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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

 

MISIR (Zea mays L.) BİTKİSİNDE CİVA TOKSİSİTESİNİN YATIŞTIRILMASINDA 

NİTRİK OKSİTİN (NO) KORUYUCU ROLÜNÜN FİZYOLOJİK, BİYOKİMYASAL 

VE MOLEKÜLER YAKLAŞIMLARLA ARAŞTIRILMASI  

 

Aykut KARAMAN 

 

Atatürk Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman: Prof. Dr. Ökkeş ATICI 

 

Bu araştırmada, mısır (Zea mays L., cv. Arifiye-2) bitkisinde civa ile oluşturulan toksisitenin 

iyileştirilmesinde, bitki antioksidan sisteminde önemli bir sinyal bileşik olan nitrik oksitin (NO) 

etkileri fizyolojik, biyokimyasal ve moleküler yaklaşımlarla araştırılmak istenmiştir. Bu amaç 

için mısır fidelerinde yaş-kuru ağırlık, bitki boy uzunluğu, bağıl su içeriği, reaktif oksijen 

türlerinin (ROS) miktarı, lipid peroksidasyon (MDA olarak) seviyesi, antioksidan enzimlerin 

aktivite ve izoenzim profilleri, enzimatik olmayan antioksidanların miktarı, bazı esas elementler 

ile içsel civa (Hg) içeriği, total protein, prolin ve fotosentetik pigment içeriği ve antioksidan 

enzimlerin gen ifadelerindeki değişim üzerine Hg ve NO‟nun etkileri ayrı ayrı ve birlikte 

değerlendiridi. Yapılan ön deneylere göre, Hg kaynağı olarak 100 M civa klorürün (HgCl2), 

NO kaynağı olarak 0.1 M sodyum nitroprussidin (SNP) kullanılması uygun bulundu. 

Hidroponik ortamda yetiştirilen bitkilerin kök ortamına 8. gün 0.1 μM SNP uygulanmış ve 24 

saat sonra bitkiler 3 gün için 100 μM HgCl2 stresine maruz bırakılmıştır. Hasat edilen bitkilerin 

kök ve yapraklarına ait örnekler, araştırma materyali olarak kullanılmıştır. Mısır kökleri 

yapraklara göre daha fazla civa biriktirmiş ve bunun sonucu olarak toksisitesinin etkileri kökte 

daha belirgin olarak ortaya çıkmıştır. Tek başına Hg uygulaması, kök ve yapraklarda ROS ve 

MDA seviyesini artırırken, genel olarak antioksidan enzimlerin (süperoksit dismutaz, katalaz, 

peroksidaz ve glutatyon redüktaz) aktivitelerini, nonenzimatik metabolitlerin (glutatyon ve 

askorbat) seviyelerini, çözünebilir protein, klorofil (yaprakta) ve prolin içerikleri ile içsel 

element miktarlarını önemli ölçüde düşürmüştür. Fidelere Hg stresi öncesi uygulanan SNP ise 

kök ve yapraklarda Hg uygulaması ile artan ROS ve MDA seviyelerini düşürmüştür. Buna 

karşılık antioksidan enzimlerin aktivitelerini ve nonenzimatik antioksidanların miktarını 

artırmıştır. Bu bulgu antioksidan enzimlerin izoenzim profillerinin belirlendiği çalışmayla da 

desteklendi. İlave olarak, Hg stresi öncesi uygulanan SNP, kontrolüne göre, fizyolojik 

parametrelerde iyileşmelere neden olmuş ve ayrıca protein, prolin ve klorofil seviyelerini 

artırmıştır. Ayrıca, hem kök hem de yapraklarda antioksidan enzimleri kodlayan 5 genin ifade 

oranlarını anlamlı düzeyde etkilemiştir. Sonuç olarak, mısır bitkisinde civa stresine maruz 

kalmadan önce uygulanan NO‟nun, fizyolojik, biyokimyasal ve gen seviyesinde cevap 

mekanizmalarını düzenleyerek bitki toleransının artırılmasına önemli katkı yaptığı 

belirlenmiştir. 

 

2017, 109 sayfa 

 

Anahtar kelimeler: Ağır metal, Antioksidan, Civa, Gen ifadesi, Mısır, Nitrik oksit, Oksidatif 

stres 
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ABSTRACT 
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INVESTIGATION OF PROTECTIVE ROLE OF NITRIC OXIDE (NO) IN THE 

MITIGATION OF MERCURY TOXICITY IN MAIZE (Zea mays L.) BY 

PHYSIOLOGICAL, BIOCHEMICAL AND MOLECULAR APPROACHES 

 

Aykut KARAMAN 

 

Atatürk University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 

 

Supervisor: Prof. Dr. Ökkeş 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 M of mercury 

chloride (HgCl2) as Hg source, and 0.1 M 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 μM HgCl2 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. GİRİŞ 

Bitkiler, ekosistemdeki fonksiyonları ve birincil üretici olmaları sebebiyle canlılığın 

devamı için vazgeçilmez unsurların başında yer almaktadır. Işık enerjisini kullanarak 

bulundukları ortamda su ve inorganik maddeleri alarak hem kendileri hem de diğer tüm 

canlılar için besin üretmektedirler. Bu işlemi gerçekleştirirken ekosistemin 

karbondioksit ve oksijen dengesini, azot ve fosfor döngülerinin ayarlanmasına da 

önemli katkıda bulunurlar. Bununla birlikte toprak kayması, sel ve erozyonu önleme, 

toprak için organik gübre olarak kullanılma, birçok canlıya ev ve besin oluşturma gibi 

görevleri de bulunmaktadır. Ayrıca; kimya, kozmetik, mobilya, ilaç, tarım gibi birçok 

sanayi sektöründe de hammadde olarak kullanılmaktadırlar (Mahajan and Tuteja 2005). 

Bu kadar vazgeçilemez özelliğe sahip olan bitkilerin varlığını sürdürebilmeleri hayatın 

devamlılığı için şarttır. Ancak günümüzde giderek artan birçok olumsuz çevresel ve 

genetiksel birçok faktör, bu canlıların büyüme, gelişme ve verimliliklerini büyük oranda 

sınırlandırmaktadır (Gallego et al. 1996). 

Tüm organizmalarda olduğu gibi bitkiler de büyüme ve gelişmelerini sürdürebilmeleri 

için ışık, ısı, nem ve sıcaklık gibi çevresel şartlara ihtiyaç duymaktadırlar. Optimum 

koşullar olarak adlandırılan bu koşulların altında veya üzerinde bitkiler normal büyüme 

ve gelişmelerini sürdüremez ve strese maruz kalır ve en sonunda ölmeye mahkum 

olurlar (Çulha and Çakırlar 2011). Bitkilerde zarar meydana getirerek onların biyolojik 

fonksiyonlarının bozulmasına ya da bu fonksiyonlarını aksatmasına neden olan böyle 

etkenler stres faktörleri olarak bilinir. Biyotik (rekabet, patojenler vb.) ve abiyotik 

(düşük ve yüksek sıcaklık, tuzluluk, kuraklık, ağır metaller vb.) olmak üzere iki gruba 

ayrılır (Büyük vd 2012). 

Bitkiler gerek biyotik gerekse abiyotik stres faktörlerinden önemli oranda etkilenirler. 

Örneğin bu faktörler bitki hücre ve dokularında olumsuz yönde birçok fizyolojik ve 
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biyokimyasal değişime neden olarak onların genetik potansiyellerine ulaşmalarını 

engeller ve ürün verimliliklerini de dikkate değer bir şekilde azaltır. 

Yeryüzünde ürün verimliliğinin düşük olmasının ana nedeni abiyotik stres faktörleridir. 

Bu faktörler ürünlerin ortalama verimini %50 ya da daha fazla oranda düşürürler (Bray 

et al. 2000). Günümüzde hızla gelişen sanayileşme, doğal afetler, değişen iklim 

koşulları ve insanların çevre bilinçsizliğinin doğal bir sonucu olarak giderek buna bağlı 

olarak diğer canlıların yanı sıra bitkilerin gelişimi ve verimliliği de ciddi zararlar 

görmektedir (Chopra and Selote 2007). Yapılan çalışmalar göstermiştir ki, dünya 

üzerinde ekilebilir alanların oranı giderek azalmakta, bununla beraber nüfus sayısı 

giderek artmakta olduğunu göstermiştir (Mahajan and Tuteja 2005). Gerek kötüleşen 

çevre koşulları, gerek azalan ekilebilir alanlar, gerekse artan nüfus oranı göz önüne 

alındığında; çok kısa bir zaman sonra insanların kıtlıkla karşı karşıya kalacağı gerçeği 

kaçınılmazdır. Zaten günümüzde dünya nüfusunun kayda değer bir bölümünün kronik 

açlıkla karşı karşıya olması, bu varsayımı oldukça kuvvetlendirmektedir (Tilman et al. 

2011) Bu faktörler göz önüne alındığında, günümüzde bitki direncini ve verimliliğini 

artırmak amacıyla ciddi bilimsel çalışmaların yapılması kaçınılmaz bir hale gelmiştir. 

Dünyada nüfusu 1900‟lü yıllardan beri hızla artmakta ve günümüzde bu rakam 7 

milyarı geçmiştir. Bu hızlı artışla 2050 yılına kadar dünya nüfusunun 10 milyara 

ulaşması tahmin edilmektedir (Ezeh et al. 2012). FAO (Birleşmiş Milletler Gıda ve 

Tarım Organizasyonu)‟nun verilerine göre yeryüzündeki toplam işlenebilir tarımsal 

arazi alanları giderek azalmakta ve artan nüfusun gıda talebini karşılayamamaktadır. 

Bununla birlikte 2009 yılı FAO‟nun istatistik verilerine göre ülkemiz topraklarının 

tarımsal amaçlı kullanımı %33,2‟dir. Şimdilik herhangi bir kıtlık ile karşı karşıya 

gelinmemiş olsa da gelecek 50 yıl içerisinde artan abiyotik streslerden dolayı 

kullanılabilir tarım arazilerinin dejenerasyonu vasıtasıyla bu durum ile karşılaşma riski 

giderek artmaktadır (Esim 2011). 

Dünya üzerindeki kullanılabilir tarım alanları, stres faktörlerine göre 

sınıflandırıldığında, doğal bir stres faktörü olan kuraklık stresi %26, bunu %20 ile 



3 

 

 

mineral stresi ve %15 ile soğuk ve don stresi takip etmektedir. Bunların dışında kalan 

diğer tüm stresler %29‟luk bir pay alırken, yalnızca %10‟luk bir alan herhangi bir 

çevresel stres faktörüne maruz kalmamaktadır (Blum 1986; Güler ve Çobanoğlu 1997). 

Topraklarda ağır metal birikimi gıda güvenliği, fitotoksisite, bitki büyüme ve toprak 

organizmalarının çevre sağlığı üzerindeki olumsuz etkileri nedeniyle tarımsal üretimde 

endişe kaynağıdır (Yadav 2009). Ağır metaller bitkilere karşı toksik etki 

gösterdiklerinden dolayı en büyük çevresel kirleticiler olarak değerlendirilirler. Ağır 

metaller; yoğunluğu 5 gr/cm
3
‟ten yüksek olan, doğada var olan ve yok edilemeyen 

bileşiklerdir. Bakır, çinko, kurşun, krom, kadmiyum, civa gibi pek çok metal bu gruba 

dahildir (Bell et al. 2001; Schwartz et al. 2001; Passariello et al. 2002). Günümüzde 

giderek artan insanoğlunun sebep olduğu antropojenik etkiler; ağır metallerin 

ekosistemlerdeki konsantrasyonlarının artmasına ve dünya çapında en yaygın kirletici 

olmalarına sebep olmuştur. Termik santraller, demir-çelik sanayi, çimento ve cam 

üretimi yapan tesisler, kâğıt sanayi, gübre sanayi, yakma tesisleri ve buna benzer pek 

çok endüstriyel tesis, ağır metallerin çevreye yayılmalarına sebep olmaktadır. Aynı 

zamanda toprak yapısındaki ağır metaller de asit yağmurları sonucunda çözünmeyle 

sulara karışmaktadır. Bu metaller; suda, toprakta, sedimentte ve canlı organizmalarda 

birikme özelliğine sahiptir. Esansiyel olsun ya da olmasın, tüm metallerin biyolojik 

sistemdeki birikimleri, belli bir eşik değerinden sonra toksiktir (Israr et al. 2006). 

Dünya üzerinde ekilebilir tarım arazilerinde ortalama civa seviyesi 39 kg/km
2
 olduğu 

tahmin edilmektedir. Gelişmiş ve sucul bitkiler civayı bünyelerinde 

biriktirebilmektedirler. Civanın yüksek konsantrasyonları hücreler için güçlü bir 

fitotoksik etki ve gözle görülebilir fiziksel hasarlara yol aştığı rapor edilmiştir. 

 Çok eski çağlardan beri insanlığın bildiği bir metal olan civa elementi oda sıcaklığında 

sıvı halde bulunan bir ağır metaldir (Güven vd.  2004). Ayrıca, 14.06 g/cm
3
 yoğunluğu 

ile ağır metaller grubunun bir üyesi olan civa periyodik cetvelin 2B grubunda bulunan 

bir geçiş elementidir. Civa atom numarası 80 olan, elektriği iyi ileten ama ısıyı 

iletmeyen, gümüş-beyaz bir metaldir (Bradl et al. 2005). Civa yer kabuğunun 
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oluşumuna katılan temel elementlerdendir. Çoğunlukla yüzeysel katmanlarda bulunur 

ve doğal dağılımla sürekli serbest hale geçtiği için insan dahil tüm canlılarda iz halinde 

bulunur (Baş ve Demet 1992; Vural 2005). Civa litosfer, hidrosfer, atmosfer ve biyosfer 

dahil olmak üzere çevremizdeki en zehirli ağır metallerden biridir (Castro-Gonzalez and 

Mendez-Armenta 2008). 

Civa fosil yakıtlarda da bulunur (Baş ve Demet 1992). Fosil yakıtların yanması, 

madencilik sektöründe civa içeren kayaçların kırılması, civa üretimi esnasında ve katı 

atık depolarından sızma, atık pillerin rastgele atılması, diş hekimliğinde kullanılan 

amalgam dolgular ve evde kullanılan civa içeren aletlerin kırılması civanın çevreye 

yayılması ile sonuçlanmaktadır (Bakar and Baba 2009). Dünya Sağlık Örgütü (WHO) 

tarafından şehir alanlarında 0.1-5 ng.m
3
, endüstriyel alanlarda 0.5-20 ng.m

3
 ve kent 

alanı dışında 0.001-6 ng.m
3
 olması gerektiği belirtilmektedir (Güler ve Çobanoğlu 

1997). İnsan aktiviteleri, civanın normal topraktaki seviyesinden 200.000 kez daha fazla 

seviyede olmasına yol açmaktadır (Gupta 2007). Civa besin zinciri aracılığıyla biyolojik 

organizmalar tarafından olduğu kadar su ve hava tarafından da çevrede taşınmaktadır 

(WHO 2003). Civa çok düşük konsantrasyonlarda dahi etkili olduğu için, çevrede kısa 

süreli konsantrasyon artışları tüm canlıların metabolik faaliyetleri üzerinde ciddi etkilere 

sahip olabilirler (Çevre ve Orman Bakanlığı 2006). 

Gübre, zirai ilaç, kireç gibi civa içeren bileşiklerin formları tarım yapılan topraklara 

önemli oranda civanın girmesini neden olur (Han et al. 2002). Toprakta pek çok civa 

formu oluşabilir. Bunlar; elemental (Hg), iyonik (Hg
+2

), metil (MeHg), hidroxil 

(Hg(OH)2) ve sulfid (HgS) civa gibi formlardır. Fakat bu formlardan bitkiler için 

biyolojik ve en yaygın olanı Hg
2
 formudur (Heaton et al. 2005; Han et al. 2006). Civa 

bitki kökleriyle kolaylıkla alınır ve ağırlıkla köklerde birikir. Genellikle köklerde 

biriken civa yapraklar, çiçekler ve diğer gelişmiş kısımlara taşınır (Sierra et al. 2009). 

Kök hücrelerine civa alınımı muhtemelen demir, bakır veya çinko kanalları boyunca 

olabileceği ileri sürülmüştür (Patra and Sharma 2000; Esteban et al. 2008). Bitkiler 

tarafından civa alınımı topraktaki diğer faktörler tarafından da etkilenir. Örneğin; 

arsenat‟ın varlığı çeltik köklerinde civanın birikimini teşvik etmiştir (Du et al. 2005). 
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Arsenat‟ın absorbsiyonu kök yüzeyleri üzerinde olumsuz değişime neden olmasından 

dolayı civanın emilimi artıyor olabilir (Chen and Yang 2012). Bitkilerde biriken civa 

büyük oranda köklerde kalır ve sadece az bir miktarda gövdeye geçer (Wang 2004). 

Köklerde tutulan civa‟nın yaklaşık %80‟i hücre duvarına bağlıdır (Wang and Greger 

2004). Bunun muhtemel nedenleri şunlar olabilir. İyonik civa karbonat, sülfat ve fosfat 

gibi iyonik olmayan bileşiklerle kolaylıkla etkileşime girebilir. Hücre duvarı yüksek 

katyonik değişim kapasitesine sahip olduğundan civa iyonları bağlanabilir (Chen et al. 

2009). Yapılan bir tarla çalışmasında; mısır ve buğdayın toprak üstü dokuları bir 

büyüme sezonu boyunca bol civalı kirli bir ortama maruz bırakılmış ve sonuç olarak 

bitkilerin yapraklarında biriken civanın topraktaki civa ile bağlantılı olmayıp doğrudan 

havada bulunan civa ile ilgili olduğu belirlenmiştir (Niu et al. 2011). Ancak papatyanın 

alt yapraklarında biriken civanın topraktan alınan civa ile bağlantılı olduğu belirtilmiştir 

(Millhollen et al. 2006). Yapraklar üzerinde civanın net birikim oranı atmosferik civa 

konsantrasyonları ile artmıştır (Ericksen and Gustin 2004). Civanın yapraklarda nasıl 

biriktiği ile ilgili mekanizma tam olarak daha belirlenememiş ancak stomalar 

yapraklarda gaz değişimi boyunca atmosferik civanın alınmasından sorumlu olabildiği 

ileri sürülmüştür (Chen and Yang 2012). Civa kaynaklı büyüme engellenmesi buğday 

(Ge et al. 2009), domates (Cho and Park 2000), salatalık (Cargnelutti et al. 2006), yonca 

(Zhou et al. 2007; Zhou et al. 2008) ve diğer bitkilerde (Israr et al. 2006; Gao et al. 

2010; Costa et al. 2011) belirlenmiştir. Bitkiler üzerinde civanın büyümeyi engelleme 

etkisi ultrastrüktural hasar ile doğrudan bağlantılı olduğu da bildirilmiştir. Geçirimli 

elektron mikroskobuyla (TEM) yapılan analizlerde civaya maruz kalan bitkilerde hücre 

şeklinde kayıp, hücresel alanda azalma, yaprak damarlarında anormal değişimler ile 

sonuçlanmıştır (Chen et al. 2009; Shiyab et al. 2009). Civa muamelesi ayrıca klorofil 

miktarında azalmaya ve tilakoid zarlarının bozulmasına neden olmuştur. Civa stresi 

NADPH‟in ve klorofilbiyosentezinden sorumlu protoklorofillid deosiredüktaz (POR) 

enziminin aktivitesini inhibe etmiştir (Lentietal 2002). 
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Şekil 1.1. Civa Biyokimyasal Döngüsü (Sengar et al. 2010) 

Civanın bitkilerin büyüme, gelişme ve verimini olumsuz etkilemesinin temelinde, toksik 

civa konsantrasyonlarının hücrelerde redoks dengesini bozarak oksidatif zarara ve 

reaktif oksijen türlerinin (ROS) fazla miktarda üretilmesine sebep olması yatar (Zengin 

ve Munzuroğlu 2006). Civanın bitkiler üzerinde neden olduğu tüm bu olumsuz 

etkilerinin giderilmesi bitki yaşamı, ekolojik denge, biyoçeşitlilik ve tarımsal üretim 

açısından son derece önemlidir. Bitkiler, hücrelerde oksijenin yüksek enerji 

potansiyelinin kullanıldığı metabolik yolaklarda üretilen ve reaktif oksijen türleri (ROT) 

olarak bilinen moleküllerin yıkıcı etkileriyle sürekli yüzleşmektedirler (Navrot et al. 

2007). ROT‟lar kolayca elektron alış-verişine giren, kısa ömürlü, bir veya daha fazla 

eşleşmemiş elektrona sahip, kararsız moleküller olarak da bilinir. Başlıca ROT„lar; 

(süperoksit molekülü (O2
•-
), singlet oksijen (

1
O2), hidroksil radikalleri (

.
OH) ve hidrojen 

peroksit (H2O2) normal hücre metabolizması ürünleri olup, hücresel savunma 

mekanizmaları tarafından etkisiz hale getirilmeleri gerekir (Scandalios 2001). Örneğin, 

stres koşulları esnasında mitokondri ve kloroplasttaki elektron tasıma zincirindeki 

aksaklıklar, ROT üretiminin aşırı derecede üretildiği en önemli kaynaklardır (Suzuki 
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and Mittler 2006). Özellikle düşük sıcaklık, tuzluluk, kuraklık, sel, patojen saldırılar, 

ağır metaller ve radyasyon gibi çevresel streslere maruz kalma sonucunda, hem 

kloroplast hem de mitokondride ROT üretimi büyük ölçüde artar. ROT‟lar membran 

lipidlerinin peroksidasyonu, DNA zincirlerinin kırılmasına ve enzimlerin inaktivasyonu 

gibi daha pek çok hücresel hasara neden olurlar (Cheng and Song, 2006). Oksidatif stres 

boyunca, ROT‟lar bitki hücresinin mitokondri, kloroplast, peroksizom ve nukleus gibi 

farklı kısımlarında oluşarak hücrede geri dönüşümsüz zarara sebep olup ölüme bile 

neden olabilmektedirler. Bununla birlikte düşük seviyelerdeki ROT‟lar hücre içerisinde 

savunma mekanizması olan antioksidan sistemini harekete geçiren sinyal moleküller 

olarak görev alabilmektedirler  (Siddiqui et al. 2010). 

Singlet Oksijen (
1
O2), yüksek enerjili O2 „nin bir formudur. Oksijenin sahip olduğu 

elektronlarından birinin dışarıdan enerji alması sonucu kendi dönüş yönünün tersi yönde 

olan farklı bir yörüngeye yer değiştirmesi sonucu oluşabileceği gibi; süperoksit 

radikalinin nitrik oksit ile reaksiyonu ve hidrojen peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu 

sonucunda da oluşabilir (Wright et al. 2002). Eşleşmemiş elektronu olmadığı için 

radikal özelliği yoktur, fakat güçlü bir oksidan özelliği vardır (Desikan et al. 2005). 

Süperoksit radikali (O2
•-
) moleküler oksijenin (O2) bir elektronunu transfer etmesi  

oluşmaktadır. Süperoksit radikali enzimatik yolla ya da enzimatik olmayan 

reaksiyonlarla meydana gelebilir. Bu radikal en güçlü reaktiflerden biridir ve doymamış 

lipidler başta olmak üzere diğer biyomoleküllerin oksidasyonuna sebep olur. Ayrıca, 

lipid peroksidasyonu yanında, membran hasarı, hücresel toksisite ve DNA‟daki tek 

zincir kırıklarına sebep olduğu belirtilmiştir (Fridovich 1995: Desikan et al. 2005; 

Asada 2006). Süperoksit radikali, hidrojen peroksitle reaksiyona girerek çok daha toksik 

bir molekül olan hidroksil radikalini üretebilir, ilave olarak nitrik oksit ile reaksiyona 

girerek daha az zararlı bir reaktif olan peroksinitriti oluşturabilir (Delledone et al. 2001; 

Desikan et al. 2005). 

H2O2; orta derecede reaktif ve daha uzun ömürlü bir oksidatif ajandır. Yapısında 

paylaşılmamış elektron içermediğinden radikal özellik taşımaz. Oksijenin enzimatik 
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olarak iki elektron ile indirgenmesiyle ya da süperoksitlerin enzimatik veya enzimatik 

olmayan tepkimeleri sonucu oluşur. Enzimlerin tiyol gruplarını okside ederek onları 

inaktif hale getirir. Bitkilerde özellikle Calvin döngüsü enzimleri, CuMg-SOD ile Fe-

SOD enzimleri, H2O2 tarafından inaktive edilmektedir (Tsang et al. 1991).  

Hidroksil radikali (
•
OH), oksijen radikalleri içerisinde en aktif ve en toksik olanıdır 

(Kehrer 2000). En reaktif radikal molekülü olan hidroksil radikali H2O2‟den metal 

katalizörlerin kullanıldığı HaberWeiss veya Fenton reaksiyonları ile oluşmaktadır. Tüm 

biyolojik moleküller ile reaksiyona girebilir ve fazla miktarda üretildiğinde ise 

hücrelerin ölümüne sebep olur (Halliwell and Gutteridge 1989). ROT‟lar, lipid, protein, 

karbohidrat ve nükleik asitler gibi hücrelerin temel bileşenleri üzerinde etkili olurlar. 

Özellikle çift bağların bulunduğu doymamış yağ asitlerini içeren lipidler, ROT‟lar ile 

kolayca reaksiyona girmektedirler (Blokhina et al.  2003; Halliwell 2006; Mittler 2006). 

Membran yapısı ve fonksiyonu üzerinde ROT‟ların etkilerinin en çok araştırılanlarından 

birisi lipid peroksidasyonudur (Blokhina et al. 2003). 

Bitki hücreleri ROT miktarını kontrol etmek ve stres koşullarında hücreleri artan ROT 

toksisitesinden korumak için bazı antiokasidanlar içermektedirler. Antioksidanlar, 

enzimatik ve enzimatik olmayan (nonenzimatik) olarak iki gruptur. Antioksidan 

enzimler olarak adlandırılan enzimatik grup, ROT‟ları kademeli bir şekilde daha az 

toksik olan bileşiklere parçalayarak etkilerini azaltırlar veya ortadan kaldırırlar. Bu 

enzimlerin başlıcaları süperoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve peroksidazlardır 

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

Süperoksid dismutaz (SOD; E.C.1.15.1.1) enzimi, süperoksid radikalinin H2O2 ve 

moleküler oksijene dönüşümünü katalizleyen metal içeren bir enzimdir (Sairam and 

Srivastava 2000; Eyidoğan et al. 2003; Minibaeva and Gordon 2003).  SOD‟un bitki 

hücrelerinde farklı izoenzimleri olup, Fe-SOD kloroplast stromasında, Mn-SOD 

mitokondrilerde ve CuZn-SOD ise sitoplazma ve kloroplastlarda yer almaktadır 

(Alscher and Hess 1993). ROT‟lara karşı antioksidan savunma sisteminin ilk hattı olan 
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ve bütün aerobik organizmalarda bulunan bu enzimlerin çeşitli streslere cevap olarak 

arttığı ve bu artışın bitkiye direnç sağladığı belirlenmiştir (Apel and Hirt 2004). 

