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ABSTRACT. The effect of nitrogen fertilization on low molecular weight thiols, ascorbate, glu-
tathione reductase and ascorbate peroxidase in edible parts of broccoli and cauliflower were
investigated. Four levels of nitrogen: 40 (control group), 100, 200 and 300 mg N - dm™ and two
types of soil: podsol sandy soil and silty loam alluvial soil were tested. Total glutathione content
increased with the increasing N level. Fertilization had no significant effect on ascorbate content.
The antioxidant potential in broccoli ‘Fiesta F;” was significantly higher than cauliflower ‘Late-
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Wst(;p*

Poziom wolnych rodnikow w komorkach, bedacy konsekwencja zar6wno normal-
nych przemian metabolicznych, jak i wywotanych niekorzystnymi czynnikami w $ro-
dowisku, jest zdeterminowany w duzym stopniu pojemnoscig i aktywnoscig aparatu
antyoksydacyjnego. Glutation i jego prekursory: cysteina i y—glutamylocysteina oraz
askorbinian, zaliczane do hydrofilowych przeciwutleniaczy, stanowia wazny element
systemu obronnego komorek. Rownie wazna funkcj¢ petnia zwigzane z nimi enzymy:
GR 1 APX, ktore sa niezb¢dne do redukcji utlenionych form tych zwiazkow, a powsta-
jacych w czasie usuwania wolnych rodnikéw. Glutation (GSH, y—glutamylocysteinylo-

*Stosowane skroty: CYS = cysteina, y — GC = y—glutamylocysteina, ASCy,, = suma utlenionej
i zredukowanej formy askorbinianu, GSH,, = GSH + GSSG, GR = reduktaza glutationowa, APX
= peroksydaza askorbinianowa, CAT = katalaza, SOD = dysmutaza ponadtlenkowa.
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glicyna) jest sktadnikiem zaréwno chemicznego, jak i enzymatycznego systemu obron-
nego dziatajacego w cytoplazmie i chloroplastach komdrek roslinnych, chroni grupy
tiolowe bialek przed oksydacja, a takze jest induktorem genoéw odpowiedzialnych za
ekspresj¢ czynnikéw defensywy antyoksydacyjnej (Coleman i in. 1997, Foyer i in.
1997). Podobnie wiele waznych funkcji pelni kwas askorbinowy jako antyoksydant,
kofaktor enzymow, donor czy akceptor elektronow (Smirnoff 1996).

Warzywa z rodziny Cruciferae znane sa z wysokiej zawarto§ci zwigzkow zawieraja-
cych siarke, witaminy C oraz calkowitego potencjatu przeciwutleniajacego i stad zali-
czane do grupy warzyw o wysokich walorach odzywczych. Sktad chemiczny roslin jest
uwarunkowany genetycznie (gatunki i odmiany réznig si¢ endogennym poziomem fi-
tozwigzkow), jak 1 ksztattowany szeregiem czynnikow oddziatywujacych na rosling w
czasie wzrostu (warunki klimatyczne, zabiegi agrotechniczne) oraz po zbiorze (dlugosé
1 sposob przechowywania), czy w koncu technologia przetwarzania (Lee i Kadar 2000).

Celem niniejszej pracy byta ocena zawartosci niskoczasteczkowych zwiazkow tio-
lowych, catkowitej zawartosci askorbinianu oraz wspoétdziatajacych z nimi enzymow:
reduktazy glutationowej i peroksydazy askorbinianowej w warunkach zréznicowanego
zaopatrzenia roslin w azot.

Material i metody

Badanie przeprowadzono w latach 2000 oraz 2001 w Katedrze Sadownictwa i Przy-
rodniczych Podstaw Ogrodnictwa. Wykorzystano mikropoletka o powierzchni 1 m?
oraz glebokosci 1,4 m wypelione dwoma typami gleb: ptowa oraz mada. Na podstawie
analizy chemicznej, wykonanej metoda uniwersalng, uzupetniono azot do nastepujacych
pozioméw [w mg - dm™]: 40 w kombinacji kontrolnej, a nastepnie do 100, 200 i 300,
a poziomy P i K wynosity odpowiednio 100 i 200 mg - dm™ gleby. Zastosowano naste-
pujace nawozy: NH4NO; (34% N), Ca(H,POy,), x H,O (20% P) oraz K,SO, (41,5% K).
Na poletkach wysadzono rosliny brokuta odmiany ‘Kermit F,’ oraz kalafior ‘Lateman’
na zbior letni. Rozsade przygotowywano w szklarniach SGGW, wysadzano w trzeciej
dekadzie maja na miejsca stale, za§ zbidr rozpoczynano w pierwszej dekadzie lipca.

