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ÖZET: Bu çalışma Fusarium oxysporum f.sp. ciceris izolatlarının fusarik asit üretimi ve virülenslikleri arasında bir ilişki 
olup olmadığını belirlemek için yürütülmüştür. F. oxysporum f.sp. ciceris’ in beş izolatı (KC 7, A4, KA6, KC9 ve KC6) 
Czapek Dox sıvı besin ortamında 5, 10, 15 ve 20 gün süreyle geliştirilmiş ve toxin C18 katı faz ekstraksiyon kartijleriyle 
ekstrakte edilerek asetonitril ile elue edilmiştir. Asetonitrildeki fusarik asitin varlığı hem ince tabaka kromatografi hem de 
spektrofotometrik yöntemle belirlenmiştir. Fusarik asitin ince tabaka kromatorafisinde Rf değeri 0.70 olarak bulunmuş ve 
fluoresan kremit rengi parlaklıkta bir leke vermiştir. Buna ilave olarak ince tabaka kromatografi analizinde bir izolatın 
tanımlanamayan bir metabolit ürettiği belirlenmiştir (Rf 0.87). Fusarik asitin kantitatif miktar analizi Agilent Specord 200 
spectrofotometre ile gerçekleştirilmiştir. Đzolatların hiçbirisi inkübasyonun 5. gününde fusarik asit üretmemiştir. Ayrıca 
düşük ve yüksek virülens izolatların fusarik asit üretimindeki farklılıklar inkübasyonun 20. gününde istatiksel olarak önemli 
bulunmuştur.  
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DETERMI�ATIO� OF FUSARIC ACID PRODUCTIO� BY FUSARIUM OXYSPORUM F.SP. 
CICERIS WITH THI� LAYER CHROMATOGRAPHY A�D SPECTROPHOTOMETRIC METHODS 

 
ABSTRACT: This study is performed to determine whether a relation exists between fusaric acid production and virulence 
of Fusarium oxysporum f.sp. ciceris isolates. Five isolates (KC 7, A4, KA6, KC9 ve KC6) of F. oxysporum f.sp. ciceris 
were grown in Czapek Dox liquid medium for 5, 10, 15 and 20 days and toxins were extracted by solid phase extraction 
using C18 catridge. Then, toxins were eluted with acetonitrile. The presence of fusaric acid in acetonitrile was confirmed by 
both thin-layer chromatography and spectrophotometer. Thin-layer chromatography of fusaric acid gave a fluoresent brick 
colored spot at Rf 0.70. In addition to that, an unknown metabolite was found in thin-layer chromatography analysis (Rf 
0.87). Quantitave analysis of fusaric acid was performed by Agilent Specord 200 spectrophotometer. None of the isolates 
produced fusaric acid in the 5th day. Also, differences in fusaric acid production between low and high virulent isolates 
were found as statistically significant in the 20th day of incubation. 
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1. GĐRĐŞ 
 

Türkiye’de nohut (Cicer arietinum L.) yemeklik 
dane baklagil ekim alanları içerisinde % 48.4’ lük bir 
orana sahip olup, üretim 551746 ton ve verim ise 989 
kg/ha’ dır (Anonymous, 2008). Nohutlarda 
solgunluğa neden olan Fusarium oxysporum Schlect 
Fr. f.sp. ciceris (Foc) (Padwick) Matuo & Sato 
dünyada olduğu gibi Türkiye’de de üretim 
alanlarında yaygın olarak görülmektedir (Trapero-
Casas and Jimenez-Diaz, 1985; Maden, 1987; Dolar, 
1996; Nene et al., 1996). Değişik araştırmacıların 
yaptıkları çalışmalarda Foc’ un yedi ırkının olduğu ve 
Irk 0’ ın virülensi en düşük, ırk 2 ve 3’ ün ise 
virülenslikleri yüksek ırklar olduğu bildirilmektedir 
(Haware and Nene, 1982; Cabrera de la Colina et al., 
1985). Dolar (1997) Foc’ un 0, 2 ve 3 nolu ırklarının 
Türkiye’de bulunduğunu tespit etmiştir. Hastalık 
bitkilerin köklerini enfekte ederek köklerde 
nekrozlara, bitkinin üst aksamında solgunluğa ve 
sonuç olarak bitkinin ölmesine neden olmaktadır. 

