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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ISPARTA iLi TARIM VE TARIM DISI TOPRAKLARINDAN ENTOMOPATOJEN
FUNGUSLARIN iZOLASYONU VE TANISI
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. ismail KARACA

II. Danisman: Yrd. Dog. Dr. Ozlem GUVEN

Bu ¢alismada, 2013-2014 yillar1 arasinda Isparta ilinin alti1 ilcesindeki alt1 farkh
bolgeden toplanan toprak orneklerinden entomopatojen funguslar izole edilmis ve
patojeniteleri test edilmistir. Bocek (Galeria) tuzak metodu kullanilarak yapilan
calismada 196 toprak ornegi ve 1080 adet Galleria mellonella L. (Lepidoptera:
Pyralidae) larvasi kullanilmistir. Yapilan izolasyon sonucunda 1080 larvadan 777
(%72) fungus izole edilmistir. Entomopatojen funguslardan en ¢ok Beauveria spp. (164
izolat) ve Metarhizium spp. (40 izolat) elde edilmistir. Firsat¢1 fungus olarak en ¢ok
Fusarium spp. %45.69 oraninda, Aspergillus spp. %14.29 ve Penicillium spp. %2.83
oraninda izole edilmistir. Patojenite testi icin Beauveria, Metarhizium, Fusarium,
Aspergillus ve Paecilomyces cinslerine ait izolatlardan secilen 55 fungus 4. donemdeki G.
mellonella larvalarina uygulanmistir. Beauveria spp. ve Metarhizium spp. izolatlari
oldukea etkili bulunmustur. BMAUM-M3003 olarak kodlanan Metarhizium izolat1 en
virulent tiir olmus ve LTso degeri 0.56 giin olarak belirlenmistir. Ayrica, Beauveria
izolatlarindan BMAUM-E2001, BMAUM-E3001, BMAUM-E6001, BMAUM-K1001 ve
BMAUM-K4001'in LTso degeri sirasi ile 1.43, 2.49, 2.56, 2.72 ve 2.84 glin olarak tespit
edilmistir. Aspergillus spp. ve Fusarium spp. izolatlar1 G. mellonella larvalar1 lizerinde
oldukca diisiik patojenite gostermislerdir (%0-10). Patojenitesi yiiksek ¢ikan
entomopatojen fungus izolatlarinin gelecekte tarimda zararli bocekler tizerinde
kullanilma potansiyellerini arastirmak ic¢in yapilacak c¢alismalara uygun oldugu
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Entomopatojen fungus, Galleria tuzak metodu, toprak, Beauveria
spp., Metarhizium spp.

2015, 36 Sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

OCCURRENCE AND PATHOGENICITY OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI IN
CULTIVATED AND UNCULTIVATED SOILS FROM ISPARTA PROVINCE IN TURKEY
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Supervisor: Prof. Dr. ismail KARACA

Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem GUVEN

The occurrence of entomopathogenic fungi from the soil samples collected from six
different localities of the five counties (Atabey, Egirdir, Gonen, Kegiborlu, Merkez and
Uluborlu) of Isparta Province and their pathogenicity against Galleria mellonella (L.)
(Lepidoptera: Pyralidae) larvae were investigated during the years, 2013 and 2014. In
the laboratory bioassays, 196 soil samples were checked in terms of the occurrence of
any entomopathogenic fungus by using 1080 G. mellonella larvae. Insect-associated
fungi were isolated from 777 (72%) out of 1080 larvae. The most abundant insect
pathogenic fungi were Beauveria spp. (164 isolates) and Metarhizium spp. (40 isolates).
Fusarium spp. were very abundant opportunistic fungi recovered comprising 45.69% of
the total isolates. The other opportunistic fungi, Aspergillus spp. (14.29%) and
Penicillium spp. (2.83%), were less isolated. The pathogenicity of 55 fungal isolates
belonging to the genera Beauveria, Metarhizium, Fusarium, Aspergillus and Paecilomyces
were evaluated by using 4th instar larvae of G. mellonella. Isolates of Beauveria spp. and
Metarhizium spp. proved to be the most virulent isolates recovered. Metarhizium
isolate, BMAUM-M3003 was the most virulent isolate and had the shortest LTso value
(0.56 day). The Beauveria isolates, BMAUM-E2001, BMAUM-E3001, BMAUM-E6001,
BMAUM-K1001, and BMAUM-K4001 were also very effective (LTso= 1.43, 2.49, 2.56,
2.72 and 2.84 days, respectively). Aspergillus spp. and Fusarium spp. isolates showed
very low pathogenic activity to G. mellonella larvae (0-10%). These entomopathogenic
fungi may have potential use against a variety of agricultural pests.

Key Words: Entomopathogenic fungi, Galleria bait method, Soil, Beauveria spp.,
Metarhizium spp.
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1. GIRIS

Ulkemizde tarla ekilis alan1 145.178.000 dekar, Meyve bahgesi 23.373.000 dekar,
Ortiialt1 ve acik alanda sebze iiretimi ve cicek bahgesi 5.929.000 dekardir. Ulke
niifusunun 1/3’t tarimsal faaliyetlerle ge¢cimini saglamakta olup, ¢alisan her 4 kisiden
biri tarimda calismaktadir. Ulkemizin tarimsal iiretimi yilik 62 miyar dolar1 asmis
durumdadir. Tiirkiye'deki endtiistri tesislerinin biylik boéliimii tarimsal {riinleri
hammadde olarak kullanmaktadir. Bu durum, sanayinin gelismesinde ve istthdamin
artmasinda biiylik 6nem tasimaktadir. Tarimsal ihracatimiz 15 milyar dolar ile toplam
ihracatimizda %13.2 gibi 6nemli bir paya sahiptir (Anonim, 2014a). Ulkemizde iiretilen
baslica tarim iiriinleri domates, patates, bugday, biber, elma, kiraz, findik, turunggiller,
cay, giil, zeytin, misir, aycicegi vb.'dir. Ulkemizde bu denli yogun tarimsal iiretimin
olmasi1 bazi sorunlari da beraberinde getirmektedir. Sorunlarin baslicalari toprak ve
bakimi, is giicli, sulama, besleme ve =zararli organizmalarla savasimdir. Zararh
organizmalar tarimda en blylik ekonomik kayiplara neden olan faktoérdiir (Anonim,
2014b).

Tarimda zararl boceklerle miicadele uzun zamandir zorunlu olarak siirdiirilmektedir.
Her yil bir¢ok yeni kimyasal maddenin ortaya ¢ikmasina paralel olarak boceklerde
diren¢ olusumu goézlenmektedir. Bu kadar yaygin pestisit kullanimi ¢evre ve insan
sagligini tehdit eden sorunlari1 da beraberinde getirmistir. Bu ylizden zararl boceklerin
miicadelesinde alternatif metotlar aranmaya baslanmis olup, en ¢ok da biyolojik
miicadele lizerinde durulmaktadir. Kimyasallar ile miicadelenin aksine boceklerde
diren¢ olusumunun goriilmemesi, tarim triinlerinde kalintiya neden olmamasi ve ¢evre
dostu olmasindan dolay1 biyolojik miicadelenin bir¢ok avantaji bulunmaktadir.
Biyolojik miicadelede predatorlerden, parazitoidlerden ve entomopatojen
mikroorganizmalardan (funguslar, bakteriler, viriisler, nematotlar, protozoalar vb.)
yararlanilmaktadir. Biyolojik miicadele kapsaminda ele alinan mikroorganizma
gruplar1 arasinda entomopatojen funguslar bir¢ok calismanin konusunu olusturmus
olup, bir kismi ticari olarak zararli boceklerin miicadelesi i¢in ruhsatlandirilmistir

(Kilinger vd., 2010; Er, 2013).

Boceklerde patojen olan funguslar, Phycomycetes sinifina baghh Entomophthorales
takiminda, Ascomycetes sinifinin Hypocreales takiminda, Basidiomycetes sinifindan
Uridinales takiminin Uridinella cinsinde ve Fungi Imperfecti sinifinin Moniliales

takiminda yer almaktadir (Erkilic ve Uygun, 1993). Giinlimiizde en ¢ok bilinen



entomopatojen funguslar Beauveria bassiana Bassi, Metarhizium anisopliae
Metchkinoff, Lecanicillium lecani (Zimm.) Zare and Gams, Paecilomyces fumosoroseus

Wize ve Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson’dur.

Mikrobiyal miicadele etmenleri tlizerindeki calismanin ilk basamagi genellikle dogada
mevcut olan fungus izolatlarinin tespit edilmesidir (Er, 2013). Entomopatojen
funguslar sucul ortamlar, ormanlar, tarim alanlar1 ve dogal ortamlar gibi bircok yasam
alanlarinda yayilis gostermektedirler (Shtayeh vd., 2002). Toprak, ozellikle
entomopatojen funguslar i¢cin 6nemli bir depo yeri olup, bircok entomopatojen fungus
tiirti cogunlukla topraktan izole edilmistir (Gaugler, 1988). Entomopatojen funguslarin
dogadan izolasyonu i¢in birka¢ yontem kullanilmaktadir. Bu yontemlerin en ¢ok tercih
edilenleri ‘Tuzak bocek yontemi’ ile topraktan ve dogrudan bocek {tizerinden
izolasyondur. Entomopatojen funguslarin toprakta olusumu, gelisimi ve patojeniteleri
cevrenin biyotik ve abiyotik faktorlerine ve tarimsal ve tarimsal olmayan insan

aktivitelerine baglidir (Mietkiewski vd., 1994).

Her iilkenin veya bdlgenin dogal kosullarina uyum saglamis tiirlerin bulunmasi ve
kullanilmas1 biyolojik miicadelede kontrol yiizdesini arttirmaktadir. Yapilan
arastirmalarda, biyolojik miicadele yapilacak bodlgeye uygulanacak entomopatojen
funguslarin o bolgeden izole edilmis olmasi farkl bir iilke veya bolgeden izole edilmis
entomopatojen fungus tiirlerine gore daha iyi sonuglar verdigi gézlemlenmistir (Beron

ve Diaz, 2005).

Tlrkiye’de bocek popiilasyonlarinda mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklarin
arastirilmasinda, etkilerinin artirilmasinda ve zararllarin kontroliinde kullanilmasinda
cok az gelisme saglanmustir. Ulkemizde patojen konusunda uzmanlasmis arastirmaci
sayisinin az olmasi bu durumu etkileyen faktoérlerden biridir. Ozellikle iilkemizde
bolgesel olarak tarimsal iiretimde entomopatojen fungus tiirleri ve bunlarin toprakta
olusturdugu ekosistem faaliyeti hakkinda calismalar azdir. Ulkemizde Dogu Akdeniz
bolgesinden (Er vd., 2008); Kahramanmaras topraklarindan (Er ve Mart, 2009; Koz ve
Giiven, 2014; izgi ve Giiven, 2014); Dogu Karadeniz'de findik yetistirme alanlarindan
(Sevim vd., 2009); Samsun’da Hypantria cunea lizerinden (Sullivan, 2011); Gaziantep,
Adiyaman ve Kahramanmarag'ta antep fistif1 yetistirilen arazilerden (Er, 2013)
entomopatojen funguslarin izolasyonlar1 yapilmistir ve izole edilen tiirler rapor

edilmistir.



Bu kapsamda s6z konusu calismada;

1. Cahsmanin yiriitildigi Isparta ili merkez, Génen, Kegiborlu, Uluborlu, Atabey ve
Egirdir bolgesi tarim alanlar1 ve tarim disi alanlarin topraklarindan entomopatojen

funguslar izole edilmis ve biyolojik ¢esitliligi belirlenmistir.

2. Elde edilen Entomopatojen funguslarin kiiltiirel ve morfolojik kriterler kullanilarak

teshisleri yapilmistir.

