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Yiiksek Lisans Tezi

FARKLI SIKLIK VE SUREDE ALT KULTURU YAPILAN BEAUVERIA BASSIANA
IZOLATLARININ SPODOPTERA LITTORALIS UZERINDEKI ETKINLIiGI

Adile AKDAS

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. ismail KARACA

Zararhlara karsi kullanilan miicadele yontemlerinden biri olan biyolojik
miicadele programlar igerisinde yer alan entomopatojen funguslar 6nemli bir
yere sahiptir. Entomopatojen funguslarin tarimsal tiriinlerde toksik kalinti
birakmamalari, yararh boceklere ve hedef disi canlilara zararli olmamalarindan
dolayr mikrobiyal insektisit olarak kullanilmalarinda tercih edilen en 6nemli
ozellikleridir. Ayrica cevreye, insanlara ve hayvanlara karsi oldukea gtivenlidir.
Toprak, funguslar i¢cin 6nemli bir depo yeri olup, bircok entomopatojen fungus
tird ¢ogunlukla topraktan izole edilmistir. Toprakta yasayan entomopatojen
funguslar karasal ekosistemin 6nemli bir parg¢asini olustururlar ve toprakta
yasayan bircok bocegin popillasyon seviyelerini diizenlemede o6nemli rol
oynarlar.

Entomopatojen funguslarin bir¢ok tiirti zararli bdceklerin miicadelesinde
kullanilmak 1iizere biyopestisit olarak ticarilestirilmistir. Bundan dolay1
mikrobiyal insektisit olarak secilecek funguslarin pestisit toleranslar yiiksek
olmali ve {riin yetistirme sisteminde canli kalabilmelidir. Fungal
biyopestisitlerin kitlesel iretiminde funguslarin zararhlara kars1 etkili
olmalarinin yaninda in vitro kosullarda devaml olarak alt kiiltiire alindiklarinda
virtilanslarin1 korumalar1 da oldukc¢a 6nemlidir. Bircok entomopatojen fungus
tird besiyeri ortaminda kiiltire alindiklarinda spor {retimini yada
virulanslarini kaybetme egilimindedirler.

Bu c¢alismada Isparta ili ve ilgelerinin topraklarindan 2014 yilinda izole edilmis
olan Beauveria bassiana’ya ait BMAUM-E2001, BMAUM-E2003, BMAUM-E6001
ve BMAUM-M6001 izolatin 12 altkiltiir formlarinin miselyum gelisimi ve
tarimsal iriinlerde 6nemli ekonomik kayiplara yol acan Spodoptera littoralis
lizerindeki etkinlikleri belirlenmistir. BMAUM-E2001 izolat1 disindaki tiim
izolatlarin uygulama yapilan altkiiltiir formlar S. littoralis larvalari iizerinde
oldukea viriilent olduklar: ve 5 giinde %100 6liime neden oldugu belirlenmistir.
Bu izolatlarin 1-12. altkiltiirlerinin miselyum gelisimleri zamana bagh olarak
dogrusal bir egim gostermistir. En son yapilan 12. altkiiltiirde bile izolatlarin

ii



virtilanshigini kaybetmedigi ve besiyeri ortaminda gelisimini ve spor tiretimini
tamamladig1 gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Entomopathogen fungus, Beauveria bassiana, Spodoptera
littoralis, Kararhlik.

2019, 41 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

EFFECTS OF SUCCESSIVE SUBCULTURING OF BEAUVERIA BASSIANA
ISOLATES ON SPODOPTERA LITTORALIS

Adile AKDAS

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. ismail KARACA

Entomopathogenic fungi has an important place in biological control programs
against pest insects. They have efficiency and safety for humans and other non-
target organisms. They leave less or no residue in food. They are ecologically
safe, so that they are perfect candidate for using as a microbial insecticide. Soil
is an important storage place for fungi and many entomopathogenic fungi are
often isolated from soil. They are an important part of terrestrial ecosystems
and they play an important role in the population regulation of many soil living
insects.

Many entomopathogenic fungi species has been commercialized as
biopesticides to control insect pests. The fungi selected for microbial pesticides
should have high pesticide tolerances and be able to stay alive in cropping
systems. In addition to effectiveness of entomopathogenic fungi in the mass
production of fungal biopesticides, it is important to maintain their virulence in
vitro successive subculturing. Many entomopathogenic fungi tend to lose their
virulence and spore production in vitro subculturing.

In this study, the effect of 12 successive in vitro subcultures of four pathogenic
strains of Beauveria bassiana (BMAUM-E2001, BMAUM-E2003, BMAUM-E6001
ve BMAUM-M6001), isolated from soil in Isparta province and districts in 2014
was studied on Spodoptera littoralis, an important pest of cotton and vegetable
cultivation. In addition to that, colony development and spore germination of
each subcultures was evaluated on artificial media. Subculture forms of all
isolates except BMAUM-E2001 isolate were found to be highly virulent on §.
littoralis larvae and caused 100% death in 5 days. The mycelial growth of 1-12th
subcultures showed a linear gradient in time. Even in the last 12th subculture,
the isolates did not lose their virulence and completed their development and
spore production.

Keywords: Entomopathogenic fungi, Beauveria bassiana, Spodoptera littoralis,
stability

2018, 39 pages
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1. GIRIS

Pamuk yaprak kurdu, Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833) (Lepidoptera:
Noctuidae) Afrika, Avrupa’nin Akdeniz iilkelerinde ve Ortadogu da yaygin
olarak bulunur. Ana konuk¢usu pamuk olmakla birlikte soya, tiitiin, seker
pancarl, patates, misir, domates, biber, marul, kabak, tiziim, elma ve seftali gibi
sebze ve meyvelerin de icinde bulundugu yaklasik 40 familyadan 87 bitki
tiirtine adapte olmus polifag bir zararlidir (Hadim, 2008; Anonim 2016).

Ulkemizde yetistiriciligi yapilan sebze ve meyve iiretim alanlarinda bir¢ok
zararli, hastalik ve yabanci ot etmeni bulunmaktadir. Bu zararli etmenler
icerisinde beyazsinekler, yaprak bitleri ve thirpsler 6ne ¢ikarken, pamuk yaprak
kurdu ekonomik kayba neden olacak boyutta yer almaktadir. Pamuk yaprak
kurdunun erginleri gece aktif olmasindan ve genis alanlara ucabilme

kabiliyetinden dolayi fazla yayilim gdsteren bir tiir olarak bilinmektedir.

Spodoptera littoralis’'in disi bireyleri yaklasik 100 yumurtay1 paketler halinde
birakirlar. Bir hafta sonra ac¢ilan bu yumurtalardan ¢ikan larvalar baslangicta bir
arada beslenirler ve yapraklar yiyerek gelisimlerini tamamlarlar. Yaklasik alt
donem geciren larvalar son doneme geldiklerinde topraga inerler ve kokon
icerisinde pupa olurlar. Genelde yumurta ¢ikisindan pupa evresine gegis 20-25
giin siirer. Gelisimini tamamlamis son dénem larvalar koyu kahverengi veya
siyahimsi kadife seklinde ve genellikle 45-50 mm boyundadirlar (Sekil 1.1 A).
Erginlerin kanatlarinda gri kahverengi lizerinde karisik acik sar1 cizgiler ve
baslarinin iizerinde l¢gen seklinde kahverengi bir leke bulunur (Sekil 1.1 B).
Basinin iizerinde iicgen seklinde kahverengi bir leke bulunmaktadir. iklim
kosullarinin gelisimi icin uygun oldugu bolgelerde yilda 6-7 d6l veren bu tiir ile
miicadele yapilmadigl takdirde %100'e varan kayiplara neden olmaktadir
(Aydin, 2002; Unlii ve Kornosor, 2003; Hadim ve Giirkan, 2007; Yildirnm ve
Baspinar, 2008; TAGEM, 2008).

Diinya da ve iilkemizde zararllara karsi bircok miicadele yontemi bulunmasina

ragmen, kolay uygulanabilmesi ve ¢abuk etki gostermesinden dolay iireticiler



daha c¢ok kimyasal miicadeleyi tercih etmektedirler. Bu zararliya karsi
kullanilan ilaglarda ve doz uygulamalarinda yapilan artis hem c¢evreye zarar
vermekte hem de bu ilaglara karsi direncin artmasina neden olmaktadir (Saidy
vd., 1989). Yaygin olarak kullanilan pestisitlerin insan sagligina ve cevreye
verdigi zararlarin yaninda, fazla miktarda ve siklikta kullanilmasi sonucu
zararhlar da dayaniklilik sorununun ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Delen
vd., 2005). Kimyasal miicadelenin ortaya cikardig1 olumsuz etkilerden ve

Urlnler tUzerinde olusturdugu kalinti problemlerinden dolayi, alternatif

miicadele yontemlerine gereksinim giin gectikce artmaktadir (Aroiee vd., 2005).

Sekil 1.1. Pamuk yaprak kurdu, Spodoptera littoralis son donem larvalar (A) ve
pupadan ¢ikmis erginleri (B).

Kimyasal miicadelenin olumsuz etkilerini iizerinde barindirmayan ¢evre dostu
olarak tanimlanan bu miicadele yontemlerinden biri biyolojik miicadeledir.
Biyolojik miicadelede kapsaminda predatérlerden, parazitoidlerden ve
entomopatojen mikroorganizmalardan (funguslar, bakteriler, virisler,
nematotlar, protozoalar vb.) yararlanilmaktadir. Entomopatojen funguslar
ozellikle bocek zararhilarina karsi kullanilmasini hedef alan bir¢ok calismaya
konu olmus ve bunlardan bazilarn biyolojik miicadele kapsaminda

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

Biyolojik miicadelede kullanilacak mikrobiyal kontrol etmenlerinin etkinliginin
yiksek olmasi, oncelikle uygulama yapilacak iilkenin veya boélgenin dogal

kosullarina uyum saglamis tiirlerden olusmasi gerekmektedir. Yapilan



calismalar sonucunda, entomopatojen funguslarin uygulama yapilacak boélgeden
izole edilmis olmasi bagska iilke veya boélgeden temin edilen diger
entomopatojen fungus tiirlerine gore daha iyi sonuclar verdigi belirlenmistir

(Beron ve Diaz, 2005).

Toprak, entomopatojen funguslar icin 6nemli bir depo yeri olup, bir¢ok
entomopatojen fungus tirii ¢cogunlukla topraktan izole edilmistir. Toprakta
yasayan entomopatojen funguslar karasal ekosistemin 6nemli bir pargasin
olustururlar ve toprakta yasayan bircok bdcegin popiilasyon seviyelerini
diizenlemede 6nemli rol oynarlar (Meyling ve Eilenberg, 2007; Quesada-Moraga
vd., 2007). Bocek ve akar popiilasyonlarini dogal olarak diizenleyen funguslarin

cogunlugunu Hypocreales ve Entomophthorales takimlari olusturmaktadir.

