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EGE BOLGESI KOSULLARINDA URETIiLEN ORGANIK HAYVAN
YEMLERINDE FARKLI MUNAVEBE SISTEMLERINDE OLUSAN
POTANSIYEL MiKOTOKSIJENIK KUFLERIN TANILANMASI

ASNAASHARI, Rasool

Yuksek Lisans, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Damgmani: Dog. Dr. Ozlem ABACI GUNYAR

Ocak 2019, 103 sayfa

Mikotoksin, farkli kifler tarafindan sentezlenen sekonder toksik
bilesiklerdir. Mikotoksinler, gida ve yemlerde bulunan insan ve hayvan sagligini
tehdit eden en tehlikeli kimyasal etkenlerdendir. Yem, yem hammaddeleri ve
gidalarda nem, 1s1, oksijen ve siire gibi uygun sartlarda olusabilmektedir. Kiiflerin
irettigi mikotoksinleri igeren gidalar1 tiikketen hayvan ve insanlarda subakut, akut
ve Ozelikle de kronik zehirlenmelere ve &limlere neden olmaktadirlar.
Mikotoksinlerin ¢ogu Aspergillus , Penicillium ve Fusarium genusu Uyeleri
tarafindan sentezlenmektedir. Bugin bilinen 300-400’den fazla mikotoksin
olmasina ragmen aflatoksinler, okratoksinler, trikotesenler, zearalenonlar, patulin
ve fumonisinler yem ve gidalarda bulunarak, insan ve hayvan sagligi i¢in risk

olusturan mikotoksinlerin basinda gelmektedirler.

Yem ve yem {iriinleri toksik kiif gelismesi ve mikotoksin olusumu i¢in hasat
oncesinde, hasat swrasmda ve sonrasinda 1s1 ve rutubet gibi uygun sartlarda
kiflerin istilasina ugrayarak mikotoksinler ile kontamine olabilirler. Her yil
diinyada tahil ve yagli tohum iiretiminin en az %1'i ¢irime ve kiflenme yiiziinden
kullanilamaz hale gelmekte ve %25'e yakin kismi da farkli oranlarda

mikotoksinlerle kirlenmektedirler.

Calismamizin amaci; besin degeri yiiksek, diisiik maliyetli ve kalite

yoninden en 6nemli belirleyici faktOrlerden olan kif ve mikotoksin icermeyen
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organik yemleri iiretmek amaciyla, toprak ve {iriin Orneklerinden potansiyel

mikotoksin dreticisi fungal tirlerin izolasyonu ve identifikasyonunu yapmaktir.

Calismamizda; hasat Oncesi ve sonrasinda alinan toprak ve yem {irlinleri
kullanilmistir. Alinan 48 adet toprak ve 32 adet Urlin 6rneklerinden potansiyel
mikotoksin iireticisi fungal tiirlerin izolasyonu i¢in seyreltme esasina dayali teknik
kullanilmistir.  Uygun kosullardaki inkiibasyonun ardindan elde edilen
Aspergillus, Penicillium, Alternaria ve Cladosporium genuslarina ait izolatlar
fenotipik olarak tanilanmistir. Fenotipik tanilama sonucunda 17 adet Aspergillus
flavus, 24 adet Aspergillus amstelodami, 35 adet Aspergillus terreus, 12 adet
Aspergillus japonicus, 1 adet Aspergillus ostianus, 1 adet Aspergillus versicolor,
23 adet Aspergillus ustus, 2 adet Aspergillus ochraceus, 35 adet Aspergillus niger,
1 adet Aspergillus clavatus, 3 adet Aspergillus wentii, 1 adet Aspergillus
alliaceus, 2 adet Aspergillus awamori, 25 adet Aspergillus fumigatus ve
Penicillium genusuna ait kifleden, 7 adet Penicillium purpurogenum, 16 adet
Penicillium commune, 4 adet Penicillium oxalicum, 11 adet Penicillium citrinum,
1 adet Penicillium expansum, 5 adet Penicillium pinophilum , 4 adet Penicillium
decumbens, 3 adet Penicillium verruculosum, 3 adet Penicillium chrysogenum , 1
adet Penicillium aurantiogrisesum, 1 adet Penicillium brevicompactum, 1 adet
Penicillium glabrum, 1 adet Penicillium funicolusum ve 40 adet Alternaria
genusuna ait tir ve 37 adet Clodosporium genusuna turlerine ait izolat1 elde
edilmistir. Calismamiz sonucunda elde edilen fungal izolatlar potansiyel
mikotoksin Ureticisi tlrlerdir. Mikotoksin Ureticisi bu fungal tirler hayvan

yemlerini kontamine ederek insan ve hayvan saglhigini tehdit altina almaktadirlar.

Mikotoksinlerin toksik ve karsinojenik Ozellikte olmalar1 nedeniyle,
kontamine olmus iirlinlerin insan ve hayvanlar tarafindan tiiketilmesi ge¢misten
giiniimiize onemli saglik sorunlarma yol agmaktadir. DNA ve hiicresel boyutta
cok farkl etkiler gostererek kansere kadar gidebilen bir¢ok hastaliga neden olan
mikotoksinlerin etkilerinin minimuma indirilebilmesi toplum saglig1 agisindan da

blyik éneme sahiptir.

Anahtar s6zcukler: organik yem, mikotoksin, kif
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IDENTIFICATION OF POTENTIAL MYCOTOXIGENIC MOLDS IN
COMPOSED DIFFERENT ALTERNATION SYSTEMS AND PRODUCED
ORGANIC FEEDS IN EGE REGION CONDITIONS

ASNAASHARI, Rasool

MSc. in Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Ozlem ABACI GUNYAR

January 2019, 103 pages

Mycotoxins are secondary toxic compounds synthesized by different molds.
Mycotoxins are the most dangerous chemical agents in food and feedstuffs that
threaten human and animal health. Feed, feed stuffs and other foods can be
formed under suitable conditions such as moisture, heat, oxygen and time. In
animals and humans consuming food containing mycotoxins produced by molds,
subacute, acute, and especially chronic poisonings and deaths occur. Most
mycotoxins are synthesized by Aspergillus, Penicillium and Fusarium genus
members. Although there are more than 300-400 mycotoxins known today,
aflatoxins, ochratoxins, tricotheenes, zearalenones, patulin and fumonisins are
found in feed and food, leading to mycotoxins, which are a risk for human and
animal health. Forage and fodder crops can become contaminated with
mycotoxins by toxic mold development and mycotoxin formation before harvest,

during and after harvest and under suitable conditions such as heat and humidity.

Feed and feed products; they may become contaminants with mycotoxins
after undergoing harvesting, during and after harvest and under suitable conditions
such as heat and humidity. At least 1% of cereal and oil seed production in the
world becomes unusable due to decay and mold, and close to 25% are

contaminated with mycotoxins at different rates.

In our study; it is aimed to isolate and identify potential mycotoxin-

producing fungi species from soil and feed samples in order to produce organic



and non-moldy meats and mycotoxin-free foodstuffs which are the most important

determining factors of nutrient value, low cost and quality.

In the present study; soil and feed crops taken before and after harvest were
used. Dilution based technique was used for the isolation of fungal species of
potential mycotoxin producer from 48 soil and 32 crop samples. Isolates
belonging to Aspergillus, Penicillium, Alternaria and Cladosporium were
obtained phenotypically after incubation. According to our results 17 Aspergillus
flavus, 24 Aspergillus amstelodami, 35 Aspergillus terreus, 12 Aspergillus
japonicus,1 Aspergillus ostianus, 1 Aspergillus versicolor, 23 Aspergillus ustus, 2
Aspergillus ochraceus, 35 Aspergillus niger, 1 Aspergillus clavatus, 3 Aspergillus
wentii, 1 Aspergillus alliaceus, 2 Aspergillus awamori, 25 Aspergillus fumigatus
and Penicillium, 7 Penicillium purpurogenum, 16 Penicillium commune, 4
Penicillium oxalicum, 11 Penicillium citrinum, 1 Penicillium expansum, 5
Penicillium pinophilum, 4 Penicillium decumbens, 3 Penicillium verruculosum, 3
Penicillium chrysogenum, 1 Penicillium aurantiogrisesum, 1 Penicillium
brevicompactum, 1 Penicillium glabrum, 1 Penicillium funicolusum, 40
Alternaria spp. and 37 Clodosporium spp. were phenotypically identified. Our
work is important because the fungal isolates obtained as a result of our study are
potential mycotoxin producing species. These fungal species, which are
mycotoxin producers, threaten human and animal health by contaminating animal
feed.

As a result; Because mycotoxins are toxic and carcinogenic, it has long been
known that consumption of contaminated products by humans and animals leads
to significant health problems in the past. The ability to minimize the effects of
mycotoxins, which cause many diseases that can go on to cancer by showing very
different effects on DNA and cellular size, has great prominence in terms of

community health.

Key Words: Organic feeds, Mycotoxin, Fungi
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Mikotoksinler funguslarin {trettigi diisik molekiil agirlikli sekonder
metabolitlerdir. Mikotoksinler enfeksiyonlar ve gida bozulmalar1 araciligiyla bitki,
hayvan ve insan sagligmi olumsuz etkileyebilmektedirler. Kiiflerin trettigi
mikotoksinleri iceren gidalar1 tiiketen hayvan ve insanlarda subakut, akut ve
ozelikle de kronik zehirlenmelere ve liimlere neden olmaktadirlar. Mikotoksinler
Ozellikle Ascomycota grubundan izole edilen toksik bilesiklerdir. Mikotoksin
uretecen en oOnemli tirler Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps,
Stachybotrys, Pithomyces, Phoma, Mytothecium, Phomopsis, Diplotia Alternaria
genusularina giren tiirlerdir. Bugin bilinen 300-400’den fazla mikotoksin
olmasina ragmen aflatoksinler, okratoksinler, trikotesenler, zearalenonlar, patulin
ve fumonisinler yem ve gidalarda bulunarak, insan ve hayvan saghig: i¢in risk

olusturan mikotoksinlerin basinda gelmektedirler.

Calismamizin amaci; besin degeri yiiksek, diisik maliyetli ve kalite
yoninden en 6nemli belirleyici faktorlerden olan kif ve mikotoksin icermeyen
organik yemleri iretmek amaciyla, toprak ve iirlin Orneklerinden potansiyel
mikotoksin {ireticisi fungal tiirlerin izolasyonu ve identifikasyonunu yapmaktir.
Mikotoksinlerin toksik ve karsinojenik Ozellikte olmalar1 nedeniyle, kontamine
olmus triinlerin insan ve hayvanlar tarafindan tiiketilmesi ge¢misten giiniimiize
onemli saglik sorunlarina yol agmaktadir. DNA ve hiicresel boyutta ¢ok farkli
etkiler gostererek kansere kadar gidebilen birgok hastaliga neden olan
mikotoksinlerin etkilerinin minimuma indirilebilmesi toplum saglig1 agisindan da

blyilk éneme sahiptir.

[ZMIR Rasool ASNAASHARI

22/01/2019
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1. GIRIS

Kiifler tarafindan uygun sartlar altinda salgilanan sekonder metabolizma
drtnd olan toksik metabolitlere mikotoksin ad:1 verilmektedir. Mikotoksin terimi,
yunancada mantar anlamma gelen mycos ile latince zehir anlamma gelen
toxicum kelimelerinin  birlesmesiyle olusmustur. Funguslarm toksinleri ile
kontamine olmus gida ve yemlerin insan ve hayvanlar tarafindan tiiketilmesi ile
ortaya c¢ikan hastaliklar "mikotoksikozis" olarak adlandiriimaktadir. (Arapcheska
et al., 2015; Alshannaqg and Yu, 2017)

Kimyasal yapilarma, tretici fungus tiiriine, etkiledikleri organ, doku veya
sisteme gore yaklasik 300-400 mikotoksin varligi bilinmektedir. Ancak sadece
yaklasik %10-15'i halk sagligiyla ilgili oldugu kabul edilmektedir (Turner et al.,
2015; Alshannag and Yu, 2017). Hayvanlar ile yapilan caligmalar farkli
mikotoksinlerin farkli organlar lizerine etkili olmakla beraber bu etkinin akut
toksik, mutajenik, karsinojenik ve teratojenik 6zelliklerde olabildigini, bazilarinin
bu etkilerin birka¢imi ayni anda gdsterdigini ortaya koymaktadir. Mikotoksinler
ayrica 1s1 uygulamarma karsi direngli olmalar1 nedeni ile de 6nemlidirler.
Mikotoksinlerin gogu Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Claviceps ve Fusarium
genusu Uyeleri tarafindan tretilmektedir. (Bennett and Klich, 2003; Creppy,
2002; Omurtag, 2002; Fox et al., 2008; Ruyck et al., 2015; Alshannag and Yu,
2017).

Aflatoksinler, okratoksinler, trikotesenler, zearalenonlar, patulin ve
fumonisinler yem ve gidalarda bulunarak, insan ve hayvan sagligi igin risk
olugturan mikotoksinlerin basinda gelmektedirler. Mikotoksinler iginde en ¢ok
incelenen ve toksisite olusturma potansiyeli en yliksek olani, aflatoksin grubundan
hepatotoksik ve karsinojenik Ozellikteki aflatoksin B1’dir. Aflatoksinlerin ilk
kesfedilen mikotoksin grubu olmasi, neredeyse tiim hayvan tiirlerinde ve
insanlarda toksik etki gostermesi, tim besinsel drinlerde kirlenmelere yol
acabilmeleri, diger mikotoksinlere kiyas ile daha kisa siirede olugmalari,
karsinojenik etkileri ve bu mikotoksinin bulundugu yemleri tiiketen hayvanlarin
et, slit ve yumurta gibi iriinlerinde de kalnti birakmalar1 nedeni ile 6nem arz

etmektedirler. (Asam et al., 2015; Adeyeye, 2016; Asif Asghar et al., 2016)



Yem ve yem firiinleri toksik kiif gelismesi ve mikotoksin olusumu i¢in hasat
oncesinde, hasat sirasmda ve sonrasinda 1s1 ve rutubet gibi uygun sartlarda
kiiflerin isitlasina ugrayarak mikotoksinler ile kontamine olabilirler. Her yil
diinyada tahil ve yagli tohum iretiminin en az % 1'i ¢irime ve kiflenme
yiiziinden kullanilamaz hale gelmekte ve % 25'e yakin kismi da farkli oranlarda
mikotoksinlerle Kkirlenmektedirler (Zinedine et al., 2009; Pick et al., 2016)
Amerika Birlesik Devletlerinde (A.B.D) sadece deoksinivalenolden kaynaklanan
yillik kayiplarin 650 milyon dolar oldugunu disiiniildiigiinde mikotoksin
bulagsmasinin hayvancilik sektoriinde neden oldugu ekonomik kaybin ne kadar
onemli oldugunu goriilebilmektedir. Boyle bir ekonomik zarar bizim iilkemiz

icinde ciddi bir tehdit icermektedir (Vila-Donat et al., 2018)

Yemlerin ve gidalarin mikotoksinler tarafindan kontaminasyonu diinya
capinda onemli bir problemdir. Mikotoksinler hayvanlara ve insanlara biyilk
tehlike olusturur. Mikotoksinler, gida endiistrisinde ve hayvancilikta her yil biiyiik
ekonomik kayiplara sebep olmaktadwr. Gida ve tarim Orgiitii'ne gore (FAO)
iiretilen tiim gidalarin yaklasik iicte biri, yillik 1,3 milyara tona yakin kontamine
olarak kaybedilmektedir. Ayrica diinya ¢apinda yaklagik 5 milyar insan aflatoksin
gibi mikotoksinlere maruz kaldigi tahmin edilmektedir. Bu nedenle, gida ve
yemdeki mikotoksinleri ortadan kaldirmak veya etkisiz hale getirmek icin
organik yem dretimi ve bu yem ile beslenen organik hayvan yetistiriciligi
giindeme gelmistir (Ji et al., 2016; Montanha et al., 2018).

Kaliteli, kalint1 icermeyen ve saglikli kosullarda yetistirilen hayvanlardan
elde edilen organik hayvansal iiriinler; iyi ¢evresel kosullarda tiretildikleri, lezzetli
olmalar1 ve daha diisiikk yag igerikleri sebebi ile tiiketici tarfindan daha fazla ilgi
gormektedir (Kouba, 2003; Van Ryssen, 2003). Ayrica organik etlerin
konvansiyonel etlerden daha diislik kolesterol, daha yiiksek doymamis ve daha
diisiik doymus yag asitleri icerdigi belirtilmektedir (Ortenzo, 2006; Revilla et al.,
2008). ilave olarak organik siitler ile yapilan galigmalar, bu iiriinlerin kansere kars1
koruyucu o6zellikler tasiyan konjuge lineolik asit (CLA) ve omega-3 yag asitleri
bakimindan konvansiyonel olanlara gore daha zengin olduklarini ortaya
koymustur (Butler et al., 2011; Tsiplakou et al., 2010; Manzi, and Durazzo.,
2017).



Konvansiyonel hayvansal dretimde ihtiyag duyulan bitkisel kékenli yem
uretimi, erozyona zemin hazirlamakta ayrica genetik olarak modifiye edilmis
tohumlarin, sentetik kimyasal giibreler ve tarmm ilaglarinin siklikla kullanimi
nedeni ile ekolojik dengeyi bozmakta ve insan ve hayvan sagligini lizerinde ciddi
problemlere neden olmaktadir (Van Wagenberg et al, 2017) Tarmm ilaci
kullaniminin yaygin olmasma bagli olarak konvansiyonel yemlerde pestisit
kalintilar1 ¢ok yliksek olabilmekte; bu durum saman gibi kaba yemlerde daha sik
goriilmektedir Endiistriyel tarimda 6zellikle misir ve soya genetigi degistirilmis
tohumlar oldugu ve yliksek diizeyde pestisit icerdigi belirtilmektedir (Anonim,
2011). Buna karsin organik yemler kimyasal giibrelerin, tarim ilaglarinin, genetigi
degistirilmis organizmalarin, hormonlarmm, hayvansal yan iiriinlerin ve yem
katkilarmin kullanilmadig: {irtin oldugu i¢in insan ve hayvan saghigmi icin tehdit
olusturmamaktadirlar (Batra, 2011). Organik yemlerle yetistirilen hayvanlarin
konvansiyonel yemlerle beslenenlere gore daha saglikli olduklarina, daha iyi
bliylime ve lireme performansina sahip oldukalrina iliskin bulgular mevcuttur

(Shore et al., 2009).

Yemler organik ve inorganik besin maddelerini iceren bitkisel veya
hayvansal kokenli maddelerdir. Hayvan beslemede kullanilan yemler kaba ve
yogun yemler olarak temel anlamda iki gruba ayrilmaktadir. Kuru kaba yemler ve
sulu kaba yemler, kaba yemler grubunun en énemli temsilcilerindendir. Kuru kaba
yemler , samanlar, ham selliloz oran1 %18 ve daha yiiksek olan ve kuru otlardan
olugmaktadir. Sulu kaba yemler ise fig, korunga, yonca gibi yesil yem bitkileri ile
silaj, kok ve yumrulardan olugmaktadir. Yogun yemler igerisinde birinci grubu
enerji yemleri olusturmaktadir. Dane musir, yulaf, bugday kepegi, arpa ve tritikale
bu yemler enerji iceren yemler grubu igerisindedir. Yogun yemlerden ikinci grubu
ise protein yemleri olusturmaktadir. Soya, et ve balik unu gibi hayvansal kaynakli
yemler, pamuk tohumu ve aygicegi tohumu kiispeleri bu yem grubu icerisinde yer

almaktadir.

Organik hayvan yem dretiminde de kaliteyi etkileyen en énemli faktor
kifler ve drettikleri mikotoksinlerdir. Organik Grtnlerin herhangi bir kimyasal
muameleye tabi kalmamasi gerekliliginden dolayi, kiif ile kontamine olmaya daha

hasastir ve bu kiiflerin iirettigi mikotoksinlerde ciddi problemler yaratmaktadirlar.



Avrupa’da yapilan aragtirmalar, besin zinciri boyunca mikotoksinlerin olusumuna
zemin hazirlayan kosullarin daha fazla anlasilmasi ve gerekirsede tespit edilip
engellenmelerini saglamaya ve triinlerdeki mikotoksin varliginin segilir

kilinmasina yonelik yapilmaktadir (Ji et al., 2016).

Hayvanin tiim besin gereksinimlerini karsilayacak yemler, basta enerji ve
protein igerikleri bakimindan yeterli olmali ve kaba yemlerle birlikte
kullanilmalidir. Ulkemizde organik hayvan yemi yetistiriciliginde iiretici yan iiriin
olan tercih etmektedir ve tamamen hayvan yemi retimine yonelik bir minavebe
sistemini takip etmemektedir. Bu nedenle hayvanin tiim besin madde ihtiyaglarmi
Ozellikle de protein gereksinimini karsilayabilecek igerikte miinavebe sistemine
dayali iiretim sz konusu olmamaktadir. Uretici ya sadece kaba yem ya da
enerji yemini iretmektedir. Organik hayvan yetistiriciliginde kaliteli, zengin
icerikli, kif ve mikotoksin icermeyen, maliyeti diisiik yem tiretimi temin edilerek

entegrasyonu saglanmasi gerekmektedir.

