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OZET

KIRMIZIBIiBERDE AFLATOKSIN OLUSUMUNA NEDEN OLAN ASPERGILLUS
PARASITICUS TURUNUN REAL-TIME PCR TEKNIiGIi iLE KANTITATIF
OLARAK TAYINIi

Bu ¢alismada A. parasiticus tiirii aflatoksijenik kiiflerin spesifik olarak tespitini saglayacak,
real-time PCR’a dayanan, spesifik, hassas, giivenilir bir metot gelistirilmesi ve aflatoksin
biyosentezinden sorumlu yapisal genler; nor-1 (norsolorinic acid reductase), ver-1
(Versicolorin A dehydrogenase), ve omt-A (Sterigmatocystin O-methyltransferase) ile
aflatoksin sentezini diizenleyici aflR geni analiz edilerek iiretilen aflatoksin miktarlar ile bu

genler arasindaki korelasyonlarin belirlemesi amaglanmustir.

Bu amagla A. parasiticus ile inokule edilen kirmizibiber érnekleri inokulasyonun 3., 6., 9., 15,
25. ve 30. giinlerinde bir taraftan HPLC sistemi ile iiretilen aflatoksin miktar1 yoniinden analiz
edilirken, diger taraftan da real-time PCR sistemi ile aflatoksijenik gen bolgeleri ile iiretilen

toksin miktar1 arasindaki korelasyonlar tespit edilmistir.

Kirmizibiber drneklerine 10° spor/g seviyesinde A. parasiticus inokule edildikten sonra
inokulasyonun 3. giiniinde 1.1 x 10" kob/g olarak tespit edilen kiif sayisinim 25. giine kadar
artarak 8.9 x 10® kob/g seviyesine ulastig, 30. giinde ise tekrar 6.7x10° kob/g seviyesine
diistiigli gozlenmistir. Diger taraftan en yiliksek aflatoksin miktar1 inokulasyonun 3. giiniinde
tespit edilirken (182.80 ppb) en diisiik aflatoksin miktar1 15. giinde (113.69 ppb) tespit
edilmigstir. 15. glinden sonra aflatoksin miktarinin tekrar artarak 132.01 ppb seviyesine ulastig1

gozlenmistir.

Aflatoksin biyosentezinden sorumlu 4 genlerin (nor-1, ver-1, omt-A ve AFLR) toksin iireten
suglarin belirlenmesi bakimmdan olumlu sonuglar verdigi ve aflatoksin {iretimi ile bu gen
bolgeleri arasinda bir korelasyonun bulundugu dolaysiyla aflatoksin iiretiminin

belirlenmesinde bu genlerin kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin, A. parasiticus, real-time PCR, aflatoksin biyosentez genleri



ABSTRACT

QUANTITIVE DETECTION OF AFLATOXIN PRODUCING ASPERGILLUS
PARASITICUS IN RED PEPPERS BY REAL-TIME PCR

The aim of this study was develop a real time PCR-based sensitive, specific and reliable
method which will provide the specifically detection of aflatoxigenic A. parasiticus and to
determine the correlations between the amount of aflatoxin produced by aflatoxigenic species
and presence regulative AFLR gene and nor-1, ver-1 and omt-A structural genes in biosyntesis
of aflatoxigenic species.

For this purpose, on the one hand aflatoxin amount of red pepper samples, contaminated with
aflatoxigenic A. parasiticus strain was determined by HPLC, on the other hand three
structural genes (nor-1, ver-1 and omt-A) and a regulatory AfIR gene were quantified by real-
time PCR at certain time intervals (at 3. 6. 9. 15. 25. and 30. days). So the correlations

between real-time PCR results and amount of produced toxins were determined.

The mould counts of red pepper samples, inoculated with A. parasiticus was determined as
1.1x10" cfu/g at the 3th day of inoculation. The counts increased to 8.9x10° cfu/g until 25th
day of inoculation and then decreased to 6.7x10° cfu/g at the 30th day of inoculation. On the
other hand, the highest aflatoxin amount (182.80 ppb) was determined at the 3rd day of
inoculation while the lowest amount (113.69ppb) was obtained at the 15th day. After 15th day
of inoculation aflatoxin amount increased again by the level of 132.01 ppb.

In conclusion, a correlation was determined between the 4 genes (nor-1, ver-1, omt-A and
AFLR) responsible for aflatoxin biosyntesis and aflatoxin production, and the genes were
useful for determination of aflatoxigenic strains in food samples.

Keywords: Aflatoxin, A. parasiticus, real-time PCR, aflatoxin producing genes

1. GIRIS



Tiirkiye 6nemli kirmizi biber iireticisi lilkeler arasinda yer almakta olup, kirmizi biber verimi
diinya ortalamasinin lizerindedir. Kirmizibiber i¢ pazar i¢in gerekli oldugu kadar, dis iilkelere
yapilan ihracat potansiyeli agisindan da ekonomik 6neme sahiptir. Ancak yetersiz ve uygun
olmayan hasat, kurutma ve depolama yontemleri ve kosullar1 nedeniyle, kirmizibiberde
ozellikle kiifler faaliyet gostermekte ve sonugta aflatoksin adi verilen ve insan saglhigi igin
zararl toksik maddelerin olusumuna neden olabilmektedir. Bu durum insan sagligi igin bir
risk olusturmasinin yaninda, bu iiriinlerin tiiketimden kaldirilmasi ve ihrag iiriinlerinin alicilar

tarafindan geri gonderilmesi nedeniyle olusan ekonomik kayiplara da yol agabilmektedir.

