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System mirozynaza — glukozynolany
— charakterystyka i funkcje w roslinie

System myrosinase — glucosinolates
— its character and functions in plant
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Glukozynolany sa metabolitami wtérnymi wystgpujacymi powszechnie u Brassicaceae (Fahey
iin. 2001). Lacznie z rozkladajacym je enzymem mirozynaza (f-tioglukozydaza EC 3.2.3.1) stanowia
dwusktadnikowy system obronny ro$lin przeciwko patogenom i roslinozercom (Rask i in. 2000).
Glukozynolany moga by¢ takze dla ro$liny zrédlem C, N i S oraz prekursorem hormonu ro$linnego
kwasu indolilo-3-octowego (Clossais-Besnard i Larher 1991, Normanly i Bartel 1999, Rask i in.
2000). Niniejsza praca opisuje obecny stan wiedzy dotyczacy biosyntezy i rozktadu glukozynolandéw
uwzgledniajac geny zaangazowane w te procesy i ich regulacje, fizjologiczne funkcje systemu
mirozynaza-glukozynolany oraz kompartymentacj¢ sktadnikow uktadu w roélinie.
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Glucosinolates, secondary metabolites commonly occurring in plants of Brassicaceae, together
with the enzyme myrosinase, constitute a two-component defensive system against pathogens and
pests (Krzymanski 1995, Rask et al. 2000, Fahey et al. 2001). In intact plant, the enzyme is stored
separately from glucosinolates. Upon tissue disruption, for example by pests, glucosinolates are
degraded and toxic compounds such as thiocyanates, isothiocyanates, nitriles, epithionitriles are
released. A large number of glucosinolates occurring in plant and multiple isoforms of myrosinase
indicate that these compounds are necessary for plant development (Thangstad et al. 1993, Rask et al.
2000). Glucosinolates may be a source of C, N and S and serve as precursors for plant hormone
indole-3-acetic acid (Clossais-Besnard and Larher 1991, Normanly and Bartel 1999, Rask et al.
2000). Glucosinolate degradation products have antinutritional as well as protective (cancer-
preventing) effects in higher animals and human. This paper describes current knowledge on
biosynthesis and degradation of glucosinolates considering genes involved in these processes and their
regulation, physiological functions of myrosinase — glucosinolates system and the compartmentation
of these components in plant.

Glukozynolany sa metabolitami wtéornymi wystepujacymi powszechnie
u Brassicaceae oraz w rodzinach pokrewnych (Fahey i in. 2001). Lacznie z rozkta-
dajacym je enzymem mirozynaza stanowia dwuskladnikowy system obronny roslin
przeciwko patogenom i szkodnikom (Rask i in. 2000). Ponadto produkty hydrolizy
glukozynolandéw petnia szereg waznych funkcji fizjologicznych.
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Biosynteza glukozynolanow

Glukozynolany w ro$linie syntetyzowane sa z aminokwasow: metioniny, alaniny,
waliny, leucyny, izoleucyny (alifatyczne), tyrozyny i fenyloalaniny (aromatyczne),
tryptofanu (indolowe).

Proponowana droga biosyntezy glukozynolanow obejmuje oksydacyjna
dekarboksylacj¢ aminokwasu do odpowiedniego aldoksymu, konwersj¢ oksymu
do struktury glukozynolanu oraz wtoérne modyfikacje powstatej czasteczki gluko-
zynolanu (Wittstock i Halkier 2002). Na szlaku tych przemian zidentyfikowano
nastepujace zwiazki posrednie: N-hydroksyaminokwas, aldoksym, kwas tiohydro-
ksymowy i desulfoglukozynolan.

Biosynteze niektorych glukozynolandéw poprzedza cykl reakcji prowadzacych
do przedluzenia tancucha bocznego aminokwasow (Wittstock i Halkier 2002).
Zapoczatkowuje je deaminacja aminokwasu do odpowiedniego ketokwasu, po czym
nastgpuje przyltaczenie acylu z acetylo-CoA. Nastgpnie w wyniku izomeryzacji
1 oksydacyjnej dekarboksylacji powstaje ketokwas o tancuchu dhluzszym o jeden
atom wegla. Ten ostatni zwiazek moze ulec transaminacji badz przej$¢ kolejne
cykle wydtuzania.

