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I cloLC)

Mikroorganizmalarin gelisimini saglamak icin hazirlanan besiyerlerinde bulasikligi 6nlemek
amaci ile kullanilan antibiyotiklerin mikroorganizmalarin gelisimini etkiledigi konusunda
bazi 6ngoriiler mevcuttur. Bu ¢alismada kullanilan antibiyotigin misel gelisimi Gzerindeki
inhibitor etkisi Alternaria alternata icin karsilastirlmistir. Fungal etmen fungisit [P*
(pyraclastrobin+fluxapyroxad), D* (phosphorous acid), Ar* (azoxystrobin+cyproconazole),
B*  (prochloraz+trifloxystrobin+cyproconazole), ve Y* (thiophanate methyl+
tetraconazole)] ile birlikte tetracycline ve streptomycine iceren/icermeyen Patates
Dekstroz Agar (PDA) ortaminda gelisime birakilmistir. Antibiyotik iceren fungisitli
ortamlarda fungal etmenin engellenme oranlari sirasiyla, P* ve B* fungisitleri icin %100,
Ar* icin %46.08, Y* igin 35.29, D* i¢in %8.63 olurken, antibiyotik icermeyen ortamlarda bu
durum P* ve B* fungisitleri icin %100, Ar* i¢cin %46.47, Y* icin %30 ve D* icin %18.82
olmustur. Fungal etmen fungisit testine tabi tutuldugunda, her iki ortamda fungisit
uygulamalarinin birbirleri arasinda istatistiki agidan énemli bir fark oldugu tespit edilmistir
(P<0.05). Ortamda bulunan antibiyotik varhiginin deneysel sonucu etkilemedigi tespit
edilmis, bu durum istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur (P20.05). Yapilan calisma
sonuglari in vitro kosullarda fungal etmenlerin strese maruz kaldigi durumlarda (pestisit,
NaCl, hormon, vitamin, agir metaller vb.) besi ortamina antibiyotik eklenmesinin deneme
sonuglarini etkilemeyecegi kanaatine variimistir.

ABSTRACT

There have been some predictions that the antibiotics which are used to prevent
contamination in nutrient media prepared for the growth of microorganisms affect the
growth of the microorganisms. In this study, the inhibitory effect of antibiotics on mycelial
growth was compared for Alternaria alternata. The fungal agent was grown on Potato
Dextrose Agar (PDA) with or without tetracycline and streptomycin antibiotics in
combination with fungicides [P* (pyraclastrobin+fluxapyroxad), D* (phosphorous acid),
Ar* (azoxystrobin+cyproconazole), B* (prochloraz+trifloxystrobin+cyproconazole), and Y*
(thiophanate methyl+tetraconazole)]. Inhibition rates of fungal growth on PDA containing
antibiotics were 100% for P* and B* fungicides, 46.08% for Ar*, 35.29% for Y*, and 8.63%
for D*, while in PDA without antibiotics it was 100% for P* and B* fungicides, 46.47% for
Ar*, 30% for Y*, and 18.82% for D*. When the fungal agent was subjected to the fungicide
test, there was a statistically significant difference between the fungicide treatments in
both media (P<0.05). The presence of antibiotics in the medium did not affect the
experimental result, which was found to be statistically insignificant (P>0.05). The results
of the study showed that the addition of antibiotics to the growth medium under stress
conditions (pesticides, NaCl, hormones, vitamins, heavy metals, etc.) in vitro conditions did
not affect the experimental results.
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GiRIS

Alternaria spp., Ascomycetes sinifi, Pleosporales takimi ve Pleosporaceae familyasina ait bir fungus olup, bircok
konukcuda ekonomik kayiplara yol agan mitosporik bir cinstir (Thomma, 2003). Alternaria tirleri, saprofitlerden
endofitlere kadar degisen 6zellikler gdstermekte ayrica bitki ve hayvanlarda hastalik olusturabilmektedir. Bu cinse
ait fungus tirleri, Gretim ve depolama asamalarinda sebzeler, tahillar ve meyve agaclari gibi farkl bitki gruplarini
enfekte edebilir (Freire ve ark., 2017). Alternaria cinsine ait tirler, sporlarinin uzun mesafelere hava yoluyla
yayllmasi ve iklim degisikliginin etkileri nedeniyle diinya c¢apinda bitkiler icin ciddi bir enfeksiyon riski
olusturmaktadir (De Saeger & Logrieco, 2017; Matic ve ark., 2020).

