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Ozet: Bu calismada, turuncgil kahverengi leke hastalifi etmeni Alternaria alternata f.sp. citri Cukurova Bolgesinde hastahigin
gorildigu Minneola tangelo bahcelerinden izole edilmis ve patojenite denemeleri yapildiktan sonra iprodione’a dayanikliliklari
arastiriimistir. Hastaligin gorildugu 35 bahgeden elde edilen izolatlardan 5 tanesinin iprodione’a dayaniklilik kazandigi saptanmistir.
Bu dayanikli izolatlarin EDgq degerleri 61.89-109.21 pg/ml arasinda bulunmug ancak duyarli izolatlarda bu deger 1 pg/ml'in altinda
kalmigtir. Dayanikli izolatlarin elde edildikleri bahgelerin fungisit uygulama tarihceleri incelendiginde iprodione kullaniminin ¢ok fazla
oldugu tesbit edilmistir. iprodione duyarli izolatlar laboratuvar kosullarinda iprodione iceren PDA ortaminda alt Kiiltire alindiklarinda
ise ikinci aktarmadan baglayarak artan oranda kolayca dayaniklik gelistirdikleri ve EDgqy degerlerinin her alt kiltiire alinigta arttigi
bulunmustur.

Iprodione Resistance of Alternaria alternata f.sp. citri Minneola Tangelo Isolates in Turkey

Abstract: In this study, isolates of Alternaria alternata f.sp. citri, cause of citrus brown spot, were obtained from Minneola tangelo
orchards in Cukurova Region where disease appeared and after pathogenicity tests their resistance to iprodione was investigated.
Five of 35 isolates recovered from different orchards were observed as iprodione-resistant . The EDsgq values of these resistant
isolates ranged from 61.89 to 109.21 pg/ml, but the average EDsg, value of iprodione-sensitive isolate was less than 1 ug/ml. When
the orchards where from iprodione-resistant isolates collected were checked in terms of fungicide application program in recent
years, it was noticed that iprodione application was much more than others. When Iprodione-sensitive isolates were subcultured on
PDA supplemented with iprodione, they developed resistance starting after second subculture, EDgq values continued to increase

after each subculture.

Giris

Alternaria alternata f.sp. citri tarafindan neden olunan
turuncgillerde kahverengi leke hastaligr ilk kez 1964
yilinda  Avusturalya'da Emperor mandarinlerde (1) ve
1976 da Florida'da Dancy tangerinler, Minneola ve
Orlando tangelolarda goérdlmustir (2, 3). Daha sonraki
yillarda da Giiney Afrika (4), Colombia ve israil (5)'de
gérilmus ve 6énemli ekonomik kayiplara neden olmustur.
Ulkemizde ise tarafimizdan yapilan incelemelerde A. a.
f.sp. citri ilk kKez 1992 yilinda goérilmus ve 1993-1996
yillari arasinda epidemi yaptigi belirlenmigtir.

Hastalilk etmeni gen¢ yaprak, slrgin ve geng
meyvelerde enfeksiyon yapmaktadir. Geng¢ yapraklarda
genellikle yapragin u¢ ve Kkenar Kkismindan bagslayan
enfeksiyonlar yapragdin orta kismina dogru ilerler.
infeksiyon boélgesinde renk kahverengilesir, ancak etrafi

genis sar1 renkli bir hale ile cevrilidir. infekteli yapraklar
Kisa surude dokulur. Meyveler 3.5-4.0 cm capa kadar
hastaliga duyarhdir ve meyve yilzeyinde 1-3 mm capta
kahveringi sigil seklinde mantar doku olusur. Meyveler
cok kugukken hastalija yakalanirsa dokulebilir. A. a. f.sp.
citri yapraklardaki enfeksiyonlari ile agaci zayiflatmakta
ve bir yil sonraki Grini dogrudan etkilemektedir.

