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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

VANADYUM (V) STRESINiN BUGDAYDA (Triticum aestivum L.) AZOT
METABOLIZMASI UZERINE ETKILERI

Ahmad Asadzadeh GAJOUTI

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Botanik Bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Okkes ATICI

Bu arastirmada, bitki azot metabolizmasinin vanadyum (V) stresine ilk 24 saat i¢inde
verdigi tepkilerin belirlenmesi amaglanmistir. Bunun i¢in bugdayin (Triticum aestivum
L.) Altindane ve Dogu-88 ¢esitleri kullanilmistir. Kontrollii kosullar altinda hidroponik
sistemde gerceklestirilen ¢alismada bugday fideleri, ¢cimlenmeyi takiben 14. giin, 0.1 ve
1 mM NaVOs stresi kosullarina maruz birakilmistir. Uygulamadan 24 saat sonra, V
uygulanmis ve uygulanmamis (kontrol) bitkilerin kok ve govdelerinde (toprak istii
slirgilin), azot metabolizmasinda rol alan anahtar enzimlerden nitrat rediiktaz (NR), nitrit
rediiktaz (NiR), glutamin sentaz (GS) ve glutamat sentaz (GOGAT) aktiviteleri
belirlenmistir. ilave olarak, dokularda igsel V miktari, protein ve fotosentetik pigmentler
(klorofil ve karotenoid) ile malondialdehid (MDA) igerikleri oOlgiilmiistir. V
uygulamalari, bugday cesitlerinin kok ve govdelerinde i¢sel V igerigini konsantrasyona
bagli olarak artirmistir. Koklerde V birikimi govdeye oranla ¢ok daha yiiksek olmustur.
Ozellikle 0.1 mM V uygulamasi bugday gesitlerinde protein miktarmi genelde
diistirmustiir. Aksine V uygulamalarinin her ikisi Altindane ve Dogu-88 cesitlerinde
lipid peroksidasyonu (LPO) seviyesini (MDA olarak) artirmistir. MDA igerigindeki
artiglar her iki c¢esidin Ozellikle koklerinde daha yiiksek olmustur. 1ki ¢esidin
yapraklarinda klorofil a ve b igerikleri, V uygulamalar1 tarafindan 6nemli oranda
diistiriiliirken, karotenoid igerigi artirilmistir. Klorofil a, V stresinden klorofil b’ye gore
daha fazla etkilenmistir. V uygulamalari bugdaymn her iki ¢esidinde NR, NiR ve GS
aktivitelerini dénemli seviyede inhibe etmistir. Inhibisyonlar 6zellikle koklerde daha
yiiksek olmustur. NR, NiRve GS aktivitelerinin inhibisyonunda 1 mM V uygulamasi,
0.lmM’a gore daha etkili olmustur. Ancak ayni uygulamalar, GOGAT aktivitesini
govdelerde genelde diisiirlirken, koklerde 6zellikle 0.1 mM V kosullarinda artirmistir.
Sonuglara gore, V’nin daha ¢ok bugday koklerinde biriktirildigi ve V stresinin ilk 24
saat icinde azot metabolizmasinda rol alan ilk {i¢ enzimi (NR, NiR ve GS) biiyiik oranda
inhibe ederek azot asimilasyonunu diistirdiigii ileri stirtilmiistiir.
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ABSTRACT

MS Thesis

EFFECTS OF VANADIUM (V) STRESS ON NITROGEN METABOLISM IN
WHEAT (Triticum aestivum L.)

Ahmad Asadzadeh GAJOUTI

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology
Botany Science

Supervisor: Prof. Dr. Okkes ATICI

In this work, it was aimed to determine the response of plant nitrogen metabolism to
vanadium (V) stress in the first 24 hours. For this purpose, Altindane and Dogu-88
cultivars of wheat (Triticum aestivum L.) were used. The wheat seedlings were exposed
to 0.1 and 1 mM NaVOs stress conditions on the day 14 following seed germination in a
hydroponics system under controlled conditions. After 24 hours, the activities of nitrate
reductase (NR), nitrite reductase (NiR), glutamine synthase (GS), and glutamate
synthase (GOGAT), which are among the key enzymes involved in plant nitrogen
metabolism, were determined in the roots and shoots of V-treated and untreated
(control) plants. In addition, endogenous V content, and the levels of protein,
photosynthetic pigments (chlorophyll and carotenoid), and malondialdehyde (MDA)
were measured in the tissues. The V applications increased endogenous V content in the
roots and shoots of wheat cultivars depending on the concentration. VV accumulation in
the roots was much higher than that in the shoots. In particular, 0.1 mM V application
generally decreased protein content in the wheat cultivars. In contrast, both V
applications increased lipid peroxidation (LPO) level (as MDA) in the cultivars. The
increases in MDA content were higher in the roots of both cultivars. In the shoots of the
cultivars, chlorophyll a and b contents were significantly reduced by the V applications
while carotenoid content was increased. The V stress more affected chlorophyll a than
chlorophyll b. The V applications significantly inhibited NR, NiR and GS activities in
roots and shoots of both the cultivars, and the inhibitions were particularly higher in the
roots. In the inhibition of NR, NiR and GS activities, 1 mM V was more effective than
0.1 mM. However, the same applications generally decreased GOGAT activity in the
shoots while increased in the roots, especially at 0.1 mM V conditions. According to the
results, it is suggested that V is accumulated more in wheat roots and V stress decreases
nitrogen assimilation by greatly inhibiting the first three enzymes (NR, NiR, and GS)
involved in nitrogen metabolism in the first 24 hours.

2019, 70 pages
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1. GIRIS

Bitki i¢in stres kavraminin tanimi genelde tartismali olsa da giliniimiizde en ¢ok kabul
edilenler, iki ana amag tizerinde yogunlasmaktadir. Bunlar, (i) giin igerisinde kii¢iik
cevresel dalgalanmalara cevap olarak olusan homeostatik degisiklikler ile strese verilen
gercek tepkileri ayirt etmek ve (ii) stres faktorii ile strese cevap arasindaki ayrimi
yapabilmektir. Bu kapsamda bitki icin stres, ¢evreden gelen (biyotik veya abiyotik)
baskilardan dolay1 bitki fonksiyonlarinin bozuldugu, ardindan normallesme ve direng
mekanizmasinin gelisebildigi bir durum olarak tanimlanmistir. Eger bitki tolerans
limitlerinin disina ¢ikmaya zorlanirsa ve aklimasyon kapasitesi agilirsa, sonug kalici bir
hasar veya hatta bitki i¢in nihai olarak 6liim olabilir (Levitt 1980). Stres, yukaridaki
tanima gore bitki i¢in dinamik bir siiregtir. Stres faktoriiniin etkili olmadigi dénemde,
stres olarak kabul edilmeyen kararsiz bir ortam (6rnegin fotosentezde hafif
dalgalanmalar) olabilir. Ancak stres basladiginda, dakikalar, giinler veya hatta haftalarca
kalabilen az veya ¢ok hizli ve gii¢lii bir cevap goriiliir. Stresin etkileri devam ederse,
aklimasyon baslar. Aklimasyon, bitkilerin stres kosullarinda dayanmalarini ve
performanslarini artirmalarini saglayan orta vadeli bir siirectir. Bunun genetik bir temeli
vardir (yani genotip fizyolojik siire¢leri gerceklestirmek i¢in birkag olasi alternatif igerir
ve bazilar1 sadece stres davrandiginda islevseldir), fakat ¢cevresel olarak bir arabulucu
gibidir. Stres faktorleri nesiller boyunca etkili olmaya devam ederse adaptasyon
gergeklesir, yani adapte olan popiilasyonlarin genetik kompozisyonunda bir degisiklik
oldugu anlamina gelir. Fenomen olarak, biyotik ve abiyotik streslerin bitki yasami igin
birer tehdit olmaktan ziyade, evrimsel motorlar1 isleterek biyolojik c¢esitliligin

kaynaklarini olusturduklari ileri stiriilmustiir (Reigosa et al. 2006; Dubey et al. 2018).

Dogada stressiz dogal bir ¢evrede yasam siirdiiren bitkilerin varligimi diisiinmek pek
olas1 degildir. Stres faktorleri, bitkilerin yasamlarmin herhangi bir doneminde ortaya
cikarak onlar etkileyebilir, bitki tiirlerine gore farkli tepkilerin alinmasina yol agabilir,
diger bir ifadeyle farkli bitki tiirlerini farkli derecede etkileyebilir. Ornegin c¢ogu
bitkiler, siirekli olarak kuraklik, sel, sicaklik (diisik veya yiiksek), asir1 tuz, agir

metaller, yiiksek yogunluklu 1sinlama, allelokimyasallar veya patojenik ajanlarin neden



oldugu enfeksiyon gibi olumsuz g¢evresel kosullara maruz kalmaktadirlar. Bu nedenle,
dogal ekolojik nislerinde yasayan bitkiler, genellikle fizyolojik optimimlerinden (en
azindan yasam dongiisiiniin bir boliimiinde) daha uzakta yasar. Bir bitkinin belirli
fizyolojik parametreleri (su veya besin emilimi, fotosentez, solunum, biiyiime, gelisme,
tireme veya digerleri) optimal kosullar altinda ifade edilen azami oranin altina diistiigi
zaman, agik¢a onun stres altinda oldugunu sdyleyebiliriz. Dogada ¢ok farkli biyotik ve
abiyotik ¢evre etmenleri bitkilerde strese neden olabilir (Cizelge 1.1) (Salisbury and
Ross 1992; Reigosa et al. 2006).

Cizelge 1.1. Dogada bitkiler i¢in stres kaynaklari (Reigosa et al. 2006)

evresel Stres Kaynaklari

Ab(ii/o tik i Biyotik Antropojenik Kaynakh
SICAKLIK PATOJENLER -Kirlilik
— Diisiik sicaklik (Soguk, donma) | -Viriis —03 ve fotokimyasal
— Yiiksek sicaklik -Fungi tepkimeler
SuU: -Bakteri -Duman
— Su kithig (Kuraklik, Diisiik su HAYVANLAR —ROS olusumu
potansiyeli) -Phytophagia -Photooxidantlar
— Su basmasi (asir1 yagmur, -Otlatma -Asit yagmuru ve sis
Sel, oksijen yetersizligi) —Boceklerin etkileri | -Asidik su ve topraklar
RADYAYSON DIGER Bitkiler -Mineral eksiklikleri
—Infrared -Parasitism (Toprak kaybina veya asit
—Goriilir 151k (fotoinhibisyon, -Allelopati yagmuruna bagli)
fotooksidasyon), -Rekabet -Agir metal kirliligi
-UV-A, UV-B -Herbisitler, mantar -Azot fazlalig1
—Iyonize edici radyasyon ilaglari, (Otrofikasyon)
KiMYASALLAR -Tarim ilact -UV 1sinlariin artmast
—iyonlar -Kiiresel iklim degisikligi,
—Tuzlar -CO; konsantrasyon artis1
Mineral eksikligi/ fazlalig —Tuzlu ve kuru topraklarin
— pH (fazla/diisiik) artisi
—Ozon -Giiriiltii
DIGER -Yangin
— Yaralama, riizgar, Ses, -Siki1 (gegirimsiz) topraklar
manyetik ve elektrik alanlari, vb.

Giiniimiizde antropojenik kaynakli atik maddeler; topraklari, yer alt1 ve yer iistii sularim
giderek daha fazla kirletmektedir. Ozellikle agir metal kirliligi diger streslere gére daha

uzun streli sorunlara neden olmaktadir. Agir metal kirliligi genelde hizli biiyiiyen



sanayi bolgeleri, madencilik, endiistriyel atiklarin elden ¢ikarilmasi, boya sanayi, biitiin
ekgzoz gazlari, tarim arazisinde tekrarlanan giibre ve pestisit uygulamalari, kompost
giibreler, atik su ile sulama, komiir yakilan santraller, petrokimyasallarin rafine edilmesi
ve atmosferik birikim gibi faaliyetlerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. Bunun yaninda,
yiizyillar boyunca insanlar agir metallerin etkilerini bilmeden taki, silah, su borusu vb.
cesitli amaglar i¢in kullanmiglardir. Sanayilesme ile birlikte agir metal igeren komiir vb.
yakitlarin yakilmaya baslanmasi ile endiistri bolgelerinde ve her gecen giin artan trafik
yogunluguna maruz kalan diinyamiz ve iilkemizde birgok kirleticiyle beraber agir
metallerin de cevredeki miktarlarinin artmasi sonucunda agir metal kirliligi asir
boyutlara ulagmistir. Son yillarda agir metaller, gelismekte olan sanayi ve agroteknik
alanlarinda artan kullanimdan ve yiiksek biyobirikim ve toksisiteden dolayir canli
organizmalar i¢in ana abiyotik stres ajanlarindan biri haline gelmistir. Bunlar,
organizmalarda birikerek besin zincirinde yer almakta ve zararlarini yillarca
siirdiirmektedirler. Agir metalin tanim1 daha ¢ok cevresel problemler oldugunda ortaya
cikmakta ve nispeten yiiksek yogunluga sahip ve diisiik konsantrasyonlarda bile toksik
veya zehirleyici olan metal olarak tarif edilmektedir. Gergekte agir metal tanim fiziksel
ozellik agisindan yogunlugu 5 g/cm®’ten daha yiiksek olan metaller icin kullanilir. Bu
elementler dogalar1 geregi yer kiirede genellikle karbonat, silikat ve stilfiir halinde stabil
bilesik olarak veya silikatlar i¢inde bagli olarak bulunurlar (Dubey et al. 2018;
Morkunas et al. 2018). Bu grubun igine Cinko (Zn), kursun (Pb), nikel (Ni), kobalt
(Co), krom (Cr), bakir (Cu), mangan (Mn), kadmiyum (Cd), civa (Hg), arsenik (Ar),
aliminyum (Al) ve vanadyum (V) olmak tizere 60’tan fazla metal girebilmektedir.
Bunlarin her biri ekosistemde belirli bir esik degeri astiginda bitkiler de dahil hemen her
organizmada toksik etkilere neden olan kirleticilerdir. Agir metallerin ¢ogu gida
maddelerinde bulunmasina ragmen, insanlara maruz kalma durumlar1 beslenme
aliskanliklarindaki farkliliklar nedeniyle 6nemli 6l¢iide degisebilir (Dubey et al. 2018).
Toksitelerini, genellikle elektron tasinim ve redoks reaksiyonlarinda devreye girerek
ozellikle solunum ve fotosentez ilizerine olumsuz etki yaparak gosterirler. Bitkilerde
hem generatif hem de vejetatif organlar1 biyokimyasal, fizyolojik ve morfolojik diizeyde
etkilerler (Dubey et al. 2018; Morkunas et al. 2018).



Bitkilerin yasamlarin1 saglikli bir sekilde yiiriitebilmek i¢in gerekli olan elementlere
“bitki besin elementleri” denilmektedir. Bitki dokularinin analizinde neredeyse dogada
bulunan tiim elementleri bulmak miimkiindiir. Her ne kadar bitkilerin besin elementleri
alimi secici ise de, yetistirme ortaminda yarayisli formda bulunan besin elementleri
orani arttikca, bitki biinyesine pasif yollarla gecebilen bazi agir metaller, bitkilere
alinarak besin zincirine dahil olmaktadir. Bu yiizden bitkiler yetistikleri ortamda
bulunan elementleri, kendileri i¢in gerekli olsun veya olmasin az ¢ok biinyelerine
alirlar. Elementlerin 16 tanesi (C, H, 0, N, P, K, S, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn, Cu, B, Cl ve
Mo) hemen biitiin bitkiler icin gerekli besin maddeleridir. Ilaveten 6 element (Co, Al,
Na, Si, Ni ve V) ise sadece baz1 bitkiler veya belirli prosesler i¢in gerekli oldugu kabul
edilen elementlerdir. Agir metal grubu i¢inde olup ayni1 zamanda bitki besin elementi
(Fe, Zn, Mn ve Cu gibi) olanlar bulundugu gibi bitki yasami i¢in gerekli olmayan ve
giiclii zehir etkisi olanlarin bulunmaktadir. Bunlardan en tehlikeli olanlar Cd, Pb ve Hg
oldugu ifade edilmektedir. Ancak agir metal grubunda olan Fe, Mn, Cu, Ni ve Zn gibi
esas elementlerin de topraklardaki fazla konsantrasyonlari bitkilerde toksik etkilere
neden olup diger taraftan dogal su ve karasal ekosistemlerinin bozulmasina sebep olur
(Dubey et al. 2018; Morkunas et al. 2018). Bitkiler, agir metal toksisitesini farkli
yollarla bertaraf etmeye c¢alisirlar. Bunlar arasinda en yaygin olanlari; vakoul i¢inde
immobilizasyon, selasyon ve agir metal direncine bagli stres kaynakli proteinlerin
ekspresyonu bulunur. Ornegin agir metallerin, fitoselatér olarak kiigiik peptidlerle
kompleks olusturduktan sonra vakoul i¢ine tasinip ve serbet birakilarak
detoksifikasyonu, bitkilerde yagin bir agir metal detoksifikasyon modelidir (Dubey et
al. 2018).

Cizelge 1.2. Vanadyumun bazi onemli tiirlerinin oksidasyon durumu (Barker and
Pilbeam 2007)

Tiir Formiil Oksidasyon durumu
Vanadyus \Va +2
Vanadik V3 +3
Vanadil VO +4
Pervanadil VO3*; V(OH),* +5

Metavanadat VO3 +5




Gegis metallerden biri olan vanadyum, sembolii V olan 23 atom numarali bir
elementtdir. Gliniimiizde endiistrideki yiiksek kullanim alani nedeniyle 21. yiizyilin en
onemli elementlerden biri olarak kabul edilir. Nils Gabriel Sefstrom, 1831 yilinda
vanadyumun kesfedilmemis bir element oldugunu gdstermis ve Iskandinav giizellik ve
bereket tanrigasi Vanadis'in adin1 vermistir (Cevik 2014). Sert, giimiisi gri renkli siinek
bir ge¢is metaldir. Vanadyumun agirhig 50.95 gr/mol, yogunlugu 6.1 gr/cm® olup
171°C’de erir ve 300°C de kaynar. Dogal veya sentetik bilesiklerinde kolay
yiikseltgenmeyen, korozyona dayanikli ve gelik grisi renkte bir ge¢is elementi olan
vanadyum, ¢ogunlukla +3, +4 ve +5 oksidasyon durumlarinda bulunmakla birlikte, pH
8’in altindaki normal toprak asitliginde oksitleyici kosullar altinda +4 ve +5 durumlari
daha baskin halde bulunur (Cizelge 1.2). Dogada metalik halde bulunmaz, ancak 65
farkli mineralin icerisinde vanadyum bilesikleri halinde bulunur. Yer kiirede cok
dagilmis olmasi biyolojik bir 6neminin veya etkisinin oldugu intibaini verir. Vanadyum
pentoksit (V20s) bilesigi siilfiirik asit tiretimi i¢in bir katalizér olarak kullanilir (Cevik
2014). Sertlik ve alasim olusturma kabiliyeti nedeniyle vanadyum makineler ve
araglarda kullanilan sert ¢elik malzemelerin iiretiminde kullanilir (Singh 1971; Cevik
2014). Canlilarda hiicre dis1 viicut sivilarinda bes degerlikte metavanadat (VO3!"), hiicre
i¢i viicut sivilarinda ise dort degerlikte vanadil veya oksovanadyum IV katyonu (VO2")
halinde bulunur. Genel gidalar ¢ok diisiik derisimlerde (<1 ng/g) vanadyum igermesine
ragmen, canlilar i¢in 6nemli bir vanadyum kaynagidir (Macara 1980; Olness et al. 2000;
Cevik 2014). Cevrede vanadyum birikmesine neden olan kaynaklar ise ham petrol
yataklari, demir iceren alagimlarin iiretiminde ve demir icermeyen element (alliminyum
ve titan gibi) cevherlerinin oOziitlenmesinde olusan ciiruflardir (Moskalyka and
Alfantazib 2003; Venkataraman and Sudha 2005; Cevik 2014). Bunlara ilaveten ¢elik
ve demir dis1 alasgimlarin iiretimi, katalizor olarak siilfiirik asit liretimi ve plastik
olusumu i¢in naftalinin ftalik anhidrite dontstiiriilmesi, yar1 iletkenlerin imalati,
fotograf basiminda, renklendirici maddelerde, sar1 pigmentlerde ve seramik tiretimi gibi
endiistriyel alanlarda yogun miktarlarda vanadyum veya vanadyum bilesikleri kullanilir.
Vanadyum, yaklasik 15 agir metal igerisinde yag yakma sirasinda salinan en yiiksek
maddedir ve varlig1 ¢cogu zaman yag kirliliginin bir gostergesi olarak alinmaktadir
(Barker and Pilbeam 2007). Demir igermeyen vanadyum alasimlari niikleer enerji

sektoriiyle beraber havacilik ve uzay teknolojisinin gelistirilmesinde kullanilmaktadir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0skandinav_mitolojisi

Metaliirji sektoriinde ferrovanadyum alagimlarin ciiruflarinda vanadyum oksitler
bulunur. Antropolojik atmosferik vanadyumun yaklagik iicte ikisi vanadyum oksitlerdir.
Vanadyumun ortalama derisimleri, sirasiyla komiir, ham petrol ve karbon fosillerinde
100 pg V/gr, 600 pg V/gr ve 1500 pg V/gr’dir (Macara 1980; Moskalyka and
Alfantazib 2003; Cevik 2014). Metaliirji sektoriinde ferrovanadyum alasimlarin
cliruflarinda vanadyum oksitler bulunur. Vanadyumun hava ve sudaki derisimleri
mevsimlere ve cografik etmenlere baglidir. Bunlar soguk/sicak hava, meteorolojik hava
akimlari, elektrik ve 1s1 iiretimi sirasinda petrol triinleri ve atik yakit yaglarin
yakilmasinin artmasi/azalmasi seklinde siralanabilir. Elektrik ve 1s1 {iretimi igin fosil
yakitlarin asir1 kullanilmasi sebebiyle havadaki vanadyum derisiminin yiiksek oldugu
gdzlenmistir. Ornegin ABD’nin kuzey dogu bélgesinde elektrik ve 1s1 iiretimi igin fosil
yakitlarin asir1 kullanilmasi sebebiyle havadaki vanadyum derisiminin yiiksek oldugu
gbzlenmistir. 1973 yilinda bu bélgede vanadyum derisiminin ortalama 0.62 pg V/m®
(aralig1 0.15-1.4 pg V/m3), diger kentsel alanlarda ise ortalama 0.011 pg V/m? oldugu
tespit edilmistir. Genellikle kirsal alanlardaki vanadyum derisimi  kentsel
alanlardakinden daha diisiik oldugu da tespit edilmistir. igme suyu 1 pg V/L den daha
diisiik miktarda vanadyum icgerdiginden dolayi insanlar i¢in ciddi bir vanadyum kaynagi
degildir (Leonard et al. 1994). Atmosferdeki vanadyumun geriye kalan kismi karasal
toz, deniz aerosolii ve az miktarda da volkanik emisyon olarak ortaya ¢ikar (Macara
1980; Nowakowski 1993; Cevik 2014). Topraklardaki vanadyum derisimi artiginin
sebebi dogal kaynaklardan daha ¢ok antropojenik kaynaklardir. Bu kaynaklardan en
onemli iki tanesi tarimda kullanilan siiper fosfat gilibreler (0.05-2 gr V/kg) ve celik
endiistrisinde yan iriin olan bazik atik ciiruflardir (1-2 gr V/kg). Giibreler (fosfat
kayalar1 ve azot, fosfor ve potasyum giibreleri) yiiksek konsantrasyonda V igerdigi ve
fosfat giibresi uygulamalarinin piring koklerinde asir1 V birikimine neden oldugu
gosterilmistir (Nowakowski 1993; Venkataraman and Sudha 2005; Teng et al. 2006;
Cevik 2014). Vanadyumun toksisitesi s6z konusu oldugunda, bu bilesiklerin dogasina
ve oksidasyon durumlarina baglidir. Pentavanadat mobil vanadyum formundadir ve en
toksik oldugu kabul edilir. Yine de vanadyum bilesiklerinin toksisitesi diisiiktiir ve
higbir veri diisiik dozlarda vanadyumun kanserojen oldugunu géstermemektedir. Ancak
bazi aragtirmacilar vanadyumun mitoz ve kromozomal dagilimi engelledigi icin

kanserojen olma olasiliginin géz ardi edilmemesini 6nermislerdir (Leonardet al. 1994).