3. Farkli bolgelerden izole edilen funguslarin 6n patojenite testi yapilmis ve en etkili

olan izolat veya izolatlar belirlenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Entomopatojen funguslar, tarim zararlisi bodceklerle biyolojik miicadeledeki
potansiyellerinden dolay1 arastiricilarin dikkatini cekmektedir. Uygun nem ve sicaklik
kosullarinin saglandig1 ortamlarda entomopatojen funguslar belirgin epizootige yol
acar ve genis alanlarda belirli zararli bocek poptilasyonunu azaltirlar. Yapilan arastirma
projelerinin bircogu, hedef zararli bocekler icin en etkili olan fungus izolatlarinin
belirlenmesi ve biyolojik miicadelede gelistirilerek kullanilmasi {izerine yogunlagsmis
durumdadir. Tarimsal iiretimde, entomopatojen funguslarin olusturdugu ekosistem
faaliyeti biyolojik miicadele icin olduk¢a onemlidir. Zararli boceklere spesifik olan
dogal diismanlarin korunmasi ve etkinliklerinin arttirilmasi icin, tarim sistemlerinde
uygun ortam olusturmada funguslarin temel ekolojik bilgileri kullanilarak tarimsal

uygulamalar ve dogal ortam diizenlemeleri yapilmaktadir (Eilenberg vd., 2001).

Entomopatojen funguslar tarimsal ekosistemde olduke¢a genis alanlara yayilmislardir.
Ilman bolgelerde, Filum: Ascomycota (Takim: Hypocreales) ve Altfilum:
Entomophthoromycotina’'va (Takim: Entomophthorales) ait bir¢ok fungusun
Arthropod’larda enfeksiyona neden oldugu bilinmektedir. Hypocreales takimina ait
Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae tarimsal ekosistemlerde ¢ok genis
konukgulara sahiptirler. Son zamanlardaki arastirma sonuglari, korumali biyolojik
miicadele stratejisine uygun funguslarin ekolojik yonlerini agikliga kavusturmustur. Bu
arastirmalar, iliman iklimli tarimsal ekosistemlerde, B. bassiana’nin zeminden yliksek
yerlerde yasayan konukcularda, M. anisoplia’'nin toprak ylizeyinin iizerinde veya altinda
bulunan konukcularla iliskili oldugunu gostermistir (Meyling ve Eilenberg, 2007). Bu
iki fungusun kaynagi topraktir ve ayni toprak orneklerinden izole edilebilmektedirler

(Keller ve Zimmermann, 1989; Meyling ve Eilenberg, 2006).

Konukgu bireylerin 6rneklenmesi, fungus tiirlerinin yayginhigi ve konukeu cesitliligi
hakkinda 6nemli bilgileri ortaya c¢ikarir. Entomopatojen fungus enfeksiyonu sonucu
6lmiis bocekler c¢ogunlukla bulunduklar1 bitki iizerinden topraga diisecekleri icin
toprak ortami oOnemli fungus rezervini olusturmaktadir. Ayrica toprak ortami,
funguslar1 UV 1sinlarindan korudugu, biyotik ve abiyotik etkenlere karsi tampon gorevi
gordiigil icin funguslarin uzun siire canliigini korumasini saglar (Samson vd., 1988;

Keller ve Zimmermann, 1989).



Beauveria, Conidiobolus, Metarhizium ve Isaria (Paecilomyces) c¢ogunlukla toprak
ortaminda bulunan entomopatojen fungus cinslerindendir. Ayrica bir¢ok fungus tiirii
diinyanin degisik bolgelerinde toprakta yasayan boceklerden izole edilerek rapor
edilmistir. Ingiltere’de agachk ve cal alanlarinda yapilan c¢aligsmalarda ekilebilir
alanlara oranla daha ¢ok entomopatojen fungus izole edilmis ve B. bassiana ve I

farinosus yaygin olarak bulunmustur (Chandler vd., 1997).

Kanada'nin iliman ve kuzeye yakin bolgelerinden toplanan 266 toprak orneginde
yapilan incelemelerde B. bassiana ve M. anisopliae en ¢ok rastlanan tiirler olarak
saptanmistir. Bunun yaninda Isaria spp.’'ye ait 13 tiir bulunmustur. Ayrica, B. bassiana

kuzey bolgelerinde M. anisopliae’e gore daha siklikla rastlanmistir (Bidochka vd., 1998).

Toprak, olduke¢a genis organizma grubunu iceren karmasik besin zincirine sahiptir ve
meydana gelebilecek bozulma ve stres toprak biyotasinda bir trofik diizeyden digerine
dogru ardisik sekilde etkili olmaktadir. Ozellikle toprakta bulunan entomopatojen
funguslar ve nematodlar bu tiir degisikliklere karsi oldukc¢a hassastirlar. Barker ve
Barker (1998) Yeni Zelanda’'nin dogal ormanlarinda, ¢ayir ve tarlada Galleria mellonella
(L.) larvalar kullanarak yaptiklari arastirma sonucunda entomopatojen funguslardan
B. bassiana, M. anisopliae, P. Cf. cicadae ve Tarchium sp. tiirlerini izole etmislerdir.
Yapilan ¢alisma sonucunda islenmis tarlalarda entomopatojen funguslarin bulunma

sikliklar1 mera ve dogal ormanlara gore oldukga diisiiktiir.

Klingen vd. (2002a), entomopatojen funguslarin toprakta bulunmasinda tarim
faaliyetlerinin, tarla kenarlarinin ve farkli tuzak béceklerinin etkisini arastirmak i¢in
Norve¢'in kuzey bolgelerinde ¢alisma yapmislardir. Organik tarim yapilan arazilerde
entomopatojen funguslar daha belirgin olarak bulunmustur. Bunun yaninda geleneksel
tarim ile organik tarim yapilan tarla kenarlar1 arasinda belirgin bir fark
bulunamamistir. En ¢ok rastlanan fungus tiirleri B. bassiana, M. anisopliae, Fusarium
merismoides Corda ve Tolypocladium cylindrosporum Gams’dur. Delia floralis (Fallen)
larvasi ile yapilan topraktan tuzaklama isleminde G. mellonella larvasi ile yapilan
tuzaklama isleminden farkll olarak daha siklikla T. cylindrosporum fungusu izole

edilmistir.

Toprakta yasayan zararli boceklere karsi mikrobiyal insektisit gelistirilebilmesi icin

toprak ekolojisinin iyi bilinmesi gerekir. Topragin nem igerigi, pH’si, organik madde
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icerigi ve cografik konumunun entomopatojen funguslarin varligina etkisini arastirmak
icin Filistin'de yapilan c¢alismada, nem igerigi, pH’s1 ve cografik konumunun fungus
izolasyonu tizerinde ¢ok az veya hi¢ etkili olmadigl bulunmustur. Bunun yaninda
toprakta organik maddelerin ve vejetasyon tiplerinin etkili oldugu, 6zellikle meyve
bahgelerinde sebze bahgelerine gore daha belirgin siklikta fungus izolasyonu
yapilmistir. Bu ¢alismada 13 cinse ait 20 entomopatojen fungus tiirii izole edilmis ve
iclerinden Conidiobolus coronatus (Costantin) Batko en sik ve en bol bulunan tiir olarak

belirlenmistir (Shtayeh vd., 2002).

Farkli ekosistemlerin, entomopatojen funguslarin toprakta bulunmasina etkisini
arastirmak icin Ispanya’nin giineydogu bolgesindeki Alicante ilinde yapilan ¢alismada
orman, tarim arazisi, dogal alanlar ve bahgelerden 61 farkl kisimdan toprak 6rnekleri
alinmistir. Bocek patojenlerinden en ¢ok entomopatojen funguslara rastlanmis (%32.8)
ve bu funguslar arasinda en sik B. bassiana (%21) gozlenmistir. Metarhizium anisopliae
(%6.4) ve Lecanicilliun lecanii (Zimm.) Zare ve W.Gams (%4.8) tiirlerine daha az
rastlanmistir. Ayrica B. bassiana, tek toprak oérneklerinde en yliksek enfekte ylizdesine

sahiptir ve boceklerin %98’ini enfekte etmistir (Asensio vd., 2003).

Keller vd. (2003), iki y1l boyunca, segici besiyeri ve Galleria tuzak metodu ile isvi¢re’nin
kuzey, dogu, merkez ve giiney batisindaki 82 alandan aldiklar1 toprak érneklerinden
entomopatojen fungus izolasyonu yapmislardir. ki metodun da izolasyon oranlari
birbirine oldukca benzese de Galleria metodunun fungus izolasyonunda daha hassas
oldugunu vurgulamislardir. Toprak oOrneklerinin %96’sinda M. anisopliae izole
edildiginden bu isvigre’de ¢ok bulunan bir fungustur. Beauveria brongniartii sadece
konukg¢u bocegi olan Melolontha melolontha (L.)'nin kolonize oldugu alanlar ile sinirh
kalmistir. Ayrica, B. bassiana, 1. fumosoroseus ve Conidiobolus sp. gibi entomopatojenler

de topraktan izole edilmistir.

Metarhizium anisopliae, toprakta yasayan bir¢ok bocek tiiriinde enfeksiyona sebep olur
ve popiilasyon seviyesini kontrol etmede 6nemli bir dogal etken olarak rol oynar. Bu
fungusun toprakta dagilimi ve ortaya ¢cikmasi bocek popiilasyon yogunluguna ve toprak
ozelliklerine baglidir. Bu amag¢ dogrultusunda yapilan ¢alismalarda M. anisopliae
olduk¢a kozmopolitan bir yapida olup hemen hemen her yerde izolasyonu yapilmis
fakat bolgelere ve habitatlara gore dagihim bicimlerinde ve tekerrir araliklarinda

farkhliklar gostermistir. Isvicre’de yapilan ¢alismada, M. anisopliae’nin goriilme sikhg



cayirliklarda diger habitatlara gore daha yiiksek orandadir. Ekilebilir alanlarda
glibreleme ve pestisit uygulamalar1 yapildigindan dolay1 konuk¢u bocek tiirlerinde ve
sayllarinda azalma gozlenir (Rodrigues vd., 2005). Ormanlik alanlarda ekilebilir
alanlara gore daha az M. anisopliae bulunmustur. Bunun tersi olarak B. bassiana
ormanlik alanlarda ekilebilir alanlara gére daha siklikla rastlanir (Bidochka vd., 1998).
Bundan dolay1 M. anisopliae’'nin toprak ortaminda dogal dagiliminin incelenmesi bu
fungusun bolgesel olarak zararli boceklerin kontroliinde mikrobiyal insektisit olarak

kullanilmasi i¢in 6nemli bir kanit olusturacaktir.

Kiiciik capl ekilebilir ciftlik alanlarindan ve agag yetistirmek icin kullanilan alanlardan
alinan toprak orneklerinden elde edilecek entomopatojen fungus tiir ¢esitliligi ve
yogunlugunu arasindaki farki belirlemek i¢in Siedlce (Polonya)’de ¢alisma yapilmistir.
Bu calismada agac yetistirmek i¢in kullanilan alanlarda 6 fungus tiiriine (B. bassiana, B.
brongniartii, M. anisopliae, M. flavoviride, 1. farinosa ve I. fumosorosea) ciftlik alanlarinda
ise sadece 3 fungus tiiriine (B. bassiana, M. anisopliae ve 1. fumosorosea) rastlanmistir.
Bu calisma dogal habitatlarin entomopatojen fungus tiirleri bakimindan daha zengin

oldugunu gostermistir (Tkaczuk vd., 2012).

Tarimsal ekosistemde sadece organik olarak ekilen topraktaki entomopatojen
funguslarin bulunma ve mekansal dagilimini incelemek icin Cografi Bilgi Sistemi (CBS)
esasina dayanan c¢ok hassas ornekleme tasarimini Meyling ve Eilenberg (2006)
kullanmistir. Boylelikle, ayn1 6rnekleme alaninin iki yi1l boyunca siirekli incelenme
olanagi bulunmustur. Bu arastirma sonucunda belirli bir boélgedeki entomopatojen
funguslarin bulunmasi ve dagilimini incelemek i¢in yeterli sayida toprak 6rneklenmesi
gerekmektedir ve 25 m mesafeli araliklarla 6rneklemenin yapilmasi dogru sonug
vermektedir. Calilik alanlarda yogunlukta bulunan I fumosoroseus tarimsal arazilerde
¢ok az veya hi¢ bulunamamasina ragmen B. bassiana’ya tarimsal alanlarda oldukea sik
rastlanmistir. Cok yaygin olarak bulunan M. anisopliae bu ¢alisma alaninda yaygin

degilse de M. flavoviride lokal olarak yaygindir.

