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S u m m a r y

In order to obtain the plants with altered myrosinase activity, the transfor-
mation via Agrobacterium tumefaciens was performed. The myrosinase genes
TGG1 or TGG2 from Arabidopsis thaliana under the control of enhanced 35S pro-
moter and phosphotranspherase neomycin II (NPTII) as the selectable marker
were introduced into Arabidopsis. The presence and expression of NPTII gene in
selected plants was confirmed by ELISA and PCR analysis. The integration of
T-DNA with TGG1 or TGG2 gene caused differentiated effects from a multi-fold
increase of myrosinase activity to its lack. No morphological differences were
observed between transgenic and control plants. All the plants were fertile and
produced seeds. The majority of the plants with additional copy (copies) of
TGG1 showed increased enzyme activity. Conversely, most of the plants with in-
sertion of additional copy (copies) of TGG2 demonstrated decreased myrosinase
activity. Transgenic plants may be used in further studies explaining the physio-
logical role of glucosinolates in plant-pest interaction and the importance of the
myrosinase-glucosinolates system in growth and development.

Key words:

myrosinases, glucosinolates, Arabidopsis thaliana, Brassicaceae.

P R A C E E K S P E R Y M E N T A L N E

Adres do korespondencji

Joanna Troczyñska,
Katedra Fizjologii Roœlin,
Uniwersytet
Technologiczno-
-Przyrodniczy,
ul. Bernardyñska 6,
85-029 Bydgoszcz;
e-mail: zan@utp.edu.pl

4 (79) 170–179 2007



1. Wstêp

Mirozynazy (�-tioglukozydazy EC 3.2.3.1) s¹ enzymami odpowiedzialnymi za hy-
drolizê glukozynolanów, metabolitów wtórnych wystêpuj¹cych powszechnie u roœ-
lin z rodziny Brassicaceae (1). Tworzenie aktywnych biologicznie produktów hydro-
lizy tych zwi¹zków jest odpowiedzi¹ roœliny na biotyczne czynniki stresowe (2).
Przypuszcza siê równie¿, ¿e glukozynolany mog¹ stanowiæ dla roœlin Ÿród³o S, C i N,
a tak¿e byæ zapasow¹ pul¹ auksyn (1).

Liczba genów koduj¹cych mirozynazy u rzepaku wynosi 25 (1), natomiast w ge-
nomie Arabidopsis thaliana zidentyfikowano cztery funkcjonalne geny koduj¹ce miro-
zynazy, dwa ulegaj¹ce ekspresji w czêœciach nadziemnych (TGG1, TGG2) oraz dwa
w korzeniu (TGG3 i TGG4) (3). Z tego wzglêdu Arabidopsis mo¿e byæ gatunkiem mo-
delowym w badaniach funkcji systemu mirozynaza-glukozynolany. Ma³a liczba ge-
nów, jak siê wydaje, u³atwia modyfikacjê aktywnoœci enzymu in planta, co mo¿e
skutkowaæ wyraŸniejszymi efektami.

Celem pracy by³o przygotowanie wektorów binarnych zawieraj¹cych geny ko-
duj¹ce mirozynazê u rzodkiewnika (TGG1 lub TGG2), wprowadzenie ich do genomu
tej roœliny oraz uzyskanie i wyselekcjonowanie transgenicznych roœlin ze zmienion¹
aktywnoœci¹ enzymu.

2. Materia³y i metody

2.1. Materia³ roœlinny

Materia³em badawczym by³ rzodkiewnik (Arabidopsis thaliana), ekotyp Columbia.
Roœliny ros³y w doniczkach wype³nionych pod³o¿em kwiatowym i piaskiem (3:1),
w kontrolowanych warunkach (20°C dzieñ/18°C noc, wilgotnoœæ 70%). Roœliny, z któ-
rych izolowano DNA do amplifikacji genów mirozynazy oraz roœliny bêd¹ce obiek-
tem transformacji utrzymywane by³y w warunkach 12-godzinnego fotoperiodu. Roœ-
liny pokolenia T1 ros³y przez 10 tygodni w 8-godzinnym fotoperiodzie i przez kolej-
ne 6 tygodni (do zbioru nasion) w 12-godzinnym fotoperiodzie.

