A. NOWOTNY— MIECZYNSKA

OBECNY STAN BADAN
NAD HEMOGLOBINA W ROSLINACH

W roku 1947 Virtanen! oglosi! wyniki swoich pierwszych badaf nad czer-
‘wonym pigmentem zawartym w brodawkach korzeniowych roélin motylko-
wych. Finski uczony stwierdzil, ze badane przez niego brodawki grochu byly
zabarwione na kolor czerwony wtedy tylko, gdy ros$line uprzednio zaszczepiono
aktywnym szczepem bakterii Rhizobium. W przypadku, gdy szczepy uzyte do
zakazenia byty stabo- lub nieaktywne, brodawki korzeniowe rosliny byly bez-
barwne i nie spelnialy swej roli wigzania atmosferycznego azotu. Virtanen
badat ten barwik spektroskopowo i znalazl, ze jest to zwigzek majacy nature
hematynowa, ale rézny od barwnej komponenty krwi zwierzgt kregowych.
Réznica ta, wedlug niego, polegalaby przede wszystkim na wiekszej tatwos$ci
barwika czerwonego brodawek korzeniowych do zamiany w methemoglobine,
czyli do przemiany zelaza dwuwartoéciowego w zelazo tréjwartosciowe. Ta
zdolno$¢ samoutlenienia sie czerwonego pigmentu brodawek roglin motylko-
wych podczag pelnienia funkecji wigzania wolnego azotu bylaby, wedlug -
'Virtanena, jego cechy specyficzng, nie spotykang w §wiecie zwierzecym.
Na podstawie wynikéw swych badadn Virtanen tworzy .- wlasng teorie
- wigzania atmosferycznego azotu, wedtug ktérej hemoglobina odgrywataby role
nosiciela i przeno$nika tlenu, a caly proces polegalby na cyklicznej zmianie
wartoSciowosci zelaza; proces ten, w my$l hipotezy Virtanena, przebie-
galby wedlug nastepujgcego réwnania:

-

N; + methemoglobina (Fe™) < > NH,;OH + Hb(Fe")
S h Hg +
Kwas l-asparagincwy < oxym =< kw, szczawiowo-octowy
Dziatalno§¢ hemoglobiny w brodawkach polegataby na: 1) ulatwieniu czyn-
. no$ci oddechowych bakterii i 2) utlenieniu -azetu molekularnego, przy réwno-
ézesnej zmianie ladunku elektrycznego zZelaza hemoglobiny. Badania finskiego
biochemika wykazaly, ze barwik czerwony czynnych brodawek korzeniowych
sklada si¢ z hemoglobiny i methemoglobiny, podczas gdy zdrowa krew zwie-
rzat kregowych zawiera zaledwie slady methemoglobiny. Ilo$ciowy stosunek
" tych dwu skladnikéw nie jest staly: waha sie w zaleznosci od wieku rosliny,
a nawet od pory dnia, a wiec od natezenia $wiatta. Na podstawie powyzszych
- badan " Virtanen dochodzi do wniosku, ze sktadnik .proteinowy w czer-

