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0Oz: Bu calismada Ascochyta rabieinin solanapyrone toxin iretiminin spektrofotometrik yéntemle tespiti
ve toksin Uretiminde en uygun ginin belirlenmesini amaglanmistir. A. rabie/nin G¢ izolati (Abk 3, Auk 7 ve
Haypa 3) Czapek Dox sivi besin ortaminda 7, 14 ve 21 gln sureyle gelistiriimis ve toxin C18 kati faz
ekstraksiyon kartijleriyle ekstrakte edilerek acetonitril ile elute edilmistir. Solanapyrone toksinlerinin kantitatif
miktarlarinin belirlenmesinde Agilent Specord 200 spekirofotometre kullaniimistir. A. rabiei izolatlarinin 7, 14 ve
21. glnlerdeki solanapyrone A, B ve C lretim durumlarinin birbirinden farkli oldugu gérilmustur. Ug izolatin da
7. gun ekstraksiyonlarinda solanapyrone B Urettigi belirlenmistir. Solanapyrone A’yi izolatlardan ikisinin disik
miktarda da olsa Urettigi ancak Auk 7 izolatinin Uretmedidi tespit edilmistir. 14. glindeki solanapyrone A
miktarlari 7. giindeki miktarlardan oldukga yUksektir. Bu da misel kitlesindeki artisi ile solanapyrone A miktari
arasinda iliski oldugunu gdstermektedir. Ekstraksiyon yapilan giinlerde her 3 izolatin da en ¢ok solanapyrone C
drettigi belirlenmistir. istatiksel olarak bir kiyaslama yapildiginda {g izolatin solanapyrone A, B ve C
Uretimlerinin 14. ve 21. glnler arasinda bir fark olmadidi gorulmuUstir. Sonug olarak A. rabiernin toksin
ektraksiyonu igin en uygun gunin 14. gin oldugu saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: A. rabiei, Solanapyrone A, B ve C, Ekstraksiyon ve Spektrofotometre

The Use of Spectrophotometric Method to Determine Solanapyrones
Production of Ascochyta rabiei (Pass) Labr., Causal Agent of Chickpea
Blight

Abstract: This study is aimed to determine solanapyrones production of Ascochyta rabiei by
spectrophotometric method and to define the most suitable day for solanapyrones extraction. Three isolates of
A. rabiei were grown in czapek dox liquid medium for 7, 14 and 21 days and toxins were extracted by solid
phase extraction using C18 catridge. Then toxin were eluted with acetonitrile. Agilent Specord 200
spectrophotometer was used in quantities analysis of solanapyrones. Toxin production of the isolates on 7th,
14th and 21th days were found diffrent from quantitatively. All three isolates produced solanapyrone B on the
7th day. Two of the isolates, except Auk 7, produced solanapyrone A in very low quantities in the 7th day.
Amount of solanapyrone A obtained from 14th day was higher than that of 7th day incubation. This implies as
that the increase of mycelial mass of fungi is closely related with quantitive of solanapyrone A. In the 7th, 14th
and 21th days extraction, solanapyrone C was defined the most abundant toxin for all isolates. The differencies
amoung of the quantities solanapyrone A, B and C was not statistically significant between in the 14th and 21th
days of incubation. Consequently it is found that 14th day’s incubation appropriate for toxin extraction of A.
rabiei.
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Nohutlarda yanikliga neden olan Ascochyta  solanapyrone toksinlerinin yaniklik hastaliginda énemli
rabiei (Pass.) Labr. dinyada oldugu gibi Glkemizde de  bir rol oynadidi belirtiimektedir (Hamid ve Strange,
Uretim alanlarinda yaygin olarak gérilmektedir (Nene  2000). Toksin ilk olarak patates ve domateslerde
1982, Dolar ve Gircan 1994). A. rabie/nin Urettigi erken yaniklik etmeni Alternaria solani (Ell. & Mart.)
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Jones and Grout'un kiltdr filtralarindan izole
edilmistir (Ichihara ve ark. 1983). Sonraki yillarda A.
rabieinin kdltdr filtratlarinda solanapyrone A, B ve
C’nin yani sira Chytocalasin D Urettigi de belirlenmigtir
(Alam ve ark. 1989, Héhl ve ark. 1991, Latif ve ark.
1994).

Bu calisma Tirk Ascochyta izolatlarinin Urettigi
solanapyrone toksinlerinin spektrofotometrik
yontemlerle belirlenmesi ve toksin ekstraksiyonu igin
en uygun zamanin tespiti i¢in yapilmis bir metod
calismasidir.

Materyal ve Yontem

Calismada kullanilan Ascochyta rabiei izolatlari
Ankara Universitesi Ziraat Fakdiiltesi Bitki Koruma
Bélimiinde ydritilmis olan Ascorab Avrupa Birligi
projesi kiltdr koleksiyonundan temin edilmistir.

