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Turuncgillerde Phytophthora citrophthora (Sm, et Sm.)
Leonian’a karsi biyolojik miicadele olanaklar iizerinde
arastirmalar

S.Ali AKTEKE' Emine TUNCER' ismail ULUKUS'

SUMMARY

Researches on biological control possibilities against citrus diseases
caused by Phytophthora citrophthora (Sm. et Sm.) Leonian

Rescarches had been carried out during 1987-1993 in Antalya Citrus Rescarch
Institute. 121 soil samples were collected from the citrus orchards and their surroundings in
icel, Antalya and Mugla provinces. The zoospore germination was tested by agar-disc
method and mycelium development was tested by soil-agar-cellophane method. Four soil
samplcs that arc suppressive against P.citrophthora were determined. Among 602 isolates
that were isolated from these 4 soil samples; 3 Bacillus spp., 5 Actinomycetes, 10 fungi
(Trichoderma viride, T hamatum, T harzianum, T.aeroviride and T.pseudokoningii), 3
Penicillium spp., 1 Aspergillus sp. and a fungus that was contaminated from laboratory
were sclected as most effective antagonists by dual culture method in petri dishes tests. The
fruits and saplings of Kara Limon varicty were used at in vivo cxperiments. At first the
pathogenicities of these antagonist against lemon fruits and shoots were tested.
T.pseudokoningii, Penicillium spp. and Aspergillus sp. were found as pathogens of lemon
fruits. For this reason they were eliminated from fruit experiments but they were used at
gummosis studics.

The moving zoospores of the pathogen were used at both fruit and stem studies.
The host wasn’t wounded. The spore suspensions of the antagonist were applied 24 hours
before the pathogen application by dipping and spraying methods. As a result of the studics
carricd on against brown rot of fruits, Actinomycctes were 58.3-83.4%, Bacillus spp. 50%
and Trichoderme spp. 50.0-58.3% cffective. As to against gummosis it was found that
Bacillus subtilis 50.1%, Actinomycetes 50.1% and Trichoderma 33.33% effective.
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OZET

Arastirma 1987-1993 wvillarinda Antalya’da vyiratQlmistlr. Phytophthora
citrophthora (Sm. ¢t Sm.) Lconian’ya kargi antogonist mikroorganizmalar clde
ctmck amaciyla igel, Antalya ve Mugla illeri narenciyc bahgeleri ve ¢evresinden
toplanan toprak érncklerinden 4 baskici toprak saptanmistir. Bu 4 topraktan clde
cdilen 602 mikroorganizma izolati igerisinden cn ctkili 3 Bacillus spp., 5
aktinomisct, 10 fungus (7richoderma viride, T.hamatum, T.harzianum,
T.aeroviride, T.pseudokoningii, 3 adet Penicillium spp., 1 adet Aspergillus sp. ve
LabF-1 kod no’lu fungus) clde edilmistir. Bu ctmenlerin antagonistlik ctkileri petri
kablarimda yiritiilen ikili kiltlir testleriyle ortaya konmustur. Calismalarda kara
limon (Citrus limon Burm.) mcyve ve ¢ogirleri kullanilmistir. Once bu
antogonistlerin limon ve meyve siirglinlerine patojen olup olmadiklar saptanmustir,
T.pseudokoningii, Penicillium spp., Aspergillus sp. meyvede patojen bulunmus ve
meyvelerde goriilen kahverengi meyve ¢lirliikliigiine karsi antagonist uygulamasi
denemelerinden gikartilmisgtir. Gévde zamklanmasi kars: yapilan ¢alismalarda isc
tiim izolatlar denenmistir.

Kahverengi  meyve  ¢lrlikligline  karsi  yapilan  ¢alismalarda,
P.citrophthora’ya kars1 aktinomisctler %58.3-83.4, Bacillus’lar %50, Trichoderma
spp. %50.0-58.3 etkili olmustur. Gévde zamklanmasma karsi ise, Bacillus subtilis
ille %50.1, Aktinomisct ile %50.1 ve Trichoderma spp. ile %33.33 ctki clde
edilmistir.

Anahtar kelimeler : Phytophthora citrophthora, citrus, biological control,
antagonist.

GiRis

Tiirkiye’de. 840.000 tonu portakal, 440.000 tonu limon ve 405.000 tonu
mandarina olmak {zere toplam  1.737.100 ton turunggil urctilmektedir.
(Anonymous, 1993a). Toplam turunggil meyvesi dig satimumiz 276.917 ton olup,
dcgeri 98.531.000 dolardir. Toplam yas meyve dig satimi igerisinde turunggillerin
pay1r miktar olarak %67.97, deger olarak %55.19°dur (Anonymous, 1993b).
Ekonomimizdc oOnemli yeri olan  turunggillerde  goérilen baglica  hastaliklar
uckurutan, goévde zamklanmasi, meyve ¢lirlikleri ile virls ve virlis benzeri
hastaliklardir. Bunlardan turung¢gil bahgelerinde kahverengi chriklik, ozcllikle
limon ve Washington navel portakallarinda govde zamklanmasi yapan
Phytophthora citrophthora (Sm. et Sm.) Leonian fungusu énemli bir patojendir. Bu
fungus turunggiller disinda 15 familyada da onemli zararlar olusturmaktadir.
Yagigh yillarda zarar ¢ok artan hastalik turunggillerde 1860 tan beri bilinmektedir.
Florida’da 1953 yilinda kahverengi meyve ¢lriikligi nedeniyle %30.9 zarar
meydana geldigi bildirilmektedir (Broadbent, 1977).
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Hastalik mecyve ve govdede zarar yapmaktadir ve 6zellikle limonlarda
yaptif1 gbvde zamklanmasi ¢nemli oranda 6liimlere neden olmaktadir. Meyvede
tohum kabuguna gircrck tohumla tasinmaktadir (Salih, 1974; Chapot ve
Bahgecioglu, 1969; Goksedef, 1980). Cimnar (1976)’a goére Adana ve Igel’de
turunggil topraklart vc cesitleri bu hastalik ile bulasik olup, Igel turunggil
alanlarmin %24.4°, Adana turunggil alanlarimin %22.4’0 hastalik etmeni ile
bulagik durumdadir. Antalya bolgesi turunggil alanlart da bu hastalikla bulasiktir.
Depoda bulagik meyvelere degen saglam meyvelerin %55-75°1 ¢lirlimektedir
(Salih, 1974).

Hastalik ctmeni P.citrophthora bir toprak fungusu olup zoosporlar: scrbest
su ile yayilmaktadir. Yash kék ve gévdede bulagma yaralardan, geng stirgtinlerde
isc dogrudan olabilmektedir. Dayanikli ¢esitlerde epidermik hiicrelerden giremeyen
fungus, optimum 25-29°C, maksimum 31-33°C ve minimum 5°C’de gelismektedir
(Whiteside, 1970, 1973; Goksedef, 1980; Vanderveyen, 1983 ve 1983a).

Hastaliktan korunmak i¢in  kiltlrel islemlerle  birlikte  fungisitler
kullanilmaktadir. Ayrica dayanikli anag clde ctme galismalar1 da yapilmigtir. Bir
calismada sirasiyla Carrizo citrange, Citrumelo CRC 1452, Ug yaprakli, Yerli
turung, Brezilya turuncu ve Macrophylla dayanikli bulunmustur (Cinar ve ark.,
1976). Turung anaci kullanilmasi nedeniyle Turkiye’de kok ¢urtikligi zarar: cnder
goriilmekte, fakat anag, gdvde zamklanmasi 6nlenememektedir.

Hastaliga karst ya kimyasal yada biyolojik miicadele yapmak
gerekmektedir. Ancak hastalik etmenleri kimyasal ilaglara karsi dayaniklilik
kazandigindan miicadele basarili olamamaktadir. Kimyasal ilaglarn yarattig1 ¢evre
kirliligi hem insanlar hem de dogal yasam i¢in énemli tehdit unsurudur, Kullanilan
birgok fungusit yapraktaki faydali mycofloraya zarar vererck dogal dengeyi
bozmakta ve hastalik siddetini artirmaktadir (Fokkema and Denois, 1981).

