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Entomopatojen fungus Beauveria bassiana (Bals.) Vull,
izolatlarimn patates bocegi [Leptinotarsa decemlineata Say.
(Coleoptera: Chrysomelidae)] iizerindeki etkisi

Ozlem GUVEN"?, Durmus CAYIR', Recep BAYDAR?, ismail KARACA'

The effects of entomopathogenic fungus Beauveria bassiana (Bals.) Vuill
isolates on Colorado potato beetle, [Leptinotarsa decemlineata Say.
(Coleoptera: Chrysomelidae)]

Abstract: Entomopathogenic fungal isolates of Beauveria bassiana (Bals.) Vull.
(BMAUM-001, BMAUM-002, BMAUM-003, BMAUM-004) from different sources and
sites were evaluated for their pathogenicity against larvae and adult of Leptinotarsa
decemlineata with spraying, dipping and residue methods under laboratory conditions at a
concentration of 108 conidia/mL™. All treated insects were incubated at 25+1°C, 60% + 5%
relative humidity and a 16 L:8 D photoperiod in a climate chamber. The infection level was
determined on the 3" 5" and 7" day post inoculation. Beauveria bassiana was more
effective with each method on the larval stage than adults. Very low mortality was observed
on adult such as 1 for BMAUM-001 and BMAUM-002 and 2 for BMAUM-004. Larval
mortalities obtained with the spraying, dipping and residual methods for BMAUM-001
were 72.7%, 64.5%, 67.7%; for BMAUM-002 were 83.6%, 92.9%, 90.8%; and for
BMAUM-003 were 83.6 %, 59.7 %, 79.2 %, respectively.

Keywords: Leptinotarsa decemlineata, entomopathogenic fungi, Beauveria bassiana,
biological control

Oz: Bu calismada farkli konukgu ve bdlgelerden izole edilen entomopatojen fungulardan
Beauveria bassiana (Bals.) Vull. izolatlarinin (BMAUM-001, BMAUM-002, BMAUM-
003, BMAUM-004) laboratuar kosullarinda patates bocegi (Leptinotarsa decemlineata
(Say)) 3. donem larva ve erginleri lizerine etkisi belirlenmistir. Beauveria bassiana
izolatlar1 tek doz (10° konidi/mL™) olarak piiskiirtme, daldirma ve kaliti yontemleri ile
uygulanmis ve uygulamadan 1, 3, 5 ve 7 giin sonra meydana gelen enfeksiyon ve dliimler
kaydedilmistir. Denemeler, tesadiif parselleri deneme deseninde 10 tekerriirlii olarak, 25«1
°C, orantili nemi % 60+5’¢ ayarl, uzun giin aydinlatmali (16A:8K) kosullara sahip iklim
odalarinda yiirttilmiistiir.
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Beauveria bassiana izolatlarinin patates bocegi tizerine etkisi

Caligma sonucunda B. bassiana izolatlarinin her uygulama yonteminde de larvalar {izerinde
daha etkili oldugu, erginlerde ise BMAUM-001’de 1 tane, BMAUM-002’de 1 tane ve
BMAUM-004’de 2 tane Olim oldugu saptanmistir. Piskiirtme, daldirma ve kalinti
yontemlerinde 3. donem larvalardaki 6liim oranlar1 sirasiyla BMAUM-001 izolatinda %
72,7, % 64,5, % 67,7, BMAUM-002 izolatinda % 83,6, % 92,9, % 90,8 ve BMAUM-003
izolatinda % 83,6, % 59,7, % 79,2 olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Leptinotarsa decemlineata, entomopatojen fungus, Beauveria
bassiana, biyolojik miicadele

Giris

Genis spektrumlu ilaglarin yogun ve gelisigiizel kullanilmasi sonucu meydana
gelen olumsuzluklardan dolayr tarimda zararli boceklere karsi alternatif
yontemlerin gelistirilmesine yonelik calismalar hiz kazanmistir. Zararli bocekler ile
miicadelede etkin bir yontem olan biyolojik miicadele uygulamalarinda predator ve
parazitoitlerin yani sira fungus, viriis, bakteri, protozoa ve nematodlar gibi etkili ve
cevreye dost mikrobiyal patojenlerde kullanilmaktadir.

