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OZET

CINKO SULFAT VE GUMUS NITRAT UYGULAMALARININ BIBER HUCRE
SUSPANSIYON KULTURUNDE KAPSAISIN URETIMI, ANTIOKSIDAN
ENZIMLER VE FENOLIK BILESIKLER UZERINE ETKILERI

AYDIN, Sinan
Nigde Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi

Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Cemil ISLEK
Yrd. Dog.Dr. Bengii TURKYILMAZ UNAL

Ekim 2015, 69 sayfa

Bu tez ¢alismasinda, biber hiicre siispansiyon kiiltiirlerine farkli konsantrasyonlarda ve
zamanlarda AgNOs ve 2ZnSOs ilave edilmistir. Hiicrelerdeki ve bunlarin
stiziintiilerindeki kapsaisin miktarlartHPLC cihazinda belirlenmistir. Hiicrelerde toplam
protein ve toplam fenolik madde miktarlari ile siiperoksit dismutaz ve peroksidaz enzim
aktiviteleri incelenmistir. Uygulanan tiim AgNO3 ve ZnSO4 konsantrasyonlari kapsaisin
miktarini kontrol grubuna oranla 6nemli derecede artirmistir. AgNO3 uygulamalarinda
sliziintiiye gegen kapsaisin miktar1 ZnSO4 uygulamalarina gore daha yiiksektir. ZnSO4
uygulamasi kapsaisin birikimini artirmada AgNOsz uygulamasma gore daha etkili
bulunmustur. Cinko uygulanan hiicrelerde tiim zamanlarda konsantrasyon artisina
paralel sekilde toplam protein miktarinin arttigi, siiperoksit dismutaz ve peroksidaz
enzim aktivitelerinin azaldigi belirlenmistir. Toplam fenolik madde miktarinin ise
konsantrasyon artigina paralel olarak 72. saatte arttig1 tespit edilmistir. Glimiis metalinin
biber bitkisi lizerindeki etkisi incelendiginde protein ve fenolik madde miktar1 azalmis,
ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda ilk 24 saatlik siire igerisinde antioksidan enzim

aktiviteleri artmistir.

Anahtar Sozciikler: Agir metaller, Capsicum annuum L., fenolik bilesik, peroksidaz, siiperoksit dismutaz
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SUMMARY

THE EFFECTS OF ZINC SULPHATE AND SILVER NITRATE TREATMENTS ON
CAPSAICIN PRODUCTION, ANTIOXIDANT ENZYMES AND PHENOLIC
COMPOUNDS IN PEPPER CELL SUSPANSION CULTURES

AYDIN, Sinan
Nigde University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biology

Supervisor: Ass.Prof. Dr. Cemil ISLEK
Ass.Prof.Dr. Bengii TURKYILMAZ UNAL

October 2015, 69 pages

In this study, different concentrations and times of AgNOz and ZnSO4 were added to
cell suspension cultures of pepper. The amounts of capsaicin in cells and their filtrates
were identified by HPLC. Total protein and total phenolic compound amounts,
superoxide dismutase and peroxidase enzyme activities of the cells were determined.
The amount of capsaicin in AgNOz and ZnSO4 concentration of all treatments increased
significantly compared to the control group. ZnSQO4 treatment has been found more
effective increasing the amount of capsaicin to the AgNOs treatment. It was determined
that total protein amount was increased, superoxide dismutase and peroxidase enzyme
activities were decreased at all times. In zinc applied cells in parallel with the increase
of concentration. Otherwise, the total amount of phenolic compounds was found to be
increased in parallel with the increase of concentration at 72 hours. When the effects of
silver metal on pepper plant is examined, protein and phenolic compound amounts
decreased, and especially at higher concentration, in the first 24 hour period antioxidant

enzyme activities increased.

Key words: Heavy metals, Capsicum annuum L., phenolic compounds, peroxidase, superoxidedismutase
vii
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BOLUM I

GIRIS

Bitkiler primer ve sekonder metabolit olarak adlandirilan ¢ok cesitli organik bilesikler
sentezlemektedirler. Primer metabolitler; amino asitler, fitosteroller, lipitler,
karbonhidratlar, niikleotidler ve proteinler olup biiyliime, gelisme, fotosentez ve
solunum gibi bir ¢ok siiregte onemli rol oynamaktadirlar (Crozier vd., 2006; Ramawat,
2007). Sekonder metabolitler ise temel biiylime ve gelisme icin gerekli olmayan fakat
biyotik ve abiyotik streslere karsi ¢evresel uyumda gorev alan diisiik molekiil agirlikli
bilesiklerdir =~ (Nascimento ve  Fett-Neto, 2010). Bitkilerde herbivor ve
mikroorganizmalara kars1 korunmada, tozlasma ve tohumun yayilmasinda, UV 1ginlara
kars1 korunmada onemli gorevler istlenirler. Ayrica boya, lif, yapistirici, yag, mum,
tatlandirict, ilag, parflim, insektisit ve herbisit olarak insanlar tarafindan

kullanilabilmektedirler (Crozier vd., 2006).

Ancak biyotik ve abiyotik etmenlerden dolayr bu degerli bilesikler klasik tarim
yontemleriyle yeteri kadar elde edilememektedir. Sekonder metabolitlerin iiretiminde
hizli, sabit kalitede ve c¢evre kosullarindan etkilenmeden siirekli {irlin saglanmasiyla
bitki doku ve hiicre kiiltlirii yontemlerinin énemli alternatif bir yontem oldugu ifade
edilmektedir. Ayrica, gesitli stratejilerle metabolit {iretimi artirilabilmektedir
(Ramachandra ve Ravishankar, 2002). Metabolit liretiminin artirilmasinda yararlanilan
baslica stratejiler arasinda biyotik veya abiyotik (agir metal tuzlar) elisitor
uygulanmasi, onciil bilesiklerin kiiltlir ortamina ilave edilmesi, yiiksek iiretken hiicre
hatlarinin se¢ilmesi, kiiltiir besi ortaminin maniplasyonu ve mutajenlerin kullanimi yer
almaktadir (Sasson, 1991; Ramachandra ve Ravishankar, 2002; Savitha vd. 2006; Zhao
vd. 2005; Shilpa vd., 2010 ).

Capsicum annuum L. cinsi, Dicotyledonae sinifinin, Tubiflorae (Solanales) takiminin,
Solaneceae familyasinda bulunur.  Anavatant Giliney Amerika olmakla birlikte
ilkemizde ozellikle Giiney Dogu Anadolu bdlgesinde tarla tarimiyla, Akdeniz
bolgesinde ise seracilikla {iretilmektedir. Yemeklerde baharat ve sos olarak
tiiketilmesinin yan1 sira saglik, kozmetik, zirai vb. sektorlerde kullanilmaktadir (Sener,

2010).



Kirmizi biberin (Capsicum annuum L.) yapisinda baslica; acilik veren etken madde
kapsaisin, bazi vitaminler, kirmiz1 karotenoidler, yag, mineraller ve aromatik bilesikler
bulunmaktadir. Capsicum annuum L.’de kapsaisin miktar1 % 1.5-1.8’e¢ kadar
cikmaktadir (Romero-Castillo vd., 2015). Kapsaisinin antitiimoral, antioksidan,
antimikrobiyal, antiinflamatuar, immiinmodiilatér analjezik, iilseri ve obeziteyi

engelleyici etkileri oldugu bilinmektedir (Maggi vd., 1989).

Kapsaisin tliretimini artirmada kitosan, kurdlan, ksantan (Johnson vd. 1990), fikosiyanin
(Ramachandra Rao vd. 1996), protokatekuik aldehit, kafeik asit (Ramachandra Rao ve
Ravishankar. 2000), salisilik asit, metil jasmonat (Sudha ve Ravishankar. 2003),
gibberellik asit, indol asetik asit, naftalen asetik asit, 2,4 D ve kinetin (Umamaheswari
ve Lalitha. 2007) elisitor olarak kullamlmistir. Ancak Kkapsaisin iiretiminin

artirllmasinda agir metal uygulamalarina ait ¢ok az veri mevcuttur.

Bu ¢aligmada Capsicum annuum L. biber tohumlarina ait hiicre siispansiyon kiiltiiriinde,
kapsaisin tiretimi {izerine farkli konsantrasyonlarda glimiis nitrat ve ¢inko siilfat
uygulamalarinin farkli zamanlardaki etkileri incelenmistir. Aynt zamanda bu agir
metallerin etkisinde stiperoksit dismutaz, peroksidaz enzim aktivitelerinde ve fenolik

madde miktarlarindaki degisimlerin belirlenmesi amaglanmustir.



BOLUM 11

GENEL BIiLGILER

2.1 Bitki Hiicre Kiiltiirleri Tarafindan ikincil Metabolit Bilesiklerin Uretimi

Sekonder metabolitler, bitkinin ekosistemle olan iliskisinde, c¢evresel kosullara
uyumunda, savunma, korunma, hayatta kalma, nesillerini siirdiirme gibi onemli
olaylarda cesitli avantajlar saglayan kimyasal maddelerdir. Bunlar arasinda; bitkiyi
patojenlere karsi koruyan anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-viral; diger bitkilere karsi
dogal yagamda rekabet giiciinii arttiran anti-germinatif ve toksik maddeler; UV 1sinlari,
tuzluluk, kuraklik gibi zararli ¢evresel etmenlerin neden oldugu stres kosullarinda
direng arttirict metabolitler; zararli hayvanlar ve otlara karst korunmayi saglayan
insektisit, pestisit, molluskusit ve herbisidler; polinasyon ve tohum dagilimini saglamak
lizere hayvanlari cezbedecek renkli ve giizel kokulu metabolitler bulunmaktadir

(Bourgaud vd., 2001; S6kmen ve Giirel, 2001).

Sekonder metabolit kavrami ilk olarak A. Kossel (1891) tarafindan ileri siiriilmiis;
bundan otuz yil sonra F. Czapek (1921) birincil metabolitlerden modifiye olan bu
metabolitleri ‘en son {iriin’ terimi ile tanimlamistir (Ramachandra ve Ravishankar,
2002). Son yillarda bir¢ok endiistriyel alanda insan sagligini tehdit edici sentetik
irlinlerin yerini dogal olan bitkisel sekonder metabolitler almistir. Gida sektoriinde
tatlandirici, kivam arttirici, renk ve koku verici bir¢ok madde; kozmetik endiistrisinde
parfim ve kozmetik iirlin (krem, tonik, maske), tarim alaninda insektisit gibi
kimyasallar; tekstilde kumas boyamada kullanilan dogal boyalar ¢esitli bitkisel
sekonder metabolitlerden elde edilmektedir (Cizelge 2.1). Ayrica, Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan temel ilaglar kapsaminda ilan edilen 252 ilacin %11°1 bitkisel sekonder
metabolitlerden tretilmektedir. Bunlardan en onde gelenler; Salix tiirlerinden izole
edilen antipiretik ve analjezik 6zelligi olan salisin (aspirin), Taxus brevifolia’dan elde
edilen anti kanser etkisi olan taxol (paclitaxel) ve Papaver sominiferum’dan elde edilen
gliclii analjezik, narkotik etkisi olan morfindir (Raskin vd., 2002; Tolonen, 2003;
Verpoorte ve Memelink, 2002).



