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OZET

Yiksek Lisans Tezi

MISIR (Zea mays L.) BITKISINDE CiVA TOKSISITESININ YATISTIRILMASINDA
NITRIK OKSITIN (NO) KORUYUCU ROLUNUN FiZYOLOJIK, BIlYOKIMYASAL
VE MOLEKULER YAKLASIMLARLA ARASTIRILMASI

Aykut KARAMAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Okkes ATICI

Bu arastirmada, musir (Zea mays L., cv. Arifiye-2) bitkisinde civa ile olusturulan toksisitenin
iyilestirilmesinde, bitki antioksidan sisteminde énemli bir sinyal bilesik olan nitrik oksitin (NO)
etkileri fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler yaklagimlarla arastirilmak istenmistir. Bu amag
icin musir fidelerinde yas-kuru agirlik, bitki boy uzunlugu, bagil su igerigi, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) miktari, lipid peroksidasyon (MDA olarak) seviyesi, antioksidan enzimlerin
aktivite ve izoenzim profilleri, enzimatik olmayan antioksidanlarin miktari, bazi esas elementler
ile igsel civa (Hg) icerigi, total protein, prolin ve fotosentetik pigment icerigi ve antioksidan
enzimlerin gen ifadelerindeki degisim iizerine Hg ve NO’nun etkileri ayr1 ayr1 ve birlikte
degerlendiridi. Yapilan 6n deneylere gore, Hg kaynagi olarak 100 uM civa kloriiriin (HgCly),
NO kaynagi olarak 0.1 uM sodyum nitroprussidin (SNP) kullanilmasi uygun bulundu.
Hidroponik ortamda yetistirilen bitkilerin kdk ortamina 8. giin 0.1 uM SNP uygulanmis ve 24
saat sonra bitkiler 3 giin igin 100 uM HgCl, stresine maruz birakilmigtir. Hasat edilen bitkilerin
kok ve yapraklarna ait Ornekler, arastirma materyali olarak kullanilmigtir. Misir kokleri
yapraklara gore daha fazla civa biriktirmis ve bunun sonucu olarak toksisitesinin etkileri kokte
daha belirgin olarak ortaya ¢ikmistir. Tek bagina Hg uygulamasi, kok ve yapraklarda ROS ve
MDA seviyesini artirirken, genel olarak antioksidan enzimlerin (siiperoksit dismutaz, katalaz,
peroksidaz ve glutatyon rediiktaz) aktivitelerini, nonenzimatik metabolitlerin (glutatyon ve
askorbat) seviyelerini, ¢oziinebilir protein, klorofil (yaprakta) ve prolin igerikleri ile igsel
element miktarlarii énemli dlgiide diistirmiigtiir. Fidelere Hg stresi dncesi uygulanan SNP ise
kok ve yapraklarda Hg uygulamasi ile artan ROS ve MDA seviyelerini diislirmiistiir. Buna
karsilik antioksidan enzimlerin aktivitelerini ve nonenzimatik antioksidanlarin miktarini
artirmistir. Bu bulgu antioksidan enzimlerin izoenzim profillerinin belirlendigi ¢alismayla da
desteklendi. Ilave olarak, Hg stresi oncesi uygulanan SNP, kontroliine gore, fizyolojik
parametrelerde iyilesmelere neden olmus ve ayrica protein, prolin ve klorofil seviyelerini
artirmistir. Ayrica, hem kdk hem de yapraklarda antioksidan enzimleri kodlayan 5 genin ifade
oranlarin1 anlamli diizeyde etkilemistir. Sonu¢ olarak, misir bitkisinde civa stresine maruz
kalmadan once uygulanan NO’nun, fizyolojik, biyokimyasal ve gen seviyesinde cevap
mekanizmalarin1  diizenleyerek bitki toleransinin  artirilmasina 6nemli katki  yaptig
belirlenmistir.

2017, 109 sayfa

Anahtar kelimeler: Agir metal, Antioksidan, Civa, Gen ifadesi, Misir, Nitrik oksit, Oksidatif
stres
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INVESTIGATION OF PROTECTIVE ROLE OF NITRIC OXIDE (NO) IN THE
MITIGATION OF MERCURY TOXICITY IN MAIZE (Zeamays L.) BY
PHYSIOLOGICAL, BIOCHEMICAL AND MOLECULAR APPROACHES
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Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Okkes ATICI

In this research, it was aimed to investigate the effects of nitric oxide (NO), which is an
important signal compound in plant antioxidant system by physiological, biochemical and
molecular approaches in the improvement of mercury-induced toxicity in maize (Zea mays L.,
cv. Arifiye-2). For this aim, effect of NO and Hg applications on fresh-dry weight, plant height,
relative water content, amount of reactive oxygen species (ROS), lipid peroxidation (LPO)
level, activity and isoenzyme profile of antioxidant enzymes, and the contents of non-enzymatic
antioxidants, total protein, proline, photosynthetic pigments and the change in gene expression
of antioxidant enzymes were evaluated separately and together. It was used 100 uM of mercury
chloride (HgCl,) as Hg source, and 0.1 uM of sodium nitroprusside (SNP) as NO source,
according to preliminary experiments realized. Eighth day, the SNP concentration was supplied
at root environments of the plants grown in hydroponic medium, then 24 hour after, the plants
were exposed to 100 uM HgCl, stress for 3 days and the samples of root and leaf of the
harvested plants were used as research material. Maize roots accumulated more Hg than leaves
and as a result of this effects of the toxicity appeared more prominently in roots. In roots and
leaves, Hg application alone significantly decreased activity of antioxidant enzymes (superoxide
dismutase, catalase, peroxidase and glutathione reductase), level of nonenzymatic metabolites
(glutathione and ascorbate), amount of essential elements, and the contents of soluble protein,
chlorophyll (in leaf) and proline while increased the levels of ROS and LPO (as MDA). SNP
applied to the seedlings before from Hg stress decreased ROS and LPO levels that were
increased by the Hg application in the both tissues, in contrast, increased the activities of
antioxidant enzymes and the amount of nonenzymatic antioxidants. This finding was supported
by the work of identifying isoenzymes profiling of the antioxidant enzymes. In addition, SNP
application before from Hg stress caused improvements in physiological parameters, and
increased the levels of protein, proline, and chlorophyll as compared to control. It also
significantly affected the expression rates of 5 genes encoding antioxidant enzymes. In result, it
has been determined that NO applied before exposure to mercury stress in maize plant provides
an important contribution to increase plant tolerance by regulating the response mechanisms at
physiological, biochemical and gene level.

2017, 109 pages

Keywords: Antioxidant, Gene expression, Heavy metal, Maize, Mercury, Nitric oxide,
Oxidative stress
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1. GIRIS

Bitkiler, ekosistemdeki fonksiyonlar1 ve birincil iiretici olmalar1 sebebiyle canliligin
devami i¢in vazgecilmez unsurlarin basinda yer almaktadir. Isik enerjisini kullanarak
bulunduklar1 ortamda su ve inorganik maddeleri alarak hem kendileri hem de diger tiim
canlilar i¢in besin retmektedirler. Bu islemi gergeklestirirken ekosistemin
karbondioksit ve oksijen dengesini, azot ve fosfor dongiilerinin ayarlanmasina da
onemli katkida bulunurlar. Bununla birlikte toprak kaymasi, sel ve erozyonu onleme,
toprak i¢in organik giibre olarak kullanilma, birgok canliya ev ve besin olusturma gibi
gorevleri de bulunmaktadir. Ayrica; kimya, kozmetik, mobilya, ilag, tarim gibi bir¢ok

sanayi sektoriinde de hammadde olarak kullanilmaktadirlar (Mahajan and Tuteja 2005).

Bu kadar vazgecilemez 6zellige sahip olan bitkilerin varligini siirdiirebilmeleri hayatin
devamlilig1 i¢in sarttir. Ancak gilinlimiizde giderek artan bir¢ok olumsuz cevresel ve
genetiksel birgok faktor, bu canlilarin biiytime, gelisme ve verimliliklerini biiylik oranda

simirlandirmaktadir (Gallego et al. 1996).

Tiim organizmalarda oldugu gibi bitkiler de biliylime ve gelismelerini siirdiirebilmeleri
icin 151k, 181, nem ve sicaklik gibi ¢evresel sartlara ihtiya¢ duymaktadirlar. Optimum
kosullar olarak adlandirilan bu kosullarin altinda veya iizerinde bitkiler normal biiyiime
ve gelismelerini silirdiiremez ve strese maruz kalir ve en sonunda 6lmeye mahkum
olurlar (Culha and Cakirlar 2011). Bitkilerde zarar meydana getirerek onlarin biyolojik
fonksiyonlarmin bozulmasma ya da bu fonksiyonlarmni aksatmasina neden olan bdyle
etkenler stres faktorleri olarak bilinir. Biyotik (rekabet, patojenler vb.) ve abiyotik
(diisiik ve yiiksek sicaklik, tuzluluk, kuraklik, agir metaller vb.) olmak {iizere iki gruba
ayrilir (Biiytik vd 2012).

Bitkiler gerek biyotik gerekse abiyotik stres faktorlerinden dnemli oranda etkilenirler.

Ornegin bu faktdrler bitki hiicre ve dokularinda olumsuz yonde birgok fizyolojik ve



biyokimyasal degisime neden olarak onlarin genetik potansiyellerine ulagmalarini

engeller ve iirlin verimliliklerini de dikkate deger bir sekilde azaltir.

Yeryiiziinde {iriin verimliliginin diisiik olmasinin ana nedeni abiyotik stres faktorleridir.
Bu faktorler tiriinlerin ortalama verimini %50 ya da daha fazla oranda diisiiriirler (Bray
et al. 2000). Giinlimiizde hizla gelisen sanayilesme, dogal afetler, degisen iklim
kosullar1 ve insanlarin gevre bilingsizliginin dogal bir sonucu olarak giderek buna bagh
olarak diger canlilarin yani sira bitkilerin gelisimi ve verimliligi de ciddi zararlar
gormektedir (Chopra and Selote 2007). Yapilan calismalar gostermistir ki, diinya
tizerinde ekilebilir alanlarin orani giderek azalmakta, bununla beraber niifus sayisi
giderek artmakta oldugunu gostermistir (Mahajan and Tuteja 2005). Gerek kotiilesen
cevre kosullari, gerek azalan ekilebilir alanlar, gerekse artan niifus orani1 goz Oniine
alindiginda; cok kisa bir zaman sonra insanlarin kitlikla kars1 karsiya kalacagi gercegi
kaginilmazdir. Zaten glinlimiizde diinya niifusunun kayda deger bir boliimiiniin kronik
aclikla kars1 karsiya olmasi, bu varsayimi oldukg¢a kuvvetlendirmektedir (Tilman et al.
2011) Bu faktorler géz oniine alindiginda, giiniimiizde bitki direncini ve verimliligini

artirmak amaciyla ciddi bilimsel ¢aligmalarin yapilmasi kaginilmaz bir hale gelmistir.

Diinyada niifusu 1900’lii yillardan beri hizla artmakta ve giiniimiizde bu rakam 7
milyar1 ge¢mistir. Bu hizli artigla 2050 yilina kadar diinya niifusunun 10 milyara
ulagmasi tahmin edilmektedir (Ezeh et al. 2012). FAO (Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Organizasyonu)’nun verilerine gore yeryliziindeki toplam islenebilir tarimsal
arazi alanlar1 giderek azalmakta ve artan niifusun gida talebini karsilayamamaktadir.
Bununla birlikte 2009 yili FAO’nun istatistik verilerine gore iilkemiz topraklarinin
tarimsal amacgh kullanimi %33,2°dir. Simdilik herhangi bir kitlik ile kars1 karsiya
gelinmemis olsa da gelecek 50 yil igerisinde artan abiyotik streslerden dolay:
kullanilabilir tarim arazilerinin dejenerasyonu vasitasiyla bu durum ile karsilagma riski

giderek artmaktadir (Esim 2011).

Diinya iizerindeki  kullanilabilir ~ tarim  alanlari, stres  faktorlerine  gore

simiflandirildiginda, dogal bir stres faktorii olan kuraklik stresi %26, bunu %20 ile



mineral stresi ve %15 ile soguk ve don stresi takip etmektedir. Bunlarin diginda kalan
diger tiim stresler %29’luk bir pay alirken, yalnizca %10“luk bir alan herhangi bir

cevresel stres faktoriine maruz kalmamaktadir (Blum 1986; Giiler ve Cobanoglu 1997).

Topraklarda agir metal birikimi gida gilivenligi, fitotoksisite, bitki biiyiime ve toprak
organizmalarinin ¢evre saglig lizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle tarimsal iiretimde
endise kaynagidir (Yadav 2009). Agir metaller bitkilere karst toksik etki
gosterdiklerinden dolay1 en biiyiik ¢evresel kirleticiler olarak degerlendirilirler. Agir
metaller; yogunlugu 5 gr/cm3’ten yiiksek olan, dogada var olan ve yok edilemeyen
bilesiklerdir. Bakir, ¢inko, kursun, krom, kadmiyum, civa gibi pek ¢cok metal bu gruba
dahildir (Bell et al. 2001; Schwartz et al. 2001; Passariello et al. 2002). Gliniimiizde
giderek artan insanoglunun sebep oldugu antropojenik etkiler; agir metallerin
ekosistemlerdeki konsantrasyonlarinin artmasina ve diinya capinda en yaygin kirletici
olmalarina sebep olmustur. Termik santraller, demir-celik sanayi, ¢imento ve cam
tiretimi yapan tesisler, kagit sanayi, giibre sanayi, yakma tesisleri ve buna benzer pek
cok endiistriyel tesis, agir metallerin ¢evreye yayilmalarina sebep olmaktadir. Aym
zamanda toprak yapisindaki agir metaller de asit yagmurlart sonucunda ¢dziinmeyle
sulara karigmaktadir. Bu metaller; suda, toprakta, sedimentte ve canli organizmalarda
birikme 6zelligine sahiptir. Esansiyel olsun ya da olmasin, tiim metallerin biyolojik

sistemdeki birikimleri, belli bir esik degerinden sonra toksiktir (Israr et al. 2006).

Diinya iizerinde ekilebilir tarim arazilerinde ortalama civa seviyesi 39 kg/km? oldugu
tahmin  edilmektedir.  Gelismis ve sucul bitkiler civayr  biinyelerinde
biriktirebilmektedirler. Civanin yiiksek konsantrasyonlari hiicreler icin giiglii bir

fitotoksik etki ve gozle goriilebilir fiziksel hasarlara yol astig1 rapor edilmistir.

Cok eski caglardan beri insanligin bildigi bir metal olan civa elementi oda sicakliginda
stvi halde bulunan bir agir metaldir (Giiven vd. 2004). Ayrica, 14.06 g/em® yogunlugu
ile agir metaller grubunun bir liyesi olan civa periyodik cetvelin 2B grubunda bulunan
bir gecis elementidir. Civa atom numarast 80 olan, elektrigi iyi ileten ama 1siy1

iletmeyen, giimiis-beyaz bir metaldir (Bradl et al. 2005). Civa yer kabugunun



Olusumuna katilan temel elementlerdendir. Cogunlukla yiizeysel katmanlarda bulunur
ve dogal dagilimla siirekli serbest hale gegtigi i¢in insan dahil tiim canlilarda iz halinde
bulunur (Bas ve Demet 1992; Vural 2005). Civa litosfer, hidrosfer, atmosfer ve biyosfer
dahil olmak tizere gevremizdeki en zehirli agir metallerden biridir (Castro-Gonzalez and

Mendez-Armenta 2008).

Civa fosil yakitlarda da bulunur (Bas ve Demet 1992). Fosil yakitlarin yanmasi,
madencilik sektoriinde civa igeren kayaglarin kirilmasi, civa iiretimi esnasinda ve kati
atik depolarindan sizma, atik pillerin rastgele atilmasi, dis hekimliginde kullanilan
amalgam dolgular ve evde kullanilan civa igeren aletlerin kirilmasi civanin gevreye
yayilmasi ile sonuglanmaktadir (Bakar and Baba 2009). Diinya Saglhk Orgiitii (WHO)
tarafindan sehir alanlarinda 0.1-5 ng.mg, endiistriyel alanlarda 0.5-20 ng.m3 ve kent
alan1 diginda 0.001-6 ng.m® olmasi gerektigi belirtilmektedir (Giiler ve Cobanoglu
1997). Insan aktiviteleri, civanin normal topraktaki seviyesinden 200.000 kez daha fazla
seviyede olmasina yol agmaktadir (Gupta 2007). Civa besin zinciri araciligiyla biyolojik
organizmalar tarafindan oldugu kadar su ve hava tarafindan da c¢evrede tasinmaktadir
(WHO 2003). Civa ¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi etkili oldugu i¢in, ¢evrede kisa
stireli konsantrasyon artiglart tim canlilarin metabolik faaliyetleri lizerinde ciddi etkilere

sahip olabilirler (Cevre ve Orman Bakanlig1 2006).

Giibre, zirai ilag, kire¢ gibi civa igeren bilesiklerin formlar1 tarim yapilan topraklara
onemli oranda civanin girmesini neden olur (Han et al. 2002). Toprakta pek ¢ok civa
formu olusabilir. Bunlar; elemental (Hg), iyonik (Hg™), metil (MeHg), hidroxil
(Hg(OH),) ve sulfid (HgS) civa gibi formlardir. Fakat bu formlardan bitkiler i¢in
biyolojik ve en yaygm olam Hg? formudur (Heaton et al. 2005; Han et al. 2006). Civa
bitki kokleriyle kolaylikla alimir ve agirlikla koklerde birikir. Genellikle koklerde
biriken civa yapraklar, ¢igekler ve diger gelismis kisimlara taginir (Sierra et al. 2009).
Kok hiicrelerine civa alintmi muhtemelen demir, bakir veya ¢inko kanallar1 boyunca
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Patra and Sharma 2000; Esteban et al. 2008). Bitkiler
tarafindan civa alimmi topraktaki diger faktorler tarafindan da etkilenir. Ornegin;

arsenat’in varhigi ¢eltik koklerinde civanin birikimini tesvik etmistir (Du et al. 2005).



Arsenat’in absorbsiyonu kok yiizeyleri lizerinde olumsuz degisime neden olmasindan
dolay1 civanin emilimi artryor olabilir (Chen and Yang 2012). Bitkilerde biriken civa
bliyiik oranda koklerde kalir ve sadece az bir miktarda govdeye geger (Wang 2004).
Koklerde tutulan civa’nin yaklasik %801 hiicre duvarma baglidir (Wang and Greger
2004). Bunun muhtemel nedenleri sunlar olabilir. Iyonik civa karbonat, siilfat ve fosfat
gibi iyonik olmayan bilesiklerle kolaylikla etkilesime girebilir. Hiicre duvari yiiksek
katyonik degisim kapasitesine sahip oldugundan civa iyonlar1 baglanabilir (Chen et al.
2009). Yapilan bir tarla ¢alismasinda; misir ve bugdayin toprak iistii dokular1 bir
biiylime sezonu boyunca bol civali kirli bir ortama maruz birakilmis ve sonug olarak
bitkilerin yapraklarinda biriken civanin topraktaki civa ile baglantili olmayip dogrudan
havada bulunan civa ile ilgili oldugu belirlenmistir (Niu et al. 2011). Ancak papatyanin
alt yapraklarinda biriken civanin topraktan alinan civa ile baglantili oldugu belirtilmistir
(Millhollen et al. 2006). Yapraklar {izerinde civanin net birikim orani atmosferik civa
konsantrasyonlari ile artmistir (Ericksen and Gustin 2004). Civanin yapraklarda nasil
biriktigi ile ilgili mekanizma tam olarak daha belirlenememis ancak stomalar
yapraklarda gaz degisimi boyunca atmosferik civanin alinmasindan sorumlu olabildigi
ileri sitiriilmiistiir (Chen and Yang 2012). Civa kaynakli bliylime engellenmesi bugday
(Ge et al. 2009), domates (Cho and Park 2000), salatalik (Cargnelutti et al. 2006), yonca
(Zhou et al. 2007; Zhou et al. 2008) ve diger bitkilerde (Israr et al. 2006; Gao et al.
2010; Costa et al. 2011) belirlenmistir. Bitkiler iizerinde civanin biiyiimeyi engelleme
etkisi ultrastriiktural hasar ile dogrudan baglantili oldugu da bildirilmistir. Gegirimli
elektron mikroskobuyla (TEM) yapilan analizlerde civaya maruz kalan bitkilerde hiicre
seklinde kayip, hiicresel alanda azalma, yaprak damarlarinda anormal degisimler ile
sonuglanmistir (Chen et al. 2009; Shiyab et al. 2009). Civa muamelesi ayrica klorofil
miktarinda azalmaya ve tilakoid zarlarinin bozulmasina neden olmustur. Civa stresi
NADPH’in ve klorofilbiyosentezinden sorumlu protoklorofillid deosirediiktaz (POR)

enziminin aktivitesini inhibe etmistir (Lentietal 2002).



Civanin Biyojeokimyasal Dongiisii

+ Hg(0)
Hg(II)

%\ Biyolojik birikim
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Baktreiyal metilasyon

Sekil 1.1. Civa Biyokimyasal Dongiisii (Sengar et al. 2010)

Civanin bitkilerin biiylime, gelisme ve verimini olumsuz etkilemesinin temelinde, toksik
civa konsantrasyonlarinin hiicrelerde redoks dengesini bozarak oksidatif zarara ve
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) fazla miktarda iiretilmesine sebep olmasi yatar (Zengin
ve Munzuroglu 2006). Civanin bitkiler {lizerinde neden oldugu tiim bu olumsuz
etkilerinin giderilmesi bitki yasami, ekolojik denge, biyogesitlilik ve tarimsal iiretim
acisindan son derece Onemlidir. Bitkiler, hiicrelerde oksijenin yiiksek enerji
potansiyelinin kullanildigi metabolik yolaklarda iiretilen ve reaktif oksijen tiirleri (ROT)
olarak bilinen molekiillerin yikici etkileriyle siirekli yiizlesmektedirler (Navrot et al.
2007). ROT’lar kolayca elektron alig-verisine giren, kisa Omiirlii, bir veya daha fazla
eslesmemis elektrona sahip, kararsiz molekiiller olarak da bilinir. Baglica ROT"lar;
(siiperoksit molekiilii (O,"), singlet oksijen (*O,), hidroksil radikalleri (OH) ve hidrojen
peroksit (H20,) normal hiicre metabolizmas: firiinleri olup, hiicresel savunma
mekanizmalar1 tarafindan etkisiz hale getirilmeleri gerekir (Scandalios 2001). Ornegin,
stres kosullar1 esnasinda mitokondri ve kloroplasttaki elektron tasima zincirindeki

aksakliklar, ROT {iretiminin asir1 derecede tretildigi en 6nemli kaynaklardir (Suzuki



and Mittler 2006). Ozellikle diisiik sicaklik, tuzluluk, kuraklik, sel, patojen saldirilar,
agir metaller ve radyasyon gibi g¢evresel streslere maruz kalma sonucunda, hem
kloroplast hem de mitokondride ROT firetimi biiyiik 6lglide artar. ROT’lar membran
lipidlerinin peroksidasyonu, DNA zincirlerinin kirilmasina ve enzimlerin inaktivasyonu
gibi daha pek ¢ok hiicresel hasara neden olurlar (Cheng and Song, 2006). Oksidatif stres
boyunca, ROT’lar bitki hiicresinin mitokondri, kloroplast, peroksizom ve nukleus gibi
farkli kisimlarinda olusarak hiicrede geri doniisiimsiiz zarara sebep olup 6liime bile
neden olabilmektedirler. Bununla birlikte diisiik seviyelerdeki ROT lar hiicre igerisinde
savunma mekanizmasi olan antioksidan sistemini harekete geciren sinyal molekiiller

olarak gorev alabilmektedirler (Siddiqui et al. 2010).

Singlet Oksijen (*0y), yiiksek enerjili O, ‘nin bir formudur. Oksijenin sahip oldugu
elektronlarindan birinin disaridan enerji almasi sonucu kendi doniis yoniiniin tersi yonde
olan farkli bir yoriingeye yer degistirmesi sonucu olusabilecegi gibi; siiperoksit
radikalinin nitrik oksit ile reaksiyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu
sonucunda da olusabilir (Wright et al. 2002). Eslesmemis elektronu olmadigi igin
radikal 6zelligi yoktur, fakat giiclii bir oksidan 6zelligi vardir (Desikan et al. 2005).

Siiperoksit radikali (O,”) molekiiler oksijenin (O,) bir elektronunu transfer etmesi
olusmaktadir. Siiperoksit radikali enzimatik yolla ya da enzimatik olmayan
reaksiyonlarla meydana gelebilir. Bu radikal en giiglii reaktiflerden biridir ve doymamis
lipidler bagta olmak {lizere diger biyomolekiillerin oksidasyonuna sebep olur. Ayrica,
lipid peroksidasyonu yaninda, membran hasari, hiicresel toksisite ve DNA’daki tek
zincir kiriklarina sebep oldugu belirtilmistir (Fridovich 1995: Desikan et al. 2005;
Asada 2006). Siiperoksit radikali, hidrojen peroksitle reaksiyona girerek ¢cok daha toksik
bir molekiil olan hidroksil radikalini {iretebilir, ilave olarak nitrik oksit ile reaksiyona
girerek daha az zararli bir reaktif olan peroksinitriti olusturabilir (Delledone et al. 2001;
Desikan et al. 2005).

H.0,; orta derecede reaktif ve daha uzun Omiirlii bir oksidatif ajandir. Yapisinda

paylasilmamis elektron icermediginden radikal ozellik tasimaz. Oksijenin enzimatik



olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da siiperoksitlerin enzimatik veya enzimatik
olmayan tepkimeleri sonucu olusur. Enzimlerin tiyol gruplarini okside ederek onlar
inaktif hale getirir. Bitkilerde 6zellikle Calvin dongiisii enzimleri, CuMg-SOD ile Fe-
SOD enzimleri, H,0; tarafindan inaktive edilmektedir (Tsang et al. 1991).

Hidroksil radikali ((OH), oksijen radikalleri igerisinde en aktif ve en toksik olanidir
(Kehrer 2000). En reaktif radikal molekiilii olan hidroksil radikali H,O,’den metal
katalizorlerin kullanildigi HaberWeiss veya Fenton reaksiyonlari ile olusmaktadir. Tiim
biyolojik molekiiller ile reaksiyona girebilir ve fazla miktarda {iretildiginde ise
hiicrelerin 6liimiine sebep olur (Halliwell and Gutteridge 1989). ROT lar, lipid, protein,
karbohidrat ve niikleik asitler gibi hiicrelerin temel bilesenleri lizerinde etkili olurlar.
Ozellikle ¢ift baglarin bulundugu doymamis yag asitlerini igeren lipidler, ROT’lar ile
kolayca reaksiyona girmektedirler (Blokhina et al. 2003; Halliwell 2006; Mittler 2006).
Membran yapisi ve fonksiyonu iizerinde ROT’larin etkilerinin en ¢ok arastirilanlarindan

birisi lipid peroksidasyonudur (Blokhina et al. 2003).

