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ARTICLE INFO ABSTRACT
The amount of secondary metabolites can be increased with different elicitor applications in vitro. It
Research Article has been determined that zinc sulphate significantly increases the amount of capsaicin in the cell

culture of red hot pepper. It is important to determine how the metal applied as elicitor will have an
. effect on plant metabolism. In the study, it was aimed to determine the effects of zinc sulphate
Received : 30/11/2020 (ZnS04) applied to the cell suspension cultures of pepper seeds at different concentrations (0.1 M,
Accepted : 05/12/2020 0.2 M, 0.4 M) and for periods (24, 48, 72 hours) on the total protein and phenolic substance amounts,
and superoxide dismutase-peroxidase enzyme activities of pepper calluses. It was observed that the
amount of protein increased, superoxide dismutase and peroxidase enzyme activities decreased, and
the total amount of phenolic substance increased especially in 72 hours of treatment where zinc was
applied as elicitor. These results show that ZnSO4 can be used as an abiotic elicitor in plant cell culture
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Elisitor Olarak Kullanilan Cinko Siilfatin Biber Kalluslarimin Siiperoksit
Dismutaz, Peroksidaz ve Toplam Fenolik Bilesikleri Uzerine Etkileri

MAKALE BILGISI |0z

In vitro kosullarda farkli elisitor uygulamalariyla sekonder metabolit miktari arttirilabilmektedir.
Arastirma Makalesi Kirmuzi act biber hiicre kiiltiiriinde ginko siilfat’in kapsaisin miktarini énemli derecede arttirdig1 tespit
edilmistir. Elisitor olarak uygulanan metalin bitki metabolizmasi iizerinde nasil bir etki gostereceginin
belirlenmesi onemlidir. Calismada biber tohumlarma ait hiicre siispansiyon kiiltiirlerine degisik
Gelis  :30/11/2020 konsantrasyonlarda (0,1 M; 0,2 M ve 0,4 M) ve siirclerde (24, 48 ve 72 saat) uygulanan ginko siilfat
Kabul  :05/12/2020 (ZnSO4)’1n biber kalluslarinin toplam protein ve fenolik madde miktarlar1 ve peroksidaz-siiperoksit
dismutaz enzim aktiviteleri tizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Elisitor olarak ¢inko
. uyguladigimiz gruplarda konsantrasyon artisiyla orantili sekilde protein miktarinin arttig1, stiperoksit
Anahtar Kelimeler: dismutaz-peroksidaz enzim aktivitelerinin azaldigi, toplam fenolik madde miktarinin ise 6zellikle 72
Capsicum annuum saat uygulamasinda arttigi goriilmistiir. Bu sonuglar ZnSO4’tin bitki hiicresi kiiltiir ortaminda

I;gsxltér abiyotik bir elisitor olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
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Giris

Kompleks yapilar1  nedeniyle sentetik  olarak
tiretilemeyen biyolojik kokenli ¢ok sayida sekonder
metabolit, bitki hiicre ve doku Kkiiltiirleri yoluyla uygun
miktarlarda elde edilebilmektedir (Ramachandra ve
Ravishankar, 2002). Birgok bitki tiirlinde sekonder
metabolitlerin  uyarimi saglanmigtir (Ramachandra ve
Ravishankar, 2002). Kullanilan farkli elisitorlerin kiiltiir
hiicrelerinde fitokimyasal iretimini birkag kat arttirdigi
ifade edilmektedir (Johnson ve ark., 1991; Antognoni ve
ark., 2007; Cetin, 2010). Elisitér olarak tanimlanan
fiziksel, kimyasal ya da biyolojik etmenlerin sekonder
metabolizmada artisa neden olmasi bunlarin liretimlerinde
bir strateji olarak kullamimlarimi giindeme getirmistir
(Mulabagal ve Tsay, 2004; Shilpa ve ark., 2010).

Capsicum annuum L. (Kirmizi biber) Solanaceae
familyasindan Anavatam Giliney Amerika olan ve
Tiirkiye’de ozellikle Akdeniz bolgesinde ise seracilikla,
Giiney Dogu Anadolu bolgesinde tarla tarimiyla tiretimi 6n
planda olan bir bitkidir. Kapsaisin, aromatik bilesikler,
kirmizi1 karotenoidler, baz1 vitaminler, yag ve minerallerce
zengin olan kirmiz1 biber, gida, kozmetik, zirai miicadele
ve ilag sektorlerinde 6nemli yere sahiptir (Sener ve Sahin,
2010). Biber bitkisinin igeriginde %1,5-1,8 olan
kapsaisinin antimikrobiyal, antioksidan, antiinflamatuar,
antitiimoral, immiinmodiilator analjezik, ilser ve obezite
engelleyici etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Maggi ve
ark., 1989). Birgok ilacin hammaddesini olusturan ve tibbi
malzemelerde kullanilan kapsaisinin iiretim miktarinin

artirilmas1  ve stabil hale getirilmesi biiyiik 6nem
tagimaktadir.

