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Entomopatojen funguslar Beauveria bassiana, Isaria farinosa
ve Purpureocillium lilacinum’un Domates Yaprak galeri
Giivesi Tuta absoluta’nin yumurta donemine etkileri

Ebubekir YUKSEL’, Caglar ACIKGOZ?, Fikret DEMIRCIi% Murat MUSTU"

Effects of the entomopathogenic fungi, Beauveria bassiana, Isaria farinosa and
Purpureocillium lilacinum, on eggs of Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera:
Gelechiidae)

Abstract: In this study, the pathogenic effects of Beauveria bassiana, Isaria farinosa and
Purpureocillium lilacinum on eggs of the tomato moth, Tuta absoluta (Meyrick) were
investigated under laboratory conditions. Each entomopathogenic fungus was inoculated at
a concentration of 1x10°® conidia/ml to the eggs of T. absoluta. The hatchability rates of
inoculated and uninoculated control eggs and mycosis (fungal development) rates were
determined 6 days after treatment. Of the three fungi tested, I. farinosa caused the lowest
hatchability rate (12%) and the highest mycosis rate (70%). The results suggest that all
three of the entomopathogenic fungi tested, especially I. farinosa, have the potential to be
used in the biological control of this pest.

Keywords: Entomopathogenic fungi, Beauveria bassiana, Isaria farinosa, Purpureocillium
lilacinum, Tuta absoluta

Oz: Bu calismada, entomopatojen funguslar Beauveria bassiana, Isaria farinosa ve
Purpureocillium lilacinum’un domates yaprak galeri giivesi Tuta absoluta’nin yumurta
donemine olan patojenik etkinligi laboratuvar kosullarinda arastirtlmistir. Herbir
entomopatojen fungus 1x10°® konidi/ml konsantrasyonda T. absoluta’ya inokiile edilmistir.
Uygulamadan 6 giin sonra fungus inokiile edilen ve edilmeyen kontrol yumurtalarin agilma
oranlar1 ve fungus gelisimi (mikozis) goriilen yumurta sayilar1 belirlenmistir. Test edilen ii¢
entomopatojen fungus arasinda en diisiik yumurta agilim oraninin %12 ve en yiiksek fungal
gelisme (mikozis) oraninin %70 ile |. farinosa uygulanan yumurtalarda oldugu
belirlenmistir. Calismadan elde edilen sonuglar, test edilen ii¢ entomopatojen fungus
tiurliniin de (6zellikle I. farinosa) zararlinin biyolojik miicadelesinde kullanilabilecek
potansiyele sahip oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Entomopatojen fungus, Beauveria bassiana, Isaria farinosa,
Purpureocillium lilacinum, Tuta absoluta
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Entomopatojen funguslarin Tuta absoluta’ya etkileri

Giris

Domates (Lycopersicum esculentum Mill.) 164 milyon ton iiretimle toplam diinya
sebze iiretiminin %15’ini, lilkemizde ise 11.8 milyon ton iiretim ile toplam sebze
{iretiminin %41.5°ni olusturmaktadir (FAOSTAT, 2013; TUIK, 2015). Bu verilere
gore domates bitkisi iilkemizde ve diinyada en ¢ok yetistirilen sebze olma
Ozelligini tasimaktadir. Dolayisiyla domates bitkisinin sahip oldugu ekonomik
onem bu bitkinin hastalik ve zararlilartyla miicadelesini zorunlu kilmaktadir.

Giliney Amerika kokenli bir bitki olan domatesin en 6nemli zararlilarindan birisi
Domates yaprak galeri giivesi Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Lepidoptera:
Gelechiidae)’dir (Barrientos et al., 1998; Miranda et al., 1998). Bu zararh
Avrupa’da 2006 yilinda ilk olarak Ispanya’da goriilmiis ve kisa siirede tiim Avrupa
ve Akdeniz iilkelerine yayilmistir (Urbaneja et al., 2007; Cocco et al., 2013).
Tiirkiye’de ise 2009 yilinda Izmir’de goriilen zararli Ege Bolgesi’ne kisa siirede
yayilmistir. Cok gecmeden Antalya ve Konya’da da goriilen bu zararli iilkemizin
diger bolgelerine de yayilmis ve domatesin en 6nemli zararlilarindan birisi haline
gelmistir (Erler et al., 2010; Kilig, 2010; Unlii, 2011; Portakaldali, 2013). Domates
bitkisinin meyve ve yapraklari basta olmak {lizere tiim toprak iistii aksaminda
beslenebilen bu zararli biyolojisi ve beslenme sekli nedeniyle miicadelesi oldukga
zor bir zararlidir (Arno et al., 2009).

