiivete 25’er adet tohum olacak

sekilde yapilmistir.

3.2.5.1. Serada 100 ve 200 ml/da dozda imazamox uygulama ¢aliymalari

Tarla denemesinde Imazamox Herbisit ile muamele edilerek tolerans gosteren
bireylerin tohumlar1 kullanilmistir. 44 adet farkli bitkiden elde edilen tohumlar
ekilmistir. Kontrol olarak ‘Firat 87’ kullanilmistir. Imazamox Herbisitinin Onerilen
Dozu (x) ve bu dozun iki kat1 (2x) olan 100ml/da ve 200ml/da kullanilmistir.14. Giin
ve 28. giin % olarak etkilenme oranlar1 kaydedilmistir. 28. Giin bitki boylar

Olgtilmiistiir

Hasad edilen bitkilerden elde edilen tohumlar (M3 tohumlar1) serada ekilerek
yetistirilmis ve bitkiler 4-6 yaprakli donemlerine geldiklerinde, 100 ml/da ve 200ml/da

dozda imazamox uygulanmistir.

3.2.5.2. Serada 100 ve 300 ml/da dozda imazamox uygulama ¢aliymalari

Bu deneme Haziran 2012 tarihinde yapilmistir. Denemede 44 adet bitki farkli
kiivetlere ekilerek biiyiitiilmiis ve bitkiler 4-6 yaprakli donemlerine geldiklerinde
imazamox herbisitinin Onerilen dozu 100ml/da ve 3 kati olan 300 ml/da dozda
uygulama yapilmistir. Uygulama sonucunda her iki tekerriirde de imazamox
uygulamasindan etkilenmeyen 6rnekler ayrica test edilmek tizere denemeye alinmstir.
Ekimler her kiivete 25’er adet tohum olacak sekilde yapilmis olup, bitkiler 4-6

yaprakli donemlerine geldiklerinde imazamox uygulanmistir. Calismada 10mM
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konsantrasyonu uygulanan bitkiler mutajenin olumsuz etkisinden dolay1 denemelerden
cikartilmisg ve sadece 5SmM konsantrasyon mutajen ile muamele edilmis bitkiler test

edilmistir.

3.3 Ol¢iimler

3.3.1 Gorsel puanlama

Gaur ve ark. (2013) kullanmis olduklar1 yontem esas alinarak, 1 yiiksek derecede
toleransli (miikemmel bitki goriiniimii, kloroz yok / daralma / yapraklarda yanma), 2
toleransh (hafif kloroz / daralma / yanma ile iyi bitki goriinlimii), 3 orta derecede
toleransh (orta derecede toleransh adil bitki goriintimii) kloroz / yapraklarda daralma
/ yanma), 4 hassas (yapraklarda siddetli kloroz / daralma / yanma ile birlikte zay1f bitki
goriiniimii) ve 5 oldukga hassas (yapraklarin tamamen yanmast, ¢ogu bitkinin 6liimiine

yol acar), gorsel degerlendirme yapilmistir

3.3.2. Yas ve kuru agirhk oélciimleri

Herbisit uygulamasindan 28 giin sonra her kiivetten 15 bitkinin toprak {isti

kisimlar1 hasat edilmis ve bunlarin yas ve kuru agirliklart 6l¢iilmiistiir.
3.4. Istatistiksel Analizler

Varyans analizi (ANOVA), SAS istatistiksel analiz programinda c¢esitler
arasindaki farkliliklar1 anlamak i¢in kullanilir. Log-lojistik regresyon formiilii

kullanilan uygulamalarda popiilasyonun yarisini etkileyen 150 degeri bulunarak doz-

yanit egrisi elde edildi (Formiil 3.1).
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D-C
Y= ¢+ 1+exp{b.[log(z)-log(ED50)]}

(3.1)

y = Bagimli Degisken (kuru agirlik)

z = Bagimsiz Degisken (Herbisit Dozu)

D =y st sinir1

C =y’ alt sinir1

EDso = D ve C arasinda kuru agirlik veren doz
b = EDxo etrafindaki egrinin nispi egimi

3.5.Fakh Herbisit Dozlar1 Uygulamasi Sonucunda Elde Edilen Bitkinin ALS

Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Imazamox herbisitinin dozlarina gére ALS enzim aktivitesinin belirlenmesi igin

invitro kosullarda yapilan Singh ve ark. (1988)’ larindan uyarlanmis bir yontemdir.

Sera kosullarinda saksi karigimi kullanirak 74’e 26 cm’lik flatlerde tolerant

bulunan Kirmizi Mercimek (Firat 87) tohumlari ekilmistir.

