KARADENIZ TEKNIiK UNiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

METARHIZIUM ANISOPLIAE'DAN MELOLONTHA MELOLONTHA L.
(COLEOPTERA: SCARABAEIDAE)'YA KARSI MiKROBIYAL PESTISIT
GELISTIRILMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Hiilya UZUNOGLU

HAZIRAN 2020
TRABZON



KARADENIZ TEKNIiK UNiVERSITESI
FEN BiLIMLERi ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

METARHIZIUM ANISOPLIAE'DAN MELOLONTHA MELOLONTHA L. (COLEOPTERA:
SCARABAEIDAE)'YA KARSI MiKROBIYAL PESTISIT GELISTIRILMESI

Hiilya UZUNOGLU
ORCID : 0000 -0002 -2692 -3423

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiince

YUKSEK LiSANS (BIYOLOJI)
Unvam Verilmesi i¢in Kabul Edilen Tezdir.

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih : 11/05 /2020

Tezin Savunma Tarihi :17/06 /2020
Tez Damismam  : Prof. Dr. ismail DEMIR
ORCID : 0000-0001-6227-0039

Trabzon 2020



ONSOZz

"Metarhizium anisopliae'dan Melolontha melolontha L.(Coleoptera: Scarabidae)'ya
Kars1 Mikrobiyal Pestisit Gelistirilmesi" adli bu Ylksek Lisans Tezi kapsaminda, bir ¢ok
ilkede yayilis gosteren ve 6nemli bir zararli olan Melolonta melolontha ve bu zararlinin
mikrobiyal miicadelesi iizerinde aragtirmalar yapilmistir.

Tez slresi boyunca danismanligimi istlenerek, c¢alismalarimin planlanmasi ve
sonuglandirilmasi hususunda ve destegini esirgemeyen danigmanim Sayin Prof. Dr. Ismail
DEMIR'e, laboratuvarda maddi manevi imkanlarini esirgemeyen hocam Saym Prof. Dr.
Zihni DEMIRBAG’a ve KTU Biyoloji Béliimii Mikrobiyoloji grubu hocalarima, ¢alisma
siirecimde yardimini esirgemeyen hocam Saym Dr. Ogr. Uyesi Ardahan ESKi'ye, beraber
calistigim laboratuvar arkadaslarima tesekkiirii borg bilirim.

Yiksek lisans egitimim siiresince g¢alismalarima proje destegi veren KTU-BAP
birimine tesekkiir ediyorum.

Egitimime bagladigim ilk giinden beri maddi ve manevi her kosulda yanimda olan,
varliklari ile bana gii¢ veren sevgili aile iiyelerim Ayse, Ali Riza, Metin UZUNOGLU'na
ve destegini her zaman hissettiren yol arkadasim sevgili Fatih KOLAYLI'ya tim

desteklerinden dolay tesekkiirii borg bilirim.

Hiilya UZUNOGLU
Trabzon 2020



TEZ ETiK BEYANNAMESI

Yuksek lisans tezi olarak sundugum “Metarhizium anisopliae'dan Melolontha
melolontha L. (Coleoptera: Scarabaeidae)'ya Karsi Mikrobiyal Pestisit Gelistirilmesi”
baslikli bu calismayr bastan sona kadar damismanim Prof. Dr. Ismail DEMIR'in
sorumlulugunda tamamladigimi, verileri/6rnekleri kendim topladigimi, deneyleri/analizleri
ilgili laboratuarlarda yaptigimi/yaptirdigimi, baska kaynaklardan aldigim bilgileri metinde
ve kaynakcada eksiksiz olarak gdsterdigimi, calisma siirecinde bilimsel arastirma ve etik
kurallara uygun olarak davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her turli yasal

sonucu kabul ettigimi beyan ederim. 17/06/2020

Hiilya UZUNOGLU
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Yilksek Lisans Tezi

OZET

METARHIZIUM ANISOPLIAE'DAN MELOLONTHA MELOLONTHA L.
(COLEOPTERA: SCARABAEIDAE)'YA KARSI MIKROBIYAL PESTISIT
GELISTIRILMESI

Hiilya UZUNOGLU
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Fen Bilimleri Enstitsu
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Danisman: Prof. Dr. Ismail DEMIR
2020, 49 Sayfa

Melolontha melolontha (Coleoptera: Scarabaeidae) 6nemli tarimsal zararli boceklerden
biridir. Larvalar bitkilerin koklerinde zarar olusturarak bitkinin kurumasina yol agar. Bu
calismada; zararlinin miicadelesinde kullanilmak {izere yag bazli mikoinsektisit gelistirildi.
Calismada yerel bir izolat olan, Metarhizium anisopliae KTU-2 susu kullanildi. Sporlar bifazik
kiltlr sisteminde buydtuldikten sonra yag fazli formiilasyon hazirlandi. Hazirlanan
formilasyon Triton X-100, Sodyum karbonat ve silikon icermektedir. Formilasyonun etkinlik
denemeleri Melolontha melolontha tizerinde saks: denemeleri yaparak test edildi. Sonucta en
diisiik dozda bile (10° spor/ml) %80 mortaliteye sebep oldugu goriildii. Ayrica Abott formiilii
kullanilarak ortalama 6liimciil konsantrasyon (LCso) degeri hesaplandi ve bu sonuglara gore;
Melolontha melolontha igin LCso degeri 9,29%x10° spor/ml olarak belirlendi. Bulgularimiz
Metarhizium anisopliae KTU-2"nin yag bazli formiilasyonunun, Melolontha melolontha ile

miicadelede kullanabilecek etkili bir entomopatojen oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Entomopatojenik fungus, Metarhizium anisopliae, Melolontha
melolontha



Master Thesis

SUMMARY

DEVELOPMENT OF MICROBIAL PESTICIDES AGAINST MELOLONTHA
MELOLONTHA L. (COLEOPTERA: SCARABAEIDAE) FROM METARHIZIUM
ANISOPLIAE

Hiilya UZUNOGLU

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Ismail DEMIR
2020, 49 Pages

Melolontha melolontha (Coleoptera: Scarabaeidae) is one of the serious
agricultural pests. Larvae cause damage to the roots of the plants, causing the plant to
dry. In this study; oil-based mycoinsecticide has been developed to be used in the fight
against pests, Metarhizium anisopliae KTU-2 strain, a local isolate, was used for
mycoinsekticide development. After the spores were grown in the biphasic culture
system, an oil phase formulation was prepared. The prepared formulation contains
Triton X-100, Sodium carbonate and silicon. Efficacy trials of the formulation were
tested by pot experiments on Melolontha melolontha. As a result, it was observed that
even at the lowest dose (10° spores / ml) it caused 80% mortality. In addition, the
average lethal concentration (LCso) value was calculated using the Abott formula and
determined as 9.29 x 103 spores / ml for Melolontha melolontha. Our findings indicated
that oil-based formulation of Metarhizium anisopliae KTU-2 can be used for

management of M. melolontha.

Key Words: Entomopathogenic fungii, Metarhizium anisopliae, Melolontha melolontha
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cm : Santimetre

mm :Milimetre

m? : Metrekare
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1. GENEL BIiLGILER

1.1. Giris

Bitkiler, canlilarin yasaminin devamliliginin saglanmasinda ¢ok 6nemli bir etkiye
sahiptir. Besin maddesi olarak kullanilmasinin yani sira sanayi icin ham madde, giyinme,
saglikll bir yasam alaninin olusmasi ve ekolojik dengenin korunmasi agisindan hayati ve
ekonomik etkileri vardir. Bitkilerin biliylimesi sirasinda biyotik ve abiyotik faktorler
biiyiimeyi etkilemektedir. Abiyotik faktorler; yagis, sicaklik, riizgar, toprak yapisi, besin
elementlerini icermektedir. Biyotik faktorler ise zararli bocekler, yabani otlar ve rekabet
faktorlerini igerir. Zararli bocekler 6zellikle tarim iiriinlerinde zarar olusturarak tiretimdeki
verimin azalmasina hatta bitkinin tamamen kurumasina yol agabilir.

Zararlilarla miicadelede kimyasal insektisitler yaygin olarak kullanilmaktadir.
Insektisitlerin yaygin kullanimi boceklerin adaptasyon gostererek bu insektisitlere direng
kazanmalarina sebep olmustur. Kazanilan direng daha fazla insektisit kullanimina yol
acmaktadir. Bu da hedef olmayan tiirler {izerinde negatif etki ve gevresel kirlenme gibi
ciddi ekolojik problemler ortaya ¢ikarmaktadir (Cakir ve Yamanel, 2005; Kence, 1988).
Tim bu sebeplerden ¢evreye ve dogadaki diger canlilara zarar vermeyecek bir yontem olan
biyolojik miicadele ortaya ¢cikmistir.

Biyolojik miicadele, bir zararli organizmanin popiilasyon yogunlugunu veya etkisini
zarar esiginin altina indirmek ve daha zararsiz hale getirmek i¢in baska organizmalarin
kullanilmasidir (Eilenberg vd., 2001). Mikrobiyal miicadele ise biyolojik miicadele
etmenleri olarak bakteri, fungus, protozoa, viriis ve nematod gibi mikroorganizmalarin
kullanilmasidir (Eilenberg vd., 2001; Lacey ve Goettel., 1995; Demirbag, 2008).

Boceklerle miicadelede mikrobiyal etmenlerin kullanimi 1800'li yillarda funguslarin
kullanimiyla baslamistir. Entomopatojenik funguslarin bdcekler tarafindan yenilmeden
kutikula {izerinden enfeksiyonu direk olarak baslatmalari, zararlilarla miicadelede
funguslarin kullanimi agisindan biiyiik avantaj saglamaktadir. Genel olarak, birgok bdcek
takim1 fungal hastaliklara kars1 duyarhidir ve entomopatojenik funguslar zararli boceklere
kars1 mikrobiyal miicadele etmeni olarak iy1 bir potansiyele sahiptir (Roberts, 1989).

Tarmm, iilkemiz i¢in ¢cok énemli bir gegim kaynagidir. Ulkemizde findik, turuncgil,

pamuk, tahil iiretim ve ihracat acisindan énemli gruplardir. Ulkemizde 2017 yili verilerine



gore 439.097 hektar alanda findik {iretimi yapildi ve 675.000 ton iiriin elde edildi (URL-1).
Bu bilgiler findigin Karadeniz Bolgesi i¢in Onemini vurgulamaktadir. Findiktaki iiriin
kayiplar1 iireticileri ¢ok yakindan etkilemektedir. Findikta iiriin kaybina sebep olan
bdcekler; Obera linearis L. (Coleoptera: Cerambycidae), Curculio nucum L. (Coleoptera:
Curculioninae), Agelastica alni L. (Coleoptera: Chrysomelidae), Palomena prasina L.
(Heteroptera: Pentatomidae) ve Melolonta melolonta L. (Coleoptera: Scarabaeidae) 'dir. Bu
boceklerin  ¢ogu yapraklarda ve siirglinlerde hasara sebep olur. Fakat, Melolntha
melolontha L. findik agaglarinin koékiinde zarar olusturur ve olusturdugu zarar agaglarin
tamamen kurumasina kadar ilerleyebilir.

