T.C.

BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIiVERSITESI
LISANSUSTU EGITiM ENSTITUSU
BiTKi KORUMA ANABILIM DALI

Beauveria bassiana AgB.20-02°’NIN FARKLI PIRINC
URETIM  OLANAKLARININ

CESITLERINDE KITLE
ISLATILABILIR TOZ

BELIRLENMESI VE
FORMULASYONLARININ GELiSTIRILMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

EBRU KURTARICI

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. MEHMET ERHAN GORE

BOLU, TEMMUZ - 2023



KABUL VE ONAY SAYFASI

Ebru KURTARICI tarafindan hazirlanan “Beauveria bassiana
AgB.20-02°NIN FARKLI PiRiINC CESITLERINDE KITLE URETIM
OLANAKLARININ BELIRLENMESI VE ISLATILABILIR TOZ
FORMULASYONLARININ GELISTIRILMESI”’ adl1 tez galismasi jiirimiz
tarafindan Bitki Koruma Anabilim Dali’'nda Yiiksek Lisans tezi olarak oy

birligiyle kabul edilmistir. 28/07/2023

Jiiri Uyeleri Imza

Danigsman
Prof. Dr. Mehmet Erhan GORE
Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi

Uye
Prof. Dr. Goksel OZER
Bolu Abant izzet Baysal Universitesi

Uye
Prof. Dr. Harun BAYRAKTAR
Ankara Universitesi

Lisansiistii Egitim Enstitiisii Onay1

Prof. Dr. ibrahim KURTUL

Lisansiistii Egitim Enstitiisii Miidiirii



ETiK BEYAN

Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii Tez
Yazim Kurallarina uygun olarak hazirladigim bu tez ¢caligmasinda;
» Tez i¢inde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlari
akademik ve etik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,
» Tim bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglar1 bilimsel etik ve
ahlak kurallarina uygun olarak sundugumu,
» Tez calismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta
bulunarak kaynak gosterdigimi,
» Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimi,
» Bu tezde sundugum g¢alismanin 6zgiin oldugunu bildirir,
aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi

beyan ederim.

Teze iligkin 17/08/2023 tarihinde Turnitin adli intihal tespit programindan
enstitli mudirliigiince belirlenen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan benzerlik

raporuna gore, tezin benzerlik oran1 %11 olarak tespit edilmistir.

EBRU KURTARICI



OZET

Beauveria bassiana AgB.20-02°NiN FARKLI PiRINC
CESITLERINDE KiTLE URETIM OLANAKLARININ BELIRLENMESI
VE ISLATILABILIR TOZ FORMULASYONLARININ GELISTIRILMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
EBRU KURTARICI
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITiM ENSTITUSU
BiTKi KORUMA ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. MEHMET ERHAN GORE)

BOLU, TEMMUZ - 2023
X1l + 33

Entomopatojen funguslar igerisinde yer alan Beauverina bassiana tarim,
orman ve veterinerlik calisma alaninda bir¢ok zararlinin kontroliinde 6nemli bir
rol oynamaktadir. Yiriitiilen bu tez ¢alismasinda B. bassiana’nin 12 farkli piring
¢esidinde (Kirmiz1 2020 R7, Siyah 1 Kargo, Tekcan, Cakmak, Siyah-Aromali,
Cammeo, Efe, Osmancik-97, 2020 GB, Yatkin, 2020 MB, Siyah 1) kati
fermantasyon teknigiyle kitle iiretim potansiyeli arastirilmis ve en yiiksek spor
verimi Osmancik-97 (4,9x10™ konidi/g) cesidinde saptanmistir. Arastirmanin
sonraki boliimiinde, gelistirilen {i¢ farkli islatilabilir toz formiilasyonda etmenin
bir yil siireyle raf omrii takip edilmis ve canliligin bu formiilasyonlarda genel
olarak 10'° konidi/mL oldugu belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Beauveria bassiana, Piring, Kitle Uretim
Potansiyeli, Biyoformiilasyon



ABSTRACT

DETERMINATION OF MASS PRODUCTION POSSIBILITIES
OF Beauveria bassiana AgB.20-02 IN DIFFERENT RICE CULTIVARS
AND DEVELOPMENT OF WETABLE POWDER FORMULATIONS
MSC THESIS
EBRU KURTARICI
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION
(SUPERVISOR: PROF. DR. MEHMET ERHAN GORE )

BOLU, JULY 2023
X1l + 33

Beauverina bassiana, which is among the entopathogenic fungi, plays an
important role in the control of many pests in agriculture, forestry and
veterinary research areas. In this thesis, the mass production potential of B.
bassiana in 12 different rice cultivars (Kirmizi 2020 R7, Siyah 1 Kargo,
Tekcan, Cakmak, Siyah-Aromali, Cammeo, Efe, Osmancik-97, 2020 GB,
Yatkin, 2020 MB, Siyah 1) was investigated by solid state fermentation
technique and the highest spore yield was determined in Osmancik-97
(4,9x10" conidia/g). In the next part of the study, the shelf life of three
different wettable powder formulations developed for one year was followed
and it was determined that the viability in these formulations was generally
10" conidia/mL.

KEYWORDS: Beauveria bassiana, Rice, Mass Production Potential,
Bioformulation
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1. GIRIS

Mikrobiyal biyopestisitler gidalarda kimyasal kalintilar agisindan giivenli
olmasi, kimyasal pestisitlere olan bagimlilig1 azaltmasi, organik tarim alanlarinin
her gecen giin biiyiimesi ve entegre zararli yonetim (IPM) programlarinin
yayginlastirilmasi ve konsolidasyonu amaciyla diinya ¢apinda toplumsal, hiikiimet
ve pazar giidiimlii talepler tarafindan oldukga tesvik edilmektedir (W. Ravensberg,
2015; W. J. Ravensberg, 2011).

Mikrobiyal biyopestisitlerin gelistirilmesine olan ilgi son zamanlarda,
biiyiik kimyasal tarim sirketleri arasinda bile, sebze bitkilerinde zararlilarin ve
hastaliklarin siirdiiriilebilir yonetimi i¢in portfdylerinin genigletilmesini zorunlu
kilmistir. 586 bocek tiirii, 325 kimyasal insektisitten en az 1'ine ve genetik olarak
modifiye edilmis organizmalar (GDO) bes insektisidal 6zellige karsi direnclidir
(Sparks ve Nauen, 2015). Neonikotinoidlerin ar1 popiilasyonlar1 tizerindeki
olumsuz etkileri hakkindaki son gelismeler (Van der Sluijs vd., 2013) bocek
zararlilarin1 yonetmek icin biyolojik yontemler gelistirme ihtiyacin1 ve arzusunu
daha da artirmistir. Artik yeni sentetik pestisitlerin kesfi gittikce daha zor ve
maliyetli bir hale gelmistir. Oyle ki, sirketler 250 milyon dolardan fazla yatirim
gerektiren ve piyasaya sunulmasi en az 10 yil siiren yeni, ticari olarak kabul
edilebilir bir sentetik bocek ilact bulmak i¢in en az 150.000 kimyasal molekiilii
taramak zorunda kalmaktadir (McDougall, 2017). Halbuki, bir mikrobiyal
biyopestisite yapilan toplam yatirnrm 1-2 milyon dolar civarinda bir biitce
gerektirmekte ve pazara ulagsmak sadece 3-5 yil siirmektedir (Glare vd., 2012;
Marrone, 2014). Bitki koruma endiistrisi, 1980'lerden bu yana kiiresel biyopestisit
pazarinda istikrarli bir biliylimeye taniklik etmis (%15,6 bilesik yillik biiylime
orant) ve 2014 yilia kadar kiiresel bitki koruma pazarinin yaklagik %5,8'ini (3,3
milyar ABD dolar1) olusturmustur (Marrone, 2014). Bu alandaki iyimser haberler
devam etmis ve sektoriin 2015°ten 2020 yili sonuna kadar %18,8'lik bir bilesik
yillik biiylime oranina, 6.60 milyar dolara ulasacagi ongorilmiistiir (Market, n.d.).
Mikrobiyal biyopestisitler arasinda funguslar 2010 yilinda satilan toplam
biyopestisitin %19,4'liik kismini olusturmustur (CPL Business Consultants, 2010).
Ticari Olcekte piyasada yer alan toplam mikoinsektisitlerin %40’dan fazlasi

Beauveria bassiana’dir. Diinyanin farkli bolgelerinde Beauveria'nin seri iiretimi,



formiilasyonu ve uygulamalar1 hakkinda olduk¢a yogun arastirma faaliyetleri
stirdiirilmektedir (Faria ve Wraight, 2007; Zimmermann, 2007). Saprofitik
yetenegi yliksek olan etmen besinsel icerik bakimindan g¢ok segici olmayan
karakteri nedeniyle kolayca tiretilebilmektedir. Toprak biyolojik cesitliliginin
dogal iiyesi olan B. bassiana, hemen hemen tiim bocek tiirlerini kapsayan,
kenelere ve akarlara uzanan genis bir konuk¢unun fakiiltatif bir nekrotrofik

patojenidir (Feng vd., 1994; Rehner vd., 2011).

