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Bu galigmada, turunggillerde gévde zamklanmasi, kok giiriiklii§ii ve meyve
infeksiyonlarina neden olan Phytophthora citrophthora ' nin turunggil bahge
topraklarindaki populasyon dalgalanmalari, kok infeksiyonlari ve antagonistlerinin
saptanmasi amaglanmgtir.

Bahge topraklarindaki etmen populasyonu, yagigin bol ve sicaklifin patojen
gelismesi igin uygun oldugu kogullarda ner zaman artig gostermis, uygun olmayan
kosullarda ise azalmigtir, Tiim bahgelerde Haziran ayinda yiikselen inokulum diizeyi,
Temmuz-Agustos aylarinda azalmug, Eyliil-Ekim aylarinda yeniden artarken, Arahk ve
Mayis aylar arasindaki dénemde inokulumda diigiigler saptanmugtir.

Dogada etmen tarafindan neden olunan kok infeksiyonlarin1 saptamak
amaciyla yapilan caligmalarda Nisan ve Mayis aylarinda saptanan % koék
infeksiyonlar1 Aralik ve Ocak aylanna gore daha yiiksek olmustur. Kontrollu
kogullarda buna paralel yiiriitiilen ¢galigmada ise bu oranlar dogadakine gére biraz daha
yiiksek gergeklesmigtir.

Gerek in vitro ve gerekse sakst galigmalarinda antagonistik etki gdsteren
funguslar Penicillium sp., Aspergillus niger , A. ochraceus , Mucor sp., Rhizopus
sp., Trichoderma pseudokoningii , T. viride ,T. hamatum , T. harzZanum olarak
tamlanmgtr, Izole edilen 12 antagonist bakteri izolatindan ikisi Pseudomonas cinsine
dahil edilmigtir. Aynca tiim bakteri izolatlarna bazi tamilama testleri uygulanarak
biyokimyasal 6zellikleri saptanmugtir.



ABSTRACT

Investigations on root infections caused by Phytophthora citrophthora
(Smith and Smith) Leonian, and its population dynamics and biological control

Investigation of population changes, root infection, and antagonistic
microorganisms of Phytophthora citrophthora , which causes gummy trunk, root rot,
and brown rot of fruit, was aimed.

The population of pathogen in orchard soil has increased when appropriate
temperature and precipitation occured. Inoculum in soil has decreased with adverse
effect of climatic factors. The inoculum has increased in June, but decreased in July and
August, and although it increased partly in September and October, inoculum occured
in the lowest level between December and May.

It was determined % root infection occured in higher level in April and May
than did in December and January. Higher infection rates observed in laboratory when
compared with field.

Penicillium sp., Aspercillus niger , A. ochraceus , Mucor sp., Rhizopus sp.,
Trichoderma pseudokoningii , T. viride , T. hamatum , and T. hardanum were
determined both in vitro and pot trials. Two of bacteria isolates from 12 isolated
antagonistic bacteria were included into Pseudomonas genus. In addition, all bacteria
isolates were treated by some identification tests to determine some biochemical

characteristics.



1.GIRI§
Tiirkiye' de toplam turunggil iiretimi 1991 yilinda 1.695.500 ton olup, en fazla

(iretim 1.495.137 ton' la Akdeniz Bolgesi' nde gergeklegmigtir. Bu, toplam turunggil
liretiminin % 88.18' ini olugturmaktadir ANONYMOUS, 1994).

Diinyada turunggil {iretiminin yapildif1 her lilkede gerek fungal, gerek
bakteriyel ve gerekse mikoplazma ve viriis kokenli bir gok hastalik verim ve kaliteyi
olumsuz etkilemektedir. Fungal kokenli hastalik etmenlerinden en Onemlileri ise
Phytophthora cinsine ait baz tiirlerdir.

WATERHOUSE (1963)' a gore 43 Phytophthora tiirii fungus, insan
beslenmesinde biiyiik 6neme sahip tarla bitkilerinde, siis bitkileri ve orman agaglarinda,
subtropik ve tropik meyvelerde, yumugak gekirdekli bogiirtlen tiirii meyvelerde ve gok
degerli tropik bitkilerde 6nemli zararlara neden olmaktadur.

Turunggillerde ise P. citrophthora, P. nicotiana var. parasitica, P. citricola,

P. syringae, P. hibernalis, P. palmivora eikili olmaktadir (KLOTZ, 1978). Bunlar
icinde en énemli olanlar iseP. citrophthora ve P. nicotiana var. parasifica, tiirleridir.

Fawcet (1911), Florida ve Kaliforniya'da yaptif1 siirveyde turunggillerde
govde zamklanmasina neden olarak Phyfiacystis (Phytophthora citrophthora )'y1 ilk
kez rapor etmigtir.

Ulkemizde ise P. cifrophthora tiiriiniin varlifn 1958 yilindan bu yana
bilinmektedir (KAREL, 1958). Ancak CINAR (1974), P. citrophthora 'mn turunggil
agaclarinda gummosise neden olduBunu bildirirken, SALIH (1974 a, b) ise bigede bu
tiiriin yaninda P. hibernalis ‘inde turunggillerde etkili cldugunu bildirmigtir. GUNCU
(1983) ise, turunggillerde gummosise neden olarak P. citrophthore ‘yi tammlamg,
ancak diger tiirlere ait bir bulgu ortaya koymamgtr. CINAR (1976), yapug: siirveyde
Icel bolgesinde tiim turunggil agaglanmin % 24'tniin, Adana bdlgesinde ise % 22.4'
iiniin P, citrophthora ile bulagik oldufunu bildirmigtir

Hastalik etmeni fungus toprakta yagar. Bulagik taban ve nemli topraklarda
devamli vardir (ROSEDALE, 1943; STOLTY, 1960). Kigin yagmurlar sonucu toprakta

olugan su iginde fungusun zoosporlar olugur. Zoosporlar yagmur damlalanmn etkisi



ile gevreye sigrayarak yayilma olanaf: bulurlar. Bu husus ozellikle kigin meyve
infeksiyonlarinda biiyiikk 6neme sahiptir. Kok ve kokbogazimin inokulasyonu igin
afacin bu kesimlerinin gesitli etmenlerle ve toprak igleme aletleri ile yaralanmasi
yeterlidir. Ancak limon gibi duyarl bitkilerin gévdelerinde herhangi bir mekanik yara
olusmadan da infeksiyonlar goriilmektedir. Infeksiyonlar daha gok kigmn ve bahara
dogru zoosporlarla olur. Ulkemizde ¢nem kazanan P. citrophthora 26-28°C de iyi
geligir, 4°C altinda ve 36°C' nin iistiinde aktivitesini yavaglatir, optimum pH istegi ise
6'dir (GOKSEDEF, 1980).

P. citrophthora 'mn turunggil afaglarindaki zaran 3 farkh tipte gériilmektedir.
Bunlar;

1. Meyvelerde (Kahverengi ¢liriikliik)

2. Govdede (Gummosis)

3. Koklerde (Kok ve kokbogaz giiriikliigii).

Meyve infeksiyonlar1 sonucunda kendilerine has bir kokuya sahip olan
hastalikli meyvelerin kabuklar deri geklini alir ve renkleri kizila ¢alan kahverengine
doniigiir.

Hastalifin en gok goriilen simptomu, genellikle duyarhh kalemlerin toprak
yiizeyine yakin olan govde kisminda hastalikhi kabugun varlif1 ve zamk akintisidur.

Etmen, sicaklik ve topraktaki su durumunun uygun oldugu kogullarda kilcal
kokleri de hastalandirir. Besin alan kokierin giiriimesiyle agaglarin yegil aksamm ve tacy
zayiflar. Sonugta meyve biiyiikliigii azalir, verim diiger ve tiim agag¢ kuruyabilir. Kok
cliriikliigi simPtomlanm fark etmek genellikle zor olmasina kargin, yaprak ve
meyvelerin kiigiilmesi uyaric1 simptomlar olarak algilanmahdir (MENGE, 1990). Kok
infeksiyonlan1 farkedilmedifinde veya gerekli 6nlemler ahnmadifinda, ¢ok Onemli
boyutlarda zararlanmalar ortaya ¢ikabilmektedir. Fungusun 1 cm3 bahge topraginda
10-15 propagiil oraminda bulunmas: halinde kok giiriikliigii nedeniyle % 20-40
oraninda kayiplar olugabilmektedir ki, bu durum bir bahge igin ¢ok 6nemli bir
sorundur (TIMMER ve GRAHAM, 1990).

Giiniimiizde Phytophthora kok iiriikliigiine karg: diizenli sulama araliklan ile



uygun sulama, orta tekstiirlii ve derin topraklara dikim, dayamikli ana¢ kullanim
topragin fiziksel yapisinin iyilegtirilmesi, sakizlanmmg bolgelerin temizlenip % I'lik
potasyum permanganat uygulanmasi ve bunlarin yanisira sistemik fungisitlerle yegil
aksam piskiirtmeleri ve afaglarin tag izdiigiimiindeki topraga fungisitlerin verilmesi
gibi 6nlemler alinabilmektedir (ANONYMOUS, 1984; SALERNO ve CUTULLI, 1985).
Son ydlarda metalaxyl ve fosetyl-al isimli iki sistemik etkili madde ile bu hastalifin
kontroliinde bagarili sonuglar alindifx rapor edilmektedir (FEICHTENBERGER, 1990;
DAVINO-ve Ark., 1990; TUSET ve PORTILLA, 1990; McKENZIE, 1988).

Bunlar gibi gok spesifik fungisitlere tam bafimlilik, bu gibi hastaliklarin
savagimunda istenilmeyen bir durumdur. Ciinkii bu fungisitler ekonomik degildir,
ayrica yogun kullanimlan s6z konusu olursa, bundan etkilenen P. citrophthora gok
kisa bir zaman siirecinde dayanikli irklar olugturabilir (SERRHINI ve Ark., 1985;
NEEMA ve Ark., 1985; LUCAS ve Ark., 1990). Ayrica bu olumsuzluklara dogal
ckosistemi bozan ilag kalinti problemide eklendifinde bu hastahga kargi daha genig bir
perspektif igerisinde yaklagim gosterilmeli ve difer savagim yontemlerinden de
yararlamlmalidir. Patojen toprak kokenli oldugundan biyolojik miicadelenin oncelikle
toprakta baglamas: gerekmektedir. BAKER ve COOK (1974)' un da bildirdigi gibi,
topraktaki mikrobiyal antagonizm bitkinin toprak iistii aksamindaki mikrobiyal
antagonizmden daha baganlidir. Patojen populasyonu toprakta baski altna alinabildigi
takdirde, toprak {istii aksamun: infekte edecek olan inokulum kaynaBinda da bir azalma
olabilecektir. Cok sayida antagonist bakteri, fungus ve aktinomiset' in Phytophthora
spp.’ ne kargi antagonistik etkileri bilinmektedir (MACIEJOWSKA ve WILLIAMS,
1961; BROADBENT ve BAKER, 1974 a,b; KNAUSS, 1976; MALAJCZUK ve Ark.,
1977, MALAJCZUK, 1981; DEDE ve BICICI, 1987; DARVAS ve BEZIDUENHOUT,
1988; MENGE, 1990; TUSET ve Ark., 1990; GERRETSON-CORNEL, 1991). Ancak
bunun igin hastalikla ilgili bir ¢ok biyolojik ve ekolojik temel parametrelere gerek
duyulmaktadir. P. citrophthora ' nin turunggil bahge topraklarinda saptanacak olan
populasyon dalgalanmalan ile ilgili veriler, hastalifin savagiminda uygun zamanlama
ile gerekli 6nlemleri almayi, bunun sonucunda da gerek kok, govde ve gerekse meyve



infeksiyonlarina karst daha bagarili bir miicadeleye olanak saglayacaktir.

Bu nedenlerle, bu ¢aligma ele alinmug olup, P. citrophthora 'nin Cukurova'
daki turunggil bahge topraklarinda populasyon dalgalanmalan, heniiz saptanmamg
olan kok infeksiyonlarinin durumu ve biyolojik miicadelesine igik tutacak verileri
saptamak amaciyla fungusun, topraktaki difer mikroorganizmalarla iligkileri
incelenmigtir.



2. ONCEKiI CALISMALAR

2.1. Etmenin Izolasyonu ve Patojenitesi ile Iigili Caligmalar

Canli ve aktif geligen miselyum igeren yeni infektelenmig taze bitki
dokularindan Phytophthora spp. ' nin izolasyonu oldukga kolaydir. Ancak
Phytophthora ' nin eski, ¢liriimily veya kurumug kok ve difer bitki organlarindan
hastalifin ileri dénemlerinde izolasyonu veya ozellikle diigiik populasyon igeren dogal
infekteli topraklardan izolasyonu oldukga zordur.

Degisik bitki kisimlarinin (6rnegin meyve, tohum, fide, kotiledon, yapraklar
ve duyarli konukgu bitkinin yaprak diskleri) tuzak olarak kullaniligi topraktan hedef
Phytophthora ' nin selektif izolasyonunu saglar.

KLOTZ ve De WOLFE (1958) limon ve portakal meyvelerini su ile
doyurulmug toprafin yiizeyine yerlegtirdikten sonra 20° C' de 4 giin veya daha uzun
siire inkiibe ederek P. syringae ve P. citrophthora ' y1 topraktan izole etmiglerdir.

TSAO (1960) 25 ml topraga ilave ettifi 150 ml suya limon meyvelerini yariya
kadar daldirip 25° C' de 6 giin inkiibe ederek P. citrophthora ' y1 izole etmig ve
etmenin turunggil topraklarinda sayisal degerlendirilmeleri i¢in kullanilabilecegini
bildirmigtir.

Temel ortam olan musir unu agar ortamina pimaricin-penicillin-polymyxin
(PPP) ilave edilmesi ile P. citrophthora, P. parasitica ve Pythium gibi toprak kokenli

fungus tiirlerinin infekteli turunggil kdklerinden ve P. cinramomi ' nin avakado
koklerinden dogrudan izolasyonu igin avantajl: segici ortam elde edilmigtir (ECKERT
ve TSAO, 1962).

P. parasitica ' min patojenitesi {izerinde yapilan bir sera ¢aligmasinda, zoospor
siispansiyonu ile inokiile edilmig tath portakal ve limon fidanlarimin odunlagmug
kﬁkierinde hi¢ infeksiyon goriilmez ikgn, buna karsin dig kabuk boyunca yaralar
agilarak yaptlan inokulasyonlarda infeks}‘gfonun olugtugu bildirilmigtir. Kok bblgesine
verilen inokulum yogunlugu 0.5x10 4 - 8.0x10 4 zoospor/ml arasinda olup, kullanilan
inokulum miktari ise 200-400 ml arasinda degigmigtir. Inokulasyonda govde kalinlig

15 mm' yi gegmeyen fidanlar kullanilmig ve kok bofazina halka boru gegirilerek



parafinle sabitlegtirildikten sonra bu borular igerisine inokulum siispansiyonu
verilmigtir. Fungus heniiz geligmemig, geng ve yaralanmamug koklerde de infeksiyon
yapmugtr (WHITESIDE, 1971).

P. cinnamomi, P. cryptogea ve P. drechsleri izolatlarinin patojenitelerini
saptamak i¢in 6-12 aylik Douglas-fir fidanlart kullanilmugtir, Hazirlanan inokulum
slispansiyonu bir karakterde fidanlar gagirtilmadan 6nce topraga kangurilmug, difer
bir karakterde ise inokulum, bitkiler gagirtildiktan sonra bitki koklerinin hemen
bitigigindeki gukurlara dokiilmiigtiir. Tim fidanlar 3 ay siire ile sera kogullarinda 16
saat aydinlanma ve 20-25° C sicakhkta tutulmugtur. Hastalik giddeti agagida
gosterilen skala ile dlgiilmiigtiir.

0: % 0-10' luk kok giiriimesi

1: % 10-40'hk " "

2:%40-70'lik " "

3:%70-100 “ "

Bir veya daha yiiksek hastalik giddeti gosteren bitkilerden Phytophthora
reizole edilmigtir (PRATT ve Ark., 1976).

Toprakia bulunan zoospor varligim belirlemek icin THOMSON ve ALLEN
(1976)' nin yaptiklan g¢aligmada yaprak tuzak yontemi ve PjgVP segici ortami
kullanilmugtir, Buna gore 5 gram toprak 125 ml' lik erlenmayerlere konulmugtur,
Uzerine 2 cm gegecek sekilde destile su konularak igerisine yaprak diskleri atilmig ve
25° C' de inkiibe edilmigtir. Sonugta zoosporlarin 36 saat icinde su iizerinde . yiizen
yaprak disklerini hizla penetre ettigini saptarmglardir,

MASAGO ve Ark., (1977) BNPRA+HMI (Benomyl 10 mg/l; Nystatin 25
mg/l; PCNB 25 mg/l; Rifampisin 10 mg/l; Ampicilin 500 mg/l; Hymexazol 25 yada 50
mg/l dozunda) segici ortamu ile topraktan ve bitki dokularindan Phytophthora spp.' nin
izolasyonunda bagarilhi olmuglardir,

TSAO ve GUY (1977) temel ortam olan CMA' a (Misir unu agar 17 g/l)
pimarisin 10 mg/l, vancomycin 200 mg/l ve 100 mg/l PCNB igeren P VP ortamuna 50

mg hymexazol ilave ederek P. citrophthora, P. parasitica ve P. cinnamomi ' yi



topraktan ve bitki dokularindan bagarih bir gekilde izole etmigtir. PjgVP' ye ilave
edilen 50 mg/ml hymexazol (3-hydroxy-5-methyl-isoxozde), birgok Pythium ve
Mortierella spp.' ni inhibe etmigtir.

JEFFERS ve MARTIN (1986) Pythiceae familyasi funguslarin izolasyonu igin
standart segici ortam olan PyVP (Pimaricin 10 mg/l; Vancomycin 200 mg/l; PCNB 100
mg/l igeren musir unu agar) ile bu ortamuin bir modifikasyonu olan PsARP (Pimaricin 5
mg/l; Vancomycin yerine Ampicillin 250 mg/l; Rifampicin 10 mg/l; PCNB 100 mg/l)
iceren segici ortamum kargilagtirmugle=dir.  Ayrica, Phytophthora tiirlerinin sayisal
olarak saptanmasi ¢aligmalarinda istenmeyen Pythium kolonilerinin engellenmesi igin
her iki ortama da 50 mg/ | hymexazol ilave etmiglerdir. Sonugta PsARP segici ortarm
ile daha fazla sayida Phytophthora kolonisi izole etmeyi bagarmiglardur.

TIMMER ve Ark. (1988), KANWISHER ve MITCHELL (1978)' in PARP
segici ortamunin igerifinde kulamilan Ampicillin'i 250 mg/l yerine 125 mg/l alarak ve
ortama 25 mg/l Hymexazol ilave ederek, bu ortamlan1 P. parasitica ' mn populasyon
dinamigini saptama ¢aligmalarinda bagariyla kullanmuglardir.

2.2. Populasyon Dinamigi lle igili Cahgmalar

Toprak orneklerinin alinmasinda bahge igerisindeki en uygun bolgenin yada
toprak derinliginin ne olmas: gerektifini, ya da bir kere toplanan topraklarin nasil
korunmas: ve aragtirmalarda kullanilmak iizere nasil hazirlanmas: gerektigi konusunda
degigik c¢aligmalar yapilmugtir.

CHEE ve NEWHOOK (1965) oérneklerin kurutulduktan sonra 28 saat siireyle
% 20 nemde tutulmas: gerektigini, IANNOV ve GROGANE (1977) ise islemlere
baglamadan once toprak &rneklerinin tarla kapasitesinde 7 giin siireyle inkiibe edilmesi
gerektiini belirtmiglerdir. TSAO (1983) topraktaki inokulum diizeyini saptamak igin,
toprak Omneginin bir &n ncmlendlrmey‘c bxraknlmasmm yapay bir populasyon artigina
neden olabilecefi gerekgesiyle sakincaii oldugunu belirterek, orneklerin afacin tag
izdiigiimiinde olacak gekilde, kuzey ve giiney yonlerinden en az 3-5 cm derinlikteki
kék bolgesinden toplanmasi gerektifini ve oOrneklerin gok kisa bir siire igin oda
sicaklifinda korunabilece8ini bildirmigtir.



KANWISHER ve MITCHEL 71978) P. parasitica var. nicotianae ' nin
topraktaki inokulum yoBunlugunu saptamak i¢in PARP segici ortanum (Pimaricin 10
mg, Ampicillin 250 mg, Rifampisin 10 mg, PCNB 100 mg, Difcomusir unu 17 g, saf su
1000 mi) kullanmuglar ve etmenin izolasyonu igin ybntem bildirmiglerdir, Bitkinin
rizosfer topragindan alimp harman haline getirilmis topraktan 20 g 6rnek alinmig,%
0.25' lik su-agar ile 1:10 oraninda seyreltilmig ve 1 ml' lik kisimlar halinde iginde
PARP segici ortamu igeren peirilere ekim yapilmugtir, 25° C sicakhik ve karanlikta 48
saat inkiibasyondan sonra toprak siispansiyonu agar yiizeyinden az akan gegme suyu ile
yikanmig ve fungal koloniler sayilmugtir,

VON BROEMSEN (1979) yapugi ¢aligmada ise infeksiyon giddetinin
populasyon diizeyine bafli olmaksizin dalgalanma gosterebilecegini bildirmigtir.
Toprak doygunluu ve oksijen diizeyindeki azalma konukguyu daha duyarli hale
getirebilmektedir. Bdylece, hastalik potansiyeli patojen populasyonundan bagimsiz
olarak artabilmektedir. Bunun tersi ise, yani yiiksek Phytophthora populasyonuna
kargin, diigiik hastalhk potansiyelinin oldufu da saptanmugtir. Bu farkliik konukgu
dayamkhiginin yiiksek olmasi veya patojen wki ya da iireme gekli ile
agiklanabilmektedir.

WESTE (1983) Phytophthora ' nin gerek miseliyal geligmesi, gevreye uyumu
ireme orani, zoospor, oospor, klamiddspor {iretimi ve yayilisinda onem kazanan
karakteristik ozelliklerin ve gerekse sicaxiik, nem, 151k, toprak pH' s1 ve diger toprak
Ozelliklerinin populasyon degigsiminde birbiriyle siki iligkili olarak etkilegsimde
bulunmakta oldugunu bildirmigtir. Bildirilen bu faktorler zaman zaman one gikarak,
inokulumu baski altina alabildigi gibi, cogu zaman da patojen aktif olmug ve artan
populasyonuyla tiim faktorlere hakim olmay1 bagarmugtir.

TIMMER ve Ark. (1988) etmenin populasyon diizeyinin saptanmasinda
turunggil bahgelerinden aldiklan toprak orneklerini segici ortam igeren petri kutularina
aymi giin ekmigler ve bunun yanisira 1-12 giinler arasinda da ekim yaparak degigik
depolama kogullarinin (6rnekler plastik kaplarda saklanmig ve nem bahgeden
getirildigi diizeyde korunmug, dnce havada kurutulmug sonra oda sicaklifinda hava ile



kurutulmug, havanin bagil nemine terkedilmis, toprak su ile iyice doyurulmug,
topraklar oda sicaklifinda bekletilmiy ve Ornekler ©Once kurutulup sonra
nemlendirilmig) etkilerini aragtumuglardir.  Sonug olarak topragin  kurutulmasi
propagiil sayilanm gok alt diizeylere diiglirmii§ ve toprak yeniden nemlendirilse bile
propagill yogunlugunda bir artig olmarmugtir. Hava ile kurutma zoospor, misel ve diger
duyarl1 yapilarin yok olmasina neden olmugtur. Topragin neme doyurulmasi propagiil
yogunlugunu fazla etkil\cmemis, sadece bir denemede yogfunlufun aniden artti
saptanrmugtir ki, bu da zoospor iiretiminin artmasindan kaynaklanabilecegi geklinde
yorumlanmugtir. Caligmada, oda sicakhifi ya da buna yakin sicakhikta toprafin 1-2
giin siireyle bekletilmesinin en uygun kogul oldugu bildirilmistir.

Florida' daki turunggil bahgelerinde P. parasitica nin populasyon

dalgalanmalari: saptamak amaciyla en uygun Ornekleme zamaninin, sicaklik ve

nemin propagiil yogunluguna etkileri belirlenmig ve P. parasitica ' mn bahge
icerisindeki dagiligi hakkinda da bulgular ortaya konulmugtur. Mevsimsel degigmeler,
toprak sicaklifi ve toprak nemi gibi faktorler drneklemelerde elde edilen propagiil
yogunlufuna etki etmemis, ancak populasyon diizeyinde yillar arasinda farkhihk
goriilmiigtiir. Ayrica propagiillerin bahge igindeki dagilmunin ¢ok defigkenlik
gostermis oldugu ve belirli bolgelerde kiimelendigi bildirilmigtir. Bu  galigmada
patojen populasyonu bahge iginde damlama sulama borularinin gegtigi bblgede ve 23
cm' lik toprak derinliginde en yiiksek diizeyde olmugtur (TIMMER ve Ark., 1989).