Bitkinin biiylime noktalarindan elde edilen 2 gr’lik 6rnekler sivi nitrojen ile
muamele edilerek ve 10 mM pyruvate, 5 mM MgClz, 4 uM thiamine pyrophosphate
(TPP) and 20 uM flavin adenine dinucleotide (FAD) igeren 100uM potasyum fosfat
buffer (pH 7.5) homojenize edilerek ALS enzimi elde edilmistir.

ALS denemesi Westerfeld (1945) metodu izlenerek 50 uM reaksiyon buffer 50
uM protein 6rnegi ve 50 uM of imazamox konsantrasyonu ( 100 uM - 0,78 uM )

eklenerek 96- well plateler kullanilarak yapilmustir.
Reaksiyonlar 37 °C’de 90 dakika inkube edilmis ve 25 uL sulfuric asit ile

durdurulmustur. Daha sonra reaksiyonlar 60 °C’de 15 dakika decarboxylate

acetolactate ile inkube edilmistir.
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Elde edilen acetolactate, acetoin’e doniistiiriilerek 535 nm absorbans

spektrofotometre de Slgiilmiistiir.

Toplam protein konstantrasyonu bovine serum albiimin (BSA) ve Bradford

(1976) metodu kullanilarak degerlendirimistir.

Tolerant 6rnek i¢in veriler Iso degeri hesaplanarak sigmodial doz-repons egrileri

c¢ikarilarak analiz edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Mutajen Madde Uygulamasi (Ethyl methanesulfonate (EMS)

Calismada iki farkli konsantrasyonda mutajen madde (EMS) kullanilmistir. Bu
konsantrasyonlar 10uM ve 5uM konsantrasyonlarit olmustur. 10uM konsantrasyonu
uygulanan bitkiler mutajenin olumsuz etkisinden dolay1 denemelerden ¢ikartilmis ve
sadece 5uM konsantrasyon mutajen ile muamele edilmis bitkiler test edilmistir.
Yiiksek dozda mutajene maruz kalan mercimek tohumlarinda ¢ikis ve gelisim

sorunlari olusmustur.

4.2 Farkh Mercimek Cesitlerinin Dogal Dayanikhiklarinin Belirlenmesi

Sekil 4.9., Sekil 4.10., Sekil 4.11.’de 1ygulamadan 28 giin sonra dozlar arasinda
karsilastirmalar yapilmistir, Yas ve Kuru agirlik ol¢timleri yapilmis, elde edilen
verilerin varyans analizleri yapilmistir ( Sekil 4.12., Sekil 4.13.). Yapilan analizler
sonucu bu mercimek ¢esitlerinden imazamox herbisitine en tolerant olarak ‘Firat 87’
bulunmustur. ‘Cagil’ ise en hassas ¢esit olarak goriilmistiir. Sirasiyla ‘Cagil’in’ 150
degeri 14,05 ml/ha, ‘Altintoprak’in’ I50 degeri 23 ml/ha ve ‘Firat 87 nin’ I50 degeri
38,47 ml/ha olarak tespit edilmistir (Sekil 4.14.). Imazamox herbisitinin 6nerilen
dozunun 100ml/ha oldugu diisiiniiliirse 6nerilen dozun ¢ok altlarinda dozlarda herbisit

bu mercimek c¢esitlerini oldukea etkilemektedir.
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Sekil 4.2. Uygulama sonras1 denemeden genel goriiniim
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Sekil 4.3. Uygulama sonras1 denemeden genel goriiniim

4, ’,;-‘
o= -

Sekil 4.4. Uygulama sonrasi farkli imazamox dozlari uygulanan mercimek cesitlerindeki gelisim
farkliliklar:
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Sekil 4.5 Altintoprak mercimek ¢esidinin imazamox Herbisiti Uygulamas1 Doz Karsilastirmasi

Sekil 4.6. Cagil mercimek ¢esidinin Imazamox Herbisiti Uygulamas1 Doz Karsilastirmasi

