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Entomopatojen funguslarim Acanthoscelides obtectus (Say)
(Coleoptera: Chrysomelidae)’un ergin 6liimlerine etkileri
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Influence of entomopathogenic fungi on the mortality of
Acanthoscelides obtectus (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae) adults

Abstract: Two entomopathogenic fungal (EPF) isolates, Lecanicillium muscarium (ARSEF-972)
and lIsaria farinosa (ARSEF-3580), were tested on Acanthoscelides obtectus (Say) (Coleoptera:
Chrysomelidae) adult individuals for their mortality effects. Suspensions of both EPFs were adjusted
to concentration of 1x107 spores. Both treatments were applied to fed and unfed individuals. The
mortalities were recorded at 12 h intervals and continued until all insects died. For both isolates, mean
survivorship started to statistically differentiate by 84 h to 96 h between the fed and unfed groups. For
the fed group, the control-corrected mortality rate for L. muscarium was 81.5% after 9 days. Isaria
farinosa showed relatively poor performance against A. obtectus and was able to reach 83.3% mortality
only after 11 days. Overall, the L. muscarium isolate is considered a better candidate for the control of
A. obtectus adults.
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Oz: iki entomopatojen fungus (EPF) izolati, Lecanicillium muscarium (ARSEF-972) ve lsaria
farinosa (ARSEF-3580) Acanthoscelides obtectus (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae) ergin bireyleri
iizerinde denenmistir. Her iki EPF’nin de 1x107 spor konsantrasyonuna ayarli siispansiyonlari
kullamlmistir. Uygulamalar, besin verilen ve verilmeyen bireylere yapilmistir. Oliimler 12 saat
periyotunda kaydedilmis ve denemelerdeki tim bocekler 6liinceye kadar sayimlar stirdiirilmistiir. Her
iki izolata ait tekerriirlerde, hayatta kalan ortalama birey sayilar1 besinli ve besinsiz setlerde yaklagik
84-96. saatten itibaren istatistiki farklihk gostermeye baglamustir. Besin verilen grupta L. muscarium
icin kontrole gore diizeltilmis 6liim oranlar1 9. giinde %81.5 olarak kaydedilmistir. |. farinosa izolat1 A.
obtectus’a kars1 gorece zayif bir etki gostermis ve %83.3 6liim oranina ancak 11. giinde ulasabilmistir.
L. muscarium izolati, A. obtectus erginlerinin mikrobiyal kontroliinde daha bagarili bulunmustur.
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Entomopatojen funguslarin Acanthoscelides obtectus ergin dliimlerine etkileri

Giris

Fasulye (Phaseolus wvulgaris L.), diger yemeklik tane Dbaklagillerle
karsilastirildiginda diinyada ekim alan1 ve iretim miktar1 acisindan ilk sirada yer
almaktadir. Ulkemizde fasulye iiretimi, nohut ve mercimekten sonra iigiincii sirada
gelmektedir (FAO, 2017). Fasulye, icerdigi proteinler, aminoasitler, mineral
maddeler ve vitaminler agisindan zengin bir iriindiir. Baklagiller insan
beslenmesinin yani sira hayvancilik, mobilya imalati, boya yapimy, ilag ve kozmetik
sanayi gibi endiistriyel olarak degisik alanlarda da kullanilmaktadir (Saragoglu &
Erkan, 2016).

Bu iiriin grubu diinya genelinde taze fasulye, barbunya fasulyesi ve kuru fasulye
olarak yaygm tiiketime sahiptir. Fasulye tariminda abiyotik ve biyotik faktorler
arasinda zararli bocekler verim ve kaliteyi olumsuz yonde etkileyen en Onemli
unsurlardan Dbiridir. Fasulye tohum bdcegi (Acanthoscelides obtectus (Say))
(Coleoptera: Chrysomelidae) yilda birden fazla dol verebilme 6zelliginden dolay1
arazi ve depo kosullarinda ekonomik dnemde sorunlar olusturmaktadir (Atak, 1975;
Mbogo et al, 2009). A. obtectus larvalarinin fasulye tanelerinde actiklari delikler
iiriiniin ¢cimlenme giiclinde diisiise, kalite ve agirlik kaybina neden olmaktadir (Sekil
1). Ayrica oyuklarda kalan diski ve viicut kalintilar1 da tanelerde kirlilige neden
olmaktadir (Kalkan, 1973; Ozdem & Kovanci, 1996; Kaplan, 2017).

