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Biologiczne wigzanie azotu

przez rosliny motylkowe w Swietle najnowszych badan

W STEP

Pytanie, czemu jedne rofliny moga zyé bez Zrédla azotu w glebie,
a inne w tych warunkach gina, niepokoito umysty uczonych od dawien
dawna. Jest rzecza niezmiernie ciekawa, jak niejednokrotnie blisko byl
uczeni rozwigzania tej zagadki jeszcze na dlugo przed klasycznymi ba-
daniami Hellriegla, Willfahrta i Prazmowskiego. Oto w r. 1850 Lach-
mann (4) laczac wystgpowanie brodawek korzeniowych roélin motylko-
wych z procesami pobierania pokarméw przez te rofliny stwierdzil, ze
w brodawkach znajdujg si¢ organizmy nazwane przez niego ,,vibriona-
mi". Publikacja Lachmanna, w ktérej omawial swoje badania, ukazala
si¢ jednak w malo poczytnym czasopiémie naukowym i dlatego nie
zwrécila na siebie uwagi. W r. 1886 Atwater (1) znalazl, Ze hodowany
przez niego groch pobiera z powietrza znaczne ilodci azotu i wyjaénia-
jac to zjawisko wyrazit przypuszczenie, ze moglo to sie staé za posred-
nictwem pewnych mikroorganizméw, posiadajacych zdolno$¢ wigzania
azotu atmosferycznego. Atwater opublikowal swoje badania, ale i one
mingly bez echa.

Najblizej rozwiazania tej zagadki byt Boussingault (2), ale tym ra-
zem blad popelniony zostal przez niezwykla skrupulatno$é w przepro-
wadzeniu do$wiadczenia: Boussingault chcac pozbawié podioze, na ktd-
rym mialy rosngé rosliny motylkowe, nawet sladéw azotu, wyzarzal je.
Postgpujac w ten sposdb niszczyl oczywiscie bakterie, a wiec ten czyn-
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nik, ktory poéredniczy w wigzaniu wolnego azotu. Na podstawie wy-
nikéw tak przeprowadzanego doéwiadczenia autor uwazal sie za upraw-
nionego do wyprowadzenia wniosku, Ze rofliny ,groszkowe” (jak je
wtedy nazywano) pod wzgledem Zywienia azotowego niczym nie réz-
nig si¢ od wszystkich innych roflin ,,niegroszkowych”, ze wiec pobie-
rajg pokarm azotowy jedynie ze zwiazkéw azotowych, np. saletry,
a azot atmosferyczny jest dla nich niedostepnym zrédiem. Boussin-
gault byl autorytetem i dlatego twierdzenie jego utrzymywalo sie z géra
lat 40 jako niezbity pewnik naukowy.

Jednakze zaréwno badania $ciste jak i praktyka rolnicza gromadzily
coraz wigcej dowoddéw na to, ze Boussingault si¢ myli, ze jednak rosliny
»groszkowe” zajmuja odrgbne miejsce migdzy roélinami pod wzgledem
zywienia si¢ azotem. Na przyklad Schulze z Lupitz bez dokupywania
nawozdw azotowych podnidst ogromnie rentowno$¢ swego gospodar-
stwa prowadzonego na piaskach tylko przez czeste wprowadzanie do
plodozmianu roélin motylkowych.

Lawes i Gilbert (5), ktérzy przez wiele lat §ledzili na polach do$wiad-
czalnych Rothamsted zawile sprawy zywienia ro$lin, doszli do wniosku,
ze tylko i jedynie roSliny motylkowe moga si¢ obej$¢ bez nawozenia
azotowego. Dos$wiadczenia ich potwierdzily réwniez znang od dawna
prawdg, ze ro$liny motylkowe stanowia doskonaly przedplon dla ros-
lin zbozowych. Nasuwalo si¢ wiec znowu pytanie, skad bierze si¢ ten
azot? Wyniki do$wiadczen Boussingaulta domagaly si¢ rewizji. Doko-
nali jej w r. 1890 Hellriegel i Willfahrt. Sprawe pobierania azotu przez
ro$liny motylkowe rozwigzali na podstawie do$wiadczen przeprowa-
dzonych sposobem, ktéry w zasadzie podobny byt do metody Boussin-
gaulta z ta jedynie réznica, ze badacze ci nie wyzarzali podloza, na
ktérym mialy rosnaé ich rofliny ,groszkowe”, ale oznaczyli w nim
iloéciowo azot przed zalozeniem do$wiadczenia, aby potem uwzglednic
te ilo§é przy obliczaniu koncowego bilansu azotu w. ro§linach dos$wiad-
czalnych. Wyniki swych badan strescili w 7 nastgpujacych punktach;
cytujemy je w dosfownym brzmieniu, bo choé od czasu odkrycia Heill-
riegla i Willfahrta minelo juz 60 lat, nikt od nich jasniej nie sprecyzo-
‘wal calego problemu:

1) roéliny motylkbwe zachowuja si¢ pod wzgledem Zzywienia azoto-
wego zupelnie odmiennie niz rofliny zbozowe;

2) rofliny zbozowe pobierajg azot Jedyme z gleby i ich rozwdj jest
bezpoérednio zalezny od zaupasu azotu znajdujacego si¢ w ich érodowisku
odzywczym;

3) roshny motylkowe posxada;q jeszcze drugie Zrédlo azotu (oprécz
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azotu w glebie), z ktorego mogg pokrywaé swoje zapotrzebowania na
ten skladnik;

4) tym drugim zrédlem jest azot atmosferyczny;

5) rosliny motylkowe asymiluja wolny azot przy wspbtudziale pew-
nych mikroorganizméw zyjacych w glebie;

6) specyficzne gatunki tych mikroorganizméw musza zyé w &cislej
symbiozie z pewnym okreflonym gatunkiem roéliny motylkowej;

7) brodawki korzeniowe roflin motylkowych znajduja si¢ w zwiazku
przyczynowym z calym procesem przyswajania wolnego azotu.

W ten wigc sposob zostala wyjaéniona sprawa wzbogacania gleby
w azot, a wigc i sprawa korzysci, jaka wynika z uprawy roélin niemotyl-
kowych na tym stanowisku, na ktérym poprzednio rosty rofliny mo-
tylkowe.

Beijerinck (3) wyeliminowal te specyficzne organizmy 1 pierwszy
otrzymal ich czyste kultury. Prazmowski (7) za$ byl pierwszym, ktérv
kulturami otrzymanymi metodg Beijerincka szczepil groch i obserwowal,
w jaki sposéb wchodza one przez wlosniki do korzeni i przeéledzil roz-
woj brodawek pod wplywem bakterii; on tez pierwszy zbadal poréw-
nawczo rozwéj grochu rosngcego w piasku wyjatowionym oraz w piasku
rowniez jalowym, ale zakazonym czystymi kulturami bakterii symbio-
tycznych. ‘
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1. Mechanizm wiqzania azotu atmosferycznego

Po odkryciach Heillriegla, Beijerincka i Prazmowskiego zaczeli uczens
zastanawial ‘sig, w jaki sposdb system biologiczny ,,roéliny — bakterie”
zamienia wolny molekularny azot w zwiazki organiczne. Nad wyéle-
dzeniem form poérednich miedzy azotem wolnym a zwiazanym w zwiaz-
kach bialkowych pracuja biochemicy i mikrobiologowie calego $wiata
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i wlaSciwie sprawa ta nie jest wcigz jeszcze definitywnie rozwigzana
Odkrycie hemoglobiny w brodawkach korzeniowych ro$lin motylko-
wych, dokonane przez japonskiego uczonego Kubo, calg sprawe jeszcze
skomplikowalo. Zanim jednak przejdziemy do nowszych hipotez, ma-
jacych wyjaénié caly proces wiazania wolnego azotu, opartych na od-
kryciu Kubo, zrobimy krdtki przeglad badan przedwojennych z tego
zakresu oraz réinych hipotez osnutych na tle zaobserwowanych przez
réznych badaczy zjawisk.

Sa dwie teorie wigzania wolnego azotu: 1) teoria utlenienia azotu mo-
lekularnego i 2) teoria redukcji tego azotu. Produkty (utlenienia czy
redukeji) dawalyby w koficowym rezultacie aminokwasy i biatko z sze-
regiem zwigzkéw poérednich, z ktdérych jedne istnieja tylko przejéciowo
i dlatego trudne do zidentyfikowania, inne zndéw mozna z latwoscig
wykryé na drodze analityczne;j.

Teoria utleniania azotu posiada nielicznych zwolennikdéw, poniewaz
jedynym dowodem na to, ze taka drogg méglby postepowaé caly pro-
ces wigzania azotu, jest wykrycie nieznacznych ilosci jondw azotano-
wych 1 azotynowych w kulturach Azotobactera wigzacego molekularny
azot. Zwolennicy teorii redukcyjnej dzielg sie na dwie grupy: jedna
z nich reprezentuje fifiski biochemik Virtanen, druga Winogradzki.
Wedtug Virtanena (9, 10) kluczowym produktem wigzania molekularnego
azotu jest hydroksylamina, ktéra laczac si¢ z kwasem szczawiowo-octo-
wym daje ostatecznie — kwas asparaginowy 1 asparaging. Przedstawi-
cielem teorii drugiej jest Winogradzki (7), wedlug ktdérego pierwszym
produktem wiazania wolnego azotu jest amoniak.

Teoria Virtanena. Budujac swoja teori¢ wigzania azotu oparl si¢ Vir-
tanen (9, 10, 11) na swoich badaniach z zakresu wydzielania produktéw
azotowych z brodawek korzeniowych roélin motylkowych do substratu -
oraz na wykryciu kwasu szczawiowo-octowego w soku roslin motylko-
w‘ych‘. Virtanen, badajac produkty wydzielone z brodawek korzeniowych
roélin motylkowych do podioza, stwierdzit w nich obecno$é¢ kwasu aspa-
‘raginowego 1 asparaginy, ktére to zwigzki powstawalyby, wedlug jego
przypuszcze, na skutek kondensacji hydroksylaminy z kwasem szcza-
wiowo-octowym. Wedlug Virtanena w lisciach grochu znajduje si¢
0,5 — 1 mg kwasu szczawiowo-octowego na 1 g $§wiezego materialuy,
co odpowiadaloby 0,1% w soku ro$lin motylkowych.* Schemat toku
reakcji od wolnego azotu do aminokwaséw mialby, wedlug Virtanena,

przebiegal jak nastgpuje:

* Wedlug badan Virtanena z 1943 r. ilodci kwasu szczawiowo-octowego w So-
ku roélin motylkowych s3 znacznie nigsze (Virtanen A.J., Sundman J., Jan-
nes L.: Prakt. chem,. 162, 71, 1943).
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Wilson 1 Wyss (5) atakuja teori¢ Virtanena oparta gléwnie na bada-
niach wydzielin brodawek korzeniowych roslin motylkowych. Wilson
stawla pytanie, czy obecno$¢ asparaginy w wydzielinach brodawko-
wych jest wystarczajacym dowodem na to, ze pierwszym produktem
wigzania wolnego azotu jest hydroksylamina? Wedlug Wilsona i Wyssa
(5), kwas asparaginowy 1 asparagina s3 najwazniejszymi produktami
w metabolizmie rolin zaréwno motylkowych jak i niemotylkowych bez
wzgledu na pochodzenie azotu; dlatego przypuszcza Wilson, ze asparagi-
na moze znajdowad sie w brodawkach korzeniowych i w produktach ich
wydzielin jako produkt wtérny zwigzanego symbiotycznie azotu, a nie
jako zwigzek koncowy i bezposredni przyswajania wolnego azotu. Na
poparcie swoich pogladow przytacza Wilson (6) wyniki badan Schulze-
go, z ktorych widaé, ze roSlina (motylkowa i niemotylkowa) karmiona
nieorganicznymi zwigzkami azotu przeksztalca je w zwiazki amonowe,
ktore dos¢ szybko przeobrazajg si¢ z kolei w kwas asparaginowy i aspa-
raging. Na skutek syntezy z kwasami organicznymi przez kondensacje

asparaginy tworzg si¢ bialka. Schulze przedstawia te sprawe w nastepu-
jacym schemacie:

proteiny

N

aspardgina aminog -kwas
5 y weéglowodany

zewnéelrzne 2rddto N — NH, + kwasy organiczne

Schulze twierdzi, ze asparagina jest jedynym aminokwasem tworza-
cym bialka roflinne, inne aminokwasy wystepujagce w roélinach stano-
wia wedlug niego tylko produkty rozkladu cial bialkowych. Odnosi sig
to zaréwno do metabolizmu roélin motylkowych jak i niemotylkowych.

