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Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera:
Chrysomelidae) 'min biyolojik miicadelesinde bakteriyel
endofitlerin kullanilmasi
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Use of Endophytic Bacteria for the Biological Control of Leptinotarsa
decemlineata (Say) (Coleoptera: Chrysomelidae)

Abstract: The main purpose of this study was to investigate the biocontrol potential of
19 strains of endophytic bacteria (EB), and Pseudomonas fluorescens 184 (Pf) which was
isolated from diseased Leptinotarsa decemlineata, on larvae of L. decemlineata. First,
second, third and fourth-instar larvae were starved for 16-h. They were then placed in petri
dishes containing fresh potato leaves and sprayed with the EB suspensions and P.
fluorescens 184. Larvae and potato leaves treated with sterile distilled water was used the
negative control. The larvae were incubated for 8 days to determine the mean mortality
percentage. The highest insecticidal activity, 80% mortality within 8 days, was in larvae
treated with EB strain Pantoea agglomerans CC372-83. This test on fresh potato leaves
was a quick and reliable screening method for potential biological control agents of L.
decemlineata larvae. This work will continue with in vivo pot test.

Keywords: Biological control, potato beetle, Leptinotarsa decemlineata, Pseudomonas
fluorescens, Pantoea agglomerans

Oz: Bu ¢alismanin amaci; laboratuvar stoklarindan segilen 19 endofitik bakteri (EB)
izolatinin ve daha 6nce renk degisimi gozlenen Patates bocegi larvasindan izole edilen bir
Pseudomonas fluorescens 184 (Pf) izolatimn L. decemlineata larvalarina etkilerinin
aragtirilmasidir. Birinci, ikinci, ti¢lincii ve dordiinci donem L. decemlineata larvalar1 16
saat siireyle a¢ birakildiktan sonra, EB siispansiyonu uygulanmis saglikli patates yapraklari
bulunan petri kaplarina birakilmigtir. Negatif kontrol olarak sadece steril su ile uygulama
gormiis larva ve patates yapraklart kullanilmistir. Petri kaplarinda 8 giin siireyle tutulan
larvalarin ortalama 6lim orami (%) saptanmustir. Testlenen EB izolatlarindan Pantoea
agglomerans (Pa) CC372-83larvalarda %80 6liim oraniyla en basarili uygulama olmustur.
L. decemlineata larvalarinin biyolojik miicadelesi agisindan koparilmis yaprak testinin
duyarlt ve hizli bir 6n eleme yontemi oldugu dikkati ¢ekmistir. Bu ¢alisma in vivo saksi
denemeleri ile devam edecektir.
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Giris

Anavatanm1 Giiney Amerika olan patates (Solanum tuberosum L.), biinyesindeki
karbonhidrat, protein, mineral maddeler ve vitaminleriyle insan beslenmesinde
onemli bir yere sahiptir. Birim alandan fazla verim alinmasi ve her gesit iklimde
yetismesi agisindan hemen hemen biitlin diinya iilkeleri tarafindan tiretilmektedir.
Diinyada toplam patates iiretimi yaklasik 324 milyon ton civarindadir. Patates
iiretim miktar1 en fazla olan iilkeler sirasiyla Cin, Hindistan ve Rusya’dir. Tiirkiye
diinya siralamasinda iiretim miktar1 bakimindan yaklasik 4,8 milyon ton ile 13.
sirada yer almaktadir (Anonymous, 2012).

Tiirkiye patates liretiminin, yaklasik% 25’ini (1.076.983 ton) karsilayan Ege
Bolgesi'nde en fazla patates iiretimi Izmir ilinde (157.038 da ekilis alan1 ve
570.671 ton iiretim miktari) gergeklestirilmektedir. Patates iiretimi bakimindan ilge
bazinda birinci siray1 alan Odemis ilgesi 126.563 da ekilis alaninda Ege Bolgesi
patates iiretiminin 464.969 tonunu karsilarken, bunu Kiraz (11684 da, 47.939 ton),
Tire (12070 da, 34.998 ton), Dikili (3440 da, 12.797 ton), Beydag (2207 da, 6.991
ton) ve Bergama (905 da, 2.626 ton) ilgeleri takip etmektedir (Tiiik 2012).
Patatesin bazi 6nemli fungal, viral ve bakteriyel hastaliklarinin yani1 sira en 6nemli
zararhlarindan biri oligofag bir bbdcek olan Leptinotarsa decemlineata (Say)
(Coleoptera: Chrysomelidae) (Patates bocegi)’dir. Birgok iilkede karantinaya tabi
olan zararli lilkemizde de yaygin olarak bulunmaktadir (Has 1992; Anonymous
2008). Oligofag olan bu zararlinin miicadelesinde, yayilmasini engellemeye
yonelik yasal ve kiiltiirel 6nlemler alinmakta olup, onerilen kimyasal pestisitlere
karsi hizla gelisen dayaniklilik sorunu nedeniyle, etkili bir kimyasal savasim
yontemi bulunmamaktadir. Bu nedenle miicadelesi icin alternatif yontemlere
ihtiya¢ duyulmaktadir.

