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Yaprakta Klorofil Konsantrasyonumun Saptanmasi Suretiyle QOzon Zararimn
Olgiilmesi (1)

Abdilkadir Akgin (2)

1. GIRlS

- Hava kirliliginin bitkilerde olusturdugu zaran 6lgmek igin kullanilanen ge-
nel metod, yaprak ayasmdaki yiizde nekrotik veya klorotik sahanin gdz 6niine
alimmastdir {3). Yapraklardaki zararin, gdzleme dayanan bu tip bir metodla 6lgil- |
mesi, gizlemde bulunan kisinin de degerlendirme kstasiny igermektedir. Gozlem-
cinin degerlendirme verileri, denemeler arasinda oldugu gibi, bir denemedeki bit-
kiler arasinda da degigsebilmektedir. Bir gbzlemci diferine gbre daha farkl . gbz-
lemlerde bulunabilmektedir.” Bir rnegi birden fazla gdzlemci degerlendirdiginde,
gozlemci hatas: azalmaktadir (8). Yapraklarda meydana gelen zararm saptanmasia-
da, gézlemle yapilan ve tahmine dayanan Slgiimlere iligkin diger bir sorun da, ge-
sitli laboratuvarlarda gézlemle yapilan-zarar tahmin standartlarmm bulunmayi-
stndan kaynaklanmaktadir.

Ozon zaranm OSlgmek konusunda gesitli aragtirmalar yapdmgtir (1,4-8).
Bu c¢alismalarda, yapraklardaki klorofil kayb: spektrofotometre ve ekstraksiyon
islemleri yardimiyla saptanmis ve buna bagh olarak da, klorofil kaybma neden
olan ozon zaran arastirilmak istenmistir. Bu islemlerle ilgili diger bir. sorun ise,
klorofil . konsantrasyonu belirtmek i¢in uygun bir Slgiim degerinin saptanama-
masindan ileri gelmektedir. Klorofil konsantrasyonunun belirtilmesinde yaprak
kuru agirhifmin dlgiilmesi uygun bir kistas olabilir. Ancak, bildirilen son metod-
lara gdre, bir ok ekstraksiyon iglemleri yaprak dokusunun Sgiitiilmesini igerdigi
i¢in, yaprak kuru afirh@ saptanamamaktadir. Klorofil konsantrasyonunun taze
agirhk {izerinden ifade edilmesi arzu edilmemektedir (1,6). Zira, zarara ugramis
bulunan yapraklarnr dokularinda -su ve klorefil kaybr olmakta ve dolayisiyla ta-
ze agurlikta da o oranda bir azalma meydana gelmektedir. Klorofil kensantrasyon-
lan, bitki veya yaprak tiplerine, dolayistya da bitki veya yaprak bilyiikliiklerine
gore degistifinden kesin olarak ifade edilmemektedir (4,5). Yaprak alamim élgmek

(1) KNUDSON, L.L., Tibbitts, T. W_, ve Edwards, G. E., 1977, Measurement of QOzone Injury
by Determination of Leaf Chlorophyll Concentration. Dept. of Hort., Univ. of Wisconsin.
Madison. Plant Physiol. Vol. 60. S: 606 608,

(2) 'Atatﬁr_k Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimd Dogenti.
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suretiyle klorofil konsantrasyonunu ifade etmek, siddetli yaralanma sonucu yap-
ragin bozuimasindan dolayr zordur (8). Yapraklardaki ozon zararinin homojen
olmayan dagihsmdan dolayi, yapragm pargalarindan 8rnek almak suretiyle zararn
dogru tahminini yapmak da miimkiin degildir (7).

Biz, her bir fidite kuru agirliktaki klorofil konsantrasyonuna saptamak igin
basit ve siiratli bir metod gelistirdik. Bu makalede, ozonla fumige edilen fasulye
bitkisi yapraklarinda meydana gelen zararm Slgitlmesinde uyguladiffumiz bir me-
todu takdim ediyor ve yapilan islemleri agikliyoruz.

