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Tiirkiye'de en ¢ok iiretilen tahil olan bugday, hasat, tasima, depolama ve isleme siireclerinde
Aspergillus section Flavi tiyeleri (Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nominus, A. niger) tarafindan
kontamine olmaktadir. Bu g¢alismada A. section Flavi iiyelerinin bugdaylarda yayginligi ve toksin
tiretme potansiyellerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla A. section Flavi tiyelerine ait tiirlerin
izolasyonu, morfolojik ve molekiiler olarak tanimlamalari ger¢eklestirilmistir. Bunun igin ilk olarak
bugday taneleri PDA besiyerine yerlestirilmis ve 25°C’de 5-7 giin inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan siipheli Aspergillus izolatlar1 PDA besiyerinde saflastirilmistir. Morfolojik
olarak tanimlamalar sonucunda elde edilen 25 izolatin tamami siipheli A. flavus olarak
tanimlanmugtir. Bu izolatlarin molekiiler tanimlamalar1 ITS, B-tubulin, IGS gen bolgeleri taranarak
gerceklestirilmistir. Bunun yani sira aflatoksin iiretim genleri olarak norA, norB, pksA, ver-1, afIR
de degerlendirmeye alinmigtir. PCR analizleri sonucunda, ITS, B-tubulin ve IGS gen bdlgesi igin
sirastyla 600 bp, 340 bp, 674 bp; norA, norB, pksA, ver-1 ve aflR genleri igin ise sirasiyla 759 bp,
452 bp, 416 bp, 785 bp, 798 bp biiyiikliigiinde bantlar elde edilmistir. Caligmaya RFLP analizi ile
devam edilmis ve bu amagla ITS1/ITS4 primerleriyle ¢ogaltilan 25 PCR iiriinii Hhal restriksiyon
enzimi ile kesilmistir. Sonu¢ olarak ITS gen bolgesinden farkli boyutlarda dort fragman elde
edilmigtir. Bu PCR iriinleri A. flavus olarak degerlendirilmistir. Rastgele secilen bes A. flavus
izolatinin B-tubulin ve ITS gen bolgeleri amplifiye edilerek BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) analizine tabi tutulmus ve GenBank veri tabanindaki tiirlerle karsilastirildiginda %99-100
araliginda niikleotid benzerligi gostermistir. B-tubulin ve ITS gen bolgelerinden elde edilen DNA
dizilerinin, MEGA X programi yardimiyla Neighbor-Joining metodu kullanilarak olusturulan
filogenetik agagta filogenetik iligkileri gosterilmistir. Bu ¢alismada, bugday tanelerinden elde edilen
Aspergillus izolatlarinin yapilan analizler sonucunda A. flavus oldugu goriilmistiir. Bunun yani sira
aflatoksin tiretim gen bolgelerinin gésterilmesi, bu izolatlarin aflatoksijenik A. flavus olma ihtimalini
diislindiirtm{istiir.

Anahtar Kelimeler: Aspergillus section Flavi, bugday, aflatoksin, aflatoksin biyosentez genleri
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ABSTRACT

Wheat, the most extensively produced cereal in Turkey, is subject to contamination by
members of Aspergillus section Flavi (Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nominus, A. niger) during
harvesting, transportation, storage, and processing. This study aimed to determine the presence and
toxin-producing potential of A. section Flavi members in wheat. For this purpose, wheat grains were
first placed in PDA medium and incubated at 25°C for 5-7 days. After incubation, suspected
Aspergillus isolates were purified in PDA medium. Morphological identification determined that all
25 isolates were presumptive as A. flavus. Molecular identification of these isolates was conducted
by screening ITS, B-tubulin, and IGS gene regions. Additionally, aflatoxin biosynthesis-related genes
(norA, norB, pksA, ver-1, and afIR) were evaluated. PCR analyses yielded bands of 600 bp, 340 bp,
and 674 bp for the ITS, B-tubulin, and 1GS gene regions, respectively, while norA, norB, pksA, ver-
1, and afIR genes produced bands of 759 bp, 452 bp, 416 bp, 785 bp, and 798 bp, respectively. The
study was continued with RFLP analysis and for this purpose, 25 PCR products amplified with
ITS1/1TS4 primers were cut with Hhal restriction enzyme. As a result, four fragments of different
sizes were obtained from the ITS gene region. These PCR products were evaluated as A. flavus.
Subsequently, B-tubulin and ITS gene regions of five randomly selected A. flavus isolates were
amplified and subjected to BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analysis. When compared
with the species in the GenBank database, these isolates exhibited 99-100% nucleotide similarity.
DNA sequences of the B-tubulin and ITS gene regions were used to construct a phylogenetic tree
employing the Neighbor-Joining method in MEGA X software to determine phylogenetic
relationships. Based on the analyses, Aspergillus isolates obtained from wheat grains were identified
as A. flavus. Furthermore, the presence of aflatoxin biosynthesis-related gene regions suggested the
potential aflatoxigenicity of these isolates.

Keywords: Aspergillus section Flavi, wheat, isolation, aflatoxin biosynthesis genes



TESEKKUR

Tezimin hazirlanmasi ve yiiriitiilmesinde degerli katkilartyla bana yol gosteren ve her daim
destek olan, ilgi ve yardimlarin1 esirgemeyen kiymetli danisman hocam Sayin Prof. Dr. Isil VAR’a
en icten tesekkiirlerimi sunarim. Kendisi yalnizca akademik bir rehber degil, ayn1 zamanda bu siirecte
ilham kaynagim olmustur. Bitmek bilmeyen sabr1, anlayis1 ve sevgisi sayesinde bu siireci basarili ve
huzurlu bir sekilde tamamlayabildim. Her zaman yanmimda olan, bana inanan ve en zor anlarimda
destekleyen danmisman hocama gosterdigi degerli rehberlik i¢in minnettarligimi ifade etmek
istiyorum.

Caligma konusunun belirlenmesinde ve ¢alismanin hazirlanma siirecinin her asamasinda
bilgilerini, tecriibelerini ve degerli zamanim esirgemeyerek bana her firsatta yardimc1 olan degerli
hocam sayin Dr. Isilay LAVKOR a tesekkiirii bir borg bilirim. Tezimi degerlendiren saygideger jiiri
tiyeleri Prof. Dr. Ebru KAFKAS ve Do¢. Dr. Sinan UZUNLU’ya sonsuz saygi ve en igten
tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica bilgi ve birikimlerimin olusmasinda maddi ve manevi her tiirlii destegi esirgemeyen,
her zaman yanimda olan ve giivenlerini her daim hissettiren sevgili aileme sonsuz sevgi ve
saygilarimi sunmak istiyorum. Ayrica gerek laboratuvarda gerek tezimin her asamasinda gosterdigi

destegi ve cesaretlendirmesi i¢in degerli arkadasim Berfin SUCU’ya tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Tarim {irtinleri icerisinde tahillar 6nemli bir yer teskil etmektedir. Tahillar gerek Tiirkiye ve
gerekse diinyada insan ve hayvan beslenmesi acisindan ¢ok biiyiik dnem arz etmektedir. Bugday
(Tritici spp.) iilkemizde tiretimi yapilan tahil tiriinleri igerisinde en biiyiik paya sahip olup, lilkemiz
icin 6nemli bir tahil Grtiniidiir (TMO, 2021). Bugday, bugday tirtinleri ve ekmek hem ge¢miste hem
giiniimiizde Tirk insaninin en 6nemli besin kaynaklarindan biri olmustur (Lavkor, 2019a). Bugday
ve ekmegin beslenmenin yani sira kiiltiirel, sosyal ve tarihi degeri ¢ok biyiiktiir. Bugday tasidigi
biiyiik degere bagli olarak saygi duyulan, kutsal sayilan bir {irlindiir ve sadece Tiirkiye icin degil ayni
zamanda diinya insanmin beslenmesinde de giderek artan bir 5neme sahiptir (Ozberk ve ark., 2016).
Bugiin en fazla bugday ihracati yapan iilkeler; Rusya, ABD ve Kanada’dir. Uretim olarak
bakildiginda ise en fazla bugday liretebilen ilk {i¢ iilke; Cin, Hindistan ve Rusya olarak bilinmektedir.
Bu ti¢ iilkenin diinya bugday tiretimindeki paylari sirasiyla %17, %14 ve %11°dir (TMO, 2021).

Tirkiye yilizolgiimiinin %29,5’inde tarimsal iiretimin yapilabilecegi elverisli sartlara
sahiptir. Tarim alanlarinin nadas alanlari hari¢ %67,5’inde tarla ziraati yapilmaktadir ve bu alanin da
%71’inde hububat ekilmektedir. Hububat ekim alan1 i¢inde %62 ile ilk sirada bugday gelmektedir.
Bugdayi sirastyla, %28 ile arpa ve %6,2 ile misir takip etmektedir (TMO, 2021). Tiirkiye’de bugday
55,4 milyon alanda ve dekara 266 kg verim ile 14,5 milyon ton toplam bugday iiretilmektedir. 2021
yili verilerine gore, Tiirkiye 6.623.061 hektar alanda 17.650.000 ton bugday iiretimi gerceklesmistir.
Bu tiretim diinyadaki toplam tiretimin %2,29’una karsilik gelmekte olup, diinyada en fazla bugday
tiretimi yapan 11 tilkeden biridir (Ken ve Semerci, 2023).

Tarimsal {iretimin iilke ekonomisinde 6nemli bir paya sahip oldugu iilkemizde, biyotik ya da
abiyotik faktdrlerin neden oldugu {iriin kayiplartyla karsilagilmakta ve bunlarin 6nlenmesi ya da en
aza indirilmesi onem arz etmektedir. Yiiksek verimli bugday ¢esitlerinin gelistirilmesi amaciyla
yapilan yogun 1slah ¢aligmalar kiiltiir formlarinin genetik ¢esitliliginin giderek azalmasina neden
olmus ve boylece zararlilara, ¢cevresel streslere ve degisik hastaliklara kars1 hassasiyetleri de artmigtir
(Hajjar ve Hodgkin, 2007).

Ayrica tahil taneleri hasat, tasima, depolama ve isleme siireglerinde siklikla funguslar ile
kontamine olmaktadir (Riba ve ark., 2010). Aspergillus section Flavi iiyesi i¢indeki bu funguslar
tarafindan tiretilen mikotoksinler basta bugday olmak tizere tahil ve tahil iirtinlerinde bulunabilmekte
ve saglik riskleri olusturmaktadir. Bu siireglerde olusan toksinler canlilarda alerjik ve toksijenik
reaksiyonlara sebep olmaktadir (Miraglia ve Brera, 2000; Abdallah, 2019). Saprofit olarak
tamimlanan Aspergillus’lar, tarla kosullarindan itibaren depolama siiresi boyunca gesitli tahillart
substrat olarak kullanip tizerinde gelisimlerini siirdiirebilirlerken, bir yandan da toksin iiretimleri

devam edebilmektedir (Scheidegger ve Payne, 2003).