Biyolojik miicadele ¢evre dostu 6zelligi ile alternatif miicadele yontemlerinin
basinda gelmektedir. Bunun igerisinde de bitki hastaliklarma kars1 endofitik
bakterilerin (EB) kullanim1 son yillarda yeni bir yaklasim olarak ortaya
¢ikmaktadir.

Hallmann ve ark. (1998), EB’leri bitkilere herhangi bir zarar vermeyen, bitkilerin
igsel dokularindan ekstrakte edilen ya da yilizey dezenfeksiyonu yapilmig bitki
dokularindan izole edilen bakteriler olarak tamimlamustir. Lilley ve ark. (1996),
yaptiklar1 ¢alismalarla bu bakterilerin birgok bitkinin ¢icek, yaprak, meyve, govde,
kok ve tohumlarindan izole edebilmislerdir.

Endofitler bitkinin iletim sistemleri ve ig¢sel dokularinda olumsuz bir etki
yaratmadan yasayabilmekte ve bitki gelisimini artirabilmektedir (Spaepen ve ark.,
2008; Sgroy ve ark., 2009). Tek yillik, iki yillik ve ¢ok yillik bitkilerde goriilen
bazi fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerine karsi yapilan c¢alismalarda
endofitlerden olumlu sonuglar elde edilmistir (Lodewyckx ve ark., 2002; Bargabus
ve ark., 2004; Kloepper ve ark., 2004; Andreote ve ark., 2009; Muthukumar ve
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ark., 2010; Amerasan ve ark., 2012; Munif ve ark., 2012; Ramesh & Phadke 2012;
Lanna-Filho ve ark., 2013). Son yillarda, EB’lerin, baz1 bocek larvalarina karst da
etkili birer biyolojik miicadele elemani1 oldugu bilinmektedir (Azevedo ve ark.,
2000; Tunaz ve Kiisek, 2015).

Bitki iginde konukg¢usuyla uyum ve yakin iliski i¢inde olan endofitlerin bitkide;
bitki biiyiimesini arttirma (Barka ve ark., 2002; Kang ve ark., 2007), hastalik
siddetini azaltma (Coombs ve ark., 2004; Kloepper ve ark., 2004; Senthil-Kumar
ve ark., 2007), bitki savunma mekanizmalarini harekete gegirme (Bargabus ve ark.,
2002; Mishra ve ark., 2006; Bakker ve ark., 2007), zararlilar1 uzaklastirict iirtinler
iiretme (Sullivan et al., 2007), azotu fikse etme (Martinez ve ark., 2003; Jha &
Kumar 2007) ve bitkinin mineral alimini arttirma (Malinowski & Belesky 2000)
gibi pek ¢ok yarar1 vardir.

Bitki gelisimini tesvik eden bakteriler (plant growth promoting bacteria-PGPB,
plant growth promoting rhizobacteria-PGPR); tohum ¢imlenmesi, bitkinin sudan
yararlanmasi, kok gelisimi ayrica kendi yararlarina rizosferde mikrobiyal dengeyi
degistirmesi, mineral madde oranini diizenleyerek bitki gelisimini dolayli olarak
etkileme, aym1 zamanda bakteriyel, fungal hastaliklar1 ve nematod, bdcek vb.
zararlilar1 biiylik oranda baskilama, viral hastaliklara karsi koruma saglama gibi
onemli 6zellikler gostermektedir (Siddiqui 2006).

