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Procesy chemiczne zachodzace w rizosferze
i metody ich badania

1. Wstep

Roslina oraz Srodowisko glebowe najblizej systemu korzeniowego, zwane rizo-
sfera, w duzym stopniu wplywaja na pobieranie sktadnikéw pokarmowych i wody
przez korzenie. Rizosfera stanowi okoto 1-2-milimetrows strefe gleby bezposrednio
przylegajaca do korzenia. Jej sktad chemiczny zalezy zaréwno od otaczajacej masy
gleby, efektow dziatania mikroorganizméw, jak i od proceséw zachodzacych w
korzeniu i w czgSciach nadziemnych roslin. Stan wiedzy na temat funkcjonowania
rizosfery i systemu korzeniowego rosliny jest niezadowalajacy. Przyczyna tego sa
duze trudno$ci zwigzane z prawidtowym oddzieleniem wszystkich korzeni od gleby
oraz doktadnym wydzieleniem i poznaniem sktadu chemicznego rizosfery.

Celem pracy jest oméwienie procesow chemicznych zachodzacych w rizosferze
i metod ich badania.

2. Procesy chemiczne zachodzace w rizosferze

Do proceséw chemicznych zachodzacych w rizosferze mozna zaliczy¢é m.in.:

— przemieszczanie wody i sktadnikow pokarmowych do powierzchni korzenia [18],

— zmiany pH powodowane wplywem otaczajace;j glebgl+ i dzialalrii)s'cial korzeni[17,18],

— procesy utleniania i redukcji, np. utlenianie Mn™" do Mn"" w r%osferz% Przez
mikroorganizmy i grzyby mikoryzowe [19, 34] albo redukcja Fe™" do Fe™" [26]
lub redukcja Mn** do Mn** [35],

— zmiany w rizosferze spowodowane wydzielaniem przez korzenie roslin kwaséw
organicznych, cukréw, fenoli, aminokwaséw i in. [6, 13, 36] oraz tworzenie
komplekséw tych zwiazkéw z toksycznymi metalami, np. z glinem [14],

— aktywnos$¢ biochemiczna rizosfery, np. aktywnos¢ kwasnej fosfatazy [8],

— aktywnos$¢ mikroorganizmow w rizosferze, np. grzybéw mikoryzowych [8, 20].
Procesy te moga zmieniac nie tylko sklad chemiczny rizosfery, ale i calej gleby.

Wymienione wyzej procesy chemiczne zachodzace w rizosferze moga zwigkszac
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dostgpnosc i pobieranie sktadnikéw pokarmowych — makro- lub mikroelementéw. Na
przyktad przy niedoborze Zn w glebie korzenie niektSrych roslin wydzielaja amino-
kwasy 1 kwasy organiczne, ktére zakwaszaja rizosferg i zwigkszaja przyswajalnosé i
pobieranie tego pierwiastka [36]. Takze przy niedoborze fosforu i cynku w glebie
obserwowano zwigkszone wydzielanie kwasu cytrynowego przez korzenie tubinu
biatego. Powodowato to zwigkszenie dostgpnosci nie tylko P, ale i niektérych mikro-
elementow (np. Zn, Mn, Cu) w rizosferze [6, 11]. Korzenie roslin jednoli$ciennych z
rodziny Gramineae lepiej pobieraja Fe i Zn dzigki wydzielaniu zwiazkéw zwanych
fitosideroforami [18, 29, 38]. Fitosiderofory s3 aminokwasami wydzielanymi w
strefach korzeni silnie rosnacych [29, 30]. Ich rola polega na redukcji Fe, Mn, Zn i
Cu, co w przypadku niedoboru tych pierwiastkéw w glebie zwigksza ich pobieranie
przez rosliny [27, 38].