Aspergillus’lar mikotoksin tiretmelerinin yam sira bitki ve depo hastaliklarmna da neden
olabilmektedirler. Fakat insan ve hayvan sagligini tehdit emesi agisindan tiretilen mikotoksinler gida
endiistrisi ve hayvan besleme agisindan 6n plana ¢ikmaktadir. Mikotoksinler, 6zellikle Aspergillus,
Penicillium ve Fusarium cinsi funguslar tarafindan sentezlenen diisitk molekiiler agirliga sahip
ikincil metabolitlerdir (Abd-Elsalam ve Rai, 2020). Mikotoksin terimi ilk kez 1960'larda
kullanilmustir. Ingiltere'de yaklasik 100.000 hindi, A. flavus tarafindan iiretilen bir mikotoksinle

S

kontamine olmus yer fistig1 iceren hayvan yemleri nedeniyle "Turkey-X hastaligi"na yakalanarak
hayatin1 kaybetmistir (Ismaiel ve Papenbrock, 2015). Sonraki yillarda laboratuvarda ve sahada
gerceklestirilen deneyler sonucunda gidalarin bozulmasina ve bitkilerde goriilen hastaliklara neden
olan yaygin bir¢ok fungusun toksik ozellik gosterebilen ¢ok sayida metabolit sentezleyebildigi
gosterilmistir (Pitt, 2013).

Gida ve yemlerde gelisen funguslarin olusturduklari misellerin i¢inde bulunduklar {iriine
salgiladiklart bu toksik metabolitler, insan ve hayvan sagligini tehdit ettiginden, kiiflenme ekonomik
boyutun &tesinde onem tagimaktadir. Bugiine kadar yaklasik 400 mikotoksin tanimlanmugtir.
Tanimlanmis 400’den fazla mikotoksin igerisinde aflatoksinler, fumonisinler, okratoksinler,
deoksinivalenol, zearalenon ve patulin hem ticari etki hem de insan ve hayvan saglig1 riski a¢isindan
en Onemlileridir. Bu sayinin artmasinda mikotoksinler {izerinde yapilan yogun aragtirmalarin yani
sira, yeni antibiyotik ve kemoterapotik ajanlarin kesfi icin cesitli laboratuvarlarda yapilan
caligmalarda metabolitlerin mikotoksin olarak tanimlanmasinin da énemli bir rolii bulunmaktadir
(Reddy ve ark., 2010; Zain, 2011).

Mikotoksinler arasinda ise aflatoksinler daha ¢ok one ¢ikmaktadir. Aflatoksinler A. flavus,
A. parasiticus, A. nomius gibi cesitli toksijenik Aspergillus tarafindan sentezlenen mikotoksinlerdir
(Rao ve Chopra, 2001). Aflatoksinler, fungus tiirleri tarafindan iiretilen poliketidlerden tiiretilen
oldukea toksik ikincil metabolitlerdir. Bu maddeler, insanlar ve hayvanlar i¢in ciddi saglik riskleri
olusturmaktadir (Ozkaya, 2001). Ana aflatoksinler Bi, B, Gi ve G olarak adlandirilir ve bu
maddeler solunum, mukoza veya deri yoluyla viicuda girdiginde inflamatuar yanitin agiri
aktivasyonuna sebep olabilir. Bu durum, viicudun savunma mekanizmalarinin asir1 tepki vermesine
ve zararli etkilere maruz kalmasina neden olabilmektedir. (Kumar ve ark., 2017). Gidalarda da dogal
olarak bulunmakta olan Aflatoksin Bi, B,, G1 ve G; arasinda en toksik olani aflatoksin B:’dir ve
Uluslararas1 kanser aragtirmalari ajansi tarafindan Grup 1 karsinojen olarak siniflandirilmigtir
(IARC, 1993).

Aflatoksin, insan sagligi i¢in biiyiikk bir tehdit olusturmanin yani sira, birgok iilke igin
ekonomik agidan da sorunlar yaratabilmektedir (Ozkaya, 2001). Diinyadaki tarim iiriinlerinin %25
aflatoksin ve diger mikotoksinlerle bulagmis olarak bilinmektedir (Bennett ve Klich, 2003; Bryden,
2007). Aflatoksinlerin varligi dogal olarak tarimsal iirlinler igerisinde daha ¢ok bugday, soya

fasulyesi (Vaamonde ve ark., 2003), yerfistigi (Gonzalez-Salgado ve ark., 2008), misir (Giorni ve



ark., 2007; Atehnkeng ve ark., 2008), pamuk (Cotty, 1997) ve bademde (Rodrigues ve ark., 2007)
gorlilmektedir.

Aflatoksin B ve G1'in biyolojik aktivitesi genellikle toksijenik Aspergillus flavus kiiltiirleri
ve aflatoksin ile kontamine olmus tiriinlerde gozlemlenmistir (Groopman, 1988). Gidalar ve hayvan
yemleri; isleme, depolama ve satis siireglerinde aflatoksinlerle kirlenme riski tasimaktadir.
Aflatoksin kontaminasyon diizeyleri ise iklimsel ve bolgesel 6zelliklere ve gida tiiriine bagli olarak
degiskenlik gostermektedir (Sener, 2006). Baslangigta, aflatoksin B ve G iireten tiirler A. flavus
olarak tanimlansa da (Christensen Ve ark., 1973), Buchanan ve Ayres'in 1979'da yaptig1 ¢alismalar,
iki grubu da iireten tiirlerin A. parasiticus oldugunu ortaya koymustur. Bunun yani sira, A. flavus
tiirlerinin aflatoksin B ve B; iiretebildigi ancak G grubu aflatoksinleri iiretmedigi de tespit edilmistir.
Bu bulgular, mikotoksin iiretiminin dogru tiirlerle iligkilendirilmesinin dnemini vurgulamaktadir
(Varga ve ark., 2009; Amaike ve Keller, 2011).

Aflatoksin gibi ikincil metabolitler, cok cesitli yollarla sentezlenebilmekte, hem genetik
olarak farkli fretici suslar hem de farkli ¢evresel kosullar bu metabolitlerin {iretimini
etkileyebilmektedir. Aflatoksin olusumunu iiriin nemi, kurutma hizi, ortamin nisbi nemi, sicaklik,
ortamda bulunan fungus veya sporlarinin yogunlugu, gelisen tiirlerin toksin olusturma giicleri,
mikroorganizmalar arasi rekabet, {iriiniin ve yetistirilen ¢esidin direnci, bocek veya diger zararlilarin
faaliyeti, bitki stresi, hava sicakligi, atmosferik gazlarin bilesimi gibi bircok etken
etkileyebilmektedir (Coksdyler, 1999). Ozellikle aflatoksinlerin olusumunda nispi nem ve sicakligin
kritik parametreler oldugu bilinmektedir. Arastirmalar, aflatoksin iireten funguslarin en uygun
gelisme kosullarinin 24-35°C sicaklik ve %70'in {izerinde nispi nem oldugunu gostermektedir. Bu
kosullar altinda, aflatoksin olugsumu daha hizli ve yogun bir sekilde gerceklesebilmektedir (Amaike
ve ark., 2011; Odoemelam ve Osu, 2009).

Mikotoksin treticileri de olan bu Aspergillus section Flavi tiyeleri koloni yapisi, ¢api, renk
ve konidial yapilari igeren morfolojik dzellikleri ile tanimlanmaktadir (Klich, 2002). A. section Flavi
grubuna ait bir¢ok tiiriin tanimlanmasinda, morfolojik &zellikler tek basina yeterli olmamaktadir
(Frisvad ve ark., 2006; Samson ve ark., 2006). Bu nedenle, A. section Flavi {iyelerinin
tanimlanmasinda molekiiler analizler de kullanilmaktadir (Godet ve Munaut, 2010).

Molekiiler tanimlama i¢in yapilan analizlerde kullanilan gesitli teknikler arasinda Rastgele
Cogaltilmig Polimorfik DNA (RAPD), Cogaltilmis Par¢ga Uzunluk Polimorfizmi (AFLP),
Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Ger¢cek Zamanli Kantitatif PCR (qRT PCR),
Coklu PCR ve I¢ Ice PCR gibi yontemler bulunmaktadir. Bu teknikler, genetik analizlerde ve
molekiiler biyoloji ¢alismalarinda énemli bir rol oynamaktadir. S6z konusu yontemler, genetik
cesitliligi belirlemeden gen ifadesinin niceliksel analizine kadar genis bir yelpazede kullanilmaktadir
(Sambrook ve ark., 1989; Katan, 2000; Nelson ve ark., 1997). Bu molekiiler analiz teknikleri, genetik
aragtirmalarda ve tibbi tanida biiyiik 6nem tasimaktadir ve genetik yapilarin ayrintili analizinde

degerli bilgiler saglamaktadir. Restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA molekiiliiniin farkl



biiyiikliikteki fragmanlara ayrilmasi ve elde edilen DNA par¢alarinin jel elektroforez teknigi ile
gorlintiilenmesi islemi RFLP (Restriksiyon Fragment Length Polymorphism/Restriksiyon Parca
Uzunluk Polimorfizmi) olarak bilinir. Bu teknik, ilk kez Simian Viriis 40 (SV40) DNA'sinin HindIII
enzimi ile kesilmesiyle olusturulan restriksiyon haritasiyla baslamistir. Analiz sonucunda elde edilen
11 &zgiil parca, virlis DNA's1 {izerinde biyolojik olarak dnemli bolgelerin belirlenmesine imkan
tanimustir. RFLP teknigi, 6karyotik hiicre genom analizlerinde ve bircok genetik hastaligin tani ve
tedavisinde kullanilmaktadir. Bu yontem, genetik arastirmalarda ve tibbi uygulamalarda énemli bir
arac olmaya devam etmektedir (Klug ve ark., 2011; Ozerdem, 2009; Yagci, 2001).

RFLP yontemi, DNA dizilerindeki varyasyonlar1 incelemek igin kullanilan etkili bir
molekiiler parmak izi teknigidir. Bu yontemde, organizmanin DNA's1 belirli restriksiyon enzimleri
ile kesilmekte ve farkli dizi ve/veya boyutlardaki PCR {iriinleri bir jel veya kapiller iizerinde farkli
hareketlerle ayristirilmaktadir (Gilbride ve ark., 2006, Tiiredi ve Seker, 2023). Her bir bandin veya
pikin farkli mikrobiyal bir tiirii temsil ettigi varsayilarak, olusan DNA paternlerinin toplulugun
cesitliligini dogrudan yansittigi kabul edilmektedir. Bu pargalarin farkli uzunluklarda olmasi ve farkli
organizmalar arasinda degiskenlik gostermesi, genetik farkliliklarin tespitinde bu yontemin
kullanimint miimkiin kilmaktadir. Ayrica, ilgilenilen bant veya piklere ait DNA fragmanlar segilip
dizi analizleri yapilarak, dizinin uzunluguna bagli olarak degisen ¢oziiniirliiklerde elde edilen veriler
filogenetik arastirmalar i¢in kullanilabilmektedir. Bu yontem, mikrobiyal ¢esitliligi incelemek ve
filogenetik iligkileri anlamak i¢in 6nemli bir arag olarak da kullanilmaktadir (Gilbride ve ark., 2006;
Kim ve ark., 2013, Tiiredi ve Seker, 2023).

