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Bati Karadeniz bolgesi misir ekilis alanlarinda kocan
ciiriikliigii etmeni Fusarium verticilloides'in zearalenone
olusturma durumu iizerinde arastlrmalar1

Orhan BUYUK? Nuray OZER*

SUMMARY

Researches on zearalenone producing of Fusarium verticilloides, the causal
agent of maize ear rot, from maize fields in West Blacksea Region

The aim of this study, which was carried out between the years 2009-2010, was to
determine the amounts of zearalenone (ZEA) toxin formed due to Fusarium verticilloides
which is causal agent of maize ear rot. For this purpose, toxin amounts of 70 maize ear
samples collected from maize growing areas of Bartin, Bolu, Diizce and Zonguldak
provinces were detected using HPLC equipment. 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 was not found any differences between ZEA toxin amounts of
collected maize samples from different provinces.
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OZET

2009-2010 yillar1 arasinda yiiriitiilen bu ¢aligmanin amaci, kogan ¢iiriikliigiine neden olan
Fusarium verticilloides etmeninin olusturdugu zearalenone (ZEA) toksin miktarim
belirlemek olmustur. Bu amagla, Bartin, Bolu, Diizce ve Zonguldak illeri misir ekilis
alanlarindan toplanan 70 musir kocan drnegindeki toksin miktarlart HPLC cihazi ile tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore ZEA toksin miktar1 ortalama 828.47 ppb olarak
saptanmustir. Calismamiz sonucunda elde edilen ZEA miktarlari, iilkemiz ve AB'nin ZEA
icin belirledigi maksimum limitlerin {izerinde bulunmustur. Farkli illerden toplanan musir
orneklerinde tespit edilen ZEA toksin miktarlar1 arasinda herhangi bir farklilik
belirlenmemistir.

Anahtar kelimeler: Fusarium verticilloides, misir kogan ¢iirtikliigii, zearalenone toksini
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GIRIS

Misir (Zea mays L.) dogrudan insan tiiketiminde, hayvan beslenmesinde, sanayinin
degisik alanlarinda hammadde olarak ve tohumluk endiistrisinde kullanilmaktadir.
Ekilis alant ve tiretim miktarlar1 agisindan musir, iilkemizde bugday ve arpadan
sonra 3. sirada yer almaktadir (Anonim 2010). Misir ekim alanlarinda hastalik ve
zararlilardan kaynaklanan 6nemli {irin kayiplari s6z konusudur. Bunlar arasinda
Fusarium verticilloides (Sacc) Nirenberg (Syn: F. moniliforme) tarafindan
olusturulan kogan c¢iiriikliigi hastaligr 6nemli bir yer tutmaktadir (Soran ve Asan
1987, Leslie et al. 1990, Nelson 1992, Logrieco et al. 1993, 1995, Gonzalez et al.
1995, Aktas ve ark. 1998, Glenn et al. 2002, Adejumo et al. 2007a). Hastalik
etmeni iriin miktar1 ve kalitesinde azalmalara neden olmakta, ayrica hastaligin
siddetine bagli olarak olusan toksin miktarlar1 da sicakkanlilara zarar verecek
seviyelere ulasabilmektedir. F. verticilloides'in yaygin olarak goriildiigii misirlarda
Fumonisin (FUM), Deoxynivenol (DON) ve Zearalenone (ZEA) toksinlerinin
iiretildigi bilinmektedir (Blandino et al. 2009, Miadener et al. 2010, Mukanga et al.
2010, Goertz et al. 2010). Ulkemizde ise etmenin yaygim oldugu musir érneklerinde
FUM'un varlig: bildirilmekle birlikte (Demir 2002), insanlarda ve sicakkanlilirda
onemli saglik sorunlarina neden olan (Munkvold 2001) ZEA ile ilgili yapilmis bir
calisma bulunmamaktadir.