Funguslar 6karyotik organizmalar oldugundan, hiicreleri gercek bir cekirdek ve zarla cevrili diger organelleri igerir.
Ote yandan bakteriler prokaryotik organizmalar olup zarla cevrili organelleri bulunmaz. Dolayisi ile antibiyotiklerin
bakteri hiicrelerine penetrasyonu ve bakterilerin protein sentezinde goérev alan ribozomlari etkiledigi igin
bakterilerin cogalmasi ve yayillmasi inhibe edilmis olur ancak fungal hiicrelerde bulunan kitin ve glukandan olusan
kalin hiicre duvari yapisi antibiyotiklerin daha ilk asamada penetrasyonuna imkan vermez. Bu nedenle
antibiyotiklerin fungal etmenler izerinde etkili olamayacagi gortsi hakimdir (Dikilitas ve ark, 2010; Kapoor ve ark.,
2017). Turunggilden elde edilen Alternaria citri etmenine karsi; 3-(3,5-Diklorofenil)-2,4-diokso- N- (propan-2-il)
imidazolidin-1-karboksamid, maneb, captan, metiram, mancozeb, chloratholonil, bakiroksikloriir, Bordo bulamaci
gibi kimyasallar ile laboratuvar kosullarinda biyoetkinlik ¢alismalari yapiimistir. 3-(3,5-Diklorofenil)-2,4-diokso- N-
(propan-2-il) imidazolidin-1-karboksamid etken maddesinin inhibisyon ylzdesinin en yiliksek oldugu tespit
edilmistir. Ayni zamanda maneb aktif maddeli kimyasallar da bu fungusa karsi etkili bulunmustur (Ustiiner, 1996).
Pistachia tiirlerinde gorlen Alternaria yanikligina karsi farkh fungisitler denenmis ve deneme sonucunda en etkili
bulunan aktif madde boscalid+pyraclostrobin iken izolatlar lizerindeki etkisi en diisik olan fungisit azoxystrobin
olmustur. Boscalid’e karst ise izolatlarin direng gosterdigi tespit edilmistir (Ozkiling & Kurt, 2017). Ancak bu ve bunun
gibi calismalarda, in vitro fungisit denemelerinde ortama ilave edilen antibiyotiklerin bakteri gelisimini
engellemesinin ve hedef fungusun daha fazla rekabetsiz kosullarda gelisimini saglamak icin kullanildig
bilinmektedir. Genellikle yapilan ¢alismalarda, antibiyotik ilavesinin fungal gelisimi etkileyip etkilemedigi konusu
gbzardi edilmistir. Ortama ilave edilen antibiyotiklerin bakteri gelisimini baskilayarak fungal gelisime etki edip
etmedigi yoninde net bir bilgi mevcut olmayip, stres calismalarinda antibiyotigin calisma sonuglarini nasil etkiledigi
tartismali bir konudur. Bu ¢alismada, Tetracycline ve streptomycine iceren ve icermeyen PDA besi yerinde fungisit
calismasi yapilmistir. Calisma sonucunda antibiyotikli ve antibiyotiksiz ortamlarda fungisit varliginda misel gelisim
oranlari karsilastiriimistir.

