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Bu calismada, Adana ve Osmaniye illerinden toplanan yerfistigi 6rneklerinden izole edilmis 50 Aspergillus section
Flavi Gyesi izolatin morfolojik ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemiyle tanimlamalari yapiimistir. Ayrica,
izolatlarin in vitro kosullarinda aflatoksin ve siklopiazonik asit olusturma o6zellikleri belirlenmistir. Aspergillus spp.
tanimlanmasinda DNA ekstraksiyonlari yapilmis, B-tubulin gen bdlgesi ile PZR gogaltiimigtir. Tirlerin tanimlamasinda
B-tubulin gen bdlgesine ait sekans sonuglari Blast (Basic Local Alignment Search Tool)'da bilinen ribozamal sekanslar
ile karsilastiriimistir. Calismanin sonucunda, fungal izolatlarin 33’0 Aspergillus flavus, 17’si Aspergillus parasiticus
olarak tanimlanmistir. Blast analizi sonucunda ise A. flavus ve A. parasiticus turine ait B-tubulin gen sekansi
karsilastirmalari sirasi ile %89-100 ve %96-100 oranlari arasinda benzerlik gostermistir. Ayrica, A. flavus ve A.
parasiticus izolatlarinin tima in vitro kosullarinda yliksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile sirasiyla 0.45 ile
452164 ug/L ve 0.22 ile 2562.87 ug/L araliginda aflatoksin Ureticisi oldugu belirlenmistir. ince tabaka
kromatografisiyle (TLC) 32 A flavus izolati 0.35-8.21 ug/g aralidinda siklopiazonik asit Gretmistir. Bu ¢alisma, Adana
ve Osmaniye illerinden toplanan yerfistigi érneklerinden izole edilen A. section Flavi'nin molekiiler karakterizasyonu
icin yeni bir yontem sunmaktadir. Ayrica bu arastirma Adana ve Osmaniye illerinden toplanan yerfistigi érneklerinden
izole edilen A. flavus ve A. parasiticus izolatlarinin mikotoksin olusumundan sorumlu turler oldugunu gostermisgtir.

Anahtar Kelimeler: Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, PZR, Mikotoksin, Yerfistigi

Identification of Aspergillus section Flavi Species from Peanuts and their Mycotoxigenic
Properties

ABSTRACT

This study is aimed to identify 50 A. section Flavi isolates from peanut samples collected in the Adana and Osmaniye
provinces of Turkey by using morphological and polymerase chain reaction (PCR), and to determine the in vitro
aflatoxin and cyclopyazonic acid formation properties of the isolates. DNA was extracted for the identification of
Aspergillus spp., and B-tubulin gene region on DNA was amplified by PCR. Identification of species was determined
by comparing the result of sequences which belong to partial B-tubulin of the sequences with known ribosomal
sequences using Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). In the study, out of a total 50 fungal isolates, 17 were
identified as A. parasiticus, and 33 were identified as A. flavus. As a result of Blast analysis of B-tubulin gene
sequence comparisons A. flavus and A. parasiticus showed a major similarity in ranges 89-100% and 96-100%,
respectively. Furthermore, all of the A. flavus and A. parasiticus isolates were determined as aflatoxin producers in the
range from 0.45 to 4521.64 ug/L and 0.22 to 2562.87 ug/L with high-performance liquid chromatography (HPLC)
under in vitro conditions, respectively. Total 32 A. flavus isolates produced cyclopiazonic acid in the range between
0.35-8.21 ug/g with thin layer chromatography (TLC). The present study provides a new method on molecular
characterization of A. section Flavi on peanut samples collected from the Adana and Osmaniye provinces of Turkey.
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This research also demonstrated that A. flavus and A. parasiticus were responsible for mycotoxin contamination on
peanut samples collected from Adana and Osmaniye provinces.

Keywords: Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, PCR, Mycotoxin, Peanut

GIRiS

Yerfistigl (Arachis hypogaea L.), Fabaceae familyasina
ait tek yillik bir bitki olup, tohumunda ylksek oranda yag
icermektedir. Aspergillus tarleri yerfistigi tohumunun
uzerinde bulunmakla birlikte, tarla kosullarindan itibaren
depolama stresi boyunca etkili olmaktadir [1]. Bazi A.
section Flavi Gyesi hastalik etmenleri tarimsal Griinlerde
hastalik olugturarak zarar vermelerinin yani sira, bazilari
da ikincil metobolizma faaliyetleri sonucu mikotoksin
uretirler [2]. Mikotoksinler arasinda en &6nemli olani
aflatoksinlerdir. Aflatoksinler A. flavus, A. parasiticus ve
cesitli toksijenik Aspergillus’a bagh funguslar tarafindan
sentezlenen mikotoksinlerdir [3]. Aflatoksin’e ek olarak