Melolontha melolontha L., findik, ¢ilek, mese, kayin, kizilagag, kiraz, erik gibi bir
cok bitkide zarar olusturmaktadir. Larvalar, bitkilerin koklerini yiyerek kuramalarina sebep
olurken, erginler bitkinin yapraklarini yiyerek zarar olusturur. Bitki lizerinde en ¢ok hasari
kok bolgesinde olusturur ve olusturdugu zarar bitkinin tamemen kurumasina kadar
ilerleyebilir. Olusturdugu bu zarar goz Oniine alindiginda miicadelesi, Urin verimi
acisindan oldukca 6nemlidir. Zarar verdigi bitkiler ve diinyadaki yayilisina bakildiginda bir
cok kitada yayilis gosteren bir zararlidir. Melolontha melolotha ile miicadelede ilk olarak
kalturel ve Kkimyasal yontemler kullanilmistir. Kultirel o6nlem olarak, erginler
yumurtalarini otlar lizerine biraktig1 icin ot temizligine 6zen gosterilmelidir. Fakat bu
onlem zararli popiilasyonunu azaltmak icin yeterli degildir. Zararlinin zarar sekli ve
biyolojik unsurlar (agiz yapisi, yasam dongiisiiniin ¢ogunu toprak altinda gecirmesi vb.)
dikkate alindiginda biyolojik kontrol ajani olarak entomopatojenik funguslarin kullanimi

avantaj saglamaktadir.

1.2. Tarmm Zararhlari

Ulkemizin konumu ve iklimi sebebiyle tarim iilkemizde oldukca gelismistir.
Ulkemizin her bdlgesinde farkl: iiriinler yetistirilmekte ve bu iiriinler halkin ge¢im kaynag:
olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle, tarim {iriinlerinde iiriin kaybina sebep olan, biyotik ve
abiyotik faktolerin etkisinin en diisiik seviyede tutulmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu biyotik
faktorlerden biri olan bocekler, bitkilerin farkli bolgelerinde zarar olusturmaktadir.
Tarimda zarar olusturan boceklerden bazilar1 koklerde hasara sebep olarak bitkinin
tamamen kurumasina sebep olurken, bazi boceklerde yapraklarda ya da dallarda hasara

sebep olur (Sekil 1). Tarim ve hayvancilik devlet tarafindan da tesvik saglanan 6énemli bir



kaynaktir. Ulkemizde findik, bugday, antep fistig1, iiziim, kayisi, zeytin gibi bir ¢ok iiriin
ihracat1 yapilan iriinler arasindadir. Bu iirlinler, o bolgede yasayan halk i¢in 6nemli bir
gecim kaynagi haline gelmistir. Tarim Bakanliginin 2018 yili verilerine gore; findik ve
findik iriinleri ihracat1 5.356,76 ton ile yaklasik 40.000.000 $ kazang saglayarak ihracati
yapilan iiriinler arasinda 4. sirada yer almaktadir (URL-2). Ulkemizde, Karadeniz bolgesi
findik tiretiminin biiyiik cogunlugunu karsilamaktadir. Bu yiizden bolge halki i¢in findik
cok 6nemli bir ge¢im kaynagi haline gelmistir.

Tarim alanlarindaki verimi arttirmak i¢in zararlilarla miicadele yontemi olarak
pestisitler ¢ok uzun yillardir kullanilmaktadir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiti
(FAO) pestisitleri; "insan veya hayvanlarda olusabilecek hastaliklari tasiyici; gidalarin,
tarimsal {riinlerin, hayvan yemlerinin, lretimi, islenmesi, depolanmasi sirasinda, bu
asamalar1 olumsuz etkileyecek her tiirlii zararlinin Onlenmesi amaciyla kullanilan
maddelerdir" diye tanimlamaktadir. Tarimda pestisitlerin kullanimi1 sadece kullanilan
bolgeyi degil, riizgar ve yagmur gibi hava kosullariyla diger bolgelere tasinmakta, hava, su
ve toprak kirliligine yol agmaktadir. Ayrica pestisitler hedef dis1 organizmalar tizerinde de
toksisite gosterebilir. Pestisitlerin ekosistem yapisinda ve tiirlerin sayisindaki etkisi, insan
tizerinde toksisite olusturmasi, ¢evre lizerindeki olumsuz etkisi ve boceklerin bagisiklik
kazanmas1 gibi dezavantajlar1 g6z oniine alindiginda biyolojik miicadelenin 6nemi ortaya
cikmaktadir.

Diinyada zararlilarin neden oldugu iiriin kaybi yaklasik %35 olarak bilinmektedir. Bu
kaybin yaklagik %140 bocek ve akarlardan, %]11'inin bitki patojenlerinden, %9'unun
yabani otlardan, %1'inin ise kuslardan kaynaklandigi belirtilmektedir.
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Sekil 1. Boceklerin bitki tizerinde zarar olusturdugu kisimlar (URL-3)

1.3. Biyolojik Mucadele

"Biyolojik miicadele" terimini ilk olarak Hary SMITH bocek populasyonlarinin
dogal veya cesitli uygulamalar kullanilarak kontrol altina alinmasi olarak tanimlamigtir.
Biyolojik miicadele; zararli bdcek populasyonlarin1 dolayisiyla boceklerin zararlarim
azaltmak icin canli organizmalardan (mikroorganizmalar, predatorler, parazitoid bocekler,
omurgasizlar, omurgalilar, feromonlar, bocek biiyiime diizenleyicileri, bitkisel maddeler ve
genetik kontroller) faydalanilarak yapilan ekonomik, giivenilir ve basarili bir yontem

olarak tanimlanir (Demirbag, 2008).



Tiirkiye'de biyolojik miicadele ilk olarak 1912 yilinda Iceria purchasi (Hemiptera:
Margarodidae) ile micadele etmek icin Rodolia cardinalis (Coleoptera: Coccinellidae)
kullanilmastyla  baslamistir.  Aymi  yillarda  Eriosoma lanigerum (Hemiptera:
Pemphigidae)'a karst Aphelinus mali (Hymenoptera: Aphelinida) kullanilmistir. Daha
sonra Almanya'dan izmir'e Bracon herbetor (Hymenoptera: Braconidae) getirilmis ve
Ephestia cautella (Lepidoptera: Pyralidae)'ya karsi kullanilmistir. Biyolojik miicadelenin
onem kazanmasiyla birlikte 1965 yilinda Antalya'da "Biyolojik Miicadele Istasyonu"
kurulmustur. Bu istasyonda yapilan ilk c¢aligmalardan biri turunggil bahgelerinde
kullanilmak iizere ABD'den Cryptolaemus montrouzieri (Coleoptera: Coccinellidae) ve
Leptomastix dactylopii (Hymenoptera: Encyrtidae) getirilmis ve {iretimi yapilarak
zararlinin goriildiigii bolgelerde biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilmistir. Daha
sonra 1987 yilinda Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii biinyesinde "Biyolojik Miicadele"
boliimleri agilmistir. Biyolojik miicadele desteklemesinin ilk olarak basladigr 2010
yilindan sonra, 2011 ve 2012 yillarinda destekleme biitgcesi artmis ve daha genis alani
kapsayacak sekilde gelistirilmistir. Domates giivesi (Tuta absuluta) 2010 yilinda
iilkemizde c¢ok Onemli bir zararli haline gelmeye baslamis ve biyolojik miicadelesinde
kullanilmak tizere Ozel sektore kitlesel faydali bocek iiretimi yapilmasi igin destek
verilmistir. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi'min 2012 yilinda yaptigr bes yillik
stratejik planinda ilk kez biyolojik miicadele yer bulmus ve 2023 hedefi olarak zirai
miicadele faaliyetlerinin %25'1 biyolojik miicadele olarak yapilmasi hedeflenmistir.
Ulkemizde orman ekosistemlerini korumak amaciyla Orman Bolge Miidiirliikleri
blnyesinde "Biyolojik Miicadele Laboratuvarlar1" kurulmus ve bu laboratuvarlarda iiretim
ve arastirma caligsmalar1 yapilmaktadir.

Gilinlimiizde zararli boceklerin olusturdugu zarar1 dogal ekosisteme zarar vermeden
en aza indirmek amaciyla kullanilan biyolojik miicadele materyalleri; parazitoid, predator,
feromon, bitkisel insektisitler ve mikroorganizmalardir.

Parazitoid ve Predatorler: Parazit, bir canliya bagli olarak yasamini devam ettiren ve
tizerinde yasadigr konukg¢unun gelisimini engelleyen organizmalardir. Parazit konagin
6lumune yol agarsa parazitoid olarak adlandirilir. Bu dogal diismanlar hareketli organizma
(kus, karinca vb. gibi) oldugunda ise predatoér adini alir. Biyolojik miicadelede predator ve
parazitoidler iilkeler arasi nakil ve biiylik 6lgekli iiretilmesiyle saglanabillir. Tiirkiye'de
predatér ve parazitoid nakli ilk olarak 1910 yilinda Icerya purchasi Mask.

(Hom.:Margarodidae)'ye karsi Rodolia cordinalis getirilmesiyle baslanmistir. Daha sonra



Parabemsia myricae K. (Hemiptera: Aleyrodidae)'ye karsi predator olarak Eretmocerus
debachi kullanilmistir. Gilinimiizde bu iki  zararlinin miicadelesinde predatorlerin
kullanim1 devam etmektedir.

Feromonlar: Feromonlar, bocekler tarafindan salgilanip baska bir bocekte ozel
reaksiyonlarin gelismesine sebep olan bilesiklerdir. Ayrica feromonlar bdceklerin
yakalanmasinin yani sira esey, iz, toplanma ve alarm olarak bir ¢ok farkli gorevleri yerine
getirirler.

Bitkisel Insektisitler: Bitkilerden cesitli yontemler kullanilarak elde edilen ve
insektisit Ozelligi gosteren bilesiklerdir. Sentetik pestisitlere gore daha ekonomiktir.
Pyrethrin, rotenone, nicotine, ryania, sabadilla gibi bir ¢ok bitkisel insektisit bulunur.

Mikroorganizmalar: Zararli boceklerle micadelede funguslar, virisler, nematodlar,

bakteriler kullanilmas1 "Mikrobiyal Miicadele" olarak adlandirilir.

1.4. Mikrobiyal Mucadele

Entomopatojen virtsler, nematodlar, bakteriler ve funguslar 6nemli biyolojik
miicadele etmenleridir. Bu etmenlerinin hepsi patojenik olup, konagin 6limiine sebep
olurlar ve bunlarin ¢ogu belirli bocek cinslerine veya familyalarina 6zgiidiir. Mikrobiyal
insektisitlerin avantaji; hedef zararlinin populasyon yogunlugunu kontrol altina almasinin
yani sira, kullaniminin ¢evre ve diger canlilar agisindan giivenli olmasidir.

Viriislerin mikrobiyal miicadele etmeni olarak kullanilmasinin en biiylik avantajlari
dar konak spektrumuna sahip olmasi ve insan sagligi iizerinde olumsuz etkisinin
olmamasidir. Virlisler boceklerin larva ve pupa doneminde enfeksiyon olusturmaktir.
Bocek viriislerinin  Lepidoptera, Coleoptera, Orthoptera ve Diptera takimlarindaki
zararlilardan izole edilmeleri mikrobiyal miicadele i¢in viriisleri onemli kilmaktadir
(Demirbag, 2008). Entomopoxvirinae, Baculoviridae, /ridoviridae, Reoviridae boceklerde
enfeksiyon olusturan familyalardir. Viritislerin dezavantaji ise; sindirim yoluyla enfeksiyon
olusturduklart i¢in bocek tarafindan yenilmesi gerekmektedir. Bu da miicadele edilecek
boceklerde siirlandirma olusturmaktadir.

Boceklerde enfeksiyon olusturan bakteriler Bacillaceae, Pseudomonadaceae,
Entorobacteriaceae, Streptococcaceae ve Micrococcaceae familyalarina ait tiirlerdir. Bu

familyalardan Bacillaceae familyasina ait Bacillus thuringiensis Berliner tirl ylksek



insektisidal aktivite gostermektedir. Bacillus thuringiensis Lepidoptera, Diptera ve
Coleoptera takimi iizerinde etkilidir.

