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Verticillium dahliae ile inokule Edilen Yonca Bitkisinden (Medicago sativa cv. Vertus) Elde
Edilen Fenilalanin Amonia Lyaz Enziminin Kademeli Olarak Saflastiriimasi

Murat DIKILITAS

Harran Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii, Sanliurfa
Gelis Tarihi (Received) :04.04.2012 Kabul Tarihi (Accepted): 01.07.2012
Ozet: Verticillium dahliae ile inokule edilen yonca fidelerinden (Medicago sativa L. cv. Vertus ) elde edilen
fenilalanin amonia lyaz (EC 4.3.1.24, PAL) enzim aktivitesindeki artis inokulasyondan 48 saat sonra él¢ilmustur.
PAL enziminin % 0-50 (NH,),SO, ve Sephadex G-100 jel filtrasyon yontemi ile saflastirilmasi, %75 ve %60 lik geri
kazanim ve 1.75 ve 1.97 lik bir artisa yol agmistir. Enzim saflastirmasi fraksiyonlar arasinda aktivite agisindan
Onemli farkhhklarin ortaya cikmasina neden olmustur. Bu 0Ozellik patojen ile ilgili proteinlerin detayl
karakterizasyonu i¢in 6nemlidir.
Anahtar Kelimeler: Amonyum sulfat, jel filtrasyonu, Verticillium, yonca, PAL.

Stepwise Purification of Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL) Enzyme Obtained from Lucerne
(Medicago sativa cv. Vertus) Inoculated with Verticillium dahliae

Abstract: An increased activity in phenylalanine ammonia lyase (EC 4.3.1.24, PAL) enzyme in lucerne seedlings
(Medicago sativa L. cv. Vertus) following inoculation with Verticillium dahliae was measured after 48 h of
inoculation. Purifications of PAL with 0-50% (NH,),SO, precipitation and Sephadex G-100 gel filtration resulted in
1.75 and 1.97 fold increases with 75 and 60 % recoveries, respectively. This study showed that the purification of
the enzyme clearly resulted in significant differences in respect to activities between fractions. This property could

be important for further characterization of pathogen-related proteins.
Key Words: Ammonium sulphate precipitation, gel filtration, Verticillium, lucerne, PAL.

GIRIS

Fenol bilesiklerini oksidize eden enzimlerden olan
PAL, saglikl bitkilerde yaygin olup, abiotik veya biotik
stres kosullarinda da artis gdstermektedir. Enzim
konsantrasyonundaki artis genel itibari ile bitki kdkenli
olup, enfeksiyon sirasinda fungal etmenlerden acifa ¢ikan
enzimler ¢ok dislk oranlarda katkida bulunmaktadirlar.
Bitkiler, dayanikhlik durumlarina gore, farkli seviyelerde
savunma enzimleri sentezlemekte olup, en &nemli
savunma enzimlerinden olan fenilalanin amonia lyaz (EC
43124, PAL), lignin ve fitoaleksin sentezi ile
sonuglanacak biyokimyasal doénginin ilk basamagini
teskil eder (Dikilitas, 2003). Ozellikle biyotik stres
faktorlerinin etkisinin belirlenmesinde 6nemli bir kriter
olarak degerlendirilen PAL, enfeksiyon asamasinda
sentezlenmesi ¢ok kisa sirede olmakta ve genel olarak
seviyesi, enfeksiyon siresine, bitki genetigine ve etmenin
siddetine baglidir (Tang, 2001).

