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Streszczenie. Material do badan laboratoryjnych stanowily nasiona rzepaku jarego od-
miany Margo, pochodzace z 3-letniego doswiadczenia zatozonego w Stacji Do§wiadczal-
nej Oceny Odmian w Chrzastowie koto Nakta (53°09° N; 17°35" E). Doswiadczenie
przeprowadzono w latach 2000-2003 w uktadzie losowanych blokéw w 4 powtérzeniach.
Przebadano wptyw nawozenia siarkg stosowang doglebowo lub dolistnie oraz doglebowo
Tacznie z dolistnym dokarmianiem magnezem lub borem na zawarto$¢ glukozynolanéw
i zasiedlenie nasion rzepaku jarego Margo przez grzyb Alternaria brassicae. Zastosowane
sposoby nawozenia w wigkszo$ci nie wplyngly istotnie na catkowita zawartos¢ glukozy-
nolanéw w nasionach. Czynnikiem zwigkszajacym zawartos¢ progoitryny byta tylko do-
glebowa aplikacja siarki. Stwierdzono ujemna korelacj¢ pomigdzy poziomem glukozyno-
lanéw alkenowych, takich jak progoitryna, glukonapina i glukobrassikanapina w nasio-
nach, a ich porazeniem przez A. brassicae. Najlepszym sposobem nawozenia, ze wzgledu
na nizsze w poréwnaniu z kontrola porazenie nasion przez A. brassicae, byta doglebowa
aplikacja siarki.

Stowa kluczowe: Brassica napus, glukozynolany, Alternaria brassicae, nawozenie siarka

WSTEP

Rzepak, podobnie jak inne rosliny kapustowate, wykazuje duze zapotrzebowanie na
siark¢ [Schnug i Haneklaus 1995]. Nawozenie tym pierwiastkiem moze powodowac
wzrost plonu nasion wraz z réwnoczesnym zwickszeniem zawartosci glukozynolanéw,
co u odmian podwdjnie ulepszonych jest cecha niepozadana [Rotkiewicz i in. 1996,
Wielebski 1997, Haneklaus i in 1999]. Zwigkszona zawarto$¢ glukozynolanéw w rosli-
nie moze jednoczesnie ogranicza¢ nasilenie choréb grzybowych [Schnug i Ceynowa
1990, Schnug i in. 1995, Drozdowska i in. 2002].
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Badania prowadzone in vivo i in vitro wykazaly w wielu przypadkach, iz niektére
produkty rozktadu glukozynolanéw hamowaty rozwdj takich gatunkéw grzyboéw, jak:
Peronospora parasitica [Greenhalgh i Mitchell 1976], Fusarium graminearum, Rhi-
zoctonia solani [Waligéra i in. 2001] i z rodzaju Alternaria [Milford i in. 1989].

Celem pracy bylo okreslenie zaleznos$ci pomigdzy zawartoscia glukozynolanéw
w nasionach a porazeniem przez Alternaria brassicae nasion rzepaku jarego odmiany
Margo nawozonego siarkg oraz siarka z magnezem lub borem.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowity nasiona rzepaku jarego podwdjnie ulepszonego ‘Mar-
go’, pochodzace z trzyletniego (2001-2003) doswiadczenia polowego realizowanego
w Stacji Doswiadczalnej Oceny Odmian w Chrzastowie koto Nakta (53°09° N; 17°35° E).
Doswiadczenie zostato zalozone w ukladzie losowanych blokéw, w 4 powtdrzeniach,
na glebie brunatnej wlasciwej wytworzonej z gliny lekkiej, pylastej, zakwalifikowanej
do kompleksu pszennego dobrego i bardzo dobrego. Glebg¢ charakteryzowata niska
zawarto$é w warstwie ornej siarki przyswajalnej (6,03 mg SO, kg™), magnezu (40,7
mgkg™) i boru (0,71 mg-kg"). Przedplonem dla rzepaku jarego byty zboza (pszenica
ozima, jgczmien jary i owies). W doswiadczeniu uwzgledniono rézne kombinacje na-
wozenia siarka, magnezem i borem (tab. 1) na tle nawozenia podstawowego NPK (130
kg N, 50-80 kg P,0s, 72-90 kg K,0-ha). Obiekt kontrolny stanowity poletka nie nawo-
zone S, Mg i B. W doswiadczeniu zastosowano pelna ochron¢ chemiczng, obejmujaca
herbicydy i insektycydy z pomini¢ciem fungicydéw.

