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Ozet

Bu calismada Beauveria bassiana BIM-001 ve Fusarium subglutinans 12A izolatinin farkli kosullar altinda Bombus
terrestris L. (Hymenoptera: Apidae) ergin is¢i bireyleri ve domates bitkilerinin giceklerinde gelisimi ve bu
ortamlarda canh kalma basarisinin belirlenmesi hedeflenmistir. Calisma Gg¢ farkli asamada gergeklestirilmistir.
Birinci asamada, acik alan kosullarinda bulunan domates bitkilerinin giceklerine her iki entomopatojen fungusa
ait spor siispansiyonlarinin piiskiirtme yéntemiyle uygulanmistir. ikinci asamada, her bir entomopatojen fungus
izolati (Efi) 50 adet B. terrestris isci bireyine 1 atm basingta puskirtme yapabilen sistem yardimiyla 20 sn sureyle
(0.5 ml) uygulanmis ve uygulama yapilan bireyler ayri ticari kovanlara aktarilmistir. Uglincii asamada ise her iki
Efi'ina ait spor sispansiyonu laboratuvar kosullarinda hazirlanmis ve bu ortam kosullarinda birakilmistir. Her 3
asamada da 6nce 10 saat boyunca 2 saat aralikla, daha sonra 24., 48. ve 72. saatlerde isci ari, cicek ya da spor
sUspansiyonu patates dekstroz agar ortamina alinarak entomopatojen funguslarin reizolasyonlari
gerceklestirilmistir. Calisma sonuglarina gore; B. terrestris isci arilari ve domates ciceklerinde ilk uygulamadan
sonra 10. saate kadar her iki fungus izolat sporlarinin canli kalarak gelisebildigi belirlenmistir. Dis ortam
kosullarinda birakilan stispansiyonlarda ilk 24 saatte her iki entomopatojen fungusa ait hif gelisiminin meydana
geldigi ancak, diger gbzlem zamanlarinda herhangi bir gelisimin olmadigi kaydedilmistir. Entomopatojen fungus
uygulamalarindan sonra 6. saatte F. subglutinans 12A’nin gigcekte gelisimi diger ortamlara gore istatistiki olarak
farkh ve daha disiik seviyelerde kalmistir. Uygulamadan sonra 8. saatte ise B. bassiana BIM-001'in isci arilarda
gelisimi daha dustk ve farkh bulunmustur (P<0.05).

Anahtar Kelimeler: hedef disi organizma, abiyotik faktorler, biyolojik miicadele, spor cimlenmesi

Determination of the Efficiency of Entomopathogenic Fungi on Bumblee bee
in Open Field Conditions

Abstract

In this study, the growth of Beauveria bassiana BIM-001 and Fusarium subglutinans 12A in Bombus terrestris L.
(Hymenoptera: Apidae) individuals and flowers of tomato was investigated under different conditions. The study
was carried out in three stages. In the first stage, spore suspensions of both entomopathogenic fungi were
sprayed on flowers of tomato in open field conditions. In the second stage, each entomopathogenic fungus
isolate was applied to 50 B. terrestris individuals for 20 seconds with a spraying system at 1 atm pressure and
the treated individuals were transferred to separate commercial hives. In the third stage, the spore suspension
of both entomopathogenic fungus was prepared and left under laboratory conditions. In all three stages, first at
intervals of 2 hours for 10 hours, then at 24., 48. and 72. hours, the worker bee, flower or spore suspension was
taken into potato dextrose agar medium, and entomopathogenic fungi were re-isolated. As a results of the
study, it was determined that the spores of both fungus isolate remained alive until the 10™" hour after the first
application in B. terrestris workers and tomato flowers. It was noted that hyphae development of both
entomopathogenic fungi occurred in 24 hours in suspensions left under outdoor conditions, but any
development was observed at other observation times. Growth of F. subglutinans 12A in flower at the 6™ hour
after entomopathogenic fungus applications were statistically different and remained at lower levels compared
to other conditions. The development of B. bassiana BIM-001 in bees at the 8" hour was found to be lower and
different (P<0.05).
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Giris

