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OZET

DUZCE iLI EKOLOJIiK KOSULLARINDA BULUNAN ENTOMOPATOJENIK
FUNGUSLARIN VE BiYOLOJIK ETKINLIKLIKLERININ ARASTIRILMASI

Yesim KESKIN
Diizce Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Bitki Koruma Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Salih KARABORKLU
Temmuz 2019, 38 sayfa

Bu ¢alisma Diizce ilinde yayilis gosteren entomopatojenik funguslarin belirlenmesi,
yayginlik ve dagilim durumlarinin ortaya konmasi ve farkli ortam kosullarindaki
etkinliklerinin tespiti amaciyla yapilmistir. Farkli 6zelliklere sahip 54 lokasyonlardan
alinan toprak oérneklerininden Beauveria bassiana tiiriine ait 29, Metarhizium anisopliae
tirtine ait 16 izolat olmak tlizere toplam 45 izolat elde edilmistir. Entomopatojen
funguslarin genel yayginlik oran1 %33.33 iken tiir bazindaki yayginlik oranlari ise B.
bassiana ve M. anisopliae tiirleri igin sirasiyla %24.07 ve %11.11 olarak bulunmustur.
M. anisopliae 126-286 m arasinda degisen rakimlardan, B. bassiana ise 19-1298 m
arasinda degisen rakimlardan izole edilmistir. Ayrica B. bassiana izolatlari tarimsal ve
ormanlik arazilerden, M. anisopliae izolatlar1 ise ¢ogunlukla tarim arazileri ve meralik
alanlardan elde edilmistir. Izolatlar gerek dogrudan bdcege piiskiirtme, gerekse dolayl
olarak substrata uygulama sonrasi1 Tenebrio molitor larvalar tizerinde yiiksek 6ldiiriicii
etki gostermistir. Fungal izolatlar larvalara karsi piiskiirtme yoluyla (1x10° konidi/ml)
uygulandiginda B. bassiana YK11 ile YK16 ve M. anisopliae YK43, YK44 ve YK45
izolatlarinin 6ldiirme oranlart 7 giin icerisinde %100 olmustur. 10 giin icerisinde %100
oldiirme etkinligi gosteren 12 izolat i¢in 6ldiirme siireleri (LTsg ve LTgo) hesaplanmustir.
LTso ve LTy degerleri B. bassiana izolatlari i¢in 43.08 ila 183.61 saat iken bu degerler
M. anisopliae izolatlar1 igin 10.48 ila 189.24 saat olarak bulunumustur. Bugdaya
uygulama (1x10” konidi/ml dozda) sonras1 izolatlarin etkinlikleri %3’lik siispansiyonda
diisiik iken (en yiiksek %36.67) %10’luk siispansiyonda onemli oranda artmis ve B.
bassiana YK23 ve YK26 izolatlari i¢in %93.33 ve %100’¢ ulasmigtir. Ayni dozdaki
toprak uygulamasinda ise B. bassiana YK14, M. anisopliae YK38 ve YK45 izolatlar1 T.
molitor larvalarinin tamamini 7 giin igerisinde 6ldiirmiistiir. Diizce ilinden elde edilen B.
bassiana ve M. anisopliae izolatlarinin farkli kosullar altinda T. molitor larvalarina karsi
oldukca yiiksek etki gostermis olmasi bu funguslarin tarimsal zarara neden bdceklere
kars1 biyolojik miicadelede degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Entomopatojen fungus, Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Yaygnlik, Viriilenslik.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI AND THEIR
BIOLOGICAL ACTIVITIES IN ECOLOGICAL CONDITIONS OF DUZCE

Yesim KESKIN
Duzce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Plant Protection
Master’s Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Salih KARABORKLU
July 2019, 38 pages

This study was carried out in order to determine entomopathogenic fungi occuring in
Duzce province, to determine the prevalence and distribution, and to determine their
activity in different environmental conditions. A total of 45 isolates were obtained from
54 soil samples of different location, including 29 isolates of Beauveria bassiana and 16
isolates of Metarhizium anisopliae. The overall prevalence of entomopathogenic fungi
was 33.33% and the prevalence rates were 24.07% and 11.11% for B. bassiana and M.
anisopliae, respectively. M. anisopliae was isolated from altitudes ranging from 126-
286 m and B. bassiana from altitudes ranging from 19-1298 m. In addition, B. bassiana
isolates were obtained from farmland and forestry land and M. anisopliae isolates were
mostly obtained from farmland and pasture areas. The isolates showed high lethal effect
on the larvae of Tenebrio molitor after the directly spraying on the insect and indirectly
on the substrate. Fungal isolates were applied against the larvae (1x10° conidi/ml). The
mortality rates of B. bassiana YK11 and YK16, and M. anisopliae YK43, YK44 and
Y K45 isolates were reached to 100% within 7 days. Lethal times (LTso and LTgo) for 12
isolates showing 100% mortality was calculated. The LTsp and LTgy values were
fluctuated from 43.08 to 183.61h for B. bassiana, while were fluctuated from 10.48 to
189.24h for M. anisopliae isolates. The efficacy of the isolates after the application to
the wheat (1x10’ conidi/ml dose) was lower in the 3% (w/v) aqueous suspension
(<36.67%) but, mortalities significantly increased in the 10% aqueous suspension and
mortality rates reached to 93.33% and 100% for the B. bassiana YK23 and YK26
isolates, respectively. In the same dose, B. bassiana YK14, M. anisopliae YK38 and
YK45 isolates caused complete mortality against T. molitor larvae in 7 days after the
soil application. B. bassiana and M. anisopliae isolates obtaining from Duzce province,
exhibited a very high effect against T. molitor larvae under different conditions.
Findings show that these fungi can be evaluated in biological control against insects
causing agricultural damage.

Keywords: Entomopathogenic fungus, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Prevalence, Virulence.
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1. GIRIS

Diinya niifusunun artmasi nedeniyle ihtiya¢ duyulan besin miktar1 da artmaktadir. Bu
nedenle tarimsal iirlinlerden yiiksek verim elde etmek icin etkili iiretim yOntemlerinin
gelistirilmesinin yani sira ve meydana getirilen iriiniin zararlilardan korunmasi da
olduk¢a Onem arz etmektedir (Azizoglu vd., 2011; Scholler vd., 1997). Tarim
tirtinlerinde zarar yapan bir¢ok bocek tiirii bilinmektedir (Ayvaz vd., 2010). Tarim
tiriinlerinde zarar yapan bdoceklere karsi yaygin olarak kimyasal miicadele yontemi
kullanilmaktadir. Zararlilarla miicadelede kullanilan kimyasallarin yanlis veya yogun
kullanim1 ve hatta bazi kimyasallarin (fosfin ve metil bromid vb.) ¢evre ve insan
sagligina olumsuz etkileri nedeniyle insanlarda birtakim ekonomik, sosyal ve ¢evresel
kaygilar olusturmustur (Arthur, 1996; Ayvaz vd., 2008; Zettler ve Arthur, 2000).
Ekonomik, sosyal ve cevresel kaygilar nedeniyle kimyasal miicadeleye alternatif
olusturabilecek biyolojik temelli miicadele yontemlerine olan ilgi artmistir. Mikrobiyal
bocek patojenleri (entomopatojenler) zararlilarla biyolojik miicadelede yaygin olarak
kullanilmaktadir (Lacey ve Goettel, 1995). Entomopatojenik fungus(lar) (EPF)

mikrobiyal entomopatojenler igerisinde 6nemli bir yer teskil etmektedir.

Diinyada ortalama olarak 1.5-5.1 milyon fungus tiirlinlin var oldugu bilinmektedir
(Hibbett vd., 2011). Bu tiirlerden ise yaklasik olarak 750-1000’1 entomopatojen olarak
smiflandirilmaktadir (St. Leger vd., 2010). Entomopatojen funguslar bdceklerin
biyolojik miicadelesinde kullanilan ilk patojenler olmustur (Vega vd., 2012). 1835 yili
baglarinda Bassi ipek bocegi larvalarinda Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin
(Ascomycota: Hypocreales) tiirti fungusu kesfetmis ve bu fungusu izole ederek diger
kelebek larvalarina transfer etmeyi basarmistir. Ayni arastirmaci B. bassiana’nin zararl
boceklere karst kullamlabilecegini fikrini onermistir (Steinhaus, 1975). Ik biiyiik
Olgekli mikrobiyal insektisit liretimi ve arazi uygulamasi ise Krassilstchik tarafindan
1888 yilinda gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada Metarhizium anisopliae (Metschnikof)
Sorokin (Ascomycota: Hypocreales) yiiksek miktarda iiretilmis ve mayisbocegine karsi
kullanilmistir (Krassilstchik, 1888).



Entomopatojenik funguslar 6nemli biyolojik miicadele ajanlar1 arasinda yer almaktadir.
EPF hem eseyli hem de eseysiz olarak tireyerek birgok enfektif spor tiretmektedir (Vega
vd., 2012). Bir¢ok fungal entomopatojen ticari olarak tiretilmekte ve zararli boceklerin
kontroliinde basariyla kullanilmaktadir. 1960’11 yillardan giinlimiize kadar biyolojik
miicadele de 171 fungus temelli iiriiniin kullanildig1 bildirilmektedir. Bunlarin ¢ogunu
ise B. bassiana, B. brongniartii (Sacc.) Petch, M. anisopliae ve Isaria fumosorosea
(Paecilomyces fumosoroseus) (Wize) Brown & Smith (Ascomycota: Hypocreales)

olusturmaktadir (Vega vd., 2012).

EPF ¢ok cesitli sicaklik ve nem kosullarinda etkilidirler (Wraight ve Carruthers, 1999)
EPF mikrobiyal miicadele etmeni olarak 100 yili agkin bir siiredir kullanilmaktadir
(Sevim vd. 2015). Simdiye kadar en azindan 90 cinse ait 700 entomopatojenik fungus
tirti tanimlanmustir. B. bassiana, M. anisopliae, I. fumosorosea ve Lecanicillium lecanii
(Verticillium lecanii) (Zimm.) Zare and W. Gams (Ascomycota: Hypocreales) gibi bazi
tirler ise birgok iilkede pek cok =zararliyla miicadelede ticari olarak Tiretilerek
kullanilmaktadir (Keskin vd. 2019; Rath, 2000). Entomopatojen funguslar igerisinde. B.
bassiana ve M. anisopliae ilk kesfedilen funguslar olup ormanlik ve tarim arazileri gibi
karasal ekosistemlerde olduk¢a yogun olarak bulunmaktadirlar. B. bassiana ve M.
anisopliae tiirii funguslardan tiretilen ticari iiriinler bahgecilik, ormancilik ve tarimdaki
entegre zararli yonetimi (IPM) programlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Inglis
vd., 1997). Bununla birlikte depolanmis tahil zararlisi boceklerin  biyolojik
miicadelesinde ise higbir ticari entomopatojen fungus {iriinii bulunmamaktadir (Batta,

2016; Karaborklii vd., 2019).

