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Wplyw siarki na zawarto$¢ glukozynolanow
w siewkach rzepaku jarego Star

The effect of sulphur on glucosinolate content
in seedlings of spring oilseed rape Star
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W celu okreslenia wptywu siarki na zawarto$¢ i przemiany glukozynolanéw w poczatkowych
etapach ontogenezy rzepaku jarego przeprowadzono do$wiadczenie w kontrolowanych warunkach
kultur in vitro. Kietkowanie nasion oraz wzrost siewek zachodzit na pozywce Murashige i Skoog’a
(1962), z ktorej wylaczono siarke (kontrola) lub zwigkszono jej poziom (172-767 mg S-SO, dm™).

W trzydniowych kietkujacych nasionach dominowaly glukozynolany alkenylowe (gldwnie pro-
goitryna), natomiast w siewkach 9-21-dniowych glukozynolany indolowe (gtéwnie neoglukobrassicyna).
Brak lub niska zawarto$¢ siarki w pozywce przyspieszaty katabolizm glukozynolanow. Wskazuje to,
iz produkty hydrolizy tych zwiazkéw moga by¢ wykorzystywane jako zrodto siarki przez rozwijajacy
si¢ zarodek przede wszystkim w heterotroficznej fazie kietkowania.

Key words: spring oilseed rape, seedlings, in vitro culture, sulphur, indolyl glucosinolates,
alkenyl glucosinolates

The effect of sulphur on the content and turnover of glucosinolates in ontogenesis of spring
oilseed rape was studied in an experiment carried out under controlled in vitro cultures.

Three-day-old germinating seeds and 6 to 21-day-old oilseed rape seedlings were studied. They
were grown on the modified Murashige and Skoog medium (1962) without sulphur (control) and
containing from 172 to 767 mg S-SO, dm™. Germinated seeds and seedlings were lyophylised and
homogenised and than analysed for glucosinolate content with high performance liquid chromato-
graphy (HPLC) according to EN ISO 9167-1.

Main glucosinolates in three-day-old seedlings were alkenyl glucosinolates (mainly progoitrin),
whereas in 9-21 day-old seedlings indolyl glucosinolates (mainly neoglucobrassicin) predominated.

Lack of sulphur as well as its deficit in the medium in early steps of ontogenesis accelerated
catabolism of glucosinolates. It suggested that products of hydrolysis of those compounds can be used
as a source of sulphur by the developing embryo at a heterotrophic phase of germination.

Wstep

Sposrod zwiazkow siarki wystepujacych w roslinach z rodziny Brassicaceae
na szczegbOlng uwage zastuguja glukozynolany. Uczestnicza one migdzy innymi
w mechanizmie obronnym (Chew 1988, Schnug i Haneklaus 1995, Zhao i in. 1997,
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Liiin. 1999), wptywaja na wigor i zdolno$¢ regeneracyjna roslin oraz sa prekur-
sorami auksyn (Kutacek i in. 1966). Przemiany, jakim glukozynolany ulegaja
w ontogenezie rzepaku wskazuja, iz produkty ich hydrolizy moga by¢ dla tej rosliny
zrodtem wegla, azotu i siarki (Drozdowska i Rogozinska 1981, Schnug 1989, Clossais-
Besnard i Larher 1991). Niedobér siarki w podiozu powoduje obnizenie poziomu
glukozynolandéw, gtownie alkenylowych. Wigksza wrazliwo$¢ glukozynolanow
alkenylowych na niedobor siarki jest prawdopodobnie zwiazana z rolg tego
pierwiastka w biosyntezie metioniny, ktora jest ich prekursorem (Zhao i in. 1994).

Przeprowadzone doswiadczenie miato na celu wykazanie wptywu siarki na
ksztattowanie si¢ zawartosci glukozynolanow i ich przemiany w poczatkowych
etapach ontogenezy rzepaku, a wigc podczas kietkowania nasion i wzrostu siewek.
State i kontrolowane warunki kultur in vitro, w ktoérych prowadzono badania, wy-
kluczyty modyfikujacy wplyw czynnikow $rodowiska zewngtrznego na ksztatto-
wanie si¢ zawartosci glukozynolanow.

