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Gelis Tarihi / Received: 05.06.2018 Bir¢cok entomopatojen fungus tiirii ticari olarak iiretilmekte ve zararli
Kabul Tarihi / Accepted: 14.01.2019 boceklerin  miicadelesinde basartyla kullanilmaktadir. Yapilan bu

¢alismada, Diizce ilinden elde edilen bazi yerel Beauveria bassiana ve
Metarhizium anisopliae izolatlar1 kullanilmig ve bu izolatlarin toprak
kosullarindaki etkinlikleri un kurdu, Tenebrio molitor larvalar
kullamlarak arastirlmistir. izolatlar c¢ogunlukla ormanlik ve tarim
alanlarindan elde edilmistir. Toplam 12 izolat topraga 1x107 konidi ml*
yogunlukta uygulanmistir. Uygulama sonrasi topraklar kavanozlara
alinmis ve her bir kavanoza 10 adet T. molitor larvasi konularak 7 giin
stireyle takip edilmistir. Her bir izolat ve kontrol grubu i¢in denemeler ii¢
tekrar halinde gerceklestirilmistir. Izolatlarn toprak kosullarinda T.

Anahtar Kelimeler: molitor larvalarina karst oldukga etkili olduklar1 goriilmiistiir. B.
Beauveria bassiana bassiana YK14, M. anisopliae YK38 ve YK45 izolatlar1 T. molitor
Metarhizium anisopliae larvalarmin tamamini 7 giin igerisinde O6ldiirmiistiir. Diger izolatlarin
Mortalite etkinlikleri ise %20 ile %93.33 arasinda degisiklik gostermistir. Etkili
Un kurdu yerel B. bassiana ve M. anisopliae izolatlarinin toprak alt1 zararlilarla
Toprak uygulamasi miicadelede kullanilabilecegine yonelik bulgular ortaya ¢cikmuistir.

Efficiency of Some Native Entomopathogenic Fungi against Tenebrio
molitor L. (Col.: Tenebrionidae) Larvae in Soil Condition

ABSTRACT

Many entomopathogenic fungi have been commercially produced and
successfully used to control pest insects. In this study, some Beauveria
bassiana and Metarhizium anisopliae isolates were obtained from Duzce
province and the efficiency of these isolates investigated against the
larvae of mealworm beetle, Tenebrio molitor in soil condition. Isolates
are mostly obtained from forest and agricultural fields. A total of 12
isolates were applied to the soil at 1x107 conidia ml* concentration.
After the application, the soil was taken into the jars and 10 T. molitor
larvae were added for 7 days. Trials were performed as three replicates
for each isolate and control group. It has been found that isolates are

Keywords: highly effective against T. molitor larvae. B. bassiana YK14, M.
Beauveria bassiana anisopliae YK38 and YK45 isolates caused 100% mortality against T.
Metarhizium anisopliae molitor larvae after the application of 7 days. The efficiency of other
Mortality isolates varied between 20% and 93.33%. Results showed that the
Mealworm beetle effective native B. bassiana and M. anisopliae isolates can be used for
Soil application the control of soil-inhabiting pest insects.
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1. Giris

Diinya niifusunun artmasi nedeniyle ihtiya¢ duyulan besin miktart da artmaktadir. Bu nedenle tarimsal
iiriinlerden yiiksek verim elde etmek icin etkili {iretim yontemlerinin gelistirilmesi ve {iiretilen {irliniin
zararlilardan korunmasi olduk¢a 6nem arz etmektedir (Schéller ve ark., 1997; Azizoglu ve ark., 2011).
Zararhlarla miicadelede kimyasal ilag kullanimi 60 yili agkin bir stiredir devam etmektedir (Jackson ve
Jaronski, 2009). Yaygin kimyasal ilag kullanimi insan sagligi, gida giivenligi ve ¢evre {izerinde olumsuz
etkiler olusturmaktadir (Moore ve Prior, 1993; Arthur, 1996; Zettler ve Arthur, 2000; Ayvaz ve ark.,
2008).

