Tiirk. biyo. miic. derg., 2014, 5 (2): 149-158
ISSN 2146-0035 Orijinal arastirma (Original article)

Baz1 entomopatojen funguslarin Aphis fabae (Scopoli)
(Hemiptera: Aphididea) iizerine etkileri'

Ozlem GUVEN??, Recep BAYDAR?, Cemal TEMEL?, ismail KARACA®

The effects of some entomopathogenic fungi against Aphis fabae (Scopoli)
(Hemiptera: Aphididae)

Abstract: Laboratory bioassay studies were carried out to determine the effects of
different entomopathogenic fungi, Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae and
Paecilomyces lilacinus isolated from soils in Turkey and Beauveria spp. isolated from
Coccinella septempunctata against Aphis fabae Scop. (Hemiptera: Aphididae).
Concentrations of 1x10% conidia/ml™ of spore solution were applied on aphids. All
entomopathogenic fungi were very effective on A. fabae. Isolates of B. bassiana, BMAUM-
A6-001 (90.78%), BMAUM-AG6-002 (90.94%), BMAUM- 005 (79.62%),M. anisopliae
(90.54%) and P. lilacinus (84.15%) were the most effective on 3™ day based on the
numberof live individuals. On 5" day, all fungi had infected A. fabae individuals and
caused mortality. As all fungal isolates at 1x10° conidia/ml™ concentration were effective
on A. fabae under laboratory conditions, they are potential biocontrol agents for the
management of aphids under greenhouse or field conditions.

Key words: Aphis fabae, Entomopathogenic fungi, Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae, Paecilomyces lilacinus

Ozet: Bu calismada iilkemiz topraklarindan ve kislama bolgesinden toplanan Coccinella
septempunctata tizerinden izole edilen entomopatojen funguslardan Beauveria spp.,
Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae ve Paecilomyces lilacinus tiir ve izolatlarin
Aphis fabae Scop. (Hemiptera: Aphididae) iizerine etkisi laboratuar kosullarinda
belirlenmistir. Patates Dekstroz Agar iizerinde gelistirilen funguslardan 1x10® konidi/ml™
dozlarinda spor siispansiyonlar1 yaprakbitleri iizerine uygulanmistir. Calisma sonunda elde
edilen verilere gore kullanilan entomopatojen tiir ve izolatlarin A. fabae’yi enfekte ettigi
gozlenmistir. Yapilan bu uygulama sonucunda canli birey sayilari {izerinden yapilan
hesaplamalarda 3. giinde istatistiki olarak en etkili B. bassiana izolatlarindan BMAUM-AB-
002 (% 90.94), BMAUM-AG-001 (% 90.78) ve BMAUM- 005 (% 79.62) ile M. anisopliae
(% 90.54) ve P. lilacinus (% 84.15) tiirleri olmustur. 5. giin sonunda tim entomopatojen
fungus tiir ve izotlar yaprakbitlerini enfekte ederek oliimlerine sebep olmuslardir. Tiim
izolatlarin A. fabae’ye karsi laboratuar ortaminda 1x10% konidi/ml™ konsantrasyonlarinda
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etkili olmasindan dolay1 yaprakbitleri ile miicadelede potansiyel biyolojik kontrol ajani
olarak ileride sera ve arazi uygulamalarinda kullanilabilir.

Anahtar sozciikler: Aphis fabae, Entomopatojen fungus, Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, Paecilomyces lilacinus

Giris

Tarimda zararlilara karst siirekli ve bilingsiz kimyasal pestisitlerin kullanimi ve
cevreye olan olumsuz etkileri, segici olmayan ve devamli kullanilan pestisitlerin
kullanimina gelen kisitlamalar ve hedef tiiriin pestisitlere karsi direng gelisimi
biyolojik miicadele etmenlerinin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalara hiz
kazandirmistir. Zararli boceklerin kontroliinde biyolojik miicadelede predatdr ve
parazitlerden sonra en ¢ok entomopatojenler iizerinde ¢aligsmalar yapilmaktadir
(Burnell & Stock 2000; Lacey 2001).

Entomopatojen funguslar tarimsal ekosistemde olduk¢a genis alanlara
yayilmiglardir. Iliman bdlgelerde, Filum: Ascomycota (Takim: Hypocreales) ve
Altfilum: Entomophthoromycotina’ya (Takim: Entomophthorales) ait bircok
fungus Arthropod’larda genellikle enfeksiyona sebep oldugu bilinmektedir. Diger
patojenlerden farkli olarak, funguslar boceklere kiitikiila yoluyla bulasir ve bu
ozellik onlar1 sokucu-emici agiz yapisina sahip boceklerle de miicadelede 6nemli
bir kontrol etmeni olmalarii saglar.