Bu bakterilerin 6nemli bir boliimiiniin, endodermisi gecerek, kok korteksinden
baslayarak vaskuler sistem boyunca tasinip bitkinin yaprak, gévde, yumru ile diger
organlarinda endofitik olarak yasayabildigi belirlenmistir (Bell ve ark., 1995;
Hallman ve ark., 1997; Compant ve ark., 2005a; Gray & Smith 2005). Ayrica bazi
PGPR’larin  kok igerisine girebilecegi ve burada endofitik popiilasyon
olusturabilecegi de yapilan ¢aligmalarla belirtilmistir (Kloepper ve ark., 1999).
EB’ler uygulandiklari noktalardan asagi ve yukar1 dogru tasinabilir, i¢sel dokularda
kolonize olabilir ve vaskuler silindir igerisine herhangi bir patojenin girisini
engelleyebilir.

Endofitler bircok yollarla bitki biiylimesini tesvik edebilmektedirler. Bu yollar
arasinda fosfati parcalama (Verma ve ark., 2001; Wakelin ve ark., 2004), indol
asetik asit iiretimi (Lee ve ark., 2004) ve siderofor iiretimi bulunmaktadir. Ayrica
EB’ler bitkiler igin gerekli vitaminleri saglamak (Pirttild ve ark., 2004), stomalarin
acilmasinmi diizenlenmek, kok morfolojisini degistirmek, minerallerin alimi ile
birlikte azot birikimi (Compant ve ark., 2005a; 2005b) saglamak vb. aktivitelere de
sahiptir.

Ozaktan ve ark. (2015) tarafindan vyiiriitilen bir projede serada hiyar
yetistiriciliginde Fusarium solgunlugunu basariyla engelleyen ve meyve verimini
artiran EB izolat1 Bacillus thuringiensis (Bt) olarak tanilanmistir Bu tiir, 6zellikle,
entomopatojen Ozelligi agir basan gercek EB’dir. Ispanya’da yiiriitillen bir
calismada; kuraklik stresi altindaki musir bitkisine Bt’in etkinligi arastirilmis ve
sonuglar s6z konusu EB’nin bitki gelisimi ve verimi arttirdigini gostermistir
(Armada ve ark., 2015). Bt’in, hem bitki gelisimini hem de patojenlere karsi
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dayaniklilign uyardigi belirtilmektedir (Selvakumar ve ark., 2008; Anil & Podile
2011). Bt strain 15A3’in uygulandig: bitkilerde Rhizoctonia solani, Physalospora
piricola, Penicillium chrysogenum ve Botrytis cinerea’ya karsi giiclii antifungal
aktivitesinin yani sira; Spodoptera exigua ve Helicoverpa armigera gibi bocek
larvalarina karsi da giiclii bir entomopatojen oldugu belirtilmistir (Liu ve ark.,
2010). Bu bakterinin giicli kitinaz aktivitesi nedeniyle, bitkilerde dayanikliligin
uyarilmasinda ve biyolojik savasta etkili oldugu anlasilmaktadir.

Scarabaeidae (Anomala corpulenta), Chrysomelidae (Leptinotarsa decemlineata)
ve Colaphellus bowringi’ye karsi insektisidal etkiye sahip Bt 3A-HBF 1rki ile
basarili sonuglarin alindigi belirtilmektedir (Yan ve ark., 2009).

L. decemlineata’ya kars1 daha etkili ve giivenli bir biyolojik kontrol ajani bulmak
amaciyla yapilan bir ¢aligmada, bdcek larvasindan izole edilen Ld4 no.lu bir
Pseudomonas putida izolat1 L. decemlineata larvalarinda 5 giin igerisinde %100
oraninda Oliime neden olmus ve etkili bir biyolojik miicadele elemani olacagi
kanisina varilmistir (Muratoglu ve ark., 2011).

Bt’in L. decemlineata’ya karsi ekzotoksinin etkililigini belirlemek i¢in yiiriitiilen
laboratuvar testlerinde, biyolojik preparat domates bitkisi yapraklari {izerine
puskiirtiildiigiinde, birinci ve ikinci doénemde olan larvalart %90 oraninda
oldiirmiistiir. Oldiiriicii dozun altindaki dozu yiyen geng¢ larva, korelmis agiz
parcalar1 ve antene sahip erginler haline doniismiistiir (Cantwell & Cantelo 1981).
L. decemlineata’dan izole edilen bir entomopatojenik bakteri olan Leclercia
adecarboxylata’nin yiiksek insektisidal aktiviteye sahip oldugu saptanmis ve
larvalardaki 6liim oranimin 5 giin i¢inde %100 oldugu belirlenmistir (Muratoglu ve
ark., 2009).