Bitki patojeni birçok fungus bitkilerde zararlara 
neden olan bir veya daha fazla toksik metabolit 
üretmektedir.   Bu toksinlerin bitkilerde hastalıktan 
dolayı meydana gelen simptomların çoğunu veya 

tamamını oluşturması bunların bitki hastalıklarında 
önemli bir rol oynayabileceğini göstermektedir 
(Yoder, 1980).  

Fusarium türü fungusların bitkilerde meydana 
getirdiği solgunluk simptomlarının fungus tarafından 
üretilen nonspesifik bir toksin olan Fusarik asit (FA)’ 
ten kaynaklandığı bildirilmektedir (Davis, 1969; 
Toyada et al., 1988). Ayrıca toksinin patateslerdeki 
kuru çürüklük (Fusarium oxysporum Schlect. Emend 
Snyd. & Hans.) hastalığında da önemli bir rol 
oynadığı belirtilmektedir (Venter and Steyn, 1998). 
FA üzerine günümüze kadar yapılan çalışmalarda 
toksinin bitkilerde hücre zarının seçici geçirgenliğini 
değiştirdiği, mitokondrinin aktivitesini ve ATP 
sentezini azalttığı ve bitki kök gelişimini engellediği 
belirlenmiştir (Bouizgarne et al., 2004; Bouizgarne et 
al., 2005; Bouizgarne et al., 2006; Wu et al., 2008). 
Toksin Fusarium oxysporum başta olmak üzere 
birçok Fusarium türü (F. moniliforme, F. 

crookwellense, F.  subglutinans, F. sambucinum, F.  
napiforme, F. heterosporum, F. solani ve F. 

proliferatum) tarafından üretilmektedir (Bacon et al., 
1996).  

Bu çalışma virülenslikleri bilinen Foc izolatlarının 
ürettiği FA’ in TLC ve spektofotometrik yöntemlerle 
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tanılarının yapılması, miktarlarının belirlenmesi ve 
izolatların ürettiği toksin miktarları ile virülenslik 
arasında bir ilişkili olup olmadığının belirlenmesi 
amaçlanmıştır.  
 
2. MATERYAL VE YÖ�TEM 
 
2.1. Fungal materyal  

Çalışmada kullanılan 5 Foc izolatı [KC7 (patojen 
olmayan izolat), A4 (ırk 0), KA6 (Irk 2), KC9 ve 
KC6 (Irk 3)] Ankara Üniversitesi Ziraat Fakültesi 
Bitki Koruma Bölümü Öğretim üyelerinden Prof. Dr.  
F. Sara DOLAR’ ın kültür koleksiyonundan temin 
edilmiştir.  
 
2.2. Đzolatların geliştirilmesi ve spor süspansiyonu 
hazırlanması  

Cryo tüplerden aşılanan Fusarium izolatları 
Patates Dekstroz Agar (PDA) ortamına aktarılarak 
23±10C sıcaklık ve 12 saat aydınlık periyot içeren 
inkübasyon odasında iki hafta süreyle geliştirilmiştir. 
Daha sonra her bir Fusarium kültürü üzerine 10 ml 
steril saf su ilave edilerek spatül ile nazik bir şekilde 
kazınmış ve elde edilen süspansiyon Whatman no.1 
filtre kağıdından süzülmüştür. Spor yoğunluğu thoma 
lamı ile 107 spor/ml olarak ayarlanmış ve steril 
ependorf tüplere konulmuştur. Ependorf tüpler 10 dk 
süreyle 10000 rpm’de (+40C’ de) santrifüj edilmiştir. 
Birinci santrifüjden sonra üstteki sıvı kısım 
mikropipet yardımıyla alınarak pellet üzerine steril 
saf su ilave edilmiş ve aynı koşullarda 2. kez santrifüj 
işlemi yapılmıştır. Daha sonra pelletlerin üzerine 
tekrar steril saf su ilave edilerek son konsantrasyonu 
%15’ lik gliserol içerecek şekilde cryo tüplere 
aktarılmıştır. Cryo tüpler kullanılıncaya kadar - 200C’ 
de derin dondurucuda bekletilmiştir (Hamid and 
Strange, 2000).  
 