2.2. Przygotowanie kaset ekspresyjnych i wektorów binarnych z genami mi-
rozynaz

Do konstrukcji kaset genowych u¿yto fagemida pBluescript II SK(-), z którego
usuniêto fragment KpnI/XbaI polilinkera. Wektor trawiono enzymem NotI i ligowa-
no z promotorem P-e35S (z wirusa mozaiki kalafiora) i sekwencj¹ liderow¹ genu
HSP17.9 (z soi) wyciêtymi z plazmidu pMON30069 (udostêpniony przez Monsanto)
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(rys. 1, etap 1). Produkt ligacji trawiono KpnI i SmaI i nastêpnie wstawiono termina-
tor T-35S (z wirusa mozaiki kalafiora) wyciêty z wektora pRTLII enzymami KpnI
i SphI (rys. 1, etap 2). Uzyskany konstrukt oznaczono jako pB �1/35S.

Kopie genów mirozynazy TGG1 (GenBank, X79194) lub TGG2 (GenBank, X79195)
namna¿ano w reakcji PCR ze specyficznymi starterami na matrycy DNA wyizolowa-
nego z liœci rozetowych rzodkiewnika (4). Produkty amplifikacji trawiono enzymami
BamHI i XbaI (TGG1) oraz NcoI i BamHI (TGG2).

Sekwencje genu TGG1 klonowano do pB �1/35S, który przed ligacj¹ ciêto enzy-
mami BglII i XbaI (rys. 1, etap 3a). Otrzymany w ten sposób wektor oznaczono jako
pB TGG1. Przed wstawieniem sekwencji genu TGG2 wektor pB �1/35S dodatkowo
trawiono enzymami BglII i NcoI. Zmodyfikowany wektor oznaczono jako pB �2/35S.
Do niego, w miejscu ciêcia dla NcoI i BamHI, wprowadzano nastêpnie kopie TGG2

(rys. 1, etap 3b). Uzyskany konstrukt oznaczono jako pB TGG2.
Wektory pB TGG1 i pB TGG2 namna¿ano w komórkach bakterii E. coli DH5�, któ-

re hodowano w po¿ywce LB z ampicylin¹ (100 mg·dm-3). Z 10 losowo wybranych ko-
lonii bakteryjnych izolowano wektory (Qiagen DNA extraction kit) i obecnoœæ odpo-
wiednich insertów sprawdzano za pomoc¹ enzymów restrykcyjnych. Z namno¿o-
nych wektorów pB TGG1 lub pB TGG2 wyciêto enzymem NotI kasety z genami miro-
zynazy. Kasety subklonowano do wektora pMON51850 (udostêpniony przez Mon-
santo) trawionego uprzednio równie¿ enzymem NotI (rys. 1, etap 4a, b), który za-
wiera³ miêdzy sekwencj¹ graniczn¹ praw¹ (RB) i lew¹ (LB) gen fosfotransferazy neo-
mycyny (NPTII) wraz z promotorem (P-NOS) i terminatorem (T-NOS). Uzyskanymi
w ten sposób wektorami pTGG1 lub pTGG2 transformowano komórki bakterii E. coli

DH5�, które nastêpnie hodowano w po¿ywce LB ze spektynomycyn¹ (100 mg·dm-3).
Z pojedynczych kolonii izolowano wektory (Qiagen DNA extraction kit) i poddano je
ponownie analizie restrykcyjnej. Wektory pTGG1 lub pTGG2 z odpowiednimi inser-
tami wprowadzano do bakterii Agrobacterium tumefaciens szczep GV3101 (pMP90RK)
(udostêpniony przez Csabê Koncza, Niemcy).

Wszystkie etapy przeprowadzono wg Sambrooka i in. (5) lub wg instrukcji za-
³¹czonych przez producentów do odpowiednich produktów.

2.3. Transformacja rzodkiewnika i selekcja nasion

Roœliny w pocz¹tkowym stadium kwitnienia transformowano metod¹ infiltracji
pró¿niowej (6). Nasiona zebrane z roœlin transformowanych (T0) poddano selekcji na
po¿ywce Murashige i Skooga (MS) (7) z kanamycyn¹ (50 mg·dm-3). Po 2-3 tygo-
dniach, siewki oporne na antybiotyk przenoszono do doniczek z pod³o¿em. Roœliny
T1 w stadium kwitnienia by³y os³aniane izolatorami. Z ka¿dego osobnika zbierano
nasiona. W analogicznych warunkach ros³y roœliny typu dzikiego (WT).