Son yillarda bitki biyoteknolojisi yontemleri ile sekonder metabolitlerin elde edilmesi
lizerine yapilan calismalar hiz kazanmistir. Sentetik kimyadaki ilerlemelere ragmen,
kompleks yapr Ozellikleri nedeniyle sentezlenemeyen biyolojik kaynakli birgok
sekonder metabolit, bitki hiicre ve doku kiltlirleri yoluyla Kkiiltiir kosullar
optimizasyonu saglanarak ve metabolik yolda genetik farkliliklar olusturularak uygun

miktarlarda elde edilmeye baglanmistir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002).

Sekonder metabolitler birincil metabolizma yollarinin ara iriinlerinden, 6zel metabolik
yollarla tretilirler ve genellikle biyosentez yollarina gore siniflandirilirlar (Bourgaud
vd., 2001). Bu metabolitler, bitkiler tarafindan ¢ok az miktarlarda sentezlenirler ve bazi
bilesikler belirli tiirlere 6zeldirler. Cogunlukla bitkilerin belli organlarinda, hatta belli
organlarin belli hiicrelerindeki belli kompartmanlarda bulunurlar ve bitkinin belli bir

gelisim periyodu siiresince iiretilirler (Sokmen ve Giirel, 2001).

Cizelge 2.1. Bitkilerden elde edilen 6nemli farmasotikler

(Ramachandra ve Ravishankar 2002’den uyarlanmistir)

Uriin Kullanim Bitki Tiirleri (US $ % ko)
Aymalisin Tansiyon diistiriicii Catharanthus roseus 37
Artemisin Sitma tedavisi Artemisia annua 400
Berberin Bagirsak hastaliklari Coptis japonica 3250
Eliptisin Kanser tedavisi Orchrosia elliptica 240,000
Ginsenosidler Sakinlestirici Panax ginseng n/a
Kamfotesin Kanser tedavisi Camptotheca acuminata 432
Kapsaisin Agr giderici Capsicum sp. 700
Kinin Oksiiriik kesici, aneljezik | Cinchona ledgeriana 500
Kodein Oksiiriik kesici, aneljezi | Papaver somniferum 17
Kolsisin Kalp uyarici Colchium autumnale 35
Morfin Kanser tedavisi Podophyllum petalum 340,000
Sikonin Antibakteriyel Lithospermum erythrorhizon | 4500
Taksol Kanser tedavisi Taxus brevifolia 600,000

(n/a: bilinmiyor)




Canli bitkilerden elde edilen bilesiklere yakin 6zellikleri tasiyan ya da onlardan daha
istlin  Ozellikte ikincil metabolit bilesikler sentezleyebilen hiicre kiiltiirlerinin
olusturulmasi1 o6zellikle son yillarda hiz kazanmistir. Biyolojik analiz teknikleri
kullanilarak fizyolojik aktivite gosteren yeni bilesikler bulunmustur. Yapilan ¢alismalar
kiiltiir ortaminin O6zelliklerinin diizenlenerek, hiicrelerin biyosentetik aktivitelerinin
arttirtlabilecegini gostermistir. Yapay segilim ve metabolik aktiviteleri yliksek olan
hiicrelerin uyarimi ile hiicrelerin irettikleri bilesiklerin miktarlari 6nemli diizeyde
arttirilabilmektedir. Canli bitkilerde morfolojik ve fizyolojik olarak farklilasmis belli
organlar tarafindan tretilen bilesikler, laboratuvar ortaminda yapisal olarak organize

olan hiicrelerin uyarilmasi ile iiretilebilmektedir (\Vanisree vd., 2004).

Kiiltlir sistemlerinin, canl bitkileri kullanan geleneksel yontemlerle kiyaslandiginda

sundugu en 6nemli avantajlar:

a) Yararli bilesikler kontrol altinda tutulan laboratuvar ortaminda, iklim ve

topragin 6zelliklerindeki degisimlere bagli olmadan iiretilebilmektedir.

b) Kiiltir  ortaminda  hiicreler = mikroorganizmalarin ~ ve  bdceklerin

kontaminasyonuna ugramazlar.

¢) Herhangi bir bitkinin hiicreleri (tropikal ya da daha yiiksek yerlerde yetisen)
kolaylikla ¢ogaltilarak bitkiye 6zgii bilesiklerin iiretilmesi i¢in kullanilabilir.

d) Hiicre biiyiimesinin otomatik kontrol altinda oldugu sistemler sayesinde
metabolik fonksiyonlar kolayca diizenlenebilmekte ve bu sayede harcanan emek

ve ig gilicii de azaltilarak iiretim arttirilabilmektedir.
e) Organik bilesikler kallus kiiltiiriinden kolayca ¢ikarilabilir.

Baz1 bitkisel ikincil metabolit bilesiklerin sentezi ¢esitli biyotik ya da abiyotik (agir
metal tuzlar1) uyarict molekiillerin kiiltiir ortamina eklenmesi ile arttirilabilir (Di Cosmo
ve Misowa 1985; Zhao vd., 2005; Savitha vd., 2006; Namdeo, 2007). Sentezlenen {iriin
miktarin1 arttiran  bu  molekiiller, genellikle hiicre biliylimesini ve canliligin
azaltigindan, iki asamali kiltiir uygulamalar1 giindeme gelmistir. Bu uygulama
dahilinde hiicreler, ilk asamada optimum sartlar altinda biiyiir ve daha sonraki asamada
da iiretim ortamina (bir hiicre dongilisii periyoduna es zamanli olarak) aktarilirlar.
Uretim ortamindaki cevresel kosullar, iiriin sentezini uyaracak ve arttiracak sekilde

diizenlenmistir. (Parr, 1989; Yeoman ve Yeoman, 1996).
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Yapisal organizasyonu diisiik olan hiicrelerin aksine farklilagmis hiicrelerden elde edilen
kiiltiirlerin fizyolojik gelisimleri dnceden tahmin edilebilir. Bu tiir kiiltiirlerde tiretilen
ikincil metabolit bilesikler hem nicelik hem de nitelik bakimindan canli bitkilerin kendi
dogal ortamlarinda iirettikleri {riinlere benzerlik gosterirler. Ayrica bu kiiltiirlerin
biyokimyasal ve genetik Ozellikleri kararli yapidadirlar. Boylece ekstra bir
optimizasyon asamasina ihtiya¢ duyulmadan olduk¢a verimli iiretim sistemleri olarak

kullanilabilirler (Parr, 1989).

Bitki hiicre kiiltiirlerinde ikincil metabolitlerin uyarimi bitki tiirlerinin bir¢ogunda
bildirilmistir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002). Cesitli biyotik ve abiyotik
uyaricilarin  kiiltiir hiicrelerinde fitokimyasallarin iiretimini birka¢ kat artirdigi

bilinmektedir (Johnson vd., 1991).

2.2 Bitki Hiicre Kiiltiiriinde Sekonder Metabolit Uretimini Artirma Stratejileri

Bitki hiicre kiiltiir sisteminde {iriin verimi ve kalitesini artirip maliyeti azaltmak i¢in
bazi stratejiler gelistirilmistir (Yagct vd., 2008). Bu sistemlerden yiliksek miktarlarda
ticari amach {iriin elde edilmesi kiiltiir sartlarinin optimize edilmesine, kiiltlir ortaminin

hedef bilesige gore diizenlenmesine ve ilgili metabolik yollarin iyi bilinmesine baglidir
(Shilpa vd., 2010).

Bunlardan birincisi iiretim giicli yliksek hiicre hatlarinin taranmasi ve secilmesi arzu
edilen bilesigi en yiiksek seviyede elde etme imkén1 saglayabilmektedir. Hiicre hattinin
gelistirilmesi hedeflenen bilesigin yiiksek miktarda iiretildigi ana bitkinin segimiyle
baslar ve bundan elde edilecek kallus kiiltiirlinden yiiksek verimli hiicre hatlarinin
secimiyle devam ettirilir. Istenilen bilesigin renkli bir pigment olmasi durumunda segim

kolaylikla yapilabilmektedir (Ramachandra ve Ravishankar, 2002; Yagc1 vd., 2008).

Ikinci olarak kiiltiiriin olusturuldugu besin ortaminin standardizasyonu hem yiiksek
miktarda biyomas elde etme acisindan hem de sekonder metabolit iiretimi acisindan

Oonemli bir parametredir.

Hiicrelerdeki metabolit birikimi besin ortaminin igerigi, disaridan uygulanan bitki

hormonlari ve kiiltiir ortaminin sartlar1 tarafindan diizenlenmektedir (Shilpa vd., 2010).
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Bitki doku ve hiicre kiiltiirlerinin gergeklestirildigi besi ortaminda bulunan her kimyasal
biiyiime ve sekonder metabolit iiretimi i¢in tesvik edici olabildigi gibi smirlayic1 da

olabilmektedir.

Ormegin besi ortaminda yer alan herhangi bir madde hiicrelerin biiyiimesini tesvik
ederken sekonder metabolit birikimini azaltabilmektedir. Kiiltiir ortaminda metabolit
iiretimini etkileyen baglica kimyasal kosullar arasinda karbon, azot ve fosfor kaynagi,
bitki hormonlarinin ¢esidi ve derisimi, kiiltiir ortaminda bulunan makro ve mikro
elementler, pH ve osmotik basing sayilabilmektedir. Kiiltiir ortaminda metabolit
tiretimini etkileyen fiziksel kosullar ise 151k ve sicakliktir. Calkalama ve havalandirma
gibi fiziksel etmenler de hiicre silispansiyon Kkiiltiirlerinde biiyiime ve metabolit

birikimini etkileyen diger 6nemli faktorlerdir (S6kmen ve Giirel, 2001).

Sekonder metabolit iiretiminin artiritlmasi igin Onciil bilesiklerin besi ortamina ilave
edilmesi de giincel yaklasimdir. Uretilmesi istenen metabolitin biyosentez
mekanizmasinin bilinmesi durumunda bu siirecte yer alan baslangi¢ veya ara tiriinlerin
kiiltiir ortamina katilmas1 metabolit iiretimini artirabilmektedir (Sokmen ve Giirel, 2001,

Ramachandra ve Ravishankar, 2002).

Elisitér olarak tanimlanan mikrobiyal, fiziksel veya kimyasal stres faktorlerinin
sekonder metabolizmada artisa yol agmasi bu metabolitlerin iiretiminde bir strateji

olarak kullanilabilmektedir (Mulabagal ve Tsay, 2004; Shilpa vd., 2010).

Elisitor olarak tanimlanan ve stres ortaminin olusmasina neden olarak metabolitlerin
sentezini artiracak uygulamalarin da kiiltiir ortamlarinda kolaylikla yapilabilmesi, kallus
ve hiicre siispansiyon kiiltlirlerinin bir diger avantajli yoniinii olusturmaktadir. Nitekim
elisitor uygulamalariyla s6z konusu metabolitlerin daha yiliksek miktarlarda elde

edilebildikleri arastirma sonuglart ile de tespit edilmis bulunmaktadir (Antognoni vd.,

2007; Cetin, 2010).

Bitki sekonder metabolitleri cogunlukla bitkileri ¢evresel stres faktorlerinden korumak

i¢in sentezlenmektedir.



Bu nedenle bitki hiicre kiiltiirlerine ozmotik sok, agir metal iyonlarimin ilave edilmesi,
inorganik tuzlar, mikrobiyal homojenat veya UV radyasyonu gibi stres faktorlerinin
uygulanmasi baz1 sekonder metabolitlerin birikimini artirmaktadir (Verpoorte vd., 2002,

Elmastas ve Karatas 2013).