Katalaz (CAT; E.C.1.11.1.6), hidrojen peroksiti etkisiz hale getirmek için bitkilerde 

önce bir ara ürün olarak H2O2 bileşiği oluşturan; ikinci basamak reaksiyonunda ise su ve 

oksijene indirgenmesini katalizleyen, demir porfirin içeren tetramerik ve yüksek 

molekül ağırlığına sahip bir enzimdir. Aynı zamanda CAT, düşük H2O2 

konsantrasyonlarında alkoller, askorbat ve fenol içeren indirgenmiş substratları 

kullanarak peroksidatif aktivite gösterebilir (Chaudiere and Ferrari 1999; Gechev et al. 

2003). CAT‟ın görev aldığı bazı reaksiyonlar aşağıdaki verilmiştir. 

2H2O2 → 2H2O + O2 (Katalitik Aktivite) 

ROOH + AH2 → H2O + ROH + A (Peroksidatif Aktivite) 

CAT, turnover sayısı çok yüksek olan enzimlerden biridir. Bir mol katalaz, bir saniyede 

milyonlarca hidrojen peroksit molekülünü su ve oksijene dönüştürür (Dhindsa et al. 

1981; Scandalios 1994; Willekens et al. 1997). CAT‟ın bitki dokusunda H2O2„nin 

uzaklaştırılmasında önemli rol oynadığı belirtilmiştir (Patykowski and Urbanek 2003). 

CAT‟ın temel fonksiyonu, moleküler O2 mevcudiyetinde metabolizmanın bazı 

kademelerinde sentezlenen, radikal karakterli H2O2‟nin ve ROOH gibi bir peroksitin 

radikalliğini gidererek özellikle membranlarda oluşabilecek geri dönüşümsüz hasarları 

engellemektedir. Zira H2O2, singlet oksijen (
1
O2) ve ·OH potansiyel kaynağıdır 

(Scandalios 1993; Chaudiere and Ferrari 1999). CAT kararlı bir enzim değildir. Yüksek 

ışık yoğunluğu ve strese maruz kalan bitki hücrelerinde oluşan H2O2‟nin yüksek 

konsantrasyonlarıyla inhibe edilebilir (Streb et al. 1993). Zayıf afinitesi ve sadece 

peroksizomlarda bulunması (çok az miktarda mitokondri matriksinde bulunurlar) 

CAT‟ın etkinliğini azaltmaktadır (Asada 1992; Scandalios 1993). 

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

kullanarak fenoller ve hidrokinonlar gibi çok sayıda aromatik bileşenlerin 
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dehidrojenasyonunu katalizleyen bir proteindir (Banci 1997; Kim et al. 2000). 

Peroksidazların pek çok fizyolojik olayla ilişkisi olduğu ve metabolizmada aktif bir rol 

oynadığı belirlenmiştir (Bunkelmann and Trelease 1996; Laloue et al. 1997; Erdei et al. 

2002; Durmuş 2003). Stres altındaki bitkilerde peroksidaz aktivitesinin arttığı 

bilinmektedir (Asada 1992). POD, uygun olmayan çevresel faktörler altında üretilen 

zararlı oksijen radikallerinin seviyesini düzenler ve bitki hücresinin en önemli koruyucu 

enzimlerinden birisidir (Bakardjieva and Christov 1996; Dehon et al. 2002). POD‟lar 

hidrojen vericisi olarak birçok organik (AH2) ve inorganik substratı kullanarak hidrojen 

peroksiti ortadan kaldırır. Mekanizmaları henüz tam olarak aydınlatılamamış olmasına 

rağmen, çeşitli stres faktörlerinden yüksek seviyede etkilenen POD aktivitesi, bu 

enzimin stres enzimi olarak anılmasına sebep olmuştur (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 gıda 

kaynağı olarak kullanırlar. Bu gıda kaynaklarından birisi de azottur. Çoğu bitki 

büyüyebilmek için azotu topraktan nitrat (NO3) ve amonyum (NH4) iyonları formunda 

alır (Solomonson et al. 1990). Bitkiye alınan nitrat iyonlarının bitkide amonyuma 

indirgenmesi gerekir. Çünkü azotun organik maddelerin yapısına katılmasının yolu 

amonyumdan geçer. Nitrat indirgenmesinde iş gören anahtar enzim niteliğindeki nitrat 

redüktaz (NR)  filavin adenin dinükleotid (FAD), Sitokrom (sit.) ve molibden içeren 

prostetik gruplara sahiptir (Pattanayak and Chatterjee 1999; Lea et al. 2004). Birkaç 

saatlik yarılanma süresine sahip olan enzim (Marschner 1995), yüksek bitkilerin 

sitoplazmasında lokalize olmuştur ve elektron verici olarak ya nikotin adenin 

dinükleotid (NADH) veya nikotin adenin dinükleotid fosfat [NAD(P)H]‟a ihtiyaç 

gösterir (Haynes 1986; Solomonson and Barber 1990; Marschner 1995; Campbell 

1999). Absorblanan nitrat (NO3), nitrat redüktaz (NR) ve nitrit redüktaz (NiR) ile 

amonyuma indirgenir (Solomonson et al. 1990). NR (E.C. 1.6.6.1) NADH‟dan 2 

elektronu alarak nitratı nitrite (NO2) ve NADH‟ı da NAD
+
‟ya dönüştürür. Bu reaksiyon 

aşağıda gösterildiği gibidir (Lea et al. 2004). 

NO3+ NADH+H+NR→ NO2 +NAD+ H2O 
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Bu reaksiyon sitosolde meydana gelmektedir. Daha sonra NO2− sitozolden, yapraklarda 

kloroplastlara ve köklerde proplastidlere gönderilir. Burada da NO2, NİR ile amonyuma 

indirgenir (Solomonson et al. 1990; Oral 2003). Diğer taraftan, NR bitkilerde içsel 

olarak üretilen bir sinyal molekül olan nitrik oksitin de enzimatik bir kaynağı olarak 

görev yaptığı bildirilmiştir (Yamasaki and Sakihama 2000; Rockel et al. 2002; Zhao et 

al. 2009). NR eksikliği olan mutant soya fasulyesi yapraklarında NO üretiminin 

olmadığı, ancak yabani tiplerde ise NO üretimi için anahtar enzim olarak NR‟nin 

indüklendiği belirtilmiştir  (Dean and Harper 1986). 

Uzun yıllardan beri canlılarda varlığı bilinen nitrik oksit (NO: azot monoksit), son 

yıllarda hem memelilerde hem de bitkilerde anahtar haberci molekül olarak dikkatleri 

üzerine çekmiştir (Lamattina et al. 2003; Wendehenne et al. 2004; Unsal and Arısan 

2009). 1992 yılında Amerikan Bilim Gelişimi Kuruluşu tarafından ABD‟de yılın 

molekülü seçilmiştir (Neill et al. 2003). 1998 yılında ise Robert F. Furchgott, Louis J. 

Ignarro, Ferid Murad isimli araştırmacıların “kardiyovasküler sistemde bir sinyal 

molekül olarak nitrik oksit” konulu araştırmaları ile fizyoloji ve tıp alanında nobel 

ödülünü kazanmışlardır (Nobelprize.org 2016). Aynı yıl, NO‟nun bitki savunma sinyali 

olarak da tanımlanmasından sonra, NO ve bitki biyolojisi ile ilgili çalışmalarda kayda 

değer bir artış olmuştur (Durner and Klerssig 1999; Beligni and Lamattina 2001; 

Wendehenne et al. 2001; Neill et al. 2002b, 2003). 

NO, normal koşullarda bitki hücrelerinde az miktarda sentezlenip salınmaktadır (Wildt 

et al. 1997). NO sentezi bitki türüne, dokusuna, içinde bulunduğu yetişme koşullarına 

bağlı olarak değişmektedir (Barroso et al. 1999; Pedroso et al. 2000a). Bitkilerde NO 

enzimatik ve enzimatik olmayan iki farklı metabolik yolak ile sentezlenmektedir. Bitki 

hücrelerinde NO üretim yeri sitozol, nukleus, peroksizom matriksi ve kloroplastlardır 

(Aytamka 2005). Enzimatik yollardan biri olan ve memelilerdeki nitrik oksit sentaz 

(NOS) enzimine benzeyen ancak henüz tam olarak tanımlanmamış bir enzim ile bitki 

hücrelerinde L-argininin katalizlenmesi sonucu NO oluştuğu kabul edilmektedir 

(Ninneman and Maier 1996; Neill et al. 2003; Zhao et al. 2009; Unsal and Arisan 

2009). Bitkilerde NOS‟un kloroplast ve peroksizomlarda bulunduğu da rapor edilmiştir 
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(Barroso et al. 1999; Pedroso et al. 2000b). Kuo et al. (1995) fare NOS antikorlarını 

kullanarak buğday tohumlarında NOS varlığını göstermişlerdir. Ayrıca bu yöntem 

kullanılarak bezelye, buğday ve mısır bitkilerinde de NOS varlığı ile ilgili çalışmalar 

yapılmıştır (Sen and Cheema 1995; Riberio et al. 1999). Ninneman and Maier (1996) 

tarafından yüksek bitkilerde işaretlenmiş sitrullin oluşumunun gösterilmesinin yanı sıra, 

L-NNA (NG-nitro-L-arjinin) ve L-NAME (NW-nitro-L-arjinin metil ester) gibi 

inhibitörler kullanılarak NOS aktivitesinin varlığı kanıtlanmıştır. Bütün bu verilere 

rağmen, bazı bitkilerin yaprak ekstratlarında ve dokunulmamış dokularda NOS 

inhibitörlerinin, NO sentezi üzerine hiçbir etkisi olmadığını savunan araştırıcılar da 

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

Diğer bir enzimatik yolak ise yüksek bitkilerde nitrat asimilasyonu için anahtar enzim 

olan ve nitratın nitrite dönüşümünü katalizleyen nitrat redüktaz (NR), nitritten NO‟yu 

oluşturabilir. NR‟nin siyanüre duyarlı olduğu, optimum pH 6,75‟de nitritten NAD(P)H‟ı 

kullanarak in vitro ve in vivo koşullarda NO‟yu ürettiği kanıtlanmıştır (Harper 1981; 

Dean and Harper 1986; Yamasaki and Sakihama 2000). NO‟nun başka bir enzimatik 

üretim yolu ise ksantin oksiredüktaz (XOR) enzimi aracılığıyla üretilmesidir (Harrison 

2002). XOR bir katalitik reaksiyon oluşturarak serbest radikal üretir. Moleküler oksijen 

ve NO üretimi özelliği sayesinde XOR, bitki hücrelerinde sinyal moleküllerin kaynağı 

olarak önemli bir rol oynar (Corpas et al. 2004; Unsal and Arısan 2009). Enzimatik 

olmayan yolda asidik pH‟da askorbat, dehidroaskorbik asit ve NO‟yu sentezlemek üzere 

nitröz asitle reaksiyona girer (Weitzberg and Lundberg 1998). Apoplastik alanlarda ve 

kloroplastlarda meydana geldiği bilinen NO‟nun varlığı, enzimatik olmayan yol ile 

askorbik asitle (pH: 3-6) kimyasal olarak indirgenmesi sonucu arpa alevron hücrelerinde 

gösterilmiştir (Henry et al. 1997; Horemans et al. 2000; Stöhr and Ullrich 2002). Ayrıca 

NO, karotenoidler tarafından ışığa bağımlı yolla indirgenmesi ile de oluşabilir (Cooney 

et al. 1994). 
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Şekil 1.2. NO‟nun biyosentez yolları (Nineman and Muyer 1996; Unsal and Arisan 

2009). 

NO, düşük molekül ağırlıklı, lipofilik özellikte olduğundan dolayı hücre 

membranlarından kolayca difüzyona uğrayabilen, renksiz ve gaz yapısında bir 

moleküldür (Lamattina et al. 2003; Shi et al. 2007) Ayrıca eşlenmemiş elektron 

taşıması nedeniyle serbest radikal olarak kabul edilen NO, başka moleküllerle kuvvetli 

reaksiyonlara girebilen, birkaç saniye yarı ömrü olan “fizyolojik haberci molekül” 

olarak tanımlanmaktadır (Durner and Klessig 1999; Neill et al. 2002a). NO, tek başına 

yüksek konsantrasyonlarda dahi hücrelere zarar vermez ancak hücrelerde kontrolsüz 

üretim ile artan NO, süperoksit anyonları ile reaksiyona girerek peroksinitriti meydana 

getirmesi sonucunda toksik etki göstermektedir (Pryor and Squadrito 1995; Yamasaki et 

al. 1999; Stöhr and Ullrich 2002; Kerkütlüoğlu 2007). NO‟nun reseptör molekülleri 

aktive etmediği, bunun yerine birkaç farklı mekanizma yolu ile hedef moleküllere 

kovalent olarak bağlanmak süretiyle hücrelerin yaşaması için temel biyokimyasal 

süreçlerden biri olan mitokondrilerdeki solunumu baskıladığı, demir sülfür içeren 

enzimlerle ilişkiye girerek bunların etkinliğini engellediği ve DNA‟da yıkımlara yol 

açtığı da bilinmektedir (Van der Viet et al. 1996; Stöhr and Ullrich 2002). 
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Birçok biyolojik süreçte görev alan NO, hem bitki savunma mekanizmasında bir sinyal 

molekül hem de büyüme ve gelişmede hormonal özelliklere sahip bir bileşik olarak rol 

oynamaktadır (Leshem and Haramaty 1996; Beligni and Lamattina 1997; Delledonne et 

al. 1998; Beligni and Lamattina 1999a). Bitki büyümesi üzerine NO‟nun etkilerinde 

konsantrasyonun son derece önemli olduğu vurgulanmıştır (Anderson and Mansfield 

1979; Leshem et al. 1997; Pedrosso et al. 2000b; Zottini et al. 2002). NO‟nun yüksek 

konsantrasyonlarının (40-80 ppm) domates, marul ve bezelye bitkisinde büyümeyi 

inhibe ettiği, düşük konsantrasyonlarının (0-20 ppm) ise büyümeyi teşvik ettiği ileri 

sürülmüştür (Hufton et al. 1996; Leshem and Haramaty 1996). Eksojen olarak 

uygulanan NO veya NO donörlarinin, patojen (Durner et al. 1998; Delledonne 2005), 

ışık (Beligni and Lamattina 2001), yerçekimi (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) karşı bitki cevaplarını etkilemektedir. Stres 

koşulları altında sinyal iletim yolunda görev alan NO reaktif oksijen türleri ile karşılıklı 

etkileşim halindedir. NO tarafından lipid peroksidasyonunun inhibisyonu, NO‟nun 

potansiyel antioksidan rolünü işaret 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 süperoksit anyonunu elimine eder ve 

bitkiyi oksidatif zarardan korur (Shi et al. 2007). Son yıllarda antioksidan özelliği 

bilinen ve bitkilerde önemli bir haberci molekül olduğu kabul edilen NO‟nun, pek çok 

fizyolojik ve biyokimyasal olayda rol oynadığı bilinmesine rağmen, etki mekanizması 

henüz tam olarak aydınlatılamamıştır. İlave olarak, literatür incelemelerinde biyotik ve 

abiyotik stres faktörleri ve NO arasında bir ilişkinin olduğu bilinmekle birlikte, 

bitkilerde civa stresi cevabında NO‟nun antioksidatif cevap mekanizmaları üzerinde 

oynadığı rol ile ilgili çalışmalar hakkında çok sınırlı sayıda bilgi bulunmaktadır. 

Günümüzde ağır metallere karşı bitki toleransını artırmaya yönelik çalışmalar giderek 

artmaktadır. Bunun için bazı bitki sinyal moleküllerin etkisi olabileceği ile ilgili 

çalışmalar yapılmaktadır. Bu sinyal moleküllerden (bitki büyüme düzenleyicilerden) 

biri de antioksidan özelliği olan NO‟dur. Ancak, civa toksisitesine karşı NO‟nun rolü ile 

ilgili herhangi bir çalışma yoktur. Yukarıdaki bilgiler ışığında, mevcut araştırmada NO 
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uygulamasının civa stresine maruz kalan mısır bitkisinde fizyolojik, biyokimyasal ve 

moleküler mekanizmalar üzerine etkileri araştırılmak istenmiştir. Şu ana kadar yapılan 

çalışmalardan farklı olarak, mevcut araştırmada eksojen olarak uygulanan SNP‟in NO 

vericisi olarak, ekonomik öneme sahip olan mısır bitkilerinin civa toleransı üzerine 

etkileri araştırılarak etki mekanizması büyük ölçüde aydınlatılmaya çalışılacaktır. Civa 

toksisitesine karşı NO‟nun rolü ile ilgili herhangi bir çalışma yoktur. Mevcut çalışma bu 

konuda bir ilk olma özelliğini taşımaktadır.  

İnsanoğlunun kültüre aldığı en eski tarla bitkilerinden biri olan mısır (Zea mays L.), 

dünyada yaygın olarak yetiştirilen Poaceae (Gramineae) familyasından önemli bir tahıl 

bitkisidir (Kaya 2008). Monokotillerden, bir yıllık, dayanıklı tahıl ve kültür bitkisi olan 

mısırın radikuladan gelişen ana kök ve çok sayıdaki yan köklerden oluşan iyi gelişmiş, 

kalın ve bol saçaklı, ağsı yapıda bir kök sistemi vardır. Tahıl bitkileri içerisinde buğday 

ve arpadan sonra en geniş ekim alanı ve üretime sahip olan mısır 585 bin ha ekim alanı, 

2.5 milyon ton üretim ve 425 kg/da ortalama tane verimi ile Türkiye tarımında önemli 

bir yere sahiptir ve özellikle Marmara ve Karadeniz Bölgeleri‟nde yaygın olarak 

yetiştirilmektedir (Süzer 2004). Günümüzde çok sayıda kullanım alanı olan ve önemi 

giderek artan mısır, yüksek verim alınabilen bir tarla bitkisi olarak diğerlerinden 

farklılık göstermektedir. Mısır sahip olduğu zengin besin maddeleri nedeniyle hem 

insan, hem de hayvan beslenmesi bakımından çok değerli ve kullanım çeşitliliği olan bir 

üründür. Gerek dünyada ve gerekse Türkiye'de bitkisel kökenli proteinlerin yeterli ve 

ekonomik üretimi için büyük önem taşıyan mısır tanesinden elde edilen nişasta, glukoz 

ve mısırözü yağı ekonomide hammadde olarak kullanılmaktadır (Süzer 2004). Mısır 

tarımı için en uygun toprak tipi; su tutma ve besin maddesi depolama kapasitesi iyi olan, 

kolay islenir, iyi drenaj ve havalanma özelliği dolayısıyla milli-killi topraklardır (Süzer 

2004). 
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Bu araştırmada, mısır (Zea mays L. cv. Arifiye-2) bitkisinde civa ile oluşturulan 

toksisitenin iyileştirilmesinde, bitki antioksidan metabolizmasında önemli bir sinyal 

bileşik olan nitrik oksitin (NO) etkileri fizyolojik, biyokimyasal ve moleküler 

yaklaşımlarla araştırılmak istenmiştir. Bu amaç için mısır fidelerine ait kök ve yaprak 

örneklerinde yaş-kuru ağırlık, boy uzunluğu, bağıl su içeriği, reaktif oksijen türlerinin 

miktarı (ROS), lipid peroksidasyon seviyesi (MDA), antioksidan enzimlerin (katalaz, 

peroksidaz ve süperoksid dismutaz) aktiviteleri ve izoenzim profilleri, enzimatik 

olmayan antioksidanların miktarı, bazı esas elementler ve içsel civa (Hg) içeriği, total 

protein ve prolin içeriği, fotosentetik pigment içeriği, antioksidan enzimlerden sorumlu 

genlerin ifade oranlarının değişimi üzerine civa ve nitrik oksitin etkileri ayrı ayrı ve 

birlikte değerlendirilmiştir. Civa kaynağı olarak civa klorür (HgCl2), NO kaynağı 

olarakta sodyum nitroprussid (SNP) kullanılmıştır. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

Toksik civa çevre üzerinde zararlı etkilerinden dolayı küresel bir problem oluşturur. 

Bitkilerde biriken civa sadece bitkilere zarar vermez aynı zamanda besin zinciri yoluyla 

insan ve çevre sağlığını da tehdit eder. Aşırı civa bitkilerde pek çok biyolojik sürece 

zarar verir. Bu yüzden, toksik ağır metallere toksikolojik ve uyum yanıtları incelemek 

çok önemlidir. Pek çok ağır metal kaynaklı fitotoksitesinin iyileştirilmesi üzerine NO, 

SA, H2S ve CO gibi sinyal molekülleriyle iyileştirmesi üzerine araştırmalar yapılmıştır. 

Çalışmamızın yürütülmesinde faydanılan kaynakların genel özetleri aşağıda 

sunulmuştur. 

Civa stresi reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimini önemli oranda teşvik ettiği 

belirlenmiştir (Meng et al. 2011). Süperoksit anyonu (O2
.-
) ve hidrojen peroksit (H2O2) 

stres şartları altındaki bitkilerde aşırı miktarda üretilen iki önemli ROS türüdür (Gill and 

Tuteja 2010). Farklı civa konsantrasyonlarına maruz bırakılan yonca yapraklarında O2
.-
 

ve H2O2 miktarlarının doza bağlı olarak arttığı belirlenmiştir (Zhou et al. 2007). O2
·- 

stres şartları altında en erken oluşan ROS türüdür. Üretimi yağ ve protein gibi büyük 

moleküllerin peroksidasyonuna neden olan hidroksil iyonu, aktif oksijen  gibi daha aktif 

ROS türlerinin üretimine neden olur (Gill and Tuteja 2010). Civa teşvikli ROS üretimi 

lipid peroksidasyonu ve zar geçirgenliğinin bozulması olarak ifade edilen oksidatif 

hasar ile doğrudan bağlantılıdır (Zhou et al. 2007; Meng et al. 2011). Civa tarafından 

tetiklenen ROS birikimi ve oksidatif hasar hassas histokimyasal-tabanlı algılama ile 

bitkilerde toksisiteyi belirlemek için biyolojik markırlar olarak kullanılabilir. Hint 

hardalı ve yoncay‟a ek olarak pek çok başka bitki türlerinin de civa stresine yanıt olarak 

oksidatif hasar rapor edilmiştir (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 rağmen civanın 

oksidatif stres üzerindeki etki mekanizması hala tam olarak anlaşılamamıştır. 

Genom transkripsiyon analizleri ağır metaller tarafından düzenlenen özel genlerin 

belirlenmesi için güçlü bir araçtır (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) 

köklerinde civa tarafından güçlü bir şekilde düzenlenen 6 gen (PsSAMT, PsI20H, 

PsNDA, PsAPSR, PsPOD, PsHMIP6B) belirlenmiştir (Savenstrand and Strid 2004). Bu 

genlerin ayrıca biyolojik savunma sisteminde salisilik asit, izoflavonoitlerin biyosentez 

yolu, antioksidant reaksiyonlar, sülfur metabolizması ve hücre duvarı sertliği ile de ilgili 

olduğu tespit edilmiştir (Chen and Yang 2012). Civa stresine maruz bırakılan 

Arabidopsis thaliana transkripsiyon profil analizinde civa teşvikli genleri kodlayan 

proteinler,  klorofil sentezi, hücre duvar metabolizması ve sekonder metabolitlerin 

P450-aracılıklı biyosentezi ile ilişkili olduğu belirlenmiştir (Heidenreich et al. 2001). 

Özellikle civa tarafından teşvik edilen bazı genler ayrıca diğer ağır metaller tarafından 

da teşvik edilir (Yamaguchi et al. 2010). Varsayılan metalothionin tip 2 proteini 

(SdMT2) ve oksine cevap proteini (SdARP) için kodlanan iki tam uzunluktaki cDNAs 

civa stresi altındaki ağır metal hiperakümülatörü Sesbania drummondii de 

tanımlanmıştır. SdARP‟nın aşırı ifade olması civa stresi altındaki Sesbania bitkilerinin 

canlı kalmasına katkıda bulunabilir. SdMT2 ise civa toksisitesinin iyileştirilmesi ile 

ilgili olabilir (Venkatachalam et al. 2009). Buna ek olarak, civa toleransı ya da 

birikiminden sorumlu birçok gen tespit edilmiştir (Rugh et al. 1998; Hsieh et al. 2009; 

Ruiz et al. 2011; Shen et al. 2011; Wei et al. 2011). Gen ifadesinin düzenlenmesi ayrıca 

post-transkripsiyonel ve translasyonel seviyelerinde de elde edilebilir. Son zamanlarda, 

çevresel streslere cevap ve bitki büyümesi için bir grup microRNA (miRNAs) 

tarafından düzenlenen post-transkripsiyonel genlerin mevcudiyeti keşfedilmiştir (Jones- 

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

Nitrik oksit (NO) bitki büyüme, gelişme ve hücresel mekanizmadaki multifonksiyonel 

yönlerinden dolayı bitki biliminde önemli bir yer edinmiştir. NO, düşük molekül 

ağırlıklı, lipofilik özellikte olduğundan dolayı hücre membranlarından kolayca 

difüzyona uğrayabilen, renksiz ve gaz yapısında bir molekül olup başka moleküllerle 

kuvvetli reaksiyonlara girebilen, birkaç saniye yarı ömrü olan „fizyolojik haberci 

molekül‟ olarak tanımlanmaktadır (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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toleransında NO‟nun rolü ile ilgili pek çok çalışma yapılmaktadır. Bu çalışmalar, 

NO‟nun abiyotik stres altında ROS süpürücü enzimleri aktive etmede bir sinyal molekül 

ve antioksidan özelliğe sahip olduğu ile ilgili sonuçlar elde edilmiştir. Dışsal NO bitki 

kalluslarında sıcaklık stresinin neden olduğu toksik etkiyi iyileştirdiği bu etkiyi H2O2 ve 

MDA içeriklerini azaltarak ve SOD, CAT, APX ve POD aktivitelerini artırarak yaptığı 

ileri sürülmüştür (Song et al. 2006). NO‟nun tuzluluk (Zhao et al. 2007), sıcaklık (Song 

et al. 2006), kuraklık (Garcia-Mata and Lamattina 2001) ve ağır metal (Hu et al. 2007; 

Cui et al. 2010; Chen et al. 2010) kaynaklı oksidatif stres üzerine pozitif etkisi 

belirlenmiştir. NO‟nun tohum dormanisini kırdığı ve çimlenmeyi artırdığı ayrıca rapor 

edilmiştir (Beligni and Lamattina 2000; Kopyra and Gwozdz 2003). NO ayrıca ağır 

metallerin toksisitesinin giderilmesi ve antioksidant enzimlerin aktiviteleri artırmada 

önemli bir rol oynar. Dışsal olarak uygulanan NO çeltik yapraklarında bakır 

toksisitesini ve amonyum birikimini azaltmıştır. Aynı çalışmada NO inhibitörü olan c-

PTIO dışsal olarak uygulandığında ise herhangi bir iyileştirme etkisinin görülmediği 

belirtilmiştir. NO tarafından bakır toksisitesi ve amonyum birikiminin azalması, onun 

ROS toplama yeteneğinin bir sonucu olabilir (Yu et al. 2005). Ağır metal stresi 

altındaki Lupinus luteus „da  O2
.-
 kaynaklı özel floresansı, NO ön uygulaması tarafından 

azaltıldığı ayrıca belirtilmiştir (Kopyra and Gwozdz 2003). Bu çalışma da elde edilen 

sonuçlara göre O2
.-
„nin toplanması ve süperoksid anyonunun azalması NO‟nun 

antioksidan özelliğini göstermektedir. Bakır ve kadmiyum stresi altındaki soya hücre 

kültürlerinde NO‟nun antioksidatif ve toksisiteyi giderme özelliği ayrıca bulunmuştur 

(Singh et al. 2008). Bununla birlikte NO‟nun Hibiscus moschetuos bitkilerinin kök 

uzamasını inhibe eden alüminyumun toksisitesini azalttığı belirtilmiştir (Tian et al. 