Entomopatojen funguslarin memeliler iizerinde zehirleyici (toksik) etki gostermemesi,
boceklerde direng olusturmamasi, uzun siire cevrede kalabilmesi, konukgularinin
degisik donemlerini enfekte edebilmesi ve kitle iiretimlerinin yapilabilmesi en biyiik
avantajlar olarak gosterilmektedir. Buna karsin kimyasal insektisitlere oranla zararliy1
daha ge¢ 6ldiirmesi, yiiksek nem ihtiyaci duymasi, fungisitlerle birlikte kullanilamamasi
ve iiretim ve muhafaza maliyetinin yiiksek olmasi ise en biiyiik dezavantajlari olarak
gosterilmektedir (Keskin vd. 2019; Sevim vd. 2015).

EPF bocekleri genellikle deri, trake ve yaralanmis viicut bolgelerinden enfekte
edebildigi gibi sindirim sistemi ve diger agikliklar yoluyla da enfekte edebilmektedir
(Sandhu, 1993). Genellikle eseysiz olarak tireyen sporlar enfeksiyona neden olmaktadir.

Enfeksiyonun baglangi¢c asamasi ise pasif veya spesifik olmayan tutunmadir (Castrillo

2



vd., 2005). infektif sporlar bocek kiitikiilasina tutunduktan sonra bdcegin
endokiitikiilasina niifuz etmek icin lipazlar, protazlar, amino-peptidazlar, kitinazlar vb.
kiitikiil bozucu enzimler salgilarlar (Kim vd., 2018; Parker vd., 2014; Sandhu, 1993).
Niifuz ettikten sonra sporlar kiitikiil {izerinde ¢imlenir, germ tiipi ve appressorium
olusturur. Daha sonra bocegin hemoseline ulasir, burada yayilir ve toksin iireterek
bocegi oOldiiriir. Uygun kosullar altinda bocegin 6liimiinden sonra fungus konukg¢udan

disar1 dogru sporlasmaya baslar (Karaborkli vd., 2018; Shah ve Pell, 2003).

Spor (konidia) Appresorium

Epikiitikiila

Cimlenme tiipii Ekzokiitikiila

Endokiitikiila

s Epidermis
HEMOSOL @ @

Toksinler —
- !
L ad Blastopor

Sekil 1.1. Entomopatojen funguslarin etki mekanizmasi (Karaborklii vd. 2018).

Ulkemizde entomopatojen funguslarla ilgili yapilan bir¢ok calisma bulunmaktadir.
Yapilan calismalar incelendiginde entomopatojenik funguslarin tilkemizdeki hem tarim
hem de orman zararlilar1 ile miicadelede biiylik bir potansiyele sahip oldugu

goriilmektedir. Bu ¢aligsmalari;
1. Yerel popiilasyonlarin belirlenmesine yonelik yapilan ¢alismalar

2. Onemli zararlilarin miicadelesinde kullanma potansiyellerini tespit etmeye yonelik

caligmalar olarak gruplandirabiliriz.

Bu ¢alisma, Diizce ili ekolojik kosullarinda yayilis gosteren entomopatojenik funguslar
belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Ayrica elde edilen entomopatojenik funguslarin farkli
kosullardaki viriilenslikleri de Tenebrio molitor (Col.: Tenebrionidae) larvalari

kullanilarak arastirilmistir.



1.1. ONCEKI CALISMALAR

Entomopatojen funguslarin izolasyonu, tanimlanmasi ve etkinliklerinin belirlenmesine

yonelik olarak gerek yurt disinda gerekse yurt i¢inde birgok ¢alisma yiiriitiilmiistiir.

1.1.1. Yurt Disindaki Calismalar

Polonya’da yapilan bir ¢alismada topraktan entomopatojen fungus izolasyonu igin
cavdar {iretim alanlar1 ve civardaki topraklardan 6rnekler alinmistir. Galleria mellonella
L. (Lepidoptera: Pyralidae) ve Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera: Pyralidae)
larvalar1 kullanilarak tuzaklama yontemi ile fungus izolasyonu gergeklestirilmistir. 20
ve 28 °C’deki inkiibasyon periyodu sonucunda islenmemis topraklardan sadece B.
bassiana izole edilmisken, islenmis ve islenmemis topraklardan ise M. anisopliae ve I.

fumosorosea izole edilmistir (Mietkiewski ve Mietkiewska, 1993).

Keller vd. (2003), Isvicre’de 1998-2000 yillar1 arasinda toplam 82 bolgeden aldiklari
toprak Orneklerinde Galleria tuzak yontemini kullanarak yaptiklart EPF taramasinda
%96 oraninda M. anisopliae tespit etmislerdir. Ayrica B. brongniartii, I. fumosorosea

gibi diger entomopatojen funguslari da tespit etmislerdir.

Yapilan diger bir calismada Ispanya’nin Alicante sehrinden tarim arazileri, ormanlik ve
makilik (Nerium oleander L.) alanlar da dahil olmak iizere 61 ayr1 bolgeden toprak
ornekleri alinmistir. Bocek patojeni funguslart tespit etmek amaciyla G. Mellonella
tuzaklama yontemi kullanilmistir. Tarim ve ormanlik arazilerden alinan topraklarin
%32.8’inde EPF tespit edilmis olup sirasiyla topraklarin %21’inde B. bassiana,
%6.4’tinde M. anisopliae ve %4.8 L. lecanii tespit edilmistir (Asensio vd., 2003).

Italya’da yapilan ¢aligmada ise topraktaki entomopatojen funguslarin dagilimi ve
goriilme siklig1 arastirilmis olup ormanlik, mera, yonca ve bugday tarlarindan alinan
toprak Ornekleriyle incelenmistir. Yapilan entomopatojen fungus tespiti ¢alismalarinda
G. melonella tuzak yontemi kullanilarak B. bassiana, M. anisopliae ve |. fumosorosea
izole edilmistir. B. bassiana incelenen tiim topraklarda bulunurken 1. fumosorosea
ormanlar hari¢ biitiin topraklardan izole edilmistir. M. anisopliae ise sadece bugday
tarlalarinda bulunmustur. Entomopatojen fungus tiirlerinin G. mellonella larvalarini
enfekte etme yiizdelerini ise ormanda %77.3, bugday tarlalarinda %27.5, yonca
tarlalarinda %16.5, otlaklarda ise %9.3 olarak tespit etmislerdir (Tkaczuk ve Renella,
2003).



Hozzank vd. (2003) Avusturya’nin ekili arazilerinden, ormanlik alanlarindan ve nadasa
birakilmig bdlgelerinden toprak ornekleri almistir. Tuzak bocek yontemi ile G.
mellonella ve T. Molitor (L.) larvalarim1 entomopatojen fungus tespitinde
kullanmiglardir. Bu ¢aligmalar1 sonunda toprak 6rneklerinin %84’linde entomopatojen
fungus belirlemislerdir. Entomopatojen funguslarin bulunma oranlarmi1 B. bassiana

%74, M. anisopliae %29, |. fumosorosea %3 olarak belirtmiglerdir.

Danimarka’nin Kopenhag bolgesinde Meyling vd. (2005) yaptiklar: calismada topraktan
entomopatojen fungus izolasyonun da G. mellonella tuzak yontemini kullanmislardir.
Tarim arazilerinde en yaygin fungus tiiriiniin B. bassiana, calilik arazilerden alinan
toprak &rneklerin de ise |. fumosorosea oldugunu tespit etmislerdir. Iki yilda bir B.

bassiana’nin tarim alanlarinda belirgin bir sekilde kiimelendigini de tespit etmislerdir.

Italya’ da Apulia bélgesinin merkezinde bulunan Ofanto nehri vadisinin nehir kenarida
bulunan farkli alanlardan Eyliil 2003- Haziran 2004 arasindaki donemde 73 farkl
bolgeden ornekleme yapilarak entomopatojen funguslar arastirilmistir. Tuzak bocek
olarak G.mellonella ve T. molitor larvalar1 kullanilarak gerceklestirilen ¢alisma
sonucunda 69 toprak orneginden (%94.5) 7 taksona ait 238 fungus izolat1 elde edilmistir

(Scatigna vd., 2007).

Bati musir kokkurdu Diabrotica virgifera (Coleoptera: Chrysomelidae)‘ya karsi
Macaristan, Romanya, Sirbistan, Avusturya ve Italya’da bulunan musir alanlaridan
zararl toplayarak ve toprak ornekleri alarak entomopatojen fungus taramasi yapilmaistir.
Misir alanlarindaki topraklarda entomopatojen funguslarin varliginin tespiti i¢in tuzak
bocek olarak G. mellonella ve T. molitor larvalari kullanilmistir. M. anisopliae ve
Beauveria enfeksiyonlart larvalarin %1.4’tinde, pupalarin %0.2’sinde ve erginlerin
%0.05’inde saptanmistir. En yogun entomopatojen fungus Macaristan’ dan alinan

orneklerde tespit edilmistir. M. anisopliae tiim musir alanlarinda belirlenmistir (Pilz vd.,
2008).

Hindistan'in merkezinde Madhya Pradesh ve Chhattisgarh ormanlik alanlarinda, tarimin
yapildig1 alanlarda yedi entomopatojen fungus tiirii izole edilmistir. En ¢ok izole edilen
entomopatojen funguslar B. bassiana, Nomuraea rileyi (Farlow) Samson, I. farinosa
(Holmsk.) Fries ve I. fumosorosea oldugu belirlenmistir. Bu entomopatojen funguslar
Hyblaesa puera Cram. (Lep., Hyblaeidae), Eutectona machaeralis (Walker)

(Lepidoptera: Pyralidae), Diachrysia orichalcea Fabricius (Lepidoptera: Nactuidae),



Spodoptera litura Fab. (Lepidoptera: Noctuidae) ve dogal bocek tiirlerinden izole
edilmistir (Thakur ve Sandhu, 2009).

Irak'in Kuzey bolgelerinde Gara daglarinda bazi bitkilerin iizerinde yasayan boceklerde
entomopatojen fungus ve firsat¢i funguslarin beraber enfeksiyon yaptiklarini tespit
edilmis ve Aspergillus flavus Holds., Aspergillus niger van Tieghem ve B. bassiana gibi
funguslarmin yiiksek oranda izolasyonlarini yapilmistir. Steril miselyumlar ve firsatgi
patojenler olan, Alternaria alternata (Fr.: Fr.), Curvularia sp., Fusarium spp., Humicola
sp., Penicillum spp., Rhizopus stolonifer (Ehrenb.: Fr.) Vuill., Ulocladium atrum (Pers.),
Trichoderma spp. izole edilmistir. Ayrica dnemli bir bugday zararlisi olan siine’den
(Eurygaster integriceps, Puton (Hem. Scutelleridae)) B. brongniartii entomopatojen

fungusu izole edilmistir (Assaf vd., 2011).

