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OZET
Doktora Tezi

GUNEY MARMARA BOLGESI MEYVE BAHCELERI VE BAG ALANLARINDA
GORULEN CONYZA TURLERININ GLYPHOSATE’E DAYANIKLILIGININ
BELIRLENMESI UZERINE ARASTIRMALAR

Caglar MENGUC

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisu
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. I. Ozer ELIBUYUK
Es Danisman: Prof. Dr. M. Nedim DOGAN

Bu tez calismasinda, Giiney Marmara Bolgesi meyve bahgeleri ve bag alanlarinda sorun
olan Conyza tiirlerinin glyphosate dayanikliliginin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
amagcla 2017 yilinin Agustos ayinda Balikesir, Bilecik, Bursa, Canakkale ve Yalova
illerine siirvey gergeklestirilmistir. Siirvey sonucunda elde edilen 121 Conyza
popiilasyonundan 10 tanesinin yapilan On testlerde dayaniklilik siiphesi tasidig
goriilmiistiir. On testlerde dayaniklilik siiphesi tastyan popiilasyonlara daha detayli bir
dayaniklilik testi olan doz-etki testleri yapilmis olup, glyphosate’in farkli dozlari bu
popiilasyonlara uygulanmigstir. Referans olarak herbisit ge¢misi olmayan alanlardan
toplanan duyarli popiilasyonlarin da kullanildigi doz-etki denemesinin sonucunda, 9
poplilasyonun glyphosate’e  dayanikli oldugu sonucuna ulasilmistir. Duyarli
popiilasyonlarla karsilastirildiginda, tiim biyotiplerin 4,84-15,86 kat glyphosate
dayaniklilik seviyesine sahip oldugu belirlenmistir. Glyphosate’e dayanikli bu
popiilasyonlarin biyokiitlesini % 50 oraninda azaltmak igin gerekli olan dozun (LDsp)
292,44-994,52 ml/da oldugu bulunmustur. Buradaki glyphosate dayanikliliginin EPSPS
geninin 106. amino asitinde (Pro106) meydana gelen nokta mutasyondan kaynakli olup
olmadig1 arastirtlmis ve dayanikli popiilasyonlarda yapilan mutasyon taramasi sonucu
herhangi bir mutasyon varligi saptanmamistir. Dayaniklili§1 saptanan popiilasyonlarin
ITS gen bolgeleri kullanilarak molekiiler tiir teshisleri yapilmistir. Molekiiler tiir
teshislerin sonucunda, dayanikli olan 9 tiiriin 4’ C. sumatrensis, 4’ C. canadensis ve 1
tanesi de C. bonariensis olarak belirlenmis, iilkemizdeki Conyza tiirlerinin ti¢iinde de
glyphosate dayaniklilig: tespit edilmistir.

Ocak 2019, 170 sayfa

Anahtar Kelimeler: Giiney Marmara Bolgesi, meyve bahgeleri, bag alanlari, Conyza
spp., glyphosate dayaniklilig



ABSTRACT
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RESEARCHES ON DETERMINATION OF GLYPHOSATE RESISTANCE OF
CONYZA SPECIES IN ORCHARDS AND VINEYARDS OF SOUTH MARMARA
REGION
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Determination the glyphosate resistance of Conyza species which are problem in South
Marmara Region orchards and vineyards is aimed in this thesis. For this purpose,
surveys were conducted to provinces Balikesir, Bilecik, Bursa, Canakkale and Yalova
in August of 2017. 10 of the 121 Conyza populations were found to have a suspicion of
resistance in the preliminary tests. Dose-response test which is a more detailed test was
carried out to the populations suspected about resistance in pre-tests and different doses
of glyphosate were applied to these populations. According to results of this application,
9 populations were found to be resistant to glyphosate. Compared to susceptible
populations, all biotypes were detected to be 4,84-15,86 times more resistant to the
glyphosate. It was found that the dose (LDsg) required to reduce biomass by 50% of
these glyphosate resistant populations was 292,44-994,52 ml/da. It was investigated
whether this resistance was due to mutation in the 106. amino acid of the EPSPS gene
(Pro106) and no mutation was detected. The molecular species diagnostics were
performed by using ITS gene regions of populations resistant to the glyphosate. As a
result of molecular type diagnostics, 4, 4 and 1 of 9 species were determined as C.
sumatrensis, C. canadensis and C. bonariensis, respectively.

January 2018, 170 pages

Key Words: South Marmara Region, orchards, vineyards, Conyza spp, glyphosate
resistance
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1. GIRIS

Insanligin temel ihtiyac1 olan karbonhidrat, protein ve vitaminlere sahip meyveler, her
gecen giin artan diinya niifusunun yeterli miktarda beslenmesi i¢in son derece énemli
kaynaklardir. Beslenmedeki yeri géz Oniine alindiginda, insan yasamini dogrudan
ilgilendiren yas ve kuru meyvelerin tiim diinyada oldugu gibi iilkemiz i¢in de son derece
onemli bir yeri bulunmaktadir. Ulkemizde hemen hemen biitiin mevsimlerde ve biitiin
bolgelerimizde meyve {retimi yapilabildigi i¢in, lilkemiz meyve yetistiriciliginin
diinyada 6nemli bir yeri bulunmaktadir. Tiirkiye’de ekili alanlarin yaklasik % 40’m1
meyvelikler olusturmaktadir. Bu da meyveciligin tarim hayatimizin 6énemli kollarindan
birini  olusturdugunu ortaya koymaktadir (Anonim 2013). Ulkemizde meyve
yetistiriciligi bakimindan ilk ii¢ siray1 elma, kayis1 ve kiraz almakta olup, 2015 yil
verilerine gore, llkemizde 5.447.773 da’lik alanda meyve yetistiriciligi yapilmis olup,
tretim miktarimiz ise  6.490.799 ton’dur (Anonim 2016a). Bolgesel olarak
degerlendirildiginde, meyve tiretiminde ilk ii¢ siray1 Ege, Akdeniz ve Marmara bdlgeleri
yer almaktadir. Ulkemiz, meyve yetistiriciligi bakimindan oldukga zengin olup,
yetistirilen iiriin hem i¢ talebi karsilamakta hem de ihracatta 6nemli pay sahibi

olmaktadir.

Diinyada 10.000’in tizerindeki liziim ¢esidinden 1200’den fazlasinin yetistigi lilkemiz
(Celik vd. 2010), asmanin anavatani olarak kabul edilmekte olup, yaklasik 6000 yillik
bir bagcilik kiiltiiriine sahiptir (Celik vd. 1998). Diinya’da iiziim {iretim alanina
bakildiginda Ispanya, Fransa, Italya, Cin ve Tiirkiye ilk bes biiyiik iiretici iilke olarak
siralanmaktadir. Uretim miktar1 agisindan degerlendirildiginde Cin, Italya, ABD,
Fransa, Ispanya’min arkasindan Tiirkiye 5. olarak siralanmaktadir (FAO 2012).
Ulkemizde toplam meyve iiretiminin yaklasik % 25’ini olusturan iiziim, tarimsal iiretim
icinde tarla bitkileri, meyve ve sebze iiretiminden sonra 4. sirada yer almaktadir
(Anonim 2016a). Ulkemizdeki {iziim yetistiriciligi sofralik, kurutmalik ve saraplik
olmak tiizere 3 farkli sekilde yapilmaktadir. Toplam iiretim alanina baktigimizda,
tilkemizde 4.619.557 da’lik alanda yetistiricilik yapilmakta olup, tiretim miktarimiz ise
3.650.000 ton’dur (Anonim 2016a). Uziim iiretiminde Marmara Bolgesi, Ege ve

Akdeniz Bolgesinden sonra en fazla yetistiricilik yapilan bolgedir. Marmara Bolgesi’nin



Trakya kesiminde saraplik, Anadolu yakasinda ise orta mevsim ve ge¢ mevsimde
olgunlasan sofralik iiziim yetistiriciligi 6n plana ¢ikmaktadir. Saraplik lizim tiretimi
Tekirdag ve Edirne’de ¢ok yaygin olup, liriin ise genellikle 6zel sektor tarafindan saraba
yonelik olarak degerlendirilmektedir (Anonim 2016b). Ulkemizde yetistirilen iiziimler
yas ve kuru olarak tiiketilirken sarap, sirke, pekmez, bulama, lokum, meyve suyu,
kurutularak kek ve pastalarda, gerez olarak cesitli sekillerde degerlendirilmektedir
(Celik vd. 1998, Duran 2003).

Yetistiriciligin yogun yapildigi meyve bahgeleri ve bag alanlarinda verime olumsuz
yonde etki eden biyotik ve abiyotik faktorler bulunmaktadir. Bu faktorlerin en
onemlilerinden biri de hig siiphesiz yabanci otlardir. Ozellikle besin maddesi ve su igin
rekabet halinde olan yabanci otlar, meyve agaglarinin ve asmalarin gelismesini ciddi
derecede engellemesiyle birlikte, meyve boyut ve sayisinda azalma meydana getirerek
onemli verim kayiplarina sebep olmaktadirlar (Atkinson ve White 1980, McMurtrie ve
Wolf 1983, McRae vd. 2007). Bu verim kaybi yetistiricilik durumuna, meyve agaci ve
bag cesidine ve yasina, yabanci ot tiiriine ve yogunluguna (Layne vd. 1981, Tworkovski
ve Glenn 2001) bagl olarak % 10.1-94 arasinda degisim gostermektedir (Cramer 1967,
Welker 1984, Abouziena vd. 2016, Anonymous 2018). Yabanci otlarla miicadele
edilmediginde meyve bahgeleri ve bag alanlarindan o yilki liretim sezonunda neredeyse
hi¢ iirlin alinamadig goriilmekte, bu ylizden maliyeti ne olursa olsun siirdiiriilebilir
yetistiricilik i¢in bu alanlarda zorunlu olarak yabanci otlarla miicadele edilmesi

gerekmektedir.

Yabanci otlar meyve bahgeleri ve bag alanlarinda; su ve besin maddeleri i¢in bitkiyle
rekabete girer, bocek, nematod ve hastaliklara konukguluk eder (Ozer vd. 1998, Carroll
2010, Lanini vd. 2011), ciceklenme asamasinda arilar ve diger boceklerle meydana
gelen tozlagsmaya engel olurlar (Tworkovski ve Glenn 2008). Yabanci otlar, sahip
olduklar1 kok salgilarinin allelopatik etki gostermesiyle aga¢c ve asma koklerinin
gelisimini engellemektedirler (Racz ve Siaba 1971). Ayrica, hasat edilen meyvelerin
yabanci ot tohumu veya bitki kalintilariyla kontaminasyonuna neden olarak, budama,

hasat ve diger islemlere engel olarak, hava dolasimini azaltip hastaligin goriilme



sikligimi artirmaktadirlar (Peachey vd. 2013). Tiim bu etkilerinden dolay1 yabanci otlar,

hem dogrudan hem de dolayli olarak 6nemli 6l¢iide zararlara neden olmaktadirlar.

Gerek diinyada gerekse iilkemizde meyve bahgeleri ve bag alanlarinda sorun olan
yabanci ot tiirlerine bakildiginda; Convolvulus arvensis (L.), Conyza bonariensis (L.)
Cronquist, Conyza canadensis (L.) Cronquist, Conyza sumatrensis (Retz.) E. Walker,
Sorghum halepense (L.) Pers., Chenopodium album (L.), Cynodon dactylon (L.) Pers.,
Malva sylvestris (L.), Solanum nigrum (L.), Lolium rigidum Gaud., Amaranthus
retroflexus (L.), Capsella bursa-pastoris (L.) Medik., Cirsium arvense (L.) Scorp. ve
Poa annua (L.) yaygin olarak goriilmektedir (Uludag ve Katkat 1993, Jung vd. 1997,
Dastgheib ve Frampton 2000, Salman vd. 2011, Olmstead vd 2012, Peachey vd. 2013,
Heap 2018).

Yabanci otlar, M.O. 10.000 yillarinda tarimsal iiretimin baslamas: ile birlikte sorun
olmaya baslamis ve gilinlimiizde halen sorun olmaya devam etmektedir. Elle yolma ile
baslayan yabanci ot miicadelesine, M.O. 6.000 yillarinda ilkel capalar dahil olmus,
M.O. 1.000 yillarinda hayvan giicii ile calisan aletler ve 1920°li yillarda mekanik
aletlerin dahil olmasinin ardindan 1930’lu yillarda da biyolojik miicadele yapilmaya
baglanmistir. Yabanci ot miicadelesinde devrim kabul edilebilecek adim ise 1947
yilinda 2,4-D ve MCPA etkili maddeli herbisitlerin kullanilmaya baslanmasidir. Bu
yildan itibaren, herbisitler yabanci ot miicadelesinde en basarili yontem olmustur
(Hopkins 1989).

Yabanci otlarla miicadelede hizli ve etkin sonu¢ alinabilmesi, kullaniminin kolay
olmasi, etkinliginin yiiksek olusu ve maliyetinin diisiik olmas1 gibi sebeplerle genellikle
kimyasal miicadele (herbisitler) diger miicadele yontemlerine kiyasla ilk tercih
durumundadir. Ayrica, meyve bahgeleri ve bag alanlarinda uygulanan mekanik
miicadelenin, bitki ta¢ izdiisiimiindeki kilcal koklerde meydana getirdigi zararlar hem
bitkinin yeteri miktarda beslenmesini engellemekte hem de bu zarar gérmiis kilcal
koklerden giris yapan bakteriyel ve fungal etmenler bitkiyi hastalandirmaktadir
(Tworkovski ve Glenn 2008). Bu sebeple iireticiler, 6zellikle meyve bahgeleri ve bag



alanlar1 olmak tizere diger biitiin yetistiricilik sistemlerinde yabanci otlarla miicadelede

herbisitlerden daha ¢ok yararlanmaktadir.

Herbisit kullanimi, pestisitlerin yaygin olarak kullanilmaya baslandigi ilk yillarda
insektisit ve fungisitlere oranla daha diisiik seviyelerde seyretse de, bugiin tiim diinyada
kullanilan pestisitlerin etkili madde miktarlarina gére % 37’sini herbisitler olusturarak
(Kiely vd. 2004) tiim pestisit gruplari igerisinde ilk siray1 almistir. Herbisitlerin yiiksek
miktarlarda kullanimi canli ve cansiz ¢evre i¢in bazi olumsuzluklara neden olmasinin
yani sira, yabanci otlarda herbisit dayanikliligina neden olmaktadir ki, bu da son
yillarda yetistiriciligi olduk¢a olumsuz etkilemektedir (Mengii¢ ve Elibiiyik 2014).
Herbisit dayanikliligi, bir bitkinin degisik kimyasal siniflarindan herbisitlere genetik
ozellikleri sayesinde karst koyabilme 0Ozelligi olarak tanimlanir. Bu dayaniklilik
popiilasyon igerisindeki bazi bireylerde dogal olarak dnceden varken, bazilarinda yogun
herbisit kullanimina bagli olarak bitki genlerinde olusan mutasyonlar sonucu ortaya
cikar (HRAC 2018). Bir bitki popiilasyonuna siirekli olarak herbisit uygulanmasi, o
poplilasyondaki duyarli bireyler ilizerine kuvvetli bir seleksiyon baskis1i yapmakta,
bunun sonucunda ise dayanikli bireyler zaman igerisinde popiilasyonda hakim duruma

gecmektedir.

Yabanct  otlarin  herbisitlere  karst1  dayanikliligit  farklih  mekanizmalardan
kaynaklanmaktadir. Bunlar genel yapisi itibariyle; (1) herbisitin etkileyecegi etki
noktasinin degisime ugramasi, bunun sonucunda da herbisitin baglanmamasi veya
etkilesiminin olmamasi, (2) Asir1 protein liretimiyle herbisitin hedef proteine ulagmasi
fakat tiretimin ¢cok olmasindan dolay: etki saglamamasi, (3) yabanci otlarin metabolik
faaliyetlerinden dolay1 herbisitin pargalanmasi ve bitki biinyesinde herbisit dolagiminin
azalmasi seklinde siralanmaktadir (Preston ve Mallory-Smith 2001). Yabanci otlarin
herbisitlere karsi1 gelistirmis olduklar1 dayaniklilik mekanizmalarinin ¢ogu bilinmesine
ragmen, bazi yabanci otlarin herbisitlere karsi gelistirmis olduklar1 dayaniklilik
mekanizmalar1 tam olarak aciklanamamakla birlikte bu konudaki c¢alismalar devam

etmektedir.



Herbisitlere dayaniklilik, herbisitlerin yogun bir sekilde kullanilmasinin basladig1 ikinci
Diinya Savagi itibariyle goriilmeye baslanmis olmakla beraber, bir kavram olarak
1970’lerde giindeme gelmistir. Herbisitlerin kullanilma alanlarinin ve miktarinin
artisina paralel olarak da vaka sayisi hizla artmistir. Arastiricilara gore dayaniklilik,
yabanci otlara karst miicadelede kullanilan ayni etkili maddeli kimyasallarin siirekli
kullanilmast sonucu ortaya c¢ikan bir durumdur. Bu durumda yeni etkili maddeli
herbisitlerin daha yaygin olarak ticari hayattaki yerini almasi gerekmektedir; ancak yeni
herbisitlerin gelistirilmesi kolay olmamaktadir (Demirkan 2009). Yeni bir herbisitin
ticarilesmesi hem uzun zaman almakta hem de oldukca yiiksek maliyetlere neden
olmaktadir. Bu sebeple bir herbisit piyasada olduk¢a uzun yillar boyunca kullanilmakta,
hatta aym1 Ozellikte farkli bir herbisitin piyasaya girisi bile kullanimim
engelleyememektedir. Ozellikle uygulama kolayliklarindan dolay, giiniimiizde genis
spektrumlu herbisitlerden vazgecilmesi son derece zor bir hal almistir. Diinyada ve
tilkemizde uzun yillar boyunca kullanilan, genis spektrumlu bir herbisit olan glyphosate
de bunlardan birisi ve en énemlilerindendir. Ik kez 1974 yilinda ticarilesen bu herbisit
kisa siirede yayilmak suretiyle herbisit pazarinda éncii konuma gegmistir. Ulkemizde bu
herbisit pek cok firma tarafindan iiretilen farkli formiilasyonlarda tek yillik yabanci
otlara kars1 dekara 300 ml, cok yillik yabanci otlara karst 600 ml, odunsu yabanci otlara
kars1 da 1000 ml preparat dozlarinda tavsiye edilmektedir (Anonim 2018).

Cok sayida yabanci ota etkili olmasi, hayvanlara diisiik toksisite gostermesi, toprakta
hizla parcalanmasi ve nispeten ucuz olmasindan dolayr diinyada en ¢ok kullanilan
herbisit olan glyphosate’in dayanikliligi ilk olarak 1996 yilinda L. rigidum’da tespit
edilmis olup (Powles vd. 1998), diinya genelinde 35 yabanci ot tiirii bu herbisite
dayaniklilik gdstermistir. Bu yabanci ot tiirleri igerisinde diinyada onemli bir yeri
bulunan Conyza cinsinin (Aldrich 1984) 3 tiirii glyphosate’e dayaniklilik gelistirmistir.
Bu tiirler; C. bonariensis, C. canadensis ve C. sumatrensis’tir. Ilk olarak 2000 yilinda
ABD’de C. canadensis’te glyphosate dayanikliligi saptanmis ve sonraki yillarda
diinyanin bir¢ok bdolgesinde bahsedilen 3 tiiriin dayanikliligi rapor edilmistir (Heap
2018).



Avrupa’da ilk olarak 2003 yilinda Giiney Ispanya’daki zeytin alanlarinda C. bonariensis
tirtiniin glyphosate dayanikliligi rapor edilmistir. Daha sonra, C. sumatrensis’in ilk
dayaniklilik durumu Giiney Ispanya’da 2009 yilinda tespit edilmistir (Sansom vd.
2013). Conyza tiirlerine olan dayaniklilik 6zellikle 2010 yilindan itibaren artarak devam
etmis, Portekiz, Polonya, Italya, Cek Cumbhuriyeti ve Yunanistan’da dayaniklilik
durumlari bildirilmistir (Heap 2016). Tiim bu dayaniklilik vakalari meyve bahgelerinde,
baglarda ve diger cok yillik kiiltiirlerde yalnizca tek herbisit olarak glyphosate’in stirekli

uygulamalarindan kaynaklanmaktadir (Sansom vd. 2013).

Ulkemizde Conyza’nin 3 tiirii bulunmaktadir. Bu tiirler; C. bonariensis, C. canadensis
ve C. sumatrensis’tir (Onen 2015). Bu Conyza tiirleri genelde her toprak tipinde
yetisebilen ve kurakliga dayanikli bitkilerdir. Conyza’lar {ilkemizin dogal florasinda yer
almayip sonradan iilkemize disaridan tasinmis olup istilact 6zellikte, diinyanin hemen
her yerinde gériilen kozmopolit karakterli yabanci otlardir. Ulkemizde meyve bahgeleri,
bag alanlari, ormanlik alanlar, hububat ve endiistri bitkileri, yol kenarlari, duvar dipleri
ve dokiintii alanlarinda siklikla rastlanan bu yabanci otlara karsi total bir herbisit olan
glyphosate uzun yillardir siklikla kullanilmaktadir. Genellikle meyve bahgeleri ve bag
alanlarinda yogun olarak kullanilan bu herbisitin etkinliginin giderek azaldig:
bilinmekte olup, bu durumun ise glyphosate dayanikliligindan kaynaklandigi

ongoriilmektedir.

Marmara Bolgesi meyve ve bag yetistiriciliginin yaygin olarak yapildigi bolgelerimizin
basinda gelmekte, dolayisiyla bu bolge yabanci otlarda ve 6zellikle de Conyza tiirlerinde
herbisit dayanikliliginin tespit edilmesinde ve dayaniklilik ile miicadele yliriitiilecek
alanlar igerisinde On plana ¢ikmaktadir. Bu doktora tez calismasi ile Conyza’larda
glyphosate dayaniklilifiyla ilgili baz1 sikayetlerin geldigi Gliney Marmara Bolgesindeki
meyve ve bag alanlarinda goriilen Conyza tiirlerinin glyphosate’e dayaniklilik
durumlarinin bioassay ve molekiiler yontemlerle tespit edilmesi amaglanmaktadir.
Dayanikliligin belirlenmesi {izerine yapilacak bu ¢alismalar neticesinde, bdlgenin
dayaniklilik haritasinin ¢ikarilmasi, bolgedeki Conyza tiirlerinin dayanikliliklarin ve
dayaniklilik seviyelerinin belirlenmesi halinde glyphosate’e dayanikli Conyza tiirlerinin

miicadelesine yonelik farkli yaklagimlar gelistirilebilecektir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Conyza spp.

Fleabanes (Pire otlar1) olarak da bilinen, Asteraceae familyasinin bir iiyesi olan Conyza
tiirleri tek yillik, egzotik, otsu ve istilaci yabanci otlardir (Green vd. 2008). Bu tiirlerin
anavatanin Amerika oldugu ve Erigeron cinsinden tiiredigi diisiiniilmektedir (Grau
1977, Gleason ve Cronquist 1991). Diinya genelinde Conyza cinsine ait 154 tiir rapor
edilmesine ragmen (Flann 2009), Antartika kitas1 hari¢ diger tiim kitalarda bulunan,
tliman ve subtropik iklime sahip bolgelerde yaklasik olarak 60 tiirii mevcuttur (Everett
1990, Thebaud ve Abbott 1995). Bu tiirler, diinyanin 70 iilkesinde 40’tan fazla {iriin
grubunda (Holm vd. 1977) ve dogal ¢evrede bulunmaktadir (Cronquist 1980).
Conyza’lar daha ¢ok bozulmus alanlarda ve toprak islemenin az oldugu ya da hig
olmadig1 yerlerde ¢ok iyi gelisim gosterirler. Bu yiizden bu bitkiler, 6zellikle toprak
islemenin az oldugu veya hi¢ yapilmadigi meyve bahgeleri ve bag alanlarinda siklikla

goriilmektedirler.

Conyza tiirleri tiim diinyada, meyve bahgelerinde, bag, hububat, endiistri bitkileri
alanlarinda, otlaklarda, yol kenarlarinda, dogal vejetasyonlarda ve duvar dipleri basta
olmak iizere pek c¢ok alanda istilac1 6zelligiyle bilinmekte (Zohary 1980, Thébaud ve
Abbott, 1995, Ozer vd. 1999, Wu ve Wang, 2005, Green vd. 2008, Shrestha vd. 2008),
kis1 rozet formunda geciren bu tiirlerin {iyeleri, baharda ¢imlenen diger bitki tiirleriyle
151k, su ve besin maddesi ic¢in giiclii bir sekilde rekabete girerek ve sahip olduklar
allelopatik potansiyelleri sayesinde diger tiirlerin ¢imlenmesini ve gelismesini
engelleyerek bulundugu ortamda baskin olurlar (Xu vd. 2007, Sansom vd. 2013).
Terpenoidlerce zengin olan Conyza tiirlerinin (Chaudhry vd. 2001) bu allelopatik
ozellikleri sayesinde domates, turp, misir ve bugday gibi kiiltiir bitkilerinin ¢imlenme ve
gelismelerini 6nemli 6lgiide engelledigi gorilmistir (Khalid vd. 2002, Shaukat vd.
2003). Ayrica Conyza tiirlerinin bu allelokimyasal 06zelliklerinin iyi bir sekilde
aragtirilmasi, diger yabanci otlarla miicadelede katkilar saglamaktadir. Igeriginde
bulunan zengin kimyasal metabolitlerden dolayr bu bitkilerden tibbi olarak da

faydalanilmaktadir. Ulkemizde sifa otlar1 olarak da bilinen pire otlar1, tibbi olarak hem



modern tipta hem de halk hekimliginde kullanilmaktadir. Bu bitkiler; kanamayi
durdurucu, idrar soOktiiriicii, adet diizenleyici, hipoglisemik, tonik (gii¢clendirici),
antiromatizmal, antifungal, antibakteriyel etkilerinin yani sira dizanteri ve hemoroit

tedavisinde de kullanilmaktadir (Mengii¢ ve Elibiiyiik 2017, Onbas vd. 2017).

Conyza tiirleri tohumla ¢ogalir ve olgun bir bitki yliz binlerce tohum
olusturabilmektedir (Kempen ve Graf 1981, Shields vd. 2006). Tohumlar gesitli sekilde
gevreye yayilmasina ragmen, Ozellikle kiigiik olmalar1 (Harper vd. 1970) ve sahip
olduklar1 pappuslar sayesinde (Dauer vd. 2007) bu tiirlerin tohumlar1 riizgar yoluyla
uzun mesafelere tasimabilirler (Wu 2007). Conyza tiirlerinde dormansi bulunmamakta
(Weaver 2001), fakat tohumlar 3 yila kadar canliligini siirdiirebilmektedirler (Wu vd.
2007). Conyza bitkileri yar1 golge, tuzluluk ve kuraklik gibi pek ¢ok tiirdeki toprak
cesitlerine tolerans gosterebilir (Ohtsuka 1998). Tohumlarinin ¢imlenmesi i¢in gerekli
olan uygun sicaklik kosullar1 4.2-25 °C (Zinzolker vd. 1985, Wu vd. 2007) olmasina
ragmen, optimum c¢imlenme sicakliklar tiirlere gore degisiklik gostermektedir. Bazi
Conyza tiirlerinin ¢imlenebilmesinde 151k gerekli olmazken (Nandula vd. 2006), biiyiik
cogunlugunda 151gin ¢imlenmede 6nemli rol oynadig: belirtilmistir (Zinzolker vd. 1985,
Wu vd. 2007). Ayrica, bazi tiirlerde agir topraklarin ¢imlenmeyi engelledigi ve
¢imlenme i¢in tohumlarin topragin 0-2 cm derinliginde olmasi gerekmektedir (Wu vd.
2007). Tiir i¢i rekabet (Palmblad 1968), asir1 yagis, pestisit kullanimi (Gange vd. 1992)
ve bitki kalintilar1 (Burke vd. 2003) gibi faktorler de bu tiirlerin ¢gimlenmesini olumsuz
yonde etkilemektedir (Wu vd. 2007). Uygun kosullar olustugunda, Conyza tiirlerinin
cikist genellikle sonbahar ve erken kis periyodunda, az miktarda da baharda
gerceklesmektedir (Green vd. 2008). Sonbaharda ¢imlenip kisi rozet formunda gegiren
bitkiler (Sansom vd. 2013) ile ilkbaharda ¢imlenen bitkiler yaz aylarina dogru hizli bir
sekilde gelismeye baglar ve hermafrodit olan bu tiirler yaz aylarma geldiklerinde kendi
kendine tozlanabilen cigekler olusturmaya baslayip, bu ¢igeklenme donemi 1-5 ay
stirebilmektedir (Thebaud vd. 1996, Sansom vd. 2013).

Conyza tiirlerinin yiiksek miktarda tohum {iretebilmeleri, hem kendi kendine hem de
diger bocekler araciligiyla tozlanabilmeleri, ¢igeklenmeden canli tohum olusturmaya

kadar gecen siirelerinin kisa olmasi, secici olmayan c¢evre istekleri, tohumlarinin



kolaylikla uzun mesafelere tasinabilmesi, uzun ¢imlenme periyotlari, diisiik dormansi ve
tohumlarinin toprakta birkag yil canli kalabilmeleri bu cinsin {yelerinin yiliksek
derecede uyumlu ve oldukga etkili yabanci otlar oldugunu gostermektedir (Hao vd.
2009). Conyza tiirleri igerisinde Ozellikle C. bonariensis, C. canadensis ve C.
sumatrensis diinya genelinde yayilis gosteren en onemli {i¢ tiirdiir (Constantin vd.
2014). Ulkemizde de yalnizca bu ii¢ tiirii bulunmakta (Onen 2015) ve bu tiirler istilaci

Ozelliklerinden dolay1 olduk¢a 6nem teskil etmektedirler.

2.1.1 Conyza bonariensis (L.) Cronquist

Ik olarak Linnaeus tarafindan Erigeron bonariensis olarak tanimlanmis olan bu tiir
1900’11 yillarin ortalarinda Cronquist tarafindan Conyza cinsine dahil edilmistir (CABI
2018a). C. bonariensis tilkemizde Cakal otu (Baytop 2007), diinyanin ¢esitli yerlerinde
ise genel olarak hairy flaebane ve flaxleaf fleabane olarak adlandirilmaktadir (Everett
1990, Wu vd 2007, Shrestha vd. 2008). Bu bitki Asteraceae familyasina ait, genis
yaprakli, yazlik tek yillik, yazlik/kishk tek yillik ya da kisa omiirlii ¢ok yillik bir
yabanci ot olarak tanimlanmaktadir (Prieur-Richard vd. 2000, Wu vd. 2007).

Bazal bir rozetten bir veya daha fazla sap ile genellikle 60 cm’ye kadar boylanabilen ya
da zaman zaman 100 cm ytiksekligine ¢ikabilen, genis yaprakli, otsu ve tohumla lireyen
C. bonariensis’in tiim pargalar1 ince tliylii ve grimsi renktedir (CABI 2018a). Govde
lizerinde, yatik ve yogun olarak bulunan kisa tiiyler ile daginik olarak bulunan uzun
tilyler bulunmaktadir. Bu tiiriin alt ve iistteki yapraklar1 birbirinden farkli 6zelliklere
sahiptir. Alttaki yapraklar, ters-mizraksi, boyu 5-8 cm, eni 0,5-1 cm, tam kenarli ya da
2-5 tane kaba disli, dislerin ucu sivri, tabana dogru daralir, yatik veya kismen daginik
tiiyliidiir. Ustteki yapraklar ise dogrusal-eliptik, boyu 10-30 mm, eni 2-3 mm olup tam
kenarlidir. C. bonariensis’in ¢icek durumunu olusturan baslar (15-40 tane) ugta,
baslangicta dallanmayan birlesik salkim (panikiil) seklinde dizilirler. Daha sonra
dallanir ve baglar gercek panikiil ¢igek durumu olustururlar. Cigek durumu, daginik
tilyler ile yumusak yatik tiiylerden olusur. C. bonariensis, kapitulasi, yaklasik 7,5-12
mm eninde olup yaprakgiklar (fillari=brakte) dogrusal-mizraksi, boyu 3-4 mm, eni 0,3-

0,4 mm, distakiler hanger seklinde, yesilimsi ve morumsu renkli, basik tiiylerle kapli,



igtekiler sadece orta damar boyunca tiiylii, zars1 bazen mor renklidir. Cigek durumu
tablasi, disi ve erselik (hermafrodit) ¢igekleri bir arada tasir, bu ¢igeklerden
kenarlardakiler (60-150 tane) disi, kiigiik dilsi (ligulat) 3-4 mm uzunlukta disi organ
tiipetigii (stilus) korollayr asar (Karaer vd. 2015). Merkezde yer alan ¢igekler (8-12 tane)
5 pargali, tiipsii, erselik, 3.5-4 mm uzunlukta ve krem-sar1 renktedir. Aken (sipsela)
meyveler oblong-eliptik, 1,25-1,5 mm, agik kahve renkli, tiiysiiz ya da seyrek tiiyliidiir.
Pappuslari 15-25 ise pembe, kahverengimsi-beyaz, telli diken sekilli ve 3-4 mm’dir. Bu
bitki hekzaploiddir ve kromozom sayis1 2n=54’diir (Grierson 1975, Anonymous 2009).

Bitkinin bu 6zellikleri sekil 2.1°de sunulmustur.

Sekil 2.1 C. bonariensis; a. rozet yapist, b. ergin hali, c. akenleri, d. ¢i¢cek ve tohum
yapist

C. bonariensis tohumlar1 genellikle sonbaharda ¢imlenmesine ragmen baharda da
¢cimlenebilmektedir. Sonbaharda ¢imlenen bitkiler kisi rozet formunda gecirirler ve

baharda ¢imlenen bitkiler ile birlikte yaz aylarina kadar sapa kalkarlar (Wu vd. 2007,
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CABI 2018a). Ciceklenmesi i¢in 14 saatlik bir fotoperiyod ihtiyaci olmasina ragmen,
bitkiler tiim y1l boyunca ¢igekli olabilir (Amsellem vd. 1993), bu da bitkilerin tiim sene
tohum olusturma potansiyelini gostermektedir. Tohumlarin ¢imlenmesi i¢in 10-25 °C
arasinda degisen sicaklik degerleri ile 1s18a ihtiyaci olmasinin yani sira tohumlariin
topraga cok fazla gomiilmemesi gerekmekte (Zinzolker vd. 1985), aksi durumda
oldukea kiiclik olan tohumlar yeterli 151k ve enerjiye sahip olamadiklari i¢in ¢imlenme
gerceklesememektedir. Genel olarak notr ile bazik topraklar: tercih etmesine karsilik bu
topraklar disinda da yetisebilmektedir (Shrestha vd. 2008). Bitkinin tohumlari,
ciceklenme doneminden 3 hafta sonra olgunlagmasina karsilik tohumlarin diisiik
cimlenme engeli bulunmaktadir. Topraga ulasan tohumlarinin % 80’1 ¢imlenme
yetenegindedir ve bu tohumlar canliligini 2-3 yil koruyabilmektedir (Wu vd. 2007).
Cakal otu tretken ve kurak sartlara oldukca dayanikli olan tohumlar1 sayesinde
yayilmaktadirlar. Ozellikle {iziim baglarinda hasat-sonras1 yapilan sulama ¢akal otunun
yayllmasina zemin hazirlarken nispeten az tahrip olmus alanlarda daha iyi yayilis
gosterirler (Shresta vd. 2008). Bitkinin tohumlar1 yeterli nem ve 1sikta 2-3 giin
icerisinde ¢imlenebilir ve olgun bir bitki 375.000 adet tohum iiretebilme kapasitesine
sahiptir (Kempen ve Graf 1981, Green 2010). Tohumlar1 olgunlagmasindan sonra 1-2
giin igerisinde dagilma egiliminde (Green 2010) olan c¢akal otunun tohumlar
cogunlukla riizgdr ve hayvanlar araciligr ile yayilir (Terzioglu ve Ansgin 2001).
Tohumlarin bu sekilde yaklasik 100 km uzakliga kadar dagilabildigi belirtilmektedir
(Sansom vd. 2013). Cok genis bir yiikselti araliginda yasamini siirdiirebilen C.
bonariensis, Bolivya’da 3900 metre rakimda varligi tespit edilmistir (Missouri
Botanical Garden 2004).

C. bonariensis ilk olarak Arjantin’de tanimlanmis ve Giliney Amerika’nin yerlisi
(Michael 1977) oldugu diisiiniilen C. bonariensis, su anda Avrupa (6zellikle Akdeniz
bolgesinde), Afrika, Asya, Karayipler ve Orta Amerika’nin sicak bolgelerinde yayilis
gostermektedir (CABI 2018a) (Sekil 2.2). Bu tiirlin 1700’li yillarda Avrupa’da
bulundugu, 1840’11 yillarda da Avustralya’da kayit altina alindig: bildirilmesine ragmen
(Michael 1977), Giiney Amerika’dan nasil tagindiginin tam olarak bilinmemesiyle
birlikte, pamuk ithalati sirasinda tohumlariyla tagindigi tahmin edilmektedir (Sida

2003). C. bonariensis tipik olarak bos arazide, tarla kenarlarinda, yol kenarlarinda,
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nadasa birakilan arazilerde, meyve bahgeleri ve baglarda, ¢cayir ve meralarda, tropik ve
subtropikal bdlgelerde ve bir dereceye kadar iliman bdlgelerde yogun bir sekilde
bulunur (Perez ve Duarte 1991, Shrestha vd. 2008). Genellikle bir yabanc1 ot olarak ¢ok
yillik kiiltiirlerde problem olmasina ragmen, bugday, arpa, misir, seker pancari, aygigegi
ve soya fasulyesi gibi tek yillik kiiltiir bitkilerinde de sorun olabilmektedir (CABI
2018a).

