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OZET

AYDIN YORESINDEKI KURU INCIRLERDEN (Ficus Carica L.)
Aspergillus spp.” NIN MORFOLOJIK VE GENETIK
KARAKTERIZASYONU

Yasemin SERTEL

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dalt
Tez Danigmani: Dog. Dr. H. Halil BIYIK
II. Danisman: Prof. Dr. Fevzi BARDAKCI
2012, 98 sayfa

Aspergillus, hem toksijeniteleri, gidalarda bozunmalara sebep olmalari, gevresel
kosullara adaptasyon yeteneklerinin yiiksek olmast hem de endiistride
kullanimlarinin  yaygin olmasindan dolay1 ipliksi funguslarin en Onemli
cinslerinden biridir. Tiirkiye’de incirde aflatoksin ve okratoksin {iretme potansiyeli
olan Flavi ve Niger Grubu tiirlerinin populasyon yapisini belirlemeye yonelik bir
calisma yapilmamistir. Bu nedenle bu aragtirmada, Aydm’ daki kuru incirlerden
izole edilen kontamine filamentli kiif florasinin ortaya konmasi1 ve bu floradaki
potasiyel aflatoksinejik ve okratoksijenik Aspergillus suslar1 arasindaki genetik
cesitliligin  ve populasyon yapisinin mikrosatellit belirtegleri kullanilarak
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla Ekim-Aralik (2010) aylarinda kuru incir
ornekleri Aydin’daki 37 farkli kdyden toplanmistir. Kuru incir 6rneklerinin 360
nm UV 1sm1 altinda inceleme sonucunda 3 ilgeden toplanan 6rneklerde (Nazilli,
Kosk ve Incirliova) aflatoksin varligi tespit edilmistir. Izolasyon sonucunda
toplam 99 izolat icerisinden 10 cinse ait (Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Cladosporium, Alternaria, Acremonium, Mortierella, Rhizopus, Trichoderma ve
Trichophyton) 15 farkli tiir elde edilmistir. izolatlarin % 72’sini Aspergillus
cinsine ait tiirler olusturmaktadir. Aydin’da yaygin oldugu goriilen Aspergillus
flavus ve A. niger izolatlarindan genomik DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. A.
flavus (n=15) ve A. niger (n=46) populasyonlarinin genetik yapisini belirlemek
icin toplam 14 farkli lokus ¢alisilmistir. Elde edilen verilerin istatistik analizleri
Genepop, FSTAT ve Genealex programlari kullanilarak yapilmistir. Sonugta
Aydin’daki A. flavus ve A.niger populasyonlarinda istatistik olarak anlamli genetik
yapilanma oldugu belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Aspergillus, kuru incir, mikrosatellit, Aydin.






ABSTRACT

MORPHOLOGICAL AND GENETIC CHARACTERIZATION OF
Aspergillus spp. FROM DRIED FIGS (Ficus carica L.) IN THE VICINITY
OF AYDIN

Yasemin SERTEL

M.Sc. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Assist. Dog. Dr. H. Halil BIYIK
Co-Supervisor: Prof. Dr. Fevzi BARDAKCI

2012, 98 Pages

Aspergillus genus is one of the most important fungus in filamentous fungi due to
their toxigenity, causing degradation on foods, have high adaptation ability to
environmental conditions and also common usage in industry. No studies are
available to exhibit population structure of Flavi and Niger Group species with the
potential to produce aflatoxin and ochratoxin. Therefore, the aim of this study is to
exhibit the flora of filamentous fungi from contaminated dried figs in Aydin
province and to determine the genetic diversity and population structure of
potential aflatoxigenic and ochratoxigenic Aspergillus strains using microsatellite
markers. For this purpose, dried figs samples were collected from 37 different
villages (in October-December, 2010) in Aydin province. The presence of
aflatoxin was determined in 3 towns (Nazilli, Késk and Incirliova) as a result of
360 nm UV treatment of dried figs samples. As a consequence of our study, we
have obtained 15 different microfungi species belonging to 10 different genera
(Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Cladosporium, Alternaria, Acremonium,
Mortierella, Rhizopus, Trichoderma and Trichophyton) among total of 99 isolates.
72% of the isolates constitute the species belonging to the genus Aspergillus.
Genomic DNA isolation was performed from common isolates of Aspergillus
flavus and A.niger in Aydin. A total of fourteen loci was studied to determine
structure of A. flavus (n=15) and A niger (n=45) populations using microsatellite
markers. Statistical analyses of obtained data have been performed using by
Genepop, FSTAT and Genealex Programmes. In conclusion, populations of A
flavus ve A.niger showed statistically significant genetic structuring through
Aydin province.

Key words: Aspergillus, dried figs, microsatellite, Aydin.
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1. GIRIS

Canlilarin hayatlarini siirdiirebilmeleri i¢in gerek duyduklari en 6nemli enerji
kaynag1 stliphesiz ki gidalardir. Diinyada oldugu gibi iilkemizde de gida
giivenliginin ve gidalardaki kontamine kiiflerin dogru yontemlerle belirlenmesi
olduk¢a 6nemlidir. Giiniimiizde artan mikroorganizma kontaminasyonu dolayisi
ile gida kontrollerinin stabil kosullarda, kesin ve hizli sonuglar verecek sekilde
belirlenmesi gerekmektedir. Gida maddelerinin insan sagligini olumsuz ydnde
etkilemeyecek sekilde {iretilmesi ve gidalar ile ilgili standartlarin siirekli
yenilenerek giindemde tutulmast bunun bir gostergesidir. Bu gida
maddelerimizden biri olan incir, hasattan kurutmaya kadar ki stiregte ¢esitli kiifler
ile kontamine olabilmektedirler.

Incir, Moracaea (dutgiller ) familyasina ait Ficus cinsi igerisinde yaklasik 800 tiir
arasinda ticari 6neme sahip meyve veren bir bitkidir. Tarimi en fazla yapilan tiirii
ise Ficus carica L.’dir. Ozel déllenme ve kendine dzgii kurutma sartlarina sahip
bir meyve olmas1 yetistigi bolgeleri smirli kilmaktadir. Incirin anavatani olan
tilkemizin Ozellikle Ege Bolgesi’nde yiiksek kaliteli kurutlmalik incir iklim
kosullari, meyve olgunlagsma ve kurutma donemlerindeki sicaklik, nem ve riizgar
gibi ekolojik gereksinimleri nedeni ile Biiyiik ve Kiigiilk Menderes Havzalarinda
yetigtirilmektedir. Tarim potansiyeli yiikksek ve yaklasik %85-90°1 ihrag
edilmektedir. Diinya iizerinde subtropik ve iliman iklim kusaginda yayilis alam
bulan incir, 6zellikle Akdeniz {ilkeleri ve Akdeniz ikliminin etkin oldugu Amerika
Birlesik Devletleri, Avustralya ve bazi Giiney Amerika iilkeleri ile Giiney Afrika
gibi iilkelere o6zgii bir iiriin olma niteligini korumaktadir. Incirin diinya
pazarlarinda yer edinebilmesi i¢in lireticiler tarafindan belli kriterlerin yerine
getirilmesi gerekmektedir (EC Report, 1999).

Diinyada yaklagik 110.000 tiirii tanimlanmasina ragmen tahmin edilen tiir
sayisinin yaklasik 1,5 milyon oldugu bilinen mantarlar, yiliksek adaptasyon
yeteneklerinden dolay1 glinliikk yasantimizda hemen her yerde tlireyebilmektedirler
(Hawksworth, 2001). Bu kadar tiirlin tanilanamamasinin sebepleri habitatlarinin
yeterli arastirilmamasi, kiiltiirlerinin - zor olmast veya yapilamamasi ve
kataloglanmis orneklerin tanilanmalarinin dogru olmamasi olarak belirtilebilir.
Kiifler, Robert Whittaker’m 1969 yilinda yaptig1 siniflandirmaya gore bitkiler,

hayvanlar, protistler ve Monera’dan sonra ayri bir alem olarak kabul edilen



mantarlar aleminde olan mikromantarlar (filamentli funguslar/hifli kiifler) olarak
bilinmektedir. Filamentli kiifler yillardan beri ¢ogunlukla morfolojik olarak
smiflandirilmaktadir.  Fungi alemi igindeki gruplarin  belirlenmesi  ve
siniflandirilma ¢abalar1 oldukga eski olmakla birlikte, 2004 yilinda baslatilan ve su
anda da devam eden AFTOL (Assembling the Fungal Tree of Life) adi verilen
ortak bir ¢aligma ile funguslarin tiim gruplarinin en yiiksek seviyede filogenetik
siniflandirilmast hedeflenmistir (Lutzoni vd., 2004). Bu c¢alismada toplam 195
taksonu igeren bir fungus grubuyla ¢alisilmis ve sonugta 7 filum [Chytridiomycota,
Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Microsporidia, Glomeromycota,
Dikarya: (Ascomycota, Basidiomycota)] 10 subfilum, 35 siif, 129 ordo seklinde
bir smiflandirma elde edilmistir (Hibbet wvd., 2007). 09.08.2012 tarihinde
IndexFungorum’da tamlanmis kayithi olan mantar sayist 474.052 ‘dir (Index
Fungorum, 2012).

Aseksiiel Ascomycota tiyelerinden biri olan Aspergillus cinsi yaklasik 185 takson
icerir. Aspergillus cinsinin yaygin ipliksi funguslart ya direk olarak
Aspergilliosis’e sebep olan firsatci patojenler olarak ya da dolayli olarak aflatoksin
iretiminden dolay1 gida {iriinleri {izerinde aflatoksikosise neden olarak iki yolla
zararli olabilirler (Abdin vd., 2010). Gidalarin bu kiiflerle kontaminasyonu
bozunmalara, besin degerinin diismesine, tirettikleri sekonder metabolitlerin saglik
iizerindeki zararli etkilerine ve dolayis1 ile ekonomik agidan da kayiplara sebep
olmaktadir. Ozellikle ihra¢ edilen iiriinlerde siki kalite kontrol standartlari
uygulanmaktadir ve kargilagilan en Onemli sorun, iriinlerdeki mikotoksin
kontaminasyonudur.

Mikotoksin, Yunanca mantar anlamimna gelen “mycos” ve Latince “zehir”
anlamina gelen “toxicum” kelimelerinin birlestirilmesinden tiiretilmis ve belirli
kiif formlarmin bazi gida {irinlerinden o6zellikle tahillarin iizerinde gelisme
gosteren toksik kimyasal iirlinlerine isaret eden bir terimdir (Quillien, 2002).
Mikotoksinler basta Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria, Cladosporium
ve Rhizopus cinsleri olmak fiizere bazi patojenik ve bozulma etmeni kiifler
tarafindan {iretilen sekonder metabolitlerdir. Bugiin bilinen 300’den fazla
mikotoksin olmasina ragmen, bunlardan bes veya alti tanesi gok dnemlidir. Onem
derecesine gore siralama lilke ve bolgelere gore farklilik gostermekle birlikte
aflatoksinler (AF), okratoksin A (OTA), fumonisinler, trikotesenler ve

zearalenonun birinci derecede 6nemli mikotoksinler oldugu konusunda arastiricilar



goriis birligine varmuslardir (Anklam ve Stroka, 2002; Park D., 2002). Ornegin
Avrupa iilkelerinde aflatoksinler, iiretimleri i¢in gereken sicaklik veya ekolojik
kosullarin uygun olmamasi nedeniyle yiiksek diizeyde olusmaz ve ithal iiriinlerin
sik1 denetlenmesi nedeniyle tiiketiciler i¢in tehdit olugturmazken, lilkemiz de dahil
olmakla birlikte ABD, Afrika ve Asya kitalarindaki pek cok iilke i¢in aflatoksin
kontaminasyonu dnemini korumaktadir. Insan ve hayvan sagligi i¢in énemli olan
findik, antep fistig1, kuru incir, siyah zeytin, pulbiber gibi ihrag {irlinlerinin yam
sira siit ve siit tiriinlerinde ayrica tahil {irlinlerinde mikotoksin kontaminasyonu
oldugu bilinmektedir. Tarimsal iriinlerdeki mikotoksin olusumu hasattan
kurutmaya kadarki siirecte her asamada gergeklesebilmektedir (Balloux ve Lugon-
Moulin, 2002). Mikotoksinler insanlarda; karaciger kanserine ve gen yapisinda
degisikliklere, viicudun hormonal dengesinin bozulmasina, immun sisteminin
zayiflamasina dolayis1 ile viicudun hastaliklara agik hale gelmesine, kisirhiga ve
sakat dogumlara, gida emiliminin azalmasia sebep olur (Akpinar, 2006). Baz1
mikotoksinler endotoksin olarak misel iginde birikirken, bir¢ogunun miselden
substrata dogru salgilandig1 ve diflize oldugu goriiliir (Tunail, 2000). Bu nedenle
kiifli gida ve yemlerden miseller uzaklastirilsa bile iirlinlin mikotoksin tehlikesi
ortadan kalkmaz. Birlesmis Milletler Gida ve Ziraat Orgiitii (FAO) diinya gida
iriinlerinin her yil en az % 25’inin mikotoksinler tarafindan etkilendigini rapor
etmistir (Breyden, 2007; Park vd., 2001). Cesitli iirlinlerdeki mikotoksinleri {ireten
tiirler, Urettikleri metabolitler ve etkileri Cizelge 1.1.”de gosterilmistir.



Cizelge 1.1. Cesitli {riinlerdeki mikotoksinleri iireten tiirler,  {rettikleri
metabolitler ve etkileri (Doyle vd., 1997; Golob, 2007)
MEMELI
MIKOTOKSIN URETICi KUF URUN HAYVANLARDA
ETKILERI
Misir, bugday ve
Aspergillus yerfistigi, kabuklu | Hepatoksik,
AFB; ve AFM; flavus, yemisler, incir, kanserojen, teratojen
baharatlar, soya
A. parasiticus fasulyesi, pamuk
tohumu yagi,
cekirdek,
kurutulmus
Hindistan cevizi,
stit ve siit tirtinleri
A. ochraceus, Tahil ve tahil
A. carboniarus, irtinleri, bakliyat, | Nefrotoksik,

OTA A. nige,r kuru meyveler, hepatotoksik,
Penicillium icecekler, teratojen,
verrucosum, baharatlar, immunosupresif
P. citrinum yerfistig1
P. citrinum,

SITRININ P. expansum, Bugday, cavdar, Nefrotoksik,

P. verrucosum piring, misir, norotoksik
meyve sulari
P. expansum,

PATULIN Byssochlamys Kiiflii meyve ve Norotoksik
nivea sebze, tahillar ve

diger gidalar
A. versicolor,

STERIGMATOSISTIN | A. rugolosis Hububat, kahve Kanserojen
Fusarium

TRiIKOTESENLER sporotrichioides, | Bugday, musir, Diisiik dozda kusma,

(T-2 Toksin) F. poae saman l6kopeni, deri
nekrozlari
Fusarium

ZEARALENONE graminearum, Misir, bugday, Ostrojen benzeri etki
F. culmorum, arpa, yulaf
F. equisetti

Incirlerde fungal kontaminasyon genellikle hasat zamaninda gergeklesip depo
zamaninda bu oran artiy gostermektedir. Bu agidan kuru incirlerde kurutma

asamasindan sonraki kiif kontaminasyonu, dolayisiya mikotoksin kontaminasyonu



ve seviyesi onemlidir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO) ve Uluslararasi Kanser
Arastirma Ajanst (IARC) hayvan ve insanlarda birikimi akut, subakut, kronik,
mutajenik, genotoksik, reprodiiktif, immiinotoksik etkileri olan sekonder
metabolitleri, insanlar iizerinde dogal olarak karsinojenik olmalarina gore
kategoriye ayirarak aflatoksinleri en c¢ok karsinojenik mikotoksin “Grup I
karsinojen” olarak siniflandirmistir (WHO-1ARC, 1993a).

1960 yilinda Ingiltere’de 100.000 hindi palazimin biranda 6lmesi ile kesfedilen
aflatoksinler lizerine yillardir arastirmalar yapilmaktadir. Fakat halen aflatoksinin
iretimini engelleyici ya da biiylik Olglide iiretimini azaltici kesin bir yontem
bulunamamustir. Isman ve Biyik (2009) UV ile uzun siire miidahelenin incirlerdeki
aflatoksin seviyesini ve kiif kontaminasyonunu azalttigini belirtmislerdir. Baglica
aflatoksin tireticisi olan A. flavus ve A. parasiticus tiirlerinin toprak kaynakl kiifler
arasinda dominant oldugu ve atoksijenik tiirlere gore daha yiiksek siklikta
bulundugu da bilinmektedir (Sudini, 2009). Aspergillus flavus tyeleri sklerot
boyutuna gore S (sklerot boyutu < 400 pm) ve L (sklerot boyutu > 400 um )
olmak iizere 2 alt sus grubuna ayrilir. S suslarn ( >%98 ) yiiksek miktarda AF
iireten toprak suslarini igerir. Bu toprak suslari, iirtinlerde AF iiretiminin de asil
sorumlularidir. Toprakta S suglarinin azaltilmasi durumunda, pamukta AF
miktarmin da azaldigi belirlenmistir. Bazi L suslari hemen hemen hi¢ AF
iretmezler. Tarlalardaki L susu miktariin arttirilmasi, atoksijenik funguslarin
artmast ve Aspergillus flavus kompozisyonunu degistirilecegi anlamina
gelmektedir ve aflatoksin yonetiminde olduk¢a dnemlidir (Horn ve Dorner, 1999,
Chang vd., 2009). Aflatoksin igeren gidalarda aflatoksin seviyesi, varligi kontrol
edilmektedir. Bu yiizden tiim diinyada ihra¢ edilen gidalarda oldugu gibi incirde
de yasal olarak belirtilen smirlarda kiif kontaminasyonuna bagli mikotoksin
seviyeleri belirtilmistir. Resmi Gazetede 17.05.2008 tarih ve 26879 sayili
yayimlanan Tiirk Gida Kodeksi, Gida Maddelerinde Belirli Bulasanlarin
Maksimum Seviyelerinin belirlenmesi Hakkinda Tebligi’ ne gore gidalardaki
aflatoksin seviyeleri Cizelge 1.2.’de gosterilmistir.



Cizelge 1.2. Gidalardaki Maksimum Aflatoksin Seviyeleri (TGK, 2008).

Gida Maddesi Maksimum limit (ng/kg)
2.1. AFLATOKSIN B1+B,+G+
B, M,
G,
2.1.1. Findik, antepfistig1 gibi sert kabuklu meyveler, yer fistigi,
yagli tohumlar, kuru meyveler ve bunlardan {iretilen islenmis E:;? 10,0 @ -
gidalar
2.1.2. Yerfistigi (dogrudan tiikketime sunulmadan veya gida 8.0
bileseni olarak kullanilmadan once smiflandirma, ayiklama (i) 15,0 @ -
gibi fiziksel iglemlere tabi tutulacak olan)
2.1.3. Tahillar (karabugday (Fagopyrum sp.) dahil) ve bunlardan
iretilen iglenmis gidalar (dogrudan tiiketilen veya gida| 2,0 4,0 -
bileseni olarak kullanilan)
2.1.4. Misir (dogrudan tiiketime sunulmadan veya gida bileseni
olarak kullanilmadan once smiflandirma, ayiklama gibi| 5,0 10,0 -
fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)
2.1.5. Cig siit @ 151l islem gormiis siit, slit bazli lirlinlerin ) ) 0.050
iretiminde kullanilan siit ’
2.1.6. Baharatlarin asagidaki tiirleri igin;
- Kirmuzibiber (Capsicum spp.) (bunlarin kurutulmusg
meyveleri, kirmizibiber ve aci1 kirmizibiberin biitiin ve
toz hali dahil)
- Karabiber (Piper spp.) (bunlarin meyveleri, akbiber ve | 5,0 10,0 -
karabiber dahil)
- Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)
- Zencefil (Zingiber officinale)
- Zerdegal (Curcuma longa)
2.1.7. Bebek ve kiigiik ¢ocuk ek gidalari @ 0,10 - -
2.1.8. Bebek formiilleri ve devam formiilleri  (bebek siitleri ve ) ) 0.025
devam siitleri dahil) ’
2.1.9. Bebekler icin 6zel tibbi amagh diyet gidalar ® 0,10 - 0,025
2.1.10. Diger gida maddeleri (bulunmasi muhtemel riskli gidalar) | 5,0 10,0 0,5




EC Report (1999) ve son yapilan arastirmalar, incirlerde kontamine Aspergillus
cinsi i¢inde AF tliretme yeteneginin Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nomius
(EC REPORT, 1999), A. bombycis, A. pseudotamarii, A. parvisclerotigenus
(Abdin vd., 2010) ve A. tamari (Goto vd., 1997) tiirlerinde oldugunu géstermistir.
Bu mikotoksinler, insanlar ve hayvanlarda baslica immun sistemi
baskilayabilmekte ve ozellikle karacigerde kanser olusumuna yol agabilmektedir.
Bugiine kadar 20 farkli aflatoksin tanimlanmasina ragmen tarimsal iiriinlerde en
sik karsilasilan aflatoksin ¢esitleri AFB;, AFB,, AFG; ve AFG,’dir. AF’ ler
¢ekirdek molekiil olarak kumarin, buna kaynagmis halde bulunan bifuran veya bir
pentanon (AFB; ve AFB;) ya da alti iiyeli bir lakton (AFG; ve AFG;)
icermektedir. Ultraviyole 15181 (UV) altinda mavi floresan verenler AFB; ve
AFB; yesil floresan verenler ise AFG; ve AFG,.dir. AFB; ve AFB;igeren yemlerle
beslenen hayvanlarin siitiinde rastlanan tiirevler ise AFM; ve AFM, olarak
adlandirilmaktadir (Sabuncuoglu vd., 2008). Olusturduklar1 toksik etki giicline
gore siralama ise AFB;> AFG; > AFB, > AFG; seklindedir (Soyoz ve Ozgelik,
2002). Aflatoksinlerin olusturduklari etki dogrudan degildir. Sitozolik ve sitokrom
P-450 sistemi ile birgok metabolite ¢evrilirler. Olusan epoksit tiirevleri ile etkili
olmaktadirlar.