Diger bir galigmada alttan yagmurlama, iistten yagmurlama, kank ve damlama
sulama olmak iizere 4 farkli sulama sisteminin P. citrophthora ' nin Kiitdiken limon
agaglarinda infeksiyon olusumu ve topraktaki hastabk potansiyeli iizerine etkileri
aragurilmigtir. Sonuglar P. citrophthora ' nin en fazla alttan yagmurlama sisteminde
infeksiyona neden oldufunu gostermigtir. Bunu sirasiyla kank, istten yagmurlama
izlemiy ve en az infeksiyon damla sulama sisteminde ortaya‘ ¢ikmugtir. Yine P.
citrophthora ' nin topraktaki hastalik potansiyeli en fazla alttan yagmurlamadan elde
edilmig, bunu iistten yagmurlama, kark ve damla sulama sistemleri izlemigtir. P.
citrophihora ' ya kars kullanilabilecek en uygun sulama sisteminin damla ve kank
sulama sistemleri oldugu goriilmiigtiir (ERKILIC ve Ark., 1993).
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Diger benzer bir galigmada, sulama sistemlerinin farkliifi, ayrica kok
sisteminin geligmesini etkilemig, buna bagh olarak da kok infeksiyonlan etkilenmistir.
Nitekim kank usulii sulamada kilcal kokler daha fazla olugmakta, bu da kdok
infeksiyonlar igin patojeni tegvik etmektedir. Damla sulamada ise besleyici koklerin
agir1 geligmesi engellendiinden kok infeksiyonlart azaltilmaktadir (FELD ve Ark.,
1990).

P. citrophthora ' nin populasyon dinamigine sulama zamamimn etkisi Dogu
Sicilya' da 3 bahgede incelenmigtir. Sulamadan 24 saat sonra inokulum diizeylerinde
onemli artiglar ortaya c¢ikmugur. Yaz boyunca bir bahgede P. citrophthora
populasyonu tag izdiigiimiindeki 0.1 g toprakta 15 propagiilden daha gok olmustur ki,
bu degerler kok infeksiyonu igin egik olarak kabul edilmigtir (MAGNANO ve Ark.,
1990).

TIMMER ve GRAHAM (1990) birgok ¢aligma sonucuna dayanarak,
bahgelerde cm3 topraktaki 5 propagiil igin diigiik, 5-15 propagiil igin orta ve 15
propagiilden fazla ise yiiksek populasyon kabul edilebilecegini, fungisit uygulamalarina
temel olusturmak igin yapilan galigmalarda cm3' de 10-15 propagiil bulunmas: halinde
kok giiriikliigiindeki artigin % 20-40 oraninda oldugunu bildirmiglerdir.

1984-1987 yillarinda Sicilya' daki 3 farkh bolgede topraktaki Phytophthora
populasyonunu saptamak igin BNPRAH selektif ortami ve toprak seyreltme plaka
metodu kullamlmugtr. Topraktan elde edilen izolatlar morfolojik ve kiiltiirel
ozelliklerine gore PAGE ile tanunlanrrugm. Topraktan sadece P. citrophthora izole
edilmigtir. Bu galigmada P. citrophthora populasyonu havanin serinlemeye bagladig
donemlerde artig gostermis ve buna kargin ge¢ sonbahar ile yaz ortasi arasindaki
donemde her zaman diigiig gostermig olup mevsimsel degigmelerin toprak sicakhgina
ve nemine bafh oldugu belirlenmigtir. Kahverengi meyve giiriikliikk epidemileri,
populasyon yoBunlugunun 20 propaglil/g toprak dizeyinden daha yiiksek oldufu
durumlarda ortaya gikmugtir (MAGNANO ve Ark., 1988).

Topraktaki P. parasitica  populasyonundaki degigiklikleri izlemek ve

sulamalar arasindaki kisa ve uzun siireli araliklara sahip sulama donemi boyunca bu
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dalgalanmalara katkida bulunan propagiil tiplerini saptamak amaciyla yapilan
gahgmada turunggil afaglan karik ve damlama sulama ile sulanmug ve rizosferden P.
parasitica populasyonu, sulamadan sonra 12 giinliik bir periyod boyunca, selektif bir
ortamla, toprak seyreltme yontemi ile izlenmigtir. P. parasitica' nin populasyon sayisi
sulamadan 6nceki giin 17 propagiilden, uzun siireli karik sulamadan iki giin sonra 70
propagiile yiikselmigtir. Populasyonlar, kisa siireli damlama sulama ile ise 71
propagiilden 93 propagiile kadar yiikselmistir. P. parasitica ' nin siyah ve gok papilli
sporangiumu ve dayanikli oosporlan yil boyunca, klamidosporlar ise Aralk ayindan
Nisan ayina kadar gézlenmigtir (LUTZ ve MENGE, 1991).

Topraktaki besin elementleri diizeylerinin, toprak tuzlulugunun ve pH' sinin
Phytophthora tirleri tarafindan olugturulan hastahk giddeti iizerinde etkilerinin
oldugunu gosteren galigmalar da yapilmugtir, ANDERSEN (1951) yiiksek tuzlulugun
P. cinnomomi ' yi olumsuz etkiledifini bulmugtur. BINGHAM ve Ark. (1958)
laboratuvarda yaptiklant denemelerde yiiksck orandaki besin elementleri ile yiiksek
tuzluluk derecesinin Phytophthora iizerindeki etkisini incelemiglerdir. Sonugta
avakado fidanlarinin P. cinnamomi ile bulagtinlmasindan sonra yiiksek oranda N, P,
K ve tuzluluk igeren solusyonlarda tutulduklarinda hastalik giddetinin azaldif
belirlenmigtir, Burada tuzluluk oraninin yiiksek olmasiun hastalifin azalmasinda
etkili oldugu sanilmaktadir. APPLE (1961) ve Mc CARTER (1965) tarafindan yapilan
denemelerde ise, aragtiricilar yiiksek tuzlulugun P. parasifica var. nicotianae ' nin
neden oldugu tiitiin ¢icek sap1 giiriikliigiinii arttirdifim saptamuglardr.

Turunggillerde kok ciiriikliigiiniin geligmesine tuzun etkisinin incelendigi bir
caliymada, kok ciiriikliigiiniin topraktaki tuzluluk oram artigina bagh olarak arttif
ortaya konulmugtur. Troyer fidanlarnn 1 hafta siireyle tuzlu toprakta yetigtirilerek P.
parasitica ile bulagtinldiginda koklerin % 30' u infektelenmig ve giirlimiigtiir. Oysa ki
tuzlu olmayan toprakta ayni gekilde etkilenmeye birakildifinda koklerdeki giiriime %
10 olmugtur. Toplam k&k geligimi ve yeni kok olugumu Troyer fidanlarimin tuzlu
toprakta yetigtiritmeleri halinde oldukga azalmugtir. Sonuglar gostermektedir ki, kok
geligiminin azalmasi tuzlu kogullarda goriilen yiiksek hastahk oraminin olugmasinda
etkin olmugtur (BLAKER ve Ark., 1986).
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Yiiksek toprak tuzlulufu ve sulama suyundaki tuzun fazlalifi turunggil anaci
olarak kullamlan kaba limon, turung, troyer citrange iizerinde P. citrophthora ' dan
kaynaklanan govde ¢iiriikliigiinii arirmugtir. In vitro' da yiiksek tuzluluk patojen
geligimini hizlandirmamig olmasina kargin  tuzlu koyullardaki hastalik artigi
dofrudan dofruya tuzun patojene olan olumsuz etkisinden degil, fakat konukgunun
dayaniklih§ini azaltmasi nedeniyle oldufu bildirilmigtir (SULISTYOWATI ve Ark.,
1992).

Toprak pH' sinin kok iiriikliigii iizerine etkisinin incelendigi bir ¢aligmada
avakado fidanlari birkag hafta siireyle pH 3' den 8' e kadar degisen H iyonu
konsantrasyonuna ayarh nitrat veya amonyum formundaki azot igeren sivi kiiltiirler
igerisinde birkag hafta siireyle beslenmigtir. Bu kiltiirler icerisine P. cinnamomi ilave
edilmig ve bunun sonucunda olugan kok ¢iiriikliigii gozlenmigtir. Kok ¢iiriikliigii pH 3'
den 8' ¢ kadar degigen tiim kiiltiirlerde ortaya gikmugtir. PH ' s1 3 olan ¢ozeltide ise
hastahk geligimi saptanmamugtir. KiiltZ:’erin pH' s1 3.5' dan daha diigiik bir diizeye
diigiiriilmesine tepki olarak, hastalikli konukgu bitki koklerinin oraninda dikkate deger
bir azalma olmugtur. Konukgulara verilen N tipinin hastalik gelismesinde bir etkisinin
olmadif1 ortaya gikarlmigir (BINGHAM ve Ark., 1954).

Genel olarak pH yiikseldikge Phytophthora spp.' den kaynaklanan infeksiyon
siddetinde bir artig ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle topragia siilfiir kangtirilarak pH
diigiirildiiglinde hastalifin kontrolu saglanabilmektedir. PH' nin 4.5-4.8' in altina
diigiiriilmesi ile P. infestans ' in neden oldugu patates mildiyosii, P. parasitica var.
nicotianae ' nin neden oldufu tiitiin siyah sap ¢iiriikliigii hastalifi engellenmigtir.
Ancak pH' daki bu diigiig tiitiiniin yaprak kalitesini olurasuz yonde etkilediginden bu
uygulama dnerilmemektedir. Yine pH' min 3' e diisiiriilmesi avakadolarda zarar yapan
P. cinnamomi ' nin kontroliinii saflarken diger taraftan avakadonun geligmesini
olumsuz yonde etkilemigtir (ELFAHL ve CALVERT, 1976).

Avakado fidanlarinda kok ¢lriikliigiine neden olan Phytephthora ile konukgu
beslenmesi arasindaki iligkinin saptanmasi amaciyla yapilan ¢alisgmada N, P, K' mn
degisik oranlarda, difer besin elementlerinin iiniform olarak verildigi besin

HH
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kiiltiirlerinde avakado fidanlan geligtirilmigtir. Tiim tekerriirlerde P. cinnamomi
infeksiyonu olugmug, ancak yiiksek konsantrasyonda N ve K kullamilan yerlerde
infeksiyon gecikmigtir. Bu gecikme etkisinin N ve K' dan ¢ok, daha ziyade genel tuz
konsantrasyonundan kaynaklanmug olabilecegi diigiiniilmiigtiir. Topraktaki katyonlarin
ylizdelerindeki degigmeler, avakado koklerindeki Phytophthora ' nin geligmesine
herhangi bir etkide bulunmamgtir (BINGHAM ve Ark., 1958).

Phytophthora hastaligina Ca' un dogrudan etkisi olduguna dair bazi sonuglar
vardir. CaCl 7 olarak, Ca' un ortama kiigiik bir ilavesi yapildifinda P. capcisi ' nin
neden oldufu biber yaniklifi sonucu ©&len bitki sayisinda artiglar oldufu
kaydedilmigtir, Titiin sap ¢iiriikliigii hastalii ile ilgili olarak topraktaki hastalik etmeni
fizerinde yapilan aragtirmalarda ise Ca ve Mg' un hastalifin artmasina neden oldugu
saptanmigtir (WILLS ve MOORE, 1969; MUCHOVEI] ve Ark., 1980).

CINAR ve TUZCU (1976) P. citrophthora ' ya kars1 turunggil anaglarinin
dayamklih@§ konusunda yaptiklari bir g¢aligmaya gore, g¢esitleri dayamklidan
duyarliya gore; Citrumela CRC 1452, Native sour orange,Trifoliate, Macrophylla,
Yuzu, Brazilian sour orange, Rangpur lime,Taiwanica, Duncan grapefruit, Florida
rough lemon, Volkamariana, Native sweet orange, Savage citrange olarak
siralamglardir,

P. nicotiana var. parasitica ' nin klamidosporlartyla bulagik toprakta, kok
ciiriikliigiine kargi anaglarin dayamkhihfmn aragtirildifi bir ¢aligmada turung, Ridge
Pineapple, Sweet Orange, Cleopatra‘ I%anann, Carrizo sitrange anaglan duyarli
olurken, Trifoliata orange ve Swingle c.urumela dayanikh olmugtur. Dayamkl olan
anaglarin P. nicotiana var. parasitica ' min bulundugu kogullarda koklerini yeniledigi
gozlenmigtir (GRAHAM, 1990).

TIMMER ve GRAHAM (1990)' nin bildirdifine gére Swingle citrumela ve
Trifoliata Phytophthora ' ya karyi dayanikh olup, tath portakal ise duyarhdir. Aynca
turung, Kaba limon, Kleopatra mandarini ve Carizo citrange kabuk zararlanmalarina
dayanikli oldugu halde kok giiriikliigiine oldukga duyarlidur.



14

P. citrophthora ve P. parasitica tarafindan neden olunan kék giiriikliiklerine
kargi turung, kaba limon ve volkamer limon anaglarimin duyarhihklarinda mevsimsel
degigikliklerin incelendifi ¢aliymada kokler yaralanarak yapay inokulasyon
yapiimugtr, Koklere gerek P. citrophthora ve gerekse P. parasitica inokulumu
verildiginde, Ocak-Subat aylar arasinda, Temmuz-Aralik aylan arasindaki doneme
gore daha gabuk lezyonlar olugmugtur. Yilhk olarak ortalamalar hesaplandifinda
turung koklerindeki lezyonlarin biiyiiklii*# difer iki anaca gore daha fazla olmugtur.
Bunun tersi olarak, her ii¢ anaca agih lizbon limonunun siirgiin lezyonlan arasinda bir
farkhlik saptanmamgtir (MATHERON ve MATEJKA, 1993).

2.3. Biyolojik Miicadelesi le Ilgili Caligmalar

Toprak patojenlerinin genel olarak bask: altina alinmasi esas olarak biyolojik
faktorlere dayanmaktadir ki, bunlar bakteri, aktinomisetes ve funguslardur.

Antagonist bakteriler:

BROADBENT ve BAKER (1974 a, b), MALAJCZUK ve Ark. (1977)
Phytophthora  zoosporlariin toprak bakterileri tarafindan etkilendifini ortaya
koymuglardir.

MALAJCZUK (1981) yaptif1 in vitro gahgmalérda lysis olmug Phytophthora
hiflerinden izole edilen Pseudomonas , Bacillus ve Streptomyces tiirlerinin
Phytophthora spp. ' ne karg: antagonistik etki gosterdifini bildirmigtir.

DARVAS ve Ark. (1988) avakado' larin kok bolgesinde dogal olarak bulunan
farklh Bacillus tiirlerinin in vitro da P. cinnamomi ' ye kargl antagonistik etki
gosterdiini ve degigik antagonist bakterilerin hiicre siispansiyonlarinin govdeye
injeksiyonu  yoluyla biyolojik kontrol uygulamalarmmn miimkiin oldugunu
bildirmislerdir. il

Kaliforniya' da turunggil kok gtrikiigine neden olan P. citrophthora
tizerinde yapilan aragtirmalarda hem toprak hem de petri kaplarindaki Phytophthora
hifleriyle yakin iligki halinde olan Pseudomonas putida adli bakteri kegfedilmigtir.
Bu bakteri seradaki fidanlarda kok giiriikliigii hastaligmin kontroliinii saglamugtir. P,
putida ' nin turunggillerdeki Phytophthora hifleri iizerinde biiyiime yetenegi en 6nemli
ozelligidir. Bu gekilde hif iizerindeki gelisme turunggil kok g¢iirtikliigii hastalifinin
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kontroliinde biyolojik kontrol ajani olarak bu bakteriye ¢ok onemli bir potansiyel
kazandirmigtir (MENGE, 1990).

AKTEKE (1993) is¢ P. citrophthora ' ya kars: in vitro' da etkili buldugu
antagonistlerin saks1 ¢aliymalarinda Bacillus spp.' nin patojene kargl koruyucu
etkilerini meyve infeksiyonlari ve govde zamklanmasinda % 50 olarak saptamugtir.

Antagonist Aktinomisetler:

KNAUSS (1976) tarafindan yapilan bir ¢ahgmada Florida topraklarindan
antagonist etki gdsteren Streptomyces spp. Herr' s triple-agar-layer teknigi ile izole
edilerek Pythium ve Phytophthora spp.' ne kargi antagonistik etkileri aragtirilmgtir,
S. venezuelae ' nin iki kiiltiirii ve S. lavendula ' min 1 kiiltiirii Pythium splendes ' e,
Phytophthora palmivora ve P.parasitica ' ya karg: yiiksek diizeyde antagonistik etki
gostermigtir.

GERRETSON-CORNEL (1991) in vitroda P. cinnamomi ' yi engelleyen
rizosferden elde edilen aktinomisetlerin etkinlifini aragurmugtr. Bu galigmada 9
Streptomyces tiirii, gok kuvvetli antagonistik etki gostermi§ olup, 5-15 mm arasinda
inhibisyon zonu olugturmugtur.

AKTEKE (1993) ise Aktinomisetlerin P. citrophthora ' nin neden oldugu
meyve infeksiyonlarina karyt % 58.3-83.4, govde zamklanmasma kargt % 50.1

koruyucu etki gosterdigini bildirmigtir.

Antagonist Funguslar:

MACIEJOWSKA ve WILLIAMS (1961) antagonist funguslar iizerinde
yaptiklar1 gahgmada Phytophthora spp.' ne kars1 antagonistik etki gosteren funguslar
olarak Trichoderma spp.' ne biyiik sans tanirken bunu Aspergillus, Memnoniella,
Penicillium, Spicaria, Scopulaniopsis ve Thielavia ''mn izledigini bildirmiglerdir. Bu
funguslanin tlimiiniin ya k6k ylizeyi izerinde bilyiiyen saprofitik floradan elde edilen
izolatlar ya da bitki rizosferine yerlegik mikroorganizmalar oldugu bildirilmigtir,
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TSAO (1977) mn turunggillerde kok giiriikliigiine neden olan funguslarin
biyolojik kontrolii izerinde yaptig1 ¢aliymada, iginde P. citrophthora ve P. parasitica
"'mn da yer aldif1 birgok Phytophthora tiriiniin geligmeleri toprak bakterileri,
aktinomisetler ve funguslar tarafindan engellenmigtir. Tavuk giibresi, yonca unu igeren
ve degigik organik maddelerin ilave edildiBi karigim, P. parasitica ile bulagik topraga
verildiginde, sporangiumlarin zoospor firlatma yetenekleri ve toprakta patojen
inokulum potansiyeli azalmigtir. Aynica 17 ppm veya daha yiiksek konsantrasyonda

amonium solusyonu iginde P. cinmamomi ' nin sporangium ve zoosporlarnin P.
parasitica ' mn klamidospor ve zoosporlarimin geligmesinin biiyiik olgiide azaldif
bildirilmigtir. Ancak bu g¢aligmada bitki artiklari ile toprafin iyilegtirilmesi
Phytophthora hastaliklarninin kontroliinde bagaril olmasina kargin sonuglar deneysel
olup, saks: ¢aligmalarindan Gteye gitmemigtir.

P. citrophthora ' ya kars1 Trichoderma spp. ile yapilan antagonistik etki
caligmalarinda gerek in vitro' da ve gerekse in vivo denemelerde T. viride , T.
hamatum , T. harzianum ve T. pseudokoningii yiiksek diizeyde antagonistik etki
gostermig ve afaglarda zamklanma simptomlarimin gelismesini azaltrmgtir (DEDE ve
BICICI, 1987).

GEES ve COFFEY (1989) P. cinnamomi ' nin biyolojik miicadelesi ile ilgili
yaptiklar1 ¢aliymada, her bahgede segilen 3 agacin her birinin kk bolgesi civarindan 4
yoniinden kék pargalarin da iqerecék sekilde toprak ornekleri almuglardir. Bir agacin 4
yoniinden alinan topraktan yapilan karigimdan rastgele 1 gram kok aynlmig ve 99 ml
steril destile suya birakilarak 10 dakika calkalayicida g¢alkalannrms ve bu sudan
seyreltme serileri hazirlannmgtr. Bunlardan alinan 1 ml 6rnek King-B ortamu igeren
petrilere konulmug, daha sonra geligen bakteri kolonileri yeast-dekstroz agar ortamina
aktanilmugtir. Yine 1 ml 6rnek bu kez funguslar igin Martin ortamuina ekilmigtir. Ikili
ktltiir gahgmalarindan gegen ve antagonistik etki gosterenlerle daha sonrada saksi
denemelerine gegilip % kok infeksiyonu olarak sonuglar verilmigtir, Sokiilen kokler
yikanip 1 cm' lik kesitler halinde kesilmig ve rastgele 20 parga CMA+PARPH liizerine
ekilmig, 24° C' de 36-48 saat inkiibasyondan sonra % kok infeksiyonu saptanmugtir. In
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vitro ¢aligmalarda 2 Trichoderma tiirii, T. hamatum ve Myrothecium roridum
funguslan P. cinnamomi ' ye kars1 antagonistik etki gostermig, buna kargin bakteriler
herhangi bir antagonistik etki gostermemigtir. Bu antagonist funguslarla yapilan saks
¢aligmalarinda kok infeksiyonu kontrolda % 77.9 olarak gergeklegirken, bu oran
Trichoderma tiirlerinde % 50-60' a, M. roridum uygulamasinda ise % 4.7' ye kadar
diigmiigtiir.

Ispanya’' da turunggillerde kok giiriikliigii ve govde zamklanma etmeni olan P.
nicotiana. var. parasitica 'mn biyolojik miicadelesi ile ilgili bir ¢aligmada toprak
kokenli bir fungus olan Myrothecium roridum ' un kuvvetli bir antagonistik etki
gosterdiBi saptanmugtir, M. roridum seliilotik aktiviteye sahip kozmopolit bir toprak
hypomycetes' i olup, Phytophthora ' lara karsi gok etkin bir toksin {iretmektedir. In
vitroda kiiltiir filtratlar1 ile yapilan c¢aligmada M. roridum , P. nicotiana var.
parasitica’ mn ' miseliyal geligmesine % 77 oraninda engellemigtir. Washington Navel
portakallaninin ve Klemantin mandarinlerinin govdelerine M. roridum ' un miseliyal
agar diskleriyle yapilan inokulasyondan 7-10 giin sonra Phyfophthora tarafindan
olugturulan lezyonlarin tamamen durdufu ve herhangi bir aktivitenin olmadif
saptanmugtir. Ayrica dogada farkh turunggil tiirlerine yapilan kok inokulasyonlarindan
21 giin sonra yine P. nicotiana var. parasitica 'nin neden oldugu kok ciiriikliigii %
26.2-32.6 oraninda azalirken kontrolda bir azalma olmamugtir (TUSET ve Ark., 1990).

P. citrophthora ' nn antagonistleri iizerinde AKTEKE (1993) tarafindan
yapilan ¢aligmada da in vitroda etkili bulunan Trichoderma spp. saksi ¢aligmalarinda
meyve infeksiyonlanna karsi % 50.0-58.3, govde zamklanmasina karst % 33.33

koruyucu etki saglamgtir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Simptom gdsteren agag govde ve meyveleri ile koklerden izole edilen etmen
izolatlari, alinan toprak ve kok ornekleri, bu orneklerden izole edilen antagonist
mikroorganizma izolatlari, limon meyveleri ve fidanlar, laboratuvar arag geregleri ve
mikroorganizmalarin geligmeleri igin kullanilan besi yerleri, galigmanin materyallerini
olugturmaktadar.

3.2, Yontem

3.2.1. Etmenin Izolasyonu, Taz.:s: ve Patojenitesi ile Ilgili Calismalar

Etmenin izolasyonu, simptom gosteren agaglarin bulundugu bahgelerden
alinan toprak, kok ve bitki doku orneklerinden bilinen mikolojik yontemlerle
yapilmugtir. Izolasyonlarda PCNB eklenmig PDA, P;oVP+HMI ve PARP+HMI segici
ortamlari1 kullandmugtir. Toprak izolasyonlarinda toprak sulandirma yontemi
kullamlmugtir.

Etmenin tams1 WATERHOUSE (1963), WATERHOUSE ve WATERSONE
(1964)' a gore yapilmugtur, Tamlama igin P. citrophthora PDA ve PARPH ortaminda
geligtirilmigtir. Karakteristik belirgin radyal geligimi ve koloni rengi gibi morfolojik
ozellikleri makroskobik olarak incelenmigtir. Bolmesiz ve kaba hif yapsi,
sporangioforlarin diizensiz dailanmasi, sporangiumlarin sik sik hif ortasinda ve limon
seklinde olugu ve papillanin varlig, hareketli zoosporlari, oospor olugturmamas: gibi
ozellikleri agar ve su Kkiiltiirlerinden ahnan preparatlarla mikroskopta incelenmigtir
(WATERHOUSE, 1963; WATERHOUSE ve WATERSONE, 1964). Ayrica limon
meyveleriyle patojenite galigmalar: yapilmugtir.