A. flavus tarafindan (Uretilen diger bir mikotoksin
siklopiazonik asittir  [4].  Aflatoksinin tek basina
toksisitesinin yani sira A. flavus tarleri tarafindan

siklopiazonik asit ile birlikte Uretilmesi, aflatoksin ve/veya
siklopiazonik asidin  toksisitesini arttirmaktadir.
Pushvinder ve Desai [5] Hindistan'da yerfistigi
orneklerinden elde ettikleri 150 A. flavus izolatinin
52’sinin aflatoksin ve siklopiazonik asit, 32 izolatin
sadece siklopiazonik asit, 33 izolatin sadece aflatoksin
urettigi, 33 izolatin ise higbir toksini Uretmedigini
bildirmislerdir. Arjantin’'de vyetistirilen yerfistigi, bugday
ve soyada farkli Uriin gruplarindan izole edilen
Aspergillus cinsi funguslarin aflatoksin ve siklopiazonik
asit Uretiminin incelendigi ¢alismada, siklopiazonik asit
ureticisi A. flavus izolati sayisinin oldukga fazla oldugu
g6zlemlenmistir. Calismada yerfistigindan elde edilen A.
flavus izolatinin %94’iniin, bugdaydan elde edilenlerin
%93’Unin ve soya fasulyesinden izole edilenlerin de
%73’Unin  siklopiazonik asit Urettigi  belirlenmis,
aflatoksin B Uretip siklopiazonik asit Gretmeyen izolat
sayisinin oldukga az oldugu rapor edilmistir [6].

Fungal tirlerinin tamimlanmasinda morfolojik ydntem,
farkli besiyerlerinin kullanildigi morfolojik ve fenotipik
calismalari icermektedir [7]. Fakat bu yontemler zaman,
isglcu ve 6zellikle de uzmanlik gerektirmektedir. Ayrica,
morfolojik tanimlama zaman zaman degiskenlik
goOsterebilmekle  beraber isglici kaybina sebep
olmasinin yani sira deneyimli, tecriibeli personel ihtiyag
duyulmaktadir [8]. Bu sebeplerden dolayr fungal tur
tanimlanmasinda molekuller dizeyde DNA analizleri
kullanilimaya baslanmistir [9].

Molekller analizler arasinda; Rastgele Cogaltiimis
Polimorfik DNA (RAPD-Random amplified polymorphic
DNA), Cogaltilmis Parga Uzunluk Polimorfizmi (AFLP-
Amplified fragment length polymorfism), Restriksiyon
Pargasi  Uzunluk  Polimorfizmi  (RFLP-Restricted
fragment length polymorfism), Gergek Zamanh Kantitatif
PCR (gqRT PCR- Quantitative Real Time Polimeraze
Chain Reaction), Coklu PCR (Multiplex Polimeraze
Chain Reaction), ic ice PCR (Nested Polimeraze Chain
Reaction) sayilabilmektedir [10].

451

Molekiler  yontemler;  mikroorganizmadan  DNA
ekstraksiyonu, PCR ile amplifikasyonu, c¢ogaltilan
urinin saflastiriimasi, DNA dizi analizlerinin yapiimasi
ve elde edilen sonuglarin bir yazihm programi
yardimiyla gen bankasinda kayith izolatlar ile
karsilagtirilarak  dendogramlarinin  olusturulmasindan
meydana gelmektedir [11]. Aspergillus spp. tirlerinin
PCR’a dayali tanimlamalari, 18S rDNA, mitokondriyal
DNA, Intergenic Spacer Bodlgesi (IGS) ve Internal
Transcribed Spacer (ITS) bolgelerine dayanmaktadir [7,
12]. PCR kullanimi ile A. section Flavi uyelerinin
tanimlanmasinda daha gok A. flavus, A. parasiticus, A.
nomius, A. oyrzae ve A. sojae tlrlerini hedef alan
galismalar yapilmistir [13-16].

Bu galisma ile Adana ve Osmaniye illerinde yerfistigi
alanlarindan ve depolardan toplanan yerfistiklarindan
izole edilen Aspergillus section Flavi Uyelerinin
morfolojik ve molekuler yontemi ile tanimlamalarinin
yapilarak, in vitro kosullarda aflatoksin ve siklopiazonik
asit olusturma Ozelliklerinin belirlenmesi
amagclanmaktadir. Bu galisma boélgemizde yerfistiginda
mikotoksijenik 6zelligine sahip hangi tirlerin baskin
oldugu yénunden belirlenen ilk calisma olmasi nedeni ile
de ayrica 6nemlidir.