Arastirmalar Beauveria izolatlarinin patogenezi ve virulensliginin in vivo
toksikojenik metabolitlerin iiretilmesi, kiitikiil ayristirici ve antioksidan enzimler
ve konukcu i¢indeki aktif vejetatif gelisim yetenegi ile iligkili oldugunu
gostermistir (Ortiz-Urquiza vd., 2010, 2015; Quesada-Moraga ve Vey, 2003;
Zimmermann, 2007). Bunun yaninda, bazi arastirmalar Beauveria'nin toksik
peptitlerinin her zaman virulenslik i¢in bir 6n sart olmadigim1 da bildirmektedir
(Quesada-Moraga vd., 2006). Etmenin bir entomopatojen olarak insan sagligi i¢in
sifir veya minimum tehdit olugturmasi ve genellikle hedef olmayan organizmalar
icin zararsiz olmasi ¢evre agisindan giivenli bir biyokontrol ajani olarak kabul

edilmesini beraberinde getirmektedir (Zimmermann, 2007).

Beauveria ve diger fungal entomopatojenlerin seri iiretimi, tipik bir temel
kullanim stratejisi i¢in gereklidir ve ¢ok sayida canli, enfektif propagiil saglayan
uygun maliyetli bir {iretim ve stabilizasyon islemi gerektirmektedir (Feng vd.,
1994; Jackson et al., 2010; Jackson ve Jaronski, 2012; Jaronski, 2014). Kati
substrat fermantasyonu kapsaminda hava konidileri, Beauveria ve diger
entomopatojen funguslar icin birincil enfektif propagiildiir. Bu hidrofobik eseysiz
sporlarin kitle tiretimi kolay ve seri iiretime agiktir. Tipik olarak nemlendirilip
sterilize edilmis tahil taneleri kullanilarak kati substrat fermantasyonu (KSF)

yaygin bir sekilde gerceklestirilmektedir (Jaronski, 2014).

Formiilasyon teknolojileri ticari mikopestisitlerin gelistirilmesi i¢in biiyiik
Oonem tasimaktadir ve c¢ok cesitli segenekler ve siirecler sunmaktadir.

Formiilasyon; nakliye, tasima ve wuygulamayr kolaylastirarak ticari



“saglamlik/kararlilik” saglamak, oda sicaklig1 raf dmriiniin uzatilmasi, daha tutarl
etkiler i¢in bocek oldiiriicii aktivitenin arttirilmasi, uygulama sonrasi kaliciligin
tyilestirilmesi, fungal propagiillerin fizikokimyasal 6zelliklerini degistirmeden
abiyotik ¢evresel streslere karsi koruma saglamasi bakimindan 6nemlidir (Brar
vd., 2006; Burges ve Jones, 1998; Jaronski, 1997). Formiilasyon stratejileri ayni
zamanda bir mikoinsektisitin hedef =zararli spektrumunu yeni pazarlara
genigletebilir ve belirli eklembacaklilar i¢in farkli tiirlerin zarar yikiini
hafifletebilir (W. J. Ravensberg, 2011). Endiistriyel olgekteki mikoinsektisit
formiilasyonlar genellikle tescillidir ve bu durum {riinii ortaya koyan

kompozisyon veya bilesenler hakkindaki bilgilerimizi sinirlar.

Ticari Beauveria preparatlari daha sofistike, stabil bir preparasyon igin
genellikle uyumlu adjuvanlar, dolgu maddeleri ve diger gerekli katki maddelerini
iceren kuru ve sivi formiilasyonlardan olusmaktadir. Formiilasyon tipi fungal
propagiil (conidium veya blastospore), uygulama stratejisi ve hedef zararl
davranigi ve yasam alani tarafindan yonetilmektedir. Ucuz ve dogal (biyolojik
olarak parcalanabilen) formiilasyon bilesenlerine duyulan ihtiyag, iiriinliin nihai

maliyeti ve ¢evresel kaygilar1 giderecek nitelikte olmalidir.

Iste yiiriitilen bu tez projesiyle iilkemiz kosullarinda ilk kez bir
entomopatojen fungusun farkli piring c¢esitlerinde kitle iliretim potansiyelleri

belirlenerek 1slatilabilir toz (WP) formiilasyonlarinin gelistirilmesi amaglanmastir.



2. LITERATUR OZETLERI

2.2. Beauveria bassiana Hakkinda Genel Bilgi

Beauveria bassiana ilk olarak bocek bilimci olan Agostino Bassi Di Lodi
tarafindan kesfedilmis ve Vuillemin tarafindan fungusa Bassi’nin ismi verilmistir.
Etmenin 1835°’te Italya da ipek bocekleri iizerinde beyaz pamuksu tabakalar
olusturan pebrine hastalifina neden oldugu saptanmistir. Daha sonra fungusun
beyaz bir toz ile kapl olan 61l béceklerdeki goriintiisii, beyaz muskardin hastaligi

olarak adlandirilmistir.

Entomopatojenik fungus tiirlerinin biiyiik boliimii Entomophthoromycota
ve Ascomycota subeleri igerisinde yer almaktadir. Beauveria, Ascomycota,
Sordariomycetes, Hypocreales’in Cordycipitaceae familyasinda yer almaktadir.
Beauveria, molekiiler taksonomik tekniklerin ortaya ¢ikmasi dncesinde uzun siire

Deuteromycetes iginde bulunmustur (Rehner vd., 2011).

Beauveria bassiana yogun bir sekilde kullanilan ilk ve en Onemli
entomopatojen funguslardan biridir. Etmenin ilk kez 1800’lerin ortalarinda,
ABD’nin Orta Bati’sinda Blissus leucopterus’un kontroliinde kullanilmistir (Lord,
2005). Beauveria bassiana’nin, Acari ve Insecta gibi bir¢ok tiirde enfeksiyon
olusturabildigi ve genis bir konukc¢u yelpazesine sahip oldugu bilinmektedir
(Inglis vd., 2001; Zimmermann, 2007). Su ana kadar entomopatojen funguslardan
12’sinin Oomycetes, 65’inin Chytridiomycota, 339’unun Microsporidia, 474’iin
Entomophtoromycota, 238’inin Basidiomycota ve 476’sinin Ascomycota iiyesi
oldugu saptanmistir (Litwin vd., 2020). Bunlardan; Beauveria, Lecanicillium,
Metarhizium, Hirsutella ve Isaria’nin yer aldig1 birkag cins entomopatojen fungus

olarak sanayide daha 6n planda kullanilmaktadir.

2.3. Beauveria bassiana Patogenezi

Enfeksiyonun gergeklesmesi fiziksel kuvvetler yoluyla, konidinin konukgu

kiitikulasina baglanmasi ve ardindan hidrolitik enzimlerin (6rn., proteazlar,



lipazlar, kitinazlar gibi) etkisiyle olmaktadir (Ortiz-Urquiza ve Keyhani, 2013).
Gelisen hifler, besin agisindan zengin hemolimfe ulastiklarinda hizla ¢ogalir ve
buradaki besini kullanilir, i¢ dokularda kolonize olarak konuk¢unun bagisiklik
sistemi  (Humber, 2008) iizerinde etkili olan ¢esitli toksik metabolitler
(antimikrobiyal peptidler) iretmektedir. Bu metabolitler, konukg¢unun i¢
dokularinin tahrip olmasina, besinlerin tiiketilmesine ve konukc¢u bagisikliginin
baskilanmasina neden olmaktadir. Bu sebeple zararli organizmanin olimi

gerceklesir (Gibson, 2014; Ortiz-Urquiza vd., 2010).

