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OZET

ANTALYA ILINDEKi ENTOMOPATOJEN FUNGUSLARIN iZOLASYONU,
MORFOLOJIK VE MOLEKULER TANISI iLE ONEMLILERININ Tetranychus
urticae Koch. (Acarina: Tetranychidae)'NIN ERGIN VE YUMURTA
DONEMLERINE KARSI ETKINLIKLERININ TEST EDILMESI

Baris IMREK
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Fedai ERLER
SUBAT 2021; 56 sayfa

Bu ¢alismada, Tetranychus urticae’ye kars1 Antalya ilinin 8 farkli ilgesinden izole
edilen entomopatojen fungus tiirlerinin etkinligi arastirilmistir. Bu amagla, 2018-2019
yillar1 arasinda Antalya’da tarimsal faaliyetlerin yogun olarak yapildigi; Aksu,
Dosemealt1, Kemer, Kepez Konyaalti, Korkuteli, Muratpasa ve Serik ilgelerinden alinan
32 adet toprak ve 104 adet fungal enfekteli oldugu siiphelenilen arthropodlardan
entomopatojen funguslarin izolasyonlar1 yapilmis, morfolojik ve molekiiler yontemler
kullanilarak tanimlanmistir. Sonuglara goére, 4’t Aspergillus minisclerotigenes, 6’s1
Aspergillus ochraceus 20°si Beauveria bassiana, 5’1 Fusarium solani, 5’i Penicillium
raistrickii ve 4’1 Trichoderma sp. olmak iizere toplam 44 fungus izolat1 elde edilmistir.
Yapilan 6n patojenite testlerinde en etkili bulunan Beauveria bassiana’nin 6 izolatinin
(KTGS88, KPA89, K3TG9, K2TGY9%4, STG68 ve DTG54) morfolojik ve molekiiler tanisi
yapilmistir. Daha sonra, bu 6 izolatin T. urticae’nin ergin ve yumurta dénemlerine karsi
etkinlikleri Petri kaplarinda test edilmistir. Calisma, 25+1°C sicaklik ve %7045 orantili
neme sahip 16 saat aydinlik kosullardaki iklim odasinda yiriitiilmistiir. Testlerde tim
fungal izolatlar 1x10°%, 1x10° ve 1x10’ konidi/ml spor yogunlunda kullanilmistir.
Sonuglara gore, entomopatojen funguslar T. urticae’nin yumurta donemi tiizerinde
%25.9-59.8 ve ergin donemi iizerinde %16—100 oranlarinda 6liim meydana getirmistir.
T. urticae erginlerinin yumurtalara gore fungal enfeksiyona daha hassas oldugu
goriilmiistiir. Sonug olarak, bu calismada Antalya ilinde hem Ortiialt1 hem de acik alan
yetistiriciliginde Onemli bir zararli olan T. urticae’nin miicadelesinde kullanim
potansiyeli olabilecek entomopatojen funguslar belirlenmis ve genis bir kiiltiir
koleksiyonu olusturulmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Beauveria bassiana, Entomopatojen fungus, Mikrobiyal
miicadele, Tetranychus urticae
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ABSTRACT

ISOLATION OF ENTOMOPATHOGENIC FUNGI IN ANTALYA PROVINCE,
THEIR MORPHOLOGICAL AND THEIR MOLECULAR IDENTIFICATION,
AND TESTING OF EFFECTIVENESS OF THEIiR IMPORTANT ONES
AGAINST Tetranychus urticae Koch. (Acarina: Tetranychidae) AGAINST
ADULT AND EGG PERIiODS

Baris IMREK
Master Thesis, Department of Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Fedai ERLER
FEBRUARY 2021; 56 pages

In this study, the effectiveness of entomopathogenic fungal (EPF) species isolated
from 8 different counties of Antalya province against Tetranychus urticae was
investigated. For this purpose, between 2018-2019, Entomopathogenic fungi were
isolated from 32 soil and 104 suspected fungal-infected arthropod taken from Aksu,
Dosemealti, Kemer, Kepez Konyaalti, Korkuteli, Muratpasa ve Serik districts where
agricultural activities are carried out intensively in Antalya and they were identified using
morphological and molecular methods. According to the results, a total of 44 fungal
isolates, including 4 Aspergillus minisclerotigenes, 6 Aspergillus ochraceus, 20
Beauveria bassiana, 5 Fusarium solani, 5 Penicillium raistrickii and 4 Trichoderma sp.,
were obtained. The morphological and molecular identifications of six Beauveria
bassiana isolates (KTG88, KPA89, K3TG9, K2TG94, STG68 and DTG54), that were
found most effective in preliminary pathogenicity tests, were made. Then, the effectiness
of these 6 isolates against the adult and egg stages of T. urticae were tested in Petri
dishes. The study was carried out in a climate chamber with 25+1°C, 70+5% R.H. and
16:8 h (L:D) photoperiod. In the tests, all fungal isolates were used at 1x10°, 1x10° and
1x10" conidia /ml spore solutions. According to the results, entomopathogenic fungi
caused 25.9- 59.8% mortalities on eggs and 16- 100% mortalities on adults of T.
urticae. Adults were found to be more susceptible to fungal infection than eggs. In
conclusion, in this study, EPF that could potentially be used in the control of T. urticae,
which is an important pest in both greenhouse and open field cultivation in Antalya
province, were determined and a wide culture collection has been created.

KEYWORDS: Beauveria bassiana, Entomopathogenic fungus, Microbial control,
Tetranychus urticae
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ONSOZ

Antalya ilinde hem ortiialt1 hem de acik alan yetistiriciliginde her yil onemli
miktarda kimyasal ilag kullanimiyla baski altina almmaya calhisilan iki noktali
kirmizioriimcek (Tetranychus urticae) miicadelesinde kullanim potansiyeli olabilecek
entomopatojen funguslarin belirlenmesi ve saptanan fungal patojenlerin hedef zararliya
kars1 etkinliklerinin test edilmesi amaclanmistir. Bununla birlikte elde edilen
entomopatojen funguslar ile yapilacak mikrobiyal miicadele g¢alismalarina katkida
bulunacak ve olusturulan bilgi alt yapisi genis bir kiiltiir koleksiyonunun olusturulmasi
saglanmistir.

Bu konuyu calismamizin amaci, iilkemizde, entomopatojen funguslar ile ilgili
bir¢ok caligma yapilmis olmasina ragmen, Antalya ilinde ve yakin ¢evresinde agik alan
yetistiriciliginde ve dogal olarak bitkilerde bulunan enfekte olmus arthropod ve toprak
orneklerinden alinan 6rneklerle herhangi bir entomopatojen fungusun izole edilmesi ve
etkinliginin belirlenmesi ile ilgili bir ¢aligma yapilmamis olmasidir. Bu nedenle bu konu
secilmistir.

Tiirkiye'de meyve yetistiriciliginde ve serada iirlin zararlis1 akarlara karsi
uygulamada bazi sorunlar bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi, sinirli sayida var olan
ilaglara kars1 direncin artmis olmasidir. Bu sorunun iistesinden gelebilmek i¢in 6zellikle
entomopatojen fungus iirlinlerinin akar zararlilara kars1 yeni stratejilerin arastirilmasi
gerekmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda, enfekte olmus arthropodlardan ve topraktan
Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) tuzak yontemi ile elde edilen yerli
entomopatojen funguslarin izolasyonu ile [Tetranychus urticae (Koch) (Acarina:
Tetranychidae)]’ne kars1 etkinlik testi yapilmustir.

Entomopatojen funguslar, tarim zararlis1 boceklerle biyolojik miicadeledeki
potansiyelleri bilindigi i¢in bu arastirmaya konu edilmistir. Uygun nem ve sicaklik
kosullarinin saglandig1 ortamlarda entomopatojen funguslar belirgin epizootige yol
acar ve genis alanlarda belirli zararl bocek popiilasyonunu azaltirlar.

Kirmiziériimceekler iiriin kayiplarina neden olmakta ve diinya ¢apinda kimyasal
ilaglar dahi etki etmez seviyeye gelmistir. Ayrica, pestisitlere kars1 gelisen direncin
yonetilmesinin zorlugu nedeniyle pestisitler bazen etkinligini yitirmis ve yeni sentetik
bilesik arayislar1 giderek daha fazla zaman alict ve pahali hale gelmistir. Baz1 sentetik
akar ilaglar1 g¢evresel kaygilar ile iliskili oldugu veya ekonomik ve diizenleyici
nedenlerden dolay1 geri ¢ekildigi i¢in, zararli akar kontrolii i¢in dogal iirlinlerin
gelistirilmesini amaglayan aragtirmalar giderek daha fazla dnem kazanmaktadir.

Bu Yiiksek Lisans ¢alismasinin yapilmasinda bana yardim eden, yol gosteren
tez danismanim Prof. Dr. Fedai ERLER’e, bu tez boyunca laboratuvar analizlerinde
bana yardimci olan Dr. Derya BAKI’ye, molekiiler g¢alismalarda ve verilerin
istatistiksel analizlerinde yardimlarini esirgemeyen Arastirma Gorevlisi Hilal Sule
TOSUN’a, projeyi maddi olarak destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi’ne, tezimin her asamasinda maddi manevi yanimda olan
babam Sertif IMREK ’e ve aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunmay1 bir borg bilirim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

% : Yiizde

°C . Celcius cinsinden sicaklik derecesi
Cm  : Santimetre

G : Gram

L - Litre

Mg : Miligram

ml - Mililitre

mM  : Milimolar

MgClz : Magnezyum kloriir

Nacl : Sodyum kloriir

Rpm : Dakikadaki devir sayisi
Kisaltmalar

Dk  : Dakika

CTAB : Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide

DNA

: Deoksiribo Niikleik Asit

EDTA : Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

Gps
PCR
PDA
Tris

SDA

: Kiiresel konumlama sistemi

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Patates Dekstroz Agar

: Tris(hydroxymethyl)aminomethane

- Sabouraud Dextroz Agar

SDAY : Yeast Ekstrakt Sabouraud Dextroz Agar

Sn

. Saniye

viii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1. 1. Tetranychus urticae’nin yasam donguisii.........cccevereririeniniieieieseseseseseens 2
Sekil 1. 2. Tetranychus urticae’nin zarar $ekli.........cccovevviieiiieriiieieese e 3
Sekil 3. 1. Orneklerin alndig1 lanlar..............ccovveveieveiiecreriee e 13
Sekil 3. 2. Enfekte olmus arthropod 6rneklerinin alinmast; .......cooceeviiiniieiiiie e, 14
Sekil 3. 3. Toprak drneklerinin alinmast........cocveiiiiiiiiiiie e 15
Sekil 3. 4. Entomopatojen funguslarin izolasyonu; ........ccocccvevviieiiiieiniiienniie e 16
Sekil 3. 5. Galleria mellonella larvalarinin Gretilmesi ......ocvveevvereiieieenese e 18
Sekil 3. 6. Etkinlik testlerinde kullanilan bitkilerin tiretilmesi............cccceeeviiveeeennnen. 22
Sekil 3. 7. Etkinlik testlerinde kullanilan akarlar..............ccocoiiiiiiiiinicn e 22
Sekil 3. 8. Denemelerin Kurulmasi............ccoviiiiiiiiiciiiiii e 23
Sekil 3. 9. Yumurta denemesinin Kurulmast..........ccoeceriiiiiiniiieiie e 24
Sekil 3. 10. Ergin denemesinin KUrulmast .........cccoceeiiiiiiiiciiieiiee e 24

Sekil 4. 1. Antalya ilinde enfekte olmus arthropod ve toprak 6rneklerinden izole
eentomopatojen funguslarin tiirlere gére dagilimlart ... 26

Sekil 4. 2. Antalya ilinin farkli ilgelerinden enfekte olmus arthropod ve toprak
orneklerinden izole edilen entomopatojen fungus izolatlariin haritadaki konumlari....29

Sekil 4. 3. Tetranychus urticae erginlerine kars1 uygulanan B. bassiana (KTG88)
1z0latinIn LM OTANIATT ... ..iiiiiiiiiie et nrreeens 30

Sekil 4. 4. Tetranychus urticae erginlerine kars1 uygulanan B. bassiana (KPA89)
V20 180000 o) 1N 0 I0) 101 -1 o W TR 31

Sekil 4. 5. Tetranychus urticae erginlerine kars1 uygulanan B. bassiana (K3TG9)
1z0latinIn LM OTANIATT ... ..iiiiii i naeeeens 32

Sekil 4. 6. Tetranychus urticae erginlerine kars1 uygulanan B. bassiana (K2TG94)
V20 X800 o) 1N 0 0) 2101 ) o WU TR 32

Sekil 4. 7. Tetranychus urticae erginlerine karst uygulanan B. bassiana (STG68)
1zolatinin LM OTANIATT........eiiiiiie e 34

Sekil 4. 8. Tetranychus urticae erginlerine kars1 uygulanan B. bassiana (DTG54)
1zolatinin OITM OTANIATT........viiiiiiicie e 34



Sekil 4. 9. Tetranychus urticae’nin yumurta dénemine karsi entomopatojen fungus

uygulamasindan 7 giin sonra agilma oranlari.........cccoceveviieiiiiesiiie e 36
Sekil 4. 10. Aspergillus ochraceus (AYK44) izolatinin karektarizasyonu..................... 37
Sekil 4. 11. Aspergillus minisclerotigenes (AYK43) izolatinin karektarizasyonu......... 37
Sekil 4.12. Beauveria bassiana (KTG-88) izolatinin karektarizasyonu................c....... 37
Sekil 4. 13. Fusarium solani (KTG16) izolatinin karektarizasyonu..............ccccoverveennene. 38
Sekil 4. 14. Penicillium raistrickii (KYK®6) izolatinin karektarizasyonu ....................... 38
Sekil 4. 15. Trichoderma sp. (KYA86) izolatinin karektarizasyonu .............ccccoverveennene. 39

Sekil 4.16. Fungus izolatlarin ITS gen bolgesi kullanilarak molekiiler
KaraKEEriZASYONU. ... .ttt e e e e e e e 38

Sekil 4.17. Fungus izolatlarinin ITS gen bolgesinin Tamura 3-parameter Maximum
Likelihood modeli baz alinarak ¢izilen filogenetik dendrogrami ( A =Tezde elde edil.
izolatlart gostermektedir). ... ....ooviuiiii i 42

Sekil 4. 18. Beauveria bassiana’nin T. urticae lizerindeki geli$imi.........ccccovererirnnnnne 45



CIZELGELER DIiZiNi

Cizelge 3.1. CTAB s0llisyonu bileSenleri.........cccuvviiiiiiiiiiiieiiiee e 20
Cizelge 3. 2. Internal Transcribed Spacer (ITS1 ve ITS4) bolgeleri DNA dizileri

kullanilarak, tasarlanan primerler........ccccocvviiiiiiiiiiiiiiie e 21
Cizelge 3. 3. PCR DIlESENICTT ....eoiuveiieiieiie et 21

Cizelge 3. 4. ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak optimize edilen PCR kosullari ....... 21

Cizelge 4.1. Antalya ilinin farkli il¢elerinden alinan enfekte olmus arthropod ve
toprak orneklerinden izole edilen entomopatojen fungus izolatlari...........cccceevivernnnnen. 27

Cizelge 4.2. Antalya ilinin farkli il¢elerinden alinan enfekte olmus arthropod ve
toprak orneklerinden izole edilen entomopatojen fungus izolatlari(devami) ................. 28

Cizelge 4. 3. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan Beauveria bassiana izolatlarinin
uygulamadan 3 giin sonra Tetranychus urticae erginlerine meydana getirdigi 6lim
o) ;101 £ o (PP PP 30

Cizelge 4. 4. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan Beauveria bassiana izolatlarinin
uygulamadan 7 giin sonra Tetranychus urticae erginlerinde meydana getirdigi 6liim
OTANIATT ..ttt bbb e bbb 31

Cizelge 4. 5. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan Beauveria bassiana izolatlarinin
uygulamadan 10 giin sonra Tetranychus urticae erginlerinde meydana getirdigi 6lim
o) ;101 £ o (PP PP 33

Cizelge 4.6. Beauveria bassiana izolatlarinin farkli konsantrasyonlari ile
muamele edilen Tetranychus urticae yumurtalarinin uygulamadan 7 giin sonraki
ACIIMA OTANIATT Lo.vviiiiiiie et e s e e e srb e e e snb e e e srbeeenneeeans 35

Cizelge 4.7. Antalya ilinin farkli il¢elerinden alinan enfekte olmus arthropod
orneklerinden ve toprak orneklerinden izole edilen entomopatojen fungus izolatlar

ve GenBank’taki (NCBI) erisim numaralari.................coooiiiiiiiiiiii e, 41

Cizelge 4.8. Filogenetik analizlerde referans olarak NCBI GenBank’tan
sekans dizilimleri alinan izolatlar ve erisim numaralari.....................cocooiii i, 41

Cizelge 4.9. Filogenetik analizlerde referans olarak NCBI GenBank’tan
sekans dizilimleri alinan izolatlar ve erisim numaralar1 (devami)......................... 42

Xi



GIRIS B. IMREK

1. GIRIS

Ulusal ve uluslararas1 pazarlarda meydana gelen rekabet kosullari ile artan
popiilasyon bilingli beslenme ihtiyact ve tarim sektoriiniin her asamasinda gorev alan
aktorleri, daha kaliteli ve daha fazla siirdlirebilir iiretim yapmaya zorlamaktadir. Bu
anlamda tarim verimliligin ve insan odakli kalkinmanin esas alindig: stratejik, kiiltiirel
sosyo- ve iktisadi bir yaklasimla irdelenmesi gereken bir alandir.

Tiirkiye; toprak, bitki, iklim ve su kaynaklar1 agisindan diinya cografyasinda
onemli bir konuma sahiptir. Cesitli yas meyve, sebze, tarla iriinleri, siis bitkileri,
hayvancilik ve su iiriinlerinin yani sira insan sagligmi koruyan ve yasam bagliligini
arttiran tibbi ve aromatik bitkilerin yeteri derecede iiretilebildigi ve fazlasini da ihrag
edebilecek giice sahiptir.

