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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

AFLATOKSiNvBl VE AFLATOKSiN GI’iN Zea mays ve Vicia faba da
SEBEP OLDUGU SITOLOJIK VE BIYOKIMYASAL DEGISIKLIKLER
UZERINE Se*"’"UN ANTAGONISTIK ETKISI

Lokman ALPSQY
Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Giileray AGAR

Bu ¢aligmada AFB; ve AFG;’in farkh konsantrasyonlarinin Vicia faba ve Zea mays da
kromozomal anormallikler, total protein ve klorofil miktar1 {izerine olan etkileri ve bu

etkilerinin Se** ile giderilip giderilemeyecegi arastinlmstir.

AFB; ve AFG/’in konsantrasyonlan arttikca toksik ve mutajenik etkilerinin arttigi
gézlenmis ve Se*'un bu olumsuz etkiler {izerine koruyucu roliintin oldugu tespit
edilmistir. Ozellikle Se*"'un 8 ppm lik dozunun hayvansal organizmalarda oldugu gibi
bitkisel organizmalarda da en etkili doz oldugu bulunmugtur.

2003, 48 sayfa

Anahtar Kelimeler: AFB, AFG,, Se4+, Zea mays, Kromozom anormallikleri




ABSTRACT
Master Thesis

THE ANTAGONISTIC EFFECT OF Se* ON THE CYTOLOJIC AND
BIOCHEMICAL CHANGES CAUSED BY AFLATOXIN B; AND AFLATOXSIN G,
ON Zea mays AND Vicia faba

Lokman ALPSOY
Atatlirk University
Science Institue

Main Branch Of Molecular Biology

Consultant: Asist. Prof. Dr. Giileray AGAR

In this study the effects of different concentration of AFB; and AFG; on the
chromosomal structure, the contents of total protein and chlorophyll of Vicia faba and
Zea mays were investigated. On the other hand we also investigated whether this

adverse effects of AFB; and AFG; can be diminish by application of selenium.

As a result, it was found that the mutagenic and toxic effects of AFB, and AFG, were
increased by increasing of their doses and selenium has a protective effect against these

negative effects.

Especially, it was seen that the dosage of 8 ppm of Se*" is most effective on plant

organism as well as on animal organisms.
2003, 48 page
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1. GIRIS

Mantarlarin diinyada hava, su, toprak gibi bir¢ok ortamda yayilis gosterebilen 1000
civarinda tlirli vardir. Dogada parazit, saprofit ve simbiyotik olmak {izere farkli

sekillerde yagarlar (Sharby 1977).

Insanlar i¢in yararli ve zararli mantar tiirleri vardir. Mantarlar besin olarak tiiketildigi
gibi aym zamanda alkol (mayalardan), antibiyotik (6rnegin Penicilin antibiyotigi
Penicillium chrysogenum tiriinden), ya§ (Penicillium tiirlerinden), vitamin
(mayalardan), enzim, ilag ve peynir {iretiminde de ¢ok sik kullanilmaktadirlar (Algur

1992).

Mantarlarin bu faydalari yaninda zararlar1 da vardir. Mantarlar, 6zellikle de kiifler, deri,
agag, kumaslarin kiiflenmesine, tarimda iirlin kaybina yol agmaktadir. Insanlar dahil
cesitli canhlar lizerinde yasadiklarinda onlarin hastalanmalarina, hatta 6liimlerine neden
olmaktadirlar. Tarimsal iirtinler ve gidalarda yaygin olarak zararlara yol agan kiif
cinslerinin 4spergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps, Stachybortrys, Pithomyees,

Phame, Myrothecium, Phomopsis ve Diplotia oldugu bilinmektedir (Sharby 1977).

Hayvansal dokularda ve insanlarda funguslarla olusturulan yara ve lezyonlara mikoza,
mantarlarin dogrudan tiiketilmesi yolu ile olusan zehirlenmelere miketismus, mantar
toksinlerinin yenilmesiyle olusan zehirlenmelere ise mikotoksikozis adi verilir (Algur

1992).

Mantarlarin olusturdugu toksinlere mitotoksin adi verilir. Mitotoksinler, kiiflerin insan
ve hayvanlarda hastalik olusturabilen ve antijenik ozellik gostermeyen sekonder
metabolitleridir. Karatinoidler, alkoloidler, siklopeptitler ve kumarinler olarak
siniflandirilan  mitotoksinler, kimyasal yap1 bakimindan birbirlerinden farklilik

gosterirler. Mitotoksinlerin en toksik olani aflatoksinlerdir (Wyllie ve Morehouse 1977).




1. GIRIS
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1. 1. Aflatoksinlerin Yapis1 ve Ozellikleri

Aflatoksinler Aspergillus flavus ve Aspergillus paraziticus tlirleri tarafindan firetilirler
(Uysal 2002). Aflatoksinlere bu isim Aspergillus cinsinin “A”s1 flavus un “fla”s1
alinarak sonuna “toksin” eklenmesiyle olusturulmustur. Aflatoksinler ciddi problemlere
yol agan kimyasal kanserojenlerdir. Aflatoksinler, biyoteknolojik proseslerde kullanilan
substratlar ve yiyeceklerde sik¢a ¢ogalan kiiflerin {irettigi kumarin gurubu
metabolitlerdendir. Aflatoksinler ilk defa 30 yil &nce Ingiltere de bir ¢iftlikte, hindilere
Brezilyadan getirilmis ve Aspergillus flavus kiiflerini igeren yiyeceklerin yedirilmesi ile
aniden Olmeleri sonucunda bulunmustur. Aflatoksin B1, B2, Gi1, Gz; Aspergillus flavus
ve Aspergillus paraziticus kiifleri tarafindan olugturulur. Aflatoksinler igerisinde en
yiiksek aktiviteye ve en yiiksek kanserojen potansiyele sahip olani aflatoksin B1 dir
(Wogan 1973). Aflatoksinlerin ne kadar toksik olduklari hakkinda LDso dozu bilgi
verebilir. (LDso: Aflatoksinin hayvanlara verildiginde %50 oraninda §liime neden olan
dozdur). Ornegin Beyaz Pekin 6rdeklerinde AFB1 igin LDso 28pg, aflatoksin B2 igin
85ug, Gi ve G2 igin ise 60-90ug dir. Bundan da anlasilacag: gibi en toksik olan
aflatoksin B1 dir (Pavao et al. 1994).

Aflatoksinlerin en iyi tiretildikleri sicaklik 25-30°C ve %70 nisbi nemdir. Nem oraninin
%13‘ln altina diismesi ile aflatoksin tiiretimi durur. Aflatoksinler yiiksek 1siya
dayaniklidirlar. Yapilan aragtirmada 150°C ye kadar dayamikli olduklan goriilmistiir.
Aflatoksinler sicaklia, kaynatmaya dayanikli oldugundan besin maddelerinin 1sitilmasi
aflatoksinlere kars1 en az etkili olan ydntemdir. Bu uygulamalar kiiflerin iiremesini

engeller ancak aflatoksin miktarini azaltmaz (Sharby 1977).

Aflatoksinler metanol, kloroform ve asetonda erirler, buna karsin su, petrol ve eterde
erimezler. Isiktan etkilenirler. Cy4 izotopla yapilan arastirmalarda, hayvanlara aflatoksin
verildiginde bunun %25-30‘unun CO, ye gevrildigi, %25¢inin gaita ile gikarildigi ve
%6-9’unun karacigerde depolandi: tespit edilmistir. Aflatoksin By, B,, Gy, G, 4. flavus
ve A. paraziticus tirleri tarafindan tarlada ve depolanma esnasinda olusturulur. Eger

taneler, bocek, kus, sicaklik, kuraklik, firtina ve diger istenmeyen sartlardan dolay:



hasar goriirse enfeksiyon yayginlagir. Aflatoksin M; ve M,, aflatoksinli yiyeceklerle
beslenen hayvanlann siitlerinde bulunur. Bunun diginda AFP,, AFQ,, B,,, G, , ¢esitleri
de vardir. Aflatoksinlerin en yaygin olanlarnin sekilleri sekil 1.1. de, yapisal, kimyasal
ve fiziksel farkliliklan da ¢izelge 1.1. de gosterilmistir. Sekil 1.2. de goriildiigii gibi
aflatosinlerin sentezinde onciil madde olarak asetat kullanilir (Wyllie ve Morehouse

1977).
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Sekil 1.1. Aflatoksin B, B,, G, G,, Ml, M,, B, s, G, A P, ve Q, in yapis1 (Wyllie ve
Morehouse 1977)




Cizelge 1. 1. Aflatoksinlerin formiil ve 6zelliklerini gosteren ¢izelge (Wyllie ve
Morehouse 1977)