Ekonomik, sosyal ve gevresel kaygilar nedeniyle kimyasal miicadeleye alternatif biyolojik temelli
miicadele yOntemlerine olan ilgi artmustir. Mikrobiyal miicadele, zararlilarla biyolojik miicadelede
siklikla kullanilan miicadele yontemidir (Lacey ve Goettel, 1995). Fungal entomopatojenler etkili
mikrobiyal miicadele etmenleri arasinda yer almaktadir. Birgok fungal entomopatojen ticari olarak
tiretilmekte ve zararli boceklerin miicadelesinde basariyla kullanilmaktadir. Entomopatojenik funguslar
mikrobiyal miicadele etmeni olarak 100 yili askin bir siiredir kullanilmaktadir (Sevim ve ark., 2015).
Simdiye kadar, yaklagik 90 cinse ait 700 entomopatojenik fungus tiirii tammlanmistir. Beauveria
bassiana, Metarhizium anisopliae, Isaria fumosorosea (=Paecilomyces fumosoroseus) ve Lecanicillium
lecanii (=Verticillium lecanii) gibi baz tiirler ise bircok iilkede pek ¢ok zararliyla miicadelede ticari
olarak tretilerek kullamilmaktadir (Rath, 2000; Meyling ve ark., 2018). Entomopatojen funguslar,
memeliler iizerinde zehirleyici etki gdstermeme, boceklerde direng olusturmama, ¢evrede uzun siire
kalabilme, konukgunun degisik evrelerini enfekte etme ve kitle lretimlerinin yapilabilmesi gibi
avantajlara sahiptir. Buna karsin kimyasal insektisitlere oranla daha ge¢ 6ldiirme, yiikksek nem ihtiyaci,
fungisitlerle birlikte kullanilamama, {iretimi ve muhafazasimin pahali olmasi gibi dezavantajlara da
sahiptir (Sevim ve ark., 2015).

Entomopatojen funguslar bocekleri genellikle deri, trake ve yaralanmis viicut bolgelerinden enfekte
etmektedir. Entomopatojen funguslar ayrica sindirim sistemi ve diger agikliklar yoluyla da enfeksiyon
gergeklestirebilmektedir. Entomopatojen fungus ilk olarak enfektif bir spor iiretir ve iiretilen spor bécek
kiitikulasina niifuz eder. Burada ¢imlenir, germ tiipii ve appressorium olusturur. Daha sonra bdcegin
hemoseline ulagir, burada yayilir ve toksin iireterek bocegi oldiirlir. Uygun kosullar altinda bdcegin
6liimiinden sonra fungus konuk¢udan disar1 dogru sporlagsmaya baslar (Goettel ve ark., 2005; Shah ve
Pell, 2003; Karaborklii ve ark., 2018; Batta ve Kavallieratos, 2018).

Bu calisma, Diizce ilinden elde edilen bazi Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae
izolatlarmin topraktaki etkinliklerinin un kurdu, Tenebrio molitor larvalari tizerinde test edilmesi
amacityla yapilmustir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Bocek kiiltiirii

Entomopatojen funguslarin topraktaki etkinliklerinin belirlenmesinde kullanilmak iizere Tenebrio
molitor larvalar kiiltiire alinmistir. Un kurdu erginleri Biyolojik Miicadele Arastirma Laboratuvari’ndan
(Diizce Universitesi, Biyoloji Béliimii) temin edilmistir. Larvalar icerisinde bugday unu, misir unu ve
maya bulunan (sirastyla, 75g + 20g +50) plastik kiivetlerde (48 x 33 x 8cm ebatlarinda) kiiltiire alinmustir.
Besi yerlerinin lizerine larvalarin nem ihtiyacinin kargilanmasi amactyla nemlendirilmig karton yumurta
viyolii konulmustur. Bocek Kkiltiirleri laboratuvar ortaminda 25°C de % 60+5 nemde ve 14: 10
(aydinlik/karanlik) saatlik fotoperyotta tutulmustur.

2.2. Entomopatojen fungus izolasyonu

Diizce ilinin farkli ekolojik 6zelliklere sahip lokasyonlarindan 54 toprak ornegi alinmistir. Toprak
katmaninin iist yiizeyi hafifce siyrilmis ve 25 cm derinlige kadar olan toprak katmanindan 6rnekleme
yapilmistir. Topraklar laboratuvarda plastik kaplara alinmis ve topraklar icerisine 5 adet 15. donem T.
molitor larvas: atilmigtir. Topraklar 15 giin siireyle giinliik olarak kontrol edilmis, 6len larvalar igerisinde
nemli filtre kagidi bulunan plastik petrilere alinmis ve fungal gelisim takip edilmistir. Olii larvalardan
alman fungus sporlar1 PDA (patates dextroz agar) besi ortamina ekilmistir. Besi ortami1 hazirlanmasinda 1
L suya 40 gr PDA ilave edilmis ve iyice ¢0ziinmesi saglanmigtir. Daha sonra ¢ozelti 121°C sicaklikta 20
dakika stireyle otoklavda steril edilmistir. Steril edildikten sonra antibiyotik (rifampisin ve ampisilin)
eklenmis ve besi yerleri steril kabinde steril petri kaplarina dokiilmiistiir. Besi ortaminda gelisen
sporlardan tekrar ekim yapilmis ve izolatlar saflagtirilmigtir. Toplam 45 adet entomopatojen fungus izole
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edilmigtir. Bu izolatlarin on patojenisite testleri petri ortaminda T. molitor larvalari iizerinde
gergeklestirilmistir. Yiiksek etki gosteren 12 izolat (7 tanesi Beauveria bassiana, 5 tanesi ise Metarhizium
anisopliae) topraktaki etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla se¢ilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. izolatlarin elde edildigi alanlar ve 6zellikleri

