MISIRDA KOCAN CURUKLUGU ETMENI
Fusarium verticillioides'iN OLUSTURDUGU
ZEARALENONE TOKSINi VE PEKTOLITIiK
ENZIMLER UZERINDE ARASTIRMALAR
Orhan BUYUK
Yiiksek Lisans Tezi
Bitki Koruma Anabilim Dalh
Damsman: Prof. Dr. Nuray OZER

2011



T.C.
NAMIK KEMAL UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LISANS TEZI

MISIRDA KOCAN CURUKLUGU ETMENI Fusarium verticillioides'iN
OLUSTURDUGU ZEARALENONE TOKSINi VE PEKTOLITIiK ENZIMLER
UZERINDE ARASTIRMALAR

Orhan BUYUK

BITKi KORUMA ANABILIM DALI

DANISMAN: Prof. Dr. Nuray OZER

TEKIiRDAG-2010

Her hakki saklidir



Prof. Dr. Nuray OZER danismanlhiginda, Orhan BUYUK tarafindan hazirlanan bu calisma asagidaki jiiri
tarafindan. Bitki Koruma Anabilim Dali’nda, Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Juri Bagkan1 : Prof. Dr. Nuray OZER Imza :
Uye : Yrd. Dog. Dr. Arzu COSKUNTUNA. Imza :
Uye : Yrd. Dog. Dr. Tuncay GUMUS Imza :
Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulunun ................... tarthve .......c.o.oeueee say1lt

karartyla onaylanmistir.

Dog. Dr. Fatih KONUKCU
Enstitii Miidiirii



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

MISIRDA KOCAN CURUKLUGU ETMENI Fusarium verticillioides'IN
OLUSTURDUGU ZEARALENONE TOKSINi VE PEKTOLITIK
ENZIMLER UZERINE ARASTIRMALAR

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti

Bitki Koruma Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Nuray OZER

Bu c¢alismanin ilk boliimiinde Bartin, Bolu, Diizce ve Zonguldak illeri misir ekilis
alanlarindan toplanan 70 musir kogan Ornegindeki, misir kocan ¢iiriikliigli etmeni
Fusarium verticilloides’den dolay1 olusan Zearalenone (ZEA) toksin miktarlar
belirlenmigtir. Elde edilen sonuglara gore ZEA toksin miktar1 ortalama 828,47 ppb olarak
saptanmistir. Calismamiz sonucunda elde edilen ZEA miktarlar iilkemiz ve AB'nin ZEA
icin belirledigi maksimum limitlerin ilizerinde bulunmustur. Farkli illerden toplanan misir
orneklerinde tespit edilen ZEA toksin miktarlar1 arasinda herhangi bir farklilik
belirlenmemistir.

Calismanin ikinci bolimiinde ayni illerden alinan ve Fusarium spp ile bulasik olmayan 11
yerel misir ¢esidinin etmene karsi dayanikliligi belirlenmistir. Dayaniklilik ¢alismalarinda
inokulasyondan sonra meydana gelen enfeksiyon siddeti, enfeksiyon siiresince ZEA
toksini, pektolitik enzim (Poligalakturonaz-PG; Pektin Metil Galakturonaz-PMG; Pektat
Liyaz-PL) iiretimi kriterleri dikkate almmustir. Orneklerde inokulasyondan énce ZEA
toksin miktar1 2 ¢esit hari¢ Tiirk ve AB Gida Kodeksi maksimum ZEA limit degerlerinin
altinda tespit edilmistir. 50, 22 ve 97 nolu ¢esitlerde, enfeksiyon siiresince ZEA miktarinin
yiiksek miktarda artmadigi, etmenin PG, PMG ve PL enzim iiretiminin diisiik oldugu
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Dayaniklilik, Fusarium verticilloides, misir kogan ciiriikliigii, pektolitik

enzim, zearalenone toksini

2011, 47 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

THE RESEORCH ON ZEARALENONE TOXIN AND PECTOLYTIC ENZYMES
PRODUCED BY Fusarium verticillioides, THE CAUSAL AGENT OF
MAIZE EAR ROT

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied sciences

Main Science Division of Plant Protection

Supervisor: Prof. Dr. Nuray OZER

The amounts of zearalenone (ZEA) toxin formed due to Fusarium verticilloides which is
causal agent of maize ear rot was determined in maize growing areas in Bartin, Bolu,
Diizce and Zonguldak provinces in the first part of this study. Average ZEA production
was determined as 828.47 ppb. As a result of the study, the mean of ZEA toxin at samples
was found considerable higher than the limit values placed on Turkish Food Codex and
Codex Alimentarius. There were not statistical differences among local cultivars for ZEA
production.

The resistance of 11 local maize cultivars, which were not contaminated with Fusarium
spp., to the pathogen was determined in the second part of this study. The criteria were
infection severity, ZEA toxin and pectolytic enzymes (Polygalacturonase-PG; Pectin
Methyl Galacturonase-PMG and Pectate Lyase-PL) production during infection after
inoculation of pathogen to kernels for resistance studies. ZEA toxin production in all
samples except that two of them before inoculation were below the limits of Turkish Food
Codex and Codex Alimentarius. It was determined that ZEA production did not increase
and that PG, PMG and PL enzyme production were low in the cultivar 50, 22 and 97.

Keywords: Resistance, Fusarium verticilloides, maize ear rot, pectolytic enzymes,
zearalenone toxin,



ONSOZ

Misir (Zea mays L.) dogrudan insan tiiketiminde, hayvan beslenmesinde, sanayinin
degisik alanlarinda hammadde olarak ve tohumluk endiistrisinde kullanilmaktadir. Diinya
ekilis ve iiretim rakamlari ile kiyaslandiginda, Tiirkiye’nin diinya misir tariminda ekilis
alan1 bakimindan %0.38, {iretim miktar1 acisindan ise %0.39’luk bir paya sahip oldugu
gorilmektedir. Ekilis alan1 ve liretim miktarlar1 agisindan misir, tilkemizde bugday ve arpa
bitkilerinden sonra 3. sirada yer almaktadir. Misir ekim alanlarinda hastalik ve
zararhilardan kaynaklanan Onemli {iriin kayiplari s6z konusudur. Bunlarin basinda
Fusarium tiirlerinin olusturdugu kogan ve sap ¢lirtikliigii ile kok ve kok bogazi hastaliklar
gelmektedir. Kocan ¢iiriikliigli hastaliklar1 iirlin miktar1 ve kalitesinde azalmalara neden
olmakta, ayrica hastaligin siddetine bagli olarak olusan toksin miktarlar1 da sicakkanlilara
zarar verecek seviyelere ulasabilmektedir Son yillarda mikotoksinlerle ilgili yapilan
caligmalar biiyiik artis gostermis ve Ozellikle bu ¢alismalarda Fusarium tirlerinin
olusturdugu toksinler 6n plana ¢ikmigtir. Fusarium verticilloides etmeninin olusturdugu
Zeraelonone (ZEA) toksini insanlarda ve sicakkanlilarda 6nemli saglik sorunlarina neden
olmaktadir. Arastirmamizda Bartin, Bolu, Diizce ve Zonguldak illerinden toplanan 70 adet
misir kocan drneklerindeki ZEA toksin analizleri yapilmis, ayrica toplanan bu misir kogan
orneklerinden hastalik izole edilemeyen (yani dayanikli oldugu diisiiniilen) 6rneklerde

ZEA toksini ve pektolitik enzimler arsindaki iliski incelenmistir.

Bu calisma Namik Kemal Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Bitki Koruma Ana
Bilimdali’ nda yapilmis bir Yiiksek lisans calismasi olup, Namik Kemal Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Ana Bilimdali’'ndan Prof. Dr. Nuray OZER

danismanliginda hazirlanmis ve yiiriitilmiistiir.



SIMGELER DiZiNi

ZEA Zearelenone

DON Deoxynivalenol

OA Ochratoxin

FUM Fumonisin

PME Pektinmetilesteraz (Pectin methyl esterase)
PG Poligalakturonaz (Polygalacturonase)
PMG Pektin Metil Galakturonaz (Pectin Methyl Galacturonase)
PL Pektat Liyaz (Pectate Lyase)

HPLC Yiiksek Basin¢li S1vi Kromatografisi

PPA Peptone PCNB Agar

SNA Sentetik Nutrient Agar

IAK Immunoaffinite Kolon

ACN Acetonitril

TAGEM Tarimsal Arastirmalar Genel Miidiirligi
ha hektar

da dekar

ppm miligram/kilogram (mg/kg)

ppb Nanogram/gram-ng/g veya mikrogram/kilogram-pg/kg
ug mikrogram

kg kilogram

g gram

NIV Nivalenol
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1. GIRIS

Misir (Zea mays L.) genellikle cok nemli iklim bdlgelerinde yetistirilebilen, tek yillik
Ozellikle yag1 doymamis yag grubunda olan bir endistri bitkisidir. Bilimsel olarak
siiflandirmada Poales takimi, Poaceae familyasi, Zea cinsi i¢inde yer almaktadir. Misir
bitkisinin anavatani hakkinda g¢esitli goriisler ileri siiriilmektedir. Ancak bir¢ok kaynakta
bitkinin ana vataninin Amerika kitasi oldugu belirtilmektedir (Kiin 1997). Yurdumuza 16.
yy ortalarinda giren musir bitkisi, insan besini ve hayvan yemi olarak fazlasiyla
benimsenmis, tariminin oldukca kolay olmasi nedeniyle de genis yayilma alani bulmustur
(Alkan 1973). Bu bitki dogrudan insan tiiketiminde, hayvan beslenmesinde, sanayinin
degisik alanlarinda hammadde olarak ve tohumluk endiistrisinde kullanilmaktadir (Sencar
ve ark. 1994). Bir misir tanesinde yaklasik %70 nisasta, %10 protein, %5 yag, %2 seker,
%?2 kepek ve ayrica kiil bulunmaktadir. Ulkemizde yetistirilen misir gesit gruplar; atdisi
misir, sert misir, unlu misir, seker misir, patlak (cin) misir, mumlu misir ve kavuzlu
musirdir (Kirtok 1998). Yurdumuzda tiretilen musir gesitlerinin %80’ini ise sert misir ¢esidi
grubu olusturmaktadir (Sahin 2001).

Misir yetistiriciliginde diinyada Onde gelen iilkeler arasinda Amerika Birlesik
Devletleri, Cin, Brezilya, Meksika, Endonezya, Hindistan, Fransa Arjantin, Giiney Afrika
Cumhuriyeti, Ukrayna, Romanya ve Italya gelmektedir. Ekilis alan1 ve iiretim bakimindan
A.B.D ilk sirada yer alirken, Tiirkiye sirasiyla 21. sirada yer almaktadir. 2009 yilinda
diinyada toplam musir ekim alan1 159.531007 ha, tretim 817.110.509 ton (Anonymous
2010a) Tirkiye’de ise ekim alan1 592.000 ha ve iiretim 4.250.000 ton olarak bildirilmistir
(Anonymous 2010b). Diinya ekilis ve iiretim rakamlari ile kiyaslandiginda, Tiirkiye nin
diinya musir tariminda ekilis alan1 bakimindan %0.38, iiretim miktari agisindan ise
9%0.39’luk bir paya sahip oldugu goriilmektedir. Ekilis alan1 ve iiretim miktarlar1 agisindan
mustr, llkemizde bugday ve arpa bitkilerinden sonra 3. sirada yer almaktadir. Hemen
hemen tiim bolgelerimizde yetistirilmesine ragmen, ekonomik anlamda 6nemli olarak
basta Akdeniz olmak {izere Karadeniz ve Marmara bolgelerinde yetistirilmektedir.
Karadeniz Bolgesi’nin iilkemiz misir ekim alanlar1 icindeki payr %33,3’tliir. Bati
Karadeniz Bolgesi illerinden Bartin, Bolu, Diizce ve Zonguldak illeri ise 553,753 da ekilis
alan1 ve 635,160 ton iiretimi ile Karadeniz Bolgesinde en fazla musir yetistiriciliginin

yapildig illerdir (Anonymous 2008).



Misir ekim alanlarinda hastalik ve zararlilardan kaynaklanan 6nemli {iriin kayiplari
s6z konusudur. Bunlarin baginda Fusarium tiirlerinin olusturdugu kogan ve sap ¢iirikligii

ile kok ve kok bogazi hastaliklar1 gelmektedir.