Tuta absoluta’nin larvalarinin domates bitkisinin yaprak, meyve ve siirgiinleri
icerisinde beslenmesi ve erginlerinin geceleri aktif hale gelmesi bu zararliya karsi
kullanilan bir¢ok kimyasal maddenin etkinligini diistirmektedir (Straten et al.,
2011). Yapilan aragtirmalar, bu zararliya kars1 yapilan yogun ilaglamalara ragmen
domates meyvelerinin %5-27 oraninda zarar gordiigiinii bildirmektedir (Oztemiz,
2012). Ayrica T. absoluta’nin ¢ok sayida alternatif konukg¢uya sahip olmasi,
kullanilan insektisitlere karst hizli bir dayaniklilik gelistirmesi, diger bir yandan
kimyasal ilaglarin dogal predatdr ve parazitoitleri 6ldiirmesi, liretim maliyetlerini
artirmasit ve bir¢ok saglik ve g¢evre riskleri olusturmalari Akdeniz Bolgesi’ndeki
ihracata yonelik calisan domates iireticilerine ciddi sinirlamalar getirmektedir
(Franca, 1993; Braz, 2000; Lietti et al., 2005; Oztemiz, 2012). Bu nedenlerden
dolay1 bu zararli ile miicadelede kimyasal miicadeleye alternatif olabilecek, cevre
ve insan sagligi acisindan riskleri daha diisiik miicadele yontemlerinin
gelistirilmesi gerekmektedir. Biyolojik miicadele, doga ile uyumlu en &nemli
miicadele yontemlerinden biridir. Su ana kadar T. absoluta’nin biyolojik miicadele
ajanlarinin tespiti ve etkinligine yonelik iilkemizde ve diinyada bir¢cok c¢aligma
yapilmigtir (Giustolin, 2001; Kabiri, 2010; Kilig, 2010; Doganlar ve Yigit, 2011;
Karabiiyiik, 2011; Kilig, 2011; Oztemiz, 2012).

Entomopatojen funguslar spor ¢imlenmesi i¢in uygun sartlar1 buldugunda
konukgu igerisine aktif bir sekilde girebilmeleri, ucuz ve uygulamasi kolay olmasi
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nedeniyle, en 6nemli biyolojik miicadele gruplarindan biri olarak bilinmektedir
(Demirci et al., 2011). Ayrica, yapilan ¢aligmalarla mikrokapsiiller igerisine alinan
bu patojenlerin etkinligi giderek artmaktadir (Rosas-Garcia et al., 2015). Ozellikle
son yillarda entomopatojen funguslarin T. absoluta’nin biyolojik miicadelesinde
kullanimi konusunda lizerinde 6nemle durulmakta ve olduk¢a timitvar sonuclar
elde edilmektedir.

Gliniimiizde, entomopatojen olarak tanimlanmis 700’den fazla fungus tiiri
bulunmaktadir (Roy et al., 2006; Sandhu et al., 2012). Bu tiirlerin igerisinde 6ne
cikan 6nemli biyolojik miicadele ajanlarindan birisi olan Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin (Sordariomycetes: Hypocreales) Eurygaster integriceps
Put. (Hemiptera: Scutelleridae) gibi énemli zararlilar da dahil olmak tizere gok
sayida bocek tiiriinli enfekte edebilen, diinyada ve iilkemizde yaygin bir sekilde
bulunan bir entomopatojen fungustur (Mustu et al., 2014).

Bir diger entomopatojen fungus Isaria farinosa (Holmsk.) Fries
[Sordariomycetes: Hypocreales] 6zellikle iliman ve tropik bolgelerde olmak iizere
diinyanin her yerinde yaygin olarak bulunan ve ¢ok sayida konukguya sahip olan
bir bocek patojenidir (Zimmermann, 2008). |. farinosa’nin kimyasallarla
karsilastirildiginda diger biyolojik miicadele etmenleri olan predatdr ve
parazitoitlerle de uyumlu olmasinin yanisira, B. bassiana ve I. farinosa’nin bitkiler
tarafindan kullanilabilir demir miktarim1 artirmast gibi dzellikleri nedeniyle, bu
funguslar iizerindeki calismalarin giin gectikce artmasina yol a¢mustir
(Zimmermann, 2008; Contreras et al., 2014; Quesada-Moraga, 2015).