Tiirkiye’de entomopatojen fungularin zararli bocek popiilasyonlarinda neden
oldugu hastaliklarin arastirilmasinda, etkilerinin artirilmasinda ve zararhlarin
kontroliinde mikrobiyal insektisit olarak kullanilmasinda ¢ok az gelisme
saglanmistir. Bolgesel olarak iilkemizde tarimsal arazilerde entomopatojen
fungus cesitliligi (Er vd., 2008; Er ve Mart, 2009; Sevim vd., 2009; Er, 2013; Koz
ve Giiven, 2014; izgi ve Giiven, 2014; Baydar vd., 2015) ve bunlarin zararhlar
lizerine etkinliklerinin arastirilmasi ile ilgili baz1 ¢alismalar bulunmaktadir
(Sevim vd., 2009; Giiven vd., 2014; Oztiirk vd., 2015; Giiven vd., 2015; Baydar
vd., 2015; Cirbin vd., 2017).

Gilinlimiizde en c¢ok bilinen entomopatojen funguslar Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Lecanicillium lecani, Paecilomyces fumosoroseus ve
Paecilomyces lilacinus’dur. Mikrobiyal miicadele etmenleri ile yapilan ¢alismalar
genellikle doga kosullarinda bulunan fungus izolatlarinin tespit edilmesi ile

baslayip, cogaltilmasi ve uygulanmasi ile devam etmektedir (Er, 2013).

Entomopatojen funguslarin tarimsal iriinlerde toksik kalinti birakmamalar,
yararli boceklere ve hedef disi canlilara zararli olmamalarindan dolay:
mikrobiyal insektisit olarak kullanilmalarinda tercih edilen en o6nemli

ozellikleridir (Zimmermann, 2007a, b). Ayrica ¢cevreye, insanlara ve hayvanlara



kars1 oldukga giivenlidir. Entomopatojen funguslar zararl bécek popiilasyonun
entegre miicadelesinde dogal diismanlara zarar vermedigi icin entegre
miicadele kapsaminda olduk¢a 6nemli potansiyele sahiptirler (Inglis,. 2001).
Ancak entomopatojen funguslar kimyasal insektisitler kadar kisa siirede etkili
olmadiklar i¢in kimyasal miicadelenin tamamen yerini almalar1 uzak bir
ihtimaldir. Bundan dolay1 mikrobiyal insektisit olarak secilecek funguslarin
pestisit toleranslar1 yiiksek olmali ve iriin yetistirme sisteminde canh

kalabilmelidir.

Funguslar, yapay besi ortaminda art arda alt kiiltiire alindiginda virtlanshgini
kaybetmekte ve morfolojik yapilarinda degismeler olmaktadir. Bu durumu
tanimlamak icin fenotipik dejenerasyon, fenotipik instabilite, fenotipik bozulma,
ikili fenomen, tuzlanma ve zayiflama (Ibrahim vd., 2002; Ryan vd., 2001) gibi
cesitli terimler kullanilmistir. Funguslarda meydana gelen morfolojik
degisiklikler renk degisimi ve biiyime formunun yani sira sporiilasyonun
azalmasin1 icerir. Entomopatojen funguslarin spor verimliliginde veya
virilansinda meydana gelecek olan degisimler 6zellikle biyolojik miicadele
etmenlerini treten firmalar i¢in oldukc¢a biiyiik sorun teskil etmektedir. Spor
verimliligini ve virtlansin1 kaybetmis bir ticari uriiniin piyasadaki satisini
olumsuz  etkileyecektir = (Butt vd., 2006). Virilensde zayiflama
entomopatojenlerin tiim o6nemli taksonlarinda go6zlenmistir. Her izolatin
virtilensindeki azalma orani farklilik goéstermektedir. Bazi izolatlar, tek veya li¢
kere (Nagaich, 1973) alt kiiltiire alindiktan sonra degisim gosterirken bazilar
ise 10-12 defa alt kiltiire alindiktan sonra viriilansta belirgin bir dusts
gozlemlenmistir (Morrow vd., 1989; Hajek vd., 1990). Bunun tersine bir¢ok
calismada birgok alt kiiltlire alinan izolatlarin viriilensinde herhangi bir degisim

gozlenmemistir (Hall, 1980; Brownbridge vd., 2001).

Tiirkiye’de zararli boceklerin miicadelesinde kullanilan entomopatojen fungus
preparatlar1 yurtdisi menseili iirtinler olup yerel olarak elde edilen hi¢bir fungus
izolat1 ruhsatlandirilip ticarilestirilmemistir. Bu konuda yasal bazi1 engellerin
olmasinin yaninda entomopatojen funguslarin etkinligi ve mikrobiyal insektisit

olarak potansiyelinin arastirilmasina yonelik calismalar oldukg¢a sinirhdir. Bu



calisma kapsaminda, 2014 yilinda Isparta ili Egirdir ve Merkez ilgesinden
alinmis toprak orneklerinden izole edilen ve etkinligi belirlenen yerel B.
bassiana’ya (Baydar vd., 2015) ait olan 4 farkh izolatin art arda alt kiiltiire

alinmalari sonucunda S. littoralis lizerindeki etkinlikleri arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Noctuidae familyasinin Spodoptera cinsine ait birkag tiir izerine entomopatojen

funguslarin etkinligini belirleyen ¢alismalar sunlardir;

Maniania ve Fargues (1985), Fransa’da yaptiklar1 ¢calismada, N. rileyi'nin alt1 ve
Paecilomyces fumosoroseus (Wize)'un on izolatinin S. fungiperda’ya olan etkisini
arastirmislardir. Paecilomyces fumosoroseus’un dort farkh izolat1 S. fungiperda
larvalarina karsi etkili olurken en etkili “no 32” olarak belirlenmistir. Bu izolatin
LDso degeri 40 spor/mm? olarak belirlenmistir. Nomuraea rileyi izolatlarindan
“‘no 5” en etkili olarak bulunurken LDso degeri de 400 spor/mm? olarak

belirlenmistir.

El-Hawary ve Abd El-Salam (2009), S. littoralis larvalarina kars1 entomopatojen
fungus triinlerinden Biyo-Power (B. bassiana), Bio-Catch (Lecanicillium lecanii)
ve Priority (Paecilomyces fumosoroseus)'nin etkinliklerini 4 farkh
konsantrasyonda  (0.125x10°, 0.25x10° 0.5x10° ve 1x10° spor/1000ml)
laboratuvar kosullarinda degerlendirmislerdir. Spodoptera larvalarindan edilen
sonuglara gore olim oranlar1 Biyopower %87.5, Biyocatch %72.5, Priority
%67.5 olarak belirlenmistir. Buna gore en etkin preparat BiyoPower olarak

bildirilmistir.

El-Katatny (2010), S. littoralis larvalarina kars1 entomopatojen funguslardan B.
bassiana (IMI 382302), B. bassiana (IMI 386701), T. harzianum (T24) ve A.
flavus ile yapilan calismada en etkili olarak B. bassiana (IMI 382302) ve T.
harzianum (T24) olarak belirlenmistir. Her izolatin ti¢ farkli konsantrasyonu S.
littoralis larva ve pupalarina karsi uygulanmis ve T. harzanium %80 larva, A.
flavus %100 pupa 6liimiine sebep olmustur. Beauveria bassiana ise IMI 382302
ise sadece yiiksek dozlarda etkili olmustur. Beauveria bassiana IMI 386701 ise

yiksek konsantrasyonda dahi etki gosterememistir.

Asi vd., (2013), M. anisopliae L6, Isaria fumosorosea 32 ve B. bassiana 25 fungus

izlolatlar1 S. litura’'min farkli evrelerine laboratuvar Kkosullar1 altinda



denenmistir. Entomopatojen funguslarin 6ldiirme oranlar1 konuk¢unun farkh
biyolojik evrelere gore cesitlilik gostermistir. Larva ve yumurtalar, pupa
evresine gore daha hassas oldugu belirlenmis ve bocegin yasina gore etki

oraninin azaldig1 saptanmistir.

Han vd., (2014), Cizgili yaprak kurdu, Spodoptera exigua (Lepidoptera:
Noctuidae)'nin kimyasal insektisitler ile miicadelesinin zor olmasindan dolay1
cevre dostu olan entomopatojen funguslarin kullanim olanaklarini
arastirmislardir. Topraktan izole edilen entomopatojenlerden en etkili olan
Metarhizium anisopliae FT83, ikinci donem larvalarda uygulamadan ii¢ giin
sonra %100 olime sebep olurken Paecilomyces fumosoroseus FG340
uygulamasinda alt1 giin sonra %100 dliim gozlenmistir. Bu iki fungus erginlere
kars1 20~ 30°C arasinda etkili kontrol saglamiglardir. Sonug¢ olarak P.
fumosoroseus FG340 ve M. anisopliae FT83'nin ¢izgili yaprak kurduna karsi

biyolojik kontrol ajani olarak gelisme potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir.

Cirbin vd., (2017), Isparta bolgesindeki topraklardan izole edilen ve virtlensi
yiksek bulunan B. bassiana ve M. anisopliae izolatlarindan 14 tanesinin
biyolojik etkinliklerini ticiincii veya doérdiincii dénem Spodoptera littoralis
larvalarina karsi denemislerdir. Bioassay sonucu en etkili bulunan 3 izolatin
LTso ve LDso degerleri belirlenmistir. Beauveria bassiana izolatlarindan
BMAUM-E2003, BMAUM-E6001 ve BMAUM-M6001 icin LTso degerleri sirasi ile
2.76, 3.97 ve 4.23 giin olarak hesaplanmis ve BMAUM-E2003 ve BMAUM-E6001
izolatlarinin mikrobiyal pestisit olarak degerlendirilmesinde icin tmit var

oldugu diistiniilmistiir.