Aflatoksin Molekiil Molekiil  Erime Ultraviyole Floresans
Formiilii ~ Agwrhgr  Noktas: emilimi emisyonu
B1 C17H1206 312 268-269 21.800 425
B2 Ci17H1406 314 286-289 23.400 425
Gl Ci7H1i207 328 244-246 16.100 450
G2 Ci7H1407 330 237-240 21.000 450
M1 Ci7H1207 328 299 19.000(357 nm) 425
M2 Ci7H1407 330 293 _ _
B2A Ci7H1407 330 240 20.400 _
G2A Ci7H1408 346 190 18.000 _
RO Ci17H1606 314 230-234 14.100 425
B3 Ci6H1406 302 233-234 9.700 _
GM1 Ci17H1208 344 276 12.000(358 nm) _
P1 Ci6H100s 298 >320 14.900(342 nm) _

1.c. YOKSEKOGRETIM KURULD
BCKUMANTASYON MERKEZL




Acetate
Y
Polyketide
Y
Substituted trihydroxynaphthacene
?3
Y ~
Averufin Norsolorinic acid
——T_
/
Versiconal acetate
\ 4
Versicolorin C
Verswolorm A
5-Hydroxysterigmatocystin Aversin
Y
Sterigmatocystin 0-Methylsterigmatocystin
A 4
Aflatoxin B Aspertoxin

— N\ .

Aflatoxin By Aflatoxin M2 Aflatoxicol Aflatoxins G and G2

Sekil 1.2. Aflatoksinlerin sentez basamaklarini gosteren sekil (Wyllie ve Morehouse
1977)




1. 2. Aflatoksinlerin Canlilar Uzerine Etkileri

Aflatoksinler canlilarda mutasyonlara neden olurlar. Aflatoksinlerin bu mutajenik
ozellikleri gekil 1. 3. de goriildiigii gibi aflatoksinlerin DNA nin yapisindaki guanin
bazinin N’ bolgesine baglanmalarindan kaynaklanir. Bu baglanma sonucunda sekil 1. 4.
de goriildiigli gibi DNA nin {i¢ boyutlu yapisinda degisiklikler meydana getirirler (el-
Zawahri 1977, Francis 1988, Abdou 1989).

t mawr groove AFB,; oxide
o)

Adduct with bexzlalpyrenc uxich

Sekil 1. 3. Okside AFB, in ve benz(a) pyrene oksidenin guanine baglanmalan

E.coli bakterisinde aflatoksin muamelesine bagli olarak %4 siklikla mutasyonlar
meydana gelmistir. Ozellikle aflatoksinler G---T seklinde transversiyona neden olurlar

(Bailey 1996).



exe AFBy-oxide

Endo attacking

Sekil 1. 4. Normal DNA ile aflatoksin baglanmig DNA arasindaki yapisal degisiklikleri

g0steren sekil

Aflatoksinler yukaridaki sekillerde de goriildiigii gibi okside-AFB olarak DNA ya
baglanirlar. DNA nin i¢ boyutlu yapisinda degisiklikler meydana getirirler. Buna bagli
olarakta mutasyonlara neden olurlar. Bu mutasyonlar sonucunda bitki ve hayvanlarda

biyokimyasal, morfolojik ve fizyolojik degisiklikler meydana gelir.

Biitiin hayvan tiirleri degisik seviyede olsa da aflatoksine karsi duyarlidirlar. Kuslar,
baliklar, kopekler, domuzlar aflatoksine sigirlardan daha duyarlidir. Kiimes
hayvanlarinda karaciger yaglanmasi ve" bobrek bozukluklarinin yami sira kemik
problemlerine de yol agarlar. Aflatoksinler hayvanlarin hastaliklara karsi olan
bagisikligini azaltir, Salmonella gibi bakterilere ve gesitli viriislere karsi duyarliligi ve
kanamalar: artirir. Biiylimeyi sinirli hale getirir, {iretimde azalma, yumurtalarda

kii¢iilme ve diismeye sebep olur (Wyllie ve Morehouse 1977).




Memelilerde klinik belirtileri dermansizlik, durgunluk, ishal salivasyonu, kaslarda
kramp ve felg, denge bozuklugu, kanin pihtilasma siirecinde azalma ve bagigiklik
sisteminin zayiflamas1 olarak tespit edilmistir. Atlarda mide sancisi, (gevis
getirmedikleri i¢in ineklere gore d aha d uyarlidirlar) sinirsel bozukluklar, felg, yiiksek
hassasiyet, organ bozukluklari, kisirlik, biiylimede azalma ve 6liim gibi sonuglara neden
olur. Etlik sigirlarda az yeme ve buna bagh olarak kilo kaybina neden olur. Karaciger ve
bébrek hasarlari, karin boslugunda dem olugmasi gibi rahatsizliklar olusturur. 59 giin
boyunca alinan 1000 ppm lik aflatoksinin etlik sigirlarda Sliimlere yol agtig, siitlitk
sigirlarda ise siit kalitesi ve veriminde, biiylime ve gelismede azalmalara yol agtig:
gorilmiistiir. Aflatoksinlerin siitte bulunmasi insan saglhigini da tehdit eder (Wyllie ve
Morehouse 1977).

Baliklar icerisinde alabaliklar aflatoksinlere en duyarl: olanlaridir. Aflatoksinlerin sebep

oldugu asil bozukluklar karacigerde goriiliir.

Bitkilerde ise aflatoksinler tohumlarin ¢imlenme oranlarim diisiiriirler. Yaprakta klorofil
olusumunu Onler, bitkilerin biiylimesini yavaglatir, amino asit alimmini, total
karbonhidrat, protein ve lipit miktarini, protein DNA ve RNA sentezini etkiler (El-
Naghy 1999).

Tere tohumlarinda 25pg/ml ve daha yiiksek aflatoksin konsantrasyonlarn ¢imlenme
oranin1 Snemli Olglide azalttify, 100pug/ml aflatoksinin ise g¢imlenmeyi tamamen
durdurdugu ve aym bitkide klorofil sentezini inhibe ederek yaprak kenarlarinda

karakteristik bir beyazlanmaya yol agtig1 goriilmiistiir (Schoental ve White 1965).

Marul fidelerinde ise 5, 10, 15 ve 20ug/ml aflatoxin konsantrasyonlarinin énemli bir
etkisinin olmadigi, daha yiiksek konsantrasyonlarinin hipokotil uzamasini azalttig
gbzlenmistir. Aym konuda turpgillerin 11 tiiriine ait 19 bitki {izerinde yapilan ¢alismada
100pg/ml aflatoksin konsantrasyonunun hipokotil ve kék uzamasim %29-93 oraninda

inhibe ettigi, en fazla etkilenen bitkinin tere tohumu oldugu tespit edilmistir. Yine hem

T.C. YOKSEXOBRET;
RETIM
IGKUMANTASYON Mﬁ%i%?
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100 hem de 300 ppm lik aflatoksin konsantrasyonlarimin Caralumma frere de biiyiimeyi

durdurdugu gézlenmigtir (Crisan 1973).

Elektron mikroskobu ile yapilan ¢aliymalarda aflatoksinle muamele edilen tere kok ucu
hiicrelerinde hayvan hiicrelerindeki gibi sitolojik degisiklikler gézlenmistir. Nukleusun
halka seklinde goriildiigt, lipit miktarimin arttifi, mitokondri zarlarinin ve graniilsiiz
endoplazmik retikulum zarlarinin genisledigi, ¢cekirdegin diizensiz oldugu gézlenmistir

(Reis 1971).

Aflatoksinin bitki dokular {izerindeki toksik etkisi de incelenmis ve ozellikle hiicre

zarinin onarimi ve permeabilite lizerine olumsuz etkisi bulunmustur (Dashek 1997).

Pamuk tohumlarinda aflatoksinin a-amilaz enzimini ve protein sentezini inhibe ettigi
goriilmiistir (Black and Altschul 1965). Aflatoksin By in Isve¢ patatesi kok ucu
hiicrelerinde metabolik aktiviteleri incelenmis aflatoksinin mitokondrilerin kendini
eslemesini inhibe ettigi ancak peroksidaz, sitokrom oksidaz ve stiksinat dehidrogenaz
enzimlerinin sentezini inhibe etmedigi goriilmistiir. Mitokondride DNA nin
reprodiiksiyonunu engelledigi, ama protein sentezini engellemedigi tespit edilmistir

(Asahi et al. 1969, Uritani et al. 1970).

