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ABSTRACT

Determination of Aspergillus spp. Producing Aflatoxin Contamination in

Pistachio Nut (Pictacia vera L.)

OZGUN, Edibe
M.Sc. in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Canan CAN

January 2013, 52 pages

Pistachio (Pictacia vera L.) has an important market value in Turkey’s economy.
Aspergillus species synthesize aflotoxins that contaminate pistachio nuts, and reduce
fruit quality. There is no detailed information on Aspergillus infection time,
population of Aspergillus spp. during pre-harvest, processing and storage.
Aspergillus species producing aflatoxins in the group of Flavi of Aspergillus genus
on P. vera was determined. In this study Aspergillus flavus and Aspergillus
parasiticus, both belonging to Flavi group as main aflatoxin producing species, were

investigated.

Anaylses of the collected samples that Aspergillus population was low on pistachio
from flowering to pre-harvest period, and the population increases during harvest and
storage. A. flavus was densely isolated from Sanliurfa and Adiyaman provinces.
Besides, A. flavus and A. parasiticus were characterized through PCR-RFLP
methods. It was determined that 34 of isolates were A. flavus, 1 of the isolate was A.
parasiticus according to afIR gene region. However ITS region was not efficient for
differentiating these two species.When the results were compared, aflR gene region
was found to be more accurate than of ITS in distinguishing A. flavus and A.

parasticus.

Key Words: Pictacia vera L., Aspergillus parasticus, Aspergillus flavus, PCR-
RFLP, Aflatoxin
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Antep Fistiginda (Pistacia vera L.) Aflatoksin Olusturan Aspergillus

Turlerinin Belirlenmesi

OZGUN, Edibe
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Canan CAN
Ocak 2013, 52 sayfa

Antep fistig1 (Pistacia vera L.) Tirkiye pazarinda onemli bir yer almaktadir.
Aspergillus tiirleri aflatoksin tiretmekte ve fistigi kontamine ederek, uriin kalitesini
azaltmaktadir. Antep fistiginda Aspergillus spp. infeksiyonlarinin ne zaman
basladigi, hasat Oncesi, isleme ve depolardaki populasyonu hakkinda detayli bilgi
bulunmamaktadir. Bu amagla; Antep fistiginda aflatoksin treten Aspergillus cinsinin
Flavi grubuna bagli tiirlerin belirlenmesi {izerinde arastirmalar yapilmistir. Bu
calismada Flavi grubunda bulunan ve aflatoksin olusumunu saglayan Aspergillus

flavus ve Aspergillus parasiticus tiirlerinin tanimlanmasi yapilmaistir.

Toplanan 6rneklerin analizi sonucunda, Antep fistiginin ¢igeklenme doéneminden
hasat ©Oncesi doneme kadar Aspergillus popiilasyonun diisiik oldugu, hasat
doneminde ve depolarda ise popiilasyonunun artigir belirlenmistir. Sanliurfa ve
Adiyaman illerinde A. flavus’ un yogun olarak bulundugu tespit edilmistir. Ayrica
calismada, A. flavus ve A. parasiticus tirlerinin PCR-RFLP yontemi ile de molekdler
tamimlanmas1 yapilmistir. aflR gen bolgesine gore izolatlardan 32’si A. flavus ve 1’i
ise A. parasiticus olarak belirlenmistir. Ancak ITS gen bdlgesinin bu iki turd
ayirmada farklilik gostermedigi diisiiniilmektedir. Caligma sonucu elde edilen veriler
degerlendirildiginde; A. flavus ile A. parasticus’un birbirinden ayiriminda aflR gen

bolgesinin ITS gen bolgesinden daha giivenilir sonuglar verdigi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Pictacia vera L., Aspergillus parasticus, Aspergillus flavus,
PZR-RFLP, Aflatoksin
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BOLUM 1
GIRIS

Turkiye Antep fistig1 (Pistacia vera L.)’nin gen ve orijin bolgelerinden birisidir.
Yetistiriciligi 56 ilimize yayilmig olmakla beraber iiretimi, yogun olarak Giineydogu
Anadolu Bdlgesi’nde yapilmaktadir. Bu bolge ekolojik faktorlerin uygun olmasi
nedeni ile Antep fistiginin dogal yayilim alan1 bulmasini saglamis ve genis alanlarda

yetistiricilik yapilmasina 6nciiliik etmistir [68].

Antep fistig1, Plantae (bitkiler) aleminin Magnoliophyta (kapali tohumlular)
boliimiinde yer almaktadir. Magnoliopsida (iki ¢enekliler) sinifinin Sapindales
takimima ait olan bu tiir Anacardiaceae (sakiz agacigiller) familyasinda olan ve
yenebilen kabuklu bir meyvedir. Bu agag¢ adini en ¢ok yetistigi kentlerden biri olan
Gaziantep'ten alir. Tatlicilik, eczacilik (6kstiriik surubu yapiminda) vb. kullanim
alanlarina sahiptir. Antep fistiginin Yakin Dogu ve Orta Asya gen merkezi olmak
tizere iki anavatani vardir. Antep fistig1 giiniimiizde, 30-45 giiney-kuzey paralelleri
arasinda ve genellikle kuzey yarim kiirede, mikro klima alanlarinda yetistirilmektedir
[4, 2]. Anacardiaceae familyasina giren Pistacia cinsinin meyve agaci ve siis bitkisi
olarak deger kazanan 11 tiirii bulunmaktadir [46]. Tiirkiye’de Giineydogu Anadolu
Bolgesinde; Pistacia vera L., Pistacia khinjuk, Pistacia terebinthus L., Akdeniz ve
Giineydogu Ege Bolgesinde; Pistacia vera L., Pistacia terebinthus, Pistacia
atlantica, Pistacia palestina, Pistacia mutica ve Pistacia lentiskus melezleri yaygin

olarak bulunmaktadir. Antep fistig1 periyodisite egilimi olan bir tiirdur [7].

P. vera’nin diinya iizerinde genis bir alanda tarimi yapilmasina karsin bu {ilkeler
icerisinde sadece Iran, Tiirkiye, ABD, Suriye, Cin, Yunanistan, Afganistan ve
Italya’da ekonomik olarak uretilmektedir. Ulkemiz Antep fistig1 yetistiriciligi
acisindan ortalama 112.000 ton/yil iiretim ile Iran ve Amerika Birlesik

Devletlerinden sonra {igiincii sirada gelmektedir [19].


http://tr.wikipedia.org/wiki/Gaziantep
http://tr.wikipedia.org/wiki/Eczac%C4%B1l%C4%B1k

Antep fistig1 besinsel degeri yiiksek olan bir meyvedir. 100 gram Antep fistig1 594
kalori, 20,8 g protein, 51,6 g yag ve 16,4 g karbonhidrat ve 0 kolesterol igermektedir.
Ayrica 100 graminda, 500 mg fosfor, 1020 mg potasyum, 136 mg kalsiyum, 158 mg
magnezyum, 7,3 mg demir, 5,2 mg vitamin E, 7 mg vitamin C, 0,62 mg vitamin B1,
0,20 mg B2 ve 1,45 mg nikotinamide bulundurmaktadir [27].

Turkiye’de Antep fistig1 yetistiriciligi profesyonel anlamda 1948 yilinda Ceylanpinar
Devlet ciftligi ile 114 dekar alanda baslatilmistir. Bugiin bu kurum Antep fistig
arastirmalarinda 6nemli bir yere sahip olup, bu arastirmalar i¢in 10,7 milyon

hektarlik bir alan ayrilmig bulunmaktadir [24].

Ulkemiz Antep fistig1 iireticisi konumunda olup, ekonomik degere sahip Antep fistig1
istiin kalite 6zellikleri ile ulusal ve uluslar arasi pazarlarda tercih edilmektedir.
Turkiye’de Antep fistiginin Uretimden tlketimine kadar gecen tiim siireglerde bazi
sorunlar bulunmaktadir. Antep fistiginin ihracatinda son yillarda sikintilar
yaganmaktadir. Bunun en biiyiik nedeni mikotoksinden kaynaklanmaktadir. Bu
amagla fistik ve yani sira, incir, tiziim vb. ekonomik degeri yiiksek olan Uriinlerde de

mikotoksinin 6nlenmesine yonelik ¢alismalar biiyiik 6nem kazanmistir [11].

Insanlarin besinlerinde bulunan mikotoksinler &zellikle Aspergillus, Fusarium ve
Penicillium tiirleri tarafindan olusturulmakta ve bu triinler sekonder metabolitleri
olarak bilinmektedir. Penicillium ve Fusarium tdrleri birgcok 0rtin bitkisinde
fitopatojendir. Bu tiirler tarafindan olusturulan mikotoksinler 6zellikle hasat 6ncesi
donemde kontaminasyon yaratmaktadir. Aspergillus tlrleri tarafindan iiretilen
mikotoksinler  (aflatoksinin)  Urlnlerde kurutma ve depolama esnasinda
kontaminasyonun daha fazla oldugu bildirilmistir [65, 60]. Baz1 Aspergillus tirleri
cyclopiazonik asit, ochratoksins ve kojik asitin yani sira 6nemli bir mikotoksin olan

aflatoksini de dretirler [63].

Aflatoksinler iiriiniin tarlada veya bahc¢ede gelisme asamasinda meydana gelebildigi
gibi, hasat, kurutma, depolama, gida ve yem halinde, mamule isleme agamasinda da
olusabilmektedir. Uriiniin % su orani, kurutma hizi, ortamm nisbi nemi, sicaklik,
ortamda bulunan sporlarmin yogunlugu, gelisen tiirlerin toksin olusturma giigleri,

mikroorganizmalar arasi rekabet, liriiniin ve yetistirilen ¢esidin direnci, bocek veya



diger zararhilarin faaliyeti, bitki stresi, hava sicakligi, atmosferik gazlarin bilesimi

gibi birgok etken aflatoksin olusumunu etkilemektedir [12].

Aflatoksinlerin AFB1, AFB2, AFG1l ve AFG2 olarak belirlenmis 6nemli 4 tipi
bulunmaktadir. Bunun yani sira, AFM1 ve AFM2 tipleri de bulunmaktadir (Tablo
1.1). Bu tipler ultraviyole 15181 altinda mavi veya yesil floresan vermelerinden dolay1
bu sekilde adlandirilmiglardir. AFB1, insan gidalarinda ve hayvan yemlerinde
siklikla rastlanan bir mikotoksindir. Yiiksek dozlar1 akut toksik etki gostererek,

onemli saglik sorunlarina ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir [44, 59].

Tablo 1.1 Aflatoksinlerin kapali formiilleri erime noktalari ve ultroviyole 1s18inda
verdikleri renkler [31, 32].

Aflatoksin Kimyasal Formuli Erime Noktasi Renk

B Cy7 Hyp Os 268-269 Mavi

B, Cy7 His Os 286-289 Mavi

G, Cy7 Hy Os 244-246 Yesil

G, Cy7 Hyi7 O 237-124 Yesil -Mavi
M; Ci7 Hyp Of 299 Yesil -Menekse
M, Ci7 His Oy 293 Menckse

Aflatoksinler yiiksek sicakliklara kars1 dayanikli olup, normal pisirme sicakliklarinda
ve pastorizasyon sicakliklarina karsi dayaniklidir. Aflatoksinin yapisinda bulunan

lakton halkasi bu molekiiliin alkali hidrolizine karsi hassas olmasini saglamaktadir
(Sekil 1.1) [39].
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Sekil 1.1 Aflatoksinlerin kimyasal yapisi [5].

Gilinimiizde diinyada biitiin {ilkeler, aflotoksinin neden oldugu tehlikelerden
korunmak ve ihrag ettikleri iiriinlerin geri doniisiinii engellemek igin yasal bazi
sinirlamalar getirmektedirler. Ulkemizde Tiirk Gida Kodeksi’nde (TGK) gidalar, igin
aflatoksin limitleri belirlenmistir. Tablo 1.2’de Tiirkiye’de gidalarda bulunmasina

izin verilen aflatoksin diizeyleri verilmistir [61].