Jak powyzej juz zaznaczyliémy, kwas szczawiowo-octowy odgrywa
wedlug hipotezy Virtanena wazng rol¢ w procesie wigzania azotu. Na
dowdd, ze hipoteza Virtanena moze by¢ stuszna, Wyss (8) przytacza na-
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stepujace wilasne do$wiadczenie: rozgniecione brodawki korzeniowe gro-
chu przechowywano w temp. 37° C w ciagu 40 minut i znaleziono, ze
w tych warunkach

brodawki same produkuja — 5,70 mg kwasu asparaginowego;

brodawki plus kwas szczawiowo-octowy — 9,12 mg kwasu asparagi-
nowego;
brodawki plus kwas szczawiowo-octowy plus alanina — 10,35 mg

kwasu asparaginowego.

Virtanen (10) do$wiadczenie to jeszcze modyfikuje w ten sposdb, ze
odciete od korzeni brodawki zasila kwasem szczawiowo-octowym i stwier-
dza w 25 do$wiadczeniach w ten spos6b przeprowadzonych przyswa-
janie wolnego azotu. Uczony ten twierdzi, ze obecno§é kwasu szczawio-
wo-octowego w brodawkach korzeniowych roslin motylkowych jest
kardynalnym warunkiem zwigzania hydroksylaminy (kluczowego pro-
duktu przyswajania wolnego azotu) na kwas asparaginowy, z ktérego
nastepnie powstaje bialtko.

Na poparcie swojej koncepcji Virtanen przytacza jeszcze inne doswiad-
czenie, ktére przeprowadzil w nastgpujacy sposéb: rofliny motylkowe
trzymane przez 24 godziny w roztworze 2 — 4% KNOs wykazywaly
obecnoé¢ hydroksylaminy, ktéra wedlug przypuszczen Virtanena utwo-
rzyta si¢ droga redukcji azotanéw. Hydroksylamina w obecnosci kwasu
szczawiowo-octowego lub kwasu alpha-ketoglutarowego daje w rezulta-
“cie odpowiedni oksym (jako zwigzek przejéciowy), a jako koncowy —
kwas asparaginowy.

Pomimo argumentéw Virtanena hipoteza amoniakalna Winogradz-
kiego (7) znajduje licznych zwolennikdw.

Teoria ta oparta jest na tej zasadzie, ze wodér uzyskany z proceséw
dehydrogenacji redukuje molekularny azot do amoniaku, ktéry faczac
sie z ketokwasami daje jako produkt przejéciowy iminokwas, a jako kof-
cowy kwas glutaminowy (a nie was asparaginowy jak w teorii Virtane-
na). Schemat teoretyczny hipotezy Winogradzkiego przedstawia si¢ jak
nastgpuje:

2H.0 HO-N—N—QOH 3H. 2NH; -2H,0 2R-C-COOH
N=N— "~ | | -+ i
H H 2 RC O-COOH N-H —

ketokwas imino- amino-

kwas kwas

Produkt przej$ciowy
dwu-hydroksyamoniak
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Teori¢ swoja oparl Winogradzki (7) na obserwacjach uzyskanych
podczas nastgpujgcych badan: odcicte od korzeni brodawki grochu prze-
- chowywal autor w termostaciec w temp. 40° C i znalazt, Ze umieszczony
obok brodawek czerwony papierek lakmusowy zmienial barwe na nic-
bieska, a znajdujacy si¢ w sasiedztwie kwas siarkowy zawieral znaczne
ilo$ci amoniaku. Stosowanie $rodkéw antyseptycznych nie powstrzymy-
walo wydzielania si¢ amoniaku. Korzenie grochu bez brodawek, znaj-
dujace si¢ w takich samych warunkach, tego polaczenia nie produ-
kowaly.

Podobne do$wiadczenie przeprowadzil Kraszennikow (3) stosujac do-
pomiaru azotu $cisla gazometryczng metode: brodawki z korzeniami lub
bez umieszczal w naczyniu nad rtecia w atmosferze mieszaniny gazéw
o znanym skladzie. Autor stwierdzil, ze ilosci przyswojonego w takich
warunkach azotu przez brodawki znajdowaly sie tylko w granicach
bledu do$wiadczalnego. Beijerinck (1) badajac odciete od korzeni bro-
dawki grochu, lubinu i seradeli réwniez nie stwierdzil przyswajania
azotu. Wilson, Hopkins i Fred (4) takze nie znalezli wigzania azotu
przez odciecie brodawki i na tej podstawie twierdzg, ze cale rozumowa-
nie Winogradzkiego oparte jest na blednym zalozeniu; byé moze, przy-
puszcza Wilson (6), amoniak w do$§wiadczeniu Winogradzkiego pocho-
dzil tylko z rozkladu zwigzkéw organicznych brodawek grochu.

W ostatnich latach zastosowano do badan nad asymilacjg wolnego
azotu precyzyjng metoda izotopéw. Do doéwiadczeh tych uzyto Azoto-
bactera vinelandia, a wyniki tych do$wiadczeh uwazane sa za wazki
dowdd stusznoéci hipotezy Winogradzkiego.

Doéwiadczenie przeprowadzono (Burris, Wilson — 2) w nastgpujgcy
sposob: |

kulture Azotobactera, ktéra przez 18 godzin rosta w atmosferze o nor-
malnym skladzie, zasilono na przeciag 90 minut molekularnym azotem
wzbogacanym izotopem azotu N!%; po uplywie tego czasu poddano ko-
mérki Azotobactera hydrolizie i znaleziono w jej produktach kwas glu-
taminowy, zawierajacy przewazng cze$¢ dodanego izotopu N5, reszta
N5 znajdowala si¢ pod postaciag kwasu asparaginowego. |

Burris (2) przeprowadzil inne jeszcze doé$wiadczenie, ktérego wynik
réwniez przemawia za stusznodcig hipotezy amoniakalnej: kultur¢ Azo-
tobacter vinelandii, ktéry w ciagu 18 godzin rozwijal si¢ w atmosferze
molekularnego azotu, zasilono pod koniec tego czasu amoniakiem wzbo-
gacanym izotopem N5, Po uplywie jednej minuty stwierdzono w ko-
mérkach Azotobactera obecno§é N5 pod postacia amoniaku. Jezeli jed-
nak zamiast amoniaku dodano do kultury Azotobactera réwnowazng
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ilo¢ N w postaci azotandw zawierajacych izotop N5 to znaleziono
w komoérkach Azotobactera dodany N3 dopiero po uplywie 30 minut.
Byloby to dowodem, wedlug autora, Ze azotany wymagaja pewnego
czasu do zmiany swojego azotu na taky formeg, ktéra by mogla byé
uzyta do syntezy aminokwaséw. Prawdopodobnie, twierdzi autor, od-
grywa tu rolg system enzymatyczny, ktdry poséredniczy w przemianie
azotandbw w form¢ aminokwaséw najodpowiedniejsza do produkcji

bialka.

Nie znajdujemy jeszcze w literaturze badad nad wigzaniem wolnego
azotu metoda wzbogacenia hydroksylaminy izotopem N5, Badania ta-

kie niewatpliwie przyczynilyby sie do rozstrzygniecia sporu miedzy

zwolennikami teorii hydroksylaminowej Virtanena i amoniakalnej Wi-
nogradzkiego. Niektorzy uczeni sa jednak zdania, Ze teorie te nie wy-
kluczajg si¢ wzajemnie z tym zastrzezeniem, ze w Systemie amoniakal-
nym koncowym produktem wigzania azotu bylby kwas glutaminowy,
przy systemie hydroksylaminowym kwas asparaginowy.

Zupelnie odrebne stanowisko w sprawie calego zagadnienia wigzania
wolnego azotu przez system ro$linny — bakterie zajal Prianisznikow
w swej fundamentalnej pracy pt. ,,Azot w Zyciu roélin i w rolnictwte
ZSRR" (Moskwa, wydawnictwo Akademii Nauk ZSRR, 1945).

Omawiajgc w swym_dziele rézne teorie wiazania atmosferycznego
azotu uczony ten w koncu dochodzi do wniosku, Zze wysledzenie fazy
przejéciowej od wolnego azotu do aminokwaséw (amoniak czy hydro-
ksylamina) jest wedlug niego sprawg mniejszej wagi. Sprawa najbardzie;
interesujacy byloby ,,podpatrzenie przyrody”, w jaki sposéb pod wzgle-
dem katalitycznym odbywa si¢ w niej proces zwiazania atmosferyczne-
go azotu.z wodorem, ktory to proces, jak wiadomo, zachodzi w warun-
kach normalnej temperatury i normalnego cisnienia. Poznanie tego me-
chanizmu byloby wedlug Prianisznikowa wskazdwka dla techniki, kté-
ra dotychczas w takich warunkach wolnego azotu wigzaé nie umie.

Przypomnijmy jeszcze raz dowody Virtanena uzyte na poparcie jego
teorii hydroksylaminowej oraz argumenty Wilsona i wspélpracowni-
k6w, ktbrzy t¢ teori¢ neguja, przy:czym nie przeciwstawiaja zadnej wias-
nej teoril.

1) Kwas asparaginowy jest jedynym polaczeniem aminowym, ktdre
znaleziono w produktach wydzielania z brodawek korzeniowych roélin
motylkowych do ich $§rodowiska odzywczego.

2) W wydzielinach tych stwierdzono obecno$é¢ malych iloéci oksyméw
okre$lonych przez Virtanena (10) jako kwas oksyminobursztynowy.

3. Kwas szczawiowo-octowy znajduje si¢ w soku ro$lin motylkowych.
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4. Odcicte od korzeni brodawki roslin motylkowych przyswajaja
w obecno$ci kwasu szczawiowo-octowego wiecej azotu niz w nieobec-
nosci tego zwigzku.

Szkola amerykanska z Wilsonem (6) na czele kwestionujac szereg
punktéw badafd Virtanena przytacza nastgpujace kontrargumenty:

1) Virtanen znalazl w roélinach motylkowych znaczniejsze iloéci kwa-
su szczawiowo-octowego, w warunkach badad przeprowadzonych
w Ameryce nie znaleziono w ogdle tej substancji w soku rolin motyl-
kowych.

2) Wydzielanie azotu z brodawek korzeniowych roslin motylkowych
do podioza jest, wedtug nich, raczej wyjatkiem niz regula, a wiec bu-
dowanie teorii na obecno$ci kwasu asparaginowego w wydzielinach
z brodawek nalezy uwazal za sprawg problematyczng.