1 Postepy Wiedzy Rolniczej z. 1 — 2, str. 166. ,,Biologiczne wigzanie azotu'* Anna ‘
Nowotny-Mieczyriska.
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wonym pigmencie brodawek jest w inny sposéb zilgczony z grupg prostetyczng
niz w hemoglobinie krwi zwierzgt ssgcych.
Badania Virtanena podejmuje z kolei K e i 11in i stwlerdza,
Ze czerwony pigment brodawek jest nie tylko potgczeniem ,,podobnym“ do he-
moglobiny, ale zwigzkiem identycznym z hemoglobing krwi zwierzat krego-
wych; widmo absorbcyjne tego polaczenia znajduje sie bowiem przy tej samej
diugosci fal co i barwny sktadnik krwi zwierzat ssgcych. Widmo czerwonego
pigmentu brodawek zmienia sie pod wplywem zetkniecia z tlenem i cechuje
sie tymi samymi smugami, co widmo absorbcyjne oksyhemoglobiny. Byloby to
dowodem, ze barwik czerwony brodawek ulega odwracalnemu utlenowaniu,
czyli zamianie na oksyhemoglobine bez zmiany wartoSciowo$ci zelaza. Nie
znalaz! jednak Keilin w czerwonym barwiku soi methemoglobiny ani
wtedy, gdy ro$lina znajdowala sie w warunkach normalnego oswietlenia, ani
gdy ja zacieniono. Virtanen dlatego znalazt w pigmencie czerwonym
methemoglobine, dowodzi Keilin, poniewaz operowal ekstraktem barwika
z grochu, ktoérego brodawki szczegdlnie obfituja w oksydazy. Wyodrebniony
przez Vir t anen a produkt zostat utleniony.do methemoglobiny pod
wplywem chinonéw powstalych w czasie ekstrakcji. Badania swoje streszeza
K eilin w nastepujgcy sposédb: wevirnatrz brodawek korzeniowych, spel-
niajgcych funkcje wigzania wolnego azotu, znajduje sig barwnik czerwony iden-
tyczny z hemoglobing krwi zwierzat kregowych i przejawiajacy w nich dzia-
lalno$¢ oksygenacyijng wyrazong we wzorze: HbOg2 >Hb + 0O2. Keilin
polemizuje z Virtanenem i zbija jego hipoteze o roli hemoglobiny
W procesie wigzania wolnego azotu w nastepujacy sposéb: 1) twierdzenie Vir-
t anen a ze kwas szczawiowo-octowy moze redukowaé¢ methemoglobing
nie odpowiada prawdzie, poniewaz kwas szczawiowo-octowy nie jest zdolny
do redukowania methemoglobiny, ani Zadnego innego hematynowego polacze-
nia, 2) mechanizm rozktadu hydroksylaminy jest bardziej skomplikowany niz
" to pokazano w roéwnaniu Virtanen a 3) wedlug finskiego badacza
przyswajanie wolnego azotu w brodawkach zalezne jest od cyklicznej zmiany
warto$ciowosci zelaza: zalozenie to jest bledne, poniewaz a) w czynnych bro-
dawkach korzeniowych znajduje sie tylko mieszanina hemoglobiny i oksyhe-
moglobiny, b) hemoglobina posiadajgca wybitne zdolnoSci utlenowania i od-
tlenowania jest réwnocze$nie bardzo stabym katalizatorem i z tego powodu
jest rzecza watpliwg, aby. reakcje oksydoredukcyjne mogly by¢ katalizowane
przez ten wtaénie zwigzek. W dalszych swoich pracach K e i 1i n wykazal,
7e wyodrebniona przez niego z brodawek soi hemoglobina daje z tlenkiem
wegla charakterystyczne polgczenie, ktére podobnie jak oksyhemoglobina jest
polaczeniem nietrwalym i w atmosferze wolnej od tlenku wegla rozklada sie
z powrotem na tlenek wegla i hemoglobine. K'eilin stwierdzil, ze asymi-
lacja wolnego azotu bywa natychmiast zahamowana, gdy ro$liny motylkowe
znajdg sie w atmosferze o niskim ci$nieniu parcjalnym tlenku wegla. Zjawisko
to podobne jest do tego, ktére zachodzi w ustroju czlowieka, gdy tlenkoweglo-~
wa hemoglobina traci zdolno$é odwracalnego lgczenia sie z tlenem, a tlenek
wegla blokuje rozprowadzanie tlenu przez oksyhemoglobing po organizmie.
Byloby to dowodem, wnioskuje K e i 1 i n, ze hemoglobina brodawek ko-
- rzeniowych jest w nieznany spos6b zwigzana z calym\ aparatem symbiotycznego
wigzania wolnego azotu.
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Czerwony pigmént brodawek a procesy oddychania Rhizobium

Jak juz wyzej wspominaliSmy, jednym z zalozeh Virtanena (9) bylo
przypuszczenie, Ze migdzy innymi rola barwika czerwonego w brodawkach
polega na ulatwieniu czynnos$ci oddechowych bakterii Rhizobium. Podobng
koncepcje wysunal przed Virtanenem japonskj biochemik K u b o.
Badaniem teJ sprawy zajal si¢ wspoipracownik Keilina—Smith 7
i obalil dowodzenie Virtanena i K ub o na podstawie leoretycznych
rozwazan i wlasnych do$wiadczeA. S m i t h rozwazajac mozliwosci wplywu
hemoglobiny na pobieranie tlenu przez uwiezione w brodawce, w jej tkance
bakteroidalnej, bakterie, dochodzi. do wniosku, Zze mozliwo$¢ taka moglaby
istnie¢ tylko wtedy, gdyby: 1) hemoglobina posiadala zdolno$é ruchu w bro-
dawce’ a nic przecie nie wskazuje na to, aby taki ruch sie odbywal, 2) gdyhy
obecnos¢ hemoglobiny w brodawkach oddzialywala bezpos$rednio na stopien
zespolenia tlenu z enzymami oddechowymi.

Smith {wierdzi, Ze tlen atmosferyczny wnika przez dyfuzje do broda-
wek korzeniowych i w pewien swoisty sposéb wspéldziala w przyswajaniu
atmosferycznego azotu. Wspétdzialanie moze byé poérednie albo bezposrednie:
bezposrednie przez udzial w mechanizmie wigzania wolnego azotu, posrednie
przez wyzwolenie energii przy spalaniu weglowodanéw. Te dwa czynniki mo-
glyby jednak réwniez dobrze wystepowaé réwnocze$nie. Czy jednak hemoglo-
bina bierze’ udzial w pobieraniu tlenu przez Rhizobium? Na to pytanie odpo-
wiada badacz negatywnie na podstawie przeprowadzonych przez siebie do-
éwiadc;eﬁ, ktérych wyniki dadzg sie streSci¢é w nastepujgcy sposdb:

1:- Stopien pobierania tlenu jest niezalezny od tego, czy w gre wchodzg
‘brodawki czynne, tj. wigzgce atmosferyczny azot, czy tez nieczynne, czyli nie-
zdolne do wykonywania powyzszych funkcji. ' .