2006). Uygulanan NO; ROS süpürücü enzimlerin aktivitelerini artırdığı, birikimini 

azalttığı, plazma membranı ve tonoplastlarda aktive ettiği ve ayrıca domates bitkilerinde 

kaynaklı büyüme inhibisyonunu iyileştirdiği belirlenmiştir. Bu sonuçlar, dışsal NO‟nun 

domates fidelerinde bakır toksisitesine karşı fizyolojik ve biyokimyasal süreçleri 

düzenlediğine ve ağır metal stres altında normal büyümeyi ve temel metabolik 

kapasitenin devamını sağladığına işaret eder sağlar (Cui et al. 2010). NO ön muamelesi 

buğday tohumlarında çimlenme ile SOD ve CAT enzimlerinin aktivitelerini artırdığı 

belirlenmiştir. Ayrıca lipogenaz aktivitesi ile MDA sentezini azaltarak bakır stresine ve 
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bunun sonucunda ortaya çıkan oksidatif strese karşı iyileştirme etkisi gösterdiği de 

bildirilmiştir (Hu et al. 2007). 

H2O2 detoksifisasyonu ile ilişkili antioksidan enzimlerin (CAT, POD ve APX) 

aktivitelerin değişiminde, hücresel redoks bileşikleri kontrol altına almada ve özellikle 

non-protein tiyol, askorbat gibi antioksidan moleküllerin miktarı ve redoks 

durumlarında NO‟nun önemli oranda etkili olduğu belirtilmiştir (Tewari et al. 2008). 

NO ayrıca bakır uygulanmış hücrelerde prolin miktarını 1.5 kat artırdığı ve bu etkinin 

NO inhibitörü olan c-PTIO uygulandığında görülmediği belirtilmiştir (Zhang et al. 

2008). Bakır ve NO Δ-prolin-5-karboksilat sentetaz (P5CS) aktivitesini teşvik ettiği 

belirlenmiştir. P5CS prolin biyosentezinden sorumlu enzim olup bakır uygulanmış 

alglerde ifadesinin arttığı bulunmuştur. Bu sonuçlar bakıra duyarlı prolin sentezinin 

Chlamydomonas reinhardtii‟de NO üretimi ile açıkça ilişkili olduğunu ve ağır metal 

stresi altında prolin metabolizmasında NO düzenleme fonksiyonu olduğunu 

göstermektedir. NO bitkileri oksidatif strese karşı koruduğu ve köklerde birikiminde 

azalma ile kök uzaması arasında iyi bir kolerasyon sağladığı belirtilmiştir (Wang and 

Yang 2005). Stresi altındaki buğday bitkilerine uygulanan NO antioksidan enzimlerden 

SOD, CAT, APX aktivitelerini ve protein miktarını artırdığı buna karşın MDA 

miktarlarını  azalttığı belirlenmiştir (Zhang et al. 2008). Ayrıca son bir çalışma NO‟nun 

kadmiyum toksisitesini iyileştirdiğini ve bu etki atomik absorbsiyon 

spektrofotometresinde elde edilen sonuçlara göre yaprakların hem hücre duvarında hem 

de çözülebilir fraksiyonlarında kadmiyum miktarının azaltıldığını, buna rağmen çeltik 

kök hücre duvarlarında ise kadmiyum birikiminin açık bir şekilde arttığını gösterilmiştir 

(Gallego et al. 2012). Besin çözeltisindeki NO‟nun çeltik yapraklarında transpirasyon 

oranı üzerinde az bir etki yaptığı,  pektin ve hemisellüloz içeriğini artırdığı ve kök hücre 

duvarlarında önemli oranda selüloz miktarını azalttığı rapor edilmiştir (Xiong et al. 

2009). Literatürde civanın bitkiler üzerindeki olumsuz etkilerini gösteren pek çok 

çalışma mevcuttur. Ancak NO‟nun toksik civa üzerindeki iyileştirme etkisi ile ilgili 

herhangi bir çalışma bulunmamaktadır. Mevcut çalışmanın bu açıdan literatürdeki 

önemli bir boşluğu dolduracağını düşünülmektedir. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Yararlanılan Alet ve Cihazlar 

Buzdolabı  : Arçelik 

Derin dondurucu (-30
o
C)  : Arçelik 

Derin dondurucu (-80
o
C)  : Nuaire 

Elektroforez  : Bio- Rad 

Hassas terazi  : Shimadzu AY2206 

Homojenizatör  : Wiggen Hauser D- 500 

İklim dolabı : Sanyo, Japonya ve Jeno Tech, Kore 

Karıştırıcı  : Fısons Whırlımixer 

Manyetik karıştırıcı  : Chiltern HS31 

Masa santrifüjü : Hettich EBA 21 

Otomatik pipetler  : Ependhof, Axigen 

PCR : Qiagen-Rotor Gene 

pH metre : WTW unilab pH metre 

Soğuk su banyosu  : Huber Polystat CC1 

Soğutmalı santrifüj : Hettich Micro 22 R 

Spektrofotometre  : Shimadzu UVmini–1240 

Western blot cihazı : Bio-Rad Semi Dry Bloting 

Western blot görüntileme cihazı : Fusion Fx Vilber Lourmat 

3.2. Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanışları 

Çalışmada kullanılan çözeltilerin kullanıldığı yerler ve hazırlanış şekilleri aşağıda 

belirtilmiştir. Çalışmada kullanılan kimyasal maddeler Sigma-Aldrich şirketlerinden 

temin edilmiştir. 
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1. Arnon ve Hogland besi çözeltisi: 1,02 gr KNO3, 0,492 gr Ca(NO3)2.4H2O, 0,23 gr 

NH4H2PO4, 0,49 gr MgSO4.7H2O, 2,86 gr H3BO3, 1,81 gr MnCl2.4H2O, 0,08 mg 

CuSO4.5H2O, 0,22 mg ZnSO4.7H2O, 0,6 mg FeSO4, 0,6 mg tartarik asit saf su 

içerisinde çözülerek hacmi 1 litreye tamamlanmıştır. 

2. 0,1 M KH2PO4 (pH: 6,75) (Protein tayini için) : 3,4 g KH2PO4 200 ml saf suda 

çözülmüş, 1 N NaOH kullanılarak pH 6,5‟e ayarlandıktan sonra hacim saf su ile 250 

ml‟ye tamamlanmıştır. 

3. BCA reaktifi (protein tayini için): 15 ml Bicionchonic asit 0,3 ml FeCl₃ ile 

karıştırılır. 

4. 0,1 M KH2PO4 (pH: 6,75), %1 PVP, 1 mM EDTA (antioksidan enzimlerin 

homojenizasyon tamponu): 3,4 g KH2PO4 200 ml saf suda çözülmüş ve 1 N NaOH 

kullanılarak pH: 6,75‟e ayarlandıktan sonra üzerine 2,5 g PVP ve 0,073 g EDTA ilave 

edilmiş ve son hacim saf su ile 250 ml‟ye tamamlanmıştır. 

5. 103,5 mM KH2PO4, pH: 7,5 (Katalaz aktivitesi ölçümünde kullanılan tampon): 

1,41 g KH2PO4, 70 ml saf suda çözülmüş, 1 N NaOH ile pH: 7,5‟e ayarlanmış ve hacim 

saf su ile 100 ml'ye tamamlanmıştır. 

6. 40 mM H2O2 çözeltisi (Katalaz aktivitesi ölçümünde kullanılan substrat çözeltisi): 

346 μl %35‟lik H2O2 alınıp hacmi saf su ile 100 ml'ye tamamlanarak hazırlanmıştır. 

7. 5 mM H2O2 çözeltisi (Katalaz aktivitesi ölçümünde standart grafik hazırlamak için 

kullanılan): 43 μl %35‟luk H2O2 alınıp hacmi saf su ile 100 ml'ye tamamlanarak 

hazırlanmıştır. 

8. 0,1 M Na2HPO4, pH: 5,5 (Peroksidazın aktivitesi ölçümünde kullanılan tampon 

çözeltisi): 3,55 gr Na2HPO4 alınarak 200 ml saf suda çözülmüş ve pH: 5,5‟e 

ayarlandıktan sonra hacim saf su ile 250 ml'ye tamamlanmıştır. 

9. Peroksidaz aktivitesi ölçümünde kullanılan substrat çözeltisi (5 mM guaikol + 5 

mM H2O2): 54 μl quaikol ve 15 μl H2O2
‟
dan (d: 1,13 gr/mol) 5 mM olacak şekilde 100 

ml 0,1 M fosfat tamponu (pH: 5,5) içinde çözülerek hazırlanmıştır. 

10. 50 mM KH2PO4 (pH: 7,8) (SOD için tampon çözelti): 1,7 gr KH2PO4 200 ml saf 

suda çözülmüş, pH: 7,8‟e ayarlandıktan sonra hacim saf su ile 250 ml‟ye 

tamamlanmıştır. 
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11. 13 mM metionin çözeltisi (SOD reaksiyon karışımı için): 0,586 gr metionin alınır, 

10. maddede hazırlanmış olan 50 mM KH2PO4 tamponu içerisine ilave edilerek hacmi 

250 ml‟ye tamamlanır. 

12. 63 µM NBT-Nitroblue Tetrazolium Klorür (SOD reaksiyon karışımı için): 0,0128 

gr NBT alınır, 10. maddede hazırlanmış olan 250 ml 50 mM KH2PO4 tamponu içerisine 

ilave edilerek çözülür. 

13. 0,1 mM EDTA-Etilen Diamin Tetra Asetik asit (SOD reaksiyon karışımı için): 

0,073 gr EDTA alınır, 10. maddede hazırlanmış olan 250 ml 50 mM KH2PO4 tamponu 

içerisine ilave edilerek çözülür. 

14. Riboflavin çözeltisi (SOD aktivitesi için): 0,019 gr riboflavin, 500 ml saf suda 

çözülmüştür. 3 ml‟lik reaksiyon karışımının 13 µM riboflavin içermesi için üzerine 390 

µL riboflavin pipetlenmiştir. 

15. %0,1‟lik TCA - trikloroasetik asit (Lipid peroksidasyon için homojenizasyon 

çözeltisi) : 80 ml saf su içerisinde 0,1 gr TCA çözlüldükten sonra son hacim 100 ml‟ye 

tamamlanmıştır. 

16. %0,5‟lik TBA-tiobarbutirik asit (Lipid peroksidasyon için reaksiyon çözeltisi): 80 

ml ml saf su içinde 20 gram TCA çözülür ve daha sonra içerisine 0,5 gr TBA ilave 

edilmiş ve son hacim 100 ml‟ye tamamlanır. 

17. Akrilamid/bis) çözeltisi (%30 akrilamid, %2,7 BİS): 29,2 gr akrilamid 75 ml saf 

suda çözülür, çözeltiye 0,8 gr Bis katılıp çözülür. Son hacim 100 ml‟ye tamamlanır. 

18. Ayırma jeli tamponu (1,5 M Tris, pH: 8,8) : 18,15 gr Tris 50 ml saf suda çözülür. 

HCl ile pH: 8,8‟e ayarlanır. Saf su ile 100 ml‟ye tamamlanır. 

19. Yükleme jeli tamponu (0,5 M Tris, pH: 6,8) : 3 gr tris 40 ml saf suda çözülür. HCl 

ile pH 6,8‟e ayarlanır. Saf su ile 50 ml‟ye tamamlanır. 

20. %10 SDS: 1g SDS son hacim 10 ml olacak şekilde saf suda çözülür. 

21. %10 Amonyum persülfat (polimerizasyon başlatıcı) : 0,05 gr amonyum persülfat 

son hacim 500 µl olacak şekilde saf suda çözülür. 

22. Numune tamponu (0,125 M Tris, %4 SDS, %20 gliserol, %10 2-merkaptoetanol, 

%0,2 bromfenol mavisi pH: 6,8): 2,5 ml yükleme jeli tamponu, 4 ml %10 SDS, 2 ml 

gliserol, 1 ml 2-merkaptoetanol alınıp son hacim 10 ml olacak şekilde saf su ile 

tamamlanır, pH: 6,8‟e ayarlanır. Karışıma 0,02 gr bromfenol mavisi katılarak 

karıştırılır. Kullanılacak hacimlere bölünüp -20ºC‟de saklanır. 
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23. Yürütme 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 alınır, 900 ml saf suda çözülerek pH 6,8‟e ayarlanır. Son hacim 

1000 ml‟ye saf su ile tamamlanır. 

24. Boyama substrat çözetltisi (SOD izoenzimleri için) (0,24 mM NBT, 33,2 μM 

riboflavin, %0,2 TEMED, 1 mM EDTA, 0,05 M KH2PO4 pH 7,8): 0,0098 gr NBT, 100 

µl TEMED, 0,147 gr EDTA, 0,345 gr KH2PO4 40 ml saf suda çözülüp pH: 7,8‟e 

ayarlanır. 1 ml saf su içerisinde 0,0062 gr riboflavin çözülür ve 100 µl‟si boyama 

substrat çözeltisine katılır. Çözeltinin son hacmi 50 ml‟ye saf su ile katılır. 

25. 1 mM EDTA, 0,05 M KH2PO4 pH 7,8(SOD izoenzimleri için): 0,147 gr EDTA, 

0,345 gr KH2PO4 40 ml saf suda çözülüp pH 7,8‟e ayarlandıktan sonra son hacim 50 ml 

olacak şekilde saf su ile tamamlanır. 

26. 2 mM askorbik asit, 50 mM Na2HPO4 (APX izoenzimleri için): 0,0352 gr askorbik 

asit, 1,34 gr Na2HPO4 80 ml saf suda çözülür ve pH 7,0‟a ayarlanır. Son hacim 100 ml 

olacak şekilde saf su ile tamamlanır. 

27. 4 mM askorbik asit, 2 mM H2O2: 50 mM Na2HPO4 (APX izoenzimleri için): 2 mM 

askorbit asit çözeltisinden 50 ml alınır üzerine 0,0176 gr askorbik asit ve 10 µl %35 

H2O2 katılıp iyice karıştırılır. 

28. 28 mM TEMED, 2,4 mM NBT, içeren 50 mM Na2HPO4 (pH 7,8) tamponu (APX 

izoenzimleri için) : 105 µl TEMED, 0,0491 gr NBT, 0,335 gr Na2HPO4 20 ml saf suda 

çözülerek pH 7,8‟e ayarlandıktan sonra son hacim 25 ml‟ye saf su ile tamamlanır. 

29. 0,25 mM NADPH çözeltisi hazırlamak için (GR aktivitesi için): 0,0022 gr NADPH 

10 ml saf su içersinde çözülür. 

30. 1 mM oksitlenmiş glutatyon (GSSG) (GR aktivitesi için): 0,0061 gr GSSG, 10 ml 

saf su içersinde çözülür. 

31. 0,5 mM EDTA (GR aktivitesi için): 0,0014 gr EDTA 10 ml saf su içerisinde 

çözülür. 

32. 50 mM Tris-HCl (GR aktivitesi için): 0,06 gr Tris bir miktar saf su içerisinde 

çözlür, sonra pH:7,8‟e ayarlanır ve son hacim 10ml‟ye tamamlanır. 

33. %5‟lik TCA (homojenizasyon için): 0,5 gr TCA 5 ml saf su içerisinde çözünüp 

hacmi 10 ml‟ye tamamlanır. 

34. 200 mM Na2HPO4 (GSH içeriği belirlemek için): 0,238 gr Na2HPO4 bir miktar saf 

su içerisinde çözülür ve pH:7,5‟e ayarlanır. Son hacim 10 ml ye tamamlanır. 
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35. 50 mM Na₂-EDTA (GSH içeriği belirlemek için): 0,186 gr Na₂-EDTA 10 ml saf su 

içerisinde çözülür. 

36. 2 mM β-NADPH (GSH içeriği belirlemek için): 0,016 gr 10 ml saf su içerisinde 

çözülür. 

37. 6 mM DTNB (5,5′-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid)) (GSH içeriği belirlemek için): 

0,023 gr saf su içerisinde çözülür. 

38. 60 mM KH₂PO4 (süperoksit metodu için homojenizasyon çözeltisi): 0,081 gr 

KH₂PO4 bir miktar suda çözülür. pH 7,8‟e ayarlanır ve son hacim 10 ml‟ye tamamlanır. 

39. 10 mM hidroksilamin (süperoksit içeriği için): 0,0069 gr hidroksilamin 10 ml saf su 

içerisinde çözülür. 

40. 17 mM sülfamid (süperoksit içeriği için): 0,029 gr sülfamid 10 ml saf suda çözülür. 

41. 7 mM naftilamin (süperoksit içeriği için): 0,01 gr naftilamin 10 ml saf su içerisinde 

çözülür. 

42. %3‟lük sülfosalisilik asit (prolin metodu için homojenizasyon çözeltisi): 0,3 gr 

sülfosalisilik asit 10 ml saf su içerisinde çözülür. 

43. Asit ninhidrin çözeltisi (prolin içeriği için): 1,25 gr ninhidrin 30 ml asetik asit ve 20 

ml fosforik asit içerisinde çözülür. 

44. 3 M Sodyum asetat çözeltisi: 40,8 gr sodyum asetat (NaOAc.3H2O) 80 ml saf suda 

iyice çözünür ve pH: 5,2‟ye glasiyel asetik asitle tamamlanır. Son hacim 100 ml‟ye 

tamamlanır ve otoklavlanır. 

45. Ekstraksiyon Tamponu Hazırlama (50 ml için): 1 gr toz CTAB çok az suda hafif 

ısıtılarak çözünür, üzerine 0,5 gr Na₂S₂O₃ (sodyum bisülfit) konur ve çözünür. 5 ml 

Tris-HCl, 14 ml 5M NaCl, 2 ml EDTA konur. Son hacim 50 ml‟ye tamamlanır. 

100°C‟de sıcak su banyosuna konur. Çalışma yapılacağı an 0,1 ml β-Merkaptoetanol 

konur. 
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3.3. Yöntemler 

3.3.1. Çimlenme deneyleri ve konsantrasyon belirleme çalışmaları 

Çalışmamızda Sakarya Mısır Araştırma İstasyonu‟nun tescilli çeşidi olan mısır (Zea 

mays L. cv. Arifiye-2) bitkisinin tohumları ilgili istasyon müdürlüğünden temin edilerek 

kullanılmıştır. Mısır bitkisine ait tohumlar, ekimden önce etanol (%96) ile kısa süreli 

hızlıca yıkanmış ve %5‟lik sodyum hipoklorit içerisinde 5 dk yüzey sterilizasyonuna 

tabi tutulmuştur. Tohumlar, daha sonra 5 kez saf su ile yıkanarak çalışmanın birinci 

aşaması olan uygun civa ve SNP konsantrasyonlarının seçimi için kullanılmıştır. 

Çimlenme deneyleri, cam petri kaplarında 25°C‟de ve %70 nem ortamı şartlarında bir 

etüvde gerçekleştirilmiştir (Şekil 3.1). Civa uygulamaları için civa klorür (HgCl2), nitrik 

oksit uygulamaları için sodyum nitroprussid (SNP) kullanılmıştır. Çalışılacak HgCl2 

konsantrasyonunu belirlemek amacıyla; 0, 1, 5, 10, 20, 40, 50, 100, 200, 500 ve 1000 

μM HgCl2 konsantrasyonları içerisinde tohumlar çimlendirilmiştir.  Çimlenme oranları, 

yaş-kuru ağırlık ve bitki boy uzunluğu parametreleri değerlendirilerek ortalama %50 

inhibisyona neden olan 100 μM HgCl2 konsantrasyonu belirlenmiş ve çalışmanın 

bundan sonraki aşamalarında bu konsantrasyon kullanılmıştır. SNPkonsantrasyonlarını 

belirlemek için ise 0, 0.1, 1, 10, 50, 100, 200 ve 500 μM hazırlanan SNP hem normal 

şartlardaki fidelere (kontrol) hemde civa stresinemaruz kalan fidelere uygulanmıştır. 

Daha sonra yaş-kuru ağırlık ve bitki boy uzunluğu parametreleri değerlendirilerek 

çalışmada  0.1 μM SNP‟nin (NO vericisi olarak) kullanılması uygun bulunmuştur. 
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Şekil 3.1. Tohumların Çimlendirilme Aşaması 
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3.3.2. Fide Aşamasında Yapılan Çalışmalar  

3.3.2.a. İçsel Civa, Makro ve Mikro Element Miktarlarının Belirlenmesi   

Bitki kısımları hava sirkülasyonlu etüvde 70 °C‟ de sabit ağırlığa gelinceye kadar 

kurutulmuşlardır. Kuruyan bitki örneklerinin ağırlıkları belirlendikten sonra tungsten 

kaplı bitki öğütme değirmeninde öğütülmüşlerdir. Polietilen kavanozlara konulan 

öğütülmüş bitki örnekleri analizde kullanılmadan önce 70 °C‟de sabit ağırlığa gelinceye 

kadar kurutma dolabında bırakılmış ve kavanozların kapakları sıkıca kapatılmıştır. 

Kurutulan ve öğütülen bitki örneklerinden 0.2 gr tartılmış 10 ml HNO3+ 4 ml H2O2 ile 

yüksek sıcaklık (210 °C) ve yüksek basınç (200 PSI) altında mikrodalga cihazında 

(CEM Mars 5) çözündürülmüştür. Daha sonra örnekler 25 ml‟lik balonjoje‟ye 

aktarılarak soğutulmuş, deiyonize su ile derecesine tamamlanmıştır. Bu süzükler hemen 

ince gözenekli (Whatman No:42 veya mavibant) filtre kağıdı ile süzülerek 25 ml‟lik 

polietilen şişelere aktarılmış ve süzükte element içerikleri ICP-AES (Inductively 

Coupled Plasma Atomic Emission Spectrometer) (VarianVista, axiel) cihazı ile 

belirlenmiştir (Hamurcu et al. 2015). 

3.3.2.b. Bitkilerin yetiştirilmesi ve HgCl2 ve SNP uygulamaları 

Steril edilmiş mısır tohumları, yukarıda belirlenen civa ve SNP konsantrasyonlarında 

(100 μM HgCl2 ve 0.1 μM SNP) hidroponik bitki kültürü ortamında çimlendirmeye ve 

fide gelişimine bırakılmıştır (Şekil 3.2). Hidroponik ortamda destek ortamı olarak 

hidroton yani genleştirilmiş kil ve bitki büyüme ortamı olarak ¼ gücünde Hoagland besi 

çözeltisi kullanılmıştır. Çimlendirme ve fide gelişimi, ışık (12000 lüx ışık yoğunluğu), 

sıcaklık (20/25°C; gece/gündüz ve 16 s fotoperyot) ve nem (%65) seviyesi ayarlanabilir 

bir bitki büyütme kabininde gerçekleştirilmiştir. Çimlenme sonrası fideler 2 yapraklı 

evreye geldiğinde (8. gün) Hoagland çözeltisine 0.1 μM SNP ilave edilmiştir. Bu 

uygulamadan 24 saat sonra, hidroponik sisteme 100 μM HgCl2 ilave edilmiştir. 

Çalışmada; kontrol, tek başına civa uygulaması, tek başına SNP uygulaması ve civa+ 

SNP uygulama grupları oluşmuştur. Civa uygulaması yapıldıktan 3 gün sonra (3 
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yapraklı evre-12. gün), fidelerin kök ve gövde kısımları ayrı ayrı hasat edilerek 

çalışmalarımızda deney materyali olarak kullanılmıştır (Şekil 3.2). Bazı deneyler için 

hasat edien taze örnekler hemen kullanılırken, diğer deneyler için ise artan örnekler sıvı 

azotta dondurulduktan sonra -86°C‟deki bir dipfrizde muhafaza edilmiştir. 

 

Şekil 3.2. Hidroponik ortamda yetiştirilen bitkiler 
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Şekil 3.3. Uygulama sonrası hasat işlemi 

3.3.2.c. Hücre zarındaki elektrolit sızıntı oranının belirlenmesi 

Tüm gruplar için 6 deney tüpünün her birine saf sudan geçirilmiş 0.1 gr taze bitki 

numunesi (2 cm ebatlarında yaprak ve kök) konulur. Tüplere 4 ml steril saf su ilave 

edilerek 4°C‟de 24 saat 100 rpm hıznda çalkalanır. Daha sonra tüplerin içerisindeki saf 

suya geçen iyon miktarı, bir elektrik kondüktivimetre ile ölçülerek elektrolit sızıntısı 

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

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

Çalışmada, 0.5 gr bitki numunesi,  %5‟lik TCA içinde homojenize edildikten sonra, 

elde edilen homojenat 10.000 x g‟de 15 dakika santrifüj edilir. Tüpün süpernatant 

kısmından 4ml alınarak üzerine 1ml %0.5‟lik TBA çözeltisi (%20 TCA içinde 



31 

 

 

hazırlanmış) ilave edilir. Reaksiyon karışımı kaynar suda 30 dakika inkübe edilir ve 

reaksiyon tüplerin buz banyosuna alınmasıyla durdurulmaktadır. Örnekler tekrar 

10000xg‟de 10 dakika santrifüj edilir. Süpernatant kısmı alınarak absorbansı 532 nm‟de 

okunur ve daha sonra 600 nm‟deki non-spesifik absorbsiyon için absorbans değeri 

belirlenmektedir. Lipid peroksidasyonun hesaplanması için; 532 nm‟de ölçülen 

absorbans değerinden 600 nm‟de belirlenen nonspesifik absorbsiyon değeri çıkarılır ve 

1 ml çözeltideki MDA (nmol/ml): [(A532-A600)/155000] X 106 formülüyle 

hesaplanmaktadır. Sonuçlar MDA (nmol/gram doku) şeklinde verilmektedir (Ananieva 

et al. 2002). 