Arilar, yabani ve tarimsal bitkilerin birincil tozlayicilari olarak ekosistemde énemli bir isleve sahiptir
(Free, 1993; Klein vd., 2007). Bombus arilari (Bombus Latreille) ise Apis Linnaeus (Hymenoptera:
Apidae) tirleri disinda en ¢ok bilinen tozlayicilardir (Kevan, 1999; Williams ve Osborne, 2009). Bombus
terrestris L. (Hymenoptera: Apidae), Avrasya kokenli olup 1800'lerden beri diinyanin dort bir yanina
yayllmigtir. Bu tlrln yayilmasi, arilarin Avrupa'da seralarda tozlasma amaciyla ticari olarak tedarik
edildigi 1980'lerde ivme kazanmustir (Dafni vd., 2010). Bombus terrestris Sili, Tazmanya ve Yeni Zelanda
gibi dogal olarak bulundugu bolgelerden daha sicak olan ilkelerde de hayatta kalabilmesi ve
devamliligini saglayabilmesi icin termoregiilasyon metabolizmasina sahiptir. Bu metabolizma disiik
sicakliklara dayanmasini ve kisin aktif olmasini saglamaktadir (Dafni vd., 2010; Goulson, 2003; Heinrich,
1979). Tozlasma i¢in olduk¢a 6nemli olarak kabul edilen bu canlilarin yasamlari izerinde olumsuzluklar
yaratan en etkili faktorler arasinda pestisitler ilk siralarda gosterilmektedir. Pestisitler 6zellikle bombus
tirlerinin gelisim, Greme ve yuva bulma gibi davranislarinda bozulmalara, kolonilerde ¢okmelere sebep
olurken ayni zamanda 6limcil olmayan farkli etkilere de neden olabilmektedir (Blacquiere vd., 2012;
Bryden vd., 2013; Smagghe vd., 2013; Wu vd., 2011). Pestisitlerin dogrudan ve dolayl olarak
olusturduklari riskler, cevre saghgi icin daha glivenli olan yeni bilesiklerin arastiriimasini tesvik etmis ve
tarim alanlarinda zararh kontroli amaciyla kullanimlarini hizlandirmistir (Villaverde vd., 2014). Bu
baglamda, biyolojik kontrol etmenleri ve biyoinsektisitler zararl yénetiminde 6nemli olcide kabul
gormektedir (Barbosa vd., 2015; Cantrell vd., 2012). Biyolojik kokenli kontrol etmenlerinin ¢cevre dostu
ve kimyasallara goére daha glivenilir olduklari bilinmektedir (Shipp vd., 2007; van Lenteren, 2007).
Dinya genelinde botanik, fungus ve bakteri kokenli olan biyoinsektisitler en yaygin olarak tercih
edilenlerdir. Ozellikle entomopatojen funguslar zararli miicadelesinde dikkat cekici bir paya sahip
olmustur. Biyolojik miicadelede kullanilan Beauveria bassiana (Balsamo) Vuillemin (Hypomycetes)’'nin
Leptinotarsa decemlineata Say (Coleoptera: Chrysomelidae), Ostrinia nubilalis (Hibner) (Lepidoptera:
Crambidae), Cydia pomonella (Lepidoptera: Tortricidae) ve sera zararlilarinin popilasyonunun
baskilanmasinda etkili oldugu bilinmektedir (Goettel vd., 1990; Lewis vd., 1996; Poprawski vd., 1997).
Buna karsin tam da istenildigi gibi B. bassiana’nin acgik alan kosullarinda tozlayicilar ve diger faydali
organizmalar icin tehlike yaratmadig bildirilmektedir (Al-mazra’awi vd., 2006; Goettel vd., 1990; Kevan
vd., 2003). Entomopatojen funguslarin virlilansi her zaman sicaklik, nem, 151k gibi ¢cevresel faktorlerden
etkilenmekte olup, entomopatojen fungus sporunun hayatta kalmasi, kaliciligi ve sporiilasyonunun
biyik o6lgide sicakliktan etkilendigi bilinmektedir (Hajek vd., 1990; Ignoffo vd., 1985; Tang ve Hou,
2001). Entomopatojen funguslarin degisen iklim kosullarina fizyolojik adaptasyonlari, béceklere karsi
biyolojik kontrol ajanlari olarak potansiyellerini artirmaktadir (Ment vd., 2010). Bu nedenle, etkili bir
enfeksiyon icin optimum kosullari belirlemek icin inokulum yogunlugu, sicaklik, nem ve toprak dokusu
gibi faktorleri degerlendirmek biiyik 6nem tasimaktadir (Wilson vd., 2017). Glines 15181, nem, sicaklk
gibi abiyotik faktorler, mikoinsektisitlerin bitkiler tizerindeki hem anlk etkinligi hem de kaliciligini da
etkileyebilmektedir. Genel olarak, glines isiginin, ozellikle UV-A ve UV-B bilesenlerinin, yaprak
ylzeyinde Uzerindeki fungal propagiiller i¢cin 6nemli bir 6lim faktori oldugu ve toprak ylzeyindeki
mikoinsektisitlerin kisa sdreli kalicihgindan blyik 6lciide sorumlu oldugu kabul edilmektedir (Jaronski,
2010). Ozellikle sicaklik ve nem, entomopatojen funguslarin hayatta kalmasini ve etkinligini etkileyen
en 6nemli cevresel faktorlerdir (Bugeme vd., 2008; Mishra vd., 2015). 16 °C'nin altindaki sicakliklar,
entomopatojen funguslarin ¢ogu icin ¢cimlenme ve biylime oranlarini giderek yavaslatir ve boylece
hedef poplilasyonun daha uzun slire hayatta kalmasi agisindan etkinligi etkilemektedir (Ihara vd., 2008;
Inglis vd., 1999; Jaronski, 2010). Bu ¢alismada, s6z konusu entomopatojen funguslarin acik alan
sartlarinda uygulandiktan sonra hayatta kalma, infekte edebilme 6zelliklerini ortaya koyabilmek igin
reizolasyonlari yapilmistir. Ayrica tarimsal Gretimde genel tozlayici tir olarak kullanilan B. terrestris
bireylerinde iki farkli Efi'inin etkililikleri arastirilmistir.