Misirda Kogan ¢iiriikliigii hastalik etmenlerinden birisi de Fusarium verticilloides
(Sacc) Nirenberg (Syn: F. moniliforme)'dir. Hastalik sonucunda koganda bireysel ya da
gruplar halinde etmenin beyazimsi-pembe renkte misellerini gérmek miimkiindiir (Sekil
1.1.). Ulkemizde yapilan ¢alismalarda musirda etmenin en yaygin tiir oldugu
bildirilmektedir (Soran ve Asan 1987, Leslie ve ark. 1990, Nelson 1992, Logrieco ve ark.
1993, 1995, Gonzalez ve ark. 1995, Aktas ve ark. 1998, Glenn ve ark. 2002, Adejumo ve
ark. 2007a). Patojen fungus belirti vermeksizin bitkinin igerisinde endofitik olarak
bulunabilmektedir (Glenn ve ark. 2002). Ayrica etmenin tohumla tagindigt ileri
stirilmektedir (Wilke ve ark. 2007, Somda ve ark. 2008).

Kocan ciiriikliigli hastaliklar iiriin miktar1 ve kalitesinde azalmalara neden olmakta,
ayrica hastaligin siddetine bagli olarak olusan toksin miktarlar1 da sicakkanlilara zarar
verecek seviyelere ulasabilmektedir (Munkvold 2001). Son yillarda mikotoksinlerle ilgili
yapilan ¢aligmalar biiyiik artis gostermis ve 6zellikle bu ¢alismalarda Fusarium tiirlerinin

olusturdugu toksinler 6n plana ¢ikmistir.

1\

Sekil 1. 1 Misirda F. verticilloides'in olusturdugu kogan
clirlikligii hastaligi




F. verticillioides insan ve diger sicakkanlilarda kanserojen etkisi bilinen
‘“Zearalenone’> (ZEA) adi verilen bir toksinin misir koganlarinda olusmasima neden
olmaktadir. ZEA soguk iklim kosullarina maruz kalan nemli hububatta hizla tiremektedir.
Ostrojen benzeri anabolik bir etkiye sahip olup, etkileri veteriner hekimliginde daha iyi
bilinmektedir. En duyarli hayvan domuzdur. Siit sigirlari, tavuk ve hindilerde infertilite,
mumifikasyon ile fetal absorpsiyon ve abort meydana getirmektedir. Bir 6strojen agonisti
gibi davranarak 17-p ostradiol ile Ostrojen reseptorlerine baglanmak {izere yarismakta,
zaylf mitojen maddeler gibi davranarak meme timorii olusumuna yol agmaktadir.
Kadinlarda meme ve uterus kanserine neden olmaktadir. Atlara 10 ppm ZEA verildiginde
meme kanseri olusumu gozlemlenmistir. ZEA, bulasik yemle beslenen hayvanlarin siitli ve
yumurtast ile ¢ikartilmaktadir Kanatlilarda ibik, ovaryum ve testis agirliginda artisa ve
ovidukt kisti olusumuna yiiksek dozda fertilite ve permatogenezisde azalmaya yol
acmaktadir. Yemle birlikte 0.05 ppm miktarlarinda alan domuzlarda bu belirtiler daha
baskin olarak ag¢iga c¢ikmaktadir. Yiiksek dozlarda hayvanlarda kalict Ost-usa ve
infertiliteye neden olmaktadir (Fink-Gremmels 1999). Ortaya ¢ikma sikliklari iilke ve
bolgelere gore farklilik gostermekle birlikte (Orug 2005) Fusarium cinsine giren
funguslarin trettikleri diger mikotoksinler arasinda deoxynivalenol DON, T-2 ve HT-2
toksinleri ve fumonisin (FUM) yer almaktadir. F. verticillioides ile yapilan ¢alismalarda

ise daha ziyade FUM iiretimi ile iizerinde durulmugtur.

Baz1 mikotoksinler endotoksin olarak misel i¢inde birikirken, bircogunun miselden
substrata dogru salgilandig1 ve difiize oldugu goriilmektedir. Bu nedenle kiiflii gida ve
yemlerden miseller wuzaklastirilsa bile {irlinlin  mikotoksin  tehlikesi ortadan

kalkmamaktadir (Anonymous 2006).

Mikotoksin alimimin neden oldugu baslica saglik sorunlar1 olarak; kanserojenik,
teratojenik (embriyonal zararlanmalar), tremorgenik (titreme ve refleks kayiplar
sorunlar1), hemoraljik (doku ve organlarda kanama sorunlari), dermatitik (deride
lezyonlar), hepatoksik (karaciger zararlanmalar1), nefrotoksik (bdbrek sisteminde
zararlanmalar), norotoksik (sinir sistemi zararlanmalari) vb. olumsuzluklar 6rnek olarak
sayilabilmektedir. Ayrica Oliime sebep olabilen akut riskler de tasimaktadirlar.
Mikotoksinleri iireten funguslar yetisme siirecinde, hasat sirasinda, iirliniin islemesi,
islemeyi izleyen evrede ya da depolama evresinde, iiriinlere bulasabilmektedir. Hayvanlar

da toksin riskinin bulagmasi bakimindan dogrudan tehlike tasiyan faktorler olabildigi gibi,



yasamdaki biliylime siirecinde veya tliketim esnasinda dogal biyo-dongii ile baglantili

olarak, toksik maddelerin tiiketiciye gecisinde etken faktor olabilmektedirler (Topal 2003).

Mikotoksinlerin 6nemi gelismis iilkelerde son yirmi yilda iyi anlasilabildigi halde
bu konu iilkemizde yeni yeni dikkate alinmaktadir. Mikotoksin ¢alismalart Avrupa
Birligi’nin de &ncelikli konulari icinde yer almaktadir. Ulkemizdeki durumun bilinmesi bu

acgidan da oldukc¢a 6nemlidir.

Daha onceki yillarda Tarim ve Kdyisleri Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar Genel
Midiirliigii (TAGEM) destegi ile Ankara Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisii'nde
tarafimdan yiiriitiilen bir projede, Bat1 Karadeniz Bolgesi'nde yetistirilen misir gesitlerine
ait tohumlarin F. verticillioides ile bulasiklilik oraninin % 2 ila %86 arasinda degistigi
tespit edilmis, etmenin tirettigi mikotoksinlerden deoxynivalenol (DON) ve fumonisin’inin
(FUM) varligr belirlenmistir. S6z konusu ¢esitlerde etmen tarafindan iiretilen, yine insan
ve sicakkanlilarda kanserojen etkisi bilinen ZEA toksini agisindan da incelenmesi
gerekmektedir. Yapilan projede ayrica bazi misir ¢esitlerinin F. verticillioides ve diger
Fusarium tiirleri ile bulasik olmadigi dikkati ¢ekmis, bu gesitlerin hastaliga karsi

dayaniklilik durumlarinin belirlenmesi gerektigi diistiniilmistiir.

Bitki hastaliklarina kargt dayaniklilik calismalar1  genellikle, etmenlerin
olusturduklar1 enfeksiyon oranlar1 ya da hastalik siddetleri dikkate alinarak
gerceklestirilmekte bu durum bazi yanilmalara neden olmaktadir. Dayaniklilik testlerinin
konukgu-patojen iliskileri ¢ercevesinde gerceklestirilmesi daha net sonuclarin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir. Bu baglamda diisiiniildiigiinde, F. verticillioides'in sekonder
metabolitleri olan mikotoksinleri iiretmeden once, konukc¢u bitkiyi penetrasyonu sirasinda
bitki hiicre duvarinin orta lamelinin ana maddesi olan pektini parcalayarak hiicre 6liimiine
neden olan pektolitik enzim iiretimi dikkat ¢ekici bir noktadir. Bu iiretim misir ¢esitlerine

gore farklilik gostermektedir.

Bu ¢alismanin amaci, Bati1 Karadeniz Bolgesi'nde yetistirilen ve F. verticillioides ile
bulagiklilik oranlart bilinen yerel misir ¢esitlerinde ZEA varligini belirlemek herhangi bir
Fusarium tiirii igermeyen tohum O&rneklerinin F. verticillioides'e kars1 dayaniklilik

durumunu pektolitik enzim ve toksin liretimi dikkate alinarak tespit etmektir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. F. verticillioides'in olusturdugu mikotoksinler ile ilgili calismalar

Misir koganinda farkli funguslar bulunabilmekte ve bunlardan bazilar1 mikotoksin
iiretebilmektedir. Fitopatolojik yonden yapilan arastirmalarda toksinin varlig: ile birlikte
etmenin bulunma oram1 da biiylk 6nem tasimaktadir. Bu nedenle, misir tanelerinde
mikotoksin tayinine yonelik ¢ok sayida rutin ¢alismadan ziyade, Fusarium tiiriiniin

varliginin belirlendigi arastirmalar burada dikkate alinmistir.

Munkvold (1994)’un yaptig1 siirveylerde; kogan ¢iiriikliigliniin gézle goriilebildigi
koganlarin yani sira %46 oraninda hi¢ belirti vermeksizin mikotoksin tiretebilen Fusarium

tiirlerine F. graminearum ve F. verticilloides’ inde dahil oldugu saptanmustir

A.B.D.’de 1992 ve 1993 yillart arasinda yapilan bir calismada Wisconsin
eyaletinden 25 kasabaya ait 98 tarladan misir kogan G6rnegi toplanarak, bu orneklerin
mikrobiyal icerikleri ve toksin konsantrasyonlari acisindan analizleri yapilmistir.
Incelenen orneklerin 85’inde, %67.1 oraminda F. graminearum, %57.6 oraninda F.
subglutinans, %56.5 oraninda F. sporotrichioides, %44.7 oraninda F. poae, %22.4
oraninda F. moniliforme ve %11.8 oraninda F. proliferatum tespit edilmistir. Ayrica
orneklerin biiyiik bir kisminda saprofitik olarak bulunan Cladosporium ve Epicoccum
spp.’de saptanmistir. Calisma sonucunda %40’in iizerindeki ornekte toplam DON ve
%17 nin lizerindeki ornekte tip-A tirikotesenlerin 1-100 ppb arasinda degisen miktarlarda
bulundugu belirlenmis, tim orneklerdeki ortalama tip-A trichothecenlerin miktarinin
305.6 ppb, ortalama toplam DON miktarmin 237.7 ppb, ortalama ZEA miktarmnin ise
904.3 ppb oldugu tespit edilmistir (Park ve ark. 1996).

Saubois ve ark. (1998) Arjantin’in merkezi ve Santa Fe eyaletinin kuzeyinden temin
edilen toplam 37 musir 6rneginde aflatoksinlerin (AFB1, AFB,, AFG; ve AFG,), B tipi
trichothecenlerin (DON, Nivalenol-NIV, 3-ADON, 15-ADON, 4-ANIV) ve ZEA’un dogal
olusumlarini aragtirmiglardir. Calismada orneklerin F. graminearum, A. flavus ve diger

Fusarium spp. ile bulasik olduklar1 belirlenmistir. A. flavus o6rneklerin %56.8’inde



(6rneklerdeki tanelerde bulunma oran1 %2.5-30), F. graminearum ise oOrneklerin
%35.1’inde (6rneklerdeki tanelerde bulunma oram % 2.5-12.5) saptanmistir. Orneklerin,
%10.8’inin AFB; ve/veya AFB; ile bulasik oldugu belirtilirken, bu 6rneklerde DON ve

diger arastirilan B tipi trichothecenlerle ZEA’un bulunmadig bildirilmistir.

Arjantin’in Entre Rios eyaletinin 3 ayr1 boliimiinden fungus bulagmalari ile
Fusarium mikotoksinleri, aflatoxin ve ochratoksin (OA)’nin dogal olusumunu belirlemek
amaciyla 1999 yilinda bir siirvey ¢alismasi yapilmis ve 52 adet misir 6rnegi toplanmaistir.
Siirvey c¢alismasimin yiriitildigi 3 bolgede de F. verticilloides en yaygm fungus tiirii
olarak belirlenmesine ragmen ZEA, DON ve OA orneklerin higbirinde tespit edilmemistir
(Pacin ve ark. 2001).

Demir (2002), Samsun ili merkez koyleri ve ilgelerinden tarladan (hasat dncesi),
harmandan kogan olarak ve musir borsasindaki tliccarlardan aliman 100 misir 6rneginin
%094 tiniin F. verticillioides ile bulasik oldugunu bildirmektedir. Aragtirmaci 52 ornekte
Fumonosin B1 miktarinin 50-25720 ppb 25 6rnekte fumonosin B2 miktarinin 50-5700 ppb
arasinda degisen seviyelerde bulundugunu, ayrica bulasik olmadig1 belirlenen 6rneklerin

birinde yliksek seviyede FB1 ve FB2 bulundugunu belirlemistir.