Konukgu zararli 6ldiikten sonra, fungus 6lii bécekten c¢ikar ve cevresel
kosullar, 6zellikle nem uygun oldugunda yiizeyde havai konidi olusturmaktadir.
Konidiler riizgar, yagmur sigratmasi ve diger abiyotik ve biyotik faktorlerin
etkisiyle tasinmaktadir. Beauveria’nin virulensligi, enfeksiyon dongiisiiniin
temelinde yatan genler ve biyokimyasal mekanizmalar iizerine yapilan ¢aligmalar
ile ele alimmistir (Urquiza Gomez ve Cadenas, 2015; Valero-Jiménez vd., 2014).
Beauveria. bassiana’nin maya benzeri konidileri, konuk¢unun bagisiklik
sisteminin olas1 miidahalelerini konuk¢u dokularinin hizli kolonizasyonu ve besin
maddelerinin kullanimiyla etkisiz kilmaktadir (Holder vd., 2007; Pendland vd.,
1993).

2.4. Kitle Uretimi

Etmenin gelisiminin 6zel kosullar gerektirmemesi yada diger bir degisle
beslenme bakimindan segici olmayan karakteristiZi, onun uygun maliyetli
tiretimini miimkiin kilmaktadir (Jackson vd., 2010; Teja ve Rahman, 2017). Havai
konidiler genellikle sterilize edilmis, nemlendirilmis tahil taneleri kullanilarak kati
substrat fermantasyonuyla (KSF) iiretilmektedir (Jaronski ve Mascarin, 2017).
Kat1 substrat fermantasyon teknigi; substrattaki vitaminler, tuzlar, karbon ve azot
kaynaklar1 vb. besin maddelerinin fermantasyon siirecinde kontrol edilmesini ve
ortamin fiziksel 6zelliklerini korunmasi ve ¢evresel faktorlerinin degistirilmesinde
esneklik sunmaktadir (Jackson vd., 2010; Jaronski ve Mascarin, 2017). Spor
tiretimi i¢in kullanilan kiiltiir kosullarin1 optimize ederek entomopatojenik
funguslarin spor iretimini ve virulensligini ayni anda iyilestirmek i¢in birgok
caligma yapilmaktadir. Ortam bilesenleri, Spor verimini, spor virulensligini ve
diger ilgili spor ozelliklerini etkileyebilmektedir (Qiu vd., 2013). Bir substrat
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tizerindeki konidi verimi, ilk inokulumun konsantrasyonu, sicaklik kosullari, nem,
havalandirma ve inkiibasyon siiresi gibi faktorlerden etkilenmektedir (Vega-
Granillo vd., 2007). Segilen substratin konidi iiretimi igin uygun olmasi, bunun
icin gerekli olan yiiksek karbonhidrat, nitrojen, mikro elementler, B-kompleks
vitaminler ve iyonlara bagli olarak, yiiksek iiretkenlige ve verime sahip olmasi
entomopatojenik fungusun spor gelisimini ve virulensligini etkilemektedir (Volcy
ve Pardo, 1994). Entomopatojenik funguslarin kitle tiretimi i¢in; fungus tiirtine ait
en uygun beslenme kosullar1 saglayan substratlar gerekmektedir (Teja ve Rahman,
2017). Bu yontemde substrat olarak piring, sorgum, bakla, fasulye, manyok
kiispesi, cavdar unu, manyok unu, seker kamisi kiispesi, patates artiklari gibi
birgok substrat kullanildigi bilinmektedir (Thomaz-Soccol vd., 1997). Yapilan
calismalarda kitle iiretiminin maliyetini azaltmak ve fazla konidi elde etmek i¢in
cogunlukla piring tercih edilmektedir (Botella vd., 2007). Piring, karbonhidrat
acisindan zengin olmasi ve nemi muhafaza etme 6zelligine sahip olmasi nedeniyle
konidi tretiminde kullanilan standart substrat olarak bir ¢ok calismada tercih
edilmektedir (Mascarin vd., 2019).

Entomopatojen funguslarin basarili ticari bir iirlin olarak gelistirilmesi,
yalnizca etkili bir tiiriin karakterizasyonuna ve patojenitesine degil, ayn1 zamanda
laboratuvarda basarili bir sekilde kitle tiretimine de bagli olmaktadir (Beach ve
Ronhlfing, 2018). Mikopestisitin gelistirilmesi sirasinda laboratuvar denemelerinde
kiiciik miktarlarda yetistirilebilir ve degisken ekonomik maliyetli yontemlerde

deneme yapilabilmektedir.

2.5. Beauveria bassiana’min Kitle Uretimi Hakkinda Yapilan Cahsmalar

Entomopatojenik fungusla ilgili olarak Zimmermann (2007), tarafindan
yapilan ¢alismada Beauveria spp.’nin asagidaki konulart kapsayan bir dizi 6zelligi
incelenmistir Kimligi; biyolojik 6zellikleri, dogal olusumu ve cografi dagilimi,
konukc¢u araligi, etki sekli, metabolitlerin/toksinlerin iiretimi, ¢evresel faktorlerin
etkisi; Ayrica bu caligmalarda, Beauveria spp.’nin gevredeki davranisi (havada,
suda ve toprakta hareketlilik ve kalicilik), hedef olmayan organizmalar iizerindeki
etkileri (bitkiler, toprak organizmalari, suda yasayan organizmalar, avcilar,
parazitoitler, bal arilari, solucanlar ve hedef olmayan eklembacaklilar),

omurgalilar (baliklar, amfibiler, sliriingenler ve kuslar) ve memeliler ile insan
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saglig1 lizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Elde edilen verilere dayanarak, bu
calismada Beauveria spp.’nin ¢evre ve insan sagligi i¢in giivenli oldugu sonucuna

varilmstir.

Beauveria bassiana izolati olan 5-4’iin seri tiretimi i¢in Baris vd. (2021),
yaptiklar1 ¢alismada biitiin piring ve kirik piring substratlari kullanilmistir. Konidi
tiretimini degerlendirmek amaciyla katt hal fermantasyon teknigi kullanilarak
substratlarin basarisi, iiriin miktar1 ve konidi sayisi agisindan degerlendirilmistir.
Uretim siirecinde, 100 g substrat polipropilen torbalara konulmus ve sterilizasyon
isleminden sonra inokulum eklenerek torbalarin agizlar1 kapatilmistir. Ardindan
torbalar, 25°C’de 14 giin boyunca inkiibe edilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
en yiiksek iirtin miktar1 tam piring kullanilarak elde edilmistir ve bu miktar 4,10
g/torba olarak belirlenmistir. En yiliksek konidi sayis1 ise kirik piring
(1,024x10"konidyum/g) ve biitiin piring (9,62x10"konidyum/g) kullanilarak elde

edilmistir.

Beauveria bassiana konidi iiretiminde degisken nem igerigi ve maya
ekstrakti konsantrasyonun da Dhar vd. (2011), yaptiklar caligmada piring (cilali)
ve piring kepegi kullanilmigtir. Nem igerigi ve maya ekstrakti konsantrasyonun
cesitli seviyelerde optimizasyonu, %35 nem igerigi ve %1,5 maya ekstrakt
konsantrasyonunda karisik substrat (piring+bugday kepegi) igin 2,8x10"/g en iyi

konidi verimi olarak bulunmustur.

Beauveria bassiana konidi {tretimi Camara vd. (2022), yaptiklari
calismada piring lizerinde biiylik 6lcekli iiretim kosullarini optimize etmek igin
yaptlmistir. Konidi tiretimi i¢in en uygun substrat miktar1 her bir kapta 200 g
piring olarak belirlenmistir. Substrat nem igerigi %52 olup, %2 oraninda yemeklik
yag ile desteklenmistir. Asamali {iretimin siirecinde, 150 mL konidi siispansiyonu
(24,33x10" spor/mL’de), %4 glikoz ve %1,5 maya ekstrakti ile igeren SD sivi
ortaminda 10 giin inkiibe edilmistir. Daha sonra elde edilen SD ortami, piring
substratina inokiilasyon amaciyla kullanilmistir. Konidi = silispansiyonunun
substrata optimum orani %20-25 olarak belirlenmistir. Piring substrat sistemi, B.
bassiana sporlarinin kitle {iretimi igin kullanilabilir bir yOntem olarak

degerlendirilmektedir.