2. Przeprowadzenie catej zawartej w brodawkach hemoglobiny w tlenko-
weglowg hemoglobine (przez co stracita zdolno$é odwracalnego lgczenia sie
z tlenem, czyli utlenowania i odtlenowania) nie ma Zzadnego wplywu na ilosé
pobranego tlenu przez czynne, §wiezo odciete od korzeni brodawki ro$lin mo-
tylkowych. Wyniki powyzsze bylyby wiec dowodem, ze hemoglobina brodawek

" korzeniowych ros$lin motylkowych hie odgrywa roli nosiciela i przenosmka
tlenu. -

Jak jednak wyttumaczyé fakt, ze hemoglobina niéwatpliwie stymuluje do
pewnego stopnia pobieranie tlenu przez Rhizobium? S m i t h rozwazajac
przyczyny 'tego zjawiska dochodzi do wniosku, ze byé moze, Rhizobium ma,
tak jak i wiele innych bakterii, zdelno$¢ rozktadania hemoglobiny i korzystania
z niej jako ze zZrodla azotu; by¢é moze, przypuszcza Smit h, ze przy tym

- rozkladzie stopien nasilenia pobierania tlenu, odpowiadajacy metabolizmowi
spoczynkowemu, wzrasta w sposéb charakterystyczny dla fazy podziatu i mno-
zenia sie komorek, co z kolei pobudza hazobwm do energiczniejszego pobie-
rania tlenu

Little i Burris (3) doszli do wniosku, Ze hemoglobina wyod-

rebniona z krwi zwierzagt wyzszych stymuluje pobieranie tlenu przez Rhizo-
) bium hodowane poza tkanka roflinna w stopniu silniejszym niz hemoglobina

brodawek korzeniowych. Zjawisko to tlumacza wyzszym, byé moze, powino-
wactwen\ do tlenu czerwonego barwika krwi anizeli pigmentu roélin motylko-

/
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wych. Sa to jednak tylko domysty do$wiadczalnie jeszcze nie uzasadnione

i sprawa stymulacji pobierania tlenu przez hazobzum w obecnosci czerwonego

barwika czeka dopiero na rozwigzanie.

Hemoglobina i Rhizobium w stanie wolnym

Sprawa asymilacji wolnego azotu przez Rhizobium, podczas ich bytowania
poza tkanka roSlinng, jest wcigz jeszcze zagadka intrygujaca zaréwno mikro-
b1ologow Jjak i biochemikéw. Dlatego tez niebawem po ogloszeniu pierwszych
prac nad hemoglobing w brodawkach korzeniowych roflin motylkowych ucze-
ni zaczeli zastanawiaé sig, czy wolno zyjgce Rhizobium nie uda sie sktonié¢ do
wigzania molekularnego azotu, jezeli dostarczymy im ekstraktu czerwonego
barwika wyosobnionego z brodawek korzeniowych ich roSlinnego gospodarza.
Pytanie takie nasunelo -sie réwniez i Virtanenowi i pierwsze - préby
brzeprowadzone w fym kierunku dalty pozytywne wyniki. "Virtanen
pospieszyl sig z ogloszeniem ich, niebawem jednak musial je odwotaé, ponie-
waz okazalo sie, ze jego preparaty hemoglobinowe nie byly dostatecznie
oczyszczone; po ofrzymaniu wyzszego stopnia czystoSci wyekstrahowanego
pigmentu wszystkie nastepne proby spelzly na niczym. - \

Badama te z kolei pOdJQh Niss i Wilson (5), Shlrlevﬁ),\To-
ve (6) i Wykazah ze czyste, sterylne kultury Rhizobium lub tez $wiezo po-
brane z brodawek korzemowych zawiesiny symbiotycznych bakterii nie asy-
milowaly atmosferycznego azotu, nawet woéwczas, gdy: a) dodawano im roz-
twor hemoproteinowy krwi zwierzgt kregowych, b) zasilono Rhizobium roztwo-
rem hemoglobiny zwierzat kregowych, <¢) do ekstraktu hemoglobinowego
z brodawek korzeniowych dodawano kwasu Szczawiowo-octowego, kwasu ke-
toglutarowego lub kwasu cytrynowego. Badacze wysnuli stad wniosek, ze
hemoglobina nie jest jedynym czynnikiem, ktérego brak w pozywce uniemozli-
wia proces niesymbibtycznego wigzania azotu przez Rhizobium.

\

Chemizm zielonego pigme—ntu brodawelk korzeﬁiowych,

W okresie przekwitania i dojrzewania ro§liny motylkowej zjawia sie
w brodawkach korzeniowych zielony barwik, ktéry nie mieszajgc si¢ z pig-
mentem czerwonym powoli i stopniowo ruguje go z brodawki, az w koncu
caie wnetrze narosli wypelnione jest tylko przez b‘arwik zielony. Jest to -
okres, kiedy asymilacja wolnego azotu stopniowo maleje, a okres ten.kohczy
sie, kiedy w brodawkach brak juz hemoglobiny. Virtanen (9), ktéry jeden