Bitki hiicreleri ROT miktarii kontrol etmek ve stres kosullarinda hiicreleri artan ROT
toksisitesinden korumak i¢in bazi antiokasidanlar igermektedirler. Antioksidanlar,
enzimatik ve enzimatik olmayan (nonenzimatik) olarak iki gruptur. Antioksidan
enzimler olarak adlandirilan enzimatik grup, ROT’lar1 kademeli bir sekilde daha az
toksik olan bilesiklere pargalayarak etkilerini azaltirlar veya ortadan kaldirirlar. Bu
enzimlerin baslicalar siiperoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve peroksidazlardir

(POD) (Halliwell 2006; Ahmad et al. 2008).

Stiperoksid dismutaz (SOD; E.C.1.15.1.1) enzimi, siliperoksid radikalinin H,O, ve
molekiiler oksijene doniislimiinii katalizleyen metal igeren bir enzimdir (Sairam and
Srivastava 2000; Eyidogan et al. 2003; Minibaeva and Gordon 2003). SOD’un bitki
hiicrelerinde farkli izoenzimleri olup, Fe-SOD kloroplast stromasinda, Mn-SOD
mitokondrilerde ve CuZn-SOD ise sitoplazma ve kloroplastlarda yer almaktadir

(Alscher and Hess 1993). ROT’lara kars1 antioksidan savunma sisteminin ilk hatt1 olan



ve biitlin aerobik organizmalarda bulunan bu enzimlerin ¢esitli streslere cevap olarak

artt1g1 ve bu artigin bitkiye direng sagladigi belirlenmistir (Apel and Hirt 2004).

Katalaz (CAT; E.C.1.11.1.6), hidrojen peroksiti etkisiz hale getirmek i¢in bitkilerde
Once bir ara iiriin olarak H,O; bilesigi olusturan; ikinci basamak reaksiyonunda ise su ve
oksijene indirgenmesini katalizleyen, demir porfirin iceren tetramerik ve yiiksek
molekiil agirhigmma sahip bir enzimdir. Aym zamanda CAT, disik H>O;
konsantrasyonlarinda alkoller, askorbat ve fenol igceren indirgenmis substratlar
kullanarak peroksidatif aktivite gosterebilir (Chaudiere and Ferrari 1999; Gechev et al.

2003). CAT’1n gorev aldig1 bazi reaksiyonlar asagidaki verilmistir.

2H,0, — 2H,0 + O, (Katalitik AktiVitE)

ROOH + AH; — H,0 + ROH + A (Peroksidatif Aktivite)

CAT, turnover sayisi ¢cok yiiksek olan enzimlerden biridir. Bir mol katalaz, bir saniyede
milyonlarca hidrojen peroksit molekiilinii su ve oksijene doniistiriir (Dhindsa et al.
1981; Scandalios 1994; Willekens et al. 1997). CAT’mn bitki dokusunda H,O,‘nin
uzaklastirllmasinda 6nemli rol oynadigi belirtilmistir (Patykowski and Urbanek 2003).
CAT’mm temel fonksiyonu, molekiiler O, mevcudiyetinde metabolizmanin bazi
kademelerinde sentezlenen, radikal karakterli H,O2’nin ve ROOH gibi bir peroksitin
radikalligini gidererck 6zellikle membranlarda olusabilecek geri doniisiimsiiz hasarlar
engellemektedir. Zira H,0,, singlet oksijen (*0,) ve -OH potansiyel kaynagidir
(Scandalios 1993; Chaudiere and Ferrari 1999). CAT kararli bir enzim degildir. Yiiksek
151k yogunlugu ve strese maruz kalan bitki hiicrelerinde olusan H»O;’nin yiiksek
konsantrasyonlariyla inhibe edilebilir (Streb et al. 1993). Zayif afinitesi ve sadece
peroksizomlarda bulunmast (¢ok az miktarda mitokondri matriksinde bulunurlar)

CAT’1n etkinligini azaltmaktadir (Asada 1992; Scandalios 1993).

Peroksidaz (POD; E.C.1.11.1.7), HEM prostetik grubuna sahip, hidrojen peroksiti

kullanarak fenoller wve hidrokinonlar gibi ¢ok sayida aromatik bilesenlerin
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dehidrojenasyonunu katalizleyen bir proteindir (Banci 1997; Kim et al. 2000).
Peroksidazlarin pek ¢ok fizyolojik olayla iligkisi oldugu ve metabolizmada aktif bir rol
oynadigi belirlenmistir (Bunkelmann and Trelease 1996; Laloue et al. 1997; Erdei et al.
2002; Durmus 2003). Stres altindaki bitkilerde peroksidaz aktivitesinin arttigi
bilinmektedir (Asada 1992). POD, uygun olmayan g¢evresel faktorler altinda {iretilen
zararli oksijen radikallerinin seviyesini diizenler ve bitki hiicresinin en 6nemli koruyucu
enzimlerinden birisidir (Bakardjieva and Christov 1996; Dehon et al. 2002). POD’lar
hidrojen vericisi olarak birgok organik (AH2) ve inorganik substrati kullanarak hidrojen
peroksiti ortadan kaldirir. Mekanizmalar1 heniliz tam olarak aydinlatilamamis olmasina
ragmen, cesitli stres faktorlerinden yiiksek seviyede etkilenen POD aktivitesi, bu
enzimin stres enzimi olarak anilmasina sebep olmustur (Whetten et al. 1998; Amaya et

al. 1999; Rout et al. 2000; Jaleel et al. 2008).

Bitkiler, toprak ve atmosferde inorganik formda bulunan temel ve iz elementleri gida
kaynagi olarak kullanirlar. Bu gida kaynaklarindan birisi de azottur. Cogu bitki
biiyliyebilmek igin azotu topraktan nitrat (NO3) ve amonyum (NH,) iyonlari formunda
alir (Solomonson et al. 1990). Bitkiye alinan nitrat iyonlarmin bitkide amonyuma
indirgenmesi gerekir. Ciinkli azotun organik maddelerin yapisina katilmasinin yolu
amonyumdan gecer. Nitrat indirgenmesinde 1§ géren anahtar enzim niteligindeki nitrat
rediiktaz (NR) filavin adenin diniikleotid (FAD), Sitokrom (sit.) ve molibden igeren
prostetik gruplara sahiptir (Pattanayak and Chatterjee 1999; Lea et al. 2004). Birkag
saatlik yarilanma siiresine sahip olan enzim (Marschner 1995), yiiksek bitkilerin
sitoplazmasinda lokalize olmustur ve elektron verici olarak ya nikotin adenin
diniikleotid (NADH) veya nikotin adenin diniikleotid fosfat [NAD(P)H]’a ihtiyag
gosterir (Haynes 1986; Solomonson and Barber 1990; Marschner 1995; Campbell
1999). Absorblanan nitrat (NOgs), nitrat rediiktaz (NR) ve nitrit rediiktaz (NiR) ile
amonyuma indirgenir (Solomonson et al. 1990). NR (E.C. 1.6.6.1) NADH’dan 2
elektronu alarak nitrat: nitrite (NO,) ve NADH’1 da NAD"ya doniistiiriir. Bu reaksiyon
asagida gosterildigi gibidir (Lea et al. 2004).

NO3z: NADH+H+NR— NO, +NAD+ H,0O
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Bu reaksiyon sitosolde meydana gelmektedir. Daha sonra NO,— sitozolden, yapraklarda
kloroplastlara ve koklerde proplastidlere gonderilir. Burada da NO,, NiR ile amonyuma
indirgenir (Solomonson et al. 1990; Oral 2003). Diger taraftan, NR bitkilerde igsel
olarak tiretilen bir sinyal molekiil olan nitrik oksitin de enzimatik bir kaynagi olarak
gorev yaptigi bildirilmistir (Yamasaki and Sakihama 2000; Rockel et al. 2002; Zhao et
al. 2009). NR eksikligi olan mutant soya fasulyesi yapraklarinda NO {iretiminin
olmadigi, ancak yabani tiplerde ise NO iiretimi i¢in anahtar enzim olarak NR’nin

indiiklendigi belirtilmistir (Dean and Harper 1986).

Uzun yillardan beri canlilarda varligi bilinen nitrik oksit (NO: azot monoksit), son
yillarda hem memelilerde hem de bitkilerde anahtar haberci molekiil olarak dikkatleri
izerine ¢ekmistir (Lamattina et al. 2003; Wendehenne et al. 2004; Unsal and Arisan
2009). 1992 yilinda Amerikan Bilim Gelisimi Kurulusu tarafindan ABD’de yilin
molekiilii se¢ilmistir (Neill et al. 2003). 1998 yilinda ise Robert F. Furchgott, Louis J.
Ignarro, Ferid Murad isimli arastirmacilarin “kardiyovaskiiler sistemde bir sinyal
molekiil olarak nitrik oksit” konulu arastirmalari ile fizyoloji ve tip alaninda nobel
odiiliinii kazanmiglardir (Nobelprize.org 2016). Ayni yil, NO’nun bitki savunma sinyali
olarak da tanimlanmasindan sonra, NO ve bitki biyolojisi ile ilgili caligmalarda kayda
deger bir artis olmustur (Durner and Klerssig 1999; Beligni and Lamattina 2001;
Wendehenne et al. 2001; Neill et al. 2002b, 2003).

NO, normal kosullarda bitki hiicrelerinde az miktarda sentezlenip salinmaktadir (Wildt
et al. 1997). NO sentezi bitki tiiriine, dokusuna, iginde bulundugu yetisme kosullarina
baglh olarak degismektedir (Barroso et al. 1999; Pedroso et al. 2000a). Bitkilerde NO
enzimatik ve enzimatik olmayan iki farkli metabolik yolak ile sentezlenmektedir. Bitki
hiicrelerinde NO f{iretim yeri sitozol, nukleus, peroksizom matriksi ve kloroplastlardir
(Aytamka 2005). Enzimatik yollardan biri olan ve memelilerdeki nitrik oksit sentaz
(NOS) enzimine benzeyen ancak heniiz tam olarak tanimlanmamis bir enzim ile bitki
hiicrelerinde L-argininin katalizlenmesi sonucu NO olustugu kabul edilmektedir
(Ninneman and Maier 1996; Neill et al. 2003; Zhao et al. 2009; Unsal and Arisan
2009). Bitkilerde NOS’un kloroplast ve peroksizomlarda bulundugu da rapor edilmistir
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(Barroso et al. 1999; Pedroso et al. 2000b). Kuo et al. (1995) fare NOS antikorlarini
kullanarak bugday tohumlarinda NOS varligin1 gostermislerdir. Ayrica bu yontem
kullanilarak bezelye, bugday ve musir bitkilerinde de NOS varlig1 ile ilgili ¢alismalar
yapilmistir (Sen and Cheema 1995; Riberio et al. 1999). Ninneman and Maier (1996)
tarafindan yiiksek bitkilerde isaretlenmis sitrullin olusumunun gdsterilmesinin yan1 sira,
L-NNA (NG-nitro-L-arjinin) ve L-NAME (NW-nitro-L-arjinin metil ester) gibi
inhibitorler kullanilarak NOS aktivitesinin varligi kanitlanmistir. Biitiin bu verilere
ragmen, bazi bitkilerin yaprak ekstratlarinda ve dokunulmamis dokularda NOS

inhibitorlerinin, NO sentezi {izerine hicbir etkisi olmadigini savunan arastiricilar da

bulunmaktadir (Clarke et al. 2000; Rockel et al. 2002).

Diger bir enzimatik yolak ise yiiksek bitkilerde nitrat asimilasyonu i¢in anahtar enzim
olan ve nitratin nitrite donilistimiinii katalizleyen nitrat rediiktaz (NR), nitritten NO’yu
olusturabilir. NR’nin siyaniire duyarli oldugu, optimum pH 6,75’de nitritten NAD(P)H’1
kullanarak in vitro ve in vivo kosullarda NO’yu firettigi kanitlanmistir (Harper 1981;
Dean and Harper 1986; Yamasaki and Sakihama 2000). NO’nun bagka bir enzimatik
iiretim yolu ise ksantin oksirediiktaz (XOR) enzimi araciligiyla iiretilmesidir (Harrison
2002). XOR bir katalitik reaksiyon olusturarak serbest radikal iiretir. Molekiiler oksijen
ve NO tretimi 6zelligi sayesinde XOR, bitki hiicrelerinde sinyal molekiillerin kaynagi
olarak 6nemli bir rol oynar (Corpas et al. 2004; Unsal and Arisan 2009). Enzimatik
olmayan yolda asidik pH’da askorbat, dehidroaskorbik asit ve NO’yu sentezlemek iizere
nitr6z asitle reaksiyona girer (Weitzberg and Lundberg 1998). Apoplastik alanlarda ve
kloroplastlarda meydana geldigi bilinen NO’nun varligi, enzimatik olmayan yol ile
askorbik asitle (pH: 3-6) kimyasal olarak indirgenmesi sonucu arpa alevron hiicrelerinde
gosterilmistir (Henry et al. 1997; Horemans et al. 2000; Stohr and Ullrich 2002). Ayrica
NO, karotenoidler tarafindan 1s18a bagimli yolla indirgenmesi ile de olusabilir (Cooney
et al. 1994).
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Sekil 1.2. NO’nun biyosentez yollar1 (Nineman and Muyer 1996; Unsal and Arisan
2009).

NO, disik molekiil agirlikli, lipofilik 06zellikte oldugundan dolayr hiicre
membranlarindan kolayca difiizyona ugrayabilen, renksiz ve gaz yapisinda bir
molekiildiir (Lamattina et al. 2003; Shi et al. 2007) Ayrica eslenmemis elektron
tagimasi nedeniyle serbest radikal olarak kabul edilen NO, baska molekiillerle kuvvetli
reaksiyonlara girebilen, birka¢ saniye yar1 omrii olan “fizyolojik haberci molekiil”
olarak tanimlanmaktadir (Durner and Klessig 1999; Neill et al. 2002a). NO, tek basina
yiiksek konsantrasyonlarda dahi hiicrelere zarar vermez ancak hiicrelerde kontrolsiiz
tiretim ile artan NO, siiperoksit anyonlari ile reaksiyona girerek peroksinitriti meydana
getirmesi sonucunda toksik etki gostermektedir (Pryor and Squadrito 1995; Yamasaki et
al. 1999; Stohr and Ullrich 2002; Kerkiitliioglu 2007). NO’nun reseptdr molekiilleri
aktive etmedigi, bunun yerine birka¢ farkli mekanizma yolu ile hedef molekiillere
kovalent olarak baglanmak siiretiyle hiicrelerin yasamasi i¢in temel biyokimyasal
siireglerden biri olan mitokondrilerdeki solunumu baskiladigi, demir siilfiir iceren
enzimlerle iligkiye girerek bunlarin etkinligini engelledigi ve DNA’da yikimlara yol

act1g1 da bilinmektedir (Van der Viet et al. 1996; Stohr and Ullrich 2002).
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Bir¢ok biyolojik siirecte gérev alan NO, hem bitki savunma mekanizmasinda bir sinyal
molekiil hem de biiylime ve gelismede hormonal 6zelliklere sahip bir bilesik olarak rol
oynamaktadir (Leshem and Haramaty 1996; Beligni and Lamattina 1997; Delledonne et
al. 1998; Beligni and Lamattina 1999a). Bitki biiylimesi iizerine NO’nun etkilerinde
konsantrasyonun son derece énemli oldugu vurgulanmistir (Anderson and Mansfield
1979; Leshem et al. 1997; Pedrosso et al. 2000b; Zottini et al. 2002). NO’nun yiiksek
konsantrasyonlarinin (40-80 ppm) domates, marul ve bezelye bitkisinde biiyiimeyi
inhibe ettigi, disik konsantrasyonlarinin (0-20 ppm) ise biiyiimeyi tesvik ettigi ileri
stirilmiistir (Hufton et al. 1996; Leshem and Haramaty 1996). Eksojen olarak
uygulanan NO veya NO dondrlarinin, patojen (Durner et al. 1998; Delledonne 2005),
151k (Beligni and Lamattina 2001), yer¢ekimi (Pedrosa and Durzan 2000) ve oksidatif
strese (Beligni and Lamattina 1999b, 2001; Huang et al. 2002; Xing et al. 2004; Zhao et
al. 2004; Shi et al. 2007; Zhao et al. 2009) kars1 bitki cevaplarini etkilemektedir. Stres
kosullar1 altinda sinyal iletim yolunda gorev alan NO reaktif oksijen tiirleri ile kargilikli
etkilesim halindedir. NO tarafindan lipid peroksidasyonunun inhibisyonu, NO’nun
potansiyel antioksidan roliinii isaret etmektedir (Beligni and Lamattina 1999a; Boveris
et al. 2000; Vranova et al. 2002; Siddiqui et al. 2010). Eksojen olarak uygulanan NO,
antioksidan enzimlerin aktivitelerine etki ederek siiperoksit anyonunu elimine eder ve
bitkiyi oksidatif zarardan korur (Shi et al. 2007). Son yillarda antioksidan 6zelligi
bilinen ve bitkilerde 6nemli bir haberci molekiil oldugu kabul edilen NO’nun, pek ¢ok
fizyolojik ve biyokimyasal olayda rol oynadigi bilinmesine ragmen, etki mekanizmasi
heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Tlave olarak, literatiir incelemelerinde biyotik ve
abiyotik stres faktorleri ve NO arasinda bir iligkinin oldugu bilinmekle birlikte,
bitkilerde civa stresi cevabinda NO’nun antioksidatif cevap mekanizmalari iizerinde

oynadigi rol ile ilgili ¢alismalar hakkinda ¢ok sinirli sayida bilgi bulunmaktadir.

Gilinlimiizde agir metallere kars1 bitki toleransini artirmaya yonelik ¢alismalar giderek
artmaktadir. Bunun i¢in bazi bitki sinyal molekiillerin etkisi olabilecegi ile ilgili
caligmalar yapilmaktadir. Bu sinyal molekiillerden (bitki biiylime diizenleyicilerden)
biri de antioksidan 6zelligi olan NO’dur. Ancak, civa toksisitesine karst NO’nun rolii ile

ilgili herhangi bir ¢alisma yoktur. Yukaridaki bilgiler 1s18inda, mevcut arastirmada NO
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uygulamasinin civa stresine maruz kalan misir bitkisinde fizyolojik, biyokimyasal ve
molekiiler mekanizmalar tizerine etkileri arastirilmak istenmistir. Su ana kadar yapilan
caligmalardan farkli olarak, mevcut arastirmada eksojen olarak uygulanan SNP’in NO
vericisi olarak, ekonomik 6neme sahip olan musir bitkilerinin civa toleransi tizerine
etkileri arastirilarak etki mekanizmasi biiyiik 6l¢lide aydinlatilmaya g¢alisilacaktir. Civa
toksisitesine karst NO’nun rolii ile ilgili herhangi bir ¢alisma yoktur. Mevcut ¢alisma bu

konuda bir ilk olma 6zelligini tasimaktadir.

Insanoglunun kiiltiire aldig1 en eski tarla bitkilerinden biri olan musir (Zea mays L.),
diinyada yaygin olarak yetistirilen Poaceae (Gramineae) familyasindan 6nemli bir tahil
bitkisidir (Kaya 2008). Monokotillerden, bir yillik, dayanikli tahil ve kiiltiir bitkisi olan
misirin radikuladan gelisen ana kok ve cok sayidaki yan koklerden olusan iyi gelismis,
kalin ve bol sacakli, ags1 yapida bir kok sistemi vardir. Tahil bitkileri icerisinde bugday
ve arpadan sonra en genis ekim alani ve tiretime sahip olan misir 585 bin ha ekim alani,
2.5 milyon ton iiretim ve 425 kg/da ortalama tane verimi ile Tiirkiye tariminda 6nemli
bir yere sahiptir ve Ozellikle Marmara ve Karadeniz Boélgeleri’nde yaygin olarak
yetistirilmektedir (Stizer 2004). Giiniimiizde ¢ok sayida kullanim alani olan ve 6nemi
giderek artan musir, yiiksek verim alinabilen bir tarla bitkisi olarak digerlerinden
farklilik gostermektedir. Misir sahip oldugu zengin besin maddeleri nedeniyle hem
insan, hem de hayvan beslenmesi bakimindan ¢ok degerli ve kullanim ¢esitliligi olan bir
triindiir. Gerek diinyada ve gerekse Tiirkiye'de bitkisel kokenli proteinlerin yeterli ve
ekonomik {iretimi i¢in biliylik 6nem tasiyan misir tanesinden elde edilen nisasta, glukoz
ve misirdzlii yagr ekonomide hammadde olarak kullanilmaktadir (Stizer 2004). Misir
tarimi i¢in en uygun toprak tipi; su tutma ve besin maddesi depolama kapasitesi iyi olan,
kolay islenir, iyi drenaj ve havalanma 6zelligi dolayisiyla milli-killi topraklardir (Stizer

2004).
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Bu aragtirmada, misir (Zea mays L. cv. Arifiye-2) bitkisinde civa ile olusturulan
toksisitenin iyilestirilmesinde, bitki antioksidan metabolizmasinda 6nemli bir sinyal
bilesik olan nitrik oksitin (NO) etkileri fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
yaklasimlarla arastirilmak istenmistir. Bu amag i¢in musir fidelerine ait kok ve yaprak
orneklerinde yas-kuru agirlik, boy uzunlugu, bagil su icerigi, reaktif oksijen tiirlerinin
miktar1 (ROS), lipid peroksidasyon seviyesi (MDA), antioksidan enzimlerin (katalaz,
peroksidaz ve siiperoksid dismutaz) aktiviteleri ve izoenzim profilleri, enzimatik
olmayan antioksidanlarin miktari, baz1 esas elementler ve igsel civa (Hg) igerigi, total
protein ve prolin igerigi, fotosentetik pigment igerigi, antioksidan enzimlerden sorumiu
genlerin ifade oranlarinin degisimi lizerine civa ve nitrik oksitin etkileri ayr1 ayr1 ve
birlikte degerlendirilmistir. Civa kaynagi olarak civa kloriir (HgCly), NO kaynagi
olarakta sodyum nitroprussid (SNP) kullanilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Toksik civa gevre lizerinde zararli etkilerinden dolay1 kiiresel bir problem olusturur.
Bitkilerde biriken civa sadece bitkilere zarar vermez ayni1 zamanda besin zinciri yoluyla
insan ve ¢evre saghigii da tehdit eder. Asir1 civa bitkilerde pek ¢ok biyolojik siirece
zarar verir. Bu yiizden, toksik agir metallere toksikolojik ve uyum yanitlar1 incelemek
cok onemlidir. Pek cok agir metal kaynakli fitotoksitesinin iyilestirilmesi lizerine NO,
SA, H2S ve CO gibi sinyal molekiilleriyle iyilestirmesi iizerine arastirmalar yapilmigtir.
Calismamizin yiriitiilmesinde faydanilan kaynaklarin genel Ozetleri asagida

sunulmustur.

Civa stresi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimini 0nemli oranda tesvik ettigi
belirlenmistir (Meng et al. 2011). Siiperoksit anyonu (O,”) ve hidrojen peroksit (H20,)
stres sartlari altindaki bitkilerde asir1 miktarda tiretilen iki nemli ROS tiiriidiir (Gill and
Tuteja 2010). Farkli civa konsantrasyonlarina maruz birakilan yonca yapraklarinda Oy”
ve H,O, miktarlarinin doza bagli olarak arttig1 belirlenmistir (Zhou et al. 2007). O, "
stres sartlar1 altinda en erken olusan ROS tiiriidiir. Uretimi yag ve protein gibi biiyiik
molekiillerin peroksidasyonuna neden olan hidroksil iyonu, aktif oksijen gibi daha aktif
ROS tiirlerinin iiretimine neden olur (Gill and Tuteja 2010). Civa tesvikli ROS {iretimi
lipid peroksidasyonu ve zar gegirgenliginin bozulmasi olarak ifade edilen oksidatif
hasar ile dogrudan baglantilidir (Zhou et al. 2007; Meng et al. 2011). Civa tarafindan
tetiklenen ROS birikimi ve oksidatif hasar hassas histokimyasal-tabanl algilama ile
bitkilerde toksisiteyi belirlemek i¢in biyolojik markirlar olarak kullanilabilir. Hint
hardali ve yoncay’a ek olarak pek ¢cok baska bitki tiirlerinin de civa stresine yanit olarak
oksidatif hasar rapor edilmistir (Ali et al. 2000; Cargnelutti et al. 2006; Cho and Park
2000; Israr et al. 2006; Ortega-Villasante et al. 2007; Zhou et al. 2007; Zhou et al.
2008; Shiyab et al. 2009; Chen et al. 2009; Wang et al. 2009). Buna ragmen civanin

oksidatif stres lizerindeki etki mekanizmasi hala tam olarak anlagilamamustir.

Genom transkripsiyon analizleri agir metaller tarafindan diizenlenen 6zel genlerin

belirlenmesi i¢in giiglii bir aractir (Becher et al. 2004; Weber et al. 2004; Herbette et al.
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2006; Van de Mortel et al. 2008; Gorfer et al. 2009; Yamaguchi et al. 2010; Ding et al.
2011). Suppression subtraktif hybridizasyon (SSH) kullanarak bezelye (Pisum sativum)
koklerinde civa tarafindan gii¢lii bir sekilde diizenlenen 6 gen (PsSAMT, PsI20H,
PsNDA, PsAPSR, PsPOD, PsHMIP6B) belirlenmistir (Savenstrand and Strid 2004). Bu
genlerin ayrica biyolojik savunma sisteminde salisilik asit, izoflavonoitlerin biyosentez
yolu, antioksidant reaksiyonlar, siilfur metabolizmasi ve hiicre duvari sertligi ile de ilgili
oldugu tespit edilmistir (Chen and Yang 2012). Civa stresine maruz birakilan
Arabidopsis thaliana transkripsiyon profil analizinde civa tesvikli genleri kodlayan
proteinler, klorofil sentezi, hiicre duvar metabolizmasi ve sekonder metabolitlerin
P450-aracilikli biyosentezi ile iliskili oldugu belirlenmistir (Heidenreich et al. 2001).
Ozellikle civa tarafindan tesvik edilen bazi genler ayrica diger agir metaller tarafindan
da tesvik edilir (Yamaguchi et al. 2010). Varsayilan metalothionin tip 2 proteini
(SAMT2) ve oksine cevap proteini (SAARP) i¢in kodlanan iki tam uzunluktaki cDNAs
civa stresi altindaki agir metal hiperakiimiilatorii Sesbania drummondii de
tanimlanmistir. SAARP’nin asir1 ifade olmasi civa stresi altindaki Sesbania bitkilerinin
canlt kalmasma katkida bulunabilir. SAMT2 ise civa toksisitesinin iyilestirilmesi ile
ilgili olabilir (Venkatachalam et al. 2009). Buna ek olarak, civa tolerans: ya da
birikiminden sorumlu birgok gen tespit edilmistir (Rugh et al. 1998; Hsieh et al. 2009;
Ruiz et al. 2011; Shen et al. 2011; Wei et al. 2011). Gen ifadesinin diizenlenmesi ayrica
post-transkripsiyonel ve translasyonel seviyelerinde de elde edilebilir. Son zamanlarda,
cevresel streslere cevap ve bitki bliylimesi i¢in bir grup microRNA (miRNAs)
tarafindan diizenlenen post-transkripsiyonel genlerin mevcudiyeti kesfedilmistir (Jones-

Rhoades et al. 2006; Phillips et al. 2007).