Diger entomopatojenlerden daha genis konukguya sahip olan entomopatojen
funguslarin, Lepidoptera, Homoptera, Coleoptera ve Diptera takimlarinda yaygin
olarak enfeksiyon yaptiklar1 gézlenmistir (Deacon 1983). Bitki tizerinde bulunan
ve entomopatojen funguslar ile enfekte olmus bocekler topraga diiserek toprakta
onemli fungus rezervini olustururlar. Ayrica toprak ortami, funguslann UV
1sinlarindan  korudugu ve biyotik ve abiyotik etkenlere kargi tampon gorevi
gordiigii i¢in funguslarin uzun siire canliligimi korumasini saglar (Samson et al.,
1988; Keller & Zimmermann 1989). Tarimsal ekosistemlerde toprakta c¢ok sik
rastlanan ve diinya ¢apinda yaygin olarak bulunan Beauveria bassiana (Balsamo)
Vuilemin genis konukgu kitlesine sahip Hypocreales (Ascomycota) takimina bagl
entomopatojenik bir fungustur (McCoy 1990; Roberts & St. Leger 2004; Rehner,
2005).

Ulkemizde 6nemli patates zararlilarindan biri olan patates bocegi, Leptinotarsa
decemlineata Say. (Coleoptera: Chrysomelidae), uygulanan her pestisite karsi
birkag¢ generasyondan sonra ¢ok hizli direng gostermesinden dolay1 miicadelesi zor
boceklerden birisidir (Forgash, 1981). Patatesle beslenerek ekonomik zarara neden
olan patates bocegi, virlis ve bakteri gibi hastaliklarin yayilmasinda da rol
oynamaktadir (Anonim, 2013). Bocek kis1 ergin olarak toprakta gecirmektedir
ayrica pupa doneminide toprakta gecirdiginden dolayr toprakta bulunan
entomopatojen funguslar ile temas etme olasiliklar1 oldukga yiiksektir. Beauveria
bassiana’nin patates boceginde dogal olarak bulundugu ve ¢esitli donemlerinde
oliimlere neden oldugu bildirilmistir (Anderson et al., 1988; Hare & Andreadis,
1983; Watt & LeBrun 1984; Cam et al.,, 2002). Bu fungusun ticari olarak
kullanilmasinda Sovyetler Birligi ve Dogu Avrupa oncii olan iilkelerdir. “Boverin”
adli biyopestisit 1960’larin baglarinda gelistirilmis ve bu yili takiben 20 yil
iretimine devam edilmistir (Deacon, 1983; Roberts et al., 1981). Amerika Birlesik
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Devleti’nde yapilan ¢aligmalarda entomopatojen fungusun patates bocegi ilizerine
kullanilmasinda iimit var oldugu rapor edilmistir (Campbell et al., 1985; Roberts et
al., 1981).

Zararli bocek popiilasyonlar: ile miicadelede yiiksek patojenite gostermesi ve
bocegin yasadigr lilkenin ve bolgenin kosullarina uyum saglamig tiir ve izolatlarin
olmasi miicadele yiizdesini artirmaktadir (Tanada & Kaya, 1993). Bu calismada,
2013 yilinda iilkemizin ¢esitli illerindeki topraklardan ve patates boceginden izole
edilen B. bassiana izolatlarinin patates boceginin 3. donem larva ve erginlerine
laboratuvar kosullarinda etkileri aragtirilmstir.

Materyal ve yontem

Patates bocegi iiretimi

Patates bdcegi ergin ve 3. donem larvalar1 Siileyman Demirel Universitesi, Bitki
Koruma Boliimii seralarinda yetistirilen patatesler {izerinden toplanmistir. Patates
iiretimi siiresince herhangi bir ila¢ uygulamasi yapilmamistir. Toplanan larvalarin
donemleri bag genisligi, pronotum renklenmesi ve ortalama viicut uzunluguna gore
belirlenmistir (Boiteau & Le Blanc, 1992).

Fungal Kiiltiirler ve Spor siispansiiyonlarimin hazirlanmasi

Bu ¢aligmada kullanilan ve Humber (1997)’den faydalanilarak tiir teshisi yapilan
entomopatojen fungus B. bassiana izolatlarinin izole edildigi boélge, konuk¢u ve
izolasyon yillar1 Cizelge 1’de listelenmistir. Bu fungus izolatlar1 daha once
Galleria mellonella (L.) larvalar iizerinde On patojenite testi ile uygulanmis ve
patojenitesi yiiksek oldugu i¢in bu ¢calismada kullanilmistir.

