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Altkiiltiiriic  yapillan Beauveria bassiana izolatlarinin
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Spodoptera littoralis iizerindeki etkinligi
Adile AKDAS!, Ozlem GUVEN?*, Ismail KARACA3

Effects of successive subculturing of Beauveria bassiana isolates on
Spodoptera littoralis

Abstract: To maintain the effectiveness of entomopathogenic fungi mass produced as fungal
biopesticides, it is important to maintain their virulence during serial in vitro subculturing. Many
entomopathogenic fungal species tend to lose their spore production ability and/or virulence when
subcultured several time in artificial medium. In this study, the effects of 12 successive in vitro
subcultures of four pathogenic strains of Beauveria bassiana (BMAUM-E2001, BMAUM-E2003,
BMAUM-E6001 and BMAUM-M6001), isolated from soils in Isparta Province. Turkey in 2014, were
studied on Spodoptera littoralis, an important pest of cotton and vegetable cultivation. In addition, the
colony development of each subculture was evaluated on artificial medium. Subcultured forms of all
isolates, except BMAUM-E2001, were highly virulent to S. littoralis larvae and caused 100% death in
5 days. The mycelial growth of the 1st to 12th subcultures showed a linear increase over time. Even
after the 12th subculture, the isolates did not lose their virulence and completed their development and
produced spores.
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2z: Fungal biyopestisitlerin kitlesel iiretiminde funguslarin zararlilara kars: etkili olmalarmimn yaninda
in vitro kosullarda devamli olarak alt kiiltiire alindiklarinda viriilanslarin1 korumalari da oldukga
6nemlidir. Birgok entomopatojen fungus tiirii besiyeri ortaminda kiiltiire alindiklarinda spor iiretimini
ya da virulanslarin1 kaybetme egilimindedirler. Bu ¢alismada Isparta ili ve ilgelerinin topraklarindan
2014 yilinda izole edilmis olan Beauveria bassiana’ya ait BMAUM-E2001, BMAUM-E2003,
BMAUM-E6001 ve BMAUM-M6001 izolatlarin 12 altkiiltiir formlarinin tarimsal iiriinlerde 6nemli
ekonomik kayiplara yol agan Spodoptera littoralis tizerindeki etkinlikleri arastirilmistir. Bu ¢alismalara
ek olarak alkiiltiirlerin koloni gelisimleri yapay besiyeri ortaminda degerlendirilmisti. BMAUM-
E2001 izolati digindaki tim izolatlarin uygulama yapilan altkiiltiir formlar1 S. littoralis larvalart
iizerinde oldukga viriilent olduklar1 ve 5 giinde %100 6liime neden oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarin
1-12. altkiiltiirlerinin miselyum gelisimleri zamana baglh olarak dogrusal bir egim gdstermistir. En son
yapilan 12. altkiiltiirde bile izolatlarin viriilansligin1 kaybetmedigi ve besiyeri ortaminda gelisimini ve
spor tiretimini tamamladig1 gézlenmistir.
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Beauveria bassiana izolatlarinin altkiiltiir formlarinin etkinlikleri

Giris

Tarimda zararli boceklere karsi bircok miicadele yontemi bulunmasia ragmen,
kolay uygulanabilmesi ve ¢abuk etki gostermesinden dolay: iireticiler daha ¢ok
kimyasal miicadeleyi tercih etmektedirler. Zararliya karsi kullanilan ilaglar ve doz
uygulamalarinda yapilan artis hem g¢evreye zarar vermekte hem de bu ilaglara kars1
direncin artmasina neden olmaktadir (Saidy et al., 1989; Delen et al., 2005).
Kimyasal miicadelenin ortaya c¢ikardigi olumsuz etkilerden ve firiinler iizerinde
olusturdugu kalint1 problemlerinden dolayi, alternatif miicadele yontemlerine
gereksinim giin gectikge artmaktadir (Aroiee et al., 2005). Biyolojik miicadele
kapsaminda predatorlerden, parazitoidlerden ve entomopatojen
mikroorganizmalardan (funguslar, bakteriler, viriisler, nematotlar, protozoalar vb.)
yararlanilmaktadir. Entomopatojen funguslar 6zellikle bocek zararlilarina karsi
kullanilmasin1 hedef alan bir¢ok c¢aligmaya konu olmus ve bunlardan bazilari
biyolojik miicadele kapsaminda ruhsatlandirilmistir (Kilinger et al., 2010; Er, 2013).

Biyolojik miicadelede kullanilacak mikrobiyal kontrol etmenlerinin etkinliginin
yiiksek olmasi, oOncelikle uygulama yapilacak {ilkenin veya bdlgenin dogal
kosullarina uyum saglamis tiirlerden olusmasi gerekmektedir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda, entomopatojen funguslarin uygulama yapilacak bolgeden izole edilmis
olmas1 baska iilke veya bdlgeden temin edilen diger entomopatojen fungus tiirlerine
gore daha iyi sonuglar verdigi belirlenmistir (Beron & Diaz, 2005).