Inokulum siispansiyonu SCHIFFMANN- NADEL ve COHEN (1968)' ¢ gore
hazirlanmugtir, Etmen izole edilip saflagtirildiktan sonra karanhkta 9 giin 25-26°C de
geligtirilmig ve her petri killtlire 10 ml gegme suyu konup 22-24°C de 5 giin 1gikta
tutulmugtur. Isikl periyotta bol miktarda??gi)orongium olugturduktan sonra kiiltiirler 15
°C 'de 4 saat sofuk sokuna birakilip pol miktarda zoospor ¢ikisi saglanmugtr.
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Meyvelerin kaba kiri 1hk suyla temizlendikten sonra % 70' lik alkolle yiizey
sterilizasyon yapilmigtir. Daha sonra meyveler yatik pozisyonda 2 ml zoospor
silspansiyonu igeren saat camnlarina konuiarak 25-26°C' de 5 giin geligtirildikten sonra,
kahverengi hasta alanlar cetvelle dlgiilerek deerlendirilmigtir. Viriilenslik yoniinden
bir swralama yapilarak, en yiiksek viriilenslik gosteren izolat difer caligmalarda

kullanilmgtar,

3.2.2. Populasyon Dinamigi

3.2.2.1. Orneklerin Alimp Degerlendirilmesi

P. citrophthora ' nin bahge topraklarindaki populasyon dinamiginin
saptanmas: igin 3 bulagik (Biiyiik Kapili, Davultepe, Tomik) ve 3 saglikli limon
bahgesi (Sihmurat, Yakapinan ve Kale) segilmig ve her bahgeden 3' er agag
igaretlenmigtir. Her agagtan alinan toprak ve kok ornekleri ayn degerlendirilmigtir,

Her agacin tag izdiigiimiine giren toprak rizosfer bolgesinden 15 cm
derinlikten 6 noktadan toprak ve kok omegi alinmugtir. Topraktaki populasyon
yogunlugunun belirlenmesi TIMMER ve Ark. (1988)' nin yontemine gére yapilmig ve
PARP+HMI segici ortam kullanimugtir. Buna gore bir agacin alindan 6 noktadan 15
cm derinlikten alinan toprak harman yapihp 3 mm' lik elekten gegirilerek 10 cm3
toprak, 90 ml % 0.25' lik su agar igerisinde seyreltilmigtir. Calkalayicida 10 dakika
galkalandiktan sonra her petriye 1 ml gelecek gekilde PARP+HMI ortamu yiizeyine
yayllmgtir. Daha sonra petriler 25° C sicaklikta 48 saat karanhkta inkiibe edilmigtir,
Inkubasyondan sonra toprak siispansiyonu ortam yiizeyinden az akan gesme suyu ile
yikanarak uzaklagtirilmg ve 25 ° C' de 3 giin inkiibe edilerek gelisen P. citrophthora
kolonileri sayilmigtr. Ancak bu yonteme gore P. citrophthora kolonileri ¢ok az
sayida izole edilebilmigtir. Bu nedenle kullamilan su-agar %1' lik hazirlannmg ve
petrilere verilen 1 ml 6rnek ortam yiizeyine damlalar halinde verilerek yontem modifiye
edilmigtir. Bu modifikasyon yonteme daha iyi bir iglerlik kazandirdiff1 i¢in galigma bu
sekilde siirdiiriilmiigtiir. Alinan toprak ornekleri laboratuvara getirildikten sonra 1-2
giin iginde degerlendirilmiy ve O©mekler bu siire igerisinde oda sicakhfinda

tutulmugtur.
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Kok 6rneklerinin degerlendirilmesi GEES ve COFFEY (1989)' un yontemine
gore yapilmugtir. Afacin ta¢ izdiigiimiinden 6 noktadan alimip harmanlanan kok

pargalari gegme suyunda yikanip temizlenmigtir. Bu kok yiginindan rastgele 1 g kok
ayrilmig 99 ml steril destile su igerisine konulmugtur. Calkalayicida 10 dakika siire ile
¢alkalandiktan sonra siispansiyondan 1 ml almp PARP+HMI segici ortamina
yayilmgtir, 5 giin 25° C' de inkiibe edilen petrilerde koloni sayimlar1 yapilmugtir.

3.2.2.2. Birim Hacimdeki Propagiil Sayis1 lle Hastahk Cikis1 Arasindaki

lligkinin % Kok Infeksiyonu Olarak Saptanmas

Kok izolasyonlarinda PRATT ve Ark. (1976) ve toprak izolasyonlarinda
TIMMER ve ark. (1988)' dan yararlandmugtir, Bunun igin iki farkli deneme
kurulmusgtur:

a) Toprak, kum, torf (1:1:1) oraminda kangtrilmig ve sterilizasyondan sonra
toprak 2 kg gelecek gekilde 15 cm gaph ve 20 cm yiikseklifindeki plastik tiiplere
doldurulmugtur. Daha sonra 3-4 aylik kaba limon ¢ogiirlerine agagida belirtilen
uygulamalar yapilarak plastik tiiplere sagrtilmugtir. Yapilan uygulamalar;

-Cogiirler 40.000 zoospor/ml yogunlugundaki inokulum siispansiyonuna ayn
gruplar olarak 8 ve 18 saat siirelerle daldimlarak bekletilmig ve daha sonra
sagurtdmugtir (8 SKD, 18 SKD).

-Cogiirler yine 8 ve 18 saat aym yogunluktaki siispansiyona daldirilarak
bekletilmig ve gagirtildiktan hemen sonra kok bolgesine 50 ml inokulum verilmigtir (8
SKD+1, 18SKD+).

-Cogiirler gagirtildiktan hemen sonra kok bolgesine 50 ml inokulum
verilmigtir (I).

-Kontrol bitkilere ise bu uygulamalar sadece su ile yapihmgtir (K).

Caligma 5§ tekrarh olarak yiriitiilmigtiir.

Bitkiler klima odasinda; 25+1° % ve %8515 nem, 16 saat 11.000 litks 151k 8
saat karanhk kogullarda 3 ay siire ile bekietilmigtir. Daha sonra bitkiler sokiiliip kok
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sistemlerini topraktan arindirmak icin yikanmugtir. Besleyici kokler 1 cm' lik pargalar
halinde kesilmiy ve rastgele 20 parga soyilerek segici ortama (PARP+HMI) ekimi
yapimugtir, Sicakhifin 25° C olduBu kogullarda 5 glin inkiibe edildikten sonra kok
pargalarinda geligen koloniler sayilmig ve sonuglar % Kok Infeksiyonu olarak
verilmigtir. Ayrica her grup igin cm3 topraktaki inokulum yogunlugu, bitkilerin
sokiildiigii giin toprak izolasyonu yapilarak belirlenmigtir.

b) Steril toprakta yetistirilen 3-4 aylik kaba limon ¢ogiirleri galigmanin
yapudif1 bahgelerdeki igaretli agaglar altina 5' er bitki gelecek gekilde gagirtilmugtir.
Aym tarihte, ¢ogiirlerin gagirtildify afag altindaki topraklardan 3' er saksilik toprak
alinarak kaba limon ¢ogiirleri gagirtilip kontrollii kogullarda 2 ay siire ile tutulmugtur.
Yine bahgelerden getirilen topraklar otoklavda steril edilerek ¢ogiirler sagirtilip,
kontrol bitki olarak degerlendirilmek iizere kontrollii kogullarda bekletilmigtir, Iki
aylik siire sonunda gerek bahgedeki ve gerekse kontrollii kogullarda bekletilen ¢6giirler
sokiilerek PRATT ve Ark. (1976) mn bildirdigi yonteme gore kok izolasyonlar
yapilmugtir.

Boylece topragin inokulum diizeyi ile hastalifin % kok infeksiyonu olarak
¢ikigpt arasindaki iligki kurulabilmigtir. Deneme ilkbahar ve sonbahar dénemlerinde
kurulup degerlendirilmigtir.

3.2.3. Biyolojik Miicadele ile IIéili Caligmalar

3.2.3.1. Toprakta ve Kok Yiizeyindeki Antagonistlerin Saptanmasi

P. citrophthora ' ya karst antagonistik etki gosteren bakteri ve fungus
izolatlars; o

1- Saglikh goriinen limon bahgesinden ahnan toprak ve kok orneklerinden
(Yakapinary),

2- P. citrophthora ile bulagik, ancak saghkl goriinen agag¢ altlarindan alinan
toprak ve kok drneklerinden (Bilyilk Kapili),

3- Organik maddece zengin okaliptus orman topragindan alinan toprak ve kék

orneklerinden izole edilmigtir.
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Toprak izolasyonlan toprak sulandirma yontemine gore yapilmugtir. Bunun
igin her bahgeden 3' er afag isaretlenmig ve herbir afagtan alinan toprak drnegi ayri
ayn degerlendirilmigtir. Bir afacin tag izdugiimii alundaki 15 cm derinliklerdeki 4
noktadan alinan toprak polietilen torba igerisine konulmugtur. Laboratuvara getirilen
toprak bir giin havalandirlmugtir. Bir aagtan alinan toprak ormegi 3 mm' lik elekten
gegirilerek, 10 g toprak 90 ml destile su igerisine konulmug ve galkalayicida 10 dakika
siire ile galkalanmugtir. Daha sonra 9 ml steril su igeren tiiplere 1' er ml aktarilarak
degisik seyreltmeler elde edilmigtir. Funguslar igin 104 seyreltmeden alinan 1 ml
slispansiyon petri ylizeyine yayimug ve iizerine 45 ° C' ye kadar sogfutulmug
Medium-2 ortarm dokiilmiigtiir. Bakteriler igin ise 100 seyreltmeden alinan 1 ml
siispansiyon petri yiizeyine yaylmg§ ve iizerine King-B ortamu dokiilmiigtiir.
Kolonilerin geligmesi igin petriler 25° C' de 4 giin inkiibe edilmig ve daha sonra da
saymmlar yapihmugur. Makroskobik olarak ayrim gosteren kolonilerden saflagtirmalar
yapilmig ve egik kiiltiirlere stoklanarak (PDA, NA ve YDCA ortamu igeren egikler)
+4° C' de saklanmugtir. Her ay tekrarlanan bu izolasyonlar yil boyunca devam etmigtir.
Bu arazi gikiglanina ek olarak farkli bakteri izolatlan toplamak amaciyla degigik
bahgelere rutin olmayan ¢ikiglar da yapilmugtir. Laboratuvara getirilen bu &rnekler
yukarida agiklandif gibi toprak ve kok izolasyonlan yapilarak degerlendirilmigtir.

3.2.3.2. Antagonistik iligkilerin Incelenmesi

3.2.3.2.1. Ikili Kiitiir Cahgmalan

Izole edilen mikroorganizmalarin antagonistik etkieri oncelikle iki koloni
arasinda olugan inhibisyon zonu veya kontrole gore patojenin koloni g¢apindaki
gerileme Olgiisii dikkate alinarak belirlenmeye g¢aligilmigtir. Funguslarin antagonistik
etkisini saptamak i¢in 5 giinliik kiiltirden alinan diskler (5 mm), patojen diski ile
birlikte, PDA igeren petri kabmna ¢ap dogrultusunda 6 cm uzakhkta olacak gekilde
kargihikli ekilmiglerdir. 25° C' de inkiibe edilen kiiltiirlerin antagonistik agidan
degerlendirilmesi 7., 10. ve 14. giin yapumgur (TURCHETTI, 1982).
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Bakterilerin ikili kiiltiir galigmalarinda, bakterilerin 3. giin ve patojenin 5. giin
kiiltiirleri kullamilmugtir. Cap dogrultusunda 6 cm arahkla, bakteri ¢izgi seklinde,
patojen ise 5 mm disk olarak PDA igeren petri kabina yerlegtirilmigtir. Daha sonra 25°
C' de inkiibe edilerek 7., 10. ve 14. glinlerdeki degerleri kaydedilmigtir (TURCHETTI,
1982).

Funguslanin degerlendirilmelerinde patojen yarigapimin 3 c¢m' den fazla
gelismesine izin veren izolatlar elenmigtir. Bakterilerde ise 0.5 cm' nin altinda

engelleme. zonu olugturanlar elenmigtir,

3.2.3.2.2. Antibiyotik Uretimi

Ikili kiiltiir galigmalarindan sonra antagonistlerin etkileri antibiyotik iiretimleri
agisindan bir kez de agar-halka yontemi ile caligdmugtir (TURHAN, 1981;
WILLIAMS, 1962). Petri kabinin altina daire geklinde kesilmig selofan ve iizerine
aliiminyum borudan 7 ¢m ¢apinda ve 1 cm yiiksekliginde olacak gekilde kesilmig bir
halka yerlegtirilerek petriler otoklavda sterilize edilmigtir. Sterilizasyondan sonra
aliminyum halkamn igine yan yiiksekligine kadar PDA ortamu dokiilmiigtiir. Besi
ortamunin tiim yiizeyi 6ze yardimuyla bakteri 6n kiiltiirii ile inokiile edildikten sonra 25°
C' de 3 giin inkiibe edilmigtir. Inkiibasyon sonunda steril bir pens ile aliiminyum halka
ortamla birlikte ters gevrilerek selofan kafit digari alinmig ve iistte kalan yiize 3
patojen diski eklenmigtir. 25° C' de 5 giin :inkiibe edildikten sonra patojenin kag cm
capinda bir gelisme gosterdigi, kontrole gore degerlendirilmigtir. Fungal antagonist
izolatlar igin ise aym gekilde hazrlanan ve steril edilen petrilere ortam (PDA)
aliiminyum halka yiiksekliginde dokiildiikten sonra bir pens ile selofan tutularak ters
cevrilmigtir. Selofan kafit lizerine antagonist izolatin bir diski ekilmig, 25° C' de
antagonistin gelisme hizina bagh olarak 4-5 giin inkiibe edilmigtir, Inkiibasyon
sonunda antagonist aday kiiltiir ile birlikte selofan digari alinmig ve agar yiizeyine 3
patojen diski ekilmigtir. Degerlendirmenin yapilacag giin (5. giin) antagonist fungusun
halka listiinde ve etrafinda bulagmalara yol agtif1 goriilmiigtiir. Bu nedenle funguslar
agar-halka ile degerlendirilmemis, antibiyotik iiretip iiretmedikleri "Gliotoksin
Fermentasyon Sivi Ortamu" ile tekrar ¢ahigilmigtir,
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‘Hazirlanan gliotoksin fermentasyon sivi ortamu 250' lik erlenmayeriere 100’ er
ml koyularak otoklavda steril edilmigtir. Daha sonra antagonist fungusun 5 giinliik
killttirinden alinan 5 mm' lik iki disk, siv1 ortam igeren erlenmayere konulmugtur.
Erlenmayerler 25° C sicaklikta, 120 devir/dakika galiyan galkalayicida 10 giin
calkalanmigtir. Bu siire sonunda siv1 kiiltir 6nce cam elyafi, daha sonra milipor
filreden (0.45 mm) gegirilerek filtre ile sterilizasyon uygulanmugtir. Otoklav edildikten
sonra 45° C' ye kadar sogutulmus PDA ortamina, siv1 kiiltiir 1/10 oraminda eklenerek,
her petriye 15 ml' lik ortam dokiilmiigtiir. Petri igindeki ortam kaulaguktan hemen
sonra, ortaya gelecek gekilde 5 mm gapindaki patojen diski eklenmigtir. Petriler 25° C'
de inkiibe edilerek 7. giinde degerlendirilmigtir.

3.2.3.2.3. Siv1 Kiiltiirde Bakterilerin Antagonistik Etkileri

Hazirlanan PD (Patates, Dekstroz) sivi ortami 150 ml' lik erlenmayerlere 80
ml gelecek gekilde konulmugtur. 48 saatlik bakteri kiiltiiriinden alinan bir &ze dolusu
bakteri, P. citrophthora ' min 7 giinliik kiiltirinden alinan bir disk, erlenmayer
igerisindeki siv1 kiiltiire agilanmgnr. Siva kiiltiir icerisindeki gelismeler kontrole gore

7. ve 14. giinde degerlendirilmigtir,

3.2.3.3. Antagonistlerin Sakst Caligmalari

Laboratyvar ¢aligmalarinda etkili bulunan antagonist mikroorganizmalarin,
patojenin  hastabk  olugturmasim  engelleyici etkileri saksi denemeleriyle
aragtinlmignr, Toprak:kum:torf (1:1:1) oraminda kangtrlmug ve sterilizasyondan
sonra toprak 15 cm gap ve 20 cm yiiksekligindeki plastik tiiplere 2 kg gelecek gekilde
doldurulmugtur. Bakteri 6n Kkiiltiirleri inkiibasyonunun 3. giiniinde, her petri 100 ml su
ile yikanarak alinmg, siispansiyon yogunlugu 1.5x10 8 hiicre/ml olarak ayarlanmugur.

Patojen siispansiyonu ise 40.000 zoospor/ml ' ye ayarlanmugtir. Siispansiyon
saksilara 100 ml olarak verilmigtir. Denemelerde kullamlacak 3-4 aylhik kaba limon
¢ogiirleri agafidaki uygulamalara gore fidan tiiplerine gagirtimigtir,
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K1: Limon ¢ogirleri sagirtiirken kok bolgesine 100 ml su verilmigtir
(Negauf kontrol).

K2: Limon ¢ogiirleri gagirtilirken k3k bolgesine 100 ml zoospor siispansiyonu
verilmigtir (Pozitif kontrol)

K3: Sadece bakteri silspansiyonu (100 ml) ¢tgiirlerin kok bolgesine verilerek
sagirtilmugtar,

Ul: Zoospor siispansiyonu ve bakteri siispansiyonu aym anda 100" er ml
olarak kok bolgesine verilerek sagirtilmugtir.

U2: Once 100 ml bakteri siispansiyonu ¢ogiirlerin kok bolgesine verilerek
sagirtilmugtir, bir hafta sonra da kok bolgesine 100 ml zoospor siispansiyonu
verilmigtir.

Cogiirler 25+1° C, % 80t5 orantih nem, 16 saat 11.000 liix 151k ve 8 saat
karanhk aydinlatma kogullar1 saglayan bir klima odasinda 3 ay bekletilmig ve daha
sonra degerlendirme yapilmigtir. Once antagonist ve bir hafta sonra patojenin verildigi
karakter, ayn: kogullarda ayrica 6 ay bekletilerek sonuglar degerlendirilmigtir.

Fungal antagonistler i¢in musir unu-perlit (15 g perlit; 8 g msir unu; 40 ml
destile su) yapay ortamlan hazirlanmgtir. Erlenlere (500 ml' lik) konulup steril edilen
ortamlara 3' er adet 5 mm' lik antagonist diski inokule edilmigtir. Inokulasyondan sonra
kiiltirler 25° C sicaklikta 3 hafta slireyle inkiibe edilmigtir. Antagonistler toprafa
bulagtirlirken musir unu perlit ortamindan % 1-2 W/W olacak gekilde topragin 5 cm’
lik ist kat bulagtirilmugtir. Patojen inokulumu ise 40.000 zoospor/ml yogunlukta,
saksilara 100 ml gelecek sekilde uygulanmmgtir. Karakterler antagonist bakterilerde
uygulandig1 gibi diizenlenmigtir, Uygulamalardan sonra saksilar 25+1° C, %805
orantili nem, 16 saat 11.000 liix 151k ve 8 saat karanlik aydinlatma kogullarina sahip
klima odasinda 6 ay siireyle tutulmugtur. PRATT ve Ark. (1976)' nin bildirdigi
yonteme gore 6.ayda kok izolasyonlan yapumug ve % kok infeksiyon oranlari
saptanmugtir, Ayrica saks: topraklarindaki patojenin inokulum yogunlugunu belirlemek
icin de TIMMER ve Ark. (1988)' nin bildirdigi yontem, kullamlan su agar % 1' lik
hazirlanarak ve petrilere verilen 1 ml' lik drnek, ortam yiizeyine damlalar halinde
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verilerek modifiye edilmi§ ve toprak izolasyonlari bu modifikasyona gére yapilmigtir
Antagonistlerin % koruyucu etkileri ABBOT' a gére degerlendirilmigtir.

3.2.3.3. Antagonistlerin Tamlanmalari

Antagonistik etki gosteren izolatlann cins veya tiir diizeyinde tanilan
yapimaya c¢ahgilmuigtr. Aspergillus  spp. PDA, MEA, CSA ortamlarinda
geligtirilmigtir. Geligme siiresince koloninin rengi, sekli, gelisme hizi kleistotesium
veya sklerot olugturup olugturmama gibi 6zellikleri makroskobik olarak incelenmig ve
daha sonra konidial baglarin rengi, sekli ve biiyiikliikleri, konidiofor, vesikiil, fialid ve
fialokonidilerin morfolojik 6zellikleri mikroskobik olarak incelenmigtir (DOMSCH ve
Ark., 1980). Trichoderma spp. ise PDA ve MEA ortamlarinda geligtirilmig ve geligme
siiresince 5., 7., 10. ve 14. giinlerde geligme hizikoloni rengi makroskobik olarak
incelenmigtir. Yine gelismenin belirli donemlerinde konidioforlarin dallanma gekilleri,
fialid ve fialokonidilerin morfolojik 6zellikleri, steril hiflerin varlifi mikroskobik olarak
incelenmigtir (DOMSCH ve Ark., 1980).

Penicillium sp., Mucor sp. ve Rhizopus sp. ise PDA ortamunda geligtirilmig,
koloni rengi ve geligmeleri makroskobik olarak incelenmigtir. Spor ve hif yapilar1 da
mikroskop altinda belirlenmigtir.

Bakterilerin tamilanmas: amaciyla floresan pigment oluyumu, tiitinde agiry
duyarhlik, potasyum hidroksit, oksidaz, nigasta hidrolizasyonu, levan olugumu,

arginindehidrolaz, patates ¢iiriikliigii testleri yapilmugtir.

Floresan Pigment Olusumu
Kiiltiirler King-B ortamuna gizilerek 25° C' de 48 saat inkiibe edildikten sonra
floresan renk olugumu pozitif olarak degerlendirilmigtir (KING ve Ark., 1954).

Tiitiinde Asir1 Duyarhibtk (HSR) Testi
Bakteri  kiiltiirlerinin 107  hiicre/ml  yoBunluktaki  siispansiyonlar1
hazirlanmagtir, Tiitin bitkisi (Nicotiana glutinosa ) 3-4 yaprakli donemde iken
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yapragin alt yiizilne damar aralarina bakteri siispansiyonu injekte edilmigtir. Inokiile
edilen alanlar 24-48 saat sonra incelenerck olugan nekrotik goriiniim pozitif olarak
degerlendirilmigtir (KLEMENT ve GOODMAN, 1967).

Potasyum Hidroksit Testi (KOH)

KOH solusyonu % 3' liik taze olarak hazirlanmugtir. Solusyondan alman 1
damla lam iizerine damlatlmug ve 48 saatlik bakteri kiiltiirii platin 6zeyle alinarak lam
lizerine dairesel hareketlerle kangtinlmugtir. 15-20 saniye sonra &ze yukan
kaldinldifinda eger bir stinme olusumu gozleniyor ise test pozitif sonug vermig olarak
degerlendirilmig, kiiltiir gram negatif bakteri olarak tanllanmigtwr (KLEMENT ve Ark.,
1990).

Oksidaz Testi

Taze hazirlanan % 1' lik, N;N;N-Tetramethyl-1,4- phenylenediammonium
dichlorid eriyiginden steril filtre kagidina 1-2 damla damlatlmmg ve 48 saatlik bakteri
kiiltiirii bir platin 6zeyle alinarak, 1slak filtre kagidi tizerine gizilerek verilmigtir. 5-10
saniye icinde efer koyu mor renk geligimi oluyorsa, sonug pozitif olarak
degerlendirilmigtir (KOVAKS, 1956).

Nigasta Hidrolizasyon Testi

Nutrient agar 5.6 g, nigasta 0.4 g ve 200 ml destile su igeren ortam otoklav
edildikten sonra petrilere dokiilmiistiir. Bakteri kiiltiirii 48 saatlik gelismeden sonra
ortam iizerine ¢izilmig ve 25° C' de 48 saat inkiibe edilmigtir. Hazirlanan Lugol eriyigi
(1 g iyot, 2.0 g K1, 300 ml destile su) ortam iizerinde geligen kiiltiirlere dokiilmiigtiir.
Bakteri kolonilerinin etrafinda olugan agik renkli alanlar pozitif sonu¢ olarak
degerlendirilmigtir (LELLIOT ve STEAD, 1987).

Jelatin Hidrolizasyon Testi
Litrede 3 g yeast ekstrakt, 5 g pepton, 120 g jelatin igeren ortam pH 7 olacak
sekilde hazirlamp, tiiplere 9 ml konularak otoklav edilmigtir. Otoklavdan sonra tiip
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icindeki katilagan ortamlara 48 saatlik bakteri kiiltiiriinden nokta inokulasyon
yapilmugtir. 25° C' de 7 giin inkiibe edilen kiiltiirler degerlendirmeden once +4° C 30
dakika bekletilmigtir, Buzdolabindan ¢ikanlan tiipler igindeki ortamlarda gorillen
sivilagma pozitif sonug vermigtir. Negatif kontrol amaciyla agilanmamug tiipler
kullamlmigtir (MISAGHI ve GROGAN, 1969).

Levan Olugumu

% 5' lik NSA (Nutrient Sukroz Agar) ortamuna floresan Pseudomonas
kiltiirleri ¢izilmigtir. Daha sonra 25° C' de 3-4 giin inkiibe edilmigtir. Kaln, beyaz,
konveks ve mukoid koloni geligmeleri pozitif olarak degerlendirilmigir (LELLIOTT ve
STEAD, 1987).

