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Arastirma makalesi

Kadmiyumun biber (Capsicum annuum L.) fidelerinde fenilalanin amonyum liyaz aktivitesi

ve lipid peroksidasyonu lizerine etkisi

The effect of cadmium on phenylalanine ammonia lyase activity and lipid peroxidation in pepper (Capsicum
annuum L.) seedlings

Esra KOG, Cemil ISLEK?

1Ankara Universitesi Fen Fakdiltesi Biyoloji B6Iimii

2Nigde Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji B&limii

Ozet

Bu calismada biber (Capsicum annuum L.) fidelerinde fenilalanin amonyum liyaz (PAL) aktivitesi ve lipid peroksidayonu miktarina
kadmiyum (CdCl,)’un farkli konsantrasyonlarinin (20, 40, 80uM ve 100 uM CdCl, ) etkisi arastirilmistir. CdCl, stresine maruz
birakilan Kahramanmaras - Aci biber gesidine ait fidelerde, fenilpropanoid biyosentetik yolun ilk enzimi olan PAL’In aktivitesinde
2. ve 4. gunde artis tespit edilmistir. Uygulamanin 4. glininde KM-Aci biber yapraklarinda en yiiksek PAL aktivitesi 20 uM CdCl,
uygulamasinda belirlenmistir (P<0.05). Ayrica, Cd uygulamasi yaprak ve govde dokularinda lipid peroksidasyon (MDA igerigi)
miktarini artirmistir. En yiiksek MDA igerigi uygulamanin 4. giiniinde yaprakta ve 80 uM CdCl, uygulamasinda belirlenmistir. Bu
sonuglar PAL aktivasyonunun artan MDA Uretimi ile baglantili olabilecegini gostermektedir

Anahtar kelimeler: Biber, fenilalanin amonyum liyaz, kadmiyum, lipid peroksidasyonu

Abstract

In this study, the effect on differrent concentrations (20, 40, 80uM ve 100 uM CdCl, ) of cadmium (CdCl;) on the activity of
phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and lipid peroxidation amount in leaf and stem of Kahramanmaras- Hot (Capsicum annum L.)
pepper seedlings were researched. Activity of phenylalanine ammonia-lyase (PAL), the first enzyme in the phenylpropanoid
biosynthetic pathway, was increased at 2 and 4 days in KM-Hot plants exposed to CdCl, stress. The highest PAL activity was
detected in 20 uM CdCl; application, on the four day after the application in the leaves of KM-Hot pepper. Moreover, it was
observed that treatment of pepper with Cd led to an increased the rate of lipid peroxidation (which is indicated by increasing
MDA content) in the leaf and stem tissues. The highest MDA content was detected in 80 uM CdCl, application, on the four day
after the application in the leaf tissues. These results suggest that the activation of PAL may be associated with increased
production of MDA.

Keywords: Cadmium, lipid peroxidation, pepper, phenylalanine ammonia-lyase

GIRiS
Endustriyel faaliyetler,
tarim uygulamalari ekilebilir alanlara Cd’'un serbest

birakilmasina neden olmaktadir. Agir metal kirleticileri
icerisinde Cd en 6nemli fitotoksiklerden biridir ve en

ust

bulunmaktadir. Yiksek fitotoksik 6zelligine ragmen,
suda yuksek ¢ozlnrliige sahip olmasindan dolayi bitki

Cd floemde son derece hareketli oldugundan bitkinin

bltin bolimlerinde birikebilir, buda bodur biiyimeye,

kentsel atiklar, madencilik,

klorozis, yaprak epinastisi, kloroplast yapilarinda
inhibe CO;

fiksasyonunda gorev alan enzimlerin inaktif olmasina,

degisimlere, fotosentezin olmasina,

lipid peroksidasyonuna, N ve S metabolizmasinin

diizeydeki 20 toksin arasinda 7. sirada

engellenmesine neden olmaktadir (Marquez-Garcia ve
ark. 2011). Cd non-redoks aktif bir metal olmasina
ragmen, stiperoksit (O, ), hidrojen peroksit (H,0>), ve