Ascochyta rabiei izolatlarinin gelistirilmesi ve
spor suispansiyonu hazirlanmasi : A. rabiei izolatlar
Nohut-Unu-Dekstroz-Agar ortamina aktarilarak
22+1°C sicaklik ve 12 saat aydinlik periyot iceren
inkibasyon odasinda iki hafta slreyle gelistirilmistir.
Daha sonra Ascochyta kdltir( Gzerine 10 ml steril saf
su koyup spatll ile nazik bir sekilde kazinmis ve
Whatman No.1 filtre kagidi ile suspanswon
sUzUlmistir. Spor yogunlugu thoma lami ile 10"e
ayarlanmis ve ependorf tlplere konuImU§tur Ependorf
tiipler 10 dk sireyle 10000 rpm’'de (+4 °C’ de) santrifilj
edilmigtir. 1. santrifijden sonra Ustteki sivi kisim
mikropipet yardimiyla bosaltilip tekrar steril saf su
pellet Gzerine ilave edilerek ayni kosullarda 2. kez
santrifij islemi yapilmistir. Daha sonra pelletlerin
Uzerine tekrar steril saf su ilave edilerek son
konsantrasyonu %15’lik gliserol icerecek sekilde cryo
tuplere aktarilmistir. Cryo tupler kullanilincaya kadar
-20 °C'de deep freezerda bekletilmistir.

Toksin uretimi ve kismi saflagtiriimasi: Toksin
Uretimi igin zenginlestirilmis (0,05 g/l ZnS04.7H20, 0,1
g/l CaCl2.2H:0, 0,02 g/l CuCl..2H20, 0,02 g/l
CoCl2.6H20, ve 0,02 g/l MnCl2.4H,0 ilave edilmig)
Czapek Dox sivi besin ortaminin 30 ml’sini iceren 250
ml’lik erlenler sterll edildikten sonra yukaridaki sekilde
hazirlanan 10" spor/ml'lik spor slispansiyonlarinin 30
pl ile inokule edilmistir. Deneme her izolat i¢in Ug
tekerrurlu olacak sekilde planlanmistir. Erlenmayerler
20 °C sicaklik ve sirekli 1sik altinda duragan bir halde
inklbasyon  sdresinin  toksin  Uretimine  etkisini
saptamak igin rastgele secilen g izolati (Auk 7, Haypa
3 ve Abk 3) 7, 14 ve 21 gun sireyle inkiibasyona
birakilmigtir.  inkilbasyon siiresinin  sonunda sivi
kllturler 6nce 4 kat tulbentten daha sonra Whatman
No.1 filire kagidindan stiziilerek miseller
uzaklastiriimistir. Uzaklagtlrllan misel kitleleri kuru
agirliklarini tayini igin 60-80 °C sicaklik igeren etiivde
sabit agirliga gelinceye kadar kurutulmustur. Kaltir
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filtratlar (10 ml), metanol (5 ml) ve takiben su (5 ml) ile
kosullandinimis 1 g'hk C18 katifaz ekstraksiyon
kartijlerinden gegirildikten sonra tekrar su (5 ml) ile
yikanarak toksin 2 ml acetonitril ile elute edilmigtir.

Toksinlerin kantitatif analizi: Solanapyrone
toksinlerinin kantitatif miktarlarinin hesaplanmasinda
Agilent Specord 200 spektrofotometre kullaniimigtir.
Toksin standartlari solanapyrone A ve B Dr. Estelle
GEWIS (University College of London, ingiltere)'ten
solanapyrone C ise Dr. Hideaki OIKAWA (University of
Hokkaido, Japonya) den temin edilmistir.Solanapyrone
A, B ve Cnin standartlari 1, 10 ve 30 ppm’lik
konsantrasyonlari spektrofotometrede 1 m’lik quartz
kivetlerde okunmus ve sirasiyla 326, 299 ve 319 nm
de en ylUksek absorbans degerlerine sahip oldugu
tespit edilmistir (Sekil 1). Daha sonra kalibrasyon
egrisini olusturmak igin toksin standartlarindan 0.005
ve 8 ppm arasinda konsantrasyonlar hazirlanmistir.
Solanapyrone A icin 13 noktali, solanapyrone B igin 10
ve solanapyrone C igin 11 noktali konsantrasyon
hazirlanmisgtir. Hazirlanan konsantrasyonlar spekt-
rofotometrede okunarak kalibrasyon egrisi gizilmistir
(Sekil 2). Daha sonra érnek okumasina gegilmistir.
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Sekil 2. Sirasiyla Solanapyrone A, B ve C igin olusturulan kalibrasyon egrileri

Cizelge 1. A. rabiei izolatlarinin 7, 14 ve 21 glinde toksin Uretim miktarlari

izolat Solanapyrone 7.g0n mg/g kuru agirlik 14.gin mg/g kuru agirhk 21.gin mg/g kuru agirhk

A 0+0,00 b 0,32+0,01 a 0,2840,16 a
Auk 7 B 0,07+0,02 b 0,13+0,01 a 0,1340,02 a

C 3,2240,28 b 6,55+0,65 a 8,47+1,86 a

A 0,03+0,00 b 0,46+0,10 a 0,47+0,05 a
Haypa 3 B 0,10+0,01 b 0,18+0,05 a 0,20+0,00 a