Hastalikla miucadelede en etkili fungisit olarak
iprodione (Rovral, Rhoen Poulenc Ag. Co) bulunmustur
(6, 7). Ulkemizde Pala ve ark., (8)'nin turuncgillerde
Alternaria kahverengi leke hastaliginin mucadelesinde
degisik fungisitlerin etkisini belirlemek amaciyla yaptiklari
6n calismada mancozeb, propineb ve bakir hidroksit
fungisitlerinin  iprodione kadar Umitvar oldugu
belirtilmistir. Israil'de standart olarak uygulama cicek tac
yapraklari dokildikten hemen sonra baglayarak 2'ser

1051



Turkiye'de Alternaria alternata f.sp. citrinin Minneola Tangelo Izolatlarinin Iprodione’a Dayanikliliklari

hafta araliklarla yapilmaktadir. Iprodione (500mg a.i./L)
birinci, ikinci ve dérdinci, bakir hidroksit ise t¢lnci ve
besinci uygulamalarda Kkullaniimaktadir. Bakir hidroksit,
iprodione'a oranla daha az etkili olmasina ragmen A. a.
f.sp. citrimin iprodione'a dayaniklilik gelistirme olasiligina
alternatif olmasi acisindan kullaniimaktadir. Florida'da
bazi bahcelerde mevsim basindan itibaren 3 keze kadar
iprodione,  bundan  sonra  bakirli  fungisitler
kullaniimaktadir. Ancak Israilde standart iprodione
uygulamasi yapilan bazi bahcelerde Alternaria kahverengi
leke hastaliinin siddetli epidemisi gorulmuis ve bunun
lizerine Israil ve Florida'dan toplanan izolatlarda
iprodione'a dayanikli A. a. f.sp. citri izolatlari elde
edilmigstir (9).

israil ve Florida'da yaygin olan bu hastaligin
kontrolinde iprodione'un Kkullaniimasi, Cukurova'da da
Ureticilerin ruhsatlandirilmasi &éncesinden baglayarak
yogun bir sekilde iprodione kullanimina neden olmustur.
Bazi Ureticiler hem iprodione'un pahali olusu, hem de
Tarimsal Kuruluslarin o6nerisi dogrultusunda iprodione
uygulamalarini, bakir, maneb ve dider bazi Koruyucu
fungisitlerle ardisik olarak uygulamislardir. Fakat bazi
Ureticiler ilkbahar surgin déneminden baglayarak 10'ar
gin araliklarla 8 Kkeze kadar ulasan iprodione
uygulamalari yapmuslardar. Nitekim 1995 yilinda bazi
Minneola tangelo bahcelerinde iprodione'un Alternaria
kahverengi leke hastaligini  kontrol edemedigi
gozlenmistir.

Yukarida s6zi edilen gézlemler sonucunda A. a. f.sp.
citrinin  iprodione’a dayanikll izolatlarinin  gelisip
gelismedigini  saptamak amaciyla bu c¢alisma
gerceklestirilmistir.

Materyal ve Metod
A. a. f.sp. citrinin érneklenmesi ve izolasyonu:

Bunun icin  Cukurova'da Minneola tangelo
yetistiriciliginin yogun oldugu Asagi Seyhan Ovasi'nda 25
yerlesim bolgesine ait 35 Minneola tangelo bahgesinden
ilkbahar surgin déneminde enfekteli yaprak ornekleri
toplanmigtir. Ayrica bahge arasinda yer alan Dancy
tangerinlerden de bir 6rnek alinmistir. Orneklemelerin
yapildigi bu bahcelerin yaklasik yarisinda iprodione
uygulamasi yapilmaktadir.

Enfekteli yapraklar lezyonlu ve saglam dokuyu
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icerecek sekilde kuclk parcalara ayrimig, daha sonra
%1'lik sodyum hipoklorid ile yUlzey sterilizasyonu
yapilarak patates dekstroz agar (PDA, Oxoid) iceren 9cm
capli petri kutularina yerlestirilmistir. Petriler 27°C'de
inkube edilmis ve gelisen kolonilerden A. a. f.sp. citri
saflastiriimistir. Bu izolatlarin patojenitesini belirlemek
icin gen¢ Minneola tangelo yapraklart kullaniimistir.