W liœciach roœlin T1 przed przejœciem do fazy generatywnej oznaczano obecnoœæ
genu NPTII i produktu jego ekspresji, a tak¿e aktywnoœæ mirozynazy.
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2.4. Test ELISA

Obecnoœæ bia³ka NPTII w transformowanych roœlinach sprawdzano testem ELISA
przy u¿yciu zestawu PathoScreen NPTII ELISA (Agdia). Do tego celu pobierano oko³o
50 mg œwie¿ej masy liœci rozetowych rzodkiewnika. Kontrolê negatywn¹ stanowi³
ekstrakt z roœlin WT rzodkiewnika, zaœ kontrol¹ pozytywn¹ by³o bia³ko NPTII dostar-
czone przez producenta. Zawartoœæ bia³ka ogólnego w próbach oznaczono metod¹
Bradforda (8), stosuj¹c jako wzorzec albuminê wo³ow¹ (BSA) (Sigma). Zawartoœæ
bia³ka NPTII wyra¿ono w mikrogramach bia³ka NPTII na miligram bia³ka ogólnego.

2.5. Analiza PCR

Obecnoœæ genu NPTII w genomowym DNA izolowanym z roœlin metod¹ Doyle
i Doyle (9) potwierdzano amplifikuj¹c fragment d³ugoœci 700 pz ze specyficznymi
starterami (10). Reakcjê prowadzono przez 35 cykli w warunkach: 60 s/92°C, 60
s/61°C, 60 s/72°C.

2.6. Oznaczenie aktywnoœci mirozynazy

Próbki liœci o masie 100 mg homogenizowano w buforze ekstrakcyjnym (10 mM
imidazol-HCl, pH 6,2), (11). Homogenat wirowano przez 15 min przy 10 000 × g
w temp. 4°C, po czym supernatanty nanoszono na filtry Microcon YM-10 (Millipore)
i wirowano 1 godz. przy 14 000 × g w temp. 4°C. Do oznaczeñ pobierano 25 �l en-
zymu, dodawano 25 �l (375 �g) roztworu synigriny (Sigma) i 50 �l buforu cytrynia-
nowego (50 mM, pH 5,5). Mieszaninê inkubowano przez 30 min w temp. 37°C, po
czym reakcjê hamowano poprzez umieszczenie prób we wrz¹cej ³aŸni wodnej na
5 min. Po och³odzeniu pobierano 20 �l mieszaniny reakcyjnej i dodawano 200 �l
odczynnika GOD/PAP (Aqua-med), z którym glukoza uwolniona w wyniku hydrolizy
synigriny tworzy³a barwny kompleks. Po 15 min inkubacji mierzono absorbancjê
przy � 500 nm wobec próby odczynnikowej (bufor imidazolowy, synigrina, bufor cy-
trinianowy, GOD/PAP). Iloœæ uwolnionej glukozy odczytano z krzywej wzorcowej.
Aktywnoœæ specyficzn¹ wyra¿ano w mikromolach uwolnionej glukozy min-1 mg-1

bia³ka. Bia³ko oznaczono metod¹ Bradforda (8), stosuj¹c jako wzorzec BSA. Istot-
noœæ ró¿nic w aktywnoœci enzymu u potencjalnych transformantów i w roœlinach
kontrolnych (WT) oceniano testem Dunnetta, przy � = 0,05.
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3. Wyniki

Przy udziale A. tumefaciens do genomu rzodkiewnika wprowadzano genomowe
kopie jednego z czterech funkcjonalnych genów koduj¹cych mirozynazy (TGG1 lub
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Rys. 1. Schemat przygotowania wektorów binarnych pTGG1 i pTGG2 zawieraj¹cych geny mirozynazy.



TGG2) u tego gatunku. Wyizolowane w reakcji PCR sekwencje sk³ada³y siê z 12 ekso-
nów i 11 intronów o ³¹cznej d³ugoœci 2673 pz dla genu TGG1 (pozycja 1785-4458 se-
kwencji GenBank, X79194) oraz 2714 pz dla genu TGG2 (pozycja 1468-4182 sekwen-
cji GenBank, X79195).