Aspergillus tiirlerinin PCR tabanli tanimlamalari, genellikle 18S rDNA, mitokondriyal DNA,
Intergenic Spacer Bolgesi (IGS) ve Internal Transcribed Spacer (ITS) bolgelerine dayanmaktadir. Bu
yontemler, A. section Flavi tiyelerinin tanimlanmasinda 6zellikle A. flavus, A. parasiticus, A. nomius,
A. oryzae ve A. sojae tiirlerine odaklanmigtir. PCR teknolojisi, Aspergillus tiirlerinin dogru ve hizl
bir sekilde tanimlanmasi ve karakterizasyonunda kritik bir rol oynayarak bu alanda yapilan
calismalara 6nemli katkilar saglamaktadir (Rodrigues ve ark., 2007; Gonzalez-Salgado ve ark., 2008;
Niessen, 2007).

Giiniimiizde aflatoksin biyosentezinde gérevli genler hedef alinarak da Aspergillus tiirlerinin
belirlenmesine yonelik molekiiler caligmalar yapilabilmektedir (Gonzalez-Salgado ve ark., 2008). A.
section Flavi iiyesi fungus tiirlerinin aflatoksin biyosentezinde gorevli 20’nin {izerinde gen
bulundurdugu bildirilmistir. Bu genler arasinda aflR, aflS (aflJ), aflA(fas-2), aflB(fas-1), aflC(pksA),
aflD (nor-1), aflE (norA, adh-2), aflF (norB), aflG(avnA, ord-1), aflH(adhA), afll (avfA), aflK (vbs),
aflL (verB), afIM (ver-1), afIN (verA), aflO (dmtA, omtB), aflP (omtA, omt-1), aflQ (orda, ord-1),
aflT, aflu (cypA), aflv (cypX), aflw(moxY), aflX (ordB), alfY (hypA) bulunmaktadir (Verheecke,
2014).



Yapilan ¢alismalarda, PCR teknigi ile Aspergillus 'un norosolorinik asit reduktazi kodlayan
geni norl, versicolorin A dehidrogenaz kodlayan geni verl, sterigmatosistin O-metiltransferaz
kodlayan geni omtA olarak tanimlanmistir (Geisen, 1996; Criseo ve ark., 2001; Chen ve ark., 2002).
Birbiri ardina siralanmis olan aflR ve aflJ genlerinin aflatoksin biyosentezini diizenleyen genler
oldugu, bu genlerin aflatoksin biyosentezini baslattig1 ve aflatoksin tiretimini arttirdig1 (Ehrlich ve
Cotty, 2002; Georgianna ve Payne, 2009), ayrica aflatoksin biyosentezinde yer alan pksA, nor-1, ver-
1, uvm8 ve omtA gibi bir¢ok yapisal genin aflatoksin olusumunda rol oynadig: bildirilmistir (Yu ve
ark., 1995; Geiser ve ark., 2000).

Aflatoksin biyosentezinde gorevli genler hedef alinarak Aspergillus tiirlerinin belirlenmesine
yonelik yontemlerden biri de PCR-RFLP teknigine dayanan molekiiler analiz yontemidir (EI Khoury
ve ark., 2011; Kana ve ark., 2013). Kamerun'da yapilan bir arastirmada farkli tarim bélgelerinden
toplanan hayvan yemlerinde PCR-RFLP analiz yontemi kullanilarak IGS-F/R primer ¢ifti ile IGS
bolgesi hedef alinmis ve Aspergillus tiirleri belirlenmistir. Tiim IGS-PCR {irtinleri Bglll enzimi ile
kesilerek 362, 210 ve 102 bp de bant vermistir. Caligmada ti¢ fragmana béliinen PCR firiinlerinin A.
flavus olarak tanimlandigi ve aflatoksin B, iirettigi bildirilmistir (Kana ve ark., 2013).

Bolgemizde bugday tanelerinde A. section Flavi iiyelerine ait tiirlerin baskin oldugu ve
tiirlerin toksijenite bilgisi 6zellikle mikotoksinlere yonelik hasat dncesi onleyici tedbirlerin alinmasi
yoniinden 6nem tasimaktadir. Aflatoksin ile miicadele mikrobiyolojik ajanlarin tespitinde giivenli bir
yontem olusturulmasi agisindan da ayrica 6nemlidir. A. section Flavi tiyeleri koloni yapisi, ¢apt, renk
ve konidial yapilarini igeren morfolojik 6zellikleri ile tanimlanmaktadir. A. section Flavi grubuna ait
bircok tiiriin tanimlanmasinda, morfolojik 6zellikler tek basina yeterli olmamaktadir. Bu nedenle, bu
tirlerin tamimlanmasinda molekiiler diizeyde DNA analizleri de yapilmaktadir. Bu ¢alismada Adana
ilinde bugday yetistiriciligi yapilan tarim alanlari, depolar ve silolardan alinan bugday érneklerinden
A. section Flavi iiyelerine ait tiirlerin izolasyonlari yapilarak A. section Flavi iiyelerinin morfolojik
tanimlamalarinin ardindan tiir bazinda molekiiler tanimlamalari ile aflatoksin {iretiminde rol alan gen

bolgeleri taranmaistir.






2. ONCEKI CALISMALAR

Diinya’da {iretilen tahillar, hasat, tasima, depolama ve isleme siireglerinde Aspergillus,
Penicillium, Fusarium ve Alternaria gibi gesitli kiiflerle kontamine olmaktadir. Bu kiifler i¢erisinde

en ¢ok c¢alisilan kiiflerden biri de Aspergillus’lardir.

Aspergillus Tiirlerinin Morfolojik Olarak Tammmlanmas1 Cahismalari

Cotty (1997) Amerika Birlesik Devletleri'ndeki pamuk ekili tarim alanlarinda Aspergillus
section Flavi topluluklarinin varligini ve aflatoksin iiretim potansiyelini belirlemeyi amagladigi
caligmada A. flavus ve A. tamarii tirlerinin bolgeler arasinda goriilme sikligindaki farkliligt
gostermistir. A. flavus tiiriiniin goriilme sikliginin sicaklikla birlikte arttig1 gézlenmistir. Izolatlarin
sadece %1'den az1 A. nomius ve A. parasiticus tiirlerine ait oldugu goriilmiistiir. A. flavus izolatlar1
sklerotiyal morfolojiye dayanarak S veya L suslarina ayrilmistir. S susuna ait izolatlar ¢ok sayida
kiigiik (<400 pum) sklerotia iiretmisken, L susuna ait izolatlar daha az sayida ancak daha biiyiik
sklerotlar iiretmistir. Korelasyonlar, L tiiriiniin toksisitesinin cografi olarak degistigini, ancak S
tiirliniin toksisitesinin degismedigini gdstermistir. Cogu izolatin toksisitesi tek konidial transfer
yoluyla sabit kalmis, ancak izolatlarin %28'1 toksisite seviyelerinde degisiklikler gostermistir.
Calisma sonuglarina gore, topluluklar arasinda gozlemlenen farkliliklarin, cografi izolasyonu
ve/veya adaptasyonu yansitabilecegi ve farkli yerlere ekilen {irlinler arasinda aflatoksin
kontaminasyonuna kars1 farkli hassasiyetlere de neden olabilecegi ifade edilmistir.

Giorni ve ark (2007) tarafindan yapilan calismada Kuzey italya'da ilk kez hayvan yemi olarak
kullanilan misirdan izole edilen A. section Flavi izolatlar1 ve tirettikleri aflatoksinler (AF) lizerinde
detayl1 bir inceleme gerceklestirilmistir. Toplam 70 izolat incelenmis ve bu izolatlar 2003 ve 2004
yillarinda Italya’nin farkli bolgelerinden toplanmustir. izole edilen suslar toksijenik tiirler olan A.
flavus ve A. parasiticus olarak belirlenmistir. incelenen popiilasyonlarda A. flavus baskin bulunmus
ve suslarin %93'linii temsil ettigi belirtilmistir.

Afzal ve arkadaslar1 (2013) tarafindan yapilan c¢alismada, Pakistan''n Sindh eyaletindeki
Larkana bolgesinden izole edilen Aspergillus tiirlerinin tanimlanmasini ele alan ¢aligmada, Czapek
Solution Agar (CZA) ve Malt Extract Agar (MEA) olmak tizere iki farkli besiyeri kullanilarak
makroskobik (koloni biiyiimesi, konidiyum rengi, koloninin ters yiizii) ve mikroskobik (konidiofor,
vezikiil, matulae, fialid ve konidiyum) Ozellikleri degerlendirilmistir. Sonug olarak, Aspergillus
ficcum, Aspergillus flavus, Aspergillus flavus var. columnaris, Aspergillus terreus var. aureus,
Aspergillus fumigatus, Emericella nidulans, Emericella rugulosa ve Aspergillus terricola var.
americana olmak iizere sekiz farkli Aspergillus tiirii ilk kez Larkana bolgesinden rapor edilmistir.
Bu ¢aligmanin, bolgesel mikolojik ¢esitliligin anlagilmasina 6nemli katkilar sagladigi belirtilmistir.

Thathana ve ark (2017) tarafindan, Kenya'da misir ve toprak Orneklerinden izole edilen

Aspergillus flavus suslarimin morfolojik karakterizasyonuna odaklanan bir ¢alismada, izolatlarm



PDA ortamindaki belirgin koloni 6zellikleri tammmlanmustir. Koloniler, zeytin yesili ve koyu yesil
renk olusturmustur. Morfolojik olarak koloniler, kenarlarinda diiz ve sade bir yapiya sahipken,
merkezde yiiksek ve kirisik, beyin kivrimi benzeri (cerebriform) bir desen sergilemistir. Tiim
izolatlarda renksiz veya kahverengi olabilen sivi damlaciklar1 seklinde eksiidatlar gdzlemlenmistir.
Ayrica, 16 izolat derin kahverengi renkte sertlesmis miselyal kiitleler (sklerotlar) {iretmistir.
Koloniler beyaz bir sinirla ¢evrelenmis olup caplari 65-75 mm arasinda degismistir. Yapilan bu
caligsmada, geleneksel morfolojik yontemlerin gelismekte olan iilkelerde hizli tanimlama araci olarak

kullaniminin 6nemi vurgulanmastir.

Aspergillus Tiirlerinin PCR ile Molekiiler Olarak Tanimlanmasi Calismalar:

Geisen (1996) yaptigi calismada aflatoksin biyosentetik genlerini amplifiye etmek igin
multipleks bir PCR reaksiyonu gelistirmis ve aflatoksin biyosentetik yolunun ii¢ yapisal genine
(norsolorinik asit rediiktaz (nor-1), versicolorin A dehidrojenaz (ver-1), ve sterigmatosistin O-
metiltransferaz (omt-A)) 6zgii ti¢ set primer ile multipleks PCR kullanarak A. flavus ve A.
parasiticus’u ayirt edebilmistir.

