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OZET

Beauveria Bassiana’mn CANLILIGI UZERINE SAKLAMA
YONTEMLERININ ETKISi

YUKSEK LiSANS TEZi
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BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
BITKi KORUMA ANABILIiM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. MEHMET ERHAN GORE)

BOLU, TEMMUZ - 2023
X1 + 36

Diinyada genis bir ekolojide yasayabilen ve tarim zararlilarma karsi en
yaygin kullanilan entomopatojen funguslardan biri olan Beauveria bassiana,
iizerinde en ¢ok arastirma yapilan organizmalardan biridir. Bilimsel ¢alismalarda
kiiltiir stoklarma kolayca ulasabilmek ve organizmanin 6zelliklerini uzun siire
bozulmadan muhafaza edebilmek i¢in uygun saklama yontemleri gelistirilmistir.
Bu amagla gelistirilmis bir¢ok saklama yontemi bulunmakla birlikte fungal
organizmaya gore tercihler farklilik gosterebilmektedir. Bu nedenle organizmanin
ozelliklerini saghkli bir sekilde koruyan saklama yontemlerine ihtiyag
bulunmaktadir. Bu ¢alismada, %15 DMSO-dondurma, %15 gliserol-dondurma ve
alt kiiltiirleme ile 1 yillik korumanin sporlarm biiylimesi, iiretimi ve canlilig1 ile iki
B. bassiana izolatinin makro ve mikro morfolojisi tizerindeki etkisi
degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, alt kiiltiirlemenin B. bassiana izolatlarinin
saglikli muhafazas1 i¢in basit ve uygulanabilir bir yontem oldugunu ortaya
koymustur. Ancak bu yontemin yiiksek kontaminasyon riski, yiiksek is glicii
gereksinimi, yiiksek tiiketim ve maliyet, ¢ok sayida kiiltiiriin saklanmasi
durumunda zaman kayb1 nedeniyle kullanilmasi miimkiin goriinmemektedir. Bu
durumlarda B. bassiana'nin en saglikli sekilde -135°C'de %35 gliserol igeren ultra
derin dondurucuda saklanabilecegi belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Entomopatojen funguslar (EPF), Beauveria
Bassiana, Biyolojik Kontrol Ajani, Saklama Kosullari, Canlilik



ABSTRACT

EFFECT OF PRESERVATION METHODS ON VIABILITY OF
BEAUVERIA BASSIANA
MSC THESIS
ASIYE CENDEK
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
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X1 + 36

Beauveria bassiana, which can live in a wide ecology in the world and is one of the
most widely used entomopathogenic fungi against agricultural pests, is one of the
most researched organisms. In scientific studies, appropriate storage methods are
developed in order to easily access the culture stocks and to preserve the fungal
properties for long periods without deterioration. Although there are many storage
methods developed for this purpose, they may vary according to the fungal
organism. For this reason, there is a need for storage methods that preserve the
characteristics of the organism in a healthy way. In this study, we evaluated the
effect of 1-year preservation by 15% DMSO-freezing, 15% glycerol-freezing and
subculturing on the growth, production and viability of spores and macro and micro
morphology of two isolates of B. bassiana. The obtained data revealed that
subculturing is a simple and applicable method for the healthy preservation of B.
bassiana isolates. However, it does not seem possible to use this method due to the
high risk of contamination, high labor requirement, high consumption and cost, and
loss of time in case of storing a large number of cultures. In these cases, it has been
determined that B. bassiana can be stored in the ultra-deep freezer at 35% glycerol
at -135°C in the healthiest way.

KEYWORDS: Entomopathogenic fungi (EPF), Beauveria Bassiana, Biological
Control Agent, Preservation Methods, Viability
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1. GIRIS

Insan beslenmesinde bitkisel kaynakli iiriinler gecmisten giiniimiize
onemini korumaktadir. Bu iiriinlerin diinyada artan insan niifusuna yetebilmesi
amactyla, tarimda iriin kalitesini ve verimliligini artirmak igin ¢esitli liretim
yontemleri kullanilmaktadir. Uriin kayiplarini en aza indirmek ve zararlilara karsi
miicadele etmek i¢inde bircok yontem etkin bir sekilde uygulanilmaktadir. Tarim
iirtinlerinde zararhlar arasinda birgok bdcek tiirii vardir. Tarimsal zararl boceklere
kars1 ¢ogunlukla kimyasal miicadele yOntemi kullanilir. Kimyasallar kolay
uygulanabilmesi ve ¢abuk etki gdstermesinden dolayi sikga tercih edilir. Ancak bu
yontem maliyetli, insan ve ¢evre sagligina zararhdir, asir1 doz kullanimi zararh da
direncin artmasma neden olurken {irlin iizerinde de ciddi kalint1 problemi
olusturmaktadir (Delen vd., 2005; Aroiee vd., 2005). Kimyasal miicadeleye kars1
insan ve cevre saghigina zarar vermeyen, doga ile uyumlu alternatif miicadele
yontemlerine yonelim gilin  gectikce artmaktadir.  Alternatif miicadele
yontemlerinden biri de biyolojik miicadeledir. Biyolojik miicadele de predatorler,
parazitoidler ve entomopatojen mikroorganizmalar (funguslar, bakteriler, viriisler,

nematotlar, protozoalar vb.) kullanilir (Kilinger vd., 2010 ).

Biyolojik miicadele de entomopatojen funguslarin i¢inde yer aldigi
funguslar, hem egeyli hem eseysiz iireyebilen, spor iireten, hifli bir yapiya sahip,
klorofil tasimayan bu ylizden disardan beslenmeye ihtiyaci olan Okaryotik
organizmalardir (Alexopoulos vd. 1996). Funguslar ile ilgili ilk bilimsel ¢alismalar
250 yi1l dncesine dayanmaktadir. Hawksworth (1991)’a gore yaklasik olarak 1.5
milyon fungus tiiri vardir ve bu tiirlerden 700 den fazlas1 entomopatojen fungus

olarak tanimlanmistir (Roy vd., 2006; Sandhu vd., 2012; Yiiksel vd., 2017).

Boceklerde patojenik etki gosteren ve Oliimiine sebep olan funguslara
entomopatojen fungus (EPF) denir. Funguslar ayn1 zamanda bitkide hastalik yapan
etmenlere karsi da yaygm olarak kullanilmaktadir. Uygun sartlar olustugunda
konukgusunu kolayca enfekte edebilmesi, memeliler iizerinde olumsuz etkilerinin
giinlimiize kadar yapilan ¢aligmalarda saptanmamis olmasi, bocek direncine neden
olmamasi, ¢evrede uzun siireler kalabilmesi, ucuz ve uygulamasi kolay olabilmesi
sebebiyle 6nemli biyolojik miicadele ajanlarindan biridir (Demirci vd., 2011).

Entomopatojenik funguslar ozellikle Beauveria bassiana, B. brongniartii,



Metarhizium anisopliae, Paecilomyces fumosoroseus, P. farinosus ve Lecanicillium
lecanii, boceklerin ticari biyokontrol ajanlari olarak artan ilgi goérmektedir
(Jaronski, 2007). Bu tiirlerin i¢inde Beauveria bassiana biyokontrol amagli ilk ve

en ¢ok kullanilan entomopatojenik funguslar arasindadir (Sandhu vd., 2012).