Biyotik ve abiyotik stres faktorlerinin bitkilerde savunma mekanizmalarin tetikledigi ve
bu savunma sisteminin 6nemli birer 6gesi olan sekonder metabolitlerin sentezini
artirdigr  bilinmektedir (Ramakrisha ve Ravishankar, 2011). Bu nedenle in vitro
kosullarda kiltiirleri strese sokan faktorler kullanilarak sekonder metabolit birikimini
artirma egilimi bircok bitkide farkli metabolitlerin elde edilmesinde yaygin olarak

uygulanmaktadir (Tumova, 1999; Zhao vd., 2010; Cetin vd., 2011; Cetin vd., 2012).

2.3 Biber (Capsicum) Bitkisi

Biber diinyanin tropikal, subtropikal ve iliman iklim etkisindeki bir¢ok iilkede 6nemli
yer tutan bir sebzedir. Ulkemizde de Kahramanmaras ve Gaziantep, Urfa, Diyarbakir,
Adiyaman, Hatay illerinin bazi1 yérelerinde tarla tarimi1 Antalya, Icel, Mugla ve izmir

illerinde ise seracilik iiretiminde nemli bir yere sahiptir (Ustiin, 1990).

Solanaceae familyasinin bir iiyesi olan biberin anavatant Amerika olup, Amerika
kitasinda kiiltiire alinan ilk bitkiler arasindadir. Amerika’nin kesfinden sonra Ispanya’ya
getirilen bu bitkinin 30 kadar tiirii olduguna dair bilgiler mevcuttur. Ancak bu tiirlerden
Capsicum annuum L. disinda kalanlarin ekonomik anlamda sebze olarak tarimi yalnizca

Amerika’nin orta ve giiney boliimlerinde yapilmaktadir (Abak, 1981).

Beslenmede biiyiik 6neme sahip biber insan sagliginda aranilan bir materyaldir. Biber,
meyvesi yenen sebzeler arasinda, farkli sekillerde en ¢ok tiiketilenlerden birisidir.
Biberin kendine 6zgli aromasi ve goriiniisii nedeniyle ¢ok degisik kullanim alanlari
vardir. Yemeklere aroma ve lezzet vermek i¢in taze tiiketimi yaninda, kurutularak toz
biber seklinde baharat sanayinde, sos, konserve, salga yapiminda, renk maddesi olarak
ila¢ sanayisinde ve siis bitkisi olarak ¢evre diizenlemede kullanilmaktadir. Egzotik bir
bitki tiirii olan biber, yillar éncesinde Inkalar tarafindan kutsal bir bitki olarak kabul

edilmis ve igerdigi acilik nedeniyle artrit (eklem iltihab1) tedavisinde kullanilmistir.



Icerigindeki C vitamini ve antioksidant maddeler nedeniyle her gegen giin degeri artan

bir bitki tiirlidiir (Bosland ve Votava, 2000).

Tiirkiyede biber (Capsicum annuum L.) tiretimi, 2004 verilerine gore yaklasik 1,76
milyon ton ve % 7,44 pay ile diinyada 3. sirada yer almaktadir. Tiirkiye’de iiretilen
domates, karpuz, kavun, hiyar sebze tiirlerinden sonra biber iiretim miktar1 dérdiincii

sirada yer almaktadir (Olmez, 2006).

2.4 Kapsaisinoidler

Bibere aciligin1 veren maddenin ne oldugu her zaman merak konusu olmustur. 1816
yilinda Bucholtz, bibere acilik veren maddenin organik ¢oziiciiler araciligi ile ayirt
edilebilecegini sdylemistir. Tresh, 1876 yilinda ac1 veren maddenin kristal yapisinda
oldugunu tespit ederek, adim1 "kapsaisin" koymustur. Hogyes, 1878 yilinda aci hissi
veren bu maddeyi biberden ayirt etmeyi basarmis ve kapsaisinin agiz ve mide salgilarini
artirdigini  kesfetmistir. 1930 yilinda, Spath ve Darling, laboratuvarda kapsaisini
sentezlemeyi basarmiglardir (Morrow, 1999). Kosuge vd. ince tabaka kromatografisinin
(TLC) gelistirilmesi ile acilik uyarict 6zellige birbiriyle iligkili iki komponent
belirlemisler ve komponent karisimina “kapsaisinoid” adini vermislerdir (Kosuge vd.,

1961;Poyrazoglu vd., 2005).

[Ik olarak bulunan kapsaisinoid bilesikleri, kapsaisin (8-metil-trans-enoic asit in
vanillyamide tiirevi), dihidrokapsaisin  (8-metil-nonanoic  asitin  vanillyamide
tirevi),nordihidrokapsaisin 1 (9-metil-trans-7-enoic asitin vanillyamide tiirevi) ve
homodihidrokapsaisin (9-metil-decanoic asitin vanillyamide tiirevi) dir (Bennett ve
Kirby, 1968). Daha sonra bir¢ok dogal kapsaisinoid bilesigi daha bulunmustur :
homodihidrokapsaisin 11, homokapsaisin Il, octanoic, nonanoic ve decanoic asitlerin
vanillyamide tiirevleri, bishomokapsaisin, nordihidrokapsaisin I, zukapsaisin
(civamide), nonivamide ve u-hidroksikapsaisin (Jurenitsch vd., 1979; Ochi vd., 2003).
Bu bilesikler arasinda kapsaisin ve dihidrokapsaisin Capsicum tiirlerinde en ¢ok
rastlanan bilesiklerdir. Kapsaisinoid bilesiklerinin bitki dokularindaki toplam miktari

farkliliklar gostermekte ancak kapsaisin ve dihidrokapsaisin oranlari, C. annuum



tirtinde %77-90 arasinda, C. frutescens tiiriinde ise %89-98 arasinda degismektedir
(Govindarajan vd., 1987).

2.5 Kapsaisin Elde Edilmesi Ile Tlgili Doku Kiiltiirii Cahsmalar1

Lindsey vd. (1983), yaptiklari galismada besin igerigi yoniinden iki farkli ortam
kullanmislardir. Bunlardan biri biiyiime ortami (biitiin besin maddeleri + biiylimeyi
diizenleyen hormonlar) digeri ise minimum ortam (sadece bazi besinler ) dir. Minimum
ortam igerisinde hiicre boliinmesi ve hiicre biiylimesi i¢in gerekli hormonlar ve diger
diizenleyici molekiiller olmadig1 icin biiylime engellenmistir. Bu iki farkli ortamdaki
hiicrelerin tirettigi kapsaisin bes giinliik bir siireden sonra ortamdan alinarak HPLC ile
Olcimler yapilmistir. Biiylime ortaminda kiiltiirii yapilan hiicrelerden elde edilen
ortalama kapsaisin miktar1 1.397 £0.136 mg k.a. ve minimum ortamda kiiltiirii yapilan
hiicrelerden elde edilen kapsaisin miktar1 ise 2.636 = 0.298 mg k.a. olarak

belirlenmistir.

Bu sonuglardan da anlasilacagi gibi, hiicre boliinmesi ve biiylime gibi birincil metabolik
fonksiyonlarm, biiyiik 6l¢iide engellendigi minimum ortamda bitki hiicreleri biiyiime
ortamindaki hiicrelere gore yaklasik 2 kat daha fazla kapsaisin sentezlemiglerdir. Bu
sonuglar daha dnce elde edilen verileri destekleyici nitelikte olup, kiiltiir bliylime hiz1 ile
ikincil metabolik bilesiklerin sentezlenme hiz1 arasinda, antagonistik bir baginti

oldugunu bir kez daha gdstermistir.

Lindsey ve Yeoman. (1984a), siispansiyon kiiltiirii ve tutuklanmis hiicre kiiltiirti i¢in 8
grup hazirlamiglardir. Hazirlanan kiiltiir ortamlari icerisinde kapsaisin molekiiliine yakin
benzerlikte ya da sentezde kullanilan bir metabolik oncii bilesik bulunmamaktadir. 5. ve
10. giinlerin sonunda Kkiiltiir gruplarimin yaris1 alinarak ortamda biriken kapsaisin
molekiillerinin miktarlarinin  belirlenmesi i¢in analiz yapmuglardir. Bu veriler
gostermektedir ki; ortama konulan bitkilerin kuru agirligi baz alindiginda, metabolik
onciti molekiillerin yoklugunda, hem biiylimenin yavas oldugu son bes giinde, hem de
daha fazla biiyiime hizinin saptandigi ilk bes giinde kiiltiir ortam1 igerisinde poliliretan
ile tutuklanan hiicrelerin, siispansiyon kiiltiiriinde biiyiiyen hiicrelere oranla 3 kat daha

fazla miktarda kapsaisin sentezledigini gostermektedir. 5. ve 10. giinler arasinda biriken
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kapsaisin miktarindaki artig, tutuklanmis hiicrelerin kapsaisin sentezleme hizinin daha
yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu durumun aragtirilmasi ve artisin gergek nedeninin
belirlenmesi i¢in tutuklanmis hiicreler ve serbest siispansiyon Kkiiltiirii igerisindeki

hiicreler L-[U- *C] fenil alanin ile isaretlenmistir.

Kiiltlir ortaminda biriken kapsaisin kloroform kullanilarak ortamdan ¢ikarilmis ve TLC
plakalar1 tizerinde kromatografik analiz yapilmistir. Elde edilen ve kapsaisin
molekiiliine karsilik gelen noktalar bu plakalar tizerinde belirlenmistir. Radyoaktif
isaretli molekiiliin hiicreler tarafindan alinma hizi yiiksek olmasina ragmen bu hiz
tutuklanmis hiicrelerde ve serbest siispansiyon kiiltiirli igerisindeki hiicrelerde yaklasik
olarak aymdir. Ancak isaretli molekiiliin kapsaisin sentezinde kullanilma hizi

tutuklanms hiicrelerde ¢ok daha fazla gergeklesmistir.

Lindsey ve Yeoman (1984b), fenilalanin ve isokaprik asit gibi metabolik Oncii
molekiillerin kapsaisin sentezinde kullanilmasinin iiretimi (11 mg kapsaisin/1g bitki)
maksimum seviyelere tasidigini belirlemislerdir. Elde edilen bu miktar 1 g taze bitkinin
hiicrelerinin (hiicreler iginde %90 oraninda su oldugu varsayilarak) 1.1 mg kapsaisin

sentezleyebildigi anlamina gelmektedir.

Bu calismadan elde edilen sonuglar gdstermektedir ki; 1 g bitkinin plasental doku
hiicreleri 2.04 mg kapsaisini metabolik oncli molekiiller olmadan sentezleyebilme
kapasitesine sahiptir. Bagka bir c¢alismada kiiltiir ortamimna 2.5 mM ferulik asit
eklenmesinin plasental doku hiicreleri tarafindan kapsaisin sentezini 3.22 mg/g
seviyesine ¢ikardigi belirlenmistir. Bu sonu¢ plasental doku hiicrelerinin, metabolik
oncii molekiillerin varliginda ¢ok daha fazla miktarlarda kapsaisin sentezleyebildiklerini

gostermektedir.