Quesada-Moraga vd. (2007), Ispanya’da dogal ve ekili alanlarda, toprak ézelligi (kil ve
kumlu), organik madde miktari, pH ve arazilerin konumlari (enlem ve boylam, yiikselti)
gibi faktorlerin entomopatojen funguslarin olusmasina etkilerini arastirmislardir.
Entomopatojen funguslar, ispanya’da incelenen alanlarda yaygin olmalarina karsin

sadece B. bassiana ve M. anisopliae gibi iki tiiriin bulunmasindan dolay1 biyogesitlilik



acisindan zayiftir. Ekili topraklarda ve dogal alanlarda B. bassiana esit oranda
bulunmasina ragmen M. anisopliae genellikle ekili alanlarda daha fazla bulunmustur.
Ayni sonu¢ Avrupa’da (Mietkiewski vd., 1991; Klingen vd., 2002b), Amerika'da
(Bidochka vd., 1998) ve Cin’de (Sun vd., 2008a) rapor edilmistir. Ekili alanlar, zararlilar
ile miicadelede kullanilan pestisitlerin etkisinden dolay1r toprakta bulunan
entomopatojen funguslarin siirekliligini saglayacak konuk¢u bdcekleri yok ederler.
Ayrica bu pestisitler direkt olarak da funguslar iizerine etki ederek funguslarin
topraktaki varligini sinirlarlar. Topragin Ph’si fungus gelisiminde olumsuz etki gosterir.
Yapilan calismalarda funguslar asidik ortamlara bazik ortamlardan daha toleransh

olduklar1 belirlenmistir(Foth, 1984).

Topraktaki kil miktar1 bircok bocek patojen fungusun ¢oklugunu ve siirekliligini
arttirir. Ciinkii kiiciik boyuttaki konidiler kil partikiilleri lizerinde yayilirlar ve B.
bassiana gibi kiiciik konidilere sahip funguslar Kkilli topraklarda daha ¢ok bulunurlar

(Studdert vd., 1990; Quesada-Moraga vd., 2007).

Organik madde miktar1 ile entomopatojen funguslarin dagilimi arasinda pozitif
korelasyon vardir. Yiksek organik madde miktar1 fungus konidilerin adsorbsiyon
yeteneklerini arttirarak katyon degisimlerini kuvvetlendirirler. Ayrica organik madde
miktar1 fazla topraklarda Arthropada popillasyonunda artisa neden oldugundan
entomopatojen funguslar i¢cin uygun konuk¢u bulunmasini saglar (Mietkiewski vd.,

1997; Kessler vd., 2003; Quesada-Moraga vd., 2007).

Enlemlerin ve boylamlarin entomopatojen funguslarin olusumuna belirgin etkisi
vardir. Giiney enlemlerinde en sik rastlanan B. bassiana, ispanya’nin yaninda (Quesada-
Moraga vd., 2007) bir¢cok Akdeniz iilkesinde drnegin Giiney italya’da da bulunmustur
(Tarasco vd., 1997). Kuzey enlemlerde M. anisopliae en sik rastlanan entomopatojen
fungus olup, genellikle soguk iklimlerde ve daha nemli bolgelerde, 6rnegin Finlandiya
(Vanninen, 1996), Norvec (Klingen vd. 2002a), Isvicre (Keller vd., 2003), Polonya
(Tkaczuk ve Mietkiewski, 1996) ve Kanada’'da (Bidochka vd., 1998) bulunmustur. Fakat
Danimarka ve Ingiltere’de bunlardan farkl olarak B. bassiana tiirii M. anisopliae tiiriine

gore daha fazla izole edilmistir (Chandler vd., 1997; Meyling ve Eilenberg, 2006).

Cin’de yapilan ¢alismada B. bassiana soguk bolgelerde (Kuzey Cin), M. anisopliae daha
iliman bolgelerde (Orta ve Glinay Cin) daha sik olarak bulunmustur (Sun ve Liu, 2008).
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Kore’de 1080 toprak orneginden segici besiyerler ile yapilan entomopatojen fungus
izolasyonunda %32 oraninda fungus izole edilmis ve cogunlugunu Beauveria spp. (125
izolat) ve Metarhizium spp (82 izolat) olusturmustur. Elde edilen funguslarin ¢ogu
tarimsal arazilerden ¢ok orman ve nehir kiyisindaki topraklardan izole edilmistir. Bu
izolatlarin %60’ 1nin G. mellonella lzerinde patojen oldugu bildirilmistir (Shin vd.,

2013).

Cin'in farkli bolgelerindeki orman ve daglarindan oOrneklenen topraklarindan 6
entomopatojen fungus tiirli, B. bassiana, M. anisopliae var. anisoplia, L. lecanii, I
farinosus, I. fumosoroseus ve Tolypocladium inflatum (Gams) izole edilmis ve en yaygin
olanlar B. bassiana, M. anisopliae var. anisoplia ve I. farinosus olarak gozlenmistir (Sun
ve Liu, 2008). Ayrica Cin’in tarla bitkileri alanlarinda ve meyve bahcelerinde yapilan
arastirmada en ¢ok B. bassiana, M. anisopliae var. anisoplia, ve P. fumosoroseus tiirlerine
rastlanmistir (Sun vd., 2008). Mevsimsel 1s1 degisimlerinin fungus aktivitesine etkisinin
arastirildigl bu ¢alismada, nisan-haziran aylar1 boyunca toprak 1sis1 illiman oldugundan
B. bassiana enfeksiyonu sonucu oliimler artmis, fakat agustos ayinda sicaklarin artmasi
ile enfeksiyon orani diismustiir. Agustos’tan sonra toprak 1sis1 diistiigii icin B. bassiana
aktivitesi tekrar artmistir. Funguslarin gelisimi ve aktivitesi i¢cin optimum deger
240C’'dir (Studdert ve Kaya, 1990) ve 27°C’den sonra sicaklik miselyum gelisimini

durdurmakta ve sporlari 6ldiirmektedir (Kessler vd., 2003).

Entomopatojen funguslar, Giiney Amerika ve Afrika tropik yagmur ormanlarinda
arastirilmis ve funguslarin zenginliginin ve cesitliliginin ormanlarin tahribati ile birlikte
azaldig1 gozlenmistir (Samson vd., 1988). Bu azalma, optimum enfeksiyon icin
kosullarin kaybolmasina veya funguslar icin spesifik konukcu boceklerin yok olmasina
veya her iki sebebe de bagh olabilir. Halbuki, Tayland yagmur ormanlarinda yapilan
calismada, entomopatojen funguslarin c¢esitliliginin 6rselenmis ormanlarda korunmus
ormanlara oranla daha fazla oldugu bulunmustur (Aung vd., 2008). Orselenmis yagmur
ormanlarinin hem orman habitatin1 hem de tarim habitatini icermesi entomopatojen

funguslarin ¢ok cesitli olmasini aciklayabilir.

Nem entomopatojen funguslar agisindan dnemlidir. Fungus sporlar1 ¢imlenmek icin
ortalama %90 oraninda neme ihtiya¢ duyar. Sicaklik bakimindan genellikle 20-25°C
bircok fungus icin en uygun degerlerdir. Yiiksek sicakliklarda penetrasyon devresi

olumsuz etkilenebilecegi gibi yiiksek sicaklik bocegin daha hizli 6lmesinde etken



olabilir. Glnes 1s181indaki UV 1sinlar1 fungus sporlarinin aktivitesini durdurabilir. Uygun
olmayan kosullarda bazi funguslar dinlenme sporu olustururlar ve bunlar olumlu

ortam kosullar1 olusuncaya kadar toprakta kalirlar (Glare ve Milner, 1991).

Gilintimiizde yeni tiir ve izolat bulmay1 amaclayan ¢ok sayida arastirma siirmekte ve
bunlarin bazilarindan yeni tiirler elde edilmektedir (Stock vd., 1999; Sturhan ve
Liskova., 1999; Griffin vd., 2000, 2001; Liao vd. 2001). Zararli bir bocegin
miicadelesinde mikrobiyal ajanlarin hedeflenen bocege yiiksek patojenite gostermesi
ve her iilkenin kendi kosullarina adapte olmus izolatlarin kullanilmasi kontrol

ylzdesini arttirmaktadir (Tanada ve Kaya, 1993).

2012 yilinda Kore’de yapilan calismada 1080 toprak oOrneginden secici besiyeri
kullanilarak entomopatojen funguslar izole edilmistir. Calisma sonucunda 342 izolat
(%32)'1n entomopatojen oldugu tespit edilmistir. Beauveria spp. 125 6rnekten izole

edilirken Metarhizium spp. 82 6rnekten izole edilmistir (Shin vd., 2013).

Tiurkiye kosullarina adapte olmus entomopatojenler ile ilgili az sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Bu c¢alismalarin bir¢ogunu entomopatojen bakterilerin (Ashm vd.,
2002; Demir vd., 2002; Nalc¢acioglu, vd., 2002; Apaydin vd., 2005; Sezen ve Demirbag,
2007; Sezen vd., 2007; Cinar vd., 2008; Apaydin vd., 2008), viriislerin (Yaman vd., 2001;
Sezen ve Demirbag, 2006) ve nematodlarin (Ozer vd., 1995; Susurluk vd., 2001; Hazir
vd.,, 2003a; Hazir vd., 2003b) izolasyonu ve karakterizasyonu olusturmaktadir.
Entomopatojen funguslar ile yapilan calismalar olduk¢a sinirli sayida olmakla beraber

sadece belirli zararli boceklerde izolasyonu ve etkisi aragtirilmistir.

Er vd. (2008), Dogu Akdeniz Bolgesi'nde 2004-2005 yillarinda Coccinellidlerin dogal
hastalikk etmeni olan entomopatojen funguslar1 belirlemek t(izere c¢alisma
yuriitmiislerdir. Coccinellidlerin patojenleri olarak Beauveria ve Paecilomyces tiirleri

saptanmigtir.

Kahramanmaras ili'nde (Tiirkoglu, Goksun, Sekeroba, Elbistan, Pazarcik) 2003 - 2005
yilarinda, Er ve Mart (2009) arazi calismalarindan topladiklar1 b6ceklerden ve toprak
orneklerinden tuzak bocek (G. mellonella larvasi); yontemi ile entomopatojen
funguslarin belirlenmesine yonelik ¢alismada bulunmuslardir. Bu ¢alisma sonucunda,

yaprakbitlerinde Pandora Humber (Entomophthoraceae), Hypera postica (Gyll.)
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(Curculionidae: Coleoptera) larvalarinda Zoophthora Batko (Entomophthoraceae) ve H.
Postica erginlerinde Beauveria Vuillemin (Hyphomycetes) cinsine ait funguslar
belirlenmistir. Toprak o6rneklerinden en ¢ok Beauveria cinsine ait funguslar ile
Peacilomyces ve Metarhizium cinsine bagli entomopatojen funguslarin izolasyonu

yapilmistir.

Kilig vd. (2009), seralarda ve tarim arazilerinde zararli olan beyazsinege [Bemisia
tabaci Gennedius, 1936 (Homoptera: Aleyrodidae)] Kkarsi Kkimyasal pestisit
(cypermethrin) kullanimina alternatif olabilecek miicadele yontemlerini arastirmak
icin 15 B. bassiana izolatin1 denemislerdir. Bu izolatlardan 10 tanesi Tiirkiye'nin gesitli
bolgelerindeki topraklardan (Tokat, Erzurum ve Kayseri) izole edilmis, 5 tanesi ise
ARSEF-USA’den temin edilmistir. Yapilan c¢alismalar sonucunda B. bassiana’'nin
beyazsinegin kontroliinde cypermethrin’e gore etkisinin az oldugu fakat farkl
entomopatojen fungus ve izolatlarin denenmesi ile alternatif bir kontrol etmeni

olabilecegini tespit etmislerdir.