Gidalarda kiifler gelisip belirli bir sayiya ulastiktan sonra sekonder metabolizma iiriinleri
olarak toksin iiretirler. Yani diger bir deyisle herhangi bir gida da kiif gelismesi basladig1 anda
toksin tretimi baslamaz. Toksin iiretimi kiif gelismesi gozlendikten belirli bir siire sonra
gerceklesir. Bu nedenle gidalarda aflatoksin olusumunun izlenmesinde aflatoksikojenik
floranin yogunlugunun belirlenmesi, aflatoksin olusma riskinin ve boyutunun tespit edilmesi
ve kontrol altina alinmasi bakimindan 6nem tasimaktadir. Aflatoksin iireten Aspergillus
tirlerinin klasik metotlarla tespiti bu kiiflerin kiiltiire alinmast ve morfolojik diizeyde
taksonomik olarak ayrilmasina dayanmaktadir. Bu metodlar zaman alici, pahali, yogun
laboratuvar c¢aligmas1 ve mikolojik uzmanlik gerektirmektedir. Alternatif olarak gelistirilen
immunolojik ve impedimetrik metotlar ise yeterince spesifik degildir, yakin tiirlerin

aymriminda yetersiz kalmaktadir.

Son yillarda molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
tekniginin bu alanda kullanilamaya baslanmasi ile birlikte in vitro sartlarda hedef DNA
dizilerinin amplifikasyonuna dayanan yeni yontemler gelistirilmistir. PCR teknigi oldukca
hizli, hassas ve ¢ok yonlil bir metot olmasinin yaninda, deteksiyon dncesinde organizmalarin
kiiltiire alinmasina ihtiya¢ duyulmamasi ve hedef DNA dizileri komplex bir karisim iginde
olsa bile radyoaktif probe kullanamaya gerek duyulmadan teshisinin miimkiin olmasi
nedeniyle klasik yontemlerden daha avantajlidir. Ancak klasik PCR teknigi ile yapilan
aflotoksin biyosentetik genlerinin karakterizasyonu olas1 aflatoksikojenik funguslarin
belirlenmesi i¢indir. Bu klasik PCR sistemi sadece aflatoksikojenik bir fungusun var olup
olmadigimi gosteren kalitatif sonuglar verir. Bu yiizden son yillarda kantitasyona imkan

saglayan real-time PCR teknigine dayanan yeni yontemler gelistirilmistir. Boylece fungal



konidialarin veya patojenik funguslarin sporlarinin giivenilir ve hizli bir kantifikasyon metodu

ile belirlenmesi miimkiin olmustur.

Sonug olarak; lilkemiz i¢ pazari i¢gin gerekli oldugu kadar, dis ticaret potansiyeli agisindan da
ekonomik bir 6neme sahip olan kirmizibiberde aflatoksin olugma riskinin olmasi, kirmizibiber
ihrag ettigimiz ilkelerin bu konuda ¢ok hassas davranmalari, {ilkemiz ihracatinin
engellenmemesi, iilkemiz orijinli iirinlerin itibariin zedelenmemesi ve tliketici sagliginin
korunmasi amaciyla iilkemizde iiretilen, yurt i¢cine dagitilan ve yurt disina ihrag edilen
kirmizibiberin  aflatoksin  yoniinden stirekli izlenmesini zorunlu hale getirmistir.
Kirmizibiberdeki aflatoksin riskinin ve boyutlarinin belirlenmesinde aflatoksin olusumuna
neden olan etkenlerin saptanmasi ve 6nlenmesi birinci derece 6nemli goriilmektedir. Sunulan
projede de aflatoksin iireten Aspergillus tiirlerinden en yaygin olarak bulunan tiirlerden biri
olan Aspergillus parasiticus’un toksikojenik suslarinin kantitatif olarak tespitini saglayacak,
spesifik, hassas, giivenilir bir metot gelistirilmesi ve kirmizibiberde gelisen bu suslarin sayisi
ile bu suglar tarafindan iiretilen aflatoksin miktar1 arasindaki korelasyonun belirlemesi

amagclanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

Kirmizi1 biber, diinyada ve iilkemizde biiyiik 6l¢iide iiretilmekte olan ve gerek taze gerekse
kurutulmus olarak genis kullanim alani bulan bir iirlindiir. Askorbik asit ve karoten igerigi
yoniinden zengin olan kirmizi biberlerin tiiketimde kullanilmasi; baharat, yem maddesi ve
antibiyotik hammaddesi seklindedir (Tunger ve ark., 1989). Kirmizi biber gida sanayinde
baharat, oleorezin veya ekstrakt, basta et iirlinleri ve ¢orbalar olmak iizere, firin iriinleri,
baharat karisimlari, ¢esni tiriinleri, sos, sekerleme, alkolsiiz icecek, sebze, dondurma, ¢iklet ve
tursularda kullanilmaktadir (Akgiil, 1993). Kirmiz1 biber iiretim asamasinda yogun isgiicii
talep ederek il ve iilke istihdamina katki saglamasinin yani sira kirmizi biber igleyen tarima
dayali sanayi isletmelerinde hammadde olarak kullanilmasi ile de iilke ekonomisine énemli
katki saglamaktadir. Gida sanayi igerisinde yer alan kirmizibiber isleyen tarima dayali sanayi
isletmeleri igledikleri pul ve toz biberlerin bir kismini ihra¢ etmek suretiyle iilkenin
gelirlerinin artmasina katkida bulunmaktadir (Cakan,1996).

Ulkemizde kirmizibiberlerle ilgili ilk ciddi sorunlar; son on yildir ihrag edilen iiriinlerin
Avrupa llkelerinden iade edilmesi ile dikkati ¢ekmistir. Mikotoksinler ve dolayisiyla
aflatoksinler bitki gelisme doneminde meydana gelebildigi gibi, hasatta, agikta kurutma
sirasinda ve depolama doneminde meydana gelebilmektedir. Aspergillus gelisimi ve
aflatoksin olusumlarina nem, sicaklik, tiriindeki mekaniki zedelenmeler, kuruma hizi, kizisma,
depo atmosferi, CO2 ve O2 miktari, tiriiniin dogal yapisi, mineraller, kimyasal uygulamalar,
bocekler ve diger funguslarin faaliyeti gibi bir ¢cok faktor etki etmektedir (Banwrt, 1989).
Mikotoksinler igerisinde 6nem yoniinden ilk sirayr alaln aflatoksin, genellikle Aspergllus
flavus, Aspergillus parasiticus ve Aspergillus nomius tiirlerine ait kiifler tarafindan meydana
getirilen ve bisfurana kumarin yapisinda olan bir grup kiif metabolitinin genel ismidir
(Anonim, 1985). Bunlardan en toksik olani B;’dir. Aflatoksin olusturan kiiflere genelde 24-
30°C sicaklikta, su aktivitesi (a,,) degeri 0.78-0.82 ve nem miktar1 %9-14 veya daha yiiksek

olan hemen her ¢esit gida maddesinde rastlanmaktadir (Banwart, 1989; Kaya, 1995). Bir¢ok
arastiric1 (Bilgrami and Sinha 1986; Unliitiirk ve Turantas, 1998) kirmiz1 biberin aflatoksin
olusumu y6niinden oldukga riskli bir baharat ¢esidi oldugunu bildirmistir.

