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OZET: Bu calisma Fusarium oxysporum f.sp. ciceris izolatlarinin fusarik asit iiretimi ve viriilenslikleri arasinda bir iligki
olup olmadigini belirlemek icin yiiriitilmistiir. F. oxysporum f.sp. ciceris’ in bes izolat1 (KC 7, A4, KA6, KC9 ve KC6)
Czapek Dox sivi besin ortaminda 5, 10, 15 ve 20 giin siireyle gelistirilmis ve toxin C18 kat1 faz ekstraksiyon kartijleriyle
ekstrakte edilerek asetonitril ile elue edilmistir. Asetonitrildeki fusarik asitin varligi hem ince tabaka kromatografi hem de
spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Fusarik asitin ince tabaka kromatorafisinde Rf degeri 0.70 olarak bulunmus ve
fluoresan kremit rengi parlaklikta bir leke vermistir. Buna ilave olarak ince tabaka kromatografi analizinde bir izolatin
tanimlanamayan bir metabolit iirettigi belirlenmistir (Rf 0.87). Fusarik asitin kantitatif miktar analizi Agilent Specord 200
spectrofotometre ile gergeklestirilmistir. Izolatlarin higbirisi inkiibasyonun 5. giiniinde fusarik asit iiretmemistir. Ayrica
diisiik ve yiliksek viriilens izolatlarin fusarik asit tiretimindeki farkliliklar inkiibasyonun 20. giiniinde istatiksel olarak 6nemli
bulunmustur.
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DETERMINATION OF FUSARIC ACID PRODUCTION BY FUSARIUM OXYSPORUM F.SP.
CICERIS WITH THIN LAYER CHROMATOGRAPHY AND 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. GIRiS

Tiirkiye’de nohut (Cicer arietinum L.) yemeklik
dane baklagil ekim alanlar1 igerisinde % 48.4’ liik bir
orana sahip olup, iiretim 551746 ton ve verim ise 989
kg/ha® dir  (Anonymous, 2008). Nohutlarda
solgunluga neden olan Fusarium oxysporum Schlect
Fr. f.sp. ciceris (Foc) (Padwick) Matuo & Sato
diinyada oldugu gibi Tirkiye’de de {iretim
alanlarinda yaygim olarak goriilmektedir (Trapero-
Casas and Jimenez-Diaz, 1985; Maden, 1987; Dolar,
1996; Nene et al., 1996). Degisik aragtirmacilarin
yaptiklar1 ¢alismalarda Foc’ un yedi irkinin oldugu ve
Irk 0’ m virlilensi en diisik, irk 2 ve 3’ {in ise
virtilenslikleri yiiksek irklar oldugu bildirilmektedir
(Haware and Nene, 1982; Cabrera de la Colina et al.,
1985). Dolar (1997) Foc’ un 0, 2 ve 3 nolu wrklarinin
Tirkiye’de bulundugunu tespit etmistir. Hastalik
bitkilerin  koklerini enfekte ederek koklerde
nekrozlara, bitkinin {ist aksaminda solgunluga ve
sonug olarak bitkinin 6lmesine neden olmaktadir.

Bitki patojeni bir¢ok fungus bitkilerde zararlara
neden olan bir veya daha fazla toksik metabolit
iretmektedir.  Bu toksinlerin bitkilerde hastaliktan
dolay1 meydana gelen simptomlarin ¢ogunu veya

tamamini olugturmast bunlarin bitki hastaliklarinda
onemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir
(Yoder, 1980).