Glenn ve ark. (2002), F. verticilloides’in ana konukgusunun misir oldugunu,
bitkide onemli ekonomik kayiplara yol agtigini, ayrica sicakkanli canlilara olumsuz

etkilerini oldugunu kaydetmektedirler.

Logrieco ve ark. (2002) yaptiklari ¢alismada, Avrupa’da Fusarium toksinleri
icerisinde en yayginlarmin titikotosen, zerelon, fumonisin ve moniliformin oldugunu ve
kirmiz1 kogan ciirtikliigii belirtisi gésteren misir koganlarinda en yaygin toksin tiirlerinin

deoxynivalenol ve zearelonone oldugunu belirtmislerdir.

Domijan ve ark. (2005) tarafindan Hirvatistan’da 2002 yili sonbaharinda yapilan
caliyjmada toplanan 15 musir &rnegi, (FBy, (FB2, (ZEA) ve (OA) seviyelerinin
belirlenmesi amaciyla incelenmistir. Yapilan incelemeler sonucunda Penicillium spp. ve
F. graminearum o&rneklerin tamaminda, F. proliferatum 15 Ornegin 14’tinde, F.
verticilloides 8’inde, Trichoderma spp. 7’sinde, Aspergillus spp. ve Alternaria spp. ise

5’inde tespit edilmistir. Penicillium spp. orneklerde ortalama %57.8, F. proliferatum



ortalama %18.1, Aspergillus spp. ortalama %10.2, F. verticilloides ortalama %4.3 ve F.
graminearum ise ortalama %4.1 oraninda belirlenmistir. FB;1’in 6rneklerin tiimiinde en
diisiik 196.8 ppb, en yiiksek 1377.6 ppb, FB,’nin ise sadece 2 drnekte 68.4 ve 3084.0 ppb
diizeylerinde saptandigi bildirilmistir. Yine ZEA’un 15 6rnegin 12’sinde ortalama 1.40
ppb, ochratoksin (OA)’in ise 15 Ornegin 7’sinde ortalama 1.70 ppb diizeyleri ile bu

calismada belirlenen diger toksinler olduklari ifade edilmistir.

Blandino ve ark. (2009) Fusarium kogan clriikliigiine kars1 hassas olan iki farkli
musir ¢esidi kullanarak, ii¢ farkli yil (2000, 2001 ve 2002) ve ayda (Mart, Nisan ve Mayis)
ekim yaparak, tarlada hastalik siddetini ve mikotoksin iiretimini aragtirmiglardir.
Caligmalar1 sonucunda ekim zamanlarina gore degismekle birlikte yiiksek oranda (%13,5-
96) F. verticillioides, diisiikk oranda (% 0-7,5) F. graminearum enfeksiyonu oldugunu,
FUM’ in tim yillarda yiliksek oranda var oldugunu ZEA ve DON'un ise sadece yagisin
daha fazla oldugu 2002 yilinda test edilen tanelerde bulundugunu, gec¢ ekimlerde

mikotoksin miktarinda artis meydana geldigini belirlemislerdir.

Tabuc ve ark. (2009), Romanya da 54 adet misir 6rneginden yapilan izolasyonlarda
orneklerin F. graminearum (%29,3), F. culmorum (%18,5) ve F. verticillioides (%18,3) ile
bulasik oldugunu o6rneklerin %36 sinin DON (>1,750 ppb), %18 inin ise ZEA (100 ppb)

igerdigini tespit etmislerdir.

Miedaner ve ark. (2010), 3 farkli yilda gigeklenme doneminden sonra Fusarium
verticillioides ile inokule edilmis misir &rneklerinde hasat doneminde meydana gelen
Fumonisin miktarii belirlemislerdir. Arastirmacilar s6z konusu toksin miktarinin 2006,

2007 ve 2008 yillarinda sirasiyla ortalama 56.6, 8.6, 74.4 ppm oldugunu bildirmektedirler.

Mukanga ve ark. (2010), Zambia'da musir iiretimi yapilan alanlardan alinan kogan
clriikliikligii belirtisi gosteren ve gostermeyen Orneklerde en yiiksek oranda F.
verticillioides izole edildigini, yine Orneklerin ¢ogunun fumonisin igerdigini

belirtmektedirler.



2.2. F. verticillioides'in iirettigi pektolitik enzimlerle ilgili calismalar

Dis tilkelerde yapilan ¢alismalarda, F. verticillioides'nin’ in vitro kosullarda (sivi
kiiltirde) ve degisik konukgu bitkileri enfeksiyonu siiresince pektolitik enzimleri
(Poligalakturonaz-PG; Pektin metil galakturonaz-PMG; Pektat Liyaz-PL) ve izoenzim

formlarin1 tiretimi ile ilgili ¢esitli calismalar yapilmistir.

Hameed ve ark. (1991), misirdan elde ettikleri F. verticillioides izolatiin (F3)
pektinmetilesteraz (PME) ve PG enzimlerini 35°C 'de iiretme yetenegine sahip oldugunu
bildirmektedir.

Mehta ve ark. (1992) pektin substrat olarak kullanildiginda F. verticillioides
izolatinin PMG iiretebildigini, misel agirligi ile enzim iiretimi arasinda bir iligki

olmadigini bildirmektedirler.

Yubedee ve Arinze (1994), ¢iirimiis misir tohumlarindan izole ettikleri 2 F.
verticillioides izolati tarafindan iiretilen PG enziminin PG1 ve PG2 izoenzim formlarinin,
musir, havug, cocoyam (Colocasia esculenta) ve tatli patates tarafindan yiiksek miktarda
adsorbe oldugunu, PG1 formunun enfekteli dokuyu bir saat i¢inde ayristirdigini ve PG2

formuna gore daha toksik oldugunu tespit etmislerdir.

Shihata ve ark. (1995), farkli boriilce ¢esitlerinin F. verticillioides, F. oxysporum ve
F. solani 'ye karsi reaksiyonlarina yonelik yaptiklart ¢alismalarda, F. moniliforme 'nin

enfekteli fidelerde diisiik oranda pektinaz enzim aktivitesi sergiledigini tespit etmislerdir.

Rao ve ark. (1996) F. verticillioides tarafindan tiretilen PL enzimine ait bir izoenzim

formunun izoelektrik nokta (pI) degerinin 9.1 oldugunu bildirmektedir.

Posada ve ark. (2001), ¢am agaclarindan izole edilen F. verticilloides'in yiiksek PG
enzim aktivitesine sahip oldugunu ve asidik ve bazik karakterde kompleks izoenzim
formlarini sergiledigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar patojenin PG enziminin endo ve

exo formunu olusturma yeteneginde oldugunu bildirmektedirler.



Daroda ve ark. (2001), F. verticillioides'nin musir bitkisini erken gelisme
donemlerinde enfeksiyonu siiresince endopoligalakturonaz enzim aktivitesinin 6nemli rol

oynadigini tespit etmislerdir.

Ibiam ve Arinze (2005), celtik tohumlarindan elde edilen F. verticillioides tarafindan
in vitro kosullarda poligalakturonaz iiretimi igin optimum sicakligin 25 ve 30°C, in vivo
kosullarda ise 20°C oldugunu, yine in vitro ve in vivo kosullarda poligalakturonaz iiretimi

i¢cin optimum pH'nin sirasiyla 5-6 ve 6 oldugunu belirlemislerdir.

Ahmad ve ark. (2006), misirda sap ¢iiriikliigiine neden olan fungal patojenlerden F.
verticillioides (Gibberella moniliformis) 'nin in vitro kosullarda pektinaz enzimini

irettigini, ancak pektinaz aktivitesinin 48 saat sonra azaldigini ileri stirmektedirler.

Niture ve Pant (2004), tropikal bitkilerden izole edilen F. verticillioides izolatinin
tirettigi PG izoenzimlerinden PG I 'in sadece siv1 kiiltiirde olustugunu, bugday kepegi ve
portakal posasi igeren ortamda ise PG | ile birlikte PG II izoenzim formlarini sergiledigini,
PGl ve PG Il 'nin alkali karakterde olup sirasiyla 8.1 ve 8.6 isoelektrik noktasina (pI) sahip
oldugunu bildirmektedirler.

Niture ve Pant (2007), tropikal bitkilerden izole edilen F. verticillioides izolatinin pH
3-9 arasinda iyi gelistigini, sivi kiiltiirde pektinaz (PG ve PL), karboksimetilsellulaz,
ksilanaz ve amilaz gibi hiicre duvarini pargalayan enzimleri iiretebildigini, bu enzimlerin
tiretiminin bugday kepegi ve portakal hamuru igeren yar1 kati ortamlarda daha fazla
oldugunu bildirmektedirler Arastirmacilar patojenin domates ve karnabahar bitkilerini
enfekte ettiginde, bitkilerin kortikal dokularinda lokalize oldugunu, pektinaz,

karboksimetilsellulaz ve ksilanaz enzimlerini salgiladigini tespit etmislerdir.

Niture ve ark. (2008), F. verticillioides ile yaptiklar1 ¢alismada, hiicre dis1 PG ve
PL iiretiminin sirasiyla pHS5 ve pH8 de gergeklestigi, ortam ve hiicre 6zsuyu pH 'sinin

domates ve karnabahar fidelerini enfeksiyonu siiresince dnemli oldugu bildirmektedirler.



2.3. Misirda F. verticillioides'e dayanikhilik ve dayamikhihgin mikotoksin ve pektolitik

enzim iiretimi ile iliskisine yonelik calismalar

Maisir gesit ve hatlariin Fusarium kogan ¢iiriikliigiine neden olan F. verticillioides'e
kars1 dayaniklilik ¢alismalar1 hastalik siddeti dlgiilerek gerceklestirilmistir. Dayanikliligin
konukc¢u-patojen iligkisi sirasinda meydana gelen biyokimyasal olaylar ise asagida
kronolojik sirada verilen ¢alismalarda goriildiigii gibi etmenin sekonder metabolitleri olan
mikotoksinlerden fumonisin dikkate alinarak incelenmis, hastalik siddeti ile etmenin
konukcuyu enfeksiyonu siiresince iirettigi pektolitik enzimler ve zearalenone ile iliskisine

yonelik yapilmis bir ¢alisma ile karsilasilmamistir.

Presello ve ark. (2007) 16 hibrit misir ¢esidine tarlada F. verticillioides ile misir
puskiilii inokulasyonu sonucunda olusan enfeksiyon siddeti ve fumonisin miktarin
Olgmiislerdir. Arastirma sonucunda fumonisin konsantrasyonunda etkili genotipik etkilerin
hastaliga kars1 dayaniklilikta etkili olan genotipik etkilere bagl oldugunu, gozle goriinen
hastalik siddetinin yiiksek diizeyde fumonisin biriktiren gesitleri elimine etmek i¢in 6n

secim kriteri olabilecegini bildirmektedirler.

Ayni arastirmacilar daha sonraki yilda yaptiklar1 bir arastirmada (Presello ve ark.
2008), F. verticillioides'e karsi ikisi dayanikli, biri hassas olmak tizere 3 musir hibrit
cesitinde, etmeni tarlada misir piiskiilleri arasina inokule etmisler, inokule edilmis ve
dogal kosullarda gelisen koganlarda enfeksiyon siddeti ve fumonisin tretimini
incelemislerdir. Arastirmacilar, hassas ¢eside ait kocanlarin her iki yilda da %350'den
fazlasinin etmenle enfekte oldugunu, dayanikli gesitlerin ise yine her iki yilda %50'den
daha az oranda etmenle enfekte oldugunu ve verim kaybinin azaldigini, ancak fumonisin
konsantrasyonunun diisiik oranda enfeksiyon siddeti gosteren koganlarda dahi yiiksek

oldugunu belirlemislerdir.

Schjeth ve ark. (2008), 20 adet Zambian musir hibrit gesitlerini Fusarium spp. ile
bulasiklilik oran1 ve F. verticillioides'e dayaniklilik agisindan incelemisler, izole edilen
Fusarium tiirlerinin % 95'inin F. verticillioides oldugunu, etmenin herhangi bir simptom
olusturmayan koganlardan daha yiiksek oranda izole edildigi bildirmislerdir.
Aragtirmacilar dogal kosullar altinda Fusarium kogan ciiriikliigli agisindan ¢esitler arasinda

farklilik olmadigini, tarlada ekimden 62-88 giin sonra yapilan suni inokulasyonlar
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sonucunda, enfeksiyon siddeti dikkate alindiginda iki hibrit ¢esidin (MM701-1 ve MM
752) etmene kars1 dayanikli oldugunu tespit etmislerdir.