Aflatoksin tireten Aspergillus tiirlerinin klasik metotlarla tespiti bu kiiflerin kiiltiire alinmasi
ve morfolojik diizeyde taksonomik olarak ayrilmasina dayanmaktadir. Bu metodlar zaman
alici, pahali, yogun laboratuar ¢aligsmasi ve mikolojik uzmanlik gerektirir ve aflatoksikojenik

kiiflerin tespitinde yanlis pozitif sonuclarin elde edilmesi miimkiindiir. Alternatif olarak



gelistirilen immunolojik ve impedimetrik metotlar ise yeterince spesifik degildir, yakin
tiirlerin ayiriminda yetersiz kalmaktadir (Seitz et al., 1977; De Ruiter et al., 1993; Gourama
and Bullerman, 1995). Bu yiizden daha hizli, uygulanmasi kolay, spesifitesi yiiksek mevcut
metodlara alternatif yeni metotlarin gelistirilmesi zorunludur.

Aspergillus flavus 6-8 °C’den 44-45 °C’ye kadar genis bir sicaklik araliginda gelismesine
karsilik daha dar bir sicaklik araliginda aflatoksin (11-37 °C) olusturabilmektedir. Ozellikle
tarlada gelismekte olan iiriinde olusan mekanik hasarlarin Aspergillus flavus gelismesine ve
bunun sonucu olarak aflatoksin olusumuna neden oldugu goézlenmistir. Depoda kizisma
meydana geldiginde iiriinde aflatoksin miktar1 ¢ok fazla yilikselmektedir. Depo havasinda
CO2’nin %60’a yiikseltilmesi aflatoksin olusumunu durdurmaktadir. Basta; kuraklik stresi
olmak tizere, bitki stresi tiriinde aflatoksin olusumunu ¢ok fazla arttirmaktadir. Benzer sekilde
bocek zararlar1 ve onlarin neden oldugu bulasilar, bitkiye zarar veren diger fungal hastaliklar,
bitkiyi zayif diistirerek iiriinde aflatoksin olusumuna neden olmaktadir. Bitkilerin Aspergillus
flavus bulasisina karsi direnglerinin farkliligi, triinde olusabilecek aflatoksin diizeyini
etkileyebilmektedir (Hesseltine, 1976).

Afalvus biitiin diinyada yaygin olarak bulunur. A.parasiticus ise daha fazla tropik ve
subtropik iklim zonlarinda goriiliir. Her ikisine de topraklarda siklikla rastlanir. Havada, canli
veya Ol hayvanlar ve bitkiler iizerinde de bulunurlar. Kiiflerin aflatoksin {iretimleri; genetik
potansiyel, ¢evre kosullar1 (su aktivitesi, sicaklik, substart, pH, redoks potansiyeli) ve
fungusla substartin bulagmasi gibi faktorlere baghdir. Aflatoksinler, Aspergillus flavus‘un
bazi suslari, Aspergillus parasiticus‘un ise hemen hemen biitiin suslar1 tarafindan
tiretilmektedir (Banwart, 1989).

Aflatoksin tireten Aspergillus tiirlerinin klasik metotlarla tespiti bu kiiflerin kiiltiire alinmasi
ve morfolojik diizeyde taksonomik olarak ayrilmasina dayanmaktadir. Bu metodlar zaman
alici, pahali, yogun laboratuvar ¢alismasi ve mikolojik uzmanlik gerektirir ve aflatoksikojenik
kiiflerin tespitinde yanlis pozitif sonuclarin elde edilmesi miimkiindiir. Alternatif olarak
gelistirilen immunolojik ve impedimetrik metotlar ise yeterince spesifik degildir, yakin
tiirlerin ayiriminda yetersiz kalmaktadir (Seitz et al., 1977; De Ruiter et al., 1993; Gourama
and Bullerman, 1995). Bu yiizden daha hizli, uygulanmasi kolay, spesifitesi yiiksek mevcut
metodlara alternatif yeni metotlarin gelistirilmesi zorunludur.

Bugiin A.flavus ve A.parasiticus tiirlerinin kromozomlarinda yer alan ve aflatoksin sentezini

regiile eden genlere ait dizi bilgileri mevcuttur. PCR teknigi ile tiire spesifik bolgeler
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amplifiye edilerek aflatoksikojenik Aspergillus tiirlerinin tanimlanmasi amaciyla birgok
arastirmalar  yapilmistir. Ornegin Criseo et al. (2001), aflatoksikojenik olan ve olmayan
A flavus tiirlerini belirlemek igin aflatoksin biyosentetik pathway’in dort geni afIR, nor-1, ver-
1 ve omt-A’ ya spesifik primerler kullanarak quaduplex bir PCR yontemi gelistirilmis ve
aflatoksin iireten tiim suslarda bu genlerin mevcut oldugunu gostermistir. Scherm et al.
(2005) ise A.flavus ve A.parasiticus’un aflatoksin iireten ve iiretmeyen izolatlarin1 belirlemek
icin RT-PCR ile aflatoksin B1 biyosentetik pathway’nin 9 yapisal ve 2 regiilatdr genini analiz
etmislerdir. Analiz edilen ti¢ genin aflD, aflO ve aflP’nin ekspresyon profilinin bir susun
aflatoksin {iretip iretmemesiyle yakindan iliskili oldugu bildirilmistir. Aflatoksin {iretimi zinc
binuclear cluster DNA-binding proteinini kodlayan afl-R geninin aktivitesine baghdir.
Yapilan bir aragtirmada A.oryzae ve A.sojae’nin bu geni amplifiye etmedigi dolaysiyla bu
geninin bu tiirlerde bulunmadig1 veya baz dizisinin ¢ok farkli oldugu bildirilmistir (Lee et al.,
2006).