3) Wilson i wspdlpracownicy przebadali w ostatnich. latach wigcej niz
100 prébek wycietych brodawek i tylko w znikomej iloéci doswiadczen
znalezli przyswajanie przez nie wolnego azotu, bez wzgledu na to czy
zasilano brodawki kwasem ketoglutarowym, czy szczawiowo-octowym,
czy tez nie dodawano zadnego z tych zwigzkow.

Powojenne badania Virtanena zmusily go réwniez do zakwestiono-
wania wylacznoéci teorii hydroksylaminowej: Virtanen badajac w r. 1946
(11) wydzieliny korzeniowe roélin motylkowych znalazt w nich nie tylko
kwas asparaginowy, ale i kwas glutaminowy obok beta-alaniny i kwasu
oksyminobursztynowego. Virtanen przyjmuje obecnie stanowisko kom-
promisowe w kwestii kluczowego produktu wigzania molekularnego
azotu; forma przejéciowa przy sentezie aminokwaséw z wolnego azotu
moze byé wedlug niego zaréwno hydroksylamina jak i amoniak. |

Z tego krétkiego przegladu badah widzimy, ze w procesic wigzania
wolnego azotu nie wyéwietlono dotychczas nalezycie jakosci przejécio-
wych produktéw miedzy molekularnym azotem a cialami bialkowymi.
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1I. Pigmentacja brodawek korzeniowych roslin motylkowych

W roku 1908 Palladin (6) badajac strukture brodawek korzeniowych
ro§lin motylkowych zauwazyl, ze tre§¢ brodawek ma czerwone zabar-
wienie. Gugenheim (2) wyizolowat ten barwik z wyki i okreslit go jako
kwas dwuoksyfenylo-alfa-aminopropionowy. Friedheim (1) uwaza czer-
wony barwik brodawek za produkt dzialania tyrozynazy, ulegajacy
pod wplywem wodoru redukcji do lenkociata. Reakcja ta wedlug niego
jest odwracalna.

W r. 1938 Pietz (7) oglasza swoje badania nad barwikiem brodawek
korzeniowych stwierdzajac, ze barwik ten znajduje si¢ tylko w zdro-
wych brodawkach i ze obecno$é jego jest jednym z istotnych warunkoéw
symbiotycznego przyswajania azotu. Wedlug tego autora polaczenie to
jest zwiazkiem poérednim przy przemianie tyrozyny lub dwuoksyfenylo-
alaniny w zwigzek melaninowy. Sok wycisnigty z brodawek korzenio-
wych i poddany wysokiej temperaturze staje si¢ czarny. Pod wplywem
czynnikéw redukcyjnych czerwone zabarwienie ,,soku” juz nie powraca.
Jezeli §wieze brodawki korzeniowe poddamy dzialaniu czynnikéw re-
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dukcyjnych, ich czerwone zabarwienie znika, powraca jednak pod
wplywem czynnikéw utleniajacych. Tak wige, wedlug Pietza, czerwony
pigment znajduje si¢ w czynnych brodawkach korzeniowych w stanie
utlenionym.

W roku 1939 Kubo (5) ekstrahowal roztworem siarczanu amonowe-
go pigment brodawek korzeniowych soi i poddal go badaniom spektro-
skopowym. Otrzymal widmo absorbcyjne dwusmugowe. Maksyma
absorbcji tych smug znajdujg sie przy dlugoéci fal 575 myp. . Dzialajac na
wyodr¢bniony produkt czynnikami redukcyjnymi otrzymal jednosmu-
gowe widmo z maksimum absorbcji przy dlugosci fal 550 m p.. Substancja
wyodr¢bniona soi daje krysztalki heminy, niczym nie rdznigce si¢ od
protoheminy krwi zwierzat kregowych. Na tej podstawie Kubo okredlit
czerwony pigment brodawek soi jako hemoproteing podobng do hemo-
globiny, a dzialajaca w brodawkach — jako nosiciel 1 przenosnik tlenu.

Badania Kubo podjal Virtanen (8) i w pierwszych powojennych la-
tach rozpracowal cale zagadnienie na wielkg skale. Przede wszystkim
stwierdzil, ze nie tylko brodawki soi, ale i grochu zawieraja czerwony
pigment podobny do hemoglobiny. Virtanen rozréznia dwa rodzaje bro-
dawek na korzeniach roélin motylkowych: biale i czerwone. Brodawki
biale otrzymal wtedy, gdy szczepit groch kulturami bakterii Rhizobium,
stabo aktywnymi lub nieaktywnymi; natomiast brodawki byly zabar-
wione na czerwono zawsze wtedy, gdy roéline motylkows zaszczepil
czynnym szczepem Rhizobium. Virtanen nazwal czerwony pigment ro$
lin motylkowych ,leghemoglobing”. W preparacie otrzymanym z roz-
gniecionych brodawek korzeniowych soi przez ekstrakcj¢ roztworem
siarczanu amonowego oznaczal Virtanen ilo§¢ zelaza. Stwierdzil, ze pre-
parat przez niego otrzymany zawiera ten sam procent zelaza, co i he-
moglobina krwi zwierzat kregowych. Wedlug Virtanena leghemoglo-
bina rézni si¢ od hemoglobiny krwi zwierzat kregowych wigksza tatwo-
$cia samoutlenienia si¢ do methemoglobiny. Podczas, gdy zdrowa krew
zwierzat kregowych zawiera tylko znikome $lady methemoglobiny, bro-
dawki korzeniowe zawieraja, wedlug niego, nieraz wysoki procent tego
polaczenia. Virtanen przypuszcza, ze dzieje si¢ to czgsciowo za sprawa
oksydaz znajdujacych sie w czynnych brodawkach korzeniowych rolin
motylkowych, czeSciowo zaé§ dzieki specyficznej wlaéciwosci leghemo-
globiny do samoutlenienia. Na tej podstawie Virtanen sadzi, ze sklad-
nik proteinowy w czerwonym pigmencie brodawek jest w inny sposob
zlaczony z grupa prostetyczng niz w hemoglobinie krwi zwierzat kre-
gowych.

Wedlug Virtanena, leghemoglobina znajduje si¢ tylko w czynnej tkan-
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ce bakterioidalnej brodawek korzeniowych, natomiast nie ma jej w jalo-
wych komdrkach brodawek korzeniowych.

W okresie przekwitania i dojrzéwania roéliny motylkowej zjawia sig
w czynnych brodawkach korzeniowych pigment zielony. Wedlug Virta-
nena pigment ten jest mieszaning chromoproteidéw (bialka zlozone, ce-
chujace si¢ obecnoscia jakiego§ barwika jako grupy prostetycznej) roz-
puszczalnych w wodzie, o zawartosci 0,28% Fe. Virtanen twierdzi, zc
przy tworzeniu si¢ tego barwika w brodawkach decydujacy role odgry-
wa kwas askorbinowy. Dos$wiadczenia tego badacza przeprowadzone in
vitro wykazaly, ze hemoglobina i methemoglobina brodawek gwaltow-
nie zmieniaja kolor czerwony na zielony w temperaturze pokojowej, je-
zeli roztwdr zawiera kwas askorbinowy 1 nadtlenek wodoru. By¢é moze,
przypuszcza Virtanen, w okresie dojrzewania roslin motylkowych znika
z brodawek korzeniowych substancja, ktdra przedtem zapobiegala prze-
mianie barwika czerwonego w zielony; substancjg tg modglby byl kwas
szczawiowo-octowy lub jaki$ inny, czynny w brodawkach, zwiazek. Tak
wicc natura zielonego barwika i jego rola w brodawkach korzeniowych

jest jeszcze wcigZ niewyjasniona.

Jaka jednak rol¢ odgrywa w brodawkach korzeniowych roslin motyl-
kowych czerwony barwik brodawek? Virtanen uwaza, ze réznica mig-
dzy hemoglobing a leghemoglobing (pigment brodawek) polega na
wickszej latwosci leghemoglobiny do samoutlenienia sig, a wigc prze-
miany w methemoglobing. Dobre funkcjonowanie calego aparatu przy-
swajania wolnego azotu uzaleznione byloby od zmiany wartosciowoscl
selaza hemoglobiny. Wedlug Virtanena proces asymilacji azotu zwigza-
ny jest z wlasciwoscia leghemoglobiny do magazynowania 1 przenosze-
nia tlenu atmosferycznego. Dlatego tez, tlumaczy Virtanen, w warun-
kach beztlenowych nawet bardzo aktywne szczepy Rhizobium nie spel-
niaja swej roli wigzania azotu, a brodawkom korzeniowym brak jest

wtedy czerwonego pigmentu.

Virtanen na podstawie powyzszych danych wysuwa nowg hipoteze
wigzania wolnego azotu: tlen niesiony przez legmethemoglobing utlenia
molekularny azot przyswojony przez Rhizobium dajac w ten sposob
pierwszy produkt wigzania azotu. Teorie t¢ Wyraza nast¢pujace row-
nanie:

N: * methemoglobina (Fe IITI) _ NH:0H * Hb (Fe II)

kwas l-aspararaginowy He oksym * kwas $ZCZaW1OW0-OCtOWY.

Wedlug Virtanena dziatalno$¢ hemoglobiny w brodawkach‘po.legala-
by na: 1) ulatwieniu czynnoéci oddechowych bakterii; 2) utlenianiu azo-
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tu molekularnego przy réwnoczesnej zmianie tadunku elektrycznego ze-
laza.hemoglobmy. Tak wige caly proces wigzania azotu polegalby na
cykliczne) zmianie wartosciowosci zelaza zawartego w czerwonym pig-
mencie brodawek korzeniowych.

Badania Keilina (3) wykazaly jednak, zZe rozumowanie Virtanena
oparte jest na bl¢dnym zaloZeniu. Czerwony barwik brodawek roélin
motylkowych, hodowanych badz to w warunkach normalnego o$wietle-
nia, badz tez w cieniu, nie zawiera zupeinie methemoglobiny. Virtanen
znalazl to polaczenie, twierdzi Keilin, poniewaz badal barwik wyodreb-
niony z brodawek droga ekstrakcji, w czasie ktdrej hemoglobina zostala
utleniona pod wplywem chinonéw utworzonych podczas tejze ekstrakcji.
Wedlug Keilina, czynne brodawki korzeniowe wykazuja tylko obecnosé
mieszaniny hemoglobiny i oksyhemoglobiny. Badacz ten stwierdzil, ze
czerwony pigment wycisnigty z brodawek korzeniowych soi posiada na-
ture hematynowa. W przeciwienstwie jednak do pogladéw Kubo i Virta-
nena, Keilin dowodzi, ze barwik ten jest nie tylko zwigzkiem ,,podob-
nym” do hemoglobiny, ale prawdziwg hemoglobina, identyczng z hemc-
globing krwi zwierzat kr¢gowych. Badania swoje przeprowadzal Keilin
na pigmencie wycisni¢tym z brodawek korzeniowych soi 1 oczyszczonym
przez frakcjonowane stracanie roztworem siarczanu amonowego. Autor
badal widmo absorbcyjne w mikrospektroskopie i znalazt, ze barwik ten
w zetknieciu z tlenem nie ulega utlenieniu, lecz ,,utlenowaniu”, tzn., ze
wchodzi z nim w luzny zwiazek chemiczny zwany oksyhemoglobing. Wid-
mo tego polaczenia cechuje si¢ dwoma smugami absorbcyjnymi w zielone;
cze$ci widma o maksimum absorbeji przy dtugosci fal—576 myp. i 547 m .
Tego rodzaju widmo, charakterystyczne dla oksyhemoglobiny (FIbOz)
znika, jezeli na roztwér tego barwika podzialamy hydrosiarczynem so-
dowym. Powstaje wéwczas jedna smuga absorbcyjna z maksimum ab-
sorbeji przy dlugoéci fal 557 myp. Smuga ta nalezy do hemoglobiny (Hb).
Tak wiec, zadajac roztwér oksyhemoglobiny czynnikami redukcyjnymi
i kolejno wytrzasajac ,odtlenowany” hemoglobing z powietrzem atmo-
sferycznym, mozna dowolnie zmieniaé charakter widma badanego roz-
tworu hemoglobiny. Zaréwno hemoglobina krwi zwierzat kregowych
jak i hemoglobina brodawek korzeniowych tworzy z tlenem molekular-
nym luzne i doskonale odwracalne polaczenie, ktérego Zelazo znajduje
sic w stanie dwuwartoéciowym. Polaczenie to pod wplywem silnych
czynnikéw utleniajacych zmienia barwe z czerwonej w Zzdito-brunatng
i réwnoczeénie zachodza charakterystyczne zmiany w widmie absorbcyj-
nym. Otrzymujemy zwiazek zwany methemoglobina, ktérej cechg cha-
rakterystyczng jest obicnoéé zelaza tréjwartoéciowego i niemoznosc
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ulegania odwracalnemu ,utlenowaniu”. Reakcje powyzsze przebiegaja
wedlug nast¢pujgcego schematu:

globina

+ globina
hem

utlenowanie
oksyhemoglobina

—_—

‘‘‘‘‘ hemoglobina .