2.3. Toksin üretimi ve kısmi saflaştırılması  

Toksin üretimi için 250 ml’lik erlenlerde bulunan 
50 ml zenginleştirilmiş (0.05 g/l ZnSO4.7H2O, 0.1 g/l 
CaCl2.2H2O, 0.02 g/l CuCl2.2H2O, 0.02 g/l 
CoCl2.6H2O, ve 0.02 g/l MnCl2.4H2O ilave edilmiş) 
Czapek Dox sıvı besi ortamı steril edildikten sonra, 
Foc izolatlarının 107 spor/ml’ lik spor 
süspansiyonlarından 50 µl ilave edilerek inokule 
edilmiştir. Deneme her izolat için üç tekerrürlü 
olacak şekilde tesadüf parselleri deneme desenine 
göre kurulmuştur. Erlenmayerler 23±10C sıcaklık ve 
karanlıkta durağan bir halde 5, 10, 15 ve 20 gün 
süreyle inkübasyona bırakılmıştır. Đnkübasyon 
süresinin sonunda sıvı kültürler önce 4 kat tülbentten 
daha sonra Whatman no.1 filtre kağıdından süzülerek 
miseller uzaklaştırılmıştır. Uzaklaştırılan misel 
kitlelerinin kuru ağırlıklarının tayini için 70 0C 
sıcaklık içeren etüvde sabit ağırlığa gelinceye kadar 
kurutulmuştur. Gopalakrishnan et al. (2005) metodu 
modifiye edilerek kültür filtratları (15 ml), metanol (5 
ml) ve takiben su (5 ml) ile koşullandırılmış 1 g’ lık 
C18 katıfaz ekstraksiyon kartijlerinden geçirildikten 

sonra tekrar su (5 ml) ile yıkanarak toksin 2 ml 
acetonitril ile elue edilmiştir.  
 
2.4. Fusarik asidin ince tabaka kromatografi 
(TLC) ile belirlenmesi  

TLC plakaları (LuxPlate silica gel 60 F254, 20×20 
cm) 1100C’ de 10-15 dk aktive edildikten sonra FA 
standartı (Sigma Alrich, Germany) (10 ppm) ve 
örnekler mikropipet yardımı ile 25µl plakalar üzerine 
uygulanmıştır. Plakalar önceden hazırlanmış 
geliştirme solventinin (n-butanol:asetik asit:etil 
asetat:su, 3:2:2:2, v/v) bulunduğu tanka 
yerleştirilerek 3-3.5 saat gelişmeleri sağlanmış ve bu 
işlemi takiben plakalar tanktan çıkarılıp havada 
kurutulmuş ve daha sonra da 254 nm UV ışık 
(CAMAG) altında incelenmiştir (Šrobárová et al., 
2004; Eged, 2005).  Örneklerdeki FA yoğunlukları 
FA standartı ile kıyaslanarak Paterson and Rutherford 
(1991)’ un metodu modifiye edilerek gözlemsel 
olarak belirlenmiştir. 

 
2.5. Kantitatif miktar tayini  

FA’ in kantitatif miktarının hesaplanmasında 190-
1100 nm dalga boyları arasında okuma yapan Agilent 
Specord 200 spektrofotometre kullanılmıştır. FA 
standartı metanolde çözüldükten sonra toksinin 
asetonitrilde hazırlanan farklı konsantrasyonları 
spektrofotometrede okunmuş ve FA’ in maximum 
absorbans yaptığı dalga boyları belirlenmiştir (Şekil 
1). Daha sonra FA standartından hazırlanan 0.03, 
0.06, 0.13, 0.50, 4.00, 8.00 ve 32.00 ppm’ lik 
konsantrasyonları spektrofotometrede okunarak 
kalibrasyon eğrisi oluşturulmuştur (Şekil 2). 
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Şekil 1. Fusarik asitin 216 ve 256 nm’ deki absorbans 
değerleri  
 
2.6. Sonuçların değerlendirilmesi  

Foc izolatlarının farklı inkubasyon dönemlerinde 
ürettikleri FA miktarları belirlendikten sonra Minitab 
Paket Programı (MINITAB Inc.814-238-3280 WS 
112102553) ile F-testine (P = 0.05) göre kontrol 
edilmiştir. Ortaya çıkan önemli farklılıklar Duncan 
testi ile (P ≤ 0.05) saptanmış ve bunlar harflerle 
gösterilmiştir. 
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Şekil 2. Fusarik asit için oluşturulan kalibrasyon eğrisi  
 