Bu calismada L. decemlineata nin biyolojik miicadelesinde bakteriyel endofitlerin
kullanilmasinin arastirilmas1 planlanmistir. Bu konunun arastirilmasina gerek
duyulmasimin nedeni ise; bu zararlimin kullanilan kimyasal insektisitlere hizla
dayaniklilik kazanmasi ve kimyasallarin dogurdugu kalinti ve gevre kirliligi
riskleridir. Endofitik bakteri izolatlarinin bitki gelismini artirma ve hastaliklara
kars1 biyolojik miicadele potansiyellerinin yan1 sira, L. decemlineata’ya da
entomopatojenik etkileri oldugu bilinmektedir. Bu c¢alisma kapsaminda, Ege
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Bakteriyoloji Laboratuari
stoklarinda bulunan ve daha oOnce cesitli konuk¢u x patojen sistemlerinde
denenerek basarili olduklar1 saptanan, bitki gelisimini artirma potansiyelleri
bulunan EB izolatlar1 ve daha once renk degisimi gézlenen dogal enfekteli Patates
bocegi larvasindan izole edilerek, patojenisite testleri ve kesin tanisi yapilmis bir
Pseudomonas fluorescens izolatinin koparilmig yaprak testi ile, L. decemlineata
larvalarina etkisini belirlemek {izere laboratuvar kosullarinda on eleme testleri
yapilmustir.
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Materyal ve yontem

Materyal

Aragtirmanin ana materyali, Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimii’ne ait nem ve sicakligin sabit tutuldugu iklim odasinda {iretimi yapilan L.
decemlineata’nin tiim larva donemlerine ait bireyler, Marabel patates g¢esidi ve
endofitik bakteriler (EB)’dir.

Arastirmada L. decemlineata’ya kars: etkililigi arastirilmak {izere Ege Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Bakteriyoloji laboratuvart stoklarinda -
80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilen EB tiirleri arasindan, ozellikle,
Bacillus thuringiensis, Pseudomonas fluorescens, P. putida, Pantoea agglomerans
vb. gibi daha Once bazi bocek larvalarina karst entomopatojenik 6zellikleri
saptanmis tiirler arasindan segilen 19 EB izolatinin yam sira, kararma goézlenen
enfekteli larvalardan elde edilen, patojenisite ve molekiiler tanis1 yapilan bir bakteri
de bu ¢aligmada kullanilmistir. Ticari bir Bacillus thuringiensis (Bt) preparati da
(DELFIN WG, AGRIKEM - Bacillus thuringiensis var. kurstaki) bu ¢alismada
kargilastirma preparati olarak yer almustir. Calismada kullanilan endofitik
bakterilere iligkin bilgiler Cizelge 1’de toplu olarak verilmistir:

Yontem

Bitkisel materyalin yetistirilmesi

Marabel ¢esidi patates boceginin tercih ettigi bir gesittir. Denemelerde bitkisel
materyal olarak bu cesit kullanilmistir. Patates bdceginin stok kiiltiiriiniin
olusturulmasinda besin olarak kullanilacak bitkiler yetistirilirken gesit gz Oniine
almmadan patates yumrular1 kullanilmistir. Bu yumrular saksiya dikilmeden once
filizlendirilmistir. Filizlendirme islemi i¢in 100 litre suya 1 tablet dozunda
Gibberellic asit (GA3) (Sumitomo Corporation Dis Ticaret A. S.) uygulamasi
onerilmektedir. Bir tablet 5 gr olup, bu tablet 1 gr gibberellic asit igermektedir.
Tablet etil alkolde c¢oOzdiiriilmiis ve gerekli miktardaki su ilavesiyle 1 ppm
konsantrasyonunda eriyik hazirlanmigtir. Hazirlanan bu eriyik igerisinde yumrular
10 dakika bekletilmistir. Daha sonra bu yumrular eriyikten g¢ikartilarak oda
sicakliginda kurumaya birakilmis ve daha sonra karanlik oda kosullarinda filtre
kagidi iizerine yerlestirilmistir. Yaklasik 1 ay icerisinde yumrular filizlenmeye
baslayarak dikime hazir hale gelmistir. Sterilize edilmis bahge topragi ve torf 1:1
oraninda karistirilarak bitkilerin yetistirilmesinde kullanilacak olan toprak
hazirlanmistir. Bu topraklar, 17 cm capinda, 14 cm yiiksekligindeki 1,5 litrelik
silindir plastik saksilara konularak, filizlenen yumrularin dikimi yapilmistir. Bu
saksilar 28x38 cm boyutlarinda, 8 cm derinliginde olan dikdortgen seklindeki
plastik kiivetlerin igerisine yerlestirilip ahsap iskeletli cam kafesler igerisine
konulmustur.
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Cizelge 1. Calismada kullanilan endofitik bakteri izolatlarina iliskin bilgiler
Table 1. Details of endophytic bacterial isolates used in the study