Probki warzyw pobierano w okresie dojrzalosci konsumpcyjnej, zamrazano w cie-
ktym azocie i przechowywano do czasu analizy w — 80°C.

Catkowitg zawarto§¢ askorbinianu oraz niskoczasteczkowych zwigzkéw tiolowych
(cysteiny, y—glutamylocysteiny, catkowita zawarto$¢ glutationu) oznaczono metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Tkanke homogenizowano w ciektym azocie
i ekstrahowano 0,1 M HCI. Calkowita zawarto$¢ glutationu i askorbinianu oznaczono
po uprzedniej redukcji ich form utlenionych przy pomocy dithiothreitolu (DTT).
W przypadku askorbinianu zastosowano rozdziat izokratyczny, stosujac 2% NH4H,PO,
w 10% MeOH oraz detektor UV-VIS (Anderson i in. 1992). Dla zwigzkow tiolowych
rozdziat przeprowadzono w gradiencie 10 i 90% MeOH po ich uprzednim przeprowa-
dzeniu w fluorescencyjne pochodne (Newton i in. 1987). Identyfikacj¢ i obliczenie
stezenia przeprowadzono na podstawie roztwordOw wzorcowych oraz wprowadzanego
standardu wewngtrznego. Analizy te wykonano w 4 powtorzeniach, z ktorych kazde
stanowito probe mieszana z 2 roslin.
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Aktywnos$¢ enzymow oznaczono metodami spektrofotometrii absorpcyjnej: redukta-
za glutationowa — monitoring redukcji GSSG przez NADPH wyrazony spadkiem ab-
sorbancji w czasie przy dhugosci fali 340 nm (Foyer i Halliwel 1976); peroksydaza
askorbinianowa — monitoring zaleznej od askorbinianu redukcji H,O,, spadek absorban-
cji w czasie przy dtugosci fali 290 nm (Nakano i Asada 1987). Analizy te wykonano w
8 powtorzeniach, z ktorych kazde stanowito probe pobrang z jednej rosliny.

Wyniki opracowano, stosujac trzy-czynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA 3 od-
dzielnie dla poszczegoélnych gleb celem okreslenia zmienno$ci sezonowej, zas do po-
rownan $rednich uzyto testu Tukeya.

Wyniki

Analiza statystyczna, z wyjatkiem stezenia CYS u roslin rosnacych na glebie ptowej
i y-GC na madzie, wykazata istotny wplyw nawozenia azotem na zawarto$¢ niskocza-
steczkowych zwigzkow tiolowych oraz aktywno$¢ GR i APX na obu poddanych bada-
niom glebach (tab. 1). W kombinacji kontrolnej, u roslin najgorzej zaopatrzonych w
azot rosngcych na madzie, odnotowano wyzsza catkowita zawarto$¢ glutationu oraz
jego prekursordéw, jak rowniez wzrost aktywnosci enzymow oksydacyjnych w porow-
naniu do kombinacji, gdzie poziom azotu w glebie uzupetniono do 100 mg - dm™. Przy
wyzszych poziomach azotu w glebie (200 i 300 mg - dm™) obserwujemy ponownie
wzrost wartosci tych wskaznikow. Podobna reakcje wykazano dla roslin rosnacych na
glebie plowej, a mianowicie istotny spadek aktywnosci GR oraz mniej wyrazny APX
oraz istotny spadek zawartosci y — GC. Natomiast zawartos¢ GSH,, rosta wraz z lep-
szym zaopatrzeniem ro$lin w azot. Ogoélnie w przypadku gleby ptowej, przy wyzszych
poziomach azotu w glebie, stezenie antyoksydantow zmieniato si¢ bardzo rdznie w
zaleznosci od ich rodzaju.