Geny mirozynazy w konstruktach genowych u¿ytych do transformacji kierowane
by³y przez konstytutywny promotor P-e35S wirusa mozaiki kalafiora (rys. 1, etap 4a,
b). W wektorach binarnych oznaczonych odpowiednio pTGG1 i pTGG2 znajdowa³
siê tak¿e gen koduj¹cy fosfotransferazê neomycyny (NPTII) pozwalaj¹cy wyselekcjo-
nowaæ genetycznie zmodyfikowane roœliny.

Po 5-7 tygodniach od infiltracji roœliny rzodkiewnika wyda³y nasiona, które pod-
dano selekcji w obecnoœci kanamycyny. Do potwierdzenia procesu transformacji
i efektów wprowadzenia dodatkowych kopii genów mirozynaz do genomu rzod-
kiewnika, z puli siewek opornych na zastosowany antybiotyk (pokolenie T1) wybra-
no 26 siewek. Po³owa (13 osobników) by³a pochodn¹ pokolenia, które transformo-
wano wektorem pTGG1, druga po³owa (13 osobników) wyprowadzona zosta³a z roœ-
lin transformowanych wektorem pTGG2.

Spoœród roœlin pokolenia T1 uzyskanych po transformacji wektorem pTGG1 tylko
u jednej zawartoœæ bia³ka NPTII kszta³towa³a siê na poziomie kontroli (tab.). U tej
roœliny nie stwierdzono równie¿ obecnoœci genu NPTII (rys. 2A). U pozosta³ych roœ-
lin zawartoœæ bia³ka NPTII by³a zró¿nicowana, lecz wy¿sza w porównaniu z roœlina-
mi WT. Analiz¹ PCR potwierdzono u nich obecnoœæ genu NPTII (rys. 2A).

U przypuszczalnych transformantów uzyskanych po transformacji wektorem pTGG2
zawartoœæ bia³ka NPTII, wy¿sz¹ w porównaniu z roœlinami typu dzikiego oraz obec-
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Rys. 2. Analiza elektroforetyczna produktów amplifikacji DNA roœlin rzodkiewnika pokolenia T1

w 1% ¿elu agarozowym otrzymanych po transformacji wektorem pTGG1 (A) i pTGG2 (B). Œcie¿ki zawie-
raj¹: M – marker mas cz¹steczkowych DNA; WT – kontrola negatywna (DNA roœliny kontrolnej); W –
kontrola negatywna (woda); P-kontrola pozytywna (wektor pTGG1).



noœæ genu NPTII stwierdzono u 10 osobników. W przypadku transformanta nr 11 zam-
plifikowano gen NPTII, natomiast nie wykryto produktu jego ekspresji (tab., rys. 2B).

W roœlinach, w których na podstawie analizy PCR potwierdzono obecnoœæ genu NP-

TII badano aktywnoœæ mirozynazy. Spoœród 12 roœlin otrzymanych po transformacji
wektorem pTGG1 istotnie wy¿sz¹ aktywnoœæ stwierdzono w liœciach osobników nr 1,
2, 4, 6, 7, 10, 11, 12 (tab., rys. 3A). Szczególnie wysok¹ aktywnoœæ enzymu, oko³o dzie-
siêciokrotnie wy¿sz¹ w porównaniu z roœlinami WT, stwierdzono u transformanta nr 6
i nieco ni¿sz¹ u transformantów nr 7 i 11. £¹cznie wœród 12 roœlin pokolenia T1, u któ-
rych stwierdzono obecnoœæ genu NPTII: 8 (66%) wykazywa³o podwy¿szon¹, 2 (17%) ob-
ni¿on¹ i 2 (17%) niezmienion¹ aktywnoœæ mirozynazy w porównaniu z roœlinami WT.

Wœród 11 transformantów uzyskanych po transformacji wektorem pTGG2, u szeœciu
osobników (55%) oznaczonych numerami 2, 3, 4, 6, 8, 9 aktywnoœæ enzymu by³a istotnie
obni¿ona. Istotnie wy¿sz¹ aktywnoœci¹ mirozynazy charakteryzowa³y siê dwie (18%) wy-
selekcjonowane roœliny (nr 10,11). Wzrost ten nie by³ tak znaczny, jak u roœlin po trans-
formacji wektorem zawieraj¹cym sekwencjê genu TGG1. W ekstraktach pochodz¹cych
z roœlin nr 1, 5 i 7 (27%) nie stwierdzono aktywnoœci mirozynazy (tab., rys. 3B).