Patates bocegi larvalant icin BMAUM-001, BMAUM-002 ve BMAUM-003
izolatlar1 kullanilirken erginlerinde BMAUM-001, BMAUM-002 ve Coccinella
septempunctata L. erginlerinden izole edilen BMAUM-004 kullanilmistir.
BMAUM-004 izolat1 larvalara da uygulanmig fakat entomopatojen fungus disi
6liim oranlan yiiksek ¢iktigi icin degerlendirmeye alinmamistir. Fungus izolatlart
Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyerinde gelistirilerek -80°C’de saklanmuistir.
Denemelerde kullanilmadan 6nce her bir izolatin, spor c¢imlenme degerleri
belirlenmistir. Seyreltme yapilmis spor siispansiyonundan 100 ul alinarak 3 adet
PDA igeren Petri kabi {izerine yayilmig ve 25°C’de karanlikta inkiibe edildikten 24
saat sonra sporlarin ¢imlenme degerleri gbzlemlenmistir. Herbir Petri kabinda 100
spor sayilmis ve spor c¢imlenme degeri %90’1 gecen izolatlar denemelerde
kullanilmugtr.

Funguslar, PDA iizerinde 25+2°C’de karanlikta inkiibe edilmis ve ekimden 10-
17 giin sonra gelisen sporlar toplanarak % 0.1 Tween 20 iceren 20 ml distile steril
su (dH,O) igersine eklenerek spor silispansiyonu hazirlanmistir. Hazirlanan
siispansiyondan spor yogunlugunun hesaplanabilmesi i¢in 107 seyreltme yapilarak
Thoma Lamu ve 151k mikroskobu yardimiyla sayim yapilmis ve her bir fungus
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izolat1 i¢in 10° konidi/mL™ yogunlukta spor siispansiyonlar1 hazirlanmistir (Cam et
al., 2002; Fancelli et al., 2013).

Entomopatojen funguslarin patates bocegine uygulanmasi

Her bir fungus izolat1 piiskiirtme, daldirma ve kalinti yontemleri kullanilarak 5 adet
patates bdceginin 3. donem larva ve erginlerine uygulanmistir. Her bir deneme
tesadiif parselleri deneme desenine gore 10 tekerriirlii kurulmustur (Todorova et al.,
2000; Cam et al., 2002; Erdogan & Toros, 2005).

Piiskiirtme yontemi

Piiskiirtme yonteminde spor siispansiyonlari el piiskiirtme aleti ile 20 cm uzakliktan
iic defa olacak bigimde bdcekler iizerine piiskiirtme yapilarak uygulanmistir.
Uygulamanin sonunda her bir bécek 90 mm capindaki petri kaplarina transfer
edilmistir. Ortamda yiiksek oranda nem saglamak amaciyla petri kaplarinin
tabanlart kurutma kagidi ile kaplanmig ve bu kagitlara 1 ml destile steril su
emdirilmistir. Besin ihtiyacin1 karsilamak amaciyla gelismesini siirdiiren patates
yapraklar1 bu petri kaplarina eklenmistir.

Daldirma yontemi

Daldirma yonteminde bocekler 5 s spor siispansiyonlarinin i¢inde tutulduktan sonra
icinde nemlendirilmis kurutma k&gidi ve besin olarak temiz patates yapragi
bulunan petri kaplaria (90 mm) konulmustur.

Kalint1 yontemi

Kalint1 yonteminde distile steril su ile yikanip kuruyan ve esit boyutlarda olan
patates yapraklart spor siispansiyonlarinin iginde 5 s tutulduktan sonra steril
kurutma kagitlarinin {izerinde kurutulmustur. Kuruyan yapraklar, icinde kurutma
kagidi bulunan 90 mm c¢apindaki petri kaplarina konularak {izerine bdocekler
yerlestirilmistir. Kontrol denemelerinde % 0.1 Tween 20 igeren distile steril su
kullanilmgtr.