izole

Floresan Tiitiinde

izolat izolat izolasyon ) : Gram e
No  Kodu Yeri Edilen  Pig. HR Testi Bakterinin Tiirii
Bitki Uret.
2 CB11 Menderes Hiyar - - - Gram (-), non floresan*
_ _ *
6 CB23 Menderes Hiyar - - Gram (), non floresan
_ _ *
11  CB52 Caméonii  Hiyar - - Gram (), non floresan
15 CBS1 oni  H - ) - .
(-amoni tyat Cronobacter sakazakii
18 CB92 oni  H - ) - . -
Camond tyar Serratia ureilytica
31 CAL73 Kocayatak Hiyar + - - Pseudomonas
fluorescens
37 CB182 Komluca Hiyar - - - Pseudomonas
punonensis
53 CA272 Yesilkéy H + ) -
estikoy tyat Pseudomonas lutea
56 CA28L Yesilky Hiyar ; - - Pseudomonas
punonensis
61 CA292 Patara H + ) - .
ar Pseudomonas putida
73 CA332 Menderes H + ) -
var Floresan Pseudomonas*
80 CB361 Odemis Hiyar ; - ) Ochrobactrum
pseudintermedium
83 CC372 Odemis Hiyar - ) -
Pantoea agglomerans
88 CA391 Odemi H - ) - . .
ety var Chryseobacterium elymi
99 CA411 Bayind H - ) +
aymdir tyar Bacillus thuringiensis
103 CC412 Bayind H - ) -
ayinair var Gram (-), non floresan*
108 CC422 Bayind H - ) -
aymdair tyat Enterobacter cloacae
112 CC44 Bayindir Hiyar + i - Pseudomonas
fluorescens
184 i Nigde Pgtatefg - Pseudomonas
bocegi fluorescens

*Konvensiyonel tani testleri uygulanan, ancak, molekiiler tanilama yapilmayana izolatlar
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Leptinotarsa decemlineata’nin iiretilmesi

Patates Arastirma Istasyonu Miidiirliigii (Nigde) calisanlar1 tarafindan 10.05.2014
tarihinde Nigde’de patates bitkileri lizerinden toplanan ergin bireylerle 13.05.2014
tarihinde laboratuvarda olusturulan stok kiiltlirin devam etmesi saglanmistir.
Bocek iiretimi i¢in 43x75x65 cm boyutlarinda, 6n ve yan taraflarinda birer adet 18
cm ¢apinda organze naylon kapli havalandirma delikleri olan ahsap iskeletli cam
kafesler kullanilmistir. Bu kafeslerin igerisine boceklerin beslenmesi ve yumurta
birakmasi igin, plastik saksi i¢inde bulunan, 18-20 cm boyundaki, yaklasik 8-10
yaprakli patates bitkileri konulmustur. L. decemlineata bu bitkiler {izerine alinarak
beslenmeye birakilmistir. Stok kiiltiirde kullanmilan bitkilerin besin degerini
kaybetmeye baslamasiyla bu bitkiler {izerindeki bocekler, heniiz daha geng yeni bir
bitki iizerine elle toplanarak aktarilmistir. iklim odasinda iiretimine baslanan L.
decemlineata disilerinden alinan yumurtalar, ahsap iskeletli cam kafeslerden
birinin igerisindeki bitkiler iizerine yerlestirilmistir. Bu yumurtalardan ¢ikan
larvalar dordiincii doneme geldiklerinde beslendikleri bitkinin bulundugu saksi
icerisindeki toprakta pupa olmaktadirlar. Erginlerin ¢ikisi basladiginda, bu ergin
bocekler toplanarak yeni bir kafese aktarilmistir.

Endofitik bakterilerin ¢cogaltilmasi

S6z konusu EB izolatlar1 -80C’de derin dondurucudan alinarak King B besiyerine
cizgi ekimle ekilmis ve 24-48 saat siireyle 24°C’de inkubatdrde gelismeleri
saglanmistir. Geligsmesini tamamlayan EB kiiltiirlerinden Tween 20 (%0,1) iceren
steril suda siispansiyonlar1 hazirlanarak yogunluklari spektrofotometrede ODggonm:
0.1, 10° cfu/ml yogunluguna ayarlanmistir (Ozaktan ve ark., 2015b).