Sayi Lokasyon Habitat Rakim (m) Izolat
1 Akgaéren koyl Ormanlik 420 Beauveria bassiana
Yigilca YK4
2 Giiney kdyi Beauveria bassiana
Yigilca Ormanlik 340 YK11, 13, 14
3 Cilimli Beauveria bassiana
Merkez Kavaklik 156 YK16
4 Ugurlu koyi Findik 19 Beauveria bassiana
Akgakoca Bahgesi YK 23
5 Bakacak koyii Beauveria bassiana
Kaynash Ormanlik 797 YK26
6 Efteni goli Metrhizium anisopliae
Golyaka Mera 126 YK38
7 Hasanlar koyii Ceviz 211 Metrhizium anisopliae
~ Diizce Bahgesi YK41, 43, 44
8 Igneler koyi Misir 286 Metrhizium anisopliae
Yigilca Tarlas1 YK45

2.3. Spor siispansiyonlarimin hazirlanmasi

Saf kiiltiirlerden alinan sporlar yeni hazirlanan PDA besi ortamina ekilmistir. izolatlarin gelisimleri
inkiibatorde oda sicakhiginda 10-15 giin siireyle takip edilmistir. izolatlara ait sporlar besi ortamimdan
kazmarak alinmis ve her bir izolat igin spor siispansiyonu hazirlanmustir. izolatlardan alan
konidiosporlar igerisinde 10 ml distile steril su bulunan beherlere alinmustir. Sporlarin homojen
dagiliminin saglanmast amaciyla beherlere % 0.03 oraninda Tween 80 ilave edilmistir. Hazirlanan
sispansiyonlardan alinan ornekler mikroskop altinda Thoma lami yardimiyla sayilmig ve her bir izolat
igin spor yogunlugu 1x107 konidi ml* olarak ayarlanmgtir.

2.4. izolatlarin etkinliklerinin belirlenmesi

Izolatlarin topraktaki etkinliginin belirlenmesi amaciyla yapilan calismada araziden toprak &rnekleri
alinmis ve solucan giibresiyle (2/1 oraninda) karistirilmigtir. Karistirilan toprak érnekleri 650 ml’lik cam
kavanozlara 2/3 oraninda (~400g) konulmustur. Kavanozlar daha sonra 121°C sicaklikta 20 dakika
siireyle otoklavda steril edilmistir. Her bir izolat i¢in 10 ml distile suda 1x107 konidi ml? yogunlukta
ayarlanan siispansiyonlar topraklara uygulanmigtir. Uygulama islemi sirasinda topraklar iyice
kanistirilmigtir. 14. dénem T. molitor larvalarindan 10’ar adet almmarak kavanozlara konulmus ve
kavanozlar bulagma saglanmasi amaciyla ters ¢evrilmistir. Denemeler 7 giin siireyle takip edilmis ve 6len
larvalar kaydedilmistir. 7. giiniin sonunda her bir izolatin 6ldiirme etkinligi belirlenmistir. Kontrol grubu
icin ayni igslemler uygulanmig ve topraklara yalnizca Tween 80 + distile su karigimi uygulanmistir. Biitiin
gruplar i¢in denemeler {i¢ tekrar halinde yiiriitiilmiistiir. Denemeler 25°C de % 60+5 nemde ve 14: 10
saatlik fotoperiyotta iklim odasinda ger¢eklestirilmistir.

2.5. Verilerin degerlendirilmesi ve analizi

Larvalarda goriilen 6liim oranlar1 (%) her bir izolat igin hesaplanmustir. Izolatlarin etkinliklerinin
karsilastirilmasinda Mstat-C istatistiki analiz yontemi kullanilarak varyans analizi yapilmistir.
Ortalamalar %1’lik giiven araliginda Duncan testi kullanilarak karsilastirilmigtir.