Beauveria bassiana iki izolatt (IMI 389521 ve IMI 386243) iizerinde
Taylor vd. (2013), yaptiklar1 c¢alismada kati-substrat fazinin, yani piring
substratinin kaynama, su ve yikama rejimlerinin degistirilmesinin konidi verimine
ve c¢imlenmeye etkileyip etkilemedigi arastirmislardir. izolatlar arasinda konidi
verimi agisindan ¢ok az fark goriilmistiir. Tek onemli fark, yikanmamig ve daha
sonra 600 mL su/kg piringle kismen kaynatilmig piringte (IM1 389521) goriilmiis,
yikanmamis ve kaynatilmamis piringte IMI 386243°den daha fazla konidi verimi
bulunmustur. Her iki izolatin ¢imlenmesi iizerinde O©Onemli farkliliklar
bulunmustur. Ozellikle, akan musluk suyu altinda 5 dakika yikanmis ve
kaynatilmamis piringte iiretilen konidi ¢imlenmesi, her iki izolat i¢in diger tim
islemlerden daha diisiik olarak IMI 389521 igin en yiiksek konidi ¢imlenmesi,
yikanmamis ve ardindan %96’da 600 mL su/kg ile kismen kaynatilmis piring de
bulunmustur. IMI 386243 icin en yiikksek ¢imlenme, %72 ile yikanmamis ve
kaynatilmamis piringte bulumustur. Biiylime ortam1 asamali olarak daha kuru hale
getirildiginden, piring uygulamalarinin higbiri i¢in IMI 389521’in ¢imlenme
seviyelerinde herhangi bir degisiklik olmamistir. Buna karsilik, IMI 386243 ’iin iki
uygulamasinin ¢imlenmesi, yani 5 dakika akan musluk suyu altinda yikanmis,
kaynatilmamis ve yikanmadan sonra 300 mL su/kg ile kismen kaynatilarak,

onemli dl¢iide diistiigii (sirastyla %29 ve %35) goriilmiistiir.

Beauveria bassiana izolatinin Gandarilla vd. (2013), yaptiklar1 ¢alismada
batik kiiltiir ve bifazik ortaminda konidi iiretimi degerlendirilmistir. Deney
tasarimi tamamen rast gele secilmis ve ortalamalar Tukey testi kullanilarak
karsilastirilmistir. Glikoz ve kazamino asitlerle formiile edilmis sivi kiiltiir
ortaminda, , GHA susu (2,20x10® mL™) i¢in en yiiksek konsantrasyonda ve 26 g
L™ biyokiitleye sahip olarak 72 saatte konidi tiretimi elde edilmistir. HIB- 4 izolat:
ise en disik konidi iretimini (5,25x10" mL™") ve (7 g L™) biyokitlesini
gdstermistir. Incelenen funguslar arasinda HIB-2 izolatinin diatomik toprakta %56
c¢imlenme yetenegine sahip oldugu tespit edilmistir. Kat1 fazda (piring tanesi),
inkiibasyonun 14. giiniinde, HIB-4 izolat1 1,82x10° konidi/g iiretirken GHA susu
2,35x10° konidi/g olarak bulunmustur. Tiim funguslar i¢in 4°C’de 4 haftalik

depolama siiresince canlilik oran1 %90’dan daha yiiksek olarak bulunmustur.

Beauveria bassiana polipropilen torbada Villalba vd. (2009), yaptiklart

calismada 30°C’de talas destegi ve testere tozu kullanarak piring tozlarindaki
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sporlanmasini arasgtirmislardir. Sporlanma, Fransiz yontemine gore Neubauer’in
kamerasindaki sporlar sayilarak 4 gilinliik biiyiimede belirlenmistir. Termal
integral, 4 gilinlik mahsul i¢in hesaplanmis faktoriyel varyans analizi, kati
substratlardaki sporlarin iiretiminde ve uygulanan miktarlarda énemli farkliliklar
oldugu belirlenmistir. Piring ve musir tozlarindaki substratlar, sirastyla 3,4x10% ve
3x10" konidi iiretimi bulunmus ve 1,6 g substrat tozu uygulanan formiilasyona
bir miktarda testere tozu destegi saglandiginda en yiiksek konsantrasyonlari
bulunmustur. Pirincin toz haline getirilmis substrati, B. bassiana iiretimine segilen

en iyi Urtin olarak belirlenmistir.

Beauveria bassiana’nin iki izolatinda Posada vd. (2008), yaptiklart
caligmada plastik torbalarda difazik (sivi-kat1) fermantasyon kullanilarak
haslanmis piring iizerinde spor tozu iiretimi ve hasat metodolojisi arastirilmastir.
Kurutulmus kiltiirler, izolatlar ve hasat zamani i¢in Onemli farkliliklar
bulunmustur. Sporlar, manuel ve mekanik olarak toplanmis ve kiiltiirler, nem
icerigi %10’a yakinken 9 giin boyunca kurutulduktan sonra paketlenmistir.
Formiilasyonun, ¢imlenme, saflik, nem icerigi ve par¢acik boyutu degerlendirmek
tizere kalite kontroliine tabi tutulmustur. Haglanmis piringte spor iiretkenligi, hem
manuel hem de mekanik olarak hasat metodolojsi kullanilarak 1x10*° spor/g’dan

daha az ve 24 saatte ¢imlenme %75’in tizerinde bulunmustur.

Beauveria bassiana’nin farkli sicakliklarda uzun siireli depolama igin
Silva vd. (2016), yaptiklar1 ¢alismada konidi canliliginm1 koruyabilecek ambalaj
paketleri arastirilmistir. Calisma, Londrina Eyalet Universitesi’ndeki (UEL)
Boceklerin - Mikrobiyal Kontrol Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. B.
bassiana’nin graniil haline getirilmis bir karisimi (konidi ve yar1 haglanmis piring)
kullanilmig (CG 432) ve 3 tip ambalajda paketlenmistir. Coex, metalik polyester
ve polietilen, 180 giin buzdolabinda (6°C + 2) ve iklimlendirme odasinda (25°C +
1) saklanmistir. Paketlemenin konidi canlilig: iizerindeki etkisini degerlendirmek
icin kullanilan parametreler ¢imlenme yiizdesi ve su igerigi olarak belirtilmistir.
Coex tipi ambalajlarda paketlenen konidi, depolama siiresince buzdolabinda ve
oda sicakliginda en yiiksek c¢imlenme yiizdesini gosteren konidi olurken,
depolama siiresince konidi en diisiik su kazanimini saglayan ambalaj olarak

bulunmustur. Ambalajdan bagimsiz olarak, buzdolabinda saklanan konidi, oda



sicakliginda (25°C + 1) saklananlara gore daha yiiksek c¢imlenme yiizdesi

gostermistir.

Beauveria bassiana’nin (JEF-007) kati substrat kiiltiirlerinden iiretilen
mikotize graniilleri kullanarak Lee vd. (2016), yaptiklar1 ¢calismada yeni bir elek
torbas1 formiilasyonu gelistirilmistir. izolat, dar1 taneleri iizerinde kati
kiiltiirlenmis ve elek torbalara (gozenek boyutu: -15 pm) paketlenmistir. Mikotize
graniilleri i¢eren torbalar suya daldirmis ve konidi dagitmak icin calkalanmis,
ardindan suya salinan konidi sayis1 belirlenmistir. Bu sonuglar, bir kontrol olarak
graniillerin su i¢inde girdaplanmasindan sonra salinan konidi sayisiyla
karsilastirtlmistir. Konidi salimi {izerindeki etkilerini degerlendirmek igin suya
cesitli siirfaktanlar ilave edilmistir. Silwet L-77, en yiiksek konidi salinimi
vermistir. Bu calisma ile standart WP formiilasyonlar i¢in uygun maliyetli

olabilecegi sonucuna varilmistir.

Beauveria bassiana konidi iiretkenligi ve termotolerans igin Song vd.
(2019), yaptiklar1 ¢alismada kati kiiltiir substratlarina odaklanmiglardir ve fungus
konidisi zararli kiitikulasina etkili bir sekilde enfekte olmasi igin yiizey aktif
maddeleri {izerine calisma yapilmislardir. ilk olarak, 1siya dayanikli fungus
konidileri tretmek i¢in, her bir B. bassiana izolatindan 10 giin boyunca 2’ser
olarak 13 tahil substrati iizerinde inokulum gelistirilmistir. Genel olarak, bes
substrat (kahverengi piring, dar1, yapiskan olmayan Italyan tilki kuyrugu dari, arpa
ve yapiskan ltalyan tilki kuyrugu dar1), en fazla sayida 1siya dayamkli konidi
tiretmistir. Secilen substratlar tahil tane miktarin1 azaltmak icin mineraller, zeolit,
perlit veya vermikiilit ile karistirildiginda, vermikiilit kombinasyonu diger mineral
kombinasyonlarina goére nispeten yiiksek konidi tiretimi gdstermistir. Beauveria
bassiana’nin konidisi zararli kiitikulasina verimli bir sekilde iletmek igin alti
yizey aktif madde (CO-2.5, CO-12, LE-7, PE-61, TED-3 ve siloksan) ile
birlestirilmistir. Izolata bagl olarak degisen %0,01 kombinasyonu, zararli &liim
oranin1  Onemli Ol¢lide artirmus ve virulens testler, izolatlarin konidi
stispansiyonlar1 ile zararliya kars1 virulentliklerini  degerlendirmek igin
gerceklestirilmistir. Sonug olarak, bu test 20°C, 30°C ve 35°C yerine 25°C’de
yapildiginda izolatlar en yiiksek virulens gostermistir. Bu ¢alisma, tahil tanesi
substratlart ve vermikiilit kombinasyonunu, yiiksek termotoleransa sahip

ekonomik konidi iiretim i¢in diisliniilebilecegini ve CO-12 siirfaktanin hedef
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boceklere etkili dagitim i¢in en uygun oldugunu ve 25°C virulenslik i¢in en uygun

sicaklik oldugu bulunmustur.