Nitrik oksit (NO) bitki biiyiime, gelisme ve hiicresel mekanizmadaki multifonksiyonel
yonlerinden dolayr bitki biliminde 6nemli bir yer edinmistir. NO, diisilk molekiil
agirlikli, lipofilik o6zellikte oldugundan dolayr hiicre membranlarindan kolayca
diflizyona ugrayabilen, renksiz ve gaz yapisinda bir molekiil olup bagka molekiillerle
kuvvetli reaksiyonlara girebilen, birka¢ saniye yar1 omrii olan ‘fizyolojik haberci
molekiil” olarak tanimlanmaktadir (Durner and Klessig 1999; Neill et al. 2003;
Lamattina et al. 2003; Shi et al. 2007). Son zamanlarda abiyotik streslere bitki
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toleransinda NO’nun rolii ile ilgili pek ¢ok calisma yapilmaktadir. Bu c¢alismalar,
NO’nun abiyotik stres altinda ROS siipiiriicli enzimleri aktive etmede bir sinyal molekiil
ve antioksidan 6zellige sahip oldugu ile ilgili sonuclar elde edilmistir. Digsal NO bitki
kalluslarinda sicaklik stresinin neden oldugu toksik etkiyi iyilestirdigi bu etkiyi H,O, ve
MDA igeriklerini azaltarak ve SOD, CAT, APX ve POD aktivitelerini artirarak yaptigi
ileri siiriilmiistiir (Song et al. 2006). NO’nun tuzluluk (Zhao et al. 2007), sicaklik (Song
et al. 2006), kuraklik (Garcia-Mata and Lamattina 2001) ve agir metal (Hu et al. 2007;
Cui et al. 2010; Chen et al. 2010) kaynakli oksidatif stres iizerine pozitif etkisi
belirlenmistir. NO’nun tohum dormanisini kirdigi ve ¢imlenmeyi artirdigi ayrica rapor
edilmistir (Beligni and Lamattina 2000; Kopyra and Gwozdz 2003). NO ayrica agir
metallerin toksisitesinin giderilmesi ve antioksidant enzimlerin aktiviteleri artirmada
onemli bir rol oynar. Digsal olarak uygulanan NO ¢eltik yapraklarinda bakir
toksisitesini ve amonyum birikimini azaltmistir. Ayni ¢alismada NO inhibitorii olan c-
PTIO digsal olarak uygulandiginda ise herhangi bir iyilestirme etkisinin goriilmedigi
belirtilmistir. NO tarafindan bakir toksisitesi ve amonyum birikiminin azalmasi, onun
ROS toplama yeteneginin bir sonucu olabilir (Yu et al. 2005). Agir metal stresi
altindaki Lupinus luteus ‘da O;" kaynakli 6zel floresansi, NO 6n uygulamasi tarafindan
azaltildig1 ayrica belirtilmistir (Kopyra and Gwozdz 2003). Bu ¢alisma da elde edilen
sonuglara gore Oy ‘nin toplanmasi ve siliperoksid anyonunun azalmast NO’nun
antioksidan 6zelligini gostermektedir. Bakir ve kadmiyum stresi altindaki soya hiicre
kiltiirlerinde NO’nun antioksidatif ve toksisiteyi giderme 6zelligi ayrica bulunmustur
(Singh et al. 2008). Bununla birlikte NO’nun Hibiscus moschetuos bitkilerinin kok
uzamasini inhibe eden aliiminyumun toksisitesini azalttigi belirtilmistir (Tian et al.
2006). Uygulanan NO; ROS siipiiriicii enzimlerin aktivitelerini artirdigi, birikimini
azalttig1, plazma membrani ve tonoplastlarda aktive ettigi ve ayrica domates bitkilerinde
kaynakl1 biiyiime inhibisyonunu iyilestirdigi belirlenmistir. Bu sonuglar, digsal NO’nun
domates fidelerinde bakir toksisitesine karsi fizyolojik ve biyokimyasal siirecleri
diizenledigine ve agir metal stres altinda normal biiyiimeyi ve temel metabolik
kapasitenin devamini sagladigina isaret eder saglar (Cui et al. 2010). NO 6n muamelesi
bugday tohumlarinda ¢imlenme ile SOD ve CAT enzimlerinin aktivitelerini artirdigi

belirlenmistir. Ayrica lipogenaz aktivitesi ile MDA sentezini azaltarak bakir stresine ve
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bunun sonucunda ortaya g¢ikan oksidatif strese karsi iyilestirme etkisi gosterdigi de

bildirilmistir (Hu et al. 2007).

H,O, detoksifisasyonu ile iliskili antioksidan enzimlerin (CAT, POD ve APX)
aktivitelerin degisiminde, hiicresel redoks bilesikleri kontrol altina almada ve ozellikle
non-protein tiyol, askorbat gibi antioksidan molekiillerin miktar1 ve redoks
durumlarinda NO’nun 6nemli oranda etkili oldugu belirtilmistir (Tewari et al. 2008).
NO ayrica bakir uygulanmis hiicrelerde prolin miktarini 1.5 kat artirdigi ve bu etkinin
NO inhibitérii olan ¢-PTIO uygulandiginda goriilmedigi belirtilmistir (Zhang et al.
2008). Bakir ve NO A-prolin-5-karboksilat sentetaz (P5CS) aktivitesini tesvik ettigi
belirlenmistir. PSCS prolin biyosentezinden sorumlu enzim olup bakir uygulanmisg
alglerde ifadesinin arttigi bulunmustur. Bu sonuglar bakira duyarli prolin sentezinin
Chlamydomonas reinhardtii’de NO {iretimi ile agikga iliskili oldugunu ve agir metal
stresi altinda prolin metabolizmasinda NO diizenleme fonksiyonu oldugunu
gostermektedir. NO bitkileri oksidatif strese karsi korudugu ve koklerde birikiminde
azalma ile kok uzamasi arasinda iyi bir kolerasyon sagladig: belirtilmistir (Wang and
Yang 2005). Stresi altindaki bugday bitkilerine uygulanan NO antioksidan enzimlerden
SOD, CAT, APX aktivitelerini ve protein miktarmni artirdigi buna karsin MDA
miktarlarin1 azalttigi belirlenmistir (Zhang et al. 2008). Ayrica son bir ¢alisma NO’nun
kadmiyum  toksisitesini  iyilestirdigini ve bu etki atomik  absorbsiyon
spektrofotometresinde elde edilen sonuglara gore yapraklarin hem hiicre duvarinda hem
de coziilebilir fraksiyonlarinda kadmiyum miktarinin azaltildigini, buna ragmen celtik
kok hiicre duvarlarinda ise kadmiyum birikiminin ag¢ik bir sekilde arttigini gésterilmistir
(Gallego et al. 2012). Besin ¢ozeltisindeki NO’nun ¢eltik yapraklarinda transpirasyon
orani lizerinde az bir etki yaptig1, pektin ve hemiselliiloz icerigini artirdig1 ve kok hiicre
duvarlarinda 6nemli oranda seliiloz miktarini azalttigi rapor edilmistir (Xiong et al.
2009). Literatiirde civanin bitkiler {izerindeki olumsuz etkilerini gosteren pek c¢ok
calisma mevcuttur. Ancak NO’nun toksik civa {izerindeki iyilestirme etkisi ile ilgili
herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Mevcut ¢alismanin bu agidan literatiirdeki

onemli bir boslugu dolduracagini diistiniilmektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Buzdolabi . Arcgelik

Derin dondurucu (-30°C) . Argelik

Derin dondurucu (-80°C) : Nuaire

Elektroforez : Bio- Rad

Hassas terazi : Shimadzu AY 2206
Homojenizator : Wiggen Hauser D- 500
fklim dolab: : Sanyo, Japonya ve Jeno Tech, Kore
Karistirici : Fisons Whirlimixer
Manyetik karistirici : Chiltern HS31

Masa santrifiijii : Hettich EBA 21

Otomatik pipetler : Ependhof, Axigen

PCR : Qiagen-Rotor Gene

pH metre : WTW unilab pH metre
Soguk su banyosu : Huber Polystat CC1
Sogutmali santrifiij : Hettich Micro 22 R
Spektrofotometre : Shimadzu UVmini-1240
Western blot cihazi : Bio-Rad Semi Dry Bloting
Western blot goriintileme cihazi : Fusion Fx Vilber Lourmat

3.2. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanislari

Calismada kullanilan ¢ozeltilerin kullanildigr yerler ve hazirlanis sekilleri asagida
belirtilmistir. Calismada kullanilan kimyasal maddeler Sigma-Aldrich sirketlerinden

temin edilmistir.
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1. Arnon ve Hogland besi ¢ozeltisi: 1,02 gr KNO3, 0,492 gr Ca(NO3),.4H,0, 0,23 gr
NH4H,PO,4, 0,49 gr MgS0,.7H,0, 2,86 gr H3BO;, 1,81 gr MnCl,.4H,0, 0,08 mg
CuSQO4.5H,0, 0,22 mg ZnS0,4.7H,0, 0,6 mg FeSO4 0,6 mg tartarik asit saf su
igerisinde ¢oziilerek hacmi 1 litreye tamamlanmaistir.

2. 0,1 M KH;PO4 (pH: 6,75) (Protein tayini igin) : 3,4 g KH,PO4 200 ml saf suda
¢oziilmiis, 1 N NaOH kullanilarak pH 6,5’e ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250
ml’ye tamamlanmistir.

3. BCA reaktifi (protein tayini icin): 15 ml Bicionchonic asit 0,3 ml FeCl; ile
karistirilir.

4. 0,1 M KHzPO4 (pH: 6,75), %1 PVP, 1 mM EDTA (antioksidan enzimlerin
homojenizasyon tamponu): 3,4 g KH,PO,4 200 ml saf suda ¢oziilmiis ve 1 N NaOH
kullanilarak pH: 6,75’e ayarlandiktan sonra iizerine 2,5 g PVP ve 0,073 g EDTA ilave
edilmis ve son hacim saf su ile 250 ml’ye tamamlanmastir.

5. 103,5 mM KHyPO,, pH: 7,5 (Katalaz aktivitesi Ol¢iimiinde kullanilan tampon):
1,41 g KH,PQOy4, 70 ml saf suda ¢oziilmiis, 1 N NaOH ile pH: 7,5’¢ ayarlanmis ve hacim
saf su ile 100 ml'ye tamamlanmistir.

6. 40 mM H,0, ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi 6l¢limiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi):
346 ul %35°lik H,O, alinip hacmi saf su ile 100 ml'ye tamamlanarak hazirlanmistir.

7. 5 mM H,0; ¢ozeltisi (Katalaz aktivitesi 6l¢iimiinde standart grafik hazirlamak igin
kullanilan): 43 pl %35’luk Hz0, alinip hacmi saf su ile 100 ml'ye tamamlanarak
hazirlanmistir.

8. 0,1 M NayHPO,, pH: 5,5 (Peroksidazin aktivitesi o0l¢limiinde kullanilan tampon
cozeltisi): 3,55 gr NapyHPO, almmarak 200 ml saf suda ¢oziilmiis ve pH: 5,5’e
ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 ml'ye tamamlanmustir.

9. Peroksidaz aktivitesi dl¢climiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi (5 mM guaikol + 5
mM H0,): 54 pl quaikol ve 15 pl H,O, dan (d: 1,13 gr/mol) 5 mM olacak sekilde 100
ml 0,1 M fosfat tamponu (pH: 5,5) i¢inde ¢oziilerek hazirlanmastir.

10. 50 mM KH,PO4 (pH: 7,8) (SOD i¢in tampon ¢ozelti): 1,7 gr KH,PO,4 200 ml saf
suda ¢ozlilmis, pH: 7,8’¢ ayarlandiktan sonra hacim saf su ile 250 ml’ye

tamamlanmuistir.
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11. 13 mM metionin ¢ozeltisi (SOD reaksiyon karisimi i¢in): 0,586 gr metionin alinir,
10. maddede hazirlanmis olan 50 mM KH;PO, tamponu igerisine ilave edilerek hacmi
250 ml’ye tamamlanir.

12. 63 uM NBT-Nitroblue Tetrazolium Kloriir (SOD reaksiyon karigimi igin): 0,0128
gr NBT alinir, 10. maddede hazirlanmis olan 250 ml 50 mM KH,PO,4 tamponu igerisine
ilave edilerek ¢oziiliir.

13. 0,1 mM EDTA-Etilen Diamin Tetra Asetik asit (SOD reaksiyon karisimi igin):
0,073 gr EDTA alinir, 10. maddede hazirlanmis olan 250 ml 50 mM KH,PQO,4 tamponu
igerisine ilave edilerek ¢oziliir.

14. Riboflavin ¢ozeltisi (SOD aktivitesi i¢in): 0,019 gr riboflavin, 500 ml saf suda
¢Oziilmiistiir. 3 ml’lik reaksiyon karigiminin 13 pM riboflavin igermesi i¢in {izerine 390
uL riboflavin pipetlenmistir.

15. %0,1’lik TCA - trikloroasetik asit (Lipid peroksidasyon i¢in homojenizasyon
¢ozeltisi) : 80 ml saf su igerisinde 0,1 gr TCA ¢ozliildiikten sonra son hacim 100 ml’ye
tamamlanmustir.

16. %0,5’lik TBA-tiobarbutirik asit (Lipid peroksidasyon i¢in reaksiyon ¢ozeltisi): 80
ml ml saf su i¢inde 20 gram TCA ¢0ziiliir ve daha sonra igerisine 0,5 gr TBA ilave
edilmis ve son hacim 100 ml’ye tamamlanir.

17. Akrilamid/bis) ¢ozeltisi (%30 akrilamid, %2,7 BIS): 29,2 gr akrilamid 75 ml saf
suda ¢oziiliir, ¢ozeltiye 0,8 gr Bis katilip ¢oziiliir. Son hacim 100 ml’ye tamamlanur.

18. Ayirma jeli tamponu (1,5 M Tris, pH: 8,8) : 18,15 gr Tris 50 ml saf suda ¢oziiliir.
HCl ile pH: 8,8’e ayarlanir. Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

19. Yiikleme jeli tamponu (0,5 M Tris, pH: 6,8) : 3 gr tris 40 ml saf suda ¢oziiliir. HC1
ile pH 6,8’¢ ayarlanir. Saf su ile 50 m1’ye tamamlanr.

20. %10 SDS: 1g SDS son hacim 10 ml olacak sekilde saf suda ¢oziiliir.

21. %10 Amonyum persiilfat (polimerizasyon baglatic) : 0,05 gr amonyum persiilfat
son hacim 500 pl olacak sekilde saf suda ¢oziiliir.

22. Numune tamponu (0,125 M Tris, %4 SDS, %20 gliserol, %10 2-merkaptoetanol,
%0,2 bromfenol mavisi pH: 6,8): 2,5 ml yiikleme jeli tamponu, 4 ml %10 SDS, 2 ml
gliserol, 1 ml 2-merkaptoetanol alinip son hacim 10 ml olacak sekilde saf su ile
tamamlanir, pH: 6,8’e ayarlanir. Karigima 0,02 gr bromfenol mavisi katilarak

karistirtlir. Kullanilacak hacimlere boliiniip -20°C’de saklanir.
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23. Yiiriitme tamponu (0,025 M Tris, 0,192 M glisin, %0,1 SDS, pH: 6,8) : 3 gr Tris,
14,4 gr Glisin, 1 gr SDS alinir, 900 ml saf suda ¢oziilerek pH 6,8’e ayarlanir. Son hacim
1000 ml’ye saf su ile tamamlanir.

24. Boyama substrat ¢ozetltisi (SOD izoenzimleri i¢in) (0,24 mM NBT, 33,2 uM
riboflavin, %0,2 TEMED, 1 mM EDTA, 0,05 M KH,PO, pH 7,8): 0,0098 gr NBT, 100
ul TEMED, 0,147 gr EDTA, 0,345 gr KH,PO4 40 ml saf suda ¢oziilip pH: 7,8’¢
ayarlanir. 1 ml saf su igerisinde 0,0062 gr riboflavin ¢oziiliir ve 100 ul’si boyama
substrat ¢cozeltisine katilir. Cozeltinin son hacmi 50 ml’ye saf su ile katilir.

25. 1 mM EDTA, 0,05 M KH,PO,4 pH 7,8(SOD izoenzimleri igin): 0,147 gr EDTA,
0,345 gr KH,PO,4 40 ml saf suda ¢oziiliip pH 7,8’e ayarlandiktan sonra son hacim 50 ml
olacak sekilde saf su ile tamamlanir.

26. 2 mM askorbik asit, 50 mM Na,HPO, (APX izoenzimleri igin): 0,0352 gr askorbik
asit, 1,34 gr Na;HPO,4 80 ml saf suda ¢oziiliir ve pH 7,0’a ayarlanir. Son hacim 100 ml
olacak sekilde saf su ile tamamlanir.

27. 4 mM askorbik asit, 2 mM H,0,: 50 MM Na,HPO,4 (APX izoenzimleri i¢in): 2 mM
askorbit asit ¢ozeltisinden 50 ml alinir iizerine 0,0176 gr askorbik asit ve 10 ul %35
H,0; katilip iyice karistirilir.

28. 28 mM TEMED, 2,4 mM NBT, igeren 50 mM Na,HPO, (pH 7,8) tamponu (APX
izoenzimleri i¢in) : 105 ul TEMED, 0,0491 gr NBT, 0,335 gr Na,HPO, 20 ml saf suda
coziilerek pH 7,8’e ayarlandiktan sonra son hacim 25 ml’ye saf su ile tamamlanir.

29. 0,25 mM NADPH c¢ozeltisi hazirlamak icin (GR aktivitesi i¢in): 0,0022 gr NADPH
10 ml saf su igersinde ¢oziiliir.

30. 1 mM oksitlenmis glutatyon (GSSG) (GR aktivitesi i¢in): 0,0061 gr GSSG, 10 ml
saf su i¢ersinde ¢oziliir.

31. 0,5 mM EDTA (GR aktivitesi i¢in): 0,0014 gr EDTA 10 ml saf su igerisinde
¢Oziiliir.

32. 50 mM Tris-HCI (GR aktivitesi igin): 0,06 gr Tris bir miktar saf su icerisinde
¢ozliir, sonra pH:7,8’e ayarlanir ve son hacim 10ml’ye tamamlanur.

33. %5’lik TCA (homojenizasyon i¢in): 0,5 gr TCA 5 ml saf su igerisinde ¢oziiniip
hacmi 10 ml’ye tamamlanir.

34. 200 mM NayHPO,4 (GSH igerigi belirlemek i¢in): 0,238 gr Na;HPO, bir miktar saf

su igerisinde ¢oziillir ve pH:7,5’e ayarlanir. Son hacim 10 ml ye tamamlanir.
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35. 50 mM Na,-EDTA (GSH igerigi belirlemek igin): 0,186 gr Na,-EDTA 10 ml saf su
icerisinde ¢oziliir.

36. 2 mM B-NADPH (GSH igerigi belirlemek i¢in): 0,016 gr 10 ml saf su igerisinde
¢Oziiliir.

37. 6 mM DTNB (5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid)) (GSH igerigi belirlemek igin):
0,023 gr saf su igerisinde ¢oziiliir.

38. 60 mM KH,;PO, (siliperoksit metodu i¢in homojenizasyon c¢ozeltisi): 0,081 gr
KH,PO, bir miktar suda ¢oziiliir. pH 7,8’e ayarlanir ve son hacim 10 ml’ye tamamlanir.

39. 10 mM hidroksilamin (siiperoksit icerigi i¢in): 0,0069 gr hidroksilamin 10 ml saf su
igerisinde ¢oziiliir.

40. 17 mM siilfamid (stiperoksit icerigi i¢in): 0,029 gr siilfamid 10 ml saf suda ¢oziiliir.

41. 7 mM naftilamin (sliperoksit igerigi i¢in): 0,01 gr naftilamin 10 ml saf su igerisinde
¢Ozilir.

42. %3’lik siilfosalisilik asit (prolin metodu i¢in homojenizasyon ¢dzeltisi): 0,3 gr
siilfosalisilik asit 10 ml saf su icerisinde ¢oziiliir.

43. Asit ninhidrin ¢ozeltisi (prolin igerigi i¢in): 1,25 gr ninhidrin 30 ml asetik asit ve 20
ml fosforik asit igerisinde ¢oziiliir.

44. 3 M Sodyum asetat ¢ozeltisi: 40,8 gr sodyum asetat (NaOAc.3H,0) 80 ml saf suda
lyice ¢Ozilinlir ve pH: 5,2’ye glasiyel asetik asitle tamamlanir. Son hacim 100 ml’ye
tamamlanir ve otoklavlanir.

45. Ekstraksiyon Tamponu Hazirlama (50 ml i¢in): 1 gr toz CTAB ¢ok az suda hafif
sitilarak ¢Oziintir, iizerine 0,5 gr Na,S;03 (sodyum bisiilfit) konur ve ¢oziiniir. 5 ml
Tris-HCI, 14 ml 5M NaCl, 2 ml EDTA konur. Son hacim 50 ml’ye tamamlanir.
100°C’de sicak su banyosuna konur. Calisma yapilacagi an 0,1 ml B-Merkaptoetanol

konur.
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3.3. Yontemler

3.3.1. Cimlenme deneyleri ve konsantrasyon belirleme ¢alismalar:

Calismamizda Sakarya Misir Arastirma Istasyonu’nun tescilli ¢esidi olan musir (Zea
mays L. cv. Arifiye-2) bitkisinin tohumlari ilgili istasyon midiirliigiinden temin edilerek
kullanilmistir. Misir bitkisine ait tohumlar, ekimden 6nce etanol (%96) ile kisa siireli
hizlica yikanmis ve %5’°lik sodyum hipoklorit igerisinde 5 dk ylizey sterilizasyonuna
tabi tutulmustur. Tohumlar, daha sonra 5 kez saf su ile yikanarak calismanin birinci
asamast olan uygun civa ve SNP konsantrasyonlarinin se¢imi i¢in kullanilmistir.
Cimlenme deneyleri, cam petri kaplarinda 25°C’de ve %70 nem ortami sartlarinda bir
etiivde gerceklestirilmistir (Sekil 3.1). Civa uygulamalari i¢in civa kloriir (HgCly), nitrik
oksit uygulamalari i¢in sodyum nitroprussid (SNP) kullanilmistir. Calisilacak HgCly
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla; 0, 1, 5, 10, 20, 40, 50, 100, 200, 500 ve 1000
uM HgCl, konsantrasyonlari igerisinde tohumlar ¢imlendirilmistir. Cimlenme oranlari,
yas-kuru agirlik ve bitki boy uzunlugu parametreleri degerlendirilerek ortalama %50
inhibisyona neden olan 100 pM HgCl, konsantrasyonu belirlenmis ve ¢alismanin
bundan sonraki asamalarinda bu konsantrasyon kullanilmigtir. SNPkonsantrasyonlarini
belirlemek i¢in ise 0, 0.1, 1, 10, 50, 100, 200 ve 500 uM hazirlanan SNP hem normal
sartlardaki fidelere (kontrol) hemde civa stresinemaruz kalan fidelere uygulanmistir.
Daha sonra yas-kuru agirlik ve bitki boy uzunlugu parametreleri degerlendirilerek

calismada 0.1 uM SNP’nin (NO vericisi olarak) kullanilmasi uygun bulunmustur.
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Sekil 3.1. Tohumlarin Cimlendirilme Asamasi
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3.3.2. Fide Asamasinda Yapilan Calismalar

3.3.2.a. i¢sel Civa, Makro ve Mikro Element Miktarlarinin Belirlenmesi

Bitki kisimlar1 hava sirkiilasyonlu etiivde 70 °C* de sabit agirliga gelinceye kadar
kurutulmuslardir. Kuruyan bitki 6rneklerinin agirliklar1 belirlendikten sonra tungsten
kapli bitki 6glitme degirmeninde Ogiitiilmiislerdir. Polietilen kavanozlara konulan
ogutiilmis bitki 6rnekleri analizde kullanilmadan 6nce 70 °C*“de sabit agirliga gelinceye
kadar kurutma dolabinda birakilmis ve kavanozlarin kapaklar1 sikica kapatilmistir.
Kurutulan ve 6giitiilen bitki 6rneklerinden 0.2 gr tartilmis 10 ml HNOs+ 4 ml H,0; ile
yiikksek sicaklik (210 °C) ve yiiksek basing (200 PSI) altinda mikrodalga cihazinda
(CEM Mars 5) c¢ozindirilmiistiir. Daha sonra o&rnekler 25 ml’lik balonjoje’ye
aktarilarak sogutulmus, deiyonize su ile derecesine tamamlanmistir. Bu siiziikler hemen
ince gozenekli (Whatman No:42 veya mavibant) filtre kagidi ile siiziilerek 25 ml’lik
polietilen siselere aktarilmigs ve siiziikte element igerikleri ICP-AES (Inductively
Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometer) (VarianVista, axiel) cihazi ile

belirlenmistir (Hamurcu et al. 2015).

3.3.2.b. Bitkilerin yetistirilmesi ve HgCl, ve SNP uygulamalari

Steril edilmis misir tohumlari, yukarida belirlenen civa ve SNP konsantrasyonlarinda
(100 uM HgCl; ve 0.1 uM SNP) hidroponik bitki kiiltiirii ortaminda ¢imlendirmeye ve
fide gelisimine birakilmistir (Sekil 3.2). Hidroponik ortamda destek ortami olarak
hidroton yani genlestirilmis kil ve bitki biiylime ortam1 olarak % giiciinde Hoagland besi
¢ozeltisi kullanilmistir. Cimlendirme ve fide gelisimi, 151k (12000 liix 151k yogunlugu),
sicaklik (20/25°C; gece/giindiiz ve 16 s fotoperyot) ve nem (%65) seviyesi ayarlanabilir
bir bitki biiylitme kabininde gerceklestirilmistir. Cimlenme sonrasi fideler 2 yaprakli
evreye geldiginde (8. giin) Hoagland ¢ozeltisine 0.1 pM SNP ilave edilmistir. Bu
uygulamadan 24 saat sonra, hidroponik sisteme 100 uM HgCl, ilave edilmistir.
Calismada; kontrol, tek basina civa uygulamasi, tek basina SNP uygulamasi ve civa+

SNP uygulama gruplart olusmustur. Civa uygulamasi yapildiktan 3 giin sonra (3
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yaprakli evre-12. giin), fidelerin koék ve govde kisimlari ayri ayr1 hasat edilerek
caligmalarimizda deney materyali olarak kullanilmistir (Sekil 3.2). Bazi deneyler icin
hasat edien taze 6rnekler hemen kullanilirken, diger deneyler i¢in ise artan 6rnekler sivi

azotta dondurulduktan sonra -86°C’deki bir dipfrizde muhafaza edilmistir.