kokleri tarafindan alinmakta ve diger dokulara
. N . . hidroksil radikalin (OH®) dahil oldugu reaktif oksijen

tasinarak kolayca besin zincirine girmektedir;
. o . tirevlerin olusuma neden olmaktadir. Asiri ROS

dolayisiyla insan saglginda da ciddi problemlere

birikimi lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve

(norotoksik, mutajenik ve karsinojenik etkiler) neden
olmaktadir (Dalcorso ve ark. 2010; Gill ve ark. 2011).
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enzim inhibisyonu ile gelisen oksidatif stres nedeniyle
hiicre 6limine neden olmaktadir (Gill ve Tuteja 2010).

Kadmiyum gibi agir metallerin gevrede varligi, bitki

metabolizmasini da c¢esitli dizeyde etkileyerek;
dokularin igine alinim ve tasinma olaylarinda gorev
yapan farkli mekanizmalari aktive etmektedirler
(Owen 1982). Bu sebeple, Cd’un toksik etkisi ile ilgili
yapilan bilimsel ¢alismalar her gecen glin artmaktadir.
Toksisitenin sebepleri, fizyolojik ve molekiler boyutlari
Gzerine yapilan ¢alismalar, toksisiteye karsi olusan
fizyolojik cevaplar ve genel tolerans mekanizmalarina

dogru agirlik kazanmaya baslamistir.

Biyotik ve abiyotik stres bitki hiicrelerinde birgok

harekete
liyaz (PAL)
enzimi bircok farkl strese karsi bitki savunmasinda

karisik savunma mekanizmasini

gecirmektedir.  Fenilalanin amonyum
metabolitlerin sentezinde
patojen
infeksiyonu, U.V ve bircok cevresel faktér sonucunda

gorev yapan sekonder

onemli olan bir enzimdir. Yaralanma,
PAL aktivitesinde artis oldugu saptanmistir (Pereira
1998). PAL yillarda

hastaliginin  tedavisinde replasmani icin

Ayrica, son fenilketonuri
enzim
kullanilabilmesi ile 6ne ¢ikan alternatif bir enzimdir
(Sirin ve ark. 2012). Enzimin aktivitesinin yuksek
farkli

kaybetmemesi, daha kararl ve stabil olmasi, enzimin

olmasi, cevresel kosullarda  aktivitesini
vicut sicakhgi olan 37 °C'de optimum calismasi, yapay
mide suyunda asidik pH’'ya karsi ve yapay barsak
bazik pH’a

surdirmesi gibi 6zellikleri bakimindan, 6zellikle gida ve

sivisinda karsi enzimin aktivitesini
ilac endustrisinde Urine yonelik kullanimlarda 6ne

¢citkmaktadir.

Bitkilerin stres faktorlerine karsi olan toleransinda
bitkinin turl, stres faktorl, maruz kalma siresi ve
bitkinin doku veya organin yapisi etkilidir. Bitkilerin bu
agir metallere karsi hangi tepkiler verdigini ve hangi
mekanizmalari  etkiledigini  belirlemek  oldukga
onemlidir. Bu nedenle ¢alismamizda Kahramanmaras-
Aci biber cesidinde kontrole gére Cd’un (CdCly) farkh
konsantrasyonlarinin biber fidelerinin yaprak ve gévde

kisimlarinda Fenilalanin ammonyum liyaz (PAL) enzim
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aktivitesi ve Malondialdehit (MDA) miktari Gizerindeki
etkisi belirlenmeye galisiimistir.