Organik yem bitkileri yetistiriciligindeki bilgi eksikliginden kaynaklanan
problemler yeterli organik iiretimin saglanamamasima neden olmaktadir. Bu
durum hem biiylikbas hem de kiigiikbag hayvan yetistiriciliginde hem de kanath
iretiminde bliylilk bir sorun olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu sorunun
¢Oziilememesi organik hayvancilik yapmak isteyen isletmeler i¢in kisitlayici bir
faktor olusturmaktadir. Organik yem teminindeki yetersizlik yemlerin ithal
edilmesine neden olmaktadir. Organik sistemde yetistirilen hayvansal iiretim
maliyetlerinin konvansiyonel {iretime kiyasla daha yiiksek olmasmin en 6nemli
nedeni yem fiyatlaridir. Konvansiyonel yem hammaddelerine kiyasla %50-100
oraninda daha yiiksek fiyatla satilan organik tahillar ve soya organik yemin daha

pahali olmasinimn baslica nedenidir (M.kouba, 2003; J.webster et al., 2013).

Calismamiz UTAEM'in (Uluslararasi Tarimsal Arastrma Ve Egitim
Merkezi Midiirligii) Menemen Ovasinda yer alan Orta kdy deneme arazisinde 4
yil uygun minavebe sistemi ile organik kurallar gergevesinde optimum yem
verimini saglamak hedeflemis olan bir projenin potansiyel mikotoksijenik
kiiflerinin belirlenmesini kismmni igeren bir ¢alismadir. Ozellikle et ve st Gretimi

yapilan ¢iftliklerde hayvan beslemede kullanilan kiif ve mikotoksin igeren yemler



hayvanlarda ve bu hayvanlarin iiriinlerini tiikketen insanlarda farkl tipte akut ve
kronik zehirlenmelere neden olabildigi ¢apilan c¢aligsmalar ile ortaya
konmustur. Kifler ve drettikleri mikotoksinler kalite agisindan en Onemli

belirleyici faktorlerden oldugu i¢in ¢alismamiz 6nem arz etmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

1960 yili mikotoksinlerin anlasilmasinda dnemli bir tarihtir. Bu tarihe kadar
tarimsal irlinlerde meydana gelen kiiflenme sadece ekonomik acidan sorun
olusturuyordu. Ancak 1960 yilindan sonra kiiflii gidalarin yiiksek canlilarda neden
oldugu hastaliklar ilgi odagi haline gelmesine sebep olmustur. Ancak 1960
yilinda; oral yoldan alindiginda canlilarda ¢ok giiclii toksitite meydana getiren,
bununla birlikte kanserojen 0©zellige sahip, aflatoksinin kesfi ile beraber
mikotoksinler iizerine ¢alismalar yogunlagmistir. Sapkali mantarlar diginda eski
zamanlardan beri bilinen, kayitlarda en fazla yer alan kif zehirlenmesi Claviceps
purpurea ile kontamine olmus tahillarin tiiketilmesi neticesinde goriilen ve
ergotizm olarak adlandirilan mikotoksikosis olayidir. Bu olayda etken madde
kiiftin sentezledigi ergot alkoloididir (ergotoksin). Orta cag yillarinda binlerce
insan ergotizme maruz kalmis ve o donemde Aziz Antonius hummasi olarak
adlandirilan hastalik, karincalanma ve uyusma gibi semptomlar gosteren bir sinir
hastaligi olarak literatiirdeki yerini almistr (V.Lapinskas, 2007; Wanda
M.Haschek et al., 2013).

Penicillium tiirlerinin ~ piringlerde  irettigi ve piringlerin  tiiketilmesi
sonucunda insan saghigmim olumsuz etkilendigi toksin tiretimi 1890 yilindan beri
Japon patologlar tarafindan bilinmektedir. Sar1 piring olarak adlandirilan
pirinclerde gorilen bu toksik etkinin a¢iga kavusturulmas: ancak 1960' li yillarda
miimkiin  olmustur. Bugiin P.islandicum ve P.citreoviride gibi tiirlerin sar1
piringlerde luteosikrin, sitrinin, sitreoviridin gibi mikotoksinleri olusturduklari,
bu mikotoksinler ile kontamine olmus piringlerin zehirlenmelere neden olduklari

bilinmektedir (Anonymous, 2006; Nizamlioglu vd ark., 2010).

Okratoksinler, ilk kez 1965 yilinda sorgum tanelerinden izole edilen
Aspergillus ochraceus kiiltiiriinde saptanmigtir (Van der Merwe et al., 1965).
Daha sonraki arastirmalarda diinya iizerinde iliman iklimin hakim oldugu

yerlerde yaygin bulunan bir depo kiifii olan P. verrucosum’ un da okratoksinleri



salgiladig1 belirlenmistir. Okratoksinler icerisinde toksikolojik dneme sahip olan

tek mikotoksin, Okratoksin A (OTA)’dir (Atoui et al., 2010).

Ayn1 zamanda OTA, basta Balkan iilkelerinin (Bosna, Bulgaristan,
Hirvatistan, Romanya ve Sirbistan) kirsal bolgelerde yasayan insanlarda goriilen
“Balkan Endemik Nefropatisi” (BEN) olmak iizere, Misir ve Tunus’da goriilen
nefropatiler ve bobrek timarleri ile baglantili olarak tanimlanmustir. Elde edilen
epidemiyolojik bilgiler, BEN’nin OTA igeren yiyecek tliketimiyle baglantili
oldugu sonucunu desteklemektedir ( Mally et al., 2007; V.stefanovic et al., 2008).

Dogu Avrupa' da kiiflii yemler ile beslenen atlarin 6liimlerine rastlanmistir.
Halkin saman hastaligi dedigi bu mikotoksikosis aslinda Stachybotrys atra 'nin
sebebiyet verdigi stachybotryotoksikosistir. Atlarin zehirlenmesi ve Oliimiine
neden olan etkili mikotoksinlerin baslicalari; satratoksin, verrukarin ve roridin’
dir. Bu mikotoksinlerin 1 mg gibi ¢ok diisiik dozda almmas1 akut etkiye ve
hayvanin 6 ila 72 saat gibi bir siirede 6lmesine neden olmaktadir. P. rubrum ile
enfekte olmus kiiflii misirlar ile beslenilen at ve sigirlarin 6liimiine dair belgelerde
1927° lere kadar dayanir. Pityomyces chartarum kiifii bulasmis yemlerle
beslenilen koyun ve sigirlarda da yiiz ekzamasinin goriildiigi 1960 Oncesi
yillardaki bilgiler arasinda yer almaktadir (Anonymous, 2006; Menna et al.,
2009).

Rusya' daki Orenburg sehrinde 1942 ila1944 yillar1 arasinda binlerce insanin
Olimi ile sonuglanan mikotoksikosis olayr "Alimentary Toxic Aleukia, ATA"
(beslenmeye bagli toksik etki ile kanda l6kosit sayisinin diismesi sonucu olusan
16semi) olarak tarihedeki yerini almistir. Bu olaya, savas sebebiyle tarlada zorunlu
olarak tutulan tahillarin neden oldugu bilinmektedir. Tahillar1 enfekte eden ve bu
urtinlerde reyen Cladosporium, Alternaria, Penicillium, Mucor ve 0zellikle
de Fusarium tiirlerinin olusturdugu mikotoksinlerin 6liime sebep olduguna dair
pek ¢ok c¢alisma vardir. Gliniimiizde Fusarium' un T-2 toksininine ilaveten
trikotesenlerin de 6lime sebebiyet verdikleri bilinmektedir (Tunail, 2000; Ruth
A.Etzel., 2006).



1960 senesinde Ingiltere' de meydana gelen ve 100 000 hindinin ani 6lim
olay1 ile, ABD' de meydana gelen 1 000 000 Alabaligin ani 6liimii saskinlik ile
kargilanmis ve bu ani Olimlere yol agan hastalik "Turkey X hastalig1" olarak
adlandirilmis ve nedenleri arastirilmistir. Arastirmalar neticesinde hindilerin
yemlemesinde  kullanilan  Brezilya  kokenli  kiiflenmis  yer  fistig1
kispesinden Aspergillus flavus izole edilmis ve bu kiifiin bir metaboliti olan
difurankumarinin 6limler ile iligkili oldugu goriilmiistir. Bu kifiin gelistigi
yemler ile tavuk ve hindi yavrular1 beslenmis, ayn1 hastalik semptomlar1 goriilmiis
ve bu canlilar kisa siire zarfinda Olmistiir. Bu metabolit aflatoksin olarak
adlandmilmistir. Tlging bir sekilde 1910 yilinda bir arastirici kiiflenmis Brezilya
cevizinden A. flavus' u izole etmis, toksisiteden bu kif sorumlu tutulmus
olmasma ragmen ancak 1980 yilinda yapilan bir ¢alismalar ile veriler tekrar

dogrulanmustir ( Egmond, H., 2013).

Aflatoksinin kesfi ile sekonder metabolitlerin toksik etkiye sahip olanlar1
onem kazanmistir. Bugiin gelinen noktada insanlarm bu toksik grubun
etkilerinden korunmasi amaciyla mikotoksinlerin gida ve yemlerde bulunabilecek
(tolere edilebilir) en yiiksek miktarlar1 yasal diizenlemelerle belirlenmekte, her
iilkenin limit (sinir) degerleri farkli olsa da uluslararas: ticarette belli normlara

yaklagsmak i¢in ¢aba sarf edilmektedir (Anonymous, 2006).

2.2. Yemlerde Bulunan Kifler ve Mikotoksinler

Mikotoksinler c¢esitli mantar tiirleri tarfaindan sentezlenen toksik Ozellikte
metabolitler olup mantar gelisimi i¢in uygun sartlar olustugunda yem, yem
hammaddeleri ve gidalarda olusabilmektedir. Bu besinleri alan hayvan ve
insanlarda akut ve kronik etkiler gorilmektedir. Mikotoksinlerle kontamine olan
gidalarda ve tarimsal {iriinlerde renk, sekil ve koku degisiklikleri meydana gelir.
Bunun bir sonucu olarak gidalar ve tarimsal iriinler su ve kuru madde
kaybetmekte; bazi besin unsurlar1 par¢alanmakta ve sonug olarakta {irliniin besin
degeri azalmaktadir. Mikotoksinlerle kontamine olmug yem ve besin maddelerinin

evcil hayvanlar ve insanlar tarafindan tiiketilmesi sonucu akut ve kronik tipte



zehirlenmeler ortaya ¢ikmaktadir. Zehirlenme sonunda en fazla etkilenen organ
karaciger olmakla beraber bobrekler, sindirim, solunum, Ureme, sinir ve
bagisiklik sistemi de etkilenebilmektedir. Ayrica bagigiklik sistemi baski altina
alindig1 i¢in enfeksiydz hastaliklara karsi insan ve hayvanlarin direncinde azalma
meydana gelmektedir. Bu bilesiklerin mutajenik, karsinojenik ve teratojenik
etkileri de s6z konusu olabilmektedir (Kaya ve Yarsan, 1995; Anon, 2001; Kaya,
2002; Zain, M.E., 2010).

Diinya niifusu hizla cogalmasi, hayvansal iiriinlere olan talebin, buna bagh
olarak da karma yem {iretiminin artmasina yol agmaktadir. Hem sahada hemde
harmanlanma, depolama, transfer ve yem hazirlanma asamalarinda 1s1, nem,
oksijen ve siire gibi sartlar mantar gelismesine uygun oldugunda mikotoksin
sentezleyebilirler. En ¢ok Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Rhizopus,
Alternaria ve Claviseps tiirlerine ait mantarlar tarafindan tiretilirler. 300’den fazla
mikotoksin tanimlanmasina ragmen bunlarin yaklasik 30 unun toksik 6zelliklere

sahip oldugu belirlenmistir. (Sahin ve Sehu, 2015; Kaya S, 2014).

Yemlerde bulunabilen mikotoksinlerden  bashicalari:  aflatoksinler,
sterigmatosistin, okratoksin A, sitrinin, patulin, penisillik asit, zearalenon,
trikotesenler, ergot alkaloidleri, tenuazonik asit, deoksinivalenol, PR toksin,
penitrem A, stakibotritoksin, alternaria toksinleri, rubratoksin, tremorgenler,
alumentaria toksik aleuka ve siklapiazonik asittir kronik zehirlenmeler ve
Oliimlere neden olmaktadir. (Sahin ve Sehu, 2015; Kaya S, 2014).

Insanlar ya mikotoksinler ile Kirlenmis gidalarin tiiketilmesiyle ya da
mikotoksinlerle kirlenmis yem ve yem hammaddeleri ile beslenen hayvanlarin et,
st ve yumurta gibi hayvansal GUrtnlerinin tiketilmesi sonucu mikotoksinlere
maruz kalirlar. Mikotoksinlerin  hem besin maddeleri hem de tiketici
konumundaki insanlar ve hayvanlar tGzerinde ¢cok yonli istenmeyen etkileri s6z
konusudur (Milicevic et al., 2010).
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2.2.1. Aflatoksinler

Aflatoksin, Aspergillus tiirleri tarafindan sentezlenir ve tanimlamasi da
Aspergillus flavus’ un bas harfleri ve “toksin” kelimesi kullanilarak “Afla” 6n ad1
ile Dberaber aflatoksin olarak isimlendirilir (Celikay, 2003). Aflatoksinler,
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus nomius, Aspergillus
bombycis, Aspergillus ochraceoroseus ve Aspergillus pseudotamari tarleri
tarafindan belirli sartlar altinda iiretilen sekonder metabolitlerdir (Ramesh C,
2007).

Aflatoksinlerin, aflatoksin B1, B2, G1 ve G2 olmak (lzere dort ana
fraksiyonu vardir. Bunlarin disinda 6nemli iki aflatoksin tiirevi olan aflatoksin M1
ve M2, aflatoksin B1 ve B2’nin hidroksi tiirevleridir, aflatoksin M2 ayn1 zamanda
dihidroaflatoksin M1 dir (Ozkaya ve Temiz, 2003). Ayrica 6zellikle memelilerde,
ana metabolitlerin biyotransformasyonu sonucu olusan Aflatoksin P1 (AFP1), Q1
(AFQ1), B2a (AFB2a) ve G2a (AFGZ2a) olarak isimlendirilen aflatoksinler de
tamimlanmustir (Alkan, 2006; Bennett, J., and Klich, M., 2003). (Sekil 2-1).

A. flavus, AFB1 ve AFB2; A. parasiticus AFB1, AFB2, AFGI ve AFG2’y1
sentezler (Fink-Gremmels, 1999; Richard, 2007). Depolanmis tahillar gibi diger
birgok tarim {irlinlerinin ¢ilirimesinden sorumludurlar. Aflatoksin olusturan
funguslar basta misir, pamuk tohumu ve yer fistig1 olmak tizere, hemen hemen her
cesit tahil, yem ve yem hammaddelerinde kolayca Urerler ve mikotoksin
sentezleyebilirler (Whitlow et.al, 2000). Bunlarin igerisinde en fazla sentezlenen,
dolayisiyla besinlerde en yogun bulunan ve en zehirli olam1 AFB1’dir. Bunu

sirastyla AFG1, AFB2, AFG2 izler. (Kaya, 2002).

Aflatoksinler (AF), karsinojenik, teratojenik ve mutajenik etkilere neden
olur. AF’ lerin insan ve hayvanlarda olusturdugu akut ve kronik seyirli
mikotoksikoza aflatoksikoz adi verilir. AF’lerin toksik etkilerinin derecesi, yas,
cinsiyet, beslenme tipi, hepatit B enfeksiyonu gibi baz1 faktorlerden
etkilenmektedir. AF’lerin toksik etkileri hepatotoksisite, hepatokarsinojenite,
nefrotoksisite, teratojenite, immun sistemin bozulmasi ile hastaliklara karsi

yatkinlik, biiylimenin yavaglamasi ve besin maddelerinden yararlanmanin
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azalmas1 olarak sayilabilir. AF’ler Uluslararas1 Kanser Arastirma Orgiitiine
(IARC) “Grup I” karsinojen olarak degerlendirilmektedirler. AFB1 karaciger
kanserinin en onemli nedenidir. AF’lerin mutajenik ve karsinojenik etkilerinden
biyotransformasyonlar1 sonucu olusan toksik ana {irlinlerin sorumlu oldugu

bilinmektedir (Sabuncuoglu ve ark, 2008).
Aflatoksinlerin DNA, RNA ve protein sentezi inhibisyonu; cesitli enzim
aktivitelerinin azalmasi, glukoz metabolizmasmin bozulmasi, lipit sentezi

inhibisyonu ve pihtilasma faktorii inhibisyonu gibi metabolik etkileri vardir

(Tiirel, G. ve Calapoglu, N., 2017).
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Aflatoksin M1

Aflatoksin M5

HO-" ™0 ™0 OCH;

Aflatoksin Bog

Aflatoksin Gza

Sekil 2.1. Baz1 aflatoksinlerin kimyasal yapilar1 (Ozkaya ve Temiz, 2003).

2.2.2. Okratoksinler

Okratoksin A ilk kez dar1 tanelerinde Scott tarafindan Aspergillus
ochraceus K-804 strainininden izole edildi. Aspergillus ochraceus ve onu ilgili
tiirleri yaygm olarak ¢ogu zirai {irlinde bulunur; tahil, baklagiller, liziim, kahve,
kakao ve kuru meyveler bunlardan birkagidir (Betina, 1984; Abrunhosa et al.,
2010).
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Sekil 2.2. Okratoksinlerin kimyasal yapilari (Anli ve Alkis 2010)

Aspergillus ochraceus grubuna ait Aspergillus alliaceus, Aspergillus
melleus, Aspergillus ochraceus ve Aspergillus sulphureus ’un tropik ve subtropik
bdlgelerde en 6nemli okratoksin kaynagi oldugu belirlenmistir. Ayrica Penicillium
tirlerinden Penicillium viridicatum Westling’in de Okratoksin A fiirettigi

belirlenmistir. Penicillium  viridicatum, Penicillium palitans, Penicillium
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commune, Penicillium purpurescens, Penicillium verruculosum, Penicilium
variabile ve Penicillium cyclopium gibi Penicillium tirleri Okratoksin A ureten
tdrler olarak bildirilmistir. Penicillium tlrleri igerisinde Penicillium chrysogenum
ve Penicillium purpurescens en ¢ok toksin Ureten tirdir (Betina, 1984,
Abrunhosa et al., 2010).

Okratoksin gida maddelerinde genel olarak sitrinin ve penisilik asit ile veya
baska mikotoksinler ile birlikte gorulir. Bunun sebebi ise; okratoksin Ureten
Penicillium ve Aspergillus tiirlerinin ayn1 zamanda birka¢ mikotoksini ayni anda
sentezleyebilmeleridir. Ayni diger toksinlerde de oldugu gibi okratoksin de
{iretici tiirlin tiim suglar1 tarafindan olusturulmaz. Ornegin 48 Aspergillus
ochraceus susu test edilmis ve bunlarin sadece 8'inin (% 16,7) toksin Uretme

yeteneginde oldugu goériilmiistiir (Tunail, 2000).

Aspergillus ochraceus’un sentezledigi OTA ilk defa 1965 yilinda
laboratuvar denemeleri sirasinda bulunmustur. Okratoksin A; suda ¢06zinen,
renksiz bir bilesiktir. Okratoksinler, kimyasal yapilar1 aflatoksinlerden ¢ok farkli
olmasina ragmen floresans 6zelligi gostermektedir. OTA, UV 1sik altinda yesil
istma verirken, okratoksin B mavi 1sima vermektedir (Rodricks and Lowett,
1984).

Okratoksin A kuvvetli nefrotoksik, teratojen, immunosupresif ve kanserojen
bir bilesiktir. Toksinin etkileri akut ve kronik sekilde ortaya ¢ikmaktadir.
Teratojenik etki 6zellikle civciv ve farelerde kafa bozukluklari, gaga hatalar1 ve

g0z gelisiminin engellenmesi seklinde izlenmistir (Dwayne, 2005).

OTA kiimes hayvanlarinda ve gevis getiren hayvanlar arasinda ise
domuzlarda agir bobrek hastaliklarina neden olur. Hayvanlarin yemlerine yaklasik
200 pg.kg-! oraninda OTA ilave edildiginde; bobrek, karaciger, et, kan ve hatta
yumurtalarinda degisik oranlarda kalintt OTA belirlenmistir . (Tunail, 2000)
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2.2.3. Trikotesenler

Trikotesenler Fusarium, Stachybotrys, Trichothecium, Cephalosporium ve
Cylindrocarpen kuflerinin drettikleri mikotoksinlerdir. 140°dan fazla trikotesen
tipi tanimlanmustir (Girgin ve ark, 2001). Trikotesen grubuna ait metabolit ilk kez

Trichothecium roseum’dan izole edildigi igin trikotesen adini1 almustir.

Trikotesenler 12, 13-epoksitrikotes-9-en halkasina goére A, B, C ve D olmak
iizere gruplandirilirlar. Tarim {iriinlerinde en sik rastlanan trikotesen tiirleri A
grubuna ait T-2 toksini ile skirpentriol ve B grubuna ait deoksinivalenol (DON)
ve nivalenol (NIV) ve tiirevleridir. DON ve NIV’in saptanma sikligi T—2 toksini
ve skirpentriole gore daha fazaladir (Girgin ve ark, 2001; Desjardin, 2006).( Sekil
2-3).

