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W czesci dotyczacej kultur in vitro stosowano stownictwo zgodnie z:
teler M.: Hodowla komérek i tkanek roslinnych. Praca zbiorowa, PWN,
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Poniewaz jednak spadek ten jest znacznie wuniejszy niZ wzrost poziomu W nae
gionach, sugeruje sie iz glukozynolany lub ich prekursory muszg byé trane
sportowane do nasion réwniez z innych czedci rosliny lub tez zachodzi nie-
zale*na synteza w nasionach [23]. Tendencje te sg podobne zardwno u odmian
nisko~ jek i wysokoglukozynolanowyclh,

Zawarto$é glukozynolanéw w nasionach determinowana jest przez genotyp
ro$liny mateczne} [68], Obnizony poziom w liniach niskoglukozynolanowych
nie jest wynikiem ograniczonego transportu glukozynolanéw, lecz prawdopo-
dobnie zmniejszong ich synteza, spowodowans genetyczng blokadg szlaku bio-
syntetycznego [55]. )

U tradycyjnych odmian rzepaku ilodciowo przewazajg glukozynolany alke-
nylowe, ktére w dojrzatych nasionach akumulowane sg w ilosci okoto 150 pmo-
1i na gram $ruty. Znaczne obnizenie poziomu glukozynolandw alkenylowych,
bedgce wynikiem intensywnych prac hodowlanych, wplynelo na zmiane stosunku
glukozynolandw indolowych do caikowitej ilodci tych zwigzkéw, W formach
rzepaku podwdjinie ulepszonego, glukozynolany indoclowe mogg przekraczad
50 %, przy bezwzglednej ich zawarto$ci 510 umoli - g"1 [s4, 67].

Prekursorami glukozynolandéw sg niektére aminokwasy. Endogenne glukozy-
nolany alkenylowe, powszechnie wystegpujgce u rzepaku, syntezowane sg z me-
tioniny, natomiast prekursorem glukozynolandw indolowych Jest tryptofan,
Struktura tadcucha bocznego R innych poznanych glukozynolandw wskazuje,
iz sa one pochodnymi aminokwasdéw biatkowych (alanina, walina, leucyna, ty-
rozyna) oraz niebiatkowyck {np., kwas 2-amino-i4~fenylomastowy) [71}. Zapro-
ponowany schemat biosyntezy glukozynolandéw uwzglednia w taricuchu przemian
takie zwiagzki poédrednie jek aldoksymy, kwasy tiohydroksymowe i desulfogiu=-
kozynolany [50,71]. Procesy prowadzace do powstenia zwigzkéw posrednich,
jak tez szczegblowa biosynteza glukozynolanéw nie sa dokladnie poznane,
wiedzy innymi ze wzgledu na nisksg specyficznosé enzyméw uczestniczgeych w
kolejnych etapach biosyntezy [7,71]. Jednak ostatnio wykazano, iz koricowy
etap przemian, a wiec przeksztalcenie desulfoglukozynolandw do glukozyno-
lanéw, katalizuje enzym sulfotransferaza Zgcznie z PAPS "em, ktéry jest do-
norem siarki [37),

Lokalizacja glukozynolandw w komérce nie zostata dotychczas doktadnie
okreslona. Przypuszcza sig, 2e sa one gromadzone w wakuolach {450, 127].

Glukozynolany sa substancjami nietoksycznymi, jednak produkty ich en-
zymatycznego rozktadu wpiywajs ujemnie na wzrost i reprodukcje zwierzat
skarmianych poekstrakcyjng $rutg odmian tradycyjnych. I tak np. winylo-
oksazolidyntion, produkt hydrolizy progoitryny, powoduje powiekszenie tar-
czycy, natomiast nitryle, produkty hydrolizy glukozynolandw w Srodowisku
kwasnym, ujemnie wplywajg na funkcjonowanie watroby {17, 71]. Z kolei nie~-
ktére izotiocyjaniany (aromatyczne) oraz glukozynolany indolowe dziataja
antyrakowo [111].

