
, .
III. DERLEMELER



i



BAKLAGİLLERDE AZOTFİKSASYONUNUNÖLÇÜLMESİNDE ASETİLEN'

ETİLEN METODUNUN KULLANILMAsı

Abdiilkadir AKÇiN (1)

ÖZET

Baklagil bitkilerinin; yet/ştirildikle,.i toprakları, bitki besin elementleri, özel·
likle azot bakımından zenginleştirdikleri bilinmektedir. Türlere göre değişrnek

üzere, bir dekarlık alanda yetiştirilen baklagil bitkileri, yetiştiri/dikleri tarla topra
ğına 3 ila 25 kg. arasında azot fibe etmektedirler. Bu bakımdan ekim nöbetlerinde,
baklagil/ere ayrılan pay büyük olmaktadır.

Baklagil bitkilerinin köklerinde ortak (Symbiosis) yaşayan nodozite bakterile
rinin fikse ettikreri azot miktarımn bilinmesinde yarar vardır. Azot fiksasyonunun
ölçülmesinde bu güne kadar bir çok metod kullamlmı§tır. Son zamanlarda geliş

tirilen "Asetilen-Etilcn" metodunun uygulamaya konulmasıyla, ucuz, hassas ve
birim zamanda çok fazla analize olanak tanıyan bu metod sayesinde, araştırmalara

hız verilmiştir.

Bu çalışmaya, azot fiksasyonunun ölçülmesinde kullanılan "Asetilen-Etilen"
metodunun denemelerde uygulanış tarzı ve tekniği yönünden, araştırıcı/ara ışık tut
ması amacı ile girişilmiştir.

i. GtRtŞ

Baklagiller familyasma (Leguminosae) giren bitldlerin köklerinde nodül
denilen ve her baklagil türünde farklı yapı gösteren yumrucuklar vardır. Bu
yumrucuklar geneUikle yuvarlak, elipsoidal, mercan kümesi gibi üst 'üste yığıCı

DUŞ ve üzüm salkımı görünüşünde olup, içlerinde atmosferik azotu (N2) fikse et
me yeteneğinde olan nodozite bakterileri (Rhizobium sp.) bulunmaktadır (Tosun,
1974; Akçin, 1976).

. Nodozite bakterileri, köklerinde faaliyet gösterdikleri konukçu baklagil bit
kileri ile ortak yaşama (Symbiosis) sistemi kurmuşlardır. Bakteriler, konukçu

(1) Atatürk üniversitesi Ziraat Fakültesi, Tarla Bitkileri Bölümü Doçenti.
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baklagil bitikisinden karbonhidrat ve mineral maddeleri alırken, ona kendi" ü
rünleri olan azotu verirler (Akçin, 1979).

Rhizobium bakterileri 7 farklı baklagil grubunda faaliyet gösteren 0.5 - 0.8
mikron eninde ve 1.2-3.2 mikron boyunda X, Y, çomak ve çubuk şekillerindeki

bakteri topluluğundan oluşmuşlardır (lshızawa, 1953).

Nodozite bakterileri vasıtasıyla fikse edilen azot miktarına; konukçu baklagil
bitkisinin türü, toprağın reaksiyonu (pH derecesi), toprağın strüktü.rü ve iklim
koşulları etki etmektedir. Bu bakteriler yeteri kadar kireç ilıtiva eden, havalana
bilir, sıcak, reaksiyonu pH= 5.6-7.2 olan topraklarda en iyi şekilde gelişme ve
nodülasyon olanağı bulutlar (Georlette, 1953; Norris, ]956; Small ve arkadaşları,

1968).

Baklagil bitkilerinin, türlere göre değişmek üzere nodozite bakterileri vasıta

sıyla bir dekarlık tarla toprağına fikse ettikleri azot miktarı 3 ila 25 kg. arasında

değişmektedir (Anderson, 1965; Beevers, 1976). Bu bakımdan azotlu gübrelerin,
nodülasyonu başlatıcı belirli bir mikta~ın. üzerindeki dozda bitkilere verilmesi,
nodozite bakterilerinin fikse ettiği azo't miktarını azaltmaktadır (AIlos ve Bart
holomew, 1955).