Ciekawym zjawiskiem jest formowanie tzw. korzeni szczotkowych, "proteoid
roots" (rys. 1) przez roSliny rosnace na glebach wykazujacych niedobér fosforu i
innych sktadnikéw mineralnych. Zdolno$¢ tworzenia tych korzeni maja gtéwnie
gatunki nalezace do rodziny Proteaceae (np. Hakea undulata, Banksia spp.) i przy-
stosowane do wzrostu na stanowiskach naturalnych, w Australii i w Afryce Potudnio-

Rysunek 1. Morfologia korzeni szczot-
kowych "proteoid roots" (Sas L.)
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wej, a takze rosliny tubinu biatego [10]. System korzeniowy tych roSlin tworzy liczne
korzenie boczne, przypominajace wygladem ggste szczotki, co zwigksza ich powie-
rzchnig zetkniecia z gleba. Korzenie tych roslin w warunkach niedoboru sktadnikow
mineralnych, gtéwnie P, moga produkowac i wydziela¢ wigcej kwasow organicznych,
zwiazkow fenolowych i innych. Zwiazki te utatwiaja pobieranie sktadnikow mineral-
nych przez korzenie roslin [10].

3. Badania proceséw chemicznych zachodzacych w rizosferze

Badania nad aktywnoscia ukiadu gleba-rizosfera—korzefi—cz¢sci nadziemne mo-
ga mieé warto$¢ poznawcza i stosowana. WartoS¢ poznawcza maja na przyklad
badania dotyczace wydzielania jonéw lub zwiazkow chemicznych przez system
korzeniowy do gleby, mechanizmy przemieszczania sktadnikow pokarmowych w
tkankach lub w komérkach. Badania stosowane, dotyczace migdzy innymi takich
zagadnien, jak: odzywianie roslin, mikoryza, zasolenie, zakwaszenie gleby i in.,
prowadzone sa przewaznie w warunkach naturalnych. Doswiadczenia stosowane
moga by¢ réwniez prowadzone w warunkach sztucznych, zblizonych do naturalnych
— np. w skrzyniach korzeniowych napetnionych gleba pochodzaca ze Srodowiska
naturalnego. Do$wiadczenia glebowe z uzyciem skrzyfi korzeniowych (rys. 2) umo-
7liwiaja badanie przebiegu proceséw zachodzacych w rizosferze oraz morfologii
korzeni. Jedna ze §cian skrzyni sktada si¢ z 2 warstw: Z warstwy przezroczystej (szklo
lub pleksiglas) oraz z warstwy nieprzezroczystej, ktorej odstonig¢cie umozliwia obser-
wacje korzeni w trakcie wzrostu [9]. Dla umozliwienia wzrostu korzeni w kierunku
przezroczystychscian, skrzyniez ro$linami ustawione sa tak, aby przezroczysta sciana
byta nachylona do powierzchni ziemi pod katem ok. 50-60°. Doswiadczenia tege typu
moga by¢ zlokalizowane w fitotronie lub w szklarni. Warunkami zapewniajacymi
dobry wzrost np. roslin jednoliciennych sa: fotoperiod — dziefi/noc 16/8h, intensyw-
nos¢ §wiatta — 70 uM - m>2- s-l, temperatura — 25°C i wilgotnos¢ powietrza 65-70%
[9]. Po zdjgciu Sciany przezroczystej i odstonigciu powierzchni korzeni mozna wyko-
nywaé pomiary morfologii systemu korzeniowego oraz niektérych procesow chemi-
cznych zachodzacych w rizosferze. Po zakoficzeniu doswiadczenia i oddzieleniu
podioza od korzeni mozna zmierzy¢ takie parametry korzeni, jak: masg dhugosc i
specyficzna dtugos¢ (m/g suchej masy) [32], specyficzna powierzchnig (m“/kg suchej
masy), $rednice, stan aktywnosci fizjologicznej wyrazony jako procent mtodych i
starych oraz zywychii obumartych korzeni [5]. Pomiary te mozna wykonac za pomocg
linijki i wagi, a doktadniej za pomocg kosztownej aparatury, takiej jak "Area Meas-
urement System"[37].