Entomopatojen fungus tiir ¢esitliligini ve yogunlugunu belirlemeye yonelik Polonya’nin
Siedlce sehrinde yapilan bir ¢alismada orman firiinlerinin tiretiminin yapildigr ormanlik
alan ve ona komsu kiigiik 6lgekli ekilebilir tarim arazisinden toprak 6rnekleri alinmistir.
Orman {irinlerinin {retiminin yapildig1 alanda B. bassiana, B. brongniartii, M.
anisopliae, M. flavoviride, I. farinosa ve |. fumosorosea olmak iizere 6 tiir tespit
edilmistir. Ekilebilir tarim arazisinde ise 3 tiir B. bassiana, M. anisopliae ve I.
fumosorosea rapor edilmistir. Sonug¢ olarak yari dogal habibatlarda entomopatojen
funguslarin biyolojik ¢esitlilik kaynaginin daha fazla oldugu vurgulanmistir (Tkaczuk
vd., 2012).

Kore’deki ilk entomopatojen fungus taramasi ¢alismasinda 1080 toprak Ornegi
alimmistir. Calisilan toprak Orneklerinin %32'sinde (342 izolat) entomopatojen fungus
bulunmustur. En bol bulunan tiirler ise Beauveria spp. (125 izolat) ve Metarhizium spp.
(82 izolat) olmustur. Entomopatojenik funguslar, dogal daglarda ve nehir kiyisindaki
topraklarda, tarimsal arazilere oranla daha fazla bulunmustur. Izole edilen funguslarin
patojenitesi balmumu giivesi G. mellonella larvalar1 kullanilarak degerlendirilmistir.
Izolatlarin %60"nim (207 izolat) bu model kullanilarak patojenik oldugu tespit edilmistir
(Shin vd., 2013).



1.1.2. Tiirkiye’deki Calismalar

Tokat bolgesinde Cam vd. (2002) patates zararlis1 olan patates bocegi, Leptinotarsa
decemlineata Say. (Coleoptera: Chrysomelidae) iizerine entomopatojen fungus B.
bassiana 'y1 uygulamislar ve yiiksek 6ldiirme etkinligi tespit etmislerdir. B. bassiana’nin

patates bocegi larvalarini, erginlerinden daha iyi 61diirdiiglinii tespit etmisler.

Erzurum ve gevresinde Eken vd. (2006) karakavakta (Populus nigra L.) biiyiikk zarar
yapan kiiglik kavak uzun boynuzlu bocegi (Saperda populnea L.)’ne kars1 2004-2005
yillarinda yiiriitiilen ¢alismada B. bassiana’min etkinligini arastirmislar ve %100’e

ulasan 6liimler gozlemislerdir.

Kahramanmaras ilinde Sekeroba, Kiirtiill ve Karacasu yorelerinde Thaumetopoea
pityocampa (Den. & Schiff.) (Lep., Thaumetopoeidae) larvalarinin bulundugu dogal
ortamlardaki topraklarda bulunan entomopatojen funguslarin T. pityocampa larvalarina
etkisini belirlemek i¢in bir ¢alisma yiirtitiilmiistir. Topraktan dogrudan ve tuzak bdcek
yontemi (G. mellonella ve T. pityocampa larvalar1) kullanilarak Isaria cinsine ait 16,
Beauveria cinsine ait 19 tane olmak {izere toplam 35 entomopatojen fungus izolat1 elde
edilmistir. Isaria cinsinden segilen 3 ve Beauveria cinsinden segilen 5 fungus izolatinin

5. dénem T. pityocampa larvalarini1 6ldiirdiigi tespit edilmistir (Sahin, 2006).

Turunggil unlu biti, Planacoccus citri (Risso) ve bag unlu biti, Planacoccus ficus
(Risso) (Hemiptera: Pseudococcidae) tiirlerine karst entomopatojen fungus tiri |.
farinosa ile yapilan c¢alisma sonucunda fungusun bu zararlilarin %80’den fazlasini

oldiirdigi belirlenmistir (Demirci vd., 2008).

Dogu Akdeniz Bolgesinde 2004-2005 yillarinda Coccinellidlerin dogal hastalik etmeni
olan entomopatojen funguslari belirlemek tizere bir ¢alisma yiritilmiistir.
Coccinellidlerin patojenleri olarak Beauveria sp. ve Isaria sp. tiirleri saptanmistir (Er
vd., 2008).

Seralarda ve tarim arazilerinde zararli olan beyazsinege (Bemisia tabaci Gennedius,
(Hemiptera: Aleyrodidae) kars1 kimyasal pestisit (cypermethrin) kullanimina alternatif
olabilecek miicadele yontemlerini arastirmak i¢in 15 B. bassiana izolat1 denenmistir. Bu
izolatlardan 10 tanesi Tiirkiye nin ¢esitli bolgelerindeki topraklardan (Tokat, Erzurum
ve Kayseri) izole edilmis, 5 tanesi ise ARSEF-USA’dan temin edilmistir. Yapilan

caligmalar sonucunda B. bassiana’nin beyazsinegin kontroliinde cypermethrin’e gore



etkisinin az oldugu fakat farkli entomopatojen fungus ve izolatlarinin denenmesi ile

alternatif bir miicadele etmeni olabilecegini tespit etmislerdir (Kili¢ vd., 2009).

Kahramanmaras ilinde 2003-2005 yillarinda yapilan ¢alismada 6lii bocek ve toprak
orneklerinden tuzak bocek (G. mellonella larvasi) yontemi ile entomopatojen taramasi
yapilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, yaprak bitlerinde (Rhopalosiphum padi L. ve
Sitobion avenae F. (Hemiptera: Aphididae) Pandora sp. Humber (Entomophthoraceae),
Hypera postica (Gyll.) (Curculionidae: Coleoptera) larvalarinda Zoophthora sp. Batko
(Entomophthoraceae) ve H. postica erginlerinde Beauveria sp. Vuillemin
(Hyphomycetes) cinsine ait funguslar belirlenmistir. Toprak orneklerinden en ¢ok
Beauveria cinsine ait funguslar ile Isaria ve Metarhizium cinsine bagli entomopatojen
funguslarin izolasyonu yapilmistir. iklim verilerinin incelenmesi sonucunda arastirma
bolgesinde, bahar aylari entomopatojen funguslarin etkili olabilecegi en uygun aylar

olarak degerlendirilmistir (Er vd., 2009).

Yapilan bagka bir ¢alismada G. mellonella larvalari hedef canli olarak kullanilmis ve
180 toprak 6rneginden 48 B. bassiana izolat1 ve 1 B. brongniartii (Sacc.) izolat1 elde
edilmistir. Biyolojik miicadele etmeni olan B. bassiana’nin iilkemiz topraklarindan elde
edilen farkli suslart ve Danimarka’dan getirtilen bir susunun 4’er konsantrasyonu
(1x10% 1x10°, 1x10° ve 1x10" konidi/ml) G. mellonella larvalari iizerine denenmis ve
her susun en yiiksek konsantrasyonunun larvalar tizerinde en etkili oldugu gozlenmistir

(Dogan, 2009).

Etkili ve gilivenli biyolojik miicadele etmenlerini bulabilmek i¢in Tiirkiye’nin findik
yetistirilen bolgesinde entomopatojen funguslari izole etmek icin bir survey g¢alismasi
yapilmis ve elde edilen funguslardan 7 irkin Melolontha melolontha’ya karsi etkinligi
aragtirtlmistir. G. mellonalla tuzak bocek yontemi ile toplanan 301 toprak drneginden
%20.59’unda entomopatojen fungus bulunmustur. Metarhizium anisopliae var.
anisopliae 34 bolgeden izole edilmis ve en fazla bulunan fungus tiirii oldugu tespit
edilmistir (Sevim vd., 2010).

Dogu Karadeniz Ormanlarinda Dendroctonus micans (Kugelann) (Coleoptera:
Scolytidae) ’a kars1 etkili bir fungal etmen tespit etmek amaciyla zararlinin larva ve
ergin evrelerinden cesitli dogal fungus suslar1 izole edilmis ve bunlarin morfolojik
(enfeksiyon sekli, koloni morfolojisi, spor sekli) ve molekiiler karakterizasyonlar

yapilmistir. Izolasyon calismalari sonucunda, zararlidan 4 cinse ait toplam 12 fungal



izolat elde edilmistir. Elde edilen funguslar, Lecanicillium muscarium (Petch) Zare ve
Gams, . farinosa , Fusarium spp., B. bassiana ve Beauveria sp. olarak tanimlanmaistir.
L. muscarium, 1. farinosa ve Fusarium spp. D. micans 'tan ilk kez izole edilmistir. B.
bassiana ve Beauveria sp. izolatlarinin degisik oranlardaki spor siispansiyonlarinin D.
micans larva ve erginleri iizerindeki viriilans1 arastirilmistir. Oliim oranlarinin larva ve
erginlerde %100’e yaklastig1 goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore bu funguslarin D.
micans'a karsi biyolojik miicadelede etkin olarak kullanilabilecegini Onerilmistir
(Esmer, 2011).

Samsun’da yapilan g¢alismada ise findik zararlilarindan Hypantria cunea (Drury)
(Lepidoptera: arctiidae)’nin biyolojik miicadele etmenleri aragtirllmistir. Bu ¢alisma
sonucunda bu zararli ilizerinden Aspergillus westerdijkiae Frisvad ve Samson, B.
bassiana, Paecilomyces fumosoroseus (l. fumosorosea), P. lilacinus (Purpureocillium
lilacinus) (Thom) Samson ve Trichoderma koningiopsis izole edilmistir (Sullivan,
2011).

Gaziantep, Adiyaman ve Kahramanmaras illerindeki Antep fistig1 bahgelerinde bulunan
entomopatojen funguslar1 Galleria tuzak bocek yontemi kullanilarak tespit etmek
amaciyla 2011 yilinda 58 toprak 6rnegi toplamistir. Toprak 6rneklerinin %68.97’sinde
entomopatojen fungus tespit edilmis olup en sik rastlanilan il Adiyaman iken bunu
Gaziantep ve Kahramanmaras takip etmistir. Adiyaman ve Kahramanmaras’tan alinan
orneklerden sadece B. bassiana izolatlar elde edilirken Gaziantep’ten alinan drneklerde
B. brogniartii ve M. anisopliae izolatlarina da rastlanilmistir. Toplam olarak elde edilen
162 entomopatojen fungus izolatinin 142’si B. bassiana, 4’t B. brogniartii ve 16’s1 M.

anisopliae olarak belirlenmistir (Er, 2013).