Tarimda alternatif liretim tekniklerinin ve gelismis teknolojisini kullanilarak
tilkemizin ve diinya insaninin beslenmesine katkida bulunan ve bu tez calismasinin
yapildig1 Antalya ilinde; niifus biiyiikliigii itibariyle Tiirkiye'de 5. sirada, 156.000 ¢iftci
ailesiyle 9.53 milyar TL tarimsal iretim degerleri itibari ile 2. sirada, Tiirkiye bitkisel
tiretim degerinin %6.79'sim1 karsilayarak 1. sirada olup Tirkiye tariminda onemli bir
konuma sahiptir. Tiirkiye’de ortiialti sebze iiretiminde Ornegin; domates iiretiminin
%62’si, biber iiretiminin %55’i, patlican tiretiminin %51’i ve hiyar tiretiminin %46’s1
Antalya’da tiretilmektedir (Anonim 2016).

Tarimsal yetistiricilikte karsilagilan sorunlarin basinda, zararlilar ve hastaliklar
gelmektedir. Bu iki 6nemli sorun iiretimde vahim firiin kayiplarina neden olmaktadir.
Tarimsal yetistiricilikte en ¢ok miicadeleyle karsilasilan ve dolayisiyla en fazla kimyasal
uygulamaya basvurulan zararlilar grubu igerisinde ve bu ¢aligmanin etkinlik testine tabi
tutulan kirmizidriimeekler ilk siray1 almaktadir (Topuz 2011).

1.1. iki Noktah Kirmiziériimecek: Tetranychus urticae
1.1.1. Sistematikteki yeri

Tetranychus urticae, Arthropoda subesinde, Arachnida sinifinda, Trombidiformis
takiminda ve Tetranychidae familyasinda yer almaktadir.

1.1.2. Tanimi

Bu tiirde disinin viicudu oval, viicut uzunlugu 0.3-0.5 mm, genisligi 0.2-0.3
mm’dir. Viicut ortasina yakin mesafede iki tarafta bir ¢ift siyah leke bulunur (Jeppson vd.
1975). Bu tiir ¢ok yogun ag orer, ordiikleri aglarin ¢oklugu popiilasyon yogunlugunu
gosterir ve oOrdiikleri ipek aglar arasinda ergin, larva, nimf ve yumurtalar1 bir arada
gormek miimkiindiir. Yumurtalarini yaprak altina birakirlar ve birkag giin igerisinde ¢ikan
larvalar protonimf ve deutonimf evreleri gegirerek ergin olurlar (Yo6n 2017).
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Sekil 1. 1. Tetranychus urticae’nin yasam dongiisii; @) T. urticae’nin 6rmiis oldugu ag,
b) Yumurta ve ergini

1.1.3. Yasayisi

Disilerin ortalama yasam stireci yaklasik olarak 30 giindiir. Bu siire zarfinda disi
basina birakilan ortalama yumurta sayist 90-110 arasinda degisir. Larvalar1 3 ¢ift, nimf
ve ergin donemleri ise 4 ¢ift bacaklidir. Tiiriin yogunlugu haziran ayindan itibaren
artmaya baslar, temmuz-agustos aylarinda en yiiksek seviyeye ulasir, daha sonra giderek
azalir. Mevsimin sicak ve kuru olmasi populasyonun hizli artmasina, yagislar ise
azalmasina neden olur. Tiirlin iireme giicii oldukga yiiksektir. Bu tiir 1liman iklim
bolgelerinde ki1 dollenmis disi olarak govdelerde, aga¢ kabuklarinin altinda, agaglarin
catlak ve yariklarinda, dokiilmiis yaprak ve kabuk parcalarinda ve yabanci otlarda uyusuk
halde gegirir. Erginler, martin ilk haftasindan itibaren kislama yerlerinden ¢ikmaya
baslar. Ancak seralarda yil boyunca {iremesine devam eder. Yilda 10-21 dol verir (Baker
1998).

1.1.4. Zarar sekli

Tetranychus urticae genellikle yapragin alt kisminda parankim dokusunda bitki
0zsuyunu emerek klorofilin bozulmasina sebep olur ve yaprakta sarimsi beyaz alanlar
seklinde kendini gdsteren belirtiler bitkinin tamamen 6lmesine kadar devam edebilir
Yapraklarda beslenmesi sonucu bitkinin klorofil sentezini engellemektedir. T. urticae’nin
yaptig1 emgi sonucu bitki gelisimi ile meyve olusumu zaman igerisinde yiiksek seviyede
engellenerek durmaktadir. Zararli %40-60 oraninda degisen, hatta populasyon yogunlugu
¢ok fazla ise bu oran %100’lere kadar {irlin kaybina neden olmaktadir (Lahai vd. 2003).
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Sekil 1. 2. Tetranychus urticae’nin zarar sekli; a) T. urticae’nin yapraktaki ilk zarar
belirtisi ve b) Yapraktaki zararin ilerlemis hali

1.1.5. Konukgulari

Tetranychus urticae, diinyada genis c¢apta bir yayilim gosteren ve pamuk, gilek,
yapragin1 doken meyve agaglari, sebzeler ve siis bitkilerinin de igerisinde bulundugu
100’den fazla konukgu bitki lizerinde, zarar yapan polifag bir zararl: tiiriidiir.

1.1.6. Miicadele yontemleri
1.1.6.1. Kiiltiirel onlemler

Seraya kirmizioriimcekle bulagik olmayan temiz fideler dikilmeli, derimden sonra
bitki artiklari tarla ve seradan uzaklastirilmali, yabanci ot ¢apalamasina 6nem verilmeli
ve asir1 azotlu giibrelemeden kaginilmalidir.

1.1.6.2. Kimyasal miicadele

Kiigiik yaprakli sebzelerde yaprak basina 3-4 adet, biiyiik yaprakli sebzelerde 5-6
adet canli kirmizioriimcek bulundugunda ilaglama yapilmalidir. Kimyasal ilag olarak
Abamectin ve Hexythiazox icerikli ruhsatli akarisitlerden biri kullanilabilir. Tlaglama
yapilirken yapraklarin alt yiizeylerini kaplamasi saglanmalidir.

Kirmizi6riimceekler {iriin kayiplarina neden olmakta ve diinya ¢apinda kimyasal
ilaglar etki etmeyecek seviye gelmistir. Ote yandan, insektisitlere gelisen direncin
yonetilmesinin zorlugu sebebiyle pestisitler bazen etkinligini kaybetmis ve yeni kimyasal
bilesik arayiglar1 giderek daha fazla zaman alici ve pahali hale gelmistir. Baz1 kimyasal
akar ilaclart g¢evresel kaygilar ile iligkili oldugu veya ekonomik ve diizenleyici
nedenlerden dolay1 geri ¢ekildigi i¢in, zararli akar kontrolii i¢in dogal {iriinlerin
gelistirilmesini hedefleyen ¢alismalar giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir (Poppy vd.
2014).

Tetranychus urticae’nin bircok ¢esit bitki ile beslenmesi, hizli ireme kapasitesi
ve kisa yagam dongiisii bu zararlinin ¢ok kisa siire i¢inde basta organik fosforlular olmak
izere, organotionlar, gelisme diizenleyiciler, mitokondriyal elektron transfer
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engelleyiciler ve bircok spesifik akarisite karsi direng kazanmasina Sebebiyet
gostermektedir. Bu ilaglar ayn1 zamanda faydali bocek populasyonunda 6liim meydana
getirerek, kirmizidriimcek populasyonunda artisa sebep oldugu disiiniilmektedir
(Gatarayiha vd. 2010). Ote yandan tarim ilaglarinin insanlara ve ekosisteme olan olumsuz
etkileri de ¢ogu kisi tarafindan bilinmektedir. Bu sebeple, kirmiziériimeceklerin
savasiminda kimyasal miicadeleye segenek olarak zararlinin biyolojik miicadelesine
yonelik gerek yurt icinde gerekse yurt disinda birgok ¢alisma yiiriitillmektedir. Biyolojik
savasimda en ¢ok kullanilan predator akarlar Phytoseiidae familyasina ait Neoseiulus
californicus ve Phytoseiulus persimilis tiirleridir (Cakmak vd. 2009). Predator akarlar
disinda mikrobiyal miicadele kapsaminda patojen olarak fungus, bakteri, riketsia, viriis,
protozoa ve nematodlarin da akarlar iizerinde patojen olusturduklari bildirilmektedir.

1.2. Biyolojik Miicadele

Tarimin tek amaci yalnizca birim alandan ¢ok iiriin almak olmayip, ayn1 zamanda
stirdiirtilebilir tarim tekniklerine miitenasip, dogru, ekosisteme, insan ve hayvan sagligina
duyarli makbul iiriin yetistirebilmektir. Bunu saglayabilmek i¢in, temiz tohum ve fide
kullanmak, giizel bir toprak islemesi, giibreleme, budama, sulama, gibi birgok tarim
tekniklerinin uygulanmasinin yaninda; iriinde kalite ve kantite agisindan Onemli
kayiplara sebep olan hastaliklar, yabanci otlar ve zararlilara kars1 da bilingli bir savagim
yapmak gerekmektedir. Uriin kayiplarina sebep olan bu canlilara karsi, farkli savasim
yontem ve teknikler ¢alismalar sonucunda gelistirilmistir. Bunlar fiziksel-mekaniksel
miicadele, kiiltiirel Onlemler, biyolojik miicadele, kimyasal miicadele, biyoteknik
miicadele, yasal miicadele ve entegre miicadele olarak siralanabilir (Uygun vd 2010).

Biyolojik savasim, bir zararli tiiriin popiilasyon seviyesini veya etkisini
olabileceginden daha aza indirmek ve daha zararsiz hale getirmek i¢in bagka tiirlerin
kullanilmasidir (Eilenberg vd. 2001). Bu miicadelede kullanilacak organizmalarin
bazilar1 dogadan toplanarak zararli tiirlerin bulundugu ortama aktarilir. Biyolojik
miicadele yapildig1 zaman, kimyasal miicadelenin yol ag¢tigi tiim olumsuz etkilerden
kaginmak ve zararl tiirler iizerinde kalic1 olarak kontrol etmek miimkiin olmaktadir. Ote
yandan biyolojik miicadelenin avantajlar1 oldugu gibi, baz1 dezavantajlar1 da oldugu
bilinmekte ve bunlar gerek planlamay1 yapan ve gerekse uygulayicilar tarafindan ifade
edilmektedir.

1.2.1. Biyolojik miicadelenin avantajlari

Insan, hayvan, bitki ve faydali organizmalarda herhangi bir kalinti meydana
gelmemektedir. Canli organizmalarin kullanilmasi sayesinde, biyolojik miicadelede
baslatilan etki, stirdiirebilirlik arz etmektedir. Yani kullanilan organizmanin faydal: etkisi
zararli tiiriin populasyon yogunlugu normale diisiinceye kadar ve ekosistemde denge
durumu olusuncaya kadar azalmaksizin, hatta artarak slirmektedir. Ayrica zararlilarda
dayaniklilhik ve dirence yol agmamasi biyolojik miicadelenin avantajlar1 arasinda
sayllmaktadir (Ogurlu 2000).

1.2.2. Biyolojik miicadelenin dezavantajlar:

Biyolojik miicadelede, genis alanda dogru ve detayli bilgi sahibi olmay1
gerekmektedir. Bagarili sonuglar alinmasi i¢in 1iy1 bir biyoloji ve ekoloji bilgisi sarttir.
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Biyolojik miicadele, baslangicinda belli bir zarar1 goze almay1 gerektirir. Ote yandan
kimyasal savasimda ise uygulamay1 yapan kisinin baslangicta almasi gereken bir risk s6z
konusu degildir, zarar ancak sonradan ortaya ¢ikmaktadir. Biyolojik miicadelede basari,
digerlerine nazaran daha ge¢ sonug elde edilir. Bu sonuglarda uygulamay1 yapan kisiyi
sabirli olmaya zorlar ve belli bir siire beklemesini gerektirir (Ogurlu 2000).

1.2.3. Mikrobiyal miicadele

Mikrobiyal miicadele; zararlilarla savasta, bakteri, viriis, protozoa, nematod ve
fungus gibi mikroorganizmalarin kullanilmasidir (Eilenberg vd. 2001). Mikrobiyal
miicadele etmenleri lizerindeki ¢alismanin ilk basamagi cogunlukla dogada mevcut olan
fungus izolatlarinin tespit edilmesidir (Er 2013). Entomopatojen funguslar suyun ¢ok
oldugu alanlar, ormanlar, konveksiyon el tarimin yapildigi alanlara uzak ve dogal alanlar
gibi ¢ogu yasam alanlarinda yayilis gostermektedirler. Toprak, 6zellikle entomopatojen
funguslar i¢in Onemli bir yasam kaynagi olup, bir¢ok entomopatojen fungus tiirii
cogunlukla topraktan izole edilmistir (Gaugler 1988). Entomopatojen funguslarin
dogadan izolasyonu i¢in birka¢ yontem kullanilmaktadir. Bu yontemlerin en ¢ok tercih
edilenleri ‘Tuzak bocek yontemi’ ile topraktan ve dogrudan bdcek {lizerinden
izolasyonudur (Mietkiewski vd. 1994). Bu caligmada ise hem bocek tizerinden hem
topraktan entomopatojen funguslar izole edilmistir.

1.2.3.1. Entomopatojen funguslar

Entomopatojenik funguslar boceklere ariz olup 6liime sebebiyet veren funguslar,
uzun siire saprofit olarak yasayip, ortam sartlari elverisli hale geldiginde boceklere
gegebilen tiirleri ihtiva ederler. Cogu entomopatojen funguslar direkt olarak bocek dis
tabakasindan enfeksiyon yapmaktadir ve bu yiizden konukgu tarafindan yenilmelerine
gerek yoktur. Bu 6zellik entomopatojen funguslar1 6zellikle bitki 6zsuyu ile beslenen ve
kan emici boceklerin savasimda ilk siraya getirmektedir. Giiniimiizde Diinya ¢apinda
entomopatojen funguslardan olusan pek ¢ok ticari liriin bulunmaktadir ve bunlar farkl
zararlilarla savagimda kullanilmaktadir (Goettel vd. 2005).

Entomopatojen funguslar mikrobiyal miicadele etmeni olarak yillardir
kullanilmaktadir. Genellikle, cogu bocek takimi fungal hastaliklara karsi hassasdir ve
entomopatojen funguslar zararli boceklere karst mikrobiyal miicadele etmeni olarak 1yi
bir yere sahiptir.

1.2.3.2. Entomopatojen funguslarin simiflandirilmasi

Bocekleri hastalandiran entomopatojen funguslar cogunlukla Mastigomycotina,
Ascomycotina ve Deutoromycotina alt subelerinde yer alirlar. Giinlimiizde su ana kadar,
90 cinse ait 700 entomopatojen fungus tiirii belirlenmis ve bunlardan, Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana, Verticillium lecanii ve Isaria fumosorosea gibi bazi
tirler ise bircok yerde pek ¢ok zararliyla savasimda ticari olarak {iretilerek
kullanilmaktadir.
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1.2.3.3. Entomopatojen funguslarin viriilensligi ve etki sekilleri

Entomopatojen funguslar daha ¢ok deri yoluyla enfeksiyon yaparlar. Ancak mide
ve solunum yoluyla enfeksiyon yapan tiirler de bulunmaktadir. Funguslarin bocek
tizerinde giris yaptig1 yerlerde genelde lokal olarak fazla nem oraninin bulunmasi ile spor
¢imlenmesini kolaylastiran, segmentler arasi bosluklar, solunum bosluklart ve agiz
pargalar1 gibi bélgelerdir (Charnley ve Collins 2007).

Deri yoluyla enfeksiyonda, enfeksiyonun bocek derisindeki protein—Kitin
bilesimini par¢alanma 6zelligine sahip enzimler yardimiyla gerceklestigi bilinmektedir.
Entomopatojen bir fungus sporu, konuk¢usunun derisi {lizerine yapistiktan sonra,
cimlenme konisini olusturarak, tasidig1 protein ve yag parcalayici katalizorler yardimiyla
epikiitikulay1 deler; hifler olusturarak hipodemise ulasir, sonra bu hiflerini ¢ogaltarak
viicut boslugunda yayilir. Boylece fungus, viicut boslugunda klamidosporlar olusturarak
canliligini korumus olur. Bu klamidosporlar, daha sonra elverisli sartlarda ¢imlenerek
hifler olusturur ve hifler de konukgusu iizerinde sporlar yayarak yeni enfeksiyonlar
meydana getirir. Deri yoluyla enfeksiyonda fungusun verimli olabilmesi igin,
enfeksiyonun hipodermise ulagmasi gerekir. Boceklerdeki deri degistirme Ozelligi
oldugundan, bu mevzu 6nemlidir. Bundan dolay1, yogun deri degistiren boceklerde bu
durum daha da 6nem kazanmaktadir. Deri degistirme esnasinda fungal enfeksiyon sadece
yiizeyde kaldiysa bocek kendisini bu patojenden kurtarabilir. Ciinkii, heniiz hipodermise
ulagamamis olan fungus, bocegin degisen derisiyle birlikte disariya atilmis olur. Fakat
fungal enfeksiyon hipodermise ulasmissa, bocek kendisini bu enfeksiyondan ali
koyamaz. Herhangi bir patojen fungus zararliya penetre oldugu zaman viicut i¢inde hifler
olusturmaya baslar. Hifler gittikge yayilir ve bir siire sonra tiim viicut boslugu, fungus
miselleriyle dolar. Bu sirada konukgu zararlida, sinirli tepkiler goériilmektedir. Sonra
tepkiler gitgide agirlasir ve sonunda 6liim meydana gelir. Yani 6liim, viicut boslugunun
ve solunum borucuklarin fungus miselleriyle dolmasi ve bu arada iiretilen zehirli enzimler
ve olusturulan zehirli maddeler nedeniyle gergeklesmektedir (Ogurlu 2000).

1.2.3.4 Bir patojende aranacak ozelikler

Patojenitesi, yani oldirticiilik seviyesi yiliksek olmali, bocegin viicut direncini
yikabilmeli, bocekte parazitik etki veya antibiyosisle 6liime yol agmalidir. Enfeksiyon
dozu, yani enfeksiyonu baslatacak meblag: diisiik olmalidir. Bu patojen secimiyle ilgili
ekonomik bir kriter olup, kullanilacak patojen bu sart1 sagladigi 6l¢iide savasim ekonomik
olur. Oldiiriicii etkisi devaml1 olmali, yani ortama verildigi andan itibaren kendiliginden
cogalip, zararlinin bulundugu biitiin alanlara yayilabilmelidir. Patojenin gelisme zamani
kisa olmalidir. Ultraviyole 1sinlart ve radyasyon gibi zararli faktorlere karst kuvvetli
olmali, ayrica, olumsuz bir faktor karsisinda girdigi durgunluk déneminden kisa siirede
¢ikabilmelidir (Ogurlu 2000).