3.3.2.e. Hidrojen peroksit (H2O2) miktarının belirlenmesi 

Bunun için 0.5 gr bitki numunesi alınarak 10ml soğuk aseton içinde homojenize 

edildikten sonra, homojenat 10.000 x g‟de 10 dakika santrifüj edilir. Daha sonra elde 

edilen süpernatantın 1.5 ml‟si 0.15ml %5‟lik Ti(SO4)2 (titanyum disülfat) ve 0.3 ml 

%19luk NH4OH (amonyumhidroksit) ile karıştırılır. Çökelek oluştuktan sonra karışım 

10.000 x gde 10 dakika daha santrifüj edilir. Tüpün süpernatant kısmı uzaklaştırıldıktan 

sonra elde edilen pelet 3 ml 2 M‟lık H2SO4 içinde çözülür ve 415 nm‟de absorbansı 

ölçülerek kaydedilir. Bu ortalama absorbans değerleri, daha önceden hazırlanmış 

standart grafik yardımıyla nanogram cinsinden H2O2 miktarına dönüştürülmektedir. 

Sonuçlar gr doku başına düşen H2O2 miktarı (ng/g doku) olarak sunulmaktadır 

(Velikova et al. 2000; Wahid et al. 2007). 

3.3.2.f. Süperoksit anyonu (O2·¯ ) miktarının belirlenmesi 

Bu çalışma için 0.5 gr doku 2 ml 65 mM soğuk fosfat tamponunda (pH:7.8) homojenize 

edilir. Homojenat 5000 x g‟de 10 dakika santrifüj edilir. Süpernatanttan 1 ml alınır 

üzerine 0.9 ml fosfat tamponu ve 0.1 ml 10 mM hydroxylamine hydrochloride eklenir. 

Çözelti karıştırılır ve 20 dakika 25°C‟de inkübe edilir. Daha sonra karışımdan 1 ml 

alınır üzerine 1 ml 17 mM aminobenzene sulfonic acid ve 1 ml 17 mM 1-naphtylamme 

karıştırılır ve 20 dakika 25°C‟de inkübe edilir. Karışıma 3 ml n-butyl alcohol 
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eklendikten sonra spektrofotometrede 530 nm‟de ölçülür. Standart grafik için farklı 

miktardaki HNO2‟nın 530 nm‟deki absorbans kullanılmıştır (Liu et al. 2007). 

 

Şekil 3.4. Süperoksit anyon (O2
•-
) miktarını belirlemede kullanılan standart grafik 

3.3.3. Antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi 

Ekstraksiyon için 0.5 gr doku porselen havanda sıvı azot ile iyice homojenize edildikten 

sonra üzerine 5ml soğuk homojenat tamponu (%1 PVP ve 1 mM EDTA ihtiva eden 0.1 

M KH2PO4 pH: 7.0) ilave edililir ve karışım bir santrifüj tüpüne aktarılarak 15000 ҳ g 

ve +4°C‟de 15 dakika santrifüj edilir. Santrifüj işlemi sonucunda elde edilen süpernatant 

antioksidan enzimlerin aktivite ölümleri için kaynak olarak kullanılmıştır (Angelini et 

al. 1990). 

3.3.3.a. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Belirlenmesi 

CAT aktivite ölçümü, ortamındaki H2O2‟nin O2 ve H2O‟ya dönüşümünde meydana 

gelen absorbans azalmasının 240 nm‟de izlenmesi esasına dayanır. CAT aktivite tayini 
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aşağıda belirtildiği şekilde yapılır. Aktivite ölçümü için 3ml‟lik spektrofotometre 

küvetine, 103 mM KH2PO4 tamponundan 1.475 ml ve 40 mM‟lık H2O2 substrat 

çözeltisinden 1.5 ml konulduktan sonra, 25 μl enzim ekstraktı ilave edilir. Küvet 

spektrofotometreye yerleştirildikten sonra 240 nm‟de 3 dakika boyunca 1 dakika 

aralıklarla köre karşı absorbansı okunur. Ölçümlerde absorbansın doğrusal olarak 

azaldığı aralıktan dakika başına absorbans azalması hesaplanır. Ortalama absorbans 

değerleri, standart grafik yardımıyla μmol cinsinden H2O2 miktarına dönüştürülür. 

25°C‟de, 1 dakikada içinde, absorbansı 1 μmol azaltan enzim miktarı 1 enzim ünitesi 

olarak kabul edilir ve sonuçlar gr yaprak başına düşen enzim ünitesi (U.mg-1protein) 

olarak sunulur (Asada 1992). 

 

Şekil 3.5. Katalaz aktivitesi ölçümünde kullanılan standart grafik 

3.3.3.b. Peroksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi 

Peroksidaz (POD) aktivite tayini, guaikol ve H2O2‟nin substrat olduğu reaksiyonun 

ürünü olan renkli bileşiğin meydana getirdiği absorbans artışının 470 nm‟de izlenmesi 

esasına dayanmaktadır (Angelini et al. 1990). Aktivite ölçümü için spektrofotometre 

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0 1 2 3 4 5 6

 H2O2 miktarı (µM)  

A
b

so
rb

a
n

s 
(2

4
0
n

m
) 



34 

 

 

küvetine; 0.1 M, NaH2PO4 (pH: 5.5) ve 5 mM guaikol içeren substrat çözeltisinden 3ml 

konulduktan sonra, üzerine 10 μl enzim ekstraktı ilave edilir. 470 nm‟de 5 dakika 

boyunca absorbans artışı 1 dakika aralıklarla kaydedilir ve absorbansın doğrusal olarak 

arttığı kısımdaki absorbans artışı 1 dakikaya oranlanır. 25 de 1 dakikada, absorbansı 

0.01 artıran enzim miktarı 1 EU olarak kabul edilir ve sonuçlar  enzim ünitesi (U.mg¯¹ 

protein) olarak sunulur. 

3.3.3.c. Süperoksid Dismutaz Aktivitesinin Belirlenmesi 

Süperoksid Dismutaz (SOD) aktivitesi, nitro blue tetrazoliumun (NBT) süperoksit 

radikalleri ile mavi renkli formazona fotokimyasal indirgenmesi reaksiyonunun SOD 

enzimi tarafından engellenmesinin spektrofotometrik olarak belirleme esasına dayanır. 

Reaksiyon karışımı (3ml); 50 mM KH2PO4 (pH: 7.8), 13 mM metiyonin, 63 μM NBT, 

13 μM riboflavin ve 0.1 mM EDTA içermektedir. Aktivite ölçümü için 3ml 

spektrofotometre küvetine yukarıdaki riboflavin içermeyen reaksiyon karışımdan 

2,58ml alınmış ve üzerine 30 μl enzim ekstraktı pipetlenmiştir. Reaksiyon, tüp üzerine 

13 μMlık riboflavin çözeltisinden 390 μl pipetlenip karıştırıldıktan hemen sonra, beyaz 

bir ışık kaynağı önüne yerleştirmek suretiyle başlatılır. Tüp, ışık kaynağının karşısında 

15 dk tutulur ve reaksiyon ışık kaynağının kapatılmasıyla durdurulur. 15 dk içerisinde 

NBTnin renk açılma yoğunluğu 560 nm‟de köre karşı okunur. Kör; aynı işlemin 

enzimsiz örneğinden oluşmaktadır. SOD aktivitesinin 1 ünitesi, 560 nmde gözlenen 

NBT indirgenmesinin %50 inhibisyonuna neden olan enzim miktarı, 1 enzim ünitesi 

olarak kabul edilir ve sonuçlar mg protein başına düşen enzim ünitesi (U.mg-1 protein) 

olarak sunulur (Agarwal and Pandey 2004). 

3.3.3.d. Glutatyon Redüktaz Aktivitesinin Belirlenmesi 

Glutatyon redüktaz (GR) aktivitesi spektrofotometrik olarak Foyer ve Halliwell 

(1976)‟e göre belirlenmiştir. Substrat olarak 0,25 mM NADPH ve 1 mM oksitlenmiş 

glutatyon (GSSG) kullanılır. Oksitlenmiş glutatyonun enzim tarafından indirgenmesi 

için indirgeyici ajan olarak NADPH kullanılır. Aktivite tayini için, 200 μl 0,5 mM 
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EDTA, 250 μl XX mM GSSG ve 500 μl XX mM NADPH ihtiva eden 2,95 μl 50 mM 

Tris-HCl (pH 7,8) tamponuna 50 μl enzim ekstraktı ilave edilir. NADPHın oksidasyonu 

340 nmde 5 dakika boyunca aktivitedeki azalmanın ölçülmesiyle belirlenir. 

3.3.4. Askorbat ve glutatyon tayini için ekstraksiyon yöntemi 

Örneklerdeki askorbat ve glutatyon tayini için ekstraksiyon işlemi, Noctor ve Foyer 

(1998)‟e göre yapılmıştır. Bu yöntemde bitki dokularına ait 100 mg örnek sıvı azotta 

iyice ezilir ve işleme 5 ml ekstraksiyon tamponu ile örnek tamamıyla homojenije olana 

kadar devam edilir. Örnekler, 1 ml 0.2 N HCl bulunan eppendorf tüpleri içerisine 

alınarak iyice vortekslenir. Homojenat +4 ºC‟de 16000xg devirde 10 dk santrifüjlenir. 

Spernatantın 0.5 ml‟si 50 μl 0.2 M NaH2PO4 (pH 5.6) ve 0.46 ml 0.2 M NaOH ile 

nötralize edilir. Elde edilen homojenat askorbat ve glutatyon tayini için kaynak olarak 

kullanılır. 

3.3.4.a Askorbat (Askorbik asit) Tayini 

Askorbat ölçümü için 1.5 ml ependorf tüpünün içerisine 200 μl 0.2 M NaH2PO4 (pH 

5.6), 150 μl saf su ve 40 μl nötralize süpernatant ilave edilip tüp iyice karıştırılır. 

Buradan 195 μl reaksiyon karışımı alınır ve üzerine 5 μl askorbat oksidaz (40 U/ml) 

ilave edilir. Solüsyon karıştırılır ve 265 nm deki absorbans değeri 5dk boyunca ölçülür. 

Aynı yolla ticari olarak sağlanan askorbattan hazırlanan standart grafik kullanılarak 

askorbat miktarı belirlenir (Noctor and Foyer 1998). 
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Şekil 3.6. Askorbik asit içeriğini belirlemede kullanılan standart grafik. 

3.3.4.b. Glutatyon (GSH) Tayini 

Bu metotta örneklerdeki glutatyon tayini 5-5‟-dithiobis (2-nitro-benzoik asit) 

(DTNB)‟nin glutatyon redüktaza bağlı indirgenmesinin 412 nm‟de izlenmesi esasına 

dayanır. Total glutatyon miktarını belirlemek için içerisinde toplam 1 ml hacimde 120 

mM NaH2PO4 (pH 7.8), 0.6 mM DTNB, 6 mM EDTA ve 0.1 mM NADPH bulunan 

spektrofotometre küvetine 20 μl nötralize edilmiş süpernatant ve son olarak da 5 μl (0.6 

U) glutatyon redüktaz enzimi ilave edilerek başlatılan reaksiyondaki değişim 5 dk 

boyunca takip edilir. Ticari olarak sağlanan indirgenmiş glutatyon (GSH) ile hazırlanan 

standart grafikten yola çıkılarak örnekteki toplam glutatyon miktarı hesaplanır. 

Örneklerdeki, yükseltgenmiş glutatyon, glutatyon disülfit (GSSG), miktarını belirlemek 

için ise 0.2 ml nötralize süpernatant 1 μl 2-Vinylpyridine (VPD) ile oda şartlarında 30 

dk inkübe edilir. İnkübasyon sonrasında artık VPD‟yi ortamdan uzaklaştırmak için 

örnekler iki kez santrifüjlenir ve 20 μl süpernatant alınarak yukarıda ifade edilen 

deneysel aşamalar tekrarlanır. Hazırlanmış olan standart GSSG grafiğinden 

faydalanılarak örneklerdeki yükseltgenmiş glutatyon miktarları belirlenir (Noctor ve 

Foyer 1998). 
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 Şekil 3.7. Glutatyon içeriğini belirlemede kullanılan standart grafik 

3.3.5. Protein miktarının belirlenmesi 

Protein miktarının belirlenmesi Bradford (1976) yöntemi kullanılarak yapılmıştır. Renk 

reaksiyonu için Coomassie Brillant Blue (CBB) G-250 ile hazırlanan boya reaktif 

çözeltisi kullanılır. Tayin işleminde 5 ml boya reaktifi (CBB) ile 0.1 ml supernatant 

karıştırılır. Blank (kör) için ise 5 ml boya reaktifi ve 0.1 ml saf su kullanılır. Hazırlanan 

örnekler karanlıkta 10 dakika bekletildikten sonra 595 nm spektrofotometrik ölçümleri 

yapılır. Protein miktarlarının belirlenmesinde kullanılan standart grafik, bovin serum 

albuminin (BSA) farklı konsantrasyonları aynı işlemden geçirildikten sonra 595 nm 

dalga boyundaki absorbsiyon degerleri ölçülerek hazırlanır. Total çözülebilir protein 

miktarları μg protein/gr dokucinsinden sunulur. 
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Şekil 3.8. Protein tayini için kullanılan standart grafik 

3.3.6. Prolin miktarının belirlenmesi 

Bitki dokularında prolin amino asiti miktarının belirlenmesi Bates vd. (1973)‟a göre 

yapılır. Prolin analizleri için 0.5 gr bitki materyali üzerine 10 ml %3lük sülfosalisilik 

asit ilave edilerek iyice homojenize edilir. Homojenat mavi bant filtre kağıdıyla (391,80 

g.m
-2

) filtre edilir. Elde edilen süzüntüden 2 ml filtrat alınır, üzerine 2 ml asit ninhidrin 

ve 2 ml glasiyal asetik asit ilave edilerek 100°C‟de 1 saat inkübe edilir. Daha sonra, 

tüpler, buz banyosunda soğuyuncaya kadar tutulur. Bunu takiben reaksiyon karışımı 

üzerine 4 ml toluenle ilave edilir ve tüpler iyice karıştırılır. Sulu fazdan ayrılan toluen 

fazı aspire edilmiş ve absorbans değerleri bir UV spektrofotometrede 520 nm dalga 

boyunda köre karşı okunmuştur Kör olarak toluen kullanılmıştır. Aynı işlemlerle saf 

prolinden hazırlanan standart grafik kulanılarak örneklerdeki prolin miktarları 

hesaplanır. 
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Şekil 3.9. Prolin içeriğini belirlemede kullanılan standart grafik 

3.3.7. Klorofil miktarı tayini 

Bitki yaprakları (0.1 g) sıvı azotta iyice homojenize edildikten sonra  homojenat üzerine 

10 ml soğuk aseton (%80 v/v) ilave edilir. Örnekler daha sonra 12000xg‟de 15 dk 

santrifüj edilir. Santrifüj sonrası örneklerin aseton seviyesindeki eksilmeler 

tamamlanarak son hacim 10 ml‟ye tamamlanır. Elde edilen pigment ekstraktlarının 645 

ve 663 nm‟lerdeki absorbans değerleri spektrofotometrede köre karşı okunur. Kör 

olarak aseton kullanılmıştır. Belirlenen absorbans değerleri aşağıdaki formüllerde yerine 

konarak klofil a, klorofil b ve toplam klorofil değerleri belirlenir (Lichtenthaller, 1987). 

Bütün işlemler loş ışık altında gerçekleştirilir. 

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 miktarı +0,367*kl b 

miktarı) 
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3.3.8. Fenolik madde içeriğinin belirlenmesi 

Fenolik madde içeriğinin belirlenmesi için Dewanto vd. (2002) tarafından önerilen 

prosedür kullanılmıştır. Bu yöntemde bitki yapraklarından alınan 0.5 gr örnek 5 ml 0.1 

M‟lık fosfat tamponunda homojenize edilir. Homojenatlar 15.000 rpm‟de 15 dk 

santrifüj edilir. Daha sonra süpernatan 25 µl alınarak üzerine 125 µl Folin-Coicalteu 

Reaktifi ilave edildi. Son olarak üzerine 250 µl %20‟lik Na₂CO₃ ilave edilerek 

vortekslenir. Karışımlar 25°C‟de 30 dk inkübe edildikten sonra absorbansları 765 nm‟de 

köre karşı belirlenmiştir. Kör olarak 25 µl saf su kullanılarak aynı işlemlerin yapıldığı 

örnek kullanılmıştır. Fenolik madde içeriği gallik asitin farklı konsantrasyonlarının 

kullanıldığı standart grafikten yararlanılarak hesaplanmıştır. 

 

Şekil 3.10. Fenolik madde içeriğinin belirlenmesinde kullanılan standart grafik 

3.3.9. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS PAGE) 

Western blot analizi için  proteinler %4–10 kesikli sodyum dodesilsülfat poliakrilamid 

jel elektroforezinde (SDS-PAGE) Laemmli (1970) yöntemi ile yürütüldü. Bunun için 
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elektroforez plakaları önce su, sonra alkol ile iyice yıkandı. Daha sonra, iki cam plaka 

birbiri üstüne konuldu ve kıskaçlarla tutturularak jel hazırlama cihazına konuldu. 

Ayırma jeli hazırlanarak plakalar arasına enjektörle aktarıldı. Bu işlemler yapılırken 

jelde hava kabarcığı oluşmamasına dikkat edildi. Jel yüzeyinin düzgün olması için 

izopropil alkol ile ince bir tabaka oluşturuldu. Jel polimerleşinceye kadar yaklaşık yarım 

saat beklendi. Polimerizasyon bittikten sonra üzerindeki izopropil alkol döküldü. Daha 

sonra yığma jeli üst yüzeye kadar ilave edildi. Yaklaşık 45 dakika sonra tarak dikkatlice 

çıkarılarak plakalar elektroforez tankına yerleştirildi. Oluşan boşluklar işaretlenerek 

jelin üstü önce saf su, sonra da yürütme tamponu ile yıkandı. Elektroforez tankının alt 

ve üst kısmına yürütme tamponu konuldu. Numuneler her birinde 20 μg protein olacak 

şekilde hazırlandı. Numune üzerine toplam hacim 100 μl olacak şekilde 1/1 oranında 

numune tamponu ilave edildi. Örnekler, 5 dk kaynar su banyosunda inkübe edildi. 

Numuneler soğutularak, jel kuyularına bir enjektör yardımıyla yüklendi. Yürütme işlemi 

önce 80 voltluk akımda daha sonra 120 voltta 2-4 saat +4°C‟de gerçekleştirildi. 

Yığma jeli,1 M‟lık Tris-HCl (pH: 6,8)‟den 380 µl, %30‟luk akrilamid-%0,8‟lik 

bisakrilamid‟den 400 µl, %10‟luk SDS‟den 30 µl, %5‟lik TEMED‟den 3 µl, ve saf 

sudan 2,2 ml karıştırılarak hazırlandı. Son olarak yine taze hazırlanmış %10‟luk 

amonyum persülfat (NH4)2S2O8 (PER)‟den 30 µl ilave edildi. 

Ayırma jeli, 2,03 ml 1M Tris-HCl (pH: 8,8), 2,67 ml %30‟luk akrilamid, %0,8‟lik 

bisakrilamid, 80 µl %10 SDS, 3,2 µl %5‟lik TEMED (N,N,N‟,N‟-tetrametil etilen 

diamin) ve 3,15 ml su karıştırılarak hazırlandı. Bu karışımın üzerine en son olarak 80 µl 

%10‟luk PER ilave edildi. Burada kullanılan PER kullanılmadan hemen önce taze 

olarak hazırlandı. 

3.3.10. Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile izoenzimlerin belirlenmesi 

Poliakrilamid jeller (PAGE jelleri) aynı şekilde fakat SDS‟siz olarak hazırlandı. 

İzoenzimler belirlenirken antioksidan enzim aktiviteleri için kullanılan enzim 

ekstraktlarına %20 gliserol eklendi ve içerisinde 50-300 μg protein olacak şekilde 
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hazırlanıp kuyucuklara yüklendi. Çalışmalarda %4 yığma jeli kullanılırken, çalışılan 

enzime göre %8, 10 ve 11‟lik ayırma jeli kullanıldı. Yürütme tamponu (18,76 gr glisin 

ve 3,02 gr Tris, pH: 8,3) kullanılarak +4°C‟de, 80-120 Voltta 3-4 saat yürütüldü. 

Yürütme tamponuna askorbat peroksidaz için 2 mM askorbik asit ilave edildi. 

3.3.11. Antioksidan Enzimlerin İzoenzim Profillerinin Belirlenmesi 

Bitkinin kök ve yapraklarından elde edilen taze örnekler (0.5 gr) önce sıvı azotta ve 

sonra +4°C‟de 9 mM Tris HCl (pH 6.8) tamponunda homejenize edildikten sonra 

üzerine %13.6 giliserol ilave edilir. Homojenat 15 dakika 15 000 rpm‟de santrifül edilir. 

Elde edilecek süpernatant kısımdan protein miktarı belirlenir (Bradford 1976). Eşit 

miktarda protein (40 μg) içeren örnekler doğal poliakrilamid jel elektroforezi (Native-

PAGE) kullanarak hazırlanan jeller üzerindeki kuyucuklara yüklenir. Elektroforetik 

SOD ayırımını yapmak için +4°C‟de 120 mA şartlarında %4 yığma ve %12 ayırma jeli 

kullanıldı. SOD izoenzimleri NBT ve riboflavin ile boyanarak fotokimyasal olarak 

belirlenir. POX izoenzimlerini belirlemek için 10%‟luk jelde doğal PAGE‟de 40 μg 

protein içeren örnekler yürütülür. Bant yoğunluklarını görüntülemek için yürütme 

işlemi biten jeller 1.3 mM benzidin ve %3 H2O2 içeren 200 mM Na-acetat tamponunda 

(pH 5.0) 30 dakika boyunca 30°C karanlık ortamda bekletilir. APX izoenzim ayırımını 

yapmak için Mittler and Zilinskas (1993) tarafından önerilen yöntem kullanıldı. Buna 

göre +4°C‟de 120 mA şartlarında 10%‟luk jelde 40 μg protein içeren örnekler yürütülür. 

Yürütme işlemi bittikten sonra jel 30 dakika boyunca 2 mM askorbat içeren 50 mM Na-

fosfat tamponunda (pH 7.0) inkübe edilir. Daha sonra aynı jel 20 dakika boyunca 4 mM 

askorbat ve 2 mM H2O2 içeren 50 mM Na-acetat tamponunda (pH 7.0) inkübe edilir. 

İnkübasyon sonrası Jel 1 dakika aynı tamponda yıkandıktan sonra 28 mM N,N,N,N-

tetramethyl ethylenediamine (TEMED) ve 2.45 mM NBT içeren 50 mM Na-fosfat 

tamponuna (pH 7.8) alınır ve 10-20 dakika boyunca ışıklı ortamda hafif çalkalanır. CAT 

izoenzimlerinin ayrımını yapmak için %0.5 çözünür nişasta içeren 7.5‟lik jelde 40 μg 

protein içeren örnekler yürütülür. Yürütme işlemi bittikten hemen sonra, jel oda 

sıcaklığında 30 dakika boyunca 18 mM sodyum tiosülfat ve 679 mM H2O2 içeren 

çözeltide inkübe edilir. İnkübasyon sonrası jel saf su ile yıkandıktan sonra 90 mM 
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potasyum iyod çözeltisine daldırılır ve %0.5 glasiyal asetik asit ile asitleştirilme yapılır. 

CAT enziminin negatif bantları jelin mavi zemininde görüntülenir (Laemmli 1970; 

Towbin et al. 1979). 

3.3.12. Moleküler biyolojik testler 

3.3.12.a. RNA izolasyonu 

 RNA İzolasyonu için Qiagen (Hilden) RNeasy Plant Mini kitleri kullanılmıştır. 

Uygulama aşağıdaki gibi yapıldı: 

1) 100 mg doku havanda iyice homojenize edildi. Homojenat üzerine 350 μl RTL 

tampon eklenerek 2 ml‟lik ependorf tüpe alınıp 56°C‟de 1 saat thermal ısıtıcı blokta 

parçalandı. 

2) Son hacim 600 μl olacak şekilde %70‟lik etanol eklendi ve pipetaj yapıldı. 

3) Bundan 700 μl‟lik hacim alınıp RNeasy plant mini kit lila spin kolonlarına yüklendi 

ve kapaklar kapatıldı (2ml‟lik toplama tüpleri kolon altına geçirilir). 15 saniye 8000xg 

(10.000 rpm)‟de santrifüj yapıldı. 

4) Altta oluşan süzüntüden kullanılmak üzere 700 μl‟lik hacim alınıp RNeasy plant mini 

kit pembe spin kolonlarına yüklendi ve kapaklar kapatıldı (2ml‟lik toplama tüpleri 

kolon altına geçirilir). 15 saniye 8000xg (10.000 rpm)‟de santrifüj yapıldı. Altta oluşan 

süzüntü atıldı. 

5) Dha sonra 700 μl tampon RW1 pembe spin kolonun üzerine eklendi. 15 saniye 

8000xg(10.000 rpm)‟de santrifüj yapıldı. Altta oluşan süzüntü atıldı. 

6) 500 μl Buffer RPE pembe spin kolonun üzerine eklendi. 15 saniye 8000xg (10.000 

rpm)‟de santrifüj yapıldı. Altta oluşan süzüntü atıldı. 

7) 500 μl Buffer RPE pembe spin kolonlarına yüklendi. 2 dakika 8000xg (10.000 

rpm)‟de santrifüj yapıldı. Toplama tüpleri atıldı. 

8) Opsiyonel olarak RPE tamponun iyice uzaklaştırılması için toplama tüpleri 

değiştirilip 1 dakika son hızda santrifuj yapıldı. Toplama tüpleri atıldı. 
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9) 1,5 ml‟lik tüpler içine kolonlar yerleştirildi. Üzerine 30 μl RNase Free Water eklendi. 

1 dakika 8000xg‟de santrüfüj yapılarak RNA elüsyonları elde edildi. 

İzole edilen RNA örneklerinden miktar tayini ve saflık derecesinin belirlenmesi 

amacıyla spektrofotometre kullanıldı ve 260 nm ve 280 nm‟de ölçüm gerçekleştirildi. 

Ölçüm sonrasında her bir örnekteki toplam RNA miktarı ve Absorbans (260/280) 

oranından yararlanarak RNA saflık derecesi belirlendi. 

3.3.12.b. cDNA eldesi 

cDNA eldesi aşamasının tamamı buz üzerinde yapılmış olup Qiagen (Hilden) RT2 First 

Strand cDNA sentez kiti kullanıldı. 

