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OZET

Beauveria bassiana strain AgG20.01ES’NIN UZATILMIS RAF OMRU ICIN
BiR OPTIMIiZE EDILMIiS STANDART SIVI TASIYICI FORMULASYON
YUKSEK LiSANS TEZi
MELIS GADIS BUYUKKESKIN
BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU
BITKi KORUMA ANA BIiLiM DALI
BiTKi KORUMA YUKSEK LISANS PROGRAMI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. MEHMET ERHAN GORE)

BOLU, ARALIK - 2024
X + 27 sayfa

Kimyasal pestisitler, tarimda hastalik ve zararlilarla miicadelede yaygin
olarak kullanilsa da ¢evresel ve saglik sorunlarina yol agabilmektedir. Bu nedenle,
bilim insanlar1 biyolojik miicadele ydntemlerine yonelmektedir. Biyolojik
miicadele, zararli popiilasyonlar1 azaltmak i¢in  mikroorganizmalarin
kullanilmasidir ve entomopatojenik funguslar bu alanda ©nemli bir rol
oynamaktadir. Bu funguslar, bocekleri dogrudan Kitin yolu ile istila ederler.
Beauveria bassiana, en ¢ok arastirilan ve ticari mikoinsektisitlerin biiyiikk bir
kismimi olusturan entomopatojenik fungustur. Bu fungus, genis bir konakg1
yelpazesine sahiptir ve toprakta dogal olarak bulunur. Cesitli bocek tiirlerine karsi
etkili oldugu kanitlanmistir.

Biyolojik miicadelede formiilasyon teknolojisi, tiriinlerin etkinligini ve raf
omriinti artirmak i¢in 6nemlidir. Formiilasyonlar, fungal propagiillerinin gevresel
streslere karsi korunmasmi saglamalidir. Arastirmalar, farkli formiilasyon
stratejileri ile Beauveria'nin etkinligini artirmay1 hedeflemektedir.

Bu calismada, tilkemiz kosullarinda ilk kez bir entomopatojen fungusun kati
substrat ile farkli bilesik kompotentleri birlestirilerek suda ¢oziinebilir konsantre
(SL) formiilasyonlar gelistirilmistir. Gelistirilen formiilasyonlar bir y1l sonunda oda
sicakliginda en yiiksek 1x107 konidi/mL, 4°C’de ise 4x10° konidi/mL canliligin
oldugu tespit edilmistir. Hizlandirilmis raf émrii i¢in 42°C’de bekletilen paralelde
ise en yiiksek canlilik degerinin dokuzuncu giinde 6x107 konidi/mL oldugu
sonucuna varilmistir.

Bu c¢alismada, test edilen B. bassiana izolatinin canlilik degerlerine
bakilarak, SL formiilasyonlar icin batik sivi kiiltiirde, kati substrat tercih
edilebilecegi daha sonraki ¢aligmalar i¢in yol gosterici oldugu sonucuna varilmustir.

ANAHTAR KELIMELER: Beauveria bassiana, Kitle Uretim Potansiyeli, Siv1
Batik Kiiltiir, Blastospor, Biyoformiilasyon



ABSTRACT

AN OPTIMIZED STANDARD LIQUID CARRIER FORMULATION FOR
EXTENDED SHELF-LIFE OF Beauveria bassiana strain AgG20.01ES
MASTER THESIS
MELIS GADIS BUYUKKESKIN
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION
(SUPERVISOR: PROF. DR. MEHMET ERHAN GORE)

BOLU, DECEMBER 2024
X + 27 pages

Although chemical pesticides are widely used in agricultural pests and
diseases control, they can cause environmental and health problems. For this
reason, scientists are turning to biological control methods. Biological control is the
use of microorganisms to reduce pest populations, and entomopathogenic fungi
play an important role in this area. These fungi invade insects directly through
chitin. Beauveria bassiana is the most researched entomopathogenic fungus and
accounts for the majoritv of commercial mvcoinsecticides. This fungus has a wide
host range and naturally found in soil. It has been proven effective against a variety
of insect species.

Formulation technology is important in microbial control to increase the
efficacy and shelf life of products. Formulations should ensure that fungal
propagules are protected against environmental stresses. Research aims to increase
the efficacy of Beauveria with different formulation strategies.

In this study, for the first time in our country, water-soluble concentrated (SL)
formulations were developed by combining solid substrate with different compound
components of an entomopathogenic fungus. The highest viability of the developed
formulations at room temperature was determined to be 1x10” conidia/mL, 4°C and
4x10° conidia/mL at the end of one year. In the paralel kept at 42°C for accelerated
shelf life, it was concluded that the highest viability value was 6x107 conidia/mL
on the ninth day.

In this study, when the viability values of the tested B. bassiana isolate were
evaluated, it was concluded that solid substrate could be preferred in submerged
liquid culture for SL formulations and that it would be a guide for further studies.

KEYWORDS: Beauveria bassiana, Mass Production Potential, Liquid
Submerged Culture, Blastospore, Bioformulation
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KISALTMA VE SEMBOLLER LiSTESI

B. bassiana : Beauveria bassiana
g : Gram

L : Litre

mg : Miligram
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ppm : Milyonda bir

vd. : ve digerleri

WP : Islanabilir toz

°C : Santigrat Derece
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% : Yiizde

IPM : Entegre Miicadele Yontemi
EPF : Entomopatojen Fungus
KSF : Kati Substrat Fermantasyonu
SL : Suda Co6ziinen Konsantre

ULV : Ultra Diisiik Hacim
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PEG : Polyethylene Glycol
NaNOs : Sodyum Nitrat

KH2PO4 : Mono Potasyum Fosfat
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TESEKKUR

Lisansiistii 6grenimim siiresince, karsilastigim her zorluga karsi benden
yardimlarini esirgemeyen, bilgi birikimlerinden faydalandigim, manevi olarak bana
her zaman destek olan, anlayis ve sabrini esirgemeyen, boliimiimiiziin laboratuvar
ve diger imkanlarin1 sunan, degerli danisman hocam Prof. Dr. Mehmet Erhan
GORE’ye tesekkiirlerimi sunarim.

Caligsma ortaminda bugiine kadar yardimlarini benden esirgemeyen ve bana her
zaman destek veren c¢alisma arkadagim Yiksek Ziraat Miihendisi Ebru
KURTARICTI’ya ve tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatim boyunca maddi ve manevi her tiirlii destegi saglayan ve egitimimdeki
en biiyiik destekcilerim olan sevgili aileme en igten tesekkiirlerimi, sevgi ve
saygilarimi sunarim.

Ayrica tez ¢aligmasi sirasinda karnimda, yazin asamasinda kucagimda olan
canim kizim Yaz BUYUKKESKIN’e uysallig1 ile bana bu olanagi sundugu igin,

her zaman bana gii¢ verdigi icin tesekkiirlerimi borg bilirim.