MATERYAL VE METOT

Yerfistigi Tohumlarindan Fungal izolatlarin Elde
Edilmesi

Calismada, 50 Aspergillus section Flavi Uyesi fungal
izolat kullaniimistir. izolatlar, Ulkemizde en fazla ekim
alanina sahip Adana ve Osmaniye illerine ait 70 adet
yerfistigi alanindan ve 32 adet depodan olmak lizere
toplam 102 adet yerfistigi 6rneginden izole edilmistir.
Yerfistigi 6rnekleri, Adana ve Osmaniye illerinde
yerfistigi alanlan ve depolardan tesadufi 6rnekleme
metodu ile alinmistir. izolasyon calismalari igin yerfistig
artn yiginin farkli yoén ve derinliklerinden yaklasik 5 kg
tane 6rnegdi olusturmak Uzere, yigin blyukligline goére
5-15 noktadan birincil 6rnekler alinip karistirtiimistir. Bu
karisimdan 1 kg i¢ elde edilecek miktarda alt 6rnek
temiz kese kagitlara konularak ve etiketlenerek uygun
kosullarda laboratuara getirilmistir. Ornekler, izolasyon
asamasina kadar etiketli bez torbalar icerisinde, 4°C’de
buzdolabinda muhafaza edilmistir [17].

Mikroskobik

A. section Flavi lzolatlarinin

Ozellikleri ve Tanisi

Aspergillus tarlerinin tanimlamasinda Raper ve Fennel
[18], Samson ve Pitt [19] tarafindan gelistirilmis spesifik
tur tanimlama anahtari kullaniimistir.
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A. section Flavi izolatlarinin Molekiiler Yéntemle
Tanimlanmasi

A. section Flavi izolatlarinin Hazirlanmasi

Yerfistigi 6rneklerinden izole edilmis 50 A. section Flavi

dyesi fungal izolat Patates Dekstroz Agar (PDA)
besiyerine ekimi yapilmis ve 25°C’'de 5 gln sireyle
inkibe  edilmigtir.  Inkibbasyon sonunda gelisen

sporlanmis fungal kolonilerinden bir halka 6ze dolusu
ornek, tarafimizca olusturulan 20 mL PDA (200 mL igin:
8 g glikoz, 75 g patates ve 3 g agar) besiyeri ylizeyinde
Uste gelecek sekilde birbirine paralel zikzaklar gizilmistir.
Daha sonra petriler aliminyum folyo ile sarilarak
inklibatorde 25°C’de bir gece sure ile inkibasyona
birakilmistir.

A. section Flavi izolatlarindan DNA izolasyonu

Fungal izolatlarinin genomik DNA ekstraksiyonu PCR
fungal DNA izolasyonunda kullanilan Doyle ve Doyle
[20] CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide)
protokoll tarafimizca modifiye edilmistir. Yonteme gore
petride gelisen fungal miseller lam ile havan igerisine
siyrilarak, sivi azotta ezilmistir. Un haline gelen fungal
misellerin (izerine 1 mL CTAB ekstraksiyon tampon
gOzeltisi [%2 (w/v) CTAB, 1.4 M NaCl, %0.2 (v/v) B-

merkaptoetanol, 0.1 M Tris/HCI, 20 mM EDTA]
eklenerek kanigtinimigtir. Coézelti 2 mL’lik tlplere
aktariimis ve 65°C'de 60 dk Thermomixerde

inkGibasyona birakilmistir. Cikarilan tipler buz igerisinde
1-2 dk sogutulmus ve daha sonra 1000 L
kloroform/izoamil alkol (24:1) eklenerek alt Ust edilmigtir.
Ardindan 13.000 rpm 15 dk santrifiij edilmistir. Ust
fazdan 600 pL alinarak 1.5 mL’lik yeni tiplere aktariimis
ve (zerine 600 pL soduk (-20°C) izopropanol
eklenmistir. TUpler en az 2 saat slreyle -20°C’de
bekletilmistir. Daha sonra 10.000 rpm 10 dk santrifij
edilen tiplerdeki Ust faz dokilmustir. Kalan kati fazin
uzerine 1 mL %70’lik etanol eklenerek 11000 rpm 10 dk
santrif(j edilmistir. Ardindan Ust faz atilmistir. Geriye
kalan pelletin c¢evresinde biriken etil alkol pipet
yardimiyla alinarak tlpler agzi agik olarak 1-2 saat
kurutulmustur. Daha sonra kati faza 100 mL saf su
eklenerek eritimistir.  Izolasyonu  gergeklestirilen
DNA'larin kalitesi ve miktarlar spektrofotometre ile
(NanoDrop) élgimler yapilarak belirlenmistir.