2. MATERYAL VE METOD
2.1. Klorofil Tayin Islemi.

_ Asagida agiklanan klorofil ektraksyon ve analiz islemi, materyal olarak bit-
ki yapraklarim kullanan bir metod bigiminde gelistirilmistir. Bu metodda belirti-
len solusyon miktarlan, fasulye bitkisinin ii¢ yaprakglktan ibaret olan tek yapra-
gm1 analiz edecek sekilde saptammstlr

Her bir fasulye bitkisinden bir yaprak kesilir. Kesilen yaprakesilar, yastikeik
{Pulvinus) kismu hari¢ olmak tuzere kivriir, katlanmir ve 28 ml. lik bir siseye konur.
Omekleri igeren siseler % 100 liik etanol ile doldurulur. kapaf kapatilir ve karan-
hikta muhafaza edilmek iizere depoya yerlestirilir.

Yaklasik olarak 24 saat depolama siiresinden sonra Srnek sisedeki klorofil-
etanol solusyonu 227 ml. lik baska bir sise icerisine siiziiliit. Daha sonra, igerisinde
yaprak ornegi bulunan sisenin yarisi veya 2/3 si tekrar etanol ile durulandik-
tan sonra bu solusyon vire 227 ml. lik aym siseye ilave edilir, Ornek yaprag ige-
ren gige tekrar etanol ile doldurulur, kapad kapatilir ve karanhga birakilir. 24 saat
sonra aynl iglem tekrarlanarak -solusyon 227 ml. lik aym gigeye ilave edilir. Bu
islemn 24 saat sonra yine tekrar edilir. Son durulmadan sonra yaprak 70 °C sicak-
liga ayarlanmis bulunan finnda 3 giin miiddetle kurutulur ve daha sonra tartilr,

Etanol-kolorofil solusyonu 200 ml. lik balon jojeye siiziiliir ve 200 ml. ve
tamamlanacak gekilde balon jojeye etanol ileve edilir. Bu son solusyonun 10 ml.
lik kismi spektrofotometrenin cam test tiipiine konur ve geri kalan kismi atilir.
Daha sonra klorofil ekstraktralarinin 655 ve 649 nm. deki absorbsiyonlart spekt-
rofotometrik olarak &lgiliir. Olgiimlerin, yapraklarm igerdikleri klorofil miktar-
lanna donigtirilebilmesi igin asagidaki formiller kullanubir (9).

p gr. Klorofil a

T solsyon— | (1370) (Agss nm) - (576) (Agss) om)

(h

. gr. Klorofil b
ml. solusyon

(2) ’ (25,80) (A649 nm.) - (760) (A555 DI‘H.)
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Klorofil konsantrosyonlan p gr. klorofil / m gr. kuru agirhik iizerinden he-
sap edilir.

2.2. Klorofil Tayin Metodunun Degerlendirilmesi.

Sihhatli ve ozonla fumige edilmis yapraklardaki klorofilin ekstraksyonla
tam olarak alinabilmesi konusunda arastirmalar yapumistir. Son klorofil ekstraks-
yonundan sonra yapraklar $giitiilmiis ve 15 ml. etanol ilave edilmistir. Bu- suspan-
siyon santrififjden gecirilmis ve bakiye tortunun klorofil igerigi saptanmistir.

Bundan 6nceki bir gok klorofil ekstraksyon islemlerinde eritici olarak aseton
kullanildigindan, yapraklardaki ozon zararmi saptamek igin asetonla yapilan
klorofil ekstraksyonunun Slgiim degerleri ile, etanolla yapian klorofil ekstraks-
yonunun &lglim degerleri mukayese edilmistir (1,5-8). Asetonla yapilan ekstraks-
yon metodunda, sihhatli yapraklarin bulundugu &rnek siselere 9 80 lik aseton
ilave edilmistir. Absorpsiyon dlgiimleri 652 nm. de alinmustir (2), Asetonla yapilan
klorofil tayininde takip edilen islem sirasi, etanol kullanmak suretiyle yapilan
klorofil tayinindeki islem sirasmin aynidir.