Sekil 1. Fasulye tohum bdcegi erginleri ve zararlanmis taneler
Figure 1. Adults of the bean weevil, Acanthoscelides obtectus, and damaged beans.

Acanthoscelides obtectus anavatani olan Iran’dan, Ispanya'ya getirilen
fasulyelerle birlikte tiim Avrupa'ya yayilmistir. Gliniimiizde ise diinyada fasulye
tarimi1 yapilan her yerde bu bocege rastlanmakta olup, kuru fasulyenin depolanma
stirecinde de biiyiik zarara neden olmaktadir (Atak, 1975; Thiery, 1984; Brzostek &
Ignatuwicz, 1992; Ozdem & Kovanci, 1996; Yilmaz & Elmali, 2002).

Son yillarda depo zararlilariyla miicadelede yararlanilan fumigantlarin gogunun
kullanimi yasaklanmustir (Zettler, 1993). Bu durum, zararlinin kontroliinde kimyasal
miicadeleye alternatif miicadele yontemlerini 6n plana ¢ikarmistir. Tibbi ve aromatik
bazi bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin A. obtectus’un degisik donemlerine
fumigant etkileri ve entomopatojen funguslarin kullanimina yonelik bazi
arastirmalar mevcuttur. Clausena anisata (Rutaceae) yapraklarindan elde edilen
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ucucu yag ve toz karisimli formiilasyonu 6nemli oranda ergin 6liimlerine neden
olmustur (Ndomo et al, 2008). Benzer bir aragtirmada Lauraceae, Apiaceae,
Lamiaceae, Araceae ve Asteraceae familyalarinda yer alan bazi bitkilerden elde
edilen ugucu yaglarin depo sartlarinda A. obtectus erginlerini kontrol etme
potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir (Cetin et al, 2014).

Bocek ve akarlarda parazit olarak yasayan birgok fungus tiirii bilinmektedir.
Entomopatojen funguslar konukgu bdocekleri sindirim, solunum ve 6zellikle deri
yoluyla enfekte ederler. Bocek patojeni funguslar bitki patojeni funguslar gibi hiicre
duvarindaki engelleri asarak dogrudan giris yaparlar. Bu islem kismen fiziksel
kismen de enzimatik olarak gerceklesir (Erkilic & Uygun, 1993; Kili¢ & Yildirim,
2008). Beauveria, Lecanicillium, Metarhizium, Isaria ve Hirsutella cinsi
entomopatojenik funguslar boceklerin biyolojik kontroliinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Grent, 2011). Lecanicillium, Isaria ve Beauveria cinsine ait bazi
tirlerin fasulye tohum bocegi erginlerinin liremesini engelledigi rapor edilmistir
(Ondrackova, 2015). A. obtectus iizerinde EPF’lerin etkilerine yonelik literatiir
incelendiginde, caligmalarin agirlikla B. bassiana izolatlar1 iizerinde yogunlastigi
goriilmektedir (Rumbos & Athanassiou, 2017). Bu ¢aligmalarda gerek B. bassiana
izolatlariin dogrudan etkileri (Padin et al, 2002; Dal Bello et al, 2006), gerekse kimi
abiyotik faktorlerin sinerjistik veya karsi etkileri (Ferron, 1977; Crespo et al, 2002)
incelenmistir. Bahsedilen arastirmalarda, periyodik sayimlarin 24 sa veya daha uzun
stirelerde yapildigr goriilmektedir. Literatiir incelemesinde besin varligli ve
yoklugunun L. muscarium ve I. farinosa’nin A. obtectus tizerindeki 6liim oranlarina
etkilerini karsilastiran ¢aligmalara rastlanmamustir.