Beauveria bassiana konidileri formiile edilmis bes farkli sicaklikta (0, 10,
20, 30 ve 40°C) Sandhu vd. (1993), yaptiklar1 ¢alismada alt1 farkli bagil nemde
(RH) (%0, 33, 53, 75, 85 ve 98) konidi canliligini arastirmiglardir. Konidi canliligi
24 aylik bir siire boyunca takip edilip belirlenmis, konidi daha diisiik sicakliklarda
(0-20°C) ve daha diisiik bagil nem seviyelerinde (%0-53 bagil nem) en uzun siire
canli kaldig1 belirtilmistir. Daha yiiksek sicakliklarda (30-40°C) konidi canli
kalamamis ve sicaklik 30°C’den 0°C’ye diisitirtildiigiinde, neredeyse tiim bagil

nem seviyelerinde konidilerin raf 6mrii artig1 belirlenmistir.

Beauveria bassiana’nin farkli 11k kosullarindaki morfolojik degisimleri
Zhang vd. (2009), yaptiklar ¢calismada rapor etmislerdir. Tamamen karanlikta B.
bassiana kiiltiir hifleri birkag farkli tireme yapistyla siirekli olarak biiyiiyebilirken,
beyaz 1sikli aydinlatmada bol miktarda konidi tasiyan konidioforlarin iiretken
olusumuyla sonu¢lanmistir, Bu da 1518 B. bassiana’nin konidi iiretimini

uyarabilecegini gostermistir.

Beauveria bassiana’nin Purnima vd. (2013), yaptiklari ¢aligmada talk bazli
islatilabilir toz formiilasyonunun oda sicakliginda (24°C + 1), buzdolabinda
(+4°C) ve derin dondurucuda (-4°C ile -6°C) raf 6mriinii degerlendirmislerdir. Oda
sicakliginda %48 patojeniteye sahip olan 2,02x10° konidi/g ile konidinin canlilig:
180 giin kadar siirmiis, +4°C altinda aymi conidi yogunlu ancak %69,45
patojeniteye sahip olmus ve 210 giin canli kalabilmistir. Derin dondurucuda, ayni
canlilik konidi yogunlugu ile 300 giin canli kalabilmis ancak patojenitesi %20°ye

kadar diistiigii 6l¢tilmiistiir.

Beauveria bassiana'nin izolat 447 kullanarak Alves vd. (1996), yaptiklari
calismada dort farkli islanabilir toz formiilasyonlari olusturulmus ve raf omri
degerlendirilmistir. Tasiyic1 malzemeler arasinda talk (sulu magnezyum silikat),
silika jel, toz piring ve misir nisastast kullanilmistir. Formiilasyonlar plastik
kaplarda oda sicakligi, buzdolabr (6+2°C); ve dondurucu (10£2°C) saklanmistir.
Ortam sicakligi kosullarinda saklanan formiilasyonlar 8+1 ay sonra tamamen
canliligin1 kaybetmis olarak bulunmustur. Ortam kosullar1 altinda saklanan

formiile edilmemis konidi sadece 2 ay sonra canli kalabilmistir. Buzdolab1 ve
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derin dondurucu kosullarinda saklanan tiim formiilasyonlar 7 yil boyunca %100

canliligint korudugu goriilmistiir.

Beauveria bassiana sporlarinin Fargues vd. (1983), yaptiklari ¢alismada
toprakta, formiile edilmemis konidi ve kil kapli olarak canli kalma siiresini
arastirtlmistir. Enfeksiyon potansiyeli, Plutella maculipennis ve Leptinotarsa
decemlineata larvalar1 lizerinde test edilmistir. Formiile edilmemis konidiler
inkiibasyonun ardindan 3 haftalik inaktive edilirken, kil kapli konidiler ise
inkiibasyonun ardindan 20°C'de toprakta 2 aylik hala aktif oldugu goriilmustiir.
Aragtirmada, kil kaplamanin toprakta bakterileri ve protozoa tarafindan fungus
propagiillerinin biyolojik bozunmasina karst koruyucu bir rolii oldugunu
gostermistir. Entomopatojenik fungus formiilasyonu i¢in konidilerin kil kaplamasi

Onerilmistir.

Beauveria bassiana’nin (ERL836) konidi canliligi Kim vd. (2019),
yaptiklar1 ¢alismada depolama sicakligina ve Kkiiltiir substratina  gore
degerlendirilmistir. Oda sicakliginda (25 ve 30°C) ve +4°C’de saklanan mikotize
tahillardan (dar1 ve piring) canlilik oranlari sirasiyla 24 ve 18 ay boyunca %85
olarak bulunmustur. Buna karsilik, 37°C'de saklanan numuneler diisiik canlilik

orani bulunmustur (sadece 5 ay boyunca yaklasik %80 canlilik bulunmustur).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Caliymada Kullanilan Entomopatojen Fungus Kiiltiirii

Beauveria bassiana AgB.20-02 izolat1 Abant izzet Baysal Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii, Mikoloji Laboratuvari kiiltiir stoklarindan

saglanmistir.

3.2. Beauveria bassiana AgB.20-02’nin Kiiltiir Kosullar:

Ultra derin dondurucuda, -80'C’de, 2 mL’lik cryo tiiplerde %35’lik
gliserolde saklanan AgB.20-02 izolatindan agar diskleri alinarak steril kurutma
kagidinda 10 dakika tutulmus ve sonrasinda patates dekstroz agar (PDA: Merck,
Darmstadt, Almanya) ortamina ekimler gergeklestirilmistir. Kiiltlirler 2 hafta
stireyle 254+1°C’de gelismeye birakilmis ve tiim testlerde etmenin 2 haftalik

kilttirleri kullanilmuastir.

Sekil 3.1. Beauveria bassiana -80 C gikarildiktan sonraki kiiltiir fotografi ve ¢izgi
ekim goriintiisii

3.3. Kati Fermentasyon I¢in inokulum Uretimi

Bu amagla Sabouraud Dekstroz sivi besiyeri kullanilmistir (Dextrose 20 g,
Peptone 10 g, D Sarbitol 1 g, pH 7.0+2). Hazirlanan besiyeri 250 mL’lik erlenlere
100 mL olacak sekilde konulmus ve 121°C’de 1,1 atmosfer basingta 20 dakika
otoklavlanmistir. PDA tizerinde gelisen B. bassiana’nin 2 haftalik kiiltiirlerine ait

her bir Petriye, 10 mL igerisinde %0,025 Tween 80 igeren steril saf su verilmis ve
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bagetle sporlar yikanmig ve hemositometre (Superior Marienfeeld, Lauda-
Konigshofen, Almanya) kullanilarak spor yogunlugu 3x10° konidi/mL’ye
ayarlanmistir. Daha sonra 250 mL’lik erlenlerde bulunan 100 mL Sabaroud
dekstroz besiyerine 5 mL spor siispansiyonundan verilmis Ve rotary ¢alkalayicida

4 giin siireyle 26 C’de, 150 rpm’de gelismeye birakilmistir.