Tabela 1. Sposoby aplikacji, terminy i dawki nawozéw stosowane w do§wiadczeniu
Table 1. Application method, timing, and doses of fertilizers used in the experiment

Obiekt  Pierwiastek Nazwa nawozu Sposéb aplikacji  Dawka — Dose Termin stosowania
Treatment  Element Fertilizer Application method kg~ha’1 Time of fertilization
Kontrola B 3 B B B
Control
I siarka Na,SOs do_glebowo _ 40,0 przed siewem
sulphur soil application before sowing
. - 20,0 faza rozety — rosette phase
1T ziﬁﬂiiu Na,SOy4 (fj;lil;f:e lication 20,0 faza pelni pakowania
P PP budding
siarka Na,SOs do_glebowo _ 40,0 przed siewem
I sulphur soil application before sowing
bor Boraks dolistnie 05 faza pelni pakowania
boron (Na,B407-10H,0) foliar application ’ budding
siarka Na,SOs dqglebowo . 40,0 przed siewem
v sulphur soil application before sowing
magnez dolistnie faza pelni pakowania
magnesium MgSO, foliar application 1.0 budding

Zawartos¢ glukozynolanéw w nasionach rzepaku jarego oceniono metodg chromato-
grafii gazowej [Michalski i in. 1995] jako desulfoglukozynolany i podano je w pmol-g”
s.m. Do okreslenia stopnia zasiedlenia nasion przez grzyby wykorzystano zmodyfiko-
wany test bibutowy [Cappelli i in. 1998]. W tym celu nasiona rzepaku wykladano do
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plastikowych szalek Petriego z bibutlg filtracyjna zwilzona 5 ml sterylnej wody destylo-
wanej. Kazda szalka zawierata 50 nasion. Szalki wraz z nasionami trzymano przez 24 h
w temperaturze 20°C w warunkach $wiatta UV, a potem przez 24 h w temperaturze
24°C w ciemno$ci. Nastepnie umieszczono je na 11 dni (12 h $wiatto UV/12 h ciem-
no$¢) w temperaturze 20°C w celu inkubacji grzybéw. Analiz¢ mikologiczng nasion
prowadzono pod mikroskopem, korzystajac z kluczy do oznaczania gatunkéw [Gilman
1971, Chochriakow i in. 1973, Marcinkowska 2003]. Liczb¢ nasion porazonych przez
grzyby wyrazono w %. Analizy wykonano w 4 powtdrzeniach dla nasion z kazdego
obiektu. Z kazdej kombinacji pobrano po 400 nasion i poddano je ocenie na obecno$¢
grzybéw.

Wyniki badan opracowano statystycznie, postugujac si¢ do wyznaczania istotnosci
réznic testem Tukeya na poziomie istotnosci o = 0,05. W celu okreslenia zaleznos$ci
pomigdzy zawartoscig glukozynolanéw w nasionach a zasiedleniem ich przez patogena
wykonano analiz¢ korelacji prostej, postugujac si¢ programem ,,Statistica for Windows””.

WYNIKI I DYSKUSJA

Uwzglednione w do§wiadczeniu sposoby nawozenia nie wplyngely istotnie na wzrost
og6lnej sumy glukozynolanéw, jak réwniez sumy glukozynolanéw alkenowych i indo-
lowych (tab. 2). Wyrazajac zawarto$¢ glukozynolanéw w nasionach jako wzgledne
odchylenia $rednich od kontroli, mozna zauwazy¢, ze zastosowane warianty nawozenia
spowodowaty wzrost tacznej zawarto$ci tych zwigzkéw, przy czym najmniej korzystnie
wplyngto zaaplikowanie siarki doglebowo. Ten spos6b nawozenia spowodowal wzrost
tacznej sumy glukozynolanéw o 12,6% w poréwnaniu z obiektem kontrolnym. Siarka
aplikowana doglebowo lacznie z dolistnym nawozeniem magnezem wplyneta natomiast
na zwigkszenie catkowitej sumy glukozynolanéw tylko o 1,5%.