Fusarium tiirleri tarafindan tretilen trikotesen ¢ok ¢esitli bitkisel tiriinleri
enfekte edebilir ve bundan dolay1 trikotesenler c¢ok c¢esitli gida ve yemlerde
bulunabilirler. Ancak pratikte misir, bugday ve arpa gibi tahil tohumlar1 insan ve
hayvan beslenmesindeki trikotesen kontaminasyonunun en 6nemli kaynaklaridir.
Trikotesenin deri, bagirsak, kan ve diger organlar gibi hizlica gelisen hiicreler i¢in
akut toksik oldugu gézlemlenmistir. 1968 yilinda, nivalenol ve 4-asetilnivalenoliin
hayvan hiicrelerinde ve hicresiz sistemlerde ribozomal protein sentezini inhibe
ettigi fakat E.coli gibi bakterilerdeki hiicresiz sistemleri inhibe edemedigi
belirlenmistir. Ayrica deoksinivalenol ve T-2 toksini bugday ve musirdaki
ribozomlarda protein sentezini inhibe etmistir. Ileri c¢alismalar ile tiim
trikotesenlerin  60S ribozomal alt {nitedeki tek bir bolgeye baglandig:
polipeptitlerin uzamasi ve sonlanmasi igin gerekli olan peptidotransferaz
aktivitesini inhibe ettigi belirlenmistir. Pek ¢ok arastirmaci trikotesenin ana etki
bdlgesinin ribozomal peptidiltransferaz oldugu ve bu toksinin genis bir biyolojik
etkiye sahip oldugunu belirlemistir. Ayrica son ¢aligmalar, trikotesenlerin ve diger
peptidiltransferaz inhibitérlerinin sadece protein translasyonunu bloke etmedigini
ayrica hiicre sinyal transferinde bulunan mitojen aktif protein kinazdan sorumlu

bir ribozomal stresi de tetiklemektedir. (Desjardin, 2006).
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Sekil 2.3. Trikotesenlerin yapisi (Desjardin, 2006)

Trikotesenlerin bazilar1 antifungal, antiviral ve antibakteriyal ozellige

sahiptir.

Bu bilesikler ¢ok giiclii enflamatuvar etki ve 6dem gibi 6nemli sistemik
etkilere  sahiptirler;  Ozellikle ¢ok  diisiik  konsantrasyonlarda  dahi
gorilebilmektedir. Bu belirtilere ek olarak bu grup toksinlerin beyinde ve kalp
kaslarinda dejenerasyon ve kanamalara neden olduklar1 saptanmustir. Testis, timus
ve lenf nodiillerinde ciddi nodiiller olusturabilmekte ve bazi hayvanlarda
gastrointestinal kanal (GIK) enflamasyonlar1 gozlenebilmektedir. (Berger et al.,

1999; Razzazi et al., 1999; McCormick et al., 2011).

T-2 toksini ile NIV gibi trikotesenler aktif olarak Ureyen hicrelerde
karyorekzisin indiiklenmesi, kemik iligi hiicrelerinde belirgin azaligin meydana

gelmesi, DNA replikasyonun ve protein sentezinin inhibisyonu ve HL-60
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hiicrelerinde apoptozisin indiiklenmesi gibi etkileri vardir. T-2 toksini ile
yapilan in vitro bir ¢alismada toksinin dolasimdaki beyaz kan hiicreleri sayisinda

azalma ve apoptozise neden oldugu gosterilmistir (Girgin ve ark. 2001).

T-2 toksin, DON, diasetilnivalenol ve NIV’ in 1970’lerin sonlarinda
Glineydogu Asya ve Afganistan’da kimyasal silah olarak kullanildiklar:
bildirilmistir. Trikotesenler, tahillarda sik bulunmalari nedeniyle ekonomiye
oldugu kadar diinya ¢apinda saglikla ilgili biiyiik sorun olmaya devam etmektedir
(Girgin ve ark. 2001). Amerikan Gida Ila¢ Kurulu (FDA) tarafindan insan
kullanimina sunulan gidalarda DON i¢in 1 pg/g’lik bir limit belirlenmistir (Cahill
, 1999).

2.2.4. Fumonisinler

Fumonisinler, Giiney Afrika’da 1970 yilinda atlarda l6koensefalomalasinin
(LEM) goriilmesinin ardindan 1988 yilinda bulunan bir mikotoksin grubudur
(Sherif ve ark, 2009). Fumonisinler baslica F. moniliforme ve F. proliferatum
tarafindan sentezlenirler (Wu, 2007). Fumonisinler; 4 farkli B serisi (B1, B2, B3,
B4), 3 farkli A serisi (A1, A2, A3) ve 3 farkl P serisi (P1, P2, P3) olmak {izere 10
farkli tipte toksin ¢esidine sahiptir (Sekil 2-4). FB1 total fumonisinlerin yaklasik
olarak % 70’ini olusturur ve toksik etkisi en yiiksek olanidir (Conkova et al.,
2003). Fumonisinler nispeten basit uzun zincirli alkollerden meydana geldigi igin,
UV 15181 absorplayan kromofora ve floresana sahip degillerdir. Bundan dolay1
fumonisinlerin serbest amino gruplarmna tiirevlendirilir ve HPLC ile floresans
dedeksiyonu kullanilarak belirlenebilir. Ancak A ve P serisi fumonisinler amino
grubuna sahip olduklarindan dolay: tiirevlendirmeye dayali HPLC teknigi ile
belirlenmeleri miimkiin degildir (Dejardins, 2006).

Fumonisinler su, asetonitril:su (1:1 h/h) ve metanol icerisinde
cOzunebilirler. Ancak asetonitril:su ortaminda kararli halde iken, metanol

icerisinde kararli degillerdir.
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Sekil 2.4. Fumonisinlerin yapisi (Dejardins, 2006)

Fumonisinler siklikla atlarda LEM, domuzlarda pulmoner ddemle iligkili
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. LEM Meksika, ABD, Misir ve Giiney Afrika’da

bilinen bir hastaliktir. Eseklerde ve atlarda beyinde nekroz olusturmaktadir.
Fumonisinler toksik etkilerini gostermek icin metabolik aktivasyona ihtiyag
duymazlar. FB1 ve FB2 ile beslenen siganlarin idrar, kan ve safra hepatositlerinde

metabolite rastlanmamasi bu veriyi dogrulamaktadir (Girgin ve ark., 2001).
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FB1 ve FB2 basta olmak tizere fumonisinler, hayvanlar {izerinde tiire bagh
olarak norotoksik, nefrotoksik, immiinosupresyon, gelisim bozukluklari, karaciger
tiimorleri olmak tizere g¢esitli toksik etkilere sahiptir. Hayvanlarla yapilan toksisite
calismalar1 en hassas tiirlin atlar oldugunu gostermistir. Fumonisinler kanser
baglatmasinda ve ilerlemesinde genotoksik kanserojenleri taklit ederler ( Tiryaki
etal., 2011).

Fumonisinler misir ve musir tirtinleri basta olmak iizere piring ve sorgumda
bulunurlar (Wu, 2007; Millicevic et al., 2010). Fumonisinler bir sfingolipid olan,
sfingosin ile yapisal olarak benzerdirler. Fumonisinler sfingolipid biyosentezini
engelleyerek etki gosterdikleri icin sinir dokusunda hasara sebep olurlar (Whitlow
ve Hagler, 2005). Bu mikotoksinlerin atlarda sinirlerde dejenerasyonla karakterize
“kiifli musir hastaligr” olarak bilinen l6koensefalomalasi ve domuzlarda akciger
O0demi ve karaciger hasari, farelerde karaciger ve bobrek kanseri, insanlarda
yemek borusu kanserine (Cin ve Giiney Afrika) yol actig1 bildirilmektedir (Turner
et al, 1999; Vincell and Parker, 2002; Conkova et al., 2003; Wu, 2007). Ayrica
1997 yilinda Hindistan’da 27 kdyde kiiflii sorgum ve musir1 tiiketen insanlarda
sindirim sistemine yonelik bir rahatsizliklara yol agtigi da belirtilmistir (Bhat et
al, 1997). Fumonisinler, IARC tarafindan, ikinci dereceden (Grup 2B) kanserojen
maddeler grubunda degerlendirilmektedir (IARC, 1993).

FB1 1siya karsi dayanikli olan bir bilesiktir. Su da dahil bir¢ok polar
solventte cozlnebilmekte, polar olmayan cozlcilerde ise ¢6ziinememektedir.
Fumonisinlerle kontamine olmus tirlinler i¢in hi¢bir detoksifikasyon yontemi
bulunmamaktadir. (Steyn.PS and Stander. MA; 1999).

2.2.5. Patulin

[k kez 1943 yilinda Penicillium patulum’dan izole edilen patulin,
Penicillium, Aspergillus ve Byssochlamy tiirleri tarafindan tretilmektir. Bazi
meyvelerde kahverengi cirimeden etkeni olan P. expansum ile birlikte P.
patulum, A. terreus, A. giganteus, A. clavatus, P. aurantiogriseum P. equinum P.
melinii, P. claviforme, B. nivea, B. fulva (Paelomyces variotii), Penicillium

roqueforti chemotyp II patulin olusturmaktadirlar. Patulin elma, elma suyu ve
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konsantresi, elma receli ve sekerlemesi, armut, kayisi, portakal, seftali, domates
gibi yuksek asitli meyve, sebze ve drtinlerinde gorilebilmektedir (Hohler, 1998).
Patulin toksik, mutajenik, sitotoksik ve kanserojenik etki gostermektedir (Tunail,
2000).

Gram pozitif ve negatif bakteriler {izerine antibakteriyel etkiye sahip olmasi
onun bir siire antibiyotik olarak kabul edilmesine neden olmustur. Ancak
memelilerde ve bitkilerde toksik etkisinin gosterilmesinin ardindan antibiyotikler
grubundan c¢ikarilarak mikotoksinlere dahil edilmistir. Patulinin kimyasal adi
anhidro-3-hidroksimetilen-tetrahidro-1,4-piron-2-karboksilik-asittir. Patulinin
kimyasal yapist 1949’da aydmlatilmis ve doymamis lakton yapida oldugu
belirlenmistir. Patulin suda, etanolde, metanolde, kloroformda, petrol eteri harig
bircok organik c¢6zicude iyi ¢ozilur. Patulin silfidril gruplariyla reaksiyona
girerek derhal inaktive olur ( Girign ve ark, 2001).

O
O
=
O OH
Patulin

Sekil 2.5. Patulin yapisi

Patulinin DNA sentezini bozdugu bazi1 ¢aligmalarda bildirilmistir. Patulinin
stilfidril gruplartyla baglanabilme ve boylece genetik materyalin replikasyonunda
yer alan enzimleri inhibe edebilme yeteneginden dolayr genotoksik etki
gostermektedir. Siganlarda veya farelerde 1,5 mg/kg oraninda hicbir teratojenik
etki gozlenmez iken daha yiiksek dozlarda maternal toksisite ve diisiik sikliginda
artis gézlenmistir. Yani patulin etkisi embriyotoksikdir. (Gokmen, V., ve Acar, J.,
1998).
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2.3. Mikotoksin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Tarim drlinlerinin tarladan tiiketime kadar olan asamalarinda, ekolojik
kosullara gore olusan mikotoksinler bazi funguslarin sekonder metabolitleridir.
Bitkiyi hasat oncesi donemde veya hasat sonrasinda mikotoksin tireten funguslar
ile infekte olabilirler. Pek ¢ok cins fungus biiylime, gelisme ve Ozellikle
mikotoksin {iretimi i¢in nem, sicaklik, besinsel faktorler, oksijen ve karbon dioksit
diizeyleri, diger fungal tiirlerin varligi, cografi konum, genetik sartlar gibi belirli
kosullara ihtiya¢ duyar (Steyn.PS and Stander. MA., 1999; Tiryaki ve ark, 2011).

Kiiflerin iiremelerini ve mikotoksin sentezlemelerini etkileyen baslica

faktorler, fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak tzere tg bélimde incelenir.

2.3.1. Fiziksel Faktorler

Cevre sicakligi, nispi nem orani veya gida maddesinin nem miktar1 fiziksel
faktorler olarak sayilabilir. Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus
tarafindan sentezlenen aflatoksinler i¢in optimal sicaklik 25-35°C derece iken,
Penicillium expansum tarafindan sentezlenen patulin icin optimal ortam sicakligi
20-25°C derece, Penicillium rubrum tarafindan tretilen rubratoksin icin ise be
deger 25-30°C’dir ( Okstiztepe, ve Erkan, 2016).

2.3.2. Kimyasal Faktoérler

Mikotoksin dretiminde etkili olan kimyasal faktorlerden en o6nemlisi
mikotoksin iireten kiiflerin beslendikleri ortamin kimyasal bilesimidir. Mikotoksin
iireten kiiflerin beslenmesine etki eden faktorler ise gidanin bilesimi, su miktari,
asitligi, pH degeri gibi kimyasal ve fiziksel dzellikleridir ( Oksuiztepe, ve Erkan,
2016).

2.3.3. biyolojik faktorler

Kiif sugunun toksin tiretme kabiliyeti, ayn1 ortamda toksin iireten diger kiif

turleri ile rekabeti ve mikrobiyal detoksifikasyon mikotoksin sentezine etki eden
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onemli biyolojik faktorler arasindadir (Hussein ve Brasel, 2001; Albay ve Simsek,
2011).

2.4. Mikotoksinlerin insan ve Hayvan Saghg Uzerine Etkileri

Mikotoksinlerle kontamine olan yem ve gidalar1 tiiketen hayvan ve
insanlarda latent (gizli), akut (hizli ilerleyen), subakut (akut-kronik arasi durum)
veya kronik olarak ger¢eklesen durumlara mikotoksikozis denmektedir ( Tiryaki,
et al., 2011).

Mikotoksinlerin canlilar iizerindeki biyolojik etkileri, organizmaya
alindiklar1 miktara, mikotoksin tiirli, siiresine, insan ve hayvanin duyarliligma
baglidir. Mikotoksinlerin canli organizmasima sirasiyla diisiik-uzun sireli ve
yuksek-kisa siireli miktarlarda alinmalarma gore kronik hastaliklar ve akut
zehirlenme ile 6liim olaylar1 gdzlenebilir. Insanlar ve hayvanlar icin zararh etkiler;
karsinojen, teratojen (embriyonal gelisimi etkileyen), dermatitik (deriye etkili
olan), hepatotoksik (karacigere etki eden), nefrotoksik (bobreklerde toksik etki
yapan) ve neurotoksik (sinir sistemine etki eden), mutajenik, imunsupresif
(bagisiklik baskilayict) seklinde olabilmektedir (Fraga et al., 2007; .Bakirci,
2017). Dogrudan ve dolayli yoldan mikotoksinlerin baslica insanlara gegis yolu
Sekil 2-6’da gosterilmektedir.

Mikotoksinlerin kana girisi ve organizma boyunca dagilimini kontrol eden
gastrointestinal absorpsiyon, sivi fazda polar bilesiklerin basit diflizyonu, iyonik
olmayan bilesiklerin sivi fazda diflizyonu ve aktif tasima ile olmaktadir.
Mikotoksinler canli yapisina diflize olduktan sonra, organizma i¢in hayati 6nemi
olan proteinler, enzimler, RNA-DNA, ve ortamda bulunan diger kimyasal yapilar
ile reaksiyona girerek, protein sentezine engel olma, hormonlar1 etkileme,
albumin-globulin seviyelerinde azalma, vitamin ve besin maddelerinin aliminda
azaliga (enerji iretiminin azalmasi) neden olma gibi etkilere sahiptir (Yiannikouris

and Jouany, 2002).
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Bitkisel arunler Hayvan tarafindan
_ tiketim
KUf bulasmasi ve / \
mikotoksin olsumu Dokulara Sate
baglama salgilanma
insan ve Hayvanlar Et Grunleri Sat dranleri
Kiif sporlarimin  Toksin iceren gida \ /
Solunumu veya yemin insanlar
Deri ile temas direkt tiketimi tarafindan tiiketim
PRIMER SEKONDER
MIKOTOKSIKOZIiS MIKOTOKSIKOZIiS

Sekil 2.6. Mikotoksinlerin insanlara gecis yolu (Nieto Diaz et al., 2018) .

Gida ve yemlerdeki kontaminasyon siklikla hasat ve depolama sirasinda
ciktig1 i¢in irlinlerin korunmasi (olusumun O6nlemesi) bu donemlerde alinacak
tedbirlere baglidir. Bu yilizden surekli olarak mikotoksinlerin detoksifikasyonuna
yonelik yeni yaklagimlar gelistirilmeye c¢alisilmaktadir. Mikotoksinlerle ilgili
olarak zararli etkileri 6nleme veya olusturabilecekleri riskleri azaltmaya ve
toksinlerin degredasyonlarina yonelik olarak farkl: tipte fiziksel teknikler, dogal
veya sentetik kaynakli kimyasal maddeler ve biyolojik ydntemler

kullanilmaktadirlar (Miazzo et al., 2000; Schatzmayr et al., 2006).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Arastirmada kullanilan 6rnekler

Deneme, Menemen Ovasinda yer alan Ortakdy deneme arazisinde 6
parselde, 4 tekerriirlii olmak iizere, 2 sistem seklinde kurulmustur. Her biri 14 m?
(2,5 m X 5 m) olan parsellerden, hasat dncesi toplam 24 toprak 6rnegi alinmastir.
Hasat sonrasi ise, 6 farkli yem hammaddesi (I Sezon: fig/tritikale, fig/yulaf ve
ucgul ile 11 Sezon: silaj misir, dane misir, soya ve pamuk) izole edilmistir. Hasat
oncesi toprak orneklerinde ve hasat sonrasi iirlinlerde, mikobiyota toplam sayimi
ve potansiyel mikotoksijenik fungus tdrlerinin morfolojik ve mikroskobik

yontemlerle fenotipik olarak tanilanmasi yapilmaistir.
3.1.2. Kullanilan besiyerleri ve hazirlanmasi

Besiyeri 1: Dichloran Glycerol (DG-18) Agar

Pepton 509
Glikoz 10,0 ¢
KH2PO4 109
Dichloran 0,002 ¢
MgSO, 05¢g
Chloramphenicol 0,1¢
Agar 15,0 g
Gliserol 175 ml
Distile su 825 ml

Bu besiyeri, funguslarm ilk izolasyonunda kullanilmistir. Besiyeri
bilesenleri uygun oranlarda tartilir ve 1000 ml distile su eklenerek karistirilir.

Ortam kaynayana kadar isitilip karistirildiktan sonra 121°C’de 15 dakika
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otoklavda steril edilir. Daha sonra steril petrilere paylastirilarak donmasi beklenir

(Pitt, 2000 Klich, 2002).

Bilesimdeki kloramfenikol bakterilerin gelisimini baskilar. Ilave edilen
gliserol ise su aktivitesini disiirerek kserofil kiiflerin gelisimine olanak saglar. Bu
besiyeri 6zellikle kuru ve yar1 kuru gidalardaki kserofil kiiflerin sayimi ve /veya

aranmast i¢in kullanilir.

Besiyeri 2: Potato Dextrose Agar (PDA)

Potato infusion 409
Glucose 20,09
Agar 1509
Distile su 1000 ml

Besiyeri hazirlandiktan sonra kaynatilir. Eger stok kiiltiirler igin
kullanilacaksa kaynatma sonrasinda cam tiiplere her tiipe 5 ml gelecek
sekilde paylastirilir. 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilen besiyeri
steril petrilere dokiilerek tanilamada veya yatik halde stok kiiltiirlerin
saklanmasinda kullanilir. Bu ortam kiif ve mayalarin kiiltiive edilmesinde,

saymminda ve stok olarak saklanmasinda kullanilir (Thom ve Church, 1926).

Besiyeri 3: Czapek Yeast Agar (CYA 25, CYA 37)
KoHPO, 1.0g
Czapek Concentrate 10.0 ml
Powdered Yeast Extract 50¢
Sucrose 30.0¢
Agar 15.0¢g

Distile su 1000 ml
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Bu besiyeri Aspergillus ve Penicillium genuslarinin tiir tayininde
kullanilmaktadir (Pitt, 1973). 27°C ve 35°C sicakliklarda inkibasyona birakilir
(Pitt, 2000; Klich, 2002).

Besiyeri bilesenleri uygun oranlarda tartilir ve 1000 ml distile su eklenerek
karigtirtlir. Ortam kaynayana kadar isitilip karistirildiktan sonra 121°C’de 15
dakika otoklavda steril edilir. Daha sonra steril petrilere paylastirilarak donmasi
beklenir (Pitt,2000; Klich, 2002).

Besiyeri 4: %20 Sukroz ilaveli Czapek Yeast Agar (CY20S)
K2HPO4 1.0 g
Czapek Concentrate 10.0 ml

Powdered Yeast Extract 509

Sucrose 200.0g
Agar 15.0¢g
Distile su 1000 ml

Bu besiyeri Aspergillus tiirlerinin tanilanmasinda kullanilmaktadir (Klich,
2002). Besiyeri bilesenleri tartilarak 1000 ml distile suyun igerisinde ¢oziiliir;
kaynayana kadar sitilir ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilir. Daha
sonra petri basina 25 ml gelecek sekilde standart petrilere paylastirilir. Ortam
derinligi fungus tiirlerinde morfolojik degisikliklere yol agabilecegi igin petrilere
dokiilen besiyerinin Onerilen miktarda olmasi onemlidir (Okuda et al., 2000;

Klich, 2002).