Bu calismada, Isaria farinosa ve Lecanicillium muscarium entomopatojen
funguslarinin fasulye tohum bdceginin erginlerine etkisi, besin igeren ve icermeyen
kosullarda in vitro’da arastirilmustir.

Materyal ve Yontem

Fasulye tohum bocegi (A. obtectus) erginleri (500-1000 adet) steril plastik kaplarda
500 g fasulye ile birlikte konularak oda sicakliginda kiiltiire alinmistir. Yaklagik
olarak 40 giin ara ile plastik kaplar ve fasulyeler degistirilerek A. obtectus’un
cogalmasi tesvik edilmistir. Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Bolimi Mikoloji Laboratuvart kiiltiir koleksiyonunda bulunan Isaria farinosa
(ARSEF-3580) ve Lecanicillium muscarium (ARSEF-972) entomopatojen
funguslar1 Patates dekstroz agar (PDA, Merck, Germany) besi ortaminda karanlik
kosullarda 25°C’de 7 giin siire ile inkiibe edilmistir. Her bir entomopatojen fungus
icin sporlar thoma laminda sayilarak 1x10” konidi/ml spor siispansiyonu
hazirlanmigtir. Besinli ve besinsiz uygulamalar ayr1 ayri kaplarda olacak sekilde her
kapta 10 adet tohum bocegi ve 5 adet fasulye konulmus ve entomopatojen funguslar
spreyleme yontemi ile uygulanmistir. Bu sekilde hazirlanan plastik kaplar
inkiibatorde 25°C sicaklik ve %50 nispi nemde 12 giin siire ile bekletilmistir.
Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore 10 tekerriirlii olarak kurulmustur.
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Oliim oranlarma etkilerin daha hassas belirlenebilmesi amactyla tohum bdceklerinin
her 12 saatte bir sayimlar1 yapilarak 6lii ve canli sayilar1 belirlenmistir.

Uygulamalarin bocek 6liimlerine yiizde etkileri, kontrol referans alinarak Abbott
formiilii ile hesaplanmistir (Abbott, 1925);

Kontrole gore etki (%) = (1-(T+C))*100
T: Uygulama sonras1 bécek popiilasyonu
C: Uygulama sonrasi kontrol popiilasyonu

Besinli ve besinsiz kosullarda her bir izolat i¢in 6l¢lim alinan saatler arasindaki
farklilagmalar, a¢1 transformasyonu uygulanan verilere ANOVA testi kullanilarak
belirlenmistir (p<0.05). Modelde 6nemli farklilik gériilen uygulamalar Tukey’s HSD
coklu karsilasgtirma testi ile analiz edilerek incelenmis ve uygulamalardan sonra 6lim
oranlarinin hangi saatlerden itibaren istatistiki onemde farklilagmaya basladig1
belirlenmistir. Her iki izolat i¢in ayr1 olacak sekilde, besinli ve besinsiz kosullardaki
kargilagtirmalar, kontrole gore yiizde etki degerlerine agi transformasyonu
uygulandiktan sonra Tukey’s HSD testi ile gerceklestirilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Isaria farinosa'nin fasulye tohum bocegi erginlerine inokulasyonunda besinsiz
kosullarda 72. saatten itibaren ergin Oliimleri kaydedilmis ve 264. saat sonunda
entomopatojen fungus uygulamasi yapilan tiim bireyler olmiistiir. Besin bulunan
kosullarda ise, ilk dliimler 96. saatten itibaren baslamis ve uygulama yapilan
bireylerin tamaminin dlmesi 276. saatte gergeklesmistir (Cizelge 1).