z pierwszych zastanawial sie nad natura tego barwika, twierdzit we wstep- J

fiych swoich badaniach, ze decydujaca role przy zmianie czerwonego bar-
wika w zielony odgrywa kwas askorbinowy; jego do$§wiadczenia przeprowa-
dzone in vitro wykazaly, Ze hemoglobina. i methemoglobina brodawek gwal-
townie zmieniajg kolor czerwony na zielony w temperaturze pokojowej, je-
zeli roztwor zawiera kwas askorbinowy i nadtlenek wodoru. By¢é mozZe, przy-
puszczatl Virtanen, w okresie dojrzewania roflin motylkowych znika z bro-
dawek korzeniowych substancja, ktéra przedtem zapobiegala przemianie bar-
«wika czerwonego w zielony; substancjg tg moglby byé kwas szczawiowo-
octowy lub jaki§ inny czynny w brodawkach zwigzek. Virtanen przy-
puszcza, ze jest to mieszanina chromoproteinowa (bialko ‘zlozone cechujace
sie obecno$cig jakiego§ barwika jako grupy prostetycznej) rozpuszczalna
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- w wodzie, o zawartoSci 0,28% Fe; w pézniejszych badaniach (11) finski kioche-
mik okreslil zielony barwik jako ch oleglobine Choleglobina jest
to zwigzek, co do ktérego biochemicy wciaz jeszcze nie majg pewnosci, czy
pierScien porfirynowy jest w nim zamkniety, czy juz pekniety. Polaczenie to,
ofrzymane z hemoglobiny krwi zwierzat kregowych pod wplywem kwasu
askorbinowego w obecnosci atmosferycznego tlenu, daje ze slabym kwasem
zielony barwik zwany biliwerdyn a.
' Virtanen przypuszcza, ze w zielonym pigmencie brodawek pierscieh
_porfirynowy jest juz pekniety; nie ma jednak pewnosci, w jakiej formie znaj-
duje sie w tym barwiku Zzelazo i w jaki sposéb odbywa sie tam przypusz-
‘ezalna oksydacja jonu zelazawego. Badacz ten stwierdzil jednak ze pigment
zielony pod wplywem stabych kwaséw daje polaczenie, ktére zidentyfikowal
z biliwerdynga, poniewaz zwigzek przez niego w ten sposob otrzy-
many posiada widmo absorbcyjne przy dlugosci fali 665 poi 355 1 czyli
podobnie jak widmo czystej biliwerdyny otrzymanej z krwi. Jak wiadomo
bilirubina jest zwigzkiem o barwie brunatnoczerwonej, natomiast biliwerdyna
jest wyraznie zielona i spotykamy ja niejednokrotnie jako domieszke biliru-
biny w zélci zwierzat ssgcych. Tak bilirubina jak i biliwerdyna odznaczajg sie
juz struktura bilanowsg, a przejScie hemu w te dwa polgczenia polega na
trzech podstawowych reakcjach: 1) na odszczepieniu hemu od globiny i 2) na
odszczepieniu zelaza zwigzanego z ukladem porfirynowym, 3) przerwaniu
pierScienia porfirynowego; wedlug M arch le w s kieg o proces za-
miany hemu w bilirubine nie jest jeszcze dokladnie zbadany z punktu wi-
‘dzenia chemicznego, jednak udzial biliwerdyny w tych reakcjach nie ulega
watpliwosci, Tak wiec zielony barwik brodawek korzeniowych ro$lin motyl-
kowych, czyli ch oleglobina (nazwana przez Virtanena 1 e g-
choleglobin g, bylby pierwszym spotkanym w Swiecie roSlinnym
precursorem pigmentéw zélciowych, adalsze badania nad tworzeniem sie
i rozpadem_'hemoglobiny brodawek korzeniowych rzucilyby wiele $wiatla,
sadzi Virtanen, na caly chemizm przeobrazania sie hemoglobiny krwi
~ zwierzat ssgcych w barwiki zélciowe. W ten wiec sposdb sprawa .chemizmu
~ zielonego barwika brodawek korzeniowych, twierdzi finski badacz, bylaby
na podstawie powyzszych_ badan calkovyicie wy$wietlona.

Jednakze w zwigzku z powyzej opisanymi badaniami Virtanena
autorce niniejszego nasuwa sie nastepujgce pytanie: Virtanen badal bro-
dawki z ro$lin, ktére w 6 tygodniu ich rozwoju przeniést do ciemnego po-
mieszczenia, czyli omingt naturalny cykl rozwojowy brodawek i badal barwik,
ktéry powstal nagle i w sposéb sztuczny. Czy wiec barwik utworzony w takich

- warunkach jest identyczny z barwikiem zielonym, ktéry tworzy sie w bro-
" dawkach korzeniowych ro§lin motylkowych w okresie przekwitania roslin i za-
wia,szania strgkéw, a wiec przy normalnym przebiegu wegetacji roslin?