Sekil 1.1. Beauveria bassiana

Entomopatojen fungus populasyonlarmin belirlenmesi, koleksiyonlarinin
olusturulmasi, uzun yillar boyunca muhafazasinin saglanmasi biyoteknoloji ve
tarimsal arastirmalari devamliligi i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir. EPF stoklarinin
uzun siire saglikli  kosullarda depolanabilmesi yapilacak arastirmalari
destekleyecek fungal kiiltiirlerin erisimi kolaylasacaktir. Funguslarin korunmasi
icin ¢ok sayida yontem bulunmustur, ancak tek bir koruma yontemi tiim fungal
tiirlerinin korunmasi i¢in ¢ogunlukla yeterli olamamaktadir (Ryan vd., 2000). Bu
amacla fungal kiiltlirlerinin zamanla canliligini, morfolojik, fizyolojik ve genetik
biitiinliiglini ilk giin ki gibi stabil koruyabilecek depolama yontemlerine ihtiyag

bulunmaktadir (Oliveira vd., 2011).

Beauveria bassiana i¢in ¢cok sayida farkli saklama yontemleri test edilmesine
ve gelistirilmesine ragmen, bazi koruma yontemlerinin 6zel ekipman gerektirmesi

ve pahali olmasi, bazi yontemlerin karmasiklig1 ve bazi yontemlerin ise fungal



ozelliklerini tam yansitmamasi fungusa 6zgii yiiksek oranda koruma saglayan yeni

bir protokoliin gelistirilmesi gerektigini diisiindiirmektedir (Oliveira vd., 2011).

Diinyada ve iilkemizde entomopatojen funguslar icerisinde Beauveria
bassiana hakkinda tarimda Onemli kayiplara sebep olan bocek zararhlari
miicadelesinde biyokontrol ajan1 olarak etkinligine yOnelik c¢aligmalar
yapilmaktadir (Dembilio vd., 2010; Ying ve Feng, 2004; Dannon vd., 2020; Kilig
ve Yildirim, 2008; Derya vd., 2020). Topraktan ve bocekten izole yontemleri
arastirilmaktadir (Kirigik, 2021). Ancak fungusun uzun siireler canliligini
koruyarak saklanmasina yonelik ¢alismalar yetersiz kalmaktadir. Bu ¢alisma ile

saklama yontemlerine bir katki saglanmas1 amacglanmastir.

Bu ¢alismanin amaci, Beauveria bassiana izolatlarmin gliserol ve DMSO
(dimetil silfoksit) igerisinde 3 farkli sicaklikta (-20, -86, -135°C) dondurma
yontemi ile her ay PDA da alt kiiltiirleme yapilarak 1 yillik saklamadan sonra
kolonilerin canlilik Ol¢timii, konidi tiretimi, spor canliligi, mikro ve makro

karakterizasyonu degisikliklerinin belirlenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beauveria Bassiana Hakkinda Genel Bilgiler

Beauveria Bassiana’nin bilimsel siniflandirmadaki yeri:
Alem: Fungi

B6lim: Ascomycota

Smif: Sordariomycetes

Takim: Hyporcreales

Familya: Cordycipitaceae

Cins: Beauveria

Tir: Beauveria Bassiana

Diinyada yaygim olarak bulunan Beauveria bassiana, Deuteromycetes
smifindan olan entomopatojenik bir fungusdur. Dogal olarak boceklerden ve toprak
orneklerinden kolaylikla izole edilmektedir. In vitro kosullarda petrilerin tizeri
kreme yakim, plakalarin arkasi turuncuya yakin renktedir. Toprakta 5-38°C
arasinda, en iyi 23-28°C sicaklik araliklarinda sporlar1 iireyebilir, %92-100 bagil

nem araliginda ¢imlenebilir (Zimmermann, 2007 ).

Konidi yoluyla ¢ogalan Beauveria bassiana konukgular1 tizerinde beyaz
muskardin hastaligina sebep olmaktadir. Fungusun sporlar1 bocegin {ist deri
tabakasina yapisarak ¢imlenir. Apressorium sonrasinda penetrasyon g¢ivisi
olusturarak tist deriye bask1 uygular. Konukcunun (st derisinden viicudunun igine
dogru hizla biiyiir. Bu mekanik baskida etmenin enzimleri de dnemli rol oynar.
Proteazlar, kitinazlar ve lipazlar gibi ¢esitli enzimler ve toksinler salgilayarak ve
bdcegin besinlerini kurutarak hizla ¢ogalir. Konukg¢usunun derisini ve tiim yiizeyini
beyaz bir toz tabakasi ile kaplar. Konuk¢usunun 6lmesiyle birlikte nemli kosullar
altinda fungus konukg¢usunun vucudundan disar1 ¢ikar ve kadavranin dis yiizeyinde
konidi tiretir. Bu beyaz toz tabakasi, icerisinde barindirdig: sporlarla diger bocekleri
enfekte etmek icin blylk gorev Ustlenir. Beauveria bassiana konukcusunu enfekte
etmesi i¢in sadece temas yeterlidir. Diger bakteriyel ve viral patojenler gibi

konukgusunun kendisini yemesine ihtiya¢c duymaz (Ocak vd., 2007). Enfekte ettigi



tarim zararlisi bocek tiirlerinden bazilar1 coleoptera, orthoptera, hymenoptera,

homoptera ve lepidoptera turleridir (Fargues vd., 1997).

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 bdcekleri iizerinde beyaz pamuksu tabakalar
olusturan pebrine hastaligina neden oldugu saptanmistir. Daha sonra fungusun
beyaz bir toz ile kapli olan 6lii boceklerdeki goriintiisii, beyaz muskardin hastaligi
olarak adlandirilmistir (Mascarin, G. M. & Jaronski, S. T., 2016). Beauveria
bassiana ik tanimlandig1 tarihten gliniimiize zararli boceklerle miicadelede

biyolojik kontrol ajan1 olarak kullanilmaktadir (Zimmermann, 2007).

Diinyada hem 1liman hem tropikal bdlgelerde genis yayilim gosterir ve
cinsinin en yaygm tiiriidiir. 707’e yakin zararli bocege karsi patojenik etkiye
sahiptir. Hem saha kosullarinda hem in vitro kosullarda beyazsinek, ekinbiti, ve
yaprakbiti gibi ¢ok sayida zararlhiya karsi kontrol ajani olarak kullanilir. Tiirline
Ozgiildiir bu yiizden hedef olmayan mikroorganizmalara karsi patojenik etki
gostermemektedir (Saenz-de-Cabezon Irigaray vd., 2003; Ocak vd., 2007;

Zimmermann, 2007).

Konukgularina karsi beauvericin, bassianolide, isarolides ve beauverolides
toksik maddeleri Grettigi bilinmektedir (Sandhu vd., 2012). Kiiltiirde yada 1liman
kosullarda ¢ok fazla sayida eseysiz sporlar Ureterek konukcusuna kolayca niifuz
etmekte ve bu sporlar riizgar veya yagmur ile ¢cok genis alanlara taginmakta, genis
alanlarda daha fazla konukgusuyla etkilesim haline girerek onlarda patojenik etki

olusturmaktadir (Deacon, 1983).