PCR Reaksiyonlarinin Hazirlanmasi

Ektrakte edilen tim genomik DNA 6rnekleri 340 baz cifti
(bg) buyukliginde Tub-F (5-
CTCGAGCGTATGAACGTCTAC-3) ve Tub-R (5-
AAACCCTGGAGGCAGTCGC-3’) primer cifti [21, 22]
kullanilarak PCR ile g¢ogaltiimistir. PCR reaksiyon
karisimi toplam 25 pL olacak sekilde Genomik DNA: 1
uL, buffer (Thermo Science, 10X Dream Taqg Green
Buffer): 12.5 pL, primer Tub F (forward, 10 pmol): 1 pL,
primer Tub R (reverse, 10 pmol): 1 L, ddH.O: 9.5 yL
olarak hazirlanmistir. Karnisimin  bulundugu tapler
thermocycler cihazina koyularak, tarafimizca modifiye
edilen déngl programina gore [ilk dongl: 95°C’de 3 dk,
sonraki 40 déngu: 95°C’de 30s, 60°C’de 30 sn, 72°C’de
60s ve 72°C’de 10 dk (Tub igin)] DNA’lar gogaltiimistir.
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PCR drinleri %1’lik agaroz jelde 3 saat slreyle 70 voltta
1X TAE (40 mM Tris-Acetate, 1 mM EDTA, pH:8.0)
buffer eklenerek yurGtulmuastir. Jel %0.5 pg/mL
oranindaki Ethidium bromid sollisyonu ile boyanmis ve
UV altinda fotograflari c¢ekilerek DNA bant profilleri
gorintilenmisgtir.

DNA Dizi Analizi

PCR analizinden sonra ¢ift yonli DNA dizi analizine
(sekans analizi) tabi tutulmustur. Calismada g-tubulin
gen bdlgesi TubF/R primer cifti ile amplifiye edilmis, 50
Oornegin DNA dizi analizleri Medsantek firmasina

yaptirilmistir.  Siniflandirma  analizinde  B-tubulin
bolgesine ait gen dizilimleri temel alinarak ¢oklu
nikleotid dizi analizi gergeklestiriimistir. DNA dizi

analizinden elde edilen B-tubulin gen bélgesi dizileme
calismalart CLUSTALW [23] programi kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Tar tayini arastirmacilarin
kullanimina acik olan Gen Bankasi'nin
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi web
sayfasinda, nukleotid dizilerinin kiyaslanarak
benzerliklerin incelenmesi (BLAST) ile yapiimistir. Elde
edilen tum veriler Mega 6.0 programi [24] kullanilarak
degerlendirilmistir.

Fungal izolatlarin Mikotoksin Analizi

Calismada izole edilen 50 A. section Flavi izolatlarinin
aflatoksin ~ miktarlarini belilemek  igcin  HPLC,
siklopiazonik asit olusturma potansiyellerinin
belirlenmesinde ise TLC kullaniimistir.

A. section Flavi izolatlarinin Yiiksek Performansli
Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Aflatoksin Analizi

Calismada izole edilen 50 A. section Flavi izolatlarinin
aflatoksin Uretim potansiyelini belirlemek igin, kiltrler, 7
glin boyunca 28°C'de patates dekstroz agarinda
gelistiriimistir. Fungus sporlar besiyeri yuzeyinden
Tween 20 (%0.2) ¢ozeltisiyle alinarak, Whatman No: 1
filitre ka@idi ile slzilmustir. 5x10° spor/mL olacak
sekilde hazirlanan spor suUspansiyonu, 12 mL’lik
hacimdeki amber renkli viallere alinmistir [25]. HPLC
cihazinin 6zellikleri; dalga boyu Ex: 360 nm; Em: 440
nm; sicaklik: 25°C; pompa akis hizi: 1 mL/dk; basing:
<300 bar; enjeksiyon hacmi: 100 pL; carpim faktoru:

2'dir. Toplam aflatoksin standardi (P22/P22A, R-
Biopharm), 6 mL hacminde 1000 Mg/l
konsantrasyondadir. HPLC icin mobil faz

asetonitril/su/metanol (200/600/300 v/v/v) hazirlanmis
olup, igerisine 385 pyL HNO; (nitrik asit) ve 132 mg KBr
(potasyum bramiir) ilave edilmistir [26].