Avrupa iilkeleri basta olmak iizere tiim ililkelerde aflatoksin konusunda siki bir
denetim yapilmaktadir. Aflatoksin oranmi yiiksek olan {iriinlerin dis pazarlarda alici
bulma sanst disiiktir [15, 50]. Antep fistig1 ihracatini engelleyen Onemli

problemlerden birisi olan aflatoksin Aspergillus tlrleri tarafindan iiretilmektedir [6].



Tablo 1.2 Tirkiye ve Avrupa Birligi’nde gidalarda bulunmasina izin verilen
aflatoksin diizeyleri (ug kg™) [61].

No Gida Maddeleri Bl Toplam M,
(B1+B2+G1+G2)

1 Findik, Antep fistig1 gibi sert kabuklu meyveler,
yerfistigl, yagli tohumlar, kuru meyveler ve
bunlardan iiretilen islenmis gidalar

2 Findik, Antep fistig1 gibi sert kabuklu meyveler
(Dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida
bileseni olarak kullanilan ve bunlarin islenmis
urunleri)

3 Yerfistig1 (Dogrudan tiiketime sunulmadan veya
gida bileseni olarak  kullanilmadan  6nce
siniflandirma, ayiklama gibi fiziksel islemlere
tabi tutulacak olan)

4 Tahillar (Karabugday (Fagopyrum spp.) dahil ve
bunlardan {iretilen islenmis gidalar (Dogrudan
tiikketilen veya gida bileseni olarak kullanilan)

5 Baharatlarin asagidaki tiirleri i¢in;

- Kirmuzibiber (Capsicum spp.) (Bunlarin

kurutulmus meyveleri, kirmizibiberin biitiin ve
toz hali dahil)

- Karabiber (Piper spp.) (Bunlarin meyveleri,
akbiber ve karabiber dahil) 5 10 -

- Hindistan cevizi / Muskat (Myristica fragrans)
- Zencefil (Zingiber officinale)
- Zerdecgal (Curcuma longa)

6 Tahil bazli islenmis gidalar, bebek ve kiigik 0,1 - -
cocuk gidalari

7 Kuru meyveler (Dogrudan tiiketime sunulmadan
veya gida bileseni olarak kullanilmadan once
siniflandirma, ayiklama gibi fiziksel islemlere
tabi tutulacak olan)

8 Kuru meyveler ve bunlarin islenmis triinleri
(Dogrudan insan tiiketimine veya gida bileseni
olarak kullanilmas1 diisliniilen ve bunlarin
islenmis {irtinleri)

9 Cig siit, 1s1l islem gérmiis siit, siit bazli triinlerin - - 0,050
iretiminde kullanilan siit

Aspergillus tiirleri tip, tarim ve biyoteknolojide biiyiik Onemi olan kosmopolit

canlilar arasindadir. Aspergillus izolatlari Ascomycota boliimiiniin Eurotiomycetes
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smifinda  yer almaktadir. Takimi Eurotiales olan tirlin familyas: ise
Trichocomaceae’dir. Aspergillus’lar Flavi grubu icinde 7 alt basamak altinda

toplanan 20’den fazla turd vardir [30].

Aspergillus’lar hifli yapiya sahiptir. Dogal yasam alanlar1 toprak ve ¢iiriiyen
bitkilerdir. Dogada karbon ve azot dongiisiinde rol alirlar. Aspergillus’lar Urettikleri
enzimler ile tiim organik maddeleri ayristirarak kullanirlar ve saprofit olarak yasarlar.
Uygun kosullar altinda bitki, hayvan ve insanda patojen hale gecebilirler. Sahip
olduklar1 zengin enzim sistemleriyle hemen hemen tiim organik materyalleri
ayristirarak kullanabilirler. Diger mikroorganizmalar i¢in ¢ok diisiik olan nem
diizeylerinde bile gelisebilirler. Depolanmis kuruyemis, tahil ve tohumlarda, unlarda,
deri ve tekstil iirlinlerine kadar cesitli gida ve esyalarda; ayrica dis ortamlarda,

hastane ve evlerde havada bol miktarda bulunurlar [33].

Aspergillus'lar mezofilik karakterli olup 6-8°C den 50-60°C ye varan sicakliklarda
geligebilirler. Optimum gelisme sicakliklar1 35-38°C dir. Fakat Aspergillus tirlerinin
10-13°C altinda ve 41-42°C Uzerinde aflatoksin olusumu smurlidir. Maksimum
toksin olusumuna ise 25-30°C’de ulasir. Ozellikle tarlada gelismekte olan iiriinlerde
olusan mekanik hasarlarin Aspergillus tlrlerinin gelismesine ve bunun sonucu olarak

aflatoksin olusumuna neden oldugu goézlenmistir [51].

Aspergillus spp. zincir seklinde bol miktarda konidi iiretirler ve bu konidiler
olgunlastiklarinda ortama dagilirlar. Konidiler genelde 2-5 um ¢apindadir ve hava
ile tasinirlar. Tirlere ve gelisme kosullarina bagli olarak beyaz, sari, sarimsi
kahverengi, siyaha yakin kahverengi, kirmizi veya yesil tonlarindadir. Koloni rengi;
vejetatif hiflerin, konidyumlu baglarin ve varsa eseyli yapilarin rengine baglhdir.
Besiyerine dagilan pigment tiretebilirler. Bu pigmentin rengi koloninin hava miselli
kisminin renginden farkli olabilir. Hifleri bolmelidir, ince veya kalin olabilir; hif
hiicreleri ekseri ¢ok ¢ekirdeklidir. Miselyumlari bir¢ok enzim ve bazi mikotoksinleri
tiretebilmektedir. Vejetatif hifin “ayak hiicresi (food cell)” denen 6zellesmis bir
hlcresi bulunmaktadir. Bundan dik olarak ¢ikan konidiofor denen konidi tasiyici
hiflerin ucu siskinlesir. Yukar1 dogru olusturduklar1 yuvarlak veya oval bi¢cimdeki

bas kismina “vezikiil” denir (Sekil 1.2) [33].



Konidiler, yapici hiicrelerden (fiyalidler) ya dogrudan vezikilin tzerinde (uniseriate)
ya da metulalarin iizerinde (biseriate) dogarlar ve altindaki sap (stibe) denilen hiicre
ile birlikte konidili bas denen tipik goriiniimii olustururlar. Konidiler ardisik dizilerek
tespih taneleri gibi zincirler olustururlar ve boyle bir zincirde en gen¢ hiicre en
diptekidir (Sekil 1.2). Konidiler bir hiicreli, duvarlar1 diiz veya piiriizlii, dikenli,
seffaf veya pigmentli olabilirler. Baz tiirler sklerot formunda hif Kitleleri Uretirler.

Bu 6zellikler tiirlerin ayiriminda 6nem tasir [34, 35].
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Sekil 1.2 Konodiofor yapisi 1-Konidi 2- Vezikil 3- Biseriate 4- Konidiofor 5-
Vejetatif hif 6- Uniseriate 7- Ayak hicresi [29].

Flavi grubunda Circumdati alt cinsinde bulunan Aspergillus tlrlerinin morfolojik
tanimlanmasinda konodilerin rengi, uniseriate ve biseriate konidiyal basliklarinin
bulunmasi, sclerotia igerip igcermemeleri, kolonilerin ¢ap1, kolonilerin sekli
kullanilmaktadir. Cesitli arastirmacilarin bu konuda yaptiklari yogun arastirmalara
ragmen, bu grubun taksonomisi hala ¢ok karigiktir. CUnku tdrlerin genetik
cesitliliginin yiiksek olmasi ve tanmimlamada kullanilan parametrelerin tiirlerde
birbirine ¢ok yakin olmasi gibi sebeplerden dolayr Flavi grubundaki tdrlerin
tanimlanmasi zor olabilmektedir [36]. Flavi grubundaki A. flavus ile A. parasticus
un fiziksel ve genomik yapilar1 birbiri ile yiiksek oranda benzerlik gostermektedir.
Bu kadar birbirine benzeyen tiirlerin ayiriminin morfolojik olarak tespitinin ¢ok zor
olmasimin yaninda, morfolojik tanilama prosediirlerin maliyetinin yiiksek olmas1 ve
uzun zaman almasi gibi dezavantajlarindan dolayr pratik molekiiler tanimlama

metotlar1 giinlimiizde 6nem kazanmaktadir.



Morfolojik ¢alismalarin siirliligini  ortadan kaldirmak icin birgok molekiiler
tanimlama yontemi gelistirilmistir. Tanimlama islemi igin bircok DNA bolgesi
kullanilmistir. Bunlar: ITS bolgesi, B-tubulin geni, kalmodilin genleri ve aflR gen
bolgesidir [13, 20, 42, 57].

Cesitli bilim adamlarinin yogun olarak ¢alistigi ITS geni funguslarda bulunan ve
genom dizilimi ¢ikarilmig bir bolgedir. Transkript tizerinde yer alan bu ara bolgeler,
oncl ribozomal alt Gnitelerinin arasinda bulunmaktadir. Bu sekanslar rDNA'da
bulunan dizilerdir. Organizmalarda iki adet ITS bolgesi bulunur (Sekil 1.3). ITSI;
18S ve 5,8S arasinda, ITS2 ise 5,8S ve 28S arasinda yer alir. Ribozomal genler ve bu
ara bolgeler, binlerce kopyadan meydana gelmektedir. ITS bolgesi taksonomi ve
molekiiler filogenetikte genis kullanim alanina sahiptir. Tiir diizeyinde yapilan
molekiiler sistematik calismalarda gilivenilir sonuglar veren bir bolgedir. Cilinkii diger
gen bolgelerindeki varyasyonlarindan daha yiliksek derecede varyasyona sahiptir ve

bazi taksonlarin tanimlanmasinda guvenilir sonuglar vermektedir [22, 40].

ITS1 ITS2
-------- 185 [ ses ——— 285
L |

Sekil 1.3 Ribozomal RNA (rRNA) genleri, ITS-1 ve ITS-2 primer lokalizasyonlari
[22].
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Sekil 1.4 Aspergillus flavus’un aflatoksin gen kiumesi. Her gen icin yeni
isimlendirmeler seklin {ist kisminda bulunmakta, eski isimlendirmeler ise seklin alt
kisminda yer almaktadir. Gri ile gosterilen genlerin islevi ise tam olarak
bilinmemektedir [3].



Sekil 1.4’de verilen aflR gen bolgesi, liglincii kromozomun telomer bdlgesine yakin
bulunmaktadir. Bu gen kiimesi yaklasik olarak 30 farkli genden olusmaktadir. aflA,
aflB ve aflC genleri aflatoksin 6nciisti olan norsolorinik asit (NOR) sentezlemek igin
gereklidir. Norsolorinik asitten sterigmatocystin, sterigmatocystin (ST) den ise

aflatoksin sentezlenir [67].

Bitki turlerinden izole edilen A. flavus ve A. parasiticus turlerinden aflatoksin sentez
basamaklarinda yer alan genlerin molekiiler karakterizasyonu yapilmistir [18]. AF
sentezi azot kaynagi, pH ve toprak nemliligi gibi faktorler yaninda AF gen
kiimesinde yer alan transkripsiyon faktorleri tarafindan da etkilenmektedir. AF,
Aspergillus turlerinin gelisme ve yasam dongiisiiniin tamamlanmasinda herhangi
onemli bir fonksiyona sahip olarak goriilmemektedir, bununla birlikte bazi1 metabolik
fonksiyonlart oldugu rapor edilmistir. A. flavus ve A. parasiticus’da AF biyosentezini
saglayan genlerin yiikksek oranda homoloji gosterdigi rapor edilmis ve bu genler
tdrlerin tanimlanmasinda kullanilmistir [13, 20, 40, 42, 57].

