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Ozet: Bu calismada biber ( Capsicum annuum L. cv. Kahramanmaras-Act) fidelerinde Fenilalanin amonyum liyaz enzimi, klorofil
ve fenoliklere bakir siilfat (CuSO, )’ 1n etkisi arastirillmistir. 7-8 yaprakli fideler 24 saat siiresince 0.5 M konsantrasyonundaki
CuSO, cozeltisine maruz birakilmiglardir. 0, 0,5, 1,5, 3, 6, 12 ve 24 saat sonra CuSO,’a maruz birakilan fidelerde Fenilalanin
amonyum liyaz (PAL) aktivitesi, toplam klorofil ve toplam fenolik icerikleri tespit edilmistir. Bakir siilfata maruz birakilan fidelerin
yapraklarinda toplam klorofil iceriginin azalmasia karsin PAL aktivitesinde ve fenolik madde miktarinda artma tespit edilmistir.
Buna gore en yiiksek PAL aktivitesi uygulamanin 3. ve 24.saatinde, en yiiksek toplam fenolik miktar: 3.saatte bulunmus, klorofil
miktarindaki en yiiksek azalma ise 24. saatin sonunda goriilmusgtiir.
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Effect of Copper Sulphate ( CuSQO,) on Phenylalanine Ammonia Lyase Enzyme
Activity, Phenolic Compounds and Total Chlorophyll in Pepper (Capsicum
annuum L. cv. Kahramanmaras-Aci ) Seedlings

Abstract: In this study, the effect of copper sulphate (CuSO,4) on phenolics, chlorophyll and PAL activity in pepper (Capsicum
annuum L. cv. Kahramanmaras-Aci) seedlings were researched. 7-8 leafed seedlings were exposed to 0,5 M CuSO, for 24 hours.
After 0, 0,5, 1,5, 3, 6, 12 and 24 hours, exposed to the CuSQy ; total chlorophyll, total phenolic contents and Phenylalanine ammonia
lyase (PAL) activity of seedlings were determined. Although total chlorophyll content decreased in the leaves of seedlings that are
exposed to CuSQy, increase in PAL activity and phenolic compound contents were determined. According to this, the greatest PAL
activity at the 3™ and 24 ™ hour of the application, the greatest amount of total phenolic compounds were observed at the 3™ hour of
the application and the greatest decrease in chlorophyll content was observed at the end of the 24 hours.
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Giris

Insan ve hayvanlarda oldugu gibi bitkiler de cevresel alinmasi bitki biiyiimesini, dokularin su icerigini ve
streslere karsi kendilerini koruyabilmek icin cesitli  fotosentezi etkilemektedir Ayrica agir metaller membran
savunma  mekanizmalar1  gelistirmiglerdir. ~ Bunlar lipidlerinin de dahil oldugu biyomolekiillere hasar vererek
bitkideki morfolojik engeller ve bazi biyokimyasal olaylar ~ oksidatif stresin olusmasina neden olan reaktif oksijen
arasinda degisen bir dizi faktorlerdir. Bitkilerdeki tiirlerinin (ROS) olusumuna neden olmaktadir ( Burzynski
biyokimyasal olaylardan sonra sentezlenen fenolik ve Klobus, 2004).
bilesikler gibi sekonder metabolitler savunmada Snemli
rol oynamaktadirlar (Giincan ve Durmusoglu, 2004). Solanaceae familyasinin bir iiyesi olan biberin anavatani
Amerika olup, Amerika kitasinda kiiltiire alinan ilk
Agir metaller endiistriyel faaliyetler, kentsel atiklar, bitkiler arasindadir. Amerikanin kesfinden sonra
madencilik, tarimda giibre ve pestisid kullamlmasi, Ispanya’ya getirilen bu bitkinin 30 kadar tiirii olduguna
motorlu tagitlarin eksoz gazlari ve volkanik faaliyet gibi  dair bilgiler mevcuttur. Ancak bu tiirlerden Capsicum
pek cok kaynaktan etrafa yayilmakta, tarim ve ziraat ile  annuum L. disinda kalanlarin ekonomik anlamda sebze
ormancilikta biiyiilk problemler olusturmaktadir. Agir olarak tarimi yalmizca Amerika’nin orta ve giliney
metallerin ¢evrede yaygin bir sekilde birikmesi, bitkiden  bdliimlerinde yapilmaktadir (Abak ve Pitrat, 1981).
insana hemen her ¢esit organizma i¢in boyutlar1 giderek
artan bir tehlike olusturmaktadir (Kirbag ve Munzuroglu,  Biber diinyanin tropikal, subtropikal ve 1liman iklim
2006). etkisindeki bir¢ok iilkede 6nemli yer tutan bir sebzedir.
Bir tarim bitkisi olan biber biitiin diinyada oldugu gibi
Cevrede agir metallerin varligi bitki metabolizmasini  yurdumuzda da oOnemli besin maddeleri arasinda
cesitli diizeyde etkilemektedir ve dokularin igine alinim  sayilmakta ve genis alanlarda tarimi yapilmaktadir.
ve tasinma olaylarinda gorev yapan farkli mekanizmalart ~ Ulkemizde Kahramanmarag,  Gaziantep, Urfa,
aktive etmektedirler. Bakir bitkiler icin 6nemli bir  Diyarbakir, Adiyaman ve Hatay illerinin baz1 yorelerinde
mikroelementtir (Owen, 1982). Fakat bu elementin fazla  tarla tarimu, Antalya, Igel, Mugla ve [zmir illerinde ise
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seracilik tiretiminde 6nemli bir yer tutmaktadir (Ustiin,
1991).