Son zamanlarda gerek ortiialt1 yetistiricilikte ve gerek acik alan yetistiriciliginde
zarar yapan T. urticae miicadelesinde kimyasal ilag uygulamalarinda yeterli sonuglar elde
edilmedigi asikardir. Zararlinin kisa hayat donemi ve yiiksek lireme kapasitesine sahip
olmas1 ve diger zararlilara gore kimyasallara karsi daha hizli direng gelistirmesi
miicadelede etkili sonucglar gdstermemesinin baslica etkenleri arasindadir. Bu nedenle T.
urticae miicadelesinde etkili sonuglar almak i¢in biz arastirmacilara yeni diizenlemelerin
gerektirdigi sekilde kimyasal pestisitlere alternatif olarak kullanilabilecek, ¢evreyle dost
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cesitli yontem ve materyaller gelistirme sorumlulugu dogurmustur. Bu kapsamda Antalya
ilinin tarim1 ve verimli cografik yapisi goz oniinde bulundurularak T. urticae miicadelesi
icin yerli entomopatojen funguslart izole edip ve etkili olanlar1 belirleyip kimyasal
miicadeleye alternatif olabilecegi diisiiniilmiistiir ve buradaki tez ¢calismasi planlanmistir.

Bu kapsamda s6z konusu ¢alismada;

1. Calismanin yapildig1 Antalya Il merkezi ve yakin ilgeler; Aksu, Dosemealt1, Kemer,
Kepez, Konyaalti, Korkuteli ve Serik bolgelerinde yetistiricilik yapilan tarim alanlar1 ve
tarim dis1 dogal alanlarda, 6ncelikli olarak farkli bitki konukgulari izerinden yer alan 6li
arthropod kadavralarindan entomopatojen funguslar izole edilmistir. Ornek alinan
yerlerde ¢alismaya ek olarak ormanlik ve nehir kenarlarindan alinan toprak érneklerinden
de entomopatojen funguslar izole edilmis ve biyolojik varyasyonlar1 belirlenmistir.

2. Elde edilen entomopatojen funguslarin morfolojik ve molekiiler caligmalari yapilarak,
teshisleri yapilmaistir.

3. Farkli bolgelerden izole edilen funguslarin 6n patojenite testleri yapilmis olup en etkili
olan izolat veya izolatlar belirlenmistir.

4. Belirlenen izolatlarin, Antalya ilinde hem ortiialt1 hem de agik alan yetistiriciliginde
her yil &nemli miktarda kimyasal ila¢ kullanimiyla miicadele ¢alisilan Iki noktal
kirmizi6riimeek T. urticae’ye karsi etkinlik testleri yapilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Son zamanlarda biyoinsektisidler lizerindeki ¢alismalar hiz kazanmistir. Bu konu
tizerinde tilkemizde ve diinya ¢apinda yapilan bazi ¢alismalar asagida 6zetlenmistir.

Tetranychus urticae’nin Tiirkiye’de tarim tirtinlerinde zararli oldugu ilk kez 1934’te
ve pamukta cok dnemli zarar yaptig1 da 1937 yilinda tespit edilmistir (Iyriboz 1971).

Eilenberg ark. (2001)’nin, entomopatojen funguslar, tarim zararlis1 boceklerle
mikrobiyal miicadeledeki varliklarindan dolayr arastiricilarin  dikkatini  iizerine
cekmektedir. Uygun nem ve sicaklik kosullarinin saglandigi ortamlarda entomopatojen
funguslar belirgin epizootige yol agar ve genis alanlarda belirli zararli bocek popiilasyon
seviyesini distirtirler. Yapilan arastirma ¢alismalarinin birgogu, hedef zararli bocekler
icin en etkili olan fungus izolatlarinin belirlenmesi ve mikrobiyal miicadelede
gelistirilerek kullanilmasi {izerine yogunlasmis durumdadir. Tarimsal yetistiricilikte,
entomopatojen funguslarin olusturdugu ekosistem faaliyeti mikrobiyal miicadele igin
olduk¢a Onemlidir. Zararli boceklere spesifik olan dogal diigmanlarin korunmasi ve
etkinliklerinin arttirilmasi i¢in, tarim sistemlerinde uygun ortam olusturmada funguslarin
temel ekolojik bilgileri kullanilarak tarimsal uygulamalar ve dogal ortam diizenlemeleri
yapilmaktadir.

Entomopatojen funguslar tarimsal ekosistemde olduk¢a genis alanlara
yayilmislardir. Iliman bolgelerde, Filum: Ascomycota (Takim: Hypocreales) ve Altfilum:
Entomophthoromycotina’ya (Takim: Entomophthorales) ait bircok fungusun
Arthropod’larda enfeksiyona neden oldugu bilinmektedir. Hypocreales takimina ait
Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae tarimsal ekosistemlerde ¢ok genis
konukgulara sahiptirler. Son zamanlardaki arastirma sonuglari, korumali biyolojik
miicadele stratejisine uygun funguslarin ekolojik yonlerini acikliga kavusturmustur. Bu
aragtirmalar, 1liman iklimli tarimsal ekosistemlerde, B. bassiana’nin zeminden yiiksek
yerlerde yasayan konukgularda, M. anisoplia’nin toprak yiizeyinin tizerinde veya altinda
bulunan konukgularla iligkili oldugunu géstermistir (Meyling 2007). Bu iki fungusun
kaynagi topraktir ve aynmi toprak orneklerinden izole edilebilmektedirler (Keller ve
Zimmermann 1989; Meyling ve Eilenberg 2006).

Konuk¢u bireylerin o6rneklenmesi, fungus tiirlerinin yayginligi ve konukcu
cesitliligi hakkinda onemli bilgileri ortaya ¢ikarir. Entomopatojen fungus enfeksiyonu
sonucu 6lmiis bocekler ¢ogunlukla bulunduklari bitki {izerinden topraga diisecekleri icin
toprak faunasi 6nemli fungus rezervelerini olusturmaktadir (Samson 1988).

Chandler ve ark. (1997), Beauveria, Conidiobolus, Metarhizium ve Isaria
(Paecilomyces) c¢ogunlukla toprak ortaminda bulunan entomopatojen fungus
cinslerindendir. Ayrica bir¢ok fungus tirii diinyanin degisik bolgelerinde toprakta
yasayan bdceklerden izole edilerek rapor edilmistir. Ingiltere’de agaglik ve cali
alanlarinda yapilan caligmalarda ekilebilir alanlara oranla daha ¢ok entomopatojen fungus
izole edilmis ve B. bassiana ve I. farinosus yaygin olarak bulunmustur.
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Shi ve ark. (2008), pamuk bitkisinde zararli olan kirmiziériimecekler (Tetranychus
truncates ve T. turkestani)’in savasiminda entomopatojen funguslardan Beauveria
bassiana ve Metarhizium anisopliae’nin 3 adet formulasyonunun etkinligini tarla
kosullarinda ise 8 adet arastirmislardir. Sonugta M. anisopliae’nin iki formiilasyonu
%85.7 (77.9-94.9) ve %88,0 (82.4-93) ve B. bassiana’ nin iki formulasyonu %77.9 (68.6-
89.6) ve %85.7 (77.8-87.7) oraninda kirmizidriimcekler lizerinde etkili oldugunu
belirlemislerdir.

Eken ve Hayat (2009), Erzurum’da yaptiklar1 saha ¢alismalarinda almis olduklar1
orneklerde yapmis olduklar1 izolasyonlar sonucunda T. urticae erginlerinin %65’inin
Cladosporium cladosporioides ile dogal olarak hastalikli oldugunu gostermislerdir. C.
cladosporioides’in 13 izolat: 8x10° konidi/ml dozunda olacak sekilde fasulye yapraginin
diskleri tizerinde T. urticae’ye karsi laboratuvar ortaminda Petri denemesi olarak
uygulama yapilmistir. Bu uygulama nedeniyle meydana gelen 6liim oraninin %50.95-
74.76 oldugu goriilmiistiir. Sonuglar bu fungusun T. urticae’ye karsi mikrobiyal miicadele
icerisinde kullanabilecegini gostermistir.

Sanjaya vd (2013), farkli bocek kadavralarindan izole ettikleri 14 entomopatojen
fungus tiirtiniin etkinligi Tetranychus kanzawai’ye karsi test edilmistir. Test sonucunda,
funguslarin uygulamasindan 7 giin sonra kirmiziériimceklerde meydana gelen 6lim
oranlarina gore Metarhizium anisopliae’nin 7 izolatindan en etkili tiglii (Ma4, Ma5, Ma6),
Beauveria bassiana’nin 7 izolatindan en etkili ti¢lii (Bb4, Bb5, Bb6) ve Paecilomyces
lilacinus’ dan bir tane izolat segilerek ayrica ¢alismaya alinmigtir. Calisma sonucunda M.
anisopliae’nin Ma6 izolatinin T. kanzawai’ye karsi en etkili izolat oldugu belirlenmistir.
Bu c¢alisma sonucunda test edilen tim M. anisopliae ve B. bassiana izolatlarmin T.
kanzawai’nin savasiminda kullanim potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir.

Erler vd. (2013), farkli bitkiler lizerinden alinan 6lii bocek kadavralarindan izole
ettigi entomopatojen funguslardan Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae’nin
Tetranychus cinnabarinus iizerinde etkinliklerini Antalya’ da sera sartlarinda deneme
yapmuslardir. B. bassiana'nin 4x10° konidi/ml oraninda 1, 1.5 ve 2 I/ha olmak iizere ii¢
farkli dozlarda ve M. anisopliae'nin 5,5x10° konidi/ml oraninda 0,75, 1 ve 1,25 1/ha olmak
tizere 3 farkli doz da denedikleri ¢alisma sayesinde, B. bassiana 2010 yilinda %81.7 ve
2011 yilinda %78.1 ve M. anisopliae 2010 yilinda %69.8 ve 2011 yilinda %66.7 oraninda
T. cinnabarinus yumurtalarinda 6liim meydana getirmistir. M. anisopliae ise en ¢ok
akarin aktif donemleri lizerinde 6liim meydana getirmistir.

Bugeme vd. (2014), Tetranychus urticae’nin farkli biyolojik evrelerine (yumurta,
larva, nimf, ergin) entomopatojen funguslardan Beauveria bassiana ve Metarhizium
anisopliae’ye kars1 hassaslhigini ¢alismiglardir. Biitiin yasam evrelerinde her iki fungusun
da 3x10°, 1x108, 3x10” ve 1x10” konidi/ml olmak iizere 4 farkli dozu denenmistir. En
fazla doz olan 1x10’ konidi/ml yumurtalarin canliligii énemli dlgiide azaltmis ve aktif
donemlerin 6lim oranini yiikseltmistir. En fazla konidi dozunda en yiiksek 6liim oran
meydana gelmistir.

Ullah ve Lim (2015), entomopatojen funguslardan Beauveria bassiana’nin
fasulye bitkisinde zararli kirmiziériimcek (Tetranychus urticae)’ye olan etkisini test
etmislerdir. Denemede T. urticae’ye karsi 5. ve 10. gilinlerde fungus uygulanmustir.
Kirmiziériimcegin nimf yogunlugunun 20. giinde, ergin yogunlugunun ise 15. giinde
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sifira kadar diistiigli goriilmiistiir. Ayn1 denemede sadece 5. giinde yapilan fungus
uygulamasinin etkisi de arastirilmistir. Bu uygulamada nimf populasyonu biiyiik seviyede
azalmis, ama yogunlugunun 20. giinden sonra hizla ¢ogalmaya basladig1 goriilmiistiir.

Baydar (2015), Isparta’da 2013-2014 wyillar1 arasinda yapilan survey
caligmalarinda, bolgeden alinan toprak ornekleri tizerinden bocek (Galeria mellonella)
tuzak yontemi kullanilarak entomopatojen funguslar izole etmislerdir. Toprakta en ¢ok
Beauveria spp. (164izolat) ve Metarhizium spp. (40 izolat) elde etmislerdir. Bunlarin
yaninda Fusarium, Aspergillus ve Paecilomyces cinslerine ait entomopatojen funguslar
da belirlemislerdir. Izole ettikleri funguslar1 Galeria mellonella larvalarina karst
kullanilarak etkinlik testlerine bakilmistir. Yapilan etkinlik testinde Beauveria spp. ve
Metarhizium spp. izolatlar1 en etkili tiirler olmustur. Patojenitesi yiiksek ¢ikan
entomopatojen fungus izolatlarinin giiniimiizde tarimsal zararli boceklerin miicadelesinde
kimyasal miicadeleye alternatif olarak biyolojik miicadelede kullanilabilecegini
gostermislerdir.

Dogan (2016), entomopatojen funguslardan Metarhizium flavoviride,
Metarhizium anisopliae (4556 ve V275), Lecanicillium lecanii ve Beauveria bassiana'nin
Tetranychus urticae'nin farkli yasam evrelerine karsi etkinlikleri laboratuar sartlarinda
arastirmuslardir. Calismada kullanilan spor seviyesi tiim funguslar i¢in ayn1 olup, 1x 107
konidi/ml olarak uygulamislardir. Uygulama neticesinde entomopatojenik funguslar T.
urticae’nin yumurta evresi tizerinde %11.8-17.0 oraninda 6liim meydana getirmislerdir.
Funguslar, T. urticae’nin aktif evreleri tizerinde %29-90.3 6liim orani gostermislerdir.
Yapilan ¢alisma sonucunda T. urticae ergin evrelerinin larva, nimf ve yumurta evrelerine
gore fungal enfeksiyona daha duyarli oldugunu ve en az etkilesmeyi ise yumurta evresi
tizerinde oldugunu gostermislerdir. Sonu¢ olarak bu calisma da entomopatojen
funguslarin T. urticae’ye karsi potansiyel kontrol etmeni olarak kullanilabilecegi ortaya
cikarmustir.

Patel ve Ghetiya (2019), tarafindan entomopatojen fungus Fusarium
verticillioides’in  1x10° cfu/ml ve 1x10° cfu/ml arasinda degisen 6 farkli
konsantrasyonunun, T. urticae’ye karsi yiiriitillen laboratuvar denemelerinde, bamya
bitkisi tizerindeki etkilerini arastirmiglardir. Uygulamadan 10 giin sonra, T. urticae
lizerinde 1x10° cfu/ml konidia ile %26.41 seviyesinde 6liim orani elde edilirken, 1x10%°
cfu/ml konidia siispansiyonu ile ise %75.04 diizeyinde basar1 oranina ulagilmistir.

Wu vd. (2019), tarafindan B. bassiana’ya ait (GZGY-1-3, LNSZ-26, SDDZ-9,
XIWLMQ-32, SCWJ-2 ve JXJIGS-1) izolatlarinin T. urticae iizerindeki etkinligini
belirlemek amaciyla yaptiklari bir laboratuvar deneyinde, bir aym sonunda T. urticae
yumurta, larva ve ergin sayilariin sirasiyla %38.7-55.2, %3.7-18.7 ve %61.0-72.1
oraninda azaldigim1 gérmiislerdir. Bu deneyden yedi giin sonra ise etkinlik oranlarini
sirastyla, %2.7-3.8, %17.5-25.8 ve %63.2-71.2 olarak kaydetmislerdir. Arazi
denemelerinde ise, 2x10% konidia/ml-1 siispansiyonuyla, 10 giinliik uygulamanin
ardindan %388.6, %83.8 ve %83 diizeylerinde basar1 elde edilerek, izolatin uygulamaya
aktarilabilecegi saptanmustir.

Yanar vd. (2006), arastiricilarinin yirittikleri bu ¢alisma, B. bassiana’ya ait
toplam 17 izolat arasinda, yapilan 6n denemelerden sonra yiiksek etkinlik gosteren F-12,
F-53, ve F-56 izolatlarinin, 5 farkli konsantrasyondaki spor siispansiyonlarmi 1x10%,
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1x10°, 1x108, 1x107, ve 1x108 konidia mI*! olmak iizere, T. urticae’nin ergin disilerine
karst etkinliginin belirlenmesi amaciyla hazirlanmistir. 72 saatlik inkiibasyon
periyodunun sonunda, B. bassina izolatlarmin 5x10° konidia ml? konsantrasyonu
uygulanarak %32.5-72.5 civarinda bir etkinlik elde edilmistir. En yiiksek etkinlige F-53
izolatiyla ulagilirken bunu F-12 ve F-56 takip etmistir. T. urticae’ye karsi, bu ii¢ izolatin
1x108 konidia ml™* siispansiyonlar1 uygulanarak ulasilan etkinlik seviyeleri ise sirasiyla,
F-53 i¢in %43.3-83, F-12 i¢in %78.3 ve F-56 izolat1 i¢in %76.7 olarak belirlenmistir.

Pereira vd. (2019), Metarhizium anisopliae konidia’s1 igeren iki ayr1
slispansiyonun tatli patates yapragi 6rneklerindeki Tetranychus ludeni akarlarina karsi
etkinlik diizeylerinin arastirilmasinda, uygulamadan 96 saat sonra, en yiiksek konidia
konsantrasyonu olarak belirlenen M. anisopliae (10’ konidia ml?) siispansiyonunu
uygulamuslardir. T. ludeni disilerine karsi, 10° konidia ml™ konsantrasyonunda izolat
uygulanmasiyla kontrol grubuna gore daha basarili sonucglart alindigmni ortaya
koymuslardir. Son degerlendirme siirecinde (96 saatlik) siispansiyonlarin en yliksek
konsantrasyonda uygulanmasiyla elde edilen etkinlik yiizdesinin %80 oldugu
gozlenmistir. Bu degerlerin  1x10° konidi/ml konsantrasyonunda ve kontrol
uygulamasinda sirasiyla sirastyla %52 ve %40 seviyelerinde oldugu saptanmuistir.

Zhang vd. (2018), arastiricilar;, 2x107 konidia/ml konsantrasyonundaki lsaria
cateniannulata 08XS-1 izolatinin, T. urticae iizerinde, piiskirtme ve daldirma
yontemleriyle uygulanmasi ile sirasiyla; %92 ve %100 oranlarinda etkinlik elde edildigini
belirlemiglerdir.