—

odtlenowanie

SHIETHEYH1}

l

methemoglobina

Hemoglobina wyodr¢bniona z brodawek korzeniowych soi daje z tlen-
kiem wegla charakterystyczne polaczenie, ktdre podobnie jak oksyhemo-
globina, jest polaczeniem nietrwalym i w atmosferze wolnej od CO roz-
pada si¢ z powrotem na tlenek wegla 1 na hemoglobing. Keilin stwierdzil,
ze asymilacja wolnego azotu bywa natychmiast zahamowana, jezeli ro-
$liny motylkowe znajdujg si¢ w atmosferze o niskim ci$nieniu parcjal-
nym* tlenku wegla. Zjawisko to jest podobne do zjawiska zachodzgcego
w ustroju zwierzecym pod wplywem tlenku wegla: jak wiadomo tlenko-
weglowa hemoglobina krwi zwierzat kregowych traci zdolnos¢ odwra-
calnego laczenia si¢ z tlenem i tlenek wegla blokuje rozprowadzenie tle-
nu po ustroju zwierzecym przez hemoglobing (np. przy zatruciu czadem).

Keilin (4) i jego wspdlpracownicy badali calkowita zawarto$¢ hema-
tyny w brodawkach roslin hodowanych w silnym $wietle lub tez roslin
nieco zaciemnionych i stwierdzili, Ze nie ma methemoglobiny ani w bro-
dawkach roélin oéwietlonych, ani zacieniowanych, natomiast znalezli,
se w brodawkach roélin zacieniowanych przez 12 dni catkowita ilos¢
hemoglobiny (okreélonej jako hemochromogen pirydyny) byla znacznie
nizsza niz w brodawkach roslin niezaciemnionych. Stg¢zenie hemoglobiny
w komoérkach brodawek czynnych oznaczono w ekstrakcie brodawek.
Stezenie to wynosi, wedtug Keilina, okolo 1,1 X 10— gm mol. hematy-
ny na litr, natomiast wartoé¢ znaleziona bezposrednio w skrawkach bro-
dawek wynosi: 2,3 X 10~% gm mol. hematyny.

Jak wiadomo, w $wiecie roslinnym znajdujemy szereg enzyméw, kto- .
re w swojej strukturze zawieraja uklad hemu. Enzymem tego typu jest
katalaza, dalej peroksydazy nadajace wodzie utlenionej zdolnos¢ utle-
niania réznych cial nie ulegajacych utlenieniu przez H:0: w nieobec-
noéci enzymu i wreszcie trzeci enzym — oksydaza cytochromowa znana

pod nazwa ,,fermentu oddechowego”.
Jednakze hemoglobina w brodawkach korzeniowych roslin motylko-

* Ciénieniem cze$ciowym, czyli parcjalnym, nazywamy preznos¢ wywierang
przez dany gaz wystepujacy w mieszaninie z innymi gazami, wyrazona w mm

stupa rteci.
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wych stanowi dotychczas jedyny znany wypadek wystgpowania w roli-
nach ,,prawdziwej” hemoglobiny, identycznej z hemoglobing krwi zwie-
rzat kregowych. Fakt, ze: 1) barwik ten tworzy si¢ w roSlinach tylko
przy zaszczepieniu ich aktywnym szczepem bakterii Rhizobium, 2) ze
jest on zlokalizowany tylko wewngtrz komdrek zawierajgcych organiz-
my symbiotyczne i 3) Ze proces asymilacji wolnego azotu jest matych-
miast zahamowany w obecnoici tlenku wegla, dowodzi, ze obecnos¢ he-
moglobiny w brodawkach korzeniowych roslin motylkowych jest scisle
zwiqzana z calym zjawiskiem przyswajania molekularnego azotu przez
te bakterie. Badania pulawskie,* prowadzone w ubieglym sezonie wege-
tacyjnym nad pigmentacja grochu, tubinu (rys. 1 i 2) i seradeli wykazaly,
ze rozw6j brodawek korzeniowych tych roslin zachodzi bez wzgledu, na
jakim typie podloza glebowego te rosliny rosty, wedlug nastgpujacego
schematu: w mlodej brodawce np. grochu widzimy (rys. 1) lekko rézowe
zabarwienie, w miare powi¢kszania si¢ brodawek barwa ta stopniowo sta-
je sie mocniejsza. Pigment wypelnia brodawki mniej wigcej do jej polowy,
z najsilniejszym natezeniem barwy u nasady brodawki. W okresie po-
przedzajacym kwitnienie rézowe zabarwienie brodawek zmienia sig
w krwisto-czerwone i pigment zajmuje juz okolo % pojemnosci bro-
dawki.

Mniej wigcej w 6 tygodniu rozwoju rofliny, czyli w okresie kwitnie-
nia, nasilenie barwy czerwonej osiagga swe maksimum, a réwnoczesnie
przyswajanie azotu jest najsilnicjsze. Kwitnienie roélin jest punktem
zwrotnym w rozwoju jej brodawek, w tym czasie bowiem pojawia sig
w brodawce pigment inny, zielony. Barwik ten nie mieszajac si¢ z pig- .
mentem czerwonym, powoli, stopniowo ruguje go z gbrnej czesci (jej
nasady) brodawki na jej dno (rys. 1). Niebawem barwik zielony zajmu-
je juz cala objetoéé brodawki, z najsilniejszym natgzeniem w jej miejscu
najwezszym. Jest to okres, w ktdrym zaczyna sig starzenie brodawek,
pokrywaja si¢c one coraz liczniejszymi plamami barwy brazowej, po
czym kurcza sig, traca miazszoé¢ i w koncu odpadaja od korzenia. Jezeli
jednak podioze, w ktdrym rosng roéliny motylkowe, zasobne jest
w sktadniki pokarmowe i rofliny rozwijaja si¢ nadal, to moga powstal
jak np. w wypadku u grochu coraz nowe brodawki, teraz juz nie na ko-
rzeniu palowym, jak to obserwowaliémy we wczesnym okresie wegetacji
roéliny, ale przewaznie na korzeniach przybyszowych roéliny, na ich
najmlodszych odgalezieniach. S3 to juz nie pojedyncze brodawki, ale
mniejsze i wieksze ich skupienia o zabarwieniu zielono-rézowym, potem
tylko zielonym, w kohcu brazowym, az wreszcie i te brodawki martwie-

* Badaniom tym bedzie poswiecona osobna publikacja.
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ja, pustoszeja i odpadaja od korzenia. Brodawki te nazwalimy brodaw-
kami ,,wtérnymi” (rys. 1).

Fazy rozwojowe brodawek korzeniowych lubinu sa w zasadzie po-
dobne do tych, ktére obserwowaliémy na brodawkach grochu (rys. 2).
Czerwony pigment brodawek tubinu jest w pierwszym stadium rozwoju
ro$liny jasno-rézowy, w miarg jej wzrostu staje sie coraz to bardziej in-
tensywny i w okresie kwitnienia roliny jest krwisto-czerwony. Gdy tu-
bin przekwita, pojawia si¢ w brodawce pigment zielony postepujacy od
kory pierwotnej korzenia do $rodka brodawki w kierunku walca osio-
wego korzenia i znéw, nie mieszajgc si¢ z pigmentem czerwonym bro-
dawki, stopniowo posuwa si¢ naprzéd zajmujac w okresie zawiazywa-
nia stragkéw przez rofling cala pojemnoéé gniazd tkanki bakteroidalne;j
brodawki. Wkrétce potem ten pigment zmienia barwe na brazows, cala
brodawka ciemnieje, kurczy si¢ 1 w koncu ulega rozkladowi.

Stadia rozwojowe brodawki seradeli s3 takie same jak w brodawce
grochu, z ta tylko rdznicg, ze brodawki korzeniowe seradeli posiadaja
znacznie mniej tego pigmentu niz brodawki grochu; zabarwienie broda-
wek seradeli nawet w okresie kwitnienia ro$lin jest tylko rézowe.

Brodawkowanie grochu i lubinu, hodowanych w warunkach doéwiad:
czenia wazonowego w Instytucie Pulawskim na kilku typach gleb, wy-
kazaly, ze najwiccej hemoglobiny wyprodukowaly brodawki korzenio-
we (grochu i lubinu) hodowane na czystym bezazotowym piasku, naj-
mniej za$ bylo jej w brodawkach tych roslin, ktére rosty na madzie.
Najwczeéniejsze zawigzywanie brodawek znaleziono na roslinach hodo-
wanych na piasku, najpdzniejsze na madzie. Byloby to dowodem, ze
rézne podloza glebowe dzialaja swoiscie na tempo rozwoju brodawek
korzeniowych roélin motylkowych i na iloé¢ wytwarzanej w nich hemo-
globiny.

Réwnolegle z obserwacjami nad zmianami pigmentacji w brodaw-
kach korzeniowych grochu i tubinu prowadzono badania nad iloicia
przyswojonego symbiotycznie azotu przez te rodliny w réznych warun-
kach glebowych i w 4 réznych okresach wegetacji tych roslin: w okresie
przed kwitnieniem, po okwitnieniu, podczas zawigzywania strakow
i w czasie dojrzewania nasion. Wyniki, jakie uzyskano, upowazr Iy
autorke prowadzonych w Instytucie Pulawskim badan do wysnucia na-
stepujacych wnioskéw: aktywno$é bakterii symbiotycznych jest propor-
cjonalna do stezenia hemoglobiny w brodawkach korzeniowych rolin
motylkowych; mniejsza lub wigksza produkcja tego pigmentu zwigzana
jest z kolei z warunkami $rodowiska, w ktdrych wzrasta roslina motyl-
kowa. Réwnoczeénie ze znikaniem hemoglobiny z brodawek przyswa-
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janie wolnego azotu stopniowo maleje. Z chwilg, kiedy w brodawkach
korzeniowych znajduje si¢ tylko zielony pigment, przyswajanie moleku-
larnego azotu jest juz ukonczone.