Sekil 4.7. Firat 87 mercimek cesidinin Imazamox Herbisiti Uygulamas1 Doz Karsilastirmasi
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Cizelge 4.1.’de 1-5 skalasina gore cesitler arasindaki gorsel degerlendirme
gosterilmistir. Firat 87 c¢esidin,n gorsel degerlendirmes sonucu tolerant olarak
bulunmustur. Altintoprak ¢esidi diislik seviyede tolerant goziikiirken Cagil ¢esidi ise

herbisitten oldukca etkilenmis ve hassas olarak degerlendirilmistir

Cizelge 4.1. Mercimek ¢esitleri arasnda gorsel degerlendirme tablosu

5 Skalasi (uygulamadan 14 gin sonra)

Firat 87 T
Altintoprak MT
Cagll S

T: Tolerant MT: Kismi Tolerant S: Hassas

Cizelge 4.2., 4.3. ve 4.4 te ¢esitlerin varyans analiz tablolar1 verilmistir. Kuru
agirliklar ele alinarak yapilmistir. Bu analizlere gore Firat 87 cesidi Altintoprak ve

Cagil cesitlerine gore daha tolerant bulunmustur.
Yapilan degerlendirmeler sonucunca diger iki mercimek ¢esitlerine gore tolerant

olmas1 ve bolgede yaygin olarak tariminin yapilmasi nedeni ile ¢aligmalarin

devaminda Firat 87 ¢esidinin kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.8. Altintoprak, Cagil ve Firat87 mercimek Cesitlerinin yas agirlik varyans analizi

Cizelge 4.2. Altintoprak mercimek ¢esidi yas agirlik varyans analiz tablosu

Varyans Kaynagi SS df | MS F P-degeri F élgiitii
Gruplar Arasinda | 144,33 | 4 | 36,08 | 58,91 | 6,48 E-07 | 3,47805
Gruplar iginde 6,12 10 | 0,61
Toplam 150,45 | 14

SS = karelerin toplam, df = srebestlik derecesi, MS = karelerin ortalamasi,

Cizelge 4.3. Cagil mercimek ¢esidi yas agirlik varyans analiz tablosu
Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri | F élguitii
Gruplar Arasinda | 200,1865 | 4 | 50,04662 | 118,1422 | 2,25E-08 | 3,47805
Gruplar icinde 4,236133 | 10 | 0,423613
Toplam 204,4226 | 14

SS = karelerin toplam, df = srebestlik derecesi, MS = karelerin ortalamast

Cizelge 4.4. Firat 87 mercimek cesidi yas agirlik varyans analiz tablosu
Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri | F dlgitii
Gruplar Arasinda | 73,16657 | 4 | 18,29164 | 15,47543 | 0,000276 | 3,47805
Gruplar icinde 11,8198 | 10 | 1,18198
Toplam 84,98637 | 14

SS = karelerin toplam,

df = srebestlik derecesi, MS = karelerin ortalamasi
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Sekil 4.9. Altintoprak, Cagil ve Firat87 mercimek Cesitlerinin kuru agirlik varyans analizi

Cizelge 4.5. Altintoprak mercimek ¢esidi kuru agirlik varyans analiz tablosu

Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri | F élgiti
Gruplar Arasinda | 11,00513 | 4 | 2,751283 | 64,84797 | 4,1E-07 | 3,47805
Gruplar iginde 0,424267 | 10 | 0,042427
Toplam 11,4294 | 14

SS = karelerin toplam, df = srebestlik derecesi, MS = karelerin ortalamast

Cizelge 4.6. Cagil mercimek ¢esidi kuru agirlik varyans analiz tablosu
Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri | F dlgtitii
Gruplar Arasinda | 23,35697 | 4 | 5,839243 | 9,338307 | 0,002077 | 3,47805
Gruplar icinde 6,253 10 | 0,6253
Toplam 29,60997 | 14

SS = karelerin toplam, df = srebestlik derecesi, MS = karelerin ortalamast

Cizelge 4.7. Firat 87 mercimek ¢esidi yas agirlik varyans analiz tablosu
Varyans Kaynagi SS df MS F P-degeri | F élglitii
Gruplar Arasinda | 4,43364 |4 | 1,10841 | 12,6425 | 0,000635 | 3,47805
Gruplar icinde 0,876733 | 10 | 0,087673
Toplam 5,310373 | 14

SS = karelerin toplam, df = srebestlik derecesi, MS = karelerin ortalamasi
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Yapilan c¢alisma sonucunda elde verilerde imazamox herbisitine diger ¢esitlere
oranla daha tolerant olmasi ve iiretici tarafindan hastaliklara dayanikli ve yiiksek verim
nedeniyle en ¢ok iiretimi yapilan ¢esit olmasindan dolay1 ‘Firat 87’ kirmizi mercimek
cesidi mutajen uygulanarak imazamox herbisitine tolerant g¢esit gelistirme

calismalarinda kullanilmistir.
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Sekil 4.10. imazamox Uygulamas1 Yapilan Altintoprak, Cagil ve Firat 87Mercimek Cesitlerinin Doz-
Tepki Grafigi ve 150 Degerleri

