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BAKLAGILLERDE AZOT FIKSASYONUNUN OLCULMESINDE ASETILEN-
ETILEN METODUNUN KULLANILMASI

Abdiilkadir AKCIN (1)

GZET

Baklagil bitkilerinin; yetigtirildikleri topraklari, bitki besin elementleri, dzel-
likle azot bakwmindan zenginlestivdikleri bilinmektedir. Tiirlere gére degismek
iizere, bir dekarlk alanda yetigtivilen baklagil bitkileri, yetigtivildikleri tarla topra-
Fmna 3 ila 25 kg. arasinda azot fikse etmektedirler. Bu bakimdan ekim ndbetlerinde,
baklagillere ayrilan pay biiyiik olmaktadir.

Baklagil bitkilerinin kéklerinde ortak (Symbiosis) yasayan nodozite bakterile-
rinin fikse ettikleri azot miktarimn bilinmesinde yarar vardir. Azot fiksasyonunun
dlgiilmesinde bu giine kadar bir ¢ok metod kullanilugtir. Son zamanlarda gelig-
tirilen 7 Asetilen-Etilen”” metodunun uygulamaya konulmastyla, weuz, hassas ve
birim zamanda ¢ok fazla analize olanak tamivan bu metod sayesinde, aragtirmalara
iz verilmigtir,

Bu caliymaya, azot fiksasyonunun Olgiilmesinde kullamilan 7 Asetilen-Etilen”
metodunun denemelerde uygulamyg tarzi ve teknigi yoniinden, aragtiricilara stk tur-
mast amact ile girigimistir,

1. GIRIS

\Baklagi]ler familyasina (Leguminosae) giren bitkilerin koklerinde nodiil
denilen ve her baklagil tiiriinde farkhi yapt gOsteren yumrucuklar vardir. Bu
vumrucuklar genellikle yuvarlak, elipsoidal, mercan kiimesi gibi iist {iste yipil-
mug ve tziim salkim goériintisiinde olup, iglerinde atmosferik azotu (N,) fikse et-
me yeteneginde olan nodozite bakterileri (RAizobium sp.) bulunmaktadir (Tosun,
1974; Akgin, 1976).

- Nodozite bakterileri, kdklerinde faaliyet pdsterdikleri konukgu baklagil bit-
kileri ile ortak yasama (Symbiosis} sistemi kurmuglardir. Bakteriler, konukgu

(1) Atatirk Universitesi Ziraat Fakiltesi, Tarla Bitkileri Boliimé Dogenti.
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baklagil bitikisinden karbonhidrat ve mineral maddeleri alirken, ona kendi U-
riirleri olan azotu verirler (Akgin, 1979).

Rhizobium bakterileri 7 farkli baklagil grubunda faaliyet gdsteren 0.5 - 0.8
mikron eninde ve 1.2-3.2 mikron boyunda X, Y, gomak ve qubuk sekillerindeki
bakteri toplulugundan olugmuslardir (Istuzawa, 1933).

Nodozite bakterileri vasitasiyla fikse edilen azot miktarma; konukgu baklagil
bitkisinin tiirii, toprafm reaksiyonu (pH derecesi), topragn striktiri ve iklim
kosullan etki etmektedir. Bu bakteriler yeteri kadar kireg ilitiva eden, havalana-
bilir, sicak, reaksiyonu pH= 5.6-7.2 olan topraklarda en iyi sekilde gelizme ve
nodiilasyon olanag: bulurlar (Georlette, 1953; Norris, 1956; Small ve arkadaglari,
1968).

Baklagil bitkilerinin, tiirlere gbre degismek iizere nodozite bakterileri vasita-
siyla bir dekarlik tarla topragina fikse ettikleri azot miktan 3 ila 25 kg. arasinda
degismektedir (Anderson, 1965; Beevers, 1976). Bu bakimdan azotlu giibrelerin,
nodillasyonu baglatict belirli bir miktarmn. dizerindeki dozda bitkilere verilmesi,
nodozite bakterilerinin fikse ettifi azot miktarmi azaltmaktadir (Allos ve Bart-
holomew, 1953). -

