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Indukcja biosyntezy glukotropeoliny
i aktywno$ci myrozynazy
w korzeniach wtosnikowatych nasturcji
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Induction of glucotropaeolin biosynthesis and myrosinase activity in
hairy roots of nasturtium

Summary

Kinetin, BAP and NAA increased glucotropaeolin content in dry weight of
nasturtium hairy roots but they inhibited biomass growth. Salicylates most
strongly (by about 100-200™ above control) and DL-p-aminobutyric acid and
methyl Jasmonate to a lesser degree increased glucotropaeolin yield. They also
slightly increased myrosinase activity. Trans-cinnamic acid was a much stronger
inducer of myrosinase activity than glucotropaeolin biosynthesis; it strongly in-
hibited biomass growth. L-l-amino-2-phenylethylphosphonic acid, inhibitor of
L-phenylalanine ammonia-lyase (PAL), induced glucotropaeolin production and
enhanced the effect of salicylates and Jasmonate on glucotropaeoplin yield but
it did not affect myrosinase activity.
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1. Wstep

Glukotropeolina jest pochodzacym od fenyloalaniny glukozy-
nolanem nasturcji (Tropaeolum majus L.), rozkladanym przez my-
rozynaze do aktywnego, dziatajgcego przeciw patogenom i anty-
rakowo benzyloizotiocyjanianu. Duze nadzieje wigze sie z pro-
dukcja metabolitéw wtérnych przez korzenie wiosnikowate. Ich
wzrost jest niezalezny od egzogennych fitohormonoéw, jednak
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nie jest wyjasnione, czy nie stymuluja one korzeni do produkcji metabolitéw. Po-
nadto interesujgce jest okreslenie mozliwosci indukcji produkcji metabolitow w ko-
rzeniach wtosnikowatych w wyniku elicytacji lub przez blokowanie konkurencyj-
nych szlakéw metabolicznych. Celem pracy byto zbadanie wptywu auksyn, cytoki-
nin, salicylanow, elicytoréw, jasmonianu metylu, kwasu frans-cynamonowego i inhi-
bitora amoniakoliazy L-fenyloalaniny (PAL) na wytwarzanie glukotropeoliny i aktyw-
no$¢ myrozynazy w korzeniach wio$nikowatych nasturcji.

2. Materiat i metody

Korzenie wtosnikowate nasturcji uzyskano zakazajac sterylne rosliny Agrobacte-
rium rhizogenes LBA 9402 (PR] 1855). Korzenie hodowano w 300 ml kolbach Erlen-
meyera zawierajagcych 100 ml ptynnej pozywki B5 (1) z dodatkiem 3% sacharozy
(pH 5,8), na wytrzgsarce rotacyjnej, w ciemnosci, w temperaturze 22°C. Wplyw ak-
tywnosci PAL na zawarto$¢ glukotropeoliny i aktywno$¢é myrozynazy badano ho-
dujac korzenie z dodatkiem 0,5 mM kwasu trans-cynamonowego (CA) i kwasu L-1-
amino-2-fenyloetylofosfonowego (I). W badaniach wptywu 50 pM regulatoréow wzro-
stu: BAP, KIN, NAA i 2,4-D; 0,5 mM: salicylanu sodu (NaSA), kwasu acetylosalicylowe-
go (AcSA), hydrazydu kwasu salicylowego (HySA), benzotiadiazolu (BTH), kwasu
DL-P-aminomastowego (BABA) oraz 0,05 mM jasmonianu metylu (MeJA) 9-dniowe
korzenie przez 24 godziny traktowano wymienionymi zwigzkami, nastepnie
odsgczano i przenoszono na $wiezg pozywke. Takie same stezenia oraz sposob ho-
dowli zastosowano badajgc ich wspotdziatanie z | (0,5 mM). We wszystkich ekspery-
mentach materiat do analiz zbierano co 3 dni. Na wykresach przedstawiono warto-
§ci z szbstego dnia po potraktowaniu badanymi zwigzkami. Zawarto$¢ glukotrope-
oliny i aktywno$¢ myrozynazy badano wedtug wczesniej opisanych metod (2). Jed-
nostke aktywnos$ci myrozynazy zdefiniowano jako ilos¢ enzymu hydrolizujaca
! pmol glukotropeoliny w ciggu ! min. Zawartos¢ glukotropeoliny i aktywno$¢ my-
rozynazy podano w przeliczeniu na gram suchej masy (g sm), wydajnos¢ w przeli-
czeniu na 100 ml hodowli.

3. Wyniki i dyskusja

Badane cytokininy podwyzszaly zawarto$¢ glukotropeoliny o ok. 20-30% nie
wplywajac istotnie na aktywnos¢ myrozynazy. NAA w podobnym stopniu zwiekszat
zawarto$¢ glukotropeoliny wyraznie jednak podwyzszat aktywno$¢ myrozynazy
(rys. 1). Dodanie do podtoza hodowlanego regulatoréw wzrostu hamowato przyrost
biomasy, w efekcie wydajnos¢ glukotropeoliny nie zmieniala sie lub byfa nizsza niz
w kontroli, wydajno$¢ myrozynazy byfa obnizona (rys. 2). Egzogenne fitohormony
moga zatem stymulowac synteze metabolitéw wtérnych niezaleznie od negatywne-
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Rys. 1. Zawarto$¢ glukotropeoliny i aktyw-
no$¢ myrozynazy w hodowlach korzeni wto$niko-
watych traktowanych regulatorami wzrostu.