Toprak ortami entomopatojen fungus ve diger funguslar agisindan 6nemli bir
kaynak yeridir. Entomopatojen funguslar ile o&lmiis bocekler c¢ogunlukla
bulunduklar bitki {izerinden topraga diistiiklerinde abiyotik ve biyotik faktorlerden
korunarak uzun siire canliliklarin1 devam ettirirler (Samson et al. 1988; Keller &
Zimmermann 1989). Tarimsal ekosistemlerde toprakta ¢ok sik rastlanan Beauveria
bassiana (Balsamo) Vuillemin ve Metarhizium anisopliae (Metschnikoff) Sorokin
(Hypocreales: Cordycipitaceae) genis konukg¢u araligina sahip entomopatojen
funguslardir. Son zamanlardaki arastirma sonuglari, korumali biyolojik kontrol
stratejisine uygun funguslarin ekolojik yonlerini agiklifa kavusturmustur. Bu
arastirmalar, iliman iklimli tarimsal ekosistemlerde, B. bassiana’nmin zeminden
yiiksek yerlerde yasayan konukgularda, M. anisoplia’nin toprak yiizeyinin iizerinde
veya altinda bulunan konukgularla iligkili oldugunu gostermistir (Meyling &
Eilenberg 2007). Bu iki fungusun kaynagi topraktir ve ayni toprak drneklerinden
izole edilebilmektedirler (Keller & Zimmermann 1989; Meyling & Eilenberg
2006).

Aphis fabae Scopoli Hemiptera takiminda yer alan ufak yapili, yumusak viicutlu
ve siyah renkli bir yaprakbitidir. Bitkilerin 6z suyunu emerek sekil bozukluklarina
ve 6nemli bazi viriis hastaliklarinin bitkilere bulagsmasina sebep olurlar. Bitkilerin
gelisimini ve biiyiimesini engelledikleri gibi salgiladiklar1 yapigkan ve tatli madde
ile ylizeyde fumajin olugmasina ortam saglarlar. Olusan fumajin fotosentezi
onledigi gibi kozmetik ac¢idan da tiiketici talebini azaltir (Kennedy et al. 1962).
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Yaprakbitleri ile miicadelede yogun olarak kullanilmalar1 nedeniyle insektisitlere
kars1 direng gelisimi s6z konusudur. (Dixon & Hopkins 2010).

Yaprakbitleri ve bir¢ok zararli bocek ile miicadelede Lecanicillium sp. (Jung et
al. 2006) B. bassiana (Akmal et al. 2013), M. anisopliae (Shia & Feng 2004) ve
Isaria (Shia & Feng 2004) entomopatojen fungus ve izolatlar1 kullanilmig basarilt
sonuclar elde edilmistir. Yapilan bir¢cok arastirma projelerinde hedef zararli
bdcekler icin en virulent olan fungus izolatlarinin ve onlarin biyolojik kontrolde
gelistirilmesinin iizerine yogunlasmis durumdadir. Her iilkenin dogal kosullarina
uyum saglamis tiirlerin bulunmasi ve kullanilmasi biyolojik miicadelede etkinlik
yiizdesini arttirmaktadir. Tiirkiye'de bocek popiilasyonlarinda mikroorganizmalarin
neden oldugu hastaliklarin aragtirilmasinda, etkilerinin artirilmasinda ve zararlilarin
miicadelesinde kullanilmasinda ¢ok az gelisme saglanmistir. Bu calisma ile
iilkemizde tarimsal faaliyetlerin fazla oldugu topraklardan izole edilen
entomopatojen funguslardan Beauveria spp., Beauveria bassiana, Metarhizium
anisopliae ve Paecilomyces lilacinus tiir ve izolatlarin laboratuar kosullarinda
Aphis fabae Scopoli (Hemiptera: Aphididae)’ye biyolojik etkinlikleri
arastirilmigtir.

Materyal ve yontem

Konukcu bitki iiretimi

Konukgu bitki olarak secilen bakla (Vicia fabae L.) bitkileri 26+1 °C ve % 65+5
nispi nem ve uzun giin aydinlatmali (16A: 8K) kosullara sahip iiretim kabinlerinde
yetistirilmistir. Bakla tohumlar1 15 cm ¢ap ve 13 cm derinlige sahip plastik saksilar
icerisinde 3-4 cm derinlige ekilmistir. Bitkilerin boylart 10-20 cm’ye ulastiginda
yaprakbiti tiretiminde kullanilmak i¢in yaprakbiti {iretim kabinine aktarilmistir.