Endofitik bakterilerin L. decemlineata’ya entomopatojenik aktivitesinin
testlenmesi
Bu testler in vitro kosullarda petri kabinda gergeklestirilmistir. Birinci, ikinci,
tglincii ve dordiincii donem L. decemlineata larvalari 16 saat siireyle ag
birakildiktan sonra, 30 dakika siireyle EB siispansiyonu (10° cfu/ml yogunlugunda)
emdirilmis steril kurutma kagith petrilere yerlestirilmistir. Larvalarin bakteriyle
beslendiginin kaniti olarak abdomeninin sigmesi dikkate alinmistir. Daha sonra,
steril kurutma kagidi igeren petri kaplari icine EB siispansiyonuna daldirilmis taze
patates yapraklari yerlestirilmis ve bu larvalar da yapraklarin iizerine konularak
gelisimleri izlenmistir. Denemelerde pozitif kontrol olarak sadece steril su ile
uyulama gormiis larva ve patates yapraklari, negatif kontrol olarak ise steril su ile
uygulama goérmiis ve larva yerlestirilmemis patates yapraklari kullanilmigtir.
Denemede EB izolatlariin L. decemlineata larvalarina etkililigini karsilastirmak
amacuyla, ticari bir Bt preparatinin 6nerilen dozuna (100 g/100 1 su) yer verilmistir.
Bu testler 5 tekerriirlii ve tesadiif parselleri deneme desenine gore, her tekerriirde
(petri kabi) 1 larva olacak sekilde laboratuvar kosullarinda, oda sicakliginda
gerceklestirilmistir (Otsu ve ark., 2003). Testler iki kez yinelenmistir. Larvalardaki
sekizinci gilinde Oliimle sonuglanan renk degisimi ve viicutta yumusama gibi
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belirtiler (Sekil 1a) dikkate alinarak 6lim orani (%) saptanmistir. Bu belirtilerin
gozlenmedigi bireyler ise saglikli olarak degerlendirilmistir (Sekil 1b).

Sekil 1. a. Dordiincii donem larvada gozlenen renk degisii b. Saglikl birey
Figure 1. a. Color change observed in a deceased fourth instar larva b. Healthy individual

Verilerin analizi

Uygulamalar arasindaki fark varyans analizi ile test edilmistir. DUNCAN c¢oklu
karsilastirma testi ile gruplandirmalar yapilmugtir. Istatistiksel analizler SPSS
istatistik analiz paket programi (IBM SPSS Statistics 24.0) kullanilarak yapilmuistir.

Bulgular ve tartisma

Caligmada L. decemlineata’nin 4 farkli larva donemine karsi etkililigi testlenen 20

EB izolatimin koparilmis yaprak testinden elde edilen toplu 6liim oranlar1 Sekil
2’de goriilmektedir.

Oliim oram (%

184 99 Bt 11 53 103 37 7311280 56 83 15 18 61 88108 2 6 31 NK
Uygulamalar

Sekil 2. Endofitik bakteri uygulamasi sonrasinda L. decemlineata’nin tiim larva
donemlerinde meydana gelen ortalama 6liim oranlar1 (%).

Figure 2. The mean mortality percentages (%) for all larval stages of L. decemlineata after
the application of endophytic bacteria.
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L. decemlineata’nin 4 farkli larva donemine karsi etkililigi testlenen 20 EB
izolatindan % 50 ve tlizerinde Oliime neden olan bakterilere bakildiginda, 6
numarali izolatin ortalama % 70 ile en etkili oldugu goriilmektedir. Bunu sirastyla
53, 83 ve 103 numarali izolatlar ortalama % 65 6liim orani ile izlemistir. Enfekteli
patates bdcegi larvasindan izole edilen 184 numarali izolatta ise ortalama % 50
Olim oran1 goriilmiistiir. Denemede karsilastirma preparati olarak yer alan ticari
Bacillus thuringiensis var kurstaki (Bt) preparatinda ise toplu 6lim orant %35
olarak saptanmistir.

