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Streszczenie: Azolla filiculoides Lam. jest paprotka wodna wspélzyjaca z azol-wiazacq
sinica Anabaena, kiéra budzi zaintercsowania ze wzgledu na mozliwosé jej wykorzystania w postaci
nawozu ziclonego. Azolla stala si¢ obickiem badan na calym $wiecic. Wiedza na temat
fizjologicznych i ekologicznych czynnikéw wplywajacych na wzrost paproci jest istotna
w badaniach przyrodniczych ukierunkowanych na jej praktyczne stosowania. Celem tej pracy bylo
zbadanic w warunkach kontrolowanych wplywu réznych form azotw na jego wilasciwosci
oksydoredukeyjne (Eh) i przyrost biomasy Azolli. Stwierdzono, ze oplymalny zakres potencjatu
redoks wzrostu Azolli zawiera si¢ w przedziale 550-600 mV, a pobér formy azotu azotanowego
w podlozu wydaje si¢ by¢ preferowany przez paprotke w stosunku do azotu wiazanego z atmosfery
prze sinicg Anabaeng.

Slowa kluczowe: anabaena, azolla filiculoides, biomasa, potencjal oksydoredukcyjny.

WSTEP

Azolla (Salviniaceae) to rdznozarodnikowa paprotka wodna pochodzaca
z Ameryki Pélnocnej, wystepuje na $wiecie w siedmiu gatunkach.

Przestwory migdzykomérkowe w grzbietowych platkach lisci Azolli stanowig
mikrodrodowisko dla zyjacych w symbiozie bakterii Anabaena (Nostocae). Ana-
baena azollae odgrywa decydujaca role w regulowaniu wzrostu paproci zaspoka-
Jajac jej wymagania pokarmowe co do azotu, ktory to Anabaena zdolna jest wia-
za¢ bezposrednio z atmosfery.
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Unikalny charakter tej symbiozy spowodowal w XX wieku wzrost zaintere-
sowania naukowego i rozpoczeto badania obu tych gatunkéw [1].

Niektore pytania rodzaju — jaki jest jej optymalny zakres potencjalu oksydo-
redukcyjnego (Eh) dla wzrostu paprotki, jakie formy azotu znajdujace si¢ w pod-
tozu sa wykorzystane przez azollg — czgéciowo znalazly odpowiedz.

Niniejsza praca ma na celu okreélenie, w jakiej mierze biomasa — wymierny
efekt wykorzystywanych migdzy innymi form azotu w Srodowisku przez azollg,
jest odbiciem warunkéw oksydoredukeyjnych podioza.

MATERIAL | METODY

W 14-dniowym doswiadczeniu stosowano pozywki o réznym skiadzie, for-
mach i dawkach azotu (40 i 80 ppm N-NO; oraz 20 i 40 ppm N-NH,), a nastgpnie
poréwnywano je z pozywka kontrolng sporzadzona wedlug zalecenia Internatio-
nal Rice Research Institute (Tabela 1). Azollg hodowano w zestawie akwariow
w kontrolowanych warunkach os$wietlenia (16/8 h) i temperatury (20-25°C).
W trakcie eksperymentu zmierzono parametry takie jak: pH (elektrometrycznie)
i Eh podioza wedlug metody opisanej przez Glinskiego i Stepniewskiego {4],
formy azotu (N-NH,; N-NO;) oznaczano w pobieranych prébkach roztworu (10
ml) z podtoza metoda spektrofotometrii absorpcyjnej (FlAstar) [5] oraz okreslano
przyrost biomasy Azolli w réznych kombinacjach po zakonczeniu eksperymentu.

Tabela 1. Skiad chemiczny podywki wedlug receptury IRRI ]
Table 1. The chemical composition of nutrient solution according to IRRI[11]

Stezenie w pozywee (ppm) Zwigzek
Makroelementy P 20,0 NaH,PO; H.O
K 40,0 K,80,
Ca 40,0 CaCl; 2 H,0
Mg 40,0 MgSO,; 7 H,O
Fe 0,5 FeSO, 7 H,0
EDTA
Mikroclementy  Mn 0,50 MnCl, 4 H,O
Mo 0,15 Na,MoQ, 2 H,O
B 0,20 H4BO;
Zn 0,01 ZnS0; 7 H,O
Cu 0.01 CuS0, 5 H,O

Co 0,01 Cﬂclz 6 H-..O
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WYNIKI I DYSKUSJA