Powazne zastrzezenia przeciwko wynikom badan Virtanena wy-
sungl rowniez S mf i t h (8); uczony ten niejednokrotnie zaobserwowat’ ze
nieaktywne szczepy Rhizobium nie wytwarzajg w brodawkach czerwonego
pigmentu, natomiast brodawki zawieraja od poczgtku barwik zielony. Nie

-mogt on powstaé z hemoglobiny, bo jej w brodawkach nie bylo. Jakie wiec
jest jego- pochodzenie? Sprawa zielonego barwika w brodawkach wymaga
jeszcze dalszych gruntownych badan.
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Wplyw kwasu askorbinowego ma pigmentacje brodawek }corzeniowi;ch

Punktem wyjScia do tych badan byly opublikowane w r. 1948 wyniki
doSwiadczen Virtanena o raptownej zmianie czerwonego pigmentu
brodawek w zielony, pod wplywem kwasu askorbinowego i nadtlenku wo-
doru. Autorka niniejszego referatu usitowala w Instytucie Pulawskim po-
wtorzy¢ badania Virtanena, jednak wszelkie usilowania w tym kierunku
spelzly na niczym; postanowiono przeto zbada¢ wplyw kwasu askorbinowe-
go nie na odcigtych brodawkach, jak to robil Virtanen, ale na zywej,

rozwijajacej sie roSlinie w okresie jej najenergiczniej-
szego przyswajania wolnego azotu.

Doswiadczenie to przeprowadzono w nastepujgcy
sposob: groch, ktéry w warunkach kultur piaskowych
doszedl do stadium zawiazywania pgkdéw, przenoszono

- do kultur wodnych zaopatrzonych w calkowitg po-
zywke mineralng z wyjatkiem azotu. Stwierdzono, ze
brodawki korzeniowe wszystkich roslin do§wiadczal-
nych byly w tym czasie krwistoczerwone i barwika
zielonego w brodawkach nie zaobserwowano na zadnej
z doswiadczalnych ro$lin. Dos$wiadczenie podzielono
na trzy serie:

1) seria kontrolna, do ktérej kwasu askorbino-
wego nie dodawano wecale,

2) seria druga z kwasem askorbinowym dodawa-
nym co trzy dni w iloSci 2 ml 1% roztworu w okresie
18 dni trwania do$wiadczenia,

3) seria trzecia, w ktorej dawka kwasu askor-
binowego wynosita po 5 ml 1% roztworu réwniez sto-
sowana co trzy dni.

Po uptywie dwu tygodni rozwdéj roélin i stan pig-
mentacji ich brodawek przedstawial sie w nastepujqcy
sposéb:

1) (kontrola). Ro§liny zawigzuja straki, ich bro-
dawki w wiekszo$ci sg catkowicie zielone, nie-
ktére czerwonozielone, catkowicie czerwonych broda-
wek brak (rys. 1a).

2) Ro$liny kwitng i zawigzujg wcigz nowe paki,

ich miedzywezla sg wydiuzone, brodawki bez wyjatku
Rys. lIa  Rys. Ib krwistoczerwone. Nie zaobserwowano w tej serii ani
jednej brodawki z zielonym zabarwieniem (rys. 1b).

3) RoSliny wykazujg objawy wiedniecia, sa jasnozielone, a ich brodawki
korzeniowe sg w stanie rozktadu. '

Po 18 dniach rosliny mierzono, wazono i oznaczano w nich ilo§é ogdlnego
azotu, przy czym analizowano kazdg ro$line oddzielnie. Kazda seria skladalgw
sig z 8 roslin. Dane pomiar6w i analiz zebrano w tab. I.

Jak wynika z tych danych, ro$§liny karmione, mniejsza dawkg kwasu
askorbinowego przyswoily te samg ilo§¢é wolnego azotu co i ro§liny kontrolne,
pomimo ze brodawki tych ro§lin wcigz byly niezmiennie czerwone, a okres
kwitnienia tych ro$lin by! wyraznie przedtuzony. Zachowana w stanie nie-

= —
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zmienionym hemoglobina brodawek najwidoczniej n ie wptynela na wiek-
sza energie wigzania molekularnego azotu, pomimo zwiekszonej energii roz-
woju samej rofliny. Zjawisko to przemawialoby za tym, 'ze kwas askorbino-
wy jako czynnik silnie redukujgcy uchronil, by¢é moze, hemoglobin¢ ustroju
ro§linnego przed utlenieniem, ale nie spowodowal wzmocnienia aktywnoSci
Rhizobium.

Tab. 1
Sr. wysokoéé| Sr. s. m. Iloéé N ogél. w 1
° Serie roslin roélin roslinie
em | | g [ @ | % | mg | %
1 kontrola . . . . . 50 | 100 | 1,37 | 100 | 2,22 | 25,0 | 100
2 kw. askor. 2 ml s ' " 62 | 123 1,93 | 140 | 1,71 | 25,7 | 103
3I ,, » S5ml . : . 48 96,4 | 1,30 95 | 1,73 | 19,1 72