Aspergillus turleri dollenmeyi takiben gelisen Antep fistigi meyveleri lizerinde ilk
infeksiyonlara neden olmakta ve hasada kadar olan dénemde meyve uzerinde
gelismektedir. Hasat1 takiben depolama esnasinda da infeksiyonlar devam
etmektedir. Bu infeksiyonlar meyvede aflatoksin olusumuna neden olmakta, pazar
degerini diisiirmekte ve infekteli meyvelerin i¢ pazarda tiikketilmesi insan sagligini
olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle bu konuda yapilacak ¢alisma, hasat 6ncesi ve
depolama esnasinda dnlemlerin alinmasina destek olacaktir. Aflatoksin olusumuna
neden olan Aspergillus tiirlerinin bulasma donemlerinin belirlenmesi ve tiir tanisinin
molekdler karakterizasyonunda ve kontrol yontemlerinin gelistirilmesinde 6nemlidir.
Bu ¢alismada, Antep fistiginda aflatoksin treten Aspergillus cinsinin Flavi grubuna
bagh tiirlerinin belirlenmesi iizerinde arastirmalar yapilmis ve Flavi grubunda
bulunan ve aflatoksin olusumununa neden olan A. flavus ve A. parasiticus turlerinin
tanimlanmasina oncelik verilmistir. Yapilan bu ¢alismada aflatoksin Ureten tlrlerin

tanisinin, klasik ve molekiiler yontemler kullanilarak yapilmasi amaglanmistir.



BOLUM 2
KAYNAK OZETIi

Turkiye’de aflatoksin ile ilgili olarak yapilan calismalarda, saha taramasi yapilarak,
aflatoksin olusumunun kontrol altina alinmasi ele alinmis, hasat sonrasinda ve

depolama sirasinda dikkat edilmesi gereken hususlar iizerinde durulmustur [15].

Mojtahedi vd. (1979), iran’da yetistirilen antepfistiklarmin farkli gelisme
donemlerinden Ornekler almiglardir. Alinan 6rneklerde bulagsmanin daha ¢ok fistik
gelisiminin ge¢ donemlerinde oldugunu bulmuslardir. En ¢ok Aspergillus niger,
Aspergillus flavus tirleri ile Aspergillus fischeri var. spirosus alt tlrlerine
rastlamislar ve bunlart Aspergillus terreus, Aspergillus tamorii ve Aspergillus

nidulans’in takip ettigini belirtmislerdir [41].

Sommer vd. (1986), normal ve erken zamanda ¢itlamis antepfistiklarinda aflatoksin
bulagma diizeyini arastirmislar, erken ¢itlamig fistiklarda 20 pg/kg hatta 1000 pg/kg
diizeyinin de iistiinde aflatoksine rastlamislardir. Normal zamanda ¢itlamis fistiklarin

ise 2 pg/kg’dan daha diisiik diizeyde aflatoksin igerdigini tespit etmislerdir [58].

Heperkan vd. (1994), calismalarinda hasat, depolama ve isleme asamalarinda
aldiklar1 143 Antep fistig1 6rneginde aflatoksijenik tlrleri arastirmiglardir. Hasat ve
depolama sirasinda fungus konsantrasyonu sirasiyla 103-104 kob/g ve 105-106 kob/g
olarak rapor edilmistir. Kabuk yiizeyinde % 38,5-39,5, tane Uzerinde ise % 6-16
oraninda A. flavus gelisimi saptanmis ancak aflatoksine rastlanmamistir. Antep
fistigiin yumusak kabuklarmin elle soyulmas: ile tanenin A. flavus tarafindan

kontamine edilme riskini azalttigi saptanmistir [26].

Shapira vd. (1996) tahillarda aflatoksigenik tlrlerin tespitini yapmistir. omt, ver ve
apa genlerine ait primerleri kullanarak misir ve yer fistigindan izole edilen Fusarium
moniliforme, Fusarium equiseti, Fusarium sporotrichioides, A. niger, Aspergillus
parasiticus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus fumigatus, A. flavus, Penicillium

islandicum, Penicillium digitatum, Penicillium italicum, Penicillium expansum,
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Sitophilus oryzae, Tribolium castaneum, Oryzaephilus surinamensis turlerini birbiri
ile kiyaslayarak ayirim yapmiglardir. Calismadan elde edilen veriler 15181inda; A.
flavus ve A. parasticus’un omt, ver ve apa primerleri ile yapilan amplifikasyon
sonucu olusan bant profilleri karsilagtirarak, A. flavus ve A. parasticus turlerini

birbirinden ayirmiglardir [56].

Demirel ve Yildirnm (2000) Van yoresinde yetistirici sartlarinda depolanan kaba
yemlerde aflatoksin olusumunu saptamayr amaclamislardir. Ancak elde ettikleri
verilere gore bu kuru yemlerin 6nemli bir mikrobiyolojik kontaminasyona ve

aflatoksin olusumuna maruz kalmadigini saptamiglardir [14].

Somashekar vd. (2003) misirdan izole ettikleri A. flavus ve A. parasticus’un aflR
genindeki farkliliklarina gére PZR analizine tabi tutmuslardir. Calismalarinda aflR-1
ve aflR-2 genlerine ait primerler sentezlenmis ve bu primerler ile misirdan izole
edilen A. parasticus ve A. flavus tiirlerinin ayirimi1 PZR-RFLP metodu ile yapilmistir.
aflR-1 ve aflR-2 primerleri kullanilarak her iki tiir i¢in 6zgul dizilerin
amplifikasyonunu saglamislardir. PZR Urunleri restriksiyon endonikleazlar; Hincll
ve Pvull ile kesimi sonucu olusan bant farkliliklar1 ile A. parasticus ve A. flavus

tiirlerinin ayrimini saglamislardir [57].

Yazdanpanah (2005) calismasinda, Antep fistig1 isleme asamalarinin, aflatoksin
miktar tizerine etkilerini arastirmistir. Calismasinda, kavurma isleminin aflatoksinle
kontamine olmus antepfistiklarinda toksin degradasyonuna olan etkisi belirlenmistir.
Dogal yolla kontamine olmus Orneklerde kavurma isleminin 150°C’de 30 dk
yapilmasinin 6rneklerde aflatoksin diizeyini azalttigini tespit etmistir. 150°C’de 120
dk kavurma islemine tabi tutulan drneklerde aflatoksin B1’in % 95’ten fazlasinin
degrade oldugunu bulmustur, ancak bu numunelerin yenilemez durumda oldugunu
belirtmistir. Dogal yolla bulasan aflatoksinlerin 1siyla degradasyona daha direncli
oldugunu bildirmistir [66].

Gazor ve Mineai (2005) ¢alismalarinda, kurutmada kullanilan sicakligin ve havanin
hizinin  antepfistiklarinin  kuruma siiresine ve kalitelerine olan etkilerini
arastirmiglardir. Tek tabaka antepfistiklari, farkli sicakliklarda farkli hizlarda
gonderilen havayla kurutulmuslardir. Sicakligi 90°C’ye ¢ikartmanin kurutma siiresini

% 37 oraninda azalttigin1 ve Orneklerin aromasinda degisime neden oldugunu
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bulmuslardir. Kurutma havasimin hizinin 1,5 m/s’den 2,5 m/s’ye ¢ikartilmasinin
kurutma suresini % 10 azalttigini tespit etmislerdir. Sicaklik ve havanin hizinda
yapilan degisikliklerin orneklerin protein ve yag icerikleri iizerine etkilerinin
olmadigini, ancak sicakligi 90°C’ye ¢ikartmanin Orneklerin peroksit degerini 0.55
meq/kg’a cikarttigin1 ancak bu peroksit degerinin, islenmis antepfistiklar1 igin kabul

edilebilir limitler i¢inde oldugunu belirtmislerdir [23].

Akbas ve Ozdemir (2006) ¢alismalarinda, Antep fistig1 tanelerindeki aflatoksinlerin
ozon  uygulamasiyla  degradasyon  etkinligini  belirlemislerdir. ~ Farkh
konsantrasyonlardaki ozon belirli sicaklik, slire ve nemde O&rnekler {iizerine
uygulanmis ve aflatoksin degradasyonu HPLC ile belirlenmistir. Ozonlama isleminin
tanelerdeki aflatoksinlerin degradasyonunda oOgiitiilmiis antepfistiklarindakinden

daha etkili oldugu bulunmustur [1].

Lee vd. (2006), Flavi grubundaki 34 Aspergillus tiirinii incelemis ve bunlardan 23
tanesinde basarili bir sekilde aflR genini elde ederek bu bolgeyi cogaltilmistir.
Calismanin PZR-RFLP sonuglari; A. sojae ve A. oryzae suslarinda aflR geninin
olmadigimi ya da bu bélgenin 6nemli 6l¢iide farklilik gosterdigini belirtmislerdir.
aflR geni izole edilen bu 23 susun % 96,6 oraninda benzerlik gosterdigini tespit
etmiglerdir [37].

Goltapeh vd. (2007), URP-1F, URP-2F, URP-4R, URP-6R, URP-9F, URP-13R
primerlerini kullanarak A. suphureus, A. sydowii, A. parasiticus, A. ochraceus, A.
niger, A. japonicus, A. nidulans, A. fumigatus, A. candidus, A. flavus, A. oryzae ve A.
terreus tiirlerini birbirlerinden ayirt etmeye calismiglardir. Calisilan tiim izolatlarin %

70 oraninda benzerlik gosterdigini tespit etmislerdir [25].

Mirhendi vd. (2007), patojenik Aspergillus turlerinin restriksiyon enzimi ile PZR
tabanl belirlenmesine yonelik ¢alismasinda A. niger, A. flavus ve A. fumigatus’un
ayrimi i¢in ITS bélgesinin PZR-RFLP analizlerini yapmuistir. PZR iiriinlerinin RFLP
analizinde Hhal enzimi kullanilmig ve A. niger, A. flavus ve A. fumigatus turlerinde
farkli band profili elde edilmistir [40].

Criseo vd. (2008), A. flavus grubunda bulunan tlrlerden aflatoksin Ureten ve
aflatoksin iiretmeyen tiirlerin tespiti i¢in ¢alismalarinda kiiltiirel ortamlar olarak;

YES, MGA ve CAM kullanmigtir. Ayrica; aflR, nor, ver ve omt gen bolgeleri
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kullanarak PZR-RFLP metodunu uygulamislardir. Calismada 11 A. flavus ve 1 A.
parasticus izolati kullanmiglardir. Caligilan 12 Aspergillus izolatindan sadece iigiiniin
aflatoksin iirettigini saptamiglardir. A. flavus aflatoksinin B tipini olustururken, A.

parasticus ise B ve G tipi aflatoksinleri olusturdugunu belirtmislerdir [10].

Set ve Erkmen (2010), Eylil 2008 — Subat 2009 tarihleri arasinda yapilan
calismalarinda cekilmis ve kurutulmus kirmizi biber ve Antep fistiklarinda, toplam
aflatoksin ve aflatoksin B1 kontaminasyonu, ph, su aktivasyonu, kif ve maya
sayimmlarin1  yapilmistir. Paketlenmemis kirmizi biberde, toplam aflatoksin ve
aflatoksin B1 duzeylerinin yasal sinirlar tizerinde oldugu belirlenmistir. Ayrica
paketlenmemis Antep fistiginda, toplam aflatoksin ve aflatoksin B1 sirasiyla 0,007—
7,72 ppb olarak saptanmustir [52].

Varga vd. (2011), morfolojik tanilama metodunu kullanarak iki yeni Aspergillus
tiirtiniin taksonomik analizlerini vermistir. Bu yeni tiirler A. pseudocaelatus spp nov.
ve A. pseudonomis spp.. nov olarak belirtmistir. Bu yeni tiirler morfolojik tanilamada
diger Aspergillus tiirlerinden farklilik gostermektedir. Ayrica ¢alismada da Flavi
grubunda yer alan Aspergillus tiirleri ile ilgili genel bir degerlendirme yapilmistir
[63].

