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WPLYW KWASOW HUMINOWYCH
NA AKTYWNO SC METABOLICZN A BURAKA CUKROWEGO
W WARUNKACH SUSZY

THE EFFECT OF HUMIC ACIDS ON METABOLIC ACTIVITY
OF SUGAR BEET UNDER DROUGHT CONDITIONS

Abstrakt: Reaktywne formy tlenu (RFT) powsiaw komorkach jako produkt uboczny wielu proceséw
metabolicznych, a ich wytwarzanie nasilg piod wplywem wielu czynnikéwérodowiskowych. W pewnych
granicach sten obecné¢ RFT jest niezbdna do zachowania prawidtowego funkcjonowania kdmdatatego
rosliny wyksztalcity liczne mechanizmy, ktérych rolalpga na utrzymaniu stalegoegnia RFT. Zachwianie
réwnowagi pomgdzy powstawaniem RFT a dziataniem ochronnym systemyoksydacyjnego prowadzi do
stanu zwanego stresem oksydacyjnym. Susza jesngivezynnikiem ograniczagym wzrost i rozwoj réin.
Jednoczénie badania dowiodtyze kwasy huminowe stosowane dolistnie tagodzity hegae skutki niedoboru
wody dzkki specyficznemu aktywowaniu enzymatycznych systenahntyoksydacyjnych. Celem baddyta
ocena wptywu kwas6éw huminowych zastosowanych duoésta aktywnéc metaboliczg buraka cukrowegBeta
vulgaris L. w warunkach suszy. Badania przeprowadzono wimkach laboratoryjnych. W materialesionym,
ktory stanowity réliny buraka cukrowego, oznaczano aktyéhaviasciwa peroksydazy gwajakolowej (GPOX),
stopieh peroksydacji lipidow, zawarg6 chlorofilu a i b. Wyniki ujawnity, ze dolistne zastosowanie kwasow
huminowych u rélin wzrastagcych w warunkach suszy nie aksza aktywnéci wiasciwej GPOX w poréwnaniu
do rdilin regularnie podlewanych. Jednogzie u tych rélin stwierdzono wzrost stopnia peroksydacii lipidow
W badaniach nie stwierdzono wptywu warunkéw upraayzawartét chlorofilu ai b w badanych rdinach.

Stowa kluczowe:kwasy huminowe, burak cukrowy, susza

Wstep

Reaktywne formy tlenu (RFT) powsiajv komérkach jako produkt uboczny wielu
proceséw metabolicznych, a ich wytwarzanie nasigapsd wptywem wielu czynnikéw
srodowiskowych, np. niedoboru wody. W pewnych granoft s¢zen obecné¢ RFT jest
niezkedna do zachowania prawidlowego funkcjonowania kdnédlatego rdliny
wyksztalcity mechanizmy, ktérych rola polega nazytmaniu statego stenia RFT. $ to
systemy enzymatyczne, do ktérych mnale katalaza, peroksydaza i dysmutaza
ponadtlenkowa, oraz systemy nieenzymatyczne repi@zane przez niskoggteczkowe
antyoksydanty, takie jak glutation, askorbiniankatierole, flawonoidy i karotenoidy.
Zachwianie rownowagi pomilzy powstawaniem RFT a dziataniem ochronnym systemo
antyoksydacyjnych prowadzi do stanu zwanego stresksydacyjnym. Mee woéwczas
dochodzt do oksydacyjnego uszkodzenia makgsteczek: biatek, lipidéw i kwasow
nukleinowych, i w konsekwencji do zabufizev funkcjonowaniu komorki, a nawet do jej
smierci [1].

Susza jest gtébwnym czynnikiem ogranieggim wzrost i rozwdj rélin. Niedobory
wody u rdlin wplywajs na r&ne fizjologiczne i biochemiczne procesy, takie jak
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fotosynteza, wymiana gazowa, wymiana jonowa, méiahppoziom regulatoréw wzrostu
[2, 3]. Obserwuje sitakze wzrost reaktywnych form tlenu oraz w konsekwemgjrost
aktywnaici enzymow antyoksydacyjnych oraz peroksydalipidow, biatek i kwasow
nukleinowych [4].