Shapira ve ark (1996) tarafindan yapilan ¢alismada aflatoksin biyosentezinde gorevli ver-1,
omt-1 ve apa-2 genlerinin tespiti amaciyla yer fisti§1 ve misir drneklerinde uygun primer ¢iftleri
kullanilarak PCR analizleri gerceklestirilmistir. Aspergillus, Penicillium ve Fusarium tiirleri gibi
cesitli kiif tlirlerinden elde edilen DNA’lar PCR sablonu olarak kullanilmistir. Ayrica, yer fistigi,
misir ve depolanan tahillardan elde edilen DNA’lar da test edilmistir. Bu ¢aligmada, s6z konusu
genlerin varlig1 yalmzca aflatoksijenik A. parasiticus ve A. flavus suslarinda tespit edilmistir. Sonug
olarak, PCR yontemiyle tahil ve gidalardaki aflatoksijenik suslarin dogru, hassas ve 6zgiin bir sekilde
tespitinde, aflatoksin biyosentezinden sorumlu genlerin dnemli bir referans noktasi olusturdugu
ortaya konmustur.

Criseo ve ark (2001) tarafindan yapilan ¢aligmada, A. flavus grubunun aflatoksin iireten ve
tiretmeyen suslarini ayirt etmek amaciyla, dort gene (aflR, nor-1, omt-1 ve ver-1) 6zgii primer
setlerini igeren yeni bir multipleks PCR prosediirii (Quadruplex PCR) gelistirilmigtir. Calismanin
sonugclari, Quadruplex-PCR analizinin, aflatoksijenik suslarda dort bantli bir desen ortaya koydugunu
ve bu desenin, aflatoksin biyosentetik yolunda yer alan ve fonksiyonel {iriinlerin sentezinden sorumlu
tiim genlerin varligin1 dogruladigini gdstermistir.

Manonmani ve ark (2005) Hindistan'da gerceklestirdikleri bir ¢alismada yer fistig1 ve musir
orneklerinde bulunan aflatoksijenik funguslarda aflR genini tespit etmek amaciyla PCR analizi
gergeklestirmislerdir. Bu caligmada aflatoksijenik funguslarin gidalarda hizli bir sekilde tespit
edilmesi igin aflR geni i¢in yerel olarak tasarlanmis bir primer ¢ifti kullanilarak PCR yapilmustir.
Spesifiklik, 28 farkli fungus susundan elde edilen DNA'nin saf ve karisik kiiltiir sistemlerinde PCR
sablonu olarak kullanilarak test edilmistir. Pozitif amplifikasyon yalnizca aflatoksijenik A. flavus ve

A. parasiticus'tan elde edilen DNA ile elde edilmistir.



Ehrlich ve ark (2007) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, Tayland'in on farkli bélgesinden
alman toprak orneklerinden aflatoksin tireten Aspergillus tiirleri izole edilmistir. Tiim toprak
orneklerinde A. flavus’un baskin tiir oldugu saptanmustir. A. pseudotamarii ise dort toprak 6rneginde
tespit edilmistir. Tki 6rnekte, A. nomius’un en fazla aflatoksin iireten tiir oldugu belirlenmistir. Ug
farkli DNA bolgesine [Taka-amilaz A (taa), rRNA dahili transkribe spacer (ITS) ve aflatoksin
biyosentez genleri afl) ve aflR’nin intergenik bdlgesi] yonelik sekans analizleri, A. nomius
izolatlarinin iyi desteklenmis {i¢ sinifa ayrildigim gostermistir. Bu siniflardan birine ait izolatlarin,
morfolojik olarak B ve G aflatoksin {iretimi yapabilen S-tipi izolatlarla benzerlik gosterdiginden
kolayca karistirilabilecegi vurgulanmistir. Bu sonuglar, arastirmacilara Tayland'da aflatoksin
kontaminasyonuna neden olabilecek daha once tanimlanmamig bir A. nomius varyantinin var
olabilecegini diistindiirmiistiir.

Gallo ve ark (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, 2003 yilinda Kuzey Italya'da kaydedilen ilk
aflatoksin kontaminasyonu salgini sirasinda misirdan izole edilen Aspergillus popiilasyonu (67 sus)
genetik olarak incelenmistir. Bu inceleme sirasinda, S-tubulin ve kalmodulin gen bdlgeleri ile
aflatoksin biyosentezini diizenleyen aflR ve aflS (aflJ) genleri ile aflD, aflM, aflO, aflP ve aflQ
yapisal genlerine yonelik PCR analizleri yapilmistir. Gen dizileme sonuglari, incelenen tiim suglarin
A. flavus oldugunu ortaya koymustur. Suslar, amplifikasyon triinlerine gore dort gruba ayrilmustir:
Grup I (40 sus) yedi gen bolgesinin tamamini tagirken, Grup II (iki sus) dort (aflM, aflP, aflO, aflQ)
ve Grup III (dokuz sus) ti¢ (aflO, aflP, aflQ) gen bolgesine sahip olarak tanimlanmustir. Grup IV (16
sus) ise genlerin tiimiiniin eksikligi ile karakterize edilmistir. Sadece Grup I'deki suglarin aflatoksin
B: iiretebildigi (40 sustan 37'si) belirlenmistir; diger gruplara ait olan ve bazi gen bolgelerinden
yoksun olan suslar aflatoksin {iretmemistir. Bu ¢alisma, 2003 yilinda Kuzey italya'da aflatoksin
kontaminasyonundan sorumlu tek tiiriin A. flavus oldugunu ve bu popiilasyonlardaki aflatoksin gen
kiimesi farkliliklarinin, toksikolojik risk degerlendirmesi ve biyokontrol ajanlarinin se¢imi agisindan
onemli olabilecegini gdstermistir.

Midorikawa ve ark (2014), Brezilya’nin Amazon bdlgesinde findiklardan izole ettikleri 137
adet A. section Flavi tiyesi tiiriin rDNA ITS, B-tubulin ve kalmodulin gen bolgelerini spesifik primer
cifti kullanarak PCR y0ntemi ile ¢ogaltmis ve Dral enzimi ile bu gen bolgelerinde restriksiyon
analizleri gergeklestirmistir. Yapilan PCR-RFLP analizleri sonucunda, aflatoksin biyosentez
genlerine sahip olan A. flavus, A. nomius ve A. tamarii tiirlerinin varligi tespit edilmistir.

Kesmen ve ark (2014) standart olarak kullanilan 13 adet A. flavus NRRL izolat1 ve farkli
tirtinlerden izole edilmis 66 adet A. flavus izolatin1 aflatoksin biyosentezinden sorumlu poliketid
sentaz (pksL 1) yapisal genine 6zgiil primer ¢ifti kullanarak PCR analizi gerceklestirmislerdir.
Aflatoksijenik A. flavus tiirlerinin tespitinde ve aflatoksin biyosentez mekanizmasinin
aydinlatilmasinda pksL 1 genine &zgii primer ¢iftinin basarili bir sekilde kullanilabilecegini

bildirmislerdir.



Lavkor (2019b) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Adana ve Osmaniye illerinden toplanan
yerfistigi 6rneklerinden izole edilmis 50 A. section Flavi tiyesi izolatin morfolojik ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yontemiyle tanimlamalar1 yapilmustir. Aspergillus tiirlerinin tanimlanmasi i¢in
DNA ekstraksiyonlari yapilmis ve S-tubulin gen bolgesi PCR ile ¢ogaltilmistir. Tiir tanimlamasinda
S-tubulin gen bolgesine ait sekans sonuglar1 Blast (Basic Local Alignment Search Tool)’da bilinen
ribozomal sekanslar ile karsilastirilmistir. Calisgmanin sonucunda, fungal izolatlarin 33’1 A. flavus,
17’si ise A. parasiticus olarak tanimlanmistir. Blast analizi sonuglarinda, A. flavus ve A. parasiticus
tiirline ait S-tubulin gen sekansi karsilastirmalar sirast ile %89-100 ve %96-100 oranlar1 arasinda
benzerlik gdstermistir.

Lavkor (2019c) bir diger calismasinda, Aspergillus'un tiir tamimlamasinda aflatoksin
biyosentezini diizenleyen genleri belirlemek i¢in PCR-RFLP yontemini kullanmistir. Adana ilinde
ikinci iiriin yerfistigi deneme alaninda topraktan, havadan ve hastalik belirtisi gdsteren yerfistigi
bitkilerinden toplam 325 (%2100) adet A. flavus izolatinin morfolojik ve molekiiler (PCR) yontemlerle
tanimlamasini gergeklestirmistir. Yapilan ¢alismada izolatlarin 254 (%78) adedinin aflR ve aflJ
(aflS) aflatoksin biyosentez genlerine sahip A. flavus oldugu belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu calismada, bugday iiretim alanlarindan, depolardan ve silolardan temin edilen toplamda
40’1 ithal (Ukrayna, Rusya, Suriye, Romanya) ve 10’u yerel (Denizli, Afyonkarahisar, Siirt) 50
bugday 6rnegi materyal olarak kullanilmistir. Bu 50 6rnegin her biri igin, tiriin y1ginin farkli yon ve
derinliklerinden yaklasik 5 kg tane 6rnegi olusturmak lizere, y1gin biiylikliigiine gére 5-15 noktadan
birincil 6rnekler alinip karistirilmigtir. Bu karigimdan 1 kg alt 6rnek temiz plastik posetlere konularak
etiketlenip uygun kosullarda laboratuvara getirilmistir (Lavkor, 2013). Ornekler, analiz asamasina

kadar etiketli kagit torbalar icerisinde 4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.1.1. Kimyasallar, Kitler, Kiiltiir Ortamlari

Cizelge 1°de ¢alismada kullanilan kimyasallar, kitler ve temel malzemeler listelenmistir.

Cizelge 3.1. Kimyasallarin, kitlerin, kiiltiir ortamlarinin ve temel 6gelerin listesi

Materyal Ad1 Kullanim Gerekcesi

Potato Dextrose Agar (PDA) A. section Flavi izolasyonu i¢in besiyeri
Sodium Hypochloride (NaOCI) Bugday tanesi sterilizasyonu

Agar Tek spor izolasyonunda su agari hazirlig

Fungi/Yeast Genomic DNA Izolasyon kiti Fungal DNA izolasyonu

Sodium Chloride (NaCl) DNA izolasyonu

10X DreamTaq Master Mix buffer Hedef genlerin ¢cogaltildigi PCR asamasi

Agaroz DNA jel elektroforezde jel hazirligi

TBE (Tris/Borate/EDTA) buffer DNA jel elektroforez i¢in tampon

DyeAll Staining Solution DNA jel elektroforezde jel hazirligi

100 bp DNA Ladder DNA jel elektroforezde DNA standardi

Hhal, Mwol, Alwl Fast Digest enzimleri RFLP tekniginde kullanilan restriksiyon enzimleri
3.2. Metot

Temin edilen bugday 6rneklerinden A. section Flavi izolasyonu yapilmistir ve elde edilen
izolatlarda baskin A. section Flavi iiyelerine ait tiirlerin morfolojik ve molekiiler olarak tanimlamalari
yapilmigtir. A. section Flavi tiyesi fungus tiirlerinin ITS, IGS ve B-tubulin gen bolgeleri ile aflatoksin

biyosentezinde gorevli NorA, NorB, pksA, ver-1, AfIR gen bolgeleri taranmustir.