Sampietro ve ark. (2009), 14 adet misir genotipine ait tanelerin F. verticillioides
tarafindan iretilen fumonisin birikimine karst dayanikliligini, laboratuarda tanelerin
yaralandig1 ve yaralanmadig1 kosullarda perikarp ve iizerindeki mum tabakasinin roliinii
dikkate alarak arastirmiglar, tane iizerindeki mum tabakasi kaldirildiginda fumonisin
konsantrasyonunun arttigini, perikarp ve iizerindeki mum tabakasi igeriginin fumonisin

birikimine kars1 dayaniklilik faktorii oldugunu belirlemislerdir.

Alessandra ve ark. (2010), farkli musir hatlarinda F. verticillioides tarafindan
fumonisin iiretimi ile enfeksiyon siddeti arasindaki iliskiyi incelediklerinde dayanikli
hatlarin tanelerinde enfeksiyon siddetinin azaldigi ve smirli miktarda fumonisin

tiretildigini, bu mekanizmada dayaniklilik genlerinin rol oynadigini ortaya koymuslardir.

Loffler ve ark. (2010a), 2007-2008 yillarinda, Almanya, italya, Fransa ve
Macaristan'in farkli bolgelerinde, ii¢ farkli olgunlasma donemini (erken, orta ve gec)
dikkate alarak 150 hibrit hatt1 (dis misir ve sert misir) F. verticillioides'e karst dayaniklilik
acisindan test etmisler, testlerde suni (piiskiillerden inokulasyon) ve dogal inokulasyon
yontemlerini kullanmiglardir. Arastirmacilar sert misir hatlarinin etmene kars1 daha hassas
oldugunu, dayaniklilik i¢in seleksiyon caligmalarinin at disi musir hatlar1 ile yapilmasi
gerektigini ve suni inokulasyonun daha gergekci sonuglar verdigini bildirmektedirler. S6z
konusu ¢alismada kurak kosullarda F. verticillioides tarafindan olusturulan kogan
cliriikligli hastalik siddetinin arttig1, abiyotik stres faktorlerine karsi tolerans gosteren
cesitlerin kocan clriikliigline kars1 dayanikliliginin artacag: ileri siirlilmektedir. Ayni
aragtirmacilar yaptiklari diger bir ¢alismada (Loffler ve ark. 2010b) fumonisin olusumu ile
hastalik siddeti arasindaki iliski dikkate alinarak etmene karsi dayanikli genotiplerin
seciminde mikotoksin miktarmin dikkate alinmasi gerektigini, diisiikk hastalik siddeti
gosteren ancak yiiksek mikotoksin iceren c¢esitlerin elimine edilmesi gerektigini

bildirmektedirler.

Nagy ve ark. (2010), 3 farkli hibrid musir ¢esidi lizerinde tiir dikkate alinmaksizin
Fusarium kogan ciiriikliigii hastaliginin etkisini suni inokulasyonlar yaparak belirlemeye

calismiglar ve enfeksiyon sonucunda cesitlerin nisasta ve yag igeriginde azalma, bunun
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tersine protein ve mikotoksin (DON, FUM ve ZEA) igeriklerinde 6nemli artisin oldugunu
tespit etmiglerdir. Hastalikli tane ve mikotoksin igerigi arasinda pozitif bir korelasyon
varken, iriin verimi ile mikotoksin igerigi arasinda negatif korelasyon oldugunu

bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calismanin bitki materyalini Tarim ve Koyisleri Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar
Genel Midirligii (TAGEM) destegi ile tarafimdan Ankara Zirai Miicadele Merkez
Arastirma Enstitiisiinde yiiriitiilen “Bat1 Karadeniz Bolgesi Misir Ekilis Alanlarinda Kogan
Ciiriikliigiine Neden Olan Fusarium Tiirlerinin Yayilis1 Ve Onemli Mikotoksinlerinin
Saptanmas1” isimli proje kapsaminda 2005 ve 2006 yillarinda toplanan, peptone PCNB
agar tizerinde yapilan izolasyonlar sonucunda F. verticillioides ile farkli oranlarda bulagik
oldugu bilinen 70 yerel misir ¢esidi (Cizelge 3.1) ve herhangi bir Fusarium tiirii ile
bulasik olmayan 11 adet misir ¢esidi olusturmustur. Calismada ayrica bu koganlardan elde
edilen ve patojen oldugu bilinen F. verticillioides izolati (Sekil 3.1), patates dekstroz agar
(PDA) besi ortami, antibiyotikler, labarotuar malzemeleri, Yiiksek Basingli Sivi
Kromatografisi (HPLC) cihazi, ¢alkalayici, santrifiij, evaporator,spektrofometre, yatay IEF
elektroforez vb. cihazlar, toksin standartlari, toksin analiz ¢aligmalarinda kullanilacak

kimyasallar, ile laboratuarda kullanilan diger ara¢ ve geregler olusturmustur.

Sekil 3.1. F. verticillioides'in tohum {izerindeki gelisimi (A) ve mikroskobik
goriiniimii (B)
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Cizelge 3.1. Bat1 Karadeniz Bolgesi'ndeki illerden alinan misir 6rneklerinde F. verticillioides

ile bulasik tohum orani

Bulasik
. Bulasik . tohum
Ornegin alindig: tohum oram Ornegin alindig1 orant
(%) (%)
il Tlge-koy Il Tlge-koy
Goyniik-Cavustepe 6 Merkez 6
Goyniik-Cavustepe 18 Merkez 18
Merkez 10 Merkez-Mescile 10
Kayadibi 12 Merkez-Mescile 12
Glirpimar 10 Merkez-Mescile 10
= | Kayadibi 10 = | Merkez-Mescile 10
£ | Merkez 18 @ | Orencik 18
/& | Merkez 78 Merkez 78
Merkez 26 Mudurnu-Sariyar 26
Merkez 36 Mudurnu-Sariyar 36
Merkez-Okgular 12 Mudurnu-Sariyar 12
Merkez-Okgular 36 Mudurnu-Sariyar 36
Dari16ren 42 Caycuma-Comrali 10
Merkez-Yazipinar 6 Caycuma-Karakog 12
Merkez-Alacamescit 10 Karapinar 11
Hocaoglu 13 Caycuma-Comrali 18
Merkez-Kusagmasi 16 Caycuma-Comrali 14
Merkez-Kusagmasi 10 Caycuma-Comrali 86
Golyaka 40 Caycuma-Kayikgilar 60
Merkez-Yenikarakoy 14 Caycuma-Kayikeilar 4
Merkez-Kopriibast 2 Eregli-Cigdemli 26
Merkez-Konuralp 6 Caycuma-Comrali 56
Merkez-Kopriibast 16 < | Caycuma-Kayikeilar 6
g Merkez-Igmeler 50 % Eregli-Yazicilar 12
S | Merkez-Pagakonagi 8 20 | Caycuma-Karakog 54
R | Gélyaka-Boyamaci 38 x| Caycuma-Comrali 10
Golyaka-Haciyakup 14 Caycuma-Comrali 16
Golyaka-Haciyakup 40 Eregli-Kizilcapinar 12
Merkez-Konuralp 20 Caycuma-Kayikgilar 18
Merkez-Kopriibasi 18 Caycuma-Kayikeilar 4
Golyaka-Haciyakup 46 Eregli-Yazicilar 24
Golyaka-Aydimpinari 18 Eregli-Yazicilar 68
Golyaka-Boyamaci 4 Caycuma-Kayikeilar 24
Golyaka-Aydinpinari 6 Caycuma-Karakog 6
Golyaka-Aydinpinari 24
Merkez-Yenikarakoy 8
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3.2. Metot

3.2.1. Caliyma materyalinin toplanma yontemi ve muhafazasi

Misir kocanmi 6rnekleri 2005 ve 2006 yillarmin misirin tam olum donemi olan

Agustos-Eyliil aylarinda, sistematik 6rnek alma yontemine gore Bartin, Bolu, Diizce ve

Zonguldak illeri misir ekilis alanina goére belirlenen tarla sayis1 ve biiyiikligi dikkate

aliarak ekim alaninin en az %0.5’ini temsil edecek sekilde tesadiifi 6rnekleme yapilarak

toplanmistir (Bora ve Karaca 1970). Orneklemelerde secilen tarlanin kdsegenleri

dogrultusunda yiirtinerek 10 da’dan kiiclik olan tarlalardan 5 kogan, 10-100 da arasi

biiyiikliikte olan tarlalardan ise 10 kogan Ornegi alinarak kagit posetlere konulmus ve

posetler etiketlendirilmistir (Munkvold 1994). Her bir tarladan alinan 6rneklerin rakim ve

koordinatlar1 belirlenerek kayit edilmis ve ayrica illerin nem, sicaklik ve yagis degerleri

Metroloji Genel Midiirliigiinden alinmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Ornek alinan illerin 2005 ve 2006 yillarina ait sicaklik yagis ve nem

degerleri

iller Yillar Sicaklik (°C) | Nem (%) | Yagis (mm)
2005 17.67 71.87 80.37
Bartin 2006 18.14 74.37 43.45
Ortalama 17.90 73,12 61,91
2005 15.80 71.1 39.42
Bolu 2006 19.82 69.2 31.02
Ortalama 17,81 70,15 35,22
2005 18.38 74.55 59.12
Diizce 2006 17.81 71.81 38.7
Ortalama 18,09 72,98 48,91
2005 18.04 76.45 93.65
Zonguldak 2006 18.65 75.44 98.88
Ortalama 18,34 75,94 96,26

Her bir kagit posette bulunan kogan 6rnekleri soyulduktan sonra taneler koganlardan

ayrilarak pagal yapilmistir. Bu karisim oda sicakliginda 1 hafta kurutulduktan sonra tekrar

kagit posetlere konularak tiizerlerine alindiklart yer, tarih, tarla sahiplerinin isimleri

yazilarak etiketlenmis, F. verticillioides ile bulasik tohum oranlar1 belirlenmis ve bu
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ornekler toksin analizleri ve dayaniklilik testleri yapilincaya kadar 4 °C’de ki soguk hava

deposunda muhafaza edilmistir.

3.2.2. Zearaelonone Analizi

Toksin analizi sirasinda F. verticillioides’in saptandigi 6rneklerin her birinden
hassas terazi ile 50’ser g tartilarak kagit posetlere konulduktan sonra, bu posetler

numaralandirilmistir.

Analizler HPLC cihazinda, Fazekasa ve Tar (2001) 'dan yararlanilarak yapilmistir.

Zeraelonon analizi sirasinda asagida belirtilen islem sirasi takip edilmistir.

Ornek Hazirlama: Misir drneklerinden 50 g alarak 20 mesh’lik elekli degirmende
ogiitiilmiistiir (Sekil 3.2). Ogiitiilerek elde edilen musir unlar1 kapakli bir kaba konularak

numaralandirilmaistir.

Sekil 3.2. Degirmen
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Ekstraksiyon: ZEA toksin analizi i¢in hazirlanan Ornekler asagidaki yonteme gore

ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur.

250 ml’ lik erlen i¢inde 25 g misir ununa, 4 g tuz (NaCl) ilave edilerek karistirilmis,
tizerine 100 mL metanol+su (80+20)(V+V) karisimi eklenmis ve 60 dakika ¢alkalama
cihazinda (Sekil 3.3) calkalanmistir. Elde edilen karisim, filtre kdgidindan (Whatman
No.4) gecirilerek stiziilmiistiir (Sekil 3.4).

Sekil 3.3. Orneklerin ¢alkalayicida ¢alkalanmasi

Sekil 3.4. Ekstraktin filtre kdgidindan siiziilmesi
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Immunoaffinite kolon (IAK) ile temizleme islemi: Agzi kapakli bir erlene elde edilen
stiziintliden 10 ml alinarak tizerine 40 ml saf su eklenmis ve karistirilmistir. Bu sekilde
seyreltilmis olan bu ekstrakt cam mikrofiber filtreden siiziilmustiir (Sekil 3.5 A ve B ).
IAK kolonlar1 vakum manifolduna yerlestirilmistir. Ekstrakttan 20 ml alinarak yaklasik
3-6 ml/dakika (1-2 damla/sn) hizla kolondan gecirilmistir (Sekil 3.5 C ve D). Ekstrakt
gecisi tamamlandiktan sonra kolondan 2-3 ml hava, ardindan 20 ml su gegirilerek (2
damla/sn) yikanmus, tekrar 2-3 ml hava gegirilerek kolon manifolddan ayrilarak vial
lizerine yerlestirilmistir. Daha sonra 1,5 ml HPLC saflikta Asetonitril (ACN) ile ZEA
viale elute edilmis ve tekrar 2-3 ml hava gecirilerek kolonda ACN kalmamasi
saglanmistir. Eluata 1,5 ml ultra saf su ilave edilmis ve 0,2 um’ lik filtreden gecirilerek
HPLC cihazinda enjeksiyona hazir hale getirilmistir. Her bir o6rnek iki paralel
calistlmistir. HPLC ile yapilan ekstraksiyonlarin cogunda performansi yiiksek, kesinlik,
dogruluk, spesifiklik, hassasiyet ve yeniden iretilebilirlik saglayan immunoaffinite
kolon kullanilmakta ve gida kontrol ve tarama programlarinda da bu kolonlardan

yararlanilmaktadir (Visconti ve Girolamo 2005).