Onemli entomopatojen fungus tiirlerinden biri olan Purpureocillium lilacinum
(Thom) [Sordariomycetes: Hypocreales] tropikal bolgelerde bocekler {izerinden
izole edilen toprak kokenli bir fungustur (Domsch et al., 1980). P. lilacinum’un
(Syn: Paecilomyces lilacinus) basta nematodlar olmak tizere bir¢ok tarimsal zararh
izerinde 6nemli bir patojen oldugu ve biyolojik miicadele programlarinda basari ile
kullanildig1 bilinmektedir (Goze et al., 2015).

Daha oOnceki ¢aligmalarda B. bassiana, Metarhizium anisopliae (Metsch)
Sorokin ve Verticillium lecanii (Zimm.) tiirlerine ait entomopatojen fungus
izolatlariin T. absoluta’nin farkli dénemleri tizerine etkinlikleri farkli arastiricilar
tarafindan arastirilmistir (Rodriguez et al. 2006a,b; Pires et al. 2010; Inanli et al.,
2012; Contreras et al., 2014; Abdel-Raheem et al., 2015).

Bu ¢alisma, entomopatojen funguslar Beauveria bassiana, Isaria farinosa ve
Purpureocillium lilacinum’un laboratuvar kosullar1 altinda Domates yaprak galeri
giivesi T. absoluta’nin yumurta dénemine karsi etkinlikleri belirlenmesi amaciyla
yiriitiilmiistiir. Caligmada kullanilan 1. farinosa ve P. lilacinum entomopatojen
fungus tiirlerinin T. absoluta’ya etkinlikleri ilk kez ¢aligilmistir.
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Materyal ve yontem

Bocek kiiltiirii

Calismada kullanilan Tuta absoluta kiiltiirii, Mersin ilinde domates yetistiriciligi
yapilan sera alanlar1 gezilerek elde edilmistir. T. absoluta stok kiiltiirii 26+2 C,
%70 nispi nem ve 14:10 saat (aydinlik: karanlik) kosullara sahip iklim odalarinda,
saksilarda yetistirilen domates bitkileri iizerinde olusturulmustur. T. absoluta
erginlerinin yumurta birakmalarini saglamak amaciyla iklim odasinda ergin olan
bireyler toplanmis ve icerisinde taze ve saglikli yapraklara sahip domates bitkileri
bulunan kabinlere alinmistir. Erginlerin burada ciftleserek yumurta birakmalarini
tesvik etmek amaciyla ergin bireylerin aktarildigi bu kabinlere igerisine bal ve su
(%5’lik) karistmindan olugan 1slak pamuk parcalart konulmustur.

Fungus Kkiiltiirleri

Calismada kullanilan funguslardan B. bassiana (Balsamo) Ankara’da kiglaklarda
bulunan ol Eurygaster sp. (Hemiptera: Scutelleridae)’den, . farinosa,
Rhizopulvinaria spinifera (Hemiptera: Coccidae)’dan ve P. lilacinum, Aculus
schlechtendali (Acari: Eriophyidae)’den daha onceki ¢alismalarda izole edilmis,
600x 151k mikroskobu ve morfolojik teshis anahtarlar1 kullanilarak (Domsch et al.
1980; Samson 1974)’e gore Prof. Dr. Fikret DEMIRCI tarafindan teshisleri
yapilmistir. Ayrica bu izolatlardan |. farinosa’nin teshisi Richard Humber
(Biological Integrated Pest Management Research Unit, Robert W. Holley Center
for Agriculture and Health, Tower Road, Ithaca, NY 14853, USA) tarafindan,
P. lilacinum’un teshisi Dr. Robert A. Samson (CBS Fungal Biodiversity Centre,
the Netherlands) tarafindan teyit edilmistir.

Entomopatojen inokulumunun hazirlanmasi ve uygulanmasi
Entomopatojen fungus izolatlarn MEA (Malt extract agar) gibi yapay besi
ortamlarinda 15 giin siire ile gelistirilmis, daha sonra % 0,02 oraninda Tween 20
iceren steril su igerisinde spor siispansiyonlari hazirlanmigtir. Bu spor
siispansiyonlarnin  yogunlugu Thoma lami yardimi ile 1x10° spor/ml olacak
sekilde ayarlanmistir.