Besinli ve besinsiz uygulamalardaki kontrole gore diizeltilmis ve transformasyon
uygulanmis canlilik oranlar1 saat bazinda karsilastirildiginda, ilk oOliimlerin
goriildiigi 72. saatten itibaren bu iki uygulama arasinda istatistiki énemde fark
kaydedilmistir. Besinsiz tekerriirlerde 6liim oranlar1 6. giiniin sonuna kadar daha
yiiksek ve dnemli bulunmustur. Yedinci glinden denemenin sonuna kadar olan
stirede ise besinli ve besinsiz tekerriirler arasindaki farklar istatistiki 6nemde
bulunmamustir.

Lecanicillium muscarium'un fasulye tohum bocegine inokulasyonundan, benzer
sekilde 72. saatten itibaren besin bulunmayan kosullarda ergin oliimleri
gozlenmistir. Bu uygulamada o6liim oranlarinin 204. saatte %100’e ulastigi
goriilmektedir. Besin saglanan kosullarda ise ilk 6liimler 96. saatte gerceklesmis ve
L. muscarium uygulanan bireylerin 252. saatte %100’{ 6li olarak kaydedilmistir
(Cizelge 2).

Bu fungus i¢in de besin verilen ve verilmeyen tekerriirlerdeki canlilik oranlar
ayni sekilde saat bazinda karsilastirilmistir. Deneme siiresince 84, 108 ve 120. saatler
harig tiim sayim peryotlarinda besinli ve besinsiz tekerriirler arasindaki fark 6nemli
bulunmus ve besinsiz tekerriirlerde istatistiki énemde yiiksek oliim kaydedilmistir.

Caligmada besin igeren ve igermeyen tekerriirlerdeki 12 saatlik olglim
periyotlarinin ortalama sonugclari, hayatta kalan birey sayilar1 bazinda Tukey’s HSD
testi kullanilarak karsilastirilmis ve her iki izolatta da birey sayilarindaki azaligin
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ortalama 84-96. saatler civarinda istatistiki 6nemde farklilasmaya basladigi
belirlenmistir (Cizelge 1 ve 2).

Cizelgelerde de izlendigi lizere, besin bulunan ve bulunmayan tekerriirlerdeki
canli birey sayilarindaki istatistiki degisimler, deneme siiresince ayn1 Olgiim
zamanlarinda farkli ortalama gruplart olusturmus, birbirinden ayrisan ortalama
gruplarinin sayilar1 olarak bakildiginda ise, besin igeren kosullarda her iki
entomopatojen uygulamasinda da besinsiz kosullara gore, istatistiksel olarak farkli
olan daha fazla sayida ortalama grubu kaydedilmistir.

Degerlendirilen izolatlarin kontrole gore (%) etkileri de Sekil 2’de izlenebilir.
Deneme siiresi boyunca . farinosa uygulamalarinda elde edilen etkinin gerek besin
verilen, gerekse verilmeyen uygulamalarin her ikisinde de denemenin biiyiik
boliimiinde diisiik seyrettigi ve uygulanan bireylerin tamaminin 6lmesinin, kontrol
bireylerindeki %100 O6lim zamanina gorece yakin bir zamanda gerceklestigi
goriilmektedir. Ote yandan, L. muscarium’un degerlerine bakildiginda, ozellikle
besin bulunan kosullarda, kontrole gore etki oranmin deneme siiresince diizenli
sekilde artarak %100 noktasina ulastigi, denemeye alinan bireylerde %50 etki
diizeyine yaklasik denemenin ortalarinda erisildigi, uygulamanin 8. giiniinde ise
%80 tlizerinde etki kaydedildigi goriilmektedir. Bocegin ergin émriiniin halihazirda
kisa olmas1 nedeniyle, denenen entomopatojen fungus izolatlarinin ergin 6liimlerine
dogrudan etkilerinin analizinde bazi gii¢likkler bulunmaktadir. Ancak ¢alismada elde
edilen sonuglar, iki fungal izolattan L. muscarium’un A. obtectus erginleri iizerinde
belirgin sekilde daha basarili oldugunu, denenen . farinosa izolatinin ise, erginlere
etkisinin diisiik kaldigim gostermektedir.
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Cizelge 1. Entomopatojen fungus lIsaria farinosa ile uygulanan Acanthoscelides obtectus
erginlerinde, farkli 6l¢iim zamanlarinda ortalama canli birey sayilari (-B: Besin yok; +B:
Besin var).