Denemede kullanilan boceklerin besin ihtiyacini karsilamak amaciyla her giin
ya da iki glinde bir distile su ile yikanmis taze patates yapraklar1 90 mm ¢apindaki
petri kaplarina eklenmistir. Denemeler 25+ 1 °C, orantili nemi %60+ 5’ ayarh
uzun giin aydinlatmali (16A:8K) kosullara sahip iklim odalarinda yiiriitilmiistiir.
Uygulamadan 1, 3, 5 ve 7 giin sonra meydana gelen enfeksiyon ve dliimler kayit
altina alinmigtir. Denemede kullanilan bdceklerde meydana gelen Oliimler
degerlendirilirken fungus miselyumlarin gozle goriiliir bir tabaka olusturmasi kriter
olarak alinmustir.

Verilerin analizi ve degerlendirilmesi

Bocek oliim yiizdelerinin hesaplanmasinda Yiizdesiz Abbott formiilii kullanilmig
ve Olim oranmin yilizdesi formiile gore hesaplanmustir. {P= [(C-T)/C]*100 (P:
Entomopatojen fungus tarafindan 6ldiiriilen tahmini % bdcek orani, C: uygulama
sonras1 kontrol grubu yasayan % bocek orani, T: fungus uygulama sonrasi yasayan
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% bocek orani)}(Abbott 1925). Elde edilen veriler arcsin transformasyonuna (Zar,
1999) tabi tutulmus, daha sonra varyans analizi (ANOVA) ve ortalamalar
arasindaki farkliliklar TUKEY c¢oklu karsilastirma testine gore P<0.05. 6nem
seviyesinde karsilastirilmistir. Veri analizleri SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago,
Ilionis, USA) istatistik yazilimi kullanilarak yapilmustir.

Cizelge 1. Calismada kullanilan B. bassiana izolatlarmin isimleri, numaralari, izole
edildikleri yer ve yillar
Table 1. Name, isolate number, locations and isolation year of B. bassiana isolates used in

the study
Fungus izolat No  Konukgcusu/Bolge ozelligi Bolge Yil
BMAUM-001 L. decemlineata Pasinler/Erzurum 2004
BMAUM-002 Tarim dig1 arazi Gelendost/Isparta 2013
BMAUM-003 Bugday ekili arazi Onsen/Kahramanmaras 2011
BMAUM-004 C. septempunctata Uludaz Dagl/ Kahramanmaras 2009

Bulgular ve tartisma

Bu ¢alisgmada kullanilan B. bassiana izolatlarinin piiskiirtme, daldirma ve kalinti
yontemleri sonucunda patates boceginin 3. donem larvalar iizerine oldukga etkili
olduklar1 saptanmis ve larvalardaki Oliim oranlar1t Sekil 1’de verilmistir.
Piiskiirtme, daldirma ve kalinti yontemlerinde 3. donem larvalardaki 6liim oranlari
BMAUM-001 izolatinda % 72.7, % 64.5, % 67.7, BMAUM-002 izolatinda % 83.6,
% 92.9, % 90.8 ve BMAUM-003 izolatinda % 83.6, % 59.7, % 79.2 olarak
belirlenmistir.

Bu calismada elde edilen sonuglar, daha Once yiiriitiilen arastirmalar ile
paralellik gostermektedir. Cam et al.,, (2002) B. bassiana izolatinin patates
bocegine olan etkisini belirlemek i¢in yaptiklart 6n ¢alismada 6. gilinlin sonunda
fungal enfeksiyon sonucu goriilen 6limlerin % 89 olarak gergeklestigini ve bu
oranin istatiksel olarak kontrolden farkli fakat imidaclopridden farkli olmadigini
bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada Todorova et al., (2000) benzer sonuglarla,
farkli B. bassiana izolatlarinin uygulamadan 8 giin sonra patates bocegine karst %
100, % 93.3, % 90 ve % 86.7 oraninda oldukga etkili olduklarini saptamiglardir.

Farkli B. bassiana izolat uygulamalari ve kontrol denemeleri sonucunda patates
boceginin 3. donem larvalarina ait ortalama canli birey sayilar Cizelge 2’de
verilmigtir. Cizelge 2. incelendiginde B. bassiana izolatlarinin patates bécegine
olan etkisinin piiskiirtme, daldirma ve kalinti yontemlerinde kontrolden farkli
oldugu saptanmistir. Piiskiirtme yonteminde izolatlar istatistiki olarak ayn1 grupta
yer almigtir. Daldirma yonteminde BMAUM-002 izolait BMAUM-001 ve
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BMAUM-003’den farkli bulunmus, kalinti yonteminde ise BMAUM-002 izolati
BMAUM-003 izolat1 ile ayn1 grupta yer alirken, bu izolatlar BMAUM-001
izolatinda farkli bulunmustur. Yiizdesiz Abbott degerlendirmelerine gore
BMAUM-002 izolat1 piiskiirtme denemesinde BMAUM-003 ile aym etkiyi
gosterirken, daldirma ve kalint1 yonteminde daha etkili olmustur.
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Sekil 1. Leptinotarsa decemlineata larvalarina B. bassiana izolatlarinin piiskiirtme,
daldirma ve kalint1 yontemleri uygulanmasindan sonra meydana gelen 6lim orant
(%).