Tiirkiye’de entomopatojen fungularin zararli bocek popiilasyonlarinda neden
oldugu hastaliklarin arastirilmasinda, etkilerinin artirilmasinda ve zararlilarin
kontrolinde mikrobiyal insektisit olarak kullanilmasinda ¢ok az gelisme
saglanmistir. Bolgesel olarak tilkemizde tarimsal arazilerde entomopatojen fungus
cesitliligi (Er et al., 2008; Er & Mart, 2009; Sevim et al., 2009; Er, 2013; Koz &
Giiven, 2014; 1zgi & Giiven, 2014; Baydar et al., 2015) ve bunlarin zararlilar {izerine
etkinliklerinin aragtiritlmasi ile ilgili bazi ¢aligmalar bulunmaktadir (Sevim et al.,
2009; Giiven et al., 2014; Oztiirk et al., 2015; Giiven et al., 2015; Baydar et al., 2015;
Cirbin et al., 2017).

Entomopatojen funguslarin tarimsal iriinlerde toksik kalinti birakmamalari,
yararli boceklere ve hedef dig1 canlilara zararli olmamalarindan dolayr mikrobiyal
insektisit olarak kullanilmalarinda tercih edilen en O&nemli o&zellikleridir
(Zimmermann, 2007). Entomopatojen funguslar zararli bocek popiilasyonun entegre
miicadelesinde dogal diismanlara zarar vermedigi i¢in entegre miicadele kapsaminda
olduk¢ca Onemli potansiyele sahiptirler (Inglis, 2001). Ancak entomopatojen
funguslar kimyasal insektisitler kadar kisa siirede etkili olmadiklar1 i¢in kimyasal
miicadelenin tamamen yerini almalar1 uzak bir ihtimaldir. Bundan dolay1 mikrobiyal
insektisit olarak segilecek funguslarin pestisit toleranslar1 yiiksek olmali ve iiriin
yetistirme sisteminde canli kalabilmelidir.

Funguslar, yapay besi ortaminda art arda alt kiiltiire alindiginda viriilansligini
kaybetmekte ve morfolojik yapilarinda degismeler olmaktadir. Bu durumu
tanimlamak i¢in fenotipik dejenerasyon, fenotipik instabilite, fenotipik bozulma,
ikili fenomen, tuzlanma ve zayiflama (Ibrahim et al., 2002; Ryan et al., 2002) gibi
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cesitli terimler kullanilmistir. Funguslarda meydana gelen morfolojik degisiklikler
renk degisimi ve biiyiime formunun yani sira sporiilasyonun azalmasini igerir (Wang
et al., 2005). Entomopatojen funguslarin spor verimliliginde veya viriilansinda
meydana gelecek olan degisimler 6zellikle biyolojik miicadele etmenlerini iireten
firmalar i¢in oldukga biiylik sorun teskil etmektedir. Spor verimliligini ve viriilansini
kaybetmis bir ticari iirliniin piyasadaki satisin1 olumsuz etkileyecektir (Butt et al.,
2006). Virilansda zayiflama entomopatojenlerin tiim Onemli taksonlarinda
gozlenmistir. Her izolatin viriilansindaki azalma oran1 farklilik gostermektedir. Bazi
izolatlar, tek veya ii¢ kere (Nagaich, 1973) alt kiiltiire alindiktan sonra degisim
gosterirken bazilar1 ise 10-12 defa alt kiiltiire alindiktan sonra viriilansta belirgin bir
diistis gozlemlenmistir (Morrow et al., 1989; Hajek et al., 1990). Bunun tersine
birgok calismada bir¢ok alt kiiltiire alinan izolatlarin viriilansinda herhangi bir
degisim gozlenmemistir (Hall, 1980; Brownbridge et al., 2001).

Tiirkiye’de zararl1 boceklerin miicadelesinde kullanilan entomopatojen fungus
preparatlart yurtdigt menseili iirlinler olup yerel olarak elde edilen hicbir fungus
izolatt ruhsatlandirilip ticarilestirilmemistir. Bu konuda yasal bazi engellerin
olmasinin yaninda entomopatojen funguslarin etkinligi ve mikrobiyal insektisit
olarak potansiyelinin arastirilmasina yonelik ¢aligmalar oldukca sinirhidir. Pamuk
yaprak kurdu, Spodoptera littoralis oldukg¢a genis cografik alanlara yayilmis ve
yaklasik 87 bitki tiiriinde zararlar tespit edilmis 6nemli bir zararlidir (Anonim,
2008). Bu zararliya kars1 kullanilan kimyasal ilaglarin doz uygulamalarinda yapilan
artis hem cevreye zarar vermekte hem de bu ilaglara karsi direnci arttirmaktadir
(Saidy et al, 1989). Isparta ili Egirdir ve Merkez ilgesinden 6rneklenen topraklardan
izole edilen ve 6n patojenite testi sonucu (Baydar et al., 2015) viriilans1 yiiksek
bulunan Beauveria bassiana ve Metarhizium anisopliae izolatlarinin etkinlikleri S.
littoralis’e karst denenmis ve B. bassiana izolatlarinin oldukg¢a etkili oldugu
bulunmustur (Cirbin et al.,, 2017). Bu calisma kapsaminda, etkinligi 6nceki
calismalarda belirlenen B. bassiana’ya (Baydar et al., 2015; Cirbin et al., 2017) ait
olan 4 farkli izolatin art arda alt kiiltiire alinmalar1 sonucunda S. littoralis tizerindeki
viriilanslig1 ve yapay besiyeri ortaminda koloni gelisimi arastirilmistir.