Aflatoksinler bitkilerde biyokimyasal, sitolojik ve morfolojik anormalliklerin yaninda
kromozomal anormalliklere de neden olurlar. Vicia faba k6k ucu hiicreleri iizerinde
yapilan ¢aligmalarda, aflatoksinlerin kromozom bozukluklarina sebep oldugu ve mitozu
inhibe ettigi gortilmiistiir (Lilly 1965). Aymi ¢alisma sogan kék ucu hiicrelerinde
yapilmis ve AFB; in kromozomal anormalliklere neden oldugu tespit edilmistir (Reis
1971).

Sogan kok ucu hiicrelerinde fungal metabolitlerle (aflatoksinler) yapilan diger bir
caligmada ise sitolojik degisikliklerin yaninda aflatoksinlerin kromozom képriileri,

kromatit kirilmalari, geri kalmig kromozom, poliploid hiicreler, mikronukleus, anafaz ve
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telofazda ¢oklu kutuplagma, yiizitk kromozom olusumu seklindeki anormalliklere sebep
oldugu tespit edilmigtir (Abdou 1988).

Son yillarda aflatoksinlerin toksik, mutajenik ve kanserojenik etkilerinin giderilmesi
konusunda hayvanlarda gok sayida galisma yapildigi bilinmektedir. Ozellikle bazi iz
elementlerin, vitaminlerin, yag asitlerinin, flavonoit ve fenolik asitlerin aflatoksinlerin
bu etkilerini giderebilecegi tespit edilmistir. [z elementlerden Se* un
konsantrasyonlarina bagli olarak antimutajenik ve antikanserojenik etkileri ve bu
etkilerinin mekanizmalari; hindilerde, ratlarda, farelerde, insanlarda ve bazi bakteri
tiirlerinde tartisiimistir (Francis 1988, Luo 1991, Gregory ve Edds 1994, Han-Ming-Sen
1994, Verma ve Nair 2001). Ancak aflatoksinlerin bitkilerde meydana getirdigi
mutajenik ve biyokimyasal etkiler bilinmesine ragmen Se** ile aflatoksin arasindaki bu
antagonist etki ¢aligtimamustir. Bu arastirmada;

1. Iki farkli bitki tiiriinde (Zea mays, Vicia faba) AFB; ve AFG, in farkl
konsantrasyonlarinin kromozomal anormallikler, total protein ve klorofil miktari
{izerine olan olumsuz etkilerinin belirlenmesi,

2. Bu etkiler tizerine Se*" un farkli konsantrasyonlarmin koruyucu roliiniin olup

olmadiginin tesbiti amaglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERIi

Bitkilerde {irtin kaybina, hayvanlarda ve insanlarda ise toksik ve mutajenik etkiye sahip
olan aflatoksinler hakkinda ve bu etkilerinin giderilmesi konusunda son yillarda olduk¢a
¢ok sayida ¢ahgma yapimistir. Asagida bu ¢alismalardan bazilarnin 6zetleri

verilmistir.

Reis(1971), Allium cepa kék ucu hiicrelerinde AFB, in kromozomal anormallikleri
{izerine etkisini aragtirmis ve AFB; kullanimina bagli olarak mutasyonlarin arttigini

tespit etmigtir.

el-Zawahri (1977), aflatoksinlerin kardes kromatitlerde kirilmalara ve degismelere
neden oldugunu, kromozomlarin aflatoksinlere direnglerinin farklt oldugunu

bildirmistir.

Gregory (1983), degisik hayvansal organizmalarda fibriler &zellige sahip olan
yiyeceklerin, bazi iz elementlerin ve vitaminlerin; aflatoksinlerin kronik ve toksik
etkisini giderdigine dair ¢alismalar yapmistir. (Frape, Wayman ve Tuck 1981, 1982). Ilk
kez Newberne ve Conner (1974), ratlarda aflatoksinin etkisinin 1.0 ppm lik Se*" ile
gotiiriilebilecegini gOstermistir. Daha sonra Se** un bu koruyucu etkisi hindilerde ve
domuzlarda da gdsterilmistir (Burguera ve Edds 1983, Davila vd 1983). Se** un ve E

vitamininin aflatoksinlerin kanserojen etkilerini giderdigini bulunmustur (Griffin 1979).

Vernie (1984), Se*" un oksijen radikallerini ortadan kaldiran glutatyon peroksidaz
enzimini aktive ederek hem antioksidant hem de antikanserojen etkiye sahip oldugunu
kaydetmistir. Se*" un; 1930 larda yiksek toksik etkiye sahip oldugu, 1943 lerde
kanserojen oldugu, 1957 lerde essansiyel iz element oldugu ve 1966 lar da ise
antikanserojen oldugu bulunmustur. Aslinda Se** icin bunlarin hepsi dogrudur. Farkl

dozlara bagl olarak, yukarida belirtilen dort etkiyi de gosterebilmektedir.
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Francis (1987), Salmonella typhimurium {izerinde yaptif1 ¢aligmalarda, aflatoksinlerin
sahip olduklar1 toksik ve mutajenik etkilerin, baz: diyet fakt6rleri, vitamin A ve E, iz
elementler (Cu®*, Mn**, SeO™ ve Zn®"), yag asitleri, flavonoidler, fenolik asitler gibi
maddelerle giderildigini gozlemis, ayrica iz elementlerden Se** un aflatoksinlere kars1
antimutajenik etkisinin antioksidant &zelliginden kaynaklandifini  kaydetmistir

(Bhattacharya 1987).

Abdou (1988), Allium cepa k&k ucu hiicrelerini 46 saat 100ug/ml AFB, ile muamele
ederek A FB; sitolojik etkilerini arastirmis, k romozomal anormalliklerden k romozom
kopriileri, kromatit kirilmalari, geri kalmis kromozom, poliploid hiicreler,
mikronukleus, anafaz ve telofazda ¢oklu kutuplagsma, yiizik kromozom olusumu

seklindeki anormallikleri tespit etmistir.

Yoshiaki (1988), Ratlar tizerinde yaptid1 ¢aligmalar sonucunda, aflatoksinlerin akut,
toksik ve hepato-karsinogenik aktiviteye sahip oldugunu ve bu etkinin yesil ¢ay ile

giderilebilecegini belirlemistir.

el-Zawahri (1990), aflatoksinlerin mutajenik etkilerini karsilastirarak AFB; in AFG; e
gore, G1in G, ye gbre, Gy nin B, ye gbre daha mutajenik oldugunu, AFB,; ininsan
hiicrelerinde kardes kromatit kinlmalanna sebep oldugunu g6zlemistir. Ayrica
kromozomlarin aflatoksinlere karsi duyarliiklarinin farkli oldugunu tespit etmistir.
Ormegin bityiik kromozomlarin (1, 2, 3, 4, 5) kiigiiklere gére biitiin aflatoksin cesitlerine
kars1 daha duyarli oldugu, insan kromozomlarindan 2., 11., 19. ve 20. kromozomlarinda
AFB, in, 1., 2., 3, 4. ve 5. kromozomlarda ise AFG; in daha mutajenik etkiye sahip

oldugu goriilmistiir.

Luo (1991), Cin de iiretilen organik selenyum olan seleno-malt’in aflatoksine karsi

antimutajenik ve antikanserojenik oldugunu kaydetmistir.

Hasan (1993), aflatoksinlerin mantarlar tarafindan {iretilen sekonder metabolitler

oldugunu ve tohumlarin ¢imlenmesini inhibe ettigini tespit etmistir (Jones 1980).
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Han-Ming-Sen (1994), aflatoksin ve lipit peroksidazin sebep oldugu anormallikler
iizerinde durarak bu anormalliklerin Se**, A vitamini, B karoten gibi besinlerle
giderilebilecegini, AFB; in en yaygin aflatoksin ¢esidi oldugunu ve AFB; in AFB;- 8, 9
epokside halinde DNA ve proteinlere baglanarak mutasyonlara neden oldugunu ve bu
mutasyonlarin da kanser baslangici oldugunu ileri siirmektedir. Yapilan ¢aligmalarda
oksidatif tehlikelerin daha ¢ok hiicre zar1 elamanlar, niikleik asitler, zarlar ve
proteinleri etkiledikleri ve bunlarinda daha ¢ok siiperoksit (O"), serbest hidroksil
radikalleri (OH), hidrojen peroksit (H,O;) oldugu bulunmustur (Farber 1990). Bu
oksidatif tehlikeler insan akyuvarlarinda kromozomal anormalliklere sebep olur.
Aflatoksinlerin neden oldugu bu etkiyi lipit peroksidazin da yaptif1 ve bu olumsuz
etkilerin Se** diyeti ile giderildigi tespit edilmistir. AFB; in genelde kromozom
anormalliklerine neden olan serbest oksijen radikallerini sitiimiile ettifi ve bununda
AFB; in sitotoksik etkisinde rolii oldugu, B karoten, Se**, A vitamini gibi maddelerin
AFB, in genotoksik ve sitotoksik etkisini gidermesinin ya DNA’ ya baglanmasim
azaltarak yaptifi veya aflatoksinin detoksifikasyon oOzelliginden kaynaklandig:
belirtilmistir. AFB; e karsi Se*" ve vitamin E nin antimutajenik 6zelliginin ise serbest
oksijen radikallerini artiran ve mutasyona sebep olan lipit peroksidazin inaktive

edilmesiyle agiklanmaktadir.

