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Gaziantep, Adiyaman ve Kahramanmaras Antepfistig
bahcelerinde bulunan entomopatojen funguslarin tespiti

Mehmet Kubilay ER*

Recovering entomopathogenic fungi in Pistachio orchards in Gaziantep,
Adiyaman and Kahramanmaras

Abstract: In order to determine entomopathogenic fungi in pistachio orchards in
Gaziantep, Adiyaman and Kahramanmaras by using insect bait method, 58 soil samples
were collected in 2011. Bait insects, Galleria mellonella larvae, placed into soil samples
and kept at 25+2 °C in darkness were monitored for 15 days. Entomopathogenic fungi were
found in 68,97% of the soil samples.

The city where entomopathogenic fungi were encountered most frequently was
Adiyaman, followed by Gaziantep and Kahramanmarag. While only Beauveria bassiana
was isolated from soil samples gathered from Adiyaman and Kahramanmaras, B.
brogniartii and Metarhizium anisopliae were also isolated from soil samples of Gaziantep.
142 isolates were identified as B. bassiana, 4 isolates as B. brogniartii and 16 isolates as M.
anisopliae of the total number of 162 fungus isolates obtained during this study. Conidium
measurements were also recorded. The results of the study were evaluated on the account of
the use of entomopathogenic fungi for insect control in pistachio orchards.
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Ozet: Gaziantep, Adiyaman ve Kahramanmaras illerindeki antepfistigi bahgelerinde
bulunan entomopatojen funguslarin tuzak bocek yontemi kullanilarak tespit edilmesi
amaciyla 2011 yilinda 58 toprak drnegi toplanmistir. Igerisine tuzak bocek olarak Galleria
mellonella larvalart birakilan topraklar 25+2 °C’de karanlk ortamda 15 giin takip
edilmistir. Toprak drneklerinin % 68,97 sinde entomopatojen fungus tespit edilmistir.

Entomopatojen fungusa en sik rastlanilan il Adiyaman olmus bunu Gaziantep ve
Kahramanmarag takip etmistir. Adiyaman ve Kahramanmarag’tan alinan Orneklerden
sadece Beauveria bassiana izolatlar1 elde edilirken Gaziantep’ten alinan orneklerde B.
brogniartii ve Metarhizium anisopliae izolatlarina da rastlanilmistir. Toplam olarak elde
edilen 162 entomopatojen fungus izolatinin 142’si B. bassiana, 4’0 B. brogniartii ve 16’s1
M. anisopliae olarak belirlenmigtir. Funguslarin konidium 6l¢timleri de yapilmustir. Elde
edilen sonuglar antepfistifi bahgelerinde entomopatojen funguslarin zararli miicadelesi
amactyla kullanimi agisindan tartisiimustir.

Anahtar sozcukler: Pistachio vera, mikrobiyal miicadele, bocek hastaligi, dogal diigman
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Giris

Biyolojik miicadele bir¢ok olumlu 6zellikleri nedeniyle zararli yonetim stratejileri
arasinda onemli bir yer tutmaktadir. Entegre miicadeleye, ekolojik iiriin ve organik
iriin yetistiriciligi prensiplerine uyumlu olmasi ve de ¢evreye dost bir miicadele
teknigi olmasi nedeniyle lizerinde yogun ¢alismalar yiiriitilmiis ve glinlimiizde de
devam etmektedir. Bu kapsamda mikrobiyal miicadele icerisinde ele alinan
mikroorganizma gruplar1 arasinda entomopatojen funguslar bir¢ok calismanin
konusunu olusturmus, bir kismi ticari olarak zararli boceklerin miicadelesi icin
ruhsatlandirilmig veya gelistirilmektedir (Kilinger et al. 2010).