Kalsik PCR ile yapilan g¢alismalar aflatoksikojenik Aspergillus tiirleri hakkinda kalitatif
sonuglar vermektedir. Oysa bir gida {riiniindeki aflatoksin olugma riskinini belirlenmesi ve
onlem alinmasi icin kantitatif sonuglar gereklidir. Bu amacla yapilan son birka¢ calismada
aflatoksikojenik tiirler real-time PCR ile belirlenmeye calisilmistir. Ornegin; Mayer et al.
(2003) nor-1 geninin kopya saysini real-time PCR TagMan probe yontemi ile tespit ederek,

gidalarda A.flavus 'un koloni olusturan birimi arasinda bir korelasyon oldugunu gostermistir.

Niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artig gosteren floresans sinyalin
Olciilmesiyle kisa siirede, kantitatif olarak sonug¢ verebilen real-time PCR yontemi pek c¢ok
alanda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Arastirmacilar real-time PCR tekniginin
kantitasyona imkan saglamsinin yaninda, genis bir dinamik araliga sahip olmasi, diisiik
kontaminasyon riski tasimasi ve daha spesifik bir deteksiyona imkan saglamasi nedeniyle
klasik PCR’a kiyasla oldukga avantajli bir yontem oldugunu bildirmislerdir (Mackay et al.,
2002). Pek ¢ok real-time PCR teknigi mevcut olmakla birlikte her dongiide iiretilen amplikon
miktarina paralel olarak olusan sinyalin siddeti de arttifi i¢in TagMan probe yontemi tiir
tayini amaciyla yapilan ¢aligmalarda daha fazla tercih edilmektedir. TagMan sisteminde 5’ ve
3’ uglarindan florokrom maddelerle isaretli problar kullanilmaktadir. Probun 5’ ucunda
raportor florokrom (6-carboxyfluorescein=6-FAM), 3’ucunda ise baskilayici florokrom (6-
carboxy-tetramethyl-rhodamine=TAMRA) bulunmaktadir. Prob tek sarmal haline getirilen

hedef molekiil iizerinde, primerlerin baglanma bdlgesinin arasinda kalan kisma baglanir.
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Prob-hedef molekiil arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece raportdr florokrom
maddenin sinyal olusturmasi, 3’ uctaki baskilayici florokrom tarafindan engellenmektedir.
Primerlerin hedef niikleik asite baglanmasini takiben baslatilan primer uzamasi probun
baglandig1 noktaya kadar geldiginde sentezin devam edebilmesi i¢cin taq DNA polimeraz
enzimi 5°—3’ niikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ ucundan yikmaya baglar. Boylece
raportor florokrom serbest hale geger ve sinyal olusturur (Kubista et al., 2006).

Sonu¢ olarak gida giivenliginin saglanmasi ve ekonomik kayiplarin 6nlenmesi igin risk
olusturan etkenlerin tespiti ve izlenmesi hassas ve hizli sonuglar veren yontemlerle
gerekmektedir. Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de yayginlasan real-time PCR sistemleri,
hiz ve kaliteye dnem veren molekiiler genetik laboratuvarlarinin pek ¢ok sorununa ¢oziim
olmaktadir. Gidalarda aflatoksikojenik suslarin kantitatif olarak tespiti igin de real-time PCR

tekniginin de uygun bir yontem oldugu diisiiniilmektedir.

Sonug¢ olarak gida gilivenliginin saglanmast ve ekonomik kayiplarin onlenmesi igin risk
olusturan etkenlerin tespiti ve izlenmesi hassas ve hizli sonuglar veren yontemlerle
gerekmektedir. Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de yayginlasan real-time PCR sistemleri,
hiz ve kaliteye onem veren molekiiler genetik laboratuvarlarinin pek ¢ok sorununa ¢oziim
olmaktadir. Sonug olarak literatiirde aflatoksin biyosentezinden sorumlu genlerin belirlenmesi
amaciyla yapilmis bazi ¢alismalar mevcut olmakla birlikte kirmizi biberlerden izole edilen
aflatoksikojenik kiiflerin tanimlanarak bu kiiflerde toksin iiretiminden sorumlu genlerin
tiretilen aflatoksinler ile birlikte incelendigi herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir.
Dolaysiyla sunulan projenin; bir taraftan literatiirdeki bu eksikligin giderilmesine katki
saglayacag1 diger taraftan da son yillarda kabul edilen limitlerin iizerinde aflatoksin icerdigi
icin i¢ ve dis ticarette sorunlarin yasandigi iilkemizin 6nemli bir ihra¢ iiriinii olan kirmizi
biberde, aflatoksin biyosentez mekanizmasini aydinlatarak 6nlenmesine yonelik uygulanabilir

sonuglar ortaya koyacag diisiiniilmektedir.



12

3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Projede Kullanilan Standart Kiif Suslari

A.parasiticus tiiriine ve aflatoksin iireten gen bolgelerine spesifik primerlerin spesifite testinde
kullanilan standart suslar, United States of Agriculture (ARS) Kiiltiir Kolleksiyonundan
(NRRL) temin edilmistir (Tablo 3.1). Fungal suslar, Potato Dextrose Agar (PDA)’da
28+1°C’de 3-4 giin siireyle kiiltiire edilmis ve kullanilincaya kadar %15 gliserol ig¢inde

80°C’de spor slispansiyonu olarak muhafaza edilmistir.