Pierwszy etap biosyntezy glukozynolandéw, konwersja aminokwaséw oraz ich
homologow do aldoksymu, katalizowana jest przez monooksygenazy cytochromu
P450. W genomie rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana 1.) wykryto siedem
funkcjonalnych genéw kodujacych biatka enzymatyczne P450 oznaczone CYP79
(CYP79A2, CYP79B2, CYP79B3, CYP79C1, CYP79C2, CYP79F1, CYP79F2),
z ktorych pig¢ zostalo scharakteryzowanych. CYP79A2 katalizuje konwersjg feny-
loalaniny (Wittstock i Halkier 2000). CYP79B2 i CYP79B3 przeksztatcaja tryptofan
do indolilo-3-acetaldoksymu (IAOX), zwiazku uczestniczacego takze w biosyntezie
kwasu indolilo-3-octowego (Mikkelsen i in. 2000, Hull i in. 2000). Analogiczna
reakcje u gorczycy kontroluje gen CYP79B1 (Naur i in. 2003). CYP79F1 i CYP79F2
metabolizuja pochodne metioniny, przy czym CYP79F1 przeksztatca homologi
metioniny majace zarowno krotki jak i dtugi tancuch weglowy, aktywno$é drugiego
ograniczona jest do pentahomo- i heksahomometioniny (Hansen i in. 2001,
Reintanz i in. 2001).

U A. thaliana zidentyfikowano rowniez dwa biatka nalezace do innej rodziny
cytochromow P450 (CYP83A1, CYP83BI1), ktore katalizuja kolejna reakcje na
szlaku syntezy glukozynolanéw — oksydacje aldoksymu do zwiazku aci-
nitrowego (Bak i Feyereisen 2001). Zwiazek ten po przylaczeniu grupy tiolowej
pochodzacej z cysteiny lub metioniny przeksztalcony zostaje w S-alkilowany kwas
tiohydroksymowy, ktory prawdopodobnie dalej rozktadany jest przez C-S liazg
do kwasu tiohydroksymowego (Wittstock i Halkier 2002, Mikkelsen i in. 2002).
W wyniku koncowych reakcji przeniesienia glukozy i reszty kwasu siarkowego,
katalizowanych odpowiednio przez S-glukozylotransferazg i sulfotransferaze, pow-
staje czasteczka glukozynolanu.
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U linii rzepaku (Brassica napus) syntetycznego (powstatego w wyniku krzy-
zowania oddalonego) i rzodkiewnika zidentyfikowano /loci alleli kontrolujacych
elongacje tancucha weglowego metioniny podczas biosyntezy glukozynolanow
alifatycznych (Magrath i in. 1994, Mithen i Campos 1996, Wittstock i Halkier
2002). Wsrod nich allele znajdujace si¢ w locus GSL-PRO warunkuja zawartos¢
glukozynolanéw propylowych rzepaku, natomiast za biosynteze glukozynolanow
butylowych i pentylowych odpowiedzialne sa allele w dwoch innych loci (GSL-
ELONG-C 1 GSL-ELONG-A). U rzodkiewnika w locus GSL-ELONG zlokalizo-
wano allele dwoch genow kodujacych biatka podobne do rodziny syntaz izopro-
pylojabtczanowych odpowiedzialnych za wydtuzenie tancuchow weglowych.