Materyal ve Yontem

Bu calismada virtilens oldugu bilinen ve +4 °C’de muhafaza edilen entomopatojen fungus stok
kiltirlerinden B. bassiana BIM-001 (10% spor/ml) (Leptinotarsa decemlineata Say (Coleoptera:
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Chrysomelidae)’'dan elde edilen) ve F. subglutinans 12A (10° spor/ml) (Aphis gossypii Glover
(Homoptera: Aphididae)’den elde edilen) izolatlarinin PDA ortaminda {retimi yapilmis ve spor
suispansiyonlari hazirlanarak B. terrestris ergin is¢i bireyleri ve domates bitkilerinin giceklerinde
kullanilmistir. Calisma g farkl asamadan olugsmaktadir. Birinci asamada, agik alan kosullarinda bulunan
domates bitkilerinin giceklerine her iki Efi'ina ait spor slispansiyonlari ayri ayri olacak sekilde 20’ser
bitkiye puskiirtme ydntemiyle uygulanmistir. ikinci asamada, her bir entomopatojen izolati 50 adet B.
terrestris is¢i bireyine 1 atm basingta 20 sn (0.5 ml) plskirtme seklinde uygulanmis ve uygulama
yapilan bireyler dis ortam kosullarinda tutulan ticari kovanlara aktarilmistir. Bu kovanlardan belirlenen
gozlem zamanlarinda 3’er isci alinarak mekanik yontemle 6lmesi saglandiktan sonra entomopatojen
funguslarin gelisimi takip edilmistir. Uglincii asamada ise her iki Efi'ina ait spor siispansiyonu
laboratuvar kosullarinda hazirlanmis ve bu asama laboratuvar kosullarinda yiritilmustar.

