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Wstep

Rodliny stragczkowe odznaczaja si¢ wieloma cechami biologicznymi, warun-
kujacymi ich plonowanie. Jedng z nich jest specyficzny metabolizm azotowy, wy-
korzystujacy wysoce energetyczny proces wigzania azotu atmosferycznego przez
symbiotyczne bakterie z rodzaju Rhizobium. W ostatnich latach nastapil widoczny
postep biologiczny we wszystkich grupach ro§lin straczkowych, co stwarza realne
podstawy do zwigkszenia ich uprawy z uwagi na cenne walory gospodarcze jak i
na postgpujaca ekologizacje rolnictwa. Odnosi si¢ to réwniez do bobiku [NALBOR-
CZYK 1993}

Przebieg i wydajnosé procesu wiazania azotu atmosferycznego uwarunkowa-
na jest swoistymi wlagciwoSciami drobnoustrojéw majacych t¢ zdolno$é, a takze
warunkami §rodowiska w jakich proces si¢ odbywa [STRZELEC 1988; RUSZKOWSKA
1991; MENGEL 1994}. Bardzo wazng rolg odgrywa odpowiednie zaopatrzenie rosli-
ny-gospodarza w skladniki mineralne zaréwno makroelementy, jak i mikroele-
menty. Sposréd mikroelementéw stosunkowo dobrze zostata poznana rola molib-
denu, zelaza i kobaltu w wigzaniu N,. Wazng rolg spetnia takze bor, ktéry w spo-
sOb posredni oddziatuje na przebieg procesu wigzania azotu. Mato natomiast wia-
domo o wplywie miedzi na ten proces. Wykazano wprawdzie, ze niedobdr tego
pierwiastka zakléca przebieg procesu wigzania N,, lecz jego rola nie zostala w
petni wyjadniona [HALLSWORTH i in. 1960; VAN DER ELST i in. 1961; SELIGA 1990,
1996; RUSZKOWSKA 1991].

Takze nicktére inne mikroelementy odgrywaja prawdopodobnie pewng rolg
w procesie wigzania azotu prze bakterie symbiotyczne. Odnosi si¢ to miedzy in-
nymi do cynku, ktérego zawarto$¢ w brodawkach korzeniowych roslin motylkowa-
tych jest znacznie wigksza niz w korzeniach [Ruszkowska 1991]. W ostatnich la-
tach duzo uwagi poswigca si¢ oddzia}ywaniu pierwiastkéw z grupy metali cigzkich
na wzrost roslin motylkowatych i proces w1qzan1a azotu. Wystgpowanie tych pier-
wiastkéw w podiozu wplywa na ogdt ujemnic na przebieg procesu wigzania N,
[STRZELEC, ORON 1987; RUSZKOWSKA, WOJCIESKA-WYSKUPAITYS 1996; EL-KENAWY i
in. 1997; CURYLO 1999a, 1999b].

Celem podjetych badan bylo okreslenie wplywu miedzi 1 cynku na aktyw-
no$¢ nitrogenazy bakterii brodawkowych oraz plon i ilo§¢ zwigzanego azotu przez
rodliny bobiku, uprawianego w warunkach doswiadczenia wazonowego.
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Materialy i metody