W ostatnim etapie biosyntezy, czasteczki glukozynolanow moga ulegac
modyfikacjom, takim jak: oksydacja grupy tiolowej, hydroksylacja, metoksylacja,
tworzenie wiazan podwojnych, glikozylacja, estryfikacja. Przemiany te decyduja
o wlasciwo$ciach fizykochemicznych tych zwiazkow i aktywnosci biologicznej
produktow ich rozkladu (Wittstock i Halkier 2002). W oparciu o wyniki badan
genetycznych zaproponowano model modyfikacji tancucha weglowego glukozyno-
lanow alifatycznych, wedlug ktorego allele locus GSL-OXID odpowiedzialne sg za
oksydacje glukozynolanow metylotio- do metylosulfinylalkanowych, allele locus
GSL-ALK kontroluja usunigcie reszty metylosulfinylowej 1 powstanie glukozynola-
now alkenowych oraz allele locus GSL-OH determinuja hydroksylacje glukozy-
nolanu butenylowego (Giamoustaris i Mithen 1996). Dodatkowo u rzodkiewnika
zidentyfikowano locus GSL-OHP, ktorego allele reguluja tworzenie glukozynolanu
hydroksypropylowego z metylosulfinylpropylowego (Mithen i Campos 1996).
U Arabidopsis w regionie, gdzie znajduja si¢ loci GSL-OHP i GSL-ALK
zlokalizowano rodzing genoéw kodujacych dioksygenazy zalezne od 2-oksogluta-
ranu (AOP1, AOP2, AOP3) (Kliebenstein i in. 2001). Heterologiczna ekspresja
tych gendéw u E. coli wykazata, ze enzymy AOP2 i AOP3 katalizuja odpowiednio,
powstanie glukozynolanow alkenowych lub hydroksyalkanowych, funkcja katali-
tyczna genu AOPI nie zostata wyjasniona.

Wystepowanie oraz sklad jakoSciowy i ilosciowy glukozynolanéw

Liczba zidentyfikowanych glukozynolanow wynosi okoto 120 (Fahey i in.
2001). Duza réznorodnoscia pod wzgledem tej cechy charakteryzuja si¢ ro$liny
nalezace do kapustnych. Przyktadem moze by¢ rzodkiewnik, u ktérego wykryto
ponad 30 réznych glukozynolandw, jak tez gatunki nalezace do rodzaju Brassica
(Sorensen 1988, Kliebeinstein i in. 2001, Brown i in. 2003).

Sktad jako$ciowy i ilosciowy glukozynolanow zalezy od gatunku rosliny,
organu i fazy rozwojowej. Najwyzsza zawarto$¢ stwierdza si¢ w nasionach i mio-
dych siewkach nizsza za$§ w kwiatostanach, tuszczynach oraz korzeniach i lisciach
(Drozdowska i Rogoziniska 1982, Petersen i in. 2002, Brown i in. 2003). W fazie
kwitnienia w organach wegetatywnych obserwuje si¢ spadek zawarto$ci gluko-
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zynolanoéw, przy czym w miarg starzenia ich dominujaca forma sa glukozynolany
indolowe (Clossais-Besnard i Larher 1991, Porter i1 in. 1991, Brown i in. 2003).
Mechanizm regulacji profilu i zawarto$ci glukozynolanéw podczas ontogenezy jest
nieznany. Przypuszcza sig, ze decydujaca role odgrywa aktywnos$¢ enzymow odpo-
wiedzialnych za biosyntezg glukozynolandw oraz aktywnos$¢ mirozynazy (Chen
i Andreasson 2001). Dodatkowo, glukozynolany moga by¢ aktywnie transportowane
w roslinie poprzez floem z tkanek donorowych (liscie, tuszczyny) do tkanek akcepto-
rowych (nasiona), a cz¢$¢ z nich syntetyzowana jest in situ (Chen i Andreasson 2001).
Zawartos¢ glukozynolanéw moga takze modyfikowac¢ czynniki Srodowiska
oraz czasteczki sygnatowe zwiazane z reakcjami ro$liny na stres biotyczny
i abiotyczny (Koritsas i in. 1991, Blake-Kalff i in. 1998, Hosegawa i in. 2000).
Zaobserwowano, ze kwas jasmonowy, zwiazek towarzyszacy zranieniom i infek-
cjom ro$lin, powoduje w tkankach rzepaku podwyzszenie poziomu glukozyno-
lanéw indolowych (Doughty i in. 1995). W zwiazku z tym wysuni¢to przypusz-
czenie, ze glukozynolany indolowe uczestnicza w reakcjach roslin na uszkodzenie.
Wykazano réowniez, ze kwas salicylowy, ktdry naturalnie jest syntetyzowany
w roslinie w czasie infekcji, moze powodowaé w tkankach rzepaku wzrost poziomu
glukonasturtiny, glukozynolanu powstajacego z fenyloalaniny (Kiddle i in. 1994).