Mikrobiyal miicadele etmenleri {izerindeki ¢calismalarin ilk basamagi genellikle
ve de tercihen dogada mevcut olan fungus izolatlarimin tespit edilmesidir. Bu
amaca yonelik olarak entomopatojen funguslarin dogadan elde edilmesinde birkag
yonteme bagvurulmakta olup, eger dogada bulunur ise, bdcekten dogrudan
izolasyon ve boceklerin yasam g¢evrelerinden izolasyon yoluna gidilmektedir.
Toprak, hem birgok bdcegin en azindan bir déneminde temas ettigi bir ortam
olmasi, hem de bir¢ok mikroorganizmanin bulundugu bir ortam olmasi bakimindan
entomopatojen fungus izolasyonu i¢in siklikla kullanilan bir materyal olmustur.
Yapilmig olan gesitli ¢aligmalarda, farkli amaglar igin toprak orneklerindeki
entomopatojen funguslarin tespiti gergeklestirilmistir (6rn.: Scatigna et al. 2007;
Kubicek & Landa, 2004; Mietkiewski & Balazy, 2003; Tkaczuk & Renella, 2003;
Prishchepa & Yankoeskaya, 2000). Bu c¢aligsmalar arasinda belirli bir kiiltiir bitkisi
yetistirilen alanlarin tarandigi ¢alismalar da yer almaktadir. Pilz ve ark. (2008)
musir alanlarindan, Marjan’ska-Cichon et al. (2005) meyve bahgesi ve tarima
elverigli alanlardan, Ali-Shtayeh et al. (2003) sulanan sebze bahceleri ve turuncgil
meyve bahcelerinden, Mietkiewski et al. (1996) serbetgiotu bulunan alanlardan ve
ona komsu tarim alanlarindan, Mietkiewski et al. (1993) Otiorhynchus ovatus L. ile
bulagik ¢ilek ekili alanlardan, Mietkiewski & Mietkewska (1993) cavdar
alanlarindan ve civarlarindan, Sevim et al. (2010) findik bahgelerinden aldiklar
toprak orneklerindeki entomopatojen funguslari tuzak bocek yontemini kullanarak
tespit etmislerdir. Yapilan literatiir calismasinda benzer bir ¢caligmanin antepfistigi
alanlarinda gergeklestirildigine dair bir rapora rastlaniimamustir.

Antepfistigi, tilkemiz ihracatina katkisi ile birlikte tiretiminin yogun oldugu
Gilineydogu Anadolu bolgesi ciftcileri i¢in de ekonomik 6nemi fazla olan bir tarim
iiriinii olup, iirlin verimini ve kalitesini etkileyen 40’ {iizerinde zararli bocek ve
akar tiirii arasindan 20 kadarinin ekonomik olarak zararli oldugu daha onceki
calismalar ile ortaya konulmustur (Ozer, 1958; Ulu et al. 1972; Celik, 1975;
Gilinaydin, 1978). Bu calismada, Tiirkiye’de antepfistig1 yetistiriciligi bakimindan
onemli yere sahip olan illerin icerisinde yer alan Gaziantep, Adiyaman ve
Kahramanmaras illerindeki antepfistigi bahgelerinde bulunan entomopatojen
fungus tiirlerinin ve yayginliklarmin tuzak bdcek yontemi ile tespit edilmesi
amaglanmugtir.
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Materyal ve yontem

Bocek kultiru

Bu calismada tuzak bdcek olarak kullanilan Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera:
Pyralidae)’nin Kiltlr 2542 °C sicaklik ve % 65+5 nispi nem kosullarina sahip
karanlik bir iklim odasinda gergeklestirilmistir. Besin olarak kepek, soya unu, misir
unu, siit tozu, bal, gliserin ve maya karigimi kullanilmis olup hazirlanan besin 3 L
kapasiteli cam kavanozlarin ii¢te birini dolduracak sekilde yerlestirilmistir.
Kavanozlarin bos kismina igerisine birakilan erginlerin yumurta birakmasi i¢in
kagit pargalar1 yerlestirilerek kiiltiirler baslatilmistir. Denemelerde aym
biiyiikliikteki dordiincii donem larvalar kullanilmistir.