Endofitik bakteri uygulamalarinin L. decemlineata nin farkli larva donemlerine
etkililigi de ayrica degerlendirilmistir. Birinci larva déneminde meydana gelen
6liim oranlan Sekil 3’te goriilmektedir.
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Oliim oram (%)

Sekil 3. Endofitik bakteri uygulamalari sonrasinda L. decemlineata’nin I. larva déneminde
meydana gelen &liim oranlar (%).
Figure 3. Mean mortality percentages (%) of L. decemlineata during the first larval stage
after the application of endophytic bacteria.

Birinci donem larvalarinda en yiiksek 6liim oran1 6 numarali izolatta ortalama %
100 olarak saptanmistir. Bunu ortalama % 80 oliim oraniyla 11, 53, 103 ve 80
numarali izolatlar izlemistir. 184, 56 ve 83 numarali izolatlar birinci dénem
larvalarinin ortalama % 60’inda Oliime neden olmustur. Calismada referans
biyopreparat olarak testlenen ticari Bt preparatinda ortalama 6lim oram1 % 20
olarak kaydedilmistir. Ayrica I. larva déneminde 99, 61, 2 numarali izolatlarda ve
negatif kontrolde 6liim goriillmemistir.

Testlenen EB izolatlarinin Ikinci larva donemindeki L. decemlineata bireylerine
etkisi degerlendirildiginde; en etkili EB izolatmin % 100 6lim oram ile 103
numarali izolat oldugu dikkati ¢cekmektedir, bunu ortalama % 80 6liim orani ile 6
numarali izolatin izledigi goriilmektedir. Ortalama % 60 6liim orani ise 11, 53 ve
83 numarali izolatlarda kaydedilmistir. Ticari Bt preparat1 ise II. donem larvalarinin
ortalama % 40’1inda 6liime neden olmustur. Bunun yani sira II. larva déneminde

115



Leptinotarsa decemlineata 'nin biyolojik miicadelesinde bakteriyel endofitlerin kullanilmasi

37, 73, 56, 15, 18, 61, 108 numarali izolatlarda ve negatif kontrolde O6lim
saptanmamustir (Sekil 4).
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Sekil 4. Endofitik bakteri uygulamalari sonrasinda L. decemlineata’nin II. larva déneminde
meydana gelen 6liim oranlari (%).

Figure 4. Mean mortality percentages (%) in the second larval stage of L. decemlineata
after the application of endophytic bacteria.

L. decemlineata’nin III. larva dénemine kargi etkililigi testlenen 20 EB izolatinin
koparilmis yaprak testinden elde edilen 6liim oranlar1 Sekil 5°de goriilmektedir. En
yiiksek Oliim orani 83 numarali izolatta ortalama % 80 olarak kaydedilmistir. Bunu
ortalama % 60 ile 53, 103 ve 56 numarali izolatlar izlemistir.
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Sekil 5. Endofitik bakteri uygulamalar1 sonrasinda L. decemlineata’nin III. Larva
doneminde meydana gelen 6liim oranlar1 (%).

Figure 5. Mean mortality percentages (%) in the third larval stage of L. decemlineata after
the application of endophytic bacteria.
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Ticari Bt preparat1 ise III. dénem larvalarinin ortalama % 40’inda 6liime neden
olmustur. Ayrica III. larva déneminde 73, 112, 15, 108, 2 numarali izolatlarda ve
negatif kontrolde 6liim gézlenmemistir.

L. decemlineata nin 1V. larva doneminde en yiiksek 6liim orani ortalama % 80 ile
184, 37, 73, 2 ve 6 numarali izolatlarda goriilmektedir. Bunu sirastyla 99, 53 ve 83
numarali izolatlar ortalama % 60 ile izlemektedir. Ticari Bt preparat1 ise IV. donem
larvalarinin ortalama % 40’inda 6liime neden olmustur. Bunun yani sira IV. larva
doneminde 11, 80, 56, 18, 108 numarali izolatlarda ve negatif kontrolde 6liim
goriilmemistir (Sekil 6).
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Sekil 6. Endofitik bakteri uygulamalari sonrasinda L. decemlineata’nin IV. Larva
doneminde meydana gelen 6liim oranlar1 (%).
Figure 6. Mean mortality percentages (%) in the fourth larval stage of L. decemlineata after
the application of endophytic bacteria.

Ayrica testlenen 20 EB izolati arasindan L. decemlineata’nin tiim larva
donemlerinde % 50 ve iizerinde Sliim orani saptanan 5 izolat segilerek, ticari Bt
preparati ile karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir (Sekil 7).