Materyal ve yontem

Isparta il merkezi ve ¢evre ilgelerinden orneklenen topraklardan “Galleria tuzak
metodu” (Zimmermann, 1986) kullanilarak izole edilen ve 6n patojenite testi sonucu
patojenitesi yiiksek bulunan (Baydar et al., 2016; Cirbin et al., 2017) izolatlar
kullanilmigtir (Cizelge 1). Entomopatojen funguslarin tiir teshisi, goriintiilii 151k
mikroskobu ve diseksiyon mikroskobu yardimu ile gesitli kaynaklar (Samson, 1974;
Samson et al, 1988; Goettel & Inglis, 1997; Humber, 1997) kullanilarak yapilmustir.
Denemede kullanilan entomopatojen funguslarin tiirii, izolat adlar1 ve elde edilme
tarihleri Cizelge 1°de verilmistir.
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Cizelge 1. Denemede kullanilan entomopatojen fungus izolatlar1
Table 1. Entomopathogenic fungi isolates used in this study

Entomopatojen fungus

No Izolat ad1 Bolge Tarih

tiirti
1. Beauveria bassiana BMAUM-E2001  Egirdir 09.01.2014
2. Beauveria bassiana BMAUM-E2003  Egirdir 09.01.2014
3. Beauveria bassiana BMAUM-E6001  Egirdir 09.01.2014
4, Beauveria bassiana BMAUM-M6001 Merkez 15.09.2014

Pamuk Yaprak Kurdu, Spodoptera littoralis’in Uretimi

Ankara Universitesi Bitki Koruma Anabilim Dali'ndan getirilen boceklerin pupa
donemleri karanlik ortamda icerisinde yapay besiyeri (su, askorbik asit, sorbik asit,
methyl p-hydroxy benzoat, yeast ve agar) bulunan plastik kiivetlere alinmugtir.
Bocegin kitle tiretimi 25+1°C sicaklik, %6045 orantili nem ve 12 saat aydinlik 12
saat karanlik kosullara ayarlanmis iklim kabininde yiiriitiilmiistiir. Denemelerde S.
littoralis’in ti¢lincii larva donemleri kullanilmustir.

Entomopatojen funguslarin iiretimi

Beauveria bassiana’nin BMAUM-E2001, BMAUM-E2003, BMAUM-E6001 ve
BMAUM-M6001 izolatlar1 Galleria mellonella larvalarina enfekte edilmistir.
Galleria mellonella larvalari {izerinde spore iireten izolatlar Sabouraud Glukoz Agar
(SGA) besi ortamina inokiile edilerek kiiltiire alinmis ve alinan bu kiiltiir formu 1.
altkiiltiir olarak adlandirilmistir. Spor inokiilasyonundan 15 giin sonra herhangi bir
kontaminasyon icermeyen 1. altkiiltiir formundan 2. altkiiltiir formu i¢in yeni SGA’l1
ortama spor ekimi yapilmis ve bu isleme 12. altkiiltiir formu olusana kadar devam
edilmistir. Tiim izolatlarin herbir altkiiltiirii igin en az bes adet SGA'li Petri kab1
(90x15 mm) kullanilmigtir. Ekim yapilan Petri kaplar1 karanlik ortamda 25+1°C
sicaklikta yetistirilmis ve 4°C sicaklikta saklanmistir.

Entomopatojen funguslarin gelisiminin incelenmesi

Her fungus izolatinin 1-12 altkiiltiir formlar1 hazirlandiktan sonra steril edilmis
kiirdan ile bu altkiiltlirlerden alinan sporlar, igerisinde SGA besiyeri bulunan Petri
kabma (90x15 mm) kiirdanin u¢ kismi degdirilerek inokiile edilmis ve 24 saat
araliklar ile kolonilerin ¢aplari (mm) Ol¢iilmiistiir. Genelde tam dairesel gelisim
saglamayan kolonilerden birkag yerden ¢ap 6lglimleri yapilmis ve bunlarin ortalama
degerleri kullanilmistir. Her bir izolat ve altkiiltiir i¢in dort adet Petri kab1 kullanilmig
ve her bir petri kabina bes adet spor inokiilasyonu yapilmistir. Toplaminda her bir
izolat i¢in 20 adet miselyum kolonisinin Ol¢iimleri yapilmistir. Miselyum
gelisimlerinin 6l¢iimleri yedi giin sonunda sonlandirilmistir.
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Denemelerin Kurulmasi