BGYF (Bright Greenish-Yellow Florescence) yontemi ile 365 nm UV 15181 altinda
aflatoksijenik A. flavus ve A. parasiticus tarafindan iiretilen kojik asitin (CgHgO4)
varlig1 gézlenerek kuru incirlerde aflatoksin kontaminasyonu kontrol edilmektedir.
Bunun diginda aflatoksin varligi ve seviyesini belirlemek igin TLC (ince Tabaka
Kromotografisi), florimetrik yontemler, HPLC (Yiiksek performanslt sivi
kromotografisi), ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), RIA (Radio
Immuno Assay) gibi immunokimyasal yontemler kullanilmaktadir. Ayrica son
yillarda da mikotoksinlerin belirlenmesi amaci ile molekiiler tekniklere yer
verilmektedir. Genellikle mikotoksin biyosentezinde ara veya son basamaklarda
gorev yapan enzimleri kodlayan genleri hedef alarak mikotoksin {iretim
potansiyeli belirlenebilmektedir.

Gida ve yemlerde aflatoksin olusumunun Onlenmesinde Oncelikle tarladaki
gelisimi, hasati, depolanmasi, nakliyesi, iirline islenmesi ve iirlin elde edilmesi
agamalarindaki kiif kontaminasyonunun engellenmesi veya en aza indirilmesi
onem tagimaktadir. Mikrobiyal kontaminasyonu tarlada kontrol altinda tutmak

zordur. Ancak, mikrobiyal kontaminasyon, iriiniin hasati ve onu izleyen



asamalarda alinacak hijyen ve sanitasyon onlemleri ve bilingli uygulamalarla
biliyiik o6lgiide engellenebilir. Aflatoksin olusumunun ikinci bir adimi ise
hammadde, ara iiriin ve son iirline bulagan kiif veya kiiflerin dnlenmesidir. Bu da
tiretimde iyi bir teknoloji kullanma ve bilingli uygulamalarla miimkiin olabilir
(Isman ve Biyik, 2009). Gida ve yemlerde goriilen baslica mikotoksin iiretici
cinsler ve tirettikleri mikotoksinler Cizelge 1.3.’de gosterilmistir.

Cizelge 1.3. Gida ve yemlerde goriilen baslica mikotoksin firetici cinsler ve
irettikleri mikotoksinler (Anon. 2006).

Aspergillus toksinleri Penicillium Fusarium Alternaria

toksinleri toksinleri toksinleri

Aflatoksinler Sitrinin Zearalenon (F-2 Alternariol
Toksin)

AFB;i, AFB,, AFG;, Okratoksin A (OTA) Trikotesenler Alternariol

AFG,, AFM;, AFM,

mono metil-eter

AFB,,,AFB;
Aspertoksin Sitreoviridin Deoksinivalenol Altertoksin
Sitrinin Rubratoksin A, Nivalenol Tenuazonik asit

Rubratoksin B

Sterigmatosistin Patulin Diasetoksisirpenol
Okratoksin A (OTA) Penisilikasit T-2 toksin
Patulin P-R (Pen.requefori)- HT-2 toksin
toksin
Penisilikasit Luteosikrin Tremortin
Siklopiazonikasit Izlanditoksin Fumisin B,
Ksantosilin-X Moniliformin
Siklopiazonikasit
Sitromisetin

Ksantomegnin

Rugulovasin A ve B

Verrukulotoksin

Emodin

Baz1 Aspergillus cinsi tiyelerinin trettigi aflatoksinler disinda énemli olan diger
bir grup mikotoksin ise okratoksinlerdir. Ozellikle okratoksin A (OTA) bazi
Aspergillus ve Penicillium tiirleri tarafindan iretilen, hayvan yemleri ve insan
gidalarinin % 80’inde bulunan bir mikotoksindir. OTA, ¢ogu besinde mikrofungus
kontaminasyonu sonucu dogal olarak olusan, nefrotoksik, teratojenik ve immiin
sistemi baskilayic1 etkilerinden dolayr oldukca dikkat ¢eken bir sekonder
metabolittir. WHO-IARC tarafindan, mikotoksinler insanlara karsi kanserojenik



potansiyellerine gore siniflandirildiginda AFB1, “yeterli kanit elde edilmis insan
kanserojenleri” (Grup 1A) grubunda yer alirken OTA “muhtemel kanserojenik
mikotoksin” (Grup 2B) grubunda yer almistir. 1965 yilinda Okratoksin ilk kez
sorgum tanelerinden izole edilen Aspergillus ochraceus susundan izole edilmistir.
Diinyanin ¢esitli iilkelerinde baklagillerde, hububatlarda ve diger bitkisel
iriinlerde, hayvan yemlerinde okratoksin kontaminasyonu saptanmistir. OTA
ozellikle misir, bugday, arpa, yulaf, yer fistig1 ve kuru incirde bulunmaktadir.

Incirlerde AF ve OTA iiretiminin de benzer sekilde organik madde igeriginin
artmas1 ve olgunlagsmayla birlikte agac lizerinde basladig1 disiiniilmektedir. Kuru
incirlerde diger bir mikotoksin olan OTA’nin olusumunun belirlenmesi ihracatta
veya insan sagligi agisindan ¢ikabilecek sorunlarin artacagini goéstermektedir.
Kuru incir ve kuru iziim ile ilgili kiiltiire dayal1 yontemler ile yapilan mikrofungus
sayimi, izolasyonu ve tanilama c¢alismalar1 incelendiginde yaygin olarak
Aspergillus niger grubunun bulundugu gortlmektedir. Bu grup tyeleri 6zellikle
okratoksijenik tiirleri igermektedir. Niger grup iiyeleri ile kiyaslandiginda, AF’ nin
ana {ireticisi olan Aspergillus flavus ve A.parasiticus suslarina daha az sayida ve
siklikta rastlanmistir (Sarigiil 2000, Eltem vd., 2003, Aksoy vd., 2003). Fakat risk
degerlendirmesi yapilirken, bir iiriinde Niger grup iyeleri ile aflatoksijenik
A.flavus ve A. parasiticus tiirlerinin birlikte bulunmasi durumunda olabilecek
ihtimaller de goz Oniinde tutulmalidir. Ciinkii fungal tiirlerin konak {izerindeki
dominantlik durumu mevsime, ¢evreye ve diger dis kosullara bagli olarak da
degismektedir. Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi tarafindan 1997
yilinda A.niger i¢in yapilan risk degerlendirmesinde, iriinlerde A.niger ile
aflatoksijenik suslar bir arada bulundugunda, Aspergillus niger’in ortamm pH
degerini diigiirerek AF tiretimini tegvik ettigi belirtilmistir (Aspergillus niger final
risk assessment, 1997).

Aspergillus tiirlerinin  tamimlanmasi1 igin  geleneksel metodlar g¢ogunlukla
konidiyofor yapisi, konidia yapis1 ve biiyiikligii, yap1 ve renk ve koloni gapini
iceren morfolojik parametrelere dayalidir (Klick, 2002). Bununla birlikte tiir
smiflandirmasi, hem tiir i¢ci hem de tiirler arasindaki yiiksek seviyede genetik
cesitlilik ile dretilen morfolojik ozelliklerin farkliligindan dolay1 zor olabilir
(Kumeda ve Asao, 1996).
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Cogu arastirmaci aseksiiel funguslarda seksiiel dongii olmamasina ragmen bir
rekombinasyon olduguna dair fikir birligine varmiglardir. Baz1 aseksiiel fungal
tirlerde genotipik ¢esitliligin ve gen akiginin kanitlarinin oldugunu vurgulanmistir
(Geiser vd., 1998; Paoletti vd., 2005). Bununla birlikte, bir fungusun vejetatif
doneminde genotipik c¢esitliligin tek bir anlami olabilecegini ve bunun da
paraseksiiel dongii oldugu belirtilmistir (Pontecorvo, 1956). Paraseksiiel dongii;
hifal fiizyon, karyogami ve mitotik rekombinasyon asamalar ile adlandirilan bir
dongiidiir. Aseksiiel funguslarda mitotik rekombinasyon i¢in seksiiel dongiiye
benzer olarak uygun bir es bulma paraseksiiel dongiiniin 6nemli bir asamasidir.
Aspergillus cinsinin dogal populasyonlarinda genetik siiriikklenmenin dogasi ¢ok az
bilinmektedir. Bununla birlikte populasyonlardaki rekombinasyona dair kanitlar
mevcuttur (Geiser vd., 1994; Geiser vd., 1998; Paoletti vd., 2005). Bu aseksiiel
tirlerde  paraseksiiecl  olaylardan  kaynaklanabilmektedir. Eger  fungus
populasyonlarinda klonal iireme ¢ogunluktaysa izolatlar arasinda diisiik bir genetik
varyasyon beklenir. Bunun yani sira izolatlar arasinda paraseksiiel rekombinasyon
var ise yiiksek seviyede genetik gesitlilik beklenir (Pekarek vd., 2006). Ipliksi
funguslarda aymi tiirlerin bireyler i¢i/arasinda hifal birlesmenin olmasi
(heterokaryon) oOnemlidir. Hifal birlesmenin simirlanmasi funguslar arasinda
yaygin olan heterekaryon uyumsuzlugudur ve heterokaryon uyumu bir
sitoplazmada birbirine genetik olarak benzemeyen nukleuslarin birlikte bulunmasi
durumudur (Pal vd., 2007). Heterokaryon uyumu da aseksiiel funguslarda bu
bakimdan genetik ¢esitliligin olusmasina temel olusturur.

Aynu tiirtin farkli ekolojik bolgelerde yasayan farkli populasyonlari, farkli allellere
ve allel kombinasyonlarina sahiptir. Bu genlerin ve gen kombinasyonlariin bazisi,
onemli ekonomik ve evrimsel degere sahiptir. Populasyon acisindan ele
alindiginda da bir genin farkli populasyonlarda farkli siklikta ya da farkli
kombinasyonlarda olusu populasyonlar arasi genetik gesitliligi ortaya ¢ikaracaktir.
Genetik ¢esitlilik, bir populasyondaki heterozigotluk seviyesi, her bir lokustaki
allel sayisi ya da polimorfik lokus yiizdesi ile tahmin edilebilir. Molekiiler
belirteglerin en 6nemli avantajlarindan birisi ¢evresel faktorlerden etkilenmemeleri
ve polimorfizm oranlarmmin yiiksek olusudur (Caglar, 2010). Dogal
populasyonlardaki genetik cesitlilik biyologlarin temel endigesidir, ¢linkii genetik
cesitlilik miktart ve dagilim tiirlerin ve populasyonlarin evrimsel potansiyelini
muhtemelen etkileyecektir (Futuyma, 1986).
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Belirli bir cografik alanda yayilan populasyonlar arasindaki varyasyonun 6nemli
olup olmadigini anlayabilmek i¢in o varyasyonun dogasinin bilinmesi gereklidir.
Bu varyasyon dogasii belirleyebilmek igin ise o populasyonun yapisinin ortaya
cikarilmasi gerekmektedir (Belen, 2009). Genotip dagilimlarinin ve frekanslarinin
incelenmesi ile genetik varyasyona neden olan evrimsel mekanizma ve siirecler
aciklanabilmekte, tiir ici genetik polimorfizmin tiirler aras1 genetik farklilagmaya
nasil bir zemin hazirladig1 ortaya ¢ikarilabilmekte, farkli populasyonlar arasindaki
genetik varyasyon tespit edilebilmektedir. Ayrica tiirlerin genetik ¢esitliliginin ve
genetik polimorfizmin alt populasyonlar diizeyinde belirlenmesi ile populasyon
tarihgesi, go¢ Oriintiilerinin incelenmesi, filogeni, morfolojik, davranigsal ve diger
adaptasyon sekilleri gibi konulara agiklama getirilebilmektedir (Futuyma,1998;
Hedrick, 2005).

Populasyon genetigi ¢alismalarinin ¢ogunda ilk adimi ilgilenilen lokustaki allel
frekansinin dl¢iilmesi olusturur. Allel frekanslarinin 6l¢limiiyle elde edilen veriler,
incelenen lokuslar yoniinden c¢alisilan populasyonlar hakkinda bilgi verir. Elde
edilen sonuglar Hardy-Weinberg dengesi yoniinden degerlendirilir. Allel frekansi
nesilden nesile sabit kalan ve genotip frekansi allel frekansindan hesaplanabilen
bir populasyon Hardy-Weinberg dengesi durumundadir. Bir populasyonda Hardy-
Weinberg dengesi; ciftlesmelerin generasyonlar boyunca sansa bagl oldugu ve
mutasyon, seleksiyon, gd¢, sansa bagli genetik kayma, mayoz boliinmedeki
diizensizlikler gibi gen frekansini degistiren faktorlerin bulunmadigi durumlarda
gecerlidir (Bulut, 2004).

Bir tiirlin populasyonlar1 gibi evrimsel olarak yakin canli gruplarinin
kargilagtirmali olarak caligilacagi ya da populasyonlarda yakin zamanda olusmus
olan bir olaymn izlerinin aranacagi bir durumda en ¢ok kullanilan genetik
belirteglerden biri de mikrosatellitlerdir (Togan vd., 2003). Mikrosatellitler genom
igerisinde mono-di-tri-tetra-penta ntikleotid dizilimlerinden biri seklinde 6karyotik
genom boyunca ardisik olarak tekrarlanan kisa DNA motifleridir. Bu tekrarlar
(AT)n, (GT),, (ATT), veya (GACA), seklinde gosterilmekte ve “n” ardisik tekrar
sayisin1 gostermektedir.  Yiiksek derecede polimorfik o6zelliklere sahip olan
mikrosatelllitler, bireyden bireye 2-6 niikleotidlik kiigiik farkliliklar gosterirler ve
mikrosatellit bolgeleri genom boyunca rastgele dagilirlar. Yiiksek derecede
degiskenlik gosteren bu DNA dizileri genom boyunca yaygin olarak
goriilmektedirler. Bu ardisik tekrar dizilerinin gosterdigi tekrar sayis1 ayni lokus
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bakimindan incelenen bireyler arasinda farklilik gdsterirler (Bulut, 2004).
Populasyonlar arasindaki anlamli farkliliklar populasyonlarin izole oldugunu veya
populasyonlar arasinda gen akisiin diigiik olduguna isaret eder. Populasyonlar
arasinda genotip frekanslarinda farkliligin olmamasinin nedenleri; populasyon
orneklerinin az olup istatistik analizlerde yeterli olmamasi, populasyonlarin yeni
ayrilmasi yliziinden genetik cesitliligin heniiz birikmemesi veya populasyonlar
arasinda gog¢ olmasi olabilmektedir (FitzSimmons vd., 1999).

Yogun aragtirmalara ragmen funguslarin Ascomycota grubunun taksonomisi
problemlidir. Tiirler arasinda benzerlik ve polimorfizm miktarimi belirlemek i¢in
genetik teknikler bu problemi minimize etmeye yardim eder (Batista vd., 2008).
Mikrosatellitler veya STR’ler Aspergillus tiirlerini igeren ¢ogu funguslarin
genomlarinda yaygin olarak bulunur (Klaassen ve Osherov, 2007). Mikrosatellitler
gibi kodominansi gosteren, ikiden fazla alleli belirleyebilen, belli lokus icin
bireylerin genotiplerini saptayabilmeye olanak saglayan PCR’a dayali genetik
belirtecler, fungal populasyon genetigi ¢alismalarinda daha fazla gelismistir. Bu
belirtegler spesifik DNA sekanslarin1 amplifiye etmeye olanak saglar ve gida veya
toprak kokenli fungus populasyonlarmin genetik yapisinin degerlendirilmesine
olanak saglar (Mcdonald ve Bruce, 1997). Genel bir mikrosatellit profil
karsilagtirilmasi tiir tanimlamasi i¢in uygundur ve yiiksek polimorfizmlerinden
dolay1 birey bantlan suslarin karakterizasyonu igin bilgi verici olabilir (Guarro
vd.,1999).

Ulkemizde toksin kontrolii gerek ihrag iiriinlerinde UV veya kromotografi
yontemleri ile gerekse gesitli aragtirmacilarin hemen her sene yaptigi tiirlerin o
bolgede ya da tiriindeki varligin1 ve toksin seviyesini ortaya koymaya yoneliktir.
Gida tiriinlerdeki kiiflerin erken dénemde tanilanmasi ya da molekiiler yontemler
ile hizli bir sekilde saptanmasi, mikotoksin iiretici populasyonlarin o bolgedeki
dagilimlarmin, kokenlerinin ve birbirleri ile olan genetik iligkilerin belirlenmesi ile
olusturulan bir veri seti, hem toksin iiretiminin hem de belirlenen tiirlere kars1 daha
spesifik detoksifikasyon ve dekontaminasyon yontemleri gelistirilmesine katkida
bulunabilir. Filamentli kiifler {izerine yapilan molekiiler aragtirmalar son yillarda
hiz kazanmistir. Ulkemizde Heperkan vd. (2011) ilk defa Ege Bolgesi’nde ITS
(internal transcribed spacer) belirtecleri kullanarak aflatoksijenik Aspergillus Flavi

grubu suglarini karakterize etmistir.
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Kontamine populasyonlara karsi yapilacak herhangi bir uzaklastirma veya
detoksifikasyon islemlerinden dnce o populasyonlar hakkinda bilgi edinilmesi ve
bir veri seti olugturulmasi gerektigi diisiiniilmiistiir. Mikotoksin iiretiminin farkl
ekolojik kosullara bagh degistigi goz Oniline alindiginda firetici suslarin da
populasyon igi/arasi ¢esitlilik gosterebilecegi dngoriilmektedir.

Bu yiiksek lisans tezinin amaci; Aydin ilindeki kuru incirlere kontamine kif
florasint ve bu floranin Aydin ilindeki dagilimini belirlemek, mikrosatellit
belirtegleri kullanilarak Aydin’da farkli lokalitelerden toplanan 6rneklerden izole
edilen AF ve OTA iiretim potansiyeli olan populasyonlarin genetik yapilarim
ortaya koymak ve populasyonlar arasi genetik varyasyonu lokal dagilimlar ile
iliskilendirmektir. Bunun sonucunda toksin detoksifikasyonu i¢in yararl
olabilecek aflatoksijenik ve okratoksijenik populasyonlar hakkinda veri seti
hazirlanacak ve populasyonlarin genetik yapilar1 farkli lokalitelerde yapilan

arastirmalar ile karsilastirilacaktir.
2. KAYNAK OZETLERI

Kuru incir ekonomik potansiyele sahip 6nemli ihracat {iriinlerimizden biridir.
Genellikle iilkemizin kiy1 bolgelerinde o6zellikle Ege Bolgesi Aydin, Birgi
(Odemis), Izmir il sinirlar iginde kalan Biiyiik ve Kiiciik Menderes Havzalari,
Tire, Bursa ve ¢evresinde ticari olarak kuru incir yetistiriciligi yapilmaktadir. Ege
Bolgesi’nde yetistirilen sarilop ¢esidi meyve kabugunun inceligi, kalin etki ve
sekerce zengin, yumusak olusu nedeni ile kurutmalik incir olarak bilinmektedir
(Var vd., 2001). Diinyadaki taze incir iiretiminin % 23.6° sm1 ve kuru incir
iiretiminin ise % 54.3” iinii tek basina karsilayan iilkemizi takiben sirastyla Misir
(% 17.4), Yunanistan (% 7.4), Iran (% 6.6), Fas (% 6.3) ve Ispanya (% 5.8) gibi
iilkelerde de incir tiretimi yapilmaktadir (Anonim, 2003). Diinyada her y1l yaklasik
60-70 bin ton kuru incir ihracat1 yapilmaktadir. Diinya ihracatinin ortalama %55’
iilkemiz tarafindan gerceklestirilmektedir. Thracatimizin %60’1 Avrupa Birligi
iilkelerine yonelik olup en Onemli pazarlarimiz sirasiyla Almanya, Fransa,
Ingiltere, Italya ve Isve¢’tir. Uriiniimiiziin ikinci derecedeki alicilar1 ise Hollanda,
Avusturya, Israil ve Isvicre’dir (Anonim, 2003).

Kiifler uygun kosullarda ham ve islenmemis gidalarda g¢ogalarak bir yandan
iirlinlin nitelik ve niceligini degistirir bir yandan da insan sagligi agisindan
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olumsuz etkilere sebep olan toksik sekonder metabolitlerini olusturmaktadirlar.
Kiifler genel olarak 25 °C’de ve % 80 bagil nemde gelismektedirler (Megik,
2007). Kiiflerin tirettikleri mikotoksinler belirli kosullar altinda tiretilebilmektedir.
Mikotoksin tretimi pH, sicaklik, nem ve su aktivitesi (ay) gibi faktorlerden
etkilenmektedir. D1s faktorlerin yan sira gidadaki kiif florasi ve gidanin kimyasal
ve fiziksel icerigi de mikotoksin olusumunda rol oynamaktadir. Genellikle belli bir
mikotoksinin {retimi kiigiik bir fungal grup i¢inde sinirlandinlmistir, bazi
mikotoksinler ise tiirler ve hatta susa spesifiktir. Degisen ¢evre sartlar1 goz 6niinde
tutuldugunda her gegen giin bilinen mikotoksinleri iireten tiir sayis1 ve mikotoksin

cesitliligi artmaktadir.