Holden vd. (1987), ikincil metabolik bilesiklerin (fenolik bilesikler ve kapsaisin),
Gliocladium deliquescens tarafindan arttirilmasinin ayn1 zamanda fenilalanin amonyum
liyaz aktivitesinde de artisa neden oldugunu belirlemistir. Bu ¢alismada kurdlan bilesigi
kiiltiir ortamina tutuklanmis hiicrelerin ortamima eklendiginde ikincil metabolik
bilesiklerin sentezini uyarici etki gostermis ve A. niger ve R. oligosporus hiicrelerinden
elde edilen bilesikler de kiiltiir ortamina eklendiginde ikincil metabolik bilesiklerin

tiretimini artirmiglardir. Bu sonuglar mikroorganizmalardan ve mantarlardan elde edilen
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bilesiklerin, bitki hiicresi kiiltlir ortaminda uyarici ve liretimi arttirict molekdiller olarak

kullanilabileceklerini gostermektedir.

Johnson vd. (1990), yaptiklar1 ¢alismada kitosan, kurdlan ve ksantan’in kapsaisin
liretimi iizerine uyarma kapasitesi ve sodyum aljinatin etkilerini arastirmislardir. Bu
calismanin sonuglarina gore kapsaisin lretimi tutuklanmig hiicrelerde kurdlan ve
ksantan kullaniminda kontrole gore sirasiyla 1.8 ile 2 kat daha fazla artmistir. Kurdlan
ve ksantan kombinasyonu daha etkilidir ve kiiltiiriin 14. giinlinde kapsaisin liretimini 7.9
kat artirmigtir. Kitosan’la muamele edilmis serbest hiicrelerde ise maksimum kapsaisin
tiretimi 6. giinde gergeklesmistir. % 0.05 sodyum aljinat uyarimi kiiltiiriin 10. giiniinde

hiicre slispansiyonundaki hiicrelerde kapsaisinde 1.6 kat artis saglamistir.

Johnson vd. (1991), tutuklanmis hiicreler ve plasental dokularda kapsaisin iiretimi,
fungal preparasyonlarin (Aspergillus niger ve Rhizopus oligosporus ekstraktlari ve
slizlintlisli) ve mikrobiyal polisakkaritlerin (kurdlan) kapsaisin iiretimi {izerine etkileri
ve kapsaisin iiretimi lizerine éncli maddelerin etkisini ¢alismiglardir. Bu ¢alismada elde
edilen sonuglara gore kapsaisin iiretimi tutuklanmig plasental dokularda tutuklanmig

hiicrelere gore daha yiiksektir.

Maksimum kapsaisin tiretimi tutuklanmis plasentada baslangi¢ gilinindeki 700 pg dan
14. giinde 1345 pg degerine ulagmistir. Kiiltiiriin besin ortaminin yenilenmesi sonucu,
28 gilinliik kiiltiir hiicrelerinden 2400 pg miktarinda kapsaisin elde edilmistir.
Tutuklanmis hiicrelerde kapsaisin iiretimi 28. glinde 3 pg/g dan 47 png’ a cikmigstir.
Tutuklanmis hiicre sisteminde kapsaisin sentezinde kurdlan daha etkili bulunmustur ve
kontrol ile karsilagtirlldiginda sentez yaklasik iki kat artmistir. Tutuklanmis hiicreler,
plasental dokulara gore kurdlan etkisine daha etkili cevap vermislerdir. Her iki fungal
tiirlin miselar ekstraklar1 tutuklanmis plasental dokularda yaklasik % 25 civarinda

kapsasin artigina neden olmustur.

Ramachandra vd. (1996), Capsicum frutescens ve Daucus carota hiicre siispansiyon
kiiltirlerine Spirulina platensis’ den elde ettikleri fikosiyanini farkli konsantrasyonlarda
uygulamislardir. Capsicum frutescens hiicre siispansiyonunun bu sekilde uyarimi ile
kapsaisin miktar1 yaklasik olarak iki kat artmistir. Benzer sekilde Daucus carota hiicre

kiltlirlerinde de antosiyanin miktarinda iki kat artis gézlenmistir.
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Ramachandra ve Ravishankar (2000), Capsicum frutescens’ in serbest silispansiyon
hiicreleri ve tutuklanmis hiicre kiiltiirlerini  fenil propanoid Oncii maddeleri
protokatekuik aldehit ve kafeik asit ile muamele ederek biyodoniisiim o6zelliklerini
aragtirmiglardir. Disardan bu metabolik onciilerin ilavesi ile protokatekuik aldehit ve
kafeik asitin vanilin ve kapsaisine biyodoniisiimii belirlenmistir. Burada 6nemli nokta
ise metabolik Oncii ile besleme sonucu protokatekuik aldehitin  vaniline
biyodoniisiimiiniin kapsaisine ¢evriminden ¢ok daha fazla olmasidir. Halbuki kafeik asit

ile muamele edilen kiiltiirlerde kapsaisin birikimi vanilin birikiminden daha fazladir.

Sudha ve Ravishankar (2002), Capsicum frutescens Mill. hiicre siispansiyon kiiltiiriinde
kapsaisin iiretimi {izerine kalsiyum kanal aracilariin etkilerini arastirmislardir.
Kalsiyum iyonofor A23187’nin toplam kapsaisin miktarim1 1.43 kat artirdigini
belirlemiglerdir. Kalsiyum kanal modulatorleri verapamil ve kloropromazin

uygulamalarinda ise kapsaisin tliretiminde ve biiylimede azalma belirlemislerdir.

Sudha ve Ravishankar (2003a), poliamin bilesiklerinin kapsaisin birikimine etkisini
arastirmiglardir. Capsicum frutescens hiicrelerinin siispansiyon kiiltiir ortamina putresin
uygulanmas1 sonucu biiylime hizinda ve kapsaisin sentezlenmesinde artig
gozlemlenmistir. Kapsaisin miktarindaki bu artisa, kapsaisin sentaz enziminin

aktivitesinin artmasi sebep olmustur.

Sudha ve Ravishankar (2003b), iki farkl: bilesik; salisilik asit (SA) ve metil jasmonat’1
(MelJa) ayr1 ayr ve birlikte Capsicum frutescens hiicrelerinin siispansiyon kiiltiirlerine
uygulamislar ve her iki bilesigin de kiiltiir hiicrelerinde kapsaisin sentezini ve birikimini
arttirdigini belirlenmistir. Ancak bu bilesiklerden sadece biri; salisilik asit ayn1 zamanda
kapsaisin sentaz enziminin aktivitesini de arttirmistir. Metil jasmonat bilesiginin ise
enzim aktivitesi lizerinde herhangi bir etkisi gézlemlenmemistir. Bu sonuglara gore
metil jasmonat bilesiginin kapsaisin miktarini arttirici etkisinin kapsaisin yikimini ya da
diger molekiillere katilimini engelleyici aktivitesinden kaynaklandigi sdylenebilir.
Hiicrelere SA uygulanmasi sonucu, etilen iiretimi engellenmis, MeJa uygulanmasi ise
etilen lretiminin artmasina neden olmustur. Hiicrelerin poliamin {iretimi de SA
uygulanmasi ile artmis, MelJa uygulanmasi sonucu da diismistir (Sudha ve

Ravishankar, 2003b). Poliamin ve etilen biyosentezlerinin, ortak olarak kullanilan S-
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adenozil metiyonin (SAM) molekiilleri i¢in rekabet halinde olduklari diisliniiliirse elde

edilen sonugclar sasirtic1 degildir.

Umamaheswari ve Lalitha (2007), Capsicum annuum kallus hiicrelerinden kapsaisin
iretiminin artirilmas1 i¢in yeni bir yontem gelistirmeye calismislardir. Farkli
konsantrasyonlarda gibberellik asit, indol asetik asit, naftalen asetik asit, 2.4 D ve
kinetin ilave edilmis Murashige Skoog (MS) besiyerinde kiiltiire almiglardir. Kallus
gelisimi ve plasental dokularin biiyiimesini en fazla 2 mg/L 2.4 D ve 0.5 mg/L Kinetin

igeren MS besiyerinde belirlemislerdir.

Islek (2009), yapmis oldugu doktora tez ¢alismasinda Kahramanmaras Hat-187 biber
tohumlarina ait hiicre silispansiyon Kkiiltiiriinde, kapsaisin iiretimi iizerine tutuklama
isleminin ve farkli konsantrasyonlarda seliilaz, ksantan, kurdlan, salisilik asit ve metil
jasmonat uyaricilarinin farkli zamanlardaki etkilerini incelemistir. Tutuklama isleminin
kapsaisin birikimi {izerine artirici etki yaptigini belirlemistir. Tutuklanmis hiicrelerdeki
kapsaisin miktari, kontrol gruplarinda ve uyarict uygulamasi yapilan 6rneklerde, serbest
hiicrelere gore daha yiliksek bulunmustur. Seliilaz ve kurdlan uyaricilarinin kapsaisin

birikimi {izerine etkisini diger uyaricilara gore daha etkili bulmustur.

2.6 Kapsaisin Sentezini Uyarmak I¢in Kullanilan Agir Metaller

Kaya (2015), yapmis oldugu yiiksek lisans ¢aligmasinda Maras-1 biber tohumlarina ait
hiicre silispansiyon kiiltiiriinde, kapsaisin iiretimi iizerine tutuklama isleminin ve farklh
konsantrasyonlarda triakontanol’un degisen zamanlardaki etkilerini incelemistir.
Tutuklama isleminin kapsaisin birikimi {izerine artirict etki yaptigini belirlemistir.
Tutuklanmis hiicrelerdeki kapsaisin miktari, kontrol gruplarinda ve uyarici uygulamasi

yapilan 6rneklerde, serbest hiicrelere gore daha yiiksek bulundugunu belirtmistir.

Ozgiil agirliklar1 5 gr/ cm® den, atom numaras1 20 den fazla olan elementler peryodik
cetvelin gecis elementleri olarak taninan genis bir gruba aittirler. Agir metal terimi
kirlenme ve toksisite bakimindan bir yan anlam olarak kullanilmaktadir. Bu grubun
icine 70 kadar element girmekle birlikte ekolojik bakimdan 6nemli 20 element dikkati
¢ekmektedir (Fe, Mn, Zn, Cu, V, Mo, Co, Ni, Cr, Pb, Be, Cd, Tl, Sh, Se, Sn, Ag, As,
Hg, Al ). Bunlarin bir kismi, bitki ve hayvanlar i¢in mikrobesin ( Fe, Cu, Zn, Mn, Mo,
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Ni) maddesi olabilmekte, belirli sinirlar 6lgiisiinde toksik olmamaktadirlar (Yildiz,
2004).

Elisitor olarak kullanilan ¢inkonun bitkiler i¢in suda ¢dziinen formlar1 uygundur ve
¢inko alinig1, maddenin topraktaki konsantrasyonu arttik¢a artar. Cinko alinimi, bitkinin
tiiriine bagh oldugu kadar bulundugu ortama da baghdir. Ozellikle ortamdaki kalsiyum
miktar1 ¢inko alinimini etkiler. Cinko, genellikle bitki koklerinde bulunur. Cinko, bitki
metabolizmasi i¢in ¢ok gerekli bir elementtir. Karbonhidrat, protein, fosfat, RNA
olusumunda goérev aldigr sodylenebilir. Membranlarin gecirimliliginde rolii oldugu
bulunmustur. Ayrica bakteri ve mantarlarin yol actig1 hastaliklara kars1 koruyucu etkisi

oldugu da bilinir (Ok¢u vd., 2009).