Findik yetistiriciliginin ¢ok oldugu arazilerde entomopatojen funguslarin topraktaki
dagilimini belirlemek icin yapilan ¢alismada Galleria larvalar1 kullanilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda orneklenen topraklarin %20.59’unda entomopatojen fungus bulunmustur.
Bu funguslar B. bassiana, B. bassiana cf. bassiana, M. anisopliae var. anisoplia,
Metarhizium sp., I fumosoroseus ve Evlachovaea sp. olarak teshis edilmistir. Bu
funguslar findik da énemli zararli olan Melolontha melolontha’ya karsi test edilmis ve
tiim funguslarin patojenik oldugu fakat M. anisopliae var. anisoplia ve Evlachovaea
sp.’nin insektisit aktivitesinin daha ¢ok oldugu belirlenmistir. Bu calisma sonucunda M.
melolontha’ya karsi entomopatojen funguslarin iyi bir biyolojik kontrol ajani olabilecegi

vurgulanmistir (Sevim vd., 2009).

Samsun’un Carsamba, Temre ve Salipazari ilgelerinde findigin en biiyiik zararlisi olan
Hypantria cunea (Drury) (Lepidoptera: arctiidae) 'nin biyolojik miicadele etmenlerini
belirlemek i¢in ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda bu zararl lizerinden
Aspergillus westerdijkiae Frisvad ve Samson, B. bassiana, P. fumosoroseus, P. lilacinus ve

Trichoderma koningiopsis izole edilmistir (Sullivan, 2011).

Gaziantep, Adiyaman ve Kahramanmaras illerindeki antepfistig1 bahcelerinde bulunan

entomopatojen funguslarin tuzak bocek yontemiyle belirlenmesi amaciyla ¢alisma
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yapilmistir. Calisma soncunda 162 entomopatojen fungus izole edilmis, bunlardan 142
izolatin B. bassiana, 4 izolatin B. brogniartii ve 16 izolatin M. anisopliae oldugu tespit

edilmistir (Er, 2013).

Kahramanmaras merkez koéylerindeki bugday tarlalarinda (Koz ve Giiven, 2014) ve
Baskonus ormanlik alanlarinin farkh yiikseltilerinden (izgi ve Giiven, 2014) alinan
toprak orneklerinden G. mellonella tuzak bocek yontemi kullanarak entomopatojen
funguslarin izolasyonlar1 ve teshisleri yapilmistir. Topraktan yapilan izolasyonlar
sonucunda B. bassiana, Aspergillus flavus (Linn), Fusarium spp. ve Penicillium spp.
entomopatojen fungus tiir ve izolatlar1 teshis edilmistir. Kahramanmaras merkez
koylerinden izole edilen Beauveria spp. Ornekleriyle yapilan patojenite testleri
sonuncunda Kapicam 2010.C, Kapigam 2010.E, Kiirtiil 2010.C, Kiirtiil 2010.E, Onsen
2010.A, Onsen 2010.B izolatlarinin %100 6liime sebep oldugu belirtilmistir. Ayrica
Aspergillus spp. 6rnekleri ile yapilan patojenite testlerinde Aksu 2010.C %60, Kilavuzlu
2010.C % 45, Kurtiil 2010.B %41 oraninda oliime sebep olmuslardir (Koz ve Giiven,
2014).

Izgi ve Giiven (2014), ve Koz ve Giiven (2014), tarafindan yapilan ¢alismalardan izole
edilen funguslarin 29 izolat1 ¢alisilmis ve bu izolatlar morfolojik ve molekiiler olarak
tanimlanmistir. Elde edilen sonuglara gore 29 izolattan 14 tanesi B. bassiana, 9 tanesi
Fusarium sp., 4 tanesi A. flavus, 1 tanesi Acremonium blochii ve 1 tanesi ise Penicillium
griseofulvum oldugu yapilan calismalar sonucunda belirlenmistir. Sonuglar Clone
Manager 9 programi ile hizalanmis ve Mega 4.1 programi ile filogenetik agaclari

cizilmistir (Ozgelik ve Giiven, 2015).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Projenin materyalini araziden alinan toprak érnekleri, Galleria mellonella (Lepidoptera:

Pyralidae) ve entomopatojen funguslar olusturmustur.

Sekil 3.1. Topraktan izole edilen entomopatojen funguslar; Metarhizium sp. A) ve

Beauveria sp. B)
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Sekil 3.2. Denemelerde kullanilan G. mellonella larvalar: (A) ve toprak drnekleri (B).

3.1. Toprak Orneklemelerinin Yapilacagi Bolgeler ve Toprak Orneklerinin
Alinmasi

Isparta ili'nde tarimin yapildig1 yerlerden ozellikle bélgenin ekonomik iiriinlerinden
olan meyve bahgeleri ve yaglik giil alanlar1 ile sebze bahgeleri 6rnekleme yapilan

oncelikli bolgeler olmustur.

Belirlenen arazilerden sonbahar aylarinda toprak érnekleri alinmistir (Sekil 3.3). Her

toprak Ornegi, tarimsal faaliyetlerin yiiriitildigi arazinin 0,5 m?lik 8-10 farkh
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noktasindan 20-30 cm derinlikten 10 cm ¢apindaki toprak érnek alicisi ile alinmustir.
Her bir alandan alinan ornekler karistirilarak tek bir 6rnek olarak Kilitli polietilen
torbalara konulmustur. Ornek alma isleminde kullanilan alet her toprak alimindan
sonra %70’lik etilalkol ile steril edilmistir. Etiketlenen plastik torbalardaki 6rneklerin
GPS koordinatlar1 ve arazi iizerinde yetistirilen kiiltiir bitkisinin ad1 kaydedilmistir.
Buzluklar icerisinde laboratuvara ulastirilan 6rnekler 4°C’de saklanarak iki ay icinde

kullanilmistir.

Sekil 3.3. Toprak orneklerinin alinmasinda kullanilan aparat.

Cizelge 3.1. Calisma kapsaminda araziden alinan toprak érneklerinin GPS koordinatlari,

ornekleme zamanlari ve arazi 6zellikleri

Bolge Arazino | GPS koordinatlari Ornekleme Habitat
zamani

37956’ N .

1. 30035 E 12.11.2013 Nadas Arazi

37°56'N . .

2. 30036'E 12.11.2013 Dogal Arazi

3, 37°56'N 12.11.2013 Dogal Arazi

30°36’E
Atabey 37056'N

4. 30036'E 12.11.2013 Dogal Arazi
37°54’N ..
5. 300 38'F 12.11.2013 Nadas Arazisi
37°53'N ..
6. 300 37'F 12.11.2013 Nadas Arazisi

37°49'N . .
1. 30052 E 09.01.2014 Kiraz Bahcesi

o 37°48'N .
Egirdir 2. 300 52F 09.01.2014 Elma Bahcesi
37°47'N .

3. 300 52F 09.01.2014 Elma Bahcesi
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Cizelge 3.1 Calisma kapsaminda araziden alinan toprak drneklerinin GPS koordinatlari,
ornekleme zamanlari ve arazi 6zellikleri (Devam)

. 37°46'N -
4. 300 52F 09.01.2014 Nadas Arazisi
37°45'N .
5. 300 52'F 09.01.2014 Elma Bahgesi
37°48'N o .
6. 300 53'F 09.01.2014 Dogal Arazi
37°57'N o -
1. 300 30°F 12.11.2013 Bugday Arazisi
37°57'N . .
2. 300 30°F 12.11.2013 Giil Bahgesi
37°58'N . .
Gonen 3. 300 28'F 12.11.2013 Seftali Bahgesi
37°58'N -
4. 300 27'F 12.11.2013 Nadas Arazisi
37°57'N o .
5. 30027'E 12.11.2013 Dogal Arazi
37°56'N o .
6. 300 31'F 12.11.2013 Dogal Arazi
37°56'N .
1. 300 19 15.11.2013 Badem Bahgesi
37°56'N . .
2. 300 19'F 15.11.2013 Kiraz Bahgesi
3, 370 55'N 15.11.2013 Ayva Bahgesi
. 30°19°E
Keciborlu 37055'N
4. 300 20'F 15.11.2013 Gl Bahgesi
37°54'N .
5. 300 20°F 15.11.2013 Nadas Arazisi
37°53'N .
6. 300 20'F 15.11.2013 Elma Bahgesi
370 44'N o .
1. 300 30°F 28.04.2014 Dogal arazi
37°43'N o .
2. 300 30'F 28.04.2014 Dogal Arazi
3, 370 43N 28.04.2014 Elma Bahgesi
30°29°E
Merkez 370 46'N
4. 300 30°F 28.04.2014 Giil Bahgesi
37°50'N .
5. 30032'E 15.09.2014 Elma Bahgesi
37°52'N -
6. 30032'F 15.09.2014 Nadas arazisi
38°05'N . :
1. 300 26'F 15.11.2013 Kiraz Bahgesi
38°05'N . :
2. 300 26'F 15.11.2013 Kiraz Bahgesi
3, 38 05N 15.11.2013 Kiraz Bahcesi
300 26'E
Uluborlu 380 06'N
4. 300 27'E 15.11.2013 Kiraz Bahgesi
38°05'N . :
5. 300 27'E 15.11.2013 Kiraz Bahgesi
38°05'N .
6. 300 27'E 15.11.2013 Elma Bahgesi
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3.2. Galleria mellonella Larvalarinin Uretilmesi

Topraktan entomopatojen funguslarin izole edilmesinde duyarli konukcuyu toprak
icerisine koyarak enfekte olmasini saglamak icin “Galleria tuzak metodu”
(Zimmermann 1986) uygulanmistir. Bu yontem son yillarda yapilan ¢alismalarda en
¢ok kullanilan yontem olmasi nedeniyle se¢ilmistir (Griffin vd., 2000; Van Luc vd.,

2000).

Galleria mellonella larvalarinin liretiminde bali sikilmis petekler kullanilmistir. Petekler
Mugla’daki bal iireticilerinden temin edilmistir. Peteklerde herhangi bir zararliya karsi
pestisit bulunmamasina dikkat edilmistir. Larva iiretmek i¢in 6zel olarak hazirlanan
kafese G. mellonella ile bulasik petekler yerlestirilmistir. Larvalarin besin ihtiyaglarini
karsilamak icin temiz petekler kafese konulmustur (Sekil 3.4) . Boylece liretilen Galleria
larvalarinin 4. ve 5. doneme gelmis bireyleri topraktan fungus izole etmek amaciyla
kullanilmistir. Uretimin devam etmesi icin bazi larvalar damizlik olarak birakilmistir.
Boylece yeni ¢ikan erginler bir sonraki neslin devamini saglamistir. G. mellonella

iretimine calisma boyunca devam edilmistir.

Sekil 3.4. Galleria mellonella tiretiminde kullanilan petekler.

3.3. Entomopatojen Funguslarin Toprak Orneklerinden izolasyonu

Toplanan toprak o6rneklerinden entomopatojen funguslarin izolasyonu i¢in 4. ve 5.
donem Galleria larvalar1 (yumurtadan ciktiktan sonra ortalama dort hafta sonra)
kullanilmistir. Delikli kapaklar1 bulunan plastik kaplara 400 ml nemlendirilmis toprak

ornekleri konulduktan sonra iizerine 10 larva konulup karanlik ortamda 20-25°C’de
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muhafaza edilmistir. Her boélgedeki toprak ornekleri icin bu uygulama 3 kez
tekrarlanmistir. Deneme sliresi boyunca toprak ornekleri incelenip olii larvalar
toplanarak yiizey sterilizasyonu i¢in 5 sn %5’lik sodyum hipoklorit’de bekletildikten
sonra distile sudan gecirilmis ve %70’lik etil alkolde 5 sn bekletilmistir. Sonra 3 defa saf
sudan gegcirilip kurutma kagidinda fazla su emdirilmistir. Larvalar, nemli filtre
kagitlarinin bulundugu petri kaplarinda oda sicakliginda bekletilerek larva dis

ylzeyinde fungus gelisimi gozlenmistir.