Fusarium tirti funguslarin bitkilerde meydana
getirdigi solgunluk simptomlarinin fungus tarafindan
iiretilen nonspesifik bir toksin olan Fusarik asit (FA)’
ten kaynaklandigi bildirilmektedir (Davis, 1969;
Toyada et al., 1988). Ayrica toksinin patateslerdeki
kuru ¢tiriiklik (Fusarium oxysporum Schlect. Emend
Snyd. & Hans.) hastaliginda da onemli bir rol
oynadig1 belirtilmektedir (Venter and Steyn, 1998).
FA izerine giiniimiize kadar yapilan g¢aligmalarda
toksinin bitkilerde hiicre zarinin segici gegirgenligini
degistirdigi, mitokondrinin aktivitesini ve ATP
sentezini azalttig1 ve bitki kok gelisimini engelledigi
belirlenmistir (Bouizgarne et al., 2004; Bouizgarne et
al., 2005; Bouizgarne et al., 2006; Wu et al., 2008).
Toksin Fusarium oxysporum basta olmak tlizere
birgcok  Fusarium tiri (F. moniliforme, F.
crookwellense, F. subglutinans, F. sambucinum, F.
napiforme, F. heterosporum, F. solani ve F.
proliferatum) tarafindan lretilmektedir (Bacon et al.,
1996).

Bu ¢alisma viriilenslikleri bilinen Foc izolatlarinin
iirettigi FA’ in TLC ve spektofotometrik yontemlerle



tanilarinin yapilmasi, miktarlarinin belirlenmesi ve
izolatlarin irettigi toksin miktarlar: ile viriilenslik
arasinda bir iliskili olup olmadiginin belirlenmesi
amaclanmistir.

2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Fungal materyal

Calismada kullanilan 5 Foc izolati [KC7 (patojen
olmayan izolat), A4 (irk 0), KA6 (Irk 2), KC9 ve
KC6 (Irk 3)] Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bitki Koruma Boliimii Ogretim iiyelerinden Prof. Dr.
F. Sara DOLAR’ 1n kiiltir koleksiyonundan temin
edilmistir.

2.2. izolatlarin gelistirilmesi ve spor siispansiyonu
hazirlanmasi

Cryo tiiplerden asilanan Fusarium izolatlar
Patates Dekstroz Agar (PDA) ortamina aktarilarak
23+1°C sicaklik ve 12 saat aydinhk periyot iceren
inkiibasyon odasinda iki hafta siireyle gelistirilmistir.
Daha sonra her bir Fusarium kiltiirii iizerine 10 ml
steril saf su ilave edilerek spatiil ile nazik bir sekilde
kazinmig ve elde edilen siispansiyon Whatman no.1
filtre kagidindan siiziilmiistiir. Spor yogunlugu thoma
lamu ile 107 spor/ml olarak ayarlanmis ve steril
ependorf tiiplere konulmustur. Ependorf tiipler 10 dk
siireyle 10000 rpm’de (+4°C” de) santrifiij edilmistir.
Birinci santrifiijden sonra stteki sivi  kisim
mikropipet yardimiyla alinarak pellet iizerine steril
saf su ilave edilmis ve ayn1 kosullarda 2. kez santrifiij
islemi yapilmistir. Daha sonra pelletlerin {izerine
tekrar steril saf su ilave edilerek son konsantrasyonu
%15’ lik gliserol igerecek sekilde cryo tiiplere
aktarilmustir. Cryo tiipler kullanilincaya kadar - 20°C’
de derin dondurucuda bekletilmistir (Hamid and
Strange, 2000).