Nawozenie azotem nie wptynelo roznicujaco na stezenie ASC,y, zar6wno u roslin
uprawianych na glebie ptowej, jak i madzie. Najwyzsza zawarto$¢ askorbinianu na obu
rodzajach gleb uzyskano przy 100 mg N - dm™, na madzie ok. 123 mg%, za$ na glebie
ptowej ok. 152 mg%. Najwyzsze stezenie CYS (43,6 nmol g"' §w.m. na madzie, a na
glebie ptowej 50,1 nmol g $w.m.] i GSH,( (228,4 nmol g $w.m. na madzie i 247, 4 na
glebie ptowej) uzyskano przy 300 mg N - dm™, niezaleznie od typu gleby.

Generalnie poziom analizowanych zwigzkoéw byt wyzszy u ro$lin rosnacych na gle-
bie plowej w poréwnaniu z mada, jedynie aktywno$¢ enzyméw oksydacyjnych,
a zwlaszcza APX, ksztattowata si¢ na zblizonym poziomie niezaleznie od typu gleby.

Istotnie wyzszym potencjatem przeciwutleniajacym w zakresie zwiazkow tiolowych
oraz aktywnosci reduktazy glutationowej charakteryzowat si¢ brokut ‘Fiesta F;” w po-
réwnaniu z kalafiorem ‘Lateman’ (tab. 2). Endogennie wyzszy poziom tych zwiazkow
w brokule utrzymywat si¢ zarowno na madzie, jak i glebie plowej. W przypadku askor-
binianu zalezno$¢ ta miata miejsce glownie u roslin uprawianych na madzie, za$ na
glebie ptowej roznica ta utrzymywala si¢ takze, byla jednak nieistotna statystycznie.
Aktywnos¢ APX — niezaleznie od genotypu, czy gleby — utrzymywata si¢ na zblizonym
poziomie.

Zmienno$¢ sezonowa zaznaczyla si¢ wyraznie tylko w przypadku ro$lin uprawianych
na glebie ptowej (tab. 3). Przede wszystkim odnotowano wysoce istotne zwigkszenie
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Tabela 2

Stezenie i aktywno$¢ antyoksydantéw w zalezno$ci od genotypu i typu gleby (A i B)
Content of antioxidant and enzyme activity depending on the type of soil (A and B)

in broccoli ‘Fiesta F;’ and cauliflower ‘Lateman’

Mada — Silty loam alluvial soil

A
GSH;y ‘ CYS ‘ y-GC ASCiy GR APX

Odmiana nmol g $w.m. pg g’ $w.m. nkat g $w.m.

Cultivar nmol g f.w. ngg! fw. nkat g f.w.
Kalafior 1359 a 34,1* 3,7a 6103 a 139a 60,2*
‘Lateman’
Brokut 265,6 b 38,3 52b 13589b 2420 55,4
‘Fiesta Fy’

Gleba ptowa — Podsol sandy soil
B
GSH;y ‘ CYS ‘ y-GC ASCiy GR APX

Odmiana nmol g éw.m. pg g’ $w.m. nkat g”! éw.m.

Cultivar nmol g f.w. ngg! fw. nkat g f.w.
Kalafior 169,7 a 41,7 a 3,6a 1 009,9%* 133a 58,4
‘Lateman’
Brokut 285,9b 52,7b 73b 12619 23,7b 56,9
‘Fiesta Fy’

*objasnienia jak w tabeli 1

*explanations as in table 1.

Tabela 3

Stezenie i aktywnos$¢ antyoksydantéw w zaleznosci od roku badan u roslin rosnacych
na glebie plowej
Content of antioxidant and enzyme activity in plants grown on podsol sandy soil depending
on the year of the experiment

Rok GSH;, ‘ CYS ‘ y-GC ASCiy GR APX
Year nmol g §w.m. pg g sw.m. nkat g §w.m.
nmol g f.w. pg g fw. nkat g f.w.
2000 224,2% 40,2 a 6,0b 922,0%* 2590 76,6 b
2001 231,4 542 b 49a 1349,7 11,0a 38,7 a

*objasnienia jak w tabeli 1
* explanations as in table 1.
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aktywnosci enzymow odpowiedzialnych za utrzymanie askorbinianu i glutationu w ich
aktywnych, zredukowanych formach, a takze istotnie wyzsze stezenie y-GC w roku
2000. Stezenie CYS bylo istotnie wyzsze w roku 2001, wyzsza, cho¢ nie potwierdzona
statystycznie, byla takze zawarto$¢ ASC,y 1 GSHyy.