3.4. Entomopatojen Funguslarin Teshisi

Entomopatojen funguslarin tiir teshisi, goriintiilii 151k mikroskobu ve diseksiyon
mikroskobu kullanilarak yapilmistir. Fungus ile enfekte olmus bdceklerin dis
gorlntsleri, koloni morfolojisi, konidiyagenez ve konidia hiicrelerin sekil ve
biiyiikliikleri gibi 6nemli yapilar detayli bir sekilde fotograflanarak tiir teshisinde
kullanilmistir. Mikroskop preparatlarin hazirlanmasinda Lacey (1997)'nin tanimladigi

hizli ve etkin tekniklerden biri olan “Lam kiltiir” yontemi kullanilmistir. Lactophenol-

analine blue ile fikse edilen funguslar mikroskopta incelenerek cesitli kaynaklar
(Samson 1974; Samson vd., 1988; Goettel ve Inglis, 1997; Humber, 1997a; Humber,
1998) kullanilarak tanimlanmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Lam-kiiltiir yontemi; A) Metarhizium sp.nin spor goriintiisii ve B) Beauveria

sp.’nin spor goriintiist.

3.5. Saf Kiiltiirlerin Elde Edilmesi

Entomopatojenik funguslarin topraktan izolasyonundan sonra diger
mikroorganizmalardan arindirilmis olmasi gerekmektedir. Bunun i¢in antibakteriyel

maddeleri iceren Merck marka besiyeri ortaminda (Patates Dekstroz Agar (PDA)
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kiiltiire alinmistir. 1 It saf suya hassas terazide tartilan 39 gr PDA ilave edilmistir. Mikro
dalga firinda PDA’'nin iyice ¢oziinmesi saglandiktan sonra Otoklavda 121°C'de 15 dk
otoklavlanarak streil edilmistir. Hazirlanan besiyerleri steril kabinde bek alevi esliginde
steril Petri kaplarina dokiilmiistiir. Funguslar ile enfekte olmus larvalardan toplanan
sporlardan elde edilen stlispansiyonlar 12-15 ml besiyeri iceren petri kaplarina
yayillmistir. Petri kaplarinda gelisen tek kolonilerden yeniden fungus sporlar1 alinarak
yeni besiyeri ortamlarina ekilerek saf kiltiirleri olusturulmustur (Sekil 3.6). Petri
kaplar1 20-25°C’'de %75 nem ortaminda karanlikta inkiibe edilmistir. Toprak
denemelerinden elde edilen izolatlar -80°C’de saklanmis, kiiltiirler bu 6rneklerden

PDA’ya ekim yapilarak yenilenmistir.

A

Sekil 3.6. Saf kiiltiirleri yapilmis entomopatojen fungus 6rnekleri; Beauveria sp. izolati

(A) ve Metarhizium sp. izolat1 (B).

3.6. On Patojenite Testi

3.6.1. Spor Siispansiyonun Hazirlanmasi

Besi ortamlarinda yetistirilen fungus sporlar1 ylizey kazimasi yapildiktan sonra %0.1
oraninda islatici etmen olan Tween 20 iceren steril suda vorteks ile karistirilmistir. Bu
stok soliisyondan 102 seyreltme yapilarak Thoma Lami ile sayilarak yogunlugu

belirlenmistir.
3.6.2. Konidia ¢cimlenme degerlendirmesi

Hazirlanan spor siispansiyonlarindan sayim sonucunda 105 konidi/ml seyreltme
yapilip 100 pl alinarak PDA iizerine Drigalski spatiilii ile yayilmistir. Besi yeri lizerine
yayllan fungus sporlar1 25°C'de karanlikta inkiibe edilmis ve 24 saat sonra da
konidilerin ¢imlenme degerleri gozlemlenmistir. Genellikle 200 konidi sayilarak
¢imlenme ytlizdesi hesaplanmistir. Bu islem 3 tekerriirden olusmustur. Konidiler, konidi

boyunun yaris1 kadar ¢imlenme tlpl olusturuyorlarsa ¢imlenmis olarak kabul
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edilmistir. Bu calismada %90-95 arasinda ¢imlenme oranina sahip funguslar

kullanilmstir.
3.6.3. Agar yiizeyi biyoassay yontemi

Agar ylzeyi biyoassay yontemi Kalkar vd. (2006) tarafindan agiklandig gibi
yapilmistir. 10-13 ml %2 agar konulmus Petri kaplarinin ytlizeyine seyreltilmis 1000
konidi/mm? silispansiyonlar1 bek alevinde steril edilen Drigalski spatiilii yardimi ile
yayllmis ve 1 saat kurumaya birakilmistir (Sekil 3.7.). Ayni giin 5 adet 4. ve 5.
donemdeki G. mellonella larvalari konulmus ve larvalar 27+ 20C sicaklik ve %60+5 nispi
nemde inkiibe edilmistir. 24 saatlik bir inkiibasyondan sonra larvalar temiz peteklerin
bulundugu steril edilmis cam Petri kaplarina konulmus ve her giin fungus ile 6lmiis
larvalar incelenmistir. Bu deney her fungus tiir ve izolati icin 6 tekerriirden olusmustur.
Ayn1 yontem kontrol grubu igin %0.1 Tween 20 ile hazirlanmis steril distile su

kullanilmstir.

Sekil 3.7. Agar ylizeyi patojenite denemelerinin kurulmasi; A) entomopatojen
funguslarin Drigalski spatiilii ile Agar-agar yiizeyine yayilmasi, B) G.

mellonella larvalarinin Agar-agar ortamina aktarilmasi.

3.7. Verilerin Analizi ve Degerlendirilmesi:

Oliim sonuglarini diizeltmek icin Abbott formiilii kullanilmis (Abbott, 1925) ve 8liim
oraninin yiizdesi hesaplanmistir. Elde edilen veriler ANOVA analizine tabi tutulmus ve
akabinde Dunnett’'s tek tarafli t-test ile fungus tiirlerinin kontrol grubu ile
karsilagtirilmistir. Fungus tiirlerinin patojenitelerinin birbiri ile karsilastirilmasinda
veriler ANOVA analizine tabi tutulduktan sonra Tukey c¢oklu Kkarsilastirma testi
uygulanmistir. Her ornek i¢in Probit analizi kullanilarak LTso and LTe degerleri
belirlenmistir (Finney, 1964; Throne vd. 1995). JMP (ver. 8) yazilimi ile X2 testi

kullanilarak regresyon egrilerinin dogrulanmistir.

19



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Topraktan izole Edilen Funguslar

2013-2014 yillarinda Isparta’nin Atabey, Egirdir, Gonen, Keciborlu, Merkez ve Uluborlu
ilgelerinin iklim 6zelliklerine gore yetistirilen tarim tiriinlerinin bulundugu arazilerden
ve tarim dis1 arazilerden 196 toprak ornegi alinmistir. Toprak oOrneklerinden
entomopatojen fungus izolayonu icin toplam 1080 adet Galleria mellonella larvasi
kullanilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda 777 larva fungal enfeksiyon sonucu, 57 larva
bilinmeyen sebeplerden dolayr 6lmis, 246 larva pupa ve ergine donlismustiir.
Atabey'de 127 (%16.34), Egirdirde 139 (%17.89), Gonen’de 107 (%13.77),
Kegiborlu’da 153 (%19.69), Merkez'de 128 (%16.47) ve Uluborlu’da 123 (%15.83)

larvada fungal gelisim gozlemlenmistir.

Tiim bolgelerdeki Beauveria sp. enfeksiyonu 164 (%21.11), Metarhizium sp.
enfeksiyonu 40 (%5.15), Fusarium spp. enfeksiyonu 355 (%45.69), Aspergillus spp.
enfeksiyonu 111 (%14.29), Paecilomyces spp. enfeksiyonu 5 (%0.64), Penicillium spp.
enfeksiyonu 22 (%2.83) bireyde goriilmistir. 85 birey (%10.30) bilinmeyen
sebeplerden dolay1 6lmiistiir (Cizelge 4.1).

Bolgelerde tespit edilen Beauveria sp. enfeksiyonu Atabey’de 32 (%4.12), Egirdir'de 48
(%6.18), Gonen’de 6 (%0.77), Kegiborlu'da 35 (%4.50), Merkez'de 35 (%4.50),
Uluborlu’da 8 (%1.03) bireyde goriilmiistlr. Metarhizium sp. enfeksiyonu Atabey’'de 3
(%0.39), Gonen’de 1 (%0.13), Kegiborlu'da 10 (%1.29), Merkez'de 16 (%2.06),
Uluborlu’'da 10 (%1.29) bireyde goriiliirken, Egirdir topraklarinda goriilmemistir.
Fusarium spp. enfeksiyonu Atabey’de 60 (%7.72), Egirdir’de 32 (%4.12), Génen’de 91
(%11.71), Kegiborlu’da 75 (%9.65), Merkez'de 24 (%3.09), Uluborlu’da 73 (%9.40)
bireyde goriilmiistiir. Aspergillus spp. enfeksiyonu Atabey’de 22 (%2.83), Egirdir'de 18
(%2.32), Gonen'de 7 (%0.9), Kegiborlu'da 21 (%2.70), Merkez’'de 29 (%3.73),
Uluborlu’da 14 (%1.80) bireyde goriilmiistiir. Paecilomyces spp. enfeksiyonu sadece
Gonen’de 1 (%0.13) ve Merkez'de 4 (%0.51) bireyde goriliirken diger bolgelerde
rastlanmamuistir. Penicillium spp. enfeksiyonuna Egirdir'de 12 (%1.54), Merkez'de 10
(%1.29) bireyde rastlanmistir fakat Atabey, Gonen, Keciborlu ve Uluborlu
topraklarinda rastlanmamistir. Bilinmeyen sebeplerden dolay1 gerceklesen oliimler

Atabey’'de 4 (%1.29), Egirdir'de 29 (%3.73), Gonen’de 1 (%0.13), Keciborlu’'da 12
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(%1.54), Merkez’'de 10 (%1.29), Uluborlu’'da 18 (%2.32) bireyde tespit edilmistir
(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Bolgelerde goriilen fungus yiizdeleri

Beauveria |Metarhizium |Fusarium |Aspergillus | Paecilomyces |Penicillium
Bolgeler Diger
sp. sp. sp. spp. spp. spp.
Atabey 4.12 0.39 7.72 2.83 0.00 0.00 1.29
Egirdir 6.18 0.00 4.12 2.32 0.00 1.54 3.73
Gonen 0.77 0.13 11.71 0.90 0.13 0.00 0.13
Keciborlu 4.50 1.29 9.65 2.70 0.00 0.00 1.54
Merkez 4.50 2.06 3.09 3.73 0.51 1.29 1.29
Uluborlu 1.03 1.29 9.40 1.80 0.00 0.00 2.32
Toplam 21.11 5.15 45.69 14.29 0.64 2.83 10.30

4.2. Topraktan izole Edilen Funguslarin Teshisleri

Proje kapsaminda 55 izolat kiiltiire alinmistir. Bu izolatlarin %12.72’sini Atabey,
%16.37’sini Egirdir, %14.55’ini Gonen, %14.55’ini Keciborlu, %29.1’ini Merkez ve

%12.72’sini Uluborlu izolatlar1 olusturmustur.

Fungus ile enfekte olmus boceklerin dis goriiniisleri, koloni morfolojisi, konidiyogen ve
konidi hiicrelerinin sekil ve biiyiiklikleri gibi onemli yapilar detayli bir sekilde
fotograflanmis ve teshisde kullanilmistir. Mikroskop preparatlarin hazirlanmasinda
Lacey (1997)'nin tanimladig1 hizli ve etkin tekniklerden biri olan “lam kiiltiir” yontemi
kullanilmistir. Lactophenol-analine blue ile fikse edilen funguslarin spor ve miselleri
151k mikroskobunda incelenmis ve c¢esitli kaynaklar (Samson, 1974; Samson vd., 1988;

Goettel ve Inglis, 1997; Humber, 1997a; Humber, 1998) kullanilarak tanimlanmistir.

Fungal enfeksiyon sonucu olen larvalardan Beauveria sp. Vuill, Metarhizium sp.,
Paecilomyces sp., Aspergillus flavus (Linn), Fusarium sp. ve Penicillium sp. funguslari

izole ve teshis edilmistir. izole edilen funguslarin teshisleri sonucunda en ¢ok
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gozlemlenen funguslar sirasiyla Fusarium sp. %45.69, Beauveria sp. %21.11, Aspergillus
sp- %14.29, Metarhizium sp. %5.15, Penicillium sp. %2.83 ve Paecilomyces sp. %0.64

olmustur.