Material i metody

Materiat do badan stanowily kietkujace nasiona i rozwijajace si¢ siewki
rzepaku jarego Star. Sterylne nasiona wykladano na zmodyfikowana mineralna
pozywke MS (Murashige i Skoog 1962) zestalona agarem. Modyfikacja pozywki
standardowej polegata na zwigkszeniu zawartos$ci siarki poprzez dodanie do soli A
(azotan amonu) siarczanu amonu. Zawarto$¢ azotu w soli A pozostala na tym samym
poziomie, poniewaz zwigkszajac udziat (NH4),SO,, zmniejszano odpowiednio ilo$¢
NH4NO;. Wszystkie sole przygotowano zgodnie z procedurag Murashige i Skoog’a
(1962) w formie stezonych roztwordéw, z ktorych pobierano odpowiednie ilo$ci
w celu wykonania pozywek o zréznicowanym poziomie siarki: 0,172 g SO, dm™
(P 1); 0,423 g SO, dm™ (P 1I); 0,511 g SO4 dm™ (P III) oraz 0,767 g SO4 dm™ (P IV).
Pozywka kontrolna nie zawierala siarki.

Kietkowanie nasion i wzrost siewek zachodzit przez 3 tygodnie w fitotronie,
w temperaturze 24°C (£ 2°C), przy fotoperiodzie 16 h i nat¢zeniu §wiatta 3500 Lux.
Po 3, 6,9, 12, 15, 18 i 21 dniach wzrostu material roslinny (cale siewki) liofili-
zowano i homogenizowano. Zawarto$¢ glukozynolanow oznaczono w probkach
o masie 50 mg metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) wedtug
ENISO 9167-1.

Uzyskane wyniki analizowano przy pomocy programu Statistica metoda
regresji wielomianowej, poszukujac dla otrzymanych relacji modeli rownan wielo-
mianowych drugiego stopnia z interakcjami.



Wplyw siarki na zawarto$¢ glukozynolanéw w siewkach ... 127

Wyniki

Zastosowane jako material wyjSciowy do badan nasiona rzepaku zawieraly
10,096 pmol g s.m. glukozynolanéw. W ciagu trzech pierwszych dni kietkowania
poziom glukozynolanéw ulegal gwattownemu obnizeniu. W trzydniowych kietku-
jacych nasionach, w zaleznosci od wariantu do$wiadczenia, catkowita zawartos$c
glukozynolanéw wynosita od 3,055 do 5,877 umol g" s.m. (tab. 1). Najszybciej
katabolizm glukozynolanéw zachodzit w nasionach, ktére kietkowaty na pozywce
pozbawionej siarki i na pozywce P I. W kolejnych trzech dniach kultury, bez
wzgledu na rodzaj pozywki, stwierdzono dalsze obnizenie poziomu glukozyno-
lanow. W siewkach 9—12-dniowych poziom glukozynolanéw zwigkszyt sig, przy
czym w siewkach, ktore rozwijaly si¢ na pozywce P Il zawarto$¢ badanych meta-
bolitow byla wyzsza niz w materiale wyjsciowym (10,115 pmol g" s.m.). Po-
wigkszaniu si¢ organéw siewek towarzyszyto ponowne obnizenie zawartosci glu-
kozynolanow, a tempo ich rozpadu zalezalo od zawartos$ci siarki w pozywce.
W siewkach 21-dniowych zawarto$¢ glukozynolanow ksztattowata si¢ na poziomie
1,512 — 3,9 umol g s.m. (tab. 1).

Tabela 1
Ksztattowanie si¢ zawarto$ci glukozynolanow w siewkach rzepaku jarego odmiany Star
Glucosinolate content in seedlings of spring oilseed rape “Star’

Wick siewek Zawartos$¢ sumy glukozynolanévs_ll— Total glucosinolate content
Seedlings age [umol g” s.m ]
[dni — days] Kontrola PI PII PIII PIV
Control
3 3,506 3,055 5,877 5,877 3,934
6 2,729 2,804 2,024 2,024 2,806
9 2,734 4,001 3,051 3,051 2,432
12 3,861 6,072 10,115 10,115 7,698
15 5,256 5,812 5,753 5,753 5,653
18 3,181 5,212 4,641 4,641 5,945
21 1,512 3,900 2,705 2,705 2,391