Rozklad glukozynolanéw

Mirozynaza (f-tioglukozydaza EC 3.2.3.1) jest enzymem rozktadajacym
glukozynolany. W momencie uszkodzenia komorek nastgpuje hydroliza wiazania
S-glikozydowego glukozynolanu i uwalnia si¢ D-glukoza, siarczan i aglikon podle-
gajacy dalszym nieenzymatycznym przeksztalceniom. W zaleznosci od rodzaju
glukozynolanu i warunkow reakcji (pH, obecnos¢ bialka epitiospecyficznego
i jonow Fe'™) moga powstawac rozne produkty rozktadu, wérod ktorych wyréznia
si¢: tiocyjaniany, izotiocyjaniany, nitryle, epitionitryle (rys. 1).

Obecno$¢ mirozynazy stwierdzono u wszystkich roslin zawierajacych gluko-
zynolany z wyjatkiem rosliny Koeberlinia spinosa, ktéra ma enzym, natomiast nie
posiada substratu (Ettlinger i Kjaer 1968). Aktywno$¢ mirozynazy wykazano
rowniez u niektorych grzybdw, bakterii i owadéw (Oginsky i in. 1965, Tani i in.
1974, Pontoppidan i in. 2001, Jones i in. 2001).

Mirozynaza wystepuje w tkankach roslin w postaci homodimeru. Burmeister
1 in. (1997) wyznaczyli przestrzenng struktur¢ podjednostki mirozynazy wyizolo-
wanej z nasion gorczycy. Wedlug autorow czasteczka ma ksztatt cylindra z licznymi
grupami weglowodanowymi na powierzchni, sktadajacego si¢ z o$miu a helis oraz
oémiu nici B (6,5 kDa/podjednostke). Dimer stabilizowany jest jonem Zn'.
W obszarze odpowiedzialnym za katalityczne wlasciwosci stwierdzono obecnosé
kieszeni hydrofobowej, prawdopodobnie wiazacej czg$¢ aglikonowa glukozyno-
lanéw, reszty argininy mogace oddzialywac z grupa siarczanowsq substratu oraz
glutaminian, ktéry przez wiazanie a-glikozydowe moze laczy¢ si¢ z glukoza.
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Reakcja hydrolizy glukozynolanéw prawdopodobnie jest dwuetapowa. W pierw-
szej fazie (glikozylacja), mirozynaza wiaze si¢ kowalencyjnie z reszta glukozy
glukozynolanu z jednoczesnym uwolnieniem aglikonu, natomiast w drugim etapie
(deglikozylacja), przy udziale czasteczki wody zachodzi uwolnienie glukozy oraz
regeneracja enzymu (Burmeister i in. 1997).
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Rys. 1. Rozklad glukozynolanéw katalizowany przez mirozynazg i produkty hydrolizy; rodnik (R)
(Wittstock i Halkier 2002) — Degradation of glucosinolates catalyzed by myrosinase and products
of hydrolysis; variable side chain (R) (Wittstock i Halkier 2002)

Podczas izolacji enzymu z tkanek otrzymuje si¢ mieszaning izoenzymow
mirozynazy o masach od 62 do 75 kDa rdézniacych si¢ wlasciwos$ciami fizyko-
chemicznymi i kinetycznymi (Bones i Rossiter 1996). Optimum ich dziatania waha
si¢ miedzy pH 4 a 7. Oczyszczone izoenzymy z ros$lin roéznia si¢ stopniem
glikozylacji, reakcja na wysokie i niskie stgzenie kwasu askorbinowego, a takze
szybkoscia hydrolizy poszczegélnych glukozynolanéw (James i Rossiter 1991,
Shikita i in. 1999).

Najlepiej poznane izoenzymy mirozynazy zidentyfikowane w nasionach rzepaku,
sktadaja si¢ z podjednostek o masie 75, 70 1 65 kDa (Lenman i in. 1993b).
Podjednostki o masie 75 kDa tworza homodimer (140 kDa). Dwa pozostate izo-
enzymy (65 i 70 kDa) tworza heterokompleksy o masie 250-800 kDa z biatkami
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wiazacymi mirozynaz¢ (Myrosinase Binding Proteins, MBP) i bialkiem towarzy-
szacym mirozynazie (Myrosinase Associated Protein, MyAP) (Lenman i in. 1990,
Rask i in. 2000). Przypuszcza sig, ze biatka tacznie z mirozynaza stanowia czgs¢
systemu obronnego roslin skierowanego przeciwko patogenom.