Uygulama aşağıdaki gibi yapıldı : 

a. 1μl RNA‟da 100 nanogram konsantrasyon olacak şekilde ayarlama yapıldı. Toplam 

hacim 10μl‟ye tamamlandı. 

b. 2 μl Buffer GE eklendi. Böylece toplam hacim 12μl oldu. 

c. 42°Cde 5 dakika ısısal döngü cihazında inkübe edildi. 

- Sürenin bitiminde çıkarılan tüpler üzerine: 5X Reaction tampondan 4 μl, Primer 1 μ, 

Reverse Transcriptase Mix 2 μ eklenip, toplam hacim 20 μlye tamamlandı. 

- 15 dakika 42°C‟de, ardından 5 dakika 95°C‟de reverse transkriptazı inaktive etmek 

için Thermal Cycler cihazında inkübasyon yapıldı. 
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3.3.12.c. Gerçek zamanlı PCR analizi (Real-Time PCR) 

Çalışmamız Tagman problarına dayalı bir çalışma olup, Qiagen (Hilden) RT2 

SyberGreen Master Mix kullanılmıştır. Toplam 5 hedef gen (FSD1, SOD4, CAT-1, 

SOD9, APX) 1(ACTB) referans gen olmak üzere 6 gen üzerinden gerçekleştirildi ve 

Qiagen (Hilden) Rotorgene Q cihazı ile uygulama yapıldı. 

Mix Protokolü: 

- 12.5 μL SyberGreen Master Mix 

- 1 μL Forward ve Reverse Primer 

- 6.5 μL H2O eklenip toplam hacim 20 μL‟ye ayarlandı. 

- Son olarak 5 μL cDNA eklendi. Böylece reaksiyon hacmi 25 μL olmuş oldu. 

Uygulama: 

-10 dakika 95°C‟de Hold 

-15 saniye 94°C 

-30 saniye 60°C‟de Annealing, 40 tekrar. 

Real-Time PCR sonrasında elde edilen Ct değerleri (threshold cycle) için Excel tablosu 

yapıldı. Bu Excel tablosun yüklendiği Qiagen (Hilden) GeneGlobe Veri Analizi 

Merkezinde, kontrol ve kat değişim ölçütü olarak ACTB(Beta Aktin) referans geni 

kullanıldı ve ham veri normalizasyonu ile ΔΔCT yöntemine dayalı gerçek zamanlı PCR 

verileri analiz edildi. 

3.4. İstatistiksel Analiz 

Çalışma içerisinde sunulan veriler, her bir uygulamadan üç bağımsız örnek (3 paralel) 

ve her bir örnekten 3 tekerrür yapıldıktan sonra elde edilen 9 değerin ortalamasıdır. 
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Sonuçların karsılaştırılmasında, SPSS 17.0 paket programı kullanılarak tek yönlü 

varyans analizi (ANOVA) yapılmıştır. İstatistik anlamlar, 0.05 hata seviyesinde 

(P<0.05) Duncan‟ın Çoklu Karsılastırma Testi kullanılarak belirlenmiştir. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1. Çalışılan Civa (HgCl2) ve Nitrik oksit (NO) Konsantrasyonlarının Belirlenmesi 

Çalışmanın bu aşamasındaki amacımız, çimlenme, büyüme ve gelişmesi aşamalarında 

test edilecek uygun civa konsantrasyonunu belirlemektir. Petri kaplarına ekimi yapılan 

tohumların çimlenmeleri günlük olarak takip edilmiş ve 5. günün sonunda toplam 

çimlenme yüzdeleri, kök ve gövde uzunlukları hesaplanmıştır. Tüm bu işlemler 

sonucunda Çizelge 4.1 ve 4.2‟deki sonuçlara bakıldığında civanın tüm 

konsantrasyonları kontrole göre hem çimlenme hem de kök-gövde uzunluklarında 

inhibisyonlara neden olduğu anlaşılmaktadır. Hem çimlenme hem de fide büyüme 

çalışmasından elde edilen sonuçlara göre, çalışılan mısır bitkisi (Zea mays cv. Arifiye-2) 

çimlenme ve fide büyümesi aşamasında 500 µM civa seviyesine kadar toksisiteyi 

kısmen de olsa tolere edebilmektedir. Ancak bu konsantrasyonun üzerindeki civa 

derişimlerini hiçbir şekilde tolere edememekte ve çimlenme tamamıyla inhibe 

olmaktadır. Tez içeriğinde çok sayıda parametrenin değerlendirileceğinden dolayı, 

çalışmaların bir civa konsantrasyonu üzerinden devam etmesinin daha uygun olacağı 

kararlaştırılmıştır. Bu nedenle, çimlenme ve fide büyümesi ön denemelerine göre, 

civanın 100 µM konsantrasyonu tercih edilmiş ve bundan sonraki tüm çalışmalar bu 

konsantrasyon üzerinden yürütülmüştür (Çizelge 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5.) 

4.1.1. İçsel civa miktarı  

İçsel civa miktarı uygulama gruplarına göre farklılık göstermiştir. Kök kısmında tek 

başına civa uygulaması çok önemli oranlarda artmış içsel civa oranı 100 µM HgCl2 

uygulaması ile kökler de 7997,17 ppb gibi çok yüksek bir orana çıkmıştır ( Çizelge 1). 

Tek başına civa uygulamasına göre civa + SNP uygulaması köklerde civa miktarını 

%14 artırarak 9124,67 ppb seviyesine çıkarmıştır (Çizelge 1). Yapraklarda içsel civa 

miktarı çok önemli oranlarda düşmüştür (Çizelge 1). Yapraklarda tek başına civa 
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uygulamasına göre SNP+civa uygulamasında %33 „lük oranda daha fazla civa 

belirlenmiştir (Çizelge 1).       

Çizelge 4.1. Civa toksisitesi altındaki mısır bitkisi köklerinde içsel civa miktarı üzerine 

nitrik oksit‟in etkisi (ppb)  

Gruplar  Kök Yaprak 

Kontrol 0,0c 0,0c 

SNP 0,0c 0,0c 

Civa 7997,17± 156,3 b             34,65 ± 6,3 b 

SNP+Civa 9125,67 ± 120,3 a               46,3532,3 ± 5,3 a 

Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem 

seviyesine göre anlamsızdır 

4.1.2. Mısır bitkisine ait kök, gövde, yaş ağırlık ve nispi su içeriği verileri 

Çizelge 4.2. Mısır bitkisinin kök ve yapraklarında yaş-kuru ağırlık, bitki uzunluğu ve 

bağıl su içeriğine ait bulgular 

Gruplar Yaş ağırlık 

(gr) 

Kuru Ağırlık 

(gr) 

Uzunluk 

(cm) 

Bağıl Su içeriği 

(%) 

Kontrol 0,84 ± 0,37b 0,04 ± 0,002b 27,94 ± 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 ± 0,15c 94,8 ± 0,005b 

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

Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 

anlamsızdır. 

Kontrole göre tek başına civa uygulaması bitki yapraklarında yaş ağırlık, kuru ağırlık ve 

boyca uzama oranlarında sırasıyla %36, %20 ve %18.8 gibi önemli oranlarda (P<0.05) 

azalmaya neden olmuştur (Çizelge 4.1). Civa uygulamasına göre civa + SNP 

uygulamasında ise yaş ağırlık, kuru ağırlık ve boyca uzama oranlarında %24, %20, %6 

ve önemli artışlara neden olmuştur (Çizelge 4.1). Yaprakta bağıl su içeriğinde herhangi 

bir farklılık oluşmamıştır (Çizelge 4.1). 
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Çizelge 4.3. Farklı civa konsantrasyonlarının mısır tohumlarının çimlenme oranları 

üzerine etkileri 

 Gruplar  Çimlenme oranları(%) 

 0 (Kontrol) 78,4 ± 1,3a* 

 1 µM HgCl2 64,5 ± 1,6d 

 5 µM HgCl2 72,5 ± 1,1b 

 10 µM HgCl2 62,5 ± 2,1d 

 20 µM HgCl2 62,5 ± 1,9d 

 40 µM HgCl2 70,3 ± 2,3c 

 50 µM HgCl2 69,4 ± 2,3c 

 100 µM HgCl2 64,1 ± 1,3d 

 200 µM HgCl2 61,3 ± 1,4d 

 500 µM HgCl2 27,5 ± 1,2e 

 1000 µM HgCl2 0,0 ± 0,0f 
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Çizelge 4.4. Farklı civa konsantrasyonlarının mısır tohumlarının kök-gövde uzunlukları 

(cm) üzerine etkileri  

Uygulamalar Kök Gövde 

0 (Kontrol) 14,74 ±1,0a 6,88 ±0,1a 

1 µM HgCl2 12,01 ±1,3b 6,47 ±0,2a 

5 µM HgCl2 12,7 ±1,2b 6,34 ±0,2a 

10 µM HgCl2 12,06 ±1,1b 5,23 ±0,4b 

20 µM HgCl2 12,06 ±1,1b 5,45 ±0,3b 

40 µM HgCl2 12,56 ±1,2b 5,77 ±0,1b 

50 µM HgCl2 11,74 ±1,3b 5,33 ±0,2b 

100 µM HgCl2 10,52 ±0,5c 4,51 ±0,1c 

200 µM HgCl2 8,89 ±0,2d 4,59 ±0,3c 

500 µM HgCl2 2,67 ±1,1e 2,71 ±0,1d 

1000 µM HgCl2 0 ±0,0f 0 ±0,0e 

Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 

anlamsızdır 

4.1.3. Mısır bitkisine ait element içeriği bulguları 

Hidroponik ortamda yetiştirilen bitkilerde civa ve nitrik oksitin mineral alınımı ve 

taşınımı üzerine etkisini incelemek için dokuz tane esas element içeriği incelenmiştir. 

Mısır bitkisinin köklerinde kontrolle kıyaslandığında tek başına civa uygulaması Mn, 

Ni, Zn, Na, K, Mg ve Ca içeriklerini sırasıyla %72, %20, %40, %29, %67, %58.7 ve 

%53.3 gibi önemli oranlarda azaltmış, Cu miktarını etkilememiş, ancak Fe oranını 

%297 gibi çok önemli (P<0,05) bir oranda artırmıştır (Çizelge 4.16). Tek başına civa 

uygulamasına göre civa + SNP uygulaması da Cu, Mn, Ni, Zn, K, Mg ve Ca oranlarını 

%40.7, %55.2, %64, %6, %33, %39, ve %38.6 oranlarında azaltırken, Na oranını ise 

%10 oranında ise artırmıştır (Çizelge 4.16). Kontrole göre tek başına SNP ise Cu, Mn, 

K ve Ca oranı artırmış, Ni, Zn, Na, ve Fe oranlarını azaltmış ve Mg oranını ise 

etkilememiştir (Çizelge 4.4 ve 4.5). 
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Çizelge 4.5. Mısır bitkisinin köklerinde esas elementlerin içeriğine ait bulgular 

  Ppb     ppm   

 Cu Mn Ni Zn Na K Mg Ca Fe 

K 11247,2 

±32,1 b  

33400 

±53,4 b 

16468,2±

49,2 a 

9457 

±52,1 a  

29680,5±

63,8 a 

22330,4±

96,6 b 

961,8 

±2,1 a 

849,8 

±2,9 b 

70,7 

±1,1 c 

SNP 14205,6 

±43,4 a 

43474,7±

62,1 a 

11283,6±

37,1 c 

8711,3±3

2,5 b 

27231,6±

78,1 b 

24630,1±

88,9 a 

936,5 

±6,1 a 

934,4 

±3,3 a 

43,8 

±0,9 d 

C 11201,1 

±26,4 b 

9220,9 

±81,2 c 

13053 

±62,6 b 

5668,8±4

8,7 c 

21049,1±

44,5 d 

7229,3 

±75,1 c 

414,2 

±2,4 b 

396,7 

±4,1 c 

288,7 

±9,7 a 

SNP

+C 

6633,2 

±12,1 c 

4123,2±2

2,6 d 

4703,6±3

5,4 d 

5342,2±2

6,4 d 

23109,6±

32,8 c 

4842,7 

±65,9 d 

252,1 

±3,8 c 

243,2 

±5,8 d 

58,8 

±7,5 b 

Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 

anlamsızdır. 

Mısır bitkisinin yapraklarında kontrol grubu ile kıyaslandığında tek başına civa 

uygulaması Cu, Ni, Zn, Na, Mg ve Fe içeriklerini sırasıyla %6, %100, %11.3, %29, 

%18.3 ve %60 gibi önemli oranlarda arttırmış, K miktarını etkilememiş ancak Mn ve Ca 

oranlarını ise sırasıyla %39.4 ve %13.3‟lük (P<0,05) oranlarda azaltmıştır (Çizelge 4.5). 

Tek başına civa uygulamasına göre  SNP+Civa uygulaması da Cu, Mn ve K oranlarını 

%12, %7.3, ve %8.7 oranlarında artırırken, Ni, Zn, Na, Mg ve Fe oranlarını sırasıyla 

%34.6, %22.3, %26, %19 ve %70 oranlarında ise azaltmış ve Ca oranını ise etkilemiştir 

(Çizelge 4.5). Kontrole göre tek başına SNP ise Cu, Mn, Zn, Na, K ve Ca oranı artırmış, 

Mg değişmemiş ve Ni ve Fe oranlarını azaltmıştır (Çizelge 4.5). 
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Çizelge 4.6. Mısır bitkisinin yapraklarında esas elementlerin içeriğine ait bulgular 

  Ppb     ppm   

 Cu Mn Ni Zn Na K Mg Ca Fe 

K 4185,97±4

8,1 c 

24356,46±9

9,4 b 

4354,6 

±56,1 c 

10839,04±

89,1 c 

3519,66±6

3,1 c 

33351,53±

32,1 c 

653,1 

±6,3 c 

872,85 

±2,9 b 

58,1 

±3 b 

SNP 4544,43±6

3,2 b 

26044,8 

±72,6 a 

3910,54±

63,2 d 

14671,16±

74,3 a 

4710,18±3

2,1 a 

38361,38±

42,4 a 

743,91±4,

1 b 

1026,3±4,

3 a 

36,32±2 

c 

C 4443,23±7

2,1 b 

14755,76±4

6,6 d 

8694,24±

85,1 a 

12066,92±

61,1 b 

4543,29±2

9,6 b 

33222 

±29,3 c 

773,27±3,

3 a 

756,23 

±5,1 c 

93,14±1 

a 

SNP

+C 

4977,48±3

2,3 a 

15839,03±7

1,1 c 

5679,44±

41,3 b 

9365,23 

±52,9 d 

3364,25±3

6,2 d 

36127 

±51,3 b 

625,93±2,

1 c 

751,21 

±6,4 c 

28,05±4 

c 

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

bulguları 

Tek başına civa uygulaması kontrollerine göre mısır bitkisinin kök ve yapraklarının 

MDA seviyesinde önemli artışlara neden olmuştur (Çizelge 4.6 ). Kontrol bitkilerinin 

kök ve yapraklarında MDA miktarları sırasıyla 0.38 ve 1.13 nmol.g
-1

 olarak ölçülürken, 

bu değerler tek başına civa uygulamalarıyla sırasıyla 0,58 ve 1.67 nmol.gr
-1

‟ye 

ulaşmıştır (Çizelge 4.6). Hücre zarından elektolit sızıntısı da kontrole göre tek başına 

civa uygulaması ile önemli oranda artmıştır (Çizelge 4.6). Civa toksisitesine karşı 

uygulan SNP kök ve yapraklarda hem MDA hemde EL seviyelerini önemli (p<0.05) 

oranlarda düşürerek toksisiteye karşı bitkinin tolerans artışına yardımcı olmuştur. 
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Çizelge 4.7. Mısır bitkisinin kök ve yapraklarında MDA ve EL bulguları  

Uygulamalar  MDA (nmol.gr
-1

) EL (%) 

 Kök Yaprak Kök Yaprak 

Kontrol 0,38 ± 0,13c 1,13 ± 0,10c 15,5 ± 0,13c 14,3 ± 0,27c* 

SNP 0,41 ± 0,17bc 1,15 ± 0,07c 17,3 ± 0,25c 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 sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 

anlamsızdır 

4.1.5. Total protein ve prolin miktarı 

Tüm gruplara ait uygulamalarda çözünebilir protein ve prolin içerikleri önemli 

oranlarda etkilenmiştir (Çizelge 4.7). Mısır bitkisinin köklerinde kontrole göre, civa 

uygulamasında hem total protein hem de prolin miktarlarında sırasıyla %59 ve %68 gibi 

yüksek oranlardaa azalmalar meydana gelmiştir (Çizelge 4.7). Tek başına civa 

uygulamasına göre, SNP+civa grubunun köklerinde ise total protein ve prolin 

içeriklerinde sırasıyla %18 ve %50 oranlarında artışlar meydana gelmiştir (Çizelge 4.7) 

Yapraklarda ise kontrole göre tek başına civa uygulamasında total protein ve prolin 

içeriklerinde %19.5 ve ve %68.6 oranlarda önemli artışlar sağlamıştır (Çizelge 4.7). 

SNP+civa grubunda ise tek başına civa grubuna göre total protein ve prolin 

içeriklerinde %11.3 ve ve %26.4 oranlarında önemli artışlar sağlamıştır (Çizelge 4.7). 

Görüldüğü gibi civa stresi mısır kök ve yapraklarında protein ve prolin içerikleri 

üzerinde farklı tepkilere neden olmuştur. Benzer şekilde SNP her iki dokuda civa 

stresini tolere etmede farklı davranmıştır. Özetle civa köklerde protein ve prolin 

içeriğini düşürürken,  yapraklarda artırmıştır. SNP ise buna cevap olarak köklerde düşen 

iki parametreyi artırırken, yapraklarda artışını sürdürmüştür. Bu farklı cevap civanın iki 

organda farklı seviyede birikimi ve iki organın farklılığının bir sonucu olabilir. 
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Çizelge 4.8. Protein ve prolin içeriği 

Gruplar Protein (mg.g
-1 

doku) Prolin (µg.g
-1 

doku) 

Kök Yaprak Kök Yaprak 

Kontrol 7,05 ± 0,23b 16,18 ± 0,17c 0,542 ± 0,05a 0,3196±0,02c 

SNP 8,75 ± 0,56a 16,52 ± 0,28c 0,4406 ± 0,06b 0,338 ± 0,03c 

Civa 2,89 ± 0,41c 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 sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P<0.05 önem seviyesine göre 

anlamsızdır. 

4.1.6. Fotosentetik pigment içeriğine ait bulgular 

Çalışmamızda kullanılan civanın toksik konsantrasyonu mısır bitkisinin fotosentetik 

pigmentlerin miktarını önemli oranlarda düşürmüştür (Çizelge 4.8). Civa toksisitesine 

maruz bırakılmadan önce uygulanan SNP ise civa stresi etkisi ile pigmentlerdeki 

azalmayı önemli derecede iyileştirmiştir (Çizelge 4.8). Kontrole göre tek başına civa 

uygulaması kla ve klb içeriklerinde sırasıyla %9 ve %6‟lık azalmalara neden olmuştur. 

Civa toksisitesi altındaki bitkilere SNP uygulaması yapıldığında ise tek başına civa 

uygulamasına göre kla ve klb içeriğinde sırasıyla %12 ve %28‟lik gibi önemli (p<0.05) 

artışlara neden olmuştur (Çizelge 4.8 ve Şekil 4.1). 
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Şekil 4.1. Mısır bitkisinin yapraklarında klorofil içerikleri 

Çizelge 4.9. Mısır bitkisinin yapraklarında klorofil miktarlarına 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 içeriği bulguları 

Civa toksisitesi altındaki mısır bitkisinin kök ve yapraklarında fenolik madde içeriği 

önemli oranlarda değişiklik göstermiştir. Mısır bitkisi köklerinde kontrole göre tek 

başına civa uygulaması fenolik madde içeriğini %100‟den daha fazla oranda azaltarak 

81.2 μg.grˉ¹ olarak ölçülmüştür. Tek başına SNP uygulaması fenolik madde içeriğini 

kontrole göre değiştirmemiştir. Civa öncesi uygulanan SNP, mısır bitkisi köklerinde 

fenolik madde içeriğini %34.25 oranında artırarak 89.53 4 μg gˉ¹ seviyesine çıkarmıştır. 

Mısır bitkisinin köklerinde fenolik madde içeriği kontrol, SNP, civa ve Civa+SNP 

gruplarında sırasıyla 241.8, 245.03, 81.2 ve 89.53 μg gˉ¹ olarak ölçülmüştür. 
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Mısır bitkisinin yapraklarındaki fenolik madde içeriği civa toksisitesi ve toksisite öncesi 

uygulanan SNP (SNP+civa) ile artış göstermiştir (Çizelge 4.10). Kontrol bitkisinde 

fenolik madde içeriği 475.86 μg.grˉ¹ olarak ölçülmüşken, tek başına civa uygulanan 

bitkilerin yapraklarında %10,84 oranında bir artışla 527,46 μg.grˉ¹ olarak belirlenmiştir. 

Tek başına civa uygulaması ile karşılaştırıldığında; SNP+civa grubunda istatiksel olarak 

önemli bir artış belirlenmemiştir. Mısır bitkisinin yapraklarında fenolik madde içeriği 

kontrol, SNP, civa ve Civa+SNP gruplarında sırasıyla 475.86, 471.03, 527.46 ve 505.96 

4 μg.grˉ¹ olarak ölçülmüştür.  

Çizelge 4.10. Civa toksisitesi altındaki mısır bitkisinde fenolik madde içeriği üzerine 

nitrik oksit‟in etkisi (μg gˉ¹) 

Gruplar Kök 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 ± 0,9c 505,96 ± 0,5a 

Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 

anlamsızdır. 

4.2. Reaktif Oksijen Türleri seviyelerine ait bulgular 

Tek başına civa uygulaması, kontrole göre mısır yapraklarının H2O2 seviyesinde önemli 

(p<0.05) artışlara neden olmuştur (Çizelge 4.10 ve Şekil 4.2). Kontrol bitkilerinde H2O2 

miktarı 22.96 ng.gr¯¹ olarak ölçülürken, bu değer 100 μM HgCl2 uygulamasıyla 45.88 

ng.gr¯¹‟a kadar arttığı görülmektedir (Çizelge 4.10). Diğer taraftan, SNP uygulanmış 

fidelerin hem kök hem de yapraklarında H2O2 seviyesi, tek başına civa uygulamasıyla 

karşılaştırıldığında, önemli (p<0.05) oranda düşmüştür (Çizelge 4.7 ve Şekil 4.2) . 

Düşüşler kökte ve yapraklarda sırasıyla %25 ve %21 oranında olmuştur. 

Bu verilere göre civanın mısır fidelerinin kök ve gövdesinde H2O2 içeriğini artırmakla 

birlikte, artışın köklerde daha yüksek olduğu ifade edilebilir. Ancak civa stresinden 
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önce uygulanan SNP, her iki organda civa uygulamasıyla artan H2O2 seviyesini önemli 

düzeyde düşürebilmiştir. 

Önemli bir reaktif oksijen türü olan süperoksit anyonun (O2
.-
) miktarındaki değişimler 

Çizelge 4.10. verilmiş ve daha açık değerlendirebilmek için Şekil 4.3‟de sunulmuştur. 

Bulgularımıza göre hem kök hem de yapraklarda tek başına civa uygulaması O2·¯ 

miktarını kontrol grubuna göre önemli oranda artırmıştır. Bu artışlar, köklerde %22, 

yapraklarda ise yaklaşık %10 olarak belirlenmiştir. SNP+civa uygulamasında özellikle 

köklerde çok önemli iyileştirmelerin olduğu tespit edilmiştir. Köklerde SNP+civa, tek 

başına civa uygulamasına göre, O2
.-
 miktarında %22‟lik bir azalmaya, yapraklarda ise 

%10‟luk bir azalmaya neden olmuştur. 

Bu verilere göre civanın mısır fidelerinin kök ve gövdesinde O2·
-
 içeriğini artırmıştır. 

Ancak civa stresinden önce uygulanan SNP, her iki organda civa uygulamasıyla artan 

O2
-1 

seviyesini önemli düzeyde düşürebilmiştir. 

 

Şekil 4.2. Mısır bitkisinin kök ve yapraklarında H2O2 içerikleri 
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Şekil 4.3. Mısır bitkisinin kök ve yapraklarında O2
.-
 içerikleri 

Çizelge 4.11. Mısır bitkisinin kök ve yapraklarında H2O2  (µg.gr ¯¹) ve O2
.-
  (µg.gr ¯¹) 

içerikleri  

                H2O2                                                                                      O2
.-
  

Uygulamalar Kök Yaprak Kök Yaprak 

Kontrol 22,96 ± 0,39d 101,4 ± 0,43c 0,98 ± 0,27b 3,62 ± 0,15c 

SNP 24,99 ± 0,21c 97 ± 0,18c 1,44 ± 0,11a 4,25 ± 0,27a 

Civa 45,88 ± 0,33a 146,03 ± 0,52a 1,2 ± 0,18ab 3,91 ± 0,16b 

SNP+Civa 34,25 ± 0,45b 115,07 ± 0,51b 0,97 ± 0,37b 3,48 ± 0,08c 

Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 

anlamsızdır.  

4.3. Lipid Peroksidasyon Seviyesi (MDA olarak) ve Elektrolit Geçirgenliği 

Bulguları 

Tek başına civa uygulaması kontrollerine göre mısır bitkisinin kök ve yapraklarının 

MDA seviyesinde önemli artışlara neden olmuştur (Çizelge 4.11 ve Şekil 4.4). Kontrol 

bitkilerinin kök ve yapraklarında MDA miktarları sırasıyla 0.38 ve 1.13 nmol.gr
-1

 olarak 

ölçülürken, bu değerler tek başına civa uygulamalarıyla sırasıyla 0,58 ve 1.67 nmol.gr
-

1
‟ye ulaşmıştır (Çizelge 4.11). Hücre zarından elektolit sızıntısı da kontrole göre tek 
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başına civa uygulaması ile nemli oranda artmıştır (Çizelge 4.11). Civa toksisitesine 

karşı uygulan SNP kök ve yapraklarda hem MDA hem de EL seviyelerini önemli 

(p<0.05) oranlarda düşürerek toksisiteye karşı bitkinin tolerans geliştirmesine yardımcı 

olmuştur (Şekil 4.4 ve 4.5). 

  
Şekil 4.4. Mısır bitkisinin kök ve yapraklarına ait MDA bulguları 

 
Şekil 4.5. Mısır bitkisinin kök ve yapraklarına ait EL bulguları 
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Çizelge 4.12. Mısır bitkisinin kök ve yapraklarında MDA ve EL bulguları  

 
       

MDA(nmol.grdoku) 
 

 

EL(%) 
 

Uygulamalar Kök Yaprak Kök  Yaprak  

Kontrol 0,38 ± 0,13c 1,13 ± 0,10c 15,5 ± 0,13c 14,3 ± 0,27c 

SNP 0,41 ± 0,17bc 1,15 ± 0,07c 17,3 ± 0,25c 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 sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 

anlamsızdır. 