A. section Flavi izolatlannin ince Tabaka
Kromatografisi (TLC) ile Siklopiazonik Asit Analizi

Calismada A. section Flavi izolatlarinin besiyerinde
siklopiazonik asit olusturma potansiyellerinin
belirlenmesinde PDA besiyeri kullaniimistir. Petrilere 2-3
mL metanol pipetle eklenerek lam ile A. flavus izolatlari
kazinarak 250 mL hacimli erlene koyulmustur. A. flavus
stspansiyonuna 50 mL metanol:su (2:1 v/v) hacminde
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eklenerek 30 dk manyetik karistiricida karistinimigtir.
Karisim susuz sodyum silfat yardimi ile kaba filtre
kagidindan  stzUlmustur.  Sutzintt  40°C'de  su
banyosunda evapore edilerek kurutulmustur [27].

Siklopiazonik Asit Standartlarinin Hazirlanmasi

Toz haldeki siklopiazonik asit standardi (C-1530, Sigma
Aldrich) 5 mg toz halde temin edilmis olup, firma
tarafindan génderilen protokole gére 5 mL hacmindeki
metanol ile ¢ozindurilerek 1000 ppm lik stok c¢ozelti
elde edilmistir. Daha sonra bu g¢ozeltiden 50 ppm lik
siklopiazonik asit ara stok ¢ozeltisi hazirlanmistir
(Anonim, 2016). Analiz igin kullanilan ince tabaka
(Merck Silica-Gel 60 EM-5721) plakalarina kuf
ekstraktlariyla birlikte farkli miktarlarda (1-2-3-5-7 pL)
siklopiazonik asit standardi spotlanmistir [28].

ince Tabaka Plakalarinin Gelistirilmesi

Hazirlanan ince tabaka plakalarn iginde etil asetat: 2
propanol: sodyum hidroksit (50:15:10 v/v/v) bulunan
kromotografi tankinda 35-40 dk boyunca karanlik bir
ortamda geligtirilmigti. Tanktan c¢ikanlan plakalar
35°C'de 3 dk boyunca etiivde kurutulmustur. Bunu
takiben Erlich’s reaktifiyle (75 mL etanol ve 25 mL
konsantre HCI igerisinde 1 g 4-dimetilaminobenzaldahit)
spreylenmistir [27].

Plakalarin Degerlendirilmesi
Toksinin bu reaktifle reaksiyon vermesine bagl olarak

g6zle gorulebilir sekilde mavi-mor noktalarin gértlmesi
durumunda degerlendirme pozitif olarak yapilmigtir.

Renk siddetine gbére standartlarla gorsel olarak
karsilastirilarak miktar tayini yapimigtir.  Miktarin
belirlenmesi icin  pglkg = (SxYxV)/(XxW) formili

kullanilmistir [28]. S: Ornek ekstraktiyla ayni siddetteki
siklopiazonik asit standardinin  miktari  (uL); Y:
Siklopiazonik asit standartinin konsantrasyonu (ug/mL);
V: Ornek ekstraktinin seyreltme miktari (uL); X: S
miktardaki mikotoksin standardiyla ayni siddeti veren
ornek miktar (uL); W: Ayirma hunisine transfer edilen
sividaki 6rnek miktaridir.

BULGULAR VE TARTISMA

A. section Flavi Izolatlarinin Mikroskobik

Ozellikleri ve Tanisi

Calismada yapilan Aspergillus tir tanimlamalarinda A.
flavus ve A. parasiticus belirlenmistir. A. flavus’un dahil
edildigi grubun belli bagl 6zellikleri, konidiyal baslgin
parlak kire ya da sltun seklinde ve sarimsi yesil,
sterigma tipik olarak iki siralidir. Fialidler ya direk olarak
ya da metuale Uzerinde yer alabilmektedir. Sklerotlari
koyu kirmizimsi kahverengiden, morumsu kahverengiye
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degismektedir. Konidiler yuvarlak ya da yuvarlaga yakin,
soluk yesil renkli, ortalama c¢api 3-5 pm’dir. Vesikil
yuvarlak ya da yuvarlaga yakindir, ¢api ise ortalama 50—
65 pm olcilmustir. 24°C’de koloni ¢api 4. glinde 22
mm, 12. ginde ise 65 mm’ye ulagsmistir. Koloniler
kadifemsi, saridan yesile degisen veya
kahverengindedir. Koloninin ters tarafi kremden sari-
kahverengimsi renkte goérilmektedir. Konidioforlar
degisken uzunlukta, paturld, gukurlu, dikensidir.

