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TURKIYE TOPRAKLARINDAN ELDE EDILEN ENTOMOPATOJEN
FUNGUSLARIN BiYOLOJIK KONTROL AJANI OLARAK KULLANILMASI

Yusuf DOGAN
6z

Zararlhlarla micadelede kullanilacak olan biyolojik kontrol ajanlarinin izolasyonu
farkli yontemler ile yapilabilir. Bu yontemlerden en hassas olani bocek tuzak
yontemidir. Ayrica bir biyolojik kontrol ajani olarak kullanilacak entomopatojen
funguslarin  farkh suslarinin, farkli konaklarda degisik etki goOsterdikleri
bilinmektedir. Bu c¢alismada hedef zararli organizma Galleria mellonella
(Lepidoptera: Pyralidae) larvalari oldugu igin bocek tuzak yonteminde bu canh
kullanilmis ve izolasyonlar sonucunda 180 toprak orneginden 48 Beauveria
bassiana ve 1 Beauveria brongniartii saptanmis olup, Metarhizium spp.
saptanamamigstir. Ayrica biyolojik kontrolde kullanilacak entomopatojen fungus
suslarinin  uygulanacak dozlarinin dogru tespit edilmesinin, kontrolln
basarisinda buyuk rol oynadigi bilinmektedir. Bu ¢alismada, biyolojik kontrol
ajani olan Beauveria bassiana (Deuteromycotina: Hyphomycetes)'nin tlkemiz
topraklarindan elde edilen farkli suslarinin ve Danimarka’dan getirilen standart
bir susunun 4’er konsantrasyonu Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)

larvalari Uzerinde denenmistir.

Tirkiye topraklarindan elde edilen 10 farkli sus ve standart susun, 1x10%, 1x10°,
1x10° ve 1x10’ konidiya/ml konsantrasyonlari Galleria mellonella larvalari
Uzerinde denenmistir. Bu 11 farkli susun her konsantrasyonu kontrol grubuna
gore istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Ortalama o6lim sureleri (LTsp)
karsilastirildiginda, her susun en ylksek konsantrasyonunun en basarili oldugu
bulunmustur. Ancak yapilan istatiksel analizlerde izole edilen bu 10 sus ile,

standart sus arasinda istatiksel agidan belirgin bir fark gézlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik kontrol, Entomopatojen fungus, Boécek tuzak

yontemi, Beauveria spp., Beauveria bassiana, Galleria mellonella.
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Uygulamali Biyoloji Anabilim Dali, Beytepe-Ankara



USING THE ENTOMOPATHOGEN FUNGI OBTAINED FROM SOILS OF
TURKEY AS BIOLOGICAL CONTROL AGENTS

Yusuf DOGAN
ABSTRACT

Isolation of biological control agents which would be used with pests control
could be done with different methods. The most sensitive of these methods is
the insect bite method. Besides, it is known that the effects of different
entomopathogen fungi isolates, which would be used as biological control
agents varies in different hosts. In this study, since the target pest organism is
the larval period of Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae), this pest is used
for insect bite method and as a result of isolation from 180 soil samples, 48
Beauveria bassiana and 1 Beauveria brongniartii was detected but Metarhizium
spp. wasn’t detected. Furthermore, it is known that the precise determination of
the entomopathogen fungi isolates, plays a crucial role in the success of a
biological control program. In this study, as biological control agent, four
concentrations of different isolates of Beauveria bassiana (Deuteromycotina:
Hyphomycetes), which were obtained from soils of our country and a standard
strain from Denmark were applied to Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)

larvae.

Concentrations (1x10%, 1x10°, 1x10° and 1x10’ conidia/ml) of ten different
isolates from Turkey and standard isolate were applied to Galleria mellonella
larvae. Each of the concentrations in all the eleven isolates gave significantly
different values compared to the controls. When Lethal times (LTso) compared, it
was found that the highest concentration of each isolates was also the most
effective one. However there wasn’t any significant difference between the ten

isolates and the standard isolate.

Key Words: Biological control, Entomopathogen fungi, Insect bite method,

Beauveria spp., Beauveria bassiana, Galleria mellonella.
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1. GIRIS

Giderek artan dunya nufusu nedeniyle dogal ekosistemler insan kullanimi adina
daha fazla tarimsal alan elde etmek icin hizli bir sekilde degistiriimektedir. Bu
yuzden ormanlar, dogal bitki ortisu ve hayvanlar yok edilmektedir. Yeterli
miktarda besin Uretimi icin kullanilan ticari ve kalici ciftcilik sistemi yUksek
dizeyde verimli ayrica surdurulebilir olmali ve gevre kirliligine yol agmamalidir.
Diger yandan dogal hayatin gelecek igin korunmasi gerekmektedir. Her iki
hedefin gergeklestiriimesi 21. ylzyihn en onemli sorunlarindandir. Bu

cozumlerden birisi ise biyolojik kontroldur (Van Driesche and Bellows, 1996).

Bdcekler, tarim ve ormancilikta buyuk zararlara neden olmaktadirlar. Bunlarla
mucadele gesitli yontemlerle yapilmakla birlikte, 6zellikle sentetik kimyasallar ve
biyolojik kokenli ajanlarin kullanimlari zararhlarla mucadelede o6nemli yer

tutmaktadir.

Bircok zararli boécedin kontrolunde kimyasal pestisitler kullaniimaktadir.
Pestisitler birgok durumda etkili olduklarini kanitlamislardir. Ozellikle de yabani
ot ve bitki hastaliklarinin kontroltinde etkilidirler. Ancak bazi boceklerde, 6rnedin
ipek boceklerinin - kontrolinde etkisizdirler (Bottrell and Adkisson, 1977).
Kullanilan  kimyasallara karsi direng gelistirmeleri, ayrica ¢evrenin
kontaminasyonuna ve insan sagligina zararlari ylzinden c¢evreye daha az
zararli yontemler gelistiriimistir (Van Driesche and Bellows, 1996; Wekesa et al.,
2005; Monzon et al., 2008). Bu asamada biyolojik kontrol fikri dogmus, ve cesitli
canli organizmalar kullanilarak zararlhilarin onune gecilmeye calisiimistir.
Biyolojik mucadelede en kuguk mikroorganizmmadan, omurgalilara kadar cesitli
canli gruplar kullaniimaktadir. Bakteriler, funguslar, nematodlar, kuslar ve
bdcekler biyolojik micadelede 6énemli yere sahiptir (Ogurlu, 2000; Hansoylu,
2003).

Mikrobiyal biyolojik kontrol ajanlari, zararli boceklerle basa ¢ikabilmek igin etkili,
cevreye zararsiz ve uzun vadede daha ucuz ekonomik yontemler sunmaktadir
(Kamp and Bidochka, 2002).



Cizelge 1.1. Mikrobiyal kontrol ajanlarin avantaj ve dezavantajlari (Van Den
Bosch et al., 1982; Deacon, 2005).

Avantajlar Dezavantajlar

1.Tar 6zgullugu 1.Birbiriyle yakindan iligkili zararh
boceklerin  karigik enfeksiyonunda

tur 6zgullugu  gereginden fazla

olabilir

2.Cevreye zararsiz 2.Sinirl  alanlarda fazla maliyetli
olmasi

3.Hedef bocege yluksek virtlans 3.Uretiminde ve uygulamada teknik

ve lojistik problemler

4 .Diger kontrol tiplerine uygunluk 4.Fiziksel faktorlere duyarli olmasi

5.Dogal kaynaklardan elde
edilebilirligi  ve dogal epizootik
olusturulmasinda kontrol edilebilir

olmasi

Entomopatojen funguslar da bu konuda sahip olduklari birgok avantaj nedeniyle
(Cizelge 1.1) tercih edilip, diger organizmalarla birlikte kullaniimaya
baslanmiglardir. Funguslar potansiyel olarak ¢ok yonli entomopatojen olup,
uygun ortam kosullari saglandiginda bocek populasyonunun dogal kontrolinde

basarili olabilmektedir (Hansoylu, 2003).

Zararl bdceklerin kontrollinde sayisiz entomopatojenik fungus kullaniimaktadir
(Trudel et al., 2007). Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae en fazla
calisilmis entomopatojen fungus tlrleri olup, her ikisi de ¢ok genis konak
araligina (De Melo et al., 2008) ve genis cografik dagilima sahiptirler (Kamp and
Bidochka, 2002).

Metarhizium anisopliae (Metchnikoff) Sorokin Lepidoptera, Coleoptera,
Orthoptera, ve Hemiptera takimlarini igeren 200 bdcek turtinden izole edilmistir
(Sookar et al., 2008).



Beauveria bassiana ile basariyla yapilmig sayisiz biyolojik kontrol deneyleri
bulunmaktadir (Eken et al., 2006). Bu turin 200 den fazla bocek turuna enfekte
edebildigi bilinmektedir. Ayrica kigi atlatabilen toprak bdceklerine karsi en

yaygin ve en etkili fungus oldugu belirtilmistir (Hicks et al., 2001).

Farkh bolgelerden elde edilen izolatlarin degisik konaklardaki etkilerinin farkh
olabilecegi belirtilmistir. Ayrica fungusun uygulanacagi konsantrasyonun dogru
saptanmasi kontrol ajani olarak basarisini etkileyen énemli bir faktordar. Birgok
¢alismada uygulanacak alandan elde edilen entomopatojen fungusun o alanda
disaridan ithal edilene gore daha basarili olacagi belirtiimistir (Beron and Diaz,
2005). Bu nedenle bu konudaki birgcok arastirmada deney hayvani olarak tercih
edilen Galleria mellonella larvalari kullanilarak Beauveria bassiana ve
Metarhizium anisopliae’nin farkli sus ve konsantrasyonlarinin etkilerini
arastirmak amaciyla bu calisma tasarlanmistir. Ancak yapilan izolasyon
calismalarinda Metarhizium anisopliae turtine rastlaniimadigindan, calismalar

Beauveria bassiana suslari Uzerinden yuratalmastur.

Calismada Turkiye'nin gesitli bolgelerinden izole edilen Beauveria bassiana’nin
10 farkh izolati ile etkisi kanitlanmis standart bir susun Galleria mellonella
(Lepidoptera: Pyralidae) larvalari Uzerinde 4’er farkli konsantrasyonu

denenmistir.



2. GENEL BILGILER

GUnumuzde gelismis Ulkelerde tarim ve ormancilikta kalitenin ve Gran miktarinin
artinlmasina yonelik; ¢ok sayida c¢alisma mevcuttur. SUphesiz, bunlarin en
onemlileri zararli boOceklerin, zararlarinin ortadan kaldirilmasi veya en aza
indiriimesine yonelik yapilan micadele ¢alismalaridir. Su ana kadar uygulanan
kimyasal yontemlerin ¢evre Uzerinde olumsuz etkiler meydana getirdigi ¢ok iyi

bilinmektedir.

Kimyasal miucadele zaman igerisinde hizla gelismis ve yayginlagsmistir. Ancak,
kimyasal bilesiklerin hem c¢evre ve insan sagligina zarar verdigi hem de
zararlilarin bunlara kargi direng gelistirdigi anlasilinca zararlilarla micadelede
kimyasal maddelerin kullaniminda teredditler olusmaya baslamis ve
arastirmacilar dikkatlerini ekolojik dengeyi bozmayacak mucadele tekniklerine

ve Ozellikle biyolojik micadeleye ¢evirmistir (Ogurlu, 2000; Floate et al., 2002).

Biyolojik kontrol, zararli boceklerin yapmis oldugu zararlari en aza indirmek igin
bu bdceklerin dogal dismanlarini kullanma olarak tanimlanabilir. Dogal disman
terimi, parazitler ve predatdrlerle birlikte hastalik olusturan organizmalari da
kapsar (Yaman ve Demirbag, 1998). Biyolojik kontrol, gegen ylzyilda oldukga
ilgi gormis gunimuizde ise entegre muicadelenin dnemli bir bileseni oldugu
kabul edilmistir (Waage and Greathead, 1988; Kogan, 1998; Hansoylu, 2003).

2.1. Pestisitler

insektisitler ve genel kapsamda pestisitler, insanlar tarafindan kullanilan cok
onemli kimyasal maddelerdir. Pestisitler, tarimsal Uretimde pek c¢ok sistem
icerisinde bulunan genel bilesiklerdir. Pestisitlerin kullanimi, 1940’lardan itibaren
modern sentetik zehirlerin Uretilmesinden bu yana, devaml artis gostererek
1980’li yillarda en tepe noktasina ulasmistir. Bu dénemden itibaren yeni aktif
madde Uretiminin azalmasi ve entegre mucadele tekniklerinin daha yaygin
oranda kullanilmaya baslamasi sonucu azalisa gecmis ve gelecekte de
azalacagi yonunde belirtiler ortaya c¢ikmaya baslamistir (Georghiou, 1986;
Floate et al., 2002; Kuyucu, 2007).



insektisitler; mevcut problemi bir kag giin icerisinde ¢dzmesi ve kisa sirede etki
gOstermesi kimyasal mucadeleyi diger zararli micadele tekniklerine gére daha
ekonomik yapar (Caglar, 1991; Floate et al., 2002; Kuyucu, 2007). Kullaniminin
kolay olusu ve uzun slreg alan 6zgu bir egitim gerektirmemesi, pek ¢ok tarimsal
aktivite yaninda diger zararlilara karsi da insektisit kullanimini yayginlastirmistir
(Dent, 2000).

Ancak bu ve bunun gibi avantajlarina karsin, insektisit kullaniminin ¢ok 6nemli
dezavantajlari da vardir. Uriin sistemlerinin kendi igerisinde kullanim sikhginin
artmas! bazi problemleri ortaya cikarir. insektisit direnci; zararlilarin yeniden
ortaya c¢ikisi bu bilesiklerin daha fazla miktarda kullaniimalari sonucunu dogurur.
Bu nedenle insektisitlerin kullanimiyla artan oranda bir etkisizlik durumu ortaya
cikar. Asiri oranda ve tekrarlayan kullanim, gevresel kontaminasyonu ve hedef
olmayan canlilarin Uzerinde negatif etkileri de beraberinde getirir. Ozellikle
balarisi, balik ve Urun kaldirilan bdlge icinde ya da disindaki dogal yasam
olumsuz yonde etkilenir. Cevresel kontaminasyon ve dogal hayatin etkilenmesi
genellikle fiyat/fayda oranina eklenmez. insektisitlerin diger bir dezavantaji da
kullanicilar igin risk olusturmasidir. Pek ¢ok insektisit yiksek oranda toksik olup,
uygun sekilde kullaniimadigi durumlarda ya da kaza sonucu insanlarda zarar
olusturabilir hatta 6lime neden olabilir (Caglar, 1991; Pedigo, 1996; Kuyucu,
2007). insektisitlerin bu dezavantajlar arastirmacilari ¢evreye daha az zararli

yontemleri bulmaya itmistir (Floate et al., 2002).
2.2. Pestisitlere Alternatif Zararlilarla Micadele Yontemleri
2.2.1. Entegre muicadele (Integrated Pest Management )

Entegre mucadele (IPM) kavrami kullanilmaya ve uygulanmaya baslamadan
once, bazi basit taktikler bdceklerin bitkiler Uzerinde olan yikici etkilerini
azaltmak amaciyla kullanilmaktaydi. Pestisitlerin glicinlin hentz kesfedilmedigi
18. yuzyilin baslarindan 19. ylzyillin sonlarina kadar olan donemde bitki
korumacilar, bocek biyolojisine bakarak ve kulturel bazi yontemleri uygulayarak
coklu kontrol taktikleri gelistirmis ve bazi agilardan ginimuzdeki modern IPM’in
temellerini atmiglardir. 20. yuzyilin ilk yarisinda ekonomik entomoloji zararli

bocek turleri Uzerinde arastirma yapip, bu turlerin neden oldugu ekonomik



zararlari belirleme ile ilgilenmekteydi. Zararli Kontrolu kavrami evcil
hayvanlar ya da tarim UrlUnleri Gzerinde zararlilarin etkilerini 6nlemek, azaltmak
ya da geciktirmek olarak anlasiliyordu. Bu durum, koruma uzmanlarinin bocek
biyolojisini zarara ugratan kimyasallar Uzerinde calismaya odaklandiklari ve
organosentetik insektisitlerin bulundugu 1940’ yillarin sonuna kadar surdu.
1940’ yillarin sonlarindan 1960l yillarin ortalarina kadar olan periyot zararli
kontrolinun karanlik ¢aglari olarak adlandirilmisgtir. Ama yine de 1950’li yillarin
sonuna dogru insektisitlerin fazla miktarda kullaniminin riskli oldugu seklindeki

uyarilarin sayisi artmaya basladi (Kogan, 1998; Jaglan and Singh, 2007).

Organosentetik  kimyasallarin  etkisinin  giderek dusmeye basladiginin
anlasiimasi, boceklerde dayanikhligin artmasi, primer zararli turlerin yeniden
ortaya ¢ikmasi, sekonder zararlilarin sayisinin artmasi ve kimyasallar yliziunden
meydana gelen asiri ¢evre kirlenmesi " Entegre Kontrol " kavraminin

popularitesinin hizla artmasini sagladi (Kogan, 1998; Jaglan and Singh, 2007).

Entegre kontrolu igin yapilan en kapsamli tanim, " zararli tlrlerin populasyon
dinamikleri ve g¢evre ile iligkileri baglaminda batin uygun teknik ve metodlari
mumkin oldugu derecede bir arada kullanan ve zararli populasyonlarini

ekonomik zarar seviyesinin altinda tutan bir yonetim sistemi olarak kabul

edilmistir (Kogan, 1998; Bajwa and Kogan 2002; Jaglan and Singh, 2007).