Funkcie fizjologiczne glukozynolandw w ros$linie sa s*abo poznane. Pew-
nych danych dostarczajs prace, w ktdérych prébowsno znalezé korelacje mig-.
dzy toksycznymi wiasciwodciami produktéw hydrolizy glukozynolandw a  ode-
dziatywaniem rodlin zawierajacych te zwiazki na owady, patogeny  grzybowe
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i wirusy [17]. Miedzy innymi wykazano, Ze nagromadzenie glukobrassicyny w
lisciach krzyzowych jest podwyzszone u ro$lin zaatakowanych przez owada
Psylliodes chrysocephala [65], Znane jest réwniez negatywne oddziatywanie
izotiocyjanianéw allilowego i butenylowego na wzrost bakterii 1 grzybéw
[17,33]. Odmiany wysokoglukozynolanowe rzepaku sg w mniejszym stopniu
atakowane przez dzikie zwierzeta, co wskazuje na obronng role tych zwigz-
kéw [105].

Glukozynolany uczestniczg réwniez w zjawiskach allelopatii, poniewaz
produkty ich hydrolizy przedostajace sie do gleby mogg oddzialtywaé na inne
roéliny.[18]. Stwierdzono hamowanie kietkowania nasion i znaczng redukcje
systemu korzeniowego rzepaku na terenach, gdzie byl uprawiany w 3-letnim
plodozmianie w poréwnaniu z S-letnim, Ten hamujgcy wplyw przypisuje sie
produktom rozktadu glukozynolandw indolowych, ktére pozostajg w zwiazku z
synteza IAA [78, 105]. Réwniez glukozynolan 3-indolilometylowy moze  byé
przeksztatcony w ro$linie do auksyny, 3-indolilonitrylu i kwasu 3-indoli-
looctowego [71]., Rola glukozynolanéw w metabolizmie rodlin zwigzana Jjest
takze z tym, iZz sg one Zrédtem siarki, Odmiany podwdéjnie ulepszone reaguja
na deficyt siarki w podtozu gwaltowniej niZz odmiany tradycyjne [106]. Dla~
tego tez znaczna redukcja zawartosci glukozynolandw moze mied ujemny wplyw
na wigor nowych odmian i odpornodé na infekcje [105].

Wystepowanie glukozynolandw w roslinach zwigzane jest =z  obecnodcig
enzymu - myrozynazy (p-tioglukozydaza, glukohydrolaza tioglukozydowa
BC 3.2,3.1.). Katalizuje on hydrolize glukozynolandw (w zaleznosci od sub-
stratu i pH) do izotiocyjaniandw, nitryli lub tiocyjaniandw oraz glukozy
i siarczandéw. W wyniku hydrolizy giéwnych glukozynolandw rzepakowych: glu-
konapiny, glukobrassikanapiny i progoitryny powstaja odpowiednie izotio~-
cyjaniany: 3-butenylowy (ITC-B), 4-pentenylowy (ITC-P) i winylooksazoli-
dyntion (WOT).

Myrozynaza wystepuje w idioblastach, wyspecjalizowanych komérkach zwa-
nych komérkami myrozynazowymi, Termin komdérki myrozynazowe zostar po raz
pierwszy wprowadzony w roku 1890 przez Guinarda [9]. Ich wystepowanie
szczegbélowo przebadano w lidcieniach tworzacego sie zarodka, w  kietkujag-
cych nasionach oraz todygach i lisciach gorczycy [97, 123, 124], Obecnosé
komérek myrozynazowych w zarodkach rzepaku oraz w organach siewek innych
przedstawicieli Brassicaceae stwierdzili Tykarska [j19], Iversen i in. [47]
oraz Bones i Iversen [9], Idioblasty myrozynazowe sa rozmieszczone wérdd
komérek parenchymy; réznig sie od nich wielkos$cia, ksztattem oraz zawiera-
Ja specyficzne ciata biatkowe zwane ziarnami myrozynowymi., Badania ultra-
struktury tych komérek wykazaly obecnosé¢ bion szorstkiego retikulum endo-
plazmatycznego, mitochondridéw, diktiosoméw, plastydéw oraz jadra z Jader-
kami [9, 53]. Gtéwnym skiadnikiem komérek myrozynazowych sg ziarna myrozy~
nowe, powstajgce wedlug Werkera i Vaughan [124] z cystern retikulum endo=
plazmatycznego, ktdére zawieraja ten enzym, Natomiast Jorgensen [53] oraz
Hoefert i Martin [42] uwazajda, iz wakuole ulegajs przeksztaiceniu w ziar-
na myrozynowe, Doktadnych danych na temat lokalizacji myrozynazy w komér=-
kach myrozynazowych mogg dostarczyé badania immunohistochemiczne, Ostatnie
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tografia gazowa produktéw rozkladu glukozynolandw lub ich tréjmetylosili-
lowych pochodnych) umo2liwia oznaczenie wszystkich obecnych, glukozynola-
néw, Dominujacymni glukozynolanami w kulturach komérkowych B, juncea byty
glukozynolany indolowe. W kolejnych dniach kultury poziom ich ulegal obni-
%2eniu, a modyfikacja pozywki zmieniata ich poziom tylko czasowo. W przeci-
wieristwie do kultur tkanek i organdw, w kulturach komdérkowych B. juncea,
glukozynolany alifatyczne byly niewykrywalne, nawet po dodaniu do pozywki
ich prekursora - metioniny. Natomiast wprowadzenie do pozywki prekursora
jednego z pos$rednich etapdéw biosyntetycznego szlaku glukozynolanéw (2-ni-
trobenzaldoksym) indukowalo synteze ,sztucznego" glukozynolanu nitrofeno-
lowego i innych metabolitdw siarczanowych, ktdére byly wykorzystywane przez
kultury w procesie wzrostu., Dotychczasowe wyniki badan wskazujg wiec, ze w
kulturach in vitro nie zachodzi synteza de novo endogennych glukozynola-
néw [41],