Art arda altkiiltiirleri alinan entomopatojen fungus izolatlarinin S. littoralis tizerinde
etkinliginin ve virlilansliginin belirlenmesi i¢in yapilan biyoassay denemeleri Agar
ylizeyi biyoassay yontemi ile kurulmustur. Ekimi yapilan alt kiiltiirlerden toplanan
sporlar 20 ml %0.03 Tween 80'li su ile karistirilarak stok soliisyonu hazirlanmis ve
bu soliisyondan seyreltme yapilarak konsantrasyon belirlenmistir. icerisinde 10-13
ml %2 agar konulmus Petri kaplarinin (90x15 mm) yiizeyinde 1000 spor/mm? olacak
sekilde hesaplamalar yapildiktan sonra hazirlanan spor siispansiyonundan 200 pl
eklenerek, drigalski spatiilii ile tiim agarli yiizeye yayilmistir. Kontrol grubu i¢in
9%0.03 Tween 80'li su kullanilmistir. Alt1 tekerriirlii olarak hazirlanan Petri kaplaria
bes adet iiclincli donem larvalar birakilmistir. Funguslu agar ylizeyinde 24 saat
birakilan bocekler, icerisinde kurutma kagidi ve hazir besin bulunan petri kaplarina
aktarilmistir. Denemelerdeki larva oliimleri ve fungus enfeksiyonlart 10 giin
boyunca giinliik olarak kontrol edilmistir. Biyoassay denemeleri entomopatojen
fungus izolatlarinin altkiiltiir formlarinin miselyum gelisimleri, sector olusumu ve
renk degisikligi degerlendirilerek (Ansari and Butt, 2011) diger altkiiltiir formlarim
temsilen 1., 5., 8. ve 12. alt kiiltiirleri ile yapilmistir. Denemeler, 25+1 °C sicaklik,
%60 orantili nem, 16 saat aydinlik, sekiz saat karanlik kosullara ayarlanmis iklim
odalarinda yiirGitiilmiigtiir.

Verilerin degerlendirilmesi

Calisma sonucunda her fungus izolatinin 12 altkiiltiiriinlin ayr1 ayr1 zamana bagh
olarak gelismeleri arasindaki farklar JMP (Ver. 9) programi yardimi ile
hesaplanmustir. Yine her bir altkiiltiiriin zamana bagli gelismesi ile ilgili ortalamalar
Tukey (p<0.01) ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak karsilastirilmistir. Ayrica her
fungus izolatinin, 12 farkl altkiiltiiriiniin zamana bagli olarak gelismesi Excel (Ver.
14) programi kullanilarak regresyon grafikleri ile gosterilmistir. Bunlarin yani sira
alt kiiltir formlarinin zararh iizerindeki etkilerin belirlenmesinde SPSS (ver. 17;
P<0.01) programi kullanilmis olup, buradaki ortalamalarin karsilastirilmasinda yine
Tukey (p<0.01) ¢oklu karsilastirma testinden yararlanilmustir. ilave olarak izolatlarin
zararli lizerindeki yiizde (%) etkilerinin hesaplanmasinda Abbott formiili
kullanilmustir (Abbott, 1925).

Bulgular ve tartisma

Beauveria bassiana izolatlarindan hazirlanan 1-12 altkiiltiir formlarinin miselyum
gelisimleri yedi giin siire ile Ol¢giilmiis ve sonuglarda diger altkiiltiir formlarim
temsilen 1., 5., 8. ve 12. altkiiltiirlerin miselyum gelisimleri verilmistir.

Beauveria bassiana BMAUM-E2001 izolatinda bir ile yedi giinler arasinda her
altkdltiiriin miselyum gelisiminde istatistiki olarak fark gézlenmistir. Miselyum
gelisimi giinlere baglh olarak oldukga hizli gerceklesmis ve yedinci giinde miselyum
Ol¢timleri tamamlamustir (Cizelge 2). BMAUM-E2001 izolatindan hazirlanan 1-12
altkiiltiir formlarmin miselyum gelisimi zamana bagli olarak dogrusal bir egim
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gostermistir. Bu izolatmn 1. altkiiltiirden 12. altkiiltiire kadar miselyum gelisimi
giinlere gore degerlendirildiginde istatistiki olarak fark gozlenmistir. Miselyum
gelisimi, yedinci giinde 1. altkiiltiirden 11. altkiiltiire dogru artig gostermis fakat 12.
altkiiltiirde bu deger dismiistiir (Cizelge 2).

Cizelge 2. Beauveria bassiana BMAUM-E2001 izolatindan hazirlanan 1-12 altkiiltiir
formlarinin giinlere bagl olarak miselyum gelisimleri (ortalama+standart hata)

Table 2. Mycelium development of 1-12 subculture forms of Beauveria bassiana BMAUM-
E2001 isolate depending on the days (mean =+ standard error)

Alt Miselyum koloni gelisimi® [Cap (mm)]

kiltlir 1 Giin 2. Giin 3.Gin  4.Gin 5.Gin 6. Gin 7. Giin

1.1£0.1 2.4+0.4 37203  5.1+03 6.8+0.2  8.4+0.3 9.5+0.4

1 gA fA eA dA cA bA aA

5 2.5+0.3 3.5+0.4 5.0£04  6.7£0.3 8.4+0.2 10.3£0.3  12.0+0.8
gB B eB dB cB bB aB

g 26802 42:01 5803 7404 20 137006 155004
gB fC eC dC C bC aD

12 1.9+0.2 3.240.2 5.1+0.5 6.9+0.4 8.9+0.8 10.6£0.6 13.3%£1.0
fC fB eB dBC cBC bB aC

2 Farkl: kiiglik harf iceren satirlardaki ortalamalar arasinda Tukey testine gore istatistiki olarak dnemli
bir fark vardir (n=20, P>0.05). Farkli biiyilik harfigeren siitunlardaki ortalamalar arasinda Tukey testine
gore istatistiki olarak onemli bir fark vardir (n=20, P>0.05).