Orneklerin toplanmasi

Toprak ornekleri, Gaziantep, Adiyaman ve Kahramanmaras illerindeki antepfistig
bahgelerinden 2011 yilinda almmustir. Ornek almacak bahgeler belirlenirken
aralarinda belirli bir uzaklik olmasina ve antepfistig1 yetistirilen ¢alisma bolgesini
temsil edecek dagilimda olmasina dikkat edilmistir. Her bir lokasyonda tesadiifi
olarak belirlenen bes noktadan alinan ornekler karistirilarak etiketlendikten sonra
laboratuara nakledilmistir. Her bir ornek noktasinda varsa toprak yiizeyinde
bulunan bitki atiklar1 temizlendikten sonra ilk 15-20 cm’lik katmandan drnekler bir
burgu yardimiyla alinmstir.

Fungus izolasyonu

Galleria tuzak metodu Zimmermann (1986)’nin nematodlar i¢in gelistirdigi
yontemin entomopatojen funguslar i¢in modifiye edilmis seklidir. Buna gore,
laboratuara getirilen 6rnekler ayr1 ayr1 oda sartlarinda kurutulduktan, elendikten ve
homojen olacak sekilde karistirildiktan sonra kullanilmigtir. DOrt adet 100mm
capinda cam petri kabinin yarisinda kadar toprak aktarildiktan sonra toprak steril
saf su ile nemlendirilmistir. Her bir petri kabina 10 Galleria mellonella larvasi
birakildiktan sonra petriler kapatilip parafilmlenmistir. Deneme diizenekleri 2542
°C’de karanlik ortamda 15 giin muhafaza edilerek giinliik olarak kontrol edilmistir.
Deneme siiresince yapilan giinliik kontrollerde 6len bocekler petri kaplarindan
ayrilmig ve izolasyon i¢in kullanilmistir. Aym1 zamanda bu kontroller esnasinda
tiim petri kaplar alt tist edilerek larvalarin toprak ile maksimum temasi saglanmaya
calisilmustir.

Deneme siresince 6len bocekler dncelikle Papierok & Hajek (1997)’nin tarif
ettigi yontem uygulanarak yiizey sterilizasyonuna tabii tutulmus ve sonra nem
cemberlerinde gozlem altina alinmistir. Nem g¢emberi olarak ise kapali 100mm
capinda cam steril petri kaplar1 kullanilmig olup petri kaplarinin igerisine steril saf
su ile nemlendirilmis steril filitre kagitlar1 yerlestirilmistir. Olen bdcekler bu
sekilde 25+2 °C’de inkiibe edilerek zerlerinde fungal gelisim olan &rneklerden
fungus izolasyonu ger¢eklestirilmistir. Fungus izolasyonu igin ilk etapta antibiyotik
igeren patates dekstroz agar (PDA) besi ortamu kullanilmustir (Goettel & Inglis
1997). Bu ortamda gelisen funguslar antibiyotik icermeyen PDA besi ortaminda alt
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kiiltiire alindiktan sonra liyofilize edilerek stoklanmistir. izole edilen funguslarin
PDA ve sabouraud dekstroz agar (SDA) besi ortamlarindaki koloni &zellikleri
incelendikten sonra Goettel ve Inglis (1997)’e gore preparatlari hazirlanmis ve faz
kontrast mikroskop (Olympus BX51) ve dijital goriintu sistemi (Olympus DP20
kamera ve DP2-BSW goriintii yazilimi) yardim ile morfometrik incelemeleri
yapilmistir. Literatlirdeki kriterler (Rehner et al. 2011; Bischoff et al. 2009;
Humber, 1997; Samson et al. 1988; Samson 1981) dikkate alinarak izolatlarin
tiirleri belirlenmistir.