Amike vd. (2011), calismalarinda tarimsal alanlar1 ve insan sagligini tehdit eden A.
flavus tiiriinii tartismuistir. Saprofitik olan A. flavus tlrinin genomik patojenite

parametrelerini aydinlatarak, kontrol 6nlemlerini gelistirmeyi amaglamiglardir [3].

Ozaslan vd. (2011), calismalarinda cesitli yerlerden temin ettikleri 38 Antep
fisnginda (P. vera L) aflatoksin miktarmi tespit etmek icin HPLC ve ELISA
yontemini kullanmislardir. ELISA ydnteminin HPLC ydntemine gore daha duyarl

sonuglar verdigini tespit etmislerdir [45].
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Aspergillus izolatlari

Calismada, Antep fistig1 yetistiriciligi yapilan alanlardan Antep fistig1 6rnegi ve
toprak materyali temin edilmistir. Bu toprak ve meyve Orneklerinden elde edilen
Aspergillus spp. izolatlar1 ¢alismada kullanilmistir. Ayrica ¢alisma kapsaminda
TUBITAK MAM’dan temin edilen Aspergillus flavus (MAM/MRC327) izolat1 da
dahil edilmistir.

3.1.2 Aspergillus Tirlerinin Kiiltiirleri i¢in Kullamlan Besin Ortamlar

Kiiltliir ortamlar1 olarak g¢alismanin amacina gore ilk olarak Aspergillus turlerinin
gelismesi i¢in igerik bakimindan zengin olan PDA (Patates Dekstroz Agar) ve CZ
(Czapek Dox Agar) ortamlari, daha sonra Aspergillus turlerinin tanimlanmasi igin
CYA25, CY20S, MEA, CZ ve AFPA ortamlar1 kullanilmistir. Ortam igerikleri
Ek1’de verilmistir.

3.1.3 Kullanilan Cihazlar

Kiiltiirlerin hazirlanmasi, gelismesi ve saklanmasi igin; steril kabin (Bilser, Ankara),
otoklav, hassas terazi (Presica 160M), mikrodalga firin (Arcelik, Turkiye), etiv
(Niive), inkiibator (Niive), karistiricili 1sitict  (Elektro-mag, Tiurkiye), derin
dondurucu (Alaska), ters mikroskop (Optik Idyman System), 1sik mikroskobu,
fotograf makinasi (Kodak Easy Share Z980 Digital Camera), buzdolabi (Profilo), gii¢
kaynaklar1 (Bio-rad, Amerika), santrifujler, vorteks (Elektro-mag, Turkiye), 10X
Buffer (Fermentas, Kanada), calkalayici1 (Selecta, Ispanya), PZR (Gene Amp, PZR
System 9700, Amerika), 1000 ul’lik, 200, 100 ve 10 pl’lik mikropipet (Ependorf,
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Almanya), elektroforez (Bio-rad, Amerika), pH metre (Hanna, Amerika) ve jel
goriintilleme cihazi (Vilber Lourmat, Fransa) kullanilmistir. Bu tez kapsaminda
kullanilan kimyasallar ise Merck, Sigma ve Fermantas firmalarindan temin

edilmistir.
3.2 YOntem
3.2.1 Arazi Cahismalari

Calismada kullanilan Aspergillus izolatlar1 toprak ve meyveden izole edilmistir. Bu
amacla Antep fistig1 yetistiriciligi yapilan alanlardan déllenmeden hasada kadar olan
aylarda (Nisan-Ekim 2011) belirli araliklar ile toprak ve meyve ornekleri alinmistir.
Calismalarda kullanilan toprak ve meyve &rnekleri Gaziantep Universitesi
kampisunden, Antep fistig1 Arastirma Enstitiisii bahgesinden, Nizip’ten (Gaziantep),
Pazarcik’dan (Kahramanmaras), Gegittepe’den (Sanlurfa), Yukariincirli’den
(Sanlurfa), Bozova’dan (Sanlurfa), Kilis’den, Bozcayazi’ndan (Kilis), Tek Tek
Daglari’ndan  (Sanlwurfa), Surtepe’den (Adiyaman), Halfeti’de (Sanliurfa),
Gerclis’den  (Batman), Midyat’tan (Mardin), Karakuyu’dan (Mardin) temin
edilmistir. Ayrica Kasim-Aralik aylarinda, Gaziantep ilinde dort farkli fistik

deposundan Antep fistig1 meyvesi alinmistir.

3.2.2 Toprak ve Meyveden Fungus izolasyonu

Topraktan fungus izolasyonu Maciejowska (1962)’e gore yapilmistir. Bu amagla 300
ml steril su-agar (% 0.1) igerisine 30 gr toprak ilave edilmis, 1 dk. siire ile
karistirtlmistir. Bu karistmdan 1 ml alip 99 ml steril su-agar (% 0.1) icerisine
karigtirilmig, bu karistmdan 0,1 ml alip PDA ortami iizerine yayilmistir. Petriler
25°C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Gelisen koloniler mikroskobik olarak incelenmis ve
Aspergillus spp. olarak belirlenen koloniler yeni ortama aktarilarak bu kiiltiirlerden

tek spor izolasyonlar1 yapilmistir [38].

Meyveden yapilan izolasyonlarda, hazirlanan Ornekler oncelikle ¢esme suyunda
yikanmistir ve sterilizasyon amaci ile steril kabin igerisine almmustir. Yiizey
sterilizasyonu igin % 1’lik NaOCI (sodyum hipoklorit) ¢ozeltisinde 2 dk bekletilen
ornekler, sterilantlarin uzaklastirilmasi i¢in 2 kere sdH,O ile yikanmistir. Ornekler

steril filtre kagitlarinin arasina alinarak kurumak iizere 15-20 dk boyunca steril kabin
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icerisinde bekletilmislerdir. Kuruyan bitki 6rnekleri steril pens yardimiyla alinarak
her bir besi yerinde 4 adet olacak sekilde PDA veya CZ ortamu iizerine 25+2°C’de
kiiltiire alinmigtir. 5-7 giin sonunda gelisen kolonilerden Aspergillus spp. tek spor

izolasyonlar1 gergeklestirilmistir [9, 16].
3.2.3 Tek Spor izolasyonu

Tiir teshisi ¢alismalarinda hassasiyet gdz oniine alinarak Aspergillus tirlerine ait saf
kiltlirlerden tek spor izolasyonu yapilmistir. Saf kiiltiirlerin u¢ kismindan steril 6ze
ile alinan 6rnek yeni bir PDA ortamina ekilmis ve 24 saat 25+2 °C’de inkiibasyona
birakilmistir. Gelisen 6rnekler 151k mikroskobunda (X10) ve ters mikroskopta (X10)
incelenerek tek spordan gelisen alanlar belirlenmis ve bu alanlar petri kabinin
lizerinde isaretlenmistir. Daha sonra steril bistiiri yardimiyla, isaretlenen yerden
kiclk bir par¢ca alinmis ve gelismek ilizere PDA ortamina aktarilmistir. PDA
ortamina alinan Ornekler bir sonraki ¢alisma da kullanilmak iizere 25+2°C’de

inkiibasyona birakilmistir [9, 16].
3.2.4 Aspergillus Turlerinin Makroskobik ve Mikroskobik Tanisi

Toprak, meyve ve depolardan izole edilmis olan Aspergillus cinsi izolatlarin Flavi
grubuna giren tdrlerinin klasik yontemler ile morfolojik tanis1 igin CYA25, CYA37,
CY20S, MEA ve CZ ortamlari kullanilmistir [34, 49]. Her bir 6rnegin yukarida adi
gecen ortamlara inokulasyonu icin fungal inokulum tamponundan (Ek 2) 1 ml olacak
sekilde ependorf tiipiine aktarilmistir. Bu tiiplerin i¢ine spor plaklar1 karistirilmistir.
Bu karisimdan 2-5 pl alinarak {i¢ noktadan 10 cm (i¢inde 25 ml ortam bulunan) petri
kaplarina inokulasyon gergeklestirilmistir. Petriler 25 ve 37 °C’de inkibasyona
birakilmigtir. Ortamlar tizerinde gelisen Aspergillus tdrlerinin morfolojik tanisi,
koloni rengi, konodiofor biiyiikliigii, vesicle tipi ve biiylikligii, konodi biiyiikliigii,
vezikilde bulunan ve konidileri tasiyan yapilarin uniseriate veya biseriate olmasi,
spor biiylikligii ve spor yapisi (diiz-piitiirli) Ozelliklerine gore yapilmistir.
Mikroskobik incelemeler igin spor plaklari seyreltme tamponu (Ek 2) icerisinde 5-10
dk tutulmustur. Bu islem mikroskobik incelemeleri kolaylastirmistir. Bu uygulamay1

takiben hazirlanan preperatlar mikroskobik olarak incelenmistir [9, 16].
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3.2.5 Aspergillus izolatlarimin Saklanmasi

Tek spor olarak ¢ogaltilan 6rnekler bagka ¢alismalarda da kullanilmak amaciyla uzun
siireli muhafaza altina alinmistir. Bunun igin iki farkli yontem uygulanmustir. ilk
olarak PDA ortaminda gelisen kolonilerin ug biiyiime noktalarindan 3-5 kiiglik parca
almip ependorf tuplerde gliserol stok (Ek 2) icine konularak -80 °C’de saklanmuistir.
Diger bir yontem olarak ise, gelisen drneklerden steril bistiiri yardimiyla kiigtik bir
parca alinip, PDA ortaminin {izerine yerlestirilmis steril Whatman kagidi {izerine
ekilmistir ve gelismek {izere 25+2°C’de 3-5 giin inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda {izerinde gelisim gosteren tiirler Whatman kagidi steril pens
yardimiyla ortamdan ¢ekilerek alinmis ve steril petri kaplarima kurumak iizere
konulmustur. Son olarak kuruyan Whatman kagitlar1 (No: 4) steril kagit zarflarin

icerisine konulup -20°C’de saklanmistir [9, 16].
3.2.6 Aflatoksin Ureten Aspergillus Turlerinin Tamsi

AFPA ortamina inokiile edilen izolatlardan turuncu renk meydana getirenler
aflatoksin Ureten turler olarak rapor edilmektedir [48]. Toprak, meyve ve depolardan
izole edilmis olan Aspergillus cinsi izolatlarin Flavi grubuna giren tlrlerinin
aflatoksin olusumunu gozlemlemek i¢in AFPA ortami kullanilmistir. Her bir 6rnegin
yukarida adi gecen ortamlara inokulasyonu igin fungal inokulum tamponundan (Ek
2) 1 ml olacak sekilde ependorf tiipiine aktarilmistir. Bu tiiplerin igine spor plaklari
karistirtlmis ve bu karisimdan 2-5 pl alinarak ii¢ noktadan 10 cm (iginde 25 ml ortam
bulunan) petri kaplarma inokulasyon gerceklestirilmistir. Petrilerin 25 °C’de

inkiibasyonu takiben incelemesi yapilmistir.
3.2.7 Aspergillus Tarlerinin. Molekiiler Tanisi
3.2.7.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonlar1 amaci ile Aspergillus (Flavi grubu) izolatlari, sivi PDB ortaminda
calkalayici iizerinde, 75 rpm’de, 3-5 giin siire ile kiiltiire alinmis ve bu siire sonunda
gelisen miselyumlar DNA izolasyonlarinda kullanilmistir. Orneklerden genomik

DNA izolasyonu i¢in kitler (Intron Biotechnology, USA) kullanilmstir.
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3.2.7.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizleri

A. flavus ve A. parasiticus tiirlerinin ayrimi amaci ile kullanilan farkli markir
sistemleri bulunmakta ve bu amacgla birgok bitki tirinde aflatoksin sentez
yolaklarinda yer alan genlere dayali tani sistemleri kullanilmaktadir (Ehrlich vd.,
2005). Bu ¢alismada, A. flavus ve A. parasiticus tiirlerinin DNA markirlarina dayali
tanis1 Mirhendi vd. (2007) ve Somashekar vd. (2004 a ve b)’e goOre primerler
kullanmilmistir. A. flavus ve A. parasiticus tlrlerinde aflatoksin sentezinden sorumlu
olan aflR (aflatoksin duzenleyici geni), ve ITS genlerinin ¢ogaltilmas1 saglanmustir.
Bu amacla aflR-1, aflR-2, aflR-1a, aflR-2b, ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilmistir.
PZR kosullar1 Mirhendi vd. (2007) ve Somashekar vd. (2004 a ve b)’e gore
diizenlenmistir. PZR analizlerinde kullanilan bolgeler ve primer dizileri Tablo 3.1°de

verilmistir [40, 57].