Beauveria bassiana‘nin diger izolatlarinda da aymi sekilde her bir altkiiltiirde
giinlere bagli olarak miselyum gelisiminde dogrusal bir biiyiime gézlenmis ve giinler
arasinda miselyum gelisimi bakimindan istatistiki olarak fark bulunmustur. Giinlere
bagli olarak miselyum gelisimi ve miselyum kolonilerinin ¢ap (mm) &lgiimlerine
gore gelisimi B. bassiana BMAUM-E2003 izolat1 i¢in Cizelge 3’de, B. bassiana
BMAUM-E6001 izolat1 i¢in gizelge 4’de, B. bassiana BMAUM-M6001 izolati i¢in
Cizelge 5’de verilmistir.

Beauveria bassiana izolatlarinin 1., 5., 8. ve 12. altkiltir formlar1 S. littoralis
larvalarin1 enfekte etmis ve Olii larvalar iizerinde miselyum ve spor gelisimi
gozlenmistir. Beauveria bassiana BMAUM-E2001 izolati 1. altkiiltiir formunun S.
littoralis larvalar1 tizerindeki etkisi altinci giinde %16.7 orani ile olduk¢a diisiik
olarak gozlenmesinin (Cizelge 6) yaninda 5., 8. ve 12. altkiiltiir formlarinda altinci
giinde sirasi ile %93.3, %83.3 ve %100 oraninda 6liime neden olarak (Cizelge 6)
diger izolatlar ile istatistiki olarak ayni bulunmustur. Diger B. bassiana izolatlari
BMAUM-E2003 (Cizelge 7), BMAUM-E6001 (Cizelge 8), BMAUM-M6001
(Cizelge 9) 1. altkiiltiir formunda doérdiincii giinde %100 6liime neden olarak oldukca
etkili bulunmuslardir. Bu izolatlarin 5., 8. ve 12. altkdiltiir formlarinda %100 6liimler
besinci giinde gozlenmistir (Cizelge 7, 8, 9).
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Cizelge 3. Beauveria bassiana BMAUM-E2003 izolatindan hazirlanan 1-12 altkiiltiir
formlarmin giinlere bagli olarak miselyum gelisimleri (ortalama + standart hata)

Table 3. Mycelium development of 1-12 subculture forms of Beauveria bassiana BMAUM-
E2031 isolate depending on the days (mean =+ standard error)

Alt Miselyum koloni gelisimi® [Cap (mm)]
kiiltiir

1. Gilin 2.Gin 3. Gilin 4. Giin 5. Giin 6. Giin 7. Giin
1.5+0.2 3.9+0.1 6.1+0.2 8.7+0.4 11.0£0.4 15.7+04 20.4+1.5

1 fA efB deA cdA cA bB aB

5 1.240.1 3.3+0.1 5.8+0.4 8.5+0.6 11.6£0.9 148409 17.9+0.9
fA efA deA dA cA bB aB

8 1.3+£0.2 3.2+0.2 5.7+0.5 7.6+£0.5 9.7+£0.7 11.6+£0.7 13.2+0.5
eA eA dA cdA bcA abA aA

12 2.4+0.3 3.9+0.3 5.6£0.2 7.9+0.2 10.5£0.4  12.5+0.3 17.4+0.9
gB B eA dA cA bA aB

8 Farkl kiigiik harf iceren satirlardaki ortalamalar arasinda Tukey testine gore istatistiki olarak 6nemli
bir fark vardir (n=20, P>0.05). Farkl: biiyiik harf igeren siitunlardaki ortalamalar arasinda Tukey testine
gore istatistiki olarak onemli bir fark vardir (n=20, P>0.05).

Cizelge 4. Beauveria bassiana BMAUM-E6001 izolatindan hazirlanan 1-12 altkiiltiir
formlarinin giinlere bagli olarak miselyum gelisimleri (ortalama + standart hata)

Table 4. Mycelium development of 1-12 subculture forms of Beauveria bassiana BMAUM-
E6001 isolate depending on the days (mean =+ standard error)

Alt Miselyum koloni gelisimi? [Cap (mm)]

kilthr 1 Giin  2.Gin 3. Giin 4. Gin 5. Giin 6. Giin 7. Gin

2.1+0.2 4.1£03 8.7+0.4 11.4+0.6 14.7+04 17.8+0.4 21.44+0.6

1 gA fA eB dB cC bB aB

5 2.540.2 4.9+40.5 7.0£0.2  9.6+0.2 13.1£0.4 17.6+0.4 20.2+0.4
gA fA eA dA cB bB aB

8 2.5¢04 4.1£0.5 6.2+#0.5 8.9.0£0.3 12.0£0.2 15.9£0.2 18.3+0.2
gA fA eA dA cA bA aA

12 2.8¢0.3 4.9+0.2 8.3+03 11.2+0.7 15.2+0.3 18.2+0.4 20.3+0.3
gA fA eB dB cC bB aB