Entegre mucadele biyolojik, kimyasal, genetik ve kultirel kontrol gibi cesitli
yontemlerin bir arada ve uygun kosullarda degerlendiriimesidir. Bu kontrolde
cesitli  stratejilerin  kombinasyonu sonucunda vyeni bir ekolojik denge

yaratiimaktadir (Cizelge 2.1)(Van Driesche and Bellows, 1996).



Cizelge 2.1. Biyolojik ve kimyasal temelli entegre mucadele sistemleri (Van
Driesche and Bellows, 1996). Soldaki; Dogal disman zararli bocek iligkisine
dayanan biyolojik temelli entegre mucadele sistemi, Sagdaki; Pesitisitlerle

mudahele temeline dayanan kimyasal temelli entegre mucadele sistemi.

Kaltirel | Genetik | Kimyasal Kalturel | Genetik | Biyolojik
Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol
Biyolojik Kontrol Kimyasal Kontrol

2.2.1.1. Kiltiirel kontrol

Tarimsal alanin degigtirilmesi yani alanin tarimsal bitkiler igin ideal ancak zararli
bdcekler igin uygunsuz hale getirilmesidir. Bu yontemde yapilan iglemler ise
sanitasyon yani ortamdaki bitki kalintilarinin temizlenmesi, ekim programlarinin
degistiriimesi, ekin rotasyonu (farkhi Grin ekimi), birka¢ farkh bitki tGrdndn
ekilmesi ile biyolojik cgesitlilik saglanilmasi ve tuzak bitkiler kullanarak zararli
bdceklerin ilgisinin bu bitkilere ¢ekilmesidir (Van Den Bosch et al., 1973; DeBach
and Rosen, 1991; Hajek, 2004).

2.2.1.2. Genetik kontrol

Genetik kontrol kapsaminda, zararli bdceklerin kontrolii genetik yapilarinin
degistiriimesiyle (radyasyon, kimyasallar ile) glgsliz ve dogurgan olmayan
bireylerin olusturuimasi (kisir erkek teknigi), ayrica bitki turlerinin asilama,
melezlestirme ya da genetik islemler ile kendilerine zararli olabilecek turlere
karsi diren¢ kazandirilmasi saglanilir (Van Den Bosch et al., 1973; DeBach and
Rosen, 1991; Ogurlu, 2000).



2.2.1.3. Biyolojik kontrol

Biyolojik kontrol, tarim drunlerine ya da egdlence bolgelerindeki bitkilere
olabilecek ekonomik zararlardan kag¢inmak igin kullanilan yontemlerden biridir
(Eilenberg, 2006).

Biyolojik kontrolun tarihi insan tarihi kadar eskidir. Biyolojik kontrolinun ilk
kayitlarinda habitat manipulasyonu, dogal disman populasyonunun artiriimasi
olarak tarif edilmistir. M.O 324’ te Cin’ de insanlar Oecophylla smaragdina adli
karinca tOrunt turunggillere ait agacglara vererek agaclarin tirtillardan
korunmasini saglamislardir. Bu yontem c¢aglar boyunca kullaniimig, modern
zamanda bile turuncggil yetistiricileri bu yontemi kullanmaya devam etmis ve
hatta bazen bu avci karinca kolonilerini satin alarak yaprakla beslenen bdcekleri
azaltmak icin portakal agaglarina vermislerdir (Van Den Bosch, 1973; Hajek,
2004).

Tarim ve ormancilikta daha fazla Urin elde etmek igin yapilan gelismeler
beraberinde zararli bdcek ve bitki sorunlarini da getirmistir. Bu zararlilara karsi
mucadelede tum dinya sentetik kimyasal pestisitleri, 6zellikle de 1942 yillarinda
DDT (Dikloro Difenol Trikloroethan) ve bir herbisit olan 2,4-D (2,4-
Dikolorofenoasetik asit) kimyasallarini kullanmistir. Dogal dismanlarin kesfi ve
tanimlanmalari bu pestisitierden daha once olmasina ragmen dogal dusmanlarin
biyolojik mucadelede kullaniimasindaki gelismeler, pestisitlerin zararlarinin
anlasilmasindan sonra artmis ve gelismistir. Kimyasal pestisitlerin
kullanilmasindan daha &nce zararlilarla micadelede dogal dismanlarin
kullanilmasi disunulmastir. Rene Reamur’'un 1734 yilinda afid yiyen sineklere
ait yumurtalari, seralara salarak bitkilere zarar veren afidleri kontrol altina almasi
bilimsel anlamda yapilan ilk biyolojik mucadele galismasi olarak bilinmektedir
(Demirbag, 2008). Linnaeus 1752 yilinda zararli boceklerin kontroliinde avci

bdceklerin kullanimini 6nermistir (Hajek, 2004).

Tum canli organizma populasyonlari bir dereceye kadar avcilarinin,
parazitlerinin, antagonistlerinin ve hastaliklarinin dogal etkileriyle azaltilir. Buna
dogal kontrol denilir ama kontrol edilenler zararlilar (bocekler vs.) olunca bu

ifade biyolojik kontrol (diger bir ifadeyle biyokontrol) olarak adlandirilir. Biyolojik



kontrol ajanlar olarak kullanilanlar ise zararhlarin dogal dugsmanlaridir (Hajek,
2004). Biyolojik kontrol bugune kadar birgok kez tanimlanmigtir. Eilenberg ve
arkadaglarn tarafindan yapilan son tanima gore ise biyolojik kontrol, "canli
organizmalar kullanilarak zararli organizmalarin daha az sayida olmalarini ve
daha az zarar vermelerini saglamak" olarak ifade edilmistir (Eilenberg et al.,
2001).

Tanimdan da anlagilacagi Uzere biyolojik kontrolde canli organizmalar
kullaniimaktadir (Eilenberg, 2006). Bu canlilar (dogal dusmanlar) predator ve
parazitler olmak uUzere iki kategoride goOzlemlenir. Predatdrler konaklariyla
karsilastirildiginda nispeten buyuktir ve onlari ya vucut sivilarini emerek ya da
yiyerek tuketirler. Parazitoid ise gelismemis doneminde her zaman parazittir ve
tek bir konagin Ustinde ya da iginde gelisimini tamamlar (Van Den Bosch et al.,
1973). Yaklasik 2300 parazitoid ve predatdr, 600 farkh artropodun zararli
kontrolU icin 1890’h yillardan 1960°’h yillara kadar uygulanmistir. Biyolojik
kontrolde en kuguk mikroorganizmadan, omurgalilara kadar cesitli biyolojik
gruplar kullaniimaktadir. VirUsler, bakteriler, protozoonlar, funguslar, nematodlar,
bdcekler ve kuslar biyolojik kontrolde énemli yer tutar. Biyolojik kontrol ilk olarak
bdcekleri, keneleri ve yabani otlari kontrol etmek icin kullanilmigtir. Zamanla
uygulama metodlari ¢gogaldikga diger omurgasizlar, bitki patojenleri ve hatta bazi
omurgalilar bile hedef organizmalar olarak degerlendiriimigtir (Van Driesche and
Bellows, 1996; Ogurlu, 2000; Demirbag, 2008).

Zararlilarla mucadelede biyolojik kontrolin kullanimi, kimyasal pestisitlerin
kullanimina gére zararh biyolojisi ve ekolojisi hakkinda ¢ok daha fazla bilgi
gerektirmektedir. Tum ekolojik kontrol tiplerinde dogal dusmanlarin zararlilar

Uzerinde etkinliginin olup olmadidinin goésterilmesi gereklidir (Hajek, 2004).

Bugunlerde biyolojik kontrol, zararli boceklerin kontrolinde arzu edilen bir
yontem olarak dusundlmektedir. Clnkl cevreye zararsizdir ve vektorlerde

diren¢ olusumunu engellemektedir (Moazami, 2002; Torrado-Leon et al., 2006).



Kiilttirel Kontrol
Koruma
(Conservation)
iyolojik Kontrol
enetik Kontrol

Klasik Biyolojik
Kontrol

Entegre iyolojik Kontrol

Miicadele (IPM)

Inokdilatif

iyokimyasal ya iyolojik Kontrol

a Biyorasyonel

imyasal Ajanlar inundatif

iyolojik Kontrol

Geleneksel
Pestisitler

Sekil 2.1. Zararhlarla micadelede biyolojik kontrol ve diger stratejiler arasindaki
iliskiler (Eilenberg et al., 2001).

2.3. Biyolojik Kontrol Stratejileri
Entegre micadelde biylojik kontrol stratejilerinin yeri Sekil 2.1’de gosterilmigtir.
2.3.1. Klasik biyolojik kontrol

Klasik biyolojik kontrol, genellikle dodal dismaniyla ortak evrimlesmis bir egzotik
biyolojik kontrol ajaninin, surekli yerlesimi ve uzun sureli zararli kontrolu igin

bilerek ortama verilmesi olarak tanimlanmistir (Sekil 2.2) (Eilenberg et al., 2001).

Daha oOnceden bulunmadigi bir ortama kasith ya da kazara bir organizma
girdiginde bazen bu organizma yuksek populasyon yogunluguna ulagir ve ciddi
zararlara sebep olur. Bu artis ortamda dogal dismanlarinin olmayisindandir.
Klasik biyolojik kontrolde ise bu zararlinin orijinal bolgesindeki dogal dismanlari
toplanir ve zararlinin oldugu boélgeye biyolojik kontrol ajani olarak birakilir. Dogal
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disman ise ortama adapte olup, zararlinin populasyon yogunlugunu dusurerek

ekonomik zarari aza indirir (Eilenberg, 2006).

A
Populasyon
yogunlugu
— = Zararlh populasyonu
--—— - Biyokontrol ajan populasyonu
T - Dusuk miktarda ortama verilen biyokontrol ajani

Sekil 2.2. Klasik biyolojik kontrol (Eilenberg, 2006).

Bu yontem, ¢odunlukla zararli bdcek ve yabani otlarin kontroliinde kullaniimistir.
Omurgali zararlilarina ve bitki patojenlerine karsi ¢ok az kullaniimis bir stratejidir
(Hajek, 2004).

2.3.2. inokiilatif biyolojik kontrol

Canli bir organizmanin biyolojik kontrol ajani olarak ortamda ¢ogalmasi ve uzun
sureli zararli kontroli yapmasi beklentisiyle ortama salinmasidir. Ancak surekli
degildir (Eilenberg et al., 2001).

Sekil 2.3'den de anlasilacagi Uzere zararli populasyonu ekonomik anlamda
zarar verebilecek maksimum duzeye ulagmadan once biyolojik kontrol ajani
ortama verilir. Burada amag, dogal dismanin kendi populasyon buyuklGgunu
artirmasi ve belli bir dénem igerisinde zararliyi kontrol etmesidir. Ancak ortama
verilmis biyolojik kontrol ajani, surekli olarak yuksek populasyon yogunlugunda
ortama yerlesemez. Bu yuzden zararli populasyonu belli bir sire sonra artar ve
yeni inokulasyon gerekli olur. Bu yontem bir hasat sezonuyla sinirlidir
(Eilenberg, 2006).
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A

Populasyon
yogunlugu
_— = Zararh populasyonu
- - — —~ Biyokontrol ajan populasyonu
T = Disuk miktarda ortama verilen biyokontrol ajan

Sekil 2.3. inokiilatif biyolojik kontrol (Eilenberg, 2006).
2.3.3. inundatif biyolojik kontrol

Bu metod kisa sure igerisinde zararlilarin kontrolu igin geligtiriimistir. Ortama
verilmis biyolojik kontrol ajanlarinin yidksek miktarda zararli populasyonunu
oldurmesi ya da diger bir deyisle kontrolin saglanmasi igin zarar seviyesinin
dusurilmesi gerektirmektedir. Bu yuzden de hizli bir kontrol igin ylksek miktarda

ajanin ortama verilmesi énemlidir (Hajek, 2004).

Zararll populasyonu belli bir zaman iginde arttiginda ortama yuksek miktarlarda
biyolojik kontrol ajani verilir. Zararlinin kontroli hizlica olur ve hem zararlinin
populasyon yogunlugu hem de biyolojik kontrol ajaninin populasyon yogunlugu
zaman igerisinde azalir. Bir suire sonra zararlinin populasyon yogunlugu yeniden
artar ve biyolojik kontrol ajaninin tekrar uygulanmasi gerekir (Sekil 2.4)
(Eilenberg, 2006).
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Populasyon
yogunlugu

— = Zararl populasyaonu

- — — Biyokontrol ajan populasyonu

T = Disik miktarda ortama verilen biyokontrol ajan
Sekil 2.4. inundatif biyolojik kontrol (Eilenberg, 2006).

2.3.4. Koruma (Conservation) biyolojik kontrol

Cevrenin ya da biyolojik kontrol yéontemlerinin modifiye edilmesiyle zararlilarin
etkisini azaltimak igin zaten o ortamda var olan 6zel dismanlarin ya da diger

organizmalarin ¢ogaltiimasi ve korunmasidir (Sekil 2.5)(Eilenberg et al., 2001).

A
FPopulasyon
yoguniugu
=7
. - - ", = - —
- '\. =X "‘th T T
- — —
>
T Zaman
—_— = Fararl populasyonu
—_—— _  Bivokontrol ajan populasyonu
- Cevrenin modifiyve edilmesiyel ya da diger

midahelelerle populasyon yogunlugu ve akiivitesi
artinimis biyvokontrol ajarmn

Sekil 2.5. Koruma (Conservation) biyolojik kontrol (Eilenberg, 2006).
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Bu yontem digerlerinden farkhdir. Clinkd herhangi bir biyolojik kontrol ajaninin
salinimi s6z konusu dedildir. Sadece daha oOnceden ortama verilmig
organizmalarin populasyon buyukluklerinin artirilmasiyla korunma saglanir
(Eilenberg, 2006).

2.4. Biyolojik Kontrol Ajanlarinin Yagam Dongtisu

Biyolojik kontrol ajanlarinin yagsam donguleri sematize edilerek Sekil 2.6’da

gOsterilmigtir.

Konaga temas
Enfektif birimlerin
dogada yayilhim ve Konaga giris
kalicihg
o oo
kadavradan cikis ¢ o€ g€l
ve lreme

Sekil 2.6. Biyolojik kontrol ajanlarinin yasam déngusu.

Predator ve parazitoidlerin yani sira bircok bocek patojeni hareketli dénemden
yoksundur. Dolayisiyla konakla temas aktif bir arama islemi yerine, pasif bir
sekilde dagilan enfektif patojen birimlerinin (fungal sporlarin rizgarla, yagmurla
ya da diger organizmalarla dagilimi gibi) konaklariyla temasi sans ile olur. Ancak
bazi nematod ve akuatik fungus tlrleri konaklarina dogru hareket edebilirler
(Van Driesche and Bellows, 1996). Patojenlerin hastalik bulastirmalari iki sekilde

olur. Bunlar yatay patojen bulagimi ve dikey patojen bulagimi’dir (Sekil 4.7).
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A) Enfekte olmus bbcek ya

dlimi ile ya da etrafa
patojeni dagitmasiyla cevreyi
kontamine eder

ikinci saglikh bocek

Bu bocekte enfekte kontamine olmus
olur ve dongu yaprak gibi besinleri
devam eder tiiketerek patojenle
karsilasir

B)
Olgunlasmamis bicek
enfekte olur ancak

hayatta kalir ve gelisir

Yeni nesil artik
enfekte olmustur.

Bazisi dliir,digerleri Bocek patojeni
hayatta kalir ve tasichgr halde
enfeksiyon olgunlasir
déngiisiinii devam
ettirir.

Enfekte olmus olgun
bocek tirer ama
yumurtalardan enfekte
olmus yavrular cikar

Sekil 2.7. a) Yatay patojen bulasimi b) Dikey patojen bulasimi (Van Driesche
and Bellows, 1996).
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Birgok bakteri, viris ve protozoa bdcekler tarafindan yenildikten sonra kitinize
olmamis ince orta bagirsak duvarindan bocegin dokularina girer (Jones, 2000;
Hajek, 2004). Nematodlar ya orta bagirsak yolu ile ya da bocegdin yaralarindan,
solunum sistemine agilan delikciklerden sahip olduklari stilet gibi yapilarla
bocegin kutikul tabakasini delerek girerler (Hajek, 2004; Griffin et al., 2005).
Funguslar bdcege kutikula yolundan sporun g¢imlenmesi ile girerler (Van
Driesche and Bellows, 1996).

Vicuda giren patojenler konagin ya tim dokularina ya da bazi dokularina
yaylilarak Urerler. Ornegin Oryctes virlsleri bocegdin yad dokusu hiicrelerinde ve
orta bagirsak epitelyumunda drerler. Konagin vicudu igerisinde patojenin
Uremesini takiben yeni neslin patojenite dongusini tamamlamasi igin
kadavradan ayrilmasi gereklidir. Konaktan ayrilmalari konagin pargalanmasiyla,
konagin digkilamasiyla ve konagin kutikula ylzeyinden sporlarin Gremesiyle

gerceklesir (Van Driesche and Bellows, 1996; Hajek, 2004).
2.5. Patojeniteyi Etkileyen Faktorler
2.5.1. Konak faktorleri

Epizootik gelisimi etkileyen konak faktorlerin icerisinde konak yogdunlugu,
dagihmi, konagin saghgi, yasi, deri degistirme donemi ve konak davranigi vardir
(Van Driesche and Bellows, 1996; Inglis et al., 2001; Klingen and Haukeland,
2006 ).