Sekil 3.2. Hidroponik ortamda yetistirilen bitkiler
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Sekil 3.3. Uygulama sonras1 hasat islemi

3.3.2.c. Hiicre zarindaki elektrolit sizint1 oraninin belirlenmesi

Tim gruplar i¢in 6 deney tiipliniin her birine saf sudan gecirilmis 0.1 gr taze bitki
numunesi (2 cm ebatlarinda yaprak ve kok) konulur. Tiiplere 4 ml steril saf su ilave
edilerek 4°C’de 24 saat 100 rpm hiznda ¢alkalanir. Daha sonra tiiplerin igerisindeki saf
suya gecen iyon miktari, bir elektrik kondiiktivimetre ile Olciilerek elektrolit sizintisi

S/cm cinsinden belirlenmistir (Griffith et al. 1992)

3.3.2.d. Lipid peroksidasyonu seviyesinin (MDA olarak) belirlenmesi

Calismada, 0.5 gr bitki numunesi, %5’lik TCA iginde homojenize edildikten sonra,
elde edilen homojenat 10.000 x g’de 15 dakika santrifiij edilir. Tiiplin slipernatant
kismindan 4ml alinarak tizerine 1ml %0.5’lik TBA c¢ozeltisi (%20 TCA iginde
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hazirlanmis) ilave edilir. Reaksiyon karigimi kaynar suda 30 dakika inkiibe edilir ve
reaksiyon tiiplerin buz banyosuna alinmasiyla durdurulmaktadir. Ornekler tekrar
10000xg’de 10 dakika santrifiij edilir. Stipernatant kismi1 alinarak absorbansi 532 nm’de
okunur ve daha sonra 600 nm’deki non-spesifik absorbsiyon i¢in absorbans degeri
belirlenmektedir. Lipid peroksidasyonun hesaplanmasi i¢in; 532 nm’de dlgiilen
absorbans degerinden 600 nm’de belirlenen nonspesifik absorbsiyon degeri ¢ikarilir ve
1 ml g¢ozeltideki MDA (nmol/ml): [(A532-A600)/155000] X 106 formiiliiyle
hesaplanmaktadir. Sonuclar MDA (nmol/gram doku) seklinde verilmektedir (Ananieva

et al. 2002).

3.3.2.e. Hidrojen peroksit (H,0,) miktarimin belirlenmesi

Bunun i¢in 0.5 gr bitki numunesi alinarak 10ml soguk aseton iginde homojenize
edildikten sonra, homojenat 10.000 x g’de 10 dakika santrifiij edilir. Daha sonra elde
edilen stipernatantin 1.5 ml’si 0.15ml %5°1lik Ti(SOy), (titanyum disiilfat) ve 0.3 ml
%19luk NH;OH (amonyumbhidroksit) ile karistirilir. Cokelek olustuktan sonra karigim
10.000 x gde 10 dakika daha santrifiij edilir. Tiipiin slipernatant kismi1 uzaklastirildiktan
sonra elde edilen pelet 3 ml 2 M’lik H,SOy i¢inde ¢oziiliir ve 415 nm’de absorbansi
Olclilerek kaydedilir. Bu ortalama absorbans degerleri, daha Onceden hazirlanmis
standart grafik yardimiyla nanogram cinsinden H;O, miktarina doniistiirilmektedir.
Sonuglar gr doku basina diisen H,O, miktar1 (ng/g doku) olarak sunulmaktadir
(Velikova et al. 2000; Wahid et al. 2007).

3.3.2.1. Siiperoksit anyonu (O,.-) miktarimin belirlenmesi

Bu ¢alisma i¢in 0.5 gr doku 2 ml 65 mM soguk fostat tamponunda (pH:7.8) homojenize
edilir. Homojenat 5000 x g’de 10 dakika santrifiij edilir. Stipernatanttan 1 ml alinir
tizerine 0.9 ml fosfat tamponu ve 0.1 ml 10 mM hydroxylamine hydrochloride eklenir.
Cozelti karistirihir ve 20 dakika 25°C’de inkiibe edilir. Daha sonra karistmdan 1 ml
alinir tizerine 1 ml 17 mM aminobenzene sulfonic acid ve 1 ml 17 mM 1-naphtylamme

karistirthir ve 20 dakika 25°C’de inkiibe edilir. Karisitma 3 ml n-butyl alcohol
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eklendikten sonra spektrofotometrede 530 nm’de Olgiiliir. Standart grafik igin farkli
miktardaki HNO’nin 530 nm’deki absorbans kullanilmistir (Liu et al. 2007).

1.2 -

0.8 1
0.6 -

0.4 1

Absorbans (530 nm)

0.2 1

NaNO, (ug)

Sekil 3.4. Siiperoksit anyon (O,") miktarini belirlemede kullanilan standart grafik

3.3.3. Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Ekstraksiyon i¢in 0.5 gr doku porselen havanda siv1 azot ile iyice homojenize edildikten
sonra iizerine Sml soguk homojenat tamponu (%1 PVP ve 1 mM EDTA ihtiva eden 0.1
M KH,PO4 pH: 7.0) ilave edililir ve karigim bir santrifiij tlipiine aktarilarak 15000 x g
ve +4°C’de 15 dakika santrifiij edilir. Santrifiij islemi sonucunda elde edilen siipernatant
antioksidan enzimlerin aktivite 6limleri igin kaynak olarak kullanilmistir (Angelini et
al. 1990).

3.3.3.a. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Belirlenmesi

CAT aktivite 6l¢iimii, ortamindaki HyO’nin O, ve HyO“ya doniisiimiinde meydana

gelen absorbans azalmasinin 240 nm’de izlenmesi esasina dayanir. CAT aktivite tayini
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asagida belirtildigi sekilde yapilir. Aktivite Ol¢iimii i¢in 3ml’lik spektrofotometre
kiivetine, 103 mM KH,PO, tamponundan 1.475 ml ve 40 mM’lik H,O, substrat
cozeltisinden 1.5 ml konulduktan sonra, 25 pl enzim ekstrakti ilave edilir. Kiivet
spektrofotometreye yerlestirildikten sonra 240 nm’de 3 dakika boyunca 1 dakika
araliklarla kore karst absorbansi okunur. Olgiimlerde absorbansin dogrusal olarak
azaldig1 araliktan dakika basina absorbans azalmasi hesaplanir. Ortalama absorbans
degerleri, standart grafik yardimiyla pmol cinsinden H»O, miktarina doniistiriiliir.
25°C’de, 1 dakikada i¢inde, absorbansi 1 umol azaltan enzim miktar1 1 enzim {initesi
olarak kabul edilir ve sonuglar gr yaprak basina diisen enzim tinitesi (U.mg-1protein)
olarak sunulur (Asada 1992).
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Sekil 3.5. Katalaz aktivitesi 6l¢ltimiinde kullanilan standart grafik

3.3.3.b. Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Peroksidaz (POD) aktivite tayini, guaikol ve H,O,’nin substrat oldugu reaksiyonun
tirtinii olan renkli bilesigin meydana getirdigi absorbans artisinin 470 nm’de izlenmesi

esasina dayanmaktadir (Angelini et al. 1990). Aktivite 6lglimii igin spektrofotometre
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kiivetine; 0.1 M, NaH,PO,4 (pH: 5.5) ve 5 mM guaikol igeren substrat ¢ozeltisinden 3ml
konulduktan sonra, iizerine 10 pl enzim ekstrakti ilave edilir. 470 nm’de 5 dakika
boyunca absorbans artis1 1 dakika araliklarla kaydedilir ve absorbansin dogrusal olarak
arttig1 kisimdaki absorbans artis1 1 dakikaya oranlanir. 25 de 1 dakikada, absorbansi
0.01 artiran enzim miktar1 1 EU olarak kabul edilir ve sonuglar enzim tinitesi (U.mg '

protein) olarak sunulur.

3.3.3.c. Siiperoksid Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Siiperoksid Dismutaz (SOD) aktivitesi, nitro blue tetrazoliumun (NBT) siiperoksit
radikalleri ile mavi renkli formazona fotokimyasal indirgenmesi reaksiyonunun SOD
enzimi tarafindan engellenmesinin spektrofotometrik olarak belirleme esasina dayanir.
Reaksiyon karisimi (3ml); 50 mM KH,PO, (pH: 7.8), 13 mM metiyonin, 63 uM NBT,
13 uM riboflavin ve 0.1 mM EDTA igermektedir. Aktivite Ol¢iimii igin 3ml
spektrofotometre kiivetine yukaridaki riboflavin igermeyen reaksiyon karisimdan
2,58ml alinmis ve tizerine 30 pl enzim ekstrakti pipetlenmistir. Reaksiyon, tiip iizerine
13 uMlik riboflavin ¢ozeltisinden 390 pl pipetlenip karistirildiktan hemen sonra, beyaz
bir 151k kaynagi oniine yerlestirmek suretiyle baslatilir. Ttip, 151k kaynaginin karsisinda
15 dk tutulur ve reaksiyon 151k kaynaginin kapatilmasiyla durdurulur. 15 dk igerisinde
NBTnin renk ag¢ilma yogunlugu 560 nm’de kore karst okunur. Kor; ayni islemin
enzimsiz Orneginden olusmaktadir. SOD aktivitesinin 1 iinitesi, 560 nmde gozlenen
NBT indirgenmesinin %50 inhibisyonuna neden olan enzim miktari, 1 enzim {initesi
olarak kabul edilir ve sonuglar mg protein basina diisen enzim tnitesi (U.mg-1 protein)

olarak sunulur (Agarwal and Pandey 2004).

3.3.3.d. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi spektrofotometrik olarak Foyer ve Halliwell
(1976)’e gore belirlenmistir. Substrat olarak 0,25 mM NADPH ve 1 mM oksitlenmis
glutatyon (GSSG) kullanilir. Oksitlenmis glutatyonun enzim tarafindan indirgenmesi

icin indirgeyici ajan olarak NADPH kullanilir. Aktivite tayini ic¢in, 200 pl 0,5 mM
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EDTA, 250 ul XX mM GSSG ve 500 pl XX mM NADPH ihtiva eden 2,95 pl 50 mM
Tris-HCI (pH 7,8) tamponuna 50 pl enzim ekstrakti ilave edilir. NADPHin oksidasyonu

340 nmde 5 dakika boyunca aktivitedeki azalmanin 6l¢iilmesiyle belirlenir.

3.3.4. Askorbat ve glutatyon tayini i¢in ekstraksiyon yontemi

Orneklerdeki askorbat ve glutatyon tayini igin ekstraksiyon islemi, Noctor ve Foyer
(1998)’e gore yapilmistir. Bu yontemde bitki dokularina ait 100 mg 6rnek sivi azotta
tyice ezilir ve isleme 5 ml ekstraksiyon tamponu ile 6rnek tamamiyla homojenije olana
kadar devam edilir. Ornekler, 1 ml 0.2 N HCI bulunan eppendorf tiipleri icerisine
alinarak iyice vortekslenir. Homojenat +4 °C’de 16000xg devirde 10 dk santrifiijlenir.
Spernatantin 0.5 ml’si 50 ul 0.2 M NaH,PO, (pH 5.6) ve 0.46 ml 0.2 M NaOH ile
notralize edilir. Elde edilen homojenat askorbat ve glutatyon tayini i¢in kaynak olarak

kullanilir.

3.3.4.a Askorbat (Askorbik asit) Tayini

Askorbat 6l¢timii igin 1.5 ml ependorf tiipliniin i¢erisine 200 ul 0.2 M NaH,PO, (pH
5.6), 150 pl saf su ve 40 pl notralize silipernatant ilave edilip tiip iyice karistirilir.
Buradan 195 pl reaksiyon karigimi alinir ve iizerine 5 pl askorbat oksidaz (40 U/ml)
ilave edilir. Soliisyon karistirilir ve 265 nm deki absorbans degeri 5dk boyunca 6l¢iiliir.
Ayni yolla ticari olarak saglanan askorbattan hazirlanan standart grafik kullanilarak

askorbat miktar1 belirlenir (Noctor and Foyer 1998).
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Sekil 3.6. Askorbik asit icerigini belirlemede kullanilan standart grafik.

3.3.4.b. Glutatyon (GSH) Tayini

Bu metotta Orneklerdeki glutatyon tayini 5-5’-dithiobis (2-nitro-benzoik asit)
(DTNB)’nin glutatyon rediiktaza bagli indirgenmesinin 412 nm’de izlenmesi esasina
dayanir. Total glutatyon miktarini belirlemek i¢in icerisinde toplam 1 ml hacimde 120
mM NaH,PO, (pH 7.8), 0.6 mM DTNB, 6 mM EDTA ve 0.1 mM NADPH bulunan
spektrofotometre kiivetine 20 pl nétralize edilmis siipernatant ve son olarak da 5 pl (0.6
U) glutatyon rediiktaz enzimi ilave edilerek baslatilan reaksiyondaki degisim 5 dk
boyunca takip edilir. Ticari olarak saglanan indirgenmis glutatyon (GSH) ile hazirlanan
standart grafikten yola ¢ikilarak Ornekteki toplam glutatyon miktar1 hesaplanir.
Orneklerdeki, yiikseltgenmis glutatyon, glutatyon disiilfit (GSSG), miktarin1 belirlemek
icin ise 0.2 ml notralize siipernatant 1 pl 2-Vinylpyridine (VPD) ile oda sartlarinda 30
dk inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasinda artik VPD’yi ortamdan uzaklastirmak igin
ornekler iki kez santrifiijjlenir ve 20 pl silipernatant alinarak yukarida ifade edilen
deneysel asamalar tekrarlanir. Hazirlanmis olan standart GSSG grafiginden
faydalanilarak orneklerdeki yiikseltgenmis glutatyon miktarlar1 belirlenir (Noctor ve

Foyer 1998).
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Sekil 3.7. Glutatyon igerigini belirlemede kullanilan standart grafik

3.3.5. Protein miktarmin belirlenmesi

Protein miktarinin belirlenmesi Bradford (1976) yontemi kullanilarak yapilmistir. Renk
reaksiyonu i¢in Coomassie Brillant Blue (CBB) G-250 ile hazirlanan boya reaktif
¢ozeltisi kullanilir. Tayin isleminde 5 ml boya reaktifi (CBB) ile 0.1 ml supernatant
karigtirilir. Blank (kor) igin ise 5 ml boya reaktifi ve 0.1 ml saf su kullanilir. Hazirlanan
ornekler karanlikta 10 dakika bekletildikten sonra 595 nm spektrofotometrik dl¢timleri
yapilir. Protein miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik, bovin serum
albuminin (BSA) farkli konsantrasyonlar1 ayni islemden gegirildikten sonra 595 nm
dalga boyundaki absorbsiyon degerleri dl¢iilerek hazirlanir. Total ¢oziilebilir protein

miktarlar1 pg protein/gr dokucinsinden sunulur.
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Sekil 3.8. Protein tayini i¢in kullanilan standart grafik

3.3.6. Prolin miktarmin belirlenmesi

Bitki dokularinda prolin amino asiti miktarinin belirlenmesi Bates vd. (1973)’a gore
yapilir. Prolin analizleri i¢in 0.5 gr bitki materyali iizerine 10 ml %3liik stilfosalisilik
asit ilave edilerek iyice homojenize edilir. Homojenat mavi bant filtre kagidiyla (391,80
g.m'z) filtre edilir. Elde edilen siiziintiiden 2 ml filtrat alinir, {izerine 2 ml asit ninhidrin
ve 2 ml glasiyal asetik asit ilave edilerek 100°C’de 1 saat inkiibe edilir. Daha sonra,
tiipler, buz banyosunda soguyuncaya kadar tutulur. Bunu takiben reaksiyon karigimi
tizerine 4 ml toluenle ilave edilir ve tiipler iyice karistirilir. Sulu fazdan ayrilan toluen
faz1 aspire edilmis ve absorbans degerleri bir UV spektrofotometrede 520 nm dalga
boyunda kore karsi okunmustur Kor olarak toluen kullanilmigtir. Ayni islemlerle saf
prolinden hazirlanan standart grafik kulanilarak orneklerdeki prolin miktarlar

hesaplanir.
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Sekil 3.9. Prolin igerigini belirlemede kullanilan standart grafik

3.3.7. Klorofil miktari tayini

Bitki yapraklari (0.1 g) siv1 azotta iyice homojenize edildikten sonra homojenat iizerine
10 ml soguk aseton (%80 v/v) ilave edilir. Ornekler daha sonra 12000xg’de 15 dk
santrifiij edilir. Santrifiij sonrast Orneklerin aseton seviyesindeki eksilmeler
tamamlanarak son hacim 10 ml’ye tamamlanir. Elde edilen pigment ekstraktlarinin 645
ve 663 nm’lerdeki absorbans degerleri spektrofotometrede kore karst okunur. Kor
olarak aseton kullanilmistir. Belirlenen absorbans degerleri agagidaki formiillerde yerine
konarak klofil a, klorofil b ve toplam klorofil degerleri belirlenir (Lichtenthaller, 1987).

Biitiin islemler los 151k altinda gergeklestirilir.

mg/klorofil a/g doku=((12,7*(D663)-2,69*(D645)).(\V/1000*W)
mg klorofil b/g doku=((22,9(D645)-4,68*(D663)). (V/1000*W)
mg toplam klorofil/g doku=((20,2*(D645)+8,02(D663)). (V/1000*W)

mg toplam karotenoid / g doku=(4,07*D450)-(0,0435*kl a miktar1 +0,367*kl b
miktart)
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3.3.8. Fenolik madde iceriginin belirlenmesi

Fenolik madde igeriginin belirlenmesi i¢cin Dewanto vd. (2002) tarafindan Onerilen
prosediir kullanilmistir. Bu yontemde bitki yapraklarindan alinan 0.5 gr 6rnek 5 ml 0.1
M’lik fosfat tamponunda homojenize edilir. Homojenatlar 15.000 rpm’de 15 dk
santrifiij edilir. Daha sonra siipernatan 25 ul alinarak tizerine 125 pl Folin-Coicalteu
Reaktifi ilave edildi. Son olarak tizerine 250 pl %20’lik Na,CO;3 ilave edilerek
vortekslenir. Karisimlar 25°C’de 30 dk inkiibe edildikten sonra absorbanslart 765 nm’de
kore karst belirlenmistir. Kor olarak 25 pl saf su kullanilarak ayni islemlerin yapildig
ornek kullanilmistir. Fenolik madde igerigi gallik asitin farkli konsantrasyonlarinin

kullanildig: standart grafikten yararlanilarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.10. Fenolik madde iceriginin belirlenmesinde kullanilan standart grafik

3.3.9. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS PAGE)

Western blot analizi i¢in proteinler %4—10 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid
jel elektroforezinde (SDS-PAGE) Laemmli (1970) yontemi ile yiiriitiildii. Bunun igin
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elektroforez plakalari once su, sonra alkol ile iyice yikandi. Daha sonra, iki cam plaka
birbiri istiine konuldu ve kiskaglarla tutturularak jel hazirlama cihazina konuldu.
Ayirma jeli hazirlanarak plakalar arasina enjektorle aktarildi. Bu islemler yapilirken
jelde hava kabarcigi olusmamasina dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in
izopropil alkol ile ince bir tabaka olusturuldu. Jel polimerlesinceye kadar yaklasik yarim
saat beklendi. Polimerizasyon bittikten sonra iizerindeki izopropil alkol dokiildii. Daha
sonra y1igma jeli list ylizeye kadar ilave edildi. Yaklasik 45 dakika sonra tarak dikkatlice
cikarilarak plakalar elektroforez tankina yerlestirildi. Olusan bosluklar isaretlenerek
jelin istii once saf su, sonra da yliriitme tamponu ile yikandi. Elektroforez tankinin alt
ve {ist kismina yiiriitme tamponu konuldu. Numuneler her birinde 20 pg protein olacak
sekilde hazirlandi. Numune iizerine toplam hacim 100 pl olacak sekilde 1/1 oraninda
numune tamponu ilave edildi. Ornekler, 5 dk kaynar su banyosunda inkiibe edildi.
Numuneler sogutularak, jel kuyularina bir enjektor yardimiyla yiiklendi. Yiiriitme islemi

once 80 voltluk akimda daha sonra 120 voltta 2-4 saat +4°C’de gerceklestirildi.

Yigma jeli,l M’hik Tris-HCI (pH: 6,8)’den 380 pl, %30’luk akrilamid-%0,8’lik
bisakrilamid’den 400 pl, %10’luk SDS’den 30 ul, %5’lik TEMED’den 3 pl, ve saf
sudan 2,2 ml karigtirllarak hazirlandi. Son olarak yine taze hazirlanmis %10’luk

amonyum persiilfat (NH4),S,0g (PER)’den 30 ul ilave edildi.

Ayirma jeli, 2,03 ml 1M Tris-HCI (pH: 8,8), 2,67 ml %30’luk akrilamid, %0,8’1lik
bisakrilamid, 80 ul %10 SDS, 3,2 ul %5’lik TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil etilen
diamin) ve 3,15 ml su karistirilarak hazirlandi. Bu karisimin {izerine en son olarak 80 pl
%10’luk PER ilave edildi. Burada kullanilan PER kullanilmadan hemen oOnce taze

olarak hazirlandi.

3.3.10. Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile izoenzimlerin belirlenmesi

Poliakrilamid jeller (PAGE jelleri) ayni sekilde fakat SDS’siz olarak hazirlandi.
Izoenzimler belirlenirken antioksidan enzim aktiviteleri i¢in kullanilan enzim

ekstraktlarina %20 gliserol eklendi ve igerisinde 50-300 pg protein olacak sekilde
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hazirlanip kuyucuklara yiiklendi. Calismalarda %4 yigma jeli kullanilirken, ¢alisilan
enzime gore %8, 10 ve 11°lik ayirma jeli kullanildi. Yiiriitme tamponu (18,76 gr glisin
ve 3,02 gr Tris, pH: 8,3) kullanilarak +4°C’de, 80-120 Voltta 3-4 saat yiritiildii.

Yiirlitme tamponuna askorbat peroksidaz i¢in 2 mM askorbik asit ilave edildi.

3.3.11. Antioksidan Enzimlerin izoenzim Profillerinin Belirlenmesi

Bitkinin kok ve yapraklarindan elde edilen taze ornekler (0.5 gr) dnce sivi azotta ve
sonra +4°C’de 9 mM Tris HCI (pH 6.8) tamponunda homejenize edildikten sonra
tizerine %13.6 giliserol ilave edilir. Homojenat 15 dakika 15 000 rpm’de santrifiil edilir.
Elde edilecek siipernatant kisimdan protein miktar1 belirlenir (Bradford 1976). Esit
miktarda protein (40 pg) iceren ornekler dogal poliakrilamid jel elektroforezi (Native-
PAGE) kullanarak hazirlanan jeller iizerindeki kuyucuklara yiiklenir. Elektroforetik
SOD ayirimin1 yapmak i¢in +4°C’de 120 mA sartlarinda %4 y1gma ve %12 ayirma jeli
kullanildi. SOD izoenzimleri NBT ve riboflavin ile boyanarak fotokimyasal olarak
belirlenir. POX izoenzimlerini belirlemek igin 10%’luk jelde dogal PAGE’de 40 ng
protein igeren Ornekler yiiriitiillir. Bant yogunluklarini goriintiilemek i¢in yiirlitme
islemi biten jeller 1.3 mM benzidin ve %3 H,0; igeren 200 mM Na-acetat tamponunda
(pH 5.0) 30 dakika boyunca 30°C karanlik ortamda bekletilir. APX izoenzim ayiriminm
yapmak i¢in Mittler and Zilinskas (1993) tarafindan onerilen yontem kullanildi. Buna
gore +4°C’de 120 mA sartlarinda 10%’luk jelde 40 pg protein igeren ornekler yiiriitiiliir.
Yiriitme islemi bittikten sonra jel 30 dakika boyunca 2 mM askorbat iceren 50 mM Na-
fosfat tamponunda (pH 7.0) inkiibe edilir. Daha sonra ayni jel 20 dakika boyunca 4 mM
askorbat ve 2 mM H;,0; igeren 50 mM Na-acetat tamponunda (pH 7.0) inkiibe edilir.
Inkiibasyon sonras1 Jel 1 dakika ayni tamponda yikandiktan sonra 28 mM N,N,N,N-
tetramethyl ethylenediamine (TEMED) ve 2.45 mM NBT igeren 50 mM Na-fosfat
tamponuna (pH 7.8) alinir ve 10-20 dakika boyunca 1s1kl1 ortamda hafif ¢alkalanir. CAT
izoenzimlerinin ayrimin1 yapmak i¢in %0.5 ¢oziiniir nisasta igeren 7.5’lik jelde 40 g
protein iceren oOrnekler yuriitiiliir. Yiriitme islemi bittikten hemen sonra, jel oda
sicakliginda 30 dakika boyunca 18 mM sodyum tiosiilfat ve 679 mM H,0O, iceren

¢ozeltide inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi jel saf su ile yikandiktan sonra 90 mM
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potasyum iyod ¢ozeltisine daldirilir ve %0.5 glasiyal asetik asit ile asitlestirilme yapilir.
CAT enziminin negatif bantlar1 jelin mavi zemininde goriintiilenir (Laemmli 1970;

Towbin et al. 1979).

3.3.12. Molekiiler biyolojik testler

3.3.12.a. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in Qiagen (Hilden) RNeasy Plant Mini Kitleri kullanilmistir.

Uygulama asagidaki gibi yapildu:

1) 100 mg doku havanda iyice homojenize edildi. Homojenat iizerine 350 pl RTL
tampon eklenerek 2 ml’lik ependorf tiipe alinip 56°C’de 1 saat thermal 1sitict blokta
parcalandi.

2) Son hacim 600 pl olacak sekilde %70’lik etanol eklendi ve pipetaj yapildu.

3) Bundan 700 pl’lik hacim alinip RNeasy plant mini kit lila spin kolonlarina yiiklendi
ve kapaklar kapatildi (2ml’lik toplama tiipleri kolon altina gegcirilir). 15 saniye 8000xg
(10.000 rpm)’de santrifiij yapildi.

4) Altta olusan siiziintiiden kullanilmak iizere 700 pl’lik hacim alinip RNeasy plant mini
kit pembe spin kolonlarina yiiklendi ve kapaklar kapatildi (2ml’lik toplama tiipleri
kolon altina gegirilir). 15 saniye 8000xg (10.000 rpm)’de santrifiij yapildi. Altta olusan
stiziintii atild.

5) Dha sonra 700 pl tampon RW1 pembe spin kolonun iizerine eklendi. 15 saniye
8000xg(10.000 rpm)’de santrifiij yapildi. Altta olusan siiziintii atildu.