Biyolojik miicadecle sabir ve dikkat isteyen bir konudur ve kimyasal
miicadele kadar kisa siircde sonuca ulasmak miimkiin olmamaktadir. Yukarda
bildirilen olumsuz kogullar arastirmacilart biyolojik miicadeleye yoneltmektedir.
P.citrophthora’ya  karst bu konuda c¢alisma yapilmamistir. Fakat diger
Phytophthora tlirleriyle birlikte bu fungusun da toprakta varolan bazi bakteri,
fungus ve aktinomisctler tarafindan engellendigi bildirilmektedir (Tsao, 1977). Bir
toprak fungusu olan P.citrophthora’ya karsi etkili antagonist veya hiperparazitin
clde cdilebilecegi hipotezivle bu ¢alisma yapilmistir.

MATERYAL VE METOT
A. Toprak, hastalikli materyal érneklerinin toplanmasi ve patojen
izolasyonu

Antalya Mcrkez, Finike, Kumluca, Kemer, Manavgat ve Alanya narcnciye
bahg¢elerinden 20 Ekim-12 Kasim 1987, Mersin Merkez, Tarsus, Erdemli, Silifke,
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Glilnar ve Anamur narcnciyc bahgelerinden 22-26 Kasim 1987 de toprak ve hasta
meyve Omekleri, Mayis 1988°de ise Mugla ilinden sadece toprak &rnekleri
alimmistir.  Toprak Ornckleri  hastah@in - gorildagi  ve  goérilmedigi  degisik
bahcelerden 10 ¢cm derinden 1 kg olarak almmustir. Patojen izolasyonlarn Klotz ve
Wolfe (1958)’a gére yapilmastir. Toprak Ornckleri su icerisinde bulamag haline
getirilip igerisine yarisi batacak sekilde yiizey dezenfeksiyonu yapilmis saglikli
limon meyveleri konup  hastalandirtlmis  ve  ¢ekirdeklerinden PDA’va ckim
yvapilarak P.citrophthora izole edilmistir.

En viriilent patojen izolatlarinin belirlenmesi :

izolatlar musir unu (Difco) agara ckilip, karanlikta 9 glin 25°C’dc
gelistirilmistir. Sonra her petri kutusu kiiltiire 10 ml ¢esme suyu ilave edilip 6 gln
tckrar 25°C’de 1sikta gelistirilmistir. Isikli periyotta kiiltiirlerde bol miktarda
zoosporangium olusmustur. Sonra bu kualtirler 15°C°de 4 saat soguk sokuna
birakilarak bol miktarda zoospor ¢ikisi saglanmistir (Andreoll, 1983). Zoosporlarla
yvapilan tlim g¢alismalarda bu yontem kullanilmistir, ancak misir unu agar yerine
PDA ortami da ayni basartyla kullanilmistir.

Virtilent testlerinde her patojen i¢in 6 adet olgun Demredikensizi (Kara
limon) (Citrus limon Burm.) limon meyvclert kullanilmistir. Saat camlart igerisine
konulan her meyveye 2 ml zoospor siispansiyonu verilerck, karanlikta 25°C’de 5
glin tutulmustur. Meyvclerde hastalanma sonucu olusan kahverengi Icke alanlars
milimetrik kagitla 6l¢tilerck degerlendirme yapilmustir.

B. Antagonistlerin elde edilmesi ve etkilerinin in vitro kosullarda
belirlenmesi

Topraktaki fungistasisin belirlenmesi :

Once agar-disc yéntemiyle topraklarin zoospor ¢imlenmesine etkisi
saptanmistir  (Bora ve ark.,1982). Daha sonra toprak-Agar-Sclefon kagidi
yontemiyle topragin  misel gelisimine etkisi belirlenmistir  (Yegen,1977).
Kullanilmadan 6nce topraklar oda sicakliginda kurutulmus ve clenerck toz haline
getirilmislerdir. Agar disk yonteminde su agar dextrose (%l.8 agar + %0.8
dextrosc)  diski  kullanilmustir.  Daskler  {izerinde  damlatilan  slispansiyonun
yogunlugu 200-300 zoospor igerecek sekilde ayarlanmistir. Diskler iizerinde
25°C’dc karanlikta 65-66 saat gelistirildikten sonra ¢imlenen ve ¢imlenmeyen
zoospor saym yapilmistir. Her toprak i¢in 4 petri kabi, 20 disk kullanilmis ve her
diskte 2 mikroskop gorls alani (16x10 blyitmedce) tesadlifen sayilmistir. Toprak-
agar-selefon yonteminde %2 su agar kullamilmugtir. Fungus diskleri 7 giinliik
P.citrophthora kultirinlin kenarmdan alinmustir (0.5 cm ¢apli). Cotton blue ile
boyanip 3 ayr yonden koloni ¢aplan 8l¢tilmiistiir. Bir toprak 6megi igin 3 kaba 9
kultlr diski ckilmistir. Etkinin bivolojik olup olmadiini tespit i¢in cn ctkili 10
toprak 6megi 120°C’de 15 dakika otoklavda sterilize edilerck yine toprak-agar-
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sclefon yontemiyle denenmistir. Her 6mckten 3 petri kabi toprak sterilize
edilmistir. 3 petri kab1 tanik olarak sterilize edilmemistir. Bu ¢alismada ve diger
caligmalarda ylizde ctki Abbott formili ilc bulunmustur (Karman, 1971).

P.citrophthora’ya antagonist etmenlerin elde edilmesi :

Fungistatis ¢alismalar sonucunda cn ctkili bulunan 4 toprak {izcrinde
caligilmstir. Bu topraklardan 1 numarali 6rnek Antalya-Alanya ilgesi Oba
kéylindcki limon, portakal bahgesinden 20.10.1987'de alinmistir. 18 numarali
toprak Antalya-Finike ilgesi Yuvali kdylinden dere kiyisindan 3.11.1987°de
alimmistir. 47 Numarali toprak Antalya-Manavgat il¢esi merkez  Bayir
mahallesindeki limon, portakal bahgesinden 10.11.1987°de alinmistir. 69 numarali
toprak [gel-Tarsus ilgesi Yunusoglu koéyiindeki limon, portakal, mandalina
bahg¢esinden 23.11.1987 de alinmustir,

izolasyonlarda bakteriler icin Nutrient agar, funguslar igin Cook Rose
Bengal agar (Difco, 073-01-9), Aktinomisctler icin Kuster-Williams ortamlari
kullanilmistir (Booth, 1971). Bakterileri elde etmek i¢in 1/100, 1/1000, 1/10000
scyreltik toprak sollisyonlar: 10 tekrarlt olarak ckilmislerdir. Aynir giin 0.5 ¢cm ¢aph
6 glinlik P.citrophthora diskleri de standart PDA ortamina ekilmiglerdir.
Ekimlerden 48 saat  sonra olusan bakteri kolonilerinin morfolojik olarak farkh
olanlart almarak 2 glnlik P.citrophthora kiltirlerinin 2 cm  uzagina
bulastirilmislardir. Her petriye karsilikli 2 bakteri ckilmistir. Bu ikili kiltirler
25°C’de 5 glin gelistirildikten sonra, az veya ¢ok engelleme yapan bakterilerin 6n
sceimi yapilmistir. Funguslar clde edilirken 1/10, 1/100, 1/1000 scyreltik soliisyon
10 tckrarli olarak 2 kez ckilip 25°C’de gelistirilmislerdir. Ekimden sonra 4., 5., 6.,
7. ve 8. glinlerde gelisen farkli fungusun kolonileri bakterilerde oldugu gibi ikili
testlere alinmuglardir. Etkili olanlarin 6n sc¢imi yapilmistir. Aktinomisct ckimleri
171000 ve 1/10000 seyreltmede 9 tekrarli olarak yapilmis ve 27°C’de
gelistirilmigtir. Bakterilerde oldugu gibi 5 giin sonra PDA {izerinde 25°C’de 6n
secim testine almmaslardir.