Arginindehidrolaz Testi

Litrede 1 g pepton, 5 g NaCl, 0.3 g KoHPO4 , 10 g L(+) Arginin HCI, 0.01 g
fenol red, 3 g agar igeren ortam pH 7.2 olacak gekilde hazirlanmig, daha sonra tiiplere
3' er ml konularak steril edilmigtir. 24 saatlik bakteri kiiltiirii ile nokta inokulasyonu
yapildiktan sonra tiiplerin iizeri steril vaspar (1 6lgii vazelin, 3 6lgii likid parafin) eriyigi
ile kapatilmigtr, Kiiltiirlerden 25° C' de bir haftabk bir inkiibasyondan sonra
kirmizidan vigne rengine donenler pozitif olarak degerlendirilmigtir. Negatif kontrol
olarak bir tiip agtlanmamugtr (LELLIOT ve STEAD, 1987).

Patates Ciiriikligii Testi

Patatesler yikanip temizlendikten sonra, kurutulmug ve % 96’ lik alkolle yiizey
sterilizasyon yapimigtir. Daha sonra steril bir bistiiri yardimyla kabuklar
soyulmugtur. Steril 1slak filtre kagidi igeren steril petri igine kabufu soyulmug 1 cm
kalinh@indaki patates dilimleri yerlegtirilmigtir. Steril bir ifne ile patates dilimleri
lizerine 3' er adet g¢entik agilmugur. Daha sonra 48 saatlik bakteri kiiltiiriinden
hazirlanan siispansiyondan (10 7 hiicre/ml) 1-2 damla gentiklere damlatilmigtir. Bunlar
25° C' de 7 giin inkiibe edildikten sonra degerlendirme yapilmugtir. Inokiile edilen
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bélgenin gevresindeki yumugama pozitif olarak deferlendirilmigtir (LELLIOT ve
STEAD, 1987).

3.2.4. Ortamlarin Icerikleri

l. PDA

Patates 2500 ¢
Dekstroz 200¢g
Agar 15.0¢
Destile su 1000 ml

Gerektigti zaman 45 °C sogutulup (% 75) PCNB 1.0 g eklenecek

2. Py VP+HM1

Pimaricin 10.0 mg
Vancomycin 200.0 mg
PCNB 100.0 mg
Hymexazol 50.0 mg
Misir unu agar 170 g
Destile su 1000 ml

1000 ml musir unu agar 45°C sogutulup pimaricin, vancomycin, PCNB ve
hymexazol ilave edilmigtir. Pimarisin yerine 35 mg nystatin ve 10 mg benomyl
konulabilir (TSAO ve GUY, 1977).

3. PARP+HMI

Pimaricin 10.0 mg
Ampicilin 125.0 mg
Rifampicin 10.0 mg
PCNB 100.0 mg
Misir unu agar 170g
Hymexazol 25.0 mg

Destile su 1000 mi



30

4. Medium-2

Glikoz 100g
NaNO; 1.0g
KoHPO, 10g
Agar 150g
Rose Bengal 65.0 mg
Toprak ekstrakt 1600 mi

(Toprak ekstrakti; 1200 ml g6i suyuna 1000 gr bahge toprag: eklenip, 1 saat
121°C de otoklav edildikten sonra, énce tiilbent sonra filtre kagidindan gegirilip 1000
ml' ye tamamlanarak hazirlandiktan sonra kimyasal maddeler ilave edilmigtir.)

5. Mariin oriamm

Dekstroz 50g.
Potasyum dihidrojen fosfar 1.0 g
Magnezyum siilfat 05¢g
Pepton 50g
Agar 200¢g
Rose bengal 33.0mg
Streptomycin 300.0 mg.
Destile su 1000 ml
6. King-B

Proteose pepton 200¢g
Gliserin 10.0 m1
K,oHPO, i.5g
Mg804.7TH,0 15g
Agar 156 ¢

Destile su 1650 mi



7. YDCA

Yeast Extract 100g
CaCOs 200g
Dekstroz 200¢g
Agar 150g
Destile su 1000 ml
8. Nutrient Agar

Nutrient agar 280¢g
Destile su 1000 ml

9. Gliotoksin-Fermentasyon sivi ortami

Dekstroz 250 ¢g.
Amonyum tartarat 20g
KH,PO4 20g
MgS04.7TH0 10g
FeS04.7H70 001g
Destile su 1000 ml
10. Su-Agar

Agar 100g
Destile su 1000 ml

11. Malt- Ekstrakt Agar

Malt ekstrakt 200¢g
Pepton 1.0g

Dekstroz 200g
Agar 200g

Destile su 1000 ml



12- CSA (Czapek Solusyon Agar)

NaNO3 30g
K7;HPO4 1.0g
MgS0,4.7H,0 0.01g
KCl 051
Sakkaroz 300g
Agar 150¢g

Destile su 1000 ml

32
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Etmenin izolasyonu, Tanisi ve Patojenitesi lle Iigili Caligmalar

Govdede zamklanma ve meyvelerde kahverengi ¢iiriikliik gosteren, etmenle
bulagik bahgelerden (Resim 1) laboratuvara getirilen meyve, kok ve toprak
brneklerinden yapilan izolasyonlar sonucu 12 adet P. citrophthora izolati elde
edilmigtir. Tiim izolatlar WATERHOUSE 1963), WATERHOUSE ve WATERSONE
(1964)' nun bulgular1 dogrultusunda koloniler krem renkli, karakteristik olarak belirgin
radyal bir. gelisim gostermiglerdir. Bolmesiz kaba hifleri ortalama 2. 6 {1 kalinhkta
olup, sporangioforlan diizensiz dallanmugtir. Papilla igeren limon geklindeki 32X22 p
bliytikliikteki sporangiumlara sik sik hif ortasinda rastlanmugtir, Izolatlar oospor
olugumu gostermemis olup, hareketli zoosporlar su kiiltiirlerinden alinan preparatlarla
mikroskopta incelenmigtir. Bu incelemeler sonucunda da tiim izolatlar yukanda
belirtilen o6zellikleri gostermeleri nedeniyle P. citrophthora olarak tanilanmgur.
Ayrica, izolatlanin hepsi patojenite testleri sonucunda limon meyveleri iizerinde
kahverengi ¢iiriiklik olugturmuglardir (Resim 2). Olugturulan hastahikli alan
biiyiikliikleri Cizelge 1' de gosterilmigtir. Elde edilen degerlere varyans analizi
uygulanmigtir. Varyans analizi sonuglarina gore leke boyunun Olgiimlerinde PA-4,
PA-5, PA-9, PA-10 ve PA-12 nolu izolatlar sirasiyla 7.7, 8.2, 8.0, 7.8 ve 7.8 cm; en
olgiimlerinde ise PA-5 ve PA-9 nolu izolatlar 7.8 ¢m ile en yilksek degerleri alarak
istatistiki olarak aymi grupta yer almuglardir. En biiyiik ortalamay: boy 8.2, en 7.8 cm
ile PA-5 verdii igin viriilensligi en yiiksek izolat olarak kabul edilmig ve ¢aligmalarda
bu izolat kullamlmugtir.



Resim 2. Patojenite testi sonucunda limon meyvelerinde Phytophthora

citrophthora tarafindaa olugturulan kahverengi giiriikliik
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4.2, Phytophthora citrophthora 'mn Populasyon Dinamigi

4.2.1. Orneklerin Almp Degerlendirilmesi

Segilen bahgelerden her ay yapilan toprak izolasyonlarina ait sonuglarin yer
aldig1 Cizelge 2 ve Sekil 1 incelendifinde afag govdelerinde hastalik simptomlarinin
goriildii bahgelerin bulundugu Biiyiik Kapih, Davultepe ve Tomiik' de inokulum
diizeyleri (propagiil/cm3 toprakta) swrasiyla Eyliil ayinda 9.33, 32.66, 18.66; Ekim
ayinda 16.00, 13.30, 18.00; Kasum ayinda 26.00, 35.30, 34.6; Arahik ayinda 7.33,
18.33, 6.66; Ocak ayinda 2.66, 6.66, 5.33; Subat ayinda 3.33, 2.66, 4.66; Mart ayinda
2.00, 2.66, 10.00; Nisan ayinda 2.66, 1.33, 2.66; May1s ayinda 6.00, 6.00, 7.33; Haziran
ayinda 34.60, 40.00, 51.33; Temnmuz ayinda 1.33, 5.33, 4.00 olarak saptanmugtur.

ABa¢ govdelerinde hastalik simptomlannin goriilmedi8i kontrol bahgeler
olarak alinan Sihmurat, Yakapinar1 ve Kale' de ise yil boyunca inokulum diizeyleri
(propagiil/cm3 toprakta) sirasiyla Eyliil ayinda 5.33, 14.00, 1.33; Ekim ayinda 4.00,
14.60, 2.60; Kasim ayinda 16.60, 11.30, 28.60; Aralik aymnda 51.33, 36.66, 5.33; Ocak
ayinda 3.33, 13.33, 3.33; Subat ayinda 1.33, 5.33, 2.00; Mart ayinda 4.00, 4.00, 2.66;
Nisan ayinda 2.00, 0.66, 0.00; Mayis ayinda 4.00, 5.33, 3.33; Haziran ayinda 102.00,
36.66, 73.33; Temmuz ayinda 51.33, 19.33, 32.00; Agustos aynda 2.66, 21.33, 2.66
olarak belirlenmigtir (Cizelge 2; Sekil 1).

Yapilan kok izolasyonlart sonucunda, kok yiizeyi iizerinde geligen P.
citrophthora kolonilerini her ay izole etmek miimkiin olmamugtir. Biiyilk Kapili' da
yil boyunca yalmz Kasim ve Mart aylarinda 13.33 propagiil/g kok diizeyinde izole
edilmigtir. Davultepe' de Aralik ayinda 26.66, Mayis aymda 13.33, Haziran ayinda
40.00; Tomiik' de Kasim aymda 73.33, Arahik ayinda 13.33, Ocak ayinda 6.66, Haziran
ayinda 13.33; Sihmurat' da Kasim, Mart, Nisan ve Mayis aylarinda 6.66, Haziran
ayinda 73.33; Yakapinan' nda Ekim ayinda 13.33, Kasim ve Mart aylarinda 33.33,
Mayis ayinda 20.00, Haziran aymnda 60.00; Kale' de ise Aralik ayinda 20.00, Mayis
ayinda 13.33, Haziran ayinda 6.66 propagiil/g kok diizeyinde belirlenmigtir (Cizelge 3;
Sekil 2).

Hastalikli ve saghkli bahgelerin segiminde goz Oniinde tutulan tek kriter
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yalmizca govde infeksiyonlan olmugtur. Ince kok ve meyve infeksiyonlarimn dikkate
alinamamasinin nedeni, bahge segimi zamaninda bu simptomlar1 bulma imkaninin
olmamasidir, Saglikli goriinen agaglardan kurulu olan ve kontrol olarak segilen
Yakapinari, $ithmurat ve Kale' de bulunan bahgelerde P. citrophthora ' min toprak ve
kok yiizeyindeki inokulum diizeyi gofu zaman govdede hastalik simptomlan goriilen
afaclardan kurulu Biiyiik Kapili, Témiik ve Davultepe' de bulunan bahge topraklarinda
ve kok yiizeyindeki inokulum diizeylerine yakin, hatta bazi aylar bu bahgelerdeki
populasyonun iizerinde degerler vermigtir. Etmenin saghklh goriinen agaglardan kurulu
kontrol bahge topraklarindaki inokulum diizeyleri ile hastalikli afaglardan kurulu bahge
topraklarindaki inokulum diizeyleri arasinda yiiksek oranlarda farklarin olmamas: bitki
patolojisinde az da olsa rastlanilabilen bir durumdur. Bilindigi gibi hastalik g¢ikigi,
patojenin ortamda bulunmasimn yamsira konukgunun beslenme ve difer stres
faktorlerinden etkilenmesi sonucu etmene daha duyarh hale gelmesiyle
gergeklesmektedir. Nitekin VON BROEMSEN (1979)' nin de bildirdigi gibi
infeksiyon giddeti etmenin populasyon diizeyine bagli olmaksizin dalgalanma
gosterebilmektedir. Ayrica topragin su ile doygunlugu ve oksijen diizeyindeki azalma
konukguyu etmene kargi daha duyarli hale getirebilmektedir. Boylece hastalik
potansiyeli patojen populasyonundan bafimsiz olarak artabilmektedir. Diger taraftan
yliksek Phytophthora populasyonuna kargi diigiik hastalik potansiyelinin varhifim da
saptayan aragtirici, bu farkhilifn konukgu dayamkhihfinin yiiksek olmasina, patojen
irkina ve iireme gekline baglamigtir. Ayrica Phytophthora ' nin zoosporlar: toprakta
sayica az oldugunda birbirinden bagimsiz olarak hareket ederler, herhangi bir rekabete
girmezler. Sporlar belirli bir populasyon diizeyine ulagtiginda birbirlerini ¢imlenme ve
infeksiyon igin uyarirlar ki, bu duruma sinergizm denilebilir, Yiiksek populasyonlarda
ise sporlar infeksiyon bolgesi bulabilmek igin birbirleriyle rekabete girerler ve bu
durum o kadar ileri gidebilir ki, kargilikl1 olarak birbirlerine antagonistik etki yaparar,
hareket halinde birbirlerine garparlar ve gimlenmeyi bask: altinda tutarlar (VAN DER
PLANK, 1975).
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Cizelge 3. Phytophthora citrophthora " nn turung k&k yiizeyi iizerindeki populasyon dalgalanmast
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Bahgelerden Sihmurat, Yakapinan ve Biiyilk Kapih Adana' min Yiiregir
ilgesinde; Kale, Davultepe ve Témiik ise Mersin' in Erdemli ilgesinde bulunmaktadur.
Tiim bu bilgiler 1131 alunda Adana ve Erdemli igin iklim degerlerinin verildigi Cizelge
4, etmenin toprakta ve kok yiizeyinde gosterdigi populasyon dalgalanma egrilerinin yer
aldif1 Sekil 1 ve 2 birarada incelendifinde Haziran ayinda tiim bahgelerde inokulum
oranlaninin en yiiksek degere ulagug goriilmektedir. Bu degerler Adana' daki bahgeler
s6z konusu oldugunda Mayis ay1 toplam yafisi 101.7 mm olarak gergeklesmigtir
(Cizelge 4). May1s ayinda yapilan arazi gikig tarihi goz oniine alindifinda Mayis igin
sz konusu olan toplam yafig miktarinin ancak 49.80 mm' si alindiktan hemen sonraki
giinlerde toprak 6rnegi alinip degerlendirilmigtir. Mayis ay: ortalama sicakhfi ise
20.3° C olarak gergeklegmigtir. Oysa ki Haziran ay1 igerisinde alinan toplam yafs
miktar1 sadece 40.50 mm olmustur. Ancak toprak Orneginin alindifi giin dikkate
alinirsa, bir 6nceki drnegin alindifi Mayis ayindaki tarih ile Haziran ayindaki tarih
arasindaki zaman aralifinda topragin aldif: yagis 91.40 mm (iki 6rnek alimu arasinda
diigen toplam yafis) olarak gergeklesmigtir. Dolayistyla yil boyunca yapilan
orneklemelerde toprak nemi en fazla Haziran ayindaki ornekleme tarihinde ortaya
¢ikmugtir. Bunun yamisira ayni dénemde ortalama sicaklik da P. citrophthora ' nin
optimum geligme sicaklii olan 25° C' ye ¢ok yaklagmig olup 24.5° C olarak
gergeklegmigtir. Tim bunlar P. citrophthora ' nin topraktaki  populasyonunun en
yiiksek degere ulagmas: igin uygun kosullan olugturmugtur. Temmuz ayinda Srnek
alindif1 giin toprafin 1 ay siireyle aldig1 yagis 1 mm iken yagiglar drnek alimundan
sonra olmug ve Temmuz ayindaki toplam yagig miktan Cizelge 4' de 55.2 mm olarak
yer almugtir. Aylik ortalama sicaklik da bu aydan itibaren yiikselmeye baglamg ve yaz
boyunca da yiiksek derecelerde seyretmigtir. Bu nedenle de Temmuz ve Agustos
aylarindaki populasyon diigiiglerini buna baglamak miimkiindiir. §thmurat’ da ise hem
Haziran ve hem de Temmuz 6rneklemelerinin her ikisi de bahge sulamalarim izleyen
glinlerde gergeklegtifinden bu bahgede her iki ayda da inokulum diizeyi gok yiiksek
gikmmugtir.  Yapilan birgok benzer cabyma sulamadan hemen sonra yapilan
orneklemelerin sulamadan onceki duruma goére inokulumda Onemli artiglar ortaya
¢ikardifina iligkin sonuglar vermektedir JANNOV ve GROGANE, 1977; TIMMER
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ve Ark., 1988; MAGNANO ve Ark., 1990; LUTZ ve MENGE, 1991). Eyliil ve Ekim
aylarindaki hava sicakliinin diigmeye baglamasiyla birlikte az da olsa yafigin
alinmasi inokulumu biraz olsun artirmugtir, Kasim ay1 ortalartna kadar yafigin gok
olugu (218.3 mm) inokulum artigimt devam ettirmis, ancak inokulumdaki bu artg
sicakhffin diigmesiyle birlikte son bulmugtur. Nitekim Ocak-Mayis arasindaki
dénemde fungus bu nedenlerden dolayr ¢ok diigiik inokulum diizeylerinde
saptanmugtir.

Bu gibi iklimsel degerler Erdemli igin s6z konusu oldugunda Mayis ay1 toplam
yaglg 41.6 mm goriiliirken 6rnek alum yagisin 19.7 mm oldugu anda gergeklegmigtir.
Bu tarihte ortalama sicaklik ise 19.2°C olup etmen igin optimum sicaklifin oldukg¢a
altinda gergeklegmigtir. Oysa Haziran ay1 ornek ahmu 23.8 mm' lik bir yafs
gergeklestikten sonra olmug ve sicaklik ise 22.9° C' ye yiikselmigtir. Bu nedenle de
Haziran ayindaki inokulum diizeyi Mersin' deki bahgelerde de yiiksek degerlere
ulagmugtir,. Temmuz ve Agustos aylarinda ise yagis ¢ok azalmug ve sicakhk da
yiikselmeye baglamugtir. Bunun yamsira 6mek alim da yagmurlardan onceki
tarihlerde yapilmgtir, Kasin ve Arahk aylanndaki yagiglar gok olmasina ragmen bu
kez de sicaklifin ¢ok diigiik seyretmesi topraktaki inokulumun azalan degerler
vermesine neden olmugtur. Inokulumdaki bu diigiis Mayis ayina kadar devam etmigtir.

MAGNANO ve Ark. (1988)' min Sicilya' da yaptiklar benzer bir galigmada P,
citrophthora ' nin topraktaki populasyonu yaz aylanndaki agin sicaklarin kaybolmaya
bagladifi donemlerde bir artig, buna kargin geg sonbahar ile yaz ortasi arasindaki
donemde ise her zaman bir diigiis gostermig olup, mevsimsel de§i§meleﬁn toprak
sicaklifina ve toprak nemine bagl oldugunu bildirmiglerdir. Gerek bu galigmada ve
gerekse literatiirde goriildiiii gibi topraktaki inokulum artigimn yafig miktari,
ormeklemenin yapildifi dénemdeki toprak nemi ve etmen igin uygun olan sicaklik gibi
iklimsel faktorler ile iligkili oldugu soylenebilir. Ancak TIMMER ve Ark. (1989)' nin
Florida' daki turunggil bahgelerinde P. parasitica ' nin topraktaki populasyon
dalgalanmalarim inceledifi bir ¢aligmada daha farkli bulgular elde edilmigtir. Soz
konusu bu ¢aligmada y1l boyunca Ocak-Subat, Mart-Nisan, Mayis-Haziran,
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Temmuz-Agustos, Eyliil-Ekim, Kasim-Aralik aylarinda yapilan 5 6rneklemede bahge
topraklarinin ortalama degerleri aylara gore sirasiyla propagiil/cm3 toprakta 24.4, 15.1,
23.7, 25.4 ve 16.6 olmugtur. Elde edilen 3 yillik veriler arasinda ise yillara gore
farklilik saptanmugtir. Bu sonuglara dayanarak aragtiricilar mevsimsel degigmelerin
toprak sicaklifi ve nem gibi faktorlerin yil boyunca yapilan 6rneklemelerde elde edilen
propagiil yogunluguna etki etmedigini, turunggil bahgelerinde patojenin yogunlugunu
saptamak i¢in mevsime bagh kalmaksizin yil i¢inde herhangi bir donemde ornekleme
yapilabilecegini, ancak populasyon diizeyinin yillara goére bir farkhhk
olugturabildigini, propagiillerin bahge igerisindeki dagilimlarinin gok degiskenlik
gosterdigini ve belirli bolgelerde kiimelendigini bildirmiglerdir.

Bahgelere ait toprak analiz sonuglannin verildigi Cizelge 5 incelendiginde
Kale ve Yakapinan toprak pH' sin biraz diigiik olmasina kargin, tiim bahge
topraklanimin nétr pH' ya ve bazik 6zellige yaklagtigy goriilmektedir. P. citrophthora '
nin in vitroda optimum pH istegi ise 6' dir (GOKSEDEF, 1980). Tiim bahgelerde P.
citrophthora ' nin ortaya cikmasim engelleyecek bir pH derecesi boylece
goriilmemektedir, EL FAHL ve CALVERT (1976) yaptiklar1 bir galigmada genel
olarak pH yiikseldikce Phytophthora spp.'den kaynaklanan infeksiyon giddetinde bir
artig ortaya ¢iktifini ve bu nedenle topraga siilfiir kangtinlarak pH diigiiriildiigiinde
hastalik kontroliiniin saglanabilecegi ileri siirlilmiigtiir. BINGHAM ve Ark. (1954)' da
pH' nin diigmesine bagh olarak hastahigin azaldigina dair bulgular elde etmiglerdir.

Tuzluluk ydniinden incelendifinde ise % tuz oranlarina gore tim bahgeler %
0.00-0.15 sinirlan arasindaki degerlere sahip oldugundan tuzsuz toprak (GEDIKOGLU,
1990) simflamasina girmekle birlikte, bu oran Kale' de % 0.098 ile digerlerine goére en
yiiksek degeri alﬁu§t1r. Kale topragindaki inokulum diizeyleri diigiiktiir. Tuzlulugun
Phytophthora spp.' ne kars: etkisi iizerinde yapilan galigmalarda birbirine ters diigen
bulgular s6z konusudur. Bir grup aragtinc yiiksek tuzlulugun P. cinnemomi ' yi
olumsuz etkiledigini (ANDERSEN, 1951; BINGHAM ve Ark., 1958) bildirirken,
APPLE (1961) ve McCARTER (1965) tuzlulugun etmeni P. parasitica var. nicotianae
olan Tiitiin gigek sap ¢iiriikliigiinii, SULISTYOWATI ve Ark. (1992) P. citrophthora '
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dan kaynaklanan gévde giriikliigiini arttrdifini, ancak bunun dogrudan dogruya tuzun
patojene olan olumsuz etkisinden kaynaklanmayip, konukgunun tuzluluk nedeniyle
dayaniklihinin azalmasi sonucu gergeklegtigini bildirmiglerdir.

Tiim bahgelerde kireg oranlan kargilagtirildifinda en yiiksek deger Davultepe’
de % 61.9 olarak goriilmiigtir. Ancak Davultepe' deki Phytophthora populasyonu ile
diger bahgelerdeki Phytophthora populasyonu arasinda topraktaki Kireg oram
nedeniyle ortaya ¢ikan belirgin bir fark olmadifi goriilmektedir. Ancak literatiirde
yiiksek Ca' un hastalifin artmasina neden oldufunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur
(WILLS .ve MOORE, 1969; MUCHOVE] ve Ark., 1980). Bilindigi gibi Akdeniz
bolgesi topraklan kireg yoniinden zengindir. Bu husus daha onceki ¢aligma sonuglarina
gore P. citrophthora infeksiyonlarini tegvik eder goziikmektedir. Bolgede bu
hastalifin yaygin olma nedenlerinden biri de bu faktdr olabilir.

Topraktaki K oram agisindan ¢aligmanin yiiriitiildiigii bahgeler arasinda bazi
farkliliklar oldugu géze garpmaktadir. Biiyiik Kapili' daki bahgede K oram1 840 ppm ile
en yiiksek, Tomiik' de ise 210 ppm ile en diigiik saptanmigtir. Ancak tiim bahgeler egik
deger olan 120 ppm' den daha yiiksek bir deger igerdiginden K oram yiiksek olarak
degerlendirilebilir (ULGEN ve YURTSEVER, 1988). Hastaliklt olarak segilen bu iki
bahgedeki P. citrophthora  populasyonu irdelenecek olursa Onemli bir fark
gorilmemektedir. Ancak BINGHAM ve Ark. (1958) K' in Phytophthora ' nin
gelisimine olumlu yonde etki ettifine iligkin bulgular ortaya koymuglardir. Bu gibi
laboratuvar galigmalarinda ortaya konulan iligkiler, birgok faktoriin birarada
bulundugu doga kogullarinda her zaman aym gekilde gergeklesememektedir.
Topraktaki P miktan agisindan deneme bahgelerindeki topraklar arasinda ¢ok bilyiik
farkliliklar goériilmemektedir (Cizelge 5). Bahgeler P oranlan agisindan ise 1.1-2.0 igin
cok diigiikk, 2.1-3.0 icin diigik (ULGEN ve YURTSEVER, 1988) sirlarina
girdiinden hepsi P bakimindan diigiik oranlar vermigtir.