Entomopatojen funguslarin sik yapilan all kiiltiirlerinin viriilansliga olan etkisini

belirleyen calismalar sunlardir;

Brownbridge vd. (2001), entomopatojen fungusun viriilansligini ve morfolojik
karakterleri lizerine in vitro kosullarinda tekrarlanan alt kiiltiirlerinin etkisi,
izolatlar ve tiirler arasinda oldukga cgesitlilik gosterdigini bildirmistir. Yapilan bu

calismada, BotaniGard ve Mycotrol ticari triinlerindeki B. bassiana GHA 1rkinin



in vitro kosullarinda tekrarlanan alt kiltirlerinin viriilensiliginin etkisi
degerlendirilmistir. Fungus bulasik fasulye yapraklarindaki Bemisia argentifolii
nimflerinin 2 giinlik olan ve yeni doganlarina denenmistir. Deneme
popiilasyonlar1 yaprak basina 13-166 (ortalama 71 birey) arasinda birey
icermektedir. Denemelerde iki doz oram1 4.0x107 ve 2.5x106 konidia/ml
kullanilmistir. Yapilan analizler sonucunda 1., 5., 10. ve 15. aktarim icin
enfeksiyon ve 6liim oranlar1 arasinda 6nemli farklilik saglanmamistir. Birinci, 5.,
10. ve 15. aktarimlarin 2.5x10¢ konidia/ml dozunun 14. giiniin sonunda yeni
dogan bireyler tizerindeki ortalama enfeksiyon ytizdesi sirasiyla 17.5, 21.6, 18.7
ve 26.4 oldugu, 2 giinliik nimf bireyler tizerindeki etkisi sirasiyla 61.8, 66.6, 76.4
ve 70.5 oldugu saptanmistir. Birinci, 5., 10. ve 15. aktarimlarin 4.0x107
konidia/ml dozunun 14. giiniin sonunda yeni dogan bireyler tuzerindeki
ortalama enfeksiyon ytizdesi sirasiyla 35.2, 45.7, 36.4 ve 41.9 oldugu, 2 giinliik
nimf bireyler ilizerindeki etkisi sirasiyla 91.2, 92.5, 87.6 ve 90.5 oldugu
belirlenmistir. Birinci, 5., 10. ve 15. aktarimlarin 2.5x10¢ konidia/ml dozunun
14. giinilin sonunda yeni dogan bireyler iizerindeki ortalama enfeksiyon yiizdesi
sirasiyla 9.8, 13.1, 9.7 ve 12.8 oldugu, 2 giinliik nimf bireyler lizerindeki etkisi
sirasiyla 24.0, 33.9, 19.3 ve 31.5 oldugu saptanmistir. Birinci, 5., 10. ve 15.
aktarimlarin 4.0x107 konidia/ml dozunun 14. giinlin sonunda yeni dogan
bireyler lizerindeki ortalama enfeksiyon yiizdesi sirasiyla 39.9, 45.3, 64.0 ve
56.3 oldugu, 2 giinliik nimf bireyler lizerindeki etkisi sirasiyla 87.6, 89.8, 74.3 ve
76.2 oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda B. bassiana GHA izolatlarinin
patojenitesini genetik faktorlerin belirledigi gosterilmistir. Bu izolatlarin yapay
besiyeri ortaminda sinirl tekrarlanan aktarim ve kiiltiirti kolaylastiracak kadar

kararl oldugu belirlenmistir.

Ryan vd. (2002), zararlh bdceklerin biyolojik miicadelesi icin kullanilan
entomopatojen fungus Metarhizium anisopliae izolatinin alt kultirlerinde
oldukca sik gozlenen sektér olusumunun fizyolojik degisiklige etkisini
belirlemislerdir. Spor olusturma kapasitesi azalmis dort dejeneratif morfolojik
evreden alinan sektorler alt kiiltiirii olusturulmus ve yeni kiiltiir hatlari
olusturulmustur. Her kiiltiirden 21 giin sonra alt kiiltiirleri olusturulmustur.

Her bir alt kiiltiriin fizyolojik degerlendirmesi 42 giin sonra sekonder



motabolitlerden TLC ve florojenik enzim testleri kullanilarak yapilmistir. Tam
sporulasyon kapasitesi bazi kiltiirlerde kismen kurtarilmasina ragmen, alt

kiltirlerde geri gelmemistir.

Bu calismada boécegin 4 farkli donemine azaltilarak spor silispansiyonlari
uygulanmistir. Her sektor formdan alinan alt kiiltiir ile 4 kiltir olusturulmus ve
her bir kiiltiir arasinda 21 giinliik bir bekleme stiresi olusturulmustur. Sekonder
metabolit frofillerindeki degisiklikler ve spesifik enzim aktivitesinin
belirlenmesi go6zlemlenmistir. Sonu¢ olarak, sektor olusumu ile birlikte
sekonder metabolitler ve enzim liretme yeteneginde degisiklikler gézlenmistir.
Bu c¢alisma sonucunda biyoinsektisit olarak kullanilacak entomopatojen
funguslarin stabil olmasi ve endiistriyel boyutta yapilacak iiretimlerde dejenere

olmus alt kiiltiirlerden 6rnek alinmamasi belirlenmistir.

Ibrahim vd., (2002), fungus kultir ortamlarinin M. anisopliae'nin konidi
cimlenmesine, appresorium gelisimine ve miselyum gelisimine etkili oldugunu
bildirmislerdir. KCI'nin in vitro olarak Sabouraud dekstroz agara (SDA)
eklenmesi li¢ izolat konidyasinin ¢imlenmesi 6nemli derecede azaltirken ve
Myzus persicae ve Meligethes aeneus kutikulasi lizerinde de cimlenme ve
appresorium gelisimini azaltmistir. Cimlenme veya appresorium gelisim ile LTso
degerleri arasinda herhangi bir iliski bulunamamis ve bu da virilansin
enfeksiyon hizina bagh oldugunu diisiindiirmektedir. Kalkoflor boyama ve
lektin baglanmasi, kiltiir kosullarinin M. anisopliae'nin bocek kiitikiillerine 1-4
b-glukanlar gibi yiizey karbonhidratlarinin degistirilmesi yoluyla yapismasini da

etkiledigini gostermistir.

Her iki maddenin de besiyerine uygulanmasi, yaprak biti ve polen kinkanatlisina
kars1 yliksek patojenik aktivite gosterse de, ancak MM- gelismis konidi daha
agresif olarak belirlenmistir, ¢linkii yiiksek mortalite goreceli olarak daha az

konidi ile uyarilmistir.

Wang vd. (2005), Steril olarak dagilmis genetik olarak farkl iki M. anisopliae

zincirlerinin elde edilmesinin sonucunda meydana gelen alt kiltir ve



karakteristik o6zellikleri yabani tip tirler ile karsilastirilmistir. Mikrodizi
analizleri kullanilarak basilmis slaytlar ile 1730 M.anisopliae genleri, dejeneratif
sektorlerin gilicli oksidatif stres altinda yaslanma belirtileri oldugunu
gostermistir. 759 gen asagi regiile olmus ve 27 gen biiylime sirasinda saborud
glikoz suyu veya bocek kutikulasinda regiile edilmistir. Bitki patojeni
funguslarin konidiyalarinin cAMP seviyeleri ile iliskili olduklarindan beri (e.g.
Adachi ve Hamer, 1998) M. anisopliae sektorlerinde hiicre i¢ci cAMP o6lctimleri
yapilmis ve eksojen cAMP kullanarak yabani tip fenotipleri kurtarmaya

calisiimistir.

Rangel vd., (2008), fiziksel ve beslenme stres kosullari altindaki biiyiime,
patojen viriilans1 ve diger fenotipik 06zelliklere etkilerini belirlemek icin
yaptiklar1 calismada, Metarhizium anisopliae var. anisopliae (ARSEF 2575)
izolatin1 farkl stres kosullarinda yetistirmislerdir. Sonrasinda bu fungusun
Tenebrio molitor kutikulasi lizerinde konidial ¢imlenme hizi, kutikula yapisma
hiz1 ve konukguya viriilans: incelenmistir. Konidiler stressiz ortam (Patates
dekstroz agar + 1 gr maya (PDAY; kontrol), stresli ortam (ozmatik, oksidatif, UV-
A, sicak soku ve besin takviyesi (Minimal ortam +karbon (MM); Minimal Medya
+laktoz (MML)) kosullarinda tretilmistir. MML ortaminda yetisen konidiler MM
ortamina gore daha ¢ok olduriicii etkiyi gostermistir. Buna ek olarak MML
ortaminda yetisen konidiler konukc¢u kutikulasina daha hizli baslanmistir.
Ozmolaritesi yiiksek ortamda yetisen kiiltiirde konidilerin viriilans1 biraz
yikselmis ve kontrol grubuna gore daha hizli ¢cimlenmistir. Fakat ozmolaritesisi
diisiik ortamda bu gelisim gozlenmemistir. PDY icinde gelisen konidilere
uygulanan UV-A’dan dolay1 bir sekilde konidi virtilans1t MM ortaminda gelisen
konidiler gibi artmis fakat ¢cimlenme degeri artmamistir. Hidrojen peroksit ve
sicaklik soklari viriilansi etkilememistir. Bu sonuclar, M. anisopliae konidilerinin
cimlenmesinin, yapismasinin ve virilansinin konidyanin iretimi sirasinda
kiltir kosullan (stresler dahil) tarafindan kuvvetli sekilde etkilendigini ortaya

koymaktadir.

Ansari ve Butt, (2011), Metarhizium brunneum (ARSEF 3297)'a ait bir izolat ve

Metarhizium anisopliae 'ya ait ticari olarak kullanilan iki farkl izolatin (V275 ve
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4556) Sabroud dextrose agar ve basmatide kiiltiire alinarak konidileri
incelenerek raf omiirleri belirlenmistir. SDA'da art arda 12 kez alt Kkiiltiire
alinarak izolatlar Tenebrio molitor'a karsi uygulandiginda konidyumlarda
mycosed azalmis ancak basmatide gelistirilenlerde ise konidyumlarda artis
gozlenmistir. Bu raf émrii c¢alismalarinda izolatlar 4 2C de dort ay stirede
muhafaza edildiginde basmatide alt kiiltiire alinan ARSEF 3297'nin raf 6mriiniin

digerlerine gore daha fazla oldugu gézlemlenmistir.

Adames vd. (2011), yaptiklarn c¢alismada Metarhizium anisopliae M379
izolatinin uygun konukcudan farkli gecislerinden sonra ve farkh
konsantrasyonlarda hem akarasitlere duyarli hem de direngli Rhipicephalus
(=Boophilus) microplus Canestrini (Ixodida: Ixodidae) irklarina karsi in vitro
kosullarda etkisini belirlemeyi amaclamislardir. Akarasitlere duyarh irkta LCso
degeri, sifir gecisli 7.68x107 konidi/ml konsantrasyondan doérdiincii gecisli
2.68x107 konidi/ml konsantrasyona oOliimciill konsantrasyonu 2.87 Kkat
azalmistir. Dordiincii gecisden sekizinci gecis karsilastirildiginda LCso degeri
103.47 kat azalmistir. Buna ek olarak akarasitlere direncli olan irkta LCso degeri
sifir gecisli 4.95x107 konidi/ml konsantrasyondan dordiincii gecisli 7.86x106
konidi/ml konsantrasyona o6liimcil konsantrasyonu 6.30 kat azalmistir.
Dordiincii gecisden sekizinci gecis karsilastirildiginda LCso degeri 75.58 kat
azalmistir. Bu sonuclara gore, uygun konukcu M. anisopliae gegisleri R.
microplus’ un iki irkina olan viriilansini arttirmistir. Ayrica akarasitlere direncli
irk, akarasitlere duyarl irka gére daha diisiik konidi konsantrasyonuna gerek
duymaktadir. Bu durumda akarasitlere direncli olan irk M. anisopliae’nin sifir ve

yedi gecisli izolatlarina karsi daha duyarhdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calisma, Siileyman Demirel Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Bolimi, Biyolojik Miicadele Arastirma ve Uygulama Laboratuvarlarinda
yurutilmiistir. Calismanin ana materyalini Beauveria bassiana entomopatojen
fungusunun dort farkh izolat1 ile Spodoptera littoralis zararhsinin 3. larva

donemleri olusturmaktadir.