Doswiadczenia pulawskie wykazaly nadto, Ze synteza hemoglobiny
w brodawkach korzeniowych roélin zaszczepionych aktywnym szczepem
Rhizobium odbywa si¢ dopéty, dopdki starcza weglowodandw w korze-
niach. Z chwilg wyczerpania si¢ zrédla wegla nastepuje rozklad hemo-
globiny w brodawkach; tworza si¢ produkty rozkladu komponenty

barwnej hemoglobiny i rdwnoczeénie nodulacja i przyswajanie wolnego
azotu ustaje.

Jak juz wyzej powiedzieliSmy, rosliny motylkowe reprezentuja pierw-
szy znany nam wypadek wystgpowania hemoglobiny w $wiecie roélin-
nym. Stwierdzone zostalo, ze ani sama roélina motylkowa, ani same bak-
terie z gatunku Rhizobium (hodowanej na calkowitej pozywce potrzeb-
nej im do wzrostu i rozmnazania si¢) nie s3 zdolne do syntetyzowania
hemoglobiny, a wiec i do przyswajania molekularnego azotu. Nie stwier-
dzili tego jasno zadni (dotychczas) badacze. Przyswajanie wolnego azo-
tu odbywa si¢ tylko wtedy, gdy czynny szczep bakterii Rhizobium roz-
winie si¢ w tkance korzeniowej wlasciwej roslinie motylkowej. Rhizo-
bium nie tylko pobudza komérki korzeniowe do szybszego rozrostu
i podzialu, ale najwidoczniej dostarcza im posrednio czy bezposrednio
tego czynnika, ktory jest potrzebny do syntezy hemoglobiny. Keilin
twierdzi, ze kazda zywa komdrka moze byé uwazana za potencjalnego
»hosiciela” grupy prostetycznej hemoglobiny, a to na tej podstawie, Z2
wszystkie organizmy aerobowe lgcznie z bakteriami i ro$linami zdolne
sa do syntetyzowania katalizatordw majacych nature hematynows. He-
moglobine prawdziwa produkuje jednak (wedlug dotychczasowego stanu
badan) tylko i wylacznie system ,,roéliny - Rhizobium”. System ten najwi-
doczniej posiada zdolno$¢ do produkowania tej wysoce specyficzne;j
czgsci sktadowej biatkowej hemoglobiny, jakg jest ,,globina”, ktéra w po-
laczeniu z hemem nadaje temu barwikowi charakterystyczng ceche od-
wracalnego lgczenia sie z tlenem, czyli ,,utlenowania”.
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111. Wydzielanie azotu z brodawek korzenlowych na zewngtnz

Spostrzezenia ostatnich kilkunastu lat wykazaly, Ze ro§liny niemotyl-
kowe moga korzysta¢ z azotu roslin motylkowych nie tylko z produk-
tow rozkladu tych roélin, ale rdwniez i za ich Zycia. Stwierdzono, ze
ro§liny motylkowe moga juz w czasie swego rozwoju wzbogacaé glebe
w azot przyswojony przez ich symbiotyczne bakterie, a rosliny niemo-
tylkowe rosngce w ich sgsiedztwie moga ten azot czerpaé na swéj uzytek.
Zagadnienie wydzielania zwigzkéw azotowych do podloza stalo sig
w ostatnich 10 latach przed wojna tematem dociekan fizjologéw, bioche-
mikéw 1 mikrobiologow. '

Doswiadczenia polowe

Pierwsze wzmianki na temat korzysci wynikajacych z uprawy roslin
motylkowych z niemotylkowymi spotykamy w pi$miennictwie rolniczym
w r. 1892. Autorem jest La Flize (2), ktéry w latach 1887 — 1892 pro-
wadzil w Rambouillet do$wiadczenia polowe i na ich podstawie wykazal,
ze roéliny zbozowe siane migdzy roélinami motylkowymi nie potrzebuja
juz nawozenia azotowego dajac obfity plon ziarna i stomy. Wedlug
autora dobry rozwdj roélin zbozowych nalezy przypisa¢ wspdizyciu tych
2 gatunkéw roélin, w szczegblnosci oddziatywaniu zwiazkéw azotowych
przyswojonych przez bakterie brodawkowe roélin motylkowych. Zwigz-
ki te mialyby, wedlug przypuszczen autora, wedrowaé z brodawek ko-
rzeniowych rolin motylkowych do podioza roélin i w ten sposéb przy-
czyniaé si¢ do lepszego rozwoju roslin niemotylkowych.

W roku 1910 ukazala si¢ praca Lipmana (5) pt. ,,Metody badania zyz-
noéci gleby”. Na drodze Scistych doéwiadczen polowych i wazonowych
(z mieszaning piasku i gleby) prébowal autor wytlumaczy¢ korzysci uzy-
skane z upraw roSlin mieszanych — motylkowych z niemotylkowymi,
Whnioski, jakie Lipman wysnul jedynie tylko na podstawie obserwaciji,
byly nastgpujace: 1) prawdopodobnie zwiazki azotowe wedruja z bro-
dawek korzeniowych do podloza roflin, z nich za§ korzystaja rosnace
w sasiedztwie roéliny niemotylkowe, 2) obecnoéé azotu mineralnego
w podlozu wplywa ujemnie na energi¢ wigzania wolnego azotu 1 na wy-
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dzielante azotu z brodawek korzeniowych do substratu roélin, skutkiem
czego rozwoj roslin w mieszance jest zahamowany, 3) rézne ro$liny mo-
tylkowe wplywaja w réznym stopniu na rozwéj roélin niemotylkowych.
Przypuszczenie to wypowiedzial Lipman na podstawie doéwiadczenia
poréwnawczego, uprawiajac bowiem w jednej serii owies z grochem,
w drugiej owies z soja otrzymal w pierwszym wypadku lepszy plon
owsa niz w drugim.

W roku 1911 Lyon i Bizzell (4) oglosili prace pt. ,,Niezwykle korzy-
Sci uprawiania roélin motylkowych”. Autorzy ci stwierdzili wzrost pro-
centowej zawartosci azotu w owsie pod wplywem roélin motylkowych
wyrostych na tym samym terenie. Zjawisko to przypisywali wzmozonej
nitryfikacji zwiazkéw azotowych zawartych w glebie, na ktdrej rosng
rosliny motylkowe. Poglad ten podzielal Tacke (10), wedlug ktdrego
bakterie nitryfikacyjne wykazuja zwickszong energie w poblizu korzeni
ro$lin motylkowych. ‘

Kazerrer (7) w nastgpujacy sposdb tlumaczy sprawe korzyéci uprawy
mieszanek: wedlug niego korzenie réznych gatunkéw roélin tak sie wza-
jemnie przerastaja, ze trudno je rozdzielié. Kazerrer dochodzi do wnio-
sku, ze korzenie réznych gatunkéw roélin ,,wysysaja” w ten sposéb ma-
terialy pokarmowe jedne od drugich.

Fergus 1 Trumble (1, 11) w St. Zjednoczonych badaja sprawe ko-
rzysci uprawy ro§lin motylkowych z niemotylkowymi z punktu widze-
nia praktyki rolniczej: pierwszy z nich prowadzil doswiadczenia z pa-
stwiskami 1 stwierdza, ze na poletkach z mieszaning koniczyny i traw
pastewnych plon jest 2 razy wigkszy niz na poletkach bez koniczyny,
précz tego znajduje autor znaczny przyrost proteindw w trawach rosna-
-cych w sasiedztwie koniczyny.

Trumble (11) pisze na poczatku swej pracy: ,,Ogdlnie i od dawna zro-
biono spostrzezenie, ze ro$liny motylkowe stanowia najodpowiedniejsze
sasiedztwo traw”. Zjawisko tlumaczy autor ,,przenoszeniem” zwigzkéw
azotcwych z ro$lin motylkowych na niemotylkowe.

W Polsce Gurski (3) zajmowal si¢ zagadnieniem uprawy mieszanek:
on pierwszy zwrdcil uwage na iloSciowy stosunek roélin rosnacych w ta-
kim zespole. W 3-letnich do$§wiadczeniach autor staral si¢ ustalié najko-
rzystniejszy stosunek wyki i owsa. \

Badania biochemiczne

Naukowe ‘podstawy-dla calego zagadnienia wspélzycia roslin motyl-
kowych z niemotylkowymi stworzyl na kilka lat przed wojng Virta-
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ren (16). W roku 1927 przeprowadzil Virtanen do$wiadczenie ze szcze-
pionymi roflinami motylkowymi na czystym, bezazotowym piasku
i przekonal sig, ze roéliny te pobraly na swoéj uzytek tylko czgé¢ azotu
przyswojonego przez bakteri¢ Rhizobium, w piasku bowiem pozostaly -
jeszcze duze iloéci azotu, ktore wedlug przypuszczen autora wywedro-
waly z brodawek korzeniowych koniczyny. W 30 kg piasku znalazt
Virtanen, po 11 tygodniach wzrostu roéliny, okoto 0.84 g azotu, podczas
gdy w kontroli (taki sam piasek z nieszczepiong koniczyngz) bylo go
tylko 0.04 g. Fakt ten nasungl autorowi przypuszczenie, ze z tego azotu
moglyby korzystaé roSliny niemotylkowe rosnace obok motylkowych.
Przeprowadzone w tym kierunku do$§wiadczenie potwierdzilo przypusz-
czenie Virtanena: owies hodowany obok szczepionego grochu lub wyki
dal zwickszony plon i bogatszy w azot niz hodowany w monokulturze
w takim samym podlozu. W nastgpnych seriach do§wiadczenia staral sig
Virtanen i jego wspélpracownicy zbadaé: 1) czy dyfuzja zwiazkéw azo-
towych z brodawek korzeniowych bedzie zachodzita w kulturach jalo-
wych, zawierajacych tylko Rhizobium, 2) jaka jest forma chemiczna
zwiazkéw azotowych, ktére wedruja do podloza, 3) czy rofliny motyl-
kowe i niemotylkowe moga si¢ na nich normalnie rozwijal. Poszczegdl-
ne zagadnienia badal autor w cyklu do$wiadczen postugujac si¢ tzw.
technika sterylna”. Technika ta polega na tym, Ze autor hoduje rosliny
motylkowe na piasku, agarze lub pumeksie szczepigc je kulturami bak-
terii symbiotycznych, a wykluczajac wszystkie inne mikroorganizmy.
Virtanen znalazl, ze wydzielanie azotu z roélin do podloza odbywa sie
tylko wtedy, gdy Zrédio azotu roflin motylkowych stanowi azot przy-
swojony symbiotycznie, natomiast dyfundowania azotu nie stwierdzii
wtedy, gdy roéliny nie zaszczepione korzystaly tylko z azotu mineralne-
go. Na tej podstawie Virtanen twierdzi, ze wydzielanie azotu odbywa
sie bezpoérednio z brodawek korzeniowych roslin motylkowych a nie
2 ich korzeni. Analiza zwigzkéw azotowych wydzielonych do podioza
wykazala, ze s3 to prawie wylacznie aminokwasy. Polowe tych zwiaz-
kéw stanowi kwas asparaginowy, druga polowe betaalanina 1 kwas glu-
taminowy oraz $§lady kwasu oksyminobursztynowego. Virtanen nie zna-
lazt w tych wydzielinach (w przeciwiefistwie do Winogradzkiego — 14)
ani amoniaku, ani azotandw.