Tablo 3.1. Projede kullanilan standart kiif suslari

Tiir NRRL No Tiir NRRL No
A. parasiticus NRRL 29538 A. flavus NRRL 29487
A. parasiticus NRRL 29571 A. flavus NRRL 29506
A. parasiticus NRRL 29573 A. flavus NRRL 29507
A. parasiticus NRRL 29575 A. flavus NRRL 29512
A. parasiticus NRRL 29581 A. flavus NRRL 29518
A. parasiticus DSM 5771 A. flavus NRRL 5565
A. parasiticus NRRL 29590 A. flavus NRRL 4823
A. parasiticus NRRL 29603 A. flavus NRRL 4822
A. parasiticus NRRL 6433 A. flavus NRRL 3518
A. parasiticus NRRL 29570 A. flavus NRRL 3357
A. flavus NRRL 4818 A. flavus NRRL 626
A. flavus NRRL 20521 A. flavus NRRL 482
A. flavus NRRL 29473 A. flavus NRRL 465
A. flavus NRRL 29474 A. flavus DSM 818

A. flavus NRRL 29519 A. flavus NRRL 453

3.2. inokulum Hazirlama

PDA besiyerinden toplanan A.parasiticus suslarma ait sporlarn 10° spor/ml’lik diliisyonu
hazirlanarak bu spor suspensiyonu kirmizibiber 6rneklerini inokule etmede kullanilmistir.
Disk seklindeki fitre kagitlart steril bir petri plaklar igerisine yerlestirilerek spor solusyonu ile
islatilmustir. Steril edilmis kirmizibiber 6rnekleri bu disk yiizeyi {izerine yayilarak petri

kutusunun kapagi kapatilmis ve 25°C’de 5 giin inkiibasyona birakilmistir. Inokulasyonun 3.,
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6., 9., 15, 25. ve 30. giinlerinde kontrol ve inokule kirmizibiber 6rneklerinde aflatoksin tayini

ve real time PCR ile A. parasiticus ve aflatoksin iireten biyosentez genleri analiz edilmistir.

3.3. Kiif Tiirlerinden ve Kirmizibiber Orneklerin DNA Ekstraksiyonu

Her bir kiif tiirlinden yaklagik 200 mg miselyum total genomik DNA ekstraksiyonunda
kullanilmigtir. DNA ektraksiyonu fungal DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak gercekletilmistir.
Kirmizibiber orneklerinden DNA ekstraksiyonunda CTAB protokolu kullanilmistir.
A.parasiticus ile kontamine edilen kirmizibiber 6rnekleri ve kontrol grubu 6rnekler %0.4’liik
hipoklorit solusyonuna daldirilarak 2 dak. bekletilmis ve daha sonra steril su ile 1 dak.
yikanmistir. Kirmizibiber oOrnekleri sivi azot ile toz haline getirildikten sonra DNA
ektarksiyonu i¢in 300 mg 6rnek tartilmis ve 750 ul ektraksiyon buffer (%4 CTAB, 100mM
Tris-HCI, 1.4 MNaCl, 20mM EDTA ve %1 PVP) ve % 0.4 B-merkaptoetanol icerisinde 65
°C’de 20 dak. inkiibe edildikten sonra 600 ul kloroform:izoamilalkol (24:1 v/v) ilave edilerek
faz ayrimi icin 14.000 g’de 10 dak. santrifiij edilmistir. Ustteki sulu faza isopropanol ilave
edilip -20°C’de 2 saat inkiibe ediledikten sonra 14.000 g’de 5 dak. santrifiij edilecektir.
%70’lik etanol ile yikanan pellet 50 pul TE buffer (10mM Tris-HCI, 1 mM EDTA) ile

resuspense edilmistir.

3.4. Aflatoksikojenik A.parasiticus’un Tiire Spesifik Real Time PCR Metodu ile Analizi

A.parasiticus’a spesifik oligoniikeotid primerler kullanilarak hedef bolge amplifiye edildikce
olusan floresans 1s1ma real-time PCR cihaz ile izlenmis Kirmizibiber numunelerinden izole
edilen kiiflerin A. flavus tiirene ait olup olmadig: spesifik primerler (PAR1 ve PAR2) (Tablo
3.2) kullanilarak spesifik real-time PCR syber Green yontemi ile belirlenmistir. PCR
reaksiyonu, toplam 50 ul hacim igerisinde 25 pul PCR master mix, 200 pmol PAR1 ve PAR2
primerler ve yaklagik 100 ng DNA kullanilarak gerceklestirilmistir. Termal dongii sartlart
optimize edilerek 95 °C’de 10 dakika ilk denatiirasyonun ardindan, 94 °C’de 1 dakika
denatiirasyon, 58 °C’de 1 dakika yapisma ve 72 °C’de 2 dakika uzama asamasi olmak toplam
tizere toplam 30 dongii uygulanmistir. Real-time PCR sonuglart melting kurve analizi ile

dogrulanmistir. PCR firtinleri %1.5’1uk agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilenmistir.

Sensitivite testi icin PDA besiyerinden toplanan A.parasiticus suslarina ait sporlarin sayimi

yapildiktan sonra 106, 105,104,103,102 ve 10! spor/ml’lik diliisyonlar1 hazirlanmistir. Her bir
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diliisyondan DNA izole edildikten A. parasiticus tiiriine spesifik primerler kullanilarak real-

time PCR teknigi ile analiz edilmistir.