Bilinen ilk mikotoksikozis (mikotoksin zehirlenmesi) olan ergotizm (¢avdar
zehirlenmesi), Claviceps purpurea ile enfekte olmus tahillarin tiiketilmesi sonucu
yaklagik 40 bin insanin hayatim kaybettigi bir hastaliktir. Hastalik etmeni,
Claviceps purpurea ’nin metabolik iiriinleri olan ergot alkoloidleridir (Unliitiirk
ve Turantas, 1998). Mikotoksinlerle zehirlenme genellikle kronik olurken, akut
nitelikte de olabilmektedir. Kenya’da 2004 yilinda temel besin olarak kullanilan
misir ve misir Uriinlerini yiyen insanlarda ortaya c¢ikan aflatoksikozis (AF
zehirlenmesi) olayinda 317 zehirlenme olmius ve bunlarm 125’1 dliimle
sonuglanmigtir. Misirda tespit edilen aflatoksin miktarinin 48.000 ppb’ye ulastig
bildirilmektedir (Orug, 2005). Diisiik dozda toksinlerin uzun siire alimmalari
durumunda ise kronik hastaliklar goriilmektedir. Akut toksik etkiye bireyin
duyarliligi, genetik ve fizyolojik 6zellikleri ve ¢evresel faktorler etkendir (Anon.,
2006).

1910 yilinda Brezilya’da kiiflenmis Brezilya cevizinden Aspergillus flavus susunu
izole ettigi ve bu kiifiin toksisiteden sorumlu tuttugu halde, bunun tizerinde fazla
durulmamig ve 1980 yilinda yapilan bir c¢alisma ile ilk wveriler tekrar
dogrulanmustir. Uriinlere kontamine mikotoksinler icerisinden en &nemlileri olan
aflatoksinler (AF) yiiziinden diinya {izerinde pek ¢ok tilkede ihracatta bir¢cok sorun
yasanmustir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO) ve Uluslararas1 Kanser Arastirma
Ajanst (IARC) tarafindan getirilen sinirlamalar dogrultusunda iilkemiz de dahil
olmak tizere pek ¢ok iilkede ihrag iirlinleri geri gonderilmistir.

Incirlerdeki en ©nemli problemlerden birisi, olgunlasmadan sonra o6zellikle
kuraklik gibi stres kosullarinda aflatoksin olusturan kiiflerin meyve iginde



15

gelisebilmesidir (Diindar, 2008). Olgun incirlerin % 36'sinin hasattan 6nce dalinda
aflatoksin igerigi saptanmistir. Hasattan sonra kurutma sirasinda da kosullara bagl
olarak kiif gelismesi devam eder. Bu nedenle kurutulmus incirlerin ortalama %18-
19 kadar1 6zellikle aflatoksin igerebilmektedir (Unliitiirk ve Turantas,1998).

Ulkemizde incirde aflatoksin sorunu ilk kez 1972 yilinda Danimarka’ya ihrag
edilen Tirk kuru incirlerinde yiiksek miktarda (938 mg/L) aflatoksin B;
saptanmasi ile baglamigtir. 1973-1974 yillarinda Amerika Birlesik Devletleri’ne
gonderilen 38 parti kuru incirin {igiinde aflatoksin belirlenmis ve geri
gonderilmistir (Karaca, 2005). 1986 ve 1987 yillarinda ise Isvigre ve Almanya’ya

gonderilen kuru incirlerde ayni problem yasanmistir (Demir, 1990).

Incirler yiiksek karbonhidrat igerikleri nedeniyle hem aflatoksin olusumu igin hem
de kiiflerin gelisimi igin iyi bir substrattir (Ozay ve Alperden, 1991). AB Gida
Bilimsel Komitesi aflatoksin B1’in diisiik seviyelerde bile karaciger kanserine ve
mutasyona yol actigmi bildirmistir (Anon., 2007). Ulkemizde kuru incirlerde kiif
florasin1 ve Ozellikle aflatoksin seviyesini belirlemeye yonelik pek ¢ok g¢alisma

vardir.

Genel olarak incirdeki kiif florasini belirli tiirler olugturmaktadir. Bu kiif florasinda
bulunabilen tiirler siklikla Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. terreus, A.
fumigatus, A. candidus, A. niger gibi Aspergillus cinsine ait tiirler olmakla beraber
Cladosporium, Alternaria, Acremonium gibi farkli cinslere dahil suglar da
olmaktadir (Isman ve Biyik (2009).

Benlioglu vd. (2008) Aydin ilinden ihra¢ edilen kuru incir 6rneklerindeki kiif
etmenlerinin bulasiklik diizeyini saptamak amaci ile 2005 yilinda 23 incir
isletmesinden 97 parti incir incelemislerdir. Toplanan &rneklerdeki kiif florasini
belirleyerek genellikle A. flavus ve A. niger suslarinin baskin oldugunu
belirtmislerdir.

Incirde okratoksin A iireticisi siyah Aspergillus iiyelerinin varligi okratoksin A
acgisindan risk olusturabilir. Kuru incirde A.flavus ve A.parasiticus kadar
incelenmesi gereken bir diger kif tiirii de A.niger’dir. A.niger disinda A. niger’e
benzerlik gosteren A.carbonarius kiifiiniin de okratoksin iirettigi bilinmektedir.
A.carbonarius literatiirde siklikla rastlanan bir kiif degildir. Ancak bu durumun
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daha az bulunmasindan degil, tiim siyah renkli Aspergillus izolatlarinin A.niger
olarak tanimlanmasindan ileri geldigi bildirilmektedir.

Heperkan vd. (2005) siyah konidiuma sahip ti¢ kiif tiirii ile yapilan ¢alismada 470
A. niger, 245 A. carbonarius ve 200 Aspergillus japonicus izolati okratoksin
olusturmalar1 bakimindan incelenmistir. Toksin olusturan asil kiifiin A.carbonarius
oldugu goriilmiis, tlim izolatlar1 okratoksin tretmistir. A. niger nadiren ve diigiik
konsantrasyonda okratoksin iiretmektedir. A. japonicus ise toksin liretmemektedir.
A. carbonarius’ un, A. niger’ in bulundugu tim ortamlarda gelisebildigi
bildirilmektedir.

Incirlerde kiif florast ve kontaminasyon seviyesi agactaki olgun meyveden
baglamak tizere paketlemeye kadar ki her bir siiregte degisebilmektedir. Ege
Bolgesi’nde 11 farkli bahgeden 63 incir 6rnegi iizerine yapilan galigmada hakim
floranin Aspergillus niger, A. flavus, A. parasiticus ve Fusarium tiirlerini i¢erdigi
saptanmustir.  A.flavus-A.parasiticus kontaminasyonu agagtan toplanan olgun
incirlerde % 41, toprak {izerinden temin edilenlerde % 21, giineste kurutulmus
olanlarda % 42, depolardan temin edilenlerde % 33, isletmelerden temin
edilenlerde % 25 ve incir ezmesinde % 25 olarak belirlenmigtir. A.flavus-
A.parasiticus izolatlarin % 72’ sinin besi ortaminda aflatoksin olusturdugu
belirtilmistir (Heperkan, 2005).

Tarim trilinlerinde kontamine kiifler sadece dis yiizeyde olmayip iiriiniin i¢
kisminda da bulunmaktadir. Kiifler herhangi bir {iriine bulastigi zaman sporlarimi
tirtinlin her yerine bulastirmaktadir. Bu bakimdan toksin varlig1 veya kiif florasim
belirlemeye yonelik yapilan c¢aligmalarda {iriinlerin hem i¢ hem de dis kismu
birlikte kullanilmaktadir. Senyuva vd. (2008) Izmir ve Aydin’ dan 50 kuru inciri
UV 15181 altinda inceleyerek 49 6rnekte aflatoksin B; saptadiklarini ve oranlarinin
ise 0.7 ile 222 ng g* arasinda oldugunu ancak 40 oérnekte bu oranm 2 ng g™
tizerinde oldugunu belirtmiglerdir. 32 Ornekte ise okratoksin A (OTA)
saptadiklarini bildirmislerdir. Incirlerin hem i¢ kismi ve dis kismindan izolasyon
sonucunda i¢ kisminda daha fazla kontaminasyon oldugunu gdsteren
arastirmacilar, okratoksin tiretici Aspergillus niger tiriiniin Tiirk kuru incirlerinde
en fazla bulunan kiif oldugunu ve bunu A. ochraceus tiiriiniin takip ettigini de
vurgulamiglardir. Ayni arastirmacit 2005 yilinda 99 incir 6rneginin Ssadece 4
tanesinde hem AF hem de OTA’ ya rastlamistir (Senyuva vd., 2005).
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Bir tiriindeki kiif florasimnin ¢esitlilik icerdigi goriildiigiinde mikotoksin ¢esitlerinin
de birden fazla olmasi beklenilen bir sonugtur. Karaca ve Nas (2006) Ege
Bolgesi’nden topladiklar incirlerde aflatoksin, patulin ve ergosterol toksinlerini
HPLC teknigi ve ultraviyole 15181 altinda kullanarak incelemislerdir. Floresan
gosteren incirlerde 117.9-471.9 ppb aflatoksin belirlerken, patulin ve ergosterol
toksinlerinin sirasiyla 39.3—151.6 ppm ve 4.5-18 ppm oldugunu gostermislerdir.

Cevresel kosullar, cografik konum ve mevsimsel degisimlerin kiif florasini
etkiledigi bilinmektedir. Bircan vd. (2008) 2007 yilinda Tiirkiye’den Avrupa’ya
ihrag edilen 4917 kuru incirde kuraklik yilinda aflatoksin kontaminasyonunun bir
onceki yila gore arttigimi belirten bir ¢alisma yapmistir. Ayni arastirmacit 2009
yilinda yine Tiirkiye’den Avrupa’ya ihra¢ edilen 98 kuru incirde aflatoksin ve
okratoksin seviyelerini inceleyen bir arastirma yapmustir. Arastirma sonucunda
kuru incirlerin % 10’ unda 0.87—24.37 ng g-* ve % 90’mnda ise 4.3 ng g-* toksin

saptamistir.

Incirdeki kiif ve mikotoksin sorunu sadece bizim iilkemizde yasanmayip tiim
diinyada bununla ilgili arastirmalar devam etmektedir. Bir¢ok arastirici Brezilya,
Suriye, Tiirkiye, Morocco, USA ve Ingiltere’deki incirlerde toksijenik kiiflerin ve
aflatoksin varligin1 rapor etmislerdir (Iamanaka vd., 2007; Haydar vd., 1990;
Boyacioglu and Gonul,1990; Ozay vd., 1995; Karaca ve Nas, 2006; Zorlugeng vd.,
2008; Juan vd., 2008; Doster vd., 1996; Bayman vd., 2002; Sharman vd., 1991).

Doster ve Michailidis (1998) Kaliforniya incirlerinde aflatoksin iiretici A. flavus ve
A. parasiticus, aflatoksin iiretmeyen A. tamarii ve A.alliaceus suslarini
saptadiklarini  belirtmiglerdir. Bayman vd. (2002) Circumdati grubundan A.
ochraceus, A. melleus, A. sclerotiorum ve Flavi grubundan da Aspergillus suslarini

izole etmislerdir.

Logrieco vd. (2003) Akdeniz boélgelerindeki kuru incirlerde toksijenik A. flavus
susunun siklikla bulundugunu ve bunun diginda Penicillium expansum susunun da
diger kiiflere oranla daha siklikla kontamine oldugunu belirtmistir. Kuru incirde
Alternaria tiirlerinin ise ¢ok nadir oldugunu vurgulamisglardir.
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Diinyada da ¢esitli tarimsal iiriinlerdeki Aspergillus populasyonlarini ve aflatoksin

varligi/seviyesini belirlemeye yonelik ¢aligmalar mevcuttur.

Javanmard vd. (2010) Iran’da kuru incirlerden elde ettikleri Aspergillus tiirleri ve
kiif kontaminasyonunu belirlemeye yonelik yaptiklari c¢aligmada kurutma
kosullari, toplama bolgeleri, paketlemedeki yetersizlik ve hijyen eksikliginin kuru

incirde ytiksek kiif kontaminasyonuna neden oldugunu belirtmislerdir.

Sultan vd. (2010) Misir’da ardi ardina iki sene bes farkli cografik bolgeden
topladiklar1 findiklardaki mikotoksijenik kiifleri belirlemeye yonelik ¢alisma
yapmislardir. Arastirmacilar her iki donemde de Flavi grubu ve Niger grubunun
yaygin bulundugunu, Circumdati grubunun ise bir sene hi¢ bulunmadigin
belirterek, bunun sebebini bdlgeler arasindaki su aktivitesi, toplama donemindeki

ve bolgeler arasindaki cografik farkliliga baglamislardir.

Atehnkeng vd. (2008) Nijerya’ da ii¢ farkli ekolojik bolgedeki misir 6rneklerinden
izole ettikleri Aspergillus suslarinin dagilimini ve toksijenitesini belirlemeye
yonelik ¢alisma yapmuglardir. Arastirmacilar, aflatoksin tireten Aspergillus
suslarmin li¢ farkli bolgedek, farkliligmin hasat Oncesi donemde aflatoksin
kontaminasyon kontrolii i¢in populasyon dinamiginin anlagilmasinin 6nemli
olabilecegini vurgulamiglardir.

Aspergillus cinsi, mikroskobik olarak karakteristik konidioforlar ile kolaylikla
ayirt edilebilmesine ragmen, tiirlerin ayrimi komplekstir (Rodrigues vd., 2007). Bu
bakimdan, aralarida smirli sayida fenotipik farklilik bulunan ve lokalitelere bagl
degisim gosteren bu tiirlerin genetik temellere dayali ayirt edilmesi oldukca

Onemlidir.

Populasyonlarin  genetik yapilarm1 ortaya koymada siklikla tercih edilen
mikrosatellit belirtecleri kullanilarak Aspergillus flavus ve 4. niger e ait lilkemizde
heniiz bir ¢aligma mevcut degildir. Ayni populasyonun farkli tiirleri arasinda dahi
yliksek oranda polimorfik olan bu belirteglerin tercih edilmesi funguslarda alt tiir
taniminin yaygin olmasindan kaynaklanmaktadir. Mikrosatellit varyasyonu ile
allelik ¢esitliligi tek bir reaksiyonda basit bir sekilde uygulanabilmektedir.
Mikrosatellitler rekombinasyon, se¢ilim, go¢, genetik siiriiklenme gibi evrimsel
siireglerin ¢aligilmasinda 6nemli belirteglerdir (Douhan ve dig., 2003).
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Mikrosatellitler tipik olarak dogal seleksiyona maruz kalmis lokuslar igin genetik
varyasyonun tespitinde kullanilir. Ciinkii arka arkaya olan tekrarlar genellikle
DNA’nin kodlama yapmayan bolgelerinde yer almaktadir (Frankham vd., 2004).

Diinyada gerek klinik orneklerde ve tarimsal lriinlerde gerekse belirli bir
bolgedeki ya da ortamdaki kiif populasyonlarindaki varyasyonu belirlemek i¢in
farkli mikrosatellit lokuslar1 kullanilarak yapilan pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (Lair-
Fulleringer vd., 2003; Guo vd., 2004; Prasad vd., 2000; Hosid vd., 2008).

Grope ve dig. (1995) endofitik bir fungus tiirii olan Epichloe spp. ekolojisi ve
cesitliligini aragtirmak i¢in mikrosatellitleri kullanarak bu belirteglerin fungal
populasyon ¢aligmalarinda RAPD’den daha  bilgi verici  oldugunu

vurgulamislardir.

Grubisha ve Cotty ‘nin (2010) Arizona ve Teksas’ta yaptiklar1 arastirmada
A.flavus populasyonlarinin genetik cesitliligini ve go¢ oranlarini 24 mikrosatellit
belirtegleri kullanarak saptamislardir. Pamuktan dort yil boyunca toplam 243
ornek izole edilerek genetik varyasyonun dagilimimi, simpatrik populasyonlarda
Aflavus tirleri arasindaki potansiyel gen akist ve populasyon yapisini
incelemislerdir. Arastima sonucunda genetik olarak izole t¢ A. flavus tiri
oldugunu, yiiksek oranda genetik farklilik bulduklarini ve genetik siiriiklenme ile
ilgili bir kanit bulamadiklarini, bu ¢esitliligin tarimsal iirlinlerde hasattan once
olustugunu belirtmislerdir. Aymi aragtirmacilarin 2009 yilinda yaptig1 bir
caligmada ise Ozellikle aflatoksin {ireten A.flavus tiiriine spesifik mikrosatellit
belirtecleri gelistirilmistir.

Mikrosatellit belirtecleri tiire spesifiktir ve ayni populasyonlardaki bireyler
arasinda dahi cesitlilik gosterir. De Valk ve dig. (2005) klinik olarak izole ettikleri
90 A. fumigatus izolatlar1 arasindaki varyasyonu tespit etmek i¢in dokuz farkli
mikrosatellit dizileri kullanmiglardir. Calismada kullandiklart mikrosatellit
belirteclerini 11 farkli Aspergillus (A. clavatus, A. chevalieri, A. flavus, A. glaucus,
A. niger, A. nidulans, A. ochraceus, A. sodowii, A. terreus, A. ustus ve A.
versicolor) suglarinda denemelerine ragmen higbir iriin elde edemediklerini
belirtmislerdir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Grubisha%20LC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cotty%20PJ%22%5BAuthor%5D
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A. niger tiirlerine spesifik mikrosatellit belirtegleri gelistirilmistir (Esteban vd.,
2005). Tiire spesifik olan bu belirtegler Niger grubu iiyelerinden A. aculeatus ve A.
carboniarus suglarinda denenmesine ragmen ¢ogaltilamamigtir. Bu, genom
icerisindeki bu bolgelerdeki tiirler arasindaki polimorfizmden kaynaklanmakta ve
bu alleller null (sessiz) allel olarak adlandirilmaktadir (Leong, 2005).

Lokal populasyonlar arasindaki genetik cestlilik ya kendiliginden (spontan)
mutasyon ya da lokuslardaki kros-over sonucu olabilmektedir. Lamb vd. (1998) ve
Saleem vd. (2001) kserik ve degisken Afrika bolgesindeki Sordaria fimicola
(Ascomycota) tiirlerinde spontan mutasyon ve kros-over frekansinin daha iliman
olan Avrupa tiirlerine oranla daha yiiksek oldugunu vurgulamiglardir. Ayrica stres
kosullarinin da rekombinasyon ve mutasyon oranlarini tesvik ettigi bildirilmistir
(Hosid vd., 2008).

Farkli genotiplere sahip A. flavus suslarinin ayni tiriinde bulunma olasilig1 vardir
Davis vd., 1983; Schroeder vd., 1973). Bu bilgi N.Tran-Dinh vd.’nin (2009)
Vietnam’da yaptigi c¢alisma ile dogrulanmistir. Fistik, misir ve toprak
orneklerinden izole ettikleri toplam 106 soy icinden aflatoksijenik Aspergillus
flavus ve Aspergillus parasiticus tirlerinin varligi saptayarak, bu tiirlerin
Vietnam’daki genetik ¢esitliligini arastirmak i¢in mikrosatellit belirteclerini
kullanmiglardir. Arastirma sonucunda A.flavus populasyonunun % 25’inin
aflatoksin {irettigini ve Vietnam’da yiiksek oranda genetik ¢esitlilik gosterdigini
ortaya koymuslardir. Arastirmacilar bir populasyondaki yiiksek genetik ¢esitliligi
varyasyon olusmasi i¢in yeterli evrimsel zamana veya ¢ok farkl: tiirlerin bagimsiz

etkilesimlerine baglamistir.

Bu yiiksek lisans tezinde; Aydin ilinin degisik bolgelerinde yetistirilen kuru
incirlerden izole edilen AF ve OTA iiretim potansiyeli yiiksek olan ve yaygin
olarak bulunan Aspergillus cinsine dahil suslar aragtirilmigtir. Mikrosatellit
belirtegleri kullanilarak Aspergillus flavus ve A. niger populasyonlarinin genetik
cesitliliginin ortaya konmasi, sirasiyla 8 ve 6, 14 lokus i¢in genotipleme yaparak
tiir ve populasyonlarm saptanmasi ve bu populasyonlarin Aydin’ daki dagiliminin
belirlenmesi amaglanmistir. Kuru incirlerdeki Aspergillus populasyonlarinin
genetik  cesitliliginin - mikrosatellit belirtegleri ile belirlenmesi ile hem
populasyonlar arast genetik farkliliklarin hem de lokal dagilimlarinin
belirlenmesine olanak tantyacagi on goriilmektedir. Ayrica bu toksjenik suslarin
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populasyon yapilariin ortaya konmasinin, toksin kontroliinde yararli olabilecek

veriler sunacagi da disiiniilmistiir.