Seiedy vd. (2017), arastiricilart tarafindan B. bassina’nin F ve J.B. izolatlarinin,
2542°C’de  %60-70’lik nem oraninda ve 16:8 saatlik fotoperiyotta piiskiirtme
yontemiyle, T. urticae yumurtalari {izerindeki etkinlikleri, 1x 103, 1x10%, 1x10°, 1x10°,
1x10” velx10® konidia/ml siispansiyonlar1 kullanilarak degerlendirilmistir. Yapilan
denemelerde yumurtalardaki 6liim oraninin, 3. giinde 1 x 10° konidia ile %4.06, 7. giinde
ise 1x10® konidia konsantrasyonuyla, F ve J.B. izolatlar1 i¢in sirasiyla, %84.37 ve %65
oldugu tespit edilerek, bu oranlarin zamanla ve konidia konsantrasyonuyla orantili olarak
arttig1 anlasilmistir.

Yal¢in vd. (2011), Uzunoluk Ormani’nda yasayan bazi Oribatid akarlar (Acari:
Oribatida) ve onlardan izole edilen mikrofunguslar {izerine arastirma yapmuglardir, B.
bassina, Chrysosporium sp., Fusarium sp., Penicillium expansum ve Penicillium steckii
fungus tiirlerini belirlemislerdir.

Yanar vd. (2015), 2014 yilinda yiiriittiikleri ¢alismada Tokat tarla alanlardan
topladiklar1 toprak Orneklerinden entomopatojen fungus izolatlarini elde etmislerdir.
Tokat bolgesinde farkli tarla alanlarinda 176 toprak 6rnegi toplanmis Galleria mellonella
tuzak yoOntemiyle entomopatojen fungus izolasyonu gergeklestirilmislerdir. Calisma
sonunda 27 entomopatojen fungus izolati elde edilmis olup, bunlarin 20 tanesi Beauvaria
bassiana (Bals.-Criv), 4 adedi Fusarium spp., 2 adedi Lecanicillium lecanii (Zimm.), 1
adedi de Paecilomyces spp. oldugunu belirtmislerdir.

Shi ve Feng (2004-2009), tarafindan yiiriitilen g¢alismalarda B. bassiana,
Peacilomyces fumosoroseus ve M. anisopliae izolatlarimin T. urticae yumurta ve
disilerinde yiiksek diizeyde 6liime neden oldugunu belirlemislerdir.
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Ates (2020), tarafindan 4 adet B. bassiana entomopatojen fungus izolat1 (GOPT-
158, GOPT228, GOPT-283, GOPT-331) ve 3 ticari peparatin (%1.5 B. bassiana strain
Bb-1; %1.5 Verticillium lecani strain V1-1; %1.5 Paecilomyces fumosoreus strain PFs1)
T. urticae’nin bazi biyolojik parametreleri tizerine etkilerini belirlemislerdir. Biitiin
izolatlarin1 1x10® konidi/ml-1 konsantrasyonunda kullanilmislardir. Kontrol uygulamasi
olarak da %0.02’1lik Tween 80°li saf su kullanilmiglardir. Calisma sonucunda 5. giinde
GOPT-228 izolat1 %57.77+6.47 ile en yiiksek 6limii meydana getirmistir. Bunu sirastyla
ticari perapat 2 (%38.88+4.75), ticari preparat 1 (%37.03+2.34), ticari preparat 3
(%33.33£5.73), GOPT-158 (%31.74+2.89) ve GOPT283 (%31.48+4.45) takip etmistir.
T. urticae yumurtalarina ovisidal etki ¢alismasinda ise 7. giinde en yiiksek ovidal etki
sirasiyla; ticari preparat 3 (%83.33+6.28), GOPT-158 (%76.66+7.49) ve ticari preparat 2
(%75.83+£5.83)’de  goriilmiistiir. Entomopatojen fungus izolatlarinin Iki noktali
kirmiziriimeegin erginleri iizerinde gostermis oldugu akarisidal etkisinin yani sira
biyolojik parametrelerin kontrole oranla baskilayici ve iireme giigiinii azaltici bir etkisinin
oldugunu belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Ornekleme Yerleri ve Zamanlari

Arazi caligmalar1 sirasinda Ornekler, Antalya ili merkez ilgeleri (Kepez ve
Konyaalti) ile tarimsal faaliyetlerin yogun olarak yapildig1 yakin gevresindeki ilgelerden
(Aksu, Dosemealti, Kemer, Korkuteli ve Serik) bahge, tarla, ormanlik alan yol kenar1
peyzaj bitkilerinden, parklar ve dogal alanlara yakin olmalar1 o bdlgeleri en iyi sekilde
temsil eden ve 3 farkli lokaliteden olmak iizere toplamda 104 6rnek almmustir. Ornekler
hava durumunun nemli ve yagish gectigi periyot araliklarinda alimustir. Orneklemeler
esnasinda, rutubetin yogun oldugu kuzey yonde, fazla giines 151g1 almayan alanlarda
toplanmis olup bu gibi durumlar érnekler alinirken dikkate alinmistir. ilaveten, drnek
alinan alanlarda ilag uygulamalarinin yapilip yapilmadigi g6z 6niinde bulundurulmustur.
(Sekil 3.1) Toplanan 6rnekler etiketlenerek laboratuvara getirilmistir. Etiket {izerine;
orneklerin lokalite adi, GPS koordinatlari, bitki ¢esidi, yiikselti, 6rnek alinan yerin
cevresinde nehir, orman vs. gibi dogal alanlarin bulunup bulunmadig: gibi gerekli bilgiler
kaydedilmistir (Ek 1).

Sekil 3. 1. Orneklerin alindig1 alanlar; a) Orneklerin alindig1 ormanlik alan; b) Sehir
merkezindeki park alani; ¢) Nehir kenarindan toprak 6rnegi alinmasi; d) Koru alan; e)
Turunggil bahgesi; f) Patlican serasi

3.2. Enfekteli Arthropod Orneklerinin Toplanmasi

Tez kapsaminda, yapilan sorveyler sirasinda oncelikli olarak bitkinin dal, siirgiin
govde, yaprak ve meyveleri murakabe edilerek tizerinde bulunan ve fungal enfeksiyona
maruz kalmis ya da enfekteli oldugundan siiphelenilen afid, kirmiziériimcek, kosnil,
beyazsinek ve kabuklubit bireylerden entomopatojen funguslarin izolasyonu igin 6rnekler
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toplanmistir. Bitki lizerinde enfeksiyona ugramis arthropodlarin yaninda ¢aligmaya ek
olarak dnemli goriilen yerlerde toprak ornekleri de alinmistir. Siirgiin ve dallar 29-34 cm
uzunlukta budama makasiyla alinarak, meyve ve yapraklar ve toplanarak plastik kilitli
torbalara ve igerisinde filtre kagidi olan 6rnek kaplarina yerlestirilerek etiketlenmistir.
Canl1 olarak getirilen arthrpod 6rnekleri havalandirma saglanmais plastik kavanozlarda bir
hafta siire ile giinliik olarak gbzlem altina alinmistir. Bu siire icerisinde dogal ortaminda
beslendigi bitki, beslenmeleri igin kavanozlara yerlestirilmistir. Toplanan arthropodlar
iklim odasinda toplandigi zamanki iklime gore 20 veya 25+1°C, %65+5 nemde ve
dogadaki yasam habitatina miimkiin oldugunca yakin bir bigimde fungal gelisim igin
inkiibasyona tabii tutulmustur (Sekil 3.2).

Sekil 3. 2. Enfekte olmus arthropod 6rneklerinin alinmasi; a) Enfekteli siirgiinlerin 30-35
cm uzunlukta kesilmesi; b) Portakal agacinda fungusla enfekteli kabuklubit; ¢) Zakkum
agacinda enfekteli afit; d) Kauguk yapraginda enfekteli beyazsinek; e) Turungta fungusla
enfekteli kabuklubit; g) Yabanci otta enfekteli afid

3.3. Toprak Orneklerinin Toplanmasi ve Laboratuvara Getirilmesi
3.3.1.Toprak orneklerinin alinmasi

Enfekteli arthropod 6rneklerinin alindigi tarla, bahge, ormanlik ve koru alanlarda
calismaya ek olarak lokalitedeki her bir alanin 0.5 m?’lik 3 farkli noktasindan 20-30 cm
derinlikten el kiiregi ile toprak 6rnegi alinmistir. Her bir alandan farkli noktalardan alinan
ornekler karistirilarak 1.5- 2 kg olacak sekilde tek bir 6rnek olarak kilitli plastik torbalara
konulmustur. El kiiregi, her alandan 6rnek alma isleminden sonra %70’lik etil alkol ile
temizlenmistir (Sekil 3.3.). Her 6rnekleme tarihinde alinan toprak 6rnekleri, buz ¢antalari
icerisinde laboratuvara getirilip oda sicakliginda 2 giin bekletildikten sonra, drneklerden
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kiigiik tas, cakil, bitki parcalar1 gibi materyaller eleme isleme ile temizlenip izolasyonlar
yapilincaya kadar +4°C’de karanlikta muhafaza edilmistir.

Sekil 3. 3. Toprak orneklerinin alinmasi; @) Toprak 6rnegi alinmadan once ist yiizey
temizlemesi; b) Nehir kenarindan toprak 6rneginin alinmast; ¢) Toprak drneginin kilitli
posetlere aktarilmasi; d) El kiireginin steril edilmesi igin %70’lik etil alkol kullanilmast;
e) Alinan toprak 6rneklerinin eti etiketlenmesi; f) El kiireginin temizlenmesi

3.4. Enfekte Olmus Arthropod ve Toprak Orneklerinden Fungus izolasyonu
3.4.1. Enfekte olmus arthropod érneklerinden entomopatojen fungus izolasyonu

Laboratuvara getirilen drnekler stereo-mikroskop altinda incelenerek 6lii olanlar,
canl ve hastalik belirtileri gdsterenler tespit edilmistir (Sekil 3.4). Uzerinde fungal
gelisme gozlenen oOli kirmiziériimcek, beyazsinek, afid, kosnil ve kabuklubit
kadavralarindan temiz kiiltiir elde etmek i¢in; kadavralar 6nce %1°lik sodyum hipoklorit
soliisyonu ile ylizey sterilizasyonuna tabi tutularak, yiizey temizligi yapildiktan sonra 1
dakika saf suda bekletilerek igerisinde nemli filtre kagidi bulunan steril Petri kaplarina
alimmustir. Petri kaplar, 25+£2°C’de, 12,12 saatlik (Aydinhk: Karanlik; L:D) 151k
periyodunda 7-10 giinliik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda eksternal
fungal gelisme goriilen 6rnekler spatiil yardimi ile misel pargalar1 alinarak ve daha sonra
tek spor izolasyonlar1 yapilarak temiz kiiltiirler elde edilmeye calisilmistir. Saflastirma
esnasinda ilk besiyeri olarak SDAY [%] yeast ekstrakt ilave edilmis KI (SDA) besiyeri]
kullanilmistir. Bakteri gelisimini engellemek igin besi yerine 45 pg/ml ampicillin, 21
png/ml oraninda genis spektrumlu bir antibiyotik olan tetrasiklin ve 195 pg/ml miktarinda
streptomisin ilave edilmistir (Majumdar vd. 2008). Bu bigim elde edilen entomopatojen
funguslarin saf kiiltiirleri kriyogenik tiiplerde -20°C’de saklanmugtir (Sekil 3.4.).
Mikroskop ile gézlemlemede 6lii olmayan, fakat enfekteli oldugundan siiphelenilen hasta
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tiirler, belirli bir zaman kontrollii kosullarda beslendikten sonra 6lenler, 6liim sebebinin
fungal enfeksiyon olup olmadiginin arastirilmasi diisiincesiyle incelemeye alinmustir.
Incelemeye almak igin bireyler %1°lik sodyum hipoklorit ile yiizey temizligi yapildiktan
sonra 1 dakika saf suda bekletilerek icerisinde nemli filtre kagidi bulunan steril Petri
kaplarina aktarilarak iizerlerinde fungal gelismenin olup olmadig gézlenmistir. Uzerinde
fungal gelisme goriilenlerden, yukarida bahsi gegen yontem kullanilarak fungus
izolasyonu yapilmustir (Sekil 3.4).

Sekil 3. 4. Entomopatojen funguslarin izolasyonu; a) Enfekteli orneklerin stereo-
mikroskop altinda incelenmesi; b) Besi yeri PDA; ¢) Enfekteli 6rneklerin besi yerine
ekilmesi; d) Entomopatojen funguslarin saf kiiltiirleri kriyogenik tiiplere aktarilmasi

3.4.2. Toprak orneklerinden entomopatojen fungus izolasyonu

Toplanan toprak orneklerinden entomopatojen funguslarin izolasyonu igin 4.
donem larvalar1 Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) tuzak bocek metoduyla
kullanilmigtir. Her bir araziden alinan 1.5- 2 kg kadar toprak 6rnegi esit olarak karistirilip,
250 ml’lik steril kiiltiir kablarina aktarilmis olup otoklavmis saf su ile nemlendirilmistir.
Her bir kiiltiir kabina 5-6 tane G. mellonella larvasi yerlestirilmis olup ve 10 giin siire ile
gbzlem altina alinmistir. Toplamda 320 G. mellonella larvasi kullanilmistir. Kiiltiir
kaplar1 giinliik incelemeler sirasinda larvalar alt-iist edilerek larvalarin toprak ile temasi
saglanmistir. BOylece larvalar daha fazla toprakla temas edilerek enfekteli olmasi
saglannigtir. Olen larvalar fungal gelisim gergeklesmeden once kiiltiir kaplarindan
cikarilarak fungal gelisimin tesvik edilmesi i¢cin nem ¢emberlerine alinmistir. Tabaninda
nemlendirilmis kurutma kagidi bulunan Petri kaplari nem ¢emberi olarak kullanilmigtir.
Deneme 26+2°C sicaklikta 1s1ksiz ortamda oda sartlarinda devam edilmistir. Deneme
stiresi boyunca toprak 6rnekleri incelenip 6lii larvalar toplanarak yiizey sterilizasyonu i¢in
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6 sn %5’lik sodyum hipoklorit’te bekletildikten sonra saf sudan gegirilerek ve %70’lik
etil alkolle 5 sn boyunca tabi tutulmustur. Akabinde 3 kere saf sudan gegirilip kurutma
kagid1 iizerine alinarak fazla suyun emdirilmesi saglanmistir. Nemli filtre kagitlarinda
larvalar yer aldigi Petri kaplarinda oda sicakligina (26+2°C) ayarl inkiibatorde 1s1ksiz
ortamda bekletilerek larva dis tarafinda fungal gelisim gézlenmistir. Mikroskop altinda
yapilan gézlemlemede, tizerinde fungus gelisen larvalar, Patates dekstroz agar (PDA;
Becton, Dickinson and Company, MD, USA) ve Sabouraud dekstroz agar + %1 yeast
ekstrakt (SDYEA; Becton, Dickinson and Company, MD, USA) kullanilarak
saflastirilarak temiz izolat elde edilmistir. Bakteri kontaminasyonunu engellemek igin
besiyerine 45 pg/ml ampicilin, 21 pg/ml oraninda chloramphenicol ve 195 pg/ml
miktarinda streptomycine takviyesi yapilmistir (Eken 2011).

3.4.2.1. Galleria mellonella (L.) larvalarinin iiretilmesi

Toprak oOrneklerinden entomopatojen fungus izolasyonunda genel olarak
kullanilan yontemlerden biri “Galleria tuzak yontemi”dir. Bu yontem kullanilarak
entomopatojen funguslarin topraktan izalosyonunda G. mellonella larvalar1 toprak
orneklerinin igerisine aktarilarak enfekte olmasi beklenir (Zimmermann 1986). Bu metot
son yillarda yapilan calismalarda en c¢ok kullanilan metot olmasi nedeniyle bu tez
calismasinda da tercih edilmistir (Bing ve Xing 2008). Yaklasik 3 yildir boliimiimiizde
G. mellonella kiiltiirti olusturulmus olup, 2 It’lik tiil kapakli cam kavanozlarda 26+2°C
sicaklik ve %60+5 nispi nemde kiiltiir idame ettirilmektedir (Bronskill 1961). Uretilen
Galleria larvalarinin 4. Doneme gelmis bireyleri topraktan fungus izole etmek amaciyla
kullanilmistir. G. mellonella tiretiminde kullanillan besin ortami 150 ml siizme bal, 350ml
gliserin, 100 ml saf su, 200 ml petek mumu ve 2 kg bugday kepegi) igeren 2 It hacimli
cam kavanozlarda yetistirilmistir (Sekil 3.5).
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vrams

Sekil 3. 5. Galleria mellonella larvalarinin tiretilmesi; a) Bir tireticide G. mellonella ile
bulasik peteklerin alinmasi b) G. mellonella gogaltmak igin besin hazirlanmasi ¢) G.
mellonella kiiltire alinmast d) G. mellonella 4. Larva donemi €) Topraktan
entomopatojen fungus izole etmek i¢in G. mellonella larvasi aktarilmasi f) Larvalarin
Beauveria bassiana ile enfekte olmasi

3.5. Elde Edilen Entomopatojen Fungus izolatlariin Tamsi
3.5.1. Morfolojik tanilar1

Entomopatojen funguslar, 1sik mikroskobu kullanilarak morfolojik tanilart
yapilmigtir.  Patojenisite  denemelerinden sonra fungus ile enfekte olmus
kirmiziriimeeklerin dis yapilari, koloni morfolojisi, konidialarin sekil ve biiyiiklikleri
gibi Onemli yapilar ayrintili bir sekilde fotograflanarak teshiste kullanilmistir.
Mikroskobik gézlemler ve teshis igin fungal kolonilerin hazirlanmasinda ¢abuk ve etkin
bir yontem olan “Lam kiiltliri” yontemi kullanilmistir (Lacey 1997). Lam kiiltiirt
yontemi kullanilarak hazirlanan fungal izolat, oda sicakliginda iki giin bekletildikten
sonra az 151k yogunlugu altinda fungal gelisme olup olmadigini belirlemek i¢in kontrol
edilmistir. Hif gelisimi ve spor iretimi fungal gelisme varsa olacaktir. Eger fungal
gelisme az ve sporlar net degil ise, hazirlanan izolat tekrar 1-2 giin kadar bekletilerek
fungal gelismeye izin verilmistir. Fungal kolonileri stereo-mikroskop altinda igne
yardimiyla her birinden bir Kesit alinarak Lam kiiltiirii yontemi kullanilarak hazirlanmas,
laktofenol-pamuk mavisi soliisyonundan damlatilmis lam iizerine yerlestirilerek ve lamin
iizerinde hava zerrecikleri kalmayacak sekilde lamel ile kapatilmistir. Bu yontemle
hazirlanan preparattaki fungus izolatlarinin, goriintiilii 151k mikroskobunda konidiofor
yapilari, hif, spor sekli belirlenerek ve koloni morfolojilerine gore ilgili literatiir
kullanilarak teshisleri yapilmistir (Eken 2011). Tanimlamasi yapilan izolatlar1 saklamak
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icin test tiiplerinde PDA hazirlanarak ve izolatlar tiip i¢ine aktarildiktan sonra 23-25°C’de
bir miktar fungal gelisim saglanip daha sonra +4°C’de saklanmustir.