72 saatlik ekstraksyon sﬁresince‘klofofil‘iu stabilitesi 1s1kta, karanlikta, oda
sicakliginda (20 °C civarinda), buzdolabi sicakhiginda (5°C civarinda) Slgiilmiistiir,
Yine bu siire zarafinda karanhktz oda sicakhfinda, klorofilin aseton igerisindeki
stabilitesi, etanol igerisindeki stabilitesi ile mukayese edilmistir. Ekstraksyondan
bilirli bir siire sonra, karanlikta oda sicaklifinda bekletildikten sonra etanol-
klorosil solusyonlarmin stebilitesi saptanmustir. '

2.3. Ozon Uygulamelan ve Zarar Olgiimien.

Biotron’da (Wisconsin Universitesi) Pinto, Northrup, King ve Co. Lot
No. 35486-00400 fasulye (Phaseolus vulgaris L)) gesitlers tochumdan vetistird mistir.
Arastirma siiresince bitki biiyiime odast 16 saztlik fotepervot. 20.2-+0.3°C oda
sicakh ve 9% 69--5 relatit rutnbet olacak sekilde kdii?,en!enmisrir.

Sicakhk oSlglimleri giinlik olarak *thermocouple™ ile rutubét dlglimleri i-
se “"thermistor psychrometer” ile alimmistir, Saksilarin iist kismmdaki sk siddeti,
Infrared radyasyon 0.100 40.005 w/m2. nm (755-825 nm.), soguk beyaz flore-
sans ve normal lambalarla 30.424-1.47 nE/sec. cm2 (400-700 nm.) olarak &lgiil-
miigtiir. Isik Slgiimleri Lambda model LI-185 metre 6lgiim aleti ile kuantum ve
Infrared &lgtim aletleri kullamilmak suretiyle yapilmustir. Bitkiler, igerisinde
pit-vermukiilit karisun1 olan 10 em. gapindaki plastik saksilarda yetistirilmigler-
dir. Ekimden sogra, saksilara 40 ml su veren otomatik sulama sistemi yardimiy-
la giinde 4 defa olmak iizere bitki besin efementleri yariya indirilmis Hoagland
gida solusyonundan verilmistir. 11. giiniin sonunda bitkiler, uygulanacak iglem-
ler icin segilmistir.




Ekimden 12 giin sonra bitkiler bir saat siireyle ozonla fuinigasyona tabi tu-
tulmuglardir. Fumigasyon, bilylitme odasinm 9, 5 ekolojik kosulunu igeren yan
odalardaki 0.3 m? liik pleksiglas kabinlerue yapilmistir. Ozon gazi "Mast oxi-
dant” metreye bagli ultaviyole lambalardan elde edilmig ve siirekli olarak ozon
dl¢iimleri yapilmustir, Bitkilere 16 saatlik 151k peryodunun 4. ve 7. saatleri arasinda
ozon verilmistir. Uygulamayi takiben bitkiler, hasata kadar birakilmak iizere bii-
yiitme odalanna getirilmislerdir. Uygulama saatlerinin her bir zamaninda 6 bitki
her giin 1 ila 3 -defa fumigasyona tabi tutulmuslardir. Her grup fumige edilen
bitki sayis1 kadar da kontrol bitki ayolmistir:

Fasulye bitkilerine, 0.90 pl/1'lik ozon miktarinin 6 ayri fumigasyon seviyesi
uygulanmrstir, Fumigasyondan sonra yapraklarin optimum hasat zamam saptan-
mustir. Uygulamadan 2,4 ve 6 giin sonra her bir fumigasyon seviyesine tabi tutulan
bitkilerden birer yaprak hasat edilerek klorofil tayini yapilmigtir.