Kahramanmaras merkez kdylerindeki bugday tarlalarindan alinan toprak orneklerinden
G. mellonella tuzak bocek yontemi kullanarak entomopatojen funguslar elde edilmis ve
teshisleri yapilmistir. Topraktan yapilan izolasyonlar sonucunda B. bassiana,
Aspergillus flavus (Linn), Fusarium spp. ve Penicillium spp. tespit edilmistir.
Kahramanmaras merkez kdylerinden izole edilen Beauveria spp. izolatlariyla yapilan
patojenite testleri sonuncunda bazi izolatlarin G. mellonella larvalarinda %100 6liime
sebep oldugu belirtilmistir. Ayrica Aspergillus spp. ornekleri ile yapilan patojenite

testlerinde ise %60’a varan 6liim oranlar1 goriilmiistiir (Koz ve Giiven, 2014).



Isparta ilinin alt1 ilgesindeki alti farkli bdlgeden toplanan toprak Orneklerinden
entomopatojen funguslar izole edilmis ve patojeniteleri test edilmistir. Bocek (Galeria)
tuzak metodu kullanilarak yapilan c¢alismada 196 toprak oOrnegi ve 1080 adet G.
mellonella larvasi kullanilmistir. Yapilan izolasyon sonucunda 1080 larvadan 777
(%72)’sinde fungus izole edilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucu en ¢ok rastlanilan EPF
Beauveria spp. (164 izolat) ve Metarhizium spp. (40 izolat) olmustur. En ¢ok rastlanilan
firsatg1 funguslar ise sirasiyla, Fusarium spp. %45.69 oraninda), Aspergillus spp.
(%14.29 oraninda) ve Penicillium spp. (%2.83 oraninda) olmustur. Patojenite testi i¢in
Beauveria, Metarhizium, Fusarium, Aspergillus ve Paecilomyces cinslerine ait
izolatlardan secilen 55 fungus 4. donemdeki G. mellonella larvalarina uygulanmistir.
Beauveria spp. ve Metarhizium spp. izolatlar1 oldukga etkili bulunmustur. BMAUM-
M3003 olarak kodlanan Metarhizium izolat1 en virulent tiir olmus ve LTso degeri 0.56
giin olarak belirlenmistir. Ayrica, baz1 Beauveria izolatlarinin LTsy degerleri ise 1.43-
2.84 giin olarak tespit edilmistir. Aspergillus spp. ve Fusarium spp. izolatlart G.
mellonella larvalari {izerinde oldukga diisiik patojenite gdstermistir (%0-10) (Baydar
vd., 2016).
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2. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma Diizce Universitesi Ziraat ve Doga Bilimleri Fakiiltesi Bitki Koruma

Boliimii Aragtirma Laboratuvar’larinda yiirtitiilmiistiir.

2.1. TOPRAK ORNEKLERININ ALINMASI

Diizce ilinin ekolojik kosullar1 goz 6niine alinarak farkli ekolojik 6zelliklere sahip olan
bolgelerden toprak ornekleri alinmistir. Toplam 54 farkli lokasyondan toprak ornegi
alimmustir (Cizelge 2.1). Toprak 6rnegi alinirken iist toprak yilizeyi hafifce siyrilmis ve
toprak st yilizeyinden baslanarak 20-25 cm derinliginde bir tabakadan 6rnek alimi
yapilmistir (Keskin vd. 2019). Toprak ornekleri 6zel plastik kaplar igine alinarak
(yaklasik 1 kg) alindig1 yer, vejetasyon tipi, rakim ve GPS koordinatlar1 kaydedilmistir
(Cizelge 2.1). Ornek alimi1 2017 ilkbahar mevsiminde gerceklestirilmistir. Alinan toprak
ornekleri laboratuvara getirilmis ve tuzaklama islemine kadar 25°C de, %60+5 nem ve

14: 10 saatlik (aydinlik/karanlik) fotoperiyot kosullarinda tutulmustur.

2.2. BOCEK KULTURU

Entomopatojen funguslarin farkli kosullardaki etkinliklerin belirlenmesinde kullanilmak
tizere Tenebrio molitor larvalari kiiltiire alinmigtir. Un kurdu erginleri Biyolojik
Miicadele Arastirma Laboratuvari’ndan (Diizce Universitesi, Biyoloji Béliimii) temin
edilmistir. Erginler icerisinde bugday unu, bugday kepegi, misir unu ve maya bulunan
(swrasiyla, 40 g + 40 g +15 g +5 Q) plastik kiivetlerde (48 x 33 x 8 cm ebatlarinda)
kiiltiire alinmistir (Karaborklii vd., 2019). Besi yerlerinin iizerine larvalarin nem
thtiyacinin karsilanmasi amaciyla nemlendirilmis yumurta kartonlari1 konulmustur (Sekil
2.1). Bocek kiiltiirleri laboratuvar ortaminda 25°C de, %60+5 nem ve 14: 10 saatlik
(aydinlik/karanlik) fotoperiyotta tutulmustur. Uretilen T. molitor larvalar1 topraktan
fungus izole etmek amaciyla kullanilmistir. Yeni ¢ikan erginler ise kiiltliriin devamini

saglayabilmesi icin tekrar kiiltiire alinmistir.
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Cizelge 2.1. Toprak numunelerinin alindig1 lokasyonlara ait bilgiler.

Say1 Yer Arazi Rakim Koordinatlar
1. Konuralp/Diizce Mera 173m 40°54'24.56"K, 31°08'19.80"D
2. Sarimese/Cilimli Mera 157m  40°53'08.07"K, 31°04'15.39"D
3. Sogutli/Cilimli Findikhik 160m  40°53'05.60"K, 31°03'28.54"D
4. Sultaniye/Giimiisova Masir tarlasi 121m 40°50'32.85"K, 31°00'05.57"D
5. Haciyakup/Golyaka Masir tarlast 128m  40°46'04.48"K, 31°00'42.40"D
6. Haciyakup/Golyaka Karalahana tarlasi 128m  40°46'05.16"K, 31°00'44.06"D
7. Hamamiistii/Golyaka Findiklik 325m  40°45'12.56"K, 31°02'05.00"D
8. Giizeldere/Golyaka Ormanlik 410m 40°43'15.51"K, 31°03'04.24"D
9. Efteni Go6lii/Golyaka Mera 126m  40°45'27.77"K, 31°02'16.59"D
10. Hasanlar/Diizce Ceviz alt1 211m 40°54'53.05"K, 31°16'12.98"D
11.  Akcadren/ Yigilca Kestane alt1 420m  40°56'30.54"K, 31°17'29.59"D
12.  Akgadren/ Yigilca Kestane alt1 422m  40°56'30.53"K, 31°17'29.19"D
13.  Gelenoz/Yigilca Mera 261m 40°56'00.03"K, 31°20'08.55"D
14.  igneler/Yigilca Misir tarlasi 286m  40°56'42.32"K, 31°21'37.08"D
15. igneler/Yigilca Findik bahgesi 286m  40°56'43.03"K, 31°21'36.05"D
16. DAGEM/Yigilca Lavandula bahgesi 299m  40°56'25.87"K, 31°22'09.07"D
17. Giney/Y1gilca Cam alt1 340m 40°57'08.73"K, 31°25'02.82"D
18. Yigilca Ormanlik 412m  40°58'39.47"K, 31°26'16.29"D
19. Yigilca Ormanlik 434m  40°58'53.21"K, 31°26'12.87"D
20.  Yigilca Kestane altt 437m  40°58'54.86"K, 31°26'11.42"D
21.  Yigilca-Alaph Yolu Ormanlik 511m  40°58'57.18"K, 31°25'12.52"D
22.  Yigica-Alaph Yolu Findiklik 485m  40°59'37.90"K, 31°25'14.30"D
23.  Yigica-Alaph Yolu Ormanlik 314m  41°01'43.34"K, 31°26'07.75"D
24.  Yigica-Alaph Yolu Ormanlik 317m  41°01'38.84"K, 31°26'03.93"D
25.  Akkaya/Akg¢akoca Findiklik 22m 41°06'25.53"K, 31°15'59.01"D
26. Akkaya/Akgakoca Findiklik 71m 41°05'52.48"K, 31°15'26.55"D
27.  Akgakoca Findiklik 9m 41°05'13.17"K, 31°08'36.83"D
28. Dogancilar/Akgakoca Findiklik 48m 41°03'58.87"K, 31°10'11.06"D
29. Fakili/ Akgakoca Fmdiklik 51m 41°03'12.92"K, 31°10'59.89"D
30. Kurtsuyu/Diizce Findiklik 509m  40°5910.03"K, 31°12'28.69"D
31. Kurtsuyu/Diizce Kestanelik 468m  41°59'07.63"K, 31°11'21.84"D
32.  Cilimli Kavaklik 156m  40°52'36.02"K, 31°03'00.25"D
33.  Avlayan/Cumayeri Mera 116m  40°53'15.80"K, 30°57'39.61"D
34. Kahveleryani/Giimiisova Kavaklik 123m 40°52'05.69”K, 31°00'09.09"D
35.  Dokuzdegirmen/Cumayeri Findiklik 128m  40°54'09.01"K, 30°57'17.08"D
36. Subagi/Cumayeri Findiklik 165m  40°55'07.38"K, 30°57'41.51"D
37.  Akpinar/Cumayeri Findiklik 252m  40°55'52.25"K, 30°58'11.02"D
38.  Akpinar/Cumayeri Ormanlik 248m  40°55'51.44"K, 30°58'11.11"D
39. Davutaga/Cumayeri Findiklhik 410m  40°56'43.37"K, 30°58'21.26"D
40. Esmahamim/Akgakoca Findiklik 138m  40°59'24.36"K, 30°58'55.22"D
41. Esmahanim/Akgakoca Elmalik 114m  40°59'47.64"K, 30°59'16.15"D
42. Yenice/Akgakoca Cevizlik 55m 41°01'00.97"K, 31°00'16.21"D
43. Ugurlu/Akgakoca Findiklhik 19m 41°01'56.71"K, 30°59'57.47"D
44.  Melenagzi/Akgakoca Tarla 4m 41°03'56.74"K, 30°57'48.20"D
45.  Pasalar/Akgakoca Findiklik 139m  41°02'40.34"K, 31°02'00.68"D
46. Pasalar/Akgakoca Findiklik 139m  41°02'40.41"K, 31°02'01.45"D
47. Tahirli/Ak¢akoca Findiklik 84m 41°03'55.74"K, 31°04'06.66"D
48. Bakacak/Kaynasl Findiklik 793m  40°45'02.34"K, 31°22'19.05"D
49. Bakacak/Kaynasl Ormanlik 797m  40°45'04.37"K, 31°22'19.16"D
50. Dipsizgol/Kaynash Findiklik 847m  40°43'19.39"K, 31°21'54.07"D
51. Topuk yaylasi/Kaynasl Ormanlik 1264m  40°41'44.39"K, 31°22'07.62"D
52.  Topuk yaylasi/Kaynasl Ormanlik 1298m  40°41'34.52"K, 31°21'33.98"D
53. Topuk yaylasi/Kaynasl Ormanlik 1298m  40°41'43.80"K, 31°21'52.63"D
54.  Glinbagi/Diizce Findiklik 179m  40°41'43.80"K, 31°13'46.00"D
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Sekil 2.1. Un kurdu erginlerinin plastik kiivet igerisinde kiiltiire alinmasi.