3.1. Calismada Kullanilan Entomopatojen Funguslar

I[sparta il merkezi ve cevre ilgelerinden 6rneklenen topraklardan “Galleria tuzak
metodu” (Zimmermann, 1986) kullanilarak izole edilen ve 6n patojenite testi
sonucu patojenitesi yliksek bulunan (Baydar vd., 2016) izolatlar kullanilmistir.
Entomopatojen funguslarin tiir teshisi, goriintiilii 151k mikroskobu ve diseksiyon
mikroskobu yardimi ile gesitli kaynaklar (Samson, 1974; Samson vd. 1988;
Goettel ve Inglis, 1997; Humber, 1997) kullanilarak yapilmistir. Denemede
kullanilan entomopatojen funguslarin tiirt, izolat adlar: ve elde edilme tarihleri

Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Denemede kullanilan entomopatojen funguslarin tiirt, izolat adlar,
elde edilme tarihleri ve bolgeleri

No fEunr;c;)lr:;()tEi;hogenic Izolat adi2 Bolge Tarih

1. Beauveria bassiana BMAUM-E2001 Egirdir 09.01.2014
2. Beauveria bassiana BMAUM-E2003 Egirdir 09.01.2014
3. Beauveria bassiana BMAUM-E6001 Egirdir 09.01.2014
4. Beauveria bassiana BMAUM-M6001 Merkez 15.09.2014

aBMAUM: Biyolojik Miicadele Arastirma ve Uygulama Merkezi

3.2. Pamuk Yaprak Kurdu Spodoptera littoralis i¢in Besin Hazirlanmasi

Spodoptera littoralis larvalar icin hazirlanan hazir besinin icerigi su sekildedir:
Su (800 ml), askorbik asit (4 gr), sorbik asit (1.25 gr), methyl p-hydroxy benzoat
(2.5 gr), yeast (35 gr), agar (14 gr) ve fasiilye (266.5 gr). Fasiilyeler bir giin
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oncesinden su icinde bekletildikten sonra 1202C sicaklikta 20 dakika otoklavda
steril edilmistir. Blender de pargalanan fasulyeler igine sorbik asit, methyl p-
hydroxy benzoat, yeast ve 400 ml su katilarak karistirilmistir. Geriye kalan 400
ml su ile 14 gr agar ayri bir kapta karistirilip kaynatilarak hazirlanan karisimin
icerisine ilave edilmistir. Karistirilan besin soguduktan sonra en son askorbik
asit ilave edilerek temiz plastik kaplarda buzdolabinda 42C sicaklikta muhafaza

edilmistir.

3.3.Pamuk Yaprak Kurdu Spodoptera littoralis Uretimi

Ankara Universitesi Bitki Koruma Anabilim Dali'ndan 2015 yilinda pupa ve son
larva doneminde getirilen bdceklerin, pupa donemleri karanlik ortama, son
larva donemleri ise icerisinde dnceden hazirlanmis olan besin ve bdceklerin su
ihtiyacin1 karsilamak i¢in marul bitkisi bulunan 4x20x30 cm boyutlarinda
plastik kiivetlere alinmis ve Kkitle liretimine baslanmistir. Pupa donemi 6ncesi
son larva donemindeki bocekler karanlik ortama, pupa dénemini tamamlayip
¢ikis yapan ergin bireyler ise ciftlesmeleri ve yumurta birakmalari i¢in kurutma
kagidi asilmis ve tabaninin bir kenarinda sekerli su emdirilmis pamuk bulunan
25x30x40 cm boyutlarinda tstii tiille kaplh plastik kaplara alinmistir. Kurutma
kagidi lizerine birakilan yumurtalar icinde hazir besin bulunan plastik kaplara
konulmustur (Sekil 3.1). Bocegin Kkitle tiretimi 25+12C sicaklik, %60+5 orantili
nem ve 12 saat aydinlik 12 saat karanlk kosullara ayarlanmis iklim kabininde

yurutilmiistir.

Sekil 3.1. Spodoptera littoralis larvalarinin hazir besin ortaminda yetistirilmesi.
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3.4. Entomopatojen Funguslarin Uretimi

Cizelge 3.1’de detayli bilgileri verilen Beauveria bassiana BMAUM-E2001,
BMAUM-E2003, BMAUM-E6001 ve BMAUM-M6001 izolatlar1 Galleria mellonella
larvalarina enfekte edilmistir. Galleria mellonella larvalari lizerinde spor lireten
izolatlar Sabouraud Glukoz Agar (SGA) besi ortamina inokiile edilerek kiiltiire
alinmis ve alinan bu kiiltiir formu 1. altkiiltiir olarak adlandirilmistir. Herhangi
bir kontaminasyon olmadan spor tretmis olan 1. alkiiltiir formundan elde
edilen sporlar 2. altkiiltiir formu icin yeni SGA’h ortama ekilmistir. Ikinci
altkultir formundan elde edilen sporlarin 3. altkultir formu i¢in yeni SGA'lh
ortama ekilerek ve bu islem 12. altkiltiir formu olusana kadar devam edilmistir.
Her izolat ve her altkiiltir i¢in en az 5 adet SGA'l Petri kab1 kullanilmistir. Ekim
yapilan Petri kaplar1 karanlik ortamda 25+19C sicaklikta 15 giin yetistirilmis ve
49(C sicaklikta saklanmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Entomopatojen fungus izolatlarinin SGA'l1 Petri kaplarinda altkiltiire
alinmasi ve spor gelisiminin gézlenmesi.
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3.5.Entomopatojen Funguslarin Gelisiminin incelenmesi

Her fungus izolatinin 1-12 altkiiltiir formlar1 hazirlandiktan sonra steril edilmis
kiirdan ile bu altkiltiirlerden alinan miselyumlar, igerisinde SGA besiyeri
bulunan Petri kabina inokiile edilerek en boy odlciimleri yapilmistir. Her bir
izolat ve altkiiltiir icin dort adet Petri kabi kullanilmis ve her bir petri kabina bes
adet miselyum inokiilasyonu yapilmistir. Toplaminda her bir izolat i¢in 20 adet
miselyum kolonisinin 6l¢timleri yapilmistir. Miselyum gelisimlerinin 6l¢iimleri
spor inokiilasyonundan sonra her giin yapilmis ve 6l¢iimler yedi glin sonunda

sonlandirilmistir.

Spatula yardimu ile toplanan sporlar 10 ml %0.03 Tween 80 iceren steril saf su
(dH20) icine konularak karistirilmistir. Bu siispansiyondan Thoma lamu ile spor
sayimi yapilip 1x105 spor/ml seyreltme ayarlandiktan sonra 100 pl alinarak
SGA lizerine drigalski spatiilii ile yayilmistir. Karanlik ortamda 25°C de inkiibe
edilen Petri kaplar1 24 saat sonra konidilerin ¢imlenme degerleri belirlenmistir.
Genellikle 100-200 spor sayilarak cimlenme yiizdesi hesaplanmistir. Bu islem 3
tekerrir olarak yapilmistir. Sporlar, spor boyunun yarisi kadar ¢cimlenme tiipii

olusturdugunda cimlenmis olarak kabul edilmistir.

3.6.Denemelerin Kurulmasi

Art arda altkiiltiirleri alinan entomopatojen fungus izolatlarinin Spodoptera
littoralis tzerinde etkinliginin ve virtlansliginin belirlenmesi i¢in yapilan
biyoassay denemeleri agar ylizeyi biyoassay yontemi ile kurulmustur. Ekim
yapilan alt kiiltiirden toplanan sporlar icerisinde 20 ml %0.03 Tween 80'li su
bulunan falcon tiipiine alinarak vorteks ile karistirilmistir. Hazirlanan bu stok
soliisyonundan 10-2 seyreltme hazirlanmis ve Thoma laminda sayimi yapilarak
konsantrasyonu belirlenmistir. Petri kaplarinin ylizeyine 1000 spor/mm?
olacak sekilde hesaplamalar yapildiktan sonra 10 ml spor soliisyonu
hazirlanmistir. Igerisinde 10-13 ml %2 agar agar konulmus Petri kaplarinin
mikropipet yardimiyla 200 pl hazirlanan spor siispansiyonundan eklenerek,

drigalski spatiilii ile tiim agarh yiizeye yayilmistir (Sekil 3.3). Kontrol grubu icin
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%0.03 Tween 80'li su kullanilmistir. Alt1 tekerriirlii olarak hazirlanan Petri
kaplarina 5 adet ti¢iincii dénem larvalar birakilmistir (Sekil 3.3). Funguslu agar
yluzeyinde 24 saat birakilan bocekler igerisinde kurutma kagidi ve hazir besin
bulunan petri kaplarina aktarilmistir. Deneme kontrolleri ise 10 giin boyunca
her giin yapilmistir. Yapilan giinliik kontrollerde fungus gelisimi, 6lii larva sayisi
incelenmistir. Biyoassay denemeleri entomopatojen fungus izolatlarinin 1., 5., 8.
ve 12. alt kiltirleri ile yapilmistir. Denemeler, 251 °C sicaklik, %60 orantili
nem, 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik kosullara ayarlanmis iklim odalarinda 6

tekerrtrlii olarak yiiriitilmiistiir.

3.7. Verilerin degerlendirilmesi

Calisma sonucunda her fungus izolatinin 12 altkiiltiiriiniin ayr1 ayr1 zamana
bagh olarak gelismeleri arasindaki farklar JMP (Ver. 9) programi yardim ile
hesaplanmistir. Yine her bir altkiltiiriin zamana bagh gelismesi ile ilgili
ortalamalar Tukey (p<0.01) c¢oklu karsilastirma testi kullanilarak
karsilastirilmistir. Ayrica her fungus izolatinin, 12 farkh altkiiltiiriiniin zamana
baglh olarak gelismesi Excel (Ver. 14) programi kullanilarak regresyon grafikleri
ile gosterilmistir. Bunlarin yanisira alt kiiltiir formlarinin zararh tzerindeki
etkilerin belirlenmesinde SPSS (ver. 17; P<0.01) programi kullanilmis olup,
buradaki ortalamalarin karsilastirilmasinda yine Tukey (p<0.01) c¢oklu
karsilastirma testinden yararlamilmistir. ilave olarak izolatlarin zararh
lizerindeki yiizde (%) etkilerinin hesaplanmasinda Abbott formiilii

kullanilmistir (Abbott, 1925).
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Sekil 3.3. Spodoptera littoralis larvalarina entomopatojen fungus izolatlarinin
uygulanmasi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismada kullanilan Beauveria bassiana izolatlarindan hazirlanan 1-12
altkiltiir formlarinin miselyum gelisimleri 7 giin siire ile 6l¢lilmiis ve miselyum

gelisimleri Cizelge 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4’de verilmistir.