6) 500 ul Buffer RPE pembe spin kolonun iizerine eklendi. 15 saniye 8000xg (10.000
rpm)’de santrifiij yapildi. Altta olusan siiziintii atild1.

7) 500 pl Buffer RPE pembe spin kolonlarima yiiklendi. 2 dakika 8000xg (10.000
rpm)’de santrifiij yapildi. Toplama tiipleri atild1.

8) Opsiyonel olarak RPE tamponun iyice uzaklastirilmasi i¢in toplama tiipleri

degistirilip 1 dakika son hizda santrifuj yapildi. Toplama tiipleri atildi.
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9) 1,5 ml’lik tiipler igine kolonlar yerlestirildi. Uzerine 30 ul RNase Free Water eklendi.
1 dakika 8000xg’de santriifiij yapilarak RNA eliisyonlar1 elde edildi.

Izole edilen RNA orneklerinden miktar tayini ve saflik derecesinin belirlenmesi
amaciyla spektrofotometre kullanildi ve 260 nm ve 280 nm’de 6l¢iim gerceklestirildi.
Olgiim sonrasinda her bir &rnekteki toplam RNA miktar1 ve Absorbans (260/280)

oranindan yararlanarak RNA saflik derecesi belirlendi.

3.3.12.b. cDNA eldesi

cDNA eldesi asamasinin tamami buz lizerinde yapilmis olup Qiagen (Hilden) RT2 First
Strand cDNA sentez kiti kullanildi.

Uygulama asagidaki gibi yapildi :

a. 1pul RNA’da 100 nanogram konsantrasyon olacak sekilde ayarlama yapildi. Toplam
hacim 10ul“ye tamamlandi.

b. 2 pl Buffer GE eklendi. Boylece toplam hacim 12pl oldu.

c. 42°Cde 5 dakika 1s1sal dongii cihazinda inkiibe edildi.

- Stirenin bitiminde ¢ikarilan tiipler lizerine: 5X Reaction tampondan 4 pl, Primer 1 p,
Reverse Transcriptase Mix 2 p eklenip, toplam hacim 20 plye tamamlandi.
- 15 dakika 42°C’de, ardindan 5 dakika 95°C*de reverse transkriptazi inaktive etmek

icin Thermal Cycler cihazinda inkiibasyon yapilda.
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3.3.12.c. Ger¢ek zamanh PCR analizi (Real-Time PCR)

Calismamiz Tagman problarina dayali bir c¢alisma olup, Qiagen (Hilden) RT2
SyberGreen Master Mix kullanilmistir. Toplam 5 hedef gen (FSD1, SOD4, CAT-1,
SOD9, APX) 1(ACTB) referans gen olmak {izere 6 gen iizerinden gergeklestirildi ve
Qiagen (Hilden) Rotorgene Q cihazi ile uygulama yapildi.

Mix Protokolii:

- 12.5 pL SyberGreen Master Mix

- 1 uL Forward ve Reverse Primer

- 6.5 uL H20 eklenip toplam hacim 20 pL“ye ayarlandi.

- Son olarak 5 pL cDNA eklendi. Boylece reaksiyon hacmi 25 puL. olmus oldu.

Uygulama:

-10 dakika 95°C’de Hold
-15 saniye 94°C
-30 saniye 60°C’de Annealing, 40 tekrar.

Real-Time PCR sonrasinda elde edilen Ct degerleri (threshold cycle) igin Excel tablosu
yapildi. Bu Excel tablosun yiiklendigi Qiagen (Hilden) GeneGlobe Veri Analizi
Merkezinde, kontrol ve kat degisim olgiitii olarak ACTB(Beta Aktin) referans geni
kullanild1 ve ham veri normalizasyonu ile AACT yontemine dayali gercek zamanli PCR

verileri analiz edildi.

3.4. istatistiksel Analiz

Calisma igerisinde sunulan veriler, her bir uygulamadan ii¢ bagimsiz érnek (3 paralel)

ve her bir drnekten 3 tekerriir yapildiktan sonra elde edilen 9 degerin ortalamasidir.
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Sonuglarin  karsilagtirilmasinda, SPSS 17.0 paket programi kullanilarak tek yonli
varyans analizi (ANOVA) yapilmistir. Istatistik anlamlar, 0.05 hata seviyesinde

(P<0.05) Duncan’in Coklu Karsilastirma Testi kullanilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Cahsilan Civa (HgCl,) ve Nitrik oksit (NO) Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Calismanin bu asamasindaki amacimiz, ¢imlenme, biiylime ve gelismesi asamalarinda
test edilecek uygun civa konsantrasyonunu belirlemektir. Petri kaplarina ekimi yapilan
tohumlarin ¢imlenmeleri giinliik olarak takip edilmis ve 5. gilinlin sonunda toplam
cimlenme yiizdeleri, kok ve govde uzunluklari hesaplanmistir. Tiim bu islemler
sonucunda Cizelge 4.1 ve 4.2°deki sonucglara bakildiginda civanin tiim
konsantrasyonlar1 kontrole gére hem c¢imlenme hem de kok-gévde uzunluklarinda
inhibisyonlara neden oldugu anlasilmaktadir. Hem ¢imlenme hem de fide biiyiime
caligmasindan elde edilen sonuglara gore, ¢aligilan misir bitkisi (Zea mays cv. Arifiye-2)
¢imlenme ve fide biiylimesi asamasinda 500 puM civa seviyesine kadar toksisiteyi
kismen de olsa tolere edebilmektedir. Ancak bu konsantrasyonun iizerindeki civa
derigimlerini higbir sekilde tolere edememekte ve ¢imlenme tamamiyla inhibe
olmaktadir. Tez igeriginde ¢ok sayida parametrenin degerlendirileceginden dolayi,
caligmalarin bir civa konsantrasyonu iizerinden devam etmesinin daha uygun olacagi
kararlastirilmistir. Bu nedenle, ¢cimlenme ve fide biiyiimesi 6n denemelerine gore,
civanin 100 uM konsantrasyonu tercih edilmis ve bundan sonraki tiim calismalar bu

konsantrasyon tizerinden yiiriitilmistiir (Cizelge 4.1, 4.2,4.3,4.4,4.5.)

4.1.1. i¢sel civa miktar

Igsel civa miktar1 uygulama gruplarina gore farklilk gostermistir. Kok kisminda tek
basina civa uygulamasi ¢ok onemli oranlarda artmis igsel civa oran1 100 uM HgCI2
uygulamasi ile kokler de 7997,17 ppb gibi ¢ok yiiksek bir orana ¢ikmistir ( Cizelge 1).
Tek bagma civa uygulamasina gore civa + SNP uygulamasi koklerde civa miktarini
%14 artirarak 9124,67 ppb seviyesine ¢ikarmistir (Cizelge 1). Yapraklarda igsel civa

miktar1 ¢ok Onemli oranlarda diismistiir (Cizelge 1). Yapraklarda tek basina civa
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uygulamasina gore SNP+civa uygulamasinda %33 ,lik oranda daha fazla civa

belirlenmistir (Cizelge 1).

Cizelge 4.1. Civa toksisitesi altindaki misir bitkisi koklerinde i¢sel civa miktar: {izerine
nitrik oksit’in etkisi (ppb)

Gruplar Kok Yaprak
Kontrol 0,0c 0,0c

SNP 0,0c 0,0c

Civa 7997,17+ 156,3 b 3465+ 63b
SNP+Civa 9125,67 +£120,3 a 46,3532,3+53a

Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem
seviyesine gore anlamsizdir

4.1.2. Misir bitkisine ait kok, govde, yas agirlik ve nispi su icerigi verileri

Cizelge 4.2. Misir bitkisinin kok ve yapraklarinda yas-kuru agirlik, bitki uzunlugu ve
bagil su icerigine ait bulgular

Gruplar Yas agirhk Kuru Agirhk Uzunluk Bagil Su icerigi
(gr) (gr) (cm) (%)
Kontrol 0,84 +£0,37b 0,04 +0,002b 2794+0,6a  94,4+0,001b
SNP 1,02+£0,046a  0,05+0,001a 27,19+ 0,81a 95,23 + 0,003a
Civa 0,67+ 0,036c 0,02 +0,007d 23,07+0,15¢c 94,8 +£0,005b

SNP+Civa  0,45+0,049d 0,03 + 0,004c 24,41 £0,33b 94,67 = 0,006b

Bir siitun i¢inde ayn1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.

Kontrole gore tek basina civa uygulamasi bitki yapraklarinda yas agirlik, kuru agirlik ve
boyca uzama oranlarinda sirasiyla %36, %20 ve %18.8 gibi 6nemli oranlarda (P<0.05)
azalmaya neden olmustur (Cizelge 4.1). Civa uygulamasina goére civa + SNP
uygulamasinda ise yas agirlik, kuru agirlik ve boyca uzama oranlarinda %24, %20, %6
ve onemli artislara neden olmustur (Cizelge 4.1). Yaprakta bagil su iceriginde herhangi

bir farklilik olusmamistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.3. Farkli civa konsantrasyonlarinin misir tohumlarinin ¢imlenme oranlari
lizerine etkileri

Gruplar Cimlenme oranlari(%)
0 (Kontrol) 78,4 +1,3a*
1 uM HgCl, 64,5+ 1,6d
5 uM HgCl, 725+ 1,1b
10 uM HgCl, 62,5+2,1d
20 uM HgCl, 62,5+ 1,9d
40 uM HgCl, 70,3 +2,3¢
50 uM HgCl, 69,4 +2,3c
100 uM HgCl, 64,1 +1,3d
200 uM HgCl, 61,3+ 1,4d
500 uM HgCl, 275+ 1,2¢e

1000 uM HgCl, 0,0+ 0,0f
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Cizelge 4.4. Farkli civa konsantrasyonlarinin misir tohumlarinin kok-goévde uzunluklari
(cm) iizerine etkileri

Uygulamalar Kok Govde

0 (Kontrol) 14,74 £1,0a 6,88 +0,1a
1 uM HgeCl, 12,01 £1,3b 6,47 £0,2a
5 uM HgCl, 12,7 +1,2b 6,34 +0,2a
10 uM HgCl, 12,06 +1,1b 5,23 +0,4b
20 uM HgCl, 12,06 +1,1b 5,45 £0,3b
40 uM HgCl, 12,56 +1,2b 5,77 £0,1b
50 uM HgCl, 11,74 £1,3b 5,33 +0,2b
100 uM HeCl, 10,52 +0,5¢ 4,51 +0,1¢c
200 uM HgCl; 8,89 +0,2d 4,59 +0,3¢
500 uM HgCl, 2,67 £1,1¢ 2,71 £0,1d
1000 uM HgCl; 0 +0,0f 0 £0,0e

Bir siitun i¢inde ayni1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir

4.1.3. Misir bitkisine ait element icerigi bulgular:

Hidroponik ortamda yetistirilen bitkilerde civa ve nitrik oksitin mineral alinimi ve
tasinimi lizerine etkisini incelemek icin dokuz tane esas element igerigi incelenmistir.
Misir bitkisinin koklerinde kontrolle kiyaslandiginda tek basina civa uygulamasit Mn,
Ni, Zn, Na, K, Mg ve Ca iceriklerini sirasiyla %72, %20, %40, %29, %67, %58.7 ve
%53.3 gibi 6nemli oranlarda azaltmis, Cu miktarin1 etkilememis, ancak Fe oranini
%297 gibi ¢ok onemli (P<0,05) bir oranda artirmistir (Cizelge 4.16). Tek basina civa
uygulamasina gore civa + SNP uygulamasi da Cu, Mn, Ni, Zn, K, Mg ve Ca oranlarini
%40.7, %55.2, %64, %6, %33, %39, ve %38.6 oranlarinda azaltirken, Na oranini ise
%10 oraninda ise artirmistir (Cizelge 4.16). Kontrole gore tek basina SNP ise Cu, Mn,
K ve Ca orani artirmis, Ni, Zn, Na, ve Fe oranlarimi azaltmis ve Mg oranin ise

etkilememistir (Cizelge 4.4 ve 4.5).
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Cizelge 4.5. Musir bitkisinin koklerinde esas elementlerin igerigine ait bulgular

Ppb

Cu Mn Ni Zn Na

K 11247,2 33400 16468,2+ 9457 29680,5+
+32,1b £534b 492a +52,1a 63,8a

SNP 14205,6 43474,7+ 11283,6+ 8711,3+3 27231,6+
+434a 621a 371c 25D 78,1b

C 11201,1 9220,9 13053 5668,8+4 21049,1+
+26,4b +£81,2¢  £62,6b 8,7¢C 445d

SNP 6633,2 4123242 4703,6+£3 5342,2+2 23109,6+

+C +£12,1c¢ 2,6d 54d 6,4d 328¢c

K

22330,4+
96,6 b
24630,1+
889a
7229,3
+75,1¢
48427
+65,9d

ppm

Mg
961,8
+2,1a
936,5
+6,1 a
4142
+2.4b
252,1
+3,8 ¢

Ca Fe
849,8 70,7
+29b +£l,1c¢
934,4 438
+33a +09d
396,7 288,7
+4,1¢c =£9,7a
243,2 58,8
+58d £7,5b

Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore

anlamsizdir.

Misir bitkisinin yapraklarinda kontrol grubu ile kiyaslandiginda tek basina civa

uygulamasi Cu, Ni, Zn, Na, Mg ve Fe iceriklerini sirastyla %6, %100, %11.3, %29,

%18.3 ve %60 gibi 6nemli oranlarda arttirmis, K miktarini etkilememis ancak Mn ve Ca

oranlarini ise sirasiyla %39.4 ve %13.3’liik (P<0,05) oranlarda azaltmistir (Cizelge 4.5).

Tek basina civa uygulamasina gore SNP+Civa uygulamasi da Cu, Mn ve K oranlarini

%12, %7.3, ve %8.7 oranlarinda artirirken, Ni, Zn, Na, Mg ve Fe oranlarini sirasiyla

%34.6, %22.3, %26, %19 ve %70 oranlarinda ise azaltmis ve Ca oranini ise etkilemistir

(Cizelge 4.5). Kontrole gore tek basina SNP ise Cu, Mn, Zn, Na, K ve Ca oran1 artirmis,

Mg degismemis ve Ni ve Fe oranlarini azaltmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.6. Misir bitkisinin yapraklarinda esas elementlerin i¢erigine ait bulgular

Ppb ppm
Cu Mn Ni Zn Na K Mg Ca Fe

K 41859744 24356,46+94354,6  10839,04+3519,66+6 33351,53+653,1 872,85 58,1

81lc 94b +56,1c 89,1c 31c 32,1c +6,3¢ +29b £3b
SNP 4544,43+6 26044,8 3910,54+14671,16+4710,18+3 38361,38+743,91+4,1026,34+4,36,32+2
3.2b +72,6 a 63,2d 74,3a 21a 424 a 1b 3a c
C  4443,23£7 14755,76+4 8694,24+12066,92+4543,29+2 33222 773,27+£3,756,23  93,14+1
2,1b 6,6d 851la 61,1b 96b 293¢ 3a £5,lc  a
SNP 4977,48+3 15839,03+7 5679,44+9365,23 3364,25+3 36127 625,93+2,751,21  28,05+4
+C 23a l1lc 41,3b +529d 6,2d +51,3b 1c +6,4c ¢

4.1.4. Lipid peroksidasyon seviyesi (MDA olarak) ve elektrolit gecirgenligi

bulgulari

Tek basma civa uygulamasi kontrollerine goére misir bitkisinin kdk ve yapraklarinin
MDA seviyesinde oénemli artiglara neden olmustur (Cizelge 4.6 ). Kontrol bitkilerinin
kok ve yapraklarinda MDA miktarlar1 sirasiyla 0.38 ve 1.13 nmol. g'1 olarak olgiiliirken,
bu degerler tek basina civa uygulamalariyla sirasiyla 0,58 ve 1.67 nmol.gr'l’ye
ulagmistir (Cizelge 4.6). Hiicre zarindan elektolit sizintis1 da kontrole gore tek basina
civa uygulamasi ile dnemli oranda artmistir (Cizelge 4.6). Civa toksisitesine karsi
uygulan SNP kok ve yapraklarda hem MDA hemde EL seviyelerini 6nemli (p<0.05)

oranlarda diisiirerek toksisiteye karsi bitkinin tolerans artisina yardimci olmustur.
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Cizelge 4.7. Musir bitkisinin kok ve yapraklarinda MDA ve EL bulgular1

Uygulamalar MDA (nmol.gr™) EL (%)
Kok Yaprak Kok Yaprak
Kontrol 0,38+ 0,13¢c 1,13+ 0,10c 15,5+0,13c¢ 14,3 £0,27c*
SNP 0,41 £0,17bc 1,15+ 0,07¢c 17,3+ 0,25¢ 16,5+ 0,31c
Civa 0,58 £ 0,26a 1,67 +0,09a 80,6 £0,21a 72,6 + 0,46a
SNP + Civa 0,47 +0,19b 1,41 +0,01b 50,2+0,11b 45,3+0,19b

Bir siitun i¢inde ayn1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir

4.1.5. Total protein ve prolin miktari

Tiim gruplara ait uygulamalarda c¢oziinebilir protein ve prolin icerikleri Snemli
oranlarda etkilenmistir (Cizelge 4.7). Misir bitkisinin koklerinde kontrole gore, civa
uygulamasinda hem total protein hem de prolin miktarlarinda sirasiyla %59 ve %68 gibi
yiiksek oranlardaa azalmalar meydana gelmistir (Cizelge 4.7). Tek basina civa
uygulamasma goére, SNP+civa grubunun koklerinde ise total protein ve prolin
iceriklerinde sirasiyla %18 ve %50 oranlarinda artiglar meydana gelmistir (Cizelge 4.7)
Yapraklarda ise kontrole gore tek basina civa uygulamasinda total protein ve prolin
igeriklerinde %19.5 ve ve %68.6 oranlarda onemli artislar saglamistir (Cizelge 4.7).
SNP+civa grubunda ise tek basina civa grubuna gore total protein ve prolin
iceriklerinde %11.3 ve ve %26.4 oranlarinda 6nemli artislar saglamistir (Cizelge 4.7).
Gortildiigii gibi civa stresi musir kok ve yapraklarinda protein ve prolin igerikleri
tizerinde farkli tepkilere neden olmustur. Benzer sekilde SNP her iki dokuda civa
stresini tolere etmede farkli davranmustir. Ozetle civa koklerde protein ve prolin
igerigini diistiriirken, yapraklarda artirmistir. SNP ise buna cevap olarak koklerde diisen
iki parametreyi artirirken, yapraklarda artigini siirdiirmistiir. Bu farkli cevap civanin iki

organda farkli seviyede birikimi ve iki organin farkliliginin bir sonucu olabilir.



54

Cizelge 4.8. Protein ve prolin icerigi

Gruplar Protein (mg.g™ doku) Prolin (ng.g™* doku)
Kok Yaprak Kok Yaprak
Kontrol 7,05 +0,23b 16,18 +0,17c¢ 0,542 + 0,05a 0,3196+0,02¢
SNP 8,75 £0,56a 16,52 +£0,28¢ 0,4406 = 0,06b 0,338 +0,03c¢
Civa 2,89+ 041c 19,34 +0,11b 0,171 +0,01d 0,419 £0,01b
SNP + Civa  3,41+0,18d 21,54 +0,13a 0,2566 + 0,03b 0,530 + 0,02a

Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.

4.1.6. Fotosentetik pigment icerigine ait bulgular

Calismamizda kullanilan civanin toksik konsantrasyonu muisir bitkisinin fotosentetik
pigmentlerin miktarin1 6nemli oranlarda disiirmistiir (Cizelge 4.8). Civa toksisitesine
maruz birakilmadan 6nce uygulanan SNP ise civa stresi etkisi ile pigmentlerdeki
azalmay1 onemli derecede iyilestirmistir (Cizelge 4.8). Kontrole gore tek basina civa
uygulamasi kla ve klb iceriklerinde sirasiyla %9 ve %6°lik azalmalara neden olmustur.
Civa toksisitesi altindaki bitkilere SNP uygulamasi yapildiginda ise tek basina civa
uygulamasina gore kla ve klb igeriginde sirasiyla %12 ve %28’lik gibi 6nemli (p<0.05)
artiglara neden olmustur (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Misir bitkisinin yapraklarinda klorofil igerikleri

Cizelge 4.9. Misir bitkisinin yapraklarinda klorofil miktarlarina ait bulgular

Gruplar Kla Klb Kla/Klb Total Klorofil
Kontrol 2,126 £ 0,03a 1,59 +0,01ab 1,428 +0,08a 3,722 £0,01b
SNP 1,99+ 0,01b 1,464 £ 0,02b 1,356 £0,05b 3,462 +£0,01c
Civa 1,936 £ 0,04b 1,498 £ 0,05b 1,33+ 0,02b 3,434 £0,01c

SNP+Civa 2,182 +0,06a 1,916 £ 0,09a 1,174 +£0,01c 4,102+0,01a

4.1.7. Fenolik madde i¢erigi bulgular

Civa toksisitesi altindaki misir bitkisinin kok ve yapraklarinda fenolik madde igerigi
onemli oranlarda degisiklik gostermistir. Misir bitkisi koklerinde kontrole gore tek
basina civa uygulamasi fenolik madde igerigini %100°den daha fazla oranda azaltarak
81.2 ng.gr! olarak ol¢iilmiistiir. Tek basina SNP uygulamasi fenolik madde igerigini
kontrole gore degistirmemistir. Civa Oncesi uygulanan SNP, musir bitkisi koklerinde
fenolik madde icerigini %34.25 oraninda artirarak 89.53 4 pg g™' seviyesine ¢ikarmistir.
Misir bitkisinin koklerinde fenolik madde igerigi kontrol, SNP, civa ve Civa+SNP
gruplarinda sirasiyla 241.8, 245.03, 81.2 ve 89.53 pg g! olarak dl¢lilmiistiir.
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Musir bitkisinin yapraklarindaki fenolik madde igerigi civa toksisitesi ve toksisite oncesi
uygulanan SNP (SNP+civa) ile artis gostermistir (Cizelge 4.10). Kontrol bitkisinde
fenolik madde igerigi 475.86 pg.gr' olarak ol¢iilmiisken, tek basina civa uygulanan
bitkilerin yapraklarinda %10,84 oraninda bir artigla 527,46 pug.gr™! olarak belirlenmistir.
Tek basina civa uygulamasi ile karsilastirildiginda; SNP+civa grubunda istatiksel olarak
onemli bir artig belirlenmemistir. Misir bitkisinin yapraklarinda fenolik madde igerigi
kontrol, SNP, civa ve Civa+SNP gruplarinda sirasiyla 475.86, 471.03, 527.46 ve 505.96
4 pg.gr' olarak Slgiilmiistiir.

Cizelge 4.10. Civa toksisitesi altindaki misir bitkisinde fenolik madde igerigi iizerine
nitrik oksit’in etkisi (ug g™)

Gruplar Kok Yaprak

Kontrol 241,8 +0,5a 475,86 + 0,3b
SNP 245,03 £0,41a 471,03 £0,4b
Civa 81,2+ 0, 4b 527,46 + 0,3a
SNP +Civa 89,53 + 0,9¢ 505,96 + 0,5a

Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.

4.2. Reaktif Oksijen Tiirleri seviyelerine ait bulgular

Tek basina civa uygulamasi, kontrole gore misir yapraklarinin H,O, seviyesinde 6nemli
(p<0.05) artislara neden olmustur (Cizelge 4.10 ve Sekil 4.2). Kontrol bitkilerinde H,0,
miktar1 22.96 ng.gr ! olarak oSlgiiliirken, bu deger 100 uM HgCl, uygulamasiyla 45.88
ng.gr ’a kadar arttigi goriilmektedir (Cizelge 4.10). Diger taraftan, SNP uygulanmig
fidelerin hem kok hem de yapraklarinda H,O, seviyesi, tek basina civa uygulamasiyla
karsilagtirildiginda, 6nemli (p<0.05) oranda diismiistiir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.2) .

Diistisler kokte ve yapraklarda sirasiyla %25 ve %21 oraninda olmustur.

Bu verilere gore civanin misir fidelerinin kok ve gévdesinde H2O; igerigini artirmakla

birlikte, artisin koklerde daha yiiksek oldugu ifade edilebilir. Ancak civa stresinden
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once uygulanan SNP, her iki organda civa uygulamasiyla artan H,0O, seviyesini 6nemli

diizeyde diistirebilmistir.

Onemli bir reaktif oksijen tiirii olan siiperoksit anyonun (O") miktarindaki degisimler
Cizelge 4.10. verilmis ve daha agik degerlendirebilmek icin Sekil 4.3’de sunulmustur.
Bulgularimiza gére hem kok hem de yapraklarda tek basina civa uygulamasi O,-
miktarini kontrol grubuna gore 6nemli oranda artirmistir. Bu artislar, koklerde %22,
yapraklarda ise yaklasik %10 olarak belirlenmistir. SNP+civa uygulamasinda 6zellikle
koklerde ¢ok onemli iyilestirmelerin oldugu tespit edilmistir. Koklerde SNP+civa, tek
basina civa uygulamasina gore, O,  miktarinda %22’lik bir azalmaya, yapraklarda ise

%10’luk bir azalmaya neden olmustur.

Bu verilere gore civanin misir fidelerinin kok ve govdesinde O,.” igerigini artirmistir.
Ancak civa stresinden dnce uygulanan SNP, her iki organda civa uygulamasiyla artan

0, seviyesini dnemli diizeyde diisiirebilmistir.
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Sekil 4.2. Misir bitkisinin kok ve yapraklarinda H,O; igerikleri



58

1.8 -
1.6 - B Kok MYaprak
E 1.4 -
S 1.2
=
‘F;_ 1 -
°0
80 0.8
=2
N’
1. 0.6 -
N
O 04 -
0.2
O .

Kontrol SNP Civa SNP+Civa

Sekil 4.3. Misir bitkisinin kok ve yapraklarinda O, igerikleri

Cizelge 4.11. Misir bitkisinin kok ve yapraklarinda H,O, (pg.gr ') ve Oz” (ug.gr 1Y)
igerikleri

H,0, 0,”
Uygulamalar Kok Yaprak Kok Yaprak
Kontrol 22,96 + 0,39d 101,4 £0,43c¢ 0,98 +£0,27b 3,62 +£0,15¢
SNP 24,99 +£0,21c¢ 97 +0,18¢c 1,44+ 0,11a 425+0,27a
Civa 4588 +033a  146,03+0,52a 12+0,18ab 3,91 +0,16b

SNP+Civa 3425+0,45b  115,07+0,51b 0,97 +0,37b 3,48 £0,08¢c

Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.