4.3. Mutajen (EMS) Uygulanan Mercimek Cesitlerinin Imazamox Etkili Maddeli

Herbisit ile Testlenmesi

Bu uygulama sonunda mercimekler imazamox herbisiti ile muamele edilmisve
30 giin boyunca kontrol edilerek normal gelisimine devam edenler ayiklanarak tohum
baglamalar1 beklenmis ve bu alinan tohumlar M2 generasyonu olarak tekrar ekilmis
ve ayn1 isleme tabi tutulmuslardir. Sera kosullarinda sinirli sayida drnek testlenebildigi
icin dayanikli bitki elde etmek miimkiin olmamistir. tarla kosullarinda daha genis
alanda daha fazla sayida tohumla calisma sansi olmasi nedeniyle tarlaya ekim

yapilarak tolerant birey bulma sansi artirilmistir.
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4.4. Tarla Kosullarinda Mutajen Uygulanan Firat 87 Kirmiz1 Mercimek Cesitinin
Ekimi

Serada yapilan caligsmalarda her hangi bir dayaniklilik saptanamamaistir. Bunun
nedeni sinirl alanda az sayidaki tohum kullanilmasindan kaynaklandigi tahmin
edilmektedir. Ciinkii arzu edilen mutasyon frekansi ¢ok diisiik oldugundan bu tiir

calismalarda daima yiiksek sayida bitki ile ¢alisilmasi gereklilik duyulmustur.

Sekil 4.11. Tarla denemesinde Imazamox uygulamasi sonrasi tolerant ve hassas bitkiler

Tolerat bulunarak bayrakla isaretlenen bitkiler ayri ayri1 hasat edilerek kese
kagitlarma alinip numaralandilirllmistir (Sekil 4.22.). Sera denemelerinde tekrar

testlenmek amaci ile laboratuvara gétiiriilmiis ve tohumlar1 ayiklanmistir

Ayrica tarla gozlemleri sonucu segilen bitkiler hasat edildikten sonra kalan
bitkiler hem 5 mM konsantrasyonda EMS uygulanmis hemde 10 mM konsantrasyonda
EMS uygulanmis olanlar ayrica toplu olarak hasat edilmislerdir. Daha sonra hasat
edilen bitkilerden elde edilen tohumlar serada flatlere ekilerek yetistirilmis ve bitkiler
4-6 yaprakli donme ulastiklarinda, 100 ml/da dozda imazamox uygulanmistir. Bu

sekilde gbzden kagmis olabilecek tolerant bireyler bulunmaya ¢alisilmistir.
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Yapilan gozlemler neticesinde bazi bireylerin herbisitten etkilenmedikleri
belirlenmistir. Bu bireyler daha sonra dayanikli olup olmadiklarini belirlemek
amaciyla bir ka¢ kez daha test edilmistir. Sera sartlarinda yapilan herbisite dayaniklilik
testlerinde 1 adet birey timitvar bulunmus ve iki defa imazamox herbisiti ile test
edilmistir. Birinci denemede imazamox herbisitinin 6nerilen dozu olan 100ml/da ve
200 ml/da kullanilmis Ikinci denemede imazamox herbisitinin 100ml/da dozu ve 3
katina (300 ml/da) ¢ikarilarak uygulama yapilmis ve timitvar olan bitkinin herbisitin

3x dozundan da olumsuz etkilenmedigi gézlemlenmistir.

4.5. Tarla Denemesi Sonucunda Elde Edilen Tohumlarinin Ekimi ve Imazamox
Herbisitinin Onerilen Dozu (100ml/da) ve Onerilen Dozunun iki Kat1 (200ml/da)

ile Testlenmesi

Tarla denemesinde Imazamox Herbisit ile muamele edilerek tolerans gosteren
bireylerin tohumlart kullanilmistir. Tarladan hasad edilirken en iyi durumda oldugu
belirlenen ve not edilen bitkiler secilmistir. 43 adet farkl bitkiden elde edilen tohumlar
ekilmistir Kontrol olarak ‘Firat 87’ kullanilmistir. Imazamox Herbisitinin Onerilen
Dozu (x) ve bu dozun iki kat1 (2x) olan 100ml/da ve 200ml/da kullanilmistir.14. Giin
ve 28. giin % olarak etkilenme oranlar1 kaydedilmistir. 28. Giin bitki boylar
Ol¢iilmiistiir, (Sekil 4.21., Sekil 4.22.).