Badania prowadzono w warunkach wazonowych (1998 r.) na glebie brunat-
nej o skladzie granulometrycznym piasku gliniastego lekkiego (15% czastek
< 0,02 mm) i nastgpujacych wiasciwosciach: pH w H,0 - 5,60, pH w 1 mol
KCl-dm-3 ~ 4,86, pojemnos¢ sorpcyjna (T) — 88 mmol(+)-kg-!, materia organiczna
- 2,80% oraz 0,48 mg Cu i 7,40 mg Zn'kg! (ekstrakcja 0,1 mol CaCl,dm-3)
[HouBA i in. 1994]. Schemat do§wiadczenia obejmowat 5 obiektdw (w 6 powtorze-
niach) o zréznicowanym poziomie nawozenia miedzig i cynkiem. Zastosowano
nastgpujace dawki: miedZ - 5,0 mg i 15 mgkg w formie CuS0,5 H,0O; cynk - 20
mg 1 60 mg mg-kg! gleby jako ZnSO,7H,0. Jako nawozenie podstawowe zasto-
sowano 0,1 g N na wazon w formie NH,NO,,0,3 g P i 1,0 g K na wazon jako
KH,PO, i KCI oraz 0,3 g Mg na wazon (MgSO,7H,0). Sktadniki pokarmowe (w
formie wodnego roztworu) wymieszano z cala masa gleby w wazonie (5,0 kg pow.
suchej masy). Nasiona bobiku (odmiana NadwiSlariski) przed siewem namoczono
w wodzie (przez 12 godzin) i zaprawiono wodng zawiesing szczepu bakterii bro-
dawkowych. Siewu dokonano w dniu 8.04.1998 r., wyréwnujac po wschodach ilosé
rodlin do 5 w wazonie. Pierwszy zbidr (3 powtdrzenia) przeprowadzono w czasic
kwitnienia ro$lin, natomiast drugi (3 powtdrzenia) w fazie petnej dojrzatosci bo-
biku. Wilgotnos$¢ gleby w wazonie w czasie wegetacji roslin utrzymywano poczat-
kowo na poziomie 50%, a nast¢pnie 60% maksymalnej pojemnosci wodnej, sto-
sujac wode destylowana. Analize statystyczng plonéw oceniono za pomoca testu
t-Studenta.

W fazie kwitnienia zebrano roSliny z 3 powtérzent w celu oznaczenia aktyw-
nosci nitogenazy bakterii oraz iloSci i masy brodawek korzeniowych. Aktywnosé
nitrogenazy oznaczono na podstawie zdolnosci redukcji etynu do etenu przez ba-
kterie symbiotyczne [HARDY i in. 1973]. Oznaczenie ilo§ci wytworzonego etenu
wykonano na chromatografie gazowym Hewlett Pacard 5890 ser. II. Postepowa-
nie analityczne podano we wczesniejszej publikackji [CURYLO 1999b]. W materiale
ros§linnym z 1 i 2 zbioru, po wysuszeniu i rozdrobnieniu na mitynku bijakowym,
wykonano nastgpujace oznaczenia:

- azot ogdlny metoda Kjeldahla, na automatycznym zestawie Kjeltec Tecator,

- zawarto$¢ miedzi i cynku za pomoca absorpcyjnej spektrofotometrii  ato-
mowej (aparat firmy Philips PU 9100X), po mineralizacji na sucho i roz-
puszczeniu popiotu w HNO,.

Wyniki i dyskusja

Nawozenie miedzig 1 cynkiem wplyngto na ilos¢ i mas¢ brodawek oraz
aktywno$¢ nitrogenazy korzeni bobiku w okresie kwitnienia (tab. 1). Efekt ten
zalezal od skfadnika i jego dawki. Tylko wyzsza dawka miedzi (15 mgkg) zwig-
kszyla badane wskazniki biochemiczne, w najwi¢kszym stopniu liczb¢ brodawek
(o 38%), nastegpnie aktywnos¢ nitrogenazy (o 20%), a najmniej suchg mas¢ bro-
dawek (0 10% w stosunku do kontroli). Przeciwny efekt dato stosowanie cynku w
wyzszej dawce (60 mg'kg™), obnizajac odpowiednie wskazniki o 32, 13 i 20%.
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Tabela 1; Table 1

Aktywno$¢ nitrogenazy oraz liczba i masa brodawek korzeniowych bobiku
Nitrogenase activity, number and mass of faba bean root nodules

Obiek( mg C,H, na godz. Brodawki; Nodules

Treatment na wzilzon liczba na rofling g s.m. na rofling
mg GHyh! per pot number per plant g DM per plant

0 0,83 (100*) 244 (100) 1,02 (100)

5 mg Cukg-! 0,86 (104) 220 (90) 0,61 (60)

15 mg Cukg! 1,00 (120) 338 (138) 1,12 (110)