4.3. Lipid Peroksidasyon Seviyesi (MDA olarak) ve Elektrolit Gecirgenligi
Bulgular:

Tek basma civa uygulamasi kontrollerine gore misir bitkisinin kok ve yapraklarinin
MDA seviyesinde 6nemli artislara neden olmustur (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.4). Kontrol
bitkilerinin kok ve yapraklarinda MDA miktarlar sirasiyla 0.38 ve 1.13 nmol.gr™ olarak
Olctiliirken, bu degerler tek basina civa uygulamalariyla sirasiyla 0,58 ve 1.67 nmol.gr

Yye ulagsmistir (Cizelge 4.11). Hiicre zarmdan elektolit sizintisi da kontrole gore tek
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basina civa uygulamasi ile nemli oranda artmistir (Cizelge 4.11). Civa toksisitesine
kars1 uygulan SNP kok ve yapraklarda hem MDA hem de EL seviyelerini 6nemli
(p<0.05) oranlarda diisiirerek toksisiteye karsi bitkinin tolerans gelistirmesine yardimci

olmustur (Sekil 4.4 ve 4.5).
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Sekil 4.5. Misir bitkisinin kok ve yapraklarina ait EL bulgular
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Cizelge 4.12. Misir bitkisinin kok ve yapraklarinda MDA ve EL bulgular

MDA (nmol.grdoku) EL (%)

Uygulamalar Kok Yaprak Kok Yaprak
Kontrol 0,38 £0,13c 1,13+ 0,10c 15,5+0,13¢c 14,3+0,27c
SNP 0,41 £0,17bc 1,L15£0,07¢c  17,3+£0,25¢ 16,5+0,31c
Civa 0,58 + 0,26a 1,67+0,09a 80,6+0,21a 72,6+ 0,46a
SNP+Civa 0,47+ 0,19b 1,41 +£0,0l1b  50,2+0,11b 45,3+0,19b

Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.

4.4. Antioksidan Enzimlerin Aktivitelerine Ait Bulgular

4.4.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ve izoenzim profili

SOD enziminin aktivite diizeylerinin civa ve SNP uygulamalarinda farklilik gosterdigi
goriilmiistiir (Cizelge 4.9). Kontrole gore tek basina civa uygulamasi bitkilerin
koklerinde SOD aktivitesinde %20’lik 6nemli bir artisa (P<0.05) neden olurken,
yapraklarda ise istatistik anlamda 6nemli bir farkliliga neden olmamustir (Cizelge 4.12).
Tek basina civa uygulamasina gore, civa+SNP uygulanmis bitkilerde ise SOD aktivitesi
kokte %20 diiserken, yapraklarda ise %10 artmistir (P<0.05). Bu bulgular, enzimin
izoenzim profillerinden elde edilen verilerle desteklenmistir. Ornegin, Sekil 4.6’ya
dikkat edilirse, koklerde 4 izoenzim belirlenmistir. Bu bantlarin tlimiiniin yogunluklar1
artmakla birlikte, 6zellikle SOD1 ve SOD4 civa uygulamasiyla 6nemli seviyede
artmigtir. SNP+civa uygulamalarinda ise bantlarin yogunlugunda belirgin diisiisler
goriilmektedir. Yapraklarda ise 5 izoenzim belirlenmistir (Sekil 4.7). Yapraklara ait
izoenzim bulgular ile aktiviteye ait bulgular birbirini desteklemektedir (Cizelge 4.12 ve
Sekil 4.6). Bu verilere gore civa uygulamasinin 6zellikle koklerdeki SOD aktivitesini
artirdii ve bu artisin civa stresinden Once uygulanan SNP ile yatistirilabildigi

goriilmektedir.
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m Kok ®Yaprak

SOD (U.mg ! protein)

Kontrol SNP Civa SNP+Civa

Sekil 4.6. Misir bitkisinin kék ve yapraklarina ait SOD aktivitesi (U.mg™ protein)

Cizelge 4.13. Misir bitkisinin kok ve yapraklarinda SOD aktivitesi (U.mg™ protein)

Uygulamalar Kok Yaprak

Kontrol 10,05 £0,32b 4,39 +£0,27b
SNP 9,68 +£0,19¢ 4,12+0.41a
Civa 12,00 £ 0,23a 3,88+0,11b
SNP+ Civa 10,56 £ 0,33b 4,25+ 0,16b

Bir siitun i¢inde ayn1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.
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Kontrol Civa

Civa+SNP  SNP

SOD 1—>

SOD 2—»

SOD 3—>

SOD 4 —>

Sekil 4.7. Misir bitkisi kdklerinde SOD izoenzim profili

Kontrol Civa Civa+SNP SNP

SOD 1

SOD 2
SOD 3

SOD 4

Sekil 4.8. Misir bitkisi yapraklarinda SOD izoenzim profili
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4.4.2. CAT enzim aktivitesi ve izoenzim profili

CAT aktivitesi musir bitkisi kdk ve yapraklarinda hem civa hem de SNP+civa
uygulamalarindan 6nemli (P<0.05) derecede etkilenmistir (Cizelge 4.13). Bitki
koklerinde tek basina civa uygulamasi, kontrole gore CAT aktivitesinde ¢ok énemli bir
diisiise neden olmustur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki hiicresel CAT aktivitesi 0.30
U.mg* protein iken, 100 uM HgCl, uygulamasiyla aktivite %93’liik bir azalisla 0.02
U.mg'1 protein olarak belirlenmistir. Ancak 0.1 uM SNP uygulamalarn civa ile azalan
hiicresel CAT aktivitesini énemli bir oranda arttirdig1 belirlenmistir. Tek basina civa
uygulamasia goére SNP+civa uygulamasi aktivitede %100’den daha fazla bir artisa
(P<0.05) neden olmustur (Cizelge 4.13). Yapraklarda da tek basina civa uygulamasi
CAT aktivitesinde bir diisiise neden olmustur. Kontrol bitkisinin yapraklarindaki
hiicresel CAT aktivitesi 0.96 U.mg™ protein iken, 100 uM HgCl, uygulamasiyla bu
deger %9’lik bir azalisla 0.87 U.mg’ protein olarak belirlenmistir. SNP+civa
uygulamalari tek basina civa ile azalan hiicresel CAT aktivitesini %20.6’lik bir oranda

arttirdi@n belirlenmistir (Cizelge 4.13).

Bu carpici sonug, CAT enzimin izoenzim profillerinden elde edilen verilerle
desteklenmistir. Misir yapraklarindan elde edilen enzim ekstraktlari ile poliakrilamid jel
tizerinde toplamda 2 farkli (CAT 1 ve 2) CAT izoenzim bandi belirlenmistir (Sekil 4.9).
Kontrol bitkisine gore tek basma civa uygulamasinda bantlarinin yogunlugunun ¢ok
fazla azaldig1 goriilmektedir. Ancak SNP uygulamasi bu durumu tersine ¢evirebilmistir.
Bu verilere gore civa uygulamasinin 6zellikle koklerdeki CAT aktivitesini inhibe ettigi
ve bu olumsuzlugun civa stresinden Once uygulanan SNP ile iyilestirilebildigi

goriilmektedir.
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Cizelge 4.14. Misir bitkisinin kok ve yapraklarinda CAT aktivitesi (U.mg™ protein)

Gruplar Kok Yaprak

Kontrol 0,30 £0,11b 0,96 +0,03b
SNP 0,40 £ 0,21a 0,99 = 0,04a
Civa 0,02 + 0,04¢ 0,87 +0,03b
SNP+Civa 0,28 £0,09¢ 1,05 +0,05a

Bir siitun i¢cinde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.

Kontrol Civa CivatSNP  SNP

CAT 1—

Sekil 4.9. Misir bitkisi yapraklarinda CAT izoenzim profili

4.4.3. POD enzim aktivitesi ve izoenzim profili bulgular:

Misir bitki koklerinde tek basma civa uygulamasi, kontrole gore POD aktivitesinde
onemli (p<0.05) artisa neden olmustur (Cizelge 4.14). Ornegin, kontrol bitkisinin
koklerindeki POD aktivitesi 2141 U.mg‘1 protein iken, tek basina civa uygulamasiyla bu
deger %100°den daha fazla bir artisla 4752 U.mg™’ protein olarak belirlenmistir.
SNP+civa uygulamasi, tek basina civa uygulamasina gére, POD aktivitesini daha da
artirdign  belirlenmistir. Ornegin, tek basma civa uygulamasina gdre SNP+civa
uygulamasi POD aktivitesinde %10’lik (P<0.05) bir artis saglamigtir (Cizelge 4.14).
Masir bitkisinin yapraklarinda da POD aktivitesi hem civa hem de SNP uygulamalarinda
gore Onemli degisimler meydana gelmistir (Cizelge 4.14). Kontrol bitkisinin
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yapraklarinda POD aktivitesi 108 U.mg™ protein iken, tek basma civa uygulamasiyla bu
deger %I13’lik bir azalisla 94 U.mg™ protein olarak belirlenmistir. SNP+civa
uygulamasi ise tek basina civa uygulamasina gore POD aktivitesini dnemli bir oranda
(P<0.05) artirdig1 belirlenmistir. Tek basina civa uygulamasma gore SNP+civa
uygulamasi POD aktivitesinde %31°lik (P<0.05) bir artig saglamistir.

Misir yapraklarindan elde edilen enzim ekstraktlar1 ile poliakrilamid jel iizerinde
toplamda 4 farkli (POD 1-4) POD izoenzim bandi belirlenmistir (Sekil 4.9). Kontrol
bitkisine gore tek basina civa uygulamasinda bantlarinin  yogunlugu arttig
goriilmektedir. Civa toksisitesi Oncesi uygulanan SNP (SNP+civa uygulamasi), tek
basina civa toksisitesindeki gibi 4 farkli izoenzim bandi belirlenmis ve bantlarin

yogunlugunun da arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.10).

Cizelge 4.15. Misir bitkisinin kok ve yapraklarinda POD aktivitesi (U.mg™ protein)

Gruplar Kok Yaprak
Kontrol 2141 £5,16¢ 108 +1,17b
SNP 1413 +£8,91d 115+2,23ba
Civa 4752+ 6,47b 94 +1,10c
SNP+ Civa 4952 £9,12a 124 £2,35a

Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P < 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir.
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Kontrol  Civa  CivatSNP SNP

POD 1
POD 2

POD 3
POD 4

Sekil 4.10. Misir bitkisi yapraklarinda POD izoenzim profili

4.4.4. GR enzim aktivitesi ve izoenzim profili

Misir bitki koklerinde tek basina civa kontrole gore GR aktivitesinde artisa neden
olmustur. Kontrol bitkisinin kéklerindeki GR aktivitesi 6,48 U.mg™ protein iken, tek
basina civa uygulamasiyla bu deger %100°den daha fazla bir artisla 15,02 U.mg™
protein olarak belirlenmistir. SNP+civa uygulamasi tek bagina civa uygulamasina gore
GR aktivitesini azalttigi belirlenmistir. Tek basina civa uygulamasina gére SNP+civa
uygulamasinda GR aktivitesinde %17.7°1ik (P<0.05) bir azalis meydana gelmistir
(Cizelge 4.15). Misir bitkisinin yapraklarinda ise GR aktivitesi hem civa hem de
SNP+civa uygulamalarinda 6nemli degisimler meydana gelmistir (Cizelge 4.15).
Kontrol bitkisinin yapraklarinda GR aktivitesi 4,72 U.mg™ protein iken, tek basina civa
uygulamasiyla bu deger %19.4’liik bir azalisla 3,8 U.mg'1 protein olarak belirlenmistir.
SNP+civa uygulamasi ise tek basina civa uygulamasina goére GR aktivitesinin de bir
artisa neden oldugu belirlenmistir. Tek basina civa uygulamasina gore SNP+civa

uygulamasi GR aktivitesinde %15’lik (P<0.05) bir artis saglamistir (Cizelge 4.15).
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Cizelge 4.16. Misir bitkisinin kék ve yapraklarinda GR aktivitesi (U.mg™ protein)

Gruplar Kok Yaprak

Kontrol 6,48 +0,153¢ 4,72 +£0,164a
SNP 5,52 £0,254d 4,54 £0,248a
Civa 15,02 +0,445a 3,8+0,112b
SNP+ Civa 12,32+0,334b 4,38 £0,196a

Bir siitun i¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P<0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir

Misir koklerinde elde edilen enzim ekstraktlari ile poliakrilamid jel tizerinde toplamda 2
farkli (GR 1-GR2) GR izoenzim band1 belirlenmistir (Sekil 4.11). Kontrol bitkisine gore
tek basina civa uygulamasinda herhangi bir bant belirlenememistir. Civa toksisitesi
oncesi uygulanan SNP (SNP+civa), tek basina civa toksisitesine gore herhangi bir bant
belirlenememigken tek basina SNP uygulamasinda ise 2 izoenzim tespit edilmistir.
Misir yapraklarinda elde edilen enzim ekstraktlar1 ile poliakrilamid jel iizerinde
toplamda 2 farkli (GR 1-2) GR izoenzim bandi belirlenmistir(Sekil 4.11). Kontrol
bitkisine gore tek basina civa uygulamasinda o6zellikle GR 1 bandinin yogunlugu
artmistir. Civa toksisitesi Oncesi uygulanan SNP (SNP+civa), tek basina civa
toksisitesine gibi bantlarin yogunlugu artmis ancak tek basina SNP uygulamasinda ise

GR 2 izoenziminin bant yogunlugu azaldig: tespit edilmistir (Sekil 4.11).

GR enzim aktiviteleri ve izoenzim profilleri birlikte degerlendirildiginde, civa stresine
misir kok ve govde GR’leri farkli cevap vermislerdir. Kokte civa stresi ile artan GR
aktivitesi, SNP+civa uygulamasi ile aktivite diigtiriilmiistiir. Yapraklarda ise kokteki
davranigin tersi bir durum goézlenmistir. Bu durum GR’nin kokte ve yapraktaki

birikimlerle ilgili oldugu diisiiniilmektedir.
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Kontrol Civa CivatSNP  SNP

Sekil 4.11. Misir bitkisinde kokte GR izoenzim profili

Kontrol Civa Civa+SNP SNP

GR1—

GR2—

Sekil 4.12. Musir bitkisi yapraklarinda GR izoenzim profili
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4.4.5. Glutatyon ve askorbat icerigi bulgular

Misir koklerinde glutatyon (GSH) igeriginde tek basina civa uygulamasi: ve diger
uygulamalar 6nemli (p<0.05) azalmalara neden olmuslardir. Tek basma civa
uygulamasi yapilan gruba gore, SNP+civa uygulamasi %100°den daha fazla bir artisa
neden olmustur (P<0.05). SNP+civa uygulamasi ile tek basma civa uygulamasinda
257,5 nmol.g™ doku olarak Slgiilen glutatyon igeriginin 785 nmol.g” doku degerine
yiikselmesine neden olmustur (Cizelge 4.16). Misir yapraklarinda ise kontrole gore
GSH degeri civa uygulamasi ile %21°lik 6nemli oranda artmistir. SNP+civa uygulamasi
ise tek basina civa uygulamasina gore yapraklarda GSH oranini biraz artirmis ancak bu

art1s istatistiksel olarak 6nemsiz olmustur (P<0,05).

Tek basmna civa uygulamast misir bitkisi koklerinde kontrol grubuna gore indirgen
askorbat (ASA) igerigini Gnemli derecede azaltmustir. Kontrol grubunda 705,6 nmol.gr™
doku degerinde 6l¢iilen ASA miktarin1 tek basina civa uygulamasi %17.4 disiirerek
580,8 nmol.gr' doku degerine kadar azaltmustir (P<0.05). Koklerde tek basina civa
uygulamasina gére SNP+civa uygulamasi ASA igerigini %16’lik bir artis saglamistir
(Cizelge 4.16). Yapraklarda ise kontrole gore tiim gruplarda ASA miktar1 6nemli derece
artmistir. Kontrol grubu yapraklarinda 1098,1 nmol.gr'1 doku degerinde Olgiilen ASA
miktar1 tek basina civa uygulamasi ile %22.2 artirarak 1342,5 nmol.gr'1 doku degerine
kadar yiikseltmistir (P<0.05). Tek basina civa uygulamasina gére SNP+civa uygulamasi
ASA igerigini %11.4 oraminda artirarak 1495,6 nmol.gr™ doku degerine kadar
yiikseltmistir (P<0.05) (Cizelge 4.16).

Gortildiigi gibi civa stresi altinda kokler ve yapraklar GSH ve ASA miktarlar
tizerinden farkli cevap vermiglerdir. Koklerde genelde civa stresi ile hem GSH hem de
ASA diiserken yapraklarda artmistir. Bu civanin kok ve yapraklardaki birikim
miktarlariyla iligkili olabilir. Civa stresi oncesinde uygulanan SNP ise koklerde civa
uygulamasiyla artan GSH ve ASA’y1 artirirken, yapraklarda ise diisiirmiistiir. Bu durum
civa stresi esnasinda SNP’nin GSH ve ASA seviyelerini diizenledigini gosterebilir

(Sekil 4.12 ve 4.13).
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Cizelge 4.17. Civa toksisitesi altindaki musir bitkisinde glutatyon (nmol.gr?) ve
askorbat (nmol.gr™) ierigi

Uygulamalar GSH ASA

Kok Yaprak Kok Yaprak
Kontrol 1205 +6,92a 3947,549,86b  705,6 £6,41b  1098,1 +5,78¢
SNP 1175 +£9,83a 3990 +8,92b 890,6 +4,14a  1160,5 +6,11c
Civa 257,543,12¢ 4796 +£7,128a  580,8 £3,25¢  1342,5 +4,56b

SNP+Civa 785,0 £4,62b 4865 +£5,82a 675,2+5,16b  1495,6 £8,46a

Bir siitun ig¢inde ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar P< 0.05 6nem seviyesine gore
anlamsizdir

4.5. Antioksidan Genlerin Ekspresyonu

Calismamizda istedigimiz genlerin ifade oranlarindaki degisimini belirlemek icin RNA
izolasyonu, cDNA eldesi ve ger¢ek zamanli PCR analizi yapilmistir. Caligmamiz Syber
Green tabanli bir calisgma olup, Qiagen (Hilden) RT2 SyberGreen Master Mix
kullanilmistir. Toplam 5 hedef gen (FSD1, SOD4, CAT-1, SOD9, APX) 1(ACTB)
referans gen olmak tizere 6 gen {izerinden gergeklestirildi ve Qiagen (Hilden) Rotorgene

Q cihazi ile uygulama yapildi.

Kontrol grubuna gore tiim gruplardaki bes genin ifadesinin degisim diyagrami
sunulmustur. Kontrol grubana gore bitki koklerinde yapilan degerlendirmede caligilan
bes genin birbirlerinden farkli sekilde ifade olduklari belirlenmistir. Kok kisminda
kontrol grubuna gore tek basina civa toksisitesi ile SOD4 ve CAT-1 genlerinin ifadeleri
artmistir. Ancak FSD1, SOD 9 ve APX genlerinin ifade oranlari civa toksisitesi
altindaki bitkilerde azalmistir (Sekil 4.14). Kokte tek basina civa ile  SNP+civa grubu
karsilagtirildiginda toksisite altindaki bitki koklerinde SNP uygulamasiyla FSD1,
SOD4, CAT-1 ve APX genlerinin up-regule oldugu, ancak SOD9 geninin ise down-
regule oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.15. Misir koklerinde kontrole gore diger tim gruplarda antioksidan genlerin

Magnitude of gene expression
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Gene Symbol
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A
p-value Fold Up- or Down-Regqulation
P Value Civa + SNP/ Civa
0.000000 1.92
0.000019 122
0.014413 1.03
0.000001 -1.60
0.000001 1.67
0.000000 1.00
B

min

Magnitude of gene expression

avg max

Sekil 4.16. Misir koklerinde kontrole gore diger tiim gruplarda antioksidan genlerin

gercek zamanli ifade oranlarinin degisimi
a) ifade oranlari, b) degisim diyagrami c) ifade grafigi
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Misir yapraklarinda kontrol grubuna gore tiim gruplardaki bes genin ifadesinin degisim
diyagrami belirtilmistir(Sekil 4.15). Kontrol gruba gore bitki yapraklarinda yapilan
degerlendirmede calisilan bes genin birbirlerinden farkli sekilde ifade olduklari
belirlenmistir. Yaprak kisminda kontrol grubuna gore tek basina civa toksisitesi ile
CAT-1, SOD4, FSD1 ve SOD 9 genlerinin ifade oranlarinin arttig1 belirlenirken, APX
geni ise normal kontrole gore down-regule oldugu belirlenmistir (Sekil 4.15.). Yaprakta
tek basina civa ile SNP+civa grubunun birbirleriyle karsilastirildiginda toksisite
altindaki bitki koklerinde SNP etkisiyle FSD1 geninin 6nemli oranda ifadesinin artigi,

diger genlerin ise ifade oranlarinin down-regule olduklar tespit edilmistir(Sekil 4.15).

Magnitude of gene expression

min vy max

Sekil 4.17. Misir yapraklarinda kontrole gore diger tiim gruplarda antioksidan genlerin
gercek zamanli ifade oranlarinin degisim diyagrama.
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A
dU r Down-Regulation
Position Gene Symbol
Civa + SNP / Civa

1 fsd1 1.13
2 sod4 -4 51
.‘ l'.(’lt'1 '1 4?
4 sodY 1.47
5 apx -1.08
6 actb 1 ()0

B)

Magnitude of gene expression
min v
C)

Civa

CivasSMNP

Sekil 4.18. Misir yapraklarinda kontrole gore diger tiim gruplarda antioksidan genlerin
gercek zamanli ifade oranlarinin degisimi
a) ifade oranlari, b) degisim diyagrami c) ifade grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. Tartisma

Calismamizda insanoglunun kiiltiire aldi1g1 en eski tarla bitkilerinden biri olan misir (Zea
mays L.) kullanilmistir. Diinyada tahil bitkileri i¢erisinde bugday ve arpadan sonra en
genis ekim alani ve liretime sahip olan misir, 585 bin hektar ekim alani, 2.5 milyon ton
tretim ve 425 kg/da tane verimi ile llkemizde oOzellikle Marmara ve Karadeniz
Bolgeleri’'nde yaygin olarak yetistirilmekle birlikte bolgemizde de (Dogu Anadolu)
tarimi1 yapilabilen bir tahil bitkisidir (Siizer 2004). Giiniimiizde zengin besin maddesi
icerigi nedeniyle hem insan, hem de hayvan beslenmesi gibi ¢ok sayida kullanim alani
olan ve onemi giderek artan musir, yiiksek verim alnabilen bir tarla bitkisi olarak

digerlerinden farklilik gostermektedir (Eryilmaz 2007).

Agir metalller, bitki verimini kisitlayan ve insan sagligini olumsuz etkileyen 6nemli
abiyotik stres faktorlerinden birisidir. Endiistriyel etkinlikler, motorlu tasitlarin egzoz
gazlari, maden yataklar1 ve isletmeleri, volkanik faaliyetler, tarimda giibreleme ve
ilaclama gibi pek c¢ok etken agir metal kirliliginin nedenleri arasinda yer almaktadir.
Biitiin canlilar i¢in toksik bir agir metal olan civa (Hg), bitkilerin biiyiime ve gelismesi
tizerinde de ¢ok fazla olumsuzluklara sebep oldugu ile ilgili ¢calismalar bulunmaktadir
(Patra and Sharma 2000; Esteban et al. 2008; Sierra et al. 2009). Bitki dokularinda Hg
birikimi, ¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik siirecleri bozar ve 6zellikle oksidatif stresi
tesvik ederek biiylimenin engellenmesine neden olur ve daha ileri toksik seviyelerde ise
hiicre ve dokularin dliimiine yol agar (Wang and Greger 2004). Agir metal stresini de
icine alan cevresel streslere maruz kalan bitkilerde, metabolizmada ortaya ¢ikan
bozulmalarin bir sonucu olarak hiicrelerde yliksek diizeyde oksidatif 6zellikleri olan
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) hizli bir artist meydana gelir. Bitki bdyle bir durumla
karsilastiginda, ROS bilesiklerinin zararsiz hale getirilmesi i¢in antioksidan sistemini
harekete gecirir ve bu sistemin Onemli bir parcasi olan katalaz (CAT), peroksidaz
(POX), siiperoksit dismutaz (SOD) gibi enzimlerin aktivitelerinin diizenlenmesini

saglar.
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Son yillarda, stresli gevrelere bitki toleransinin artirilmasi igin bitkide antioksidan
savunma sisteminin diizenlenmesini saglayan dogal sinyal molekiiller {izerinde yogun
arastirmalar yapilmaktadir. Bir sinyal bilesik, bitkide stres bilgisinin alinmasini, bu
bilginin gerekli yerlere iletilmesini ve bitkide bu strese karsi bir cevap olusturulmasini
tetikleyen bir ajan olarak degerlendirilebilir. Bu sinyal molekiillerden bir tanesi de
bitkilerde sentezlenen ve gilinlimiizde bircok bitki stresinde 6nemli diizenleyici rolleri
oldugu kabul edilen nitrik oksittir (NO) (Beligni and Lamattina 2001; Neill et al.
2002a,b). NO; bitkilerde c¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik olaylarda ikincil haberci
olarak rol oynamaktadir (Neill et al. 2003; Crawford and Guo 2005). NO’nun eksojen
uygulamalarinin bitkilerde biliylime, gelisme, ¢imlenme, de-etiyolasyon, Kklorosis,
senesens gibi fizyolojik olaylarin yaninda bazi stres kosullarinda olusturulan savunma
mekanizmalarinda da yer aldig1 birgok arastirici tarafindan ortaya konulmustur (Neil et
al. 2003; Crawford and Guo 2005).

Calismamizda, bitkiye stres oncesi uygulanan NO’nun (SNP olarak), bitki Hg stresi ile
karsilastiginda, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler mekanizmalar {izerindeki etkileri
ve stres cevabini iyilestirilebilme potansiyeli arastirilmistir. Bu nedenle arastirmamizda
monokotil bir bitki olan misir (Zea mays cv. Arifiye-2) bitkisine, NO gaz formunda olan
bir bilesik oldugu i¢in, suda ¢6ziinebilen ve bitki tarafindan alindiginda pargalanarak
NO fdireten bir bilesik olan sodyum nitroprussid (SNP) uygulanmistir. Daha sonra
bitkiler Hg stresine maruz birakilmiglardir. Calismamizda, ¢imlenme agamasindaki 6n
denemeler ile SNP uygulamalar1 i¢in 0.1 pM; Hg uygulamalart i¢in ise 100 uM
konsantrasyonlart  kullanilmistir.  NO’nun  musir  fidelerini Hg  toksisitesinden
koruyabilme potansiyelini arastirirken, koruma derecesi ve kriterinin gostergesi olarak
literatiirde en ¢ok kullanilan parametreler secilmistir. Bunlar, kdk ve yapraklardaki
elektrolit sizintis1, yas-kuru agirlik, boy uzunlugu, lipid peroksidasyon (MDA miktar)
seviyesi ve reaktif oksijen tiirlerinin (hidrojen peroksit ve siliperoksit anyonu)
miktarlariin Olgiilmesi deneyleridir. Ayrica hiicrelerdeki enzimatik antioksidan
kapasitedeki degisimi takip etmek i¢in antioksidan enzimlerin (SOD, POD, GR ve
CAT) aktiviteleri ve bunlarin izoenzim profilleri, enzimatik olmayan antioksidan

bilesiklerin (GSH ve ASA) igsel seviyeleri, total protein, prolin, element icerigi, i¢csel
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civa miktarlart gibi biyokimyasal parametreler de degerlendirilmistir. Ayrica
antioksidan enzimlerden sorumlu genlerin ifade oranlarindaki degisimler RT-PCR ile
belirlenmistir. Yapilan bu fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler deneylerin tiimiiniin
sonuglarmin yorumlanmasi ve diger arastiricilarin sonuglar1 ile karsilastiriimali

degerlendirmeleri asagida sunulmustur.