Konak yogunlugunun fazla olmasi patojenin konagiyla kargilagsma sansini artirir.
Konak sagligi bir patojenin bulagma oranini etkileyen énemli faktérlerden biridir.
Cunku baska patojenler tarafindan baskilanmis konaklar, zayif beslenme ve
kotu fiziksel kondlsyon durumundan dolayi diger patojen saldirilarina karsi daha
direngsiz kalir. Ayni zamanda yas ve deri degistirme donemlerinde de hedef
canlilar patojenlere karsi duyarlidir. Ornegdin genc tirtillar, bir bakteri tir( olan
Bacillus thuringiensis ve viruslere daha duyarhdir. Ayrica yeni deri degistirmis
bdcekler derilerinin ince olmasi nedeniyle o donemde fungal patojenlere karsi
daha duyarhdir (Van Driesche and Bellows, 1996; Inglis et al., 2001; Klingen
and Haukeland, 2006).
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Cesitli konak davraniglari bocek populasyonu igerisinde bir hastaligin bulasma
oranini etkileyebilir (Langewald et al., 2003). Bdoceklerin kimelenme sekilleri,
aktivite duzeyi ve enfekte olmayanlar tarafindan enfekte olanlarin ortadan
kaldiriligi 6érnek olarak verilebilir. Hastalanmis bdceklerin anormal davraniglari
enfektif patojen birimlerinin dagilimini artinr. Kanibalizm buna o6rnek olarak
verilebilir (Fuxa, 1987; Van Driesche and Bellows, 1996; Inglis et al., 2001).

2.5.2. Patojen faktorleri

Konak populasyonu igerisinde hastalik oranini etkileyen birgok patojen karakteri
vardir. Bunlar bulasicilik, virulans, toksinlerin Uretimi, patojenin yasam
doéngusunun dogasi, patojen yogunlugu, dagilimi ve kahcihgidir (Van Driesche,
1996; Inglis et al., 2001).

Belirli bir patojen tdrindn genotipi o patojenin belirli bir konaga karsi
bulagiciligini ve virulansini kuvvetlice etkiler. Bulasicilik bir patojenin konaginin
vicuduna giris yetenegi, virulans ise patojenin konagindayken hastaliga neden
olma yetenegidir. Funguslarda penetrasyon hifi bulagiciligini konaga gore
degistirerek Uretecedi enzimlerin duzeyini dedistirebilirler. B. thuringiensis
izolatlari Urettikleri toksinlerin miktari ve gesitliligi agisindan birbirinden farklidir.
Toksinlerdeki bu farklihk ise farkli konak gruplarinin hangi bakteri izolatlari

tarafindan etkilenecegini belirtir (Van Driesche, 1996; Inglis et al., 2001).

Patojenlerin yasam dongusu basit oldugu gibi karmasik olanlari da vardir. Ancak
karmasik yasam dongusu patojenin bulagsmasinda sinirlayici etken olabilir.
Ancak ortamda alternatif konaklarin varligi bu durumun atlatiimasina yardimci
olur. Ornegin, Coelomomyces cinsine ait fungal patojenlerin bir sonraki
uygulamalari igin araliksiz Uremeleri ortama copepod ya da ostracodlar gibi
alternatif konaklarin verilmesiyle mimkun olur (Van Driesche and Bellows, 1996;
Daecon, 2005).

Bir patojenin dagilimi, yogdunlugu ve kalicihgi patojenitenin  konak
populasyonunda ortaya c¢ikma oranini, hastaligin frekansini ve epizootik
yodunlugunu belirlemede o6nemlidir. Ayrica patojenlerin enfektif birimlerinin

dagihimlari doganin etkisine bagh olarak degisir. Rlizgarla savrulan fungal
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sporlar virUslere gore daha fazla dagilirlar (Van Driesche and Bellows, 1996;
Inglis et al., 2001).

2.5.3. Cevresel faktorler

Birgok biyotik ve abiyotik faktdr patojenite duzeyini etkiler. Bunlarin igerisinde
sicaklik, nem, kuraklik, 11k, toprak 6zelligi ve patojen yayilimina yardimci olan
diger organizmalar yer alir (Inglis et al., 2001; Deacon, 2005; Klingen and
Haukeland, 2006; Zimmermann, 2007a).

Sicaklik farkliliklari hem patojeni hem de konagi etkileyebilir. Ama patojenite
oranina etkisi diger faktorler (6rnegin davranig, gelisim, hareket gibi) gz 6nune
alindiginda sicakhgin konak-patojen Uzerindeki etkisi anlasilabilir. Patojenin
konaga giris yolu buna 6rnek olarak verilebilir. Funguslar konaklarina kutikula
yoluyla girerler. Bunu gergeklestirmeleri ise sicakligin uygun derecede olmasi ile
spor ¢imlenir ve hifal gelisim olur (Van Driesche and Bellows, 1996; Griffin et al.,
2005; Klingen and Haukeland, 2006; Zimmermann, 2007a).

Nem ve kuraklik patojenite agisindan énemlidir. Yiksek nem orani funguslarin
lehine; hem sporlarin ¢cimlenmesini hem de enfekte olmus kadavradan sporlarin
olusumunu tetikler. Yiksek nem ve toprak nem dizeyi nematod epizootiginde
de o6nemlidir (Zimmermann, 2007a). Bakteri, viris ve protozoon patojenlerinin
neden oldugu hastaliklar nemden fazla etkilenmez. Diger yandan kuraklik
nematod, bakteri ve protozoa gibi birgok patojen tipleri igin dlimcul bir faktordir
(Griffin et al., 2005; Klingen and Haukeland, 2006). Cogu patojen bu dénemi

atlatmak icin 6zel bir evreye sahiptir (Van Driesche and Bellows, 1996).

Gunes 1s1ginin diger bir deyisle UV isinlarinin, fungal sporlar tzerinde olumsuz
etkisi vardir. Ancak sahip olduklari 1gik emici pigmentler sayesinde korunabilirler.
Toprak; fungus, nematod ve bakteri gibi patojenlerin dinlenme evrelerinde
hayatta kalmalari igin mikemmel bir ortam saglar (Van Driesche and Bellows,
1996; Zimmermann, 2007a).
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2.6. Biyolojik Kontrolde Kullanilan Patojenler
2.6.1. Virusler

Virasler butin canlilarda oldugu gibi boceklerde de hastalik etmeni olarak
bulunurlar. ipek bdcedi veya balarisi gibi faydali bdceklerde virlisler hastalik
olusturup ekonomik kayiplara neden olurken, ayni zamanda zararli boceklerde
de enfeksiyon olusturarak bocegin zararl etkisinin ortadan kalkmasina olanak
saglarlar. Zirai mucadelede zararli boceklere karsi kullanilan mikrobiyal
insektisitlerin bir grubunu olugturan virisler en ¢ok gelecek vadeden biyolojik
mucadele ajanidir. Bocekleri enfekte eden 11 virus ailesi ve diger virus gruplari
tanimlanmigtir. Bu gruplar igerisinden kontrol ajani olarak en ¢ok kullanilani
Baculaviriis familyasidir. insanlara zarar vermemeleri, duyarli olan boceklere
yuksek patojenite gostermeleri ve hedef disi bdceklere enfektif olmayislar
nedeniyle biyolojik mucadelede dikkatleri Uzerine cekmistir (Jones, 2000; Hajek,
2004; Nalgacioglu, 2008).

Bdcek patojeni virtslerinin Lepidoptera, Orthoptera, Coleoptera ve Diptera gibi
dinyanin en 6nemli tarimsal zararlilarini igeren takimlarindan hastalik etmeni

olarak izole edilmeleri, bu virusleri gok dnemli kilmaktadir (Nalgacioglu, 2008).
2.6.2. Bakteriler

Biyolojik micadele uygulamalarinda gram pozitif bakteriler gram negatiflere gére
daha fazla kullaniimaktadir ve mikrobiyolojik insektisitlerin  temelini
olusturmaktadirlar. Boceklere karsi zirai mucadele de Bacilius ve Serratia
cinsine ait bakteriler kullaniimaktadir. Bacillus cinsine ait turler en 6nemli
mikrobiyal pestisitlerdendir (Jackson and Saville, 2000; Kati, 2008).

Bdoceklere onemli zararlar veren bakteriler, daha ¢ok spor meydana getiren
grupta yer alir. Aragtirmalar, sporlarin kuraklik ve yuksek isiya kargi dayanikl
oldugunu gostermistir. Spor olusturmayan bakteri, oldukga dayaniksiz ve
hassastir. Bu nedenle, genellikle boceklere karsi yapilan mucadelelerde, spor
olusturan ve faklltatif aerob bakterilerin kristal tasiyanlari kullaniimaktadir (Kati,
2008).
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Entomopatojen bakteriler, ginumuizde zararli boceklere kargi en fazla kullanilan
mikroorganizmalardir (Navon, 2000). Bunlar igerisinde en fazla g¢alisilani B.
thuringiensis’tir. Bu bakteri turl basta Lepidoptera olmak Uzere Diptera ve
Coleoptera turlerine karsi da kullaniimaktadir (Cote, 2007). Bacillius
thuringiensis’in zirai urlnleri, biyopestisit pazarinin % 95’ ini olugturmaktadir
(Kati, 2008).

2.6.3. Protozoonlar

Entomopatojenik protozoonlar Zoomastigina, Apikompleksa, Mikrosporidia ve
Siliofora olmak Uzere 4 filumda yer alirlar (Klingen and Haukeland, 2006). Bu
filumlara ait tarlerin yasam donguleri; kompleks ve hem yatay hem de dikey
yaylhm gosterir (Ertark, 2008). En 6nemli entomopatojenik protozoonlar
Microsporida ordosunda yer alir. Lepidoptera ve Diptera ordolarina oldukga

patojendirler (Klingen and Haukeland, 2006).
2.6.4. Nematodlar

Dogada kullanilan kimyasal pestisidlerin olumsuz etkisi olarak kargimiza ¢ikan,
hedef zararlinin yeniden daha direngli bir sekilde ikinci bir salgin yapmasi,
biyolojik micadele ekosistemindeki mikrobiyal micadele dnlemlerine olan ilgiyi
hayli artirmistir. Boyle bir micadele i¢in entomopatojenik nematodlar zararl
bdceklere kargi cok umut vericidir. Cunkl entomopatojenik nematodlar bdcekler
icin oldurtcu bitki ve hayvanlar icin zararsiz oldugu gibi, kalinti ve yer altisuyu
kontaminasyonuna neden olmazlar (Smart, 1995; Akhurst and Smith, 2002;
Ehlers, 2005; Sezen, 2008).

Boceklere patojen olan 30'dan fazla nematod ailesi bilinmektedir.
Entomopatojen nematod aileleri icerisinde Uzerinde en fazla calisilan
Heterorhabditidae ve Steinernematidae familyalandir. Bu nematodlar zararli
bocekleri aktif bir sekilde bulup, enfekte edip oldurtrler. Her iki nematod
ailesinde de enfektif formlar Gg¢lncl evredeki juvenil nematodlardir. Konaga
bocegin dogal acikliklarindan (agiz, ants ve spirakl) ya da bazi durumlarda
dogrudan boécegin kutikulasini delerek girerler. Konaklarinin olumu ise
nematodlarda simbiyotik yasam suren bakterilerin toksinleriyle gerceklesir
(Glazer and Lewis, 2000; Stock and Hunt, 2005).
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Nematodlarin, son zamanlarda bodyle yodun ilgi olusturmasinin en onemli
sebebi, konak spektrumlarinin ¢ok genis olmasidir (Hazir et al., 2003b; Ramos-
Rodriguez et al., 2007). Ozellikle larva ve pupa evrelerini toprakta geciren

bdcekler Uzerinde yuksek patojeniteye sahiptir (Sezen, 2008).
2.6.5. Funguslar

Entomopatojen funguslara ilgi ¢ok eski donemlere dayanir. Lepidoptera
larvalarini enfekte eden Cordyceps ilk olarak eski Cin'de belirlenmistir.
Funguslar tarihi sirecte Misir, Roma, Yunan, Cin gibi eski medeniyetlerde tibbi
ve beslenme amacgh kullanilmigtir (Demir, 2008). Simdilerde dahi
entomopatojenik funguslardan tibbi bilegikler izole edilip kullaniimaktadir
(Cizelge 2.2)(Butt et al., 2001).

Cizelge 2.2. Farmasotik 6nemi olan biyoaktif bilesikler (Butt et al., 2001).

Bilesik Kaynak islevi

Swainsione M. anisopliae Metastas ve tumor
blyUmesini engeller

Cytochalasin C M. anisopliae Sitokinleri inhibe eder

SN-C (protein Cordyceps Antitimor aktivitesi vardir
baglayici polisakkarit)

Bassiatin B.bassiana Damar icinde trombosit
birikimini engeller

Viridiofungins Trichoderma Squalene synthetase
viride aktivitesini inhibe eder
Zearalenone Fusarium spp. Ostrojenik
Cyclosporin Tolypocladium immiinosipresan
spp.

21



Boceklerdeki fungal hastaliklar, Italyan Agostino Bassi’ nin ipek bdceklerindeki
beyaz muskardin hastaliginin fungal dogasini 1834-1835 yillarinda
aydinlatmasindan bu yana bilinmektedir (Hall and Papierok, 1982; Hansoylu,
2003; Zimmermann, 2007a).

Funguslar diger bocek patojenlerine gore farkh bir 6zellige sahiptir. Dogrudan
bdceklerin  kutikular bariyerlerinden girerler ve yenilmeye ihtiyac duymazlar
(Langewald et al., 2003; Shapiro-llan et al., 2003). Uygun ¢evresel kosullar
verildiginde funguslar zararli boceklere karsi miukemmel biyolojik kontrol
saglarlar ama epizootik genelde zararl populasyon yogunlugu fazla oldugunda
olur (Hall and Papierok, 1982; Hajek, 2004).

Entomopatojen funguslar, diger patojenlere nazaran daha genis bocek gruplarini
enfekte ederler. Bunlar Lepidoptera, Homoptera, Hymenoptera, Coleoptera ve
Diptera ordolarina dahil olduk¢a yaygin bdceklerdir. Bu ylizden bazi funguslar
dinyanin hemen her tarafina yayilmiglardir. B. bassiana, M. anisopliae ve V.
lecanii adli tirler oldukga yaygindirlar (Deacon, 2005). Fakat bazi funguslar ise
0zel konak tiplerine sahiptirler. Hirsutella thompsonii sadece mite’lere enfektifdir
(Demir, 2008). 400’den fazla entomopatojenik fungus tirt bulunmaktadir (Hall
and Papierok, 1982). Cizelge 2.3'de bazi énemli entomopatojen fungus cinsleri

gOsterilmistir.
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Cizelge 2.3. Onemli entomopatojenik fungus cinsleri (Demir, 2008)(Bu tablo

entomopatojen funguslarin timinu igcermez).

Filum Sinif Takim Cins
Oomycota Oomycetes Lagenidiales Lagenidium
Saprolengiales Atkinsiella
Leptolegnia
Chytridiomycota | Chytridiomycetes | Blastocladiales | Coelomomyces
Catenaria
Chytridiales Myriophagus
Zygomycota Zygomycetes Entomophthorales | Basidiobolus
Entomophaga
Entomophthora
Neozygites
Mucorales Sporodiniella
Trichomycetes Amoebidiales Amoebidium
Deuteromycota | Hyphomycetes Moniliales Aspergillus
Beauveria
Fusarium
Hirsutella
Metarhizium
Nomuraea
Paecilomyces
Verticillium

Entomopatojen funguslar dogadan izole edilirken dogrudan enfekte olmus bir
kadavranin yuzeyinden spor orneklerinin alinmasiyla yapilabilir. Eger
sporulasyon ya da kutikula digi hifal buyime henlz olmamigsa, enfekte olmus
bdcek, icerisinde nemli filire kagidi olan bir petri kabi igerisine alinir ve fungusun
spor olusturmasi beklenilir. Sporulasyon oldugunda bdcek tamamen ya da
Uzerinden bir miktar 6rnek alinarak secici besiyerlerine yerlestirilir (Butt and
Goettel, 2000). Bazi entomopatojenik funguslarin dolayli yoldan topraktan
izolasyonu ise ya canli bir bdcegin yem olarak kullaniimasiyla (Galleria tuzak
yontemi) ya da topragin su ile seyreltilerek secici besiyerlerine ekilmesi ile

yaplilabilir (Langewald et al., 2003; Meyling, 2007). Entomopatojenik funguslarin
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kultivasyonunda en ¢ok kullanilan besiyeri Sabouraud’s Dekstroz Agar
(SDA)’dir. Ayrica cesitli vitamin, tuz, protein, lipid, farkli seker ve maya ekstresi
gibi katki maddeleri ilave edilerek daha zengin icerikli besiyerleri de
olusturulmaktadir. Funguslarin buayGtulmesi icin Malt Ekstrakt Agar (MEA),
Patates Dekstroz Agar (PDA) ve bunlardan baska birgok farkli besiyeri de
kullanilir (Abebe, 2002; Ali-Shtayeh et al., 2002). Birgok secici besiyerine fungisit
ve/veya antibiyotik eklenerek entomopatojen funguslarin dremesi tesvik
edilirken, diger saprofitik funguslarin ve bakterilerin Gremesi engellenmig olur
(Butt and Goettel, 2000; Demir, 2008).

izole edilmis funguslar seri transfer, mineral yag ve distile su altinda saklama,
silika jel, liyofilizasyon gibi tekniklerle saklanilabilir (Butt and Goettel, 2000;
Demir, 2008).

Bircok entomopatojenik fungusun bocek hemosdline girisi, hidrolitik enzimlerinin
kombinasyonu ve mekanik gucun kullaniimasiyla gerceklesir. Ancak bunu
etkileyen bircok biyotik ve abiyotik faktor vardir. Bunlar arasinda kuraklik, UV
Isin1, konak davranigi, sicaklik, patojen 6zelligi, yas vardir (Butt and Goettel,
2000; Demir, 2008; Zimmermann, 2007a; Zimmermann, 2007b).