Sekil 3.5. Cam mikrofiber filtre (A), 6rneklerin filtreden siiziilmesi (B),
hizli kolon (C) ve 6rneklerin hizli kolondan gecirilmesi (D)
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3.2.3. HPLC ile zearalenone konsantrasyonunun belirlenmesi

IAK’dan gegirilen 6rnekler Agilent 1100 HPLC cihazi ile analiz edilmistir.

HPLC cihaz kosullar1 asagida verilmistir.

Hareketli faz: Su : ACN (asetonitril) (1:1) (v+v)

Akis hizi: 1,0 ml/dak

Enjeksiyon hacmi: 100 pl

Kolon: ZORBAX Eclipse XDB C18 column (4,6 x 150 mm x 5 pum)

Kolon firmi sicakligr: 40 °C

Dedektor: FLD, Aex: 232 nm, Aem: 440 nm

Toplam analiz siiresi: 12 dak

HPLC cihazinda 50 — 800 ppb araliginda 7 farkli konsantrasyon’da toplam 24 noktali
kalibrasyon grafigi ¢izdirilmistir. Kalibrasyon grafigi Sekil 3.6 ‘da goriilmektedir.
Grafikten elde edilen dogrusal denklem ile orneklerde bulunan ZEA konsantrasyonlari
hesaplanmistir. Her bir 6rnek iki paralel ¢aligilmistir.

Grafigin korelasyon katsayis1 0.99927, denklemi ise

Alan =0.0150867 x C + 0.107755’ dir.

Tiim standartlarin (50 — 800 ppb) kromatogramlar1 birbirleriyle karsilastirmali olarak
(Sekil 3.7)‘de gosterilmektedir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen ZEA konsantrasyon

degerleri Tiirk ve AB Gida Kodeksi “’Zeraelonone’’toksin limitleri ile karsilagtirilmistir.

Calibration Curve

Zearelanon, FLD1 A
Area = 001508672 Amt +0,1077546

Area
Rel. Res%(23): 2.8917e-2

0| Comelation: 0.99927

I F Tl T 7 D T T 5
100 200 300 400 500 600 700 800 Amount{ng/ul]

Sekil 3.6. Kalibrasyon grafigi
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B6.573 - Zearelanon

Sekil 3.7. 50 — 800 ppb konsantrasyon araliginda standartlarin
kromatogramlarinin ~ birbirleriyle  karsilagtirilmali  olarak
gosterilmesi

>..a.2qo - ‘Zearelanon

Sekil 3. 8. Misir 6rnegindeki Zeraelonone toksini kromatogrami

Ekstraksiyon verimini karsilastirmak i¢in, geri kazanim calismalar1 da yapilmastir.
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Cizelge 3.3. Tiirk ve AB Gida Kodeksine gore maksimum zearalenone (ZEA) limitleri

. Tiirkiye AB

Gida Maddesi Maksimum | Maksimum
limit (ppb) | limit (ppb)

Islenmemis tahillar (musir harig) 100 100
Islenmemis musir (1slak &giitiilecekler haric) 350 350
Dogrudan tiiketime sunulan tahillar, dogrudan insan tiiketimine 75 75
sunulan tahil unlari, kepek (son iiriin olarak) ve embriyo
Rafine musir yag1 400 400
Ekmek (hafif firmncilik {irlinleri dahil), pastacilik iiriinleri, biskiivi,
tahil ¢erezleri, kahvaltilik tahillar (misir ¢erezleri ve misir bazli 50 50
kahvaltilik tahillar harig)
Dogrudan insan tiikketimine sunulan misir, misir ¢erezleri ve misir 100 100

bazli kahvaltilik tahillar

Bebek ve kiiciik cocuk ek gidalari @ 20 20

500 mikrondan biiyilk eleklerden gecirilerek iiretilen misirin
kabaca ogiitiilmesinden elde edilen kii¢iik parcalar ve misir irmigi
(GTIP 1103 13) veya misirdan elde edilen pelleter (GTIP 1103 20
40) ve dogrudan insan tiikketimine sunulmayan 500 mikrondan 200 200
biiyiik eleklerden gegirilerek {iretilen misir veya musir iirlinlerinin
kabartilmas1 veya kavrulmasi suretiyle elde edilen gida maddeleri
(GTIP 1904 10 10)

500 mikrondan kii¢lik ve esit eleklerden gegirilerek iiretilen musir
unu (GTIP 1102 20) ve dogrudan insan tiiketimine sunulmayan
500 mikrondan kiiglik ve esit eleklerden gegcirilerek tiretilen misir 300 300
veya musir {iriinlerinin kabartilmasi veya kavrulmasi suretiyle elde
edilen gida maddeleri (GTIP 1904 10 10)

3.3. Dayamikhilik Testleri

Dayaniklilik testleri Bati Karadeniz Bolgesinde yetistirilen ve F. verticillioides ve
diger Fusarium tiirleri ile bulagik olmayan 11 adet yerel tohum ¢esidi ile
gerceklestirilmistir. Testlerde patojen izolatin tohumlarda olusturdugu enfeksiyon siddeti,
enfeksiyon siiresince pektolitik enzimleri ve zearalenone toksinini iiretebilme yetenekleri

incelenmis, enzim ve toksin tiretiminin enfeksiyon siddeti ile iliskisi ortaya konmustur.

3.3.1. Misir tohumlarinin inokulasyonu ve hastalik degerlendirmesi

Farkl1 gesitlere ait misir tohumlar1 oncelikle % 1° lik sodyum hipoklorit ile yiizey
dezenfeksiyonuna tabii tutulmus, daha sonra PDA besi ortaminda 7 giin siire ile gelistirilen
patojen fungus kiiltiiriinden 1 cm ¢apindaki agar diskleri alinarak, iginde PDA besi ortami1

iceren 9 cm ¢apli petri kaplarindaki tohumlar {izerine yerlestirilmistir (Shen ve Auster
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1998). Denemeler her bir petriye 5 adet tohum yerlestirilerek 40 tekrarli olarak tesadiif
parselleri deneme deseninde diizenlenmis ve her c¢esit icin toplam 200 adet tohum
kullanilmistir. 7 giinliik inkiibasyon periyodundan sonra, enfekteli tohumlar enfeksiyon
derecesi dikkate alinarak 0-3 (0: Enfeksiyon yok, 1: Kok iyi gelismemis ve kok ucu

enfekteli, 3: Cimlenme yok, tamamen kolonize olmus) skalasi olusturulmustur (Sekil 3.8).

Inokule edilmis tohumlarda enfeksiyon siddeti asagida verilen Tawsend-Heuberger
formulii kullanilarak hesaplanmistir (Karman 1971).

Enfeksiyon siddeti %= [ (n.V) / Z.N]

N= Skalada farkl1 enfeksiyon tipine isabet eden tohum adedi

V= Skala degeri

Z= En yiiksek skala degeri

N= Kontrole tabii tutulan tohum adedi

Sekil 3. 9. Hastalik siddetinin belirlenmesinde kullanilan skalay1 olusturan 6rnekler

3.3.2. Zearalenone tespiti

Inokule edilmeyen ve inokule edilmis tohumlardaki ZEA toksin analizleri 3.2.2'de

belirtildigi sekilde gergeklestirilmistir.

3.3.3. Pektolitik Enzim Uretiminin Belirlenmesi

Sv1 Kiiltiirde fungusun gelistirilmesi: Sivi kiiltiirde ham enzim preparatlarinin
elde edilmesi igin patojen fungus izolati, 250 ml 'lik erlenmayerlerde hazirlanmis 50
ml'lik, karbon kaynagi olarak % 1 pektin iceren pH 5.0 Czapek's sivi besi ortaminda
kiiltiire alinmigtir. Inokulum olarak PDA iizerinde gelistirilen fungus kiiltiiriinden 6 mm

bliytikliikte alinan agar diski kullanilmistir.
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Sivi Kkiiltiirden ve inokule edilmis tohumlardan enzim ekstraksiyonu: Yedi
giinliik inkiibasyon periyodundan sonra sivi besi ortaminda gelisen kiiltiiriin miselyum
tabakasi ortamdan uzaklastirilarak, elde edilen substrat vakum yardimiyla steril filtreden
(0.45 pm) siiziilmiis ve substrat +4°C° de saf su igindeki degisikliklere kars1 dializ
edilmistir. Tohumlardan enzim ekstraksiyonu amaciyla, enfekteli misir tohumu dokulari
tizerine % 1 (w/v) oraninda suda ¢oziinmeyen polyvinylpolypyrolidone ve % 0.5 w/v
cysteine, 0.1 M KCL igeren 0.1 M Tris-HCL buffer pH 8 (1g doku ml™) eklenerek steril
havanlarda buz iizerinde ezilmistir. Karisim 15 000 g° de 4°C de 15 dakika siire ile
santrifiij edilerek, steril filtrelerden (0.22 um) gecirilmistir. Elde edilen substratlar 4°C 'de
saf su icindeki degisikliklere kars1 dializ edilmistir.

Pektolitik enzim aktivitesi olciimleri icin optimum pH ve sicaklik degerlerinin

belirlenmesi

Calismada oncelikle pektolitik enzim aktivitesinin belirlenmesinde 6nemli bir kriter
olan optimum sicaklik ve pH degerleri belirlenmistir. Bu amagla patojenisite testlerinde
viriilent bulunan Fusarium verticillioides izolatinin (Fv.61) ve inokule edilmis
tohumlardan elde edilmis bir yerel g¢eside ait (84) enzim substratlar1 kullanilmistir.
Poligalakturonaz (PG) aktivitesi i¢in optimum pH degerinin belirlenmesinde 4, 4.5, 5 ve
5,5 pH degerleri, Pektat Liyaz (PL) aktivitesi i¢in optimum pH degerinin belirlenmesinde
ise 7.5, 8, 8.5 ve 9 pH degerleri dikkate alinmistir. Yine optimum sicaklik degerinin
belirlenmesi icin sdz konusu izolatlarin 30, 35, 40 ve 45°C "de PG ve PL aktiviteleri

Olclilmiistiir.

Pektolitik enzim aktivitesinin él¢iimii:

Substratlarda Poligalakturonaz (PG) ve Pektin metil galakturonaz (PMG) enzim
aktiviteleri modifiye edilmis Nelson (1944) metoduna gore OSl¢iilmiistiir. PG ve PMG
aktivitesi 35 °C de 0.25 (w/v) 'lik sirasiyla poligalakturonik asit (PGA) ve pektinden (pH
5.0) indirgenen gruplardaki artis dikkate almarak belirlenmistir.  Olgiimler
spektrofotometrede 540 nm ‘'de gergeklestirilmistir. Pektat Liyaz (PL) aktivitesi ise
spektrofotometrik olarak 235 nm 'de absorbanstaki artis Ol¢iilerek tanimlanmustir. Bir
birimlik (U) enzim aktivitesi, Tris HCL buffer (0.1 M, pH 8) iginde % 0.25 'lik
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poligalakturonik asitten 35 °C 'de 1 umol uronide/da olusumu olarak belirlenmistir
(Zucker ve Hankin 1970).