4.3. Segilen Entomopatojen Funguslarin Galleria mellonella Larvalar1 Uzerine
Etkileri

Bioassay denemelerinde larvalar iizerinde ve PDA’da iyi gelisme gosteren 55 fungus
izolat1 kullanilmistir. Her bdlgenin arazilerinden en az bir fungus bioassay
denemelerinde kullanilmistir. Bu ¢alismada kullanilan funguslar G. mellonella larvalari
tizerinde 1-10 giin araliginda degisik 6liim oranlarina neden olmuslardir. Kontrol
denemelerinde hi¢ larva oOlimii gergeklesmemistir. Bu denemelerde Kkullanilan
Beauveria sp. ve Metarhizium sp. izolatlar1 10. gliniin sonunda %36-100 oraninda
degisen Oliimlere neden olmuslardir. Paecilomyces sp. 10. giiniin sonunda Galleria
larvalar iizerinde %30 oraninda 6liime neden olurken Fusarium sp. izolatlar1 %0-10
arasinda degisen diisiik oranda oOliime sebebiyet vermislerdir. Beauveria sp.
izolatlarindan 13 izolatin %50 6liim zamani degerleri (LTso) 1.43-3.92 giin, %90 6liim
zamani degerleri (LTgo) 3.52-7.29 giin araliginda degismektedir. Metarhizium sp.’nin 3
izolatinin  Galleria larvalarina karsi dikkate deger oranda etkili olduklari
hesaplanmistir. Ozellikle BMAUM-M3003 izolatinin LTso ve LToo degerleri sirasiyla 0.56
ve 1.91 giin oldugu hesaplanmistir. Diger Metarhizium sp. izolatlarinin LTso ve LTgg
degerleri sirasiyla 4.26-4.44 ve 7.10-9.10 giin olmustur. Beauveria sp. izolatlarindan
BMAUM-E2001, BMAUM-E3001, BMAUM-E6001, BMAUM-K1001 ve BMAUM-K4001’in
cok kisa LTso (1.43; 2.49; 2.56; 2.72; 2.84 giin) ve LToo (3.52; 3.44; 4.03; 4.92; 4.18 giin)
degerlerine sahip olduklari tespit edilmistir (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. Isparta’nin farkl ilcelerinden izole edilen entomopatojen funguslarin G. mellonella larvalarina farkl gilinlerdeki etkileri (Spor

konsantrasyonu 1000 konidi/mm?)

Regresyon
Farkli inkiibasyon periyodlarindan sonra 6lii larva sayilari
Ent toienik Lethal Time Esitligi:
ntomopatojeni : . (n# SE)
No fungus tiirleri Izolat No Y=bxz+a
3. Giin 5. giin 7. Giin 10. Giin LTso LToo
. " 2.67£0.21 3.67+0.21
1 Beauveria sp. BMAUM-A3001 0.00£0 g 0.83£0.31 fghijk abedefghijk abed 7.32 £0.67 12.01+2.46 5.95x -0.142
2 Beauveria sp. BMAUM-A4001 0.00£0 g 2.50 + 0.62 abcdefghijk | 5.00+0 a 5.00£0 a 4.99+0.45 6.15 + 0.80 14.248x -4.96
3 Aspergillus spp. BMAUM-A5001 0.00£0 g 0.00£0 k 0.50£0.22 jkl 0.50£0.22 fg 31.92+91.96 114.79 + 637.11 2.30x +1.536
. . " 3.50+£0.43
4 Beauveria sp. BMAUM-A5002 0.00£0 g 0.17£0.17 jk 2.00£0.37 defghijkl abed 8.14+0.69 12.24 + 2.44 7.22x-1.58
.. " 2.83£0.40
5 Metarhizium sp. BMAUM-A5003 0.00£0 g 0.00£0 k 0.67£0.21 ijkl cde 9.49+1.04 13.92+3.91 7.71x -2.53
6 Beauveria sp. BMAUM-A6001 0.00£00 g 0.67£0.21 ghijk 4.00+0.68 abcdef 5.00£0 a 6.09 £0.37 7.66 = 0.74 12.92x-5.14
. " 2.67£0.67 3.50+0.76
7 Beauveria sp. BMAUM-A6002 0.00£0 g 0.83£0.31 fghijk abedefghijk abed 7.54+0.82 13.47 £+ 4.18 5.08x +0.54
8 Beauveria sp. BMAUM-E1001 0.67£0.21 fg 3.17£0.60 abcdefghi 4.83+0.17 ab 5.00£0 a 4.36+0.40 6.38 £0.89 7.73x +0.06
9 Beauveria sp. BMAUM-E2001 4.33+0.67 ab 4.83+0.17 a 5.00£0 a 5.00£0 a 1.43£2.26 3.52+1.19 3.28x +4.49
10 | Beauveria sp. BMAUM-E2003 1.17+0.48 efg 3.67£0.80 abcdef 4.33+0.67 abcd 5.00£0 a 3.92 +0.53 6.72 £1.15 5.47x +1.75
11 | Beauveria sp. BMAUM-E3001 3.83£0.40 abc 5.00£0 a 5.00£0 a 5.00£0 a 2.49%0.79 3.44+0.54 9.13x +1.38
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Cizelge 4.2. Isparta’nin farkl ilcelerinden izole edilen entomopatojen funguslarin G. mellonella larvalarina farklh giinlerdeki etkileri (Spor

konsantrasyonu 1000 konidi/mm?2). devam

12 | Beauveria sp. BMAUM-E3003 0.17+0.17 fg 3.83+0.54 abcde 5.00+0 a 5.00+0 a 4.26+0.33 5.46 +0.78 11.89x -2.49
13 | Beauveria sp. BMAUM-E4001 1.67+0.49 defg 4.17+0.40 abc 5.00+0 a 5.00+0 a 3.39 £0.44 5.11 0,81 7,17x +1,20
14 | Beauveria sp. BMAUM-E5001 2.17+0.87 cdef 3.50+0.85 abcdefg 5.00+0 a 5.00+0 a 3.43£0.73 7.00 +2.60 4.12x +2.80
15 | Beauveria sp. BMAUM-E6001 3.33+0.71 abcd 4.83+0.17 a 5.00+0 a 5.00+0 a 2.56%0.76 4.03 £0.73 6.50x +2.35
16 | Beauveria sp. BMAUM-E6002 0.33+0.21 fg 3.50+0.56 abcdefg 5.00+0 a 5.00+0 a 4.31+0.35 5.84 +0.77 9.68x -1.14
17 | Fusarium spp. BMAUM-G1002 0.00+0 g 0.00+0 k 0.17+0.17 kl 0.33+0.21 fg 29.47 £102.35 | 76.52+71.72 3.09x +0.46
18 | Fusarium spp. BMAUM-G2001 0.00+0 g 0.00+0 k 0.00+01 0.00+0 g 0 0 0
19 | Beauveria sp. BMAUM-G3001 0.50+0.22 fg 1.00+0.52 efghijk 4.00+0.68 abcdef 4.50+0.50ab | 5.55+0.53 9.17 £1.36 5.86x +0.64
20 | Beauveria sp. BMAUM-G4001 0.17+0.17 fg 0.33+0.21 ijk 1.50+0.56 fghijkl 2.67+0.49 de | 9.82%1.96 20.87 £10.31 3.91x +1.12
21 | Paecilomyces sp. BMAUM-G5001 0.00+0 g 0.33+0.21 ijjk 1.00+0.52 hijkl 1.50£0.62 efg | 16.16+11.22 50.49 £80.76 2.59x +1.87
22 | Beauveria sp. BMAUM-G5002 0.00+0 g 0.00£0 k 2'5():0'4:.)’. 4.50+0.22ab | 6.97+0.54 9.5 #1.11 9.49x -3.01
abcdefghijkl
23 | Beauveria sp. BMAUM-G5003 0.00+0 g 0.67+0.33 ghijk 3.17+0.40 abcdefghi :}.33‘:3:0.21 6.51 +0.53 10.02 £1.46 6.84x-0.56
24 | Metarhizium sp. BMAUM-G6001 0.00+0 g 1.00+0.52 efghijk 1.67+0.67 efghijkl 1.83+0.60 ef 12.56 +6.97 51.17 £87.07 2.10x +2.69
25 | Beauveria sp. BMAUM-K1001 2.83+0.60 bcde 4.33+0.49 ab 4.83+0.17 ab 5.00+0 a 2.72+0.44 4.92+.89 4.97x +2.84
26 | Beauveria sp. BMAUM-K1002 0.83+0.31 efg 3.17+0.65 abcdefghi 4.83+0.17 ab 4.83+0.17 a 4.02 £0.50 6.68+0.92 5.79x 1.50
27 | Metarhizium sp. BMAUM-K2001 0.17+0.17 fg 0.67+0.49 ghijk 2.17+0.79 cdefghijkl 5.00+0 a 7.91£1.21 15.20 £5.80 4.51x +0.95
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(Spor konsantrasyonu 1000 konidi/mm?2). devam

Cizelge 4.2. Isparta’nin farkl ilcelerinden izole edilen entomopatojen funguslarin G. mellonella larvalarina farkh giinlerdeki etkileri

28 | Beauveria sp. BMAUM-K4001 2.83£0.60 bede 4.83+0.17 a 5.00£0 a 5.00£0 a 2.84+0.54 4.18 +0.69 7.66x +1.523
29 | Beauveria sp. BMAUM-K5001 0.83£0.17 efg 3.83£0.60 abcde 5.00£0 a 5.00£0 a 3.81 £0.40 5.60£0.89 7.62x +0.58
30 | Beauveria sp. BMAUM-K5003 1.00£0.37 efg 2.83£0.70 abcdefghijk 3.67%0.61 abcdefg 4.67+0.33 a 4.65 +0.63 9.10 £1.76 4.39x +2.07
31 | Beauveria sp. BMAUM-K6001 1.33+0.80 defg 2.17+0.95 abcdefghijk ibi?ii(f)gif]k zﬁiio.él—S 599 +1.18 21.63+12.89 2.30x +3.22
32 | Beauveria sp. BMAUM-K6002 0.17+£0.17 fg 1.50+£0.34 bcdefghijk 3.50£0.67 abcdefgh ;1—51‘;:0.40 6.294+0.58 10.53 £1.79 5.72x +0.43
33 | Beauveria sp BMAUM-M1001 0.17+£0.17 fg 2.50£0.62 abcdefghijk 4.33+0.42 abcd 4.83+0.17 a 5.02+0.44 7.55+0.88 7.22x-0.06
34 | Beauveria sp. BMAUM-M1002 0.00+0 g 0.50£0.34 hijk 1.50+0.76 fghijkl 255‘:(31:0.50 8.19 £0.79 13.085 +3.24 6.30x -0.75
35 | Beauveria sp. BMAUM-M1003 0.00+0 g 1.67+0.56 bedefghijk 2.33£0.88 bedefghijkl ;)6‘;10'61 7.22 £0.99 15.76 +6.51 3.78x +1.76
36 | Beauveria sp. BMAUM-M1004 1.17+0.48 efg 4.33+0.67 ab 4.50+0.50 abcd 5.00£0 a 3.55+0.62 6.57 £1.26 4.80x +2.36
37 | Beauveria sp. BMAUM-M2001 0.00+0 g 1.83£0.70 bedefghijk 4.50+0.50 abcd 5.00£0 a 5.47 +0.44 7.11+.74 11.21x-3.27
38 | Beauveria sp. BMAUM-M2002 0.17+£0.17 fg 1.33£0.56 cdefghijk 4.33+0.49 abcd 5.00£0 a 5.56+0.42 7.81 £0.98 8.69x -1.47
39 | Beauveria sp. BMAUM-M3001 0.00+0 g 1.67+0.56 bedefghijk 4.33+0.33 abcd 4.83+0.17 a 5.73+£0.40 7.72 £0.73 9.87x -2.48
40 | Metarhizium sp. BMAUM-M3003 5.00£0 a 5.00£0 a 5.00£0 a 5.00£0 a 0.56 £5.54 1.91 +6.08 2.40x +5.60
41 | Beauveria sp. BMAUM-M4001 0.17+£0.17 fg 1.00£0.45 efghijk 3.83£0.40 abcdefg 5.00£0 a 5.92+0.47 8.48+1.23 8.21x-1.34
42 | Metarhizium sp. BMAUM-M5001 1.17+0.60 efg 2.83£0.87 abcdefghijk 4.50+0.50 abcd 5.00£0 a 4.26 +0.49 7.10 £1.19 5.79x +1.36
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Cizelge 4.2. Isparta’nin farkl ilcelerinden izole edilen entomopatojen funguslarin G. mellonella larvalarina farkh giinlerdeki etkileri
(Spor konsantrasyonu 1000 konidi/mm?2) devam