3.5.2. Molekiiler tanilar:
3.5.2.1. DNA izolasyonu

Bu c¢alisma kapsaminda elde edilen entomopatojen fungal etmenlerin DNA
izolasyonlar1 i¢in Oncelikle kiiltiirler PDA besiyerinde 25°C sicaklikta yaklasik 1 hafta
gelistirilmistir. Elde edilen fungal dokulardan DNA izolasyonunda geleneksel CTAB
metodu kullanilmistir. DNA izolasyonu Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Molekiiler
Entomoloji Laboratuvari’nda Doyle ve Doyle (1990) tarafindan gelistirilen CTAB
yontemi agagidaki gibi kullanilarak gerceklestirilmistir.

DNA izolasyon protokolii:

1) Fungal misellerden (100 mg) veya spor (50 mg) as1 ignesiyle 1.5 ml mikrofiij tiiplerine
aktarilarak ve tizerine merkaptoetanol igeren CTAB ¢ozeltisinden (Cizelge 3.1) 500 ml
eklenmistir.

2) Daha sonra plastik ezme ¢ubuklari (pestil) yardimiyla 6rnekler parcalanmstir.

3) Fungus ezme islemi tamamlandiktan sonra fungus DNA’siin tiip i¢indeki siviya
geemesi icin sicakligl 65°C’ye dnceden ayarlanmis olan su banyosu igerisine drnekler 20
dakika araliklarla yavas yavas calkalanmak {izere 3 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir.

4) Inkiibasyon tamamladiktan sonra drneklerden protein uzaklastirilabilmek icin tiip
basia 450 pl kloroform+izoamil alkol (24:1) soliisyonu eklenip iip igerisindeki sivi ile
tamamen karisana kadar vortekslenmistir.

5) Vortekslenme isleminden sonra tiipler 14 000 rpm hizinda 20 dk santrifiij edilmistir.

6) Santrifiis ardindan iist faz dikkatlice yeni tiipe aktarilip ve icerisindeki sivi miktari
kadar -20°C’den ¢ikartilmis isopropanol eklenmistir. Ertesi giine kadar -20°C’de
bekletilerek ve 14 000 rpm de 20 dk santrifiij yapilmistir. Sanrifiijden sonra tiiplerin
altinda pelet olustugu gozlenmistir ve pelete dikkat edilerek {iistiindeki tim sivi
uzaklastirilip bir siire bekletilmistir ve 200 pl +4 dereceden alinmis %70’lik etanol pelet
lizerine birakilip, 14 000 rpm de 5 dk santrifiij yapilmistir. Ust sivi uzaklastirilmistir. Sivi
uzaklastirildiktan sonra tiip icerisindeki peletler tiipler ters sekilde agzi agik olarak
kurutulmaya birakilmistir (Yaklasik 30-50 dakika).

7) Tamamen etanol uzaklastirildiktan sonra 100 pl civar1 zayif TE veya otoklav edilmis
saf su pelet lizerine eklenmis olup DNA soliisyonlar1 elde edilmistir. Elde edilen
DNA’larin kalite ve kantitesi %1’lik agaroz jel ortaminda kontrol edildikten sonra uzun
stireli muhafaza i¢in -20°C’de saklanmustir.
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Cizelge 3.1. CTAB soliisyonu bilesenleri

Bilesenler Buffer Son Karisimi Hacim
NaCl 1.4 M 280 ml
Tris-HCL PH:8 1000 mM 100 ml
EDTA PH:8 20 mM 40 ml
CTAB 92 209
Beta-merkaptoetanol %0,2 2 ml
Toplam 1000 ml

3.5.2.2. DNA konsantrasyonunun belirlenmesi

DNA konsantrasyonu %]1°’lik jele yiiklenen standart DNA (100 ng/ul) ile
yiikledigimiz  orneklerdeki DNA  bantlarinin  karsilagtirllmasiyla  belirlenmeye
calisilmgtir.

Her bir fungustan elde edilen 3 pl hacmindeki DNA 1 pl yiikleme boyas: ile
karistirilarak jele yiiklenmistir. Orneklerin yanina yine ayni miktarda lambda DNA
standart1 (100 ng/uL) yiiklenerek elektroforezde 50 voltta 40 dakika kosturma islemi
yapilmistir ve daha sonrasinda UV transilluminator ile jel goriintiisii alinmastir.

3.5.2.3 PCR amplifikasyonu

Bu asamada oncelikle, bir¢ok organizmanin molekiiler tanilamasinda kullanilan
ITS gen bolgesine ait PCR primerleri kullanilmistir. Bu amagla ITS bélgesi i¢in tiniversal
olarak kabul edilen ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (White vd. 1990) (Cizelge 3.3.) primerleri
kullanilmistir. Her bir PCR reaksiyonu 1.5 pl iceren 10x Taq buffer (Thermo Scientific,
MA, USA), 1.25 ul 2.5 mM MgClz, 1.5 ul 100 mM dNTPs, 1 pl (320 pmol) her bir primer,
0.08 ul 5 U/uL Tag DNA polymerase-recombinant (Thermo Scientific, MA, USA), 8 ul
steril distile su ve 3 pul DNA soliisyonu (standard PCR) igerecek sekilde toplam 50 pl
olarak hazirlanmistir. PCR kosullar1 ise baslangi¢ denatiirasyonu 95°C’de 5 dk.,
denatiirasyon 95°C’de 1 dk, annealing 55°C’de 1 dk ve extension 72°C’de 2 dk 35 dongii
olmustur. Son extension adim1 72°C’de 5 dk olmustur. Amplifikasyonu gerceklesen PCR
tiriinleri (10 pl) ve 100 bp DNA Ladder (ThermoScientific, MA, USA) 0.5 x TAE (Tris-
Base 4.84 g, AceticAcid [Glacial] 1.02 ml, 0.5 M EDTA [pH: 8.0] 2 ml, ddH20 1000 ml)
tampon ¢0zeltisi iginde ve %1.5 agaroz jel’de 75 V/em’de 1 h 30 dk yiiriitiilmiistiir.
Yiriitilen agaroz jel, ethidiumbromid (1 mg /) ile boyanarak ultraviyole 1s1k
gorilintiileme cihazinda (Viber Lourmat SR 1257, UV transilluminator, France)
goriintiilenerek kayit altina alinmistir. Degerlendirme sonucunda DNA dizilim analizi
icin uygun olanlar ticari PCR saflagtirma kitleri ile saflastirilarak DNA dizi analizine
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gonderilmistir. Daha sonra DNA diziliminin belirlenmesi ve mevcut gen bankalari
bilgilerinin karsilastirmalar1 sonucunda izolatlarin tanilanmasi hedeflenmistir.

Cizelge 3. 2. Internal Transcribed Spacer (ITS1 ve ITS4) bolgeleri DNA dizileri
kullanilarak, tasarlanan primerler

Primer Dizi
ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

Cizelge 3. 3. PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar
dNTP (10 mM) 1.5l
MgCI2 (25 mM) 1.25 ul
PCR buffer (10X) 1.5 ul
Taq polimeraz (5 u/pl) 0.08 ul
ddH20 8 ul
ITS1- Primer (10 uM) 0.3 ul
ITS4- Primer (10 pM) 0.3 ul
Dna (20 ng/ul 3l

Cizelge 3. 4. ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak optimize edilen PCR kosullart

Asamalar Sicaklik Siire Dongii sayisi
On denatiirasyon 94 °C 5 dk 1
Denatiirasyon 94 °C 1 dk

Primerlerin baglanmasi 56 °C 1 dk 35

Uzama 72 °C 1dk

Son uzama 72 °C 10 dk 1

3.6. Elde Edilen Entomopatojen Funguslarin Tetranychus urticae Koch. (Acarina:
Tetranychidae)’nin Ergin Ve Yumurta Donemlerine Kars1 Etkinlikleri

3.6.1. Bitki iiretimi

Tetranychus urticae iiretiminde ve denemelerde kullanilmak amaci ile tez
stiresince boriilce (Vigna unguiculata) tiretimi yapilmistir. Bitki tiretimi, iginde perlit ve
torf bulunan 11 cm boyunda ve 8 cm ¢apindaki plastik bardaklarda gergeklestirilmistir.
Boriilce tohumlarinin ¢imlenmesiyle bitkiler ilk 2 gercek yaprak olusumuna kadar steril
iklim odasinda biiyiitiillerek ve daha sonra T. urticae iiretimi i¢in ayr bir iklim odasina
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aktarilmigtir. Konukgu bitki tiretimi 25+2°C sicaklik, %60+10 orantili nem ve 16 saat
aydinlatmal1 iklim oda kosullarinda gerceklestirilmistir.

Sekil 3. 6. Etkinlik testlerinde kullanilan bitkilerin tiretilmesi; a) Cimlenmis bortilce
bitkileri; b) 10-14 giinliik bortilce bitkisi

3.6.2. Testlerde kullamilacak akar materyali

Deneme kullanilan kirmizidriimcek materyali (T. urticae) Akdeniz Universitesi,
Bitki Koruma Boliimii’nde mevcut kiiltiirlerden karsilanmistir. S6z konusu kiiltiirler ayni
boliimde yaklagik 2 yildir beslenmektedir.

Sekil 3. 7. Etkinlik testlerinde kullanilan akarlar; a) Boriilce bitkisine akar aktarilmasi; b)
Testlerde kullanilan akar kiiltiirleri

3.7. Laboratuvar Etkinlik Testleri

Izole edilen entomopatojen funguslar, biyolojik etkinlik testine alinmasindaki se¢im
Ol¢iitii izolatlarin molekiiler ve morfolojik tanimlamalarindan sonra su sekilde olmustur:
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Daha ¢ok taninan entomopatojen funguslardan olanlar,

Konukgu iizerinde daimi goriilenler,

Laboratuvar sartlarinda yapay ortamlarda hizli ve kolay gelisebilenler,

Giliniimiizde aktif olarak ticari uygulamalarda etkinligi belirlenmis olan entomopatojen
funguslar T. urticae lizerine yapilan patojeniste testlerinde kullanilmistir.

3.8. Laboratuvar Calismalar
3.8.1. Entomopatojen fungus soliisyonlarinin hazirlanmasi

Calismada kullanilan funguslarin iiretimi SDA ortaminda gergeklestirilmistir.
Entomopatojen funguslar isiksiz ortamda 25°C’ye 7-10 giin siire ile SDA ortaminda
inkubatorde gelistirilmistir. Gelisen funguslarin sporlari steril saf su ve bir spatiil yardimi
ile yikanarak 5 kat steril tiilbentten siiziilerek %0.03 Tween 80 igeren steril saf su igerisine
alimmistir. Boylece elde edilen stok spor soliisyonu 2 dakika vorteks islemine tabi
tutulmustur. Ote yandan denemelerde kullanilan inokulum miktarlar1 Thoma laminda,
1x10°,1x10° ve 1x10” konidiospor/ml olacak sekilde stok spor siispansiyonu sayilarak
hazirlanmistir (Dogan 2016).

3.8.2 Denemelerin kurulmasi

Entomopatojen funguslarin T. urticae yumurta ve ergin donemleri tizerindeki biyolojik
etkinliklerini test etmek i¢in ¢aligmalar 25+1°C sicaklik ve %70+5 orantili neme sahip
iklim odasinda yiiriitiilmistiir. Plastik kaplara dnce nemlendirilmis pamuk konulmus,
sonra metal disk ile alinmig boriilce yaprag alt yiizii yukari gelecek bigimde konulmustur.
Yapragin sayimlar boyunca canliligini devam igin sap kismi pamuk igerisine batirilmistir
ve ara ara pamuk nemlendirilmistir. Kirmizioriimceklerin plastik kabinin disina
¢ikmamast icin etrafi nemli pamukla ¢evrilmistir, daha sonra belirlenen entomopatojen
fungus izolatlatlarinin kiiltiirden elde edilen T. urticae’nin yumurta ve ergin disilerine
kars1 etkinligini test etmek i¢in farkli farkli olmak iizere, her petriye 10 disi ergin gelecek
sekilde, ince uclu fir¢a yardimiyla aktarilmistir (Sekil 3.8.).

Sekil 3. 8. Denemelerin kurulmasi; a) Yaprak diskinin alinmasi; b) Kiiltiirden yaprak
disklerine kirmiziériimeek aktarimi
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3.8.3. Kirmiziériimcek yumurta denemeleri

Temiz bitki {iretim odasindan elde edilen ayni yastaki boriilce bitkileri
caligmalarda kullanilmistir. Bir ¢ift yapraga sahip boriilce bitkilerin bir yapraklar
alinarak her saksida sadece tek yaprak bulunan bitkiler denemede kullanilmistir (Sekil
3.9). Bu bitkilerin her birine T. urticae kiiltiiriinden elde edilen 10 disi 0-48 saatlik ergin
birey aktarilip bir giin i¢inde yumurta birakmalar1 saglanmistir (Sekil 3.9). Yirmidort
saatin sonunda ergin bireyler alinip alt yapraklardaki yumurtalar stereo binokiiler
mikroskop altinda sayilmistir. Ote yandan herbir entomopatojen fungus igin hazirlanan
1x10°, 1x10° ve 1x107 konidi/mI’lik spor siispansiyonlari el spreyi ile yumurtalarin iistiine
ayri1 ayr1 puskiirtiilmiigtiir. Pliskiirtmeden 7 gilin sonra tiim yapraklardaki acilan ve
acilmayan T. urticae’nin yumurtalar1 ayri ayri sayilarak kaydedilmistir. Kontrol
yapraklarindaki yumurtalarin lizerine ise %0.03 Tween 20 iceren su piskiirtiilmiistiir.
Deneme 25+1°C sicaklik ve %70+5 orantili neme sahip iklim odasinda 10 tekerriirlii
olarak gergeklestirilmistir.

U e 7%
Sekil 3. 9. Yumurta denemesinin kurulmasi; a) Disi bireylerin yumurtasi; b) El spreyi ile
yumurtalarin iistline muamelelerin uygulanmasi

3.8.4. Kirmiziériimcek ergin denemeleri

Yumurta denemelerinde oldugu gibi ergin denemelerinde de boriilce bitkileri
kullanilmistir. Kirmizi6ériimeek kiiltlirlerinden alinan erginler (10 adet ergin), boriilce
yapragina aktarilmistir. Deneme kurulduktan sonra entomopatojen funguslar 1x10°,
1x10° ve 1x107 konidi/ml olarak hazirlanan spor siispansiyonu el spreyi ile
puskiirtiilmiistir. Kontrol olarak ise kirmizioriimcek birakilmis yapraklarin {izerine
%0.03 Tween 20 igeren su piskiirtilmiistir. Uygulamadan 3, 7 ve 10 giin sonra ergin
sayimlari yapilarak 6lii ve canli bireyler ayr1 ayr1 kaydedilmistir (Sekil 3.10.).

Sekil 3. 10. Ergin denemesinin kurulmasi; a) Denemede kullanilan yaprak disklerinin
steril edilmesi; b) Ergin bireylere ait petri denemeleri
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3.9. istatiksel Analiz

Laboratuvardaki patojenisite testlerinde muamele etkinlikleri, uygulamadan 3, 7
ve 10 giin sonra yapilan olii/canli sayimlartyla belirlenmistir. Stereo mikroskop altinda
yapilan sayimlarda kirmizidriimecekler tek tek kontrol edilerek {izerinde herhangi bir
fungal gelisme olup olmadigi incelenmistir. Uygulamada kullanilan her entomopatojenin
belli yap1 ve renkte misel gelisimi oldugundan, dogal 6liimler deneme dis1 birakilmastir.

Laboratuvarda Petri denemelerinden elde edilen % Olimler kare-kok
transformasyonu (arcsine square-root transformation) ile normalize edilmis ve ardindan
da Varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmustur. Muameleler arasindaki miihim
farkliliklar1 6l¢mek igin ise Tukey Coklu Karsilastirma Testi (Tukey’s Multiple Range
Test; DMRT, P < 0.05) kullanilmistir (SPSS® 17,0).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Arazi Cahsmalarindan Elde Edilen Entomopatojen Fungal izolatlar

Bu ¢aligmada, 2019-2020 y1llar1 arasinda Antalya’da tarimsal faaliyetlerin yogun
olarak yapildigi; Aksu, Dosemealti, Kemer, Kepez, Konyaalti, Korkuteli, Muratpasa ve
Serik ilgelerinden hem bitki iizerinde bulunan ve fungal enfeksiyona maruz kalmis
kirmizioriimeek, afid, beyazsinek, kosnil ve kabuklubit hem de calismaya ek olarak
toprak Orneklerinden entomopatojen funguslarin izolasyonlar1 yapilmistir. Yapilan
izolasyonlar sonucunda 10’u Aksu, 5’i Doésemealti, 8’i Kemer, 2’si Kepez, 10’u
Konyaalti, 1’1 Muratpasa ve 8’1 Serik ilgelerinden olmak iizere toplam 44 adet fungus
izolat1 elde edilmistir. Elde edilen izolatlardan 20 izolat enfekte olmus arthropodlardan,
24 izolat ise toprak orneklerinden izole edilmistir.