Sekil 2.2 C. bonariensis’in diinyadaki yayilis alanlar1

C. bonariensis uygun toprak ve ekolojik sartlarda iyi bir iireme basarisina ve bir istilaci
tir karakterine sahip oldugundan kolaylikla tarim alanlarina yerlesmekte ve istilac
konuma ge¢mektedir (Wu vd. 2007). Geng agaglar ve sarilict bitkilerde dahil olmak
iizere diger otsu tiirler ile topraktaki besin maddeleri, 151k ve su i¢in kuvvetle rekabet
ederken alana ilk yerlesmesi nedeniyle biiylik avantaj saglamaktadir (Shrestha vd.
2008). Boylece istila ettigi alanlarda olusturdugu yogun popiilasyonlar ile tarim
tirtinlerinin gelisimine olumsuz etkileri bulunmasinin yaninda, ciddi derecede verim
kayiplarina neden olan bazi zararlilara da konukguluk etmektedir (Xie ve Yao 1989). Bu
yabanci ot sorgumda % 95 (Wu vd. 2010), soya fasulyesinde ise % 83 (Bruce ve Kells
1990) oranlarinda verim kaybina neden olabilmekte, ayrica bitki glyphosate, paraquat
ve atrazine vb. bazi herbisitlere dayaniklilik gelistirerek (Weaver vd. 2004, Heap 2018)

miicadelesi zorlasmakta ve miicadelesi i¢in ekonomik kayiplar artmaktadir. Ozellikle
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meyve bahgeleri ve ¢ayirlarda son derece onemli bir yabanci ot olmasina karsilik, bu
alanlarda diger yabanci otlarla birlikte yasadiklarindan dolayz, bu {iriinlerde herhangi bir
verim kayb1 verisi bulunmamaktadir (CABI 2018a). Diger yandan yiiksek miktarda
polen olusturan bitki ayn1 zamanda insanlarda alerjenik reaksiyonlara neden

olabilmektedir (Wu vd. 2007, Anonymous 2014).

2.1.2 Conyza canadensis (L.) Cronquist

Bu tiir ilk olarak 1753 yilinda Linnaeus tarafindan Erigeron canadensis olarak
adlandirilmis, daha sonra Cronquist adli bilim adami 1943 yilinda Conyza cinsine dahil
etmistir (CABI 2018b). C. canadensis iilkemizde sifa otu ve pire otu olarak
isimlendirilmesine (Ozer vd. 1999) karsm, tiim diinyada yaygm olarak Canadian
flaecbane, horseweed ve mare’s tail olarak bilinmektedir (Weaver 2001). Asteraceae
familyasinin bir iiyesi olan bu tiir, otsu, genis yaprakli, tohumla tireyen (Weaver 2001),
kiglik ve yazlik tek yillik olan (Cici ve Van Acker 2009), fakat iliman iklime sahip
yerlerde ise az da olsa iki yillik olarak davranabilen bir bitkidir (CABI 2018b).

C. canadensis 1-3 metre yiiksekligindeki, tepe noktasindan dallanan govdesi (sap1)
plirlizsiiz ya da hafif tiiylii olabilmektedir. Alt yapraklar parcasiz, ince, uzun firgamsi
tilylerle kapli, ilist yapraklar sapsizdir. Yapraklar agik yesilden koyu yesile dogru
degismektedir. Uzun ve gelismis bir kazik koke sahiptir. Cicekler bilesik salkim
seklinde olup bir cicek tablasinda 100°den fazla kiiciik ¢igek vardir. Bunlar sarimsi-
beyazdan kirmizimsi beyaza kadar degisen renkte olabilir. Tohumlar aken tipte olup 1
mm uzunluk, 0,3 mm genislik ve 0,2 mm kalinlikta ¢ubuk formunda olup uca dogru
incelir, saridan kahverengine kadar degisen renkte, iizeri ince tliylii ve mattir. Pappuslari
2-3 mm uzunlukta, 10-25 kill1 ve kirli beyaz renktedir. Tohum toprakta 11 yildan fazla
canli olarak kalabilmektedir. Bu tiir diploittir ve kromozom sayis1 2n=18dir (Correll ve
Johnston 1970, Holm vd. 1997, Thebaud ve Abbott 1995, Ozer vd. 1999). Bitkinin bu
ozellikleri sekil 2.3’te goriilmektedir.

13



Sekil 2.3 C. canadensis; a. rozet yapisi, b. ergin hali, c. akenleri, d. ¢igek ve tohum
yapisi

C. canadensis yalnizca tohumlari ile ¢ogalir ve Temmuz-Agustos aylarinda
ciceklenmeye baslayip Ekim ayindan Kasim aylarinin baslarina kadar siirer (Holm vd.
1997). Bitki boyu ve bitkinin yogunluguna bagl olarak degismekle beraber, ortalama
olarak bir bitki 50.000 adet tohum olusturmasina karsin, bir bitki 800.000 tohum
verebilmekte (Alcorta vd. 2011) ve hatta bu say1 1 milyona kadar ¢ikabilmektedir
(Kruger vd. 2010). Tohumlarin kiigiik ve pappuslu olmasi sayesinde riizgar araciligiyla
oldukga genis alanlara yayilabilirler (Bhowmik ve Bekech 1993, Dauer vd. 2006). Bu
bitkinin tohumlarinin ¢ogunlugu ayrildigr bitkinin ¢evresinden yaklagik 100 metre
civarinda bulunmasina ragmen, 500 metreye kadar yayilabildigi (Dauer vd. 2007), hatta
yapilan bir ¢alismada hava yoluyla 500 kilometreye kadar tasinabildigi bildirilmistir

(Shields vd. 2006). C. canadensis dormansisi olmayan tohumlar1 sayesinde uygun
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kosullar buldugu zaman kolaylikla ¢imlenip, tiim yil boyunca c¢ikis yapabilmektedir
(Cici ve Van Acker 2009). Bitkinin tohumlar1 6-24 °C sicaklik araliginda ¢imlenebilmekte
(Nandula vd. 2006), fakat en iyi ¢imlenme 13 °C’de gergeklesmektedir (Cici ve Van
Acker 2009). Tohum g¢imlenmesi i¢in 1s18in gerekli oldugu disiiniilmesine karsin
(Brown ve Whitwell 1988), 1518in ¢imlenmede bir 6neminin olmadigi (Bhowmik ve
Bekech 1993, Nandula vd. 2006), ayrica ¢imlenmede bir diger 6nemli faktoriin tohum
derinligi oldugu ve ¢imlenmenin topragin 0-2 cm derinliginde gergeklestigi saptanmustir
(Bhowmik ve Bekech 1993). Bu bitki neredeyse biitiin toprak tiplerinde
cimlenebilmesine ragmen en 1iyi c¢imlenme miidahale edilmemis topraklarda
gercekleserek, ¢imlenmesi i¢in ¢ok az nem miktar1 yeterli olabilmektedir (Nandula vd.
2006). Ayrica misir, pamuk ve soya fasulyesi gibi baz1 kiiltlir bitkilerinin kalintilari
tohum c¢imlenmesini engellemektedir (Main vd. 2006). Bitki gergekte kishik tek yillik
oldugu i¢in sonbaharda ¢ikis yaptiktan sonra kisi rozet formunda gegirir (Weaver 2001).
Baharda ¢imlenen bitkiler rozet olusturmadan biiyiir ve tohum olustururlar (Bhowmik

ve Bekech 1993, Buhler ve Owen 1997).

C. canadensis’in anavatani Kuzey Amerika’dir (Amerika ve Kanada) ve 1600°1d
yillarin baglarinda Avrupa’ya yayilmistir (Michael 1977). Bu bitki daha sonra Asya ve
Avustralya’nin ¢oguna ve Afrika’nin subtropik Kuzey ve Giiney bolgelerine yayilmustir.
Diinyanin hemen her yerinde mevcut olan bu kozmopolit tiir, daha ¢ok kuzey iliman
bolgede yayginlik gostermektedir (Holm vd. 1997) (Sekil 2.4). Amerika kitasinin
timiine (USDA 1970), Avrupa’nin batisi ve Akdeniz havzasina (Thebaud and Abbott
1995) ve Avustralya ve Japonya’nin tiimiine yayilis gostermistir (Holm vd. 1997). Bu
bitki meyve bahgeleri ve bag alanlarinda, hububat ve endiistri bitkilerinde, cayir ve
meralarda, yol kenarlar1 ve tren yollar1 boyunca, duvar diplerinde, dokiintii alanlarda,
cok sik goriilmektedir (Ohtsuka 1998, Ozer vd. 1999, Weaver 2001). Ozellikle toprak
islemenin az ya da hi¢ yapilmadigi tarimsal alanlarda olduk¢a yogun bulunan bir

yabanci ottur (Kapusta 1979, Buhler 1992).
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Sekil 2.4 C. canadensis’in diinyadaki yayilig alanlari

C. canadensis diinyanin 77 iilkesinde bulunmakta ve buralardaki 40’tan fazla {irtinde bir
yabanci ot olarak bulunmasiyla {iriin verimini ciddi sekilde diisiirebilmektedir (Holm
vd. 1997). Bu yabanci ot misir tohum verimini % 92 (Ford vd. 2014), soya fasulyesi
verimini % 90 oraninda (Bruce ve Kells 1990), pamuk verimini % 46 (Steckel ve
Gwathmey 2009), seker pancar1 verimini % 64 (Sarpe ve Torge 1980), bag alanlarinda
ise verimi % 28 oraninda diisiirmiis ve diinya genelinde musir ireticileri igin biiyiik bir
sorun olmustur (Holm vd. 1997). Bu yabanci ot ¢ogunlukla sonbahar ve kisin ¢imlenip
rozet formunda kalarak bahar aylarinda ¢abuk gelisim saglamasiyla, baharda ¢imlenen
diger bitkilerle rekabette iistiin olmaktadir (Regehr ve Bazzaz 1979, Buhler ve Owen
1997). Aymi zamanda diisiik 1s1k kosullarinda g¢imlenebilmesi kis kosullarinda ona
avantaj saglayarak ortiicli bitkiler ile de rekabet edebilmektedir (Bhowmik and Bekech,
1993). Ayrica bu yabanci ot meyve bahgelerindeki toprakta karbon:azot oranini 6nemli
sekilde etkiledigi saptanmustir (Chen vd. 2004). Bu yabanci otun kiiltiir bitkilerinde
neden oldugu dogrudan verim kaybinin yaninda, bazi hastalik ve zararlilara konukg¢uluk
etmesiyle de zarara dolayli olarak neden olmaktadir. Bu yabanci ot Tomato bushy stunt
virus (Grbelja vd. 1988), Tomato spotted wilt virus ve Cucumber mosaic virus gibi
virtisler ile Meloidogyne javanica (Dahiya vd. 1998) ve Rotylenchulus reniformis
(Wang vd. 2003) nematodlarina, fungal patojenlerden Sclerotinia minor ve aster

yellows phytoplasma’ya (CABI 2018b), ayrica pek cok lirtinde sorun olusturan Lygus
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lineolaris (Latson vd. 1977) ve Adelphocoris lineolatus (Al-Ghamdi vd. 1993)
zararlilarina konukguluk ederler. Bu yabanci ot, diinyanin birgok yerinde glyphosate
etken maddeli herbisitlere dayaniklilik gelistirerek (Heap 2018) miicadelesi zorlasmakta
ve miicadelesi i¢in harcanan masraflar artmaktadir. Ayrica, iilkemizin de komsusu olan
Yunanistan’da bu yabanci ota kars1 glyphosate dayanikliligi rapor edilmistir (Travlos ve
Chachalis 2013). Marmara bolgesi sinirimizda bulunan komsu tilkemizden tasinabilme
ihtimali olan dayamikli popiilasyonlar ile tarim alanlarimizda ortaya ¢ikabilecek
glyphosate’e dayanikli popiilasyonlar’in miicadelesi, yiiksek miktarlarda miicadele

masraflarina neden olabilecektir.

2.1.3 Conyza sumatrensis (Retz.) E. Walker

Ilk olarak Erigeron sumatrensis ve Conyza albida Wild. ex. Spreng. olarak bilinen bu
tiir taksonomik olarak 1971 yilinda Conyza sumatrensis ismini almistir (Walker 1971).
Ulkemizde bu bitkiye Ak cakalotu (Biikiin ve Ozarslan 2015) denilmekte, diinya
genelinde ise bu bitki genellikle tall fleabane, broad-leaved fleabane olarak
bilinmektedir (CABI 2017). Asteraceae familyasinin bir iiyesi olan bu bitki, otsu, genis
yaprakli, tohumla ireyen, tek veya iki yillik, otsu bir tiirdiir (Rasool vd. 2016, CABI
2017).

C. sumatrensis’in govdesi yukarida dallanmakta ve bir ¢icek basi olusturmaktadir. Bir
bitki genellikle 100-200 c¢m boylarinda olmasina ragmen 3 m uzunluga kadar
ulasabilmektedir. Govde yesil renkte, tiiylii, yuvarlak, dik, koseli ve seritlidir. Govde
cok yaprakli yukarida dallanmis olup goriiniim olarak ¢am agacini andirir. Yan dallar
ana govdeden kisa ve yogun tiiyliidiir. Basal yapraklar roset formunda olup diiz veya
disli olabilmektedir. Yaprak grimsi yesil renkte, kenarlar1 tiylii ve yapraklar dik
konumdadir. Yapraklar almasik ve yaprak sap1 (petiol) bulunmamaktadir. Yaprak ayasi
yuvarlak olup, 10 cm uzunlugunda ve 1,5 cm genisligindedir. Yaprak kenarlari
genellikle digli, alt yapraklar {istekilerden daha belirgin dislere sahip ve seyrek tiiyliidiir.
Cicek disk yapisinda olup kurudugunda 4-10 mm capindadir. Cok sayidaki ¢igekler
bitkinin en tepesinde, govde ucunda olusmaktadir. Cigekler beyaz veya acgik sari

goriiniimiindedirler. Canak yapraklar koyu ve soluk renkli olup, bazen pembe
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cizgilidirler. Yaklasik olarak 3 sirali dar yuvarlak seyrek tiiylii, ince sivri u¢lu ve tubular
bir yapidadir. Petal bulunmaz veya ¢ok kiigiiktiir. Meyve aken formunda olup linear-

lanceoloid, 1,3 mm uzunlugunda sert yapili ve soluk renktedir. Pappus beyaz veya

saman renginde olup yogun tiiyliidiir (Anonim 1788, Kostermans vd. 1987, Anonymous
2006, Biikiin ve Ozarslan, 2015). Bu bitki hekzaploiddir ve kromozom say1s1 2n=54"diir
(Goldblatt 1985). Bitkinin bu 6zellikleri sekil 2.5’te goriilmektedir.

Sekil 2.5 C. sumatrensis; a. rozet yapisi, b. ergin hali, c. akenleri, d. ¢igek ve tohum
yapist

C. sumatrensis ¢ok sayida tohumla tiremekte ve bir bitki 60.000’den fazla tohum
olusturabilmekte (Hao vd. 2009) ve bu tohumlarin g¢ogunlugu dormansiye sahip
olmamaktadir (Weaver 2001). Laboratuvar kosullarinda yapilan bir g¢alismada
tohumlarin 2-3 yila kadar canliligin1 korudugu saptanmigtir (Hayashi 1979). Bitkiden
ayrilan tohumlar ¢esitli yollarla etrafa dagilsa da genellikle riizgar yoluyla yayilim

gostermektedir (Wu 2007). Toprak kosullari bakimindan ¢ok seg¢ici olmadigi igin
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(CABI 2017), uygun cevre kosullar1 yerine geldiginde dormansisi bulunmayan tohumlar
¢imlenmeye baslarlar (Fenner 1985, Bewley 1997). Bitki tohumlar1 10-25 °C hava
sicakligr ile gerekli nem ve 151k kosullarinda ¢imlenebilmekte, cikislar genellikle
sonbahar ve erken kista olsa da bitki bu uygun kosullarda yilin her ay1 c¢ikis
yapabilmektedir (Zinzolker vd. 1985, Grenn vd. 2008). Bitkinin tohumlar1 olduk¢a ufak
oldugu i¢in, toprak yiizeyine ¢ikip gelisebilmesi icin topragin derinliklerinde olmamast,
ozellikle uygun ¢imlenebilmesi i¢in topragin 0-2 cm derinliginde olmasi gerekmektedir
(Bhowmik ve Bekech 1993). Bitki genellikle Haziran-Agustos aylarinda ¢igek agar
(Invasoras 2014), tohum olusturduktan sonra dokiilen tohumlar sonbahar aylarinda

¢imlenip, rozet formunda kis1 gecirirler (Sansom vd. 2013, Anonim 2016).

Bu bitki ilk olarak 1960 yilinda Endonezya’da tespit edilmesine karsin (Kostermans vd.
1987), anavataninin Giiney Amerika oldugu bildirilmektedir (Invasoras 2014, Rasool
vd. 2016). Bu tiir Avrupa’da, 6zellikle batisinda ve Akdeniz havzasinin genelinde
(Guillerm vd. 1990), Afrika, Asya ve Avustralya’da (CABI 2017) ve tropik ve subtropik
bolgelerde dogallagsmis ve pek ¢ok yerde istilaci olarak diisiiniilmektedir (Pruski ve
Sancho 2006) (Sekil 2.6). Pappuslari sayesinde olduk¢a uzun mesafelere taginabilen bu
tir hizli bir sekilde yayilmakta ve diinyanin bir¢ok yerinde goriilebilmektedir. Bitki
meyve bahgeleri ve bag alanlarinda, ¢ok yillik kiiltiirlerde, meralarda, kirsal alanlarda,
karayollar1 kenarlarinda, ormanlik alanlarda, akarsu kenarlarinda, 100-2500 m rakimda

bulunmaktadir (Webb vd. 1988, Smith 1991, Travlos ve Chachalis 2013).
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Sekil 2.6 C. sumatrensis’in diinyadaki yayilis alanlari

Bitki ¢ok sayida kiiltiir bitkisinde sorun olusturmaktadir. Diger Conyza tiirleri ile
beraber bitkinin kontrolii 6zellikle azaltilmis veya direk ekim yapilan alanlarda giin
gectikee zorlagsmaktadir (Travlos vd. 2009). C. sumatrensis, tek yillik ve ¢ok yillik
kiiltiir alanlarinda rekabete girerler, fakat diger Conyza tiirleri kadar yaygin olmadig1 ve
onemi son yillarda anlagilmaya baslandigi i¢in spesifik olarak ne kadar verim kaybina
sebep olduklar1 heniiz arastirmaya konu olmamistir. Vermis oldugu zararlar konusunda
herhangi bir net veri olmasa da C. bonariensis ve C. canadensis ile ilgili yapilan
konuyla alakali ¢alismalara bakildiginda, benzer 6zelliklerde olan bu tiiriin de ciddi
sekilde zararlara neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu tiiriin dogrudan rekabetle zarar
vermesinin yani sira, dolayli olarak da bitki patojeni olan Tomato yellow leaf curl virus
(Jorda vd. 2001) ve Turnip mosaic virus (Chivasa vd. 2002) etmenlerine de konukguluk
yaparak zararlara neden olabilmektedir. Ayrica, bu tiir iilkemizin de bir komsusu olan
ve Marmara Bolgesi sinirimizda olan Yunanistan’in kiiltlir alanlarinda olduk¢a sorun
olisturmus ve bu yabanci ot, miicadelesinde yogun bir sekilde kullanilan glyphosate
etken maddeli herbisite kars1 dayaniklilik gelistirmistir (Travlos ve Chachalis 2013). Bu
yabanci otun tarim alanlarinda herbisitlere dayaniklilik gelistirmesi diinyada tireticiler
icin sorun teskil etmekte ve miicadelesi i¢in ekstra harcamalar yapilmaktadir. Gerek

iilkemiz smirindan dayanikli popiilasyonlarin taginmast gerekse mevcut tarim
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alanlarimizda olugabilecek glyphosate dayanikliligi nedeniyle potansiyel risk

konumundaki tilkemiz i¢in bu durum fazlasiyla 6nem tasimaktadir.

2.2 Glyphosate

Glyphosate [N-(phosphonomethyl)glycine, C3HgNOsP (Sekil 2.7)] ilk olarak kiigiik bir
Isvigre ila¢ firmasmin ¢alisan1 olan Henry Martin tarafindan sentezlenmis, ancak bir
herbisit olarak 1970 yilinda Monsanto firmasindan John E. Franz tarafindan patenti
alimmustir (Franz vd. 1997, Duke ve Powles 2008). ilk kez 1971 yilinda bir herbisit
olarak aktivitesi tanimlanan glyphosate daha sonra 1974 yilinda Monsanto tarafindan
ticarilestirilmistir (Dyer 1994, Monaco vd. 2002, Zelaya vd. 2004). Bu yilda
isopropylamine, sodium ve ammonium tuzlari, 1989 yilinda ise trimesium
(trimethylsulfonium) tuzu piyasaya sirilmistir (Szekacs ve Darvas 2012).
Ticarilestirilmesinden giiniimiize kadar glyphosate diinyanin 130 iilkesinde 100’den
fazla iiriin grubunda yaklasik 300 adet dar ve genis yapraklt yabanci otlara karsi
basariyla kullanilmasmin yam sira (Franz vd. 1997, Dill vd. 2010) glyphosate’e
dayanikli kiiltiir bitkilerinde de basariyla etkin bir sekilde kullanilmaktadir (Gustafson
2008). Glyphosate’in bu derece etkili olusu onu essiz bir herbisit yapmis ve gelisimi
tarim enddistrisinde adeta bir devrim yaratarak (Baylis 2000), diinyanin en 6nemli ve en
¢ok kullanilan herbisiti kilmistir (Woodburn 2000). Glyphosate diinyada oldugu gibi
tilkemizde de uzun yillardan beridir 6zellikle meyve bahgeleri, bag alanlar1 ve turunggil
bahceleri basta olmak lizere, giivenle kullanilan en etkili ve en yaygin herbisitlerden

birisidir.
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Sekil 2.7 Glyphosate’in molekiil yapisi
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Glyphosate suda c¢oziinebilen, genis spektrumlu, sistemik etkili ve ¢ikis sonrasi, tek
yillik ve ¢ok yillik, hem genis hem de dar yaprakli bitkilere karsi kullanilan bir
herbisittir (Franz vd. 1997, Dill vd. 2010). Glyphosate ¢ikis sonrasi kullanilan bir
herbisit oldugu i¢in, ilk 6nce bitkinin yiizeyinden kiitikula araciligiyla giris yapar (Duke
ve Powles 2008). Glyphosate’in bitkiye giris yapmasi kolaylikla olur, fakat bu siire bitki
tirtine gore farklilik gosterebilmektedir. Nitekim farkli tiirlerin  glyphosate’e
duyarlhiliklar1 da farkli olmaktadir. Kiitikuladan diflizyon yoluyla bitkiye giris yapan bu
herbisit ksilem ve floem (daha ¢ok floem) yoluyla tasindigindan dolayr meristemlere,
genc koklere, yapraklara, depo organlarina ve diger aktif olarak biiyliyen doku ve
organlarina yaklasik 24 saatte ulagabilir (Sprankle vd. 1975, Sielh 1997). Bitkilerin
biitin doku ve organlarina ulasan glyphosate sonunda EPSPS aktivitesinin yeri olan
plastitlere ulasir. Bitki icerisindeki glyphosate tasinimi sukroz hareketini izleyerek, bitki
depo maddelerinin depo organlarina tasinma yolunu izlemektedir (McAllister ve
Haderlie 1985, Shaner 2009). Floemde tasinabilme yetenegi glyphosate’in molekiiler
Ozelliklerinin bir sonucu olup onun konsantrasyonu, aktif tasiyicilara ihtiyag
duymaksizin, membranlar yoluyla difiizyonuna izin vermektedir (Bromilow ve
Chamberlain 2000). Glyphosate’in hiicresel seviyede alinma mekanizmasi tamamiyle
aydinlatilamamis olsa da, baz1 arastiricilar bu siirecin pasif taginma ve aktif alinim

kombinasyonunun bir sonucu oldugunu 6nermislerdir (Shaner 2009).

Glyphosate, bitkilerin kloroplastlarinda gerceklesen shikimate pathway’inde (Feng vd.
2010) protein ve sekonder bilesenlerin olusumunda rol oynayan; tyrosin, tryptophan,
phenylalanine gibi aromatik aminoasitlerin biyosentezi igin gerekli olan 5-
enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase enziminin (EPSPS) islevini
engellemektedir (Bradshaw vd. 1997, Mueller vd. 2003, Feng vd. 2010) (Sekil 2.8).
EPSPS enzimi kloroplastta bulunur ve g¢ekirdekte kodlanmistir (Bradshaw vd. 1997).
EPSPS enzimi, shikimate pathway’inde shikimate-3-phosphate (S3P) ve
phosphoenolpyruvat (PEP) ile reaksiyona girerek 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
(EPSP) olusumunu katalize eder (Bradshaw vd. 1997). Glyphosate, EPSPS enziminin
substrati olan phosphoenolpyruvat’a baglanarak (Herrmann ve Weaver 1999), 5-
enolpyruvylshikimate-3-fosfat (EPSP) olusumunu engeller ve dogal olarak

glyphosate’in bir enzim inhibitorii olarak shikimate pathway’ini bozmasi sonucunda
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aromatik aminoasitler olusamadigindan ve ayni zamanda shikimic asit ve shikimate-3-
fosfat’in asir1 birikiminden dolay1 bitkinin 6liimii gerceklesmektedir (Duke ve Powles
2008, Shaner 2010, Ge vd. 2010). Bu EPSPS enzimi sadece bitkiler ve bazi
mikroorganizmalarda bulundugundan (Sikorski ve Gruys 1997) dolay1 glyphosate’in

insanlar ve hayvanlar tizerinde toksik etkisi bulunmamaktadir.
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Sekil 2.8 Glyphosate’in etki ettigi shikimate pathway’i (Dill 2005)

Glyphosate zararinin simptomlari bitkide yavasca gelismektedir. Bu herbisitle muamele
edildikten 4 saat sonra, bitkinin siirgiin ve koklerinde glyphosate’in mevcudiyeti
saptanmasina ragmen bitkiler ilk 10 giin icerisinde O6lmezler (Lorentz vd. 2011).
Glyphosate uygulamasinin ilk giiniinde kloroplast bozulmalar1 gézlemlenirken, ilk 4
giin igerisinde yapraklar sararir ve deforme olur, shikimate birikir ve floem bozulmalar
meydana gelir. Bu herbisit tiim geng bitkilerin solmasina, kahverengiye déonmesine ve

sonunda 6lmesine neden olurken, olgunluga ulasmis bitkilerin sadece geng yapraklarini
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soldurup kahverengilestirmektedir (Lorentz vd. 2011). Sistemik bir herbisit olan
glyphosate dormant durumda olan bitkiler iizerinde ¢ok fazla etkili olamamakta (Franz
vd. 1997), bu durum ise glyphosate’in metabolik olarak aktif olan dokularda daha etkin

oldugunu gostermektedir.

Glyphosate tipik olarak bitki igerisinde parcalanmaz ve daha Once glyphosate
uygulamasi yapilmis bitkilerin koklerinden bozulmamis bir molekiil olarak ¢iktig1
saptanmustir (Perez-Jones ve Mallory-Smith, 2010). Ancak musir, soya fasulyesi (Perez-
Jones ve Mallory-Smith 2010, Franz vd. 1997), elma ve armut agacinin bu herbisiti
biinyelerinde pargaladigi bulunmustur (Puthum 1976). Topraga giris yapan glyphosate
hizli ve giiglii bir sekilde topraga tutunur ve daha sonra fitokimyasal, kimyasal ve
biyolojik siireglerle pargalanir (Franz vd. 1997). Glyphosate’i parcalayan en 6nemli
faktoriin mikrobiyal aktivite olmasina ragmen (Stewart vd. 2010), ultraviole 151k ve
kimyasal agsamalar da par¢alanmaya neden olan faktorlerdendir (Lund-Hoie ve Friestad
1986, Carlisle ve Trevors 1988, Franz vd. 1997). Glyphosate’in toprakta giiglii bir
sekilde tutunmasi ve dogada kolay ve hizli bir sekilde pargalanabilmesi, tarimsal
iiriinlerde meydana gelebilecek kalint1 problemini ve bir sonraki iirlinde olusturabilecek
zarart en aza indirmektedir (Boerboom ve Owen 2006). Ayrica glyphosate, diisiik
ucuculugu ve yiksek yogunluklu bilesimi sayesinde, uygulamadan sonra
buharlasmadig1 ve havaya karigmadigi (Dill vd. 2010) i¢in ¢ok yillik kiiltiir bitkilerinde

yabanci otlara kars1 giivenle kullanilabilmektedir.

2.3 Herbisit Dayamkhihig:

Herbisitler, 1940’larda 2,4-D’nin piyasaya sunulmasindan bu yana tarimin ayrilmaz bir
pargast olmustur (Powles ve Holtum 1994). Herbisitlerin kullanilmasi ile gelismis
yabanci ot kontrolii, artan diinya niifusu i¢in gida tiretimini 6nemli boyutlara ¢ikarmistir
(LeBaron ve Gressel 1982). Herbisitler yabanci otlarla miicadelede toprak islemenin
yerine kullanilan, toprak islemesiz bir uygulama olarak énemli bir bilesendir (Dill vd.
2010). Herbisit uygulamasi, diger miicadele yontemleri arasinda daha kolay, daha ucuz
ve daha giivenilir oldugu icin yetistiriciler tarafindan yogun bir sekilde kullanilmaya

baslanmis (Heap 1999) olup, bu yiiksek kullanim oran1 giiniimiize kadar devam etmis ve

24



her gecen yil artarak devam etmektedir. Nitekim herbisitlerin ciddi oranda
benimsenmesi iizerine, 25 farkli etki sekline (mode of action) ait 200’den fazla aktif
madde gelistirilmistir (Green 2014). Yabanci otlara karsi toprak isleme ve diger
miicadele yontemlerinin yerine kimyasal miicadelenin tercih edilmesi, 6zellikle ayni
etki sekline sahip herbisitlerin ayni alanda siirekli olarak kullanilmasi sonucu yabanci

otlarda herbisit dayaniklili§ina neden olmustur.

Herbisit dayanikliligi, bir bitkinin 6liimciil dozdaki (letal doz) bir herbisite maruz
kaldiktan sonra kalitsal olarak hayatta kalabilme ve gogalabilme yetenegidir (Yuan vd.
2006, Nandula 2010). Yani, arazide bir herbisitin herhangi bir yabanci otu 6ldiirmesi
icin gerekli olan dozunu uyguladiktan sonra, yabanci otun 6lmeyip gelisimine devam
edebilmesidir. Herbisit dayaniklilig1 bir biyotipte genetik olarak daha 6nceden vardir ve
herbisit kullanimina baglh olarak zaman igerisinde seleksiyon baskisit yoluyla da aktif
olabilmektedir. Bir alanda ayni etki mekanizmasina sahip bir herbisitin stirekli
kullanilmasi, o alanda bulunan yabanci otlar lizerinde seleksiyon baskis1 olusturacaktir.
Herbisit uygulamalarindan kaynaklanan seleksiyon baskisi, tohum iiretiminden 6nce
popiilasyonlardan duyarli bireyleri uzaklastirip dayamikli gen frekansini arttirarak,
zamanla dayanikli bireyler o alanda hakim konuma gecerler. Seleksiyon baskisinin
yogunlugu; herbisitin etkinligi, kullanim siklig1 ve etkinin siiresi olmak {izere {i¢ ana
Ozellige dayanmaktadir (Powles ve Holtum 1994). Seleksiyon baskisinin yogunlugu ne
kadar fazla ise herbisit dayamiklilifinin gelisme ihtimali de ayni oranda artmaktadir.
Yabanc1 ot popiilasyonlarinda herbisit dayanikliliginin gelisimini etkileyen bazi
faktorler bulunmaktadir. Bu faktorler; genetik (dayanikli genin frekansi, sayisi,
baskinligi vb.), yabanci ot tiiriinlin biyolojisi (capraz vs kendine doéllenme, tohum
tiretimi, tohum/polen hareket kapasitesi vb.), herbisit (kimyasal yapisi, etki yeri, kalint1
stiresi vb.) ve uygulamadir (herbisit dozu, iiriin rotasyonu, ¢evre kosullar1 vb.) (Powles

ve Yu 2010).

Yabanci otlarda herbisit dayanikliligi ¢oklu dayaniklilik (multiple resistance) ve ¢apraz
dayaniklilik (cross resistance) olmak tizere iki gruba ayrilmistir (Heap ve Lebaron 2001,
Vencil vd. 2012). Coklu dayaniklilik; bir tiirlin, iki ya da daha fazla farkli dayaniklilik

mekanizmasi kullanilarak, iki farkli etki seklinin (yani gruplarin) uygulanmasina karsi
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hayatta kalma yetenegi olarak ifade edilmektedir. Capraz dayaniklilik ise; bir bitkinin
tek bir dayaniklilik mekanizmasi kullanarak iki veya daha fazla herbisite kars1 koyma
yetenegidir (Hall vd. 1994, Beckie ve Tardif 2012). Capraz dayaniklilik da kendi
arasinda; hedef bolge ¢apraz dayaniklilig1 (target site cross resistance) ve hedef bolge
dis1 ¢apraz dayaniklilik (non-target site cross resistance) olarak iki gruba ayrilmaktadir

(Powles ve Preston 2004).

Herbisit dayanikliliginin mekanizmasina baktigimizda, karsimiza bes temel herbisit
dayaniklilik mekanizmasi ¢ikmaktadir (Gronwald 1994, Nandula 2010). Bu bes
mekanizma hedef bolge dayaniklilik (target site resistance) ve hedef bolge disi
dayaniklilik (non-target site resistance) olarak iki kategoriye ayrilabilmektedir (Yuan
vd. 2006). Hedef bolge dayanikliligi, bitkideki herbisitin etki bolgesinin dogrudan
modifikasyona ugramasi sonucu bitkinin canli kalmasidir (Saari vd. 1994). Buradaki
dayaniklilik, herbisitin baglanmasini engelleyen, hedef bir enzimdeki amino asit
degisikligine neden olan gen mutasyonu yoluyla meydana gelir (Powles ve Yu 2010).
Iki tip hedef bdlge dayanikliligi vardir. Bunlar; herbisitin hedef bdlgesinin mutasyona
ugramasi (Yuan vd. 2006) ve hedef bolgenin gen amplifikasyonudur (Devine ve
Shimabukuro 1994). Hedef bolge dist dayaniklilik ise, temelde herbisitin bitki
biinyesinde aktif oldugu etki bolgesine ulasmasi engellenerek dayanikliligin meydana
gelmesidir. Herbisitin bitki bilinyesine girisinin azaltilmasi, herbisit translokasyon
oraninin azaltilmasi ve herbisitin tutulma/metabolize olma oraninin artirilmasi seklinde
tanimlanarak (Powles ve Yu 2010), herbisitin bitkide herhangi bir etki bodlgesini
icermeyen dayaniklilik mekanizmasi olup (Saari vd. 1994) {i¢ tipi vardir. Bunlar;
metabolik deaktivasyon, diisiik absorpsiyon/translokasyon ve herbisitin vakuolde
tutulmasidir (Saari vd. 1994, Nandula 2010). Bir yabanci ot herbisitlere karsi bir tek
dayaniklilik mekanizmas1 gelistirebilirken, ayni zamanda her iki dayaniklilik

mekanizmasini da gelistirebilmektedir (Yu vd. 2009).

Herbisit dayanikliligt yeni bir olgu olmamakla birlikte, herbisitlerin yogun olarak
kullanilmaya baslandig1 yillarda da ortaya ¢ikmistir. Herbisitlere dayanikli ilk yabanci
ot, 1957 yilinda tespit edilen 2,4-D’ye dayanikli Daucus carota olmus (Nandula 2010),

daha sonra 1968 yilinda atrazine’e dayanikli Senecio vulgaris’te ortaya ¢ikmistir (Ryan
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1970). Bu yillardan sonra, herbisitlerin de yogun ve {ist liste kullanilmasi sonucu
herbisitlere dayanikli biyotiplerin sayisi hizli bir sekilde artmistir. Gilinlimiizde 148
dikotiledon ve 106 monokotiledon olmak iizere toplam 254 yabanci ot tiirli herbisitlere
karst dayamiklilik gelistirmis olup, kiiresel olarak herbisitlere dayanikli 490 6zgiin
yabanci ot vakasi (tiir x etki yeri (site of action) rapor edilmistir. Yabanc1 otlar bilinen
26 etki yerinin (ya da herbisit grubunun) 23’tine ve 163 farkli herbisite dayaniklilik
gelistirmistir. Herbisite dayanikli yabanci otlar diinyanin 70 {ilkesinde ve 92 Kkiiltiir

bitkisinde rapor edilmistir (Heap 2018).