C 3,68+1,15 b 10,65+2,21 a 11,26+0,17 a

A 0,094+0,00 b 0,45+0,03 a 0,56+0,10 a
Abk 3 B 0,08+0,00 b 0,25+0,03 a 0,29+0,02 a

C 0,31+0,01 b 1,57+£0,21 a 1,87+0,30 a

Not: Her izolatin toksin Gretimi giinler dikkate alinarak kendi icinde degerlendirilmistir. LSD % 5'e gére ortalamalar

arasindaki fark énemsizdir.
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Bulgular ve Tartigma

Ascochyta izolatlarinin 7, 14 ve 21 glnlerdeki
solanapyrone A, B ve C dretim durumlarinin
birbirinden farkli oldugu gérilmektedir (Cizelge 1).
7.gun itibariyle denemede kullanilan 3 izolat tarafindan
en cok Uretilen toksin solanapyrone C’dir. Abk3 izolatl
haric en ¢ok dretilen ikinci toksin solanapyrone B'dir.
Auk 7 izolatinda solanapyrone A’ya hig¢ rastlanmazken,
diger iki izolatta az miktarda da olsa tespit edilmistir.
Bu sonuglardan yola ¢ikarak Ascochyta konidilerinin
baslangicta solanapyrone C ve B dretimini
gerceklestirdigini sOyleyebiliriz. Nitekim Héhl ve ark.
(1991) yaptiklar ¢alismalarda sonuglarimizi destekler
nitelikte olup, Ascochyta sporlarinin ¢im tuplerinden 4.
giinden itibaren besi ortaminda solanapyrone C ve B
salgiladigini bildirmiglerdir. Ayrica solanapyrone A’nin
spor ¢imlenmesiyle dogrudan ilgili olmadigini da
belirtmiglerdir.

14. glindeki solanapyrone A miktarlar 7. giindeki
miktarlardan  olduk¢ca yUksektir. Bu da misel
kitlesindeki artis ile solanapyrone A miktari arasinda
iliski oldugunu géstermektedir. Yapilan ¢alismalar da
bu sonucu desteklemekte ve 6. giinden itibaren besi
ortaminda solanapyrone A'nin tespit edildigini ve 18.
ginde en yiksek miktarina ulastigini  belirtmiglerdir
(Ho6h!l ve ark. 1991). Bu da misel kitlesindeki artis ile
solanapyrone A miktari arasinda iliski oldugunu
gbstermektedir. Toksin Gretimi bakimindan her izolat
7, 14 ve 21 glnler arasinda istatiksel olarak bir analize
tabi tutuldugunda her Ug izolatin da solanapyrone A, B
ve C Uretimlerinin 14. ve 21. glnler arasinda bir fark
olmadigi gértlmastur. Sonug olarak A. rabieinin toksin
ektraksiyonu igin en uygun ginin 14. gin oldugu
bulunmustur.

Tesekkiir

Bu calisma Tlbitak TOVAG tarafindan
desteklenmekte olan 1040115 nolu proje kapsaminda
yuritdlen arastirmanin bir kismidir.

TARIM BILIMLERI DERGISI 2007, Cilt 13, Say 4

Kaynaklar

Alam S.S., J.N. Bilton, A.M.Z. Slawin, D.J. Willimas, R.N.
Sheppard and R.N. Strange. 1989. Chickpea blight -
production of the phytotoxins solanapyrone A and C by
Ascochyta rabiei. Phytochemistry 28: 2627-2631.

Dolar, F. S. and A. Gircan. 1992. Pathogenic variability and
race appearance of Ascochyta rabiei (Pass.) Labr. in
Turkey. J. Turk. Phytopath., 21:61-65.

Hamid, K. and R.N. Strange. 2000. Phytotoxicity of
solanapyrones A and B produced by the chickpea
pathogen Ascochyta rabiei (Pass.) Labr. and the
apparent metabolism of solanapyrone A by chickpea
tissues. Physiological and Molecular Plant Pathology
56: 235-244.

Hohl, B., C. Weidermann, U. Hohl, and W. Barz. (1991)
Isolation of solanapyrones a, b and c fromculture
filtrates and germination fluids of Ascochyta rabiei and
aspects of phytotoxin action. J. Phytopathol. 132:193-
206.

Ichihara, A., H. Tazaki, S. Sakamura. 1983. Solanapyrones A,
B and C, phytotoxic metabolites from the fungus
Alternaria solani. Tetrahedron Lett., 24:5373-5376.

Latif Z., R.N. Strange, J. Bilton and S. Riazuddin. 1993.
Production of the phytotoxins, solanapyrones A and C
and cytochalasin D among nine isolates of Ascochyta
rabiei. Plant Pathology 42: 172-180.

Nene, Y.L. 1982. A review of ascochyta blight of chickpea-
Tropical Pest Management, 28 (1): 61-70.

iletisim adresi:

Muharrem TURKKAN

Ankara Univ. Ziraat Fak. Bitki Koruma BélimU-Ankara
Tel: 0312 317 05 50/1119

Fax:0312 318 70 29

E-posta: muharremturkkan@mynet.com