2.3. Toksin iiretimi ve kismi saflastirilmasi

Toksin tiretimi i¢in 250 ml’lik erlenlerde bulunan
50 ml zenginlestirilmis (0.05 g/l ZnSO,4.7H,0, 0.1 g/
CaCl,.2H,0, 0.02 g/l CuClL.2H,O, 0.02 g/l
CoCl,.6H,0, ve 0.02 g/l MnCl,.4H,0 ilave edilmis)
Czapek Dox sivi besi ortamu steril edildikten sonra,
Foc izolatlarnin 10"  spor/ml’ lik  spor
siispansiyonlarindan 50 pl ilave edilerek inokule
edilmistir. Deneme her izolat i¢in ii¢ tekerriirlii
olacak sekilde tesadiif parselleri deneme desenine
goére kurulmustur. Erlenmayerler 23+1°C sicaklik ve
karanlikta duragan bir halde 5, 10, 15 ve 20 giin
siireyle  inkiibasyona birakilmistir.  Inkiibasyon
stiresinin sonunda sivi1 kiiltiirler 6nce 4 kat tiilbentten
daha sonra Whatman no.1 filtre kagidindan siiziilerek
miseller uzaklagtirilmistir.  Uzaklastirilan  misel
kitlelerinin kuru agirliklarnm tayini i¢in 70 °C
sicaklik igeren etiivde sabit agirliga gelinceye kadar
kurutulmustur. Gopalakrishnan et al. (2005) metodu
modifiye edilerek kiiltiir filtratlar1 (15 ml), metanol (5
ml) ve takiben su (5 ml) ile kosullandirilmig 1 g* ik
C18 katifaz ekstraksiyon kartijlerinden gegirildikten
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sonra tekrar su (5 ml) ile yikanarak toksin 2 ml
acetonitril ile elue edilmistir.

2.4. Fusarik asidin ince tabaka kromatografi
(TLC) ile belirlenmesi

TLC plakalar1 (LuxPlate silica gel 60 F,s4, 20x20
cm) 110°C” de 10-15 dk aktive edildikten sonra FA
standartt (Sigma Alrich, Germany) (10 ppm) ve
ornekler mikropipet yardimi ile 25ul plakalar tizerine

uygulanmigtir.  Plakalar  6nceden  hazirlanmig
gelistirme  solventinin  (n-butanol:asetik  asit:etil
asetat:su,  3:2:2:2,  v/v)  bulundugu  tanka

yerlestirilerek 3-3.5 saat gelismeleri saglanmis ve bu
islemi takiben plakalar tanktan c¢ikarilip havada
kurutulmus ve daha sonra da 254 nm UV isik
(CAMAG) altinda incelenmistir (Srobarova et al.,
2004; Eged, 2005). Orneklerdeki FA yogunluklari
FA standart1 ile kiyaslanarak Paterson and Rutherford
(1991)° un metodu modifiye edilerek gozlemsel
olarak belirlenmistir.

2.5. Kantitatif miktar tayini

FA’ in kantitatif miktarinin hesaplanmasinda 190-
1100 nm dalga boylar1 arasinda okuma yapan Agilent
Specord 200 spektrofotometre kullanilmistir. FA
standarti metanolde c¢oziildiikten sonra toksinin
asetonitrilde hazirlanan farkli konsantrasyonlar
spektrofotometrede okunmus ve FA’ in maximum
absorbans yaptig1 dalga boylar1 belirlenmistir (Sekil
1). Daha sonra FA standartindan hazirlanan 0.03,
0.06, 0.13, 0.50, 4.00, 8.00 ve 32.00 ppm’ lik
konsantrasyonlart1  spektrofotometrede  okunarak
kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil 2).
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Dalga boyu (nm)

Sekil 1. Fusarik asitin 216 ve 256 nm’ deki absorbans
degerleri

2.6. Sonuclarin degerlendirilmesi

Foc izolatlarmin farkli inkubasyon dénemlerinde
iirettikleri FA miktarlar1 belirlendikten sonra Minitab
Paket Programi (MINITAB Inc.814-238-3280 WS
112102553) ile F-testine (P = 0.05) gore kontrol
edilmistir. Ortaya ¢ikan onemli farkliliklar Duncan
testi ile (P < 0.05) saptanmis ve bunlar harflerle
gosterilmistir.
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Sekil 2. Fusarik asit i¢in olusturulan kalibrasyon egrisi
3. TARTISMA VE SONUC