Bu c¢alismada Bati Karadeniz bolgesinde (Bartin, Bolu, Diizce, Zonguldak)
yetistirilen ve F. verticillioides ile bulasiklilik oranlar1 bilinen musir ¢esitlerinde
ZEA varligimin belirlenmesi amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT

Materyal

Calismanin ana materyalini “Bati Karadeniz Bolgesi Misir Ekilis Alanlarinda
Kocan Ciiriikliigine Neden Olan Fusarium Tiirlerinin Yayilist ve Onemli
Mikotoksinlerinin Saptanmasi” isimli proje kapsaminda 2005 ve 2006 yillarinda
toplanan, F. verticilloides ile farkli oranlarda bulasik oldugu bilinen 70 musir
tohum Ornegi ile izolasyon ¢alismalar1 sonucunda herhangi bir Fusarium tiirii ile
bulasik bulunmayan 11 adet misir tohum 6rnegi olusturmustur (Cizelge 1). Misir
ornekleri kagit torbalarda -20°C de saklanmistir. Calismada ayrica besi ortamlari,
antibiyotikler, Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) cihazi, calkalayici,
santrifiij, evaporator, vb. cihazlar, toksin standartlari, toksin analiz ¢alismalarinda
kullanilan kimyasallar kullanilmistir.

Metot

Toksin analizi sirasinda F. verticilloides’in saptandigi 6rneklerin her birinden
hassas terazi ile 50’ser g tartilarak kagit posetlere konulduktan sonra, bu posetler
numaralandirilmistir. Analizler HPLC cihazinda, Fazekasa and Tar (2001)'dan

338



yararlanilarak yapilmistir. ZEA analizi sirasinda asagida belirtilen islem siras1 takip
edilmistir.

Ornek hazirlama: Misir 6rneklerinden 50 g alinarak 20 meshlik elekli degirmende
ogiitiilmiistiir. Ogiitiilerek elde edilen misir unlar1 kapakli bir kaba konularak
numaralandirilmistir.

Ekstraksiyon: ZEA toksin analizi i¢in hazirlanan 6rnekler asagidaki yonteme gore
ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur. 250 ml’lik erlen i¢inde 25 g misir ununa, 4
g tuz (NaCl) ilave edilerek karigtirilmis, {izerine 100 ml metanol+su (80+20)(V+V)
karisimi eklenmis ve 60 dakika calkalama cihazinda calkalanmistir. Elde edilen
karigim, filtre kdgidindan (Whatman No.4) gegirilerek siiziilmiistiir.

Immunoaffinite kolon (IAK) ile temizleme islemi: Agz1 kapakli bir erlene elde
edilen siiziintiiden 10 ml alinarak iizerine 40 ml saf su eklenmis ve karistirilmustir.
Bu sekilde seyreltilmis olan bu ekstrakt cam mikrofiber filtreden siiziilmiistiir. IAK
kolonlar1 vakum manifolduna yerlestirilmistir. Ekstrakttan 20 ml alinarak yaklasik
3-6 ml/dakika (1-2 damla/sn) hizla kolondan gegirilmistir. Ekstrakt gegisi
tamamlandiktan sonra kolondan 2-3 ml hava, ardindan 20 ml su gegcirilerek (2
damla/sn) yikanmis, 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 gegirilereck kolonda ACN
kalmamasi saglanmistir. Eluata 1.5 ml ultra saf su ilave edilmis ve 0.2 pm’ lik
filtreden gecirilerek HPLC cihazinda enjeksiyona hazir hale getirilmistir. Her bir
ornek iki paralel galigilmistir.

Tiim standartlarin (50-800 ppb) kromatogramlari birbirleriyle karsilastirmali olarak
Sekil 2’de gosterilmektedir. Bu calisma sonucunda elde edilen ZEA
konsantrasyon degerleri Tiirk ve AB Gida Kodeksi “Zeraelonone” toksin limitleri
(Cizelge 1) ile karsilastirilmigtir.