2.2. Entomopatojen Fungus Koleksiyonlar: icin Saklama
Yontemleri

Fungal izolatlarin muhafazasi i¢in bir¢ok yontem gelistirilmistir. Gallo ve

ark. (2008)’ e gore saklama yontemleri 2 grupta degerlendirilebilir.

1. Funguslarin metabolizma faaliyetlerinin devam etmesine izin veren,

2. Metabolizma faaliyetlerini durdurmasina gore smiflandirilabilir.



Funguslarin metabolizma faaliyetlerinin devam etmesini saglayan
yontemler igerisinde saf suda koruma (Burdsall, 1994), besiyerinde alt kiiltiirleme
(Smith ve Onions, 1994), 5-8 derecelerde soguk saklama ve -20°C'de derin
dondurma vardir. Steril suda saklamak bir¢ok fungus tiiriiniin muhafazasinda kolay
ve ucuz bir yontem olarak goriinse de, fungus sporlarinin canliligini ve
morfolojisini kaybetmeden siirdiirebilmesi i¢in bagka depolama yodntemleriyle
desteklenmelidir (Borman vd., 2006). Alt kiiltiirleme funguslarin korunmasi i¢in
basit ve az say1 da kiiltiir i¢in kolay bir islemdir. Cok sayida kiiltiiriin saklanmasi1
durumunda zaman alic1, kontaminasyon riski fazla ve fungusun mutasyona ugruma

durumu vardir (Homolka vd., 2007).

Fungus metobolizma faaliyetlerini durdurmada kullanilan ydntemler -
70°C'de kurutma, silika jel (Ryan vd., 2001), liyofilizasyon (Morgan vd., 2006),
stvi nitrojen (Webb vd., 2018) veya kriyojenik dondurucu boncuklar yoluyla
(Lakshmana vd., 2018) koruma kullanilabilir (Oliveira vd., 2011). Liyofilizasyon
(dondurarak kurutma) ve kriyoprezervasyon (criyo tiip, sivi nitrojende depolama)
ilk olarak 1960’larda tanitilmis ve Hwang (1960) tarafindan kaydedilmistir.
Kullanimlar1 pek ¢ok laboratuvarda yayginlagsmistir. Cogu fungus i¢in en ¢ok tercih
edilen uzun sireli saklama yontemleridir (Smith ve Ryan, 2004). Bu yéntemler
funguslarda olusabilecek yapisal hasar olasiligini en aza indiren yontemler olsa bile
(Borman vd., 2006); liyofilizasyon sporsuz kiiltiirler i¢in uygulanabilir degildir.
Kriyoprezervasyon; Canli hiicreler agir1 donma ve ¢dziinmeden zarar gérmemesi
icin kimyasal kriyoprotektanlar kullanilir. Gliserol, trehaloz veya DMSO (dimetil
stilfoksit) gibi uygun bir kriyoprotektan varliginda kontrollii sogutmay1 igerir
(Nakasone vd., 2004). Kriyoprotektanlarla kontrollii sogutma mikroorganizmalar
icin en glivenli yontemlerden biri olmasina ragmen belli araliklarla kaba, sivi
nitrojen verilmesini gerektirir (Hwang vd., 1976). Bu teknikler maliyetli
olmasindan dolay1 pek tercih edilmeyebilir (Nakasone vd., 2004). Asagidaki

tabloda diger saklama yontemlerinin avantaj ve dezavantajlar1 verilmistir.



Tablo 2.1. Saklama yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari (Humber, R. A.,

2012).

SAKLAMA
YONTEMI

AVANTAJLARI

DEZAVANTAJLARI

Saklama Sicakhgr > 0°C ( oda sicakhgi yada buzdolabinda)

Seri aktarim

Teknolojik olarak basit
Fenotipin strekli

Fenotipik karakterler
degisebilir Siirekli malzeme,

(4°C'de izlenmesini saglar is¢ilik ihtiyact
saklama)
Ucuz, teknolojik olarak basit | Yogun yer kaplar; tiipler dik
Mineral yag olmalhdir

Kontaminantlar izleme

yapilmahdir

icin

Damitilmis su

Ucuz, teknolojik olarak basit
Kiiciik siseler kullaniliyorsa

Su seviyelerini kontrol etmeli
ve muhafaza etmelidir

duraganlhigi cok az alana ihtiyag duyar Kontaminantlar igin izlenmesi
gerekir
Bircok fungus igin standart | Ekipman igin ilk masraf
yontemler blyuktur
Liyofilize Kurutulmus kiiltiirler | Ampuller buzdolabinda
(dondurularak | kolayca saklanir saklanmalidir
kurutma) Oda sicakliginda | Baz1 funguslar igin uygun
saklanabilir degildir.

(ama 4C'de daha iyi)

Standart veya ultra soguk elektrikli (mekanik) dondurucularda < 0 °C'de

saklama
Ucuz, teknolojik olarak basit | Uzun vadeli basar1 vidali
Standart cihaz tipi | kapagin giivenligine baghdir
Silika jel (-20 | dondurucu kullanir Elektrik kesintileri sirasinda
°C'de) Kiiltiir bagina birden fazla | kayiplara maruz kalr
tiip depolama zorunlulugu
yoktur
-20 °Cde vyada oda
sicakliginda saklanabilir
Ucuz ve kolaylikla temin | Onerilmez (silika jel veya
edilebilir filtre  kagidi  tzerindeki
Standart kllturler haric)
dondurucu ( -20 Elektrik kesintileri sirasinda
°C) kayiplara maruz kalir
Kullanigh, birgok | Buz kristalleri, kriyoviallerin
laboratuvarda yaygin olarak | islenmesine  bagli  olarak
Ultra soguk bulunur olusabilir ve biiyiiyebilir

dondurucu (-80
yada -120°C)

S1vi N2 olmadan uzun sireli
depolama
Yaklasik tim Kkiiltiirli (ve
kalturstiz) funguslar igin
uygundur

Elektrik kesintileri sirasinda
kayiplara tabidir

Sivi  nitrojen  yedeklemesi
siddetle tavsiye edilir

Sivi nitrojen (LN:) dondurucularinda (dewars) < -120 C'de saklama




Buhar fazi ( -
120 ila -196°C)

Essiz depolama siiresi

Uzun vadeli uygulanabilirlik
maksimize edilir
Tim kiiltiirlenmis
kiiltiirlenmemis)
tlrleri saklanabilir
LN: kaynagi flakon igerigini
kontamine edemez