Yaprakbiti iiretimi

S.D.U. Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii biinyesinde bulunan iklim
odalarinda ¢ogaltilan A. fabae, yetistirilen bakla bitkileri {izerine salinarak
bulastirma yapilmistir. Yaprakbiti {iretimi 26+1 °C ve % 6545 orantili nem ve uzun
giin aydinlatmali (16A:8K) kosullara sahip iklim odalarinda gerceklestirilmistir.

Spor siispansiyonu hazirlanmasi ve Aphis fabae’ye uygulanmasi
Bu ¢alismada kullanilan entomopatojen fungus tiir ve izolatlarinin izole edildigi
bolge, konukgu ve izolasyon yillar1 Cizelge 1°de listelenmistir. Bu fungus izolatlari
daha 6nce Galleria mellonella larvalari tizerinde 6n patojenite testi ile uygulanmis
ve patojenitesi yiiksek oldugu i¢in bu ¢alismada kullanilmigtir. Patates Dekstroz
Agar (PDA) iizerinde 25°C’de karanlikta kiiltiire alian entomopatojen funguslar
ekimden 10-17 giin sonra sporlar toplanarak 20 ml % 0.1 Tween 20 iceren steril
saf su igersine eklenerek spor siispansiyonu hazirlanmig ve Thoma lami ile spor
sayimi yapilarak her bir izolat i¢in 1x10® konidi/ml* yogunlukta spor
stispansiyonlart hazirlanmistir (Cam et al. 2002; Fancelli et al. 2013).

Uzerinde A. fabae olan yapraklarda geng yaprakbitleri haricinde ergin yaprak
bitleri 6ldiiriilmiis ve yapraklar i¢ginde nemlendirilmis kurutma kagidi bulunan Petri
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kaplarina yerlestirilmistir. Piiskiirtme yontemi ile 1x10° konidi/ml™ igeren spor
stispansiyonlar1 el piiskiirtme aleti ile 20 cm uzakliktan ii¢ defa olacak bigimde
yapraklar {izerine uygulanmistir. Her bir fungus tiir ve izolatlar1 i¢in deneme 5
tekerriirden olugsmus ve tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmustur.
Denemeler 25+ 1 °C, orantili nemi % 60+5’¢ ayarli 16:8 saat aydinlik: karanlik
kosullara sahip iklim odalarinda inkiibe edilmis ve 1, 3, 5 ve 7 giin sonra meydana
gelen enfeksiyon ve oOliimler kaydedilmistir. Entomopatojen fungus gelisimini
gozlemek icin Olen yaprakbitleri nemlendirilmis kurutma kagidi igeren petri
kaplarindaki lamlar tizerine alinmis ve fungus gelisimi binokiiler stereo mikroskop
altinda incelenmistir. Kontrol i¢in igerisinde % 0.1 Tween 20 igeren steril saf su
(dH,0) kullanilmustir.

Konidia cimlenme degerlendirmesi
Entomopatojen fungus sporlari petri kabindan spatula yardimi ile toplanarak 10 ml
tiiplerde % 0.1 Tween 20 igeren steril saf su (dH,O) igine konularak karigtirilmstir.
Bu siispansiyondan Thoma lamu ile spor sayimi yapilip 1x10° konidi/ml™ seyreltme
ayarlandiktan sonra 100 pl almarak PDA {izerine drigalski spatiilii ile yayilmustir.
25°C°de karanlikta inkiibe edilen petri kaplar1 24 saat sonra konidilerin ¢imlenme
degerleri gozlemlenmistir. Genellikle 200 konidia sayilarak c¢imlenme yiizdesi
hesaplanmistir. Bu islem 3 tekerriirden olusmustur. Konidialar, konidia boyunun
yarisi kadar ¢imlenme tiipii olusturuyorlarsa ¢imlenmis olarak kabul edilmistir.
Uygulamada konidia ¢imlenme degeri % 90-95°1 gegen funguslar kullanilmistir.
Cizelge 1. Calismada kullanilan entomopatojen tiir ve izolatlarin isimleri, numaralari, izole
edildikleri yer ve yillar
Table 1. Name, isolate number, locations and isolation year of entomopathogenic fungi
species and isolates used in this study