Canlilarda gerek biiyiime ve gelisme, gerekse degisen c¢evre kosullarina uyumda
metabolizma ile inorganik element icerikleri arasinda yakin bir iligski vardir. Elementler
metabolizmada yapisal, elektrokimyasal ve katalitik olarak ¢ok 6nemli fonksiyonlara
sahiptirler. Onlar organik maddelerin yapisina katilabilir (yapisal fonksiyon), iyon
dengesinin ayarlanmasinda énemli roller oynayabilir (elektrokimyasal fonksiyon), ya da
enzimlerin yapisinda ko-faktorler olarak gorev alabilirler (katalitik fonksiyon)
(Kocacaligkan 2004). Bitkide biiylime hizlandig1 zaman, bitkinin protein, niikleik asit ve
seker gibi maddelere olan ihtiyaci da artacagindan, bu ihtiyaci karsilamak icin bitkide
meydana gelen sentez reaksiyonlarinin (6rn. protein sentezi, niikleik asit sentezi ve
fotosentez) hiz1 da artacaktir. Ornegin potasyum (K) enzim aktivasyonu, fotosentez,
nigasta sentezi, seker, su ve besin tasiniminda 6nemli diizenleyici roller oynar. Benzer
sekilde, magnezyum (Mg) de en basta klorofil olusumu igin gereklidir. Fe, bitkilerin
protein igerigini, tahil ve yumrularda nisasta igerigini ve meyvelerde C vitamini
icerigini artirir. Cinko (Zn) ise enzimlerdeki fonksiyonunun yani sira, niikleik asit ve
protein sentez metabolizmasina katilir. Canlilarda inorganik element igerigi ile enzim
aktiviteleri arasinda yakin iligki vardir.. Ornegin magnezyum (Mg) ko-faktér olarak
bircok metabolik siirecte rol oynar. Bakir (Cu) ise redoks reaksiyonlarina katilan
enzimlerle ilgilidir. Ote yandan, Na* , K* ve CI" gibi tek degerlikli iyonlar, bitkide belirli

bir seviyenin iizerine ¢giktiginda toksik etki yapmaktadir.

Misir bitkisinin kdklerinde kontrolle kiyaslandiginda tek basina civa uygulamasi Mn,
Ni, Zn, Na, K, Mg ve Ca igeriklerini 6nemli oranlarda azaltmis, Cu miktarim
etkilememis, ancak Fe’yi %297 gibi 6nemli bir oranda artirmistir (Cizelge 4.5). Tek
basina civa uygulamasina gére SNP+civa uygulamasi da Cu, Mn, Ni, Zn, K, Mg ve Ca

oranlarim1 azaltirken, Na oram1 ise artirmistir. Yapraklarda, kontrol grubu ile
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kiyaslandiginda tek basina civa uygulamasit Cu, Ni, Zn, Na, Mg ve Fe igeriklerini
arttirmig, K miktarin1 etkilememis ancak Mn ve Ca igeriklerini ise azaltmistir (Cizelge
4.6). Tek basmna civa uygulamasina gore SNP+civa uygulamasi da Cu, Mn ve K
oranlarini artirirken, Ni, Zn, Na, Mg, Fe oranlarin1 azaltmig ve Ca oranmni ise
etkilemistir. Tiim bu bilgiler 1s18inda, SNP uygulamalari, normal sartlarda bitkiye
koklerden saglanan inorganik madde alinimini hizlandirmis, ancak stres sartlarinda ise
azaltmistir. SNP uygulanan bitkilerin yapraklarinda Mg, Cu, Ca, K ve Mn
igeriklerindeki artiglar, bitkide artan biiylime ile ilgili metabolik olaylarda gerekli olan
enzimlerin, gerek sentezi ve gerekse aktif hale getirilmeleri i¢in bitkiye koklerden
saglanmakta olan element taginim oranimnin arttigi ve SNP’nin tiim bu olaylar1 direkt
veya indirekt yollarla regiile edebildigi anlamina gelmektedir. Normal sartlarda SNP
uygulamalar1 nedeniyle, bitkide artan biiylime hizina paralel olarak, Mg, Cu, Ca, K ve
Mn gibi elementlerin alinimi artarken, Na+ element igeriginde diislisiin meydana
gelmesi, SNP“nin kok emici tily hiicre zarlarimin fonksiyonlarini, muhtemelen iyon
antogonizmas1 prensibini daha etkin hale getirmek suretiyle, bitkinin toksik etkiye
maruz kalmasini Onleyecek sekilde zarlarda regiilasyon sagladigi anlasilmaktadir.
Toksik Hg altindaki koklerde SNP’nin koklerde iyon miktarini diistirmesinin muhtemel
nedeni SNP’nin toksik civanin almimin engellemek i¢in 1iyon kanallarinin
kapatmasindan kaynaklanabilir. Sonu¢ olarak; SNP bitkilerin inorganik element

iceriklerinde dnemli degisimlere neden olmustur.

Bitkiler kontrollii hidroponik ortamda yetistirildiklerinde kontrol ve tek basina SNP
uygulanmis gruplarda igsel civa belirlenememistir. Hg uygulanan grupta ise igsel Hg
miktarmin yiiksek seviyelere ¢iktigi tespit edilmistir. Igsel Hg birikimi yapraklardan
ziyade koklerde biriktigi goriilmektedir. Yapraklarda igsel civa miktar1 34 ppb olarak
belirlenirken koklerde 7997 ppb olarak belirlenmistir. SNP+civa grubunda ise tek
basina civa uygulamasina gore civa birikimi daha fazla olmustur. Bu durum
muhtemelen SNP ile alinimi artan Na iyon aliimui ile olmus olabilir. SNP koklerde
miktar1 artan Hg’yi yapraklara tasgimimimi baskilamaya c¢alistigi goriilmektedir.
Muhtemelen Hg’nin koklerde depolanmasi hedeflenmektedir. Bu nedenle hem tek

basina civa hem de SNP+civa gruplarinda koklerde birikimi artan civa yapraklara
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taginim1 oldukga baskilanmistir. Baz1 aragtirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda da
icsel Hg miktariin yapraklardan ziyade koklerde daha fazla oldugu belirlenmistir
(Sinha et al. 1996; Wang and Greger 2004; Israr et al. 2006). Bu durumun temel sebebi

civanin taginiminin sinirli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Bitkilerde ¢oziinebilir protein i¢eriginin Ol¢iilmesi, agir metal toksisitesi gibi ¢esitli stres
kosullarinda hiicrelerin fizyolojik durumlarinin belirlenmesi i¢in dnemli bir belirteg
olarak kabul edilmektedir (Cuypers et al. 2005). Coziinebilir protein igerigi, bitki
metabolizmasindaki doniisiimlii ve doniisiimsiiz degisikliklerin belirlenmesinde ¢ok
onemli gostergelerden birisidir. Bitkilerdeki morfolojik degisim, genelde dokulardaki
protein degisimleriyle yorumlanir. Bu yiizden protein igerigi, bitki biiyime ve
gelismesinin belirtegleri olarak goriilmektedir (Cuypers et al. 2005; Eryilmaz 2007).
Mevcut calismada tek basina civa uygulamasi, koklerde protein igerigini azaltirken,
yapraklarda ise artirmistir. SNP+civa uygulamasi ise hem kok hem de yapraklarda
protein igerigini 6nemli oranlarda artirmustir (Cizelge 4.8.). Bu bulgu klorofil icerigi
bulgulartyla orantili olmustur. Ciinkii NO civa ile diisen klorofil icerigini artirmistir.
Artan klorofil ise fotosentezin artmasinin ve sonugta daha fazla protein sentezinin bir
gostergesi olabilir (Eryillmaz 2007). Stres sartlarinda prolin birikimi bitkilerde stres
tolerans mekanizmasi olarak gorev yapmaktadir (Alia and Saradhi 1991; Ali et al. 1998;
Eryilmaz 2007). Prolin hiicrelerdeki osmotik degerlerin degisimine neden olan
durumlarda miktar1 6nemli oranda artar ve hiicre savunma sistemini harekete gegirerek
stres sartlarinda dayanikliligi artirir (Alia and Saradhi 1991; Ali et al. 1998; Eryilmaz
2007). Calismamizda tek basina civa uygulamasinda kontrole gore koklerde prolin
miktar1 azalmis, ancak yapraklarda artmistir (Cizelge 4.8). Tek basmna civa
uygulamasina gore SNP+civa grubu bitkilerinin hem kdk hem yapraklarinda prolin
miktarinin arttig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.8). Bu bulgu, protein igerigi bulgusuyla
ortiismektedir (Cizelge 4.8). Koklerde protein ve prolin iceriginin diismesi, yapraklarda
ise artmasi, iki dokudaki Hg birikim farkliliginin bir sebebi olabilir. Ciinki
bulgularimiza gore, civa uygulamasi ile koklerin yapraklara oranla 228 kat daha fazla
civa biriktiridigi belirlenmistir (Cizelge 4.1). Yoncada yapilan bir ¢alismada toksik

civaya maruz birakilan fidelerde protein ve prolin miktarinin arttigi rapor edilmistir
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(Zhou et al. 2009). Bazi agir metal (kursun, demir, kobalt, civa) stresleri ile yapilan
caligmalarda NO hem protein hem de prolin miktarini artirdigr belirtilmistir (Uchida et
al. 2002; Koypra and Gwozdzy 2003; Yu et al. 2005). Lipid peroksidasyonu (LPO)
doymamis yag asitlerinin oksidatif yitkimidir (Posmyk et al. 2005). Hiicre zarindaki
kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle kolayca reaksiyon
vererek peroksidasyon iiriinlerinin olusmasina neden olmakta ve bunun sonucunda zar
gecirgenligi ve 6zellikleri bozulmaktadir. LPO seviyesinin artmasi, zar gegirgenligini de
etkileyeceginden zarlarda elektrolit sizintist (EL) oraninda da biiyiik degisimler
meydana gelmektedir. LPO ve EL diizeyleri, hiicresel diizeyde stresin sebep oldugu
hasarin hem derecesi hem de yansimasi oldugu bilinmektedir (Neto et al. 2006). Bitkiler
strese maruz kaldiklarinda, doymamis yag asitlerinin bozulmasiyla son iirlin olarak
olusan malondialdehit (MDA) miktarindaki artis, hiicresel zarlarin yapisal
biitiinligliniin bozuldugunu ve LPO seviyesini gosteren iyi bir indikatordiir (Posmyk et
al. 2005). LPO kendi kendini devam ettiren bir zincir reaksiyonu seklinde ilerler.
Bundan dolayr LPO ile olusan membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir (Akkus 1995).
Mevcut ¢calismamizda kontrol gruplari ile karsilastirildiginda tek basina Hg uygulamasi
hem yaprak hem de koklerde MDA ve EL seviyelerini arttirmistir (Cizelge 4.12). Bu
sonu¢ civanin membranlardaki LPO’yu tetikleyerek membran yapisin1 bozdugunu ve
bunun sonucu olarak EL seviyesini artirdigini gosterir. Calismamizda Hg stresi oncesi
uygulanan SNP ise hem kok hem de yapraklarda MDA ve EL seviyelerini 6nemli
oranda azaltmistir (Cizelge 4.12). Bu sonu¢ SNP’nin mebranlardaki LPO olusumunu
baskiladigin1 gosterir. Bizim bulgularimiza benzer olarak, Hg toksisitesine maruz
birakilan domates, medikago, c¢eltik, bakla ve salatalik bitkilerinde MDA ve EL
seviyelerinin arttig1 rapor edilmistir (Cargnelutti et al. 2006; Zhou et al. 2007, 2008;
Chen et al. 2012; Myrene and Devaraj 2013). Diger taraftan, stresli sartlarda artan MDA
ve EL seviyelerinin uygulanan NO ile azaldigina dair literatiirde bazi caligsmalar
mevcuttur. Orengin, soguk stresi (Liu et al. 2010), tuz stresi (Shi et al. 2007; Li et al.
2008), su stresi (Zhao et al. 2008; Arasimowicz-Jelonek et al. 2009), nikel (Kazemi et
al. 2010), Cd (Singh et al. 2008) ve arsenik toksisitesi (Singh et al. 2009) ve yiiksek
sicaklik stresi (Song et al. 2006) gibi streslerde artan MDA miktarinin, digsal uygulanan
NO tarafindan azaltildigr belirtilmistir. MDA seviyesinin diismesinin bir nedeni,

uygulanan NO ile artan SOD aktivitesinin (Cizelge 4.13) etkisiyle ozellikle O;~
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radikalinin ~dismutasyona ugramast olabilir. Ayrica SNP uygulamasit diger
antioksidanlar1 uyararak da membranlarda MDA olusumunu baskilamis olabilir. MDA
seviyesinin NO uygulamalariyla diismesinin diger bir nedeni de NO molekiiliiniin O,~
radikali ile birleserek daha az zararli olan peroksinitriti olusturmasi ve bu sekilde
membranin yapisindaki lipidlerin daha az etkilenmesi olabilir. Calismamizda,
uygulanan NO’nun hiicrelerde olusan oksidatif hasarlarin 6nemli bir gostergesi olan
MDA seviyesini diigiirmesi, bitki canlilig1 i¢in son derece 6nemlidir. Hiicrenin temel
elemanlarindan olan membranin korunmasi, hiicre biitiinliigliniin korunmasi anlamina
gelir. Yani hiicrelerinin biitiinligii saglanmis olan bir bitki, stres sartlarina adapte olmak

icin avantaj saglamis olur.

Biyotik veya abiyotik stres faktorlerinin bitkiler tizerindeki etkilerini anlamak i¢in sikca
bagvurulan yontemlerden biri de klorofil igeriginin belirlenmesidir (Kupper et al. 1996;
Bogoeva 1998; Eryilmaz 2007). Agir metaller gibi gesitli ¢evresel kirleticilerin bitkiler
tizerindeki etkileri; klorofil yikimi ve membran yapisinin bozulmasi gibi toksik
Ozellikleri dikkate alinarak incelenmistir (Frankart et al. 2002). Bazi arastiricilar metal
kirliligine bagli olarak degisik bitki tiirlerinde klorofil miktarinin azaldigini rapor
etmistir (Mocquot et al. 1996; Kirbag-Zengin and Munzuroglu, 2005). Agir metallerin
topraktan ozellikle Fe*? ve MgJ'2 alimini indirgeyerek klorofil sentezini engelledikleri
tespit edilmistir (Guo et al. 2007). Ornegin, bitkilerdeki asir1 Cu*? iyonlarinin, anten
kompleksleri ve reaksiyon merkezlerindeki klorofil molekiillerinin yapisindaki Mg*?
iyonunun yerini aldig1 ve bdylece klorofilin yapt ve islevlerine zarar verdigi
saptanmigtir (Kupper et al. 1996). Calismamizda toksik civaya (100 uM) maruz kalan
musir (Zea mays L., cv. Arifiye-2) fidelerinde meydana gelen toplam klorofil azalisi
yukarida ifade edilen caligmalar1 desteklemektedir. Yine bulgularimiz1 destekleyecek
bir ¢alismada, domateste farkli konsantrasyonlardaki civanin klorofil igerigini azalttig
rapor edilmistir (Chao and Park 2000). Diger taraftan ¢aligmamizda Hg stresi dncesinde
musir fidelerine uygulanan SNP (0.1 pM) fidelerde klorofil igeriginin dnemli seviyede
artirmustir (Cizelge 4.9 Sekil 4.1.). Aftab et al. (2012), bor (B) ve aliminyum (Al)
toksitesine maruz kalan pelin otu (Artemisia annua) bitkisinde klorofil igerigi

azalmasmin bir sonucu olarak fotosentezin olumsuz yonde etkilendigini ve bitkinin
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biiylime ve veriminde dneli kayiplar oldugunu belirtmistir. Ancak ayni stresler altindaki
bitkiye SNP uygulamasi sonucu artan klorofil igerigi, bitkilerin biiylime ve gelisimini
olumlu yonde etkileyerek, stresin olumsuz etkilerini azalttigi belirlenmistir. Mevcut
calismamizda yapraklarda NO, fotosentetik pigmentlerin oranini artirarak bitkinin
toksik civaya kars1 dayanikliligini artirmaya yardimci olmustur. Bizim ¢aligmamizda ise
NO (SNP olarak), benzer etkiyi civa stresine maruz kalan misir fidelerinde yapmustir.
Bulgularimiz literatlirle uyumlu olmakla birlikte, NO’nun klorofil ve fotosentez
tizerindeki 1iyilestirici  etkisinin agir metaller arasinda ayirim  yapmadan

gerceklestirebildigini ortaya koymast bakimindan 6nemlidir.

Agir metal stresini de igine alan c¢evresel streslere maruz kalan bitkilerde,
metabolizmada ortaya ¢ikan bozulmalarin bir sonucu olarak, hiicrelerde yiiksek diizeyde
oksidatif 6zellikleri olan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) hizli bir artis1 meydana gelir.
Bitki boyle bir durumla karsilastiginda, ROS bilesiklerinin zararsiz hale getirilmesi igin
antioksidan sistemini harekete gecirir. Stres zararinin yatistirilmasi i¢in bu sistemin
O6nemli bir pargasi olan katalaz (CAT), peroksidaz (POX), siiperoksit dismutaz (SOD)
gibi antioksidan enzimlerin aktiviteleri ve Asa ve GSH gibi enzimatik olmayan
antioksidanlarin seviyelerinin diizenlenmesi saglanmalidir (Ahmad et al. 2008). Bu
regiilasyonun saglanmasinda sinyal bilesikler 6nemli rol oynarlar. Bir sinyal bilesik,
bitkide stres bilgisinin alinmasini, bu bilginin gerekli yerlere iletilmesini ve bitkide bu

strese kars1 bir cevap olusturulmasini saglar.

Stiperoksit anyonu (Oz") , stres sartlarinda igsel seviyesi artan ve hiicrelerde 6nemli
hasarlara neden olan bir radikaldir. Bu radikalin lipid peroksidasyonu, membran hasari,
hiicresel toksisite ve DNA®“daki tek zincir kirilmalarma sebep oldugu belirtilmistir
(Fridovich 1995; Desikan et al. 2005; Asada 2006). Mevcut ¢alismamizda tek basina
civa, kontrole gore, kok ve yapraklarda i¢sel O, miktarini artirmistir (Cizelge 4.11). Bu
durum, civa stresi esnasinda metabolizmada oksijenin kullanildig1 yerlerde biiyiik bir
dengesizlik olduguna ve oksidatif stresi tetikleyen O, anyonu liretiminde ¢ok hizli bir
artisa isaret eder. Daha Once yapilan ¢alismalarda da; domates, medikago, ¢eltik, bakla

ve salatalik bitkilerinin civa toksisitesine maruz kaldiklarinda O, miktarinin arttigi
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rapor edilmistir (Cargnelutti et al. 2006; Zhou et al. 2007,2008; Chen at al. 2012;
Myrene and Devaraj 2013). Diger taraftan, civa stresinden o6nce 0.1 pM SNP
uygulamasi tek basma civa uygulamasma gore O,  miktarii hem kok hem de
yapraklarda onemli oranda diistirmiistiir (Cizelge 4.11). Bu sonug, civa stresi 6ncesinde
uygulanan SNP’nin bitkiyi oksidatif hasara kars1 hazirladigina ve bitki civa stresiyle
karsilagtiginda ROS’lardan kaynaklanan oksidatif hasar1 yatistirdigina isaret eder. Civa
toksisitesine karst uygulanan NO’nun O, miktar1 tizerindeki etkisi ile ilgili literatiirde
herhangi bir bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak diger bazi agir metal stresi (¢inko,
demir, nikel, civa, kobalt, kadmiyum) altinda NO*“nun O~ miktarin1 diisiirdiigiine dair
calismalar bulunmaktadir (Uchida et al. 2002; Koypra and Gwozdzy 2003; Yu et al.
2005; Wang et al. 2010). Stres sartlarinda artan O, miktar1 O6zellikle membran
hasarlarina neden olmaktadir. Uygulanan NO ile azaltilmis O,” miktar1 ya daha az
zararli olan peroksinitrite doniistiirilmiis ya da aktivitesi artan SOD enzimi ile
dismutasyona ugramis olabilir. Azalmis olan O,  miktari membran yapisina zarar
veremeyeceginden hiicre biitiinliigli korunmus olur. Bunun sonucunda hiicre canliligini
koruyabilir ve bitki bir biitiin olarak strese karsi tolerans gosterebilir. Calismamizin
sonuglart NO’nun civa toksisitesi altindaki misir bitkisinin 6zellikle yapraklarinda O,”
miktarin1 azaltarak oksidatif stres zararindan korunmaya onemli bir katki yaptigini

gostermektedir.

Hidrojen peroksit (H,O;); bitkilerde ozellikle peroksizom, mitokondri ve
kloroplastlardaki metabolik etkinlikler sonucunda olusan bir oksidan iiriindiir. HOp,
bitkilerin abiyotik ve biyotik stres etmenleri ile hormon ve yercekimi gibi uyaricilara
kars1 yanit olarak sentezlenen bir sinyal molekiilii olarak da bilinmektedir (Dat et al.
1998; Apel and Hirt 2004; Gechev et al. 2006; Mittler 2006). Normal
konsantrasyonlarda toksisitesi diger oksijen bilesiklerine gore daha az olan H,O,
ortamda Fe ve Cu gibi gegis metallerinin varliginda siiperoksit (Oz") ile tepkimeye
girerek biyolojik sistemlerdeki en tehlikeli serbest radikal olan hidroksilin (‘OH)
olusumuna neden olmaktadir (Liochev and Fridovich 2007). Bu bilesiklerin
hiicrelerdeki birikimi, membran lipidlerinin peroksidasyonu ve enzim aktivitelerinin

inaktivasyonu gibi pek cok yapisal ve fizyolojik hasara yol actigi bilinmektedir
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(Gutteridge 1995; Halliwell and Gutteridge 1999; Eryilmaz 2007). Bitki stres
derecesinin belirlenmesinde biyolojik bir sinyal olarak kullanilan HO;’nin diisiik
seviyeleri, bitki savunma sisteminin uyarilmasini, yiiksek miktarlarda bulundugu zaman
ise dokularda oksidatif hasarlara, yani strese neden olmaktadir (Liu et al. 2010). Mevcut
calismada, misir bitkilerine tek basina civa uygulamasi, kontrol grubuna gore H,0;
miktarmi artirmistir (Cizelge 4.11). Bu durum o6nceki ¢alismamalarla iyi bir uyum
gostermektedir. Ornegin, domates ve yabani yonca (alfafa) gibi bitkiler ile yapilan
caligmalarda Hg toksisitesine bagl olarak H,O, miktarinda énemli derecede bir artis
goriilmistiir (Cho and Park 2000; Zhou et al. 2007). Bakla bitkisi ile yapilan baska bir
calismada da Hg etkisiyle H,O; iceriginin arttig1 rapor edilmistir (Myrene and Devaraj
2013). Goriildigi gibi bizim c¢aligmamiza paralel olarak birgok calismada civa
toksisitesi bitkide i¢sel HyO, seviyesini artirdigi belirlenmistir. Bu artis bitkide bir¢cok
fizyolojik ve metabolik islevlerin bozulmasina yol agan ve dolayisiyla civa toksisitesi
esnasinda bitkiye zarar veren mekanizmalardan birisidir. Calismamizda civa toksisitesi
oncesi uygulanan SNP uygulamasi, tek basina civa uygulamas ile karsilastirildiginda,
hem kok hem de yapraklarda H,O, miktarinda 6nemli derecede azalmalar saglamistir
(Cizelge 4.11). SNP ayn1 zamanda 6zellikle yapraklarda H,O,’yi siipiiren antioksidan
enzim aktivitelerini de artirmistir. Incelemelerimize gore, literatiirde civa toksisitesine
maruz birakilan bitkilerde NO’nun H20; igsel seviyesi iizerine etkisiyle ilgili herhangi
bir ¢alisma belirlenememistir. Ancak, tuzluluk (Huaifu et al. 2007; Li et al. 2008) ve
diger agir metal (demir, kadmiyum, kursun, bakir) (Hsu and Kao 2004; Cui et al. 2010)
gibi abiyotik streslerde artan H,O, miktarinin, uygulanan NO tarafindan azaltildigini
belirtilen ¢alismalar mevcuttur. Calismamizin sonuglari literatiirdeki bu ¢aligmalarla iyi
bir uyum gostermektedir. Bizim bulgularimiza gére, misir bitksinde civa toksisitesi ile
artan H,O, miktarinin, civa stresi Oncesi uygulanacak NO ile onemli derecede
azaltilabilecegi ve bu yolla oksidatif strese karsi bitki toleransinin artirilmasina onemli

katk1 saglanabilecegi ileri siiriilebilir.