Calismada enfekteli arthropodlardan ve toprak oOrneklerinden izole edilen
izolatlatlarin tiirii, kodu, izole edildigi il¢e, habitat ve konum bilgileri (Sekil 4.1, Cizelge
4.1)’de gosterilmistir. Enfekte olmus arthropod 6rneklerinden yapilan izolasyonlarda 4’
Aspergillus minisclerotigenes, 6’s1 Aspergillus ochraceus 1’i Beauveria bassiana, 5'i
Penicillium raistrickii ve 4’1 Trichoderma sp. olmak iizere 4 cinse ait 5 farkli fungus
tiirti izole edilmistir. Toprak 6rneklerinden yapilan izolasyonlarda ise 19°u B. bassiana
ve 5’1 Fusarium solani olmak ftizere 2 cinse ait 2 farkli fungus tiirli izole edilmistir.
Toplamda hem enfekte olmus arthropodlardan hem toprak &rneklerinden yapilan
izolasyonlarda 6 cinse ait 7 farkli fungus tiri  izole edilmistir.
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Sekil 4. 1. Antalya ilinde enfekte olmus arthropod ve toprak 6rneklerinden izole edilen
entomopatojen funguslarin tiirlere gére dagilimlari
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Cizelge 4. 1. Antalya ilinin farkli ilgelerinden alinan enfekte olmus arthropod ve toprak
orneklerinden izole edilen entomopatojen fungus izolatlar

GPS koordinatlar

izolat Adi  Tiir Bilge Ornekleme
alam K D

AYK-43 ':jgggg:‘;;genes Aksu EvBahesi  37°340.63"  30°50'54.95"
AYK-43 A. minisclerotigenes Aksu Ev Bahgesi 37°3'40.63" 30°50'54.95"
AYK-43 A. minisclerotigenes Aksu Ev Bahgesi 37°3'40.63" 30°50'54.95"
AYK-43 A. minisclerotigenes Aksu Ev Bahgesi 37°3'40.63" 30°50'54.95"
AYK-44 A. ochraceus Aksu Ev Bahgesi 37°3'31.64" 30°50'50.39"
AYK-44 A. ochraceus Aksu Ev Bahgesi 37°3'31.64" 30°50'50.39"
AYK-44 A. ochraceus Aksu Ev Bahgesi 37°3'31.64" 30°50'50.39"
AYK-44 A. ochraceus Aksu Ev Bahgesi 37°3'31.64" 30°50'50.39"
AYK-44 A. ochraceus Aksu Ev Bahgesi 37°3'31.64" 30°50'50.39"
AYK-44 A. ochraceus Aksu Ev Bahgesi 37°3'31.64" 30°50'50.39"
DTG-54 Beauveria bassiana Dosemealti Portakal 37°2'18.98" 30°33'19.49"
DTG-54 B. bassiana Dosemealti Portakal 37°2'18.98" 30°33'19.49"
DTG-54 B. bassiana Dosemealti Portakal 37°2'18.98" 30°33'19.49"
DTG-54 B. bassiana Dosemealti Portakal 37°2'18.98" 30°33'19.49"
DTG-54 B. bassiana Dosemealtt Portakal 37°2'18.98" 30°33'19.49"
KTG-88 B. bassiana Kemer Portakal 36°38'38.69" 30°32'57.34"
KTG-88 B. bassiana Kemer Portakal 36°38'38.69" 30°32'57.34"
KTG-88 B. bassiana Kemer Portakal 36°38'38.69" 30°32'57.34"
KPA-89 B. bassiana Kemer Portakal 36°39'1.40" 30°332.84"
KYA-86 Trichoderma sp. Kemer Botanik Park 36°43'58.26" 30°33'49.39"
KYA-86 Trichoderma sp. Kemer Botanik Park 36°43'58.26" 30°33'49.39"
KYA-86 Trichoderma sp. Kemer Botanik Park 36°43'58.26" 30°33'49.39"
KYA-86 Trichoderma sp. Kemer Botanik Park 36°43'58.26" 30°33'49.39"
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Cizelge 4. 2. Antalya ilinin farkli ilgelerinden alinan enfekte olmus arthropod ve toprak
orneklerinden izole edilen entomopatojen fungus izolatlari(devami)

GPS koordinatlar

. Ornekleme

Izolat Ad1  Tiir Bolge |
alanl K D

K2TG94 B. bassiana Kepez Nar 37°1'33.10" 30°40'25.64"

K2TG94 B. bassiana Kepez Nar 37°1'33.10" 30°40'25.64"

K3TG9 B. bassiana Konyaalt1 Turunggil 36°50'4.09" 30°34'56.19"

KTG-16 Fusarium solani Konyaalt1 Kampiis 36°54'1.62" 30°38'25.77"

KTG-16 F. solani Konyaalt1 Kampiis 36°54'1.62" 30°38'25.77"

KTG-16 F. solani Konyaalt1 Kampiis 36°54'1.62" 30°38'25.77"

KTG-16 F. solani Konyaalti Kampiis 36°54'1.62" 30°38'25.77"

KTG-16 F. solani Konyaalti Kampiis 36°54'1.62" 30°38'25.77"

KYK-6 Penicillium raistrickii Konyaalt1 Kayis1 36°53'53.74" 30°32'42.39"

KYK-6 P. raistrickii Konyaalt1 Kayis1 36°53'53.74" 30°32'42.39"

KYK-6 P. raistrickii Konyaalt1 Kayis1 36°53'53.74" 30°32'42.39"

KYK-6 P. raistrickii Konyaalt1 Kayis1 36°53'53.74" 30°32'42.39"

MYK-41 P. raistrickii Muratpasa Yol Kenar1 36°58'52.55" 30°49'4.69"

STG-68 B. bassiana Serik Kopriigay! 36°5642.15"  31°10'49.37"
Karsisi

STG-68 B. bassiana Serik Koprigay1 36°5642.15"  31°10'49.37"
Karsisi

STG-68 B. bassiana Serik Koprigay1 36°5642.15"  31°10'49.37"
Karsisi

STG-68 B. bassiana Serik Koprigay1 36°5642.15"  31°10'49.37"
Karsisi

STG-68 B. bassiana Serik Koprigay: 36°56'42.15"  31°1049.37"
Karsis1

_ _ Kéori

STG-68 B. bassiana Serik opricayt 36°5642.15"  31°10'49.37"
Karsis1

K2TG9%4 B. bassiana Kepez Nar 37°1'33.10" 30°40"25.64"

K2TG9%4 B. bassiana Kepez Nar 37°1'33.10" 30°40"25.64"

K3TG9 B. bassiana Konyaalti Turunggil 36°50'4.09" 30°34'56.19"

KTG-16 Fusarium solani Konyaalt1 Kampiis 36°54'1.62" 30°38'25.77"
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Sekil 4. 2. Antalya ilinin farkli ilgelerinden enfekte olmus arthropod ve toprak
orneklerinden izole edilen entomopatojen fungus izolatlarinin haritadaki konumlari

4.2. Elde Edilen Izolatlardan On Patojeniteleri Yiiksek Olan izolatlarin Tetranychus
urticae Yumurta ve Ergin Donemlerine Karsi Etkinligi

4.2.1. T. urticae’nin erginlerine kars: etkinlik

Tetranychus urticae erginlerine kars1 uygulanan entomopatojen funguslar; B. bassiana
izolatlaridir. Test edilen izolatlarin etkinligi uygulamanin 7. ve 10. giinlerde goriilmiistiir.
Etkinlik 3. glinden sonra ortaya ¢iktigi igin 3. giin sayimlarinda Olii birey tespit
edilememistir. Testlerde kullanilan B. bassiana izolatlarin 7. giindeki etkinlikleri
Cizelge 4. 4’te verilmistir.
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Cizelge 4. 3. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan Beauveria bassiana izolatlarinin
uygulamadan 3 giin sonra Tetranychus urticae erginlerine meydana getirdigi 6lim
oranlari

. Doz (konidi/ml) £ SH
1zolat Kodu
1x10° 1x108 1x107
KTG88 0.0+£0.0 Aa 0.0+£0.0 Aa 0.0£0.0 Aa
KPA89 0.0+£0.0 Aa 0.0+£0.0 Aa 0.0£0.0 Aa
K3TG9 0.0+0.0 Aa 0.0+0.0 Aa 0.0£0.0 Aa
K2TG94 0.0+0.0 Aa 0.0+0.0 Aa 0.0+0.0 Aa
STG68 0.0+0.0 Aa 0.0£0.0 Aa 0.0£0.0 Aa
DTG54 0.0+0.0 Aa 0.0+0.0 Aa 0.0+0.0 Aa
0.0+£0.0 Aa 0.0+£0.0 Aa 0.0+£0.0 Aa

* Siitunlardaki ayn1 biiyiik harfi igeren ortalamalar arasinda Tukey testine gore istatistiki olarak 6énemli bir fark
yoktur (P<0.05).

* Satirlardaki ayni kiigiik harfi igeren ortalamalar arasinda Tukey testine gore istatistiki olarak énemli bir fark yoktur
(P<0.05).
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Sekil 4. 3. Tetranychus urticae erginlerine karsi uygulanan B. bassiana (KTG88)
izolatinin 6liim oranlari
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Sekil 4. 4. Tetranychus urticae erginlerine kars1 uygulanan B. bassiana (KPA89)
izolatinin 6liim oranlari

Cizelge 4.3. incelendiginde teste tabi tutulan B. bassiana izolatlar1 3. giinde
kirmizioriimcekler erginleri tizerinde herhangi bir 6liime neden olmamistir. Bundan
dolay1 biitiin izolatlar i¢in 3. gilinde tiim konsantrasyonundarda etki birbirleri ile
karsilastirilmis ve istatistiki olarak farkliliklar tespit edilememistir.

Test edilen B. bassiana izolatlarinin 7. giindeki etkinlikleri ise Cizelge 4. 4’te
verilmistir.

Cizelge 4. 4. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan Beauveria bassiana izolatlarinin
uygulamadan 7 giin sonra Tetranychus urticae erginlerinde meydana getirdigi 6lim
oranlari

. Doz (konidi/ml) + SH
Izolat Kodu
1x10° 1x10° 1x107
KTG88 26.0+1.6 ac 54.0+1.6 aB 81.0£2.8 aA
KPA89 24.0+2.2 abC 50.0+3.9 abB 79.0+1.8 abA
K3TG9 23.0+1.5 abC 49.0£3.5 abB 77.0+1.5 abcA
K2TG94 24.0£1.6 abC 48.0+£2.0 abB 75.0+2.2 abcA
STG68 19.0£1.8 beC 47.0+1.5 abB 73.0+1.5 bcA
DTG54 16.0£1.6 cC 43.0+2.1 bB 70.0£1.5 cA
0.0+£0.0 dA 0.0+0.0 cA 0.0+0.0 dA

* Siitunlardaki ayn1 biiyiik harfi igeren ortalamalar arasinda Tukey testine gore istatistiki olarak dnemli bir fark

yoktur (P<0.05).

* Satirlardaki ayni kiigiik harfi iceren ortalamalar arasinda Tukey testine gore istatistiki olarak 6nemli bir fark yoktur

(P<0.05).
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Sekil 4. 5. Tetranychus urticae erginlerine karsi uygulanan B. bassiana (K3TG9)
izolatinin 6liim oranlari
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Sekil 4. 6. Tetranychus urticae erginlerine karsi uygulanan B. bassiana (K2TG94)
izolatinin 6liim oranlari
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Cizelge 4.4. incelendiginde teste tabi tutulan B. bassiana izolatlar1 7. giinde
kirmiziériimeek erginleri iizerinde en yiiksek 6lim oranmnlart 1x10° konidi/ml
konsantrasyonunda meydana getirmistir. En diisiik 6liim oranlar1 ise 1x10° konidi/ml
konsantrasyonunda elde edilmistir. En yiiksek konsantrasyon olan 1x107 konidi/ml’de en
yiiksek 6liim oran1 %81 ile KTG88 izolatindan elde edilirken, en diisiik 6liim orani ise
%70 ile DTG54 izolatindan elde edilmistir. Denemelerde tiim dozlarda en diisiik etki
DTG54 izolatindan, en yiiksek etki ise KTGS88 izolatindan elde edilmistir.

Testlerde kullanilan B. bassiana izolatlarmin 10. giindeki etkinlikleri ise Cizelge
4.5’te verilmistir.

Cizelge 4. 5. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan Beauveria bassiana izolatlarinin
uygulamadan 10 giin sonra Tetranychus urticae erginlerinde meydana getirdigi 6lim
oranlar1

. Doz (konidi/ml) + SH
Izolat Kodu
1x10° 1x10° 1x107
KTG88 45.0+1.7 aC 79.0+2.3 aB 100.0+£0.0 aA
KPA89 43.0+2.1 aC 78.0+2.0 aB 100.0+£0.0 aA
K3TG9 41.0+1.8 aC 75.0+1.7 abB 90.0+0.0 bA
K2TG9%4 39.0+2.3 abC 70.0+0.0 bcB 83.0+£0.0 cA
STG68 33.0+£1.5 beC 68.0+1.3 cdB 80.0+£0.0 cA
DTG54 30.0+1.5 cC 63.0+1.5dB 75.0+1.7 dA
0.0+0.0d 0.0£0.0 e 10.0£0.0 e

* Siitunlardaki ayn1 biiyiik harfi iceren ortalamalar arasinda Tukey testine gore istatistiki olarak dnemli bir fark

yoktur (P<0.05).

* Satirlardaki ayni kiigiik harfi iceren ortalamalar arasinda Tukey testine gore istatistiki olarak 6nemli bir fark yoktur

(P<0.05).
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Sekil 4. 7. Tetranychus urticae erginlerine karsi uygulanan B. bassiana (STG68)
izolatinin 6liim oranlari
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Sekil 4. 8. Tetranychus urticae erginlerine kars1 uygulanan B. bassiana (DTG54)
izolatinin 6liim oranlari

Cizelge 4.5. incelendiginde, teste tabi tutulan B. bassiana izolatlar1 10. giinde
kirmizidriimeek erginleri iizerinde en yiiksek 6liim oranmlarimi 1x107 konidi/ml
konsantrasyonunda meydana getirmislerdir. En diisiik 6liim oranlar1 ise 1x10° konidi/ml
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konsantrasyonunda elde edilmistir. En yiiksek konsantrasyon olan 1x107 konidi/ml’de en
yiiksek 6liim oran1 %100 ile KTG88 izolatindan elde edilirken, en diisiik 6liim oran1 ise
%75 ile DTG54 izolatindan elde edilmistir. Denemelerde tiim dozlarda en diisiik etki
DTG54 izolatindan en yiiksek etki ise KTGS88 izolatindan elde edilmistir.

4.2.2. T. urticae’nin yumurtalarma karsi etkinlik

Beauveria bassiana izolatlarmin T. urticae’nin yumurtalarina karsi etkinligi
Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4. 6. Beauveria bassiana izolatlarinin farkli konsantrasyonlari ile muamele edilen
Tetranychus urticae yumurtalarinin uygulamadan 7 giin sonraki agilma oranlari

Doz (konidi/ml) + SH
izolat Kodu
1x10° 1x10° 1x107
KTG88 61.6+£0.3 eA 57.2.0+£2.1 dB 40.2+0.2 {C
KPA89 62.5£0.5 eA 59.4+0.2 dB 45.3+0.1 eC
K3TG9 67.1£0.2 dA 64.1£0.2 cB 49.1+0.2 dC
K2TG9%4 68.1+0.2 cdA 65.3+£2.0 bcB 50.2+0.2 dC
STG68 69.2+0.2 cA 66.0+0.2 bcB 52.1+£0.2 cC
DTG54 74.1+0.3 bA 69.5+1.5bB 56.9+0.7 bC
100.0+0.0 aA 100.0+0.0 aA 100.0+0.0 aA

* Siitunlardaki ayn1 biiyilik harfi igeren ortalamalar arasinda Tukey testine gore istatistiki olarak 6nemli bir fark

yoktur (P<0.05).

* Satirlardaki ayni kiigiik harfi igeren ortalamalar arasinda Tukey testine gore istatistiki olarak 6nemli bir fark

yoktur (P<0.05).
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Sekil 4. 9. Tetranychus urticae’nin yumurta dénemine karsi entomopatojen fungus
uygulamasindan 7 giin sonra ag¢ilma oranlar1

Cizelge 4.6. incelendiginde uygulamadan 7 giin sonra kirmiziériimcek
yumurtalarinda en yiiksek acilim oranmlart 1x10° konidi/ml konsantrasyonda elde
edilirken, en diisiik agilim oranlar1 ise 1x107 konidi/ml konsantrasyonunda elde edilmistir.
En yiiksek konsantrasyon olan 1x10" konidi/ml’de en diisiik agilim oranm1 %40.2 ile
KTG88 izolatindan elde edilirken, en yiiksek 6liim orani ise %56.9 ile DTG54 izolatindan
elde edilmistir. Denemelerde tiim konsantrasyonlarda en diisiik etki DTG54 izolatindan
en yiiksek etki ise KTG88 izolatindan elde edilmistir.

Calisma sonunda elde edilen tiim izolatlarin On patojeniteleri yapilmistir.
Patojenitesi yiiksek olan 6 adet izolatin morfolojik ve molekiiler karakterizasyonlari
yapildiktan sonra T. urticae’nin ergin ve yumurta donemlerine kars1 etkinlikleri Petri
kaplarinda test edilmistir. Izolatlarin genel bilgisi Cizelge 4.1- 4.2 ve Ek 2’ de verilmistir.

4.3. izolatlarin Morfolojik Karekterizasyonu

Enfekte olmus arthropod ve toprak 6rneklerinden izole edilen ve ilgili literatiir
kullanilarak belirlenen gergek entomopatojen funguslarin yanisira firsatg1 funguslarin da
morfolojik  ve molekiiller karektarizasyonlar1  yapilmistir. Bu  funguslarin
karektarizasyonu, koloni goriintiisii, konidiyofor ve konidileri asagida ayri ayri
verilmistir.
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4.3.1. Aspergillus ochraceus

£

™ acazet a

Sekil 4. 10. Aspergillus ochraceus (AYK44) izolatinin karektarizasyonu; a) Koloni
goriintiisii; b) Konidiler

4.3.2. Aspergillus minisclerotigenes
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Sekil 4. 11. Aspergillus minisclerotigenes (AYK43) izolatinin karektarizasyonu; a)
Koloni goriintiisii; b) Konidiyofor ve konidiler

4.3.3. Beauveria bassiana

Beauveria bassiana T. urticae’ye kars1 ergin ve yumurta denemelerinde etkili tiir
olmustur. PDA kiiltlir ortaminda 7 glinde 26°C’de 24 mm ¢apinda koloni olusturmakta,
koloni rengi 6nce beyaz, kiiltiir yaslandik¢a da sarimsi beyaz tonlarinda olmaktadir,
konidiler diiz ¢eperli, seffaf ve kiiremsi olup cogunlukla elips seklindedir (Sekil 4.12.).
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Sekil 4. 12. Beauvera bassiana (KTG88) izolatinin karektarizasyonu; a) Petri goriintiisi;
b) Konidiyofor ve konidiler

4.3.4. Fusarium solani

Sekil 4. 13. Fusarium solani (KTG16) izolatinin karektarizasyonu; a) Petri goriintiisii; b)
Konidiyofor ve konidiler

4.3.5. Penicillium raistrickii

l‘.
@

[v]

Sekil 4. 14. Penicillium raistrickii (KYK6) izolatinin karektarizasyonu; a) Petri
goriintiisii; b) Konidiyofor ve konidiler
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4.3.6. Trichoderma sp.