Fungus izolati No.  Fungus tiirii ggll;; l;l:legzgl Bolge Yil

BMAUM-005 B. bassiana frgf;%?ay ekili ﬁ:ﬁ‘rja/m amaras 2011
BMAUM-002 B. bassiana Tarim dis1 arazi ~ Gelendost/Isparta 2013
BMAUM-AG6-001 B. bassiana Bos tarim arazi Atabey/lsparta 2013
BMAUM-A6-002 B. bassiana Bos tarim arazi Atabey/lsparta 2013
BMAUM-G6-001 M. anisopliae Bos tarim arazi Gonen/Isparta 2013
BMAUM-G5-001 P. lilacinus Bos tarim arazi Gonen/Isparta 2013




Giiven et al. 153

Verilerin degerlendirilmesi

Tekerriirlerde kullanilan baslangi¢ birey sayilari arasinda farklilik olmasi nedeni ile
birey sayilarinin esitlenmesi i¢in bireylerin toplam sayist 100 ile oranlanarak ele
almmustir. Elde edilen verilere tek yonlii varyans analizi uygulanmistir.
Ortalamalar arasindaki fark Tukey coklu karsilastirma testi ve Abbott formiili
uygulanarak gercek 6liim oranlar1 (% etki) belirlenmistir (Abbott, 1925). Istatistik
analizlerde SAS 8.0 paket programi kullanilmistir.

Bulgular

Yapilan bu galismada entomopatojen fungus tiir ve izolatlarmn 1x10° konidi/ml™
konsantrasyonlarinda bakla bitkisi iizerindeki A. fabae’ye karsi etkili olduklar
saptanmig ve yaprakbitlerindeki 6liim oranlar1 Sekil 1°de verilmistir. Uygulamadan
3 giin sonra B. bassiana izolatlarinda BMAUM-A6-001, BMAUM-A6-002 ve M.
anisopliae, BMAUM-G6-001’de siras1 ile % 90.78, % 90.94 ve % 90.54 6lim
orani gozlenmistir. En disiik 6liim oran1 BMAUM-002 (% 22.46) ve BMAUM-
004 (% 30.05) izolatlarinda goriiliirken uygulamadan 5 giin sonra tiim izolatlarda
% 100 6liim gdzlenmistir. Kontrolde 3. ve 5. gilin 6liim oranlart sirasi ile % 1,84 ve
% 19.37 olarak belirlenmistir.
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Sekil 1. Farkli entomopatojen fungus tiir ve izolatlarimin Aphis fabae’ye karsi uygulamasi
sonucu meydana gelen 6liim oranlar1 (%).

Figure 1. Percentage mortality of Aphis fabae treated with different entomopathogenic
fungi species and isolate.
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Farkli izolat uygulamalar1 ve kontrol denemeleri sonucunda canli birey sayilari
iizerinden hesaplanan analiz sonuglar1 Cizelge 2’de verilmistir. Cizelge 2’de
goriildiigl gibi uygulanan entomopatojen fungus tiir ve izolatlarinin A. fabae’e olan
etkisinin kontrolden farkli oldugu saptanmustir. A. fabae’ye uygulanan BMAUM-
A6-001, BMAUM-A6-002, BMAUM-G6-001, BMAUM-G5-001 ve BMAUM-
005 izolatlar1 3. glin sayimlarinda canli kalan bireyler iizerine yapilan istatistiki
analizler sonucunda ayni grupta yer almistir. BMAUM-002 kontrol uygulamasi ile
istatistiki olarak ayni grupta yer alirken BMAUM-004 izolat1 ayr1 bir grupta yer
almistir. 5. ve 7. giin sayimlarinda tiim yaprakbitlerinde gézlemlenen 6liimlerden
dolay1 entomopatojen fungus tiir ve izolatlar1 kontrolden farkli olarak ayni grupta
yer almiglardir.