I1zoenzim formlarinin belirlenmesi:

Izoenzim ayrimi izoelektrik odaklama (IEF) yoluyla yatay mini elektroforez sistemi
ile % 5 oraninda ampholite (pH genisligi 3.5-10) iceren 0.4 mm kalinliktaki poliakrilamid
jel (polyacrylamide gel) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu amagla jeller 200 V, 450 V,
600 V ve 950 V 'da sirasiyla 15 dak, 30 dak, 20 dak. ve 25 dak. elektrik akimina tabii
tutulmustur. PG izoenzim formlarinin belirlenmesi ig¢in % 1 'lik Agaroz jel; % 0.1 PGA ve
50 mM Sodyum Asetat buffer (pH 5.0) ile, PL izoenzim formlarinin belirlenmesi i¢in %
0.1 Poligalakturonik asit ve 50 mM Tris HCL buffer (pH 8) ile hazirlanmistir (Ried ve
Collmer 1985). Agaroz jel ile kaplanmis poliakrilamid jel nemli hiicrede (%100) 35 °C de
2 saat siire ile inkiibe edilmigstir. Aktivite gdsteren bantlar agaroz jelin % 0.05 oranindaki
Ruthenyum red ile boyanmasi ve distile su iginde c¢alkalanmasi yoluyla elde edilmistir.
Pektolitik izoenzimlerin izoelektrik nokta (pI) degerleri standart proteine ait regresyon

egrisi kullanilarak belirlenmistir.

3. 4. Istatistiksel Degerlendirme

Illerin ortalama ZEA toksin miktarlar1 arasinda farkliigm olup olmadigim
belirlemek i¢in varyans analizi yapilmistir. Dayaniklilik testleri denemelerinde
(Enfeksiyon siddeti ve enzim) elde edilen veriler varyans analizine tabii tutulmus,
ortalamalar arasindaki farkliliklarin 6nemliligi Duncan Coklu Karsilastirma (p=0.05)
yontemine gore belirlenmistir. Hastalik siddeti ile toksin ve pektolitik enzim {iretimi

arasindaki iligkileri belirlemek i¢in Pearson's korelasyon katsayis1 hesaplanmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. F. verticillioides’in olusturdugu zearalenone diizeylerinin belirlenmesi

Zearalenone diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan metot ile %87 ile 94 arasinda
geri kazanim elde edilmis ve bu metodun ¢alismada kullanilabilecegi kanaatine varilmistir.
Buna gore tiim 6rnekler bu metoda gore analize alinmustir.

Bat1 Karadeniz Bolgesi’ ndeki Bartin, Bolu, Diizce ve Zonguldak illeri misir ekilis
alanlarindan alinan ve kogan ¢iiriikliigii etmeni Fusarium verticillioides ile bulasik oldugu
bilinen 70 yerel misir ¢esidinde tespit edilen Zearalenone toksin miktar1 Cizelge 4.1. de
verilmistir. Ayn1 Orneklerde saptanan en diisiik toksin miktar1 112,15 ppb, en yiiksek
toksin miktart ise 6001,75 ppb olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.1. F. verticillioides ile bulastk tohum tohumlardaki
zearalenone (ZEA) miktari

Ornegin alindig Bulasik tohum Ort. ZEA
Il Tlce-kdy orani (%) miktar1 ppb
Goyniik-Cavustepe 6 329,51
Goyniik-Cavustepe 18 125,36
Merkez 10 296,23
Kayadibi 12 202,00
Glirpinar 10 112,15
= Kayadibi 10 170,04
T | Merkez 18 233,89
< Merkez 78 650,38
Merkez 26 4497,91
Merkez 36 6001,75
Merkez-Okgular 12 663,7
Merkez-Okgular 36 434,83
Daridren 42 906,33
Merkez 12 162,02
Merkez 6 378,01
Merkez-Mescile 12 274,23
Merkez-Mescile 12 578,56
Merkez-Mescile 12 338,89
% I_\_/Ierkez-MesciIe 4 604,82
23] Orencik 12 960,03
Merkez 2 1037,21
Mudurnu-Sariyar 4 960,03
Mudurnu-Sariyar 44 670,14
Mudurnu-Sariyar 12 424,19
Mudurnu-Sariyar 8 3227,33
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Cizelge 4.1. (Devami)

Ornegin alindig Bulasik tohum Ort. ZEA

Il Tlge-kdy orani (%) miktar1 ppb
Merkez-Yazipinar 6 195,13
Merkez-Alacamescit 10 237,85
Hocaoglu 13 258,75
Merkez-Kusagmast 16 157,11
Merkez-Kusagmasi 10 129,11
Golyaka 40 341,58
Merkez-Yenikarakoy 14 165,98
Merkez-K&priibasi 2 805,56
Merkez-Konuralp 6 227,50
Merkez-Kopriibasi 16 163,97
3 Merkez-Icmeler 50 203,48
S Merkez-Pasakonag1 8 1864,89
R | Golyaka-Boyamaci 38 1181,00
Golyaka-Haciyakup 14 2126,65
Golyaka-Haciyakup 40 1110,70
Merkez-Konuralp 20 1794,31
Merkez-Kopriibasi 18 828,57
Golyaka-Haciyakup 46 858,23
Golyaka-Aydinpinari 18 784,52
Golyaka-Boyamaci 4 1466,50
Golyaka-Aydinpinari 6 863,11
Golyaka-Aydinpinari 24 636,77
Merkez-Yenikarakdy 8 195,13
Caycuma-Comrali 10 297,41
Caycuma-Karakog 12 266,51
Karapmar 11 242,41
Caycuma-Comrali 18 237,87
Caycuma-Comrali 14 558,34
Caycuma-Comrali 86 182,73
Caycuma-Kayikeilar 60 131,37
Caycuma-Kayikeilar 4 167,01
Eregli-Cigdemli 26 156,95
% | Caycuma-Comrali 56 930,47
% Caycuma-Kayikeilar 6 1010,55
2 | Eregli-Yazicilar 12 534,18
Q Caycuma-Karakog 54 1277,65
Caycuma-Comrali 10 1443,03
Caycuma-Comrali 16 815,25
Eregli-Kizilcapimar 12 194214
Caycuma-Kayikeilar 18 701,54
Caycuma-Kayikgilar 4 474,95
Eregli-Yazicilar 24 1332,23
Eregli-Yazicilar 68 479,38
Caycuma-Kayikeilar 24 297,41
Caycuma-Karakog 6 266,51
ORTALAMA 828,47
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Toplam 70 Ornegin 9 tanesinde (%13) ZEA miktar1 100-200 ppb, 15 tanesinde
(%21) 200-400 ppb, 9 tanesinde (%13) 400—-600 ppb ve 37 tanesinde (%53) ise 600 ppb
ve tlizerinde bulunmustur (Sekil 4.1). Yapilan istatistiki analiz sonucunda da etmenin
bulunma oranlar1 ile ZEA toksin miktar1 arasinda herhangi bir iliski tespit edilememistir
(r=0,015).

ZEA toksin miktar1 2005 ve 2006 yillar1 ortalamasi 828,47 ppb olarak saptanmaistir.
Elde edilen bu sonuclara gore Tiirkiye ve AB ZEA maksimum limitleri lizerinde tespit
edilmistir.

Etmenin olusturdugu ZEA miktari, iller ve yil bazinda incelendiginde en yiiksek
ZEA miktar1 ortalama 1163,36 ppb ile Bartin ilinden toplanan 6rneklerde tespit edilmistir.
Varyans analizi sonucunda; farkli illerden toplanan misir 6rneklerinde tespit edilen ZEA

toksin miktarlari arasinda herhangi bir farklilik belirlenmemistir (F=0,422; p=0,738).

ZEA Kkonsantrasyonu 200-400
. ppm

Ornek sayis 9 adet
Oram %13

ZEA konsantrasyonu 600< ppm
Ornek sayis 37 adet
Oram %53

ZEA konsantrasyonu 100-200 pp!
Ornek sayis 9 adet
Oram %13

Sekil 4.1. F. verticillioides ile bulasik yerel musir gesitlerindeki zearalenone (ZEA)
miktarinin 6rneklere gére dagilimi
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Cizelge 4.2. F. verticillioides ile bulasik yerel musir gesitlerindeki
zearalenone (ZEA) miktarinin yillara gére dagilimi

Brek ZEA toksin miktar: (ppb)
iller Yillar Savisi OrtalamatStandart hata
y (min-max)

1931,66+1067,88

2005 6 (125,36-6001,76)
395,07+128,95

Bartin 2006 ! (112,16-906,33)
1163,36+562,68

Ortalama 13 (112,16-6001,76)
1093,05+717,15

2005 4 (162,03-3227,34)
500,31+118,31

Bolu 2006 8 (186,38-960,04)
731,19+221,10

Ortalama 12 (162,03-3227,34)
700,79+141,91

2005 18 (129,11-2126,65)
) 844,00+310,48

Diizce 2006 > (157,11-1864,89)
731,93£127,07

Ortalama 23 (129,11-2126,65)
783,114256,69

2005 15 (131,37-4094,89)
849,38+248 35

Zonguldak 2006 7 (156,95-1942,15)
804,19+188,69

Ortalama 22 (131,37-4094,89)
828,47+125,22

CALISMA ALANI 70 (112,16-6001,76)

Misirda kogan ve sap ¢iiriikligii hastalik etmeni F.verticilloides’in olusturdugu
mikotoksinlerderden ZEA tokisini ile ilgili ¢aligmalar son yillarda iilkemizde ve yurt
disinda biiyiik 6nem kazanmustir. Bu toksinin insanlarda ve hayvanlarda birgok

hastaliklara hatta 6liimle sonuglanan vakalar olusturmaktadir.

Daha oOnceki c¢alismalarda, F. verticillioides ile bulasik tohum oranimin % 22,4
oldugu ve diger Fusarium tiirlerinin de bulundugu misir tanelerinde DON ve ZEA (903,3
ppb) (Park ve ark. 1996), etmenin yiiksek oranda bulasik oldugu misir tanelerinde FUM
B1 (Demir 2002, Adejumo ve ark. 2007b, Blandino ve ark. 2009, Mukanga ve ark. 2010),
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DON, DAS, ZEA (115-779 ppb, a-zearalenols 'iin (Adejumo ve ark. 2007 a, b) varligim
bildirmektedirler. S6z konusu patojenle diisiik oranda bulasik misir 6rneklerde ise FUM
Bl, FUM B2 ve ZEA (1.40 ppb) belirlenmistir (Domijan ve ark. 2005, Tabuc ve ark.
2009). Bu ¢alismalarin aksine Arjantin’in Entre Rios eyaletinin 3 ayr1 boliimiinde yapilan
sirvey c¢alismalarinda tim bolgelerde F. verticilloides en yaygin fungus tiirii olarak
belirlenmesine ragmen ZEA, DON ve Ochratoksin (OA) orneklerin higbirinde tespit
edilmemistir (Pacin ve ark. 2001).

Calismamizda ise 2005 yilina ait yerel misir ¢esitlerinden elde edilen izolatlarin
biiyiikk ¢ogunlugunu (%66) F. verticillioides, 2006 yili izolatlarmin ise % 34’ini F.
verticillioides olusturmustur. Tiirk ve Avrupa Birligi (AB) Gida Kodeksinde misir ve misir
triinlerindeki maksimum ZEA limitleri ile karsilastirildiginda, calismada tespit edilen
ZEA degerleri oldukca yiiksek degerlerde bulunmustur. Calisma sonucunda elde edilen
ZEA toksin miktar1 ortalamalari da iilkemiz maksimum toksin limit smirlarinin
tizerindedir.

Misirda ZEN toksin miktarinin yagisin daha fazla oldugu yillarda arttig
bildirilmektedir (Blandino ve ark. 2009). Bu arastirmada Bartin ilinde yagisin daha yiiksek
oldugu 2005 yilinda ZEA miktarinin yiiksek oldugu goriilmekle birlikte, Diizce ve
Zonguldak illerinde yagis farkliligi toksin miktar1 ilizerine etkili bulunmamistir. Hasat

donemindeki sicaklig ise yillara gore ¢ok biiyiik farklilik gostermedigi belirlenmistir.