Tim larva donemleri agisindan % 50’nin iizerinde 6liime neden olan etkili EB
izolatlarinin 53 numarali Pseudomonas lutea ve 83 numarali Pantoea agglomerans
oldugu dikkati ¢ekmektedir. Bu izolatlar1 6, 103 ve 184 numarali EB izolatlari
izlemistir. Bt preparatinda ise ortalama % 40 ve altinda etki saptanmustir.

Yirmi EB izolati arasindan secilen en etkili 5 EB izolat1 ticari Bt preparatindan
daha basarili bulunmustur. Toplam o6liim orami agisindan en etkili izolatin 6
numarali Gram (-) bir EB izolati oldugu dikkati ¢ekmistir. Ancak, bu izolatin
molekiiler tanisi heniiz gergeklestirilmemistir.
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Sekil 7. Bes endofitik bakteri ve Bt uygulamalarinin L. decemlineata’nin farkli larva
donemlerinde ortalama 6liim oranlari agisindan karsilastirilmasi.
Figure 7. Comparison of the treatments of five endophytic bacteria and Bt that caused the
highest mean mortality percentage on different larval stages of L. decemlineata.

Enfekteli bocekten izole edilen 184 no.lu Pseudomonas fluorescens izolatinin tiim
larva donemlerinde Gliime neden olmasi, entomopatojenik bir izolat oldugunu
gostermistir. Daha Once yapilan c¢alismalarda P. fluorescens’in farkli bocek
gruplarinda insektisidal etkisinin oldugu belirtilmektedir (Castrillo ve ark., 2000,
Sevim ve ark., 2012).

Testlenen 19 EB izolati bakteriyoloji laboratuvari stoklarindan segilmistir. Bu
izolatlar saglikli hiyar bitkilerinin igsel dokularindan izole edilen endofitik
bakterilerdir. Testlendikleri farkli konukgu patojen sistemlerinde kabakgillerdeki
bazi Onemli bitki patojenlerine karsi etkili bulunmuslardir. Calismada L.
decemlineata larvalarina karsi ortalama % 65 6liim oranina neden olan 83 numarali
izolatin molekiiler tamsi1 P. agglomerans olarak saptanmustir (Ozaktan ve ark.
2015a; 2015b). P. agglomerans’in da insektisidal aktivitesi daha Once bazi
calismalarda da gosterilmistir (Bahar & Demirbag, 2007. Ustelik bu izolatin
hiyarda Fusarium solgunluguna (Fusarium oxysporum f. sp. melonis) ve bakteriyel
koseli leke hastaligina (Pseudomonas syringae pv. lachrymans) karsi etkili
oldugunun bilinmesi ve bitki gelisimini arttiric1 6zelliklerinin olmasi (Akat 2015;
Ozaktan ve ark. 2015a; 2015b; Akbaba 2014; Fakhraei 2015), hastalik ve
zararlilara karsi biyolojik savas calismalarinda kullanilabilme potansiyelleri
acgisindan 6nemlidir.

53 numarali Pseudomonas lutea izolati karpuzda karantina etmeni bir bakteri olan
karpuz bakteriyel meyve lekesi hastaligi etmeni Acidovorax citrulli’ye etkili
bulunan bir endofitik bakteridir (Ceyhan, 2016). Calismada insektisidal aktivitesi
saptanan P. lutea’nin biyokontrol dzellikleri ¢ok iyi bilinmemekle birlikte, fosfat
¢ozme nedeniyle bitki gelisimini arttirmada yararli bir bakteri tiirli olarak
bilinmektedir (Peix ve ark., 2004). Bu ve daha Onceki ¢alismalarda biyolojik
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miicadele potansiyelinin saptanmasi ve bitki gelisimini arttirma konusunda yararh
bir bakteri oldugunun bilinmesi entegre miicadele programlarinda bu yeni
bakteriye yer verilebilecegini diigiindiirmektedir.

Bu kapsamda; Patates bocegi larvalarina karsi etkili bulunan ve patates bitkisinin
gelismesine olumlu etkileri olan EB izolatlarimin saptanmasi, bu zararliyla
biyolojik miicadele icin olumlu bir alternatif yaklasim olacaktir. Bu zararliya karsi
ticari anlamda kullanilan Bt preparatlar1 bulunmakla birlikte, test edilecek EB
izolatlarinin bu preparata yakin ya da daha yiliksek etki gdstermesi biyolojik
miicadele agisindan ¢alismanin en 6nemli yarar1 olacaktir.
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