Shen vd (1994), ratlarin karacigerinde yaptifi ¢alismalarda AFB; in hepatotoksik ve
hepatokarsinogenik oldugunu, lipit peroksidazi indiikleyerek oksidatif tehlikelerin
artmasina neden oldugunu, E vitamini ve Se**’ un antioksidant olmasmdan dolay: bu

oksidatif tehlikeleri azalttigini bulmustur.

Shi vd (1994), ratlar da DNA daki N’ guanin b&lgesine baglanarak mutasyonlara neden
olan AFB; in etkisinin, 8 hafta boyunca sodyum selenitli su igirilmesiyle azaldigini ve
bu mutajenik etkinin Se** ile azalmasimnin sebebinin Se** nun glutatyon peroksidaz

enziminin komponenti olmasindan kaynaklandigini belirtmigtir.

McLean vd (1995), AFB, in invitro da bitki sistemleri {izerine etkilerini incelemis,

AFB; in tohum g¢imlenmesini, k6k uzamasini ve hipokotil uzamasini engelledigini,
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aflatoksin konsantrasyonunun artmasina bagli olarak kloroplast morfolojisinin

bozuldugunu tespit etmistir.

Bailey (1996), E. coli bakterisinde aflatoksin muamelesine bagli olarak %4 siklikla
mutasyonlarin meydana geldigini, 6zellikle AFB; in G-T seklinde transversiyona neden

oldugunu tespit etmistir.

Biswas vd (1996), essansiyal ve iz element olarak Se* un 4 farkli dozunun insanlarda
kromozomal anormallikler {izerine olan etkisini incelemisler, yliksek dozlarinin mitotik
indeks ve kromozomal anormallikler {izerine olumlu etkisinin fazla olmadigin: ifade

etmiglerdir.

Zhang ve Xiao (1998), Se** un (Na,Se03) Cd** un neden oldugu mutasyonlar:
engellemesinin, glutatyon peroksidaz enziminin kofaktdrii olmasindan kaynaklandigini
vurgulamugtir. Yiiksek Se** konsantrasyonlarin ise microniikleus ve kromozomal

anormalliklere neden oldugu belirtilmistir (Zhao 1989).

Schrauzer (2000), Se¢** un  antikanserojenik etkisini arastirmis, Selenyumun
antikanserojenik etkisinin temelinde hiicreleri serbest oksijen radikallerinden, baz
hiicresel bilesiklerden koruyan glutatyon peroksidaz enziminin komponenti olmasindan
kaynaklandiginm tespit etmistir. Se** un hiicrelerin bulundugu ortama ilave edilmesiyle
hem hiicre digsinda hem de hiicre i¢inde oksijen radikallerinin sayisinda azalma oldugu

bulunmustur.

Bronzetti (2001), oksidatif tehlikelerin kromozomal anormalliklere neden oldugunu ve
diyetle vitamin A, E ve Se** verildiginde bu anormalliklerin azaldigin: tespit etmistir.
Bunlardan o&zellikle, Se** un diisiik konsantrasyonlarinin antimutajenik ve
antikanserojenik, yiiksek konsantrasyonlarinin ise mutajenik ve kanserojenik oldugu
belirtilmistir. Dolays: ile diyetlerde Se** konsantrasyonunun ¢ok iyi ayarlanmas:

gerektigis vurgulanmistir.
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Verma ve Nair (2001), aflatoksinlerin fare testislerinde biyokimyasal degisikliklere
sebep oldugunu tespit etmigslerdir. Bu biyokimyasal degisikliklerden DNA, RNA ve
protein miktarindaki azalmanin sebebini aflatoksinlerin DNA ya baglanarak mutasyona
sebep olmalarina baglamiglardir. Vitamin E nin aflatoksinlerin bu olumsuz etkilerini

antioksidant 6zelliginden dolay: azaltabilecegini agiklamiglardir.



17

3. MATERYAL ve YONTEM

3. 1. Materyal

Arastirmada iilkemizde ekonomik degeri olan misir (Zea mays 2n=20) ve bakla (Vicia
faba 2n=14) kullanlmigtir. Materyalimizi misir ve bakla tohumlarindan elde edilen kdk
uglan ve fideler olusturmaktadir. Tohumlar Samsun Tarimsal Arastirma Enstitlisii’nden
temin edilmistir. Elde edilen tohumlar kromozom analizleri, protein tayini ve klorofil

tayini i¢in ¢imlendirilmigtir.

3.1.1. Tohumlarin ¢imlendirilmesi

Misir ve bakla tohumlarina %10 luk ¢amasir suyu ile yiizey sterilizasyonu uygulandi.
Dezenfekte edilen tohumlar, bol su ile yikandiktan sonra kurutma kagidinin arasinda bir

giin kurumaya birakildi.

I¢leri kurutma kagitlari ile kaplanmis steril 15 cm ¢apindaki petrilere 15°er adet olmak
izere misir ve bakla tohumlan ekildi. Kontrolle birlikte AFB; ve AFG,; in farkli
konsantrasyonlar1 ve bu konsantrasyonlan ile birlikte Se* un (Na,SeO;) sfarkh
konsantrasyonlart (gizelge 3. 1.) her bir petriye ilave edilerek tohumlar 22-24°C de
¢imlendirildi. Cimlenen tohumlardan bazilannin 48 saat sonra ¢ikan kdklerinden 0,5-1
cm olanlar jiletle kesilerek a-brom naftalin (6n muamele ¢zeltisi) igerisine alindi. Bu
¢ozeltide 2 saat bekletildikten sonra kok uglan glasial asetik asitle 30 dakika fikse
edildi. Glasial asetik asitten ¢ikarilan kék uglarn %70 lik alkol igerisine alindi.

Kromozomal anormalliklerin incelenmesi igin — 4°C de buzdolabinda depoland:.

Protein ve klorofil tayini igin ise yukanda bahsedilen sartlarda ¢imlendirilmis
tohumlardan 4.giintin sonunda olusan filizler petrilerden alinarak altiminyum folyoya

sarild1 ,-4°C de buzdolabinda depolandi.
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Cizelge 3. 1. Misir ve bakla tohumlarina uygulanan aflatoksin ve Se** dozlar

Guruplar ve Dozlar Misir (Zea mays) | Bakla (Vicia faba)
1 — Kontrol + +
2-0.1 ppm AFB:

3- 0.1 ppm AFB1 +800 ppm Se”™*

4-0.1 ppm AFB:1 +8 ppm Se*

5-0.1 ppm AFB1 +0.08 ppm Se™"

6- 0.2 ppm AFB:

7- 0.2 ppm AFB1 +800 ppm Se™*

8-0.2 ppm AFB1+8 ppm Se*"

9- 0.2 ppm AFB1+0.08 ppm Se**

10- 0.4 ppm AFB:1

11- 0.4 ppm AFB1 +800 ppm Se™

12- 0.4 ppm AFB1 +8 ppm Se™”

13- 0.4 ppm AFB1 +0.08 ppm Se*"

14- 0.1 ppm AFG1

15- 0.1 ppm AFG1 + 800 ppm Se**

16- 0.1 ppm AFG1 +8 ppm Se*™

17- 0.1 ppm AFG1 +0.08 ppm Se™*

18- 0.2 ppm AFG1

19- 0.2 ppm AFGt + 800 ppm Se**

20- 0.2 ppm AFG1 +8 ppm Se**

21- 0.2 ppm AFG1 +0.08 ppm Se™*

22- 0.4 ppm AFG1

23- 0.4 ppm AFG1 + 800 ppm Se**

ol It T o B B S I I I B o I B S ) B I R A R B A R B

24-0.4 ppm AFG1 +8 ppm Se™

o T T R B S o S o o O I I B s R N R A B R

25- 0.4 ppm AFG1 +0.08 ppm Se™

+

+
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3. 2. Yontem

3.2.1. Kromozomlarin incelenmesi i¢in preparat hazirlanmasi

Alkolde depolanmis kok uglar: birkag kez saf su ile yikandiktan sonra 1 N HCl ile 60°C
de 15 dakika hidroliz edildi (Hem musir hem de bakla da hidroliz sirasinda seliilaz ve
pektinaz gibi enzimler kullanilmamustir). Hidroliz edilen kék uglari HCI'in giderilmesi
i¢in tekrar su ile yikandi ve Feulgen boyasit (EK 1) ile 1.5-2 saat boyunca boyama
yapildi. Boyama igleminden sonra kok uglari musluk suyunda 10 dakika bekletildi. Bu
islemin boyamay: artirdig1 goriildi (Agar 1990).