Sekil 3.2. a): Otoklavdan ¢ikmis Sabaroud dekstroz b) Beauveria bassiana’nin
rotary ¢alkalayicida gelisimi

3.4. Pirin¢ Cesitlerinin Kati Fermantasyon Teknigiyle Kitle Uretim

Potansiyellerinin Belirlenmesi

Agrobest Grup Gen Kaynaklarindan temin edilen ve bu tez ¢alismasinda
kullanilan piring gesitleri: Osmancik-97, Kirmizi 2020 R7, Tekcan Siyah,
Cammeo, Siyah-Aromali, Yatkin, Efe, Cakmak, 2020 GB, 2020 MB, Siyah 1
Kargo ve Siyah 1°dir. {lk asamada piringler beher icine alinip bol su ile yikanmis
ve 2 saat siireyle saf su da bekletilmis ve sonrasinda siiziilmiistiir. Piringler firin
torbalarina (25x38 cm) 250 g gelecek sekilde 4 tekerriirlii olarak yerlestirilmis ve
posetlerin agizlart kapatilarak 121°'C’de 25 dakika otoklav edilmistir. Sivi
Sabouraud dekstrozda gelistirilen 4x10” konidi/mL kiiltiirlerden sogutulan piring
torbalarma %15 oraninda (v:w) inokule edilmistir. Inokulasyon sonrasi piring
torbalarina masaj yapilarak inokulum piring daneleri arasinda dagitilmis ve
torbalar %1’lik NaOCI ile dezenfekte edilmis ve 254 nm UV isik altinda 15
dakikada tutulan kiivetlere yerlestirilmistir. inkubasyon 26+1'C’de 15 giin
strdirilmistiir ve 48 saat arayla torbalara masaj tekrarlanmis ve sporulasyon

kolaylastirilmistir.
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Sekil 3.3. Piring cesitlerine inokulum eklenmesi ve inkiibasyona birakilma islemi

Gelisimini tamamlayan piringler kiivetlerine bosaltilmis ve ayni kosullarda
7 glin kurumaya birakilmis, sonrasinda ogiitiiciide 15 saniye boyunca o6giitiiliip, 14
ve 60 mesh eleklerden gegirililerek, 34'C’de aw <0,3'e esdeger <% 5 su igerigine

kadar kurutulmustur.

Sekil 3.4. Piringlerin ogiitiiliilerek eleme igleminden gegirilmesi islemi
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3.7. Piring Cesitlerinin Kitle Uretim Potansiyellerinin Belirlenmesi

Her ¢eside ait spor + piring kompleksinden 10 g tartilarak steril 250 mL’lik
erlenlere etiketlenerek konulmus ve bunun iizerine igerisinde %0,025 Tween 80
bulunan 90 mL steril saf su eklenerek rotary ¢alkaliyicida 26£1°C’de, 150 rpm’de
45 dakika ¢alkalanmistir. Daha sonra gergeklestirilen seyreltme serilerinin -8 ve -
10’undan 100 pL alinip igerisinde PDA bulunan Petri kaplarina verilip baget ile
yayildiktan sonra 26+1°C’de 1 hafta inkubasyon ger¢eklestirilmis ve Petri
kaplarindaki kolonilerin belirginlesmesinin ardindan koloniler sayilarak canlilik

oranlar1 belirlenmistir. Denemeler 3 tekeririirlii olarak gergeklestirilmistir.

3.8. Islatilabilir Toz Formiilasyonlar

Islatilabilir toz formiilasyonlarin (WP) gerceklestirilmesinde kullanilan
yontem Dr. Gore’den alimmustir. Denemelerde kullanilan kimyasal bilesim ve
icerigi asagidaki tabloda verilmistir. Bu denemelerde spor verimi bakimindan en
basarili bulunan Osmancik-97 ¢esidine ait piring + spor tozu Kkarisimi
kullanilmigtir. WP formiilasyonlarda kullanilan tasiyicilar; Kil-Ag-L, Kil- Ag-F
ve Talc-Ag’dir. Bu tasiyicilar Agrobest Grup’un nazik destegi ile saglanmustir.

Tablo 3.1. WP formiilasyonlar ve bilesimi

Formiilasyon Materyal Miktar (g veya mL)

Talc - Ag 839

Naftalinstilfanik Asit 30

TNAPE -1 OP-10 30
Askorbik Asit 1

Spor + Piring Kompleksi 100

Kil - Ag - F 839

Naftalinstilfanik Asit 30

TNAPE -2 OP-10 30
Askorbik Asit 1

Spor + Pirin¢g Kompleksi 100

Kil - Ag- L 839

Naftalinstilfanik Asit 30

TNAPE -3 OP-10 30
Askorbik Asit 1

Spor + Piring Kompleksi 100
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Canlhihik degeri 4,9x10" spor/ml olarak 6lgiilen piring iiretimi sonrasinda
yukarida verilen islemlerin formiilasyon komponentleri belirtilen miktarlarda
karistirilmistir (Tablo 3.1.). Protokolde 6nce 30 g naftalinsiilfanik asit (CAS No:
26545-58-4), 30 g OP-10 (CAS No: 9002-93-2), 1 g askorbik asit (CAS No: 50-
81-7), 839 g tasiyict materyal ve 100 g piring + spor kompleksi sirasiyla eklenerek
karistirlmistir (Tablo 3.1. sirasiyla hazirlanmistir.). Karigim 35C’de kurutma
makinesinde 4 ile 8 saat arasinda kurutmaya (6 saat) alinmistir. Kurutma
siirecinde her yarim saatte bir karistirma islemi yapilmistir. Formiilasyon daha
sonra dezenfekte edilmis kiivetlere (31x39 cm) yayilarak 24 saat oda sicakliginda
ve los bir ortamda kurutulmaya birakilmistir. Karisim daha sonra 6giitiictide 9
(3x3) saniye isleme almmistir. Formiilasyonun son kurutmasi 35'C’de 3 saat
Kurutma firininda gergeklestirildikten sonra 100 er gramlik Mylar torbalara
(21x14,5 cm) koyularak sealing yapilarak paketlenmistir. Formiilasyonlarin
canliligr denemenin kuruldugu ilk giinden (0. giin) baglayarak bir yil siireyle her 3
ayda bir “Piring Cesitlerinin Kitle Uretim Potansiyellerinin Belirlenmesi”

boliimiinde belirtilen yontemle gerceklestirilmistir.

Sekil 3.5.Islatilabilir toz formiilasyonlarin hazirlik asamalari

3.9. Formiilasyonlarin Raf Omrii

Her formiilasyona ait her 1000 g’lik preparat 10 adet mylar (15cmx12cm)
torbaya 100 g konularak paketlenmis, 3 farkli formiilasyon i¢in 30 adet paket oda

sicakliginda ayr1 ayri etiketlenerek bir yil siireyle muhafaza edilmistir. Her
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formiilasyonun 1 paketi 3, 6, 9, 12 aym sonunda acgilarak 10 g alinmig ve 250
mL’lik erlende 90 mL %0,025’lik Tween 80 iceren steril suya konarak rotary
calkalayicida 26'C’de 150 rpm’de 45 dk calkalanmistir. Acilan paketler daha
sonra ayni kosullarda korunmak {izere sealing yapilmistir. Preparatlarin canlilik
dleiimii yine “Piring Cesitlerinin Kitle Uretim Potansiyellerinin Belirlenmesi”

boliimiinde belirtilen yontemle gergeklestirilmistir.

Sekil 3.6. Formiilasyonlarin paketlenip etiketlenmesi

3.10. istatistiksel Analiz

Calismada kullanilan piring ¢esitleri lizerinde elde edilen sporlar, canlilik
orant bakimindan degerlendirilmistir. Denemeler tesadiif parselleri deneme
desenine gore 4 tekerriirlii olarak kurulmustur. Elde edilen veriler SAS (SAS
Institute, Cary, NC, ABD) programiyla varyans analizine tabi tutulmus,
ortalamalar1 karsilagtirmak amaciyla Duncan (DMRT) testi kullanilmistir
(p<0,01).
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4. BULGULAR

4.1. Piring¢ Cesitlerinin Beauveria bassiana’min Kitle Uretim
Potansiyeline Etkisi

Beauveria bassiana’nin kitle iiretiminde kullanilan piring ¢esitlerinde
Slciilen en yiiksek canhlik degeri Osmancik-97 ¢esidinde 4,9x10™ konidi/g olarak
gerceklesmistir (Tablo 4.1). Bunu 2020 MB ve Cammeo ¢esitleri sirasiyla
4,7x10™ ve 3,4x10™ konidi/g olarak takip etmistir.

Sekil 4.1. Piring ¢esitlerinde inokulumun gelismis hali; a) 2020 MB, b) Yatkin, ¢)
Cammeo, d) Cakmak, e) Siyah-1, f) Efe, g) Kirmiz1 2020 R7, h) Osmancik-9, i)
Siyah 1 Kargo, k) 2020 MB, ) Tekcan Siyah ve m) Siyah-Aromali goriilmektedir.