Mikrobiyal miicadelede kullanilan nematodlar Heterorhabditidae, Mermithidae,
Neotylenchidae, Allantonematidae, Rhabditidae, Sternernematidae familyalaridir.
Nematodlar konaklarini kisa siirede enfekte edebilirler. Fakat sicaklik, kuraklik ve UV
gibi ¢evresel kosullardan etkilenirler.

Funguslar diger mikrobiyal miicadele yontemlerine gore daha genis konak
spekturumuna sahiptir ve diger etmenlere gore uygulanabilirlikleri daha kolaydir.

Genel bir degerlendirmede mikrobiyal miicadelenin avantajlar1 olduke¢a fazladir. Bu
avantajlar kisaca agagidaki gibi siralanabilir:

1. Zararl1 organizmaya 6zgiildiir.

. Boceklerde direng olusumu gézlenmemistir.
. Uzun siireli kalicilik ve koruma saglar.

. Hasat dncesi uygulama araligina ihtiya¢ duymaz.

2

3

4

5. Cevre kirliligi olusturmaz.
6. Formiile edilmis uygulamalar ile raf émrii uzatilabilir.
7. Uygulama igin 6zel ekipmanlara ihtiya¢ duymaz.
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. Genetik modifikasyonlara uygundur.

Bu avantajlarin yani1 sira mikrobiyal miicadele baz1 dezavantajlara da sahiptir;

1. Spesifik olmas1 daha az bocek iizerinde etkili olmasini saglar.

2. Formiile edilmezse raf omrii kisadir.

3. UV ve diger cevresel etkenlere kars1 duyarhdir.

4. Erken evrelerde oldiiriicti etkiye sahip olmasi i¢in uygulama zamaninin ¢ok iyi
hesaplanmas1 gerekmektedir.

5. Kimyasal pestisitlere gore daha yavas 6liim goriiliir.

6. Uretim maliyeti yiiksek olabilir.



1.5. Melolontha melolontha L.(Coleoptera:Scarabaeidae)

1.5.1. Biyolojisi

Melolontha melolontha erginleri kizilims1 kahverengi, 25-30 mm boyundadir (Sekil
2). Toraks parlak siyah ve iizerinde sari-gri sik tiiylerle kaplidir. Elitranin {izerinde
birbirine paralel uzanip birlesen ¢izgi cikintilar vardir. Elitra abdomeni tamamen 6rtmez.
Son ti¢ karin halkasi agikta kalir. Disilerin anteni kii¢iik; erkeklerinki ise biiyiik ve yelpaze
seklindedir. Nisan- Mayis aylarinda goriilir ve aksamlar1 aktif olarak ugarlar. Ergin
bocekler meyve bahgelerinde, ormanlarda agaclarin yapraklariyla beslenir. Disiler, 10-15
giin beslendikten sonra yumurtlamak i¢in yeterli olgunluga ulastiginda tarla ya da cayirlik
bolgelerde topragin 15-25 cm derinligine yumurtalarini toplu olarak birakir. Yumurtalarin
boyutu 2x3 mm'dir. Yumurtalar, 4-6 hafta sonra agilir. Yumurtalarin gelisimi i¢in uygun
sicaklik 18°C'dir. Larvalar biiyiik, beyaz, kavisli yapi, giicli cene ve uzun,tiyld, iyi
gelismis bacaklara sahiptir. Larvalarin gelisimi 3-4 yil siirer. Larvalar soguk havalar ilk
goriildiigli donemlerde topragin derinliklerine iner ve havalarin 1sinmasiyla toprak
ylizeyine yaklasarak orada bulunan koklerle beslenir. Larvalarin gelisimi 3 evrede
gerceklesir. Larvalar ilk sonbaharda 10-20 mm, ikinci sonbaharda 30-35 mm ve (glnci

yilin ilkbaharinda ulasabilecegi en fazla biiyiikliik olan 40-46 mm'ye ulagir.

Sekil 2. Melolontha melolontha ergini ve larvasi1 (URL-4)



1.5.2. Yasam Dongiisii

Melolontha melolontha yasam dongiisiinii 4 yilda tamamlamaktadir (Sekil 3).

1.yil: Melolontha melolontha erginleri, Nisan-Mayis aylarinda ilk uguslarimi
ormanlik alanlara dogru yapar ve 2-3 hafta beslendikten sonra yumurtlama olgunluguna
ulasan disiler ikinci uguslarini otlak alanlara dogru gergeklestirir. Disiler yumurtalari
topraga birakir. Toprak sicakligina bagl olarak yumurtalarin agilma siiresi degisir. Ancak,
genel olarak 6 hafta sonra yumurtalar agilir ve 1. evre larvalar toprakta gelisir. Agustos-
Eyliil aylarinda 2. evreye gecen larvalar topragin derinliklerine dogru inmeye bagslar.

2.yil: Nisan ayinda toprak ylizeyine dogru ¢ikan larvalar bitkilerin kokleriyle
beslenmeye devam eder ve Haziran ayinda 3. evreye gecis yapar. Bitkilerde en ¢ok zarar
olusturan donem bu evredir. Kis aylarini 3. evrede gecirir.

3.y1l: Nisan ayinda 3. evre larvalar zarar olusturmaya devam eder. Ancak, 2. yilda
olusturdugu zararla kiyasla 3. yilinda daha az zarar olusturur. Haziran ayinda pupa evresine
gecer. Pupada 2 ay kaldiktan sonra Agustos ayinda ergin hale gelir. Erginler toprak altinda
kalmaya devam eder.

4.y1l: Toprak sicakligi 10-11°C'yi buldugunda erginler toprag: terk eder. Iklim
kosullaria bagli olarak bocegin biyolojisi etkilenebilir. Ugus sirasinda yagmurlu ve soguk
havalar bocegin omriinii kisaltabilir. Ayrica 1. evre larvalar asir1 sicaktan ve kurakliktan

olumsuz etkilenir.
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Sekil 3. Melolontha melolontha'nin yasam dongiisii (URL-5)

1.5.3. Yayilis1 ve Zarar Sekli

Onemli bir tarim zararlis1 olan Melolontha melolontha; Tirkiye, Almanya, Polonya,
Avusturya, Isveg gibi bir ¢ok iilkede yayilis gdstermektedir. Ulkemizde de Antalya, Artvin,
Bolu, Eskisehir, Erzincan, Giresun, Istanbul, Isparta, Ordu, Sakarya, Sinop ve Trabzon'da
zarar olusturmaktadir.

Findik basta olmak iizere mese, ¢inar, akgaagacg, glirgen, kayin, sogit, kavak, hus
agaci gibi orman agaclarinda ve ¢ilek, kirmizi pancar, patates, marul, ahududu, erik, kiraz,
kestane gibi agaglarda zarar olusturmaktadir. Yetiskinleri sadece yapraklarda zarar
olusturur. Fakat larvalar agaclarin kokleriyle beslenerek ciddi zarar olusturur. Ozellikle 2.

ve 3. evre larvalar en yiiksek zararin olustugu donemdir.
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1.5.4. Micadelesi

Miicadelesinde kiiltiirel 6nlemler, kimyasal kullanimi, mikrobiyal miicadele gibi bir
cok yontem kullanilmaktadir. Ulkemizde en yaygin olarak kullanilan miicadele cesidi ise
kimyasal miicadeledir. ilaglamaya karar verilirken toprak 25 cm derinlikte kazilir ve 1 m?
alanda larva sayimi yapilir. 1 m? alandaki larva sayisi 3'den fazla oldugunda kimyasal
miicadelenin yapilmasina karar verilir. Kimyasal miicadelesi ilkbaharda toprak sicakligi 9-
10°C’ye ulastiginda ve larvalar 2. evredeyken yapilmalidir. Ilaglama yapildiktan sonra
toprak islenerek topragin altina inmesi saglanmaktadir. Ayrica zararlinin dogal diismanlari
incelenmis fakat iilkemizde dogal diigmanlarina ait bilgi bulunmamaktadir. Zararli ile
miicadelede kiiltiirel onlemler olarak ise, zifin ¢icegi ve findik bahgelerinde hayvan
giibrelerinin bekletilmemesi gerektigi goriilmiistiir. Zifin ¢igegi olan bdlgelerde zifin ¢igegi
tizerinde toplandig1 ve zarar miktarinin azaldigi goriilmiistiir.

Entomopatojenik nematodlar: M. melolontha'nin larvalarma karst 2001 yilinda
Heterorhabditis bacteriophora, H.megidis, H.marelatus, Steinernema arenaria, S.feltiae,
S.glaseri tiirleri tizerinde c¢alisamalar yapilmis ve en etkili tiirlin %60 O6lim oraniyla
Steinernema glaseri oldugu gorilmiistir (Berner ve Schnetter, 2001). Daha sonra
tilkemizde yapilan c¢alismada; Heterorhabditis bacteriophora ve Steinernema feltiae
topraktan izole edilmis ve Melolontha melolontha iizerinde saksi denemeleri yapilarak
3.evre larvalarda %100 6liim goriilmistiir (Erbas vd.,2014).

Entomopatojenik virusler: ilk olarak bulunan viral patojeni Melolontha melolontha
Entomopoxvirus(MmEPV) olarak tanimlandi (Sezen ve Demirbag, 2007a). Bu calismada
farkli konsantrasyonlarin insektisidal aktivitesi incelenmis ve 7,5x10° sferoid/ml
kullanildiginda  %96,3, 1,5x10* sferoid/ml konsantrasyonda %80, 1x10? sferoid/ml
konsantrasyonda ise %36,6 6liim oran1 gozlemlenmistir.

Entomopatojenik bakteriler: Melolontha melolontha popiilasyonlarindan bakteri
izolasyonu gergeklestirilmis ve izolatlar Pseudomonas sp., Bacillus thuringiensis, B.
sphaericus, B. weihenstephanensis, Enterobacter sp. ve Acinetobacter sp. olarak
tanimlanmistir. Bu izolatlarin insekisidal aktivitesi incelendiginde en yiiksek o6ldiiriicii etki
%80 oranla Bacillus thuringiensis'te goriilmiistiir. B. sphaericus'un insektisidal aktivitesi

ise, %60 olarak goriilmistiir (Sezen vd., 2007b).
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Entomopatojenik funguslar: Zararl ile miicadelede kullanilan ilk fungus 1924 yilinda
Beauveria brongniartii olmustur (Benker ve Leuprecht 2004). Zararli ile miicadelede
kullanilan ¢esitli entomopatojenik fungus izolatlar1 mevcuttur. Fakat bu caligmalar
incelendiginde yiiksek insekitisidal aktiviteye sahip izolatlar oldukg¢a simirlidir. Ayrica
tilkemizde ve diinyada bu zararli ile miicadelede kullanilan etkin bir biyopreperat bilgisine

rastlanilmamustir.

1.6. Entomopatojenik Funguslar (EPF)

Entomopatojenik funguslar bdcek populasyonlarinin kontrol altina alinmasinda
onemli rol oynar. Entomopatojenik funguslara ait ilk kayit M.S. 900'lii yillarda Japonya'da
ipek boceklerinde gozlemlenmis ve 1834 yilinda Augostino Bassi tarafindan hastaliga
sebep oldugu kanitlanmistir (Steinhaus, 1956; Lord, 2007).

Entomopatojenik funguslar smiflandirilirken ilk olarak morfolojik Ozellikleri ve
yasam dongiileri géz oniine alinir. Daha sonra DNA analizleri yapilarak detayli calismalar
yapilir. Boceklerde enfeksiyona neden oldugu bilinen 700 ile 1000 arasinda
entomopatojenik fungus bulunmaktadir (Goettel, 2010). Entomopatojenik 6zellik gosteren
funguslar Zygomycota ve Ascomycota'ya aittir. Bunlarin yaklasik %80' i Metarhizium ve
Beauveria cinslerine aittir (Faria ve Wraight, 2007).