Beauveria bassiana BMAUM-E2001 izolatinda her bir altkiiltiirde giinler
arasinda miselyum gelisiminde istatistiki olarak fark gozlenmistir. Miselyum
gelisimi giinlere bagh olarak olduk¢a hizli gerceklesmis ve yedinci giinde
miselyum gelisimini tamamlamistir (Cizelge 4.1). BMAUM-E2001 izolatindan
hazirlanan 1-12 altkiltiir formlarinin miselyum kolonilerinin en*boy (mm?)
Olctimlerine gore gelisimi zamana bagh olarak dogrusal bir egim gostermistir
(Sekil 4.1). Bu izolatin altkiiltiirleri glinler bazinda degerlendirildiginde, 1.
altkiltiirden 12. altkiiltiire kadar miselyum gelisimi arasinda istatistiki olarak
fark gozlenmemistir (Cizelge 4.1). Miselyum gelisimi bakimindan 1. altkiiltiirden
12. altkiiltiire dogru olciimlerde rakamsal olarak artis goézlenmis fakat bu

degerler istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir.

Beauveria bassiana‘min diger izolatlarinda da ayni sekilde her bir altkiltiirde
giinlere bagl olarak miselyum gelisiminde dogrusal bir bliyiime gézlenmis ve
ginler arasinda miselyum gelisimi bakimindan istatistiki olarak fark
bulunmustur. Giinlere bagh olarak miselyum gelisimi ve miselyum kolonilerinin
en*boy (mm?) dlciimlerine gore gelisimi B. bassiana BMAUM-E2003 izolat1 i¢in
sirasl ile cizelge 4.2 ve sekil 4.2’de, B. bassiana BMAUM-E6001 izolat1 icin sirasi
ile cizelge 4.3 ve sekil 4.3’de, B. bassiana BMAUM-M6001 izolat1 i¢in sirasi ile
cizelge 4.4 ve sekil 4.4’de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Beauveria bassiana BMAUM-E2001 izolatindan hazirlanan 1-12

altkiltiir formlarinin glinlere bagh olarak miselyum gelisimleri

3 Miselyum koloni gelisimi [En*boy (mm?2)]

=

X

g 1. Gin 2. Gin 3. Glin 4. Glin 5. Gin 6. Giin 7. Gin

1 1.2+0.1 5.9+0.9 13.9+1.1 26.3+1.7 46.6+2.5 69.8+2.5 89.9+4.1
g f e d C b a

2 4.6+0.6 7.8+1.5 11.641.2 ¢ 28.1+2.2 42.6%3.0 79.3+1.5 99.2+7.0
d cd b b a a

3 5.0¢1.0 | 14.2%#1.2 27.7+1.7 48.8+4.1 79.1+8.4 122.0+11.6 | 158.1+13.3
e de d b a a

4 7.3;0.8 215+1.0 f | 38.3+3.7 65.4di7.6 100.849.5 c 161.l2)15.3 209.7:10.2

5 6.5+0.8 127413 25.4+2.2 45.4+2.4 71.1+2.0 106.4+3.6 144.3+8.5
g e d c b a

6 6.1+1.0 207411 e 42.0+2.7 | 42.0£2.7 75.4%5.7 108.8+5.1 181.4+12.2
f d d C b a

7 5.5+0.8 228422 f 40.7+2.6 66.8+4.3 90.7+7.3 135.6+7.1 190.5+9.0
g e d C b a

8 7.0£0.5 | 17.8+0.5 33.8+1.5 54.4+2.8 130.1+6.1 186.6+7.9 241.1+6.9
g f e d C b a

4405 | 12.9+1.2 26.0£2.8 | 42.5%45 67.1+14.2 96.2+14.2 161.5£11.3

9
f ef de cd bc b a

10 2.6+0.3 172415 f | 299418 e 50.8+1.6 88.5+6.5 128.4+3.2 201.9+£13.0
g d C b a

11 5.821.2 183414 f | 369417 e 71.4di3.1 119.548.6 ¢ 179.8b110.4 237.4;10.6

12 3.51;0.3 10.0in.7 250427 48.3d12.9 79.4Ci7.2 112.l7)t6.8 177.5;13.5

Farkli harf iceren satirlardaki ortalamalar arasinda Tukey testine gore istatistiki olarak énemli
bir fark vardir (n=20, P>0.05).
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1. Altkiiltiir

2. Altkiiltiir

3. Altkiiltiir

§ 100 120 180
A 160 A
é 80 / 100 A 140
3 A 120 v
2 60 80 /‘
= 74 / 100
:rﬂ 40 60 80 A
E A 40 A 60
% ® / 4 20 A 20 A -
00 A | A 20
S 5 10| oA / ‘ ‘ oKX ‘ :
= 20 2 5 0 |2006—"—2— 46 38
é y=15234x- 24,714 - -40
R?=0,9475 y =16,345x- 26,356 y =25,939x- 38,78
R?=0,9031 R?=0,9443
4. Altkiltir 5. Altkiiltir 6. Altkiltiar
§ 250 160 200
£ 00 A 140 A A
= 120 150
=]
£ 150 ‘-/ 100 K
= A
S 80 100
£ 100 A 60 A . A
123
S 50 £ 4 40 A / A
£ )/ 20 4 0o A~ ; : ‘
S o0 A ; . o LA /‘
2 0 5 10 ‘ ‘ p ) 4 6 8
2 50 20 5 10 | 50
= vy =33,905x- 49,316 y= 23,(;83X- 33,543 y =26,255x-36,969
R?=0,9399 R*=0,94 R?=0,8781
7. Altkiiltir 8. Altkiiltiir 9. Altkiiltir
= 250
NE 300 180
H 160 A
E 200 A 250 A 140
H 200 120
5 150 }/ 100
= 150 a
E 100 4 80
£ A 100 Y 60 a
[
s 50 50 A 40 -~
£ /‘ A/A - 20 8
r;‘ 0 oA ‘ 0 A~ : : ‘
£ 5 ° 1 50 5 10 1-20 ‘ 2 4 6 8
y=29,668x- 39,732 y=39,05x- 66,476 0 y=24,261x- 38,394
R?=0,9494 R*=0,8768 R%=08938
10. Altkiiltiir 11. Altkiiltiir 12. Altkiiltiir
% 250 300 200
g A
2200 A 250 150
b3 200
8 150 100 4
' /( 150 74
2100 A 100 50 7’
L)
£ 50 A 50 /
2= /‘A 0 A T T ]
g o AT 0+ 2 . . . 0 2 4 6 8
= 0 2 4 6 8 |50 50
y= 312.396X-51,394 y=39,298x- 61,591 y=27,889x- 46,217
R?=0,9094 R%=0,9434 R?=0,917

Sekil 4.1. Beauveria bassiana BMAUM-E2001 izolatindan hazirlanan 1-12

altkiltar

formlarinin miselyum kolonilerinin

en*boy (mm?)

Olclimlerine gore gelisimi zamana bagh olarak dogrusal bir egim
gostermistir.
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Cizelge 4.2. Beauveria bassiana BMAUM-E2003 izolatindan hazirlanan 1-12
altkiiltiir formlarinin glinlere bagh olarak miselyum gelisimleri

5 Miselyum koloni gelisimi [En*boy (mm?)]

=

E

< 1.Gin | 2.Giin 3.Giin 4.Giin 5.Giin 6.Giin 7.Giin

1 2.4+0.6 15.6+0.9 | 37.3+2.5 74.9+6.2 121.748.2 | 246.5+12.9 | 423.1+60.2
f ef de cd C b a

) 8.8+0.5 24.5+1.2 | 45.3+2.3 95.8+3.9 153.8+5.0 196.7+0.7 | 368.7+4.9
g f e d C b a

3 2.04+0.5 | 10.1+1.3 | 40.8+1.8 | 226.7+26.7 | 334.4+30.5 | 416.6+24.8 | 501.5+27.2
g f e d C b a

4 1.8+0.5 8.9+1.0 | 23.5%1.2 64.9+4.1 180.2+6.2 | 326.3+20.9 | 442.2+19.7
g f e d C b a

5 1.5+0.2 11.1+0.4 | 33.8%4.8 71.3+£9.0 135.2+22.0 | 219.6+26.0 | 320.7+31.1
f ef de d C b a

2.3+£0.5 8.9+0.3 | 22.3+2.2 52.9+4.5 101.2+16.0 | 151.8422.4 | 250.2+29.8

6
f ef de cd bc b a

7 1.1+0.1 5.3x1.0 | 19.1+2.4 46.1+1.4 99.5+14.1 159.8+9.3 237.3+8.3
f f e d C b a

8 1.7+£0.5 10.3+1.5 | 32.7+5.9 57.5+8.2 95.4+13.7 | 135.6+15.1 | 173.7+14.5
e e d cd bc ab a

9 1.4+0.7 3.4+0.7 5.2+1.2 20.7+2.6 44.4+2.0 68.3+7.7 108.3+9.2
e e e d C b a

10 7.4+1.4 23.3+3.0 | 45.5+4.8 75.2+5.5 121.3+7.5 | 156.6+12.3 | 242.1+14.9
g f e d C b a

11 3.4+0.2 21.3+2.6 | 45.0+5.6 76.4+3.0 110.2+11.8 | 181.1+16.1 | 268.8+18.9
f e d C C b a

12 5.6x1.1 14.5+1.7 | 29.9+1.5 58.4+1.4 106.3+8.1 152.5+4.8 | 295.4+30.1
g f e d C b a