Na podstawie analizy trzyletnich wynikow badan mozna stwierdzi¢ pewna tendencj¢
do zwigkszania zawarto$ci glukozynolanéw alkenowych w nasionach pod wplywem
doglebowego nawozenia siarka (obiekt I). Ich poziom byt o 17,6% wyzszy niz w nasio-
nach kontrolnych, ktére zawieraly najmniej glukozynolanéw. Suma glukozynolanéw
alkenowych w nasionach roslin pochodzacych z obiektéw, na ktérych siarke zastoso-
wano dolistnie oraz doglebowo tacznie z dolistnym dokarmianiem magnezem lub bo-
rem (obiekt II, III, IV) ksztaltowata si¢ na zblizonym poziomie i byla nizsza niz na
obiekcie I.

Zwigkszona zawarto$¢ glukozynolanéw alkenowych w nasionach rzepaku nawozo-
nego siarka byla spowodowana przede wszystkim wzrostem udziatu progoitryny (tab. 2).
Srednie wyniki trzyletniego do$wiadczenia wskazuja, iz siarka wplyneta na akumulacje
tylko tego glukozynolanu alkenowego. Zhao i in. [1994] oraz Wielebski i Wéjtowicz
[2003] réwniez wykazali, ze nawozenie siarkg powoduje gléwnie wzrost glukozynola-
néw alkenowych. Siarka jest skladnikiem metioniny — prekursora glukozynolanéw,
zwlaszcza progoitryny. W warunkach stabego zaopatrzenia roslin w siarke zawarto$é
dostgpnej metioniny maleje, co moze ogranicza¢ syntez¢ glukozynolanéw [Josefsson
1970, Zhao i in. 1994].

Nawozenie, szczeg6lnie siarka, moze mie¢ wplyw na wzrost ,,naturalnej’” odporno-
$ci roslin z rodziny kapustowatych na stres biotyczny spowodowany atakiem szkodni-
kéw i patogendw [Marschner 1986, Schnug i Ceynowa 1999, Sadowski i in. 2000,
2002, 2003, Drozdowska i in. 2004].
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Tabela 2. Wplyw nawozenia siarkg oraz siarkg z magnezem lub borem na zawarto$¢ glukozyno-
lanéw i zasiedlenie nasion rzepaku jarego odmiany Margo przez grzyb A. brassicae
($rednia z lat 2001-2003)

Table 2. Influence of sulphur and sulphur with magnesium or boron fertilization on the glucosi-
nolate content and occurrence of A. brassicae on seeds of the spring oilseed rape
‘Margo’ (mean for 2001-2003)

Zawartosé glukozynolanéw w nasionach, pmol-g”' s.m.
Content of the glucosinolates in seeds, pmol-g” d.m.

Suma glukozy- Alternaria
Obiekt — Treatment Suma 3 nolanéw brassicae
glukozynolanéw oy GNP GBN NPL alkenowych %
Total of
. Total of alkenyl
glucosinolates .
glucosinolates
Kontrola — Control 9,82 3,08 b* 1,60 0,20 0,17 5,05 6,30
Nawozony — Fertilized:
S —doglebowo 11,05 375a 1,78 028 0,10 592 5,57
S — soil application
p S—dolistmie 1010 335b 177 023 012 547 6.07
S — foliar application
S — doglebowo
+ B - dolistnic 10,32 337b 1,72 027 0,08 543 5,83
S — soil application
+ B — foliar application
S — doglebowo
+Me - dolistnic 997  335b 183 023 008 550 573

S — soil application

+ Mg — foliar application
Srednia — Mean 10,25 3,38 1,74 0,24 0,11 547 5,90

Srednia dla nawozenia

Mean for fertilization

NIR s — LSDq s dla — for:
obiektéw — treatments

10,36 3,45 1,78 0,25 0,10 5,58 5.80

ni—ns 0,37 ni—ns ni—-ns ni-ns ni —ns ni—ns

ni — ns — réznica nieistotna — non-significant difference

* liczby w kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie — numbers in columns marked
with the same letters do not differ significantly