" 0.50 ile 0.90 pl/l arasindaki farkli ozon konsantrasyonlan ile fumige edilen
bitkilerde meydana gelen zarann gézlemle tahmini, klorofil konsantra$yonumin
saptanmast islemi ile mukayese edilmistir. Her birisinde 6 bitki bulunan ve 10 te-
kerriirlii-olarak diizenlenen deneme saksilarindaki bitkiler, 1 saat siireyle fumi-
gasyona tabi tutulmus ve yapraklar, uygulamadan 4 giin sonra hasat edilmistir.
Ozon zararmin gdzlem yapmak suretiyle &lglilmesinde ilk aragtirier (Knudson
1977), yaprak alarunda gériilen nekroz ve klorozu en yakin % 5 yanilma ile tah-
min etmigtir. Yapraklardaki zarar tahmininde, tepe ve alt yaprak yiizeyler igin
elde edilen degerlerin ortalamas: alinmistir. Ozon zararmin gdzleme dayanan
tahmininden sonra, her bir yaprak igin klorofil tayin islemi yapilmustir. Fasulye
yapraklarinda meydana gelen ozon zararmin 8lgiim degeri, kontrol bitkilerin yap-
raklarinm icerdikleri klorofil konsantrasyonlarma gére, ozon uygulamalarina tabi
tutulmus bulunan bitkilerin yapraklarmin igerdikleri klorofil konsantrasyonlarin-
daki yiizde azalina olarak saptanmgtir.

3. SONUCLAR ve MUNAKASA
3.1. Klorofil Tayin Yonteminin Degerlendirilmesi.

Pargalanmamis olan biitlin bir yaprakta uygulanan ekstraksyon yoéntemi ile
klorofilin hemen hemen tamamina yakin bir kisi tayin edilebilir. Bu yaprakla-
rin dgiitiilerek ikinci bir eksraksyona tabi tutulmalar sonucu elde edilen klorofil
miktar ise ¢ok diisiiktiir. Parcalanmamis biitiin bir yapragin ekstraksyona tabi
tutulmas: ile elde edilen klorofil miktar:, saglam yapraklarda kombine (saglam
ve §glitiilmils yaraklann ekstrakyonlanndan elde edilen toplam klorofil mikiamn)
ekstrakyon metodu ile elde edilen miktarm %/ 99°u oramndadir. Agirt derecede za-
rara ugramig yapraklarda ise elde edilen bu miktar ¢ok az diigils gésterir (%7 96).

Klorofilin ekstrakyonu amaciyla kullanilan aseton, etanol kadar etkili degil-
dir. Zira ¢¥ziicil olarak aseton kullamildifinda, sthatli yapraklardaki toplam klo-
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rofilin sadece % 92’si .Slgiilebilir. Aseton aynt zamanda gok ugucu oldugundan
bununla ¢ahsmak gok zor olmaktadir.

72 saat karanhkta bekletilen sigelerdeki yaprak-etano! dmeklerinde Snemli
derecede klorofil pargalanmas: gbriillmemistir. Ancak, 1sikta 72 saatten fazla tu-
tulan o6rneklerde, klorofilin %, 54’1 pargalanmigtir. Karanlikta, gerek buzdola-
binda ve gerekse oda sicakliinda 72 saatten fazla tutulan drnek siselerin igerdikleri
solusyonlardaki klorofil miktarinda énemli bir pargalanma gériilmemigtir.

Etanol-klorofil solusyonlarmin stabilitesi tizerinde yapilan analizler, &mek
siselerin 6 haftaya kadar karanbhkta muhafaza edibnesi halinde, klorofilde ¢
3’den daha az pargalanma oldufunu ortaya koymustur.

Yapraklarm igerdikleri klorofil miktarini saptamak igin hazirlanan ekstraks-
yonlarla ilgili formiiler, kolorofili tam olarak ekstraksyona ugratan %, 96'lik
etanola gore gelistiribmistir (9). Bu ¢aliymada, 5, 100’lik veya 3{ 96'lik etanol
ilave edilen 6mek siselerdeki (yaprak-etanol) solusyonlarn klorofil absorbans
Slglimleri arasmda bir fark goriilmemistir. Ancak, su absorbsyonundan doga-
bilecek 6lgiim hatalarimi Snlemek agtsindan ekstrakyon islemlerinde % 100°lik
etanol kullanilmas: 6giitlenebilir.