Entomopatojenik funguslarin mikrobiyal miicadele etmeni olarak kullanilmasinin
avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Yiiksek konak seciciligi olmasi, memeliler iizerinde
toksisite olusturmamasi, uzun siire kalicilik saglamasi, biyoteknolojik ¢aligmalar igin
gelistirilmeye uygun olmasi avantajlar1 arasinda yer almaktadir. Ayrica, alan
uygulamalarinda enfekte olmus boceklerin diger saglikli boceklere bulagtirarak
enfeksiyona sebep olmasi da biiylik avantaj saglamaktadir. Bunlarin yani sira etkisini
gostermesi  kimyasal kullanimina gore uzun siirmesi, sporlarin c¢ogalip enfeksiyon
olusturmak i¢in neme ihtiya¢ duymasi ve saklanma kosullarinin zorlugu dezavantajlari
arasindadir.

Entomopatojenik funguslar mikrobiyal miicadelede kullanilirken etkinliginin artmasi
ve hayatta kalma sansinin artmasi i¢cin neme ihtiya¢c duyar. Funguslarda formiilasyon
kullanilmasiin en biiyiik avantaji; fungus, ¢cogalmak ve enfeksiyon olusturmak i¢in neme
ihtiya¢ duyar. Neme ihtiyagc duymasi, kurak bolgelerdeki zararlilar igin kisitlayici

olmustur. Fakat formiilasyon kullanimi ile fungusun bu kisitlayiciligr ortadan kaldirilmis
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ve kurak Dbolgelerdeki zararli boceklerde de enfeksiyon olusturdugu goriilmiistiir
(Neethling ve Dent, 1998).

Funguslarin kullaniminda bir diger onemli faktér de Ultraviyole (UV) 1sinlardir.
Yapilan c¢alismalar sonucunda UV-B (280-320 nm) ve UV-A'min (320-400 nm)
Metarhizium anisopliae’nin gelisiminde olumsuz etkisinin bulundugu gorilmistiir
(Zimmermann 1982; Ignoffo ve Garcia 1992; Moore vd., 1993, 1996; Hunt vd., 1994,
Fargues vd., 1996; Alves vd., 1998; Shah vd., 1998; Braga vd., 2001a,b,c; Rangel vd.,
2004). Metarhizium'un tiirleri arasinda UV-B i¢in diren¢ farkliliklar1 goriilmiistiir. En
dayakli tiir Metarhizium flavovirid, daha sonra Metarhizium anisopliae oldugu goriilmistiir
(Braga vd., 2001b,c; Fargues vd., 1996). UV téleransinin saglanmasinda Onemli
faktolerden biri de fungus sporlarinin biiylitiildiigii substratlardir. Besin olarak PDA ve
piring kullanilan Metarhizium anisopliae sporlar1 kiyaslanmis ve PDA kullanilan sporlarin
daha hassas, pirin¢ kullanilan sporlarin ise daha dayanikli oldugu gorilmiistir (Rangel

vd., 2004).

1.6.1. Metarhizium

Metarhizium diinya c¢apinda bir ¢ok zararli bocege karst kullanilan Ascomycota
smifina ait fungusutur (Goettel vd., 2005). Yaklasik 64,000 tiiriin bulundugu bu smif en
genis siiftir (Kirk vd., 2008). Metarhizium cinsine ait funguslar, tarimda zarar olusturan
bir ¢ok zararli bocege karsi biyolojik miicadele etmeni olarak kullanilmis ve yapilan
caligmalar sonucunda etkili bir entomopatojen grubu oldugu goriilmiistiir. Bocek konakg1
araliklan tiirlere gore degisiklik gdstermektedir. Ornegin; Metarhizium robertsii genis bir
konak araligina sahipken bu aralik Metarhizium acridum icin Orthoptera grubu ile

siirlidir.

1.6.1.1. Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae zararli boceklere karsi kullanilan etkili entomopatojenik
funguslardan biridir. Bu tlir Coleoptera, Orthoptera, Diptera, Lepidoptera ve Hemiptera
gruplarina ait 200'den fazla bocekte enfeksiyon olusturdugu goriilmistiir. Bu

konukgularmin ¢ogu Coleoptera'ya ait Curculionidae, Elateridae ve Scarabaeidae
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familyalarina aittir. Metarhizium anisoplae; Asya, Avrupa, Kuzey Amerika, Gilney

Amerika ve Avusturalya gibi diinyada bir ¢ok kitada genis yayilis gostermektedir.

1.6.1.2. Tarihcesi

Metarhizium anisopliae ilk olarak Entomophthora anisopliae olarak adlandirildi ve
1879'da Elie Metchnikoff tarafindan Anisoplia austriaca (Herbst)'e (Coleoptera:
Scarabaeidae) karsi mikrobiyal miicadele etmeni olarak kullanildi. Daha sonra 1883'te
Metarhizium anisopliae olarak isimlendirilmistir. Elie Metchnikoff tarafindan 1880 ve
1890 yillart arasinda g¢esitli bocekler iizerinde biyolojik miicadele etmeni olarak
kullanilmigtir. Daha sonra 1926 ve 1929 yillar1 arasinda Bombyx mori ve Ostrinia nubilalis
tizerinde patojen oldugu goriilmiistiir (Steinhaus, 1949). Ayrica 1965 yilinda Scotinophara
lurida, Aeneolamia flavilatera, Agriotes obscurus ve A. sputator, Cleonus punctiventris,
Popillia japonica, Alissonotum impressicolle, Agrotis segetum and Euxoa spp. Uzerinde
caligmalar yapilmistir (Mduller-Kogler 1695). Daha sonra yapilan bazi ¢alismalar
sonucunda Metarhizium brunneum'a ait bazi1 suslarin Metarhizium anisopliae tlrlne ait
oldugu gorilmistir (Bischoff vd., 2009). Boceklerde enfeksiyon olusturmasi kolayca
tespit edilebilir. Enfekte olmus konak yogun olarak yesil muskardin hastaligina sebep olan

yesil konidialarla kaplanir.

1.6.1.3. Mikrobiyal Miicadelede Kullanimi

Metarhizium anisoplae genis konak araligia sahip bir entomopatojendir. Simdiye
kadar yapilan c¢alismalar sonucunda; Symphyla, Orthoptera, Dermaptera, Isoptera,
Homoptera, Heteroptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Siphonaptera, Lepidoptera,
Malacostrata (Amphipoda), Acari, Ephemeroptera, Dermaptera, Heteroptera, Diptera,
Coleoptera, Hymenoptera ve Lepidoptera ordolarina ait bocekleri enfekte ettigi
bildirilmistir (Zimmermann, 2007). Gunumuzde Metarhizium anisoplae kaynakli, bir ¢ok

zararli bocek grubunda etkili olan ticari rtinler gelistirilmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. Metarhizium anisopliae kaynakl ticari tiriinler

Ticari isim Sirket Ulke
BioBlast EcoScience ABD
Bio-Cane Granules Becker-Underwood Avusturalya
Bio-Catch-M Stanes Hindistan
Bio-Green Granules Becker-Underwood Avusturalya
Bio-Magic Stanes Hindistan
BioPath EcoScience ABD
Cobican Probioagro Venezuela
Gran Met-P Kwizda/Agrifutur Avusturya/ italya
Green Guard SC Becker-Underwood Avusturya
Green Guard ULV Becker-Underwood Avusturya

Green Muscle

CABI Bioscience/NPP

Ingiltere/ Fransa

Metaquino - Brezilya
Metarhizium Schweizer Lbu Isvicre
Metathripol ICIPE Kenya
Muchwatox (proposed) ICIPE Kenya
Pacer SOM Phytopharma Hindistan
Taenure Granular Bioinsecticide | Novozymes Biologicals | ABD
TAE-001 Technical Bioinsecticide | Novozymes Biologicals | ABD
Tick-Ex EC Novozymes Biologicals | ABD
Tick-Ex G Novozymes Biologicals | ABD

(Butt vd. 2001; Wraight vd. 2001; Copping 2004; Kabaluk ve Gazdik 2005).

Metarhizium anisoplae'nin biyolojik miicadele etmeni olarak etkin bir sekilde

kullanilmast i¢in ¢esitli formiilasyon c¢esitlerine ihtiya¢ duyulmakadir. Formulasyon

kullanilmasimin amaci; entomopatojenin depolama, iiretim ve kullanimi

stabilitesini saglamak, hedef organizmaya en uygun ve kolayca ulasmasini saglamak,

kullanilan organizmanin ¢evresel kosullardan etkilenmemesini saglayarak kaliciligim

arttirmak ve organizmanin aktivitesini arttirarak hedeflenen bocek ile etkilesiminin

artmasini saglamaktir.

sirasinda
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Metarhizium i¢in en uygun formiilasyon g¢esitleri yag formiilasyonu, graniil
formulasyonu ve toz formilasyondur. Yag formiilasyonu hidrofobik yilizeylerde daha iyi
yapisma ve UV'den koruma saglar. Ayrica nemin diisiik oldugu yerlerde minimum nem de
fungusun ¢ogalmasini saglar. Graniil formiilasyonunda fungus, kat1 substrat1 besin olarak

kullanir ve kisa siirede ¢ogalir.

1.6.1.4. Hedef D1s1 Organizmalara Etkisi

Mikrobiyal miicadele etmeni olarak kullanilan Metarhizium anisopliae'nin hedef
olmayan diger canlilar ve bitkiler iizerindeki etkisinin incelenmesi i¢in bazi ¢aligmalar
yapilmistir. Bu ¢alismalar kapsaminda Metarhizium anisopliae’nin hedef organizma
disinda etkinliginin olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica yapilan c¢alismalar sonucunda
Metarhizium anisoplae'nin bitkilerin kdklerinde veya yapraklarinda fitotoksik bir etkisinin
olmadigr gozlenmistir. Metarhizium anisoplae’'nin  topraktaki mikroorganizmalar
Uzerindeki etkisini izlemek amaciyla Folsomia fimetaria, Hypogastrura assimilis ve
Proisotoma minuta iizerinde calismalar yapilmistir. Bu galismalar kapsaminda 1x108
spor/ml ve 1x107 spor/ml konsantrasyonlarla ergin mikroorganizmalar muamele edilmistir.
Sonugta kontrolde %17 6liim goriilmesine karsilik deney grubunda %45 6lim goriilmiistiir
(Dromph ve Vestergaard 2002). Apis mellifera {izerinde alan denemeleri yapilmis ve
yetigskin arilarda olumsuz etkisi gézlenmemistir (Kanga vd. 2003). Bombus terrestris
tizerinde yapilan alan ve laboratuvar denemeleri sonucunda arilara yapilan direk
uygulamalarin enfeksiyon olusturdugu goriilmiistiir. Fakat yapilan ¢alismada topraga
yapilan uygulamalarin arilar igin risk olusturmadigi goriilmistiir (Hokkanen vd. 2003).
Lumbricus terrestris Uzerinde graniil formiilasyonu denenmis ve olumsuz etki
gozlenmemistir (Hozzank vd. 2003). Hippodamia convergens, Acheta domesticus ve
Oncopeltus fasciatus ile ilgili yapilan ¢alismalarda ise; Hippodamia convergens ve Acheta
domesticu Uzerinde yuksek oldiriicii etkisi oldugu, Oncopeltus fasciatus Uzerinde ise
diisiik olim etkisi gozlenmistir (Ginsberg vd. 2002). Metarhizium anisopliae'nin
kurbagalar iizerindeki etkisine Rana pipiens iizerinde bakilmis ve toksik bir etkisi olmadigi
gbzlenmistir (Donovan-Peluso vd. 1980). Farelerde yapilan ilk toksisite ¢alismalarinda,
Metarhizium anisopliae'nin herhangi bir alerjik reaksiyona sebep olmadigi gozlenmistir
(Shadduck vd., 1982; El-Kadi vd., 1983).
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Metarhizium anisopliae'nin insanlarda baz1 alerjenik kayitlart da bulunmaktadir. flk
olarak Metarhizium anisopliae'nin dermal hiperalerjiye sebep oldugu kayitlara gegmistir
(Goettel vd. 2001). Daha sonra, Brezilya'da seker kamisi zararalilarinin biyolojik
kontrollinde Metarhizium anisopliae'nin yaygin olarak kullanimi sonucunda astim
semptomlar1 goriilen birkag kisi tespit edilmistir (Barbieri vd., 2005). Ancak Metarhizium
anisopliae'nin mikoinsektisit tiretiminde ¢alisan imalat personelleri, saha ¢alisanlari ve

arastirmacilar tizerinde alerjik bir etki gortilmemistir (Copping, 2004).

