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Enzimlerin pargalanmasinin biber tohumlarda
canlilik kaybinin 6énemli nedenlerinden biri oldugu
cesitli arastirmacilar tarafindan belirtilmektedir. Bu
calismada canliligini kisa silirede kaybeden biber
tohumlarinda, farkli canlilik seviyelerinde ortaya
cikan asit fosfataz = enzimlerin  degisimleri
incelenmistir. Bu amagla Demre Sivri, Yalova
Carliston ve Kandil Dolma ¢esidi biber tohumlarinda
%80, 60, 40 ve 20 canhlik seviyeleri kontrollii
yaslandirma uygulamalari ile elde edilmistir. Daha
sonra bu canlilik seviyelerindeki asit fosfataz
aktivitesi dl¢ctimleri yapilmistir. Bu ¢alisma da % 80,
60, 40 ve 20 canliliktaki Demre Sivri, Kandil Dolma
ve Yalova Carliston c¢esitleri tohumlarinda, asit
fosfataz aktiviteleri sirasi ile 3.60, 2.90, 2.552 ve 2.17
mmol L-1g1 3.28, 2.58, 2.20 ve 1.72 mmol L-1g1,
2.70, 2.27, 2.00 ve 1.84 mmol L-gl, olarak
Olciilmiistiir. Ayrica, Demre Sivri, Kandil Dolma ve
Yalova Carliston cesitleri biber tohumlarinda canlilik
kaybi ile asit fosfataz enzimi par¢alanmasi arasinda
sirast ile 0.976, 0.986 ve 0.978 (0.01 diizeyinde
onemli) korelasyon tespit edilmistir. Tohumlarin
yaslanmasi ile beraber en yavas asit fosfataz enzimi
aktivitesi kayb1 %32 ile Yalova Carliston ¢esidinde,
en yliksek asit fosfatz enzimi aktivitesi kaybi ise %48
ile Kandil Dolma cesidinde tespit edilmistir. Boylece
biber tohumlarinda yaslanma ile ortaya ¢ikan biyo-

kimyasal degisimlerin cesitlere gore degisebilecegi
tespit edilmistir.
Anahtar Kkelimeler: Biber, tohum, canlilik, asit

fosfataz

Changes in acid phosphatase enzyme during
ageing in pepper seeds

Abstract

Enzyme disintegration is suggested to be among the
most significant reasons for the loss in viability of
pepper seeds. In this study, changes in acid
phosphatase activity accompanied the loss of vigor
indifferent pepper seeds which occurred in short
time. For this purposes, 80, 60, 40 and 20% vigor
levels were adjusted in Demre Sivri, Yalova Carliston
and Kandil Dolma pepper cultivars through
controlled aging procedures. Then, acid phosphatase
enzyme activities were measured at these vigor
levels. The acid phosphatase activities at 80, 60, 40
and 20% viability levels of the pepper cultivars were
as follows: 3.60, 2.90, 2.552 and 2.17 mmol L1glin
Demre Sivri, 3.28, 2.58,2.20 and 1.72 mmol L-1g1 in
Kandil Dolma, and 2.70, 2.27, 2.00 and 1.84 mmol L-
1g-lin Yalova Carliston. The correlation coefficients
between vigor loss in Demre Sivri, Kandil Dolma and
Yalova Carliston pepper cultivars and acid
phosphatase disintegration were respectively
observed as 0.976, 0.986 and 0.978 (significant at
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0.01 level). The steepest loss in acid phosphatase
was seen for Kandil Dolma with 48%, while the least
loss was detected for Yalova Carliston with only
32%, indicating some differences in biochemistry
accompanying viability loss.