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1 Kuru incir Ornekleri ve Lokaliteleri

Calismadaki kuru incir 6rnekleri 2010 yili Ekim ay1 kurutma asamasinda Aydin’in

12 ilgesine baghh 37 farkli kdyden toplanmistir. Toplanan kuru incir ornekleri

Adnan Menderes Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’na getirilerek +4 °C’de
muhafaza edilmistir. Orneklerin alindig1 lokaliteler Cizelge 3.1° de listelenmis,

haritada (Sekil 3.1) gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Ornek toplama lokaliteleri

Lokalite No Lokalite Ad1

1. Dageymiri Koyii Merkez

2. Golciik Koyii Merkez

3. Dageymiri Koyii Merkez

4, Sahnali Koyii Merkez

5. Kenger Koyii Merkez

6. Camkoy Germencik

7. Bayindir Koyii Nazilli

8. Terziler Koyl Umurlu

9. Madran K&yt Yenipazar

10. Konuklu Koyii (Pasa yaylasi) Merkez

11. Mursalli Koyii (Taban arazi) Germencik
Camur gukur Mevki

12. Mursalli Kéyii (Taban arazi) Germencik
Uncubogazi/Uncuderesi Mevki

13. Camkoy (200-300m) Germencik

14, Dampinar Koyii (300-350m) Germencik

15. Habipler Kéyii 1 (500-600m) Germencik

16. Habipler K&yii 2 (600m) Germencik

17. Baskoy (400m) Tire /Izmir

18. Baskoy Koyii (450m) Tire /Izmir

19, Akmescit Kdyii (300m) Tire /Izmir

20. Isafakilar Koyii (Taban) Incirliova

21. Isafakilar Koyii(Dag) Incirliova

22, Egrek Koyii(Cay Mah.- 250m) Incirliova
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Cizelge 3.1. devamu
Lokalite No Lokalite Ad1
23. Arzular Koyii (Taban arazi) Incirliova
24, Erbeyli Koyii (Taban arazi) Incirliova
25. Karigik 6rnek Kosk
26. Sarigam Koyt 1 (740m) Kosk
27. Sarigam Koyt 2 (740m) Kosk
28. Taban arazi Kosk
29. Dag arazi Kosk
30. Asag1 Karatepe Koyii(500-600m) Kosk
31. Azaplh Koyii (Salavath Beldesi) Sultanhisar
32. Meseli Kdyii Incirliova
33. Salavatli Koyii (120-200m) Sultanhisar
34. Malga¢ Mustafa Koyii (Dut deresi Mevki) Sultanhisar
35. Taban arazi Yenipazar
36. Kilavuzlar Kdyii (300m) Atca
37. Uzunlar kéyti (700m) Atca
38. Incealan Koyii Atca
39. Karigik 6rnek Nazilli
40. Karisik 6rnek (DAG) (Hisarcik K., Ketendere K., Haskoy
K., Semailli Koyii) Nazilli
41. Karisik 6rnek (DAG) (Yukar érencik K., Asag1 érencik
Koyii, Apaklar K. (910m), Catak Kdyii) Nazilli
42. Karisik 6rnek (DAG) Tire+Nazilli
43. Karisik 6rnek (DAG) Tire+Nazilli
44, Karisik 6rnek (TABAN ARAZI) Nazilli,
(Mastura Koyii- Nazilli, Bayindir Koyii-Nazilli) Buharkent,

Kuyucak




Sekil 3.1. incir numunelerinin toplandig1 lokaliteler (Google).

3.1.2 Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltiler
Rose-Bengal Kloramfenikol Agar (RBCA) (Oxoid, CM549)

Mikolojik Pepton 5.0g/L
Glukoz 10.0 g/L

Potasyum dihidrojen fosfat 1.09/L

Magnezyum siilfat 0.5¢0/L

Dikloran 0.002 g/L
Rose-Bengal 0.05 g/L
Agar 155 g/L

pH 5.6 0.2

23
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15.75 g hazir besiyeri 500 ml distile suda 1sitilarak ¢6ziilmiis ve otoklavda
121°C’de 10 dakika sterilize edilmis ve steril petrilere dokiilerek incirden kiif

izolasyonu i¢in kullanilmisgtir.

Malt Ekstrakt Agar (MEA) (Oxoid CM59)

Standart mikrobiyolojik analizlerde maya ve kiiflerin gelistirilmesi, izolasyonu ve
sayimi igin selektif kat1 besiyeri olarak kullanilir.

Malt ekstrakt 30,0 g/L
Mikolojik pepton 5009/L
Agar-agar 15,0 g/L
pH 5,4+0,2

48,0 g/L olacak sekilde distile su iginde 1sitilarak eritilir, otoklavda 115°C’de 10
dakika sterilize edilmistir ve steril petri kutularina 12,5’er ml dokilmistiir.

Yatik Malt Ekstrakt Agar (MEA)

Kiiflerin stok kiiltiir yapilarak uzun siire +4 °C’de saklanmasi ig¢in kullanilir.
Normal MEA hazirlanip 5 ml’lik kreyotiiplere dagitilmis ve otoklavda 121°C’da
10 dakika sterilize edilmistir. Tiipler yatik pozisyonda konularak, agarin yatik
sekilde donmasi saglanmaistir.

Fizyolojik Tuzlu Su Cozeltisi (FTS)

NaCl 85¢
Distile su 1000 ml

Kuru incirlerden kiif izolasyonu sirasinda seyreltme sivisi olarak kullanilmistir.
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Laktofenol Mavisi Solusyonu (Merck, M1137410100)

Pamuk Mavisi Stok soliisyon

%385 Laktik asit 99ml

Anilin mavisi kristalleri 10g

Lakto-Pamuk Mavisi

%85 Laktik asit 100 ml
Gliserol 250 ml
Pamuk mavisi stok soliisyonu 3 ml
Distile su 50 ml

Kiiflerin morfolojik tamimlanmasi i¢in hazirlanan preparatlarda kiif sporlarm

boyamak i¢in kullanilmistir (Sime vd., 2002).

STE (Sodyum-Tris-EDTA) Tamponu

0.1 M NacCl,
0.05 M Tris (pH:7.5),
0.001 M EDTA

Bu ii¢ madde 1000 ml i¢in tartilarak son pH 7.5 a ayarlanmustir. izolatlarin DNA
izolasyonu sirasinda hiicrelerin lizis islemi i¢in kullanilmistir.
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% 10’lik SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)

10 g SDS tartilarak 100 ml distile suda ¢ozdiiriilir. DNA izolasyonunda lizis

islemi i¢in kullanilmustir.
Proteinaz K (20 mg/ml)

20 mg Proteinaz K tartilarak 1 ml distile suda ¢ozdiiriiliir. DNA izolasyonunda

lizis agamasinda kullanilmigtir.

1X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Tamponu
90 mM Tris-Baz

90 mM  Borik asit

2mM EDTA.2H20

Tartilan maddeler distile su ile 1 L’ye tamamlanir. pH 8.13-8.30’ya ayarlanir.
Elektroforezde jel hazirliginda ve elektroforez tankinda kullanilmustir.

% 0.8’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

0,8 g agaroz iizerine 100 ml TBE tamponu ve 5 ul SafeView™ Classic (Applied
Biological Materials,Inc.) eklenerek genomik DNA’lar1 elektroforezde
goriintiilemek icin kullanilmigtir.

6X Loading Dye Hazirlanmasi
% 0,015 Bromfenol Mavisi

% 0,015 Xylene Cyanol FF

% 30 Gliserol

Tartilarak 100 ml’ distile su ile tamamlanir.
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TE (Tris-EDTA) Tamponu (pH: 8)
10 mM  Tris-HCI
0.1mM EDTA

1L igin tartilan maddeler iyice ¢oziindiikten sonra pH 8’e ayarlanir ve otoklavda

sterilize edilerek buzdolabinda saklanir.

3.2. YONTEM
3.2.1. Kuru Incirlerde Aflatoksin Tayini

Aydin Ticaret Borsast Ozel Gida Laboratuvari’ndan 6n tarama olarak ve 37
kdyden toplanan kuru incirlerdeki aflatoksin 360 nm Ultraviyole (UV) 15181 altinda

parlak sari-yesil floresan renk vermelerine bagli olarak tespit edilmistir.

3.2.2. Kuru Incirlerden Toplam Kiif izolasyonu ve Sayim

Toplanilan kuru incir 6rneklerinin homojenize etmek i¢in 6rnekler steril bistiiri ile
25 gr olacak sekilde her bir incir 6rneginden ayr1 ayr parcalar kesilmistir. Steril
petrilerde tartimlar1 yapilmistir. 225 ml steril FTS i¢inde blender ile
pargalanmistir. Bu seyreltmeden alinan 1 ml hacim 6nceden hazirlanmig 9 ml’lik
steril FTS igeren tiiplere aktarilarak 10™ diliisyon elde edilmistir. Daha sonra

uygun seri dilusyonlar hazirlanmistir.

Kuru incirlerden toplam kif izolasyonu ve saymmi igin dokme plaka ydntemi
kullanilmigtir. Hazirlanan dilusyonlardan 10%,102,10°,10* ve 10° olanlardan
steril bos petrilere 1 ml inokule edilerek tizerlerine 25 ml RBCA (Rose-Bengal
Kloramfenikol Agar) dokiilmustir. Kiiltirler 30 °C’de 5-7 giin inkubasyona
birakilmistir. Inkubasyon sonunda 10-30 kiif kolonisi igeren petriler sayilmistir
(Hartog, 1981).

Ureyen farkli kiif kolonileri saflastirilarak yine 30 °C’de 7 giin inkube edilmistir.
Inkubasyon sonunda iireyen saf koloniler kreyotiiplerde hazirlanmig steril yatik
MEA’ya inokule edilerek 30 °C’de 7 giin inkubasyondan sonra iizerlerine steril
mineral yag eklenmis ve +4 °C’de saklanmustir.
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3.2.3 izole Edilen Kiiflerin Morfolojik Tanilanmasi

Petrilerde iiretilen saf kiif kolonilerinden 6ze yardimi ile ornekler alinmis ve
tizerlerine bir damla LPM Cozeltisi damlatilmis lam {izerine dagitilarak lamel ile
kapatilmistir.

Kiiflerin tanilanmasi icin binokuler altinda kiiltiirel 6zellikleri ve mikroskopta da
Laktofenol Pamuk Mavisi Cozeltisi kullanilarak hazirlanan preparatlarla
mikroskobik karakterleri saptanmistir. Izole edilen tiim kif kolonilerinin
morfolojik tanist1 Samson (2004)’den yararlanilarak yapilmistir. Tanist yapilan
izolatlar icerisinden yaygin olarak bulunan Aspergillus suslart ¢alismanin

molekiiler kismi i¢in kaydedilmis ve ayrilmistir.
3.2.4. Aspergillus flavus ve A. niger izolatlarindan Genomik DNA izolasyonu

Calismada izole edilen tiim Aspergillus izolatlar1 arasindan en yaygin olan
Aspergillus flavus ve Aspergillus niger suslari ¢alismanin molekiiler kismi i¢in
uygun goriilerek secilmistir ve bu iki populasyon dogrultusunda calismanin
molekiiler kism1 gergeklestirilmistir.

Izolatlarin DNA izolasyonu N. Tran-Dinh vd., (1999) yéntemi modifiye edilerek
yapilmigtir (Dihn ve ark., 1999).

1. Bes giin 30 °C’ de inkiibe edilen Aspergillus izolatlarinin 0.05 g miselleri steril
eppendorf tiiplerine konulmustur.

2. Misellerin tizerine sivi azot eklenerek steril havanda iyice ezilmis ve toz haline

gelmesi saglanmugtir.

3. Toz halindeki miseller iizerine 600 pl STE tamponu eklenerek resuspanse
edilmistir. Uzerine 25 pl Proteinaz K (20 mg/ml) ve 75 ul SDS (%10) eklenerek
2 saat 55 °C sicak su banyosunda inkubasyona birakilmistir.

4. Inkubasyon sonrasinda v/v Fenol-Kloroform Izoamil Alkol (25:24:1) eklenerek
tiipler 5 dakika alt iist edilmistir.
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5. Daha sonra 13.200 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapilmistir. Olusan {ist faz temiz
bir eppendorf tiipiine aktarilmstir.

6. Uzerine 1 ml % 96’lik soguk etanol eklenerek tiipler alt iist edilmistir.

7. Tiipler 20 dakika buzda bekletilmis ve daha sonra 13.200 rpm’ de 1 dakika
santriflyj yapilmistir.

8. Santrifiij sonunda eppendorflar 37 °C’lik etiivde bekletilerek etanoliin
uzaklastirilmasi saglanmistir. 10-20 dakika 37 °C’ lik etiivde bekletilen tiiplere
TE Tamponu eklenerek +4 °C’de bir gece bekletilmistir.

3.2.4.1. Toplam Genomik DNA’nin Kalitatif ve Kantitatif Tayini

[zole edilen DNA o6rneklerinin kantitatif tayini Nanodrop Spektrofotometre
(Thermo) yardimi ile belirlenmistir. Bu amacgla 1 ul’lik 6rnekler kor olarak
kullanilan TE Tamponu’na karsi 260 nm’de absorbanslar1 dlgiilerek saptanmuistir.
260 ve 280 nm’deki absorbans degerleri asagidaki formiil kullanilarak ¢ift zincirli
DNA o6rneklerinin konsantrasyonlar1 hesaplanmustir.

C =0Db X SK x50
DNA 260 nm

OD - Optik Dansite (260 nm’de okunan absorbans degeri).
SK - Sulandirma katsayisi.
50 - 260 nm’de 1 optik dansitenin icerdigi DNA miktari

Izole edilen DNA’larin son konsantrasyonlar1 100 pl’de 25 ng olacak sekilde
standart hale getirilmistir.

A260 ve A280 nm’de Olgiilen absorbans degerlerinden yararlanilarak DNA
orneklerinin kalitatif tayini yapilmistir. A260/A280 orani 1.5 ile 1.8 arasinda olan
orneklerin izolasyonu basarili olarak kabul edilmistir (Turner ve ark., 2004).

Izole edilen DNA 6rnekleri ayrica % 0.8 ‘lik Safeview Classic ile boyanan agaroz

jel tizerinde 1 saat elektroforezde yiiriitiilerek kontrol edilmistir. DNA
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orneklerinden 5 pl ve yiikleme tamponundan 3 pl almarak karigtirilmis ve 1
kilobazlik DNA belirteci (Fermentas GeneRuler) ile birlikte agaroz jel
kuyucuklarina yiiklenmistir. Elektroforez sonunda UV goriintiileme sistemi (UVP-
UVGL-58) yardimi ile goriintiilenmistir.

3.2.5 PCR (Polimerase Chain Reaction)

Molekiiler analizi yapilacak olan A. flavus ve A. niger o6rneklerinin DNA
izolasyonu yapildiktan sonra elde edilen DNA’lardan A. flavus i¢in 8 mikrosatellit
lokusu ve A. niger igin ise 6 mikrosatellit lokusu g¢alisilmigtir. Mikrosatellit
lokuslar1 DY-549, HEX, NED floresans boyalar1 ile 5’ ucu etiketlenmis
oligoniikleotidler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmustir.

3.2.5.1. A. flavus icin AF Mikrosatellit Primerleri ile PCR

Caligmada Aspergillus flavus populasyonu (n=15) i¢in 8 farkli mikrosatellit
lokusuna ait 5' ucu floresan boya ile isaretli forward (ileri) ve isaretsiz reverse
(geri) primerler kullanilarak, izole edilen DNA oOrnekleri PCR ydntemi ile
cogaltilmistir. Calisilan bu mikrosatellit lokuslarina ait uzunluklari, dizileri, tekrar
sayilar ve igaretlenen boyalar ile ilgili bilgiler Cizelge 3.2. gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. A. flavus i¢in mikrosatellit analizinde kullanilan oligoniikleotid dizi,

boya ve uzunluklari.

LOKUS TEKRAR OLiGONUKLEOTID DiZziSi bp
MOTIFi

AF10 (TAC)o F:6FAM-CGTGCCATCGTAGAACTT 274 bp
R:GGGACATTGGTAGTACCTTGG

AF31 (TTC)a1 F: DY-549-GGGTTGCTTTGAGGTGTGAG | 3/7bp
R: GGAGTGGCTAGATCGCATGT

AF34 | (GTC)(GTT)s | F: DY-549 CAGTCAACCTTGGCATCGTA | 306 bp
R: ACCAAACCCAAACCCTAACC

AF43 (GAG)1s | F: HEX-GTGAGAGCAATTGGGAAACC 392 bp
R: TGACCAATATGCTGGAGGTG

AF48 (AAG):, F: HEX-CCACGTTCCACTGTCTCCTT 352 bp
R: GCAAGTCCTCCACTGATGGT

AF53 (TCTs | F: 6FAM-TCCTCCAAAGTGACCAAAGC | 147Dp
R: TGCGATTGCTCAGGACATAG

AF63 (AT)y F: DY-549-CTGGTCGCTGGAACTGATTT | 134bp
R: GATGTTGGCTGCGGTTAGTT

AF64 (AC)s | F: HEX -GCCTAAGGACGAGTCGATTG 177 bp
R: GAGGACCGAAGAAGGATGTG

Gradient PCR yapilarak optimizasyon sirasinda kullanilan reaksiyon bilesenleri ve
miktarlar1 Cizelge 3.3’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.3. A. flavus i¢in PCR Reaksiyon karigimi

Kullanilan PCR Kullanilan Son
reaksiyonu (25 pl) miktar (ul) | konsantrasyon

Buffer (10X) 2,5ul 1X
MgCl, (25mM) 1.5 ul 1.5mM
dNTP 1.5 0.15 mM
(2.5 mM,her biri)
Primer Forward (20uM) 0.8 pl 0.64 uM
Primer Reverse (20uM) 0.8 ul 0.64 UM
Taq Polimeraz (5U/ pl) 0.2 pl U/ ul
Kalip DNA 1 ul 25 ng/ ul
St.H,0O 17.2 ul

DNA orneklerinin PCR yontemi ile ¢ogaltilmasi i¢in toplam 25 pl’lik reaksiyon
hacmi kullanilmistir (Cizelge 3.3).

Hazirlanan PCR karisimiyla, 0.2 ml PCR tiiplerinde PCR cihaz1 (BIOER Life
Express, TC/96/G/H) ile ilk denatiirasyon 94 °C'de 5 dakika, daha sonra 30 dongi
olacak sekilde 94 °C'de 1 dakika denatiirasyon, 49-55 °C'de 1 dakika baglanma
(annealing), 72 °C'de 1 dakika uzama (extension) adimlarindan olusan reaksiyon
gerceklestirilmistir. Son olarak 72 °C’de 10 dakika ekstra uzama siiresi ile
reaksiyon devam ettirilmis ve elde edilen PCR iiriinii bir sonraki isleme kadar +4
°C’de saklanmustir.

3.2.5.2. A. niger icin AF Mikrosatellit Primerleri ile PCR

Calismada A. niger populasyonu (n=46) i¢in 6 farkli mikrosdatellit lokusuna ait 5'
ucu floresan boya ile isaretli forward (ileri) ve isaretsiz reverse (geri) primerler
kullanilarak, izole edilen DNA 6rnekleri PCR yontemi ile ¢ogaltilmistir. Caligilan
bu mikrosatellit lokuslarina ait uzunluk, dizi ve isaretlenen boyalar ile ilgili
bilgiler Cizelge 3.4’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.4. A.niger icin mikrosatellit analizinde kullanilan oligoniikleotid dizi,

boya ve uzunluklari.

LOKUS | TEKRAR OLIGONUKLEOTID DiziSi UZUNLUK
MOTIFi
ACNM1 (CA)s5 F: *- TCTCGACTCTGGCTCCTACC 464 — 509
R: GTTTGCTTACTCACCGACTGGAAAA bp
ACNM?2 (CM1o F:*-TGCCCTTACTCTGCCTCTCT 409 — 446
R: GTTTCCATTATTCACCCTCCCTTCT bp
ACNM3 | (CCA);5s | F:*-TAACTTGCCTCCGTGGTTGT 177 — 215
R:GTTTGAGACCGGAAACATTGGAGTAG bp
ACNMS5 | (GTT)y, | F:*-CGTTTTCTCGGAAGGTTTGA 163 —204
R: GTTTGTGCGTGTTGGGGACTATCT bp
ACNMG6 | (ATC);, | F:*-CGACAGCCGCATCATAGTT 429 — 458
R: GTTTCCTGCTCTTTTTGCCTTCTTT bp
ACNM7 | (GTA)y | F: TGAGGGAAGGGGGTTTTATT 378 — 468
R: GTTTGATCTACGGGGGTGTTTGTC bp

Gradient PCR yapilarak optimizasyon sirasinda kullanilan reaksiyon bilesenleri ve

miktarlar1 Cizelge 3.5°de gOsterilmistir. Optimizasyon sonucunda Aspergillus

niger suslarina spesifik oldugu bilinen 6 mikrosatellit primerinin baglanma

sicakliklar1 belirlenmistir.

DNA o6rneklerinin PCR yontemi ile ¢ogaltilmasi igin toplam 25 ul’lik reaksiyon

hacmi kullanilmistir (Cizelge 3.5.).

Cizelge 3.5. A. niger i¢in PCR Reaksiyon karigimi

Kullamilan PCR reaksiyonu (25 pl) | Kullamlan miktar Son

(n konsantrasyon
Buffer (10X) 2,5 ul 1X
MgCl, (25mM) 1,5 pl 1.5mM
dNTP 10mM 0.3 ul 125 uM
(2.5 mM,her biri)
Primer Forward (20uM) 0.3-0.5 ul 5 pmol
Primer Reverse (20uM) 0.5 ul 5 pmol
Taq Polimeraz (5U/ ul) 0.2 pl U/ul
Kalip DNA 1-1,5 ul 25 ng/ ul

Hazirlanan PCR karigimiyla, 0.2 ml PCR tiiplerinde Techne marka 1s1 dongiileyici

(thermal cycler) ile ilk denatiirasyon 94 °C'de 5 dakika, daha sonra 34 dongii
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olacak sekilde 94 °C'de 1 dakika denatiirasyon, 49-55 °C'de 1 dakika primer
baglanmasi (annealing), 72 °C'de 1 dakika uzama (extension) adimlarindan olusan
reaksiyon gergeklestirilmistir. Son olarak 72 °C’de 10 dakika ekstra uzama siiresi
ile reaksiyon devam ettirilmis ve elde edilen PCR f{iriinii bir sonraki igleme kadar
+4 °C’de saklanmugtir. PCR iriinleri Safeview eklenmis (5 ul) % 1’lik agaroz jele
yiiklenerek kontrol edilmistir.