Tablo 3.1 Calismada kullanilan primerler ve dizilimler [40, 57].

Bolge Primer Primer Dizisi
ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3
ITS ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’
aflR 1 (ileri) 5'-AACCGCATCCACAATCTCAT-3'
aflR afIR 2 (geri) 5-AGTGCAGTTCGCTCAGAACA-3'
afirR 1a (ileri) 5-GCACCCTGTCTTCCCTAACA-3'
aflR aflR 2b (geri) 5-ACGACCATGCTCAGCAAGTA-3'

3.2.7.3 PZR Protokoll

PZR prtokolu Freeman vd. (1992)’e gore yapilmistir. Fungal DNA amplifikayonu
icin Aspergillus tirlerinden elde edilen 1ul DNA 20 ul reaksiyon hacmine
tamamlanmistir. Reaksiyon karigimi 1XPZR buffer (10 mM Tris—=HCI pH 9,0, 1,5
mM MqgCl,, 50 mM KCI ve 0.01% gelatin) ve 200 puM deoxynucleoside
triphosphate, 4 pmol primer ve 1,0 U Tag DNA Polymeraz (Fermantas, Kanada)
olusmaktadir [21].
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3.2.7.4 PZR Amplifikasyonu

PZR amplifikasyonu Freeman vd. (1992)’e gore yapilmistir DNA ilk 5 dk igin
94°C’de denatiire edilmistir. Daha sonra 30 PZR déngiisii programlanmistir. Her
dongide denatlirasyon icin 94°C’de 30 sn, primer baglanmasi i¢in 50°C’de 1,25 dk,
uzama igin 72°C’de 1,40 dk. ayarlanmustir. En son dongusu icin 72°C’de 10 dk bir
dongii izlenmistir. Nested PZR da yukarida belirtilen sartlar altinda sablon olarak
aflR-1 ve aflR-2 (dilisyon 1:1000) PZR irini olarak, primerler aflR-1a ve -2b
kulanilarak gergeklestirilmistir [21].

ITS bolgesinin igcin Hhal kesim enzimi, aflR bolgesinin i¢in Hincll ve Pvull kesim
enzimi kullanilmistir [40, 57]. Kesim i¢in olusturulacak karisimda 20 pl PZR iiriinii,
14 pl ddH,0, 4 pl tango, 2 pl enzim kullanilmistir. Olusan karisim 37°C’ de 4 saat
tutulmustur. Daha sonra bant durumlarmi goriintiilemek i¢in elektroforez islemi

uygulanmigtir.
3.2.7.5 Agaroz Jel Elektroforezi

PZR sonucu olusan bantlarin belirlenmesi i¢in % 1,5-2,0 oraninda hazirlanan agaroz
jel 1X TAE (Tris, Asetik asit, EDTA, Ek 2’de verilmistir) soliisyonunda eritilmistir.
Agaroz jel igerisinde DNA’nin UV 151k altinda goriilmesi i¢in etidium bromiir (10
mg/ml) eklenmistir. Cozelti 50-55°C’ye kadar soguduktan sonra jel tankina
dokiilmiistiir. Jel polimerize olduktan sonra 1X TAE tamponu igeren elektroforez
tankina alinmig, 5 pul PZR iiriinii 3 pl yiikleme tamponu ile karistirildiktan sonra jele
yiikklenmigstir. Elektroforez islemi % 1,5-2,0 agaroz jelde 80-100 V/cm’de 2-4 saat
stire ile uygulanmigtir. Bant sayist ve biiyiikligii dikkate alinarak degerlendirme
yapilmigtir. Markir olarak 1 kb veya 50 b¢ DNA (Fermantas, Kanada) kullanilmistir.
Elektroforez islemlerinden sonra olusan bantlar bilgisayarli jel dokiimantasyon ve

gorlintiileme sisteminde goriintiilenmis ve fotograflanmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI
4.1 Arazi Calismalar

Bu ¢alisma kapsaminda 2011 yilinin Nisan-Ekim (bahge) ve Kasim-Aralik (depo)
aylar1 arasinda belirlenen lokalizasyonlardan 6rnekleme islemi yapilmistir. Yapilan
ornekleme c¢alismalar1 sonucunda hastalik Dbelirtileri veren fistik 6rnekleri

toplanmustir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Hastalik semptomu gosteren Antep fistig1 meyveleri

Belirlenen lokalizasyonlardan yapilan drnekleme sonucunda Nisan-Aralik aylarinda
toplanan 6rneklerin morfolojik tanilamasi sonucunda, Antep fistiginin ¢igeklenme
doneminden hasat 6ncesi doneme kadar Aspergillus popiilasyonun diisiik oldugu,
hasat doneminde ve depolarda ise Aspergillus popiilasyonunun yiikseldigi tespit
edilmistir (Tablo 4.1)
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Tablo 4.1 2011 yili aylara gére meyve ve topraktan izolasyonlar1 yapilan tirler

Aylar Alternaria Aspergillus  Penicillium Aspergillus  Toplam

spp. niger spp. spp. (%)
Nisan (Bahce) 52 20 19 9 100
Mayis (Bahge) 45 21 31 3 100
Haziran (Bahge) 37 0 59 4 100
Temmuz (Bahge) 60 12 20 8 100
Agustos (Bahge) 15 77 8 0 100
Eylll (Bahge) 28 28 20 24 100
Ekim (Bahge) 33 13 49 5 100
Kasim (Depo) 19 54 16 11 100
Aralik (Depo) 3 51 17 29 100

Izolasyon ve teshis islemlerinden sonra Aspergillus spp. genel olarak %16.6 oraninda

belirlenmistir. Bu durum izolasyonu yapilan bitkilerde patojen olarak Aspergillus

tdrlerinin 6nemli derecede bulundugunun bir gostergesi olarak kabul edilmistir.

Aspergillus spp. yaygin olarak % 46.8 orani ile Sanliurfa ilinde tespit edilirken onu

sirasiyla, Batman, Mardin, Kilis, Gaziantep, Kahramanmaras ve Adiyaman illeri

takip etmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 izole edilen Aspergillus tiirlerinin lokalizasyonlara gére dagilimi ve % oranlar

Lokalizasyonlar Meyve Ornegi Toprak Ornegi Aspergillus spp. Oran
Sayisi Sayisi (%)
Gaziantep 79 21 4 5
Kahramanmaras 20 15 1 2.8
Adiyaman 36 4 1 2.5
Sanhurfa 40 24 30 46.8
Kilis 16 4 2 10
Batman 15 - 5 33.3
Mardin 15 - 5 33.3
Toplam 221 68 48 16.6

21



4.2 Aspergillus Turlerinin Morfolojik Tanisi

Hastalik simptomu gosteren Antep fistigt meyvelerinde yapilan izolasyonlarda
gelisen fungal kolonilerin makroskobik ve mikroskobik incelemeleri sonucu
Aspergillus izolatlar1 belirlenmistir (Sekil 4.2). Aspergillus turlerinin morfolojik
tanisi, tiirlere ait koloni rengi, konodiofor biiyiikliigii, vesicle tipi ve biiytkliigii,
konodi biiyiikliigii, vesiclede bulunan ve konidileri tagiyan yapilarin uniseriate veya
biseriate olmasi, spor biiyiikliigii, spor yapisi gibi dzelliklerine gore yapilmistir [34,

49].

Sekil 4.2 Aspergillus tlrlerinin makroskobik ve mikroskobik yapisi a-b) Koloni
morfolojisi, c-d) Konidiyofor yapisi ( ¢) 100X, d) 40X)

Fungal kolonilerin makroskobik ve mikroskobik incelemeleri sonucunda behce ve
depodan 56 Aspergillus tiirii elde edilmistir. Bu izolatlarin segici ortamdaki
tanimlamalar1 sonucunda 35 izolatin Flavi grubuna ait oldugu belirlenmistir. Flavi
grubunda bulunan 35 izolatin lokalizasyonlart ve alindigi tarih tablo 4.3’de
verilmigtir.
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Tablo 4.3 Morfolojik tanilamada kullanilan Aspergillus izolatlar

No Lokalizasyonlar Tarih Ahndig
Yer
1 Kahramanmaras (Pazarcik) 20.04.2011 Meyve
2 Sanlurfa (Gegittepe) 20.05.2011 Toprak
3 Sanlurfa (Gegittepe) 20.05.2011 Toprak
4 Sanlurfa (Gegittepe) 20.05.2011 Toprak
5 Sanlurfa (Gegittepe) 20.05.2011 Toprak
6 Adiyaman (Surtepe) 25.05.2011 Toprak
7 Adiyaman (Surtepe) 25.05.2011 Toprak
8 Sanlurfa (Gegittepe) 03.06.2011 Toprak
9 Sanlurfa (Gegittepe) 03.06.2011 Toprak
10 Sanlurfa (Gegittepe) 03.06.2011 Toprak
11 Batman (Gerciis) 21.06.2011 Meyve
12 Batman (Gerciis) 21.06.2011 Meyve
13 Batman (Gerciis) 21.06.2011 Meyve
14 Batman (Gerciis) 21.06.2011 Meyve
15 Batman (Gerciis) 21.06.2011 Meyve
16 Mardin (Midyat) 21.06.2011 Meyve
17 Mardin (Midyat) 21.06.2011 Meyve
18 Mardin (Midyat) 21.06.2011 Meyve
19 Mardin (Karakuyu) 15.07.2011 Meyve
20 Mardin (Karakuyu) 15.07.2011 Meyve
21 Sanlurfa (Halfeti) 21.07.2011 Meyve
22 Sanlurfa (Halfeti 21.07.2011 Meyve
23 Sanliurfa (Bozova) 21.07.2011 Meyve
24 Sanliurfa (Bozova) 21.07.2011 Meyve
25 Sanliurfa (Bozova) 21.07.2011 Meyve
26 Sanlurfa (Gegittepe) 23.07.2011 Meyve
27 Sanliurfa (Gegittepe) 23.07.2011 Meyve
28 Gaziantep (Fistik Arastirma Enstitiisii) 10.08.2011 Meyve
29 Gaziantep (Gaziantep Universitesi Kampiisii) 10.08.2011 Meyve
30 Kilis 08.09.2011 Meyve
31 Kilis (Bozcayaz1) 08.09.2011 Meyve
32 Sanliurfa (Halfeti 09.09.2011 Meyve
33 Sanliurfa (Halfeti) 09.09.2011 Meyve
34 Sanliurfa (Gegittepe) 09.09.2011 Meyve
35 Sanliurfa (Gegittepe) 09.09.2011 Meyve
36 Sanliurfa (Bozova) 20.09.2011 Meyve
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Talo 4.3 Devamq,