Badania nad myrozynazg w kulturach in vitro rzepaku podjeli Iversen i
Baggerud [48] oraz Bones |8]. Sa to jedyne doniesienia o aktywnodci enzymu
w kulturach protoplastéw oraz réznicujacym sie kalusie i organach, W ana-
lizowanym materiale autorzy stwierdzili obecno$é myrozyngzy, przy czym jej
aktywnosé byta nizsza w kulturach in vitro niz w materiale, z ktérego ini-
cjowano kultury. Wzrost aktywnmosci myrozynazy towarzyszyt procesom réZni-
cowania tkanki kalusowe]. WyZsza aktywnosé enzymu w kalusie z wyréznicowa-
nymi pedemi w poréwnaniu z kalusem nierdzniculgcym sie oraz fakt, iz enzym
byl wykrywalny w utrzymywanych w hodowli kulturach kalusa, pozwala wiec
sugerowad, iz uktad jest stabilny i moZe byé syntezowany w kulturach in
vitro,

Metoda kultur in vitro wykorzystana w hodowli rzepaku jako uzupeinie-
nie metody konwencjonalne]j, stwarza perspektywy uzyskania ulepszonycn ge-
notypdéw. Zasadniczym warunkiem pozwalajacym na je) zastosowanie w praktyce
Jjest okreslenie czynnikdéw sprzyjajacych intensywnej regeneracji roélin,
U rzepaku, podobnie jak u innych roslin, proces ten zalezy przede wszyst-
kim od genotypu, rodzaju eksplantatu i sktadu pozywki, a zwlaszcza egzo-
gernych regulatoréw, ktdére determinuja indukcje pedéw i korzeni [51]. Role
czynnika genetycznego w procesie regeneracji u rodzaju Brassica analizowa-
1i Murata i Orton [84]. Sposréd siedmiu przebadanych gatunkéw najwickszymi
zdolnosciami do tworzenia pedéw na eksplantatach liscieni charakteryzowaly
sie gatunki zawlerajgce genom C, a wigc Brassica napus i Brassica olera-
cea, Pozwolilo to autorom na wysuniecie hipotezy, Z2e geny odpowiedzialne
za ten proces to geny zlokalizowane wlasnie w tym genomie. Z kolei induk-
cja tkanki kalusowej zwigzana byta z genaml genomu B, co wykazane zostailo
na przykladzie Brassica nigra i Brassica juncea., Ta genetyczna hipoteza
nie wyklucza roli innych czynnikéw, Jak np. obnizonego poziomu sacharozy
(indukeje pedéw) czy interakeji gatunek x auksyna (tworzenie tkanki kaluso-
wed).