Her 3 asamada da 6nce 10 saat boyunca 2 saat aralikla, daha sonra 24., 48. ve 72. saatlerde isci ari,
cicek ve spor stispansiyonu (0.5 ml) steril cam petrilerde (9 cm) Patates Dekstroz Agar (PDA) ortamina
alinmistir. Her bir asamada Efi’larinin gelisimleri takip edilmistir. Calismanin her asamasina ait sicaklik
ve nem kosullari kaydedilmistir. Her 3 asama i¢in Efi’larinin farkli zaman dilimlerinde gerceklesen
fungus gelisimi reizolasyon sonuglari dikkate alinarak elde edilen veriler Tukey testi (SPSS 20) ile analiz
edilerek karsilagtiriimistir.

Bulgular ve Tartisma

Calismada entomopatojen fungus tirlerinden F. subglutinans ve B. bassiana’nin sirasiyla 12A ve BIM-
001 izolatlarinin uygulanmalarinin ardindan 10 saat sliresince 2 saat periyotlarla ve daha sonra ilk
gozlem zamanini takip eden 24., 48. ve 72. saatlerde Efi’larinin uygulandiklari organizma ve ortam
Uzerindeki gelisimleri gdzlenmistir. Arastirmada yer verilen Efi’'larin B. terrestris isgi arilarinda ve
domates giceklerinde ilk uygulamadan sonra 10. saate kadar entomopatojen fungusun sporlarinin canlh
kalarak gelisebildigi belirlenmistir. Laboratuvar kosullarinda petri denemelerinde ise 24. saati de igine
alacak sekilde ilk 24 saatte her iki entomopatojen fungusa ait hif gelisiminin meydana geldigi ancak,
diger gézlem zamanlarinda herhangi bir gelisimin olmadigi kaydedilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Entomopatojen Funguslarin Uygulandigi Farkli Ortam ve Organizmalardaki Gelisim Durumu

Uygulama yapilan ortam ve organizmalardaki gelisim durumlari

Beauveria bassiana

g—]::tlzr: Fusarium subglutinans 12A BIM-001
Sicakhk Nem
iscian Petri Cicek isci ari Petri Cicek (eC) (%)
10:00 eeoo oo oo oo eeoo eoe 29.2 37.0
12:00 LX) o0 o0 o0 o0 o0 o0 o000 o000 35.2 34.8
14:00 (XX} (XX} o0 - (XX} XX XX 34.4 32.0
16:00 L) LN ) LN ) °e0- eo0e0 L N ) 34.7 30.8
18:00 L) LN ) o0 - o0 - eo0e0 o-- 32.1 29.3
24. saat --- oo --- --- eoooe --- 29.1 31.8
48. saat --- --- --- --- --- --- 29.7 32.0
72. saat --- --- --- --- --- --- 30.9 26.8