Zarówno w fazie wegetatywnej jak i generatywnej nie obserwowano ró¿nic fe-
notypowych pomiêdzy roœlinami typu dzikiego, a roœlinami stransformowanymi.
Wszystkie roœliny zakwita³y w tym samym czasie i wyda³y nasiona.

T a b e l a

Zawartoœæ bia³ka NPTII i aktywnoœæ mirozynazy w liœciach roœlin rzodkiewnika pokolenia T1 uzyskanych po

transformacji wektorami pTGG1 lub pTGG2

Wektor Roœlina
NPTII

[pg·mg-1 bia³ka]

Aktywnoœæ

specyficzna

mirozynazy

[�mol min-1mg-1

bia³ka]

Wektor Roœlina
NPTII

[pg·mg-1 bia³ka]

Aktywnoœæ

specyficzna

mirozynazy

[�mol min-1mg-1

bia³ka]

WT <0,6 0,2889 WT <0,6 0,2889

pTGG1 1 295,1 0,5876 pTGG2 1 76,3 0,0000

2 19,0 0,4995 2 27,5 0,0357

3 28,9 0,3039 3 103,2 0,1215

4 235,5 0,3811 4 185,6 0,2131

5 134,0 0,2332 5 32,8 0,0000

6 675,5 3,0498 6 947,3 0,1660

7 917,8 1,6079 7 355,8 0,0000

8 65,0 0,0367 8 456,1 0,1546

9 39,5 0,0281 9 169,7 0,0958

10 480,1 0,6738 10 146,7 0,3634

11 463,4 1,0104 11 0,7 0,4124

12 540,6 0,4944

NIR0,05: 0,0775 NIR0,05: 0,0284
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4. Dyskusja

Wprowadzenie do genomu rzodkiewnika przy udziale A. tumefaciens dodatkowej
kopii jednego z genów mirozynaz, TGG1 lub TGG2, pod kontrol¹ konstytutywnego
promotora P-e35S spowodowa³o zmianê aktywnoœci enzymu in planta. Na podstawie
analizy 23 niezale¿nych transformantów, u których stwierdzono obecnoœæ transge-
nu NPTII i/lub produktu jego ekspresji wykazano, ¿e wœród nich, 10 roœlin (43%) cha-
rakteryzowa³o siê istotnie wy¿sz¹, a 8 (35%) istotnie ni¿sz¹ aktywnoœci¹ mirozynazy
w stosunku do roœlin typu dzikiego. U trzech transformantów (13%) nie stwierdzono
aktywnoœci enzymu. Otrzymano tak¿e 2 roœliny (9%) nieró¿ni¹ce siê istotnie aktyw-
noœci¹ w porównaniu z roœlinami WT. Wp³yw na zmiany aktywnoœci enzymu praw-
dopodobnie mog³a mieæ obecna w wektorze sekwencja koduj¹ca mirozynazê. Geny
TGG1 i TGG2 charakteryzuj¹ siê doœæ wysokim podobieñstwem sekwencji nukleoty-
dowych w obrêbie eksonów (75%), natomiast znacznie ni¿szym dla intronów (42%)
(12). W badaniach nad wy³¹czeniem genów wykazano, ¿e aby dosz³o do kosupresji
genów natywnych d³ugoœæ homologicznego fragmentu mo¿e byæ niewielka (13).

Wyciszenie, skutkuj¹ce obni¿eniem aktywnoœci enzymu, a nawet jej brakiem za-
obserwowano w wyniku wprowadzenia dodatkowych kopii genu TGG2. Ueda i in.
(14) wykazali, ¿e produkt ekspresji tego genu wystêpuje w roœlinie g³ównie w kwia-
tach i ³uszczynach, zaœ jest ledwie wykrywalny w liœciach. Mo¿na przypuszczaæ, ¿e
gen TGG2 jest naturalnie wyciszany, a pojawienie siê jego kopii w genomie mog³o
spowodowaæ supresjê genów mirozynaz aktywnych w liœciach. Nie stwierdzono ta-
kiego efektu u roœlin uzyskanych po transformacji Agrobacterium z wektorem pT-
GG1. Przeciwnie, u wiêkszoœci z nich, aktywnoœæ by³a podwy¿szona. Barth i Jander
(15) badaj¹c mutanty rzodkiewnika z insercj¹ T-DNA w genach TGG1 lub TGG2 wyka-
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Rys. 3. Aktywnoœæ specyficzna mirozynazy w liœciach transformantów rzodkiewnika uzyskanych po
transformacji wektorem pTGG1 (A) i wektorem pTGG2 (B). Wartoœci wzglêdne w stosunku do obiektu
kontrolnego (roœliny typu dzikiego). Liniami przerywanymi zaznaczono zakres przedzia³u ufnoœci Dun-
netta.