3.2.6 Mikrosatellit VVeri Analizi

Mikrosatellit allel biiyiikliikleri ABI 3730 Automated DNA Analyzer (Applied
Biosystems) ile belirlenmistir (Macrogen Inc., Giiney Kore). Allel biiyiikliikleri
Genemarker v1.8 (SoftGenetics LLC™) programi kullanilarak hesaplanmustir
(Sekil 3.2.).

757 2 7][E5 7]

Sekil 3.2. AF10 lokusunun grafik goriintiisii

Populasyonlara gore allel sayilart (NA), beklenen heterozigotluk (Hg; gen
cesitliligi) ve gozlenen (Hg) heterozigotluk degerleri hesaplanmigtir. Populasyon
ciftleri arasindaki genetik uzaklik (Fst) ve populasyonlarin Hardy-Weinberg
dengesinde olup olmadig1 belirlenmistir. Populasyonlar arasindaki farklilig
belirlemek icin P (olasilik) degerleri Markov chain randomization (Guo ve
Thompson, 1992) ile hesaplanmistir. Populasyonlar arasindaki gen cesitliligi (h)
ve populasyon c¢iftleri arasindaki Nei’nin genetik cesitliligi (Nei 1972)
hesaplanmistir. Populasyonlardaki polimorfik lokus yiizdeleri, Hardy-Weinberg
dengesi i¢in ki-kare degerleri ve Ozel (private) alleller belirlenmistir.

Populasyonlar arasindaki varyasyonu belirlemek amaci ile molekiiler varyans
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analizi (AMOVA) yapilmistir. AMOVA ile allel sikliklarina dayali populasyonlar
arasinda, bireyler arasinda ve bireyler igindeki genetik varyasyon belirlenmistir.
Biitiin bu istatistik analizler Genepop v 4.0 (Rousset, 2008) ve Genealex 6.41
(Peakall & Smouse. 2006) kullanilarak yapilmustir.

4. BULGULAR

4.1. Kuru incir Orneklerinde UV ile Aflatoksin Tayini ve Kiif Florasinin
Belirlenmesi

2010 yili Ekim aymda 37 koéyden (12 ilge) toplanan kuru incir Ornekleri
izolasyondan 6nce aflatoksin (AF) varligini belirlemek amaci ile 360 nm UV 15181
altinda kontrol edilmistir (Sekil 4.1.). UV 15181 altinda sari-yesil floresan 1sima
gosteren bolgeler 22 (Egrek Koyii, Incirliova), 24 (Erbeyli Koyii, incirliova), 25
(Kosk), 30 (Asag1 Karatepe Koyii, Kosk), 39 (Nazilli), 41, 42 ve 44 (Nazilli)
bolgeler olarak kaydedilmistir (Cizelge 4.1.). Tiim kuru incir 6rneklerinde toplam
%13.13 oraninda aflatoksin oldugu saptanmistir. Kuru incirlerin UV muamelesi
sonucunda belirlenen pozitif sonuglarin, izolasyon sonunda o bolgeden AF iiretme
potansiyeli olan A. flavus suslarinin izole edilmesiyle iliskili oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.1. UV 15181 altinda incir 6rmekleri

Izolasyon sonunda 99 kiif susu elde edilmistir. Saf kolonilerin Samson (2004)’ye
morfolojik tanis1 yapilmasi sonucunda 10 farkli cins (Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Cladosporium, Alternaria, Acremonium, Mortierella, Rhizopus,
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Trichoderma ve Trichophyton) ve 16 farkli tiir tespit edilmistir (Cizelge 4.1.).

Izole edilen izolatlardan en yaygim bulunani Aspergillus (%73) cinsine ait tiirleri
olusturmaktadir. Bu cinse ait tiirler %45 A. niger, %16 A. flavus, %8 A. fumigatus,
%2 A. parasiticus ve %1 A. terreus’ tur (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3). Bunu takiben
sirastyla, (%11) Penicillium cinsi, (%3) Cladosporium, (%2) Acremonium, (%4)
Trichoderma, (%2) Alternaria, (%2) Mortierella, (%1) Trichophyton, (%1)
Fusarium ve (%1) Rhizopus ve cinsleri takip etmektedir.

Cizelge 4.1. Elde edilen kiif izolatlar1 ve aflatoksin varlig1

iZOLAT TUR iSMi AF iZOLE EDIiLDiGi YER iLCE

NO VARLIGI

1A Fusarium sp. - Dageymiri Koyl Merkez
1B Aspergillus - Dageymiri Koyl Merkez

fumigatus
2B A.fumigatus - Golciik Koyi Merkez
2C Aspergillus - Golciik Koyt Merkez
niger
2D A. fumigatus - Golciik Koyi Merkez
3A Cladosporium - Dageymiri Koyt Merkez
sp.
3H Cladosporium - Dageymiri Koyt Merkez
sp.
3J Penicillium sp. - Dageymiri Koyt Merkez
4A A.niger - Sahnali Koyt Merkez
4C Penicillium sp. - Sahnali Koyt Merkez
4E A.fumigatus - Sahnali Koyt Merkez
5A Acremonium sp. - Kenger Koyii Merkez
6A Trichoderma sp. - Camkdy Germencik
6B A.niger - Camkdy Germencik
7A A.niger - Bayindir Kdyii Nazilli
8A A.niger - Terziler Koyt Umurlu
8B Penicillium sp. - Terziler Koyt Umurlu
8C Alternaria sp. - Terziler Koyt Umurlu
8F A.fumigatus - Terziler Koyt Umurlu
9A A.niger - Madran K&yt Yenip zar
9B A.parasiticus - Madran K&yt Yenipazar
9C Penicillium sp. - Madran K&yt Yenipazar
9D A.flavus - Madran K&yt Yenipazar
10D Penicillium sp. - Konuklu K&yt Merkez
(Pasa yaylasi)
11A A.niger - Mursalli Koyt Germencik

(Taban arazi)
Camur ¢ukur Mevki
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11B Mortierella sp. Mursalli Koyt Germencik
(Taban arazi)
Camur ¢ukur Mevki
11C A.niger Mursalli Koyt Germencik
(Taban arazi)
Camur gukur Mevki
12A A.niger Mursalli Koyii Germencik
(Taban arazi)
Uncubogazi/Uncuderesi
MevKki
13A A.niger Camkdy Germencik
14A A.niger Dampinar Koyt Germencik
14B A.fumigatus. Dampinar Koyt Germencik
14C A.fumigatus Dampinar Koyt Germencik
15A A.niger Habipler Koyt Germencik
15B A.niger Habipler Kéoyii 1 Germencik
16A A.niger Habipler Koyii 2 Germencik
17A A.niger Baskoy Tire /Izmir
18A A.niger Bagkdy Koyii Tire /Izmir
19A A.niger Akmescit Koyii Tire/Izmir
198 A.niger Akmescit Koyii Tire/Izmir
20A A.flavus Isafakilar Koyii Incirliova
20B A.niger Isafakilar Koyii Incirliova
20C Trichophyton sp. Isafakilar Koyii Incirliova
21A Penicillium sp. Isafakilar Koyii Incirliova
21B A.niger Isafakilar Koyii Incirli va
21C Penicillium Isafakilar Koyii Incirliova
chrysogenum
22A A.flavus Egrek Koyii(Cay Mah.) Incirliova
22B A.niger Egrek Koyii(Cay Mah.) Incirliova
23A A.niger Arzular Kyii (Taban Incirliova
arazi)
24A A flavus Erbeyli Kéyii (T ban Incirliova
arazi)
24B A.niger Erbeyli Koyii (Taban Incirliova
arazi)
24C A.niger Erbeyli Koyii (Taban Incirliova
arazi)
24D A.niger Erbeyli Koyii (Taban Incirliova
arazi)
24E Trichoderma sp. Erbeyli Koyii (Taban Incirliova

arazi)
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Cizelge 4.1. devam

25A A flavus + Karisik ornek Kosk
25B A.niger - Karigik 6rnek Kosk
25C Cladosporium - Karigik 6rnek Kosk
sp.
26A Alternaria sp. - Sarigam Koyii Kosk
26B A.niger - Sarigam Koyii Kosk
26C A.niger - Sarigam Koyii Kosk
26D Penicillium sp. - Saricam Koyii Kosk
27A A.niger - Sarigcam Koyii Kosk
27B Rhizopus sp. - Sarigam Koyii Kosk
28A A.niger - Taban arazi Kosk
29A A.niger - Dag Kosk
30A Trichoderma sp. - Asag1 Karatepe Koyl Kosk
30B A flavus + Asagi Karatepe Koyl Kosk
30C A.parasiticus + Asag1 Karatepe Koyl Kosk
30D A.niger - Asag1 Karatepe Koyl Kosk
30F Trichoderma sp. - Asag1 Karatepe Koyl Kosk
31A A.niger - Azapli Koyt (Salavath Sultanhisar
Beldesi)
32A A.niger - Meseli Koyii (Erbeyli) Incirliova
33A A. flavus - Salavatli Koyii Sultanhisar
33B A. niger - Salavatli Koyii Sultanhisar
33C Penicillium sp. - Salavatli Koyii Sultanhisar
33D A. niger - Salavatli Koyii Sultanhisar
34A A. niger Malgag Mustafa Sultanhisar
Ko&yii(Azaph Koyii arast)
(Dut deresi Mevki)
34B Penicillium sp. - Malga¢ Mustafa Sultanhisar
Koytii(Azapl Koyt arast)
(Dut deresi Mevki)
35A A.niger - Taban arazi Yenipazar
35B Aspergillus - Taban arazi Yenipazar
terreus

36A A.fumigatus - Kilavuzlar Koyii Atca

/Sultanhisar
36B A.niger - Kilavuzlar Koyt Atca

/Sultanhisar
37A A.niger - Uzunlar kdyii Atca

/Sultanhisar
37B Acremonium sp. - Uzunlar koyt Atca

/Sultanhisar
37C Penicillium - Uzunlar koyi Atca

citrinum

/Sultanhisar
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38A A.niger - Incealan Koyii Atca
/Sultanhisar
38B Mortierella sp. - Incealan Koyii Atca
/Sultanhisar
39A A. flavus + Karigik 6rnek Nazilli
39B A.niger - Karisik 6rnek Nazilli
39C A. flavus + Karisik 6rnek Nazilli
39D A. flavus + Karigik 6rnek Nazilli
39E A. flavus + Karigik 6rnek Nazilli
40A A.niger - Karisik rnek (DAG) Nazilli (Kral
(Hisarcik K., Ketendere incir)
K., Haskdy K., Semailli
Koyii)
41A A. flavus - Karisik 6rnek (DAG) Nazilli
(Yukari 6rencik K., Asagi | (Cansu incir)
orencik Koyii, Apaklar
K.(910m),Catak Kd&yii)
42A A. flavus + Karisik 6rnek (DAG) Tire+Nazilli
42B A. flavus + Karisik 6rnek (DAG) Tire+Nazilli
43A A.niger - Karisik 6rnek (DAG) Tire+Nazilli
43B A.niger - Karisik 6rnek (DAG) Tire+Nazilli
44A A. flavus + Karigik 6rnek (TABAN Nazilli,
ARAZI) Buharkent,
(Mastura Koyii- Nazilli, Kuyucak
Bayimndir Koyii-Nazilli)
44B A. flavus + Karigik 6rnek (TABAN Nazilli,
ARAZI) Buharkent,
(Mastura Koyii- Nazilli, Kuyucak

Bayimndir Koyii- Nazilli)

Izole edilen kiiflerin mikroskop altinda 40X’lik ve 100X’lik biiyiitmede
Laktofenol Pamuk mavisi soliisyonu kullanilarak spor ve hif yapilari belirlenmistir
(Sekil 4.2, 1-17).
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1- A. fumigatus 2- A.flavus 3- A. niger 4- A. parasiticus



5-A

% "y Py ) |
. terreus 6- P. citrinum 7- Acremonium sp. 8- Alternaria sp.
9- Trichophyton sp. 10- Rhizopus sp.

41



11- Trichoderma sp 12- Trichoderma sp. spor 13- P. chrysogenum
14- P. chrysogenum spor 15- Cladosporium sp. 16- Cladosporium sp. spor
17- Mortierella sp.
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Izole edilen kiifler binokiiler mikroskop altinda inceleme yapilarak koloni
tekstiirii, ve tireme yapilar1 gézlemlenmistir (Sekil 4.3., 1-11).

1- A. fumigatus 2- A. flavus 3- A. niger 4- A. parasiticus 5- P. citrinum
6- Acremonium sp.
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NS
7- Alternaria sp. 8- Trichophyton sp. 9- Trichoderma sp
10- P. chrysogenum 11- Mortierella sp.

Sekil 4.3. Kuru incirden izole edilen bazi izolatlarin binokiiler mikroskop altindaki
goriintiileri.
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4.2. Mikrosatellit

Aydin ilinin 37 farkli kdyiinden elde edilen 99 izolat igerisinden en yaygin 46
olarak bulunan OTA iretim potansiyeli olan Aspergillus niger ve aflatoksin
tiretme potansiyeli olan 16 Aspergillus flavus izolati igin sirasiyla 6 ve 8 farkli
mikrosatellit lokusu caligilmistir . Bu iki populasyon Dag (>300m) ve Taban
(<300 m) arazi olmak iizere bir grup ve her bir il¢e bir populasyonu temsil edecek
sekilde bir grup olarak iki grup altinda gruplandirilarak incelenmistir.

4.2.1. A. flavus

llgelere gore incelenen ii¢ populasyonda biitiin lokuslar polimorfik olup allel
sayilar1 1 ile 9 arasinda degismistir (Cizelge 4.3). Dag (> 300 m) ve taban (<300
m) populasyonlarinda ise yine biitiin lokuslar polimorfik olup allel sayilar1 2 ile 10
arasinda degigmektedir.

Optimizasyon sonucunda Aspergillus flavus suslarina spesifik oldugu bilinen 8
mikrosatellit primerinin baglanma sicakliklar1 belirlenmistir (Cizelge 4.2).
Gradient PCR iriinleri %1’lik agaroz jele yiiklenerek kontrol edilmistir.

Optimizasyondan sonra tiim izolatlarin DNA’lar1 ¢ogaltilmistir.

Cizelge 4.2. A. flavus i¢in kullanilan AF primerlerinin optimizasyon sonuglari

Mikrosatellit primeri | Annealing sicaklik aralig: (°C)
AF10 49.7 - 55
AF63 49.7 - 55
AF64 45-55
AF53 45-55
AF48 49.7 - 55
AF34 53.1-55
AF43 47 - 56
AF31 475-55

Populasyonlara 6zgii lokuslarin allelleri ve sikliklar1 Cizelge 4.3’de verilmistir.
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Cizelge 4.3 A. flavus icin c¢alisilan mikrosatellit allellerinin dagilimi (Popl:
Incirliova, PopKS: Késk-Sultanhisar ve PopN: Nazilli; PopT: Taban ve

PopD: Dag)
; Ornek
Lokaliteler — AF10 AF31 AF34 AF43 AF48 AF53 AF63 AF64
Popl 3 4 2 3 2 3 3 1 6
PopKS 4 6 4 3 3 4 4 2 5
PopN 8 6 4 1 6 5 5 2 9
PopT 8 8 6 3 6 6 7 3 10
PopD 7 8 3 3 3 4 4 2 8
Toplam 15 15 7 5 8 10 9 3 17




Cizelge 4.4. Populasyonlara 6zgii lokuslarin allelleri ve frekanslari

Lokus | AF10 AF31 AF34 AF43 AF48 AF53 AF63 AF64
Pop Alel | Sikik | Alel | Sikhk | Alel | Sikik | Alel | Sikhk | Alel | Sikik | Alel | Sikhk | Alel | Siklik | Alel | Sikhk
4 0,333 1 0,333 1 0,667 2 0,333 3 0,333 13 0,167
Popi 8 0,333 4 0,333 7 0,333 14 0,167
1 0,167 1 0,667 15 0,167
3 0,250 5 0,250 2 0,333 4 0,333 1 0,333 1 0,250 3 0,333 2 0,333
5 0,250 6 0,250 3 0,333 3 0,333 2 0,250 3 0,167
PopKS 6 0,125 6 0,167 4 0,167
7 0,125 9 0,167
9 0,125 10 0,167
1 0,125 1 0,125 5 0,250 7 0,250 5 0,250 1 0,375 1 0,125
2 0,625 4 0,250 7 0,125 8 0,125 8 0,125 5 0,063
PopN 12 0,063 7 0,375 8 0,125 9 0,250 8 0,125
13 0,063 10 0,250 11 0,063
14 0,063 16 0,188
15 0,063 17 0,188
1 0,125 1 0,125 2 0,125 4 0,125 1 0,125 1 0,125 3 0,143 1 0,125
5 0,125 5 0,125 3 0,125 5 0,250 5 0,188 2 0,125 2 0,125
PopT 6 0,063 6 0,125 6 0,250 6 0,063 5 0,250 5 0,063
7 0,063 7 0,375 7 0,125 7 0,250 7 0,125 9 0,063
8 0,125 8 0,125 8 0,125 8 0,125 10 0,063
12 0,063 9 0,250 14 0,063
13 0,063 15 0,063
3 0,143 4 0,286 1 0,167 2 0,333 2 0,167 3 0,143 16 0,188
4 0,143 4 0,167 3 0,500 3 0,167 4 0,286 17 0,188
PopD 9 0,071 4 0,333 3 0,083
10 0,143 10 0,333 4 0,083
11 0,071 7 0,250

47




Cizelge 4.4. devamu
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Lokus | AF10 AF31 AF34 AF43 AF48 AF53 AF63 AF64
PopD | Alel | Siklik | Alel | Siklik | Alel | Siklik | Alel | Siklik | Alel | Siklik | Alel | Siklik | Alel | Siklik | Alel | Sikhk
14 0071 8 0,167

15 0,071 11 0,083

12 0,167

13 0,083
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Ilgelere gore mikrosatellit lokuslarmin allel sikliklari belirlenerek grafik ile
goterilmigtir (Sekil 4.4,4.5.,4.6.,4.7.,4.8.,4.9.,4.10., 4.11.).
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Sekil 4.4. Ilgelere gore AF 10 lokusunun allel ve allel sikliklar1 dagilimi (Popl:
Incirliova, Pop2: Kosk-Sultanhisar ve Pop3: Nazilli)
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Sekil 4.5. Ilgelere gore AF 31 lokusunun allel ve allel sikliklar1 dagilimi (Popl:
Incirliova, Pop2: Késk-Sultanhisar ve Pop3: Nazilli)
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Sekil 4.6. Ilgelere gore AF 34 lokusunun allel ve allel sikliklar1 dagilimi (Popl:
Incirliova, Pop2: Kosk-Sultanhisar ve Pop3: Nazilli)
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Sekil 4.7. Ilgelere gore AF 43 lokusunun allel ve allel sikliklar1 dagilimi (Popl:
Incirliova, Pop2: Késk-Sultanhisar ve Pop3: Nazilli)

:||'1':|:| —
= 0,300
=4 0,200 ~
o -
0,100 I HPopl
:|I:|:|:| -
mPop2
b 7 g 9 10
Pop3

AF4B

Sekil 4.8. Ilgelere gore AF 48 lokusunun allel ve allel sikliklar1 dagilimi (Popl:
Incirliova, Pop2: Kdsk-Sultanhisar ve Pop3: Nazilli)
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Sekil 4.9. Ilgelere gore AF 53 lokusunun allel ve allel sikliklar1 dagilimi (Popl:
Incirliova, Pop2: Kosk-Sultanhisar ve Pop3: Nazilli)
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Sekil 4.10. Ilgelere gore AF 63 lokusunun allel ve allel sikliklar1 dagilimi (Popl:
Incirliova, Pop2: K&sk-Sultanhisar ve Pop3: Nazilli)
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Sekil 4.11. Ilgelere gore AF 64 lokusunun allel ve allel sikliklart dagilimi (Popl:
Incirliova, Pop2: Késk-Sultanhisar ve Pop3: Nazilli)
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Yiikseklige gore mikrosatellit lokuslarinin allel sikliklart belirlenerek grafik ile
goterilmistir (Sekil 4.12 4.13., 4.14.,4.15., 4.16,4.17., 4.18., 4.19.).
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Sekil 4.12. Yiikseklige gore AF 10 lokusunun allel ve allel sikliklar1 dagilimi
(Popl: Taban, Pop2: Dag)
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Sekil 4.13. Yiikseklige gore AF 31 lokusunun allel ve allel sikliklar1 dagilimi
(Popl: Taban, Pop2: Dag)
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Sekil 4.14. Yiikseklige gore AF 34 lokusunun allel ve allel sikliklar1 dagilimi
(Popl: Taban, Pop2: Dag)
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Sekil 4.15. Yiikseklige gore AF 43 lokusunun allel ve allel sikliklar1 dagilimi

(Popl: Taban, Pop2: Dag)
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Sekil 4.16. Yikseklige gore AF 48 lokusunun allel ve allel sikliklar1 dagilimi

(Popl: Taban, Pop2: Dag)
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Sekil 4.17. Yiikseklige gore AF 53 lokusunun allel ve allel sikliklar1i dagilimi

(Popl: Taban, Pop2: Dag)
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Sekil 4.18. Yiikseklige gore AF 63 lokusunun allel ve allel sikliklar1 dagilimi
(Popl: Taban, Pop2: Dag)
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Sekil 4.19. Yiikseklige gore AF 64 lokusunun allel ve allel sikliklar1 dagilimi
(Popl: Taban, Pop2: Dag)

Allel sikliklarina dayali Ki-kare testi kullanilarak tiim populasyonlarin her bir
lokus i¢in Hardy-Weinbgerg dengesinde olup olmadiklari test edilmistir (Cizelge
45.). llgelere gore tiim lokuslarm Hardy-Weinberg dengesinden sapma gosterdigi
gozlenmistir. Yiikseklige gore incelenen populasyonlarda ise hem PopT hem de
PopD’de tim lokuslarin Hardy-Weinberg dengesinden sapma gosterdigi

gdzlenmistir.
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Cizelge 4.5. Populasyonlarin Hardy-Weinberg dengesine dayali alell siklig
anlamlig1 (P: Olasilik)

Pop Lokus df Ki-kare p
Popl AF10 6 9,000 0,174
AF31 1 3,000 0,083
AF34 3 6,000 0,112
AF43 1 3,000 0,083
AF48 3 6,000 0,112
AF53 3 6,000 0,112
AF63 Monomorfik - -
AF64 15 15,000 0,451
PopKS AF10 15 20,000 0,172
AF31 6 12,000 0,062
AF34 3 6,000 0,112
AF43 3 6,000 0,112
AF48 6 9,000 0,174
AF53 6 12,000 0,062
AF63 1 3,000 0,083
AF64 10 12,000 0,285
PopN AF10 15 40,000 0,000
AF31 6 24,000 0,001
AF34 Monomorfik - -
AF43 15 40,000 0,000
AF48 10 26,000 0,004
AF53 10 32,000 0,000
AF63 1 8,000 0,005
AF64 36 64,000 0,003
PopT AF10 28 56,000 0,001
AF31 15 40,000 0,000
AF34 3 16,000 0,001
AF43 15 40,000 0,000
AF48 15 26,889 0,030
AF53 21 48,000 0,001
AF63 3 14,000 0,003
AF64 45 72,000 0,006
PopD AF10 28 42,000 0,043
AF31 3 14,000 0,003
AF34 3 12,000 0,007
AF43 3 12,000 0,007
AF48 6 18,000 0,006
AF53 6 21,000 0,002
AF63 1 6,000 0,014
AF64 28 30,000 0,363
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Hem ilgelere hem de yiikseklige gore incelenen biitiin populasyonlara ait allelik
zenginlik (AR), beklenen ve gozlenen heterozigotluk degerleri Fis ve Fst, haplotip
cesitliligi degerleri Cizelge 4.3 de verilmistir.