Rys. 2. Wydajnos$¢ glukotropeoliny i myrozy-
nazy w hodowlach korzeni wio$nikowatych trak-
towanych regulatorami wzrostu.

go wptywu na biomase. Zwiekszenie produkcji hioscyjaminy i skopolaminy stwierdzo-
no w traktowanych auksynami korzeniach wito$nikowatych Hyoscyamus muticus (3).

Zastosowane salicylany, elicytory (BTH, BABA) i MeJA wyraznie zwigkszaly za-
wartos$¢ jak i wydajnos¢ glukotropeoliny. W kulturach traktowanych NaSA, AcSA,
HySA i MeJA o kilkadziesiat procent podwyzszona byla tez aktywno$¢ myrozynazy
(rys. 3 i 4). Wedtug danych literaturowych elicytory i uczestniczace w procesie eli-
cytacji kwas salicylowy i jasmonowy indukujg produkcje metabolitéw wtérnych uczest-
niczacych w odpowiedzi roslin na stres (4). Produkcje glukotropeoliny najsilniej sty-
mulowaly salicylany, najwyzsza wydajnos¢, ok. 300% kontroli, stwierdzono w ho-
dowlach traktowanych AcSA. Podobnie stwierdzono selektywny wzrost zawartosci
aromatycznych glukozynolanéw w rzepaku traktowanym SA (5).
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Rys. 3. Zawartos$¢ glukotropeoliny i aktywno$é
myrozynazy w hodowlach korzeni wioénikowatych
traktowanych salicylanami, elicytorami i jasmonia-
nem.
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Rys. 4. Wydajnos¢ glukotropeoliny i myrozy-
nazy w hodowlach korzeni wioénikowatych trak-
towanych salicylanami, elicytorami i jasmonia-

nem.
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Rys. 5. Zawarto$¢ glukotropeoliny i aktyw-
no$¢ myrozynazy w korzeniach wio$nikowatych
hocJowanych z dodatkiem | oraz CA.

Rys. 6. Wydajnos$¢ glukotropeoliny i myrozy-
nazy w korzeniach wiosnikowatych hodowanych
z dodatkiem ! oraz CA.

Przeksztatcenie L-fenyloalaniny (Phe) do benzyloaldoksymu prowadzi do syntezy
glukotropeoliny, podczas gdy PAL przeksztatca Phe do CA, prekursora fenylopropa-
noidow. CA oraz | zwiekszaty zawarto$¢ glukotropeoliny, aktywno$¢ myrozynazy
byta silnie podwyzszona tylko przez CA (rys. 5). Traktowanie CA obnizato wydajnos¢
w zwigzku z silnym hamowaniem biomasy (rys. 6), ktéremu towarzyszyto brgzowie-
nie hodowli. Stymulacja produkcji glukotropeoliny mogta by¢ zatem efektem hamo-
wania przez produkt reakcji Phe-"CA jak i stresowego dziatania fenolowych po-
chodnych CA. W zawiesinach komorkowych lucerny traktowanych inhibitorem PAL
stwierdzono obnizenie zawartosci kwaséw fenolowych i stymulacje podziatéw ko-
markowych (6). W hodowlach traktowanych | podwyzszona produkcja glukotrope-
oliny potagczona ze zwiekszonym przyrostem biomasy mogta byé zatem efektem in-
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Rys. 7. Zawarto$¢ glukotropeoliny i aktywno$é
myrozynazy w hodowlach korzeni wio$nikowatych
traktowanych réwnocze$nie | oraz salicylanami,
elicytorami i Jasmonianem.
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Rys. 8. Wydajnos¢ glukotropeoliny i myrozy-
nazy w hodowlach korzeni wiosnikowatych trak-
towanych réwnoczes$nie | oraz salicylanami, elicy-
torami i jasmonianem.
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aktywacji PAL (rys. 5 i 6). Rownoczesne potraktowanie korzeni wiosnikowatych |
oraz salicylanami, BABA i MeJA potegowato efekt elicytacji. Traktowanie | wraz z AcSA
ok. 4,5-krotnie podwyzszato zawartos¢ i wydajnos¢ glukotropeoliny (rys. 7 i 8). Spo-
tegowanie przez | efektu elicytacji wskazuje, ze zaindukowana synteza metabolitéw
wtérnych z Phe zostata poprzez spadek aktywnos$ci PAL skierowana na szlak syntezy
glukotropeoliny.

Na podstawie uzyskanych wynikéw sugeruje sie, ze poprzez inhibicje PAL i elicy-
tacje mozna zwiekszy¢ produkcje glukotropeoliny i myrozynazy w kulturach korze-
ni wiodnikowatych nasturcji.
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