Farkli harf iceren satirlardaki ortalamalar arasinda Tukey testine gore istatistiki olarak énemli
bir fark vardir (n=20, P>0.05).
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— 1. Altkiiltiir 2. Altkiiltiir 3. Altkiiltiir
£ 500 400 600
g A 350 A 500 )
< 400 300 /
§ 300 250 A 400 /
O Fin— e
- L
E 20 100 A 200
& A " A
5 100 4 100
E’ A A 0 A K ‘ A
s 014 50 0 5 10 01— A ' ' '
$ 10 5 10| 100 100 0 2 4 6 8
= ¥ =64,588x- 126,71 y=54762x-91495 y=93,024x- 153,22
R’=08311 R™=0,8725 R*=0,9516
4., Altkiiltiir 5. Altkiiltiir 6. Altkiiltiir
£ 50 350 e
E w0 300 250 A
> 250 A/
£ 0 / 200 200 /
& 200 7 150 2 150 7
£ 100 100 A 100 A
T o0 A —‘% %0 A 50 A
g 2 4 6 g | O A ‘ ‘ A
£ 100 50 2 6 8| ol —A 4 : : ‘
2 200 100 50 2 4 6 8
= y="75452x-152,13 y=>52717x-97524 y=39,589x-74,126
R?=08734 R"=0,9066 R2- (18844
_ 7. Altkiiltiir 8. Altkiiltiir 9. Altkiiltiir
Z 0 200 120
£ 250 i A 100 a
% 20 150 / 80
o
=
5 150 P 100 . 6 e
£ 100 A 40 -
I 50 A 2
3 'y &
2 A AA A 1 A K B
E 0 -/- T 0-— 4 ‘ ‘ 0 A W
3 50 2 4 6 8 2 4 6 8| 20 2 4 6 8
5 -100 -50 -40
y=39,22x- 75,706 y=29,623x-46,073 y=17,484x-33,986
R?=0,8943 R?=0,9655 R*=0,8753
10. Altkiiltiir 11. Altkiiltiir 12. Altkiiltiir
~§ 300 300 350
£ 250 " 250 300 A
Y 200 250
g 20 200
= 150 A 150 150 A
£ 100 A& 100 100 B
5 A 50 A
@ 50 50 A
£ // s 0 47‘/ ; : ‘
5 o—AS ‘ 0 * ; 50 2 4 6 8
E 50 2 4 6 - 2 4 6 & 100
v=37,377x-53,59 y=42,186x- 67,849 y=43,637x-79,851
R?=0,9362 R?=09178 R?=0,8377
Sekil 4.2. Beauveria bassiana BMAUM-E2003 izolatindan hazirlanan 1-12

altkuiltar

formlarin miselyum kolonilerinin

en*boy (mm?)

Olclimlerine gore gelisimi zamana bagh olarak dogrusal bir egim

gostermigtir.
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Cizelge 4.3. Beauveria bassiana BMAUM-E6001 izolatindan hazirlanan 1-12
altkiiltiir formlarinin glinlere bagh olarak miselyum gelisimleri

3 Miselyum koloni gelisimi [En*boy (mm?)]
E
g 1. Glin 2. Giin 3. Giin 4. Giin 5. Gln 6. Giin 7. Gln
1 4.5+0.8 16.9+2.3 | 75.3%6.9 | 130.1+14.2 | 217.3+13. | 315.1+13. | 457.5+24.
f f e d Oc 2b 6a
2 2.6+0.8 17.9+1.5 | 42.6x2.6 93.5+7.7 141.945.3 | 228.8+7.5 | 367.2+22.
f e d C b la
3 4.9+0.5 16.7+20.9 | 49.6+1.9 83.043.5 d 130.4+10. | 199.3+17. | 290.0+33.
e d 4c 2b 2a
4 6.9+1.1 25.0+0.6 | 48.2+4.1 91.5+3.8 145.5+16. | 234.1+25. | 362.9+39.
f ef de cd 8c 7b 5a
5 6.4+1.2 24.3+4,7 | 48.8+2.4 92.3+3.7 169.5+9.4 | 307.2+13. | 406.7+17.
f e d C 3b 2a
6 2.8+0.4 21.8+2.8 | 43.4+1.5 69.2+1.8 112.6+5.7 | 199.8+17. | 279.2+14.
f e d C 5b 9a
10.3+1.2 | 37.7¢2.2 | 63.8+2.3 119.4+8.6 | 193.2+15. | 267.5+15. | 373.9+16.
7
f e d Oc 9b 4a
8 6.4+1.7 17.8+3.8 | 39.2+6.2 78.3+5.9 144.0+£5.3 | 251.3+7.1 | 332.9+5.7
f f e d C b a
9 5.6+0.9 27.2+2.7 | 50.0+3.5 88.0+2.4 146.1+8.2 | 232.5+8.9 | 352.5+8.2
f e d C b a
10 8.8+1.5 442+79 | 85.3+119 | 161.848.0 | 241.2+7.7 | 357.2+9.0 | 425.4+11.
f e d c b a la
11 8.8+1.3 34.3+2.3 | 66.8+8.2 11.9+109 | 177.0+17. | 216.1+31. | 239.1+38.
e de cd bc 6 ab 3a 0a
7.7+1.8 23.5+1.6 | 69.6+£5.2 | 125.9+13.8 | 231.0¢9.9 | 331.2+14. | 412.95+1
12
g f e d C 7b 3.2a

Farkli harf iceren satirlardaki ortalamalar arasinda Tukey testine gore istatistiki olarak énemli

bir fark vardir (n=20, P>0.05).
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1. Altkiiltiir

2. Altkiltiir

3. Altkiiltiir
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Sekil 4.3. Beauveria bassiana BMAUM-E6001 izolatindan hazirlanan 1-12

altkiltar

formlarin miselyum kolonilerinin

en*boy (mm?)

Olclimlerine gore gelisimi zamana bagh olarak dogrusal bir egim

gostermigtir.
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Cizelge 4.4. Beauveria bassiana BMAUM-M6001 izolatindan hazirlanan 1-12
altkiiltiir formlarinin glinlere bagh olarak miselyum gelisimleri

3 Miselyum koloni gelisimi [En*boy (mm?)]

E

g 1. Glin 2. Giin 3. Giin 4. Giin 5. Gln 6. Giin 7. Gln

1 8.7+1.9 31.8+3.2 | 57.2+1.3 93.0%1.7 157.9+3.0 | 298.9+4.1 | 403.8+4.9
g f e d C b a

2 5.6x1.1 23.8+3.0 | 49.9+3.6 81.1+7.5 135.5+8.7 | 270.8+20. | 367.0+12
g f e d C 7b 5a

3 45+1.1 28.7£0.9 | 49.6+4.0 66.8+3.2 d 106.1+7.2 | 151.7+13. | 368.6+23.
g f e C 5b la

4 7.6+0.3 23.2+0.6 | 49.3%x1.7 87.8+0.9 180.8+12. | 309.3+8.3 | 404.5+5.4
g f e d 6¢c b a

13.0+0.4 | 33.7+1.0 | 61.7+5.6 | 123.0+10.0 | 220.7+18. | 291.1+17. | 377.4+25.

5

f e e d 4c 8b 4a
8.2+1.4 31.2+3.5 | 66.3%x1.7 110.6+x7.0 | 200.9+16. | 301.8+19. | 412.7+23.

6
g f e d 8c 3b 6a

7 5.0+£2.0 25.8+3.9 | 49.8+2.6 83.418.7 149.1+24. | 260.5+27. | 348.9+32.
e de cd bc 3b 8a 5a

8 2.3+0.5 31.4+3.3 | 62.2+4.8 112.5+4.9 | 211.5+24. | 290.0+33. | 382.9+25.
e d d C 1b 3ab 0a

9 8.9+0.7 28.2+3.3 | 50.2+4.7 73.6%5.5 79.9+6.2 79.9+6.2 81.4+6.1
d C b a a a a

10 9.8+0.9 27.9+1.8 | 48.3+3.9 93.7+3.5 150.7+13. | 204.7+37. | 204.7+37.
e de cd bc 7 ab 9a 9a

11 10.1+1.3 | 28.3+0.8 | 42.4+0.8 67.4+1.3 99.1+1.9 | 155.2+4.,5 | 253.2+5.4
g f e d c b a

12 9.0+1.3 22.8+3.2 | 40.9+5.1 75.9+£5.9 131.5+5.1 | 207.7+23. | 316.7+29.
f ef de d C 6b 6a

Farkli harf iceren satirlardaki ortalamalar arasinda Tukey testine gore istatistiki olarak énemli

bir fark vardir (n=20, P>0.05).
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1. Altkiiltiir 2. Altkiiltiir 3. Altkiiltiir
= 450 400 ‘;gg A
E 400 A 350 b 20
E 350 300
A A 250 P
S 300 . 250
T %0 200 200
7 20 150 150 A
2 150 A 100 A
£ 100 & 100 50 A
50 /(
g 50 A 0—A : :
i 0 - A/A/ 0 +— T T T 50 5 4 ‘ a
'S 50 0 2 4 6 8 -50 2 4 6 8
£ 100 100 - 100
y=65,005x- 109,81 y=59,419x- 104,28 y= 582.504X- 93,211
RZ-08934 R?=0.8866 R"=0,9229
4. Altkiiltir 5. Altkiiltiir 6. Altkiiltir
=~ 500 400 450
E A 400 A
E 40 A 350 350
3 L 300 00 N
L 300 / 250 250 2
o
A 200 200 A
£ 200 A 150 150
3 100 100 4 100 A
£ AA . 50 & %0 x*
z A : 0 A~ : ‘ ‘
= 0 5 0 - /‘K T T 1 50 2 4 6 8
g 10 N b 24
£ -100 50 100
y=67,659x-118,85 y=63,103x-92,31 y=67,467x-108,19
R?=0,9061 R%=0,9553 R?=0,9341
7. Altkiiltiir 8. Altkiiltiir 9. Altkiiltiir
450 100
=~ 400 90
g 400
g 350 A 30 R T £ A
5 300 300 70 A
§ 250 /‘-/ 250 A//‘ 60
5 200 200 50 »
E 150 A 150 40
£ 100 X 100 7 4 30 A
) { 50 20
& 50 i
N ‘ N zs ‘ ' (0T
2 5 2 4 6 g |-50 2 4 6 g| 0 ‘ , : :
.Z 100 100 2 4 6 8
= 7=57,161x-96,859 ¥ =64584x-102,23 y=12523x+7,3329
R*=0,9113 R%*=0,9545 R*=0,8594
10 Altkiltiir 11. Altkiiltiir 12. Altkiiltiir
= 250 300 350 "
E 250 A 300
S 200 - AA 250
2 200 )
£ 150 A 200
5 150 A
2 /‘l 150 Y
E 100 A 100 & 100 {
@v; 50 A 50 £ - 50 ik
£ 0 / 0 A / | | 0 A~ : :
= - T 1
£ ; 0 |5 ) . . e | -s0 2 4 6 8
2 50 ) _ -100
H y=37,232x- 43,337 y=37,14x- 54,88 v=49,411x-82,701
R%=0,9601 R"=0,8807 R*=0,8959

Sekil 4.4. Beauveria bassiana BMAUM-M6001 izolatindan hazirlanan 1-12

altkiltiir formlarin  miselyum kolonilerinin  en*boy (mm?)
Olclimlerine gore gelisimi zamana bagh olarak dogrusal bir egim
gostermistir.
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Calismada kullanilan Beauveria bassiana izolatlarindan hazirlanan 1., 5., 8. ve
12. altkiiltiir formlarinin S. littoralis larvalar tizerindeki ylizde 6liim oranlari
Cizelge 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8’de verilmistir. Genel olarak ¢alismada kullanilan her B.
bassiana izolat1 S. littoralis larvalarin1 enfekte etmis ve Oli larvalar lizerinde
miselyum ve spor gelisimi gozlenmistir. Uygulamadan alti glin sonra B. bassiana
izolatlar1 ve altkultiir formlar zararh larva iizerindeki etkilerinin Abbott’a gore
olarak

% 90°dan fazla olim oranina sahip olmalar1 nedeniye etkili

degerlendirilmislerdir.