FElde edilen antagonist etmenlerin in vitro kosullarda P.citrophthora’ya
etkilerinin saptanmasi :

Calismalar patates dextrose agar (PDA) (200 g patates + 15 g dextrose + 20
g agar + 1000 [ ar1 su) iceren 9 cm’lik petrilerde 25-26°C’de yapilmistir, Patojen ve
antagonist aymi petri kabina karsilikli ckilip 7., 10. ve 14. glinlerde engelleme zonu
ve koloni gelismeleri dlgtilmistiir. (Bora, 1976 ve 1977). Ekilen diskler 6-7 giin
kiltiirlerden alinmustir. Testler 5 tekrarlt olarak yapilmistir. Trichoderma’lar hizh
gelistiginden bunlarin 24 saatlik kiltiirlerinden disk alimmugtir.

Bakterilerin 24 saatlik kiiltiriinden bir 6ze dolusu alinan bakteri 1-1.5 ml
steril suda stispansiyon yapilip 0.5 cm’lik kagit disklerc emdirilip patojenden 5 cm
uzaga ekilmistir. Aktinomisetler de 5 cm ara ile ekilmistir. Funguslar 6 cm ara ile
cap dogrultusunda ckilmistir.
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C. Antagonistlerin limon meyvesi ve bitkisine patojenisitesinin
saptanmasi

Testlerde 2 yasindaki torbali kara limon ¢6giirleri ve olgun taze kara limon
meyveleri kullanilmigtir. Cogiirler 1sitmasiz cam serada, meyveler inkiibatorde
denenmistir.

Testlenen antagonistler:
Bakteriler : 1B-3 (Baciflus sp.), 18B-1 (Bacillus sp.}, AvY.(a) (Bacillus sp.)

Funguslar: 1F-4 (Penicillivm sp.), 1F-5 (Aspergillus sp.), 1F-10
(Trichoderma harzianum), 1F-14 (T.hamatum), 1F-15 (T.pseudokoningii), LabF-1,
69F-1 (Penicillium sp.), 69F-2 (Penicillium sp.), 69F-3(T.aeroviride), 69F-13
(T.viride)

Aktinomisctler : 1A-4, 18A-1, 18A-3, 18A-8, 47A-5

Limon cogiirlerinde patojenisite testleri:

Inokulum clde ctmek icin PDA besi yeri lzerinde 25°C’de bakteri
kiiltiirleri 3, fungus ve aktinomisct kiiltiirleri 7 giin gelistirilmistir. Her ctmen igin 5
cogiir inokule cdilmis ve 5 ¢6glr tanik olarak birakilmistir. Her stirglinlin
govdesinde 2, u¢ kisminda da bir noktada kabuk kaldirilarak agilan yaralara kiiltiir
diskleri konularak da oldugu gibi inokulasyon yapilmistir (Akteke, 1979).
inokulasyondan 14 giin sonra sargilar ¢éziilerck kontrollere baslanmis ve ayda 2
kez olarak 5 ay siirdiirilmustiir.

Limon meyvelerinde patojenisite testleri:

Bakteri ve funguslar PDA besi yerinde, aktinomisctler Kister-Williams
besi yerinde tretilmislerdir. Inokulum steril su ile kiiltiir yiizeyi kazinarak clde
edilmistir.  Meyveler kabuklarmda agilan 0.5 cm’lik yaralardan inokule
cdilmislerdir (Vapinder and Deverall, 1984). I¢ine inokulum siispansiyonu konan
saat camlar (izering yarali yiizeyi asafiya gelecek seckilde oturtulan meyveler
26°C’de inkubasyona birakilmiglardir. Her antigonist i¢in 7 meyve kullanilmis ve
degerlendirme ¢iirliyen alanin uzunlugu olgiilerek yapilmistir.

inokulum yogunluklari:
Bakteriler (Hiicre/ml) : 1B-3: 50x107, 18B-1: 30x107, AvY(a): 40x10’

Funguslar (Spor/ml) : 1F-4:10x10°, 1F-5: 13xI0°, LabF-1:1x10’, 69F-
1:3x107, 69 F- 2: 7x107, IE-14: 7x107, 69F-3:29x107, 1F-10:18x10°, 69F-
13:28x10°, 1F-15: 6x107

Aktinomisctler (Spor/ml): 18A-1:9x107, 18A-3:3x107,1A-4:3x107, 18A-
8:0.8x107, 47A-5:5x10’

Sayimlar Thoma lamu ile yapilmistir.
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D. Antagonistlerin limon kahverengi meyve ciiriikliigii ve govde
zamklanmasina etkilerinin saptanmasi

Kahverengi meyve ciiriikliigiine etkinin saptanmasi:

Zoospor Urctimi A maddesinde agiklandi@i gibi patates dextrose agar
(PDA) tizerinde yapilmistir. Antagonistler (bakteri, fungus, aktinomisct) PDA
lizcrinde 26°C’de liretilmigtir. Bakterilerin 2, funguslarin 12, aktinomisctlerin 16
glinlik kiltiirleri kullanilmmistir. Trichoderma’lar 5 giin karanlikta, 2 giin 1s1ikta
tutulmustur. inokulum petri kaplar: iizerine steril su dokiilerek firca ile kazima
yontemiyle clde edilmistir. Inokulumlar kullanilmadan énce igerisine %0.5 glikoz
eklenmistir. Thoma lami ile sayilan inokulum yogunluklar (hiicre ve spor/ml)
asagida verilmistir,

Birinci vil sayilan inokulum vogunluklari;
Bakteriler : 1B-3: 18x107, 18B-1: 8x107, AvY(a): 12x10’

Funguslar : 1F-4: 4x10°, 1F-15:0.4x107, 1F-14:7x107, 69F-13:1x10’, 1F-
10: 14x107, 69F-3:10x107, LabFE-1:0.08x10’

Aktinomisetler: 1A-4:5x107, 18A-1:8x107, 18A-3: 4x107, 18A-8:28x1(’,
47A-5: 7x107

Ikinei y1l sayilan inokulum yogunluklar::

Bakteriler : AvY(a): 22x107

Funguslar : 1F-10: 31x107, 1F-14:20x107 , 69F-3: 24x107 , 69F-13: 32x10’
Aktinomisetler : 18A-3: 12x107, 47A-5: 10x10’

Her antagonist i¢in 1lk y1l 8, ikinci y11 14 limon meyvesi kullanilmigtir.

Inokulasyon, meyveler spor siispansiyonuna 10 dakika daldirilarak
yvapilmistir. Tanik meyveler isc (steril su + %0.5 glikoz) soliisyonunda tutulmustur.
Bulastirilan  meyveler  polictilen  torbalara  doldurulup  25°C’de  inkUbatore
konmustur. Burada 24 saat tutulduktan sonra her meyve, i¢inde 2-3 ml zoospor
slispansiyonu olan saat camlarina alimp, tckrar naylon torba igerisinde 25°C’de
inkiibatore alimmistir. Bu kosullarda 24 saat kaldiktan sonra saat camlarindan alinip
naylon torba igerisinde  inkiibatére  konup  hastalanmalar  gézlenmistir.
Degerlendirme hasta ve saglam olarak yapilmistir.