Entomopatojenlerin Tuta absoluta yumurtalarina inokiilasyonu
Bitkilerin yapraklarina heniiz birakilmis T. absoluta yumurtalar ince uglu samur
fircalar yardimiyla alinarak saglikli domates yapraklarmin orta damari {izerine
5 adet/yaprak olacak sekilde yerlestirilmis ve asetat kalemi yardimiyla bu alanlar
isaretlenmistir. Bu sekilde hazirlanan yapraklarin sap kismi yapragin su kaybindan
dolay1 solmasii engellemek amaciyla 1slak pamukla sarilmis ve yine tabaninda
nemli pamuk bulunan petri kaplarina yerlestirilmistir. Entomopatojen spor
siispansiyonlar1 1x10® spor/ml™ olacak sekilde hazirlanmis ve entomopatojen spor
sispansiyonlar1 tizerinde en az 5 adet T. absoluta yumurtasi bulunan domates
yapraklarina basingli hava yardimi ile ¢aligan piiskiirtiicii (Airbrush) kullanilarak,
0,5 ml/yaprak olacak sekilde piiskiirtiilmiistiir. Kontrol grubuna igerisinde % 0,02
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oraninda Tween 20 iceren ayni miktarda steril su piiskiirtiilmiistiir. Uygulama
yapilan domates yapraklar1 %8542 nem seviyesine sahip kabinlere alinmig ve 2642
°C, 14 saat aydinlik 10 saat karanlik kosullarina ayarl iklim odalarinda 6 giin siire
ile inkiibe edilmistir. Denemeler her bir entomopatojen fungus tiirii igin 10
tekerriirli olarak yiiriitiilmiistiir. Inkiibasyon siiresinin sonunda yapraklar
stereoskobik mikroskop altinda incelenmis yumurtadan larva ¢ikigi olup olmadigi
(canlt larva sayilar1) ve fungus tarafindan enfekte edilmis misel gelisimi olan
yumurtalar sayilarak kaydedilmistir. Elde edilen veriler varyans analizine tabi
tutulmus ve ortalamalar arasindaki farklar Duncan’ s Multiple Range Testi ile
belirlenmistir.

Bulgular ve tartisma

Calisma sonuglar1 degerlendirildiginde, entomopatojen funguslar Beauveria
bassiana, Isaria farinosa ve Purpurocillium lilacinum’un domates giivesi Tuta
absoluta’nin yumurta dénemine karsi in-vitro kosullarda yiiksek patojenik etkiye
sahip olduklar1 belirlenmistir. Entomopatojen fungus uygulanan ve uygulanmayan
(kontrol) yumurtalarin bulundugu yapraklarda inkiibasyonun 6. giiniindeki
sayimlarda yumurta acgilim oranlarina ait veriler Cizelge 1° de verilmistir. Bu
sonuglara gore, denemede yer alan {i¢ entomopatojen fungusun da yumurta ag¢ilim
orani iizerinde oldukca etkili oldugu belirlenmistir. Entomopatojen fungus
uygulanmayan yapraklarda ortalama yumurta agilim oran1 %86 oldugu saptanirken,
bu oranin I. farinosa, B. bassiana ve P. lilacinum uygulamasi ile sirasiyla %12,
%18 ve %22’ye diistiigli belirlenmistir. Bununla birlikte, entomopatojen fungus
uygulamalar arasinda istatistiksel olarak fark olmadig belirlenmistir.

Cizelge 1.Entomopatojen funguslar Beauveria bassiana, Isaria farinosave Purpurocillium
lilacinum uygulanan yumurtalarin bulundugu yapraklarda, uygulamadan 6 giin
sonra Yumurta ag¢ilim orani (%) ve fungal gelisim (mikozis) gosteren
yumurtalarin orani (%) (ortalama + standart hata)

Table 1. Ratio of egg hatching (%) and ratio of eggs showing fungal growth (mycosis) (%)
on the leaves with eggs applied with entomopathogenic fungi Beauveria
bassiana, Isaria farinosa ve Purpurocillium lilacinum 6th days after application
(mean =+ standard error)