In vitro ve hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalar, belirli dozdaki vanadatlar ve diger
vanadyum bilesiklerinin glukoz metabolizmasin artirdigini gostermistir (Leonard et al.
1994). Dogada kayalarin ayrismasi sirasinda, vanadyum vanadat iyonuna oksitlenir, bu
da suda gesitli pH degerlerinde ¢0Oziniirliiglinden dolayr vanadyumu bitkilerin
kullanimina hazir hale getirir. ilave olarak bitkiler her tiirlii arag trafigi, elektrik ve 1s1
tiretimi sirasinda kullanilan petrol, komiir ve sentetik yaglarin yakilmasiyla olusan baca
gazlarindan ¢ikan vanadyuma maruz kalirlar. Ispanya'da uzun yillar boyunca toplanan
24 tiir vaskiiler bitki ve 3 briyofitin herbaryum Orneklerinin analizi, Ozellikle
1960'lardan bu yana bitki dokularinda vanadyum konsantrasyonlarinda biiyiik bir artis
oldugunu gostermistir (Barker and Pilbeam 2007). Dogu Avrupa’nin Karpat daglarinda,
bakir, nikel, demir ve gelik iiretimi ile atik su ¢amurunun yakilmasi sirasinda, beyaz
cam (Abies alba Mill.) yapraklarinin mikro elementleri tizerinde yapilan bir ¢aligmada,
demir metal fabrikalarinin yakinindaki populasyonlarda yiiksek konsantrasyonlarda
vanadyum bulunmustur (Barker and Pilbeam 2007). Bir¢ok iilkede ise kanalizasyon
camuru yakma isleminin kesilmesiyle birlikte, atik lagim c¢amurunda topraklara
dogrudan vanadyum ilavesinin diinya genelinde arttigi bildirilmistir. Vanadat iyonu
bitkilerde H*, Na* ve K*-ATPaz pompalari igin gii¢lii inhibitérlerden birisidir, buna
karsin yesil alg (Scenedesmus cinsi) i¢in miitlak gerekli bir elementtir (Jie et al. 2001).
Daha o6nce bazi arastirmacilar vanadyumu bitkilerin biiylimesi ve gelismesi i¢in bir iz
element olarak gormiislerdir, diger yandan bazilar1 da vanadyumun bitki biiyiimesi i¢in
gerekliligini reddetmistir. Bu nedenle gelismis karasal bitkilerde vanadyumun gerekli
bir element olduguna iliskin somut bir kanit bulunmamaktadir ve bitkilerin biiyiime ve
gelisimindeki kesin rolii bilinmemektedir. Ornegin vanadyum fluvo-aquik (organik
maddece zengin) toprakta 30 mg kg astiginda bitki biiyiimesi inhibe olmustur (Wang
1999). Bitkilerde kuru madde agirligina gore, vanadyum konsantrasyonlari tipik olarak
0.27 ila 4.2 mg/kg araligindadir (Haidu et al. 2017; Essia et al. 2017). Diisiik oranlarda
vanadyum bitkinin biiylimesini uyariyor gibi gorinmekle birlikte, daha yiiksek
oranlarda birgok bitki i¢in toksik oldugu belirlenmistir. Buna karsin, az miktarda anyon
seklindeki vanadyumun bitki biiylimesine olumlu etki yaptigi rapor edilmistir.
Radyoaktif (isaretli) vanadyum igeren ¢ozeltide arpa bitki koklerinin vanadyumu pasif
absorpsiyon ile aldigi belirlenmistir (Lepp et al. 1983; Barker and Pilbeam 2007).

Yiiksek bitkilerde vanadyumun bir besin elementi oldugunu dogrulamak zordur.



Birincisi, vanadyumu besin kiiltlirlerinden tamamen uzaklagtirmak zordur. Ayrica,
vanadat bilinen bir plazma zar1 proton pompalayan ATPaz inhibitorii olmasina ragmen,
iz konsantrasyonlarinin bitki biiyiimesine fayda sagladigi bildirilmistir. Kumda yetisen
misir (Zea mays L.) lizerinde yapilan bir deneyde, vanadyumun muhtemelen yaprak
alnin1 artis1 ve fizyolojik etkilerinden dolayr tahil verimini artirmistir. Vanadyumun
domatese (Lycopersicon esculentum Mill.) besin ¢ozeltisi iginde 0.25 mg/L
uygulandiginda ise bitki boyu, yaprak, ¢icek ve biomasinda artisa neden olmustur.
Domates bitki hiicrelerinde vanadyum konsantrasyonunun, Chlorella hiicrelerinde
bulunan vanadyum konsantrasyonunun %1'in den az oldugunu belirlenmistir. Bu da
vanadyumun gelismis bitkilerde esansiyel bir element olmadigina delil olarak
sunulmustur. Vanadyumun faydali bir element olarak rolii konusunda bazi siipheler
varsa da yliksek oranlarda (10 ila 20 mg/L) bitkilere zararli olduguna siiphe yoktur.
Besin ¢ozeltilerinde 1, 10 veya 100 mg/L'de amonyum metavanadat olarak vanadyum
ile beslenen sorgum (Sorghum bicolor Moench.) fideleri, 1 mg/L ¢ozeltisinde toksik bir
etki gostermemis, ancak alt govdelerde gozle goriiliir kirmizi lekelenme belirlenmistir.
Bir ¢alismada, %5.6 kg/ha VOSO4 uygulamasindan 15 ay sonra ekilmis ve 3 ay sonra
hasat edilmis fasulye siirgiin ve koklerinin biiylimesi, uygulama yapilmayanlara gore
onemli Olgiide diismiistiir. Vanadyumun zararli etkilerinin sebeplerinden biri demir
eksikligine neden olmasidir. Kayda deger oranda azalmis demir konsantrasyonlari,
vanadat ile beslenen Mn eksikligine hassas bir fasulye cesidinin yapraklarinda
Olgiilmiistiir. Tahillar, ¢ilek (Fragaria X ananassa Duchesne) ve keten (Linum
usitatissimum L.) ¢ok hassas tiirler olarak goriilmektedir. Ornegin bugday (Triticum
aestivum L.) ve arpa (Hordeum vulgare L.), piringten (Oryza sativa L.) ve soya
fasulyesinden (Glycine max L.) daha hassastir (Wallace et al. 1977; Davis et al. 1978).
Demir eksikliginden kloroza neden olmasinin yani sira, vanadyumun soya fasulyesi
koklerinde Fe konsantrasyonunu diisiirdiigli ve soya fasulyesi ve marul koklerinde Mg
ve K igerigini azalttig1 gosterilmistir (Wallace et al. 1977, Akoumianaki-loannidou et
al. 2016). Vanadyum ayrica beyaz hardalda (Sinapis alba L.) Mo kok ve hipokotil
birikimini azaltmis ve soya yapraklarinda kalsiyum konsantrasyonlarini diistirmiistiir.
Baz1 ¢alismalar vanadyumun bitki dokularinda Al birikimine neden oldugunu da rapor
etmistir. Vanadyum ve fosfor arasindaki negatif iligki, ATPaz’larin vanadat tarafindan

inhibe edilmesinin, enzimler iizerinde fosfat baglanmasinin rekabetci bir sekilde inhibe



edilmesi sasirtict  degildir. Ayrica, vanadyumun bitkilerde Fe noksanligini
indiiklediginden, vanadyumla kirlenmis topraklara demir ilavesi vanadyum toksisitesini
hafifletebilir (Morell et al. 1986; Jie et al. 2001; Barker and Pilbeam 2007).
Vanadyumun yiiksek bitkilerde klorofil sentezindeki rolii hakkinda net bir kanit yoktur,
ancak Fe eksikligi kloroplast basina daha az miktarda klorofile yol agar. Klorofil sentezi
icin Fe gereksinimi agiktir ve vanadyum klorofil sentezini ancak demir metabolizmasi
tizerindeki bir etki yoluyla etkileyebilir. Bir asamada yesil alglerin vanadyuma bagimli
olan ancak daha yiiksek bitkilerde yoldan farkli olan bir Aminolevulinik asit sentezi
yoluna sahip olabilecegi One siiriilmiistiir; ancak, boyle bir yol tespit edilmemistir. Son
yillarda, bu sentezde yer alan enzimleri kodlayan genler yiliksek bitkilerde ve alglerde
tanimlanmistir, bu nedenle, eger varsa, yoldaki farkliliklar yolun kendisinden ziyade
kontrol diizeyinde goriinmektedir. Vanadyumun yesil alglerde klorofil biyosentezi
enzimlerinden biri igin temel bir kofaktér olmasi miimkiindiir, ancak yiiksek bitkilerde
bu rol normal olarak vanadyumun yerini alabilecegi bagka bir metal tarafindan
tistlenilir. Vanadyum uygulamasi ile tane verimi artan musir (Zea mays L.) bitkileri
yapraklarinda daha fazla azot, fosfor, potasyum, kalsiyum ve magnezyum biriktirmis,
ancak yiiksek vanadyum konsantrasyonlart bu elementlerin konsantrasyonlarini
azaltmisgtir. Vanadyumun maruldaki Ca ve Fe konsantrasyonlarini artirdig
gosterilmistir, ancak bu bitkilerde verim saglanan vanadyum tarafindan baskilanmistir.
Vanadyum artig1 bitki metabolizmasimi kesinlikle etkiler. Ornegin vanadyumun 1 mg/l
ilavesi, tiitindeki (Nicotiana tabacum L.) nikotin konsantrasyonlarint %25 oraninda
azaltmistir. Ac1 bakla (Lupinus polyphyllus Lindl.) yapraklarinda alkaloid ve vanadyum
konsantrasyonlar arasinda negatif bir iliski oldugu goézlenmistir (Jie et al. 2001; Barker
and Pilbeam 2007).

Bitki kokleri tarafindan vanadyumun absorpsiyonu pasif bir proses oldugu
belirlenmistir, ¢iinkii absorpsiyon eksojen vanadyum konsantrasyonlarina bagli olarak
artar ve anaeorobik kosullarda bile absorpsiyon devam eder. Absoprsiyon, pH 4'te en
hizli olup, pH 5 ile 8 arasinda nispeten sabit olmasina ragmen, pH 10'da ¢ok yavas bir
hiza diiser. PH'!n absorpsiyon lizerindeki bu etkisinin, vanadyumun mevcut oldugu

iyonik formdan kaynaklandigi, VO2™nin pH 4'te baskin oldugu, HVOz3'iin pH 4 ile 5
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arasinda baskin oldugu, VOzun ise pH 5 ve 8 arasinda baskin oldugu ve HVO4'iin ise
pH 9 ila 10 arasinda baskin oldugu belirlenmistir. Bu nedenle asidik topraklarda baskin
olan VO;* formu, bitkiler tarafindan notr ve alkali topraklarda baskin olan diger
formlardan ¢ok daha kolay bir sekilde alimir (Morrell et al. 1986). Vanadyumun
absorpsiyonunun kalsiyum alimi karsilifinda gergeklestigi goriilmekte olup, alinan
vanadata karsilik sorgum kiiltlir bitkilerinde kalsiyum birikiminde dogrusal bir diisiis
olmustur. Bu sonu¢, muhtemelen kalsiyum akisindan sorumlu olan H-ATPaz’1n vanadat
ile inhibe edilmesini telafi etmekten daha fazlasini1 yapan kalsiyum kanallar1 tizerindeki
bir etkiye baghdir. Bitkiler aldigi vanadyumu c¢esitli vanadyum komplekslerine
donistiirebilir. Diigiik vanadyum uygulamalarinda, bitkiler vanadil amino bilesikleri
oldugu diisiiniilen diisiik molekiiler agirlikli kompleksler olusturur. Yiiksek vanadyum
dozlarinda, muhtemelen vanadil seliiloz bilesikleri gibi yiiksek molekiiler agirlikli
kompleksler olusturabilir. Emiliminden sonra, vanadyum kok hiicre duvarlari tizerinde
kismen hareketsiz goriinmektedir. Daha sonra plazmalemmanin disinda ¢oziiniir
kompleksler olusturur ve son olarak hiicrelerin igindeki bosluklara emilir. Koklerdeki
konsantrasyonlar genellikle yapraklardan daha yiiksektir. Cin lahanasi ile yapilan bir
calismada vanadyumun daha ¢ok koklerde biriktigi ve koklerde biriken vanadyumun
yapraklara translokasyonu sinirli oldugu belirtilmistir, ancak vanadyumun toprak ve
bitki dinamikleri hakkinda giincel bilgiler sinirhidir (Jie et al. 2001; Olness et al. 2002;
Barker and Pilbeam 2007; Saco et al. 2013).

Diger agir metallerde oldugu gibi vanadyum uygulamast ROS birikimi ve lipit
peroksidasyonu artirdigi  gosterilmistir. Ayrica, vanadyum oligomerleri, c¢esitli
proteinlerle etkilesime girer ve membrana bagli transport sistemleri gibi ¢esitli biyolojik
mekanizmalar1 olumsuz etkiler (Wang and Liu 1999; Saco et al. 2013). Ornegin
vanadyum, bitkilerde Na-ATPaz ve K-ATPazh giglii bir sekilde inhibe etmis ve
pickleweed'de (Salicornia pacifica L.) siirgiin 6liimlerine ve bitki boy uzunlugunun
azalmasia neden olmustur. Benzer sekilde Olness et al. (2002), vanadyumun yiiksek
konsantrasyonlar1  farkli bitkilerin biliylimesini 6nemli 0Ol¢lide inhibe ettigini
gozlemlemistir. Cin yesil hardali ve domates bitkilerinde stirglinlerin uzunlugunu,

yaprak sayisini, kuru kok agirliklarini, siirgiinleri ve yapraklarint 6nemli dlgiide
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azaltigim1 belirlemiglerdir. Agir metallerin fazlaligi, ROS {iretimindeki artisin ana
nedenlerinden biridir ve yiiksek seviyelerdeki ROS’lar, hiicrelerde oksidatif hasara
neden olur, lipid zarlarin1 dengesizlestirir ve hiicrelerin normal metabolik faaliyetlerini
bozarak bitki biiyiimesini geciktirir ve hatta 6liime neden olur (Morrell et al. 1986).
Bitkiler, ROS'lar1 temizlemek icin siliperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
peroksidaz (POD), glutatyon rediiktaz (GR), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR)
gibi enzimlerden olusan giiclii antioksidan savunma sistemlerine sahiptir. Buna ilave
olarak, diisiik molekiil agirlikli glutatyon, prolin, sistein, tiyoller ve askorbik asit gibi
enzimatik olmayan antioksidanlar1 da bu amag i¢in kullanirlar (Moller 2001; Saco et al.
2013). Baz1 galismalarda vanadyum uygulamasinin hiicre dongiisiinii, tiretilen reaktif
oksijen tiirleri (ROS) vasitasiyla durdurdugunu ileri siirmiislerdir (Saco et al. 2013).
Teng vd. (2006) ise vanadyum ile kontamine olmus alanlardan toplanan 12 bitki tiiriinde
vanadyum birikimini arastirmis ve bitkilerin belirli vanadyum konsantrasyonlarina
maruz kaldiginda biiyiimelerinin geriledigini bulmustur. Tropik bir bitki olan Cuphea’da
(Cuphea viscosissima) kok uzunlugu, kok yiizeyi alan1 ve kok kuru agirligi, vanadyum
uygulamasi konsantrasyon artigina bagli katlanarak azalmistir. Yine nohutla yapilan bir
caligmada, vanadyumun tiim nohut genotiplerinde antioksidan enzim aktivitelerini ve
protein igerigini 6nemli Olclide diisiirdiigiinii ve koklerde siirgiinlerden daha fazla
vanadyum birikimi oldugunu tespit etmistir (Wang and Liu 1999; Ringelband 2001;
Shah 2008; Saco et al. 2013). Diger taraftan vanadyum, ozellikle haloperoksidaz
enzimlerinin aktif bir merkezi olarak okyanus algleri tarafindan kullanildig1 gosterilmis
ve suda yasayan ekosistemlerde yasam i¢in temel elementlerden biri olarak sunulmustur
(Butler ve Carter-Franklin, 2004), ayrica toprak mikroorganizmalarindan Azotobacter
cinsinde azot fiksasyonu i¢in bir katalizér oldugu da belirlenmistir (Benemann et al.

1972).

Azot (N), karbon, hidrojen ve oksijenden sonra canli sistemlerin yapisinda en fazla
bulunan temel bir elementtir. Diinya atmosferinin %78’ine yakinini olusturan molekiiler
azot (N2; N=N) indirgenmedikce canli organizmalarin ¢ogu tarafindan kullanilamaz.

Canlilar; proteinler, niikleik asitler ve bircok baska biyomolekiillerinde yiiksek miktarda
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azot igerir. Ototrofik biiylime sirasinda, hiicresel organik madde olusumu i¢in azot

ihtiyaci iki farkli yolla inorganik azottan karsilanir. Bunlar;

1. Molekiiler azotun havadan fiksasyonu;

2. Su veya toprakta bulunan nitrat (NOs’) veya amonyumun (NH4") asimilasyonudur.

Siyanobakteriler dahil sadece bazi1 bakteriler azotu (N2) havadan fikse edebilirler. Belirli
bitkiler, N2 fiksasyonu yapan bazi siyanobakteri ve bakterilerle simbiyotik bir iliskiye
girebilir. Bununla birlikte, biyosferdeki organik azotun yaklasik %99'u NOs
asimilasyonundan tiiretilir. NHs, temel olarak hayvanlarin ve bakterilerin
metabolizmasiyla atik organik maddenin parcalanmasinin bir son iiriinii olarak olusur ve
toprak bakterileri tarafindan nitrifiye edilerek tekrar nitrat haline oksitlenir. Boylece,
topraktaki nitrat ve bitkilerdeki organik azot arasinda siirekli bir dongii vardir. NHg
sadece yetersiz drenaja sahip, zayif havalandirilmis topraklarda yiiksek oranda birikir.
Burada oksijen yetersizligi nedeniyle, nitrifikasyon bakterileri tiremez. Toprakta NOg3
yerine NHs varsa, birgok bitki bunu azot kaynagi olarak kullanabilir (Heldt and
Piechulla 2011).

Karasal bitkilerde kokler vasitasiyla alinan nitrat, hem yapraklarda hem de koklerde
asimile edilir, yani organik madde yapisina katilir. Otsu bitkilerin g¢ogunda, nitrat
asimilasyonu daha c¢ok yapraklarda meydana gelir, ancak koklerde de nitrat asimile
edilebilir. Bu durum, 6zellikle otsu bitkilerin erken biiyiime donemlerinde 6nemli bir rol
oynar. Aksine, birgok odunsu bitki (6rnegin agaglar, ¢alilar) ve ayrica soya fasulyesi
gibi baklagiller esas olarak koklerde nitrati 6ziimsemektedirler. Genel olarak kok
hiicrelerine alinan nitratin 3 akibeti vardir. Bunlar sdyle ozetlenebilir; alinan nitrat
gecici olarak vakoul icerisinde depolanabilir (i), veya kokiin epidermal ve korteks
parankimasi hiicrelerinde NHg'e distirtliir (ii). Burada olusan NHs, esas olarak,
glutamin ve asparagin amino asitlerinin sentezi i¢in kullanilir. Bu iki amino asit
(amidler), ksilem kanallar1 araciligiyla yapraklara tagmabilir. Ancak, koklerdeki nitrat
asimilasyon kapasitesi maksimum seviyeye ulastiginda, obsorplanan nitratin fazlasi,

yapraklara iletilmek tizere, koklerden ksileme yiiklenir (iii). Yapraklara iletilen nitrat,
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mezofil hiicrelerinde ya hemen indirgenerek NH4 olusturulur veya nitrat ayn1 hiicrelerin

vakoullerinde depolanabilir (Heldt and Piechulla 2011).