Antagonistlerin govde zamklanmasina etkilerinin saptanmasi:

Calisma 2 yasinda torbali kara limon ¢ogiirleri {izerinde iklim odalarinda
yvapiimistir. Kullanilan antagonistler ve inokulum yogunluklart asagida verilmistir.
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Birinci vil dencmeleri:
Bakteriler (Hiicre/ml) : 1B-3: 40x107, AvY(a): 24x107, 18B-1: 20x10’

Funguslar (Spor/ml) : LabF-1: 0.2x107, 1F-4: 20x107, 1F-5:12x10’, 69F-1:
22x107 L69F-2: 10x107, 1F-10:3.8x107, IF-14: 15x10°, 1F-15: 4x10°, 69F-3:
26x107, 69F-13: 24x10’

Aktinomisetler(Spor/ml) : 18A-1:17x107, 18A-3:13x107, 1A-4: 6.2x107,
18A-8: 3x107, 47A-5: 8x107

ikinci y1l denemeleri:

Bakteriler (Hiicre/ml) : 1B-3: 2.4x107, AvY(a): 2x10’
Funguslar (Spor/ml) : 1F-14: 2.8x107, 69F-3: 2.3x10’
Aktinomisctler (Spor/ml): 18A-1: 6.4x107, 47A-5: 2.4x107

I1k y1l calismalar 25°C’dc 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ve %70 ncmli
iklim odasinda yapilmistir. Calismalarda patojen inokulasyonundan 2 glin dnce
antagonist uygulamasi yapilmistir. Sonra fidan gévdesinde aliminyum yaprakta
yapilan cebe 2 ml hareketli zoospor siispansiyonu verilmistir. {ki giin sonra bu
cepler sokiilerck gozlemlere baslamilmigtir. Her antagonist i¢in 5°cr fidanda 10 dal
inokule edilmistir. Ikinci y1l denemelerinde topraktan 2 c¢m yiiksekse ¢oglirlerin
kék bogazinda 0.5 cm ¢apli kabuk kaldirlarak 2 yara agilmistir. Antagonist bu
yaralar iizerine piskiirtiilerck 3 glin sonra her fidamin dibi suyla gdéllendirilip
igerisine 1 ml (50 000 adct) zoospor birakilmigtir. 48 saat sonra fazla sular
stizdlirilmustlir.  Her antagonist igcin 11 ¢6glr fidam  kullanilmugtir,
Degcerlendirmelcer hasta, saglam olarak yapilmistir.

SONUCLAR

A. Toprak, hastalikh materyal é6rneklerinin toplanmasi ve patojen
izolasyonu

Antalya ilinden 62, igel ilinden 49, Mugla ilinden 10 olmak {izere 121
toprak 6rnegi toplanmistir. Ayrica toplanan hasta meyve ve topraklardan 18 adet
P.citrophthora izolati elde edilmistir. Bunlardan en yiiksek viriilensi M 95 izolati
gostermistir,. Bu izolat 6 meyvede 35 mm® ile en yiksck ¢irlime alani
olusturmustur. Daha sonra gelen M-106, 19mm”lik hastalik olusturmustur, En
diistik alan 3 mm? olarak bulunmustur.

B. Anatgonistlerin elde edilmesi ve etkinliklerinin in vitro kosullarda
belirlenmesi
Fungistatis ¢alismalar:

Testlenen 120 toprakta en yilksck ¢imlenme 100, en disiik ¢imlenme 23.9
olurken ortalama ¢imlenme %78.9 olmustur. Bu ¢alisma sonunda scgilen en ctkili
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30 toprak tckrar ¢gimlenme testine alindiginda, ¢imlenme en yiiksck %98, en diistik
%66.7, ortalama %85.6 olmustur. ki testin sonucuna gore 1, 58 ve 14 no’lu
topraklar cn yiiksck fungistatis géstcrmis olup ¢imlenme oranlar sirasiyla %66.7,
68.2 ve 71.9 olmugtur. Bu 30 toprak “Toprak-Agar-selefon kagidi” yontemiyle
misclycl testlerine alindiklarinda kontrole gore gelisme en yiiksek %99.4, en dlslik
%62.4 ve ortalama %81.2 olmustur. En fazla engelleme %37.6 ile 52 no’lu
toprakta olmustur. Bu sonuglar zoospor c¢imlenmesi sonuglarina  benzerlik
gostermesine ragmen, ayni topraklar ayni sonuglar: vermemistir.

iki test yontemi sonucu en etkili bulunan 10 topraktaki etkinin biyolojik
olup olmadigr arastirilmis ve baskilama ctkisinin toprak sterilizasyonu ile
kalkinmasindan etkinin biyolojik oldugu goriilmiistiir. En etkili bulunan 4 toprak
ve yiizde biyolojik ctkileri; 1 no’lu toprak 22.8, 18 no’lu toprak 18.5, 47 no’lu
toprak 23.1 ve 69 no’lu toprak 24.1 olarak belirlenmistir.

Baskicl topraklardan antagonistlerin elde edilmesi:

Toprak seyreltme yontemiyle 4 topraktan 160’1 bakteri, 209°u fungus,
233’1 aktinomiset olmak tizere 602 izolat clde cdilmistir On segim testi sonucunda
bunlardan ctkili bulunanlarm topraklara gore dagilimi Cizelge 1°de verilmistir.

Elde edilen 59 fungusun 22 adedi Aspergilfus sp., 13 adedi Penicillium sp.,
11 adedi Trichoderma sp., 4 adedi Fusarium sp., 11 adedi tanilamayan tlrlerdir.
Baktcri ve aktinomisetlerin tanilar: yapilamamustir.

CIZELGE 1. Toprak seyreltme ydntemiyle ctkili bulunan izolatlarin dagihimi (adet)

Toprak no. Bakteri Fungus Aktinomiset | Toplam
1 4 19 5 28
18 1 14 9 24
47 1 8 7 16
69 8 18 3 29
Toplam 14 59 24 97

Antagonistlerin in vitro Kkosullarda P.citrophthora’ya etkilerinin
saptanmasi:

Bu calismada ikili kiiltiir  testleriyle, engelleme zonu, patojen
gelismesindeki  yuzde  gerilemeler  hesaplanmustir. Etkiyi  izlemek  igin
degerlendirmeler 7. 10. ve 14. glinlerde ayr1 ayr yapilmstir.
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Funguslarin etkileri:

[F-10, IF-11, 1F-12, 1F-14, 1F-15, 47F-8, 47F-9, 69F-12, 69F-13 vc 69F-
3 kod no’lu funguslar Trichoderma spp. olarak belirlenmistir. Bunlar ¢ok hizlh
geligtiklerinden engelleme zonu gorlilmeden patojenin {izerinden gelismelerini
stirdiirmektedirler.

Denemeye  aliman 64 fungus  icerisinde 7 glinin  sonunda  sadece
Trichoderma spp.’lar %63-70 arasinda ctki gosterirken digerleri %50 nin altinda
kalmigtir. 10 giinde ise bunlarm disinda 16 fungus %50 ve (stlinde ctki
gostermistir. En fazla ctki %67 (47F-6) ve %64.6 (18F-2) olmustur. 14 glinde %50
ctkiyi gegen fungus sayisina 7 fungus cklenerck 23 olmustur. Engelleme zonu 7
glinde 184 mm (LabF-1)’ye¢ kadar yliksckken 14. glinde cn fazla 12.8 mm
olmustur. Bu test sonucunda en fazla etk gosteren 10 antagonist fungus se¢ilmistir.
Bu antagonistler patojenden 6nce ve sonra ckim zamanlarina gore ikili ctkilerin
testlerine alindiklarinda elde edilen sonuglar Cizelge 2 de verilmistir,

Olgilimlere 14. gline kadar devam edilmistir. Ciink{i 14. glinde etkilesim
dengesi kurulmustur. Trichoderma spp. 1sc engelleme zonu olusturmadan 5. glinde
patojenin gelismesini durdurmus ve {izerinde hiperparazit olarak geliserek petri
kabini doldurmustur. Patojenin 3 giin 6nce ckilmesi ile 3 glin sonra ckilmesi
arasinda Onemli etki fark: olmanmstir, fakat 6nce ekilen daha etkili olmustur.

Bakteri calismalarn:

Teste alinan 16 bakteriden 14. gilinde en fazla engelleme zonunu 1B-2
(12.6 mm) ve 1B-3 (12.2 mm) gostermistir. Patojen gelismesinde gerileme ise 18B-
1°de %58, 1B-2’de %57.1 ve 1B-3’te %56.5 olmustur. En ectkili 4 bakterinin
patojenden 3 giin 6nce ve 3 giin sonra ckilerek ctkilesim testlerinde alinan sonuglar
Cizelge 3°te verilmistir.