MATERYAL ve YONTEM

Bu calisma, Harran Universitesi Ziraat Fakdiltesi Bitki Koruma Bolimii Fitopatoloji laboratuvarlarinda yiritilmistir.
Laboratuvardaki kiltir stogunda bulunan ve 2019 yilinda ¢cam agaglarindan izole edilen A. alternata fungal etmeni,
fungisitler (Cizelge 1) ve PDA ortamina ilave etmek icin 12 mg L™ konsantrasyonunda hazirlanan antibiyotikler
(tetracycline ve streptomycine) ¢alismanin ana materyallerini olusturmustur

Fungusun tek spor izolasyonu ve muhafazasi

Kaltir stogunda bulunan, hastalikli cam agaclarinin siirgin ve ibreli yapraklarindan izole edilen ve ¢amlarda
patojenisite sonucu Koch postulatlari gerceklestirilen Alternaria alternata fungal etmeni (Erisim no=ITS: OR145842;
LSU: OR616592) calismada kullanilmak Gzere secilmistir. A. alternata hastalik etmenini saf olarak elde etmek igin
etmene ait koloniden bir parca alinip steril ve antibiyotik (streptomycine) iceren PDA (Patates Dekstroz Agar) besi
yerinde transfer edilmistir. Tek hif hiicresinden tek spor miselleri cam tlpler icerisinde egik agarda elde edilmis tek
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spordan gelismis hiflerden kiigik bir parca alinip PDA ortamina ekimleri gerceklestirilmistir.Petri kaplari 25°C’'de ve
karanlikta 7-10 glin sire ile inklibe edilmistir. Saf olarak gelisen kiilturler in vitro fungisit calismasi igin hazir hale
getirilmistir. Uzun sureli kiltirleri saklamak igin gliserolde saklama ydntemi kullaniimistir (Uysal ve ark., 2022).
Bunun icin fungus misellerinden bir parca alinmis 2 mL’lik Eppendorf tiiplere aktariimistir. Eppendorf tlplere %15'lik
gliseroldan 1000 pL ilave edilmistir. Tlpler etiketlenerek -20°C’'de muhafaza edilmistir (Kiling ve ark., 2022).

Cizelge 1. Calismada kullanilan fungisitlerin etken maddeleri, formilasyonlari, dozlari ve etkili madde oranlari
Table 1. The active ingredients, formulations, doses and effective ingredient ratios of the fungicides used in the study

Etken madde ve oranlari Formiilasyon Dozu Ticari isimleri
400 g/L Fosforoz Asit SL 4 ml/L D*

150 g/L Pyraclostrobin + 75 g/L Fluaxapyroxad EC 0.8 ml/L p*

233 g/L Thiophanate-methyl + 70 g/L SE 1.6 ml/L Y*
Tetraconazole

250 g/L Prochloraz+75 g/L Trifloxystrobin+50 g/L SE 1 ml/L B*
Cyproconazole

200 g/L Azoxystrobin + 80 g/L Cyproconazole SC 1 ml/L Ar*

*Fungisitlerin tam ticari adlari markalarin ticari 6zliik haklari gerekgesi ile verilmemistir.

Besi yerlerine antibiyotik eklenmesinin Alternaria alternata’nin misel gelisimi iizerine etkinligi

Calismada fungisitlerin sirasi ile 400 g L™ Fosforoz Asit (D*), 150 g L' Pyraclostrobin + 75 g L™ Fluaxapyroxad (P*),
233 g L' Thiophanate-methyl + 70 g L™ Tetraconazole (Y*), 250 g L™ Prochloraz+75 g L™ Trifloxystrobin+50 g L™
Cyproconazole (B*) ve 200 g L™ Azoxystrobin + 80 g L™ Cyproconazole (Ar*) dozlari mL L™ diizeyinde hesaplanip besi
yerlerine eklenmistir (Kurt ve ark., 2020; Kiling & Guldiir, 2020). Etmen saflastirildiktan sonra, 6 mm’lik cork-borer
(mantar delme aleti) ile besi yerlerinin kenarindan taze misel diski alinip, hazirlanan fungisit solisyonlarina 10 saniye
sure ile batirilarak PDA ortami iceren Petri kaplarinin merkezine yerlestirilmistir. Kontrol grubu icin diskler steril
distile su ile muamele edilmistir.