Yapraklarm igerdikleri klorofil miktarini saptamak amaciyla uygulanan is-
lemde toplam ¢aligma siiresi, her bir drnek i¢in 15 dakika olarak hesap edil-
migtir. - ‘

3.2. Ozon Uygulamalan ve Zarar Olgiimleri.

Ozon uygulamalarindan sonra, farkls araliklarla hasatedilen yapraklarda sap-
tanan klorofil miktarindaki azalma, fumnigasyondan sonra 4. glinde hasat edilen
yapraklarda maksimum seviyede olmustur. Toplam klorofil miktar (klorofil a-
klorofil b), fumigasondan sonra 2.4 ve 6. giinlerde hasat edilen yapraklarda,
kontrol bitkilerden alinan yapraklara gére sirastyla % 58, 49 ve 64 oranlarinda
daha az bulunmusgtur.

Uygulanan farkh ozon komsantrasyonlarmm bitkilerin yapraklarmda mey-
dana getirdikleri zarar, toplam klorofil miktarinda %, 0 ila % 88.4 oranlarmda,
gbzle goriilebilir nekroz veya kloroz igeren yapraklarda ise % 3 ila %/ 93 oranla-
rinda azalmaya neden olmugtur. Sekil: 1'de, 116 vaprakta saptanan goériinebilir
yiizde nekroz veya kloroz miktan, yiizde klorofil azalmasina karsilik olarak
isaretlenmistir. Veriler en kiigiik kareler” metoduna gdre analiz editmistir. Her iki
metod igin korrelasyon katsayis: (r), 0.92 ve standart sapma (Sy.x), 7.20 olarak
bulunmustur. Sekil: 1’de goriilen dogru ise y: (0.80)x + 5.8 denklemi ile uygunluk
gostermistir. Bu grafikte y'nin 5.8 degeri ile gakismast, farkli sevivelerde ozonla
fumige edilen bitkilerin yapraklarinda bazen gézle goriilebilir nekroz veya kloroz
saptanamamasima karsin, bu yapraklanm igerdikleri klorofil miktarmda bir azal-
mamn meydana geldifini gdstermektedir.
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$EKiL: L Farkli ozon konsantrusyenlon e fumige sdilen Pinto fasilyesi yoprok.
larndo gixle garilebilie nakioa va kloroz ile Korofil azalmoas creendaki korrelasyon
reQ@l, as11eé ve Syya V.30l

Gerek goézlemle yapilan olgiim degerleri ve gerekse klorofil ekstraksyon
metodu yardimiyla elde edilen degerler iizerinde analizler yapilmistir. Bu ¢alismada
10 farkh ozon fumigasyonu uygulanmistir. Her bir fumigasyona 10 ar bitki istirak
ettirilmis ve ozon zararina ugramis bulunan her bir bitkiden 2 ser enek yaprak
alimmes ve elde edilen neticeler varyans analizine tabi tutulmustur. Ornek yaprak-
lardaki yiizde klorofil kaybi igin yapilan varyans analizi neticesinde standart hata
7.1, gbzlemler neticesinde olgiilen yiizde nekroz veya klorozdaise 10 olarak sap-
tanmigtic. Bir bitki iizerinde bulunan yapraklardaki klorofil kayb: igin &lgiilen
depiskenlik (variability), bitkiler arasmda saptanan klorofil kaybi igin dlgiilen
degiskenlifin 1/7 si olmugtur. Bdylece, her bir bitkide her bir yapragi ayr ayri
analiz ctmektense, her iki yapragi kombine halde analize tabi tutmak daha kesin
‘netioq vermekte ve zamandan kazanilmaktadir. 6 bitki ile ger¢ekestirilen bir uygu-
lamada ise, rnek olarak alman 2 yapragin ayri ayri veya birlikte analizinde, iki
islem ortalamalan arasindaki fark klorofil kaybinda % 15, goriilebilir nekroz véya
kloroz arasindaki fark da ise %, 20 olup, klorofil kayb: bakimindan yapilan her iki
analiz arasindaki mukayesede ise % 5 seviyesinde onemli farkliik bulunmusgtur.