Aktinomisetler:

Tkili kiltir testleri 24 izolatla yapilnustir. 14. giin sonunda 0-31.2 mm
arasinda cngelleme zonlan clde cdilirken %9-79.1 arasinda patojende gelisme
azalmas: clde cdilmistir. En fazla cngelleme hem zon hem de geriletme olarak
18A-1(engelleme zonu 29.0 mm patojen gelismesinde gerileme %77.8), 18A-3
(engelleme zonu 31.2 mm patojen gelismesinde gerileme 9%79.1) ve 47A-5
{engelleme zonu 11.5 mm patojen gelismesinde gerileme 52.0) no’lu izolatlarla
elde edilmistir.

En ctkili 7 izolat 1kili testlerde patojenden 6nce ve sonra ckildiklerinde clde
cdilen sonuglar Cizelge 4°te verilmistir.
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CIZELGE 2. Patojenden énce ve sonra ckilen antagonist funguslarin ctkileri
(patojen gelismesindeki ylizde azalma)

Degerlen- o 1a¢ 3 giin Ayn giin 3 giin Fark

dirme once . sonra .

samant No. ckim ckim ckim {6ncc-sonra)
1F-1 549 42.5 41.4 13.5
1F-4 54.9 355 43.9 11.0
1E-5 58.0 305 439 14.1
1E-16 52.6 42.5 42.2 10.4

7.gin g g 47.8 36.5 38.5 9.3
LabF-1 46.2 28.5 42.6 3.6
LabE-2 53.5 305 40.1 134
18F-1 62.7 435 439 18.8
69E-1 63.7 46.0 42.1 21.6
69F-2 69.1 445 439 25.2
F-1 65.9 56.3 48.5 17.4
™ 65.0 50.0 49.7 153
-5 70.7 55.7 51.8 18.9
1E-16 65.9 55.5 49.2 16.7
1E-19 61.0 50.9 i i

W0gin 1 er | 618 473 50.0 11.8
LabF2 | 589 50.9 454 13.5
18E-1 74.8 59.2 50.5 243
6OF-1 735 57.7 52.4 211
69F-2 74.0 59.5 50,0 24.0
1F-1 71.9 62.8 60.4 11.5
1F-4 71.6 62.8 61.8 9.8
1F-5 753 64.2 - -

_ 1E-16 71.0 63.8 60.8 10.2

lgin | g g * 62.8 i i
LabF-1 69.6 60.8 61.5 8.1
LabE-2 61.0 54.8 57.7 33
18F-1 70.9 66.8 61.5 18.4
69E-1 78.1 65.0 - -
6%EF-2 80.7 67.1 60.2 20.5

* Cizelgede (-) yazilan yerlerde izolatlar arast zon kapanmip denge kuruldugu
i¢in Olciim yapilamanustir.



CIZELGE 3. Patojenden 6nce ve sonra ckilen antagonist bakterilerin ctkileri (patojen
gelismesindeki ylizde azalma)

Degerlen- izolat 3 giin dnce Aymi giin | 3 giin sonra Fark
dirme . . . "
Zaman No ekim ekim ekim {6nce-sonra)
1B-2 41.2 20.5 324 8.8
7.gln 1B-3 41.7 17.1 37.9 3.8
18B-1 59.1 37.8 42.0 17.1
AvYa 55.1 29.7 44.0 11.0
1B-2 532 48.0 374 15.8
10.gim | LB-3 442 45.0 46.1 -1.9
18B-1 61.1 51.5 48.5 12.6
AvYa 68.8 46.1 51.4 17.4
1B-2 582 57.1 52.5 5.7
14.gin | IB-3 63.3 56.5 59.1 4.2
18B-1 72.8 58.0 59.6 13.2
AvYa 73.1 52.5 61.1 12.0

Ikili etkilesim testleri sonucunda en etkili bulunan funguslardan 1F-10
(T harzianum Rifai), 1F-14 (T hamatum (Bon.) Bain.), 1F-15 (T pseudokoningii
Rifai), 69F-3 (T.aeroviride Rifai), 69F-13 (Tviride Pers.ex S.F.Gray);
Bakterilerden 1B-3 (Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn., 18B-1 (Baciflus sp.),
AvYa (Bacillus sp.); aktinomisetlerden 1A-4, 18A-1, 18A-3, 18A-8, 47A-5 in vivo
ctkilesim c¢alismalarina alimmak icin scgilmislerdir.

C. Antagonistlerin limon meyvesi ve bitkisine patojenisitesinin
saptanmasi

Limon cégiirleri:
Antagonistler bulagtirildiktan sonra 5 ay igerisinde hastalanma olmamistir,
Limon meyveleri:

Meyveler bulastirildiktan sonra 15 gilin siireyle hastalanmalar l¢tilmustiir.
Sonug olarak funguslardan 1F-5 (Aspergillus sp.), 69F-1 (Penicillium sp.), 69F-2
(Penicillium sp.) ve 1F-15 (T pseudokoningii) meyvede clirtikliik olusturmustur. Bu
ctmenler P.citrophthora’ya karsi yapilan ctkinlik ¢alismalarindan ¢ikartilmisgtir.
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CIZELGE 4. Patojenden 6nce ve sonra ekilen aktinomisetlerin etkileri
(patojen gelismesindeki yiizde azalma)

Degerlen- izolat 3 giin dnce Aym giin 3 giin sonra Fark
dirme . . . "
zamant No ckim ckim ckim (nce-sonra)
1A-1 2.35 254 12.80 -10.45
1A-2 33.13 343 27.80 5.33
1A-4 36.91 33.7 28.40 8.51
7.gln 18A-1 75.58 594 47.09 28.49
18A-3 57.55 58.3 44.80 12.75
18A-8 30.23 14.0 33.08 -2.85
47A-5 29.06 243 27.38 1.68
1A-1 27.30 45.5 36.33 -9.03
LA-2 41.73 47.5 44,78 -3.05
1A-4 56.73 48.0 51.40 5.33
10.glin | gA-1 83.84 70.7 64.78 19.06
18A-3 71.92 71.5 62.53 9.39
18A-8 57.69 34.6 52.11 5.58
47A-5 4423 39.0 48.59 -4.16
LA-1 48.35 57.7 45.88 247
1A-2 56.71 56.7 53.88 2.83
LA-4 64.10 59.2 59.17 4.93
ld.gin | 1gA-1 88.49 77.8 71.17 17.32
18A-3 79.86 79.1 69.41 10.45
18A-8 63.83 51.7 60.35 3.48
47A-5 57.80 52.0 56.23 1.57

D. Antagonistlerin limon kahverengi meyve ciiriikliigii ve govde
zamklanmasina etkileri

Kahverengi meyve ciiriikliigiine (P.citrophthora) etkileri:

Elde cdilen sonuglar Cizelge 5'te verilmistir. Cizelge 5 incelendiginde
meyve ciiriikligline kargt en fazla %62.5 (18A-3 ile) etki elde edildigi
goriilmektedir. Fakat 14 izolattan 6 adedi isc %50 ctki gostermistir. Ug izolat ise
hi¢ ctki gostermemistir.