Kok uglarmin 1-2 mm lik koyu menekse rengine boyanan kisimlari kesilerek lam
izerine konuldu. %45 lik glasial asetik asit igerisinde iyice jiletle kiigiik parcalara
ayrildi. Sonra lamel kapatildi ve kurutma kagidi ile glasial asetik asit’in fazlasi alindi.
Kurutma kagidinin arasina alinan preparata bir elin bas parmag ile kuvvetlice bastinldi.
Kursun kalemin arkasi ile hafifce vuruldu. Daha sonra hava kabarciginin giderilmesi
icin lamelin kenarina bir damla %45 lik glasial asetik asit damlatildi. Hazirlanan
preparatlar 151k mikroskobun’da incelemeye alindi. Mitoz béliinmede interfaz, profaz,

metafaz, anafaz ve telofaz anormallikleri tespit edildi.

Hem kontrol hem de her deney gurubu igin 1000’er hiicre sayildi.

Her gurup i¢in Mitotik Indeks (MI) ve Kromozom anormallikleri ihtiva eden hiicreler
(AC) hesapland1 (Abdou 1988).

% MI = Boliinen hiicre sayisi x100

Toplam hiicre sayist

%AC = Toplam anormal hiicre sayisi x100
Toplam béliinen hiicre sayist
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3. 2. 2. Klorofil miktarimn tayini

Bitki yapraklarindaki klorofil tayini Arnon’a (1949) gore belirlenmistir. 0.5 gr yaprak
%80 aseton igerisinde havanda homojenize edildikten sonra masa santriftijiinde 15
dakika siireyle 3500xg de santrifiijlenmistir. Daha sonra slipernatant %80 aseton ile 10

ml‘ye tamamlanmigtir.

Bu orne8in spektrofotometrede (jenway) 645-663 nm‘deki absorbans degeri
okunmustur. Elde edilen degerler asagidaki denklemde yerine konularak klorofil miktar
mg klorofil/g taze yaprak olarak hesaplanmistir. Her bir 6l¢iim i¢in iig tekerriir

yapilmistir.

Toplam Klorofil (mg/l ) =20.2XA545+8.02XA563

3. 2. 3. Kantitatif protein tayininin yapilmasi

Coziinebilir protein miktari, spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (Bradford 1976).
Bu yontem, proteine coomassie-brillant blue G-250’nin baglanmas: esasina dayanir.

Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans gosterir.

Bitki dokulari, agirliklarimin 10 misli 0.05 M fosfat tampon ¢6zeltisinde (pH=6.5) soguk
bir havanda ezilerek homojenize edilmistir. Homojenat 4 kath bir tiilbent bezden
sliztildiikten sonra siiziintli 4500xg doniis hizinda 20 dakika siire ile santrifiij edilmistir.
Tiplerden stipernatant alinarak, protein tayininde kullanilmistir. Kantitatif belirleme
icin gerekli standart grafik asagidaki gibi hazirlanmugtir. 1 ml’sinde 1 mg protein igeren
standart s181r albumin ¢dzeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100ug
protein igerecek sekilde pipetlenip, saf su ile toplam hacimleri 0.1 ml‘ye
tamamlanmustir. Bu tiiplere, 5 ml coomassie reaktifi (EK 2) ilave edilip bir vortex
yardimi ile iyice kanstinlmistir. Koér olarak, 0.1 ml tampon ve 5 ml coomassie

reaktifinin karigimi kullamlmustir. Her bir numunenin spektrofotometre de (jenway) 595
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nm’de absorbans degerleri okunarak gekil 3. 1. deki ug protein miktarim belirleyen
standart grafik ¢izilmistir.

Bitki dokularindan alinan &rnekler santrifiijlendikten sonra elde edilen siipernatantlar
benzer sekilde coomassie reaktifi ile muamele edildikten sonra 595 nm‘de absorbansi
oOleiiliip, sekil 3.1.deki standart grafik {izerinden protein miktarlari mg protein/gr taze

yaprak olarak verilmistir.

Protein tayini ii¢ kez tekrarlanmi§ olup ii¢ tekerriiriin ortalamalar tablo ve grafiklerde

gosterilmigtir.
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Sekil 3. 1. Protein tayini i¢in kullanilan standart grafik




3, 2. 4. Verilerin istatistiksel analizi

Hem kromozom anormallikleri, hemde kantitatif protein ve klorofil miktarlarinin
kontrol ve uygulamalar arasindaki farkin 6nemli olup olmadigi Duncan testi ile

belirlenmigtir (Zhang 1998).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

AFB,; ve AFG; in farkli konsantrasyonlari, AFB; ve AFG; ile birlikte Se* un farkl
konsantrasyonlarinin Zea mays ve Vicia faba da mitotik indeks, kromozom
anormallikleri, protein miktar, klorofil miktarlan tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar

asagida gosterilmistir.

4. 1. Zea mays ve Vicia faba da AFB, ve AFG,; in Mitotik Indeks Uzerine Olan

Etkileri ve Bu Etkilerin Se** ile Giderilmesi

AFG; in mitotik indeks {izerine inhibe edici etkisi goriilmiistir AFG; in
konsantrasyonlar1 arttikca mitotik indeks azalmustir. AFB; de, her iki tiirde
konsantrasyonunun artmasimna bagli olarak mitotik indeksi azalttig1 gézlenmistir. AFB,
in AFG, e gore toksik etkisinin daha fazla oldugu, Zea mays in AFG, ve AFB, e Vicia
faba dan daha duyarl oldugu goriilmistiir (cizelge 4. 1. 1., 4.1. 2.). (sekil 4.1.1., 4.1.2.,
4.1.3.,4.1.4))

Aflatoksinlerin mitotik indeks iizerine olan bu inhibe edici etkisinin Se** un farkli
dozlan ile giderilebilecegi gozlenmis ve Se** un en etkili dozunun 8 ppm lik doz
oldugu, 800 ppm lik dozun ¢imlenme oranin: diistirdiigii, 0.08 ppm lik dozun ise gok
fazla etkili olmadig belirlenmistir (gizelge 4. 1. 1., 4.1. 2.). (sekil 4.1.1.,, 4.1.2, 4.1.3.,
4.1.4)
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Cizelge 4. 1. 1. Vicia faba da AFB, ve AFG in farkli konsantrasyonlarinin, Se** un
farkli konsantrasyonlar1 ile birlikte mitotik indeks {izerine olan etkilerinin

karsilastiriimasi

0.1ppm (x=SD) | 0.2ppm (x=SD) 0.4ppm ( X £SD)

AFB1 6,48+3,12% 2,94:0,87* 2,75+1,78*

AFB1+ 800 ppm 6,600,54** 3,601,67%* 2,60+2,10%*
AFB1+8 ppm 8,20:1,86%* 6,90:1,79%* 6,73+0,92%*
AFB1 +0.08 ppm 7,60+6,47** 6,730,43%* 5,60+1,82%*
AFG1 6,83+1,05* 5,90+1,34* 5,50+2,35*

AFG1 + 800 ppm 7,57£1,90%* 5,32£1,02%* 5,533 31 %%
AFG1+8 ppm 8,93+4,64** 8,40+2,19%* 8, 90:£1,23%*
AFG1 +0.08 ppm 7,131,92%* 7,13%1,59%* 6,80:2,55%*

Kontrol 9.42 * P<0,05 diizeyinde 6nemli. ** P<0,01 diizeyinde 6nemli

izelge 4. 1. 2. Zea mays da AFB; ve AFG, in farkli konsantrasyonlarinin, Se*" un
Cizelg Y, 1 Y ,

farklt konsantrasyonlar: fizerine olan etkilerinin

ile birlikte

mitotik indeks

karsilastirilmasi
0.lppm (x#SD) | 0.2ppm (x=SD) 0.4ppm (X £SD)
AFB1 8,27+1,90%* 7,18 £3 47%* 6,18£3 47**
AFBI+800 ppm 7,3047,79** 5,4920,50** 7,0343,05%*
AFB1+8 ppm 11,40+5,72%* 10,87£3,99%** 7,94+5,02%*
AFB1 +0.08 ppm 9,73£1,95%* 9,80 £7,25%* 7,55+1,46%*
AFGI 9,0044,24** 7,70£1,92%* 6,77+3,06**
AFG1 + 800 ppm 8,33%1,25%* 6,67+2,01%* 7,83+4,76%
AFG1+8 ppm 11,43+1,43% 11,80£0,84** 10,27:0,83%*
AFG1 +0.08 ppm 9,271,23** 9,302,6%* 9,701,34%*