Bulgular

Gergeklestirilen bu calisma siiresince 3 tiire (Beauveria bassiana Vuill., B.
brogniartii  Petch ve Metarhizium anisopliae  Sorokin;  Hypocrales:
Cordycipitaceae) ait funguslar antepfistigi bahgelerinden alinan toprak
orneklerinden elde edilmistir. Yapilan konidium Sl¢limlerine gore her bir tiire ait
izolatlar arasindan minimum ve maksimum konidium 6l¢iim sonuglar1 Cizelge 1’de
sunulmustur. Her tiirden birer izolatin sporulasyon yapilarini gosteren resimler ise
Sekil 1°de verilmigtir.

Sekil 1. Funguslarin konidio olusturan yapilar1 ve konidiumlar1 (a: Beauveria bassiana
F50-2-1, b: B. brogniartii F36-4-1, c: Metarhizium anisopliae F23-3-1. a:
laktofenol pamuk mavisi, b ve c: polivinil alkol asid fuchsin igerisinde faz kontrast
mikroskopta 3,3x100 biiylitmede alinan gérintiilerdir.).

Figure 1. Conidiophore structures and conidia of fungi (a: Beauveria bassiana F50-2-1, b:
B. brogniartii F36-4-1, ¢: Metarhizium anisopliae F23-3-1. a: lactophenol cotton
blue, b & c: polyvinil alcohol asid fuchsin, captured under phase contrast
microscope 3,3x100).
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Incelenen funguslarin koloni gelisimleri ve sporulasyon yapilari karsilastirma
yapilan literatiirlerde belirtilen ve tiirlerine 6zgii 6zellikleri sergilemistir. Beauveria
izolatlarinin kolonileri beyaz, beyaza yakin sarimsi, koloni kadifemsi besi ortamina
yakin veya biraz kabarik pamuksu yapida olup alttan bakildiginda renksiz, bazilar
pembemsi olarak gdzlemlenmistir. 23+2 °C sicaklikta koloni ¢api PDA’da 15-
22mm, SDA’da 15-26mm arasinda ol¢iilmiistiir. Tiim Beauveria izolatlarinda sekil
la,b’de  goriilebilecegi  gibi  konidiumlarin  olusumu  zig-zak  bigimde
gergeklesmistir. B. bassiana konidiumlar1 Cizelge 1°den de anlagilacagi iizere
yuvarlak veya yuvarlaga yakin boy/en oram diisiik, B. brogniartii konidiumlari ise
elipsoid-silindirik aras1 boy/en orami daha yiiksek olarak tespit edilmistir.
Metarhizium kolonileri dnceleri beyaz renkte olup konidiumlarin olusmasi ile
birlikte yesil renk olamustir. 23+2 °C sicaklikta koloni ¢api PDA’da 23-35mm,
SDA’da 25-35mm arasinda olgtilmiistiir. Konidium olusturan yapilar Sekil 1 c’de
goriilebilecegi gibi oldukca kisa ve sik bir yapida olup konidiumlar zincir seklinde
olusmustur. Konidiumlari silindirik olup Cizelge 1’de Ol¢iimleri verilmistir.

Gaziantep ilinden 27, Adiyaman ilinden 19 ve Kahramanmaras ilinden 12
olmak tiizere antepfistigi bah¢elerinden alinan toplam 58 toprak 6rneginden toplam
162 fungus izole edilmistir. Orneklerin % 68,97’sinde entomopatojen fungus tespit
edilmistir. Funguslarin illere gére érneklerden izole edilme oranlar1 Cizelge 2’de
sunulmustur. Entomopatojen fungusa en sik rastlanilan il Adiyaman olmus bunu
Gaziantep ve Kahramanmaras takip etmistir. Adiyaman ve Kahramanmaras’tan
alinan orneklerden sadece B. bassiana izolatlar1 elde edilirken Gaziantep’ten alinan
orneklerde B. brogniartii ve M. anisopliae izolatlarina da rastlanilmistir. Genellikle
her bir toprak 6rneginden bir fungus tiiriine ait izolatlar elde edilmis olup sadece 6
ornekten ikiser tiire ait funguslar izole edilmistir.