PDA ortamina antibiyotik ilave edilip homojen hale getirilmistir Calismada fungisitler PDA ortamina ilave edilerek
karistirilmamis, tarla ve bahgedeki dogal durumu simiile etmek icin 10 saniye siire ile funguslar ilgili fungisit
sollisyonuna daldirmak sureti ile muamele edilmistir. Bu ¢alisma, antibiyotik (tetracycline ve streptomycine
antibiyotikleri) iceren ve icermeyen olmak Uzere iki farkli ortamda yuruttilmustiir. Deneme tesadif parselleri
deneme desenine gore 3 tekerirli olarak yapilmistir. Hazirlanan uygulama Petri kaplari 25°C’de ve karanlikta inklbe
edilmistir. Konrol Petri kaplarindaki miseller Petri kaplarini kapladigi zaman ¢alisma sonlandirilarak
degerlendirilmistir. Petri kaplarinda gelisen misellerin c¢aplari yatay ve dikey sekilde iki taraftan 6lcllip cap
ortalamalari alinmistir. Deney sonunda uygulama yapilan Petrilerde gelisen misellerin gelisiminin % engellenme
degerleri Townsend-Heuberger Formiili’'ne goére uygulamadaki miselyal gelisimin kontroldeki miselyal gelisme
orani baz alinarak hesaplanmistir (Townsend & Heuberger, 1943).

BULGULAR ve TARTISMA
Alternaria alternata hastalik etmenine karsi yapilan fungisit denemesi, kontrol grubu misellerinin tetracycline
(antibiyotik) iceren ve tetracycline icermeyen ortamlarda 13 giinde tamamen Petri kaplarini kaplamasi (8.5 cm)

sonucu tamamlanmistir. Antibyotikli ve antibiyotiksiz ortamda gelisime birakilan fungus, fungisit uygulama
gruplarinda benzer gelisimler gostermistir (Sekil 1).
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A Kontrol D*

Kontrol

Sekil 1. Antibiyotikli (tetracycline) ve antibiyotiksiz PDA ortaminda fungisitlerin 13 glin sonra A. alternaria
gelisimine etkileri; fungus kolonizasyonunun A, 6nden; B, tersten gériniimi
Figure 1. Effects of fungicides on the development of A. alternaria after 13 days in PDA media with antibiotics
(tetracycline) and without antibiotics; fungal colonization A, from the front; B, reverse view

Calisma sonucunda, P* ve B* fungisitleri her iki ortamda da fungus gelisimine imkan vermemistir. Antibiyotikli
ortamda D* (fosforoz asit) 7.77 cm, Y* (thiophanate methyl+tetraconazole) 6.82 cm, Ar*
(azoxystrobin+cyproconazole) 4.48 cm gelisme goésterirken, antibiyotik icermeyen ortamlarda D* 6.90, Y* 5.95 ve
Ar* fungisiti ise 4.55 cm olarak gelisme gostermistir (Sekil 2). Fungal etmen fungisit testine tabi tutuldugunda,
ortamda bulunan antibiyotik varliginin deneysel sonucu etkilemedigi tespit edilmis, bu durum istatistiki olarak
6nemsiz bulunmustur (P>0.05).
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Sekil 2. Fungisit etkinligi calismalarinda besi yerlerine antibiyotik (tetracycline ve streptomycine) eklenmesinin
misel gelisimi Uzerine etkisi. Hastalik etmeninin antibiyotikli ve antibiyotiksiz ortamlardaki gelisimi
arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir (F=0.0886, P>0.05). + Standard deviation
Figure 2. The effect of adding antibiotics (tetracycline and streptomycine) to media in fungicide efficacy studies on
mycelial growth. No significant difference was found between mycelial growth in media with and without
antibiotics (F=0.0886, P>0.05). + Standard deviation
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Antibiyotigin misel kolonizasyonunu engellemesi agisindan herhangi bir etkisinin olmamasinin yani sira Sekil 3'te
goralduga tzere her iki ortamda (Antibiyotikli, antibiyotiksiz) da fungisit gruplari arasinda misel engelleme orani
bakimindan istatistiksel olarak énemli bir fark bulunmus ve bu farklar harflendirilerek verilmistir. Buna gore
tetracycline iceren ortamda P* (pyraclastrobin+fluxapyroxad) ve B* (prochloraz+trifloxystrobin+cyproconazole)
fungisitleri %100, D* (fosforoz asit) %8.63, Y* (thiophanate methyl+tetraconazole) 35.29, Ar*
(azoxystrobin+cyproconazole) %46.08’lik bir etki gosterirken, antibiyotik icermeyen ortamlarda bu durum yine P*
ve B* fungisitleri, %100, D* %18.82, Y* %30 ve Ar* fungisiti ise %46.47 olarak gerceklesmistir. P* ve B* fungisiti
%100’luk bir engelleme orani ile her iki ortamda da en etkili fungisit bulunmustur. Diger fungisitler % 50 oraninin
altinda etki gostermistir. Streptomycine iceren ortamda da fungisitler ve misel gelisimi ayni etkiyi gdstermis ve her
iki abtibiyotik arasinda 6nemli bir fark bulunmamustir.
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Sekil 3. Fungisit etkinliklerinin belirlendigi calismalarda antibiyotikli ve antibiyotiksiz ortamda gelisen misel
gelisimlerinin % engellenmesi. Her iki ortamda da fungisit uygulama gruplari arasinda Tukey LSD testine
gore 6nemli fark bulunmus (a=0.050, Q=3.68474), farklar harflendirilerek verilmistir
Figure 3. % inhibition of mycelial growth in antibiotic and non-antibiotic media in studies in which fungicide
efficacy was determined. A significant difference was found between the fungicide treatment groups in
both environments according to Tukey LSD test (a=0.050, Q=3.68474), and the differences are given in
letters