PAL, fenilpropanoid sentezinde ilk asamayi olusturan
bir enzim oldugundan savunmada &nemli rol oynayan bir
amino asit olan fenilalaninden amin grubunu uzaklastirarak
onu yine dayaniklilkta sidberin, lignin, flavanoid ve
fitoalexin gibi ikincil metabolitlerin sentezlenmesinde etkili
olan sinamik aside cevirir (Dikilitas, 2003; Bahadur ve
ark., 2012). Bu metabolitler cogunlukla hiicre duvarinda
depolanarak strese karsi bitki savunmasinda kullanilirlar
(Hammerschmidt, 1999). PAL aktivitesi cok komplex bir
mekanizma sonucu olusmakta ve bircok bitki tirlerinde
PAL enzimini kodlayan coklu gen yapisi bulunmaktadir
(El-Shora, 2002). Bu enzim, cogunlukla yapraklarda
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sentezlendigi igin biyotik stres yaninda abiyotik stres de
enzimin sentezlenmesinde dnemli yer tutar. Dolayisi ile
coklu stres durumlarinda @&nemli bir markir enzim
durumundadir. Ornegin, V. albo-atrum ile inokule edilen
solgunluk hastalifina dayanikli yonca bitkilerinde PAL
enziminin seviyesinde bir artis gozlenirken tuz stresinin de
bitki tizerinde ikincil bir stres faktorii olarak etkili oldugu
durumlarda PAL konsantrasyonunda azalma goérilmis,
abiyotik stresin devami ile PAL seviyesi minumum diizeye
inmis, bu durum bitkide hizli 6lim ve nekrozlarla
fizyolojik olarak da kendini gdstermistir (Turco ve ark.,
2002; Dikilitas, 2003; Turco ve ark., 2007).

PAL enzimin sentezlenmesi sirasinda  protein
konsantrasyonunda bir artis goriinmekte, dolayisi ile
patojen tarafindan artisi tesvik edilen protein, hastaligin
karakterizasyonunda onemli bir yer tutmaktadir. Boyle
durumlarda proteinin izolasyonu ve molekdl agirliklarina
gore siralanmasi ve farkli molekil agirliklarina sahip
proteinlerin patojenisitede oynadidi rol sadece proteinlerin
saflastiriimasi ile mimkundar (Hu ve ark., 2012). Ayrica
bir hastalik peryodunda sentezelenen proteinler ile farkli
aktivitelere sahip proteinlerin birbirinden ayrit edilebilmesi
icin de saflastirma 6nemli bir yer tutmaktadir. Enzim
aktiviteleri ortamda bulunan Klorofil, nikleik asit veya
karatenoid gibi protein yapisina sahip maddeler ile
etkilesim halinde bulundugundan, bu yapilarin enzim
Olcimi  sirasinda  kismi  olarak da olsa ortamdan
uzaklastiriimasi  enzim stabilitesi icin bilylk 6nem
tasimaktadir.
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Enzim saflastirmasi, proteinlerin 6zelliklerinin daha
iyi anlasilmasi ve karakterizasyonu igin de onemlidir

(Hu wve ark, 2012). Ozellikle,  enzimlerin
inhibisyonunda  farkli  karakterdeki  proteinlerin
aktivitelerinin  6l¢llmesi  biyokimyasal  ddngiinin

belirlenmesinde 6nemli yer tutmaktadir.

Fungal etmenlerden V. dahliae yonca, pamuk, ve
sebze alanlari ve hatta afaclarda ciddi kayiplara yol
acan onemli bir solgunluk hastaligidir.  Bitkilerde
olusturdugu  dayanikhiik  mekanizmalari  birgok
calismalarda detayl olarak agiklanmistir (Levin ve ark.,
2003; Mohammadi ve ark., 2007; Palmero ve ark.,
2010). Bu galismada, V. dahliae ile inokule edilmis
yonca bitkisinden izole edilen PAL, hem (NH,),SO,
coktirmesi ile hem de Sephadex G-100 jel filtrasyon
yontemi ile kademeli olarak saflastiriimistir. Bdylece,
farkll karakterdeki stres etmenlerinin aktivitelerini
degerlendirmek, protein Uzerinde detayl
karakterizasyon yapmak mimkin olabilecektir.

MATERYAL ve YONTEM

Bitkilerin inokulasyonu

Kokleri topraklardan arindirilan yonca fideleri
(Medicago sativa cv. Vertus) domates bitkilerinden izole
edilen ve PDA {zerinde gelistirilen V. dahliae izolat ile
yaklasik 30 dakika stire ile 100 ml (1x 10" spor/ml)
fungus suspansiyonu iginde kok daldirma yontemi ile
inokule edilmistir. inokule edilen bitkiler yeniden ayni
topraga dikilmistir.  Kontrol bitkileri ayni islemden
gecmis ancak spor sollisyonu yerine saf su
kullaniimistir.  Kullanilan fungal izolat yoncaya zayif
patojen olarak teyit edilmistir (Latunde-Dada ve ark.,
1987; Dikilitas, 2003).