Sekil 4.2. 12 farkli pirincin elendikten sonra canlilik 6l¢timii i¢in ayrilmis hali
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Sekil 4.3. Piringte gelistirilen Beauveria bassiana’nin canlilik degeri

Tablo 4.1. Duncan testi sonucunda piring gesitlerinin degerleri

.. . Kitle Uretim
Sirast Piring Cesidi Potansiyeli (cfu /g)*

1 Osmancik-97 4,9 x 10M®
2 2020 MB 4,7 x 10112
3 Cammeo 3,4 x 10
4 2020 GB 3x 10'¢

5 Tekcan Siyah 1,3 x 10M
6 Siyah 1 Kargo 1,3 x 10
7 Cakmak 1,2 x 10t
8 Efe 0,8 x 10
9 Siyah-Aromali 0,7 x 10
10 Kirmizi 2020 R7 0,6 x 101
11 Yatkin 0,6 X 10
12 Siyah 1 0,5 x 10

* Ayni harfle gosterilen ortalama degerler, istatistiksel olarak birbirinden farkli
degildir (p<0,01) (SAS Institute, Cary, NC, ABD).

Istatiksel analizlere gore bir degerlendirme yapildiginda en yiiksek spor
verimine sahip Osmancik-97 ¢esidi tek basma bir grup, bunu 2020 MB ve
Cammeo yine ayr1 gruplar olarak takip etmistir (Tablo 4.1.) Arastirmada en biiyiik
grubu Tekcan Siyah, Siyah 1 Kargo, Cakmak, Efe, Siyah-Aromali, Kirmiz1 2020
R7, Yatkin ve Siyah 1’in i¢inde yer aldig1 piring gesitleri olusturmustur (Tablo
4.1).
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Kitle Uretim Potansiyeli (101! cfu/g)*

Sekil 4.4. Piring ¢esitlerinin kitle liretim potansiyelinin grafigi

4.2. lIslatilabilir Toz Formiilasyonlarin Raf Omriiniin Belirlenmesi

Oda sicakligi kosullarinda ve vakumlu olarak paketlenmis ti¢ farkli tasiyici
materyalle (Talc-Ag, Kil-Ag-L ve Kil-Ag-F) WP formiilasyonlar olusturulmus ve
25°C’de belirli periyotlarda bir yillik canlilik degerlerine bakilarak raf omiirleri
tespiti yapilmistir. Canlilik degerleri zamana gore degisimi asagidaki sekillerde

(Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8.) gosterilmistir.

Sekil 4.5. TNAPE-2 Canlilik degeri bakilan petri goriintiileri
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TNAPE-1 Canhilik Degeri

35 | 3:2X100

2,7x1010  2:9%10%

,7%X1010 0 = TNAPE-1
1,3%10 Canlilik
1 Verileri

0. Giin 3. Ay 6. Ay 9. Ay 12. Ay

Sekil 4.6. TNAPE-1 Formiilasyonunun Zamana Gore Canlilik Degeri Degisimi
TNAPE-1 WP formiilasyonun canlilik degeri zamana bagli olarak

3,2><101°’dan, 1,3><101°’a gerilemistir. Bu sonu¢ canlilifin formiilasyonda smirh

bir diisiis olsada korundugunu gostermektedir. Elde edilen bu sonuglar

formiilasyonun ticari olarak kullanlabilirligi bakimindan timit vermektedir.

TNAPE-2 Canhilik Degeri
3 | 2,6x101
—— TNAPE-2

Canlilik
Degeri

0,4x10%0

0. Giin 3. Ay 6. Ay 9. Ay 12. Ay

Sekil 4.7. TNAPE-2 Formiilasyonunun Zamana Gore Canlilik Degeri Degisimi
TNAPE-2 WP formiilasyonunda canlilik degeri bir yillik raf émrii takibi
sonucunda 2,6x1010’dan 0,4x1010’°a dismiistiir. Benzer olarak canliligin

korundugunu sdylenebilir ve bu sonug ayni sekilde sanayinin ilgisini ¢ekebilir.

22



. TNAPE-3 Canhlik Degeri

3 2,9x1010
2,5
2,1x1010

TNAPE-3
15 1;3x10%° 11x1010  1x1010 Canlilik
1 ' Degeri

0,5

0. Giin 3. Ay 6. Ay 9. Ay 12. Ay

Sekil 4.8. TNAPE-3 Formiilasyonunun Zamana Gore Canlilik Degeri Degisimi
TNAPE-3 WP formiilasyonu 2,9x10™ konidi/g olan baslangi¢ canliligini
bir yilin sonunda 1x10"”konidi/g olarak tamamlamustir. Canliligin formiilasyonda

kayb1 diger formiilasyonlar gibi sinirli olmustur.

Elde edilen bu tek yillik veriler en basarili formiilasyonun Talk
formiilasyonu oldugunu gostermistir. Bu ¢alismanin bir yiiksek lisans calismasi
olmasi ve stiresinin belirli bir zaman dilimini kapsamasi bu ¢alismanin tek yillik
gergeklestirilmesini  zorunlu kilmistir. Ancak konu iki ve daha fazla yili

kapsayacak arastirmalara agiktir.

23



5. TARTISMA

Insan ve ¢evre sagliginin giderek onem kazandig1 giiniimiizde kimyasal
pestisitlerin gelistirilme ve ruhsatlandirilma asamalarinda siire¢ler uzamis,
ozellikle toksikolojik siireglerde izleme ve takip artmigtir. Pestisit adayi
molekiillerin bulunma siireci ve maliyetinin tezin 6nceki boliimlerinde belirtilen
bliylik biitgeli harcamalar1 gerektirmesi, yeni arayislari beraberinde getirmistir.
Bilindigi tizere modern pestisitlerde hedef zararli veya hastalik etmenine
yonelmeyle genis etki spektrumu daraltilmig, birim alana kullanilan ilag
miktarinda ciddi azalmalar saglanmis, son ilaglamayla hasat arasinda gegmesi
gereken siire kisaltilmis ve pestisitin ¢evrede parcalanma ve kaliciligl, hedef dist
organizmalara etkisinin en diisiik diizeylerde olmasi hedeflenmistir. Bu kriterleri
saglayan yeni molekiillerin ortaya ¢ikarilmast her gegen giin daha da
zorlagmaktadir. Dolayistyla bu alanda yapilan yatirimlarin geri doniisii ve
karlihiginda ciddi azalmalarin yasandigi sdylenebilir. Iste bu noktada gegmiste
bitmeyen senfoni olarak adlandirilan biyolojik savasin son yillarda {iriinlerini birer
birer piyasaya onde gelen pestisit firmalar1 tarafindan ¢ikarildigina tanik oluyoruz.
Bunun temelinde biyolojik savas ajaninin gelistirilme maliyetinin kimyasal bir
pestisite gore ¢ok diisiik olmasi, genellikle genis spektrumlu olmasi, ¢evre ve
insan saglhigr bakimidan giivenli olmast ve daha da Onemlisi giiniimiiz
teknolojisinin artitk bu biyolojik ajanlarin raf omrii ve bu raf dmrii sonunda
biyolojik etkinliklerini/virulensliklerini koruyabilecek bir veri ve teknolojik

birikimine sahip olmasidir.

Entomopatojen funguslar, biyoinsektisitler olarak genis bir yelpazede
bocek zararlilarinin  kontroliinde kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bu
biyoinsektisitlerin ticarilestirilmesi, seri liretim ve formiilasyonu yetersiz bilgi ve
metodoloji gibi nedenlerle yavas olmaktadir (Sundh ve Goettel, 2013). Her yerde
bulunan entomopatojenik fungus Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill.
(Ascomycota: Hypocreales: Cordycipitaceae) en yaygin ticari fungal
insektisitlerden biridir (Faria ve Wraight, 2007). Cogu fungal biyokontrol ajani,
aktif madde olarak hava konidisi (aseksiiel sporlar) igerir ve tipik olarak kati
substrat fermantasyonu yoluyla iretilir (Dhar ve Kaur, 2011). Hidrofobik

karakterdeki bu spor formlari, makul depolama stabilitesi ve zararli kontrol
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etkinligi saglayan sivi ve toz formiilasyonlar i¢in uygundur (Burges ve Jones,
1998; de Faria ve Wraight, 2007). Hipokreal entomopatojenik funguslarin hava
konidileri (6rn., Metarhizium spp., Beauveria spp., vb.), global olarak ticareti
yapilan tim mikopestisitlerin %70'inden fazlasinin ana aktif maddesini
olusturmaktadir (Faria ve Wraight, 2007). Bu tiir biiylik 6l¢ekli spor iretimi,

agirlikli olarak kat1 substrat fermantasyon islemlerine dayanmaktadir.