Abiyotik stres sartlar1 altinda bitkilerde reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilan
oldukca toksik ve reaktif molekiiller olusmaktadir. Bu molekiiller protein, lipid
karbohidrat ve DNA’nin yapisini bozarak oksidatif stresin olugsmasina neden
olmaktadir. Bu hasarin onlenmesine yonelik olarak bitkiler de antioksidant savunma
sistemlerine sahiptir. Bu antioksidant sistemler enzimatik (siiperoksit dismutaz, SOD;
katalaz, CAT; askorbat peroksidaz, APX; glutatyon rediiktaz, GR vb.) ve enzimatik
olmayan (fenolik bilesikler, alkoloid, askorbik asit, glutatyon vb.) olmak iizere ikiye

ayrilir (Gill ve Tuteja, 2010).

Bitkilerin savunma mekanizmasinda gorev alan cesitli enzimler sentezlenmekte ve
gerekli durumlarda bitkiyi korumaktadir. Bu enzimlerden savunma mekanizmasinin
isleyisinde etkin olarak yer alan Onciil enzimlerden biride peroksidazdir (POX) (Ali
vd.2003; Diizcan ve Arabaci, 2010). Peroksidaz bitkilerdeki ¢oklu savunma sisteminin
onemli bir bolimini olusturmaktadir ve bitkilerin ¢ogunda kloroplastlarda
sentezlenmektedir. Yapilan arastirmalarda peroksidaz enzimi bayirturpu koki, 1spanak
yapraklari, domates tohumlari, patates yumrular1 ve kiiltiirli yerfistig1 gibi ¢esitli
bitkilerden karakterize edilmistir (Boeuf vd., 2000). Peroksidaz (POX hidrojen veren
bilesiklerle bunu alan hidrojen peroksit arasindaki reaksiyonlar1 katalizleyen bir
oksidorediiktaz enzimidir. Peroksidaz enzimi aktif merkezinde demir bulundurarak
reaksiyonlar katalizler (Dziki vd., 2008). Bakir, demir, ¢inko gibi metaller enzimlerin

aktivitesini artirarak bitki ve canlilarin yagamina katkida bulunurken kursun, kalay gibi
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agir metaller toksik etkilerle canlilarin, bitkilerin gelisimini etkiler (Diizcan ve Arabaci,

2010).

Sekonder metabolitler igerisinde en yaygin olani fenolik bilesikler olup, bitkinin meyve,
tohum, yaprak ve govde gibi farkli kisimlarinda bulunabilmektedirler (Coskun, 2006).
Fenolik bilesiklerin 6zellikle insan sagligi iizerine olan olumlu etkilerinin ortaya
konulmasi ile bu bilesiklere olan ilgi giiniimiizde 6nemli 6lgiide artmistir. Nitekim
fenolik bilesikler, serbest radikaller olarak adlandirilan ve zararh bilesikleri kendilerine

baglama yeteneginde olan antioksidan 6zellikler sergileyen bilesiklerdir.
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BOLUM 111
MATERYAL VE METOD

3.1 Bitkisel Materyal

Proje caligmasinda kullanilan biber tohumu (Maras-1) Dogu Akdeniz Gegit Kusagi

Tarimsal Arastirma Istasyonu Miidiirliigii’nden temin edilmistir.

3.2 Tohumlarin Yiizeysel Sterilizasyonu

Calismada kullanilacak olan biber tohumlar1 ekim Oncesinde ylizeysel sterilizasyona
tabi tutulmugtur. Biber tohumlar1 kapakli cam bir kavanoza konularak tizerine % 70’ lik
etil alkol ilave edilmis ve 3 dk bekletilmistir. Etil alkol steril kabinde siiziilerek , %
40’k ticari sodyum hipoklorit ilave edilmis ve 30 dakika siireyle calkalayicida
calkalanarak, hipoklorit ayrilmistir. Daha sonra 3 kez 5’er dakika beklenecek sekilde
steril su ilave edilmis ve siiziilmiistiir. icerisinde yaklasik 50’ser ml steril agarli besin
ortami konulan magenta kaplarmin her birinin igine yilizeysel sterilizasyonu biten
tohumlardan 9 adet yerlestirilmistir (Fotograf 3.1.). Kapaklar1 kapatilmis ve iizerine

streg film sarilmistir (Ellialtioglu vd., 1998).

Fotograf 3.1. Biber tohumlarinin steril besin ortamina ekimi.
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3.3 Tohum Cimlendirme Ortam ve Bilesenlerinin Hazirlanmasi

Biber tohumlarmin ¢imlendirilmesi i¢in hormonsuz Murashige ve Skoog (1962)(MS)

temel besin ortami kullanilmistir (Cizelge 3.1.).

Besin ortamlarinin hazirlanmasinda kullanilan saf maddelerden hazirlanan stok
¢ozeltiler +4 C deki buzdolabinda saklanmistir. Makro ve mikro element tuzlar ile
vitaminlerin 100 kat derisik 250 ml’lik stok c¢ozeltileri hazirlanmistir.  Tohum
¢imlendirme ortami olan hormonsuz MS besin ortamima % 3 sakkaroz ile % 0.7 agar

ilave edilmis ve besiyerinin pH’ 1 5.7 e ayarlanmistir (Ellialtioglu vd. 1998)

Cizelge 3.1. MS temel besin ortam1 (Murashige ve ve Skoog, 1962).

Bilesenler MS Ortami, mg/L
Makro bilesenler

NHsNO3 1650
KNO3 1900
CaCl2.2H:0 440
KH2PO4 170
MgS04.7H20 370
NaFeEDTA 36,7
Mikro Bilesenler

MnS04.2H20 16
ZnS04.7H,0 8,6
H3BOs 6,2
Kl 0,83
Na:Mo004.2H;0 0,25
CuS04.5H,0 0,025
CoCl,.6H20 0,025
Vitaminler

Myo-Inositol 100
Glycin 2
Thiamine-HCI 0,1
Nikotinik Asit 0,5
Pridoksin-HCI 0,5
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3.4 Kiiltiir Kosullari

Tohum ¢imlendirme asamasinda magenta kutular1 25 C° +1 sicakhigina sahip iklim
odasinda bir hafta silireyle karanlikta tutulmus, tohumlarda g¢imlenmenin basladigi
gorildiikten sonra 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik olacak sekilde fotoperiyodik
diizene gecilmistir. Biber tohumumun Ekimden 4 hafta sonraki gelisimi Fotograf 3.2° de

goriilmektedir.

Fotograf 3.2. Biber tohumunun Ekimden 4 hafta sonraki gelisimi

3.5 Eksplant Tipi ve Kallus Eksplantin Ortamina Dikimi

Steril kosullarda ¢imlendirilen tohumlardan gelisen biber fideleri, dort haftalik
inkiibasyon siiresini tamamladiktan sonra eksplant kaynag olarak kullanilmistir. Her bir
fideden hipokotil eksplant1 kesilmistir. Oncelikle kokbogazindan kesim yapilarak kokler
uzaklastirilmig, hipokotil bdolgesi yaklasik 15 mm’lik parcalara ayrilmis hipokotil
eksplanti hazirlanmistir. Hipokotil eksplantindan kallus eldesinde 1.0 mg/L 2,4-D ile
0.1 mg/L kinetin ve % 3 sakkaroz ile % 0.7 agar ilave edilmis MS besin ortami

kullanilmistir. Besiyerinin pH’ 15.7” e ayarlanmistir.

Hipokotil eksplantlar1 MS besiyerine yatay olarak yerlestirilmistir (Ellialtioglu vd.,

1998). Hipokotil eksplantindan gelisen kallus dokular1 16 saat aydinlik ve 8 saat
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karanlik olacak sekilde fotoperiyodik diizende iki hafta siireyle iklim odasinda
gelistirilmistir. Gelisen kallus dokular1 Fotograf 3.3.” de goriilmektedir. Gelisen kallus
dokulari, magenta kutular1 igindeki 1.0 mg/L 2,4-D ile 0,1 mg/L kinetin ve % 3
sakkaroz ile % 0,7 agar ilave edilmis MS besin ortamina transfer edilmistir. Magenta
kutularindaki kallus dokular1 yine aymi periyodik diizende iklim odasinda

gelistirilmistir. Alt kiiltiirde gelisen kallus dokusu Fotograf 3.4.” de goriilmektedir.

Fotograf 3.3. MS besiyeri ortaminda gelisen kallus dokulari

20



Fotograf 3.4. Alt kiiltiirde ¢ogalan kallus dokusu

3.6 Hiicre Siispansiyon Kiiltiirlerinin Olusturulmasi

Kallus olusumu i¢in kullanilan 1.0 mg/L 2,4-D ile 0,1 mg/L kinetin ve % 3 sakkaroz
ilave edilmis MS besin ortami siispansiyon kiiltiiriinde de kullanilmis, sadece ortama
agar ilavesi yapilmamistir. Kallus dokulari steril kabin igerisine yerlestirilen ve % 70’1lik
alkole batirilmis pamukla silinen hassas terazide steril kurutma kagitlar1 iizerinde
tartilarak transfer edilmistir. Magenta kutular1 icerisinde gelistirilmis olan kallus
dokulari, i¢lerine 40’ar ml sivi besin ortami konulmus 100 ml’lik erlenlere aseptik
kosullarda her birine 2 gr olacak sekilde konulmustur. Hiicre siispansiyonlarini
bulunduran erlenmayerler 25C° 42 dereceye ayarlanmis calkalayici {izerine
yerlestirilmislerdir (Fotograf 3.5). Calkalayicinin hiz1 110 devir/dakika olacak sekilde
ayarlanmistir (Ellialtioglu vd., 1998).

21



Fotograf 3.5. Calkalayic lizerindeki hiicre siispansiyon kiiltiirleri

3.7 Uyaric1 Uygulamalan ve Analiz i¢in Orneklerin Hazirlanmasi

Bir ay boyunca gelistirilen hiicre siispansiyon Kkiiltlirleri taze besiyeri ortamina
alindiktan sonra uyarici uygulamalar1 yapilmistir. Uyarict olarak ¢inko siilfat ve glimiis

nitrat sulu ¢ozeltileri kullanilmistir. Tiim deneyler {i¢ tekrarli olacak sekilde yapilmistir.

Steril kabin icinde, serbest ve tutuklanmis hiicreler ile 40’ar ml siispansiyon kiiltiirii
iceren 100 ml’lik erlenmayerlere, steril stok c¢ozeltilerinden seyreltilerek son
konsantrasyonlar1 seklinde, giimiis nitrat ve ¢inko stilfat (0.1, 0.2 ve 0.4 M) uyaricilari
steril mikropipet yardimiyla 1 ml olarak ilave edilmistir. Uyarici uygulanmayan kontrol

ornekleri olusturulmustur.

Uyarici uygulamalarinin ardindan yine calkalayicilar iizerine yerlestirilen siispansiyon
kiiltiirleri 24, 48 ve 72 saat sonra hiicre ve siiziintiisiiniin birbirinden ayrilmasi i¢in
whatman no:2 filtre kagidi tizerinde buhner hunisi vakum pompasi yardimiyla vakumla
stizme iglemine tabi tutulmus, doku ve siiziintli kisimlar1 birbirinden ayrilmistir. Siizme
isleminin sonunda kallus yas agirlig1 (g) Sl¢iilmiis, siiziintii kismi 100 ml’lik plastik
sigelerde, kallus dokusu ise agzi kilitlenen kiigiik plastik posetlere konularak analiz

yapilincaya dek -70C°’ deki derin dondurucuda saklanmustir.
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3.8 Ekstraksiyon islemleri

3.8.1 Hiicrelerden kapsaisin ekstraksiyonu

Kapsaisin ekstraksiyonu ig¢in hiicrelerden 0.1 g alinarak 3 kez 8 ml etil asetat ile
havanda ezilmistir. Daha sonra 3000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij edilmistir ve
iistteki stipernatanlar toplanmistir (Johnson vd., 1990). Toplanan siipernatant bir doner
buharlastirici balonuna doldurularak 55 C° sicaklikta, 180 devir/dakika hizda ve diisiik
basing altinda etil asetat kisim, kuruluga yakin olacak sekilde buharlastirilmistir. Kalan
tortu 1 ml etil asetat ile ¢oziilmiis ve etiketlenmis 6rnek siselerine alimmustir. Ornekler

analiz edilinceye kadar -70C°’de derin dondurucuda bekletilmistir.