Cizelge 2. Farkli entomopatojen fungus izolatlarinin 3., 5. ve 7. giin sayimlarinda Aphis
fabae’ye etkileri (Ortalama)
Table 2. Effects of different entomopathogenic fungi isolate on Aphis fabae at 3", 5" and
7" counts (Mean)

Giinler (canh birey sayisi)

izolat adi
3. Giin* 5. Giin* 7. Giin*

BMAUM-004 68.66+14.05b Ob Ob
BMAUM-005 20.00+12.24 ¢ Ob Ob
BMAUM-002 76.11 £ 8.67 ab Ob Ob
BMAUM-A6-001 9.04+585¢ Ob Ob
BMAUM-A6-002 8.88+647¢ Ob Ob
BMAUM-G6-001 928+571¢ Ob Ob
BMAUM-G5-001 15.55+15.55¢ Ob Ob
Kontrol 98.16 126 a 80.63 £5.04 a 7920+ 537 a

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

Tartisma
Tiirkiye’de entomopatojen funguslar ile ilgili calismalar son on yilda hiz
kazanmaya baslamis ve yapilan bazi1 calismalar ile entomopatojenlerin zararh
boceklere karsi etkin olduklar1 bildirilmistir (Cam et al. 2002; Satar 2004;
Demirdzer et al. 2010; Arici et al. 2012; Ozgelik et al. 2013; Koz & Giiven 2014).
Entomopatojen funguslarin yaprakbitlerine olan etkinligini belirlemek icin
yurtiginde yapilan ¢alismalarda, Aphis gossypii {izerinde yaygin olarak goriilen
Fusarium subglutinans’in % 70+5 orantili nem ve 25 °C’de iklim odasi ve sera
kosullarinda iki hafta icinde yaprakbiti popiilasyonu baski altina aldig
bildirilmistir (Satar 2004). Ayni fungusun Aphis fabae iizerine uygulanmasi
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sonucunda en fazla Sliimiin 12. giin sonunda 1x10° konidi/ml™ dozunda olabilecegi
belirlenmistir (Arict et al. 2012). Ozgelik et al. (2013) Isaria farinosa ve
Purpureocillium lilacinum’un yesil seftali yaprakbitine olan patojenik etkinligi
1x10° konidi/mlI™* konsantrasyonlarinda nem seviyesindeki artisa bagh olarak etkili
oldugunu belirlemislerdir.

Entomopatojen funguslarin yaprak bitlerine etkinliklerini arastirmak igin
yapilan yurtdigi ¢caligmalarda bu ¢alismanin sonuglarina benzer sonuglar alinmistir.
Akmal et al. (2013) B. bassiana’nin farkli yaprakbiti erginlerine olan patojenitesini
belirlemek igin yaptiklari ¢alismada, 1x10° 1x10" ve 1x10® konidi/ml™
konsantrasyonlarimn ~ tiimiiniin ~ etkili oldugu fakat 1x10®  konidi/mlI™*
konsantrasyonun en kisa siirede maksimum kontrol sagladigini bulmuslardir. Farkli
entomopatojen fungus tiirlerinin [B. bassiana, M. anisopliae, Verticillium lecanii
(Zimm.) Viegas., Hirsutella thompsonii (Fisher) ve Cladosporium oxysporum
(Berk. & Curt.)] Aphis craccivora (Koch) iizerine etkisini aragtiran bir bagka
calismada tiim funguslarin yaprakbitini enfekte ettigi ve 1x10® konidi/ml*
konsantrasyonunda en etkili sonucu aldiklarini bildirmislerdir (Saranya et al.
2010).

Calisma sonunda elde edilen verilere gore bazi entomopatojen tiir ve
izolatlarinin A. fabae’yi enfekte ettigi gozlenmistir. Yiritilen deneme sonucunda
B. bassiana ve M. anisopliae izolatlarinin 3. giinde % 90 oraninda etkili olduklar1
ve 5. giin sonunda kullanilan tiim entomopatojen funguslarin yaprakbitlerinin
tamamini enfekte ederek oliimlerine sebep oldugu belirlenmistir. Denemeye alinan
tim izolatlarm A. fabae’ye karsi laboratuar ortaminda 1x10® konidi/ml*
konsantrasyonunda kullanilabilecegi diisliniilmektedir.

Yapilan bu calismada kullanilan entomopatojen fungus tiir ve izolatlardan
bazilar ileride yapilacak caligmalarla sera ve arazideki etkinlikleri test edildikten
sonra etkili bulunanlarin gelecekte biyopestisit olarak ticaretlestirilmesi ve IPM’de
yer almasi uygun olabilir. Entomopatojen funguslarin ticari {iretim ve uygulamasi
diinyanin birgok iilkesinde zirai miicadele amagli olarak yapilmaktadir. insan ve
cevre sagligt gbéz Oniine alindiginda bu tir organizmalardan elde edilecek
biyopestisitlerin kimyasal pestisitlere alternatif olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
konuda ¢alismalar devam ettirilmelidir.
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