20 mg Zn-kg! 0,98 (118) 297 (122) 0,88 (86)

60 mg Zn-kg! 0,72 (87) 165 (68) 0,82 (80)

* liczby wzgledne; relative figures

Tabela 2; Table 2

Plon suchej masy oraz zawarto$C i pobranie z plonem azotu w fazie kwitnienia bobiku
Dry matter yield and nitrogen content and uptake with yield of faba bean in flowering

Obiekt; Treatment L Korzenie; Roots I Czesci nadziemne; Tops l Razem; Total

Plon suchej masy (g na wazon); Yield of dry matter (g per pot)

0 6,79 20,53 2732

5 mg Cu-kg-! 5,12 18,04 23,16

15 mg Cukg-! 553 26,78 32,31
20 mg Znkg™! 533 22,70 28,03
60 mg Znkg- 5,37 22,81 28,18
NIRg5; LSDy ¢ - 4,38 7,22

Zawarto$¢ (%) oraz pobranie z plonem azotu (g na wazon)
Nitrogen content (%) and uptake with yield (g per pot)

Obiekt; Treatment % g na wazon; g per pot
0 2,12 2,51 0,66
5 mg Cukg 2,10 2,47 0,53
15 mg Cu-kg! 191 243 0,76
20 mg Zn-kg! 1,97 2,43 0,66
60 mg Zn-kg! 1,84 2,34 0,63

Podobne zaleznosci stwierdzono na ogét w wielkosci plonu bobiku. Tylko
zastosowanie wyzszej dawki miedzi zwigkszylo istotnie masg czgsci nadziemnych
w okresie kwitnienia i w konsekwencji plonu ogétem. Réznice w plonach z po-
zostatych obiektéw nie sg istotne (tab. 2). Nawozenie miedzig zwigkszylo istotnie
mas¢ nasion (o 20%) i plonu ogélem (o ok. 10%) w okresic pelnej dojrzatosci
bobiku. Natomiast w obiekcic z wyzszg dawka cynku stwierdzono obnizenie wiel-
kosci wszystkich komponentdw plonu, w najwigkszym stopniu fodyg i nasion (tab.

3).
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Tabela 3; Table 3

Plon suchej masty oraz zawarto§¢ i pobranie z plonem azotu
w fazie pelnej dojrzatosci bobiku

Dry matter yield, nitrogen content and uptake with yield of faba bean
in full maturity

Obiekt; Treatment I Korzenie; Roots | Lodygi; Stems |Li§cie; LeavesINasiona; Seedsl Razem; Total

Plon suchej masy (g na wazon); Yield od dry matter (g per pot)

0 3,95 19,20 7,95 20,72 51,82

5 mg Cukg™! 3,86 18,01 7,14 22,80 52,44

15 mg Cukg-! 397 19,97 7,60 24,81 56,35
20 mg Zn'kg™! 3,63 18,26 7,22 2422 53,33
60 mg Zn-kg-! 2,62 16,20 6,59 18,86 44,27
NIRy5; LSDys5 - 2,87 - 2,05 4,74

Zawarto$¢ (%) oraz pobranie z plonem azotu (g na wazon)
Nitrogen content (%) and uptake with yield (g per pot)

Obiekt; Treatment % ggrse:vgz(tm
0 1,91 0,85 2,18 4,12 1,26 (100)

5 mg Cu-kg! 1,99 0,76 2,17 4,00 1,35 (107)
15 mg Cukgt 1,76 0,81 2,21 4,25 145 (115)
20 mg Znkg! 2,07 0,71 2,03 4,01 1,32 (105)
60 mg Zn-kg-! 1,94 0,82 1,93 3,54 0,98 (77)

Zawarto$¢ azotu w roSlinach bobiku zaréwno w okresie kwitnienia, jak i
petnej dojrzatosci, byta stosunkowo malo zréznicowana zaleznie od zastosowane-
go nawozenia mikroelementami. Jedynie pod wplywem wyzszej dawki cynku
zmniejszyla si¢ zawarto§¢ azotu w badanych czgéciach roélin, w najwigkszym
stopniu w nasionach (o blisko 10%). Wigksze réznice stwierdzono w ilo$ci azotu
odprowadzonego z koficowym plonem bobiku. Zastosowanie wyzsze] dawki cynku
obnizylo pobranie azotu o 22%, podczas gdy w obiekcie z nawozeniem miedzia
wzrosto ono o 5 (nizsza dawka) do 15% (wyzsza dawka).