Kirmizi  biber  tohumlar1  hiicre  slispansiyon
kiiltiirlerinde, farkli konsantrasyonlarda ve siirelerde

elisitor olarak uygulanan ¢inko siilfat (ZnSO.)’m tim
uygulama gruplarinda kapsaisin miktarin1 kontrol grubuna
oranla 6nemli derecede arttirdig: tespit edilmistir (Islek ve
ark., 2015).

Cinko elisitor olmanin yami sira karbonhidrat ve protein
metabolizmasinda  onemli  fonksiyonlara  sahiptir.
Membran stabilitesinde etkin, triptofan sentezini
diizenleyerek oksin sentezi fonksiyonlar1 gosteren, verim
ve kalite tlizerine dogrudan etkileri bulunan bir mikro
elementtir (Marschner, 1997). Zn triptofan sentezini
diizenleyerek oksin etkilerini degistirir, ayn1 zamanda
stiperoksit ~ dismutaz, dehidrojenazlar vb. redoks
enzimlerinde kofaktor olarak yer alir (Narendhran, 2016).

Elisitor olarak uygulanan metalin bitki metabolizmasi
uzerinde nasil bir etki gostereceginin aragtirilmasi
onemlidir. Calismada kirmuzi biber hiicre slispansiyon
kiiltiirlerine kapsaisin tretimini arttirmak tizere farkli
konsantrasyon ve siirelerde elisitor olarak uygulanan
ZnSO41n biber kalluslarmm toplam protein ve fenolik
madde miktarlari ile siiperoksit dismutaz-peroksidaz enzim
aktiviteleri tizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Yontem

Bitkisel Materyal

Capsicum annuum L. (Marag-1) tohumu temini Dogu
Akdeniz Gegit Kusagi Tarmmsal Arastirma Istasyonu
Midiirligii’nden saglanmistir.

Kiiltiir Ortami

Ekim oncesi act kirmuizi biber tohumlari yiizeysel
sterilizasyona (3 dakika %70 etil alkol ve 20 dakika
sodyum hipoklorit ile) tabi tutulmustur. Tohum
¢imlendirilmesinde bitki biiyiime diizenleyici igermeyen,
%3 sakkaroz ve %0,7 agar ilave edilen pH 5,7 Murashige
ve Skoog (MS) (1962) temel besin ortami kullamilmistir
(Ellialtioglu ve ark., 1998). Fidelerden dort haftalik
inkiibasyon siiresi sonrasinda hipokotil eksplantlari
kesilmigtir. Hipokotil eksplantindan kallus eldesinde 1,0
mg/L 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid, 0,1 mg/L kinetin,
%3 sakkaroz ve %0,7 agar ilave edilmis MS ortam
kullanilmustir. Kallus ve siispansiyon kiiltiiriinde ayn1 besin
ortami kullanilmus, siispansiyon kiiltiiriinde ortama agar
ilavesi yapilmamistir. Magenta kaplarinda gelistirilen
kallus dokulari, aseptik kosullarda 29/40 mL sivi besin
ortamina aktarilip, 25 + 2°C derecedeki galkalayici tizerine
konulmustur (Islek, 2009).

Elisitor Orneklerin  Analize
Hazrlanmast

Dort haftalik siispansiyon kiiltiirleri taze besin ortamina
alinip, 1’er mL ZnSO, (0,1; 0,2 ve 0,4 M) eklenmistir.
Uygulama sonrast c¢alkalayicilar {izerine konulan
siispansiyon kiiltiirlerinden 24, 48 ve 72 saat sonra
Whatman No: 2 filtre kagid1 iizerinde buhner hunisi vakum
pompasit kullanilarak kallus dokular1 ayrilmistir. Kallus
dokular1 analizlerin yapilacagi zamana kadar -70°C de
saklanmustir.