4.2. Dayanmikhlik Testleri

Dayaniklilik testleri F. verticillioides ve diger Fusarium spp. ile bulasik olmayan,
Bat1 Karadeniz Bolgesinin farkli illerine ait 11 adet (Bartin: 22, 43, 47; Bolu: 74, 84;
Diizce 50, 72, 97, Zonguldak: 3, 8, 14) yerel tohum ¢esidi ile yiiriitiilmiistiir. S6z konusu
yerel cesitlere ait tohumlar, patojen F. verticillioides izolati ile inokule edilmis, etmenin
tohumlarda olusturdugu enfeksiyon siddeti, enfeksiyon siiresince olusturdugu ZEA ve
pektolitik enzim iiretimi incelenmis, enzim ve toksin iiretiminin hastalik siddeti ile iligkisi

ortaya konmustur.
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4.2.1. Miasir tohumlarinin inokulasyonu ve enfeksiyon degerlendirmesi

Calismamizda kullanilan ve F. verticillioides'e kars1 dayaniklilik agisindan iimitvar
goriilen misir ¢esitleri, etmen tarafindan inokule edildiginde, meydana gelen enfeksiyon
siddetleri ¢esitler arasinda Onemli derecede farklilik gostermistir (Sekil 4.2). Patojen
izolat, 14 nolu tohum ¢esidinde en yiiksek oranda enfeksiyona neden olmus, bunu 47, 84
ve 43’ nolu cesitler izlemistir. 50 ve 22 nolu ¢esitlerde ise diger ¢esitlere gore dnemli
derecede diisiik enfeksiyon meydana gelmistir. Enfeksiyon siddeti agisindan, 74, 72, 97, 3
ve 8 nolu ¢esitler ayn1 grupta yer almis, patojen bu ¢esitlerde orta derecede etkili olmustur.
Misirda enfeksiyon siddeti dikkate alinarak yapilan dayaniklilik testleri, patojen fungusun
genellikle tarlada misir piiskiillerine inokulasyonu yapilarak gerceklestirilmis (Loffler ve
ark. 2010a,b; Presello ve ark. 2007, Presello ve ark. 2008), tohum inokulasyonu ile ilgili

bir ¢calisma ile karsilagilmamustir.

100 -

a
80 -
b b
.
60 - c
40 - d d d d d
0 I * * T - T T T : T * T
50 72 97 3 8 14

22 43 47 74 84
Yerel Cesitler

Enfeksiyon siddeti (%)

Sekil 4.2. F. verticillioides izolatinin farkli yerel misir ¢esitlerinde meydana getirdigi
enfeksiyon siddeti. Birbirinden farkli harflerle gosterilen siitunlar Duncan
Coklu karsilastirma testine gore (P=0.05) birbirinden 6nemli derecede farklidir.
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4.2.2. Zearalenone tespiti

Fusarium tiirlerini bulunmayan ¢esitler inokulasyondan 6nce ZEA varligi agisindan
test edilmis, 2 cesit hari¢ (84 ve 3), Tiirk Gida Kodeksinde yer alan maksimum limitlerin
altinda olmakla birlikte ZEA igerdikleri belirlenmistir (Cizelge 4.3.). Cizelge 4. 3’ de
goriildiigii gibi inokulasyondan sonra artiglar olmakla beraber, 84 ve 3 nolu ¢esitlerin
disindaki toksin miktarlart maksimum limitleri agmamistir. Toksinin artis orani
incelendiginde, en yiiksek artisin (%23.39) 43 nolu g¢esitte oldugu, bunu 47 ve 3 nolu

cesitlerin izledigi goriilmektedir.

Daha 6nce yapilmig ¢alismalarda, F. verticillioides'in hi¢ belirti vermeksizin FUM
toksinini tretebildigi ileri siiriilmektedir (Munkvold 1994; Sohn ve ark. 1999; Demir
2002; Presello ve ark. 2008; Schjeth 2008; Mukanga ve ark. 2010). Calisgmamizin
sonuglari test edilen tohumlarda patojen fungus bulunmamasina ragmen, ZEA toksininin

de bulunabildigini gostermistir.

Cizelge 4.3. Fusarium spp. ile bulasik olmayan yerel misir gesitlerindeki inokulasyondan
once ve sonraki zaeralenone (ZEA) miktar1 ve toksin miktarindaki artis orani

Cesit No inokulazss(fr\l mlkta;;si?l?zsyondan Toksir;rlgikt;rmdaki
once sonra 3 (%)
22 (Bartin) 286.40 293.10 2.28
43 (Bartin) 76.40 108.20 23.39
47 (Bartin) 129.10 163.70 21.13
74 (Bolu) 124.30 136.70 9.07
84 (Bolu) 343.40 356.40 3.64
50 (Diizce) 106.27 107.63 1.26
72 (Diizce 250.70 253.00 0.90
97 (Diizce) 276.30 278.40 0.75
3 (Zonguldak) 307.60 376.30 18.25
8 (Zonguldak) 272.81 286.40 4.74
14 (Zonguldak) 220.10 236.70 7.01

31



4.2.3. Pektolitik enzim aktivitesi ol¢iimleri icin optimum pH ve sicaklik degerlerinin

belirlenmesi

Patojenisite testlerinde viriilent bulunan Fusarium verticillioides izolatinin (Fv.61)
ve inokule edilmis tohumlardan elde edilmis bir yerel ¢eside ait (84) enzim substratlari ile
gergeklestirilen denemelerde her iki substratin maksimum PG enzim aktivitesi gosterdigi
pH degeri 5.0, sicaklik ise 40 °C olarak belirlenmistir (Sekil 4.3 ve 4.4.). Yine her iki
substrat pH 8.0 ve 40°C sicaklikta en yiiksek PL aktivitesi gdstermistir (Sekil 4.5 ve 4.6.).
Diger cesitlerle yiiriitiilecek denemelerde ilgili enzim aktivitesi dl¢glimlerinde bu degerler

dikkate alinmustir.

25 - ® 61

—— 84

=
- a1 N
1 1 1
L

PG aktivitesi *

o
(63}
|

pH

Sekil 4.3. F. verticillioides izolatinin (61) ve inokule edilmis 84 nolu musir ¢esidine ait
tohumlardan elde edilen substratlarda farkli pH derecelerinde poligalakturonaz
(PG) enzim aktivitesi. "%0.25 (w/v) 'lik poligalakturonik asitten (PGA)
indirgenen gruplardaki artis miktari/da
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Sekil 4.4. F. verticillioides izolatinin (61) ve inokule edilmis 84 nolu misir ¢esidine ait
tohumlardan elde edilen substratlarda farkli sicaklik derecelerinde
poligalakturonaz (PG) enzim aktivitesi. +%0.25 (w/v) 'lik poligalakturonik
asitten (PGA) indirgenen gruplardaki artis miktari/da

——61

o
~
|

-84

PL aktivitesi
o =
N w
1 1

o
[ERN
|

75 8 8,5 9
pH

Sekil 4.5. F. verticillioides izolatinin (61) ve inokule edilmis 84 nolu misir ¢esidine ait
tohumlardan elde edilen substratlarda farkli pH derecelerinde pektat liyaz (PL)
enzim aktivitesi. + % 0.25 'lik poligalakturonik asitten 1 pmol uronide
olusumu/da
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Sekil 4.6. F. verticillioides izolatinin (61) ve inokule edilmis 84 nolu musir ¢esidine ait
tohumlardan elde edilen substratlarda farkli sicaklik derecelerinde pektat liyaz
(PL) enzim aktivitesi. + % 0.25 'lik poligalakturonik asitten 1 pmol uronide
olusumu/da

Calismamizda F. verticillioides'in PG ve PL iiretimi i¢in tespit edilen pH ve sicaklik
dereceleri, daha once yapilan ¢aligmalarla uyum igindedir (Mehta and Mehta 1985, Niture
ve ark. 2001, Niture ve ark. 2006, 2008). Bazi1 arastirmacilar ise PG ve PL aktivitesi igin
optimum pH degerlerinin sirasiyla 5-6 ve 8.5 oldugunu ileri stirmektedirler (Dixit ve ark.

2004, Ibiam ve Arinze 2005).

4.2.4. F. verticillioides'in farkli musir cesitlerini enfeksiyonu siiresinde pektolitik

enzim iiretimi

Patojen izolatin farkli misir gesitlerine ait tohumlar1 enfeksiyonu sirasinda meydana
getirdigi, bitki hiicre duvarini parcalayan pektolitik enzimlerden PG, PMG ve PL enzim
aktiviteleri Cizelge 4.4'de goriilmektedir. Cizelge'de de goriildiigii gibi etmen 50 nolu
cesitte en diisiik miktarda PG iiretmis, 22 ve 74 nolu ¢esitler harig, diger ¢esitlerdeki PG
iiretimi agisindan aralarindaki farklilik istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. 84 nolu ¢esit

ise etmenin en yiiksek miktarda PG iiretebildigi ¢esit olmus, 3, 14 ve 47 nolu ¢esitler de
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PG iiretimi agisindan etmene karsi hassasiyet gostermislerdir. 22, 74 ve 50 nolu cesitler
patojenin 8 nolu c¢esit disinda diger g¢esitlere gore onemli derecede daha diisiik miktarda
PMG iiretebildigi ¢esitler olmustur. Patojen PL aktivitesini sadece 14, 72 ve 84 nolu

cesitlerde gosterebilmistir.

Daha once yapilmis ¢aligmalar incelendiginde, misirdan, ¢am agaclarindan, celtik
tohumlarindan ve tropikal bitkilerden elde edilen F. verticillioides izolatinin siv1 kiiltiirde
PG ve pektinaz enzimlerini tiretebildigi bilinmektedir (Hameed ve ark. 1991, Yubedee ve
Arinze 1994, Posada ve ark. 2001, Daroda ve ark. 2001, Ibiam ve Arinze 2005, Ahmad ve
ark. 2006, Niture ve Pant 2004, 2007). S6z konusu etmene karsi hassasiyette F.
verticillioides’in pektinaz enziminin rolii boriilcede arastirilmig, s6z konusu enzimin
patojenin enfeksiyonu igin &nemli olmadigi belirlenmistir (Shihita ve ark. 1995). Ote
yandan etmenin domates ve karbahabar bitkilerini enfeksiyonu siiresince PG ve PL

enzimlerini tirettigi bildirilmektedir (Niture ve ark. 2008).

Cizelge 4.4. F. verticillioides'in farkli musir ¢esitlerini enfeksiyonu siiresinde olusan
poligalakturonaz (PG), pektin metil galakturonaz (PMG) ve pektat liyaz
(PL) enzim aktiviteleri

Cesit No PG aktivitesi* PMG aktivitesi** PL aktivitesi***
22 (Bartin) 0.46+0.03 ef 0.60+0.09 ef 0.00+0 c

43 (Bartin) 0.63+0.06 de 0.82+0.01 cd 0.00+0 c

47 (Bartin) 0.83+0.06 be 0.94+0.03 bc 0.00+0 c

74 (Bolu) 0.47+0.01 e 0.39+0.02 g 0.00+0 ¢

84 (Bolu) 1.37+0.08 a 0.66+0.05 e 0.13+0.003 a
50 (Diizce) 0.42+0.02 f 0.47+0.01 fg 0.00+0 ¢

72 (Diizce 0.73£0.03 cd 0.84+0.05 cd 0.1040.006 b
97 (Diizce) 0.60+0.06 de 0.71+0.03 de 0.00+0 c

3 (Zonguldak) 0.94+0.06 b 1.08+0.05 a 0.00+0 c

8 (Zonguldak) 0.58+0.05 def 0.58+0.03 ef 0.00+0 ¢

14 (Zonguldak) 0.95+0.08 b 1.03+0.05 ab 0.12+0.003 a
Fv. Sivi kiiltiir 2.30+0.05 0.76+0.12 0.35+0.01

Ayni siitunda birbirinden farkli harflerle gosterilen degerler Duncan Coklu karsilastirma testine

gore (P=0.05) birbirinden 6nemli derecede farklidir.

" 9%0.25 (w/v)'lik poligalakturonik asitten

(PGA) indirgenen gruplardaki artis miktari/da. ~ %0.25 (w/v)'lik pektinden indirgenen
gruplardaki artis miktari/da. = % 0.25 'lik poligalakturonik asitten 1 umol uronide olusumu/da



Misir bitkisinin erken gelisme donemlerinde F. verticillioides'in enfeksiyonu
sliresince endo-poligalakturonaz enziminin rolii bilinmekle birlikte (Daroda ve ark. 2001),
etmenin misir tohumlarmi enfeksiyonu siiresince olusturdugu pektolitik enzimler ve

dayanikliliktaki rollerine iligskin yapilmis herhangi bir ¢calisma ile karsilagilmamistir.