Cizelge 4.6: Incelenen biitiin populasyonlardaki allelik zenginlik (AR), beklenen
ve gozlenen heterozigot degerleri Fis ve Fst, haplotip cesitliligi degerleri
(N; Gen sayisi, NA; Allel sayisi, allelik zenginlik (AR), beklenen (Hg) ve
gozlenen heterozigot (Hg), Fis, Fst ve haplotip cesitliligi (h) degerleri,
[Popl; Incirliova, PopKS; Kosk-Sultanhisar, PopN; Nazilli, PopT; Taban ve

PopD; Dag].

Lokus N NA AR Hg Hg Fis Fst h
AF10

Popl 6 4 3.2 0.33 0.33 0.67 0.54 0.67
PopKS 8 6 3.5 0.50 0.60 0.50 0.39 0.75
PopN 16 6 2.4 0.25 0.25 0.61 0.57 0.56
Toplam 30 15 3.4 0.36 0.80 0.58 0.17 0.67
PopT 16 8 6.8 0.25 0.80 0.72 0.69 0.78
PopD 14 8 7.4 0.43 0.84 0.54 0.49 0.82
Toplam 30 15 8.0 0.33 0.81 0.64 0.80
AF31

Popl 6 2 1.93 | 0,00 0,44 1 1.00 0.44
PopKS 8 4 2.92 0,00 0,75 1 1.00 0.75
PopN 16 4 2.80 | 0,00 0,72 1 1.00 0.72
Toplam 30 7 3.10 0.84 0.63 1 0,64
PopT 16 6 5.75 0,00 0,78 1 1.00 0.78
PopD 14 3 3.00 | 0.00 0.65 1 1.00 0.65
Toplam 30 7 5.80 0.00 0.71 1 0.72
AF34

Popl 6 3 2.80 | 0,00 0,67 1 1.00 0.67
PopKS 6 3 2.80 | 0,00 0,67 1 1.00 0.67
PopN 16 1 1.00 | 0,00 0,00 - - 0.00
Toplam 28 5 2.07 0.00 0.44 1 0.44
PopT 16 3 2.90 0,00 0,41 1 1.00 0.41
PopD 12 3 3.00 0,00 0,50 1 1.00 0.50
Toplam 28 5 3.73 0.00 0.45 1 0.45
AF43

Popl 6 2 1.93 | 0,00 0,44 1 1.00 0.44
PopKS 6 3 2.80 | 0,00 0,67 1 1.00 0.67
PopN 16 6 3.26 | 0,00 0,81 1 1.00 0.81
Toplam 28 8 3.38 0.00 0.64 1 0.64
PopT 16 6 5.80 0,00 0,81 1 1.00 0.81
PopD 12 3 3.00 0,00 0,61 1 1.00 0.61
Toplam 28 8 6.67 0.85 0.71 1 0.71
AF48

Popl 6 3 2.80 | 0,00 0,67 1 1.00 0.67
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Cizelge 4.5 devam

PopKS 6 4 3.20 0,33 0,72 0.67 0.54 0.67
PopN 16 5 3.08 0,25 0,78 0.71 0.68 0.78
Toplam 28 10 3.53 0.19 0.72 0.77 0.71
PopT 16 6 564 | 0,37 0,80 0.58 0.53 0.78
PopD 12 4 4.00 | 0,00 0,72 1 1.00 0.72
Toplam 28 10 7.63 0.18 0.76 0.76 0.75
AF53

Popi 6 3 2.80 | 0,00 | 0,67 1 1.00 0.67
PopKS 8 4 293 | 0,00 |0,75 1 1.00 0.75
PopN 16 5 296 | 0,00 |0,75 1 1.00 0.75
Toplam 30 9 3.34 | 0.00 0.72 1 0.70
PopT 16 7 6.70 0,00 0,84 1 1.00 0.84
PopD 14 4 3.98 0,00 0,69 1 1.00 0.69
Toplam 30 9 6.90 0.00 0.77 1 0.77
AF63

Popi 4 1 1.00 | 0,00 | 0,00 - - 0.00
PopKS 6 2 1.79 | 000 |044 1 1.00 0.44
PopN 16 2 1.88 | 0,00 |047 1 1.00 0.47
Toplam 26 3 1.91 0.00 0.30 1 0.30
PopT 14 3 2.99 0,00 0,57 1 1.00 0.57
PopD 12 2 2.00 0,00 0,28 1 1.00 0.28
Toplam 26 3 2.71 0.00 0.42 1 0.43
AF64

Popi 6 6 400 | 100 0,83 0.00 -0.20 0.67
PopKS 6 5 3.60 | 0,67 0,78 0.33 0.14 0.67
PopN 16 9 3.56 | 0,87 0,87 0.06 -0.009 0.75
Toplam 28 17 3.78 0.84 | 0.83 0.10 0.69
PopT 16 10 8.39 0,75 0,87 0.20 0.14 0.78
PopD 12 8 8.00 1,00 0,85 -0.09 -0.18 0.78
Toplam 28 17 9.76 0.87 0.86 0.84 0.78

Genel Toplam

Popi 24 | 24 | 400 |017 |0/56 0.80 -0.01 0,52
PopKS 32 31 360 |018 |0,70 0.81 0.13 0,67
PopN 39 38 3.56 0,17 0,62 0.75 0.08 0,61
Toplam 74 - 0,18 0,63 - 0.087 0.60
PopT 53 49 8.39 0,17 0,74 0.79 0.080 0.72
PopD 25 35 8.00 0,18 0,64 0.76 0.079 0.63
Toplam 47 74 - 0,17 0,69 - 0.055 0.68
Lokus N NA AR Hg Hg Fis Fst h

Incelenen populasyonlarin istatistik olarak anlamli bir genetik yapilanma
gosterdigi saptanmustir (Ilgelere gore: Fst= 0.087, P<0.0000, Yiikseklige gore:
Fst= 0.055, P<0.0000). Hem ilgelere hem de yiikseklige gore karsilastirilan
populasyonlarin hepsinde istatistiksel olarak anlaml farkliliklar belirlenmistir.
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Cizelge 4.7. Incelenen populasyonlarin genetik yapilarmin Fst degerlerine gore

ikiserli olarak karsilastirilmasi (c: p<0.001)

Popi | PopKS | PopN PopT | PopD
Popi PopT
PopKS [0,162 ¢ PopD [ 0.091°
PopN |0,195°|0,145°

Ilgelere gére ayrilan populasyonlarin TFPGA Analizi ile UPGMA uzaklik agaci
yapilmustir (Sekil 4.20).

| ] | | |
I | 1 | 1

1.000 75,000 5.000 25,000 0.000

2 HKosk,Sultanhisar,Merkez

3 Nazilli

1 incirliova

Sekil 4.20. A.flavus populasyonlarinin ilgelere gére UPGMA uzaklik agaci

Agaca gore Incirliova ile Kosk-Sultanhisar-Merkez ve Nazilli olmak iizere iic

grubun varlig1 saptanmustir.

flgelere ve yiikseklige bagl populasyonlar arasi, bireyler ici ve bireyler arasi
varyasyonu belirlemek igin Fst degerlerine bagli AMOVA varyans analizi
yapilmustir (Sekil 4.21, 4.22).
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hlolekiilar varvasron vilzdas

m Pop.aras:

B Biravlararas:
B Biravlarigi

Sekil 4.21. lcelere gore A. flavus populasyonlarinin Fst degerlerine gére yapilan
AMOVA varyans analizi.

Bu analiz sonucunda ilgelere gore yapilan gruplamadaki populasyonlar arasinda
%§8, bireyler aras1 %73 ve bireyler i¢cinde % 19 varyasyon oldugu tespit edilmistir..

Molakiiler varvasvon viizdssi

m Pop. aras1

B Biravler aras1
B Biravlarigi

Sekil 4.22. Yiikseklige gore A. flavus populasyonlarinin Fst degerlerine gore
yapilan AMOVA varyans analizi.

Bu analiz sonucunda ilgelere gore yapilan gruplamadaki populasyonlar arasinda
%4, bireyler aras1 %76 ve bireyler i¢inde % 20 varyasyon oldugu tespit edilmistir.
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4.2. A. niger

PCR optimizasyonu sonucunda Aspergillus nigersuslarina spesifik oldugu bilinen
6 mikrosatellit primerinin baglanma sicakliklar1 belirlenmistir (Cizelge 4.8).
Gradient PCR iriinleri %]1’lik agaroz jele yiiklenerek kontrol edilmistir.
Optimizasyondan sonra tiim izolatlarin DNA’lar1 ¢ogaltilmistir.

Cizelge 4.8. A. niger i¢in kullanilan ACNM primerlerinin optimizasyon sonuglari

Mikrosatellit primeri | Optimum Annealing sicakhgi (°C)
ACNM1 55
ACNM?2 55
ACNM3 58
ACNMS5 58
ACNM6 58
ACNM7 55

Ilgelere gore incelenen yedi populasyonda biitiin lokuslar polimorfik olup allel
sayilari 1 ile 18 arasinda degismistir (Cizelge 4.5). Dag (> 300 m) ve taban (<300
m) populasyonlarinda ise yine biitiin lokuslar polimorfik olup allel sayilar1 5 ile 15
arasinda degismektedir. Populasyonlara 6zgli lokuslarin allelleri ve sikliklar
Cizelge 4.9°de verilmistir

Cizelge 4.9. A. niger icin ¢alisilan mikrosatellit allellerinin dagilimi (PopM:
Merkez, PopG: Germencik, PopUK: Umurlu-Késk, PopSAY:Sultanhisar-
Atca-Yenipazar, PopN: Nazilli, PopT;: Tire, PopD: Dag ve PopT5)

Lokaliteler ?:;‘lesi‘ ACNM1 ACNM2 ACNM3 ACNM5 ACNM6 ACNM7
PopM 2 2 2 1 1 1 2
PopG 9 4 6 5 2 4 3
PopUK 8 4 6 7 3 5 4
Popl 8 3 6 7 5 5 4
POPSAY 10 4 6 6 3 6 5
PopN 5 4 4 5 3 4 3
PopT, 4 2 3 4 3 3 2
PopD 29 5 10 15 6 8 6
PopT, 17 4 5 9 5 10 5
Toplam 46 7 10 18 9 13 7




Cizelge 4.10. Populasyonlara 6zgii lokuslarin allelleri ve frekanslari

Lokus ACNM1 ACNM2 ACNM3 ACNMS5 ACNM6 ACNM7
Pop Allel Frekans Allel Frekans Allel Frekans Allel Frekans Allel Frekans Allel Frekans
PopM 6 0.50
PopG 7 0.11 1 0.11 6 0.11 2 0.22
15 0.11
PopUK 6 0,125 4 0,125 9 0,125 9 0,125
18 0,125 1 0,125
Popi 1 0,125 4 0,125 11 0,125
12 0,125 8 0,125
PopSAY 3 0,100 7 0,100 5 0,100
10 0,100 10 0,100
14 0,100
PopN 4 0,200 7 0,200 1 0,200 4 0,200
6 0,200
PopT 2 0,250 6 0,250 13 0,250
PopD 5 0,241 1 0,034 1 0,034 4 0,034 2 0,069 4 0,034
6 0,034 2 0,103 2 0,034 5 0,069 10 0,034 5 0,034
7 0,034 3 0,069 3 0,034 6 0,034 13 0,034
5 0,034 4 0,034 9 0,034
6 0,034 7 0,034
11 0,172
12 0,034
14 0,034
15 0,034
PopT 3 0,118 6 0,059 1 0,059 1 0,059 6 0,059
4 0,059 10 0,059 3 0,118 7 0,059
18 0,059 8 0,059 9 0,059
11 0,059
12 0,235

61




62

Iigelere gore mikrosatellit lokuslarmin allel sikliklari belirlenerek grafik ile

goterilmistir (Sekil 4.23, 4.24,4.25, 4.26, 4.27,4.28).

BOO
600
400
200
000

Sikhk

H Poph

m PopG

W PopUK

m Fopi

m PopsAY

W PopM
PopT

Sekil 4.23. Ilgelere gore ACNMI lokusunun allel ve allel sikliklari dagilimi
(PopM: Merkez, PopG: Germencik, PopUK: Umurlu-Késk, PopSAY:
Sultanhisar-Atca-Yenipazar, PopN: Nazilli, PopT,: Tire

Sikhik

ACNM2

mPophd
mPoplG
m PoplUK
W Popi
mPopSAY
W PopN
PopT

Sekil 4.24. Ilcelere géore ACNM2 lokusunun allel ve allel sikliklari dagilimi
(PopM: Merkez, PopG: Germencik, PopUK: Umurlu-Kosk, PopSAY:
Sultanhisar-Atca-Yenipazar, PopN: Nazilli, PopT;: Tire
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1,200 -
1,000 4 W Pophd

m Popls

e Ll o W, Al e W PopUK

Papl
10|11 12‘13‘14‘15‘15 mree
m PopSa

ACNM3 W Popl

S1khk

9 17 | 18

PopT

Sekil 4.25. flgelere gére ACNM3 lokusunun allel ve allel sikliklar1 dagilimi (PopM:
Merkez, PopG: Germencik, PopUK: Umurlu-K6sk, PopSAY: Sultanhisar-Atga-
Yenipazar, PopN: Nazilli, PopT;: Tire

m Fophd

Sikhik

m Popls
H PopUK

m Popi
W PopSAY
ACNMS m PopN

PopT

Sekil 4.26. Ilgelere gére ACNMS5 lokusunun allel ve allel sikliklari dagilimi
(PopM: Merkez, PopG: Germencik, PopUK: Umurlu-Kosk, PopSAY:
Sultanhisar-Atca-Yenipazar, PopN: Nazilli, PopT;: Tire

m Pop
W Popls
m PoplUK

m Popi
m PopSAaY]

ACNME m Popl

PopT

Sekil 4.27. Ilgelere gére ACNM6 lokusunun allel ve allel sikliklari dagilimi
(PopM: Merkez, PopG: Germencik, PopUK: Umurlu-Késk, PopSAY:
Sultanhisar-Atca-Yenipazar, PopN: Nazilli, PopT;: Tire
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m Pop
I m Popls
m PopUK
u 1 | ?
W Popl

W PopSAY
ACNIY H PopN

Sikhk

PopT

Sekil 4.28. Ilgelere gére ACNM?7 lokusunun allel ve allel sikliklari dagilimi
(PopM: Merkez, PopG: Germencik, PopUK: Umurlu-Késk, PopSAY:
Sultanhisar-Atca-Yenipazar, PopN: Nazilli, PopT;: Tire

Yiikseklige gore mikrosatellit lokuslarinin allel sikliklart belirlenerek grafik ile
goterilmistir (Sekil 31 Sekil 32, Sekil 33, Sekil 34, Sekil 35, Sekil 36).
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ACNMI

Sekil 4.29. Yiikseklige gore ACNMI1 lokusunun allel ve allel sikliklari dagilimi
(Popl: Dag, Pop2: Taban)

ACNM2

Sekil 4.30. Yiikseklige gore ACNM2 lokusunun allel ve allel sikliklar1 dagilim
(Popl: Dag, Pop2: Taban)
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ACNM3

m Popl
m Pop2

Sekil 4.31. Yiikseklige gore ACNM3 lokusunun allel ve allel sikliklar1 dagilimi

(Popl: Dag, Pop2: Taban)

ACNMSE

0,200 - .
0,000 - - — — m Popl
1 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 5 ‘ 7 ‘ B ‘ 3 B Pop2

Sekil 4.32. Yiikseklige gére ACNMS lokusunun allel ve allel sikliklar1 dagilimi

(Popl: Dag, Pop2: Taban)

ACNME

m Popl
g 10 11 12 13 B Pop?

Sekil 4.33. Yiikseklige gore ACNM6 lokusunun allel ve allel sikliklari dagilimi

(Popl: Dag, Pop2: Taban)
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0,200
0,000 - — — - m Popl
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Siklik

ACNIAT

Sekil 4.34. Yiikseklige gore ACNM?7 lokusunun allel ve allel sikliklar1 dagilimi
(Popl: Dag, Pop2: Taban)

Allel sikliklarma dayali Ki-kare testi kullanilarak tiim populasyonlarin her bir
lokus i¢in Hardy-Weinbgerg dengesinde olup olmadiklar: test edilmistir (Cizelge
4.11.). ligelere ve yiikseklige gére PopM hari¢ diegr tiim populasyonlarda tiim
lokuslarimin Hardy-Weinberg dengesinden sapma gosterdigi gozlenmistir.