A
Vakoul Amidler

y

NO; (depolanma) '

A
Kloroplast
v .
Nitrat Rediiktaz Nitrir Rediiktaz

NO3 m ” NO; NO, NH4

Fdirea Fdiox

NADH+H® NAD*

Sekil 1.1. Bir bitki yaprak mezofil hiicresinde nitratin alintmi1, amonyuma indirgenmesi

ve amonyumun asimilasyonu
(Fd: Ferredoksin) (Heldt and Piechulla 2011’den modifiye edilerek)

Nitrat bitkilerde kolayca tasinabilir ve vakoulde uzun bir siire depolanabilir, ancak
bitkilerde proteinlerin ve diger organik bilesiklerin sentezinde kullanilmasi i¢in nitratin
amonyuma indirgenmesi gerekir. Nitratin kendisi dogrudan organik madde yapisina
katilamadigindan, hem kok hem de mezofil hiicrelerinde, 6nce sitozolde bulunan nitrat
rediiktaz (NR) ile nitrite (NO), daha sonra plastidlerde (kokler i¢in plastidler,
yapraklar i¢in kloroplast) nitrit rediiktaz (NiR) ile NH4'e indirgenir (Sekil 1.1) (Heldt
and Piechulla 2011).
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Kloroplastlardaki glutamin sentetaz (GS), NHsi ATP harcayarak glutamine

doniistiirerek glutamin olusturur. Bunun reaksiyonu asagidaki sekilde gerceklesir.

Glutamin sentaz
NH4 + Glutamat » Glutamin

Ty

ATP ADP + Pi

a-Ketoglutarat ile birlikte glutamin, glutamat sentaz (aym1 zamanda glutamin
oxoglutarat amino transferaz, kisaltilmisi GOGAT) ile iki glutamat molekiiliine

doniistiiriiliir. Bunun reaksiyonu asagidaki sekilde gergeklesir.

GOGAT
Glutamin + o-Ketoglutarat / E » 2 Glutamat
Fd(req) Fd(ox)

Yukarida ifade edildigi gibi nitrat asimilasyonu kismen ve hatta bazi tiirlerde esas olarak
koklerde de meydana gelir. Topraktan alinan NHs4 da normalde koklerde asimile dilir.
Kok hiicrelerinde nitrat ve nitritin NHg'a indirgenmesi, mezofil hiicrelerininkine benzer
sekilde ilerler. Bununla birlikte, kok hiicrelerinde, gerekli indirgeyici giigler (NADH
veya NADPH), yalnizca karbohidratlarin oksidasyonu yoluyla saglanir. Koklerde
nitritin indirgenmesi ve ardindan NHj'lin asimilasyonu yine bir plastid formu olan
l16koplastlarda meydana gelir. Kloroplastlarda oldugu gibi, lokoplastlardaki nitrit
indirgenmesi da indirgeyici olarak indirgenmis ferredoksin (Fd) gerektirir.
Lokoplastlarda, ferredoksin, oksidatif pentoz fosfat yolu (PPP) tarafindan iiretilen
NADPH ile indirgenir. Lokoplastlarda glutamin sentezi i¢in gereken ATP, mitokondri
tarafindan firetilir ve ADP ile takas halinde bir plastid ATP translokatorii tarafindan
l6koplastlara aktarilir. Kok hiicre 16koplastlart dogrudan indirgeyici olarak NADPH
veya NADH kullanan bir glutamat sentaz igermesine ragmen, 16koplast glutamat sentazi
indirgenmis ferredoksin de kullanabilir. Koklerde nitrat indirgenmesi bitkinin toprak

tistli kistmlarina, ksilem borularindaki transpirasyon akimi yoluyla, genelde glutamin ve
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asparajin (amidler) formunda organik azot bilesikleri saglar. Bu durum NHs'lin
topraktaki tek azot kaynagi olmasi durumunda da gegerlidir (Heldt and Piechulla 2011).
Bitki biliylimesi i¢in gereken nitrat, biyokiitlenin par¢alanmasindan tiiretilir. Diger bitki
besin maddelerinin aksine (6rnegin, fosfat veya siilfat), nitrat kayalarin asinmasi ile
saglanamaz. Daha kii¢lik miktarlarda nitrat, yildirim ile dretilir ve topraga yagmur
suyuyla taginir (1liman bolgelerde yilda yaklasik 5 kg N/ha). Antropojenik faaliyetlerden
dolay1 (0rnegin, araba trafigi, hayvan iiretimi vb.) topraga taginan nitrat, diger azot
oksitler ve amonyak miktar1 kisi basina yilda 15 ila 70 kg N/ha arasinda olabilmektedir.
Glinlimiizde tarimsal {iretim i¢in neredeyse zorunlu olan giibreler, tarimsal {irlinlerin
hasatiyla topraktan g¢ekilen azotu telafi etmek i¢in 6nemli bir kaynaktir. Misir (Zea
mays) ekimi igin, Ornegin, yilda yaklasik 200 kg N/ha giibre olarak nitrat veya
amonyum kullanilir (Heldt and Piechulla 2011).

Onemli sayida sucul ve sulak karasal ortamlarda yasayan siyanobakteriler ve bakteriler,
atmosferik azotu (N2) amonyum (NHs) formunda fikse edebilir. Baz1 bitkiler de bitkiye
organik azot saglayan azot fiksasyonu yapan mikroorganizmalarla simbiyoz iliski
kurabilir. Buna karsilik bitkiler, bu bakterilere beslenmeleri i¢cin metabolit (besin)
saglarlar. Nodiil olusumunu uyaran bakteri (Rhizobia) ile baklagiller arasindaki
simbiyoz iliski tarim icin ¢ok onemlidir. Soya fasulyesi, mercimek, bezelye, yonca ve
ac1 baklagilleri iceren baklagiller, yaklasik 20.000 tiirden ibaret genis bir familyayi
(Leguminosae) olusturur. Baklagillerin ¢ok biiyiik bir boliimiiniin rizobia ile simbiyoz
olusturdugu gosterilmistir (Wang et al. 2008; Shah 2008; Heldt and Piechulla 2011).

Iliman iklimlerde baklagillerin ekimi, yilda 100 ila 400 kg N»/ha azot fiksasyonunun
yapildigin1 gostermistir. Bu nedenle baklagiller yesil giibre olarak kabul edilir ve {iriin
rotasyonunda yapay giibrelere de ucuz bir alternatiftir. Su egrelti otu Azolla (6rn; A.
filiculoides) ile bir siyanobakteri Nostoc'un simbiyozu piring tarlalari i¢in Onemli
miktarda azot saglar. Frankia cinsinin azot fiksasyonu yapan aktinomisetleri, kizilagag
veya Avustralya Casuarina’st gibi odunsu bitkilerle bir simbiyoz olusturur. Nodiil
olusumunu indiikleyen bakteriler, diger cinslerin yani sira yaygin olarak Rhizobium,

Bradyrhizobium ve Azorhizobium'u cinslerini igerir ve topluca rhizobia olarak
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adlandirilir. Rhizobium tiirleri bezelye ile Bradyrhizobium tiirleri soya fasulyesi ile
Azorhizobium tiirleri ise tropikal baklagil Sesbania ile nodiiller olusturur. Rizobia,
toprakta yasayan ve organik bilesiklerin varliginda heterotrofik olarak ¢ogalan, aerobik
gram negatif ¢ubuklardir. Baz1 tiirler (Bradyrhizobium) disiik bir biiyiime hizinda
olmasina ragmen, H» varliginda ototrofik olarak da biiyiiyebilirler (Sekil 1.2).

Azot fiksasyonu, ana bilesenler olarak nitrogenaz rediiktaz ve dinitrogenaz igeren ¢ok
karmasik bir sistem olan nitrogenaz enzim kompleksi (NEK) tarafindan katalize edilir.
Bu kompleks yiiksek oranda korunmus olup bakterilerin sitoplazmasinda bulunur. Bu

enzim kopleksinin katalizledigi reaksiyonun genel denklemi asagidaki gibidir.

N2 + 4 NADH + 4H + 16 ATP » 2NHs + H, + 4ANAD" + 16ADP +
16Pi

'

Sekil 1.2. Bezelye (Pisum sativum) ve yoncada (Medicago sativa) rhizobia tarafindan

olusturulan kok nodiilii
(https://www.richardmudhar.com/blog/2015/05/nitrogen-fixing-clover-nodules/ ve
https://www.sciencesource.com/archive/Nitrogen-fixing-nodules-on-roots-of-pea-plant-SS2204545.html).

Vanadyum, bir¢ok agir metale gore bitki metabolizmasi iizerinde etkisi ¢ok az bilinen
bir metal elementidir. Kentlesme, endiistrilesme ve tarimsal alanlarda artan sentetik
giibre kullanimlarindan dolayi, islenebilir topraklarda V seviyesi canlinin tolera
edebilecegi esik degerleri asmis bulunmaktadir. Bu nedenle topraklarda, yeralti ve yer
tistii su kaynaklarinda seviyesi giderek artan vanadyum elementinin bitki metabolizmasi

tizerinde etkilerinin bilinmesi biiyilk 6nem arz etmektedir. Bu etkilerin bilinmesi,
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giiniimiizde ve ileride bitkiler {izerinde vanadyum toksisitesi sorununun ¢oziimiine
onemli katki saglayacaktir. Bitki metabolizmasinin en 6nemli yolaklarindan biri azot
metabolizmasidir. Bu yolak igerisinde bitkiye alinan inorganik azot formlar1 (NO3s ve
NHs), asimile edilerek organik azot formlarina (amino asitlere) doniistiiriiliir. Amino
asitler ise basta protein sentezi olmak iizere solunum, klorofil ve niikleotid
metabolizmast dahil bircok yolakta ham madde olarak kullanilir. Bu nedenle azot
metabolizmasini inhibe eden bir faktor, neredeyse metabolizmanin tiimiini etkiler ve

bitki yasaminda geri doniisiimsiiz hasarlar olusturur.

Yukarida ifade edilen literatiir bilgilerine gore, vanadyumun bitki biiylime ve veriminde
onemli kayiplara neden oldugu rapor edilmis ve sorunun artan sekilde daha fazla
ilerleyecegi tahmin edilmektedir. Literatiirde Cd, Hg, Ni ve Pb gibi agir metallerin
bitkilerde azot metabolizmasi, ROS iiretimi ve antioksidan mekanizma tizerine etkilerini
aciklayan cok sayida arastirma bulunmaktadir. Vanadyumun bitkiler iizerindeki
etkileriyle ilgili calismalar diger agir metaller kadar olmasa da giderek yogun bir sekilde
artmaktadir. Ancak, yaptigimiz arastirmalara gore, vanadyumun bitkide azot
metabolizmasi iizerine etkilerini agiklayan herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Azot
metabolizmasi bitki yagsami ve veriminde en temel biyokimyasal siirecleri igermektedir.
Azot metabolizmasinda kiiclik bir bozulma, protein sentezinden hiicre boliinmesine ve
nihayetinde verime kadar biitiin bitki proseslerini dogrudan veya dolayli olarak
etkileyecektir. Bu nedenle, 6zellikle ilk 24 saat i¢inde, vanadyum stresine karsi bitkide
azot metabolizmasinda meydana gelen degismelerin ve vanadyum stresine karsi bitki

cevabinin bilinmemesi 0nemli bir eksikliktir.

Bu ylizden mevcut arastirmamizda, bitkilerde azot metabolizmasinin ilk 24 saat icinde
vanadyum (V) stresine verdigi tepkilerin belirlenmesi amaglanmistir. Bunun ig¢in
bugdayin Altindane ve Dogu-88 c¢esitleri kullanilmistir. Kontrollii kosullar altinda
hidroponik sistemde gerceklestirilen ¢alismada bugday fideleri, ¢cimlenmeyi takiben 14.
giin, V stresi (NaVOzs olarak) kosullarina maruz birakilmistir. Uygulamadan 24 saat
sonra, V uygulanmis ve uygulanmamis bitkilerin kok ve gdovdelerinde (toprak iistii

slirgilin), azot metabolizmasinda rol alan anahtar enzimlerden nitrat rediiktaz (NR), nitrit
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rediikktaz (NiR), glutamin sentaz (GS) ve glutamat sentaz (GOGAT) aktiviteleri
belirlenmistir. Bunlara ilave olarak, dokularda i¢sel V miktari, protein ve fotosentetik
pigmentler (klorofil ve karotenoid) ile malondialdehid (MDA) igerikleri Olgiilmiistiir.
Bu parametreler, azot metabolizmasi enzimlerine ilave olarak, bitkide azot
metabolizmasiyla dolayli olarak ilgili proseslerin degisimi hakkinda bilgi vermesi
acisindan onemlidir. Calismada genel streslere nispeten duyarli (Altindane) ve toleransh
(Dogu-88) ¢esitlerin V toksisitesine cevaplar1 da belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin,
vanadyum toksisitesinin ilk 24 saat iginde azot metabolizmasi iizerinde etkilerinin
anlasilmasina oOnemli bir katki yapmakla birlikte literatiire de onemli bir veri

saglayacag diistiniilmektedir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Bitkilerin beslenme siireglerinde karbohidrat, protein ve lipid gibi makro besin
gruplarinin yaninda elemen diizeyinde yer alan mikro besinlerin de yeri bulunmaktadir.
Tim besin gruplarinin bu siirecte belirli bir denge igerisinde olmasi gerekmektedir.
Ancak bitkiler topraktan ihtiya¢ duyduklart besinleri kokleriyle biinyelerine alirken,
kendilerine faydasi olmayan minerallere de maruz kalmaktadirlar. Bitki gelisimi igin
mutlaka gerekli olan elementler C, H, O, N, P, S, K, Ca, Mg, Mn, Cu, B, CI, Mo, Fe, Zn
seklinde siralanabilmektedir. Bunlara ilave olarak Co, Al, Na, Si, Ni ve V gibi
elementlerin bazi bitkilere veya bitkilerdeki bazi gelisim asamalarina gerekli oldugunu

kabul eden ¢alismalar da bulunmaktadir (Y1ildiz 2003).

Toprak bilinyesinde bulunan agir metallerin bir kismi mikro element olarak bitkiler i¢in
gerekli olsalar dahi bitkilerin ihtiyactan fazla metal yogunluguna maruz kalmasi bitki
biiyiimesinin durmasina veya metabolik siireclerde diizensizlige sebep olabilmektedir
(Fernandes and Henriques 1991; Claire et al. 1991). Ancak bazi bitki tiirlerinin bu
sekilde agir metal yogunluguna sahip ekstrem toprak kosullar1 dahi tolere edebildigi
tespit edilmistir (Banuelos et al. 1997; Blaylock and Huang 2000; Raskin and Ensley
2000; Dahmani-Muller et al. 2000).

Bir agir metal biyolojik agidan metabolik siireclere katilip katilmadig ile iliskili olarak
yasamsal ve yasamsal olmayan agir metaller olarak siniflara ayrilmaktadir. Yasamsal
nitelik tagiyan agir metallerin organizmanin hayati faaliyetlerinde rol oynayan, biyolojik
yolaklarda yer alabilmek adina iz miktarda da olsa organizma biinyesinde yer almasi
gereken elementlerdir. Bu yapilarin yasamsal acgidan 6nemi oldugu igin, besinlerle
organizma igerisine alimi zorunlu olmaktadir. Ornek olarak bakir elementi, 6zellikle
hayvanlar ve insanlarda oksidasyon, rediiksiyon gibi siireclerde yer alan, kirmiz1 kan
hiicreleri i¢in gereklilik arz eden bir yasamsal agir metal iiyesi olarak tanimlanmaktadir

(Bigersson et al. 1988).
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Yasamsal olmayan nitelikte olan agir metaller ise olduk¢a minimal konsantrasyonlarda
bile fizyolojik yapinin isleyisinde ve durumunda degisikliklere neden olabilmektedirler.
Bu tip agir metallere 6zellikle kiikiirt iceren enzimlere baglanarak islevini engelledigi

bilinen civa (Hg) 6rnek olarak gosterilebilmektedir (Duffus and Worth 1996).

Bu smiflandirmaya ek olarak, bir agir metalin yasamsal nitelik tasiyip tagimadigi séz
konusu agir metale maruz kalacak organizma tiirii ile de iligkili olmaktadir. Buna 6rnek
olarak nikel (Ni) agir metali gosterilebilir. Nikel genel itibariyle bitkiler icin toksik etki
gosteren bir agir metaldir. Ancak hayvanlarda nikelin bir mikro element olarak iz
miktarda bulunmas1 gerekmektedir. Boyle durumlarda agir metallerin konsantrasyonuna
bagli bir bigimde etki ettikleri mekanizmalar da degismektedir. Toksisite ve etki lizerine
degerlendirme yapilirken, Ozellikle bu tiir organizmalarda s6z konusu metalin
konsantrasyonu dikkate alinmalidir. Bunlara ek olarak, agir metalin konsantrasyonu
disinda etkisini ortaya koyacagi organizma tiirli, metal iyonunun hangi yapida
bulundugu da oldukc¢a 6nem arz etmektedir. Metalin ¢oziiniirligli, kimyasal durumu,
viicuda hangi yol ile alindigi, lokal pH degeri, cevrede yayginligi ve bulunma sikligi,
redoks veya kompleks olusturma yetenegi gibi 6zellikleri de metalin yasamsal veya

yasamsal olmayan niteligini anlamada olduk¢a miithimdir (Kahvecioglu vd 2004).

Vanadyum hava, toprak ve suda bulunmasinin yaninda, bitki ve hayvanlarin yapilarinda
da yer alan bir elementtir. Dogal kaynaklar1 biiylik oranda Giliney Afrika, Rusya ve
Cin’de bulunmaktadir (The Health and Safety Executive 2002). Dogal kaynagi
dolayisiyla ortamda bulunmasa dahi vanadyum toprakta yikama, yanma gibi islemlerin
ardindan veya giibre kullanimi, endiistrilerden kaynaklanan atik materyallerin topraga
karigmasi gibi durumlar sonucunda toprakta normalde bulunmas: gereken orandan ¢ok

daha yiiksek seviyelere erisebilmektedir (Kar et al. 2004).

Daha once bazi aragtirmacilar vanadyumun bitkilerdeki roliinii incelemistir. Bu
elementin bitkilerin uygun bir sekilde biliylimesi ve gelismesi i¢in bir iz element olarak
goren arastirmacilara ek olarak vanadyumun bitki biiylimesi i¢in dneminin olmadigini

vurgulayan arastirmacilar da bulunmaktadir. Bazi c¢aligmalar ise V'nin bitkilerde,
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insanlarda ve hayvanlarda bazi toksik etkilere neden oldugunu dogrulamistir (Wang and
Liu 1999; Krapiel et al. 2009, Boulassel et al. 2011). Diisiik seviyede V, uyarici bir ajan
olarak hareket ederek bitkilerde klorofil olusumunu uyardigi, klorofil bozulmasini
azalttigt ve demiri daha kullanilabilir hale getirdigi bilinmektedir (Basiouny 1984).
Vanadyumun biyolojik etkileri ile ilgili arastirmalar, bu iz elementin biiyiik niitrisyonel,

tibbi ve gevresel 6nemi nedeniyle son on yilda artis gostermistir (Sabbioni et al. 1989).

Yapilan bir ¢alismada Salicornia cinsine ait bitkilerde vanadyum stresinin bitki
slirglinlerinin  6liimiine neden oldugu kaydedilmistir (Rosso et al. 2005). Yiiksek
vanadyum konsantrasyonlarinin test edildigi Cin yesil hardali ile domates bitkilerinde,
stirglinlerin uzunlugunu, yaprak sayisini, kuru kok agirliklarini, stirgtinleri ve yapraklari
onemli 6l¢iide azaltarak bitki biliylimesini engelledigi belirlenmistir (Vachirapatama et

al. 2011).

Vanadyumun bitkiler {izerindeki etkisini bildiren birka¢ makale vardir: Hara vd. (1976)
0.4-20 mg/mL V ile lahana iizerinde, Wallace vd (1977) ¢ali fasulyesi iizerinde 10* M
vanadat seviyesinde, Davis vd. (1978) arpa tizerinde kritik seviyede 2 mg/mL, Martin
ve Saco (1995) ise galilarda 4.8 mg/mL seviyesinde vanadyum stresinin etkilerini
incelemislerdir. Cal1 fasulyesinde yapilan calismada, yiiksek dozda uygulanan
vanadyum stresinin bitkilerin kok ve yapraklarindaki Fe seviyelerini azalttigi tespit

edilmistir (Wallace et al. 1977).

Yapilan bir baska ¢alismada V'nin bitki biiylimesi iizerindeki etkisi soya fasulyesinde
bildirilmistir. Fluval topraga eklenen V konsantrasyonu 30 mg/kg oranini astiginda,
siirglinlerin ve koklerin veriminde onemli 6l¢iide azalma elde edildigi bulunmustur.

Ayrica, fide yapraklarinin sarardigi ve soldugu tespit edilmistir (Wang et al. 1999).