(veya
fumgus

Yiiksek baslangic ve devam
eden maliyetler

Uygun fiyathh LN:'ye surekli
erigim gereklidir

Sicaklik stabilitesi, dewar
tasarimma ve depolama raf
sistemine baghdir

LN: seviyelerini surekli olarak

izlemeli ve surdirmelidir
Kesintisiz elektrik hizmetine
bagli olarak otomatik LN

Cozilindiigiinde flakonlarin
patlama riski yoktur

seviye kontroli ve ikmali
gerekli
Daldirildiginda sicaklik | LN2'nin kriyoviallere
sabittir sizmasina kars1 garanti yok
Depolama sirasinda buz | Flakon icerigi LN: sizintist ile
LN.'ye kristali ~ olusumu  olas1 | kontamine olabilir
daldiridlmisg ( - | degildir Sizan LN iceren flakonlar
196 °C) Azot seviyelerinin izlenmesi | ¢oziildiiglinde patlayabilir

en aza indirilir

LN dewarda kaldig: siirece
elektrik kesintilerinden
etkilenmez

2.3. Literatur Ozetleri

Ayala-Zermefio vd., (2017), bu ¢alismada, Beauveria bassiana, Metarhizium
acridum, Metarhizium anisopliae, Metarhizium rileyi, Isaria javanica, Hirsutella
thompsonii, Hirsutella citriformis ve Lecanicillium lecanii tiirleri mineral yag
(MO), steril suda saklama (SW), silika jel (SG), liyofilizasyon (L), -70 °C'de ultra
derin dondurucu ve -196 °C'de kriyoprezervasyon saklama yontemleri
kullanilmistir. Fungus konidilerinin yasabilirligi safligi konidi {iretimi ve
12 ve 24 korunmasi

kiiltiirlerin  morfolojik  6zelliklerinin 6, aylarda

degerlendirilmistir. ~ Genetik stabilite, 24 ayda c¢ogaltilmis par¢a uzunlugu
polimorfizmi (AFLP) analizi ile test edilmistir. Test edilen sekiz EPF tiiriinden UgU
SW'de, besi MO ve L'de, altis1 -70 °C'de, yedisi SG'de ve sekizi -196 °C'de canli
kalmistir. -196 °C'de kriyoprezervasyon, -70°C'de derin dondurma, liyofilizasyon
ve silika jel, entomopatojen fungus tiiriiniin korunmasi i¢in en etkili saklama
yontemi olmustur. Beauveria bassiana, Metarhizium acridum, Metarhizium

anisopliae, Isaria javanica ve Metarhizium rileyi izolatlar1 degerlendirilen tiim



yontemlerle stabil kalirken, Hirsutella thompsonii, Hirsutella citriformis ve
Lecanicillium lecanii daha az uyumlu oldugu bulunmustur. Bu funguslarin konidi

canliligin1 koruyacak farkli saklama yontemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir.

Toegel vd., (2010), vyaptigi c¢alismada, Beauveria basssiana gibi
entomopatojenik fungus olan Beauveria brongniartii ve Metarhizium anisopliae
liyofilizasyon islemi yapilarak konidyumlar1 ve biyokiitleleri iizerinde etkisi
degerlendirilmistir. Beauveria brongniarti ve Metarhizium anisopliae’nin
konidiler1 yliksek derecede dondurmaya kars1 6nemli derece hassasiyet gosterirken,
Metarhizium anisopliae kurutma islemine kars1 hassasiyet gostermistir.
Liyofilizasyon isleminden sonra konidilerin hayatta kalmasi ilizerinde etkisini
degerlendirmek amaciyla farkli formulasyonlarin sagladigi stabilite arastirilmstir.
Kriyoprotektan olarak kullanilan friiktoz, glikoz ve sakarozun funguslarin
konidlerinin yasabilirligini artirdig1 gozlenmistir. Ayrica friikktoz ile dekstran 4 ‘un
kombinasyonu, fungus biyokiitlesine iyi fiziksel ozellikler vererek islenmesini
kolaylastirmistir. Beauveria brongniartii’nin izolatlar1 -70 °C'deki ultra
dondurmada 24 ay sonrasinda canli kalmais, iyi biiylime ve sporlama gdstermistir.

Ancak Metarhizium anisopliae -70°C’de 6 ay sonra canliligin1 kaybetmistir.

Japonya’da Kitamoto ve Suzuki (2002), yapmis olduklar1 calismada Oomycota,
Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota ve mitosporik misetler dahil olmak
Uzere 66 fungus stok Kkultirinin dusik sicakliklarda ve sivi nitrojende
dondurularak konidi canlilik testlerine tabi tutulmustur. Bu ¢alismada kiiltiirler , -
85°C'de %10 gliserol iceren talas besiyerinde 20 ay siire ile basarili bi sekilde
muhafaza edilmistir. Gliseroliin etilen glikolden daha etkili bir kriyoprotektan
oldugu ve bir kriyoprotektan kullanilan talas dondurma yonteminin, agar diskleri
kullanilan diger dondurma yontemlerine gore en uygun yontemlerden biri oldugu
sonucuna varilmistir. %10 gliserol igeren talas ortaminin, kriyoprezervasyon

yonteminde en iyi sonucu verebilecegini bildirilmislerdir.

Sandhu (1993), yapmis oldugu c¢alismada, Beauveria bassianamm formiile
edilmemis konidileri bes farkli sicaklikta (0, 10, 20, 30 ve 40°C) alt1 farkl: bagil
nemde (RH) (0, 33, 53, 75, 85 ve %98) saklanmistir. Konidi canlilig1 ve nohut kurdu
olarak bilinen Helicoverpa armigera’ nin iiglincii evre lavralarina kars1 virtilans1 24

ay boyunca test edilmistir. Konidi, daha diisiik sicakliklarda (0-20°C) ve daha diisiik



RH seviyelerinde (%0-53 RH) en uzun siire hayatta kalmistir. Daha yiiksek
sicakliklarda (30-40°C) konidi yasamamustir. Sicaklik 30°C'den 0°C'ye
diisiiriildiigiinde, neredeyse tiim bagil nem seviyelerinde konidyumlarin 6mrii
artmistir. Konidi, Helicoverpa armigera'nin Ugilincii evre larvalari i¢in uygun
depolama kosullar1 altinda 24 ay boyunca viriilent olarak kalmistir. Beauveria
bassiana’nin konidileri, daha diisiik sicakliklarda (0-10°C) 24 aylik depolamadan

sonra bile canliligini korudugu tespit etmislerdir.

Brezilya’da Alves ve arkadaslarinin (1996), yapmis oldugu c¢alismada,
depolama sicakliklarinin Beauveria bassiana’nin konidilerinin yasayabilirligi
uzerindeki etkisini analiz etmislerdir. Formiilasyonlarda kullanilan tasiyict
malzemeler arasinda talc (sulu magnezyum silikat), silika jel, toz piring ve misir
nisastas1 kullanilmistir. Formiilasyonlar plastik kaplarda ¢ farkli sicaklik
kosullarinda saklanmistir. Ortam sicaklhigi (15-38 °C), buzdolab1 (6 = 2 °C) ve
dondurucu da (-10 -7 °C). Calismanimn amaci, farkli tasiyict malzemelerle formiile
edilmis Beauveria bassiana’nin canlih@i ve viriilans1 tizerinde uzun siireli
depolamanin etkilerini incelenmesidir. Saklanan konidilerin en yiiksek ¢imlenmesi
icin gerekli olan siire ve saklama kosullanin ¢imlenme hizina etkisi iizere ¢alisma
yuriitiilmiistiir. Ortam sicakliginda saklanan formilasyonlar 1+8 ay sonra canliligini
tamamen yitirmistir. Buzdolabinda saklamanin neden oldugu c¢imlenmedeki
gecikme ve diistik viriilans, B. bassiana konidilerinin uzun siireli saklanmasi i¢in
bu kosullardan kaginilmasi gerektigi disiindiirmiistiir. Beauveria bassiana
konidilerinin canliliginin ve viriilansinin uzun siire maksimum diizeyde korunmas1
icin dondurucuda (- 10 - 7°C) saklanmasi Onerilmistir, canliligin korunmasi en az 7

yil olmak {izere daha uzun siireler boyunca gerceklesmistir.