En etkili 7 izolatla ikinci y1l yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar
Cizelge 6’da verilmigtir. Cizelge 6°da goriildugi gibi izolatlarm hepsi de etkils
olmustur. Fakat 47A-5 %83.4’le ¢ok iyi bir sonu¢ vermigtir. 18A-3 ve 69F-3 ise
958.3 ile umutlu sonug vermislerdir.
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CIZELGE 5. Antagonist verilen meyvelerde hastalikh meyve sayist ve
hastalanma oranlar

Inokulasyondan sonra gegen siire (giin)

2 3 6 6. giin
izolat No. Hastfi Oran Hast:a Oran | HESE2 | o etki (%)
1B-3 4 50.0 5 62.5 5 62.5 37.5
18B-1 5 62.5 7 87.5 7 87.5 12.5
AvYa 0 0.0 1 12.5 4 50.0 50.0
LabF-1 5 62.5 8 100 8 100 0.0
1F-4 5 62.5 6 75.0 6 75.0 250
1F-10 2 25.0 3 37.5 4 50.0 50.0
1F-14 2 25.0 4 50.0 4 50.0 50.0
69F-3 4 50.0 4 50.0 4 50.0 50.0
69F-13 4 50.0 4 50.0 4 50.0 50.0
1A-4 6 75.0 7 87.5 8 100 0.0
18A-1 l 12.5 3 37.5 5 62.5 37.5
18A-3 0 0.0 2 25.0 3 37.5 62.5
18A-8 7 87.5 8 100 8 100 0.0
47A-5 0 0.0 0 0.0 4 50.0 50.0
Tanik 6 75.0 8 100 8 100 0.0
Tanik 7 87.5 8 100 8 100 0.0
Tanik 4 50.0 6 75.0 8 100 0.0
Tanik ort. 5.6 70.8 73 91.6 8 100 0.0

Anatgonistlerin limonlarda gévde zamklanmasina etkileri:

Calismalar, olanaksizhik nedeniyle 2 ayrr odada ve 2 farkllh zamanda
yvapilmistir. O nedenle 4 ayn tanik kullanilmistir. Sonuglar Cizelge 7°de verilmistir.

Cizelge 7 incelendiginde bazi funguslarm hastaligr artiricr etki gosterdigi
gorlilmektedir. Trichoderma spp. ve Aktinomisctler %20-66 arasinda hastalis
Onleyici etki gostermistir. Bakterilerden 1B-3 (B.subtilis) %80 etki géstermistir. Bu
deneme sonunda ctkili goriilen 5 1zolat tckrar denemeye alinmistir. Sonuglar
Cizelge 8°de verilmistir.
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CIZELGE 6. Antagonistlerin limon kahverengi meyve ciiritkliigtine ctkileri

e R T

No 4.giin | 6.giin | 8.giin | 10.giin | 14.giin (o) (%)
47A-5 0 | | 2 2 14.2 83.4
18A-3 2 5 5 5 5 357 58.3
69F-3 1 5 5 5 5 357 583
AvYa | 5 6 6 6 428 50.0
IF-14 | 3 6 6 6 428 50.0
69F-13 0 4 6 6 6 428 50.0
1F-10 3 7 7 7 7 50.0 41.6
Tamk 5 11 12 12 12 85.7 0.0

CIZELGE 7. Anatgonistlerin limon gévde zamklanmasina etkileri

izolat Enfekteli siirgiin | Olii siirgiin wzunlugu | Enfeksivon Etkinlik

No. (adct) toplami {(cm) orani (%) (%)
1F-10 2 29 20 66.66
1F-14 2 28 20 66.66
69F-13 3 54 30 50.00
69F-13 4 54 40 33.33
1F-15 6 70 60 -
Tamk 6 102 60 -
1A-4 2 30 20 60.00
18A-1 2 20 20 60.00
47A-5 3 29 30 40.00
18A-3 3 62 30 40.00
18A-8 4 48 40 20.00
Tamk 5 32 50 -
69F1-1 7 31 70 -75.00
69F-2 7 104 70 -75.00
1F-5 7 81 70 -75.00
IF-4 6 35 60 -50.00
Tanik 4 42 40 -
1B-3 1 4 10 80.00
LabF-1 2 20 20 60.00
AvYa 4 11 40 20.00
18B-1 4 39 40 20.00
Tanik 5 13 50 -
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Tanik dahil ikinci denemede hastalik oranlarinda genel bir  diistis
goriilmektedir (Cizelge 8). Fakat yine en fazla etkiyi 1B-3 gdstermistir. 18A-1"de
onun kadar ctkili olmustur.

(Calisma dogadaki bulagmalar: taklit ederck yeniden yapilmistir. Gévde de
yaralar agilmis patojen zoosporlarinda sulama suyuna birakilmistir. Bu yolla alinan
sonuclar Cizelge 9°da verilmistir. Cizelge 9°da goriildiigli gibi hem hastalanma
hem de etki sonuglar 6nceki yillara gore distiktir. Tanikta bile 11 fidandan ancak
3’1 hastalanmustir,

1993 Y1l ¢alismalarindan sonug alinamamistir.

CIZELGE 8. Antagonistlerin limon govde zamklanmasina etkileri

izolat Enfekteli Olii siirgiin uzunlugu Enfeksivon Etkinlik

No. siirgiin (adct) toplami (¢m) orani (%) (%)
1B-3 3 3.5 18.7 50.1
18A-1 3 8.0 18.7 50.1
1F-14 5 3.2 31.2 16.8
1A-4 5 16.5 31.2 16.8
1F-10 6 22.0 37.5 -
Tanik 6 20.0 37.5 -

CIZELGE 9. Antagonistlerin limon govde zamklanmasina ctkileri

izolat No. Hasta::;lzltl; fidan Enfecksiyon (%) Etki (%)
Tamk 3 27.27 -
69F-3 3 27.27 -
1F-14 2 18.18 33.33
1B-3 2 18.18 33.33
AvYa 3 27.27 0.0
47A-5 1 9.09 66.66
18A-1 2 18.08 33.33
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TARTISMA ve KANI

A. Toprak ve hastalikh materyal érneklerinin toplanmasi ve patojenin
izolasyonu

Elde edilen 18 adet P.citrophthora 1zolatinin 10 adedi Antalya ilinden clde
cdilmesine ragmen Igel ilinden clde edilen 8 izolat daha virtilent olmustur. Bunlar
icerisinde  Silifke’den 40 yasindaki Interdonato limon bahgesinden alman
meyveden M-95 no’lu patojen en virlilent olmustur. Tim ¢alismalarda bu izolat
kullanilmastir.

B. Antagonistlerin elde edilmesi ve etkinliklerinin in vitro kosullarda
belirlenmesi

Ltkili fungistatis gosteren 1 (%33.3 ctkili) ve 58 (%31.8 ctkili) no’lu
topraklar Alanya’nin eski narenciye alanlarindan (Oba, Kestel) ve hastalifin
cskiden beri var oldugu bahg¢elerden alinmistir. Baker ve Cook (1974)’a gore
toprakta fungustatik dengenin kurulabilmesi igin aym toprakta bitkinin uzun yillar
yetigtirilmesi gerckmektedir. Ancak, Antalya ve Igel’den alinan bircok 6rnck cski
bahgelere ait olmasma ragmen Onemli fungistatik etki gdstermemislerdir.
Narcnciye bahgeleri disindaki alanlardan alinan az sayida 6rnckten baskili olam
cikmamistir. Bu nedenle bir patojenin antagonistini konukc¢usunun yetistigi
alanlarda bulma sansi dabha yukscktir. Kegiboynuzu (%23.5 ctkili), Okaliptls
(%28.1 etkili) agac¢larmin dibindeki organik maddece zengin topraklardan alinan
ornckler belli oranda ctkili olmuslardir. Bora ve ark.(1982) Ege boélgesinden
topladiklar1 89 topraktan sadece birinde Phytophthora capsisi’ye karsi %33
fungistatis saptamuglardir. Bu ¢alismada 1sc¢ cn fazla %33.3 ctkiye ulasiimistir,
Literatiirde P.citrophthora’ya karsi benzer galismalara rastlanilmamastir.