Kasai vd (1999) tarafindan yapilan bir calismada, ¢avdar ve bugday tohumlar1 ve
bitkileri lizerinde vanadatin etkisi degerlendirilmistir. Tohumlar {izerine uygulanan 0.1
uM vanadat neticesinde uygulama yapilmayan gruplara benzer nitelik sergiledigi

kaydedilmistir. Cimlenme sonrasinda ayn1 dozda vanadat uygulamasi akabinde taze ve
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kuru agirlik bazinda ufak farkliliklar olusumuna neden oldugu gozlemlenmistir.
Vanadat uygulamalarinin bazi bitki tiirlerinde bitki enzimleri tizerinde inhibitor etkisi
oldugu belirlenmistir. Besin aliminda, fotosentetik metabolizmada ve ¢esitli hiicre
komponentleriyle iligkili metabolik reaksiyonlarda etkisi oldugu bilinmekte olan
vanadyum cavdar ve bugdayda da test edilmistir. Kontrol bitkileri ile vanadat
uygulamasi yapilmis bitkiler arasinda oldukga diisiik farkliliklar oldugu kaydedilmistir.
Elde edilen veriler bugday ve ¢avdar gelisimine uygulanan dozdaki vanadatin etkisinin

Onemsiz oldugunu gostermistir.

Yapilan bir bagka c¢aligmada vanadyumun ksilem borular1 araciligiyla organik asit
tasima sistemine etkisi incelenmistir. Calisma kapsaminda salatalik bitkisi {izerine 10
M konsantrasyonunda vanadyum uygulamas: yapilmistir. Vanadyum organik asit
maddelerinin taginimini nikel, kursun gibi uygulanan diger agir metallere kiyasla en az
oranda etkileyen madde olmustur. Uygulamadan sonraki ilk saatte cok kiigiik
farkliliklarin ortaya ¢ikmasina neden olan vanadyumun kdokler tarafindan diisiik
seviyede alimiyor olmasinin bu sonucun ortaya c¢ikmasinda etkili oldugu

diistiniilmektedir (Tatar et al. 1999).

Yapilan bir calisma kapsaminda tath feslegen kokleri, yapraklar1 ve govdesi iizerinde,
ayni zamanda kuru maddesi lizerinde vanadyumun etkileri incelenmistir. 5, 10, 20, 40
mg/L olacak sekilde dort farkli dozda uygulanan vanadyum, bitkilerde gozle goriiniir
toksik veya inhibitor etki olusturmamistir. Bitki yapilarinin igeriklerindeki vanadyum
konsantrasyonlarina bakildiginda yapraklar ve gévdede tespit edilen vanadyum
igeriginin koklere kiyasla ¢ok daha az oldugu belirlenmistir. Ozellikle vanadyum ile
demir elementi arasinda negatif bir korelasyon oldugu tespit edilmistir. Artan vanadyum
miktarinin, bitki igeriginde yer alan demir elementinde azalmaya sebebiyet verdigi

anlasilmistir (Akoumianaki-loannidou et al. 2016).

Marul bitkisi lizerinde yapilan bir calismada 0.1, 0.2, 0.5 ve 1 mg/kg seklinde vanadyum
uygulamas1 yapilmistir. Bulgularda 0.2 - 1 mg/kg doz araliginda bitki kok ve

yapraklarinin biiyiimesi ve gelismesinde inhibisyon kaydedilmistir. Koklerdeki toksisite
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koyulagmis bolgeler, kok boyunda ve ikincil koklerin sayisinda azalma gibi belirteglerle
tespit edilmistir. Yaprak yapilarinda yapilan 0.5 ile 1 mg/kg doz arali§i uygulamalarinda
yapraklarin siskinliklerinin azaldig1 belirlenmistir. Vanadyumun koklerde ve az
miktarda yapraklarda birikim gosterdigi anlasilmistir. Vanadyum igerigindeki artisin
bitki yapraklarinin biinyesinde bulunan Ca ve Fe elementlerinin konsantrasyonlarini
pozitif bir sekilde etkiledigi goriilmistiir. Fakat ayni sekilde uygulanan vanadyumun
koklerin icerigindeki K ve Mg elementlerinin konsantrasyonlarinda negatif etkiye

sebebiyet verdigi anlagilmistir (Gil et al. 1995).

Vanadyum alimi, protein icerigi, enzim aktivitesi ve vanadyumun gelisim iizerine
etkisinin arastirildigi bir diger calismada nohut (Cicer arietinum) bitkisinden
faydalanilmistir. C. Arietinum f{izerinde yapilan ¢alismada, vanadyum uygulamasinin
enzim aktivitesini artirdigi tespit edilmistir. Aktivitesinde artis goriilen enzimlerin
bitkilerin strese kars1 tolerans gelistirme amaciyla kullandiklari enzimler oldugu 6nceki
calismalar ile gosterilmistir. Ancak ayni uygulamanin protein igerigi iizerinde azaltici
nitelikte etkisi oldugu anlasilmistir. Vanadyum birikiminin ise gdvdeden ziyade
koklerde daha fazla oldugu tespit edilmistir. Uygulanan vanadyum dolayisiyla bitki
biyokiitlesi, kok ve siirgiin uzunluklarinda 6nemli Olgiide azalma tespit edilmistir

(Imtiaz et al. 2015).

Kiifeya bitkisinde (Cuphea hyssopifolia) gergeklestirilen bir calismada uygulanan
Vanadyum elementinin bitkinin lipid metabolizmasini etkiledigi belirlenmistir. Sifirdan
153 uM’a kadar artan konsantrasyonlarda uygulanan vanadyumun kok uzunlugu, kok
yiizey alani, kok agirligi gibi parametreleri olumsuz yonde etkiledigi saptanmistir. Artan
konsantrasyonlarda uygulanan vanadyumun keskin bir azalmayla ikincil kok
dallanmalarin1 etkiledigi tespit edilmistir. Calisma sonucu, daha yiiksek vanadyum
icerigine sahip topraklarda yetistirilen bitkilerin zayif kok gelisimi ve diisiik verime

sahip oldugu gosterilmistir (Olness et al. 2005).

Brassica oleracea bitki tiirii iizerinde yapilan bir ¢alismada vanadyumun etkileri

incelenmistir. Vanadyum varliginin ¢imlenme {izerine etkisinin olmadig1, ancak bitkinin
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yatay uzamasi lizerine vanadyumun derinlemesine etki sergiledigi tespit edilmistir. 1
mg/L dozdan az olan uygulama dozlarinin yatay uzamayi tesvik ettigi belirlenmistir. 3
mg/L dozuna esit veya daha yiiksek dozlarin toksik etkilere neden oldugu goriilmiistiir.
Vanadyumun dokulardaki konsantrasyonu ve lahanalara toksisitesinin toprak tipiyle de
iliskili oldugu ifade edilmistir (Kaplan et al. 1990).

Iki farkli tiitiin tiirii {izerine yapilan bir calismada vanadyumun farkl
konsantrasyonlarda etkileri arastirllmistir. Bu dogrultuda her iki bitki tiiriinde de
¢imlenme oraninda degisim gdzlenmezken, kok ve siirgiin uzamasinin inhibe oldugu
kaydedilmistir. Aynt zamanda uygulanan vanadyum elementinin  kdklerin
morfolojisinde de degisime neden oldugu gdzlemlenmistir. En yiiksek vanadyum
birikiminin koklerde oldugu tespit edilmistir. Vanadyumun bitkilerin igerdigi nikotin
miktarinda degisime neden olup olmadigina bakildiginda ise; vanadyum uygulanan
bitkilerin bir tiiriinde nikotin oraninda artis oldugu anlasilmistir. Ancak vanadyum
uygulamasi yapilan diger bir tiirde nikotin miktarinda degisim olmadig1 belirlenmistir.
Calisma sonucunda alkaloid eldesinde nikotin artisin1 saglamak adina bu bitki tiirlerinde

vanadyum kullaniminin uygun oldugu fikri 6nerilmistir (Sanchez et al. 2014).

Brassica juncea ile B. chinensis bitki tiirleri iizerinde yapilan bir ¢alismada vanadyum
elementi gesitli dozlar1 40 giin siireyle uygulanmistir. Calisma kapsaminda vanadyumun
bitki tarafindan alimi, dokulardaki birikimi, hiicresel diizeyde dagilimi1 parametreleri
incelenmistir.  Vanadyumun bitki organlarinda hiicresel diizeyde dagilimi
incelendiginde, elementin en ¢ok kok hiicrelerinde dagilim sergiledigi tespit edilmistir.
B. juncea tiiriiniin digerine kiyasla daha yiiksek oranda vanadyum icerdigi
belirlenmistir. Bu durum bitkilerin vanadyum elementini alim ve isleyis bakimindan
farkli nitelikler sergiledigini gosterir niteliktedir. Ayn1 zamanda B. juncea tiiriiniin

vanadyumu tolere etmede diger tiirden ¢ok daha basarili oldugu goriilmektedir (Hou et
al. 2013).

Yiiksek vanadyum konsantrasyonlarinin bitkiler i¢in toksik oldugu bilinmektedir.

Yapilan bir ¢aligma ile yiiksek dozlarda uygulanan vanadyumun toksik etkisinin hangi
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hiicresel mekanizma ile ortaya ¢iktigini ortaya koyma girisiminde bulunulmustur. Erken
donemde toksisitenin mekanizmasini anlayabilmek icin piring bitkisi kokleri 1 ile 3 saat
siireyle vanadyum stresine maruz birakilmistir. Maruziyet siiresi sonunda elde edilen
mRNA profilleri dogrultusunda hiicresel metabolizma siirecleri ile iligkili genlerin
ekspresyon seviyelerinde degisiklikler oldugu kaydedilmistir. Absisik asit, jasmonik
asit, oksin tliretiminden sorumlu genlerin vanadyum uygulamasi neticesinde uyarildigi
(upregiile) oldugu kaydedilmistir. Ayn1 zamanda uygulanan vanadyumun pek ¢ok

enzimin de ekspresyon diizeylerinde etkili oldugu belirlenmistir (Lin et al. 2013).

Vanadyumun kokler tarafindan su alinimi iizerine etkisini belirlemek adina yapilan bir
calismada, fasulye siirgiinleri vanadyum igeren toprakta yetistirilmistir. Radyografi ile
yapilan dl¢iimlerde hem ana kok uzantisi hem de yan kok uzantilarinin vanadyumdan
nasil etkilendigi arastirilmistir. Ana kék uzantisinda vanadyumun etkilerini gérmek
daha uzun bir siire gerektirmis olsa dahi, yan kok uzantilarinda iki giin gibi kisa bir siire
icerisinde kok uzantilarinda morfolojik degisimlerin gozlemlendigi ifade edilmistir

(Furukawa et al. 1999).

Lactuca sativa bitki tiirii iizerinde yapilan bir ¢aligmada, Petri kabinda vanadyum
stresinin bitki ¢imlenmesine ve canliligina etkisi arastirilmigtir. Calismanin ikinci
asamasinda ise sera kosullarinda vanadyum toksisitesinin tiir bazinda ve besin
konsantrasyonlariyla iligkisinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda Petri
kaplarinda gerceklestirilen ¢alisma kisminda, vanadyum stresine bitki canliliginin kuru
agirlik parametresine kiyasla ¢ok daha dayanikli bir nitelik sergiledigi kaydedilmistir.
Sera kosullarinda yetistirilen bitkilerin, Petrilerde gergeklestirilen dayamklilik
caligmalarinda yer alan bitkilere kiyasla canliliklarim1 korumada zorlandiklar1 tespit
edilmistir. Caligmanin serada yapilan kisminda besin seviyelerinin vanadyum
toksisitesine tolerans gelistirme noktasinda oldukc¢a oOnemli bir yere sahip oldugu

belirlenmistir (Smith et al. 2013).

Yiiksek dozlardaki vanadyum kok yapisinda deformasyonlara, yapraklarda nekrotik

goriinlimlere neden olmakta, besin ve esas elementlerin tasiimini etkilemektedir.
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Vanadyumun farkli konsantrasyonlarinin makro ve mikro elementler ile bitki biiyiimesi
tizerine etkilerini incelemek adina Setaria viridis bitki tirii lizerinde bir ¢alisma
gerceklestirilmistir. Calisma sonuglarinda toprakta bulunan vanadyumun bitki makro
besin elementlerini bitki gévdesinde birikmeye tesvik ettigi goriilmistir. Mikro
elementlerden olan demirin vanadyum ile birikimi artmistir. En diisiik dozda uygulanan
vanadyum c¢ozeltisinin bitki biiylime ve gelismesini artirdigi goriiliirken, daha yiiksek
dozlarda vanadyumun gelisimi inhibe edici etkisi belirlenmistir. Yiiksek dozlarda
uygulanan vanadyumun kok ve govde uzunluguna da olumsuz etkisi olmustur. Kok ve
govdenin uzunlugunun %50 oraninda azalmasina neden olan bu uygulama neticesinde
bu bitki tiiriiniin kok uzunlugu govde gelisimine kiyasla vanadyum toksisitesine daha

duyarli oldugu goriilmiistiir (Aihemaiti et al. 2019).

Trifolium pratense bitki tiiriiniin igerdigi izoflavonoidlerin vanadyum uygulamasi ile
artirtlmaya ¢alisildig1 bir ¢alisma kapsaminda bitkiler 24 ve 48 saat siireyle vanadyum
icerikli besin ortamlarinda inkiibe edilmislerdir. Kullanilan vanadyum ilavelerinden
NH4VO3 soliisyonu uygulamasinin oldukga yiiksek konsantrasyonlarda flavonoid elde

edinimini sagladigi belirlenmistir (Kubes et al. 2019).

Vanadyumun etkilerini tespit etmek igin gergeklestirilen bir ¢alismada Capsicum
annuum L. (biber) bitkisi kullanilmistir. Bitkiler {i¢ farkli dozda uygulanan vanadyum
elementine dort hafta siireyle maruz birakilmiglardir. Uygulanan en diigiik vanadyum
dozunun bitki biiyliimesini artirdigi, ¢igcek gelisimini artirarak c¢iceklenme siiresini
kisalttig1 tespit edilmistir. Bitki yapraklarindaki ve koklerindeki amino asit ve seker
seviyeleri en diisiik vanadyum dozu olan 5 uM uygulama seviyesinde kontrol grubuna
daha yiiksek bir seviyeye ulastigi belirlenmistir. Diger dozlarda daha ufak gelisim
belirtilerine ek bazi toksisite semptomlarma da rastlandigr bildirilmistir. Ancak
vanadyumun yapraklardaki K, Mg ve Mn elementleriyle ters bir iligkiye sahip oldugu da
bu galisma ile ortaya koyulmustur. Arastirmacilar vanadyumun uygun dozlarda amino
asit ve seker seviyelerini artirict nitelikte etki ettigini vurgulamiglardir (Garcia-Jiménez

et al. 2018).
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Fasulye bitkisi (Phaseolus vulgaris) itizerinde farkli gelisim sathalarinda vanadyum
stresinin etkisinin arastirildigi bir ¢calismada, yiiksek dozlarda uygulanan vanadyumun
c¢imlenmeyi geciktirdigi, bliylimenin yavaslamasina neden oldugu belirlenmistir.
Fasulye iiretiminin ise kontrol grubuna kiyasla %50 oraninda azalma sergiledigi
kaydedilmistir. Topraktaki vanadyum konsantrasyonu artisina bagli olarak bitkilerin
koklerindeki vanadyum miktarlarinda artis saptanmistir. Bu durum dolayisiyla fasulye
iretiminde ve nodlarda azalma gorilmiistir. Calisma neticesinde yliksek
konsantrasyonlarda uygulamasi gerceklestirilen vanadyumun fasulye verimini ve

cimlenmeyi inhibe ettigi belirlenmistir (Yang et al. 2017).

Brassica rapa tiiriinde gergeklestirilen bir ¢alisma kapsaminda vanadyum mikro besin
elementinin  bitki tiirlesme siirecine etkisi ile elementin bitkide birikimi
degerlendirilmistir. 122 ile 372 mg/kg oraninda toprakta bulunan vanadyumun
biyokiitlenin artmasinda pozitif katkilar yaptigi tespit edilmistir. Bu durumun toprak
icerigindeki diisiik vanadyuma eslik eden yiiksek seviyedeki azot igerigiyle iligkili
olabilecegi ifade edilmistir (Tian et al. 2014).

Alfalfa (yonca) bitkisi lizerine yapilan bir ¢alisma kapsaminda vanadyum iceren
toprakta yetistirilen 94 bitki 6rneginin vanadyuma tepkileri ile bu elementin biiyliime ve
gelismeye etkileri incelenmistir. Alfalfa bitkisinin vanadyuma karst oldukca yliksek
nitelikte metal adaptasyon yetenegi bulundugu ve yiiksek oranda bitki igeriginde
vanadyumun birikim gerceklestirdigi tespit edilmistir. Kok yapilarinin daha iyi
absorbsiyon gergeklestirdigi belirlenirken, koklerde biriken vanadyum miktarinin

yiiksekligi de bu sebeple iliskilendirilmistir (Yang et al. 2010).

Nane ve lavanta bitkilerinin vanadyum etkilerine verecekleri tepkileri 6lgmek adina
gerceklestirilen bir ¢alismada, vanadyumun bitkilerin morfolojilerine olan etkileri ile
stirgiinlerinin elementi ne derecede aldiginin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda
dort farkli dozda uygulanan vanadyum elementinin bitkilerde inhibitér veya toksik
herhangi bir etkisine rastlanmadig: ifade edilmistir. Hem koklerin hem de siirgiinlerin

kuru agirliklarinda azalma kaydedilmistir. Vanadyum uygulamasinin dozlarinda artig
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goriildiikge, stirglinler tarafindan vanadyumun aliminin da arttigir belirlenmistir

(Barouchas et al. 2019).

Kolza (Brassica napus) tohumlarinda yapilan bir ¢alisma kapsaminda bitki yaprak
fizyolojisi ve biyokimyasinda vanadyumun etkisi arastirilmistir. Vanadyumun yaprak
yiizeylerinde sarilasmaya neden oldugu belirlenmistir. Uygulanan vanadyumun hem
yaprak kuru agirliginda hem de taze yaprak agirliginda azalmaya sebep oldugu
kaydedilmistir. Vanadyum stresinin bitki yapraklar1 igeriginde toksik superoksit
radikalinin artirdig: tespit edilmistir. Yaprak LPO seviyesi ve hiicre 6liimlerinde artan
superoksit anyonu (O2°) dolayistyla dikkat ¢ekici bir artis gdzlenmistir (Gokul et al.
2018).

Seker kamisi bitkisi lizerinde vanadyumun etkilerini test etmek amaciyla bir ¢alisma
gerceklestirilmistir. Vanadyumun iki farkli dozunun test edildigi calismada {i¢ farklh
seker kamisi varyetesinden faydalanilmistir. Uygulamasi yapilan en yiiksek doz
vanadyumun (20 uM) her ii¢ seker kamis tiiriinde bitki boylarinda 6nemli 6lgiide artisa
fayda sagladig belirlenmistir. Ancak ayni dozda uygulanan vanadyumun ¢igeklenmeyi

ve stinger doku olusumunu inhibe ettigi tespit edilmistir (Senties-Herrera et al. 2017).

Genista tinctoria (katirtirnagi) bitki tiirlinde yapilan bir ¢aligmada, vanadyum
bilesiklerinin izoflavonoidlerin iiretimini ve onlarin muhtemel salim mekanizmalarinin
anlagilmas1 hedeflenmistir. Gergeklestirilen calismalarda elde edilen verilere gore,
vanadyum uygulamalarinin izoflavonoidlerin iiretiminde artis sagladigi belirlenmistir.
Tam olarak sonuglandirilmamis olsa da izoflavonoidlerin salinimi ile iliskili
mekanizmalar igerisinde ATP-baglama kasetleri ile ¢coklu ilag toksin ¢ikarimi proteinleri

(MATE) materyallerinin katiliminin varligindan s6z edilmistir (Skalicky et al. 2018).

Tavsan kaktiisiinde (Opuntia microdasys) hidroponik kosullar altinda vanadyumun
birikimi ve biyotransformasyonunun incelendigi bir ¢alismada, bitki tarafindan
gelistirilen tolerans mekanizmasi ile vanadyum toksisitesinin bitkide ortaya ¢ikardigi

sonuglar incelenmistir. Calisma kapsaminda bitki biyokiitlesini vanadyumun negatif bir
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sekilde etkiledigi belirlenmistir. Su depolayan yapraklardaki su igeriginde de vanadyum
uygulamasi neticesinde azalmalar meydana gelmistir. Vanadyumun yiiksek dozlarinin
tavsan kaktiisii icin toksik nitelik tasidigi tespit edilmistir. Hiicre duvari veya
biyotransformasyon ile iliskili konularda bitkinin vanadyum toksisitesini tolere

edebildigi anlagilmistir (Yang et al. 2015).

Kurt tiziimi (Lycium barbarum) tohumlari kullanilarak vanadyum stresinin arastirildigi
bir caligma gergeklestirilmistir. 40-45 giin siireyle vanadyum uygulamasi yapilan
bitkilerde vanadyumun alimi, birikimi ve kurt liziimii tohumlarinin gelisimine etkileri
incelenmistir. Vanadyumun en ¢ok bitkinin koklerinde birikim gosterdigi belirlenmistir.
Stres seviyesinde uygulanan vanadyumun kok gelisiminde farkliliklar olusturdugu
kaydedilmistir. Pektin ve seliilozun hiicre duvarinda koruyucu etkileri dolayisiyla, bu iKi
materyalin vanadyum ile birlikte uygulandigi durumlarda vanadyum hasarinin

tohumlarda oldukga azaldigi belirlenmistir (Hou et al. 2014).

Farkli vanadyum bilesiklerinin konsantrasyonlarinin test edildigi bir ¢alisma fasulye
bitkisinde gerceklestirilmistir. Kok ve yapraklara uygulanan vanadyum neticesinde,
hidroponik olarak gelisim gostermekte olan bitkilerin kontrol bitkilerine kiyasla daha
kalin kokler, daha az gelisim gosteren ana kok yapisi ve daha az sayida ikincil kok
uzantilarina sahip oldugu ifade edilmistir. Koklerde birikim gdsteren vanadyumun
yapraklardaki birikimi koke kiyasla ¢ok daha az oldugu belirtilmistir. Olduk¢a kiiclik
oranda vanadyum bilesiklerinin yapraklara tagindigi belirtilmistir. Vanadyum bilesigi
iceren ortamda gelismekte olan bitkilerin kloroplastlarinda tilakoid diizensizlikler

gozlenmistir (Saco et al. 2012).