Beauveria bassiana’nin canlilig1 ve viriilansi, diisiik sicaklikta uzun siireli
depolamadan sonra degerlendirildigi baska bir ¢caligmada, fungus daha onceden
pisirilmis piringte tiretilmis ve %15.5 nem igeren saf konidi -7 + 1 °C'de bir
dondurucuda saklanmistir. 0, 5, 8, 50, 75 ve 80 aylik depolama sonrasinda PDA
besiyerinde konidi canlilig1 ve Diatraea saccharalis (F.) larvalar1 iizerinde viriilans
testleri yapilmustir. Diatraea saccharalis larvalarma karsi yiiksek viriilans ile

fungus tiim uygulamalarda %100 canliligmi korumustur, bu nedenle dondurucuda
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saklama, saf Beauveria bassiana konidisini en az 80 ay boyunca saklamak i¢in iyi

bir prosediir oldugu kanitlanmistir (Marques vd., 2000).

Faria vd., (1999), yapmis oldugu calismada, aralarinda Beauveria
bassiana’nin da oldugu bazi funguslar (Metarrhizium anisopliae, Nomuraea rileyi,
Paecilomyces farinosus, Paecilomyces fumosoroseus ve Paecilomyces lilacinus)
konidial canliliklar1 degerlendirilmek amacrtyla liyofilizasyon ve siv1 nitrojen i¢inde
muhafaza edilmistir. Kriyoprotektan olarak %10 gliserol kullanilan siv1 nitrojende
saklamada, kiiltiirler 16 ila 84 aya kadar saklanmig ve kiiltiirlerin ¢cimlenme oranlar1
ortalama %13,3’ten daha az diismiistiir. Konidinin liyofilizasyonunda %3 glikoz
ve %3 jelatin karigimi kullanilmistir. 4 °C'de 29 ila 49 aylik saklanan kiiltiirler
icin %41 ila %94 arasinda bir canlilik kayb1 gbzlenmistir. Sonug olarak sivi azotun
ozellikle entomopatojenik funguslarin uzun siireli saklamada canliligin1 korudugu

belirlenmistir.

Pasarell vd., (1992), yapmis oldugu ¢alismada, Beauveria bassiana izolatlari,
-70'C'de patates dekstrose agar (PDA) iizerinde 6 ay ile 13 yil arasinda degisen
stirelerle alt kiiltiirleme yapilmistir. Diisiik sicaklikta depolama kisa ve uzun siireler
tibb1 ve tarimsal agidan 6nemli olan funguslarin birgogunu korumak i¢in uygun bir

yontemdir, ¢iinkii izolatlar metabolik olarak inaktif durumda tutulmaktadir.

Depolama sicakliklarmin ve farkli tasiyicilarin Beauveria bassiana’nin
konidileri tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Sporlar 3 farklh tasiyicida ve 22, 4
ve -20°C de test edilmistir. Calisma, canlilik ylizdesi ve ¢cimlenme Tenebrio molitor
(hedef organizma)’a karsi viriilans degerlerini kapsamistir. Cimlenme degerleri icin
hem tasiyici hemde sicakliklar arasinda biiyiik oOlgiilerde degiskenlik tespit
edilmistir. B. bassiana’nin saklanmasi icin her acidan, Ozellikle her iki diisiik
sicaklikta da tutuldugunda, besleyici tasiyicinin en uygun oldugu bulunmustur.
4°C'de 90 giin siireyle saklanmada ¢imlenme degeri %97.67 olarak gdzlenmistir

(Simkova, J. 2009).

Kore’de Kim vd., (2019), yapmis oldugu ¢alismada, Beauveria bassiana’nin
uzun siireli koruma igin en uygun sartlar1 belirlemek i¢in, fungusun dar1 ve piring
taneleri lizerinde farkli sicakliklarda konidi ¢imlenme degerleri Olcililmiistiir.

Konidi ¢imlenme orani dar1 ve piringte, 37 °C'de 6 aylik saklamadan sonra %50 ila
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%75 oraninda diismiistiir ve 7 aym sonunda tamamen diistii. 4 °C'de ve 25, 30°C
sicakliklarda 24 aya varan siirelerde ¢imlenme orani yiiksek %85 ol¢tilmiistiir. Siire
ve sicaklik ¢imlenme oranini etkilemistir. Bu sonucglara bakilarak 4 ile 30 °C'de

saklanmas1 konidi canliligini ve virtilensini korudugu sonucuna varilmistir.

Sanchez-Pefia vd., (1995), yapilan ¢alismada, 2 farkli Beauveria bassiana
izolatlarinin s1v1 nitrojen ve laboratuvar kosullarinda saklamasinin ardindan duyarl
konukgular1t Pogonomyrmex barbatus iizerinde viriilanst karsilagtirilmistir. 4 yil
boyunca sivi nitrojende tutulmustur. Karincalar konidi siispansiyonlarinda
calkalanip nemli odalarda inkiibe edilmistir. 6. giinlin sonunda karincalar arasinda
O0lim oram karsilagtirilmigtir.  Sivi nitrojende (-196°C) saklama fungusun
viriilensini, 4-25°C'lik bir termal ortamda saklanan diger fungusa kiyasla dnemli

Olciide degismedigi gdzlenmistir.

Friulu vd., (2021), yapmis olduklar1 ¢alismada, Beauveria bassiana izolatlari
Hidroksietil seliiloz steril toz ( HEC) ile dondurulacak kurutulmustur ve konidi
konsantrasyonun stabilitesi degerlendirilmistir. Numuneler 25 = 1°C'de ve %90
bagil nemde karanlik bir baglayicit klima odasi iginde tutulmustur. Beauveria
bassiana biiyiime hiz1 ve konidial konsantrasyon stabilitesi 24 giin boyunca 4 giinde
bir degerlendirilmistir. Rehidrasyon sonrasi etmenin canlilig1 test edilmistir. HEC’
nin Beauveria bassiana igin toksik olmadigi ve kontrol numuneye kiyasla
biliylimesini ve yasayabilirligi gézlemlenmistir. Tiim sonuclar degerlendirildiginde
depolama sonrasinda higbir konidial konsantrasyon kaybi1 goriilmedigi

gbzlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Beuaveria Bassiana izolatlar

Bu c¢alismada Beauveria bassiana'nin 20-01 ve 20-02 kodlu izolatlar1 Bolu

Abant izzet Baysal Universitesi Bitki Koruma béliimii Mikoloji Laboravutar: kiiltir

stoklarindan saglanmstur.