3.8.2 Hiicrelerin siiziintiilerinden kapsaisin ekstraksiyonu

Hiicrelerin siiziintiilerinden kapsaisin ekstraksiyonu i¢in 0.4 ml siiziintli alinarak 3 kez 8
ml etil asetat ilave edilerek 3000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij edilmis ve
siipernatan alinarak bir doner buharlastirici balonuna doldurulmustur (Johnson vd.,
1990). Doner buharlastiricida 55 C° sicaklikta, 180 devir/dakika hizda ve diisiik basing
altinda etil asetat kisim kuruluga yakin olacak sekilde buharlagincaya kadar ekstrakte
edilmistir. Kalan tortu kismi 1 ml etil asetat ile ¢6ziilmiis ve ornekler analiz edilinceye

kadar -70 C°’de derin dondurucuda bekletilmistir.

3.9 Kapsaisin Analizi

HPLC cihazinda 6l¢lim yapmadan once 6rneklerde kapsaisin varliginin belirlenmesinde
zaman kazanmak amaciyla 6n calisma olarak spektrofotometre de 6l¢iim ile kapsaisin

tayini yapilmistir (Ramos Palacio, 1977; Ramos Palacio, 1979).

3.9.1 Kapsaisin standartinin hazirlanmasi

Kapsaisin standart1 olan N-Vanillynonanamide, Sigma (V-9130)’dan temin edilmistir.
Spektrofotometrede 6l¢iim icin, kapsaisinin 50 ml 100 pg/ml’lik stok standart ¢ozeltisi
etil asetat ile hazirlanmistir. Daha sonra bu stok ¢ozeltiden sirasiyla 5, 10, 20, 40, 80 ve

100 pg/ml’lik standart ¢ozeltiler hazirlanmastir.
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Bu standart ¢ozeltilerden 0.2 ml alinarak {izerine 1 ml etil asetat ilave edilmistir.
Spektrofotometrede 6l¢iim yapmadan once 0.1 ml % 1°’lik Vanadyum oksi triklorit
(VOCIy) ilave edilmistir. Renk kaybini engellemek i¢in VOCI3 ilave edildikten sonra
Olctim islemi hizli bir sekilde yapilmistir. Kapsaisin standartlarinin 6l¢iim islemleri
spektrofotometrede 720 nm’de 5 tekrarli olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Ol¢iim islemi

sonunda elde edilen standart grafik Sekil 3.1.” de goriilmektedir.

0,35 R==10,9959

0 200 40 60 80 100

Kapsasin konsantrasyonu(pg/ml)

Sekil 3.1 Spektrofotometrede 6l¢lim i¢in kapsaisin standarti ile ¢izilen grafik.

HPLC cihazinda 6l¢iim i¢in, kapsaisinin 50 ml 100 pg/ml’lik stok standart ¢ozeltisi
metanol ile hazirlanmistir. Daha sonra bu stok ¢6zeltiden sirasiyla 5, 10, 20, 40, 80 ve

100 pg/ml’ lik standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. HPLC analizlerinden 6nce standart

cozeltiler 0.45 pm’ lik filtrelerden gecirilmistir.
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3.9.2 Kapsaisin tayininde HPLC kosullar:

HPLC analizlerinden once sivi ekstraktlar 0.45 pm’ lik filtrelerden gegirilmistir. Analiz
islemleri Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde Agilent
1260 model HPLC cihazinda gergeklestirilmistir. Kromatografi kosullar1 asagidaki
gibidir;

Dedektor: 1260 Infinity Diode Array Detector

Dalga boyu: 280 nm

Kolon: ACE C18 (150 mm x 4,56 mm), 5 pum por ¢api1

Akis hizt: 1ml/dk

3.10 Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.10.1 Enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi

Enzim ekstraktlarinin hazirlanmasi i¢in oncelikle her deneme serisine ait kontrol ve
uygulama gruplarindan 1’er g yas kallus 6rnegi (n=3 oldugu i¢in) licer kez tartilmistir.
SOD enzim aktivitesi tayini i¢in 1 mM EDTA igeren, 5 ml pH 7.8’lik 0.05 M Na-fosfat
tamponunda; POX enzim aktivitesi tayini i¢in % 17 sakkaroz igeren, 3 ml pH 8.3’liik
0.05 M tris-glisin tamponunda buz banyosu igerisinde ekstre edilmistir. Elde edilen
ekstrakt 13000 rpm’de mikrosantrifiijde 30 dakika siire ile santrifiij edilmistir. Elde
edilen ekstraktlardan toplam protein miktar tayinleri, Bradford’a (1976) goére BSA

(Bovine Serum Albiimin) standartlar1 kullanilarak yapilmistir.

3.10.2 Siiperoksit dismutaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi

Bitkisel materyaldeki siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin aktivitesi, Beauchamp ve
Fridovich (1971) tarafindan belirtilen yonteme gore yapilmistir. Yontem, 560 nm’de
nitroblue tetrazolium’un (NBT) fotokimyasal indirgenmesinin 6rnekte bulunan SOD
enzimi tarafindan engellenmesine dayanmaktadir. Reaksiyon karisimi, 50 mM Na-fosfat
tamponu (pH 7.8), 33 uM NBT, 10 mM L-Methionine, 0.66 mM EDTA ve 0.0033 mM
Riboflavin i¢ermektedir. Siipernatant uygun miktarda seyreltilerek reaksiyon karigimi (3
ml) ilave edilmistir. Reaksiyonun gerceklesmesi i¢in bu karisim, 10 dakika 300 pmol-1
m-1 s-1 151k siddeti altinda, oda sicakliginda bekletilmistir.
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Bu siire sonunda spektrofotometre ile 560 nm’de Orneklerin absorbans degerleri
alimmistir. Enzim aktivitesi, NBT nin % 50 inhibisyonu i¢in gerekli SOD miktari, 1
enzim tiinitesi olarak hesaplanmistir. Spesifik enzim aktivitesi, enzim {initesi mg protein-

1.g yas agirlik™? olarak belirlenmistir.

3.10.3 Peroksidaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi

Peroksidaz (POX) enzimi aktivitesinin belirlenmesi, Herzog ve Fahimi (1973)
yontemine gore yapilmistir. Elde edilen siipernatantlara (200 pl), 2.75 ml DAB
(diaminobenzidin-tetrahidroklorid dihidrat) c¢ozeltisi ilave edilmistir. Daha sonra
¢ozeltiye 25 ml 0.15 M Sodyum-Fosfat-Sitrat Tamponu (pH 4.4) ilave edilerek, genis
porlu filtre kagidindan siiziilerek siyah bir sise igerisine konulup serin bir yerde
muhafaza edilmistir ve 50 pl % 0.6 H20 eklenmistir. Spektrofotometrede 465 nm dalga
boyundaki absorbans degisimi 1 dk gozlenerek ve 1 enzim iinitesi dakikada tiiketilen
umol™t.m? H,0, miktar1 olarak hesaplanmistir. Spesifik enzim aktivitesi, enzim {initesi

mg protein™.g taze agirlik™* olarak belirtilmistir.

3.11 Total Fenolik Bilesik Belirlenmesi

Total fenolik madde igeriginin tespiti i¢in toz haline getirilmis Orneklerden fenolik
maddeler metanol kullanilarak ekstrakte edilmistir. Fenolik madde miktar1 tayini i¢in
gallik asit eslenigi olarak da bilinen Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilmistir (Singleton
v.d., 1999). Her 100 pl ekstrakt iizerine 750 pl Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmis ve 5
dakika sonra %6’lik NaCOz ¢ozeltisinden 750 pl eklenmistir. 90 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra kor tiipe karst 765 nm’de absorbansi dl¢iilmiistiir.
Total fenolik madde igerigi ise pg GAE/mL olarak ifade edilmistir (Gayosa vd., 2004;
Singleton and Rossi, 1965).

3.12 istatistiksel Analizler

Tez c¢aligmasinda biitiin deneyler 3 tekrarli olarak yapilmistir. Uzerinde durulan
ozellikler bakimindan elde edilen sonuglar, SPSS 16.0 paket programi kullanilarak

Tukey (SPSS 16.0 One-Way Anova ) testine gore p<0.05 seviyesinde analiz edilmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR
Capsicum annuum L. (Maras-1) hiicre siispansiyon kiiltiirlerine 0.1 M, 0.2 M ve 0.4 M
AgNO3 ve ZnSO4 24, 48 ve 72 saat uygulandiktan sonra alinan hiicre ve siiziintiilerdeki

kapsaisin miktarlar1 Cizelge 4.1 ve 4.2° de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli konsantrasyonlarda ve zamanlarda AgNOz uygulamalarinin

Capsicumannuum L. hiicreleri ve siiziintiilerinde kapsaisin miktari tizerine etkileri (n=3)

Zaman Kapsaisin (ng/g)

(saat) Uygulama Dozu Hiicre Siizlintii
Kontrol 56,842 + 2,632 (21,316 + 1,316
0.1 M AgNOs |50,702 + 3,038 (34,474 =+ 3,947*

> 0.2 M AgNOs  |43,684 + 2,632* (79,210 + 3,947*
0.4 M AgNOs 36,667 + 5,478* (78,772 =+ 1,519*
Kontrol 62,105 + 5,263 [33,158 + 2,632
0.1 M AgNOs  [51,579 + 2,632*|75,921 + 4,605*
* 0.2 M AgNOs 46,316 + 2,632*|95,000 =+ 1,316*
0.4 M AgNOs  |40,175 + 1,519* 71,000 =+ 1,732*
Kontrol 47,632 + 1,316 |32,281 + 3,038
0.1 M AgNOs  |50,263 + 3,947 |73,509 =+ 3,039*
r 0.2 M AgNOs  |91,053 + 2,632* 67,368 =+ 5,263*
0.4 M AgNOs 89,737 + 1,316*(102,895 + 1,316*

* kontrol grubuna gore 6nemlilik derecesinde farkliligi (p<0.05) gostermektedir (Tukey test)

Hiicre ve siiziintiideki en yiiksek kapsaisin miktart 0.4 M AgNOz3 72 saat uygulamasinda
tespit edilmistir. Kontrol grubuyla karsilastirlldiginda 24 saat ve 48 saat
uygulamalarinda kapsaisin miktar1 hiicrelerde azalmakta, siliziintiide artmaktadir.
AgNO3 uyaricisinin hiicre ¢eperlerini daha fazla etkileyip kapsaisinin siiziintiiye

geemesini sagladig diistiniilmektedir.
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Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlarda ve zamanlarda ZnSO4uygulamalarinin
Capsicum annuum L. hiicreleri ve siiziintiilerinde kapsaisin miktari {izerine etkileri

(n=3)

Zaman Kapsaisin (ng/g)

(saat) Uygulama Dozu Hiicre Stiziinti
Kontrol 56,842 + 2,632 |21,974 + 0,657
0.1 M ZnSO4 112,105 + 2,632* |56,842 + 2,632*

2 0.2 M ZnSO4 134,474 + 3,947* 63,421 + 3,947*
0.4 M ZnSO4 148,947 + 2,632* |55,965 + 1,519*
Kontrol 62,105 <+ 5263 34,474 =+ 1,316
0.1 M ZnSO4 121,316 + 1,316* |60,526 + 1,823*

* 0.2 M ZnSO4 181,842 + 3,947* |59,298 + 0,304*
0.4 M ZnSO4 171,316 + 6,579* |21,316 + 1,316*
Kontrol 50,702 + 5,478 33,158 + 2,632

- 0.1 M ZnSO4 162,105 + 6,963* |17,895 =+ 0,526*
0.2 M ZnSO04 145,000 + 11,842*|23,947 + 1,316*
0.4 M ZnSO4 184,474 + 14,474*%\30,526 + 2,632

* kontrol grubuna gore dnemlilik derecesinde farkliligi (p<0.05) gostermektedir (Tukey test)

Cinko uygulamasinda tiim uygulama gruplarinda kapsaisin miktarinda kontrole gore
artis goriilmistiir. En fazla birikim hiicrede 0.4 M ZnSO4 72 saat uygulamasinda,
stizlintiide 0.2 M ZnSO4 24 saat uygulamasinda meydana gelmistir.