4.4. Antioksidan Enzimlerin Aktivitelerine Ait Bulgular 

4.4.1. Süperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi ve izoenzim profili 

SOD enziminin aktivite düzeylerinin civa ve SNP uygulamalarında farklılık gösterdiği 

görülmüştür (Çizelge 4.9). Kontrole göre tek başına civa uygulaması bitkilerin 

köklerinde SOD aktivitesinde %20‟lik önemli bir artışa (P<0.05) neden olurken, 

yapraklarda ise istatistik anlamda önemli bir farklılığa neden olmamıştır (Çizelge 4.12). 

Tek başına civa uygulamasına göre, civa+SNP uygulanmış bitkilerde ise SOD aktivitesi 

kökte %20 düşerken, yapraklarda ise %10 artmıştır (P<0.05). Bu bulgular, enzimin 

izoenzim profillerinden elde edilen verilerle desteklenmiştir. Örneğin, Şekil 4.6‟ya 

dikkat edilirse, köklerde 4 izoenzim belirlenmiştir. Bu bantların tümünün yoğunlukları 

artmakla birlikte, özellikle SOD1 ve SOD4 civa uygulamasıyla önemli seviyede 

artmıştır. SNP+civa uygulamalarında ise bantların yoğunluğunda belirgin düşüşler 

görülmektedir. Yapraklarda ise 5 izoenzim belirlenmiştir (Şekil 4.7). Yapraklara ait 

izoenzim bulguları ile aktiviteye ait bulgular birbirini desteklemektedir (Çizelge 4.12 ve 

Şekil 4.6). Bu verilere göre civa uygulamasının özellikle köklerdeki SOD aktivitesini 

artırdığı ve bu artışın civa stresinden önce uygulanan SNP ile yatıştırılabildiği 

görülmektedir. 
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Şekil 4.6. Mısır bitkisinin kök ve yapraklarına ait SOD aktivitesi  (U.mg

-1
 protein) 

Çizelge 4.13. Mısır bitkisinin kök ve yapraklarında SOD aktivitesi (U.mg
-1

 protein) 

Uygulamalar Kök Yaprak 

Kontrol 10,05 ± 0,32b 4,39 ± 0,27b 

SNP 9,68 ± 0,19c 4,12 ± 0,41a 

Civa 12,00 ± 0,23a 3,88 ± 0,11b 

SNP+ Civa 10,56 ± 0,33b 4,25 ± 0,16b 

Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 

anlamsızdır. 
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Şekil 4.7. Mısır bitkisi köklerinde SOD izoenzim profili 

 

Şekil 4.8. Mısır bitkisi yapraklarında SOD izoenzim profili 
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4.4.2. CAT enzim aktivitesi ve izoenzim profili 

CAT aktivitesi mısır bitkisi kök ve yapraklarında hem civa hem de SNP+civa 

uygulamalarından önemli (P<0.05) derecede etkilenmiştir (Çizelge 4.13). Bitki 

köklerinde tek başına civa uygulaması, kontrole göre CAT aktivitesinde çok önemli bir 

düşüşe neden olmuştur. Kontrol bitkisinin yapraklarındaki hücresel CAT aktivitesi 0.30 

U.mg
-1

 protein iken, 100 µM HgCl2 uygulamasıyla aktivite %93‟lük bir azalışla 0.02 

U.mg
-1

 protein olarak belirlenmiştir. Ancak 0.1 µM SNP uygulamaları civa ile azalan 

hücresel CAT aktivitesini önemli bir oranda arttırdığı belirlenmiştir. Tek başına civa 

uygulamasına göre  SNP+civa uygulaması aktivitede %100‟den daha fazla bir artışa 

(P<0.05) neden olmuştur (Çizelge 4.13). Yapraklarda da tek başına  civa uygulaması 

CAT aktivitesinde bir düşüşe neden olmuştur. Kontrol bitkisinin yapraklarındaki 

hücresel CAT aktivitesi 0.96 U.mg
-1

 protein iken, 100 µM HgCl2 uygulamasıyla bu 

değer %9‟lük bir azalışla 0.87 U.mg
-1

 protein olarak belirlenmiştir. SNP+civa 

uygulamaları tek başına civa ile azalan hücresel CAT aktivitesini %20.6‟lık bir oranda 

arttırdığı belirlenmiştir (Çizelge 4.13). 

Bu çarpıcı sonuç, CAT enzimin izoenzim profillerinden elde edilen verilerle 

desteklenmiştir. Mısır yapraklarından elde edilen enzim ekstraktları ile poliakrilamid jel 

üzerinde toplamda 2 farklı (CAT 1 ve 2) CAT izoenzim bandı belirlenmiştir (Şekil 4.9). 

Kontrol bitkisine göre tek başına civa uygulamasında bantlarının yoğunluğunun çok 

fazla azaldığı görülmektedir. Ancak SNP uygulaması bu durumu tersine çevirebilmiştir. 

Bu verilere göre civa uygulamasının özellikle köklerdeki CAT aktivitesini inhibe ettiği 

ve bu olumsuzluğun civa stresinden önce uygulanan SNP ile iyileştirilebildiği 

görülmektedir. 

  



64 

 

 

Çizelge 4.14. Mısır bitkisinin kök ve yapraklarında CAT aktivitesi (U.mg
-1

 protein) 

Gruplar Kök Yaprak 

Kontrol 0,30 ± 0,11b 0,96 ± 0,03b 

SNP 0,40 ± 0,21a 0,99 ± 0,04a 

Civa 0,02 ± 0,04c 0,87 ± 0,03b 

SNP+Civa 0,28 ± 0,09c 1,05 ± 0,05a 

Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 

anlamsızdır. 

 

Şekil 4.9. Mısır bitkisi yapraklarında CAT izoenzim profili 

4.4.3. POD enzim aktivitesi ve izoenzim profili bulguları 

Mısır bitki köklerinde tek başına civa uygulaması, kontrole göre POD aktivitesinde 

önemli (p<0.05) artışa neden olmuştur (Çizelge 4.14). Örneğin, kontrol bitkisinin 

köklerindeki POD aktivitesi 2141 U.mg
-1

 protein iken, tek başına civa uygulamasıyla bu 

değer %100‟den daha fazla bir artışla 4752 U.mg
-1

 protein olarak belirlenmiştir. 

SNP+civa uygulaması, tek başına civa uygulamasına göre, POD aktivitesini daha da 

artırdığı belirlenmiştir. Örneğin, tek başına civa uygulamasına göre SNP+civa 

uygulaması POD aktivitesinde %10‟lik (P<0.05) bir artış sağlamıştır (Çizelge 4.14). 

Mısır bitkisinin yapraklarında da POD aktivitesi hem civa hem de SNP uygulamalarında 

göre önemli değişimler meydana gelmiştir (Çizelge 4.14). Kontrol bitkisinin 
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yapraklarında POD aktivitesi 108 U.mg
-1

 protein iken, tek başına civa uygulamasıyla bu 

değer %13‟lük bir azalışla 94 U.mg
-1

 protein olarak belirlenmiştir. SNP+civa 

uygulaması ise tek başına civa uygulamasına göre POD aktivitesini önemli bir oranda 

(P<0.05) artırdığı belirlenmiştir. Tek başına civa uygulamasına göre SNP+civa 

uygulaması POD aktivitesinde %31‟lik (P<0.05) bir artış sağlamıştır. 

Mısır yapraklarından elde edilen enzim ekstraktları ile poliakrilamid jel üzerinde 

toplamda 4 farklı (POD 1-4) POD izoenzim bandı belirlenmiştir (Şekil 4.9). Kontrol 

bitkisine göre tek başına civa uygulamasında bantlarının yoğunluğu arttığı 

görülmektedir. Civa toksisitesi öncesi uygulanan SNP (SNP+civa uygulaması), tek 

başına civa toksisitesindeki gibi 4 farklı izoenzim bandı belirlenmiş ve bantların 

yoğunluğunun da arttığı tespit edilmiştir (Şekil 4.10). 

Çizelge 4.15. Mısır bitkisinin kök ve yapraklarında POD aktivitesi (U.mg
-1

 protein) 

Gruplar Kök Yaprak 

Kontrol 2141 ± 5,16c 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 sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P < 0.05 önem seviyesine göre 

anlamsızdır. 
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Şekil 4.10. Mısır bitkisi yapraklarında POD izoenzim profili 

4.4.4. GR enzim aktivitesi ve izoenzim profili 

Mısır bitki köklerinde tek başına civa kontrole göre GR aktivitesinde artışa neden 

olmuştur. Kontrol bitkisinin köklerindeki GR aktivitesi 6,48 U.mg
-1

 protein iken, tek 

başına civa uygulamasıyla bu değer %100‟den daha fazla bir artışla 15,02 U.mg
-1

 

protein olarak belirlenmiştir. SNP+civa uygulaması tek başına civa uygulamasına göre 

GR aktivitesini azalttığı belirlenmiştir. Tek başına civa uygulamasına göre SNP+civa 

uygulamasında GR aktivitesinde %17.7‟lik (P<0.05) bir azalış meydana gelmiştir 

(Çizelge 4.15). Mısır bitkisinin yapraklarında ise GR aktivitesi hem civa hem de 

SNP+civa uygulamalarında önemli değişimler meydana gelmiştir (Çizelge 4.15). 

Kontrol bitkisinin yapraklarında GR aktivitesi 4,72 U.mg
-1

 protein iken, tek başına civa 

uygulamasıyla bu değer %19.4‟lük bir azalışla 3,8 U.mg
-1

 protein olarak belirlenmiştir. 

SNP+civa uygulaması ise tek başına civa uygulamasına göre GR aktivitesinin de bir 

artışa neden olduğu belirlenmiştir. Tek başına civa uygulamasına göre SNP+civa 

uygulaması GR aktivitesinde %15‟lik (P<0.05) bir artış sağlamıştır (Çizelge 4.15). 
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Çizelge 4.16. Mısır bitkisinin kök ve yapraklarında GR aktivitesi (U.mg
-1

 protein) 

Gruplar Kök Yaprak 

Kontrol 6,48 ±0,153c 

 

4,72 ±0,164a 

 

SNP 5,52 ±0,254d 

 

4,54 ±0,248a 

 

Civa 

 

SNP+ Civa  

 

15,02 ±0,445a 

 

12,32±0,334b 

3,8 ±0,112b 

 

4,38 ±0,196a 

Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P<0.05 önem seviyesine göre 

anlamsızdır 

Mısır köklerinde elde edilen enzim ekstraktları ile poliakrilamid jel üzerinde toplamda 2 

farklı (GR 1-GR2) GR izoenzim bandı belirlenmiştir (Şekil 4.11). Kontrol bitkisine göre 

tek başına civa uygulamasında herhangi bir bant belirlenememiştir. Civa toksisitesi 

öncesi uygulanan SNP (SNP+civa), tek başına civa toksisitesine göre herhangi bir bant 

belirlenememişken tek başına SNP uygulamasında ise 2 izoenzim tespit edilmiştir. 

Mısır yapraklarında elde edilen enzim ekstraktları ile poliakrilamid jel üzerinde 

toplamda 2 farklı (GR 1-2) GR izoenzim bandı belirlenmiştir(Şekil 4.11). Kontrol 

bitkisine göre tek başına civa uygulamasında özellikle GR 1 bandının yoğunluğu 

artmıştır. Civa toksisitesi öncesi uygulanan SNP (SNP+civa), tek başına civa 

toksisitesine gibi bantların yoğunluğu artmış ancak tek başına SNP uygulamasında ise 

GR 2 izoenziminin bant yoğunluğu azaldığı tespit edilmiştir (Şekil 4.11). 

GR enzim aktiviteleri ve izoenzim profilleri birlikte değerlendirildiğinde, civa stresine 

mısır kök ve gövde GR‟leri farklı cevap vermişlerdir. Kökte civa stresi ile artan GR 

aktivitesi, SNP+civa uygulaması ile aktivite düşürülmüştür. Yapraklarda ise kökteki 

davranışın tersi bir durum gözlenmiştir. Bu durum GR‟nin kökte ve yapraktaki 

birikimlerle ilgili olduğu düşünülmektedir. 
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Şekil 4.11. Mısır bitkisinde kökte GR izoenzim profili 

 

 

Şekil 4.12. Mısır bitkisi  yapraklarında GR izoenzim profili 
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4.4.5. Glutatyon ve askorbat içeriği bulguları 

Mısır köklerinde glutatyon (GSH) içeriğinde tek başına civa uygulaması ve diğer 

uygulamalar önemli (p<0.05) azalmalara neden olmuşlardır. Tek başına civa 

uygulaması yapılan gruba göre, SNP+civa uygulaması %100‟den daha fazla bir artışa 

neden olmuştur (P<0.05). SNP+civa uygulaması ile tek başına civa uygulamasında 

257,5 nmol.g
-1

 doku olarak ölçülen glutatyon içeriğinin 785 nmol.g
-1

 doku değerine 

yükselmesine neden olmuştur (Çizelge 4.16). Mısır yapraklarında ise kontrole göre 

GSH değeri civa uygulaması ile %21‟lik önemli oranda artmıştır. SNP+civa uygulaması 

ise tek başına civa uygulamasına göre yapraklarda GSH oranını biraz artırmış ancak bu 

artış istatistiksel olarak önemsiz olmuştur (P<0,05). 

Tek başına civa uygulaması mısır bitkisi köklerinde kontrol grubuna göre indirgen 

askorbat (ASA) içeriğini önemli derecede azaltmıştır. Kontrol grubunda 705,6 nmol.gr
-1

 

doku değerinde ölçülen ASA miktarını tek başına civa uygulaması %17.4 düşürerek 

580,8 nmol.gr
-1

 doku değerine kadar azaltmıştır (P<0.05). Köklerde tek başına civa 

uygulamasına göre SNP+civa uygulaması ASA içeriğini %16‟lık bir artış sağlamıştır 

(Çizelge 4.16). Yapraklarda ise kontrole göre tüm gruplarda ASA miktarı önemli derece 

artmıştır. Kontrol grubu yapraklarında 1098,1 nmol.gr
-1

 doku değerinde ölçülen ASA 

miktarı tek başına civa uygulaması ile %22.2 artırarak 1342,5 nmol.gr
-1

 doku değerine 

kadar yükseltmiştir (P<0.05). Tek başına civa uygulamasına göre SNP+civa uygulaması 

ASA içeriğini %11.4 oranında artırarak 1495,6 nmol.gr
-1

 doku değerine kadar 

yükseltmiştir (P<0.05) (Çizelge 4.16). 

Görüldüğü gibi civa stresi altında kökler ve yapraklar GSH ve ASA miktarları 

üzerinden farklı cevap vermişlerdir. Köklerde genelde civa stresi ile hem GSH hem de 

ASA düşerken yapraklarda artmıştır. Bu civanın kök ve yapraklardaki birikim 

miktarlarıyla ilişkili olabilir. Civa stresi öncesinde uygulanan SNP ise köklerde civa 

uygulamasıyla artan GSH ve ASA‟yı artırırken, yapraklarda ise düşürmüştür. Bu durum 

civa stresi esnasında SNP‟nin GSH ve ASA seviyelerini düzenlediğini gösterebilir 

(Şekil 4.12 ve 4.13). 
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Şekil 4.13. Civa toksisitesi altındaki mısır bitkisinde GSH içeriği  

 
Şekil 4.14. Civa toksisitesi altındaki mısır bitkisinde askorbat İçeriği  
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Çizelge 4.17. Civa toksisitesi altındaki mısır bitkisinde glutatyon (nmol.gr
-1

) ve 

askorbat (nmol.gr
-1

) içeriği 

Uygulamalar GSH ASA  

Kök Yaprak Kök Yaprak 

Kontrol 1205 ±6,92a 

 

3947,5 ±9,86b 

 

705,6 ±6,41b 

 

1098,1 ±5,78c 

 

SNP 1175 ±9,83a 

 

3990 ±8,92b 

 

890,6 ±4,14a 

 

1160,5 ±6,11c 

 

Civa 257,5 ±3,12c 

 

4796 ±7,128a 

 

580,8 ±3,25c 1342,5 ±4,56b 

 

SNP+Civa 785,0 ±4,62b 

 

4865 ±5,82a 

 

675,2 ±5,16b 

 

1495,6 ±8,46a 

 
Bir sütun içinde aynı harflerin bulunduğu gruplar arasındaki farklılıklar P< 0.05 önem seviyesine göre 

anlamsızdır 

4.5. Antioksidan Genlerin Ekspresyonu 

Çalışmamızda istediğimiz genlerin ifade oranlarındaki değişimini belirlemek için RNA 

izolasyonu, cDNA eldesi ve gerçek zamanlı PCR analizi yapılmıştır. Çalışmamız Syber 

Green tabanlı bir çalışma olup, Qiagen (Hilden) RT2 SyberGreen Master Mix 

kullanılmıştır. Toplam 5 hedef gen (FSD1, SOD4, CAT-1, SOD9, APX) 1(ACTB) 

referans gen olmak üzere 6 gen üzerinden gerçekleştirildi ve Qiagen (Hilden) Rotorgene 

Q cihazı ile uygulama yapıldı. 

Kontrol grubuna göre tüm gruplardaki beş genin ifadesinin değişim diyagramı 

sunulmuştur. Kontrol grubana göre bitki köklerinde yapılan değerlendirmede çalışılan 

beş genin birbirlerinden farklı şekilde ifade oldukları belirlenmiştir. Kök kısmında 

kontrol grubuna göre tek başına civa toksisitesi ile SOD4 ve CAT-1 genlerinin ifadeleri 

artmıştır. Ancak FSD1, SOD 9 ve APX genlerinin ifade oranları civa toksisitesi 

altındaki bitkilerde azalmıştır (Şekil 4.14). Kökte tek başına civa ile  SNP+civa grubu 

karşılaştırıldığında toksisite altındaki bitki köklerinde SNP uygulamasıyla FSD1, 

SOD4, CAT-1 ve APX genlerinin up-regule olduğu, ancak SOD9 geninin ise down-

regule olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.14.). 

  



72 

 

 

 

 

Şekil 4.15. Mısır köklerinde kontrole göre diğer tüm gruplarda antioksidan genlerin 

gerçek zamanlı ifade oranlarının değişimi 
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A

 

 

B 

 

 

C 

 

Şekil 4.16. Mısır köklerinde kontrole göre diğer tüm gruplarda antioksidan genlerin 

gerçek zamanlı ifade oranlarının değişimi 
a) ifade oranları, b) değişim diyagramı c) ifade grafiği 
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Mısır yapraklarında kontrol grubuna göre tüm gruplardaki beş genin ifadesinin değişim 

diyagramı belirtilmiştir(Şekil 4.15). Kontrol gruba göre bitki yapraklarında yapılan 

değerlendirmede çalışılan beş genin birbirlerinden farklı şekilde ifade oldukları 

belirlenmiştir. Yaprak kısmında kontrol grubuna göre tek başına civa toksisitesi ile 

CAT-1, SOD4, FSD1 ve SOD 9 genlerinin ifade oranlarının arttığı belirlenirken, APX 

geni ise normal kontrole göre down-regule olduğu belirlenmiştir (Şekil 4.15.). Yaprakta 

tek başına civa ile SNP+civa grubunun birbirleriyle karşılaştırıldığında toksisite 

altındaki bitki köklerinde SNP etkisiyle FSD1 geninin önemli oranda ifadesinin artığı, 

diğer genlerin ise ifade oranlarının down-regule oldukları tespit edilmiştir(Şekil 4.15). 

 

 

Şekil 4.17. Mısır yapraklarında kontrole göre diğer tüm gruplarda antioksidan genlerin 

gerçek zamanlı ifade oranlarının değişim diyagramı.  

                                                         

 

 

 

 

 

 

 

 



75 

 

 

A 

 
                                                                      

                                                                  B)    

 

                                                             C) 

 

Şekil 4.18. Mısır yapraklarında kontrole göre diğer tüm gruplarda antioksidan genlerin 

gerçek zamanlı ifade oranlarının değişimi 
a) ifade oranları, b) değişim diyagramı c) ifade grafiği  
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

5.1. Tartışma 

Çalışmamızda insanoğlunun kültüre aldığı en eski tarla bitkilerinden biri olan mısır (Zea 

mays L.) kullanılmıştır. Dünyada tahıl bitkileri içerisinde buğday ve arpadan sonra en 

geniş ekim alanı ve üretime sahip olan mısır, 585 bin hektar ekim alanı, 2.5 milyon ton 

üretim ve 425 kg/da tane verimi ile ülkemizde özellikle Marmara ve Karadeniz 

Bölgeleri‟nde yaygın olarak yetiştirilmekle birlikte bölgemizde de (Doğu Anadolu) 

tarımı yapılabilen bir tahıl bitkisidir (Süzer 2004). Günümüzde zengin besin maddesi 

içeriği nedeniyle hem insan, hem de hayvan beslenmesi gibi çok sayıda kullanım alanı 

olan ve önemi giderek artan mısır, yüksek verim alınabilen bir tarla bitkisi olarak 

diğerlerinden farklılık göstermektedir (Eryılmaz 2007). 

Ağır metalller, bitki verimini kısıtlayan ve insan sağlığını olumsuz etkileyen önemli 

abiyotik stres faktörlerinden birisidir. Endüstriyel etkinlikler, motorlu taşıtların egzoz 

gazları, maden yatakları ve işletmeleri, volkanik faaliyetler, tarımda gübreleme ve 

ilaçlama gibi pek çok etken ağır metal kirliliğinin nedenleri arasında yer almaktadır. 

Bütün canlılar için toksik bir ağır metal olan civa (Hg), bitkilerin büyüme ve gelişmesi 

üzerinde de çok fazla olumsuzluklara sebep olduğu ile ilgili çalışmalar bulunmaktadır 

(Patra and Sharma 2000; Esteban et al. 2008; Sierra et al. 2009). Bitki dokularında Hg 

birikimi, çeşitli biyokimyasal ve fizyolojik süreçleri bozar ve özellikle oksidatif stresi 

teşvik ederek büyümenin engellenmesine neden olur ve daha ileri toksik seviyelerde ise 

hücre ve dokuların ölümüne yol açar (Wang and Greger 2004). Ağır metal stresini de 

içine alan çevresel streslere maruz kalan bitkilerde, metabolizmada ortaya çıkan 

bozulmaların bir sonucu olarak hücrelerde yüksek düzeyde oksidatif özellikleri olan 

reaktif oksijen türlerinin (ROS) hızlı bir artışı meydana gelir. Bitki böyle bir durumla 

karşılaştığında, ROS bileşiklerinin zararsız hale getirilmesi için antioksidan sistemini 

harekete geçirir ve bu sistemin önemli bir parçası olan katalaz (CAT), peroksidaz 

(POX), süperoksit dismutaz (SOD) gibi enzimlerin aktivitelerinin düzenlenmesini 

sağlar. 
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Son yıllarda, stresli çevrelere bitki toleransının artırılması için bitkide antioksidan 

savunma sisteminin düzenlenmesini sağlayan doğal sinyal moleküller üzerinde yoğun 

araştırmalar yapılmaktadır. Bir sinyal bileşik, bitkide stres bilgisinin alınmasını, bu 

bilginin gerekli yerlere iletilmesini ve bitkide bu strese karşı bir cevap oluşturulmasını 

tetikleyen bir ajan olarak değerlendirilebilir. Bu sinyal moleküllerden bir tanesi de 

bitkilerde sentezlenen ve günümüzde birçok bitki stresinde önemli düzenleyici rolleri 

olduğu kabul edilen nitrik oksittir (NO) (Beligni and Lamattina 2001; Neill et al. 

2002a,b). NO; bitkilerde çeşitli biyokimyasal ve fizyolojik olaylarda ikincil haberci 

olarak rol oynamaktadır (Neill et al. 2003; Crawford and Guo 2005). NO‟nun eksojen 

uygulamalarının bitkilerde büyüme, gelişme, çimlenme, de-etiyolasyon, klorosis, 

senesens gibi fizyolojik olayların yanında bazı stres koşullarında oluşturulan savunma 

mekanizmalarında da yer aldığı birçok araştırıcı tarafından ortaya konulmuştur (Neil et 

al. 2003; Crawford and Guo 2005). 

Çalışmamızda, bitkiye stres öncesi uygulanan NO‟nun (SNP olarak), bitki Hg stresi ile 

karşılaştığında, fizyolojik, biyokimyasal ve moleküler mekanizmalar üzerindeki etkileri 

ve stres cevabını iyileştirilebilme potansiyeli araştırılmıştır. Bu nedenle araştırmamızda 

monokotil bir bitki olan mısır (Zea mays cv. Arifiye-2) bitkisine, NO gaz formunda olan 

bir  bileşik olduğu için, suda çözünebilen ve bitki tarafından alındığında parçalanarak 

NO üreten bir bileşik olan sodyum nitroprussid (SNP) uygulanmıştır. Daha sonra 

bitkiler Hg stresine maruz bırakılmışlardır. Çalışmamızda, çimlenme aşamasındaki ön 

denemeler ile SNP uygulamaları için 0.1 µM; Hg uygulamaları için ise 100 μM 

konsantrasyonları kullanılmıştır. NO‟nun mısır fidelerini Hg toksisitesinden 

koruyabilme potansiyelini araştırırken, koruma derecesi ve kriterinin göstergesi olarak 

literatürde en çok kullanılan parametreler seçilmiştir. Bunlar, kök ve yapraklardaki 

elektrolit sızıntısı, yaş-kuru ağırlık, boy uzunluğu, lipid peroksidasyon (MDA miktarı) 

seviyesi ve reaktif oksijen türlerinin (hidrojen peroksit ve süperoksit anyonu) 

miktarlarının ölçülmesi deneyleridir. Ayrıca hücrelerdeki enzimatik antioksidan 

kapasitedeki değişimi takip etmek için antioksidan enzimlerin (SOD, POD, GR ve 

CAT) aktiviteleri ve bunların izoenzim profilleri, enzimatik olmayan antioksidan 

bileşiklerin (GSH ve ASA) içsel seviyeleri, total protein, prolin, element içeriği, içsel 
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civa miktarları gibi biyokimyasal parametreler de değerlendirilmiştir. Ayrıca 

antioksidan enzimlerden sorumlu genlerin ifade oranlarındaki değişimler RT-PCR ile 

belirlenmiştir. Yapılan bu fizyolojik, biyokimyasal ve moleküler deneylerin tümünün 

sonuçlarının yorumlanması ve diğer araştırıcıların sonuçları ile karşılaştırılmalı 

değerlendirmeleri aşağıda sunulmuştur. 