Antioksidan enzimler olumsuz gevresel faktorler nedeniyle reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) bitki hiicrelerinde ortaya cikisindaki artisa bagli olarak aktive olabilmekte ve bu

durum bitkinin degisen cevre sartlarina uyum saglamasina yardimei olmaktadir (Mittler
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2002; Halliwell 2006; Eryilmaz 2007). Bundan dolayr Hg toksisitesine karsi misirin
antioksidan enzim aktivitelerini diizenlemesi toksisiteye karsi tolerans saglamada
onemli bir gosterge olabilir. ROS, normal metabolizma sonucunda hiicrelerde meydana
gelmekle birlikte, bitki strese maruz kalinca iiretimi ve birikimi artmaktadir. Gerek
normal sartlarda gerekse stres sartlari altinda ROS miktarini kontrol etmek ve hiicreleri
ROS’un olumsuz etkilerinden korumak i¢in bitkiler hem enzimatik hem de enzimatik
olmayan bilesenlerden olusan antioksidan savunma sistemine sahiptirler (Makale
verelim). Baslica antioksidan enzimlerden olan SOD, CAT, POD ve GR aktivitelerinin
birbirlerine gére dengede bulunmasi; hiicrelerde asir1 tiretilen Oy~ ve H,0; ‘yi siipiirerek
zararli etkilerinin Onlenmesi agisindan biiyilk 6nem tasimaktadir (Mittler 2002;
Halliwell 2006; Eryilmaz 2007). Bu nedenle NO’nun antioksidan enzimlerin
aktivitelerini diizenleyici etkisi, bitkinin stres kosullarina karsi direncinin artmasina ve
adaptasyonunun kolaylasmasina yardimci olmasit muhtemeldir. Calismamizda tek
bagina civa uygulamasi, kontrole gore, kokte SOD aktivitesini artirmistir. Bu bulgu
SOD izoenzimlerinin goriintiilendigi sekilde de agikga goriilebilmektedir (Sekil 4.7).
Ancak Hg uygulamas: yapraklarda aktivite lizerinde anlamli seviyede etkili olmamistir
(Cizelge 4.13). Bu sonuca gore Hg stresi esnasinda SOD aktivitesini artirmaktadir.
Bunun sebebi koklerin yapraklara gore daha fazla Hg biriktirmesiyle ilgili olabilir.
Ciinkii yaptigimiz ¢alismaya gore kokler Hg’yi yapraklara gore ¢ok daha fazla (228 kat)
biriktirmekte ve bitkinin {ist boliimlerine tasinmasini engellemeye c¢alismaktadirlar
(Cizelge 4.1). Literatiirde civa toksisitesinin SOD aktivitesi lizerine etkisi ile ilgili
calismalar bulunmaktadir. Celtikte (Chen et al. 2012), bugdayda (Li et al. 2013),
yoncada (Zhou et al. 2007, 2008), domateste (Cho and Park 2000), Kandelia candel ve
Bruguiera gumnorrhiza bitkilerinde (Zhang et al. 2007), Sesbania drummondii (Israr
and Sahi 2006) ve beyaz ac1 baklada (Esteban et al. 2008) civa toksisitesi etkisiyle SOD
enziminin aktivitesinin arttig1 belirlenmistir. Ancak bizim ¢alismamiz Hg’nin koklerde
daha fazla bir biriktigini gdstermesi ve bunun sonucu olarak da SOD enziminin
koklerde anlamli seviyede arttigini gostermesi bakimindan literatiire 6nemli bir katki
yapmustir. SOD, bitkilerdeki antioksidan sistemin 6nemli bir enzimatik bilesenidir ve
O, radikalini H,O; ya pargalayan reaksiyonu katalizler (Raychaudhuri and Deng 2000).
SOD aktivitesinin artmasi, hiicrede O;" radikalinin olusumunun arttiginin bir gostergesi

olmakla birlikte, bir baska oksidant bilesik olan H,O;, miktarinin da arttiginin bir kaniti
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olarak kabul edilmektedir (Liochev and Fridovich 2007). Bu durum SOD enziminin
asirt miktardaki O," radikalini uzaklastirarak Hg toksisitesi altindaki bitkinin direncini
artirmaya calistigin1 géstermektedir. Diger taraftan, calismamizda Hg stresinden once
uygulanan 0.1 uM SNP koklerde SOD aktivitesini tek basina civa uygulamasina gore
azaltirken, yapraklarda ise aktiviteyi hafif derecede artirmistir (P>0.05). Ancak,
yapraklardaki artiglar izoenzim bantlar1 incelendiginde daha belirgindir (Cizelge 4.13).
Literatiirde eksojen uygulamalarla NO’nun SOD aktivitesi iizerine etkisi ile ilgili
calismalar bulunmaktadir. Tuzluluk ile 1s1 stresi altindaki ¢eltikte (Uchida et al. 2002)
ve tuzluluk stresin altindaki salatalikta (Shi et al. 2007) NO’nun 6zellikle yapraklarda
SOD aktivitesini artirdigt belirtilmistir. Bu durum SOD enziminin asir1 miktardaki O;”
radikalini uzaklastirarak stres altindaki bitkinin direncini artirmaya yonelik bir rol
oynadigim1 gostermektedir. Calismamizda, aktivitesi arastirilan diger bir antioksidan
enzim de katalaz (CAT)’dir. CAT’m bitki dokularinda H;O,-in zararsiz hale
dontistiiriilmesinde 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Ogawa et al. 1997). Bu
enzim, oldukca yiliksek katalitik 6zellige sahip olup, substratina afinitesi zayiftir.
Bitkilerde CAT enziminin, H,;O2in yikimmin yani sira, stres esnasina savunma
sisteminin énemli bir bileseni oldugu belirtilmistir (Willekens et al. 1997). Ayrica CAT
ozellikle mitokondriyal bilesenleri, oksidatif zararlardan korurken, hiicrenin diger
kisimlarindaki H,O’in yikiminda yetersiz kaldigi belirtilmistir (Scandalios 1994).
Caligmamizda kontrole kiyasla tek bagina Hg uygulamasi koklerde ve yapraklarda CAT
aktivitesini diigtirmistiir (Cizelge 4.14). Ancak yapraklardaki diisiis istatistik olarak
anlamli olmamustir. Misir bitkisinde CAT aktivitesi ¢cok diisik oldugundan koklere ait
izoenzim calismasindan sonu¢ alimamamistir, ancak yapraklardan elde edilen CAT
izoenzim jel fotografinda Hg ile CAT izoenzimlerinin bant yogunlugunun diistiigii
goriilmektedir (Sekil 4.9). Jelde 6zellikle CAT-2 izoenziminin Hg uygulamasiyla daha
fazla olumsuz etkilendigi agikca goriilmektedir. Bu bulgulara gére misirda Hg stresi,
CAT enzimini hem kokte hem de yapraklarda olumsuz etkiledigi soylenebilir. (Chen et
al. 2012) tarafindan ¢eltik bitkisinde yapilan g¢alismada civa toksisitesinin CAT
aktivitesini azaltti§1 sonucuna varmiglardir. Bu sonu¢ mevcut ¢alismada elde ettigimiz
sonuglarla 1yi bir uyum gostermektedir. Calismamizda Hg stresi dncesi uygulanan NO,
tek basina civa grubuna gore hem kok hem de yapraklarda CAT aktivitesini artirmistir

(Cizelge 4.14). Bu bulgu NO’nun, bitkide Hg ile diisiiriilen CAT aktivitesini artirdigini
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ve bu yolla CAT’1n substrati1 olan H,O,’nin azaltilmasini saglayarak oksidatif hasarin
yatistirllmasina 6nemli bir katki yaptigin1 gosterir. Ciinkii ¢alismamizda Hg’nin CAT
substrat1 olan H»O;’yi kok ve yapraklarda artirdigi ve bu artisin NO uygulamasiyla
diistiriildiigt belirlenmistir (Cizelge 4.11). Goriildiigli gibi hem CAT aktivitesi bulgulari
hem de H,O, mikarina ait bulgular birbirini desteklemektedir. NO’nun, tuzluluk (Shi et
al. 2007; Li et al. 2008), agir metal (Uchida et al. 2002; Koypra and Gwozdzy 2003; Yu
et al. 2005; Wang et al. 2010) ve kuraklik (Zhao et al. 2008) streslerine maruz
birakilmig bitkilerde CAT aktivitesini artirdigi belirlenmistir. POD enzimi antioksidan
savunma sisteminin diger onemli ayaklarindan birisidir. Calismamizda, kontrole gore
tek basma Hg uygulamasi, POD) aktivitesini ve izoenzimlerin bant yogunlugunu
koklerde artirirken, yapraklarda (Cizelge 4.15) ise azaltmistir (P<0.05). Civa toksisitesi
altinda POD aktivitesinin degisimi ile ilgili ¢calismalar bulunmaktadir (Cho and Park
2000; Zhou et al. 2008; 2009). Civa toksisitesi altindaki misir koklerinde POD
aktivitesinin artmasi literatiir ile uyumludur. Ancak yapraklarda ise, civa toksisitesi
POD aktivitesini 6nemli derecede azaltmistir, bu durum tek basina civa uygulamasi
koklerde asir1 biriktiginden dolay1 bitki POX aktivitesini koklerde yogunlastirdigini
gostermektedir. Civa toksisitesine maruz kalmadan énce NO uygulanmis ve daha sonra
toksisiteye maruz kalmis bitkilerden elde edilen POD aktivitesi sonuglari, tek basina
civaya maruz kalan grup ile kiyaslanirsa, NO uygulamas1 hem kok hem de yapraklarda
aktiviteyi artirmistir (Cizelge 4.15). POD aktivitesi iizerine civa toksisitesi ve NO’nun
birlikte etkisi ile ilgili literatiirde herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bununla
beraber NO’nun tuzlulukta (Shi et al. 2007), agir metal ve yiiksek sicaklik stresinde
(Uchida et al. 2002; Koypra and Gwozdzy 2003; Yu et al. 2005; Wang et al. 2010), ve
UV-B (Zhang et al. 2009) streslerine maruz birakilmis bitkilerde POD aktivitesini
artirdigr belirlenmistir. Cesitli cevresel stres kosullarinda aktivitesi artan ve bitki
hiicrelerinde etkili bir savunma sistemi seklinde gorev yapan POD, genellikle stres
enzimi olarak da kabul edilmektedir (Fang and Kao 2000). Bitki hiicrelerinin farkli
kisimlarinda bulunan POD enzimi HOzin siipiiriilmesinde is goéren en Onemli
enzimlerden biridir (Bakardjieva and Christov 1996). Civa toksisite altindaki bitkilerde
NOnun POD aktivitesini artirmasi ve H,O, miktarin1 azaltmasi streste NO“nun roliiniin

Onemini gostermektedir.
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Glutatyonun (GSH) metabolik diizenleyici ve antioksidan olarak oynadigi bir¢ok rol,
onun glutatyon disiilfite (GSSG) okside olmasiyla agiklanmaktadir (Noctor and Foyer,
1998). Okside olmus glutatyonun (GSSG), GSH’a indirgenmesi énemli bir antioksidan
enzim olan GR tarafindan NADPH’a bagimli olarak gergeklesmektedir. Bu reaksiyon
sonucunda ortamda hidroksil radikalinin varligi azalir ya da olusumu engellenir
(Madhava Rao and Sresty 2000). Mevcut ¢calismada tek basina Hg uygulamasi kontrole
gore koklerde GR aktivitesini azalmistir, yapraklarda ise artmustir (Cizelge 4.17). Tek
basina civa uygulamasina gore SNP+civa uygulamasiyla aktivitede koklerde diisis,
yapraklarda ise artig saglanmistir (Cizelge 4.17). Yoncada yapilan c¢alismada civa
toksisitesinin GR aktivitesini artirdig1 rapor edilmistir (Zahou et al. 2008). Diger bir
calismada ise bakir uygulanan fidelerin kok, gévde ve yapraklarindaki GR aktivitesinin
belirgin bir sekilde arttigini bildirmektedir (Peng et al. 2006; Tanyolag et al. 2007). Bu
calismalara gore, artan GR aktivitesi hiicre i¢i H»Oznin kontroliinde &nemli rol
oynamaktadir ve bitkinin antioksidan etkinliginin bir gostergesidir. Gallego vd. (1996)
ise kadmiyuma maruz birakilmis aygicegi fidelerinde GSH igeriginin ve GR
aktivitesinin diislis gosterdigini tespit etmistir. Bu bulgular, Hg toksisitesi altindaki
musir bitkisi ile yapilan mevcut ¢alismada elde ettigimiz verileri desteklemektedir. Diger
taraftan, calismamizda NO uygulamasinin yapraklarda GR aktivitesini artirmasi
(Cizelge 4.16) onemli bir bulgudur. Calismamizda Hg stresi altinda NO etkisiyle GR
aktivitesinin artisi (Cizelge 4.17) ile aym1 kosullarda igsel GSH’in artmasi (Cizelge
4.16), elde edilen bulgularin giivenirliligini de desteklemektedir. Ciinkii hiicrelerde GR
aktivitesinin artisi, GSH fazlaligina neden olacaktir. Bu da sonuglarimizda
goriilebilmektedir. Bu olay, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz gibi diger
antioksidan enzimlerin aktiviteleri i¢in gerekli GSH’1 tiretmesi bakimindan nemli olup
bitkinin antioksidan kapasitesinin artirilmasinda en biiyiik katki yapacaktir (Alvarez et

al. 2005) .

Cevresel stresler sonrasi olusan ROS’larin temizlenmesinde gorev alan SOD, POD,
CAT ve GR enzimlerinin aktive olmasi, bitkinin strese karsi tolerans saglamasinda
bliylik bir 6neme sahiptir. Bu antioksidan enzimlerin tek basina aktive olmasi, her

zaman Yyeterli olmayabilir. Tolerans saglanmasi i¢in hem antioksidan enzimlerin aktive
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olmasi, hem de ROS’larin miktar1 ve MDA seviyesinin diismesi beklenir. Civa
toksisitesi, misir bitkisinin antioksidan enzimlerini her ne kadar aktive etmisse de, bu
yeterli olmamistir. Ciinkii toksik civa ayni zamanda hem ROS miktar1i hem de MDA
seviyesini de artirmistir. Calismamizda kullandigimiz NO’nun 0.1 uM konsantrasyonu
Ozellikle yapraklarda antioksidan enzimlerin aktivitelerini ve izoenzim profillerini
artirirken, aynt zamanda ROS’larin miktari1i ve MDA seviyesini ise diistirmiistiir.
Sonuglara bakarak, NO’nun toksik civaya karsi bitki enzimatik antioksaidan
mekanizmasini harekete gecirdigi sdylenebilir. Canli hiicrelerinde hem normal hem de
stres sartlar1 altinda ROS olusumu ve siipiliriilmesi arasindaki denge enzimatik
antioksidan ve enzimatik olmayan antioksidan mekanzima ile birlikte saglanir (Noctor

and Foyer 1998).

Enzimatik olmayan antioksidan mekanizma askorbat (ASA) ve glutatyon (GSH) gibi
redoks diizenleyici metabolitleri ile saglanir. GSH, canli hiicrelerin plazmatik
bdlmelerinde diisiik konsantrasyonlarda (uM) bulunan diisiik molekiil agirlikli 6nemli
bir tioldlir (Foyer and Noctor, 2005). Merkezinde yer alan sistein grubundan dolay1
glutatyon, okside ya da rediikte hale doniistiiriilebilir. Bu nedenle glutatyon hiicrede, ya
indirgenmis glutatyon (GSH) ya da okside olmus glutatyon disiilfit (GSSG) olarak
bulunmaktadir. Hiicredeki okside ve indirgenmis glutatyonlarin dengesinin saglanmasi
canlt hiicrelerinde sinyal iletim yolunun devamlilifi i¢in son derece Onemlidir.
Literatiirdeki pek ¢ok calismaya gore hiicredeki GSH seviyesinin artisi, biyotik veya
abiyotik streslere toleransi arttirdigi bulunmustur. Ornegin, kuraklik stresine maruz
birakilan aycicegi fidelerinde GSH seviyesinin ve ASA-GSH dongiisii enzimlerinin
aktivitelerinin artmasiyla hiicrelerdeki oksidatif hasarin engellendigi ileri striilmiistiir
(Sgherri and Navari-lzzo, 1995). Yabani tipin %5i kadar glutatyon sentezleyen ve daha
diisiik miktarlarda ASA igeren Arabidopsis mutantlarinda gézlenen stres tesvikli
oksidatif hasarin yabani tiptekilerden daha yiiksek oldugu bulunmustur (Xiang et al.
2001). Civa toksisitesinin GSH miktarini artirdigz ile ilgili caligsmalar da bulunmaktadir
(Cho and Park 2000; Zhang et al. 2007; Zhou et al. 2007, 2008). Mevcut
arastirmamizda Ozellikle yapraklarda tek basina civa uygulamasina gére NO’nun GSH

oranini artirmast misir bitkisinin toksik civaya karsi toleransta etkili olabilecegi
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distintilmektedir.(Sekil 4.13) Bunlara ek olarak; GSH,:1n selatlama 6zelliginden dolay1
da agir metal atresi altindaki bitkilerde miktarinin artmasi bitkilerin dayanikliligini
artirmasina yardimci olabilir. Askorbik asit (ASA), GSH gibi ROS’larin asir1 birikimi
sonucu hiicrelerde meydana gelen hasar1 engelleyen giiclii ve suda ¢oziinebilir bir
antioksidandir (Zhou et al. 2008). Biitiin bitkisel dokularda olusmasina ragmen
genellikle fotosentetik ve meristematik hiicrelerde daha yiiksektir. ASA, normal
kosullar altindaki bitkilerin yaprak ve kloroplastlarinda ¢ogunlukla indirgenmis formda
bulunur. Total ASA’1n %30-%40’1 kloroplastta ve stromada bulunur (Smirnoff, 2000).
ASA, enzimatik ve enzimatik olmayan bir¢ok reaksiyonda elektron vericisi olarak gorev
yaptigindan giiclii bir ROS siipiiriiciisii olarak kabul edilmektedir. Askorbat, stiperoksit
ve hidroksil radikallerinin stiptiriilmesi ve tokofroksil radikalinden alfa-tokoferol un
yeniden olusumunda rol oynamasindan dolayi hiicre membranlarinin korunmasini
saglayabilir. ASA’nin ASA-GSH dongiisiindeki gorevine ek olarak prostetik gegis
metal iyonlarini iceren enzimlerin aktivitelerinin korunmasinda da énemli rol oynarlar
(Noctor and Foyer 1998). Yang vd (2005) yiiksek 1s1k ve kuraklik kosullarinda Cassia
tora fidelerinde ASA miktarinin arttigini rapor etmislerdir. Benzer olarak Agarwal
(2007)’da UV-B stresine bagli olarak Cassia angustifolia fidelerinde ASA’nin arttigini
rapor etmistir. Bu calismalarda bitkilerdeki ASA artis1, strese toleranstaki artigla
iliskilendirilmistir. Mevcut c¢alismamizda da ASA miktarn1 tek basmna civa
uygulamasinda kontrole gore koklerde azalmis, ancak yapraklarda artmigtir. SNP+civa
grubunda ise tek basina civa uygulamasina goére hem kok hem de yapraklarda 6nemli
oranda artmistir (Cizelge 4.17). Yapilan baz1 ¢alismalarda arsenik, kadmiyum gibi agir
metallerin toksisitesine karst NO’nun bitkilerde ASA ve GSH miktarlarini artirdigi
rapor edilmistir (Hsu and Kao 2004; Laspina et al. 2005). Bu bulgulara gore, misir
bitkisine Hg stresi Onceisnde uygulanan NO, enzimatik olmayan sistem
parametrelerinden hem GSH hem de ASA seviyelerini artirarak, enzimatik antioksidan

sisteme destek olarak, bitkinin antioksidatif kapasitesini artirabilmektedir.

SOD, CAT, APX ve GR gibi cesitli antioksidan enzimler bitkilerde hiicresel
homeostazinin devamini ve ROS siipiiriilmesi gorevlerini koordineli bir sekilde yaparlar

(Gill and Tuteja 2010). Bu enzimler genellikle birbirlerine gére uyumlu bir sekilde
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diizenlenebilirler. Cevresel stresler hiicre ve dokularda ROS birikimini artirir ve bu
durum antioksidan enzimleri kodlayan genlerin ifade oranlarinda degisim saglayabilir
(Michiels et al. 1994). Yaygin olarak CAT, SOD ve POX genlerinin tuzluluk, kuraklik
ve asir1 sulama gibi streslerde nasil degisime ugradigi arastirtlmistir (Ma et al. 2003;
Park et al. 2003; Tsai et al. 2005; Lin et al. 2007; Xing et al. 2007). Mevcut
calismamizda da; SOD4, CAT-1, FSDI1, SOD 9 ve APX genleri kok ve yapraklarda
farkli sekillerde ifade olmustur. Kok kisminda kontrol grubuna gore tek basina civa
toksisitesi ile SOD4 ve CAT-1 genlerinin ifadeleri artmistir (up-regulasyon) (Sekil ).
FSD1, SOD 9 ve APX genlerinin ifade oranlari civa toksisitesi altindaki bitkilerde
azalmistir (down regulasyon) (Sekil ). Bununla birlikte koklerde SNP etkisiyle FSDI,
SOD4, CAT-1 ve APX genlerinin up regule oldugu ancak SOD9 geninin ise down-
regule oldugu belirlenmistir (Sekil ). Yaprak kisminda kontrol grubuna goére tek basina
civa toksisitesi ile CAT-1, SOD4, FSD1 ve SOD 9 genlerinin ifade oranlarinin arttigi
belirlenirken, APX geni ise normal kontrole gore down-regule oldugu belirlenmistir
(Sekil ). SNP etkisiyle FSD1 geninin 6nemli oranda ifadesinin arttig1, diger genlerin ise
ifade oranlarinin down-regule olduklar1 tespit edilmistir (Sekil ). Koklerde ve
yapraklarda SNP uygulanan bitkilerde civa toksisitesinin neden oldugu H,0, seviyesi
onemli oranda diisiiriilmesinin nedeni aktive olmus CAT ve APX enzimleri olabilir.
Bununla birlikte CAT-1 ve APX genlerinin ifadeleri de 6zellikle koklerde artmustir.
Kiigiik bir protein ailesini farkli sekilde kodlayan katalaz genlerinin ifade olmalar
Arabidopsis, ¢eltik, marul ve biber bitkilerinde gelisme ve stresle iliskili olarak
diizenlendigi belirtilmistir (Lee and An 2005; Kwon et al. 2007; Du et al. 2008; Joo et
al. 2014). Calismamizda CAT-1 ve APX genlerinin ifadelerinin 6zellikle SNP

uygulamalari ile artmasi1 daha onceki ¢alismalarla uyum gostermistir.

Fe-SOD fotosentetik aktivite ve oksidatif zarardan PSII’yi etkili bir seklide korudugu
belirlenmistir (Ribera-Fonseca et al. 2013; Huan et al. 2016). Bu ¢alismada 6zellikle
yapraklarda SNP etkisiyle civa toksisitesi altindaki bitkilerde FSD1 geninin ifade
oraninin arttigr belirlenmistir. FSD1 geninin yapraklarda ifadesinin artmasi oksidatif
zarardan kloroplastinda ayrica korundugu sonucuna varilabilir. SNP uygulamasi ile

yapraklarda belirlenen SOD enziminin yiliksek aktivitesi ve siliperoksit anyonunun
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miktarmin diismesi FSD1 geninin transkripsiyonal diizenlenmesinden kaynaklanabilir.
Civa toksisitesi altinda SNP uygulamasi ile FSD1, CAT-1 ve APX genlerinin ifade

oranlarinin artmasi reaktif oksijen

tiirlerinin siiptliriilmesinde rol olan antioksidan enzimlerinde aktivitelerini artirmis ve bu

durum H,0, ve Oz‘_ oranlarinda azalmaya neden olmustur.

SOD4, CAT-1, FSDI, SOD 9 ve APX gibi antioksidan enzim genleri misir bitkisinde
civa toksisitesi ve NO ile transkripsiyonel olarak farkli sekillerde diizenlenmislerdir.
Ancak bu genlerin post-transkripsiyonel olarak m1 yoksa post-translasiyonel olarak mi1
ifade olduklar1 hala belli degildir. Bununla birlikte; civa toksisitesine tolerans ve bu
esnada NO’nun rolii ile ilgili daha ileri ¢aligmalar yapilarak misir bitkisinde baska yeni

genlerin etkisi de incelenmelidir.

5.2. Sonug¢

Arastirmada elde edilen bulgular asagidaki sekilde 6zetlenebilir;

1) Misir bitkisinde (Zea mays cv. Arifiye-2) biiyime ve gelisem {izerinde %50
inhibisyona neden olan civa (HgCl,) konsantrasyonunun 100 uM oldugu ve bu
konsantrasyonun sebep oldugu toksisitenin yatistirilmasinda en uygun NO (SNP olarak)
konsantrasyonunun 0.1 pM oldugu belirlenmistir.

2) Igsel civa koklerde birikmis ve yapraklara ¢ok az tasinabilmistir. Bu durum yiiksek
civa birikiminden dolayr koklerde hem oksidadif hasar hem de fizyolojik hasarin daha
fazla olugmasina neden olmustur. Civanin misir koklerinde asir1 birikmesine ragmen,
yapraklara ¢ok fazla taginamamasi, misirin civa i¢in hiperakiimiilator bitki olabilme
potansiyelini desteklemistir.

3) Civa stresi, musir fidelerinde c¢alisilan ROS seviyelerinin toksik diizeye ¢ikmasina
neden olmustur, ancak stres Oncesi fidelere uygulanan SNP ROS seviyelerini
diistirmustiir.

4) Lipid peroksidasyonu ve elektrolit gecirgenligi Hg uygulamasiyla artmig, ancak NO

uygulamasi hem iki parametrenin seviyesini diistirmiistiir



94

5) Civa uygulamasi bitki yas-kuru agirlik, bitki uzunlugu gibi fizyolojik parametreleri
disiirmiistiir. Hg’nin bu olumsuz etkisi o6zellikle kuru agirlik iizerinde SNP
uygulamastyla iyilestirilebilmistir.

6) Hg uygulamasi, genelde klorofil, protein ve prolin igerigini diistirmiistiir. Hg’nin bu
olumsuz etkisi Hg stresi dncesi uygulanan SNP ile iyilestirilebilmistir.

7) Misir fidelerine Hg uygulamasi koklerde Mn, Ni, Zn, Na, K, Mg ve Ca igeriklerini
diistirmiis, ancak Fe igerigini artirmistir. SNP+civa uygulamas: Cu, Mn, Ni, Zn, K, Mg
ve Ca igerigini dlistirmiistiir. Yapraklarda ise Hg uygulamasi Cu, Ni, Zn, Na, Mg ve Fe
igeriklerini artirmis, ancak Mn ve Ca igerigini azaltmistir. SNP+civa uygulamasi ise
Cu, Mn ve K igeriklerin, artirirken; Ni, Zn, Na, Mg ve Fe igeriklerini diistirmiistiir.

8) Bu uygulamada kok ve gévde SOD izoenzimleri belirlenmistir. Bunun yani sira
koklerde yapilan bir¢ok tekrara ragmen CAT ve POD izoenzim bantlar1 gdzlenmemistir.
9) Bitki koklerinde yapilan degerlendirmede ¢aligilan bes genin birbirlerinden farkli
sekilde ifade olduklari belirlenmistir. Kokte civa toksisitesi ile SOD4 ve CAT-1
genlerinin ifadeleri artmistir (up-regulasyon). FSD1, SOD-9 ve APX genlerinin ifade
oranlar civa toksisitesi altindaki bitkilerde azalmistir (down regulasyon). Civa stresi
oncesinde uygulanan SNP, bitki koklerinde FSD1, SOD4, CAT-1 ve APX genlerinin
upregule ederken, SOD9 geninin ise down-regule olmasina neden olmustur.

10) Yapraklarda ise civa toksisitesi ile CAT-1, SOD4, FSD1 ve SOD 9 genlerinin ifade
oranlarinin arttig1 belirlenirken, APX geninin down-regule oldugu belirlenmistir. SNP
uygulamasi ile FSD1 geninin 6nemli oranda ifadesinin arttig1, diger genlerin ise ifade

oranlarinin down-regule olduklar1 tespit edilmistir.

Sonug¢ olarak, misir bitkisine civa stresine maruz kalmadan 6nce uygulanan NO, bir
sinyal molekiil olarak bitkide ¢aligilan fizyolojik, biyokimyasal parametreler ile gen
seviyesinde cevap mekanizmalarini uyararak bitki toleransinin artirilmasia 6nemli bir

katk1 yaptig1 belirlenmistir.
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