Uygulamalar1  ve

Biyokimyasal Analizler

Taze kallus orneklerindeki (n=3) toplam protein
miktar1 Bradford (1976)’un, siiperoksit dismutaz (SOD,
EC:1.15.1.1) aktivitesi Beauchamp ve Fridovich (1971)’in,
peroksidaz aktivitesi (POX, EC 1.11.1.7) Herzog ve
Fahimi (1973)’nin yoOntemlerine gore tespit edilmistir.
Toplam fenolik madde miktar1 analizinde ise Folin-
Ciocalteu analizi kullanilmistir (Singleton ve Rossi, 1965;
Gayosa ve ark., 2004).

Istatistik Analizi
Tiim veriler Tukey test (1954) ile p< 0,05 seviyesinde
degerlendirilmigtir.

Bulgular ve Tartisma

Cinko stilfat’in kirmizi biber kallus toplam protein
miktarlart tizerindeki etkileri Sekil 1°de verilmistir.

Toplam protein miktar1 {izerine ZnSO4’in etkileri
incelendiginde tiim uygulama siirelerinde kontrole gore
konsantrasyon artigina paralel olarak artig saptanmistir. 0,2
M ZnSO4 72 saat (%63,78) ve 0,4 M ZnSO, 48saat
(%92,99) ve 72 saat (%128,29) uygulamalarindaki artiglar
onemlilik derecesindedir (Sekil 1).

Arpa’da koklendirme ortamina konulan ¢inko’nun
konsantrasyon artigina bagli olarak apoplastik protein
miktarinda {i¢  katlik yiikselmeye neden oldugu
bilinmektedir (Brune ve ark., 1994).
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Sekil 1. Farkli konsantrasyonlar ve siirelerde ZnSO4 uygulamalarinin act kirmizi biber’in toplam protein miktar1 {izerine
etkisi (n=3)
a- Kontrol (distile su) b- 0,1 M ZnSO, c- 0,2 M ZnSO, d- 0,4 M ZnSO,

y kontrol grubuna (x) gore 6nemlilik derecesinde farkliligi (P<0,05) gostermektedir (Tukey test)
Figure 1.The effect of ZnSO4 applications at different concentrations and durations on the total protein amount of hot
red pepper (n=3).
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Sekil 2. Farkli konsantrasyonlar ve siirelerde ZnSO4 uygulamalarinin ac1 kirmizi biber’in toplam fenolik madde miktart
tizerine etkisi (n=3)

a- Kontrol (distile su)

b- 0,1 M ZnSO,

c- 0,2 M ZnS0O, d- 0,4 M ZnSO,

y kontrol grubuna (x) gére dnemlilik derecesinde farklilig: (p<0.05) gostermektedir (Tukey test)
Figure 2. The effect of ZnSO4 applications at different concentrations and durations on the total phenolic substance of
hot red pepper (n = 3)

Toplam fenolik madde miktar1 24 saat uygulamasinda
0,1 M ZnS0O4, 48 saat uygulamasinda 0,1 M ZnSO, ve 0,2
M ZnSO4 ve 72 saat uygulamasinda her ii¢ ZnSO,
konsantrasyonunda kontrole gore artis gOstermistir.
Calismamiza benzer sekilde fasulye bitkisinde kadmiyum
(Mithofer ve ark., 2004), ve biber bitkisinde bakir siilfat
(Islek ve Turkyilmaz 2015) uygulamalari sonucunda da
fenolik madde miktarimin kontrol grubuna gore artis
gosterdigi, artisin uzun siireli ve yiiksek konsantrasyonlu
uygulamalarda daha fazla oldugu bilinmektedir.
Kontrolleri ile karsilagtirlldiginda, 0,4 M ZnSOs
uygulamalarinda 24 ve 48. saatlerde uygulama
konsantrasyonunun artigi toplam fenolik madde miktarinda
azalmaya neden olurken protein miktarini artirmistir. Bu
uygulama konsantrasyonu i¢in protein ve toplam fenolikler
arasindaki bu negatif korelasyon, biiyiime i¢in artan
protein talebi nedeni ile fenoliklerin olusumunun azalmasi
ve fenilalanin gibi fenolik sentezinin ana maddesinin,
fenolik sentez yolundan ziyade, tercihen protein sentezine
akmasi olabilir.

ZnS0O4 uygulamalarinda siiperoksit dismutaz enzim
aktivitesi tiim zamanlarda konsantrasyon artisina paralel
olarak 6nemlilik derecesinde (P<0,05) azalmistir. En fazla
azalma %54,66 ile 0,4 M ZnSQO4 48 s uygulamasinda
saptanmigtir.