3.2.1. Bugday Tohumlarindan A. section Flavi izolasyonu
Her bir bugday 6rneginden rastgele secilen 20 adet bugday tanesi %2’lik Sodyum hipoklorit

(NaOCl) soliisyonunda 2 dakika siireyle yiizeysel olarak dezenfekte edilmistir. Daha sonra 2 kez
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steril distile suda ¢alkalanip steril kurutma kagitlarinda kurumaya birakilmistir. Izolasyonlarda
Potato Dextrose Agar (PDA) besi ortami kullamlmistir. Otoklavin ardindan bakteri
kontaminasyonunu énlemek amaciyla PDA besiyerine 50 ug ml? ampisilin eklenmistir. Yiizeysel
olarak dezenfekte edilen ve kurutulan bugday tanelerinden bir petriye 5 adet bugday tanesi olacak
sekilde petrilere ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler 25°C’de, karanlik kosullarda 5-7 giin arasi
inkiibe edilmistir. PDA ortaminda gelisen koloniler iizerinde biiyiime, sporulasyon olusumu
yoniinden incelenen kolonilerden A. section Flavi ailesine ait olabilecek izolatlar PDA besiyerine

ekilerek saflagtirma iglemi gergeklestirilmis ve 25°C’de 5-7 giin inkiibe edilmistir.

A. section Flavi Tek Spor izolasyonu

Tek spor izolasyonunda %2’lik su agari, 100 ml distile su ile 2 g agar ¢ozdiiriilerek
hazirlanmistir. izolasyondan sonra saflastirilmis ve heniiz orijinalligini kaybetmemis kolonilerden,
aseptik kosullarda, steril bir lam tizerine 100 ul steril distile su damlatilmis ve 6ze igne ucu ile bir
miktar miselyum alinip bu suyun igerisine batirilarak spor siispansiyonu elde edilmistir. Daha sonra,
icerisinde antibiyotikli su agar1 bulunan petri kaplarindaki agar ylizeyine, cember uglu 6ze (lup) ile
bir 6ze dolusu spor siispansiyonu c¢izilerek dagitilmis ve bu petriler 12 saat siireyle 25°C sicaklikta
inkiibe edilmistir.

Yaklasik 12-24 saat sonra ¢cimlenen tek spor, mikroskopta belirlenerek bir 6ze igne veya
pipet ucu yardimiyla ¢evresindeki 2-3 mm’lik agar blogu ile birlikte yeni PDA besi ortamina taginmis
ve 25°C’de 5-7 giin aras1 inkiibe edilmistir. Elde edilen tek spor izolatlarmin koloni gelisimi,
morfolojik biiyiime 6zellikleri izlenerek kaydedilmistir.

Tek spor izolasyonu sonrasinda yatik agar ve kagit izolasyonu yapilarak elde edilen
izolatlardan daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere stok hazirlanmistir. Bunun igin 6ncelikle,
gelisen fungal kolonilerden PDA besiyeri igeren yatik agarlara alinarak 25°C’de 5-7 giin aras1 inkiibe
edilmistir. Her 6rnek 3 tekerriirlii olarak hazirlanmigtir. Ayni sekilde tek spor izolasyonu sonrasinda
PDA besiyerine aktarilan ve gelisen kolonilerden antibiyotikli PDA besiyeri igeren petrilerin
kenarlarina steril 4 kagit parcasi koyulmustur ve ortasina ekim yapilmistir. Kagitlar, tistlerine kadar
gelisen sporlarla birlikte, daha 6nce hazirlanmis her 6rnek igin 2’ser olacak sekilde steril edilmis zarf

seklinde kagitlar icerisine koyulmustur ve etiketlenip -20°C’ye kaldirilmugtir.

3.2.2. Klasik Yontemle Fungal Tiir Tanimlamalari

Aspergillus izolatlarinin tanimlanmast igin kiiltiirel ve morfolojik 6zellikler esasindan 6zel
tant anahtarlar1 kullanilmistir. Fungus taniminda Aspergillus tiirleri icin PDA ve Czapek agar besi
ortami1 kullanilmistir. Aspergillus tiirleri i¢in; koloni rengi, yapisi, ¢ap1 ve ters yiizey rengi, konidiyal
bashigin yapisi, sklerotlarin varligi, sterigmanin gelisimi (uniseriate ve biseriate olusum), konidyofor

yapist gibi 0zellikler incelenmistir.
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Aspergillus tiir teshisinde, Raper ve Fennel (1977), Samson ve Pitt (1990), Ruiqgian ve ark
(2004), Rodrigues ve ark (2007), Varga ve ark (2011) tarafindan gelistirilmis spesifik tiir teshis
anahtarlar1 kullamImistir. Tlk olarak izolatlar sterigma serilerinin uniseriate veya biseriate siralanma
durumuna gore ayrilmis, konidiyal basligin ¢ap1 ve sekli, konidiyal basligin rengi goz 6niine alinarak
ikinci ayrim degerlendirilmistir. Daha sonraki ayrimlarda ise, sklerotlarin varligi ya da yoklugu,
konidiyofor duvarimin karakterleri ve renklenmesine dikkat edilmistir. Bu amagla, oncelikle
izolatlarin bu gibi morfolojik 6zellikleri PDA ve Czapek agar ortamlarinda, siralanan basamaklar

takip edilerek tanimlamalar yapilmistir.

a. 15-20 ml Czapek agar ortamlar1 dokiilen steril petrilerde gelisen tek spor izolatlar
25°C’de 10-12 giin inkiibe edilmistir.

b. Izolatlar, 4. giinden baslanarak 12. giine kadar koloni gelisim oranin1 belirlemek amaciyla
koloni ¢ap1 Ol¢iilmiistiir.

€. Miselyumun rengi ve yapisi, kolonide kiiltiir kabi tersinde olusan renk belirlenmistir.

d. Konidiyal basligin olusumu, rengi, sekli ve genisligi mikroskopta incelenerek
kaydedilmistir.

e. Konidiyoforun diiz ya da piiriizlii olmasi, sekli, uzunlugu ve ¢ap1 degerlendirilmistir.

f. Sterigmanin gelisimi, uniseriate veya biseriate dizilim not edilmistir.

g. Sklerotlarin varlig1 ya da yoklugu belirlenmistir.

3.2.3. A. section Flavi izolatlarindan DNA izolasyonu

Molekiiler olarak tiir tanimlamalar1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi (Lavkor,
2019c¢) ve Sinirlayict Enzim Par¢a Uzunlugu Cesitliligi (RFLP) yontemi kullanilarak Krulj ve ark
(2020)’nin bildirdigi yonteme gore yapilmistir.

Ilk olarak A. section Flavi izolatlarindan DNA izolasyonu yapilmstir. Tek spor izolasyonu
sonrasinda Aspergillus izolatlarinin PDA besiyerine ekimi yapilmistir ve 25°C’de 5-7 giin siireyle
inkiibe edilmistir. Fungal DNA izolasyonu Fungi/Yeast Genomic DNA izolasyon kiti (Norgen
Biotek Corp.) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Fungi/Yeast Genomic DNA izolasyon kitin talimatlarina gére, igerisinde yer alan yikama
soliisyonu A (wash solution A) sisesine 42 ml %96-%100 etanol eklenmistir. 1 litre toplama
soliisyonu (% 0.9’luk NaCl — Distile su ¢dzeltisi) hazirlanmistir. Kit igerisindeki DNA izolasyon

basamaklari agagida verilmistir.

a. 5 ml toplama sollisyonu petriye dokiilmiis ve fungus sporlar1 ve miselyumlar1 alacak
sekilde 1 ml’si bir 1.5 ml eppendorf tiipe aktarilmistir.
b. 14.000 g’de (12.358 rpm) 2 dakika santrifiij edilip olusan siipernatant kisim (iistte kalan

stvi) pipetle alinip atilmigtir.
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Altta kalan pellet tizerine 500 ul Liziz Buffer eklenmistir ve vortekslenmistir.

fyice ¢oziinmiis olan lizat, test kitinin icinden ¢1kan boncuk igeren tiipe aktarilmustir.
Maksimum hizda 10 dakika boyunca vortekslenmistir.

65°C’de 10 dakika 1sitici blokta inkiibe edilmistir ve o esnada 2-3 dakika arayla
Eppendorf tiipler ters diiz edilerek karigtirtlmustir.

Eppendorf tiiplere kisa bir spin (5-10 sn) yapilarak boncuklar dibe ¢oktiiriilmiistiir ve
ustteki sivi pipetle yeni bir mikrosantrifiij tiipline alinmigtir. Bu asamada boncuk
almamaya 6zen gosterilmistir.

Ornekler 2 dakika 14.000 g’de santrifiij edilmistir.

Olusan iist faz (slipernatant) yeni bir mikrosantrifiij tiipiine transfer edilmistir. Ne kadar
stvi alindig1 not edilerek ayn1 miktarda etanol (%96-%100 Etanol, 1’e 1 oranda, yaklagik
500 ya da 600 ul olabilmektedir.) eklenmistir. Ardindan vortekslenmistir.

Uzerine test kitin icerisinde bulunan 300 pl solution BX eklenerek yavasca
vortekslenmistir. Lizat, bu asamadan sonra baglanma asamasi i¢in hazir hale gelmistir.
Test kitinin i¢inden ¢ikan filtre tiipii toplama tiipiine yerlestirilmistir.

650 pl lizat filtre tiipiine pipetle aktarilmstir.

1 dakika 10.000 g’de santrifiij edilmistir. (10.445 rpm)

Toplama tiipii igindeki s1vi dokiiliip, filtre tlipli ayn1 toplama tiipiline yerlestirilip kalan
lizat 10.000 g’de bir kez daha 1 dakika santrifiijle filtreden gegirilmistir.

500 pl wash A soliisyonu filtre tiipiine eklenmis ve 10.000 g’de 1 dakika santrifiij
edilmistir.

Toplama tiipii icindeki s1v1 dokiiliip, filtre tiipii ayn1 toplama tiipiine yerlestirilip bir kez
daha 500 pl wash A soliisyonu eklenmistir ve 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
14.000 g’de 2 dakika filtre tiipii tekrar santrifiij edilerek iyice yikama soliisyonundan iyice
arindirilarak kurumasi saglanmistir ve toplama tiipiindeki sivi dokiilm{istiir.

Filtre tiipt kitin i¢inden ¢ikan elution tiipiine yerlestirilmistir ve tizerine 50 pl Elution
Buffer B eklenmistir.

Elution buffer eklenen elution tiipii, 10.000 g’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Sonrasinda
altta kalan siv1 igerisinde DNA elde edilmistir. DNA igeren Eppendorf tiipler kullanma

asamasina kadar -20°C’ye kaldirilmigtir.