Patojenite denemeleri icin Minneola tangelo yapraklari
%70'lik alkolle yuzey sterilizasyonu yapildiktan sonra
igneyle iki yerinden hafifce yaralanmis ve buraya 40yl
spor siispansiyonu (5x10° spor/ml) koyularak, petride
nemlendirilmis kurutma kagidi Uzerinde 27°C'de 48 saat
inkube edilmistir.

A. a. f.sp. citriizolatlarinin iprodione'a duyarliligi:

A. a. f.sp. citri izolatlarinin iprodione'a duyarhligini
testlemek icin 0-200pg/ml (O, 0.1, 0.5, 1, 10, 50, 75,
100, 200) iprodione (Rovral 50 WP) suspansiyonu
otoklav edilmis ve 50°C'ye kadar sogutulmus PDA
ortamina ilave edilmis ve petrilere dokulmustar.
Fungisitin her bir konsantrasyonu icin 5 petri kabi
kullanilmigtir. A. a. f.sp. citri izolatlarinin 6 mm capli
miseliyal diskleri katilasmis ortam yizeyine, miseliyal
kisim alta gelecek sekilde yerlestirilmistir. 24°C'de 4 gin
inkubasyonan sonra koloni capi Olctlerek radyal gelisme
hesaplanmigtir. Daha sonra Kkoloni alani Uzerinden linear
regresyon analizi yapilmis ve EDg, degerleri
hesaplanmistir.

Laboratuvarda A. a. f.sp. citrinin iprodione'a
adaptasyonunun belirlenmesi:

Bunun igin A. a. f.sp. citrinin iprodione'a duyarl iki
izolati (25 ve 31 no.lu) secilmis ve iprodione'un O-
200upg/ml (O, 0.1, 0.5, 1, 10, 50, 75, 100, 200)
konsantrasyonlarini iceren PDA ortaminda 4 gin 24°C'de
gelistirilmigtir. Deneme 5 tekrarli olarak kurulmustur.
Miseliyal gelismenin oldugu en yiksek iprodione
konsantrasyonundan alinan miseliyal diskler tekrar
iprodione'un yukarida s6zi edilen konsantrasyonlarini
iceren PDA ortaminda gelistirilmislerdir. Her seferinde
miseliyal disk, miseliyal gelismenin gortldigu en ylksek
iprodione kKonsantrasyonundan alinmig ve bu aktarmalar
12 kez tekrarlanmistir. Inkubasyonun 4’{inci giiniinde
koloni ¢aplari élcilerek, miselyal gelisme alani Uzerinden
linear regrasyon yapiimis ve EDs, degerleri
hesaplanmistir.



Arastirma Bulgulari
A. a. f.sp. citriizolatlarinin iprodione'a duyarhliklari

Cukurova bolgesinde 25 yerlesim bdlgesinden
Minneola tangelo bahgelerinden 35 A. a. f.sp. citri izolati
elde edilmigtir. Bu izolatlarin patojen olduklarindan emin
olmak i¢in yapilan gen¢ Minneola tangelo yapraklarindaki
patojenite testleri sonucunda tim izolatlarin patojen
olduklari gérulmustar.

A. a. f.sp. citri izolatlar1 iprodione'un 0-200pg/ml
arasindaki  konsantrasyonlarina degisik oranlarda
duyarlilik gostermislerdir. Iprodione’a duyarli izolatlar
genellikle 10pg/ml iprodione konsantrasyonunda higbir
miseliyal gelisme gdstermemiglerdir. Ancak 13, 15, 20,
22 ve 15D nolu 5 izolat 200pg/ml iprodione
konsantrasyonunda bile énemli diizeyde (84-288 mm?
arasinda degisen radyal gelisme alani) gelisme
goOstermiglerdir (Tablo 1).