Arazi denemesinden elde edilen tohumlar kullanilmistir. Hasad edilen
bitkilerden elde edilen tohumlar (M3 tohumlar1) serada ekilerek yetistirilmis ve
bitkiler 4-6 yaprakli doneme ulastiklarinda, 100 ml/da ve 200ml/da dozda imazamox
uygulanmigtir. Imazamox herbisitinin onerilen dozu olan 100ml/da X ile, énerilen

dozun iki kat1 olan 200ml/da 2X ile temsil edilmistir.
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S5O0
NECAN

Sekil 4.13. Denemeden Genel Goriiniim
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Bitkiler yaklasik olarak 4-6 yaprakli doneme geldiginde ilaglama yapilmistir.
Imazamox Herbisitinin 6nerilen dozu 100 ml/da ve iki kat1 200 ml/da olarak uygulama
yapilmustir. Tlaglamadan 14 giin sonra ve 28 giin sonra % simptom olarak imazamox
herbisitinin verdigi zararlanma % semptom olarak gézlemlenmistir. 28. giin sonunda
tolerant olarak belirlenen bitkilerin boylart Olglilerek kontrolle karsilagtirmasi
yapilmistir. Her iki uygulama dozunda da Firat 87 kirmizi mercimek ¢esidi hem
uygulama dozlar1 kullanilarak hem de uygulama yapilmadan kontrol olarak
kullanilmistir. Uygulama yapilan kontrole X kontrol uygulama yapilmayan kontrole

Kontrol olarak isim verilmistir.
Elde edilen sonuglarin karsilastirilmasi yapilarak her bitki i¢in ayni grafikte hem

100ml/da hem de 200 ml/da doz uygulama sonuglar1 14. Giin (Sekil 4.26.) ve 28. Giin
(Sekil 4.27.) olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.14. Imazamox Uygulanmis Orneklerin 14. Giin % Semptom Gozlem Degerleri
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Sekil 4.15. Imazamox Uygulanmis Orneklerin 28. Giin % Semptom Gozlem Degerleri
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Yukaridaki grafiklerden elde edilen sonuglara gére 2 numarali 6rnek hem 14.
Gilin hem de 28. Giin gozlemlerinde iki dozda da tolerant bulunmustur. Bununla
birlikte 43 numarali 6rnek 28. Giin gézlemlerinde 6nerilen doz uygulamasinda kismi
tolerant olarak saptanmustir. Tolerant bulunan 2 numarali 6rnek diger uygulamaya tabi
tutulmus, hassas bulunan orneklerin ortalamalar1 alinarak, ‘Firat 87°nin uygulama
yapilmis (x kontrol) ve uygulama yapilmamis (kontrol) 6rnekleri ile karsilastirilmistir,

(Sekil 4.25., Sekil 4.26.).

14. giin

100 -

90 -~
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60 -

W 2x
50 +

% Etki

40

30

20

10

T T
hassas tolerant Xkontrol kontrol

Sekil 4.16.Tolerant Ornegin 14. Giin % semptom Gézlem Degerleri
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28. giin
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Sekil 4.17. Tolerant 6rnegin 28.Giin % Semptom Gozlem Degerleri

Uygulama yapilmasindan 28 giin sonra bitki boylar1 dl¢iilerek kaydedilmis ve
yine tolerant olarak tespit edilen 6rnek diger hassas olarak belirlenen 6rnekler ile

karsilagtirilmistir (Sekil 4.27.).

28. glin

60 7

50 4

40 A
-x

- 2x
30 4

Boy cm

20 A

10

hassas tolerant xkontrol kontrol

Sekil 4.18. Tolerant 6rnegin 28. Giin Boy Olgiim Degerleri

Grafiklerden de anlasilacag: lizere tolerant bulunan 6rnek diger tiim 6rneklere

gore her iki dozda da imazamox herbisitine karsi tolerant olarak goéziikmiistiir. 28. Giin
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sonunda kontrollerle karsilastirildiginda 100 ml/da uygulama dozunda ve 200 ml/da
uygulama dozunda farklar géziikmektedir (Sekil 4.31., Sekil 4.32.).