Badania nad wzrostem korzeni oraz aktywnoscia rizosfery moga by¢ réwniez
prowadzone za pomocg technik agarowych i bibut testowych. Opisany sposoOb uprawy
roslin umozliwia prowadzenie badan nad wzrostem korzeni i aktywnoscia rizosfery.
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| & Rysunek 2. Wyglad skrzyni korzeniowej ze $ciana
Y ;2 przezroczysta (Lipifiska A.)

Po zdjeciu przezroczystej Sciany skrzyni odstonigte korzenie roslin pokrywane sa

filtrem agarowym lub bibula testowa, co pozwala analizowa¢ zmiany chemiczne

zachodzace w rizosferze oraz wzrost korzeni w warunkach niedestrukcyjnych (nie

niszczacych korzeni). W rizosferze ro§lin mozna badac:

— zmiany pH wywotane przez jony lub czasteczki wydzielane przez korzenie,

— oksydoredukcyjne przemiany glinu, manganu i Zelaza wywolane wydzielaniem przez
korzenie do rizosfery kwasow organicznych, aminokwasé6w, fenoli i innych zwiazkow,

— aktywnoS¢ niektérych enzyméw wydzielanych przez korzenie i ewentualny
wplyw na pobieranie sktadnikéw pokarmowych,

— aktywnos¢ grzyb6éw mikoryzowych.

3.1. Zmiany pH rizosfery i metody ich oznaczania

Wartos¢ pH rizosfery rézni sie znacznie od wartosci pH otaczajacej gleby.
Indukowane przez korzenie roslin zmiany pH sa powodowane gltéwnie przez wydzie-
lanie proton6éw, potaczone mig¢dzy innymi z pobieraniem sktadnik6w pokarmowych
w postaci kationéw (np. NHZ) lub wydzielaniem anionéw HCO3, kwaséw organicz-
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nych i innych [17]. Korzenie roslin w zakwaszonym Srodowisku wytwarzaja wigksza
ilo§¢ wspomnianych juz kwaséw organicznych nizZ w warunkach o odczynie oboj¢t-
nym, powodujacdetoksykacje jonow APY [8, 9]. W efekcie takiej reakcji pH rizosfery
moze ulegac podwyzszeniu. Najbardziej wyrazne r6znice w wartosciach pH rizosfery
sa obserwowane przy pobieraniu réznych formazotu (NO3 lubN Hi )[17]. Najwyzsze
warto$ci pH stwierdzono w rizosferze wierzchotkéw i aktywnie rosnacych korzeni,
co wskazuje, Ze korzenie te wydzielaja najwigksza iloS¢ anionow [7].

Szczeg6towe pomiary zmian pH w rizosferze wykonuje si¢ np. wzdtuz pojedyn-
czych korzeni, w odstepach 1 cm, od wierzchotkéw do podstawy korzeni, z zastoso-
waniem mikroelektrody antymonowe;j i techniki agarowej [16]. W tym celu przeros-
ni¢ta korzeniami glebe w skrzyni korzeniowej, od strony przezroczystej otwierane;
Sciany, pokrywasie cienkim ( 0,2-0,5 cm ) filtrem agarowym, zawierajacym 1% agaru
i 1% wskaznika pH (czerwieri bromokrezolowa lub zielen bromokrezolowa). Warstwa
agaru pokrywajaca korzenie umozliwia umieszczenie mikroelektrody w agarze, w
strefie rizosfery, i pomiar pH w réznych miejscach rizosfery. W réznej odlegtosci od
korzeni mozna ilo$ciowo zmierzyé wartosci pH (rys. 3). Mozna takze wizualnie
obserwowaé zmiany pH (rys. 4) w r6znych strefach systemu korzeniowego [17], jako
zmiany wybarwienia agaru, np. po zastosowaniu réznych form azotu (rys. 4). Zmiana
barwy agaru, od z6itej (w Srodowisku kwasnym) do purpurowej (w srodowisku
zasadowym), jest wynikiem reakcji barwnej, zachodzacej w agarze w obecnosci
wskaznikow pH.
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Rysunek 3. Zmiany w wartoSciach pH rizosfery ro$lin truskawki po 9 tygodnizch nawozenia
ré6znymi formami azotu (Sas L.).
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Rysunek 4. Zmiany wybarwienia agaru w rizosferze ro§lin truskawki po 9 tygodniach
odzywiania r6znymi formami azotu (Sas L.)