Rysunki od 1 do 4 przedstawiaja wyniki wykonanych pomiaréw: Eh, pH oraz
przyrosty biomasy w zastosowanych kombinacjach. W trakcie hodowli Azolli na
podlozu zawierajacym azotany (Rys. 1) stwierdzono utrzymywanie si¢ potencjalu
oksydoredukcyjnego (Eh) na poziomie wyjsciowym ok. 600 mV, przez okres 4
dni a nastgpnie wyrazny jego spadek, dochodzacy do poziomu 450 mV. Zmianom
tym towarzyszylo wyczerpywanie si¢ azotanow w podlozu (Tabela. 2). W kombi-
nacji z dodatkiem N w formie amonowej, potencjal redoks utrzymywat si¢ na
stalym poziomie 600 mV % 35 mV, podobnie jak w pozywce podstawowej spo-
rzadzonej wedlug zalecenia IRRI, pozbawionej soli z udziatem form azotu (Ta-
bela 1; Rys. 2). Ponad 6-krotny przyrost biomasy w stosunku wprowadzanej na
poczatku masy Azolli wystapit w kombinacji zawierajacej 40 ppm N-NO; w cia-
gu badanego okresu, i okoto 14% nizszy od maksymalnego w kombinacji zawie-
rajacej 80 ppm N-NO;. Przyrost biomasy w pozywce podstawowej (IRRI) byl
0 40% nizszy od maksymalnego, ktora byla kombinacja IRRI+40 ppm N-NOs.
Natomiast niewielkie roéznice wystapily w przyroscie biomasy w kombinacjach
z forma amonowa w podlozu i byly one ok. 30% nizsze od biomasy z pozywki
podstawowej i ponad dwukrotnie nizsze od biomasy Azolli wyhodowanej na po-
zywce z azotanami (Rys. 4). Obnizeniu Eh o 100-150 mV w kombinacjach po-
zywki z azotanami towarzyszyla zmiana odczynu podloza, ulegajac podwyzsze-
niu o ponad 3 jednostki (pH 9), podczas gdy w podiozu z pozywka podstawowa
i wzbogacong w forme amonowa ulegala zakwaszaniu o ponad 1,5 jednostki pH
(Rys. 3).

Tabela 2, Dynamika zmian {(A) parametrow podloza roznych kombinacjach
Table 2. Changes (A) of the measured parameters in different regimes

A A
Skiad t
Nr e AEh L oH N-NO, N-NH,
kombinaciji (mV)
{mmol} (mmol)
| IRRI (kontrolna} +35 -0,8 . S
2 +40 ppm N-NO; ~150 435 +0,19
3 +80 ppm N-NO; =140 430 -0.48
4 +40 ppm N-NH, +32 -1,0 - +1,33
5 +20 ppm N-NH, +40 -1,5 e +0,33
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Rys. 1. Dynamika potencjalu oksydoredukeyjnego (Eh) w kombinacji kontrolnej (IRRI) oraz
z dodatkicm azolanow w réznych dawkach w obecnosdci Azolli filictdoides Lam,

Fig. 1. Change of redox potential (Eh} in the nutrient selution (IRRI = control} and with the add
of different niirates doscs in the presence of the growing fern.
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Rys. 2. Dynamika potencjalu redoks (Eh) w kombinacji kontrolnej (IRRI} i z dodatkicm azolu
amonowego.

Fig. 2. Change of redox potential (Eh) in the nutrient solution (IRRI = control), and with N-NH,.
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Rys. 3. Dynamika pH w pozywkach réznych kombinacji w obecenosci Azolli filicidoides Lam.
Fig. 3. Change of pH of nutrient solution in different regimes in the presence of Azolli filiculoides
Lam.

kombinacje
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Rys. 4. Przyrost biomasy Azolli filiculoides Lam.: 1 — IRRI (kontrolna); 2 — IRRI + 40 ppm N-NO;;
3 = IRR! + 80 ppm N-NOj; 4 — IRRI + 40 ppm N-NHy; 5 — [RRI + 20 ppm N-NH,. Biomasa wyj-
Sciowa wynosita 20 g. Uwzgledniono blad standardowy,

Fig. 4. The biomass growth of Azolla filiculoides Lam. in the different regimes: | — IRRI {control);
2=1IRRI + 40 ppm N-NOy; 3 - iIRRI + 80 ppm N-NOy; 4 — IRRI + 40 ppm N-NH,; 5 - IRRI + 20
ppm N-NH,. The bar shows the standard crror,
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Tabela 1 przedstawia sklad pozywki kontrolnej sporzadzonej wedlug zalece-
nia IRRI, zas w Tabeli 2 wykazano zmiang (A) parametréw podloza w trakcie
eksperymentu,

W literaturze dosyé¢ obszernie mozna znalezé wiadomosci na temat aktywno-
$ci nitrogenazy w Azolla-Anabaena azollae [2, 3, 8,] oraz optymalnego fotoperio-
du i temperatury wzrostu [6, 7, 10], wplywu Azolli na pH gleby i dostgpnosci
skiadnikow pokarmowych [12). Stwierdzono rowniez, ze zrddio zewnetrze azotu
wplywa na wzrost Azolli [9], brak jest natomiast danych dotyczacych oddziaty-
wanie Azolli na stan oksydoredukcyjny podioza.