Entomopatojen funguslar n Yumurta acilim Fungal gelisim
orani orani

Beauveria bassiana 10 18+3,59 b* 50+5,37 ¢

Isaria farinosa 10 12+3,27 b 70+6,15 b

Purpurocillium lilacinum 10 22+4,67 b 60+4,22 be

Kontrol 10 86+4,27 a 0+0 a
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* Ayni stitundaki farklr kiigiik harfler istatistik olarak farkli gruplari olusturmaktadir (p < 0,05).
Entomopatojen fungus uygulanan T. absoluta yumurtalar1 tizerinde 6 giinliik
inkiibasyon siiresi sonrasinda en yiiksek oranda fungal gelisme (mikozis) nin, I.
farinosa uygulanan Tuta absoluta yumurtalari {izerinde oldugu saptanmistir
(Cizelge 1). Buna karsin, en diisiik orandaki fungal gelisimin B. bassiana
uygulanan yumurtalar tizerinde oldugu ve |. farinosa ve B. bassiana uygulamalari
arasinda istatistiksel olarak fark oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Bununla birlikte, P. lilacinum uygulanan yumurtalar {izerindeki fungal gelisim
miktar1, gerek |. farinosa ve gerekse B. bassiana uygulanan yumurtalardaki fungal
gelisim oranindan istatistiksel olarak farkli degildir (p>0,05).

Daha once T. absoluta’ya karsi entomopatojen funguslarm etkinliginin
belirlenmesine yonelik yapilan c¢alismalarda olduk¢a {imit verici sonuclar elde
edilmistir. Inanli ve ark. (2012), T. absoluta’nin yumurta dénemine karsi B.
bassiana ve M. anisopliae izolatlar1 uygulamislar ve funguslarin biyolojik etkinlik
oranlarinin sirastyla %66 ve %100 oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 funguslarla
yapilan bir diger ¢alismada, B. bassiana’nin Qu-B912 ve M. anisopliae’nin Qu-
M558 izolatlart T. absoluta’nin yumurta donemine karst uygulanmis ve
funguslardan kaynaklanan O&liim oraninin sirasiyla %80 ve %60 oldugu
bildirilmistir (Rodriguez et al. 2006a). Abdel-Raheem et al. (2015), Entomopatojen
funguslar B. bassiana, M. Anisopliae ve Verticillum lecanii izolatlarim1 T. absoluta
yumurta donemine farkli konsantrasyonlarda uygulamislar ve en yiiksek spor
konsantrasyonu olan 1 x 10" spor ml™* yogunlukta ve uygulamadan sonraki 10.
giinde yumurtalarin ag¢ilma oranlarini sirasiyla %38.7, %36.9 ve %38.8 olarak
bildirmislerdir. Yiiriitiilen bu ¢alismada B. bassiana uygulanan yumurtalardan elde
edilen sonuglar, onceki c¢alismalarda elde edilen ¢alismalardaki sonuglarla
benzerlikler gostermektedir. Bununla birlikte, I. farinosa ve P. lilacinum’unda
T. absoluta’nin yumurta donemine en az B. bassiana kadar etkili oldugu
saptanmustir. Tiim sonuglar bir arada degerlendirildiginde {i¢ fungus tiirii igerisinde
en etkili olarak goziiken tiiriin I. farinosa oldugu sdylenebilir.

Sonug olarak, bu ¢alismada ele alinan B. bassiana, I. farinosa ve P. lilacinum
izolatlarinin T. absoluta yumurtalarinda yiiksek oranda olime neden oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte, bu ¢aligma laboratuvar kosullarinda yiiriitiilmiistir.
Caligmanin bundan sonraki asamasinda séz konusu entomopatojen funguslarin
etkinligi sera ve arazi kosullarinda da test edilmeli ve T. absoluta’nin biyolojik
miicadelesinde kullanilma potansiyelleri ortaya konulmalidir. Bu sekilde bu
entomopatojen funguslarin miicadelede kullanimi igin ¢ok daha saglikli bir kaniya
varilabilecektir. Bu entomopatojenlerin halihazirda T. absoluta’nin miicadelesinde
kullanilan insektisitlere alternatif olarak zararliya karsi gelistirilebilecek entegre
miicadele programi ¢ergevesinde etkili biyolojik miicadele etmenleri olarak énemli
bir potansiyele sahip olabilecekleri diisiiniilmektedir. Ozelliklede entomopatojen
funguslarin gelisimi i¢in ¢ok daha uygun ortamlar olan seralarda kullanimlari
durumunda T. absoluta miicadelesinin basar1 sansi artabilecektir.
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