1. GIRIS

Kimyasal pestisitler, iireticiler tarafindan, bitkisel {iretimi tehdit eden
zararlilarin kontrolii i¢in en ¢ok kullanilan yontemlerden birisidir. Ancak gida
tiriinleri iizerindeki toksik maddeler, yeralt1 suyu kirliligi, hedef olmayan
organizmalara etkisi ve kimyasallara karsi hastalik ve zararlilarin direncinin
gelismesi gibi olumsuzluklara karsi, bilim insanlarinin arastirdigi alternatif ¢evre
dostu Onlemler arasinda biyolojik savas ajanlarinin kullanilmasi en etkili
yontemlerden biridir. Biyolojik savas, hastalik iireten aktiviteyi ve mahsul zararini
engellemek amaciyla bocek popiilasyonunu azaltmak igin, biyolojik savas
ajanlarmin kullanilmasi sonucu ortaya ¢ikan savas yontemidir. Entomopatojenik
funguslar, biyolojik bitki koruma ve siirdiiriilebilir entegre miicadele programinda
(IPM) en 6nemli role sahip organizmalardir. Biyolojik savas ajanlari olarak bilinen
entomopatojenler, klasik insektisitler ile karsilastirildiginda cesitli avantajlara
sahiptir. Bunlar arasinda diisiik maliyetler, yiliksek verimlilik, faydali organizmalar
icin tehlike arz etmemesi, ekosistemde kalintilarin azaltilmasi ve artan biyogesitlilik
sayilabilir (Lacey vd., 2001; Asi vd., 2013; Ortiz-Urquiza ve Keyhani, 2013).

Biyolojik savas ajanlart icerisinde konukgu yelpazesi ¢ok genis olmasi
nedeniyle entomopatojen funguslar 6n plana ¢ikmaktadir. Konuk¢unun besinini
tiikketmesi ve olusturduklari toksinler nedeniyle konuk¢unun 6liimiine neden olurlar
(Inglis vd., 2001). Entomopatojen funguslar, gesitli aktiviteleri ayn1 zamanda
gerceklestirebildiginden kimyasal insektisitlere gore biiyiik bir avantaj saglarlar
(Roberts ve Selitrennikoff, 1988). Ayrica entomopatojenik funguslarin zengin
cesitlilikleri, IPM’ye yonelik stirdiiriilebilir bir ¢ézlim sunar. Bu entomopatojenler,
cevre dostu olmalari ve biyolojik kaliciliklart nedeniyle, yasam dongiilerinin ¢esitli
asamalarinda bocekleri 6ldiirmek i¢in tercih edilirler. Bocekleri enfekte eden farkli
siiflardan ¢ok gesitli fungus tiirleri bulunur (Samson vd., 1988).

Entomopatojen funguslar arasinda bir¢ok 6zelligi ve avantajlar1 nedeniyle
tizerinde en ¢ok c¢alisilan organizma Beauveria bassiana olup, biyolojik miicadele
uygulamalarinda kullanilan ve ticari olarak iiretimi yapilan bir biyolojik savas ajani
haline gelmistir (Kamp ve Bidochka, 2002). B.bassiana tiim diinyaya yayilmis en
genis konak listesine sahip olan fungustur (Vilcinskas vd., 1997). Toprakta yaygin
bir saprofit olarak bulunmaktadir ayrica toksin {ireten bir fungus oldugu

bilinmektedir (Tanada ve Kaya, 1993).



Beauveria bassiana, diinya ¢apinda toprakta dogal olarak gelisen ve gesitli
bocek tiirleri lizerinde patojen gorevi gorerek beyaz muskardin hastaligina neden
olan bir fungustur; bu nedenle entomopatojenik fungus grubuna aittir. Beauveria
sp. izolatlarinin ¢ogu, son derece konakg¢iya 6zgiidiir. Konake¢inin dis iskeletini,
miselyumlari ile kaplayarak istila ederler. Bir¢ok zararli bocege karsi viriilansinin
genis spektrumlu olmasi nedeniyle B. bassiana insektisit olarak kullanilmaya
oldukca uygundur.

Ticari 6l¢ekte piyasada yer alan toplam mikoinsektisitlerin %70’den fazlasi
B.bassiana’dir. Diinyanin farkli bolgelerinde Beauveriamin seri iretimi,
formiilasyonu ve uygulamalart hakkinda oldukc¢a yogun aragtirma faaliyetleri
stirdiiriilmektedir (Faria ve Wraight, 2007; Zimmermann, 2007).

Formiilasyon teknolojisi, ticari mikopestisit gelisimi i¢in biiylik 6nem
tagimaktadir ve genis bir siire¢ yelpazesi sunmaktadir. Formiislasyon, nakliyeyi,
tagimay1 ve uygulamay1 kolaylastirarak, ticaretini garanti altina alma ag¢isindan
onemlidir. Biyolojik kontrol ajanlarimin formiilasyon haline getirilmesiyle, oda
sicakliginda raf Omriiniin uzatilmasi; daha tutarli etkinlik icin bdcek ilact
aktivitesinin arttirilmasi; uygulamadan sonra kaliciligin arttirilmasi; fungus
propagiillerinin fizikokimyasal 6zelliklerini degistirmeden abiyotik streslere karsi
koruma saglamasi amaglanmistir (Jaronski, 1997; Burges ve Jones, 1998; Brar vd.,
2006).

Ticari Beauveria preparatlarinda stabilite i¢in genellikle uyumlu adjuvanlar,
dolgu maddeleri ve diger gerekli katki maddeleri iceren kuru ve sivi bilesimler
kullanilarak formiilasyonlar olusturulmaktadir. Formiilasyon tipi fungal propagiil
(conidium veya blastospor), uygulama stratejisi ve hedef zararli davranisi ve yasam
alani tarafindan yonetilmektedir. Ucuz ve dogal (biyolojik olarak pargalanabilen)
formiilasyon bilesenlerine duyulan ihtiyag, Uriinlin nihai maliyeti ve g¢evresel
kaygilar1 giderecek nitelikte olmalidir.

Formiilasyon bilesenlerinin toksisitesi farkli fungus paropagiilleri i¢in uzun
alkil bazl yiizey aktif maddeler de dikkatle ele alinmalidir ¢iinkii blastosporlar ve
diger bitkisel fungus hiicreleri havadaki konidialardan daha hassas olabilir
(Jaronski, 1997; Jackson vd., 2010). Sualt1 fermantasyonu genellikle kat1 substrat
fermantasyonundan farkli propagiiller iiretir, bunlar: blastosporlar, konidiyumlar,
stabilize miselyumlar ve mikro sklerotlardir. Blastosporlar, Ascomycetes subesine

ait bir fungusla enfekteli bir boécegin viicudu boyunca c¢ogaldigr vejetatif



hiicrelerdir. Blastosporlarin ¢ogalmasi maya benzeridir ancak mayalarin gercek
tomurcuklanmasi1 degildir. Beauveria tiirlerinin ¢ogu veya tamami, uygun sivi
fermantasyon kosullar1 altinda blastospor olarak biiyiir. Blastosporlar, hava
konidyumulan ile karsilastirildiginda cevresel etkilere karsi daha hassastirlar.
Ozellikle kurutma islemine tabii tutuldugunda daha dayanikli hale getirmek icin
0zel yaklagimlar gereklidir. Bu nedenden dolayi, ¢alismamizda raf dmriiniin uzun
olmasmi amagcladigimiz i¢in hava konidilerini kullanarak kalicilik seviyesini
arttirdik. Formiilasyon stratejilerine yapilan yatirimlar genellikle kuru iirlinler i¢in
kurutmay1 ve sivi iirlinler i¢in yag veya su bazli preparatlart igeren islemlerle
baglantilidir.