Mirozynaza u Brassicaceae kodowana jest przez rodzing gendw dzielaca si¢
na przynajmniej 3 podrodziny: MA (lub Myrl), MB (lub Myr2) i MC. W genomie
rzepaku liczba genéw wchodzacych w sktad podrodzin wynosi okoto 25 (Falk i in.
1992, 1995; Xue i in. 1992; Lenman i in. 1993b; Thangstad i in. 1993). U gorczycy
zidentyfikowano tylko transkrypty nalezace do podrodziny MA i MB (Xue i in.
1992, Eriksson i in. 2001). Natomiast sekwencji kodujacych mirozynaz¢ u rzod-
kiewnika nie mozna zaliczy¢ do zadnej z wymienionych podrodzin (Xue i in.
1995). Do tej pory doktadnie scharakteryzowano szes¢ gendw kodujacych mirozy-
nazy przez wyznaczenie ich sekwencji nukleotydowych, dwa funkcjonalne geny —
Myrl (MA), Myr2 (MB) i jeden pseudogen (MA) u rzepaku, dwa u rzodkiewnika
— TGGI11TGG2 i jeden u rzepiku — TGG1 (MB) (Lenman i in. 1993a, Thangstad
i in. 1993, Xue i in. 1995). Ich organizacja jest konserwatywna z 12 eksonami
i 11 intronami (Lenman i in. 1993a, Thangstad i in. 1993, Xue i in. 1995). Dzigki
poréwnaniu sekwencji aminokwasowych i nukleotydowych ustalono, iz u rzepaku
mirozynazy o masie 75 kDa kodowane sg przez geny nalezace do podrodziny MA,
mirozynazy o masie 70 kDa przez geny podrodziny MC, a o masie 65 kDa przez
geny podrodziny MB (Lenman i in. 1993b, Falk i in. 1995).

Analiza ekspresji genéw mirozynazy wykazala, ze u rzepaku, gorczycy i rzod-
kiewnika ulegaja one tkankowo i organowo specyficznej ekspresji pokrywajacej
si¢ czgSciowo z miejscami wystgpowania biatka (James i Rossiter 1991, Falk i in.
1992, Lenman i in. 1993b, Falk i in. 1995, Xue i in. 1993, 1995). U rzepaku
stwierdzono, iz aktywacja genow MA 1 MC zachodzi tylko w komorkach nasion,
podczas gdy geny MB sa aktywne przez cala ontogenezg rosliny (Lenman i in.
1993a, b; Falk i in. 1995). Transkrypty MC lokalizowano w catym zarodku, przy
czym MA w czesci osiowej, za§ MB glownie w liscieniach (Falk i in. 1995).
Obecnos¢ mRNA nalezacych do rodziny MB w dojrzalych roslinach rzepaku
wykazano w tkankach lisci, todyg, szyputek kwiatowych, ptatkow korony, tusz-
czyn, natomiast brak ich bylo w korzeniach (Falk i in. 1992, Lenman i in. 1993b).
Transkrypty genéw TGGI i TGG2 kodujacych mirozynazy rzodkiewnika wykryto
w komorkach szparkowych, w pojedynczych komoérkach mezofilu lisci i w elemen-
tach kwiatu z wyjatkiem ziaren pytku i precikow (Xue i in. 1995). W rozwijajacych
si¢ nasionach oraz tuszczynach obecne byly nieliczne komorki z transkryptami genu
TGGI. Nie stwierdzono natomiast produktow tego genu w komorkach korzeni.

W czasie ontogenezy aktywno$¢ mirozynazy zmienia si¢ (Bones 1990).
Sposrdd organdéw dojrzatych roslin rzepaku najwyzsza aktywnos$¢ enzymu stwier-
dzono w korzeniach, zwlaszcza w ich gornej czgsci (blizej szyjki korzeniowej),
nizsza w lisciach, natomiast najnizsza w todydze i kwiatostanach. Wysoka aktyw-
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no$cig mirozynazy charakteryzowaly si¢ organy siewek rzepaku, spos$rod ktorych
najwyzsza odnotowano w hypokotylach. Wysoka aktywno$¢ mirozynazy stwier-
dzono roéwniez w nasionach gorczycy i rzepaku, za$ niska w nasionach rzodkiew-
nika (Pihakaski i Pihakaski 1978, Bones 1990, Drozdowska i in. 1992, Andreasson
1in. 2001, Petersen i in. 2002).