* Farkli kii¢iik harf iceren satirlardaki ortalamalar arasinda Tukey testine gore istatistiki olarak 6nemli
bir fark vardir (n=20, P>0.05). Farkl1 biiyiik harf igeren siitunlardaki ortalamalar arasinda Tukey testine
gore istatistiki olarak onemli bir fark vardir (n=20, P>0.05).
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Cizelge 5. Beauveria bassiana BMAUM-M6001 izolatindan hazirlanan 1-12 altkiiltiir
formlarmin giinlere bagli olarak miselyum gelisimleri (ortalama + standart hata)

Table 5. Mycelium development of 1-12 subculture forms of Beauveria bassiana BMAUM-
Mo6001 isolate depending on the days (mean =+ standard error)

Alt Miselyum koloni gelisimi® [Cap (mm)]
kiltir ™ °Ggn~ 2.Gém  3.Gin  4.Gin _ 5.Gin _ 6.Gan 7. Gin
1 3.0+03 5.6£0.3 7.6+0.1 9.7+0.1 12.6+£0.1  17.3+£0.1 20.1+£0.1
gB fA eB dA cA bB aB
5 3.6£0.1 5.8+0.1 7.9+04 11.1+0.5 14.840.6 17.1+0.5 19.4+0.7
gC B eB dB cB bB aAB
8 1.5£0.2 5.6£0.3 7.9+0.3 10.6+0.2 14.5£0.8 17.0+0.9 19.6+0.6
gA fA eB dB cB bB aAB
12 3.0£0.2 4.8+04 6404 8.7£04 11.5£0.2 14.4.6+0. 17.8+0.8
gB fA eA dA CA 9 bA aA

* Farkls kiigiik harf igeren satirlardaki ortalamalar arasinda Tukey testine gore istatistiki olarak onemli
bir fark vardir (n=20, P>0.05). Farkl: biiyiik harf igeren siitunlardaki ortalamalar arasinda Tukey testine
gore istatistiki olarak onemli bir fark vardir (n=20, P>0.05).

Cizelge 6. Beauveria bassiana BMAUM-E2001 izolatinin 1., 5., 8. ve 12. altkiiltiir
formlarmin  Spodoptera littoralis larvalarina farkli giinlerdeki etkileri (Spor
konsantrasyonu 1000 spor/mm?)

Table 6. The effects of the Beauveria bassiana BMAUM-E2001 1%, 5% 8" and 12t
subculture forms on Spodoptera littoralis larvae on different days (Spore concentration

1000 spore/mm?)

Altkiiltir Giinler (% 6liim oranlar1 + SH)

formlar1 1. Gin® 2. Gln? 3. Gin® 4. Guin? 5. Gin? 6. Gin®

- 0.0+£0.0 3.3+£3.3 6.7+4.2 10.0+4.5 10.0+4.5 16.7+£6.2

1. Altkiiltir
a A a a a a

5 Altkiiltiir 0.0+£0.0 3.3+3.3 51.7£13.3  86.7+13. 90.0+£10.0 93.3+6.7
a A b 3c c bc

8. Altkiiltiir 0.0+£0.0  0.0+£0.0 10.8+4.9 24.246.1 65.843.8 83.3+6.2
a A a ab b b

12. Altkiiltiir 0.0+0.0 6.7+4.2 16.7+£6.2 40.0£5.2 76.7+£6.2 100.0+0.0
a A a b b c

@ Her siitundaki ayn1 harfler istatistiki olarak benzer (P>0.05, t-test), farkli harfler istatistiki olarak farkli
olduklarmi belirtmektedir (P<0.05, t- test).

Zararh bocek popiilasyonunu kontrol altinda tutan énemli biyolojik miicadele
etmenlerinden biri olan entomopatojen funguslar Noctuidae familyasina bagli birgok
tirtin miicadelesinde de etkili olduklar1 bilinmektedir (Asi et al., 2013). Bu
entomopatojen funguslarin dzellikle de B. bassiana’nin mikrobiyal insektisit olarak
kullanilma potansiyelleri ile ilgili aragtirmalar ve ¢alismalar bulunmaktadir (Asi et
al., 2013; Giil et al., 2014; Hajjar et al., 2015; Er et al., 2016; Cirbin et al., 2017,
Kilig et al., 2019). Entomopatojen funguslar kimyasal insektisitler kadar kisa siirede
etkili olmadiklart i¢in kimyasal miicadelenin tamamen yerini almalarn uzak bir
ihtimaldir. Bundan dolay1 mikrobiyal insektisit olarak segilecek funguslarin pestisit
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toleranslar1 yiiksek olmali, viriilanslarin1 kaybetmemeli ve {irlin yetistirme

sisteminde canli kalabilmelidir.

Cizelge 7. Beauveria bassiana BMAUM-E2003 izolatinin 1., 5., 8. ve 12. altkiiltiir
formlarinin  Spodoptera littoralis larvalarina farkli giinlerdeki etkileri (Spor
konsantrasyonu 1000 spor/mm?)

Table 7. The effects of the Beauveria bassiana BMAUM-E2003 1%, 5%, 8" and 12t
subculture forms on Spodoptera littoralis larvae on different days (Spore concentration
1000 spore/mm?)