Substancje humusowe to nie tylkoe&z sktadowa gleby, ale tak element rénych
substancji biologicznie czynnych i czynnikbw indigaych przebieg proceséw
biochemicznych w komérkach.gSone heterogenicanmieszanin, powstad z rd&znych
materiatdw organicznych, poddanych procesowi hikadji przy udziale drobnoustrojow
i czynnikéw fizykochemicznych [5]. Waéd naturalnych substancji humusowych wymienia
sig roznigce st rozpuszczalniia, mobilnccia i aktywndicia biologiczry kwasy
huminowe, kwasy fulwowe i huminy.

Kwasy huminowe maogmie¢ zaréwno bezpgedni, jak i pdredni wplyw na wzrost
roslin. Pasredni zwhzany jest z polepszaniem tawosci gleby, takich jak agregacia,
napowietrzenie, przepuszczadip magazynowanie wody, transport i biologiczna
dostpnas¢ substancji ogywczych. Wplyw bezpgedni zwhzany jest z dogpem
substancji humusowych do tkanek élionych i wywolywanie rénych skutkéw
biochemicznych. Kwasy huminowe stymuluj raslin aktywnas¢ hormondw wzrostu oraz
produkcg przeciwutleniaczy redukggych wolne rodniki, ponadto zekszap syntez
chlorofilu, a take tolerangj na zewgtrzne czynniki stresogenne. Po zastosowaniu kwasow
huminowych obserwowano wzrost catkowitego plongiimo[2]. Badania prowadzone na
kukurydzy [4], pszenicy [2] i rzepaku [3] dowiodige kwasy huminowe stosowane
dolistnie u rdlin wzrastajcych w warunkach suszy aktywowaly antyoksydacyjne
enzymatyczne systemy obronne, tagmdztym samym skutki dzialania RFT,
tj. peroksydagj lipidow, biatek i kwasoéw nukleinowych. Ponadtooistie wplywaty na
wzrost barwnikéw fotosyntetycznych.

Celem niniejszych badabyta ocena wptywu kwaséw huminowych zastosowanych
dolistnie na aktywn& metaboliczg buraka cukrowegdeta vulgarisL. w warunkach
suszy.

Materiaty i metody badan
Materiat raslinny

Badania prowadzono w warunkach laboratoryjnych medh wariantach. Wariant
pierwszy (kontrolny) stanowity &tiny buraka cukrowego wzrastge w warunkach
optymalnego nawodnienia zraszane wodariant drugi réliny rosmce w warunkach
suszy zwitane dolistnie wogl natomiast wariant trzeci §kiny wzrastajce w warunkach
suszy zwitane dolistnie roztworem kwaséw huminowych (100° em prék). Uprawe
roslin prowadzono w warunkach fitotronu przez 4 tyged(wilgotnas¢ 70%, 14 h/10 h,
20°C/16°C dzié/noc odpowiednio). Rdiny podlewano paywka Knopa raz w tygodniu
oraz wod w objtosci zaleznej od wariantu dwiadczenia.

Kwasy huminowe

W daswiadczeniu wykorzystano kwasy huminowe wyekstrahwwa torfu saprowego
pobranego z warstwy powierzchniowej gleby (0-20 .crBkstrakcg i oczyszczanie
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preparatow kwaséw huminowych przeprowadzono zgodnimetodyl opisam przez
Pisarek i in. [5]. Uzyskane w ten sposéb preparktyaséw huminowych byty
homogeniczne i posiadaty foenstah wykorzystag do analizy FT-IR (z zastosowaniem
spektrometru Nicolet NEXUS Fourier Transformatiofrd-Red, Thermo Fisher Scientific,
Madison, WI, 2002) "HNMR (z zastosowaniem spektrometru NMR Bruker ihiald
400MHz, Germany 2005) w celu oklenia ich budowy strukturalnej. Zawagtowegla
organicznego w kwasach huminowych oznaczono ataiiza wgla (Analyzer Multi N/C
3100, Analytikjena, Germany). Zawaséometali cizkich (Zn, Pb, Cu, Cr, Ni, Cd, Fe, Mn)
w roztworze kwasow huminowych oznaczono metddS (THERMO iCE 3000, China
2002).