Nawozenie miedzig i cynkiem zwigkszylo zawarto$¢ tych metali w roslinach
bobiku (rys. 1 i 2). Zwlaszcza w korzeniach w okresie kwitnienia stwierdzono
duze réznice w zawarto$ci cynku. Poziom tego mikroskladnika w korzeniach z
obiektu z wyzszg dawka wzrdst w poréwnaniu z kontrolg blisko 5-krotnie w okre-
sie kwitnienia i 3-krotnie w fazie pelnej dojrzatosci. W czgéciach nadziemnych
réznice s3 mniejsze (3,6- i 3,2-krotne).

Zawartos¢ miedzi rézni si¢ w korzeniach maksymalnie 2-3-krotnie, podczas
gdy réznice w czgSciach nadziemnych nie przekraczajg 100%. Najwigkszy wzrost
poziomu miedzi w czgSciach nadziemnych pod wplywem nawozenia stwierdzono
w liSciach i todygach (blisko 100%), a najmniejszy w nasionach (0 15% w poréw-
naniu z kontrola).

Rola miedzi w procesie wiazania azotu czasteczkowego przez bakterie Rhi-
zobium nie zostala w pelni wyjasniona. HALLSWORTH i in. {1960] uwazaja, Ze istnie-
je specyficzne zapotrzebowanie na miedZ w tym procesie. Pierwiastek ten ucze-
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mg Cu kg s.m.; DM

Cu-1 Cu-2 Zn-1 Zn-2
Obiekt; Treatment

Korzenie; Roots [Czesci nadziemne; Tops

mg Znkg' s.m.; DM
(o))
o
o

0 Cu-1 Cu-2 Zn-1 Zn-2
Obiekt; Treatment

Rys. 1. Zawarto$¢ miedzi i cynku w fazie kwitnienia bobiku
Fig. 1. Contents of copper and zinc at flowering of faba bean
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Rys. 2. Zawarto$¢ miedzi i cynku w fazie petnej dojrzatosci bobiku

Fig. 2. Contents of copper and zinc at full maturity of faba bean
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stniczy prawdopodobnie w syntezie leghemoglobiny lub warunkuje aktywno$¢
oksydazy cytochromowej w brodawkach [HALLSWORTH i in. 1964; CARTWRIGHT,
HALLSWORTH 1970]. Wyniki kilku do$wiadczen [VAN DER ELST i in. 1961; SNOWBALL
i in. 1980] wykazaly korzystny wplyw miedzi na symbiotyczne wigzanie N, przez
rézne gatunki koniczyny. Podobnie SELIGA [1990, 1996] uzyskata zwickszenie iloSci
azotu 1 plonu tubinu pod wplywem nawozenia miedzia w doswiadczeniu
prowadzonym na torfie niskim. Optymalna w tym do$wiadczeniu dawka miedzi
(37 mg'kg!) byla ponad dwukrotnie wyzsza w poréwnaniu z badaniami wlasnymi
(15 mgkg). Jest to spowodowane prawdopodobnie silnym wigzaniem miedzi
przez materie organiczng podloza [KABATA-PENDIAS, PENDIAS 1999]. Brak jest prac
nad reakcjg bobiku na nawozenic miedzig. Jedynie SELIGA [1996] wykazala, ze
zywienie miedzig w warunkach silnego niedoboru tego mikrosktadnika w podlozu
istotnie zwiekszylo sucha mase czg$ci wegetatywnych 1 brodawek korzeniowych
bobiku. Ro§lina ta reagowala najsilniej na nawozenie miedziag w poréwnaniu z
lubinem z6ttym i sojg. Uzyskane w pracy wyniki wykazaly, ze stosowanie miedzi
zwigkszalo aktywnos$¢ nitrogenazy oraz ilos¢ brodawek korzeniowych bobiku, a w
konsekwenc;ji ilo§¢ azotu i plon roslin (tab. 1-3). Rezultaty te $wiadcza o bezpos-
rednim udziale miedzi w procesie wigzania azotu przez bakterie Rhizobium bobi-
ku.