Sivi formiilasyonlarin, diisiik nemde enfeksiyon (Prior vd., 1988; Bateman
vd., 1993), termal stres tolerans1 (Hedgecock vd., 1995; Hong vd., 1997), giines
radyasyonu altinda hayatta kalma gibi gevresel faktorlere karst (Moore vd., 1993;
Alves vd., 1998) diger formiilasyonlar ile karsilastirildiginda daha iyi sonuglar
verdigi gosterilmistir. Hidrofobik olan kuru hava konidileri, saf yag (ULV
uygulamalar1 i¢in) veya daha sonra piliskiirtme icin suyla seyreltilmek iizere
emiilsiye edilebilir yag formiilasyonlarina kolayca dahil edilir (Burges ve Jones,
1998). Baz1 aragtirmacilar tarafindan Beauveria ve diger fungal entomopatojenlerin
yag bazli formiilasyonlar i¢in belirtilen avantajlara ragmen karsit raporlar
konidianin yag ve sulu preparatlarinin benzer etkinligini, geleneksel veya ultra
diisiik hacimle (ULV) uygulamalardan sonra filoplanlar {izerinde esdeger
kaliciligini belgelemektedir (Inglis vd., 1993; Behle vd., 2009).

Avrupa ve Kuzey Amerika’da kimyasal madde igermeyen mahsullere olan
talebin artmasi ve pestisit kalintilarina iliskin diizenlemelerin sikilagsmasi nedeniyle,
ulusal diizenleyici kurumlar, geleneksel kimyasallara kiyasla her yil daha fazla
biyopestisitin onaylanmasini tesvik etmektedir. Mikrobiyal biyopestisitlerin, ¢evre
dostu ayak izine sahip etkili bir bitki koruma alternatifi olarak kabul gérmesi ile
birlikte, onde gelen bir¢ok zirai ilag sirketi, biyopestisit sektoriine giderek daha
fazla yonelmektedir. Bu sebepten dolayr formiilasyon teknolojisi sirasinda
olusabilen kronik sikintilara farkl bir bakis acis1 getirebilmek i¢in, yiiriitiilen bu tez
calismasinda iilkemiz kosullarinda ilk kez B. bassiana’nin bir izolatinin
(AgG20.01ES) uzatilmisg raf omrii icin kati spor kitlesi liretim potansiyeli
belirlenerek suda ¢oziinebilir konsantre (SL) formiilasyonlarinin gelistirilmesi

amaclanmustir.



Calisma sonunda 5 farkli formiilasyon elde edilerek kendi iglerinde
karsilastirildiginda en yiiksek canlilik degerinin 1x107 konidi/mL oldugu sonucuna
varilmistir. Elde edilen sonuglar hizlandirilmis raf 6mrii testlerinin, oda sicakliginda
yapilan uzun siireli gdzlemlerle tutarli sonuglar verdigini gostermektedir. 42°C'de
yapilan testlerde (hizlandirilmis raf 6mrii), 9. giinde canlilik miktarinin belirli bir
seviyeye (6x107 konidi/mL) ulastig1 gdzlemlenmis ve bu, 1 yil boyunca oda
sicakliginda yapilan dlgiimlerle benzerlik géstermistir. Sonug olarak, hizlandirilmig
raf omrii testlerinin, arastirmacilara zamandan tasarruf saglayarak daha hizli sonug
elde etmelerine olanak tanimaktadir. Bu durum, gelecekte aragtirmalarin daha

verimli ve hizl1 yapilmasina olanak sunabilir.

1.1 Beauveria bassiana Hakkinda Genel Bilgi

Beauveria bassiana’nin etkinligi ilk kez 1835’te bocek bilimci olarak
bilinen Agostino Bassi Di Lodi tarafindan belirlenmistir. Etmenin Italya’da
ipekboceklerinin lejyonlarini beyaz mumyalara doniistiiren pebrine hastaligina
neden oldugu tespit edilmistir. Patogenes sonucunda beyaz toz tabakasiyla kapli
kadavralarin karakteristik goriiniimii, beyaz muskardin hastalifa yol a¢cmustir.
llerleyen dénemlerde Vuillemin tarafindan fungusa Bassi’nin ismi verilmistir
(Lord, 2005).

Entomopatojenik fungus tiirlerinin ¢ogunlugu Entomophthoromycota ve
Ascomycota subesi igerisinde yer almaktadir. Beauveria, Ascomycota subesinin,
Sordariomycetes sinifinin, Hypocreales takiminin Cordycipitacea familyasinda yer
almaktadir. Beauveria, molekiiler taksonomik arastirmalardan 6nce uzun siire
Deuteromycetes iginde bulunmustur (Rehner vd., 2011).

Beauveria bassiana’yr yogun bir sekilde kullanmaya yonelik ilk ve en
onemli girisimlerden biri, 1800’lerin ortalarinda, Blissus leucopterus adli hasere
boceklerin kontrolii icin ABD Orta Bati’sinda gergeklesmistir (Lord, 2005). Bu
fungus, Acari ve Insecta sinifindaki gesitli tiirler de dahil olmak tizere 700’den fazla
konakg tiiriinii enfekte edebilen, eklembacaklilarin iyi bilinen patojenidir (Inglis
vd., 2001; Zimmerman, 2007). Diinya’nin farkli yerlerinden binlerce izolatin
toplandig1 en yogun c¢alisilan fungal entomopatojenlerden biridir (Rehner vd.,
2011).

Beauveria biyolojik savas i¢in kullanilan baslica fungal bocek patojenidir,

bunun baslica nedeni her yerde bulunmalari, kozmopolit dagilimlar1 ve yapay



ortamlar kullanilarak kolay seri iiretimleridir. Son kapsamli incelemelere gore, tim
ticari biyopestisitlerin yaklasik %70’ini olusturmaktadir (Faria ve Wraight, 2007).
Diinyada satilan biyopestisitlerin neredeyse %90’ inin kat1 substratla iiretilen hava
konidilerinden olugmasi sarsirtici degildir. Buna karsilik blastosporlari, miselyumu
ve kompakt hyphal agregatlari (mikrosklerotia) kapsayan bitkisel ¢ogalmalar, bu
tirlinlerin yalnizca kiigiik bir kismini (%10’dan az) temsil etmektedir. Bununla
birlikte, bu bitkisel propagiillerin arastirilmasina yonelik artan ilgi, sivi kiiltiir
fermantasyon siireglerinde yer alan kisa inkiibasyon siiresi ve emekten tasarruf
saglayan prosediirden kaynaklidir. Ornegin, Brezilya’daki Koppert firmasi, nemli
piring iizerinde kat1 hal fermentasyonu kullanarak Beauveria’y:r (Boveril WP,
ESALQ-PL63 susu) iiretmis olup yaklasik 50.000 hektarlik bir alanda sprey
uygulamasi i¢in 10 tona kadar saf kuru konidi verimine ulagmistir. Bu {iriin akarlar
ve beyaz sinek kontrolii igin tavsiye edilmistir (Faria ve Wraight, 2001, 2007; Lacey
vd., 2001).

1.2 Beauveria bassiana’nin Patogenezi

Entomopatojen, enfeksiyon igin fiziksel kuvvetler yoluyla konidinin
konakegi kitinine baglanmasi ve ardindan hidrolitik enzimlerin (Proteazlar, lipazlar
vb.) yardimi ile mekanik basinci ve diger faktorleri olusturmasi gerekir (Ortiz-
Urquiza ve Keyhani, 2013). Biiyliyen hifler, besin agisindan zengin hemolimfe
ulastiklarinda hizla gogalarak besinlerden yararlanirlar. I¢ dokulara kolonize olarak
konukc¢unun bagisiklik ve sinir sistemi (Rehner vd., 2008) iizerinde etkili olan
cesitli metabolitler (antimikrobiyal peptidler) iireterek bu dokularin tahrip
edilmesine ve bagisikligin baskilanmasina dahil olurlar. Dolayisiyla konak¢inin
oliimiine yol agarlar (Ortiz-Urquiza vd., 2010).