Bu dayaniklilik vakalarini herbisist gruplarina gore degerlendirdigimizde, en ¢ok
dayaniklilik vakasinin goriildiigii grubun ALS inhibitérleri (160 vaka) oldugu, bu grubu
sirastyla; Photosystem Il inhibitorleri (74 vaka), ACCase inhibitorleri (48 vaka) ve
EPSP synthase inhibitdrleri (41 vaka) takip etmektedir (Heap 2018). Ulkelere gore
degerlendirildiginde ise en fazla dayaniklilik vakas1 Amerika’da goriiliirken (160 vaka),
bunu Avustralya (90 vaka) ve Kanada (67 vaka) takip etmektedir. Ulkemizde ise toplam
17 dayaniklilik vakasi bildirilmistir. Dayamikliligin tespit edildigi kiltiir bitkileri
icerisindeki herbisite dayanikl tiir sayilarina baktigimizda, en ¢ok bugdayda (75 tiir)
gbzlemlenmis, bunu ise misir (61 tiir) ve celtik (51 tiir) takip etmistir. Herbisitlere
dayaniklilik gelistirmis tiirlerin familyalarina gore irdeleyecek olursak, en fazla Poaceae
(81 tiir) familyas1 olmak {izere Asteraceae (42 tiir) ve Brassicaceae (22 tiir) familyalar
Oonem tasimaktadir. Bu tiirler icerisinde 13 farkli etki yerine dayaniklilik gelistirmis
Lolium rigidum en fazla etki sekline dayaniklilik gelistiren tiir olup, bu tiiri
Echinochloa crus-galli var. crus-galli (10 farkli etki yeri) ve Poa annua (9 farkli etki
yeri) izlemistir (Heap 2018). Herbisitlere karst dayaniklilik gelistirmis diinyanin en
onemli yabanci otlari; Lolium, Amaranthus, Conyza ve Echinochloa tiirleridir (Heap
2013, Heap 2018).

2.4 Glyphosate Dayaniklihig

Glyphosate, 1974 yilinda ticarilesip hizli bir sekilde piyasaya giris yaptiktan sonra, etki
spektrumunun genis olmasi1 ve canli organizmalar ile dogal g¢evreye olan diisiik

toksisitesinden dolayr diinyanin en c¢ok kullanilan herbisiti haline gelmistir.
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Glyphosate’in yaygin ve yogun kullanimina baglh olarak, diinyanin ¢esitli yerlerinde
yabanci otlarda glyphosate dayanikliligi vakalar1 goriilmeye baglanmistir. Glyphosate’e
dayanikliligin ilk vakasi 1996 yilinda Avustralya’da ortaya ¢ikan Lolium rigidum’dur
(Powles vd. 1998). Bu tarihten itibaren glyphosate’e dayanikli tiir sayis1 her gegen giin
artmig ve bugiine kadar glyphosate’e dayanikli 41 yabanci ot tiirii rapor edilmistir (Heap
2018). Bu yabanci ot tiirleri icerisinde en fazla dayaniklilik vakasi gdsteren en 6nemli
yabanci otlar ise sirasiyla; Conyza spp. (62 vaka), Lolium spp. (46 vaka) ve Amaranthus
palmeri’dir (39 vaka) (Heap 2018). Ozellikle son yillarda glyphosate’e dayanikl1 kiiltiir

bitkilerinin fazlasiyla kullanilmasinin sonucunda vaka sayilar1 da artis gostermektedir.

Herbisitlere dayanikliligin bes mekanizmasi glyphosate dayaniklilik mekanizmasinda da
goriilmektedir (Perez-Jones ve Mallory-Smith 2010, Ge vd. 2010, Gonzalez-Torralva
vd. 2012). Bu dayaniklilik mekanizmalar1 hedef bolge dayaniklilik ve hedef bolge dist
dayaniklilik olmak {izere 2 ayr1 grupta incelenmektedir. Hedef bolge glyphosate
dayanikliligi; EPSPS nokta mutasyonu (EPSPS point mutation) ve EPSPS enziminin
asir1 iretilmesi ya da EPSPS gen ifadesi artisidir (overexpression of EPSPS; EPSPS
gene amplification) seklinde ikiye ayrilirken, hedef bolge disi glyphosate dayaniklilig
ise; diisiik glyphosate translokasyonu (reduced glyphosate translocation) ya da diisiik
absorpsiyon (reduced absorption), vakuolde herbisitin tutulmasi (vacuole sequestration)
ve gelismis metabolizma (enhanced metabolism) olarak ¢ temel dayaniklilik
mekanizmasini ifade etmektedir (Wakelin vd. 2004, Powles ve Preston 2006, Shaner
2009, Yu vd. 2009, Nol vd. 2012).

2.4.1 Hedef bolge glyphosate dayamklihig (target site glyphosate resistance)

Bu glyphosate dayaniklilik mekanizmasi; EPSPS’de meydana gelen mutasyonlardan ve
EPSPS enziminin asir1 lretilmesinden kaynaklanan dayanikliligi ifade etmektedir.
EPSPS’de meydana gelen mutasyona baktigimizda; EPSPS enzimini kodlayan gen
tizerinde meydana gelen bir nokta mutasyonla, bu enzimin Proline 106 amino asiti
Serine, Alanine, Leucine ve Threonine amino asitlerine doniismekte ve bu sayede
EPSPS enziminin glyphosate’e duyarliligi azalarak dayaniklilik meydana gelmektedir
(Baerson vd. 2002, Sammons ve Gaines 2014). EPSPS enziminin glyphosate
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duyarlilifinin azalmasma bu amino asitlerin yapisal Ozellikleri neden olmaktadir.
Proline amino asiti dairesel (cyclic) bir amino asittir ve tek dairesel amino asit
proline’dir (Yu vd. 2007). Serine ve threonine, farkli boyutlardaki hidroksilik yan
zincirleri olan polar amino asitlerdir (Ng vd. 2003). Alanine, yan zinciri olarak sadece
bir metil grubuna sahip olan ve serine ve threonine gore ¢ok daha az hidrofiliktir (Berg
vd. 2002). Leucine ise, hidrofobik bir hidrokarbon yan zincirine sahiptir (Berg vd.
2002). Bu dayaniklilik mekanizmasi glyphosate’e kars1 yabanci otlara genellikle 2-8 kat
dayaniklilik saglarken, bu oran 21 kata kadar ¢ikabilmektedir (Sammons ve Gaines

2014).

EPSPS enziminin asir1 sentezlenmesinden kaynakli dayanikliliga baktigimizda; EPSPS
enzim geninin kopyalarinin tretilmesiyle ayni islevi géren birden fazla EPSPS
enziminden dolayi, glyphosate’in etkili oldugu bu enzim iizerinde -etkinliginin
azalmasidir. Duyarli popiilasyonlarda EPSPS izoenziminin bir kopyas: bulunurken,
dayanikli bireyler 100’den fazla kopyaya sahip olabilmektedirler (Gaines vd. 2010,
Salas vd. 2015). Yapilan bazi arastirmalarda, glyphosate dayanikliliginin EPSPS
genomik kopya sayisi, EPSPS protein ifadesi (expression) ve EPSPS enzim aktivitesi ile

dogru orantili oldugu belirtilmistir (Gaines vd. 2010, Ribeiro vd. 2014).

242 Hedef bolge dis1i glyphosate dayamkhhigi (non-target site glyphosate
resistance)

Hedef bolge dis1 glyphosate dayaniklilik mekanizmasiin ilki ve bu bes dayaniklilik
mekanizmalarindan en Onemlisi herbisitin diisiik translokasyonu ya da diisiik
absorpsiyonudur ~ (Shaner ~ 2010).  Buradaki = dayamiklilik,  glyphosate’in
translokasyonunda ya da absorpsiyonunda bir diisiis meydana geldiginden dolay1
bitkinin Oliimiine neden olan herbisit konsantrasyonunun herbisit etki yerine
ulagamadig1 i¢in meydana gelmektedir. Diisiik translokasyona neden olan gercek
mekanizmalar tamamiyle aydinlatilmis olmamakla birlikte, pek ¢ok arastima bulgular
herbisitin floeme yiiklenmesini azaltan bir mekanizmaya isaret etmektedir (Preston ve
Wakelin 2008, Shaner 2009). Ayrica bazi arastiricilar, glyphosate diisiik

konsantrasyonlarda aktif olarak ve yiiksek konsantrasyonlarda pasif bir kiitle akis1 ile
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tasindigindan dolay1, diisiik translokasyonun tasiyicilar ve pompalar araciligiyla
glyphosate’in aktif taginiminin kaybolmasindan dolayr oldugunu ileri siirmiislerdir
(Shaner 2009). Bazi1 arastiricilar ise, diisiik translokasyonun bir sonraki bitkiye
aktarildigint ve bundan dolayr diisiik translokasyona bazi mindr genlerin neden
olabilecegi sonucuna varmislardir (Powles ve Preston 2006, Michitte vd. 2007, Nandula
vd. 2008). Son yillarda yapilan ¢aligmalara gore diisiik translokasyonun, glyphosate
uygulamasi yapilmis dayanikli tiirlerin hiicresindeki vakuollerde bu herbisitin
tutulmasinin artmasi olarak diisiiniilmektedir (Ge vd. 2010, Ge vd. 2014). Vakuollerde
herbisitin tutulmasi sayesinde herbisit hiicre igerisindeki aktif bolgede etkili olamadig:
icin dayaniklilik meydana gelmektedir. Bu dayaniklilik durumunda, goriinen bir vakuol
zar1 glyphosate tasiyicilarinin seviyesi ve aktivitesi artmakta ve bu tasiyicilar sayesinde
glyphosate vakuollere taginarak herbisitin etkisi giderilmektedir (Heap ve Duke 2017).
Gelismis metabolizma ya da diger bir ifadeyle metabolik deaktivasyon son zamanlarda
tanimlanmis bir hedef bolge disi dayaniklilik mekanizmasidir. Bu dayaniklilik
durumunda yabanci otlar ve bazi bitkiler glyphosate’i toksik olmayan glyoxylate ve
aminomethylphosphonic acid (AMPA) metabolitlerine doniistiirmesine (De Carvalho
vd. 2012, Gonzalez-Torralva vd. 2012) ragmen, nadiren de olsa sarcosine ve inorganic
phosphate’a doniistiirebilmektedir (Duke 2011). Bu sayede metabolize olan glyphosate
bitki biinyesindeki etki yerine ulasamayarak dayaniklilik meydana gelmektedir. Bu ii¢
hedef bolge dist dayaniklilik mekanizmalari, bitkiye glyphosate’e karsi 3-12 Kat
dayaniklilik saglamaktadir (Heap ve Duke 2017).

2.5 Conyza Tiirlerinin Glyphosate Dayamklihig

Giliniimiizde glyphosate’e dayanikli 41 yabanci ot tiirii bulunurken, bunlardan {i¢ tanesi
Conyza cinsine ait olan C. bonariensis, C. canadensis ve C. sumatrensis’tir (Heap
2018). Conyza cinsine ait ilk glyphosate dayanikliligi 2000 yilinda C. canadensis’te
meydana gelmistir (VanGessel 2001) O tarihten itibaren bu rakam artarak devam etmis
ve diinyanin bir¢ok yerinde Conyza’nin bu ii¢ tiiriine karst dayaniklilik vakalart rapor
edilmistir (Heap 2018). C. canadensis’in diinyanin 11 iilkesindeki 15 kiiltiir bitkisi
icerisinde glyphosate dayaniklilig1 rapor edilerek hem diger yabanci otlar hem de diger

Conyza tiirleri arasinda ilk sirada yer almaktadir. C. canadensis’i C. bonariensis (9 iilke

30



ve 11 kiltiir bitkisi i¢erisinde) ve C. sumatrensis (4 iilke ve 5 kiiltiir bitkisi igerisinde)
takip etmistir (Heap ve Duke 2017). Conyza tiirlerinin dayaniklilik vakalarinin biiytik
kismi genetigi degistirilmis tarla bitkilerinde (6zellikle soya) ve ¢ok yillik kiiltiirlerde
(meyve bahgesi ve baglarda) gergeklesmekle birlikte tarim dis1 alanlarda da dayaniklilik

vakalar karsimiza ¢ikmaktadir.

Bu tiirlerin tohumlar riizgar aracilifiyla ¢ok uzak mesafelere tasindig: icin, diinyanin
bircok yerine glyphosate’e dayanikli Conyza tiirleri kolaylikla yayilabilmektedir.
Ulkemizde bu tiirlerin dayanikliligiyla ilgili herhangi bir kayit bulunmamasina ragmen,
glyphosate’e dayanikli iiyelerinin kolaylikla uzak mesafelere tasiabilmesi ve
tilkemizde bu tiirlere karsi glyphosate’in yaygin olarak kullanilmasi, dayaniklilik

gelisim riskini arttirmaktadir.

Conyza cinsi liyeleri melezlenme potansiyeline sahip, genetik olarak cesitlilik
gosterebilen tiirler oldugundan dolay1 herbisitlere karsi direng gelistirme riski oldukca
fazladir (Powles 2008). Nitekim Conyza tiirleri, herbisitlere karsi dayaniklilik
gelistirmis en dnemli yabanci ot tiirleri igerisinde yer almaktadir (Heap 2013). Ozellikle
glyphosate’e dayanikli yabanci otlara baktigimizda en énemli 10 tiir i¢erisinde Conyza
tiirleri bulunmaktadir (Heap ve Duke 2017). Conyza tiirlerinin glyphosate’e dayaniklilik
makanizmalarima baktigimizda ise, bu tirler glyphosate’e dayanikliligin bes
mekanizmasini  da  gosterebilmesine ragmen, daha c¢ok glyphosate’in  distlik

translokasyonu ve bu herbisitin vakuollerde tutulmasi seklinde goriilebilmektedir
(Dinelli vd. 2006, Dinelli vd. 2008).

2.6 Conyza Tiirlerinin Glyphosate Dayamkhhig Ile flgili Yapilan Cahismalar

Van Gessel (2001) Delaware’de, glyphosate’e dayanikli soya fasulyesi tarlalarinda 3 yil
boyunca miicadelesi i¢in sadece glyphosate kullanilan C. canadensis’in glyphosate’e
dayanikliligini arastirmistir. Yapilan gézlemler sonucunda bazi alanlarda glyphopsate’in
etkinliginin azaldigi goriilmiis ve bu alanlarda toplanan tohumlar sera kosullarinda

denemeye  almmistir.  Calismanin  sonucuna  gore, duyarli  popiilasyonla
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karsilagtirildiginda dayaniklilik siiphesi olan popiilasyonlarin 8-13 kat daha fazla
glyphosate’e dayanikli olduklar1 belirlenmistir. Bu ¢alisma Conyza tiirlerinin herbisit

dayaniklilig1 konusunda yapilan ilk ¢alisma ve yayinlanan ilk rapordur.

Mueller vd. (2003) Amerika’nin farkli eyaletlerinden toplanan glyphosate’e dayanikli
ve duyarli C. canadensis popiilasyonlarinin shikimate birikimini incelemislerdir.
Yapilan testlemeler sonucunda glyphosate’e dayanikli ve duyarli biyotipler ayrilmis, bir
popiilasyonun duyarli popiilasyonlar ile kiyaslandiginda 4 kat daha dayanikli oldugu
bildirilmis ve ayrica tiim bu popiilasyonlar iizerinde shikimate tayini yapilmistir. Bunun
sonucuna gore, herbisit uygulamasi yapildiktan 2-4 giin sonra dayanikli biyotiplerdeki
shikimate birikiminin yaklasik % 40 oraninda azaldigi, duyarli biyotiplerdeki shikimate

miktariin ise % 35 oraninda arttig1 saptanmustir.

Feng vd. (2004) Amerika’nin degisik bolgelerinden glyphopsate’e duyarli ve dayanikli
C. canadensis biyotiplerini elde ederek, bu biyotipler arasinda glyphosate dayaniklilik
mekanizmasinin anlagilabilmesi adina yaprak retensiyonu, absorpsiyon, translokasyon
ve glyphosate metabolizmasi aragtirmiglardir. Ilk olarak duyarli ve dayanikli biyotiplere
letal dozun altinda 14C-glyphosate uygulamas1 yapilmis ve bunun sonucunda
karsilastirilabilir retensiyon ve absorpsiyon oranlari gozlemlenmis, fakat dayanikli
biyotiplerdeki kok translokasyonun azaldigi goriilmiistiir. Normal dozda C-glyphosate
uygulamas: ile birlikte dayanikli bireylerde yaprakta, kokte ve bitki tepe noktalarinda
duyarl bitkilere kiyasla daha diisiik glyphosate taginimi gézlenmistir. Bu herbisit ile
uygulama yapilmis yapragin otoradyografi ile incelenmesiyle, dayamikli bireylerde
apoplast ve floeme glyphosate yiiklenmesinin geciktigi ve miktar olarak azaldig: tespit
edilmistir. Dayanikli biyotiplerde yapilan shikimate seviyesi analizi, EPSPS’nin
glyphosate tarafindan engellenmesinin azaldigin1  géstermistir. Ayrica, bozulmus
glyphosate translokasyon orani ile dayaniklilik arasinda giiclii bir korelasyon oldugu

bildirilmistir.
Koger vd. (2005) Mississippi’de glyphosate’in tavsiye edilen dozlarmin uygulandigi

glyphosate’e dayanikli pamuk ve soya fasulyesi alanlarindaki C. canadensis

dayamkliigmnin  varligim test etmislerdir. ilk olarak toplanan tohumlar1 sera
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kosullarinda yetistirip, bitkiler 5, 13-15 ve 24-30 yaprakli doneme geldiklerinde
glyphosate’in 0, 0.025, 0.05, 0.1, 0.21, 0.42, 0.84, 1.68, 3.36, 6.72 ve 13.44 kg ae/ha
dozlarin1 bitkilere uygulamislardir. Buradaki sonuglara gore, duyarli biyotiplerle
karsilastirildiginda glyphosate’e dayanikliligin seviyesinin 8-12 kat oldugu, dayanikh
bulunan bir biyotipin digerlerinden 2-4 kat daha yiiksek dayaniklilik seviyesinde oldugu
ve fenolojik donemin glyphosate dayaniklilik seviyesi iizerine ¢ok az bir etkisinin
oldugu saptanmistir. Ayrica kontrolii zor olan biyotiplerin glyphosate’e dayanikli
oldugu ve dayanikli biyotiplerin 6.72 kg/ha glyphosate dozuna kadar canliligimi

stirdlirebildigi belirlenmistir.

Main vd. (2004) lllinois, Indiana, Kentucky, Mississippi, Missouri ve Ohio’dan elde
ettikleri C. canadensis biyotiplerinin glyphosate’e duyarliliklarini belirlemek amaciyla
caligmalar yiritiilmistiir. Bu alanlardan toplanan tohumlar sera ortaminda yetistirilmis
ve bitkiler rozet donemine ulastiklar1 zamanda glyphosate’in tavsiye edilen dozu (0.84
kg/ha) ve tavsiye dozun 4 kati (3.36 kg/ha) uygulanmis ve 21 giin sonunda dayanikli ve
duyarli popiilasyonlar 0-100 skalasina gére ayrilmistir. Daha sonra glyphosate’e giiclii
bir sekilde dayanikliligi belirlenen bir biyotipe doz-etki denemesi yapilmis olup
glyphosate’in 8 dozu (0, 0.45, 0.84, 1.25, 1.68, 2.52, 3.36 ve 9 kg/ha) uygulanmustir.
Cikan sonuglara gore, bu biyotipin glyphosate dayanikliligt duyarli biyotiple

karsilastirildiginda yaklagik 4 kat daha fazla oldugu sonucuna varilmstir.

Koger ve Reddy (2005) Amerika’nin farkli eyaletlerinden elde ettikleri C. canadensis
popiilasyonlarinda, glyphosate dayaniklilik mekanizmasindaki absorbsiyon ve
traslokasyonun roliinii arastirnuglardir. Ilk olarak toplanan bu popiilasyonlar yaprak
daldirma yontemi ile dayanikli ve duyarl olarak ayrilmig, daha sonra rozet donemine
gelmis bu popiilasyonlarin genis bir yapragina 14C-glyphosate uygulanmistir. Bu
uygulamadan 48 saat sonra bitkiler hasat edilmis ve herbisit uygulamasi yapilmis
yapraklarda, diger yapraklarda, ta¢ kisimlarinda ve koklerde radyoaktivite
belirlenmistir. Dayamkli ve duyarli bitkilerdeki **C-glyphosate absorpsiyonunda biitiin
eyaletlerde birbirine benzer sonuclar gozlenmistir (% 47-54). Duyarli bitkilerle
kiyaslandiginda, dayanmikli bitkilerin herbisit uygulamasi yapilmis yapraklarindaki

transloke olmus radyoaktivite miktarmin azaldign goriilmiis, *C-glyphosate
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translokasyonundaki azalmanin bazi eyaletlerdeki popiilasyonlarda % 48’e kadar ¢iktig

belirlenmistir.

Dinelli vd. (2006) C. canadensis biyotiplerindeki glyphosate dayaniklilik
mekanizmasinin fizyolojik ve molekiiler olarak arastirdiklart bu ¢alismada, Amerika’nin
farkli bolgelerinden elde ettikleri duyarli ve dayanikli popiilasyonlar {iizerinde
testlemeler yapmislardir. 1k olarak 2 yaprakli devrede yapilan uygulamanin sonucunda,
duyarli ve dayanikli biyotiplerde yaklasik olarak ayni EDsy degeri belirlenmis; fakat
rozet doneminde yapilan uygulamada ise, dayanikli biyotipler duyarli biyotiplerden
neredeyse 3 kat daha dayanikli oldugu saptanmistir. Tavsiye dozundan fazla miktarda
yapilan glyphosate uygulamasinin ise dayanikli ve duyarl popiilasyonlar iizerinde farkl
morfolojik tepkilere neden oldugu; duyarl tiirlerde ilk fitotoksik etkiler meristematik
dokularda goriilirken, dayanikli tiirlerde ilk olarak yapraklarda meydana geldigi
saptanmistir. Herbisit uygulamasindan 2-4 hafta sonra dayanikli biyotiplerin rozet
merkezlerinden yeni yapraklarin ve yeni dallanmalarin meydana geldigi goriilmiistiir.
Dayanikliligin fizyolojik mekanizmasinin bitki icerisindeki bozulmus glyphosate
hareketliligi oldugu ifade edilmis; duyarli biyotiplere oranla dayanikli biyotiplerdeki
yapraktan koklere herbisit taginiminin daha az oldugu belirlenmistir. Molekiiler olarak
bakildiginda ise, dayanikli biyotiplerdeki EPSPS mRNA seviyesinin duyarli biyotiplere
oranla 1.8-3.1 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Caligmanin sonucuna gore, C.
canadensis’teki glyphosate dayanikliliginin; bozulmus herbisit translokasyonu, EPSPS

seviyesinin ylikselmesi ve dallanmanin artmasindan kaynakli oldugu bildirilmistir.

Moreira vd. (2007) Brezilya Sdo Paulo’da yapmis olduklari ¢alismada C. canadensis ve
C. bonariensis’in glyphosate’e dayaniklilik durumlarini arastirmislardir. Bu iki tiire ait
tohumlar glyphosate uygulamas1 yapilmis portakal bahgelerinden ve herbisit uygulama
gecmisi olmayan bir popiilasyon da kontrol olarak toplanmistir. Toplanan bu tohumlari
sera ortaminda yetistirip, dayanikliligin tespiti ve derecesini belirlemek {izere doz-etki
uygulamalar gerceklestirmislerdir. Denemeler, tesadiif bloklari deneme desenine gore,
dort tekerriirlii olarak tasarlanmistir. Denemede herbisitin yedi dozu (90, 180, 360, 720,
1.440, 2.880, 5.760 g e.a. ha'l) ve bir adet kontrol kullanilmistir. Caligmanin sonucuna
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gore her iki tire ait, dayamiklihigin farkli seviyelerine sahip dayanikli biyotipler

saptanmistir.

Urbano vd. (2007) Ispanya’nin farkli lokasyonlarindaki C. bonariensis’in glyphosate’e
dayanikliligini arastirmislardir. ilk taramada, lokasyonlar igerisindeki bitki délleri
arasinda ve lokasyonlar arasindaki glyphosate tepkisinde dnemli farkliliklarin oldugu
gorilmistiir. Dayanikliligin belirlenmesi i¢in yapilan bu ilk taramada, potansiyel olarak
dayanikli bes tiir ile duyarli bir tiir secilmis ve bunlara, dayamiklilik faktoriiniin
belirlenmesi i¢in doz-etki denemesi yapilmistir. Doz-etki denemesi sonucunda en
dayanikli popiilasyonun dayaniklilik faktoriiniin 10 kata yakin oldugu, dayanikli
bireyleri kontrol etmek igin glyphosate’in oOnerilen dozunun 7-10 kat daha fazla
oraninda uygulandig: bildirilmistir. Ayrica dayanikli ve duyarh bitkilerin glyphosate ile
kontrol edilmesinin, bitki yasiyla dogrudan iliskili oldugu belirtilmistir.

Dinelli vd. (2008), Ispanya’da C. bonariensis biyotiplerindeki glyphosate
dayanikliliginin fizyolojik ve molekiiler temellerini aragtirmislardir. Bu kapsamda,
meyve bahgelerinden dayanikli oldugu bilinen 4 biyotip ve duyarli oldugu bilinen 1
biyotip testlemelere alinmistir. Bu dayanikli oldugu bilinen dort biyotipin dayaniklilik
indeks (RI) degerleri 2.9-5.6 olarak siralanmistir. Duyarli ve dayanikli biyotipler
arasindaki temel fizyolojik farkliligin, tiim bitkilerdeki glyphosate’in farkli hareketi
oldugu bildirilmistir. Ayrica, dayanikli biyotiplerde herbisitin yapraklardan govde ve
koklere tasinmasinin duyarli biyotipe oranla daha az oldugu saptanmistir. Glyphosate’in
ksilem yoluyla yukari dogru hareketi, herbisitin apoplasta veya vakuole
baglanabilecegini diisiindiirmektedir. Molekiiler diizeyde bakildiginda ise, glyphosate
uygulamadan 6nce duyarl biyotip ile kiyaslandiginda, 2 dayanikli biyotipte EPSPS
mRNA seviyesinin neredeyse iki katina c¢iktigini ve bu iki biyotipin translokasyon
gostermedigi tespit edilmistir. Calismanin sonucuna gore, glyphosate’e dayanikli C.
bonariensis  biyotiplerindeki  herbisit dayanikliligt mekanizmasimnin = bozulmus

translokasyon ve yiiksek oranda EPSPS transkript seviyesinin oldugu bildirilmistir.

Lamego ve Vidal (2008) Brezilya’da C. canadensis ve C. bonariensis biyotiplerinin

glyphosate’e dayanikliliklarini arastirdiklart bu ¢alismada, Rio Grande do Sul’den
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topladiklar1 dayanikli ve duyarl tiirler yetistirilip 8-10 yaprakli doneme geldiklerinde
glyphosate’in 7 dozu (0, 100, 200, 300, 400, 800 ve 1200 g ha™) uygulanmustr.
Calismanin sonucuna gore glyphosate dayanikliliginin, her iki tiirin biyotipleri i¢in

dayaniklilik faktoriiniin 2.3 oldugu saptanmustir.

Martinez ve Urbano (2008) iki dayanikli ve bir duyarli C. canadensis popiilasyonu ile
yiriitmiis olduklar1 doz-etki denemelerinde dayaniklilik faktoriinii 6liim orani ve
klorofil miktar1 parametresine gore bes, biyomas azalmasi parametresine gore 14 olarak
tespit etmislerdir. Glyphosate’in hektara 0.58 kg etkili madde dozunda duyarli
popiilasyonu % 100 kontrol ederken, dayanikli popiilasyonlara kars1 bu dozun % 7-33
arasinda etki sagladigi tespit edilmistir. Arastirmacilar bu durumun Avrupa’da

glyphosate dayanikliliginin rapor edildigi ikinci vaka oldugunu bildirmislerdir.

Chodova vd. (2009) Cek Cumhuriyeti’nin kiiltiir ve diger alanlarinda sorun olan C.
canadensis’in glyphosate dayanikliligini belirlemek amaciyla yiiriittiikleri bu ¢alismada,
herbisit uygulamasi yapilmis ve yapilmamis alanlardan Ornekler toplanmustir. Sera
kosullarinda yetistirilen bu bitkiler rozet asamasina geldiklerinde (10-25 yaprak)
herbisitin Onerilen dozu uygulanmistir. Yapilan bu uygulamadan sonra duyarh
bireylerin (S) yapraklar1 sararmis ve bitkiler sonunda lmiistiir. Duyarlilig1 azalan (RS)
bireylerin yapraklar ise yesil kalmis ya da glyphosate uygulamas: yapildiktan birkag
hafta sonra rozetlerin merkezinde yeni yapraklar ¢ikmistir. Duyarl ve duyarlili1 azalan
biyotiplerde shikimate birikiminde herhangi bir degisim gozlenmemis; fakat shikimic
asit miktar1 duyarlilig1 azalan tiirde 4 kat azalmis, duyarl tiirde ise 3 kat artmustir.
Ayrica duyarli ve duyarlilig1 azalan biyotiplerdeki EPSPS gen bolgelerinde herhangi bir
mutasyonun olmadig1 saptanmistir. Bunun sonucunda ise, buradaki dayanikliligin baska
bir mutasyondan kaynaklanabilece§i ya da hedef bolge dis1 bir dayaniklilik

mekanizmasinin olabilecegi sonucuna varilmistir.

Hanson vd. (2009) Kaliforniya’nin ¢ok yillik kiiltiirlerinde ve kiiltiir bitkisi olmayan
yerlerinde sorun olan glyphosate’e dayanikli C. canadensis’in yayilist ve {iriin
sistemiyle olan iliskisi lizerine ¢alismislardir. Dayaniklilik stiphesi bulunan alanlardan

toplanan Ornekler in vivo enzim assay yontemi kullanilarak testlenmistir. Bulunan
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sonuglara bakildiginda, glyphosate kullanildiginda dayanikli biyotiplerin duyarl
biyotiplere gore 4.8 kat daha dayanikli oldugu saptanmistir. Ayni zamanda yol
kenarlarindan 2006-2007 yillarinda toplanan 6rneklerin dayanikliligina bakildiginda ise,
burada testlenen popiilasyonlarin % 62’sinin glyphosate’e dayanikli oldugu sonucuna
varilmigtir. Tohumlarin uzun mesafeli tasinmasi ve tarla ici ile tarla kanerndaki
seleksiyon baskisinin farkli olusu gibi nedenlerden dolay:r arazi kullanim modelleri ve

dayanikli ya da duyarl bireylerin arasinda herhangi bir korelasyon yapilamamaistir.

Travlos ve Chachalis (2010), Yunanistan’in bes farkli lokasyonundaki 60 farkli alandan
topladiklar1 C. bonariensis’in glyphosate’e dayanikliliklarini arastirmislardir. Ilk olarak
bu 60 popiilasyondaki dayanikli olabilecek bireyleri ayirmak icin sera kosullarinda
yetistirilen bu bireylere glyphosate’in 6nerilen dozu (0.36 kg ae ha™) uygulanmis ve
buradan potansiyel olarak dayanikli olabilecek 15 popiilasyon se¢mislerdir. Daha sonra
dayanikliligin derecesini belirlemek icin bu 15 popiilasyona glyphosate’in farkli dozlar
(0, 0.09, 0.18, 0.36, 0.72, 1.44 ve 2.88 ai/ha) uygulanmis ve bu sonuglar daha 6nce hig
herbisit uygulamasi yapilmamis alandan toplanan referans C. bonariensis ile
kiyaslanmistir. Cikan sonuclara bakildiginda, bazi biyotipleri kontrol edebilmek i¢in
referans bitkiye gore 4-7 kat daha fazla glyphosate oranimin gerektigi saptanmistir.
Ayrica, bu tiirlerin glyphosate’e duyarliliklarinin biiylik oranda bitkinin fenolojik

PO

donemine gore degistigi belirtilmistir.

Ge vd. (2010) C. canadensis’in glyphosate dayaniklilik mekanizmasini belirlemeyi
amagladiklart bu calismada, daha onceden bilinen glyphosate’e dayanikli ve duyarli
poplilasyonlar serada yetistirildikten sonra glyphosate’in tavsiye edilen dozunun 4 kati
uygulanmis ve daha sonra dayaniklilik mekanizmasinin tespiti i¢in $Ip NMR caligmasi
yapilmistir. Glyphosate’e dayanikli ve duyarli popiilasyonlar iizerinde yapilan bu
caligmanin sonucuna goére, dayanikli C. canadensis biyotiplerinin vakuollerinde
glyphosate’in olduk¢a fazla oranda biriktigi belirlenmistir. Glyphosate’in vakuollerde
tutulmasi bu tiire bir dayaniklilik kazandirmis ve ayrica bu ¢alismanin C. canadensis’in
glyphosate dayaniklilik mekanizmasini agiklayan en 6nemli ¢calismalardan birisi oldugu

bildirilmistir.
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Song vd. (2011), Cin’deki meyve bahgelerinde C. canadensis’in glyphosate
dayanikliligini aragtirmiglardir. Calisma kapsaminda glyphosate herbisitinin etki
gostermedigi meyve bahgelerinden 25 popiilasyon toplanmistir. Serada yapilan
calismada bitkilerin 11-13 yaprakli gelisme doneminde glyphosate’in 0, 0.035, 0.07,
0.14, 0.28, 0.56, 1.12, 2.24, 4.48, 8.96 kg/ha dozlar1 uygulanarak EDsy degerleri
hesaplanmistir. Bunun sonucunda 25 popiilasyondan iki tanesinde yiiksek oranda (8.28

ve 7.95 kat) dayaniklilik tespit edilmistir.

Xiao-Ling vd. (2011) Cin’de glyphosate’e dayanikli C. canadensis’in varligini belirmek
tizere yaptiklart bu calismada, herbisit uygulama gecmisi bulunan 25 farkli meyve
bah¢esinden tohumlar toplanmistir. Toplanan tohumlar sera ortaminda ekilmis ve
bitkiler 11-13 yaprakli doneme geldiklerinde ilk olarak on testlere alinmis ve daha sonra
dayaniklikligindan siiphe duyulan popiilasyonlara glyphosate’in 9 farkli dozu (0.035,
0.07, 0.14, 0.28, 0.56, 1.12, 2.24, 4.48 ve 8.96 kg a.i. ha'l) uygulanmistir. Calismanin
sonucuna gore, farkli popiilasyonlarin farkli glyphosate dayanikliligi gosterdigi,
gecmiste glyphosate uygulama yilinin artisinin glyphosate dayanmikliligini artirdigi
gozlenmistir. Ningbo ve Zhejiang illerindeki iki popiilasyonun glyphosate’e 8.28 ve
7.95 kat dayaniklilik gostererek en fazla dayamiklilik gosteren popiilasyonlar olmus ve
ayrica bu popiilasyonlarin toplandigi meyve bahgelerinde 15 yil ve yilda iki kez
glyphosate uygulamasi yapildig: bildirilmistir. Aragtirmanin bir diger bulgusuna gore,
glyphosate uygulamas: yapildiktan 48 saat sonunda glyphosate’e dayanikli iki
popiilasyonun, iki duyarli popiilasyona oranla yaklasik 2-4 kat daha az shikimic asit

biriktirdigi saptanmustir.

Gonzalez-Torralva vd. (2012) Ispanya’nin farkli bélgelerinde glyphosate’in etkisinin
azaldig1 turunggil ve zeytin alanlarindan topladiklar1 C. canadensis popiilasyonlarinin
glyphosate’e dayamiklilik durumlarini arastirmislardir. Bu kapsamda, 25 farkh
poplilasyon toplanmig ve bunlar sera kosullarinda yetistirildikten sonra rozet
donemindeki popiilasyonlar doz-etki denemelerine alinmistir. Doz-etki denemelerinde
bitkilerin yas agirhginda % 9-90 arasinda azalmanin meydana geldigi ve ayrica
dayanikli bir biyotipin duyarliya oranla 6.1 kat daha dayanikli oldugu belirlenmistir.

Herbisitin sprey retensiyonu ve yaprak alinim oranlarini belirlemek i¢in dayanikli ve

38



duyarl popiilasyonlara **C-glyphosate uygulamas: yapilmus; fakat dayaniklilik {izerine
bir etkisinin olmadig1 goriilmistiir. Kalitatif ve kantitatif testler, duyarli biyotipte
dayanikli biyotipe oranla daha fazla miktarda 14C-g|yph0sate tasiniminin oldugunu
gostermis, glyphosate’in dayanikli biyotipte duyarli biyotipten daha hizli bir sekilde
metabolize oldugu belirlenmistir. Calismanin sonucuna gore, C. canadensis’teki
glyphosate dayanikliliginin bozulmus glyphosate translokasyonu ve glyphosate’in bitki

i¢erisinde metabolize olmasi seklinde agiklanmustir.

Nol vd. (2012) C. canadensis’in glyphosate dayanikliligini belirlemek adina ¢aligmalar
yiirlitmiislerdir. Bu kapsamda shikimate yaprak disk metodu uygulanmis ve ayrica
EPSPS ve ABC transfer genlerinin transkript seviyesi arastirilmigtir. Grit adasindaki
turuncggil bahgelerinden toplanan 22 biyotipe shikimate yaprak disk metodu uygulanmis
ve bu yontemin dayanikliligin erken teshisinde kullanilabilecegi belirtilmistir. Girit
adasindan duyarliligi azalmis bir biyotip, Yunanistan’dan ve Amerika’dan alinan birer
dayanikli biyotiplerinin EPSPS homolog genleri sekanslanmis, fakat higbir amino asit
degisikligi goriilmemistir. Ayrica, glyphosate uygulamasindan sonra EPSPS ve M10 ve
M11 ABC tasiyict genlerinin ekspresyonlart Real-time QRTPCR ile analiz edilmistir.
Bu analizin sonucuna gore herhangi bir biyotipte EPSPS geninin ekpresyon
seviyelerinin O6nemli Olclide degismedigi, fakat dayanikli ve duyarliligi azalmis
biyotiplerde hem M10 hem de M11 ABC tasiyict genlerin sayisinin oldukga arttigi,

duyarl biyotiplerde ise herhangi bir azalmanin olmadig1 gériilmiistiir.