Wplyw nawozenia cynkiem zalezal od zastosowanej dawki. Mniejsza dawka
(20 mgkg ) nie wplywala zdecydowanie na wielko$¢ badanych wskaznikéw bio-
chemicznych. Jedynie aktywno$¢ nitrogenazy oraz liczba brodawek korzeniowych
bobiku wzrosta o ok. 20%. Natomiast wyzsza dawka (60 mg-kg) obnizyla zarow-
no aktywno$¢ enzymatyczng korzeni, jak i zawarto$¢ azotu i plon roflin (tab.
1-3). Pobrany przez rofliny cynk gromadzit si¢ w fazie kwitnienia bobiku gléwnic
w korzeniach (1566 mgkg™'), a w mniejszych iloSciach w czg¢Sciach nadziemnych
ro§lin. W okresie petnej dojrzalosci najwyzsza zawarto$¢ cynku wykazano w li§-
ciach bobiku (ok. 2700 mgkg). Mozna sadzi¢, ze zawartosci te byly toksyczne
dla roslin [KABATA-PENDIAS, PENDIAS 1999]. Pobieraniu cynku przez roSliny sprzy-
jalo zapewne zakwaszenie gleby [GorrLacH, CURYLO 1991]. Uzyskane w pracy wy-
niki wskazujg, ze nawozenie cynkiem moze wplywaé korzystnie na proces wigza-
nia azotu przez roliny motylkowate na glebach ubogich w ten skiadnik. Nad-
mierna zawarto$¢ cynku w glebie powoduje jednak oslabienie procesu wigzania
N, przez bakterie Rhizobium bobiku (i prawdopodobnie innych ro§lin motylkowa-
tych), co moze doprowadzi¢ do obnizenia plonu.

Whnioski

Wyniki uzyskane w doswiadczeniu wazonowym, przeprowadzonym na gle-
bie lekkiej, ubogiej w przyswajalne formy mikroskladnikdw, pozwalajg na wycig-
gnigcie nastepujacych wnioskéw: ’

1. Uzyskano zréznicowang reakcje bobiku (aktywno$¢ nitrogenazy bakterii
symbiotycznych, ilo§é i masa brodawek korzeniowych, zawarto$¢ azotu, plon
suchej masy) na nawozenie mikroelementami (miedZ i cynk), zaleznie od
skfadnika i jego dawki.

2. Zastosowanic miedzi w dawce 15 mgkg! wplyngto korzystnie na proces
wigzania azotu przez bakterie Rhizobium. Wyraza si¢ to wzrostem aktyw-
nosci bakterii symbiotycznych oraz liczby i masy brodawek korzeniowych, a
takze ilodci zwigzanego azotu i plonu roslin.
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3. Nawozenie cynkiem w dawce 20 mgkg! zwickszylo nieznacznie aktywno$¢
nitogenazy oraz liczbe brodawek korzeniowych. Wyisza dawka cynku (60
mgkg!) obnizyta zaréwno liczbg i mase¢ oraz aktywnos$¢ enzymatyczna bro-
dawek korzeniowych, jak i ilo§¢ zwigzanego azotu i plon ro§lin.