Tablo 3.2. A. flavus Tiiriine Ait Kiiflerin Real-Time PCR ile Identifikasyonu igin
kullanilan primerler

Primer Kodu | Baz dizisi Uriin Boyutu
PAR1 5- GTCATGGCCGCCGGGGGCGETC -3°
PAR2 5'- CCTGGAAAAAATGGTTGTTTTGCG -3' 488 baz ¢ifti

3.5. Aflatoksin Miktarmin Belirlenmesi

Kontrol ve inokule kirmizibiber orneklerinde aflatoksin tayininde TS EN 14123 “Gida
maddeleri - Yer fistig1, antep fistig1, incir ve kirmizi toz biberde aflatoksin B1 ile aflatoksin
B1, B2, Gl ve G2 toplamlarinin tayini - Artkolon tlirevlendirmeli ve immunoaffinite ile
kolondan geri almali yiiksek performansli sivi kromotografisi yontemi” ve AOAC Official
Method 999.07 “Aflatoxin B1 and Total Aflatoxins in Peanut Butter,Pistachio Paste, Fig P”
kullanilmistir. Bu amagla mobil faz olarak kullanilan su+tasetonitril +metanol (6+6+3)
karigiminin her litresine, 120 mg potasyum bromiir ve 350 pL nitrik asit eklenmistir. Cihazin
calisma kosullari, akis hiz1 1.0 mL/dak, eksitasyon dalga boyu 360 nm, emisyon dalga boyu
430 nm, enjeksiyon hacmi 100 pL ve Kobra Cell akim kaynagi 100 pA olacak sekilde

ayarlanmugtir.

3.6. Aflatoksin Ureten Gen Bolgelerinin Real-Time PCR Yéntemi ileTespiti

Aflatoksin  biyosentezinden sorumlu genlerin  (nor-1, ver-1, omt-A ve AFLR)
amplifikasyonunu saglamak tizere Tablo 3.3’de verilen spesifik primerler kullanilmustir.
Boylece standart suslarin ve kirmizibiber numunelerine ait izolatlarin s6z konusu gen
bolgelerini bulundurup bulundurmadiklart tespit edilmistir. Standart suslarda ve izolatlarda
aflatoksin tireten gen bolgelerinin tayini, real-time PCR Sybr Green yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. PCR reaksiyonu, her bir toksin geni igin, toplam 50 pl hacim igerisinde
25 ul PCR master mix, 200 pmol ileri ve geri primerler (Tablo 3.4) ve yaklagik 100 ng DNA

kullanilarak gerceklestirilmistir.


https://www.tse.org.tr/turkish/abone/StandardDetay.asp?STDNO=52389&sira=0
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Tablo 3.3. Aflatoksin iireten gen bolgelerinin tespiti i¢in kullanilan primerler

Primer Kodu Gen Bolgesi Baz dizisi

Norl-F norsolorinic acid reductase 5'-ACGGATCACTTAGCCAGCAC-3'

Norl-R 5'-CTACCAGGGGAGTTGAGATCC-3'

VER-496 Versicolorin A dehydrogenase 5-ATGTCGGATAATCACCGTTTAGATGGC-3'
VER-1391 5'-CGAAAAGCGCCACCATCCACCCCAATG-3'
OMT-208 Sterigmatocystin O-methyltransferase 5-GGCCCGGTTCCTTGGCTCCTAAGC-3'
OMT-1232 5'-GCCCCAGTGAGACCCTTCCTCG-3'

AFLR-forward

AFLR-reverse

Aflatoksin biyosentezini diizenleyici

gen

5-AATACATGGTCTCCAAGCGG-3'

5-GAAGACAGGGTGCTTTGCTC-3'
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4. BULGULAR
4.1. A.parasiticus Tiiriine Spesifik Primerlerin Spesifite ve Sensitivite Testi Sonugclari

A.parasiticus tiiriine spesifik primerlerin spesifite testinde kullanilan standart suslara ait ct
degerleri Tablo 4.1°de verilmistir. Aragtirmada kullanilan A.parasiticus tiiriine spesfik PAR1
ve PAR2 primerlerinin yalnizca A.parasiticus tiirleri ile spesifik reaksiyon verdigi
A.parasiticus tiiriine ait standart suslarla reaksiyon vermedigi tespit edilmistir. Primerlerin
spesifitesi melting kurve analizi ile dogrulanmistir (Sekil 4.1). Melting kurve analizinde

A.parasiticus tiirlerinin 91.5+0.1°C’de tiire spesifik pik verdigi tespit edilmistir.

Tablo 4.1. A flavus tiiriine spesifik primerlerin standart suslar i¢in
spesifite testi sonuglari.

Tiir Standart No Ct degeri
(100 ng DNA i¢in)
A. parasiticus NRRL 29538 15.45
A. parasiticus NRRL 29571 16.74
A. parasiticus NRRL 29573 17.51
A. parasiticus NRRL 29575 16.02
A. parasiticus NRRL 29581 15.89
A. parasiticus DSM 5771 18.01
A. parasiticus NRRL 29590 15.52
A. parasiticus NRRL 29603 17.42
A. parasiticus NRRL 6433 16.54
A. parasiticus NRRL 29570 17.63
A. flavus NRRL 29473 >30
A. flavus NRRL 29474 >30
A. flavus NRRL 29519 >30
A. flavus NRRL 29487 >30
A. flavus NRRL 29506 >30
A. flavus NRRL 29507 >30
A. flavus NRRL 29512 >30
A. flavus NRRL 29518 >30
A. flavus NRRL 5565 >30
A. flavus NRRL 4823 >30
A. flavus NRRL 4822 >30
A. flavus NRRL 3518 >30
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A. flavus NRRL 3357 >30
A. flavus NRRL 626 >30
A. flavus NRRL 482 >30
A. flavus NRRL 453 >30
A. flavus NRRL 4818 >30
A. flavus NRRL 20521 >30

>30: sinyal alinmadi ve ct degeri tespit edilmedi.

A. parasiticus —»;{\
A

dFidT

T T T T T T
60 65 70 75 &0 85 20

Temperature ("C)

Sekil 4.1. Standart suslarin PAR1 ve PAR2 primeleri kullanilarak elde edilen
melting kurve analiz sonuglart.