Wyniki prac, celem ktérych byto okreslenie zdolnodci regeneracyjnych
réznych eksplantatéw rzepaku, wskazujg na duzy potencjal morfogenetyczny
tej roéliny. Indukcjie organogenezy uzyskano miedzy innymi z lisScieni i ko-



rzeni siewek [72, 99, 1], z wierzchoikdw peddw [16], fragmentdw Yodyg
[59, 113}, Ligci [29), z eksplantatéw epidermy i tkanek  subepidermalnych
[61]. Regeneracja rodlin w kulturach in vitro rzepaku zachodzi poprzez
powstawanie merystemdéw peddw, jak tez poprzez tworzenie zarodkéw somatycz-
nych (somatyczna embriogencza). Przykiady somatycznej embriogenezy u ted
roéliny Adotycza przede wszystkim kultur pylnikowych (86, 87, 110} oraz kul-
tur protoplastdw 66, 73].

Gtéwnmymi osiagnigciami biotechnologii u gatunkéw Brassica, w tym u
rzepaku, sa haploidyzacja poprzez kultury pylnikowe i kultury izolowanych
mikrospor [19, 30, 86, 8/, 117] oraz hodowla cdpornosciowa (herbicydy) z wy~
korzystaniem zawiesin komdrek {104, 115]. 1Inne zagadnienia to kultury pro=-
toplastéw i zwigzana z tym somatyczna hybrydyzacja. Hypokotyle rzepaku sa
najlepszym i najczedciej stosowanym Zrédtem protoplastéw, gdyz ich tkanki
charakteryzuja sie aktywnym wzrostem, duzg zdolnoscig do regeneracji i
stabilnoécia genetyceng [4, 114], Niemniej, regeneracje rodlin rzepaku
uzyskano réwniez z protoplastéw izolowanych z takich tkanek jak  korzenie
[126], lidcienie [76] oraz liscie [63].

Somatyczna hybrydyzacja poprzez fuzje protoplastéw jest olbrzymim po-
stepem w dziedzinie biotechnologii. Z chwilg gdy okazalo sie, ze istnieje
mozliwosé uzyskania roglin mieszancowych w obrebie rodzaju Brassica  oraz
miedzy Brassica napus a przedstawicielami innych gatunkdéw i plemion nale=-
zacych do rodziny Brassicaceae, podjeto intensywne prace zmierzajace de
przeniesienia do rzepaku waznych w programie hodowlanym cech odpornosci,
tolerancii na susze i niskie temperatury oraz cytoplazmatycznej meskie]
sterylnoéci [38, 62, 114, 118]. Piodne mieszarce miedzygatunkowe i miedzy-
rodzajowe uzyskano poprzez fuzje protoplastdw, co nie zawsze bylo mozliwe
w metodzie konwencjonalnej. Podjeto réwniez prdébe przeniesienia z gorczycy
biatej do rzepaku cechy odpornosci na Alternaria sp, i Phoma lignam, Ta
i inne agronomicznie wazne cechy, begdace wynikiem wprowadzenia do rzepaku
obcych gendw (CMS, tolerancja na susze i niskie temperatury) sg eaktualnie
testowane w uprawie polowej mieszancéw somatycznych, Bada sig réwniez moz-
1iwo$é wstecznego krzyzowania mieszancéw z rzepakiem, celem znalezienia
odpornosdci na inne patogeny i szkodniki [38,9&].

Duza wydajnodé opracowanych metod, takich Jak uzyskiwanie podwojonych
naploidéw [87], czy somatycznych mieszarcéw [38], umozliwia wykorzystanie
w programie hodowlanym nowych form rzepaku. Metody te, jal i wystepujgca
niejednokrotnie w kulturach in vitro zmiennosé socmaklonalna, przyczyniaja
si¢ do poszerzenia puli genetycznej tej waznej rolniczo rosliny.



3. MATERIAL I METODY

3.1, Material roslinny

Materia do dosdwiadczen stanowilty trzy odmiany rzepaku ozimego Brassi-
ca napus L. spp. oleifera, o réznej zawartosci glukozynolandw i kwasu eru-
kowego w nasionach: i

- Jet Neuf - odmiana francuska, wysokoglukozynolanowa, o obniZonym po=~
ziomie kwasu erukowego w nasionach, ,0";

- Jantar - odmiana polska, podwéjnie ulepszona, ,00" (obniZony poziom
glukozynolandw i kwasu erukowego), wpisana do Rejestru Od-
mian w 1985 r. [39];

- Bolko - odmiana polska, podwéjinie ulepszona, ,00", uzyskana w wy-
niku dwustronnego przekrzyzowania czterech rodéw dwuzero-
wych rzepaku z odmiang Jet Neuf, przyjeta do Rejestru 0d-
mian w 1989 r, [95].