Sekil 3.1. Bilimsel ¢alismalarda kullanilan Beauveria bassiana izolatinin
petri ve mikroskobik gorintisi

3.2. Farkh Saklama Kosullarinin Beauveria Bassiana izolatlariin
Canhihgina Etkileri
Kiiltiir stoklarindan alinan 20-01 ve 20-02 kodlu izolatlar PDA ( 200 g/L
Patates inflizyonu, 15 g/L Agar, 20 g/L seker) ortamina ekilmis ve karanlikta
25+1°C'de 18 giin boyunca inkiibasyona brrakilmistir. Daha sonra gelisen
kulturlerden 6x107 spor/mL’lik spor siispansiyonlari olusturulmus ve bunlar %35
gliserol ve %15 DMSO’de, 2 mL’lik cryo tiipler igerisinde -20, -86 ve -135°C'de 4
tekerrriirlii olacak sekilde saklanmistir. Bunun yaninda 24°C'de fungal kiiltiirlerin
saklanmasinin izolatlar tizerindeki olas1 etkileri kiiltiirlerin PDA ortamina aylk
aktarilmasiyla takip edilmistir. Bu amagla PDA’da gelistirilen 4 haftalik kiiltiirlerin

kenarlarmmdan 10 mm’lik diskler kullanilmastir.
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Sekil 3.2. Beauveria bassiana izolatlarinin farkli saklama kosullarinda
depolanmasi
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3.3. Canhhk Ol¢iimii

Her izolatin canliligi 1 yillik bir depolamadan sonra degerlendirilmistir.
Fungal kiiltirlerin degerlendirilmesi, ilgili islemin cryo tiiplerinde bulunan 3x10’
spor/mL’lik spor siispansiyonundan 2 plL’nin igerisinde PDA bulunan 9 cm
capindaki petri kaplarinin merkezine inokulasyonuyla gerceklestirilmistir. Deneme
4 tekerriirlii olarak gergeklestirilmis ve petriler 18 giin boyunca 25+1°C'de inkibe

edilerek fungal kiiltiirlerin radyal bliylimesi 6l¢tilmiistiir.

3.4. Konidi Uretimi

Her bir izolat tarafindan Gretilen konidi potansiyeli 18 gunlik bir
inkiibasyondan sonra 9. ve 18. giinlerde degerlendirilmistir. Bunun i¢in canlilik
degerlendirilmesinde elde edilen PDA Kkiiltiirlerinden 500 pL sulu bir Tween
80(%0,02, v/v) ¢ozeltisine konidi siispansiyonu alinmis ve sonrasinda Thoma lami

yardimiyla konidi iiretim potansiyeli mL/konidi olarak saptanmustir.

3.5. Sporlarin Canhhgi

Sporlarin canliligi, ¢imlenen konidi yiizdesi belirlenerek Olciilmiistiir.
Islemler 9. ve 18. giin sayimlari igin 2 sefer yapilmistir. Bu amagla, ilgili islemlerin
cryo tiplerinde bulunan 107 spor/mL’lik siispansiyondan 500 pL alinarak 10°
spor/mL igeren spor siispansiyonlar1 olusturulmus ve bunlardan 1 mL alinarak, agar
ortamu (15g/L agar-agar) igeren 9 cm’lik petri kaplarina yayilmistir. 24 saat
boyunca karanalikta 25+1°C'de inkiibasyondan sonra, cimlenme yuizdesi, petri kab1
basina toplam 300 spordan ¢imlenen ve ¢imlenmeyen sporlarin sayist belirlenerek

degerlendirilmistir. Her depolama yontemi i¢in 6l¢iim 4 kez tekrarlanmustir.

3.6. Kolonilerin Makroskobik ve Mikroskobik Karakterizayonu

Kolonilerin makroskobik &zellikleri 18 giinlik bir inklibasyonun sonunda
fungal kiilttirlerin miseliyal dokusu, koloniyal renk ve smir goriiniimii, besiyeri
pigmentasyonu ve ekzudat iiretimi incelenerek ortaya konulmustur. Mikroskobik

karakterizasyon 18 ginlik bir inkibasyonun sonunda kiltdrlerin laktofenol
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mavisiyle boyanmasi sonrasinda Zeiss Primostar 3 model mikroskop altinda

yapilan incelemelerle belirlenmistir.

3.7. Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesi

Tesadlf parselleri deneme desenine gore 4 tekerrirli olarak ydratilen
denemelerde, elde edilen veriler, SAS programiyla varyans analizine tabi tutulmus
(SAS Enstitlisii, Cary, NC, ABD), ortalamalarin karsilatirilmasinda Duncan
(DMRT) testi kullanilmstir (p<0,05).

Sekil 3.3. Elde edilen sonuglarin yazilmasi
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4. BULGULAR

Bu tez c¢alismasinda, Beuaveria bassiana izolatlarmin laboratuvar
kosullarinda uzun siireli saklamanin gerekli oldugu durumlar i¢in en uygun saklama
yonteminin tespiti amaglanmistir. Bir yillik depolamanm ardindan kurulan

denemeler 9. ve 18. giinde yapilan 2 gozlemle degerlendirilmistir.

4.1. Canhlik dl¢iimii Degerlendirmesi

Olgiim sonuglarma bakildiginda 9. giinde Beauveria bassiana 20-01 %15
DMSO -135°C’de, kontrol izolatina kiyasla en yiiksek farkli sonucu vermistir
(59,25 mm). 18. giin 6l¢im sonuglarmma bakildiginda da benzer bir sonug ile en
yiiksek degeri verdigi gozlenmistir (67,75 mm). 9. guniin 6lciminde Beauveria
bassiana 20-02 %35 gliserol (-135 °C) tiim izolatlarm iginde en diisiik sonuglar1
verirken (47,75 mm), son dlgiimde kontrol izolatlarinin iistiinde bir degere ulastigi

saptanmustir. (59,25 mm).

Tim islemlerde 6lciilen radyal koloni ¢cap1 degerleri son dl¢timde/18. glinde
kontrol grubuna gore daha yliksek seyretmistir

Tablo 4.1. Beauveria bassiana izolatlarmin 9. giinde canlilik 6l¢iimii
degerleri

Canhhk Ol¢iimii (mm)
%35 Gliserol %15 DMSO
islem Beauveria Beauveria Beauveria bassiana Beauveria
bassiana 20-01 | bassiana 20-02 20-01 bassiana 20-02
-135°C 55,752 45,752 59,252 45,00°
-86°C 49,50° 46,50° 51,00° 48,00°
-20°C 52,75%° 48,50° 51,00° 49,00°
24°C 49,25° 46,75° 49,25° 46,75°

*Bir sttlinda yer alan ayni harfle gosterilen ortalama degerler, istatistiksel olarak birbirinden
farkh degildir (p<0,05) (SAS Institute, Cary, NC, ABD).
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Tablo 4.2. Beauveria bassiana izolatlarinin 18. giinde canlilik 6l¢imii

degerleri
Canlilik Ol¢iimii (mm)
. %35 Gliserol %15 DMSO
Islem Beauveria Beauveria Beauveria bassiana Beauveria
bassiana 20-01 bassiana 20-02 20-01 bassiana 20-02
-135°C 66,50° 59,25° 67,75° 59,00°
-86°C 64,25° 59,75° 66,75° 60,50°
-20°C 62,50° 56,00° 62,75° 60,00°
24°C 57,00° 56,50° 57,00° 56,50°

Sekil 4.1. Petri kaplarinda bulunun B. bassiana izolatlarinin canlilik

Olctimdi

4.2. Konidi Uretimi Degerlendirmesi

Konidi Uretiminde, 9. gunin 6lciiminde Beauveria bassiana 20-02 %35

gliserol (-86 °C) diger izolatlara gore en yiiksek degeri verirken (7,05x10°
spor/mL), Beauveria bassiana 20-01 %15 DMSO (-86°C) ise kontrol grubunun da
dahil oldugu tiim islemlerde en diisiik degeri vermistir (1,80x10° spor/mL). B.
bassiana 20-01 %35 gliserol ile 20-02 %15 DMSO ise -135°C’de benzer sonuglar

vermistir.
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18. giiniin 6l¢lim sonuglarma gore ise, B. bassiana 20-01 ve 20-02 -20°C’de
%35 gliserol ve %15 DMSO’da en yiiksek degerleri vermis (1,3 X 107 spor/mL).
Onu -135 ve 24°C islemleri takip etmistir.