Hiicre ve siiziintiilerdeki toplam kapsaisin miktarlar Sekil 4.1 ve 4.2°de goriilmektedir.
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda AgNO3 uygulamalarinin farkli zamanlarda
Capsicum annuum L. bitkisi kapsaisin miktari tizerine etkisi

a: Kontrol b:0.1 M AgNOs c:0.2M AgNOz  d: 0.4 M AgNOs
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda ZnSO4uygulamalarinin farkli zamanlarda serbest
ve tutuklanmig hiicrelerin siizlintiilerinde kapsaisin miktar1 tizerine etkisi
a: Kontrol b:0.1 M ZnSO4 c¢: 0.2 M ZnSO4 d:0.4 M ZnSO4

Uygulanan tim ZnSOs ve AgNOs konsantrasyonlari tiim zamanlarda toplam kapsaisin
miktarint kontrole gore artirmigtir. ZnSO4 uygulamasi kapsaisin birikimini artirmada

AgNO3 uygulamasina gore daha etkili bulunmustur.
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Kapsaisin biber bitkisinden elde edilen 6nemli bir alkoloidtir. Kapsaisin eldesi i¢in
kullanilacak biber bitkisini normal kosullarda yetistirmek 4-5 ayr almaktadir ve bu
nedenle de kapsaisinin siirekli bir liretim siireci uzun zamanda ve kisith bir zaman
periyodunda gercgeklestirilebilmektedir. Biberin serbest hiicre Kkiiltiirlerinin in vitro
sartlar1 altinda siirekli yetistirilebilmesi kapsaisin eldesi i¢in siirekliligi saglayabilecek

bir yoldur.

Kapsaisin iiretiminde elisitor olarak agir metal uygulamalarina dair heniiz bir literatiir
bulunmamakla birlikte, ¢esitli elisitorler kullanilarak sekonder metabolit {iretimini
artirmaya yonelik ¢alismalar mevcuttur. Jiang-ning vd. (2009), Rhodiola sachalinensis
in vitro kiiltiirlerinde 60 pmol / L AgNO3s uygulamislar ve salidroside iiretimini iki kat
artirdigin belirlemislerdir. Cai vd. (2013), yaptiklar1 ¢aligmada giimiis ve kadmiyum’un
Vitis vinifera hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde resrevatrol iiretimini kontrole gore 1.6 kat
artirdigini tespit etmislerdir. Riahi-Madvar vd. (2014), Lepidium draba’ da ¢inko
uygulayarak sulforaphane iiretimini asidik ortamda kontrole gore 3.6 kat artirdigim
bildirmislerdir. Uygulanan agir metalin reaktif oksijen tiirlerini tetikledigini ve bu yolla
sekonder metabolit liretimini artirabilecegini ifade etmiglerdir. Mehdy (1994) ise Metal
iyonlari’nin birgok sekonder metabolit biyosentezini uyarabilecegini belirtmistir. Metal
iyonlarinin aym1 zamanda oksidatif strese neden olarak hidrojen peroksit iiretimini
arttirdi@1 ve hidrojen peroksitin savunma ve sekonder metabolit sentezi ile ilgili genlerin
ekspresyonuna (Sesquiterpen siklaz ve fenil amonyum liyaz enzimi gibi) yol agtigini

ortaya ¢ikarmistir.
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Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlarda ve zamanlarda AgNOsz uygulamalarinin
Capsicum annuum L. hiicrelerinde toplam protein ve fenolik madde miktar1 tizerine

etkileri (n=3)
Zaman Toplam Protein Toplam Fenolik
(saat) Uygulama Dozu (mg/mL) Madde (ug GAE/mL)
Kontrol 0,0882 + 0,0020 |2,792 + 0,0020
0.1 M AgNOs 0,1040 <+ 0,0012* {2,798 + 0,0020
> 0.2M AgNOs 10,0834 + 0,0031 |2,547 <+ 0,0020*
0.4 M AgNOs3 0,0814 <+ 0,0012 |2,03 + 0,0020*
Kontrol 0,0628 <+ 0,0011 |2,719 + 0,0020
0.1 M AgNOs |0,0724 + 0,0012 |2,508 + 0,0020*
0 0.2 M AgNOs 0,0694 <+ 0,0036 |2,031 + 0,0020*
0.4 M AgNOs |0,0573 =+ 0,0071 |2,03 + 0,0010*
Kontrol 0,0820 <+ 0,0020 |2,287 + 0,0020
7 0.1 M AgNOs 0,1404 <+ 0,0072* {1,523 + 0,0020*
0.2 M AgNOs |0,0807 =+ 0,0095 |0,742 <+ 0,0316*
0.4 M AgNOs 0,0504 <+ 0,0012* {0,512 + 0,0015*

* kontrol grubuna gore 6nemlilik derecesinde farklilig1 (p<<0.05) gostermektedir (Tukey test)
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda AgNOs uygulamalarinin farkli zamanlarda
Capsicum annuum L. bitkisi toplam protein miktari tizerine etkisi
a: Kontrol b:0.1 M AgNOs ¢: 0.2 M AgNO3z d:0.4 M AgNOs

Glimiis nitrat uygulamasmin biber bitkisi tizerindeki etkisi incelendiginde kontrol
grubuna oranla tiim uygulama zamanlarinda 0.1 M AgNOg3’iin toplam protein miktarin
artirdigi, 0.2 M AgNO3 ve 0.4 M AgNOgz’iin ise konsantrasyon artigina paralel olarak
azalttigr goriilmektedir. Istatistiki agidan 6nemli artislar %17.91 ile 0.1 M AgNOs 24
saat ve %71.22 ile 0.1 M AgNOs 72 saat, onemli azalma ise %38.54 ile 0.4 M AgNO3
72 saat uygulamalarindadir (p<0.05).

Elde ettigimiz verilere paralel sekilde yiiksek konsantrasyonda agir metallere maruz
kalan aycigegi bitkilerinde toplam protein miktarinda azalmalar meydana gelmistir
(Kastori vd., 1992). Aygicegi fidelerinin civa kloriire maruz birakildig: bir caligmada da
toplam ¢oziinebilir protein miktarinda kontrole gore azalmalar bulunmustur (Kirbag,

Zengin ve Munzuroglu, 2006).
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda AgNOs uygulamalarinin farkli zamanlarda
Capsicum annuum L. bitkisi toplam fenolik madde miktar1 {izerine etkisi
a: Kontrol b:0.1 M AgNOs ¢: 0.2 M AgNO3z d:0.4 M AgNOs

Toplam Fenolik madde miktar1 % 0.2 artig gosteren 0.1 M AgNOs 72 saat uygulamasi
disindaki tiim uygulama konsantrasyon ve zamanlarinda kontrol grubuna oranla azalma
gostermistir. Dogan ve Colak. (2009), da ekmeklik bugdaya uygulanan kursun
konsantrasyonlarinin bitkinin kok ve otsu govdelerinde protein ve fenolik bilesiklerin

miktarini azalttigin tespit etmislerdir.
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Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlarda ve zamanlarda AgNOz uygulamalarinin
Capsicum annuum L. hiicrelerinde SOD ve POX enzim aktiviteleri lizerine etkileri

(n=3)

Zaman SOD POX

(saat) Uygulama Dozu (Enzim tinite/g t.a.) (Enzim tinite/g t.a.)
Kontrol 899,2067 + 15,3296 |7,5226 <+ 0,2605
0.1 M AgNOs  |213,7291 + 63,6974*|4,3482 <+ 0,2451*

> 0.2 M AgNOs  [728,9037 + 6,4265* |6,6297 =+ 0,2046
0.4 M AgNOs  |1218,904 + 10,9892*|7,6254 =+ 0,2474
Kontrol 540,634 + 21,1126 |2,7071 =+ 0,0997
0.1 M AgNOs  |382,3730 + 63,6117*|2,0667 <+ 0,1783

* 0.2 M AgNOs  |472,8833 + 14,8253 |2,4371 <+ 0,0980
0.4 M AgNOs 4452387 + 7,10439 |3,2577 <+ 0,4541
Kontrol 562,6863 + 33,9328 |5,3895 <+ 0,1412

7o 0.1 M AgNOs  |533,9719 + 25,5431 |5,1407 <+ 0,6559
0.2 M AgNOs 5359886 + 14,5248 |3,8100 =+ 0,4269*
0.4 M AgNOs  |527,5666 + 24,0108 |3,7744 <+ 0,8148*

* kontrol grubuna gore onemlilik derecesinde farkliligi (p<0.05) gostermektedir (Tukey test)
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda AgNOs uygulamalarinin farkli zamanlarda
Capsicum annuum L. bitkisi SOD enzim aktivitesi {izerine etkisi
a: Kontrol b:0.1 M AgNOs ¢: 0.2 M AgNO3z  d:0.4 M AgNOs

Biber bitkisinde siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi 0.4 M AgNO3 24 saat uygulamasi
disinda tiim uygulama grup ve zamanlarinda kontrol grubuna gore azalma gostermistir.
En diisiik deger 213,7291 EU/g t.a. ile 0.1 M AgNO3 24 saat uygulamasinda, en yiiksek
deger ise 1218,904 EU/g t.a. ile 0.4 M AgNO3 24 saat uygulamasindadir (p<0.05) .
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda AgNOs uygulamalarinin farkli zamanlarda
Capsicum annuum L. bitkisi POX enzim aktivitesi tizerine etkisi
a: Kontrol b:0.1 M AgNOs ¢: 0.2 M AgNO3z d:0.4 M AgNOs

Peroksidaz enzimi aktivitesinde ise 0.4 M AgNOs 24 saat ve 48 saat uygulamalar
haricindeki tim uygulama zaman ve konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore
azalmalar tespit edilmistir. %42.2 ile 0.1 M AgNOs 24 saat, %29.31 ile 0.2 M AgNOs
72 saat ve %29.97 ile 0.4 M AgNOs 72 saat uygulamalari onemlilik derecesinde

azalmaya sahiptir.