3.2. Aktywnos$¢ glinu w rizosferze i metody jego oznaczania

Najwigksza toksyczno$¢ dla roslin wykazuje forma APP’*. Forma ta pobrana przez
rosliny najsilniej hamuje wzrost systemu korzeniowego. Na glebach mineralnych i
kwasnych (pH ponizej 5,5) jony Al°* wystepuija nie tylko w roztworze glebowym, ale
i w znacznej ilosci w formie wymiennej [33]. Glin w roztworze glebowym i w
kompleksie sorpcyjnym jest, obok H*, gtéwnym Zrédlem catkowitej kwasowosci
wymiennej. Wymienne kationy to te, ktére moga by¢é wymienione przez kationy
pochodzace z roztworéw soli obojetnych (np. 1N KCI). Glin wymienny jest zwigzany
nie tylko przez koloidy mineralne, ale i organiczne. Jednakze glin zwiazany w glebie
w kompleksach organicznych, giéwnie przez kwasy organiczne (fulwowy i humino-
wy), jest mniej toksyczny dla roslin. Tworzy on bowiem z tymi kwasami stabo
rozpuszczalne kompleksy organiczno-mineralne, tzw. chelaty. Tym mozZna thumaczy¢
podwyzszong tolerancj¢ na Al roslin rosnacych w zawierajacym préchnicg statym
podiozu, w poréwnaniu z ro§linami rosnagcymi w kulturach ptynnych [14]. Catkowita
zawartoS¢ Al w glebie nie okresla wiec stopnia toksycznosci tego pierwiastka dla
ro§lin. Glin moze by¢ réwniez wytracany w formie chelatéw przez kwasy organiczne
wydzielane przez korzenie. Zdolno$¢ wigzania Al przez wydzieliny korzeniowe moze



Procesy chemiczne zachodzqce w rizosferze ... 85

znajdowac zastosowanie w selekcji genotypéw i odmian roslin odpornych na silne
zakwaszenie.

Ilo$ciowy pomiar wigzania glinu przez wydzieliny korzeniowe polega na pokry-
waniu gleby i aktywnie rosnacych korzeni w skrzyni korzeniowej cienkim filtrem
agarowym lub poliakryloamidowym, zawierajacym AP®* i aluminon (s61 amonowa
kwasu aurynotréjkarboksylowego). Poczatkowe pH agaru doprowadzane jestdo 4,00.
Monomeryczny AP tworzy z aluminonem kompleks dajacy czerwone zabarwienie
agaru. Jezeli APt bedzie zwiazany przez wydzieliny korzeniowe lub pobrany przez
korzenie, wtedy widoczne to bedzie w strefie aktywnie rosnacych korzeni jako
bialo-przezroczyste odbarwienia agaru.

3.3. Aktywno$¢ manganu w rizosferze i metody jej oznaczania

W warunkach zakwaszonego §rodowiska, przy niedoborze P i Fe, zwigksza sig
aktywnos$é reduktaz i wydzielanie przez korzenie roslin zwiagzkow redukujacych [18].
Zwiazki te redukuja Mn i Fe i zwigkszaja ich pobieranie przez ro§liny. Pierwiastki te
pobierane sg przez ros§liny w formie zredukowane;j Mn?* i Fe?*. Szczegllnie w
przypadku roslin dwuli$ciennych zaobserwowano zwigkszona redukcjg tych pierwia-
stkéw i ich wzmozone pobieranie [18]. “