Tablo 4.3. Beauveria bassiana izolatlarinin 9. giinde konidi tiretimi degerleri

Konidi Uretimi (10° spor/mL)

%35 Gliserol %15 DMSO
Islem Beauveria Beauveria Beauveria bassiana Beauveria
bassiana 20-01 | bassiana 20-02 20-01 bassiana 20-02
-135°C 3,92° 3,30° 2,52° 3,40°
-86°C 3,15° 7,052 1,80° 4,02°
-20°C 3,00° 6,70° 2,87% 5,70°
24°C 4,30° 5,40% 4,30° 5,40°

* Bir sutlinda yer alan ayni harfle gosterilen ortalama degerler, istatistiksel olarak birbirinden
farkli degildir (p<0,05) (SAS Institute, Cary, NC, ABD).

Tablo 4.4. Beauveria bassiana izolatlarinmn 18. giinde konidi tiretimi degerleri

Konidi Uretimi (10° spor/mL)

%35 Gliserol %15 DMSO
Islem Beauveria Beauveria Beauveria bassiana Beauveria
bassiana 20-01 bassiana 20-02 20-01 bassiana 20-02
-135°C 4,40P¢ 4,08 5,25° 4,37%°
-86°C 4,80P 3,37¢ 3,80° 3,02°
-20°C 13,08° 11,752 9,27° 4,92°
24°C 3,40° 5,65° 3,40° 5,652

* Bir sGitiinda yer alan ayni harfle gosterilen ortalama degerler, istatistiksel olarak birbirinden farkli
degildir (p<0,05) (SAS Institute, Cary, NC, ABD).

Sekil 4.2. Konidi Uretimi a) 20-01 -135°C gliserol, b) 20-02 -86°C gliserol, c)
20-02 -20°C gliserol
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4.3. Spor Canlih@1 Degerlendirmesi

9. giin 6l¢iim sonuglarma gore B. bassiana 20-01 24°C’de en yiiksek degeri
vermis onu %35 gliserol -135°C islemi takip etmistir (179,50). En diisiik degerler
ise B. bassiana 20-01 %15 DMSO -20°C isleminde 6lgtilmiistiir.

18. giin 6l¢lim sonuglarina spor canlilig1 en yiksek 24°C’de saptanmis, bunu
20-02 %35 gliserol -86°C islemi takip etmistir (106,75). Calismada en en diisiikk
spor canlilig1 20-02 %35 gliserol -20°C isleminde saptanmustir.

9. ve 18. giin 6lglim sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde 24°C’de aylik
aktarmalarda en iyi spor canlilik degerleri elde edilmis, bunu -135°C’de Gliserol ve
DMSO islemleri her iki izolat i¢in verdigi istikrarli ve birbirine yakin degerlerle
takip etmistir. Ancak -86°C’de izolatlarin Gliserol ve DMSO tercihlerinin oldukga

genis bir aralikta degistigi saptanmustir.

Tablo 4.5. Beauveria bassiana izolatlarinin 9. giinde spor canliligi1 degerleri

Spor Canlilig
%35 Gliserol %15 DMSO
islem Beauveria Beauveria Beauveria bassiana Beauveria
bassiana 20-01 | bassiana 20-02 20-01 bassiana 20-02
-135°C 179,50° 178,25° 109,25° 77,50°
-86°C 100,25°¢ 91,00°¢ 96,75° 66,25°
-20°C 5,25¢ 12,25¢ 3,50° 10,25°¢
24°C 242,25° 206,75° 242,25° 206,75°

* Bir stitinda yer alan ayni harfle gosterilen ortalama degerler, istatistiksel olarak birbirinden farkl
degildir (p<0,05) (SAS Institute, Cary, NC, ABD).

Tablo 4.6. Beauveria bassiana izolatlarinin 18. giinde spor canliligi degerleri

Spor Canlilig
%35 Gliserol %15 DMSO
Islem Beauveria Beauveria Beauveria bassiana Beauveria
bassiana 20-01 bassiana 20-02 20-01 bassiana 20-02

-135°C 79,75° 86,00° 80,75° 79,50°
-86°C 59,50¢ 106,75° 33,50¢ 84,75
-20°C 7,75¢ 3,00¢ 4,50¢ 3,25°¢
24°C 248,50° 255,75° 248,50° 255,752
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Sekil 4.3. Spor canliligi a) 20-02 24 °C oda sicakligi ¢imlenme, b) 20-02 -
86°C gliserol, ¢) 20-01 -135°C DMSO

4.4. Makroskopik ve Mikroskopik Gozlemler

Makroskobik gdzlem sonuglarina bakildiginda bir y1l boyunca farkl saklama
kosullarinda gelistirilen izolatlar arasinda 9. ve 18. giinlerde gergeklestirilen
gozlemlerde; genel olarak besiyerlerinde kenar kisimlarinda havai gelisim, miselyal
dokusu siki, petri tizerinde koloniyal renk kreme yakin, sinir gériiniimii net, petri
arka yilizeyinde renk pigmentasyonu yok, ekzudat iiretimi gorilmedigi
gbzlenmistir. Ancak bu genel gozlemden farkli olarak B. bassiana 20-01 izolatlar1
-86°C %35 gliserol ve %15 DMSO ve -20°C %35 gliserol ve %15 DMSO petri

kaplarinda, petri arka ylizeyinde hafif renk pigmentasyonu vermistir.
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Sekil 4.4. Petri kaplarinda -86°C’de Beauveria bassiana 20-02 izolatlarinda
makroskopik gézlemler
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Sekil 4.5. Petri kaplarinda -86°C’de Beauveria bassiana 20-01 izolatlarinda
makroskopik gézlemler
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Sekil 4.6. Petri kaplarinda -135°C’de Beauveria bassiana 20-02 izolatlarinda
makroskopik gézlemler
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Sekil 4.7. Petri kaplarinda -135°C’de Beauveria bassiana 20-01 izolatlarinda
makroskopik gézlemler
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Sekil 4.8. Petri kaplarinda -20°C’de Beauveria bassiana 20-02 izolatlarinda
makroskopik gézlemler
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Sekil 4.9. Petri kaplarinda -20°C’de Beauveria bassiana 20-01 izolatlarinda
makroskopik gézlemler
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Sekil 4.10. Petri kaplarinda 24°C’de Beauveria bassiana 20-01 ve 20-02
izolatlarinda makroskopik gozlemler
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Mikroskopik gbézlem sonuglarina bakildiginda ise, birbirine benzer sonuglar
verdigi ve normalden farkl bir goriinim sergilemedigi tespit edilmistir. Tim
besiyerlerine bakildiginda, hifler hiyalin goriintsli, ince duvarli, bolmeli bir yapi

gorinmustar.