Byker vd. (2013) Ontario’da glyphosate’e dayanikli oldugu bilinen C. canadensis’e
kars1 2011 ve 2012 yillarinda yiiriittiikleri bu ¢alismada, dnceden belirledikleri 12
tarlada glyphosate’in farkli dozlar1 kullanilarak glyphosate’in biyolojik etkinligini
aragtirmiglardi.  Yapilan bu c¢alismada, dayanikli oldugu bilinen C. canadensis
poplilasyonlarinin biyokiitlesinin % 50’sinin azalmas1 i¢in gerekli olan glyphosate
dozlarmm 1271-5652 g a.e. ha™ arasinda degistigi goriilmiistiir. Biyokiitlelerinin %
95’inin azalmasi igin gerekli olan dozun 18840-43200 g a.e. ha™ arasinda oldugu
bildirilmistir. Fakat bu doz araliginin tavsiye edilen dozdan (900 g a.e. ha‘l) oldukca

yiiksek oldugu i¢in miicadelede ekonomik olmayacagi sonucuna varilmistir.
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Okada vd. (2013) Kaliforniya’da C. canadensis’in glyphosate dayanikliliginin yayilist
ve gelisimini arastirmiglardir. Bu kapsamda, glyphosate dayaniklilik siiphesi tagiyan 42
alandan hem canli bitki dokusu hem de tohum toplanmis ve bunlar testlemelere
alimmistir. C. canadensis’in glyphosate dayanikliligi, glyphosate uygulamasi sonrasi
canlt kalma oranlar1 0-1 arasinda deger verilerek belirlenmis, uygulama sonrasi canli
kalanlar 1 tamamiyle dlenler ise 0 olarak degerlendirilmistir. Kaliforniya kuzey, merkez
ve giiney bolgelerindeki ortalama dayaniklilik seviyelerinin sirasiyla; 0.07, 0.68 ve 0.88
oldugu tespit edilmistir.

Pavlovic vd. (2013) dayanikli oldugu diisiiniilen ve duyarli olan Afrika’dan toplanmis
C. canadensis popiilasyonlarinin glyphosate’e duyarliliginin tespitini  yapmay1
amaglamislardir. Yapilan bu calismada glyphasate’in farkli dozlar1 kullanilmis ve
uygulama yapildiktan sonra bitkilerden yaprak diskleri alinarak klorofildeki ve
shikimate igerigindeki degisiklikler incelenmistir. Yapilan ¢alismanin sonucuna gore
tim herbisit dozlarinin uygulamadan 24 saat sonraki analizlere bakildiginda duyarh
poplilasyondaki yaprak anatomisinde degisiklige neden oldugu, fakat dayanikli oldugu
diisiiniilen popiilasyonlarda ise sadece en yiiksek dozlarin yaprak anatomisinde
degisiklige neden oldugu bulunmustur. Glyphosate’e dayaniklilik indeksine
bakildiginda ise, dayanikli oldugu diisiiniilen popiilasyonlarin duyarli popiilasyonlardan

1.58 kat daha dayanikli oldugu saptanmistir.

Shresta vd. (2013) 2009 yilinda merkez Kaliforniya’da glyphosate’e dayamikli ve
duyarli C. bonariensis’in dagilimin1 ve onlarin fenolojik gelisimlerini arastirdiklari
caligmada, merkez Kaliforniya’nin 122 farkli bolgesinden C. bonariensis tohumlari
toplanmistir. Toplanan bu popiilasyonlar yetistirildikten sonra shikimate enzim assayi
kullanilarak bunlarin dayanikliliklar: test edilmistir. Test edilen tiim popiilasyonlarin %
27’s1 glyphosate’e dayanikli, % 21°1 glyphosate’e duyarli ve % 52’si ise orta duyarh
oldugu saptanmistir. Ayrica, glyphosate’e dayanikli ve duyarli C. bonariensis

popiilasyonlarinin fenolojik gelisim oranlarinin birbirine benzer oldugu belirtilmistir.

Travlos ve Chachalis (2013) Yunanistan’da sorun olan C. canadensis ve C. albida’nin

dayaniklilik durumlarini incelemislerdir. C. canadensis’ten 28, C. albida’dan ise 14
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poplilasyon toplanmis ve bunlar glyphosate’in onerilen dozlariyla ilaglanmistir. C.
canadensis’in test edilen popiilasyonlarinin % 68’1 dayanikli ya da orta derecede
dayanikli oldugu, C. albida’nin test edilen popiilasyonlarinin ise bu tiiriin iilkeye
sonradan giris yaptigindan dolayr 6nemli oranda diisiik (% 50) oldugu gozlenmistir.
Daha sonra doz-etki denemeleri i¢in dayanikli oldugu diisiiniilen her iki tiir i¢in 6’sar
popiilasyon alinmis ve bunlara 7 ve 14 kat fazla doz uygulandiktan sonra bile dayanikli
popiilasyonlarin oldugu sonucuna varmiglardir. Ayrica glyphosate’e dayanikli
popiilasyonlarin glyphosate duyarliliklarinin bitki biiyiime devresiyle iliskili oldugu ve
fide devresindeki glyphosate’e dayanikli biyotiplerin glyphosate’e daha hassas olduklari
bildirilmistir.

Mylonas vd. (2014) Yunanistan’da C. albida (C. sumatrensis) ve C. bonariensis
popiilasyonlarinin glyphopsate’e dayanikliliklarint molekiiler olarak tespit etmislerdir.
Yaptiklar1 bu ¢alismada Yunanistan’in merkez ve giliney bolgelerindeki ¢cok yillik kiiltiir
bitkilerinde o6rnekledikleri 32 C. albida popiilasyonunun 18’1, 28 C. bonariensis
poplilasyonunun ise 7’sinin glyphosate’e dayanikli oldugu bulunmustur. Bu iki tiiriin
glyphosate’e dayaniklilik seviyeleri doz-etki denemelerinde belirlenmis olup,
dayaniklilik oranlari; C. albida popiilasyonlar1 i¢in 7.7-37.3, C. bonariensis
popiilasyonlari i¢in ise 3.4-7.8 olarak tespit edilmistir. Ayrica bu iki tiirtin dayanikli ve
duyarl biyotiplerinde EPSPS gen sekansi yapilmis olup, tek bir niikleotid degisikliginin
oldugunu ve bu degisikligin higbirisinin dayanikliliga neden olan 106. pozisyonda
olmadigi belirtilmistir.

Santos vd. (2014) Brezilya’da C. sumatrensis’in glyphosate ve chlorimuron-etyl’e
dayanikliliklarinin - belirlenmesi {izerine yaptiklart bu c¢alisma sera kosullarinda
yuriitiilmiistir. Bu ¢alismada dayanikli oldugu ihtimali olan dort biyotip (Cascavel-2,
Toledo-4, Tupassi-6 ve Assis Chateaubriand-7) ile glyphosate ve chlorimuron-etyl’e
duyarli oldugu bilinen bir popiilasyon yer almistir. Tiim bu biyotiplere doz-etki testleri
yapilmis olup, glyphosate (0, 90, 180, 360, 720, 1,440, 2,880 ve 5,760 g e.a. ha) ve
chlorimuron-etyl’in (0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80 ve 160 g ha-1) sekiz dozu kullanilmistir.
Calismanin sonuglarina gore, glyphosate’e dayanikli 2 biyotip (Cascavel-2 ve Tupassi-

6), chlorimuron-etyl’e dayanikli 4 biyotip (Cascavel-2, Toledo-4, Tupassi-6 ve AsSis
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Chateaubriand-7) tespit edilmis, Cascavel-2 ve Tupassi-6 biyotipleri her iki herbisite de

dayaniklilik gelistirerek ¢oklu dayaniklilik géstermistir.

Santos vd. (2014) Brezilya’da C. sumatrensis’in dayaniklilik durumunu tespit etmek
icin gerceklestirdigi ¢alismada, daha dnce glyphosate kullanildig: bilinen Brezilya’nin 6
farkli bolgesinden biyotipler toplanmis ve duyarli bireylerle karsilastirilarak
dayaniklilik durumu serada testlenmistir. Glyphasate dozu 0°dan 5760 g ae ha* olarak
siralanmig ve bu herbisit dozlar bitkilerin birinci, ikinci, {igiincii ve dérdiincii biiyiime
asamalarina uygulanmistir. Bu uygulamadan sonra, dayaniklilik faktoriiniin 1’den
biiyiik olmast ve 720 g ha * doz uygulamasi sonucu uygulanan popiilasyonlarda % 80
oraninda basar1 bu popiilasyonlarda dayaniklilig1 ifade etmektedir. Cikan sonuclara
gore, biiylimenin ilk asamasinda dayanikli 2 biyotip, biiyiimenin ikinci agamasinda
dayanikli 3 biyotip, biiyiimenin {i¢iincii ve dordiincii agsamasinda ise tiim biyotiplerin

dayanikli oldugu belirlenmistir.

Matzrafi vd. (2015) Israil’de yapmis olduklar ¢alismada Conyza tiirlerinin herbisitlere
dayanikliliginin dagilimini ve gelisimini arastirmiglardir. Bu ¢alismada, Conyza cinsine
ait iki tiir olan C. canadensis ve C. bonariensis’e ait toplam 91 popiilasyon toplanmustir.
Herbisit dayanikliliginin tespiti igin testlenen popiilasyonlardan bazilariin pyrithiobac-
sodium, ALS inhibitorleri ve glyphosate’e (C. bonariensis) dayanikli oldugu

saptanmuistir.

Nagai vd. (2015) Japonya’da C. canadensis ve Galium aparine’nin glyphosate’e
dayanikliligimni arastirdiklart ¢alismada, C. canadensis’in glyphosate’e dayaniklilik

gelistirdigi rapor edilmistir.

BoBo vd. (2016) Kore’nin Jeju ilinde bulunan mandalina bahgelerinde yaptiklar siirvey
sonucunda glyphosate’e dayanikli oldugu diisiiniilen 18 C. canadensis popiilasyonu
toplamis ve bunlar1 testlemelere almislardir. Yapilan dayaniklilik testlemeleri sonucu 5

adet glyphosate’e dayanikli popiilasyon bulunmustur.
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Moretti vd. (2016) 2007 yilinda yaptiklari gozlemler sonucunda Kaliforniya Central
Valley’de bulunan meyve bahgeleri ve bag alanlarindaki Conyza tiirlerinin glyphosate’e
ve paraquat’a duyarliligmmin azaldigini gérmiisler ve dayanikliligin tespiti i¢in bu
alanlardan topladiklar1 ornekler ile sera c¢alismalarina baslamislardir. Bu calismada,
Conyza’nin 2 tiirii tespit edilmis olup, bunlar C. canadensis ve C. bonariensis’tir.
Toplanan bu popiilasyonlara, bitkiler serada 5-8 yaprakli doneme geldiginde
herbisitlerin tavsiye edilen dozlarmin 0.01, 0.1, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16 ve 32 kat dozlar
uygulanmis ve bitkilerin canlilig1 ve toprak istii kuru agirliklar kaydedilmistir. Duyarh
bireylerle karsilastirildiginda, glyphosate’e dayanikli bireylerin 5-21 kat daha fazla
glyphosate’e dayanikli oldugu saptanmistir. Bu ¢alismanin sonucuna gore her iki tiiriin

bazi popiilasyonlarinin iki herbisite de dayanikli oldugu bildirilmistir.

Kumar vd. (2017) Montana hububat iiretim alanlarinda bulunan C. canadensis’in
glyphosate’e  dayanikliliginin ~ belirlenmesi  konusunda yaptiklar1  arastirmada;
dayaniklilik indeksinin erken donemde yapilan uygulama icin goézleme dayali
degerlendirmede 3.1-4.8, kuru agirliga dayali degerlendirmede 2.5-3.3 oldugunu; gec
donemde yapilan uygulama i¢in ise gozleme dayali degerlendirmede 5.0-7.9, kuru
agirhga dayali degerlendirmede 3.5-4.0 oldugunu hesaplamiglardir. Arastirmacilar
shikimik asit seviyelerinin oranlarinin yedinci giinde en yliksege ciktigini ve bu slireden
sonra oranin diistiigiinii belirlemislerdir. Shikimik asit seviyeleri arasindaki oranin
tiglincii giinde 2.1-3.4 kat, yedinci giinde 3.1-4.5 ve onuncu giinde 2.4-3.6 kat oldugunu
belirlemislerdir. Bu oranlar kuru maddeye dayali dayamiklilik indeksi degerlerine

oldukg¢a yakindir.

Beres vd. (2018), Amerika’nin Ohio ve lowa eyaletlerindeki toprak islemesi
yapilmayan soya fasulyesi ve tarim disi alanlardan topladiklari C. canadensis
popiilasyonlarinin glyphosate dayanmikliligini arastirdiklar1 bu ¢alismada glyphosate’in
birden fazla dozunu kullanmislardir. Yapilan ¢alismanin sonucunda her iki alandan
toplanan popiilasyonlarin glyphosate’e yiiksek oranda (yaklasik 40 kat) dayanikli

olduklar1 saptanmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Giiney Marmara Bolgesi Meyve Bahceleri ve Bag Alanlarinda Bulunan Conyza
spp. Tohumlarimin Toplanmasi (Siirvey Calismalar)

Giliney Marmara Bolgesi meyve bahgesi ve bag alanlarindaki Conyza tiirlerinde
glyphosate dayanikliliginin varligmmi tespit edebilmek adina bazi 6n ¢alismalar
yiiriitiilmiistiir. Bu kapsamda tez ¢alismasina baglamadan 6nce 2016 yilinin Agustos ay1
icerisinde Balikesir ve Bursa illerine gidilmis ve siipheli goriilen meyve bahgelerinden
Conyza spp. tohum o6rnekleri alinmistir. Bu alinan 6rnekler kagit keselere konulmus,
tizerlerine gerekli bilgiler not edilmis ve daha sonra 6n testlerin yapilmasi i¢in 6rnekler
Ankara Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii’ne getirilmistir. Ik olarak burada tohumlar
ayr1 ayr1 saksilara ekilmis ve uygun gelisme kosullarinda bitkilerin rozet asamasina
gelmesiyle birlikte ilagclama iinitesinde glyphosate’in tavsiye edilen dozunun iki kat
dozu (600 ml/da) uygulanmustir (Bkz. On Testler). Glyphosate uygulamasindan 28 giin
sonunda ise degerlendirmeler alinmistir. Yapilan testlemeler sonucunda bir¢ok bireyin
28. giin sonunda 6ldiigli, ancak bazi bireylerin héla yesil kaldigi ve bazilarimin ise
biiyiime noktasindan tekrar siirdiigli gézlemlenmistir. Bu sonuglar ile birlikte Marmara
Bolgesi meyve bahgeleri ve bag alanlarinda detayli bir tarama yapilmasinin sonucuna

varilmis olup tez ¢alismasina basglanmstir.

Giliney Marmara Bolgesi meyve bahgeleri ve bag alanlarinda goriilen Conyza tiirlerinin
glyphosate’e  dayanikliliginin  belirlenmesi amaciyla yapilan bu tez c¢alismasi
kapsaminda, bu bolgede 2017 Agustos ay1 igerisinde siirvey yapilmistir. Calismanin ana
materyalini, Giiney Marmara Bolgesi’nin yogun meyve ve bag yetistiriciligi yapilan
Balikesir, Bursa, Bilecik, Yalova ve Canakkale illerinden (Sekil 3.1) toplanan
glyphosate’e hassas ve direncli Conyza spp.’nin tohumlart olusturmaktadir. Bu
kapsamda siirveye baslamadan once bu illere ait meyve ve bag yetistiriciliginin yogun
yapildig1 bdlgeler TUIK yardimiyla belirlenmistir. Daha sonra bu bolgelerde bulunan
Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanhiginin il ve Ilge miidiirliiklerindeki ilgili birimlerden
yetistiricilik, glyphosate etken maddeli herbisitlerin kullanimi ve bu herbisitlerin etki

durumlart hakkinda bilgi toplanmistir. Ayn1 zamanda, gidilecek bolgelerde bulunan
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zirai ilag¢ bayilerinden de bu ilacin kullanimi ve dayaniklilik durumlar ile ilgili gerekli

bilgiler edinilmistir.

Sekil 3.2 Conyza spp. tohumlarinin toplanmasi
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Tim bu bilgiler 1s18inda Balikesir, Bilecik, Bursa, Canakkale ve Yalova illerinde
bulunan meyve bahgeleri ve bag alanlarindan Conyza spp. tohumlar1 toplanmis (Sekil
3.2); bu illerden alinan ornek sayisi meyve ve bag yetistiriciliginin durumuna,
glyphosate kullanimima ve Conyza tiirlerinin mevcudiyetine gore degismis olup, 115
stirvey noktasindan toplam 121 popiilasyon elde edilmistir (Cizelge 3.1). Miimkiin
oldugunca 6rnek toplanan alanlarin birbirine ¢ok yakin olmamasina 6zen gosterilmis ve
aliman orneklerin koordinatlar1 belirlenerek harita iizerinde gosterilmistir (Sekil 3.3).

Toplanan 6rnek sayilari il ve ilgeler diizeyinde ¢izelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1 Ornek alinan siirvey noktalar1 ve popiilasyon sayilari

Gidilen Ornek Ahnan
Toplam Toplam
Siirvey Popiilasyon
Noktasi Sayisi

23 25

Gidilen
i1 Adr ilce Adi Siirvey
Noktasi

Balikesir Karesi
Altieyliil

Bigadi¢
Sindirgt
Kepsut
Dursunbey
Susurluk

Gonen

Canakkale Biga 35 37
Lapseki
Merkez

Can

Bayramig

Evciler
Ezine

N O © NI OO W W FP N W NN W

[E
o

Bursa Kestel 32 32
Giirsu
Inegol

Yildirim
Osmangazi
Iznik
Mustafakemalpasa
Karacabey

Yalova Altinova 14 16

Ciftlikkoy

Bilecik Osmaneli
Merkez

Golpazari

11 11

R O A~ O O, N O W o1 OO & O N O

Toplam 115 121

Cizelge 3.1°e gore en fazla siirvey noktasina Canakkale ilinde gidilmis olup; Biga,
Lapseki, Merkez, Can, Bayramig, Evciler ve Ezine ilgelerinden 6rnekler toplanmistir.
Canakkale ilinden sonra yapilan en fazla siirvey sayis1 Bursa ilinde ger¢eklesmis; bu ilin
Kestel, Giirsu, Inegdl, Yildirim, Osmangazi, iznik, Mustafakemalpasa ve Karacabey
ilgelerinden tohumlar toplanmistir. Bu iki il, 6zellikle meyve yetistiriciligi bakimindan

diger 3 ile kiyasla daha yiiksek seviyede olduklari i¢in buralarda daha yogun ve daha

47



biiyiik meyve alanlariyla karsilasilmis ve bu alanlarda da ilaghi miicadelenin oldukca
fazla oldugu goriilmistiir. Gidilen siirvey noktalarindan bu iki ili Balikesir takip
etmistir. Balikesir’in Karesi, Altieyliil, Bigadi¢, Sindirgi, Kepsut, Dursunbey, Susurluk
ve Gonen ilgelerine siirveyler gergeklestirilmistir. Ozellikle Gonen ilgesinde yogun bir
sekilde yetisticiligin yapildig1 goriilmiistiir. Ayrica, siirvey sirasinda edinilen bilgilere
gore Balikesir ilinin ¢ok yillik kiiltiirlerinde glyphosate kullaniminin orta siklikla
yapildig1 not edilmistir. Yetistiricilik bakimindan bu ¢ il kadar yogun bir iiretim
yapilmamasina karsilik Yalova ve Bilecik illerinde de kayda deger iiretim
yapilmaktadir. Yalova ilinin Altmova ve Ciftlikkdy ilgelerinden, Bilecik ilinin ise
Osmaneli, Merkez ve Golpazari ilgelerinden ornekler toplanmistir. Yalova ilinin
ozellikle Altinova ilgesinde oldukca fazla miktarda kivi yetisticiligi yapilmakta ve kivi
bahgelerine makine giremedigi i¢in bu alanlardaki yabanci otla miicadele herbisitlerle
yapilmaktadir. Bilecik, diger illerle kiyaslandiginda yetistiriciligin daha az yapildig: bir
ildir. Yetistiriciligin yogun yapildigi bolgelerinde Conyza tiirlerine ¢ok fazla

rastlanilmamis olmakla birlikte, baz1 bahge kenarlarinda glyphosate etken maddeli

herbisit sisesi goriilmiistiir.

Sekil 3.3 Giiney Marmara Bolgesi meyve bahgeleri ve bag alanlarindan elde edilen
orneklerin GPS koordinatlari

Glyphosate’in kullanildig1r ya da kullanmildig1 siiphesi olan meyve bahgeleri ve bag

alanlarindaki Conyza tohumlari, orta biiyiikliikteki kese kagidi igerisine toplanmuistir.
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Ayni1 alanda bulunan farkli Conyza tiirlerinin tohumlar1 ayr1 kese kagitlarina alinmustir.
Bu kese kagitlarinin iizerine tarih, 6rnek numarasi, sehir, ilge, 6rnek alinan yerin ismi
(6r; seftali bahgesi) ve tahmini ka¢ dekar oldugu, 6rnek alinan Conyza’nin tiirii ve alinan
yerin koordinatlar1 yazilmustir. Tiir teshisinin saglikli olarak yapilamadigi 6rneklerin
toplandig1 kese kagitlarinin tizerindeki tiir kismina soru isareti konulmus ve bitkiler
yetistikten sonra laboratuvar kosullarinda ve ayrica molekiiler olarak teshis edilmek
tizere muhafaza edilmistir. Her ilden toplanan kese kagitlari ayr1 ayri naylon posetlere
alinmis ve silirvey gerceklestirilen her ilden sonra o ile ait gerekli bilgiler not defterine
kaydedilmistir. Daha sonra, bu 5 ilden toplanan 121 Conyza popiilasyonu oda

sicakligindaki kuru bir yerde dayaniklilik testleri yapilincaya kadar muhafaza edilmistir.

3.2 Conyza spp. Popiilasyonlarimin Glyphosate’e Dayamklihgimin Belirlenmesi (On
Testler)

Gliney Marmara Bolgesi meyve bahgeleri ve bag alanlarindan toplanan
Conyza popiilasyonlarinin glyphosate’e dayanikli olup olmadigimi belirlemek igin ilk
olarak 0On testler yapilmistir. Giliney Marmara Bolgesindeki stlipheli goriilen
lokasyonlardaki her bir popiilasyondan toplanan tohumlarin ekimi 2017 yiliin Eyliil
aymda elek oda kosullarinda gergeklestirilmistir (Sekil 3.4). Bu kapsamda 1:1:1:1
oraninda torf-tarla topragi-kum ve perlit olarak hazirlanan topraklar 0,76 | hacimli
saksilara doldurulmus ve daha sonra bu saksilar tohum ekiminin yapilabilmesi i¢in
sulanmig ve her bir popiilasyon icin etiket hazirlanmis olup bu etiketler saksilara

konulmustur.

Bu islemden sonra toplanan tohumlar etiketlere gore ayr1 ayr1 saksilara ekilmistir (Sekil
3.5). Ekim isleminde topragin {iist kisminin nemli olmasma ve oldukg¢a kiiclik
olmalarindan dolay1 ¢ok sayida ekilen bu tohumlarin ¢ikis yapabilmesi i¢in miimkiin
oldugunca derine gdmiilmemesine dikkat edilmis, genellikle yiizeysel ekim yapilmistir.
Hava sicakligi ve 1s181n bitki gelisimi i¢in yeterli oldugu elek oda kosullarinda, gerekli
olduk¢a sulama yapilmis ve bitkiler 7-10 giin icerisinde ¢ikis yapmaya baslamistir.
Cikis yapan bitkiler belli bir boya (1-1.5 cm) ulastiklarinda bir pens yardimiyla
seyreltilmis ve her bir saksida bir bitki birakilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 Conyza tohumlariin ekimi ve seyreltilmesi

Bitkiler rozet donemine geldiklerinde (8-12 yaprak) glyphosate etken maddeli Roundup
Star (441 g/l glyphosate potasyum tuzu) ticari adli herbisitinin 6nerilen dozunun (300
ml preparat/da) iki katina tekabiil eden 600 ml preparat/da dozuyla daha Onceden
kalibrasyonu yapilmis sprey chamber’da ilaglanmistir (Sekil 3.6). Ulkemizde meyve
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bahgeleri ve bag alanlarinda glyphosate genellikle 600 ml preparat/da dozunda
kullanilmakta ve yapilan bu 6n testlerin sonucunun daha saglikli olmasi ve sonucun
daha hizl1 alinabilmesi agisindan ¢ift kat doz tercih edilmistir. Ayrica, kontrol olarak
ilaglanmayan saksilar bu ¢ift kat doz ile ilaglanan popiilasyonlar ile kiyaslanarak
degerlendirmeye alinmistir. Her bir saksi bir tekerriir olarak kabul edilmis ve boylece
her bir popiilasyon i¢in denemede 3’er tekerriirlii ilagsiz kontrol ve 5’er tekerriirli
olmak iizere ¢ift kat doz glyphosate uygulamasi yer almis olup 121 popiilasyon i¢in 968
adet saks1 kullanilmis ve deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur.
Herbisit uygulamalar1 dekara 20 1 su hesabiyla ¢alisan, yelpaze hiizmeli meme igeren

ilaglama kabininde 4 atm basingla yapilmistir.

Sekil 3.6 On testlerdeki bitkilerin ilaglama kabininde ilaglanmasi

Cift katla yapilan glyphosate uygulamasindan sonraki 21. giinde gozlemler alinmis ve
Moss vd. (1999) tarafindan belirlenen % 0-100 skalasina goére degerlendirmeler
yapilmistir (Sekil 3.7). Buna gore; kontrolle karsilastirildiginda 0 ile % 20 Sliim
oraninda etki yiiksek dayaniklilik siiphesini, 21 ile % 60 orta seviyeli bir dayaniklilik
stiphesini, 61 ile % 80 diisiik dayaniklilik siiphesini ve 81 ile % 100 6liim orani ise
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duyarlilig1 ifade etmistir. Ayrica 21. giin sonunda yesil kalan bireyler dayanikli olarak
kabul edilerek gorsel degerlendirmeler de alinmistir. Deneme sonucunda dayaniklilik
stiphesi olan popiilasyonlar (R?; % 81’in alt1)) dayanikliligin derecesini belirlemek

amaciyla doz-etki denemelerine alinmustir.

5 R? RR ERE
!'_")""_"‘\ I'-*_\ ~ e T - =,
S | S | 1* 2% ‘ 3* 4% ‘ 5¢ ‘
100% 90% 81% 72% 54% 36% 18% (0%

Artan dayanikhihk
——

Hassas

Sekil 3.7 Dayaniklilik tarama testinde kullanilan sema (Moss vd. 1999).

Sera ortaminda yetistirilen bitkiler i¢in ayr1 bir 151k kaynagi kullanilmamis, sadece
giines 1s18indan yararlanilmistir. Yapilan kisisel gozlemler sonucunda Conyza
bitkilerinin tohumlarinin hem 1s1k varliginda hem de 1s1iksiz ortamda ¢imlenebildigi
gozlemlenmistir. Cimlenme siirecinde hava sicakliklarinin  12-22 °C oldugu ve
tohumlarin ¢ogunun 6zellikle saksilara ekim yapildiktan 7-10 giin igerisinde ¢imlendigi
goriilmiistiir. Cimlenen bitkilerin gelismesi i¢in yine ihtiya¢ duyulduk¢a sulama
yapilmis, 10 saatlik giin uzunlugunun ve hava sicakliklarimin 10 °C ve daha disiik
sicaklik degerlerinde bile bitkilerin rozet formunda gelismelerine devam ettigi goriilse
de, sicak mevsimlerde oldugu gibi hizli bir gelisme goriilmemistir. Ayrica, toprak
yapisinin sert ve su tutma kapasitesinin az olmasinin bitkilerin gelismesini yavaslattigi
goriilmiistiir. Yapilan kisisel gézlemler sonucunda, 6zellikle izmir ve Aydin gibi sicak
bolgelerde bu bitkilerin tiim yil boyunca hem rozet formu hem de tohum olusturmus

ergin formu gozlenmis ve fotograflanarak kayit altina alinmistir.
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3.3 Dayamikhhk Siiphesi Tasiyan Bireylerde Dayanmiklihigin ve Dayamkhhk
Derecesinin Tespiti (Doz-etki Denemeleri)

Yiiriitiilen On testler sonucunda dayanikliligindan siiphe edilen popiilasyonlara
glyphosate’in farkli dozlar1 uygulanarak herbisite olan dayaniklilik diizeyleri
belirlenmistir. Doz-etki denemeleri 2018 yilinin Subat ayinda baslamis olup yaklasik 3
ay siirerek Mayis ayinda sonlanmigtir. Bu ¢aligmalarda bitkilerin yetistirilmesi ve
seyreltilmesi Bolim 3.2°de agiklandigi sekilde, ilaglanmasi ise kalibrasyonu daha
onceden yapilan yelpaze hiizme memeli, basingl sirt piilverizatorii ile yapilmis olup
(Sekil 3.8), buna karsin Bolim 3.2°den farkli olarak bitkiler rozet asamasina
geldiklerinde bu kez herbisitin birden fazla dozu uygulanmistir. Bu dozlar; herbisitin
ruhsatli dozunun (300 ml preparat/da) dortte biri (1/4X), yaris1 (1/2X), ruhsatli dozu
(1X), ruhsatli dozlarmin iki kat1 (2X), dort kat1 (4X), sekiz kat1 (8X) ve 16 kat1 (16X)
olarak uygulanmigtir. Ayn1 zamanda, dayaniklilik seviyesinin kiyaslanabilmesi i¢in
daha onceden hi¢ herbisit uygulamasi yapilmamis olan alanlardan toplanan duyarli
popilasyonlar kullanilmistir. Bu kapsamda duyarli biyotiplere, herbisitin ruhsatl
dozunun onaltida biri (1/16X), sekizde biri (1/8X), dortte biri (1/4X), yarist (1/2X),
ruhsath dozu (1X), ruhsatli dozlarinin iki kat1 (2X) ve dort kat1 (4X) uygulanmis, ayrica

kontrol olarak sadece su uygulanan bitkiler ¢alismada yer almistir.

Sekil 3.8 Doz-etki denemelerindeki bitkilerin ilaglanmasi
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Denemeler tesadif parselleri deneme desenine gore bes tekerriirli olarak
kurulmustur. Dayanikli oldugu diisiiniilen ve duyarli biyotiplerde herbisitlerin farkli
dozlar1 uygulandiktan 21 giin sonra (glyphosate’in bitki biinyesindeki maksimum etki
siiresi) denemeler sona erdirilmis ve bu yabanci otlar saksilardan hasat edilmis olup, her
bir popiilasyonun yas agirliklart alinmigtir. Hasat edilen yabanci otlar yas agirliklar:
alindiktan sonra kagit posetlere konularak etiivde 65 °Cde 72 saat kurutularak kuru
agirliklar1 alimmistir. Her bir popiilasyonun kontrol bitkileri farkli kuru agirhik
ortalamasina sahip oldugu i¢in, elde edilen kuru agirlik derecesi ylizde kuru agirliga
doniistiiriilmiistiir. Boylece tiim kontrol bitkilerinin ortalama kuru agirlik degeri % 100
olarak kabul edilmis ve ilagh bitkilerin kuru agirliklar1 bu degere oranlanarak % kuru
agirlik sekline dontistliriilmiistiir. Elde edilen kuru agirlik degerleri ile her bir yabanci ot
tiriiniin duyarli ve dayanikliligindan sliphe edilen biyotipleri i¢in ayr1 ayri asagida
belirtilen sekilde doz-etki egrileri olusturulmus ve EDsg degerleri belirlenmistir. Doz-
etki egrisinin olusturulmasinda ti¢ parametreli Sigmoidal-logistic model kullanilmigtir

(Vargas vd. 2013). Bu model asagidaki gibidir;
Y=a/[1+(D/EDsp)"]
Bu formiilde; Y: kuru agirlik, a: egrinin maksimum ve minimum noktalar1 arasindaki

farklilik, D: herbisit dozu ve EDso: bitkinin kuru agirligint % 50 azaltan doz anlamina

gelmektedir.

Modelin dogrululugu egrinin R? degeri dikkate alinarak degerlendirilmistir. Doz-etki
egrisini olusturmada ise, SigmaPlot versiyon 14 (Systat Software, Inc., Point Richmond,
CA) programi kullanilmistir. Ayrica, dayaniklilik katsayisi asagida verildigi sekilde

dayanikli biyotipin EDsg’sinin duyarl biyotipin EDsp’sine oranlanmasiyla bulunmustur:

Dayaniklilik katsayis1 = EDsg (dayanikli) / EDsg (duyarli)
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3.4  Conyza spp. Popiilasyonlarinin Glyphosate’e Dayamkhihginin Molekiiler
Yontemlerle Arastirilmasi

3.4.1 5-Enolpyruvylshikimate-3-PhosphateSynthase (EPSPS) enzimlerinin hedef
gen bolgelerinin amplifikasyonu

Conyza tiirlerinin glyphosate herbisitine dayanikli ¢ikan popiilasyonlarinin molekiiler
yontemlerle arastirilmasinda yapilmasi gereken esas kriter dayanikliliga neden olan gen
bolgesinin saptanmasidir. Kiiltiir bitkisi ve yabanci ot tiirleri genellikle coklu EPSPS
gen bolgesine sahiplerdir (Gaines vd. 2013, Peng vd. 2014, Filiz ve Kog¢ 2016). Conyza
tiirleri ise EPSPS1, EPSPS2 ve EPSPS3 olmak iizere 3 gen alleline/klonuna sahiptirler.
Conyza cinsine ait tiirlerin EPSPS enzimi inhibitorii olan glyphosate herbisitine
dayanikliliginin genetik tabanli olup olmadigt EPSPS1, EPSPS2 ve EPSPS3 gen
allelleri g6z oniine alinarak arastirilmistir. Bu amagla, s6z konusu ii¢ gen alleline ait
fragmentlerin  dizi analizi ¢alismalar1 yiritilerek olast mutasyonlar farkli

poplilasyonlarda taranmustir.

Bu amagla asagidaki yontemler uygulanmistir:
a- NCBI (National Center for Biotechnology Information Search database) gen
bankasindan (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) degisik bitki tiirlerinde homoloji
gosteren EPSPS1, EPSPS2, EPSPS3 gen dizileri belirlenmistir ve her bir gen

bolgesine ait referans izolatlara ait verilerden konsensus diziler olusturulmustur.

b- Bu boélgelere ait gen bdlgelerinin amplifiye edilebilmesi i¢in farkli primer
programlari (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/) kullanilarak EPSPS1 ve
EPSPS3 gen allellerine 6zgiin primer setleri bu g¢alisma kapsaminda
tasarlanmistir. EPSPS2 gen allelinin amplifikasyonu i¢in ise Dinelli vd. (2006)
tarafindan tasarlanan primer ¢iftleri kullanilmigtir. Calisma kapsaminda

kullanilan primer setleri ve bilgileri gizelge 3.2°de gosterilmistir.

c- Thermocycler (SimpliAmp) RT-PCR araciligi ile gerekli sicaklik ve zaman

kosullarinda gen bolgelerine ait fragmentler ¢cogaltilmistir.
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d- RT-PCR islemi sonucunda elde edilen iiriinler TBE buffer igerisinde hazirlanmis
% 1.5-2’lik agaroz jel de, elektroforez islemine tabi tutulmus ve jel UV 151k

altinda goriintiilenmistir.

Cizelge 3.2 EPSPS gen bolgesinin amplifikasyonunda kullanilan EPSPS genlerine
yonelik primerler ve bilgileri

Hedef gen bolgesi
Primer Primer Dizisi ve Referans
Blytkliigii

EPSPS2-i 5’-GTTGCGGGACAAGCA-3’ EPSPS2 Dinelli vd.
EPSPS2-G 5’-AGGGCAACCACAGCAA-3’ 180 bg 2006
EPSPS1-i| 5-ACGGTCTAATGGTGGCAGTG-3’ EPSPS1 Bu ¢alisma
EPSPS1-G| 5’-ACAATACGGGAACGGGGAAC-3’ 443 bg

EPSPS3-i| 5’-GTCCGAGGCGGTCAAAAGTA-3’ =PSPS3 Bu galigma
EPSPS3-G| 5’-AACCCGCTAAACCCTCTCTT-3’ "

I: leri, G: geri, bg: baz cifti

e- RT-PCR c¢ahsmalari: RT-PCR c¢alismalar1 igin Oncelikli olarak o6rnek
bitkilerden total RNA izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyonu igin ticari
ekstraksiyon kiti (RIBOSPIN PLANT 307-150) kullanilmistir ve kit protokolii

asagida belirtildigi gibi takip edilmistir:

1- Havan igerisinde yaklasik 100 mg bitki 6rnegi sivi azot ile ince toz olacak sekilde
ezilmis ve homojen hale getirilmistir.

2- 100 mg ogiitiilmiis homojen doku 1,5 mI’lik ependorf tiip igerisine alinmis ve {lizerine
350 ul RPL buffer eklenmis ve vortekslenerek 3 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

3- Elde edilem karigim sar1 kapakli EzPure kolona aktarilarak, 13 000 rpm de 1 dk
santrifiij edilmistir.