Figure 1. Percentage mortality rates of B. bassiana isolates applied on L. decemlineata
larvae with spraying, dipping and the residue methods.

Denemede kullanilan B. bassiana izolatlari erginlerde larvalar kadar patojenite
gostermemistir. Erginlerde piiskiirtme yonteminde BMAUM-002 izolatinda bir
ergin, daldirma yonteminde BMAUM-001 izolatinda bir ergin ve BMAUM-004
izolatinda iki ergin bdcekte entomopatojen fungus enfeksiyonu goézlenmistir.
Kalint1 yonteminde ergin boceklerde herhangi bir enfeksiyona rastlanmamusgtir.
Watt & Lebrun (1984) ve Cam et al., (2002) ergin bocekler tizerine B. bassiana'nin
patates bocegi larvalarina kars1 etkin oldugu kadar etkili olmadigini bildirmislerdir.
Bu nedenle patates bdceginin ergin dénemine karsi fungusun bir insektisit ile
birlikte uygulanmasinin daha uygun olacagini belirtmislerdir. Watt & Lebrun
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(1984) topraga B. bassiana uygulamasinin patates béceginin birinci ve ikinci nesil
pupalarina sirast ile % 74 ve % 77 oraninda etkili oldugunu ve pupadan ergin
cikisin azalttigini bildirmislerdir.

Cizelge 2. Leptinotarsa decemlineata larvalarma B. bassiana izolatlarinin puskiirtme,
daldirma ve kalinti yontemleri uygulanmasi sonucu ortalama canli birey sayilari
(Ortalama + Standart hata)

Table 2. Mean number of live individuals of L. decemlineata larvae after application of B.
bassiana isolates with spraying, dipping and the residue methods (Mean + SE)

Uygulanan Yontemler

Izolat Ad1

Piiskiirtme * Daldirma * Kalmt1 *
BMAUM-001 1.00+£0.29 a 1.50+0.26 b 140+033b
BMAUM-002 0.60£0.26 a 030+0.21a 040+022a
BMAUM-003 0.60£0.22 a 1.70£0.30 b 0.90+£0.17 ab
Kontrol 3.67+0.23b 422+043 ¢ 433+£0.33 ¢

*Her siitundaki ayni harfler istatistiki olarak benzer (P>0.05, Tukey testi), farkli harfler istatistiki olarak farkli
olduklarin1 belirtmektedir (P<0.05, Tukey testi).

Fransa’da 1970 yilinda ve Amerika Birlesik Devletinde 1980°li yillarda bu
calismalar hiz kazanmistir. Ulkemizde patates boceginden izole edilen
entomopatojen bir fungusun (B. bassiana) patates bocegine karst denenmesi ilk kez
Cam et al., (2002) tarafindan yapilmis olup, bu calismadan sonra yeni kayitlara
rastlanilmamistir. Bu calismada elde edilen deneme sonuglart Ozellikle larva
donemi igin oldukca timit var olup, gelecekte daha kapsamli caligmalara temel
olusturacagi kanaatine varilmigtir. Tarim dis1 araziden izole edilen BMAUM-002
izolatin diger izolatlara gére daha etkili oldugu gozlenmistir. fleriki asamalarda bu
izolatin gevre faktorleri ile patates tariminda kullanilan pestisitlerle etkilesimlerinin
arastirilmasi ve direk topraga fungus uygulama calismalarimi kapsayacak sekilde
genisletilmesi gerekmektedir. Ayrica patates bocegi ile miicadelede entomopatojen
fungus izolatlarinin kullaniminin  geligtirilmesi organik tarim, iyi tarim
uygulamalar1 ve entegre miicadele agisindan yararli olacaktir.
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