3. TARTIŞMA VE SO�UÇ 
 

Bu araştırmada kullanılan virülenslikleri bilinen 
Foc izolatlarının (Dolar, 1997) farklı inkubasyon 
günlerinde değişik miktarlarda FA ürettiği hem ince 
tabaka kromatografisi hem de spektrofotometrik 
analizlerle belirlenmiştir. Đnce tabaka kromatografi 
analizlerinde FA standartı tek bir bant oluşturmasına 
karşın, izolatların kültür filtratlarının silika jel 
plakaları üzerinde iki farklı bant oluşturduğu 
gözlemlenmiştir. Fluoresans parlaklıkta kremit rengi 
bu bantların yoğunluğunun inkubasyon dönemlerine 
göre izolatlar arasında farklılık gösterdiği ve 
alıkonma faktörü (Rf) değerinin 0.70 olan FA’ ya 
0.87 olan ise tanımlanamayan diğer metabolite ait 
olduğu belirlenmiştir. Tanımlanamayan bu metabolit 
sadece A4 izolatında inkübasyonun hem 15. hem de 
20. gününde gözlemlenmiştir (Çizelge 1).  

Benzer olarak Luz et al. (1990) TLC analizlerinde 
Fusarium oxysporurn f. sp. vasinfectum ırklarının 
farklı besin ortamlarında farklı metabolitler ürettiğini 
bildirmişlerdir. Ayrıca diğer çalışmalarda kullanılan 
besin ortamları, ektraksiyon yöntemleri, 
kromatografik yöntemler, TLC plakaları ve solvent 
sistemlerine göre F. oxysporum izolatlarının FA 
dışında, fusarik asit metilester, dehidrofusarik asit, 
metilbostrikoidin, fusarubin, fusapiron, 
deoksifusapiron, metiljavanisin, metilslaniol, enniatin 
gibi birçok fitotoksik metabolit ürettiği 
bildirilmektedir (Tatum et al., 1985; Luz et al., 1990; 
Paterson and Rutherford, 1991; Altomare et al., 2000; 
Amalfitano et al., 2002; Amraoui et al., 2005). 
Tanımlanamayan bu metabolitin düşük patojenisiteye 
sahip A4 (ırk 0) izolatının kültür filtratlarında 
bulunması, metabolitin patojenisitede önemli bir rol 
oynamayabileceğinin bir işareti olabilir. Altomare et 
al. (2000) da nohut bitkisinden elde edilen hücre 
süspansiyonları ile yaptıkları denemede fusapiron ve 

deoksifusapironun, FA’ dan daha az toksik etki 
gösterdiğini bildirmektedirler.  

Kantitatif analiz çalışmalarında, inkubasyonun 
farklı dönemlerinde Foc izolatlarının kültür 
filtratlarındaki FA miktarlarının birbirinden farklı 
olduğu ve yapılan istatistik analizlerde de inkübasyon 
süreleri ile izolatlar arasındaki interaksiyonun önemli 
olduğu belirlenmiştir (Şekil 3) (Çizelge 2). 

Đnkübasyonun 5. gününde izolatların hiçbirinin 
kültür filtratında FA tespit edilememiştir. Benzer 
olarak yapılan başka bir çalışmada Fusarium 