Sekil 4.11. Petri kaplarinda bulunan Beauveria bassiana izolatlarinin mikroskopik
gorintasu
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5. TARTISMA

Entomopatojen funguslar zararli boceklerin kontroliinde uzun siirelerden beri
kullanilmaktadir. Beauveria bassiana yaklasik 170 yil 6nce ilk kez tanimlanmis ve
giiniimiize kadar da biyokontrol ¢alismalarinda en ¢ok kullanilan entomopatojen
olarak kayitlara ge¢mistir. Diinya capinda genis yayilim alani gostermesinden

dolay1 bir¢ok aragtirmacinin aragtirmasinda sik sik yer bulmustur.

Calismamizin sonu¢ degerlendirmesine bakildiginda Homolka vd., (2003)
yapmis oldugu c¢alismada rutin alt kiiltiirleme calismasinin ¢ok sayida fungus
kiltiriinu saklamada pratik bir yontem olmadigini, zaman alict ve kontaminasyon
riskinin yiiksek oldugunu, genetik ve fizyolojik degisikliklerin 6nlenemeyecegini
bildirmistir. Calismasinda ayrica gliserol ve DMSO nun en basarili kriyoprotektan
oldugunu belirtmistir. Gliserolin hemen hemen tum izolatlar igin en uygun
kriyoprotektan oldugunu kanitlamaktadir. Oliveira vd., (2011) gliserol ile -20°C'de
derin dondurucuda yiksek spor verimleri ve %100’¢ varan canlilik elde edilmistir.
Yuriitiilen bu tez calismasinda da Gliserol ve DMSO izolatlarin korunmasi
bakimindan kullanilmis ancak -20°C’de degil, -135 ve -80°C’de izolatlarin

saklanmasinin daha saglikli sonuglar verdigi bulunmustur.

Ayala-Zermefio vd., (2017) Beauveria bassiana’ mnda aralarinda bulundugu
bir dizi fungusla yaptiklar1 ¢alismada -70°C'de kiiltiirlerin saglikli bir sekilde
depolanabildigini belirlemistir. Bulunan sonuglar ¢alismamiz ile genel olarak
uyumludur, ancak daha diisiik sicakliklarin bu korumayi daha istiin kildig:

yiiriitiilen bu tez ¢alismasindan sonucudur.

Kore’de Kim vd., (2019) Beauveria bassiana’nin uzun siireli koruma i¢in en
uygun sartlar1 belirlemek i¢in yaptigi ¢alismada, 4 ile 30 °C'de saklanmasi konidi
canliligin1 ve virlilensini korudugu sonucuna varilmistir. YUrutllen bu tez
calismasinda da 24°C'de alt kiltiirleme konidi tiretimi ve spor canliligi bakimidan

en yiiksek degerleri vermistir.

Sanchez-Pefia vd., (1995) yapilan calismada, 2 farkli Beauveria bassiana
izolatlarinin sivi nitrojen ve laboratuvar kosullarinda saklamasmin ardindan, sivi
nitrojende (-196°C) saklama fungusun viriilensini, 4-25°C'lik bir termal ortamda

saklanan diger fungusa kiyasla onemli Ol¢lide degismedigi gdzlenmistir. Bu
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sonuglara bakildiginda da -135°C de %35 gliserol ile saklama canlilik {iretiminde
en yiiksek degerleri verirken, spor canliliginda kontrol grubundan sonra en iyi

degerleri verdigi gozlenmistir.

Beauveria bassiana’nin morfolojik 6zelliklerine bakildiginda Zimmerman,
(2007) tanimladigi, fungusun {ist yiizeyini beyaz daha sonra sari kolonilerle
karakterize etmektedir. Ters yiizeyi renksiz, sarims1 yada pembemsi bir renktedir.
Bizim ¢alismamizda yapmis oldugumuz makroskopik gozlem sonuglari ile uyum
saglamaktadir. Fernandes vd., (2006), Varela ve Morales, (1996) ¢alismalarinda
koloni rengini beyaz ve sar1 araliginda bulmas ile de ¢alismamizin sonuglar ile

paralellik gdstermistir.

Beauveria bassiana’nin mikroskobik 6zellikleri, daha dnce bu fungus i¢in
tanimlanmis olan hif veya konidia 6zelliklerine benzerdir. Hifler, hiyalin goriiniisli
ve ince duvarli bolmeli ve konidia, yine hiyalen goriiniislii ve yuvarlak veya oval
bir sekil gostermistir (Liu vd., 2003). Hifler hiyalindir, konidiler kar toplar1 yada

pamuk toplar1 gibi kiimeler halinde olusturulmaktadir (Zimmerman, 2007).
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6. SONUC VE ONERILER

Yiiriitiilen bu tez ¢calismasinda elde edilen veriler, B. bassiana’nin 20-01 ve
20-02 nolu izolatlarinin PDA igeren bir besiyerinde strekli alt kiltirli yapilarak
saklanabilecegini gostermistir. Yiiksek canlilik Ol¢iimii, konidi iiretimi ve spor
canliligr saglanmistir. Bu yontemin iyi sonuglar vermesine ragmen, laboratuvar
kosullarinda uzun siireler boyunca uygulanabilirliginin az olmasi, uzun siireler is
gucu gerektirmesi, zaman alict olmasi, her an kontaminasyon olusabilmesi gibi
olumsuz 6zellikleri nedeniyle izolatlarin daha uzun siireler boyunca daha az is giicii
ve zaman kaybina neden olan ultra derin dondurucuda -135 veya -86°C’de saglikli

bir sekilde saklanabilecegi saptanmaistir.

Calismamizin sonucunda, ultra derin dondurucuda (-86, -135°C) gliserol ve
DMSO ile depolama 06zellikle Beauveria bassiana’nm uzun donemler saklanmasi
durumunda gok pratiktir. Ozellikle gliserol ile depolamada DMSO’a kiyasla daha
iyi sonuglar alimmustir. -135°C’de %35 gliserol ile saklama ¢alismamizda en iyi
canlilik 6l¢timii ve spor canliligi degerlerini vererek, Beauveria bassiana’nin her
iki izolatinin uzun siireler saklanmasinda en uygun yontem olarak belirlenmistir.Bu
yontem en yiksek canlilik 6lglimii ve spor canliligi degerlerini vermistir. Alt
kiiltiirlemeye kiyasla farkli sonuglar vermesine ragmen, Kkiiltiirleri uzun siire
saklamak i¢in hizli ve kolay bir yontemdir, pahali laboratuvar ekipmani gerektirse
de calisma konforu, is verimliligi ve ihtiya¢ duyulan kiiltiir stoklarina hizli erisim

acisindan kolayliklar sunmaktadir.

Bu ¢aligmanin sonucu olarak, farkli saklama yontemlerinin Beauveria
bassiana izolatlarinda herhangi bir makroskopik veya mikroskopik morfolojik

farklilagmalara neden olmadigini gostermistir.
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