Entegre kontrol sisteminde genelde konak 6zgullugu tercih edilmektedir. Konak
O0zgulligu, bazi tlr ve suslarda 6zellikle Beauveria bassiana ve Metarrhizium
anisopliae’de yuksek oranda goézlenmistir (Hall and Papierok, 1982, Hansoylu,
2003).

Fungal patojenlerin virtlansi ve olgumu tartismalidir, laboratuvardaki Olgim
sistemlerinin arazide basarili olmadigi bilinmektedir. Etkili doz duzeyleri
genellikle yuksektir ve bazi deneylerin dusuk dozlarla kurulmasi basarisizliklarin
nedeni olarak gosterilmektedir. Bocege bagh degismekle birlikte, etkili dozun 1

hektara 10*2-10 konidiya oldugu belirtiimistir (Wraight et al., 2001; Hansoylu,
2003).

Deuteromycet’lerin Uretimi ¢ok daha ucuzdur. Cok genis konak spektrumuna
sahiptir ve pek ¢ok genel besiyeri Uzerinde ureyebilirler. Bu 6zellikleri kitlesel
uretimlerini oldukca kolaylastirir. Ginimuizde en yaygin olarak kullanilan fungal

insektisit Beauveria bassiana’dir. Ayrica Metarhizium cinsi altinda kayith iki
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fungal insektisit bulunmaktadir, bunlar; M. anisopliae ve M. flavoviride’dir
(Padjama, 2001; Deacon, 2005; Demir, 2008).

2.7. Funguslarin Biyolojik Miicadelede Kullaniimalarinin Avantajlari
» Bazi fungal patojenler ¢ok genis konak spektrumuna sahiptirler,

» Bircok bocek bir veya daha fazla fungus tarafindan etkilenebilir ve bazi

durumlarda funguslar yegane mikrobiyal kontrol ajanlaridir,

» Funguslar genellikle konaklarinin tum gelisme fazlarini enfekte ederler ve

bu nedenle herhangi bir uygun fazda kullanilabilirler,
> [noklliim Uretimi ve saklama problemlerinin (istesinden gelinebilir,

» Biyolojik mulcadelede kullanilan funguslar, genellikle insan ve diger

omurgalilar igin saglik tehdidi olusturmazlar,

» Fazla sporlanmayi takiben, konaklarinin hizli dlumlerine neden olurlar, bu

nedenle uygun kosullarda ¢ok zararli epizootiklere neden olabilirler,

» Funguslar genel itibariyle insektisitlerle birlikte kullanilirlar ve bazi

hallerde onlarla sinerjistik olarak hareket ederler.

Ancak bu avantajlarin yani sira funguslarin ciddi dezavantajlari da vardir. UV
Isininin ve desikasyonun fungal sporlarin Gzerinde olumsuz etkileri vardir
(Klingen and Haukeland, 2006). Funguslarin neden oldugu epizootikler ¢evresel
faktorlerden (sicaklik, nem gibi) etkilenir (Santoro et al., 2008). Bitki
hastaliklarinin kontroliinde yaygin olarak kullanilan fungusitlere duyarlidirlar
(Demir, 2008).

2.8. Onemli Entomopatojen Fungus Gruplari
2.8.1. Zygomycetes

Bu grup icerisinde en fazla bocek patojeni iceren takim Entomophthorales olup,
yaklasik 200 kadar tir icermektedir (Hall and Papierok, 1982; Scholte et al.,
2004). Bu takim icerisinde de Entomopthoraceae ve Neozygitaceae en onemli

ailelerdir. Daha c¢ok bitki Uzerindeki boceklerde yaygin, konak araliklari dar, bazi
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istisna turler diginda sporlarinin konaktan dagilmasi aktif ve virllanslarini az

miktardaki konidiya ile gerceklestirirler (Pell et al., 2001).

Orthoptera, Homoptera, Dermaptera, Diptera ve tropik bodlgelerdeki
Hymenoptera'ya patojendirler. Ayrica Entomophthorales’in 20’den fazla tird
tibbi acidan 6nemi olan bdcekleri enfekte edebilmektedir (Hall and Papierok,
1982; Hansoylu, 2003).

2.8.2. Trichomycetes

Zygomycota'ya ait olan bu sinif 4 takim icerir. Sadece Harpellales takiminda
Smittium cinsi entomopatojen fungus igerir. Bu cinsteki funguslar sivrisineklere
patojendir (Scholte et al., 2004). Trichomycetes Antartika disinda dinyanin tim

kitalarinda ve nerdeyse tum habitatlarda gézlemlenmistir (White et al., 2006).
2.8.3. Oomycetes

Bu grup ¢ok az entomopatojen fungus igerir. En onemli tarl bir sivrisinek
patojeni olan Lagenidium giganteum ¢ok calisiilmis bir patojendir (Scholte et al.,
2004) ve genis bir cografik dagilima sahiptir. Enfektif birimleri zoospordur.
Konaklarina kutikuladan girebildigi gibi oral yoldan da girebilir (Hall and
Papierok, 1982; Hansoylu., 2003).

2.8.4. Chytridiomycetes

Blastocladiales takiminin igerisinde sadece bir cins entomopatojenik fungus
turlerini icerir. Coelomomyces cinsi Antartika disinda tim kitalarda bulunur.
Konak dagilimlari diger entomopatojen funguslara gére daha dar olup, akuatik
Diptera’dan; Culicidae, Psychodidae, Chironomidae, Simuliidae veTabanidae ile
sinirhdir (Scholte et al., 2004).

2.8.5. Deuteromycetes

Deuteromycetes (Deuteromycotina) icerisinde ¢ok sayida bdcek patojeni vardir.
Ozelliklede Hyphomycetes sinifi  igerisindeki  Aspergillus, Beauveria,

Culicinomyces, Hirsutella, Metarhizium, Nomuraea, Paecilomyces,
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Tolypocladium ve Verticillium en yaygin olan cinsleridir. Sivrisinekleri de igceren

¢ok genis konak dagilimina sahiptirler (Inglis et al., 2001; Scholte et al., 2004).

Bu funguslarin dogadaki enfektif birimleri konidiyasporlardir. Deuteromycetes’e
dahil entomopatojen funguslarin yasam donguleri karmasik degildir (Hall and
Papierok, 1982; Charnley, 1991; Scholte et al., 2004).
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Sekil 2.8. Enfeksiyon yolu (Thomas and Read, 2007).

Bir mikosis hastaliginin gelismesi igin 6nkogul bir fungal spor ile konaginin
karsilasmasidir. Birgok entomopatojenik fungus ile konagdinin karsilasmasi
rastgele olur. Yani sansa baglidir. Konakla fungusun karsilasma sansi gevre
kosullarina, c¢evredeki fungal spor miktarina ve zararli bécek populasyon

yogunluguna baghdir (Samson et al., 1988).
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Fungus sporlari uygun bir bdcek kutikulasi ile karsilastiginda c¢imlenir ve
penetrasyon yapilari olusturur (germ tupu, appressporium) (Deacon, 2005).
Sekil 2.8’de bir konidiyanin enfeksiyon yolu gosterilmistir. Ancak bazen sporun
cimlenmesi gergeklesse bile kutikulaya penetrasyon olmayabilir. Uygunsuz
cevre kosullari (nem gibi) ve/veya kutikuladaki melanin ya da yag asidi gibi
inhibitérlerin varligi, gimlenmeyi olumsuz etkiler (Inglis et al., 2001). Cimlenme,
patojeniteyi ya da virllansi aktif olarak etkileyen enfeksiyon isleminin ilk
adimlarindan birisidir. YUksek virulansa sahip suslar dlisuk olanlara nazaran

daha hizli ¢cimlenirler (Xavier-Santos et al., 1999).

Kutikulaya penetrasyon igin entomopatojen funguslar enzimlerden ve mekanik
etkilerden faydalanirlar. Ekzoproteaz enzimlerinin Gretimi M. anisopliae ve diger
funguslar icin kutikulaya penetrasyonda dnemlidir. Bunun yaninda endoproteaz,
esteraz, lipaz, kitinaz ve kitobiaz gibi enzimler de 6nemlidir. Fungus birkez
hemosoéle ulastiginda tek ya da ¢ok hucreli, gergek bir hticre duvarindan yoksun
ancak plazma zarinin Ustunde ince, fibriler bir tabakasi olan hifal yapilar olarak
gelisir. Funguslar boécegin hemosodlinde hizla ¢ogalmadan o6nce bdcegin
bagisiklik sisteminin Ustesinden gelmelidir. Bdcekler fungal istilaya kargl cevap
olarak humoral (fenoloksidaz, lektinler, konak defans proteinleri) vel/veya
hicresel (fagosit ya da sarmalama) cevap verir. Bazi tarlerin hifal yapilar
(Nomuraea rileyi gibi) kendilerini tanimlayan 0&zel ylzey yapilardan
yoksundurlar. Dolayisiyla boécegdin bagisiklik hicreleri fungusu taniyamaz.
Bocegin olumu besin depolarinin tukenmesi, bocek organlarinin tikanmasi ve
toksikosis ile olur. Bocedin o6liminin ardindan fungus kadavra igerisinde
saprofitik bir sekilde Urer ve rekabetci diger funguslarin ve bakterilerin Gremesini
engellemek icin gesitli metabolitler Uretir. Uygun kosullar oldugunda kadavradan
hifal yapilar cikar, konidiyagenesis hucreleri Uretilir ve sporulasyon olur.
Konidiyalarin dagilimi ise pasif bir sekilde rizgar, yagmur gibi olaylarla olur
(Inglis et al., 2001; Deacon, 2005).

Metarhizium ve Beauveria cinsleri ¢ok genis cografik dagilim ile, ekonomik ve
tibbi 6nemi olan bocekleri de igceren genis konak araligina sahip olmalari
yuzinden cok iyi bilinen cinslerdir (Hall and Papierok, 1982; Zimmermann,
2007a; Zimmermann, 2007b).
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2.9. Biyolojik Kontrol Ajani Olarak Beauveria spp. ve Metarhizium spp.

Entomopatojenik fungus turu olan B. bassiana (Balsamo) Vuillemin ve B.
brongniartii (Saccardo) Petch ilk kez sirasiyla 170 ve 110 yil Once
tanimlanmiglardir. O zamandan beri bu iki tarin zararli béceklerin kontrolinde
kullanilmasi her zaman dusunulmustir. B. bassiana ve B. brogniartii'nin yani
sira M. anisopliae dunyada en fazla kullanilan mikoinsektisitlerden birisidir

(Zimmermann, 2007a).

B. bassiana’nin tarihi 1835 yilinda baslamistir (Zimmermann, 2007a). italyan
arastirmaci Agostino Bassi di Lodi funguslarin bdceklerde hastalik
yapabilecegini gostermistir (Zimmermann, 2007a; Webster and Weber, 2007).
Boylelikle hastaligin germ teorisini aciklamistir. Beyaz muskardin olarak
isimlendirdigi hastaligi bir ipek bocegi turt olan Bombyx mori’de gézlemlemis ve
ilk enfeksiyon deneylerini baslatmistir. Bu fungus 1835 yilinda (nl{ italyan doga
bilimcisi Giuseppe Gabriel Balsamo-Crivelli tarafindan c¢alisimis ve
isimlendirilmigtir  (Zimmermann, 2007a). M. anisopliae bdceklerde yesil
muskardin hastaligina sebep olurlar. Ug farkli varyeteye sahiptirler. Bunlar; M.
anisopliae var. anisopliae, M. anisopliae var. acridum, M. anisopliae var.
major'dur (Webster and Weber, 2007). M. anisopliae ilk olarak Metschnikoff
(1879) tarafindan Anisoplia austrica adli bdcekten izole edilmis ve
Entomophthora anisopliae olarak adlandirilmigtir. Daha sonra Sorokin
tarafindan yeni bir cins olan Metarhizium’a transfer edilmistir (Zimmermann,
2007D).

B. bassiana bu cinsin turleri icerisinde en yaygin olanidir (Zimmermann, 2007a;
Webster and Weber, 2007). Dinyanin i1hman ve tropikal bdlgelerinin her
tarafinda enfekte olmus bdceklerin Uzerinde bulunurlar. B. brogniartii, B.
bassiana’ya gore daha az yaygindir. B. bassiana hemen her yerde olan bir
fungus olup farkli takimlardaki ¢ok sayida bocekden izole edilmistir. B. bassiana,
Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera, Diptera, Hemiptera,
Orthoptera, Siphonaptera, [soptera, Thysanoptera, Mantodea, Neuroptera,
Dermaptera, Blattariae ve Embioptera’'ya patojendir. M. anisopliae arktik
bdlgelerden tropik bdlgelere kadar ¢cok genis bir cografik dagilima sahiptir. Bu
kadar genis bir dagihma sahip oldugu gibi enfekte ettigi konak arali§i da fazladir.
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Ama B. bassiana’ya gore konak araligi biraz sinirhdir (Zimmermann, 2007b). M.
anisopliae var. anisopliae genis bir konak araligina sahip olup, Coleoptera,
Orthoptera, Hemiptera ve Hymenoptera ayrica Arachnida’ya patojendir. M.
anisopliae var. major'un ise daha sinirli bir konak araligl olup g¢ogunlukla
toprakta yasayan scarabid boceklerini enfekte ederler (Daecon, 2005; Webster
and Weber, 2007).

B. bassiana, beyaz ardindan sarimsi ya da kirmizimsi kolonileriyle karakterize
edilir. Koloninin alti ise renksiz ya da sarimsidan pembemsiye dedgisir.
Konidiyajen hucreleri (Sekil 2.9.)(konidiya Ureten hucreler) globoz ya da sise
seklinde ve ¢cogunlukla zig-zag’ll bir yapi olusturan 20 ym uzunlugunda rachis’e
sahiptir. Konidiyalar kartoplari gibi kimeler halinde olusturulurlar (Zimmermann,
2007a).

Sekil 2.9. B.bassiana konidiyajen hicreleri

(http://arsef.fpsnl.cornell.edu/pictures/beauveria2.gif)
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Beauveria turlerinin enfeksiyon yolu;

H

. Sporun kutikule tutunmasi,

2. Cimlenme,

3. Kutikule penetrasyon,

4. Konagin bagisiklik sisteminin Ustesinden gelinmesi,

5. Konak igerisinde hifal yapilarin ya da blastosporlarin dretilmesi,

(o2]

. Oll konakta saprofitik Gireme ve yeni konidiyalarin (iretilmesi.

(d)

Sekil 2.10 B. bassiana ile enfekte olmus Galleria larvalari, a) Saglikl larvalar b)
etraflan sporla kaplanmis larvalar c) 72 saat sonra ilk enfeksiyon belirtileri
(melanizasyon) d) koyulasmis fakat hala yasayan larva e), f) 120 ve 144 saat
sonraki Olu larvalar g) 2 hafta sonra 6lU larva ylzeylerinden c¢ikmis sporlar
(Wojda et al., 2009).

B. bassiana ile enfekte olduktan sonra G. mellonella larvalarinda meydana gelen

degisimler Sekil 2.10’da gosterilmigtir.
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M. anisopliae turindeki enfeksiyon yolu da diger entomopatojen funguslarda
oldugu gibidir. Tutunma konidiya ile konagin kutikulasi arasindaki hidrofobisite
iligkileri ile olur. Cimlenme ve basarili enfeksiyon birkag faktore baglidir. Bunlar;
duyarli konak, konagin fazi (larva, ergin gibi) ve cevre faktorleridir. Cimlenme
ayrica konagin yuzeyinde bulunan metabolitlerden (protein, yagd asidi gibi) de
etkilenir. B. bassiana’da ¢imlenme 20-25 °C’de yaklasik 10. saatten sonra baslar
ve cogunlukla 20 saat icerisinde tamamlanir. Genellikle penetrasyon kutikulanin
daha ince bodlgelerinden ya da agiz parcalarindan olur. Konaklarinin élimu
bdcegin besin depolarinin tuketiimesinden ve toksinlerinden (Cizelge 2.4)

kaynaklanir (Zimmermann, 2007a).

Cizelge 2.4. B. bassiana tarafindan uretilen bazi toksinler ve gorevleri (Deacon,
2005; Demir, 2008).

Toksin Uretici Fungus Genel Aktivitesi

Beauverisin B. bassiana iyonofor, hiicre zari
. gecirgenligini  artirir.
Paecilomyces Bu sayede hicre ve
Fusarium organel fonksiyonlari

zarar gordar.

Bassianolid B. bassiana iyonofor
Siklosporin A B. bassiana Bocek savunma
hicrelerine baski
Verticillium .
yapabilir.
Fusarium
Oosporsin B. bassiana Kirmizi pigment,

antimikrobiyal
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B. bassiana igin optimum dreme sicakhgr 23-28 °C, minimum 5-10 °C,
maksimum 30-38 °C dir. Cimlenmenin olmasi igin gerekli olan bagil nem %92-

100 arasidir (Zimmermann, 2007a).

Beauveria turlerinin omurgalilara karsi toksik ve bulagici olmadigi kanitlanmigtir
ancak bazi istisnai durumlarda s6z konusudur. B. bassiana’nin havada dogal
olarak bulundugu bilinmektedir. MacLeod adli arastirmacinin raporuna gore 14
kemirgen hayvanin akciger dokusunda B. bassiana’ya rastlanmis ancak yapilan
histolojik incelemeler sonucunda fungusun dokulara patojenik bir etkisinin
olmadigi gézlemlenmistir. B. bassiana’nin insanlarda alerjik reaksiyonlara sebep
oldugunu gosteren bazi kayitlar vardir. Muller-Kogler bu turlerin Uretildigi
yerlerdeki insanlarda meydana gelen alerjik reaksiyonlarin bu turlerden
kaynaklandigini bahsetmistir. Ayni zamanda B. bassiana insanlarda mikotik

keratitis hastaliginin nedeni olarak da rapor edilmistir (Zimmermann, 2007a).