Biyotik ve abiyotik stres bitki hiicrelerinde bir¢ok karisik
savunma mekanizmasini harekete gegirmektedir. PAL
enzimi bircok farkl: strese kars1 bitki savunmasinda gorev
yapan bir enzimdir. Yaralanma, patojen infeksiyonu, U.V
ve bir¢ok cevresel faktor sonucunda PAL aktivitesinde
artis oldugu saptanmistir PAL fenilpropanoid yolundaki
ilk enzimdir ve L-fenilalaninini trans sinnamik asite
katalizlemektedir. Fenilpropanoid yolundaki bu ilk adim
taninler, kumarinleri flavanoidler, izoflavanoidler vs .
tirtinii meydana getirmektedir (Pereira ve Filipe, 1998).

Bitkilerin stres faktorlerine karsi olan toleranslari
farklidir. Bunda bitkinin tiirii, stres faktorii, strese maruz
kalma siiresi ve strese maruz kalan doku veya organin
yapist etkilidir. Bitkilerin bu agir metallere karst hangi
tepkiler verdigini ve hangi savunma mekanizmalari
gelistirdigini  belirlemek  olduk¢a  Onemlidir. Bu
arastirmada Kahramanmaras-Ac1 biber c¢esidine bakir
silfatin (CuSO,) farkli konsantrasyonlarinin savunma

mekanizmalart  iizerindeki etkileri  belirlenmeye
caligilmustir.
Materyal ve Metod

Bitkisel Materyal

Arastirmada bitkisel materyal olarak Kahramanmaras-Aci
(Capsicum annuum cv. Kahramanmarag-Aci) biber cesidi
kullanilmistur. Kahramanmaras-Ac1  biber  cesidi
Kahramanmaras Tarimsal Arastirma Enstitiisiinden temin
edilmistir.

Kahramanmaras-Aci1 biber cesidine ait tohumlar % 0,75
sodyum hipokloriirde 1-2 dakika bekletildikten sonra
steril su ile iyice yikanarak yiizeysel sterilizasyonu
yapilmistir. Tohumlar bahce topragi-elenmis yanmis ahir
giibresi-ince kum (1:1:1 v/v/v) bulunan saksilara 5 cm
aralik olacak sekilde hazirlanmig yuvaya birakilmis ve
giin asirt sulanarak  ¢imlenmeye birakilmistir. Sera
sartlarinda  gelisen fideler 2-3  yaprakli evreye
geldiklerinde iglerinde esit biiylime gosterenler secilmis
ve saksilarda seyreltme yapilmistir. Yaklasik iki aylik
stire sonunda 7-8 yaprakli evreye erisen fideler bitkisel
materyal olarak kullanilmistir.