W przeprowadzonych badaniach wykazano stabilizacje Eh w warunkach po-
zywki IRRI przez okres 14 dni hodowli Azolli, nawet z niewielkim jego wzro-
stem wynoszacym 35 mV, $wiadczace o bardzo korzystnym doborze skiadnikow,
buforujacych uklad redoks w tym okresie.

Obecnosé formy amonowej nie oddzialywujacych potencjalotworczo na war-
to$¢ Eh, powoduje zachowanie si¢ Eh pozywki analogiczne jak w kontroli. Ob-
serwowane zmiany odczynu pozywki na koniec doswiadczenia, od wartosci wyj-
éciowej lekko kwasnej (pH = 5,8) do wyraznie kwasnej (pH = 4,1-4,2) w komb-
nacjach z forma amonowg oraz zdecydowanie alkalicznej (pH = 8,8-9,5) w kom-
binacjach z dodanymi azotanami, wyraznie potwierdzaja koncepcje wyréwnywa-
nia fadunkow, kiedy w trakcie pobierania jonéw przez korzeni to, w zamian NH,’
wydzielany jest jon H*, a na miejsce NOy~ jon OH".

Zroznicowany przyrost biomasy Azolli $wiadczy o duzej jej wrazliwosci na
dostepnosé i rodzaj formy azotu w podlozu. Zyjac symbiotycznie z sinica Anaba-
ena wykorzystuje wigzany przez nig azot i powigksza ponad trzykrotnie biomasg
w ciagu 14 dni. Dodanie dodatkowe latwo dostgpnych azotandw stymuluje wzrost
Azolli, szczeg6lnie znaczaco w dawce 40 ppm N-NO; w podlozu, powodujac
ponad 6-krotny jej przyrost. Podwéjna dawka N-NO; w pozywce nie zwigkszala
juz przyrostu a nawet zauwazono 17% jego obniZzenie. Zupetnie odmienne za-
chowanie obserwowano, gdy dost¢gpne w podlozu formy amonowe oddziatywaly
hamujaco na rozwdj paprotki, zmniejszajac o 40% przyrost biomasy w porowna-
niu z paprotka kontrolna, réwnoczesnie prowadzac do silnego zakwaszania sro-
dowiska.

Wprowadzenie form utlenionych w postaci azotanéw na poziomie 40 i 80
ppm nie wplywa stabilizujaco na wartosci Eh w okresie dluzszym niz 6 dni, po-
wodujac jego obnizenie, obserwowane szczegdlnie po uptywie 10 dni hodowli.
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Jak wynika z Tabeli 2 roine formy azotu przyswajane sa odmiennie przez
Azolle, co jest zgodny z badaniami Liu [7].

Wplyw zatem potencjatu redoks (Eh) na przyrost biomasy przy stosowaniu
poszczegblnych form azotu, jest najbardziej korzystny w granicach od 550 do 600
mV w pozywce zawierajacej N-NO;, gdy przy tych wartosciach Eh obecnos¢ N-
NH, w stezeniu 40-80 ppm wydaje si¢ ograniczaé¢ wzrost paprotki, co prawdopo-
dobnie $wiadczy posrednio o malejacej aktywnosci enzymu nitrogenazy
w obecnosci azotu amonowego.

WNIOSKI

W wyniku przeprowadzonych badan laboratoryjnych z hodowlay Azolli
stwierdzono, ze wartosci potencjalu redoks w zakresie od 550 mV do 600 mV sa
optymalne dla produkcji jej biomasy. Obnizenie potencjalu oksydoredukcyjnego
nastgpito po 6 dniu hodowli Azolli w kombinacji z pozywkg IRRI wzbogacone]
w azotany zarowno w stezeniu 40 jak i 80 ppm.