2.3. TOPRAKTAN TUZAK YONTEMI iLE FUNGUS iZOLASYONU

Araziden toplanip laboratuvara ulastirilan her bir toprak ornegi icerisine 5’er adet un
kurdu, Tenebrio molitor larvasi (15. donem) (Morales-Ramos vd., 2015) konulmus ve
plastik kaplarin kapagi kapatilmistir. Larvalar topragin altinda kalacak sekilde kaplar
ters cevrilmistir. Tim bu islemler 25°C'de %60+%5 nemde ve 14: 10 saatlik
(aydinlik/karanlik) fotoperiyoda sahip bir iklim odasinda gergeklestirilmistir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Tuzak bécek yontemi sonrasi toprak numunelerinin ters ¢evrilmesi.
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Toprak igerisindeki larvalar 15 giin boyunca giinliik olarak kontrol edilmistir. Olii
larvalar kaplardan alinmis ve iizerinde filtre kagidi bulunan kiigiik steril cam petri
kapaklarinin iizerine konulmustur (Sekil 2.3). Uzerinde 6lmiis larva bulunan petri
kapaklar1 ise daha sonra icerisinde su bulunan biiylik petri kaplarina konulmus ve
petrilerin kapaklar1 kapatilmistir. Funguslarin biiyiime ve gelisimi i¢in nem saglamak
tizere blylik petri igerisine diizenli araliklarla steril damitilmis su eklenmistir.
Kadavralardaki fungus gelisimi 7-10 giin boyunca takip edilmistir. Kadavralar
tizerindeki funguslar sporlanmaya baslaymca buradan aliman Kkonidiosporlar Patates

Dekstroz Agar (PDA) besi ortamina ekilmisgtir.

Sekil 2.3. Olen larvalarin steril petriler igindeki goriintiisii.

2.4. SAF KULTURLERIN ELDE EDILMESI

Olen larvalardan alman konidiosporlarm ekimi icin PDA besi ortami hazirlanmistir.
Besi ortami hazirlanmasinda 1 It suya 40 g PDA ilave edilmis ve PDA’nin iyice
¢Oziinmesi saglanmistir. Daha sonra c¢ozelti 121°C sicaklikta 20 dakika siireyle
otoklavda tutularak steril edilmistir. Steril edilen besi ortamma istenmeyen
mikroorganizmalarin elimine edilmesi amaciyla antibiyotik (rifampisin 50 pg ml™ ve
ampisilin 50 pg ml™) eklenmis ve besi yerleri steril kabinde steril petri kaplarina
dokilmistiir. Soguma islemi sonrast PDA besiyeri tizerine 6lmiis larvalarin viicut
yiizeyinde gelisen funguslarin konidiosporlarindan 6ze yardimiyla alinmis ve ekim

yapitlmistir. Ekim yapildiktan sonra izolatlar 25°C’de inkiibasyona kaldirilmistir. 7
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giinliik inkiibasyondan sonra farkli goriilen fungus kolonilerinden tekrar ekim yapilarak

saflagtirma igslemi gergeklestirilmistir (Sekil 2.4.).

Sekil 2.4. Saflastirilmis entomopatojen fungus kiiltiirleri. Bb: Beauveria bassiana,

Ma:Metarhizium anisopliae.

2.5. ENTOMOPATOJEN FUNGUSLARIN TESHISI

Saflagtirma igslemi sonras1 funguslarin koloni gelisimleri stereomikroskop yardimiyla
(10X biiyiitmede) giinliik olarak takip edilmistir. Ayrica izolatlarin konidi olusumlar1 ve
morfolojik gelisimleri giinlik hazirlanan preparatlar vasitasiyla 1s1k mikroskobuyla da

(400X biiylitmede) incelenmistir.

Fungus ile enfekte olmus boceklerin dis goriiniisleri, koloni morfolojisi, konidiyafor ve
konidi hiicrelerin sekil ve biiyiikliikleri gibi 6nemli yapilar tiir teshisinde kullanilmistir.

Fungus tiirleri Humber'e (2012) gore siniflandirilmis ve tanimlanmastir.

2.6. IZOLATLARIN DiREKT PUSKURTME YONTEMI iLE
ETKINLIKLERININ BELIRLENMESI

2.6.1. Spor Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Spor stispansiyonun larvalara yeterli miktarda uygulanabilmesi i¢in entomopatojen
fungus izolatlart PDA besiyerlerine ekilmis ve 25+2°C’de karanlikta inkiibe edilmistir.
Ekimden 10-15 giin sonra gelisen konidiosporlar kazima yontemi ile toplanarak %0.03

Tween 80 iceren 20 ml distile steril su igerisine eklenerek spor siispansiyonu
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hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyonun konidiospor yogunlugunun hesaplanabilmesi
icin Thoma Lamu (0.100 mm x 0.0025 mm?) ve 1sik mikroskobu kullanilmis her bir

fungus izolat1 i¢in 1x10° konidi/ml yogunlukta spor siispansiyonu hazirlanmistir.

2.6.2. Spor Siispansiyonunun Larvalara Uygulanmasi

Entomopatojen funguslarin etkisini test etmek amaciyla her bir izolattan 10° konidi/ml
yogunlukta 20 ml spor siispansiyonu hazirlanmistir. Her bir fungus izolati piiskiirtme
yontemi kullanilarak 10 adet 14. donem T. molitor larvasina uygulanmigtir. Kontrol
grubu i¢in Konidiospor icermeyen %0.03 Tween 80 ile hazirlanmig steril distile su
kullanilmistir. Denemeler her bir izolat ve kontrol grubu igin 3 tekerriirlii olarak
yapilmistir. Uygulamadan sonra larvalar filtre kagidi ile kaplanmis steril plastik petri
kaplarina aktarilmistir (Sekil 2.5). T. molitor larvalarinin bulundugu petri kaplari 10 giin
boyunca giinlik olarak kontrol edilmistir. Yapilan gozlemler sonucu 6len larvalar
icerisinde su bulunan petri sistemine alinarak 25°C’de tekrar inkiibasyona birakilmistir.
Direk piiskiirtme uygulamasindan 10 giin sonra yapilan kontrollerde 12 fungus
izolatimin T. molitor larvalarinin tamamini (%100) 6ldiirdiigii goriilmiistiir. Izolatlarn

farkli kosullardaki etkinliklerinin arastirilmasinda bu 12 izolat {izerine yogunlagilmistir.

Sekil 2.5. Direk piistkiirtme yontemi sonrasi larvalar.

2.7. iIZOLATLARIN URUN ORTAMINDAKI ETKINLIKLERININ
BELIiRLENMESI

Bu calisma direkt piiskiirtme yontemi sonucunda yiiksek etki gosteren izolatlarin

bugday ortamindaki etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilmaistir.
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2.7.1. Spor Siispansiyonlarimin Hazirlanmasi

Saf kiiltiirlerden alinan konidiosporlar yeni hazirlanan PDA besi ortamina ekilmistir.
Izolatlarin gelisimleri inkiibatérde oda sicakliginda 10-15 giin siireyle takip edilmistir.
Izolatlara ait konidiosporlar besi ortamindan kazinarak alinmis ve her bir izolat i¢in spor
siispansiyonu hazirlanmustir. izolatlardan alinan konidiosporlar %0.03 oraninda Tween
80 igeren ve icerisinde 3 ml ve 10 ml distile su bulunan iki farkli beherde karistirilarak
konidiosporlarin homojen dagilimi saglanmistir. Hazirlanan siispansiyonlardan alinan
ornekler mikroskop altinda Thoma lami yardimiyla sayilmis ve her bir izolat icin

konidiospor yogunlugu 1x10” konidi/ml olarak ayarlanmistur.
2.7.2. Spor Siispansiyonunun Uriine Uygulanmasi

12 izolatin bugday ortamindaki etkinliginin belirlenmesi amaciyla yapilan c¢alismada
100’er gr bugday 6rnegi alinarak 370 ml’lik cam kavanozlara konulmustur. Kavanozlar
daha sonra 90°C sicaklikta 30 dk siireyle otoklavda steril edilmistir. Her bir izolat igin
spor siispansiyonu, 3 ml (~%3 agirlik/hacim) ve 10 ml (~%10 agirlik/hacim) distile
suda 1x10’ konidi/ml yogunlukta ayarlanmistir. Hazirlanan siispansiyonlar bugday
ornekleri tizerine puskiirtiilerek uygulanmistir (Sekil 2.6). Uygulama iglemi sirasinda
bugday ornekleri iyice karistirilmistir. Daha sonra 15. déonem T. molitor larvalarindan
10’ar adet alinarak kavanozlara atilmistir. Denemeler 10 giin siireyle takip edilmis ve
Olen larvalar kaydedilmistir. Her bir izolatin 6ldiirme etkinligi (viriilenslik derecesi)
belirlenmistir. Kontrol grubu i¢in ayni islemler uygulanmis ve bugday 6rnekleri iizerine
yalnizca Tween + distile su karigimi1 uygulanmistir. Biitiin gruplar i¢in denemeler {i¢
tekrar halinde yiiriitiilmistiir. Denemeler 25°C de %60+5 nemde ve 14: 10 saatlik

fotoperiyotta iklim odasinda gergeklestirilmistir.