Vanadyum gecis metalinin bugday bitkisi ve onu azot metabolizmast iizerine etkilerinin
incelendigi bir ¢aligma literatiirde bulunmamaktadir. Bugday hem diinya genelinde hem
de Tiirkiye’de olduk¢a yogun tiretim ve tliketim sirkiilasyonuna sahip olan bir tahildir.
Diinya genelinde sadece 2018 yilinda 747.686 ton bugday tiiketimi ger¢ceklesmistir
(USDA 2018). Tiirkiye’de ise 2016/2017 yillarinda bugday tiikketiminin 18.756 ton
oldugu kaydedilmistir (TUIK 2018). Bu tez c¢alismasi ile insan ve hayvan
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beslenmesinde oldukg¢a 6nemli bir yere sahip olan bugdayin vanadyum stresi karsisinda
nasil etkilenecegi ve bitkinin azot metabolizmasi iizerinde bu metalin etkisinin nasil

olacag1 degerlendirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cimlenme kabini (Inkiibatér) : Memmert, Germany, INBE, 410 1583
Calkalayici : Gallenkamp

Otoklav : Hirayama, Japan, HVE 50
Dijital hassas terazi : Shimadzu, Japan, AY220

Iklim kabini : JenoTech, Giiney Kore
Sogutucu : Argelik

Derin dondurucu (-30°C) : Argelik

Derin dondurucu (-80°C) : Nuaire

Tiip Karistiric : FisonsWhirlimixer

Manyetik karistirici : Chiltern HS31

Masa santrifiiji : HettichEBA 21, Germany
Sogutmali masa santrifiijii : Hettich Micro 22 R, Germany
Otomatik pipetler : Axygen, Eppendorf

pH metre : WTWunilab

Sicak su banyosu : Wise-Hot Bath

UV-visible spektrofotometre : Shimadzu, Japan, UVmini—1240
Multiskan spektrofotometre : MultiscanGo

Vortextiip karistirict t IKA, USA, MS2

Kuru blok inkiibator - Allsheng

3.2. Calismada Kullanilan Cozeltiler

Arastirma boyunca kullanilan c¢ozeltilerin kullanim yerleri ile hazirlanis bigimleri
asagida sunulmugtur. Kullanilan kimyasallar, Sigma, Merck ve Fluka sirketlerinden

temin edilmistir.
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3.2.1. Toplam c¢oziinebilir protein tayini icin gerekli ¢ozeltiler

1. KH2PO4 (0.1 M; pH 6.75): 4.35 gr KH2PO4 200 mL saf suda ¢6ziinmiis, 1 N HCI
kullanilarak PH 6.75’e ayarlandiktan sonra, son hacim 250 mL’ye tamamlanmistir.

2. BCA reaktifi: 15 mL Bicionchonic asit 0.3 mL CuSOaile karistirilmastir.

3.2.2. Malondialdehid (MDA) 6l¢iimii ¢ozeltileri

1. TCA-trikloro asetik asit (%5): 80 mL saf su igerisine 5 gr TCA ilave edilerek ¢oziiniir
ve son hacim 100 mL’ye tamamlanir.

2. TBA Reaktifi: %20 TCA iginde %0.5’1ik TBA-tiobarbutirik asit (lipid peroksidasyon
icin reaksiyon ¢ozeltisi): 80 ml saf su iginde 20 gram TCA ¢oziiliir ve daha sonra
icerisine 0.5 gr TBA ilave edilerek iyice ¢oziinmesi saglanir ve son hacim 100 mL’ye

tamamlanir.

3.2.3. Nitrat Rediiktaz (NR) ve Nitrit Rediiktaz (NiR) aktivitesi ¢ozeltileri

1. NR aktivitesi i¢in homojenat tamponu (0.1 M Tris-HCI (pH 7.6), %1 PVP, 7.5 mM
sistein, 1 mM NaEDTA, %0.5 BSA ve 5 mM Merkaptoetanol): 1.2 gr Tris 70 mL saf
suda ¢oziiliis ve pH: 7.6’ya ayarlanmistir. Daha sonra igerisine 1 gr PVP, 0.09 gr sistein,
0.037 gr Na2EDTA, 0.5 gr BSA ve 40 pL merkaptoetanol ilave edilerek karigtirilmis ve
son hacim 100 mL’ye tamamlanmustir.

2. 100 mM KH2PO4 pH 7.8, 1 mM EDTA, 10 mM KNOs, 0.3 mM NADH (NR
aktivitesi icin kullanilan aktivite tamponu): 0.272 gr KH2POs4, 0.0074 gr Na2EDTA,
0.02 gr KNOg3, 4 mg NADH 10 mL saf suda ¢6ziilmiis ve pH 7.8’e titre edilmistir. Son
hacmi saf su ile 20 mL tamamlanmis ¢6zelti giinliik taze olarak hazirlanmistir.

3. 1 M Baryum asetat (NR aktivitesinde kullanilan ¢ozelti): 2.56 gr baryum asetatin 8
mL saf suda ¢oziildiikten sonra son hacim 10 mL yapilir.

4. %1’lik Siilfanilamid (NR aktivitesinde kullanilan ¢ozelti): 0.5 gr siilfanilamidin 40

mL 2 N HCl i¢inde ¢6ziindiikten sonra son hacim 50 mL’ye tamamlanir.
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5. 9%0.02’lik N-1-Naftiletilendiamnidihidrokloriir (NED) (NR aktivitesinde kullanilan
cozelti): 0.02 gr N-1-Naftiletilendiamnidihidrokloriir 80 mL saf suda ¢6ziilmiis ve son

hacim 100 mL’ye tamamlanmistir.

3.2.4. Glutamin Sentaz (GS) aktivitesi ol¢iimii ¢cozeltileri

1. Ekstraksiyon Cozeltisi (250 mL i¢in): 6 gr HEPES alinir yaklagik 200 mL saf suda
¢Ozliniir ve tizerine 0.19 gr DTT, 0.07 gr EDTA, 18 uL 2-Merkaptoetanol ve 0.24 gr
MgCl; ilave edilir. Karisim iyice ¢6ziindiikten sonra pH’s1 7.6’ya ayarlanir. Son olarak
hacmi saf su ile 250 mL yapilir.

2. Reaksiyon Karisimi (100 mL igin): 12.15 gr TRIS-HCI alinir ve yaklagik 80 mL saf

suda ¢oziiniir, ¢ozelti karistirilirken {lizerine yavas yavas 0.5 gr ATP, 0.24 gr sistein,

0.96 gr MgSOs4, 0.55 gr hidroksilamin hidrokloriir (NH20OH-HCI) ve 0.95 gr Glutamat
ilave edilir ve pH’s1 7.6’ya ayarlanir. Son olarak ¢ozeltinin hacmi 100 mL yapilir.

3. %10’luk FeCls Reaktifi (120 mL i¢in): Bunun igin ay1 ayr1 3 ¢ozelti hazirlanir.

(A) 12 gr FeClz alinir ve yaklasik 30 mL 0.2 M HCI iginde ¢6ziiniir ve son hacmi 40
ml’ye tamamlanir. (B) 28.8 gr TCA alinir ve yaklagik 30 mL saf su iginde ¢oziiniir ve
son hacmi 40 ml’ye tamamlanir. (C) Son olarak 40 mL %5’lik HCI ¢6zeltisi hazirlanir.

Hazirlanan bu ti¢ ¢ozelti yavas yavas sirayla karistirilir, yani (A+B+C = 120 mL)

3.2.5. Glutamat Sentaz (GOGAT) aktivitesi ¢ozeltileri

1. Ekstraksiyon Cozeltisi (100 mL i¢in): 1.19 gr HEPES yaklasik 70 mL saf suda
¢Ozliniir. Bunun tizerine, 0.015 gr DTT, 0.037 gr Na-EDTA, 0.11 gr KCI, 0.1 gr PVP ve
son olarak 0.0174 gr PMSF ilave edilir. Sonra ¢ozeltinin pH’s17.6’ya ayarlanir ve son
hacmi 100 mL yapilir. Bu ¢6zeltiye PMSF en son katilir. PMSF katildiktan sonra ¢6zelti
giinliik kullanilir. Direk 1s1ktan korunur.

2. Reaksiyon karisimi (100 mL i¢in): 0.6 gr HEPES yaklasik 70 mL saf suda ¢oziiniir.
Bunun {izerine 0.146 gr Oxoglutarat (o-Ketoglutarat), 0.145 gr Glutamin, 0.01 gr
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NADH, 0.075 gr KCI, 0.037 gr Na-EDTA, 500 pL merkaptoetanol ilave edilir. Cozelti
pH’s1 7.6’ya ayarlanir ve son hacmi 100 mL yapilir. Bu ¢ozelti taze hazirlanmalidir.
Hemen kullanilmayacaksa (0-8 saat gibi) +4°C’de tutulur. Ancak c¢alisma esnasindan

once +30°C’de tutulmalidir.

3.2.6. Bitki dokularinda i¢sel vanadyum belirlemede kullanilan ¢ozeltiler

1. HNO3(%65; 100 mL): 35 mL saf su {izerine yavas yavas 65 mL HNOg ilave edilir.

2. H202 (%30; 100 mL): %35°lik H202 ¢ozeltisinden alinan 85.7 mL iizerine 14.3 mL
saf su ilave edilmistir.

3. HNO3 (1.5 M; 100 mL): 90.44 mL saf su lizerine %70’lik HNO3z’dan 9.56 mL yavas
yavas ilave edilir.

4. HNO3 (1 M; 100 mL): 93.62 mL saf su iizerine %70’lik HNO3z’dan 6.38 mL yavas

yavas ilave edilir.

3.3. Yontemler

3.3.1. Bitkilerin biiyiitiilmesi ve ilgili parametreler

Arastirmamizda genel stres toleranslar1 farkli iki bugday bitki materyali olarak
kullanildi. Bunlar; Triticum aestivum L., cv. Dogu-88 ve Altindane ¢esitleridir. Bugday
tohumlart 6nce %10’luk ¢amasir suyu ile 10 dk ve daha sonra %70’lik alkolle 5 dk steril
edildikten sonra saf su ile durulandi. Hidroponik sistemde her sepet saksiya (5 cm
capinda) yaklasik 10 bugday tohumu ekildi. Cimlenme sonrasi fideler sicaklik
(24/20°C, giindiiz/gece) ve nem (%65) kontrolii olan bir iklim kabininde hidroponik
(bitki besinlerini igeren su kiiltiirii) ortamda ¢imlenmeye miiteakiben 14 giin biiyiitiildii.
Bu bitkilere 14. giin bitki su kiiltiirii ortamina farkli konsantrasyonlarda (0.0, 5, 10, 50,
100, 250, 500, 750 ve 1000 uM) vanadyum (NaVOs olarak) uygulamasi yapildi. Bu
uygulamadan 24 saat sonra V uygulanmis ve uygulanmamis bitkilerin kok ve govde
dokular1 hasat edildi. Hasat sonrasi yapilan 6n deneme bulgularma gore (Kok-gévde

uzunlugu, kuru agirlik ve MDA igerigi) calismada 0.1 ve 1 mM V konsantrasyonlarinin
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kullanilmasia karar verildi. Hasat edilen Ornekler deneylerde kullanilincaya kadar -
80°C sartlarinda bir derin dondurucuda saklandi. Azot metabolizmasi enzimleri ¢evresel
faktorlere ¢ok hizli yanit vermektedirler. Bu nedenle uygulama yapilmis bitkilerde

ornek alinmasi giindiiz vaktine denk getirildi.

3.3.2. Arnon ve Hoagland'in modifiye besin recetesi

Calismamizda ana amag olarak vanadyumun azot metabolizmasi enzimleri tizerindeki
etkisi degerlendirilmektedir. Bitki yetistirme ortaminda (Arnon ve Hoagland) NHs un
bulunmasi, NR ve NiR enzimlerinin baypas edilerek daha ¢ok diger iki enzimin yani GS
ve GOGAT aktif olmasini saglayacak ve bu yiizden vanadyumun NR ve NiR aktivitesi
tizerindeki etkisi tam olarak belirlenemeyecektir. Bu nedenle, NH4 iyonu, c¢alismada
kullanilan Arnon ve Hoagland Besin Regetesinden ¢ikarilmis ve hidroponik yetistirme
ortamindaki besin i¢inde azot kaynagi olarak sadece NOgs’iin bulunmasi saglanmistir
(asagida sunulmustur). Boylece bitki azot kaynagi olarak sadece NOgz alacak ve sirasiyla
bu bilesik, NR enzimiyle NO2’ye, NO2 de NiR enzimiyle NHs’e, NHa te GS ve GOGAT

enzimleriyle asimile edilerek amino asit yapisina katilacaktir.

NHa4 eksik makro besin elementlerinin hazirlanmasi:

Asagida verilen stok ¢6zelti 100 mL hacimde hazirlanir.

a. KH2POq4 - Gerekli miktar; 2.3 gr
b. KNO3 : Gerekli miktar, 6 gr

c. Ca(NOs3)2 : Gerekli miktar, 4.9 gr
d. MgSO4 - Gerekli miktar, 4.9 gr

Yukarida verilen miktarlar sirayla yaklagik 80 mL saf suda yas yavas ¢Oziiniir ve son
hacim 100 mL’ye tamamlanir. Hazirlanan makro besin stok ¢ozeltisi +4°C’de saklanir.

Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 1 L besin ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 10 mL kullanilir (10
mL/1L).
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Mikro besin elementlerinin hazirlanmasi:

Asagida verilen stok ¢ozelti 100 mL hacimde hazirlanir.

e. HsBO3 : Gerekli miktar, 0.286 gr
f. MnCl2.4H>0  : Gerekli miktar, 0.181 gr
g. ZnSO4.7H20 : Gerekli miktar, 0.022 gr
h. CuSO4.5H,0 : Gerekli miktar, 0.008 gr
Jj- HoM0O4 H2O  : Gerekli miktar, 0.009 gr

Yukarida verilen miktarlar sirayla yaklasik 80 mL saf suda ¢dziiniir ve son hacim 100
mL’ye tamamlanir. Hazirlanan mikro besin stok ¢ozeltisi +4 °C’de saklanir. Hazirlanan

bu stok ¢ozeltiden 1 L besin ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 1 ml kullanilir (1 mL/1 L).

Demir stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

Fe-EDTA stok ¢ozeltisi (40.34 mM Fe-EDTA): 0.74 gr Fe-EDTA alinir ve 40 mL saf
suda hafif isitilarak ¢6ziinlir. Son hacmi 50 mL'ye tamamlanir. Bu ¢ozelti aliminyum
folyo ile kaph bir sisede (karanlikta) +4°C’de saklanir. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 1
L besin ¢ozeltisi igin 0.25 mL kullanilir (0.25 mL/1 L). Yani besi yerinde 0.01 mM Fe-

EDTA bulunur. Fe-EDTA ¢ozeltisi uzun siire saklanmaz. Taze hazirlanir ve kullanilir.

3.3.3. Bitki dokularinda vanadyum tayin yontemi

1. Tiim cam egyalar 1-2 saat 1 M nitrik asitle doldurulur ve yikanir.

2. Bitki 6rnekleri 70°C’de 72 saat kurutulur ve bir havanda un haline getirilir.

3. Orneklerden 0.2 gr almir ve 2-4 saat boyunca 7 mL HNO;s; (%65) icinde
maserasyona tabi tutulur.

4. Sonra bu karisim mikrodalga firinda 15 saniye inkiibe edilir (800 W, 180°C, 15 sn).
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5. Ornekler sogutulur ve ardindan karisim iizerine 2 mL H20, (%30) ilave edilir ve
numunelerin agik renkli hacimleri yaklagik 1 mL oluncaya kadar bir hot-plate tizerinde
konsantre edilir.

6. Daha sonra elde edilen soliisyon 5 mL 1.5 M HNOs ile 2 dakika kaynatilir.

7. Elde edilen berrak ¢ozelti sogutulur ve deiyonize su ile 25 mL'ye seyreltilir ve filtre
kagidinda stiziiliir.

8. Berrak ¢ozelti vanadyum igeriginin belirlenmesi i¢in kullanilir.

9. Bu arada ii¢ tane kor de ayn1 sekilde hazirlanir.

10. Vanadyum konsantrasyonlar1 indiiktif Olarak Eslestirilmis Plazma-Kiitle
Spektrometresi (ICP-MS) kullanarak (Perkin-Elmer) belirlenmistir. Bu islem Atatiirk
Universitesi, Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DAYTAM) biriminde gerceklestirilmistir. Vanadyumun (NaVO3) standart seyreltilmis
cozeltileri, 1.0 M nitrik asit kullanilarak hazirlanan stok (1000 mg/L) cozeltilerden
hazirlanmistir (Owolabi et al. 2016).

3.3.4. Fotosentetik pigment igeriginin belirlenmesi

Bitki yalpaklarinda klorofil a, klorofil b, karotenoid ve toplam pigment miktarlarini
belirlemek i¢in Withamvd (1971) tarafindan onerilen prosediir uygulandi. Taze yaprak
ornekleri (0.2 gr) %80 soguk aseton igerisinde son hacim 10 mL olacak sekilde
homojenize edildi. Daha sonra homojenat filtere kagidindan siiziilerek elde edilen
ekstrakt 5000 rpm de 10 dk santrifiij edildi. Tiiplerden siipernatantlar alinarak 450, 645
ve 663 nm ‘de absorbans degerleri kaydedildi. Stipernatantlarin ti¢ farkili dalga boyunda
kaydedilen absorbans degerleri asagida verilen esitliklerde yerine konulmasiyla bitki
yapraklarinda bulunan klorofil a, klorofil b, total klorofil ve karotenoid miktarlar

hesaplandi ve tez iginde mg/doku olarak sunuldu.

mg/klorofil a/gr doku = [(12.7 x OD663) - (2.69 x OD645)] x (V / 1000 x W)
mg/klorofil b/gr doku = [(22.9 x OD645) - (4.68 x OD663)] x (V / 1000 x W)

mg/ toplam klorofil /gr doku = [(20.2 x OD645) + (8.02 x OD663)] x (V / 1000 x W)
mg toplam karotenoid /gr doku=(4.07xD450)-(0.0435xKla miktart +0.367xKlb miktar)
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OD: Klorofil ekstraktinin belirtilen dalga boylarindaki absorbans degerini,
V: %80’lik asetonun son hacmini,

W: Ekstre edilen dokunun gram olarak yas agirligini gosterir.

3.3.5. Coziinebilir protein miktarinin belirlenmesi

Bugday fidelerine ait kok veya yapraklardan rastgele alinan 0.5 gr 6rnek, bir porselen
havan igerisine alinmis ve sivi azot i¢inde un haline gelinceye kadar pargalanmistir.
Daha sonra bu ekstrakt iizerine fosfat tamponundan (100 mM KH2PO4, pH 7.0) 5 mL
ilave edilmis ve doku bir havan eliyle iyice homojenize edilmistir. Elde edilen karisim
bir santrifiij tiipline alinarak +4°C’de 12000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmis ve sonra
tiipteki siipernatant baska temiz bir tiipe alinmistir. Bu tiipten 20 pL alinarak bir
mikropleyte pipetlenmis ve tizerine BCA (Bicinchoninic asid+CuSOs) reaktifinden 200
pL ilave edilmistir. Bu mikropleyt igerigiyle beraber kisa bir miiddet hafif
calkalandiktan sonra 60°C’de 15 dk inkiibe edilmistir. Mikropleytteki Ornegin
absorbansi 562 nm’de bir Multiscan’da Kor’e karst okunmustur. Kor 6rnek olarak 200
uL BCA reaktifi kullanilmistir. Dokularin protein igeriginin hesaplanmasinda standart
bir grafikten yararlanilmigtir. Bunun i¢in 6nce, 10 mL fosfat tamponu (100 mM; pH 7.0)
icerisinde 10 mg BSA (bovine serum albumin) ¢oziilerek bir stok ¢ozelti hazirlanmistir.
Bu sekilde hazirlanan stok BSA (1 mg/1 mL) ¢o6zeltiden 0.0, 20, 40, 60, 80, 100 uL’lik
hacimler bir mikroplate kuyularina 3 tekrarli olacak sekilde pipetlenmis ve tizerleri saf
su ile 100 pL’ye tamamlanmistir. Sonra kuyularin her birine 200 nL. BCA reaktifi ilave
edilmis ve bu mikropleyt icerigiyle beraber kisa bir miiddet hafif ¢alkalandiktan sonra
60°C’de 15 dk inkiibe edilmistir. Yapilan ol¢timler sonunda, 562 nm’deki absorbans
degerlerine karsilik gelen protein degerlerinden yararlanarak standart bir grafik
tiretilmistir (Sekil 3.1). Hazirlanan standart grafik kullanilarak yaprak ve koklerin
protein miktart mg protein/gr yas agirlik olarak sunulmustur (Smith et al. 1985).
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Sekil 3.1. Coziinebilir protein miktarin1 hesaplamada kullanilan standart grafik

3.3.6. Lipid peroksidasyon (LPO) seviyesinin belirlenmesi

Tiyo barbitiirik asit reaktiflerinin (TBA) spektrofotometrik Olgiilmesi ile lipid
peroksidasyonu seviyesi belirlendi (Ohkawaet al. 1979). Yaprak veya kok
orneklerinden 0.5 gr alinarak once siv1 azotla un haline getirilmistir. Bu ekstrakt {izerine
%35’lik TCA ¢ozeltisinden 5 ml ilave edilerek tamamen parcalanincaya kadar havanda
homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat ependorf tiiplerine aktarilarak 13000
rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant kismindan 1.5 mL alinmis ve {lizerine 1.5
mL  9%0.5’lik TBA reaktifi (%20 TCA iginde) pipetlenmistir. Karisim iyice
vortekslendikten sonra 30 dk 95°C sicak su banyosunda inkiibasyona birakilmugtir. Siire
sonunda tlipler buz banyosuna alinarak reaksiyon durdurulmustur. Elde edilen pembe-
kirmizi renkli ¢ozelti tekrar 12000 rpm’de 5 dk daha santrifiij edildikten sonra,
siipernatantin 532 ve 600 nm’deki absorbans degerleri belirlenmistir. Bir mL karisim
icerisindeki malondialdehid (MDA) miktar1 asagidaki formiile gore hesaplanip sonuglar
nmol/gr doku olarak sunulmustur. Aym oranda TCA ve TBA karisimi KOR &rnek

olarak kullanildi.
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MDA (nmol/mL) = [[(Asz2 - Asoo) — [(As40 - Asoo) X (0.0571)]] / 157000] x 10°

3.3.7. Azot metabolizmasi enzimlerinin aktiviteleri

Enzim ekstraksiyonu i¢in bugday fidelerine ait kok ve yapraklardan 0.25 gr doku
Ornegi, Once sivi azot ve daha sonra 2.5 mL hacimde 0.2 mMEDTA, %0.1
polivinilprilidon (PVP) ve 1 mM ditiyotreitol (DTT) igeren 50 mM fosfat tamponu (pH
7) icinde homojenize edildi. Homojenize edilen ornekler 12000xg’de 15 dakika
santrifiijlendi (+4°C). Berrak siipernatant ham enzim kaynagi olarak kullanildi (Khan
1996; Zheng-xun et al. 2007).