Metody badania aktywnosci manganu umozliwiaja wykrywanie redukcji Mn
do Mn?* przez wydzieliny korzeniowe (gtéwnie przez kwasy organiczne) roslin
rosnacych w srodowisku glebowym, w skrzyni korzeniowej, lub przez mikroorgani-
zmy glebowe. W metodzie tej wykorzystywana jest bibufa filtracyjna lub chromato-
graficzna, nasaczana KMnOs. W kontakcie z bibuta mangan w nadmanganianie
potasowym (Mn7+) redukowany jest do Mn4+, co daje jasnobrgzowe zabarwienic
bibuty testowej. Tak przygotowana bibula testowa pokrywana jestpowierzchnia gleby
od strony otwartej skrzyni korzeniowej na okres, w zaleznosci od odmiany czy
gatunku ro$lin, od 30 minut do kilku godzin. W tym czasie skrzynie korzeniowe sa
szczelnie zamZkane w celu zapewnienia dobrego kontaktu korzeni z bibulg testowa.
Redukcja Mn * do Mn** przez wydzieliny korzeniowe uwidacznia si¢ na bibule
testowej w rizosferze jako strefa biatych punktéw lub plam wzdtuz korzeni. Odbar-
wienie w strefie korzeni wskazuje na wydzielanie do rizosfery kwas6w, giéwnie
jabtkowego, a takze fumarowego. Jesli odbarwienie na bibule pojawia sig¢ w4r:1iejscu
jej kontaktu z gleba, ale w pewnej odlegtosci od korzeni, to oznacza, Ze Mn ™" zostat

zredukowany przez mikroorganizmy glebowe.

3.4. Aktywno$¢ zelaza w rizosferze i metody jego oznaczania

Niedobér zelaza w glebie moze by¢ przyczyna réznych zmian morfologicznych i
proces6w fizjologicznych w korzeniach, takich jak akumulacja substancji redukuja-
cych w rizodermie lub zwigkszone wydzielanie H" przez korzenie. Procesy te sprz h
jaja pobieraniu zelaza w warunkach jego niedoboru w glebie [2, 25]. Redukcja Fe

7 — Postepy nauk...
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do Fe %* jest warunkiem pobierania Zelaza przez rosliny [4]. W celu wyjasnienia
zjawisk dotyczacych regulacji pobierania zelaza przez rosliny wyzsze prowadzono
badania dotyczace redukujacych whasciwosci korzeni przy niedoborze zelaza [15, 22,
25]. Istnieja dwie przeciwstawne hipotezy na temat mechanizmu redukcji Fe>*.
Niektorzy autorzy [2, 23] uwazaja, ze dostgpnosS¢ zelaza w glebie zwigkszaja zwiazki
redukujace wydzielane przez korzenie. Zwiazki te redukuja Fe>* doFe?*w glebie lub
w pozywkach otaczajacych korzenie. Jony Fe?* sa nast¢pnie pobierane przez komorki
korzeni. Alternatywna hipotez¢ zaproponowali Chaney i in. [4] oraz Bienfait i in. [1].
Zaklada ona, Ze redukcja Fe>* do Fe 2* zachodzi dopiero na powierzchni plazmolem-
my komorek korzenia dzigki aktywnosci reduktazy wydzielanej przez ta blong.

W celu przeprowadzenia testu na redukcj¢ Zelaza przez wydzieliny korzeniowe
ro§lin przerosnig¢ta korzeniami powierzchnig gsleby od strony otwartej skrzyni korze-
niowej ;z)okrywa si¢ agarem, zawierajacym Fe *wEDTA i BPDS (zwiazek chelatu-
jacy Fe“"), na okres od 30 minut do wielu godzin (np. 24 godz. u ogérka). BPDS w
kontakcie z Fe>* tworzy czerwony kompleks w agarze. Redukcja Fe”* do Fe2* przez

zwiazki redukujace wydzielane przez korzenie widoczna jest jako czerwone wybar-
wienie agaru w okreslonych strefach korzeni.