Nasiona badanych odmian uzyskano z Zakadéw Doswiadczalnych Instytutu
Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin w Matyszynie i Borowie, Roséliny rzepaku, =z
ktérych pobierano tuszczyny, rosty na poletkach Stacji Dogwiadezalne) Oce-
ny Odmian w Chrzgstowie,

3.2, Kultury in vitro izolowanych organdéw rzepaku

A, Kultury liscieni

Nasiona rzepaku sterylizowano powierzchniowo w 0,2 % HgCl2 z dodatkiem
Tween’'u 20 przez 15 minut, nastepnie ptukano w sterylnej wodzie i wyktada-
no na rozciericzong (1:1) mineralng pozywke Murashige i Skoog’a [83] zesta-
long agarem (0,8 %). Po trzech dniach z kieXkujacych nasion izolowano 1is=-
cienie, cieto na potowe i wykladano na pozywke MS z 1,86 mg -1'1 NAA +
+ 2,25 mg - 17 BAP (= 10 pM NAA + 10 uM BAP [99]).

B. Kultury wierzchotkéw peddw siewek

Z pigciodniowyech, sterylnych siewek rzepaku izolowano 0,5 cm wierz-
cholki pedéw. Umieszczano Je na pozywce MS z regulatorami wzrostu:
1,12 mg a2 BAP, 1,86 mg .177 Naa + 2,25 mg +1~7 BAP 1ub na poiywce  bez
regulatordéw wzrostu (kontrola).

C. Kultury izolowanych Xuszczyn

Luszczyny izolowano z ro$lin rosnacych w warunkach polowych (maj - 1i-
piec 1989, 1990). Po 15 minutach sterylizacii w 0,2 % HgCl, =z dodatkiem
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Tween’u 20 i kilkakrotnym ptukaniu w sterylnej wodzie inkubowano je na po=-
zywke MS z witaminami wed}ug Gamborga [28].
Badanym czynnikiem endogennym byla faza rozwojowa izolowanej luszczy-
ny:
a) faza I - okolo 6 dnia po zaptodnieniu, zarodek w stadium kulistym,
b) faza IT ~ okoto 8 dnia po zaplodnieniu, zarodek w stadium sercowa-
tym (poczatkowe),
¢) faza III - okolo 10 dnia po zaptodnieniu , zarodek w stadium serco-
watym {starsze),
Z czynnikéw egzogennych przebadano wplyw zestalenia pozywki (0; 0,5 %;
0,8 % agaru) oraz rodzaj i stezenie regulatoréw wzrostu (tab. 3).

Kultury liécieni, wierzchotkéw pedéw siewek oraz izolowanych uszczyn
rzepaku rosty w warunkach 16 h fotoperiodu (16 h swiatto/8 h ciemnosd),
przy natezeniu $wiatla okoto 3000 1x (34,9 uM em2 'sek'1), w temperaturze
25+2°, Po 4 -6 tygodniach wzrostu okreslano ich potencjal morfogene-
tyczny.

L}

3,3, Analizy biochemiczne i cytologiczne

3,3,1, Oznaczanie aktywnosci myrozynazy

Aktywnoié myrozynazy oznaczano metodg opisang przez Iversena i in.
[47]. Swiezq mase (1 g) homogenizowano w buforze imidazolowym (0,010 M) o
pH 6,2. Homogenat wirowano przez 15 minut przy 10000xg w temperaturze
+4°9cC, Nastepnie supernatant dializowano przez 24 h w tym samym buforze,
Do oznaczen pobierano 0,5 ml supernatantu (enzym), dodawano 0,5 ml sini-
griny (glukozynolan 2-propenylowy = substrat) i 1 ml buforu cytrynianowego
o pH 5,5. Mieszanineg inkubowano w temperaturze 37 °c przez 20 minut, po
czym reakcje hamowano przez umieszczenie préb na okres 5 minut we wrzace}
Yasni wodnej. W wyniku hydrolizy sinigriny uwolniona zostaje glukoza, kté-
ra tworzy barwny kompleks ze specyficznym odczynnikiem GOD-~Perid (bufor
fosforanowy, peroksydaza, oksydaza glukozy). Po dodaniu 5 ml tego odczyn-
nika do mieszaniny reakcyjnej i inkubacji w temperaturze 37 °c przez 15 mi-
nut, mierzono absorbancje przy 420 nm wobec préby odczynnikoweJ (bufor
imidazolowy, sinigrina, bufor cytrynianowy, GOD-Perid). Iloéé uwolnioned
glukozy odczytywano z krzywe] wzorcowe], Aktywnosé specyficzng wyrazano w
mikromolach uwolnionej glukozy/ min/ mg bialka. Bialko oznaczano metods
Lowry i in, [75], stosujac jako wzorzec albuming wolows.