Table 1. Changes in the mean number of surviving Acanthoscelides obtectus adults treated
with the entomopathogenic fungus, Isaria farinosa (-B: No-food; +B: food present).

Isaria farinosa
Ortalama canli ergin sayilar1 (£S.H.)

Saat (-B) (+B)

0 10+0.00 A" - 10+0.00 A -
12 10+ 0.00 A - 10+0.00 A -
24 10+£0.00 A - 10+0.00 A -
36 10+£0.00 A - 10+0.00 A -
48 10+0.00 A - 10+0.00 A -
60 10+£0.00 A - 10+0.00 A -
72 96+024 A a 10+0.00 A b
84 92+037 AB a 10+£0.00 A b
96 8+045 BC a 9+0.45 AB b

108 76+040 CD a 8.8+0.37 ABC b
120 74+£051 CD a 8+0.71 BCD b
132 6.6+0.75 CD a 7.4+0.98 BCD b
144 6.6+075 CD a 7.4+0.98 BCD b
156 56+0.75 CDE a 6.4+0.81 BCDE a
168 5+055 DE a 6+0.84 CDE a
180 5+055 DE a 5.8+0.86 CDE a
192 5+055 DE a 5.8+0.86 CDE a
204 3.6+051 EF a 5+0.89 DEF a
216 34+£060 EFG a 46+0.93 DEFG a
228 34+060 EFG a 3.6+0.68 EFG a
240 32+0.73 EFG a 3.4+051 EFG a
252 1.2+£020 FG a 2.2+0.20 EFG a
264 0+0.00 G a 0.4+0.40 FG a
276 - 0+0.00 G -

" Her bir siitunda ayn1 biiyiik harfleri veya her bir satirda ayn1 kiigiik harfleri igermeyen degerler, Tukey’s HSD
testine gore birbirinden farklidir (P<0.05).

Benzer bir arastirmada, Lecanicillium ve Isaria cinsine ait baz1 entomopatojen
fungus izolatlarinin fasulye tohum bdceginin larva ve erginlerine karsi etkili oldugu
saptanmigtir (Ondrackova, 2015). Komaki et al (2017)’1n yaptiklar1 bir caligmada
Lecanicillium muscarium, Isaria farinosa ve Isaria fumosorosea entomopatojen
funguslar1 Tribolium confusum (Coleoptera: Tenebrionidae) erginlerine kars1 etkili
bulunmuglardir. Baklagil tohumlarinda bu zararlinin degisik donemlerine ve tohum
agirligina Beauveria bassiana’nin etkili olmadigi rapor edilmistir (Padin et al, 2002).
A. obtectus'un ergin oncesi donemlerine yonelik yapilan bir diger entomopatojen
fungus c¢aligmasinda, Beauveria bassiana uygulamalarinda yumurtalarin
inhibisyonunda %382 etkinlik rapor edilmistir (Rodriguez-Gonzalez et al, 2017).
Beauveria brongniartii ve Metarhizium anisopliae ile uygulanmig Phaseolus
vulgaris tanelerinde, yapilan uygulamalarin koruyucu etkisinin 6 ay boyunca
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sirdiigli ve zararlinin varliginda tanelerde bu siire boyunca yeme zarari
kaydedilmedigi belirtilmistir (Rodrigues & Pratissoli, 1990). Bir diger ¢alismada,
laboratuvar kosullarinda A. obtectus'a karst %100 6lim orani L. muscarium, B.
pseudobassiana ve B. bassiana ile elde edilmistir (Sevim et al, 2015).