Cizelge 1. Izole edilen fungus tiirlerine ait minimum ve maksimum konidium élgiim
degerleri
Table 1. Minimum and maximum conidial measurements of isolated fungus species

Fungus Ortalama konidium | Ortalama konidium | Ortalama konidium
boyu (%s.5) (um) eni (£s.s) (UM) boy/en oram
min. max. min. max. min. max.

Beauveria 2,14+ 3,26 £ 1,71+ 2,81+
bassiana 0,29 0,26 0,25 0,25 113 152
Beauveria 2,88 £ 3,33+ 1,63+ 191+
brogniartii 0,23 0,30 0,13 0,15 161 1,90
Metarhizium 6,16 + 8,45 % 2,61+ 3,57+
anisopliae 0,61 0,44 0,19 0,22 2,07 2,92

G. mellonella larvalarinin alinan toprak orneklerine tuzak olarak yerlestirilmesi
sonucunda fungus nedeniyle 6ldiigii diisliniilen toplam 191 larva muhtemel fungal
patojenin bdcek cadavrasi iizerinde sporulasyon yapmasi amaciyla nem ¢emberine
almmistir. Bu boceklerden 162 tanesinden entomopatojen fungus izolasyonu
gerceklestirilmistir. izole edilen funguslarin illere gore dagilimi Cizelge 3’de
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verilmigtir. B. bassiana tiim illerde baskin olan tiir olarak belirlenmig olup bunu M.
anisopliae ve B. brogniartii takip etmistir.

Gizelge 2. illere gore toprak 6rneklerinde entomopatojen fungus bulunma oranlari
Table 2. Prevalence of entomopathogenic fungi in soil samples according to cities

Ornek ahman [Toprak [Fungus izole| Beauveria Beauveria Metarhizium
iller ornegi edilen bassiana izole |brogniartii izole| anisopliae
sayisi toprak edilen toprak | edilen toprak | izole edilen
ornegi orani | ornegi oram | ornegi oram |toprak drnegi
(%) (%) (%) oram (%)
Gaziantep 27 62,96 55,56 3,70 22,22
Adiyaman 19 89,47 89,47 0,00 0,00
Kahramanmaras 12 50,00 50,00 0,00 0,00
TOPLAM 58 68,97 65,52 1,72 10,34

Toplamda 22 toprak 6rneginin her birinden 1-3 izolat elde edilirken, 9 6rnegin
her birinden 4-6, 5 6rnegin her birinden 7-10, 3 6rnegin her birinden 11-15, 1
ornekten 24 izolat elde edilmistir. Bu, entomopatojen funguslarin genellikle
bolgedeki topraklarda oldukga diisiik yogunlukta bulundugunu ve/veya funguslarin
G. mellonella larvalarina virlilensinin genellikle diisiik oldugunu isaret etmektedir.
Bu durum tiim illerde benzer sekilde tespit edilmistir.

Gizelge 3. Illere gore izole edilen fungus sayilari
Table 3. Number of isolated fungi according to cities

Ornek ahnan | Toplam | Toplam Beauveria Beauveria Metarhizium
iller larva fungus bassiana brogniartii anisopliae

sayis1 sayisl1 izolat sayis1 | izolat sayis1 izolat sayisi
Gaziantep 1080 50 30 4 16
Adiyaman 760 54 54 0 0
Kahramanmaras 480 58 58 0 0
TOPLAM 2320 162 142 4 16