3.3,2, Mikroskopia $wietlna i1 elektronowa

Do badar anatomicznych, celem ktérych bylo stwierdzenie zmian zacho-
dzacych w hodowanych in vitro tuszczynach, material utrwalano w FAA (for-
malina - etanol - kwas octowy). Utrwalone }uszczyny cigto na Jjednocenty-~
metrowe odcinki, odwadniasno we wzrastajgcych stezeniach alkoholu 1 =zata-
piano w parafinie, Skrawki mikrotomowe o grubodéci 14 pm po odparafinowaniu
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i uwodnieniu barwiono hematoksyling wediug Heidenheina [28],

Celem stwierdzenia wystepowania komdérek myrozynazowych oraz ich roz=
mieszezenla w analizowanym materisle, 1 -2 mm fragmenty tkanek utrwalano
w 2,5 % aldehydzie glutarowym w buforze kakodylanowym (pH 7,2) przez 24 h,
Po trzykrotnym ptukaniu tkanek w buforze (kakodylanowy), ponownie je U
trwalano w czterotlenku osmu (2 % 0s0,, w buforze kakodylanowym). Pc odwod-
nieniu materiaiu we wzrastajacych stezeniach alkoholu zatapiano tkanki w
2ywicy eponowe] [81}. Proces polimeryzacli przeprowadzano w temperaturze
60 °C przez 48 h,

Pétcienkie skrawki do mikroskopii $wietlnej cieto na ultramikrotomie
(LKB Ultratome IV), Przenoszono Je nastepnie na szkielka przedmiotowe i
podgrzewano do temperatury 70 % podczas barwienia 1 % blekitem toluidyno-
wym, Obecnodé komérek myrozynazowych sprawdzano w mikroskopie z kontrastem
fazowym,

Ultracienkie skrawki do mikroskopii elektronowe3 kontrastowano przez
15 minut w 1 % octanie uranylu, & nastepnie w cytrynianie oXowiu, Ultra=~
strukture komérek myrozynazowych analizowano w mfkroskopie elaktronowym
JEOL 100 B,

Obecnosé komérek myrozynazowych analizowano réwniez metods immuno-
histochemiczng z zastosowaniem specyficznych przeciwcial na myrozynaze,
Kompleks myrozynaza - przeciwciato znakowano barwnikiem fluorescencyinym
lub peroksydaza [116]. Badania te, jak réwniez zwigzane z mikroskopig e~
lektronowg, zostaly wykonane w Laboratorium prof, Iversena w  Instytucie
Botaniki Uniwersytetu w Trondheim (Norwegia),

3.3.3. Wysokosprawna chromatografia cieczowa

Materiat roélinny, pochodzacy z kultur in vitro lub tuszezyny, bezpo-
Srednio po przewiezieniu z pola zamrazano w cieklym azocie, a nastepnie
liofilizowano., Prébki o masie 0,1 ~0,5 g ekstrahowano wrzgcym 70 ¥ metano-
len ze sterndardem wewnetrznym (glukobarbaryna), Nastepnie na mikrokolumny
z DEAE - Sephadexem nanoszono 1 ml ekstraktu, przemywsano wods, buforem oc-
tanowym {0,01 M, pH 5,0) i dodawano roztwér sulfatazy. Po okoto 416 h inku-
bacjl, desulfoglukozynolany wymywano z kolumny woda i poddawano WYSOKO=
sprawnej chromatografii cieczowej [7,56]*.