3.2.4. PCR Yontemiyle A. section Flavi izolatlarimin Belirli Gen Bolgelerinin Gosterilmesi

A. section Flavi izolatlarmin belirli gen boélgelerinin PCR yontemiyle gosterilmesi igin

verilmistir.

ITS1/4 (White, 1990), IGS-F/R (El Khoury ve ark., 2011), Tub-F/R (Lavkor, 2020), norB-F/R, pksA-
F/R, AfIR-F/R, NorA-F/R, ver-1-F/R (Dorner, 2008), AflJ-F/R, CypX-F/R primer ¢ifti kullanilmigtir
(Chang ve ark., 2005). Calismada kullanilan primer c¢iftlerinin baz dizilimleri Cizelge 3.2’de
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Cizelge 3.2. PCR galigmalarinda kullanilan primerler ve baz dizilimleri

Primer Ad: Baz dizilimleri bﬁyﬁkm?gaﬁ”(tbp)
ITS1 TTCGTAGGTGAACCTGCGG 500
ITS4 CCTCCGTCTATTGATATGC

IGS-F AAGGAATTCAGGAATTCTCAATTG 674
IGS-R TCCACCGGCAAATCGCCGTGCG

Tub-F CTCGAGCGTATGAACGTCTAC 240
Tub-R AAACCCTGGAGGCAGTCGC

norB-F GTGAGGGATAGCAATAAGTGT 450
NorB-R TCCTGGATTTCCGCATAC

pksA-F GCTGGGATTCTGCATGGGTT 6
pksA-R CCATCTGAGGCATCGCACA

AfIR-F GGAAACAAGTCTTTTCTGG 266
AfIR-R CAGAGCGTGTGGTGGTTGAT

NOrA-F GGAGCACCTCAAGGAGAACA .
NOrA-R GGAACCTTGCGTCGATTCTA

ver-1-F AGCCAAAGTCGTGGTGAACT .
ver-1-R CCATCCACCCCAATGATCT

AflI-F CTTCAACAACGACCCAAGGTT

AflI-R AGATGAGATACACTGCCGCA 435
CypX-F GGAGCCTACCATTCGCAACA 203
CypX-R GGCTTTGACGAACAGATTCCG

PCR agsamasinda, PCR reaksiyon karigimi toplam 25 pl olacak sekilde; 1 ul A. section Flavi
izolatindan elde edilen genomik DNA, 12.5 pl Master Mix buffer (Thermo Science, 10X Dream Taq
Green Buffer), 1 pl primer F (forward, 10 pmol), 1 pl primer R (reverse, 10 pmol), 9.5 pl ddH>O

olarak hazirlanmistir. Karigimin bulundugu tiipler thermocycler cihazina koyulmustur ve primerler

icin belirlenen dongii programi kullanilmigtir (Cizelge 3.3).

Elde edilen PCR firiinleri % 1.5’lik agaroz jel elektroforez yontemi kullanilarak gozlenmistir.
%1.5’lik jel hazirlanmast i¢in 1.5 g Agarose 100 ml TBE (Tris/Borate/EDTA) buffer ile
mikrodalgada ¢ozdiiriilmistiir. Oda sicaklifinda biraz bekletildikten sonra jel sollisyonu igerisine 5
pl DyeAll Staining Solution eklenerek hafifce karistirilmistir. Jelin donmasi i¢in tanka dokiildiikten
sonra karanlik ortamda bekletilmistir. Donmus jele 5 ul DNA Ladder (100 bp, Solis BioDyne) ve 10

pl PCR iiriinii yiiklenmistir ve 90 voltta 60 dakika yiiriittilmustiir.
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Cizelge 3.3. PCR i¢in kurulum programi ve dongii sayisi
ITS1/4

94°C'de 5 dakika

94°C'de 60 saniye

55°C'de 60 saniye 40 dongii
72°C°de 60 saniye

72°C’de 2 dakika

IGS-F/IR

94°C'de 4 dakika

94°C'de 60 saniye

57°C'de 40 saniye 35 dongii
72°C°de 1 dakika

72°C°de 10 dakika

Tub-F/R

95°C'de 3 dakika

95°C'de 30 saniye

60°C'de 30 saniye 40 dongii
72°C’de 1 dakika

72°C°de 10 dakika

norB, pksA, AfIR, NorA, ver-1

95°C'de 5 dakika

95°C'de 30 saniye

55°C'de 20 saniye 38 dongii
72°C°de 30 saniye

72°C’de 10 dakika

3.2.5. A. section Flavi Uyesi Tiirlerin RFLP Yéntemiyle Tamimlanmasi

ITS1/ITS4 primerleriyle ¢ogaltilan PCR iiriinlerinin Hhal ve Mwol, Bt2a/Bt2b primerleriyle
cogaltilan PCR iirtiinlerinin Alwl restriksiyon enzimleri kullanilarak belirli bolgelerden kesim islemi
gerceklestirilmistir. 11k olarak 10 ul PCR iiriinii, 2 pl 10x Fast Digest tamponu, 2 ul Fast Digest
enzimi ve 16 ul Nuclease-free dH,O karigimi hazirlanmistir. Hhal ve Mwol enzimlerinin
inkiibasyonu 37 °C'de 10 dakika siireyle gercgeklestirilmistir (Cizelge 3.4). Kesim islemi, Mwol ile
gerceklestirilen inkiibasyonun ardindan 80 °C'de 20 dakikada sonlandirilirken, Hhal ile kesilen PCR
tirtinlerine termal inaktivasyon uygulanmamistir (Krulj ve ark., 2020). Calismada diger gen bolgesi
olan g-tubulin i¢in amplikonlar (primerler Bt2a/Bt2b), Alwl (BspPl) enzimi (Thermo Scientific,
ABD) ile 4 saat boyunca 55 °C'de kesilmis ve 80 °C'de 20 dakika siireyle termal inaktivasyon
uygulanmistir (Nasri, 2015). Tiim inkiibasyonlar PCR cihazinda (thermal cycler) gerceklestirilmistir.
Restriksiyon fragmanlar1 %2’lik DNA jel elektroforezde gorsellestirilmistir.
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Cizelge 3.4. RLFP yonteminde kullanilan reaksiyon karigimin igerigi.

Reaktifler (konsantrasyon) Miktar (pl)
PCR Uriinii 10

Tampon Buffer (10X) 2

Fast Digest Enzim (15 U/pl) 2

ddH:0 16

Toplam Hacim 30

3.2.6. A. section Flavi Uyelerinin Hedef Genlerinin Dogrulanmas: ve Filogenetik Calismalar
Bu calismada, A. section Flavi iiyesi bes 6rnegin B-tubulin gen bolgesi Bt2a/Bt2b primer
ciftiyle ve ITS gen bolgesi ITS4/ITS5 primer ciftiyle amplifiye edilmis ve DNA dizi analizleri
gercektirilmistir. Elde edilen B-tubulin gen dizileri, CLUSTAL X (Chenna vd., 2003) programi
kullanilarak ¢oklu niikleotid dizilim analiziyle hizalanmistir. Tiir tayini ise, GenBank veri tabaninin
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) araci (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi)
kullanilarak niikleotid dizilerinin benzerlik analizleri ile yapilmistir. DNA dizileri, MEGA X
programi yardimiyla Neighbor-Joining metodu (Saitou ve Nei, 1987) kullanilarak siniflandirilmis ve

filogenetik agac olusturulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bugday Tohumlarindan A. section Flavi izolasyonu

Toplamda c¢aligilan 401 ithal (Ukrayna, Rusya, Suriye, Romanya) ve 10’u yerel (Denizli,
Afyonkarahisar, Siirt) 50 bugday 6rneginin yerel olan 6rneklerde A. section Flavi ailesinden izolata
rastlanmamustir. ithal olan &rneklerin ise 16’sindan 25 adet Aspergillus izolat1 elde edilmistir. Elde
edilen bu izolatlarin tlir bazinda tamimlamalar1 klasik ve molekiiler yontemler kullanilarak
belirlenmistir (Sekil 4.1). Ayrica bu 16 ithal bugday 6rneginde Aspergillus disinda farkli kiiflerle de
karsilasilmig ve koloni morfolojileri incelendiginde bunlarm Penicillium cinsi kiifler oldugu

goriilmiistlir. Aym zamanda Penicillium cinsi kiifler farkli 10 yerel 6rnekten de izole edilmistir.

Sekil 4.1. Morfolojik yontemle tanimlanan Aspergillus izolatlari. A . Bugday tanelerinin 5-7 giin
boyunca 25°C’de PDA besiyerinde gelisen Aspergillus izolatlar1. B. Tek spor izolasyonu
sonrasinda gelisen Aspergillus izolatlari. C. PDA besiyerinde saflastirilan Aspergillus
izolatlari.

4.2. Klasik Yontemle Fungal Tiir Tanimlamalari

Mikolojik izolasyonlar sonucunda, yogun olarak belirlenen Aspergillus izolatlar kiiltiirel ve
morfolojik dzellikler esasindan 6zel tani anahtarlar1 kullanilarak tanimlanmustir. izolatlar, 25°C’de
10-12 giin boyunca PDA ortaminda inkiibe edilmis ve koloni ¢api dlglimleri yapilmigtir. Tiim
izolatlarda koloni ¢ap1 60-70 mm arasinda degisim gostermistir. Kolonilerin iist ylizeyi sarimsi-yesil
tonlarinda olup, ters ¢evrildiginde alt kisimlarda sarimsi kahverengi pigment olusumu
gozlemlenmistir. Konidiyal bagliklar kiiresel yapida olup, caplar1 20-50 pm arasinda olciilmiistiir.
Bagliklarda biseriate (cift sira) sterigma dizilimi tespit edilmistir. Sklerot varligi, tiim izolatlarda

koyu kahverengi-siyah renkte diizensiz yapilar olarak gézlemlenmistir. Konidiyoforlar diiz yapida
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olup, yiizeyleri piiriizsiiz goriiniimdedir. G6zlemlenen bu 6zellikler, 25 izolatin da Aspergillus flavus
oldugunun 6nemli bir gostergesi olarak degerlendirilmistir. Bu bulgular, A. flavus'un karakteristik
ozellikleriyle uyumlu bulunmustur ve literatiirde daha Once bildirilen sonuglarla tutarlilik
gostermektedir.

Cotty (1997), Amerika Birlesik Devletleri'ndeki pamuk ekili tarim alanlarinda Aspergillus
section Flavi topluluklarinin varhigimi ve aflatoksin {iretim potansiyelini belirlemeyi amagladigi
calismasinda, A. flavus tiirliniin sicak bolgelerde baskin oldugunu ve bu durumun sicaklik ile birlikte
goriilen bir artigla iliskili oldugunu gostermistir. Bu tez c¢alismasinda elde edilen izolatlarin da
tamaminin A. flavus olarak tanimlanmasi, bélgenin sicak ve nemli kosullarina uygun tiir dagilimini
destekler niteliktedir. Cotty'nin (1997) caligmasinda belirtildigi gibi, sicak bolgelerde A. flavus
tiiriiniin baskin oldugu gozlenmistir.