Ornek hazirlama ve homojenizasyon

Yaklasik olarak 10 g yaprak, 4°C de 100 ml, 50 mM
Tris-HCI [(4 mM Na,EDTA, 10 mM mercaptoethanol,
2 mM askorbik asit, 1 mM PMSF
(phenylmethylsulfonyl fluoride), pH 8.4] icinde 1 g asit
ile yikanmis kum yardimi ile homojenize edilmistir.

Homojenat daha sonra iki tabaka halinde bulunan
islak filtre kagitlarindan gecirilmis (Mira Cloth,
Calbiochem) ve elde edilen filtrat 4 °C’de, 20000 g de
20 dakika santrifuj edilmistir. Daha sonra elde edilen
siziik, yaklasik 18 saat boyunca 2 litre diyaliz tampon
cozeltisine (50 mM Tris-HCI, pH 8.4, 10 mM
mercaptoethanol, 4 mM Na,EDTA ve 0.5 mM PMSF)
karsi diyaliz edilerek iyonlarindan arindiriimistir.  Bu
asamada elde edilen ekstrakt “ham ekstrakt” olarak
adlandiniimistir.  Protein ve karbohidrat iceren ham
ekstrakt daha sonra kismi olarak (NH,),SO,; ve
Sephadex G-100 jel filtrasyon yontemi ile
saflastiriimistir (Tang, 2001; Hu ve ark., 2012).

Ham ekstrakt birinci adimda % 0-50 saturasyon
verecek ve cokelti olusturacak  sekilde kati
(NH4),SO,’In ¢ok yavas sekilde solusyona ilavesi ve
manyetik karistirict yardimi ile karistirilmasi sonucu
elde edilmistir.  Solusyonda kullanilan (NH,),SO,
miktari http://www.encorbio.com sitesinden
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hesaplanarak kullaniimistir. Bu asamada elde edilen
cokelti, solusyonun 4 °C’de 10000 g’de 90 dakika
santrifuj edilmesi ile saglanmistir. Codkelti daha sonra
yaklasik 10 ml Tris-HCI (pH 8.4) tampon solusyonu
icinde ¢oziinmis ve 4 °C’de 24 saat sure ile iki kez
tampon c¢Ozeltisi yenilenerek diyaliz edilmistir. Bu
asamada elde edilen stzlk “saflastiriimis enzim” olarak
adlandiriimistir (Tang, 2001).

ikinci asamada ise bir énceki asamadan elde edilen
sivi kisim, tampon ¢ozelti ile 100 ml ye tamamlanmis ve
Sephadex G-100 (2.2 x 50 cm) kolonlarindan saatte 25
ml gecirilerek 2’ser ml olarak ayri ayri toplanmis ve
aktiviteleri ayri ayri Olculmustar. Daha sonra
aktiviteleri yuksek olanlar bir kap icinde toplanarak
protein icerigi belirlenmistir.

Stzik icindeki PAL aktivitesi kismi
saflastirmalardan  6nce ve sonra olmak (izere
belirlenmistir.

PAL Aktivitesinin Belirlenmesi

PAL aktivitesi Bolwell ve ark. (1985)’na gore,
kiglk degisiklikler yapilarak o6l¢ilmustir (Dikilitas,
2003).  Reaksiyon karisimi asagidaki iceriklerden
olusmustur: 1.5 ml 4 mM NaEDTA, 10 mM
mercaptoethanol, 5 mM askorbik asit, ve 1uM PMSF
iceren 50 mM Tris-HCI (pH 8.4) ve 1 ml 10 mM L-
phenylalanine (reaksiyon igindeki final konsantrasyon).

Reaksiyon daha sonra yaklasik olarak 0.4-0.5 mg
protein iceren 0.5 ml hacminde enzim ekstraktinin
eklenmesi ile baslatilmis ve 40 °C’de 2 saat sire ile su
banyosunda inkube edilmistir.