Besiyeri 5: Malt Extract Agar (MEA)

Powdered Malt Extract 20.0g

Peptone 10g
Glucose 20.0g
Agar 20.0¢g

Distile su 1000 ml
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Besiyeri hazirlandiktan sonra kaynatilir. Eger stok Kkulturler igin
kullanilacaksa kaynatma sonrasinda cam tiplere her tipe 5 ml gelecek sekilde
paylastirilir. 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilen besiyeri steril petrilere
dokiilerek tanilamada veya yatik halde stok kiiltiirlerin saklanmasinda kullanilir.
Bu ortam kif ve mayalarin kiiltiive edilmesinde, sayiminda, Aspergillus ve
Penicillium tdrlerinin tanilanmasinda ve stok olarak saklanmasinda kullanilir

(Thom ve Church, 1926).

Besiyeri 6: Czapek Dox Agar (CZ)

Czapek Concentrate 10.0 ml
KoHPO, 109
Sucrose 30.0¢
Agar 175¢
Distile su 1000 ml

Bu Dbesiyeri Aspergillus ve Penicillium tiirlerinin tanilanmasinda
kullanilmaktadir (Klich, 2002). Besiyeri bilesenleri tartilarak 1000 ml distile
suyun icerisinde ¢Oziliir; kaynayana kadar isitilir ve 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilir. Daha sonra petri bagina 25 ml gelecek sekilde standart
petrilere paylastirilir. Ortam derinligi fungus tiirlerinde morfolojik degisikliklere
yol acabilece§i igin petrilere dokiilen besiyerinin Onerilen miktarda olmasi

onemlidir (Okuda et al., 2000; Klich, 2002).

Besiyeri 7: %25 Glycerol Nitrate Agar (G25N)
K2HPO4 0.75¢
Czapek Concentrate 7.5 ml
Yeast autoysate veya extarct 3.7 g
Glycerol 250 g
Agar 12 g

Distile su 750 ml
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Belirtilen besiyeri icerigine gore hazirlanip 121°C’de 15 dakika 1,5 atm.
basincinda otoklavlanarak steril edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra, steril
kiictik boy (5 cm ¢apinda) petrilere yaklasik 10’ar ml olacak seklinde dagitilmistir
(Pitt, 1979). G25N ortamu Penicillium tiirlerinin teshisinde kullanilmistir.

Besiyeri 8: Creatine Sucrose Agar (CSN)

K,HPO, 10g
Sucrose 10 ¢

Creatine Sucrose Concentrat 10 ml

Bromocresol Purple 0.05¢g
Creatine 5¢
Agar 15¢
Distile su 1000 ml

Belirtilen besiyeri igerigine gore hazirlanip 121°C’de 15 dakika 1,5 atm.
basincinda otoklavlanarak steril edilmistir. Sterilizasyon igsleminden sonra, steril
kiiciik boy (5 cm ¢apinda) petrilere yaklagik 10’ar ml olacak seklinde dagitilmistir
(Pitt, 1979). CSN ortamu Penicillium tiirlerinin teshisinde kullanilmustir.

3.1.3. Fenotipik tanillamada kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Cozelti 1: Laktofenol Cozeltisi

Fenol 20.0 g.
Laktik asit 20.0 g.
Gliserin 40.0 g.

Distile su 20. ml.
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TUm bilesenler karistirilarak eritilir. Kiflerin mikroskobik gorintilerinin

incelenmesi amaciyla kullanilir.

Cozelti 2: Czapek Konsantresi

NaNO; 30.0¢9
KCI 50¢9
MgS04.7H,0 5.0
FeSO,.7H,0 0.1g
ZnS04.7H,0 0.1g
CuS04.5H,0 0.05¢
Distile su 100 ml

Czapek konsantrasyonu Aspergillus ve Penicillium tanisinda kullanilan
CYA, CZ, CY20S, G25N gibi ortamlarin bir bilesenidir (Pitt, 1973). Czapek
konsantresi ototklavlanmadan buzdolabi kosullarinda saklanmalidir. Fe(OH)s
cokeltisinin konsantre icinde tekrar homojen bir sekilde dagilmasmi saglamak igin
CZ konsantresi her kullanimdan 6nce ¢alkalanmalidir (Pitt, 2000; Klich, 2002).

Cozelti 3: Creatine Sucrose konsantresi

KCI 5.0
MgSO..7H,0 5.0
FeSO,.7H,0 01g
ZnS04.7H,0 01g
CuS0,.5H,0 0.05¢
Distile su 100 ml

CSN’ye besiyerinde kullanilan bir konsantredir. Tiim bilesenler karistirilir
ve daha sonra CSN’ye ilave edilmek iizere buzdolabi kosullarinda (+5°C)

saklanir. Sterilizasyona gerek yoktur (Frisvad, 1985; Pitt, 2000).
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3.2. Metot

3.2.1. Toprak orneklerinin analize hazirlanmasi, mikobiyota sayim ve

fungus izolasyonu

UTAEM °‘in Menemen Ovasinda yer alan Orta kdy deneme arazisinde, 3
parselde, 4 tekerriirlii olmak tizere 2 sistem seklinde kurulan denememizin, 14m?
(2,8m X 5m) olan her bir parselinden, ekim Oncesi toplamda 24 toprak ornegi
alinmistir. Eylil 2012, Nisan 2013 tarihlerinde 2 kez olmak Ulzere, 0-20 cm
derinliklerden alman toprak Orneklerinden, topraktan kiiltive edilebilen toplam

fungus sayimi yapilmistir.

Calismada kullanilan fungal analiz yontemi ise seyreltme plaka teknigidir.
Seyreltmeler diger mikrobiyolojik analizlere gore yapilsa da kiif sporlar1 ¢ok
kolay dibe c¢oktikleri igin ekim mimkin oldugu kadar kisa siirede yapilmalidir
(Pitt and Hocking, 1997).

Hasat dncesi toprak ornekleri igin;

1. Parseldeki toprag: ifade edecek sekilde, her parselin 3 farkli bdlgesinden,
bel kiiregi yardimiyla 0- 20 cm derinlikten, toprak numuneleri alinarak, kovada
karistirilarak pacal olusturulmustur.

2. Yaklasik 1-1,5 kg toprak o6rnegi naylon torbaya doldurulur ve agzi
baglanir. Kursun kalem ile “6rnegin alindig: tarlayr veya arazi sahibinin adini,
ornegin alindig: tarih, yer ve numuneyi alanin adi” belirten iki adet etiket
yazilarak biri torbanin igine atilmis, digeri torbanin agzina baglanmistir.

3. Esas analizlere gecilmeden once, sonuclarin saglikli bir sekilde ve
birbirleriyle kiyaslanmalarinin tam olarak saglayabilmek icin sonuglarin kuru
toprak iizerinden ifadesinde zorunluluk vardir. Bu nedenle analize aliman hava
kurusu topraklardan aslinda kag gram nemsiz toprak alindigini, dolayisiyla nem %
sini bilmemiz gerekir. Bu nedenle, laboratuara getirilen 6rneklerin, Nem Olgiim

Cihaz1 (Metter Toledo) vasitasiyla kuru agirliklart hesaplanmagtir.
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4. Kuru agirhik hesaplama isleminden sonra, 10 g toprak 6rnegi, 90 ml steril
fizyolojik su (% 0.85 NaCl iceren distile su ¢dzeltisi) ile karistirilip, 10™ oraninda
seyreltme solusyonlar1 hazirlanmustir.

5. Homojenizasyon i¢in ¢alkalayicida 30 dakika kadar agir bir tempoda
calkalanmugtir.

6. Calkalama isleminden sonra iglerinde 9’ar ml steril saf su bulunan tiiplere
seri halinde 102, 1073, 10* ve 10° seyreltmeler hazirlanmistir.

7. Aseptik kosullarda hazirlanan 107 seyreltmelerden 10 tekrarli olacak
sekilde, steril petrilere 1’er ml aktarilmistir.

8. Igerisinde 1’er ml érnek bulunduran petrilerin {izerine 121°C’de 15 dk.
otoklavlanarak steril edilen ve daha sonra 45°C’ye kadar sogutulan Dichloran
Glycerol (DG-18) Agar besiyeri, aseptik kosullar altinda dokiilmiistiir. Genel
fungal floranin belirlenmesi i¢cin DG-18 Agar besiyeri, kullanilmistir. Her ortam
icin 10 paralel ekim yapilmustir.

9. Besiyerinin donmasi beklendikten sonra petriler 25°C - 27°C’de, 7 giin
inkiibasyona birakilmustir.

10. Inkiibasyon sonra petride olusan koloni sayilar1 tespit edilmistir, toplam
mikobiyota sayimi yapilmistir.

11. Izole edilen funguslar PDA iceren yatik tiiplere aseptik kosullarda ¢ekilmis
ve saf kiiltiir haline getirilmislerdir.

12. Bu islem sonrasinda ise izole edilip saf kiiltiir olarak saklanan funguslarin
tanilamasina gecilmistir (TS 6580). Tanillama asamasina gecilene kadar tiiplerdeki

izolatlar +4°C’lik buzdolabinda muhafaza edilmistir.
Hasat sonras1 yem hammaddeleri i¢in;

1. 6 farkli yem hammaddesinde her hasatta yem oOrneklerinde toplam kiif
sayimi ve potansiyel mikotoksijenik kuflerin izolasyonu igin seyreltme plaka
yontemi uygulanmistir.

2. Yem yiglarmm iist ylzeyi uzaklastirildiktan sonra farkli i¢ bolgelerinden
kiigiik porsiyonlar halinde alinan 6rnekler karistirilmis, 1 kg a tamamlanmas,
naylon posetlere alinip, etiketlendikten hemen sonra laboratuara getirilerek analize

baslanmustir.
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3. Laboratuvara getirilen drneklerden 10 g tartilip, 90 ml steril fizyolojik su
(0,85 NaCl iceren distile su ¢ozeltisi) ile karistirilip 10" oraninda seyreltme
solusyonlar1 hazirlanmistir.

4. Homojenizasyon icin c¢alkalayicida 30 dakika kadar agir bir tempoda
calkalanmustir.

5. Calkalama isleminden sonra i¢lerinde 9’ar ml steril saf su bulunan tiiplere
seri halinde 102, 1073, 10* ve 10° seyreltmeler hazirlanmustir.

6. Aseptik kosullarda hazirlanan 10™ seyreltmelerden 3 tekrarli olacak
sekilde, steril petrilere 1’er ml aktarilmistir.

7. Icerisinde 1’er ml 6rnek bulunduran petrilerin Gzerine 121°C’de 15 dk.
otoklavlanarak steril edilen ve daha sonra 45°C’ye kadar sogutulan Dichloran
Glycerol (DG-18) Agar besiyeri, aseptik kosullar altinda dokiilmiistiir. Genel
fungal floranin belirlenmesi i¢cin DG-18 Agar besiyeri, kullanilmistir. Her ortam
icin 3 paralel ekim yapilmistir.

8. Besiyerinin donmasi1 beklendikten sonra petriler 25°C - 27°C’de, 7 giin
inkiibasyona birakilmustir.

9. inkibasyon sonra petride olusan koloni sayilar1 tespit edilmistir, toplam
mikobiyota sayimi yapilmustir.

10. izole edilen funguslar PDA igeren yatik tiiplere aseptik kosullarda ¢ekilmis
ve saf kultur haline getirilmiglerdir.

11. Bu islem sonrasinda ise izole edilip saf kiiltiir olarak saklanan funguslarin
tanillamasina ge¢ilmistir (TS 6580). Tanilama asamasima gegilene kadar tiiplerdeki

izolatlar +4°C’lik buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.2.2. Aspergillus ve Penicillium tdrlerinin izolasyonu ve fenotipik

tanilanmasi

Izole edilen kiifler ilk &nce genus diizeyinde tayinlerinin yapilabilmesi i¢in
MEA ve PDA ortamlarma almmistir. 25°C - 27°C’de 5-7 gln inkiibasyondan
sonra koloniler makroskobik ve mikroskobik olarak incelenmis ve genus

diizeyinde tanilanmislardir.
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Tir diizeyinde tanida Aspergillus tiirleri icin “Identification of Common
Aspergillus Species (Klich, 2002)” esas alinmig ve bu genusun tir tayini igin
CYA25, CYA37, MEA, CY20S ve CZ ortamlar1 kullanilmstir. Izolatlar bes ayri
ortama U¢ nokta ekimi ile inokule edilmis ve uygun sicakliklarda 7 giinlik
inkiibasyon sonrasinda renk, eksuda olusumu, tekstiir, koloni c¢aplar1 gibi
makroskobik 6zelliklerine ve laktofenol ¢6zeltisi kullanilarak hazirlanmis

preparatlardaki mikroskobik 6zelliklerine gore tayin edilmistir.

Penicillium tiirlerinin tanisinda, A Laboratory Guide to Common Penicillium
Species (Pitt, 2000) isimli eser kullanilmistir. bu genusun tir tayini igin CYAZ25,
CYAS5, CYA37, MEA, CSN ve G25N ortamlar1 kullanilmistir. izolatlar bes ayri
ortama U¢ nokta ekimi ile inokule edilmis ve uygun sicakliklarda 7 giinlik
inkiibasyon sonrasinda renk, eksuda olusumu, tekstiir, koloni c¢aplar1 gibi
makroskobik 6zelliklerine ve laktofenol ¢o6zeltisi kullanilarak hazirlanmis

preparatlardaki mikroskobik 6zelliklerine gore tayin edilmistir.

Aspergillus ve Penicillium cinsleri disindaki tirler PDA ya da MEA
ortamlarinda ekilerek 25°C’ de 7 giin inkiibe edilmistir. Bu tiirlerin teshisinde

“Toprak Mikrofunguslar1 Cilt I-VII” (Hasenekoglu, 1991) yararlanilmustir.



4. BULGULAR

4.1. Genel Bulgular

Deneme, Menemen Ovasinda yer alan Orta kdy deneme arazisinde, 3
parselde, 4 tekerriirlii olmak iizere 2 sistem seklinde kurulmustur ve 14m? (2,8m
X 5m) lik her parselden toplamda 24 toprak érnegi almmustir. Orneklem, deneme
arazisinden temin edilen 48 toprak 6rnegi, 32 yem hammaddesinden olusmaktadir.
Toprak oOrnekleri, Eylil ve Nisan aylarinda, ekim Oncesi almmistir. Yem
hammaddeleri ise 8 adet fig/yulaf, 8 adet fig/tritikale, 8 adet ii¢giil, 4 adet, pamuk

ve 4 adet soya olmak iizere hasat sonras1 alinan 6rneklemelerdir.

Izole edilen kiif sayilar1 Cizelge 4.4., Cizelge 4.5., Cizelge 4.6., Cizelge 4.7.

de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Parsellere ayrilmis deneme alaninin temsili gosterimi

1.Miinavebe Sistemi

4 8 9

3 7 10
2 6 11
1 5 12

2. Minavebe Sistemi

16 20 24
15 19 23
14 18 22
13 17 21

Cizelge 4.2. EKim dénemi ekilen yem 6rneklerinin her bir parselde gosterimi

1.Miinavebe Sistemi

Fig / Yulaf
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2.Minavebe sistemi
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Cizelge 4.3. Nisan donemi ekilen yem orneklerinin her bir parselde gosterimi

1.Minavebe Sistemi

4 = 8 12| =

Z X )

3 £ 71 3 11 £

0 = 'z

2 £ 6| & 10 =
1| A 5 9

2.Munavebe Sistemi

16 20 - 24 L

15 ¢ 9] ¢ 3| E

0 . v

1/ «n 18 @ 22 c

13 17l 21| O

Cizelge 4.4. 9.10.2012 (1. ekim &ncesi toprak orneklemesi) toprak 6rneklerinden izole

edilen kiiflerin sayilari (kob/g)

1.Minavebe Sistemi

parsel No Kiif kolonilerinin parsel No Kif  kolonilerinin parsel No Kif  kolonilerinin
Sayist Sayis1 Sayist
4 1,8X10°cfulg 8 1,05X10°cfulg 12 <10° cfulg
3 1,4X10°cfulg 7 1,0 X10°cfulg 1 <10° cfulg
2 1,2X10°cfulg 6 <10° cfulg 10 1,4X 10°cfulg
1 <10° cfulg 5 4,0X10° cfulg 9 <10° cfulg




2.Miinavebe Sistemi
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Parsel No Kif  kolonilerinin Parsel No Kiif  kolonilerinin Parsel No Kiif  kolonilerinin
Sayist Sayist Sayist
16 4,0X10°cfulg 20 7,6X10°cfulg 24 1,3X10°%fulg
15 6,9X10°cfulg 19 1X10°cfulg 23 2,0X10%fulg
14 <10° cfulg 18 1,1X10°fulg 22 2,9X10%fulg
13 1,0X 10°%fulg 17 <10° cfulg 21 <10° cfulg

Cizelge 4.5. 2.05.2013 (I1. ekim 0Oncesi toprak drneklemesi) toprak érneklerinden izole

edilen kiiflerin sayilar1 (kob/g)

1.Minavebe Sistemi

Parsel No Kif  kolonilerinin Parsel No Kif kolonilerinin Parsel No Kif Kkolonilerinin
Sayist Sayisi Sayisi
4 1,2X10%cfulg 8 1,8X10°cfug | 12 1,2X10%fulg
3 1,8X10°cfu/g 7 1,4X10°cfulg 11 1,1X10°cfulg
2 1,3X10°cfu/g 6 1,3X10%fulg 10 <10° cfulg
1 1,3X10°cfu/g 5 1,7X10° cfulg 9 1,4X10°cfulg
2.Miinavebe Sistemi
Parsel No Kif  kolonilerinin Parsel No Kif  kolonilerinin Parsel No Kiif kolonilerinin
Sayis Sayist Sayisi
16 1,4X10°cfulg 20 1,3X10°cfulg 24 1,6X10°cfulg
15 1,2X10°cfulg 19 <10° cfulg 23 1,2X10°cfulg
14 1,3X10°cfulg 18 <10° cfulg 22 1,5X10%fulg
13 1,5X 10%cfulg 17 <10° cfulg 21 1,5X10°cfulg
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Cizelge 4.6. 29.04.2013 (1. hasat sonras1 yem ornekleri ) fig/ tritikale, fig/yulaf, licgiil

orneklerinden izole edilen kiiflerin sayilar1 (kob/g)

1.Munavebe Sistemi

Parsel No Kiif kolonilerinin Parsel No Kiif kolonilerinin Parsel No Kiif  kolonilerinin
Sayis1 Sayisi Sayis1
4 5,4X10°cfulg 8 45X10°cfulg | 12 3,6X10%cfu/g
3 1,2X10%fulg 7 9,3X10°%cfug | 11 4,8X10%cfulg
2 9,1X10°cfulg 6 6,2X10°cfulg | 10 1,2X10%cfulg
1 8,5X10°cfulg 5 7,3X10° cfulg | 9 4,4X10%cfulg
2.Munavebe Sistemi
Parsel No Kiif  kolonilerinin Parsel No Kiif  kolonilerinin Parsel No Kiif  kolonilerinin
Sayist Sayisi Sayisi
16 2.4X10°cfulg 20 0,9X10%cfulg 24 7,5X10°cfulg
15 1,9X10°cfulg 19 0,1X10%cfulg 23 2,9X10°cfulg
14 5,0X10°cfulg 18 <10° cfulg 22 3,5X10°cfulg
13 1,9X10°cfulg 17 <10® cfulg 21 8,7X10°cfulg

Cizelge 4.7. 10.09.2013 (Il. hasat sonrasi yem ornekleri ) pamuk, soya dérneklerinden

izole edilen kiiflerin sayilar1 (kob/g)

1.Minavebe Sistemi

Parsel No Kiif kolonilerinin Parsel No Kif kolonilerinin Parsel No Kiif kolonilerinin
Saysi Sayis1 Sayisi
4 .. |8 |21X10°%fug | 12 | v
3 U@ ?ma@dlgl 7 1,7X10°cfulg 1 Ur@ ‘a]marr%adlg1
i¢in analiz : icin analiz
2 yapiimadi 6 3,7X10"cfug 10 yapilmadi
! 5 | 44X10°cfug | 9




2.Miinavebe Sistemi
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parsel No Kiif  kolonilerinin parsel No Kiif - kolonilerinin parsel No Kiif  kolonilerinin
Sayist Sayist Sayist
16 | 54xi0cfug | 20 I 2
5| saxcfug | 19 | R 3| {rin almamadig
P i analz i¢in analiz yapimadi
14 3,6X10°cfulg 18 yaplmads 22 i yap
13 | 31Xicfulg | 17 21