Rhibozium bakterilerinin fikse ettigi atmosferik azot (IN,) miktarmin sap-
tanmasimda farkl metodlar kuilanilmalkta ise de, son zamanlarda, tatbikata intikal
ettirilen ”Ag.ctiien (C;H3) - Etilen (C;H4)” metodu, en dogru ve gabuk sonug
vérmesi yoniinden tercih edilmektedir (Hardy ve arkadaslari, 1968; Hardy, Burns
ve Holsten, 1973; Sloger, 1973; Philips, 1974; Burns ve Hardy, 1973). " Asetilen-
Etilen™ metodunu il defa gelistirip denemelere uygulayan Hardy (1971), olmustur.
Azot fiksasyonunu 6lgmek igin kullamlan metodiarin yitksek malivetli olusu, ol-
duke¢a kangik yapil aletlerle igi gérmesi, hassas olmayis ve birim zamanda gok az
sayida analize olanak tamimast gibi mahzurlar1 dolayisiyla, ”Asetilen - Etilen”
metodunun uygulamaya konulmasindan sonra bu eski metodlar terkedilmigtir
{Havelka ve Hardy, 1977}

»Asetilen - Etilen” metodunu kullanmak suretivle ii¢ kisilik bir ekip, tarla
kosullarinda bir glinde yiizden fazla ¢rnek alabilirler.

2. MATERYAL ve METOD

2.1. MATERYAL

“Asetifen (C;Hj3) - Etilen (C3H 4) metodu ile baklagil bitkilerinin fikse
ettigi azot miktarmm odlgiilmesinde asagida siralanan alet ve cihazlar kullanil-
thaktadir. ’ '

a. Tarladan s6kiilen dmeklerin icerisinde temizlendifi 20 cm. en ve boyu, 30
cm. derinlifi olan § ile 10 adet sac su tanki,
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b. 970 cc. lik 50 ila 100 adet kapakli cam kavaﬁoz (Sekil: 1).
- e 5 Lt hacminde silindir seklinde su kabr(Sekll 1).

d. 500 cc. lik erlanmeyer (Sekil: 1).

e. 500 cc. lik cam huni (Sekil: ).

f. 5 ila 10 adet lastik kiitiik ve lastik huni kapag' (Sekit: 1).
g- 100 ila 300 adet 1 cc. lik steril plastik enjektdr (Sekil: 1).
h
k

. 100 ce. lik 1 adet enjektdr (Sekil: 1).

. Sekil: 1'de gosterilen aygmit yardimiyla asetilen gaz liretebilecek 1 kg. kar-
pit (CaCyp). :

1. Tipte ticari etilen 'gam.

m. Gaz kromatografisi ve kaydedicisi.

2.2. Metod:

Baklagil bitkilerinin azot fiksasyonunu Slgmek igin, aragtirmanm ama-
cina uygun bir sekilde deneme deseni segilir. Azot fiksasyonunu &lgmek istedigimiz
baklagil tiirii ve azot fiksasyonuna etkisini bilmek istedifimiz bazi faktérler (RAi-
zobium sp. bakterileri ile agilama, miinavebe, giibre, sentetik hormonlar, ozon ve
karbondioksit gaz uygulamalan v.s.) sera veya tarla kosullarmda deneme par-
sellerine dagitilir. Baklagil bitkilerinin tomurcuklanma ddneminde, bitkiler ¢icek
agmadan hemen 6nce, her alt deneme parselinden bir kiirek veya bel yardimuyla,
bitki effektif kék derinligine bagh olmak iizere tahminen 30 cm. derinliginde ve
20 em. gapinda bir toprak kiitlest gikanbir. Bitkilere, sékiildiikleri parselin etiketi
baglamir. Uzerinde bir kag bitkinin bulundufu bu toprak kiitlesi yikama tankla-
rima tagmir, Igerisinde su bulunan bu tanklarda bitkiler zedelenmeden toprakla-
rindan temizlenir. Iyice temizlenen bitkiler, bir makas vardumiyla kok ile gévdenin
birlestigi kistmdan kesilir. Bitkinin toprak iistii kismu etiketli naylon torbalara,
nodiil iceren kok kismi ise 970 ce. lik steril cam kavanoza birakilir ve kavanozun
kapagi sikica kapatihr. Her alt deneme parselinin ortasindan sokiilen bitkilere
sitasiyla yukanidaki islemler uygulanar.