Sekil 2.6. Spor siispansiyonlarinin hazirlanmasi ve iiriine uygulanmas.
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2.8. iIZOLATLARIN TOPRAKTAKI ETKINLIKLERININ BELIRLENMESI

Bu calisma direkt piiskiirtme yontemi sonucunda yiiksek etki gosteren izolatlarin toprak

ortamindaki etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir.
2.8.1. Spor Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

PDA besi ortaminda iiretilen fungus konidiosporlari yukaridaki prosediirde oldugu gibi
kazima yontemiyle alinmis ve her bir izolat i¢in spor silispansiyonu hazirlanmistir.
Izolatlardan alman konidiosporlar %0.03 oraninda Tween 80 iceren 10 ml distile steril
su igerisine karistirilarak konidiosporlarin homojen dagilimi saglanmistir. Hazirlanan
siispansiyonlardaki konidiospor yogunlugu her bir izolat i¢in 1x10° konidi/ml olarak

ayarlanmugtir.
2.8.2. Spor Siispansiyonunun Topraga Uygulanmasi

Araziden alinan toprak Ornekleri solucan giibresiyle (2/1 oraninda) karigtirtlmistir.
Karigtirilan toprak oOrnekleri 650 ml’lik cam kavanozlara 2/3 oraninda (~400 @)
konulmustur. Kavanozlar daha sonra 121°C sicaklikta 20 dakika siireyle otoklavda steril
edilmistir. Her bir izolat i¢in 10 ml distile suda 1x10" konidi/ml yogunlukta ayarlanan
stispansiyonlar topraklara piiskiirtiilerek uygulanmistir. Uygulama iglemi sirasinda
topraklar iyice karistirtlmistir. 14. donem T. molitor larvalarindan 10’ar adet alinarak
kavanozlara atilmis ve kavanozlar bulagsma saglanmasi1 amaciyla ters ¢evrilmistir (Sekil
2.7). Denemeler 7 giin siireyle takip edilmis ve 6len larvalar kaydedilmistir. 7 giiniin
sonunda her bir izolatin 6ldiirme etkinligi (viriilenslik derecesi) belirlenmistir. Kontrol
grubu i¢in ayni islemler uygulanmis ve topraklara yalnizca Tween + distile su karigimi
uygulanmigtir. Biitlin gruplar i¢in denemeler ii¢ tekrar halinde ylriitiilmistiir.
Denemeler 25°C de %60+5 nemde ve 14: 10 (Aydinlik/Karanlik) saatlik fotoperiyotta

iklim odasinda gergeklestirilmistir.
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Sekil 2.7. Larvalarin toprak igerisine atilarak ters ¢evrilmesi.

2.9. VERILERIN DEGERLENDIRILMESIi VE ANALIZi

Larvalarda goriilen Sliim oranlari (%) her bir izolat igin hesaplanmustir. izolatlarin
viriilensliklerinin karsilastirilmasinda SPSS (SPSS 17.0 commercial software, SPSS,
Inc., Chicago, IL) programi kullanilarak varyans analizi (tek-faktor ANOVA)
yaptlmistir. Normal dagilim i¢in % verilerin karekok doniisiimleri yapilmistir.
Ortalamalar %95°’1lik giiven araliginda Tukey-Kramer HSD post testi kullanilarak
karsilagtirilmistir.  Ayni istatistik programi, fungus izolatlarinin LTso ve LTgo

degerlerinin hesaplanmasi i¢in probit analizinde de kullanilmigtir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. BULGULAR

3.1.1. EPF ve Yayilis Alanlan

Diizce ilinin farkli ekolojik kosullarindan alinan 54 toprak orneginde tuzak bdcek
yontemi kullanilarak entomopatojen fungus taramasi yapilmistir. Toplam 18 toprak
numunesinde entomopatojen fungus tespiti yapilmistir. Entomopatojen fungus bulunma
orant (yaygmligl) incelendiginde Diizce il geneli igin bu oran %33.33 olarak
bulunmustur (Cizelge 3.1). Entomopatojen funguslarin ilgeler dlgegindeki yayginligi
arastirildiginda en yiiksek yayginlik %60 ile Golyaka ilgesinde tespit edilmistir. Bu
ilgeyi sirastyla %50 ve %40 yayginlik orani ile Kaynash ve Merkez ilge takip etmistir.
Giimiisova il¢esinden alinan 6rneklerde ise EPF tespit edilememistir. EPF tespit edilen
toprak drneklerinden ise toplamda 45 EPF izolati elde edilmistir. En fazla EPF izolati
16 adet ile Yigilca ilgesinden izole edilmistir. Bu ilgeyi 10 adet ile Gdlyaka ilgesi takip

etmistir.
Cizelge 3.1. izolatlarin lokasyonlara gére dagilimu.

Lokasyon Ornek EPF Bulunan Bulunma Izolat

Sayisi Ornek Sayisi Oram (%) Sayisi
Akcakoca 13 3 23.08 6
Cumayeri 6 1 16.67 2
Cilimli 3 1 33.33 2
Golyaka 5 3 60.00 10
Glimiisova 2 0 0.00 0
Merkez 5 2 40.00 5
Kaynash 6 3 50.00 4
Yigilca 14 5 35.71 16
il geneli 54 18 33.33 45

Elde edilen 45 izolatin 29’unu Beauveria bassiana, 16 tanesi ise Metarhizium
anisopliae olusturmustur (Cizelge 3.2). Tiir bazinda yayginlik oranlart incelendiginde B.

bassiana tiiriiniin yaygimlik oran1 %24.07 (13/54) iken bu oran M. anisopliae tiirii i¢in
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%11.11 (6/54) olarak bulunmustur. EPF elde edilen 18 toprak &rneginden yalnizca
birinde (%1.85) her ki tiire de rastlanmistir (Cizelge 3.2). B. bassiana tiirii Akgakoca,
Cumayeri, Cilimli, Kaynash ve Yigilca ilgelerinden elde edilmistir. M. anisopliae tiirii

ise Golyaka, Merkez ilge ve Yigilca ilgelerinden elde edilmistir.

B. bassiana izolatlar1 hem tarimsal arazilerden hem de ormanlik arazilerden elde
edilmistir. M. anisopliae izolatlar1 ise ¢ogunlukla tarim arazilerinden elde edilmis

olmakla beraber mera ve ormanlik arazilerden de elde edilmistir.

Deniz seviyesine yakin alanlardan (19 m) yiiksek daglik bolgelere (1298 m) kadar
bircok yiikseltide EPF elde edilmistir. M. anisopliae izolatlar1 126-286 m arasinda
degisen rakimlara sahip bolgelerden, B. bassiana izolatlar1 ise 19-1298 m arasinda

degisen rakimlara sahip bolgelerden izole edilmistir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Izolatlarm elde edildigi habitat 6zellikleri.

Say1 Iice Habitat Rakim (m) Izolat
1 Yigilca Orman arazisi 420 Beauveria bassiana YK1-4
2 Yigilca Orman arazisi 422 Beauveria bassiana YK5
9 - Beauveria bassiana YK, 7
3 Yigilea aigarazisl 288 Metarhizium anisopliae YK45
4  Yigica Orman arazisi 340 Beauveria bassiana YK8-14
5  Yigilca Tarim arazisi 485 Beauveria bassiana YK15
6  Cilimli Tarim arazisi 156 Beauveria bassiana YK16, 17
7  Cumayeri Tarim arazisi 114 Beauveria bassiana YK18, 19
8  Akgakoca Tarim arazisi 138 Beauveria bassiana YK20, 21
9  Akgakoca Tarim arazisi 19 Beauveria bassiana YK22, 23
10  Akgakoca Tarim arazisi 139 Beauveria bassiana YK?24, 25
11  Kaynasli  Orman arazisi 797 Beauveria bassiana YK26
12 Kaynashh ~ Orman arazisi 1264 Beauveria bassiana YK27, 28
13  Kaynasli  Orman arazisi 1298 Beauveria bassiana YK29
14 Diizce Mera 173 Metarhizium anisopliae YK30
15  Golyaka  Tarim arazisi 128 Metarhizium anisopliae YK31-35
16  Golyaka  Ormanlik arazi 410 Metarhizium anisopliae YK36
17 Golyaka  Mera 126 Metarhizium anisopliae YK37-40
18  Diizce Tarim arazisi 211 Metarhizium anisopliae YK41-44
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3.1.2. EPF Viriilenslikleri

3.1.2.1. Dogrudan Piiskiirtme Sonrast Izolatlarin Viriilensligi

EPF izolatlarmin insektisidal aktiviteleri 14. donem T. molitor larvalarina karsi test
edilmistir (Sekil 3.1). Kontrol grubuyla karsilastirildiginda kullanilan 45 izolatin
tamam1 T. molitor larvalar iizerinde 6nemli oranda Oldiiriicii etki gostermistir (F =
13.943; df = 45; P <0.0001). izolatlarin viriilenslikleri %20 ile %100 arasinda degisiklik
gOstermistir. En viriilent izolatlar, B. bassiana YK11, YK16 ve M. anisopliae YK43,
Y K44 ve YK45 olmustur. Bu izolatlar, T. molitor larvalarinin tamamini 7 giin igerisinde
oldirmistir. EK olarak, B. bassiana YK4, YK9, YK13, YK14 ve YK26 izolatlar1 %90
ve lizerinde oldiirticti etki gostermistir. Ancak, B. bassiana YK28 izolat:1 ise en diisiik
Oliim oranina (%20) sahip olmustur. M. anisopliae YK41 %93.34 oraninda oldiiriicti
etki gostermistir. M. anisopliae izolatlar1 arasindaki en diisiik 6liim orani ise YK36
izolatinda %50 olarak kaydedilmistir. B. bassiana YK4, YK13, YK14, YK23 ve YK26
izolatlarinin gostermis oldugu oldiiriicti etki 10. gliniin sonunda %100’e ulagsmistir. M.
anisopliae izolatlarindan YK38 ve YK41l de benzer sekilde aymi uygulama siiresi
sonunda %100 oldiirme oranina ulagmistir. Toplam 12 izolat, 10. giiniin sonunda %2100

oldiirme oranina ulasmistir.
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Sekil 3.1. Dogrudan piiskiirtme yontemi sonrasi entomopatojenik fungus izolatlarinin Tenebrio molitor larvalari tizerindeki etkinligi.

*Farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatiksel agidan farklilik bulunmaktadir (P< 0.05). Hata ¢ubuklari standart sapmay1

gostermektedir. Bb: Beauveria bassiana, Ma: Metarhizium anisopliae.