Konukgu 6ldiikten sonra, optimum ¢evre kosullar saglandiginda funguslar
6lii boceklerden ¢ikarak yiizeyde havai konidilerini olustururlar. Konidiler, abiyotik
ve biyotik faktorlerin etkisiyle bulunduklari konumdan bagka bir konuma tagiirlar
(Urquiza Gémez ve Cadenas, 2015; Valero-Jiménez vd., 2014). B.bassiana’nin
konidileri, konuk¢u dokularini hizla kolonize ederek besin maddelerini kullanmaya
baglar. Dolayisiyla konukg¢unun bagisiklik sistemini olumsuz etkileyerek
konukg¢unun direngsiz kalmasina sebebiyet verir (Holder vd., 2007; Pendland vd.,
1993).



1.3 Beauveria bassiana’nin Kitle Uretimi Hakkinda Yapilan
Calismalar

Entomopatojen funguslarin basarili bir ticari triin olarak piyasaya
stiriilmesi, sadece etkili tiirlerin karakterizasyonu ve patojenitesine bagli olmayip,
ayn1 zamanda in vitro ortalarda basarili kitle {iretimine de dayanir (Brainstorm vd.,
2018). Mikopestisitlerin gelistirilmesi agsamasinda, in vitro denemelerinde kiigiik
miktarlarda gelistirilebilir ve ekonomik ag¢idan maliyetli farkli yontemler ile teste
tabi tutulabilir olmalidir.

Entomopatojenik funguslarin arasinda, Beauveria bassiana'nin Kkitle
tiretimi, diger funguslara gore daha uygun maliyetli bir tiretim saglamaktadir
(Jackson vd., 2010). Havai sporlar genellikle sterilize edilmis, nemlendirilmis tahil
kullanilarak kati1 substrat fermentasyonu (KSF) yontemiyle iiretilmektedir
(Jaronski, 2023). Kat1 substrat fermentasyonunda, substrat dogrudan kat1 kiiltiirden
inokule edilmektedir. Piring ortamindaki vitaminler, tuzlar, karbon ve azot
kaynaklar1 gibi tim fungus besin maddelerinin kontrol edilmesi, fermentasyon
sirasinda fiziksel ortamin degistirilmesinde kolaylik saglamakta ve cevresel
faktorlerde direng saglamaktadir (Jackson vd., 2010; Mascarin ve Jaronski, 2016).
Spor iiretimi i¢in kullanilan kiltiir ortamlarin1 optimize ederek, entomopatojenik
funguslarin spor iiretimini ve viriilansligin1 ayni anda iyilestirmeye yonelik bircok
caligma yapilmaktadir. Ortam bilesenleri, spor verimini, spor viriilanslhig1 ve diger
onemli spor Ozelliklerini etkileyebilmektedir (Qiu vd., 2013). Bir substrattaki
konidi verimi, ilk inokulum konsantrasyonu, sicaklik kosullari, nem, havalandirma
ve inkiibasyon siiresi gibi faktorlerden etkilenmektedir (Figueroa vd, 2007). Segilen
substratin, konidi tretimi i¢in uygun oldugu disiiniildiigiinde dahi, bunun igin
gerekli olan yiiksek karbonhidrat, azot, mikro elementler, B-kompleks vitaminler
ve iyonlar ile birlikte yiiksek iretkenlik ve verim saglayarak entomopatojenik
fungusun spor gelisimini ve viriilanshigini etkileyebilmektedir (Volcy ve Pardo,
1994). Entomopatojenik funguslarin kitlesel {iretimini gergeklestirebilmek igin,
fungus tiirtine ait uygun ve en iyi beslenme kosullarini saglayan substratlar
gerekmektedir (Teja ve Rahman, 2017). Bu yontemde substrat olarak piring,
sorgum, bakla, fasulye, ¢cavdar unu, seker kamisi kiispesi gibi ¢esitli substratlar en
¢ok kullanilanlar arasinda yer almaktadir (Calder6n vd., 1995; Thomaz vd., 1997;
Santa vd., 2005). Yapilan arastirmalar, kitlesel iiretimin maliyetini diisiirmek ve

fazla konidi elde etmek amaciyla piring kullaniminin dogru oldugunu



gostermektedir (Fairbairn vd., 2007). Piring, karbonhidrat bakimindan oldukg¢a
zengin olmasi ve nemi koruma 6zelligiyle, spor iiretiminde en ¢ok tercih edilen
substrat olarak kullanilmaktadir (Mascarin vd., 2010).

Hava konidileri, Beauveria ve diger entomopatojenlerin birincil efeksiy6z
propagiiliidiir. Bu hidrofobik aseksiiel sporun seri iiretimi nispeten kolay ve
ucuzdur. Tipik olarak, hava konidileri genellikle sterilize edilmis, nemlendirilmis
tahil taneleri kullanilarak kat1 substrat fermentasyonu (SSF) ile iiretilir (Jaronski,
2023).

Hava konidilerini seri iiretmek i¢in bir veya iki asamali teknik kullanilabilir.
Tek asamali iiretimde, substrat dogrudan kat1 kiiltiirden inokiile edilir. Iki asamali
iiretim, genellikle blastospor iceren inokulumun, su altinda sivi fermantasyon
kullanilarak tretilmesini icerir, bu inokulum daha sonra kati substrat fazi igin
kullanilir.

Beauveria konidi’lerini biiyiik dlgekte iiretmek igin bazi sirketler iiretim
tesislerinde, tepsi yontemini (Alves ve Pereira, 1989) benimsemis olup verim biiyiik
Olclide substrata, oksijen seviyesine, baslangic nemine ve izolata bagli oldugu
kanisina varilmistir. 1980’lerde tepsi yOntemi denemeleri, buharda pigirilmis
piringte 6.2 x 10° konidi/g’a kadar verim saglamistir (Alves ve Pereira, 1989), bu
da Brezilya’da Beauveria spp.’nin konidial tiretimi i¢in kullanilan baslica nigasta
acisindan zengin substrat olmaya devam etmesini saglamistir. Kati substrat,
fermantasyon siirecini 6nemli 6l¢iide 6lgeklendirebilir ve otomatiklestirilebilir hale
getirmistir (Jaronski, 2023).

Entomopatojenik funguslarin ¢ogu, sivi ortamlarda dimorfik biiyiime
gosterir ve bu biiyiime bdcek hemoselinde gozlemlenen biiylimeye benzer. B.
bassiana, sivi fermantasyondan, blastosporlar olarak adlandirilan, hidrofilik
propagiiller olusturabilir (Holder ve Keyhani, 2005). Blastosporlar, morfolojik,
fiziksel, biyokimyasal ve patolojik 6zelliklerine dayanarak hava konidilerinden ve
su altinda kalan konidilerden farklidir (Hegedus vd., 1992; Holder vd., 2007).
Beauveria’nin hava konidileri, in vitro blastosporlari ve su altinda kalan konidileri
icin hiicre duvarmin fizikokimyasal yiizey 6zellikleri agisindan belirgin farkliliklar
tanimlanmustir (Holder vd., 2007).