Farkh ozon konsantrasyonlan ile fumige edilen yapraklarda saptanan klorofil
aveb miktar]a 11, toplam klorofil miktarina kars: igaretlenmistir (Sekil: 2). Sonuglar
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*en kiigiik kareler’ metodu ile analiz edilmigtir. Sekil: 2’de klorofil a'yr isaretie-
me y: (1.27)x -~ 0.33, r: 1.00 denklemine, kiorofil b'yi isarctieme ise y: {4.62)x
- 1.01, r: 0.99 denkelemlerine uygunluk gostermistir. Toplam kolorofil konsanras-
yonu azaldikga, kiorofil a/b oran1 da azalmstir. Omegin, 14 p gr. toplam klorofil
/ mgr. kuru agirhkta klorofila/boram 3.31 olup, 8 pgr. toplam klorfil/m gr. kuru
agirhikta bu oran 3.10 ve 2 p gr. toplam klorofil / m gr. kuru agirhkta ise bu oran
2.02 dir. Kontrol bitkilerinde, ortalama klorofil a ve b konsantrasyonlan tam ola-
rak noktalanmus ¢izgilere diiger (14.23 p gr. toplam klorofil / m gr. kuru agirlik

ve klorofil a/b oram ise 3.34).

Klorohl b
Y=4.62)X -101

Klorofif a
Y={127) X +0.33

2 & 6 8 ) 12

0 s g
= Klorotil a veya b [ag/mg k ek

$EXIL 2 Forkls ozon konse ru.sgonl‘ogn ihgﬁaumri;:g&;h]n Pinto fasilyesi yoprak -
larindaki toplam kiorofil (Klarofil a+b} miktarna karmlk, Kiorofil o ve binin o eyn
daglmi, Kigrofil o itin r=t00; Klorofil b igln r=0.99; napez.

Toptam klorofil [ug/mg kuru afirlik )
(-

Klorofil a/b oranlarindaki azalmanm miimkiin gériilen iki izah1 vardir. Bi-
rincisi, kolorofil a ozon ile klorofil b’ye gore daha siiratle paralanabilmektedir.
ikincisi, ozon gazi yeni klorofil sentezine sebep olabilmektedir. Séyleki, klorofil
a sentezi azalmakta veya klorofil b sentezi artmaktadir. Su anda, ozonun par-
¢alanma veya dolayh olarak yeni klorofil sentezine neden olmak suretiyle klorfile
etki ettigi bilinmemektedir. Ozon zararinin klorofil a/b oraminda meydana getir-
difi azalmanin sebebini saptamak i¢in, bu kenu iizerinde daha ¢ok aragtirma

vapmak icap etmektedir.

4. SONUCLAR

Bu éahsmada anlatilan klorofil tayin iglemi, fasulye yapraklarinda meydana
gelen ozon zararim dlgmede kesin ve pratik bir metottur. Burada agiklanan me-
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tod, insan hatasi olmaksizin gézle yapilan metoda gére daha kesin zarar Slgii-
miinii saptamada faydal goriilmektedir. Bu islem, 8l¢iimleri yapan kisiigin fazla bir
tecritbe ve ihtisaslagsmaya gerek gostermez. Gozleme giére, daha fazla zamana
ihtiyag gosterir, fakat karanlikta etanol-klorofil solusyonunun birkag hafta stabi-
litesini kaybetmeden kalabilmesi, spektrofotometrik analizler i¢in insana zaman
esnekligi verebilir.

Klorofil ekstraksyon islemi, dzellikle goriilebilir nekroz veya klorozu tahmin
—etmede zorluk gekilen gesitler arasindaki farkhiliklan lgmek igin dmemli olmak-
tadir. Misir, sorgum, bezelye, tiitiin, arpa ve bugday dahil diger gesitlerle yapilan
araghirmalar, bu islemin genis ¢apta benimsenebilece@ini géstermektedir. Bu metod
aym zamanda, diger hava kirletici maddelerin olusturdugu zarar1 élgmede de fay-
dal goriilmektedir.
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