Formiilasyon teknolojileri ticari mikopestisitlerin gelistirilmesi i¢in biiyiik
onem tasimaktadir ve c¢ok cesitli secenek ve siiregleri gerektirmektedir.
Formiilasyon; nakliye, tasima ve wuygulamayr kolaylastirarak ticari
“saglamlik/kararlilik” saglamak, oda sicaklig1 raf dmriiniin uzatilmasi, daha tutarl
etkiler i¢in bdcek oldiirlicli aktivitenin arttirilmasi, uygulama sonrasi kaliciligin
tyilestirilmesi, fungal propagiillerin fiziko kimyasal 6zelliklerini degistirmeden
abiyotik cevresel streslere karst koruma saglamasi bakimindan 6nemlidir.
Formiilasyon stratejileri aynt zamanda bir mikoinsektisitin hedef zararl
spektrumunu yeni pazarlara genisletebilir ve belirli eklembacaklilar i¢in farkl
tirlerin zarar yiikkiinii hafifletebilir. Endiistriyel 06l¢ekteki mikoinsektisit
formiilasyonlar genellikle tescillidir ve bu durum {iriinii ortaya koyan
kompozisyon veya bilesenler hakkindaki bilgilerimizi sinirlar. Ticari Beauveria
preparatlar1 daha sofistike, stabil bir preparasyon ic¢in genellikle uyumlu
adjuvanlar, dolgu maddeleri ve diger gerekli katki maddelerini igeren kuru ve sivi
formiilasyonlardan olusmaktadir. Formiilasyon tipi fungal propagiil, uygulama
stratejisi ve hedef zararli davranigi ve yasam alani tarafindan yonetilmektedir.
Ucuz ve biyolojik olarak pargalanabilen dogal formiilasyon bilesenlerine duyulan
ithtiyag, iirliniin nihai maliyeti ve cevresel kaygilar1 giderecek nitelikte olmalidir.
Yiritilen bu tez calismasinda entomopatojen fungus B. bassiana’nin kitle
tiretiminde bu bakimdan piring kullanilmistir. Arastirmada piring ¢esitleri Kitle
iiretim bakimindan oldukg¢a genis bir farklilik gostermistir. En yiliksek canlilik
4,7x10" konidi/g degeriyle Osmancik-97 ¢esidinde Ol¢iilmiistiir ve aragtirmanin
sonraki boliimiinde konu alman WP formiilasyonlarin gelistirilmesinde
kullanilmistir. Ulagilabilen literatiir kaynaklar1 pirincin WP formiilasyonlarin
gelistilmesinde olduk¢a yaygin bir sekilde kullanildigini ortaya koymaktadir
(Cherry ve Snelgrove, 1999; Mar ve Lumyong, 2012). Bu ¢alismalarda elde edilen

kitle iiretim potansiyeli degerlerinin genel olarak 10° konidi/g oldugu
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goriilmektedir (Camara vd., 2022; Gandarilla-Pacheco vd., 2013; Villalba vd.,
2009). Calismamizda ise 7 cesit 10** konidi/g, 5 ¢esit ise 10" konidi/g spor
verimlilikleriyle bu degerlerin 10 ve 100 kat {iistiinde canlilik sergilemistir.
Buradan ¢ikan sonug piring gesitlerinin spor verimlilikleri bakimindan genis bir

cesitlilige sahip olduklaridir.

Beauveria  bassiana’nin  biyoformiilasyonuna  donik  yiiriitiilen
calismalarimizda talk katkili formiilasyonun kil katkili formiilasyonlara gore daha
stabil ve canlilik olarak daha yiiksek degerler verdigi belirlenmistir. Oyle ki talk
katkili formiilasyonda canlilik ilk 6 ay boyunca oldukga stabil kalmis, 9. ayda
canlilik 2,9x10'”dan 1,7x10" gerilemis ve 12. ay1 1,3x10" konidi/g olarak
tamamlamigtir. Kil katkili formiilasyonlarda ise canliligin 6. aya kadar ¢cok hizli
azaldig1 ve 6. aydan sonra biraz daha stabil kaldig: saptanmistir. Kil katkili
formiilasyon TNAPE-3 2,9x10%*dan birinci yilin sonunda 1x10'%a, TNAPE-2 ise
2,6x10"%dan  0,4x10° konidi/g’a gerilemistir. Bu sonuglar secilen kil
formiilasyonunun bile canliligin korunmasinda rol oynadigini gostermektedir.
Bunun yaninda yiiriitiillen arastirmalarin biiyiik bolimii canliligin korunmasinda
talk katkili formiilasyonlar1 kil katkili formiilasyonlara goére daha basarili
bulmaktadir (Bora vd., 2004). Yiriitilen bu arastirmanin sonuglari da bu
paraleldedir. Yiriitiilen bu arastirmalarda formiilasyonlarin genel olarak canlilig1
10° cfu/g baslangi¢c canliligina sahip oldugu ve bunun genel olarak 6 ay
korundugu bildirilmektedir (Purnima vd., 2013). Yiiriitiilen bu tez galismasinda
gerek baslangic canliliginin yiiksek, gerekse de bunun bir y1l korunmasi sonuglari
bakimindan bu arastirmayi degerli ve umut verici kilmaktadir. Arastirmanin iki
yillik sonuglarinin benzer canlilik ve raf omrii degerlerini vermesi durumunda,
elde edilecek bu verilerin sanayinin de ilgi kapsaminda olacagi degerlendirmesi

yapilmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Entomopatojen funguslarin ge¢misten giiniimiize tiim biyolojik savas
stratejileri igerisinde yer almasi istenmis ve IPM stratejilerinin ayrilmaz bir
pargast olarak degerlendirilmistir. Ancak arastirma sonug¢ ve teknolojilerinin
paylasimi ticari kaygilar nedeniyle sakli veya sinirli kalmaktadir. Arastirmalar
Beauveria izolatlarinin patogenez ve virulensliginin in vivo toksikojenik
metabolitlerin iiretilmesi, kiitikiil ayristiric1 ve antioksidan enzimler ve konukgu
icindeki aktif vejetatif gelisim yetenegi ile iligkili oldugunu gostermistir. Etmenin
bir entomopatojen olarak insan sagligi i¢in sifir veya minimum tehdit olusturmasi
ve genellikle hedef olmayan organizmalar icin zararsiz olmasi c¢evre agisindan
giivenli bir biyokontrol ajani olarak kabul edilmesini beraberinde getirmektedir.
Cogu fungal formiilasyonlar aktif madde olarak hava konidisi (aseksiiel sporlar)
igerir ve tipik olarak kati substrat fermantasyonu yoluyla tretilir (Dhar ve Kaur,
2011). Hidrofobik karakterdeki bu spor formlari sahip olduklari teknolojik tiretim
protokolleriyle hala yiiksek depolama stabilitesi ve zararli kontrol etkinligi
saglayan sivi ve toz formiilasyonlar i¢in uygundur (Burges ve Jones, 1998; Faria
ve Wraight, 2007).

Yiiriitilen  bu arastirma  sonrasinda elde edilen  veriler
biyoformiilasyonlarin iilkemizdeki gelecegi i¢in umut vardir. Entomopatojen B.
bassiana AgB.20-02 i¢in en iyi yetistirme substrati ve kitle {iretim potansiyeli
belirlenmis ve etmenin en iyi sonu¢ veren talk katkili formiilasyonu yaninda 2
farkli kil formiilasyonu daha gelistirilmis ve bu formiilasyonlarda saglanan basari
birinci yilin sonunda olduk¢a umutvar bulunmustur. Bu basarinin yeniden
kurulacak ve iki yil siirecek denemelerle konfirme edilmesi sonrasinda elde
edilecek ekonomik ve ulusal kazanimlar; ithalat ihtiyacim1 durdurma, iiretim
maliyetlerini ve giderlerini diisiirme, {riin kalite ve standartlarini yiikseltme,
tirtinde ve iiretim yontemlerinde yenilik gelistirme, yeni iirline yonelik arastirma,
ithrag edilebilecek iiriin gelistirilmesi, mevcut iirlin kalite yiikseltilmesi, verimliligi
arttiran yeni Uriin / siire¢ gelistirilmesi, yeni teknoloji gelistirme, yeni teknolojinin
tilke kosullarina uyarlanmasi seklinde olmasi ve bu karakteristikleriyle sanayinin

ilgisini cekmesi beklenmektedir.
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