Tartisma

Daha o6nce yapilmis olan benzer ¢aligmalarda toprak orneklerinden ¢ogunlukla
Beauveria, Metarhizium ve lIsaria cinslerine bagh tiirler izole edilmistir. Bunlar
arasinda en fazla tespit edilen tiir genellikle B. bassiana olmustur (Kubicek &
Landa 2004; Hozzank et al. 2003; Asensio et al. 2003; Tkaczuk & Renella, 2003;
Sang Myeong et al. 1996). Bu ¢alismada, antepfistigi bahgelerinden alinan toprak
orneklerinde de literatiire paralel olaran sonuglar elde edilmistir. Diger bazi
calismalar izole edilen bir fungus tiiriine ait izolat sayisi tizerine tuzak bocek olarak
kullanilan tiiriin (Metkiewski & Tkaczuk 2005), toprak yapismin (Marjan’ska-
Cichon et al. 2005; Thaezuk & Mietkiewski 1996), arazide bulunan bitki tirinin
(Tkaczuk & Renella 2003; Sang Myeong et al. 1996) ve sicakligin (Mietkiewski et
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al. 1993; Mietkiewski & Mietkewska 1993) etkili oldugunu bildirmislerdir. Bu
calismada farkli lokasyonlardan alinan 6rneklerden farkl tiirlerin veya farkli sayida
izolatlarin elde edilmis olmasinda, belirtilen 6nceki ¢alismalarda oldugu gibi toprak
yapisindaki, kiiltiirel islemlerdeki ve civarda bulunan bitki ortiisiindeki farkliliklar
rol oynamus olabilir. Bu duruma toprak Orneklerinde bulunan funguslarin
patojenitelerindeki farkliliklar da katki saglayabilecektir.

Calismada kullanilan tuzak bocek yontemi ile toprakta bulunan ve sadece G.
mellonella larvalarina patojenite gosteren funguslar izole edilebilmektedir.
Yontemden kaynaklanan kisitlamalardan dolay1r toprakta bulunan tiim
entomopatojen funguslarin izole edilmesi miimkiin olmayacagi igin antepfistig
topraklarinda mevcut olan tim entomopatojen fungus tlrlerinin ortaya
konuldugunu iddia etmek de miimkiin degildir. Keza, yapitigimiz bir 6n ¢aligmada,
bu ¢aligmada sadece B. bassiana elde edilen toprak orneklerinde diger bir yontem
kullanilarak Metarhizium cinsine bagli funguslar oldukca az sayida da olsa izole
edilebilmistir. Bu durum ayn1 zamanda funguslarin topraktaki yogunluklar1 ve de
viriilensleri ile de iliskilidir. ileride yapilacak calismalar ile farkli tiirlerin elde
edilebilmesi miimkiin ve yararli olacaktir. Bu calismada bir¢ok lokasyonda ayni
fungusun bulunduguna dair yaniltic1 olabilecek bir sonuca varilmamalidir. Ayni
tiire ait olsa bile fungus izolatlar1 arasinda bir¢ok yonden farkliliklarin oldugu ¢ok
sayida makale ile defalarca ortaya konulmustur. Elde edilen fungus izolatlarinin
biyolojik test sonuglar1 ve molekiiler karakterizasyonlar1 bu izolatlar arasindaki
muhtemel farkliliklar1 ortaya koyacaktir.

Calisma kapsamina giren bolgedeki antepfistig1 yetistiriciligi ve bolge sartlar
dikkate alindiginda, sicak ve kurak iklim sartlarinda, genellikle sulanmayan yoksul
topraklarda entomopatojen funguslarin olduk¢a yaygin olarak bulundugu
goriilmektedir. Bu yonii ile birgok diger c¢alismadan farkli kosullardan
entomopatojen funguslar izole edilmistir. Bu organizmalarin antepfistigi
zararlilarma karst kullanilabilecegi sonucuna dogrudan ulagmak miimkiin
olmamakla birlikte en azindan bir doneminde toprak ile bulusan zararlilarin
miicadelesi yoniinden incelenmeleri yararli olacaktir.
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