No Lokalizasyonlar Tarih Alndig
Yer
37 Sanliurfa (Bozova) 20.09.2011 Meyve
38 Sanliurfa (Bozova) 20.09.2011 Meyve
39 Sanlurfa (Halfeti) 20.09.2011 Meyve
40 Sanlurfa (Halfeti) 20.09.2011 Meyve
41 Sanliurfa (Tek Tek Daglar) 20.09.2011 Meyve
42 Sanliurfa (Tek Tek Daglari) 20.09.2011 Meyve
43 Sanlurfa (Tek Tek Daglar) 20.09.2011 Meyve
44 Sanlurfa (Tek Tek Daglar) 20.09.2011 Meyve
45 Sanlurfa (Yukariincirli) 20.09.2011 Meyve
46 Sanlurfa (Yukariincirli) 20.09.2011 Meyve
47 Gaziantep (Nizip) 20.09.2011 Meyve
48 Gaziantep (Fistik Arastirma Enstitiisii) 05.10.2011 Meyve
49 Depo (1) 31.10.2011 Meyve
50 Depo (1) 31.10.2011 Meyve
51 Depo (2) 31.10.2011 Meyve
52 Depo (2) 31.10.2011 Meyve
53 Depo (3) 12.11.2011 Meyve
54 Depo (3) 12.11.2011 Meyve
55 Depo (4) 06.12.2011 Meyve
56 Depo (4) 06.12.2011 Meyve
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Sekil 4.3 Aspergillus flavus’un farkli ortamlardaki koloni morfolojisi a) MEA
ortami, b) CYA20S ortami, ¢c) CYA2S5 ortami, d) CYA37 ortami, e) CZ ortami

A. flavus ¢cogunlukla uniseriate yapida, CYA ortaminda agik veya koyu yesil (zeytini
yesil), MEA ortaminda kolonilerin yaricapt 30 mm biiylik, CYA ortaminda gelisim
gostermekte, konidia duvarlar piirlizsiiz veya ince piiriizlii, konidia yaricapt 3-6

um’dir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.5).
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Sekil 4.4 Aspergillus parasticus’un farkli ortamlardaki koloni morfolojisi a) MEA
ortami, b) CYA20S ortami, ¢c) CYA2S5 ortami, d) CYA37 ortami, e) CZ ortami

A. parasticus ¢ogunlukla biseriate, CYA 25 ve MEA ortamlarinda koloni yari¢ap1 45
mm’den biiyiilk, CYA ortamindaki rengi mavimsi yesil, vezikiil yapisi 25 pm’den
biiytik, genis ve yuvarlak, konidi duvari piiriizli, konidi bliytikliigii 3-6 pm’dir (Sekil
4.4 ve Sekil 4.5 ).
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Sekil 4.5 Aspergillus spp. vezikiil formlar1 a) Aspergillus niger (X10), b) Aspergillus
spp. (X100) c) Uniseriate yap1 (X40), d) Biseriate yap1 (X100)

Jﬂ ,f{‘
KA

Flavi gurubunda olan 35 adet Aspergillus tiirtiniin morfolojik tanimlanmasi
sonucunda 21 adedinin (%60) tanilamasi rahatlikla yapilabilirken geriye kalan %40
lik (14 izolat) kismin morfolojik tanilamasinda A. flavus ile A. parasiticus arasinda
tam bir ayirim saglanamamuistir. Teshisi konan drneklerin 20 tanesi A. flavus, 1 tanesi

A. parasiticus olarak tespit edilmistir.

4.3 Aflatoksin Ureten Aspergillus Turlerinin Tamsi

Sekil 4.6 Aspergillus izolatlarinin AFPA ortaminda goriintiisii a) Aspergillus spp.
kolonisinin {istten goriintiisii, b) Koloninin petri kab1 altindan goriintiisii
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izole edilen Aspergillus tirlerinin aflatoksin iiretip {iretmediginin tespiti igin
kullanilan AFPA ortaminda A. flavus ve A. parasticus tanisi konmus olan tiirlerin
ortamda turuncu renk meydana getirdigi, Penicillium spp. ve A. niger’de ise renk
olusmadigi tespit edilmistir. Calismada kullanilan Aspergillus izolatlar1 AFPA

ortama agik ya da koyu turuncu rengi vermistir ( Sekil 4.6).

Ayrica calismaya TUBITAK MAM’dan temin edilen Aspergillus flavus
(MAM/MRC327) da dahil edilmis ve segici ortamlardaki makroskobik ve
mikroskobik goriintiileri kayit altina alimmistir (Sekil 4.7). Kontrol olarak kullanilan
A. flavus izolat1 ile calismada kullanilan diger izolatlarin koloni gelisimleri arasinda

benzerlik gorilmistiir.
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Sekil 4.7 Aspergillus flavus’un (MAM/MRC327) farkli ortamlardaki koloni
morfolojisi a) Segici ortamdaki koloni morfolojisine genel bakis b) MEA ortami, ¢)
CYA20S ortami, d) CYA2S5 ortami, €) CYA37 ortami, f) CZ ortami

4.4. Aspergillus Turlerinin Molekiiler Tanis1

Calismaya araziden ve depolardan elde edilen Flavi grubunda olan 35 Aspergillus
izolat1 dahil edilmistir. Tiim izolatlarda, afIR ve 1TS1-5.8S rDNA-ITS2 bélgelerinde
PZR amplikasyonu saglanmistir. aflR bolgesinin PZR sonras1 796 bg biiyiikligiinde
tek bant elde edilmistir (Sekil 4.8). Bu bolgede Hincll enzim tanima bdolgesi
bulunmaktadir [57]. PZR amplifikasyonu sonrasi kesimde A. flavus’ da 161 bg, 250
b¢ ve 385 bg biyiikliginde ¢ bant, A. parasticus’ da ise 250 bg¢ ve 546 bg
biiyiikliigiinde iki bant olusturmustur (Sekil 4.9; Sekil 4.10).
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M 1 2 3 4 5 48 7

Sekil 4.8 aflR bolgesinin PZR sonrasi elde edilen bant profili (M: 100 b¢ DNA
markir; 1-17: 6rnek numaralari; 4: A. parasticus; 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,

14, 15, 16, 17: A. flavus)

3 6 F 8 9 1M 11 12 13 M

= 545
<—— 385
= 250
—— 161

Sekil 4.9 aflR bolgesinin PZR sonras1 Hincll enzimi ile kesimi sonucu elde edilen
bant profili (M: 50 b¢ DNA markir; 1-13: 6rnek numaralari; 4: A. parasticus; 1, 2, 3,

5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13: A. flavus)

Mm1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 13 14 15 16 M

Sekil 4.10 aflR bolgesinin PZR sonras1 Hincll enzimi ile kesimi sonucu elde edilen
bant profili (M: 50 b¢ DNA markir; 1-16: 6rnek numaralari; 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10,

11, 14, 15, 16: A. flavus)
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afIR gen bolgesinin PZR sonrasi olusan 796 b¢ biiyiikligiindeki bandin Pvull enzimi
ile kesimi sonucunda A. flavus’ da 144 b¢ ve 652 bg¢ olmak (zere iki bnt meydana
gelmistir. A. parasticus’ da ise 144 bg, 239 bg ve 423 bg biiyiikliiginde {i¢ bant
olusmustur (Sekil 4.11; Sekil 4.12).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 M
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Sekil 4.11 aflR bolgesinin PZR sonras1 Pvull enzimi ile kesimi sonucu elde edilen
bant profili (M: 50 b¢ DNA markir; 1-15: 6rnek numaralari; 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
15: A. flavus; 3: A. parasticus)

M1 2 3 4 5 6 7 8 9% 101112 13 14 15 16 M

<——F52

o144

Sekil 4.12 aflR bolgesinin PZR sonrast Pvull enzimi ile kesimi sonucu elde edilen
bant profili (M: 50 b¢ DNA markir; 1-16: 6rnek numaralari; 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 14, 15, 16: A. flavus)

aflR gen bolgesinin Pvull ve Hincll kesim enzimleri ile kesimi sonucunda elde
edilen bant profiline goére de Aspergillus spp. olarak belirlenen izolatlarin 34 tanesi

A. flavus olarak belirlenirken 1 tanesi de A parasticus olarak tespit edilmistir.

Aspergillus tarlerinin ITS bolgesinin ¢ogaltimast sonucu 595 bg¢ biiyiikliigiinde bir
bant elde edilmistir (Sekil 4.13). Bu bandin Hhal ile kesimi sonucu A. flavus’ da
89,143 ve 184 bg olmak iizere ii¢ bant elde edilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13 ITS bolgesinin PZR sonrasi elde edilen bant profili (M: 50 b¢ DNA
markir; 2-13: 6rnek numaralari; A. flavus; 1:A. parasticus)

Sekil 4.14 ITS bolgesinin PZR Urdnlerinin Hhal ile kesimi sonucunda elde edilen
bant profili (M: 50 b¢ DNA markir; 2-12: 6rnek numaralari; A. flavus; 1:A.

parasticus)

ITS gen bolgesine dayali olarak yapilan tiir tanilama isleminde PZR iiriinlerinin Hhal
kesimi sonucu beklenen A. flavus bant profili elde edilmistir. Ancak A. parasticus’un
ITS bolgesi Hhal kesim profili bilinmedigi i¢in ITS gen bolgesine dayali tanilama
islemi tam olarak saglanamamustir. Ayrica aflR gen bolgesine dayali yapilan tanilama
isleminde A. parasticus olarak belirlenen izolat ITS bélgesinin Hhal enzimi kesimi

sonucu A.flavus bant profilini vermistir.

TUBITAK MAM’dan temin edilen A. flavus izola (MAM/MRC327)min aflR,
ITS1-5.85 rDNA-ITS2 boélgelerinde PZR amplikasyonu saglanmistir.  aflR
bélgesinin PZR sonrasi olusan 796 bg bdlge Hincll enzimi ile A. flavus’ da iki
bolgeyi keserek 161, 250 ve 385 b¢ biiyiikliigiinde ii¢ bant olustururken Pvull enzimi
ile A. flavus’ da tek bolgeyi keserek 144 ve 652 bg iki bant olusturmustur (Sekil4.15).
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Sekil 4.15 Aspergillus flavus’un (MAM/MRC327) aflR bdlgesinin PZR analizi a)
Kesim 6ncesi M:100 b¢ DNA markir; 1, 2, A. flavus izolat1 b) Kesim sonras1t M: 50
b¢ DNA markir; 1: A. flavus’ un afIR bolgesinin PZR ile ¢ogaltilan iiriinlerinin Hincll
ile kesimi; 2: A. flavus’ un afIR bolgesinin PZR ile ¢ogaltilan iiriinlerinin Pvull ile
kesimi

Kontrol olarak kullanilan A. flavus’ un (MAM/MRC327) ITS bdélgesinin ¢ogaltimasi
sonucu 595 bg bir bant elde edilmistir. Bu bandin Hhal ile kesimi sonucu 89,143 ve

184 bg olmak Uzere ii¢ bant elde edilmistir (Sekil 4.16).