A. parasiticus tiiriine spesifik primerlerin (PAR1 ve PAR2) sensitivite testi i¢in 5771 No’lu
DSM susu kullanilmigtir. PDA besiyerinden toplanan A.parasiticus suslarina ait sporlarin
sayimi yapildiktan sonra 10°, 10°,10%,10%107 ve 10 spor/mI’lik diliisyonlar1 hazirlanmistir.
Her bir dilisyondan DNA izole edildikten A. parasiticus tiiriine spesifik primerlerin

sensitivite sonuglar1 Sekil 4.2.’de verilmistir.
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Sekil 4.2. A. parasiticus (DSM 5771)’un farkli spor konsantrasyonlarina karsilik
PAR1 ve PAR2 spesifik primerleri ile belirlenen ct degerleri i¢in ¢izilen standart egri

Standart A. parasiticus ve A.flavus suslarmin PAR1 ve PAR2 primerleri kullanilarak elde
edilen PCR iiriinleri %1.5’lik agaroz jelde yiritiilerek goriintiilenmistir. A. parasiticus tiiriine
spesifik primerlerin yalnizca A. parasiticus suslart ile tiire spesifik PCR iiriinii verdigi

A.flavus ile reaksiyon vermedigi tespit gézlenmistir (Sekil 4.3).

512
20507
29474
20473
20521
23
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20575
29581
29603

NRRI
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29519
"()
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482

.48
NRRL 29570
NRRL 29573
NRRL

NRRL 29518
NRRL 5565
NRRL
NRRL

NRRL

| NRRL 29590

!

NRRL
NRRL
NRRI
NRRL
NRRL
NRR
NRR

»
’
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A. flavus A.parasiticus

Sekil 4.3. A.parasiticus tiirline spesifik primerler (PAR1 ve PAR2) kullanilarak elde edilen PCR iiriinlerine
ait jel elektroforez goriintiisii.
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Sekil 4.4. A.parasiticus tiirlerinin farkli besiyerlerindeki goriiniimii.

4.2. A. parasiticus Standart Suslarinda Aflatoksin Ureten Gen Bélgelerinin Real-Time
PCR ile Tespiti

Bu ¢alismada 10 adet A. parasiticus standart susunda aflatoksin biyosentezinde gorev alan 3
adet yapisal gen nor-1 (norsolorinic acid reductase), ver-1 (Versicolorin A dehydrogenase) ve
omt-A (Sterigmatocystin O-methyltransferase) ve 1 adet diizenleyici AfIR geni olmak iizere
toplam 4 gen bolgesinin varligi real-time PCR yontemi ile analiz edilmistir. Diger taraftan kiif
izolatlar1 tarafindan tretilen aflatoksin kantitatif olarak HPLC yontemi ile belirlenmistir

(Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Standart suslarda aflatoksin iireten gen bolgeleri ve aflatoksin iiretimi

Tiir Standart Toksin genleri Aflatoksin Uretimi (ng/0.1cm?)
Sus No nor-1 ver-1 omt-A | AFLR B, B, Gy G, Toplam

A.parasiticus NRRL 6433 15.43 16.25 17.15 17.462 | 7.59 - - - 7.97
A.parasiticus | NRRL 29538 28.60 29.27 28.18 31.173 | - - - - -
A.parasiticus | NRRL 29603 30.82 28.77 26.65 31.615 | - - - - -
A.parasiticus | NRRL29590 18.39 17.72 17.71 17.086 | 156.25 11.00 | 251.1 | 10.29 | 428.70
A.parasiticus | NRRL 29570 16.633 17.37 19.39 17.65 16.54 0.2 4.67 0.05 21.46
A.parasiticus | NRRL29575 18.82 15.67 17.79 17.39 14.44 0.13 9.87 0.14 24.58
A.parasiticus | NRRL29573 17.37 18.18 18.31 16.31 AE AE AE AE AE
A.parasiticus | NRRL29581 16.92 16.30 17.12 16.90 7.069 0.044 | 0.185 | - 7.30
A.parasiticus | NRRL29571 17.50 18.39 18.68 17.22 138.50 | 2.97 140.4 | 3.051 | 284.97
A.parasiticus | DSM 5771 16.75 16.12 16.52 14.98 34.10 6.15 51.31 | 1.1 87.05

-: Deteksiyon limitinin altinda
AE: Analiz edilmedi.

Standart kiif izolatlarma ait HPLC sonuglar1 incelendiginde, 10 standart sustan 7 tanesinin

aflatoksin trettigi tespit edilmistir. Toksikojenik suslarin iirettikleri aflatoksin B1’in toplam
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tiretilen toksin icerisindeki oran1 %36.44-99.84 arasinda degisirken, aflatoksin B2’nin
oraninin %0.60- 7.06 arasinda degistigi, G1’nin %2.53-58.94 ve yine G2’nin oraninin %0.23-
240 tespit edilmistir. Bunlarin disinda 2 standart susun da aflatoksin iiretmedigi
belirlenmistir. Standart suslara ait aflatoksin biyosentez genlerinin real-time PCR sonuglari
incelendiginde, toksikojenik suslarin 14.98-19.39 arasinda degisen ct degerleri aldigi
gozlenmistir. Toksikojenik olmayan suslarda (NRRL 29603 ve NRRL 29538) ise ct
degerlerinin 26.65-31.62 arasinda degistigi tespit edilmistir.

4.3. A. parasiticus Izolatlarinda Aflatoksin Biyosentez Genlerinin Real-Time PCR ile
Tespiti

Aflatoksin biyosentezinden sorumlu gen bélgelerinin kantitatif analizi i¢in s6z konusu
genlerin (nor-1, ver-1, omt-A ve AFLR), amplifikasyonunu saglayan spesifik primerler
kullanilmigtir. (Tablo 4.4). PDA besiyerinden toplanan A.parasiticus suslarina ait sporlarin
sayimi yapildiktan sonra 10°, 10°,10%10% 10 ve 10 spor/ml’lik diliisyonlar1 hazirlanmistir.
Her bir diliisyondan DNA izole edildikten aflatoksin gen bdlgelerine spesifik primerlerin

sensitivite sonuglar1 Sekil 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.5. A. parasiticus (DSM 5771)un farkli spor konsantrasyonlarina karsilik
nor-1genine spesifik primerleri ile belirlenen ct degerleri i¢in ¢izilen standart egri
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Sekil 4.6. A. parasiticus (DSM 5771)’un farkli spor konsantrasyonlarina karsilik
ver-1 genine spesifik primerleri ile belirlenen ct degerleri i¢in ¢izilen standart egri
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Sekil 4.7. A. parasiticus (DSM 5771)’un farkli spor konsantrasyonlarina karsilik
AFLR genine spesifik primerleri ile belirlenen ct degerleri igin ¢izilen standart egri
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Sekil 4.8. A. parasiticus (DSM 5771)’un farkli spor konsantrasyonlarina karsilik
nor-1genine spesifik primerleri ile belirlenen ct degerleri i¢in gizilen standart egri