Z  Tole ';i&nek

Kontrol X Kontrol -

Sekil 4.19. Tolerant 6rnegin 100ml/da doz uygulamasinin kontrolle karsilagtiritlmasi

. Kontrol X Kontrol Tolerant Ornek

e - - — -

Sekil 4.20. Tolerant 6rnegin 200ml/da doz uygulamasinin kontrolle karsilagtiriimasi
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4.6. Serada 100 ve 300 ml/da Dozda imazamox Uygulama Calismalar1

Denemede 4 adet bitki farkli viyolde ekilerek biiyiitiilmiis (Sekil 4.33.) ve
bitkiler 4-6 yaprakli donme geldiklerinde imazamox herbisitinin Onerilen dozu
100ml/da ve 3 kati olan 300 ml/da dozda uygulama yapilmistir (Sekil 4.34.) Uygulama
sonucunda her iki tekerriirde de imazamox uygulamasindan etkilenmeyen 6rnekler
ayrica test edilmek iizere denemeye alinmistir. Calisma iki defa tekrar edilmistir.
Ekimler her kiivete 25’er adet tohum olacak sekilde yapilmis olup, bitkiler 4-6
yaprakli geldiklerinde imazamox uygulanmistir. Calismada 10mM konsantrasyonu
uygulanan bitkiler mutajenin olumsuz etkisinden dolay1 denemelerden ¢ikartilmis ve

sadece SmM konsantrasyon mutajenle muamele edilmis bitkiler test edilmistir.

llaglama sonrasinda herbisit uygulamasindan etkilenmeyen bitkiler saksilara
almmarak tohum alinincaya kadar yetistirilmiglerdir. Daha sonra tohum baglayan
bitkiler hasat edilerek bir sonraki calismada yine herbisit uygulamasi sonrasinda
gelisimleri gézlenmistir. Bu sayede her hangi bir olumsuz durumun (ilagtan kagis gibi)

ortadan kaldirilmasit hedeflenmistir.

Sekil 4.21. Tarla denemesinde tolerant goriilen bitkilerin serada yetistirilmesi
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Y . o

Sekil 4.22. Tarla denemesinde herbisite tolerans gosteren bitkilerin sera kosullarinda 300ml/da dozunda
herbisit uygulamasi

Sekil 4.23. Imazamox Herbisitinden Etkilenmeyen ve Etkilenen Bitkilerin goriintiisii

flaglamadan 14 giin sonra ilk kontrolleri yapilmistir ve % olarak etkilenme
oranlar1 kaydedilmistir. 1. glin kontroliinden yaklasik 10 giin sonra bunlardan sadece
1 adet bitki etkilenmedigi belirlenmis bunun disindakilerin ise ldiikleri belirlenmistir,
(Sekil 4.35.). Bu tek bitki tohum elde etmek amaci ile saksilara sasirtilmis diger
ornekler denemeye alimmamustir (Sekil 4.34.). Saksiya alinan bitkilerin tohum

baglamasi beklenmis (Sekil 4.35.) ve tohumlar1 hasat edilerek tekrar testlenmistir.
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Sekil 4.25. Tolerant Goriilen Hatlarin Saksiya Sasirtilmasi ve Tohumlart

4.7. Elde edilen tolerant bitkinin Imazamox Herbisitinin Onerilen Dozu
(100ml/da) ve Onerilen Dozunun Katlar (200ml/da,  300ml/da,
400ml/da,500ml/da) ile Testlenmesi

Tarla denemesinde Imazamox Herbisit ile muamele edilerek tolerans gosteren
bireylerin tohumlar1 kullanilmistir. Elde edilen tohumlar ekilmistir. Kontrol olarak

Firat 87 kullanilmistir. Imazamox Herbisitinin Onerilen Dozu (x) 100ml/da, bu dozun
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iki kat1 (2x) olan 200ml/da, 6nerilen dozun ii¢ kat1 (3X) 300ml/da, dort kati (4x) 400ml
/da ve bes katt1 (5X) 500 ml/da kullanilmistir. % olarak etkilenme oranlar

kaydedilmistir. Hasat edilen bitkilerin kuru agirliklar 6l¢iilmiistiir

Hasad edilen bitkilerden elde edilen tohumlar (M5 tohumlar1) serada ekilerek
yetistirilmis ve bitkiler 4-6 yaprakli doneme ulastiklarinda, 100 ml/da , 200ml/da,
300ml/da ,400ml/da ve 500ml/da dozlarda imazamox herbisiti uygulanmistir.
Imazamox herbisitinin énerilen dozu olan 100ml/da X ile, 6nerilen dozun iki katt olan
200ml/da 2X ile, , dnerilen dozun ii¢ kat1 olan 300ml/da 3X ile, onerilen dozun dort
kat1 olan 400ml/da 4X ile, onerilen dozun bes kati olan 500ml/da 5X ile temsil

edilmistir.