Beauveria blastosporlarini sivi kiiltiir yontemlerini kullanarak seri iretmeyi
deneyen Onceki ¢alismalar, 5 giinden fazla fermantayon siirelerinde, zayif kurutma

tolerans1 ve zayif depolama kararlihg: ile <1x10° blastospor mL™ veriminde



tirettilmistir (Samsinakova, 1966; Humphreys vd., 1989; Rombach, 1989; Vidal
vd., 1998; Vega vd., 2003; Pham vd., 2009; Chong-Rodriguez vd., 2011; Lohse vd.,
2014). Disiik havalandirma oranlar1 ve yetersiz beslenme zayif sonuglardan
sorumludur. Daha yakin zamanda arastirmacilar, uygun beslenme kosullar1 altinda
yiiksek havalandirma oranlar1 ve yiliksek ozmotik basing kullanilarak Beauveria ve
ilgili tiirlerin yiiksek konsantrasyonlardaki blastasporlarinin hizli {iretimi icin
gereken kritik beslenme ve ¢evre kosullarini tanimlamislardir (Mascarin vd., 2015).
Sonuca bakildiginda 2x10° mL™? blastospor konsantrasyonu goriilmiis olup bu
hiicrelerin neredeyse yarist sprey kurutma veya havayla kurutma yoluyla
kurutulduktan sonra canliliklarini yitirmislerdir (Mascarin vd., 2015, 2016, Jackson
ve Mascarin, 2016). Blastosporlar, hava konidyumlarina kiyasla ¢evresel etkilere
kars1 daha duyarlidir. Ozellikle kurutma iglemi sirasinda daha dayanikli olmalarini
saglamak i¢in Ozel yoOntemler uygulanmasi gereklidir. Bu da, formiilasyon
teknolojisinde maddi ve zamandan kayip olusturmasindan dolayr dezavantaj
saglamakdir.

Dhar vd. (2011), yaptiklar1 ¢alismada Beauveria bassiana’nin hava
konidilerinin seri lretiminde farkli nem igeri§i ve maya ekstrakti
konsantrasyonlarini, piring ve pirin¢ kepegine uygulamislardir. %35 nem igerigi ve
%]1,5 maya ekstrakti konsantrasyonunda karigik substrat (piri¢ + bugday kepegi)
kullanildiginda 2.8x10%° konidi/g sonucu ile en iyi konidi verimi olarak
bulunmustur.

Camara vd. (2022), ticari olarak hava konidilerini elde etmek ve liretim
kosullarin1 optimize etmek i¢in bir calisma yapmislardir. Konidi {iretimi i¢in
substrat nem igerigi %52 olup, %2 oraninda yemeklik yag ile desteklemislerdir.
Asamali iiretimde, 150 mL konidi siispansiyonu (2,4x108 spor/ml), %4 glikoz ve
%1,5 maya ekstrakti ile iceren SD s1vi ortaminda 10 giin inkiibe edilmistir. Elde
edilen SD ortami, kat1 fermantasyonda inokiilasyon amaciyla kullanilmistir. %20-
25 oraninda konidi siispansiyonu belirleyerek, substrata uygulanmasi gerektigini
belirlemislerdir. Piring substrat sistemi, B. bassiana sporlarinin kitle iiretimi i¢in
kullanilabilir bir yontem olarak degerlendirilmektedir.

Beauveria bassiana’nin hava konidisi iiretkenligi ve termotoleransi i¢in Song
vd. (2019), yaptiklar ¢alismada kat1 kiiltiir substratlarini ele almislardir. Fungus
konidisinin, zararh kiitikulasini basarili bir sekilde enfekte edebilmesi i¢in yiizey

aktif maddeleri iizerine ¢alisma yapilmislardir. ilk olarak, 1s1iya dayanikli fungus



konidileri iiretmek i¢in, her bir B. bassiana izolatindan 10 giin boyunca 13 tahil
substrati lizerinde inokulumu gelistirilmistir. Genel olarak, bes substrat (kahverengi
piring, dar1, yapiskan olmayan Italyan tilki kuyrugu daris1, arpa ve yapiskan italyan
tilki kuyrugu daris1), en fazla sayida 1siya dayanikli konidi iretmistir. Maliyet
oranini azaltmak ic¢in bagarili olan substratlara mineraller, zeolit, perlit veya
vermikiilit ile kanstirldiginda, vermikiilit kombinasyonu diger mineral
kombinasyonlarina gore nispeten yiiksek konidi tiretimi gostermistir. B. bassiana
hava konidilerinin zararh kiitikulasina basarili bir sekilde baglanmasi i¢in alt1 yiizey
aktif madde (CO-2.5, CO-12, LE-7, PE-61, TED-3 ve siloksan) ile birlestirilmistir.
Sonug olarak, 20°C, 30°C ve 35°C yerine 25°C'de yapildiginda izolatlar en yiiksek
viriilanslik oranini géstermistir. Bu c¢alisma, tahil substratlari ile vermikiilit
kombinasyonunun, yiiksek termotoleransa sahip ekonomik hava konidisi tiretim
icin diistiniilebilecegini ve hedef bdceklere etkinligi i¢in uygun oldugunu ve

viriilanslik i¢in en uygun sicakligin 25°C oldugunu gostermistir.



2. MATERYAL ve YONTEM

2.1 Calismada Kullanilan Entomopatojen Fungus Tiirii

Beauveria bassiana strain AgG20.01ES izolati Abant Izzet Baysal
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii, Mikoloji Laboratuvari kiiltiir

stoklarindan saglanmustir.

2.2 Beauveria bassiana strain AgG20.01ES’nin Kiiltiir Kosullar

Beauveria bassiana strain AgG20.01ES izolatinin daha once Patates
Dekstroz Agar (PDA: Merck, Darmstadt, Almanya) da gelistirilmis olan petri
kabindan 10 mm capinda diskler alinarak icerisinde %35’lik gliserol bulunan 2
mL’lik cryo tiiplerde -80 C°’de saklanmistir. Calismada kullanilmasi i¢in stokta
bulunan agar diskleri alinarak PDA ortamina ekimleri gergeklestirilmistir. Kiilttirler

2 hafta siireyle 25+1°C’de gelismeye birakilmis.

Fotograf 2.1. Beauveria bassiana’nin -80 °C’den ¢ikarilarak kiiltiir

kosullarinda gelistirilmesi

2.3 Sivi Fermentasyon i¢in inokulum Uretimi

Sivi fermantasyonda kullanilacak olan inokulumun tiretimi igin Sabouraud
Dekstroz siv1 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. B.
bassiana’nin 2 hafta boyunca gelistirilen kiiltiirlerinin her birine 10 mL %0.025
Tween 80 igeren steril saf su verilmis ve baget yardimi ile sporlar1 kaziyarak

yikanmistir. Hemositometre (Superior Marienfeeld, Lauda- Konigshofen,
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Almanya) kullanilarak spor yogunlugu 3x10" konidi/mL’ye ayarlanmistir. Daha
sonra 100 mL’lik Sabaroud dekstroz besiyerine 5 mL spor siispansiyonundan
eklenerek rotary calkalayicida 4 giin siireyle 26°C’de, 150 rpm’de gelismeye

brrakilmastir.