Cizelge 4.11. Populasyonlarin Hardy-Weinberg dengesine dayali alell sikligi
anlamlig1 (p: Olasilik)

Pop Lokus df Ki-kare p
PopM ACNM1 1 2,000 0,157
ACNM2 1 2,000 0,157
ACNM3 Monomorfik
ACNMb5 Monomorfik
ACNM6 Monomorfik
ACNM7 1 2,000 0,157
PopG ACNM1 6 27,000 0,000
ACNM?2 15 45,000 0,000
ACNM3 10 36,000 0,000
ACNM5 1 9,000 0,003
ACNMG6 6 27,000 0,000
ACNM7 3 18,000 0,000
PopUK ACNM1 6 24,000 0,001
ACNM?2 15 40,000 0,000
ACNM3 21 48,000 0,001
ACNM5 3 16,000 0,001
ACNM®6 10 32,000 0,000
ACNM7 6 17,742 0,007
Popl ACNM1 3 16,000 0,001
ACNM2 15 40,000 0,000




Cizelge 4.9. devamu
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ACNMS3 21 48,000 0,001

ACNM5 10 32,000 0,000

ACNM6 10 32,000 0,000

ACNM7 6 24,000 0,001

PopSAY ACNM1 6 30,000 0,000
ACNM2 15 50,000 0,000

ACNM3 15 50,000 0,000

ACNMb5 3 20,000 0,000

ACNM®6 15 50,000 0,000

ACNM7 10 40,000 0,000

PopN ACNM1 6 15,000 0,020
ACNM2 6 15,000 0,020

ACNM3 10 20,000 0,029

ACNMb5 3 10,000 0,019

ACNM6 6 15,000 0,020

ACNM7 3 10,000 0,019

PopT ACNM1 1 4,000 0,046
ACNM2 3 8,000 0,046

ACNM3 6 12,000 0,062

ACNM5 3 8,000 0,046

ACNM6 3 8,000 0,046

ACNM7 1 4,000 0,046

Pop Lokus DF ChiSq Prob
PopD ACNM1 10 116,000 0,000
ACNM2 45 261,000 0,000

ACNM3 105 406,000 0,000

ACNMb5 15 145,000 0,000

ACNM6 28 203,000 0,000

ACNM7 15 137,661 0,000

PopT ACNM1 6 51,000 0,000
ACNM2 10 68,000 0,000

ACNM3 36 136,000 0,000

ACNM5 10 68,000 0,000

ACNM6 45 153,000 0,000

ACNM7 10 68,000 0,000

Hem ilgelere hem de yiikseklige gore incelenen biitiin populasyonlara ait allelik

zenginlik (AR), beklenen ve gozlenen heterozigotluk degerleri Fis ve Fst, haplotip

cesitliligi degerleri Cizelge 4.12” de verilmigtir.
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Cizelge 4.12. Incelenen biitiin populasyonlardaki allelik zenginlik (AR), beklenen
ve gozlenen heterozigot degerleri Fis ve Fst, haplotip cesitliligi degerleri
(N; Gen sayisi, NA; Allel sayisi, PopM: Merkez, PopG: Germencik,

PopUK: Umurlu-Késk, PopSAY: Sultanhisar-Atga-Yenipazar,
Nazilli, PopT;: Tire, PopD: Dag ve PopT,:Taban)

Lokus N | NA | AR | Hg Hg | FIS| P Fst | h
ACNM1

PopM 4 2 2.00 | 0.00 | 050100033100 ]0.50
PopG 18| 4 2.75 | 0.00]0.72|1.00]0.00|100]0.72
PopUK |16 | 4 2.60 | 0.00 | 0.66 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.66
Popi 16| 3 2.30 | 0.00 | 0.60 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.59
PopSAY | 20| 4 2.57 | 0.00 | 0.67 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.66
PopN 10| 4 292 |1 0.00]0.72|100]0.00|100]0.72
PopT, 8 2 179 [ 0.00 | 037|100 | 0.14 | 1.00 | 0.38
Toplam |92 | 7 2.61 | 0.00 | 0.60 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.60
PopD 58] 5 470 | 0.000.70 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.70
PopT, 34| 4 4.00 | 0.00 | 0.64 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.64
Toplam |92 | 7 5.66 | 0.00 | 0.67 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.67
ACNM2 0.00

PopM 4 2 2.00 | 0.00 | 050100033100 ] 050
PopG 18| 6 3.13 | 0.00]0.79 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.79
PopUK |16 | 6 3.26 | 0.00 | 0.81 100 ]0.00|1.00]0.81
Popi 16| 6 3.26 | 0.00 | 0.81 100 ]0.00|1.00]0.81
PopSAY | 20| 6 3.15 | 0.00 | 0.80 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.80
PopN 10| 4 293 | 0.00]0.72 |1.00]0.00|1.00]0.72
PopT, 8 3 2.56 | 0.00 | 0.62 | 1.00|0.02 | 1.00 | 0.63
Toplam |92 | 10 | 3.22 | 0.00 | 0.72 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.72
PopD 58| 10 | 945 | 0.00 | 0.87 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.87
PopT, 341 5 5.00 | 0.00]0.77 | 100 | 0.00 | 1.00]0.78
Toplam |92 | 10 | 8.60 | 0.00 | 0.82 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.82
ACNM3 0.00

PopM 4 1 1.00 | 0.00 | 0.00 | 100 | - - 10.00
PopG 18| 5 299 |1 0.00]0.76 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.77
PopuK |16 | 7 343 | 0.00 084|100 ]|0.00)100]0.84
Popi 16| 7 343 | 0.00 084|100 ]|0.00)100]0.84
PopSAY | 20| 6 3.15 | 0.00 | 0.80 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.80
PopN 10| 5 3.33 | 0.00 | 0.80 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.80
PopT, 8 4 3.14 1 0.00]0.75|1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.75
Toplam |92 | 18 | 3.50 | 0.00 | 0.69 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.69
PopD 58 | 15 | 13.46 | 0.00 | 0.90 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.90
PopT, 341 9 9.00 | 0.00 084|100 ]|0.00)100]0.84
Toplam |92 | 18 | 13.45|0.00 | 0.87 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.87
ACNM5 0.00

PopM 4 1 1.00 [ 0.00 | 0.00 | - - - 10.00
PopG 18| 2 191 [ 0.00 | 0.49 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.49
PopUK |16] 3 190 [ 0.00 | 041]1.00|0.00]1.00]| 041




Cizelge 4.12. devami

Popi 16| 5 276 | 000|069 |100|000| 100 |0.69
PopSAY 20| 3 215 | 0.00 054 |100]0.00| 100 |0.54
PopN 10| 3 233 | 000|056 100|001 100 |O0.56
PopT, 8 3 256 | 000|063 100|002 100 |0.63
Toplam 921 9 240 | 000|047 |100]0.00| 100 | o047
PopD 58| 6 547 1000|059 100|000 100 |O059
PopT, 34| 5 5.00 | 0.00|0.64|100|0.00| 100 |O0.64
Toplam 921 9 6.72 | 0.00]0.61|100]0.00| 100 |O0.62
ACNM6 0.00

PopM 4 1 1.00 [ 0.00 | 0.00] - |0.00 - 0.00
PopG 18| 4 286 | 000|074 /100]000| 100 |O0.74
PopUK 16| 5 296 | 0.00 075|100 |000| 100 |0.75
Popi 16| 5 296 | 0.00 075|100 |000| 100 |0.75
PopSAY 20| 6 3.00 | 0.00 076|100 000 100 |0.76
PopN 10| 4 293 | 0.00 | 072 | 1.00 | 0.00| 1.00 |O.72
PopT1 8 3 256 | 0.00 | 062|100 002 1.00 |0.63
Toplam 92| 13 | 3.16 | 0.00 | 0.62 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.62
PopD 58| 8 730 | 0.00] 075|100 |000| 100 |0.75
PopT2 34| 10 |10.00|0.00|0.86|1.00]000| 100 |O0.87
Toplam 92| 13 |10.15|0.00|0.80|1.00]000| 100 |0.81
ACNM7

PopM 4 2 2.00 | 0.03 050|100 |033| 1.00 |0.50
PopG 18] 3 244 10.00 | 0.64 | 1.00 | 0.00 | 1.00 | 0.64
PopUK 16| 4 2.76 1000|071 /084]0.00| 082 |0.72
Popi 16| 4 280 | 0.00 072100000 100 |O.72
PopSAY 20| 5 295 | 0.00 076|100 000 100 |0.76
PopN 10| 3 252 | 0.00 | 064|100 000 1.00 |O0.64
PopT1 8 2 197 | 0.00 | 050|1.00]0.08| 1.00 |0.50
Toplam 92| 7 2.83 | 0.01 064|097 000, 1.00 |0.66
PopD 58| 6 566 | 0.00]0.75]095|000| 100 |0.76
PopT2 34| 5 5.00 | 0.00 072|100 000, 100 |0.73
Toplam 92| 7 581 | 0.00 074|097 000 | 100 |0.74
Genel Toplam

PopM 9 2.00 | 0.00 | 025|100 |0.00| 100 |0.25
PopG 24 | 244 10.00]0.69|1.00] 000| 100 |0.69
PopUK 29 | 276 | 0.02]0.70 | 0.97 | 0.00 | 097 |0.70
Popi 30 | 280 | 0.00]0.73|1.00]0.00] 100 |0.73
PopSAY 30 | 295 | 0.00]0.72|1.00] 0.00] 100 |O0.72
PopN 23 | 252 1 0.00]0.69|1.00]000] 100 |0.69
PopT1 17 | 197 [ 0.00 058 |1.00|0.00| 100 |0.58
Toplam 64 | 2.83 | 0.00 | 0.62 -0.0105 | 0.63
PopD 50 | 5.66 | 0.00|0.76 {0.99 | 0.00 | 0.99 |0.76
PopT2 39 | 500 |0.00]|0.75]1.00]0.00] 100 |0.75
Toplam 64 | 581 | 0.00]0.75 0.0024 | 0.76

69
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Incelenen populasyonlarin istatistik olarak anlamli bir genetik yapilanma
gosterdigi saptanmustir (Ilgelere gore: Fst= -0.0105, P<0.0000, Yiikseklige gore:
Fst= 0.0024, P<0.0000). Hem ilgelere hemde yiikseklige gore karsilastirilan

populasyonlarin hepsinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlenmistir.

Cizelge 4.13. Incelenen populasyonlarn genetik yapilarmin Fst degerlerine gore
ikiserli olarak karsilagtirilmasi (c: p<0.001)

PopM | PopG | PopUK | Popi | PopSAY | PopN | PopT

PopM
PopG [0,246°
PopUK [0,291°|0,073°
Popi | 0,238°|0,066°| 0,044°
PopSAY |0,213°/0,041°| 0,032° | 0,044°
PopN |0,288°|0,076°| 0,068° |0,065°| 0,061°
PopT |0,353°|0,112°| 0,087 ° | 0,095°| 0,100°¢ |0,075°
PopD | PopT

PopD
PopT |0,025°

Ilgelere gére ayrilan populasyonlarin TFPGA Analizi ile UPGMA uzaklik agaci
yapilmustir (Sekil 4.35).

I T T T 1
1.000 75,000 5.000 25,000 0.000

3 Umurlu,Kogk

5 Sultanhisar,Atg:

4 Incirliova

2 Germencik

6 Hazili

7 Tire

1 Merkez

Sekil 4.35. A.niger populasyonlarinin ilgelere gore UPGMA uzaklik agaci
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Agaca gore Nazilli, Tire, Merkez, Germencik, Incirliova, Umurlu-Koésk ve
Sultanhisar-Atca olmak tizere yedi grubun varligi saptanmustir.

llgelere ve yiikseklige bagli populasyonlar arasi, bireyler igi ve bireyler arasi
varyasyonu belirlemek icin Fst degerlerine bagli AMOVA varyans analizi
yapilmustir (Sekil 4.36).

hiolekiiler waryvasven vilzdes:

0%

m Pop.arzn

B Birsvler zran

" Birsylerigi

Sekil 4.36. Ilgelere gore A. niger populasyonlarmin Fst degerlerine gére yapilan
AMOVA varyans analizi.

Bu analiz sonucunda lokaliteler arasinda %100, bireyler arasi ve bireyler iginde %
0 varyasyon oldugu tespit edilmistir.
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m Pop. arast
B Birevler arasi
Bireyler igi

Sekil 4.37. Yikseklige gore A.niger populasyonlarinin Fst degerlerine gore
yapilan AMOVA varyans analizi.

Bu analiz sonucunda populasyonlar arasinda %99, bireyler aras1 %0 ve bireyler
icinde % 1 varyasyon oldugu tespit edilmistir.

A. niger populasyonlarimimn biitiini incelendiginde ilgelere gore yapilan UPGMA
uzaklik agaci ile AMOVA (Genealex, Version) varyans analizi sonucu arasinda bir
korelasyon goriilmediginden gruplandirilarak Arlequin programi ile varyans
analizi yapilmstir (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. Gruplar aras1 varyans analizi (Grup sayisit: 7; 1: Nazilli, 2: Merkez,
3: Germencik, 4: Incirliova, 5: Umurlu-Kosk 6: Sultanhisar-Atca, 7: Tire),

(p<0.05).
A. niger (ilge) Fiksasyon indeksi p
Bireyler i¢inde 0.99524 Fy 0.0000
Grup i¢i Bireyler arasinda 0.99525 Fys 0.0000
Grup ici populasyonlar arasinda | - 0.07071 Fgc 0.99218
Gruplar arasinda 0.06318 Fcr 0.00880

Gruplar arasi varyans analizine gore bireyler iginde, grupigi bireyler arasinda ve

gruplar arasinda anlamli varyasyon tespit edilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Ulkemizde incir isletmelerindeki islenen incirlerin aflatoksin kontrolii cogunlukla
UV 15181 altinda inceleyerek yapilmaktadir. Bunun disinda HPLC yontemi ile de
mikotoksin varlig1 ve miktar belirlenebilmektedir. Uretici ise mikotoksin kontrolii
yapamadan bu iriinleri satiga sunmaktadir. Bu nedenledir ki pazarlardan alinan
kuru incirlerdeki mikotoksin ¢esidi, miktar1 ve kiif florasi bilinmemektedir.
Dolayisiyla firmalara da tam giiven olmamakla birlikte pazardan alman kuru
incirler bilingsiz bir sekilde tiiketilmektedir. Ihracatcilarin ise incir iiretim
bahgeleri genellikle belirlidir ve agagtan kurutmaya kadarki siirecte kiif geligimini
onlemek icin c¢esitli Onlemler almakta, diger sathalarda ise hijyene genellikle
dikkat etmektedirler. Fakat yapilan UV kontrolleri sadece yiizeydeki aflatoksini
gosterebileceginden sonuglar giivenilir degildir. Bununla birlikte uzun siire UV
15181 altinda uzun siire bekletilen ve kizil Otesi 1sinlar ile 1sitmanin incirlerin
yiizeydeki aflatoksin ve kiif florasmin azalttig1 bildirilmistir (Isman ve Biyik,
2009; Hamanaka vd., 2011). Isman ve Biyik’ in 2009 yilinda Aydim’daki kuru
incir Orneklerinden toplayarak yaptiklari caligmada, toplamda 127 kif izole
edilmis olup bunlarn 74 tanesini Aspergillus sp., 24’tnii Trichoderma sp.,
16’sin1 Fusarium sp. ve 13’{inii Acremonium sp. cinsine ait tiirler icermektedir.
Aragtirmacilar A. niger tiirlinin Aydin’ daki kuru incirlerde en yaygin olan tiir
olarak bulundugunu vurgulamislardir.

Genellikle tropik ve subtropik bolgelerde yetistirilen incirlerdeki kiif florasi bu
bolgelere adaptasyon saglayan ya da dis kosullara tolerans gosteren cinslerdir.
2004 yilinda Yemen’deki kuru incirlerden izolasyon sonucunda belirlenen kiif
florasinin igerisinde ise A. niger, A. flavus, A. fumigatus, A.ochraceus,
Penicillium chrysogenum ve Rhizopus stolonifer tiirlerinin oldugu belirtilmigtir
(Alghalibi vd., 2004). Genellikle kuru incirlerde A. flavus ve A. niger seker
iceriginden dolay1 baskin olarak bulunan tiirlerdendir (Pitt ve Hocking, 1997).

Ulkemizde kuru incirlerdeki kiif florasin1 ortaya koyma veya mikotoksin
seviyesini belirlemeye yonelik pek ¢ok calisma mevcuttur (Bahar ve Altug, 2009;
Benlioglu vd., 2008; Senyuva vd., 2008; Karaca vd., 2006; Bircan vd., 2008 ve
Isin vd., 2007). Bu veriler hemen her sene tekrar edilerek kontrol edilmektedir. Bu
caligmalar, mikotoksin seviyesi ve kiif florasinin yildan yila bilinmesi agisindan
onemli veriler saglamaktadir. Ancak mikotoksin problemi ile yillardir miicadele

edilmesine ragmen halen 6niine gecilememistir.
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Yapilan caligmalar sonucunda kuru incirdeki kif florasin1 hemen hemen ayni
tiirlerin olusturdugu goriilmektedir (isman ve Biyik, 2009). Ancak degisen cevre
kosullar1 ve vektor varligi ile beraber bu floradaki tiyelerin bulunma yiizdelerinde
farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir.

Benlioglu vd. (2008)’nin Aydin ilinde yaptig1 calismada kuru incir isletmelerinden
toplanan orneklerdeki bulagiklik oranlarimin A. niger i¢in %0.0-29.9, A. flavus /
parasiticus i¢in %0.0-4.5, Fusarium spp. i¢in %0.0-10.0, Penicillium spp. i¢in
9%0.0-12.0, Cladosporium spp. i¢in %0.0-6.1, Alternaria spp. i¢in ise %0.0-4.0
arasinda degistigi belirtmistir. Ayni aragtirmacinin 2005 yilinda yaptig1 ¢aligmada
6 firmadan alinan 6rnekler sonucunda A. niger ig¢in %2.3-10.7 arasinda degisen
bulagiklilik saptanirken A. flavus / parasiticus igin sadece iki firmada %0.2 ve 0.9
bulagiklilik tespit edilmistir. Ayni firmalarda Fusarium spp. i¢in %1.2-10.0,
Penicillium spp. i¢in %0.2-5.8, Cladosporium spp. i¢in %0.0-0.95, Alternaria
spp. igin ise %0.0-2.0 arasinda degisen bulasiklilik saptanmustir. Kuru incirlerdeki
en onemli sorun A. niger olarak belirlenmis ve bunu Fusarium spp. ve Penicillium
spp.’nin takip ettigi belirtilmektedir (Benlioglu vd., 2008). Ozer vd. (1985)
sergilerden Ornek alarak yaptigi ¢alismada A. niger’ in kontaminasyon oranini
%98 bunu takiben Mucor ve Rhizopus cinsleri %90.4, Penicillium spp. (%26.9),
Fusarium moniliforme (%23.8), Alternaria spp. (%22.2) olarak saptanmstir.
Yapilan diger bir¢cok arastirma bahsedilen kiif florasini destekleyen niteliktedir
(Zorlugen. vd.,2008; Bayman vd., 2002; Piga vd., 2004, Sultan vd., 2010).

Yapitigimiz bu caligmada ise 2010 yilinda 37 kdyden toplanan kuru incir
orneklerden toplam 99 izolat elde edilmistir. Kuru incir kiif florasidaki Aspergillus
cinsine ait tiirler (%73); %45 A. niger, %16 A. flavus, %8 A. fumigatus, %2 A.
parasiticus ve %1 A. terreus olarak saptanmistir. Bunu takiben sirasiyla, (%11)
Penicillium cinsi, (%3) Cladosporium (%3), Acremonium (%2), Trichoderma
(%3), Alternaria (%2), Mortierella (%2), Trichoderma (%2) ,Trichophyton (%1
ve Fusarium (%1) cinsleri de kuru incir kiif florasinda belirlenmistir.

A. niger susu arastirmada da baskin tiir olarak goriiliirken, bunu takiben A. flavus
susu yaygin olarak bulunmustur. Bu sonuglar ile simdiye dek yapilan ¢aligmalarin
sonuglar1 uyusmaktadir. A. niger tiiriiniin bu denli baskin olmasinin nedeni yiiksek
sicaklikta (37 °C) direme yeteneginden (Benlioglu vd., 2008) veya yapraklarda
biriken toprak tozunun miktart ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Doster vd.,
1996).
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Ulkemizde kiif populasyonlarinin genetik yapilanmasim ortaya koymaya yonelik
heniiz bir ¢aligma mevcut degildir. Bu ¢alismada mikotoksin kontaminasyonu ile
miicadele yararli bilgiler saglayabilecegini diisiindiigiimiiz AF ve OTA potansiyeli
yiksek ve yaygm olan iki cinsi segerek toplamda 61 Ornek ile 14 farkh
mikrosatellit lokusu calisilmistir. Populasyonlar hem 7 farkli ilceye hem de
yiiksekliklere bagl olarak gruplandirilarak incelenmistir.

A. flavus populasyonu igin tiim lokuslar polimorfik olup ilgelere gore yapilan
incelemede allel sayilar1 1 (AF34 ve AF63) ile 9 (AF64) arasinda degismektedir
(Cizelge 4.3). Populasyonlardaki varyasyonu belirleyebilmek i¢in her bir lokusa
gore gozlenen ve beklenen heterozigotluk degerleri saptanmistir (Cizelge 4.6).
Calisilan biitiin lokuslarda gozlenen heterozigotluk en yiiksek AF64 lokusunda
Nazilli (PopN; He=0.87) lokalitesinde ve en diisiik ise AF53, AF63, AF43, AF34,
AF31 lokuslarinda ¢aligilan tiim populasyonlarda (Popl, PopKS ve PopN; Hg=
0.00) olarak bulunmustur (Cizelge 4.6). Incelenen lokuslarin toplaminda ise
gozlenen heterozigotluk Hz=0.18 olarak bulunmustur.

A. flavus populasyonu igin yiikseklige gore yapilan incelemede allel sayilart 2
(PopD; AF63) ile 10 (PopT; AF64) arasinda degismektedir (Cizelge 4.3).
Populasyonlardaki varyasyonu belirleyebilmek i¢in her bir lokusa gore gozlenen
ve beklenen heterozigotluk degerleri saptanmigtir (Cizelge 4.6). Caligilan biitlin
lokuslarda gozlenen heterozigotluk en yiiksek AF64 lokusunda (PopT,; He=0.87)
Taban arazi lokalitelerinde ve en diisiik ise AF31, AF34, AF43, AF53 ve AF63
lokuslarinda caligilan tim populasyonlarda (PopD ve PopT,; Hg= 0.00) olarak
bulunmustur (Cizelge 4.6). Incelenen lokuslarin toplaminda ise gdzlenen
heterozigotluk Hg=0.170larak bulunmustur.

Incelenen tiim populasyonlarda galigilan 8 lokusta toplamda 74 allel belirlenmistir
(Cizelge 4.3). Bu calismada yapilan ilge ve yiikseklige gore gruplandirmadaki tiim
populasyonlarin allel sayilari, gézlenen ve beklenen heterozigotluk degerleri ve
haploid gen ¢esitliligi karsilagtirilmigtir (Cizelge 4.15).
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Cizelge 4.15. Ilgelere ve yiikseklige bagl yapilan incelemede saptanan NA (allel
sayis1), Hg (gbzlenen heterozigotluk), Hg (beklenen heterozigotluk) ve h
(haploid gen gesitliligi) degerleri. [(ILCE**Incirliova, K&sk-Sultanhisar ve
Nazilli grubu; DT* (Dag = >300 m ve Taban = <300 m), ABD***;
Grubisha ve Cotty, 2009]

[LCE** DT* ABD***
NA 15 15 10
He 0.36 0.33 -
AF10 Hs 0.80 0.81 -
h 0.67 0.80 0.88
NA 7 7 13
AF31 He 0.84 0.00 -
Hg 0.63 0.71 -
h 0.64 0.72 0.81
NA 5 5 1
AF34 He 0.00 0.00 -
Hs 0.44 0.45 -
h 0.44 0.45 0.00
NA 8 8 32
AF43 He 0.00 0.85 -
Hs 0.64 0.71 -
h 0.64 0.71 0.07
NA 10 10 4
AF48 He 0.19 0.18 -
Hg 0.72 0.76 -
h 0.71 0.75 0.09
NA 9 9 2
AF53 He 0.00 0.00 -
Hs 0.72 0.77 -
h 0.70 0.77 0.48
NA 3 3 1
AF63 He 0.00 0.00 -
Hg 0.57 0.42 -
h 0.30 0.43 0.00
NA 17 17 2
AF64 He 0.84 0.87 -
Hs 0.83 0.86 -
h 0.69 0.78 0.09

Buna gore caligilan tiim A. flavus populasyonlart dag (D=>300m) ile taban arazi
(T=<300m) populasyonlarin1 bir grup ve ilgelere (incirliova-Kosk-Sultanhisar-
Nazilli) ait populasyonlar1 diger bir grup olarak yapilan gruplamadaki sonuglar
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arasinda korelasyon saptanmistir. Bu c¢alismada incelenen lokuslar ile A.flavus

susu i¢in su ana kadar yapilan sadece iki ¢alisma mevcuttur.