3. Bulgular

3.1. izolat yayihis alanlan

Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae tiirlerine ait izolatlar oldukga farkli habitatlardan elde
edilmistir. B. Bassiana izolatlar1 ormanlik, agaclik ve tarim arazilerinden elde edilmigken, M. anisopliae
izolatlar1 ise tarim arazileri ve meradan elde edilmistir. Deniz seviyesine yakin alanlardan (19 m) yiiksek
daglik bolgelere (797 m) kadar birgok yiikseltide entomopatojen fungus elde edilmistir. M. anisopliae
izolatlar1 126-286 m arasinda degisen rakimlara sahip bolgelerden, B. bassiana izolatlar1 ise 19-797 m
arasinda degisen rakimlara sahip bolgelerden izole edilmistir.
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3.2. Entomopatojen funguslarin etkinligi

Elde edilen entomopatojen fungus izolatlarinin topraktaki etkinlikleri un kurdu, Tenebrio molitor 14.
donem larvalarinda test edildiginde izolatlarin larvalar tizerinde oldukga etkili oldugu goriilmiistiir (Tablo
2). Izolatlar kontrol grubuyla karsilastirildiginda énemli diizeyde 6ldiiriicii etki gostermistir (P < 0.01).
Larvalarda goriilen 6liim oranlar1 %20 ile %100 arasinda degisiklik gostermistir. B. bassiana YK14, M.
anisopliae YK38 ve YK45 izolatlar1 7. giiniin sonunda T. molitor larvalarinin tamamimni (%100)
oldirmiistir (P < 0.01). Bu izolatlar1 ise %93.33 6ldiirme oraniyla B. bassiana YK23, M. anisopliae
YK41, YK43 ve YK44 izolatlar takip etmistir (P < 0.01). B. bassiana YK11 ve YK16 izolatlar1 %80,
YK26 izolati ise % 90 oraninda 6ldiiriicti etki gostermistir (P < 0.01). En diisiik 61diirme orani ise %20 ile
B. bassiana YK4 ve YK 13 izolatlarinda goriilmiistiir (P < 0.01) (Tablo 2).

Tablo 2. Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae izolatlarinin Tenebrio molitor larvalarina karsi
topraktaki etkinligi

. Oliim Oram (%)
[zolat (Ortalama £ SS)
Kontrol 03.33+05.77f
Beauveria bassiana YK4 20.00+10.008
Beauveria bassiana YK11 80.00+00.00¢
Beauveria bassiana YK13 20.00+10.008
Beauveria bassiana YK14 100.00+00.002
Beauveria bassiana YK16 80.00+10.00¢
Beauveria bassiana YK23 93.33+11.55°
Beauveria bassiana YK26 90.00+10.00¢
Metarhizium anisopliae YK38 100.00£00.002
Metarhizium anisopliae YK41 93.33+05.77°
Metarhizium anisopliae YK43 93.33+11.55°
Metarhizium anisopliae YK44 93.33+05.77°
Metarhizium anisopliae YK45 100.00+00.00?
LSD (%) 1.728*
CV (%) 1.024

LSD (%): *%1; SS: Standart sapma

4. Tartisma

Etkinlikleri test edilen entomopatojen fungus izolatlarnin dagilimlart incelendiginde izolatlarin
oldukca farkli habitatlarda yayilis gosterdikleri gériilmiistiir. Izolatlar ¢ogunlukla ormanlhk ve tarim
alanlarindan elde edilmistir. Metarhizium ve Beauveria tiirlerinin karasal habitatlar i¢erisinde ormanlik ve
tarim arazilerde yogun olarak bulunduklar1 bildirilmistir (Sanchez-Pena ve ark., 2011). B. bassiana
izolatlar1 daha genis bir yiikselti araligindan izole edilmisken, M. anisopliae izolatlar1 daha dar bir
yiikselti araligindan izole edilmistir. Metarhizium ve Beauveria tiirleri ile yapilan ekolojik ¢alismalar bu
funguslarin bulunma oranlar1 ve dagilimlarinin toprak faktorlerine (pH, Organik madde igerigi ve toprak
yapisi) ve cografik konuma (Enlem, boylam ve yiikselti) gore degisiklik gosterdigini ortaya koymustur
(Quesada-Moraga ve ark., 2007). Elde edilen izolatlardan B. bassiana izolatlar1 ¢ogunlukla ormanlik
arazilerinden elde edilmisken M. anisopliae izolatlar1 ise ¢ogunlukla tarim arazilerinden elde edilmistir.
Benzer sekilde B. bassiana tiiriiniin ¢ogunlukla ormanlik alanlarda, M. anisopliae tiiriiniin ise ¢ogunlukla
tarim alanlarinda yayilis gosterdigi Sanchez-Pena ve ark. (2011) tarafindan belirtilmistir. Bununla birlikte
B. bassiana tiiriiniin dogal ve ekimi yapilan topraklarda esit diizeyde dagilim gosterdigi, M. anisopliae
tirliniin ise ekimi yapilan alanlarda daha yaygin oldugu da rapor edilmistir (Quesada-Moraga ve ark.,
2007).