4- Ustteki kolon atilarak, tiipte kalan siipernatantin {izerine hacmi kadar % 70 EtOH

eklenmis ve pipetleme yapilmustir.
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5- Daha sonra bu karisim kitte yer alan mavi kapakli kolona aktarilmis ve 13,000
rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Altta kalan siv1 atildiktan sonra kolona 500 ul RBW
buffer eklenmis, 13000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

6- Altta toplanan siv1 atilmig ve kolonun tam merkezine gelecek sekilde; 70 ul Dnase 1
eklenerek, oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir.

7- Daha sonra kolona 500 pl RBW buffer eklenmis ve 2 dk siire bekletildikten sonra
13,000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

8- Altta kalan sivi bosaltildiktan sonra iizerine 500 RNW buffer eklenerek 13,000
rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Bu asama tekrarlanir ve kolon santrifiij edildikten
sonra 2 dk boyunca oda sicakliginda bos halde bekletilmistir. Bos kolonlar 13,000
rpm de 2 dk santrifiij edildikten sonra kolonda fazla kalan inorganik bilesikler ve
kimyasallar kolondan uzaklastirilmistir.

9- Kolonlar steril 1.5 ml’lik ependorf tiiplere alinmis ve tizerine 50 ul RNase’dan ari su
eklenmistir. 2 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 13000 rpm’ de 2 dk santrifiij

edilmistir.

Elde edilen total RNA’larin kalite ve miktarlar1 spektrofotometrik olarak olciildiikten

sonra RT-PCR c¢alismalarinda kullanilmak tizere — 80 °C’de muhafaza edilmistir.

cDNA Sentez Calismalari

Gen boélgelerinin bulunabilmesi ve bunlarin amplifikasyonunun yapilabilmesi i¢in RT-
PCR calismalar1 yapilmistir. Bu amagla RNA molekiillerinin ¢ok ¢abuk degredasyona
ugramasi ve direk olarak PCR c¢alismalarinda kullanilamamasindan dolay1r Reverse
Transcriptase enzimi kullanilarak complementary DNA (cDNA)’lar elde edilmistir. Bu
cDNA sentezleri ticari sentez kiti GeneAll HyperScriptFirst Strand Synthesis Kit
(Katolog: 601-005) kullanilarak uygulanmistir. Kitin igerigini asagidaki materyaller

olusturmustur:
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- Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT) -Ters
Transkriptaz Enzimi

- RNaz inhibitor

- Oligo -dT

- Random hekzamer

- dNTP

- Nukleazdan ari su

- Yaklasik 1 pg-2 ug RNA materyali

cDNA sentez Kkiti protokolii

1- RNA (1pg-500 ng) baslangi¢ materyali olarak kullanilmustir.

2- Steril bir PCR tiipti igerisine asagidaki komponentler eklenmistir.

Primer (50 uM) 1 pul
dNTP (10 mM) 1 pl
Total RNA (2ug) 2 ul

Nuclease free su 10 pul

3- 65 °C 5 dk inkiibe edilerek, en az 1 dakika buz iizerinde bekletilmistir.

4- Reaksiyon i¢in geri kalan bilesikler eklenmis ve 5 s santrifiij edilmistir.

10X RTaz reaksiyon buffer 2 ul
0.1 MDTT 2 ul
Hyperscript Ters Transkriptaz Enzimi (200 U/pl) 1 pl
ZymAll Rnaz inhibitor 1 pl

5- 55°C sicaklik da 1 saat ve 85 °C 5 dk inkiibe edildikten sonra buza alinmis ve -20

°C’de muhafaza edilmistir.
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PCR bilesenleri
Elde edilen cDNA’lardan PCR ¢alismalarinda kullanilmak iizere asagida belirtilen PCR

karigim oranlar1 ve amplifikasyon kosullar1 kullanilmistir.

Bilesen Miktar
Master Mix 10 uL
Total cDNA 4 uL

EPSPS ileri primer 1 uL
EPSPS geri primer 1 uL
dH,0 4 uL
Toplam hacim 20 uL

PCR sicaklik kosullari
1. 95°C 5dk
95°C 30sn

2

3. X-y°C 30sn 38 dongii
4. 72°C 40sn

5. 72°C 5dk

6. 4°C 0

Amplifikasyon islemleri sonucunda elde edilen PCR iiriinlerinin goriintiilenebilmesi
icin % 2’lik agaroz jel TBE ¢ozeltisi igerisinde hazirlanmistir. Calisilan 6rneklerden
kuyucuklara toplam 10 pl olacak sekilde Gel Red ile muamele edilerek konmus ve jele
yiiklendikten sonra 100 V’luk elektrik akiminda 2 saat siire ile kosturulmustur.
Elektroforez isleminden sonra jel gorlintileme cihazinda UV g1k  altinda

goriintiilenmistir.

3.4.2 RT-PCR sonras1 cogaltilan bdlgelerin dizi analizi calismalar1 ve
karsilastirilmalari

PCR iirlinlerinden beklenilen biiytikliikteki fragmentler agaroz jelden Expin Gel SV
saflagtirma kiti kullanilarak elde edilmis ve bu fragmentlerden DNA dizi analizleri

gerceklestirilmistir. PCR {irlinlerinin temizlenmesi ve dizi analizleri hizmet alimi (Atlas
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Biyoteknoloji, Ankara) seklinde gergeklestirilmis olmakla birlikte genel olarak asagida

verilen yontemler uygulanmistir.

PCR iiriinii temizlenmesi

Jelde yiiriitiilen 6rnekler saflagtirma kiti kullanilarak (Expin Gel SV, Cat No: 102-150,
Lot no: 10215L08056) temizlenmistir ve bu asamalar agagidaki gibidir:

1- Jel gorintiileme cihazi altinda istenilen bantlar alkolle steril edilmis, kesici ile
kesilmistir.

2- Kesilen jel parcasi mikrosantrifiyj tiipline konulmus ve hassas terazide tartilmustir.

3- Kesilen parga yaklasik olarak 100 mg ise 300 pl (3 volume) GB buffer eklenerek 50
°C’de 5-10 dk inkiibe edilmistir. Jel parcalarinin igerisinde erimesi saglanmis ve
karigimin renginin sar1 olmasi beklenerek pipetleme yapilmistir.

4- Tercihen; 1 hacim isopropanol eklenerek vortekslenmistir.

5- Inkiibasyon sonucunda elde edilen karisim Mix SV kolonuna aktarilarak 10.000
rpm’de 1 dk santrifiij yapilmistir. Kolona 700 pl den daha fazla karisim konulmamis
ve fazla gelen karisimlar i¢in ayni islem tekrarlanmustir.

6- Santriflij sonrasinda toplama tiipiine akan sivi bosaltilarak, kolon yeni bir toplama
tiipiine takilmagstir.

7- Tercihen; kolona 500 pul GB buffer eklendikten sonra 30 s santrifiij edilmis ve
toplama tiipii tekrar yenilenmistir.

8- Kolona 700 pul NW buffer eklenerek 1 dakika santrifiij edilmis ve toplama tiipii
yenilenmistir.

12- Herhangi bir yikama c¢ozeltisinin kalma ihtimaline karsi kolon 1 dk santrifiij

edilmistir.

13- Kolon temiz ve etiketli 1.5 ml’lik eppendorfa aktarilmis ve tizerine 40 ul EB buffer

ya da dH,O eklenmistir. Yiiksek devirde 1 dakika santrifiij edildikten sonra

ornekler -20 °C’de saklanmustir.
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Dizi analizi PCR protokolii

100-300 ng iiriin, PCR igleminde kullanilan primerlerden biri (1.6 pmol/ul) 2.0 pl,
Premix: 5.0 ul, ddH,O: x.x ul olacak 20.0 ul’de gerceklestirilmistir.

Dizi analizi PCR programi: 96 °C’de 3 dk, 96 °C’de 20 sn, 55 °C veya 57 °C’de 20 sn,
60 °C 4 dk’da 34 dongii olarak uygulanmustir.

Dizi analizi PCR sonrasi iirlinler bir dnceki sayfada verilen protokolle Expin Gel SV
kullanilarak tekrar temizlenmis ve Applied biosystems 3130XL Genetic Analyzer
cihazinda dizilemeler yapilmistir. Veriler histogram ve baz dizi bilgileri olarak elde
edilmistir. Tim sekans verileri NCBIl/gen bankasinda yer alan BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) programi kullanilarak EPSPS gen bolgesi

referans alinarak karsilastirilmis ve mutasyon olgusu taranmaistir.

3.5 Conyza spp. Popiilasyonlarinin Molekiiler Tiir Teshisi

Bu c¢aligmada, daha o©nceden geleneksel yontemlerle teshisi yapilan Conyza
popiilasyonlarinin tiir teshislerinin daha dogru ve daha giivenilir olmasi amaciyla
molekiiler caligmalar yiiriitiilmiistiir. Conyza tiirlerinin herbisitlere kars1 dayanikliliginin
arastirilmasinda tiir diizeyinde teshisleri olduk¢a Onemlidir. Ciinkii her bir tiiriin
glyphosate’e kars1 dayaniklilik seviyeleri farklilik gostermektedir. Birgok arastirmada
bazi bitki tiirlerinin teshislerinin yanhs yapildigi ortaya c¢ikarilmistir. Molekiiler
sistematik alaninda yapilan ¢alismalar sayesinde, tiire 6zgii gen bolgelerinin bulunmasi
ile bitki tiirlerinin ve yabanci otlarin dogru ve giivenilir bir sekilde teshis edilmesi
kolaylasmistir. Molekiiler tiir teshisinde ¢esitli markorler kullanilmakta olup,
calismamizda DNA markdrleri tercih edilmistir. Bu kapsamda, yliksek oranda
polimorfizm olmasi, kolay, giivenilir ve diisiikk maliyetlerle sonu¢ vermesi, korunmus ve
degisken bolgelere sahip olduklarindan tiirler arasindaki iliskileri agiklamaya yardime1
olmas1 ve c¢evre sartlarindan etkilenmemeleri (Eker ve Koldren 2017) gibi pek ¢ok
faktorden dolay1 ITS (Internal Transcribed Specer) gen bolgesi calisilmistir (Sekil 3.9).
ITS gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda ITS1 ileri (Forward) ve ITS4 ters (Reverse)
primerleri kullanilmis olup (Cizelge 3.3) (White vd. 1990), PCR ve ardindan sekans
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islemleri gergeklestirilmistir. Ayrica, ITS gen bolgesine ait fragmentlerin dizi analizi
calismalar1 yiiritilerek glyphosate’e dayanikli tiirler arasindaki mevcut farkliliklar

NCBI veri bankasinda yer alan BLAST programi kullanilarak taranmastir.

ITS1
—
18S nrDNA | 1181 | >:35 | 1TS2 | 26S nrDNA
nrDNA
ITS4
|
|
ITS BOLGESI

Sekil 3.9 ITS1 ve ITS4 primerlerinin kullanildig: ITS bolgesi

3.5.1 DNA ekstraksiyonu

Bu calismada ekstraksiyon islemi teshisi yapilacak oOrneklerden elde edilen taze
yapraklarla saglanmugtir. Ekstraksiyon i¢in daha onceki testlerde dayanikli ya da
dayaniklilik siiphesi oldugu belirlenen biyotipler sera kosullarinda yetistirilmistir. Her
bir popiilasyona ait bir birey 2-6 yaprakli déoneme geldiginde asagida verilen islemler

uygulanarak teshis ¢aligsmalar1 yapilmstir.

Genomik DNA izolasyonu igin ticari ekstraksiyon kiti (Geneall PLANT SV DNA
IZOLASYON, CAT NO:117-101) kullanilmistir. 100 mg taze yaprak dokusu ana
materyali olusturmus ve kit protokoliine gore ilerlenmistir. DNA izolasyon kit protokolii

asagidaki gibidir:
1- Ezme buffer ile ezilen, homojen hale getirilen 100 mg yaprak dokusu 1.5 ml

eppendorf tiipe alinmis ve 5000 g’de 10 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant (iist siv1)

atilmis ve izolasyona pellet ile devam edilmistir.
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2- Pellet {izerine enzim karisimi eklenmis ve 37 °C’de 60 dakika bekletilerek, hiicre
duvarlarinin yikimi saglanmstir.

3- Karigim iizerine 400 pl PL Buffer, 4 ul RNase A eklenmis ve vortekslenmistir.

4- 65 °C’de 15 dakika inkiibe edilerek ve 5 dk’da tiipler ters diiz edilmistir.

5- Karigim iizerine 140 ul PD buffer eklenmis ve vortekslenerek 5 dk buz lizerinde
bekletilmistir.

6- Karisim mavi kolona alinmis ve yiiksek hizda 2 dk santrifiij edilmistir. Pellete
dokunmadan siipernatant alinmis ve bunun 1.5 kat hacminde BD buffer eklenerek
pipetleme yapilmstir.

7- Yesil kolona 700 pl karisim aktarilmis ve 14.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.

8- Toplama tiipii bosaltildiktan sonra 700 ul CW buffer eklenmis ve 14.000 rpm’de 1
dk santrifiij edilmistir.

9- Toplama tiipli bosaltildiktan sonra kolona 300 ul CW buffer eklenmis ve 14.000
rpm’de 3 dk santrifiij edilmistir.

10- Kolon steril bir eppendorf tiipe alinarak iizerine 50 pul AE buffer eklenmis, oda

sicakliginda 5 dk bekletildikten sonra 14.000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir.

Sonug olarak genomik DNA elde edilmis ve bu DNA’larin 6l¢iimii spektrofotometrik
Ozellikte nano-drop da yapilmistir. PCR caligmalarinda kullanilmak {izere elde edilen
stoklardan 20 ng/pl araliklarinda seyreltmeler yapilmis ve drnekler ¢alisilana kadar -20
°C’de muhafaza edilmistir. PCR c¢aligmalar1 yapildiktan sonra sirasiyla agaroz jel
hazirlanmig, PCR {iriinlerinin saflastirilmast gergeklestirilmis ve sekans analizleri

yapilmistir.

Cizelge 3.3 ITS gen bolgelerinin PCR’1 i¢in kullanilan primer dizileri

Hedef gen bolgesi
Primer Primer Dizisi ve Referans
biliytikligi
ITS1-1 | 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ 700-800 bg White vd.
ITS4- G| 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ 1990

I: ileri, G: geri, b¢: baz ¢ifti
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PCR Bilesenleri

Bilesen Miktar
Master Mix 8 uL
DNA 4L
I Primer (ITS1) 1 pL
G Primer (ITS4) 1 uL
dH,0 6 uL
Toplam hacim 20 unL
PCR Sicaklik Kosullar:
1. 95°C 5dk
2. 95°C 30sn
3. 55°C 30sn 40 dongii
4, 72°C 40 sn
5. 72°C 5dk
6. 4°C 00

Agaroz jel elektroforezi;

Amplifikasyon islemleri sonucunda elde edilen PCR firiinlerinin goriintiilenebilmesi

1¢in;

0,8 gr agaroz + 40 ml TBE ¢ozdiiriildd,

2 uL Gel Red eklendi,
Jel, elektroforez tepsisine dokiildii ve taraklari takildi,

JelI’in donmasi beklendi ve daha sonra tepsi igerisinde TBE bulunan elektroforez

tankina yerlestirildi ve taraklar ¢ikarilds,

Daha sonra elde edilen PCR firiinleri iizerine 1 ul gel loading dye eklendi ve
kuyucuklara yiiklendi,
Ornekler 100 V’da 30 dk yiiriitiildii ve jel goriintileme cihazinda UV 1sik altinda

goriintlilendi.
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PCR iiriiniin temizlenmesi

Jelde yiiriitiilen 6rnekler saflagtirma kiti kullanilarak (Expin Gel SV, Cat No: 102-150,
Lot no: 10215L08056) temizlenmistir. Bu asamalar asagidaki gibidir:

1- Jel goriintiileme cihazindan elde ettigimiz istenilen bant goriintiileri alkolle
temizlenerek blade ile kesildi.

2- Kesilen jel parcalar1 mikrosantrifiij tiipiine konuldu.

3- Hassas terazi de tartildi. Ornegin 100 mg ise 300 ul (3 volume) GB buffer eklendi.

4- 50°C’de 5-10 dk inkiibe edildi.

5- Jel pargasiin eriyerek karisimin sar1 renge donmesi beklendi ve karisima pipetaj
yapildi.

6- Optional: 90ul isopropanol eklenip vorteks veya pipetaj yapildi.

7- Mix SV kolona aktarildi. SV kolona 700 ul’den fazla konulmaz. (Eger miktar1 fazla
ise ayni islem iki kere tekrarlanir).

8- 1 dakika 13.000 rpm’de santrifiij yapildi ve collection tiip yenilendi.

9- Uzerine 700ul NW Buffer eklendi. 13.000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi ve collection
tiip yenilendi.

10- Herhangi bir wash buffer kalma ihtimaline karsi 1 dk daha santrifiij yapildi.

11- Kolon, temiz ve etiketli 1.5 ml’lik eppendorfa aktarildi.

12- Uzerine 40 ul EB buffer ya da ddH,O eklendi.

13- Yiiksek devirde 1 dk santrifiij edildi.

14- DNA’lar -20°C’de saklandi.

3.5.2 Sanger sekans metodu ile dizi analizi calismalari

PCR fiiriinlerinin saflastirilmasi gergeklestirildikten sonra Sanger sekans metodu ile dizi
analizleri yapilmistir. Bu yontem; DNA polimerazin dNTP’lerin (deoksiriboniikleozit
trifosfat) yanisira deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu tasimayan ddNTP’leri de
(dideoksiriboniikleozit trifosfat) substrat olarak kullanabilmesine dayanir. Sentezlenen
DNA’ya bir ddNTP’nin katilmasi ile 3° pozisyonunda OH grubu olmadigi i¢in
kendisine niikleotid ilave edilemez ve zincir sentezi sonlanarak bir DNA pargacigi elde

edilmistir. Deneyde, dort reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Her bir reaksiyon karigimi
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kalip DNA zinciri, uygun primer, radyoaktif niikleotid trifosfatlarin dordii ve az
miktarda ddNTP’den sadece birini igerir. Zincir sonlanmasi igin dort reaksiyon tiipiinde
farkli bir ddANTP bulunur. Elektroforez sonrast DNA bantlar1 otoradyografi ile

gorlntiilenmistir. Bu bantlar yukaridan asagiya dogru okunarak dizi saptanmuistir.

Dizi Analizi PCR Bilesenleri
Bilesen Miktar
PCR iiriinti Sul
Primer (I/G) (3.2 pmol) |2 ul

Florasan isaretli Dye | 1 ul

Terminator

5X sekans buffer 8 ul
ddH,0 4/0 ul
Toplam hacim 20 pl

I: ileri, G: geri

Dizi Analizi PCR Programi

1. 95°C 30sn

2. 95°C 10s

3. 50°C 5sn 30 dongii
4, 60°C 4dk

5. 4°C 0

Dizi Analizi PCR’1mmin Saflastirmasi Protokolii

Sephadex ile jel filtreleme metodu kullanilarak saflastirma gergeklestirilmistir.

1- 25 omek i¢in 1.5 g sephadex tartilip, saf su ile 20 ml’ye tamamlanip

vortekslenmistir.
2- Kolonlara 850 — 900 ul hazirlanilan sephadex soliisyonundan konulmustur.
3- 4600 rpm’de 2 dk santrifiij edilerek ve kolon hazirlanmustir.
4- Sekans PCR iirliniiniin hepsi kolona ytiklenmistir.
5- 4800 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir.
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6- Alt tiipte kalan siv1 dizi analizi cihaz plate’ine yiiklenmistir.

7- Uzerine 5 pl formamid eklenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Giiney Marmara Bolgesi Meyve Bahceleri ve Bag Alanlarinda Sorun Olan
Conyza Tiirleri ve Toplam Popiilasyon Sayilari

Giliney Marmara Bolgesi meyve bahgeleri ve bag alanlarinda gergeklestirilen
stirveylerde 115 siirvey noktasina gidilmis ve toplam 121 popiilasyon elde edilmis, bu
Conyza popiilasyonlarinin il ve ilgelere gore dagilimi c¢izelge 4.1°de verilmistir.
Tirlerinden emin olunamayan Conyza popiilasyonlari bulunduklar1 ortamda ayri1 ayri
fotograflanmis ve tohumlar1 kagit posetlere alinarak tiir teshisi yapilmak {iizere
muhafaza edilmistir. Daha sonra bu bitkiler sera ortaminda yetistirilmis ve Sansom
(2011), Sansom vd. (2013) ve Onen (2015)’e gore tiir teshisleri yapilmistir. Yapilan
teshisler sonucunda, Giliney Marmara Bolgesi meyve bahgeleri ve bag alanlarinda
Conyza cinsine ait 1ig tiir tespit edilmistir. Bu tiirler; C. bonariensis, C. canadensis ve C.

sumatrensis olup, ¢izelge 4.1’de sunulmustur.

Cizelge 4.1 Siirvey calismalarinda elde edilen Conyza tiirleri ve toplam popiilasyon

sayilari
Balikesir | Canakkale| Bursa Yalova Bilecik Toplam
C. bonariensis 12 5 3 2 1 23
C. canadensis 7 14 17 10 9 57
C. sumatrensis 6 18 12 4 1 41
Toplam 25 37 32 16 11 121

Cizelge 4.1’e gore; Gliney Marmara Bolgesi meyve bahgeleri ve bag alanlarinda en ¢ok
karsilagilan Conyza tiirii C. canadensis (57 popiilasyon) olmus, bunu C. sumatrensis (41
popiilasyon) ve C. bonariensis (23 popiilasyon) izlemistir. Ulkemizde genellikle C.
canadensis ve C. sumatrensis birbiriyle karistirilmaktadir. C. sumatrensis daha az
bilinen bir yabanci ot konumunda olup, buna daha ¢ok C. canadensis yani sifa otu

denilmektedir, fakat bu iki yabanc1 ot birbirinden farkli 6zelliklere sahiptir.

C. bonariensis ve C. canadensis iilkemizin genelinde yayilis gostermesine karsin (Onen

2015), C. sumatrensis’in sadece Bolu, Canakkale ve Istanbul illerinde saptandig
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bildirilmistir (Anonim 2014). Yaptigimiz bu ¢aligmada ise; C. sumatrensis’in bu illere
ek olarak Balikesir, Bilecik, Bursa ve Yalova illerinde de mevcut oldugu belirlenmistir.
Ayrica kisisel gézlemleriz sunucunda bu yabanci otun Ankara, Aydin ve Izmir illerinde

de var oldugu gozlemlenmistir.

4.2 Conyzaspp. Popiilasyonlarinin Glyphosate Dayamiklihgi On Testlerinin
Sonuclar

Giliney Marmara Bolgesi meyve bahgeleri ve bag alanlarindan toplanan Conyza
tiirlerinin birbirinden farkli {i¢ tiirlinii iceren, farkli alanlardan toplanmis toplam 121
popiilasyona dayaniklilik durumlarinin gézlemlenmesi i¢in on testler yapilmistir. Bu
kapsamda, 121 Conyza popiilasyonuna glyphosate etken maddeli herbisitin tavsiye
edilen dozunun iki kat1 (600 ml/da) uygulanmis ve bu 121 popiilasyonun 10 tanesi
glyphosate etken maddeli herbisite dayaniklilik siiphesi tagimistir. Herbisit uygulamasi
yapilmig popiilasyonlar kontrolle karsilastirildiginda 0 ile % 20 6liim oraninda etki
yiiksek dayaniklilik stiphesini, 21 ile % 60 orta seviyeli bir dayaniklilik siiphesini, 61 ile
% 80 diisiik dayaniklilik siiphesini ifade ettiginden dolayr bu oranlarda canli kalan
bireyler segilmig, 81 ile % 100 6lim orani goriilen popiilasyonlar ise duyarli kabul
edilip elenmistir. Ayrica 21. giin sonunda yesil kalan bireyler dayanikli olarak kabul
edilerek gorsel degerlendirmeler de alinmistir. Buna gore; Balikesir ve Canakkale
illerinden 3’er, Bursa ve Bilecik illerinden ise 2’ser popiilasyon dayaniklilik siiphesi

tasimis, Yalova ilinden ise herhangi bir dayaniklilik durumu gézlenmemistir.

Dayanikliligindan siiphe edilen bu 10 popiilasyon (BAS, BA9(1), BA9(2), CAlS6,
CA17, CA29, BU21, BU24, Bi5, Bi6) ile birlikte daha dnceden hi¢ herbisit uygulama
ge¢cmisi bulunmayan yerlerden toplanan kontrol duyarli popiilasyonlar (KCB, KCC,
KCS) dayaniklilik durumlarinin  daha ayrintili  belirlenebilmesi i¢in  doz-etki
denemelerine alimmistir (Cizelge 4.2). 21 giin sliren 0n testler sonucunda tamamiyle
Olen (duyarl), dayaniklilik siiphesi tasiyan ve tamamiyle sararip daha sonra biiyiime

noktasindan tekrar siiren popiilasyonlar sekil 4.1°de goriilmektedir.
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Cizelge 4.2 On testler sonucunda duyarli ve dayaniklilik siiphesi tasiyan popiilasyonlar

ve koordinatlari

iL ILCE POPULASYON KOORDINAT
BALIKESIR | ALTIEYLUL BA5 39°28° 117 27° 49’ 26”
SINDIRGI BA9(1) 39° 14’ 30” 28°5° 30"
SINDIRGI BA9(2) 39° 14’ 30” 28°5° 30"
DURSUNBEY KCC* 39° 34’ 377 28°36° 117
CANAKKALE KEPEZ CAL6 40° 4° 127 26° 24° 237
KEPEZ CALl7 40° 8’ 30” 26° 29’ 14”
EVCILER CA29 39° 45’ 45” 26° 47 147
KEPEZ KCB* 40° 5° 497 26° 24’ 29”
BAYRAMIC KCS* 39° 52° 43” 26° 40’ 38”
BURSA OSMANGAZI BU21 40° 17’ 33 28° 59’ 40”
IZNiK BU24 40° 24’ 137 29° 45’ 8”
BILECIK MERKEZ BI5 40°7° 157 30°2° 577
MERKEZ Bi6 40° 7° 24 30°3’ 167

*Duyarli popiilasyonlar, KCB: Kontrol C. bonariensis, KCC: Kontrol C. canadensis, KCS: Kontrol C.
sumatrensis.

durumlari. a) Duyarli ve dayanikli popiilasyonlar, b) Glyphosate uygulamasi

sonucu tamamen sararan biyotipin bliylime noktasindan tekrar stirmesi.
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Yapilan on testler ile elde edilen yiiksek sayidaki Conyza popiilasyonlarinin arasindan
dayaniklilik siiphesi tasiyan biyotiplerin secilmesiyle, hem is yiikiiniin azaltilmasi hem
muhtemel dayanikliligin hizli teshisi hem de bu dayaniklilik siiphesi tasiyan bireylerin
daha detayli bir dayamiklilik testi olan doz-etki denemelerinde kullanilmasi
amaglanmistir. Gliney Marmara Bolgesi meyve bahgeleri ve bag alanlarindaki Conyza
tirlerinin glyphosate’e dayaniklilik durumlarinin arastirildigi bu ¢aligmanin 6n testleri
sonucunda farkli alanlardan elde edilmis 121 popiilasyonun 10 tanesi dayaniklilik
siiphesi tasimig, bu da elde edilen popiilasyonlarin % 8.26’smma denk gelmektedir.
Diinya genelinde Conyza’nin glyphosate dayanikliliginin arastirildigi ¢alismalarda 6n

testler basarili bir sekilde uygulanmustir.

Diinya’nin farkli bolgelerinde ve farkli kiiltiirlerinde Conyza tiirlerinin glyphosate’e
dayanikliligimin arastirildigi ve bu kapsamda elde edilen popiilasyonlara yapilan 6n
testler sonucunda farkli oranlarda dayaniklilik siiphesi tasiyan biyotipler elde edilmistir.
On testler sonucunda dayanikli olan ve dayamklilik siiphesi tasiyan bu
popiilasyonlardan bazilar1 daha detayli dayaniklilik taramasi yapilmasi igin doz-etki
denemelerine alinirken, bazilari dayamikliligin mekanizmasi ve kalitimi ile ilgili
calismalarda kullanilmistir (Feng vd. 2004, Chodova vd. 2009, Davis vd. 2010, Travlos
ve Chachalis 2010, Xiao-ling vd. 2011).

4.3 Conyza spp. Popiilasyonlarinin Glyphosate Dayaniklhihg1 Doz-Etki Testlerinin
Sonuglar

Glyphosate dayanikliliginin belirlenmesi iizerine yapilan On testlerin sonucunda
dayanikliligindan siiphe duyulan 10 farkli Conyza popiilasyonu ile herbisit uygulamasi
yapilmamis alandan elde edilen duyarli popiilasyonlar doz-etki denemelerine alinmustir.
Bu kapsamda glyphosate’in farkli dozlar1 bu popiilasyonlara uygulanmis ve bunlarin
kuru agirlik degerlerine gore hesaplamalar yapilmistir. Kuru agirlik verilerinde iig
parametreli logistic model kullanilarak doz-etki egrileri olusturulmus ve EDso degerleri
hesaplanmistir. Ayrica, popiilasyonlarin dayaniklilik indeks katsayilart (dayaniklilik

seviyeleri) da verilmistir.
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4.3.1 BAS popiilasyonunun glyphosate’e dayaniklilik test sonuglari

Doz-etki testleri sonucunda farkli glyphosate dozlarinin BAS popiilasyonuna etkisi sekil
4.2°de verilmistir. Sekil 4.2’ye gore, BAS popiilasyonu glyphosate’in 2 kat dozunda
O0lmemis ve tekerrlirdeki tiim biyotipler kontrole oranla ¢ok fazla etkilenmemistir.
Ayrica, glyphosate’in 4 kat dozunda hayatta kalan bireyler olmasina karsin 8 ve 16 kat
glyphosate dozlarinda ise higbir dayanikli biyotipin canli kalmadig goriilmektedir.

Sekil 4.2 Doz-etki denemelerinde glyphosate’in farkli dozlarinin BAS popiilasyonuna
etkisi

Glyphosate uygulamasi sonucunda duyarli ve dayanikli popiilasyonlardan elde edilen
EDso degerlerine ¢izelge 4.3’den bakildiginda, BAS kodlu popiilasyonun degeri 772,37
cikmustir. BA5 popiilasyonunun dayaniklilik katsayisina ayni tablodan baktigimizda ise
bu degerin 8,99 oldugu goriilmektedir. Sekil 4.3’te verilen BA5 ve duyarli popiilasyona
ait doz-etki egrisi de dayaniklilik oraninin onemini isaret eden diger bir goérsel veri

olmustur.
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Cizelge 4.3 BAS popiilasyonunun EDsg degeri ve glyphosate’e dayaniklilik katsayisi

Popiilasyon *EDsp (ml/da) **R? Dayamkhlik Katsayisi
KCB (Kontrol) 85,85 0,95 1
BA5 772,37 0,99 8,99

*EDgo: Bitkinin % 50 kuru agirligini azaltan dozu. **R% Doz-etki egrisi olusturmada kullanilan modelin
uygunlugu. KCB: Kontrol C. bonariensis.
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Sekil 4.3 BAS popiilasyonuna ait doz-etki egrisi

4.3.2 BA9(1) popiilasyonunun glyphosate’e dayaniklilik test sonuglari

Doz-etki testleri sonucunda farkli glyphosate dozlarinin BA9(1) popiilasyonuna etkisi
sekil 4.4’te gosterilmistir. Sekil 4.4’e bakildiginda, BA9(1) popiilasyonu glyphosate’in
tavsiye edilen dozuna ve tavsiye edilen dozunun 2 katinda canliligini siirdiirmiistiir.
Ayrica, BA9(1) popiilasyonun higbir bireyi glyphosate’in 4, 8 ve 16 kat dozlarinda

hayatta kalamamis, bu dozlardaki tekerriirlerde bulunan tiim bireyler 6lmiistiir.
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Sekil 4.4 Doz-etki denemelerinde glyphosate’in  farkli  dozlarmin  BA9(1)
popiilasyonuna etkisi

Glyphosate uygulamasi sonucunda duyarli ve dayanikli populasyonlardan elde edilen
EDso degerlerine cizelge 4.4’den bakildiginda, BA9(1) kodlu popiilasyonun degeri
687,84 ¢ikmistir. BA9(1) popiilasyonunun dayaniklilik katsayisina ayni tablodan
baktigimizda ise bu degerin 11,64 oldugu goriilmektedir. Sekil 4.5°te verilen BA9(1) ve
duyarl popiilasyona ait doz-etki egrisi de dayaniklilik seviyesini gosteren gorsel bir veri

olmustur.

Cizelge 4.4 BA9(1) popiilasyonunun EDsg degeri ve glyphosate’e dayaniklilik katsayisi

Popiilasyon *EDs (ml/da) **R? Dayanikhilik Katsayisi
KCC (Kontrol) 59,08 0,97 1
BA9(1) 687,84 0,94 11,64

*EDgo: Bitkinin % 50 kuru agirligimi azaltan dozu. **R*: Doz-etki egrisi olusturmada kullanilan modelin
uygunlugu. KCC: Kontrol C. canadensis.
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Sekil 4.5 BA9(1) popiilasyonuna ait doz-etki egrisi

4.3.3 BA9(2) popiilasyonunun glyphosate’e dayaniklilik test sonuclari

Doz-etki testleri sonucunda farkli glyphosate dozlarmin BA9(2) popiilasyonuna etkisi
sekil 4.6’da gosterilmistir.  Sekil 4.6’ya bakildiginda, BA9(2) popiilasyonu
glyphosate’in tavsiye edilen dozunda canli kalmis; ancak tavsiye edilen dozunun 2
katinda yalnizca 2 biyotip canliligini siirdiirebilmistir. Ayrica BA9(2) popiilasyonu doz
artisindan olumsuz etkilenmis, yine 4, 8 ve 16 kat dozlarinda higbir dayanikli birey

gorilmemektedir.
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Sekil 4.6 Doz-etki denemelerinde glyphosate’in  farkli  dozlarinin  BA9(2)
popiilasyonuna etkisi

Glyphosate uygulamasi sonucunda duyarli ve dayanikli populasyonlardan elde edilen
EDso degerlerine cizelge 4.5’den bakildiginda, BA9(2) kodlu popiilasyonun degeri
333,06 ¢ikmistir. BA9(2) popiilasyonunun dayaniklilik katsayisina ayni tablodan
baktigimizda ise bu degerin 5,31 oldugu goriilmektedir. Sekil 4.7°de verilen BA9(2) ve
duyarl popiilasyona ait doz-etki egrisi de dayaniklilik diizeyini gosteren gorsel bir veri

olmustur.

Cizelge 4.5 BA9(2) popiilasyonunun EDsy degeri ve glyphosate’e dayaniklilik katsayisi

Popiilasyon *EDso (ml/da) **R? Dayamkhilhik Katsayisi
KCS (Kontrol) 62,68 0,97 1
BA9(2) 333,06 0,99 5,31

*EDgo: Bitkinin % 50 kuru agirligimi azaltan dozu. **R”: Doz-etki egrisi olusturmada kullanilan modelin
uygunlugu. KCS: Kontrol C. sumatrensis.
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Sekil 4.7 BA9(2) popiilasyonuna ait doz-etki egrisi
4.3.4 CA16 popiilasyonunun glyphosate’e dayanikhlik test sonuclari

Doz-etki testleri sonucunda farkli glyphosate dozlarinin CA16 popiilasyonuna etkisi
sekil 4.8’de gosterilmigstir. Sekil 4.8’e gore, CA16 popiilasyonu glyphosate’in tavsiye
edilen dozunda, tavsiye edilen dozun 2 ve 4 kat dozlarinda bile tamamiyle canliligini
stirdiirmiis. 8 kat dozda biyotiplerin biiyiik kismi canli kalmasina ragmen, 16 kat dozda
tekerriirdeki biyotiplerin ¢ogu dlmiistiir. Ayrica 8 kat dozda canli kalan biyotiplerden
birisi ile 16 kat dozda canli kalan biyotip glyphosate’ten etkilendikten sonra tekrar

biiyiime noktasindan siirdiikleri goriilmistiir.
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Sekil 4.8 Doz-etki denemelerinde glyphosate’in farkli dozlarinin CA16 popiilasyonuna
etkisi

Glyphosate uygulamasi sonucunda duyarli ve dayanikli populasyonlardan elde edilen

EDsp degerlerine gizelge 4.6’dan bakildiginda, CA16 kodlu popiilasyonun degeri 994,52

cikmistir. CA16 popiilasyonunun dayaniklilik katsayisina ayni tablodan baktigimizda

ise bu degerin 15,86 oldugu goriilmektedir. Sekil 9’da verilen CA16 ve duyarl

popiilasyona ait doz-etki egrisi de dayaniklilik seviyesinin 6nemini gosteren diger bir

gorsel veri olmustur.