<505
<— 184
<— 143
o< 89

a) b)

Sekil 4.16 Aspergillus flavus’un (MAM/MRC327) ITS bolgesinin PZR analizi
a)Kesim oncesi M: 50 b¢ DNA markir; 1, 2, 3, 4 A. flavus izolat1 b) Kesim sonrasi
M: 50 b¢ DNA markir; 1: A .flavus” un ITS bolgesinin PZR ile ¢ogaltilan Urtinlerinin
Hhal ile kesimi

Calismada kullanulan Aspergillus izolatlarinin afIR ve ITS bolgelerinin gogaltilmasi
ve bu bolgelerin kesimi ile elde edilen bant profili ve blyiklikleri kontrol olarak

kullanilan A. flavus izolati ile ayn1 oldugu belirlenmistir.
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BOLUM 5
TARTISMA

Turkiye’de Antep fistig1 yetistiriciligi profesyonel olarak 1948 yilinda Ceylanpinar
Devlet ciftliginde baglatilmistir. Bugiin bu kurum Antep fisti§1 aragtirmalarinda
onemli bir yere sahiptir [24]. Ulkemiz, ortalama 112.000 ton/y1l iiretim ile diinyanin
Uclinct buyik Antep fistigi tireticisi konumundadir [19]. Ekonomik degere sahip
Antep fistig1 Ustiin kalite ozellikleri ile ulusal ve uluslar arasi pazarlarda tercih
edilmektedir. Antep fistiginin ihracatinda son yillarda Onemli sikintilar
yasanmaktadir. Bunun en biiylik nedeni ise aflatoksinden kaynaklanmaktadir. Bu
amagla fistik ve yani sira, incir, tiziim vb. ekonomik degeri yiiksek olan Uriinlerde de
mikotoksinin Onlenmesine yonelik ¢alismalar biiylik 6nem kazanmistir [64].
Aflatoksinler, 6zellikle Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus gibi Aspergillus
tirleri tarafindan iretilen toksik ve karsinojenik maddelerdir. Yiksek dozlart
karaciger kanseri yapmaktadir [64]. Bu tiirlerin irettigi karsinojenik maddelerin
insan, hayvan ve bitki saglhig1 agisindan 6nemi biyiiktiir. Ayrica, zirai iriinlerde
biiyiilk ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu nedenle bu tiirlerin tespiti ve

tanimlamasi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Diinyada, aflotoksinlerin insan sagligina etkileri ile ilgili yapilan ¢esitli arastirmalar
bulunmaktadir. Uganda ve Tayland’da ortaya ¢ikan akut aflotoksikozis sonucunda
insanlarda kusma, karin agrisi, akciger 6demi, karacigerde nekroz ve yaglanma gibi
semptomlar goriilmiistiir. Hindistanin 200 kodyiinde 6-16 mg/l aflatoksin iceren
musirlarin tiikketilmesi ile 6zellikle gastrointestinal kanamaya bagli %25’in Uzerinde
oliim vakas1 goriilmiistiir [54, 55, 62]. Akut aflatoksikozisin semptomlari; karaciger,
bobrek ve kalpde gelisen yaglanma ve beyin ddemiyle iliskili olan kusma, ¢irpinma,
koma ve 6lum olup Reye’s Sendromundan ayirt edilememektedir. Tayland [53] ve
Amerika Birlesik Devletleri’nde [43] Reye’s Sendromundan kaynaklandigi 6ne
stiriilen 23 6liim vakasiin 22’°sinde karaciger, bobrek, beyin, safra ve gastrointestinal

sistemde AFBL1 tespit edilmistir [60].
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Aflatoksinlere genellikle diinyanin iliman iklim bdlgelerinde sik rastlanmakta olup,
belirli bir cografik bdlge ve iiriine 6zgli degildir. Sert kabuklu meyveler, yagh
tohumlar, hububat, bazi kuru meyveler aflatoksin olusumu acisindan risk tasiyan
urnlerdir.  Giintimiizde diinya tarimsal dretiminin  yaklagik  %30’unun
mikotoksinlerden dolay1 kayba ugradig: bildirilmektedir. Tarimsal iiriinlerde hastalik
gelismesi ve aflatoksin olusmast hasat Oncesi tarlada, hasat sirasinda, yetersiz
kuruma ve uygun olmayan depolama ve ambalaj kosullarinda olabilmektedir.
Aflatoksin olusmasinda en onemli faktorler; ¢evre bagil nemi, Uriin su aktivitesi,
sicaklik ve siiredir [8]. Whitaker (2006) calismasinda numune alma, numune
hazirlama ve analiz islemleri icinde en ¢ok degiskenligin Ornekleme asamasinda
meydana geldigini belirtmistir. Bunun sebeplerinin ise tanelerin kiigiik bir kisminin
mikotoksinle kontamine olmasi ve tek bir tanenin kontaminasyon derecesinin ¢ok

fazla olmasindan dolay1 oldugunu belirtmistir [64].

Cesitli tllkeler gida maddelerinde bulunabilecek maksimum aflatoksin diizeylerini
resmi olarak belirlemis ve bu oranin lizerinde aflatoksin igeren gidalarin ithalat ve
pazarlanmasina izin verilmemektedir. Gida standartlarinin en iist diizeyde oldugu
Avrupa Birligi iilkeleri i¢in bu oran Antep fistig1 igin 4 pg/kg’dir. Ustelik AB Antep
fistiginin da aralarinda bulundugu Tiirkiye orijinli trlinler igin 6zel diizenleme ile
Antep fistiginin ihracatina siki kontroller getirmistir. Bu uygulamadaki gerekge, bu
urinlerin AB limitleri {izerinde aflatoksin igerdigi, bu durumun siireklilik gosterdigi

ve Avrupali tiikketicinin sagligini tehdit ettigidir.

Aflatoksinlerin, zirai iirlinlerde olusturdugu ekonomik kayiplar ve canlilarda sebep
oldugu saglik problemleri disiiniildiigiinde bu tiirlerin tespiti dnemlidir. Bu tez
calismas1 kapsaminda aflatoksin {ireten tiirlerin: A. flavus ve A. parasticus’un Antep
fistiginda tespiti ve tamimlanmasi ig¢in, Gaziantep, Kahramanmaras, Adiyaman,
Sanlurfa, Kilis, Batman ve Mardin illerine arazi calismalar1 yapilarak hastalikll
meyve Ornekleri toplanmigtir. Ayrica Gaziantep’te bulunan ii¢ Antep fistig
deposundan da fistik 6rnekleri alinmistir. Woloshuk ve Prieto (1997), Sweeney ve
Dobson (1999) ve bu tez kapsaminda yapilan arazi ¢ikislar1 Mayis-Aralik aylarinda
toplanan 6rneklerin morfolojik tanilanmasi sonucunda, Antep fistigiin gigeklenme
doneminden hasat 6ncesi doneme kadar Aspergillus popiilasyonun diisiik oldugu,

hasat déneminde ve depolarda ise Aspergillus popiilasyonunun arttigi tespit
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edilmistir (Tablo 4.1) [65, 60]. Aspergillus’a genel olarak % 16.6 oraninda yayginlik
gostermektedir. Boylelikle; izolasyonu yapilan bitkilerde Aspergillus spp. patojen
olarak 6nem tasimaktadir. Bu ¢alisma sonucunda; Antep fistig1 bitkisinde A. flavus
ve A. parasticus’un yiiksek derecede hastalik yapma potansiyeline sahip oldugu
belirlenmistir (Tablo 4.2).

Gaziantep, Kahramanmaras, Adiyaman, Sanlurfa, Kilis, Batman ve Mardin
illerinden elde edilen meyve orneklerinden 56 Aspergillus izolati elde edilmistir.
Bunlardan sadece 35 tanesi Flavi grubunda yer almaktadir. Flavi grubunda yer alan
izolatlarin 21°nin (%60) tanimlamasi yapilmig geriye kalan % 40’ lik (14 izolat)
kismin morfolojik tanilamasinda A. flavus ile A. parasticus arasinda tam bir ayirim
saglanamamustir. Teshisi yapilan 6rneklerin 20°si A. flavus, 1’i A. parasticus olarak
tespit edilmistir. Flavi grubundaki A. flavus ile A. parasticus ’un fiziksel ve genomik
yapilar1 birbiri ile yiiksek oranda benzerlik gostermektedir. Bu kadar birbirine
benzeyen tiirlerin ayiriminin morfolojik olarak tespitinin ¢ok zor olmasinin yaninda,
morfolojik tanilama prosediirlerinin maliyetinin yiiksek olmas1 ve uzun zaman almasi
gibi dezavantajlarindan dolay1r pratik molekiiler tanimlama metotlar1 giinlimiizde

Onem kazanmaktadir.

Farber vd. (1997), Somashekar vd. (2004), Manonmani vd. (2005), Degola vd.
(2006), Shapira vd. (1996), Mirhendi vd. (2007) ve bu ¢alisma sonucunda morfolojik
tanimlama yontemlerinin dezavantajlarin1 ortadan kaldirmak ic¢in bircok molekiiler
tanimlama yontemi gelistirilmistir. Calismamiz kapsaminda ITS gen bolgesi ve aflR
gen bolgesi kullanilarak PZR-RFLP yontemi ile pratik ve glvenilir sonuglar elde
edilmistir [13, 20, 40, 42, 56, 57].

Shapira vd. (1996) musir ve yer fistigindan F. moniliforme, F. equiseti, F.
sporotrichioides, A. niger, A. parasiticus, A. ochraceus, A. fumigatus, A. flavus, P.
islandicum, P. digitatum, P. italicum, P. expansum, S. oryzae, T. castaneum, O.
Surinamensis tlrlerini izole etmistir. Daha sonra bu tiirleri omt, ver ve apa gen
bolgelerine gore birbiri ile kiyaslayarak ayirim yapmislardir. Calismadan elde edilen
verilere gore; A. flavus ve A. parasticus’un omt, ver ve apa primerleri ile yapilan
amplifikasyon sonucu olusan bant profilleri karsilastirarak, A. flavus ve A. parasticus
tiirlerini birbirinden ayirmislardir. Ozgiin vd. (2012), PZR-RFLP yontemi ile A.

flavus ve A. parasticus’u birbirinden ayirmak i¢in omt, apa, ve ver primerlerini
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kullanmiglardir. apa, ver, omt gen bolgeleri baz alinarak yapilan tanimlamada
izolatlarin ¢ogunlukla A. parasticus oldugu tespit edilmistir. Ancak calismada
kullanilan izolatlar A. flavus’dir. Calismalarinda A. flavus igin beklenen bant
profillerini elde edememislerdir. Calisma sonuglar1 Shapira vd. (1996)’nin sonuglari

ile paralellik gostermemistir [47, 56].

Somashekar vd. (2003) calismalarinda izole ettikleri A. flavus ve A. parasticus
kullanmislardir. aflR gen bolgesi kullanilarak her iki tur icin 6zgll dizilerin
amplifikasyonunu saglamis ve PZR drinlerini Hincll ve Pvull enzimleri ile
kesmiglerdir. Kesim sonucu olusan bant farkliliklari ile A. parasticus ve A. flavus
tlrlerinin ayrimini saglamislardir. Caligmamiz kapsaminda kullanilan izolatlarin aflR
gen bolgesinin ¢ogaltilmasi ve Pvull ve Hincll kesim enzimleri ile kesimi sonucunda
elde edilen verilere gore de Aspergillus spp. olarak belirlenen izolatlarin 34’4 A.
flavus olarak belirlenirken 1’i A. parasticus olarak tespit edilmistir. Iki tiiriin DNA
tabanli tanimlamasinda aflR gen bolgesi pratik ve givenilir sonuclar vermektedir. Bu
calisma sonuglari ile Somashekar vd. (2003)’nin sonuglari paralellik gostermektedir
[57].

Mirhendi vd. (2007) PZR-RFLP tabanli molekiiler tanimlama c¢aligmalarinda, A.
niger, A. flavus ve A. fumigatus’u izolatlarin1 kullanmistir. Bu tiirleri birbirinden
ayirmak i¢in ITS bdlgesinin PZR analizlerini yapmiglardir. PZR iiriinlerini kesmek
icin Hhal enzimini kullanmis ve A. niger, A. flavus ve A. fumigatus tirlerini birbiri
ile kiyaslayarak tanimlama yapmislardir. Bu aragtirmada, ITS bolgesine dayali olarak
yapilan tanilama isleminde PZR iiriinlerinin Hhal enzimi ile kesimi sonucu beklenen
A. flavus bant profili elde edilmistir. Ancak A. parasticus’un ITS bolgesi Hhal kesim
profili bilinmedigi icin ITS gen bolgesine dayali tanilama islemi tam olarak
saglanamamistir. Ayrica aflR gen bolgesine dayali yapilan tanilama isleminde A.
parasticus olarak belirlenen izolat ITS bolgesinin Hhal enzimi kesimi sonucu
A.flavus bant profilini vermistir. Dolayist ile ITS gen bolgesinin bu iki tiirii ayirmada
farklilik gostermedigi diisiiniilmektedir. Calisma verilerimiz degerlendirildiginde A.
flavus ile A. parasticus’un birbirinden ayiriminda aflR gen bdolgesinin ITS gen

bolgesinden daha giivenilir sonuglar verdigi diisiiniilmektedir [40].