Illerin ortalama ZEA toksin miktarlar1 arasinda farkliigin olup olmadigini
belirlemek icin varyans analizi yapilmistir. Varyans analizine tabii tutulmus,
ortalamalar arasindaki farkliliklarin 6nemliligi Duncan Coklu Karsilastirma
(p=0.05) yontemine gore belirlenmistir. Hastalik siddeti ile toksin miktar
arasindaki iligkileri belirlemek i¢in Pearson's korelasyon katsayisi hesaplanmistir.

Ekstraksiyon verimini kargilastirmak igin, geri kazanim ¢aligmalari da yapilmistir.
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Sekil 1. 50-800 ppb konsantrasyon araliginda standartlarin kromatogramlarinin birbirleriyle
karsilagtirilmali olarak gdsterilmesi.

SONUCLAR VE TARTISMA

F. verticilloides’in olusturdugu ZEA diizeyleri

ZEA diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan metot ile %87-94 arasinda geri
kazanim elde edilmis ve bu metodun calismada kullanilabilecegi kanaatine
varilmistir. Bat1 Karadeniz Bolgesi’ndeki Bartin, Bolu, Diizce ve Zonguldak illeri
musir ekilis alanlarindan alman ve Fusarium verticilloides ile bulasik oldugu
bilinen 70 misir gesidinde tespit edilen Zearalenone toksin miktar1 Cizelge 1’de
verilmistir.

Aym Orneklerde saptanan en diisiik toksin miktar1 112.15 ppb, en yiiksek toksin
miktar1 ise 6001,75 ppb olarak belirlenmistir. Toplam 70 o6rnegin 9 tanesinde
(%13) ZEA miktar1 100-200 ppb, 15 tanesinde (%21) 200400 ppb, 9 tanesinde
(%13) 400-600 ppb ve 37 tanesinde (%53) ise 600 ppb ve iizerinde bulunmustur
(Sekil 3). Yapilan istatistiki analiz sonucunda da etmenin bulunma oranlari 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 saptanmistir
ki bu deger Tiirkiye ve AB'nin ZEA maksimum limitleri (Cizelge 3) iizerindedir.

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 miktarlar1 arasinda herhangi bir farklilik belirlenmemistir
(F=0.422; p=0.738) (Cizelge 2).
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Cizelge 1. F. verticillioides ile bulasik danelerde zearalenone (ZEA) miktar

Ornegin ahndig Bulasik tohum Ort.ZEA miktari
il flce-koy orani (%) ppb
Goyniik-Cavustepe 6 329.51
Goyniik-Cavustepe 18 125.36
Merkez 10 296.23
Kayadibi 12 202.00
Giirpinar 10 112.15
g | Kayadibi 10 170.04
T | Merkez 18 233.89
A | Merkez 78 650.38
Merkez 26 449791
Merkez 36 6001.75
Merkez-Okgular 12 663.7
Merkez-Okgular 36 434.83
Dari6ren 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
% Merkez-Mescile 4 604.82
m | 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
Merkez-Yazipiar 6 195.13
Merkez-Alacamescit 10 237.85
Hocaoglu 13 258.75
Merkez-Kusagmasi 16 157.11
Merkez-Kusagmasi 10 129.11
Golyaka 40 341.58
8 Merkez-Yenikarakoy 14 165.98
S | Merkez-Kopriibasi 2 805.56
R | Merkez-Konuralp 6 227.50
Merkez-Kopriibast 16 163.97
Merkez-I¢meler 50 203.48
Merkez-Pagakonagi 8 1864.89
Golyaka-Boyamaci 38 1181.00
Golyaka-Haciyakup 14 2126.65
Golyaka-Haciyakup 40 1110.70
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Cizelge 1. Devami

Ornegin ahndig Bulasik tohum Ort.ZEA miktar1

il flce-koy orani (%) ppb
Merkez-Konuralp 20 1794.31
Merkez-K6priibasi 18 828.57
Golyaka-Haciyakup 46 858.23