A. a. f.sp. citri izolatlarinin miseliyal gelismeleri g6z
onlne alinarak koloni alani Uzerinden linear regrasyon
analizleri yapilmis ve elde edilen denklemler Uzerinden
EDs, degerleri hesaplanmistir. Fungisite duyarl A. a. f.sp.
citri izolatlarinin EDs, degerleri genellikle 1ug/ml
iprodione konsantrasyonunun altinda olmustur. Ancak
yukarida s6zi edilen 13, 15, 20, 22 ve 15D nolu
izolatlarin EDg, degerleri sirasiyla 109.21, 44.97, 90.27,
69.44 ve 61.89 pg/ml olarak bulunmustur (Tablo 2).
Kullanilan tim izolatlarin EDs, degerlerine gére sayisal
dagilimlari incelendiginde, EDs, degerlerinin 7 izolatta
0.1-0.3, 23 izolatta 0.3-1, 4 izolatta 30-100pg/ml
arasinda ve bir izolatta da 100ug/ml iprodione
konsantrasyonunun Uzerinde oldugu gorilmustir (Tablo
2). EDg, degerleri 1 pg/ml'in altinda bulunan 30 izolat
iprodione’a duyarli ve diger 5 izolat ise dayanikli olarak
kabul edilmistir.

Laboratuvarda A. a. f.sp. citrinin iprodione'a
adaptasyonu

Bu calismada iprodione'a duyarli olarak saptanan ve
izole edildikleri bahcelerde iprodione kullaniimadigi tesbit
edilen 25 ve 31 nolu A. a. f.sp. citri izolatlarinin 12 kez
iprodione igeren (0.1, 0.5, 1.0, 10, 50, 75, 100 ve 200
ug/ml) ortama transfer edilmeleri sonrasi izolatlarin
miseliyal gelismeleri g6z 6niune alinarak, koloni alani
Uzerinden linear regrasyon analizi yapilmis ve hesaplanan
EDy, degerleri Tablo 3'de gdsterilmistir. izolatlarin her
ikisi de birinci transferde c¢cok disik EDg, degerleri
(siraslyla 0.27 ve 0.1) gostermiglerdir. Ancak ikinci
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transferden baglayarak EDs, degerleri slrekli artig
go6stermis ve 12nci transferde 25 nolu izolatta bu deger
281.31pg/ml olarak bulunmustur. 31 nolu izolatin
iprodione’a adaptasyonu 25 nolu izolata kiyasla daha az
olmustur; fakat yine de 12nci transferde 5.06ug/ml ile
birinci transferdekinin 50 Kati daha yiksek bulunmustur.

Tartisma

Fungal patojenlerin fungisitlere karsi dayaniklik
kazanmasi ile ilgili olarak bir¢ok calisma yapilmis ve Stuab
(10) tarafindan derlenmistir. Tarla kosullarinda bir
patojenin bir fungisite dayaniklilik gelistirmesi, ya
mutasyonla veya belli bir fungisitin kisa araliklarla uzun
sure uygulanmasi sonucunda ortaya c¢ikmaktadir.
Dayanikli izolatlarin populasyonu da arttikca ortaya ¢ikan
problemler de artmaktadir. Iprodione Alternaria,
Monilinia ve Botrytis tirleri tarafindan neden olunan
hastaliklara kars! etkin olarak kullaniimaktadir (11, 12)