PRO - progoitryna — progoitrin

GNP - glukonapina — gluconapin

GBN - glukobrassikanapina — glucobrassicanapin

NPL - napoleiferyna — napoleiferin

Synteza wynikéw badan wtasnych wykazata, iz na obiektach, na ktérych zastosowa-
no siarke, wystgpowata tendencja do mniejszego zasiedlenia nasion przez A. brassicae.
Najkorzystniej w poréwnaniu z obiektem kontrolnym wptyneta siarka aplikowana do-
glebowo, zmniejszajac infekcj¢ nasion o 11,6%. Sadowski i in. [2003], nawozac rzepak
jary dolistnie i doglebowo siarka jonowa i elementarnag w dawce 20 i 60 kg~ha'l, nie
stwierdzili istotnego wplywu nawozenia tym skladnikiem na porazenie nasion przez
A. brassicae. Siarka zaaplikowana w dawce 60 kg-ha” miata jednak wigkszy wptyw na
ograniczenie wystgpowania czerni krzyzowych (Alternaria spp.) na roslinach rzepaku
jarego w poréwnaniu z dawka 20 kg S-ha™. Ograniczata ona wystepowanie tej choroby
na lisciach, ale nie wptywata na jej ograniczenie na pgdach ituszczynach. Jedryczka
i in. [2002], nawozac rzepak siarczanem amonu, superfosfatem pojedynczym, siarcza-
nem potasu i siarczanem magnezu, stwierdzili istotny wplyw siarki na ograniczenie
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wystgpowania grzyboéw z rodzaju Alternaria na luszczynach oraz maczniaka prawdzi-
wego (Erysiphe cruciferarum) i powstajacej jasnej plamistosci liSci (Pyrenopeziza
brassicae).

W celu okreslenia zaleznosci pomigdzy zawartoscig glukozynolanéw w nasionach
aich zasiedleniem przez A. brassicae wykonano analiz¢ korelacji. Analizujac wyniki
z trzech lat badan, stwierdzono, ze im wigcej nasiona zawieraly glukozynolanéw,
szczegblnie alkenowych, takich jak: progoitryna, glukonapina i glukobrassikanapina,
tym ich zasiedlenie przez A. brassicae byto mniejsze. Zalezno$¢ pomigdzy ich zawarto-
$cia a porazeniem nasion przez A. brassicae zostala potwierdzona statystycznie i wyra-
zona wspoélczynnikiem korelacji wynoszacym r = -0,71 dla catkowitej zawartosci glu-
kozynolanéw, r = -0,84 dla glukozynolanéw alkenowych, r = -0,72 dla progoitryny,
r = -0,88 dla glukonapiny i r = -0,63 dla glukobrassikanapiny. Giamoustaris i Mithen
[1995] réwniez wykazali istotng zaleznos¢ miedzy poziomem glukozynolanéw w tusz-
czynach a zmniejszeniem objawOw choroby powodowanych przez A. brassicae. Mithen
i Magrath [1992] stwierdzili natomiast, iz wysoki poziom glukobrassikanapiny nie
wspoéldziatat z odpornoscia na Leptosphaeria maculans. Progoitryna réwniez nie ha-
mowala wzrostu tego grzyba w warunkach in vitro [Mithen i in. 1986]. Xiao-Ming Wu
i Meijer [1999] sugeruja, iz przyczyna zdolnosci fitopatogenicznych grzybéw do infek-
cji roslin zawierajacych glukozynolany moga by¢ r6zne mechanizmy pozwalajace po-
kona¢ system obronny glukozynolany — mirozynaza. Jednym ze sposobdéw pokonania
systemu odpornosciowego gospodarza moze by¢ rozktad lub przeksztatcenie nieszko-
dliwych glukozynolanéw do nietoksycznych lub mniej toksycznych produktéw zanim
ulegna one hydrolizie. Wlasciwosci te przypisuje si¢ takim grzybom fitopatogenicznym,
jak L. maculans i Verticillium dahlie. U roélin z rodzaju Brassica moga one rozkladaé
progoitryn¢ i glukonaping (glukozynolany alifatyczne) oraz sinalbing (glukozynolan
aromatyczny). Nie stwierdzono natomiast zdolnosci metabolizowania wymienionych
glukozynolanéw przez Sclerotinia sclerotiorum. Druga mozliwo$¢ polega na oddziaty-
waniu mechanizméw detoksykacji produktéw rozpadu glukozynolanéw. U L. maculans
stwierdzono aktywnos$¢ enzymu hydratazy cyjankowej, rozktadajacej nitryle do mniej
toksycznego formamidu [Sexton i Howlett 2000].