Obecnos¢ siarki i jej stezenia w pozywce wplywaly na tempo przemian
glukozynolanéw alkenylowych i indolowych. Sposrdéd oznaczonych glukozyno-
lanow alkenylowych w kietkujacych nasionach i siewkach stwierdzono najwigcej
progoitryny. Analiza regresji wielomianowej dla tego glukozynolanu wykazata
interakcje migdzy wiekiem siewek a st¢zeniem siarki w pozywce. Zawarto$é
progoitryny w okresie 21 dni wzrostu siewek ulegta w nich obnizeniu w poréw-
naniu do jej zawartosci w 3-dniowych skietkowanych nasionach (rys. 1a).
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Rys. la i 1b. Zawarto$¢ progoitryny (a) i glukonapiny (b) w siewkach rzepaku Star w zaleznosci od
stezenia siarki w pozywce i czasu inkubacji — Content of progoitrin (a) and gluconapin (b) in the
seedlings of spring oilseed rape Star depending on sulphur concentration in culture medium and time
of incubation
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©) z=58+1,Ix - 2,1y - 0,1x* — 0,2xy + 0,2y>, R = 0,852

Rys. lc. Zawarto$¢ glukobrassikanapiny w siewkach rzepaku Star w zalezno$ci od st¢zenia siarki
w pozywce i czasu inkubacji — Content of glucobrassicanapin in the seedlings of spring oilseed rape
Star depending on sulphur concentration in culture medium and time of incubation

Najnizsza koncentracj¢ glukonapiny — drugiego pod wzgledem iloSciowym
glukozynolanu obecnego w siewkach stwierdzono w 21 dniu ich rozwoju na po-
zywcee P IV (rys. 1b).

Podobnie obnizata si¢ zawarto$¢ glukobrassikanapiny. Siewki rosnace na po-
zywkach kontrolnej oraz P I i P Il zawieraty najmniej badanego zwiazku w osiem-
nastym dniu inkubacji. Natomiast w przypadku wyzszych stgzen siarki w pozywkach
(P I i P IV) najmniej glukobrassikanapiny stwierdzono w 21-dniowych siewkach
(rys. lc).

Sposrod glukozynolanéw indolowych, w analizowanym materiale roslinnym
dominowala neoglukobrassicyna. W do$wiadczeniu zaobserwowano wzrost jej
zawartosci wraz z wiekiem siewki, co potwierdzila analiza regresji. W 21-dnio-
wych siewkach procentowy udziat neoglukobrassicyny w catkowitej puli glukozy-
nolanéw zwigkszat si¢ wraz ze wzrostem st¢zenia siarki w pozywce (rys. 2d).

W doswiadczeniu wykazano, iz zawartos¢ 4-hydroksyglukobrassicyny ulegata
istotnemu obnizeniu w miare wzrostu siewek. Nie stwierdzono natomiast zalez-
nos$ci pomigdzy iloscia siarki w pozywce a zawarto$cia 4-hydroksyglukobrassicyny
w rozwijajacych sig siewkach (rys. 2a).
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Rys. 2a i 2b. Zawarto$¢ 4-hydroksyglukobrassicyny (a) i glukobrassicyny (b) w siewkach rzepaku
Star w zaleznos$ci od stgzenia siarki w pozywece i czasu inkubacji — Content of 4-hydroxyglucobrassicin
(a) and glucobrassicin (b) in the seedlings of spring oilseed rape Star depending on sulphur
concentration in culture medium and time of incubation



Whplyw siarki na zawartos$¢ glukozynolanéw w siewkach ...

(]
-

z2=0,6—1,1x + 3,6y + 0,3x* - 0,4y*, R = 0,621

g ENOD - T
W‘mﬁ‘? g YHORMEL " T
oof =

“1-
;:i 2.5
P Lo f
&
-
o, z
g, 5
""/,/#”?
= 4
d) z=-7,8+ 0,6x + 23,4y — 0,1x* + 0,3xy — 2,1y*, R= 0,879

Bl 2545
3,001
=1 3636
3 4,182
1 4,727
5] 5273
15818
[N 6,364
[ 6,909
8 7.455
Bl ponad

I 17618
EE

131

Rys. 2c i 2d. Zawarto$¢ 4-metoksyglukobrassicyny (c) i neoglukobrassicyny (d) w siewkach rzepaku
Star w zalezno$ci od stezenia siarki w pozywce i czasu inkubacji — Content of 4-metoxy-
glucobrassicin (c) and neoglucobrassicin (d) in the seedlings of spring oilseed rape Star depending

on sulphur concentration in culture medium and time of incubation
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Analizujac ksztattowanie si¢ poziomu glukobrassicyny w siewkach rzepaku
zaobserwowano powolny wzrost jej zawartosci w miarg uptywu czasu inkubacji na
pozywkach o zréznicowanych zawarto$ciach siarki. Najwyzsza zawarto$¢ gluko-
brassicyny stwierdzono w 12-dniowych siewkach rosnacych na pozywce P IL
Dalszemu wzrostowi siewek towarzyszyto obnizenie zawartosci tego glukozyno-
lanu (rys. 2b).