Doéwiadczenia wykonano w trzech powtérzeniach, Uzyskare wyniki poddano
analizie wariancil i wyliczono NUR, a nastepnie okreslono korelacje linio-
we poszczegblnych czynnikdéw,

® Anelizy wykonano w Instytucie Genetyki PAN w Poznaniu,



4, WYNIKI

4.1, In vitro - kultury tkankowe

4,1,1, Morfogeneza izolowanych organéw rzepaku (liscienie, wierzcholki pe-
déw siewek, tuszczyny)

Liscienie izolowane z kietkujgcych nasion i umieszczone na pozywce MS
z regulatorami wzrostu ulegaly zazielenieniu i powigkszeniu, a nastepnie
tworzyly korzenie (po 1 -2 tygodniach), tkanke kalusowa (po okoto 2 tygod-
niach) i pedy (po okoto 3 tygodniach), (tab. 1 oraz rys. 2).

Tabela 1
Table 1

Potencjat morfogenetyczny liscieni rzepaku inkubowanych na poizywce MS
z 1,86 mg.1-1 NAA + 2,25 mg - 1-1 BAP (okres inkubacji - 4 tygodnie)

Morphogenetic potential of oilseed rape cotyledons growing on MS medium
with 1,86 mg « 1-1 NAA + 2,25 mg+ 1-1 BAP (incubation period - 4 weeks)

Réznicowanie liscieni (%) *
0Odmiana Differentiation of cotyledons (%) *
Cultivar kalus kalus + korzenie pedy
callus callus + roots shoots
Jet Neuf 75 53 26
Bolko 60 50 15
Jantar 60 43 13

*® kazda odmiana obejmowala 24 liscienie

¥ each cultivar was represented by 24 cotyledons

Jet Neuf Bolko Jantar

Rys.2, Wplyw regulatordw wzrostu (1,86 mg « 17 NAA + 2,25 mg « 1~1 BAP)
na réznicowanie liscieni badanych odmian rzepaku w kulturach
in vitro (okres inkubacji - 4 tygodnie)

Fig.2. The effect of growth regulators (1,86 mg - 1~7 NAA + 2,25 mg » 1-1
BAP) on differentiation of cotyledons of investigated oilseed
rape cultivars in in vitro culture (incubation period - & weeks)
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Kalus tworzyl sie przede wszystkim w mMejscach przeciecia lidcieni.
Obfity, biaXo-26kty kalus miak zdolnosé do ryzogenezy, natomiast zbity, o
barwie zielonej, posiadal wkasciwodci pagczkotwércze., Niekiedy obserwowano
organogeneze bezposrednig, bez stadium kalusa, przy czym pedy wyrastaly w
miejscu, w ktédrym odcinano ogonek li$cienia,

Jak wynika z danych przedstawionych w tabeli 1, badane odmiany réznity
sie zdolnoSciami morfogenetycznymi. Proces regeneracji zachodzil intensyw-
niej na liscieniach odmiany Jet Neuf niz na liscieniach odmian podwéjnie
ulepszonych, Natomiast zdolnoéé do organogenezy odmian Jantar i Bolko byta
zblizona,

Rozwd]j izolowanych wierzchoxrkdéw pedéw pieciodniowych siewek zalezal od
obecnosci regulatordw wzrostu,

Jet Neuf Bolko Jantar

Rys.3, Wplyw regulatoréw wzrostu na réznjicowanie wierzcholkéw pedéw
siewek badanych odmian rzepaku w kulturach in vitro: A - O re-
gulatordéw wzrostu, B - 1,12 mg.1-1 BAP, C - 1,86 mg » 1~1 NAA +
+ 2,25 mg + 1~1 BAP (okres inkubacji - 4 tygodnie)

Fig.3. The effect of growth regulators on differentiation of seedling
shoot tips of investigated oilseed rape cultivars in in vitro
culture: A = O growth regulators, B -« 1,12 mg .1-1 BAP, C -
1,86 mg - 1-1 NAA + 2,25 mg » 1=1 BAP (incubation period - 4 weeks)
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Z wierzcholkéw inkubowanych na poiywce kontrolne] (bez regulatordéw wzros-
tu) rozwijaty sie pojedyncze, ukorzenione roélinki (rys. 3A). Dodanie do
pozywki BAP (1,12 ng - 1'1) indukowato rozwdj pakéw bocznych, z  ktérych
rozwijaty sie liczne pedy (rys. 3B). Zastosowanie kombinacji NAA + BAP
stymulowato ponadto indukcje tkanki kalusowej, z ktérej tworzyty sie ko=
rzenie (rys. 3C), Zdolnoéci morfogenetyczne eksplantatéw trzech
odmian byty zblizone. Indukcja tkanki kalusowe] oraz organogeneza
dzita na 90 - 100 % wierzchotkéw peddéw siewek (tab, 2).