Bu izolatlar i¢in 1 x 10° konidi/ml konsantrasyonda popiilasyonun %50 ve %90’m1
oldiirmek icin gereken siireler (LTsp Ve LTgo) de hesaplanmustir (Sekil 3.2). B. bassiana
izolatlarinin LTso degerleri 43.08 ila 127.40 saat, LTgy degerleri ise 89.84 ila 183.61
saat arasinda degismistir (Sekil 3.2). Bununla birlikte, M. anisopliae izolatlariin LTs
ve LTy degerleri sirastyla 10.48 ila 110.39 saat ve 75.11 ila 189.24 saat arasinda
degismistir. Diger izolatlarla karsilastirildiginda, en hizli 6ldiirme siiresine sahip izolat
M. anisopliae YK45 izolati olmustur. LTso Ve LTgy degerleri bu izolat i¢in sirasiyla

10.48 ve 75.11 saat olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.2. Etkili entomopatojen fungus izolatlariin LTso ve LTy degerleri. Bb:
Beauveria bassiana, Ma: Metarhizium anisopliae.

3.1.2.2. Uriine Piiskiirtme Sonrasi Izolatlarin Viriilensligi

Yiiksek viriilenslige sahip izolatlarin bugday ortamindaki viriilenslikleri T. molitor
larvalarina karsi arastirilmistir (Sekil 3.3). T. molitor larvalari 1x10° konidi/ml
konidiospor igeren %3 (a/h)’lilkk sulu siispansiyon uygulanmis bugdaylar igerisine
konuldugunda EPF izolatlar1 M. anisopliae YK41 disinda 6nemli 6l¢iide oldiiriicti etki
gosterememistir. M. anisopliae YK41 izolati ise larvalar iizerinde %36.37 oraninda
oldiirticti etki gostermistir (F = 31.356; df = 12; P <0.0001). Bununla birlikte, EPF
izolatlarinin viriilenslikleri %10 (a/h) sulu siispansiyon uygulamasi sonrasi Onemli
oOl¢iide artis gostermistir (F = 31.356; df = 12; P <0.0001). B. bassiana YK26, 10 giinliik
stirenin sonunda larvalarin tamamini ldiirmiistiir. Ayn1 uygulama siiresinin sonunda B.

bassiana YK23 ve YK16 izolatlar ise sirasiyla %93.33 ve %86.67 oraninda oldiiriicii

24



etki gostermistir. Yiizde oliimler diger B. bassiana ve M. anisopliae izolatlari i¢in %10
ile %70 arasinda degismistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Uriine piiskiirtme sonrast fungus izolatlarinin Tenebrio molitor larvalari
tizerindeki virtiilenslikleri. *%3’liikk uygulama i¢in farkli biiyiik harflerle gosterilen
ortamalar arasinda istatiksel agidan fark vardir (P< 0.05). **%10’luk uygulama i¢in
farkli kiigiik harflerle gosterilen ortamalar arasinda istatiksel agidan fark vardir (P<

0.05). Hata gubuklar standart sapmay1 gostermektedir. Bb: Beauveria bassiana, Ma:

Metarhizium anisopliae.

3.1.2.3. Topraga Piiskiirtme Sonrast Izolatlarin Viriilensligi

Yiiksek etkinlik gosteren EPF izolatlarinin toprak kosullarindaki viriilenslikleri 14.
dénem un kurdu, T. molitor larvalari iizerinde arastirtlmistir (Sekil 3.4). Yapilan ¢alisma
sonucu izolatlarin larvalar iizerinde oldukca etkili oldugu goriilmiistiir. Izolatlar kontrol
grubuyla karsilastirildiginda 6nemli diizeyde oldiiriicti etki gostermistir (F = 43.634; df
=12; P <0.0001). Larvalarda goriilen 6liim oranlar1 %20 ile %100 arasinda degisiklik
gostermistir. B. bassiana YK14, M. anisopliae YK38 ve YK45 izolatlar1 7. giiniin
sonunda T. molitor larvalarimin tamamini (%100) oldiirmiistiir. Bu izolatlar1 ise
%93.33’liik 6lim oraniyla B. bassiana YK23, M. anisopliae YK41, YK43 ve YK44
izolatlar takip etmistir. En diisiik 6liim orani ise %20 ile B. bassiana YK4 ve YK13

izolatlarinda goriilmiistiir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae izolatlarinin T. molitor
larvalarina kars1 topraktaki etkinligi. “Farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda
istatistiksel agidan farklilik bulunmaktadir (P<0.05). Hata ¢ubuklar1 standart sapmalari

gostermektedir. Bb: Beauveria bassiana, Ma: Metarhizium anisopliae.

3.2. TARTISMA

Diizce ilinin farkli ekolojik kosullarina sahip topraklarindan alinan 6rneklerde EPF
taramas1 yapilmistir. Yapilan taramalar sonucu elde edilen verilerden yola cikarak
entomopatojen fungus yayginligi ilgeler ve il bazinda belirlenmistir. EPF yaygimligi il
bazinda %33.33 iken bu oran Golyaka ilgesinde %60’a ulasmistir. Tiir bazinda EPF
yayginligi incelendiginde ise bu oranlar B. bassiana ve M. anisopliae tiirleri igin
sirastyla %24.07 ve %11.11 olarak bulunmustur. Bu tiirlerin bir arada bulunma orani ise
%1.85 olarak kaydedilmistir. Quesada-Moraga vd. (2007) tarafindan Ispanya’da yapilan
entomopatojen funguslarin varliginin ve yayginligimmin arastirildigir caligmada alinan
toprak Orneklerinin %42.6’sinda B. bassiana, %7.3’linde ise M. anisopliae tiirii
funguslar tespit edilmistir. Ayn1 arastirmacilar her iki tliriin ise toprak Orneklerinin
%21.7'sinde birlikte bulundugunu belirlemislerdir. Bu sonuglara gore Diizce ilindeki M.
anisopliae yogunlugunun daha fazla oldugu B. bassiana yogunlugunun ise daha diisiik
oldugu goriilmektedir. Buna karsmn Keller vd. (2003) tarafindan Isvigre’de yapilan bir
caliymada ise M. anisopliae yayginligi %96 olarak bulunmustur. Yine Ispanya’da
yapilan baska bir ¢alismada ise EPF yayginligi %32.8, B. bassiana ve M. anisopliae
yayginliklari ise sirasiyla %21.04 ve %6.4 olarak rapor edilmistir (Asensio vd., 2003).
Avusturya’da yapilan bir ¢alismada ise yayginlik oranlar1 B. bassiana igin %74 ve M.
anisopliae igin %29 olarak kaydedilmistir (Hozzank vd., 2003). Kore’de yapilan bir
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caligmada ise EPF yayginlhig1 yaklasik %32 olarak, Beauveria spp yayginligi %12 ve
Metarhizium spp. yayginligi ise %8 olarak belirlenmistir (Shin vd., 2013).

Ulkemizde Dogu Karadeniz’de yapilan bir calismada ise EPF yayginlig1 %20.59 olarak
kaydedilmistir. En yaygin tiir ise %11.30 ile M. anisopliae tiirii iken bu tiirii %4.3 ile B.
bassiana takip etmistir (Sevim vd., 2010). Kendi ¢alismamizdan elde edilen bulgularla
karsilastirildiginda Diizce ilinde genel EPF yayginligi ile B. bassiana yayginliginin
Dogu Karadenize gore daha yiiksek oldugu, M. anisopliae yaygmligmin ise benzer
oldugu goriilmektedir. Buna karsin Adiyaman, Gaziantep ve Kahramanmaras illerindeki
Antep fistig1 bahgelerindeki EPF yayginligi ise %68.97 olarak kaydedilmistir. B.
bassiana yayginligi %65.52 olarak bulunmus iken M. anisopliae yayginligi %10.34
olarak bulunmustur. Kahramanmaras’ta sadece B. bassiana izolatlar1 elde edilmisken
Gaziantep’ten alinan orneklerde B. brogniartii ve M. anisopliae izolatlar1 da elde
edilmistir (Er, 2013). Yayginlik ¢alismalar1 incelendiginde oldukga farkli sonuglar goze
carpmaktadir.

EPF izolatlarmin yliikselti ile iliskisi incelendiginde izolatlarin deniz seviyesine yakin
alanlardan (19 m) yiiksek daglik bolgelere (1298 m) kadar birgok yiikseltide yayilis
gosterdigi goriilmektedir. M. anisopliae izolatlar1 daha dar bir yiikselti araligindan elde
edilmigken (126-286 m) B. bassiana izolatlar1 ise daha genis bir yiikselti araligindan
(19-1298 m) elde edilmistir. EPF izolatlarinin habitatlara gore dagilimi incelendiginde
B. bassiana izolatlarinin tarimsal ve ormanlik arazilerden hemen hemen esit diizeyde
elde edildigi M. anisopliae izolatlarinin ise ¢gogunlukla tarim arazileri olmakla beraber
mera ve ormanlik arazilerden elde edildigi goriilmiistiir. Benzer sekilde B. bassiana
tiriiniin dogal ve ekimi yapilan topraklarda esit diizeyde dagilim gosterdigi, M.
anisopliae tiiriiniin ise ekim yapilan alanlarda daha yaygin oldugu Quesada-Moraga vd.
(2007) tarafindan rapor edilmistir. Buna karsin Sanchez-Pena vd. (2011) tarafindan
rapor edilen B. bassiana tiiriiniin ¢ogunlukla ormanlik alanlarda yayilis gosterdigine
yonelik bir ¢alisma da bulunmaktadir. Buna karsin ayni arastirmacilar M. anisopliae
tirlinlin ise ¢ogunlukla tarim alanlarinda yayilis gosterdigini bildirmislerdir.
Metarhizium ve Beauveria tiirleri ile yapilan ekolojik caligmalar bu funguslarin
bulunma oranlar1 ve dagilimlarinin toprak faktorlerine (pH, organik madde igerigi ve
toprak yapisi) ve cografik konuma (Enlem, boylam ve yiikselti) gore degisiklik
gosterdigini ortaya koymustur.
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Elde edilen EPF izolatlarimin farkli kosullardaki viriilenslikleri arastirildiginda
izolatlarn oldukg¢a yiiksek etki gosterdigi goriilmiistir. EPF izolatlar1 T. molitor
larvalarina kars: piiskiirtme yoluyla (1 x 10° konidi/ml) uygulandiginda iki B. bassiana
izolat1 (YK11 ve YK16) ve ii¢ M. anisopliae (YK43, YK44 ve YK45) izolatinin 7 giin
icinde %100 Sldiirme etkinligine ulastig1 belirlenmistir. Toplam 12 EPF izolat1 (7 B.
bassiana ve 5 M. anisopliae) 10 giin igerisinde larvalarin tamamini 6ldiirmiistiir. Benzer
sekilde Lestari ve Rao (2017) tarafindan yaptiklar1 ¢alismada Beauveria spp. ve
Metarhizium spp. uygulanmis (4 x 10° konidi/ml) T. molitor larvalarinin sirasiyla %80
ve %100’iniin 14 giin igerisinde 6ldiigi gorilmiistir. Komaki vd. (2017) tarafindan
yapilan ¢alismada B. bassiana (ARSEF-4984) izolat: iki farkli konsatrasyonda (1 x 10°
ve 1 x 10" konidi/ml) Tribolium confusum du Val (Coleoptera: Tenebrionidae)
erginlerine karsi uygulanmis ve 10 giinliikk uygulama siiresi sonunda erginlerin sirasiyla
%89.3 ve %100’uniin 6ldigi gorilmiistiir. B. bassiana BbZ3 and BbZ4 izolatlar ile
yapilan sera ve arazi uygulamasinda 9-10 giin igerisinde Laniifera cyclades Druce
(Lepidoptera: Pyralidae) larvalarinin tamaminin 6ldiigii gériilmistiir (Lozano-Gutierrez

ve Espana-Luna, 2008).