Analiza widm FT-IR oraz'HNMR kwaséw huminowych wskazywata na silnie
wyrazony ich alifatyczny charakter oraz du liczbe grup metylowych -CH
i metylenowych -CH w ich czsteczkach, a tak obecné& alifatycznych paczen
aldehydowych -CKHCHO. Oznaczona zawakto wegla organicznego w zastosowanych
w doswiadczeniu wodnych roztworach ksztaltowata sa poziomie 851,76 mg/dmpH
roztworu wynosito 6,5. Zawaré metali cezkich w roztworze kwaséw huminowych
[mg/dnt] wynosita: Zn: 0,150; Pb: < 0,03; Cd: < 0,03; @u6; Ni: < 0,04; Fe: 0,254;
Mn: < 0,02; Cr: < 0,4.

Oznaczanie zawarfoi biatka catkowitego

W badanym materiale ¢iinnym oznaczano zawad biatka rozpuszczalnego metpd
Bradforda [6]. Jako standard zastosowano surewathumire wotowy (BSA). Pomiaru
absorbancji dokonywano przy diugo fali 4 = 595 nm. Zawartd biatka wyraano
w mg/gswiezej masy §.m.).

Ocena aktywnszi wtasciwej peroksydazy gwajakolowej

Aktywnos¢  wiasciwa  peroksydazy  gwajakolowej (GPOX)  oznaczano
spektrofotometryczne, zywajac jako substratow gwajakolu oraz,®. W wyniku
utlenienia gwajakolu powstaje barwny produkt -agtwajakol. W celu ekstrakcji enzymu
1 g pdow buraka cukrowego rozcierano w schiodzonym zdmrzu razem
z 2 cni 0,1 mol/dni buforu fosforanowego o pH = 7,0, ngstie przenoszono do
probéwek wiréwkowych i wirowano przy 10 000 obr.mprzez 20 minut w temperaturze
4°C. Otrzymany supernatant wykorzystano do ozndazerawartéci biatka oraz
aktywnaici wiasciwej GPOX. Aktywnd¢ wiasciwg GPOX oznaczano zmodyfikowan
metod; Zaharieva i in. [7]. Do mieszaniny reakcyjnej (5)8°), zawierajcej 0,1 mol/dm
buforu fosforanowego (pH = 7,0), 38 mmol/&ik,0,i 4 mmol/dnt gwajakolu, dodawano
0,2 cni supernatantu. Po minucie wykonywano pomiar abswjbagrzy diugdci fali
A = 470 nm. Aktywné¢ wiasciwa GPOX obliczano, wykorzystyg molowy
wspéltczynnik absorpcji tetragwajakolu réwny 26,6 *ammoltcmt i wyrazano
w pmol/(min- mg biatka).

Badanie peroksydaciji lipidow

Peroksydag lipidow wyrazano jako sizenie dialdehydu malonowego (MDA)
oznaczanego w reakcji z kwasem tiobarbiturowym (JB2]. W tym celu 0,3 g gdow
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buraka cukrowego rozcierano w fulzierzu z 4 crh 0,25% TBA w 10% kwasie
trichlorooctowym (TCA). Homogenat przenoszono dobdwek i ogrzewano w 95°C
przez 30 minut, a naginie schtadzano w wodzie z lodem i wirowano przyd00 obr./min
przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Wykonamoniar absorbancji supernatantu
przy dtugdciach fali/ = 532 nm il = 600 nm. Stzenie MDA obliczono, wykorzysty¢
molowy wspo6tczynnik absorpcji kompleksu MDA-TBA réw 155 dni-mmor™ cm™

i wyrazano w pmol/gwiezej masy [9].

Oznaczenie zawarfoi chlorofilu ai b

Zawarta¢ chlorofilu a i b oznaczano metgdekstrakcji acetonowej [10]. W tym celu
0,3 g mdéw buraka cukrowego rozcierano w schiodzonymedmierzu z 5 crh 80%
acetonu. Homogenat przenoszono do probéwek i winowarzy 10 000 obr./min przez
10 minut w temperaturze 4°C. Przeprowadzono poratzsorbancji przy diugei fali
A =645 nm il = 663 nm. Zawartg chlorofilua i b wyrazono w mg/giwiezej masy.

Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej pempa testu t-Studenta oraz
jednoczynnikowej analizie wariancji (ANOVA) przyzyciu programu Microsoft Excel,
przyjmujac wyniki za istotne statystycznie na poziomieg 0,05.

Wyniki

Wyniki ujawnity, ze u rdlin buraka cukrowego wzrastaych w warunkach suszy
istotnie zwegkszyta s¢ aktywnad¢ wiasciwa peroksydazy gwajakolowej GPOX.
Jednoczénie zaobserwowanag u ralin wzrastagcych w warunkach suszy zastosowanie
kwaséw huminowych obmylo aktywnad¢ enzymu GPOX i tym samym zahamowato
antyoksydacyjne mechanizmy obronngliro(rys. 1).

Dialdehyd malonowy (MDA) jest jednym z produktéwentiania lipidéw btonowych
i gtdbwnym markerem peroksydaciji lipidow. Jegezshie mocno wzrasta, kiedy zawadz
w komérce mechanizmy obrony antyoksydacyjnej. Tempakcji utleniania zwazkéw
lipidowych w komoérkach rdinnych determinowane jest nie tylko czynnikamiyiznymi
(ilos¢ tlenu, temperaturdwiatto), ale takke obecnéciag metali cezkich (Cu, Fe, Mn), wody
oraz innych sktadnikéw nielipidowych. Zastosowaned@wiadczeniu kwasy huminowe
byly skompleksowane z metalami¢ztimi, w tym Zn, Cu, Fe. Ich oddzialywanie na
metabolizm zywych komorek obejmuje zaréwno procesy biosorp@i i adsorpcji
anionowych ugrupowa metalu w wyniku protonowania grup funkcyjnych sld#aow
organicznych. Tworgce s¢ w tych warunkach wolne rodniki stafiec bardzo reaktywne
i, reagujc z innymi wolnymi rodnikami, twogznierodnikowe produkty utleniania lipidéw
[11]. Wyniki ujawnity, ze warunki uprawy buraka cukrowego mialy wplyw nap#n
peroksydaciji lipidow (rys. 2). Stwierdzono braloistej rénicy w stzeniu MDA pomédzy
roslinami buraka cukrowego z préby kontrolnej d@limami wzrastajcymi w warunkach
suszy. Zaobserwowano natomiast istotny wzrogtesia MDA w pdach buraka
wzrastagcego w warunkach niedoboru wody zraszanego dddistoztworem kwaséw
huminowych. Ponadto wyniki ujawnitge warunki uprawy buraka cukrowego nie miaty
wptywu na zawart& w pedach chlorofiluai b (rys. 3).
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Rys. 1. Aktywndé¢ whasciwa peroksydazy gwajakolowej (GPOX) wdach buraka cukrowego (stupki oznagzaj
biad standardowy; rdnice istotne statystycznie na poziomie 0,002 (ANOVA))

Fig. 1. The specific activity of guaiacol peroxida&POX) in the shoots of sugar beet (bars reptestandard
errors of the means; statistically significant eli#ncep = 0.002 (ANOVA))
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Rys. 2. S$§zenie dialdehydu malonowego (MDA) wegach buraka cukrowego (stupki oznagzdplad
standardowy; rinice istotne statystyczng= 0,03 (ANOVA))

Fig. 2. Malondialdehyde (MDA) content in the shootssugar beet (bars represent standard errofseaineans;
statistically significant differences= 0.03 (ANOVA))
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Rys. 3. Sgzenie chlorofilu w gdach buraka cukrowego (stupki oznagzajd standardowy; brak #aic istotnych
statystycznigp = 0,5 (Chla) i p = 0,6 (Chlb) (ANOVA))

Fig. 3. The chlorophyll concentration in the shaotsugar beet (bars represent standard errotgeaiieans; no
statistically significant differencgs= 0.5 (Chla) andp = 0.6 (Chlb) (ANOVA))