Jak wynikalo z badan, stabilizacja Eh na poziomie ok. 600 mV wystapila
w pozywkach kontrolnej i w kontrolnej z dodatkiem form amonowych, zardéwno
przy 20 jak i 40 ppm N-NH.. Po 14 dniach hodowli wystapilo obnizenie wartosci
pH w kombinacji kontrolnej od 5,8 do 4,8 oraz wzbogaconej azotem amonowym
od 5,5 do 4,2 oraz w kombinacji zawierajacej formy azotu azotanowego, zaréwno
przy 80 jak i 40 ppm N-NO;, odpowiednio do 8,8 i 9,5 a przyrost biomasy byt
prawie dwukrotnie wigkszy w kombinacji z podlozem wzbogaconym w azotany
1 stanowit zaledwie 60% kontroli w podiozu zawierajacym forme amonowa.

PODZIEKOWANIA

Do badan wykorzystano rasliny Azolli filiculoides Lam. udostgpnione dzigki
uprzejmoscei Dyrekeji Ogrodu Botanicznego Uniwersytetu Warszawskiego. Za to
autor serdecznie sktada podzigkowania.

PISMIENNICTWO

. Ashton P, J.,, Walmsey R. D.: The aquatic fern Azolla and its Anabaena symbiont. Endeavour
35, 39-43, 1976.

Galal Y.G.M.: Estimation of nitrogen fixation in an Azolla-rice association using the nitrogen-
15 isotope diluition technique. Biol. Fert. Soils, 24, 76-80, 1997,

3



14 R. P. BENNICELLI

3. Giller K.E., Wilson K.F.: Wetland rice: Cyanobacteria, Azolla and green manures. in: Nitrogen
Fixation in Tropical Cropping Systems, 103-117, ed. CAB International, 1993.

4. Glinski J., Stepniewski W.: Soil Aeration and Its Role for Plants. CRC Press, Boca Raton,
Florida, 1985.

5. Kotowska U.: Oznaczanic form azotu przy uzyciu analizatora FlAstar 5010 firmy TECATOR.
I1X Szkola , Fizyka z clementami agrofizyki”, PAN Instytut Agrofizyki, Lublin, 1997.

6. Lavrawiczeniec T.W., Jaukunin A.F., Gogotow LN.: Wplyw temperatury i foloperiodu na
wzrost i wigzanie azotu przez Azolla. Fizjologia Rastieni, 37, 3, 457-461, 1990.

7. Liu Zhong-Zhu i inni.: Preliminary study on some physiological aspects of Azolla. Scientia
Agricultura Sinica, 2, 63-70, 1979.

8. Peters G.A,, Mecks J.C.: The Azolla-Anabacna symbiosis:basic biology, Annu. Rev. Plant
Mol. Biol,, 40, 193-210, 1989.

9. Peters G.A., Tois R.E., Evans W.R., Crist D.K., Mayne B.C,, Poole R.E..: Charactcrization
and comparisons of five N2-fixing Azoll-Anabacna associations. |. Optyimization of growth
conditions for biormass increase and N content in a controlled environment. Plant Cell Environ.,
3,2, 261, 1980.

10. Watanabe 1., Berja N.S.: The growth of four species of Azolla as affected by temperature
Aquatic Botany, 15, 2, 175, 1983.

11, Watanabe L, Roger P.A,, Ladha, Van Hove C.: Biofertilizer Germoplasm Collections at
IRRI, IRRI, Manila 1992,

12. You C.B,, Li J.W., Song W.;: Effect of nitrogen sources on some physiological characteristics
of Azolla. In: ,,Proceedings of Symposium on Paddy Soil”, Academia Sinica, 719-723, 1981.

INFLUENCE OF NITROGEN FORMS ON REDCX POTENTIAL OF THE
NUTRIENT SOLUTION AND BIOMASS OF AZOLLA FILICULOIDES LAM
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Summary: Azolla filiculoides Lam. is a floating water fern. It has the ability to fix
atmospheric nitrogen through symbiosis with blue green algae Anabaena, therefore, it is considered
an important potential source of nitrogen as green manure. Azella stimulated many studies in all
over the world. Knowledge of the physiological and ecological faclors influencing the growth of the
fern is therefore essential in order to enhance the azolla practical application. The greenhouse study
described in this paper aimed 1o evaluate and quantify the influence of different forms of nitrogen
on redex potential (Eh) of the solution and Azolla biomass, An optimal redox potential range for
growth of Azolla (550-600 mV) was found, and a privileged uptake of nitrate from nutrient sclution
versus atmosphere fixed nitrogen was observed.

Keywords: anabaena, azolla, biomass, redox potential (Eh).