43 | Beauveria sp. BMAUM-M5002 | 0.50+0.34 fg 4.17+0.65 abc 5.00+0a 5.00+0a 4.04+0.32 5.35 £0.62 10.54x -1.40
44 | Beauveria sp. BMAUM-M5003 | 1.50+0.72 defg 3.67+0.61 abcdef 4.50+0.50 abcd 5.00+0a 3.80+0.58 6.85+1.29 5.00x +2. 10
Beauveria sp. BMAUM-M6001 | 2.83+0.70 bcde | 3.33+0.76 abedefgh 4.00+0.63 abcdef 5.00+0a 3.87£0.50 7.29+1.27 2.26x +4.65
45
46 | Beauveria sp. BMAUM-M6002 | 0.67+0.33 fg 4.00+0.68 abcd 4.67+0.33 abc 5.00+0a 4.19+0.42 6.32 +0.84 7.16x +0.55
47 | Beauveria sp. BMAUM-M6003 | 0.00+0g 1.00£0.63 efghijk 3.17+0.54 abcdefghi | 5.00+0a 6.44 £0.50 8.92 +1.53 9.04x -2.31
48 | Beauveria sp. BMAUM-M6004 | 1.33+0.80 defg | 4.00+0.52 abcd 4.50+0.50 abcd 5.00+0a 3.74 £0.61 6.93 +1.37 2.27x +4.77
. . . 3.00£0.52
49 | Metarhizium sp. BMAUM-U1001 | 0.33+0.21fg 0.67+0.33 ghijk 1.67+0.42 efghijkl b 9.17 +1.69 2009+ 954 | 3.76x+1.38
50 | Fusarium sp. BMAUM-U3001 | 0.00+0g 0.00£0 k 0.0001 0.00+0 g 0 0 0
51 | Metarhizium sp. BMAUM-U3002 | 1.67+0.33 defg 3.00+0.52 abcdefghij 3.33+0.56abcdefgh | 4.83:0.17a | 4.44+0.66 9.10+1.88 4.11x +2.34
52 | Beauveria sp. BMAUM-U4001 | 0.330.21fg 1.17+0.31 defghijk 4.17+0.31 abcde 4.83:0.17a | 5.43:0.44 8.01 £0.90 7.56x -0.55
. . . 3.00£0.37
53 | Metarhizium sp. BMAUM-U4002 | 0.33+0.21fg 0.330.21 ijk 1.33+0.33 ghijkl b 10.00+2.21 22.63+12.57 3.61x +1.39
54 | Beauveria sp. BMAUM-U5001 | 0.00+0g 0.17+0.17 jk 0.67+0.21 ijkl 1.83+0.40 ef | 11.09+2.58 19.80£10.93 5.08x -0.31
. y | 3.50+0.34
55 | Beauveria sp. BMAUM-U6001 | 0.170.17 fg 1.50£0.50 bedefghijk 3.00£0.37 abcdefghj | > ¢ 6.79+0.70 12.31£2.77 4.95x +0.88
56 | Kontrol diz0 ile Tween | 5040 0.00£0 k 0.00£01 0.00£0 g 0 0 0
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calisma Isparta topraklarinda bulunan entomopatojen funguslar hakkinda genel
bilgiler ve ¢alisma sonucunda elde edilen 55 izolatin patojenitelerini icermektedir.
Diinya genelinde entomopatojen funguslarin topraktan izole edilip Galleria mellonella
lizerine etkileri arastirilmistir. Bu ¢alismada tiim izolatlarda %21 oraninda Beauveria
bassiana, %5 oraninda Metarhizium anisopliae izole edilmistir. Bircok ¢calismada da bu
tirler en sik izole edilen funguslar olmustur (Vanninen, 1996; Chandler vd., 1997;
Bidochka vd., 1998; Barker ve Barker, 1998; Asensio vd. 2003; Keller vd. 2003;
Meyling ve Eilenberg, 2006; Quesada-Moraga vd., 2007; Sun ve Liu, 2008; Sun vd,,
2008; Er ve Mart, 2009; Sevim vd., 2009; izgi ve Giiven, 2014; Koz ve Giiven, 2014).

Konukgu boceklere entomopatojen funguslarla birlikte Fusarium sp. ve Aspergillus sp.
gibi fakdltatif funguslar saldirirlar (Mietkiewski vd., 1991; Sun ve Liu, 2008), bu
funguslar firsatcidirlar ve iginde bitkiler, memeliler ve boceklerin bulundugu birgok
konukcular1 vardir. Bu funguslar konukculari yaralanmis ya da hastalanmissa
enfeksiyon gergeklestirir (Yu vd., 2005;). Bu ¢alismada Fusarium spp. ve Aspergillus
spp. entomopatojenik etki gostermistir ve tiim izolatlarda sirasiyla %45 ve %14
oraninda izole edilmislerdir. Daha 6nce Izgi ve Giiven (2014) 2010-2011 yillari
arasinda Kahramanmaras’ta yaptiklari calismalarda 2010 yilinda %32 A. flavus, 2011
yilinda %38 A. flavus ve %30 Fusarium spp. enfeksiyonu gozlemlemislerdir. Koz ve
Giiven (2014) benzer sonuclar elde etmisler, 2010 yilinda %16 A. flavus ve %10
Fusarium spp., 2011 yilinda %37 A. flavus ve %43 Fusarium spp. enfeksiyonu
gozlemlemislerdir. Tlrkiyenin findik iiretim bolgesi olan Karadeniz Bolgesi'nde izole
edilen 62 izolatin ¢ogu Metarhizium anisopliae var. anisopliae (Metckinoff) Sorokin,
Beauveria bassiana (Bals. Criv) Vuill. (Hypocreales: Clavicipitaceae), B. cf. bassiana,
Isaria fumosorosea Wize (Eurotiales: Trichocomaceae) ve Evlachovaea’dir (Sevim vd.,

2009).

Diinyanin farkli yerlerinde entomopatojen funguslarin topraklarda bulunduguna ve
dagilimina iliskin bir¢ok calisma vardir (Shtayeh vd. 2002; Bidochka vd., 1998;
Chandler vd., 1997; Keller vd., 2003; Meyling ve Eilenberg, 2006; Quesada-Moraga vd.,
2007). Meyling ve Eilenberg (2006) M. anisopliae’yi tarim arazilerinde ¢ok nadir izole
ederken, bazi ¢alismalarda tarim arazilerinde ve tarim dis1 araziler en fazla bulunan
fungus olmustur (Vanninen, 1996; Keller vd. 2003). Bu c¢alismada hem tarim

arazilerinden (meyve bahgeleri vs.) hem de tarim dis1 arazilerden B. bassiana ve M.
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anisopliae izole edilmis, ancak izole edilen funguslarin dagilimlar1 arasinda énemli bir

fark bulunamamaistir.

Patojenite denemeleri, izolatlar arasinda patojenite farkliligi oldugunu gostermistir.
Denemelerde kullanilan izolatlarin hemen hepsi (Fusarium izolatlart BMAUM-G2001 ve
BMAUM-U3001 hari¢) G. mellonella larvalar lizerinde spor gelistirmistir. Patojenite
denemelerinde 8 tane M. anisopliae izolat1 kullanilmistir. BMAUM-M3003 numarali
izolat en yiiksek 6liim oranini gostermistir (LTs50=0.56 gilin). Etkili bulunan diger iki
izolat BMAUM-M5001 ve BMAUM-U3002 LTso degerleri sirasiyla 4.26 ve 4.44 olarak
bulunmustur. Patojenite denemeleri yapilan 42 Beauveria izolatindan 13 tanesi Galleria
larvalarina karsi yiiksek etki gostermistir. Bu izolatlara uygulanan Probit analizi
sonucunda LTso degerleri 1.43-3.92 arasinda bulunmustur. BMAUM-E2001 numarali

izolat 1.43 glinde larvalarin %50’sini 6ldiirmustiir.

Toprakta ¢ok bulunmalarina ragmen Aspergillus spp. ve Fusarium spp. patojenite
denemelerinde Galleria larvalarina karsi diisiik patojeniteye sahip olmuslardir. Fakat
bu calismada enfekte olmus, yaralanmis ya da hastalanmis larvalarda daha hizh
gelismeye sahip olduklar1 anlasilmistir. Bu ¢alismadan farkli olarak Sun ve Liu (2008)
Fusarium oxysporum Schlecht. emend. Snyder ve Hansen ve F. solani (Hypocreales:
Nectriaceae)'nin patojenite testlerinde yliksek o6liim oranina sahip olduklarini

bulmuslardir.

Dogal kosullarinda entomopatojen funguslar bécek popiilasyonlarinda 6liime neden
olan dogal bir faktordiir. Diger entomopatojenlerin aksine bocekleri kiitikula yoluyla
enfekte ederler; bu yiizden emici bocekler de dahil bir¢ok zararli bdcegin
miicadelesinde kullanilabilirler. 1960’lardan beri bir miktar mikoinsektisit ve
mikoakarisit gelistirilmis ve kullanilmaktadir. Entomopatojen funguslardan tiiretilen
cesitli Giriinler ticari olarak arazi ulgulamalarinda kullanilmaktadir (JKilinger vd., 2010;

Er, 2013).

Sonug¢ olarak c¢alismamiz Isparta topraklarinda Beauveria sp. ve Metarhizium sp.
cinslerinin bulundugunu kanitlamistir. Baz1 izolatlarin 6n patojenite denemeleri G.
mellonella larvalarina karsi yapimistir. Bu izolatlardan bazilarinin yiiksek o6lim
oranina sahip olduklar1 yapilan istatistik analizler sonucunda anlasilmistir. Bu sonuglar

1518inda etkinligi ytksek bulunan funguslar diger zararl boceklere karsi denenebilir.
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Sonraki c¢alismalar yapilan istatistiki analizler sonucunda etkili bulunan izolatlarin
morfolojik ve molekiiler teshislerini yapmak ve bu izolatlarin Isparta’da zararli olan

boceklere karsi etkinligini arastirmayi icermektedir.
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Cizelge 4.2. Isparta’nin farkl ilcelerinden izole edilen entomopatojen funguslarin G. mellonella larvalarina farkl gilinlerdeki etkileri (Spor

konsantrasyonu 1000 konidi/mm?)