Cizelge 4.8. 9.10.2012 (l. ekim oncesi toprak 6rneklemesi) toprak orneklerinden izole

edilen fungus tiirlerinin dagilimm

1.Minavebe Sistemi

Parsel No Fungus Tirleri Parsel No| Fungus Tiirleri |Parsel No Fungus Tiirleri
A. niger - A. terreus - A.ustus A.niger - A.amstelodami A.niger
Alternaria - A.clavatus - A.ustus A.japonicus -
4 Cladosporium - 8 A.terreus - 12 P.purpurogenum -
P.purpurogenum - P.purpurogenum - P.pinophilum
P.expansum P.citrinum
A.amstelodami A. A. niger A. ustus
3 ustus A. terreus - 7 1 A.terreus A.amstelodami -
Alternaria - P.commune Alternaria - P.decumbens
Aspergillus niger Aspergillus niger Aflavus A.terreus A.wentii
Aspergillus terreus - Aspergillus terreus A.niger A.ochraceus
Alternaria - Aspergillus A.japonicus A.ustus -
2 P.pinophilum - 6 amstelodami - 10 Cladosporum
P.commune P.purpurogenum -
P.citrinum
Aspergillus niger Aspergillus niger Aflavus A.terreus
Aspergillus terreus Aspergillus terreus - A.ustus A.japonicus
1 5 Alternaria 9 A.amstelodami -

P.purpurogenum




39

2.Minavebe Sistemi

Parsel No| Fungus Tiirleri Parsel No| Fungus Tiirleri Parsel No| fungus Tiirleri
Aspergillus terreus - Aspergillus flavus Aspergillus niger
Penicillium pinophilum - Aspergillus terreus Aspergillus amstelodami -
Cladosporum Aspergillus japonicus Penicillium purpurogenum
16 20 . 24
Aspergillus
amstelodami -
P.citrinum
A.amstelodami Aspergillus ustus Aspergillus terreus
A japonicus A.terreus Aspergillus niger Aspergillus amstelodami
15 A.niger Awentii 19 Aspergillus amstelodami 23
A.ochraceus -
P.verruculosum
Alternaria - P.commune Aflavus - A.niger Aspergillus terreus
Acterreus - P.commune Aspergillus ustus
14 18 - P.oxalicum 22 Aspergillus niger -
P.oxalicum
Aspergillus terreus Aspergillus niger A.ustus - A.versicolor -
13 Aspergillus amstelodami - 17 Aspergillus flavus - 21 A.ostianus - A.amstelodami
P.chrysogenum P.citirnum - Alternaria - Cladosporum

Cizelge 4.9. 2.05.2013 (I1. ekim 6ncesi toprak orneklemesi) toprak érneklerinden izole
edilen fungus turlerinin dagilim

1.Minavebe Sistemi

Parsel No| Fungus Tiirleri Parsel No| Fungus Tiirleri Parsel No|Fungus Tiirleri
Aspergillus ustus Aspergillus A.ustus A.fumigatus
Aspergillus fumigatus amstelodami A.terreus P.decumbens
4 Aspergillus terreus 8 Aspergillus terreus 12
Aspergillus japonicus
Aspergillus ustus Aspergillus terreus
3 Aspergil]us fumigatus 7 1
Aspergillus terreus -
Alternaria
) Aspergillus terreus - 6 Aspergillus fumigatus 10 Afumigatus A.terreus -
Alternaria P.commune
A fumigatus - A.terreus A fumigatus A.terreus Aspergillus fumigatus
- A.awamori - Alternaria A.niger A.flavus Aspergillus ustus
1 . 5 ) 9 . .
- P.oxalicum - P.oxalicum Aspergillus amstelodami
P.aurantiogriseum




2.Miinavebe Sistemi
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Parsel No| Fungus Tiirleri Parsel No| Fungus Tiirleri Parsel No| Fungus Tiirleri
Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus Aspergillus terreus-
Aspergillus niger Aspergillus Aspergillus terreus Aspergillus ustus- Aspergillus
16 amstelodami 2 Penicilium commune 24 amstelodami- Penicillium
verruculosum

Aspergillus fumigatus Aspergillus ustus Aspergillus

15 . . 19 . 3
Aspergillus awamori amstelodami

Aspergillus fumigatus Aspergillus terreus Aspergillus terreus Penicillium

14 Aspergillus terreus 18 2 pinophilum
Penicillium verruculosum
Aspergillus ustus Aspergillus niger Aspergillus Aspergillus fumigatus

13 Penicillium commune 17 terreus 21 Aspergillus terreus Aspergillus

japonicus Aspergillus alliaceus

Cizelge 4.10. 29.04.2013 (I. hasat sonras1 yem ornekleri ) fig/ tritikale, fig/yulaf, ticgiil

drneklerinden izole edilen fungus tdrleri

1.Miinavebe Sistemi

Parsel No| Fungus Tiirleri [Parsel No| Fungus Tiirleri  |Parsel No| Fungus Tiirleri
Aspergillus niger
4 Alternaria - 8 Cladqspgrum 1
Cladosporum Penicillium
brevicompactum
Cladosporum .
3 Alternaria 7 Penicillium 11 Alterngng 'Cladosporum
Penicillium glabrum
chrysogenum
) 5 10 Aspergillus ustus
Cladosporum
Aspergillus fumigatus
1 5 9
Cladosporum
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2.Minavebe Sistemi

Parsel No| Fungus Tiirleri Parsel No| Fungus Tiirleri Parsel No| Fungus Tiirleri
Aspergillus niger
Aspergill :
16 20 sperg| s terlr ous 24 Alternaria
Aspergillus fumigatus
Cladosporum
15 19 Cladosporgm - 23 Alternaria
Alternaria Cladosporum
Aspergillus japonicus
Cladosporum Cladosporum Aspergillus niger
14 o 18 o 22 )
Penicillium Penicillium commune Alternaria
chrysogenum
13 Alternaria 17 21 Alternaria

Cizelge 4.11. 10.09.2013 (II. hasat sonrasi yem ornekleri ) pamuk, soya oérneklerinden
izole edilen fungus tarleri

1.Minavebe Sistemi

Parsel No| Fungus tiirleri Parsel No Fungus tiirleri Parsel No| Fungus tiirleri
Aspergillus flavus -
Alternaria -
4 8 Cladosporum - 12
P.commune

A.flavus - A.fumigatus -
A.terreus - Alternaria -
3 7
Cladosporum -
P.citrinum

11

Uriin alinamadigi

Aflavus - A-fumigatus Uriin alinamadigi
icin analiz yapimadi

A-terreus - Alternaria - 10 igin analiz yaplimadi
cladosporum -
P.citrinum - P.oxalicum

Aspergillus flavus

Aspergillus niger -

1 5 Alternaria -
Cladosporum -

Penicillium decumbens




2.Minavebe Sistemi
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Parsel No

Fungus tiirleri

Parsel No

Fungus tiirleri

Parsel No

Fungus tiirleri

16

Aspergillus niger
Aspergillus flavus -
Alternaria -
Cladosporum

15

15

Aspergillus niger
Aspergillus flavus -
Alternaria - P.commune
- P.decumbens -
P.citrinum

19

14

Aspergillus niger
Aspergillus flavus
Aspergillus fumigatus -
Alternaria -
Cladosporum -
P.commune -
P.citrinum -
P.funicolosum

18

13

Aspergillus niger
Aspergillus flavus -
Alternaria -
Cladosporum -
P.commune - P.citrinum

17

Uriin alinamadigi
icin analiz yapiimadi

24

23

22

Uriin alinamadigi
icin analiz
yapilimadi

21

Cizelge 4.12. Toprak érneklerinin alindig1 tarihlerdeki iklim kosullari

Tarih

Ortalama
Sicaklik (°C)

Maksimum
sicaklik (°C)

Minimum
sicaklik (°C)

Ortalama
riizgar hizi

(m/sn)

Ortalama
nem (%)

10/9/2012

194

26

16

3.3 60

5/2/2013

22.8

29.6

17.4

2.5 57.7
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Cizelge 4.13. 9.10.2012 (I. ekim oncesi toprak érneklemesi) toprak oérneklerinden izole

edilen Kkiiflerin sayisal dagilim

X105 cfu/g

80 -

60 1

40 1

20 1

1234567 8 9101112131415161718192021222324

Cizelge 4.14. 2.05.2013 (ll. ekim 6ncesi toprak drneklemesi) toprak érneklerinden izole

edilen kiiflerin sayisal dagilimm

X105cfu/g

20 7

15 -

10 -

1234567 8 91011121314151617181920212223
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Cizelge 4.15. 29.04.2013 (I. hasat sonras1 yem ornekleri ) fig/ tritikale, fig/yulaf, ticgiil

drneklerinden izole edilen kiiflerin sayisal dagilim

X10%cfu/g

100 +
90 -~
80 -
70 A
60 -
50 +
40 +
30 ~
0 el i
0 NN il

O 4
1234567 8 9101112131415161718192021222324

Cizelge 4.16. 10.09.2013 (IL. hasat sonrasi yem ornekleri ) pamuk, soya drneklerinden

izole edilen kiiflerin sayisal dagilimi

X10% cfu/g

60 -

50 A

40 -

30 A

20 A

10

O L L L L E L L L L L L L L L L L

1234567 8 9101112131415161718192021222324
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Cizelge 4.17. 9.10.2012 (I. ekim 6ncesi toprak 6rneklemesi) toprak drneklerinden izole

edilen fungus tarlerinin bulunma ylzdeleri

identifiye edilen tiirlerin dagilimi

M Aspergillus niger

M Aspergillusterreus

M Aspergillus ustus

M Aspergillus clavatus

M Aspergillus japonicus

M Aspergillus flavus

M Aspergillus wentti

M Aspergillus ochraceus

M Aspergillus versicolor

M Aspergillus ostianus

M Eurotium amestelodami
M Penicillium purpurogenum
M Penicilliumdecumbens
M Penicilliumverruculusum
u Penicilliumcommune

M Penicillium pinophilum

M Penicilliumcitrinum

W Penicilliumoxalicum

W Penicilliumchrysogenum
W Penicillium expansum

i Alternaria

i Cladosporum
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Cizelge 4.18. 2.05.2013 (11. ekim oncesi toprak drneklemesi) toprak érneklerinden izole

edilen fungus trlerinin bulunma ylzdeleri

identifiye edilen tiirlerin dagilimi

M Aspergillus niger

H Aspergillus terreus

M Aspergillus ustus

H Aspergillus fumigatus

M Aspergillus japonicus

M Aspegillus alliaccus

M Aspergillusawamori

M Eurotium amestelodami
L Penicillium decumbens
M Penicillium verruculusum

M Penicillium commune

i Penicillium pinophilum
Ld Penicillumaurantiogriseum

J

Cizelge 4.19. 29.04.2013 (I. hasat sonrasi yem ornekleri ) fig/ tritikale, fig/yulaf, ticgiil

orneklerinden izole edilen fungus tirlerinin bulunma ytzdeleri

identifiye edilen tiirlerin dagilimi

M Aspergillus niger

M Aspergillus terreus

M Aspergillus ustus

H Aspergillus fumigatus

M Aspergillus japonicus

M Penicillium brevicompactum
i Penicillium glabrum

M Penicillium commune

L Penicillium chrysogenum

M Alternaria
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Cizelge 4.20. 10.09.2013 (II. hasat sonrasi yem ornekleri ) pamuk, soya orneklerinden

izole edilen fungus tirlerinin bulunma ylzdeleri

identifiye edilen tiirlerin dagilimi

M Aspergillus niger
Aspergillus terreus

M Aspergillus flavus

M Aspergillus fumigatus
M Penicillium commune
M Penicillium citrinum

i Penicillium decombens
i Penicillum funiculosum
i Penicillium oxalicum

M Alternaria

M Cladosporum

Cizelge 4.21. Toprak orneklerinin icerdigi kiif miktar1 (kob/gr) ve mevsim arasindaki

iliski
95% Confidence
. Std. std. | Interval for Mean )
Dénem | N Mean Deviation | Error | Lower | Upper Min Max
Bound | Bound
Ekim 24 1,68 2,05 0,419 | 0,816 2,5 0 7,6
Mayis | 24 1,18 0,52 0,107 | 0,960 1,40 0 1,8
Total 48 1,43 1,50 0,217 | 0,996 1,8 0 7,6
Cizelge 4.22. incelenen toprak drneklerin normality testi
Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Donem
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Ekim 0.264 24 0.000 0.743 24 0.000
Mayis 0.304 24 0.000 0.767 24 0.000
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Cizelge 4.23. incelenen toprak érneklerin varyans analiz tablosu

Kareler toplami df Kareler ortalamasl F Sig.
Gruplar
arasi 3,025,052,083,333.330 1 3,025,052,083,333.330 | 1.342 | 0.253
Hata
103,700,729,166,667.000 | 46 2,254,363,677,536.230
Genel

106,725,781,250,000.000 | 47

Cizelge 4.24. istatistiksel analizler sonucuna gore toprak orneklem verilerinin toplam

mikobiyota sonucunun aylara gore gosterimi

Mean

ekim mayis

Cizelge 4.25. istatistiksel T-Test'ine gore toprak orneklerinin icerdigi kiif miktari

(kob/gr) ve mevsim arasindaki iliski

Grup istatistikleri

Donem N Mean Std. Deviation Std. Error Mean

Ekim 24 1685416,67 2056668,854 419815,772

Mayis 24 1183333,33 528053,577 107788,485
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Cizelge 4.26. Istatistiksel bagimsiz 6rneklem teste gore toprak érneklerinin icerdigi kiif
miktar: (kob/gr) ve mevsim arasindaki iliski

Independent Samples Test
t-test for Equality of Means

Sig. (2 tailed) Mean Std. Error

Difference Difference

Equal variances ,253 502083,333 433432,394

assumed

Equal variances ,257 502083,333 433432,394

not assumed

Cizelge 4.27. Uriin érneklerinin icerdigi kiif miktar1 (kob/gr) ve mevsim arasindaki iliski

95% Confidence

Interval for Mean
Std. Std. . .
N Mean o Min Maxi
Deviation Error
Lower Upper
Bound Bound
Nisan 24 4,86 4,7 9,6 2,87 6,85 0 1,9
Eylul 24 1,86 3,75 7,6 2,77 3,44 0 1,7
Total 48 3,36 4,47 6,4 2,06 4,66 0 1,90

Cizelge 4.28. Incelenen (riin 6rneklerin normality testi

Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk
Doénem Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Nisan 0.151 24 0.163 0.877 24 0.007
Eylul 0.357 24 0.000 0.556 24 0.000
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Cizelge 4.29. Incelenen (iriin érneklerin varyans analiz tablosu

Kareler toplami df Kareler ortalamasi F Sig.
Guruolar
5,223,156,000,000.000 23 227,093,739,130.435 1.299 | 0.264
arasi
Hata 4,195,631,000,000.000 24 174,817,958,333.333
Genel 9,418,787,000,000.000 47

Cizelge 4.30. Istatistiksel analizler sonucuna gore iiriin 6rneklem verilerinin toplam

mikobiyota sonucunun aylara goére gosterimi




Cizelge 4.31. Istatistiksel T-Test'ine gore iiriin 6rneklerinin icerdigi kiif miktar1 (kob/gr)

o1

ve mevsim arasindaki iliski

Grup istatistikleri

Donem N Mean Std. Deviation Std. Error Mean
Nisan 24 486250,00 470791,401 96099,892
Eyliil 24 186250,00 375381,690 76624,467

Cizelge 4.32. istatistiksel bagimsiz 6rneklem teste gore iiriin orneklerinin icerdigi kiif

miktar1 (kob/gr) ve mevsim arasindaki iliski

Independent Samples Test

t-test for Equality of Means

Sig. (2 tailed) Mean Std. Error
Difference Difference
Equal variances ,019 300000,000 122908,495
assumed
Equal variances ,019 300000.000 122908.495
not assumed




4.2. Toprak ve Yem Orneklerinden Izole Edilip Tammlanan Fungus

Tarleri

4.2.1. lzole Edilip Tamlanan Aspergillus ve Penicillium Tirlerin

Sistematigi

Toprak ve yem O&rneklerinden izole edilip, genus ve tir dizeyinde

tanimlanan kiifler, ilgili literatiir (http://indexfungorum.com) ile sistematik siraya

konularak asagida verilmistir.

Regnum: Fungi

Phylum: Ascomycota

52

Classis: Eurotiomycetes

Subclassis: Eurotiomycetidae

Ordo: Eurotiales

Familia: Trichocomaceae
Genus: Aspergillus P. Micheli ex Link 1809

Species:

A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.
A.

A.
A.
A.

alliaceus Thom&Church, 1926
awamori Nakoz, 1907

clavatus Desm. 1834

flavus Link, 1809

fumigatus Fresan, 1863

japonicus Saito, 1906

niger Tiegh, 1867

ochraceus G. Wilh. 1877

ostianus Wehmer, 1897

terreus Thom, 1918

ustus (Bainier) Thom&Church, 192
versicolor (Vuill.) Tiraboschi, 1908
wentii Wehmer, 1896
amstelodami L. Mangin, 1908
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Genus: Penicillium Link 1809

Species: P. aurantiogriseum Dierckx, 1901
P. brevicompactum Dierckx, 1901
P. chrysogenum Thom, 1910
P. citrinum Thom, 1910
P. commune Thom, 1910
P. decumbens Thom, 1910
P.expansum Link, 1809
P. funiculosum Thom, 1910
P. glabrum ( Wehmer) Westling, 1911
P. oxalicum Currie _ Thom., 1915
P. pinophilum Hedgc, 1910
P. purpurogenum Stoll, 1904

P. verruculusum Thom, 1930

4.3. Toprak ve Yem Orneklerinden Izole Edilip Tamilanan Aspergillus

Tdrleri

4.3.1. Aspergillus alliaceus Thom & Church, 1926

Telemorf: Petromyces alliaceus

Subgenus: Circumdati Section: Flavi

Koloni Ozellikler: CYA25: Koloniler 55-70 mm’dir. Konidia kremden
sartya; miselyum beyaz yliniimsii; sklerot baglangicta beyaz, daha sonra griden
siyaha, tersi saridan sari-kahveye degisir. MEA’da koloniler 65-70 mm, agik
saridan altin sarisina, tersi soluk saridan agik sariya degisir. CY20S’de 65-70
mm’dir. CYA2S5 ile benzer 6zellikler gosterir. CYA37°de koloniler 40-55 mm,
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deve tiiyiinden ochraceus sarisina degisir. CZ’de koloniler 65-70 mm, donuk sari,
deve tlyl yada ochraceus renginde, duz yada oluklu ve diger 6zellikleri CYA25
ile aynidir (Sekil 4-1).

Mikroskobik Ozellikleri: Konidiyal baslar kolumnardan 1sinsala gelisirler.
Konidiyoforlar 40-2000 x 5-9um, diiz duvarli ve renksiz, tek ve ¢ift serili
konidiyal baslar gorulur. Vezikalller (8)20-50(100) pm, kireselden priforma
degisir. Metula 6-12(18) x 2,5-5(6)um, fiyalidler (5)6-9(13) x (1,5)2-2,5(4)um,
konidium (2,5)3-3,5(4)um olgiilerinde, diiz duvarli, subglobozdan ovoide
degismektedir.

Klich (2002)’e gore tayin edilmistir.

(1) (2)

Sekil 4.1. Aspergillus alliaceus- (1), A, CYA, B, MEA, C, CY20S, D, CZ’ de 25°C’de,
E,CYA 37°C’ de 7 giinliik koloniler- (2), Konidyal bas.

4.3.2. Aspergillus awamori Nakoz, 1907

Syn: A. awamori (Nakazawa) Al- Musallam, 1980

Subgenus: Circumdati Section: Nigri

Koloni Ozellikler: CYA25: Koloniler 60-70 mm, koyu kahveden siyaha
degisir, tersi donuk kahve, sari, koyu sari, gri kahvedir. Koloni kadifemsiden

granulere degisir. Bazen de 1smsal olukludur. MEA: Koloniler 60-70 mm, koyu
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kahveden siyaha degisir. CY20S’de 60-70 mm, CYA37°de 65-70 mm, CZ’de 30-
60 mm ve Ozellikleri CYAZ25 ile benzerdir (Sekil 4-2).

Mikroskobik Ozellikleri: Konidiyal baslar 1smsaldir. Konidiyoforlar 300-
1500 x 7-17um, diiz duvarlidir. Vezikiiller globoz (14)20-40(55)um, ¢ift serilidir.
Metula (6)10-20(25) x 4-8um, fiyalidler (5)6-9 (10) x 2,5 -4um, konidium (3,5)4

5(6)um olcilerinde, kiresel ve duzden hafif pirtzluye degisir.

Klich (2002)’e gore tayin edilmistir.

Sekil 4.2. Aspergillus awamori-(1), A, CYA, B, MEA, C, CY20S, D, CZ’ de 25°C’ de,
E,CYA 37°C’ de 7 giinliik koloniler- (2), Konidyal bas.

4.3.3. Aspergillus clavatus Desm. 1834

Subgenus: Clavati Section: Clavati

Koloni Ozellikleri: CYA25°de koloniler soluk yesil, grimsi turkuaz, koyu

turkuaz, veya soluk yesildir. Miselyum beyazdir; belli belirsiz veya yiiniimstidiir.
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Eksuda eger mevcutsa renksizdir. Ters ylizey rengi soluk sar1 veya soluk kahve

olabilir. Koloni tekstiirii yliniimsiidiir ve tlizerine 1ginsal izler olusturmustur.