1.6.1.5. Etki Mekanizmasi

Entomopatojenik funguslarin temel 06zelligi, diger patojenlerin aksine, konakg1
tarafindan agiz i¢ine alinmadan kiitikiil i¢ine niifuz ederek enfeksiyon olusturmasidir. Bu
nedenle tarim zararlilari veya hastalik vektorleri olan boceklerle miicadele etmek igin
biiylik bir potansiyele sahiptir. Genel olarak funguslarin enfeksiyonunda ilk adim spor
bocek kiitikiiline tutunmasiyla baslar. Bu tutunma sirasinda Madl, Mad2, Hyd1, Hyd2,
Hyd3 gibi proteinler etkilidir. Madl proteini bocek kitikiilasina yapismadan sorumluyken
Mad2 proteini ise; bitkiye yapigmadan sorumludur. Madl'in bozulmasi durumunda
¢imlenme gecikir. Mad2'nin bozulmasi durumunda ise enfeksiyon etkilenmez fakat bitki
yuzeylerine yapisma bloklanir. Daha sonra appsressorium yapisi olusarak kiitikulaya
ulagmay1 kolaystirir, bu tabakay1 agsmak i¢in ¢esitli parcalayici kitinaz ve protezlar salgilar.
Bu asamada kiitikiil kalinlig1 ile bocek direnci arasinda bir iligki yoktur. Kiitikiil tabakasi
asildiktan sonra patojen hemosele ulasir. Hemosele ulastiktan sonra hem bdcek
savunmasinin listesinden gelmek hem de hemosel i¢indeki yiiksek osmotik basinci tolere
edebilmek i¢cin osmosensor (Mos1) salgilanir. Hemosele ulasan fungal yapilar blastosporlar

halini alir ve bocegin 6limii gergeklesir (Sekil 4).
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Penetrasyon
kancasi

Kiitikula

ikincil hifal
yapilar

3 @ @D Hemosel

Blastospor

Sekil 4. Bocek kiitikulasindaki fungal enfeksiyon basamaklari. 1. Bocek kiitikulasi
ve spor arasindaki fiziksel temastan sonra fungusun konagi tanimasi spor
¢imlenmesini ve appressorium olusumunu baslatir. 2. Penetrasyon
kancas1 ve cesitli hifal yapilar kiitikulayr ve epidermisi geger. 3.
Fungusun hemosele girmesinden sonra blastospor olusumu baslar ve
fungus konagi istila eder (Castrillo vd., 2005).

1.7. Formilasyon

Formiilasyon, biyopreperatlarin insektisidal aktivitesini kaybetmeden uygun
yontemler yardimiyla insektisit olarak iiretilme islemidir. Formiilasyonlarin gelistirilmesi
mikroorganizmalarin arazi kosullarinda kullanimi agisindan 6nemli faydalar saglamaktadir.
Uygun formiilasyon yontemleri kullanildiginda biyopreperatlarin daha uzun depolama
stabilitesi, etkinlik artis1 ve uygulama sonrasinda g¢evresel atik olusturmamasi sagladigi
goriilmiistiir. Biyopreperatlarin depolama, etkinlik ve uygulama kolayligi saglamasi
tiketciler tarafindan biyolojik miicadelenin benimsenmesine katki saglayacaktir.
Entomopatojenlerin genel olarak maruz kaldigi olumsuz c¢evre kosullar1 arasinda
ultraviyole (UV) 1s1k enerjisi, asir1 veya yetersiz nem, yagmur veya riizgar gibi hava

kosullariyla taginma bulunur. Bu c¢evre kosullarina maruz kalan entomopatojenler
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aktivitesini kaybetmektedir. Kullanilan formiilasyon c¢esidiyle birlikte bu faktorleri en az
seviyede tutmak hedeflenmektedir.

Formiilasyon kullanilmasinin amaglari;

1. Uretim ve depolama siireclerinde stabiliteyi saglamak

2. Uriiniin tasinma ve uygulanma kolaylig1 saglamas1

3. Uriinii gevresel faktdrlerden koruyarak kararliligin arttirmak.

Bir biyopreperatin aktivitesi, enfeksiyonu baslatmak i¢in kullanilan etmenin
miktarina ve hedef zararliy1 6ldiirmek i¢in gecen siireye baglidir. Bu aktivite patojenin
enfeksiyon olusturma sekline, konagin biyolojisine ve kiitikiil yapisina gore her
entomopatojende farklilik gdsterebilmektedir. Formiilasyonlar, hedef zararli iizerinde
enfektivite olusturmak i¢in kullanilan mikroorganizmanin patojenitesini korumay1 hedef
almistir ve bunun i¢in c¢esitli sartlar saglayarak hedef zararliya ulagma oranim
arttirmaktadir. Bu sartlar funguslar i¢in nem veya nematodlar i¢in hareketi kolaylastiracak
bilesenler olabilmektedir.

Entomopatojenlerin depolama stabilitesini korunmasi, formiilasyonun aktivitesinin
korunmast i¢in gereklidir. Formiilasyon islem ve bilesenlerinin entomopatojenin
yasayabilirliginin miimkiin olan en uzun siire korumasi beklenmektedir. Mikrobiyal
etmenlerin biyopestisit olarak daha uzun siire depolanmasi, hiicresel zarlarin stabilize
edilmesi ve metabolik siireglerin yavaglatilmasiyla miimkiin olmaktadir (Hynes ve
Boyetchko, 2006). Baz1 bilesenler graniillerden nem kaybi oranmi etkiler ve bdylece
organizmanin hayatta kalma stireci de etkilenmis olur (Lyn vd., 2010). Ayrica kullanilan
formalasyon tird de driintn depolama stabilitesini etkiler. Hidrofobik fungal conidia,
bitkisel yaglarda oda sicakliginda saklandiginda aylarca yasayabilir, bu da diger
formiilasyonlara kiyaslandiginda daha uzun siirelerdir (Kim vd., 2011).

Formiilasyonlarin ii¢ temel bileseni vardir; aktif, tasiyici ve yardimer bilesenler'dir
(Ash, 2010; Burges, 1998). Aktif bilesen entomopatojenin enfeksiyon olusturan kismi
(funguslar icin conidia, bakteriyal spor gibi) igerir. Tasiyicilar genellikle entomopatojenin
aktif bilesenini seyreltmek i¢in iglev goren bilesenlerdir. Yardimci bilesenler ise depolama,
uygulama, etkinlik gibi agamalarinda yer alan maddeleri igermektedir.

Funguslardan Beauveria, Metarhizium, Isaria ve Lecanicillium cinsleri insektisidal
aktivitesi yiiksek entomopatojenler olarak bilinir. Diinyanin bir ¢ok yerinde bu gruplara ait
cesitli tarla, orman, sera zararlilarina karsi kullanilmak {izere ticari iiriinler gelistirildigi

bilinmektedir.
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Entomopatojenik funguslar i¢in baslangi¢c materyali kati yada sivi kiiltiirler olarak
degisebilir. Baz1 yontemlerde ise; once siv1 kiiltiirde biiyiitiilen sporlar daha sonra konidial
iiretimi arttirmak igin kati substrata aktarildigi iki fazli yontem kullanilir. Iki fazli
yontemin bir ¢ok avantaji vardir. Sporlarin 6ncelikle siv1 kiiltiirde biiyiitiilmesi sporlarin
homojen olarak biliylimesini saglar. Ayrica ilk olarak sivi kiiltiir kullanilmas1 inkiibasyon
stiresini kisaltir.

Formiilasyonlar hazirlanirken dikkat edilmesi gereken ¢esitli parametreler vardir.
Bunlar:

1. Sicaklik: Sicakligin verim iistiinde dogrudan etkisi vardir. Bu nedenle ¢aligilacak
sicaklik, fungus i¢in optimum sicaklik veya buna yakin sicaklik sec¢ilmelidir.

2. Nem lgerigi: Kat1 substrat fermentasyonlarinda nem igerigi siirekli takip edilmeli
ve sporlari etkilememesi i¢in opimum diizeyde ayarlanmalidir.

3. PH: Entomopatojenik funguslar pH'a tolerans gosterebilirler ve bu yilizden genis
pH araliginda biiyiiyebilirler. Bu yiizden kati substratlar kullanilirken pH goz ardi edilir.
Siv1 substratlar kullanilirken ise pH takibi yapilabilir. Ayrica diisiik pH kullanimi
istenmeyen bakteriyal blylmeyi engelleyerek kontaminasyonu engelleyebilir (Bartlett ve
Jaronski, 1988).

4. Kontaminasyon: Tum Uretim slreci boyunca kontaminasyon takibi dikkatlice
yapilmalidir. Her asamada kontaminasyon kontrolii yapmak i¢in 6rnekler alinmasi, sonraki
asamaya giivenli bir seklide geg¢ilmesini saglamaktadir.

Formiilasyonlar kuru (graniil, 1slanabilir toz vb.) ve siispansiyonlar (su bazli ve yag
bazli) olarak gruplara ayrilir.

Graniil Formiilasyonu: 5-10 mm? boyutundadir. Organizmalara substrat olan piring, misir,
bugday gibi bitkisel {irlinler igerir. Bu substratin se¢imi su emilimine, kiitle yogunluguna
ve par¢alanma hizina baghdir.

Islanabilir Toz Formulasyonlar: Su i¢inde dagildiktan sonra siispansiyon olarak
uygulanabilen toz formulasyonlardir. Islanabilir tozlarin ¢ogu; % 50-80 toz, % 15-45 dolgu
maddesi, % 1-10 dagitic1 ve agirlikga % 3-5 ylizey aktif madde igerir. Ayrica depolama ve
hazirlanma agamasinda tozun yapisinin bozulmamasi i¢in silis de ilave edilir.

Su Bazl1 Siispansiyonlar: Genellikle kullanilmadan 6nce su ile seyreltilerek kullanilir.

Yag Bazli Siispansiyonlar: Genellikle bitkisel yaglar kullanilir. Yag kullanilmasi

funguslarin nem ihtiyacini karsilamaktadir.
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Asagida verilmekte olan Tablo 2'de Metarhizium anisopliae kullanilarak, farkli

tilkelerde yapilan Coleoptera takimina ait olan formiilasyon ¢alismalari listelenmektedir.

Tablo 2: Coleoptera takimina kars1 kullanilan formiilasyon ¢alismalari

Ulke Formiilasyon Turu
Almanya Granil Formulasyonu
Meksika Yag Formiilasyonu

Amerika Birlesik Devletleri | Yag Formiilasyonu

Granul Formulasyonu

Kolombiya Islanabilir Toz Formilasyon
Isvigre Granull Formiilasyonu
Hindistan Islanabilir Toz Formilasyon

(Faria ve Wraight, 2007).