Rhibozium bakterilerinin fikse ettiği atmosferik azot (N 2) miktarının sap
tanmasında farklı metodlar kullamImakta ise de, son zamanlarda, tatbikata intikal
ettirilen "Aşetiİen (C 2H 2) - Etİl~n (C 2H4)" ınctodu, en doğru ve çabuk sonuç
vermesi yönünden tercih edilmektedir (Hardy ve arkadaşları, 1968; Hardy, Bums
ve Holsten, 1973; Sloger, 1973; Philips, 1974; Burns ve Hardy, 1975). "Asetilen
Etilen" metodunu it defa geliştirip denemelere uygulayan Hardy (1971), olmuştur.

Azot fiksasyonunu ölçmek için kullanılan metodların yüksek maliyetli oluşu, ol
dukça karışık yapılı aletlerle işi görmesi, haşsas olmayışı ve birim zamanda çok az
sayıda analize olanak tanıması gibi mahzurları dolayı~ıyla, "Asetilen - Erilen"
metodunun uygulamaya konulmasından sonra bu eski metodlar terkedilmiştir

(Havelka ve Hardy, ı 977).

"Asetilen - Etilen" metodunu kullanmak suretiyle üç kişilik bir ekip, tarla
koşullarında bir günde yüzden fazla örnek alabilirler.

2. MATERYAL ve METOD

1.1. MATERYAL

"Asetilen (CıHı) - Etilen (CıR 4) metodu ile baklagil bitkilerinin fikse
ettiği azot miktarının ölçülmesinde aşağıda sıralanan alet ve cihazlar kullanıl

ıhaktadır.

a. Tarladan sökülen örneklerin içerisinde temizlendiği 20 cm. en ve boyu, 30
cm. derinliği olan 5 ile ı oadet sac su tankı.
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b. 970 cc. lik 50 ila 100 adet kapaklı cam kavanoz (şekil: I).

c. 5. Lt. hacminde silindir şeklinde su kabıeŞekil: 1).

d. 500 cc. lik erlanmeyer (Şekil: 1).

e. 590 cc. lik cam huni (Şekil: 'I).

f 5 ila LO adet lastik kütük ve lastik huni kapağı (Şekil: 1).

g. 100 ila 300 adet 1 cc. lik steril plastik enjektör (Şekil: 1).

h. 100 cc. lik i adet enjektör (Şekil: 1).

k. Şekil: l'de gösterilen aygıt yardımtyla asetilen gazı üretebilecek 1 kg. kar
pit (Cacı).

1. Tüpte ticari etilen gazı.

m. Gaz kromatografisi ve kaydedicisi.

2.2. Metod:

Baklagil bitkilerinin azot fiksasyonunu ölçmek için, araştırmanın ama
cına uygun bİr şekilde deneme deseni seçilir. Azot fiksasyonunu ölçmek istediğimiz

baklagil türü ve azot fiksasyonuna etkisini bilmek istediğimiz bazı faktörler (Rhi
zobium sp. bakterileri ile aşılama, münavebe, gübre, sentetik hormonlar, ozon ve
karbondioksit gazı uygulamaları v.s.) sera veya tarla koşullarında deneme par
sellerine dağıtılır. Baklagil bitkiıerinin. tomurcuklanma döneminde, bitkiler çiçek
açmadan hemen önce, her alt deneme parselinden bir kürek veya_ bel yardımıyla,

bitki effektif kök derinliğine bağh olmak üzere tahminen 30 cm. derinliğinde ve
20 cm. çapında bir toprak kütlesi çıkarılır. Bitkilere, söküldülderi parselin etiketi
bağlanır. Üzerinde bü kaç bitkinin bulunduğu bu toprak kütlesi yıkama tankla
rıııa taşınır. İçerisinde su bulunan bu tanklarda bitkiler zedelenmeden toprakla
nndan temizlenir. İyice temizlenen bitkiler, bir makas yardımıyla kök ile gövdenin
birleştiği kısımdan kesilir. Bitkinin toprak üstü kısmı etiketli naylon torbalam,
nodül içeren kök kısmı ise 970 cc. lik steıil ca,m kaYanoza bırakılır ve kavanozun
kapağı sıkıca k?patı1ır. Her alt deneme parselinin ortasından sökülen bitkilere
sı'rasıyla yukarıdaki işlemler uygulanır.