Fotograf 2.2. Beauveri bassiana’nin sabaroud dekstroz besiyerinde

inkubasyonu

2.4 Kati Fermantasyon Teknigiyle Kitle Uretimi

Bu ¢alismada kullanilan Osmancik — 97 piring ¢esidi Agrobest Grup Gen
Kaynaklarindan temin edilmistir. ilk olarak piri¢c beher igine alinarak bol su ile
yikanip 2 saat saf su da bekletilip siiziilmiistiir. Piring, 250 g’lik gruplar olacak
sekilde ayrilarak 4 adet firin torbasina (25*38 cm) yerlestirilmis ve posetlerin
agizlar1 kapatilarak 121°C’de 25 dakika otoklav edilmistir. Sivi Sabouraud
dekstrozda gelistirilen 4.107 konidi/mL kiiltiirlerden piring torbalarma %15
oraninda (v:w) inokulum eklenmistir. Daha sonrasinda piring torbalarina masaj
yapilarak inokulumun piring daneleri arasina niifuz etmesi saglanmistir. Torbalar
%]1°lik NaOCI ile dezenfekte edilmis kiivetlere yerlestirilmistir. Kiivetler
26+1°C’de 15 giin tutularak inkubasyon saglanmustir. 48 saat arayla torbalara masaj
tekrarlanmis ve sporulasyon kolaylastirilmistir. Inkubasyon gelisimini tamamlayan
piringler kiivetlerine bosaltilarak ayni kosullarda 7 giin boyunca oda sicakliginda
kuruma islemine tabii tutulmustur, sonrasinda 6giitiiciide 15 saniye 6giitiiliip, 14 ve

60 mesh eleklerden gegirilerek, 34°C’de <%5 su igerigine kadar kurutulmustur.

2.5 Osmancik-97 Kitle Uretimindeki Canlilik Tayini
Elde edilen spor + piring kompleksinden 10 g tartilmistir. Onceden steril
edilmis 250 ml’lik erlen igerisine % 0.025 Tween 80 bulunan 90 mL steril saf su

doldurularak spor + piring kompleksi eklenmistir. Rotary ¢alkaliyicida 26+1°C’de,
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150 rpm’de 45 dakika ¢alkalanmigtir. Stire sonunda seyreltme islemi yapilarak 10
8 ve 10%dan icerisinde PDA bulunan herbir petriye 100 pL olacak sekilde 3
tekerriirlii yayma ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler 26+1°C’de 1 hafta
inkiibasyona birakilmistir. Petrilerde kolonilerin belirginlesmesinin ardindan

koloniler sayilarak canlilik oranlar1 belirlenmistir.

2.6 Siv1 Tasiyic1 Formiilasyonlar
S1vi1 tastyict formiilasyonlarin (SL) gerceklestirilmesinde kullanilan yontem
Dr. Gore’den alinmistir. Formiilasyon denemelerinde kullanilan kimyasal bilesim

ve igerikleri agagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 2.1. islem 1’in formiilasyon icerigi

SL Protokol Igeri (g veya ml) Materyal
129 Whey
15 ml Gliserol
0,39 Polyvinylpyrrolidone
ISLEM 1 0,39 Polyethylene Glycol
60 pul Tween 80
283 ml Distile su
6 ml Bronopol (Antibiyotik )
60 Spor
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Tablo 2.2. islem 2’nin formiilasyon icerigi

SL Protokol Iceri (g veya ml)

1,2¢g
45 ml
03¢
0,3ml
60 pl
253 ml
6 ml
69

ISLEM 2

Tablo 2.3. Islem 3’iin formiilasyon igerigi

SL Protokol Iceri (g veya ml)

0,48 g
7,2 ml
30 ml
159
1,5 mi

ISLEM 3 3ml

159
159
260 ml

6 ml
69

13

Materyal

Whey

Gliserol

Polyvinylpyrrolidone
Polyethylene Glycol

Tween 80

Distile su

Bronopol (Antibiyotik )

Spor

Materyal

Whey
Melas
Gliserol
Polyvinylpyrrolidone
Polyethylene Glycol
Tween 80
Glikoz
Sodyum Kloriir
Distile su
Bronopol (Antibiyotik)
Spor



Tablo 2.4. Islem 4’niin formiilasyon igerigi

SL Protokol Iceri (g veya ml)
129
3qr

30 ml

454
4.5 ml
ISLEM 4 3ml
159

159
255 ml

6 ml

6g

Tablo 2.5. islem 5’in formiilasyon icerigi

SL Protokol Iceri (g veya ml)
1,2¢g
3qr

45 ml
099¢

0,9 ml
ISLEM 5 3ml
159

159

0,45¢g

0,45¢g

250 ml

14

Materyal

Whey
Kil
Gliserol
Polyvinylpyrrolidone
Polyethylene Glycol
Tween 80
Glikoz
Sodyum Klortir
Distile su
Bronopol (Antibiyotik)
Spor

Materyal

Whey
Kil
Gliserol
Polyvinylpyrrolidone
Polyethylene Glycol
Tween 80
Glikoz
Sodyum Nitrat
Mono Potasyum Fosfat
Magnezyum Siilfat
Distile su



6 ml Bronopol (Antibiyotik)
69 Spor

Herbir islemde bulunan komponentler tablolarda (Tablo 2.1., Tablo 2.2.,
Tablo 2.3., Tablo 2.4. ve 2.5.) belirtilen miktarlarda (antibiotik ve spor eklenmeden)
toplam 300 mL olacak sekilde bir beherlerin icerisine koyuldu. Elde edilen 300
mL’lik soliisyon manyetik karistiricida, homojen hale getirildi. Karigsma islemi
gergeklestirildikten sonra pH degerleri 6l¢iildii ve 5,6 + 0,2°ye ayarlandi. Beherde
bulunan soliisyonlar, meziir yardimi ile {i¢ adet erlene 100 ml olacak sekilde
paylastirildi. Erlenlerin agzi pamuk ile kapatilip aliiminyum folyo ile sarildi.
Sterilizasyon icin 121°C’de 1.1 atmosfer basingta 20 dk otoklavlanarak steril edildi.
Steril olmus erlenlerin igerisine 2 g spor + piring kitlesi ve 2 mL antibiyotik
(bronopol) eklendi. Soliisyonlarin homojen karigmasi igin erlenler 5 dk 26°C’de
200 rpm’de rotary calkalayictya koyuldu. Karisim gerceklestirildikten sonra
islemlerin bir paraleli 4°C’de buzdolabinda, bir paraleli 24°C’de karanhik bir
ortamda 1 y1l ve bir paraleli de 42°C’de etiivde karanlik bir ortamda 15 giin boyunca

saklandi.

UVP Hybridizer Oven

Fotograf 2.3. 42°C’de bulundurulan formiilasyonlar
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Fotograf 2.5. 4°C’de bulundurulan formiilasyonlar

2.7 Formiilasyonlarin Raf Omriiniin Tayini

Her bir islemin referans degeri i¢in 0. giin canlilik oranina bakilmistir. Steril
edilmis 250 mI’lik erlenlerin igerisine % 0.025 Tween 80 bulunan 90 ml steril saf
su konularak her bir islemden 10 mL eklenmistir. Elde edilen soliisyonlar rotary
calkalayicida 26°C’de 200 rpm’de 45 dk g¢alkalanmistir. Siire sonunda seyreltme
islemi yapilarak 10° ve 10%dan igerisinde PDA bulunan herbir petriye 100 pL
olacak sekilde 3 tekerriirlii yayma ekim yapilmigtir. Preparatlarin canlilik sayimi
yine “Osmancik-97 Kitle Uretimindeki Canlilik Tayini” bdliimiinde belirtilen
yontemle gergeklestirilmistir.

Oda sicakliginda ve 4 °C’de bulunan uygulamalar periyodik araliklar ile (3

ayda bir) bir y1l boyunca raf émrii takibi yapilmistir. Hizlandirilmis raf 6mrii i¢in
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42 °C sicaklik uygulamasinin ise 15 giin boyunca 3 giin ara ile raf émrii takibi

gerceklestirilmistir.