E Golyaka-Aydmpinari 18 784.52
& | Gélyaka-Boyamaci 4 1466.50
Golyaka-Aydinpinari 6 863.11
Golyaka-Aydmpinari 24 636.77
Merkez-Yenikarakéy 8 195.13
Caycuma-Comrali 10 297.41
Caycuma-Karakog 12 266.51
Karapinar 11 242.41
Caycuma-Comrali 18 237.87
Caycuma-Comrali 14 558.34
Caycuma-Comrali 86 182.73
Caycuma-Kayikgilar 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
N Caycuma-Karakog 54 1277.65
Caycuma-Comrali 10 1443.03
Caycuma-Comrali 16 815.25
Eregli-Kizilcapinar 12 1942.14
Caycuma-Kayikeilar 18 701.54
Caycuma-Kayikeilar 4 474.95
Eregli-Yazicilar 24 1332.23
Eregli-Yazicilar 68 479.38
Caycuma-Kayikgilar 24 297.41
Caycuma-Karakog 6 266.51
ORTALAMA 828.47
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Cizelge 3. Tiirk ve AB Gida Kodeksine gére maksimum zearalenone (ZEA) limitleri

Maksimum
Gida Maddesi limitler (ppb)
Tiirkiye | AB
Islenmemis tahillar (misir harig) 100 100
Islenmemis musir (1slak dgiitiilecekler 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 firincilik driinleri dahil), pastacilik drlinleri, biskiivi,
tahil cerezleri, kahvaltilik tahillar (musir ¢erezleri ve musir bazli 50 50
kahvaltilik tahillar haric)
Dogrudan insan tiikketimine sunulan musir, misir ¢erezleri ve musir 100 100
bazli kahvaltilik tahillar
Bebek ve kiigiik cocuk ek gidalart @ 20 20
500 mikrondan biiyiik eleklerden gegirilerek tretilen misirin kabaca
ogiitiillmesinden elde edilen kiiclik pargalar ve musir irmigi (GTIP
1103 13) veya misirdan elde edilen pelleter (GTIP 1103 20 40) ve
dogrudan insan tiikketimine sunulmayan 500 mikrondan biiyiik | 200 200
eleklerden gecirilerek {iretilen misir veya musir iiriinlerinin
kabartilmas1 veya kavrulmasi suretiyle elde edilen gida maddeleri
(GTIP 1904 10 10)
500 mikrondan kiigiik ve esit eleklerden gegirilerek iiretilen misir unu
(GTIP 1102 20) ve dogrudan insan tiiketimine sunulmayan 500
mikrondan kii¢iik ve esit eleklerden gegirilerek iiretilen misir veya 300 300
musir Uriinlerinin kabartilmasi veya kavrulmasi suretiyle elde edilen
gida maddeleri (GTIP 1904 10 10)
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ZEA konsantrasyonu 200-400

" ppm
Ornek sayis 9 adet
Oram %13

ZEA konsantrasyonu 400-600

" ppm
Ornek sayis 15 adet
Oram %21

ZEA konsantrasyonu 600< ppm
Ornek sayis 37 adet
Oram %53
ZEA konsantrasyonu 100-200 ppy

Ornek sayis 9 adet
Oram %13

Sekil 2. F. verticilloides ile bulagik misir gesitlerindeki ZEA miktarinin orneklere gore
dagilima.

Cizelge 2. F. verticillioides ile bulagik misir ¢esitlerindeki zearalenone (ZEA) miktarinin
yillara gore dagilimi

) Ornek ZEA toksin miktar1 (ppb)
Iller Yillar sayisi Ortalama:_tStandart hata
(min-max)
2005 6 1931.66+1067.88 (125.36-6001.76)
Bartin 2006 7 395.07+128.95 (112.16-906.33)
Ortalama 13 1163.36+562.68 (112.16-6001.76)
2005 4 1093.05+717.15 (162.03-3227.34)
Bolu 2006 8 500.31+118.31 (186.38-960.04)
Ortalama 12 731.194221.10 (162.03-3227.34)
2005 18 700.79+141.91 (129.11-2126.65)
Diizce 2006 5 844.00+310.48 (157.11-1864.89)
Ortalama 23 731.93+127.07 (129.11-2126.65)
2005 15 783.114+256.69 (131.37-4094.89)
Zonguldak 2006 7 849.384+248.35 (156.95-1942.15)
Ortalama 22 804.19+188.69 (131.37-4094.89)
Calisma alam 70 828.47+125.22 (112.16-6001.76)