Beauveria bassiana BMAUM-E2001 izolat1 1. altkiltiir formunun S. littoralis
larvalari tizerindeki etkisi altinci giinde %16.7 orani ile oldukea diisiik olarak
gozlenmesinin (Cizelge 4.5) yaninda 5., 8. ve 12. altkiltir formlarinda altinci
ginde sirasi ile %93.3 (Cizelge 4.6), %83.3 (Cizelge 4.7) ve %100 (Cizelge 4.8)
oraninda oOlime neden olarak diger izolatlar ile istatistiki olarak ayni
bulunmustur. Diger B. bassiana izolatlar1 (BMAUM-E2003, BMAUM-E6001,
BMAUM-M6001) 1. altkiltir formunda dérdiinci giinde %100 6liime neden
olarak oldukg¢a etkili bulunmuslardir (Cizelge 4.5). Bu izolatlar, 5., 8. ve 12.
altkultir formlarinda %100 6lime besinci giinde (Cizelge 4.6) ulasmislardir

(Cizelge 4.6, 4.7, 4.8).

Cizelge 4.5. Entomopatojen fungus Beauveria bassiana izolatlarinin 1. altkultir

formlarinin  Spodoptera littoralis larvalarina farklh giinlerdeki
Abbott’a gore yiizde 6lim oranlar1 (Spor konsantrasyonu 1000
spor/mm?)
B. bassiana Giinler (% 6liim oranlar: + SH)
izolatlari 1.Gin* | 2.Giin*a | 3.Giin* | 4.Giin*a | 5.Gin* | 6.Giin*
0.0+0.0 3.3+¥3.3 6.7+4.2 10.0+4.5 10.0+4.5 16.7+6.2
BMAUM-E2001 aA aA abA abA abA bA
0.0+0.0 33.3¥11.2 | 90.0£6.8 | 100.0+0.0 | 100.0+£0.0 | 100.0+0.0
BMAUM-E2003 aA bB cB cB cB cB
0.0+0.0 36.7+9.5 86.7+8.4 | 100.0+x0.0 | 100.0+0.0 | 100.0%0.0
BMAUM-E6001 aA bB cB cB cB cB
0.0+0.0 33.3x8.4 90.0+6.8 | 100.0+x0.0 | 100.0+0.0 | 100.0£0.0
BMAUM-M6001 aA bB cB cB cB cB

* Her siradaki aym kii¢lik harfler istatistiki olarak benzer (P>0.05, t-test), farkh kiiciik harfler istatistiki

olarak farkl olduklarini belirtmektedir (P<0.05, t- test).

aHer siitundaki ayni biiyiik harfler istatistiki olarak benzer (P>0.05, t-test), farkl biiyiik harfler istatistiki

olarak farkl olduklarini belirtmektedir (P<0.05, t- test).
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Cizelge 4.6. Entomopatojen fungus Beauveria bassiana izolatlarinin 5. altkultir
formlarinin  Spodoptera glinlerdeki
Abbott’a gore yiizde 6lim oranlar1 (Spor konsantrasyonu 1000

littoralis larvalarina farkl

spor/mm?)
B. bassiana Giinler (% 6liim oranlar: = SH)
izolatlar1 1. Giin*a 2. Giin*a 3. Giin*a 4. Giin*a 5. Giin*a 6. Giin*a
BMAUM-E2001 0.0aiX).O 3.3;:.3 51.7;413.3 86.7;;13.3 90.0;;0.0 93.3§6.7
BMAUM-E2003 3.3;:.3 20.0;;12.6 83.3biB10.8 93.5:4.2 100;3:0.0 100;3:0.0
BMAUM-E6001 0.0aiX).O 82.3;9.6 95.b8c’_;34.2 100.3:0.0 100.3:0.0 100.3:0.0
BMAUM-M6001 3.3;:.3 75.3113-9.5 95.&3;4.2 100.3:0.0 100.3:0.0 100.3:0.0

* Her siradaki aym kii¢lik harfler istatistiki olarak benzer (P>0.05, t-test), farkh kiiciik harfler istatistiki
olarak farkl olduklarini belirtmektedir (P<0.05, t- test).
aHer siitundaki ayni biiyiik harfler istatistiki olarak benzer (P>0.05, t-test), farkl biiyiik harfler istatistiki
olarak farkl olduklarini belirtmektedir (P<0.05, t- test).

Cizelge 4.7. Entomopatojen fungus Beauveria bassiana izolatlarinin 8. altkultir
formlarinin  Spodoptera glinlerdeki
Abbott’a gore yiizde 6lim oranlar1 (Spor konsantrasyonu 1000

littoralis larvalarina farkl

spor/mm?)
B. bassiana Giinler (% 6liim oranlar: = SH)
izolatlar 1. Glin*a 2. Gun*a 3. Glin*a 4, Glin*a 5. Glin*a 6. Gun*a
BMAUM-E2001 0.0aiX).O 0.0aiX).O 10.fbiA4.9 24.5;6.1 65.EC3§3.8 83.3;_;6.2
BMAUM-E2003 6.7;:1.2 17.2;6.3 37.3;5.7 75.(C)]’3:7.2 100(.10B10.0 100(.10B10.0
BMAUM-E6001 3.3;:.3 3.3;:.3 54.5;7.8 71.Z]’3:7.8 96.;113-3.3 100(.10B10.0
BMAUM-M6001 6.7;:1.2 23.5;6.2 40.22}’3:4.6 68.3113-7.5 96.2;8.2 100(.3(;310.0

* Her siradaki aym kii¢lik harfler istatistiki olarak benzer (P>0.05, t-test), farkh kiiciik harfler istatistiki

olarak farkl olduklarini belirtmektedir (P<0.05, t- test).

aHer siitundaki ayni biiyiik harfler istatistiki olarak benzer (P>0.05, t-test), farkl biiyiik harfler istatistiki

olarak farkl olduklarini belirtmektedir (P<0.05, t- test).
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Cizelge 4.8. Entomopatojen fungus Beauveria bassiana izolatlarinin 12. altkultir

formlarinin  Spodoptera littoralis larvalarina farkhh giinlerdeki

Abbott’a gore yiizde 6lim oranlar1 (Spor konsantrasyonu 1000

spor/mm?)
B. bassiana Giinler (% 6liim oranlar: = SH)
izolatlar 1. Glin*a 2. Gun*a 3. Glin*a 4, Glin*a 5. Glin*a 6. Gun*a
BMAUM-E2001 O.Oai-AO.O 6.;5:2 16.;:6.2 40.(C)§5.2 76.;;_;6.2 100(.30:0.0
BMAUM-E2003 13.2;4.2 23;:;.2 50.(8]’;6.8 73.3}’3:6.7 96.;113-3.3 100(.:10AiO.0
BMAUM-E6001 O.Oai-AO.O 23l.)3AtB6.2 63.3}’3:6.2 93a3BtéL2 100(.10B10.0 100(.:10AiO.0
BMAUM-M6001 13.2;6.7 40.8;;7.3 56.2;3:3.3 90.826.8 100(.10B10.0 100(.:10AiO.0

* Her siradaki aym kii¢lik harfler istatistiki olarak benzer (P>0.05, t-test), farkh kiiciik harfler istatistiki
olarak farkl olduklarini belirtmektedir (P<0.05, t- test).
aHer siitundaki ayni biiyiik harfler istatistiki olarak benzer (P>0.05, t-test), farkl biiyiik harfler istatistiki
olarak farkl olduklarini belirtmektedir (P<0.05, t- test).

Denemede kullanilan her bir B. bassiana izolatlarinin 1., 5., 8. ve 12. altkultir
formlar1 kendi aralarinda analiz edilerek Kkarsilastirilmistir. BMAUM-E2001
izolatinin S. littoralis larvalarina olan etkisi her altkiiltiir formlarinda bir ve
ikinci glinde istatistiki olarak ayni gozlenirken, liciincii ve dordiincii giinde 5.
altkiltiir formu daha etkili olarak farklhilik gostermistir. Altina giinde 1.
altkiiltiirde gozlemlenen 6liim orani diger altkiiltiir formlarina gore istatistiki

olarak oldukc¢a diisiik oranda bulunmustur (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Beauveria bassiana BMAUM-E2001 izolatinin 1., 5., 8. ve 12.
altkiiltiir formlarinin  Spodoptera larvalarina farkh
glinlerdeki etkileri (Spor konsantrasyonu 1000 spor/mm?)

littoralis

Giinler (% o6lim oranlar1 = SH

Altkiltirler

1. Glin*a 2. Giin*a 3. Giin*a 4. Gun*a 5. Giin*a 6. Giin*a
1.Altkiltir 0.0+0.0 a 3.3+33a 6.7+4.2 a 10.0+4.5a | 10.0+4.5a | 16.7+6.2a
5 Altkiiltiir 0.0+0.0 a 334334 51.7+13.3 | 86.7+13.3 | 90.0+10.0 93.3+6.7

b c c bc
- 24.2+6.1

8.Altkultir 0.0+0.0 a 0.0£0.0a | 10.8¥49a ab 65.843.8b | 83.3+6.2b
12.Altkaltar | 0.0£0.0 a 6.7+4.2a 16.7+6.2a | 40.0+5.2b | 76.7+6.2b 100'210'0

aHer stitundaki ayni harfler istatistiki olarak benzer (P>0.05, t-test), farkl harfler istatistiki olarak farkl

olduklarini belirtmektedir (P<0.05, t- test).
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BMAUM-E2003 izolatinin S. littoralis larvalarina olan etkisi her altkiiltiir
formlarinda giinlere bagh olarak incelendiginde birinci giinde 12. altkiiltiir
formu %13.3 6lim oram ile en etkili bulunurken ikinci giin 6lim oranlar
istatistiksel olarak ayni olarak hesaplanmistir. Uciincii ve dérdiincii giinlerde 1.
altkultir formu sirasi ile %90 ve %100 6liim orani ile en etkili altkiiltiir formu
olmustur. BMAUM-E2003 izolatinin tiim altkiltir formlar: altinci giinde %100

oliim oranina ulasmislardir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Beauveria bassiana BMAUM-E2003 izolatinin 1. 5. 8. ve 12.
altkiiltiir formlarinin  Spodoptera larvalarina farkh
glinlerdeki etkileri (Spor konsantrasyonu 1000 spor/mm?)

littoralis

Giinler (% 6lim oranlar1 + SH
Altkiltirler
1. Glin*a 2. Giin*a 3. Giin*a 4. Gun*a 5. Giin*a 6. Giin*a
1 Altkiiltiir 0.0+0.0 a 33.3+x11.2 90.0+6.8 b 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+£0.0
a b a a
5 Altkiiltiie 334334 20.0+12.6 | 83.3%10.8 933442 b 100.0+0.0 100.0+£0.0
a b a a
8.Altkiltir | 6.7+4.2a | 17.5¢63a | 37.545.7a | 75.0¢7.2a 100'210'0 100'210'0
12.Altkaltar | 13.3%4.2b | 23.3+6.2a | 50.0+6.8a | 73.3+6.7a | 96.7+3.3 a 100'210'0

aHer siitundaki ayni harfler istatistiki olarak benzer (P>0.05, t-test), farkli harfler istatistiki olarak farkl
olduklarini belirtmektedir (P<0.05, t- test).