MEA’da konidia rengi soluk yesil, grimsi yesil veya grimsi turkuaz
seklindedir. Miselyum gosterigsiz; koloni diizensiz dagilma egilimi gdsteren ve
daha ¢ok yunimsi konidial alanlardan farkli olarak zayif ve kiigiiktiir. eger
mevcutsa, kahverengi siyahtir. Koloni tekstiirii, 6zellikle merkez kisimlarda,
yunimstdur. CY20S’de karakteristikler CY A25’e benzer fakat eksuda bulunmaz.
CYA37°de konidialarin daha az olmasi 6zelligine ilave olarak diger Ozellikler
CYA25’e benzer. CZ’de koloni morfolojisi CY A25’ benzer, ters ylizey rengi daha
az yogundur (Sekil 4-3).

Mikroskobik Karakteristikler: Konidial baslar i1smsaldir. Konidiofor
(300) 500-2000 (3000) x (5) 10-30 wm; konidiofor geperi piiriizsiiz, renksiz,
bazen ¢ok soluk kahverengidir. Gittikce genisleyen klavat vezikiiller (8) 10—75
(90) um capindadir, daha kiiciik vezikiiller bazen pyriformdur, konidial zonlar
vezikiilin basindan asagiya dogru 12-250 pm genisler. Seri bakimindan
uniseriattir. Phialidler (6) 7-10 x (14) 2-3,5 (4) um’dir. Konidia piiriizsiiz,
elipsoidal, bazen pyriform, apikulat veya ya da elipsoidal olabilir, ¢ogunlukla
silindirik yapida olup 3,6 X 2,5-4 um ¢apindadirlar.

Sekil 4.3, Aspergillus clavatus-(1), A, CYA, B, MEA, C, CY20S, D, CZ’ de 25°C” de, E,CYA
37°C’ de 7 giinliik koloniler- (2), Konidyal basi
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4.3.4. Aspergillus flavus Link 1809

Subgenus: Circumdati Section: Flavi

Koloni Ozellikler: CYA25: Koloniler (45)65-70 mm, koyu yesil yada
zeytin yesilidir. Sklerot gorildiginde, koyu kahveden siyaha degisik sekil ve
Olgiilere sahip, tersi renksiz, donuk kahve yada portakalimsidir. MEA: Koloniler
(50)65-70 mm, zeytin yada genellikle koyu yesil, tersi genellikle renksiz, bazen
donuk sar1 ve yiinimsiidiir. CY20S: 65-70 mm, CYA37: (50)55-60(70) mm,
zeytin kahvesi, CZ: 55-65 mm’dir. Ortamlarin timi CYA25 ile benzerdir (Sekil4-
4).

Mikroskobik Ozellikleri: Konidiyal baslar 1smsaldan kolumnara degisir,
konidiyoforlar (250)400-800(2500) x 8-17um, oldukca puruzludar. Vezikiller
(12)20-45(85)um, kireselden elongata degisir, CYA25’de izolatlarin %20’si ¢ift
serili, bazilar1 ise MEA’da tamamen tek serilidir. Metula (6)8-10(16) x (4)5
7(9)um, fiyalidler 7-12 x (2,5)3 -4(5)um, konidium 3-6(8)um dlgllerinde,
yuvarlaktan elipsoide ve diizden piruzluye degisen duvarlidir.

Klich (2002)’e gore tayin edilmistir.

Sekil 4.4. Aspergillus flavus-(1), A, CYA, B, MEA, C, CY20S, D, CZ’ de 25°C’ de, E,CYA
37°C’ de 7 giinliik koloniler- (2), Konidyal bas.
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4.3.5. Aspergillus fumigatus Fresen. 1863

Subgenus: Fumigatii
Section: Fumigati

Koloni Ozellikler: CYA25: Koloniler (35)40-70 mm, gri yada koyu
turkuaz, koyu yada donuk yesil, tersi renksiz, sarimsi, kirmizi kahve yada yesildir.
Kadifemsiden yunumsiye degisir. Diiz yada 1smsal kivrimlidir. MEA: Koloniler
(30)45-70 mm, tersi renksiz, donuk sar1 yada gridir. CY20S: (30)40-70 mm’dir.
CYA37: (57)60-70 mm’dir. CZ: 45-60 mm’dir. Besiyerinin tim o6zellik ve
renkleri CYA25 ile benzer dzellikler gostermektedir (Sekil4-5).

Mikroskobik Ozellikleri: Konidiyal baslar kolumnardir. Konidiyoforlar:
(100)200-400(580) x 5-11um, renksiz yada grimsi ve diiz duvarhdir. Vezikiiller
(10)15-30(40) um, priformdan spatulata geli_im gosterir, tek serilidir. Fiyalidler
5-9 x 2- 3um, konidium 2-3 (3,5)um o6lcilerinde, globozdan elipsoide , diizden
plrazliye yada dikenliye degisen duvarlara sahiptir.

Klich (2002)’e gore tayin edilmistir.

(@ 9] (&)

Sekil 4.5. Aspergillus fumigatus -(1), A, CYA, B, MEA, C, CY20S, D, CZ’ de 25°C’ de,E,
CYA 37°C’ de 7 ginliik koloniler- (2), Konidyal bas.
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4.3.6. Aspergillus japonicus Saito, 1906

Subgenus: Circumdati
Section: Nigri

Koloni Ozellikler: CYA25: Koloniler (49) 60-70 mm , koy kahveden
mirdim kahveye yada murdim siyaha degisir, tersi donuk kahverengi, koyu
miirdiimsii  kahverengi, kahvemsi portakal yada hafif sari-yesildir. Cozunir
pigment yok yada agik kahvedir. Koloniler kadifemsiden hafif ytnumsiye,
diizden 1sinsal olukluya degisir. MEA: Koloniler (53)60- 70 mm, koyu kahve,
siyah, tersi renksizden agik sari-griye degisir. CY20S: - 70 mm, tersinin gri-siyah
yada sari-yesil olmasi disinda CYA25 ile benzerdir. CYA37: (5)20-50 mm,
saridan kahverengine degisen ¢Oziinen pigment disinda CY A25 ile benzerdir. CZ:
30-70 mm ve CYAZ25 ile benzerdir (Sekil 4-6).

Mikroskobik Ozellikleri: Konidiyal baslar 1smsaldir. Konidiyoforlar: (150)
300-600 (1400)um, diiz duvarhidir. Vezikiiller 14- 30(47)um, globozdan elongata
degisir, tek serilidir. Fiyalidler 5-9(10) x 3,5- 4(5)um, konidium (3,5)4-5(6) yada
4-5 x3-4um dlgllerinde, degisik sekillerde ve dikenlidir.

Klich (2002)’e gore tayin edilmistir.

(2

Sekil 4.6. Aspergillus japonicus -(1), A, CYA, B, MEA, C, CY20S, D, CZ’ de 25°C’ de, E,
CYA 37°C’ de 7 giinliik koloniler- (2), Konidyal bas.
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4.3.7. Aspergillus niger Tiegh., 1867

Subgenus: Circumdati
Section: Nigri

Koloni Ozellikler: CYA25: Koloniler 55-70 mm, siyahtan koyu
kahverengine degisir, tersi renksiz yada saridir. Koloni graniilerden yunumsiye
degisir. MEA: Koloniler (30)50-70 mm, siyah, tersi renksiz, granulerden
yunimstye degisir. CY20S: 68-70mm, CYA37: 50-70 mm, CZ: 40-62 mm ve
CYA25 ile ayn1 goriintiidedirler(Sekil 4-7).

Mikroskobik Ozellikleri: Konidiyal baslar 1smsaldir. Konidiyoforlar:
(300)400-3000 x(7)12-17(20)um, duvarlar1 kalin ve diizdiir. Vezikuller (20)30
75(85)um, kiresel, cift serili, nadiren tek serili de gorulur. Metula 12-20(40) x 3-
6um, fiyalidler 7-10 x 3-4um, konidium 3,5- 4,5(5)um 6lctlerinde, yuvarlak,

kabartil1 ve oldukga piiriizliidiir.

Klich (2002)’e gore tayin edilmistir.

(2)

Sekil 4.7. Aspergillus niger-(1), A, CYA, B, MEA, C, CY20S, D, CZ’ de 25°C’ de, E, CYA
37°C’ de 7 giinliik koloniler- (2), Konidyal bas.
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4.3.8. Aspergillus ochraceus G. Wilh. 1877

Subgenus: Circumdati
Section: Circumdati

Koloni Ozellikler: CYA25: Koloniler 39-59 mm , bugday renginden
ochraceus yada kahvemsi sariya degisir, hafif yunimsu, tersi donuk sari, grimsi
kirmiz1 yada kahverengi, diizden yarikliya degisir. MEA: Koloniler 44-55(77)
mm, genellikle soluktan agik sariya yada amber sarisina, tersi sari, SOluk
portakaldan grimsi altin sarisina degisir. CY20S: 44-70 mm’dir.CY A25’den farki,
tersinin kahverengi olmasidir. CYA37: 0-35 mm, genellikle seyrek, katli ve
CYAZ25 ile diger karakteristikleri benzerdir. CZ: 22-42 mm ve CYA25 ile
benzerdir (Sekil 4-8).

Mikroskobik Ozellikleri: Konidiyal baslar 1smsal, konidiyoforlar
(100)300-1700um, duvarlar1 diizden piirtizliiye degisir. Vezikiller (12)25-
55(80)um, yuvarlaktan elongata degisir, cift serilidir, metula (5)6-12(30) x 2-
6um, fiyalidler 7-12(14) x 2-3 um, konidium (2)2,5- 3,5(4,5)um olgllerinde,
dizden puruzliye, kireselden elipsoide degisir. Genellikle apikulattr.

Klich (2002)’e gore tayin edilmistir.

2

Sekil 4.8. Aspergillus ochraceus-(1), A, CYA, B, MEA, C, CY20S, D, CZ’ de 25°C’ de, E,
CYA 37°C’ de 7 giinliik koloniler- (2), Konidyal bas.
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4.3.9. Aspergillus ostianus Wehmer, 1897

Subgenus: Circumdati
Section: Circumdati

Koloni Ozellikler: CYAZ25: Koloniler 38-50(52) mm, kenarlarda soluk sar,
merkezde buff veya kirmizimsi saridan kil rengine degisir, cogu izolat tarafindan
renksizden koyu kahveye degisen eksuda uretilir, tersi renksiz, kahvemsi portakal,
veya acik pembe, pembemsiden kahverengiye degisen ¢Ozunir pigment bazen
uretilir, kadifemsidir. MEA: Koloniler 40- 50(58) mm, buff rengi yada amber
sarisidir, tersi amber sarisia yakindir, konidiyal baslar yogun degildir. CY20S:
(48)50-60(70) mm, altin sarisindan sar1 buff rengine degisir, tersi kahverengi,
eksuda yoktur, koloniler granilerden yinumsiye degisir. CYA37: 0-15(35) mm
konidium olusumu yok veya seyrek ve CYA25 ile benzerdir. CZ: 20-30 mm,
eksuda ve ¢6ziiniir pigmentin az bulunmasi disinda CYA25 ile benzerdir (Sekil 4-
9).

Mikroskobik Ozellikleri: Konidiyal baslar 1smsal, konidiyoforlar
(250)400-800(3000) x 7-12(16)um, renksizden altin rengine degisen purizli,
kalin duvarlidir, vezikiiller (12)20-40(45)um, kireselden hafif elongata degisir,
cift serilidir, metula 7-15(25) x 3-8 um, fiyalidler 8-10(11) x 2,5-3um, konidium
(3,5)4-5(7)um, cogunlukla subgloboz, bazist ovoid, elipsoidal veya priform,
globoz ve duvarlar1 diizden piiriizliiye degisir, elongat konidium 4-6 x 3 3,5 um
Olcllerinde, genellikle purizltddr.

Klich (2002)’e gore tayin edilmistir.

<2)
Sekil 4.9. Aspergillus ostianus -(1), A, CYA, B, MEA, C, CY20S, D, CZ’ de 25°C’ de, E
CYA 37°C’ de 7 ginliik koloniler- (2), Konidyal bas.
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4.3.10. Aspergillus terreus Thom, 1918

Subgenus: Nidulantes
Section: Terrei

Koloni Ozellikler: CYA25: Koloniler (30)40-60 mm, acik grimsi /
kahvemsi portakaldan kamel rengine, velutinozdan lanoza, bazen yinumsuye
degisir. Diiz yada 1smnsal yariklidir. Tersi sar1 yada kahvedir. MEA: Koloniler
(30)40-70 mm, seyrek, acik portakal renginden grimsi portakal yada ten rengi,
granilerden yunumsuye degisir, tersi grimsi saridir. CY20S: (55)65-70 mm,
CYAB37: (55)65-70 mm, CZ: 30-48mm ve koloniler CYA25 ile benzerdir (Sekil 4-
10).

Mikroskobik ~ Ozellikleri:  Konidiyal baslar yogun kolumnardir,
konidyioforlar (70)100-25(300) X 4-7um, diiz duvarhdir.Vezikiiller (7)12- 20um,
kireselden priforma degisir. Cift serilidir. Metula 5-7 x 2-3um, fiyalidler 5-7(9) x
1,5-2,5um, konidium 2-2,5um olgiilerinde, diiz duvarli, globozdan elipsoide

degisir.

Klich (2002)’e gore tayin edilmistir.

)

Sekil 4.10. Aspergillus terreus -(1), A, CYA, B, MEA, C, CY20S, D, CZ’ de 25°C’ de, E,
CYA 37°C’ de 7 giinliik koloniler- (2), Konidyal bas.
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4.3.11 . Aspergillus ustus (Bainier) Thom & Church, 1926

Subgenus: Nidulantes
Section: Usti

Koloni Ozellikler: CYA25: Koloniler 25-40 mm, agik kahve yada grimsi
kahve, diiz yada 1smsal yarikli, kadifemsi yada yiiniimsti, tersi merkezde sarimsi
kahve, kenarlar1 sarimsi portakal yada kahve rengidir. MEA: Koloniler 30-50 mm,
yesilimsi gri yada zeytinimsi kahve, diz, bazen ylniumst, tersi renksizden donuk
gri sar1 yada kahve rengidir. CY20S: 30-45 mm, CYA37: 0-45 mm, CZ: 25-40
mm ve koloniler CYA25 ile benzerdir (Sekil 4-11).

Mikroskobik Ozellikleri: Konidiyal baslar 1sinsaldan kolumnara degisir.
Konidiyoforlar (30)75-200(35) x 4-7um, diiz duvarli, kahverengimsi, vezikiiller
7-16um, priform ve cift serilidir. Metula 4-6(7) x 3-4um,fiyalidler 5-7(8) x 2,5
4um, konidium 3-4,5um oOlgiilerinde, kiiresel ve piiriizlii duvarhidir. Diizensiz
elongat hille hiucreleri bazen gorulir.

Klich (2002)’ye gore tayin edilmistir.

2)

Sekil 4.11. Aspergillus ustus -(1), A, CYA, B, MEA, C, CY20S, D, CZ’ de 25°C’ de, E, CYA
37°C’ de 7 giinliik koloniler- (2), Konidyal bas.
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4.3.12. Aspergillus versicolor (Vuill.) Tiraboschi, 1908

Subgenus: Nidulantes
Section: Versicolores

Koloni Ozellikler: CYA25: Koloniler 15-25(26) mm, donuk yesilden gri
yesile degisir, konidim degisken bollukta, tersi renksizden kahverengi yada
kirmiz1 mora degisir. Cozlndr pigment Uretildiginde pembe, kahverengi portakal
renkte, koloniler kadifemsi, genellikle 1smsal yariklidir. MEA: Koloniler 12-26
mm, grimsi turkuazdan grimsi yesile degisir. Kadifemsiden graniilere degisen
tekstiirde, tersi renksiz, sar1 kahve, portakal kahverengidir. CY20S: 14-30 mm,
CYA25’den farki; koloni tersi ve c¢ozinlr pigment Uretildiginde kirmizimsi
kahverengi olmasidir. CYA37: 0-10 mm, treme goruldiginde hafif sporlu ve
kivrimli, renkleri CYA25’¢ benzer. CZ: (10)15-19(22) mm ve CYA25 ‘e
benzerdir (Sekil 4-12).

Mikroskobik Ozellikleri: Konidiyal baslar 1smsal, konidiyoforlar
(120)200-400(700) X 4-7um, diiz duvarl ve kirilgan, vezikiiller (8)9-16um ve cift
serilidir. Metula (3)4 -8 x 2,5-3,5(4)um, fiyalidler (4)5-9(11) x 2- 3um, konidium
2.0-3,5(4.5)um olcilerinde, globozdan subgloboza degisir. Duvarlar: yaslandikga
purdzlenir.

Klich (2002)’ye gore tayin edilmistir.

(&3]

Sekil 4.12. Aspergillus versicolor-(1), A, CYA, B, MEA, C, CY20S, D, CZ’ de 25°C’ de, E,
CYA 37°C’ de 7 giinliik koloniler- (2), Konidyal bas.
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4.3.13. Aspergillus wentii Wehmer, 1896

Subgenus: Circumdati
Section: Wentii

Koloni Ozellikler: CYA25: Koloniler 25-35 mm, grimsi sari, zeytini
kahverengi, kadifemsiden yiiniimsiiye, diizden 1sinsal yarikliya, tersi renksizden
acik kahverengiye degisir. Yogun miselyum yigin halinde beyaz ve agik saridir.
MEA: Koloniler (20)25-35 mm, zeytini sari, portakalimsi sar1 ve zeytini
kahverengi, tersi donuk sari, agik kahverengi, tekstiir derin ve yunimsu, genellikle
kadifemsidir. CY20S: 5-70 mm, CYA37’de biiyiime yoktur. CZ: 5-70 mm ve
CY A25’e benzerdir (Sekil 4-13).

Mikroskobik Ozellikleri: Konidiyal baslar 1smsal, baslarda kolumnar,
konidiyoforlar 200-1200(3000) x 10-12(16)um, karisik ve diiz duvarl, vezikiiller
(7)30-80um, elongattan globoza degisir. Cift serilidir. Metula 10-18(23) x (3)5-
8(10)um, fiyalidler 7-10(15) x 3-5(6)um, konidium (3,5)4-5 (6)um 6lcllerinde,
diizden oldukca purtzliye degisir.

Klich (2002)’e gore tayin edilmistir.

(&5

Sekil 4.13. Aspergillus wentii-(1), A, CYA, B, MEA, C, CY20S, D, CZ’ de 25°C’ de, E, CYA
37°C’ de 7 giinliik koloniler- (2), Konidyal bas.

4.3.14. Aspergillus amstelodami, Thom & Church 1926

Genus  : Aspergillus
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Subgenus: Aspergillus
Section: Aspergillus
Koloni Renkleri ve Tekstir. CYA25’de konidia grimsi sari, zeytin
kahverengisi; miselyum yogun, beyaz ya da soluk saridir; bazen yogun, beyaz ya
da pembemsi hif kiimeleri olusturulur. Eksuda, eger mevcutsa, renksiz olabildigi
gibi sarims1 kahverengi; ters yiizey ise renksiz, sar1 ya da soluk kahverengi
olabilir. Tekstlr kadifemsi ya da yunumsi, diiz ya da isinsal sulkat olabilir.
MEA’da konidia bol, zeytin sarisi, turuncumsu sar1 ya da zeytin kahverengisi;
miselyum beyazdir, bazen soluk pembe hif kiimeleri olusturulur. Ters ylizey
renksiz, soluk sar1 ya da soluk kahverengi olabilir. Tekstiir genelde yogun ve
yunumsudur, nadiren kadifemsi gorinir. CY20S’de konidia seyrektir, konidial
renk CY A25’dekilere benzer ya da daha zeytinimsidir; miselyum yogun, beyaz ya
da soluk sar1; ters yiizey renksiz, soluk sar1 ya da soluk kahverengidir. CZ’de renk

ve tekstiir CYA25’e benzer.

Mikroskobik Karakteristikler. Konidial baslar 1sinsaldir  fakat
yaslanmayla beraber kolumnar bir hale gelebilir. Konidioforlar 200-1200 (3000)
X 10-12 um, genelde sindz ve renksiz, diiz ¢eperlidir, fakat bazen vezikillerin alt
kisminda hafif purizlt olabilir. Vezikiller elongat ya da globoz, (7) 30-80 um
boyutlarinda ve biseriattir. Metula yogun olarak paketlenmis, 10-18 (23) um x (3)
5-8 (10) pum boyutlarindadir ve vezikiill ylizeyinin biiyilk bir kismini
kaplamaktadir; phialidler 7-10 (15) um x 3-5 pm’dir. Konidia globoz ya da
elipsoidal, (3,5) 4-5 pum c¢apinda olabilir. Konidyum ceperi prizsiz olabildigi
gibi cok puruzli de olabilir.

r
"

Sekil 4.14. Aspergillus amstelodami ,1) CYA, MEA, CZ ve CY20S 2) Konidia
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4.4. Toprak ve Yem Orneklerinden izole Edilip Tamlanan Penicillium

Turleri
4.4.1. Penicillium aurantiogriseum Dierckx, 1901

Subgenus: Penicillium  Section: Penicillium

Koloni Ozellikleri: CYA 25: Koloniler 30-37 mm, 1sinsal yarikli, diizden
granilere degisir, renkleri grimsi turkuaza yakin maviden mat yesile degisir,
ekstida genellikle goralur, seffaf veya soluk kahverengidir. Bazi izolatlarda
kahverengiden kirmizimsi kahverengiye degisen ¢Ozunir pigment Uretilir.Tersi
soluk, hafiften parlak portakala veya kirmizimsidan menekse kahverengiye
degisir. MEA: Koloniler 24-37 mm, diiz veya nadiren isinsal yarikli, graniler,
grimsi turkuazdan mat yesile degisir, sar1 kahverengiden kirmizimsi kahveye
degisen eksuda bazen dretilir, tersi soluk, portakal veya kirmizimsi kahverengidir.
G25N: Koloniler18-24mm, isinsal yarikh, tersi soluk, sar1 veya kahverengidir.
CYAS5’de 2-5 mm gapinda koloniler goriiliir. CY A37°de gelisme gorilmez. CSN:
Koloniler 15-25 mm, ortam reaksiyonu asit (sar1), kahverengi ¢6ziiniir pigment

goriiliir, tersi asit (sar1) ve kahverengidir (Sekil 4-15).