Key words: Pepper, seed, viability, acid phosphatase

Giris

Tohum canlilignt ve giiciini etkileyen faktorler
genellikle hasat dncesi ve hasat sonrasi olmak iizere
iki kisimda incelenmektedir. Sehirali (1997), hasat
o6ncesi tohumlarin canliligini etkileyen en onemli
faktoriin tohum olgunlugu oldugunu, déllenme ile
tohumun olgunlasmasina kadar gegen siirede etkili
cevre kosullarinin tohumun canliligl ve gliciini
etkiledigini belirtmistir. Tohumlardaki yaslanma
hizin1 etkileyen en dnemli cevresel faktorler nispi
nem ve sicakliktir (Harrington, 1973; Sehirali, 1997;
Sagsodz, 2000). Yaslanma ile birlikte tohumlarda
cesitli parametrelerde degisim s6z konusu
olmaktadir. Yaslanma ile birlikte tohumun giicii ve
canliligl azalmaktadir. Ancak, bu canlihk ve giic¢
kayiplar1  tohum tir ve cesitlerine gore
degismektedir. Tohumlarda yaslanmanin nedenleri
ile ilgili bircok teori ileriye striilmiistiir. Tohumlarin
yaslanma nedeni olarak ileri stiriilen teorilerden en
o6nemlilerinden bir tanesi, enzimlerin yapilarindaki
temel degisiklikler sonucu enzim azalmasi ve
inaktivasyonudur (Basavarajappa, 1991; Livesley ve
Bray, 1991; Kalpana ve Rao, 1993; Blackman ve
Leopold, 1993; Salama ve Pearce, 1993; Basra ve
Malik, 1994; Aung ve Mc Donald, 1995; Bailly ve ark,,
1996; Murthy ve Sun, 2000; Sagsoz, 2000; Goel ve
ark., 2002; Zeng ve ark., 2004; Lehner ve ark., 2008;
Demirkaya ve ark. 2010; Demirkaya, 2013). Enzim
aktivitesinin azalmasi, solunum potansiyelini ve ATP
olusumunu, dolayisiyla ¢imlenmede tohuma
saglanan besin miktarini diisiirmektedir. Enzimlerin
makromolekiiler yapisindaki degisiklikler onlarin
etkinliklerinin  azalmasina neden olmaktadir.
Enzimler, ince yapinin kismen kivrilmasi veya
kivrilmamasi, polimerlerin seklinin yogunlasmasi ve
alt birimlerin azalmasi gibi, sekilsel degisikliklere
ugrayabilmektedirler (Sagsoéz, 2000). Karsilastirmali
¢esitli arastirmalar, serbest radikal araciligi ile lipid
peroksidasyonu, enzim inaktivasyonu ya da
proteinlerin azalmasi, hiicre biitiinliigiiniin dagilmasi
ve genetik hasar;, tohum yaslanmasinin temel

nedenleri olarak tamimlanmistir (Priestley, 1986;
Smith ve Berjak, 1995; Walters, 1998; Mc Donald,
1999; Li ve ark., 2007).

Asit fosfataz enziminin fizyolojik fonksiyonu
biiylimekte olan filizlere inorganik  fosfat
saglamaktir. Bitki tohumlarinda sekerlerin ¢ok

sayida degisik fosfat esterleri ve substratlar
depolanmaktadir. Bu fosfat esterleri filizlenme
sirasinda hidrolize olur. Bu sirada elde edilen
karbonhidratlar enerji kaynagi olarak, fosfatlar da
yeni hiicre yapiminda kullanilabilir hale gelir. Yeni
RNA ve DNA temel yapilarinda fosfata ihtiyac
duyarlar (Aykanat, 2001).

Bu c¢alismada Demre Sivri, Yalova Carliston ve
Kandil Dolma Cesitleri tohumlarin da yaslanma ile
meydana gelen asit fosfataz enzimi degisimleri
incelenmistir.

Materyal ve Metot

Bu arastirmada bitkisel materyal olarak, May
Tohumculuk Zir. San. Tic. Ltd. Sti.’"den temin edilen
Demre Sivri, Kandil Dolma ve Yalova Carliston biber
cesitleri tohumlari kullanilmistir.