3.3.7.a. Nitrat rediiktaz (NR) aktivitesinin belirlenmesi

NR aktivitesi, Jaworski (1971) metoduna gore belirlenmistir. Reaksiyon karigimi (2
mL), 25 mM fosfat tamponu (pH7.5), 10 mM NaNO3, 0.05 mMEDTA, 2 mM NADH
ve 0.2 mL enzim 6ziitii i¢erir. Reaksiyonu baglatmak i¢in enzim 6ziitii igeren 1.9 mL’lik
reaksiyon karigimi iizerine 0.1 mL NADH pipetlenir. Pesine deney soliisyonu alt-iist
edilerek karistirilir ve 30 dakika 30°C’de inkiibe edilir. Karisimin renk reaksiyonu igin;
1 mL 58 mM siilfanilamid, 3 M HCI + 0.77 mM N-(1-Naftil etilenediamindihidrokloriir
(NED-HCL) ilave edilir ve karisim bu haliyle 30 dakika inkiibe edilir. Gelisen pembe
rengin absorbansi 540 nm'de Slgiiliir (Barro et al. 1991). Reaksiyon sonunda tiipte NR
etkisiyle olusan nitrit iyonlarinin miktari tizerinden enzim tinitesi hesaplanir. Bunun igin
once, bilinen miktarlarda (0.0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 ve 3 uM) ve 1.9 mL hacimlerde NaNO-
iceren ¢Ozeltiler hazirlanir. Bu ¢ozeltilerin her biri (1.9 mL) iizerine 1 mL %]l
stilffanilamid (3 M HCI i¢inde hazirlanmis olacak) ve 1 mL %0.02 NED-HCI ilave
edilir. Pesine 30 dakika sonra gelisen pembe rengin absorbans: 540 nm'de Ol¢iiliir. Bu
cozeltilerden elde edilen standart egri (Sekil 3.2) denklemiyle 6rneklerde olusan nitrit
miktart hesaplanir. Bir {inite (EU) NR, 1 pmol nitrit iiretmek igin gerekli enzim miktari

olarak hesaplanir. Sonuglar uM NaNO2/gr yas agirlik olarak sunulmustur.
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Sekil 3.2. NR ve NiR aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik

3.3.7.b. Nitrit rediiktaz (NiR) aktivitesinin belirlenmesi

Aktivite 6l¢timii i¢in bir tiipe; 1.5 mL fosfat tamponu (0.5 M; pH 7.4), 100 uL sodyum
nitrit (15 mM NaNO2), 200 puL metilviolojen (5 mM) ve 200 uL 190 mM sodyum
bikarbonat (86 mM sodyum dithionit igerir) konulur. Bu karigimin {izerine 100 pL
enzim Oziti pipetlenir ve tiip hafifce alt-iist edilir. Tiip 35°C’de 30 dk inkiibe edilir.
Sonra, tlipteki reaksiyon, koyu mavi renk kaybolana kadar siddetli ¢alkalanir ve kaynar
suda 1 dk tutulur (reaksiyonu durdurmak icin). Tiip, 10000 rpm’de 5 dk santrifiij edilir
(+4°C) ve elde edilen siipernatan temiz bir tiipe alinir. Karisimin renk reaksiyonu igin;
Tiip tizerine 1 mL %]l siilfanilamid (1.5 M HCI i¢inde hazirlanmis olacak) + 1 mL
%0.02 N-(1-Naftil -etilenediamindihidrokloriir (NED-HCL) (1.5 M HCI iginde
hazirlanmis olacak) ilave edilir. Tiip karigtirildiktan sonra, gelisen pembe rengin
absorbansi 30 dk sonra 540 nm'de dlgiiliir. KOR &rnek, enzim 6ziitii (bunun yerine 100
pL tampon eklenir) haricindeki tiim bilesenleri igermektedir. Tiipte kalan ve

tikketilmeyen nitrit iyonlarinin miktar1 {izerinden enzim {initesi hesaplanir. Bunun i¢in
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once, bilinen miktarlarda (0.0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 ve 3 uM) NaNO: igeren ¢ozeltiler (1.9
mL) hazirlanir. Bu ¢6zeltiler (1.9 mL) tizerine 1 mL %1 siilfanilamid (3 M HCI iginde
hazirlanmis olacak) ve 1 mL %0.02 NED-HCI ilave edilir. 30 dakika sonra gelisen
pembe rengin absorbansi 540 nm'de Olgiilir (Barro et al. 1991; Khan 1996). Bu
cozeltilerden elde edilen standart egri (Sekil 3.2) denklemiyle 6rneklerde bulunan nitrit
miktar1 hesaplanir. Bir iinite NiR, 30°C'de 1 dakika basina 1 pmol nitriti tiilketmek i¢in
gereken enzim miktar1 olarak hesaplanir. Sonuclar pM NaNO2z/gr yas agirlik olarak

sunulmustur.

3.3.7.c. Glutamin sentaz (GS) aktivitesi ol¢iimii

GS aktivitesi 6l¢iimii, hidroksamat biyosentetik yontem olarak bilinen Zheng-xun vd.
(2007) tarafindan belirtilen protokole gore yapilmistir. Oziit elde etmek igin diger
enzimler icin yapilan ekstraksiyonlardan farkli olarak, orneklerin ekstraksiyonunda 5
mM DTT, 0.2 mM EDTA ve 10 mM MgCl; igeren 5 mL 0.1 M HEPES tamponu (pH
7.6) kullanilir. Reaksiyon karigimi; 600 puL 0.25 M Tris-HCI tamponu (pH7.0), 200 uL
0.03 M ATP (pH 7.0), 200 pL 0.5 M MgSOs, 200 uL 1 M hidroksilaminhidrokloriir
(pH7.0) ve 100 pL enzim oziitli igerir. Bu karigim, 30°C'de 30 dakika inkiibe edilir ve
sonra iizerine 750 uL FeCls reaktifi eklenmesinden sonra kahverengi kompleks olarak y-
glutamil hidroksamat (GGH) olusur. FeCls reaktifi, 0.37 M FeCls, 0.2 M trikloroasetik
asit (TCA) ve 0.67 M HCl'den olusmaktadir. Kahverengi GGH kompleksinin
absorbansi 540 nm'de oOlgiiliir. Kor 6rnek, ATP disindaki tiim bilesenleri igermektedir.
Bir iinite GS, 30 °C ve 1 dakikada absorbansi 0.01 degistiren enzim miktaridir (1 umol
GGH-kompleksi iiretmek i¢in gerekli enzim miktar1). Sonuglar EU/gr yas agirlik olarak

sunulmustur. Enzim tinitesinin hesaplanmasi asagidaki formiile gére yapilmistir.

GS (EU/gr doku) =(ODo6rnek- ODkor) x Vtotal/(Vornekx W/Vtoplam tampon)/0.01/T

Viotal: Reaksiyon karigiminin hacmi
Vimek: Olglim yapilan 6rnek hacmi

Vtoplam tampon: 0.25 gr dokunun homojenize edildigi tamponun hacmi
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W:Homojenize edilen dokunun agirligi

T: Reaksiyon zamani

3.3.7.d. Glutamat sentaz (GOGAT) aktivitesi ol¢iimii

NADH'a bagimli GOGAT aktivitesi, Singh ve Srivastava (1986) tarafindan Onerilen
yonteme gore belirlenmistir. Reaksiyon karigimi (1.8 mL); 25 mM HEPES tamponu
(pH 7.5) olup i¢inde 10 mM 2-oxoglutarat (a-ketoglutarat; 2-OG), 10 mM Glutamin,
0.14 mM NADH, 10 mM KCI, 1 mM Na-EDTA ve %0.5 -merkaptoetanol icermelidir
(Deney yapmadan hemen 6nce 30°C’de tutulmalidir ve her zaman taze hazirlanir). Kor
olarak, NADH, 2-OG ve glutamin yerine, 750 pL 40 mM fosfat tamponu (pH 7.5)
kullanilir. Reaksiyon, 1.8 mL reaksiyon karisimi iizerine 200 pL enzim o&ziiti
pipetlenerek baslatilir. NADH oksidasyonu 3 dakika boyunca 340 nm'de izlenir.
Sonuglar EU/gr yas agirlik olarak sunulmustur. Enzim iinitesinin hesaplanmasi

asagidaki formiile gore yapilmistir.

GOGAT (EU/gr doku) = (ODomek (0. dk)-ODomek (3. dk)/(e X d)xVotaX 10%/(W X Vormek
/V01§ﬁ1n)/T

&: Molarekstinksiyonkatsayisi, 6.22 x 103 L/mol/cm;

W: Ornek agirligt

VTotal: Enzimatik reaksiyonun total hacmi

Vomek: Ornek hacmi

Voiim: Ornek hazirlanmasinda kullanilan toplam tampon hacmi

T: Reaksiyon zamani

Istatistik analiz

Calismada sunulan veriler (£SE olarak), her bir uygulamadan ii¢ 6rnek (3 paralel) ve her

bir drnekten 2 tekerriir yapildiktan sonra elde edilen 6 bagimsiz degerin ortalamasidir.
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Sonuglarin karsilagtirilmasi, SPSS 15 paket programi kullanilarak tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ile yapilmis ve gruplar arasindaki farkliliklalar p<0.05 &nem

seviyesinde Duncan in ¢oklu karsilastirma Testi kullanilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada vanadyum (V) stresinin bitki azot metabolizmasi iizerindeki etkisini
belirlemek igin stres toleranslar1 farkli iki bugday ¢esidi (Triticum aestivum L., cv.
Altindane ve cv. Dogu-88) kullanilmistir. Kontrollii kosullar altindaki bir iklim
odasinda hidroponik sistemde gerceklestirilen ¢alismada bugday fideleri ¢imlenmeyi
takiben 14. giin farkli konsantrasyonlarda (0.0, 0.1 ve 1 mM) vanadyum (NaVOs3 olarak)
stresi kosullarina maruz birakilmistir. Uygulamadan 24 saat sonra, V uygulanmis ve
uygulanmamis bitkilerin kok ve govde (toprak {iistii tiim silirglin) dokular1 calisma
materyali olarak kullanilmistir. Bu kok ve gdvdelerde igsel V miktari, protein ve
fotosentetik pigment (klorofil a, klorofil b ve karotenoid) igerikleri, lipid
peroksidasyonu seviyesi (MDA olarak) ve azot metabolizmasinda rol alan anahtar
enzimlerin (NR, NiR, GS ve GOGAT) aktiviteleri belirlenmistir. Bu parametrelere ait
bulgular, istatistik anlamda (P<0.05) kontrolleri ile karsilagtirilarak elde edilen veriler

asagida sunulmustur.

4.1. Bitki Dokularinda i¢sel Vanadyum Miktarina Ait Bulgular

Bugdaymn her iki ¢esidinin (Altindane ve Dogu-88) kok ve govdelerinde igsel V
seviyeleri Cizelge 4.1’de sunulmustur. Cizelge incelendiginde, kontrol bitkilerinin
koklerinde V igeriginin govdelere gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Kok ve
govde arasindaki i¢sel V farki koklerde neredeyse %50 daha fazla bulunmustur. Diger
taraftan, ¢alismada bugday fidelerine 0.1 ve 1 mM V uygulamasinin her iki ¢esidin kok
ve govdelerde V birikimini kontrole gore énemli (P<0.05) oranda artirmistir. Artislar
ozellikle koklerde ¢ok daha yiiksek olmustur. Ornegin 0.1 mM V uygulamasinda,
Altindane’de koklerin V igerigi 4.184 ppm’den artarak 98.752 ppm’e, Dogu-88’de ise
5.11 ppm’den artarak 138.458 ppm’e ¢cikmigtir. | mM V uygulamasinda ise artislar daha
dramatik olarak ayni c¢esitlerin koklerinde sirasiyla 188.86 ve 138.46 ppm’e kadar
cikmistir. Ayn bitkilerin gévdelerinde de V uygulamasiyla i¢sel V birikiminin arttig

goriilmektedir. Ancak bu artislar koklere gore oldukga diisiik olmustur. Ornegin
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Altindane ve Dogu-88’in govdelerinde 0.1 ve 1 mM V uygulamalarinda kontrolde

sirastyla 1.47 ve 1.73 olan V igerigi ayni1 sirayla 21.51 ve 17.55 ppm olmustur.

Bu veriler genel olarak degerlendirildiginde, hidroponik sistemde 0.1 ve 1 mM V
uygulamasi, bugdayin her iki ¢esidinde i¢sel V igerigini artmistir. Bu artiglar uygulanan
V konsantrasyonu artigina paralel olarak daha yiiksek olmustur. Ayrica her iki bitkinin
koklerinde V birikiminin govdelerine gore ¢ok daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Bugdayin her iki ¢esidi karsilastirildiginda, Altindane ¢esidinin kok ve govdesindeki V
birikiminin Dogu-88 ¢esidine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Vanadyum (V) uygulamasinin bugdayin Altindane ve Dogu-88 ¢esitlerinde
i¢csel vanadyum {izerine etkisi

i¢sel Vanadyum Miktar1 (ppm)

Vanadyum Altindane Dogu-88
Kok Govde Kok Govde
Kontrol 4.184+0.13°  1.469+0.07¢  5.111+0.12°  1.731+0.199
0.1 mM 98.752+3.04°  2.935+0.21"  77.462+3.98°  3.01440.76f
1 mM 188.857+7.18%  21.512+1.98Y 138.45846.24° 17.547+2.56¢

Cizelge icinde ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Kargilastirma Testine
gore (p>0.05) dnemsizdir. + standart hatay ifade eder.

4.2. Coziinebilir Protein Miktarma Ait Bulgular

Bugdayin her iki ¢esidinin (Altindane ve Dogu-88) kok ve govdelerinde ¢oziinebilir
protein miktar1 verileri Cizelge 4.2’de sunulmustur. Cizelge incelendiginde, 0.1 m M V
uygulamasinin her iki bugday ¢esidinin kok ve govdelerinde protein miktarini kontrole
gore onemli oranda (P<0.05) diisiirdiigli belirlenmistir. Bu diisiisler Altindane kdok ve
govdesinde sirasiyla %18.4 ve %7.52 ve Dogu-88’de sirasiyla %13.3 ve %8.79
oranlarinda olmustur. Ancak ilging olarak 1 mM V uygulamasinda her iki ¢esidin kok

ve govdelerinde protein miktar1 genelde hafif derecede (P>0.05) artmistir veya
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degistirmemistir. Bu artiglarda istatistik anlamda 6nemli (P<0.05) olan sadece 1 mM V

uygulanmis Dogu-88’in gdvdesindeki protein iceriginde (%7 artis) belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Vanadyum uygulamasinin bugdayin Altindane ve Dogu-88 cesitlerinde
¢ozilinebilir protein miktar iizerine etkisi

Coziinebilir Protein Miktar1 (ug/gr yas agirhk)

Vanadyum Altindane Dogu-88
Kok Govde Kok Govde
Kontrol 733+13°f 1421+18° 676+21" 1581427"
0.1mM 598+109 1314+40° 586189 1442+46°
1mM 808+28° 1418134 689+12 1693+39°

Cizelge i¢inde ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine
gore (p>0.05) onemsizdir. + standart hatay1 ifade eder.

Cozilinebilir protein bulgulart1 genel olarak degerlendirildiginde, 0.1 mM V
uygulamasinin her iki bugday c¢esidinde protein miktarini diisiiriicken, 1 mM V
uygulamasinin hafif derecede artirdigi belirlenmistir. Bugday cesitleri birbiriyle
karsilastirildiginda, V uygulamasinin protein igerigi iizerinde ¢esitler arasinda anlamli

bir farka neden olmamustir.

4.3. Lipid Peroksidasyonu (LPO) i¢cerigine Ait (MDA olarak) Bulgular

Bugdayin her iki cesidinin kok ve govdelerinde malondialdehid (MDA) verilerine ait
bulgular Cizelge 4.3’de sunulmustur. Cizelge incelendiginde, 0.1 mM V uygulamasinin
her iki bugday ¢esidinin kok ve govdelerinde MDA miktarim1 kontrole gore onemli
oranda (P<0.05) artirdig1 belirlenmistir. MDA igerigindeki artiglar 0.1 mM V
uygulamasinda, Altindane kok ve govdesinde sirasiyla %45.7 ve %11.8; Dogu-88

cesidinde sirasiyla %36.8 ve %6.1 oranlarinda olmustur.
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Cizelge 4.3. Vanadyum uygulamasinin bugdayin Altindane ve Dogu-88 cesitlerinde
MDA miktari iizerine etkisi.

MDA miktar1 (nmol/mL)
Vanadyum Altindane Dogu-88
Kok Govde Kok Govde
Kontrol 4,02+0.21° 5.65+.043¢ 3.75+0.42" 6.74+0.37"
0.1 mM 5.8620.62¢ 6.32+0.50% 5.13+0.65° 7.15+0.56°
1mM 7.1240.45% 5.21+0.49° 5.9240.89¢ 7.46+0.67°

Cizelge icinde ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine
gore (p>0.05) dnemsizdir. + standart hatay ifade eder.

Vanadyumun 1 mM uygulamasinda ise bu MDA artiglar1 6zellikle koklerde daha da
artmistir. Ornegin, 1 mM V kosullarinda Altindane kok ve govdesinde sirasiyla %77.1
ve %0.0 (hafif diisiis var), Dogu-88 cesidinde sirasiyla %57.9 ve %10.7 oranlarinda

olmustur.

MDA verileri genel olarak degerlendirildiginde, V uygulamasi bugdayin her iki
cesidinde LPO seviyesini (MDA igerigi olarak) 6nemli (P<0.05) seviyelerde artirmistir.
MDA igerigindeki artislar 6zellikle her iki ¢esidin koklerinde daha dramatik seviyelerde
olmustur. Govdelerinde de artiglar belirlense de bu artislar koklere gore daha diisiik
olmustur. Cesitler kendi aralarinda degerlendirildiginde V stresi Altindane gesidinde

LPO seviyesini daha yiiksek oranda artirmistir.

4.4. Fotosentetik Pigment iceriklerine Ait Bulgular

Bugdayin Altindane cesidinin govdelerinde fotosentetik pigment verilerine ait bulgular
Cizelge 4.4’de sunulmustur. Cizelge incelendiginde, 0.1 ve 1 mM V uygulamasinin
klorofil igerigini kontrole gore onemli oranda (P<0.05) diisiirdiigii belirlenmistir.
Ornegin Kla, Klb ve total klorofil igerigindeki diisiisler 0.1 mM V uygulamasinda,
sirastyla %9.3 ve %7.74, %Il6.43oranlarinda olmustur. V uygulamasinin 1 mM

uygulamasinda ise Kla, Klb ve total klorofil icerigindeki diisiisler sirasiyla %15.11,
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%11.16 ve %20 oranlarinda olmustur. Diger taraftan ayni ¢esitte karotenoid igerigi
genelde V uygulamalart ile artmistir (Cizelge 4.4). Karotenoid igerigi artiglar1 0.1 ve 1

mM V uygulamalarinda sirastyla %13.95 ve %19.53 oranlarinda olmustur.

Bugdaymm Dogu-88 cesidi fotosentetik pigment verilerine ait bulgular Cizelge 4.5’de
sunulmustur. Cizelge incelendiginde, 0.1 ve 1 mM V uygulamasinin klorofil igerigini
kontrole gore dnemli oranda (P<0.05) diisiirdiigii belirlenmistir. Ornegin Kla, Klb ve
total klorofil igerigindeki diistisler 0.1 mM V uygulamasinda, sirasiyla %3.32, %6.7 ve
%09 oranlarinda olmustur. V uygulamasinin 1 mM uygulamasinda ise Kla, KIb ve total
klorofil igerigindeki diigtigler sirastyla %13.81, %8.64 ve %21.86 oranlarinda olmustur.
Diger taraftan ayni c¢esitte karotenoid igerigi genelde V uygulamalar ile artmistir
(Cizelge 4.5). Karotenoid icerigi artiglar1 0.1 ve 1 mM V uygulamalarinda sirasiyla

%6.93 ve %13.86 oranlarinda olmustur.