Rosliny rosngce na madzie, niezaleznie od roku badan (jedynym wyjatkiem byta ak-
tywnos¢ GR — istotnie wyzsza w roku 2000), nie roznity si¢ istotnie zawarto$cia anty-
oksydantow oraz aktywnoscia peroksydazy askorbinianowej (dane nie prezentowane).

Dyskusja

Tlo$¢ i jako$¢ plonu roslin jest ksztalttowana zardwno przez niedobor, jak i nadmiar
(zasolenie) sktadnikow mineralnych w glebie, podtozu, czy pozywce (Starck i in.
1995). Niedobory sktadnikow mineralnych powoduja niestabilno$¢ bton cytoplazma-
tycznych, a to powoduje zmiany w ich selektywnej przepuszczalnosci dla jondw i pro-
duktow fotosyntezy. Uszkodzenia takie moga by¢ spowodowane nagromadzeniem si¢
wolnych rodnikéw. W aklimatyzacji roslin do niesprzyjajacych warunkoéw srodowiska
uczestnicza hydro- i lipofilne antyoksydanty oraz enzymy oksydacyjne. Wzrost ich
stezenia czy aktywnos$ci §wiadczy o wzmozonym zapotrzebowaniu usuwania wolnych
rodnikow.

W niniejszych badaniach zréznicowane zaopatrzenie roslin w azot spowodowato
istotng reakcje roslin, wyrazona zaré6wno zmianami w aktywnos$ci enzymow, jak i bada-
nych antyoksydantow. Potwierdza to, ze tak jak przy innych stresach, niedoboér, nad-
miar, czy zle zbilansowane zywienie mineralne roslin skutkuje powstawaniem wysoce
reaktywnych, uszkadzajacych najwazniejsze makromolekuly komoérkowe, wolnych
rodnikow. Wyzsze stezenie zwiazkow tiolowych oraz wyzsza aktywnos¢ GR i APX
odnotowano w ro$linach kontrolnych (ok. 40 mg N - dm™ gleby) w poréwnaniu z kom-
binacja, gdzie poziom N wynosit 100 mg - dm™ Dalsze zwigkszanie zaopatrzenia ro$lin
w azot (200 i 300 mg) powodowato powtérny wzrost stgzenia i aktywnos$ci wspomnia-
nych wyzej sktadnikéw. Zmian tych nie mozna jednak uja¢ w jedno, jednoznaczne
stwierdzenie. Badanie wptywu réznych czynnikow na poziom antyoksydantow jest
dosy¢ trudne, gdyz zwiazki te ulegaja dynamicznym przemianom, gdzie nawet pora
dnia moze decydowac o ich stezeniu. Ocen¢ moze ulatwi¢ zastosowanie skrajnie roz-
nych wartosci badanych czynnikow. W doswiadczeniu zastosowano raczej stopniowy
wzrost ilosci N w podtozu. Logan i in. (1999) badajac wptyw niedostatku N na zawar-
tos¢ antyoksydantéw w li§ciach szpinaku podali, ze zawarto$¢ chlorofilu, karotenoidow,
ASC oraz aktywno$¢ GR i APX przedstawiona na powierzchni¢ li§cia byla istotnie
nizsza przy deficycie azotu w pozywce. Wskazniki te byly zblizone, gdy wyrazono je na
jednostke chlorofilu, a wzrosty po przeliczeniu na jednostke biatka. Rosliny uprawiano,
stosujac jako podloze wermikulit, nawadniajac je pozywka zawierajacg 0,25 mM NO;
lub 14 mM NO;™ — petne wysycenie roslin azotem.