Mikroskobik Ozellikleri: Tervertisillat penisilli gorilir. Konidiyoforlar
200-400pum, dizden pirizliye degisen duvarli, rami 15- 25um, metula 10-15um,
fiyalidler ampuliform,7-10pum, konidium kireselden subsferoidale degisir, bazen

elipsoid, 3,0-4,0um 6lc¢ilerinde, diiz duvarhdir.

2

Sekil 4.15. Penicillium aurantiogriseum -(1), A, CYA, B, MEA, C, G25N, D, CSN’ de 25°C’
de, 7 gunlik koloniler- (2), Penisilli yapisi.

Pitt (2000)’e gore tayin edilmistir.
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4.4.2. Penicillium brevicompactum Dierckx, 1901

Syn: P. stoloniferum Thom, 1901

Subgenus: Penicillium  Section: Penicillium

Koloni Ozellikleri: CYA25: Koloniler 20-30mm, 1sinsal yarikl, kadifemsi,
mat yesil, genellikle soluktan koyu kirmizimsi kahverengiye degisen ekslida ve
kirmizims1 kahverengi ¢ozinur pigment uretilir, tersi bazen soluk, daha cok
sarimsidan kirmizims: kahverengiye degisir. MEA: Koloniler 12-22 mm, diiz
veya bazen isinsal yarikli, kadifemsi, mat yesilden koyu yesile degisir, nadiren
daha soluk veya daha mavimsi, tersi soluk veya kahverengidir. G25N:
Kolonilerl4-22 mm, diiz veya 1smnsal yarikli, tersi soluk, sar1 veya kirmizimsi
kahverengidir. CYAS5’de mikrokoloniler ve 4 mm’ye varan koloniler goriiliir.
CYA37’de gelisme gortilmez. CSN: Koloniler 8-14 mm, ortam reaksiyonu

notralden zayif aside dogru, tersi notral bazen zayif asittir (Sekil 4-16).

Mikroskobik Ozellikleri: Konidiyoforlar genis 500-800um, diiz duvarl,
karakteristik olarak quatervertisillat ve bivertisillat penisilli gésteren, genellikle
40-50pum genigliginde ve 40um ‘den daha kiigiik, yogun ve genis tervertisillat
penisilliyi tasirlar. Rami kisa ve genis, 15 -20 pum, metula kisa ve genis, 9-15 x
3,5-5,0um, fiyalidler ampuliform, 6-9um, konidium elipsoidal, 2,5-3,5um

Olculerinde, diizden pirizliye degisen duvarlhdir.

Pitt (2000)’e gore tayin edilmistir.

(2)

Sekil 4.16. Penicillium brevicompactum (1), A, CYA, B, MEA, C, G25N, D, CSN’ de 25°C’
de, 7 gunlik koloniler- (2), Penisilli yapisi.
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4.4.3. Penicillium chrysogenum Thom, 1910

Subgenus: Penicillium Section: Penicillium

Koloni Ozellikleri: CYA25: Koloniler 35-45mm, 1sinsal yarikl, kadifemsi,
mat mavi, kenarlar1 grimsi turkuazdan mat yesile degisir, soluktan parlak sariya
degisen veya sar1 kahverengi eksiida ve parlak sar1 ¢Ozunlr pigment genellikle
uretili, tersi parlak sar1 veya sar1 kahverengi, ¢ozUnir pigment yok ise tersi soluk
veya kirmizi kahverengidir. MEA: Koloniler 25-40 mm, diiz, kadifemsi, nadiren
merkezde ylnimsi veya biraz granuler, grimsi turkuazdan mat yesile degisir, tersi
soluk, sarimsi, sar1 kahverengi veya kirmizimsi kahverengidir. G25N:
Kolonilerl8-22 mm, isinsal yarikli ve yogun, tersi soluktan parlak sariya degisir
veya kirmizimsi kahverengidir. CYAS5’de mikrokoloniler yada 4mm’ye varan
koloniler goriilir. CYA37’de genelde gelisme goriilmez, bazi izolatlarda ise 5
mm’ye varan koloniler gorilir. CSN: Koloniler 12-18 mm, buyime ortadan
gucluye degisir, ortam reaksiyonu notral veya zayif asit, tersi de benzerdir (Sekil

4-17).

Mikroskobik Ozellikleri: Konidiyoforlar 200-300um, ince diiz duvarh,
penisilli tervertisillat, daha az quatervertisillat ve bivertisillattir. Rami 15-20um,
metula 8-12um, fiyalidler ampuliform, 7-8(-10)um, konidium elipsoidden
subsferoidale degisir, 2,5- 4,0um 6lctlerinde, diiz duvarhdir.

Pitt (2000)’e gore tayin edilmistir.

(2)

Sekil 4.17. Penicillium chrysogenum-(1), A, CYA, B, MEA, C, G25N, D, CSN’ de 25°C’ de,
7 guinluk koloniler- (2), Penisilli yapisi.
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4.4.4, Penicillium citrinum Thom, 1910

Subgenus: Furcatum  Section: Furcatum

Koloni Ozellikleri: CYA25: Koloniler 25-30 mm, 1sinsal yarikli, kenarlar1
kadifemsi, bazen merkezde yunimsl, grimsi turkuaz, genellikle eksiida agik,
soluk sar1 veya soluk kahveden kirmizimsi kahverengine degisir, ¢cozUnir pigment
parlak sar1 veya liretilmez. Tersi sar1, sar1 kahverengi, kirmizimsi kahverengi veya
zeytin rengindedir. MEA: Koloniler 14-18 mm, nadiren 22 mm, diiz veya 1smsal
yarikli, koloni kenarlar1 gri mavi, diger yerlerde mat yesil, tersi soluk kahveden
koyu sar1 kahverengiye degisir. G25N: Koloniler 13-18 mm, isinsal yarikli,
kadifemsi, mat yesil, tersi soluk, mat kahverengi, sar1 veya zeytin rengindedir.
CYAS5’te gelisme goriilmez. CYA 37°de genellikle 10mm’ye varan koloniler
goraldr, nadiren gelisme gorilmez (Sekil 4-18).

Mikroskobik Ozellikleri: Penisilli diizenli bivertisillat, konidiyoforlar 100-
300um, diiz duvarli, metula 12-15 um, spatulat veya uclarda vezikdlat, fiyalidler
ampuliform, 7-8(-12) pum, konidium kireselden subsferoidala degisir, 2,2-3,0 pm

Olcllerinde, diiz veya piiriizlii duvarhdir.

Pitt (2000)’e gore tayin edilmistir.

(2)

Sekil 4.18. Penicillium citrinum-(1), A, CYA, B, MEA, C, G25N’ de 25°C’ de, 7 giinliik
koloniler- (2), Penisilli yapist
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4.4.5, Penicillium commune Thom, 1910

Subgenus: Penicillium  Section: Penicillium

Koloni Ozellikleri: CYA25: Koloniler 30-37 mm, 1smnsal yarikls,
kadifemsiden yiliniimsiiye, grimsi turkuaza yakin mat maviden mat yesile degisir,
aciktan soluk kahverengiye degisen eksuda genellikle Uretilir, tersi soluk, nadiren
sar1, kahverengi veya mordur. MEA: Koloniler 23-30 mm, diiz veya hafif yarikl,
yuzey kadifemsi veya demetimsi, mat yesil, tersi renksizdir. G25N: Koloniler 18-
22 mm, demetimsi, tersi soluktan portakal kahverengiye degisir. CYAS’de
koloniler 2-4 mm, bazen de mikrokoloniler goriiliir. CYA37°de gelisme gorilmez.
CSN: Koloniler 22-26 mm, blylime gucli, ortam reaksiyonu nétralden alkaliye,
bazen zayif aside(soluk sar1) degisir, tersi alkalidir (mor) (Sekil 4-19).

Mikroskobik Ozellikleri: Konidiyoforlar 200-400pm, piiriizli duvarl,
terminal tervertisillat penisilliyi tagir. Rami 15-20(-30)um, metula 10-15um,
fiyalidler ampuliform, 9um, konidium kiresel, 3,5-4,0 (-5,0)um 6lcilerinde, diiz
duvarhdir.

Pitt (2000)’e gore tayin edilmistir.

(2)

Sekil 4.19. Penicillium commune -(1), A, CYA, B, MEA, C, G25N, D, CSN’ de 25°C’ de, 7
gunlik koloniler- (2), Penisilli yapist.
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4.4.6. Penicillium decumbens Thom, 1910

Subgenus: Aspergilloides  Section: Exilicaulis

Koloni Ozellikleri: CYA25: Koloniler 20-30 mm, bazen 40 mm,
kadifemsiden hafif ylnumsuye, renkleri grimsi yesilden mat yesile degisir. Tersi
soluk, mat sar1 veya zeytin rengindedir. MEA: Koloniler 25-40 mm, diiz, nadiren
yiiniimsii, renkleri CYA25°deki gibidir. G25N: Koloniler 11-16 mm, diger
ozellikleri CYA25’e benzer. CYAS5’de gelisme gorulur. CYA37: Koloniler 5-20
mm, beyazdan gri yesile degisen renklerde, tersi soluk veya kahverengimsidir
(Sekil 4-20).

Mikroskobik Ozellikleri: Konidiyoforlar kisa 20-60(-100)um, ince, diiz
duvarli, monovertisillat, genellikle nonvezikiilat, fiyalidler ampuliform, 8-11(-
14)um, konidium elipsoid, bazi izolatlar da priform, diiz duvarli, 2,5- 3,0(-4,0)um
capindadir.

Pitt (2000)’e gore tayin edilmistir.

(I) (2)

Sekil 4.20. Penicillium decumbens -(1), A, CYA, B, MEA, C, G25N’ de 25°C’ de, 7 glnlik
koloniler- (2), Penisilli yapist.



74

4.4.7. Penicillium expansum Link, 1809

Subgenus: Penicillium  Section: Penicillium

Koloni Ozellikleri: CYA25: Koloniler 30-40 mm, hafif 1sinsal yarikli, mat
yesil, eksiida agiktan soluk portakal kahverengiye degisir, ¢Ozunir pigment
karamele yakin kahverengimsi portakal renginde, tersi soluktan portakalims1 koyu
kahverengiye degisir. MEA: Koloniler 20-40 mm, diiz, izolatlarn bazilari
kadifemsi, bazilar1 ise kismen koremiya olusturur, renkleri CY A25’¢ benzer veya
daha grimsi, ¢ozinur pigment bazen Uretilir, tersi soluk veya ¢ozunir pigmentin
varliginda portakal kahverengidir. G25N: Kolonilerl7-22 mm, 1smsal yarikli,
kadifemsiden granilere degisir, kirmizimsi1 kahverengi ¢Oziiniir pigment bazen
uretilir, tersi soluk, mat kahverengi veya kirmizimsi kahverengidir. CYAS:
Koloniler 2-4 mm’dir. CYA37: Gelisme yoktur. CSN: Koloniler 24-30 mm,
blylme gucll, ortam reaksiyonu asit, tersi genellikle asit ve kahverengi ¢ozunir
pigment gordllr, bazen alkalidir (Sekil 4-21).

Mikroskobik  Ozellikleri:  Konidiyoforlar  200-500pum,diiz  duvarh,
tervertisillat, nadiren bivertisillat terminal penisilliyi tasir. Rami piiriizlii duvarls,
15-25um, metula 12-15(-18)um, fiyalidler 8-11um, ampuliformdan silindirige
degisir, konidium elipsoid, 3,0-4,5um &lgiilerinde, diiz duvarhdir.

Pitt (2000)’e gore tayin edilmistir.

(2)

Sekil 4.21. Penicilliumn expansum -(1), A, CYA, B, MEA, C, G25N, D, CSN’ de 25°C’ de, 7
glnlik koloniler- (2), Penisilli yapist.
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4.4.8. Penicillium funiculosum Thom, 1910

Subgenus: Biverticillium  Section: Simplicia

Koloni Ozellikleri: CYA25: Koloniler 25-40 mm, diiz, belirgin ipligimsi,
miselyum sarimsi pembe, seftali veya kahverengimsi portakaldan kahverengimsi
kirmiziya degisir, konidiumlar mat yesil renkte, agik renkli eksiida ve pembe
¢ozlndr pigment bazen dUretilir, tersi soluk, kahverengi veya kahverengimsi
kirmizidan, kirmiziya degisir. MEA: Koloniler 25-45 mm, ipligimsi, miselyum
beyaz, bazen sarimsi pembeden kahverengimsi kirmiziya degisir, konidium
renkleri CYA25’e benzer, tersi soluk, kahverengi veya portakaldan kirmizimsi
kahverengiye degisir. G25N: Koloniler 3-8 mm, diz, ipligimsi, tersi soluktan
zeytiniye degisir. CYAS5: Ureme yok. CYA37: Koloniler 20-45 mm, CYA25’e
benzer, tersi soluk, kahverengi veya kirmizimsi kahverengidir (Sekil 4-22).

Mikroskobik Ozellikleri: Konidiyoforlar kisa, 25-40(-60)um, bazi
izolatlarda 12-25um, duzden pirizliye degisen duvarh, terminal bivertisillat
penisilliyi tasir. Fiyalidler aseroz, 9-11um, konidium kicik, silindirikten elipsoide
degisir, 2,2-3,0um 6lculerinde, diiz duvarlidir.

Pitt (2000)’e gore tayin edilmistir.

(1) 2)

Sekil 4.22. Penicillium funiculosum -(1), A, CYA, B, MEA, C, G25N’ de 25°C” de, 7 gunliik
koloniler- (2), Penisilli yapist.



76

4.4.9. Penicillium glabrum (Wehmer) Westling, 1911

Subgenus: Aspergilloides  Section: Aspergilloides

Koloni Ozellikleri: CYA25: Koloniler 40-50mm, diizden 1smsal oluk yada
katlara, koloni rengi mat yesilden koyu yesile, tersi soluk veya yesilimsiden
parlak sariya, koyu portakal, kahverengi veya bazen kirmizimsiya degisir. MEA:
Koloniler 40-55mm, belirgin kadifemsi, diiz veya merkezde umbonat(yumrulu),
renkleri CYA2S5 ile ayni, tersi bazen soluk, fakat ¢ogunlukla renkli, yesilimsi,
zeytin, sar1 veya kahverengidir. G25N: Koloniler 17-24mm, yarikli veya kivrik,
kadifemsidir. CYAS’de ¢ok az gelisme goriiliir. CYA 37°de gelisme gorulmez
(Sekil 4-23).

Mikroskobik Ozellikleri: Konidiyoforlar (25)50-100(200um, diiz veya
plriizli duvarlidir. Penisilli tipi monovertisillat ve vezikiilat, fiyalidler
ampuliform, 8-12um, konidium kiresel veya subsferoidal (hafifkiremsi), 3,0-
3,5um olcllerinde, diiz veya piiriizlii duvarhdar.

Pitt (2000)’e gore tayin edilmistir.

() (2)

Sekil 4.23. Penicillium glabrum -(1), A, CYA, B, MEA, C, G25N” de 25°C’ de, 7 giinliik
koloniler- (2), Penisilli yapist.
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4.4.10. Penicillium oxalicum Currie _ Thom., 1915

Subgenus: Furcatum  Section: Furcatum

Koloni Ozellikleri: CYA25: Koloniler 35-60 mm, diiz veya 1smsal yarikls,
kadifemsi, merkezde hafif ylnimsi, konidium yogundur.Petri titretildiginde
kiitleden kirip ayrilmalar gozle goriiliir. Koloni kenarlar1 grimsi yesil, sonrasinda
merkeze dogru mat yesil veya zeytini, seffaf eksiida az sayida ya da hi¢ Uretilmez.
Tersi soluktan sariya degisir, kahverengi portakal veya pembemsidir. MEA:
Koloniler 20-50 mm, diiz veya hafif 1sinsal yarikli, kadifemsi, konidium yogun,
bazen tersinin yesilimsi olmas1 disinda CY A25’¢ benzer. G25N: Koloniler 12-16
mm, diiz veya yarikli, kadifemsi, miselyum beyaz veya sarimsi pembe, tersi soluk,
yesilimsi zeytini veya sarimsi pembedir. CYAS5’de genellikle gelisme yoktur.
CYAS37: Koloniler 10-40 mm, kadifemsi, tersi zeytini veya kahverengidir (Sekil
4-24).

Mikroskobik Ozellikleri: Penisilli diizenli bivertisillat, konidiyoforlar 200-
400pum, diiz duvarli, metula 15-30 pm, fiyalidler aseroz ve 10-15(-20)um,
konidium elipsoid, 3,5-5,0(-7) x 2,5-4,0 um Olculerinde, diz nadiren purizli
duvarhdir.

Pitt (2000)’e gore tayin edilmistir.

(2)

Sekil 4.24. Penicillium oxalicum -(1), A, CYA, B, MEA, C, G25N’ de 25°C”’ de, 7 giinliik
koloniler- (2), Penisilli yapist.
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4.4.11. Penicillium pinophilum Hedgc, 1910
Subgenus: Biverticillium  Section: Simplicia

Koloni Ozellikleri: CYA'daki koloniler 20-30mm ¢apinda, diiz ya da daha
az yaygin olarak oluklu yapidadir. Dokusu olduk¢a yumusak ve yliniimsii ve
sikliklafunikoloz yapidadir. Miselyum kenarlarda beyaz siilfiir sarisindan daha
acik bir renktedir. Konidiogenesis genellikle koyu yesil ama siklikla sar1 miseller
yiiziinden daha agik renkli goriiniir. Eksuda bazen kirmizi renkli olarak mevcuttur.
Koloni tersi baskin olarak sarimsi kahverengidir. Bazen de koyu kirmizi
golgelidir. MEA'da koloniler 25-35mm ¢apindadir. Diiz ve flokoz yapidadir.
Karakterisitesi beyaz misellerin olmast ve daha soluk renkl olmasinin disinda
CYA ile benzer yapidadir. G25N'deki koloniler 2-5mm ¢apinda, nadiren 8mm'nin
iizerinde, az ve seyrek yapidadir. Tersi soluk renkli, kahverengi ya da zeytin
yesilidir. CYA5°C de treme yoktur. CYA37°C de koloniler 20-40mm ¢apinda,
diiz veya hafif oluklu (piiriizlii) sarims1 yesilidir. Yaygin olarak yiinlimsii ve
baskin beyaz miselyum bulunur. Eksuda genellikle mevcuttur. Tersi sarimsi1 ya da

kirmizimsi kahverengidir. Sklerotia tiretimi bazi izolatlrda goriliir.

Mikroskobik Ozellikleri: Konidyoforlar hava hiflerinden meyda gelir.
Saplar 150-180mm uzunlugunda, diizgiin duvarhdir. Bivertisillattir. Konidia
silindir nadiren elipsoidaldir. Yaygin olarak 2.5-2.8mm uzunlugunda durarlar

diizglin ya da hafif partzludar.

4.4.12. Penicillium purpurogenum Stoll, 1904

Subgenus: Biverticillium  Section: Simplicia

Koloni Ozellikleri: CYA25: Koloniler 15-30 mm, diiz veya 1smsal yarikls,
kadifemsi, miselyum parlak sar1 veya kirmizi, konidiumlar koyu yesil renkte,
portakaldan kirmiziya degisen eksiida, parlak kirmizi renkte ¢Ozinur pigment

tiretilir, tersi koyu kirmizi veya siyaha yakm mor renktedir. MEA: Koloniler 22-
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35 mm, duz, kadifemsi, miselyum beyazdan parlak sariya degisir, koyu yesil
renkte, tersi soluk, kahverengi veya merkezde mat kirmizidir. G25N: Kiiciik veya
6mm’ye ulasan koloniler goriiliir, renkleri CYA25’e benzer, tersi soluktan koyu
kahverengiye degisir. CYAS5: Ureme yok. CYA37: Koloniler 12-22 mm,
CYA25’e benzer, bazen kirmizi ¢dziiniir pigment olusturulmaz (Sekil 4-25).

Mikroskobik Ozellikleri: Konidiyoforlar 70-300um, diiz duvarl, terminal
bivertisillat penisilliyi tasir. Penisilli dar, metula ve fiyalidler sikisik, her biri 10-
14 pm uzunlugunda, konidium elipsoid, olgunlastiginda subsferoidale degisir, 3,0-
3,5um olgiilerinde, duvarlar diiz, piriizlii veya sigillidir.