Kontrol 20.64 * P<0,05 diizeyinde 6nemli ** P<0,01 diizeyinde 6nemli
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Sekil 4. 1. 1. Vicia faba da Se** un farkli konsantrasyonlarimn  AFB, ile beraber mitotik
indeks iizerine olan etkileri
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Sekil 4. 1. 2. Vicia faba da Se*" un farkh konsantrasyonlarimn AFG, ile beraber mitotik
indeks tizerine olan etkileri
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Sekil 4. 1. 3. Zea mays da Se** un farkli konsantrasyonlarimn  AFB ile beraber mitotik
indeks iizerine olan etkileri
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Sekil 4. 1. 4. Zea mays da Se*" un farkh konsantrasyonlarinin AFG; ile beraber mitotik
indeks iizerine olan etkileri
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4. 2. Zea mays ve Vicia faba da AFB; ve AFG; in Sebep Oldugu Kromozomal

Anormallikler ve Bu Anormallikler Uzerine Se* un Antagonistik Etkisi

AFB, in ve AFG, in Vicia faba ve Zea mays ta farkl tipte kromozomal anormalliklere
sebep oldugu gozlenmistir. Bunlar kromozom kopriileri, kromatit kirilmalari, geri
kalmis kromozom, poliploid hiicreler, mikronukleus, anafaz ve telofazda g¢oklu
kutuplagma, yiizik kromozom olugumu seklindeki anormalliklerdir. Bu
anormalliklerin AFB; ve AFG; in konsantrasyonlarinin artmasina bagli olarak artt13t,
AFB, in AFG; e gore kromozom anormallikleri iizerine olan etkisinin daha fazla
oldugu, Zea mays 1n her iki aflatoksin ¢esidi ve konsantrasyonlarina kars: daha duyarli

oldugu gézlenmistir ( ¢izelge 4. 2. 1., 4. 2. 2.). (sekil 4.2.1.,4.2.2.,4.2.3,,4.2.4)).

Se*" un farkli dozlarn uygulandiktan sonra AFB; in ve AFG; in kromozomal
anormallikler {izerine olan bu etkileri azalmigtir. Mitotik indekste de belirtildigi gibi
Se** un 8 ppm lik dozunun daha etkili oldugu tespit edilmistir ( ¢izelge 4. 2. 1., 4. 2. 2.).
(sekil 4.2.1.,4.2.2.,4.2.3.,4.2.4.).

Cizelge 4. 2. 1. Vicia faba da AFB, ve AFG; in farkli konsantrasyonlarinin, Se** un
farkli konsantrasyonlari ile birlikte kromozomal anormallikler {izerine olan etkilerinin
karsilagtirtimast

0.1ppm ( xSD) 0.2ppm ( x £SD) 0.4ppm ( x £SD)
. 56,4316,92* 61,40£2,07* 65,149,83*
AFB1+ 800 ppm 56,200,84** 59,73+7,87%* 64,50+12,27%*
AFBI+8 ppm 22,72+10,01%* 30,49:9,33#* 35,4318 74%
AFB1 +0.08 ppm 31,0542,28%* 40,6942,11%* 44,75517,64%%
Al 41,05£13,36* 50,55+12,79 * 60,00+20,92*
AFGI + 800 ppm 39,79420,97%* 47,53£14,73%* 58,6323 97%*
AFGL+8 ppm 18,58:£9,65%* 19,005,42%* 19,26:£10,44%*
AFG] +0.08 ppm 28,82:10,65%* 30,48+4,86% 30,676,43%*

Kontrol: 13.29 * P<0,05 diizeyinde 6nemli ** P<0,01 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4. 2. 2. Zea mays da AFB, ve AFG, in farkli konsantrasyonlarimn, Se*" un
farkli konsantrasyonlari ile birlikte kromozomal anormallikler {izerine olan etkilerinin

karsilastiriimasi

0.1ppm (x+SD) | 0.2ppm (x+SD) 0.4ppm ( x £SD)
AFBI 47,76+26,35%* 53,09£9,98** 63,38+18,37%*
AFB1+ 800 ppm 40,19£22,07** 49,702,004+ 57,76£24,36%*
AFB1 +8 ppm 24,26:18,25%* 31,40+21,98%* 32,63£14,23%*
£ ]
AFB1 +0.08 ppm 29,96£10,70%* 38,00:£20,53%* 43,60£13,86*
AFGl1 44,92£3,94* 49,92+16,77** 55,12+10,20%*
AFG1 + 800 ppm 45,42+5,72%* 43,90+13,72%* 49,09£16,13%*
AFG1+8 ppm 30,45£9,95* 30,89+10,42%* 31,32£15,35%+
AFG1 +0.08 ppm 34,24+8,65** 36,68£6,24** 42,45£21,13%*

Kontrol 5,37 * P<0,05 diizeyinde 6nemli ** P<0,01 diizeyinde énemli
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60- 7 |m0.1 ppm AFB1
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L] L) ] T . 1 T )
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Sekil 4. 2. 1. Vicia faba da Se** un farkli konsantrasyonlarimin AFB; ile beraber
kromozomal anormallikler {izerine olan etkileri
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Sekil 4. 2 .2. Vicia faba da Se*" un farkli konsantrasyonlarimin AFG ile beraber
kromozomal anormallikler izerine olan etkileri
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Sekil 4. 2. 3. Zea mays da da Se** un farkhi konsantrasyonlarinin AFB, ile beraber
kromozomal anormallikler lizerine olan etkileri
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%AC (Aberrant Cell)

Sekil 4. 2. 4. Zea mays da Se** un farkli konsantrasyonlarinin AFG; ile beraber
kromozomal anormallikler tizerine olan etkileri

4. 3. Zea mays ve Vicia faba da AFB; ve AFG, in Protein Miktar: Uzerine Olan

Olumsuz Etkileri ve Bu Etkilerin Se*' ile Giderilmesi

AFB; ve AFG; in artan konsantrasyonlarina bagli olarak her iki tiirde de kantitatif
protein miktar azalmigtir. Mitotik indeks ve kromozom anormalliklerinde oldugu gibi
AFB; in AFG; e gore inhibe edici etkisinin daha fazla oldugu ve Zea mays mn Vicia
faba ya gore her iki aflatoksin ¢esidine de daha duyarli oldugu gériilmiistiir (gizelge 4.
3.1.,4.3.2).(sekil 4.3.1,,4.3.2,,4.3.3.,4.3.4.).

Aflatoksinlerin protein miktarlar1 tizerine olan bu etkileri Se** uygulandiktan sonra
azalmigtir. Se** un 8 ppm lik dozunun diger dozlardan daha etkili oldugu gdzlenmistir
(cizelge 4.3.1.,4.3.2.). (sekil 4.3.1.,4.3.2.,4.3.3.,4.3.4)).
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Cizelge 4. 3. 1. Vicia faba da AFB; ve AFG, in farkli konsantrasyonlarinin, Se* un
farkli konsantrasyonlar1 ile birlikte  protein miktar1 {izerine olan etkilerinin

karsilastiriimasi
0.lppm (x+SD) | 0.2ppm(xSD) | 0.4ppm (x+SD)
AFBI 0,2490,02%* 0,2100,01%* 0,18120,01**
AFB1+800 ppm 0,250:0,01%* 0,202::0,01%* 0,1780,00%*
AFB1+8 ppm 0,282:0,01%* 0,259+0,01%* 0,256:0,01%*
AFBI +0.08 ppm 0,275+0,01%* 0,2510,00%* 0,2400,01%*
AFGI 0,251£0,01%* 0,220::0,01%* 0,185+0,01%
AFG1 + 800 ppm 0,243+0,01%* 0,212+0,01%** 0,1790,01%
AFG1 +8 ppm 0,278+0,01%* 0,23020,01%* 0,192+0,00%
AFG1 +0.08 ppm 0,264+0,00%* 0,220+0,00%* 0,1830,00%