zali, ¿e w znacznym stopniu za aktywnoœæ enzymu w roœlinie odpowiada locus TGG1.
U mutantów tgg1 obserwowano a¿ 95% redukcjê ca³kowitej aktywnoœci mirozynazy,
podczas gdy u mutantów tgg2 zmiany aktywnoœci by³y niewielkie, co mo¿e sugero-
waæ ró¿n¹ funkcjê genów TGG1 i TGG2 w roœlinie.

Wielu badaczy przypuszcza, ¿e istnieje metaboliczne powi¹zanie pomiêdzy glu-
kozynolanami indolowymi i hormonem roœlinnym kwasem indolilo-3-octowym
(IAA). Potwierdzeniem tych przypuszczeñ mog¹ byæ wyniki badañ, w których uzy-
skano roœliny z nadekspresj¹ niektórych genów w³¹czonych w szlak biosyntezy glu-
kozynolanów indolowych, co przejawia³o siê m.in. utrat¹ dominacji wierzcho³ko-
wej, charakterystycznej dla deficytu auksyn (16). Glukozynolany indolowe mog¹ byæ
tak¿e hydrolizowane przez mirozynazê do indolilo-3-acetonitrylu (IAN), który na-
stêpnie przy udziale nitrylazy przekszta³cany jest do IAA. W pracy nie zaobserwowa-
no jednak ró¿nic w tempie wzrostu i rozwoju u roœlin z podwy¿szon¹ aktywnoœci¹
mirozynazy. Podobnie Normanly i in. (17) nie odnotowali zmian w fenotypie roœlin
rzodkiewnika z nadekspresj¹ nitrylaz.

Mirozynaza naturalnie znajduje siê w komórkach mirozynazowych, które s¹ roz-
proszone w korzeniu, ³odydze, liœciach, ogonkach liœciowych i w siewkach (1,18-20).
W badaniach wykazano, ¿e enzym i substraty rozdzielone s¹ przestrzennie nie tylko
na poziomie subkomórkowym (1). Taka lokalizacja zabezpiecza roœliny przed two-
rzeniem in planta toksycznych produktów hydrolizy glukozynolanów takich jak tio-
cyjaniany, izotiocyjaniany czy nitryle (1). Ektopowa ekspresja genów mirozynazy
mog³a znieœæ przestrzenn¹ izolacjê sk³adników uk³adu obronnego roœlin. Zagro¿e-
nie tworzeniem siê szkodliwych produktów rozk³adu prawdopodobnie nie wystêpo-
wa³o u transgenicznych roœlin z obni¿on¹ aktywnoœci¹ mirozynazy, poniewa¿ zmia-
na ekspresji koduj¹cych je genów spowodowa³a obni¿enie iloœci enzymu. Natomiast
toksyczne zwi¹zki mog³y siê tworzyæ w komórkach roœlin z podwy¿szon¹ aktywno-
œci¹ enzymu. Nie wiadomo, w jaki sposób w roœlinie zachodzi detoksykacja produk-
tów rozk³adu glukozynolanów. Przypuszcza siê, ¿e uczestnicz¹ w tym nitrylazy i me-
tylotransferazy katalizuj¹ce in vivo odpowiednio nitryle i tiocyjaniany (21,22).

Wprowadzenie do genomu rzodkiewnika dodatkowych kopii genu TGG1 i TGG2

spowodowa³o zmiany aktywnoœci mirozynazy in planta. Takie roœliny mog¹ zostaæ
wykorzystane w dalszych badaniach wyjaœniaj¹cych rolê glukozynolanów w odpor-
noœci na czynniki chorobotwórcze oraz znaczenia uk³adu mirozynaza-glukozynola-
ny we wzroœcie i rozwoju.

Badania wykonano w ramach projektu PB 0669/PO6/2002/22 finansowanego przez MNiSW.
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