Deneme bahgeleri ise organik madde yoniinden degerlendirildiginde oranlarin
birbirine ¢ok yakin oldugu goriilmekle birlikte Kale' de bu oran % 2.14 ile digerlerine
gore biraz daha yiiksek olup, bunu % 1.63 ile Tomiik, % 1.51 ile Davultepe izlemistir.
GEDIKOGLU (1990)' nun da bildirdigi gibi topraktaki % organik madde % 1.0 ise gok
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diigiik, % 1.0-2.0 ise diigiikk, % 2.0-3.0 ise orta kabul edilmektedir. Bu galigmada
organik madde igerigi agisindan deneme bahgeleri arasinda onemli farkhliklar
goriilmedifinden hastalifin inokulum diizeyi agisindan bir yorum yapilamamug
olmakla birlikte, BROADBENT (1977) yiiksek organik madde igeren topraklarin P.
citrophthora ' min sporangium (retimini ve zoospor bogalumuni azalttifini, TSAO
(1977) ise hastalifin bask: altinda tutuldugu topraklarin yiiksek oranda organik madde
icerdigini ve bu topraklarda ¢ok sayida bakteri ve aktinomiset barnndigi, bunlarin da
Phytophthora kok giiriikliiiinii azaltnfin bildirmiglerdir. '

Bahgelerden Biiyikk Kapihi siltli-tin biinye verirken digerleri yiiksek kil
oranlarina sahiptir. Yalmz Davultepede kil oram biraz diigiik olup killi-un biinye
gostermigtir. Tiim bahge topraklar: P. citrophthora ' nin geligmesini saglayacak yapida
olup kil oram arttikga bu ortam fungus agisindan daha da iyilegtirilmig olmaktadur.
WESTE (1983)' nin bildirdifine gore toprak altindaki kaya ya da kil tabakasi drenaji
engelleyen yapilar olugturur ki, bu da ¢ok kisa siiren yagmurlarda topragin su ile
doymasim ve zoosporlarin yayilmasim Kkolaylagiir. Aym araguriciya gore,
zoosporlarin kok bolgesine hareketi toprak yapisina bagl olup, toprak porlarinin
biiyiikliigii toprak icerisindeki suyun koiayca hareket edebilmesini ve dolayisiyla da
zoosporlarin taginmasini kolaylagtirir.

Sonug olarak P. citrophthora ' mn topraktaki dafilmuyla yafiy mikeari,
orneklemenin yapildifi donemdeki toprak nem igeri§i ve etmen igin uygun olan
sicaklik istefii arasinda yakin bir iligki oldugu goriilmektedir. Bunun yamsira literatiir
bilgileri 1s18inda topragin biinyesi, igerdigi organik - inorganik maddeler ve pH ' min da

etmenin populasyonunu etkileyebilecegi diigiiniilebilir.

4.2.2. Birim Hacimdeki Propagiil Sayis1 lle Hastalik Cikigi Arasindaki
Tliskinin % Kok Infeksiyonu Olarak Saptanmasi

a. Aym inokulumun degigik uygulamalarla verilerek yapilan kok inokulasyon
sonuglart % Kok infeksiyon deerleri olarak Cizelge 6' da verilmigtir. Cizelge 6
incelendiginde % 11 Kok infeksiyonu ve 22 p/cm3 toprak inokulum yogunlugu ile en
yiiksek degerler 18 SKD+1 uygulamasinda goriilmektedir. Onu % 8 K&k infeksiyonu
ve 16 p/cm3 toprak inokulum yogunlugu ile 8 SKD+! izlemisg olup, en diigiik degerler
% 5 Kok infeksiyonu ve 10 p/cm3 toprak inokulum yogunluguyla 8 SKD
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Cizelge 6. Kaba limon ¢égiirlerine uygulanan kok inokulasyonlan

Uygulama Tekerriir Ortalama
1 2 3 4 5

8 SKD % K1 5 10 5 0 5 5.0
p/cm3top. 10 20 10 0 10 10.0

18SKD %Kl 15 5 0 5 10 7.0
p/ecm3top. 20 10 10 20 20 16.0

8SKD+l %Kl 5 10 5 10 10 8.0
p/cm3top. 10 20 10 20 20 16.0
18 SKD+l % Kl 15 10 10 10 10 11.0
p/cm3 top. 40 10 20 30 10 22.0

I % KI 10 5 5 5 0 5.0
p/cm3 top. 30 10 10 20 0 14.0

K % Kl 0 0 0 0 0 0.0
p/em3top. 0 0 0 0 0 0.0

% Kl= % Kok infeksiyonu

p/cm3 top. = Propagiil/ cm3 toprak

8 SKD= 8 saat kok inokuluma dalduritmigtir.

18 SKD= 18 saat kok inokuluma daldinlmgur,

8 SKD+i= 8 saat kok inokuluma daldirilmig ve kok bolgesine inokulum verilmigtir.
18 SKD+1= 18 saat kdk inokuluma daldirtnug ve kék bblgesine inokulum verilmigtir.
I= Kok bolgesine inokulum verilmigtir.

K= Kontrol (Kokler suda bekletilmig ve kok bolgesine su verilerek gagirtilmgtir).
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uygulamasinda alinmigtir. K6k inokulasyonunda en bagarili uygulamanin 18 SKD+
uygulamasiyla gergeklegmesi bekleniles sonugtur. Ciinkii bu uygulamada kokler 18
saat gibi uzun bir siire inokuluma daldinlmiy ve ayrica saksiya sagirtilirken kok
bolgesine inokulum verilmigtir. Dolayisiyla kokler daha fazla siire ve sayida zoospor
ile temasta kalmigtir. Nitckim koklerin sokiilerek degerlendirmenin yapilacagi anda
¢aligilan toprak izolasyonlarinda saptanan 22 p/cm3 toprak yogunlugu % 11' lik bir kok
infeksiyonunu sonuglayacak diizeyde olmugtur. Benzer sekilde TIMMER ve Ark.
(1988)' da Florida ve Kaliforniya' daki turunggil bahgelerinde yaptiklari bir ¢alismada
da topraktaki 10-20 p/cm¥ lik bir Phytophthora populasyonunun kdk cliriikliigiine

neden oldugunu bildirmiglerdir.

Resim 3. Kaba limon ¢ogiirlerinde kok giiriikliigii
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b. Geg sonbahar ve ilkbahar yagglarindan yararlanilarak 2 farkli dénemde
toprakta bulunan inokulum yogunlugu ile kok infeksiyonu arasindaki iligkinin
suptanmast amactyla yapilan ¢aligma sonuglart Cizelge 7' de yer almigtir. Cizelge 7 ve
iklim verilerinin yer aldify Cizelge 4 birlikte incelenecek olursa, Aralik ve Ocak
aylarinda diigen toplam yagis miktarlarimin ¢ok yiiksek olmasina kargin sicakliin
8-9° C civarinda olusu fungusun geligmesi i¢in uygun olmadifindan topraktaki
inokulum diizeyleri Sihmurat ve Yakapinart diginda diigiik olmugtur. Ancak bu
aylarda Adana yoresinde bulunan $thmurat ve Yakapinan bolgelerinde inokulumun
Aralik ayinda yiiksek olmasi bu kesimlerde sicakliklarin bir siire daha yiiksek olmasi
ile agiklanabilir. Aralik ayinda fungus geligmesi igin uygun olan sicakliklar bahgelere
birakilan kaba limon fidanlarinin ince koklerinde infeksiyon olugturmasi i¢in yetersiz
kalmigtir. Nitekim dptimum kogullann yaratildifs kontrollii kogullarda kok infeksiyon
oranlari bu bahgelere ait topraklan igeren saksilarda bulunan fidanlarda hemen
yiikselmigtir.

Cizelge 7' de sunulan sonuglar incelenirken ozellikle birim topraktaki propagiil
sayis1, kok yiizeyindeki propagiil sayisi, arazi kogullarinda adi gegen aylardaki kok
infeksiyon oram1 ve bu topraklarda kontrollii kogullarda olugan kok infeksiyon orani
gibi patojen inokulum diizeyi ile kok infeksiyon orami arasindaki iligkiyi ortaya
koyabilecek ve bagtan planlanarak elde edilen verileri iyi degerlendirmek gereklidir,
Tiim ¢aligma boyunca vurgulandifs gibi kok infeksiyonlarim etkileyen gok sayida
canl1 ve cansiz faktor bahge topraklarinda mevcuttur. Buna ragmen toprak sicaklifi ve
su diizeyi kok infeksiyonlarini yoneten temel faktorlerdir. Bu nedenle ge¢ sonbahar
(Aralik-Ocak) ve ilkbahar aylarinda (Nisan-May1s) yapilan bu denemede yukandaki iki
temel faktoriin goz oniinde tutulmas: gerekir.

Deneme yapilan bahgelerde etmenin aylara gore topraktaki populasyon
diizeyini gosteren Sekil 1 incelendiginde sonbahar aylarinda ctmen  populasyonu
genelde Kasum ayinda meydana gelimiy, ancak Yakapinan ve Sihmurat bdlgelerinde
ise bu artiy Arabk aymnda ortaya qikmugtr, llkbahar aylarinda ise bu artig
goriilmemig, esas aruig Haziran ayinda ortaya ¢ikmugtir. Bu agidan yukandaki iligkiyi
aragtirmak igin énceden belirlenen Aralik-Ocak ve Nisan-Mayis periyotlar1 maalesef
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pek isabetli olmamugtir. Ancak bu olumsuzluga ragmen, bahge topraklarinmn inokulum
diizeyleri ile arazi ve kontrollii kogullarda olugan kok infeksiyon oranlanmin verildigi
Cizelge 7 verilerinden bazi sonuglarin ortaya konulmasi miimkiindiir.

TIMMER ve GRAHAM (1990) bir galigma sonucuna dayanarak turunggil
bahgelerinde cm3 toprakta 5 propagiil igin diigiik, 5-15 icin orta, 15' den fazla ise
yiiksek populasyon kabul edilebilecegini, cm3' de 10-15 propagiil bulunmas: halinde
kok giiriikliigiiniin % 20-40 oranminda olacagimi vurgulamuglardir. Bu hususda goéz
Oniinde tutularak Cizelge 7 sonuglari irdelendiginde, Biiyiikk Kapill' daki bahgede
Aralik ayinda cm3 toprakta 7.33 propagiil bulunurken, kék yiizeyinde herhangi bir
etmen birimine rastlanmanmugur. Ocak ayinda topraktaki propagiil sayis1 2.66 degerine
gerilerken, kok yiizeyinden yine herhangi bir sonug elde edilememigtir. Bu donemde
arazi kogullarinda birakilan kaba limon koklerinden ancak % 1.66 oraninda bulagma
olmugtur. Aym topraklarin kullamldig kontrollii kogullardaki saksi denemelerinde ise
kok infeksiyon oram hizla artarak % 8.33 gibi yiiksek bir degere gikmugtir. Aralik
ayindaki 7.33 p/cm3 etmen degeri, TIMMER ve GRAHAM (1990)' a gore, orta
derecede bir bulagikhig: ifade etmektedir. Ancak aym bulagikhk kék yiizeyinde
bulunamadig igin patojenin infeksiyon gansi oldukga azalmig ve arazi kogullarinda %
1.66 gibi bir infeksiyon orani sonuglanmig ve ayni toprak kontrollu kogullarda % 8.33
gibi artan bir kok infeksiyon oran vermigtir.

O halde, P. citrophthora ' mn topraktaki propagiil sayisi ile kék infeksiyon
oranlari arasindaki iligki aranirken, toprak sicakhifmin yetersiz oldugu aylarda kok
ylizeyi bulagiklik oraminin da goz oniinde tutulmas: gerektigi soylenebilir. Nitekim
Cukurova bolgesinde toprak sicakliklarimin arttin Mayis ayinda toprakta 6 p/cm3
degerinde etmen bulunmas: ile arazi kogullarinda % 8.33 oraninda kok infeksiyonuna
aym bahgede ulagabilmektedir.

Davultepe' deki bahgeden elde edilen veriler, dzellikle Aralik-Ocak aylarinda
ilging sonuglar gostermigtir. Etmen populasyonu toprakta 13.33 p/cm3, koklerde 26.66
p/cm3 gibi yiiksek degerlerde iken arazi kogullarinda kok infeksiyon oram % 0' dir. Bu

sonuglan etmenin bitkiyi infekte etmesi igin gerekli sicakhifin bulunmamasina ve
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agaclarin bu aylarda fizyolojik aktivitelerini durdurmasi nedeniyle infeksiyona olanak
vermemesi olasiifina baglayabiliriz. Bu giine kadar yapilan ¢aligmalarda etmen
infeksiyonu ile afacin fizyolojik aktivitesi arasindaki iligkiyi inceleyen bir aragtirma
sonucu bulunamadi i¢in bu husus bir olastlik olarak burada yalmizca vurgulanmgur.
Ancak toprak sicakhipi ile infeksiyonun olugabilmesi i¢in belirli bir sicakhik isteginin
bulunduguna kugku yoktur. Ayrica Cizelge 4' de verilen iklim wverileri bolge
meteoroloji istasyonlarindan ahnmgtir. Ancak degigik yerlerde bulunan bahgelerin

iklim verileri arasinda 6nemli sapmalarin bulunabilecegi biiyiik bir olasilikttr.

Resim 4. Kok giiriikliigii gésteren limon agacinin genel goriiniigii
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4.3. Biyolojik Miicadele lle ligili Cahsmalar

4.3.1. Toprak ve Kok Yiizeyindeki Antagonistlerin Saptanmasi

P, citrophthora ' ya antagonist etki gosterecek fungus ve bakteri izolatlarim
elde etmek amaciyla, saglikli gortinen aBaglarin segildigi, ancak P. citrophthora ile
bulagik agaclarinda bulundugu Biyilkk Kapili' daki turunggil babgesinden, tiimilyle
saglikh goriinen agaglardan kurulu Yakapinarn' ndaki turunggil bahgesinden ve organik
maddece zengin olan Karabucak ormamindan kok ve toprak ornekleri alinarak
izolasyonlar yapilmigtir.Yapilan izolasyonlar sonucunda 19 fungus ve 13 bakteri
izolat1 elde edilmigtir. Koloniler makroskobik olarak incelenmig, funguslar igin F (F-1,
F-2, F-3....), bakteriler i¢in B (B-i, B-2,....) kodlari verilmiy ve sayimlan
yapumugtr, Ornek alinan her bahgede fungus ve bakterilerin toprak ve kok
izolasyonlarina gore ayn ayn populasyon dalgalanmalan belirlenmigtir. Aynca
degisik turunggil bahgelerine rutin olmayan ¢ikiglar yapilarak daha 6nce izole edilen
bakteri izolatlarindan makroskobik olarak farkli olan 5 bakteri izolati daha elde edilmig
olup, bunlar ROC (ROC-1, ROC-2,....) olarak kodlanmugtir.

Topraktan izole edilen antagonist funguslarin ve patojenin populasyon
dalgalanmalarmin verildigi Cizelge 8, Biiyiik Kapili' daki turunggil bahge topragindan
izole edilen antagonist funguslarin populasyon dalgalanmalarinin gosterildigi Sekil 3
ve iklim degerlerinin verildigi Cizelge 4 birlikte incelendiginde F-2, F-6, E-7, F-9, F-10,
F-12 kodlariyla anilan antagonist funguslarin Ocak-Subat aylarinda toplam 0.85 X
10%/g toprak ve 0.46 X 104/g toprak populasyon yogunlugunda oldugu goriilmektedir.
Bu aylarda ortalama sicakbklar 9.3 ve 9.4 ° C, toplam yafis 82.1 ve 43.4 mm
oldugundan toplam fungus populasyonu diigiik diizeyde seyretmigtir. Mart ve Nisan
aylaninda ortalama sicaklifin artmasiyla (129 ve 17.5° C) ve yafiglarin devam
etmesiyle populasyon yogunlugu 3.65 X 10 4 p/ g toprak ve 6.33 X 10 4 p/ g toprak
degerlerine yiikselmigtir, Populasyon Mayis ayinda 2.65 X 10 4 p/ g toprak ile bu
diizeyini korurken, Haziran ayindan itibaren artan sicakliklar populasyonu olumsuz
yonde etkilemigtir. Ekim, Kasim ve Aralik aylarinda ise gok az farklarla populasyonda

biraz artiy gbzlenmigtir. P. citrophthora ' mn pikler yaptifi Haziran ve Kasim

aylarinda toplam antagonist fungus populasyonu diigiik diizeyde bulunurken, Temmuz
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ayinda patojen populasyonu en alt diizeyde bulunmasina ragmen antagonist fungus
populasyonunun yine diigiik olmas: iklim faktorlerine baglanabilir. Bu nedenle Haziran
ve Kasim aylarinda yafig ve sicaklik ornek alinan tarihte patojeni olumlu yonde
etkilerken, antagonist populasyon olumsuz etkilenmigtir. Dolayisiyla gerek iklim
degerlerinin patojen lehine ¢aligmasi, gerekse patojeni baski altina alabilecek
antagonistlerin ¢ok diigilk diizeylerde olugu, patojenin pikler olugturmasina ortam
hazirlamigtir. Ancak Temmuz ayindaki sicaklifin gok yiikselmesine ne patojen ne de

antagonist funguslar karst koyamamug ve populasyonlan diigik diizeylerde

saptanmugtir.

Ancak Sekil 5' de organik maddece zengin Karabucak orman topragindan
. yapilan izolasyonlarda, bahge topraklarindaki antifitopatojen potansiyeli artirma y6niinde
bazi ipuglar elde etmenin miimkiin oldugu goriilmektedir. Bu sekilde dzellikle patojenin
artifi zaman dilimleri iginde artan fungal antagonist sonuglarna bakmak gerekir.
Haziran ayinda orman topraklarinda artan F-6 ve F-9 funguslan bu ayda bahge
topraklarinda diigiik degerler vermektedir. O halde bahge topraklarinda bunlan olumsuz
etkileyen sicaklik diginda bagka faktorler bulunmasi gerekir. Bunlann baginda bu
topraklarda, orman topragina gore azhif diigiiniilebilecek organik madde gelmektedir. Bu
nedenle turunggil tarmmunda, dengeli beslenme diginda, bahge topraklarinin
antifitopatojen potansiyelini artirmak igin giftlik gilbresi ve yegil gilbreleme gibi

faktorlerin onemi ortaya ¢ikmaktadir.
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Cizelge 8. Limon bahge toprag! ile orman topragindan izole edilen antagonist
funguslarin ve patojenin populasyon dalgalanmalan

Lzolatlar (Propagiit X 104 / g toprak) Prop./om3 toprak
Aylar Bahgeler Penicillum. Trichoderma Aspergillus Rhizopus Mucor Aspergillus  Toplam P, cilmlghthom
sp. spp- niger sp. sp.  ochraceus atojen
F-2 F-6 F-7 F-9 F-10 F-12
Ocak B. Kapili - 0.40 0.13 - 0.06 0.26 0.85 2.66
1993 Y.Pinan - 0.20 0.46 - - 0.06 0.72 13.33
Karab'ucak 1.60 - - 0.60 - - 220
W - 033 - - - 0.13 046 3.33
993 Y.Pinun - - - - - - - 5.33
Karabucak - - - - - - -
Mart B.Kapih 0.86 - - 0.20 1.06 1.53 3.65 2.00
1993 Y.Pimart - 1.13 - 0.06 0.06 - 1.25 4.00
Karabucak 140 0.60 0.26 0.13 - - 2.39
Nisan B.Kapili 0.20 - 3.33 2.00 0.80 - 6.33 2.66
1993 Y.Pinan 0.20 0.06 - 046 - - 0.72 0.66
Karabucak - 1.00 - - 0.13 - 1.13
Mayis B.Kapili - 0.26 1.00 6.06 5 1.33 2.65 6.00
1993 Y.Pmnan 0.13 - 0.60 - - 0.86 1.59 5.33
Karabucak - 0.06 - 0.26 - 0.26 0.58
Hazir. B.Kapihi - 0.06 0.20 - 0.13 0.13 0.52 34.60
1992 Y.Pman - - - 0.60 - 0.26 0.86 36.66
Karabucak  0.06 2.00 - 240 - - 446
Tem. B.Kapih - - - 1.66 - . 1.66 1.33
1992 Y.Pinan - - - - - 0.20 0.20 19.33
Karabucak  1.00 - 7.60 - - - 8.60
Agst. B.Kapili 0.06 - 0.66 - 0.26 0.33 1.25 4.00
1992 Y.Pinan 1.46 - - - - 0.06 1.52 21.33
Karabucak  1.06 0.93 7.00 - 0.73 0.13 9.85
Eylil B.Kaphi - - 0.20 - - - 0.20 9.33
1992 Y.Pinan - - - - - - - 14.00
Karabucak 1.53 0.26 0.20 140 046 0.60 445
Ekim B.Kapils 0.13 - - 0.06 - 0.13 032 16.00
1992 Y.Pmnan 133 - - 0.86 - - 2.19 14.60
Karabucak  2.40 - - 0.06 - 0.46 292
KasimB.Kapih 0.66 0.46 0.06 - - 0.53 1.71 26.00
1992 Y.Pman 2.53 0.33 0.13 - - 0.26 3.25 11.30
Karubucuk l 93 0.13 0.06 0.26 - 113 351
AruhkB.Kapili 0.13 - 0.40 - 0.33 0.20 1.06 7.33
1992 Y.Pinan 1.00 . - - - 046 1.46 36.66

Karabucak  0.33 - - - 1.13 - 146
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Yakapinan' ndaki turunggil bahgesinde topraktan izole edilen antagonist
funguslarin ve patojenin populasyon dalgalanmalarinin gosterildigi Sekil 4, iklim
degerlerinin verildifi Cizelge 4 ve toprakian izole edilen antagonist funguslarin ve
patojenin populasyon dalgalanmalanimin verildi§i Cizelge 8 birlikte incelendiinde,
toplam antagonist fungus populasyonunun iklime bagh olarak 0.00 ile 3.25 X 10 4 p/g
toprak arasinda degigtifi goriilmektedir. Goriildiigii gibi patojen populasyonu genelde
yil boyunca yiiksek degerler almig ve bahge topraklarindaki antagonist fungus
populasyonu ise diigilkk diizeyde kalmigur. Ancak diger faktorler diganda
birakildifinda, diigiik antagonist diizeyinin etmeni kontrol etmekten uzak kaldidi

Sekil 3 ve 4 incelendiginde goriilecegi gibi Bilyiik Kapih ve Yakapinan' ndaki
bahgelerde yil boyunca yapilan toprak izolasyonlari sonucunda P. citrophthora
populasyonunun artigim1 ve azaligint etkileyecek diizeyde ortak bir antagonist fungus
bulunamamugtir,

Karabucak orman topragindan izole edilen antagonist funguslarin populasyon
dalgalanmalanmin verildigi Sekil 5 ve Cizelge 8 birlikte incelendigide, antagonist
fungus populasyonunun yil icinde 8 ay boyunca diger bahgelerden daha yiiksek
oranlarda seyrettii goriilmektedir. Orman toprag igerisindeki yiiksek organik madde
igerigi, antagonist fungus populasyonunun yiiksek degerler almasinin bir nedeni olarak
gosterilebilir. Turunggil bahgesi olmadifindan P. citrophthora  izolasyonlart
Karabucak' dan ahmnan orneklerden yapilmamugtir. Buranin deneme yeri olarak
segilmesinin asil amaci organik maddece zengin olugu ve boylece farkli antagonistleri
yakalama gansim yaratmasidir.

Kok yiizeyinden izole edilen antagonist funguslar ile patojen populasyon
dalgalanmalannin goriildiigii Sekil 6, 7, 8 ve Cizelge 9 birlikte incelendiginde,
patojenin her ay yapilan izolasyonlarda kok yiizeyinden izole edilemedigi goriilmiigtiir.
Bu nedenle bu bahgelerde patojen populasyonu ile antagonist fungus populasyonu
arasinda  belirgin bir iligki ortaya ¢ikmamugtir, Ancak antagonist fungus
populasyonunun dafilimindan sdz edilecek olursa, Biiyikk Kapih' da degerler
0.00-3.06X105 / g kok arasinda degigirken Yakapinar1' nda 0.00-3.25x105 / g kok,
Karabucak' da ise 0.00-7.99x105 /g kok arasinda degigmektedir. Goriildiigii gibi kok
ylizeyinden izole edilen antagonist fungus populasyonlar1 da, toprak izolasyonlarinda
oldugu gibi en yiiksek degerleri Karabucak' da vermigtir.

Biiyiik Kapili ve Yakapmnari' ndaki bahgelerde yapilan bu g¢aligmada, koék
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yiizeyinde patojen artigina paralel olarak artan ortak fungal antagonistler
aragtirildiginda herhangi bir sonug elde edilememigtir (Sekil 6, 7).