Kahramanmarag-Ac1  fidelerinin yapraklarma 0,5 M
CuSO, (Bakir siilfat) ve % 0,05 Tween-20 igeren bir
sollisyon piiskiirtiilmiistiir. Bu fidelerden 0, 0,5, 1,5, 3, 6,
12 ve 24 saat sonra rastgele yaprak ornekleri toplanmistir.
Kontrol bitkilerine ise i¢inde % 0,05 Tween-20 bulunan
steril distile su piiskiirtiilerek ayni zaman noktalarinda
yapraklar toplanmustir. Toplanan biitiin yaprak materyali
stv1 azottan gegirildikten sonra analize kadar -80 °C’de
saklanmistir.

Fenilalanin Amonyum Liyaz (PAL) Aktivitesinin
Belirlenmesi

0,1 gram taze yaprak ornegi icinde % 1 polivinilprolidone
(PVP) ve 1 mM Fenilmetilsiilfonil (PMSF) bulunan pH
6,5 olan 50 mM sodyum fosfat tamponu (ekstraksiyon )
ile homojenize edilmistir. Daha sonra homojenat 4°C’de
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25 dakika 10.000g’de santrifiijlenmistir. Bu homojenattan
alinan  siipernatan, fenilalanin amonyum liyaz
aktivitesinin belirlenmesinde kullanilmistir.

Fenilalanin amonyum liyaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in
spektrofotometrik yontem kullanilmistir (Pascholati vd.
1986). 100 pl enzim ekstraktt ve 1000 pl % 0,2
Fenialanin solusyonu ile 37°C’de bir saat reaksiyona
sokulmus ve L- fenilalaninin  trans sinnamik asite
doniisiimii 290 (A ,90) nm’ de absorbanst okunmustur.
Fenilalanin amonyum liyaz aktivitesi sinnamik asidin
standartt hazirlanarak belirlenmistir ve pumol sinnamik
asit saat” olarak ifade edilmistir.

Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

0,1 gr taze yaprak ornegi 5 ml % 80 metil alkol ile
homojenize edilmistir. Homojenize edilen 6rnek 80°C’de
15 dak. inkiibe edilmis ve 500g ‘de 10 dak. santrifiij
edilmistir. Pelet tekrar 2,5 ml % 80 metil alkol ile
homojenize edilmis, 80°C’de 15 dak. inkiibe edilerek
500g ‘de 10 dak. santrifiij edilmistir. Peletten elde edilen
siipernatan digerine eklenmistir. Siipernatan 80°C’de
kurutulmus ve 1 ml % 80 metil alkol ile tekrar siispanse
edilmistir. Bu siispansiyon toplam fenolik madde
miktarinin tayininde kullanilmistir (Gayosa vd., 2004).

Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesinde Folin
ciocaltaeu yontemi kullanilmistir (Singleton ve Rossi,
1965). 100 ul ekstrakt 10 kez seyretilmis Folin ciocaltacu
ile oda sicakliginda 5 dak inkiibe edilmistir. Bu c¢ozeltiye
750 pl sodyum bikarbonat solusyonu eklenmis ve oda
sicakliginda 90 dak. inkiibe edilmistir. 765 nm’de
absorbans degisimi spektrofotometrede kaydedilmistir.
Fenolik madde miktar1 gallik asit standarti kullanilarak
hesaplanmas tir.

Toplam Klorofil Miktarinin Belirlenmesi

Klorofil ekstraksiyonu % 80 lik aseton kullanilarak taze
yaprak materyalinden yapilmistir.  Toplam klorofil
Olcimi 750 nm’ye  sifirflanmis  Cecil 5000
spektrofotometre  ile  gerceklestirilmistir.  Klorofil
miktarlar1 Porra vd. (1989) tarafindan verilen esitliklerin
kullanilmasi ile hesaplanmistir.