Pitt (2000)’e gore tayin edilmistir.

(1) 2)

Sekil 4.25. Penicillium purpurogenum -(1), A, CYA 25°C, B, CYA 5°C, C, MEA 25°C, D,
CYA 37°C, E, G25N’de 25°C’ de, 7 giinliik koloniler- (2), Penisilli yapisi.

4.4.13. Penicillium verruculosum Peyronel, 1913
Subgenus: Biverticillium  Section: Simplicia

Koloni Ozellikleri: CYA25: Koloniler 20-30mm ¢apinda, diiz yada hafif

parazlt, hafif yunimsi, miselyum bazen kenarlarda beyaz, daha yaygin olarak
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stilfir sar1 ya da yesilimsi sar1 renktedir. Bazen turuncu yada kirmizimsi alanda
mevcuttur. Eksuda bazen mevcuttur. Koloni tersi koyu turuncu kahverengi yada
kirmizimsi1 kahverengidir. MEA: Koloniler 30-45 mm ¢apinda, diiz ya da merkezi
kism1 kubbemsi, yogun kadifemsiden hafif yiiniimsiiye dogrudur. Karakteristigi
solgun ve sarimsi kahverengi ters ylizeyi haricinde CYA ile benzerdir. G25N:
koloniler 2-6mm ¢apinda, seyrekten hafif yoguna dogrudur. Tersi soluk sar1 yada
zeytin yesilidir. 5°C'de Gireme yoktur. 37°C'de koloniler 20-40mm ¢apinda, diiz ya
da purizladar. Kadifemsiden yiiniimsiiye dogrudur. Miselyum beyaz, sar1 ya da

pembedir. Eksuda bazen mevcuttur.

Mikroskobik Ozellikleri: Konidyoforlar hava hiflerinden meydana gelir.
Saplar 150-250mm uzunlugunda diizgiin duvarlidir. Bivertisillattir. Metula 7-
10mm, 8-10mm (-15)mm uzunlugundadir. Konidya kiire seklinde nadiren silindir

seklindedir. 3,0-3,5mm capinda, kalin piiriizlii duvarhdir.
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5. TARTISMA

Mikotoksinler; farkli fungal tiirler tarafindan {iretilen diisik molekiil
agirlikl, cok farkli kimyasal yapiya sahip dogal toksinlerdir. Mikotoksin tireticisi
olan funguslar riizgar ve hava akimlariyla taginarak her yerde bulunabilirler ve bu
sekilde her tirlii gida ve yem iirliniinii de kontamine ederek mikotoksin
uretebilirler. Beslenme, deri temasi ve hatta soluma yoluyla bulasabilmeleri
nedeniyle, mikotoksinler kontrol altina alinmasi gereken ¢ok 6nemli sorunlardan
biridirler. Mikotoksin kontaminasyon riski iiriiniiniin cinsine, iiretildigi cografi
konuma, iklim kosullarina baglh olarak farklilik gosterebilir. Mikotoksinler sadece
bu mikotoksini iireten fungus ile kontamine olmus giday: tiiketen insanlar i¢in
degil, hayvanlarin saglig1 tizerinde de kuvvetli toksik etkiye sahip iirtinlerdir.
Farkli hububat iiriinlerinde funguslarin irettigi mikotoksinlerin hayvanlarin
saglikl bir sekilde iiremesi, gelisimi, siit verimi ve Ozellikle bagisiklik sistemi
Uzerindeki olumsuz etkileri yapilan arastirmalar ile agik bir sekilde ortaya

konmustur.

Ozellikle, Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria ve Claviceps gibi
funguslarin kaba yemlerde tirettikleri mikotoksinler ve 1s1 uygulamalarina karsi
direncli olmalar1 hayvanlar ve bu hayvanlarin {iriinlerini tiiketen insanlar tizerinde
karsinojenik, teratojenik, nefrotoksik, hepatotoksik, immunosupresif, dstrojenik
ve mutajenik etkilere de yol acabilmektedir. Mikotoksinler farkli bir¢ok organi
etkileyerek fonksiyonlarm1 bozmaktadirlar. Bu organlar arasinda en fazla
etkilenen organin karaciger oldugu bilinmektedir. Bu nedenle de mikotoksinlerin
cogu hepatotoksik etkiye sahptir. Aflatoksinler, karaciger basta olmak tizere insan
tiimorlerinin bir¢ok ¢esidi ile iliskili bulunan p53 geninin 249 kodonunda arginin-
serin mutasyona sebep olarak, ERK ve Akt yolaklar1 iizerinden IGF-2
reseptoriinin anormal aktivasyonunu indiklemektedir. Okratoksin A, DNA
kirilmasi, protein sentezinin inhibisyonu, karaciger ve bobrek hiicreleri
mitokondri membranlarinda tastyict proteinlerin aktivasyonunu inhibe ederek
mitokondriyal solunumu, anorganik fosfor transportu ve enerji dengesini bozarak
mitokondride hasarlar meydana getirmektedir. Diisiik konsantrasyonlarinda ve
kisa siireli maruziyetlerde, trikotesenlerin kemik iligi hiicrelerinde 6nemli oranda

azalmaya neden oldugu, protein ve DNA sentezini inhibe ederek apopitozu
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indiikledigi bildirilmistir (ipcak et al., 2013; Deligoz et al., 2017; Turel et al.,
2017; Montanha et al., 2018).

Mikotoksin Ureten funguslar, bitkiyi hasat oncesi dénemde veya hasat
sonrasinda enfekte edebilirler. Funguslar biiyiime, gelisme ve mikotoksin tiretimi
icin farkli ve organizmaya spesifik kosullara ihtiya¢ duymaktadirlar. Bu kosullar
nem, sicaklik, substrat tipi ve besinsel faktorler, atmosferik oksijen ve karbon
dioksit diizeyleri, diger fungal tiirlerinin varlhigi, cografi konum ve genetik sartlar
olarak 6zetlenebilir. depolanmis iiriinlerde depolama siiresi, tiriindeki mekanik
zararlar ve yabanci maddeler, ortamdaki bocek ve hasereler aktiviteleri ,
kullanillan bitkisel ilaglar ve besin katki maddeleri gibi faktorler funguslarin
biuyumesini etkilemekte ve mikotoksin Uretimine yol agabiliyor. (Bottalico and
Perrone, 2002; Abdulkadar et al., 2004; Milani, 2013; Bakirci, 2014; Aydogdu,
2016).

Mikotoksin dreticisi fungal turler genellikle 10-40° C araliginda, pH 4 ile 8
araliginda ve 0.7 aw'nin (zerinde nem igerigine sahip ortamlarda gelisim
gosterebilirler. Fungus gelisimi i¢in gerekli olan optimim kosullar mikotoksin
olusumu i¢in optimum kosullar olmayabilir. Ornek olarak Fusarium genus
uyelerinin 25-30°C araliginda mikotoksin olusturmadan hizli bir sekilde tredigi
fakat dondurucu soguklarda bile minimal fungus gelisimi ile birlikte Gnemli
miktarlarda mikotoksin trettigi gozenmistir (Joffe, 1986; Cankir1 ve ark
2013). Genel olarak sicaklik, su ve boceklerin verdigi hasarlar gibi ¢evre kosullari
bitkilerde ciddi zararlara sebep olmakta ve heniiz tarla kosullarinda iken
mikotoksin iireten fungusun tiremesi ve mikotoksin liretmesine karsi bitkileri
savunmasiz hale getirmektedir. Yem hammaddelerinin hasat sonrast donemde
mikotoksin dreticisi fungus ile kontaminasyon riskinden dolay1 fungal gelisimin
ve mikotoksin {retiminin kontroli depolama kosullarina baghdir. Hasat
sonrasinda yemlerin ve gidalarin mikotoksin kontaminasyonunu etkileyen en
onemli faktorler sicaklik, nem igerigi ve bdcek aktivitesidir (Coulombe, 1993;

Cankir1 ve ark, 2013; Delig6z, 2017).

Giirsoy ve Bigigi (2004) tarafindan Tirkiye’deki mikotoksin ve

mikotoksijenik  kiifler {izerine yapilan arastrmada incelenen tarmmsal
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urtinlerde Aspergillus, Penicillium genuslarma ait olan 251 tiir belirlenmis olup,
bunlar arasinda 4. niger’in en yaygin kiif oldugu belirtilmistir. Benzer bir
calismada ise Reddy ve Salleh (2011) tarafindan 80 misir Orneginde
gerceklestirilen kiif ve mikotoksin belirleme ¢alismasinda Aspergillus ve
Fusarium cinsi kiiflerin olduk¢a baskin oldugu belirlenmistir. Bu cinslere ait
uyelerden A. flavus, A. niger ve F. verticilloides’in yiiksek oranda belirlenmis,
misirlardaki mikotoksijenik kiif sorununun diinya genelinde bir sorun olduguna
dikkat cekilmis ve kontrol altina almaya yonelik uygulamalar gelistirilmistir

(Reddy et al., 2010).

Edirne iline bagh 21 farkli kdyden 2014 yilinda 60 depodan hasat sonrasi
toplanan bugday Ornekleri alinmistir. Bugday taneleri iizerinde tasman
mikrofunguslar, kiiltiirel yOntemlerle identifikasyonlar1 gerceklestirilmistir.
Yapilan tanimlama sonucunda analize alinan bugday oOrneklerinde toplam 79
farkli tiir tespit edilmistir. Alternaria cinsine ait tirler 52 (%86.67), Penicillium
cinsine ait turler 44 (%73.33), Cladosporium cinsine ait tlrler 40 (%66.67),
Aspergillus cinsine ait tirler 39 (%65.00) ve Rhizopus cinsine ait tirler 18
(%30.00) adet bugday 6rneginde bulunmustur (Aydogdu, 2016).

Cin’de yiiriitiilen bir arastirmada, Yangzte Nehri Delta bdlgesinde yer alan
18 mandiradan saglanan siit Ornekleri incelenmis ve %359,7 oraninda AFM1
kontaminasyonu ile karsilasilmistir. Ayrica ki mevsiminde Aflatoksin

konsantrasyonunun daha yiiksek oranlarda Olgiildiigi belirtilerek mevsimsel

farkliliga dikkat ¢ekilmistir (Xiang etal., 2013).

Calismamiz, Menemen Ovasinda yer alan Ortakdy deneme arazisinde, 3
parselde, 4 tekerriirlii olmak iizere 2 sistem seklinde kurulmustur ve 14m? (2,8 m
x 5 m) lik her parselden toplamda 24 toprak &rnegi almmistir. Ornekler, deneme
arazisinden temin edilen 48 toprak 6rnegi, 32 yem hammaddesinden olugsmaktadir.
Toprak Ornekleri, ekim ve mayis aylarinda, ekim Oncesi almmistir. Yem
hammaddeleri ise 8 adet fig/yulaf, 8 adet fig/tritikale, 8 adet licgiil, 4 adet, pamuk

ve 4 adet soya olmak iizere hasat sonrasi alinan 6rneklemelerdir.
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Izole edilen kiif sayilar1 Cizelge 4.4., Cizelge 4.5., Cizelge 4.6., Cizelge 4.7.
de verilmistir. Aspergillus genusuna ait kiiflerden, 17 adet Aspergillus flavus, 24
adet Aspergillus amstelodami, 35 adet Aspergillus terreus, 12 adet Aspergillus
japonicus, 1 adet Aspergillus ostianus, 1 ade Aspergillus versicolor, 23 adet
Aspergillus ustus, 2 adet Aspergillus ochraceus, 35 adet Aspergillus niger, 1
adet Aspergillus clavatus, 3 adet Aspergillus wentii, 1 adet Aspergillus alliaceus,
2 adet Aspergillus awamori, 25 ade Aspergillus fumigatus ve Penicillium
genusuna ait kifleden, 7 adet Penicillium purpurogenum, 16 adet Penicillium
commune, 4 adet Penicillium oxalicum, 11 adet Penicillium citrinum, 1
adet Penicillium expansum, 5 adet Penicillium pinophilum , 4 adet Penicillium
decumbens, 3 adet Penicillium verruculosum , 3 adet Penicillium chrysogenum , 1
adet Penicillium aurantiogrisesum, 1 adet Penicillium brevicompactum, 1 adet
Penicillium glabrum, 1 adet Penicillium funicolusum ve 40 adet Alternaria
genusuna ait tir ve 37 adet Clodosporium genusuna tiirlerine ait oldugu fenotipik

olarak saptanmustir.

Calisma sonucunda izole edilen kiiflerin g¢ogunlugu Aspergillus ve
Penicillum'a ait oldugundan dolay1, bu organizmalar tiir diizeyinde tanimlanmustir.

Diger fungal izolatlar genus diizeyinde tanimlanmugtir.

Calismamizda; 182’si Aspergillus genusuna; 58’1 Penicillium genusuna, 40
tanesi Alternaria genusuna, 37 tanesi Cladosporium genusuna, ait toplam 283 kiif
izole edilmistir.Genuslarin bulunma yiizdeleri Aspergillus, Penicillium, Alternaria
ve Cladosporium igin sirasiyla %57, %18, %13 ve %12 olarak bulunmustur.
Bulunan verilere gore tim ornekler icinde en ¢cok bulunan turler P. Commune, P.
citrinum, A .terreus ve A. niger olarak sagtanmistir. Daha sonra sirasiyla A.

fumigatus, A. ustus, A. flavus ve P. purpurogenum tespit edilmistir.

Calismamizda izole edilen tiirlerin bir kismmin toksijenik mikrofungus
grubunda olduklar1 anlagilmaktadir. 4. flavus’ un (Aflatoksin B1, B2) potansiyel
bir karsinojen, teratojen ve hepatotoksik olan aflatoksinleri Urettikleri
bilinmektedir (Kumar et al., 2017). Potansiyel okratoksijenik A. alliaceus, A.

versicolor, A. fumigatus, A. niger, A. terreus, A. awamori, A. japonicus, P.
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commune, P. chrysogenum ve P. funiculosum ¢alismamizda izole edilen

tdrler arasindadir.

Bu tlrlerin nefrotoksik, hepatotoksik ve embryotoksik etkilere sahip bir
mikotoksin olan Okratoksin A (OTA) Uretme kapasitesi ¢esitli ¢alismalarda
belirtilmitir fakat en 6nemli OTA dUreticilerinin A. ochraceus ve P. viridicatum
oldugu bilinmektedir (B.Klimke. Wu , 2015).

A.versicolor kanserojen mikotoksinlerden olan sterigmatosistinin 6nde gelen
iireticilerindendir. Bunula birlikte yine izole ettigimiz bir diger tiir olan A. ustus

tarafindan da sterigmatosistin tiretildigi bilinmektedir (Piontek et al., 2016).

Bir baska Onemli mikotoksin olan patulin izole ettigimiz tiirlerden P.
expansum ve A. terreus tarafindan iretilebilmektedir (Artik et al., 2001). P.

expansum en 6nemli patulin Greticisidir.

Birincil olarak P. citrinum tarafindan {iretilen nefrotoksik sitrinin
P. expansum P. implicatum, P. viridicatum, A. candidus ve A. terreus tarafindan
uretilebilmektedir. Sitrinin hayvanlar zerinde renal toksik bir etki gdstermekle
birlikte insanlarda da bobrek hasarlarina (nefrotoksik) ve kanserojenik vakalara
yol agmaktadir. izole ettigimiz Aspergillus ve Penicillium tiirleri tarafindan
iiretilen diger mikotoksinler P. purpurogenum tarafindan iiretilen rubratoksin; A.

ochraceus tarafindan iiretilen penisillik asittir.

Alternaria turleri tenuazonik asit, alternariol, alter toksin gibi toksinler
uretmektedir. Bu toksinler hem akut hem de kronik etkilere sahiptir. Tenuazonik
asit antiviral, antitumar ve antibakteriyel aktiviteye sahiptir. Alternariol ve
alternariol monometil eter farelerde foetotoksik ve teratojenik etkilere sahiptir.
Alternaria toksinlerinin ¢cogu memeli toksisitesini de i¢eren sitotoksik aktivitelere

sahiptir ( Novak et al, 2016).

Altertoksinler ise mutajenik aktivitelerinden dolay1 6nemlidirler. Altertoksin
IIT aflatoksin B1’in onda biri kadar bir mutajenik aktiviteye sahipken altertoksin |

ve II daha diisiik mutajenik 6zellik gosterir (Centeno, 2002). Fakat toksijenik
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funguslarm  varligmin  toksin  varlim1  kanitlayamayacagi  akildan

¢ikarilmamalidir.

Istatistiksel analizlerin sonucuna gore Cizelge 4.25., Cizelge 4.26., Cizelge
4.31. ve Cizelge 4.32. de verilmistir. Toprak orneklemesinde iki ddnemin
mikobiyotasmin arasinda fark yoktur. Bunun nedeni, P>0.05 ise HO kabul edilir.

yani mevsimsel donemler ile fungus sayis1 arasinda anlamli bir fark yoktur.

Uriin 6rneklemesinde ise Nisan aymda alinan birinci yem 6rnekleri (fig,
yulaf, tritikale), Eylul ayinda alinan ikinci yem 6renkelerine gore (soya, pamuk),
daha fazla sayida mikrofungus igermektedir. Bunun nedeni, P<0.05 ise H1 kabul
edilir. yani mevsimsel dénemler ile fungus sayis: arasinda anlaml bir fark vardir.

Bu fark Nisan donemin lehinedir.

Ege bolgesi kosullarinda farkli miinavebe sistemlerinde yetistirilen ve
depolanan organik hayvan yemlerindeki mikotoksin olusum potansiyeli ile
toksijenik kiif gelisimi acisindan yem 6rneklerinin ylizde nem igeriklerinin, yillik
yagis ortalamasinin, sicaklik ve nisbi nem ortalamalarmin olumsuz bir sonug
olusturmadig1 goriilmiistiir. Farkli miinavebe sistemleri uygulandigi halde
organizmalarda fungal izolat farkliliklar1 gézlenmemistir. Bu durumun sebebi;
parsellerin birbirine yakin olmasi dolayisiyla fungal sporlarin tasinmasidir. Yigin
icerisindeki yemlerde ise, mikotoksin tretim potansiyeline sahip fungus tdrlerinin
varligi, depolama esnasinda tarla yilizeyinde ve ot balyalarinda toksijenik kuflerin
gelisimi  olabilmektedir. Mikotoksijenik olmayan diger kiifler yOniinden
degerlendirildiginde; bunlarin gelismelerine depolama siiresince devam ettigi
gorulmektedir. Bu kufler toksijenik olmasalar bile yemin clriimesine, kalitesinin
diismesi gibi olumsuzluklara neden olabilmektedir. Bu nedenle yemlerin hasat
edilme asamasinda yemlerin iyice kurutulmasi, mikroorganizma kontaminasyona
maruziyetin azaltilmas: ve yemlerin Ozellikle igeriye yagmur gibi farkli su
giriglerinin olmayacagi uygun depoloma kosullarinda depolanmas: kiiflenmeyi

blyik 6lclide engelleyecektir.
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Sonug olarak; mikotoksin {ireticisi funguslarin sporlar1 her yerde bulunur,
biitiin kis toprakta ve bitki kalintilar1 tizerinde canli kalabilirler. Pek¢ok yem de
uygun sicaklik, nem ve oksijen mevcudiyetinde fungus gelisimi ve
mikotoksin toksin  dretimi i¢cin  uygun maddelerdir.  Mikotoksinler yem
teknolojisinde  kullanilan sartlara ve 1sisal muamalelere karst direng
gostermektedirler. Olusan toksinlerin gidalara bulastiktan sonra uzaklastirilmasi
(detoksifikasyon) islemi oldukga giigtiir. Bu nedenle tarimsal {iriinlerde hasat
oncesi donemde ve depolama sirasinda toksin olusumunun Onlenmesi amaci
ile yapilan ¢alismalar ve bu konu ile ilgili gelistirilen yeni yaklasimlar biyiik

Oneme sahiptir.

Avrupa Topluluguna tye iilkelerde ticareti yapilan gida {iriinlerinde
bulunmasina izin verilen B1 iist smir1 5 ppb, siit sigirlarmin yeminde 10 ppb, siitte
0.5 ppb Mr'dir. Ulkemizde son yillarda tarim iiriinleri i¢in bazi yasal diizenlemeler
yapilmis ve belli gida maddeleri standartlarina, izin verilen en yiiksek aflatoksin
Bl findik, yer fistig1 ve diger yagh kuru meyveler ve tohumlar i¢cin Spg/kg ,
tahillar 2pg/kg , bebek mamalar1 ve bebek gidalar1 0.1pg/kg , baharat Spug/kg ,
diger gida maddeleri Spg/kg olarak, aflatoksin M1 siit ve bebek mamalar1 (siit
bazli) 0.05ug/kg , siit tozu 0.5ug/kg ve peynir igin 0.25ug/kg olarak ve okratoksin
A tahillardan elde edilen biitiin iirtirnler 3pug/kg , islenmis tahil taneleri Sug/kg ,
kuru Uzim 10upg/kg , patulin icin elma suyu ve elma suyu iceren iceceklerde
10ug/kg olarak belirlenmistir (Turk Kodeks, 2011).
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