Bu arastirmada kullanilan viriilenslikleri bilinen
Foc izolatlarinin (Dolar, 1997) farkli inkubasyon
giinlerinde degisik miktarlarda FA firettigi hem ince
tabaka kromatografisi hem de spektrofotometrik
analizlerle belirlenmistir. Ince tabaka kromatografi
analizlerinde FA standarti tek bir bant olusturmasina
karsin, izolatlarin kiiltiir filtratlarinin  silika  jel
plakalar1 iizerinde iki farkli bant olusturdugu
gozlemlenmistir. Fluoresans parlaklikta kremit rengi
bu bantlarin yogunlugunun inkubasyon dénemlerine
gore izolatlar arasinda farklilik gosterdigi ve
alikonma faktdrii (Rf) degerinin 0.70 olan FA’ ya
0.87 olan ise tanimlanamayan diger metabolite ait
oldugu belirlenmistir. Tanimlanamayan bu metabolit
sadece A4 izolatinda inkiilbasyonun hem 15. hem de
20. glintinde gozlemlenmistir (Cizelge 1).

Benzer olarak Luz et al. (1990) TLC analizlerinde
Fusarium oxysporurn f. sp. vasinfectum irklarinin
farkli besin ortamlarinda farkli metabolitler tirettigini
bildirmislerdir. Ayrica diger ¢alismalarda kullanilan
besin ortamlari, ektraksiyon yontemleri,
kromatografik yontemler, TLC plakalar1 ve solvent
sistemlerine gdre F. oxysporum izolatlarimin FA
disinda, fusarik asit metilester, dehidrofusarik asit,
metilbostrikoidin, fusarubin, fusapiron,
deoksifusapiron, metiljavanisin, metilslaniol, enniatin
gibi  bircok  fitotoksik = metabolit  drettigi
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).
Tanimlanamayan bu metabolitin diisiik patojenisiteye
sahip A4 (irk 0) izolatimin kiiltiir filtratlarinda
bulunmasi, metabolitin patojenisitede 6nemli bir rol
oynamayabileceginin bir isareti olabilir. Altomare et
al. (2000) da nohut bitkisinden elde edilen hiicre
slispansiyonlart ile yaptiklar1 denemede fusapiron ve

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

Kantitatif analiz c¢aligmalarinda, inkubasyonun
farkli  donemlerinde Foc izolatlarmin  kiiltiir
filtratlarindaki FA miktarlarinin birbirinden farkli
oldugu ve yapilan istatistik analizlerde de inkiibasyon
stireleri ile izolatlar arasindaki interaksiyonun 6nemli
oldugu belirlenmistir (Sekil 3) (Cizelge 2).

Inkiibasyonun 5. giiniinde izolatlarin higbirinin
kiiltir filtratinda FA tespit edilememistir. Benzer
olarak yapilan baska bir c¢alismada Fusarium
oxysporum f. sp. udum’ un Kkiiltiir filtratlarinda ve
miseliyal ekstraklarinda inkiibasyonun 5. giiniinde
FA belirlenememisken, sonraki giinlerde toksinin
kiiltiir filtratlarinda hizla arttig1 goriilmiistiir (Prasad
and Chaudhary, 1974). Yine Curir et al. (2000)
Fusarium oxysporum f. sp. [lilii’ nin kiltir
filtratlarinda FA’ i 7. giinde belirlemislerdir. Bu
caligmada 1k 3 (KC9 ve KC6) izolatlarmin kiiltiir
filtratlarinda inkiibasyonun 10. giiniinden itibaren FA
tespit edilmis ve 1wk 3 izolatlarinin  kiiltiir
filtratlarindaki FA miktarinin 20. giine kadar hizla
arttigl gozlenmistir. Yapilan istatiksel analizlerde de
inkiibasyonun ilk ii¢ doneminde tiim izolatlarin FA
miktarlart arasinda istatistiksel olarak bir fark
olmamasina karsin, inkiibasyonun 20. giiniinde irk 3
izolatlarinin her ikisi de diger izolatlardan ayri bir
grupta yer almistir. Ancak ik 2 izolatmin kiiltiir
filtratindaki FA miktar1t 10. ve 20. giinler arasinda
¢ok degismemistir. Ayrica itk 0 (A4) ve patojen
olmayan (KC7) izolatlarmin kiiltiir filtratinda FA ilk
olarak 15. giinde belirlenmis ve bu izolatlardan
ilkinin kdltiir filtratindaki FA 20. giinde rk 3 ve 2
izolatlarma oranla ¢ok daha az miktarda artig
gosterdigi ancak ikincisinde ise aksine azaldig tespit
edilmistir. Dolayisiyla izolatlarin kiilttir
filtratlarindaki FA  miktarlar1  ile izolatlarin
viriilenslikleri arasindaki iliski istatiksel olarak da
teyit edilmistir (Cizelge 2). Benzer olarak Venter and
Steyn (1998)’ in Giiney Afrika’ da yaptiklar1 bir
calisgmada F. oxysporum izolatlarmin irettikleri FA
miktarlartyla hassas ve dayanikli patates cesitlerinin
yumrularinda bu etmenin neden oldugu kuru
c¢lirtikliik hastalik siddeti arasinda bir iligki oldugunu
ve FA’ in patojenisitede dnemli bir rol oynadigim
bildirmislerdir.