Cizelge 9.Turung ve okaliptus kok yiizeyinden izole edilen antagonist
funguslarin ve patojenin populasyon dalgalanmalan

lzolatlar (Propagiil X 107 / g kok) Propagil/g kok
Aylar Bahgeler Penicillum. Trichoderma Aspergillus Rhizopus Mucor Aspergillus Toplam P. citrophthora
sp. spp. niger sp. sp. ochraceus Patojen
g—Z lg-6 E-7 1:.39 F-10 F-12
Ocak B. Kapth 020 0.06 - - - 0.06 0.32 0.00
1993 Y.Pinan - - - - - - - 0.00
Karabucak - - - - - - -
?ubal B.Kapil 0.13 0.06 - - - - 0.19 0.00
993 Y.Pinun - - - - - - - 0.00
Karabucuk - - - - - - -
Mart B.Kapih 0.13 - - - - - 0.13 13.33
1993 Y.Pman - 0.46 - - - - 046 3333
Karabucak  1.06 - 0.13 - - - 1.19
Nisan B.Kapilh - - - - - - - 0.00
1993 Y.Pman - 0.06 - 0.06 - - 0.12 0.00
Karabucak - 0.20 - 0.20 - - 040
MayisB.Kapili - 0.13 - - - - 0.13 0.00
1993 Y.Pinan - - - 0.06 - - 0.06 20.00
Karabucak - - - - - - -
Hazir. B.Kapil1 - - - - - 0.06 0.06 0.00
1992 Y.Pimnan - - - 0.26 - - 0.26 60.00
Karabucak - - - - - - -
Tem. B.Kapih - - - 0.33 - - 0.33 0.00
1992 Y.Punan - - 0.06 - - 0.60  0.66 0.00
Karsbucak - - 0.33 - 0.26 - 0.59
Apst. B.Kapih 0.13 - - - - 0.20 0.33 0.00
1992 Y .Pinan 0.33 - 0.33 - 0.06 0.33 1.05 0.00
Karabucak - 0.06 040 - 040 040 1.26
Eyliil B.Kapilt 0.06 - - 04 - - 046 0.00
1992 Y Pinan 0.13 - - - - - 0.13 0.00
Karabucak  3.93 1.06 0.20 0.20 2.60 - 7.99 0.00
Ekim B.Kapih - - - - - - - 0.00
1992 Y .Pman 0.46 - 0.13 .73 - 0.13 245 13.33
Karabucak  0.53 - 0.13 - 0.80 - 1.46
KasimB.Kapilt 0.33 1.40 - - - 1.33 3.06 13.33
1992 Y .Pman 2.53 0.33 0.03 - - 0.26 3.25 33.33
Kurubucuk 1,00 - - 1.26 . 1.53 3719
ArahikB.Kapily 073 | - - - - - 0.73 0.00
1992 Y .Pimnan - - - - - 0.00

Karsbucak - ) . 086 - i 0.86
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Toprak ve kok yiizeyinden izole edilen antagonist bakterilerin ve patojenin
populasyon dalgalanmalarinin verildigi Cizelge 10 ve 11' e bakildiginda B-2 kod nolu

bakterinin tiim bahgelerde yil boyunca izole edildifi ve toplam bakteri populasyonunda
oldukga biiyitk bir yere sahip oldugu goriilmektedir.

Cizelge 10. Limon bahge topra1 ile orman topragindan izole edilen antagonist
bakterilerin ve patojenin populasyon dalgalanmalar

Lzoladar (Propagiil X 106/ g loprak) Prop./cm3 toprak
Aylar Bahgeler B-2 B-3 B-5 B9 B-11 Toplam P. citrophthora
Patojen

Ocuk  B. Kapth 273 - - - - - - 273 2.66

1993 Y.Pman - 0.13 1.30 0.20 - - - 1.63 13.33
Karabucak  1.60 . 0.60 - - 060 - 2.80

ubat B.Kapili 240 - - - - - - 2.40 333
993  Y.Pimnan 2.06 040 - - - - - 2.46 5.33

Karabucak  1.20 - - - - 0.73 - 1.93

Mart  B.Kapils 2.13 - 0.20 033 0.06 - - 2.72 2.00

1993 Y.Pinan 1.80 - - - - - - 1.80 4.00
Karabucak  0.80 0.13 - 153 - - - 2.46

Nisan B.Kapih 2.13 - - 0.13 - - - 2.26 2.66

1993  Y.Pmnan 2.73 - 0.26 220 - - - 5.19 0.66
Karabucak  1.20 0.13 - - - - - 1.33

Mayis B.Kapih 2.86 - 0.13 0.06 - - - 3.05 6.00

1993  Y.Pinan 2.06 0.20 0.66 0.20 - 0.53 - 3.65 5.33
Karabucak  3.26 - - - - 1.73 - 4.99

Hazir. B.Kapili 0.66 - - 0.26 - 0.26 - 1.18 34.60

1992 Y.Pinan 3.20 - - 1.86 0.20 0.53 - 579 36.66
Karabucak  2.06 - 4.00 0.33 - 040 - 6.79

Tem. B.Kapih 1.53 - 0.46 - 160 060 - 4.9 1.33

1992 Y.Pmun 0.73 0.13 - 0.86 0.06 060 - 2.38 19.33
Karabucak  0.86 - 4.53 0.46 - 0.33 - 6.18

Agst.  B.Kapih 0.66 093 046 0.26 - - - 2.31 4.00

1992  Y.Pman 0.06 - 0.46 - 0.06 - - 0.58 21.33
Karabucak  3.06 - 273 - 0.26 0.53 - 6.58

Eylil B.Kapih 0.80 0.06 0.26 - 0.06 - - 1.18 9.33

1992  Y.Pman 140 0.13 - - - 540 - 6.93 14.00
Karabucak 1.33 - 3.53 - - 0.53 - 5.89

Ekim B.Kapili 1.33 - - - - - - 1.33 16.00

1992 Y.Pinan 2.26 - - - 0.13 0.53 - 292 14.60
Kurabucuk 2,73 - (.66 - - 106 - 445

Kasun B.Kapili 240 - 0.66 0.20 - - 3.13 6.39 26.00

1992 Y.Pman 0.60 - 1.13 0.33 1.80 - 0.06 3.92 11.30
Karabucak 1,73 - 0.86 - - - - 2.59

Arahk B.Kapili 2.26 0.13 0.40 - - 2.60 0.13 5.55 7.33

1992  Y.Pmnan 2.80 - - - - 0.93 - 3.73 36.66
Karabucak  1.26 - 1.20 - - 0.93 - 3.39
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Cizelge 11. Turung ve okaliptus kok yiizeyinden izole edilen antagonist
bakterilerin ve patojenin populasyon dalgalanmalar

Izolatlar (Propagiil X 107 / gkok) Prop./cm3 kok
Aylar Bahgeler B-2 B3 BS B-6 B-8 B9 B-11  Toplam P. c&trophthora
Patojen

Ocek B.Kapii 513 - - - - - - 513 000

1993  Y.Puan 293 - - - - 1.06 - 399 000
Karabucak 0.60 - - - - 0.53 - 1.13

Subat B.XKaph 280 - - - - - - 2.80 000

1993  Y.Pman 320 - - - - 0.93 - 413  0.00
Karabucak 0.80 - - - - 0.73 - 1.53

Mart  B.Kapili 250 - - - 6.33 - - 883 1333

1993 Y.Punar 440 033 013 - 02 - - 506 3333
Karabucak 073 2.00 - 040 - - - 3.13

Nisan B.Kapili 400 - - 080 1.20 - - 6.00 0.00

1993  Y.Pinan 300 - - 266 - - - 5.66 0.00
Karabucak 093 - 026 - - 2.73 - 392

Mayis B.Kapili 433 0.06 - - 0.33 1.53 - 6.25 0.00

1993  Y.Pmnan 473 - 473 - - 0.80 - 10.26 0.20
Karabucak 226 - - 1.66 0.06 1.13 - 5.11

Hazir. B.Kapih 266 - 026 040 0.73 2.86 - 6.91 0.00

1992  Y.Pman 666 046 - 066 020 060 - 858 60.00
Karabucak 126 026 0.06 020 0.06 0.86 - 270

Tem. B.Kapil 113 - - - 0.33 3.13 - 459 000

1992 Y.Pman 246 006 - - 0.06 1480 - 1738 17.38
Karabucak 006 - 026 - - 8.86 - 9.18

Agst.  B.Kapils 800 - 013 - 253 280 . 1346  0.00

1992 Y.Pinan 6.53 - - - 133 4.00 - 11.86 0.00
Karabucak 273 - 353 - - 0.26 - 6.52

Eylil B.Kapih 060 066 0.13 - - - - 1.39 0.00

1992  Y.Punan 166 240 006 - - 7.06 - 11.18 0.00
Karabucak 1.80 - 073 - - 140 - 393

Ekim B.Kamli 246 - - - 0.40 0.66 046 3.58 0.00

1992  Y.Pinan 133 - - - - 0.26 - 1.59 1333
Karabucak 4.73 - 020 033 - 040 - 5.66

Kasim B.Kapii 333 - - - - - 293 626 13.33

1992  Y.Pman - - 213 - 2.53 - - 466 3333
Karabucak 126 - 146 - - - - 2.72

Aralk  B.Kupili 246 - - - - 6.53 . 899  0.00

1992 Y.Piun 286 - - . - 1.40 - 426 000
Karabucak - - 093 - - - 1.60 2.53
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Y1l boyunca en az izole edilen bakteri izolati ise B-11' dir. Kok yiizeyinde
_toplam bakteri populasyonu yil boyunca 210.86 X 10 7 g/ kok ile 121.65 X 106 p/ g
topraktan oldukga yiiksek saptanmugtir. Antagonistik etkisi yiiksek bir izolatin
populasyonunun yil boyunca yiiksek olmasi antagonistin patojeni kontrol edebilme
bagarisim yiikseltecektir. Biiyiik Kapili' da B-2, B-3, B-5, B-6, B-8, B-9, B-11 kodlan
ile amlan topraktaki toplam bakteri populasyonu yagiglarnin 200 mm' yi buldugu
Kasim-Aralik aylarinda sirasiyla 6.39 X 10 6 p/ g ve 555 X 10 6 p/ g toprak
degerlerine ulagtiktan sonra yafiglann azalmasiyla birlikte populasyonda diigiig
goriilmektedir (Cizelge 10; Sekil 9). Kasim ve Aralik aylarinda P. citrophthora
populasyonu ise sirastyla 26.00 p/ cm 3 toprak ve 7.33 p/ cm 3 toprak diizeylerinde
olmugtur. Bu bahgede kok yiizeyindeki bakteri populasyonu ise yil boyunca
topraktakine gore daha yiiksek olarak saptanmugtir (Cizelge 11; Sekil 12).

Yakapmnari turunggil bahge topragindaki toplam bakteri populasyonu, en
yiiksek degeri 6.93 X 10 6 p/ g toprak ile Eyliil ayinda alirken, kok yiizeyinde en
yiiksek degeri 11.86X 10 7 p/ g kok ile ABustos ayinda almugtir (Cizelge 10, 11; Sekil
10, 13).

Karabucak orman topraginda ve koklerde ise bakteri populasyonu diger
bahgelere gore daha yiiksek degerlere ulagmugtir (Cizelge 10, 11; Sekil 11, 14). TSAO
(1977)' nun bildirdigi gibi organik maddece yiiksek topraklar ¢ok sayida bakteri ve
aktinomiset igerir ki, bunlar da Phytophthora kok giiriiklii§iinii engeller.

Goriildiigii gibi, antagonistlerin yil boyunca iklim degerlerine ve toprak
ozelliklerine bagh olarak populasyonlarinda degismeler olmaktadir. Genel olarak tiim
bahgelerde P. citrophthora ' nin toprak ve kok yiizeyinde populasyon
dalgalanmalarimin yalmz olarak mikrobiyal antagonizme bagh oldugu sdylenemez.
Topragin yapisi, pH' s1, igerdigi organik ve inorganik maddelerde eklenince patojenin
caligmasi birgok faktdrle etkilegim igine girmektedir,

Bakterilerde de gerek toprakta ve gerekse kok yiizeyinde etmen populasyonunu
etkiler diizeyde populasyon degisiklifi gosteren ortak bir antagonist izolat

bulunamamugtr.
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4.3.2, Antagonistik lligkilerin Incelenmesi

4.3.2.1. kkili Kiltir Cahgmalar:

Izole edilen 19 fungus, 13 bakteri izolatindan antagonistik etkisi yiiksek
olanlarin ikili killtiir galigma sonuglan Cizelge 12, 13 ve 14' de goriilmektedir. Diger
rutin olmayan g¢ikiglardan izole edilen 5 bakteri izolau ise Cizelge 15' de yer
almaktadir. Funguslarin degerlendirilmesinde patojen yarigapinin 3 c¢cm' den fazla
geligmesine izin veren antagonistler elenmigtir. Geriye kalan etkili antagonist
funguslarin yer aldif1 Cizelge 12 incelendiginde, 7., 10. ve 14, giin &l¢iimlerinde tiim
funguslarin yer almadifi goriilmektedir. Bunun nedeni de, yine 7. giin 6lgiimiinden
sonra patojenin geligmeye devam etmesi ve yangapimun 3 cm' yi gegmesidir,
Dolayisiyla 7. giin 6lgiimiinde Cizelgede 5 izolat goriiliirken, bu 10. giin dlgiimiinde 3’
e, 14. giin Slgiimiinde ise izolat sayis1 2' ye diigmiigtiir. F-2 kod nolu Penicillium sp. 7.
giinde patojen yarigapinin 3 cm geligmesine izin vermis ve % 39.00' luk bir inhibisyon
olugturmugtur, AKTEKE (1993) ise P. citrophthora ' ya kars1 3 Penicillium sp.' nin
% inhibisyonlarin1 benzer gekilde 7. giinde % 39.50, % 44.50 ve % 46.00 bulmustur.
Penicillium spp.' nin birgok Phytophthora spp.' ne karsn etki gosterdigi literatiirde
bildirilmektedir (MACIEJOWSKA ve WILLIAMS, 1961; BAKER ve COOK, 1974;
EL GOORANI ve Ark., 1976).

F-7 ve F-12 kod nolu funguslar, Aspergillus spp. olup F-7, 7. giinde % 39.00,
F-12 ise 7. ginde % 53.34, 10 giinde % 63.34, 14. giinde % 66.93 inhibisyon
olusturmugtur, AKTEKE (1993) ise yine benzer gekilde bir Aspergillus sp.' nin %
39.50 inhibisyon verdigini belirtirken, MACIEJOWSKA ve WILLIAMS (1961)
Aspergillus ssp.' nin etkili antagonistleri oldugunu bildirmiglerdir. F-10 kod nolu
fungus ise Mucor sp. olup, 7. giinde % 64.50, 10. giinde % 74.34 ve 14. giinde ise %
73.54 oraninda inhibisyon vermigtir. LACEY (1965) Mucor sp.' nin P. infestans ' a
kargt etkili bir antagonist olarak kullanilabilecefini bildirmigtir,
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Cizelge 12. Antagonist fungus izolatlarinin Phytophthora citrophthora ' y1 in
vitro' da ikili Kkiiltiirde engellemesi (%)

lzolat no Siire Patojen Antagonist  Engelleme  Antagonist! %
(glin) yarigaps yarigap: Zonu (cm)  Patojen Inhibisyon
{cm) (cm)

F-2 7 3.00 1.73 1.27 0.57 39.00
F-7 7 3.00 2.60 040 0.86 39.00
F-9 7 3.00 2.50 0.50 0.83 39.00
F-10 7 1.75 7.50 - 4.28 64.50
EF-12 7 2.30 2.03 1.67 0.88 53.34
Kontrol - 7 4,93

F-9 10 3.00 3.00 - 1.00 56.01
F-10 10 1.75 7.50 - 4.28 74.34
F-12 10 2.50 2.16 1.34 0.86 63.34
Kontrol 10 6.82

F-10 14 2.00 7.55 - 3.77 73.54
F-12 14 2.50 2.16 1.34 0.86 66.93
Kontrol 14 7.56

Resim 5. Antogonist T-4 (Trichoderma hamatum ) izolatinin Phytophthora
citrophthora ' y1 in vitro' da ikili kiiltiirde engelleme etkisi
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Trichoderma spp.' nin P. citrophthora ' y1 ikili kiiltiirde (%) engellemesinin
verildigi Cizelge 13 incelendiginde, Trichoderma izolatlarimin hizhi geligmeleri
nedeniyle olglimlerin 3. giinde bagladi1 dikkati gekecektir. T-1 (T. pseudokoningii ),
T-2 (T. viride ), T-3 (T. harzianum ), T-4 (T. hamatum ) kodlan ile amlan funguslarin
% inhibisyon degerleri 3. giinde sirasiyla 64.16, 65.01, 65.18, 65.52; 7. giinde 70.54,
71.24, 71.38, 71.66; 10. giinde 73.75, 73.75, 74.50, 74.75; 14. giinde ise 73.75, 73.75,
74.50, 74.75 oraninda olmugtur. AKTEKE (1993)' de ayn1 patojene kars: ikili kiiltiir
caligmalarinda 7. giinde % inhibisyon degerlerini T. pseudokoningii igin 63.00, T.
viride igin 67.30, T. harzianum igin 70.10, T. hamatum igin ise 66.80 olarak
saptamugtr, Birgok g¢aliymada Trichoderma spp.'nin Phytophthora spp.'ne kargi
antibiyotik iireterek hifsel lysis ve hifsel parazitizm geklinde antagonistik etki
gosterdigi bildirilmigtir (DURELL, 1968; DENNIS ve WEBSTER,1971; BRASIER,
1975; KELLEY ve RODRIGUEZ-KABANA, 1976; KELLEY, 1977). DEDE ve
BICICI (1987) ise in vitro' da P. citrophthora ' ya karsi Trichoderma spp.' ni ikili
kiiltiirde denediginde ekimden 7 giin sonra patojenin gelismesine T. pseudokoningii
2.4 cm, T. viride 2.3 cm, T. harzianum 2.7 cm, T. hamatum 2.5 cm' ¢ kadar izin
verirken, kontrolda patojen 9 cm geligmigtir. Caligmamuzdaki sonuglar ise, sirasiyla
2. 10 cm, 2.05 cm, 2.04 cm ve 2.02 iken patojen kontrolda 7.13 cm ¢apinda geligmigtir,
Goriildiigii gibi gerek bu ¢aligmada ve gerekse difer galiymalarda verilen sonuglar
birbiriyle uyum igerisindedir.

Cizelge 13. Trichoderma spp.' nin Phytophthora citrophthora ' y1 in vitroda
ikili kiiltiirde engellemesi (%)

Izolat no Siire(giin)  Patojen Antagonist Engelleme Antagonist/ %

Yangapt  yarigapt  Zonu (cm) Patojen Inhibisyon
(cm) (cm)
T-1 3 2.10 4,93 - 2.34 64.16
T-2 3 2.05 5.75 - 2.80 65.01
T-3 3 2.04 5.67 - 2.77 65.18
T-4 3 2.02 6.62 - 3.27 65.52
Kontrol 3 5.86
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Cizelge 13' iin devamu

T-1 7 2.10 4.93 - 2.34 70.54
T-2 7 2.05 5.75 - 2.80 71.24
T-3 7 2.04 5.67 - 2.77 71.38
T-4 7 2.02 6.62 - 3.27 71.66
Kontrol 7 7.13

T-1 10 2.10 7.33 - 3.49 73.75
T-2 10 2.10 7.48 - 3.56 73.75
T-3 10 2.04 6.04 - 2.96 74.50
T-4 - 10 2.02 7.21 - 3.56 74.75
Kontrol 10 8.00

T-1 14 2.10 7.33 - 3.49 73.75
T-2 14 2.10 7.50 - 3.57 73.75
T-3 14 2.04 6.04 - 2.96 74.50
T-4 14 2.02 7.21 - 3.56 74.75
Kontrol 14 8.00

Resim 6. Antagonist Trichoderma izolatlarinin in vitro' da ikili kiiltiirde

Phytophthora citrophthora ' y1 engelleme etkileri
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Antagonist bakteri izolatlarinin P, citrophthora ' y: ikili kiiltiir gahgmalaninda
% engellemesinin verildigi Cizelge 14 ' de B-2, B-3, B-5, B-6, B-7, B-8, B-9, B-10,
B-11, B-13 kodu ile verilen bakteriler yil boyunca yapilan toprak ve kok izolasyonlan
sonucunda izole edilmigtir. Ancak P-PP ve P-PS kodlu bakteriler laboratuvar
caligmalan sirasinda izole edilmigtir. P-PP; P, citrophthora kolonisinin kenarindan hif
iizerinden izole edilmigtir. P-PS ise PD sivi kiiltiiriine P. citrophthora ' nin 5 giinliik
kiiltiiriinden 0.5 cm caph disk aularak geligtirilmigtir. Sicakhgi 25° C' ye ayarh
inkiibatdrde 7 giin inkiibe edildikten sonra geligen hifsel pamugumsu yapi lysis olarak
bulanik bir sivi haline doniigmiigtiir. Bu sividan 10 -1, 10 -2, 10-3, 104, 10-5 ve
10-6 seyreltmeleri elde edilerek her birinden bir 6ze ile alinan bakteri siispansiyonundan
KB' ye gizimler yapilarak izole edilmigtir.

Bakterilerin degerlendirilmesinde 0.5 c¢m' nin alunda engelleme zonu
olugturanlar elendiginden 7., 10. ve 14. giin Olgiimlerinde izolat sayilar1 gittikge
azalmigtir. Patojen, kontrolun tamamina yakin kisrmm kapladifi giin olan 10. giin
olgiimiinde, 7.67 cm geligirken, bakterilerin oldugu petrilerde ise en az 2.50 cm en fazla
ancak 5.45 cm geligebilmigtir. Cizelge 14' de goriildiigii gibi, 10. giin dlgiimlerinde %
inhibisyon degerleri, B-2' de 38.33, B-3' de 38.98, B-5' de 51.49, B-6' da 43.28, B-8' de
35.85, B-11' de 38.98, B-13' de 33.89, P-PP' de 49.80 ve P-PS' de 28.94 olarak
saptanmagtir.

Cizelge 14. Toprak ve kok izolasyonlart sonucunda elde edilen antagonist
bakteri izolatlarimin Phytophthora citrophthora ' y: ikili kiiltiirde

engellemeleri
1zolat no Siire(giin)  Palojen Antagonist  Engelleme  Antagonist! %
Yarigap: yarigapt Zonu (cm) Patojen Inhibisyon
(cm) (cm)

B-2 7 4.70 0.10 1.20 0.02 9.96
B-3 7 4.60 0.80 0.60 0.17 11.87
B-5 7 3.72 0.35 1.93 0.09 28.73
B-6 7 4.35 0.70 0.95 0.16 16.66
B-7 7 4.68 0.72 0.60 0.15 10.34
B-8 7 4.55 0.10 1.35 0.02 12.83
B-9 7 4.73 0.11 1.16 0.02 9.38



80

Cizelge 14' {in devamu

B-10 7 4.91 0.23 0.86 0.04 5.93
B-11 7 4.64 0.48 0.88 0.10 11.11
B-13 7 4.47 0.38 1.15 0.08 14.36
P-PP 7 2.12 0.30 3.85 0.14 59.38
P-PS 7 4.05 0.57 1.38 0.14 22.41
KONTROL 7 522

B-2 10 4.73 0.10 1.17 0.02 38.33
B-3 . 10 4.68 0.84 0.48 0.17 38.98
B-5 10 3.72 0.35 1.93 0.09 51.49
B-6 10 4.35 0.70 0.95 0.16 43.28
B-8 10 4.92 0.10 0.98 0.02 35.85
B-11 10 4.68 0.60 0.72 0.12 38.98
B-13 10 5.07 0.41 0.52 0.08 33.89
P-PP 10 3.85 0.30 2 12 0.07 49.80
P-PS 10 5.45 0.60 0.11 28.94
KONTROL 10 7.67

B-3 14 4.68 0.77 0.55 0.16 40.75
B-5 14 3.75 0.42 1.83 0.11 52.53
B-6 14 4.38 0.76 0.86 0.17 44.55
B-8 14 4.92 0.10 0.98 0.02 37.72
P-PP 14 4.62 0.30 1 .08 0.06 41.51
P-PS 14 5.45 0.60 0.11 31.01
KONTROL 14 7.90

ROC kodu ile amilan rutin olmayan arazi g¢ikiglarindan izole edilen
bakterilerden en yiiksek % inhibisyon degerlerini ROC-4 ve ROC-7 nolu bakteriler 7.
giinde sirasiyla 34.64 ve 40.95; 10. giinde ise 47.60 ve 52.00 olarak gostermiglerdir
(Cizelge 15).