A. parasiticus’'un konidiyal basligl sutun seklindedir.
Konidiler kuresel, sari yesil renkte ve pulrizli duvara
sahip, ortalama g¢api 2-4 ym’dir. Fialidler, vesikilin direk
olarak Uzerinde yer almaktadir. Vesikil yuvarlaga yakin
gérimde, c¢api ortalama 55-70 pym’dir. 24°C’de koloni
capi 4. ginde 25 mm, 12. ginde ise 45 mm’ye
ulagmistir. Koloniler acik saridan sarimsi yesile degisen
veya koyu sari gibi farkh renkleri icermektedir Koloninin
ters tarafi kremden sari-kahverengimsi  renkte
gorilmektedir. Konidioforlar degisken uzunlukta, purizIi
yesil renkte kecemsi gérunimdedir.

A. section Flavi izolatlarinin Molekiiler Yéntemle
Tanimlanmasi

A. section Flavi izolatlarinin PCR Analizi

Yerfistigi 6rneklerinden izole edilmis 50 A. section Flavi
Uyesi izolatin genomik DNA ekstraksiyonu sonrasinda 8-
tubulin Tub-F/R; IGS IGS-F/R primer ifti kullanilarak
yapilan PCR amplifikasyonu sonucunda B-tubulin gen
bolgesinde 340 bg blylkliginde bantlar olusturdugu
gozlenmistir (Sekil 1). Aspergillus tirlerinin toksijenik
Ozelliklerinin belirlenmesinde morfolojik yontem yeterli
olmamaktadir [29]. Bu nedenle fungus tirlerinin
belirlenmesine yoénelik ¢esitli molekuler c¢alismalar
yapiimaktadir [12].

DNA Dizi Analizi

Calismamizda B-tubulin gen bdélgesi Tub F/R primer gifti
ile ¢ogaltan 50 adet PCR rUninde bant olusumu
go6zlenen tim izolatlarin karsilastirilabiimesi amaci ile 8-
tubulin gen bdlgesinden elde edilen PCR Urunleri gift
yonli DNA dizi analizine tabi tutuimustur. Orneklere ait
DNA dizi analiz sonuglarinin tir tanimlamasi, B-tubulin
gen boélgesine ait baz dizilimlerinin BLAST analizi
yapilarak izolatlarin gen bankasinda kayith izolatlar ile
karsilastiriimasiyla gergeklestirilmigtir.

Tub F/R primer cifti kullanilarak belirlenen DNA dizi
analizlerinde kullanilan izolatlarin gen bankasinda kayitl
izolatlar ile karsilastirlmasindan elde edilen benzerlik
oranlari A. flavus ve A. parasiticus izolatlari sirasiyla
%389 ile %100 ve 96 ile %100 arasinda degismektedir
(Tablo 1).
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<«— 340 bc

Sekil 1. PCR drlnlerinin B-tubulin F/R primer (Tub F/R) cifti kullanilarak yapilan
PCR isleminde 340 bg buyuklikte olusan bantlarin %1’lik agaroz jel elektroforez
gorinttst. Sira M: DNA Marker(100 bg); Sira 1-35: A. section Flavi Uyesi
izolatlar (340 bg)

Tablo 1. A. flavus ve A. parasiticus izolatlarinin gen bankasinda kayitli bazi izolatlari ile karsilastiriimasi

izolat No Gen Bankasinda Eni i?gt(i;s?rﬁgﬁ Benzerlik Gosteren OB(::rie(r;,k) Erisim Numarasi
1-6/8/10/12/15/17/20-23/36 A. parasiticus beta-tubulin gene. exons 1-8. complete cds 98-100 L49386.1
2/21/;)231_251/3/11_3/419/24-26/29- A. flavus beta-tubulin gene complete cds 94/97-99 M38265.1
18 A. parasiticus strain NRRL 502 beta-tubulin gene partial cds 96 Q17537.1

27 A. flavus strain C1204 beta-tubulin gene. partial cds 89 H180051.1
28/33-35/37/40/45-51 A. flavus NRRL 3357 tubulin beta, putative partial mRNA 98/100 M002380380.1