MATERYAL VE METOT
Bitkisel Materyal ve Uygulama

Arastirmada bitkisel materyal olarak Kahramanmaras-
Aci (Capsicum annuum L.) biber gesidi kullaniimistir.
Tohumlar %0.75’lik sodyum hipokloritde (NaClO) 1-2
dakika bekletildikten sonra steril su ile iyice yikanarak
ylzeysel sterilizasyonu yapilmis ve bahge topragi,
elenmis yanmis ahir gilibresi ile ince kumdan (1:1:1
v/v/v) olusan saksilara 5 cm aralik olacak sekilde
hazirlanmis tohum vyatagina birakilmis ve giin asir
sulanarak cimlenmeye birakilmistir. Sera sartlarinda
gelisen fideler 2-3 yaprakl evreye geldiklerinde
iclerinde esit blylime gosterenler secilmis ve buna
gore saksilarda seyreltme yapilmistir. Yaklasik iki aylik
siire sonunda 6-7 yaprakli evreye erisen fideler bitkisel
materyal olarak kullaniimigtir. Toplanan 2 aylik biber
kokleri

dezenfekte edilmis, steril damitik su ile yikanmistir.

fidelerinin cesme suyu ile yikanarak,
Fideler, su kiltlriindeki uygulamalar icin, iclerinde 20,
40, 80uM ve 100 uM CdCl; bulunan 400 ml Hoagland
besin ¢ozeltisi iceren 500ml’lik cam kavanozlara
yerlestirilmis ve 22 + 3°C, %60 nem, 14 saat isik
periyoduna ayarlanmis bitki yetistirme odasina
birakilmiglardir. Deneylerimizde kontrol grubu olarak
agir metal icermeyen tam Hoagland ¢ozeltisi
kullanilmistir. Uygulamayi takiben 2. ve 4. giinde
bitki

govdeleri derhal birbirinden ayrilarak sivi azottan

rastgele alinan orneklerinin  yapraklari ve

gecirilmistir. Daha sonra naylon posetlere konulup
etiketlenmis ve analize kadar -70°C’de saklanmistir.

Fenilalanin Amonyum Liyaz (EC. 4.3.1.5, PAL)
Aktivitesinin Belirlenmesi
0,1 gram taze vyaprak Ornegi icinde % 1

polivinilprolidon (PVP) ve 1 mM Fenilmetilsilfonil
(PMSF) bulunan PH 6.5 olan 50 mM sodyum fosfat
tamponu ile homojenize edilmis, homojenat 4°C'de 25
dakika 10.000g’de santrifljlenmistir. Bu homojenattan
alinan slpernatant, fenilalanin

amonyum liyaz
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aktivitesinin belirlenmesinde kullaniimistir. Fenilalanin
amonyum liyaz aktivitesi spektrofotometrik yontem ile
belirlenmistir (Pascholati ve ark. 1986). L- fenilalaninin
trans sinnamik asite déntsimii 290 nm’ de absorbansi
okunmustur.  Fenilalanin amonyum liyaz aktivitesi
sinnamik asidin standarti hazirlanarak belirlenmistir ve

umol gr'! sinnamik asit saat™ olarak ifade edilmistir.
Malondialdehit (MDA) Analizi

Biber yapraklarindaki lipid peroksidasyon dizeyi

malondialdehit ~ miktarinin  tespit  edilmesiyle

belirlenmistir. Biber yapraklarinda malondialdehit
konsantrasyonu tiyobarbutirik asit reaksiyonuna gore
saptanmistir (Heath ve Packer 1968). MDA miktari
ekstinksiyon katsayisi (155 mM? cm™) kullanilarak

hesaplanmistir.

istatistik Analiz

Verilerin analizi tamamiyla sansa bagh deneme
tertibinde 2*5 faktoriyel dizende (glin*uygulama)
Tukey testlerinde ve

varyans analizi yapilmistir.

sonuglarin  yorumlanmasinda %5 ©nem dizeyi
kullanilmistir. Tim hesaplamalar Minitab 16 paket
programi kullanilarak yapilmistir. Tim &zellikler (PAL
ve MDA) icin yapilan varyans analizileri sonucunda
gin* uygulama ikili interaksiyonlari istatistik olarak

onemli bulunmustur (p<0.01).
SONUC VE TARTISMA
KM-Aci biber fidelerinin kontrol ve 20, 40, 80, 100 uM