Cizelge 4.6 CA16 popiilasyonunun EDsy degeri ve glyphosate’e dayaniklilik katsayisi

Popiilasyon *EDs (ml/da) **R? Dayanikhilhik Katsayisi
KCS (Kontrol) 62,68 0,97 1
CA16 994,52 0,98 15,86

*EDgo: Bitkinin % 50 kuru agirligimi azaltan dozu. **R*: Doz-etki egrisi olusturmada kullanilan modelin
uygunlugu. KCS: Kontrol C. sumatrensis.
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Sekil 4.9 CA16 popiilasyonuna ait doz-etki egrisi

4.3.5 CA17 popiilasyonunun glyphosate’e dayanikhilik test sonuclari

Doz-etki testleri sonucunda farkli glyphosate dozlarinin CA17 popiilasyonuna etkisi
sekil 4.10°da gosterilmistir. Sekil 4.10°a gore, CA17 popiilasyonu glyphosate’in tavsiye
edilen dozuna ve tavsiye edilen dozun 2 katindaki tlim bireyler hayatta kalmigtir.
Glyphosate’in 4, 8 ve 16 kat dozlarinda ise hicbir biyotip yasamini stirdiirememis, hepsi

bu doz araliginda Slmiistiir.
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Sekil 4.10 Doz-etki denemelerinde glyphosate’in farkli dozlarinin CA17 popiilasyonuna
etkisi

Glyphosate uygulamasi sonucunda duyarli ve dayanikli populasyonlardan elde edilen
EDs degerlerine ¢izelge 4.7°den bakildiginda, CA 17 kodlu popiilasyonun degeri 753,44
cikmistir. CA17 popiilasyonunun dayaniklilik katsayisina ayni tablodan baktigimizda
ise bu degerin 12,75 oldugu goriilmektedir. Sekil 4.11°de verilen CA17 ve duyarli
popiilasyona ait doz-etki egrisinde de dayaniklilik diizeyi goriilmektedir.

Cizelge 4.7 CA17 popiilasyonunun EDsy degeri ve glyphosate’e dayaniklilik katsayisi

Popiilasyon *EDs (ml/da) **R? Dayanikhilhik Katsayisi
KCC (Kontrol) 59,08 0,97 1
CA17 753,44 0,98 12,75

*EDgo: Bitkinin % 50 kuru agirligii azaltan dozu. **R*: Doz-etki egrisi olusturmada kullanilan modelin
uygunlugu. KCC: Kontrol C. canadensis.
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Sekil 4.11 CA17 popiilasyonuna ait doz-etki egrisi

4.3.6 CA29 popiilasyonunun glyphosate’e dayamiklilik test sonuglari

Doz-etki testleri sonucunda farkli glyphosate dozlarinin CA29 popiilasyonuna etkisi
sekil 4.12°de gosterilmistir. Sekil 4.12°ye gore, CA29 popiilasyonu glyphosate’in
tavsiye dozu ve tavsiye dozun 2 katinda biiylik oranda canlilik gostermistir. Ayrica,
glyphosate’in 4 ve 8 kat dozunda bile canli biyotipler goriilmiis ve bunlarin glyphosate
uygulmasindan sonra etkilenip bliylime noktasindan tekrar siirdiigii gozlemlenmistir. 16

kat glyphosate uygulamasinda ise herhangi bir canli bireye rastlanilmamustir.
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Sekil 4.12 Doz-etki denemelerinde glyphosate’in farkli dozlarinin CA29 popiilasyonuna
etkisi

Glyphosate uygulamasi sonucunda duyarli ve dayanikli populasyonlardan elde edilen
EDso degerlerine cizelge 4.8’den bakildiginda, CA29 kodlu popiilasyonun degeri 861,88
cikmistir. CA29 popiilasyonunun dayaniklilik katsayisina ayni tablodan baktigimizda
ise bu degerin 13,75 oldugu gorilmektedir. Sekil 4.13’te verilen CA29 ve duyarl
popiilasyona ait doz-etki egrisinde de dayaniklilik seviyesini ifade eden diger bir gorsel

veri olmustur.

Cizelge 4.8 CA29 popiilasyonunun EDsy degeri ve glyphosate’e dayaniklilik katsayisi

Popiilasyon *EDs (ml/da) **R? Dayanikhilhik Katsayisi
KCS (Kontrol) 62,68 0,97 1
CA29 861,88 0,98 13,75

*EDgo: Bitkinin % 50 kuru agirligimi azaltan dozu. **R*: Doz-etki egrisi olusturmada kullanilan modelin
uygunlugu. KCS: Kontrol C. sumatrensis.
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Sekil 4.13 CA29 popiilasyonuna ait doz-etki egrisi

4.3.7 BU21 popiilasyonunun glyphosate’e dayanikhilik test sonuclari

Doz-etki testleri sonucunda farkli glyphosate dozlarinin BU21 popiilasyonuna etkisi
sekil 4.14’te gosterilmistir. Sekil 4.14°e gore, BU21 popiilasyonu glyphosate’in tavsiye
edilen dozu, tavsiye dozun 2 katinda yiiksek oranda canlilik gostermistir. 21 gilinliik
doz-etki denemelerinin sonunda, glyphosate’in 4, 8 ve 16 kat dozlarinda yapilan

uygulamalar sonucunda higbir biyotip canli kalmamustir.
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Sekil 4.14 Doz-etki denemelerinde glyphosate’in farkli dozlariin BU21 popiilasyonuna
etkisi

Glyphosate uygulamasi sonucunda duyarli ve dayanikli populasyonlardan elde edilen
EDsg degerlerine ¢gizelge 4.9’dan bakildiginda, BU21 kodlu popiilasyonun degeri 524,14
cikmigtir. BU21 popiilasyonunun dayaniklilik katsayisina ayni tablodan baktigimizda
ise bu degerin 8,36 oldugu goriilmektedir. Sekil 4.15°te verilen BU21 ve duyarh

popiilasyona ait doz-etki egrisinde dayaniklilik diizeyi goriilmektedir.

Cizelge 4.9 BU21 popiilasyonunun EDsg degeri ve glyphosate’e dayaniklilik katsayist

Popiilasyon *EDsp (ml/da) **R? Dayamkhihk Katsayisi
KCS (Kontrol) 62,68 0,97 1
BU21 524,14 0,99 8,36

*EDgo: Bitkinin % 50 kuru agirligini azaltan dozu. **R? Doz-etki egrisi olusturmada kullanilan modelin
uygunlugu. KCS: Kontrol C. sumatrensis.
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Sekil 4.15 BU21 popiilasyonuna ait doz-etki egrisi

4.3.8 BU24 popiilasyonunun glyphosate’e dayanikhlik test sonuclari

Doz-etki testleri sonucunda farkli glyphosate dozlarinin BU24 popiilasyonuna etkisi
sekil 4.16°da gosterilmistir. Sekil 4.16’ya gore, BU24 popiilasyonu glyphosate’in
tavsiye edilen dozuna ve tavsiye edilen dozun 2 katina bir dayaniklilik gostermedigi,
tavsiye edilen dozun 4, 8 ve 16 kat dozlarinda da herhangi bir canli biyotipin
bulunmadigi gézlemlenmistir. Bu sonuglara goére, bu biyotipin duyarli oldugu sonucuna

ulasilmagtir.
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Sekil 4.16 Doz-etki denemelerinde glyphosate’in farkli dozlarinin BU24 popiilasyonuna
etkisi

Glyphosate uygulamasi sonucunda duyarli ve dayanikli populasyonlardan elde edilen
EDsy degerlerine cizelge 4.10’dan bakildiginda, BU24 kodlu popiilasyonun degeri
140,87 c¢ikmistir. BU24 popiilasyonunun dayamiklilik katsayisina ayni tablodan
baktigimizda ise bu degerin 1,64 oldugu goriilmektedir. Sekil 4.17°de verilen BU24 ve
duyarl popiilasyona ait doz-etki egrisi de dayaniklilik oranini gésteren diger bir gorsel

veri olmustur.

Cizelge 4.10 BU24 popiilasyonunun EDsg degeri ve glyphosate’e dayaniklilik katsayisi

Popiilasyon *EDs (ml/da) **R? Dayanikhilhk Katsayisi
KCB (Kontrol) 85,85 0,95 1
BU24 140,87 0,99 1,64

*EDgo: Bitkinin % 50 kuru agirligimi azaltan dozu. **R*: Doz-etki egrisi olusturmada kullanilan modelin
uygunlugu. KCB: Kontrol C.bonariensis.

86



e  Kontrol
= Kontrol
= <& BU24
§ BU24
£
H=)
on
j.)
£
g
)
=
T
on
<
E
X
04 OO RO <> (o4
0 1000 2000 3000 4000 5000

Doz ml/da

Sekil 4.17 BU24 popiilasyonuna ait doz-etki egrisi

4.3.9 BI5 popiilasyonunun glyphosate’e dayamklihik test sonuglari

Doz-etki testleri sonucunda farkli glyphosate dozlarinin BIS popiilasyonuna etkisi sekil
4.18’de gosterilmistir. Sekil 4.18’e gore, BIS popiilasyonu glyphosate’in tavsiye edilen
dozunun hepsine, tavsiye dozun 2 katina ise diisiik oranda canlilik gostermistir. 21
giinliik doz-etki denemelerinin sonunda, glyphosate’in 4, 8 ve 16 kat dozunda yapilan

uygulamalar sonucunda higbir biyotip canli kalmamustir.
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Sekil 4.18 Doz-etki denemelerinde glyphosate’in farkli dozlarinin BI5 popiilasyonuna
etkisi

Glyphosate uygulamasi sonucunda duyarli ve dayanikli populasyonlardan elde edilen
EDso degerlerine cizelge 4.11°den bakildiginda, Bi5 kodlu popiilasyonun degeri 406,27
cikmustir. BIS popiilasyonunun dayaniklilik katsayisina ayni tablodan baktigimizda ise,
bu degerin 6,87 oldugu goriilmektedir. Sekil 4.19°da verilen BI5 ve duyarli popiilasyona
ait doz-etki egrisi de dayaniklilik diizeyinin onemini gosteren diger bir gorsel veri

olmustur.

Cizelge 4.11 BI5 popiilasyonunun EDsq degeri ve glyphosate’e dayaniklilik katsayist

Popiilasyon *EDsp (ml/da) **R? Dayamkhihk Katsayisi
KCC (Kontrol) 59,08 0,97 1
Bi5 406,27 0,99 6,87

*EDs,: Bitkinin % 50 kuru agirligim azaltan dozu. **R” Doz-etki egrisi olusturmada kullanilan modelin
uygunlugu. KCC: Kontrol C. canadensis.
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Sekil 4.19 BI5 popiilasyonuna ait doz-etki egrisi

4.3.10 Bi6 popiilasyonunun glyphosate’e dayamkhilik test sonuclar

Doz-etki testleri sonucunda farkli glyphosate dozlarinin Bi6 popiilasyonuna etkisi sekil
4.20°de gosterilmistir. Sekil 4.20’ye gore, Bi6 popiilasyonu glyphosate’in tavsiye edilen
dozunun biiylik bir kisminda hayatta kalan biyotipler olmasina ragmen 2, 4, 8 ve 16 kat
dozlarindaki tiim bireyler 6lmiistiir. Bu sonuclara bakildiginda, bu biyotipin dayaniklilik
seviyesinin yiiksek olmadigi, diisiik de olsa bir dayanikliliga sahip oldugu sonuca

ulasilmustir.
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Sekil 4.20 Doz-etki denemelerinde glyphosate’in farkli dozlarinin Bi6 popiilasyonuna
etkisi

Glyphosate uygulamasi sonucunda duyarli ve dayanikli populasyonlardan elde edilen
EDso degerlerine cizelge 4.12°den bakildiginda, Bi6 kodlu popiilasyonun degeri 292,44
cikmustir. Bi6 popiilasyonunun dayaniklilik katsayisma aymi tablodan baktigimizda ise
bu degerin 4,94 oldugu goriilmektedir. Sekil 4.21°de verilen Bi6 ve duyarh popiilasyona

ait doz-etki egrisi de dayaniklilik diizeyini gosteren diger bir gorsel veri olmustur.

Cizelge 4.12 Bi6 popiilasyonunun EDsg degeri ve glyphosate’e dayaniklilik katsayist

Popiilasyon *EDs (ml/da) **R? Dayanmikhihk Katsayisi
KCC (Kontrol) 59,08 0,97 1
Bi6 292,44 0,99 4,94

*EDgo: Bitkinin % 50 kuru agirligini azaltan dozu. **R? Doz-etki egrisi olusturmada kullanilan modelin
uygunlugu. KCC: Kontrol C. canadensis.
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Sekil 4.21 Bi6 popiilasyonuna ait doz-etki egrisi

4.4 Glyphosate’e Dayamklhi Conyza Popiilasyonlarinin EPSPS1, EPSPS2 ve
EPSPS3 Gen Bolgelerinin Agaroz Jel ve Sekans Analiz Sonuglar:

Doz-etki ¢aligmalarinda dayanikli oldugu belirlenen Conyza popiilasyonlarindaki
glyphosate herbisitine karsi meydana gelen dayanikliligin mevcut bir mutasyon
varligindan kaynakli olup olmadigmin belirlenmesi agisindan yiiriitilen molekiiler
caligmalarin neticesinde EPSPS1, EPSPS2 ve EPSPS3 gen bdlgelerinde mutasyon
taramasi1 planlanmistir. Conyza cinsine ait tiirlerdeki glyphosate dayanikliligina neden
olan ve ¢alismanin bu asamasinda incelenen en 6nemli faktorlerden biri olan Pro106
amino asitinde meydana gelen nokta mutasyonundan kaynaklandigi gbéz oniinde
bulundurulmus, dolayistyla ilgili gen bolgesindeki 106. amino asitin proline’den farkl
olarak alanine, leucine, serine ya da threonine amino asitlerine doniisiip doniismedigi
incelenmistir. Bu asamada ilk olarak doz-etki denemeleri sonucunda dayanikli ve
duyarl1 olan popiilasyonlarin cDNA’lar1 ile yiiriitiilen PCR ¢alismalar1 sonucu
kullanilan primerlere bagl olarak EPSPS2 gen bolgesine ait jel goriintiisiinde ayni
biiyiikliikte bantlar elde edilmistir (Sekil 4.22). Ayrica bu dayanikli ve duyarl tiirlerin
EPSPS2 gen bolgesine ait sekans dizilimleri karsilagtirllmig ve sonuglar

degerlendirilmistir.
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Sekil 4.22 Conyza popiilasyonlarinin EPSPS2 gen bdlgesine ait jel goriintiisii
(M:Markér, 1:BAS, 2:BA9(1), 3:BA9(2), 4:BI5, 5:Bi6, 6:CA16, 7:CA17,
8:CA29, 9:BU21, 10:BU24)

Conyza tiirlerindeki dayanikliligin molekiiler olarak arastirildigi ¢alismanin bu
basamaginda ilk olarak EPSPS1, EPSPS2 ve EPSPS3 gen bolgelerinin PCR ile
cogaltilmasi isleminde jel goriintiileri elde edilmeye c¢alisilmistir. Ancak, yapilan bu
calismanin sonucunda yalnizca EPSPS2’de bant gézlenmis olup (Sekil 4.22), EPSPS1
(Sekil 4.23) ve EPSPS3’te (Sekil 4.24) yapilan birgok denemeye ragmen herhangi bir
bant elde edilememis olup, ilgili bolgeye ait cDNA’lardan PCR  driini
cogaltilamamistir. Dolayisiyla ¢alismanin devami i¢in EPSPS2 gen bolgesi ele alinmig

ve bu gen bolgesinin Pro106 noktasinda mutasyon taramasi gergeklestirilmistir.

Sekil 4.23 EPSPS1 gen bdlgesi igin yapilan jel goriintiisii
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Sekil 4.24 EPSPS3 gen bdlgesi icin yapilan jel goriintiisii

Kullanilan primerlere gore 180 bp biiyiikliiglindeki EPSPS2 gen bdlgesinde goriilen
bantlar jelden kesilerek GEL SV ile saflagtirllmigs ve daha sonra temiz RT-PCR
tirtinleriyle sekans analizi yapilmistir. Yapilan bu uygulama sonucunda elde edilen
histogram goriintiilleri ve dizilerin baz olarak Fasta formati EK1’de gdsterilmistir.
Ayrica Fasta formatindaki diziler NCBI’daki referans dizilerle karsilagtirilmis ve ayni
dizi bilgileri EPSPS2 gen bolgesiyle iist iiste konularak karsilastirilmistir (alignment).
BioEdit programi kullanilarak yapilan alignment sonucu EPSPS2 gen bdlgesinde
herhangi bir polimorfizm olup olmadig: belirlenmistir. Analizi yapilan bu 6rneklerin

alignment sunuglart EK2’de verilmistir.

Sonug olarak ise, PCR fragmentlerinin sekans analizlerinden sonra, NCBI GenBank
BLAST  programi  kullanilarak  iizerinde  c¢aligilan  Orneklerin  niikleotid
kompozisyonlarinin karsilagtirilmasi ile 180 bp’lik kismun EPSPS2’nin bir kismini
igerdigi dogrulanmistir. Sekans analizinden elde edilen dizilerle yapilan BLAST ve
alignment islemleri sonucunda, doz-etki denemelerinde dayanikli olan popiilasyonlarin
EPSPS2 gen bolgelerindeki Pro106 amino asitine ait baz dizilimlerinde herhangi bir
degisikligin olmadig1 ve herhangi bir mutasyonun gézlemlenmedigi saptanmis olup, bu

popiilasyonlarda molekiiler olarak dayanikliliginin olmadigi belirlenmistir.
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45 Glyphosate’e Dayanmikh Conyza Popiilasyonlarinin Tiir Teshisi Analiz
Sonuclan

Doz-etki calismalarimin sonucunda elde edilen glyphosate’e dayanikli Conyza
popiilasyonlarinin hangi tlire ait olduklariin belirlenmesi {izerine yapilan c¢alismada
ITS gen bolgeleri arastirilmis olup, ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilmistir. Bu
kapsamda glyphosate’e dayanikli 9 popiilasyon bu primerlerle taranmis ve PCR
analizinden elde edilen jel goriintiisii sekil 4.25’de verilmistir. PCR analizinden sonra
glyphosate’e dayanikli popiilasyonlarin ITS gen boélgesine ait sekans dizilimleri
karsilastirilmis ve sonuglar degerlendirilmistir. Ayrica bu glyphosate’e dayanikli

popiilasyonlarin birbirleri arasindaki akrabalik iliskileri filogenetik olarak belirlenmistir.

NDNEBEBEDEHONDEBR

Sekil 4.25 ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jel
goriintiisii (M:Markdér, 1:BA5, 2:BA9(1), 3:BA9(2), 4:BI5, 5: Bi6, 6:CA16,
7:CA17, 8:CA29, 9:BU21)

Kullanilan ITS1 ve ITS4 primerlerine gére ~700 bp biytkliigiindeki ITS gen
bolgesinde goriilen bantlar jelden kesilerek GEL SV ile saflastirilmis ve daha sonra
temiz PCR iriinleriyle sekans analizi yapilmistir. Yapilan bu uygulama sonucunda elde
edilen histogram goriintiileri ve Fasta formatlarinda dizi analizi bilgileri EK3’de
verilmistir. PCR ve sekans iglemlerinin gergeklestirilmesinden sonra, ITS gen bdlgesine
ait fragmentlerin dizi analizi caligmalar yiritiilerek glyphosate’e dayanikli tiirler
arasindaki mevcut farkliliklar ortaya konmustur. Analizi yapilan bu 6rneklerin BLAST

sonuglar1 ve alignment’lar1 sirasiyla EK4 ve EK5’de verilmistir. Bu kapsamda; NCBI
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— Nucleotide BLAST seklinde sekans cihazindan alinan veriler finch tv programinda
acilarak “Nucleotide BLAST kismina dizi yapistirilmis ve Database kismindan
Nucleotide Collection nr/nt” segilerek BLAST secenegi tiklanmistir. Ulasilan
sonuglarda goriilen oranmin bir tir i¢cin % 95’in iizerinde oldugu goz Oniinde
bulundurulmus olup, BLAST sonuclarinin ekran goOriintlisii alinarak sonuglar

kaydedilmistir (EK4).

Yapilan BLAST sonuglarima gore glyphosate’e dayanikli Conyza popiilasyonlarinin
hangi tiire ait oldugu ve bunlarin BLAST sonuglarina yiizde benzerlik oranlar1 Cizelge
4.13’de verilmistir. Cizelge 4.13’¢ baktigimizda, bu popiilasyonlarin C. bonariensis, C.
canadensis ve C. sumatrensis’e ait oldugu belirlenerek, Conyza cinsinin glyphosate’e
dayanikli 3 farkli tiiriinii de icerdigi saptanmistir. Glyphosate’e dayanikli olan 9 tiiriin
4’tniin C. sumatrensis, 4’tintin C. canadensis ve 1 tanesinin de C. bonariensis oldugu
saptanmistir. BLAST sonuglarina yiizde benzerlik oranlarina baktigimizda da, teshisi
yapilan tiirlerin BLAST yapilan tiirlere benzerlik oranlarimin ise son derece yliksek
oldugu goriilmekte olup, bu durum yapilan tiir teshisinin oldukg¢a net ve giivenilir

oldugunu gostermistir.

Cizelge 4.13 Glyphosate’e dayanikli Conyza popiilasyonlariin tiirleri ve benzerlik
oranlar1 (% )

Popiilasyon Tiir Benzerlik oram (% )

BAS C. bonariensis % 99
BA9(1) C. canadensis % 99
BA9(2) C. sumatrensis % 100

BI5 C.canadensis % 100

Bi6 C.canadensis % 100

CAl6 C. sumatrensis % 100

CA17 C.canadensis % 100

CA29 C. sumatrensis % 100

BU21 C. sumatrensis % 99
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Tiirlerin ITS dizi analizlerine dayah filogenetik analizi;

Genetik iliskileri gorsel olarak ortaya koymak i¢in en uygun arag filogenetik agacglardir.
Filogenetik agag, sekans (dizileme) ¢aligmalar ile elde edilen bilginin 6zetlenmesini ve
gorsel olarak anlasilabilmesini saglamaktadir. Akrabalik iliskilerini daha 1yi
anlayabilmek adma yapilan bu c¢alismada ilk olarak, ©n testler sonucunda
dayanikliligindan siiphe edilen popiilasyonlarin sekans sonuglarindan alinan veriler bir
metin belgesinde tek sira olacak sekilde diizenlenmistir. Diizenlenmis veriler Jalview
programina yiiklenmis ve bu programda Neighbor Joining metodu kullanilmistir. Sonug
olarak, ITS gen bolgesi baz alinarak olusturulan filogenetik agag, jalview programiyla

Neighbor joining metoduna gore olusturulmustur (Sekil 4.26).

Filogenetik agacta yakin akraba tiirler ayn1 dalda yer alirken daha uzak akraba olanlar
farkli dallarda yer alirlar. Filogenetik dendogramlarda filogram ve cladogram olarak
agaclar cizilmektedir. Cladogram ¢izilen agaglar taslak olarak cizilen agaglardir ve
sadece On bir tahmin verirken filogram olarak c¢izilen dendogramlar bizi gergek sonuca

gotlirmektedir. Calisma sonuglari filogram diizeyinde degerlendirilmistir.

96



L6

13.44

CA1E-C.sumatrensis

5.4

207 BADS-C.bonariensis

8.80

10.37

2.15

BADZ-C.sumatrensis

CA17-C.canadensis

11.09

BIS-C.canadensis

BU24-C.canadensis

BIE-C.canadensis

.84

BU21-C.sumatre nsis

BAS1-C.canadensis

14.79
233
12.78
o
042
072
13.44
22,74
2478

CAZ0-C.sumatrensis

Sekil 4.26 Tiirlerin ITS bolgeleri dizi analizine gore olusturulan filogenetik dendrogram



Sekil 4.26’ya bakildiginda, BAS (C. bonariensis) ve BA9(2) nin (C. sumatrensis) ayni
grupta oldugu goriilmekte ve bu popiilasyonlarin farkli tiirler olmasina ragmen yakin
akrabalik gosterdigi goriilmektedir. Yine ayn1 sekilde, Bi6 (C. canadensis) ile BU21’in
(C. sumatrensis) farkli tiirler olmasina ragmen ortak atadan geldigi sonucuna
varilmaktadir. Bi5 ile BU24’{in ise aym tiire ait olup, ortak atadan geldigi ve bunlarn
en yakin akraba oldugu goriilmektedir. CA16 (C. sumatrensis) popiilasyonu ise, diger

ornekler arasindan en uzak akrabaligi gosterdigi sonucuna varilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinyada ve iilkemizde yetistiriciligi etkileyen pek ¢ok etken bulunmakta olup, iiretim
yapilan alanlardaki en Onemli problemlerden birisi hi¢ kuskusuz yabanci otlardir.
Yabanci ot probleminin ¢oziilmesi i¢in genellikle kimyasal miicadele kullanilmakta ve
devamli olarak kullanilan kimyasal maddeler sonucunda yabanci otlarda herbisit
dayanikliligt meydana gelmektedir. Genis spektrumlu olmasi, kisa siirede etki
gosterebilmesi ve canli organizmalara olan diisiik toksisitesi nedeniyle glyphosate,
tireticiler tarafindan yogun bir sekilde kullanilmakta ve bu sebeple her gecen giin artan
sayilarda dayaniklilik vakalarina sebep olmaktadir. Diinyada glyphosate’e dayaniklilik
gosteren en onemli tiirler arasinda Lolium spp., Conyza spp. ve Amaranthus spp. yer

almakta olup (Heap ve Duke 2018), lilkemizde de Conyza spp. on plana ¢ikmaktadir.

Conyza spp. iilkemizin hemen her yerinde yayilis gosteren yabanci otlar1 arasinda
olmasindan dolayi, 6zellikle ¢cok yillik kiiltiirlerde miicadelesinin zor olmasi sebebiyle
yetistiricilere sorun olmaktadir. Bu yabanci otlarin miicadelesinin zor olmasi akillara
dayaniklilik sorununun mevcut olabilecegini getirmektedir. Meyve bahgeleri, bag
alanlar1 ve tarim dis1 alanlarda genellikle glyphosate kullanilmasiyla birlikte, bu Conyza
tiirlerinin glyphosate dayaniklilig: stiphesi olussa da, lilkemizde heniiz bu konuyla ilgili
bir dayaniklilhik durumu bildirilmemistir (Heap 2018). Ayrica, Conyza tiirleriyle
miicadelede glyphosate’in etkinliinin azaldigr yoniinde yetistiriciler tarafindan
sikayetler geldigi, gerek bolgelerdeki ziraat miihendisleri gerekse konuyla alakali
akademik c¢alismalar yiiriiten arastiricilar tarafindan bilinmektedir. Sunulan bilgiler
1s18inda bu tez caligmasi kapsaminda, yetistiriciligin ve bununla birlikte herbisit
kullanimimin yiiksek miktarlarda oldugu Giliney Marmara Bolgesinde Conyza tiirlerinin

glyphosate dayaniklilig aragtirilmistir.

Giliney Marmara Bolgesi meyve bahgeleri ve bag alanlarinda goriilen Conyza tiirlerinin
glyphosate’e dayanikliliginin belirlenmesi amaciyla yapilan bu tez calismasi
kapsaminda, ilk olarak siirvey caligmalar1 gerceklestirilmis olup, 5 farkli ilden 121
Conyza popiilasyonu toplanmistir. Bu toplanan 121 popiilasyonun konvansiyonel ve
daha sonra teshisleri saglikli bir sekilde yapilamayan bazi popiilasyonlarin molekiiler

yontemlerle teshisleri yapilmistir. Yapilan teshisler sonucunda C. bonariensis, C.
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canadensis ve C. sumatrensis olmak tizere Conyza cinsine ait ii¢ tiir tespit edilmistir.
Onen (2015), C. bonariensis ve C. canadensis’in iilkemizin genelinde yayilis
gosterdigini belirtmis, Anonim (2014)’de, C. sumatrensis’in sadece Bolu, Canakkale ve
Istanbul illerimizde saptandig1 bildirilmistir. Bu calismada ise, siirvey noktalarimiz olan
Balikesir, Canakkale, Bursa, Yalova ve Bilecik illerinin hepsinde bu ti¢ tiiriin de varlig

tespit edilmisgtir.

Calisma kapsaminda, Giiney Marmara Bolgesi meyve bahgeleri ve bag alanlarindan
toplanan 121 popiilasyondan, dayanikli ve dayaniklilik siiphesi tasiyanlar1 belirlemek
icin On testler yapilmistir. Herbisitin tavsiye edilen dozunun iki katina tekabiil eden
miktarda yapilan baslangi¢c denemesinde meyve bahgeleri ve bag alanlarindan toplanan
121 popiilasyonun 10 tanesinin dayaniklilik siiphesi tasidigi ortaya ¢ikmistir. Toplam
popiilasyonlar igerisinde dayaniklilik sliphesi tasiyan popiilasyonlarin oraninin % 8,26
oldugu belirlenmistir. Stirvey yapilan iller igerisinde Balikesir, Canakkale, Bursa ve
Bilecik illerinden dayaniklilik siiphesi tasiyan popiilasyonlar bulunmasina karsin, 6n
testler sonucunda Yalova ilinden herhangi bir dayaniklilik siiphesi tasiyan popiilasyon
bulunmamistir.  Yapilan ©n testler sonucunda dayaniklilik sliphesi tasiyan
popiilasyonlarin; BA5, BA9(1), BA9(2), CA16, CA17, CA29, BU21, BU24, BI5 ve Bi6
oldugu saptanmaistir.

Yunanistan’da ¢ok yillik kiiltiir bitkileri icerisindeki Conyza tiirlerinin glyphosate’e
dayaniklilik durumlarinin incelendigi bir calismanin 6n testleri sonucunda, siipheli
alanlardan elde edilen 60 Conyza popiilasyonun 25 tanesinin glyphosate’e dayaniklilik
siiphesi tagidig1 bildirilmistir (Mylonas vd. 2014). Yine Yunanistan’da yapilan benzer
bir ¢alismanin 6n testleri sonucunda denemeye alinan 42 Conyza popiilasyonun 10
tanesinde dayaniklilik siiphesi goriilmiistiir (Travlos ve Chachalis 2013). Urbano vd.
(2007) Ispanya’daki cok yillik kiiltiir bitkilerinden elde ettikleri 43 C. bonariensis
popiilasyonunun glyphosate dayanikliligii arastirdiklart ¢aligmanin  6n testleri
sonucunda 5 popiilasyonun potansiyel olarak dayanikli oldugu sonucuna varmuslardir.
Main vd. (2004) Amerika’nin farkli eyaletlerinden topladiklar1 50 C. canadensis
popiilasyonuyla, glyphosate dayanikliligi on testleri gergeklestirdikleri ¢alismada 13
poplilasyonun glyphosate’e dayaniklilik tasidigr belirlenmistir. Diinyanin  farkl

100



yerlerinde yapilan bu ¢aligmalar ile, Conyza tiirlerinin glyphosate dayanikliligini ortaya
koymak icin On testlerin basarili bir sekilde uygulandigi sonucuna varilmis ve bu

calismalarin, tez sonuglariyla benzerlik gosterdigi ortaya konulmustur.

On testlerin sonucunda, dayamklilik siiphesi tasiyan bireylerin bolgesel olarak
siirlanmadigi ve bunlarin duyarli popiilasyonlara oldukg¢a yakin bolgelerde var oldugu
tespit edilmistir. Yapilan kisisel gozlemler, bolgedeki ziraat miihendisleri ve bag/bahge
sahiplerinden alian bilgiler 1s18inda, duyarli olan popiilasyonlarin elde edildigi
alanlarin ufak bir kisminda kimyasal miicadelenin yerine mekanik miicadelenin tercih
edildigi, bir kisminda ise ge¢miste yogunlukla kullanildigi halde son yil/yillarda
glyphosate kullaniminin olmadigi not edilmistir. Ayrica, siirvey calismasinin biiyiik bir
kisminin herbisit uygulama ge¢cmisi bulunan bdlgelerde yapilmis olmasina ragmen,
glyphosate uygulamasi sonucu hayatta kalan popiilasyonlardan elde edilen tohumlarla
yapilan On testlerde bazi biyotiplerin 61diigii goriilmiistiir. Bu sebepten dolayi, siirvey
gerceklestirilen bolgelerdeki Conyza problemlerinin diisiik bir oraninin dayanikliliktan
kaynaklandigi; ancak problemlerin biiyiik ¢ogunlugunun dayaniklilikla iliskili olmadigi

sonucuna varilmistir.

Yabanci otlarin miicadelesinde herbisit veya herbisitlerin yetersiz etki gdstermesinin
sebebi yalnizca herbisit dayanikliligindan kaynakli olmayabilmektedir. Glyphosate
herbisiti icin yapilan bazi caligmalarda tiirlerin veya tiir igerisindeki bireylerin
duyarhiliklarindaki farkliliklar, herbisit uygulama teknigi, herbisit uygulamalarinin
erken ya da ge¢ donemde yapilmasi, uygulama oOncesi, esnast ve sonrasindaki iklim
kosullart gibi pek cok faktoriin glyphosate performansini olumlu ya da olumsuz
etkiledigi belirlenmistir (Sharma ve Singh 2001, Mohr vd. 2007, Gonzalez-Torralva vd.
2010, Sansom vd. 2013, Kleinman vd. 2016). Bu sebeplerden dolay1 daha dogru ve
giivenilir dayaniklilik tespitinin yapilabilmesi igin, bu gevresel sartlarin ve uygulama
faktorlerinin uygun olup olmadigi 6nceden tespit edilmelidir. Nitekim Conyza problemi
olan yerlerde elde ettigimiz popiilasyonlarin ¢ok az kismiin dayamiklilik siiphesi
tasimasinin, bu faktorlerle iligkili olabilecegi sonucuna varilmistir. Bu bolgedeki
Conyza sorununa genel olarak baktigimizda; kimyasal ya da mekanik miicadelenin bazi

alanlarda yapilmamasi, c¢iftcilerin yanlis uygulama teknigi kullanarak uygulama
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dozunun tam ayarlanmamasi ve homojen bir ilaglamanin gergeklestirilmemesi, kisi
rozet formunda geciren Conyza tiirlerinin baharda hizli bir sekilde gelismesiyle ilaglama
zamaninin geciktirilmesi ve uygun donemde ilaglama yapilmasina karsin Conyza
tiirlerinin  donem igerisinde tekrar ¢ikis yapabilmesi gibi nedenler oldugu

distiniilmektedir.

On denemeler sonucunda, glyphosate’e dayanikli oldugu siiphesi tasiyan 10
popiilasyonun dayanikliligi ve dayaniklilik seviyesinin belirlenmesi tizerine doz-etki
testleri yapilmigtir. Yapilan bu doz-etki testleri sonucunda 1 adet duyarli, 9 adet
dayanikli popiilasyon tespit edilmistir. BU24 popiilasyonunun EDsy degerinin 140,87
ml/da, dayaniklilik katsayisinin (seviyesinin) ise 1,64 oldugu bulunmus ve bu
dayaniklilik seviyesinin ¢ok diisiik oldugu, dolayisiyla bu popiilasyonun glyphosate’e
duyarli oldugu sonucuna varilmistir. Saksilar ile yapilan doz-etki denemesinde,
glypsahote’in tavsiye edilen dozunda bile BU24 popiilasyonuna ait bireylerin hepsinin
oldiigli  goriilmiistiir. Bu denemeler sonucunda glyphosate’e dayanikli 9
popiilasyonunun, Conyza’nin 3 tiiriine ait oldugu ve bunlarin dayaniklilik seviyelerinin
birbirinden farkli oldugu saptanmistir. C. bonariensis’e ait 1 popiilasyonun (BAS5) EDsg
degerinin 772,37 ml/da, dayaniklilik seviyesinin ise 8,99 olarak belirlendigi; C.
canadensis’e ait 4 popiilasyonun (BA9(1), BI5, Bi6, CA17) EDsg degerlerinin sirastyla
687,84, 406,27, 292,44, 753,44 ml/da, dayaniklilik seviyelerinin ise sirasiyla 11,64,
6,87, 4,94, 12,75 olarak hesaplandigi; C. sumatresis’e ait 4 popiilasyonun (BA9(2), BI6,
CA16, CA29, BU21) EDsg degerlerinin sirasiyla 333,06, 994,52, 861,88, 524,14 ml/da,
dayaniklilik seviyelerinin ise sirasiyla 5,31, 15,86, 13,75, 8,36 oldugu saptanmustir.
Dayanikli popiilasyonlar igerindeki dayaniklilik seviyelerine baktigimizda, en dayanikli
popiilasyonun CA16 (15,86), en diisiik dayaniklilik seviyesinde olan popiilasyonun ise
Bi6 (4,94) oldugu belirlenmistir.