W osobnej serii do$wiadczet badal Virtanen wartosc uzytkowg ami-
nokwaséw dla roélin motylkowych i dla niemotylkowych; do§wiadcze-
nia te wykazaly, ze alanina i asparagina nie sa dla pszenicy, a zwlaszcza
dla jeczmienia, gorszym Zzrédiem azotu od saletry, natomiast kwas aspa-
raginowy jest dla tych rolin nieodpowiednim zrédltem azotu. W przeci-
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wienstwie jednak do rolin zbozowych posiada on wysoka warto§é uzyt-
kowg dla ro$lin motylkowych, gdy asparagina jest dla nich niekorzystna.

W roku 1937 przeprowadzil Virtanen (17) i jego wspdlpracownicy
cykl doswiadczen, w ktérych badali wplyw czynnikéw zewnetrznych
na zjawisko wydzielania azotu z brodawek korzeniowych do podloza.
Badania te wykazaly, ze ilo§¢ azotu wydzielonego przez rosling motyl-
kowa zalezy nie tylko od rodzaju roliny motylkowej, ale takze od jej
wieku (najsilniejsze wydzielanie ‘znalazt Virtanen w okresie kwitnienia
roSliny 1 w okresie kwitnienie poprzedzajacym) i od aktywnosci szcze-
pu Rhizobium uzytego do zaszczepienia rosliny. Wedtug autora, aktyw-
no$¢ danego szczepu mierzy sie nie tylko iloscia przyswojonego azotu,
ale 1 iloscig azotu, ktéry wydyfundowal do podloza.

W ostatnich latach przed wojng przeprowadzono w Instytucie Pultaw-
skim (8) badania nad kulturami mieszanymi w szeregu do$wiadczen
wazonowych na czystym, wolnym od azotu, piasku. Doswiadczenia te
potwierdzily obserwacje Virtanena w zakresie wedrowania azotu z bro-
dawek korzeniowych roflin motylkowych na zewnatrz korzeni oraz ko-
rzyéci wynikajacych dla roSliny niemotylkowej rosnacej obok rofliny
motylkowej. Badania te wykazaly nadto, Ze roSliny motylkowe moga
byé lepszymi lub gorszymi ,,odbiorcami” lub ,konsumentami” od znaj-
dujacych si¢ w odzywczym érodowisku wydzielin azotowych. W do-
éwiadczeniach tych znaleziono, Ze plon trawy rosnacej w towarzystwie
grochu podnidst si¢ 3-krotnie, natomiast plon je¢czmienia hodowanego
w tych samych warunkach wzrést tylko o polowg. Stwierdzono tez, ze
roéliny niemotylkowe moga tylko wtedy korzystalé z azotu roslin mo-
tylkowych, gdy okresy najsilniejszego pobierania sktadnikéw pokarmo-
wych obydwu gatunkéw rolin mniej wiecej si¢ zbiegaja; nadto rofliny
niemotylkowe musza posiadaé zdolno§é pobierania na swéj uzytek tych
form zwiazkdw azotowych, ktére z brodawek korzeniowych wywedro-
waly do podloza.

Z nieopublikowanych dotychczas 2 serii do$wiadczen przeprowadzo-
nych w Pulawach po wojnie wynika, ze rofliny niemotylkowe, rajgras
i owies hodowane na réznych rodzajach gleb jak czarnoziem, less, mada
czy redzina nie wykazuja ani przyrostu plonu azotu, ani zwigkszonego
plonu zielonej masy roélin niemotylkowych- pod wpltywem wspélzycia
z ro$linami motylkowymi jak groch lub lubin, przeciwnie, znaleziono
wyrazna depresj¢ plonu rofliny niemotylkowej hodowane; w powyz-
szych warunkach. W wypadku hodowania kultur mieszanych motylko-
wych z niemotylkowymi w takich kombinacjach jak powyzej, ale na
czystym bezazotowym piasku zasilonym calkowita pozywka mineralna,
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stwierdzono w obu tych doswiadczeniach dyfundowanie azotu z broda-
wek korzeniowych do podloza i przyrost plonu rosliny niemotylkowe;j
rosngcej w towarzystwie grochu czy tubinu bez wzgledu na rbézny prze-
bieg pogody w obu do$wiadczalnych sezonach * (ryc. 3 i 4).
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Rys. 3. Wplyw grochu na plon trawy w kulturze mieszane]j
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Doéwiadczenia wazonowe prowadzone przez Ramaszewa (9) z roz

nymi kombinacjami kultur mieszanych nie na piasku, ale na glebie
. . . - ¥ . F . . .

uprawnej lub na mieszaninie tej gleby z piaskiem rowniez nie wykazaly

*) Doswiadczenie z r. 1947 przebiegalo w pogode chlodng i w:fl.gotna w pkre-
sie dlugich dni maja i czerwca, do§wiadczenie 1948 r. — w peini lata i pierw-
szych jesiennych, krétkich dniach.
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wedrowania do podloza zwigzkdw azotowych przyswojonych przez
bakterie brodawkowe w ilosciach mogacych mie¢ znaczenie praktyczne;
wedlug obserwacji tego autora, trawy towarzyszgce ro$linom motylko-
wym oddziatywaly ujemnie na rozwdj tych ostatnich i1 na proces gro- -
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Rys. 4. Wplyw grochu na plon trawy w kulturze mieszanej

madzenia przez nie azotu. Szkodliwy wplyw traw zwigkszal si¢ przy
zwickszonej iloéci azotu w glebie. Podobne wyniki otrzymal Ludwig
(6). Przeprowadzil on cykl doswiadczen badajac rozwdj calego szeregu
kombinacji kultur mieszanych na réznych typach gleb, stosujac rézne
rodzaje pozywek o réznym odczynie i stwierdzil prawie bez wyjatku
ujemny wplyw roélin motylkowych na rozwdj roélin niemotylkowych.
Nalezy nadmienié, ze do$wiadczenia swoje prowadzil przy sztucznym
§wietle o sile 2200 $wiec.



BIOLOGICZNE WIAZANIE AZOTU 191

Szkola amerykanska z Wilsonem (1) na czele badata problem omawia-
ny bardzo wszechstronnie i doszta réwniez do przekonania, ze zjawisko
wydzielania azotu z brodawek korzeniowych na zewnatrz jest raczej
wyjatkiem niz regula. Badacze c¢i prowadzili doéwiadczenia ta3 samg
technikg co Virtanen, na piasku pochodzacym z Finlandii i tylko w wy-
jatkowych wypadkach znalezli dyfuzje azotu z brodawek korzeniowych
ro§lin motylkowych. Pragnac wyjaénié przyczyne tego zjawiska zwré-
cili uwagg na sprawg fotosyntezy i jej stosunku do asymilacji wolnego
azotu przez rofliny motylkowe. Przypuszczaja oni, ze przyczyna od-
mienno$ci wynikéw badan finskich i amerykanskich byly odmienne wa-
runki klimatyczne, temperatura i dlugoéé dnia w tych krajach. Doéwiad-
czenia prowadzone w tym kierunku wykazaly, Ze niska temperatura
1 slabe naswietlenie ro$lin motylkowych sprzyja zjawisku dyfuzji azotu
z brodawek korzeniowych do substratu. Strong i Trumble (12) potwier-
dzili wyniki badan amerykanskich, a Wyss (15) znalazl, ze roéliny dtu-
giego dnia (a wigc dojrzewajace wczesniej) wydzielaja na zewnatrz bro-
dawek korzeniowych wigcej azotu, anizeli roéliny krétkiego dnia. Rea-
sumujgc wyniki réznych autordw, ktérzy badania swoje prowadzili
w réznych krajach, a wiec w roéznych warunkach klimatycznych, Wil-
son dochodzi do wniosku, Ze jednym z najwazniejszych czynnikéw,
wplywajacych na zjawisko wydzielania azotu z brodawek korzeniowych,
jest fotosynteza. Jezeli: 1) fotosynteza jest staba, roSliny motylkowe sta-
bo asymilujag molekularny azot i wtedy wydzielanie azotu z brodawek
jest znikomo male, gdy 2) fotosynteza zachodzi energicznie, symbio-
tyczne przyswajanie azotu jest przez nia silnie stymulowane, ale szybko
rozwijajaca si¢ ro§lina motylkowa zuzywa réwniez szybko przyswojony
azot i wtedy wydzielenia azotu na zewnatrz brodawek nie znajdujemy,
3) jezeli wreszcic fotosynteza jest na tyle silna, ze zapewnia bakteriom
ro§liny motylkowej dostateczne zasoby energii do wiazania wolnego
azotu, ale nie wplywa na nadmierng produkcje weglowodandw, ktore
by natychmiast wiazaly symbiotycznie przyswojony azot, wtedy za-
chodzi zjawisko wydzielania zwiazkéw azotowych z brodawek korze-
niowych roélin motylkowych do ich $rodowiska odzywczego.

Wilson (13) zwraca uwage na jeszcze jeden czynnik, a mianowicie
na produkcje¢ przez rofling motylkows kwasu szczawiowo-octowego.
Virtanen (17, 18) znalazl w roélinach motylkowych znacznie wigksze 1lo-
§ci tej substancji, anizeli badacze amerykanscy.Ta duza ilos¢ kwasu szcza-
wiowo-octowego, znaleziona w rolinach motylkowych rosnacych w wa-
runkach klimatu fihskiego, wigze natychmiast, przypuszcza Wilson,
przyswojone symbiotycznie zwiazki azotowe na kwas asparaginowy, kto-
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ry to zwiazek znalazl Virtanen w wydzielinach brodawek korzeniowych
rolin motylkowych. |

Widzimy wige, jak wiele czynnikéw odgrywa role przy zjawisku asy-
milacji wolnego azotu i zjawisku wydzielania przyswojonych i prze-
robionych przez rofling lub bakterie polaczeh azotowych. Doéwiadcze-
nia prowadzone t3 samga technika, z tymi samymi roélinami daja rézne
wyniki zaleznie od tego, czy prowadzone byly w Rothamsted, w Hel-
sinkach, w Madison czy w Pulawach. Wydaje si¢, ze Finlandia posiada
najwlasciwsze warunki klimatyczne dla zjawiska wydzielania azotu
z brodawek korzeniowych do podloza. — Jak wynika z doéwiadczed
przeprowadzonych w Pulawach, wazng rol¢ w tym zjawisku odgrywa
srodowisko, w ktdrym rozwijaja si¢ rofliny wspélzyjace: motylkowe
z niemotylkowymi. Wszystkie do$wiadczenia pulawskie z tego zakresu
wykazaly, ze roSliny motylkowe wzbogacaja za zycia podloze w azot
i ze z jego zwigzkdw korzystal mogg roSliny niemotylkowe rosnace
w zespole. Zjawisko to zaobserwowano jednak tylko na czystym piasku,
t). w warunkach absolutnego minimum azotu w tym érodowisku zaréwno
w sezonie dlugich jak i krétkich dni, natomiast na glebach naturalnych
stosunkowo zasobniejszych w azot wedrowania azotu i korzysci stad
plynacej dla roéliny niemotylkowej nie znaleziono.