Elde edilen entomopatojen fungus izolatlarinin toprak ortaminda un kurdu (T. molitor) larvalari
tizerinde oldukga etkili olduklar gérilmiistiir. B. bassiana YK14, M. anisopliae YK38 ve YK45 izolatlari
topraga piiskiirtme yontemiyle (1x107 konidi ml! dozda) uygulandiginda T. molitor larvalarinin
tamaminin 7 giin igerisinde 6ldigl goriilmiistiir. Batta ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢aligmada B.
bassiana strain BG1 1rki piiskiirtme yontemiyle (1x108 konidi ml! dozda) T. molitor larvalarma kars:
dogrudan uygulanmis ve 7 giin siireyle takip edilmistir. Uygulama sonucunda larvalardaki 6liim oran1 %
40 olarak rapor edilmistir. Bununla birlikte ayn1 arastirmacilar ayni etmeni 6zel bir formulasyon seklinde
uyguladiklarinda ise 6lim oraninin %96.6’ya yiikseldigi gorillmiistiir (Batta ve ark., 2010; Batta ve
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Kavallieratos, 2018). Sonuglar karsilagtirildiginda ¢alismamizda kullanilan izolatlarin daha diisiik dozda
kullanilmasina karsin oldukga iyi sonuglar verdigi goriilmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada kullanilan diger izolatlarin etkinlikleri ise 7. giiniin sonunda %20 ile %93.33
arasinda degisiklik gostermistir. Rohde ve ark. (2006) B. bassiana uygulamasindan 10 giin sonra
Alphitobius diaperinus (Panzer) (Coleoptera: Tenebrionidae) larvalarindaki 6liim oraninin izolatlara gore
7-100% arasinda degisiklik gosterdigini rapor etmistir. Rapor edilen diger bir calismada ise B. bassiana
22292A izolatmin etkinligi ti¢ farkli besin ortaminda piring biti, Sitophilus oryzae (L.) (Col.:
Curculionidae), ekin kambur biti, Rhyzopertha dominica (F.) (Col.: Bostrichidae) ve un biti, Tribolium
castaneum (Herbst) (Col.: Tenebrionidae) tiizerinde test edilmistir. Uygulamadan 21 giin sonra
erginlerdeki 6liim oranlarimin her ti¢ bocek tiirii ve besi ortamu i¢in %80 ile %100 arasinda degisiklik
gosterdigi belirlenmistir (Rice ve Cogburn, 1999; Batta ve Kavallieratos, 2018). Metarhizium sp.
izolatlar1 (CEP413, CEP589, CEP590 ve CEP591) ile T. molitor larvalarina kars1 yapilan ¢alismada ise
sporlar (1x10% konidi mlIl) filtre kagitlarina emdirilerek uygulanmistir. Yapilan bu galigmada 6. giin
sonunda en yiiksek 6liim oran1 %94 olarak kaydedilmistir (Sammaritano ve ark., 2017).

5. Sonug¢

Diizce ilinin farkli ekolojik ozelliklere sahip bolgelerinden izole edilen Beauveria bassiana ve
Metarhizium anisopliae izolatlar1 piskiirtme yontemi ile topraga uygulanmig ve Tenebrio molitor
larvalarina karsi topraktaki etkinlikleri arastirilmistir. Yapilan arastirma sonucu yiiksek etki gosteren
izolatlarin oldugu gorilmiistiir. Bu izolatlarin tarimsal zarara neden olan ve toprak ortaminda yasayan
boceklere karst miicadelede kullanilabilecegine yonelik bulgular ortaya ¢ikmustir. Ancak, bu izolatlarin
toprak alti tarimsal zararlilara kargi kullanimina ve formiilasyon c¢alismalarina yonelik detayli
aragtirmalarin yiriitiilmesi gerekmektedir.
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