Podsumowanie i wnioski

W prezentowanych badaniach oceniano wptyw kwasémihowych na aktywnd@
metaboliczg buraka cukrowego. Badania przeprowadzono w trzegtiantach. Wariant
pierwszy (kontrolny) stanowity #tiny wzrastajce w warunkach optymalnego
nawodnienia zraszane dolistnie wodvariant drugi réliny rosrgce w warunkach suszy
rowniez zraszane wag natomiast wariant trzeci $iiny wzrastagce w warunkach suszy
zraszane dolistnie roztworem kwasOw huminowych. dlagh burakach cukrowego, po
czterotygodniowej uprawie, oznaczanezehie biatka rozpuszczalnego mejdsradforda,
aktywnai¢ wiasciwg antyoksydacyjnego enzymu - peroksydazy gwajakglonaz stzenie
dialdehydu malonowego - gtéwnego markera perokgydamdéw. Uzyskane wyniki
ujawnity, ze warunki uprawy buraka cukrowego miaty wpltyw nayakos¢ wiasciwg
peroksydazy gwajakolowej orazestnie dialdehydu malonowego wedach buraka
cukrowego, natomiast nie stwierdzono wplywu warwakdiprawy na zawarts
w badanym materiale §tnnym chlorofilua i b. Zaobserwowancae u r@lin wzrastajcych
w warunkach suszy dolistne zastosowanie kwasOw maxmich nie zwgksza aktywnéci
GPOX i w konsekwencji prowadzi do wzrostugzgnia dialdehydu malonowego,
wskazugcego na nasilony proces peroksydacji lipidow btopdw Mazna przypuszcza
ze u ralin tego wariantu déwiadczenia brak wzrostu aktyw§wm POX wskazuje na
hamowanie przez kwasy huminowe pierwszej enzymasjczlinii obrony przed
czynnikiem stresogennym, jakim jest susza. Przepdaene badania wskazyj iz
zastosowana frakcja kwas6w huminowych, o zdeterwdamych widciwosciach
(opisanych w cgci Materiaty i metody badd, wplywa niekorzystnie na procesy
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fizjologiczne buraka cukrowego w warunkach streliotgcznego spowodowanego salsz
Jednoczénie, budowa strukturalna kwaséw huminowych ekstwaych z rénych
materialdw jest modyfikowana jakwia srodowiska, w ktorym powstagj Jak wskazuj
badania [5], kwasy humusowe mpogawiergé duze ilosci zmiataczy wolnych rodnikow,
w zaleznoéci od kierunku transformacji materii organicznej, maze mie pierwszorzdne
znaczenie w kierowaniu procesami rozktadu substamgpanicznych w glebie
i jednoczénie sprzyjé pozyskiwaniu takich frakcji substancji humusowydttdrych
oddziatywanie na biosfer bedzie przyczynialo si do zwkkszenia odporriwi
powodowanej stresem biotycznym i abiotycznym.
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THE EFFECT OF HUMIC ACIDS ON METABOLIC ACTIVITY
OF SUGAR BEET UNDER DROUGHT CONDITIONS
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Abstract: Reactive oxygen species (ROS) are the byproddictany metabolic processes and their production is
increased under of number of environmental factbrscertain concentration range, the presence 08 RO
necessary to maintain proper cell function. Thusd|schave many mechanisms, which role is focused on
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maintaining a constant concentration of ROS. Imi@dabetween the formation and action of a protectiv
antioxidant system leads to oxidative stress. Dinbigga major limiting factor for plant growth adévelopment.
At the same time studies have shown that humicsdoiiar application moderated the negative effedtaater
deficient through activation of the enzymatic axitiant systems. The aim of the study was to evalttad effect
of humic acid foliar application on the metabolitiaty of sugar beeBeta vulgarisL. under drought conditions.
Studies were conducted under laboratory condititmghe plants of sugar beet were determined tleeifp
activity of guaiacol peroxidase (GPOX), lipid peidation and chlorophylh andb content. The results revealed
that the humic acid foliar application in plant®gmng under drought conditions does not increasestbecific
activity GPOX compared to plants watered regulaflythe same time, found an increase in the degféipid
peroxidation in these plants. There was no impagr@wing conditions on the content of chlorophylandb in
the studied plants.

Keywords: oxidative stress, humic acid, sugar beet