Deneme sera kosullarinda kurulmustur. Paralel olarak iki adet deneme
kurulmustur. 3 tekeriir olarak kurulan denemelerde Imazamox herbisitinin énceden
belirtilen dozlar1 kullanilmistir. Hem M5 generasyonu bitkiler hem de Firat 87 kirmizi
mercimek c¢esidi bitkiler ayni1 dozlarda muamele edilmistir. Serada ekimi yapilan
tohumlar uygulama yapmak igin gerekli olgunluga geldiginde Imazamox herbisitinin
onerilen dozu olan 100ml/da (X) ile, dnerilen dozun iki kati olan 200ml/da (2X) ile,
onerilen dozun tig kat1 olan 300ml/da (3X) ile, 6nerilen dozun dort kat1 olan 400ml/da

(4X) ile, 6nerilen dozun bes katt olan 500ml/da (5X) ile muamele edilmistir.

Uygulamadan 28 giin sonra % simptom olarak zararlanma simptolari

kaydedilmis ve ornekler alinarak kuru agirliklar: tartilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Sekil 4.26. Imazamox uygulanmis Firat 87 ve M5 generasyonu ile uygulama yapilmamis Firat87

¢esidinin karsilastirmasi

Sekil 4.27. Imazamox uygulanmis Firat 87 ve M5 generasyonu ile uygulama yapilmamis Firat87

¢esidinin karsilagtirmasi
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Sekil 4.28 Imazamox uygulanmis Firat 87 ve M5 generasyonu ile uygulama yapilmamis Firat87
¢esidinin karsilastirmasi

Sekil 4.29. imazamox uygulanmamis Firat 87 ve uygulama yapilan M5 generasyonunun uygulama
dozlarinin karsilastirilmast
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Sekil 4.30. Imazamox uygulanmamus Firat 87 ve uygulama yapilan Firat 87 cesidinin uygulama
dozlarmin karsilagtirilmasi

Her saksidan alinan ornekler tartilmistir ve M5 generasyonu igin doz-tepki
egrisi igin SAS istatistik analiz programi Log-lojistik regresyon formiilii kullanilarak

150 (popiilasyonun yarisini zararlandiran doz) degeri bulunmustur.
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Sekil 4.31. M5 generasyonunun doz-tepki egrisi ve 150 degeri
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Sekil 4.32. M5 generasyonunun ve Firat 87 cesidinin doz respons egrilerinin karsilastirmast ve 150
degerleri

4.8. Acetolactate Sentez Aktivitesi’nin (ALS) Belirlenmesi

ALS deneyi gostemistir ki imazamox konsantrasyonu arttik¢a tolerant kirmizi
mercimek optikal yogunluk degerleri (OD) hizli bir sekilde azalmistir. ALS
aktivitesinin %50 inhibasyonu tolerant kirmizi mercimek i¢in 8.38 olarak

hesaplanirken kontrol i¢in 7.21 hesaplanmistir (Sekil 4.45.)
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Sekil 4.33. ALS Enzim Aktivitesinin imazamox Herbisit Dozlarina Gore Degisimi

Kiiltir Bitkilerinin herbisitlere karsi1 direnci, esas olarak hedef bdlgenin
degismesinden veya herbisitin metabolik detoksifikasyonun da kaynaklanmaktadir.
Genetik modifikasyon ile bu mekanizmalardan biri gelistirerek, kiiltiir bitkilerinde
herbisit direnci saglanabilir. IMI- Tolerant kiltir bitkileri , transgenik bitkiler
degillerdir. Clearfield® markast ile kullanima sunulmuslardir. imidazolinonlara direng
saglayan basit mekanizmalar laboratuarda taranabilirken, karmasik direng

mekanizmalari saksilarda veya tarla kosullarinda degerlendirilebilir

Theologidoua ve ark (2016) Yunan Mercimeginde yaptiklart benzer ¢alismada
laboratuvar ve tarla kosullarinda herhangi bir tolerant genotip goriilmedigini
belirtmektedir. Bu ¢alisma sonucunda kullanilan “’Firat 87’ g¢esidinden elde edilen
M5.genotipinin  imazomox herbisitine tolerant olmasini saglayan gen tasidig
anlasilmistir. Bu genotip ile yapilacak ilerki galismalarda imazamoxa tolerantlik
saglayan mekanizmanin tespit edilmesi ve 1slah yollar1 ile bu mekanizmaya sahip bir

cesit gelistirilmesi miimkiindiir. Giintimiixde 6zellikle yabanci otlarda ALS inhibitorii
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herbisitlere karsi olusan dirence karsi, yeni segici herbisitlerin gelistirilmesi ve pazarda
yer edinmesi gibi sorunlar ortaya c¢ikmaktadir. Bu sorunlar g6z Oniinde
bulunduruldugunda IMI- tolerant gesitlerin kullanilmasi herbisitlerin tescilinde