Wykazano, ze na ekspresj¢ genow i aktywno$¢ mirozynazy moga wplywac
takie czynniki jak: brak niektorych sktadnikow pokarmowych w podlozu, $wiatto
niebieskie, kwas salicylowy i abscysynowy, a takze jasmonian metylu (Taipalensuu
1in. 1997, Visvalingam i in. 1998, Blake-Kalff i in. 1998, Hosegawa i in. 2000).

System mirozynaza — glukozynolany

Mirozynaza wystepuje gtownie w komodrkach zwanych komoérkami mirozyna-
zowymi. Zawieraja one specyficzne ciata bialkowe zwane ziarnami mirozynowymi
o wymiarach od 2,5 do 10 pm, rozmieszczone pomig¢dzy oleosomami (Bones
i Iversen 1985). Podczas roznicowania komorek mirozynazowych ziarna prawdo-
podobnie tacza si¢ ze soba (Rask i in. 2000). Badania immunofluorescencyjne
wykazaty, ze ziarna mirozynowe w komorkach mirozynazowych liScieni zarodka
rzepaku tworza ciagly siateczkowaty system (Andreasson i in. 2001).

W roslinach nalezacych do rodzaju Brassica obecnos¢ komorek mirozyna-
zowych stwierdzono w organach generatywnych i wegetatywnych (Hoglund i in.
1991, Drozdowska i in. 1992, Andreasson i in. 2001). U rzepaku komoérki zawiera-
jace mirozynaze pojawiaja si¢ okoto 20 dni po zapyleniu, a ich liczba zwigksza si¢
podczas formowania nasion, osiagajac 2—5% wszystkich komérek dojrzatego za-
rodka (Hoglund i in. 1991, Thangstad i in. 2004). Wigkszos$¢ z nich zlokalizowana
jest w warstwie subepidermalnej liscieni i hypokotyla. W pozostatych organach
rzepaku wykryto mirozynaze w komorkach szparkowych, w komorkach parenchymy
floemu, w ksylemie i w komoérkach warstwy korowej korzeni (Hoglund i in. 1991,
Andreasson i in. 2001). Badania poréwnujace lokalizacj¢ komoérek mirozynazo-
wych w roéznych tkankach rzepaku i rzodkiewnika wykazaty, ze u tego ostatniego
gatunku wystepuja one tylko w parenchymie floemu (Andreasson i in. 2001).
W dalszych pracach stwierdzono aktywno$¢ promotora genu 7GGI, rdwniez poza
komoérkami floemu, natomiast byl on nieaktywny w korzeniach (Husebye i in.
2002, Thangstad i in. 2004)

Do tej pory doktadnie nie wiadomo, jaka jest w komorce lokalizacja gluko-
zynolané6w 1 mirozynazy. Przypuszcza sig, ze glukozynolany gromadzone sa
w wakuolach razem z kwasem askorbinowym, ktéry moze wptywac na aktywnos¢
znajdujacej si¢ w cytoplazmie mirozynazy (Liithy i Matile 1984). Nie wyklucza si¢
réwniez, iz sktadniki systemu znajduja si¢ w réoznych komorkach (Rask i in. 2000).
Jedynym glukozynolanem, ktérego lokalizacj¢ poznano in planta jest sinigrina
(glukozynolan alilowy) (Kelly i in. 1998). Obecno$¢ mirozynazy i substratu
stwierdzono w komorkach podobnych do komorek aleuronowych. W komorkach
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mirozynazowych wykryto tylko enzym. Badania, wykorzystujace radioaktywnie
znakowany prekursor jednego z glukozynolanéw, wykazaty, ze desulfogluko-
zynolan wystepuje w komorkach mirozynazowych (Thangstand i in. 2001). Jest
to jedna z mozliwosci bezpiecznej kolokalizacji sktadnikow systemu, poniewaz
desulfoglukozynolany prawdopodobnie nie sa rozktadane przez mirozynaze

Nie wiadomo, w jaki sposob dochodzi do kontaktu migdzy skladnikami
systemu w nieuszkodzonych tkankach (Chew 1988). U rzodkiewnika wykryto
migdzy endoderma a floemem sasiadujace z komorkami mirozynazowymi grupy
komorek zawierajacych glukozynolany (Karoleva i in. 2000). Przypuszcza sig,
ze glukozynolany moga by¢ transportowane przez plazmodesmy do komorek
mirozynazowych (Andreasson i in. 2001).