3.5. Aktywnos$¢ kwasnej fosfatazy w rizosferze i metody jej oznaczania

Enzymy — fosfatazy — obecne w rizosferze w glebach kwasnych, zasobnych w
organiczne zwiazKi fosforowe, odgrywaja wazna rol¢ w przyswajaniu fosforu przez
ro§liny [12]. W wyniku dziatania tych enzyméw organiczne zwigzki fosforowe hydro-
lizowane sa do przyswajalnych przez roliny nieorganicznych form P — HoPOy [31].
Fosfatazy w rizosferze moga by¢ pochodzenia korzeniowego [24, 28], grzybowego, tj.
ektomikoryzowego, lub bakteryjnego [31]. Korzenie i grzyby produkujg kwasne fosfata-
zy, a bakterie — alkaliczne fosfatazy [31]. Na powierzchni korzeni wielu gatunkéw roslin
rosnacych w warunkach zakwaszonego Srodowiska i przy niedoborze nieorganicznych
form fosforu obserwowano podwyzszong aktywnoS¢ kwasnej fosfatazy [3, 21].

Zastosowanie jakosciowej metody oznaczania aktywnosci kwasnej fosfatazy
pozwala na dokladne, wizualne zlokalizowanie aktywnosci tego enzymu w réznych
strefach korzeni i rizosfery. W tym celu przero$nigta korzeniami powierzchnig gleby
~ w skrzyni korzeniowej pokrywa si¢ bibulg filtracyjna nasaczona fosforanem naftylu
(jako Zrédio organicznego fosforu) i specyficznym wskazZnikiem. Wskaznik ten w
obecnosci enzymu tworzy z fosforem mineralnym czerwony kompleks. Aktywnosé
kwasnej fosfatazy widoczna jest wiec jako czerwony zarys korzeni na bibule filtra-
cyjnej na stronie przylegajacej do powierzchni korzeni.
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4, Podsumowanie

Opisane wyzej testy maja zastosowanie przy ustalaniu proces6w zachodzacych w
rizosferze. Moga one by¢ wykonywane w trakcie trwania do§wiadczenia w r6znych
odstgpach czasu. Sa wykorzystywane w badaniach nad aktywnosciag wydzielin i
enzymoOw korzeniowych wplywajacych na procesy zachodzace w rizosferze i majace
bardzo duzy wplyw na przyswajalnos¢ poszczegolnych sktadnikéw pokarmowych.
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Chemical processes in the rhizosphere and methods
of their investigation

Summary

Till now the chemical changes in the rhizosphere have not been well known due to
difficulties in precise separation of all roots and rhizosphere from bulk soil.

In this review paper, the authors describe major chemical changes in the rhizosp-
here and propose methods of their investigation. These processes may be studied in
plants, grown in soil, in sloped (at 45°) rhizoboxes with removable plexiglass lids. On
the side of the transparentlid the roots and soil is covered with agar sheetor filter-paper
containing specific reagents and indicators. From colour reactions in contact with root
released substances it is possible to assess the following rhizosphere processes:

— pH changes (using a prefixed thin agar sheet — 1% agar containing bromocresol
purple or bromocresol green — 1% as pH indicator).

— Activity of Al (using complexation of Al by the decolouration of polyacrylamide
gel or agar containing Al and aluminon).

— Mn** to Mn?* reduction (indicated by the decolouration of filter paper impreg-
nated with Mn oxide).

— Fe3* to Fe?* reduction (indicated by the formation of a red coloured complex
between Fe2* EDTA and BPDS in an agar medium).

— The activity of acid phosphatase (indicated by the formation of a red complex on
filter paper containing 1-naphtyl phosphate as substrate and Fas¢ Red TR as

specific indicator).