Calisma iki tekerrurli olarak yuratilmis, kontrol
grubu L-fenilalanin yerine ayni konsantrasyonda D-
fenilalanin ~ izomeri  kullanarak  olusturulmustur.
Reaksiyon karisimi hi¢ bekletilmeden 290 nm dalga
boyunda Spektrofotometrede (UV-1601 Shimadzu)
okunmus, 30’ar dakika arayla 2 saat boyunca absorbans
degerleri arasindaki fark kaydedilmistir.

PAL aktivitesi, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
trans-sinnamik asit solusyounun 290 nm’de o6lgilmesi
sonucu elde edilen linear standard grafigin
yorumlanmasi ile belirlenen molar absorpsiyon
katsayisinin (10900 litre mol™ cm™) kullaniimasi ile
hesaplanmistir. PAL aktivitesi asagidaki formul
kullanarak nmol sinamik asit mg™ protein saat™ olarak
ifade edilmistir.

A= Ecl

A : Absorbans (290 nm).

¢ : Sinnamik asit konsantrasyonu (Mol/L).

I: Isik gegirgenlik uzunlugu (1 cm).

E: Molar absorpsiyon katsayisi

Bir unite PAL aktivitesi 0.01 A,y saat™ olarak
alinmis ve bu deder 2.74 nmol trans-sinnamik asite
tekabul etmistir (Dikilitas, 2003).

Protein belirlenmesi

Orneklerdeki protein konsantrasyonu Coomassie
blue boya reaksiyon yontemi ile Bradford (1976)’ya
gbre yapilmistir.  Standard protein c¢ozeltisi fakl
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konsantrasyonlardaki BSA (bovine serum albumin)
kullanarak hazirlanan standard grafije karsi okuma
yapilarak elde edilmistir.

Kimyasal Maddeler
Calismada kullanilan bitin kimyasallar Sigma ve
Fisher kimya sirketlerinden temin edilmistir.

istatistik Analizi

Arastirma verilerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesinde SPSS 16.0 paket programi
kullaniimistir.  Kontrol grubu ile V. dahliae ile inokule
edilen gruplar arasindaki farkhihgin &nemli olup
olmadigi ANOVA ydntemi ile test edilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Yonca yapraklarindan elde edilen PAL enzimi
amonyum sulfat ve Sephadex G-100 jel filtrasyon
yontemleri ile kademeli olarak saflastiriimistir.
Saflastirma enzim aktivitesini arttirmis, saflastirilan
proteinlerin enzim aktiviteleri dl¢llerek ham ekstraktan
elde edilen veriler ile karsilastiriimistir (Cizelge 1). V.
dahliae ile inokule edilen bitkiler, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda PAL aktivitesi istatistik olarak énemli
bir artis gostermis (p<0.05), fungus inokulasyonu
sonucu bitkide savunma enzimlerinin ilk basamagin
olusturan  PAL  aktivitesinin  ylksek  dlzeyde
sentezlenmesine yol acmustir.  Onceki calismalardan
elde edilen bilgilere goére Vertus cesidi dayanikli bir
cesit olarak rapor edilmistir (Dikilitas, 2003).
Solgunluk hastaligina dayanikli cesitlerin Verticillium
tirlerine karsi gelistirdikleri savunma mekanizmasi ve
matabolitleri Bollwell ve ark. (1985), Smith (1996),
Tang (2001), Dikilitas (2003) ve Eldeen ve ark. (2010)
calismalarinda detayli izah edilmistir.
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Bu calismada sadece saflastirmadan elde edilen
sonuclar degerlendirildiginden, kontrol grubu ile ilgili
saflastirma ¢alismasi yapiimamistir.  Amonyum sulfat
coktirmesi ile yapilan saflastirma bir ¢ok calismada
genis yer tutmus ve proteinlerin izolasyonunda ilk
basamak olarak kayda gecmistir (Tang, 2001; Hu ve
ark., 2012). Coktirme sonucu, proteinlerin diyaliz
edilmesi ve enzim aktivitelerini engelleyecek mineral
madde ve iyonlarin ortamdan uzaklastirilmasi ile
aktivite olciiminde artis kaydedilmistir (Cizelge 1).
Benzer sonuclar Civello ve ark. (1995) ve Zia ve ark.
(2011) tarafindan da rapor edilmistir. PAL
aktivitesindeki artis, protein konsantrasyonundaki artis
ile paralellik gostermis ve bu durum spesifik aktiviteye
yansimistir. Saflastirmadan dolayi aktivitesi disik olan
ve iyonlar ve tuzlar gibi aktiviteyi perdeleyen kisimlar
uzaklastirildigindan PAL aktivitesinin inokule edilmis
bitkilerdeki durumu daha net ortaya konmustur.
Amonyum ve jel filtrasyon yolu ile saflastirma derecesi
artarken (1.75 ve 1.97), elde edilen Griin miktarinda da
kayip yasanmistir (%75 ve % 60). Ancak amonyum
sulfat coktirmesi ile elde edilen spesifik enzim
aktivitesindeki artis (71. 62 EU mg™ protein) ile jel
filtrasyon yontemi ile elde edilen spesifik enzim
aktivitesindeki artis (80.48 EU mg® protein) ham
ekstraktan  elde edilen spesifik aktivite ile
kiyaslandiginda (40.81 EU mg™' protein) oldukca
yuksek bulunmustur.