2.8 Istatistiksel Analiz
Calismada kullanilan s1v1 tasiyici formiilasyonlar, canlilik orani bakimindan
degerlendirilmistir. Denemeler tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii
olarak kurulmustur. Elde edilen veriler SAS (SAS Institute, Cary, NC, ABD)
programiyla varyans analizine tabi tutulmus, ortalamalar karsilastirmak amaciyla

Duncan (DMRT) testi kullanilmustir (p < 0.01).
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3. BULGULAR

3.1 Kati Fermantasyon Teknigiyle Uretilen Inokulumun Canlilik

Degerlerinin Belirlenmesi

Beauveri bassiana’nin kati fermantasyon teknigi ile tiretilen inokulumunun

canlilik degerleri belirlenerek 4.9 x 10 konidi/g oldugu tespit edilmistir.

Fotograf 3.1. Kati substratta gelistirilen Beauveria bassiana’nin canlilik

goriintiileri

3.1 Formiilasyonlarin Canhilik Degerlerinin Belirlenmesi

Formiilasyonlarimizin paralelleri 4°C, 42°C ve oda sicakliginda olmak iizere

farkli kosullarinda saklanarak 1 yillik canlilik oranlari belirlenmistir.

Tablo 3.1. 4°C’de 1 y1l siire ile saklanan formiilasyonlarin aylara gére canlilik

4°C Canhlilik Degerleri (konidi/mL)
SL Protokoller 0. Giin 3.Ay 6.Ay 9.Ay 12.Ay
Islem 1 8,5x 101 | 7.1 x10" @ 48x10°  3x10% | 2,8x10°°
Islem 2 1,1 x 10t | 1 x 10 7x 10" | 56x10° | 4x10°2
islem 3 41x10% | 1,2x10% | 63x10°  52x108 | 5x107P
Islem 4 51x10" | 48x10" | 45x10° | 3.4x10" | 2,9x10%¢
Islem 5 2,4x10" | 1 x10% 5x10% | 22x10° | 2,5x108¢

* Siitunda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda 0.01 seviyesinde fark yoktur.

1 yil sonunda 4°C’de bulunan islem paralellin aylara gbére spor canlilik

oranlarmin periyodik olarak azalmis oldugu gozlemlenmistir (Tablo 3.1).

Kullanilan bilesimlerden dolay1 islemler arasinda da canlilik oranlarinin farklilik

gosterdigi saptanmustir. 1 y1l sonunda canlilik orani en yiiksek 4x10° konidi/mL ile

Islem 2’ye ait oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 3.2. Oda sicakliginda 1 yil siire ile saklanan formiilasyonlarin aylara gore

canlilik degerleri

Oda Sicakhgi Degeri (konidi/mL)
SL Protokoller 0. Giin 3.Ay 6.Ay 9.Ay 12.Ay"
islem 1 8,5x 101 | 5x10% | 6x101° | 45x10° | 3x10°°
Islem 2 1,1 x101 | 7x10° | 3,7x10° | 2x10% 1x10"2
Islem 3 4,1 x10" | 3,3x10° | 25x101° | 1,5%x10° | 3x108P
islem 4 51x10% | 1,7x109° | 03x10° | 03x10° | 3x10%°
Islem 5 2,4x 10" | 2,7x10%° | 33x10% | 3x10° 4 x 10*¢

* Siitunda ayni1 harfle gosterilen ortalamalar arasinda 0.01 seviyesinde fark yoktur.

Oda sicakliginda bulunan islem paralellerinin de aylara gore canlilik

oranlarinin periyodik olarak azalmis oldugu gozlemlenmistir (Tablo 3.2). 1 yil

sonunda bakildiginda en yiiksek degerin 1x107 konidi/mL ile islem 2’ye ait oldugu

goriilmiistiir. Kullanilan bilesimlerden dolayr islemler arasinda da canlilik

oranlarinin farklilik gosterdigi saptanmustir.

Tablo 3.3. Hizlandirilmis raf 6mrii i¢in 42°C’de 15 giin saklanan formiilasyonlarin

canlilik degerleri

42°C Canhilik Degerleri (konidi/mL)
SL Protokoller 0. Giin 3. Giin 6. Giin 9.Giin 15. Giin
Islem 1 8,5 10™ | 6,1 x 10° 0 x 108 0 x 10t 0 x 10*
Islem 2 1,1 x10 | 3,6x10° | 0,5%x10% | 6x107 0 x 10t
Islem 3 4,1x10" | 05%x10° | 4,5%x10° | 0,5x 10’ 0 x 10t
Islem 4 5,1 x 10" | 0,5x10° 0 x 108 0 x 10t 0 x 10t
Islem 5 2,4x101 | 25%10° | 0x10° 0 x 10* 0 x 10t

Hizlandirilmig raf Omriine tabi tutulan son paralel ise 15 giin 42°C’de

saklanarak 3’er giin ara ile canlilik 6l¢iimii yapilmistir. Canlilik degerleri Tablo

3.3’te verilmistir. En yiiksek canlilik degeri 9. giinde 610" konidi/mL olarak tespit

edilmistir ve degerlerin birbirinden farkli oldugu goriilmiistiir.
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4. TARTISMA

Entomopatojen funguslar, zararlilara karsi biyolojik bitki koruma
saglamak amaciyla kullanilan ve kimyasal bocek ilaclarina alternatif olan
organizmalardir. Kimyasal pestisitler, hedef olmayan organizmalar {izerinde
olumsuz etkiler yaratarak biyocesitlilik kaybina, gida glivenligi sorunlarina ve
bocek direncinin gelismesine yol agabilir. Entomopatojen funguslar, bu
kimyasallarin ~ kullanimimi  azaltarak ¢evreye zarar vermeden zararh

popiilasyonlarini kontrol altinda tutabilmektedir. (Soni, R. vd., 2022).

Jaronski (2023), yaptig1 ¢alismada Beauveria ve diger entomopatojenlerin
birincil efeksiydz propagiilii olarak hava konidilerini agiklamistir. Tipik olarak,
hava konidileri genellikle sterilize edilmis, nemlendirilmis tahil taneleri
kullanilarak kat1 substrat fermentasyonu (SSF) ile tiretilebilecegi ortaya konmustur.

Hava konidilerini seri iretmek icin bir veya iki asamali teknik
kullanilabilecegini ortaya koymuslardir. Tek asamal1 tiretimde, substrat dogrudan
kat1 kiiltiirden inokiile edilir. iki asamali iiretim, genellikle blastospor igeren
inokulumun, su altinda sivi fermantasyon kullanilarak iiretilmesini igerir, bu
inokulum daha sonra kati substrat fazi i¢in kullanilir. Tez ¢alismamizda, kati
substrat fermantasyonu kullanarak hava konidilerini elde etmeyi amagladik ve
sonug olarak 4,9x10'? konidi/g canlilik elde ettik.

Beauveria bassiana izolatinin, (Gandarilla-Pacheco vd., 2013) yapilan bir
caligmada batik kiiltiir ve bifazik ortaminda konidi tiretimi degerlendirilmistir. Sivi
kiiltlir ortaminda, en yiiksek konidi tiretimi 2,2x 108 konidi/ g olarak bulunmustur ve
kat1 fazda (piring tanesi), en yiiksek konidi iiretimi 1,8x10° konidi/g olarak
bulunmustur. Yiiriitiilen bu ¢alismada piring kitle iiretim potansiyeli yapilan B.
bassiana’nin konidi canlilik orani 4,7x10'? konidi/g olarak bulunmustur ve

calismamizla canlilik oranlar1 arasinda farklilik oldugu tespit edilmistir.