Tablo 1'de goérildugu gibi 9/11/13-14/16/19/24-26/29-
32/38-39/41-44 nolu 19 izolat A. flavus beta-tubulin
gene complete cds ile %94-100 arasinda, 28/33-
35/37/40/45-51 nolu 13 izolat A. flavus NRRL 3357
tubulin beta, putative partial mRNA ile %98 ve %100, 27
nolu izolat A. flavus strain CI204 beta-tubulin gene.
partial cds ile %89 oraninda benzerlik géstermektedir.
Diger 1-6/8/10/12/15/17/20-23/36 nolu 16 izolat A.
parasiticus beta-tubulin gene. exons 1-8. complete cds
ile %98-100 arasinda; 18 nolu izolat A. parasiticus strain
NRRL 502 beta-tubulin gene partial cds ile %96
oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Goéraldagu
Uzere tum izolatlarin B-tubulin gen bdlgelerine ait DNA
dizileri ile gen bankasina kayitl izolatlarin gen dizilimleri
arasindaki  benzerlik  oraninin  yiuksek  oldugu
anlasiimaktadir.

Yaptigimiz calismaya benzer olarak Kuzey Italya'da
2003 yilinda vyapilan bir arastirmada, aflatoksin
bulagikliginin basladi§i dénemde misirdan izole edilen
A. section Flavi grubuna ait izolat (67) PCR analizi
sonucunda gen dizilimine goére karakterize edilmistir.
Gen bankasinda bulunan izolatlar ile yapilan
karsilagstirma sonucunda B-tubulin ve kalmodulin gen
bdlgesinde A. section Flavi grubuna ait izolatlarin, A.
flavus izolatlarina sirasiyla %99.7 ile %100 ve %98.9 ile
%100 benzerlik gosterdidi belirlenmigtir [30]. Yine
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Brezilya’'nin Amazonas bolgesinde yapilan calismada
findiklardan (n=180) izole ettikleri A. section Flavi grubu
Uyeri ITS, B-tubulin ve kalmodulin gen boélgesine ait DNA
dizi analizi sonucunda A. flavus (136 izolat, %75.5), A.
nomius (40 izolat, %22.3) ve A. parasiticus (4 izolat,
%?2.2) olarak belirlenmistir. ITS, S-tubulin ve kalmodulin
gen bdlgesine ait tir ici benzerligi A. flavus icin sirasiyla
%98.5, %97.0, %99.0; A. nomius igin %99.0, %98.5,
%99.5; A. parasiticus igin %98.5, %97.0, %98.5 olarak
belirlenmistir [31]. Baska bir galismada Arjantin'deki
yerfistiklarindan A. section Flavi grubuna ait Aspergillus
arachidicola sp. nov ve Aspergillus minisclerotigenes sp.
nov adinda ki yeni tir izole edilmistir. A.
minisclerotigenes ve A. arachidicola B-tubulin gen
bdlgesine ait DNA dizi analiz sonuglarinin, A. flavus
referans kdiltirlerine olan benzerlik sirasi ile %87 ve
%86 oranlarinda oldugu rapor edilmistir [8].

Fungal izolatlarinin Mikotoksin Analizi

Adana ve Osmaniye illerinde yerfistigi alanlarindan ve
depolardan toplanan vyerfistigi Orneklerinden 50 A.
section Flavi Uyesi izolatinin aflatoksin ve siklopiazonik
asit olusturma potansiyelleri belirlenmis ve Tablo 2'de
verilmigtir.
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Tablo 2. A. flavus ve A. parasiticus izolatlarinda aflatoksin (ug/L) ve siklopiazonik asit (ug/g) olusumu

Tir izolat Aflatoksinler (Uretim arahdi pg/L) izolat Siklopiazonik asit
sayisl B, B, G G, sayisl (ug/kg)

A. flavus 33 0.45-4521.64 0.85-62.93 - - 32 0.35-8.21

A. parasiticus 17 23.32-2562.87 0.22-5.52 86.12-651.93 0.34-6.32 - -

Tablo 2'de gorildigu Gzere 33 A. flavus izolati AFB; ve
AFB, Uretmistir. A. parasiticus izolatlarinin tamami
aflatoksijenik 6zelliktedir, B ve G grubu aflatoksinleri
birlikte Uretmistir. Toplam 32 A flavus izolat 0.35-8.21
pg/g arahidinda siklopiazonik asit Gretmistir.