4. W wyniku stosowania mikronawozéw wzrosta w najwigkszym stopniu za-
warto§é cynku w korzeniach bobiku w fazie kwitnienia. W fazie peinej doj-
rzalo$ci najwigksze nagromadzenie cynku stwierdzono w lodygach i li§ciach
(wzrost okolo 4,5-krotny), nastgpnie w korzeniach (3-krotnie), a najmniej-
sze w nasionach (o 30% w poréwnaniu z kontrolg). Stosowane dawki mie-
dzi (5 i 15 mgkg') w znacznie mniejszym zakresie réznicowaly zawarto§é
tego mikrosktadnika w badanych czg$ciach bobiku. Najbardziej wzrosta za-
warto§¢ miedzi w korzeniach (zaréwno w fazie kwitnienia jak i peinej doj-
rzalosci), nastgpnie w li§ciach 1 fodygach, a najmniej w nasionach.
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Stowa kluczowe:  miedz, cynk, bobik, wigzanie N,, aktywno$¢ nitrogenazy

Streszczenie

W do$wiadczeniu wazonowym, prowadzonym na glebie lekkiej o niskiej
zasobnosci w mikroelementy, badano oddzialywanie nawozenia miedzig i cynkiem
na wigzanie azotu przez bakterie symbiotyczne i plonowanie bobiku. Schemat
doswiadczenia obejmowal 5 obiektéw (w 6 powtdrzeniach): kontrola, 5 mg Cu,
15 mg Cu, 20 mg Zn, 60 mg Zn'kg! gleby. Rosliny zbierano w 2 terminach: w
fazie kwitnienia (3 powtdrzenia) oraz w fazie petnej dojrzatodci (3 powtdrzenia).

Wplyw nawozenia mikroelementami na badane wskaZniki biochemiczne
roSlin zalezal od sktadnika i jego dawki. Stosowanie miedzi w dawce 15 mgkg-!
wplyneglo korzystnie na proces wigzania azotu przez bakterie Rhizobium. Wyraza
si¢ to wzrostem aktywnosci bakterii symbiotycznych oraz liczby i masy brodawek
korzeniowych, a takze iloéci zwigzanego azotu i plonu roélin. Nawozenie cynkiem
w dawce 20 mgkg! zwickszylo nieznacznie aktywno$¢ nitrogenazy oraz liczbe
brodawek korzeniowych. Wyzsza dawka (60 mg Zn-kg') obnizyla zaréwno liczbg
i mase¢ oraz aktywno$¢ enzymatyczng brodawek korzeniowych, jak i ilo$¢ zwiaza-
nego azotu i plon ro§lin. W wyniku stosowania mikronawozéw wzrosta w najwig-
kszym stopniu zawarto$¢ cynku i miedzi w korzeniach, nastgpnie w lisciach i to-
dygach, a najmniej w nasionach bobiku.
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EFFECT OF COPPER AND ZINC ON THE PROCESS OF N,
FIXATION BY SYMBIOTIC BACTERIA OF FABA BEAN

Tadeusz Curyto
Department of Agricultural Chemistry, Agricultural University, Krakéw
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Summary

In pot experiment conducted on light soil with low content of available
microelement forms, the effect of copper and zinc treatment on nitrogen fixation
by symbiotic bacteria and yielding of faba bean (Vicia faba L. minor) was investi-
gated. Experiment design included 5 objects (in 6 replications): control, 5 mg Cu,
15 mg Cu, 20 mg Zn, and 60 mg Zn-kg! soil. Plants were harvested in two
terms: at flowering phase (3 replications) and at full maturity phase (3 replica-
tions).

The effect of microelement treatment on investigated biochemical plant pa-
rameters depended on a component and its dose. Application rate of 15 mgkg™
copper beneficially influenced the process of nitrogen fixation by Rhizobium bac-
teria. It was shown by an increased activity of symbiotic bacteria as well as the
number and mass of root nodules, the amount of fixed nitrogen and plant yield.
Zinc fertilization at 20 mgkg! dose slightly increased nitrogenase activity and
the number of root nodules. A higher dose (60 mg Zn-kg-!) decreased either the
number, mass and enzymatic activity of root nodules, as well as the number and
amount of fixed nitrogen and plant yield. As a result of microfertilizer applica-
tion the contents of copper and zinc increased most in roots, less in leaves and
stems, and least of all in faba bean seeds.
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