Mieszane siewy ro$lin motylkowych z niemotylkowymi majg szerokie
zastosowanie w praktyce rolniczej. Mieszanki takie dajg rolnikowi prze-
de wszystkim korzysci natury uprawowej oraz plon bogatszy w azot,
a wigc treSciwszy pasz¢. Jednakze problem wzbogacenia gleby w azot
przy uprawie mieszanek przez wydzieliny azotowe roélin motylkowych
dotychczas w praktyce nie byl brany pod uwage. Na podstawie naszych
dotychczasowych do$wiadczen ,,nawozenie” gleby wydzielinami bro-
dawkowymi roélin motylkowych zachodziloby w warunkach naszego
klimatu tylko na luZnych piaskach, przy zasadniczym ubéstwie tych
gleb w zwigzki azotowe. Taka korzy$é ze wspdlzycia roslin motylko-
wych z niemotylkowymi bylaby moze istotng przy odpowiednim do-
borze wspébizyjacych roslin pod wzgledem ich jakoici i iloéci, przy czym
dlugos¢ okresdbw wegetacyjnych roélin zespolowych odgrywalaby wazng
role. Cala ta sprawa wymaga zbadania w warunkach polowych.
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motylkowych
1V. Wplyw mikroelementéw na rozwdj roslin motylkowych

Badania nad mikroelementami, prowadzone od kilkudziesi¢gciu lat na
wielka skale, wykazaly, ze bor, mangan, miedz, molibden 1 inne s3 sklad-
nikami niezbednymi w zvwieniu roélin; waznosci tych skiadnikéw nie
zmniejsza fakt, ze s3 one potrzebne ro$linom nieraz tylko w znikomych
ilodciach i ze te loéci zalezne sa od najrozmaitszych czynnikow, jak
klimat, rodzaj gleby i roéliny. Stwierdzono, ze mikroelementy dzialaja
na rozwéj roflin specyficznie i bezposrednio i ze cykl rozwojowy rodlin
nie moze byé catkowicie ukoficzony, jezeli w pozywce roslin brak jest
choéby jednego z potrzebnych jej mikroelementow. — Rosliny motylko-
we naleza do roélin, ktorych zapotrzebowanie na mikroelementy zostalo
jui obszernie opracowane. Znaleziono, ze niektére z mikropierwiastkdw,



194 ANNA NOWOTNY - MIECZYNSKA

jak bor, molibden lub vanad odgrywaja wazng i niezastapiona role
- w rozwoju tych roslin, w szczegdlnoéci w procesie symbiotycznego przy-
swajania azotu.

Bor. Rol¢ boru najbardziej wyczerpujaco opracowali Brenchley
1 Thornton (5). Badania ich poprzednikéw wykazaly przewaznie ujem-
ne dzialanie zwigzkéw boru na rofliny motylkowe. Prace Brenchleya
1 Thorntona wyjasnily, Ze przyczyng tych ujemnych objawéw byla
dawka boru stosowana w nadmiernej ilosci. Autorzy ci wykazali, ze bor
w pewnych granicach st¢zenia wplywa korzystnie na rozwdj systemu
naczyniowego brodawek korzediowych, co ulatwia doplyw weglowo-
danéw do brodawek korzeniowych stanowiacych, jak wiadomo, zrddio
energil dla bakterii symbiotycznych. Wedlug tych autoréw dodatnie
dziatanie boru poteguje sig, je$li obok boru znajduje si¢ w pozywce
okreslona ilos¢ wapnia. Obecno$¢ boru w pozywce wplywa na silniejsze
pobieranie wapnia, przy czym wicksze jego wyzyskanie powoduje z ko-
lei lepszy rozwdj roéliny motylkowej. Sprawe te tlumaczy Peive (20)
w nastepujacy sposGb: natychmiast po stosowaniu wapnowania gleby,
mikrofiora glebowa rozwija sie silnie, a roztwory glebowe bogate sa
w jony Ca. Na skutek wzmozonego pobierania tych jondw przez rosli-
ny, normalny stosunek wapnia do potasu i wapnia do boru zostaje za-
ktécony 1 roslina produkuje mniej weglowodandw, bakterie za$, ktérych
ilo§¢ na skutek sprzyjajacych warunkdéw dla ich rozwoju zwiekszyta
sle, zamieniaja si¢ z symbiontdw w »asozyty i atakujg samg rosling po-
wodujac wszystkie te symptomy chorobowe, ktére badacze przypisywali
wapnowaniu gleb. Wprowadzenie w tych warunkach nowych dawek
boru do gleby przywraca rOwnowage migdzy jonami wapnia, boru i po-
tasu, co z kolei podnosi syntez¢ weglowodandéw i ich transport do bro-
dawek kcrzeniowych. Tak wiec wplyw boru na ro$liny motylkowe byt-
by dwojaki: 1) bor podnosi aktywnos¢ mikrobiologiczng gleby, 2) regu-
luje procesy biologiczne w samej roslinie. Wedlug Eatona (11) bor
wplywa na produkcje auksyn przez ro$liny motylkowe, dlatego brak te-
go mikroelementu w pozywce rosliny motylkowej powoduje zaburzenia
w procesie wigzanida wolnego azotu.

Cusumano, Collings (8, 9) i inni badali wplyw boru na rozwé;j bobu,
soi i grochu. Wedtug tych autordw obecno$é boru w pozywce wplywa
dodatnio na aktywno$¢ bakterii brodawkowych, przy czym wplyw boru
na samg rosling wyraza si¢ przede wszystkim w ilodci i wielkosci ziar-
na, a niedobdr boru wplywa na produkcje stlomy kosztem ziarna. Ba-
dania przeprowadzone w Instytucie Pulawskim (18, 19) nad dzialaniem
boru na rozwéj tubinu i soi wykazaly, Ze bor wplywa korzystnie na
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pobieranie przez ro$liny podstawowych skiadnikéw pokarmowych jak
azot, wapn i potas. Wedlug tych badan rola boru polega takze na wru-
chomieniu skladnikéw pokarmowych ze starszych czgéci roéliny do
mlodszych, dzieki czemu rosliny nawozone borem produkujg wigcej
ziarna niz rofliny hodowane na podiozu pozbawionym boru. Wedtug
Bietousowa 1 Bobko (1) szkodliwe dzialanie nadmiaru wapnia na roz-
woj zbltego tubinu polega przede wszystkim na zahamowaniu dzialal-
nosci boru w roélinie przez wapno. Dodatkowe dostarczenie tego sklad-
nika roslinie usuwa lub oslabia szkodliwe dzialanie wapnia. Doswiad-
czenia pulawskie (19) wyjaénily, Ze ujemne dzialanie wapnia na tubin
- 26lty polega na zahamowaniu odplywu pobranych przez rosling sklad-
nikéw pokarmowych z czgsci wegetatywnych do ziarna. Nawozenie bo-
rem bogatego w wapn podloza wplyng¢to na uruchomienie tych skiadni-
kéw 1 w rezultacie ulatwilo roflinie wyprodukowanie znacznie wiegk-
szych iloéci ziarna niz przy nawozeniu samym wapniem. Orientacyjne
do$wiadczenia Brenchley'a (6) zaliczyly soje do roélin przyswajajacych
bor z wielka korzyécig dla swego rozwoju. Collings (8) stwierdzil, ze
bor w granicach niskiego stezenia pobudza energiczny rozwéj tej rosli-
ny. Doéwiadczenia przeprowadzone w Pulawach wykazaly, ze dawki
boru zbyt duze wywoluja silne zmiany morfologiczne soi objawiajace
sie zélknieciem i deformacja lidci.

Wedtug Bertranda (2) roSliny motylkowe naleza do roslin najbogat-
szych w polaczenia borowe. Ilo§¢ boru w tych roSlinach waha si¢ w gra-
nicach od 8 — 95 mg na kg suchej masy roslin.

Molibden. Duzo uwagi poéwiecili rézni badacze sprawie dzialania
molibdenu na asymilacje azotu przez Azotobactera i przez Rhizobia.

- Znaleziono (14, 15), Ze pewne minimum tego skladnika w pozywce
roélin jest niezbedne do wigzania molekularnego azotu. Tiumaczono to
zjawisko katalitycznym dziataniem molibdenu na caly proces przyswa-
jania wolnego azotu. Ter Meulen (21) znalazl, Ze nasiona ro$lin motyl-
kowych sg szczegblnie bogate w molibden; analiza réznych gleb wyka-
zala, ze piaski luzne zawieraja znikome §lady tego skladnika, wigcej za-
wierajg go gleby piaszczyste, bo okoto 0,001 mg na 1 kg gleby, nato-
miast gleby Zyzne maja nawet 0,1 — 0,2 mg molibdenu na 1 kg gleby.
Winogradowa (22) znalazla, Ze nasiona koniczyny, wyki czy lubinu za-
wieraja okolo 5,5 X 107*% Mo, nasiona roslin niemotylkowych okoto
4 X 10~%% Mo. Jensen (14) zwraca uwagg na to, 'ze molibden odgry-
wa jedynie rol¢ w samym procesie wigzania azotu wolnego, a nie wply-
wa bezpoérednio na rozwéj samych roélin; Jensen przeprowadzil do-
éwiadczenie z czerwong koniczyng hodowana albo na saletrze sodowei,
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albo bez saletry, ale szczepiong kulturami bakterii Rhizobium i znalazi
dodatnie dzialanie molibdenu tylko w tym wypadku, gdy roélina ko-
rzystala z azotu przyswojonego symbiotycznie. Podobne doéwiadczenie
przeprowadzil ten badacz (15) z lucerng w czystych kulturach piasko-
wych. Autor znalazl, ze dodatek molibdenu do pozywki wplynat prze-
de wszystkim na lepszy rozwdj brodawek korzeniowych tej roéliny
1 energiczniejsze przyswajanie wolnego azotu. Wedlug dodwiadczen te-
goz autora jedna cz¢$¢ molibdenu wigze 37 000 czeéci molibdenu. Ana-
lizujac rosliny motylkowe na zawarto$é¢ w ich popiele molibdenu stwier-
dzil Jensen, ze najwigcej tego skiadnika znajduje sie w brodawkach ko-
rzeniowych roslin motylkowych, mniej jest ich w korzeniach a najmnice;
w czesciach zielonych rofliny.

Bobko 1 Sawina (4) badali wplyw molibdenu na rozwdj grochu w kul-
turach wodnych i znalezli, ze groch hodowany na pelnej pozywce bez
molibdenu nie posiadal brodawek korzeniowych, jakkolwiek zaszcze-
piony byl aktywnym szczepem Rhizobium, natomiast groch hodowany
w tych samych warunkach, ale z dodatkiem 0,5 mg Mo na 1 | pozywki
wykazywal obfite brodawkowanie.

Burk (7) twierdzi, ze molibden wchodzi w sklad systemu enzymatycz-
nego katalizujacego proces przyswajania wolnego azotu. Bortels (3) za-
obserwowal, ze molibden i vanad pobudzaja rosline motylkows do sil-
niejszego przyswajania molekularnego azotu. WyraZzne wyniki otrzy-
mano w do$wiadczeniach polowych przy ndwozeniu tymi skladnikami.
Nastepujaca tabela ilustruje wyniki tych badan: '

Plony swiezych roélin w kg '
Kontrola Molibden Vanad Molibden + Vanad

Lucerna- . . . . . . 121 15,2 15,8 ' 14,3
Lubin . . . . . . -8%7 115.5 102,2 92,3

Podobne doéwiadczenie z z6ltym, stodkim lubinem przeprowadzone
w Pulawach w warunkach doéwiadczenia wazonowego na czystym
piasku, zaopatrzonym w calkowita pozywke mineralng bez zwigzkdow
azotowych.* Nasiona lubinu zostaly zaszczepione kulturami bakterii
Rhizobium. Stwierdzono, Zze nawozenie molibdenianem amonowym
w iloéci 5 mg Mo na 10 kg piasku wplynelo szczegdlnie dodatnio na
odkladanie ziarna przez tubin (rys. 5, 7). Iloé¢ symbiotycznie przyswo-
jonego azotu wzrosta w seriach z molibdenem w poréwnaniu z kontro-

* Doswiadczenie jeszcze nie opublikowane.
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[3 o okoto 30%. Znaleziono, ze korzenie roélin hodowanych na pozywce
z molibdenem mialy brodawki znacznie wigksze i szersze niz korzenie
roflin hodowanych w tych samych warunkach, ale bez molibdenu.
(rys. 6).