Altkiiltiir Ginler (% 6liim oranlar1 + SH)
formlar1 1. Gin? 2. Glin? 3. Giin® 4. Giin? 5. Giin? 6. Giin®
e 0.0£0.0 33.3+11.2 90.0£6.8 100.0£0.0 100.0£0.0 100.0+0.0
1. Altkiltir
a A b b a a
e 3.3+3.3  20.0£12.6 83.3£10.8 93.3+4.2 100.0+0.0 100.0+0.0
5. Altkiltiir
a A b b a a
2. Altkiiltiir 6.7+4.2 17.5£6.3  37.545.7  75.0£7.2 100.0£0.0 100.0+0.0
a A a a a a
12. Altkiiltiir 13.344.2 23.3+6.2 50.0+6.8 73.3+6.7 96.7£3.3  100.0+0.0
b A a a a a

aHer slitundaki ayni harfler istatistiki olarak benzer (P>0.05, t-test), farkl: harfler istatistiki olarak farkli
olduklarini belirtmektedir (P<0.05, t- test).

Entomopatojen funguslarin bir¢ok tiirii zararli bdoceklerin miicadelesinde
kullanilmak iizere biyopestisit olarak ticarilestirilmistir. Fungal biyopestisitlerin
kitlesel tiretiminde funguslarin zararlilara karsi etkili olmalarinin yaninda in vitro
kosullarda devamli olarak altkiiltiire alindiklarinda viriilanslarin1 korumalar1 da
oldukca onemlidir. Bircok entomopatojen fungus tiirleri yapay besiyeri ortaminda
birkag defa kiiltiire alindiklarinda spor iiretimini yada virulanslarini kaybetme
egilimindedirler. Fenotipik dejenerasyon, fenotipik instabilite, fenotipik bozulma, ve
zayiflama gibi terimlerle tanimlanan bu durum (lbrahim et al., 2002; Ryan et al.,
2001) 6zellikle biyoinsektisit iireten firmalar i¢in biiyiik sorun teskil etmektedir.

Ulkemiz topraklarindan izole edilen ve etkinligi Galleria mellonella (Baydar et
al., 2016) ve S. litoralis larvalar1 (Cirbin et al., 2017) iizerinde test edilen dort B.
bassiana izolatinin in vitro kosullarda 12 defa altkiiltiire alindiktan sonra herbir
altkiltiirin  S. littoralis larvalari iizerindeki etkileri ve miselyum gelisimleri
belirlenmis ve kayda deger sonuglar elde edilmistir. Bu calismada kullanilan
BMAUM-E2003, BMAUM-E6001ve BMAUM-M6001 B. bassiana izolatlari 1., 5.,
8. ve 12. altkiiltiir formlarinda viriilansliklarin1 kaybetmemisler ve ti¢lincii giinden
sonra %90 oraninda 6liime neden olmuslardir. Aym sekilde miselyum geligimi
bakimindan herhangi bir kayip gozlenmemistir. BMAUM-E2001 izolat1 ise 1.
altkiiltiir formunda hem viriilans1 hemde miselyum gelisimi bakimindan etkisi diisiik
olmus fakat diger altkiiltiir formlarinda viriilans1 ve miselyum geligimi artmistir. Bu
artis diger izolatlarin gosterdikleri 6liim ve miselyum gelisiminden daha disiik
oldugu gozlenmistir. Bu izolatin 1. altkiiltiir formunda gozlenen bu durum bdcekten
izolasyon yapilirken deneysel bir hata olabilecegi gibi altinci giinde rapor edilen
6liim oranlarindan dolay: viriilans1 diisiik bir izolat olabilir. Onceki ¢alismalarda
gozlemlenen bulgularda bazi izolatlar, 1. veya 3. alt kiiltiire alindiktan sonra
etkinligini kaybederken (Nagaich, 1973) diger izolatlar ise 10-12 defa alt kiiltiire
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alindiktan sonra viriilansta diisiis gbozlemlenmistir (Morrow et al., 1989; Hajek et al.,

1990). Bunun tersine bircok caligmada birgcok alt kiiltiire alinan izolatlarin

virtilansinda herhangi bir degisim gozlenmemistir (Hall, 1980; Brownbridge et al.,

2001).

Cizelge 8. Beauveria bassiana BMAUM-E6001 izolatimin 1., 5., 8. ve 12. altkiiltiir
formlarmin  Spodoptera littoralis larvalarina farkli giinlerdeki etkileri (Spor
konsantrasyonu 1000 spor/mm?)

Table 8. The effects of the Beauveria bassiana BMAUM-E6001 1%, 5%, 8" and 12t
subculture forms on Spodoptera littoralis larvae on different days (Spore concentration
1000 spore/mm?)

Altkdltir Giinler (% 06liim oranlar1 £ SH)
formlar1 1. Gin® 2. Gin? 3. Giin? 4. Giin? 5. Giin? 6. Giin®
e 0.0£0.0 36.749.5 86.7£8.4 100.0+0.0 100.0+0.0  100.0+0.0

1. Altkiiltir
a b b b a a

5. Altkiiltiir 0.0£0.0 82.5+9.6 95.844.2 100.0+0.0 100.0+0.0  100.0+0.0
a c b b a a

8. Altkiiltiir 3.3?3.3 334334 54.2;7.8 71.7;7.8 96.7;3.3 100.(6)1i0.0

12. Altkiiltiir 0.0£0.0 23.3+6.2 63.3£6.2 93.3+4.2 100.0+0.0  100.0+0.0
a ab a b a a

aHer stitundaki ayn1 harfler istatistiki olarak benzer (P>0.05, t-test), farkli harfler istatistiki olarak farkli
olduklarmi belirtmektedir (P<0.05, t- test).