Roéznice w poziomie ekspresji gendw mirozynazy i zroznicowana zawarto$¢
glukozynolanéw w organach roslinnych zwiazane sa prawdopodobnie z rola tego
uktadu w procesach réznicowania i dojrzewania tkanek (Lenman i in. 1993b).
Sadzi sig, iz glukozynolany moga by¢ dla rosliny zrodiem C, N i S (Clossais-
Besnard i Larher 1991, Rask i in. 2000). Wskazuje na to gwaltowny spadek
zawarto$ci glukozynolanow skorelowany z wysoka aktywno$cig mirozynazy, np.
podczas kietkowania czy w okresie juwenilnym (Rask i in. 2000). Przypuszczalnie
transport floemowy umozliwia szybkie uruchomienie zrédta tych substancji od-
zywezych (Chen i Andreasson 2001). Obecno$¢ w wiazkach przewodzacych
komorek zawierajacych glukozynolany w sasiedztwie komoérek mirozynazowych
moze potwierdzaé t¢ hipoteze (Koroleva i in. 2000, Andreasson i in. 2001). Taka
lokalizacja elementow systemu moze chroni¢ przed patogenami zywiacymi si¢
sokiem floemowym oraz stwarza mozliwos¢ koordynowania syntezy zwiazkow
obronnych w catej roslinie (Chen i Andreasson 2001).

Glukozynolany indolowe u roslin z rodziny Brassicaceae prawdopodobnie
moga by¢ takze prekursorem fitohormonéw (auksyn) (Normanly i Bartel 1999).
Podczas ich rozktadu katalizowanego przez mirozynaze powstaje nitryl indolilo-3-
octowy, ktory nastgpnie moze by¢ hydrolizowany przez nitrylaze do kwasu indolilo-
3-octowego (IAA). Wykazano rowniez, ze biosynteza glukozynolanéw indolowych
i [AA sa ze soba powiazane poprzez udziat biatek CYP79B2 i CYP79B3 (Mikkelsen
1 in. 2000, Hull i Celenza 2000). Przypuszcza si¢, ze w warunkach stresowych
nasila si¢ synteza glukozynolandéw kosztem IAA (Chen i Andreasson 2001).

Stwierdzono réwniez udzial systemu w reakcji fototropijnej u rzodkiewki.
W czeéci poddanej dziataniu $wiatla odnotowano wzrost aktywno$ci mirozynazy
1 indukcje kodujacych ja genow (Yamada i in. 2002). W wyniku hydrolizy
glukozynolanu 4-metylotiobutenylowego (glukoerucina) powstaje rafanusanina
(Hosegawa i in. 2000). Stwierdzono, ze zwiazek ten gromadzac si¢ po stronie
oswietlonej hamuje wzrost komorek i indukuje reakcje wygieciowa. Aktywnosé
biologiczna glukozynolanow potwierdza réwniez ich hamujacy wptyw na kietko-
wanie nasion niektorych gatunkéw roslin (Waligora i Krzymanska 1993).
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Produktom hydrolizy glukozynolanéw przypisuje si¢ biologiczna rol¢ w inter-
akcji miedzy roslinami z innymi organizmami, przy czym efekty wzajemnych
oddziatywan sg bardzo zr6znicowane. Zazwyczaj gatunki roslin wykazujace wysoka
zawarto$¢ glukozynolanow nie sa atakowane przez szkodniki (Giamoustaris
1 Mithen 1995, Kliebenstein i in. 2002). Przypuszcza sig, ze odpowiadaja za to
powstajace podczas hydrolizy izotiocyjaniany. Wykazano, ze ekotypy 4. thaliana,
u ktorych podczas rozktadu tworza si¢ nitryle i epitionitryle sa czg$ciej 1 chetniej
atakowane przez polifaga Trichoplusia ni (Lambrix i in. 2001). Za ten polimorfizm
odpowiada gen kodujacy biatko epitiospecyficzne u rzodkiewnika, spotykane rowniez
u innych roslin krzyzowych (Lambrix i in. 2001). Hydroliza glukozynolanow
alkenowych w jego obecnosci prowadzi do powstania epitionitryli, a nie izotio-
cyjanianow. Przypuszcza sig, ze biatko epitiospecyficzne wspodtdziata z mirozynaza
w systemie obronnym ros$lin (Lambrix i in. 2001).