A. alternatanin iprodione dayaniklilik kazanmasi ilk
kez turuncgil meyvelerinde hasat sonrasi clrimelere
neden olan f.sp'te rapor edilmistir. Yaklasik her 120.000
spordan bir tanesinin 100 mg/L iprodione iceren PDA
ortaminda gelistigi belirtilmistir (13). A. a. f.sp. citrinin
iprodione dayaniklik kazanmasi israil'de iprodione
kullaniminin yogun oldugu bahgelerde gdézlenmistir (9).
Dayanikli izolatlar 25 mg/L iprodione igiren PDA
ortaminda gelisme gdstermislerdir. Dayanikli bulunan 10
izolatta EDg, dederi 280 mg/L olurken duyarli izolatlarda
bu rakam 0.2-0.62 mg/L olmustur. 250 veya 500 mg/L
iprodione uygulanmis Minneola tangelo yapraklari ile
yapilan patojenite calismaliranda, fungisit uygulamasinin
dayanikli izolatlarla yapilan inokulasyonlarda hastalik
gelisimi Uzerine hicbir etkisi olmazken, duyarl izolatlarda
hastaligi kontrol ettigi gorilmustir. Daha énce yapilan bu
tlr calismalarda da gérildigi gibi Ulkemizde hastaligin
bulundugu bahgelerde yogdun iprodione Kkullanilmasi
sonucu dayanikli izolatlarin olugsmasi Kkaginilimazdir.
Dayanikli olarak belirlenen 5 izolatin alindidi bahgelerin
fungisit uygulama programlari incelendiginde bu
bahgelerde diger bahcelere oranla ¢ok daha fazla sayida
iprodione uygulandigi belirlenmistir. Dayanikli izolatlarin
duyarli izolatlara kiyasla iprodione’a 200-800 kez daha
tolerent oldugu gorulmustir. Elde edilen bu sonuglar
Solel ve ark. (9)'min israil izolatlarindan elde ettikleri
sonuclarla benzerlik icerisendedir.

A. a. f.sp. citri Kkulturleri labratuvarda iprodione’a

1053



Turkiye'de Alternaria alternata f.sp. citrinin Minneola Tangelo Izolatlarinin Iprodione’a Dayanikliliklari

Tablo 1. Alternaria alternata f.sp. citri izolatlarinin farkli konsantrasyonlarda iprodione igeren ortamlardaki miseliyal gelismeleri (mmz).
Konsantrasyon izolat no.
(ug/ml) 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
0 562 738 683 1084 980 537 846 962 779 521 899 1060
0.1 531 718 683 583 594 363 434 314 544 354 718 960
0.5 126 510 169 177 104 443 89 64 140 201 276 872
1 48 218 75 37 52 148 33 25 46 57 95 881
10 18 6 0 0 7 9 1 1 2 12 0 722
50 0 1 0 0 0 1 1 0 0 5 0 714
75 0 0 0 0 0 8 0 0 0 0 0 615
100 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 544
200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 254
Konsantrasyon izolat no.
(ug/ml) 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26
0 742 558 821 205 855 551 1042 804 1200 630 306 660
0.1 779 544 660 231 524 531 954 537 1150 572 209 594
0.5 374 427 205 48 197 133 846 185 989 133 113 113
1 177 374 64 27 60 68 683 64 854 52 46 28
10 15 143 0 3 0 1 614 0 614 0 15 0
50 1 119 0 0 0 0 583 0 540 0 0 0
75 8 101 0 0 0 0 440 0 447 0 1 0
100 0 95 0 0 0 0 415 0 240 0 0 0
200 1 84 0 0 0 0 288 0 218 0 3 0
Konsantrasyon izolat no.
(ug/ml) 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 15D
0 1474 746 653 881 269 1266 1225 491 645 615 815
0.1 1164 222 562 1017 259 804 730 484 330 601 660
0.5 330 89 147 510 79 193 57 154 150 129 530
1 79 16 61 195 17 44 15 50 28 57 471
10 21 0 0 1 0 0 1 4 1 6 352
50 14 0 0 0 0 0 0 0 1 1 354
75 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 341
100 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 209
200 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 205

maruz birakildiktan sonra ikinci alt Kkultlrden itibaren
fungisite adaptasyon gostermeye baslamis ve 12'nci alt
kulttre kadar da gittikce artan oranlarda devam etmistir.
12'inci aktarma sonucunda 31 nolu izolatta EDs, degeri
50 kat 25 nolu izolatta ise 1 000 kat arttigi géralmustir.
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Bu bulgu tarla Kkosullarinda elde edilen sonuclarla
benzerlik icerisindedir. Ulkemizde domateste yaniklik
hastaligina neden olan A. solani izolatlarinin sera ve tarla
dayaniklilik  durumlarinin
arastirildigi bir calismada (14) etmenin 0©zellikle sera

kosullarinda

iprodione’a
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) ) ) Tablo 2. Alternaria alternata f.sp. citri izolatlarinin
Izolat no EDsg Izolat no EDsg Izolat no EDsg iprodione'a duyarliliklari (EDs degerleri).