1.8. Calismanin Amaci

Melolontha melolontha genis yayilis gosteren onemli tarim zararlilarindan biridir.
Yasam dongiisiiniin biiylik bir kismini toprak altinda ge¢irmesi dikkate alindiginda
entomopatojenik fungusun bu zararli i¢in 6nemli mikrobiyal miicadele etmeni olabilecegi
goriilmiistiir. Cesitli yontemler kullanilmasina ve uygulamalar yapilmasina ragmen,bdcek
biitliin diinyada oldugu gibiiilkemizde de en 6nemli tarim ve orman zararlilarindan birisi
olmaya devam etnektedir. Zararliyla miicadele etmek {izere, diinyanin farkli laboratuvar ve
arastirma merkezlerinde ¢esitli biyopreperatlar gelistirilmesine ragmen, bu calismalar
glinimiize kadar tlkemizde yeterince ilgi gormemistir. Bu eksikligi gidermek amaciyla
daha once Karadeniz Teknik Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda yapilan doktora
tez ¢alismasinda se¢imi gergeklestirilmis yerelMetarhizium anisoplia susundan, bu tez
kapsaminda Melolontha melolontha'ya karsi yerel bir mikoinsektisit gelistirilmesi ve

insektisidin etkinlik denemelerinin yapilmasi amaglanmustir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Caliymada Kullanmilan Fungusun Sec¢imi

Bu tez galismasi kapsaminda kullanilan fungus Karadeniz Teknik Universitesi, Fen
Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Laboratuvarinda bulunan entomopatojen kiiltiir koleksiyonundan
saglanmistir. Metarhizium anisopliae tiiriine ait sus, topraktan elde edilmis, KTU-2 olarak
adlandirilmis ve morfolojik ve molekiiler tanimlamalar1 ayrintili bir sekilde yapilmigtir
(Sevim, 2010)

Metarhizium anisopliae KTU-2 izolatinin fungal biyopreperata doniistiiriilmesi i¢in
gerekli 6n ¢alismalar ayrintili bir sekilde Sonmez (2016) tarafindan gergeklestirilmistir.
Yapilan morfolojik ve molekiiler ¢alismalarin ardindan KTU-2 susunun kararli ve ytiksek

oldiiriicti etkiye sahip oldugu sonucuna varilmaistir.

2.2. Metarhizium anisopliae’nin Biiyiitiilmesi

Laboratuvar stoklarinda bulunan M. anisopliae KTU-2 izolati i¢in stok kiiltiirden
canlandirma yapildi. Bu islem i¢in Sabouroad Dekstroz Agar (SDA) hazirland1 ve igerisine
%1 maya ekstrat ilave edildi. Hazirlanan besiyeri 121°C'de 20 dakika steril edildi.
Otoklavlanan besiyeri steril petri kaplarina dokiildii ve oda sicaklifinda sogumasi beklendi.
Petri kaplarinda hazir hale gelen besiyeriye, stok halde bulunan M. anisopliae KTU-2
izolat1 inokiile edildi ve 14 giin boyunca 28°C'de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonucu olusan kolonilerden fungal sporlar hasat edildi. Bunun igin SDA besiyeri (izerinde
blyatulen sporlara 5 ml %0,1'lik Tween 80 ve 5 ml steril saf su ilave edildi. Cam baget
yardimiyla petriden kazimarak hasat edilen sporlar steril tiilbent yardimiyla siiziilerek
falkonlara alindi. Vorteksle homojen hale gelmesi saglandiktan sonra Thoma lami
yardimiyla spor saymmi yapildi. Baslangig kiiltlrli icin 1x107 spor/ml olacak sekilde

hazirlandi.
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2.3. Baslangic¢ Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Baslangig¢ kiiltiirii i¢in hazirlanan sivi besiyeri Ramle vd. (2009) referans alinarak
hazirlanmistir. S1vi besiyeri; %0,02 kloromfenikol, %0,25 maya ekstrat, %1 pepton ve %2
dekstroz igerir. Hazirlanan besiyeri 121°C'de 20 dakika steril edildi. Daha sonra steril
besiyeri tizerine hazirlanan spor siispansiyondan 3 ml inokule edildi. 4 gin boyunca

28°C'de 120 rpm'de inkiibasyona birakildi.

2.3. Kati Hal Fermentasyonu

Kati hal fermentasyonu i¢in ilk agama kati substratin secilmesi ve hazirlanmasidir.
Tez kapsaminda kati substrat olarak piring kullanildi ve piringlerin hazirlanmasi Loera-
Corral vd (2016) referans alinarak hazirlandi. Ik asama olarak piringler beher igine alimnip
saf su ile 1 dakika boyunca karistirildi ve suyu siiziildii. Bu islem 3 defa tekrar edildi.
Piringler yikandiktan sonra saf su iginde 30 dakika boyunca bekletildi ve 20 dakika
boyunca fazla suyun uzaklagmasi i¢in beklenildi. Daha sonra otoklavlanabilir posetlere
100'er gram olacak sekilde dagitildi ve her posete inokulum yapabilmek i¢in iki adet falkon
karsilikli yerlestirildikten sonra posetin agiz kismi da otoklavlanabilir bant ile kapatilarak
121°C'de 20 dakika otoklav edildi. Otoklavnan piringler 1 saat boyunca oda sicakliginda
bekletildi. Soguyan piringlere 1x107 spor/ml konsantrasyonda olan baslangig kiiltiiriinden 5
ml olacak sekilde her posete ilave edildi. Posetler 28°C'de 15 giin biiylimeye birakildi ve

piringler her giin alt {ist edilerek homojen biiyltimenin olmasi saglandi (Sekil 5).
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Sekil 5. Fungusun kat1 substrat tizerinde biiytitiilmesi

Inkiibasyon sonunda piringler %0,1 Tween 80 igeren steril behere alinip fungal
sporlarin substrattan ayrilmasi i¢in 30 dakika boyunca 170 rpm'de kuru hava sallayicida
bekletildi. Piring ve Tween 80'den olusan karigim elekten gegirildi ve piringler
uzaklagtirildi. Kalan sivi kisimdan sporlar1 hasat etmek i¢in falkona alinip 5000 rpm'de 10
dakika santrifiij edildi ve siipernatant kism1 dokiildii. Karisim bitene bu islem tekrar edildi
ve elde edilen sporlar bir sonraki agsama olan yag formiilasyonu i¢in hazir hale getirilmis

oldu.

2.4. Yag Formiilasyonunun Hazirlanmasi

Tween 80 yardimiyla piringlerden ayrilan sporlarin sayimi Thoma lami ile
yapildiktan sonra 1x10'° spor/ml konsantrasyonda olacak sekilde cam siselerde stok
konsantrasyon hazirlandi. Yag formiilasyonu hazirlanirken Ummudi ve Vadlamani (2014)
referans alindi. Siselere 5 ml spor koyuldu ve daha sonra %1 yag, %1 Triton X-100, %1
Na2COs , %0,5 silikon ve %96.5 su ilave edildi. Karigimin homojen hale gelmesi i¢in 60

dakika boyunca 1000 rpm'de manyetik karistiricida karistirild .
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2.5. Deneylerde Kullanilacak Boceklerin Temin Edilmesi

Calismada kullanilan Melolontha melolontha larvalar1 Trabzon’un Yomra il¢esindeki
findik bahgelerinde bulunan agaglarin ve findiklarin koklerinin kazilmasiyla toplandi.
Larvalar, bir miktar besin ve toprak ile yeterince havalandirma agikligi bulunan kutularda
laboratuvara getirildi. Birka¢ gilin laboratuvarda beslenen larvalardan saglikli olanlari
deneylerde kullanildi.

Leptinotarsa decemlineata larva ve erginleri Trabzon Cukur¢ayir ve Pelitli
beldelerindeki patates ve patlican bahgelerinden toplanildi. Bdcekler, yeterince besin ve
havalandirma acikligi bulunan kutularda laboratuvara getirildi.  Saglikli bdocekler
deneylerde kullanild:.

Tenebrio molitor larvalari ise Karadeniz Teknik Universitesi Mikrobiyoloj

Laboratuvarina ait olan bocek kiiltirlerinden temin edildi.

2.6. Melolontha melolontha i¢in Saksi Deneyleri

Saks1 deneyleri i¢in ¢ilek (Fragaria vesca) fideleri kullanildi. Deney i¢in kullanilan
cilek fideleri yaklasik 10-15 gun o©ncesinden temin edildi ve laboratuvar ortaminda
biiyiimesi saglandi. Cilek fideleri hazir hale geldiginde, stok olarak hazirlanan 1x10%°
spor/ml konsantrasyondaki yag formiilasyonundan saf su ile seyreltme yapilarak 1x10°,
1x10°, 1x107, 1x108, 1x10° spor/ml konsantrasyon olarak 5 farkli konsantrasyon elde
edildi. Daha sonra ¢ilek fidelerinin bulundugu topraga 5 ml yag formiilasyonundan
uygulandi. Arazi ¢alismasinda toplanan Melolontha melolontha larvalar saksilara birakildi
ve lizerleri bir miktar toprakla kapatildi ve deney 5 tekrarli olacak sekilde gerceklestirildi
(Sekil 6). Kontrol grubuna sadece su verildi. Saksilar ve fidelerin yapraklar1 her giin

diizenli olarak nemlendirildi ve 15 gun boyunca deney devam etti.
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Sekil 6. Formiilasyonun Melolontha melolontha tzerinde test edilmesi

2.7. Leptinotarsa decemlineata icin Laboratuvar Deneyleri

Arazi c¢aligsmasi ile toplanan larva ve erginler bir ka¢ giin laboratuvar ortaminda
beslendi ve saglikli olan bocekler deneylerde kullanildi. Larva ve erginler i¢in ayr1 kurulan
deney igin ayn1 yontem kullanildi. Bu deneyler igin, 105x145%90 mm 6lclsundeki kaplara
10'ar bocek olacak koyuldu ve zerlerine 1x10° 1x108, 1x107, 1x10°® ve 1x10° spor/ml
olarak hazirlanan 5 farkli konsantrasyondaki yag formiilasyonu spreyle 5 ml boceklere
uygulandi. Kontrol grubunda ise su kullanildi. Boceklere her giin besin olarak patates
yapragi verildi. 15 giin boyunca takip edildi ve 6liim oranlar1 belirlendi (Sekil 7) . Deney
tic tekrarli olarak gerceklestirildi.
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Sekil 7. Formiilasyonun Leptinotarsa decemlineata tizerinde test edilmesi

2.7. Tenebrio molitor icin Laboratuvar Deneyleri

Laboratuvar kiiltiiri larvalart i¢inden saglikli olanlar segilerek deneyde kullanildi.

Deney icin 105x145x90 mm boyutundaki kaplara 10 larva koyuldu ve izerlerine 1x10°,
1x108, 1x107, 1x10° ve 1x10° spor/ml olarak hazirlanan 5 farkli konsantrasyondaki yag

formiilasyonu spreyle boceklere uyguland:r ve besin olarak da her kaba un ilave edildi
(Sekil 8). Kontrol grubuna ise su verildi. Deneyler 15 glin boyunca takip edilerek 6lim

oranlar1 belirlendi. Deney 3 tekrarli olarak gerceklestirildi.

= A P A — e e

Sekil 8. Formulasyonun Tenebrio molitor Gizerinde test edilmesi
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2.8. istatiksel Analiz

Yapilan bocek uygulamalar1 sonucunda elde edilen 6liim oranlart Abott formiiliine
gore hesaplanmistir. Her bocek icin hesaplanan 6liim orani, 15 giinlin sonunda ki verilere

gore hesaplanmaistir.



3. BULGULAR

Melolontha melolontha ile miicadelede kullanilmak {izere biyopreperat iiretmeye
yonelik bu calismada, yag formiilasyonu basarili bir sekilde tretildi ve Melolontha
melolontha ftizerinde etkisi arastirildi. Ek olarak Coleoptera takimina ait iki farkli bocek

tizerinde doz denemeleri yapildi. Yapilan ¢aligmalar sonucunda asagidaki veriler elde
edildi.