Giorni ve arkadaslar1 (2007), Kuzey Italya'da hayvan yeminden izole edilen Aspergillus
section Flavi topluluklarinin %93"iniin A. flavus tiiriine ait oldugunu rapor etmis ve bu tiiriin diger
tiyelere kiyasla baskin oldugunu ortaya koymustur. Bu tez ¢aligmasinda da bugdaydan izole edilen
izolatlarin yalnizca A. flavus tiiriine ait olmasi, bu tiiriin gidalarda baskin bir tiir oldugunu
gostermektedir.

Thathana ve ark (2017), A. flavus izolatlarinin PDA besiyerinde koloni biiyiikliikleri,
pigment olusumu ve sklerot yapilar gibi 6zelliklerini detayli sekilde tanimlamis ve bu 6zelliklerin
hizli tan1 i¢in 6nemli oldugunu vurgulamistir. Bu tez calismasinda gézlemlenen koloni 6zellikleri
(6rnegin koloni ¢ap1 ve pigment olusumu), Thathana'nin yaptigi ¢alismada belirttigi A. flavus

ozellikleriyle ayni sonuglar gostermistir.

Sekil 4.2. Aspergillus flavus izolatina ait konidiyal baslik ve konidiyoforun mikroskop goriintiisii
(40X biiyiitme). Goriintiide, kiiresel/yart kiiresel sekilli ve yesilimsi renkteki konidiyal
basliklar, biseriate (¢ift sira) sterigma dizilimiyle birlikte goriilmektedir. Konidiyoforlar,
piiriizsiiz ylzeyli ve uzun yapida olup konidiyal basliklarla birlestigi noktada
belirginlesmektedir. Bu yapilar, A. flavus tiiriine 6zgii karakteristik morfolojik 6zellikleri
gostermektedir.
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4.3. Molekiiler Yontemle Fungal Tiir Tammlamalari

Mikotoksin iireticileri de olan bu Aspergillus section Flavi iiyeleri koloni yapist, gapi, renk ve
konidial yapilar1 iceren morfolojik 6zellikleri ile tanimlanmasinin (Klich, 2002) yani sira tiirler arast
benzerliklerden dolay1r morfolojik 6zellikler tek basina yeterli olmamakta (Frisvad ve ark., 2006;
Samson ve ark., 2006) ve bu nedenle, A. section Flavi iiyelerinin tanimlanmasinda molekiiler

analizler de kullanilmaktadir.

4.3.1. PCR Yéntemiyle A. section Flavi izolatlarimin Belirli Gen Bolgelerinin Gosterilmesi
DNA izolasyonlar1 yapilan 25 Aspergillus izolatinin hedeflenen Tub (340 bp), IGS (674 bp),
ITS (600 bp), aflR (798 bp), norA (759 bp), norB (452 bp), pksA (416 bp), ver-1 (785 bp) gen
bolgeleri PCR yontemiyle ¢cogaltilmistir. Gen bolgelerinin konsantrasyon ve safligini kontrol etmek
igin gorsellestirme amaciyla tiim PCR iiriinlerinde DNA jel elektroforezi (%1.5) gergeklestirilmistir.
Jel goriintiileri, her bir gen icin sadece bir belirgin bant gostermistir, bu da her amplifikasyon
isleminin basarili bir sekilde tamamlandigini dogrulamaktadir. Sekil 4.3’te %1.5’lik jel elektroforez

goriintiileri verilmistir.

A.
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Sekil 4.3.  DNA izolasyonlari yapilan 25 Aspergillus izolatinin hedeflenen genleri olan A) Tub (340
bp), 1GS (674 bp), ITS (600 bp), aflR (798 bp), B) norA (759 bp), norB (452 bp), pksA
(416 bp) ve ver-1 (785 bp) genlerinin PCR iiriinlerinin DNA jel elektroforezi sonuglari.
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Toplamda, ITS gen bolgesine sahip 25 PCR iriiniinde 600 bp biiyiikliigiinde bant
gozlenmigtir. f-tubulin (Tub) gen bolgesine sahip 24 PCR firiinii 340 bp biiyiikliigiinde bant
olusturmustur. IGS gen bolgesine sahip 19 PCR iiriiniinde 674 bp, aflR gen bolgesine sahip 21 PCR
iiriiniinde 798 bp, NOrA gen bolgesine sahip 21 PCR f{iriiniinde 759 bp ve norB gen bolgesine sahip 8
PCR iirtiniinde 452 bp biiyiikliigiinde bantlar tespit edilmistir. Ayrica, pksA gen bolgesine sahip 21
PCR Hiriinii 416 bp biiyiikliiglinde bant olusturmus, ver-1 gen bdlgesine sahip 21 PCR f{iriiniinde ise
785 bp biiyiikliigiinde bant gdzlenmistir.

Bu calismada, Aspergillus flavus izolatlarinin aflatoksin biyosentezinde rol oynayan gen
bolgelerinin varligi ve amplifikasyon basarisi PCR yontemiyle degerlendirilmistir. Bulgularimiz,
farkli gen bolgelerinde gozlenen amplifikasyon oranlarinin, gen varligi ve genetik cesitlilik ile
iliskilendirilebilecegini gostermektedir. Ornegin, ITS ve Tub gen bélgelerinin amplifikasyon
oranlarimin yiiksekligi (%100 ve %96) bu bolgelerin evrimsel olarak daha korunmus oldugunu isaret
etmektedir. Bu durum, Ehrlich ve ark. (2007) ile benzer sekilde, ITS gen bdlgesinin Aspergillus
tiirlerinin molekiiler tanimlanmasinda giivenilir bir biyobelirte¢ oldugunu vurgulamaktadir.

Aflatoksin biyosentezinde dogrudan rol oynayan aflR, norA, norB, pksA ve ver-1 gibi
genlerin bazi izolatlarda amplifiye olmamasi, aflatoksijenik olmayan suslarin varligina isaret
edebilmektedir. Benzer sekilde, Gallo ve ark. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, Kuzey Italya’da
musirdan izole edilen 67 Aspergillus izolatinin f-tubulin ve calmodulin gen bolgelerinin yani sira
aflr, aflS (aflJ), aflD, aflM, aflO, aflP ve aflQ gibi aflatoksin biyosentez genleri hedef alinarak PCR
analizi yapilmistir. Caligmada, gen bolgeleri farkliliklarina bagli olarak Aspergillus suslarinin
aflatoksin tiretme potansiyelinin gruplandirildig1 ve sadece tiim gen bolgelerine sahip olan suslarin
(Grup 1) aflatoksin iiretebildigi belirtilmistir. Bizim ¢alismamizda, bazi genlerin (6rnegin norB)
izolatlarin bazilarinda gosterilememesi, izolatlarimiz arasinda genetik cesitliligin bulundugunu ve bu
durumun toksin iiretme kapasitesini etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

Manonmani ve ark. (2005) tarafindan aflR geni tizerine yapilan g¢alismada, yalnizca
aflatoksijenik A. flavus ve A. parasiticus tiirlerinde pozitif amplifikasyon elde edilmistir.
Calismamizda ise aflR geni izolatlarin %84’inde amplifiye edilmistir. Bu sonug, aflR geninin
aflatoksijenik potansiyele sahip A. flavus izolatlar1 i¢in &nemli bir belirteg olabilecegini
diisiindiirmektedir.

Lavkor (2019¢), Adana'da yerfistigi 6rneklerinden izole edilen A. flavus suslarinin %78'inde
afIR ve aflJ genlerinin varligini tespit etmistir. Bu tez ¢alismasinda da benzer sonuglar elde edilmistir.
Bu bulgular, bdlgesel ve cevresel kosullarin (6rnegin sicaklik, nem, tarim uygulamalar gibi) A.
flavus'un genetik yapisimi sekillendirebilecegini ve aflatoksin biyosentezinden sorumlu genlerin
varlik oranlarin1 etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Bu tez ¢alismasinda aflR geninin
amplifikasyon orani (%84), Lavkor'un bulgulariyla uyumlu bulunmustur. Farkli cografi bolgelerde
yapilan c¢alismalarin sonuglar1 karsilastirildiginda benzer gen amplifikasyon oranlarmin

gozlemlenmesi, A. flavus'un genetik yapisinin bazi secici baskilara karsi direngli olabilecegini
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disiindirmektedir. Ancak bununla birlikte, lokal ¢evresel kosullarin etkisi ve popiilasyon ig¢indeki
genetik cesitliligin siirlar1 da dikkate alinmalidir. Bu noktada daha kapsamli popiilasyon genetigi
analizleri bu gozlemi destekleyecektir.

Sonug¢ olarak, caligmamiz, A. flavus izolatlarinin aflatoksin biyosentezinden sorumlu
genlerinin varligi acisindan yapilan 6nceki calismalarla tutarlilik gostermektedir. Bulgularimiz,
genetik cesitliligin ve gen dagiliminin hem cevresel hem de bolgesel faktorlerin etkisi altinda
olabilecegini ortaya koymaktadir. Ancak diigiikk amplifikasyon oranlarina sahip bazi genler icin, bu
sonuclarin dogrulanmasi adina daha ileri molekiiler analizlere ihtiyag vardir. Gelecekteki ¢aligmalar,
gen ekspresyon seviyelerinin yani sira toksin analizleriyle desteklenerek aflatoksijenik potansiyelin

daha ayrintili bir sekilde ortaya konmasini saglayabilir.

4.3.2. A. section Flavi Uyesi Tiirlerin RFLP Yéntemiyle Tanimlanmasi
ITS1/ITS4 primerleriyle gogaltilan 25 PCR iiriinii Hhal ve Mwol restriksiyon enzimleriyle
kesilmis; Bt2a/Bt2b primerleriyle ¢ogaltilan 25 PCR iriinii ise Alwl restriksiyon enzimiyle

kesilmistir.

ITS geni/Hhal enzim

Sekil 4.4. ITS1/ITS4 primerleri ile ¢ogaltilan 13 PCR iriiniine Hhal restriksiyon enzimiyle kesim
sonuglarinin %2 agaroz jel elektroforez goriintiisii.
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S gén i/Hhal enzim

Sekil 4.5. ITS1/ITS4 primerleri ile gogaltilan 12 PCR iiriintine Hhal restriksiyon enzimiyle kesim
sonuglarinin %2 agaroz jel elektroforez goriintiisii.

Bu ¢alismada, elde edilen 25 izolatin Hhal enzimiyle yapilan kesim islemi sonucunda ITS
gen bolgesinin sirasiyla 200 bp, 194 bp, 163 bp ve 112 bp boyutlarinda dort fragmana ayrildigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.4, Sekil 4.5). Bu bant profili, hedeflenen bdlgelerin basarili bir sekilde
kesildigini ve A. flavus tiirti ile uyumlu oldugunu géstermektedir.