Kontrol: 0.31 pg/ml * P<0,05 diizeyinde 6nemli ** P<0,01 diizeyinde 6nemli

Cizelge 4. 3. 2. Zea mays da AFB, ve AFG, in farkli konsantrasyonlarinin, Se*™* un
farkhh konsantrasyonlar1 ile birlikte  protein miktart iizerine olan etkilerinin

karsilastiriimast
0.1ppm (x+SD) | 0.2ppm (x+SD) 0.4ppm ( x £SD)

AFBI 0,253+0,00* 0,217£0,01** 0,13120,01**
AFBI1+ 800 ppm 0,254+0,00* 0,2080,01** 0,145:0,01%*
AFBI +8 ppm 0,266+0,02* 0,257+0,00%* 0,248+0,00%*
AFB1 +0.08 ppm 0,2610,01* 0,252:£0,00** 0,229:£0,00%*
AFGI 0,256:0,01* 0,230+0,01** 0,162:£0,01%*
AFGI + 800 ppm 0,248+0,00* 0,2380,01** 0,166+0,00%*
AFG1+8 ppm 0,2690,00* 0,260£0,01** 0,1970,01%*
AFG1 +0.08 ppm 0,260+0,01* 0,252+0,00%* 0,172+0,01%*

Kontrol: 0.295 1t/mg * P<0,05 diizeyinde 6nemli ** P<0,01 diizeyinde énemli
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Sekil 4. 3. 1. Vicia faba da Se™ un farkli konsantrasyonlarimn AFG; ile beraber protein
miktar1 degisimi {izerine olan etkileri
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Sekil 4. 3. 2 Vicia faba da Se** un farkli konsantrasyonlarimin AFG; ile beraber protein
miktar1 degisimi {izerine olan etkileri
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Sekil 4. 3. 3. Zea mays da Se** un farkli konsantrasyonlarimn AFB, ile beraber protein
miktar1 degisimi lizerine olan etkileri
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Sekil 4. 3. 4. Zea mays da Se*" un farkli konsantrasyonlarinin AFG; ile beraber
protein miktari degisimi {izerine olan etkileri
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4. 4. Zea mays ve Vicia faba da AFB; ve AFG; in Protein Miktar1 Uzerine Olan

Olumsuz Etkileri ve Bu Etkilerin Se** ile Giderilmesi

AFB; ve AFG, in artan konsantrasyonlarina bagl olarak her iki tiirde de kantitatif
klorofil miktar1 azalmistir. Mitotik indeks ve kromozom anormalliklerinde oldugu gibi
AFB; in AFG; e gbre inhibe edici etkisinin daha fazla oldugu ve Zea mays n Vicia faba
ya gore her iki aflatoksin ¢esidine de daha duyarli oldugu gériilmiistiir (¢izelge 4. 4. 1.,
4.4.2,).(sekil 4.4.1.,4.42.,4.43.,4.4.4)).

Aflatoksinlerin protein miktarlan tizerine olan bu etkileri Se*" uygulandiktan sonra
azalmstir. Se*” un 8 ppm lik dozunun diger dozlardan daha etkili oldugu gozlenmistir
(cizelge 4.4.1.,4.4.2.). (sekil 4.4.1.,4.42.,443.,44.4).

Cizelge 4. 4. 1. Vicia faba da AFB, ve AFG; in farkli konsantrasyonlarinm, Se*" un
farkli konsantrasyonlar1 ile birlikte  klorofil miktar1 {izerine olan etkilerinin
karsilastiriimasi

0.lppm (xSD) | 0.2ppm (X SD) 0.4ppm ( x £SD)
AFBI 5041%* 3425%* 3001%*
AFBI1+ 800 ppm 5000** 3154%* 3017%*
AFB1+8 ppm 5409** 4085** 3028%*
AFB1 +0.08 ppm 5201** 3583%* 3226%*
AFG1 7825%* 4771%* 3226%*
AFGI + 800 ppm 7550%* 4663** 3111%*
AFG1+8 ppm 8360** 5224%* 4983%*
AFG1 +0.08 ppm 8068** 5107** 4887**

Kontrol 9623 Ilt/mg * P<0,05 diizeyinde 6nemli ** P<0,01 diizeyinde 6nemli
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Cizelge 4. 4. 2. Zea mays da da AFB, ve AFG, in farkli konsantrasyonlarinin, Se** un
farkli konsantrasyonlar1 ile birlikte  klorofil miktar1 {izerine olan etkilerinin
karsilagtirilmasi

0.1ppm (X+SD) | 0.2ppm(x+SD) | 0.4ppm(x+SD)
AFB1 4838 3033%+ 2799%*
AFBI+ 800 ppm 4598 3145% 2813%
AFB1+8 ppm 7643%** 4470** 3669**
AFB1 +0.08 ppm 7368% 4026 3316+
AFG1 6125%* 3610%* 3213%*
AFGI + 800 ppm 6141% 3047% 3599%x
AFG1+8 ppm 7160%* 4938 4743
AFG1 +0.08 ppm 6637% 4685%* 4035

Kontrol: 8236 1t/mg * P<0,05 diizeyinde nemli ** P<0,01 diizeyinde 6nemli
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Sekil 4. 4. 1. Vicia faba da Se** un farkli konsantrasyonlarinin AFB; ile beraber klorofil
miktari degisimi lizerine olan etkileri
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Sekil 4. 4. 2. Vicia faba da Se*" un farkli konsantrasyonlanmn AFG, ile beraber
klorofil miktar1 degisimi {izerine olan etkileri
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Sekil 4. 4. 3. Zea mays da Se*” un farkli konsantrasyonlarinin AFB; ile beraber klorofil
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5. TARTISMA ve SONUC

AFB; ve AFG; farkl: konsantrasyonlarinin Vicia faba ve Zea mays k&k ucu hiicrelerinde
cesitli tipte kromozomal anormallikler, kantitatif protein miktari, total klorofil miktarina
etkileri ve bu etkiler iizerine Se** un farkli konsantrasyonlarinin iyilestirici roliiniin olup

olmadig aragtinlmustir.

AFB; in (g farkli konsantrasyonu kromozomal anormalliklere sebep olmus, AFB; in
konsantrasyonu arttikca bu anormalliklerin orani da artmustir. Daha 6nce AFB; in
kromozomal anormalliklere sebep oldugu Allium cepa da, Vicia faba da ve gesitli
hayvansal organizmalarda da tespit edilmistir (Abdou et al. 1989, Yoshiaki er al. 1989,
El-Zawahri et al. 1990).

AFG; de AFB; gibi her iki tiirde de konsantrasyonunun artmasina bagli olarak
kromozomal anormalliklere sebep olmus, fakat AFB, in AFG; e gére daha mutajenik
oldugu gozlenmistir. Daha 6nce insanlarda, Zea mays ve Vicia faba da AFB, ve AFG,;
in mutajenik etkileri karsilastinimis, AFB; in AFG, e gére daha mutajenik oldugu tespit
edilmistir (Abdou et al. 1984, El-Zawahri et al. 1990). AFB; ve AFG; e karsi
calisgimiz iki farkli bitki tiirlinden Zea mays daha duyarli davranmistir. Yapilan
calismalar da baz: bitki tiirlerinin duyarlihgindan bahsedilmistir (Crisan 1973, El-Naghy
et al. 1999).

Kromozomal anormallikler disinda her iki tiirde de AFB, konsantrasyonuna bagl olarak
total protein miktar1 da azalmistir. Zea mays tohumlarinda yapilan ¢alismalarda AFB, in
DNA, RNA ve protein sentezini azalttid1 ifade edilmis, bu azalisin sebebi AFB; in DNA
ya baglanmasiyla agiklanmustir ( Misra et al. 1980, El-Naghy et al. 1999).

AFG, de AFB; gibi total protein miktarinda azalmaya sebep olmus ve konsantrasyon
arttikca bu azalis daha belirgin hale gelmigtir. Daha 6nce Vicia faba ve Zea mays da

yapilan ¢alismalarda AFG in karbonhidrat, yag, protein miktarinda azalmaya sebep
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oldugu bildirilmis ve bu azaligin sebebi hiicrede protein sentezi i¢in gerekli mRNA nin
bulunmayisina baglanmistir (El-Naghy et al. 1999). Protein miktar1 degisiminde de Zea
mays 1n her iki aflatoksin ¢esidine karsi daha duyarli oldugu tesbit edilmistir (El-Naghy
et al. 1999).

AFB; ve AFG; in her iki tiirde de klorofil miktarinda azalmaya sebep oldugu
g6zlenmistir. Konsantrasyon arttik¢a bu azalig daha belirgin hale gelmistir. AFB; in
AFG; e gore etkisinin daha fazla oldugu tespit edilmistir. Daha nce AFB; ve AFG; in
bir ¢ok bitkide klorofil sentezini inhibe ettifi Zea mays bitkisinin granalarinin
formasyonu lizerinde etkisinin oldugu bildirilmistir (Sinha et al. 1990, Fadh-Allah et al.
1987, El-Naghy et al. 1999).