4.2.5. F. verticillioides'in farkh musir cesitlerinde sergiledigi PG ve PL izoenzimleri

Hastalik etmeni s1v1 kiiltiirde ve misir tohumlarini enfeksiyonu siirecince iirettigi
PG ve PL enzimlerinin izoenzim formlarin ¢esitlere gore farkli sekilde sergilemistir (Sekil
4.7.). Patojenin siv1 kiiltiiriinden elde edilen enzim ekstraktlarindan, 3 adet PG izoformu
[PG1 (pl 4.7); PG4 (pl 6.6); PG5 (pl 7.2)] elde edilmistir. Etmen tohum enfeksiyonu
stiresince 22, 43, 50, 72, 97 ve 8 nolu c¢esitlerde bu izoformlardan higbirisini
olusturamamistir. Etmenin siv1 kiiltiirden elde edilen enzim substratlarinda bulunan PG4 ‘i
47, 3 ve 14 nolu gesitlerde sergileyebildigi gozlenmistir. Patojen sivi kiltiir enzim
ektraktlarinda bulunmayan alkali karakterde 2 PG izoformunu (PG6, pl 8.1 ve PG7, pl
8.5) 47 ve 84 nolu ¢esitleri, asidik karakterdeki PG2 (pl 5.5)'yi 47 nolu ¢esidi, PG3 (pl

5.9)t ise 74 ve 84 nolu ¢esitleri enfeksiyonu siiresince sergilemistir.

pl

. 50930
—8.65
845

| 815
| 735
|

(PG7) 8.5 —
(PG6) 8.1 —

(PG5) 7.2 >

g 685
(PG4) 6.6 —

| —6.55

(PG3)59 — . 585
(PG2)5.5— |

- —520
(PG1) 4.7 —> A
. — 455

. —3.50

Fv(6l) 22 43 47 74 84 50 72 97 3 8 14 S.P.

Sekil 4.7. F. verticillioides izolatinin (61) s1v1 kiiltiirde ve farkli yerel
misir ¢esitlerini  inokulasyonu siiresince olusturduklar
poligalakturonaz (PG) izoenzim formlar1 (beyaz renkli
bantlar) S.P.: Standart protein.Sag tarafta verilen
izoelektrik noktalar1 (pI) standart proteine, sol tarafta
verilen pl degerleri arastirma 6rneklerine aittir.
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Patojenin s1v1 kiiltiirden elde edilen enzim ekstraktlari incelendiginde 6 PL izoenzim
formu [PL1 (pl 6.6); PL2 (pl 7.2); PL3 (pl 7.4); PL4 (pl 8.1); PL5 (pl, 8.5) ve PL7 (pl
9.3)] iiretebildigi goriilmiistiir. Bunlardan PL3 ve PL4'( sirasiyla 84 ve 14 nolu gesitlerde,
PL6 ve PL7'yi 84, 14 ve 72 nolu gesitleri enfeksiyonu sirasinda olusturmustur. 22, 43, 47,
74, 50, 97, 3 ve 8 nolu ¢esitlerde ise etmen hi¢cbir PL izoenzim formunu sergileyememistir
(Sekil 4.8).

Daha once yapilan az sayida ¢alismada F. verticillioides’ in 2 PG (PG1 ve PG2)
izoenzim formunun bulundugu bunlarin alkali karakterde oldugu (PG1, pl 8.1; PG2, pl
8.6) bildirilmektedir (Niture ve ark. 2001, Niture ve Pant 2004). Bu calismada ise
patojenin s1vi kiiltiirden elde edilen ekstraktlarinda 2 asidik, bir alkali karakterde 3 PG
izoenzim formu elde edilmis [PG1 (pl, 4.7); PG4 (pl 6.6); PG5 (pl, 7.2)], daha 6nce
belirlenen pl 8.1 degerindeki formun 47 ve 84 nolu ¢esitlerin enfeksiyonu siiresince

kendini gosterdigi belirlenmistir.

pl

5930
— 8.65

(PL7) 9.3 —
(PL6) 8.7 —
(PL5) 8.5 —
(PL4) 8.2 —
(PL3) 7.4 —
(PL2) 7.2 >

- — 845
—8.15
—7.35

— 6.85

(PL1) 6.6 — — 655

—5.85
—5.20

—4.55

- 5350

Fv(6l) 22 43 47 74 84 50 72 97 3 8 14 S.P.

Sekil 4.8. F. verticillioides izolatinin (61) siv1 kiiltiirde ve farkli yerel
musir ¢esitlerini inokulasyonu siiresince olusturduklar1 pektat
liyaz (PL) izoenzim formlar1 (beyaz renkli bantlar) S.P.:
Standart protein.Sag tarafta verilen izoelektrik noktalar1 (pI)
standart proteine, sol tarafta verilen pl degerleri arastirma
orneklerine aittir.
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S6z konusu etmen tarafindan iiretilen PL enziminin ise pl degeri 9.1 olan tek
izoenzim formu bildirilmektedir (Rao ve ark. 1996). Calismamizda ise patojen izolatin sivi
kiltiirde 6 PL izoenzim formu {irettigi ancak pl 9.1 degerine sahip bir formu igermedigi
belirlenmistir. Etmenin misir tohumlarin1 enfeksiyonu siiresince olusturdugu PG ve PL

izoenzim formlar1 ilk bulgu niteligini tagimaktadir.

4.2.6. Hastalik siddeti ile zaeralenone ve pektolitik enzim iiretimi arasindaki iliskiler

Calismamizda, Fusarium tiirleri ile bulasik olmayan tohumlar inokule edildiginde
meydana gelen enfeksiyon siddeti ile etmenin ZEA toksini ve pektolitik enzim {iretimi
arasindaki iliskiler incelendiginde enfeksiyon siddeti ile PG enzim tiretimi arasinda pozitif
(r=0.69) ve 6nemli bir iliski (p=0.05), PL enzim iiretimi arasinda yine pozitif (r=0.61) ve
onemli bir iliski (p=0.05) oldugu belirlenmistir. Enfeksiyon siddeti ile ZEA {iretimi ve
PMG enzim iiretimi arasinda ise herhangi bir iliski bulunamamistir. Daha 6nce yapilan
calismalar daha ziyade enfeksiyon siddeti ile fumonisin olusumu arasindaki iliskinin
belirlenmesine yoneliktir. Bazi arastirmacilar hastalik siddet ile fumonisin olusumu
arasinda pozitif bir iligkinin oldugunu (Presello ve ark. 2007, Alessandra ve ark. 2010,
Loffler ve ark. 2010a) bildirmektedir. Bununla birlikte bazi calismalarda fumonisin
konsantrasyonunun diigiik oranda hastalik siddeti gosteren kocanlarda dahi yiiksek
olabilecegi bildirilmektedir (Presello ve ark. 2008). Bir diger ¢alismada muisir tanesi
tizerindeki mum tabakasi igeriginin fumonisin birikimine kars1 dayaniklilik faktorii oldugu
belirlenmistir (Sampietro ve ark. 2009). Misirda enfeksiyon siddeti ile zaeralenone toksin
tiretimi ve pektolitik enzim iiretimi arasindaki iligkilere yonelik bulgular ilk kez bu

caligsma ile belirlenmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu ¢alisma sonucunda kogan ¢iiriikliigiine neden olan F. verticillioides ile
bulasik oldugu bilinen, Bartin, Bolu, Diizce ve Zonguldak illeri misir ekim alanlarindan
elde edilen yerel misir ¢esidi Orneklerinin tamaminda ZEA toksini Tiirk ve AB Gida

Kodeksi maksimum ZEA limiti degerleri {izerinde tespit edilmistir.

Fusarium spp ile bulasik olmayan ve ayni illerden alinan yerel musir g¢esidi
orneklerinde 2 cesit hari¢ Tiirk Gida Kodeksi maksimum ZEA limit degerlerinin altinda
ZEA tespit edilmistir. S6z konusu g¢esitlerin etmene karst duyanikliligi, etmenin
inokulasyonundan sonra olusan enfeksiyon siddeti, toksin ve pektolitik enzim iiretimi
dikkate alinarak incelenmistir. Enfeksiyon siddeti, etmenin zaeralenone toksin iiretiminin
enfeksiyondan sonra artis orani, enfeksiyon siiresince iiretilen PG, PMG ve PL enzim ve
izoenzim formlar1 dikkate alindiginda F. verticillioides'e karsi dayaniklilik agisindan 50,

22 ve 97 nolu ¢esitler iizerinde durulmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Tahillarda Fusarium toksin bulasikhigim engellemek ve azaltmak igin alinacak
tedbirler

. Mikotoksin bulasan {iiriinlerin tamamen temizlenmesi su an mevcut olanaklarla
miimkiin degildir, burada amag iyi tarim uygulamalar1 ile bu toksinlerin ortaya cikisini

yani olusumunu minimuma indirmektir.

o Onemli olan iireticilerin, mikotoksin olusumunu engelleyebilecek ya da
azaltabilecek 1yi tarim uygulamalarini benimsemesinin yani sira tahillardan iiretilen insan
gidalar1 ve hayvan yemlerinin islenmesi, depolanmasi ve dagitiminda iyi yonetim

pratiklerini uygulamasi ve benimsemesidir.

. Misir yetistiriciliginde miinavebede kullanilan bugday ve diger tahillar veya bu

iriinlere olan yakinlik dikkatli bir yonetim ve kontrol gerektirmektedir.

. Fusarium toksinlerinin bulagikligini engellemek ve azaltmak i¢in en Onemli

konular miinavebe, toprak isleme, cesit ve hibrit se¢imi ve dogru fungusit kullanimidir.
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° Hasat sonrasi1 enfekteli iriin artiklarmin kaldirilmasi, yakilmasi, inokulumu

azaltarak, bir sonraki iiriinde Fusarium enfeksiyon riskini de azaltacaktir.

. Tarladaki yabanci otlar ya mekanik miicadele ile ya da ruhsathi bir herbisit
kullanilarak veya daha giivenilir bir eradikasyon metodu varsa o kullanilarak yok

edilmelidir.

o Miimkiin oldugu kadar uygun nem igerigine sahip tane hasat edilmelidir. Fusarium
tiirleri ile enfekteli tanelerin hasadinda yagsanacak gecikmeler, muhtemelen bu tiirlerin

tirettigi toksin igeriginde onemli bir artisa sebep olmaktadir

o Hasat, tanede olusabilecek mekanik zarari miimkiin oldugu kadar aza indirecek ve
toprakla az temas edecek sekilde yapilmalidir. Kiicilik, burusuk taneler saglikli ve normal
goriiniimlii olanlardan daha yiiksek miktarlarda toksin icerebilmektedir. Bu nedenle bu tip
taneleri ve yine mikotoksin olusumunu tesvik edebilecek diger yabancit maddeleri ortadan

kaldiracak sekilde bir islemden iiriin gegirilmelidir.

o Tahillar depolanma sirasinda fungal gelisimi desteklemeyecek bir oranda
kurutulduktan sonra depolanmalidir. 0,65’ten daha az bir su aktivitesi genellikle % 15’ten

daha az bir nem igerigine tekabiil etmektedir.

. Cuvallanacak iirtinler icin, kullanilacak c¢uvallarin temiz ve kuru olmasi

gerekmektedir.

o Miimkiin oldugu kadar depolama alaninin yeknesak bir sicaklik seviyesinde
tutulmasi ve depolama alaninin iyi havalandirilmasi gerekmektedir. Depolama periyodu
boyunca tanenin nem igerigi ve sicakligi diizenli araliklarla kontrol edilmelidir. Eger
kapali bir sekilde depolanmigsa tanede bir koku olusacaktir ki bu da isinmanin bir

belirtisidir, bundan kaginilmalidir.

. Bati1 Karadeniz Bolgesi en fazla misir yetistiricili§inin yapildig:1 bolgelerden biri
olmasi, misirin insan beslenmesinde ve hayvan yemi olarak fazla miktarlarda tiiketilmesi,
bolgenin yagisl ve nemli bir iklime sahip olmasi nedeniyle bolgede yetistirilen misirlarin

mikotoksinlerle bulagiklik ihtimali g6z ard1 edilmemeli ve misir yetistiriciliginde tarladan
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baslayarak hasat, kurutma, depolama ve nakliye asamalarinda biylik titizlik

gosterilmelidir.

o Ulkemizde ve &zellikle Karadeniz Bélgesi’'nde insan ve hayvan beslenmesinde
onemli bir yere sahip olan misirda, kocan ciiriikliigli ve mikotoksinler konusunda
Ozelliklede dayanmiklilik iizerine daha detayli c¢alismalar yapilarak gerekli Onlemler

alinmalidir.
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TESEKKUR
Misirda Kogan Ciirikligii Etmeni Fusarium verticilloides(Sacc)’in = Olusturdugu

Zearalenon Toksini ve Pektolitik Enzimler Uzerine Arastirmalar isimli calismalar
yapmay1 amaglayan bu aragtirmam boyunca yakin ilgi ve Onerileri ile beni yonlendiren
damismam hocam saymn Prof. Dr.Nuray OZER (Namik Kemal Universitesi Ziraat

fakiiltesi) tesekkiir eder, saygilar sunarim.
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