Fungistatis ¢alismalari hem spor ¢imlenmesi hem de misel gelismesi
degerlendirilerek ayr1 ayr1 yapilmstir. Sonuglar birbirine esit ¢ikmamustir. Misel
gcligsmesini engelleme bakimindan baskili olan toprak zoospor ¢imlenmesinde
ctkisiz olabilmistir, bu durumun tersi de olmaktadir. Ancak ctki oranlar 1ki testte
dc benzer olmustur. Bu sonuglar beklenen durumdur, zira kimyasal ilaglar da tarkls
ctkilerc sahiptir. Magnano vc ark. (1984)’nin yaptig1 bir arastirmada Phytophthora
spp.'nin  Chlamydospore ¢imlenmesini ¢ok 1yi cngelleyen  fungisitler, miscl
gelismesini daha az etkilemislerdir. Etkili topraklardaki baskinin biyolojik oldugu
goriildikten sonra bu etkinin en yiiksek oldugu 4 toprak, antagonist elde etmek i¢in
kullanilmistir, Bu topraklar (1, 18, 47, 69} misclyel engelleme testlerinde de benzer
etki gOstermiglerdir. Topraklarin biyolojik etkilerinin yaninda énemli derecede
fizikscl veya kimyasal kaynakli ctkileri de vardir. Bu ctki 3 no’lu toprakta %36.9
olmugtur. Bulgularimiza gore topraklarin biyolojik antagonist etkisinin tespitinde
“Toprak-Agar-Selefon kagidi” yontemi zoospor ¢imlenme ydntemine gére daha 1yi
sonug vermektedir.
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Elde cdilen antagonistlerin  topraklara dagilimma bakildigi zaman,
bakterilerin 69 no’lu topraklarda fazla oldugu goriilmektedir. 69 no’lu toprak killi,
diigik organik maddcli, az tuzlu vc cn fazla kalsiyum igeren topraktir. Etkili
antagonistlerin elde edildigi 18 no’lu toprak ise sdgiit agacinin dibinden alinip
yliksck organik madde, yiiksck tuzluluk, diisiik kil, yiiksck Ca ve Mg i¢eren tinli-
kumlu topraktir. Tsao (1977)’ya goére baskili topraklar yiiksek oranda organik
madde, kalsiyum ve magnczyum i¢ermcktedirler ve bu topraklarda fazla bakteri ve
aktinomisct bulunmakta ve bunlar da Phytophthora kok ¢liriikligiini engellemek-
tedirler. Knauss (1976)'a gore dc aktinomisctler organik maddece  yiksck
topraklarda bol bulunmaktadir. Bu bilgiler clde ecdilen sonuglarla benzerlik
gostermcktedir.

Elde edilen 59 fungusun 22 adedi Aspergillus spp., 13 adedi Penicillivm
spp., 11 adedi Trichoderma spp., 4 adedi Fusarium spp., 11 adedi isc
tanilanamayan funguslardir. Cinsi bildirilen bu funguslarin bir¢ok patojenc kars:
antagonist olduklar ¢esitli literatiirde bildirilmistir (Waksman, 1957; Baker ve
Cook. 1974; Carkaci ve Maden, 1986; Zirhli, 1988). Baker ve Cook (1974)’un
belirttigi gibi aktinomisctlerin 3/4°1 cktocnzim sistemine sahiptir ve antibiyotik
{iretirler. Proteini, seliillozu ve kitini parcalarlar. Etkili bakterilerin ise cogu Bacillus
spp. olarak bulunmustur. Bunlar da topragin ana antagonistlerinden olup bacilysin
ve fengmycin salgilamaktadirlar (Baker and Cook, 1974; Loeffler et al., 1986).

Antagonistlere  patojenin in vitroda ikili etkilesim sonuglarmm
degerlendirilmesi, yani cn ctkili antagonistin scgimi 14. giin Slgtimlerine gore
yapilmistir. Bu siire icinde fungus ile patojen arasinda etkilesim dengesi
olusmaktadir. Bundan sonraki calismalarda antagonistin ilk ve son etkisini gdrmek
balkimindan 7. ve 14. giin Olglimleri yeterli olacaktir kanisma varilmustir,
Trichoderma turleri ¢ok hizli gelisen funguslar olup antibiyosis ctkilerinin yvaninda
hiperparazitik etkiye de sahip olduklarindan bunlar 5. giinde patojeni durdurup,
tzerinde hiperparazit olarak gelismelenint stirdiirmektedirler. Bunlarda engelleme
zonu hesaplanamamaktadir. Etki hesaplanirken engelleme zonunun dikkate
alinmasi her zaman dogru olmamaktadir. Reddi ve Rao (1971} aktinomisctlerle
yaptigl denemelerde 11-20 mm’lik zonu yiiksek etki olarak kabul etmektedirler. Bu
gbriis aktinomisctler igin dogrudur. Calismamizda da ¢n ylksck engelleme zonu
gosterenler [18A-1 (29 mm), 18A-3 (31.2 mm), 1A-1 (16 mm), 47A-5 (11.5 mm)]
sccilmistir. Bunlarin patojen gelismesini geriletme oranlart da engelleme zonlarina
bagl olarak ylikscktir. Ayni kriterler bakteriler i¢in de s6z konusudur. Bakteri
calismalarinda da engelleme zonu yuksck olan baktcrilerin patojeni geriletmesi de
yiiksektir (1B-2, 1B-3, AvYa gibi). Fakat bakterilerden 18B-1 de farkl bir durum
olmugtur. Bu bakterinin engelleme zonu az olmasina ragmen etkisi en fazla
olmustur. Bu da baktcrinin antibiyosis ctkisi yaninda kendi koloni gelismesinin de
hizl1 olmasina baglanabilir.

Antagonist funguslarda isc engelleme zonunun &nemi yoktur. Ornegin 14.
glinde 1F-5 fungusunun cngclleme zonu olmadig: halde, ctkisi %664.2°dir. 18F-
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11I’in engelleme zonu 6.5 mm oldugu halde geriletme ctkisi %44.9’dur. Calismada
elde edilen en etkili funguslar Trichoderma spp. oldugu icin zaten bunlar
cngelleme  zonu olusturmadan  hiperparazit olarak patojen kolonisi  {izerinde
gelismektedirler. Baker ve Cook (1974)a gore agar testlerinin asil amaci
antibiyosis olaymm incclemektir. In viv ¢alismalarinda  kullanilacak ctkili
antagonistlerin seciminde ikili testlerde 14. giinde ¢lde edilen patojeni geriletme
ctkisi ¢sas alinmakla birlikte, etmenlerin 7. ve 10. glnlerde gosterdikleri etkinlikler
ve kolay ¢ogalmalari da dikkate alinmigtr.

fkili kiltirlerde antagonist ve patojen daima aymi glin  ckilmistir.
Antagonistin patojenc gére 3 glin 6nce veya 3 giin sonra verilmesi durumunda
ctkinin ne olacag: incelenmistir. Etki dogal olarak dnce ckilende fazla olmus, sonra
ckilende isc daha az ctki farki dogmustur. Oncc antagonist ckilmesinde ctki fark:
azami olarak funguslarda %20, bakteri ve aktinomisctlerde %17 ye kadar ¢cikmustir.
Miicadele uygulamalarinda antagonistin patojenden daha &nce verilmesi halinde
daha fazla etki alinabilecegi kanaatine vanlmistir.

C. Antagonistlerin limon meyvesi ve bitkisine patojenisitesinin
saptanmasi

Scegilen 18 antagonist (10 fungus, 5 aktinomisct, 3 bakteri) limon
céglrlerinin gévde ve dallarinda hastalik olusturmamistir. Bunlar giivenli olarak
limon agaglarinda kullamilabilirler. Ancak 1F-5 (Aspergillus sp.), 69F-1
(Penicillium sp.), 69F-2 (Penicillium sp.) ve 1F-15 (Trichoderma pseudokoningii}
meyvelerde  ¢liriiklik  olusturmuslardir.  Ozellikle 7 pseudokoningii ¢ok hizli
clirime yapmistir. Bu dort fungusun antagonist olarak turunggil meyvelerinde
kullanilamayaca@1 kanaatine varilnustir. 7.viride turunggil meyvelerinde ¢lrikliik
ctmeni olarak bilinmesine ragmen (Offer, 1987) ¢alismamizda limon meyvelerinde
patojen olmamustir, fakat farkli izolatlar diger turunggil meyvclerinde patojen
olabilirler. Bu nedenle 7.viride’nin meyvelerde antagonist olarak kullanilmasinda
dikkatli olunmalidir.