Nodül-içeren kökler kök, kısımlanndan temizlenen nodiliere göre daha yüksek
bir asetilen indirgeme değeri gösterirler (Cnswell, Hardy ve Havelka, 1976).

Nodüllü kök örneklerini içeren her kavanoza, kapaklanrun ortasında bulunan
lastik tıpadan, 100 cc. lik steril bir enjektör yardımıyla, Şekil: 1'de gösterilen ay
gIttan üretilen 'asetilen gazJ enjekte edilir ve o andaki saat kavanozun etiketineya
zılır. Kavanozlara enjekte edilen 100 cc. lik asetilen gazI 0..1 atmosferlik
bir basınç meydana getirir kİ, bu miktar asetilen gazı 0.8 atmosferlik. azot (N ı)

gazının, nitrogenase enzimini doyurduğu seviyeye eşittir (Hardy ve Hoisten, 1975).

89

...



~~.fIr---_._-- Lastik kapak

---,.~-+-- Sal su

---,-~",,-..,,-- 5 Iİ lik su kabı
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NodOllü I<llkIat

iNKÜBASYON KA\IIl.NOZU

,,

i cı: lik onjokıer

Lasıik küt[,k

ÖRNEK EN;EKTÖRLERiN BATlRILOlet

LASTiK KÜTÜK

. Şıkil,1. ASETiLEN-E'T1LEN ı-tE10QUNUI'( UYGULANMASINOA KULLANILAN CiHAZ VE
lolALZEMELER

Bilindiği gibi, baklagil bitkilerinin köklerinde bulunan nodüller nitrogenase
enzimi ihtiva ederler. Nitrogenase enzimleri demir, demir-molibden proteinle
rinden meydana gelmiş olup, fiksasyon olayını üstlenirler (Burns ve Hardy, 1972;
1975; Dilworth, 1974).

Nitrogenase enzimi, üç bağlı karbon veya azot atomlarmı içeren asetilenin
(CıHz), etilene (C ZH 4) indirgenmesini kataliz etmektedir. Asetilenden dönüşen

etilen miktarı, nitrogenase enziminin aktivitesini göstermektedir (Burris, 1975).
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Kavanoza 100 cc. lik asetilen gazı enjekte edilir ve nodüller bir saat süreyle
inkübasyona terkedilir (Criswel1, Hardy ve Havelka, 1976). Bu miktar asetilen
gazı, ortamda mevcut olannitrogenase enzimini tamamen doyurur. İnkübasyon

esnasmda nitrogenas'e enzimi asetilene (C2H~ elektron verir ve etilen (C 2H 4)

meydana getirmek üzere indirgenir. Ortamdaki asetilenin yokluğunda ise enzim,
kavanoz içerisindeki atmosferik azota (N 2) elektron ilave ederek amonyak

(NH 3) hasıl eder.

AyrıC,a, nodüIlü kök örneklerini içeren her 20 kavanozda bir kavanoz, asetilen
enjekte edilmeden yalnız kapağı açılıp kapatılmak suretiyle normal hav,a kontrolü
için ayrılır. Yine başka bir boş kavanoza da sadece asetilen gazı enjekte edilir ve
nod,üIlü kökleri içermeyen bu kavanoz ise asetilen kontrolü içın ayrılır. Bu boş

kavanoza enjekte edilen ve % i 'lik standart örnek olan asetilen gazı, etilenİn ori
jinini belirtmeye hizmet edecektir (Hardy ve Burns, 1973).

Her kavanozun üzerine, tekerrür sayısına göre 1 cc. lik 2 ila 3 adet steril plas
tik enjektör bırakılır. Bir saatlik İlıkübasyon süresinin sonunda, bu enjektör1er
yardımıyla kavanozun içerisindeki gaz karışımından 1 cc. lik miktarlar çekilir ve
enjektörler, gazın kaçmaması için hemen lastik bir kütüğe batınlarak o andaki
hava sıcaklığı kaydedilir.