Nawozenie nie wptyneto istotnie na catkowitg zawarto$¢ askorbinianu. Najwyzsze
stezenie ASC,y uzyskano przy 100 mg N'dm™ gleby. Przy wyzszych poziomach zasob-
nosci gleby w azot stwierdzono spadek wartosci tego wskaznika, jednak nie byly to
roznice istotne statystycznie. Podobnie bez wptywu pozostawato nawozenie azotem na
zawarto$¢ witaminy C w zgrubieniu kalarepy (Lata i in. 2002). Natomiast istotny
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wzrost zawartosci tego sktadnika (do 200 mg N) miatl miejsce w liSciach. Lisiewska
i Kmiecik (1996) podaja, ze wzrost nawozenia azotem z 80 do 120 kg N ha™ spowodo-
wat obnizenie o 7% zawartosci witaminy C w kalafiorze, natomiast byt nieistotny
w przypadku brokuta. Reakcja moze by¢ bardzo rdzna i zaleze¢ od gatunku, warunkow
wzrostu. Przed i pozbiorcze czynniki modyfikujace zawarto§¢ witaminy C omawiajg
do$¢ doktadnie Lee i Kadar (2000).

Enzymem ,,konsumujacym” kwas askorbinowy jest APX, ktora katalizuje reakcje
redukcji H,O, do H,0, z jednoczesnym utlenieniem zredukowanej formy ASC (Nishi-
kawa i in. 2003). U roslin rosnagcych na madzie aktywnos$¢ tego enzymu spada wyraz-
nie przy 100 mg N, podczas gdy na glebie ptowej ma to miejsce dopiero przy 200 mg N
- dm” gleby. Wskazuje to w pewnym stopniu na potrzebe wickszego nawozenia tej
gleby. Wzrost aktywnosci APX pod wpltywem stresu byl obserwowany przez wielu
autorow (Nishikawa i in. 2003).

Podobnie jak deficyt sktadnikow w podlozu, réwniez ich nadmiar powoduje reduk-
cj¢ biomasy ro$lin oraz zmiany biochemiczne i fizjologiczne. Rios-Gonzales i in.
(2002) stwierdzaja, ze zasolenie (100 mM NaCl) wptyngto na wzrost aktywnosci enzy-
mow: GR, CAT, SOD w siewkach kukurydzy i stonecznika. Nie bez znaczenia byta
takze forma zastosowanego N. Niekorzystnie na badane parametry wplyneto zywienie
ro$lin forma N-NH, w poréwnaniu z forma N-NO;_jako Zrédlem azotu. W niniejszej
pracy rowniez ma miejsce pewna aktywizacja oznaczanych elementéw systemu antyok-
sydacyjnego wraz z wyzsza dawka N. Niemniej jednak zastosowane poziomy nic s3
wysokie, a w warunkach polowych raczej rzadko mamy sytuacj¢ z wysokim st¢zeniem
soli.

Srednia zawarto§é ASCi, GSHy 1 jego prekursoréw byta wyraznie wyzsza w roli-
nach uprawianych na glebie ptowej. Gleba ta, jak wiadomo, charakteryzuje si¢ mniej
korzystnymi wtasciwo$ciami fizyko-chemicznymi (mniejszy kompleks sorpcyjny, po-
jemnos$¢ wodna, mniejsza zawarto$¢ substancji organicznej), niz mada. Stad tez praw-
dopodobnie warunki te moga wzmagac reakcje na inne stresy. Otrzymane wyniki wska-
zuja takze na potrzebe dokladniejszej analizy gleb, wychodzaca poza zawarto$¢ pod-
stawowych makroelementow, odczynu i stgzenia soli. Rowniez zmienno$¢ badanych
parametrow w poszczegolnych sezonach wegetacji byta wigksza u roslin rosnacych na
glebie ptowej. Szczegodlnie przejawilo si¢ to w bardzo wysokiej aktywnosci APX i GR
oraz istotnym wzros$cie y-GC w roku 2000. Rok ten charakteryzowat si¢ duza zmienno-
$cig ilosci promieniowania catkowitego (Gajc-Wolska i Skapski 2002), a mianowicie
bardzo wysoka warto§¢ miato ono w czerwcu, a nastepnie duzy spadek w lipcu (dwoch
podstawowych miesigcach wegetacji). Moglo to mie¢ takze wpltyw na zawarto$¢ ASCiy
w analizowanych latach (wyzsza w roku 2001). Generalnie nizsza intensywnos¢ $wiatta
przektada si¢ na obnizenie zawartosci witaminy C (Lee i Kadar 2000, Toledo i in.
2003).