Uygulamalar o6ncesinde, farkli cesitlere ait Biber
tohumlarinin baslangi¢c nem kapsamlarinin birbirine
miimkiin oldugunca yakin olmasi amag¢lanmistir.
Boylece degisik parametreler acisindan, cesitler
arasinda meydana gelecek olan farkliliklarin nem
kapsamindan  kaynaklanma olasiligi = ortadan
kaldirilmistir.  Tohumlarda nem  diizeylerinin
sabitlenebilmesi icin her c¢esit ayr1 bir tepsiye
konularak iyice yayilmis, 20°C'de ve %50+5 oransal
nemde 14 gin boyunca iklim dolabinda
bekletildikten sonra nem kapsamlar1 dengelenmistir.
Tohum nem kapsamlar1 Demre Sivride %8.01, Kandil
Dolma % 8.02 ve Yalova Carliston cesidinde ise %
8.02 olmustur.

Biber tohumlarinda nem kapsami tayini, Uluslararasi
Tohum Deneme Birligi (International Seed Testing
Association - ISTA) Kurallari’'na uygun olarak, Diisiik
Sabit Sicakliktaki Firin Yontemi'ne gore yapilmistir
(Anonim, 1999). Cimlendirme testi, 25+ 1°C’de ve
ISTA kurallarina bagh kalinarak yapilmistir (Anonim,
1999). Cimlendirme testleri temin edilen tohumlarin
baslangigtaki canliligini belirlemek, yaslandirma
uygulamalarindan sonra elde edilen canliligi bulmak
icin yapilmistir.
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Tohumdan sizan maddelerin elektriksel
iletkenliginin o6lciimii  icin, Pandey (1989a)’in
calismasindan modifiye edilerek 200 adet Biber
tohumu tartildiktan sonra 20°C’de 80 mL saf suda 24
saat bekletilerek yapilmistir(ilbi 1998). Ortalama
¢imlenme siiresi Ellis ve Roberts (1981)’e gore
hesaplanmistir. Asit fosfataz enzimi (Ferreira ve ark.,
1998)’'den modifiye edilerek asagidaki sekilde
yapimistir. Biber tohumlar1 kursun degirmende
iyice ezilmis 2 gr tohumu 10 ml Acetat tampon
¢ozeltisi pH 5.4 ¢ozeltisi icinde homojenize edilmis
ve 5 dakika buz icinde bekletilmistir. Daha sonra 10
gram kiesel gel den siiziilerek enzim o6l¢iimi igin
gerekli siiziintii elde edilmistir.

Daha sonra bu ¢ozelti 37 derecede 5 dakika su
banyosunda bekletilerek asagidaki sekilde enzim
6lcimi yapilmistir.

0.5 ml 0.025 M p- Nitrofenolfosfat

0.25 ml distile su

0.75 ml 0.2 M Acetat tampon ¢o6zeltisi pH 5.4

0.5 ml 37 derecede 5 dakika bekletilmis enzim
¢ozeltisi ilave edilmis

0.5ml 1 M NaOH c¢o6zeltisi

Toplamda 2.5 ml karisim 405 nm spektrofotometre
de okunmustur.

Daha sonra  “Lambert Dbeer” esitliginden

yararlanarak enzim aktivitesi hesaplanmistir.

Deneme tesadiif parselleri deneme desenine uygun
olarak kurulup yiritilmustir. Verilerin istatistiki
olarak degerlendirilmesi “SSPS 13.0 for Windows”
istatistik  programinda  yapilmis, ortalamalar
arasindaki farkliliklar 0.05 o6nemlilik seviyesinde
LSD testine gore belirlenmistir.