Conyza tiirlerinde glyphosate dayanikliligi ve dayanikliligin seviyesinin belirlenmesi
izerine diinya genelinde pek cok calisma yapilmistir (VanGessel 2001, Shresta vd.
2008, Walker vd. 2011, Travlos ve Chachalis 2013, Santos vd. 2014, Moretti vd. 2016).
C. bonariensis’in dayaniklilik seviyesinin belirlendigi calismalara bakildiginda;
dayaniklilik seviyesinin Amerika’da 1,7-42,5 (Shresta vd. 2008, Moretti vd. 2016),
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Ispanya’da 2,9-10 (Urbana vd. 2007, Dinelli vd. 2008), Avustralya’da 3-6 (Walker vd.
2011), Brezilya’da 2,3 (Lamego ve Vidal 2008) ve Yunanistan’da 3,4-7,8 arasinda
degistigi bildirilmistir (Travlos ve Chachalis 2013, Mylonas vd. 2014). Bu calismada
glyphosate’e dayanikli bulunan BA5 C. bonariensis popiilasyonun dayaniklilik
seviyesinin (8,99) soz konusu literatiirlerdeki dayaniklilik seviyeleriyle benzerlik
gosterdigi goriilmektedir. Conyza tiirleri icerindeki ilk glyphosate dayanikliligi gosteren
C. canadensis’in de pek c¢ok calismada dayaniklilik seviyesi incelenmistir. Bu
calismalara gore, dayaniklilik seviyesinin Amerika’da 4-40,3 (VanGessel 2001, Main
vd. 2004, Koger vd. 2004, Moretti vd. 2016), Kanada’da 1,41-6,28 (Byker vd. 2013),
Brezilya’da 2,3 (Lamego ve Vidal 2008), Ispanya’da 4-6,1 (Gonzalez-Torralva vd.
2012, Dinelli vd. 2016), Macaristan’da 1,42-13,18 (Palma-Bautista vd. 2018),
Yunanistan’da 7-14 (Travlos ve Chachalis 2013), Cin’de 2,02-8,38 (Xiao-ling vd. 2011,
Mei vd. 2018) oldugu bildirilmistir. Tez sonuglarinda glyphosate’e dayanikli bulunan C.
canadensis popiilasyonlarinin dayaniklilik seviyesinin (4,94-12,75), diinya genelinde
yapilan calismalarin sonuglarina paralellik gosterdigi sonucuna varimistir. Bu
caligmada glyphosate’e dayanikli buldugumuz C. sumatrensis’in dayaniklilik
seviyesinin arastirildigr caligmalar oldukga sinirli olup, bu tiire ait dayaniklilik vakalar
son yillarda karsimiza c¢ikmaktadir. Bu ¢alismalardaki dayamiklilik seviyelerine
bakildiginda ise; Yunanistan’da 7-37,3 (Travlos vd Chachalis 2013, Mylonas vd. 2014),
Ispanya’da 7,4 (Gonzalez-Torralva vd. 2013), Brezilya’da 1,40-4,05 (Santos vd. 2014)
olarak belirlenmisgtir. Tez bulgularinda glyphosate’e dayanikli C. sumatrensis
popiilasyonlarinin  dayaniklilik seviyelerinin 5,31-15,86 oldugu saptanmis ve bu

degerlerin, yapilan diger arastirma sonuglarina olduk¢a yakin oldugu goériilmektedir.

Doz-etki c¢aligmalarinda dayanikli oldugu belirlenen Conyza popiilasyonlarindaki
glyphosate herbisitine karst meydana gelen dayanikliligin mevcut bir mutasyon
varligindan kaynakli olup olmadigimin belirlenmesi a¢isindan yiiriitiilen molekiiler
caligmalarin neticesinde EPSPS2 gen bolgesinde mutasyon olgusu taranmigtir.
EPSPS’de meydana gelen mutasyona baktigimizda; EPSPS enzimini kodlayan gen
tizerinde meydana gelen bir nokta mutasyonla, bu enzimin Proline 106 amino asiti
Serine, Alanine, Leucine ve Threonine amino asitlerine doniismekte ve bu sayede

EPSPS enziminin glyphosate’e duyarliligi azalarak dayaniklilik meydana gelmektedir
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(Baerson vd. 2002, Ng vd. 2004, Shaner 2009, Sammons ve Gaines 2014). Bu tez
caligmas1 kapsaminda doz-etki denemesinde glyphosate dayanikliligi belirlenmis
popiilasyonlarin EPSPS2 gen bolgesi dizileri elde edilmistir. Sekans analizinden elde
edilen dizilerle yapilan BLAST ve Alignment sonucunda, doz-etki denemelerinde
dayanikli olan popiilasyonlarin EPSPS2 gen bolgelerindeki Pro106 amino asitine ait baz
dizilimlerinde herhangi bir degisikligin olmadig1 belirlenmis ve burada bir mutasyonun
olmadig1 sonucuna varilmistir. EK 2’ye bakildiginda testlenen popiilasyonlarin EPSPS2
gen bolgelerindeki 106. amino asit dizilerinin CCG oldugu ve bunun ise Proline amino

asitini ifade ettigi goriilmektedir.

Glyphosate’e dayaniklilik mekanizmasina baktigimizda, hedef bolge dayanikliligi ve
hedef bolge dis1 dayaniklilik olmak iizere iki farkli dayaniklilik mekanizmasi karsimiza
¢ikmaktadir. Hedef bolge dayanikliligi, ya hedef gen bdlgesinde bir nokta mutasyonun
olmasi ya da hedef gen bdlgesinin ¢ok sayida iiretilmesi seklinde gerceklesmektedir.
Calismamizda bir mutasyon olgusu taramasi yapilarak mevcut glyphosate
dayanikliliginin mekanizmasinin anlasilmast amaglanmis; fakat herhangi bir nokta
mutasyonu popiilasyonlarda goriilmedigi icin dayamiklilik mekanizmasinin bir
mutasyondan kaynakli olmadigr saptanmistir. Conyza tiirleri iizerinde yapilan cok
sayida arastirmaya gore, bu yabanci otlarin ¢ofunda goriilen dayaniklilik
mekanizmasinin  bir hedef bolge dist dayaniklililk mekanizmasi olan diisiik
translokasyon (reduced translocation) oldugu bildirilmistir (Feng vd. 2004, Koger vd.
2005, Koger ve Reddy 2005, Dinelli vd. 2008, Shaner 2009, Ge vd. 2011, Gonzalez-
Torralva vd. 2012, Moretti ve Hanson 2016).

Conyza tiirlerindeki diisiik translokasyona neden olan ger¢cek mekanizmalar tamamiyle
aydmlatilmis olmamakla birlikte, yapilan bazi arastirma bulgular1 herbisitin floeme
yiiklenmesini azaltan bir mekanizmaya isaret etmektedir (Preston ve Wakelin 2008,
Shaner 2009). Bu bitkilerde glyphosate’in yapraklarda birikim gosterdigi ve bu 6zelligin
genellikle tek bir dominant ya da yar1 dominant alleller tarafindan genetik olarak kontrol
edildigi belirtilmistir (Preston ve Wakelin 2008). Bazi1 arastiricilar ise, disik
translokasyonun bir sonraki bitkiye aktarildigin1 ve bundan dolay: diisiik translokasyona
baz1 mindr genlerin neden olabilecegi sonucuna varmislardir (Powles ve Preston 2006,

Michitte vd. 2007, Nandula vd. 2008). Ayrica, glyphosate’in diisiik konsantrasyonlarda
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aktif olarak ve yiliksek konsantrasyonlarda pasif bir kiitle akisi ile tagindigr belirtilmis,
diisiik translokasyonun tasiyicilar ve pompalar aracilifiyla glyphosate’in aktif
tasiniminin kaybolmasinin bir sonucu oldugu ileri stiriilmistiir (Shaner 2009). Shaner
(2009)’a gore disiik translokasyonu agiklayan 6 farkli hipotez vardir. Bunlar: (i)
glyphosate’i hiicre icine tasiyan tasiyicida bir degisikligin meydana gelmesi; (ii)
glyphosate’i vakuole tasiyan bir tasiyicinin artan etkisi; (iii) glyphosate’in aktif efflux
(akis) pompalarinin artist; (iv) glyphosate’i kloroplasttan disari tasiyan bir tasiyicinin
artan etkisi; (v) transpirasyon akisi yoluyla herbisit hareketinin azalmasi ve (vi)
herbisitin phloem’e yeniden girememesidir. Son yillarda yapilan g¢alisamalara gore,
diisiik translokasyonun glyphosate uygulamasit yapilmis dayanikli tiirlerin
hiicrelerindeki vakuollerde bu herbisitin tutulmasimin artmasi olarak diisiiniilmektedir
(Ge vd. 2010, Ge vd. 2014). Bu durumda, bir vakuol zar1 glyphosate tastyicilarinin
seviyesi ve aktivitesi artmakta ve bu tasiyicilar sayesinde glyphosate vakuollere
tasinarak herbisitin etkisi giderilmektedir (Heap ve Duke 2017). ATP binding cassette
tastyicilart (ABC tasiyicilari) olarak bilinen bu tagiyicilar, bitki hormonlar: ve herbisitler
dahil olmak ftizere pek ¢ok molekiiliin membran gegisinden sorumludur (Ge vd. 2010).
ABC tasiyicilan ailesinden olan tonoplast aktif tasiyicilari, glyphosate molekiillerini
vakuol igerisine tasimaktadir (Yuan vd. 2010, Ge vd. 2014). Vakuollerde glyphosate’in
tutulmas1 sayesinde herbisit hiicre igerisindeki aktif bolgede etkili olamadigi i¢in
dayaniklilik meydana gelmektedir. Conyza tiirlerinde glyphosate dayaniklilik
mekanizmasinin anlagilmast amaciyla son zamanlarda yiiriitiilen c¢alismalarda,
radyoaktif karbon isaretli glyphosate (**C-glyphosate) kullanilarak bu herbisitin bitki
biinyesindeki translokasyonuna bakilmistir (Gonzalez-Torralva vd. 2012, Moretti ve
Hanson 2016). Calismalarin sonucuna gore, glyphosate’e dayanikli olan C. canadensis
ve C. bonariensis’in vakuollerinde glyphosate’in yiiksek oranda tutuldugu goriilmis ve
buradaki dayaniklilik mekanizmasinin diisiik translokasyondan meydana geldigi

sonucuna varilmistir.

Glyphosate’e dayaniklilik mekanizmasinin belirlenmesi iizerine farkli yabanci otlarla
yapilan ¢aligsmalarda, hedef bolge dayanikliligi olan EPSPS nokta mutasyonu ve EPSPS
geninin asir1 ifade olmasi (EPSPS over-expression) farkli arastiricilar tarafindan rapor
edilmistir (Yu vd. 2007, Shaner 2009, Alarcon-Reverte vd. 2012, Bostomam vd. 2012,
Gonzalez-Torralva vd. 2012, Gaines vd. 2013, Nandula vd. 2013). Conyza tiirlerinin
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glyphosate dayaniklilik mekanizmasina ait EPSPS nokta mutasyonu taramalar1 ¢ok
sayidaki ¢aligmalara konu olsa da (Chodova vd. 2009, Nol vd. 2012, Gonzalez-Torralva
vd. 2013, Mylonas vd. 2014, Page vd. 2018, Mei vd. 2018), bu giine kadar yalnizca iki
arastirict EPSPS nokta mutasyonu tespit edebilmistir (Gonzalez-Torralva vd. 2013,
Page vd. 2018). Gonzilez-Torralva vd. (2013), ispanya’daki glyphosate’e dayanikli C.
sumatrensis iizerinde yapmis oldugu g¢alismalar sonucunda, bu yabanci ottaki EPSPS
geninin Proline 182 amino asitinde nokta mutasyon meydana gelerek Threonine amino
asitine doniistiiglinii saptamistir. Arastirici, buradaki nokta mutasyonun Prol06’dan
kaynaklanmadigini ve buradaki dayaniklilik mekanizmasinin Conyza tiirlerinde goriilen
ilk EPSPS nokta mutasyonu oldugunu bildirmistir. Bu ¢alismada, EPSPS genindeki
mutasyon olgusu Proline 106°da arastirildig: icin, Proline 182 amino asitinde herhangi
bir mutasyon olup olmadigi sonucuna varamamaktayiz. Page vd. (2018)’nin C.
canadensis tizerine yapmis olduklart ¢alismanin sonucuna gore, Proline 106’da bir
nokta mutasyonu gergekleserek bu amino asitin Serine amino asitine doniistiigi tespit
edilmis ve buradaki dayanikliligin bu EPSPS nokta mutasyonundan kaynakli oldugunu
bildirmistir. Ayrica, bu calismanin Conyza tiirlerindeki Pro106’da meydana gelen ilk
rapor oldugu ortaya konulmus olup, dayanikliik mekanizmasinin tam olarak
aydinlatilmasi i¢in hedef bolge dayaniklilik ve hedef bolge dis1 dayaniklilik
mekanizmalarinin tiimiiniin bu popiilasyonlarda incelenmesi gerektigi sonucuna
varmiglardir. Calismamizda Prol06 noktasinda mutasyon taramasi yapilmis; fakat
burada herhangi bir mutasyonun olmadig belirlenmistir. Diinyada bu konu ile ilgili
yapilmis diger calismalara bakildiginda ise, Conyza tiirlerindeki Prol06 nokta

mutasyonunun ¢ok nadir gergeklestigi goriilmektedir.

Conyza tiirlerindeki EPSPS geninin ¢ok sayida iiretilmesiyle alakali ¢alismalar farkli
aragtiricilar tarafindan yapilmistir. C. bonariensis (Dinelli vd. 2006) ve C. canadensis’in
(Dinelli vd. 2008) glyphosate dayanikliliklarinin mekanizmasi arastirilmis ve yapilan
caligmalar sonucunda bu iki Conyza tiirlinliin glyphosate dayanikliklarinin EPSPS
geninin ¢ok sayida iiretilmesi (EPSPS gen kopya sayisinin artmasi) oldugu sonucuna
vartlmistir. Son yillarda Conyza tiirleriyle yapilan ¢aligsmalarin sonucunda ise, EPSPS
gen kopya sayisinin artisinin dayaniklilikla ilgili olmadigi, dayaniklilik mekanizmasinin

farkl1 sebeplerden olabilecegi bildirilmis olup (Nol vd. 2012, Moretti vd. 2017), diger
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yabanci otlar igerisinde bile bu mekanizmanin ¢ok nadir goriildigi ifade edilmistir
(Powles ve Yu 2010). Ayrica, glyphosate dayanikliligin mekanizmasi iizerine yapilan
en giincel ve kapsamli ¢alismalarin sonuglarina gore; EPSPS2’de goriilen mutasyonlarin
hem dayanikli hem de duyarli biyotiplerde meydana geldigi, EPSPS mutasyonlarinin ve
EPSPS geninin ¢ok sayida tiretilmesinin dayaniklilik ile iliskilendirilmedigi ve buradaki
dayanikliligin hedef bolge dis1 dayanikliliklardan birisi oldugu bildirilmistir (Hereward
vd. 2017, Gonzalez-Torralva vd. 2018). Calismamizda EPSPS gen kopya sayisinin
tespiti  ¢alisilmadig i¢in, dayanikliik mekanizmasinin  buradan kaynaklanip
kaynaklanmadigini bilememekteyiz. Literatiir sonuglarina baktigimizda ise, Conyza
tirlerindeki dayaniklilik mekanizmasinin  EPSPS gen kopya sayisinin artigindan
kaynakli olup olmadig1 konusunda net bir yargiya varilamamis olmakla birlikte, cogu
arastirict buradaki dayaniklilik mekanizmasinin diisiik translokasyondan kaynakli
oldugu konusunda fikir birligine varmistir. Ayrica, yapilan gilincel ¢aligmalara gore,
dayaniklilik mekanizmasinin tek bir faktore bagli olmayip, glyphosate’e dayanikli
tirlerin birden fazla dayaniklilik mekanizmasina sahip olabilecegi ve birden fazla
dayaniklilik mekanizmasinin ise dayaniklilik seviyesinde ¢ok fazla artisa neden oldugu
belirtilmistir (Tani vd. 2015, Page vd. 2018, Beres vd. 2018). Yaptigimiz bu ¢alismada,
dayanmiklihk  mekanizmasinin  tespitine  yonelik  kapsamli  bir  arastirma
gerceklestirilmemis olup, yalnizca dayanikliligin tespiti, seviyesi ve EPSPS genindeki
olast mutasyon varligina yonelik calisilmistir. Bu ¢alisma, dayaniklilik mekanizmasinin
daha iyi anlasilabilmesi icin ileride yapilacak caligmalara fikir vermesi agisindan fayda

saglamistir.

Doz-etki caligmalarinin sonucunda elde edilen glyphosate’e dayanikli Conyza
popiilasyonlarinin hangi tiire ait olduklarinin belirlenmesi iizerine yapilan molekiiler tiir
teshisi caligmasinda niiklear ITS gen bolgeleri arastirilmis olup, ITS1 ve ITS4
primerleri kullanilmistir. PCR analizinden sonra glyphosate’e dayanikli popiilasyonlarin
ITS gen bolgesine ait sekans dizilimleri karsilastirilmis ve sonuglar degerlendirilmistir.
Yapilan BLAST sonuglarina gore, glyphosate’e dayanikli Conyza popiilasyonlarinin
hangi tlire ait oldugu ve bunlarin BLAST sonuclarina yiizde benzerlik oranlar
belirlenmistir. Molekiiler tiir teshisi yapilan bu popiilasyonlarin C. bonariensis, C.

canadensis ve C. sumatrensis’e ait oldugu belirlenerek, Conyza cinsinin glyphosate’e
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dayanikli 3 farkli tiiriinii de icerdigi saptanmistir. Glyphosate’e dayanikli olan 9 tiirlin
4’tintin C. sumatrensis, 4’tinlin C. canadensis ve 1 tanesinin de C. bonariensis oldugu
saptanmistir. BLAST sonuglarina benzerlik oranlarinin ise % 99 ve % 100 oldugu
belirlenmistir. Niiklear ITS gen bolgesinin calismamizda c¢ok iyi sonuglar verdigi
goriilmiis olup, Conyza tiirlenin hizli ve giivenilir teshislerinde kullanilabilecegi
sonucuna ulasiimistir. Ozellikle erken dénemde C. bonariensis ile C. sumatrensis’in
ayirt edilmesinin oldukca gilic olmasindan dolayi, bu tiirlerin dogru teshisleri igin
niiklear ITS bolgesinin kullanilmasi arastiricilar i¢in fayda saglayacaktir. Diinyada
Conyza tiirlerinin molekiiler teshis ¢alismalart son derece az olmasina ragmen, yapilan
caligmalarin sonuglar1 ¢alismamizin sonuglariyla benzerlik gostermektedir (Alpen vd.

2014, Mylanos vd. 2014).

Herbisit dayanikligi 1960’11 yillarda baslamis ve o tarihten glinlimiize artarak devam
eden, tarimsal iiretimin yapildigi alanlarin en 6nemli problemlerinden birisi haline
gelmistir. Diinyada oldugu gibi tilkemizde de herbisit dayanikliligi sorunu farkli {iriin ve
farkli herbisitler ile ortaya ¢ikmustir. Ulkemizde herbisit dayaniklihigiyla alakal
caligmalar son yillarda artis gostermis ve bu konunun 6nemi giinlimiizde daha iyi
anlagilmistir. Dayaniklilik sorunun tespitinin yapilip seviyesinin belirlenmesiyle
birlikte, bu konu hakkinda ¢6ziim Onerileri sunabilmek i¢in iilkemizde sorun olan
Conyza probleminin glyphosate dayaniklilig1 tezimize konu olmustur. Yapilan bu tez
caligmasinin sonucunda, Gliney Marmara Bolgesi meyve bahgeleri ve bag alanlarinda
glyphosate’e dayanikli Conyza popiilasyonlarinin varligi saptanmigs ve dayaniklilik
seviyelerinin orta diizeyde oldugu belirlenmis; fakat bolgedeki dayanikliligin baslangig
seviyesinde oldugu ortaya cikmistir. Yalova ili hari¢ diger tiim illerde dayaniklilik
goriinmesine ragmen toplanan ornek sayisina gore diisiik oranda dayaniklilik goriilse de,
glyphosate kullaniminin devam etmesi halinde bu problemin artarak devam edecegi 6n
goriilmektedir. Conyza tiirlerinin yiiksek miktarda tohum olusturmasi ve bu tohumlarin
uzak mesafelere kolaylikla taginabilmesi sayesinde, dayanikli biyotipler genis alanlara
yayilabilecek ve dayaniliklilik vakalar1 diinyada oldugu gibi iilkemizde de her gegen
giin artig gosterecektir. Glyphosate’e dayanikli bu yabanci otlarin, diger yabanci ot
tiirlerine Ustlinliik saglayip bulundugu alanda baskin konuma ge¢mesi, bas edilmesi

oldukca zor yabanci ot sorununa neden olacaktir. Bu sebeple dncelikli olarak dayanikli
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popiilasyonlarin miicadelesine 6nem gosterilmesiyle glyphosate’e dayanikli Conyza
tirlerinin yayilisginin engellenmesi gerekmektedir. Ayrica, duyarli olan Conyza
tiirlerinin  miicadelesi de gozden gecirilmelidir. Bu kapsamda, farkli etki
sekline/mekanizmasina sahip herbisitlerin tek basina ya da bunlarin karigimlar
kullanilmali, kimyasal miicadele dogru zaman, uygun ekipman ve dogru dozla yapilmali
ve miimkiin oldugunca riskli alanlarda kimyasal miicadeleye alternatif yabanci ot
yonetim stratejileri tercih edilmelidir. Farkl etki sekline/mekanizmasina ait herbisitlerin
kullanilmasmin kisa siirede basarili olup uzun yillarda tekrar dayaniklilik sorununa
neden olabilecegi diisiiniildiigiinde, meyve bahgeleri ve bag alanlarinda oldukga basaril
sonuclar verdigi bilinen, kimyasal miicadeleye alternatif mekanik miicadele ya da malg
uygulamalarinin, dayanikliligi ve dayamikliligin yayilisini engelleyebilecek en etkili
yontem oldugu agikga goriilmektedir. Fizyolojik, biyokimyasal ve genetik parametrelere
dayanarak dayanikliik mekanizmalarinin belirlenmesi  sayesinde, glyphosate’e
dayanikli Conyza tiirlerinin miicadelesinde basarili sonuclar alinabilecektir. Ayrica,
glyphosate’e dayanikli ve duyarli Conyza popiilasyonlarinin tiir teshislerinin dogru bir
sekilde yapilmasi ile birlikte, bunlarin biyoloji ve ekolojilerinin iyi bilinmesi, uzun

donemli ve etkili bir miicadele yonteminin gelistirilebilmesi i¢in son derece dnemlidir.
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>BU21 EPSPS;

-
File: BU_21.C01-2018-05.11 ab1 Geospiza
W, ORIV, Co

Sagle Name: BU 21 Sigoal Sweagtin: A=531,C=478, G=313, T=547
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>CA16 EPSPS;

File: CA_16-202-2018-05-11.ab1 GOOSP‘QH
WM REOVAD, covnt
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>CA17 EPSPS;

File: CA17R-A05-2018-09-14 ab1 Gmk\a
MW NTRISR, O
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>CA29 EPSPS;

File: CA29F-E05-2018-09-14.ab1

Gwsp’?a
Saxplo Namo: CA2SF Signal Semogthe: A=5,0=4G=4T=4
Mobality: KB_3130_POP7_BDTv3.mch Lana/'Caps: 9
Spacing: -13.4036 Motix: 2
Commere: 23 Dimction: Nathe
NNN
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>BA5-C.bonariensis EPSPS
GTCGACAGCGCGCATCGTAGCCAAATGGGTCGCTGAGCGGACTCCGGTGGT
GATGCTGTGCGTAAGGGGACAATTGCAGTGGGAAGGTTTCGATGGCCAGAA
GAGGTAGCATACATCTGCGCAATGTCAGCGCGCATCTCCGCTGTGAGCTGT
GTAGGGCAACCACAGCACTCACTGGCTTCACCTACACAGCTCACAGCGGAG
ATGCGCGCTGATATTGCGCAGATGTATGCTACCTCTTCATCCAGCCACTCTA
GACACTCCTCACCAGCTGCACACTCGTCTCCCTTCACTGCACCAGCATCACC
AGCTGAGAGTCCAGCTCACGCCGACCCAGTCATGAGCCTACTGATGCAGCG
CTTGTCCCGCAACA

>BA9(1)-C.canadensis EPSPS
TCGGAATCTACGTAGGTGTCGTCTGAATCGAATCTATAGTGGTGCAGTTTGT
TACATGAAGGGCGAGCATGTGCAGCTCTGTGAGGAGTGTCTAGAGTGGCTG
GAGAAGAGGTAGCATACATCTGCGCAATGTCAGCGCGCATCTCCGCTGTGA
GCTGTGTAGGTGAAGCCAGTGAGTGCTGTGGTTGCCCTATGGCCGCTGATGC
TGCGGTTGCCCTACTAACTATGCACTCTTACCCCCTCTTGAATCCTGCGCGCT
TTTTCCTCTGG

>BA9(2)-C.sumatrensis EPSPS
GTCGAGATTACGGTACGGGGGGCAGGGACAAATACGCCCCCACCCCTTTCC
CAACCCCTTACCCGTTTATCCGGATCCGGGGTGTGCAGGCGGCATGCACTAG
GGGCGCTCGGCCACCACACGGGAAGCTGGGTGATGGAGCGAGCAGCGTCTT
CGAGATGAGGCCTTGTGTGTTTTTGTGGGTGAATGATTGTGTGCCTTGTGGG
GGTTGAGGGGCTTTGGACCCGGGAAAAAAGGCCAGGGGCTCCATCTCCAGG
AAAACCCAATATTTTTTTTTTCCCCCCCCCCCCCCCGGGGGGGGGGCAGGGEG
TCCCCAAATTTTGCCGGCCTTTTAAAATTTGTTTAAAAAAAAAAGGACCTTT
TTTTTTTCCGGGGGGGGGGGGTTTTTTTTTGTT

>BI5-C.canadensis EPSPS

TGTGGGACAACGCGCACGTGGCCTGACGGGTCGCTGGCTGACCTCGCTGGA
GCGAGCGGAAGGAAAGAAGTATCCTGGGGGTTCTAGTGTCAGAAGAGGTA
GCATACACTGCGCAATATCCGCGCGCATCACCGCTGAGAGCTGTGTAGGGC
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AACCACAGCACTCAGTGGCTTCACCTACACAGCTCACAGCGGAGATGCGCG
CTGATATTGCGCAGATGTATGCTACCTCTTCATCCAGCCACTCTAGACACTC
CTCACCGGCTGCACATCATCTCCCTTCACTGCACCAGCATCACCAGCTGAGA
GTCCAGCTCACGCCGACCCAGTCATGAGCCTACTGATGCAGCGCTTGTCCCG
CAACA

>BU21-C.sumatrensis EPSPS
GGTCGTAGGGCAACCACAGCACTCACTGGCTTCACCTACACAGCTCACAGC
GGAGATGCGCGCTGATATTGCGCAGATGTATGCTACCTCTTCTCCAGCCACT
CTAGACATCCTAACCGAGCTGCACATCGTCACTGCTTGCCCTGTGCATGCGT
GCTACACTATACTTCTAATTTATATCGTCGTCCTAGTTGTAATGGGA

>(CA17-C.canadensis EPSPS
TGTTGCGGGACAAGCGCTGCATCAGTAGGCTCATGACTGGGTCGGCGTGAG
CTGGACTCTCAGCTGGTGATGCTGGTGCAGTGAAGGGTGATGAATGTGCAG
CCGGTGAGGAGTGTCTAGAGTGGCTGGATGAAGAGGTAGCATACATCTGCG
CAATATCAGCGCGCATCTCCCGCCTGGACGCCGGGGG

>CA29-C.sumatrensis EPSPS
GGGGGGGGATTCGGAAAGGATTAGACGGACAATACTTCCCCCCTTTCCCAT
ACCCCTATGTCACGTTTCCCCCTTAACCCGGTTTTTCAAAAGGCAGTCCTTA
AGGGGGCGCTCCGACCCCCCCCGGGAGGTGGGTGGATGGGACCGACCACTT
TTTCAAAGTTGAAGAACTTTTTTTTTTTTGGTTAAAAAATTTTACCCCAGGGT
TAAGTTTTTAACCCAAAAAAACGCCC

>CA16-C.sumatrensis EPSPS

TAGGGCAACCACAGCACTCACTGGCTTCACCTACACAGCTCACAGCGGAGA
TGCGCGCTGACATTGCGCAGATGTATGCTACCTCTTCACCAGCCACTCTAGC
ACACTCCTCACAGAGCTGACACATGGTCACTCCTTGCCTGCGACAGAACTGC
TCCGCCTATAGATTCTGATTCTGCGACACTCTAGTGTATTAGATGTCGCTTTG
ACGTACAAAACCATGGCACGGGATGGTGCAAGAACTTTTAATTGGAAAATT
GCCTCGTCCAGAATTCTCTCGGCGGGGCTCATGGGGGCGGGGCCACTTTTTA
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TATCAAACACCTTGGCACGAATCTGGGCCAGCAGCGTTAACGTAGCAGTGC
ATACTGGGTGTGAATGCAACCGTGACACAGTTTTTACATGCCAACCTCGGCA
AGGC
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EK 2 EPSPS ALIGNMENT

30 (e

c¢. canadensis epsps EYGSSYYHQOWCPYWSIAPYFTQNPVIQIFRNS*FWIKLENFSKVHVEFNQ*KSWWAIINCSQDSSFCCCCS*ETFICP:
ba05
BA91
BR92
BU21
BI5
calé
cal7
ca29

c¢. canadensis epsps
ba05
BA91
BA92
BU21
BIS5
CAl6
CAl7
ca29

<. canadensis epsps
ba05
BA91
BA92
BU21
BIS5
CAl6
cal7
CA29
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c. canadensis epsps TGCTGCTGCAGCTGAGAAACCTTCATCTGTCCCAGAAATTGTGTTACAACCCATCAAAGAGATCTCTGGTACTGTT(
ba05
BA91
BA92
BU21
BI5
CAlé
CAl7
CA29
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ATCCAATCGAATCCTTCTTTTAGCTGCTTTGTCTGAGGGCACAACAGTGGTCGACAACTTGCTGTATAGTGATGATA'

c. canadensis epsps

ba05 ATCCAATCGAATCCTTCTTTTAGCTGCTTTGTCTGAGGGCACAACAGTGGTCGACAACTTGCTGTATAGTGAT)
BA91 ATCCAATCGAATCCTTCTTTTAGCTGCTTTGTCTGAGGGCACAACAGTGGTCGACAACTTGCTGTATAGTGAT
BA92 ATCCAATCGAATCCTTCTTTTAGCTGCTTTGTCTGAGGGCACAACAGTGGTCGACAACTTGCTGTATAGTGAT,
BU21 ATCCAATCGAATCCTTCTTTTAGCTGCTTTGTCTGAGGGCACAACAGTGGTCGACAACTTGCTGTATAGTGAT,
BIS5 ATCCAATCGAATCCTTCTTTTAGCTGCTTTGTCTGAGGGCACAACAGTGGTCGACAACTTGCTGTATAGTGAT)
CAlé6 ATCCAATCGAATCCTTCTTTTAGCTGCTTTGTCTGAGGGCACAACAGTGGTCGACAACTTGCTGTATAGTGAT

CAl7 ATCCAATCGAATCCTTCTTTTAGCTGCTTTGTCTGAGGGCACAACAGTGGTCGACAACTTGCTGTATAGTGAT,
CA29 ATCCAATCGAATCCTTCTTTTAGCTGCTTTGTCTGAGGGCACAACAGTGGTCGACAACTTGCTGTATAGTGAT)
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EK 3 TUR TESHISIi HISTOGRAM GORUNTULERI VE FASTAFORMATLARI

>BAb5-ITS1;
File: BAS-1-C09-2018-07-09.ab1 L Geo\sp'&a
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>BA9(1)-1TSL;

W
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WO POV, CoM
Samplo Name: BASL-1 Signal Speogths: A=24C=26,G=25,T=19
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>BA9(2)-1TSL;

File: BA92-1.F09-2018-07-09.ab1 GDOS&
W IW ST NI,

Name: BAS2-1 Signal Smeagths: A=14C=14,G=14.T=10
Moblty: KB_3130_POP7_BDTu3.mch Lane/Caps: 11
Spacing: 123622 Maix 23
Commum: 33 Dimction: Nathe
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>BI5-1TS1;
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Muw VI Cav
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>Bi6-1TS1;
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WO S V. Co
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>BU21-I1TS1;

File: BU21-1-G05-2018-07-09 ab1 Geospha
W ARCONIND, COmt
Sampio Name: BU21-1 Signal Sweagths: A=9,C=8G=85,T=7
i 3 Lang/'Cape: 13
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>CA16-1TSL;
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>CAL7-1TS1,;

File: CA17-1.A10-2018-07.09 2bl i GOOS_;?a
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>CA29-1TS1,;

File: CA29.1.C10-2018-07-09 ab1 Gmp?ia
WM BEVAR Cowd
Samxplo Name: CA29-1 Signal Scmogths: A=15.C=13,G=14,T=11
Mobakity: EB_3130_POP7_BDTv3 mch Lana/Capt: 6
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>BA5-ITS1 (ileri primer)
AGATTAAACCTGCAAGCTTGAACAACCCGCGAAATGTTAAAACAACCATGC
CAGGATGCATCGAGCATCAGTTCAATCGTCCTGGCACACCGTTGATGTGCCT
GCCTAGTTGGCCCTACGGGTTATCTTGGTGGTCGCATTGACGTAACAAAACC
CAGGCACGGGATGTGCCAAGGAACTTTAAATTGAAGAATTGCCCGTCCTAT
GAAGTCCCGTTCGCGGTGTGCTCATGGGGTGTGGCATCTTTGTAATCACAAA
CGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCA
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCG
TCACGCATCGCGTCGCTCCCCCAACATTTCCTTTGGGATGCTTGGCTGGGAG
CGGATATTGGCCTCCCGTTTTAACCGAGCGGTTGGCCAAAATAAAAGCACC
TCTTGATGGGCGCAAGACTATTGGTGACACAACCATGATATTTGTTGAGTGT
CTCGTCAAATGGTTGCTTCTTATTGACCCAACGCGTTGTCTTTTGATGACGCT
TCGACCGCGACCCCAAGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCATATC
AATTAAGCGGGAGGA

>BA9(1)-1TS1 (ileri primer)
CTTGCTGGGCTGCAGCAGACGACCCGCGACATGTTAAAACAACCATGCCAG
GATGTGTCGAGCATCCGTTTGATCGTCCTGGCACACCGTTGATGTGCCTGCC
TAGTTGGCCCAACGGGCCATCTTGGTGGTCGCTTTGACGTAACAAAACCAA
GGCACGGGATGTGCCAAGGAACTTTAAATTGAAGAATTGCCCGTCCCATGA
AGTCCCGTTCGCGGTGCGCTCATGGGGTGTGGCATCTTTGTAATCACAAACG
ACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAA
ATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAA
CGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTC
ACGCATCGCGTCGCTCCCCCAACATTTCCTTTGAGATGCTTTGGACGGGAGC
GGATATTGGCCTCCCGTTTTTACCGAGCGGTTGGCCAAAATAAAGGCACCTA
TTGACGGGCGCAAGACTATTGGTGACAAAACCATGAAATCTGTTGCGTGTC
TCATCAAAAGGTTGCTTATTGACCCAACGCGTTGTCTTCTGATGACGCTTCG
ACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAAT
AAGCGGAGGAATT
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>BA9(2)-1TS1 (ileri primer)
CTGCCGAGCCTGCAAGCAGAACGACCCGCGAACATGTTAAAACAACCATGC
TAGGATGCGTCGAGCATCAGTTCGATCGTCTTGGCACACCGTTGATGTGCCT
GCCTAGTTGGCCTTACGGGTTATCTTGGTGGTCGCTTTGACGTAACAAAACC
AAGGCACGGGATGTGCCAAGGAACTTTAAATTGAAGAATTGCCTGTCCCAT
GAAGTCCCGTTCGCGGTGTGCTCATGGGGCGTGGCATCTTTGTAATCACAAA
CGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCA
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCG
TCACGCATCGCGTCGCTCCCCCAACATTTCCTTTGGGATGCTTGGCTGGGAG
CGGATATTGGCCTCCCGTTTTAACTGAGCGGTTGGCCAAAATGAAGGCACCT
CTTGACGGGCGCAAGACTATTGGTGACACAACCATGATTTTTGTTGAGTGTC
TCGTCAAATGGTTGCTTCTTATTGACCCAACGCGTTGTCTTCTGATGACGCTT
CGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCA
ATAAGCGGAGGAA

>BI5-1TS1 (ileri primer)
CTGGCTGGGGCGGGCAAAGCAGACGACCCGCGACATGTTAAAACAACCATG
CCAGGATGTGTCGAGCATCCGTTTGATCGTCCTGGCACACCGTTGATGTGCC
TGCCTAGTTGGCCCAACGGGCCATCTTGGTGGTCGCTTTGACGTAACAAAAC
CAAGGCACGGGATGTGCCAAGGAACTTTAAATTGAAGAATTGCCCGTCCCA
TGAAGTCCCGTTCGCGGTGCGCTCATGGGGTGTGGCATCTTTGTAATCACAA
ACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGC
AAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTT
GAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGC
GTCACGCATCGCGTCGCTCCCCCAACATTTCCTTTGAGATGCTTTGGACGGG
AGCGGATATTGGCCTCCCGTTTTTACCGAGCGGTTGGCCAAAATAAAGGCA
CCTATTGACGGGCGCAAGACTATTGGTGACAAAACCATGAAATCTGTTGCG
TGTCTCATCAAAAGGTTGCTTATTGACCCAACGCGTTGTCTTCTGATGACGC
TTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCATAT
CAATAAGCGGAGGAA
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>BIi6-1TS1 (fleri primer)
CTTCCGAACCTGCAAAGCAGAACGACCCGCGAACATGTTAAAACAACCATG
CCAGGATGTGTCGAGCATCCGTTTGATCGTCCTGGCACACCGAATGATGTGC
CTGCCTAGTTGGCCCAACGGGCCATCTTGGTGGTCGCTTTGACGTAACAAAA
CCAAGGCACGGGATGTGCCAAGGAACTTTAAATTGAAGAATTGCCCGTCCC
ATGAAGTCCCGTTCGCGGTGCGCTCATGGGGTGTGGCATCTTTGTAATCACA
AACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAG
CAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTT
TGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGG
CGTCACGCATCGCGTCGCTCCCCCAACATTTCCTTTGAGATGCTTTGGACGG
GAGCGGATATTGGCCTCCCGTTTTTACCGAGCGGTTGGCCAAAATAAAGGC
ACCTATTGACGGGCGCAAGACTATTGGTGACAAAACCATGAAATCTGTTGC
GTGTCTCATCAAAAGGTTGCTTATTGACCCAACGCGTTGTCTTCTGATGACG
CTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCATA
TCAATAAGCGGAGGA