81

Cizelge 15. Rutin olmayan gikiglardan izole edilen antagonist bakteri
izolatlarinin ikili kiiltiivde Phytophthora citrophthora ' y1

engellemeleri
lzolat no Sire(gin)  Patojen Antagonist Engelleme  Antagonist %
Yangapt  yangap Zonu (cm)  Patojen Inhibisyon
(cm) (cm)
ROC-4 7 3.80 0.60 1.60 0.15 3.79
ROC-6 7 3.60 0.20 2.20 0.05 8.86
ROC-7 7 2.70 0.20 3.10 0.07 31.60
ROC-8 7 3.50 0.20 2.30 0.05 11.39
ROC-9 7 3.60 0.20 220 0.05 8.86
KONTROL 7 3.95
ROC-4 10 3.83 1.00 1.17 0.26 34.64
ROC-6 10 5.38 0.24 0.38 0.04 8.19
ROC-7 10 346 0.23 231 0.06 40.95
ROC-8 10 5.33 0.40 0.27 0.07 9.04
ROC-9 10 5.46 0.20 0.34 0.03 6.82
KONTROL 10 5.86
ROC-4 14 3.93 1.30 0.77 0.33 47.60
ROC-6 14 6.10 0.30 - 0.05 18.66
ROC-7 14 3.60 0.36 2.04 0.10 52.00
ROC-8 14 7.13 0.50 - 0.07 4.90
ROC-9 14 7.33 0.33 - 0.04 226
KONTROL 14 7.50

Yapilan diger bazi ¢aligmalarda da bakterilerin P. citrophthora ' ya kargt
antagonistik etkilerinin varhi1 bildirilmigtirr BROADBENT ve Ark. (1971) Bacillus
spp.' nin, BROADBENT ve BAKER (1974 a) floresan Pseudomonas spp.' nin,
MALAJCZUK (1981) Pseudomonas spp. ve Bacillus spp.' nin, MENGE (1990) ise
Pseudomonas putida ' nin P. citrophthora ' ya karg1 antibiyotik iiretimi ve hifsel lysis
ile antagonistik etki gosterdigini saptanuglardir. Caligmanuzda oldugu gibi diger
birgok ¢aligmada da, P. citrophthora ' nin mikrobiyal antagonizminde bakterilerin

iimitvar sonuglar verdigi goriilmektedir.



Resim 7. Antagonist bakteri izolatlanimn in vitro' da ikili kiiltiirde

Phytophthora citrophthora' y1 engellemeleri
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4.3.2.2. Antibiyotik Uretimi

Antagonist fungus ve bakteri izolatlanmn antibiyotik {retimi ile ilgili
sonuglan Cizelge 16, 17 ve 18' de goriilmektedir, Agar halka yonteminde fungus
sporlarinin dafilmasi nedeniyle saglikli sonug alinamamigur, Bu nedenle antagonist
funguslarin antibiyotik iiretip iiretmediklerini saptamak igin gliotoksin fermentasyon
sivi ortamn kullanilmugtir, Elde edilen sivi kiiltiirler iizerinde ¢aliglmig ve %
inhibisyon degerleri bu yolla saptanmigtir. Cizelge 16' da da goriildiigii gibi kontrolda
patojen ekimden 7 giin sonra 8.64 cm geligirken, fungus izolatlanmin antibiyotikli
ortamunmi igeren petrilerde T-1'de 3.12, T-2' de 1.10, T-3' de 1.84, T-4' de 3.17, F-2' de
2.34, F-7' de 2.02, F-9' da 4.36, F-10' da 2,78, F-12' de 3.47 cm gapinda geligebilmigtir.
Yine izolatlar sirasiyla 63.88, 87.26, 78.70, 63.31, 72.91, 76.62, 49.53, 67.82 ve 59.83
oraninda yiiksek inhibisyon degerleri vermigstir. Penicillium , Aspergillus , Mucor ,
Rhizopus ve Trichoderma cinslerine dahil edilen bu funguslarin antibiyotik {iretimiyle
P. citrophthora ' ya karst antagonizmi bu galigmada saptanmmg olup, bu sonuglan
destekleyen diger bir¢ok galigma da literatiirde bulunmaktadir (MACIEJOWSKA ve
WILLIAMS, 1961; DUREL, 1968; DENNIS ve WEBSTER,1971; BAKER ve COOK,
1974; BRASIER, 1975 ; EL-GOORANI ve Ark., 1976; KELLEY ve
RODRIGUEZ-KABANA, 1976; KELLEY, 1977).

Cizelge 16. Antagonist fungus izolatlarinin gliotoksin fermentasyon siva kiiltiir

sonucunda Phytophthora citrophthora ' y1 engellemeleri

Petri Kontrol T-1 T-2 T-3 T4 F-2 F-7 F-9 F-10 F-12

No cm cm cm cm cm cn cm cm cm cm

1 8.00 250 Disk 300 310 230 200 350 3.00 3.40
2 8.30 350 Disk 110 260 250 220 500 240 440
3 8.50 270 Disk 340 300 210 200 7.00 300 200
4 8.50 300 180 Disk 3.00 220 200 350 230 5.00
5 8.50 320 180 330 350 230 200 500 3.80 3.00
6 9.00 300 130 Disk 400 260 200 7.00 250 3.50
7 9.00 400 130 110 300 240 200 450 250 3.00

ORT 8.64 312 110 184 317 234 202 436 278 3.47

Z‘;h 63.88 87.26 78.70 63.31 7291 76.62 49.53 67.82 59.83
bs.
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Resim 8. Antagonist fungus izolatlarinin gliotoksin fermentasyon siv kiltiir

sonucunda Phytophthora citrophthora ' y1 engellemeleri

Antagonist bakteri izolatlanmn antibiyotik iiretip iretmedikleri  agar-halka
yontemiyle saptanmugtr. Patojen ekimden 7 giin sonra kontrolda 2.00 cm geligirken
bakterilerin antibiyotiklerini igeren ortamlar iizerinde B-2' de 0.83 c¢m, B-5' de 1.92 ¢cm, B-8'
de 0.63 cm, B-9' da 0.87 cm, B-11' de 0.61 cm, B-13' de 1.00 cm geligmig, B-3, B-6, B-10,
P-PP, P-P§ nolu kiiltiirlerde ise hi¢ geligememis ve disk olarak kalnugtir, B-5 nolu izolat,
patojen kontrola yakin bir deger olan 1.92 cm gelistiginden, bu izolatn ya antibiyotik
iiretiminde bulunmadif1 yada ¢ok az miktarda bulundugu kamisina varilmigtir,
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Cizelge 17. Antagonist bakteri izolatlarinin agar-halka yonteminde

Phytophthora citrophthora' yi engellemeleri

lzolatno Kont. B-2 B-3 B-5 B-6 B8 B9 B-10 B-1l B-13 P-PP P-PS
Geligme

Yanigap 200 083 Disk 192 Disk 063 087 Disk 061 100 Disk Disk
cm

% 585 100 4 100 68 087 100 695 50 100 100
inhibisyon

Cizelge 18' de verilen ROC kod nolu bakterilerden ise, ROC-4 0.59 cm,
ROC-6 1.50 cm, ROC-7 0.25 cm, ROC-8 1.44 cm, ROC-9 1.49 cm gapinda patojenin
geligmesine izin vermigtir. Patojen kontrolda ise 1.50 cm geligmigtir. Goriildiigii gibi
ROC-4 ve ROC-7 oldukga yiiksek bir antibiyotik iiretimi ile etki gosterirken, diger
bakteriler ya kontol ile aym yada yakin sonuglar vererek antagonistik etkide

bulunmamaglardir.

Cizelge 18. Rutin olmayan gikiglardan izole edilen antagonist bakteri
izolatlarimin agar-halka yonteminde Phytophthora citrophthora

' y1 engellemeleri
lzolaino  Kontrol ~ ROG-4 ROC-6 ROG-7 ROC-8 ROC-9
Geligme
yangapi 1.50 0.59 1.50 0.25 1.44 1.49
cm

% Inhibisyon 60.60 0.00 83.30 4.00 0.60

P. citrophthora ' ya floresan Pseudomonas ' larin hifsel lysis yoluyla
(BROADBENT ve BAKER, 1974 ), P. parasitica ' ya kargi Pseudomonas tiirlerinin
antibiyotik iiretimi yoluyla (SARBINI ve KOMMEDAHL, 1977) antagonistik etki
gosterdigi araguncilar tarafindan bildirilmigtir. Phytophthora ' ya antagonistik etki
gosteren bakteriler tarafindan iiretilen antibiyotiklerin in vitro' da incelendigi bir
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Resim 9. Antagonist bakteri izolatlarinin agar-halka yonteminde Phytophthora

citrophthora' y1 engellemeleri

caligmada ise, Phytophthora hifi iizerinden izole edilmig olan antagonist bakterilerin,
hiicre digindan etki ederek patojenin dliimiine yol agan bazi metabolitleri salgiladif
diigiintilmiigtiir. Aragtirciin by yorumu yapma nedeni, erken donemdeki hif
oliimlerinde hiflerdeki bakteri penetrasyonunun gozlenmemis olmasidir. Daha geg
donemlerde hif iginde de bakteri saptanmig olup, hiicre duvarinda diger etmenler
tarafindan agilan  gegitlerden  bakterilerin  girebildigi kamsina  vanlmgtir
(MALAJCZUK, 1983). Goriildiigii gibi aragtinicilarin elde ettigi sonuglarla bu
¢aligmada verilen sonuglar bir uyum igerisindedir.

4.3.2.3. Siv1 Kiiltiirde Bakterilerin Antagonistik Etkileri

Antagonist bakterilerin PD siv1 kiiltiirde P. citrophthora ' nin geligmesini
engellemeleri makroskobik olarak gozlenmig olup, sonuglar Cizelge 19' da
gosterilmigtir. Cizelgede de goriildiigii gibi B-8, B-9, B-11 nolu izolatlar kuvvetli bir

gelismeyle 7. giinde, digerleri 14. giinde patojenin lysis olmasina neden olmuglardur.
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Yapilan birgok in vitro galigmalarda da antagonist bakterilerin hifsel lysis
seklinde P. citrophthora ' ya karyi gosterdikleri antagonistik etkiler bu sonucu
desteklemektedir (BROADBENT ve BAKER, 1974 a; MALAJCZUK,1981; MENGE,
1990).

Cizelge 19. Antagonist bakteri izolatlarinin PD sivi kiiltiirde Phytophthora

citrophthora' nin geligmesini engellemeleri

1zolat no 7. giinde geligme 14. giinde geligme
ROC-4 Hafif geligme Lysis
ROC-7 Hafif geligme Lysis

B-3 Hafif geligme Lysis

B-2 Hafif geligme Lysis

B-6 Hafif geligme Lysis

B-8 Lysis Lysis

B-9 Lysis Lysis

B-10 Hafif geligme Lysis

B-11 Lysis Lysis

B-13 Hafif geligme Lysis

P-PP Hafif geligme Lysis

P-PS Hafif geligme Lysis
KONTROL Pamugumsu hifsel gelisme ~ Pamugumsu hifsel geligme

4.3.3. Antagonistler ile Saks1t Cahigmalan
In vitro galigmalarda etkili bulunan antagonist bakteri ve fungus izolatlarinin
P. citrophthora ' nin olugturdugu kok ciiriikliigii hastaligina karg1 engelleyici etkileri

saks1 denemeleriyle aragtirilmigtir. Antagonist bakteri izolatlarinin saksi galigmalar
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3. ve 6. ayda deperlendirilmig ve sonuglar1 Cizelge 20 ve 21' de gosterilmigtir.
Antagonist bakteri izolatlarinin uygulandify saksi topraklarinda P. citrophthora ' nin
cm3 toprakta bulunma yogunluklarimin verildigi Cizelge 22 incelendiginde, yalmz
patojenin verildi§i pozitif kontrol olan K3 saks: topraklarinda P. citrophthora 32
propagiil/lem3 gikarken, patojen ve antagonistin birlikte uygulandigi U1 topraklarinda
bu oran en diigiik 2 p/cm3 toprak, en yilksek 14 p/cm3 toprak olarak saptanmustir.
Dolayisiyla antagonistler, topraktaki patojen populasyonunu en az % 50' ye indirmigtir.
Antagonist uygulandiktan 1 hafta sonra patojenin uygulandigi U2' de ise oranlar 4-10
p/em3 toprak arasinda deftigmektedir ki, bu sonuglara gore antagonistlerin % koruyucu
etkileri en az % 61 olarak saptannugtir. Nitekim, 3. ay degerlendirilmesinin verildigi
Cizelge 20 incelendiginde sonuglar daha agik goriilmektedir. Cizelge 20' de patojen,
kontrol bitkilerde % 18 kok infeksiyonuna neden olurken, antagonistlerin oldugu
saksilarda gerek Ul ve gerekse U2 uygulamalarinda B-10, P-PP, P-PS, ROC-4 ve
ROC-7 kod nolu izolatlarda % k&k infeksiyonu goriilmemis, ancak diger izolatlarda %
1-9 arasinda degigen diigiik degerleri almuglardir. Buna bagh olarak da antagonistlerin
% koruyucu etkileri, 3. ay degerlendirmesinde % 50-100 arasinda degigen yiiksek
degerlerde saptanmugtir. Bakterilerin 6. ay degerlendirilmesinde ise (Cizelge 21), %
koruyucu etkiler B-13' de % 20 iken,diger izolatlarda % 40-73 arasinda degigmigtir.
Gorilldiigh gibi, 6. ay degerlendirilmesinde 3. ay deferlendirmesine gore etkilerde
azalmalar olmakla birlikte antagonistler yine de koruyucu etkilerini devam
ettirmiglerdir. B-8 ve B-9 Pseudomonas spp. olup, bunlarin etkileri 3. ayda sirasiyla
% 83 ve % 100 iken 6. ayda % 46 ve % 66 olarak saptanmugtir. MENGE (1990),
Kaliforniya' da turunggil kok ciiriikliigiine neden olan P. citrophthora iizerinde yapugi
galigmalarda hem toprak ve hem de petri kaplarindaki Phytophthora hifleriyle yakin
iligki i¢inde olan Pseudomonas putida ' mn seradaki fidanlarda kok giiriikliigii
hastalifimn  kontrolinil sagladifim  bildinmigtir, AKTEKE (1993)' de Bacillus

tiirlerinde, P. citrophthora 'min neden oldufu kahverengi meyve ¢iiriikliiiine ve
govde zamklanmasina karst % 50 etki elde etmigtir. Pseudomonas spp. ve Bacillus
spp.' nin P. citrophthora 'ya kargi antagonistik etki gosterdigini bildiren difer baz:
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literatiire de rastlanmaktadr (BROADBENT ve Ark., 1971; BROADBENT ve
BAKER,1974 a; MALAJCZUK, 1981).

Saks: topraklarinda uygulamalardan 3 ve 6 ay sonra tiim bakteriler reizole
edilebilmigtir. Bu da antagonistlerin bu zaman dilimleri igerisinde saks: topraklarinda
barinabildigi sonucunu gostermektedir. Yalniz antagonist inokulumlarinin verildigi (K3)
turunggil koklerinde de giiriikliik goriilmediginden antagonistlerin koklerde patojen olmadigi
da bdylece belirlenmigtirc. AKTEKE (1993), ¢aliymasinda saptadify antagonist toprak
bakterilerinin turunggillerin govde dal ve meyvelerinde hastalik olugturmadifim
bildirmigtir.

Gerek yukaridaki ¢aligmalarda ve gerekse bu ¢aligmada goriildiigii gibi turunggil
topraklarinda ve kok yiizeyinde 6nemli bir potansiyele sahip olan bakterilerin antagonistik
etkileri, P. citrophthora ' nin neden oldugu kok ciiriikliigii hastalifinin kontrolunda iimitvar
sonuglar vermektedir.

Cizelge 20. Antagonist bakteri izolatlarinin saksi galigmalarinda Phytophthora

citrophthora ' dan olugan % kok infeksiyon oranlan ve patojene karsi

% koruyucu etkilerinin iigiincii ay degerlendirmesi

lzolat no K1 K2 K3 Ul Ut U2 U2
%Kl %Kl % Kl % Kl % KE % Kl % KE
B-2 0 18 0 9 50 7 61
B-3 0 18 0 3 83 3 83
B-5 0 18 0 6 66 7 61
B-6 0 18 0 5 72 5 72
B-8 0 18 0 3 83 3 83
B-9 0 18 0 1 94 0 100
B-10 0 18 0 100 0 100
B-11 0 18 5 12 5 72



Cizelge 20' nin devamu

B-13 0 18 0 7
PPP 0 18 0 0
P-PS 0 18 0 0
ROC-4 0 18 0 0
ROC-7 0 18 0 0

61

100
100
100
100

o o o O oc

55

100
100
100
100
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K1: Uygulama yok ( Negatif Kontrol)

K2: Yalmz patojen inokulumu verilmigtir (Pozitif Kontrol)

K3: Yalmz antagonist inokulumu verilmigtir
U1: Patojen ve antagonist birlikte uygulanmgtir

U2: Antagonist uygulandiktan 1 hafta sonra patojen uygulanmugtir

KI: K¢k infeksiyonu
KE: Koruyucu etki

Cizelge 21. Antagonist bakteri izolatlaninin

saksi
uygulamasinda Phytophthora citrophthora ' dan olugan % kok

galiymalarinda U2

infeksiyon oranlan ve patojene kargt % koruyucu etkilerinin altinci ay

degerlendirilmesi
1zolat no B2 B3 B5 B6 B8 B9 B10 B-11 B-13 P-PP P-PS ROG4 ROG7
U2 %Kl 9 7 7 5 8 5 5 9 12 5 6 4 6
%KE 40 53 53 6 46 66 66 40 20 66 60 73 60
Kontrol %Kl 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15

U2: Antagonist ve patojen birlikte uygulanmugtir
KI: Kok infeksiyonu
KE: Koruyucu etki

Kontrol: Yalniz patojen inokulumu verilmigtir
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Cizelge 22. Antagonist bakteri izolatlarinin saksi ¢aliymalarinda Phytophthora
citrophthora ' nin toprakta bulunma yogunlugu (Propagiil/cm3

toprak)
1zolat no K1 K2 K3 Ul U2
B-2 0 32 0 10 8
B-3 0 32 0 4 6
B-5 0 32 0 14 8
B-6 0 32 0 14 8
B-8 0 32 0 14 6
B-9 0 32 0 6 4
B-10 0 32 0 12 6
B-11 0 32 0 6 8
B-13 0 32 0 10 10
P-PP 0 32 0 8 6
P-PS 0 32 0 6 6
ROC-4 0 32 0 8 7
ROC-7 0 32 0 8 7

K1: Uygulama yok ( Negatif Kontrol)

K2: Yalmz patojen inokulumu verilmigtir (Pozitif Kontrol)

K3: Yalmz antagonist inokulumu verilmigtir

U1: Patojen ve antagonist birlikte uygulanmgtir

U2: Antagonist uygulandiktan 1 hafta sonra patojen uygulanmgtir
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Resim 10. Saksi ¢aliymalarmin yiriitildiigi klima odasinin genel goriiniiyii

In vitro' da ikili kiiltiir ve gliotoksin fermentasyon ortammuyla ¢aligilan ve etkili
bulunan antagonist fungus izolatlariyla yapilan saks1 g¢aligmalar1 6. ayda
degerlendirilmig olup, sonuglari Cizelge 23 ve 24' de gosterilmigtir. Antagonist
funguslarin P. citrophthora ' dan olugan % kok infeksiyonu oranlart ve patojene karsi
% koruyucu etkilerinin yer aldifi Cizelge 23 incelendiginde, yalmz patojen
inokulumunun verildigi K2 uygulamasinda % kok infeksiyonu % 15 olarak
saptanirken, T-1, T-2, T-3, T-4 kodlan alunda amlan Trichoderma spp.' de kok
infeksiyonu hi¢ goriilmemis olup patojene karst %100 koruyucu etki gostermiglerdir.
F-7 ve F-12 kod nolu funguslar Aspergillus spp. olup, patojen ve antagonistin birlikte
uygulandifis Ul uygulamasinda F-7 % 4 kok infeksiyonu, % 73 koruyucu etki
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gosterirken, F-12 % 2 kok infeksiyonu, % 86 koruyucu etki gostermigtir. Antagonist
uygulandiktan 1 hafta sonra patojenin uygulandigi U2' de ise her iki izolat da %2 kok
infeksiyonu ve % 86 koruyucu etki gostermiglerdir. F-2 (Penicillium sp.), F-9
(Rhizopus sp.), F-10 (Mucor sp.) izolatlan ise sirasiyla, Ul' de % 46, % 53 ve % 40;
U2' de % 66, % 60 ve % 53 koruyucu etki gostermiglerdir.

Tiim uygulamalanin yapildigi saksi topraklarinda P. citrophthora

nin
propagiil/ cm3 olarak bulunma yogunluklarinin gosterildigi Cizelge 24 incelendiginde,
kontrolda patojen 28 p/cm3 yogunlukta iken, uygulamalarin oldugu saksilarda F-2, F-9
ve F-10 diginda digerlerinde 2-8 p/em3 arasinda defiigmigti. Bu degerler,
Trichoderma spp. ve Aspergillus spp.' nin topraktaki inokulum diizeyini oldukga
diigiirdiigiinii gostermektedir. F-2, F-9 ve F-10 sirasiyla patojen populasyonunu U1’ de
14, 16 ve 24 p/cm3' ¢ indirebilirken, U2' de 12, 12 ve 20 p/cm3' e diigiirmiigtiir. Daha
once de belirtildigi gibi, F-2, F-9 ve F-10 nolu izolatlarin % koruyucu etkileri de
digerlerine gore diigiik oranlarda saptanmugtir (Cizelge 23). Tiim uygulamalarda ve
yapilan reizolasyonlarda antagonistler 6 ay sonra saksi topraklarindan tekrar izole
edilerek reizolatlan elde edilmigtir. Ayrica, yalniz antagonist inokulumunun verildigi
K3 uygulamasinda bitkilerde kok giiriikliigiine rastlanmadigi igin baganli olan
antagonistlerin koke zarar vermedigi, dolayisiyla rahatlikla kullanilabilecegi kamsi
uyanmugtir. AKTEKE (1993), antagonist Trichoderma spp., Aspergillus spp. ve
Penicillium spp. ' lerinin limon ¢ogiirlerinin gévde ve dallarinda patojen olmadiklarim
bildirirken, 1 Aspergillus sp., 2 Penicillium sp. veT. pseudokoningii 'nin meyvede
giiriikliik olugturdufunu bildirmigtir. OFFER (1987) ise yine benzer bir ¢aligmada, T.
viride ' nin turunggil meyvelerinde ¢iiriikliik olugturdugunu saptamugtir. UZAK ve Ark.
(1994)' da bazi Trichoderma tiirlerinin P. citrophthora ' nin neden oldugu
turunggillerde kahverengi meyve ¢iiriikliigiine karsa paketleme evlerinde bagaryla
kullanilabilecegini bildirmiglerdir.

Bu caligmada ise, patojene kargt % 40-100 arasinda degigen oranlarda bir
koruyuculuk gosteren antagonistlerin, turunggil koklerinde giiriiklikk olugturmadig: da
g6z Oniine alimirsa, kok ciiriikliigii infeksiyonlarina kargt bu antagonistlerin

kullanilabilecegi soylenebilir. Nitekim bu sonuglar literatiir ile de desteklenmekte olup,
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BICICI ve Ark. (1987) limon agaglanimin yapay inokulasyonu ile Trichoderma
tirlerinin govde zamklanma simptomlanimi % 50 azalthfim, AKTEKE (1993)
Trichoderma tiirlerinin turunggillerde kahverengi meyve ¢iiriikliigiine kargt % 50-58.3'
lik bir gerileme olugturdugunu ve govde zamklanmasina kargi ise % 33.33 oraninda
bir etki gosterdigini saptamiglardur.

Caligmada ayrica, antagonistin topraga verildikten 1 hafta sonra patojenin
verildigi U2 uygulamasindaki % koruyucu etki degerleri, patojen ve antagonistin
birlikte verildigi Ul uygulamasindaki % koruyucu etki degerlerinden daha yiiksek
oranlarda saptanmugtir. Dolayisiyla, antagonistin patojenden 1 hafta 6nce uygulanmasi,
antagonistin topraga daha Once yerleymesini saflayarak antagonistik etkinin
yiikselmesine olanak saglamugtir,

Cizelge 23. Antagonist fungus izolatlarinin saksi ¢alismalarinda Phytophthora
citrophthora ' dan olusan % kok infeksiyon oranlan ve patojene kargi

% koruyucu etkileri

Izolat no K-1 K-2 K-3 Ul Ul U2 U2
%Kl %K1 %K1 %Kl %KE %K1 %KE
T-1 0 15 0 0 100 0 100
T-2 0 15 0 0 100 0 100
T-3 0 15 0 0 100 0 100
T-4 0 15 0 0 100 0 100
F-2 0 15 0 8 46 5 66
E-7 0 15 0 4 73 2 86
F-9 0 15 0 7 53 6 60
F-10 0 15 0 9 40 7 53
F-12 0 15 0 2 86 2 86

K1: Uygulama yok ( Negatif Kontrol)
K2: Yalmz patojen inokulumu verilmigtir (Pozitif Kontrol)
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K3: Yalniz antagonist inokulumu verilmigtir
Ul: Patojen ve antagonist birlikte uygulanmigtir
U2: Antagonist uygulandiktan 1 hafta sonra patojen uygulanmgur
KI: Kok infeksiyonu
KE: Koruyucu etki
Cizelge 24. Antagonist fungus izolatlarinin saksi galigmalarinda Phytophthora
citrophthora ' nin toprakta bulunma yogunlugu (p/cm3 toprak)

lzolat no K1 K2 K3 Ul U2
T-1 0 28 0 8 8
T-2 0 28 0 4 2
T-3 0 28 0 2 2
T-4 0 28 0 2 2
F-2 0 28 0 14 12
F-7 0 28 0 4 2
F-9 0 28 0 16 12
F-10 0 28 0 24 20
F-12 0 28 0 6 2

K1: Uygulama yok ( Negatif Kontrol)

K2: Yalniz patojen inokulumu verilmigtir (Pozitif Kontrol)

K3: Yalmz antagonist inokulumu verilmigtir

Ul: Patojen ve antagonist birlikte uygulanmgtir

U2: Antagonist uygulandiktan 1 hafta sonra patojen uygulanmgtir

4.3.4. Antagonistlerin Tamlanmalar:
Antagonist mikroorganizmalarin tam g¢aligmalarinin sonuglann Cizelge 25’ de

verilmigtir,
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Cizelge 25. Antagonist mikroorganizmalar

lzolat no Mikrorganizmalar
F-2 Penicillium sp.
F-7 Aspergillus niger
F-12 A. ochraceus

F-9 . Rhizopus sp.
F-10 Mucor sp.