oxysporum f. sp. udum’ un kültür filtratlarında ve 
miseliyal ekstraklarında inkübasyonun 5. gününde 
FA belirlenememişken, sonraki günlerde toksinin 
kültür filtratlarında hızla arttığı görülmüştür (Prasad 
and Chaudhary, 1974). Yine Curir et al. (2000) 
Fusarium oxysporum f. sp. lilii’ nin kültür 
filtratlarında FA’ i 7. günde belirlemişlerdir. Bu 
çalışmada ırk 3 (KC9 ve KC6) izolatlarının kültür 
filtratlarında inkübasyonun 10. gününden itibaren FA 
tespit edilmiş ve ırk 3 izolatlarının kültür 
filtratlarındaki FA miktarının 20. güne kadar hızla 
arttığı gözlenmiştir. Yapılan istatiksel analizlerde de 
inkübasyonun ilk üç döneminde tüm izolatların FA 
miktarları arasında istatistiksel olarak bir fark 
olmamasına karşın, inkübasyonun 20. gününde ırk 3 
izolatlarının her ikisi de diğer izolatlardan ayrı bir 
grupta yer almıştır. Ancak ırk 2 izolatının kültür 
filtratındaki FA miktarı 10. ve 20. günler arasında 
çok değişmemiştir. Ayrıca ırk 0 (A4) ve patojen 
olmayan (KC7) izolatlarının kültür filtratında FA ilk 
olarak 15. günde belirlenmiş ve bu izolatlardan 
ilkinin kültür filtratındaki FA 20. günde ırk 3 ve 2 
izolatlarına oranla çok daha az miktarda artış 
gösterdiği ancak ikincisinde ise aksine azaldığı tespit 
edilmiştir. Dolayısıyla izolatların kültür 
filtratlarındaki FA miktarları ile izolatların 
virülenslikleri arasındaki ilişki istatiksel olarak da 
teyit edilmiştir (Çizelge 2). Benzer olarak Venter and 
Steyn (1998)’ in Güney Afrika’ da yaptıkları bir 
çalışmada F. oxysporum izolatlarının ürettikleri FA 
miktarlarıyla hassas ve dayanıklı patates çeşitlerinin 
yumrularında bu etmenin neden olduğu kuru 
çürüklük hastalık şiddeti arasında bir ilişki olduğunu 
ve FA’ in patojenisitede önemli bir rol oynadığını 
bildirmişlerdir. 

Sonuç olarak Foc izolatlarının kültür filtratlarında 
FA’ in ortaya çıktığı periyod ve toksinin miktarı 
patojenisitede önemli bir rol oynayabileceğini 
göstermektedir. Ayrıca çalışma esnasında TLC 
analizlerinde tespit edilen ve farklı bir metabolit 
olduğu düşünülen madde üzerinde detaylı bir çalışma 
yapılmasının gerekliliği de görülmüştür.
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Çizelge 1. Fusarik asit ve tanımlanamayan diğer metabolitin 254 nm UV ışıkta TLC plakaları üzerindeki yoğunlukları  
Đnkübasyon dönemleri (gün) 

5 10 15 20 

Đzolatlar FA DM FA DM FA DM FA DM 

KC7 - - - - -/+ - -/+ - 
A4 - - - - + -/+ ++ + 

KA6 - - + - ++ - +++ - 
KC9 - - + - +++ - +++ - 
KC6 - - + - +++ - +++ - 

Not: - belirlenemedi, -/+ = çok düşük (belli belirsiz), + = düşük , ++ = orta ve +++ = yüksek yoğunlukta  
DM= tanımlanamayan diğer metabolit 

 

 
Şekil 3. Fusarik asit miktarlarının inkubasyon süresi ve izolatlara göre değişimi  
 
Çizelge 2. Fusarium oxysporum f. sp. ciceris izolatlarının farklı inkubasyon dönemlerinde ürettikleri Fusarik asit miktarları  

Fusarik asit miktarları (mg/g kuru ağırlık) 
Đzolatlar 

5. gün 10. gün 15. gün 20. gün 

KC 7        0.00±0.00 A*, a** 0.00±0.00 A, a 3.74±2.30 A, a 2.64±1.55  A, b 

A4 0.00±0.00 A, a 0.00±0.00 A, a 4.55±1.85 A, a 5.75±0.85  A, b 

KA6 0.00±0.00 A, a 2.78±0.60 A, a 7.06±2.19 A, a 8.38±2.35  A, b 

KC9 0.00±0.00 B, a 4.86±1.65 B, a 7.31±3.36 B, a 19.68±7.73 A, a 

KC6 0.00±0.00 B, a 5.71±0.91 B, a 9.56±2.18 B, a 21.23±9.51 A, a 

Not: * Satır ve **sütun içindeki değerler arasındaki farklılığı göstermektedir.  
Duncan %5'e göre aynı harfle gösterilen ortalamalar arasındaki fark önemsizdir. 
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