B. bassiana ve M. anisopliae gibi entomopatojenik funguslarin genis konak
dagihimina sahip olmalari, laboratuvar kosullarinda Uretilmeleri ve ¢ok fazla spor
uretmeleri onlar1 zararli boceklerle mucadelede c¢ekici hale getirmistir. ABD,
Avrupa ve Guney Amerika’da satilan en az ¢ ¢esit B. bassiana susu vardir. B.
bassiana’nin Rusya’da 70’den fazla mahsul Uzerinde kullanildigi rapor edilmigtir
(Daecon, 2005; Demir, 2008).

2.10. Bluiyuk Mum Giivesi Galleria mellonella

Ulkemizde koloni basina bal verimliliginin diinya ortalamasindan dusik
olmasinda bal arisi parazit ve zararlilari énemli bir yer tutmaktadir. Genelde
uretimin bal ve balmumu uzerine yogunlastigi tulkemizde 4.700.000 adete yakin
koloniden yaklasik 75.000 ton bal ve 3.483 ton balmumu uretilmektedir.
Aricilarin petek muhafazasinda yeterli bilgi ve bilince sahip olmamasi, mum
isleme teknolojisindeki eksiklikler; kabartilmis peteklerinin yillarca kullanimina,
mum uretiminin dusmesine ve peteklerin korunma sorunlarinin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Ulkemizde 6zellikle sicak ve iliman bélgelerde kabartilimis
petek ve balmumunun buytk mum guavesinden korunmasi 6nem arz etmektedir.
Galleria mellonella (Sekil 2.11), bal arilarinin (Apis mellifera L.) ekonomik

zararlilarindan olup aricilik yapilan ve oOzellikle de dusuk rakimli, iliman iklim
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kusaginda bulunan tim bodlgelere yayillmis durumdadir. Balmumu guvesinin
ergin veya diger evreleri peteklerde bir tahribata neden olmazken larvalari
petekler icin Ozellikle de karanlik, sicak ve havalandirmasi yetersiz ortamlarda
depolanan peteklere buyuk zararlar vererek aricilik sektoriinde énemli ekonomik
kayiplara neden olurlar. Ulkemizde mevcut 4.700.000 kadar koloninin yaklagik
600.000 adedinin bu zararl ile farkli yogunluklarda bulasik durumda oldugu
bildiriimektedir (Akyol ve Korkmaz, 2008).

BUyluk balmumu guvesi (kovan guvesi), Galleria mellonella L. Lepidoptera
ordosu, Pyralidae familyasina mensup ekonomik yoénden zararli bir tlrdlr
(Kalyoncu ve ark., 2005).

Aricilar tarafindan iyi bilinen bu zararl kelebek, kozmopolit bir tirdur ve ari
bulunan her yerde yasar. Digileri, yumurta birakmak icin, aksam karanliginda ari
kovanlarina girerler. Yumurtalarini kovandaki yarik ve catlaklara birakir.
Yumurtalar pembemsi krem veya beyazimtrak renkte olup, boyu eninden biraz
uzun ve yaklasik 0,5 mm’den biraz kaguktur. Normal kosullarda (24-26 °C) bu
yumurtalardan 5-8 gln igersinde larvalar ¢ikar. Yeni ¢ikan larva ipeksi yapidan
olusan bir tlnel igerisinde petegin taban kismina dogru ilerlemeye baslar.
Sicaklik ve besin varligina bagh olarak 1-5 ay arasinda beslenir ve buyur.
Larvalar 6zellikle polen yaninda ari larvasi gomlekleri ve diski ile beslenir. Bu
arada bal mumu da yer. Ancak, sadece balmumu ile beslenen larvalar gelisimini
tamamlayamazlar. Koyu ve eski petekler pek ¢ok ari larva kalintisi igerdiginden
buyuk mum guvesi zarari agisindan oldukga risklidir. Larvanin gelismesi icin en
uygun sicaklik 30-35 °C olup, 4-5 °C arasinda beslenme ve gelisme olmaz.
Larva uyusuk uyku halinde kalir. Larva geligimini takiben bir koza orer. Disiler
kozadan ciktiktan 4-10 gin sonra yumurtlamaya baslar. Bir kerede 100 yumurta
yapabilirler. Yaptigi yumurta sayisi 300-600 arasinda degisir. Erginler, 3-30 glin
yasarlar. Ciftlesen disilerin blyuk kismi genellikle 7 gln icinde oltrler (Tutkun ve

Bosgelmez, 2003; www.etae.gov.tr/yayin-ek/ciftci-bro/131-ciftcibro.pdf).

Saglikh aktif kolonilerde mum guvesi zarari, is¢i arilar tarafindan etkili bir sekilde
kontrol edilmekte ise de; anasiz kolonilerde ve pestisit ya da hastaliklara maruz

kalarak zayiflamis kolonilerde, buylk kayiplar meydana getirmektedir. En agir
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kayiplar ise kis aylari slresince depolanmis peteklerde goérilmektedir (Kaygin
ve Yildiz, 2006).

Sekil 2.11. a) Galleria mellonella larvasi b) Ergin Galleria mellonella (Kaygin ve
Yildiz, 2006).

Ekonomik ydnden zararli cesitli holometabol Lepidopter larvalarina Kkarsi
kullanilan kimyasal micadelenin yarattigi ekonomik yuk, ¢evre kirliligi, ekolojik
dengenin bozulmasi gibi sorunlar, bunlarin verdigi zararlari yok etmek igin
biyolojik micadele g¢alismalarini 6n plana ¢ikarmistir (Kalyoncu ve ark., 2005).
Biyolojik micadele yontemi olarak bakteri, fungus ve virlslerden faydalanilabilir
(Kaygin ve Yildiz, 2006).
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3. GEREG ve YONTEM

Bu calismada Turkiye topraklarindan toplam 180 toprak 6rnegi alinmig ve bu
topraklardan Galleria tuzak yontemi ve toprak seyreltme yontemleriyle
entomopatojen olabilecegi dusunulen 49 fungus 6rnegi elde edilmigtir. Bunlarin
arasindan Beauveria spp. ya da Metarhizium spp. olabilecegi dusunulen turler

secilerek bu orneklerin tanimlanmalari igin ¢alismalar yapilmigtir.
3.1. Toprak Orneklerinin Toplanmasi

Entomopatojen fungus izolasyonunda kullanilacak toprak ornekleri 2007-2008
yilinin Mayis ve Agustos aylari arasinda toplanmigtir. Toprak oOrneklerinin
alindidi1 noktalar rastgele secilmistir (Asensio et al., 2003). Yaklasik 1 kg’ lik
toprak Ornekleri; ekili alanlardan, cayirlik kesimlerden ve orman zemininden
toplanmigtir. Toprak o&rneklerinin aliminda yuzeyden baslayip 5-20 cm’lik
derinlige kadar olan bolgeler tercih edilmistir (Stock et al., 1999; Ali-Shtayeh et
al., 2002; Keller et al., 2003; Kessler et al., 2004). Orneklerin alinimi esnasinda
kullanilan alet, her toprak alinimindan sonra % 70’lik etil alkol ile steril edilmistir.
Toprak orneklerinin alindigi bolgelerin adi, vejetasyon tipi ve toprak isisi gibi
degerlerin kaydedildigi etiketleme isleminin ardindan topraklarin kurumasini

onlemek icin drnekler plastik torbalar icine alinmigtir (Hazir et al., 2003a).

3.2. Kullanilan Denek Galleria mellonella (Lepidoptera) (Biyuk mum

Glvesi)

Calismada kullanilan Galleria mellonella (Lepidoptera) larvalarinin tGreme ve
gelisimleri icin uygun ortam olan 27 °C sicaklik ve karanligin saglandidi
laboratuvarda, cam kavanozlarin igerisinde ve yapay besi ortaminda
gerceklestiriimistir. Larvalar yumurtalarindan ¢ikmalarindan 4 hafta sonra 4. evre
Galleria larvalari tuzak yontemi igin kullanilmistir. Tuzak ydntemi sirasinda
larvalarin pupa yapmalarinin engellenmesi icin 56 °C’ ye kadar isitilmis 500 ml’
lik su igerisinde bekletiimis ve inaktivasyonlari gergeklestiriimistir (Meyling,
2007).
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3.3. Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasallar
3.3.1. Sabouraud dextrose agar (SDA+Yeast Extract)

% 1 oraninda maya Ozutu ilave edilmis olan SDA (Merc) ortami (SDAY), 120
°C’de 1 atm basin¢ sartlarinda 20 dakika otoklavda steril edilmigtir (Hansoylu,

2003). Bu besiyeri funguslarin spor Gretmeleri igin kullaniimistir.
3.3.1.1. SDA Segici Besiyeri (Veen’s medium)

Entomopatojenik funguslar topraktan izole edilirken toprak bakterilerinin
uremesine kargi etkili genis spektrumlu bir antibiyotik olan Chloramphenicol; 50
pug/ml ve Actidone (cyclohexamide) 250 pg/ml oraninda ilave edilerek segici
Ozellikte bir besi ortami olusturulmustur ve ¢ozelti 120 °C ve 1 atm basing
sartlarinda 20 dakika otoklavda steril edilmistir (Veen and Ferron, 1966; Goettel
and Inglis, 1997).

3.3.1.2. SDA Segici Besiyeri

Galleria tuzak yonteminde entomopatojen oldugu dusunulen funguslarla enfekte
olan larvalar ylzeyinden alinan érnekler, icerisinde 1 ml Dodine (9 ml distile su
icerisinde 1 g dodine c¢o6zilerek hazirlanmis ¢ozeltiden) ve 500 pi
Chloramphenicol (10 ml %96’ lik etanol icinde 1 g chloramphenicol ¢ozulerek
hazirlanmis c¢ozeltiden) SDA besiyerine ilave edilerek hazirlanmis ortama
ekilmiglerdir (Meyling, 2007).

3.3.1.3. SDA Secici Besiyeri (Modifiye)

0,46 g/l Dodine ve 5 mg/l Chlortetracycline SDA besiyerine ilave edilerek
Beauveria ve Metarhizium icin segici ortam olusturulmus ve diger saprofitik
fungus oOrnekleri arasindan eliminasyon yapilmasi amaciyla kullaniimistir
(Chase et al., 1986; Safavi et al., 2007). Bu besiyeri yulaf unu agar besiyerinin
modifiye edilmis halidir. Bu ortama Galleria tuzak ydénteminde entomopatojen
oldugu dusunulen funguslarla enfekte olan larvalar ylzeyinden alinan érnekler

ekilmistir.
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3.3.2. Potato dextrose agar (PDA)

PDA (Merc) entomopatojen funguslarin spor (konidiya) dretmeleri ve izole edilen
entomopatojen funguslarin saklanmasi amaciyla kullaniimistir (Abebe, 2002;
Kamp and Bidochka, 2002).

3.3.3. Malt extract agar (MEA)

15 g malt 6zitl ve 15 g agar 500 ml kaynatiimis distile suda ¢ozulmustir. Daha
sonra igerisine bakteriyel Uremeyi inhibe etmek icin 1 g/l chloramphenicol
eklenmistir. Son ¢ozelti 120 °C’de 1 atm basing sartlarinda 20 dakika otoklavda

steril edilmistir. Bu besiyeri funguslarin tir tanimlanmasinda kullaniimistir.
3.3.4. Galleria mellonella uretiminde kullanilan yapay besi ortami

%+ % 22 bugday kepegi,

%+ % 22 bugday unu,

% % 11 sut tozu,

% % 5,5 kuru ekmek mayasi,

% % 17,5 bal mumu,

% % 11 bal,

% % 11 gliserin

Bu maddeler belirtilen oranlarda karistirilarak Galleria mellonella’nin besi ortami
olusturulmustur (Vilcinskas et al., 1997a; Vilcinskas et al., 1997b; Hansoylu,
2003).

3.3.5. Tween 80

Spor solusyonlari hazirlanirken ve sporlar suya alinirken Tween 80 (Merc)

kullaniimigtir.
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3.3.6. Laktofenol

Asagidaki maddelerin karistiriimasiyla hazirlanan laktofenol preparat yapiminda
kullaniimigtir (Humber, 1998).

% 20 g fenol
% 20 g laktik asit
% 40 g gliserol
% 20 ml distile su
3.4. izolasyon
3.4.1. Galleria tuzak yontemi ile izolasyon

Bu yontem ilk olarak toprakta bulunan entomopatojen nematodlarin izolasyonu
icin gelistirilmistir ancak bu yontemle entomopatojen funguslarin izolasyonu da
saglanmaktadir (Zimmermann,1986). Bu yontemde kullanilacak bocekler
kolayca duretilebilinen ve funguslara duyarli bdcekler tercih edilmelidir. Bu
amagcla kullanilan en 6énemli bdcek turl buylk balmumu guvesi Galleria
mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)’ dir (Meyling, 2007). Entomopatojen
funguslarin  gézlemlenmesinde, toprak o&rneklerinin  Galleria larvalariyla
yemlenmesi ¢ok yaygin bir sekilde kullanan bir aractir (Chandler et al., 1997;
Klingen et al., 2002; Keller et al., 2003; Meyling and Eilenberg, 2006).

Araziden elde edilen toprak 6rnekleri cok fazla bekletimeden 250 ml hacimli
plastik kaplar igerisine alinmistir. Kuru toprak o&rneklerine; entomopatojen
funguslarin nemli kosullarda daha iyi enfekte ettigi dusunudlerek, distile su
eklenmistir. Hazirlanan her bir toprak érnegine 5’er adet inaktive edilmis 4. evre
Galleria larvasi konulmus ve plastik kaplarin agzi kapatildiktan sonra larvalar
topragin altinda kalacak sekilde ters cevrilmistir (Mietkiewski et al., 1997;
Zimmermann, 1998; Sonia et al .,2005)

Deneye alinan érnekler 20-25 °C’de, oda sicakliginda tutulmustur (Hughes et
al., 2004). Larvalarin enfekte olup olmadigini gérmek icin 3’er glin arayla toplam

15 gun boyunca topraklar kontrol edilmistir (Dhoj GC et al., 2008).
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Enfekte oldugu dusunulen larvalar topraktan alinmig ylzey sterilizasyonunun
saglanmasi amaciyla kadavra %1’lik sodyum hipoklorit igerisinde 2-3 dakika
sureyle bekletilmis ardindan distile su ile yikanmigtir (Chandler et al., 1997;
Bidochka et al., 1998; Lezama-Gutierrezet et al., 2001; Quesada-Moraga et al.,
2007). Daha sonra larvalar icerisine nemli filtre kagidi konulmus ve steril petri
kaplarina aktariimistir (De La Rosa et al.,, 2000). Her gun yapilan kontrollerle
larvalarin 6lum nedeninin fungus olup olmadigi arastiriimistir (Bello et al,. 2000).
Ayni zamanda entomopatojen funguslarin ylksek nem ihtiyaci nedeniyle
petrideki filtre kagidina duzenli araliklarla distile su eklenmistir (Vanninen et al.,
1989, 1999; Saharayaj and Namasivayam, 2008). Kadavralar Uzerinde funguslar
sporlanmaya baslayinca, buradan alinan Ornekler o6zeyle entomopatojen
funguslar icin hazirladigimiz segici besiyerlerine ekilmistir (Vanninen et al.,
1989).

3.4.1.1. Saf fungus kiiltuirlerinin elde edilmesi

Entomopatojen fungusla enfekte oldugu dusunulen larvalar Gzerinden steril 6ze
yardimi ile alinmis sporlar SDA+Dodine+Chloramphenicol ortamina ekilmis ve
26°C £ 2°C’lik etlvde inkibasyona kaldiriimigtir. 7-14 gunlik inkibasyondan
sonra toprak bakterilerinden ve saprofitik funguslardan arinmig entomopatojen

fungus kulturleri elde edilmistir (Oudor et al., 2000; Padmaja et al., 2001).
3.4.2. Toprak seyreltme yontemi ile izolasyon

Tarkiye'nin cesitli bdlgelerinden toplanan toprak oOrneklerinden 1’er gram
alinarak icinde 10 ml distile su bulunan her bir steril test tipune eklenmigtir. Her
bir test tupu 20 saniye galkalayicida karistiriimistir. Ardindan karisimdan 1 ml
alinarak igerisinde 9 ml distile su bulunan test tuplerine eklenmigstir ve bdylece

10 kez seyreltme saglanmistir (Hu and Leger, 2002).

Daha sonra her bir test tiplinden alinan 0,5 ml miktarindaki karisim Veen’s
Medium segici besiyerine eklenmig ve steril L cam gubuk yardimi ile yayilmigtir.
Besiyerleri 26°C £ 2°C 14 gun boyunca fungal gelisime birakilmistir. Daha sonra
besiyerlerde Ureyen Beauveria spp. ve Metarhizium spp. olabilecek érnekler
SDAY besiyerine ekilerek saf kiltir elde ediimeye calisiimistir (Shimazu et al.,
2002).
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3.5. Deney Suslarinin Segilmesi

Her iki yontemle izole edilen fungus ornekleri; ilk asamada SDAY besi
ortamindaki koloni o6zelliklerine gore secilmeye calisiimistir. Bu besiyerinde
Ureyen Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae olabilecek turlerin koloni
Ozellikleri g6z oOnune alinarak bu Ozellikleri saglamayan ornekler elimine
edilmistir. Beauveria bassiana kolonilerinin rengi 6nce beyaz sonra sarimsi
pembemsi (Hasenekoglu, 1991; Zimmermann, 2007a), Metarhizium anisopliae
kolonilerinin rengi ise saridan yesile ya da koyu bitki yesilinden pembeye
dogrudur (Abebe, 2002).