Grubisha ve Cotty (2009) A. flavus tiirii i¢in yirmi dort mikrosatellit belirteci
geligtirmigtir. Bu lokuslart Arizona ve Teksas’tan alinan 221 6rnek ile
incelediginde allel sayilarinin 2 ile 19 arasinda degistigini belirtmislerdir. Haploid
gen cesitliligi degerinin ise h: 0.00-0.88 degistigini saptamislardir. Bu ¢alismada
saptanan NA (allel sayis1) ve h (haploid gen cesitliligi) ile ABD’de yapilan
calismanin sonuglart karsilagtinlmigtir (Cizelge 4.13). Haploid gen gesitliligi
aragtirmacilarin inceledigi AF10 (h=0.88) ve AF31 (h=0.81) lokuslarda bu
calismada incelenen ayni lokuslara gére AF10 (ILCE**; h=0.67) ve AF31 (DT*;
h=0.80) yiiksek oldugu, diger lokuslardaki haploid ¢esitliliginin ise bu ¢alismadaki
populasyonlarda daha yiiksek oldugu saptanmustir.

Arastirmacilar AF10, AF31, AF48 ve AF64 lokuslarmin en fazla varyasyon
gosteren lokuslar olduklarin1  vurgulamiglardir (Grubisha ve Cotty, 2009).
Yaptiklart ¢alismada simpatrik VCG (VCG; vejetatif uyum grubu) A. flavus
populasyonlarin1 {i¢ farkli haplotip grubunda (CG136, MRI17 ve ODO02)
incelemislerdir. Bu tez calismasinda kullanilan lokuslarda bulunan h (haploid gen
cesitligi) degerleri ile Grubisha ve Cotty (2009) ‘nin inceledigi 3 gruptaki h
degerleri karsilagtirllmistir. Grubisha ve Cotty (2009)’nin yaptiklari ¢alismada 3
vejetatif uyum grubuna gore h degerleri AF10 (h= 0.88), AF31 (h= 0.81), AF48
(h=0.09) ve AF64 (h= 0.09) olarak bulunmustur. Bu tez ¢alismasinda incelenen
ayni lokuslarin h (haploid gen ¢esitliligi) degerleri ise AF10 (h= 0.67-0.80), AF31
(h=0.64-0.72), AF48 (h= 0.71-0.75), ve AF64 (h= 0.69-0.78) h (haploid gen
cesitliligi) olarak saptanmistir. Sonuclar karsilagtirildiginda AF10 ve AF31
lokuslarinda yaklasik degerler bulunurken, AF48 ve AF64 lokuslarinda ise bu
caligmada daha yiiksek olarak belirlenmistir. Calisilan diger AF34, AF43, AF53 ve
AF63 lokuslarinda da aymi sekilde saptanan h degerleri Grubisha ve Cotty
(2009)’un sonuglarina oranla daha yiiksek bulunmustur. Buna gore calisilan bu
lokuslarin yiiksek derecede polimorfizm gosterdigi sdylenebilir. Bununla birlikte
AF10, AF31, AF48 ve AF64 lokuslarinin yiiksek derecede varyasyon gosterdigi
belirtilmigtir (Grubisha ve Cotty, 2010).
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Caligmada saptanan allel sayilari ile bu ¢alismada incelenen sonuglar
kargilastirildiginda ise sadece AF31 (NA=10) ve AF43 (NA=32) lokuslarinda allel
sayilarmnin, bu ¢aligmanin sonuglarindan AF31 (ILCE**; NA=15) ve AF43 (DT*;
NA=7) yiiksek oldugu saptanmustir.

Mantarlarda iireme diger Okaryotlardaki ile aym1 olmamakla birlikte eseyli ve
eseysiz olarak gergeklestirilmektedir. Cogunlukta eseysiz olarak iireme gosteren
mantarlarin bu fazlarinin gergeklestirilmesi farkli ¢evre kosullarina gore
belirlenmektedir. Ozellikle azot eksikliginde eseyli c¢ogalmaya gidilmektedir
(Nielsen ve Heitman, 2007).

Bircok ipliksi kiifte ayni tiirlin farkl1 bireyleri heterokaryon form olusturmak tizere
eseysiz olarak birlesebilir (Leslie, 1996). Olusan heterokaryon stabil ise bu yapiya
katilan bireyler vejetatif olarak uyumludur ve ayni vejetatif uyumlu gruba (VCG)
dahil edilirler (Leslie, 1996). Aspergillus flavus VCG’leri eseysiz propagiillerinin
(konidia ve sklerot) bol iiretimi ile klonal olarak iiremektedir (Grubisha ve Cotty,
2010). Bunun sonucunda da VCG’lerde diisiik gen akisi, ¢oklu benzer haplotipler
ve disiik allel varyasyonu goriilmektedir (Grubisha ve Cotty, 2010). A. flavus
aseksiiel olarak diisiiniilse de populasyon genetik analizler sonucunda izolatlar
arasinda rekombinasyon oldugunu dogrulayan kanitlar bulunmustur (Tran-Dinh
vd., 2009). Eseysel dongii son olarak Aspergillus fumigatus susunda bulunmustur
(Tran-Dinh vd., 2009).

Buna bagli olarak bu ¢alismada kullandigimiz A. flavus suslarinin VCG grubuna
girmedigi veya incelenilen lokuslarin yiiksek derecede varyasyon gostermesinden
dolay1 bu caligmadaki haploid gen ¢esitliligi ve allel sayisinin yliksek bulundugu
diisliniilebilir. Bunun nedeni eseysiz olarak {ireyen bu tiirde mutasyon oraninin
yiiksek olmasi ve genetik siirliklenmedir. Heterozigotluk bakimindan ¢ok diisiik
bulunmasive populasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinden sapma géstermesinin
sebebi eseysiz liremenin baskin olmasi ile agiklanabilir.

A. flavus populasyonlariin genetik cesitliligini incelemek igin genellikle DNA
sekans1 (Geiser vd., 1998, 2000), RAPD (Tran-Dinh vd., 1999), DNA
amplifikasyon teknikleri (Baird vd. 2006) gibi g¢esitli molekiiler teknikler
kullanilmistir. Bu ¢alismalarda genellikle A. flavus izolatlarinda yiiksek seviyede
genetik cesitlilik saptanirken VCG olarak belirlenmemektedir ve bu yiizden
VCG’lerde genetik cesitlilik degerlendirilememektedir (Grubisha ve Cotty, 2010).



79

Grubisha ve Cotty (20010) Arizona ve Teksas’ta pamuk Orneklerinden dort yil
boyunca elde ettikleri 243 ornekteki Aspergillus flavus populasyonlari arasindaki
genetik varyasyon dagilimmi belirlemeye yonelik bir ¢aligma yapmislardir. Bu
calismada yirmi dort mikrosatellit lokusu icerisinden en fazla varyasyon gosteren
lokuslar1 hari¢ (AF8,AF10,AF11,AF31,AF42,AF48 ve AF64) diger lokuslar
caligilmistir. Calisma sonucunda biitiin VCG A. flavus populasyonlarinda diisiik
allel ¢esitliligi saptadiklarini belirtmislerdir.

Bu tez ¢alismasinda incelenen populasyonlarin istatistik olarak anlamli bir genetik
yapilanma gosterdigi saptanmistir (Ilcelere gore: Fst=  0.087, P<0.0000,
Yikseklige gore: Fst= 0.055, P<0.0000). Hem ilgelere hem de yiikseklige gore
karsilagtirilan populasyonlarin hepsinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar

belirlenmistir.

Allel sikliklarina dayali Ki-kare testi kullanilarak tiim populasyonlarm her bir
lokus icin Hardy-Weinbgerg dengesinde olup olmadiklar: test edilmistir (Cizelge
4.5). llgelere gore sadece PopN’de AF34 lokusu hari¢ diger lokuslarm Hardy-
Weinberg dengesinden sapma gosterdigi gozlenmistir. Yiikseklige gore incelenen
populasyonlarda ise hem PopT hem de PopD’de tiim lokuslarin Hardy-Weinberg
dengesinden sapma gosterdigi gozlenmigtir. Bu, Ornekleme sayisinin azligi
dolayisiyla populasyonlarin Hardy-Weinberg dengesini belirleyebilecek kadar
biliyilk olmamasindan ve en Onemlisi eseysiz lremenin baskin olmasindan
kaynaklanabilir.

Populasyonlara 6zgii (private) allellerin tespiti sonucunda (Cizelge 4.4) 3 ile 7
arasinda populasyonlara 6zgii alleller saptanmistir. Ilcelere ve yiikseklige bagh
populasyonlar arasi, bireyler i¢i ve bireyler arasi varyasyonu belirlemek i¢in Fst
degerlerine bagli AMOVA varyans analizi yapilmistir (Sekil 4.21, 4.22). Bu
analiz sonucunda il¢elere gore yapilan gruplama sonucunda varyasyonun %73’i
ve yiikseklige gore yapilan gruplamada ise varyasyonun %76’sinin bireyler
arasinda oldugu belirlenmistir. Populasyonlar arasinda sirasiyla (ilge ve yiikseklik)
%8 ve %4, populasyonlardaki bireyler icinde ise sirasiyla %19 ve %20 oldugu
gbzlenmistir. Grubisha ve Cotty (2010) populasyonlar iginde %12.30 ve
populasyonlar arasinda %0.25 ve VCG gruplar1 arasinda ise % 87.45 varyans
saptamistir.
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Bu calismadaki AMOVA varyans analizine gore gruplar arasindaki varyasyonun
az oldugu ancak yine de bir genetik yapilanmanin oldugu goriilmektedir. Bunun
nedeni eseysiz olarak iireyen bu tiirde mutasyon oraninin yiiksek olmasi1 ve genetik
stiriiklenmedir. Gruplar arasindaki varyasyonun az olmasi calismada segilen
lokalitelerin siurli bir cografik alanda ve yakin olmasindan kaynaklanabilir.
Varyasyonun az olmasi ile birlikte bir genetik yapilanma olmasi gruplara 6zgii
allellerin varligi ile de agiklanabilir.

A. niger populasyonu i¢in ilgelere goére incelenen yedi populasyonda (PopM:
Merkez, PopG: Germencik, PopUK: Umurlu-Késk, PopSAY: Sultanhisar-Atca-
Yenipazar, PopN: Nazilli) biitiin lokuslar polimorfik olup allel sayilar1 1 ile 18
arasinda degismistir (Cizelge 4.9). Dag (>300 m) ve taban (<300 m)
populasyonlarinda ise yine biitiin lokuslar polimorfik olup allel sayilar1 5 ile 15
arasinda degismektedir. Populasyonlardaki varyasyonu belirleyebilmek i¢in her bir
lokusa gore gozlenen ve beklenen heterozigotluk degerleri saptanmistir (Cizelge
4.12). Calisilan biitiin lokuslarda gozlenen heterozigotluk en yiiksek ACNM7
lokusunda Merkez (PopM; Hg=0.03) lokalitesinde ve diger tiim lokuslarda
incelenen tiim lokalitelerde (Hg= 0.00) olarak bulunmustur (Cizelge 4.12).
Incelenen lokuslarin toplaminda ise gozlenen heterozigotluk Hg=0.00 olarak
bulunmustur. Buna gore beklenenden diisik bir heterozigotluk vardir.
Heterozigotluk bakimindan ¢ok diisiik bulunmasi ve populasyonlarin Hardy-
Weinberg dengesinden sapma gostermesinin sebebi eseysiz iiremenin baskin

olmasi ve genetik siiriiklenme ile agiklanabilir.

Populasyonlardaki varyasyonu belirleyebilmek icin her bir lokusa gore gozlenen
ve beklenen heterozigotluk degerleri saptanmustir (Cizelge 4.12). Incelenen
lokuslarin toplaminda ise gozlenen heterozigotluk He=0.000larak bulunmustur.

Incelenen tiim populasyonlarda ¢alisilan 6 lokusta 46 6rnekte toplamda 64 allel
belirlenmistir (Cizelge 4.9). Bu calismada yapilan ilge ve yiikseklige gore
gruplandirmadaki tiim populasyonlarn allel sayilari, gozlenen ve beklenen
heterozigotluk degerleri ve haploid gen ¢esitliligi karsilastirilmistir (Cizelge 4.16).



81

Cizelge 4.16. Ilgelere ve yiikseklige bagl yapilan incelemede saptanan NA (allel
sayist), Hg (gozlenen heterozigotluk), Hg (beklenen heterozigotluk) ve h
(haploid gen cesitliligi) degerleri. [(ILCE**Merkez, Germencik ve Umurlu-
Kosk, Incirliova, Sultanhisar-Atca-Yenipazar, Nazilli ve Tire; DT* (Dag =
>300 m ve Taban = <300 m€)]. (Aus. : Avusturya; Esteban vd., 2005)

ILCE** DT* Aus.
NA 7 7 13
He 0.00 0.00 0.90
ACNM1 Hg 0.60 0.67 -
h 0.60 0.67 -
NA 10 10 6
ACNM?2 He 0.00 0.00 0.77
Hg 0.72 0.82 -
h 0.72 0.82 -
NA 18 18 12
ACNM3 He 0.00 0.00 0.88
Hg 0.69 0.87 -
h 0.69 0.87 -
NA 9 9 8
ACNM5 He 0.00 0.00 0.71
Hg 0.47 0.61 -
h 0.47 0.62 -
NA 13 13 9
ACNM6 He 0.00 0.00 0.81
Hg 0.62 0.80 -
h 0.62 0.81 -
NA 7 7 10
ACNM?7 He 0.01 0.00 0.86
Hg 0.64 0.74 -
h 0.66 0.74 -

Buna gore caligilan tiim A. niger populasyonlari dag (D=>300m) ile taban arazi
(T=<300m) populasyonlarin1 bir grup ve ilgelere (Merkez, Germencik ve Umurlu-
Kosk, Incirliova, Sultanhisar-Atca-Yenipazar, Nazilli ve Tire) ait populasyonlari
diger bir grup olarak yapilan gruplamadaki sonuglar arasinda korelasyon

saptanmuigtir.

Incelenen populasyonlar istatistik olarak anlaml1 bir genetik yapilanma gosterdigi
saptanmustir (Ilgelere gore: Fst= 0.087, P<0.0000, Yiikseklige gore: Fst= 0.055,
P<0.0000). Hem ilgelere hem de yiikseklige gore karsilastirilan populasyonlarin

hepsinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlenmistir. Ilgelere gore ayrilan
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populasyonlarin TFPGA Analizi ile UPGMA uzaklik agact yapilmis (Sekil 4.35)
ve bu agaca gore birbirlerinden uzak ilgelerdeki (6r; Incirliova- Sultanhisar)
populasyonlar arasinda farkliliklar belirlenmistir.

Allel sikliklarina dayali Ki-kare testi kullanilarak tiim populasyonlarin her bir
lokus i¢in Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadiklari test edilmistir (Cizelge
4.11). llgelere ve yiikseklige gore incelendiginde PopM’de sadece ACNM7 lokusu
ile birlikte diger tiim populasyonlarda tiim lokuslarin Hardy-Weinberg
dengesinden sapma gosterdigi gdzlenmistir

Bu, ornekleme sayisinin azligi dolayisiyla populasyonlarin Hardy-Weinberg

dengesini belirleyebilecek kadar biiyiik olmamasindan kaynaklanabilir.

Ilgelere ve yiikseklige bagli populasyonlar arasi, bireyler ici ve bireyler arasi
varyasyonu belirlemek igin Fst degerlerine bagli AMOVA varyans analizi
yapimstir (Sekil 4.36 ve 4.37.). Ilge ve yikseklige bagl varyans analizi
sonucunda populasyonlar arast %100 ile %99 varyasyon oldugu tespit edilmistir.
Ilgelere gore ayrica Arlequin programui ile yapilan varyans analizi sonucunda ise
grup i¢i bireyler ve gruplar arasinda anlaml varyasyon tespit edilmistir.

Bu ¢aligmada incelenen lokuslar kullanilarak A.niger susu igin yapilan ¢ok fazla
caligma mevcut olmamakla birlikte yapilan ¢aligmalar A. niger suslarinin genetik
cesitliligini belirleyici niteliktedir.

Aspergillus niger suslart OTA {iiretimlerine gore atoksijenik (N tip) ve toksijenik
(T tip) olarak adlandirilmaktadir. Bazi N tip suslarinin ise OTA {irettigi
belirlenmistir. (Esteban vd., 2005).

Esteban vd. (2005) A. niger i¢in alt1 farkli mikrosatellit belirteci gelistirmislerdir.
28 A. niger izolati incelendiginde allel sayisinin 6 ile 13 alel arasinda degistigini
saptamiglardir (Cizelge 4.14). ACNMG6 belirtecinin sadece N tipi suglarda ¢alistig
ve bu grubun fyelerinin hem toksijenk ve atoksijenik suslar1 igerdigini
vurgulamiglardir. Fakat bu belirteglerin  A.niger suslarinda toksijenik ve
atoksijenik olanlar ayirt etmek i¢in kullanilabilecegini vurgulamislardir.
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Ayni arastirmacilarin 2008 yilinda farkli bolgelerdeki topraktan ve iiziimden elde
ettikleri 68 Niger grup iiyelerinden olan A. carboniarus ve A. niger suslarindan
sadece A .niger suslarini, belirteglerin sadece bu tiire 6zgii olmasindan dolayi,
kullandiklarint  belirterek  karakterize etmislerdir (Esteban vd., 2008).
Gelistirdikleri belirteclerden ACNM6’1 sadece N tipi (atoksijenik) suslar1 ayirt
etmek i¢in kullanmiglardir. Arastirma sonucunda 26 A. niger susunda 23 genotip
50 allel tanimladiklarin1 ve allellerin 6 (ACNM2) ile 11 (ACNMI) arasinda
degistigini belirtmislerdir. Analiz sonucunda toksijenik ve atoksijenik suslar iki
gruba ayirdiklarin1 ve tiim lokuslarin yiiksek derecede polimorfik oldugunu
bildirmislerdir.

Azot yoklugu disinda Ascomycete {iyelerinin lokal populasyonlar1 arasindaki
genetik cesitliligin temelini stres olusturmaktadir (Hosid vd., 2008). Spontan
mutasyon ve kros-over frekansinin kserik Afrika’daki yokuslarda Avrupa’daki
yokuslara nazaran daha fazla oldugu bildirilmektedir (Lamb vd., 1998; Saleem
vd., 2001). Toprak mikrofunguslarinin eseyli {liremelerini stres kosullarinin
etkiledigi ve Emerciella nidulans (Niger grup iiyesi) susunda rekombinasyon ve
yliksek derecede mutasyon ile birlikte evrimsel stireci tesvik ettigi belirtilmektedir
(Hosid vd., 2008).

Evrimsel kanyon olarak adlandirilan yedi farkli mikrosatellit lokusu kullanilarak
farkli ii¢ lokalitede (Carmel Dagi, diizlik olarak nitelendirilen bati Galile ve
Negev Colii) yapilan calisma sonucunda populasyonlar arasinda genetik
varyasyon ve ¢evre kosullari arasinda korelasyon goriilmedigi bildirilmistir (Hosid
vd., 2008). Bununla birlikte iklimsel stres kosullarin1 incelediklerinde ise Negev
Coli'nde en fazla mutasyon orani oldugunu ve bunu kuraklik stres kosullarina

bagladiklarini vurgulamislardir.

Ekolojik kosullar kiif populasyonlarindaki genetik insidensi giiclii bir sekilde
etkilemektedir. Sonbahar doneminde olan genetik g¢esitlilik yazin kuraklik
stresinden sonra olabilecegini diisiindiirmektedir (Hosid vd.,2008).

Yapilan bu ¢alismadaki kuru incirlerin 2010 yili Ekim aymnda toplandig
disiiniildiigiinde ekolojik faktorlerin populasyonlardaki genetik cesitlilige etkisi
olabilecegi diisliniilebilir. Dag ve taban arazi olarak yapilan populasyonlar
arasinda ise fazla genetik ¢esitlilik olmamasi ise 6rneklerin azligindan ve segilen
lokalitelerin yakin olmasindan kaynaklanabilir. A. flavus ve A.niger suslari
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potansiyel AF ve OTA iireticileridir. Fakat her bir tiirde de atoksijenik suslar
mevcuttur. Toksijenik ve atoksijenik suslarin birlikte kiiltiire edilmeleri ile
mikotoksin kontrolii saglanabilmektedir. Ayrica Amerika’da AF iiretmeyen VCG
suslar1 biyopestisid olarak kullanilmaktadir (Esteban vd., 2005). Hem mikotoksin
detoksifikasyonunda hem de fiiriinlerin en iyi sekilde iiretilmeleri acgisindan bu
populasyonlarin genetik bilgilerinin arastirilmas: énemlidir. Ozellikle toksijenik ve
atoksijenik suslarin varliginin ayirt edilmesi ile olusturulan bir veri setinin de kuru
incirlerde mikotoksin problemini minimize etmeye yarayacak biyokontrol
stratejileri gelistirmek agisindan yararli olacag: diistiniilmektedir.
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