Najwigcej 4-metoksyglukobrassicyny zawieraty 12—15-dniowe siewki rozwi-
jajace si¢ na pozywkach P11 i PII, a jej ilos¢ zmniejszyla si¢ wraz z wiekiem
siewki. Najnizsza procentowa zawarto$¢ 4-metoksyglukobrassicyny stwierdzono
w 21-dniowych siewkach rosnacych na pozywce P 11 i kontrolnej (rys. 2¢).

Dyskusja

Podczas ontogenezy rzepaku, w réznych tkankach, sktad ilosciowy i jakos-
ciowy glukozynolanow ulega dynamicznym zmianom, ktore sa efektem zacho-
dzacej de novo biosyntezy, degradacji i uruchamiania tych zwiazkow. W okresie
kietkowania nasion i wzrostu mtodych siewek rzepaku zachodzi katabolizm gluko-
zynolandéw, a tempo i kierunek tych przemian zaleza od genotypu, i sa dodatkowo
modyfikowane czynnikami srodowiska (Drozdowska i Rogozinska 1981, McGregor
1988).

W badanych siewkach rzepaku zawartos¢ wszystkich analizowanych gluko-
zynolanow ulegata gwattownemu obnizeniu do 9 dnia kultury, a tempo tego
procesu zalezato od obecnosci siarki i jej stgzenia w pozywce. Rozpad glukozy-
nolanéw w okresie pierwszych trzech dni kietkowania nasion na pozywkach za-
wierajacych siarke byl spowolniony, natomiast brak siarki w pozywce lub bardzo
niskie jej st¢zenie przyspieszato ten proces. Dane literaturowe wskazuja, iz zwiazki
te dla rozwijajacych si¢ roslin moga by¢ zrédtem azotu, wegla, a przede wszystkim
siarki (Drozdowska i Rogozinska 1981, Schnug 1989, Clossais-Besnard i Larher
1991). Kachlicki (1989) analizujac zawarto$¢ glukozynolanow w kietkujacych
nasionach oraz mtodych siewkach rzepaku jarego stwierdzit spadek zawarto$ci
glukozynolanow w pierwszych dwoch dniach kietkowania nasion, a nast¢pnie
stopniowe zwigkszanie ich zawartosci. W trakcie kolejnych dni trwania doswiad-
czenia zaobserwowatl znaczne zroéznicowanie zawartosci poszczeg6olnych glukozy-
nolanéw w réznych czeéciach rosliny. Clossais-Besnard i Larher (1991) wykazali,
iz w peczniejacych i kietkujacych nasionach gwattownie spada poziom glukozyno-
lanéw alkenylowych, a procesowi temu towarzyszy synteza de novo glukozyno-
lanéw indolowych.

W niniejszych badaniach wykazano, iz w 9—15-dniowych siewkach rzepaku
zachodzita akumulacja glukozynolanoéw, natomiast dalszy rozwdj siewek zwiazany
byt z ponownym obnizeniem ich poziomu. Nizsza zawartos¢ glukozynolanow
w starszych siewkach rzepaku jarego mogta by¢ efektem rozcienczenia, powodo-
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wanym powigkszaniem si¢ organow siewek, gtownie elongacji hypokotyli i rozwo-
jem liscieni (Kachlicki 1989, McGrath i Zhao 1996, Ahmad i in. 1999). W tym
stadium ontogenezy zréznicowanie zawartosci siarki w pozywkach nie mialo juz
wpltywu na zwigkszenie poziomu glukozynolanéw, poniewaz aplikowana siarka
mogta by¢ wykorzystywana do syntezy innych zwiazkoéw tworzacych si¢ w fazie
anabolicznej kietkowania. Potwierdzaja to badania Rodrigues i Rosy (2000), ktorzy
wykazali, iz w 14-dniowych siewkach, rosnacych w warunkach 12-godzinnego
fotoperiodu, zawarto$¢ siarki w pozywce nie roznicowala poziomu glukozynola-
noéw. Z kolei w ciemnosci, przy ograniczonych procesach metabolicznych, obser-
wowano roznice w zawartosci glukozynolanow wynikajace z obecnosci siarki
W pOoZywce.