Antibiyotikler bakterilerin blyliime ve ¢ogalmasini engellemek icin tasarlanmis organik bilesikler olup bakterileri
oldiirmekten ziyade hiicre membrandan igeri girdiklerinde protein sentezini bloke eder. Dolayisiyla DNA’dan gelen
kodlar sonucu (mRNA) ribozomlarda yapilmasi planlanan protein sentezini bloke ederek protein sentezini
engellerler, hiicre kendisini gelistirecek proteini yapamaz (Sionov & Steinberg, 2022). Funguslarda ise antibiyotik
dogal yollarla hiicre icerisine penetre edemedigi icin antibiyotikler genelde etkisiz olurlar. Bu temel farklar asagidaki
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sekilde izah edilmistir (Sekil 4). Dolayisi ile bakteriyle fungus arasindaki hiicresel yapilar ve metabolik slrecler
arasindaki temel farklar nedeniyle antibiyotikler funguslara karsi etkili olmamaktadir.
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Sekil 4. Bakteri ve fungus hiicrelerinde antibiyotik mekanizmasi
Figure 4. Mechanism of antibiotic in bacterial and fungal cells

Yapilan bir calismada israi’de nar meyvelerinde goériilen Alternaria spp., Botrytis cinerea, Penicillium spp.,
Aspergillus spp., Rhizopus stolonifer ve Mucor spp. hastalik etmenlerine karsi prochloraz etken maddesi
tebuconazole aktif maddesiyle kombine edilmesi sonucu oldukga etkili bulunmustur (Nerya ve ark., 2015). Yapilan
baska bir calismada, Brezilya’da havugta Alternaria hastaligina karsi Fluxapyroxad+pyraclostrobin etken maddesi
basarili bir sekilde inhibasyon sergilemistir (Téfoli ve ark., 2020). Bu ¢alismada ise prochloraz aktif maddesine sahip
olan P* fungisiti misel kolonizasyonunu basarili bir sekilde engellemistir.

Fungisit denemesinde tetracycline ve streptomycine iceren ve icermeyen PDA ortamlarindan elde edilen 1 cm? lik
disk alaninin spor sayimi da yapilmis (Kiling ve ark., 2023) her iki ortamda ve her iki antibiyotik varliginda da fungal
sporulasyonun birbirlerine benzer oldugu sadece uygulamalarin birbirleri arasinda fark oldugu gériilmus, antibiyotik
iceren veya icermeyen ortamlarda ve her iki antibiyotik arasinda spor yogunlugunun istatistiki olarak fark etmedigi
tespit edilmistir (Cizelge 2). P* ve B* uygulama gruplarinda herhangi bir konidi gelisimi gbzlemlenmemistir.