meydana gelen zorluklarin iistesinden gelmede basarili bir yontem olabilecektir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Mercimek, kiiclik yapili olmasi, yabanci otlarla giiglii rekabet edememesi ve
kisitl su kosullarinda yetistirildiginden, yabanci otlanmadan kaynaklanan verim
kayiplari, yabanci ot tiir ve yogunluguna bagl olarak %60 ile %100 arasinda
degisebilmektedir, Yabanci otlardan kaynaklanan yiiksek orandaki verim kayiplarinin
Onlenmesi acisindan c¢alismadan elde edilen sonuglar iilke ekonomisine 6nemli katki

saglayacaktir.

Yabanci otlarla miicadelede alternatif ¢ozlim olarak imidazolinone herbisitlere
toleransh clearfield tiriinler yetistirmektir. Bu herbisitlerin sorun olan bir¢ok dar ve
genis yaprakli yabanci ot tiirtine karsi kullanilabilmesi, ¢ok diisiik dozlarda yiiksek
etki gosterebilmesi ve gevreye en az diizeyde zararli olmalar1 nedeniyle iyi bir ¢6ziim
sunmaktadirlar. Calisma ileride diger kiiltiir bitkilerinde sorun olan yabanci otlara
karsi benzer yontemlerle miicadele imkani saglamasi agisindan kaynak olmasi

nedeniyle 6nem arz etmektedir.

Bircok 6nemli yabanci ot tiirlinde Sson donemde ALS inhibitorii herbisitlerine
kars1 yaygin bir direng goriilmektedir. ALS grubu herbisitlere kars1 2021 yili sonuna
kadar diinya genelinde 191 yabanci ot tiiriinde dayaniklilik vakasi tespit edilmis ve bu
rakam artmaya devam etmektedir (Heap, 2021). Herbisit kullaniminda ruhsatli ve
uygun dozlarin uygulanmasi gerekmektedir. Boylece hem kiiltiir bitkisinde meydana
gelebilecek fitotoksite hem de yabanci otlarda ortaya ¢ikabilecek direng sorunlari
engellenmis olacaktir. Genis ve dar yaprakli yabanci otlara karg1 miicadele tek bir
uygulamayla yapilmis olacak ve bu sayede tarla isleme azaltilarak enerji tasarrufu elde
edilip CO2 saliniminin distiriilmesi (Ali ve ark., 2014) yetistiricilik yonetimi kolayligi
ve esnekligi saglayabilecektir. Yabanci otlarda herbistilere karsi direng sorununa karsi
yeni segici etkili maddelerinin gelistirilmesi ve herbisitlerin pazarda yer edinmesi gibi
sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. Yeni ticari herbisitlerin tescilinde bu anlamda meydana

gelen zorluklarin asilmasinda imi-tolerant bitkilerin kullaniminin basarili bir yontem
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olabilecegi diisiiniilmektedir. Yabanci ot miicadele problemine alternatif bir ¢6ziim

sunmastyla yeni bir tekniktir (Prakash ve ark., 2020)

Calismanin iilkemizde kirmizi mercimekte yabanci ot miicadelesine hem
tireticiler hemde bilim adamlarina kaynak acgisindan katki yapmasi beklenmektedir.

Elde edilen tolerant hat daha ileri derecede tolerant hatlar elde edilmesi igin
yapilacak c¢alismalara kaynak olarak kullanilacaktir. Bitki 1slah1 yontemleri ile
imazamox herbisitine tolerant saf hatlarin elde edilmesi i¢in gerekli olan ana laynagi

olusturmaktadir.

Mercimek tariminda en biiylik sorun olan yabanci otlarin kontroliinde
herbisitlerin kullanilmasi, mercimegin herbisitlere karsi hassas olmasindan dolay1
miimkiin olmamaktadir. Elde edilen tolerant gesit ile ilerideki donemlerde mercimek
tiretiminde yabanci otlarla miicadelede herbisit kullannmi miimkiin hale

gelecebilecektir.
Calisamanin gelecekte saglayacagi faydalar

1. Mercimekte yabanci ot kontroliinde herbisit kullaniminin saglanmasi

2. lleri generasyonlar devam ettirilerek imi-tolerant ticari mercimek
gelistirilmesi.

3. Spesifik mutasyonlar tespit edilerek yerli ve milli ¢esit gelistirilmesi devam

edecek olan ¢alismalar ile saglanabilecektir
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