CdCl;
analizler sonucunda belirlenen PAL 6lgim sonuglari

uygulanan vyaprak ve govdesinde vyapilan

Sekil 1 'de verilmistir. KM-Aci fidelerinin yapraklarinda
uygulamayi takiben 2. ve 4. glinlerde kontroliine gore
PAL enzim aktivitesinde artis saptanmistir (P<0.05)
(Tablo 1.). En fazla enzim aktivitesi ise 4. glinde 20uM
CdCl; uygulamasinda belirlenmistir (P<0.05) (Tablo 1.).
KM-Aci
artislar uygulamayi takiben 4. gilinde tespit edilmistir

fidelerinin govdelerinde kontroliine gore

(P<0.05). Uygulamanin 2. glinde ise en fazla artis 40uM
CdCl, uygulamasinda belirlenmistir (Tablo 2.).
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Tablol. KM-Aci fidelerinin yapraklarinda PAL enzim aktivitesindeki
degisimler (n=3), (p<0.05)
Sinnamik asit (umol grt.a) (XxSp)

Uygulama 2.glin 4.giin
Kontrol 1275,410+34,9791 1147,563+77,7289
20uM CdCl, 1442,382+118,9064 2980,065+563,9984
40uM CdCl, 2053,086+117,2135 2563,716+118,2555
80uM CdCl, 2302,792+40,9946 1950,984+91,3855
100uM CdCl, 1345,828+38,1912 2399,786194,0615

Tablo 2. KM-Aci fidelerinin govdesinde PAL enzim aktivitesindeki
degisimler (n=3), (p<0.05)
Sinnamik asit (umol grit.a) (X+Sp)

Uygulama 2.giin 4.gin

Kontrol 678,941+41,0279 583,951+58,9436
20pM CdCl, 548,112+54,5221 849,127+19,3677
40uM CdCl, 806,140459,1275 811,541+47,7749
80uM CdCl; 628,937+81,1503 842,020+13,2911
100uM CdCl, 657,436140,3156 747,001+16,1290

PAL primer ve sekonder metabolizmanin tam ayrilma
noktasinda bulundugundan, antioksidan 6zellige sahip
olan bircok fenolik bilesigin olusumunda 6nemli
diizenleyici bir basamagi katalizlemektedir. Bitkilerde
PAL aktivitesi cevresel stres, genotip ve gelisimsel
evreye gore farklilik géstermektedir (Dai ve ark. 2006).
GUnUmuze kadar yapilan calismalar Cd stresine bagli
olarak meydana gelen PAL aktivitesindeki artisin
antioksidan korumaya katkida bulunan 6nemli bir
faktor olabilecegini gostermistir (Dai ve ark. 2006;

2007). Yiksek Cd
Matricaria chamomilla

Kovacik ve Backor
konsantrasyonlarinin

bitkilerinde PAL aktivitesi ve ¢6zlinilr fenolik birikimini
uyardigl saptanmistir (Kovacik ve Backor 2007). Farkh
Cd stresine maruz birakilan Glycyrrhiza uralensis
fidelerinde, olusan oksidatif strese karsi koruma amagh
olarak PAL ve antioksidan enzimlerin aktivitelerinde
artis oldugu rapor edilmistir (Zheng ve ark. 2010). Bu
Cdcl, KM-Aci

fidelerinin yapraklarinda ve govdelerinde PAL aktivitesi

calismada, stresine  maruz kalan
kontroliine goére bir artis gostermistir. Dolayisiyla,
artan PAL aktivitesi Cd’un toksik etkilerini azaltmak i¢in
antioksidan fenolikler ve lignin 6ncillerinin olusumunu

saglayan fenolik metabolizmayi uyarmis olabilir.