Sonuglarimizla uyumlu sekilde, Triticum aestivum cv.
Alpu ile yapilan bir galigmada farkli konsantrasyonlarda
uygulanan kursun, kadmiyum ve kursun+tkadmiyum
stiperoksit dismutaz SOD ve CAT enzim aktivitesinde
azalmalara sebep olmustur (AKk ve Yiicel, 2011). Aygicegi
bitkisine demir ve kadmiyum agir metallerinin
uygulanmas1 sonucu da SOD, CAT ve POX enzim
aktivitelerinde azalmalar meydana gelmistir (Gallego ve
ark., 1996).

Peroksidaz aktivitesinde 0,4 M ZnSQ472 s disindaki tiim
ZnS0O, uygulamalarinda kontrole oranla azalmalar meydana
gelmisti. 24  ve 72 saat uygulamalarmm  tim
konsantrasyonlarindaki azalmalar 6nemlilik derecesindeyken,
48 saat uygulamasindaki azalmalardan yalniz 0,4 M ZnSO,
uygulamasindaki 6nemlilik derecesindedir (P<0,05).
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Sekil 3. Farkli konsantrasyonlar ve siirelerde ZnSO4 uygulamalarinin aci kirmizi biber’in SOD enzim aktivitesi {izerine
etkisi (n=3)
a- Kontrol (distile su) b- 0,1 M ZnSO, c- 0,2 M ZnSO, d- 0,4 M ZnSO,

y kontrol grubuna (x) gore onemlilik derecesinde farkliligi (P<0,05) gostermektedir (Tukey test)
Figure 3. The effect of ZnSO4 applications at different concentrations and durations on the SOD enzyme activity of hot
red pepper (n = 3)
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Sekil 4. Farkli konsantrasyonlar ve siirelerde ZnSO4 uygulamalarinin act kirmizi biber’in POX enzim aktivitesi iizerine
etkisi (n=3)
a- Kontrol (distile su) b- 0,1 M ZnSO, c- 0,2 M ZnSO, d- 0,4 M ZnSO,

y kontrol grubuna (x) gére onemlilik derecesinde farkliligi (P<0,05) gostermektedir (Tukey test)
Figure 4. The effect of ZnSO4 applications at different concentrations and durations on the POX enzyme activity of hot
red pepper (n = 3)

Diizcan ve Arabaci (2010), nane bitkisinde ¢esitli agir
metallerin  peroksidaz enzim aktivitesi iizerindeki
etkilerine bakmis ve 1-10 mM konsantrasyonlarda enzim
aktivitelerinde azalmalar tespit etmistir. Yine Nepovim ve
ark. (2004)’da turpta agir metal uygulamalarinda
peroksidaz aktivitelerinde azalma belirlemislerdir.

I¢inde yer aldig1 enzimler incelendiginde karbonhidrat,
protein, fosfat ve RNA olusumunda gorev alan ¢inkonun bitki
metabolizmast i¢in gok elzem bir element oldugu sdylenebilir.
Son yillarda ¢inko oksit nanopartikiiller (NP'ler)’in kallus
iiretiminde olumlu etkilere sahip oldugu (Tariq ve ark., 2020),
bitki hiicre ve doku kiiltiirlerinde sekonder metabolitlerin
biyosentezi icin yeni bir elisitor olarak kullanildigi
bilinmektedir (Abbasi ve ark., 2019; Asl ve ark., 2019).

Elisitor olarak ¢inko uyguladigimiz — gruplarda
konsantrasyon artisiyla orantili seklide protein miktarinin
arttigl, stres kosullarinda artan siiperoksit dismutaz-
peroksidaz enzim aktivitelerinin azaldigr goérilmiistiir.
Fenolik bilesikler ise belli bir konsantrasyona kadar
artarken bazi konsantrasyonlarda ise azalma egilimindedir.
Artan bu konsantrasyonlarda diger sekonder metabolizma

tiriinlerinin iretimi yoniinde metabolizmanin
yonlendirilmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Bu sonuglar ZnSO4’lin bitki hiicresi kiiltiir ortaminda
abiyotik  bir  elisitor ~ olarak  kullanilabilecegini
gostermektedir. Hiicre Kkiiltiirlerine ¢inko stilfat vb.
metallerin eklenmesiyle kimyasal igerigin degistirilmesi
sekonder metabolit {retimini diizenleyen metabolik
yolaklarin aydinlatilmas: olanagi saglayacaktir. Ayni
zamanda endiistriyel iretimlerinde bitki hiicrelerinin
sekonder metabolit iceriklerinin arttirllmast imkamni
sunacaktir.
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