3.5.1. Saprofit fungus orneklerinin elimine edilmesi

Secilmis olan érnekler arasindan entomopatojen olanlarin ayirt edilebilmesi icin
funguslar PDA iceren petrilere ekilmistir. Kaltarler spor Uretebilmeleri igin 14
gun sureyle 27 °C’ de inkube edilmigtir (Kamp and Bidochka, 2002). Ardindan
bu kultlr ortamlarina 5’ er adet Galleria larvasi birakilmis ve larvalarin petrilerde
belirli bir sire gezinmeleri beklenerek Gzerlerine spor almalari saglanmistir (Butt
and Goettel, 2002). ikinci asamada bu larvalar kiltir ortamindan alinarak,
iclerine steril filtre kagitlari konulmus petri kaplarina alinmistir (Vanninen et al.,
1999). Kurutma kagitlar steril distile suyla nemlendirilerek fungus Uremesi igin
gerekli nem saglanmistir (Studdert and Kaya, 1990a). Larvalarin durumu her
gln gbzlemlenip o6lim nedeninin fungus olup olmadigi kontrol edilmistir.
Larvalari enfekte eden funguslardan entomopatojen fungus oldugu dutsinulenler

not edilerek digerleri elimine edilmigtir.
3.5.2. Entomopatojen fungus olabilecek orneklerin belirlenmesi

Entomopatojen olabilecedi diustnulen funguslar bu kez onlar igin gelistiriimis
olan SDA+Dodine+Chlorotetracycline iceren besiyerlerine ekilmis ve 27 °C’ de 7
gunlik inkibasyondan sonra entomopatojen fungus olanlarin Uremesi

saglanmistir (Chase et al., 1986; Goettel and Inglis, 1997).
3.5.3. Preparat hazirlanmasi ve mikroskobik inceleme

Beauveria spp. ve Metarhizium spp. olabilecegi distnulen fungus suslari SDAY

ortamina ekilerek inklbe edilmis ve preparatlari yapilip mikroskop incelemesine
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alinmigtir (Hasenekoglu, 1991). Bu incelemede so6zu edilen funguslarin en
belirgin birkag anahtar Ozelligi goz onune alinarak entomopatojen fungus

olmayanlarin elimine edilmesine galisiimigtir.

Preparat hazirlanirken fungusun Uremis oldugu kuiltir ortamindan steril 6ze
yardimi ile ¢ok az miktarda fungus 6rnegi alinmistir. Ardindan daha dnceden
hazirlanmis laktofenol soliusyonu lamin Uzerine kuguk bir damla halinde
damlatilmis ve alinmig érnek bunun Gzerine birakilmigtir. Oze ucuna alinmis
ornekteki besiyeri pargalari da bek alevi Uzerinde ¢ok yaklastirmadan isitilip
besiyerinin erimesi ve fungusun yapisini kaybetmeden lam Gzerine yayillmasi
saglanmig, daha sonra Uzerine, bir lamel kapatilarak mikroskopta inceleme

yapilmistir.

Hazirlanan preparatlarda Beauveria spp. cinsi i¢in; en karakteristik 6zellikleri
oldugu belirtilen, taban kismi globoz veya biraz sise seklinde siskin sporojen
hdcreler, uglarinda uzun ve dar salkimlar ve salkimlarda kiguk seffaf sporlarin
olusturdugu kimeler, Metarhizium spp. cinsi igin ise; konidiyaforlar yogun
paketler halinde, tekil olarak genig¢e dallanmis, yogun bir sekilde birbirine
gecmis, konidiya aseptat, silindirik ya da ovoid, konidiyalarin olusturdugu
zincirler, silindirik ya da prizmatik diziler halinde gbézlenmeye calisiimistir
(Hasenekoglu, 1991; Humber, 1998).

3.6. Turlerin Teshisi

izole edilen ve secici ortamda Ureyen funguslar arasindan Beauveria spp. ve
Metarhizium spp. olabilecegi dusunulen érnekler kesin olarak tir teshislerinin
yapilmas! icin ayrilmiglardir. Tur teshisleri Ege Unv.’den Yrd. Dog. Dr. Alev

Haliki tarafindan yapilmistir.
3.7. Kullanilan Deney Suslari

Yapilan tim deneyler sonucunda Turkiye’nin gesitli bolgelerinden elde edilen
entomopatojen fungus tlrlerinden sadece 48’i Beauveria bassiana ve 1'i
Beauveria brongniartii olarak teshis edilmistir. Tip tir ile karsilastirmak istenen

48 ornek Galleria larvalarina uygulanmis etkinligi en iyi olan 10 6rnek segilmistir.
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Bu oOrneklerin alindigi yerler ve oOrneklerin alinmig oldugu vejetasyon tipleri

Cizelge 3.1’de belirtilmigtir.

Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan Beauveria bassiana izolatlarinin elde edildigi

toprak orneklerinin alindigi yerler ve vejetasyon tipleri.

Ornegin alindigi

Ornegin alindigi yerin

Susun kodu yer vejetasyon tipi

1. Sus [DenKl Denizli-Kocabey | Ekili alan

2. Sus |SB1(b) Ankara-Beytepe |Cayirlik alan

3.Sus |Ank12 Ankara-Calig koyu | Ekili alan
Tekirdag-

4. Sus |LUI5 Ldleburgaz Agac ekili alan

5. Sus |MerK Mersin-Kargipinar | EKili alan

6. Sus |BarK2 Bartin-Kumluca Ormanlik alan

7. Sus |Kon-2 Konya-Cihanbeyli |EKili alan

8.Sus |Ordu Ordu-Merkez Findik agaci bahgeleri

9. Sus |AyAk Aydin-Akbuk Zeytin Agaci bahgesi
Erzincan, Tercan-

10. Sus |Erz Askale CGayirhk alan

Yukarida Dbelirtilen

izolatlar disinda, deneylerde Danimarka Copenhagen

Universite’sinden getirtilmis olan KVL 03-129 Beauveria bassiana 2002 standart

susu kullanilmistir.
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3.8. Segilen Deney Suslarinin ve Tip Tiiriin Uretimi

Segilen susglar ve orijinal tip tdr, yatik olarak hazirlanmis deney tuplerine
daldirma ve petrilere 3 nokta ekim teknigi ile ekilmistir (Kamp and Bidochka,
2002). Kulturleri saklamak igin PDA ortami; spor dretimi igin SDAY ortamlari
kullanilmigtir (Fang et al., 2005). Ekim yapilan tupler ve petri kaplari 27 °C’ de
inkibasyona alinmis, stok i¢in 7 gun, spor eldesi igin ise 14 gun inkibasyonda

bekletildikten sonra 6rnekler +4 °C’ ye kaldiriimistir (Davidson et al., 2003).

Funguslar her 6 haftada bir duzenli olarak pasaj edilerek kultivasyon
saglanmigtir. 6 aylik periyotlarla da funguslarin enfektivitelerini yitirmemeleri igin,
Galleria larvalar funguslar ile enfekte edilmis ve sporlar, bu 6lu larvalardan

alinip pasaj edilmistir (Hegedus and Kachatourians, 1993)
3.9. Spor Solusyonlarinin Hazirlanmasi

Herbir izolatin spor solUsyonu, deney dizenegi hazirlanmadan 6nce 50 ml’lik
tuplerde, 14 gun boyunca SDAY besiyerinde uremis kilturlerden hazirlanmistir.
Bu besiyerlerine igerisinde % 1 Tween 80 bulunan 10 ml distile su eklenmigtir
(Hansoylu, 2003). Ardindan her bir izolatin konidiya stspansiyonu 50 ml hacimli
tuplerin igine transfer edilmis, spor ve misellerin birbirinden ayrilmasi igin 1500
rom'de 3 dakika karistinimistir (Abebe, 2002). Suspansiyondaki konidiyal
konsantrasyon Neubauer lami (Sekil 3.1) kullanilarak faz kontrast mikroskobu

altinda tespit edilmigtir.

Neubauer lami Uzerine 0.1 ml spor solusyonu konulmustur. Lamda her biri 1
mm? bilyiikligiinde olan dort adet biiyiik kare bulunur (Sekil 3.1). Bu dért kare
alanindaki sporlarin sayimi sonucu bulunan rakam (A), ortalama almak amaciyla
4’e boliinerek 1 mm? teki spor sayisi saptanmistir, daha sonra bu sayi 10%ile
carpilarak 1 ml’deki spor sayisina ulasiimistir. Sonucun sulandirma faktoru ile

carpilmasiyla spor sayisi bulunmustur (Goettel and Inglis, 1997).
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Sekil 3.1. Neubauer lami ve spor sayiminin yapildigi alanlar.
1 ml’ deki spor sayisi: A/4x[(1x1x1/10)x10°xsulandirma faktérii]

Calismada kullanilan funguslarin Galleria mellonella Uzerinde denenmesi

deneylerinde her fungus susu ve standart sus icin 4’er konsantrasyon
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hazirlanmis ve kullanilmistir. Bu konsantrasyonlar 1x10*, 1x10°, 1x10° ve 1x10’
konidiya/ml’dir (Vu et al., 2007).

3.10. Fungus Suslarinin Galleria mellonella Uzerinde Denenmesi

Belirlenen her bir entomopatojen fungus susu ve konsantrasyonu igin steril petri
kabina steril filtre kagidi konmus ve spor solisyonundan 1 ml eklenmistir. Her
petriye 10’ar adet inaktive edilmis 4. evre Galleria larvasi konulmustur. Tim bu
islemler kontaminasyonu oOnlemek igin steril kosullarda gerceklestiriimistir
(Hansoylu, 2003).

Hazirlanmis deney setindeki her bir sus, grup olarak ayri ayri naylon posetlere
konulmus bu sayede kontaminasyon ve nem kaybi engellenerek, 27 °C ve

karanlik kosullarin saglandigi ortama kaldiriimistir (Hansoylu, 2003).

Kurulan deneyler her gun kontrol edilmis ve enfekte oldugu tespit edilen Olu
larvalar yuzey sterilizasyonunun saglanmasi amaciyla % 1lik sodyum
hipoklorite 2 dakika sureyle batirilip sonra distile suyla yikanmis ve yine steril
kosullarda steril filtre kagdidi iceren petri kaplarina aktarilmigtir. Funguslar igin
gerekli olan nem gereksinimi 1 ml distile su eklenmesiyle saglanmistir
(Hansoylu, 2003).

Bu petriler de ayri naylon torbalara konulmus ve ayni ortamda kadavralarin
Uzerinde fungus gbézlenmesi icin her gun kontrol edilmistir. Yine bu petrilerde de
funguslar igin gerekli olan yuksek nem ortaminin saglanmasi igin steril distile su

eklenmistir (Hansoylu, 2003).

Ayrica, kurulan deneylerde ayni sekilde kontrol gruplari olusturulmus, fakat
kontrol grubuna spor verilmeyip, icerisine % 1 oraninda Tween 80 eklenmig

steril distile su verilmigtir (Vanninen et al., 1999).
3.11. istatistiksel Yontemler

Turkiye topraklarindan izole edimis suslardan secilen bu 10 susun ve tip tirin 4
farkli dozu Galleria larvalari Gzerinde denenmis ve veriler kaydedilmistir. Ayrica

bu gruplar igin kontrol grubu da olusturulmus ve verileri kaydedilmigtir.
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Bu 10 susun patojenite etkileri, doz ve susun etkisinin olup olmadigi tip tartn
patojenite etkisine gore Anova ile arastinlmigtir. Gruplar (suslar) kendi

aralarinda LSD testi ile karsilastiriimigtir.

Kiamulatif mortalite oranlari ve 6lim siresinin ortalama degerleri verilerine
dayanilarak ylzde (%) mortalite grafikleri Microsoft Windows Office-Excel
programi kullanilarak cizilmigtir. Ayrica EPA probit analiz programi kullanilarak
suslarin 5. gundeki oldurme potansiyelleri temel alinarak LDso (deneklerin %
50’sinin 6lmesi igin gerekli olan doz miktari) ve Kaplan-Meier yontemine gore
LTso degerleri yani deneklerin % 50’ sinin 6lmesi icin gecen sure ve standart

hata (SE) verileri hesaplanmistir (Kreutz et al., 2004).
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4. SONUCLAR
4.1. izolasyon Sonuglari

Calismada topraktan entomopatojen funguslarin izolasyonunda iki yontem
kullanilmigtir. Bunlar Galleria tuzak yontemi ve toprak seyreltme yontemidir. Her
iki ydontemde de entomopatojen fungus izolasyonu gerceklestiriimistir. Ancak
izole edilen toplam 49 6rnegin 47’si Galleria tuzak yonteminde, toprak seyreltme
yonteminde ise 2 6rnek izole edilmistir. Tum toprak ornekleri Galleria tuzak

yonteminde iki kez denenmistir.
4.2. Tir Teshisi Sonuglar

Laktofenol solusyonu damlatiimis preparatlarda Beauveria cinsinin  en
karakteristik 6zellikleri aranmis ve taban kismi globoz veya sise seklinde siskin

sporojen hucreler, uglarinda uzun ve dar salkimlar ve salkimlarda kuguk seffaf

sporlarin meydana getirdigi kimelerin gézlendigi 6rnekler secilmistir (Sekil 4.1.
ve Sekil 4.2.).

Sekil 4.1. Beauveria bassiana konidiyafor, sporojen hucre (okun ucundaki) ve

konidiyalar.
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Sekil 4.2. B. bassiana (http://arsef.fpsnl.cornell.edu/pictures/beauveria2.gif).

Ege Universitesinde yapilan teshislerle, Tiirkiye topraklarindan izole edilen 49
ornekten 48 B. bassiana ve 1 B. brongniartii tanimlanmigtir. Yapilan teshislerde,

izole edilen érneklerde Metarhizium anisopliae’ye rastlaniimamigtir.
4.3. Oliim Nedeninden Fungusun Sorumlu Tutulmasi

Galleria tuzak yonteminde ve Galleria deneylerinde, larvanin enfekte olmasinin
ardindan 6lium nedeninden fungusun sorumlu tutulabilmesi igin larva dldikten
sonra 1-2 gun iginde larvanin iginin hifal yapilarla dolmasi sonucunda sert bir

yap! kazanmasi ve kot koku olusturmamasi 6zellikleri beklenmistir (Sekil 4.3.)

Image_000173 Amm_

Sekil 4.3. B. bassiana ile enfekte olmus dlmekte olan Galleria larvasi.
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Bu belirtilerin gozlendigi larvalarin 6lum nedenlerinin entomopatojen fungus
oldugu belirtilmistir (Sekil 4.4-4.5).

sl
ma%um&‘ ’ 1mm Image_000169 _tom

Sekil 4.4. Galleria larvasi Uzerinde uremis B. bassiana sporlari.

Sekil 4.5. Galleria Uzerinde gd6zlenen yodun B. bassiana konidiyafor ve

konidiyalari.
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4.4. Deney Sonuglan
4.4.1. Fungus susglarinin Galleria mellonella tizerinde denenme sonuglari

Bu calismada; DenK1, SB1(b), Ank 12, Lal 5, MerK, BarK2, Kon-2, Ordu, AyAKk,

Erz ve KVL 03-129 olarak nitelendirilen suslar kullaniimigtir.

10 fungus susunun her birinin, ayrica standart sus ve kontrol grubunun 4’er farkl
dozunun patojenitesi denenmis ve elde edilen veriler her glin deney dizeneginin
kontrol edilmesiyle 6lu sayilari kaydedilmigtir. Her deney dizeneginde 10 larva
kullanilimis ve deneyler 3 kez tekrarlanmistir. Boylelikle her doz igin 30 larva

Uzerinde denemeler yapilmigtir.

Bu 10 susun patojenite etkilerinde, doz ve sus etkisinin olup olmadigi standart

susun patojenite etkisine gore Anova ile arastirlmis ve sonuglara gbre bu 2
faktorin de istatistik agidan onemli oldugu soylenebilmistir (Fsug = 2,06, Fgoz =

9,30, p<0,05)(Cizelge 4.1). Suslar ise kendi aralarinda LSD testi ile
karsilastiriimigtir.

Calismada denenen tim fungus suslari ve bunlarin dozlarinin, Galleria
mellonella larvalar tUzerinde, kontrol grubu ile karsilastiriimasiyla ylksek oranda
basarili mortalite elde edilmistir. Yapilan istatiksel analiz sonuglari da bu
sonuglari desteklemis ve LSD testine gdére kontrol grubunun ortalama 6lim
suresinin denenen tim dozlarin ortalama O6lium surelerinden farkli oldugu
bulunmustur (p<0,05)(Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.8-4.18).

Fungus suslarinin 1x10” ve 1x10° kon/ml konsantrasyon uygulamalarinin
sonuclari arasinda fark olmadigi bulunmus (p>0,05)(Cizelge 4.2) ayrica 1x10°
ile 1x10° ve 1x10° ile 1x10* kon/ml konsantrasyon uygulamalarinda da fark
olmadigi bulunmustur (p>0,05)(Cizelge 4.2). 1x10’ kon/ml konsantrasyon
uygulamasinin 1x10°> ve 1x10* kon/ml'den farkli oldugu ve 1x10° kon/ml
konsantrasyon uygulamasinin 1x10* kon/ml’den farkli oldugu bulunmustur
(p<0,05)(Cizelge 4.2). Buna gore etkinlik acisindan etkili dozun (yani en kisa
stirede olduren dozun) uygulanan dozlarin en ylUksek olani ve doz dustikce de
etkinligin yuksek doza goére azaldigi bulunmustur. Bu sonucu da hem grafikler
hem de istatistiksel sonuglar desteklemektedir (Sekil 4.6-4.9)(Cizelge 4.2)
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Yapilan bu ¢alismada, ortalama 6lum zamanlari ve grafiklere gére Erz susunun
diger suslara gore en etkili oldugu bulunmustur (Cizelge 4.8-4.18)(Sekil 4.6-
4.20). Ayrica Kaplan-Meier testinde elde edilen LTso degerleri (Cizelge 4.4-4.7)
ve EPA probit analiz programiyla elde edilen LDsy degerleri (Cizelge 4.3) de bu
sonucu desteklemektedir. istatiksel analizler de bu susun; Ank12, MerK ve Kon-
2 suslarindan anlamh bir fark gosterdigini (p<0,05), ancak diger suslardan farkh

olmadigini gostermigtir (p>0,05).