3.1. Yag Formiilasyonu

Yag formiilasyonunun hazirlanma asamasinda, Oncelikle yapay besiyerinde
blydtilen konidialar daha sonra bifazik kiltur sistemde buydtildd. Bifazik kualtdr
sistemine gore biiyiitiilen sporlar yag formiilasyonunda kullanilmak iizere hasat edildi. Yag
formiilasyonunda kullanilan Triton X-100 iyonik olmayan yuzey aktif madde, Na>COs
stabilizator, silikon ise kopiik onleyici olarak kullanildi. Tiim bu ¢alismalarin sonucunda

yag formiilasyonu basaril bir sekilde elde edildi (Sekil 9).

Sekil 9. Hazirlanan yag formiilasyonu
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3.2. Melolontha melolontha Saks1 Denemeleri

Melolontha melolontha ile yapilan saksi denemeleri basarili bir sekilde
gerceklestrildi ve 15. giiniin sonunda bocekler iizerinde 6liim ve mikozlanma degerleri
hesaplandi. Elde edilen bulgular dogrultusunda LCso degeri hesaplandi ve 9,29x10° olarak
bulunmustur(Tablo 3).

Tablo 3. Melolontha melolontha igin letal konsantrasyon degerleri

LCos (FL,
%95)

Larva 9,29 x 103(ND-8,8x 10%) 0,35+ 0.34 2,1 x 106 3 1,047
FL: giiven aralig1, SE: Standard hata0, df: serbestlik derecesi, X2 Ki-kare

LCso (FL, %95) Egim + SE df X2

Yapilan saksi denemelerinin sonucunda 1x10° konsantrasyonda %80, 1x10°
konsantrasyonda %87 6lim gdzlenirken, 1x107, 1x10® wve 1x10° spor/ml
konsantrasyonlarda %100 6liim gériildii. Bu sonuglar kiyaslandiginda 1x10° ve 1x10°
spor/ml doz arasinda istatistiksel olarak fark olmadigimi, 1x107, 1x108, 1x10° spor/ml
arasinda da istatistiksel olarak bir fark olmadigini gosterir (p>0.05) olarak ifade edilir

(Sekil 10).
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Sekil 10. Melolontha melolontha larvalarina farkli konsantrasyonda yag formiilasyonu

uygulamasinin 15. giin sonunda 6liim oranlari

Yapilan calismalar sirasinda kontrol grubundaki saksilarda bulunan ¢ilek fideleri
tizerinde degisim goézlendi. Melolontha melolontha larvalan ¢ilek fidelerinin koklerinde
hasar olusturarak fidelerin kurumasina yol agtig1 goriildii. Ayrica 1x10° ve 1x10° spor/ml
konsantrasyonlarin bulundugu saksilarda da larvalarin hasara yol actig1 goriildii. Bunlarin
yani sira %100 6liim goriilen saksilardaki fidelerde olusan hasar, kontrol grubuna kiyasla
olduk¢a azdir. En diisiik dozlar olan 1x10° ve 1x10° spor/ml konsantrasyon uygulanan
fidelerde goriilen 6lim orani sirastyla %80 ve %87 olarak goriildi. Cilek fidelerindeki
hasar g6z oniine alindiginda ise yiiksek 6lim orani goriilmesine ragmen fidelerde hasar
meydana geldigi goriilmektedir (Sekil 11). Aymca 1x10° wve 1x10° spor/ml
konsantrasyonlarda istatiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 da hesaplamalar sonucunda

ortaya ¢ikmaistir.
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Sekil 11. Preperatin uygulanmasi sonucunda ¢ilek fidelerinin durumu.
1.gund (sol siitun) ve 15. giind (sag siitun)

Yapilan ¢alismalar sonucunda 1x107, 1x108 ve 1x10° spor/ml konsantrasyonlarin
hepsinde %100 &liim goriildii. Fakat fidelerin hasar durumu incelendiginde 1x107 spor/ml
konsantrasyonda uygulanan formiilasyon sonucunda fidelerde bir miktar kuruma oldugu
goriilmektedir. Buna ragmen 1x108 ve 1x10° spor/ml konsantrasyonda yapilan
formiilasyon uygulamasinin sonucunda ise fidelerde hasar goriilmemesinin yani sira

ciceklenme oldugu goriildii (Sekil 12). 1x107, 1x108 ve 1x10° spor/ml konsantrasyonda
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uygulanan dozlarin istatistiksel analizlerinin sonucunda bu dozlar arasinda anlamli bir fark

olmadig goriildii.

Sekil 12. Preperatin 1x107, 1x10® ve 1x10° spor/ml konsantrasyon
uygulamasinda ¢ilek fidelerinin durumu. A: 1.gin (sol situn),
B: 15. gln (sag siitun)

Bu c¢alisma sonucunda mikozlanma degerleri hesaplandi ve her dozda %100

mikozlanma gorildi (Sekil 13 ).
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Sekil 13. Saksi denemesi sonucunda mikozlanan larvalar

3.3. Leptinotarsa decemlineata Laboratuvar Denemeleri

Leptinotarsa decemlineata'ya uygulunan patojenite testleri larva ve ergin olarak iki
ayr1 grupta uygulandi. Bu testlerin sonuglar1 15. giiniin sonunda incelendi ve larvalar i¢in

L Cso degeri 3,63%10° olarak hesaplanirken, erginler igin 4,30x10°% olarak hesapland: (Tablo
4).

Tablo 4. Leptinorsa decemlineata igin letal konsantrasyon degerleri

.. LCos (FL, 2
0
LCso (FL, %95) Egim + SE %95) df X
Larva 3,63x10° (ND- 1,4x10°) 0,3+0.07 2,3x10 3 0,436
Ergin 4,30x10%(5.2x10*— 1.7x10%) 0,3+ 0,08 7,1x10%° 3 0,089

FL: giiven aralig1, SE: Standard hata0, df: serbestlik derecesi, X?: Ki-kare

Yapilan caligmalar sonucunda larvalar ve erginler i¢in 6liim degerleri hesaplandi.
Hem larvalarda hem de erginlerde uygulanan her doz arasinda anlamli fark oldugu

goriildii. Larvalar iizerinde yapilan tarama testlerinin sonucunda 15. giiniin sonunda %83,3

6lum gozlemlendi (Sekil 14).
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Sekil 14. Preperatin Leptinotarsa decemlineata larvalari {izerindeki

etkisi

Erginler lizerinde yapilan tarama testleri sonucunda en yiiksek konsantrasyon olan
1x10° spor/ml kullan1ldiginda 15. giiniin sonunda %90 6liim goriildii (Sekil 15). En diisiik
doz olarak kullanilan 1x10° spor/ml'de ise %63 élim gorildil. Larva ve erginlerin tarama
testleri kiyaslandiginda erginlerde 6liim oranlarinin daha yiiksek oldugu goriildii. Ayrica
yapilan ¢aligmalar sonucunda kullanilan her dozun erginler {izerinde daha etkili oldugu
goriildii. Kontrol gruplar incelendiginde ise, larvalarda %6,3 erginlerde ise %10 6lUm

gozlenmistir.
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Sekil 15. Preperatin Leptinotarsa decemlineata erginleri Uizerindeki

etkisi

3.4. Tenebrio molitor Laboratuvar Denemeleri

Tenebrio molitor larvalar i¢in yapilan deneyin sonucunda 6lim gozlenmedi. Farkli
dozlar uygulanmasina ragmen hi¢ bir dozda O6lim goriilmedi. Kontrol grubunda da

mortalite goriilmedi ve 15. giliniin sonunda anlamli bir sonug elde edilememistir.



4. TARTISMA

Metarhizium anisopliae zaralilarla miicadelede olduk¢a yaygin kullanilan bir
entomoptojenik fungustur. M. anisopliae susuna ait, farkli zararlhlar {izerinde etkili olan
pek ¢ok ticari preperatlar bulunmaktadir (Faria ve Wraight, 2007). Tez kapsaminda
kullanilan KTU-2 susu M.anisopliae'e ait olup yerel bir izolattir. Yerel izolatlarin
kullanim1 yabanci izolatlarin kullanimi ile kiyaslandiginda, zararli bocekler ile ekolojik
uyuma sahip olmalarindan dolay1r hedef dis1 organizmalarda olumsuz etkisinin 6nemli
Ol¢iide azaldig1 goriilmiistiir (Gulsar vd., 2004; Takatsuka, 2007). Biyopestisit Gretiminde
kullanilan susun in-vitro ortamda kararliligi 6nemli etkenlerden biridir. Entomopatojenik
funguslarin yapay besiyeri ortaminda pasajlanmasi sonucunda viriilans kayb1 yasadiklari
disiilmektedir (Butt vd.,2006). Tez kapsaminda kullanilan susun, ardisik pasajlama
deneyleri yapilmis ve ardisik pasajlamanin sonucunda viriilansinda azalma olmadigi
goriilmustiir. Ayrica arazi sartlari diistiniilerek yapilan 3 farkli sicaklik denemelerinin
sonucunda tiim sicakliklarda en yiiksek aktiviteyi gosterdigi goriilmistiir. Prl geni aktif
oldugunda fungal sporun bocek kutikulasina penetrasyonun baslangi¢c asamasinda 6nemli
rol oynar (Cherrie-Lee ve Bidochka, 2005). Tez kapsaminda kullanilan KTU-2 susunun
Prl gen bolgesi i¢in ¢aligmalar yapilmis ve bu gen bolgesinin mevcut oldugu goriilmiistiir.
Tiim bu ¢alismalar sonucunda KTU-2 susundan etkin bir mikoinsektisit gelistirilecegi
sonucuna varilmistir. Mikoinsektisit gelistirme asamasinda ii¢ temel basamak vardir; seri
tiretim, formiilasyon ve uygulama. Formiilasyon basamaginda substrat se¢ilirken sporlarin
esit olarak dagilmasina imkan saglamasi ve daha sonra sporlar {izerinde kalinti
olusturmamas: gerekmektedir (Bateman, 1995). Bu sebeplerden formilasyonun
gelistirilmesi asamasinda bifazik sistemin kullanilmasi ve kati substrat olarak piring
secilmesine karar verilmistir. Yag formiilasyonlari; bocek kutikiilasina yapismada avantaj
saglamasi, diisiik hacimli uygulamalarda bile etkili olmasi, UV'ye kars1 dayaniklilik
saglamasi, raf dmriiniin uzun olmas1 ve daha iyi yayilabilirlik katsayisina sahip olmalari
gibi bir ¢cok avantaj saglamaktadir (Prior vd., 1988; Hajek, 1993; Stathers vd., 1993;
Bateman, 1995; Moore vd., 1995). Bu avantajlar géz oniine alindiginda kati substratta
biiyiitiillen piringler hasat edilip yag formiilasyonu hazirlandi ve hazirlanan yag