Cesitli Urlnlerden izole edilen funguslarin aflatoksin
ve/veya siklopiazonik asit Uretebilme potansiyelini
arastirmaya yonelik calismalar da bulunmaktadir.
Eshetu [32], tarafindan yapilan arastirmada, depolanan
yerfistigi 6rneklerinden yapilan izolasyon sonucunda A.
flavus izolatlarinin %85 oraninda aflatoksin Urettigi
bildiriimistir. Arjantin’de yerfistigindan izole edilen 34 A.
flavus izolatinin aflatoksin B (%74) ve siklopiazonik asit
(%82) Uretiminin fazla oldugu belirlemislerdir [33]. Yine
yerfistigindan izole edilen A. flavus izolatlarinin %63l
aflatoksin B ve siklopiazonik asidi birlikte Urettigi rapor
edilmistir [6]. Botswana’da yerfistigindan izole edilen 32
A. flavus izolatinin sadece 6 tanesi (%19) 1 ile 55 ug/kg
araliginda siklopiazonik asit Urettigi bildirilmistir [34].
Slovakya’da vyapilmis bir c¢alismada marketlerden
toplanan vyerfistiklarindan izole edilen 26 A. flavus
%34.62 oraninda siklopiazonik asit Urettigi rapor
edilmistir [35]. Diger calismalara da dayanarak, A.
flavus'un %41 ile %95'inin aflatoksin tUretme yetenegine
sahip oldugu [36] ve A. flavus izolatlari arasinda
aflatoksin Uretiminde degiskenlik olabilecedi siklikla
rapor edilmistir [37].

Aflatoksijenik ~ A. parasiticus izolatlarina  6zellikle
yerfistigi [6] ve yerfistidi yetistirilen bolgeler ile seker
kamigli [38] duretilen bdlgelerde yaygin bir sekilde
rastlanmaktadir. Ornegin yerfisti§i, bugday ve soya
fasulyesi orneklerinden izole edilen 37 A. parasiticus
izolatin %94.6'st B ve G grubu aflatoksinleri birlikte
uretmek suretiyle aflatoksijenik ozellikte oldugu ancak
siklopiazonik asit Ureticisi olmadig bildirilmistir [6].
Portekiz’de bademden izole edilen 18 A. parasiticus
izolatinin ve Iran'da musir tarlalarinin topraklarindan
izole edilen A. parasiticus izolatlarinin tamaminin B ve G
grubu  aflatoksinlerini  birlikte  Greterek  ylksek
aflatoksijenik 6zellikte oldugu belirlenmistir [39, 40]. A.
parasiticus oldugu belirlenen izolatlarin literatir ile
uyumlu olarak aflatoksin B ve G drettigi fakat
siklopiazonik asit Ureticisi olmadigi belirlenmistir [11].

Calismadaki izolatlarin uygun kosullar altinda aflatoksin
ve siklopiazonik asidi birlikte Uretebilecegi
anlasiimaktadir. Toksin Uretiminin  fungusun tard,
genetidi, izolasyon kaynagi ve cografi kosullari gibi
cesitli parametreler tarafindan belirlendigi bildiriimistir
[41, 42, 43].

SONUG

Sonug olarak, Adana ve Osmaniye illerinde yerfistigi
alanlarindan ve depolardan toplanan yerfistigi
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Orneklerinden elde edilen 50 A. section Flavi Uyesi
fungal turiin morfolojik ve tarafimizca modifiye edilerek
yapilan molekiler yéntemle tanimlama sonucunda A.
flavus ve A. parasiticus tespit edilmistir. Bu calisma,
boélgemizdeki  A. section Flavi'nin molekdler
karakterizasyonu igin yeni bir yontem sunmaktadir.
Ayrica, calismada A. flavus ve A. parasiticus
izolatlarinin tim in vitro kosullarinda aflatoksin Ureticisi
oldugu belirlenmistir. A flavus izolatlarinin  32’si
siklopiazonik asit Uretmistir. Aflatoksinlerin tek basina
toksisitesinin yani sira A. flavus tlrleri tarafindan
siklopiazonik asit ile birlikte Uretilmesi, aflatoksin ve/veya
siklopiazonik asidin toksisitelerini arttirabilecegine isaret
etmektedir. Bu durumun vyerfistiginin aflatoksin ve
siklopiazonik asit ile bulagsma riskini arttiracagi
muhtemeldir. Ayrica izole edilen A. flavus ve A.
parsiticus’'un  toksijenik  potansiyellerinin  tarimsal
urinlerdeki dogal mikotoksin bulasikligini etkileyen
Oonemli bir faktér oldugu duslnulmektedir. Blgemizde
oldugu gibi, Turkiye'de yerfistiginda hangi tlriin baskin
oldugu ve turlerin toksijenite  bilgisi  6zellikle
mikotoksinlere ydnelik hasat dncesi Onleyici tedbirlerin
alinmasi yonunden énem tagimaktadir.
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