Cizelge 4.1. Frekans degerleri.

Frekans Anlamlilik
Fsus 2,06 0,02
Fdoz 9,30 <0,01
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Cizelge 4.2. Konsantrasyon karsilastirmalari

LSD Ortalama 95% Guven Sinirlari
(A) (B) | farklihklar |Standart

Doz Doz (A-B) Hata Sig. Alt Sinir | Ust Sinir
1x10” 1x10°| ,7911 77453 | ,308 -,7331 2,3153
1x10°| 11,8713 |,73250 | ,011 4299 3,3128
1x10*l 2,3107° | ,71598 | ,001 ,9018 3,7197

K 4,6096° | ,98726 | ,000 2,6668 6,5524

1x10° 1x10"| -7911 | ,77453 | ,308 | -2,3153 7331
1x10°| 11,0802 | ,70288 | ,125 -,3030 2,4634
1x10%| 1,5196° | ,68565 | ,027 ,1703 2,8689

K 3,8185 | ,96549 | ,000 1,9185 5,7184

1x10° 1x10’| -1,8713" |,73250 | ,011 | -3,3128 -,4299
1x10°| -1,0802 | ,70288 | ,125 | -2,4634 ,3030
1x10%| 4394 | 63779 | ,491 -,8157 1,6945

K 2,7382" | ,93211 | ,004 ,9039 4,5725

1x10* 1x10’| -2,3107" |,71598 | ,001 | -3,7197 -,9018
1x10°| -1,5196" | ,68565 | ,027 | -2,8689 -,1703
1x10°| -4394 | 63779 | ,491 | -1,6945 8157

K 2,2989" | ,91919 | ,013 ,4900 4,1077

K 1x10’| -4,6096 |,98726 | ,000 | -6,5524 | -2,6668
1x10°| -3,8185 | ,96549 | ,000 | -5,7184 | -1,9185
1x10°| -2,7382" | ,93211 | ,004 | -4,5725 -,9039
1x10%| -2,2989" | ,91919 | ,013 | -4,1077 -,4900
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Ayrica EPA probit analiz programi ile kullanilan suslarin 5. gindeki oldurme

potansiyelleri temel alinarak LDsy degerleri hesaplanmigtir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Her sus icin LDso degerleri.

Fungus Susu LDso (Oldirme dozu) %95 Guven Sinirlari
DenK1 8,6x10* 5,2x10% 1,4x10°
SB1(b) 1,9x10° 1,1x10° — 3,1x10°
Ank12 2,8x10° 1,4x10° — 5,4x10°

Lil 5 1,8x10° 1x10° - 3,3x10°
MerkK 1,7x10° 9,2x10° — 3,7x10°
Bark2 3,4x10° 1,5x10° — 6,3x10°
Kon-2 7x10° 3,4x10° — 1,5x10°
Ordu 3,1x10° 1,6x10° — 6,1x10°
AyAk 2x10° 1,1x10° — 3,8x10°
Erz 6,5x10° 0.00 - 4,5x10°
KVL 03-129 8,5x10* 5x10* — 1,4x10°
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Cizelge 4.4. 1x10” dozunun her sustaki ve kontrol grubundaki LTs, degerleri.

Fungus Susu LTso Standart Hata | % 95 Guven Beyaz
(Deneklerin % Sinirlari Muskardin
50’sinin (%)
Olmesi igin
gegen sure)
(Gun)
DenK1 3 0,15 2,69 - 3,30 96,7
SB1(b) 4 0,22 3,55-4,44 96,7
Ank 12 4 0,09 3,81-4,18 96,7
Ldl 5 4 0,21 3,58 - 4,41 93,3
MerK 5 0,07 4,85 - 5,14 96,7
BarK2 4 0,17 3,65-4,34 96,7
Kon-2 4 0,35 3,30 - 4,70 90
Ordu 4 0,17 3,65- 4,34 96,7
AyAK 5 0,08 4,83 - 5,16 96,7
Erz 2 0,11 1,77 - 2,22 96,7
KVL 03-129 4 0,09 3,80 - 4,19 96,7
Kontrol 27 0,31 26,39 - 27,61 0
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Cizelge 4.5. 1x10° dozunun her sustaki ve kontrol grubundaki LTs, degerleri

Fungus Susu LTso Standart Hata | % 95 Guven Beyaz
(Deneklerin % Sinirlari Muskardin
50’sinin (%)
Olmesi igin
gegen sure)
(Gun)
DenK1 4 0,28 3,43 - 4,56 96,7
SB1(b) 5 0,07 4,85 - 5,14 96,7
Ank 12 5 0,35 4,29 - 5,70 90
Lal 5 5 0,16 4,67 - 5,32 90
MerK 6 0,23 5,53 - 6,46 96,7
BarK2 5 0,17 4,65 - 5,34 96,7
Kon-2 6 0,22 5,56 - 6,43 83,3
Ordu 5 0,12 4,74 - 5,25 96,7
AyAK 5 0,12 4,76 - 5,23 96,7
Erz 3 0,11 2,78 - 3,21 96,7
KVL 03-129 4 0,19 3,62 - 4,37 96,7
Kontrol 27 0,31 26,39 - 27,61 0
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Cizelge 4.6. 1x10° dozunun her sustaki ve kontrol grubundaki LTso degerleri.

Fungus Susu LTso Standart Hata | % 95 Guven Beyaz
(Deneklerin % Sinirlari Muskardin
50’sinin (%)
Olmesi igin
gegen sure)
(Gun)
DenK1 6 0,06 5,88 - 6,12 96,7
SB1(b) 6 0,08 5,83 - 6,16 96,7
Ank 12 6 0,20 5,60 - 6,39 86,7
Lal 5 6 0,10 5,80 - 6,19 90
MerK 7 0,17 6,65 - 7,34 96,7
BarK2 6 0,18 5,63 - 6,37 96,7
Kon-2 7 0,28 6,43 - 7,56 93,3
Ordu 6 0,16 5,67 - 6,32 96,7
AyAK 6 0,12 575-6,24 96,7
Erz 4 0,18 3,63 - 4,36 96,7
KVL 03-129 6 0,10 578 - 6,21 96,7
Kontrol 27 0,311 26,39 - 27,61 0
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Cizelge 4.7. 1x10* dozunun her sustaki ve kontrol grubundaki LTs, degerleri.

Fungus Susu LTso Standart Hata | % 95 Glven Beyaz
(Deneklerin % Sinirlari Muskardin
50’sinin (%)
Olmesi igin
gegen sure)
(Gun)
DenK1 6 0,19 5,62 - 6,37 96,7
SB1(b) 7 0,11 6,77 - 7,22 93,3
Ank 12 7 0,26 6,48 - 7,51 86,7
Lal 5 7 0,31 6,39 - 7,61 96,7
MerK 8 0,13 7,74 - 8,25 96,7
BarK2 9 0,12 8,75-9,24 96,7
Kon-2 8 0,29 7,41 - 8,58 94,3
Ordu 7 0,36 6,27 - 7,72 80
AyAK 7 0,26 6,48 - 7,51 86,7
Erz 5 0,15 4,69 - 5,30 96,7
KVL 03-129 7 0,08 6,84 - 7,15 96,7
Kontrol 27 0,31 26,39 - 27,61 0
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10 gun igerisinde tum suglar her dozda ylksek oranda beyaz muskardin
hastaligina neden olmuslardir (Cizelge 4.4-4.7). 1x10" dozunda Erz ve DenK1
susunun standart susa gore LTso degerleri daha az (yani daha kisa slrede etki
gostermig), MerK ve AyAk suslari LTso degerleri yiksek bulunmustur. Fakat
hastalik %’leri aynidir (Cizelge 4.4).

1x10° dozunda yine Erz susunun standart susa gore LTso degeri disik
bulunmustur. DenK1 susu bu dozda standart susla ayni sirede diger suslar ise
standart susa gore daha uzun bir LTsy degerine sahiptirler. Kon-2 susu bu dozda
en dusuk LTso degerine sahip suslardan birisidir ayrica hastalik ylzdesi en

duguk olanidir. Bu dozda bu sus en duguk etki gostermistir (Cizelge 4.5).

1x10° dozunda Erz susunun standart susa gére LTso degeri diisiik, MerK ve
Kon-2 susunun ise yuksektir. Tum suslar larvalarda yuksek oranda hastalik

ortaya cikarmistir (Cizelge 4.6).

1x10* dozunda ise Erz ve Denk1 susunun standart susa gore LTs, dederi diistik
MerK, BarK2 ve Kon-2 suslarinin ise yuksektir. Ordu susunun standart susa
gbre LTso degeri ayni olmasina ragmen en disuk oranda hastalik ortaya

cikarmistir (Cizelge 4.7).

Ancak, tum fungus suslarinin etkinliginin, karsilastirilan standart susa gore
aralarinda istatiksel acidan farkli olmadigi bulunmustur (Cizelge 4.4-4.7)
(p>0,05).
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Sekil 4.6. Tim fungus suslarinin 1x10” doz uygulamalarinin ve kontrol grubunun

gunlere gore % mortalite degerleri.
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Sekil 4.7. Tim fungus suslarinin 1x10° doz uygulamalarinin ve kontrol grubunun

glnlere gore % mortalite degerleri.
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Sekil 4.8. Tiim fungus suslarinin 1x10° doz uygulamalarinin ve kontrol grubunun
gunlere gore % mortalite degerleri.
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Sekil 4.9. Tim fungus suslarinin 1x10* doz uygulamalarinin ve kontrol grubunun
glnlere gore % mortalite degerleri.
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Sekil 4.10. DenK1 (Denizli-Kocabey) susunun Galleria mellonella Uzerinde

denenen 4 konsantrasyonu ve kontrol grubuna gore mortalite degerleri.

Cizelge 4.8. DenK1 (Denizli-Kocabey) susunun Galleria mellonella larvalarina

uygulanan konsantrasyonlari ve gergeklestirdikleri ortalama 6lum zamanlari.

Fungus Susu Uygulanan Ortalama 6lim Standart sapma
Doz(kon/ml) zamani(gun)
DenK1 1x10’ 2,80 1,22
1x10° 4,30 0,92
1x10° 5,52 0,85
1x10" 6,33 0,66
Kontrol 0 27,10 1,32
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Sekil 4.11. SB1(b) (Beytepe) susunun Galleria mellonella Uzerinde denenen 4

konsantrasyonu ve kontrol grubuna gore mortalite degerleri.

Cizelge 4.9. SB1(b) (Beytepe) susunun Galleria mellonella larvalarina

uygulanan konsantrasyonlari ve gergeklestirdikleri ortalama 6lum zamanlari.

Fungus Susu Uygulanan Ortalama 6lim Standart sapma
Doz(kon/ml) zamani(gun)
SB1(b) 1x10’ 3,70 1,02
1x10° 4,87 0,68
1x10° 5,71 1,04
1x10* 7,20 1,21
Kontrol 0 27,10 1,32
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Sekil 4.12. Ank 12 (Ankara) susunun Galleria mellonella Gzerinde denenen 4

konsantrasyonu ve kontrol grubuna gore mortalite degerleri.

Cizelge 4.10. Ank 12 (Ankara) susunun Galleria mellonella larvalarina

uygulanan konsantrasyonlari ve gergeklestirdikleri ortalama 6lum zamanlari.

Fungus Susu Uygulanan Ortalama 6lim Standart sapma
Doz(kon/ml) zamani(gun)
Ank 12 1x10’ 3,90 0,80
1x10° 4,83 1,78
1x10° 5,77 2,20
1x10* 7,10 1,85
Kontrol 0 27,10 1,32
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Sekil 4.13. LUl 5 (Luleburgaz) sugsunun Galleria mellonella Uzerinde denenen 4

konsantrasyonu ve kontrol grubuna gére mortalite degerleri.

Cizelge 4.11. Lul 5 (Luleburgaz) susunun Galleria mellonella larvalarina

uygulanan konsantrasyonlari ve gergeklestirdikleri ortalama 6lum zamanlari.

Fungus Susu Uygulanan Doz Ortalama 6lim Standart sapma
(kon/ml) zamani (gun)
Lil 5 1x10’ 3,97 1,10
1x10° 4,40 1,30
1x10° 5,70 1,06
1x10" 6,80 1,58
Kontrol 0 27,10 1,32
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Sekil 4.14. MerK (Mersin-Kargipinar) susunun Galleria mellonella Uzerinde

denenen 4 konsantrasyonu ve kontrol grubuna gore mortalite degerleri.

Cizelge 4.12. MerK (Mersin-Kargipinar) susunun Galleria mellonella larvalarina

uygulanan konsantrasyonlari ve gergeklestirdikleri ortalama 6lim zamanlari.

Fungus Susu

Uygulanan Doz

Ortalama 6lim

Standart sapma

(kon/ml) zamani (gun)
MerK 1x10’ 4,73 0,64
1x10° 6,13 1,41
1x10° 7,33 0,71
1x10% 7,44 1,45
Kontrol 0 27,10 1,32
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Sekil 4.15. BarK2 (Bartin-Kumluca) susunun Galleria mellonella Gzerinde

denenen 4 konsantrasyonu ve kontrol grubuna gore mortalite degerleri.

Cizelge 4.13. BarK2 (Bartin-Kumluca) susunun Galleria mellonella larvalarina

uygulanan konsantrasyonlari ve gergeklestirdikleri ortalama 6lim zamanlari.

Fungus Susu Uygulanan Doz Ortalama 6lim Standart sapma
(kon/ml) zamani (gun)
Bark2 1x10’ 3,97 0,96
1x10° 5,20 0,76
1x10° 6,57 1,20
1x10" 8,07 1,82
Kontrol 0 27,10 1,32
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Sekil 4.16. Kon-2 (Konya) susunun Galleria mellonella tzerinde denenen 4

konsantrasyonu ve kontrol grubuna gére mortalite degerleri.

Cizelge 4.14. Kon-2 (Konya) susunun Galleria mellonella larvalarina uygulanan

konsantrasyonlari ve gergeklestirdikleri ortalama 6lim zamanlari.

Fungus Susu Uygulanan Doz Ortalama 6lum Standart sapma
(kon/ml) zamani (gun)
Kon-2 1x10’ 4,40 1,13
1x10° 5,17 1,70
1x10° 6,97 1,77
1x10* 7,37 1,56
Kontrol 0 27,10 1,32
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Sekil 4.17. Ordu susunun Galleria mellonella Uzerinde denenen 4

konsantrasyonu ve kontrol grubuna gére mortalite degerleri.

Cizelge 4.15. Ordu susunun Galleria mellonella

larvalarina uygulanan

konsantrasyonlari ve gergeklestirdikleri ortalama 6lim zamanlari.

Fungus Susu Uygulanan Doz Ortalama 6lum Standart sapma
(kon/ml) zamani (gun)
Ordu 1x10’ 4,17 0,91
1x10° 4,87 0,97
1x10° 6,03 1,07
1x10" 7,17 2,13
Kontrol 0 27,10 1,32
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Sekil 4.18. AyAk (Aydin-Akbuk) susunun Galleria mellonella Gzerinde denenen 4

konsantrasyonu ve kontrol grubuna gore mortalite degerleri.

Cizelge 4.16. AyAk (Aydin-Akblk) susunun Galleria mellonella larvalarina

uygulanan konsantrasyonlari ve gergeklestirdikleri ortalama 6lum zamanlari.

Fungus Susu

Uygulanan Doz

Ortalama 6lim

Standart sapma

(kon/ml) zamani (gun)
AyAk 1x10’ 4,20 1,10
1x10° 4,97 0,72
1x10° 5,80 0,85
1x10* 6,77 1,46
Kontrol 0 27,10 1,32
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Sekil 4.19. Erz susunun (Erzincan) Galleria mellonella Uzerinde denenen 4

konsantrasyonu ve kontrol grubuna gére mortalite degerleri.

Cizelge 4.17. Erz (Erzincan) susunun Galleria mellonella larvalarina uygulanan

konsantrasyonlari ve gergeklestirdikleri ortalama 6lim zamanlari.

Fungus Susu Uygulanan Doz Ortalama 6lum Standart sapma
(kon/ml) zamani (gun)
Erz 1x10’ 1,93 0,64
1x10° 3,17 0,53
1x10° 4,17 1,05
1x10" 4,57 1,14
Kontrol 0 27,10 1,32
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Sekil 4.20. KVL 03-129 (standart sus) susunun Galleria mellonella Uzerinde

denenen 4 konsantrasyonu ve kontrol grubuna gore mortalite degerleri.

Cizelge 4.18. KVL 03-129 (standart sus) susunun Galleria mellonella larvalarina

uygulanan konsantrasyonlari ve gergeklestirdikleri ortalama 6lim zamanlari.