T. molitor larvalarmin tamamini 10 giin igerisinde dldiiren izolatlar i¢in LTsg ve LTgo
degerleri hesaplanmistir. LTsp Ve LTgo degerleri B. bassiana izolatlari igin 43.08 ila
183.61 saat arasinda degisiklik gostermisken bu degerler M. anisopliae izolatlar1 igin
10.48 ila 189.24 arasinda degisiklik gostermistir. En hizli 6ldiirme siiresine sahip izolat
10.48 ve 75.11 saatlik LTsp ve LTgo degerleri ile M. anisopliae YK45 olmustur. Etkili
EPF izolatlarinin konukgularin1 uygulamadan sonra 72-120 saatlik bir siirede 6ldiirdiigii
Janli vd. (2017) tarafindan rapor edilmistir. Cherry vd. (2005), Callosobruchus
maculatus (F.) 'un (Coleoptera; Chrysomelidae) kontrolii igin B. bassiana ve M.
anisopliae izolatlar1 1 x 10® konidi/ml konsantrasyonda uygulandiginda LTso degerleri
74.64 ile 146.88 saat olarak hesaplanmistir. Bizim ¢alismamizda ise bu degerler 10.48
ila 43.08 saat arasinda degismistir.

EPF izolatlarinin iiriin ortamindaki etkinliklerinin arastirilmasinda iki farkli sulu
siispansiyon bugday ornekleri iizerine uygulanmis (1 x 10" konidi/ml dozda) ve daha
sonra igerisine T. molitor larvalari atilarak larvalar tizerindeki etki arastirilmistir.
Bugday numunelerine %3’liik sulu siispansiyon piiskiirtiildiigiinde 10 giinliik uygulama
stiresi sonunda fungal izolatlarin diisiik etki gosterdigi goriilmistiir. En yiiksek 6lim

orani %36.37 ile M. anisopliae YK44 izolatinda goriilmiistiir. Sulu siispansiyon miktari
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%10’a ¢ikarildiginda 6liim oranlarinda artis gézlenmis ve B. bassiana YK23 ve YK26
izolatlar1 ayn1 uygulama siiresi sonunda %93.33 ve %100 oraninda oldiiriicii etki
gostermistir. Diger izolatlarin 6ldiirme oranlar1 ise %10 ila %86.67 arasinda degisiklik
gostermistir. Entomopatojen funguslar birgok arastirmaci tarafindan {iriinlere
karigtirilarak boceklere uygulanmistir. Rice ve Cogburn (1999), yaptiklar ¢aligmada B.
bassiana 22292A izolatinin etkinligini Gi¢ farkli besin ortaminda piring biti, Sitophilus
oryzae (L.) (Col.: Curculionidae), ekin kambur biti, Rhyzopertha dominica (F.) (Col.:
Bostrichidae) ve un bitine Tribolium castaneum (Herbst) (Col.: Tenebrionidae) karsi
test etmislerdir. Uygulamadan 21 sonra erginlerdeki 6liim oranlariin her ii¢ bocek tiirii
ve besi ortami i¢in %80 ile %100 arasinda degistigini belirlemislerdir. Yapilan diger bir
calismada M. anisopliae (V275, V245 ve Ma23) izolatlarinin %10’luk sulu
siispansiyonlar1 (1 x 10" konidi/ml) musir danelerine uygulanmus ve Sitophilus zeamais
Motsch (Coleoptera:  Curculinidae) erginlerindeki etkisi arastirilmistir. Uygulama
sonrast erginlerde sirastyla %72.5, %70.9 ve %85.2 oranlarinda 6liimler goriilmiistiir
(Ahmed, 2010). Kavallieratos vd. (2014) B. bassiana ve M. anisopliae izolatlar1 S.
oryzae erginlerine karsi degisen konsantrasyonlarda (2.11 x 107 ve 2.11 x 108, 1.77 x
10 ve 1.77 x 10%) iiriine uygulandiginda 14 giiniin sonunda erginlerde %0 ila %100
arasinda mortalite goriilmiistiir. Yazarlar ayrica {irline uygulamaya gore direkt erginlere

piiskiirtme yonteminin daha etkili oldugunu bildirmislerdir.

EPF izolatlarinin topraktaki etkinliklerinin belirlenmesine yonelik yaptigimiz diger bir
calismada da oldukga etkili sonuglar elde edilmistir. Elde edilen EPF izolatlar: topraga
1x10" konidi/ml dozda uygulandiginda izolatlarin T. molitor larvalarina karsi oldukga
virlilent olduklar1 goriilmistir. B. bassiana YK14, M. anisopliae YK38 ve YK45
izolatlart T. molitor larvalarmin tamamini 7 giin igerisinde O6ldiirmustiir. Batta vd.
(2010) tarafindan yapilan ¢alismada B. bassiana BG1 k1 piiskiirtme ydntemiyle (1x10°
konidi/ml dozda) T. molitor larvalarina kars1 uygulanmis ve 7 giinliik stirenin sonunda
larvalardaki 6liim oran1 %40 olarak rapor edilmistir. Bununla birlikte ayni arastirmacilar
ayni etmeni 0zel bir formulasyon seklinde uyguladiklarinda ise 6liim oraninin %96.6’
ya vyikseldigi goriilmiistiir. Sonuglar karsilastirildiginda c¢alismamizda kullanilan
izolatlarin daha diisiik dozda ve toprakta uygulanmasina karsin oldukca i1yi sonuglar
verdigi goriilmektedir. Yaptigimiz ¢alismada kullanilan diger izolatlarin viriilenslikleri
ise 7. giiniin sonunda %20 ila %93.33 arasinda degisiklik gdstermistir. Rohde vd.

(2006) B. bassiana uygulamasindan 10 giin sonra Alphitobius diaperinus (Panzer)

29



(Coleoptera: Tenebrionidae) larvalarindaki 6liim oranmnin izolatlara gore 9%7-100
arasinda degisiklik gosterdigini rapor etmistir. Bir diger ¢alismada ise Metarhizium sp.
izolatlar1 (CEP413, CEP589, CEP590 ve CEP591) ile T. molitor larvalarina karsi
yapilan calismada ise 1x10° konidi/ml filtre kagitlarina emdirilerek uygulanmistir.
Yapilan bu calismada ise 6. giiniin sonunda en yiiksek Olim orant %94 olarak

kaydedilmistir (Juan vd., 2017).
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada Diizce ilinin farkli ekolojik 6zelliklere sahip bolgelerinden toprak Grnegi
alinmis ve entomopatojen fungus taramasi yapilmistir. Entomopatojen funguslarin
yayilis1, dagilimlar1 ve viriilenslikleride arastirilmistir. 54 toprak 6rneginden Beauveria
bassiana ve Metarhizium anisopliae tiirlerine ait toplam 45 entomopatojen fungus
izolat1 elde edilmistir. B. bassiana tiiriine ait 29 izolat, M. anisopliae tiiriine ait 16 izolat
elde edilmistir. EPF tiirlerinin Diizce ilindeki yayginlik orant %33.33 olarak
bulunmustur. Bu oran ilceler bazinda yer yer %60’lara ulagsmistir. Tiir bazinda EPF
yayginligi ise B. bassiana ve M. anisopliae tiirleri i¢in sirasiyla %24.07 ve %11.11
olarak bulunmustur. EPF izolatlarinin dagilimi incelendiginde izolatlarin deniz
seviyesine yakin alanlardan (19 m) yiiksek daglik bolgelere (1298 m) kadar birgok
yiikseltide yayilis gosterdigi goriilmiistiir. EPF izolatlarinin habitatlara gére dagilimi
incelendiginde B. bassiana izolatlariin tarimsal ve ormanlik arazilerde M. anisopliae
izolatlarinin ise ¢ogunlukla tarim arazilerinde ve meralik alanlarda yayilis gosterdigi
belirlenmistir. Sonuglar degerlendirildiginde EPF yoniinden Diizce ilinin iyi bir

potansiyele sahip oldugu goriilmektedir.

Elde edilen EPF izolatlarimin farkli kosullardaki viriilenslikleri arastirildiginda
izolatlarin oldukga yiiksek etki gosterdigi goriilmiistiir. izolatlar gerek dogrudan bocege
piiskiirtme, gerekse dolayli olarak substrata uygulama sonras1 Tenebrio molitor larvalar
tizerinde yiiksek oldiiriicii etki gostermistir. Uygulama yontemleri igerisinde en etkili
yontemin dogrudan piiskiirtme yontemi oldugu ve en yiiksek viriilensligin elde edildigi
gorilmistiir. Dogrudan piliskiirtme yontemi sonrast 12 EPF izolat1 10 giin igerisinde
%100 oldiirme oranina ulagsmistir. Topraga ve bugdaya uygulama sonrasi da EPF
izolatlart 6nemli Oldiiriicti etki gostermis ve Oldiirme oran1 %100’¢ ulasan izolatlar
olmustur. EPF izolatlarinin 6ldiirme siireleri analiz edildiginde ¢ok kisa siirede
konukgusunu oldiirebilen izolatlar oldugu goriilmistir. Uygulama yontemleri
degerlendirildiginde entomopatojen funguslarin ¢ok farkli sekillerde uygulanabilecegi
ve ¢ok farkli kosullarda yiiksek etkinlik gosterebilecegi anlasilmaktadir.
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B. bassiana ve M. anisopliae izolatlarmin farkli kosullar altinda T. molitor larvalarina
kars1 oldukga yiiksek bocek oldiiriicii aktivite sergilemesi bu funguslarin tarimsal zarara
neden olan birgok bocege karsi biyolojik miicadelede kullanilabilecegini gostermistir.
Elde edilecek olan yerli entomopatojen funguslar yerelde zarar olusturan bocekler icin
oldukca Onemli bir potansiyel olusturmaktadir. Ancak, tarimsal zarara neden olan

boceklere karst kullanim olanaklarinin detayli bir sekilde arastirilmasi gerekmektedir.
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