Bulgular ve Tartisma

Demre Sivri, Kandil Dolma ve Yalova Carliston biber
tohumlarinda canlihik kayb1 ile Asit fofataz
aktivitesinde meydana gelen azalmalar ile ortalama
cimlenme siiresi ve elektriksel iletkenlikte ortaya
cikan artiglar tim c¢esitlerde ©6nemli (P<0.05)
bulunmustur. Diger bir deyisle, tohumlarda canhilik
kayb1 ile birlikte enzim aktivitesi de azalirken,
ortalama ¢imlenme siiresi ve elektriksel iletkenlikte
artmistir. Bu durum biber tohumlarinda enzim
parcalanmasi ile birlikte tohum giicliniin de
azaldigini ortaya koymaktadir.(Cizelge 1, 2 ve 3).
Calismamizda biber tohumlarinda yaslanma ile
birlikte asit fosfataz aktivitesinin azaldigim
goriiyoruz. Bu sonuclar, (Thompson ve ark., 1987)
yaslanma ile enzim ve fonksiyonlarinin kayboldugu
tezi ile paralellik gdstermistir.

Cizelge 1. Kandil Dolma cesidi biber tohumlarinda farkli canlilik seviyelerinde 6lciilen Asit fosfataz enzimi
aktivitesi (mmol L-1g -1), Ortalama ¢imlenme siiresi ve elektriksel iletkenlik (uS/cm/g) degerleri

Cimlenme(%) Asit fosfataz Ortalama ¢imlenme siiresi (giin) Elektriksel iletkenlik(uS/cm/g)
80 3.279a 10.44 c 121.06d
60 2.576b 14.42Db 124.49 c
40 2.197 c 15.73 a 131.39b
20 1.722d 16.78 a 138.66 a

* Farkl harfler uygulama gruplari arasindaki farklihg: gostermektedir (P<0.05).

Cizelge 2. Yalova Carliston cesidi biber tohumlarinda farkli canlilik seviyelerinde 6l¢iilen Asit fosfataz enzimi

aktivitesi (mmol L-1g -1 ),

Ortalama ¢imlenme siiresi ve elektriksel iletkenlik (uS/cm/g)

degerleri
Cimlenme(%) Asit fosfataz Ortalama ¢imlenme siiresi (giin) Elektriksel iletkenlik (uS/cm/g)
80 2.695a 7.58 d 170.78 d
60 2.271b 13.54 ¢ 175.30 ¢
40 2.001c 16.37 b 178.57b
20 1.838d 18.66 a 182.52 a

* Farkl harfler uygulama gruplari arasindaki farklihig: géstermektedir (P<0.05).
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Cizelge 3. Demre Sivri ¢esidi biber tohumlarinda farkli canlilik seviyelerinde 6lgiilen Asit fosfataz enzimi
aktivitesi (mmol L-1g -1), Ortalama ¢imlenme siiresi ve elektriksel iletkenlik (uS/cm/g) degerleri

Cimlenme(%) Asit Fosfataz Ortalama Cimlenme Siiresi (giin) Elektriksel fletkenlik (uS/cm/g)
80 3.599a 7.56 ¢ 118.86d
60 2901b 15.79b 124.87 c
40 2.552¢ 17.19a 129.69b
20 2.166d 18.00 a 135.79a

* Farkl harfler uygulama gruplari arasindaki farklilig: gostermektedir (P<0.05).

Tohumlarin yaslanmasi ile beraber meydana gelen
oransal asit fosfataz enzimi aktivitesi kayb1 %32 ile
en az Yalova Carliston cesidinde, en yiliksek asit
fosfataz enzimi aktivitesi kayb1 ise %48 ile Kandil
Dolma cesidinde, Demre Sivri ¢esidinde ise %39.83
olarak tespit edilmistir. Boylece biber tohumlarinda

yaslanma ile ortaya cikan biyokimyasal degisimlerin
cesitlere gore degisebilecegi tespit edilmistir(Cizelge
4) . Bu sonuclar (Demirkaya ve ark., 2010)’un sogan
tohumlarinda yaptigi calisma ile benzerlik
gostermistir.