Fungus Susu Uygulanan Doz Ortalama 6lim Standart sapma
(kon/ml) zamani (gun)
KVL 03-129 1x10° 3,55 0,85
1x10° 4,47 0,51
1x10° 5,50 1,04
1x10" 6,53 0,89
Kontrol 0 27,1000 1,32
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5. TARTISMA

Bu calismada Galleria mellonella larvalari GUzerinde Beauveria bassiana’nin 10
farkli izolatinin ve standart bir susun, 4’er konsantrasyonunun etkileri

arastiriimistir.

Topraktan entomopatojen fungus suslarinin izolasyonunda Galleria mellonella L.
(Lepidoptera: Pyralidae) ve Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrioidae) gibi
hassas bocekler kullaniimaktadir (Meyling and Eilenberg, 2007). Ulkemizde
mevcut 4.700.000 kadar ari kolonilerinin yaklagsik 600.000 adedinin Galleria
mellonella ile farkli yodunluklarda bulagik durumda olmasi (Akyol, 2008)
nedeniyle c¢alismamizda hedef organizma olarak Galleria mellonella tercih

edilmigtir.

Entomopatojen  funguslarin  izolasyonu, dogadan farkli  ydntemlerle
gerceklestirilebilir. Bu c¢alismada, Galleria tuzak yontemi ve toprak seyreltme
yontemi uygulanmigtir. Galleria tuzak yontemi ile izole edilen fungus sayisi,
toprak seyreltme yontemine gére daha fazla bulunmustur. Bu sonug, Galleria
tuzak ydnteminin daha duyarl bir yontem oldugunu gdstermektedir. Bu yontem
ilk olarak Bedding ve Akhurst tarafindan, topraktaki entomopatojen nematodlarin
Galleria larvalari kullanilarak tespit edilmesi igin gelistirimis ve ardindan
Zimmermann (1986) ile Mietkiewski ve arkadaslari bu yontemin entomopatojen
funguslarin izolasyonunda da basarili oldugunu belirtmislerdir (Barker and
Barker, 1998). Keller ve arkadaslari (2003) yaptiklari bir galismada bu yontemin
daha etkili oldugunu belirtmiglerdir. Meyling (2007)’'de Galleria tuzak yénteminin,
toprak seyreltme yontemine gbre daha avantajli oldugunu belirtmistir. Toprak
seyreltme yonteminde daha az toprak ornedi kullanilmasi nedeniyle
entomopatojen funguslara rastlamanin zorlastigi; seyreltme ile spor sayisinin
daha da azaldigi, ayrica diger firsatci saprofitik funguslarin besiyerinde
Uremelerinin bu ydntemi dezavantajli duruma soktugunu belirtmistir. Galleria
tuzak yonteminde ise daha fazla miktarda toprak kullaniimasi
entomopatojenlerin izolasyonu igin bu yontemi daha secici kilmaktadir (Meyling,
2007). Kessler ve arkadaslari da (2004) yaptiklari ¢alismada Galleria tuzak
yonteminin toprak seyreltme yontemine gore daha hassas bir yontem oldugunu

vurgulamigtir. Dhoj ve arkadaslar (2008), 2002-2005 yillarn arasinda Nepal’den
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46 toprak orneginden Galleria tuzak yontemi ve toprak seyreltme yontemi
kullanarak entomopatojen fungus izole etmeye calismislardir. Sonugta Galleria
tuzak yontemiyle 78 entomopatojen fungus Oornegi toprak seyreltme yontemi ile
5 entomopatojen fungus oOrnegi izole etmislerdir. Bizim bulgularimiz da bu

arastirmacilarinkine paralellik gostermektedir.

Toprak, entomopatojenik funguslar icin klasik izolasyon yeridir (Meyling and
Eilenberg, 2007) ve bircok entomopatojen fungus, hem islenmis toprakta hem
de daha dogal habitatlarda bulunabilir (Klingen et al., 2002; Keller et al., 2003;
Meyling and Eilenberg, 2006). Bu ¢alismada 48 B. bassiana ve 1 B. brongniartii
izole edilmis olup Metarhizium spp.leri saptanamamistir. Bu sonug¢ bize
denenen topraklarda Metarhizium spp.’lerinin olmadigini gosterebilir. Ayrica
Sahin (2006)'nin yaptigi c¢alismada, Kahramanmaras ilinden aldigi toprak
orneklerinden 19 Beauveria bassiana izole etmis fakat Metarhizium spp. izole
edememistir. Bu bulgu bizim buldugumuz sonugla paralellik gostermektedir.
Yapilan kaynak arastirmasinda da Ulkemiz topraklarinda Metarhizium spp.’ye ait

baska bir ¢calismaya rastlanmamistir.

Bu calismada funguslarin 28'’i islenmis toprak érneklerinden 21'i ise islenmemis
toprak orneklerinden izole edilmistir. Yapilan diger ¢alismalarda entomopatojen
funguslarin farkh Ulkelerde farkli habitatlarda degisik oranlarda bulundugu
belirtiimigtir. Meyling ve Eilenberg (2006) Danimarka’nin tarim alanlarindaki
topraklarda B. bassiana’nin yaygin, M. anisopliae’nin seyrek oldugunu
bulmuglardir. Bu sonug¢ bizim bulgularimizla uyusmaktadir. Fakat Sun ve
arkadaslar1 (2008), Cin’de yaptiklari calismada bocek patojeni funguslarin, daha
az islenmis meyve bahgesi topraklarinda, islenmis tarim topraklarina gore daha
¢ok oldugunu goéstermisler ve Vanninen (1995)'de, Finlandiya topraklarinda
bdcek patojeni funguslarin orman topraklarinda, tarim alanlarindaki topraklara
g6re daha fazla oldugunu belirtmistir. Batliin bu ¢alismalar sonucunda iglenmis
ve islenmemis topraklarda entomopatojen funguslarin degisik oranlarda

olabilecegdi anlagiimaktadir.

Galleria tuzak yonteminde B. bassiana’nin B. brongniarti’'ye goére daha fazla
cikmasi, B. bassiana’nin larvalari daha hizli enfekte edip oldirmesi olabilir.

Keller ve arkadaslari (2003), Galleria tuzak yonteminde M. anisopliae susunu, B.
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brongniarti'ye gore daha fazla izole etmigler. Onlar, M. anisopliae’nin Galleria
larvalarini B. brongniarti'den daha hizl éldurmesi olasiligini 6ne surmaslerdir.
Bu bulgu, bizim galismamizda Galleria tuzak yonteminde B. bassiana’nin, B.
brongniarti'ye gore neden daha fazla izole edildigini agiklayabilir. Chase ve
arkadaslar (1986) ise besiyerindeki 0,55 g/l dodinin sadece optimum dizeyde
B. bassiana’nin izole edilmesine izin verdigini, dodin miktarinin 0.46 g/l'ye
dusuruldigunde B. bassiana yanisira diger entomopatojen fungus suslarinin da
izolasyonuna izin verdigini bulmuslardir (Chase et al., 1986). Bu ¢alismada SDA
besiyerine 0.46 g/l dodin eklenerek B. bassiana yanisira B. brongniartii izole

edilmig ve bu sonu¢ Chase ve arkadaglarinin bulgularina uygunluk gostermigtir.

Bu calismada izole edilen Beauveria bassiana suglari deney dizenegi
baslatiimadan once Galleria larvalari Uzerinde denenmis, bunlar igerisinden en
enfektif olan 10 6rnek secilmistir. Yapilan deneyde bu suslarin ve tip tartn farkli
4 dozu (1x107, 1x10° 1x10° ve 1x10% kullaniimis, Tween 80 soliisyonunun
Galleria larvalarinin yasam sureleri Gzerinde bir etkisi olup olmadigini anlamak
ve enfeksiyona ugratilmamig larvalarin, dozlara maruz birakiimis olanlara goére
saglikh oldugunu goéstermek igin kontrol grubu olusturulmustur. Genellikle bu
tarz calismalarda kullanilan doz araligi konaga ve uygulama sekline goére
degismekle birlikte her 10 bdcek icin 1x10* - 1x10® kon/ml arasinda degisen
miktarlar kullanilir. Bu gibi deneylerde hedef canlinin Uzerinde farkli dozlarin
denenmesindeki amag¢ virulansta olusabilecek  kucuk  degisiklikleri
g6zlemleyebilmektir (Hicks et al., 2001; Brownbridge et al., 2001; De La Rosa et
al., 2002; Klingen et al., 2002; Luz et al., 2004).

Calismada kullanilan standart sus KVL 03-129 (ARSEF 8032), ARS
entomopatojenik fungus koleksiyonundan bir sus olup, 18 Eylul 2002 tarihinde
Nicolai V. Meyling tarafindan tarim bdlgesi topragindan Galleria tuzak yontemi
kullanilarak izole edilmis bir susdur. Turkiye topraklarindan izole edilen suslarla
ayni yontemle izole edilmesi, yapilan patojenite deneylerinde saglikli bir
sonucun ortaya c¢ikmasini saglamistir. ClnkU biyolojik kontrol calismalarinda
entomopatojen funguslarin biyolojik kontrol ajani olarak kullaniimalarinda,
homolog konaklardan izole edilen suglarin daha basarili oldugu belirtilmistir
(Hicks et al., 2001; Pliz et al., 2007; Bugeme et al., 2008). Ayrica biyolojik
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kontrol calismalarinda hedef organizma ile ayni orjinli ajan aramak yaygin
olmakla birlikte hedef zararlinin dogal alanindan gelmemis dogal dismanlarla da
basarili kontroller elde edilmigtir (Hicks et al., 2001). Klingen ve arkadaslari
(2002), yaptiklari bir galismada M. anisopliae susunun (ARSEF 5520) G.
mellonella’ya oldukga patojen oldugunu ancak tuzak ydonteminde Delia floralis
kullanilarak izole edilmis bir sus olmasina ragmen Delia floralis larvalarina

patojen olmadigini gézlemlemislerdir.

Kontrol ajani bagska bolgeleden getirilecekse getirilecegi alana uyum saglama
sansinin ve zararll kargisinda gosterecegi performansin ne olacaginin tahmin
edilmesi gerekmektedir. Herhangi bir alanda basarili olan bir ajan, baska yerde
iyi bir sonug vermeyebilir (Hansoylu, 2003). Ayrica ¢evre guvenligi ve ekosistem
dengesi g6z o©nune alindiginda bir mikrobiyal kontrol programinda
entomopatojen funguslarin dogal suslarinin kullanilmasinin daha uygun oldugu
sonucuna ulasiimistir (Beron and Diaz, 2005). Bu c¢alismada da ulkemizdeki
zararlilara karsl Turkiye topraklarindan izole edilen suglarin daha basaril

olacagi dusunulerek 10 farkli B. bassiana susu kullaniimistir.

Secilen bu 10 susun ve standart susun denenen tum dozlari Galleria mellonella
larvalari Uzerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda ylksek oranda basarili
bulunmustur (Sekil 4.10-4.20). Klingen ve arkadaslari (2002), B. bassiana’nin 3
farkli susunun 1x10” kon/ml dozunu Mamestra brassicae Uizerinde denemisler
ve kontrol grubuna goére yuksek oranda basarili bulmuslardir. Trudel ve
arkadaslari (2007), 6 farkli B. bassiana susunun 1x10% 1x10° 1x10° 1x107,
1x108, 1x10° ve 1x10*° kon/ml dozlarini Pissodes strobi tiiriinde denemisler ve
kontrol grubuna gbére basarili mortalite sonucu elde etmiglerdir. Bizim

bulgularimiz da bu arastirmacilarla paralellik gostermektedir.

Bu calismada, Galleria mellonella deneylerinde tim fungus suslarinda en kisa
siirede en yilksek mortalite, her fungusun en yilksek doz (1x10°) uygulamasi ile
elde edilmistir (Sekil 4.6). Kim ve Kim (2008) bir entomopatojen fungus olan
Lecanicillium attenuatum susunun 5 farkhi dozunu (10% 10° 10° 10’, 10
pamuk yaprak bitleri (izerinde denemisler ve en etkili dozun 108 kon/ml oldugunu
bulmuslardir. Santoro ve arkadaslari (2008), B. bassiana’nin gesitli suslarini

Alphitobius diaperinus tiirii izerinde denemisler ve yine en etkili dozun 1x10°
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kon/ml oldugunu belirtmiglerdir. Bu sonugclar bizim bulgularimizla uyugsmaktadir.
Bu calismada denenen daha duslUk dozlarda da B. bassiana suslarinin etkili
oldugu gozlenmigtir (Sekil 4.7-4.9). Kreutz ve arkadaglari (2004) Beauveria
bassiana’nin 5 farkli susunun 3 farkli dozunu (1x10% 1x10’, 1x10° Ips
typographus L. Uzerinde denemis ve dusUk konidiya dozlarininda etkili

oldugunu belirtmiglerdir.

Deneyler suresince yapilan gozlemler sonucunda konsantrasyondaki artmaya
bagli olarak LTso degerlerinde ve sporlarin gelisme suresinde azalma
g6zlenmistir. Vu ve arkadaslari (2008)’da konidiyal konsantrasyon yukseldik¢e
LTso degerinde azalma oldugunu belirtmiglerdir. Luz ve arkadaslarinin (1999)
yaptiklari ¢galismada da bdceklere uygulanan konsantrasyondaki azalmaya bagh
olarak kadavra Uzerinde sporlarin daha ge¢ ve daha az miktarda olustugunu

belirtmiglerdir. Bu bulgular bizim sonuglarimizla paralellik gdstermektedir.

Elde edilen LDsy ve LTso sonuglarina gore en etkili susun Erz susu oldugu, en
zayIf etki gosteren susun ise MerK susu oldugu bulunmustur (Cizelge 4.3-4.7).
Tam fungus suslarinin en yuksek konsantrasyon uygulanmasi sonuglarina gore
Erz ve DenK1 susu deneklerin % 50’sini 2. ve 3. gun sonunda oldurdikleri
g6zlenmistir (Cizelge 4.4). Birgok biyolojik kontrol uygulama ¢alismalarinda da
belirtildigi gibi, bu basarili bir sonug¢ olarak kabul edilmektedir (Miranpuri and
Khachatourians, 1995; Liu et al., 2002; Hansoylu, 2003). Ayrica DenK1 susunun
en yuksek ve en dusuk dozda standart suga gore daha etkili oldugu gozlenmigtir
(Cizelge 4.4, Cizelge 4.7). En dUsuk dozda en zayif etki gosteren sus ise BarK2
susudur (Cizelge 4.7). Ancak yaplilan istatiksel ¢alismalar, izole edilen suslarin
ve standart susun Galleria mellonella larvalarina karsi etkileri ya da biyolojik
kontrol ajani olarak potansiyellerinin énemli bir fark gostermedigini isaret
etmistir. Bu sonu¢ baska arastirmacilar tarafindan elde edilen sonuclarla da
uyusmaktadir (Studdert and Kaya, 1990b; Hansoylu, 2003). Calismalarinda,
Galleria mellonella larvalari Gzerinde denenen B. bassiana’nin farkh suslarinin
mortalite sonuglari arasinda anlamli fark olmadigini bulmuslardir. Ancak baska
bir calismada da, Beauveria bassiana’nin da bulundugu 4 fungus tlrinin her
birinin farkl izolatlari, denenilen konak organizmada cok farkli mortalitelere

neden olmustur (Bello et al., 2000).
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Sonucta denenen bu 10 B. bassiana susunun ve standart susun G. mellonella
larvalar Uzerinde bagarili mortalite sagladigi gozlenmigtir. Yapilan istatiksel
testlerin 1s1ginda larvalar Uzerinde denenen en yuksek dozun her susta en
basarili kontrol sagladigi bulunmustur. Bu sonug, baska arastiricilarin yaptigi
calismalarin sonuglari ile paralellik gostermektedir (Vanninen et al., 1999; Liu et
al., 2002; Hansoylu, 2003). Fungus suslarinin etkileri agisindan istatiksel olarak
anlamli farkhliklar gostermedigi bulunmus, fakat genel olarak bakildiginda en
basarili susun Erz susu oldugu, en basarisiz susun ise MerK susu oldugu

bulunmustur.

Ancak yapilan bu ¢alismalar laboratuvar kosullarinda sabit bir sicaklikta, yuksek
nem ve karanlik ortamda tutularak yapilmistir. Bu etmenlerin entomopatojen
funguslarin patojenitesi Uzerinde duruma goére olumlu ya da olumsuz etkileri
vardir. CuUnkU patojenite, sadece entomopatojen fungusun biyokimyasi,
fizyolojisi ve hastalik gelisiminin molekuler biyolojisine bagli olmaz ayni
zamanda c¢evreye de baglidir. Bu etmenler igerisinde bagil nem, UV iginlari,
sicaklik ve besin mevcudiyeti basarili bir mikoinsektisidin performansini etkiler
(Chelico et al., 2006). Birgok arastirmaci UV isinlarinin entomopatojen
funguslarin konidiyalarini inaktif hale getirdigini belirtmistir (Chelico et al., 2006;
Fernandes et al.,, 2007). Ayrica Wojda ve arkadaslarinin (2009) belirttiklerine
gore Galleria mellonella larvalari koloni halinde yasayan bdcekler olup, bu
larvalar bir araya geldiginde ortam sicakligi 40 °C ye kadar yukselir ve bdylece
patojenlere kargi bir koruma saglamis olurlar. Bu sicaklik fungus

enfeksiyonunun gelisimi i¢in olumsuz etki yaratmaktadir.

Daha sonraki calismalarda, c¢evresel kosullarin ve bocek davraniglarinin,
denenen B. bassiana suslarinin patojeniteleri Gzerinde nasil bir etki yarattigina
bakilmasi amaglanmaktadir. Ayrica bu suslarin farkli zararli bécekler tGzerindeki
etkilerinin incelenmesinin sonraki biyolojik kontrol ¢calismalari igin faydali veriler

olusturabileceg@i dusunulmektedir.
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