Badania nad wplywem soli kobaltu na pigmentacje brodawek

BezposSrednim bodzcem do badann nad wplywem chlorku k ob alt a-
wego na rozwoj roSlin motylkowych i pigmentacje ich brodawek bylo nie-
dawno opubhkowane odkrycie witaminy Bj2. Substancja ta, wyosobniona w
stanie czystym w 1948 r. w dwu niezaleznie od siebie 'prac'ujacych la-
boratoriach, zawiera okolo 13% azotu i 4% kobaltu zwigzanego organiéznie.
Struktura tego zwiazku nie jest dotychczas poznana dokladnie, wiadomlo jed-
nak, ze jest to (z dotychczas poznanych) jedna z najsilniej dziatajacych biolo-
gicznie substancji. Witamina ta wzmaga produkcje komoérek krwi w glow-
nej tkance krwiotwoérczej, jaka jest szpik kostny; podczas typowej niedo-
krwisto§ci przy zlo§liwej anemii produkcja czerwonych cialek krwi jest
w jaki§ sposéb upoS$ledzona; zastrzykniecie do organizmu polgczenia kobal-
towego p. n. witaminy Bj2 leczy te anemie. Poniewaz za$ wnioski zaczerpl
nigte z obserwacji poczynionych w S$wiecie zwierzecym czesto z powodze-
niem. przenosimy na S$wiat ro$linny, przeto i obecnie autorka niniejszego
podjela préby spotegowania produkcji hemoglobiny-w brodawkach korzenio-
wych ro$lin motylkowych przez wprowadzenie do pozywki tych ro$lin lub
“wprost do ich tkanki jonu kobaltowego; przypuszczata, ze by¢é moze, ta
~drogg uda sie podnies¢ aktywno§é bakterii asymilujgcych symbiotycznie
wolny azot. Jezeli bowiem kobalt jest czeScig skladowg jednej z najsilniej-
szych krwiotwoérczych witamin, to byé moze ro$lina posiada zdolno§é wig-
czania tégo elementu w system pobudzajgcy lub bezposrednio produkuijacy
barwng” komponente krwi, tj. hemoglobine. Substancja ta wedlug obecnego
stanu badan jest ‘nieodigcznym czynnikiem symbiotycznego wigzania atmo-
sferycznegb azotu. Badania przeprowadzono trzema sposobami:

1) karmiono * rofliny motylkowe roztworem chlorku kobaltawego po-
. przez korzenie (5 mg CoClz2 w 2 ratach w ciggu wegetacji: na poczatku i w o-
kresie poprzedzajgcym kwitnienie).

2) wstrzykiwano roztwér CoClz wprost do .tkanki roélinnej (ca 5 mg
CoClz w 2 porcjach analogicznie jak w 1).

——
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3) dodano do hodowli samych bakterii Rhizobium (uzytych p6zniej do
zakazenia ro$liny) roztworu CoClg (kultury rozwijaly sie tylko w granicach
stezenia CoCls od n/5000 do n/10 000).1 ~

Stosowano tez dwa réznej aktywnosci szczepy hazobmm przypuszcza-
no, ze by¢ moze pozywka z udzialem soli kobaltu w stezeniu n/5 000 — n/10 000
wplyme na zwigkszenie aktywnoSci szczepu stabszego. .

Roslinami doswiadczalnymi byly: groch, lucerna, seradela i lubin. Ro-
$liny te wyjmowano z piasku w okresie poprzedzajgcym kwitnienie i poréw-
nywano zabarwienie brodawek ro$lin, ktore otrzymywaly w taki czy inny
sposéb sél kobaltawg, z brodawkami roslin kontrolnych (tzn. bez dodatku
kobaltu). We wszystkich badanych przez nas ro$linach znaleziono wyrazne
zmiany w pigmentacji brodawek: w brodawkach tubinu i seradeli pigment
czerwony byl wybitnie mocniejszy niz w kontroli, “w brodawkach lucerny
byl szczegdlnie jaskrawy w odrdznieniu od matowej czerwieni brt)dawek
kontrolnych.

W okresie dojrzewania ro$liny zbierano, suszono i analizowano na za-
warto$§¢ azotu. Stwierdzono, ze w warunkach opisywanego do$wiadczenia
zaro0wno ogoélny rozwdj roéliny, jak i energia przyswajania wolnego azotu
nie ulegly zmianie pod wplywem soli kobaltu bez wzgledu na sposéb poda-
wania go ro$linie. W niektérych wypadkach obserwowano stabg stymulacje
wzrostu roflin, zwlaszcza we wczesnym okresie, w innych dziafanie hamu-
jace. W kazdym- razie wyniki badan z kobaltem nie uprawniajg nas do wy-
ciggania pozytywnych wnioskéw o wplywie kobaltu na metabolizm zbada-
nych ros$lin.. Zaobserwowane zmiany w pigmencie brodawek przypisa¢ moz-
na, by¢ moze, redukujgcemu dziataniu soli kobaltawej podobnie jak w wy-
padku -dzialania kwasu askorbinowego. Dzialanie to. mogloby polegaé na
uchronieniu czerwonego pigmentu brodawek przed utlenieniem i na zacho-
waniu barwika w stanie nie utlenowanej hemoglobiny. To ,utrwalenie czer-
wonego pigmentu w brodawkach nie wplyneglo i w tym wypadku na ZWIQk-
szong energie przyswajania molekularnego azotu.