.

Rys. 5. Wpilyw molibdenu na rozwdj zoéltego (stod- ‘
kiego) Iubinu (w kulturach piaskowych)

Tytan. Analiza spektroskopowa stwierdzila obecno$é tytanu w bro-
dawkach korzeniowych lucerny, wyki, soi, czerwonej koniczyny i in-
nych rolin motylkowych. Badania wegetacyjne wykazaly dodatni
wplyw soli tytanu na ilo§¢ i wielkoé¢ brodawek korzeniowych tych ros-
lin. Brodawki te pojawily si¢ wczesniej 1 wykazywaly wiekszg energie
wigzania azotu w wypadku, gdy rosliny zasilano solami tytanu (16).

Vanad. Vanad réwniez odgrywa stymulujaca role w procesie wia-
zania w\olnego azotu przez rosliny motylkowe, ale dziatanie jego jest
slabsze niz dzialanie molibdenu. Znaleziono, ze pierwiastek ten moze
czedciowo zastapi¢ molibden, ale wtedy iloé¢ przyswojonego symbio-
tycznie azotu jest w przyblizeniu o polowe mniejsza niz przy stosowa
niu samego molibdenu (3).
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Gericke (12, 13) stwierdzil, Ze tomasyna zawiera okolo 0,5% soli va-
nadu. Nawozac rol¢ tomasyng wprowadzamy do gleby ten pierwiastek.
Gericke badal wplyw wapniowe;j soli vanadu na rozwdj czerwonej koni-
czyny w piaskowych kulturach wazonowych. Znalazl wzrost plonu ko-
niczyny w granicach 3 — 5% pod wplywem 30 mg V na 7 kg piasku;
ponadto stwierdzil silny rozwdj stystemu korzeniowego koniczyny pod
wplywem vanadu i zwigkszone przyswajanie wolnego azotu. Doéwiad-

A

A\
a piasku Uez na piasku+-5mgq. Mo.

720li6dennu

Rys. 6. Brodawki korzeniowe (stodkiego) lu-
binu z6ltego, hodowanego: a) na piasku —
bez molibdenu, b) na piasku — + 6 mg Mo

czenie polowe, przeprowadzone przez tegoz badacza — rowmez wyka-
zalo dodatnie dzialanie vanadu na proces wigzania atmosferycznego
azotu przez ro$liny motylkowe.

Rad. Badano wplyw pierwiastkéw radioaktywnych na rozwéj bro-
dawek korzeniowych roélin motylkowych i na przyswajanie wolnego
azotu. Stwierdzono, ze w kulturach wodnych asymilacja atmosferycz-
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nego azotu zachodzi-
la tylko w tym wy-
padku, gdy do po-
zywki roélin  dodano
znikoma 1lo$¢ radu.
Dawka optymalna o-
kazatla sie dawka
10 — 1 g Ra (10).

Jod. Leroux 1 De-

siré (17) stwierdzili
obecnos¢ tego pier-
wiastka w nasionach
wszyskich roslim mo-
tylkowych. Wedlug
autoréw obecnosé jo-
du w pozywce roslin

motylkowych wplywa
na zwiekszone przy-
swajanie wolnego azo-

Rys. 7. Wplyw molibdenu na plon Zzo6lte-
Jim go (stodkiego) lubinu (w kulturach pia-
tu przez te roslmy. sfesgrsal)

ZAKONCZENIE

Kilka sléw o gospodarczym znaczeniu roslin motylkowych

Juz starozytni Grecy i Rzymianie doceniali znaczenie gospodarcze
roélin motylkowych. Juliusz Varro opisuje metody zielonego nawozenia
(dzieto, ktére do dzisiejszego dnia nic nie stracilo ze swego znaczenia)
a Columella (pierwsze stulecie po Chr.) po$wigca w swojej ksigzce ,,De
re rustica” kilka ustgpdw roslinom motylkowym, w szczegdlnosci lucer-
nie, lubinowi i wyce. Miedzy innymi zwraca autor tego dziela uwagg
na to, ze lubin nalezy przyorywal na zielony nawdz w jego wczesnym
okresie wegetacji; autor podnosi tez wysoka wartos¢ lucerny, ktora
w ciagu jednego roku sezonu daje kilka pokoséw ,sama sobic nawozac
glebe”.

Juz wtedy zdawano sobie sprawg z niezastapionej roli pokarmoéw
bialkowych w odzywianiu ludzi i zwierzat. Dla podkreslenia tego zna-
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czenia nadano im nazwg¢ ,,proteiny” od greckiego stowa ,,proteos”. Bial-
ka wchodza w skiad zywej plazmy obok weglowodanéw, lipoidéw i in.
Sa one glowna masa budulcowa organizméw zwierzecych. Stanowia
cz¢s¢ skladowq enzymoéw, czyli tych bioelementdw, ktére powoduja ciagle
przemiany chemiczne organicznej substdncji Zywych komérek; znajduja
si¢. w hemoglobinie roznoszacej zyciodajny tlen w ustroju zwierzecym,
zlaczone z grupa prostetyczng hemu jako ,.globina” obdarzona specy-
ficznymi wiasno$ciami i spegyficzng budows. Aby wytworzyé te rézno-
rodne proteiny organizm zwierz¢cy musi otrzymywaé stale pewne mi-
nimum bialtka w pozywieniu. Czgé¢ spozytego bialka ulega utlenieniu
1 stanowi w ten sposb zrddio energii dla organizmu, czeéé dostarcza
temuz organizmowi aminokwaséw bedacych budulcem biatka ustroju.
Ale ani cztowiek, ani zwierz¢ nie jest w moznoéci wyprodukowania
chociazby najprostszego aminokwasu. Zdolno$¢ te posiadaja tylko roéli-
ny, ktore pobieraja z gleby nieorganiczne polgczenia azotowe i przera-
biaja je na ciala bialkowe przyswajalne przez zwierzeta i ludzi. Dlatego
to azot odgrywa tak decydujacg rol¢ w zywieniu roélin. Jak jednak spro-
sta¢ temu zapotrzebowaniu na azot dla tak olbrzymiej i wcigz przy-
rastajacej masy ludzkiej naszego globu? Jak wyréwnaé straty azptu wy-
nikle z erozji 1 fizjologicznego wydalania? Cze§é azotu wraca pod po-
staciag obornika do gleby, nieznaczng cz¢éé pokrywaja nawozy azotowe.
Olbrzymig resztg pokryé mozna tylko czerpigc ten sktadnik z atmosfery,
ktora posiada jego nieograniczone zapasy. Znajduje sic on jednak w po-
wietrzu tylko jako wolna drobina, a ani roéliny, ani zwierzeta nie moga
z niego korzystal, aopdki nie jest zwiazany z innym jeszcze pierwiast-
kiem. Dlatego jednym z najwickszych sukceséw naszego przemystu jest
wynalazek procesu wigzania molekularnego azotu z wodorem na amo-
niak i jego dalsze polaczenia. Pomimo jednak wciaz rosnacej sieci fabryk
,Syntetycznego azotu" nie s3 one w stanie, wedlug opinii ekonomistéw,
pokryé calego zapotrzebowania na azot. Skad bral t¢ reszt¢? Moze nam
daé ja tylko biologiczne wigzanie azotu, a mianowicie: 1) symbiotyczne
przez rofliny motylkowe i 2) niesymbiotyczne przez dzialalnos¢ Azoto-
bactera, clostridium i innych mikroorganizméw glebowych. Te dwa
naturalne Zrédla azotu moga jedynie pokryé straty azotu i zaspokoié
potrzeby przyrastajacej masy ludzkiej. Obliczono, ze aby uzyska¢ jeden
milion ton wolnego azotu potrzeba roélin motylkowych zajmujacych
10 — 20 milionéw hektaréw ziemi. Kraje tak bogate jak Zwigzek Ra-
dziecki i Stany Zjednoczone Ameryki Péinocnej zdajg sobie juz od daw-
na sprawe, ze tylko roéliny motylkowe moga w przyszlosci zabezpic-.
czyé ludzko$é przed glodem azotu. Zwraca na t¢ sprawe uwagg Prianisz-
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nikow w swej ksigzce pt. ,,Azot w zyciu roélin 1 w rolnictwie ZSRR"*
podkre§lajac w niej z naciskiem szczegOlne znaczenie roélin motylko-
wych. Sa to bowiem jedyne rofliny, ktére mogg si¢ obejéé bez Zrddla
azotu w glebie, a ktére wykazuja tym wigkszg aktywno$¢ w symbio-
tycznym wigzaniu azotu, im gleby ubozsze s3 w polaczenia azotowe.
Roéliny motylkowe nie tylko gromadzg azot na swdj wlasny uzytek, ale
cze$¢ tego azotu dyfundujg z brodawek korzeniowych do podtoza
i w ten sposdéb wzbogacaja glebe w ten sktadnik. Dlatego tez wysitki kra-
jow rolniczych ida w tym kierunku, aby podnie$¢ w nich uprawg roélin,
ktére stusznie nosza nazwe ,zbieraczy azotu” w odrdznieniu od roélin
takich jak zbozowe, ktére nazywamy ,,pozeraczami azotu®.

Jezeli jednak ta szczegdlnie gospodarczo wazna rola roélin motylko-
wych zostala juz od dawna zrozumiana, to wciaz jeszcze nie mozna tego
powiedzieé o calym problemie wigzania wolnego azotu z powietrza przez
roéliny motylkowe. W naszych krétkich referatach przedstawilismy tyl-
ko niektére zagadnienia calego skomplikowanego zjawiska asymilacji
molekularnego azotu, a mianowicie tylko te, w ktérych badaniu autorka
brala udzial. Widzimy w nich jednak, jak daleka jest jeszcze droga do
calkowitego wyswietlenia tej sprawy.

Badacze z réinych stron éwiata stosuja coraz bardziej udoskonalone
metody pracy i pomimo to wciaz jeszcze nie dali nam jasnego obrazu,
jak ten proces przebiega w systemie ro$liny — bakterii. Widzielismy, ze
rézni uczeni stosujac te same metody badawcze otrzymuja niejedno-
krotnie rézne wyniki tylko dlatego, ze pracuja w réznych krajach,
a wiec w odmiennych warunkach klimatycznych. Nie wiemy wciaz do-
kladnie jeszcze jak wyglada mechanizm wigzania azotu, jak na niego
wplywaja warunki Zywienia rofliny (a wigc i mikroelementy), nie zna-
my roli hemoglobiny w tym mechanizmie, nie jest nam wciaz jeszcze
dokladnie znany chemizm enzyméw zatrudnionych w calym kompleksie
metabolizmu azotowego roélin motylkowych. Miejmy jednak nadzieje,
ze te nickompletne jeszcze, a czesto jakze rozbiezne wyniki badafn réz-
nych uczonych, sprawy wigzania azotu przez system symbiotyczny nie
tylko nie zaciemnia, ale przeciwnie, przyspiesza wszechstronne o$wietle-
nie calego zjawiska wiazania molekularnego azotu, ktérego powietrze

jest zrédlem niewyczerpanym.
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