-

Sekil 4. 15. Trichoderma sp. (KYA86) izolatinin karektarizasyonu; a) Petri goriintiisii;
b) Konidiyofor ve konidiler

4.4. Izolatlarin Molekiiler Karekterizasyonu

Izolatlarin DNA izolasyonu yapilarak PCR kurulmustur. Daha sonra izolatlarmin ITS
bolgesine ait ITS1/ITS4 PCR iiriinlerinin sekans dizilimleri belirlenmistir.

Sekil 4. 16. Fungus izolatlarin ITS gen bolgesi kullanilarak molekiiler karakterizasyonu.
M: marker; 1: AYK-43; 2: AYK-44; 3: DTG-54; 4: K2TG-94; 5: STG-68; 6: K3TG-9; 7:
KTG-88; 8: KPA-89; 9: KTG-16; 10: KYA-86; 11: KYK-6
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4.4.1. DNA dizi analizi ve filogenetik analiz

Etkili fungus ve firsat¢1 funguslarin ITS bolgesine ait ITS1/ITS4 PCR firiinleri
BM Labosis-Macro Gene (Cankaya, Ankara) (www.bmlabosis.com) araciligiyla
Macrogen Hollanda laboratuvarinda hizmet alimi1 yapilarak sekanslanmistir. izolatlarin
DNA dizilimleri, Bioedit programinda ClustalW algoritmasi kullanilarak belirlenmis ve
NCBI GenBank veri tabanina yiiklenerek erisim numaralart alinmistir. Enfekte olmus
arthropodlardan ve toprak orneklerinden izole edilen izolatlara ait erisim numaralar
Cizelge 4.7’te verilmistir.

Etkili fungus ve firsat¢1 funguslarin ile NCBI GenBank veri tabanindan alinan
tiirler arasindaki akrabalik iliskilerini belirlemek i¢in ¢alismada elde edilen izolatlara ait
sekans dizilimleri ile her bir tiire ait NCBI GenBank veri tabanindan elde edilen diziler
(Cizelge 4.8) ClustalW programi kullanilarak alignment analizi yapilmis ve MEGA 5.1
programina yiiklenmistir. Maximum Likelihood dendrogrami Tamura 3-parameter
modeli kullanilarak 1000 bootstrap tekrari ile filogenetik agaglari ¢izilmistir. Morfolojik
olarak tanis1 yapilmis olan fungus tiirlerine ait izolatlarin filogenetik analiz sonucunda
GenBank’taki izolatlar ile aym1 gruplarda yer aldigir goriilmiistiir (Sekil 17). Calisma
sonuclart ITS gen bolgesinin izolatlarin tiir teshislerinde oldukg¢a yararli bilgiler
sagladigin1 gostermistir.

Beauveria bassiana tiiriine ait izolatlarin ITS gen boélgeleri kullanilarak ¢izilen
dendogramda (Sekil 17) DTG-54, K2TG-94, STG-68, K3TG9, KTG-88, KPA-89 yerli
EPN izolatlari ile GenBank’tan elde edilen B. bassiana F19-N, MG562497, SHU.M.161,
SHU.M.131, EABDb04, SASRI BB444, TF6-1B, EABb 04/01, CGAIPFBS012 ve IISR-
EPF-04 izolatlar1 ayn1 grupta yer almistir. Analiz sonucunda Beauveria tiirleri arasindaki
en yiiksek Boot Strap (Se¢ dagit testi) (1000 tekrarli) degeri, B. bassiana yerli ve diger
izolatlar i¢in %99 olarak belirlenmistir.

Calismada 1zole edilen fungus tiirlerine ait izolatlarin ITS gen bdlgeleri
kullanilarak en yiiksek Boot Strap (Se¢ dagit testi) (1000 tekrarl) ¢izilen dendogramda
(Sekil 17) benzerlik degerleri %98-99 arasinda degismistir.

Aspergillus minisclerotigenes tiiriine ait AYK-43 izolat1 ile GenBank’tan elde
edilen DTO 009-F6 ve DTO 009-F6 izolatlar1 ile ayn1 grupta yer almis ve benzerlik orani
%99 olarak belirlenmistir.

Aspergillus ochraceus tiiriine ait AYK-44 izolati1 ile GenBank’tan elde edilen
DUCC5710 ve 29R-4-F01 izolatlar1 ile ayn1 grupta yer almis ve benzerlik oram %98
olarak belirlenmistir.

Fusarium solani tirtine ait KTG-16 izolati ile GenBank’tan elde edilen
GL26EB11T3 ve KED9 izolatlar1 ayni1 grupta yer almis ve benzerlik oran1 %98 olarak
belirlenmistir.

Trichoderma sp. tiiriine ait KYA-86 izolat1 ile GenBank’tan elde edilen VNB-
2019a ve SDAS203394 izolatlar1 ayn1 grupta yer almis ve benzerlik oran1 %99 olarak
belirlenmistir.
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Penicillium raistrickii tiirtine ait KYK-6 izolat1 ile GenBank’tan elde edilen CT755 ve
CMVO006BY7 izolatlar1 ayn1 grupta yer almis ve benzerlik orani1 %99 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.7. Antalya ilinin farkli ilgelerinden alinan enfekte olmus arthropod
orneklerinden ve toprak orneklerinden izole edilen entomopatojen fungus izolatlar1 ve
GenBank’taki (NCBI) erisim numaralari

Izolat adx Tiir Erisim Numarasi
AYK-43 Aspergillus MW534283
minisclerotigenes
AYK-44 Aspergillus ochraceus MW534285
DTG-54 Beauveria bassiana MW534279
K2TG-94 B. bassiana MW534280
STG-68 B. bassiana MW534281
K3TG9 B. bassiana MW534282
KTG-88 B. bassiana MW534277
KPA-89 B. bassiana MW534278
KTG-16 Fusarium solani MW534284
KYA-86 Trichoderma sp. MW534286
KYK-6 Penicillium raistrickii MW534287

Cizelge 4.8. Filogenetik analizlerde referans olarak NCBI GenBank’tan sekans
dizilimleri alinan izolatlar ve erisim numaralar1

izolat ad1 Tiir Erisim Numarasi
F19-N Beauveria bassiana MG640376.1
MG562497 B. bassiana MG562497.1
SHU.M.161 B. bassiana KU158472.1
SHU.M.131 B. bassiana KU158461.1
EABbO4 B. bassiana KC753382.1
SASRI BB444 B. bassiana JX110368.1
TF6-1B B. bassiana JX122736.1
EABb 04/01 B. bassiana DQ364698.1
CGAIPFBS012 B. bassiana KY495188.1
IISR-EPF-04 B. bassiana KU363833.1
DTO 009-F6 Q?E?srgl:e”rlcj)iigenes MG662402.1
DTO 009-F6 A. minisclerotigenes KY937925.1
GL26EB11T3 Fusarium solani KP998520.1
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Cizelge 4.9. Filogenetik analizlerde referans olarak NCBI GenBank’tan sekans
dizilimleri alinan izolatlar ve erisim numaralar1 (devami)

KED9 F. solani MH999834.1
DUCC5710 Aspergillus ochraceus MT582750.1
29R-4-F01 A. ochraceus KX958083.1
VNB-2019a Trichoderma sp. MK713510.1
SDAS203394 Trichoderma sp. MK871327.1
CT755 Penicillium raistrickii KX056232.1
CMV006B7 P. raistrickii MK450710.1
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Beauveria bassiana EABb 04/01
Beauvweria bassiana EABb04
Beauveria bassiana F19-N
Beauveria bassiana IISR-EPF-04
Beauveria bassiana TF6-1B
Beauveria bassiana SHU.M.161
Beauveria bassiana SHU.M.131
Beauveria bassiana SASRI BB444
A Beauveria bassiana DTG-54

99

A Beauveria bassiana STG-68

A Beauveria bassiana KTG-88

75 A Beauweria bassiana KPA-89

A Beaueria bassiana K3TG9

A Beauveria bassiana K2TG-94
Beauveria bassiana CGAIPFBS-012

Fusarium solani GL26EB11T3

A Fusarium solani KTG-16
;{

Fusarium solani KED9
Penicillium raistrickii CMV006B7
A Penicillium raistrickii KYK-6

99

Penicillium raistrickii CT755

Aspergillus minisclerotigenes DTO 009-F6
Aspergillus minisclerotigenes CBS 117635
A Aspergillus minisclerotigenes AYK-43
A Aspergillus ochraceus AYK-44
Aspergillus ochraceus DUCC5710
Aspergillus ochraceus 29R-4-F01
Trichoderma sp. SDAS203394

| Trichoderma sp. VNB-2019a

A Trichoderma sp. KYA-86

99|

0.1

Sekil 4.17. Fungus izolatlarinin ITS gen bolgesinin Tamura 3-parameter Maximum
Likelihood modeli temel alinarak ¢izilen filogenetik dendrogrami ( A= Tezde elde edilen
izolatlar1 gostermektedir)

Diinya genelinde oldugu gibi bu ¢alismada da topraktan entomopatojen funguslari
izole etmek i¢in ‘Galleria tuzak yontemi’ kullanilmistir. Birgok ¢alismada da bu tiirler en
sik izole edilen funguslar olmustur (Vénninen 1996; Bidochka vd. 1998).

Bugeme vd. (2014) laboratuvar kosullarinda B. bassiana (ICIPE279) ve M.
anisopliae’nin ti¢ farkli izolat1 (ICIPE7, ICIPES ve ICIPE84) dort farkli konsantrasyonda
(3x10°, 1x10°%, 3x108 ve 1x10’ konidi/ml) T. urticae’nin yumurta evresi tizerindeki
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etkilerini aragtirdiklar1 ¢aligma sonucunda yumurtalardaki 6liim orani %34.5 ile %75.3
arasinda degismistir. En yiiksek konidi konsantrasyonunda en yiiksek yumurta 6liimii
goriilmiistiir. Bu ¢alismada da en yiiksek konidi konsantrasyonunda en yiiksek yumurta
Olimii gorilmiistir.

Erler vd. (2013), ortii altinda hiyar bitkilerinde zarar yapan T. cinnabarinus'un
yumurtalaria kars1 B. bassiana’nin 4x10°konidi/ml oraninda 1, 1,5 ve 2 /ha olmak iizere
{ic ayr1 konsantrasyon ve M. anisopliag’nin 5,5 x10° konidi/ml oraninda 0,75, 1 ve 1,25
1/ha olmak tizere li¢ ayr1 konsantrasyonu denedikleri arastirma sonucunda, B. bassiana
2010 yilinda %81.7 ve 2011 yilinda %78.1 ve M. anisopliae 2010 yilinda %69.8 ve 2011
yilinda %66.7 oraninda T. cinnabarinus yumurtalarinda 6lim meydana getirdigini
bildirmislerdir. Diger taraftan yumurta Oliimlerinde her iki fungusun farklhi
konsantrasyonlar1 arasinda miihim farkliliklarin goriildiigii belirlenmistir. Yapilan bu
calismada ise B. bassiana’nin T. urticae’nin yumurta evresi tizerinde Petri denemelerinde
%25.9-59.8 oraninda etki gostermistir. Diger calismalarda oldugu gibi bu ¢aligmada da
konsantrasyonlar arasinda 6nemli farkliliklar olup en yiliksek konsantrasyon en fazla
6limii meydana getirmistir.

Ortiicii (2012), yaptiklar1 arastirmada Kars, Erzurum ve Ardahan’dan T. urticae
ile bulasik oldugu saptanan bitki yaprak orneklerini toplamistir. Laboratuvara getirilen
yaprak Ornekleri tizerinden alinan T. urticae bireylerinin i¢ ve dis mikrofungus bitki
varhigimi belirlemistir. Bu ¢alismada ise T. urticae yaninda farkli bocekler (kabuklubit,
afit, kosnil ve beyazsinek) ilizerinden de Ornekler alinarak izolasyonlar yapilmustir.
Ortiicii’niin yaptig1 izolasyonlar sonucunda, Alternaria, Acremonium, Aspergillus,
Cladosporium, Beauveria, Penicillium, Gliocladium, Humicola, Trichoderma, lsaria,
Verticillium ve Ulocladium cinslerine ait 25 farkli tiir elde etmistir. Bu ¢alismada ise
Aspergillus, Beauveria, Fusarium, Penicillium ve Trichoderma cinslerine ait 6 farkl tiir
elde edilmistir. AT076 nolu B. bassiana izolat1 ise yiiksek derecede patojen olarak
belirlenmistir. Bu ¢alismada da B. bassiana izolatlar1 yiiksek derecede patojen olarak
belirlenmistir.

Dogan (2016), entomopatojen funguslardan (4556 ve V275), Metarhizium
flavoviride, Lecanicillium lecanii, Metarhizium anisopliae ve B. bassiana’nin T.
urticae’nin farkli gelisme donemlerine karsi etkinliklerini laboratuvar sartlarinda
aragtirmistir. Calismada uygulanan spor konsantrasyonu tiim izolatlar i¢in ayni olup,
1x107 konidi/ml olarak uygulamustir. T. urticae’nin hareketli dénemleri iizerinde %29-
90.3 6liim oran1 elde etmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda T. urticae erginlerinin nimf,
larva ve yumurta donemlerine gore fungal enfeksiyona daha hassas oldugunu ve en az
etkinin ise yumurta donemi {izerinde goriildiigiinii rapor etmistir. Bu g¢alismada da
hareketli dSnemler iizerinde 1x107 konidi/ml konsantrasyonda %16-100 oraninda degisen
6liim meydana gelmis, en az etiki ise yumurta donemi {izerinde goriilmiistiir. Ote yandan
bu calismada ii¢ farkli konsantrasyon kullanilmistir ve en yiiksek konsantrasyon 1x10’
konidi/ml olmustur.

Ates (2020), tarafindan 4 adet B. bassiana entomopatojen fungus izolatt (GOPT-
158, GOPT228, GOPT-283, GOPT-331)’nin T. urticae’nin bazi biyolojik parametreleri
lizerine etkileri belirlemistir. Tim izolatlar 1x10® konidi/ml konsantrasyonunda
kullanilmig olup, Kkontrol uygulamasi olarak da %0.02°’lik Tween 80’li saf su
kullanilmistir. Calisma sonucunda 5. giinde GOPT-228 izolat1 %57.77+6.47 ile en yliksek
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6limii meydana getirmistir. Bu ¢alismada da kontrol uygulamasi %0.02’lik Tween 80’li
saf su kullanilmis ve en yiiksek 6liimii KTG-88 ve KPA-89 izolatlar1 vermistir.

Baydar (2015), Isparta’da 2013-2014 yillar1 arasinda yaptiklart survey
calismalarinda, bolgeden alinan toprak orneklerinden Galeria tuzak yontemi kullanilarak
entomopatojen fungus izole etmistir. Alinan toprak 6rneklerinden en ¢ok Beauveria spp.
(164 izolat) ve Metarhizium spp. (40 izolat) elde etmistir. Bunlarin yaninda Aspergillus
Paecilomyces ve Fusarium, cinslerine ait entomopatojen funguslar: da belirlemistir. izole
ettikleri fungal izolatlarin etkinliklerini model bir bocek olan G. mellonella larvalarina
kars1 test etmistir. Yapilan etkinlik testinde Beauveria spp. ve Metarhizium spp. izolatlari
en etkili bulunmustur. Bu ¢alismada toprak 6rneklerinden izole edilen ve T. urticae’ye
karsi en etkili bulunan izolatlar B. bassiana izolatlari olmustur. Toprak drneklerinden elde
edilen diger fungal izolatlar ise etkinlik testine tabi tutulmay1p firsatg1 funguslar olarak
kaydedilmistir.

Bu ¢alismada, T. urticae’nin ergin dénemlerinin yumurta donemlerine gore fungal
enfeksiyona daha duyarli oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde Bugeme vd. (2014), T.
urticae’nin ergin ve deutonimf evrelerinin larva ve protonimf evrelerine gore
entomopatojen funguslara daha hassas olduklarint ve konidi dozunun yiikselmesiyle
beraber 6liim oraninin da arttigini bildirmislerdir. Evreler arasindaki bu farkliliklarin
kirmizidriimceklerin  her bir evrenin kutikula kalinliklarinin ayni olmamasindan
kaynaklanmaktadir. Diger taraftan kirmizidriimceklerin geng evrelerinin daha kiigiik
olmasi ve bununla beraber olarak da sinirli yerde hareket ettikleri i¢in yiizeydeki konidi
ile bulagma olasilig1 diisiik oldugunu bildirilmislerdir. (Bugeme vd. 2014). Buna karsin
ergin evrelerin viicut yapisinin biiyiik olmast ve daha hizli aktif olmasi ergin 6ncesi
evrelere gore funguslardan daha fazla etkilenmektedir.

Dogal kosullarda entomopatojen funguslar arthropod popiilasyonlarinda 6liime
neden olan dogal bir faktordiir. Diger entomopatojenlerin aksine arthropodlari kiitikula
yoluyla enfekte ederler; bu yilizden emici bocekler de dahil bir¢cok zararli bocegin
miicadelesinde kullanilabilirler. Entomopatojen funguslar ilizerine yapilan c¢aligmalar
neticesinde, 1960’lardan beri bir miktar mikoakarisit ve mikoinsektisit gelistirilmis ve
kullanilmaktadir. Entomopatojen funguslardan tiiretilen cesitli tiriinler ticari olarak arazi
uygulamalarinda kullanilmaktadir (Kilinger vd. 2010; Er 2013).