D. Antagonistlerin limon kahverengi meyve ciiriikliigiine ve givde
zamklanmasina etkileri

Cizclge 5 incelendigi zaman, AvYa baktcrisi ile 18A-3 ve 47A-5
aktinomisetler1 1lk 2 glin engelledigi goriilmektedir. Bu siirede hastalanma
kontrolda %70.8’¢c varirken bunlarda sifir olmustur. Fakat bunlarin ctkisi giderek
azalmis, 6. giin AvYa %50, 18A-3 %37.5 hastalanmay1 engelleyememistir. 47A-5
ik 3 giin %100 ctkili olurken, 6. giin ctkisi %50’yc digmistlir. Buna gore
antagonistlerin hastaligi geciktirme ctkisi olmakla birlikte durdurma ctkisi %50’yi1
geememcktedir. 14 izolattan cn az %50 ctki gOsteren 7°si aymi yontemle tekrar
teste alindiginda clde edilen sonuglar Cizelge 6’da verilmistir. Bu ¢alisma 14. gline
kadar uzatilip 14. gliniin sonuglari dikkatc alinmistir. Fakat 8. giin ilc 14. giin, hatta
yarisi igin 6. giinle 14, glin arasinda hastalanma farki olmamistir. Bu ¢alismalarin
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en fazla 8 giin siirdiirilmesi yeterli olacaktir. iki denemede de 47A-5 disinda
sonuclar arasmda 6nemli fark bulunmamistir. Sadece bu antagonistlerin etkisi
933.4 artig géstermis olup bu durum deneme kosullarindan kaynaklanmis olabilir.

Cizelge 7'yi incelediginde 18 antagonist igerisinde cn fazla etkiyi (%80)
1B-3 no’lu Bacillus subtilis gosterdigi anlasilmaktadir. Bu bakteri in vitro
kosullarda P.citrophthora disinda  Alternaria citri, Geotrichum candidum,
Penicillium  digitatum gibi  turunggil meyve ¢lriikligl etmenlerine etkili
bulunmustur ve sporlart toz halinde salinabilmcktedir (Vapinder ve ark., 1984;
Corke and Risbeth, 1980). Trichoderma spp. %20-66 etki gistermislerdir,
Topraktaki organik maddeler {zerinde yasayan toprak mikroflorasinin ana
organizmalar1 olan bu funguslar, bir ¢ok fungusa kars: degisik oranlarda antagonist
ctkiye sahiptirler (Penrose ve ark., 1984). Ayni zamanda hiperparazit olan bu
funguslar kolay tiretilebilirler. Bunlar igerisinde de en fazla etkiyi (%66.66) 1F-10
(T harzianum) ve | F-14 (T hamatunt) gdstermistir. Aktinomisctlerden en fazla %60
ctki almmustir. In vitroda ctkili olan Penicillium spp. vc Aspergillus sp. funguslari
ctkili olmadiklar1 gibi hastalig: arttirmislardir. In vitro ¢alismalarinin in vivo
calismalarla destcklenmedigi takdirde pratik bir degerinin olmadig1 bu sonuglardan
anlasilmaktadir. Etkili goriilen 5 izolat yeniden in vivo testlere alinmislardir. Bu
calismada ctki oranlar: biraz diismcekle birlikte yine en fazla ctkiyi 1B-3 (Bacillus
subtilisy yapmustir. 18A-1 (aktinomiset) dc ayni etkiyi gdstermistir. Trichoderma
harzianum ve T hamatum™un ctkileri daha 6nce %66.66 iken bu denemede %16.8°¢c
diismistiir. Etkinin bu kadar diismesinin normal olamayacagi ve bunun bir deneme
hatasindan kaynaklanabilecegi kanaatine varilmistir. Bigici ve ark. (1987), limon
agaclar1 lizerinde yapay inokulasyonlarla yaptiklari ¢alismalarda bu funguslarda
%350 ctki almiglardir. Yalnz bu ¢alisma pratige kolay uygulanamayacak 6zcl bir
yontemle yapilmistir. Ancak elde edilen sonu¢ bizim de birinci denemede elde
cttigimiz sonuglara benzerlik géstermektedir. Etkili bu 5 antagonist dogadaki
hastalanma sekline benzer sekilde hastalanmalar yaratarak denenmistir (Whiteside,
1974). Bu ¢alismada veterli hastalanma clde cdilemedi@i icin ctkiler eskiye oranla
biraz daha dismiistiir. Fakat yine de Onceden etkili olan antagonistler etkili
olmustur. Fakat ctki %50°den %33.33 ¢ dismistiir. Bir aktinomisctte isc (47A-5)
%40’ dan %66.66’ya ylikselmistir. Bu etmen kahverengi meyve c¢iirlikligiine kars:
da cn 1y1 sonucu vermistir. Calisma 1993 yilinda bir kez daha yinclenmis, fakat hig
hastalanma cldc edilememistir.

Bu ¢alisma lilkemizde bu konuda yapilan ilk ¢alisma olup turunggillerin
onemli patojeni olan P.citrophthora’ya karst Icel, Antalya ve Mugla bolgesi
topraklarinin antagonist etmen yapisi ortaya konulmustur. Azimsanmayacak sayida
ctkin bakteri, fungus vc aktinomisct clde cdilmistir. Bu ctmenler patojenc kars: in
vitro kosullarda agar ortamlarda antagonist cevre ctkisi dolayisiyla rckabetle
karsilasmadigr igin 6zellikle antibiyosis ctkisini ¢ok 1yi gdstermcktedirler. Fidcler
ve meyveler tizerinde yapilan in vivo c¢alismalarda isc ctki meyvelerde %60
fidanlarda %50’ lcrde kalmugtir. Bu sonuglar gelecck i¢in umut vericidir. Bu
calismada hastaligin gévde ve meyvelerde olusturdugu enfcksiyonu 6nleme
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olanaklart arastirilmistir. Hastalik kék ve kokbogazi ¢lirtikliigli de yapmaktadir.
Ancak Tirkiye'de kullamlan turung (Citrus aurantivm) anaci bu hastalia
dayamkhdir ve kok ¢lirlikligi sorunu cnder gorlilmektedir. Baker ve Cook
(1974)’a gore bitki hastaliklarinda biyolojik kontrol toprakta basarilidir, toprak (istl
organlarda zordur. Zaten aktinomisctler  gévde ve  meyvelerde  ender
bulunmaktadir; bunda kullanilan ilaglarm etkisi de séz konusu olmaktadir. Basarili
bir antagonist, patojenin gelistigi ortamda kolayca geliscbilmelidir. Hem patojen
hem de antagonistler toprak kokenlidir, fakat hastalik toprak stii organlarda zarar
yaptig1 i¢cin olumsuz kosullar dogmaktadir. Bu durumda yeni ¢alismalarin, patojeni
toprakta kontrol ctme ve baskilama yontemleri tizerinde yapilmasi gerckmektedir.
Patojenin topraktan govde ve meyvelere ulagmast cngellenmelidir. Mcyvelerde
antagonist uygulamasi daha kontrollii olacagi i¢in bu konuda yapilacak
caligmalarin basarili olacag: kanisindayiz. Yapilan caligmalarda meyvelerde hem
daha kararli hem de daha ctkin sonuglar alinmastir.

Su anda bu hastaliga karsi biyolojik miicadele uygulanmamaktadir.
Kiiltiirel iglemler ve ilaghh miicadele birlikte uygulanarak gévde zamklanmasina
kars1 %100 yakin sonuglar clde edilmektedir (Ding ve ark., 1992; Salerno, 1988).

Biyolojik miicadele ¢alismalarinda sonuca ulagmak ve basarili olmak igin
uzun yillar sabirla calisilmahdir. Tlaglh miicadelede oldugu gibi biyolojik miicadele
caligmalarinda hemen sonuca ulasilamaz. Ancak, giiniimiizde ¢evre kirlenmesinin
olusturdugu boyutlar dikkate alindigi zaman biyolojik miicadele galismalart daha
da 6nem kazanmaktadir.
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