Bulgular

Yapraklara uygulanan yiiksek CuSO, 2. saatten itibaren
bitkilerdeki PAL aktivitesini etkilemis ve deneyin 3. ve
24. saatinde PAL aktivitesinde 6nemli bir artisin oldugu
saptanmustir. 0,5 M CuSO, uygulanmus fidelerden ii¢ saat
sonra alinmis yaprak oOrneklerindeki enzim aktivitesi
kontrolleriyle karsilastirildiginda yaklasik olarak 4 kat
artis oldugu, 24 saat sonra alinmis yaprak orneklerinde
ise en yiksek enzim aktivitesine sahip oldugu
goriilmiistiir (Sekil 1).
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Sekil 1. Zamana bagl olarak kontrol grubunda ve bakir
stilfat  uygulanmig  Orneklerdeki  fenilalanin
amonyum liyaz aktivitesindeki degisimler

Ayn1 sekilde  yapraklara uygulanan 0,5 M CuSO,
¢cOzeltisinin bitkilerde toplam fenolik madde miktarini
etkiledigi ve ozellikle de 3. saatte kontrol grubuna gore
onemli bir artisin oldugu saptanmstir (Sekil 2)
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Sekil 2. Zamana bagh olarak kontrol grubunda ve bakir
stilfat uygulanmis Orneklerdeki toplam fenolik
madde miktarindaki degisimler

3. saatten sonra kontrol gruplarina gore fenolik
maddelerin miktarinda yine bir artis oldugu goriilmustiir.
Fakat toplam fenolik madde miktarinda 3. saatten sonra
azalma tespit edilmistir. Buna karsin O ile 1.5 saat’lik
zaman aralifinda fenolik madde miktarmin kontrollerine
gore azaldig1 belirlenmistir (Sekil 2).

Yapraklara uygulanan 0,5 M CuSO, cozeltisinin toplam
klorofil miktarin1 da etkiledigi goriilmiistiir. Kontrol
gruplarina gore toplam klorofil miktarinda en belirgin
azalmalar 6. saatteki uygulamadan sonra tespit edilirken
toplam klorofil miktarindaki en fazla azalma ise 24. saatin
sonunda bulunmustur ($ekil 3)
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Sekil 3. Zamana bagl olarak kontrol grubunda ve bakir
stilfat uygulanmig orneklerdeki toplam klorofil
miktarindaki degisimler

Tartisma ve Sonuc¢

Bitkiler yasamlar1 siiresince birgok stres faktorii ile
karsilasmaktadirlar. Bitki iizerinde tek baslarina ender
olarak etki yapabilen bu stres faktorleri, genellikle
etkilerini es zamanlhi olarak gergeklestirmektedirler.
Biyotik (patojen, diger organizmalarla rekabet vb.) ve
abiyotik (kuraklik, tuzluluk, radyasyon, yiiksek sicaklik
ve agir metal vb.) stresler ekonomik 6nemi olan tiim
bitkilerin normal fizyolojik islevlerinde degisikliklere yol
acmaktadir. Tim bu stresler bitkilerin biyosentetik
kapasitelerini azaltir, normal fonksiyonlarimi degistirir ve
bitkilerin oliimiine yol acabilecek zararlara neden olabilir
(Kalefetoglu ve Ekmekei, 2005).

Son yillarda niifustaki hizli artis, enerji ve besin
yetersizligi, diizensiz kentlegme, insanlarin asir1 tiiketim
istegi ve bas dondiiriicii bir hizla gelisen teknolojik
ilerlemeler, cevre Kkirliligi sorununun Onemini iyice
hissettirir hale getirmistir. Cevre kirliliini artiran ve
ekolojik dengenin bozulmasinda Onemli rol oynayan
endiistri kuruluglarinin basinda, atik sularinda agir metal
iceren kuruluslar gelmektedir. Ilgili endiistri kuruluslari,
sirecleri geregi cesitli agir metalleri kullanmakta ve
atiklarinda bakir, civa, ¢inko, kobalt, demir, kursun, krom,
arsenik ve glimiis gibi metal iyonlarim ihtiva etmektedir.
Bu metaller igerisinde bakir, kursun, c¢inko, kobalt,
kadmiyum, krom, nikel, arsenik, civa ve giimiis gibi metal
iyonlari, kalici etkilerinden dolay1r canli sistemleri ve
cevre sagligi yoniinden 6nem tasimakta olup belirli bir
simirt aginca da son derece toksik etki gostermektedir
(Saglam ve Cihangir, 1995).