Cizelge 4. Biber tohumlar ekstraktinda canlilik kaybi ile ortaya ¢ikan oransal asit fosfataz aktiviteleri (%)

Cimlenme(%) Kandil Dolma Yalova Carliston Demre Sivri
80 100 100 100
60 78.53 84.25 80.62
40 66.98 74.26 70.90
20 52.51 68.21 60.17

Demre Sivri, Kandil Dolma ve Yalova c¢arliston
cesitleri tohumlarinda, Asit Fosfataz enzimindeki
parcalanma ile c¢imlenme orani ile tohumlardaki
canlilik kaybi1 arasinda yliksek oranda pozitif bir
korelasyon tespit edilirken, ortalama c¢imlenme
stiresi ve elektriksel iletkenlik arasinda yiiksek
oranda negatif bir korelasyon bulunmustur. Bu
sonuglar (Goel ve ark., 2002 ) pamuk tohumlarinda,
(Lehner ve ark, 2008)1n aygicegi tohumlarinda
yaptig1 c¢alismalar ile paralellik gostermistir. Bu

sonuglardan faydalanarak Asit fosfataz enzimi analiz
edilerek tohum popiilasyonlarinin ¢imlenme orani,
ortalama c¢imlenme siiresi (tohum giici) ve
elektriksel  iletkenlik  (hiicre = membranlarinin
bozulmasinin bir gostergesi) hakkinda bir varsayim
yapilabilmesine  imkan  saglayacaktir.  Biber
tohumlarinda normal bir ¢cimlenme testinin ortalama
olarak 21 giin siirdiigii diisiiniildiigiinde, asit fosfataz
enzimi analizinin zaman ve ekonomik yodnden
kolayliklar saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Cizelge 3.5. Demre Sivri, Kandil Dolma ve Yalova carliston cesitleri biber tohumlarinda, asit fosfataz (AF),
cimlenme oram (CO), ortalama c¢imlenme siiresi (OCS) ve elektriksel iletkenlik (EI)

parametrelerinin korelasyon matrisi

Demre Sivri Kandil Dolma Yalova Carliston
AF AF AF
AF 1.00 AF 1.00 AF 1.00
co 0.976* co 0.986* co 0.978*
0cCS -0,935* 0CS -0.962* 0CS -0.990*
Ei -0.970* Ei -0.935* Ei -0.966*

* P<0.01 diizeyinde 6nemli bulunan korelasyon degerlerini géstermektedir.

Literatiirde Asit fosfatazin fizyolojik fonksiyonu
hakkinda; biiyiimekte olan filizlere inorganik fosfat
sagladig1 belirtilmektedir (Aykanat, 2001). Fosfor
bilindigi gibi bitkilerde ¢icek ve meyve sayisini
artirmaktadir. Nitekim (Demirkaya ve Gergek, 2013)’
iin yaptig1 bir calismada orti altinda yetistirdikleri
Demre Sivri cesidinde 91.5 meyve (adet bitki -1), ve

Yalova Carliston ¢esidinde 76.37 meyve (adet bitki 1) elde
edilmistir. Asit fosfataz aktiviteleri ise sirasi ile 3.599
ve 2.695 (mmol L-1g1) olarak tespit edilmistir.
Meyve sayisi ve asit fosfataz enzimi aktivitesi

arasinda yiikksek oranda (0.913) pozitif bir
korelasyon  tesbit  edilmistir. Bu  sonuclar
tohumlardaki asit fosfataz aktivitesi ile biber
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bitkilerinin yetistiricilikte olusturacagi meyve sayisi
hakkinda varsayim yapilabilecegi ihtimalini ortaya
koymaktadir. Ancak buradaki calisma ortii altinda
yapilmistir. Bu nedenle, farkl ekolojik sartlarda, oértii
alt1 ve acikta ve farkli cesitlerde biber yetistiriciligi
yapilarak, tohumdaki asit fosfataz akivitesi ile cigek
ve meyve sayisl arasinda bir korelasyonun olup
olmadiginin arastirilmasi yerinde olacaktir.
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