Hemoglobina w brodawkach czynnych i nieczynnych

Smith (8) oznaczat ilo§¢ hemoglobiny w brodawkach wytworzonych
pod wplywem aktywnego i pod wplywem nieczynnego szczepu Rhizobium.
Badania te prowadzil na soi i na fasoli w okresie poprzedzajacym kwitnie-
nie i znalazt u fasoli: 0,072 mg hematyny na 1.g $w. m. brodawek czynnych,
0,0087 mg hematyny na 1 g §w. m. brodawek nieczynnych.

Ta wielka réznica calkowitej ilo§ci hematyny w brodawkach czynnych
i nieczynnych, czyli wytworzonych pod wplywem szczepow aktywnych i nie-
aktywnych, pozwala wnioskowaé, Ze roézne szczepy posiadaja rézng zdol-
no$¢ do produkowania lgcznie z rofling polgczen hematynowych Brodawki
nieczynne zawierajg w przyblizeniu 10-krotnie mniejsza ilo§¢ hematyny niz
brodawki czynne; skad jednak pochodzi i ta nie wielka ilogé hematyny
w tych brodawkach? S m i t h przypuszcza, ze sa to pofaczenia cytochro-
mowe, ktérych pewna cze§é zostala podczas ekstrakcji brodawek wylugo-
wana woda. Autor ten przypuszeza, ze w brodawkach nieaktywnych znajdu-

1 Byla to inicjatywa dr J. Golebiowskiej, ktéra hodowata Rhizobium.
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je sie obok: cytochrom.éw' jaka$§ nie zidéntyfikowana hematyna lub tez $lady
hemoglobiny zbyt mate, aby je mozna zaobserwowaé. Tak wiec istotnymi

. cechami brodawek nieczynnych bylyby: 1) rozpad tkanki bakteroidalnej,

2) brak hemoglobiny i 3) niezdolno§¢ asymilowania wolnego azotu. Te trzy
cechy wystepujg réwnoczesnie i mogg byé spowodowane: 1) brakiem lub
ub6stwem boru w pozywece, 2) zaciemnieniem ro§liny przez okres okolo
12 dni i 3) ukonczeniem cyklu rozwojowego ro§liny. Na ogét wigze sie to
z wadliwg dostawa weglowodanéw do korzeni ro$lin motylkowych. '

\ Dos$wiadczenia putawskie, prowadzone niezaleznie od badan Smith a,
wykazaly, Ze pod wplywem zaciemnienia roSliny motylkoweJ zaszczepionej
aktywnym szczepem bakterii Rhizobium, trwajacym okoto 12 dni, czer-
wone zabarwienie brodawek korzeniowych zmienia sie w wypadku lubinu
na czerwonobrgzowe, a zgnilozielone u grochu. Obciecie nadziemnej czesci
- ro$§liny wywolywalo podobne zmiany w pigmentacji brodawek, przy czym
proces ten przebiegal znacznie szybciej. Nadto stW1erdzono ze réwnoczesne
z zaciemnieniem rofliny lub pozbawieniem jej pedéw zasﬂeme jej roztwo-
rem maltozy czy glukozy do pewnego stopnia zapobiega powyzszym zmia-
nom w pigmentacji brodawek. Obserwacje te bylyby dowodem, ze synteza

- ‘hemoglobiny w brodawkach odbywa sie dop6ty, dopéki wystarczy weglowo-

danéw w korzeniach ros$lin motylkowych. Z chwilg wyczerpania sie tego
zrodla nastepuje, byé moze, rozklad hemoglobiny w brodawkach tworzg sie
produkty rozkladu kornponenty barwnej hemoglobiny i réwnocze$nie nodu-
lacja i asymilacja azotu ustajg.

Jaka jest jednak przyczyna zmlany barwika czerwonego w melony, co
obserwujemy w okresie przekwitania roélin i zawigzywania strakéw bada-
‘nych przez nas roflin motylkowych? Na podstawie poczynionych ra licznych
roslinach obserwacji autorce niniejszej pracy wydaje sie, Ze zmiana barwika
czerwonego w zielony wiaze sie &ci§le ze zmianami w plazmie komérek
Rhizobium. W tym czasie, kiedy barwik zielony wypiera z brodawki .pigment
czerwony, energia wigzania wolnego azotu stopniowo maleje, a caly proces
przyswajania wolnego azotu kohczy sie, gdy brodawke korzeniowa catkowi-
cie opanuje barwik zielony. Zmniejszenie energii wigzania wolnego azotu
jest, jak wiadomo, ‘nastepstwem zmiany formy bakterii ,roboczych“ w for-
me bakterii coraz to mniej czynnych ,senilnych“. Powstawanie zielonego
‘barwika mogloby byé w bezpoSrednim zwigzku z przemiang bakterii aktyw-
nych' w niezywotne. Czy jednak znikanie hemoglobiny na korzysé zielonego
barwika jest nastepstwem przemiany czynnych w nieczynne, czy tez spra-
‘wa ma si¢ odwrotnie? Przypuszczenie pierwsze wydaje sie prawdopodob-
nierze ‘Gdyby proces przemiany barwika czerwonego w zielony byl proce-
- sem czysto chemicznym, jak twierdzi Virtane n, to ten ostatni pig-
ment nie mégltby sie tworzyé raptownie, a czesto nawet ,skokowo*, jak to
zaobserwowata autorka w wypadku seradeli; sg to oczywiscie domysty wy-
magajace potwierdzenia przez §ciste badania. Jezeliby jednak przypuszcze-
nie to okazalo si¢ stuszne, to o mechanizmie tworzenia sie hemoglobiny
w brodawkach decydowataby forma bakterii czynnych, o mechanizmie za$
nelonego barwika .— forma bakterii senilnych.