Metaller, ¢ogunlukla enzimlerin aktif bolgelerde bulunan siilfidril gruplarina baglanarak
inaktivasyona yol agarlar (Ayhan vd., 2006). Fakat yiiksek konsantrasyonlu metal
uygulamalarinda oksidatif strese bagli olarak peroksidaz, siiperoksit dismutaz, katalaz
vb. enzimlerin aktivitelerinde artma da goriilebilmektedir. Doganlar vd. (2012),
manganez ve nikel uyguladiklart Lemna gibba’da uygulamadan 24 saat sonra

peroksidaz aktivitesinde artig saptamistir.
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Cizelge 4.5 Farkli konsantrasyonlarda ve zamanlarda ZnSO4 uygulamalarinin
Capsicum annuum L. hiicrelerinde toplam protein ve fenolik bilesik miktar izerine

etkileri (n=3)
Zatman Toplam Fenolik
(saat) Uygulama Dozu Toplam Protein Madde (ug
(mg/mL) GAE/mL)
Kontrol 0,0882 <+ 0,0021 (2,792 + 0,0021
0.1 M ZnSO4 0,0910 <+ 0,0114 (3,049 + 0,0020*
> 0.2 M ZnSO4 0,0944 <+ 0,0161 |2,490 <+ 0,0015*
0.4 M ZnSO4 0,1027 <+ 0,0036 |2,030 + 0,0016*
Kontrol 0,0628 <+ 0,0012 (2,719 <+ 0,0020
0.1 M ZnSO4 0,0655 <+ 0,0124 |3,807 <+ 0,0020*
0 0.2 M ZnS04 0,0862 <+ 0,0144 (2,792 <+ 0,0015
0.4 M ZnS0O4 0,212 + 0,0206* {2,538 + 0,0008
Kontrol 0,0820 <+ 0,0020 (2,297 <+ 0,0020
- 0.1 M ZnSO4 0,0923 <+ 0,0165 |4,061 <+ 0,0025*
0.2 M ZnSO04 0,1343 + 0,0167* {3,554 <+ 0,0020*
0.4 M ZnSO4 0,1872 + 0,0042* (3,231 + 0,2925*

* kontrol grubuna gore 6nemlilik derecesinde farkliligi (p<0.05) géstermektedir (Tukey test)
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Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlarda ZnSO4 uygulamalarinin farkli zamanlarda
Capsicum annuum L. bitkisi toplam protein miktar1 {izerine etkisi
a: Kontrol b:0.1 M ZnSOs ¢:0.2M ZnSO4 d:0.4 M ZnSO4

ZnSO4 uygulamalarinin toplam protein miktar1 tizerine etkileri arastirildiginda tiim
uygulama zamanlarinda konsantrasyon artisina paralel olarak artis saptanmistir. 0.2 M
ZnSO4 72 saat (%63.78) ve 0.4 M ZnSO4 48saat (%92.99) ve 72 saat (%128.29)

uygulamalarindaki artislar 6nemlilik derecesindedir.

Arpa’da koklendirme ortamina konulan ¢inko’nun konsantrasyon artigina bagh olarak
apoplastik protein miktarinda {i¢ katlik yiikselmeye neden oldugu bilinmektedir (Brune
vd., 1994). Maydonoz bitkisine kadmiyum uygulanan bir bagka ¢alismada ise toplam

protein ve fenolik madde miktarinin arttig1 belirlenmistir (Ulusu, 2007).
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Sekil 4.8 Farkli konsantrasyonlarda ZnSO4 uygulamalarinin farkli zamanlarda
Capsicum annuum L. bitkisi toplam fenolik madde miktari {izerine etkisi
a: Kontrol  b:0.1 M ZnSOs ¢:0.2M ZnSO4 d:0.4 M ZnSO4

Toplam fenolik madde miktar1 24 saat uygulamasinda 0.1 M ZnSOs4 48 saat
uygulamasinda 0.1 M ZnSOg4 ve 0.2 M ZnSO4 ve 72 saat uygulamasinda her iic ZnSOg4
konsantrasyonunda kontrole gore artis gostermistir. Calismamiza benzer sekilde
fasulye bitkisinde kadmiyum Mithofer vd., (2006), ve biber bitkisinde bakir siilfat Islek
ve Turkyilmaz (2015), uygulamalar1 sonucunda da fenolik madde miktarinin kontrol
grubuna gore artis gosterdigi, artisin uzun siireli ve yiikksek konsantrasyonlu

uygulamalarda daha fazla oldugu bilinmektedir.
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Cizelge 4.6 Farkli konsantrasyonlarda ve zamanlarda ZnSO4uygulamalarinin
Capsicum annuum L. hiicrelerinde SOD ve POX enzim aktiviteleri {izerine etkileri(n=3)

Zaman SOD POX

(saat) Uygulama Dozu (Enzim tinite/g t.a.) (Enzim tinite/g t.a.)
Kontrol 899,2067 + 15,3296 |7,5226 + 0,2605
0.1 M ZnSO4 714,6006 + 19,1907*|5,6758 + 0,3343*

2 0.2 M ZnS0O4 697,2761 + 75,9916*|5,5822 + 0,3036*
0.4 M ZnSO4 678,8555 + 27,3144*|5,3351 <+ 0,5049*
Kontrol 1240,634 + 21,1126 |2,7071 + 0,0997
0.1 M ZnS0O4 1127,434 + 37,3248*|2,5427 <+ 0,3758

0 0.2 M ZnS0O4 825,3224 + 455492* 12,0272 + 0,1713
0.4 M ZnSO4 562,5701 + 8,4462* |1,0726 + 0,1668*
Kontrol 862,6863 + 33,9328 |5,7035 <+ 0,1494

- 0.1 M ZnSO4 760,9666 + 3,8891* |7,5297 + 0,6337*
0.2 M ZnS0O4 505,5698 + 31,7273*|3,5428 <+ 0,4000*
0.4 M ZnS0O4 357,2877 + 14,5746*|2,3329 + 0,3964*

* kontrol grubuna gore dnemlilik derecesinde farkliligi (p<0.05) gostermektedir (Tukey test)
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Sekil 4.9 Farkli konsantrasyonlarda ZnSO4 uygulamalarinin farkli zamanlarda
Capsicum annuum L. bitkisi SOD enzim aktivitesi lizerine etkisi
a: Kontrol b:0.1 M ZnSOs ¢:0.2M ZnSO4 d:0.4 M ZnSO4

Cinko siilfat uygulamalarinda siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi tiim zamanlarda
konsantrasyon artigina paralel olarak Onemlilik derecesinde (p<0.05) azalmistir. En

fazla azalma %54.66 ile 0.4 M ZnS0O4 48 saat uygulamasinda saptanmustir.

Sonuglarimizla uyumlu sekilde, Triticum aestivum cv. Alpu ile yapilan bir ¢alismada
farkli konsantrasyonlarda (100, 200 ve 300 uM) uygulanan agir metaller (kadmiyum
kursun ve kadmiyum + kursun) siiperoksit dismutaz ve katalaz enzim aktivitesinde
azalmalara neden olmustur (Ak ve Yiicel, 2011). Aygicegi bitkisine demir ve kadmiyum
agir metallerinin uygulanmasi sonucu da SOD, CAT ve POX enzim aktivitelerinde

azalmalar meydana gelmistir (Gallego vd., 1996).
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Sekil 4.10 Farkli konsantrasyonlarda ZnSO4 uygulamalarinin farkli zamanlarda
Capsicum annuum L. bitkisi POX enzim aktivitesi lizerine etkisi
a: Kontrol b:0.1 M ZnSOs ¢:0.2M ZnSO4 d:0.4 M ZnSO4

Peroksidaz aktivitesinde 0.4 M ZnSO4 72 saat uygulamast digindaki tiim ¢inko silfat
uygulama zaman ve konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore azalmalar meydana
gelmistir. 24 ve 72 saat uygulamalarimin tiim konsantrasyonlarindaki azalmalar
onemlilik derecesindeyken, 48 saat uygulamasindaki azalmalardan yalniz 0.4 M ZnSO4

uygulamasindaki 6nemlilik derecesindedir (p<0.05).

Diizcan ve Arabaci. (2010), nane bitkisinde c¢esitli agir metallerin peroksidaz enzim
aktivitesi izerindeki etkilerine bakmis ve 1-10 mM konsantrasyonlarda enzim
aktivitelerinde azalmalar tespit etmistir. Yine Nepovim vd. (2004), da turpta agir metal

uygulamalarinda peroksidaz aktivitelerinde azalma belirlemislerdir.
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BOLUM V

SONUC

Cinko, bitki metabolizmasi i¢in ¢ok gerekli bir elementtir. I¢inde yer aldig1 enzimlere
bakarak, karbonhidrat, protein, fosfat ve RNA olusumunda gorev aldig1 sdylenebilir.
Elisitor olarak cinko uyguladigimiz gruplarda konsantrasyon artigina paralel seklide
protein miktarinin arttigi, stres kosullarinda artan siiperoksit dismutaz ve peroksidaz
enzim miktarlarinin azaldigi goriilmiistiir. Giimis ise kirletici smnifindan bir metaldir.
Biber bitkisi {izerindeki etkisini inceledigimizde protein ve fenolik madde miktarini
azalttigi ve Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda ilk 24 saatlik siire igerisinde

antioksidan enzim aktivitelerini artirdig1 tespit edilmistir.

Bu sonuglar bu bilesiklerin, bitki hiicresi kiiltiir ortaminda uyarict ve tiretimi arttiric
molekiiller olarak kullanilabileceklerini gostermektedir. Ancak bu uygulamalarin
endiistriyel amacgli kullanimina gecilmeden once elde edilen ¢esitli bilesiklerin

etkilerinin dnceden yapilacak ¢alismalarla belirlenmesi gerekmektedir.

Uygulanan yontemlerin ekonomik oldugunun sdylenebilmesi i¢in, daha dnce geleneksel
yontemlerle elde edilen sonuglardan ¢ok daha verimli sonuglar alinmasi gerekmektedir.
Ozellikle bitkilerden elde edilen bilesiklerin geleneksel yontemlerle iiretilmesi daha
ucuza mal olmakta ancak yine de bu yontemlerle tam optimizasyon saglandiginda bile
elde edilen {iriin genellikle ¢ok diisiik olmamakla birlikte yetersiz kalmaktadir. Bu
nedenlerden dolay: hiicre kiiltiirii teknolojisinde giinliik verimi arttirmaya yonelik yeni
sistemler gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Bunun da anlami, yiiksek miktarda
uriin veren hiicrelerin elde edilmesi ve bu hiicrelerden devamli {iriin alinmasini
saglayacak sistemlerin olusturulmasi gerektigidir. Bugiiniin sartlar1 altinda oldukc¢a az
bitkisel ikincil metabolit bilesik kiiltiir teknolojisi yontemleri ile ekonomik olarak elde

edilebilmektedir.
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Sonug olarak, hiicrelerin bulunduklari ortamin kimyasal igeriginin degistirilmesi ve
hiicrelerin kiiltiir ortamina disaridan agir metaller gibi uyaricilarin ilave edilmesi bitki
hiicrelerinin  ikincil metabolit bilesikleri sentezlemelerini diizenleyen metabolik
olaylarin anlasilmasini kolaylastirabilecek olanaklar saglamaktadir. Kullanilabilecek bu
teknikler sunduklari avantajlar sayesinde, bitki hiicrelerinin ikincil metabolit

bilesiklerinin endiistriyel liretimlerine de 6nemli katkilar saglayabilirler.
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