Nodiil iceren kékler kék, kisimlanndan temizlenen nodiilere gére daha yiiksek
bir asetilen indirgeme degeri gosterirler (Criswell, Hardy ve Havelka, 1976).

Nodiilli kok drneklerini iqe‘rcn her kavanoza, kapaklanmn ortasinda bulunan
lastik tipadan, 100 cc. lik steril bir enjektdr vardimiyla, Sekil: 1’de g&sterilen ay-
gittan iiretilen ‘asetilen gazi enjekte edilir ve o andaki saat kavanozun etiketine ya-
alir. Kavanozlara enjekte edilen 100 cc. lik asetilen gazi 0.1 atmosferlik
bir basme¢ meydana getirir ki, bu miktar asetilen gazi 0.8 atmosferlik azot (Nj)
gazinin, nitrogenase enzimini doyurdugu seviyeye esiitir (Hardy ve Holsten, 1975).
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10¢ cc Yk enjektbc

Lastik kapak

Asclilen gaz

d—— 5 It lik su kabr

Karpil [CaC2] parcalar:
Saf = .
ASETILEN ELDE ETMEDE KULLANILAN ClHAZ

Asetdan [C2H2| gan

ORNEK ENJEKTORLERIN BATIRILDIGL
LASTIK KUTUK

Nodalll kikier
INKUBASYON KAMANOZU

Sekil .. ASETILEM-ETILEN METODUNUN, UYGULANMASINOA KULLANILAN CIHAZ VE
MALZEMELER

Bilindigi gibi, baklagil bitkilerinin kéklerinde bulunan nodiiller nitrogenase
enzimi ihtiva ederler. Nitrogenase enzimleri demir, demir-molibden proteinle-
rinden meydana gelmis olup, fiksasyon olayim {istlenirler (Burns ve Hardy, 1972;
1975; Dilworth, 1974). _

Nitrogenase enzimi, ¢ bagh karbon veya azot atomlanm i¢eren asetilenin
(C,H»y), etilene (C,H,) indirgenmesini kataliz etmektedir. Asetilenden doniisen
etilen miktari, nitrogenase enziminin aktivitesini gostenmektedir (Burris, 1975).
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Kavanoza 100 cec. lik asetilen gaz enjekte edikir ve nodiiller bir saat siireyle
inkilbasyon4 terkedilir (Criswell, Hardy ve Havelka, 1976). Bu miktar asetilen
gazi, ortamda mevcut olan nitrogenase enzimini tamamen doyurur. Inkiibasyon
esnasinda nitrogenase enzimi asetilene (C,H,) elektron verir ve etilen (C,H4)
meydana getirmek tizere indirgenir. Ortamdaki asetilenin yoklugunda ise enzim,
kavanoz igerisindeki atmosferik azota (N,) elektron ilave ederek amonyak
{NH3) hasil eder.

Ayrica, nodiillii kék 6meklerini igeren her 20 kavanozda bir kavanoz, asetilen
enjekte edilmeden yalniz kapag agilip kapatimak suretiyle normal hava kontroli
igin ayrilir. Yine bagka bir bog kavanoza da sadece asetilen gazi enjekte edilir ve
nodiillii kokleri igermeyen bu kavanoz ise asetilen kontrolil igin aynibr. Bu bos
kavanoza enjekie edilen ve 7 I'lik standart émek olan asetilen gazi, etilenin ori-
jinini belirtmeye hizmet edecektir (Hardy ve Bums, 1973). ’

Her kavanozun lizerine, tekerriir sayisina gére 1 ce. lik 2 ila 3 adet steril plas-
tik enjektor birakilir. Bir saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda, bu enjektorler
yardumiyla kavanozun igerisindeki gaz karsimindan | ce. lik miktarlar ¢ekilir ve
enjektorler, gazin kagmamasi igin hemen lastik bir kiitiige batirlarak o andaki
hava sicaklign kaydedilir.