Canlılarda gerek büyüme ve gelişme, gerekse değişen çevre koşullarına uyumda 

metabolizma ile inorganik element içerikleri arasında yakın bir ilişki vardır. Elementler 

metabolizmada yapısal, elektrokimyasal ve katalitik olarak çok önemli fonksiyonlara 

sahiptirler. Onlar organik maddelerin yapısına katılabilir (yapısal fonksiyon), iyon 

dengesinin ayarlanmasında önemli roller oynayabilir (elektrokimyasal fonksiyon), ya da 

enzimlerin yapısında ko-faktörler olarak görev alabilirler (katalitik fonksiyon) 

(Kocaçalışkan 2004). Bitkide büyüme hızlandığı zaman, bitkinin protein, nükleik asit ve 

şeker gibi maddelere olan ihtiyacı da artacağından, bu ihtiyacı karşılamak için bitkide 

meydana gelen sentez reaksiyonlarının (örn. protein sentezi, nükleik asit sentezi ve 

fotosentez) hızı da artacaktır. Örneğin potasyum (K) enzim aktivasyonu, fotosentez, 

nişasta sentezi, şeker, su ve besin taşınımında önemli düzenleyici roller oynar. Benzer 

şekilde, magnezyum (Mg) de en başta klorofil oluşumu için gereklidir. Fe, bitkilerin 

protein içeriğini, tahıl ve yumrularda nişasta içeriğini ve meyvelerde C vitamini 

içeriğini artırır. Çinko (Zn) ise enzimlerdeki fonksiyonunun yanı sıra, nükleik asit ve 

protein sentez metabolizmasına katılır. Canlılarda inorganik element içeriği ile enzim 

aktiviteleri arasında yakın ilişki vardır.. Örneğin magnezyum (Mg) ko-faktör olarak 

birçok metabolik süreçte rol oynar. Bakır (Cu) ise redoks reaksiyonlarına katılan 

enzimlerle ilgilidir. Öte yandan, Na
+
 , K

+
 ve Cl

-
 gibi tek değerlikli iyonlar, bitkide belirli 

bir seviyenin üzerine çıktığında toksik etki yapmaktadır. 

Mısır bitkisinin köklerinde kontrolle kıyaslandığında tek başına civa uygulaması Mn, 

Ni, Zn, Na, K, Mg ve Ca içeriklerini önemli oranlarda azaltmış, Cu miktarını 

etkilememiş, ancak Fe‟yi %297 gibi önemli bir oranda artırmıştır (Çizelge 4.5). Tek 

başına civa uygulamasına göre SNP+civa uygulaması da Cu, Mn, Ni, Zn, K, Mg ve Ca 

oranlarını azaltırken, Na oranı ise artırmıştır. Yapraklarda, kontrol grubu ile 
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kıyaslandığında tek başına civa uygulaması Cu, Ni, Zn, Na, Mg ve Fe içeriklerini 

arttırmış, K miktarını etkilememiş ancak Mn ve Ca içeriklerini ise azaltmıştır (Çizelge 

4.6). Tek başına civa uygulamasına göre SNP+civa uygulaması da Cu, Mn ve K 

oranlarını artırırken, Ni, Zn, Na, Mg, Fe oranlarını azaltmış ve Ca oranını ise 

etkilemiştir. Tüm bu bilgiler ışığında, SNP uygulamaları, normal şartlarda bitkiye 

köklerden sağlanan inorganik madde alınımını hızlandırmış, ancak stres şartlarında ise 

azaltmıştır. SNP uygulanan bitkilerin yapraklarında Mg, Cu, Ca, K ve Mn 

içeriklerindeki artışlar, bitkide artan büyüme ile ilgili metabolik olaylarda gerekli olan 

enzimlerin, gerek sentezi ve gerekse aktif hale getirilmeleri için bitkiye köklerden 

sağlanmakta olan element taşınım oranının arttığı ve SNP‟nin tüm bu olayları direkt 

veya indirekt yollarla regüle edebildiği anlamına gelmektedir. Normal şartlarda SNP 

uygulamaları nedeniyle, bitkide artan büyüme hızına paralel olarak, Mg, Cu, Ca, K ve 

Mn gibi elementlerin alınımı artarken, Na+ element içeriğinde düşüşün meydana 

gelmesi, SNP‟nin kök emici tüy hücre zarlarının fonksiyonlarını, muhtemelen iyon 

antogonizması prensibini daha etkin hale getirmek suretiyle, bitkinin toksik etkiye 

maruz kalmasını önleyecek şekilde zarlarda regülasyon sağladığı anlaşılmaktadır. 

Toksik Hg altındaki köklerde SNP‟nin köklerde iyon miktarını düşürmesinin muhtemel 

nedeni SNP‟nin toksik civanın alınımın engellemek için iyon kanallarının 

kapatmasından kaynaklanabilir. Sonuç olarak; SNP bitkilerin inorganik element 

içeriklerinde önemli değişimlere neden olmuştur. 

Bitkiler kontrollü hidroponik ortamda yetiştirildiklerinde kontrol ve tek başına SNP 

uygulanmış gruplarda içsel civa belirlenememiştir. Hg uygulanan grupta ise içsel Hg 

miktarının yüksek seviyelere çıktığı tespit edilmiştir. İçsel Hg birikimi yapraklardan 

ziyade köklerde biriktiği görülmektedir. Yapraklarda içsel civa miktarı 34 ppb olarak 

belirlenirken köklerde 7997 ppb olarak belirlenmiştir. SNP+civa grubunda ise tek 

başına civa uygulamasına göre civa birikimi daha fazla olmuştur. Bu durum 

muhtemelen SNP ile alınımı artan Na iyon alınımı ile olmuş olabilir. SNP köklerde 

miktarı artan Hg‟yi yapraklara taşınımını baskılamaya çalıştığı görülmektedir. 

Muhtemelen Hg‟nin köklerde depolanması hedeflenmektedir. Bu nedenle hem tek 

başına civa hem de SNP+civa gruplarında köklerde birikimi artan civa yapraklara 
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taşınımı oldukça baskılanmıştır. Bazı araştırmacılar tarafından yapılan çalışmalarda da 

içsel Hg miktarının yapraklardan ziyade köklerde daha fazla olduğu belirlenmiştir 

(Sinha et al. 1996; Wang and Greger  2004; Israr et al. 2006). Bu durumun temel sebebi 

civanın taşınımının sınırlı olmasından kaynaklanmaktadır.  

Bitkilerde çözünebilir protein içeriğinin ölçülmesi, ağır metal toksisitesi gibi çeşitli stres 

koşullarında hücrelerin fizyolojik durumlarının belirlenmesi için önemli bir belirteç 

olarak kabul edilmektedir (Cuypers et al. 2005). Çözünebilir protein içeriği, bitki 

metabolizmasındaki dönüşümlü ve dönüşümsüz değişikliklerin belirlenmesinde çok 

önemli göstergelerden birisidir. Bitkilerdeki morfolojik değişim, genelde dokulardaki 

protein değişimleriyle yorumlanır. Bu yüzden protein içeriği, bitki büyüme ve 

gelişmesinin belirteçleri olarak görülmektedir (Cuypers et al. 2005; Eryılmaz 2007). 

Mevcut çalışmada tek başına civa uygulaması, köklerde protein içeriğini azaltırken, 

yapraklarda ise artırmıştır. SNP+civa uygulaması ise hem kök hem de yapraklarda 

protein içeriğini önemli oranlarda artırmıştır (Çizelge 4.8.). Bu bulgu klorofil içeriği 

bulgularıyla orantılı olmuştur. Çünkü NO civa ile düşen klorofil içeriğini artırmıştır. 

Artan klorofil ise fotosentezin artmasının ve sonuçta daha fazla protein sentezinin bir 

göstergesi olabilir (Eryılmaz 2007). Stres şartlarında prolin birikimi bitkilerde stres 

tolerans mekanizması olarak görev yapmaktadır (Alia and Saradhi 1991; Ali et al. 1998; 

Eryılmaz 2007). Prolin hücrelerdeki osmotik değerlerin değişimine neden olan 

durumlarda miktarı önemli oranda artar ve hücre savunma sistemini harekete geçirerek 

stres şartlarında dayanıklılığı artırır (Alia and Saradhi 1991; Ali et al. 1998; Eryılmaz 

2007). Çalışmamızda tek başına civa uygulamasında kontrole göre köklerde prolin 

miktarı azalmış, ancak yapraklarda artmıştır (Çizelge 4.8). Tek başına civa 

uygulamasına göre SNP+civa grubu bitkilerinin hem kök hem yapraklarında prolin 

miktarının arttığı tespit edilmiştir (Çizelge 4.8). Bu bulgu, protein içeriği bulgusuyla 

örtüşmektedir (Çizelge 4.8). Köklerde protein ve prolin içeriğinin düşmesi, yapraklarda 

ise artması, iki dokudaki Hg birikim farklılığının bir sebebi olabilir. Çünkü 

bulgularımıza göre, civa uygulaması ile köklerin yapraklara oranla 228 kat daha fazla 

civa biriktiridiği belirlenmiştir (Çizelge 4.1). Yoncada yapılan bir çalışmada toksik 

civaya maruz bırakılan fidelerde protein ve prolin miktarının arttığı rapor edilmiştir 
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(Zhou et al. 2009). Bazı ağır metal (kurşun, demir, kobalt, civa) stresleri ile yapılan 

çalışmalarda NO hem protein hem de prolin miktarını artırdığı belirtilmiştir (Uchida et 

al. 2002; Koypra and Gwozdzy 2003; Yu et al. 2005).  Lipid peroksidasyonu (LPO) 

doymamış yağ asitlerinin oksidatif yıkımıdır (Posmyk et al. 2005). Hücre zarındaki 

kolesterol ve yağ asitlerinin doymamış bağları, serbest radikallerle kolayca reaksiyon 

vererek peroksidasyon ürünlerinin oluşmasına neden olmakta ve bunun sonucunda zar 

geçirgenliği ve özellikleri bozulmaktadır. LPO seviyesinin artması, zar geçirgenliğini de 

etkileyeceğinden zarlarda elektrolit sızıntısı (EL) oranında da büyük değişimler 

meydana gelmektedir. LPO ve EL düzeyleri, hücresel düzeyde stresin sebep olduğu 

hasarın hem derecesi hem de yansıması olduğu bilinmektedir (Neto et al. 2006). Bitkiler 

strese maruz kaldıklarında, doymamış yağ asitlerinin bozulmasıyla son ürün olarak 

oluşan malondialdehit (MDA) miktarındaki artış, hücresel zarların yapısal 

bütünlüğünün bozulduğunu ve  LPO seviyesini gösteren iyi bir indikatördür (Posmyk et 

al. 2005). LPO kendi kendini devam ettiren bir zincir reaksiyonu şeklinde ilerler. 

Bundan dolayı LPO ile oluşan membran hasarı geri dönüşümsüzdür (Akkuş 1995). 

Mevcut çalışmamızda kontrol grupları ile karşılaştırıldığında tek başına Hg uygulaması 

hem yaprak hem de köklerde MDA ve EL seviyelerini arttırmıştır (Çizelge 4.12). Bu 

sonuç civanın membranlardaki LPO‟yu tetikleyerek membran yapısını bozduğunu ve 

bunun sonucu olarak EL seviyesini artırdığını gösterir.  Çalışmamızda Hg stresi öncesi 

uygulanan SNP ise hem kök hem de yapraklarda MDA ve EL seviyelerini önemli 

oranda azaltmıştır (Çizelge 4.12). Bu sonuç SNP‟nin mebranlardaki LPO oluşumunu 

baskıladığını gösterir. Bizim bulgularımıza benzer olarak, Hg toksisitesine maruz 

bırakılan domates, medikago, çeltik, bakla ve salatalık bitkilerinde MDA ve EL 

seviyelerinin arttığı rapor edilmiştir (Cargnelutti et al. 2006; Zhou et al. 2007, 2008; 

Chen et al. 2012; Myrene and Devaraj 2013). Diğer taraftan, stresli şartlarda artan MDA 

ve EL seviyelerinin uygulanan NO ile azaldığına dair literatürde bazı çalışmalar 

mevcuttur. Örenğin, soğuk 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 yüksek 

sıcaklık stresi (Song et al. 2006) gibi streslerde artan MDA miktarının, dışsal uygulanan 

NO tarafından azaltıldığı belirtilmiştir. MDA seviyesinin düşmesinin bir nedeni, 

uygulanan NO ile artan SOD aktivitesinin (Çizelge 4.13) etkisiyle özellikle O2
.-
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radikalinin dismutasyona uğraması olabilir. Ayrıca SNP uygulaması diğer 

antioksidanları uyararak da membranlarda MDA oluşumunu baskılamış olabilir. MDA 

seviyesinin NO uygulamalarıyla düşmesinin diğer bir nedeni de NO molekülünün O2
.-
 

radikali ile birleşerek daha az zararlı olan peroksinitriti oluşturması ve bu şekilde 

membranın yapısındaki lipidlerin daha az etkilenmesi olabilir. Çalışmamızda, 

uygulanan NO‟nun hücrelerde oluşan oksidatif hasarların önemli bir göstergesi olan 

MDA seviyesini düşürmesi, bitki canlılığı için son derece önemlidir. Hücrenin temel 

elemanlarından olan membranın korunması, hücre bütünlüğünün korunması anlamına 

gelir. Yani hücrelerinin bütünlüğü sağlanmış olan bir bitki, stres şartlarına adapte olmak 

için avantaj sağlamış olur. 

Biyotik veya abiyotik stres faktörlerinin bitkiler üzerindeki etkilerini anlamak için sıkça 

başvurulan yöntemlerden biri de klorofil içeriğinin belirlenmesidir (Kupper et al. 1996; 

Bogoeva 1998; Eryılmaz 2007). Ağır metaller gibi çeşitli çevresel kirleticilerin bitkiler 

üzerindeki etkileri; klorofil yıkımı ve membran yapısının bozulması gibi toksik 

özellikleri dikkate alınarak incelenmiştir (Frankart et al. 2002). Bazı arastırıcılar metal 

kirliliğine bağlı olarak değişik bitki türlerinde klorofil miktarının azaldığını rapor 

etmiştir (Mocquot et al. 1996; Kırbag-Zengin and Munzuroglu, 2005). Ağır metallerin 

topraktan özellikle Fe
+2

 ve Mg
+2

 alımını indirgeyerek klorofil sentezini engelledikleri 

tespit edilmiştir (Guo et al. 2007). Örneğin, bitkilerdeki aşırı Cu
+2

 iyonlarının, anten 

kompleksleri ve reaksiyon merkezlerindeki klorofil moleküllerinin yapısındaki Mg
+2

 

iyonunun yerini aldığı ve böylece klorofilin yapı ve işlevlerine zarar verdiği 

saptanmıştır (Kupper et al. 1996). Çalışmamızda toksik civaya (100 M) maruz kalan 

mısır (Zea mays L., cv. Arifiye-2) fidelerinde meydana gelen toplam klorofil azalışı 

yukarıda ifade edilen çalışmaları desteklemektedir. Yine bulgularımızı destekleyecek 

bir çalışmada, domateste farklı konsantrasyonlardaki civanın klorofil içeriğini azalttığı 

rapor edilmiştir (Chao and Park 2000). Diğer taraftan çalışmamızda Hg stresi öncesinde 

mısır fidelerine uygulanan SNP (0.1 M) fidelerde klorofil içeriğinin önemli seviyede 

artırmıştır (Çizelge 4.9 Şekil 4.1.). Aftab et al. (2012), bor (B) ve alüminyum (Al) 

toksitesine maruz kalan pelin otu (Artemisia annua) bitkisinde klorofil içeriği 

azalmasının bir sonucu olarak fotosentezin olumsuz yönde etkilendiğini ve bitkinin 
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büyüme ve veriminde öneli kayıplar olduğunu belirtmiştir. Ancak aynı stresler altındaki 

bitkiye SNP uygulaması sonucu artan klorofil içeriği, bitkilerin büyüme ve gelişimini 

olumlu yönde etkileyerek, stresin olumsuz etkilerini azalttığı belirlenmiştir. Mevcut 

çalışmamızda yapraklarda NO, fotosentetik pigmentlerin oranını artırarak bitkinin 

toksik civaya karşı dayanıklılığını artırmaya yardımcı olmuştur. Bizim çalışmamızda ise 

NO (SNP olarak), benzer etkiyi civa stresine maruz kalan mısır fidelerinde yapmıştır. 

Bulgularımız literatürle uyumlu olmakla birlikte, NO‟nun klorofil ve fotosentez 

üzerindeki iyileştirici etkisinin ağır metaller arasında ayırım yapmadan 

gerçekleştirebildiğini ortaya koyması bakımından önemlidir. 

Ağır metal stresini de içine alan çevresel streslere maruz kalan bitkilerde, 

metabolizmada ortaya çıkan bozulmaların bir sonucu olarak, hücrelerde yüksek düzeyde 

oksidatif özellikleri olan reaktif oksijen türlerinin (ROS) hızlı bir artışı meydana gelir. 

Bitki böyle bir durumla karşılaştığında, ROS bileşiklerinin zararsız hale getirilmesi için 

antioksidan sistemini harekete geçirir. Stres zararının yatıştırılması için bu sistemin 

önemli bir parçası olan katalaz (CAT), peroksidaz (POX), süperoksit dismutaz (SOD) 

gibi antioksidan enzimlerin aktiviteleri ve Asa ve GSH gibi enzimatik olmayan 

antioksidanların seviyelerinin düzenlenmesi sağlanmalıdır (Ahmad et al. 2008). Bu 

regülasyonun sağlanmasında sinyal bileşikler önemli rol oynarlar. Bir sinyal bileşik, 

bitkide stres bilgisinin alınmasını, bu bilginin gerekli yerlere iletilmesini ve bitkide bu 

strese karşı bir cevap oluşturulmasını sağlar. 

Süperoksit anyonu (O2
.-) 

, stres şartlarında içsel seviyesi artan ve hücrelerde önemli 

hasarlara neden olan bir radikaldir. Bu radikalin lipid peroksidasyonu, membran hasarı, 

hücresel toksisite ve DNA‟daki tek zincir kırılmalarına sebep olduğu belirtilmiştir 

(Fridovich 1995; Desikan et al. 2005; Asada 2006). Mevcut çalışmamızda tek başına 

civa, kontrole göre, kök ve yapraklarda içsel O2
.-
 miktarını artırmıştır (Çizelge 4.11). Bu 

durum, civa stresi esnasında metabolizmada oksijenin kullanıldığı yerlerde büyük bir 

dengesizlik olduğuna ve oksidatif stresi tetikleyen O2
.-
 anyonu üretiminde çok hızlı bir 

artışa işaret eder. Daha önce yapılan çalışmalarda da; domates, medikago, çeltik, bakla 

ve salatalık bitkilerinin civa toksisitesine maruz kaldıklarında O2
.-
 miktarının arttığı 
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rapor edilmiştir (Cargnelutti et al. 2006; Zhou et al. 2007,2008; Chen at al. 2012; 

Myrene and Devaraj 2013). Diğer taraftan, civa stresinden önce 0.1 µM SNP 

uygulaması tek başına civa uygulamasına göre O2
.-
 miktarını hem kök hem de 

yapraklarda önemli oranda düşürmüştür (Çizelge 4.11). Bu sonuç, civa stresi öncesinde 

uygulanan SNP‟nin bitkiyi oksidatif hasara karşı hazırladığına ve bitki civa stresiyle 

karşılaştığında ROS‟lardan kaynaklanan oksidatif hasarı yatıştırdığına işaret eder. Civa 

toksisitesine karşı uygulanan NO‟nun O2
.-
 miktarı üzerindeki etkisi ile ilgili literatürde 

herhangi bir bir çalışma bulunmamaktadır. Ancak diğer bazı ağır metal stresi (çinko, 

demir, nikel, civa, kobalt, kadmiyum) altında NO‟nun O2
.-
 miktarını düşürdüğüne dair 

çalışmalar bulunmaktadır (Uchida et al. 2002; Koypra and Gwozdzy 2003; Yu et al. 

2005; Wang et al. 2010). Stres şartlarında artan O2
.-
 miktarı özellikle membran 

hasarlarına neden olmaktadır. Uygulanan NO ile azaltılmış O2
.-
 miktarı ya daha az 

zararlı olan peroksinitrite dönüştürülmüş ya da aktivitesi artan SOD enzimi ile 

dismutasyona uğramış olabilir. Azalmış olan O2
.-
 miktarı membran yapısına zarar 

veremeyeceğinden hücre bütünlüğü korunmuş olur. Bunun sonucunda hücre canlılığını 

koruyabilir ve bitki bir bütün olarak strese karşı tolerans gösterebilir. Çalışmamızın 

sonuçları NO‟nun civa toksisitesi altındaki mısır bitkisinin özellikle yapraklarında O2
.-
 

miktarını azaltarak oksidatif stres zararından korunmaya önemli bir katkı yaptığını 

göstermektedir. 

Hidrojen peroksit (H2O2); bitkilerde özellikle peroksizom, mitokondri ve 

kloroplastlardaki metabolik etkinlikler sonucunda oluşan bir oksidan üründür. H2O2, 

bitkilerin abiyotik ve biyotik stres etmenleri ile hormon ve yerçekimi gibi uyarıcılara 

karşı yanıt olarak sentezlenen bir sinyal molekülü olarak da bilinmektedir (Dat et al. 

1998; Apel and Hirt 2004; Gechev et al. 2006; Mittler 2006). Normal 

konsantrasyonlarda toksisitesi diğer oksijen bileşiklerine göre daha az olan H2O2, 

ortamda Fe ve Cu gibi geçiş metallerinin varlığında süperoksit (O2
.-)

 ile tepkimeye 

girerek biyolojik sistemlerdeki en tehlikeli serbest radikal olan hidroksilin (
.
OH) 

oluşumuna neden olmaktadır (Liochev and Fridovich 2007). Bu bileşiklerin 

hücrelerdeki birikimi, membran lipidlerinin peroksidasyonu ve enzim aktivitelerinin 

inaktivasyonu gibi pek çok yapısal ve fizyolojik hasara yol açtığı bilinmektedir 
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(Gutteridge 1995; Halliwell and Gutteridge 1999; Eryılmaz 2007). Bitki stres 

derecesinin belirlenmesinde biyolojik bir sinyal olarak kullanılan H2O2‟nin düşük 

seviyeleri, bitki savunma sisteminin uyarılmasını, yüksek miktarlarda bulunduğu zaman 

ise dokularda oksidatif hasarlara, yani strese neden olmaktadır (Liu et al. 2010). Mevcut 

çalışmada, mısır bitkilerine tek başına civa uygulaması, kontrol grubuna göre H2O2 

miktarını artırmıştır (Çizelge 4.11). Bu durum önceki çalışmamalarla iyi bir uyum 

göstermektedir. Örneğin, domates ve yabani yonca (alfafa) gibi bitkiler ile yapılan 

çalışmalarda Hg toksisitesine bağlı olarak H2O2 miktarında önemli derecede bir artış 

görülmüştür (Cho and Park 2000; Zhou et al. 2007). Bakla bitkisi ile yapılan başka bir 

çalışmada da Hg etkisiyle H2O2 içeriğinin arttığı rapor edilmiştir (Myrene and Devaraj 

2013). Görüldüğü gibi bizim çalışmamıza paralel olarak birçok çalışmada civa 

toksisitesi bitkide içsel H2O2 seviyesini artırdığı belirlenmiştir. Bu artış bitkide birçok 

fizyolojik ve metabolik işlevlerin bozulmasına yol açan ve dolayısıyla civa toksisitesi 

esnasında bitkiye zarar veren mekanizmalardan birisidir. Çalışmamızda civa toksisitesi 

öncesi uygulanan SNP uygulaması, tek başına civa uygulaması ile karşılaştırıldığında, 

hem kök hem de yapraklarda H2O2 miktarında önemli derecede azalmalar sağlamıştır 

(Çizelge 4.11). SNP aynı zamanda özellikle yapraklarda H2O2‟yi süpüren antioksidan 

enzim aktivitelerini de artırmıştır. İncelemelerimize göre, literatürde civa toksisitesine 

maruz bırakılan bitkilerde NO‟nun H2O2 içsel seviyesi üzerine etkisiyle ilgili herhangi 

bir çalışma belirlenememiştir. Ancak, tuzluluk (Huaifu et al. 2007; Li et al. 2008) ve 

diğer ağır metal (demir, kadmiyum, kurşun, bakır) (Hsu and Kao 2004; Cui et al. 2010) 

gibi abiyotik streslerde artan H2O2 miktarının, uygulanan NO tarafından azaltıldığını 

belirtilen çalışmalar mevcuttur. Çalışmamızın sonuçları literatürdeki bu çalışmalarla iyi 

bir uyum göstermektedir. Bizim bulgularımıza göre, mısır bitksinde civa toksisitesi ile 

artan H2O2 miktarının, civa stresi öncesi uygulanacak NO ile önemli derecede 

azaltılabileceği ve bu yolla oksidatif strese karşı bitki toleransının artırılmasına önemli 

katkı sağlanabileceği ileri sürülebilir. 

Antioksidan enzimler olumsuz çevresel faktörler nedeniyle reaktif oksijen türlerinin 

(ROS) bitki hücrelerinde ortaya çıkışındaki artışa bağlı olarak aktive olabilmekte ve bu 

durum bitkinin değişen çevre şartlarına uyum sağlamasına yardımcı olmaktadır (Mittler 
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2002; Halliwell 2006; Eryılmaz 2007). Bundan dolayı Hg toksisitesine karşı mısırın 

antioksidan enzim aktivitelerini düzenlemesi toksisiteye karşı tolerans sağlamada 

önemli bir gösterge olabilir. ROS, normal metabolizma sonucunda hücrelerde meydana 

gelmekle birlikte, bitki strese maruz kalınca üretimi ve birikimi artmaktadır. Gerek 

normal şartlarda gerekse stres şartları altında ROS miktarını kontrol etmek ve hücreleri 

ROS‟un olumsuz etkilerinden korumak için bitkiler hem enzimatik hem de enzimatik 

olmayan bileşenlerden oluşan antioksidan savunma sistemine sahiptirler (Makale 

verelim). Başlıca antioksidan enzimlerden olan SOD, CAT, POD ve GR aktivitelerinin 

birbirlerine göre dengede bulunması; hücrelerde aşırı üretilen O2
.-
 ve H2O2 „yi süpürerek 

zararlı etkilerinin önlenmesi açısından büyük önem taşımaktadır (Mittler 2002; 

Halliwell 2006; Eryılmaz 2007). Bu nedenle NO‟nun antioksidan enzimlerin 

aktivitelerini düzenleyici etkisi, bitkinin stres koşullarına karşı direncinin artmasına ve 

adaptasyonunun kolaylaşmasına yardımcı olması muhtemeldir. Çalışmamızda tek 

başına civa uygulaması, kontrole göre, kökte SOD aktivitesini artırmıştır. Bu bulgu 

SOD izoenzimlerinin görüntülendiği şekilde de açıkça görülebilmektedir (Şekil 4.7). 