Bitkiler, biyotik ve abiyotik herhangi bir stres faktoriiyle
karsilastiklarinda biyokimyasal ve fizyolojik olarak bazi
tepkiler ortaya c¢ikmakta; bazi kimyasal bilesiklerin
sentezlenmesi s6z konusu olmaktadir. Stres kosullarinda
cesitli ozmoregiilatérler veya antimikrobiyal ozellik
gosteren maddeler, genotiplere gore degisen miktarlarda,
bitki biinyesinde sentezlenmektedir. Stres faktorleri ile
yiiz yiize gelen bitkilerde strese karst yanitlar cok
kompleks olaylar dizinini icermektedir. Stresle uyarilmis
bitkide, stres faktorleri ilk olarak bitki hiicre duvarlarinda
ve zarlarda yerlesen reseptorler tarafindan kabul edilir ve
strese ait sinyaller meydana gelir. Bu sinyallerin
transdiiksiyonu ile genlerin diizenlenmesi ve metabolik
igleyisteki degisimler ortaya ¢ikarken, sonucta bitkinin
strese kars1 yanit1 da ortaya ¢ikar (Edreva, 1998).

Agir metallerin bitkiye etkisi sonucu dokularda ki bu
metallerin varlig1 ile rediiksiyon ve oksidasyon olaylari
sirasinda kloroplast, mitokondri gibi hiicre organellerin de
elektron tasinimi sonucu bitki hiicrelerinde diigiik
diizeylerde reaktif oksijen tiirleri (ROS) meydana
gelmektedir. Bitkilerdeki bu ROS ’larin meydana gelme
nedenlerinden biri  bakir  iyonlarinin giiclii redoks
ozelligine sahip olmasi ile aciklanmaktadir. Yiiksek
sitotoksik o6zellige sahip olan ROS’lerin olusumu ve
birikimi bitki hiicresinde siki kontrol altindadir. Bitkiler
hiicreleri ROS’lerin meydana getirdigi oksidatif hasardan
cesitli  savunma  mekanizmalar1  ile  kendilerini
korumaktadirlar. Stres kosullart altinda hiicreleri korumak
ve ROS diizeylerini kontrol altinda tutabilmek ve ROS’u
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ortadan kaldirabilmek icin fenilpropanoid yolunda etkili
olan PAL ve fenolik madde gibi savunma sistemleri
harekete gecirilmektedir. Bu yiizden bitkiler savunma
sirasinda PAL aktivitesi ile metallerin toksik 6zelliklerini
azaltan antioksidatif fenolikleri meydana getirmekte (Lin
vd.2005) ve  fenolik metabolizmay1 artirmaktadir
(Sgherri vd.2003). Fenoller serbest radikalleri ortadan
kaldirmada etkisiz hale getirmede giiclii ve ideal bir
kimyaya sahiptirler. Fenollerin antioksidant o6zellikleri
hidrojen ve elektron donorleri olarak ve zincir kirici
olarak gorev  yapmalaridir. Yapilan arastirmalar
fenoliklerin bitki hiicrelerinde H,0,’i etkisiz kilmakta
etkili oldugunu da gostermistir (Takahama ve Oniki,
1997). Caligmamizda elde etti§imiz sonuglar yiiksek bakir
konsantrasyonun PAL aktivitesini uyardigini ve toplam
fenolik  miktarinda  bir artis oldugu  gercegini
desteklemistir. Dolayisiyla PAL aktivitesi ve fenolik
bilesiklerin olusumu arasinda bir korelasyon oldugu da
goriilmiistiir.

Cesitli aragtiricilar tarafindan metal kirliligine bagh olarak
degisik bitki tiirlerinde klorofil miktarinin azaldigi da
rapor edilmistir. Agir metal stresine bagli olarak klorofil
iceriginde goriilen azalma, klorofil biyosentez yolunda is
goren enzimlerin agir metaller tarafindan engellenmesinin
bir sonucu olabilir. Agir metallerin serbest radikal
olusumuna neden oldugu ve bu yolla tilakoid membran
lipitlerinin oksidatif yikimina sebep oldugu anlasilmistir
(Kirbag ve Munzuroglu, 2006). Calismamizda goriilen
klorofil miktarindaki azalma bu ve benzeri durumlardan
dolayr klorofil yikimimin artmast veya sentezinin
engellemesi yoluyla meydana gelmis olabilir.
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