Daha sonra kavanozlar laboratuvara taginir ve bitkinin toprak iisti kisim-
larmn1 igeren naylon torbalar sofuk hava deposuna yerlestirilir. Bu arada bog bir
kavanoza 100 cc. ticari etilen (C,Hy) gazi enjekte edilerek, 9, 1’lik standart
etilen Smmegi elde edilir.

Asetilen ve etilenin analizleri, gaz kromatografisi alev iyonizasyonu dedektérii
ile yapilir (Criswell, Hardy ve Havelka, 1976). Plastik enjektérlere ¢ekilmis bulu-
nan Omek gaz kangimlan, sicakhk ve basing ayarlan yapilan, hidrojen, azot
ve hava basing tiiplcrini ihtiva eden gaz kromatografisinin lastik tipasina batirila-
rak enjekte edilir, 1lk énce, standart etilen ve asetilen gazlarimn'ayrt ayn kolon
pikleri, gaz kromatografisinin kaydedicisi vasitastyla elde edilir. Bu pikler, aletin
kalibre edilmesine hizmet edecektir (Hardy, Burns, ve Holsten, 1973). Daha
- sonra, deneme Orneklerinin ayri ayri kolon pikleri ayni metotla bulunur. Or-
neklerin pik yiikseklikleri veya alanlarimin, standart ctilen ve asetilen gazlanndan
elde edilen pik yiikseklikleri veya alanlar ile mukayese edilmelerinden, baklagil
bitkilerinin nodozite bakterileri vasitasiyla fikse etmis olduklar azot (N,) mik-
tari, asagidaki formiil yardimiyla hesaplanir (Hardy ve Holsten, 1975).

e-b-i g [
A=  XCXTXV X X

= . T x 28

A= Bir saatte dmek tarafindan fikse edilen azotun gram olarak miktan (gr. N,
(C2Hy)).
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e= Ornegin (asetilen -+ nodiillii kok) pik yiiksekligt (mm.).

b= Asetilen enjekte edilmeyen ve yalnz nodiillii kok igeren kavanozdaki havanin
pik yiikseligi (mm).

i

i= Etilen gazimm safiyetini él¢mek icin bos kavanoza enjekte edilen standart
asetilen gazinin pik yiksekligi (mm.).

.s= Ticari etilen gazimin pik yiiksekligi (mm.).

c= Ticari etilen tiipiiniin fizerindeki etikette  yazihi olan fabrika konsantrasyon
degeri {mol./Lt.).

r= Yalniz nodiilli k&k iceren Smegin pik yiiksekliginin, nodiillii kékle birlikte
asetilen gazl igeren Grmegin pik yikseklifi orami (b/e).

= Inkiibasyona maruz kalan kavanozun haemi (kavanezun hacmi-nodiillii °
kdk haemi) (Lt.). ;

t= Inkiibasyon siiresi (saat).
f= Déniigitm faktorir (3).
28= Azot gazinin (N,) molekill agirhpi.

Uygun bir doéniisiim faktériiniin saptanmasi, fikse edilen azotun hesaplan-
masma yardim eder. Teorik olarak, asetilenin azota doniistim faktdri (C,H,/
N,), indirgenen asetilen molekiillerinin azot fiksasyonundaki kullanilma esasma
dayanir. Bu oran da, elekiron gereksiniminin 3 olmasi ile ifade edilir. Yani,
indirgenen her 3 molekiil asetilen (CoH ) fikse edilen 1 molekiil azot gazinim (N4)
karsthfi olmaktadir (Criswell, Hardy ve Havelka, 1976). .

Ote yandan, sofuk hava deposuna yerlestirilmis bulunan kavanozlardaki bit-
ki kokleri gikarilir, noditller teker teker sayilir, tartilir ve bitki bagina diigen nodiil
miktar: ve agirlifn hesap edilir. Ayrica, nodiillerinden ayrilan k&k kusimlart da tar-
tilarak, kurutulmak fizere kurutma firmna birakilir.

Yine, sofuk hava deposuna yerlestirilmis bulunan nayldn torbalar igiresin-
deki bitkinin toprak iistli kisimlan da ¢ikanlarak tartilir, yapraklar sayilr, alan-
lan dlgiilereks, bitki bagina diisen toplam assimilasyon alant hesap edilir.
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