AFB, ve AFG; in kromozomal anormallikler, protein miktar1 ve klorofil miktar {izerine
olan olumsuz etkilerinin oram degisik Se** konsantrasyonlari ile diistiriilmiistiir.
Ozellikle Se*™* un 8ppm lik konsantrasyonu tiim parametrelerde daha olumlu sonuglar

vermistir.

Hayvansal organizmalar da yapilan bir ¢ok calisma da aflatoksinlerin sebep oldugu
karsinojenik, mutajenik, hepatokarsinogenik, akut toksik etkileri iizerinde Se** un
degisik dozlanmn antagonistik etkisi oldugu gosterilmis ve Se*" antikarsinogenik,
antimutagenik essansiyel bir element olarak tanimlanmistir. Se** un koruyucu roliiniin
lipit peroksidaz, glutatyon peroksidaz ve antioksidant mekanizmasi ile alakali
olabilecegi bildirilmistir (Chen et al. 1982, Bhattacharya and Frozi 1987, Han-Ming-
Sen et al. 1994, Bronzetti et al. 2001).

Ratlarda AFB; in DNA ya baglanarak sebep oldugu karsinogenik ve
hepatokarsinogenik etkisinin Se* un 8 ppm lik dozu ile giderilebilecegi gosterilmis ve

sebebi glutatyon mekanizmasi ile agiklanmistir (Shi ez al. 1994).
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Yine ratlar da AFB, in karsinogenik, genotoksik ve sitotoksik etkisi tizerine 6 ppm lik
Se** diyetinin koruyucu rolii oldugu gdsterilmis, Se** un koruyucu rolii lipit peroksidaz
mekanizmasiyla ve Se*" un antioksidant ozelligi ile alakali olabilecegi bildirilmistir

(Shen et al. 1994).

Hindilerde AFB; in sebep oldugu akut toksik etkiye karst Se** un 8 ppm lik dozunun
koruyucu rolit gozlenmis ve etki mekanizmasi glutatyon peroksidaz enzimleri ile

aciklanmistir (Gregory and Edds 1984).

Salmonella typhimurium strain TAI de AFB; in neden oldugu toksik ve mutajenik
etkinin Mn®*, Zn?*, SeO” gibi baz: baz1 iz elementler ile azaltilabilecegi gsterilmistir.
Se** un etki mekanizmasiun temeli baz mikrozomal enzim sistemleriyle
interaksiyonuna, Se** un AFB; in DNA ya baglanmasini inhibe etmesiyle agiklanmistir

(Bhattacharya and Frozi 1987).

Ratlar da AFB; DNA ya baglanarak sebep oldugu kanserojenik ve hepatokanserojenik
etkiyi Se*" un giderdigi gézlenmis ve bu glutatyon peroksidaz seviyesiyle agiklanmustir
(Chen et al. 1982). Clinkii oksidatif tehlikeler AFB; in hiicreleri inciten ve DNA ya
zarar veren mekanizmalarindan biri olabilir. AFB; kromozomlara zarar veren serbest
oksijen radikallerini stimiile eder (Kodama ez al.1980). Nakae (1981), farelerde yaptig1
deneylerde serbest oksijen radikallerinin AFB,; in sitotoksik roliinde &neminin
olabilecegini bildirmistir. Ayn: sonuglar tavuklarda da ¢alisilmis ve Se** un koruyucu

mekanizmasi agiklanmamistir (Chen et al. 1982).

Bitkilerde AFB; ve AFG, in sebep oldugu toksik, mutajenik etki fizerine Se*" un
koruyucu roliiniin olup olmadigina dair herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak
agir metallerin bitkilerde sebep oldugu kromozomal anormallikler ve mutajénik etkiler
tizerine Se** un koruyucu roliiniin olabilecegi goézlenmis, bu koruyucu roliiniin etki
mekanizmas1 glutatyon peroksidaz seviyesiyle agiklanmigtir (Zhang and Xiao 1998,

Agar et al. 2003).
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Ozellikle bitkisel organizmalarda agir metallerin neden oldugu toksik ve mutajenik
etkiler {izerine baz1 iz elementlerin antagonistik etkileri oldugu tespit edilmistir. Bu iz
elementlerden Se** un 8 ppm lik dozunun en etkili doz oldugu bildirilmis ve etki
mekanizmasinin glutatyon peroksidaz enzimi ile alakali oldugu gosterilmigtir. Se*
insani da igine alan bir ¢ok tiir i¢in essansiyel bir elementtir. Glutatyon peroksidaz
enziminin kofaktdrii oldugu i¢in antioksidant 6zellige sahiptir. Glutatyon peroksidaz
enzimi hiicreye ve DNA ya zarar veren serbest oksijen radikallerini azaltan veya
nétralize eden bir enzimdir. Dolayisiyla Se** arttikga glutatyon peroksidaz aktivitesi
artacagl i¢in AFB; ve AFG; in mutagenik etkileri azalacaktir. Fakat Se*" un
konsantrasyonunun artmasina paralel olarak her zaman AFB, ve AFG; in toksik etkileri
azalmayacaktir. Clinkii Se* un digiik konsantrasyonlarmin antimutajenik ve
antikanserojenik oldugu, yiiksek konsantrasyonlarinin ise mutajenik ve karsinogenik

oldugu bilinmektedir (Oldfield 1987, Biwas 1997, Bronzetti et al. 2001).

Calistigimuz bitkilerde 8 ppm lik Se** konsantrasyonun AFB; ve AFG in kromozomal
anormallikler, protein miktar1 ve klorofil miktan {izerine olan zararli etkilerini azalttig

gdzlenmis, fakat 800 ppm lik dozunun ise gimlenme oranini diisiirdtigii tespit edilmistir.

Sonug olarak bitkisel organizmalarda da AFB; ve AFGy in konsantrasyonu arttik¢a
kromozomal anormallikler, klorofil miktar1 ve protein miktar1 {izerine olan olumsuz
etkileri artmis, AFB, in AFG, e gore daha toksik oldugu gézlenmistir. AFB,; ve AFG; in
bu etkileri lizerine hayvansal organizmalarda oldugu gibi bitkisel organizmalarda da
Se** un koruyucu roliiniin oldugu ve bunun Se** un konsantrasyonlari ile alakal oldugu

tespit edilmistir.

Aflatoksinlerle kontamine olmus bitki tohumlarinda aflatoksin seviyesini azaltmak i¢in
amonyaklama, 1sitma, sodyumhidrat, kalsiyum alimnosiklat ve kil kullanilir. Bu
y6ntemler aflatoksinlerin konsantrasyonunu azaltir, fakat toksik etkilerini gidermez.
Ulkemiz igin tarimsal agidan &nemli olan ve aflatoksinlerle sikga kontaminasyona
maruz kalan bu bitki tiirlerinin ekimi sirasinda uygun dozda topraga Se** verilirse

aflatoksinlerin bitkilerdeki toksik etkilerini azaltabilir.
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EKLER

EK1

Feulgenin Hazirlanmasi

1- Bir gram kristal halde bazik fuksin alindi,

2- Kii¢iik bir havanda veya 8-10 cm ¢apinda bir saat camu igerisinde ezildi.

3- 500 cm?® likk bir erlenmayerin dip kismina kabin etrafina bulastirmadan
ezilmis bazik fuksin konur.

4- Bir baska erlenmayerde 200 cm? litk damitik su kaynatilir.

5- Toz halindeki bazik fuksin tizerine bu kaynatilmig damitik su yavas yavas dokiiliir.

6- Bir taraftan da cam gubuk ile boya devamli olarak karistirilir.

7- Boya 50°C‘ye soguyuncaya kadar karistirma islemi devam eder.

8-20 cm?® 1 N HCl ilave edilir.

9- Siiziiliir.

10- 2 gr potasyum metabisiilfit (K.S:0s) ilave edilir.

11- Boya agzi iyice kapatilmis bir siseye konur. Karanlik bir yerde dolapta 24
saat kadar en az bir gece bekletilir. Boylece vigne ¢liriigii rengindeki boya
acik ¢ay rengini alir.

12- Hazirlanan boya -4°C de buz dolabinda muhafaza edilir.
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EK2

Coomassie Brillant Blue’ nun Hazirlanmasi: 10 mg Coomassie Brillant Blue G-
250 maddesi 5 ml etanolde ¢oziiliir. Buna 10 ml %85 lik fosforik asit ilave edilir. Saf su

ile izeri 100 ml’ye tamamlanur.
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