Enzim saflastirmasi ile aktivite artisi saglanmis olup,
bu tip calismalar ham enzim aktivitelerinin dusik
oldugu durumlarda ya da birden fazla stres faktérinin
bitki Uzerinde etkili oldugu durumlarda aktiviteler
arasindaki farki belirlemek, ve stres faktorlerine karsi
bitkilerin genis spektrumlu stres ile ilgili protein mi
yoksa ayri ayri spesifik bir proteinin mi sentezlendigi
konusunda 6nemli bilgi aktaracaktir.

Cizelge 1. Verticillium dahliae ile inokul_e Edilen Yonca Bitkilerinden Elde Edilen PAL Enziminin Amonyum
Siilfat ve Jel Filtrasyon Yontemi lle Kademeli Olarak Saflastirilmasi

Toplam

Toplam

Spesifik

Saflastirma Aktivite X Protein kont. . Toplam o Uriin Saflastirma

kademeleri €Ut miYy  acmmh p{;’:;;“ aktivite (EU) (é'[j“r‘;';i) (%) Katsay!s|
Kontrol-Ham 12 94 0.43 40.42 1128 27.90 100 1
ekstrakt
V. dahliaeHam 98 0.49 48.02 1960 4081 100 1
ekstrakt
V. dahliae-

53 28 0.74 20.72 1484 71.62 75 175

(NH),SO,
V. dahliae- 4, 09 1.64 14.76 1188 80.48 60 1.97

Sephadex G-100

'EU: Enzim dnitesi, “Kontrol grubunda saflastirma islemleri yapilmamistir.

SONUCLAR

Bu calismada, V. dahliae ile inokule edilen yonca
bitkilerinden izole edilen PAL enzimi amonyum sulfat
ve jel filtrasyon vyontemi ile kademeli olarak
saflastirilmis, artan protein konsantrasyonu ile enzim
aktivitesi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu
gorilmastir.  Burada asil amag, saflastirma sonucu
farkli seviyelerdeki proteinlerin aktivitelerini Olgerek,

gruplar arasindaki farkliligi ortaya koymaktir. Bu tip
calismalar hem enzim aktivite degerlerinin birbirine
yakin oldugu durumlarda hem de spesifik proteinlerin
belirlenmesinde onemlidir.  Ayrica, bitki (zerinde
birden fazla stres faktériinin etkili oldugu durumlarda
da ilave stresin olusturduu muhtemel enzim veya
protein sentezi de saflastirma ydntemi ile belirlenebilir.
Bdylece, sadece kurakhga, tuzluluga veya hastaliklara
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karsi dayanikli olarak gelistirilen bitkilerin coklu stres
karsisinda dayanikhliklarini kaybedip etmedikleri veya
ilave protein sentezleyip sentezlemedikleri
belirlenebilir.
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