Kirmizi biber érneklerine A. parasiticus 10° spor/g seviyesine inokulasyon yapildiktan sonra
3., 6,9, 15., 25. ve 30. glinlerde kirmiz1 biber 6rneklerinden DNA izolasyonu yapilarak
toksin genleri real-time PCR teknigi ile analiz edilmistir. Ayrica ayn1 6rneklerde HPLC
yontemi ile aflatoksin tayini yapilmistir. Elde edilen bulgular Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Tablo

4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3. A.parasiticus ile inokule edilen kirmizi biber drneklerinde aflatoksin iiretiminden sorumlu
gen bolgelerine ait real-time PCR sonuglar1 {iretilen aflatoksin miktari.

Toplam Tespit edilen ct degeri
Giin Kif sayisi Aflatoksin nor-1 ver-1 OME-A AFLR
(Spor sayisi/g) | miktari (ppb)
3 1.1 x 10’ 182.80 18.18 18.13 19.18 19.14
6 2.3x10’ 154.17 18.54 18.63 19.50 19.45
9 6x10’ 169.57 18.05 18.03 19.78 20.38
15 7x10° 113.69 - 20.74 20.89 22.43
25 8.9x10° 141.20 20.74 20.14 20.143 22.13

>30: sinyal alinmadi ve ct degeri tespit edilmedi.
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Sekil 4.9. A. parasiticus (DSM 5771) ile inokule edilen kirmizi biber o6rneklerinde
inokulasyonun 3.,6.,9.,15.,25. ve 30. giinlerinde tespit edilen aflatoksin miktari.
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Sekil 4.10. A. parasiticus (DSM 5771) ile inokule edilen kirmizi biber Orneklerinde
inokulasyonun 3.,6.,9.,15.,25. ve 30. giinlerinde tespit edilen kiif sporu sayist.
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5. SONUC VE TARTISMA

Bu proje ile aflatoksijenik kiif tiirii olan A. parasiticus’un aflatoksin liretme mekanizmalari
aflatoksin sorunu ile en ¢ok anilan gida maddelerinden biri olan kirmizibiber modelinde

molekiiler boyutta belirlenmeye calisilmistir.

Bu amagla A. parasiticus ile inokule edilen kirmizibiber 6rnekleri inokulasyonun 3., 6., 9., 15,
25. ve 30. giinlerinde bir taraftan HPLC sistemi ile tiretilen aflatoksin miktari1 yoniinden analiz
edilirken diger taraftan da real-time PCR sistemi ile aflatoksijenik gen bdolgeleri ile iiretilen

toksin miktar1 arasindaki korelasyonlar tespit edilmistir.

Tamamlanan proje kapsaminda elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

1. Arastirmada A.parasiticus tiiriine spesifik primerler (PAR1 ve PAR2) kullanilarak
real-time PCR teknigi ile A. parasiticus tiriine ait kiiflerin spesifik olarak
belirlenecegi gozlenmistir. Bu primer seti kullanilarak A. parasiticus tiiriine ait kiifler

1 log spor sayisi/g seviyesine kadar tespit edilebilmistir.

2. A.parasiticus tiirtine ait 10 standart sustan 7 tanesinin aflatoksin {irettigi tespit
edilmistir. Toksikojenik suslarin iirettikleri aflatoksin B1’in toplam {iretilen toksin
icerisindeki oran1 %36.44-99.84 arasinda degisirken, aflatoksin B2’nin oraninin
%0.60- 7.06 arasinda degistigi, G1’nin %2.53-58.94 ve yine G2’nin oraninin %0.23-
2.40 tespit edilmistir.

3. Standart sugslara ait aflatoksin biyosentezinden sorumlu gen bdlgelerinin kantitatif
analizi sonuglar incelendiginde; her bir gen bolgesinin 1 log spor sayisi/g seviyesine
kadar tespit edilebildigi ve nor-1, ver-1, omt-A ve AFLR genlerinin 1 log spor sayisi/g
seviyesi i¢in sirastyla; 33.12- 34.88 arasinda degisen ct degerleri verdigi tespit

edilmistir.

4. Kirmizibiber 6rneklerine 10° spor/g seviyesinde A. parasiticus inokule edildikten
sonra inokulasyonun 3. giiniinde 1.1 x 10" olarak tespit edilen kiif sayisinin 25. giine

kadar artarak 8.9 x 10° seviyesine ulastigi 30. giinde ise tekrar 6.7x10° seviyesine
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distiigii gozlenmistir. Diger taraftan en yiiksek aflatoksin miktar1 inokulasyonun 3.
giintinde tespit edilirken (182.80 ppb) en diisiik aflatoksin miktar1 15. giinde (113.69)
tespit edilmistir. 15. glinden sonra aflatoksin miktarmin tekrar artarak 132.01 ppb
seviyesine ulastig1 gézlenmistir. Dolaysiyla A. parasiticus inokule edilen kirmizi biber
orneklerinde bir taraftan aflatoksin olusurken diger taraftan da pargalandigi oldugu

anlasilmaktadir.

. Aflatoksin biyosentezinden sorumlu 4 gen bdlgesinin (nor-1, ver-1, omt-A ve AFLR)
toksinin iireten suslarin belirlenmesi bakimindan paralel sonuglar verdigi tespit ve
aflatoksin tiretimi ile bu gen bolgeleri arasinda bir korelasyonun bulundugu dolaysiyla

aflatoksin iiretiminin belirlenmesinde bu genlerin kullanilabilecegi belirlenmistir.
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