Cizelge 2. Antibiyotik iceren ve icermeyen ortamlarda fungisit uygulamalarin konidi yogunlugu tzerine etkisi
Table 2. Effect of fungicide applications on conidia density in media with and without antibiotics

Ortamlar Kontrol D* p* Y* B* Ar*
spor/Ml
Tetracyclineli 8.20x10° 5.78x10° 0 4.70x10° 0 2.60x10°
Tetracyclinesiz 7.94x10° 6.06x10° 0 5.12x10° 0 2.76x10°
Streptomycineli | 7.56x10° 6.48x10° 0 4.20x10° 0 2.16x10°
Streptomycinesiz | 7.82x10° 5.80x10° 0 5.12x10° 0 2.34x10°
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Sonug olarak; bu calismada, antibiyotik iceren veya icermeyen PDA ortaminda, farkli aktif maddeye sahip
fungisitlerin A. alternata etmenine karsi ruhsatli olmayan etken maddelerin etkileri testlenmistir. Denemede
antibiyotik varliginin herhangi bir degiskenlik gostermedigi tespit edilmis ve besi ortamlarinda fungal gelisimi
yavaslattigi veya engelledigi arastirilmistir. Bu calismada, ilk defa B* fungisiti A. alternata etmenine karsi uygulanmis
ve etmene karsi 10 saniyelik bir temasa ragmen cok etkili bulunmustur. Bu kisa siireli etki arazi kosullarinda fungisit
uygulama stresiyle esdeger olup fungal etmenin ayni zamanda miicadelesi hakkinda énemli ipuglari saglamistir.
Fungisit calismasi sonucunda elde edilen verilere gore 5 fungisitten 2 tanesi oldukga etkili bulunmustur. Misel
kolonizasyonunun %100’UnU engellemesi acgisindan etkili bulunan fungisitler sirasiyla pyraclostrobin  +
fluaxapyroxad aktif maddeli P* ve prochloraz+trifloxystrobin+cyproconazole etken maddeli B* fungisitleri olmustur.
Ayni zamanda normalde yavas gelisen Alternaria’nin antibiyotik varliginda ve fungisitlerle beraber uygulandiginda
fungal misel gelisiminin geriledigi veya engellendigi dogru olmadigl kanisina varilmis ve glvenli sekilde stres
testlerinde kullanilabilecegi anlasiimistir. Antibiyotik kullaniminin sporulasyonu etkilemedigi de gorilmustir. Ayni
fungisitlerin art arda kullanimi, patojen popilasyonunda fungisit duyarsizliginin gelismesine neden olabilir. Bu
nedenle fungisitlerin kombineli kullanimlari ¢alisiimali ve direng probleminin 6niine gecilmelidir. Fungus kaltiirG
¢alismalarinda bakteri kontaminasyonunu engellemek igin kullanilan antibiyotigin ¢alismalarda fungal gelisim ile
ilgili sonuclari etkilemeyecegi, antibiyotik mekanizmasinin bakteri ve funguslarda farkh mekanizmalar ile ¢alistigi,
bu mekanizmalarin molekiler ve biyokimyasal olarak da irdelenmesi gerektigi degerlendirilmistir. Bu galisma
bundan sonraki calismalara isik tutacagi dislintilmektedir.

CIKAR CATISMA BEYANI
Bu ¢alisma birinci yazar tarafindan yuarGtilmis ve yazilmis olup ikinci ve Uglincli yazarlar makaleyi inceleyip
diizenlemislerdir.

ARASTIRMACILARIN KATKI ORANI BEYANI
Yazarlar ¢alismaya esit oranda katki saglamis olduklarini beyan eder.

ETiK ONAY BEYANI
Bu makalede insan veya hayvan denekler ile herhangi bir calisma bulunmamasi nedeni ile etik onaya gerek
duyulmamaktadir.
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