Fotosentetik pigment icerikleri genel olarak degerlendirildiginde, V uygulamalar
klorofil icerigini bugdayin hem Altindane hem de Dogu-88 cesitlerinde 6nemli oranda
diistirmustiir. Klorofil icerigindeki diisiisler V uygulamasi artisiyla genelde daha da
belirgin olmustur. V stresinin Altindane cesidinde klorofil igerigi lizerindeki negatif
etkisi, Dogu-88 cesidine gore daha yiiksek olmustur. Kla ve Klb c¢esitleri arasinda
negatif etki bakimindan degerlendirildiginde, genelde Kla, V stresinden daha fazla
etkilenmistir. Diger taraftan V uygulamalar1 her iki c¢esitte karotenoid icerigini
artirmustir. 'V stresine karsi karotenoid igerigini artirmada Altindane ¢esidinin daha

basarili oldugu sdylenebilir.
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Cizelge 4.4. Vanadyum uygulamasinin bugdayin Altindane ¢esidinde fotosentetik
pigmentlerin miktar iizerine etkisi

Fotosentetik Pigment Miktar1 (mg/gr yas agirhk)

Vanadyum Altindane
Kla Klb Toplam KI Karotenoid
Kontrol 1.72+0.08° 1.42+0.06°  2.92+0.06°  0.215+0.02"
0.1 mM 1.56+0.06¢ 1.31+0.08 2.44+0.06°  0.245+0.01°
1 mM 1.460.05% 1.260.09f 2.35+0.07°  0.257+0.03?

Klorofil a ve b, toplam klorofil ile karotenoid siitunlar1 kendi i¢inde bagimsiz olarak ayni harflerle
gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine gore (p>0.05) 6nemsizdir. £+
standart hatay1 ifade eder.

Cizelge 4.5. Vanadyum uygulamasinin bugdaym Dogu-88 cesidinde fotosentetik
pigment miktari {izerine etkisi

Fotosentetik Pigment Miktar: (mg/gr yas agirhk)

Vanadyum Dogu-88
Kla Klb Toplam Kl Karotenoid
Kontrol 1.81+0.072 1.62+0.15%  3.11+0.21%  0.27420.02°
0.1 mM 1.75+0.08¢ 1.51+0.11¢"  2.83+0.09®  0.293+0.01"
1 mM 1.56+0.04¢ 1.48+0.07°  2.43+0.12°  0.312+0.04?

Klorofil a ve b, toplam klorofil ile karotenoid siitunlar1 kendi i¢inde bagimsiz olarak ayni harflerle
gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine gore (p>0.05) 6nemsizdir. £+
standart hatay1 ifade eder.

4.5. Nitrat Rediiktaz (NR) Aktivitesine Ait Bulgular

Bugdayin her iki ¢esidinin (Altindane ve Dogu-88) kok ve govdelerinde NR aktivitesine
ait veriler Cizelge 4.6’de sunulmustur. Cizelge incelendiginde, oOncelikle NR
aktivitesinin yapraklarda daha yiliksek oldugu goriilebilir. Ayrica 0.1 ve 1 mM V
uygulamasinin her iki bugday c¢esidinin kok ve govdelerinde NR aktivitesi kontrole gore
onemli oranda (P<0.05) diislirdiigli belirlenmistir. NR aktivitesindeki diisiisler 0.1 mM
V uygulamasinda, Altindane kok ve govdesinde sirastyla %16.71 ve %9.2; Dogu-88

cesidinde sirasiyla %13.73 ve %7.22 oranlarinda olmustur. V uygulamasinin 1 mM



51

uygulamasinda ise aktivitedeki diisiisler ozellikle koklerde daha keskin olmustur.
Omegin, 1 mM V kosullarinda Altindane kok ve govdesinde aktivite diisiisii sirasiyla
%32.26, %18.4 ve Dogu-88 c¢esidinde sirasiyla %31.72 ve %17.42 oranlarinda

olmustur.

NR aktivitesi verileri genel olarak degerlendirildiginde, V uygulamasi bugdayin her iki
cesidinde NR aktivitesini 6nemli (P<0.05) seviyelerde inhibe etmistir. NR aktivitesi
inhibisyonu 6zellikle her iki ¢esidin koklerinde daha dramatik seviyelerde olmustur.
Cesitler kendi aralarinda degerlendirildiginde V uygulamasiyla aralarinda ¢ok belirgin
bir fark belirlenememistir, ancak V stresinin Altindane ¢esidinin kok ve govdelerinde

NR aktivitesi lizerinde kismen daha negatif etkiye sahip oldugu sdylenebilir.

Cizelge 4.6. Vanadyum uygulamasinin bugdayin Altindane ve Dogu-88 cesitlerinde NR
aktivitesi lizerine etkisi

NR aktivitesi (umol NO2/gr yas agirhk)

Vanadyum Altindane Dogu-88
Kok Govde Kok Govde
Kontrol 6.88+0.51°f 7.50+0.34° 10.78+0.71°  12.7440.23?
0.1 mM 5.73+0.339 6.81+0.16 8.52+0.41¢ 11.82+0.12°
1mM 4.66+0.149 6.12+0.29 7.36+0.24° 10.52+0.14°

Cizelgede ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilagtirma Testine gore
(p>0.05) 6nemsizdir. + standart hatay ifade eder.

4.6. Nitrit Rediiktaz (NiR) Aktivitesine Ait Bulgular

Bugdayin her iki c¢esidinin (Altindane ve Dogu-88) kok ve govdelerinde NiR
aktivitesine ait veriler Cizelge 4.7’de sunulmustur. Cizelge incelendiginde, 0.1 ve 1 mM
V uygulamalar1 her iki bugday ¢esidinin kok ve govdelerinde NiR aktivitesini kontrole
gore genelde (P<0.05) distirmiistiir. Aktivitedeki diislisler Altindane’nin kok ve
govdelerinde daha belirgin olmustur. NiR aktivitesindeki diisiisler 0.1 mM V
uygulamasinda, Altindane kok ve govdesinde sirasiyla %12.90 ve %9.93; Dogu-88
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cesidinin koklerinde sirasiyla %9.28 ve %3.1 oraninda olmustur. V uygulamasinin 1
mM dozunda ise aktivitedeki disiisler Ozellikle koklerde daha keskin olmustur.
Ornegin, 1 mM V kosullarinda Altindane kok ve gdvdesinde aktivite diisiisii sirasiyla

%26.47, %18.08 ve Dogu-88 cesidinde sirasiyla %26.64 ve %11 oranlarinda olmustur.

Cizelge 4.7. Vanadyum uygulamasinin bugdaym Altindane ve Dogu-88 cesitlerinde
NiR aktivitesi lizerine etkisi

NiR aktivitesi (umol NO2/gr yas agirhk)

Vanadyum Altindane Dogu-88
Kok Govde Kok Govde
Kontrol 16.51+0.42% 19.83+0.41° 20.13+0.31°  24.45+0.97°
0.1 mM 14.38+0.519 17.860.61¢ 18.26+0.64%  23.71+0.13°
1 mM 12.1440.43" 16.2540.24° 15.1740.18"  21.76+0.75°

Cizelge i¢cinde ayni harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilastirma Testine
gore (p>0.05) dnemsizdir. + standart hatay: ifade eder.

NiR aktivitesi verileri genel olarak degerlendirildiginde, Oncelikle kok ve govdeler
kendi aralarinda kiyaslandiginda, NiR aktivitesinin govdede koke oranla daha yiiksek
oldugu goriinmektedir (Cizelge 4.7). Diger taraftan V uygulamalarinin her ikisi
bugdayin iki ¢esidinin kok ve govdelerinde NiR aktivitesini 6nemli (P<0.05)
seviyelerde inhibe etmistir. Ancak NiR aktivitesinin inhibisyonunda 1 mM V, 0.1 mM’a
gore daha etkili olmustur. Cesitler kendi aralarinda degerlendirildiginde V uygulamasi
NiR aktivitesinin inhibisyonunda Altindane ¢esidinde daha etkili olurken, Dogu-88

cesidi V stresine Altindane’ye gore nispeten daha dayanikli bir durum sergilemistir.

4.7. Glutamin Sentaz (GS) Aktivitesine Ait Bulgular

Bugdayin her iki ¢esidinin (Altindane ve Dogu-88) kok ve govdelerinde GS aktivitesine
ait veriler Cizelge 4.8’de sunulmustur. Cizelge incelendiginde, oOncelikle GS
aktivitesinin yapraklarda kismen daha ytiksek oldugu gortilebilir. Ayrica 0.1 ve | mM V

uygulamasinin her iki bugday cesidinin kok ve govdelerinde GS aktivitesi kontrole gore
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onemli oranda (P<0.05) diisiirdiigii belirlenmistir. GS aktivitesindeki diistisler 0.1 mM
V uygulamasinda, Altindane kok ve govdesinde sirasiyla %26.29 ve %16.98; Dogu-88
cesidinde ise diisiis sadece kokte %22.59 oraninda olmustur. 1 mMV uygulamasinda ise
aktivitedeki diisiisler daha keskin olmustur. Ornegin, 1 mM V kosullarinda Altindane
kok ve govdesinde aktivite diisiisii sirastyla %39.84, 9%39.15 ve Dogu-88 cesidinde

strastyla %37.65 ve %20.59 oranlarinda olmustur.

GS aktivitesi verileri genel olarak degerlendirildiginde, V uygulamasi bugdayin her iki
cesidinde GS aktivitesini dnemli (P<0.05) seviyelerde inhibe etmistir. GS aktivitesi
inhibisyonu o6zellikle her iki ¢esidin koklerinde daha belirgin seviyelerde olmustur.
Cesitler kendi aralarinda degerlendirildiginde V uygulamasiyla aralarinda ¢ok belirgin
bir fark belirlenememistir, ancak V stresinin Altindane ¢esidinin kok ve govdelerinde

GS aktivitesi iizerinde kismen daha negatif etkiye sahip oldugu sdylenebilir.

Cizelge 4.8. Vanadyum uygulamasinin bugdayin Altindane ve Dogu-88 ¢esitlerinde GS
aktivitesi iizerine etkisi

GS aktivitesi (EU/gr yas agirhk)

Vanadyum Altindane Dogu-88
Kok Govde Kok Govde
Kontrol 3.69+0.14° 4.24+0.25% 5.71+0.29°  9.18+1.14%
0.1 mM 2.7240.21f 3.52+0.31° 4.42+0.24%  10.16+1.23°
1mM 2.43+0.13f 2.58+0.09 3.56+0.19°  7.29+0.19°

Cizelgede ayn1 harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilagtirma Testine gore
(p>0.05) dnemsizdir. + standart hatay ifade eder.

4.8. Glutamat Sentaz (GOGAT) Aktivitesine Ait Bulgular

Bugdayin her iki ¢esidinin kok ve govdelerinde GOGAT aktivitesine ait veriler Cizelge
4.9°de sunulmustur. Cizelge incelendiginde, oncelikle GOGAT aktivitesinin gdvdede
koke nazaran daha yiiksek oldugu belirlenmistir. GOGAT aktivitesi diger enzimlerden

farkli olarak V stresine karsi belirgin bir diizen sergilememistir. Ornegin 0.1 mM V
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uygulamasi, GOGAT aktivitesini her iki bugday cesidinin kdoklerinde artirirken
(P<0.05), govdelerinde diistirmiistiir (P<0.05). Veriler oranlarla ifade edilirse, 0.1 mM
V stresi Altindane gdvdelerinde aktiviteyr %21.43 diisiiriirken, koklerinde %:26.75
oraninda artirmistir. Dogu-88’de ise 0.1 V stresi govdede %12.13 diisiiriirken, koklerde
20.98 oraninda artirmistir. | mMV uygulamasinda ise Altindane’nin aktivite gdvdesinde
%354.53 oraninda diiserken, koklerde %33.28 artmistir. 1 mM V stresi Dogu-88’de
aktiviteyi kok ve govdenin her ikisinde onemli oranda (P<0.05) diislirmiistiir. Bu

diisiisler kok ve govdede sirasiyla %19.88 ve %23.53 oranlarinda olmustur.

GOGAT aktivitesi verileri genel olarak degerlendirildiginde, 0.1 ve 1 mMYV uygulamasi
bugdayin her iki ¢esidinde GOGAT aktivitesini genelde govdelerde diistirmiis, ancak
ayni bitkilerin koklerinde artirmistir. Cesitler kendi aralarinda degerlendirildiginde,
GOGAT aktivitesindeki diisiisler ve artiglar Altindane’de daha yiiksek oldugu

belirlenmistir.

Cizelge 4.9. Vanadyum uygulamasinin bugdayin Altindane ve Dogu-88 cesitlerinde
GOGAT aktivitesi lizerine etkisi

GOGAT aktivitesi (EU/gr yas agirhk)

Vanadyum Altindane Dogu-88
Kok Govde Kok Govde
Kontrol 6.43+0.35" 60.02+1.26°  8.15+0.339  47.16+0.94°
0.1 mM 8.15+1.049 47.1620.96" 9.86+0.46"  41.44+0.93°
1mM 8.57+0.47 27.29+0.21° 6.53+0.32"  36.15+0.78°

Cizelgede ayn1 harflerle gosterilen degerler arasindaki fark Duncan’in Coklu Karsilagtirma Testine gore
(p>0.05) d6nemsizdir. + standart hatay1 ifade eder.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu aragtirmada, farkli derisimlerde vanadyum (NaVOs) stresinin, ilk 24 saat igerisinde
bugdayin iki varyetesinde azot metabolizmasinda rol alan enzimler (NR, NiR, GS ve
GOGAT) iizerindeki etkilerini belirlemek amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda genel
streslere toleranslar1 farkli iki bugday cesidi (kismen daha toleransli Dogu-88, duyarli
olarak Altindane) kullanilmigtir. V stresi uygulamasindan 24 saat sonra, fidelerde azot
metabolizmasi enzimleri (NR, Nir, GS ve GOGAT) ve ilave olarak igsel V miktari,
klorofil, karotenoid, ¢Oziinebilir protein ile lipid peroksidasyonu (MDA olarak)
seviyeleri belirlenmistir. Calismamizda kok-govde uzunlugu, kuru agirlik gibi etkileri
stres uygulamasindan en az 3 giin sonra belirlenebilen ¢alismalar yapilmamistir. Ciinkii
stres uygulamasinin ilk 24 saati iginde bu parametrelerde anlamli degisiklikler
belirlenememektedir. Ancak azot metabolizmasi enzimleri streslere daha kisa siireler
icinde cevap vermektedirler. Calisilan parametreler, azot metabolizmasi ile birlikte
bitkide azot metabolizmasiyla dolayli olarak ilgili proseslerin degisimi hakkinda bilgi
vermesi agisindan Onemlidir. Calismadan elde edilen sonuglarin, vanadyum (V)
toksisitesinin ilk 24 saat i¢inde azot metabolizmasi tlizerinde etkilerinin anlasilmasina
onemli katki yapmakla birlikte, literatiire de Onemli bir veri saglayacagi

distiniilmektedir.

Caligmada, amonyum (NH4) iyonu bitkilerin hidroponik yetistirme ortaminda kullanilan
besi ortamindan ¢ikarilmistir (modifiye Arnon ve Hoagland). Bitki yetistirme ortaminda
NHs un bulunmasi, NR ve NiR enzimlerinin biiyiik oranda baypas edilerek daha c¢ok
diger iki enzimin yani GS ve GOGAT’1n aktif olmasini saglayacak ve bu yiizden
vanadyumun NR ve NiR aktivitesi lizerindeki etkisi saglikl1 olarak belirlenemeyecektir.
Bu nedenle, NHs iyonu, ¢aligmada kullanilan Arnon ve Hoagland Besin recetesinden
cikarilarak hidroponik yetistirme ortamindaki besin i¢inde azot kaynagi olarak sadece
NOz’iin bulunmasi saglanmistir. Boylece bitki azot kaynagi olarak sadece NO3 alacak
ve sirasiyla bu bilesik, NR enzimiyle NO2’ye, NO2 de NiR enzimiyle NHs’e, NH4 te GS
ve GOGAT enzimlerinin katalitik etkisiyle asimile edilerek amino asit yapisina

katilacaktir (Sekil 1.1).
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Toprakta agir metallerin bir kismi1 mikro element olarak bitkiler i¢in gerekli olsalar da
bitkilerin ihtiyagtan fazla metal yogunluguna maruz kalmasi metabolik siireclerde
diizensizlige sebep olabilmektedir (Fernandes and Henriques 1991; Claire et al. 1991).
Vanadyum (V) hava, toprak ve suda bulunmasinin yaninda, bitki ve hayvanlarin
yapilarinda da yer alan bir elementtir. Dogal kaynagi dolayisiyla ortamda bulunmasa
dahi V toprakta yikama, yanma gibi madencilik islemleri, fosil yakitlarin yakilmasi,
bocek ilaglari, sentetik glibre kullanimi, endiistrilerden kaynaklanan atik materyallerin
topraga karismasi gibi durumlar sonucunda toprakta normalde bulunmasi gereken
orandan ¢ok daha yiiksek seviyelere erisebilmektedir (Kar et al. 2004). Genellikle,
bitkilerdeki vanadyumun konsantrasyonu, topraklardaki V igerigi ile pozitif olarak
iligkilidir. Bitkilerle ilgili yapilan bir arastirmada 36 bitki numunesinin yaprak
dokularinda V igeriginin 2.6 pg ila 42.8 pg/gr doku arasinda degistigini gosterilmistir
(Imtiaz et al. 2015). Bizim c¢alismamizda, hidroponik sistemde 0.1 ve 1 mM V
uygulamalar1 bugdayin her iki ¢esidinin kok ve govdesinde i¢sel V igerigini artmistir. V
icerigi, konsantrasyon artisina paralel olarak daha yiiksek olmustur. Ayrica her iki
bitkinin koklerinde V birikiminin govdelerine gore c¢ok daha yiliksek oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.1). Bugdayin her iki cesidi karsilastirildiginda, Altindane
cesidinin kok ve govdesindeki V birikiminin Dogu-88 cesidine gore daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Daha once yapilan bir ¢alismada da V birikiminin gévdeden
ziyade koklerde daha fazla biriktigi tespit edilmistir (Imtiazet al. 2015; Akoumianaki-
loannidou et al. 2016). Calismamizda da V’nin gévdeye nazaran koklerde daha yiiksek
olmasi, V’nin koklere alindiktan sonra kok hiicrelerinde biriktirilerek toprak iistii
organlara mobilizasyonunun diisiik oldugunu gostermektedir (Cizelge 4.1). Bu durum,
biiyiik olasilikla toprak iistli organlarin V stresinden daha az etkilenmesini saglamak
amaciyla yapilmis olabilir. Muhtemelen toprak tistii organlarda fotosentez olayi, V
stresinden daha cok etkilenmektedir. Ciinkii bugday govdelerinde V miktar1 koklere
gore daha diisiik olmasina ragmen, klorofil igerigi (Cizelge 4.4 ve 4.5), dolayisiyla
fotosentez, ¢ok yiiksek oranda etkilenmistir. Bu anlamda bulgularimiz bitki stres

caligmalarindan 6te, V ile ilgili fitoremediasyon ¢alismalarina katki da saglayabilir.
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Calismamizda 0.1 ve 1 mM V uygulamalarinin fotosentetik pigment icerikleri
tizerindeki etkileri genel olarak degerlendirildiginde, V uygulamalar1 klorofil igerigini
bugdayin hem Altindane hem de Dogu-88 c¢esitlerinde 6nemli oranda diistirmiistiir
(Cizelge 4.4 ve 4.5). Klorofil icerigindeki diisiisler V konsantrasyonu artisiyla daha da
belirgin olmustur. V stresinin Altindane ¢esidinde klorofil igerigi tizerindeki negatif
etkisi, Dogu-88 cesidine gore daha yiiksek olmustur. Kla ve Klb cesitleri arasinda
negatif etki bakimindan degerlendirildiginde, genelde Kla, V stresinden daha fazla
etkilenmistir. Diger taraftan V uygulamalar1 her iki c¢esitte karotenoid igerigini
artirmigtir. 'V stresine karsi karotenoid igerigini artirmada Altindane c¢esidinin daha
basarili oldugu sdylenebilir (Cizelge 4.4 ve 4.5). Literatiirde V stresinin etkisiyle
klorofil igeriginin diistiigiinii gosteren bazi calismalar bulunmaktadir. Ornegin
Somasundaram vd. (1994) piringle yaptiklar1 calismada V uygulamasinin klorofil
icerigini Onemli Olgiide diigiirdiigii belirlenmistir. Vanadyumun klorofil iizerinde
olumsuz etkisi onun diger elementlerle antagonistik etkisine dayandirilmistir. Ornegin,
vanadyum ve temel besin elementleri (Mg, Ca ve P) arasinda antagonistik etki sonucu
soya veriminin azaldigi ileri siiriilmistiir (Olness et al. 2001; Akoumianaki-loannidou et
al. 2016). Diger ¢alismalarda vanadyumun Ca ve Mg elementlerin alinimini ve klorofil
biyosentezinde kullanimint olumsuz etkileyerek klorofil igerigini diistirdiigi
degerlendirilmistir (Kabata-Pendias and Pendias 1993; Marschner 1986; Akoumianaki-
loannidou et al. 2016). Calismamizda V uygulamalarinin her ikisi klorofil igeriginin
aksine karotenoid igerigini stimiile edilmistir (Cizelge 4.4 ve 4.5). Literatiirde V’nin
karotenoid icerigi lizerine etkisini gosteren herhangi bir calisma bulunmamaktadir.
Ancak bazi agir metallerin karotenoid igerigi artirdigini ileri siiren (Okamoto et al.
2001) veya karotenoid igerigini diigtirdiigtinii ileri siiren (Malar et al. 2016) ¢alismalar

bulunmaktadir.