Poszukujac sposobu nawozenia, ktéry w najwigkszym stopniu ograniczaltby zasie-
dlenie nasion przez A. brassicae, stwierdzono, iz najlepszym sposobem nawozenia — ze
wzgledu na nizsze w poréwnaniu z obiektem kontrolnym porazenie nasion przez tego
patogena — byla doglebowa aplikacja siarki. Nasiona pochodzace z roslin nawozonych
siarka doglebowo zawieraty wigcej niepozadanych zywieniowo glukozynolanéw niz
nasiona roslin z pozostatych kombinacji. Siarka aplikowana doglebowo, wplywajac na
wyzszg 0 12,6% w poréwnaniu z obiektem kontrolnym catkowita zawartos¢ glukozyno-
lanéw, w tym réwniez o 17,6% zawarto$¢ glukozynolanéw alkenowych, obnizala
0 11,6% zasiedlenie nasion przez A. brassicae (rys. 1).
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Y — wzgledne zmiany udziatu nasion porazonych przez A. brassicae w stosunku do kontroli, %
Y —relative changes in the share of seeds infested by 4. brassicae as compared with the control, %

X —wzgledne zmiany catkowitej zawartosci glukozynolanéw w stosunku do kontroli, %
X —relative changes in the total glucosinolate content as compared with the control, %
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Y - objasnienie pod rys. 1 a — for explanation see Fig. 1 a
X —wzgledne zmiany zawartosci glukozynolanow alkenowych w stosunku do kontroli, %
X —relative changes in alkenyl glucosinolate content as compared with the control, %
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Y — objasnienie pod rys. 1 a — for explanation see Fig. 1 a
X —wzgledne zmiany zawartosci glukobrassikanapiny w stosunku do kontroli, %
X —relative changes in glucobrassicanapin content as compared with the control, %

B S — doglebowo — soil application

A S — dolistnie —foliar application

® S — doglebowo + B — dolistnie — soil application + B — foliar application

@ S —doglebowo + Mg — dolistnie — soil application + Mg — foliar application

Rys. 1. Zalezno$¢ migdzy zawartoscia glukozynolanéw w nasionach rzepaku jarego ‘Margo’
i ich porazeniem przez A. brassicae (wzglgdne zmiany w stosunku do kontroli) pod
wplywem nawozenia siarka oraz siarka z magnezem lub borem (Srednia z lat 2001-2003)

Fig. 1.  Relationship between the glucosinolate content in ‘Margo’ spring oilseed rape seeds
and the infection level of A. brassicae (relative changes compared with the control) as
affected by fertilization with sulphur, sulphur supplemented with magnesium and
sulphur supplemented with boron (mean over 2001-2003)

WNIOSKI

1. Doglebowa aplikacja siarki byla czynnikiem istotnie zwigkszajacym zawartos¢
progoitryny w nasionach rzepaku jarego.

2. Stwierdzono ujemng korelacj¢ pomiedzy poziomem glukozynolanéw alkeno-
wych: progoitryny, glukonapiny i glukobrassikanapiny w nasionach a ich porazeniem
przez A. brassicae.

3. Najlepszym sposobem nawozenia, ze wzgledu na nizsze w poréwnaniu z obiek-
tem kontrolnym porazenie nasion przez A. brassicae, byla doglebowa aplikacja siarki.
Siarka stosowana doglebowo, podnoszac catkowita zawarto$¢ glukozynolanéw, w tym
réwniez alkenowych, obnizata o 11,6% porazenie nasion przez A. brassicae.
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RELATIONSHIP BETWEEN SULPHUR FERTILIZATION,
GLUCOSINOLATE CONTENT AND INFECTION LEVEL OF SEEDS
OF SPRING OILSEED RAPE ‘MARGO’ WITH Alternaria brassicae

Abstract. Material for analyses was the spring oilseed rape ‘Margo’ seeds coming from a
three-year experiment established at the Experiment Station of Cultivar Evaluation in
Chrzastowo near Nakto (53°09° N; 17°35" E). Effects of fertilization of spring oilseed
rape ‘Margo’ with sulphur were studied in 2001-2003 in a system of randomized sub-
blocks with 4 replications. The fertilizer was applied directly to soil or as foliar applica-
tion. The first treatment was also accompanied by foliar application of magnesium and
boron. The crop was analyzed for the content of glucosinolates and the infection rate of
the seeds with Alternaria brassicae. It was shown that most fertilization variants used did
not affect significantly the total content of glucosinolates in seeds. Only a direct applica-
tion of sulphur to soil increased the content of progoitrin. A high negative correlation be-
tween the concentration of alkenyl glucosinolates, such as progoitrin, gluconapin and glu-
cobrassicanapin, in seeds and their resistance toward the Alternaria brassicae was found.
A direct application of sulphur to soil was found to be the best fertilization system be-
cause in this case seed infection with A. brassicae, as compared with the control, was the
lowest.

Key words: Brassica napus, glucosinolates, Alternaria brassicae, sulphur fertilization
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