Beauveria bassiana’min kirmizidriimcegin ergin ve yumurtalarina uygulama
yaptiktan 7. glinden itibaren akar lizerinden gelisimine baglamaktadir (Sekil 4.18.).
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Sekil 4. 18. Beauveria bassiana’nin T. urticae tizerindeki gelisimi; (a), (b) Beauveria
bassiana izolatlarin T. urticae erginlerini enfekte etmesi; (c), (d) B. bassiana izolatlarin
T. urticae yumurtalarin1 enfekte etmesi
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5. SONUCLAR

Bu calismada ¢ok 6nemli bir zararl1 olan Iki noktali kirmizidriimeek ile Antalya
Bolgesi’nde yapilacak biyolojik miicadelede kullanilabilecek yerel bir entomopatojen
fungus izolasyonu hedeflenmis ve bu dogrultuda toprak ve fungal enfeksiyona maruz
kalmis arthropodlardan entomopatojen fungus izolasyonlar1 yapilmigtir. Morfolojik ve
molekiiler yontemler kullanilarak yapilan tanimlamada 44 fungal tespit edilmis olup,
tanimlanan tim izolatlarin %45.45°1 Beauveria bassiana, %13.63’i Aspergillus
ochraceus, %9.09’u Aspergillus minisclerotigenes, %11.36’s1 Penicillium raistrickii,
%9.09’u Trichoderma spp. ve %11.36’s1 Fusarium solani’dir.

Tiim izolatlar ile yapilan 6n patojenisite testlerinde en etkili olarak belirlenen 6
izolatin (tamami B. bassiana tiirline aittir) T. urticae’ye kars1 patojenitesi arastirilmistir.
Yapilan patojenisite testlerinde, test edilen 6 B. bassiana izolat1 T. urticae’de %16 ile
%100 arasinda degisen Olsmiimler meydana getirmistir. Bu 6 izolat icerisinde tiim
konsantrasyonlarda uygulamadan sonra 7. ve 10. giinde T. urticae’ye kars1 %81 ile %100
etki gosteren izolat KTGS88 izolat1 olmustur.

Etkinlik c¢aligmalarindan elde edilen diger sonuglar ve onlara dayanilarak
yapilabilecek Oneriler asagida verilmistir;

Ayni fungal tiire ait izolatlar, ayn1 hedef organizmaya kars1 farkli derecelerde etkinlik
gostermistir.

Fungal izolatlarin etkinligi, test edilen zararh tiirtin farkli biyolojik dénemlerinde
farkliklar gostermistir.

Fungal izolatlarin etkinligi, artan konsantrasyon ile artmstir.

Biyolojik miicadele elemaninin, kullanima sunulmadan 6nce hedef zararlinin yasadigi
konukgu bitki ile de etkilesimlerinin arastirilmasi gerekmektedir.

Nem derecesindeki artis entomopatojeniteyi olumlu yonde etkilemektedir. Nemi yiiksek
olan yerlerde izole edilen funguslar daha yiiksek etki gostermistir.

Tetranychus urticae’ye kars1 etkinligi test edilen 6 B. bassiana izolati ile ilgili 6neriler:

Etkili olan 6 izolat ile arazi ¢alismalar1 yapilarak, laboratuvar sonuglari teyit
edilmelidir. Bu izolatlara ait sporlar i¢in, pratige yonelik yag tabanli formiilasyonlar
gelistirilmelidir. Gelistirilen formiilasyonlar igerisinde sporlarin canli kalma siireleri
belirlenerek, optimum raf 6mrii ortaya ¢ikarilmalidir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile Antalya ilinde hem ortiialtt hem de acik alan
yetistiriciliginde her y1l onemli miktarda kimyasal ila¢ kullanimryla baski altina alinmaya
calisgtlan T. urticae ile miicadelede kullanim potansiyeli olabilecek entomopatojen
funguslar belirlenmis ve saptanan bu fungal patojenlerin hedef zararliya karsi etkinlikleri
ortaya konulmustur. Ayrica, elde edilen entomopatojen funguslar ile yapilan biyolojik
(mikrobiyal) miicadele ¢aligmalarinda faydalanilacak bilgi alt yapis1 ve genis bir kiiltiir
koleksiyonu olusturulmustur.
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7. EKLER

EK.1. Ornekleme yerlerinin konum ve alindig: yer bilgileri:

Ornek e Mah./ Kéy Yiikselti ~ Enlem Boylam Ornekleme

no alani

1 Konyaalti Bahtili 24 36°53'37.63"K 30°35'57.20"D Portakal Bahgesi

2 Konyaalti Bahtili 27 36°53'36.84"K 30°35'39.49"D Portakal Bahgesi

3 Konyaalti Hacisekililer 99 36°5129.20"K 30°32'3.98"D Ormanlik Alan

4 Konyaalti Gokgam 53 36°53'37.24"K 30°33'32.13"D Nar Bahgesi

5 Konyaaltt Doyran 75 36°53'57.55"K 30°32'46.15"D Zeytinlik Alan

6 Konyaalti Doyran 69 36°53'53.74"K 30°32'42.39"D Kay1s1 Bahgesi

7 Konyaalt1 Doyran 58 36°53'51.52"K 30°33'4.43"D Patlican Serras1

8 Konyaalti Gokdere 17 36°50'12.28"K 30°34'41.63"D Portakal Bahgesi

9 Konyaalti  Gokdere 10 36°50'4.09"K 30034'56.19'p  Lurunceil
Bahgesi

10 Konyaalti Giirsu 8 36°52'0.55"K 30°37'22.53"D Portakal Bahgesi

11 Kemer Cirali 18 36°24'47.04"K 30°28'19.97"D Ormanlik Alan

12 Kemer Crrall 3 36°24'46.71"K 30°2826.75"D Portakal Bahgesi

13 Kemer Cirali 4 36°24'55.04"K 30°28'51.68"D Yol kenart

14 Konyaalt1 Pinarbasi 41 36°542.77"K 30°38'54.06"D Kampiis

15 Konyaaltt Pinarbagi 38 36°54'1.33"K 30°38'39.37"D Kampiis

16 Konyaalti Pinarbagi 33 36°54'1.62"K 30°38'25.77"D Kampiis

17 Konyaalt1 Pinarbagi 31 36°54'0.29"K 30°38'15.87"D Kampiis

18 Konyaaltt Pinarbagi 34 36°53'59.33"K 30°38'8.71"D Kampiis

19 Konyaalti Pinarbasi 29 36°53'40.12"K 30°38'19.80"D Kampiis

20 Serik Gebiz 63 37°7'51.21"K 30°55'59.37"D Egﬁ;‘ﬁaks‘l Cay1

21 Serik Gebhiz 69 37°7'55.09"K 30°56'33.59"D Nar Bahgesi

22 Serik Gebiz 66 37° 747.18"K 30°5626.16"D E‘e‘ﬁ;‘ﬁaks‘l Cay1

23 Serik Gebhiz 124 37°7'18.79"K 30°56'7.55"D Ormanlik Alan

24 Serik Gebhiz 86 37°6'38.51"K 30°56'12.14"D Zeytinlik Alan

25 Serik Gebiz 56 37°6'12.11"K 30°56'16.67"D Yol kenar

26 Serik Gebhiz 54 37°6'10.19"K 30°56'21.10"D Yol kenart

27 Serik Gebhiz 48 37°6'5.17"K 30°56'24.96"D Yol kenart

28 Serik Gebiz 49 37°6'4.76"K 30°56'30.57"D Yol kenar

29 Muratpasa  Fener 31 36°50'50.85"K 30°45'47.37"D Yol kenart

30 Muratpasa  Fener 34 36°50'50.40"K 30°45'49.62"D Yol kenart

31 Muratpasa Fener 30 36°50'50.33"K 30°45'51.54"D Yol kenart

32 Muratpasa Fener 33 36°50'50.56"K 30°45'52.89"D Yol kenart

33 Muratpasa Fener 39 36°50'50.54"K 30°45'53.93"D Yol kenart

34 Muratpaga  Fener 43 36°50'51.81"K 30°45'56.31"D Biifenin Bahgesi

35 Muratpasa Fener 36 36°50'51.39"K 30°45'59.89"D Yol kenart

36 Muratpasa Bahgelievler 37 36°532.82"K 30°40'15.41"D Park

37 Muratpasa Bahgelievler 37 36°53"2.80"K 30°40'15.39"D Park

38 Muratpasa Kilingarslan 41 36°52'49.60"K 30°42'15.22"D Park

39 Muratpasa Kilingarslan 31 36°52'49.82"K 30°42'17.88"D Park

40 Muratpasa Kilingarslan 39 36°52'46.02"K 30°4222.11"D Park

41 Muratpasa Kilingarslan 35 36°52'49.78"K 30°42'19.79"D Park

42 Aksu Kursunlu 78 36°58'52.55"K 30°49'4.69"D Yol kenari

43 Aksu Kursunlu 103 37°2'37.28"K 30°50'45.72"D Seftali Bahgesi

44 Aksu Kursunlu 110 37°3'40.63"K 30°50'54.95"D Ev Bahgesi

45 Aksu Kursunlu 111 37°3'31.64"K 30°50'50.39"D Ev Bahgesi

46 Aksu Kursunlu 119 37°3'45.23"K 30051'12.60D  OKaliptus
Ormani

47 Aksu Kursunlu 117 37°5'4.95"K 30°50'53.70"D Ormanlik Alan

48 Aksu Alayh 25 37°3'52.54"K 30°53'20.76"D Portakal Bahgesi

49 Dosemealt1  Yesilbayir 311 37°2'59.42"K 30°33'41.51"D Ormanlik Alan

50 Dosemealt1  Yesilbayir 293 36°58'10.53"K 30°36'54.04"D Yol kenari

51 Dosemealti  Yesilbayir 297 36°59'39.24"K 30°35'35.33"D Yol kenart

52 Dosemealti  Bahgeyaka 296 37°022.37"K 30°35'11.15"D Limon Bahgesi

53 Dosemealti  Ciglik 297 37°0'21.70"K 30°35'4.44"D Portakal Bahgesi

54 Dosemealti  Ciglik 294 36°58'19.59"K 30°37'1.41"D Ormanlik Alan

55 Dosemealti  Ciglik 327 37°2'18.98"K 30°33'19.49"D Portakal Bahgesi

56 Dosemealti  Ciglik 325 37°3'17.07"K 30°33'39.33"D Yol kenart

57 Dosemealti  Yagca 329 37°422.94"K 30°34'7.51"D Makilik Alan

58 Dosemealt:  Yenikdy 304 37°3'48.85"K 30°35'41.91"D Yol kenar

59 Dosemealti  Yenikdy 303 37°3'42.77"K 30°3527.51"D Yol kenari

60 Aksu Hacialiler 59 36°56'36.33"K 30°50'5.95"D Yol kenari
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61 Aksu Hacialiler 57 36°56'27.23"K 30°50'12.51"D Yol kenari
62 Aksu Hacialiler 58 36°56'23.54"K 30°50'14.89"D Yol kenari
63 Aksu Hacialiler 59 36°56'19.26"K 30°50'14.92"D Pelitli Cami
64 Aksu Mandirlar 45 36°54'55.49"K 30°50'55.35"D Yol kenari
65 Aksu Mandirlar 44 36°54'54.94"K 30°50'51.49"D Yol kenari
66 Serik Merkez 23 36°55'4.02"K 31°5'46.59"D Yol kenari
67 Serik Belpinar 15 36°56'25.53"K 31°7'41.45"D Nar Bahgesi
68 Serik Belkiz 16 36°57'2.30"K 31°103521'D  opriigayt

.......................................... Kenarl
69 Serik Belkiz 17 36°56'42.15"K 31°1049.37'p  Kopriicayr

Karsist

70 Konyaalti Pinarbasi 40 36°53'58.19"K 30°39'0.86"D Kampiis
71 Konyaalt1 Parbas1 42 36°53'58.23"K 30°39'0.76"D Kampiis
72 Korkuteli Bayatbademleri 588 37°4'3.65"K 30°28'14.70"D Meyve Bah.
73 Korkuteli Bayatbademleri 591 37°3'45.94"K 30°28'7.54"D Ev Bahgesi
74 Korkuteli Bayatbademleri 603 37°3'47.87"K 30°27'38.75"D Nar Bahgesi
75 Korkuteli Bayatbademleri 592 37°3'45.94"K 30°28'7.54"D Nar Bahgesi
76 Korkuteli Bayatbademleri 589 37°4'3.65"K 30°28'13.62"D Armut Bahgesi
74 Korkuteli Bayatbademleri 590 37°4'5.30"K 30°28'11.86"D Armut Bahgesi
76 Korkuteli Bayatbademleri 610 37°4'14.85"K 30°27'11.65"D Erik Bahgesi
77 Korkuteli Bayatbademleri 632 37°3'55.80"K 30°27'16.56"D Ormanlik Alan
78 Korkuteli Bayatbademleri 652 37°4'14.48"K 30°27'11.52"D Ormanlik Alan
79 Korkuteli Bayatbademleri 654 37°4'14.49"K 30°27'11.52"D Ormanlik Alan
80 Korkuteli Bayatbademleri 654 37°4'14.49"K 30°27'11.52"D Ormanlik Alan
81 Korkuteli Bayatbademleri 660 37°4'14.49"K 30°27'11.52"D Ormanlik Alan
82 Kepez Varsak 107 36°59'29.18"K 30°43'35.22"D Narz Bahgesi
83 Kepez Varsak 108 37°0729.95"K 30°45'16.56"D Nar Bahgesi
84 Kepez Varsak 109 37°0'31.00"K 30°45'16.24"D Nar Bahgesi
85 Kepez Varsak 116 36°59'57.55"K 30°44'50.03"D Zeytinlik
86 Kepez Varsak 108 36°59'31.31"K 30°43'33.06"D Zeytinlik
87 Kemer Beldibi 7 36°43'58.26"K 30°33'49.39"D Botanik Park
88 Kemer Beldibi 8 36°44'30.91"K 30°33'46.73"D Botanik Park
89 Kemer Goyniik 11 36°38'38.69"K 30°32'57.34"D Portakal Bah.
90 Kemer Goyniik 28 36°39'1.40"K 30°332.84"D Portakal Bah.
91 Kemer Goyniik 10 36°37'32.34"K 30°33'17.57"D Turung
92 Kemer Merkez 8 36°37'9.77"K 30°33'19.26"D Yol kenari
93 Kepez Odabasi 303 37°1'31.48"K 30°40'18.23"D Zeytinlik
94 Kepez Odabag1 302 37°1'49.87"K 30°41'7.30"D Zeytinlik
95 Kepez Odabag1 301 37°1'33.10"K 30°40'25.64"D Nar
96 Kepez Kirisciler 295 37°1'53.44"K 30°41'45.74"D Yol kenari
97 Kepez Kirisciler 296 37°22.44"K 30°42'48.74"D Yol Kenari
98 Kepez Kirisgiler 298 37°224.97"K 30°42'21.54"D Badem Bah.
99 Kepez Kirisgiler 295 37°2'18.94"K 30°42'3.56"D Badem Bah.
100 Kepez Kirisgiler 300 37°2'24.83"K 30°42'21.53"D Nar
101 Kepez Kiriggiler 299 37°2'18.96"K 30°42'3.98"D Nar
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EK.2. izolatlarin Alinan Materyal Bilgisi

Izolat Tiir Orneklem Alinan Materval
Adi e alam ya
AYK-43 As.,p?rgillus. Ev Bahesi Siirgiin Kabuklu Bit
minisclerotigenes
AYK-43 A. minisclerotigenes Ev Bahgesi Siirgiin Kabuklu Bit
AYK-43 A. minisclerotigenes Ev Bahgesi Siirgiin Kabuklu Bit
AYK-43 A. minisclerotigenes Ev Bahgesi Siirgiin Kabuklu Bit
AYK-44 A. ochraceus Ev Bahgesi Yaprak Kabuklu Bit
AYK-44 A. ochraceus Ev Bahgesi Yaprak Kabuklu Bit
AYK-44 A. ochraceus Ev Bahgesi Yaprak Kabuklu Bit
AYK-44 A. ochraceus Ev Bahgesi Yaprak Kabuklu Bit
AYK-44 A. ochraceus Ev Bahgesi Yaprak Kabuklu Bit
AYK-44 A. ochraceus Ev Bahgesi Yaprak Kabuklu Bit
DTG-54 Beauveria bassiana Portakal Toprak Killi
DTG-54 B. bassiana Portakal Toprak Killi
DTG-54 B. bassiana Portakal Toprak Killi
DTG-54 B. bassiana Portakal Toprak Killi
DTG-54 B. bassiana Portakal Toprak Killi
KTG-88 B. bassiana Portakal Toprak Kumlu
KTG-88 B. bassiana Portakal Toprak Kumlu
KTG-88 B. bassiana Portakal Toprak Kumlu
KPA-89 B. bassiana Portakal Yaprak Afit
KYA-86 Trichoderma sp. Botanik Park Yaprak Afit
KYA-86 Trichoderma sp. Botanik Park Yaprak Afit
KYA-86 Trichoderma sp. Botanik Park Yaprak Afit
KYA-86 Trichoderma sp. Botanik Park Yaprak Afit
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K2TG9Y%4 B. bassiana Zeytinlik Toprak Tl

K2TG9%4 B. bassiana Zeytinlik Toprak Tinh

K3TG9 B. bassiana Turunggil Toprak Kumlu

KTG-16 Fusarium solani Kampiis Toprak Kumlu

KTG-16 F. solani Kampiis Toprak Kumlu

KTG-16 F. solani Kampiis Toprak Kumlu

KTG-16 F. solani Kampiis Toprak Kumlu

KTG-16 F. solani Kampiis Toprak Kumlu

Penicillium Kabuklubit
KYK-6 ety Kayisi Siirgiin abuKiLD!
raistrickii

KYK-6 P. raistrickii Kayis1 Stirgiin Kabuklubit

KYK-6 P. raistrickii Kayisi Stirgiin Kabuklubit

KYK-6 P. raistrickii Kayisi Stirgiin Kabuklubit

MYK-41  P. raistrickii Park Yaprak Afit

STG-68 B. bassiana Kopriigayl Toprak Timh
Karsist

STG-68 B. bassiana Kopriigay1 Toprak Tinh
Karsist

STG-68 B. bassiana Kopriicay1 Toprak Tinl
Karsist

STG-68 B. bassiana Kopriicay1 Toprak Tinl
Karsist

STG-68 B. bassiana Kopriicay1 Toprak Tinlh
Karsist

STG-68 B. bassiana Kopriicay1 Toprak Tinlh
Karsist
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