T-1 Trichoderma pseudokoningii
T-2 T. viride

T-3 T. harzianum
T-4 T. hamatum

B-8 Pseudomonas sp.
B-9 Pseudomonas sp.

Antagonist bakterilerin tanilama testlerine kargi verdikleri reaksiyonlar Cizelge 26’
da goriilmektedir.

Cizelge 26. Antagonist bakterileri tanllama testleri

Izolatno  Floresan Tutinde Potasymn Oksiduz Nigasta Jelatin - Levan  Arginin - Patates Tam
Pigment Agin Du- Hidrosit Hidroli- Hidroli- Olugu- Dehid-  Ciiriik-
Olugumu yarhihik (KOH) zasyon zasyon —mu rolaz lugii
(HSR)
B-2 - - + - + - - -
B-3 - - + - + + - -
B-6 - - - + - + + -
B-8 + - + + + + + + - Pseudomonas sp.
B-9 + - + + + - - + - Pseudomonas sp.
B-10 - - + + - . .
B-11 - + 3 - } + .
B-13 - - l + -
PPP - : ' - R . :
P-PS - - + + + - - -
ROC4 - - + - + + -
ROC-7 - - - + - +
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Floresan Pigment Olugumu

King-B ortaminda B-8 ve B-9 nolu izolatlar floresan pigment olugturmuglar
ve Pseudomonas cinsine dahil edilmiglerdir.

Titinde Asir1 Duyarhlik Testi (HSR)

Yalniz B-11 izolati pozitif reaksiyon olugturmugtur.

Potasyum Hidroksit Testi (KOH)

B-6 ve ROC-7 nolu izolatlar bu test' de siinme gostermediginden Gram (+)

olarak degerlendirilmigtir. Diger bakteri izolatlar1 ise Gram (-) olarak saptanmugtir.

Oksidaz Testi
Oksidaz test solusyonu ile 1slatilan filtre kaginda B-6, B-8, B-9, B-13, P-PS
nolu izolatlar pozitif reaksiyon vermig ve 10 saniye ic¢inde koyu mor renk

olugturmuglardir. Digerleri negatif sonu¢ vermigtir.

Nigsasta Hidrolizasyon Testi
Bakteriler {izerine koyu renkli lugol eriyigi dokiildiigiinde B-6 ve B-13 nolu
izolatlarda agik renkli alanlar olugmamg ve negatif olarak degerlendirilmigtir.Diger

izolatlar pozitif sonug vermigtir.

Jelatin Hidrolizasyon Testi
B-3, B-6, B-8, B-11, P-PP ve ROC-4 pozitif reaksiyon vermis olup,
agitlamadan 7 giin sonra ortami sivilagtirmuglardar.

Levan Olusumu
B-8 nolu Pseudomonas izolati NSA ortaminda konveks, mukoid koloni

olugturuken, B-9 nolu Pseadomonas izolati olugturmamngtir.

Arginindehidrolaz Testi

B-6, B-8 ve B-9 nolu izolatlar kirmzidan vigne rengine doniigiim gostermis
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oldugundan pozitif olarak degerlendirilmigtir. Negatif kontrol olarak agilanmamug tiip

ve diger bakterilerin oldugu tiiplerde renk degigimi olmamugtir.

Patates Ciirikligii Testi
ROC-7 izolatinn inokule edildigi bolgenin gevresindeki yumugama ve giiriime

pozitif olarak degerlendirilmigtir.
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5. SONUCLAR

Turunggillerin govdelerinde zamklanma, meyvelerinde kahverengi ciiriikliik,
koklerinde giiriikliltk hastaligina neden olan Phytophthora citrophthora ' nin turunggil
bahge topraklarindaki populasyon dalgalanmalarini, kok infeksiyonlarini ve biyolojik
miicadelesine veriler tegkil edecek olan antagonistlerinin saptanmasi amaciyla ele
alinan bu ¢aligmada agagidaki sonuglar elde edilmigtir.

Agag govdelerinde hastalik simptomu gosteren etmenle bulagik bahgelerden
laboratuvara getirilen meyve, kok ve toprak orneklerinden yapilan izolasyonlar sonucu
12 fungus izolat1 elde edilmiy olup, tiim izolatlar P. citrophthora olarak tanlanmugtir,
Limon meyvelerinde yapilan patojenite testine gére PA-5 kod nolu P. citrophthora
izolati meyvelerde 8.2 cm boy, 7.8 cm en ortalama degerleri ile kahverengi ¢iiriikliik
olugturarak viriilensligi en yiiksek izolat olarak kabul edilmig ve ¢aligmalarda bu izolat
kullanilmugtir (Cizelge 1; Resim 2).

Etmenin bahge topraklarindaki populasyon dalgalanmalarini saptamak
amaciyla, govdede hastalik simptomlarimin goriildiigii Bilyiik Kapih, Toémik ve
Davultepe' de bulunan bulagik bahgeler ile govdede hastalik simptomlarinin
goriilmedigi kontrol olarak segilen Yakapinari, $ihmurat ve Kale' de bulunan saghkl
bahgelerden yil boyunca toprak ve kok izolasyonlart yapilmugur. P. citrophthora ' nin
bahge topraklarnidaki populasyon dalgalanmalarinin verildigi Cizelge 2 ve kok yiizeyi
iizerindeki populasyon dalgalanmalarinin verildigi Cizelge 3 incelendiginde saglikh ve
hastalikli bahgelerde etmenin populasyon diizeyleri arasinda biiyiik farklar olmadigi,
hatta baza aylarda saghkli bahgelerin hastalikhi bahgelere yakin veya daha yiiksek
inokulum diizeylerine ulagti§i goriilmektedir. Ancak bilindigi gibi, inokulumu toprakta
baski altunda tutan canli ve cansiz birgok faktdr vardir. Bahgede hastahifin gikisida
patojenin toprakta bulunmasinin yanisira, agaglarin beslenme ve diger stres faktorleri
sonucu ctmene duyarh hale gelnesi ile gergekleymektedir.

Yil iginde etmen populasyonunun aylara gore dalgalanmalart incelendifinde
(Cizelge 2, Sekil 1) Haziran ayinda inokulum diizeyi tiim bahgelerde en yiiksek
degerleri almgtir.Bu ayda topraga diigen yagis ve ortalama sicakhifin etmen igin
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uygun olmas: bu sonucu vermigtir. Temmuz ve Agustos aylarinda yafisin ¢ok az
olmasi ve sicaklifiin ¢ok yiikselmesi populasyon diigiigiine neden olmugtur. Eyliil ve
Ekim aylarinda hava sicakhifinin diimeye baglamasiyla birlikte azda olsa yafigin
alinmas: inokulumu biraz olsun artirmistir. Kasim ay: ortalarina kadar yagigin gok
olusu (218.3 mm) inokulum' artiggm devam ettirmig, ancak inokulumdaki bu artig
sicakhifin diigmesiyle birlikte son bulmugtur. Nitekim Aralik ve Mayis arasindaki
donemde fungus bu nedenlerden dolayr ¢ok diisiik inokulum diizeylerinde
saptanmugtir. Gériildiigii gibi P. citrophthora ' min topraktaki dagimiyla yagis
miktan, érneklemenin yapildifi dénemdeki toprak nem igerigi ve etmen igin uygun
olan sicakhk istegi arasmda yakin bir iligki vardir. Bunun yamslré literatiirde de
bildirildigi gibi topragin biinyesi, i¢erdigi organik ve inorganik maddeler ve pH' nin da
etmenin populasyonunu etkileyebildigi de diigiiniilebilir.

Kontrollu kogullarda kaba limon ¢o6giirleri iizerinde yapilan kok
inokulasyonlarinda en yiiksek kék ciiriikliigii % 11 ile 18 SKD{I uygulamasinda elde
edilmigtir. Kok ¢iiriikliigiiniin oldugu bu saksi ‘topragmda P. citrophthora populasyonu
16 p/em3 yogunlugunda saptanmustr. Dogada ‘yapuan c¢aligmalarda ge¢ sonbahar
doneminde bahge topraklanindaki P. citrophthora ' nin inokulum diizeylerine gore %
kok infeksiyonlarinin ¢ikisi Aralik ve Ocak aylannda diigen yafis miktarlaninin ¢ok
yiiksek olmasina karsin sicakhfin 8-9 ° C civaninda olugu fungusun gelismesi igin
uygun olmadifindan oldukga diigiik degerlerde saptanmugnr. Ilkbaharda kurulan
denemede ise topraktaki inokulum diizeyleri sonbahardaki degerlerden ¢ok yiiksek
olmamasina ragmen, % kok infeksiyon oranlan Nisan ve Mayis aylaninin gerek yagis
ve gerekse sicaklik degerlerinin fungusun aktivitesi igin daha uygun olmasi nedeniyle
Aralik-Ocak aylarina gﬁre biraz daha yiiksek degerler almugtir. |

P. citrophthora ' ya antagonistik etki gosterecek olan fungus ve bakteri
izolatlarim elde etmek amaciyla deneme bahgelerinden yil boyunca alinan toprak ve
kok orneklerinden yapilan izolasyonlardan 19 fungus ve 13 bakteri izolan elde
edilmigtir. 1zolatlardan F-2, F-7, F-9, F-10, F-12, T-1, T-2, T-3, T-4 kod nolu 9 adet
fungus ile B-2, B-3, B-5, B-6, B-8, B-9, B-10, B-ll, ROC-4, ROC-7, P-PS, P-PP kod
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nolu 12 adet bakteri in vitro' da antagonistik etki gostermiglerdir. Funguslardan
Penicillium sp.ikili kiiltirde 7. giinde % 39, Aspergillus niger % 39, Aspergillus
ochraceus % 53.34, Mucor sp. % 64.50, Trichoderma pseudokoningii % 70.54, T.
viride % 71.24, T. harzianum % 71.38, T. hamatum % 71.66 inhibisyon vermislerdir.
Bakterilerin ikili kiiltiirde gosterdikleri % inhibisyon degerleri ise % 28.94 ile % 51.49
arasinda degigmigtir. Funguslann gliotoksin-fermentasyon sivi kiiltiir galigmasinda %
inhibisyon degerleri % 49.53 ile % 78.70 arasinda deigmigtir. Bakteriler agar-halka
yonteminde ise, patojenin ya disk olarak kalmasina veya g¢ok az geligmesine neden
olmuglardir. Bakterilerin agar-halka yonteminde gosterdikleri % inhibisyon degerleri
ise % 50 ile % 100 arasinda degigmistir. Tiim antagonist bakteri izolatlan PD sivi
kiiltliriinde ise 14.giinde patojehin lysis olmasina neden olmuglardur.

In vitro galigmalarda etkili bulunan antagonist bakteri ve fungus izolatlarimin
P. citrophthora ' nin olusturdugu kok ciiriikliigii hastalifina karsi koruyucu etkileri
saksi denemeleriyle de arastinlmigur. Patojen ve antagonist bakterilerin saksxlaré
birlikte verildigi Ul uygulamasinda koruyucu etkiler % 50-100 arasinda degigirken,
antagonist uygulandiktan 1 hafta sonra patojenin uygulandii U2 uygulamasinda ise
koruyucu etkiler % 63-100 arasinda degigmigtir. Antagonist funguslar ise Ul
uygulamasinda % 40-100 arasinda, U2 uygulamasinda ise % 53-100 arasinda degigen
deferlerde patojene karst % koruyucu etki géstermislerdir.

Antagonist izolatlarin tam1 c¢aligmalarninda F-2 Penicilium  sp., F-7
Aspergillus niger , F-9 Rhizopus sp., F-10 Mucor sp., T-1 Trichoderma
pseudokoningii , T-2 T. viride , T-3 T. harzianum , T-4 T. hamatum , B-8 ve B-9
Pseudomonas spp. olarak tamlanmgtir. .Diger 10 antagonist bakteri ise
tanilanamamus, ancak bir dizi testler uygulanarak bazi 6zellikleri saptannugtr.

Uygulanan tanilama testlerine gore bakterilerden B-8 ve B-9 floresan pigment
olusumuna; B-11 titiinde agin duyarhilik testine; B-2, B-3, B-8, B-9, B-10, B-11,
B-13, P-PP, P-PS, ROC-4 potasyum hidroksit testine; B-6, B-8, B-9, B-13, P-PS
oksidaz testine; B-2, B-3, B-8, B-9, B-10, P-PP, P-PS, ROC-4, ROC-7 nigasta
hidrolizasyon testine; B-3, B-6, B-8, B-11, P-PP, ROC-4 jelafin hidrolizasyon testine;
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B-8 levan olusumu testine; B-6, B-8, B-9 arginindehidrolaz testine; ROC-7 patates
cliriikliigii testine pozitif sonug vermistir. ’

Sonug¢ olarak, her ne kadar so6z konusu antagonist mikroorganizmalarin
dogadaki biyo-ekolojisi hakkindaki bilgilerimiz yeterli diizeyde olmasa da, turunggil
toprak ve kdklerinde yerlegik olan bu antagonist bakteri ve fungus izolatlarinin toprak
kokenli patojen olan P. citrophthora ' dan kaynaklanan kék gi:lfﬁkliigﬁnﬁn biyolojik
kontroliinde iimitvar oldugu goriilmektedir. Bu gibi antagonistlerin pratikte heniiz
kullanilma olanagi olmasa da ozellikle son yillarda iilkemizde de gelisme gosteren

plastik tiiplerde turunggil fidan tireticilifinde kullamlma sansimn oldugu sdylenebilir.
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OZET

Turunggillerde govde zamklanmasi, kok ¢iiriikliigii ve meyvelerde kahverengi
ciiriikliikk olusturan Phytophthora citrophthora ' nin turunggil topraklanndaki
populasyon dalgalanmalarinin, kok infeksiyonlarinin ve antagonistlerinin aragurildifs
bu ¢aliyma 1990-1994 yillan arasinda yiiriitiilmiigtiir.

Hastalik simptomlarinin goriildii§ii bahgelerden alinan toprak, kék ve meyve
orneklerinden spesifik yontemlerle ve PARPH selektif ortamu ile yapilan
izolasyonlardan 12 P. citrophthora izolan elde edilmigtir. Bu izolatlarla limon
meyvelerinde yapilan patojenite testine gére PA-5 kod nolu izolat en viriilent fungus
olarak saptanmig ve caligmalarda bu izolat kullaniimugtir, ‘

P. citrophthora ' nin bahge topraklanindaki populasyon dalgalanmalarim
incelemek amaciyla agaglarda govde simptomlarimin goriildiigii Bilyiik Kapili, Tomiik
ve Davultepe’ de bulunan 3 bulagik limon bahgesi ve simptomlarin goriilmedigi Kale,
Yakapinar1 ve Sthmurat' daki 3 saglikh limon bahgesi deneme alani olarak segilmigtir.
Yil boyunca yapilan izolasyonlarda, Haziran ayindaki yapilan orneklemelerde tiim
bahge topraklarinda etmenin inokulum oranlarninin en yiiksek degerlere ulasugi
goriilmektedir. Haziran ayinda, ortalama sicakhik P. citrophthora ' nin geligme
sicakligina ¢ok yakin bir deger olan 24.5° C' yi bulurken,6rnekleme tarihinde topraga
diigen yagigin 91.40 mm olmas: fungus i¢in uygun kosullar yaratmigtir. Temmuz ve
Agustos aylarinda artan sicaklik ve iyice azalan yagigla populasyon diiserken, Eyliil ve
Ekim aylarindaki hava sicaklifinin diigmeye baglamasiyla birlikte inokulum biraz
artirmigtir. Kasim ay: ortalarina kadar yagigin ¢ok (218.3 mm) ve toprak sicakhginin
yeterli olugu inokulum artigini siirdiirmiis, ancak inokulumdaki bu artig sicakhfin
diigmesiyle birlikte son bulmustur. Nitekim Arallk ve Mayis aylan arasindaki
donemde patojen bu nedenlerden dolayr ¢ok diisik inokulum diizeylerinde
saptannmstir. Bu caligmada etmenin topraktaki dagiimunda iklim faktorlerinin ve
ozellikle sicakhiin biiyiik oranda etkisi oldufu goriilmektedir. Ancak suyun primer
faktor oldufu kabul edilmekiedir. Nitekim bahgelerde gerek yagmur ve gerekse
yagmurun olmadifi zaman dilimlerinde, su faktoriiniin sulama ile kargilanmast
halinde, bunun sinirlayic: etkisi kismen de olsa ortadan kaldinlabilmektedir.

Iklim kontrolli kosullarda, kaba limon gﬁgiirlériyle yapilan kok
inokulasyonlarinda 18 SKD+l uygulamasi basanhi olup, % 11 koék ¢iiriikligii
olugturmugtur. Dogada kok infeksiyonlarini saptamak amaciyla ge¢ sonbahar ve
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ilkbaharda yiiriitiilen ¢aligmalarda, % kok infeksiyon oranlan Nisan ve Mayis aylarinin
yagig ve sicaklik degerlerinin fungusun geligmesi igin daha uygun olmasi nedeniyle,
Arabk ve Ocak aylarma gore daha yilksek degerlerde saptanmugtir. Kontrollu
kosullarda yapilan paralel galigmada ise etmenin sicaklik istefi optimuma yakin
tutuldugu i¢in bu oranlar genel olarak daha yiiksek seyretmigtir.

P. citrophthora ' ya antagonistik etki gosterecek izolat elde etmek amaciyla
yapilan toprak ve kok izolasyonlarindan 9 antagonist fungus, 12 antagonist bakteri
izolat1 elde edilmigtir.

In vitro' da ikili kiiltiir caligmalarinda Penicillium sp. % 39, Aspergillus niger
% 39, A. ochraceus % 53.34, Mucor sp. % 64.50, Trichoderma pseudokoningii %
70.54, T. viride % 71.24, T. harzianum % 71.38, T. hamatum % 71.66 oranlarninda
inhibisyon olusturmuglardir. Funguslarin - gliotoksin-fermentasyon sivi  kiiltiir
caligmasinda inhibisyon degierleri % 49.53-78.70 arasinda degismisgtir.

Bakterilerin in vitro' da ikili kiiltiirde gésterdikleri inhibisyon degerleri ise %
28.94-51.49 arasinda degigmistir. Bakterilerin agar-halka yonteminde gosterdikleri
inhibisyon degerleri ise % 50-100 arasinda degigmigtir. PD sivi kiiltiir caligmalannda
tiim antagonist bakteri izolatlan patojenin lysis olmasina neden olmuglardir.

In vitro gahigmalarda etkili bulunan antagonistlerin kok ¢iiriikliigiine karg
koruyucu etkileri iklim kontrollu kosullarda saksi galigmalanyla aragurilmugur.
Patojen ve antagonist bakterilerin saksilara birlikte verildigi Ul uygulamasinda
koruyucu etkiler % 50-100 arasinda degigirken, antagonist uygulandiktan 1 hafta sonra
patojenin uygulandifi U2 uygulamasinda ise koruyucu etkiler % 63-100 arasinda
degismigtir. Antagonist funguslar ise, Ul u\ygulamasmda % 40-100 arasinda, U2
uygulamasinda ise patojene karsi % 53-100 arasinda degisen koruyucu etkiler
olusturmuglardir.

Antagonist izolatlarin tam1 ¢gahgmalaninda funguslardan F-2 Penicillium sp.,
F-7 Aspergillus niger , F-9 Rhizopu& sp., F-10 Mucor sp., T-1 Trichoderma
pseudokbningii » T-2 T. viride , T-3 T. harzianum , T-4 T. hamatum olarak
tanilanmgtir. Antagonist bakteri izolatlarimin floresan pigment olugumu, tiitiinde agin
duyarlhilik, potasyum hidroksit, oksidaz, nigasta hidi'olizasyon, levan olusumu,
arginindehidrolaz, patates ¢liriiklik testlerine karyi gdsterdikleri reaksiyonlar
incelenmigtir. Floresan pigment olusumuna pozitif reaksiyon veren B-8 ve B-9 nolu
izolatlar Pseudomonas cinsine dahil edilmiglerdir.
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SUMMARY

Investigations on root infections caused by Phytophthora citrophthora
(Smith and Smith) Leonian, and its population dynamics and biological control

The population changes, root infection, and antagonistic microorganisms of
Phytophthora citrophthora , which causes gummy trunk, root rot, and brown rot of
fruit, were investigated between 1990-1994.

12 izolate of P. citrophthora was obtained from soil, root and fruit samples
collected in the orchards showing disease symptoms by isolations using some specific
methods and PARPH selective medium.

Three lemon orchards each in Biiyiik Kapili, Tomiik, and Davultepe, where
disease symptoms were visible, and other three orchards in Kale, Yakapinari, and
Sihmurat, where trees were not showing disease symptoms, were selected to study
population changes of P. citrophthora in soil. The inoculum of P. citrophthora in soil
was the highest in June in all orchards.

The average temperature, with the value of 24.5° C a very close level to
optimum disease development, and the high moisture with the precipitation of 91.40
mm have created a very appropriate conditions for the disease development. The
inoculum of disease in soil decreased with the high temperature and low moisture in
July and August, but increased slightly with a mild temperature and increasing
precipitation from September till mid November. Disease inoculum has decreased again
with the decreasing temperature from second half of November on. In addition 1t was
found very low inoculum of disease as a result of lethal effect of low temperature,
between December and May. As a results of isolations, it was determined that climatic
factors could play a major role in the distribution of pathogen in soil. Also water should
be accepted as a primer factor of the distribution.

Under controlled conditions, 18 SKD+I application by using rough lemon
resulted in a succeessful control with 11 % root rot. In field, it was determined very
high percentage of root infection in April and May, as a result of appropriate climatic
factors, when compared to December and January. Since the temperature was nearly
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optimum for the pathogen, the percentage of root infection occured slightly higher
under controlled conditions. .

It was found 9 antagonistic fnugi and 12 antagonistic bacteria in the isolations
from soil and root. i

In the comparative study in vitro, Penicillium sp.Aspergillus niger, A.
ochraceus, Mucor sp., Trichoderma pseudokoningii , T. viride , T. harzianum , and
T. hamatum performed the percent inhibition of 39.00, 39.00, 53.34, 64.50, 70.54,
71.24, 71.38, and 71.66, respectively. Fungi performed an inhibition varying between
49.53-78.70 % in gliotoksin-fermentation in liquid culture.

In vitro, bacteria performed the inhibition between 28.94-51.49 %. Antagonist
bacteria showed the inhibition between 50-100 % when agar-hook method was used. In
PD liquid culture, all bacteria-isolates mﬁde the pathogen lysed.

When antagonistic microorganisms were found effective to suppress root rot
disease in vitro, then these antagonists were tested in pot trials under controlled
conditions.

In the trials, where pathogen and antagonist bacteria were applied together
(U1),effect was varying between 50-100 %; where pathogen was applied one week after
antagonist (U2), effect was between 63-100 %. Antagonistic fungi in Ul and U2 gave
an protecting effect of 40-100 % and 53-100 %, respectively. A

As a result of identification of fungi; F-2, F-7, F-9, F-10, T-1, T-2, T-3, and
T-4 were determined as Penicillium sp., Aspergillus niger , Rhizopus sp., Mucor sp.,
Trichoderma pseudokoningii , T. viride , T. harzianum , T. hamatum, respectively. In
addition, to obtain some characteristics of antagonist bacteria, flourescent pigment
production, hypersensitive reaction on tobacco, potassium hydroxide, oxidase,
hydrolysis of slorch, levan production, arginindehydrolase, and soft rot on potatoes
were tested. Since isolates named B-8 and B-9 gave positive reaction to flourescent

pigment production, they were included into Pseudomonas spp.
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TESEKKUR

Turunggillerin 6nemli fungal hastahik etmeni Phytophthora citrophthora ' nin
turunggil bahge topraklanindaki populasyon dalgalanmalarim, kok infeksiyonlarini ve
antagonistleri iizerinde ¢aligmalan kapsayan bu Doktora konusunu bana veren ve
ilgiyle yol gosteren Sayin Hocam Prof. Dr. Ahmet CINAR' a, ¢calismalarim sirasinda
bilgilerinden yararlandifim Saymn Prof. Dr. Ozden CINAR, Prof. Dr. Mehmet BICICI
ve Yrd. Dog. Dr. Ali ERKILIC' a, Enstitii olanaklarindan yararlanmami saglayan
Adana Zirai Miicadele Aragtirma Enstitii Miidiirii Dr. Saban KARAAT' a, laboratuvar
caligmalarim swrasindaki yardimlarindan dolay: Laboraqt Ahmet ULU' ya ve tim
Enstitii ¢aliganlarina, ayrica ¢aligmalarimi sabirla yiireklendiren ve yazziminda emegi
gecen esim Dog. Dr. Hiiseyin BASPINAR' a tegekkiirii bir borg bilirim.
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