Sposrod oznaczonych w siewkach rzepaku glukozynolanéw alkenylowych
przez caly okres trwania do$wiadczenia dominowata progoitryna. Dominujacym
glukozynolanem indolowym byta natomiast neoglukobrassicyna, a zwigkszenie si¢
jej zawartosci w 9—15-dniowych siewkach moglo by¢ zwiazane z rozwojem
systemu korzeniowego oraz wydluzeniem hypokotyli. Podczas formowania sig
poszczegdlnych organéw siewek rzepaku zmienia si¢ w nich sktad i ilos¢ gluko-
zynolanow. Przeprowadzone przez Kachlickiego (1989) badania wykazaty, iz
w hypokotylach oraz korzeniach trzytygodniowych siewek dominuje neogluko-
brassicyna, ktora stanowi od 80 do 90% catkowitej puli glukozynolanéw, natomiast
w liscieniach catkowita zawarto$¢ glukozynolanéw jest bardzo niska, niemniej
glukozynolany alkenylowe moga stanowi¢ okoto 26%.

Zasadnicza cecha odmian podwojnie ulepszonych rzepaku w poréwnaniu
z odmianami wysokoglukozynolanowymi jest dominacja w nich glukozynolanow
indolowych w czg$ciach nadziemnych siewek (Kachlicki 1989). Jak wykazano
W niniejszej pracy, zwigkszenie poziomu siarki w pozywce wptynglto na zwigkszenie
zawarto$ci glukozynolanow indolowych w siewkach rzepaku. McGregor (1988)
zaobserwowal, ze siarka zawarta w pozywkach stymulowata powigkszanie liScieni
siewek rzepaku. Przejecie przez nie funkcji organdéw fotosyntetyzujacych byto
zwiazane ze wzrostem poziomu glukobrassicyny, z ktorej moga by¢ syntetyzowane
inne glukozynolany indolowe (McDanell i in. 1988). W wyniku hydroksylacji
glukobrassicyny powstaje 4-hydroksyglukobrassicyna, a w wyniku metylacji neoglu-
kobrassicyna i 4-metoksyglukobrassicyna (Fahey i in. 2001).

Wyniki do$wiadczenia wskazuja, iz glukozynolany podlegaja przemianom
w okresie kietkowania, heterotroficznej fazy wzrostu, jak réwniez w okresie, gdy
roslina przechodzi na autotroficzny sposéb odzywiania. Tempo ich rozpadu, uza-
leznione od obecnosci siarki w pozywce 1 wzrostu rosliny wskazuje, ze produkty
rozpadu moga by¢ wykorzystywane przez rozwijajaca si¢ siewke, zwlaszcza w okre-
sie fazy heterotroficznej. Dyskusyjne jest natomiast wykorzystanie glukozyno-
lanow jako zrodta siarki w fazie anabolicznej kielkowania. Stwierdzone obnizenie
poziomu glukozynolanéw w starszych siewkach, ktorego nie réznicowata zawar-
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tos¢ siarki w podtozu, wydaje si¢ potwierdza¢ opinie innych autoréw o efekcie
rozcienczenia (Kachlicki 1989, Wallace i Eigenbrode 2002). Z kolei w po6zniej-
szych etapach wzrostu wegetatywnego rzepaku, jak wykazali Blake-Kalff i in.
(1998), siarka w najwigkszych ilosciach jest akumulowana w li§ciach w siarcza-
nach i te zwiazki moga by¢ jej zrédtem w warunkach deficytu.

Whioski

1. W kietkujacych nasionach i rozwijajacych si¢ siewkach rzepaku zachodzit
katabolizm glukozynolanow, ktérego tempo zalezalo od zawartosci siarki
W pozZywce.

2. Brak siarki w pozywce lub jej niska zawartos¢, zwlaszcza w poczatkowych
etapach ontogenezy rzepaku w warunkach in vitro, przyspieszaly rozpad
glukozynolanow. Wskazuje to, iz produkty hydrolizy tych zwiazkéw moga
by¢ wykorzystane przez rozwijajacy si¢ zarodek w heterotroficznej fazie
kietkowania.

3. W trzydniowych kielkujacych nasionach rzepaku dominowaty glukozynolany
alkenylowe, gléwnie progoitryna, natomiast w siewkach 9—21-dniowych —
glukozynolany indolowe, sposrod ktorych najwigcej stwierdzono neogluko-
brassicyny. Dodatkowo w starszych siewkach stosunek glukozynolanow
alkenylowych do indolowych zalezat od stezenia siarki w pozywce.
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