Funguslarda sektorizasyon (spor liretmeyen kiiltiirler) mutasyon sonucu olusarak
oksidatif strese sebep olur ve yas ile ilgili genlerin isleyisini degistirir. Sektorizasyon
uzun siireli kiiltiirlerde ve entomopatojen funguslarda dahil olmak {izere ticari iiriin
haline getirilen funguslarda en 6nemli problemdir (Ansari & Butt, 2011). Bizim
calismamizda yapilan altkiiltiir formlarinda sektorizasyon olusumu gézlenmemistir.

BotaniGard ve Mycotrol ticari triinlerindeki B. bassiana GHA irkinin in vitro
kosullarinda tekrarlanan alt kiiltiirlerinin viriilensiligini degerlendiren Brownbridge
et al. (2001) entomopatojen fungusun viriilansligint ve morfolojik karakterleri
iizerine in vitro kosullarinda tekrarlanan alt kiiltiirlerinin etkisi, izolatlar ve tiirler
arasinda oldukea cesitlilik gosterdigini belirtmistir. Ryan et al. (2002) M. anisopliae
izolatinin alt kiiltlirlerinde oldukea sik gdzlenen sektor (sector) olusumu ile birlikte
sekonder metabolitler ve enzim iiretme yeteneginde degisiklikler gozlemlemis ve
biyoinsektisit olarak kullanilacak entomopatojen funguslarin stabil olmasi ve
endiistriyel boyutta yapilacak liretimlerde dejenere olmus alt kiiltiirlerden 6rnek
alinmamasini vurgulamistir. Ansari & Butt (2011), Metarhizium anisopliae‘ya ait
ticari olarak kullanilan iki farkli izolatin in vitro kosullarda farkli iki besiyeri
ortaminda altkiiltiirlere alarak raf Omiirlerini incelemisler Basmati piring {izerinde
gelistirilen altkiiltiirlerin istikrarin1  kaybetmedigini, Tenebrio molitor'a karsi
uygulandiginda 6lii boceklerin iizerinde konidiumlarinda artis gézlendigini ve raf
Omriiniin arttigini bildirmislerdir.
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Cizelge 9. Beauveria bassiana BMAUM-M6001 izolatimin 1., 5., 8. ve 12. altkiiltiir

formlarmin  Spodoptera

littoralis

konsantrasyonu 1000 spor/mm?)
Table 9. The effects of the Beauveria bassiana BMAUM-M6001 1%, 5" 8" and 12"
subculture forms on Spodoptera littoralis larvae on different days (Spore concentration

larvalarina

farkli giinlerdeki

etkileri (Spor

1000 spore/mm?)
Altkdltir Gtinler (% 6liim oranlar1 + SH)
formlar1 1. Gun? 2. Giin? 3. Giin? 4. Giin? 5. Giin? 6. Giin®
i 0.0+0.0 33.3+8.4 90.0+6.8 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0
1. Altkiiltir
a a c b a a
i 3.3+3.3 75.849.5 95.8+44.2 100.0+0.0 100.0£0.0 100.0%0.0
5. Altkiiltir
ab b c b a a
2. Altkiiltiir 6.7+4.2 23.3+6.2 40.8+4.6  68.3+7.5 96.7+£8.2  100.0+0.0
ab a a a a a
12. Altkiiltiir 13.3bi6.7 40.0;7.3 56.7bi3.3 90.0;6.8 100.(;i0.0 100.(6)1i0.0

aHer siitundaki ayni1 harfler istatistiki olarak benzer (P>0.05, t-test), farkli harfler istatistiki olarak farkli
olduklarmi belirtmektedir (P<0.05, t- test).

Entomopatojen funguslarin mikrobiyal insektisit olarak tercih edilmeleri igin
oncelikle pestisit toleranslar1 yiiksek olmali ve kitle {iretim sisteminde canliliklarini
devam ettirebilmelidirler. Meydana gelebilecek morfolojik degisiklikler, renk
degisimi ve biiylime formunun yani sira viriilansligin azalmas ticari iiretim yapan
firmalar i¢in oldukga biiylik sorun teskil etmektedir. Bu ¢alismada kullanilan B.
bassiana izolatlar1 topraktan izole edildikten sonra etkinligi G. mellonella (Baydar
et al., 2016) ve S. litoralis larvalari (Cirbin et al., 2017) lizerinde test edilmistir. Bir
sonraki adim olan bu calismada ise alt kiltiir formlar1 S. littoralis larvalarina
uygulanmis ve 12. altkiiltiirde bile viriilansligini1 kaybetmedigi ve besiyeri ortaminda
gelisimini tamamladig1 bulunmustur. Ileriki ¢aligmalara devam niteliginde olan bu
bulgular, farkli zararli boceklere ve arazi ¢aligmalarinda takip edilecek yontemlere
onciiliik edecektir.

Tesekkiir

Bu ¢aligma, 4773-YL1-16 No'lu Proje ile Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Yonetim Birimi Baskanligi tarafindan desteklenmistir.
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