Lipid peroksidasyonu (LPO) doymamis (poliansature) yag asitlerinin oksidatif yikimi
olarak bilinir. Hiicre membranlarndaki yag asitleri ve kolesteroliin doymamis baglari,
ROS’larla hizlica reaksiyon vererek lipid peroksidasyon firiinlerinin olusmasina neden
olur. Bu olay sonucunda membran gegirgenligi ve 6zellikleri bozulur ve membranlarda

elektrolit sizintist artar. Bu durum hiicrelerde 6nemli hasarlara neden olur. Stres
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kosullarinda LPO seviyesi belirlenerek, hiicresel diizeyde stresin sebep oldugu hasarin
derecesi hakkinda bilgi saglanabilir. Agir metal stresi de dahil stres kosullarinda,
doymamis yag asitlerinin bozulmasiyla son iiriin olarak ¢ok sayida aldehit bilesikleri
olusur. Bunlar igerisinde en yaygmi malondialdehittir (MDA). Hiicrelerde MDA
icerigindeki artis dogrudan LPO miktarin1 géstermekten ziyade, onun hiicresel seviyesi
hakkinda bir bilgi vermektedir. Dolayisiyla MDA igerigindeki artig, hiicresel
membranlarin yapisal biitiinliigliniin bozuldugunun ve LPO seviyesinin onemli bir
indikatoriidiir (Noctor and Foyer 1998; Apel and Hirt 2004; Esim and Atic1 2016).
Calismamizda MDA bulgular1 genel olarak degerlendirildiginde, V uygulamasi
bugdayim her iki g¢esidinde LPO seviyesini (MDA igerigi olarak) 6nemli seviyelerde
artirmistir (Cizelge 4.3). MDA icerigindeki artiglar 6zellikle her iki ¢esidin kdklerinde
daha dramatik seviyelerde olmustur. Govdelerinde de artislar belirlense de bu artiglar
koklere gore daha diisik olmustur (Cizelge 4.3). Cesitler kendi aralarinda
degerlendirildiginde, V stresi 6zellikle Altindane ¢esidinde LPO seviyesini daha fazla
yiikseltmistir. Bu Dogu-88’in genel streslere daha dayanikli olmasindan
kaynaklanabilir. Yapilan bazi ¢caligmalarda da ekzojen V uygulamasinin hem koék hem
de yapraklarda MDA igerigini artirdigi belirlenmistir. Ornegin, kavun ve nohut ile
yapilan caligmalarda uygulanan V, MDA igerigini giinlere bagli olarak artirmistir
(Imtiyaz et al. 2015; Nawaz et al. 2018). Bizim sonuglarimiz bu ¢alismalarla uygunluk
icindedir. Koklerde MDA igeriginin daha fazla artmast siirpriz degildir. Ciinkii Cizelge
4.1’e dikkat edilirse her iki bugday ¢esidinin koklerinde V birikiminin govdelere gore
daha yiiksek oldugu goriilebilir. Bu da V birikimiyle MDA artis1 arasinda bir uygunluk

olduguna isaret eder.

Stres kosullarinda ¢6ziinebilir protein igeriginin belirlenmesi, stres cevabi hakkinda
bilgi veren Onemli bir parametredir. Calismamizda protein bulgular1 genel olarak
degerlendirildiginde, 0.1 mM V uygulamasinin her iki bugday c¢esidinde protein
miktarin1 6nemli oranda disiiriirken, ilging olarak 1 mM V uygulamasinin hafif
derecede (P>0.05) artirdig1 veya etkili olmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.2). Bugday
cesitleri birbiriyle karsilagtirildiginda, V uygulamasinin protein igerigi lizerinde gesitler

arasinda anlamli bir farka neden olmamistir. Vanadyumun bitkilerde biiyiime ve
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gelisme icin eser element olarak kabul edilse de bazi c¢alismalarda vanadyumun bitki
biiyiimesi igin gerekli olmadig: iddia edilmektedir (Wang and Liu 1999; Krapiel et al.
2009, Boulassel et al. 2011). Bitkilerde vanadyum absorpsiyonunun, protein igerigi ve
enzim aktivitesi {izerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada nohut (Cicer arietinum L.)
bitkisinden faydalanilmistir. C. arietinum iizerinde yapilan ¢alismada, V uygulamasinin
enzim aktivitesini artirdigr tespit edilmistir. Uygulamanin protein igerigi iizerinde
negatif nitelikte etkisi oldugu anlasilmistir. Vanadyum birikiminin ise gévdeden ziyade
koklerde daha fazla oldugu tespit edilmistir. Uygulanan V dolayisiyla bitki biyokiitlesi,
kok ve silirgiin uzunluklarinda 6nemli dlgiide azalma tespit edilmistir (Somasundaram et
al. 1994; Imtiaz et al. 2015; Nawaz et al. 2018). Ozellikle 0.1 V uygulamasiyla protein
iceriginin diismesi azot metabolizmasinin bozulmasiyla agiklanabilir. Cilinkii azotun
etkili bir sekilde asimile edilememesi yeni sentezlenen proteinlerin miktarini olumsuz
etkileyecektir. 1 mM V uygulamasinda protein igeriginin anlamli diisememesi ise
yiiksek V stresinin dokularda su igerigini azaltmasina baglanabilir. Bu konuda yiiksek V

dozlarinin ¢alisildigi ve daha ayrintili degerlendirildigi calismalara ihtiyag vardir.

NR, nitrat indirgeme igleminde ilk enzimdir ve nitratin nitrite indirgenmesini katalize
ederek azot asimilasyonunda onemli bir rol oynar. Nitrat, bitkiler i¢in yaygin olarak
kullanilan azot kaynagidir. Nitrat bitkiler tarafindan absorbe edildikten sonra koklerde
indirgenebilir, vakollerde depolanabilir veya islenmeden Once siirgiinlere tasinabilir
(Sekil 1.1). Bitkilerde kokler vasitasiyla alinan nitrat dogrudan organik madde yapisina
asimilasyonu yapilamaz. O kok veya mezofil hiicreleri sitozoliinde NR ile nitrite (NO>),
daha sonra plastidlerde (kokler i¢in amiloplast, yapraklar i¢in kloroplast) NiR ile NH4'e
indirgenir (Sekil 1.1). Nitrattan baglayan azot asimilasyonu kismen ve hatta bazi
tirlerde ¢ogunlukla koklerde de gerceklesir. Bu olaylar bitki biiyiime ve gelisim
asamalarindan, kok ve toprak iistii boliim gibi bitki kisimlarindan ve ¢evre kosullarindan
oldukca etkilenir (Heldt and Piechulla 2011; Sangwan et al. 2014). Mevcut
arastirmadan elde edilen NR aktivitesi verileri genel olarak degerlendirildiginde, V
uygulamasi bugdayin her iki ¢esidinde NR aktivitesini énemli (P<0.05) seviyelerde
inhibe etmistir. NR aktivitesi inhibisyonu 6zellikle her iki gesidin koklerinde daha

dramatik seviyelerde olmustur. Cesitler kendi aralarinda degerlendirildiginde V
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uygulamasiyla aralarinda c¢ok belirgin bir fark belirlenememistir, ancak V stresinin
Altindane ¢esidinin kok ve govdelerinde NR aktivitesi iizerinde kismen daha negatif
etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu bulgularimizin ¢ogunu destekleyecek bazi
calismalar bulunmaktadir. Ornegin ¢inko (Zn) ile yapilan bir calismada, toksik
seviyelerde ¢inkonun NR aktivitesini inhibe etigi belirlenmistir (Luna et al. 2000).
Piring fideleri ilizerinde yapilan bir calismada ise NR aktivitesi ciddi sekilde inhibe
olmustur, ancak yapraklardaki nitrat konsantrasyonu, V stresi altindaki yapraklarda
artmamuistir. Bu ylizden V kaynakli NR aktivitesi inhibisyonu, sadece substrattan ziyade
fotosentetik  islemlerden daha diisik oranda NAD(P)H saglanmasindan
kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistir (Somasundaram et al. 1994). Clusterbean (kiime
fasulyesi) bitkisinde krom (Cr) stresinin azot metabolizmasi iizerine etkisinin
degerlendirildigi ¢alismada da Cr toksisitesinin NR aktivitesini 6nemli oranda inhibe
ettigi belirlenmistir (Sangwanet al. 2014). Bu verileri destekleyecek nitelikte diger agir
metallerin NR aktivitesini inhibe ettigini gosteren pek ¢ok calisma bulunmaktadir
(Singh et al. 1994; Gouiaet al. 2000; Wang et al. 2008; Mishra and Dubey 2011). Biitiin
bu sonuglar V dahil agir metal veya gecis metallerinin biiyiikk ¢ogunlugunun NR
aktivitesini inhibe ettigini gostermektedir. Bizim ¢alismamiz V stresiyle NR aktivitesi
inhibisyonunun bugdayin her iki ¢esidinin koklerinde daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Bu durum V’nin biiylik oranda koklerde biriktirilmesinden (Cizelge

4.1) kaynaklanmis olabilir.

Azot metabolizmasinda NR enzimi kadar 6nemli olan diger enzim nitrit rediiktazdir
(NiR). NiR aktivitesi azot asimilasyonunda ve stres cevabinda en az NR kadar
onemlidir. Ciinkii NR aktivitesinin tiriinii olan NO2, hiicrede hizl1 bir sekilde metabolize
edilemezse, hiicre yasami i¢in NOz’ten oldukga yiiksek oranda toksik olan NO., hiicre
savunma sistemini (antioksaidan) yikar ve reaktif toksisitesiyle metabolizmay1 bozarak
hiicrede geri doniisiimii olmayan sorunlara neden olur. Bu yiizden normal kosullardaki
bitki hiicrelerinde bile NiR aktivitesi NR’ninkinden ¢ok daha yiiksektir (Heldt and
Piechulla 2011). Calismamizda NiR aktivitesi verileri genel olarak degerlendirildiginde,
oncelikle kok ve govdeler kendi aralarinda kiyaslandiginda, NiR aktivitesinin gévdede

koke oranla daha yiliksek oldugu goriinmektedir (Cizelge 4.7). Diger taraftan V
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uygulamalarinin her ikisi bugdayin iki ¢esidinin kok ve govdelerinde NiR aktivitesini
onemli (P<0.05) seviyelerde inhibe etmistir. Buna ilave olarak V stresi NiR aktivitesini
koklerde govdeye gore daha yiiksek oranlarda inhibe etmistir (Cizelge 4.7). Ancak NiR
aktivitesinin inhibisyonunda 1 mM V uygulamasi1 0.1mM’a gére daha etkili olmustur.
Cesitler kendi aralarinda degerlendirildiginde V uygulamasit NiR aktivitesinin
inhibisyonunda Altindane ¢esidinde daha etkili olurken, Dogu-88 ¢esidi V stresine
Altindane’ye gore nispeten daha dayanikli bir durum sergilemistir. Bu bulgular NR
aktivitesinde oldugu gibi NiR aktivitesinin de V stresinden olumsuz etkilendigini
gostermektedir. Calismamizda V’nin koklerde daha ¢ok biriktirildiginin belirlenmesine
gore (Cizelge 4.1), NiR aktivitesi koklerde V etkisiyle daha yiiksek oranda inhibe
oldugu goriilmektedir. Yukarida ifade edildigi gibi NiR aktivitesinin diismesi hiicrelerde
6liimciil hasarlara neden olmaktadir. NiR aktivitesinin toksik metal iyonlariyla inhibe
oldugunu gosteren bazi calismalar bulunmaktadir. Ornegin Arachis hypogaea’da 0.1
MM Cd stresi giinlere bagli olarak NiR aktivitesini %50’den fazla inhibe etmistir
(Dinakar et al. 2009). Ayrica, 100 mM nikele (Ni) 7 giin maruz kalan bugdayda NiR
aktivitesi garpici bir diislisle kontrol grubundan neredeyse %80 daha diisiik bir seviyeye
ulagsmistir (Gajewska and Sklodowska 2009). Literatiirde V stresinin bitkilerde NiR
aktivitesini degerlendiren herhangi bir calisma bulunamadigindan, bu calismadaki

veriler literatiir i¢in onem tagimaktadir.

Azot asimilasyonunda inorganik azotu organik forma doniistiiren anahtar bir enzim
glutamin sentazdir (GS). Bu enzim biiylik bir, ¢oklu alt {initeli bir protein kompleksidir
ve yaygin olarak plastidlerin tilakoid membranlarda bulunur. Aktivite igin, Mg veya Mn
gibi iki degerli katyonlar gerektirir. GS, NH4 i¢in yiiksek bir afiniteye sahiptir ve bu
nedenle, fitotoksik seviyelerde amonyum birikimini 6nlemek i¢in amonyumu diisiik
konsantrasyonlarda bile asimile edebilir. GS, ATP'ye baglh olarak NH4’{in glutamat ile
birlesmesini katalize eder ve sonugta glutamin olusur. Bu daha sonra dogrudan ya da
bitkideki tiim azotlu bilesiklerin biyosentezi i¢in glutamat yoluyla organik azot formlari
saglar (Gajewska and Sktodowska 2009; Heldt and Piechulla 2011; Sangwan et al.
2014). Azot asimilasyonunda inorganik azotu organik forma doniistiiren enzim

oldugundan stres cevaplarinda davranisi olduk¢a onemlidir. Bizim ¢alismamizda, GS
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aktivitesi verileri genel olarak degerlendirildiginde, V uygulamalar1 (0.1 ve 1 mM)
bugdayin her iki ¢esidinde GS aktivitesini 6nemli (P<0.05) seviyelerde inhibe etmistir
(Cizelge 4.8). GS aktivitesi inhibisyonu oOzellikle her iki cesidin koklerinde daha
belirgin seviyelerde olmustur. Cesitler kendi aralarinda degerlendirildiginde V
uygulamasiyla aralarinda anlamli bir fark belirlenememistir, ancak V stresinin
Altindane cesidinin kok ve govdelerinde GS aktivitesi lizerinde kismen daha negatif
etkiye sahip oldugu sdylenebilir. Literatiirde V ile dogrudan iligkili olmasa da toksik ve
bitki esansiyel agir metal elementlerinin toksik diizeyleri GS aktivitesini negatif
etkiledigine dair onemli ¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin farkli konsantrasyonlarda
Ni dozlarina maruz kalan bugday fidelerinde 4. ve 7. giin GS aktivitesinin 6nemli
seviyede inhibe oldugu gozlenmistir (Gajewska and Sklodowska 2009). Cd stres
cevabimin arastirildigi aci1 baklada (Lupinus albus), 150 uM Cd uygulamasmin GS
aktivitesini yiiksek oranda (yaklasik %50) inhibe ettigi belirlenmistir (Sanchez-Pardo et
al. 2013). Benzer sekilde misirda (Zea mays) da agir metal stresinin GS aktivitesini
dramtik bir sekilde inhibe ettigi ileri siiriilmiistir (Boussama et al. 1999).
Calismamizda, V bir ge¢is metali olmasina ragmen, ozellikle 1 mM gibi diisiik bir
konsantrasyonda GS aktivitesini 6nemli seviyede inhibe ettigini gostermektedir. Bu

bilgi literatiir i¢in yeni olmakla birlikte daha farkli calismalarla gili¢lendirilmelidir.

Azot asimilasyonunda son asama GOGAT tarafindan gerceklestirilir. Bu enzim, iki
glutamat molekiilii verecek sekilde glutaminin amid azotunun 2-oksoglutarata (o-
ketoglutarat) indirgenmesini transferine aracilik eder. Sonugta 2 adet glutamat olusur.
Bu yolla olusan amino asitler sirayla diger amino asitlere, proteinlere ve niikleik asitler
gibi diger azotlu bilesiklere asimile edilir. GOGAT, GS ile koordineli ¢alisan bir
enzimdir. Bu enzimlerin ortak calismalarindan dolay1 reaksiyonlarina GS-GOGAT
dongiisii denir. GOGAT amino asit havuzuna kaynak aktardigindan ve GS ile koordineli
calistigindan ozellikle stres kosullarinda azot metabolizmasi hakkinda bilgi veren
onemli bir enzimdir. Bu nedenle birgok arastiricinin dikkatini ¢ekmistir (Esposito et al.
2004). Calismamizda GOGAT aktivitesi verileri genel olarak degerlendirildiginde,
bugday fidelerinde gévdedeki GOGAT aktivitesi koke gore daha yiiksek bulunmustur
(Cizelge 4.9). Bu muhtemelen bitkinin yesil aksaminda daha ¢ok GOGAT’1n
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ferredoksine bagimli olan izoenzimlerinden kaynaklanabilir. Vanadyumun 0.1 ve 1 mM
uygulamalar1 bugdayin her iki ¢esidinde GOGAT aktivitesini genelde koklerde artirmas,
ancak aymi bitkilerin govdelerinde distirmiistiir. Cesitler kendi aralarinda
degerlendirildiginde, GOGAT aktivitesindeki diistisler ve artiglar Altindane’de daha
yiiksek oldugu belirlenmistir. V uygulamasindan sonra, bugday fidelerinin koklerinde V
oraninin yiiksek olmasi, muhtemelen GOGAT’1 aktive etmis olmalidir. Govdede ise
kismen inhibe etmesi diger enzimlere gore (GR, GiR, GS) ilging bir veri olmustur. Bu
distisler o6zellikle 1 mM V uygulamasinda daha belirgin, ancak 0.1 mM V
uygulamasinda ise anlamli bir diisiis belirlenmistir. Bitkinin diisiik konsantrasyonda V
stresine cevapta GOGAT’1n aktivitesini artirarak cevap verebildigi degerlendirilebilir.
Literatiirde V stresi kosullarinda GOGAT cevabim1 degerlendiren bir c¢alisma
olmamasina ragmen, diger agir metallerle GOGAT aktivitesinin iligkisi belirlenmistir.
Ornegin, Cd stres cevabinin arastirildign ac1 baklada (Lupinus albus), 150 uM Cd
uygulamasinin GOGAT aktivitesini etkilemedigi belirlenmistir (Sanchez-Pardo et al.
2013). Ancak Cd ile muamele edilmis bitkilerde en carpict degisikligin, GS/Fd —
GOGAT ve NADH'ye baglh glutamatsentaz (NADH-GOGAT) aktivitelerinde bozulma
ve amonyak birikiminde artis oldugu ileri stiriilmiistiir (Khan et al. 2016). Misirda (Zea
mays) da agir metal stresinin GOGAT aktivitesini dramtik bir sekilde inhibe ettigi ileri
striilmiistiir (Boussama et al. 1999). Benzer olarak kromla muamele, ¢esitli bitki
organlarinda GOGAT aktivitesini farkli biiylime asamalarinda olumsuz etkilemistir
(Sangwan et al. 2014). Bu degerlendirmelere gore V stresi ve GOGAT aktivitesi

etkilesimi daha detayl arastirilmalidir.

Sonuclar

Bu calismada vanadyum stresinin ilk 24 saat i¢inde bugdayda azot metabolizmasi
lizerine etkisi c¢alistlmistir. Calismadan elde edilen oOnemli bulgular asagida

Ozetlenmistir.

1. Hidroponik sistemde V uygulamasi bugday ¢esitlerinin kok ve govdelerinde i¢sel V
icerigini artmistir. V birikimi koklerde, gévdeye gore, cok daha yiiksektir. Bugdayin
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Altindane c¢esidinin kok ve govdesinde V birikimi Dogu-88 c¢esidine gore daha
yiiksektir.

2. Ogzellikle 0.1 mM V uygulamas1 bugday cesitlerinde protein miktarin1 genelde
diistirmistiir. V uygulamasi protein igerigi lizerinde ¢esitler arasinda anlamli bir farka
neden olmamustir.

3. V uygulamast bugdaym her iki ¢esidinde LPO seviyesini (MDA igerigi olarak)
artirmistir. MDA igerigindeki artiglar 6zellikle her iki ¢esidin koklerinde daha yiiksektir.
MDA igerigi agisindan ¢esitler arasinda belirgin bir fark yoktur.

4. Fotosentetik pigment igerikleri, V uygulamalari tarafindan bugdayin Altindane ve
Dogu-88 ¢esitlerinde 6nemli oranda diismiistiir. V stresinin Altindane ¢esidinde klorofil
icerigi iizerindeki negatif etkisi, Dogu-88 cesidine gore daha yiliksek olmustur. V
uygulamalar her iki ¢esitte karotenoid igerigini artirmistir. V stresi karotenoid igerigini
Dogu-88’de daha fazla artirmistir.

5. V uygulamas1 bugdayin her iki g¢esidinde NR aktivitesini inhibe etmistir. NR
aktivitesi inhibisyonu 6zellikle koklerde daha yiiksektir.

6. V uygulamalari, bugdayn iki ¢esidinin kok ve govdelerinde NiR aktivitesini inhibe
etmistir. NiR aktivitesinin inhibisyonunda 1 mM V, 0.1 mM’a goére daha etkili
olmustur. NiR aktivitesinin inhibisyonu Altindane ¢esidinde daha yksek, Dogu-88
nispeten daha diisiik olmustur.

7. 'V uygulamast GS aktivitesini onemli seviyelerde inhibe etmistir. GS aktivitesi
inhibisyonu 6zellikle her iki ¢esidin koklerinde daha belirgin seviyelerde olmustur. V
stresi Altindane ¢esidinin kok ve govdelerinde GS aktivitesi iizerinde kismen daha
negatif etki yapmugstir.

8. Calisgmada 0.1 ve 1 mM V uygulamasi bugdaymn her iki g¢esidinde GOGAT
aktivitesini genelde govdelerde diisiirmiis, ancak koklerde kismen artirmistir. GOGAT

aktivitesindeki diisiisler ve artislar Altindane’de daha yiiksektir.

Calisma sundugu verilerle literatiirde Onemli bir boslugu doldurmustur. Sonraki
calismalarda ise bu ¢alismadan elde edilen bulgularin 6nciiliiglinde, vanadyum stresinin
azot metabolizmasinda rol alan enzimlerin gen diizeyinde cevaplarinin belirlenmesi

onemli veriler saglayacaktir.
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