Ayrica bu tez kapsaminda TUBITAK MAM’dan temin edilen A. flavus izolati
(MAM/MRC327) kontrol olarak kullanilmistir. Bu izolatin morfolojik tanimlama
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icin kullanilan segici ortamlardaki makroskobik ve mikroskobik goriintiileri kayit
edilerek (Sekil 4.7) calismada kullanilan diger izolatlarin gelisimleri arasinda
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Molekiiler tanimlama i¢in de kullanilan ITS ve
afIR bolgelerinin PZR amplikasyonu saglanmistir. Kontrol olarak kullanilan A. flavus
(MAM/MRC327) izolatmin afIR boélgesinin PZR drinunun Hincll ve Pvull enzimi
ile kesimi sonucu olusan bant profili ile ITS bdlgesinin ¢ogaltilmasi sonucu olusan
urinlerin Hhal ile kesimi ile olusan bant profili ¢alismada kullanilan diger izolatlar
ile benzerlik gostermistir (Sekil 4.15; Sekil 4.16). Dolayisi ile ¢alismada kullanilan
Aspergillus izolatlarimin aflR ve ITS bolgelerinin gogaltilmasi ve bu bolgelerin
kesimi ile elde edilen bant profili ve biiyiikliikleri kontrol olarak kullanilan A. flavus

izolati ile ayn1 oldugu belirlenmistir.

Pitt ve Hocking (1997) AFPA ortamina inokiile edilen izolatlardan turuncu renk
meydana getirenlerin aflatoksin {ireten tiirler oldugunu rapor etmislerdir [48].
Tarafimizca yapilan bu ¢aligmada kullanilan Aspergillus tirlerinin aflatoksin Uretip
tiretmediginin tespiti i¢in kullanilan AFPA ortaminda, A. flavus ve A. parasticus
tanis1 konmus olan tiirlerin ortamda turuncu renk meydana getirdigi, Penicillium spp.
ve A. niger’de ise renk olusmadigi tespit edilmistir. Calismada kullanilan tim
Aspergillus izolatlar1 AFPA ortama acik ya da koyu turuncu rengi vermistir.
Dolayisiyla calismada kullanilan Aspergillus izolatlarinin aflatoksin {ireten tiirler

olabilecegi belirlenmistir (Sekil 4.6).

Criseo vd. (2008) A. flavus grubunda bulunan tirlerden aflatoksin Ureten ve
aflatoksin iretmeyen tiirlerin tespiti igin c¢alismalarinda kiiltiirel ortamlar
kullanmistir. Calismada 11 A. flavus ve 1 A. parasticus izolati kullanmiglardir.
Calisilan 12 Aspergillus izolatindan sadece fgiiniin aflatoksin  direttigini
saptamiglardir [10]. Bu ¢alismada kullanilan izolatlarin HPLC yontemi ile tirettikleri
aflatoksin miktarida tespit edilmistir (Konukoglu, vd., yaymlanmamis veri). Elde
edilen verilere gore, calismada kullanilan izolatlarin yliksek oranda aflatoksin iirettigi
belirlenmigstir.  Dolayist ile AFPA ortaminin  giivenilir sonuglar  verdigi

desteklenmistir.

Antep fistiginin hasat 6ncesi doneminde Aspergillus spp. ile bulagsmasi, bulagsma
zinciri ve mekanizmasi bolgemizde daha once baska arastiricilarca calisiimamistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda aflatoksin iireten tiirlerin; A. flavus ve A. parasticus’un
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PZR-RFLP yontemi ile tanimlanmasi iilkemizde yapilan morfolojik tanimlama
calismalarina 6nemli katkilar saglayacag: asikardir. Bu ¢alisma Giineydogu Anadolu
Bolgesi i¢in ilk ve orijinal bir ¢alismadir. Bu arastirma sonuglarinin bundan sonraki

caligmalara ve arastiricilara 1s1k tutacagi diistiniilmektedir.
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, tlilkemizde 6nemli bir iiriin bitkisi ve ihracat kaynagi

olan Antep fistiginda aflatoksin olusturan A. flavus ve A. parasticus turleri izole

edilmistir. Yuksek diizeyde benzerlik gosteren bu iki tiriin tanimlanmasi amag1 ile

arastirmalar yapilmistir. Bu aragtirmalar sonucunda;

Nisan-Aralik aylarinda toplanan 6rneklerin morfolojik tanilamasi sonucunda,
Antep fistigimin ¢iceklenme doneminden hasat Oncesi doneme kadar
Aspergillus popiilasyonun diisiik oldugu, hasat doneminde ve depolarda ise

Aspergillus popiilasyonunun arttig1 tespit edilmistir

Izolasyon ve teshis islemlerinden sonra Aspergillus genel olarak %16.6
oraninda belirlenmistir. Bu durum izolasyonu yapilan bitkilerde Aspergillus
spp.’nin yaygm oldugunun gostergesi olarak kabul edilmistir. Aspergillus
spp. yogun olarak %46.8 orani ile Sanlrfa ilinde tespit edilirken onu
sirastyla, Batman, Mardin, Kilis, Gaziantep, Kahramanmaras ve Adiyaman

illeri takip etmistir.

Hastalik belirtileri veren fistik orneklerinden 56 Aspergillus izolati elde
edilmistir. Bunlardan 35°’nmin Flavi gurubunda oldugu saptanmistir. Flavi
grubunda bulunan izolatlarin 21 nin (%60) tanimlamasi yapilmis geriye kalan
14’0inlin (%40’) morfolojik tanilamasinda A. flavus ile A. parasticus arasinda
tam bir ayirim saglanamamistir. Teshisi yapilan 6rneklerin 20’si A. flavus, 1’1

A. parasticus olarak tespit edilmistir.

izole edilen Aspergillus tiirlerinin aflatoksin iiretip {iretmediginin tespiti icin
kullanilan AFPA ortaminda A. flavus ve A. parasticus tanis1 konmus olan
tirlerin ortamda turuncu renk meydana getirdigi, Penicillium spp. ve A.

niger’de ise renk olugsmadig tespit edilmistir.
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e A flavus ve A. parasiticus tiirlerinin ayrimi1 amaci ile kullanilan farkli markir
sistemleri bulunmaktadir. Bu tez kapsaminda aflR ve ITS gen bdlgeleri
kullanilmistir. aflR gen bélgesinin Pvull ve Hincll kesim enzimleri ile kesimi
sonucunda elde edilen bant profiline gére de Aspergillus olarak belirlenen
izolatlarin 34 tanesi A. flavus olarak belirlenirken 1 tanesi de A parasticus
olarak tespit edilmistir. ITS gen bolgesine gore ise PZR drinlerinin Hhal
kesimi sonucu beklenen A. flavus bant profili elde edilmistir. Ancak A.
parasticus’un ITS bolgesi Hhal kesim profili bilinmedigi i¢in ITS gen

bolgesine dayali tanilama islemi tam olarak saglanamamustir.

e (alisma verilerimiz degerlendirildiginde A. flavus ile A. parasticus’un
birbirinden ayiriminda aflR gen bdlgesinin ITS gen bdolgesinden daha

giivenilir sonuclar verdigi diisiiniilmektedir.
Elde edilen tiim bilgiler ve sonuglar dogrultusunda;

e Antep fistiginda hasat doneminde Aspergillus popllasyonunun artmasi
dolayis1 ile bu donemde toplanan meyvelerden hastalik belirtisi verenlerin

uzaklastirilmasi ile olasi bir kontaminasyonun oniine gecebilir.

e Bahce doneminde meydana gelen Aspergillus kontaminasyonlarinin depo
kosullarinda ciddi bir sekilde artis gostermesi bolgemiz sartlarinda ekonomik
degeri fazla olan Antep fistifinin depo kosullarmin iyilestirilmesi

gerekliligini tekrar ortaya ¢ikarmustir.

e GUnumizde aflatoksin Ureten Aspergillus tirleri ile muicade gelecek vaat
eden yontemlerden biri de aflatoksin tretmeyen Aspergillus turlerinin
biyolojik micadele ajan1 olarak kullanilmasidir. Yontemin ucuz ve pratik
olmas1 nedeniyle 6zellikle gelismekte olan iilkelerdeki aflatoksin sorununu

¢ozmek icin uygun bir yontem olabilir.

e Mikotoksinlerin ve ozellikle de aflatoksinlerin ucuz, hizli ve giivenilir bir
sekilde, tarla, isleme, depolama ve transport kosullarinda test edilebilmesini

saglayan kitlerin gelistirilmesi 6nem tasimaktadir.

e Dayanikli hat ve ¢esitlerin gelistirilmesi ¢calismalarina agirlik verilmelidir.
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EKLER

Ek 1 Fungal Besi Ortam Icerikleri

PDA (Patates Dekstroz Agar)

Patates Dekstroz Agar
Agar

(dH,0 ile 1 1t’lik ortam hazirlanir)

Czapek konsantre

NasNO3

KCI

MgS0O,4 7H,0

ZnS047H,0

FeSO4.7H,0

CuS04.7H,0

(dH,0 ile 100 ml tamamlanir)

CZ (Czapek Dox Agar)

Czapek Concentrate
K,HPO,
Sucrose

Agar

(dH,0 ile 1 1t’lik ortam hazirlanir)

Birim ( gr/lt)

39
12

Birim ( gr/ml)

30
5
5
0,1
0,1
0,1

Birim ( gr/lt)

10

1

30
17,5
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CYA 25°C, 37 °C (Czapek
Yeast Extract Agar)

K,HPO,

Czapek Concentrate

Powdered Yeast Extract

Sucrose

Agar

(dH,0 ile 1 1t’lik ortam hazirlanir)

CY20S (Czapek Yeast Extract Agar
ile %20 Sakkaroz)

K,HPO,

Czapek Concentrate

Powdered Yeast Extract

Sucrose

Agar

(dH,0 ile 1 1t’lik ortam hazirlanir)

MEA (Malt Extract Agar)

Powdered Malt Extract

Peptone

Glucose

Agar

(dH,0 ile 1 1t’lik ortam hazirlanir)

Birim ( gr/lt)

10

30
15

Brim ( gr/lt)

10

200
15

Birim ( gr/lt)

20
1

20
20
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AFPA Birim ( gr/lt)
Peptone 10
Yeast extract 20
Ferric ammonium citrate 0,5
Dichloran (0,2 % solition in ehanol) 1

Agar 15
(dH20 ile 1 1t’lik ortam hazirlanir)

ph (25 °C) 6,3+0,2
Antibiyotikler 10
Antibiyotikler Birim
1) Chloramphenicol

Chloramphenicol 500 mg
Ethanol 95% 4 ml
ddH,0 (25 °C) 50 ml

(Chloramphenicol alkol igerisinde ¢6ziindiikten sonra su ile tamamlanir.)

2) Chlortetracycline
Chlortetracycline

ddH,0 (25 °C)

500 mg

50 ml

Yukardaki iki antibiyotik soliisyonu karistirilarak cam tiipe aktarilir ve buradan

gereken miktar kullanilir. Karigim ortamlara otoklavlandiktan sonra ilave edilir.

o1



Ek 2 Kullamilan Tampon ve Cozeltiler

% 1.5’k Agaroz Jel Birim
%1.5 Agaroz 15¢9
0.25 mg/ml Etidyum bromdar 20 pl
IX TAE 100 ml

Jel Yukleme Tamponu

6X Loading buffer

Mikroskobik incelemelerde Birim

Kullanilan Spor Seyreltme

Tamponu

Su 100 ml

Hipo 3-6 ml(Aspergillus spp. yogunluguna
bagli olarak degisir)

Tween-80 1-3 ml

Farkh Tam Ortamlarina Fungal Birim

Inokulumu Koymak I¢in Kullamlan

Tampon
Agar % 0,2
Tween % 0,5 (20 veya 80)

(dH,0 ile 11t’ ye tamamlanir)

Gliserol Stok Birim (100ml)
Gliserol %20

NaCl %0.25

dH,0 %80
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