Daha sonra kavanozlar laboratuvara taşınır ve bitkinin toprak üstü kısım

larını içeren naylon torbalar soğuk hava deposuna yerleştirilir. Bu arada boş bir
kavaneza 100 cc. ticari etilen (C 2H 4) gazı enjekte edilerek, % I'lik standart
etilen örneği elde edilir.

Asetilen ve etilenin analizleri, gaz kromatografisi alev iyonizasyonu dedekWrü
ile yapdır (Criswell, Hardy ve Havelka, 1976). Plastik enjektörlere çekilmiş bulu
nan örnek gaz karışımları, _sıcaklık ve basınç ayarları yapılan, hidrojen, azot
ve hava basınç tüplerini ihtiva eden gaz kromatografisinin lastik tıpasma batmla
rak enjekte edilir. İlk önce, standart etilen ve asetilen gazlarının' ayrı ayrı koı'on

pikieri, gaz kromatografisinin kaydedicisi vasıtasıyla elde edilir. Bu pikIer, aletin
kalibre edilmesine hizmet edecektjr (Hardy, Burns, Ve Holsten, 1973). Daha
sonra, deneme örneklerinin ayrı ayrı kolon pikIeri aynı metotla bulunur. Ör
neklerin pik yükseklikleri veya alanlarının, standart etilen ve asetilen gazlarından

elde edilen pik yükseklikleri veya alanları ile mukayese edilmelerinden, baklagil
bitkilerinin nodozite bakterileri vasıtasıyla fikse etmiş oldukları azot (N 2) mik
tarı, aşağıdaki formül yardımıyla hesaplanır (Hardy ve HoIsten, 1975).

A=
e • b - i

s
i

xexrxvx
t

L
x -f- x 28

A= Bir saatte örnek tarafından fikse edilen azotun gram olarak miktarı (gr. Nı
(CıIlı).
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e= Örneğin (asetilen + nodüııü kök) pik yüksekliği (mm.).

b= Asetilen enjekte edilmeyen ve yalnız nodünü kök içeren kavanozdaki havanın
pik yükseliği (mm.).

ı= Etilen gazının safiyetini ölçmek için boş kayanaza enjekte edilen standart
asetilen gazının pik yüksekliği (mm.).

. s= Ticari etilen gazının pik yüksekliği (mm.).

c= Ticari etilen tüpünün üzerindeki etikette yazılı olan fabrika konsantrasyon
değeri (moL./Lt.).

r= Yalnız nodünü kök içeren örneğin pik yüksekliğmin, nodünü kökle birlikte
asetilen gazı içeren örneğin pik yüksekliği oranı (b/e).

v= İnkübasyona maruz kalan .kavanozun hacmi (kavanozun hacmi-nodül1ü'
kök hacmi) (Lt.).

t= İnkübasyon süresi (saat),

f= Dönüşüm faktörü (3).

28 = Azot gazının (N 2) molekül ağırlığı·

Uygun bir dönüşüm faktörünün saptanması, fikse edil~n azotun hesaplan
masına yardım eder. Teorik olarak, asetilenin azota dönüşüm faktörü (C2H 2/

N 2)' indirgenen asetilen moIeküllerinin azot fiksasyonundaki kullanılİna esasma
dayanır. Bu oran da, elektron gereksiniminin 3 olması ile ifade edilir. Yani,
indirgenen her 3 molekül asetilen (C2H 2) fikse edilen 1 molekül'azot gazmın (N ıJ

karşılığı olmaktadır (Criswel1, Hardy ve Havelka, 1~76).,

Öte yandan; soğuk hava deposuna yerleş~irilmiş bulunan kavanozIardaki bii.
ki kökleri çıkarılır, nodüller teker teker sayılır, tartılır ve bitki başına düşen nodül
miktarı ve ağırlığı hesap edilir. Ayrıca, nodünerinden ayrılan.kök kısımları da tar
tılarak, kurutulmak üzere kurutma fırınına bırakılır.

Yine, soğuk hava deposuna y.erleştirilmiş bulunan naylon torbalar içiresin
deki bitkinin toprak üstü kısımları da çıkarılarak tartıiır, yapraklar sayılır, alan
lan ölçülereki, bitki başına düşen toplam assimilasyon alanı hesap edilir.
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