Brokut ‘Fiesta F,’ charakteryzowal si¢ wyzsza zawartosciag zwigzkoéw tiolowych,
askorbinianu i wyzsza aktywnos$cig GR (dla wigkszosci oznaczanych zwigzkow udo-
wodniong statystycznie), niz kalafior ‘Lateman’, niezaleznie od rodzaju gleby, na ktorej
rosty ro§liny. Jedynie aktywno$¢ APX byla zblizona u obu gatunkéw. Moze to by¢
dodatkowym wyjasnieniem informacji podawanej przez podrgczniki, ze kalafior ma
najwigksze wymagania glebowe i klimatyczne wsérod roslin kapustnych. Wiele prac
podaje, ze wielko$¢ i sprawnos$¢ aparatu antyoksydacyjnego moze by¢ wskaznikiem
zdolnosci do aklimatyzacji danego genotypu do zmieniajacych si¢ niekorzystnie warun-
kéw srodowiska.
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Whioski

1. Poziom zasobnosci gleby w azot wptynal na ogdt istotnie na zawarto$¢ niskocza-
steczkowych zwigzkoéw tiolowych oraz aktywnos¢ enzymoéw: reduktazy glutationowej
i peroksydazy askorbinianowe;.

2. Spadek stezenia glutationu i jego prekursorow oraz aktywnos$ci badanych enzy-
méw ma miejsce juz przy 100 mg N - dm™, zwtaszcza u roélin rosnacych na madzie, co
moze $wiadczy¢ posrednio, ze poziom zastosowanych w tej kombinacji sktadnikow
mineralnych byt optymalny.

3. Nawozenie nie wplyneto istotnie na catkowita zawarto$¢ askorbinianu. Najwyz-
sza jego zawarto$¢, niezaleznie od typu gleby, stwierdzono przy 100 mg N - dm™ gleby.

4. Poza aktywnoscig peroksydazy askorbinianowej, rosliny uprawiane na glebie
plowej charakteryzowaty si¢ wyzsza pojemnoscia antyoksydacyjng w zakresie analizo-
wanych parametréw, niz uprawiane na madzie. Sugeruje to mniej korzystne wlasciwo-
sci fizyko-chemiczne gleby ptowej w poréwnaniu z mada.

5. Zmienno$¢ sezonowa w stezeniu i aktywnos$ci badanych antyoksydantow zazna-
czyla si¢ w sposob istotny na glebie ptowe;.

6. Brokut ‘Fiesta F;” odznacza si¢ wyzszg zawartoécig zwigzkow tiolowych, askor-
binianu oraz aktywnoscia reduktazy glutationowej, niz kalafior ‘Lateman’.
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NITROGEN DEPENDENT CHANGES IN LOW MOLECULAR WEIGH THIOLS,
ASCORBATE, ANTIOXIDATIVE ENZYMES ACTIVITY IN BROCOLI
AND CAULIFLOWER

Summary

Effect of nitrogen fertilization on cysteine, y—glutamylcysteine, glutathione, ascorbate and
some enzyme activity was investigated. Four levels of nitrogen: 40 (control group), 100, 200 and
300 mg N - dm™ and two types of soil: podsol sandy soil and silty loam alluvial soil were tested.
Edible part of broccoli ‘Fiesta F;” and cauliflower: ‘Lateman’ were analyzed. Vegetables were at
the stage of commercial maturity. Fertilization had a significant effect on glutathione content and
on activity of glutathione reductase and ascorbate peroxidase. The cysteine and

y—glutamylcysteine content depended on the type of soil. The decrease of antioxidant compo-
nent was usually observed at the level of 100 mg N - dm™ in the soil in comparison with control
plants. High levels of nitrogen in the soil (200, 300 mg N - dm™) either caused a increase of anti-
oxidant content or had no effect on the level of those phytochemicals. The antioxidant potential in
broccoli ‘Fiesta F,” was significantly higher than in cauliflower ‘Lateman’. Moreover, plants
grown on podsol sandy soil had higher content of low molecular weigh thiols and ascorbate than
those grown on silty loam alluvial soil.