Misirda kogan ve sap ciiriikligii hastalik etmeni F.verticilloides’in olusturdugu
mikotoksinlerderden ZEA toksini ile ilgili ¢aligmalar son yillarda iilkemizde ve
yurt diginda biiyiilk 6nem kazanmigtir. Bu toksin insanlarda ve hayvanlarda birgok
hastaliklara neden olmakta, hatta 6liimle sonuglanan vakalar olusturmaktadir.
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Daha onceki ¢aligmalarda, F. verticillioides ile yiiksek oranda bulagik musir
tanelerinde FUM B1 (Demir 2002, Blandino et al. 2009, Miadaner et al. 2010,
Mukanga et al. 2010), DON, DAS, ZEA (115-779 ppb, a-zearalenols) nin
(Adejumo et al. 2007a,b, Goertz et al. 2010) varligini bildirmektedirler. S6z konusu
patojenle diisiik oranda bulasik misir 6rneklerde ise FUM B1, FUM B2 ve ZEA
(1.40 ppb) belirlenmistir (Domijan et al. 2005, Tabuc et al. 2009). Bu ¢alismalarin
aksine Arjantin’in Entre Rios eyaletinin 3 ayr1 boliimiinde yapilan siirvey
caligmalarinda tiim bdolgelerde F. verticilloides en yaygin fungus tiirii olarak
belirlenmesine ragmen ZEA, DON ve Ochratoksin (OA) 6rneklerin hicbirinde
tespit edilmemistir (Pacin et al. 2001).

Calismamizda ise 2005 yilina ait yerel misir gesitlerinden elde edilen izolatlarin
biiyiik ¢ogunlugunu (%66), 2006 yili izolatlarinin ise %34’tni F. verticillioides
olusturmustur. Tiirk ve Avrupa Birligi (AB) Gida Kodeksinde misir ve musir
iriinlerindeki maksimum ZEA limitleri ile karsilastirildiginda, ¢alismada tespit
edilen ZEA degerleri oldukca yiiksek degerlerde bulunmustur. Calisma sonucunda
elde edilen ZEA toksin miktar1 ortalamalar1 {ilkemiz maksimum toksin limit
sinirlarinin da tizerindedir.

Fusarium spp ile bulagik olmayan ve ayni illerden alinan musir ¢esidi 6rneklerinde
2 ¢esit hari¢ Tiirk Gida Kodeksi maksimum ZEA limit degerlerinin altinda ZEA
tespit edilmistir.

Bat1 Karadeniz Bolgesi en fazla musir yetistiriciliginin yapildigi bolgelerden biri
olmasi, misirin insan beslenmesinde ve hayvan yemi olarak fazla miktarlarda
tiikketilmesi, bolgenin yagisli ve nemli bir iklime sahip olmasi nedeniyle bdlgede
yetistirilen misirlarin mikotoksinlerle bulagiklik ihtimali g6z ardi edilmemeli ve
misir yetistiriciliginde tarladan baslayarak hasat, kurutma, depolama ve nakliye
asamalarinda biiyiik titizlik gosterilmelidir.

Ulkemizde ve ozellikle Karadeniz Bolgesi'nde insan ve hayvan beslenmesinde
onemli bir yere sahip olan misirda, kocan ciiriikliigii ve mikotoksinler konusunda
ozellikle de dayaniklilik tizerine daha detayli ¢alismalar yapilarak gerekli onlemler
almmalidir.

Ulkemizde ise etmenin yaygin oldugu musir orneklerinde FUM'un varlig
bildirilmekle birlikte (Demir 2002), insanlarda ve sicakkanlilirda 6nemli saglik
sorunlarina neden olan (Munkvold 2001) ZEA ile ilgili yapilmis bir ¢alisma
bulunmamaktadir.
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