Sonug olarak Foc izolatlarinin kiiltiir filtratlarinda
FA’ in ortaya ¢iktig1 periyod ve toksinin miktar
patojenisitede 6nemli bir rol oynayabilecegini
gostermektedir. Ayrica ¢aligma esnasinda TLC
analizlerinde tespit edilen ve farkli bir metabolit
oldugu diisiiniilen madde iizerinde detayli bir ¢calisma
yapilmasinin gerekliligi de gOrlilmistiir.
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Cizelge 1. Fusarik asit ve tanimlanamayan diger metabolitin 254 nm UV 1sikta TLC plakalar1 lizerindeki yogunluklart

Inkiibasyon dénemleri (giin)

5 10 20
Izolatlar FA DM FA DM FA DM FA DM
KC7 - - - - -1+ - -+ -
A4 - - - - + -/+ ++ +
KA6 - - + - ++ - +++ -
KC9 - - + - +H+ - +++ -
KCé6 - - + - +H+ - +++ -

Not: - belirlenemedi, -/+ = ¢ok diisiik (belli belirsiz), + = diisiik , ++ = orta ve +++ = yiiksek yogunlukta

DM= tanimlanamayan diger metabolit

T 22,95 -
£ 2040
¥ 1785 _
3 1530 03, gin
2 12,75 m 10. gin
E 1020 15, gin
765 §20. gin
B s
E 2353
£ 0,00 : :

KC7 Ad

Sekil 3. Fusarik asit miktarlarinin inkubasyon siiresi ve izolatlara gére degisimi

Cizelge 2. Fusarium oxysporum f. sp. ciceris izolatlarmin farkli inkubasyon dénemlerinde iirettikleri Fusarik asit miktarlari
Fusarik asit miktarlar1 (mg/g kuru agirlik)

[zolatlar 5. giin 10. giin 15. giin 20. giin
KC7 0.00£0.00 A*, a%* 0.00+0.00 A, a 3744230 A, a 2.64+1.55 A, b
A4 0.00+0.00 A, a 0.00+0.00 A, a 4554185 A, a 5.75+0.85 A, b
KA6 0.00+0.00 A, a 2.78+0.60 A, a 7.0642.19 A, a 8.3842.35 A, b
KC9 0.00+0.00 B, a 4.86+1.65B, a 7314336 B, a 19.6847.73 A, a
KC6 0.00+0.00 B, a 5.7140.91 B, a 9.56+2.18 B, a 21.2349.51 A, a

Not: * Satir ve **siitun igindeki degerler arasindaki farklilig1 gostermektedir.
Duncan %5'e gore ayni1 harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark dnemsizdir.
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