Regresyon
Farkli inkiibasyon periyodlarindan sonra 6lii larva sayilari
Ent toienik Lethal Time Esitligi:
ntomopatojeni : . (n# SE)
No fungus tiirleri Izolat No Y=bxz*a
3. Gin* 5. Gin* 7. Gin* 10. Giin* LTso LToo
. " 2.67£0.21 3.67£0.21
1 Beauveria sp. BMAUM-A3001 0.00£0 g 0.83£0.31 fghijk abedefghijk abed 7.32 £0.67 12.01+2.46 5.95x -0.142
2 Beauveria sp. BMAUM-A4001 0.00£0 g 2.50 + 0.62 abcdefghijk 5.00£0 a 5.00£0 a 4.99+0.45 6.15 + 0.80 14.248x -4.96
3 Aspergillus spp. BMAUM-A5001 0.00£0 g 0.00£0 k 0.50£0.22 jkl 0.50£0.22 fg 31.92+91.96 114.79 + 637.11 2.30x +1.536
. . " 3.50+£0.43
4 Beauveria sp. BMAUM-A5002 0.00£0 g 0.17£0.17 jk 2.00£0.37 defghijkl abed 8.14+0.69 12.24 + 2.44 7.22x-1.58
.. " 2.83£0.40
5 Metarhizium sp. BMAUM-A5003 0.00£0 g 0.00£0 k 0.67£0.21 ijkl cde 9.49+1.04 13.92+3.91 7.71x -2.53
6 Beauveria sp. BMAUM-A6001 0.00£00 g 0.67£0.21 ghijk 4.00+0.68 abcdef 5.00£0 a 6.09 £0.37 7.66 + 0.74 12.92x-5.14
. " 2.67£0.67 3.50+0.76
7 Beauveria sp. BMAUM-A6002 0.00£0 g 0.83£0.31 fghijk abcdefghijk abed 7.54+0.82 13.47 £+ 4.18 5.08x +0.54
8 Beauveria sp. BMAUM-E1001 0.67£0.21 fg 3.17£0.60 abcdefghi 4.83+0.17 ab 5.00£0 a 4.36+0.40 6.38 £0.89 7.73x +0.06
9 Beauveria sp. BMAUM-E2001 4.33+0.67 ab 4.83+0.17 a 5.00£0 a 5.00£0 a 1.43£2.26 3.52+1.19 3.28x +4.49
10 Beauveria sp. BMAUM-E2003 1.17+0.48 efg 3.67£0.80 abcdef 4.33+0.67 abcd 5.00£0 a 3.92 £0.53 6.72 £1.15 5.47x +1.75
11 Beauveria sp. BMAUM-E3001 3.83£0.40 abc 5.00£0 a 5.00£0 a 5.00£0 a 2.49%0.79 3.44+0.54 9.13x +1.38
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Cizelge 4.2. Isparta’nin farkli ilgelerinden izole edilen entomopatojen funguslarin G. mellonella larvalarina farkl giinlerdeki etkileri (Spor

konsantrasyonu 1000 konidi/mm?) (Devam)

12 Beauveria sp. BMAUM-E3003 0.17+0.17 fg 3.83+0.54 abcde 5.00+0 a 5.00+0 a 4.26+0.33 5.46 £0.78 11.89x -2.49
13 Beauveria sp. BMAUM-E4001 1.67+0.49 defg 4.17+0.40 abc 5.00+0 a 5.00+0 a 3.39 £0.44 5.11 0,81 7,17x +1,20
14 Beauveria sp. BMAUM-E5001 2.17+0.87 cdef 3.50+0.85 abcdefg 5.00+0 a 5.00+0 a 3.43£0.73 7.00 +2.60 4.12x +2.80
15 Beauveria sp. BMAUM-E6001 3.33+0.71 abcd 4.83+0.17 a 5.00+0 a 5.00+0 a 2.56%0.76 4.03 £0.73 6.50x +2.35
16 Beauveria sp. BMAUM-E6002 0.33+0.21 fg 3.50+0.56 abcdefg 5.00+0 a 5.00+0 a 4.31+0.35 5.84 +0.77 9.68x-1.14
17 Fusarium spp. BMAUM-G1002 0.00+0 g 0.00+0 k 0.17+0.17 kl 0.33+0.21fg | 29.47 +102.35 76.52 £71.72 3.09x +0.46
18 Fusarium spp. BMAUM-G2001 0.00+0 g 0.00+0 k 0.00+01 0.00+0 g 0 0 0

19 Beauveria sp. BMAUM-G3001 0.50+0.22 fg 1.00+0.52 efghijk 4.00+0.68 abcdef 4.50+0.50 ab 5.55+0.53 9.17 £1.36 5.86x +0.64
20 Beauveria sp. BMAUM-G4001 0.17+0.17 fg 0.33+0.21 ijk 1.50+0.56 fghijkl 2.67+0.49 de 9.82%£1.96 20.87 £10.31 3.91x +1.12
21 Paecilomyces sp. BMAUM-G5001 0.00+0 g 0.33+0.21 ijjk 1.00+0.52 hijkl 1.50+0.62 efg 16.16+11.22 50.49 £80.76 2.59x +1.87
22 Beauveria sp. BMAUM-G5002 0.00£0 g 0.00£0 k 2'5():0"?.3 4.50+0.22 ab 6.97+0.54 9.5 £1.11 9.49x -3.01

abcdefghijkl

23 Beauveria sp. BMAUM-G5003 0.00+0 g 0.67+0.33 ghijk 3.17+0.40 abcdefghi 4'32E2'21 6.51 +0.53 10.02 £1.46 6.84x-0.56
24 Metarhizium sp. BMAUM-G6001 0.00+0 g 1.00+0.52 efghijk 1.67+0.67 efghijkl 1.83+0.60 ef 12.56 +6.97 51.17 +87.07 2.10x +2.69
25 Beauveria sp. BMAUM-K1001 2.83+0.60 bcde 4.33+0.49 ab 4.83+0.17 ab 5.00+0 a 2.72+0.44 4.92+.89 4.97x +2.84
26 Beauveria sp. BMAUM-K1002 0.83+0.31 efg 3.17+0.65 abcdefghi 4.83+0.17 ab 4.83+0.17 a 4.02 £0.50 6.68+0.92 5.79x 1.50

27 Metarhizium sp. BMAUM-K2001 0.17+0.17 fg 0.67+0.49 ghijk 2.17+0.79 cdefghijkl 5.00+0 a 7.91£1.21 15.20 £5.80 4.51x +0.95
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28 Beauveria sp. BMAUM-K4001 2.83£0.60 bede 4.83+0.17 a 5.00£0 a 5.00£0 a 2.84+0.54 4.18 +0.69 7.66x +1.523
29 Beauveria sp. BMAUM-K5001 0.83£0.17 efg 3.83£0.60 abcde 5.00£0 a 5.00£0 a 3.81 £0.40 5.60£0.89 7.62x +0.58
30 Beauveria sp. BMAUM-K5003 1.00£0.37 efg 2.83£0.70 abcdefghijk 3.67%0.61 abcdefg 4.67+0.33 a 4.65 +0.63 9.10 £1.76 4.39x +2.07
31 Beauveria sp. BMAUM-K6001 1.33+0.80 defg 2.17£0.95 abcdefghijk a%gg:fgl'?i?k 3'8:’;‘:(31'48 599 +1.18 21.63+12.89 2.30x +3.22
32 Beauveria sp. BMAUM-K6002 0.17+£0.17 fg 1.50+£0.34 bedefghijk 3.50£0.67 abcdefgh 4.1a7bic(3i.40 6.294+0.58 10.53 +1.79 5.72x +0.43
33 Beauveria sp BMAUM-M1001 0.17+£0.17 fg 2.50£0.62 abcdefghijk 4.33+0.42 abcd 4.83+0.17 a 5.02+0.44 7.55+0.88 7.22x-0.06
34 Beauveria sp. BMAUM-M1002 0.00+0 g 0.50£0.34 hijk 1.50+0.76 fghijkl 3'5:;‘:(31'50 8.19 £0.79 13.085 +3.24 6.30x -0.75
35 Beauveria sp. BMAUM-M1003 0.00+0 g 1.67+0.56 bedefghijk 2.33£0.88 bedefghijkl 3'637;21'61 7.22 £0.99 15.76 +6.51 3.78x +1.76
36 Beauveria sp. BMAUM-M1004 1.17+0.48 efg 4.33+0.67 ab 4.50+0.50 abcd 5.00£0 a 3.55+0.62 6.57 £1.26 4.80x +2.36
37 Beauveria sp. BMAUM-M2001 0.00+0 g 1.83£0.70 bcdefghijk 4.50+0.50 abcd 5.00£0 a 5.47 +0.44 7.11+.74 11.21x-3.27
38 Beauveria sp. BMAUM-M2002 0.17+£0.17 fg 1.33£0.56 cdefghijk 4.33+0.49 abcd 5.00£0 a 5.56+0.42 7.81 £0.98 8.69x -1.47
39 Beauveria sp. BMAUM-M3001 0.00+0 g 1.67+0.56 bedefghijk 4.33+0.33 abcd 4.83+0.17 a 5.73+£0.40 7.72 £0.73 9.87x -2.48
40 Metarhizium sp. BMAUM-M3003 5.00£0 a 5.00£0 a 5.00£0 a 5.00£0 a 0.56 +5.54 1.91 +6.08 2.40x +5.60
41 Beauveria sp. BMAUM-M4001 0.17+£0.17 fg 1.00+£0.45 efghijk 3.83£0.40 abcdefg 5.00£0 a 5.92+0.47 8.48+1.23 8.21x-1.34
42 Metarhizium sp. BMAUM-M5001 1.17+0.60 efg 2.83£0.87 abcdefghijk 4.50+0.50 abcd 5.00£0 a 4.26 +0.49 7.10 £1.19 5.79x +1.36
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43 Beauveria sp. BMAUM-M5002 0.50+0.34 fg 4.17+0.65 abc 5.00+0 a 5.00+0 a 4.04+0.32 5.35 +0.62 10.54x-1.40
44 Beauveria sp. BMAUM-M5003 1.50+0.72 defg 3.67+0.61 abcdef 4.50+0.50 abcd 5.00+0 a 3.80+0.58 6.85 +1.29 5.00x +2.10
45 Beauveria sp. BMAUM-M6001 2.83+0.70 bcde 3.33+0.76 abcdefgh 4.00+0.63 abcdef 5.00+0 a 3.87%0.50 7.29+1.27 2.26x +4.65
46 Beauveria sp. BMAUM-M6002 0.67+0.33 fg 4.00+0.68 abcd 4.67+0.33 abc 5.00+0 a 4.19+0.42 6.32 +0.84 7.16x +0.55
47 Beauveria sp. BMAUM-M6003 0.00+0 g 1.00+0.63 efghijk 3.17+0.54 abcdefghi 5.00+0 a 6.44 +0.50 8.92 +1.53 9.04x -2.31
48 Beauveria sp. BMAUM-M6004 1.33+0.80 defg 4.00£0.52 abcd 4.50+0.50 abcd 5.00+0 a 3.74 +0.61 6.93 £1.37 2.27x +4.77
49 Metarhizium sp. BMAUM-U1001 0.33+0.21 fg 0.67+0.33 ghijk 1.67+0.42 efghijkl 3.0};):(1(252 9.17 £1.69 20.09+ 9.54 3.76x +1.38
50 Fusarium sp. BMAUM-U3001 0.00+0 g 0.00+0 k 0.00+01 0.00+0 g 0 0 0

51 Metarhizium sp. BMAUM-U3002 1.67+0.33 defg 3.00+0.52 abcdefghij 3.33+0.56 abcdefgh 4.83+0.17 a 4.44+0.66 9.10+1.88 4.11x +2.34
52 Beauveria sp. BMAUM-U4001 0.33+0.21 fg 1.17+0.31 defghijk 4.17+0.31 abcde 4.83+0.17 a 5.43+0.44 8.01 +0.90 7.56x -0.55
53 Metarhizium sp. BMAUM-U4002 0.33+0.21 fg 0.33+0.21 ijk 1.33+0.33 ghijkl S'Ot?:d(l?ﬂ 10.00+2.21 22.63 £12.57 3.61x +1.39
54 Beauveria sp. BMAUM-U5001 0.00+0 g 0.17+0.17 jk 0.67+0.21 ijkl 1.83+0.40 ef 11.09+2.58 19.80+10.93 5.08x-0.31
55 Beauveria sp. BMAUM-U6001 0.17+0.17 fg 1.50+0.50 bedefghijk 3.00+0.37 abcdefghj 3'5:;‘:?1'34 6.79£0.70 12.31+2.77 4.95x +0.88
56 Kontrol dH20 +Tween 20 0.00+0 g 0.00+0 k 0.00+01 0.00+0 g 0 0 0

aBMAUM: Biyolojik Miicadele Arastirma ve Uygulama Merkezi, A: Atabey, E: Egirdir, G: Gonen, K: Keciborlu, M: Sehir Merkezi, U: Uluborlu. » Verilen degerler her giin i¢in 6 tekerriir

+ standart hatalarin ortalamalaridir. * Her uygulama periyodunda ki ayni harfler uygulamalar arasinda istatistiksel olarak fark olmadigini géstermektedir (p< 0,05).
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