Calismada incelenen diger bir parametre olan besin bulunan ve bulunmayan
kosullarda, her iki fungusta da besinsiz kosullarda 6liim oranlari istatistiki 6nemde
yiiksek ¢ikmisg, ancak yalnizca L. muscarium uygulamalarinda bu durum deneme
sonuna kadar devam etmis, |. farinosa uygulamalarinda ise denemenin yaklasik
ortalarindan itibaren, ortamda besin varligmin 6liime etkisi 6nemsizlesmistir. Bu
durum, I. farinosa izolatinin A. obtectus iizerinde mortalite anlaminda diger izolata
gore daha zayif bir viriilenslik gostermesi ile agiklanabilir.

Sonug olarak, laboratuvar ortaminda test edilen Isaria ve Lecanicillium cinsine
ait entomopatojenik funguslarin depolanmis iiriin zararlist fasulye tohum bdceginin
erginlerine kars1 saptanan Oliim oranlari, bu bocegin biyolojik kontroliinde umut
verici sonuglar ortaya koymustur. Bu calisma, depo kosullarinda kullanilan
fumigantlarin toksik etkileri diisiiniildiigiinde insan sagligina ve ¢evreye duyarli bir
yaklagima yoOnelik 6nemli bulgular sunmaktadir. Calismada incelenen izolatlardan
L. muscarium’un Ozellikle besinsiz kosullarda daha etkili olmasi, depolara iiriin
konulmadan 6nce potansiyel zararli kontroliinde, etkinligin yiiksek olabilecegine
isaret etmektedir
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Cizelge 2. Entomopatojen fungus Lecanicillium muscarium ile uygulanan Acanthoscelides
obtectus erginlerinde, farkli 6l¢lim zamanlarinda ortalama canli birey sayilari (-B: Besin
yok; +B: Besin var).

Table 2. Changes in the mean number of surviving Acanthoscelides obtectus adults treated
with the entomopathogenic fungus, Lecanicillium muscarium (-B: No-food; +B: food
present).

Lecanicillium muscarium
Ortalama canli ergin sayilar1 (£S.H.)

Saat (-B) (+B)
0 10.0£0.00 A"- 10+0.00 A

12 10.0+0.00 A - 10+0.00 A -
24 10.0+£0.00 A - 10+0.00 A -
36 10.0£0.00 A a 9.8+0.45 A b
48 10.0+£0.00 A a 9.8+0.45 A b
60 10.0£0.00 A a 9.8+0.45 A b
72 9.8+045 A a 9.8+0.45 A b
84 9.6+055 A a 9.8+0.45 A a
96 76+089 B a 8.4+0.55 B b
108 58+179 B a 6.6+2.07 BC a
120 54+182 B a 6.4+1.82 BCD a
132 22+217 C a 5.4+2.30 CDE b
144 1.8+205 C a 4.8+2.17 CDE b
156 0.6+055 C a 3+2.00 DEF b
168 04+055 C a 2.2+1.64 EF b
180 04+055 C a 2.2+1.64 EF b
192 04+£055 C a 2+1.22 EF b
204 0.0+£000 C a 1+1.22 F b
216 - 0.4+0.89 F -
228 - 0.4+0.89 F -
240 - 0.2+0.45 F -
252 - 0+0.00 F -

" Her bir siitunda aym biiyiik harfleri veya her bir satirda aym kiigiik harfleri igermeyen degerler, Tukey’s HSD
testine gore birbirinden farklidir (P<0.05).
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Sekil 2. Isaria farinosa (iistte) ve Lecanicillium muscarium uygulamalarinin Acanthoscelides
obtectus erginleri tizerinde kontrole gore yiizde etkisi ve ortalama birey sayilarindaki
degisim (-B: Besin yok; +B: Besin var).

Figure 2. Control-corrected effects of Isaria farinosa (top) and Lecanicillium muscarium on
Acanthoscelides obtectus adults and changes in mean adult numbers (-B: No-food; +B:
food present).
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