Krulj ve ark (2020) ¢alismasinda, A. flavus tiirliniin tanimlanmasinda ITS gen bolgesinin
PCR-RFLP yontemiyle kesildigi belirtilmistir. Bu ¢alismada, Hhal enzimiyle yapilan PCR
tirtinlerinin kesilmesi sonucunda, A. flavus tiiriine ait DNA'nin 200 bp, 194 bp, 163 bp ve 112 bp
boyutlarinda dort fragmana ayrildigi tespit edilmistir. Bu bant profilleri, A. flavus i¢in karakteristik
bir RFLP profili olusturmustur. Bu tez ¢alismasinda da kullanilan PCR-RFLP yontemi, A. flavus
tiirliniin tanimlanmasinda benzer dogrulukta sonuglar vernistir.

Cur¢i¢ ve ark (2024) tarafindan yapilan ¢alisma, A. flavus tiiriiniin genetik varyasyonlarim
anlamak amaciyla 1TS1-5.8S rDNA-ITS2, B-tubulin ve calmodulin gen bdlgelerinin PCR ile
amplifikasyonu ve bu iriinlerin Mwol ve Hhal gibi restriksiyon enzimleriyle kesilmesini
icermektedir. Elde edilen PCR-RFLP profilleri, literatiirle uyumlu olarak A. flavus tiiriiniin
tanimlanmasinda etkili bir yontem olarak 6ne ¢ikmistir. Bu yontemin, gida endiistrisinde A. flavus
ve diger aflatoksin iireten tiirlerin izlenmesinde faydali bir ara¢ oldugunu belirtmislerdir. Bu tez
caligmasinda da PCR-RFLP yontemiyle A. flavus tiiriiniin tanimlanmasinda benzer dogrulukta
sonuglar elde edilmistir.

Restriksiyon enzimleri ile yapilan kesimlerin, izolatlarin dogru bir sekilde tanimlanmasinda
o6nemli bir rol oynadig1 anlagilmaktadir. Bunun yani sira, literatiirdeki ¢esitli ¢alismalarda da PCR-
RFLP yontemi ile elde edilen bulgular, ¢evresel ve klinik izolatlar arasinda genetik varyasyonlarin

bulundugunu ve bu varyasyonlarin aflatoksin {iretimi ile iligskilendirilebilecegini géstermektedir.
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Gelecekteki ¢alismalar, bu yontemlerin dogrulugunu daha da artirarak, A. flavus ve diger Aspergillus

tiirlerinin tanimlanmasinda daha genis ¢apli uygulamalara olanak taniyacaktir.

4.3.3. A. section Flavi Uyesi Tiirlerin ITS ve p-tubulin gen bélgelerinin dizilenmesi ve NCBI
veri tabamiyla karsilastirilmasi

Yirmi bes izolattan rastgele segilen bes izolatin (siipheli A. flavus) genomik DNA'sindaki
hedef gen bolgelerine ait (ITS ve B-tubulin) dizileme islemi iki primerle (Forward ve Reverse)
belirlenmistir. Bu hedef gen dizilerinin dogrulanmasi ve ilgili genlerin dizileme sonuglar1 Chromas
programi ile agilarak FASTA formatlarinda indirilmistir. Ardindan tiim bu diziler, NCBI veri
tabanindaki referans dizileriyle NCBI Niikleotid BLAST kullanilarak karsilastirilmigtir. Cizelge
4.1°de segilen bes izolatin ITS gen bolgelerinin erisim numaralari, gen bolgesi, Gen Bankasinda
yiiksek genetik benzerlik gosterdikleri izolatlarla karsilagtirildiginda ¢ikan benzerlik oranlar

gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Secilen bes izolatin ITS gen bolgelerinin GenBank veri tabaninda yiiksek genetik
benzerlik gosterdikleri izolatlarla karsilagtirildiginda ¢ikan benzerlik oranlari.

izolat No Gen bilgesi izolat Erisim  Gen Bankasmda En Cok Genetik Benzerlik  Erisim
numarasi Benzerlik Gosterdikleri I1zolat Isimleri Orani (%) Numarasi

7ITSWUIBI TS PQ686748.1 A. flavus isolate L-808/2013 internal 100 MN533875.1
transcribed spacer 1

9ITSWUIBI  ITS PQ686749.1 A. flavus strain CTd-R-EPI-9C small 99.65 0Q732719.1
subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence

15ITSWUIBI  ITS PQ686750.1 A. flavus strain IBB_17 internal 100 MH793837.1

transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene
19ITSWUIBI ITS PQ686751.1 A. flavus isolate L-808/2013 internal 99.81 MN533875.1
transcribed spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene
20ITswulIBIl ITS PQ686752.1 A. flavus clone 7 small subunit ribosomal 100 PQ687575.1
RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer

Bu ¢alismada, 25 Aspergillus izolatindan rastgele segilen bes izolatin (siipheli A. flavus)
molekiiler olarak tanimlanmasinda, ITS ve B-tubulin gen bolgelerine yonelik dizileme yapilmis ve
bu izolatlar NCBI veri tabanindaki referans dizileriyle karsilastirilmistir. Yapilan dizileme analizleri
sonucunda, bes izolatin su asamada sadece ITS gen bolgelerinin analizi yapilabilmis ve bu analize
gore A.flavus benzerlik oraniin %99-100 oldugu goriilmiistiir. B-tubulin gen bdlgelerine yonelik
dizileme islemi devam etmektedir. Bes izolatin B-tubulin gen bolgelerinin NCBI Genbankasi’ndan
erisim numaralari1 vaktinde tarafimiza iletilemediginden analiz sonuglari teze eklenememistir.

Lavkor (2019b) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, Adana ve Osmaniye illerinden toplanan
yerfistigi Orneklerinden izole edilen A. section Flavi iiyeleri {izerinde yapilan molekiiler

tammlamalar, B-tubulin gen boélgesi PCR triinlerinin BLAST analizi yapilarak GenBank veri
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tabaiyla karsilastirilmasi sonucunda, A. flavus ve A. parasiticus tiirlerine ait izolatlarin sirasiyla %89-
100 ve %96-100 oraninda benzerlik gosterdigini bildirmistir. Bu da PB-tubulin gen bdlgesinin
Aspergillus tiirlerinin tanimlanmasinda oldukg¢a giivenilir bir genetik isaretleyici oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu tez calismasinda A. flavus tiiriinin GenBank veri tabaiyla karsilagtirilmasi
sonucunda %99-100 benzerlik gdstermesi, bu durumun tiir i¢i varyasyonun sinirli olabilecegini
diistindiirmektedir.

Lavkor (2019b) ¢alismasinda, A. section Flavi {iyesi izolatlar arasinda A. flavus tiiriiniin en
sik tespit edilen tiir oldugunu belirtmistir ve benzer sekilde bu tez ¢alismasinda da yogun olarak A.
flavus tiirii tespit edilmistir. Sonug olarak, bu ¢alisma, A. flavus tiiriiniin molekiiler tanimlamasinda
ITS ve B-tubulin gen bolgeleri kullanilarak elde edilen dizileme sonuglarinin giivenilir oldugunu

ortaya koymaktadir.

Filogenetik Analiz Calismalari

Yiriitilen filogenetik analiz ¢alismalarinda, DNA dizi analizinden elde edilen ITS gen
bolgesi dizisi CLUSTAL X (Chenna vd., 2003) programinda hizalanmistir. A. flavus olarak
tanimlanan izolatlarin ITS geninin DNA dizileri ile NCBI veri tabanindan yiiksek benzerlik gosteren
bes A. flavus’un ITS geninin DNA dizileri MEGA X programi kullanilarak, Neighbourhood Joining
metodu (Saitou ve Nei, 1987) ile siniflandirilmis ve filogenetik agag¢ olusturulmustur (Sekil 5). B-
tubulin gen bolgelerine yonelik dizileme igslemi devam etmektedir. Bes izolatin B-tubulin gen
bolgelerinin NCBI Genbankasi’ndan erisim numaralar1 vaktinde tarafimiza iletilemediginden

filogenetik agac heniiz olusturulamamustir.

Aspergillus flavus isolate SITSWRIBI PQ686749 .1
9z

Aspergillus flavus strain IBB 17 MH793837 .1

Aspergillus flavus isolate 19ITSWUIBI PQ686751.1

32

Aspergillus flavus isolate 7ITSWUIBI PQE86T48.1

Aspergillus flavus isolate 15ITSWUIBI PQB86750.1

————— Aspergillus flavus isolate 20TSWUIBI PQE86752.1
2

Aspergillus flavus clone 7 PQG87575.1

Aspergillus flavus clone PDA3 PQE86818.1

24 ———— Asperqgillus flavus strain 783557 GU594735.1

62

Aspergillus flavus strain S67 MW604210.1

Sekil 4.6. Neighbor-joining yontemine dayali filogenetik agag, A. flavus izolatlarinin ITS gen
bolgelerinin arasindaki iligkileri gostermektedir. 1000 bootstrap tekrariyla olusturulmus
olup dallar tizerindeki sayilar, bootstrap degerlerini/destek seviyelerini gostermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada bugdaydan izole edilen Aspergillus section Flavi iiyelerinin morfolojik ve
molekiiler tanimlamalar1 gergeklestirilmis ve aflatoksin biyosentezinde yer alan afIR, norA, norB,
pksA, ver-1 genleri taranmustir.

Sonug olarak, izole edilen tiim Aspergillus tiirlerinin A. flavus oldugu ve bu izolatlarin
aflatoksin biyosentezinde rol oynayan gen bdlgelerine sahip oldugu gorilmiistiir. Morfolojik
ozellikler literatiirde bildirilen A. flavus karakteristik dzellikleriyle uyumlu bulunurken, ITS ve B-
tubulin gibi korunmus gen bélgelerine yonelik molekiiler analizler de izolatlarin kimliklendirilmesini
desteklemistir. PCR-RFLP ve gen dizileme sonuglari, izolatlarm A. flavus tiiriine ait oldugunu
dogrulamugtir.

Bu arastirma, bugday tanelerinden A. section Flavi iiyelerinin izolasyonu ve tanimlamalarina
odaklanmis ve tanimlamalar sonucunda sadece A. flavus’un orneklerde varligi gosterilmistir.
Mikotoksin iireticileri de olan 4. flavus’lar igin aflatoksin iiretiminde yer alan gen bdolgelerinin
taranmasi Ve bu izolatlarin potansiyel toksijenik kapasitelerinin belirlenmis olmasi 6nem
tasimaktadir. Ozellikle afIR, norA, norB, pksA ve ver-1 gibi genlerin varlig1, bu izolatlarin aflatoksin
tiretme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Aflatoksin tiretiminde rol oynayan genler bu
izolatlarin toksijenik potansiyele sahip oldugunu gosterse de toksin iiretiminin gercek anlamda
gerceklesip gerceklesmedigini anlamak i¢in daha ileri analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Real-Time
PCR veya aflatoksin seviyesini dogrudan belirlemeye yonelik kromotografik ya da serolojik

analizler, bu konudaki eksikliklerin giderilmesine katki saglayacaktir.
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