BMAUM-E6001 izolatinin her altkiiltiir formlarinin S. littoralis larvalarina olan
etkisi zamana baglh olaral incelendiginde 5. altkiiltiir formu ikinci ve lg¢linci
ginlerde sirasi ile %82.5 ve %95.8 6lim oranlar ile en etkili form olarak
bulunmustur. BMAUM-E6001 izolatinin tiim altkiiltiir formlar1 bes ve altinci
ginlerde %100 oOlim oranina ulasmislardir (Cizelge 4.11). Aymi sekilde
BMAUM-M6001 izolatinin her altkiiltiir formlarinin S. littoralis larvalarina olan
etkisi zamana bagh olaral incelendiginde ikinci glinde 5. altkiiltiir formu %75.8
oraninda oliim ile en etkili altkiiltiir formu olmustur. Bu izolatin 8. altkiiltiir
formu ise 5 giinde %68.3 6liim orani ile etkisi diisiik olarak bulunmustur. Tiim

altkultiir formlar altinci glinde %100 61tiim oranina ulasmiglardir (Cizelge 4.12)
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Cizelge 4.11. Beauveria bassiana BMAUM-E6001 izolatinin 1. 5. 8. ve 12.
larvalarina farkh

altkiiltiir formlarinin Spodoptera

littoralis

glinlerdeki etkileri (Spor konsantrasyonu 1000 spor/mm?)

Giinler (% o6lim oranlar1 = SH
Altkulturler
1. Glin*a 2. Gun*a 3. Gun*a 4. Glun*a 5. Gun*a 6. Gun*a
100.00.0 | 100.0+0.0
LAltkiiltir | 0.0¢0.0a | 36.7+9.5b | 86.7+8.4 b 100-310-0
a a
100.0+0.0 | 100.0%0.0
5Altkilltir | 0.0:0.0a | 82.5+9.6¢ | 95.8¢4.2b . . 100-2’50-0
100.0+0.0
gAltkiltir | 3.3#3.3a | 3.3+33a | 54.2+7.8a | 71.7+7.8a | 96.7+33a
a
23.3+6.2 100.0+0.0
12.Altkiiltir | 0.0£0.0 a " 63.346.2a | 933442 b 1002*0'0 .

aHer siitundaki ayni harfler istatistiki olarak benzer (P>0.05, t-test), farkli harfler istatistiki olarak farkl
olduklarini belirtmektedir (P<0.05, t- test).

Cizelge 4.12. Beauveria bassiana BMAUM-M6001 izolatinin 1. 5., 8. ve 12.
altkiltiir formlarinin  Spodoptera larvalarina farkh
glinlerdeki etkileri (Spor konsantrasyonu 1000 spor/mm?)

littoralis

Giinler (% o6lim oranlar1 = SH
Altkulturler
1. Glin*a 2. Gun*a 3. Gun*a 4. Glun*a 5. Gun*a 6. Gun*a
LAltkilltiir | 0.0:0.0a | 33.3%8.42a | 90.0+6.8 ¢ 100'310'0 100'210'0 100'210'0
5 Altkilltir | 3.3#3.3ab | 75.849.5b | 95.8+4.2 ¢ 100'310'0 100'210'0 100'210'0
BAltkiltir | 6.7+42ab | 233+624a | 408+4.6a | 683+7.5a | 96.7+8.2 a 100'210'0
12.Altkilltiir | 13.3%6.7b | 40.0¢7.3a | 56.7¢3.3b | 90.046.8 b 100'210'0 100'210'0

aHer siitundaki ayni harfler istatistiki olarak benzer (P>0.05, t-test), farkli harfler istatistiki olarak farkl

olduklarini belirtmektedir (P<0.05, t- test).
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Zararh bocek popitilasyonunu kontrol altinda tutan 6nemli biyolojik miicadele
etmenlerinden biri olan entomopatojen funguslar Noctuidae familyasina bagh
bir¢ok tiirtin miicadelesinde de etkili olduklar: bilinmektedir (Asi vd., 2013). Bu
entomopatojen funguslarin o6zellikle de Beauveria bassiana’nin mikrobiyal
insektisit olarak kullanilma potansiyelleri ile ilgili arastirmalar ve ¢alismalar
bulunmaktadir (Asi vd., 2013; Gul vd., 2014; Hajjar vd., 2015; Er vd., 2016;
Cirbin vd., 2017). Entomopatojen funguslar kimyasal insektisitler kadar kisa
sturede etkili olmadiklar icin kimyasal miicadelenin tamamen yerini almalar
uzak bir ihtimaldir. Bundan dolayr mikrobiyal insektisit olarak secilecek
funguslarin pestisit toleranslari yiiksek olmali, viriilanslarin1 kaybetmemeli ve

lirtin yetistirme sisteminde canli kalabilmelidir.

Entomopatojen funguslarin bir¢ok tiirti zararli bdceklerin miicadelesinde
kullanilmak tlizere biyopestisit olarak ticarilestirilmistir. Fungal biyopestisitlerin
kitlesel iiretiminde funguslarin zararlilara karsi etkili olmalarinin yaninda in
vitro kosullarda devamli olarak altkiiltiire alindiklarinda viriilanslarini
korumalar1 da oldukc¢a dnemlidir. Bircok entomopatojen fungus tiirii besiyeri
ortaminda kiiltiire alindiklarinda spor iiretimini yada virulanslarini kaybetme
egilimindedirler. Bu ¢alisma ile iilkemiz topraklarindan izole edilen ve etkinligi
Galleria mellonella larvalar1 lzerinde test edilen (Baydar vd. 2016) dort B.
bassiana izolatinin in vitro kosullarda 12 kere altkiiltiire alindiktan sonra S.
littoralis larvalar tizerindeki etkileri belirlenmis ve kayda deger sonuglar elde

edilmistir.

Bu calismada kullanilan BMAUM-E2003, BMAUM-E6001ve BMAUM-M6001 B.
bassiana izolatlar1 1., 5., 8. ve 12. altkiiltir formlarinda viriilanshklarini
kaybetmemisler ve fglincii ginden sonra %90 oraninda olime neden
olmuslardir. Ayni sekilde miselyum gelisimi ve spor olusturma bakimindan
herhangi bir kayip gozlenmemistir. BMAUM-E2001 izolati ise 1. altkiltir

formunda hem viriilans1 hemde miselyum gelisimi bakimindan diger izolatlara
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gore etkisi diisiik olmus fakat diger altkiiltiir formlarinda virtilansi ve miselyum

gelisimi artmistir.

Funguslarda sektorizasyon (spor lretmeyen kiltiirler) mutasyon sonucu
olusarak oksidatif strese sebep olur ve yas ile ilgili genlerin isleyisini degistirir.
Sektorizasyon uzun sireli kiiltiirlerde ve entomopatojen funguslarda dahil
olmak {lizere ticari lrln haline getirilen funguslarda en 6nemli problemdir
(Ansari ve Butt 2011). Bizim calismamizda yapilan altkiiltiir formlarinda

sektorizasyon olusumu gozlenmemistir.

BotaniGard ve Mycotrol ticari trilinlerindeki B. bassiana GHA 1rkinin in vitro
kosullarinda tekrarlanan alt kultirlerinin viriilensiligini degerlendiren
Brownbridge vd. (2001), entomopatojen fungusun viriilansligini ve morfolojik
karakterleri lizerine in vitro kosullarinda tekrarlanan alt kiltiirlerinin etkisi,
izolatlar ve tiirler arasinda oldukca cesitlilik gosterdigini belirtmistir. Ryan vd.
(2002), M. anisopliae izolatinin alt kiiltiirlerinde oldukga sik gézlenen sektor
olusumu ile birlikte sekonder metabolitler ve enzim iiretme yeteneginde
degisiklikler gozlemlemis ve biyoinsektisit olarak kullanilacak entomopatojen
funguslarin stabil olmasi ve endiistriyel boyutta yapilacak iiretimlerde dejenere
olmus alt kiiltiirlerden 6rnek alinmamasini vurgulamistir. Ansari ve Butt,
(2011), Metarhizium anisopliae'ya ait ticari olarak kullanilan iki farkl izolatin in
vitro kosullarda farkl iki besiyeri ortaminda altkiiltiirlere alarak raf émiirlerini
incelemisler Basmati piring tlizerinde gelistirilen altkiiltiirlerin istikrarini
kaybetmedigini, Tenebrio molitor'a karsi uygulandiginda o6li bdceklerin
lizerinde konidiumlarinda artis gozlendigini ve raf Omriiniin arttigini

bildirmislerdir.

Sonug olarak bu ¢alismada kullanilan Beauveria bassiana izolatlar1 Spodoptera
littoralis larvalarina kars:i etkili oldugu ve 12. altkiiltiirde bile viriilanshgini
kaybetmedigi ve besiyeri ortaminda gelisimini ve spor iiretimini tamamladigi
bildirilmistir. leriki calismalara énciiliikk edilecek olan bu calisma sonucunda
kullanilan entomopatojen fungus izolatlarinin zararl boceklerin miicadelesinde

biyopestisit olarak kitlesel liretimde degerlendirilebilecegini gostermektedir.
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Entomopatojen funguslarin ticari olarak iiretilmesi sirasinda izolat se¢iminde
ardisik alt kiiltiirlemede izolat stabilitesi ve spor tliretiminde verimli olmasi en

onemli unsurlardir.
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