Camara vd. (2022) Beauveria bassiana ile yaptiklar1 ¢alismada piring ile
konidi iiretimi iizerine blyiik Olcekli liretim kosullarin1 optimize etmislerdir.
Piringte gelisen B. bassiana konidisi yiiriittigiimiiz caligmada oldugu gibi iiretim
periyotlarindan gegilerek canlilik oranii 7,1x10° konidi/g olarak bulunmustur. Tez
caligmamizda ise kat1 substrat olarak piringten kitle iiretimi yapilan B. bassiana’nin

konidi canlilik oran1 4,7x10%%konidi/g olarak bulunmustur. Kat1 substrattan kitle
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iretim periyotlar1 ayni olsa da canlilik oranlar1 1000 kat daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Buda bizim c¢alismamizin sonraki c¢alismalar ig¢in yol gosterici
olabilecegini ifade etmektedir (Camara vd., 2022).

Yapilan ¢aligmalara bakildiginda kat1 substrat ile kitle iiretim potansiyeli
tizerine birgok calisma bulunmaktadir ve bu ¢alismalarda konidi canlilik orani
genellikle 101°°u gegmemektedir (Camara vd., 2022; Gandarilla-Pacheco, F. L. vd.,
2013; Villalba vd., 2009). Tez ¢alismamizda ise konidi canlilik oran1 102 olarak
bulunmustur ve bu da ¢alismamizi diger ¢alismalardan one ¢ikarmaktadir. Substrat
se¢iminin, entomopatojenik funguslar i¢in kitle iiretim prosediiriin de ¢ok 6nemli
oldugu sonucuna varilmstir.

Ticari kullanim i¢in, bir miko insektisitin, genellikle oda sicakliginda en az
bir yil boyunca spor canliliginda minimum kayip olarak kabul edilen “kabul
edilebilir raf dmriine” sahip olmasi gereklidir. Ticari bir B. bassiana i¢in tipik bir
konidial canlilik egilimi, uzun Omiirliliiglin sicaklikla ters orantili oldugu
bilinmektedir. 30°C’nin {izerindeki depolama sicakliklari, ticari olarak kabul
edilemez raf omriine (<1 yil) neden olurken, 20°C’den diisiik sicakliklarda ¢ok
yillik depolamaya izin verir. Fungal biyopestisitlerinin depolama stabilitesine
iligkin temel dayanak, raf Omriiniin kisalmasidir (Jaronski, 1997). Bizim
calismamizda ise bir yil sonunda oda sicaklifinda bulunan paralelin 1x107
konidi/mL, 4°C’de bulunan paralelin 4 x10°konidi/mL ve oda sicakliginda bulunan
islemlerin onaylanmasi i¢in hizlandirilmis raf Omriine tabii tutulan 42°C’de
bulunan paralelin ise 12 ay sonunda 6x107 konidi/mL oldugu tespit edilmistir. Yine
ayni sekilde calismamiz Jaronski (1997) ile karsilastirildiginda sonuglarimizin

uyumlu oldugu kanisina varilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Beauveria bassiana, biyolojik kontrol stratejilerinde ilerleme i¢in saglam
bir temel olusturmaktadir. Beauveria’nin ¢oklu etkilerle sergiledigi ¢ok yonli
ekolojik rollere iliskin yeni bulgular, son kullanicilara islev ve deger katmakta olup
bu durumda bir mikopestisit veya bitki biiylime destekleyicisi (biyostimiilant)
olarak nihani ticarilesmesini kolaylastiracaktir. Son olarak, kapsamli zararli
yonetimi stratejileri i¢inde genis capta benimsenmesini tesvik etmek icin
Beauveria’nin  bulunabilirligi ve kullanim1 konusunda yetistiricilerin  ve
yayimcilarin egitiminin gergeklestirilmesi ve yayginlastirilmasina ihtiyag¢ olduguna
inanmaktay1z.

Ulasilabilen kaynaklar gz onilinde bulunduruldugunda; yiiriitiilen bu tez
calismasinda iilkemiz kosullarinda ilk kez bir entomopatojen fungusun kati substrat
ile farkli bilesik komponentleri birlestirilerek suda ¢oziinebilir konsantre (SL)
formiilasyonlar gelistirilmis ve belirli periyotlarla bir yillik canlilik degerleri
Olciilerek raf omrii tespiti yapilmistir. Kat1 substratla iiretilen sivi formiilasyonlar
icinde en yiiksek canlilik degerleri Islem 2’ye ait oldugu sonucuna varilmistir. Bir
yil sonunda oda sicakliginda 1x107 konidi/mL, 4°C’de ise 4x10° konidi/mL
canliligin oldugu tespit edilmistir. Hizlandirilmis raf omrii tespiti i¢in 42°C’de
bekletilen uygulamalarda ise en yiiksek degerin 9. giinde yine 6x107 konidi/mL
canlilikla Islem 2’ye ait oldugu sonucuna varilmustir. Hizlandirilmis raf dmrii
bakilan islemler ile 1 yil oda sicakliginda bulunan uygulamalarimizin canlilik
sonugclar1 birbirleri ile ortiigmektedir. Bu da ilerleyen dénemlerde arastirmacilarin
zamandan kazang saglamasi i¢in 1 y1l beklemeyip hizlandirilmis raf dmrii ile hizl
test sonucuna varabilecegini kanitlamistir.

Bu ¢alismada, test edilen B. bassiana izolati SL formiilasyonlar i¢in batik
stv1 kiiltiirde, kat1 substrat tercih edilebilecegini gdstermistir. Degerlendirmenin
ana amaci yiksek konidi verimi elde etmek oldugundan substrat olarak piring
secilebilir ve bu sonu¢ SL formiilasyon igin yapilan baska substrat denemelerine de
yol gosterici olabilir.

Beauveria bassiana hedef zararliy1 aktif olarak enfekte etme ve 6ldiirme
yetenekleri nedeniyle “su baskini” biyokontroliinde kullanim i¢in benzersiz
adaylardir. Bu yaklasimdan dolay1 kullanilan B. bassiana’nin iireticilere ulagsmasini

saglayan uygun maliyetli bir iiretim ve stabilizasyon siirecini gerektirir. Bu nedenle
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ticari gelisimi acgisindan kritik 6neme sahiptir. Biyokontrol ajani, son kullaniciya
maliyet acisindan fayda saglamali (diisiik maliyetli olmali), makul derecede uzun
bir raf 6mriine sahip olmal1 (depolama sirasinda canli ve bulasici kalmali) ve tarla
kosullar1 altinda tutarli bocek kontrolii saglanmalidir. Bu niteliklerin herhangi
birindeki eksikli ticari bir tirlin haline gelmesini engelleyebilir. Genel olarak iiriin
maliyeti ve depolama stabilitesi, iiretim ve formiilasyon siire¢lerinin gelisimini
yonlendirmistir. Cogunlukla bu iiretim hedefleri, tutarli enfeksiyon ve bdcek
hedefinin kontroliine yonelik ekolojik ve cevresel gerekliliklerle celismektedir.
Biyoinsektisitlerin tek bagina veya zararli yonetiminde entegre bir yaklasimin
parcasi olarak kullanilmasinda basarty1r garantilemek igin zararli miicadelesi ile
tarimsal sistem arasindaki iliskinin daha kapsamli bir sekilde anlasilmasi

gerekmektedir.
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