Ancak Hg uygulaması yapraklarda aktivite üzerinde anlamlı seviyede etkili olmamıştır 

(Çizelge 4.13). Bu sonuca göre Hg stresi esnasında SOD aktivitesini artırmaktadır. 

Bunun sebebi köklerin yapraklara göre daha fazla Hg biriktirmesiyle ilgili olabilir. 

Çünkü yaptığımız çalışmaya göre kökler Hg‟yi yapraklara göre çok daha fazla (228 kat) 

biriktirmekte ve bitkinin üst bölümlerine taşınmasını engellemeye çalışmaktadırlar 

(Çizelge 4.1). Literatürde civa toksisitesinin SOD aktivitesi üzerine etkisi ile ilgili 

çalışmalar bulunmaktadır. Çeltikte (Chen et al. 2012), buğdayda (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 acı baklada (Esteban et al. 2008) civa toksisitesi etkisiyle SOD 

enziminin aktivitesinin arttığı belirlenmiştir. Ancak bizim çalışmamız Hg‟nin köklerde 

daha fazla bir biriktiğini göstermesi ve bunun sonucu olarak da SOD enziminin 

köklerde anlamlı seviyede arttığını göstermesi bakımından literatüre önemli bir katkı 

yapmıştır. SOD, bitkilerdeki antioksidan sistemin önemli bir enzimatik bileşenidir ve 

O2
.-
 radikalini H2O2 ya parçalayan reaksiyonu katalizler (Raychaudhuri and Deng 2000). 

SOD aktivitesinin artması, hücrede O2
.-
 radikalinin oluşumunun arttığının bir göstergesi 

olmakla birlikte, bir başka oksidant bileşik olan H2O2 miktarının da arttığının bir kanıtı 
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olarak kabul edilmektedir (Liochev and Fridovich 2007). Bu durum SOD enziminin 

aşırı miktardaki O2
.-
 radikalini uzaklaştırarak Hg toksisitesi altındaki bitkinin direncini 

artırmaya çalıştığını göstermektedir. Diğer taraftan, çalışmamızda Hg stresinden önce 

uygulanan 0.1 µM SNP köklerde SOD aktivitesini tek başına civa uygulamasına göre 

azaltırken, yapraklarda ise aktiviteyi hafif derecede artırmıştır (P>0.05). Ancak, 

yapraklardaki artışlar izoenzim bantları incelendiğinde daha belirgindir (Çizelge 4.13). 

Literatürde eksojen uygulamalarla NO‟nun SOD aktivitesi üzerine etkisi ile ilgili 

çalışmalar bulunmaktadır. Tuzluluk ile ısı stresi altındaki çeltikte (Uchida et al. 2002) 

ve tuzluluk stresin altındaki salatalıkta (Shi et al. 2007) NO‟nun özellikle yapraklarda 

SOD aktivitesini artırdığı belirtilmiştir. Bu durum SOD enziminin aşırı miktardaki O2
.-
 

radikalini uzaklaştırarak stres altındaki bitkinin direncini artırmaya yönelik bir rol 

oynadığını göstermektedir. Çalışmamızda, aktivitesi araştırılan diğer bir antioksidan 

enzim de katalaz (CAT)‟dır. CAT‟ın bitki dokularında H2O2‟in zararsız hale 

dönüştürülmesinde önemli bir rol oynadığı bilinmektedir (Ogawa et al. 1997). Bu 

enzim, oldukça yüksek katalitik özelliğe sahip olup, substratına afinitesi zayıftır. 

Bitkilerde CAT enziminin, H2O2‟in yıkımının yanı sıra, stres esnasına savunma 

sisteminin önemli bir bileşeni olduğu belirtilmiştir (Willekens et al. 1997). Ayrıca CAT 

özellikle mitokondriyal bileşenleri, oksidatif zararlardan korurken, hücrenin diğer 

kısımlarındaki H2O2‟in yıkımında yetersiz kaldığı belirtilmiştir (Scandalios 1994). 

Çalışmamızda kontrole kıyasla tek başına Hg uygulaması köklerde ve yapraklarda CAT 

aktivitesini düşürmüştür (Çizelge 4.14). Ancak yapraklardaki düşüş istatistik olarak 

anlamlı olmamıştır. Mısır bitkisinde CAT aktivitesi çok düşük olduğundan köklere ait 

izoenzim çalışmasından sonuç alınamamıştır, ancak yapraklardan elde edilen CAT 

izoenzim jel fotoğrafında Hg ile CAT izoenzimlerinin bant yoğunluğunun düştüğü 

görülmektedir (Şekil 4.9). Jelde özellikle CAT-2 izoenziminin Hg uygulamasıyla daha 

fazla olumsuz etkilendiği açıkça görülmektedir. Bu bulgulara göre mısırda Hg stresi, 

CAT enzimini hem kökte hem de yapraklarda olumsuz etkilediği söylenebilir. (Chen et 

al. 2012) tarafından çeltik bitkisinde yapılan çalışmada civa toksisitesinin CAT 

aktivitesini azalttığı sonucuna varmışlardır. Bu sonuç mevcut çalışmada elde ettiğimiz 

sonuçlarla iyi bir uyum göstermektedir. Çalışmamızda Hg stresi öncesi uygulanan NO, 

tek başına civa grubuna göre hem kök hem de yapraklarda CAT aktivitesini artırmıştır 

(Çizelge 4.14). Bu bulgu NO‟nun, bitkide Hg ile düşürülen CAT aktivitesini artırdığını 
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ve bu yolla CAT‟ın substratı olan H2O2‟nin azaltılmasını sağlayarak oksidatif hasarın 

yatıştırılmasına önemli bir katkı yaptığını gösterir. Çünkü çalışmamızda Hg‟nin CAT 

substratı olan H2O2‟yi kök ve yapraklarda artırdığı ve bu artışın NO uygulamasıyla 

düşürüldüğü belirlenmiştir (Çizelge 4.11). Görüldüğü gibi hem CAT aktivitesi bulguları 

hem de H2O2 mikarına ait bulgular birbirini desteklemektedir. NO‟nun, tuzluluk (Shi et 

al. 2007; Li et al. 2008), ağır metal (Uchida et al. 2002; Koypra and Gwozdzy 2003; Yu 

et al. 2005; Wang et al. 2010) ve kuraklık (Zhao et al. 2008) streslerine maruz 

bırakılmış bitkilerde CAT aktivitesini artırdığı belirlenmiştir. POD enzimi antioksidan 

savunma sisteminin diğer önemli ayaklarından birisidir. Çalışmamızda, kontrole göre 

tek başına Hg uygulaması, POD) aktivitesini ve izoenzimlerin bant yoğunluğunu 

köklerde artırırken, yapraklarda (Çizelge 4.15) ise azaltmıştır (P<0.05). Civa toksisitesi 

altında POD aktivitesinin değişimi ile ilgili çalışmalar bulunmaktadır (Cho and Park 

2000; Zhou et al. 2008; 2009). Civa toksisitesi altındaki mısır köklerinde POD 

aktivitesinin artması literatür ile uyumludur. Ancak yapraklarda ise, civa toksisitesi 

POD aktivitesini önemli derecede azaltmıştır, bu durum tek başına civa uygulaması 

köklerde aşırı biriktiğinden dolayı bitki POX aktivitesini köklerde yoğunlaştırdığını 

göstermektedir. Civa toksisitesine maruz kalmadan önce NO uygulanmış ve daha sonra 

toksisiteye maruz kalmış bitkilerden elde edilen POD aktivitesi sonuçları, tek başına 

civaya maruz kalan grup ile kıyaslanırsa, NO uygulaması hem kök hem de yapraklarda 

aktiviteyi artırmıştır (Çizelge 4.15). POD aktivitesi üzerine civa toksisitesi ve NO‟nun 

birlikte etkisi ile ilgili literatürde herhangi bir çalışma bulunmamaktadır. Bununla 

beraber NO‟nun tuzlulukta (Shi et al. 2007), ağır metal ve yüksek sıcaklık 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 bırakılmış bitkilerde POD aktivitesini 

artırdığı belirlenmiştir. Çeşitli çevresel stres koşullarında aktivitesi artan ve bitki 

hücrelerinde etkili bir savunma sistemi seklinde görev yapan POD, genellikle stres 

enzimi olarak da kabul edilmektedir (Fang and Kao 2000). Bitki hücrelerinin farklı 

kısımlarında bulunan POD enzimi H2O2‟in süpürülmesinde iş gören en önemli 

enzimlerden biridir (Bakardjieva and Christov 1996). Civa toksisite altındaki bitkilerde 

NOnun POD aktivitesini artırması ve H2O2 miktarını azaltması streste NO‟nun rolünün 

önemini göstermektedir. 
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Glutatyonun (GSH) metabolik düzenleyici ve antioksidan olarak oynadığı birçok rol, 

onun glutatyon disülfite (GSSG) okside olmasıyla açıklanmaktadır (Noctor and Foyer, 

1998). Okside olmuş glutatyonun (GSSG), GSH‟a indirgenmesi önemli bir antioksidan 

enzim olan GR tarafından NADPH‟a bağımlı olarak gerçekleşmektedir. Bu reaksiyon 

sonucunda ortamda hidroksil radikalinin varlığı azalır ya da oluşumu engellenir 

(Madhava Rao and Sresty 2000). Mevcut çalışmada tek başına Hg uygulaması kontrole 

göre köklerde GR aktivitesini azalmıştır, yapraklarda ise artmıştır (Çizelge 4.17). Tek 

başına civa uygulamasına göre SNP+civa uygulamasıyla aktivitede köklerde düşüş, 

yapraklarda ise artış sağlanmıştır (Çizelge 4.17). Yoncada yapılan çalışmada civa 

toksisitesinin GR aktivitesini artırdığı rapor edilmiştir (Zahou et al. 2008). Diğer bir 

çalışmada ise bakır uygulanan fidelerin kök, gövde ve yapraklarındaki GR aktivitesinin 

belirgin bir sekilde arttığını bildirmektedir (Peng et al. 2006; Tanyolaç et al. 2007). Bu 

çalışmalara göre, artan GR aktivitesi hücre içi H2O2‟nin kontrolünde önemli rol 

oynamaktadır ve bitkinin antioksidan etkinliğinin bir göstergesidir. Gallego vd. (1996) 

ise kadmiyuma maruz bırakılmış ayçiçeği fidelerinde GSH içeriğinin ve GR 

aktivitesinin düşüş gösterdiğini tespit etmiştir. Bu bulgular, Hg toksisitesi altındaki 

mısır bitkisi ile yapılan mevcut çalışmada elde ettiğimiz verileri desteklemektedir. Diğer 

taraftan, çalışmamızda NO uygulamasının yapraklarda GR aktivitesini artırması 

(Çizelge 4.16) önemli bir bulgudur. Çalışmamızda Hg stresi altında NO etkisiyle GR 

aktivitesinin artışı (Çizelge 4.17) ile aynı koşullarda içsel GSH‟ın artması (Çizelge 

4.16), elde edilen bulguların güvenirliliğini de desteklemektedir. Çünkü hücrelerde GR 

aktivitesinin artışı, GSH fazlalığına neden olacaktır. Bu da sonuçlarımızda 

görülebilmektedir. Bu olay, glutatyon redüktaz, glutatyon peroksidaz gibi diğer 

antioksidan enzimlerin aktiviteleri için gerekli GSH‟ı üretmesi bakımından önemli olup 

bitkinin antioksidan kapasitesinin artırılmasında en büyük katkı yapacaktır (Alvarez et 

al. 2005) . 

Çevresel stresler sonrası oluşan ROS‟ların temizlenmesinde görev alan SOD, POD, 

CAT ve GR enzimlerinin aktive olması, bitkinin strese karşı tolerans sağlamasında 

büyük bir öneme sahiptir. Bu antioksidan enzimlerin tek başına aktive olması, her 

zaman yeterli olmayabilir. Tolerans sağlanması için hem antioksidan enzimlerin aktive 
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olması, hem de ROS‟ların miktarı ve MDA seviyesinin düşmesi beklenir. Civa 

toksisitesi, mısır bitkisinin antioksidan enzimlerini her ne kadar aktive etmişse de, bu 

yeterli olmamıştır. Çünkü toksik civa aynı zamanda hem ROS miktarı hem de MDA 

seviyesini de artırmıştır. Çalışmamızda kullandığımız NO‟nun 0.1 µM konsantrasyonu 

özellikle yapraklarda antioksidan enzimlerin aktivitelerini ve izoenzim profillerini 

artırırken, aynı zamanda ROS‟ların miktarını ve MDA seviyesini ise düşürmüştür. 

Sonuçlara bakarak, NO‟nun toksik civaya karşı bitki enzimatik antioksaidan 

mekanizmasını harekete geçirdiği söylenebilir. Canlı hücrelerinde hem normal hem de 

stres şartları altında ROS oluşumu ve süpürülmesi arasındaki denge enzimatik 

antioksidan ve enzimatik olmayan antioksidan mekanzima ile birlikte sağlanır (Noctor 

and Foyer 1998). 

Enzimatik olmayan antioksidan mekanizma askorbat (ASA) ve glutatyon (GSH) gibi 

redoks düzenleyici metabolitleri ile sağlanır. GSH, canlı hücrelerin plazmatik 

bölmelerinde düşük konsantrasyonlarda (µM) bulunan düşük molekül ağırlıklı önemli 

bir tioldür (Foyer and Noctor, 2005). Merkezinde yer alan sistein grubundan dolayı 

glutatyon, okside ya da redükte hale dönüştürülebilir. Bu nedenle glutatyon hücrede, ya 

indirgenmiş glutatyon (GSH) ya da okside olmuş glutatyon disülfit (GSSG) olarak 

bulunmaktadır. Hücredeki okside ve indirgenmiş glutatyonların dengesinin sağlanması 

canlı hücrelerinde sinyal iletim yolunun devamlılığı için son derece önemlidir. 

Literatürdeki pek çok çalışmaya göre hücredeki GSH seviyesinin artışı, biyotik veya 

abiyotik streslere toleransı arttırdığı bulunmuştur. Örneğin, kuraklık stresine maruz 

bırakılan ayçiçeği fidelerinde GSH seviyesinin ve ASA-GSH döngüsü enzimlerinin 

aktivitelerinin artmasıyla hücrelerdeki oksidatif hasarın engellendiği ileri sürülmüştür 

(Sgherri and Navari-Izzo, 1995). Yabani tipin %5i kadar glutatyon sentezleyen ve daha 

düşük miktarlarda ASA içeren Arabidopsis mutantlarında gözlenen stres teşvikli 

oksidatif hasarın yabani tiptekilerden daha yüksek olduğu bulunmuştur (Xiang et al. 

2001). Civa toksisitesinin GSH miktarını artırdığı ile ilgili çalışmalar da bulunmaktadır 

(Cho and Park 2000; Zhang et al. 2007; Zhou et al. 2007, 2008). Mevcut 

araştırmamızda özellikle yapraklarda tek başına civa uygulamasına göre NO‟nun GSH 

oranını artırması mısır bitkisinin toksik civaya karşı toleransta etkili olabileceği 
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düşünülmektedir.(Şekil 4.13) Bunlara ek olarak; GSH2‟ın şelatlama özelliğinden dolayı 

da ağır metal atresi altındaki bitkilerde miktarının artması bitkilerin dayanıklılığını 

artırmasına yardımcı olabilir. Askorbik asit (ASA), GSH gibi ROS‟ların aşırı birikimi 

sonucu hücrelerde meydana gelen hasarı engelleyen güçlü ve suda çözünebilir bir 

antioksidandır (Zhou et al. 2008). Bütün bitkisel dokularda oluşmasına rağmen 

genellikle fotosentetik ve meristematik hücrelerde daha yüksektir. ASA, normal 

koşullar altındaki bitkilerin yaprak ve kloroplastlarında çoğunlukla indirgenmiş formda 

bulunur. Total ASA‟ın %30-%40‟ı kloroplastta ve stromada bulunur (Smirnoff, 2000). 

ASA, enzimatik ve enzimatik olmayan birçok reaksiyonda elektron vericisi olarak görev 

yaptığından güçlü bir ROS süpürücüsü olarak kabul edilmektedir. Askorbat, süperoksit 

ve hidroksil radikallerinin süpürülmesi ve tokofroksil radikalinden alfa-tokoferol un 

yeniden oluşumunda rol oynamasından dolayı hücre membranlarının korunmasını 

sağlayabilir. ASA‟nin ASA-GSH döngüsündeki görevine ek olarak prostetik geçiş 

metal iyonlarını içeren enzimlerin aktivitelerinin korunmasında da önemli rol oynarlar 

(Noctor and Foyer 1998). Yang vd (2005) yüksek ışık ve kuraklık koşullarında Cassia 

tora fidelerinde ASA miktarının arttığını rapor etmişlerdir. Benzer olarak Agarwal 

(2007)‟da UV-B stresine bağlı olarak Cassia angustifolia fidelerinde ASA‟nın arttığını 

rapor etmiştir. Bu çalışmalarda bitkilerdeki ASA artışı, strese toleranstaki artışla 

ilişkilendirilmiştir. Mevcut çalışmamızda da ASA miktarı tek başına civa 

uygulamasında kontrole göre köklerde azalmış, ancak yapraklarda artmıştır. SNP+civa 

grubunda ise tek başına civa uygulamasına göre hem kök hem de yapraklarda önemli 

oranda artmıştır (Çizelge 4.17). Yapılan bazı çalışmalarda arsenik, kadmiyum gibi ağır 

metallerin toksisitesine karşı NO‟nun bitkilerde ASA ve GSH miktarlarını artırdığı 

rapor edilmiştir (Hsu and Kao 2004; Laspina et al. 2005). Bu bulgulara göre, mısır 

bitkisine Hg stresi önceisnde uygulanan NO, enzimatik olmayan sistem 

parametrelerinden hem GSH hem de ASA seviyelerini artırarak, enzimatik antioksidan 

sisteme destek olarak, bitkinin antioksidatif kapasitesini artırabilmektedir. 

SOD, CAT, APX ve GR gibi çeşitli antioksidan enzimler bitkilerde hücresel 

homeostazinin devamını ve ROS süpürülmesi görevlerini koordineli bir şekilde yaparlar 

(Gill and Tuteja 2010). Bu enzimler genellikle birbirlerine göre uyumlu bir şekilde 
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düzenlenebilirler. Çevresel stresler hücre ve dokularda ROS birikimini artırır ve bu 

durum antioksidan enzimleri kodlayan genlerin ifade oranlarında değişim sağlayabilir 

(Michiels et al. 1994). Yaygın olarak CAT, SOD ve POX genlerinin tuzluluk, kuraklık 

ve aşırı sulama gibi streslerde nasıl değişime uğradığı araştırılmıştır (Ma et al. 2003; 

Park et al. 2003; Tsai et al. 2005; Lin et al. 2007; Xing et al. 2007). Mevcut 

çalışmamızda da; SOD4, CAT-1, FSD1, SOD 9 ve APX genleri kök ve yapraklarda 

farklı şekillerde ifade olmuştur. Kök kısmında kontrol grubuna göre tek başına civa 

toksisitesi ile SOD4 ve CAT-1 genlerinin ifadeleri artmıştır (up-regulasyon) (Şekil ). 

FSD1, SOD 9 ve APX genlerinin ifade oranları civa toksisitesi altındaki bitkilerde 

azalmıştır (down regulasyon) (Şekil ). Bununla birlikte köklerde SNP etkisiyle FSD1, 

SOD4, CAT-1 ve APX genlerinin up regule olduğu ancak SOD9 geninin ise down-

regule olduğu belirlenmiştir (Şekil ). Yaprak kısmında kontrol grubuna göre tek başına 

civa toksisitesi ile CAT-1, SOD4, FSD1 ve SOD 9 genlerinin ifade oranlarının arttığı 

belirlenirken, APX geni ise normal kontrole göre down-regule olduğu belirlenmiştir 

(Şekil ). SNP etkisiyle FSD1 geninin önemli oranda ifadesinin arttığı, diğer genlerin ise 

ifade oranlarının down-regule oldukları tespit edilmiştir (Şekil ). Köklerde ve 

yapraklarda SNP uygulanan bitkilerde civa toksisitesinin neden olduğu H2O2 seviyesi 

önemli oranda düşürülmesinin nedeni aktive olmuş CAT ve APX enzimleri olabilir. 

Bununla birlikte CAT-1 ve APX genlerinin ifadeleri de özellikle köklerde artmıştır. 

Küçük bir protein ailesini farklı şekilde kodlayan katalaz genlerinin ifade olmaları 

Arabidopsis, çeltik, marul ve biber bitkilerinde gelişme ve stresle ilişkili olarak 

düzenlendiği belirtilmiştir (Lee and An 2005; Kwon et al. 2007; Du et al. 2008; Joo et 

al. 2014). Çalışmamızda CAT-1 ve APX genlerinin ifadelerinin özellikle SNP 

uygulamaları ile artması daha önceki çalışmalarla uyum göstermiştir. 

Fe-SOD fotosentetik aktivite ve oksidatif zarardan PSII‟yi etkili bir şeklide koruduğu 

belirlenmiştir (Ribera-Fonseca et al. 2013; Huan et al. 2016). Bu çalışmada özellikle 

yapraklarda SNP etkisiyle civa toksisitesi altındaki bitkilerde FSD1 geninin ifade 

oranının arttığı belirlenmiştir. FSD1 geninin yapraklarda ifadesinin artması oksidatif 

zarardan kloroplastında ayrıca korunduğu sonucuna varılabilir. SNP uygulaması ile 

yapraklarda belirlenen SOD enziminin yüksek aktivitesi ve süperoksit anyonunun 
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miktarının düşmesi FSD1 geninin transkripsiyonal düzenlenmesinden kaynaklanabilir. 

Civa toksisitesi altında SNP uygulaması ile FSD1, CAT-1 ve APX genlerinin ifade 

oranlarının artması reaktif oksijen 

türlerinin süpürülmesinde rol olan antioksidan enzimlerinde aktivitelerini artırmış ve bu 

durum H2O2 ve O2
·¯

 oranlarında azalmaya neden olmuştur. 

SOD4, CAT-1, FSD1, SOD 9 ve APX gibi antioksidan enzim genleri mısır bitkisinde 

civa toksisitesi ve NO ile transkripsiyonel olarak farklı şekillerde düzenlenmişlerdir. 

Ancak bu genlerin post-transkripsiyonel olarak mı yoksa post-translasiyonel olarak mı 

ifade oldukları hala belli değildir. Bununla birlikte; civa toksisitesine tolerans ve bu 

esnada NO‟nun rolü ile ilgili daha ileri çalışmalar yapılarak mısır bitkisinde başka yeni 

genlerin etkisi de incelenmelidir. 

5.2. Sonuç 

Araştırmada elde edilen bulgular aşağıdaki şekilde özetlenebilir; 

1) Mısır bitkisinde (Zea mays cv. Arifiye-2) büyüme ve gelişem üzerinde %50 

inhibisyona neden olan civa (HgCl2) konsantrasyonunun 100 µM olduğu ve bu 

konsantrasyonun sebep olduğu toksisitenin yatıştırılmasında en uygun NO (SNP olarak) 

konsantrasyonunun 0.1 µM olduğu belirlenmiştir. 

2) İçsel civa köklerde birikmiş ve yapraklara çok az taşınabilmiştir. Bu durum yüksek 

civa birikiminden dolayı köklerde hem oksidadif hasar hem de fizyolojik hasarın daha 

fazla oluşmasına neden olmuştur. Civanın mısır köklerinde aşırı birikmesine rağmen, 

yapraklara çok fazla taşınamaması, mısırın civa için hiperakümülatör bitki olabilme 

potansiyelini desteklemiştir. 

3) Civa stresi, mısır fidelerinde çalışılan ROS seviyelerinin toksik düzeye çıkmasına 

neden olmuştur, ancak stres öncesi fidelere uygulanan SNP ROS seviyelerini 

düşürmüştür. 

4) Lipid peroksidasyonu ve elektrolit geçirgenliği Hg uygulamasıyla artmış, ancak NO 

uygulaması hem iki parametrenin seviyesini düşürmüştür 
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5) Civa uygulaması bitki yaş-kuru ağırlık, bitki uzunluğu gibi fizyolojik parametreleri 

düşürmüştür. Hg‟nin bu olumsuz etkisi özellikle kuru ağırlık üzerinde SNP 

uygulamasıyla iyileştirilebilmiştir. 

6) Hg uygulaması, genelde klorofil, protein ve prolin içeriğini düşürmüştür. Hg‟nin bu 

olumsuz etkisi Hg stresi öncesi uygulanan SNP ile iyileştirilebilmiştir. 

7) Mısır fidelerine Hg uygulaması köklerde Mn, Ni, Zn, Na, K, Mg ve Ca içeriklerini 

düşürmüş, ancak Fe içeriğini artırmıştır. SNP+civa uygulaması  Cu, Mn, Ni, Zn, K, Mg 

ve Ca içeriğini düşürmüştür. Yapraklarda ise Hg uygulaması Cu, Ni, Zn, Na, Mg ve Fe 

içeriklerini artırmış, ancak Mn ve Ca içeriğini  azaltmıştır. SNP+civa uygulaması ise 

Cu, Mn ve K içeriklerin, artırırken; Ni, Zn, Na, Mg ve Fe içeriklerini düşürmüştür. 

8) Bu uygulamada kök ve gövde SOD izoenzimleri belirlenmiştir. Bunun yanı sıra 

köklerde yapılan birçok tekrara rağmen CAT ve POD izoenzim bantları gözlenmemiştir. 

9) Bitki köklerinde yapılan değerlendirmede çalışılan beş genin birbirlerinden farklı 

şekilde ifade oldukları belirlenmiştir. Kökte civa toksisitesi ile SOD4 ve CAT-1 

genlerinin ifadeleri artmıştır (up-regulasyon). FSD1, SOD-9 ve APX genlerinin ifade 

oranları civa toksisitesi altındaki bitkilerde azalmıştır (down regulasyon). Civa stresi 

öncesinde uygulanan SNP, bitki köklerinde FSD1, SOD4, CAT-1 ve APX genlerinin 

upregule ederken, SOD9 geninin ise down-regule olmasına neden olmuştur. 

10) Yapraklarda ise civa toksisitesi ile CAT-1, SOD4, FSD1 ve SOD 9 genlerinin ifade 

oranlarının arttığı belirlenirken, APX geninin down-regule olduğu belirlenmiştir. SNP 

uygulaması ile FSD1 geninin önemli oranda ifadesinin arttığı, diğer genlerin ise ifade 

oranlarının down-regule oldukları tespit edilmiştir. 

Sonuç olarak, mısır bitkisine civa stresine maruz kalmadan önce uygulanan NO, bir 

sinyal molekül olarak bitkide çalışılan fizyolojik, biyokimyasal parametreler ile gen 

seviyesinde cevap mekanizmalarını uyararak bitki toleransının artırılmasına önemli bir 

katkı yaptığı belirlenmiştir. 
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