KM-Aci biber fidelerinin kontrol ve 20, 40, 80, 100 uM

CdCl, uygulanan vyaprak ve govdesinde yapilan



analizler sonucunda belirlenen MDA 6l¢lim sonuglari
tablo 3-4 ’de verilmistir. KM-Aci biber fidelerinin
yapraklarinda uygulamayi takiben 2. ve 4. glinlerde
kontroline gére MDA miktarinda artis saptanmistir
(p<0.05) (Tablo 3.). En az MDA miktari 2. ve 4. glinlerde
20uM CdCl; uygulamasinda belirlenmistir (p<0.05)
(Tablo 3).

Tablo 3. KM-Aci fidelerinin yapraklarinda MDA miktarinda

degisimler (n=3), (p<0.05)
MDA (nmol grt.a) (X% Sp)

Uygulama 2.giin 4.giin
Kontrol 2726,67+£187,172 2260,00£262,869
20uM CdCl, 1273,33+11,547 3100,00+20,000
40uM CdcCl, 6090,00+0,000 8210,00+285,832
80uM CdCl; 7243,33+1380,229 11086,67+1587,745
100uM CdCl, 6543,331442,982 7813,33+245,425

KM-Aci biber fidelerinin gévdelerinde ise kontroliine
gore en fazla MDA miktari artisi 80, 100 uM CdCl,
uygulamalarinda tespit edilmistir (p<0.05) 2. glinde en
az MDA miktari 20uM CdCl,
belirlenmistir (Tablo 4.).

uygulamasinda

Tablo 4. KM-Aci fidelerinin govdesinde MDA miktarinda degisimler
(n=3), (p<0.05)

MDA (nmol grit.a) (X+Sp)

Uygulama 2.gilin 4.giin
Kontrol 2303,33+255,408 2050,00+78,102
20pM CdCly 1363,33+115,902 3623,33+542,248
40uM CdCl, 4220,00+144,222 1880,00+248,797
80uM Cdcl, 5403,33+813,654 3646,67+61,101
100uM CdCl, 5103,33+529,937 3810,00+315,119

Cevresel stresler (yiksek 1sik yogunlugu, herbisitler,
patojen saldirilar, kuraklik, tuzluluk, hava kirliligi, agir
metal vs.) sonucunda serbest radikaller ile antioksidan
sistemin aktivitesi arasinda denge bozulmakta ve
protein denaturasyonu, lipid peroksidasyonu, DNA
mutasyonlarini icine alan oksidatif hasarlar meydana
gelmektedir (Harinasuf ve ark. 2003). Bitkilerde agir
metallerin dncelikli hedefinde plazma hiicre membrani
vardir (Cuypers ve ark. 2011). Agir metallerin ROS
Uretimi yoluyla lipid peroksidasyonuna neden oldugu
bilinmektedir (Marquez-Garcia ve ark. 2012; Chen ve
ark.2012). Lipit
membranlarinin bozulmasina neden olur ve bu durum

peroksidasyonu, hiicre
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ise agir metala maruz kalan bitkilerde goérilen en
zararli etkilerinden biridir (Pourrut ve ark. 2013). MDA
ise membran hasar dizeyini belirlemek icin kullanilan
en 6nemli gostergelerden biridir. Miladinova ve ark.
(2009) iki Paulownia gesidinde yaptiklari galismada
yuksek Cd konsantrasyonlarinda yapraklardaki MDA
miktarinda artis oldugunu belirlemislerdir. Kumar ve
ark. (2008) artan Cd’un Arachis hypogaea L. (Yer fistigi)
bitkisinin lipid
peroksidasyon miktarini arttirdigini saptamislardir. Bu

yaprak, govde ve koklerinde

¢alismada Cd’un yiiksek konsantrasyonlari (40,80 ve
100 uM CdCl,) KM-Aci fidelerinin hem yaprak hem de
govdelerinde MDA miktarinda artisa neden olmustur.
Yiiksek MDA birikimi ise membran batinlGglne zarar
veren ROS’lari etkisizlestirmek icin fenoliklerin yetersiz
oldugunun bir isareti olabilir.
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