(mg/L) (mg/L) (mg/L)

2 0.46 14 0.64 27 0.42

3 0.73 15 44.97 28 0.21

4 0.49 16 0.44 29 0.45

5 0.32 17 0.52 30 0.67

6 0.33 18 0.37 31 0.48

7 0.74 19 0.49 32 0.35

8 0.30 20 90.27 33 0.31

9 0.21 21 0.39 34 0.50

10 0.38 22 69.44 35 0.33

11 0.45 23 0.45 36 0.47

12 0.46 25 0.47 15D 61.89

13 109.21 26 0.43

Tablo 3. Alternaria alternata f.sp. citrinin iprodione'a duyarl iki dayamk]]k kazanan izolatlardaki genetik degi§imler RAPD

izolatinin  laboratuvar kosullarinda iprodione iceren
ortalama altkulttre alinmalari sonucu dayaniklilik gelistirme
durumlart (EDsq degerleri)

Transfer 25 no’lu izolat 31 no'lu izolat
1 0.27 0.10
2 0.97 0.44
3 1.12 1.05
4 1.69 1.31
5 1.70 1.31
6 1.88 1.78
7 2.09 2.12
8 3.24 2.50
9 4.80 3.59
10 5.13 3.66
11 6.41 4.15
12 281.31 5.06

kosullarinda dayaniklilik kazanmig oldugu belirlenmistir.
Bu konuda yeni fungisit veya kombinasyonlari Uzerinde
derinligine  arastirmalarin ~ yapilmasi  gerekliligi
vurgulanmigtir. Elmada patojen A. alternata ile yapilan
benzeri bir calismada, labratuvarda dayaniklilik kazanan
izolatlarin iprodione’suz ortama bir¢ok kez aktarilmasiyla
dayanikliliklarinin - kayboldugu belirtilmistir (15). Doga
kosullarinda dayanikliligin kaliciligi konusunda herhangi
bir calisma yapilmamistir. Her ne kadar iprodione’un
mutasyona neden olma 6zellidi ile ilgili bir kayit yoksa da

(Randomly Amplified Polymorfic DNA) veya izo-enzim
analizleri gibi biyoteknolojik yontemlerle arastiriimasi
gereken konular arasindadir.

Iprodione’a dayaniklik 35 bahceden 4 tanesinde (15
ve 15D nolu izolatlar ayni bahceden) goérulmustir.
Dayanikli izolatlar boélgede hizli bir sekilde Kolayca
yayllabilir ve daminant hale ge¢me tehlikesi gosterebilir;
¢lnki Florida'da yapilan epidemiyolqjik calismalarda A. a.
f.sp. citrinin olduk¢a hizli yayildidi gdézlenmistir (3).
Ayrica labratuvar kosullarinda iprodione’a kolayca adapte
olmasi, dayaniklilik gelisiminin turuncgil yetistiricileri icin
onemli bir tehlike olabilecegini ortaya koymaktadir. Bu
nedenle her ne kadar iprodione kadar hastalik kontrolu
saglamasalar da, degisik etki mekanizmasina sahip diger
fungisitlerle dénusimld olarak kulaniimalidir. Bdylece
iprodione’a dayaniklilik gelisme riski azaltilmis olur.
iprodione diger fungisitlerle karistirilarak uygulanabilir;
ancak her fungisitin 6nerilen dozda uygulanmasi gerektigi
icin bu sekilde uygulama ekonomik olmayacaktir. Sonug
olarak bu calisma turuncgillerde Alternaria kahveringi
leke hastaligina karsi laminar veya sistemik etkili
iprodione’a alternatif fungisit calismalarinin arttirilmasi ve
pratije en kisa zamanda verilmesi ve ayrica bolgede
iprodione uygulamasinin ¢ok dikkatli yapiimasi gerektigini
ortaya koymustur.
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