formiilasyonunun basarili oldugu yapilan ¢aligsmalar sonucunda goriilmustiir.
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M. melolontha iizerinde yapilan galismalar incelendiginde etkili bir formiilasyon
calismast olduguna dair literatiir bilgisi bulunamamistir. Fakat entomopatojenik
funguslardan cesitli izolatlar ve calismalar mevcuttur. Tartanus vd. (2016) yaptigi
calismada cilek fideleri iizerinde alan denemesi yapmistir. ilk olarak Eyliil 2014 de
uygulama yapilmig ve Metarhizium anisopliae igin insektisidal aktiviteyi %47,6 olarak
elde etmislerdir. Daha sonra Haziran 2015'te tekrar uygulama yapilmis ve uygulamanin
sonucunda %81 insektisidal aktivite elde etmislerdir. Tez kapsaminda kullanilan
Metarhizium anisopliae KTU-2 susundan elde edilen insektisidal aktiviteye bakildiginda,
1x10° spor/ml konsantrasyon uyguland1 ve 15 giiniin sonunda %80 insektisidal aktivite
elde edildi. Niemczyk vd (2018) Polonya'da {i¢ farkli bolgede entomopaojenik funguslarin
yaygmligi ve M.melolontha {izerindeki etkisini arastirmak icin yaptiklar1 g¢alismada;
toprakta %80 oraninda fungus bulundugu, bunlarin Beauveria cinsine ait oldugu sonucu
elde edildi. Tespit edilen funguslarin %41'i ise Beauveria brongniartii oldugu goriildii.
izole edilen funguslarin, M. melolontha larvalari iizerindeki insektisidal aktivitesi ise
sadece %1,3 olarak tespit edilmistir. Bu insektisidal aktivitenin sebebi olarak; larvalarin 2.
ve 3. evre larva olmasi ve alanda topragin pH'sinin, Beauveria brongniartii'nin insektisidal
aktivitenin azalmasina sebep olmasi ile agiklamiglardir. Dolci vd (2006) yaptigi calismada
Beauveria brongniartii'ye ait farkli suslar kullanarak alan denemeleri yapmistir. Bu
calisma sirasinda kullanilan suslar topraga uygulanarak etkisi incelenmistir. En etkili susun
populasyon yogunlugunda %57,5 azalmaya sebep oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda iki
yil boyunca suslarin toprakta kalicilig: test edilmis ve 10-100 kat arasinda degisen azalma
oranlarina sahip olduklar1 goriilmiistiir. Fatu vd (2018) yaptig1 ¢alismada Beauveria
brongniartii ve Metarhizium sp.'a ait 3 farkli sus kullanarak insektisidal aktivitesini M.
melolontha, Amphimallon solstitiale ve Anoxia villosa iizerinde test etmistir. Bu deneyde
1x10" spor/ml konsantrasyon kullanilmis ve bocekler 100 ml'lik spor siispansiyonuna
daldirilarak deney kurulmustur. Deney 60 giin boyunca devam etmistir. Deneyin
sonucunda M. melolontha i¢in Beauveria brongniartii'ye ait suslarda goriilen insektisidal
aktivite %100, %89 ve %68 olarak elde edilmistir. Fakat ilk mortalite 37 gun sonunda
goriilmiistiir. M. anisopliae'a ait suslarda goriilen insektisal aktivite ise %8, %23 ve %25
olarak goriilmiistiir. Tim bu ¢aligmalar g6z 6niine alindiginda M. melolontha icin daha ¢ok
Baeveria cinsine ait c¢alismalar oldugu fakat insektisidal aktivitelerinin sinirli oldugu
goriilmiistiir. Tez kapsaminda %100 insektisidal aktivite 15 giinde elde edilmistir. Ayrica

daha Once yapilan calismalarda M. melolontha Uzerinde yiksek insektisidal aktivite
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nematod ve virGslere ait olarak elde edilmistir. Sezen vd (2007) M.melolontha'ya ait ilk
viral patojen tanimlamasimi yapmis olup Melolontha melolontha Entomopoxvirus(MmEPV)
ve %96,3 insektisidal aktivitesi oldugunu tespit etmistir. Daha sonraki yillarda Erbas vd
(2014) iki farkli nematod ile Heterorhabditis bacteriophora ve Steinernema feltiae
calismalar yapmis ve %100 insektisidal aktivite gozlemlemistir. Tez kapsaminda yapilan
calismalar neticesinde elde edilen sonuglar Metarhizium anisopliae'ya ait sustan elde
edilen yag formiilasyonunun %100 insektisidal aktive gdsterdigi goriilmiistiir.

Leptinotarsa decemlineata ozellikle patates, patlican, tiitiin, biber gibi bitkilerde
ciddi miktarda iiriin kaybina sebep olan bir tarimsal zararlidir. Uriin kaybmin yani sira
patateste bazi bakteriyel ve viral hastaligin tasinmasina da sebep olur (URL-6). Wraight ve
Ramos (2017) yapilan ¢alismada Beauveria bassiana'dan elde edilen yag ve toz
formiilasyonlar1 larvalardaki etkisi tlizerinde c¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismada
boceklerdeki insektisidal aktivite tespit edilirken bir ka¢ farkli yontem uygulanmistir.
Bitiin  yontemlerde 107 spor/ml konsantrasyon kullanilmis ve uygulama spreyle
yapilmustir. Her iki formiilasyon yapraklara uygulandiginda, %10'dan daha az mortalite
elde edilmistir. Formiilasyonlarin bdceklere uygulanmasi sonucunda ise; yag
formiilasyonunda %59, toz formiilasyonda %57 mortalite gorilmiistiir. Ayrica
formiilasyonlar hem boceklere hem de yapraklara uygulanmis ve bunun sonucunda; yag
formiilasyonunda %63, toz formiilasyonda %66 mortalite elde edilmistir. Calismanin
sonucunda boceklere uygulama yapilmas: ve hem boceklere hem yapraklara uygulama
yapilmasi arasinda anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir. Fernandez vd (2001) yaptig
calismada; Beauveria bassiana'dan elde edilen sporlar 6,2x107 spor/ml konsantrasyonda ve
larvalara sprey yardimiyla uygulama yapmistir. Yapraklara uygulandiginda %34, boceklere
uygulandiginda %76, hem yapraklara hem bdceklere uygulandiginda %77 insektisidal
aktivite elde etmistir. Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarda ise hem boceklere uygulama
yapilmis hemde verilen besine uygulama yapilmistir ve bunun sonucunda 1x107 spor/ml
kullanilan dozda larvalarda %66,6 olan insektisidal aktivite erginlerde %76,6 olarak elde
edilmistir. Akbarian vd (2012) yaptig1 calismada hem Beauveria bassiana hem de
Metarhizium anisopliae'e ait izolatlar ile deneme yapmustir. 1x107, 5x107, 1x108, 5x108,
1x10° spor/ml konsantrasyonlar kullanilmis ve 2. ve 4. evre larvalar iizerinde denemeler
yapilmistir. En yiiksek konsantrasyonda uygulanan Beauveria bassiana'ya ait 6 sustan
insektisidal aktivitesi en yiiksek olan susun insektisidal aktivitesi 2. evre larvalarda %78,88

iken 4. evre larvalarda %44,44 olarak goriilmiistiir. Metarhizium anisopliae'e ait 2 sustan
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sadece bir tanesi 2. evre larvalarda %27 insektisidal aktivite gostermis 4. evre larvalarda
ise %20'den daha diisiik insektisidal aktivite gostermistir. Tez kapsaminda kullanilan
larvalar 4. evre larvalar olmasma ragmen elde edilen insektisidal aktivite literatiirdeki
calismalarla kiyaslandiginda oldukge yiiksektir.

Tenebrio molitor depolanmisg tarim iiriinlerinde 6zellikle un iizerinde zarar olusturur.
Batta vd (2010) yaptig1 ¢alismada Beauveria bassiana'dan elde edilen yag formiilasyonu
ve formiile edilmemis sporlar1 kullanarak kiyaslama yapmistir. Yapilan c¢alismada; yag
formiilasyonu 1x108 spor/ml, formiile edilmememis sporlarin konsantrasyonu ise 3x10°
spor/ml konsantrasyonda kullanilmigs ve 7 gilinlin sonunda insekitisidal aktiviteler
belirlenmistir. Yag formiilasyonunda %350 olan insektisidal aktivite formiile edilmemis
sporlarda %20 olarak gortilmistiir. Kili¢ vd (2018) yaptig1 calismada Beauveria bassiana
ve Metarhizium anisopliae sporlarim1 Helicoverpa armigera, Spodoptera littoralis,
Tenebrio molitor ve Blattella germanica tizerinde test etmis ve en yliksek insektisidal
aktiviteyi Tenebrio molitor ile yaptig1 calismadan elde etmistir. Her iki tiir i¢in de ayni
konsantrasyon olan 2x107 kullanilmis ve 12 giiniin sonunda su veriler elde edilmistir;
Beauveria bassiana %80 insektisidal aktivite gosterirken Metarhizium anisopliae ise %70
insektisidal aktivite gdéstermistir. Ling vd (2017) ise yaptigi ¢alismada Metarhizium
anisopliae, Beauveria bassiana, Isaria fumosorosea ve lIsaria cicadae tirlerine ait
funguslarin Tenebrio molitor {izerinde etkinligini bocegin farkli evreleri {izerinde test
etmistir. Bu ¢alismanin sonucunda ise Metarhizium anisopliae'nin bocegin pupa, larva ve
ergin olarak her déneminde etkili oldugu, Isaria cicadae'nin her donemde diisiik viriilans
gosterdigi, Beauveria bassiana'nin larvalarda diisiik viriilans gosterdigi, Isaria
fumosorosea'nin ise Metarhizium anisopliae'a kiyasla daha diisiik virulans gostermesine
ragmen bocegin her doneminde etkili oldugu goriilmiistiir. Tiim bu literatlir bilgileri
dikkate alindiginda yapilan ¢alismalar entomopatojenik funguslarmn Tenebrio molitor
tizerinde etkili oldugunu gostermektedir. Fakat tez kapsaminda yapilan deneylerde etkin
bir insektisidal aktivite elde edilemedi.

Sonug olarak bu tez kapsaminda Metarhizium anisopliae'ye ait yag formiilasyonu
hazirland1 ve bunun Coleoptera takimina ait farkl tiirler iizerinde etkinlik denemesi farkli
dozlar kullanilarak yapildi. Bu ¢alismada; elde edilen yag formiilasyonu basarili bir sekilde
Melolontha melolontha ve Leptinotarsa decemlineata tzerinde test edildi ve insektisidal
aktivitelerinin yiiksek oldugu sonucuna ulasildi. Fakat Tenebrio molitor icin yapilan

denemelerde insektisidal aktivitesinin olmadig1 goriildii.



5. SONUCLAR

"Metarhizium  anisopliae'dan  Melolontha  melolontha L. (Coleoptera:
Scarabaeidae)'ya karsi mikrobiyal pestisit gelistirilmesi" baslikli bu tez caligmasinda
asagidaki sonuglar elde edilmistir:

1. Yerel bir izolat olan Metarhizium anisopliae'a ait KTU-2 susundan yag
formiilasyonu basaril1 bir sekilde elde edildi.

2. Melolontha melolontha i¢in yapilan denemelerin sonucunda en diisiik dozda bile
yiiksek insektisidal aktivite goriildiigii ve 107 spor/ml konsantrasyonda %100 insektisidal
aktivite goriildiigii ve bu bocek icin basarili bir biyopestisit oldugu goriilmiistiir.

3. Leptinotarsa decemlineata igin yapilan denemelerin sonucunda insektisidal
aktivitenin larva i¢in %83,3, ergin icin ise %90 olmasiyla basarili bir biyopestisit oldugu
goriilmiistitr.

4. Tenebrio molitor i¢in yapilan denemelerin sonucunda ise etkili bir insektisidal

aktivite elde edilememistir.



6. ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, Metarhizium anisopliae orjinli bir yag formiilasyonu hazirlandi
ve farkli bocekler lizerinde doz denemeleri yapilarak insektisidal aktiviteri belirlendi. Elde
edilen sonuclar neticesinde ¢alismanin etkinligini arttirmak amaciyla bundan sonraki
caligmalara yonelik olarak asagidaki hususlar belirlenmistir.

1. Fungusun biyoteknolojik 6nemi arastirilabilir.

2. Uriiniin saha ve yan etki denemeleri yapilabilir.

3.Uriiniin ruhsatlandirma ve ticarilestirilme islemleri baslatilabilir.
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