Czes¢ szkodnikdéw przystosowata si¢ do zerowania na roslinach zawiera-
jacych glukozynolany (Giamoustaris i Mithen 1995). Adaptacja niekiedy jest tak
daleko posunigta, ze glukozynolany lub produkty ich rozktadu moga decydowac
o wyborze rosliny zywicielskiej i owipozycji (Chew 1988). Dla wielu owadow
czynnikiem przywabiajacym jest izotiocyjanian allilu pochodzacy z rozktadu
sinigriny (Rask i in. 2000). Wykazano takze, ze pewna ilo$¢ glukozynolanow
w diecie warunkuje prawidlowy rozwdj szkodnikéw typowych dla roslin
kapustnych (Waligéra i in. 1991).

W toku ewolucji fitofagi Brassicaceae wyksztatcity zdolnos¢ do zmniejszenia,
unieszkodliwiania lub nawet wykorzystania efektow dziatania systemu mirozynaza
— glukozynolany. Jedna z takich cech moze by¢ posiadanie wtasnej mirozynazy
konkurujacej o substraty z ro§linnym enzymem. U mszycy kapu$cianej prawdo-
podobnie katalizuje ona reakcje powstawania mniej szkodliwych produktéw
rozktadu glukozynolanow, ktore moga takze pemic¢ funkcje feromonow alarmo-
wych (Pontoppidan i in. 2001). Z kolei u fitofaga Plutella xylostella wykryto
obecnos¢ sulfatazy bioracej udzial w powstaniu desulfoglukozynolanéw, niedos-
tepnych dla mirozynazy (Ratzka i in. 2002).

Produkty degradacji glukozynolanéw wplywaja roéwniez negatywnie na
bakterie i grzyby atakujace rosliny kapustne (Rask i in. 2000). Niektore patogeny
probuja przezwycigzy¢ system obronny roslin poprzez detoksykacje produktow
rozpadu glukozynolanéw. Np. u grzyba Leptospheria maculans stwierdzono
aktywno$¢ enzymu hydratazy cyjankowej rozkladajacej nitryle do mniej
toksycznego formamidu (Sexton i Howlett 2000).

Pod wplywem patogenéw metabolizm glukozynolanow w roslinach moze
by¢ modyfikowany. Wykazano, iz zakazenie kila kapusciana (Plasmodiophora
brassicae) powoduje hipertrofi¢ korzeni, ktorej towarzyszy wzrost poziomu auksyn
i glukozynolan6éw indolowych (Ludwig-Mbller i in. 1999). Zaobserwowano takze,
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Ze wystapieniu objawoéw choroby towarzyszy zwigkszone st¢zenie kwasu jasmono-
wego oraz podwyzszona aktywnos$¢ nitrylazy i mirozynazy (Grsic i in. 1999).
Funkcja systemu mirozynaza — glukozynolany w roslinie jak i w ekosystemie
jest nie do konca jasna. Dzigki nowoczesnym metodom badawczym poszerzono
wiedze dotyczaca biosyntezy glukozynolandw i rozktadu tych zwiazkéw. W przysz-
losci moze to zaowocowaé otrzymaniem roslin o sprofilowanym poziomie
glukozynolanéw, warunkujacym np. wyzsza odporno$¢ na patogeny. W ostatnich
latach wzrosto takze zainteresowanie ta grupa zwiazkow ze wzgledu na potencjalna
mozliwos¢ uzycia ich w walce z rakiem. Wykazano, iz niektore produkty hydrolizy
glukozynolanéw indukuja synteze i zwigkszaja aktywnos$¢ zwierzgcych enzymow
bioracych udziat w komorkowych procesach detoksykacji (Talalay i Fahey 2001).
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