Mikrobiologowie radzieccy z Fiedorowem (1) i Mis z u-
stinem (4 na czele nie przywigzuja do odkrycia hemoglobiny w bro-

1
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dawkach tak wielkiej wagi, jak to czynia Virtanen i Keili n;
Fiedorow sklania sie raczej do pogladu, Zze hemoglobina nie odgrywa
roli w calym mechanizmie wigzania wolnego azotu przez system rofliny
motylkowej — Rhizobium. Wedlug niego mechanizm symbietycznego wig-
zania molekularnego azotu jest tego samego typu co mechanizm azotobak-
tera czy Clostridium, ktére asymilujg bez udzialu hemoglobiny. = Czynniki
hamujace wigzanie wolnego azotu przez bakterie niesymbiotyczne oddzia-
lujag bowiem w ten sam sposéb na proces wigzania atmosferycznego azotu
przez Rhizobium. Fakt, ze wcigz jeszcze nie udalo sie badaczom sklonié wol-
no zyjgce Rhizobium do przyswajania atmosferycznego azotu, przypisuje
. Fiedor ow tylko nieodpowiednio dobranemu stosunkowi wegla do azo-
tu w pozywce; z chwilg gdy ten optymalny stosurdek uda sie wypo$rod- .
kowaé, sprawa przyswajania wolnego azotu przez Rhizobium zyjace poza
tkankg ros$linng bedzie rozmazana *

~ Czy wiec hemoglobma istotnie bierze udzial w mechan1zm1e wigzania
azotu w systemie bakterie — rosliny motylkowe? Z badan Smitha wynika-
toby, ze choé barwik czerwony posiada wszelkie cechy hemoglobiny, krwi
zwierzat kregowych, tj. wiasno$¢ luznego i odwracalnego lgczenia sig ‘z tle-
.nem, to jednak barwik ten z wtasciwosci tej nie korzysta i udzialu w pobie-
raniu tlenu przez uwiezione w tkance bakteroidalnej bakterie nie bierze.
Nie bylby wiec nosicielem i przenoénikiem tlenu w brodawkach. Orientacyj-
' ne badania przeprowadzone w Inétytucie Pulawskim wykazaly, ze zahamo-
waniu tworzenia sig zielonego barwika w brodawce, a wiec przedluzeniu
trwania pigmentu czerwonego pod wplywem takich czynnikéw redukujgcych,
jak kwas askorbinowy czy chlorek kobaltawy, nie towarzyszy! przedluzony
okres funkcjonowania aparatu symbiotycznégo wigzahia wolnego azotu; ro-
$liny przyswoily tylez samo azotu co i ro$liny kontrolne. Jezeli udaloby sig
zgromadzié wiecej tego rodzaju dowodéw, woéwczas bedzie to znaczylo, ze
udzial hemoglobiny w mechanizmie wigzania wolnego azotu nie jest nie-~
odzowny. W takim razie hemoglobing w brodawkach korzeniowych roslin
motylkowych nalezaloby uwazaé¢ tylko jako produkt w t 6 r n y asymi-
lacji molekularnego azotu. Substancja ta nie uczestniczylaby w mechanizmie
wigzania azotu, a tylko wskazywalaby, ze ten mechanizm w danym okresie
rozwoju rofliny motylkowej jest czynny.

Jednakze rosliny motylkowe stanowig pierwszy znany nam wypadek °,
wystgpowania hemoglobiny w $wiecie roSlinnym. K e i 1 i n twierdzi, ze
kazda zywa komoérka moze byé uwazana za potencjalnego »nosiciela“ grupy
prostetycznej hemoglobiny, poniewaz wszystkie organizmy tlenowe, ljcznie
z bakteriami i roslinami, zdolne sg do syntetyzowania katalizatoréw maja-
cych grupe hematynowa. Wediug obecnego stanu badan hemoglobine praw-
-dziwg produkujg tylko ‘i -wylacznie roSliny motylkowe zaszczepione aktyw-
nym szczepem bakterii Rhizobium. System rosliny — -bakterie posiada naj-
widoczniej zdolnos¢ do produkowania tej wysoce specyficznej bialkowej skla-
dowej hemoglobiny, jaka jest ,globina“ posiadajgca zdolno§¢ doskonale od-
wracalnego lgczenia sie z tlenem, czyli ,utlenowania“ i ,jodtlenowania“. Jed-
nakze r ol a, jakag ten barwik odgrywa w metabolizniie ro§liny. motylko-
wej, a w szczegélnoSci w procesach zwigzanych z symbiotycznym wigzaniem
wolnego azotu, wchodzi wiasciwie dopiero w poczatkows faze badania
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