®: Entomopatojen Fungus Gelisimi Var, -: Entomopatojen Fungus Gelisimi Yok

Acik veya kapali alan Gretim kosullarinda tarimsal zararlilarin kontroll amaciyla yapilan entomopatojen
fungus uygulamalari ve uygulanan organizmalarin ortamdaki kalicilik stireleri hem hedef hem de hedef
disi organizmalar agisindan O6nem tasimaktadir. Entomopatojen funguslara dayali biyo-kontrol
stratejileri, yalnizca konuk¢u ve patojen arasindaki etkilesime degil, ayni zamanda maruz kaldiklar
ortama da baghdir (Mishra vd., 2015). Pratikte, yeni bir izolat icin, sicaklik, nem ve fotoperiyod gibi
cevresel faktorlerin entomopatojen fungus sporlarinda hayatta kalma, ¢imlenme, penetrasyon ve
sporilasyon (zerindeki etkisinin yani sira konukgularda hastalik gelisimi Uzerindeki etkisinin de
degerlendirilmesi gereklidir (Tang ve Hou, 2001). Entomopatojen funguslarin konukgunun viicuduna
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girdikten sonra, bocek Uzerindeki etkileri yoluyla sicakliktan ve dolayli olarak nemden etkilenmeye
devam ettigi de bildirilmektedir (Jaronski, 2010). Bu abiyotik faktorler entomopatojen funguslarin
biyolojik kontrol ajani olarak etkinligini sinirlayabilmektedir (Garrido-Jurado vd., 2011; Jaronski, 2010;
Wilson vd., 2017). Hem etkinligi hem de kalicihgi etkileyen bu faktérlerin anlasiimasi, zararh bécek
populasyonunun tatmin edici sekilde yonetilmesini saglamak icin bdcek, patojen, trin ve 6zellikle
bulunduklari ortamin manipilasyonuna izin verecektir (Jaronski, 2010). Uygun ortam kosullari
saglandiginda bu sporlarin ne kadar siireyle canli kalabilecekleri ve enfektivite durumlarinin arastirilmis
olmasi preparat haline getirilecek entomopatojen organizmalar icin hayati 6nem tasimaktadir.
Ozellikle hedef disi organizmalarin yasayabilecekleri maruziyet ve bu maruziyet etkileri de ayri bir soru
isaretidir. Entomopatojen funguslarin Bombus spp. gibi kultlr bitkilerinin tozlasmasinda énemli rol
oynayan canllar igin olusturduklari ve/veya olusturabilecekleri tehditleri elemine etmek amaciyla
bekleme sirelerinin calisiimis olmasi gereklidir. Bundan farkli olarak son yillarda bombus tirlerine
zararsiz oldugu kanitlanmis olan bu biyolojik kontrol etmenleri tozlayici arilar vasitasiyla Uretim
alanlarinda zararli Arthropod tirlerine ulastirilmaya calisiimaktadir. Bu agidan da bombus arisi tizerine
bulagsmasi saglanan entomopatojen fungusa ait spor/sporlarin canli kalma sireleri surdirilen
miicadele ¢alismalarinin basarisi igin 6nemlidir.
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10:00 12:00 14:00 16:00 18:00 48.s 72.s
B Fusarium subglutinans 12A isci ari M Fusarium subglutinans 12A Petri
O Fusarium subglutinans 12A Cicek O Beauveria bassiana BIM-001 isci ar
W Beauveria bassiana BIM-001 Petri £l Beauveria bassiana BIM-001 Cicek

Sekil 1. Entomopatojen Fungus izolatlarinin Farkli Ortam Kosullarindaki Gelisimlerinin Karsilastiriimasi

Yapilan bu calismada ticari preparat olmayan ve saha calismalarindan elde edilmis iki farkh
entomopatojen fungus tiirline ait izolatlarin farkli yasam ortamlari tizerindeyken dis ortam kosullarina
maruz kalmalari durumunda sporlarinin ne kadar sire ile canh kalabildikleri incelenmistir.
Entomopatojen fungus uygulamalarindan sonra 6. saatte F. subglutinans 12A’nin gicekte gelisimi diger
ortamlara gore istatistiki olarak farkli iken 8. saatte B. bassiana BIM-001'in isci arilarda gelisimi daha
disik ve farkh bulunmustur (P<0.05). Uygulamadan sonraki 10. saatte ise F. subglutinans 12A
gelisiminin isci arilarda en dislik seviyede oldugu, F. subglutinans 12A’nin cicekte gelisimi ile B.
bassiana BIM-001'in isci arillarda gelisimi arasinda fark olmadigi belirlenmistir (Sekil 1).
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Sonug

Calismada kullanilan Efi’larinin sporlarinin ilk 8 saat tiim ortamlarda basarili bir sekilde hayatta kaldig
ve gelisim gozlenebildigi, 10. saatte ise her iki fungus tirinin de domates gigeklerindeki gelisimi biraz
azalmig ancak yine de gigeklerde canli sporlarin kaldigi belirlenmistir. Calismada F. subglutinans 12A’nin
tiim ortamlarda 10. saat’e kadar B. bassiana BIM-001’e gore canl kalma basarisinin biraz daha yiksek
oldugu soylenebilmektedir. Bu calismada elde edilen verilerin, Ozellikle sera kosullarinda
entomopatojen fungus uygulamasi sirasinda ve sonrasinda ortamda bulunma ihtimali olan hedef disi
B. terrestris bireyleri (izerindeki etkileri ve ortamda kaliciliginin ortaya ¢ikarilmasinda yararli olacagina
inanilmaktadir. Ayrica bulasik B. terrestris bireyleri ile bu etmenlerin yayllmasinin arastirilmasi igin
Onemli bir 6n galisma niteliginde oldugu diistintilmektedir.
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