>BU21-1TS1 (ileri primer)
CGTGCCGGACCTGCAAGGCAGGACGGACCCGCGACATGTTAAAACAACCAT
GCTAGGATGCGTCGAGCATCAGTTCGATCGTCCTGGCACACCGTTGATGTGC
CTGCCTAGTTGGCCTTACGGGTTATCTTGGTGGTCGCTTTGACGTAACAAAA
CCAAGGCACGGGATGTGCCAAGGAACTTTAAATTGAAGAATTGCTCGTCCC
ATGAAGTCCCGTTCGCGGTGTGCTCATGGGGCGTGGCATCTTTGTAATCACA
AACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAG
CAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTT
TGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGG
CGTCACACATCGCGTCGCTCCCCCAACATTTCCTTTGGGATGCTTGGCTGGG
AGCGGATATTGGCCTCCCGTTTTAACCGAGCGGTTGGCCAAAATAAAGGCA
CCTCTTGACGGGCGCAACACTATTGGTGACACAACCATGATTTTTGTTGAGT
GTCTCGTCAAATGGTTGCTTCTTATTGACCCAACCCCTTG
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>CA16-1TS1 (leri primer)
CTGGCGGGGGCTGCAGCAGACGACCCGCGACATGTTAAAACAACCATGCTA
GGATGCGTCGAGCATCAGTTCGATCGTCCTGGCACACCGTTGATGTGCCTGC
CTAGTTGGCCTTACGGGTTATCTTGGTGGTCGCTTTGACGTAACAAAACCAA
GGCACGGGATGTGCCAAGGAACTTTAAATTGAAGAATTGCCTGTCCCATGA
AGTCCCGTTCGCGGTGTGCTCATGGGGCGTGGCATCTTTGTAATCACAAACG
ACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAA
ATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAA
CGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTC
ACGCATCGCGTCGCTCCCCCAACATTTCCTTTGGGATGCTTGGCTGGGAGCG
GATATTGGCCTCCCGTTTTAACCGAGCGGTTGGCCAAAATGAAGGCACCTCT
TGACGGGCGCAAGACTATTGGTGACACAACCATGATTTTTGTTGAGTGTCTC
GTCAAATGGTTGCTTCTTATTGACCCAACGCGTTGTCTTCTGATGACGCTTC
GACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAA
TAGGCGGAGGAA

>CA17-1TS1 (ileri primer)
CGGGCTGAGCCTGCAAGCAGACGACCCGCGAACATGTTAAAACAACCATGC
CAGGATGTGTCGAGCATCCGTTTGATCGTCCTGGCACACCGTTGATGTGCCT
GCCTAGTTGGCCCAACGGGCCATCTTGGTGGTCGCTTTGACGTAACAAAACC
AAGGCACGGGATGTGCCAAGGAACTTTAAATTGAAGAATTGCCCGTCCCAT
GAAGTCCCGTTCGCGGTGCGCTCATGGGGTGTGGCATCTTTGTAATCACAAA
CGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCA
AAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTG
AACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCG
TCACGCATCGCGTCGCTCCCCCAACATTTCCTTTGAGATGCTTTGGACGGGA
GCGGATATTGGCCTCCCGTTTTTACCGAGCGGTTGGCCAAAATAAAGGCAC
CTATTGACGGGCGCAAGACTATTGGTGACAAAACCATGAAATCTGTTGCGT
GTCTCATCAAAAGGTTGCTTATTGACCCAACGCGTTGTCTTCTGATGACGCT
TCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCATATC
AATAAGGCGGAGGAAGGCCCCCCAAAATTGTTAAAACCACCCCTGCCGGGT
GGGGTCCGAGCATCCCTTTTATTCTCCCCGGGCCCCCCGTTAAAGGGCCTGC
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CCTGATGGCCCCAACGGGCCCTTTTTGGGGGGCGTTTTTGATAAAAACAAA
ACCGAAGGGACGGGGTAGTGCCAAAGAAATTTTTAAATAAAAAAATATAGC
CCGCCCCCCTGAAATCCCCCCCCCLCGLCTGLCGLCTCCGEGEGGGEEEEEEELT
TTTTTTGTAT

>CA29-1TS1 (fleri primer)
ATTGGGTGGTTTGGCGGGCGAGCTGCAAGCAGACGACCCGCGACATGTTAA
AACAACCATGCTAGGATGCGTCGAGCATCAGTTCGATCGTCTTGGCACACC
GTTGATGTGCCTGCCTAGTTGGCCTTACGGGTTATCTTGGTGGTCGCTTTGA
CGTAACAAAACCAAGGCACGGGATGTGCCAAGGAACTTTAAATTGAAGAAT
TGCCTGTCCCATGAAGTCCCGTTCGCGGTGTGCTCATGGGGCGTGGCATCTT
TGTAATCACAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATG
AAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAAC
CATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCAC
GTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCCCAACATTTCCTTTGGGAT
GCTTGGCTGGGAGCGGATATTGGCCTCCCGTTTTAACCGAGCGGTTGGCCAA
AATAAAGGCACCTCTTGACGGGCGCAAGACTATTGGTGACACAACCATGAT
TTTTGTTGAGTGTCTCGTCAAATGGTTGCTTCTTATTGACCCAACGCGTTGTC
TTCTGATGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGA
GTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA
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EK 4 TUR TESHISI BLAST

BA5;

&« C | @ httpsy//blast.ncbinim.nih.gov/Blast.cgi B a W ¢

©Descriptions

Sequences producing signficant alignments:
Select Al None Selected 0
71 Alignments. o

Description Max | Total | Query

E
Ident
score | score | cover | value

E04 internal transeribed spaser 1, partil sequence; 6.ES ribosomal RNA gene, complete sequence; 3nd intermal transoribed spacer 2, parial sequence 840 640 100% 1e-179 100%

(23 bonatiensis intem| iranssried spacer 1, 5.85 rbosomal RNA gen

nd internl ranseribed spacer 2, complte

836 636 100% 2178

Erigeron subirineris oucher .

sraman 20 (LSU) interml transoribed spacer 1, 5 83 rixosomal ANA gene, 3 628 628 100% 3e-176

Erigeren supwineryis intermal ranseribed soacer 1, 8,85 risosomal RNA gene, 2nd inte 628 625 100% 3e-176

Erigeren lonchophyllus intemaltransoribed sgacer 1, 5.85 ribosomal RNA

628 628 100% 38176

Erigeren formesissmus intemal transcribed sgacer 1, 5.85 nbosomal RNA

628 628 100% 3e-

Erige arius inzma v

rived szacer 1, 585 ribozomal RNA gane

625 625 100% 3e-

BA9(L):

&« C | & https:

/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi & Q|

E Descriptions

Sequences producing significant alignments:
Select Al None Selacted ')
1§ Alignments. -

Max | Totsl Query
score | score | cover

e 11as 100%
ne, partsl sequence HIT NI 9%
1099 1089 91% 0.0 99% AF0480871

Description

s intemal transcribed s

=1 1, parisl sequence 5 35 ribosomal RNA pen

equence; = nit ibosomal RNA geneparial seque:

85 rbosomal RNA gene,

2noe; intemal transcrib

pacer 1,585 transcrbed spscer 2, comple

S ribosomal RNA

s intemal transcribed s

= 1, 585 ribosomsl ANA gene

ntersl fra

12 internsl transoribed spacer {5 85 ibosomal N gene an

2inal transod

1088 1083 91% 00 99% Afiisass

s intemal ansoribed sgacer 1 parisl squence: 5 A% rhosomsl RNA gene comlet suence 1061 1061 91% 0.0 99% AYaisessi

o 1o e
uestions/comments
1051 1051 90% Q =

Erigeron leptorhizon inemai transeribed spater 1,5 85 rivosomal RNA gane 5

emal

n

ned spa

Eriperon sasorreneis intermal ransoribed spacer 1. 5 85 rbosomal RN

ne ar 3l transori
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BA9(2):

& C | & hupsy/blastncbinim.nihgov/Blast.coi W a v i

© Descriptions

Sequences producing significant alignments:
Select All None Selected:0

T Alignments. o

escrptn e e e )

Conyza sumairensis inteml transcribed spacer 1, parisl sequence: 5 85 ribosomal RNA gene, complete sequence; and intemsl tanscrbed spacer 2, paial ssayence 1046 1046 97% 00 100%

Erigeron sumatrensis voucher Li 7Y, Xiang XG 201507054 185 ribosoml RNA gene, pariial ssquence; internal ranscribed spacer 1, 5.8 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequencs; and 285 ribosomal RNA 1044 1044 100% 0.0

Conyza sumairensis intemsl transcribed spacer 1, parisl sequence: 5 85 ribosomal RNA gene, complete sequence and intemsl tanserbed spacer 2, pail ssapence 1040 1040 97% 0.0

Conyza canadensis isolste £03 intermal tanseibed spscer 1, partial ssayence; 3 85 dbosomal R gans_complets sequence; 3nd intemal rsnscribed spacer 2 partisl sequence 1018 1018 97% 0.0

Conyza foribunds interns| iranseribed spscer 1, 583 ribosoms| RNA gens, and internal ranscribed spacer 7, complets ssapence 1003 1003 97% 0.0

Erigeron farnandezianus ibed spacer 1, 5 85 ribosomsl RNA gane, snd interal snscribed spacer 2 e 990 990 @7% 00

Conyza bonarisnsis interal transcribed spacer 1, partia 583 ribosomal ANA gene complste sequsnce; snd i spacer 2, partsl sequence 985 985 97% 00

Erigeron rosulatus country Chils internal yanserbsd spacer 1, 585 ribosomal RN gene, and intemal transcribed spacer 2, complete sequence 968 968 9T% 00

Conyza foribunds strain MZU12 inernal transcribed spacer 1, partial sequence; 585 ribosomal RNA gene, complste and spacer 2 panial sequence 963 963 3% 00

Conyza bonarisnsis interal transcribed spacer 1, 5,35 ribosomsl RNA gene, and intemal transcribed spacsr 2, complsts sequence 961 961 97% 00

Clonyza bonarisnsis isolate E04 internal transcribad spacer 1, partil sequence; 585 rbosomal RNA gene,_complste sequence: and inteml transeribed spacer Z, parial ssquence 959 958 97
[ Questions/comments
Gonyza sumatrensis gene for 5,55 RNA 950 950 80% -

BIS;

<« C | & hitpsy/blast.ncbinim.nih.gov/Blast.coi W | i
ODescriptions
Sequences producing significant alignments:
Select Al Mone Selected 0
Alignments o
Description Max | Total Query | E || pccession
score score cover value
Gz anatensis el tanserbe spacer 1 garial sequence: .85 bosomal FNA pene ard el plte seqyenee: and larg suburil bosomal RNA gene partl senyerce 13 1134 S9% 00 100% loEoREd
Gz anatensis 145 rboscmal BINA gene garl itemal ansaibed pacer 1 5.5 bosomal ENA gene. and nerl ransosber spaser 2 complte seosense: ad %65 thosomal BNA gene,paral seques 125 125 s9% 00 9% Eeiomer
oz anatenis el tanserbe sgacer 1,585 hosomal FNA gene, el vorserbed spacer 2 oo 048 1048 W% 00 100% Acpasenry
Conyza ramosissima internal transcribed spacer 1. 5 85 ribasomal RNA gene. 3t cer 2, complete seq) 1037 1037 92% 00 99% AF1124841
oz canatensis rtemal vanserve sgace 1, parial sequenc: .85 bosomal ENA gane,complete sesuen: and ntermal Fansered spacer 2, carial w08 1009 % 00 Sow avars

Erigeron socorrens:

termal transeribed soacer

585 ribosoma| ANA gene, &

scer 2, com,

1005 1005 91%

Erigeren leptorhizon intemal transeribed spaver 1, 3.65 riosomal RAA gsne, 2nd intemal irsnsanbed spacer =4 1003 1003 92%
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G | @ htpsy/blast nchinim.nih gov/Blast. cgi

W e i

© Descriptions

Sequences producing significant alignments:
Select All None Selected:0

1§ Alignments.

BU21;

<

©Descriptions

)
Descipton e e
Conyza canagensis rtemal ansosise sgacer 1 patal sequence; 355 risosomal SNA gere and e vanscrised sgace: 7, comglet seguence; and lrge subuni risosormsl RNA gene  paralsequence 809 809 100% 00 100%
Conyza canagensis rtemsl ansosise sgacer 1, 5 55 rbosomsl RNA gere, 3nd nemal sanscrbed spacer 2, co 809 809 100% 00 100% EFosseati
Conyza rmosissim termal ranscrbed soscer 1,5 S ibosomal RMA gene ans itemal vanserber sgacer 2 comgle seqsence 805 §09 100% 00 100% sEitasset
Erigeson socorrensis internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene and intemal transcribed spacsr plete e 804 804 100%
Conyza canadensis 185 ribosomal RNA gene. partial internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gy and internal transeribed spacer 2. complete sequence: and 265 ribosomal RNA gene. parfial e 804 804 100%
Conyza esnssenss e vansores sgacer | para sequence: S 68 roosomal BNA g2ne, complee sequeroe ang intemal ansernen spacer 2 garia sesuEnce 798 798 100%
Gonyza csnssensis sy ZU 14 smal subun rbosmal BN gzne, gl sesyence, sl transcrbed spaper T 310 § 88 tbosomsl RAA genz com 303 mernal ysnseives spacer 2 garalsespence 791 791 98
C | @ hitpsy/blast ncbinim.nihgov/Blsst.cai B Q| i
Sequences producing significant aignments:
Select Al lons Selected 0
1F Alignments: 3
Description s":::; :zf; ‘:::g valEue ldent | Accession
Epssen sumatensis voucher L 7Y Xiang X6 201507054 185 sbosomsl RIA gene, paial sequence, nternal tansenbed spacer 1,5 B8 rbosorral FIVA gene, and ierral rarsrbes spacer 2. somplie seqyence  and 205 rbosprmal ANA, 780 780 100% 00 99% Kensset
Conyza fiaribunda strain MZU12 internal transcribed spacer 1. g I sequence: 5 8BS ribasomal RNA gene. complete and spacer 2 partial sequence T74 774 100% 00
Conyza canadensis isolste E0S internal transeribed spacar 1 partial seguence: 58S nbosomal RNA gene_complete sequence: and internal transcribed spacer 2. partial sequence. T74 774 100% 00
Dicscores tokoro genes for ITS1, 5.8 rRNA, ITSZ, partial and complete sequence 774 TT4 100% 0.0
nyZa sumatrensis gene for 5.8 rRNA T74 T4 100% 0.0
Conyz firlpun iniernal ranserseg sascer 1, 5,85 rmosara| ANA gan 3nd sl yensered SpRger 2 Semplie seuens 75 773 0% 00
Conyas sumstrensis inems) anserived seaser 1 paris sesuznas: .83 rbosemal SNA gzne, complete ssauense; snd ntrrsl rarssrbed sescer 2, g 769 789 100% 00
Conyza sumatrenss sain MEUZ e ranserbed spase 1 garal seayenoe; 5,35 riosomsl RNA gene, complte seqencs; and intamal tansarbed spaser 2, partal 754 7S 00% 00
Conyza sumatrenss nem anscribed spcer 1, parial sequence: 5 85 rbosomal ANA gene, cormplete secuence; and itermal vanscrised spacer 2, paral seqyence 754 7S 00% 00
Ergeron femareians spacer 1, 5.5 ivosom RINA gene, srd inieral ranseribed spacer 2 - 752 7R 100% 00
Erigeron rosulstus country Chile internal transcribed spacer 1. 5 8S rbosomal RNA g and intems! transcribed spacer 7, complets sequence 739 739 100%
Conyza b late E04 internal irsnscribed spacer 1 tial e 58S ribosomal RNA gene. complete sequence and intems| transcribed spacer 2, pariial sequence 736 736 100% EI
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CAI6;

escriptions

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected-0

i1 Alignments -]
. Max | Total Quer E
Description v Ident | Accession
score score cover value
[ Conyza sumatrensis voucher RQHNO0250 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gen 1048 1048 100% 0.0 99% MHO050150.1
[ Conyza sumatrensis voucher RAHN00996 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; intenal transcribed spacer 1, 58S ribosomal RNA gen 1048 1048 100% 0.0 99% MH0501491
[ Conyza sumatrensis voucher Zhu 8 8 285 small subunit ribosomal RNA gene, partial internal transeribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gent 1048 1048 100% 0.0 99% MH050147.1
[ Conyza sumatrensis voucher Zhu S S 165 small subunit ribosomal RNA gene, partial internal franscribed spacer 1, 688 ribosomal RNA gent 1042 1042 100% 0.0 99% MHO050152.1
[ Conyza sumatrensis voucher Zhu S S 265 small subunit ribosomal RNA gene, partial internal franscribed spacer 1, 58S ribosomal RNA gent 1042 1042 100% 0.0 99% MHO050151.1
[0 Conyza sumatrensis voucher ROHN00942 small subunit ribosomal RMA gene, partial sequence; intemal transcribed spacer 1, 5 8S ribosomal RNA gen 1042 1042 100% 0.0 99% MH0501451
CA17;
9
&« (= ‘ @ https//blast.ncbinim.nih.gov/Blast.cgi & f-'!l H
Sequences producing significant alignments:
Select Al None Selected:0
1F Alignments.
T Max | Total Query
score | score | cover
partial sequen 1134 134 90%
55 bosomal RIA gene, partisl seguence 1125 1125 99%
irtermal 585 ribosomal RNA gere, 1045 1048 91%
internal transcribed spacer 1,5 88 fbcsomal RNA gene, an 1037 1037 91%
irtemltranseribed sgacer 1, partial sea 1008 1008 91%
2 mal transeibed soaper 1, 5 B8 ribosomal RNA 1005 1005 91%
Erigeron leptorhizon intemal transcribed spacer 1, 5 85 rbosomal RNA gene. nd internal ra 1003 1003 91% =
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<« C | & hpsy/blastncbi.nim.nih.gov/Blast.coi W a | i

©Descriptions

Sequences producing signiicant alignments:
Select Al None Selected:0
I Alignments 3

Max | Total Query E

Description
score score | cover value

nsis intemal transcribed spacer 1, panisl seo)

585 ribosomal RNA gene, complets

nal i

2, partial sequence 626 626 100% 0.0
scer 1,585 ribosomal RNA gene, = bosoms| ANA §15  §15 100% 0.0 99% Kvesass1y
815 815 100% 0.0 99% KE1752201
815 815 100%
uence a1 811 100%
811 81 100%
509 809 100%

Erigeron sumatrensis vou

Li 7, Xiang XG 201507054 185 sibosomal RNA gens, parial sequence: internal transcribe

spacer 2, complate seq,

yz3 canagensis isolste 0 intemal trar

partial sequence; 5 85 nbosomal RNA gene, complste seque

Conyza sumatrensis gene for 5,85 RNA

Conyza sumatrensis sirin MZU23 i

ernal

1 1 partal

ouence: 5 85 ribssomsl RNA gene _compiste ser

Conyza sum:

nsis intemal transorized sgacer 1, pania) seal 5.85 ribosomal ANA gene, complete

Conyza foribunds strain MEU12 internal i

spaser 1, panial sequence; .88 ribgsomal RNA gene, comy

spacer2 panial seq
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EK 5 TUR TESHISI ALIGNMENT

CAL16-C.sumatrensis
B16-C.canadensis
CAL7-C.canadensis
BA91-C.canadensis
BI15-C.canadensis
BAO05-C.bonariensis
BA92-C.sumatrensis
CAZ29-C.sumatrensis

BU21-C.sumatrensis

CA16-C.sumatrensis
BI6-C.canadensis
CA17-C.canadensis
BA91-C.canadensis
BI15-C.canadensis
BAO05-C.bonariensis
BA92-C.sumatrensis
CAZ29-C.sumatrensis

BU21-C.sumatrensis

CA16-C.sumatrensis
BI6-C.canadensis
CAL17-C.canadensis
BA91-C.canadensis
BI5-C.canadensis
BAO05-C.bonariensis
BA92-C.sumatrensis
CAZ29-C.sumatrensis

BU21-C.sumatrensis

CA16-C.sumatrensis
B16-C.canadensis
CAL17-C.canadensis
BA91-C.canadensis
BI15-C.canadensis
BAO05-C.bonariensis
BA92-C.sumatrensis
CAZ29-C.sumatrensis
BU21-C.sumatrensis

CATGGCTATCGCCTGACTGGGGTCGCGGTCGAAGCGTCATCAGAAGACAACGCGTTGGGT

60

CTTCCGAACCTGCAAAGCAGA-ACGACCCGCGAA 33
CGGGCTGAGCCTGCAAGCAG-ACGACCCGCGAA 32
CTTGCTGGGCTGCAGCA-GACGACCCGCGA 29
CTGGCTGGGGCGGGCAAAGCA-GACGACCCGCGA33

AGATTAAACCTGCAAGCTTG-AACAACCCGCGA32

CAATAAGAAGCAACCATTTGACGAGACACTCAACA--AAAATCATGGTTGTGTCACCAAT
CATGTTAAAACAACCATGCCAGGATGTGTCGAGCATCCGTTTGATCGTCCTGGCACACCG
CATGTTAAAACAACCATGCCAGGATGTGTCGAGCATCCGTTTGATCGTCCTGGCACACC-
CATGTTAAAACAACCATGCCAGGATGTGTCGAGCATCCGTTTGATCGTCCTGGCACACC-
CATGTTAAAACAACCATGCCAGGATGTGTCGAGCATCCGTTTGATCGTCCTGGCACACC-
AATGTTAAAACAACCATGCCAGGATGCATCGAGCATCAGTTCAATCGTCCTGGCACACC-
CATGTTAAAACAACCATGCTAGGATGCGTCGAGCATCAGTTCGATCGTCTTGGCACACC-
CATGTTAAAACAACCATGCTAGGATGCGTCGAGCATCAGTTCGATCGTCTTGGCACACC-
CATGTTAAAACAACCATGCTAGGATGCGTCGAGCATCAGTTCGATCGTCCTGGCACACC-

* Kk kkkhkkK * kK * kK Kk Kk Kk kkk

AGTCTTGCGCCCGTCAAGAGGTGCCTTCATTTTGGCCAACCGCTCGGTTAAAA--CGGGA
AATGATGTGCCTGCCTAGTTGGCCCAACGGGCCATCTTGGTGGTCGCTTTGACGTAACAA
GTTGATGTGCCTGCCTAGTTGGCCCAACGGGCCATCTTGGTGGTCGCTTTGACGTAACAA
GTTGATGTGCCTGCCTAGTTGGCCCAACGGGCCATCTTGGTGGTCGCTTTGACGTAACAA
GTTGATGTGCCTGCCTAGTTGGCCCAACGGGCCATCTTGGTGGTCGCTTTGACGTAACAA
GTTGATGTGCCTGCCTAGTTGGCCCTACGGGTTATCTTGGTGGTCGCATTGACGTAACAA
GTTGATGTGCCTGCCTAGTTGGCCTTACGGGTTATCTTGGTGGTCGCTTTGACGTAACAA
GTTGATGTGCCTGCCTAGTTGGCCTTACGGGTTATCTTGGTGGTCGCTTTGACGTAACAA
GTTGATGTGCCTGCCTAGTTGGCCTTACGGGTTATCTTGGTGGTCGCTTTGACGTAACAA

L A * ok * * *  kkk *  x *

GGCCAATATCCGCTCCCAGCCAAGCATCCCAAAGGAAATGTTGGGGGAGCGACGCGATGC

AACCAAGGCACGGGATGTGCCAAGGAACTTTAAA--------mmmm=- TTGAAGAATTGCCCGTCCC
AACCAAGGCACGGGATGTGCCAAGGAACTTTAAA--------mmmmm=- TTGAAGAATTGCCCGTCCC
AACCAAGGCACGGGATGTGCCAAGGAACTTTAAA--------mmmmm=- TTGAAGAATTGCCCGTCCC
AACCAAGGCACGGGATGTGCCAAGGAACTTTAAA------------mmo- TTGAAGAATTGCCCGTCCC
AACCCAGGCACGGGATGTGCCAAGGAACTTTAAA---------mmmmm-- TTGAAGAATTGCCCGTCCT
AACCAAGGCACGGGATGTGCCAAGGAACTTTAAA--------------- TTGAAGAATTGCCTGTCCC
AACCAAGGCACGGGATGTGCCAAGGAACTTTAAA--------------- TTGAAGAATTGCCTGTCCC
AACCAAGGCACGGGATGTGCCAAGGAACTTTAAA--------------- TTGAAGAATTGCTCGTCCC
% o dkkkkk Kk Ak * % xk *

163

CTGCCGAGCCTGCAAGCAGA-ACGACCCGCGAA32
ATTGGGTGGTTTGGCGGGCGAGCTGCAAGCA-GACGACCCGCGAA43
CGTGCCGGACCTGCAAGGCAGG-ACGGACCCGCGA34

118
93
91
88
92
91
91
102
93

176
153
151
148
152
151
151
162
153

236
206
204
201
205
204
204
215
206



CA16-C.sumatrensis
B16-C.canadensis
CAL17-C.canadensis
BA91-C.canadensis
BI15-C.canadensis
BAO05-C.bonariensis
BA92-C.sumatrensis
CAZ29-C.sumatrensis

BU21-C.sumatrensis

CA16-C.sumatrensis
BI16-C.canadensis
CAL7-C.canadensis
BA91-C.canadensis
BI5-C.canadensis
BAO05-C.bonariensis
BA92-C.sumatrensis
CA29-C.sumatrensis
BU21-C.sumatrensis

CA16-C.sumatrensis
BI6-C.canadensis
CAL17-C.canadensis
BA91-C.canadensis
BI15-C.canadensis
BAO05-C.bonariensis
BA92-C.sumatrensis
CA29-C.sumatrensis
BU21-C.sumatrensis

CA16-C.sumatrensis
BI6-C.canadensis
CAL17-C.canadensis
BA91-C.canadensis
BI15-C.canadensis
BAO05-C.bonariensis
BA92-C.sumatrensis
CAZ29-C.sumatrensis

BU21-C.sumatrensis

K%

*k

GTGACGCCCAGGCAGACGTGCCCTCGGCCGAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAA 296
ATGAAGTCCCGTTCGCGGTGCGCTC--- -ATGGGGTGTGGCA--TCTTTGTAATCACAA 259
ATGAAGTCCCGTTCGCGGTGCGCTC ATGGGGTGTGGCA--TCTTTGTAATCACAA 257
ATGAAGTCCCGTTCGCGGTGCGCTC ATGGGGTGTGGCA--TCTTTGTAATCACAA 254
ATGAAGTCCCGTTCGCGGTGCGCTC------=--=--- ATGGGGTGTGGCA--TCTTTGTAATCACAA 258
ATGAAGTCCCGTTCGCGGTGTGCTC-------------- ATGGGGTGTGGCA--TCTTTGTAATCACAA 257
ATGAAGTCCCGTTCGCGGTGTGCTC ATGGGGCGTGGCA--TCTTTGTAATCACAA 257
ATGAAGTCCCGTTCGCGGTGTGCTC ATGGGGCGTGGCA--TCTTTGTAATCACAA 268
ATGAAGTCCCGTTCGCGGTGTGCTC ATGGGGCGTGGCA--TCTTTGTAATCACAA 259

Fkk Fkk

* Kk K * Fkk Fkk Fkk Fkk Kk

ACTCGATGGTTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAG----TATCGCATTTTGCTACGTTCTT
ACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAAT--GCG
ACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAAT--GCG
ACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAAT--GCG
ACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAAT--GCG
ACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAAT--GCG
ACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAAT--GCG
ACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAAT--GCG
ACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCACGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAAT--GCG

Fk

355
318
316
313
317
316
316
327
318

Fkkk * Fkkk K * % EE * kk kX

CATCGATGCGTGAGCCGAGATATCCGTTGCCGAGAGTCGTTTGTGATTACAAAGATGCCA
ATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCC
ATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCC
ATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCC
ATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCC
ATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCC
ATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCC
ATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCC
ATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGCGCC

*

415
378
376
373
377
376
376
387
378

* kokkk * Fkkk *%x Fkkk  Kkk *kk *

460
438
436
433
437
436
436
447
438

CGAAGCCATTCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCCCAA
CGAAGCCATTCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCCCAA
CGAAGCCATTCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCCCAA
CGAAGCCATTCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCCCAA
CGAAGCCATTCGGCTGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCCCAA
CGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCCCAA
CGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCCCCCAA
CGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACACATCGCGTCGCTCCCCCAA

* Kk *kk * * kk ok kkk *k ok *
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CA16-C.sumatrensis
B16-C.canadensis
CAL17-C.canadensis
BA91-C.canadensis
BI15-C.canadensis
BAO05-C.bonariensis
BA92-C.sumatrensis
CAZ29-C.sumatrensis

BU21-C.sumatrensis

CA16-C.sumatrensis
BI16-C.canadensis
CAL7-C.canadensis
BA91-C.canadensis
BI5-C.canadensis
BAO05-C.bonariensis
BA92-C.sumatrensis
CA29-C.sumatrensis
BU21-C.sumatrensis

CA16-C.sumatrensis
BI6-C.canadensis
CAL17-C.canadensis
BA91-C.canadensis
BI15-C.canadensis
BAO05-C.bonariensis
BA92-C.sumatrensis
CA29-C.sumatrensis
BU21-C.sumatrensis

CA16-C.sumatrensis
BI6-C.canadensis
CAL17-C.canadensis
BA91-C.canadensis
BI15-C.canadensis
BAO05-C.bonariensis
BA92-C.sumatrensis
CAZ29-C.sumatrensis

BU21-C.sumatrensis

TCTTCAATTTAAAGTTCCTTGGCACATCCCGTGCCTTGGTTTTGTTACGTCAAAGCGACC

CATTTCCTTTGAGATGCTTTGGACGGGAGCGGATATTGGCCTCCCGTTTTTAC----CGAGC
CATTTCCTTTGAGATGCTTTGGACGGGAGCGGATATTGGCCTCCCGTTTTTAC----CGAGC
CATTTCCTTTGAGATGCTTTGGACGGGAGCGGATATTGGCCTCCCGTTTTTAC----CGAGC
CATTTCCTTTGAGATGCTTTGGACGGGAGCGGATATTGGCCTCCCGTTTTTAC----CGAGC
CATTTCCTTTGGGATGCTTG--GCTGGGAGCGGATATTGGCCTCCCGTTTTAAC----CGAGC
CATTTCCTTTGGGATGCTTG--GCTGGGAGCGGATATTGGCCTCCCGTTTTAAC----TGAGC
CATTTCCTTTGGGATGCTTG--GCTGGGAGCGGATATTGGCCTCCCGTTTTAAC----CGAGC
CATTTCCTTTGGGATGCTTG--GCTGGGAGCGGATATTGGCCTCCCGTTTTAAC----CGAGC

Fk Fkk * Kk Kk x *k Fkkk * * ok *k ok

ACCAAGATAACCCGTAAGGCCAACTAGGCAGGCACATCAACGGT--GTGCCAGGACGA--TC
GGTTGGCCAAAATAAAGGCACCTATTGACGGGCGCAAGACTATTGGTGACAAAACCATGA
GGTTGGCCAAAATAAAGGCACCTATTGACGGGCGCAAGACTATTGGTGACAAAACCATGA
GGTTGGCCAAAATAAAGGCACCTATTGACGGGCGCAAGACTATTGGTGACAAAACCATGA
GGTTGGCCAAAATAAAGGCACCTATTGACGGGCGCAAGACTATTGGTGACAAAACCATGA
GGTTGGCCAAAATAAAAGCACCTCTTGATGGGCGCAAGACTATTGGTGACACAACCATGA
GGTTGGCCAAAATGAAGGCACCTCTTGACGGGCGCAAGACTATTGGTGACACAACCATGA
GGTTGGCCAAAATAAAGGCACCTCTTGACGGGCGCAAGACTATTGGTGACACAACCATGA
GGTTGGCCAAAATAAAGGCACCTCTTGACGGGCGCAACACTATTGGTGACACAACCATGA

* Fk * % * * % *kk kK * *  kkk  kk *%k  x

GAACTGATGCTCGACGCATCCTAGCATGGTTGTTTTAACA------ TGTTCGCGGGTCGTTC
AATCTGTTGCGTG------- TCTCATCAAAAGGTTGCTTATTGA----CCCAACGCGTTGTCTTC
AATCTGTTGCGTG------- TCTCATCAAAAGGTTGCTTATTGA----CCCAACGCGTTGTCTTC
AATCTGTTGCGTG------- TCTCATCAAAAGGTTGCTTATTGA----CCCAACGCGTTGTCTTC
AATCTGTTGCGTG------- TCTCATCAAAAGGTTGCTTATTGA----CCCAACGCGTTGTCTTC
TATTTGTTGAGTG------ TCTCGTCAAATGGTTGCTTCTTATTGACCCAACGCGTTGTCTTT
TTTTTGTTGAGTG------- TCTCGTCAAATGGTTGCTTCTTATTGACCCAACGCGTTGTCTTC
TTTTTGTTGAGTG------- TCTCGTCAAATGGTTGCTTCTTATTGACCCAACGCGTTGTCTTC
TTTTTGTTGAGTG------- TCTCGTCAAATGGTTGCTTCTTATTGACCCAACCCCTTG----------

Kk Khk * *k ok *  kkkkk kK

TGCTTTGCAGGCATCGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCCTACGGAAGAGATTTGTCG
————— TGATGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCA
————— TGATGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCA
—————— TGATGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCA
—————— TGATGACGCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCA
TGATGA-----CGCTTCGACCGCGACCCCAAGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCA
TGATG---AC--GCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCA
TGATG---AC--GCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCA
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520
496
494
491
495
493
493
504
495

578
556
554
551
555
553
553
564
555

634
610
608
605
609
610
610
621
607

694
667
665
662
666
667
667
678
607



CA16-C.sumatrensis ~ ------- AACCCGCAAAGCAAAAAGACCGAGTACGTGTTAAAACAACCATGGCTGGGAGGCGT 750

BI6-C.canadensis TATCAATAAGCGGAGGA: 684
CA17-C.canadensis TATCAATAAGGCGGAGGAAGGCCCCCCAAAATTGTTAAAACCACCCCTGCCGGGTGGGGT 725
BA91-C.canadensis TATCAATAAGCGGAGGAATT 682
BI5-C.canadensis TATCAATAAGCGGAGGAA. 684
BAOQ5-C.bonariensis TATCAATTAAGCGGGAGGA 686
BA92-C.sumatrensis TATCAATAAGCGGAGGAA 685
CA29-C.sumatrensis TATCAATAAGCGGAGGA 695
BU21-C.sumatrensis 607

CA16-C.sumatrensis CGAGCCATCATTCCGATCGTCCTGGC------- ACACCGTCATGTGGCTGCCTAGTTTGCTTAC 807

BI16-C.canadensis 684
CA17-C.canadensis CCGAGCATCCCTTTTATTCTCCCCGGGCCCCCCGTTAAAGGGCCTGCCCTGATGGCCCCA 785
BA91-C.canadensis 682
BI5-C.canadensis 684
BAO05-C.bonariensis 686
BA92-C.sumatrensis 685
CA29-C.sumatrensis 695
BU21-C.sumatrensis 607
CA16-C.sumatrensis CGGGTTTATCTTGGGTTGTCGCTTTGACG--------- TACAAAACCATGGCACGGGATGGTGCA 863
BI6-C.canadensis 684
CA17-C.canadensis ACGGGCCCTTTTTGGGGGGCGTTTTTGATAAAAACAAAACCGAAGGGACGGGGTAGTGCC 845
BA91-C.canadensis 682
BI15-C.canadensis 684
BAO05-C.bonariensis 686
BA92-C.sumatrensis 685
CA29-C.sumatrensis 695
BU21-C.sumatrensis 607
CA16-C.sumatrensis ~ AGAA-------- CTTTTAATTGGAAAATTGCCT-CGTC--------- CAGAATTCTC---------- TCGGCGGG 910
BI6-C.canadensis 684
CA17-C.canadensis ~ AAAGAAATTTTTAAATAAAAAAATATAGCCCGCCCCCCTGAAATCCCCCCCCCCGCTGCC 905
BA91-C.canadensis 682
BI15-C.canadensis 684
BAO05-C.bonariensis 686
BA92-C.sumatrensis 685
CAZ29-C.sumatrensis 695
BU21-C.sumatrensis 607
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CA16-C.sumatrensis
B16-C.canadensis
CAL17-C.canadensis
BA91-C.canadensis
BI15-C.canadensis
BAO05-C.bonariensis
BA92-C.sumatrensis
CAZ29-C.sumatrensis

BU21-C.sumatrensis

CA16-C.sumatrensis
BI16-C.canadensis
CAL7-C.canadensis
BA91-C.canadensis
BI5-C.canadensis
BAO05-C.bonariensis
BA92-C.sumatrensis
CA29-C.sumatrensis
BU21-C.sumatrensis

CA16-C.sumatrensis
BI6-C.canadensis
CAL17-C.canadensis
BA91-C.canadensis
BI15-C.canadensis
BAO05-C.bonariensis
BA92-C.sumatrensis
CA29-C.sumatrensis
BU21-C.sumatrensis

GCTCATGGGG-GCGGGGCCACTTTTTATATCAAACACCTTGGCACGAATCTGGGCCAGCA

GCTCCGGGGGGGGGGGGGCTTTTTTTGTAT

GCGTTAACGTAGCAGTGCATACTGGGTGTGAATGCAACCGTGACACAGTTTTTACATGCC

AACCTCGGCAAGGC 1043
684

935
682
684

686
685
695
607
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969
684
935
682
684
686
685
695
607

1029
684
935
682
684
686
685
695
607
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