badanych
zacho=-

Tabela 2
Table 2

Wpiyw regulatoréw wzrostu na réznicowanie wierzcholkéw pedéw
siewek rzepaku (okres inkubacji - 4 tygodnie)

The effect of growth regulastors on differentiation of oilseed rape
shoot tips of seedlings (incubation period - 4 weeks)

Stezenie regulatordw Réznicowanie wierzchotkéw (%)
wzrostu Differentiation of shoot tips (%)
(mg+ 1-1)
Growth 1ator Odmiana
r regulators .
concentration Cultivar
*
(mg«1°") Jet Neuf Bolko Jantar
0 90 95 95
1,12 BAP 100 100 95
1,86 NAA + 2,25 BAP 100 95 100

¥ xazda kombinacja obejmowata 24 wierzcholki pedéw
* each combination was represented by 24 shoot tips

Kolejnym etapem badar bylo okreslenie czynnikdéw wptywajgcych na morfo-
geneze izolowanych tuszczyn rzepaku, W dodwiadczeniach wstepnych wykazano,
iz wzrost i rozwdj tuszeczyn réznych odmian zachodzi w kulturach
podobnie i zalezy miedzy innymi od fazy rozwojowej izolowane]

in vitro
lﬁszczyny
[26]. Z tego wzgledu szczegbtowa analize wzrostu przeprowadzono na izolo-
wanych fuszczynach odmiany Jet Neuf, natomiast do badar nad wpilywem czyn-

nikéw endogennych na dojrzewanie nasion wykorzystano luszczyny izolowane
w réznych fazach rozwojowych,

Jak wynika z danych przedstawionych w tabeli 3, na wzrost elongacyjny
tuszczyn mialy wplyw badane czynniki zewnetrzne, jak stopienr zestalenia
pozywki i regulatory wzrostu. Najmniejsze przyrosty diugoéci  stwierdzono

w tuszczynach hodowanych na pozywce pozbawiunej regulatoréw. Wynosilty one
(bez wzgledu na stopien jej zestalenia) 0,47 - 0,58 cm,

Wykazano wspditdziatanie regulatordw wzrostu ze stopniem zestalenia po-
zywki w stymulacji przyrostéw na dtugos$é izolowanych *uszczyn, ktére wyno-
sity $rednio 1,0 cm (pozywka piynna), 1,08 cm (0,5 % agaru) i 1,43 cm
(2,8 % agaru). Optymalna pozywka dla elongacji luszczyn okazata sie pozyw-



20

ka zestalona (0,8 % agaru) i zawierajaca kombinacje 1,0 mg. 1~
BAP, na ktérej przyrosty drugoscl wynosity ponad 2,0 cm (ta=-

+ 1,0 mg . 171
bela 3),

1 NAA +

Tabela 3
Table 3

Wpiyw regulatordéw wzrostu 1 stezenia agaru w poZywce na przyrosty
diugodéci *uszczyn oraz % Xuszczyn, w ktérych dojrzewaty nasiona
(III faza rozwojowa, okres inkubacji - 4 tygodnie)

The effect of growth regulators and agar concentration in the medium
on siliques elongation and % of siliques with ripe seeds
(III stage of development, incubation period - 4 weeks)

Stezenie regulatoréw

Przyrosty diugodci (cm)

% Tuszczyn z doj~-
rzatymi nasionami

wzrostu . Increase in length (cm) % of siliques
(mg . 1-1) with ripe seeds
Growth regulatars s
concentratign N tezenie :ga:? (%z%)
(mg 2171 gar concentration
o} 0,5 0,8 x 0 0,5 0,8
(o] 0,54 | 0,47 | 0,58 | 0,53 | 33,3 | 50,0 | 30,7
0,5 NAA 1,05 | 1,37 | 1,20 | 1,21 38,3 | 38,3 | 42,2
1,0 NAA 0,85 1,01 1,30 1,05 50,0 33,3 68,3
0,5 BAP 1,80 0,81 1,25 1,29 56,6 41,6 58,3
1,0 BAP 1,44 1,55 1,70 1,56 45,0 20,0 68,8
0,5 NAA + 0,5 BAP 0,65 1,08 1,55 1,09 45,0 33,3 72,3
0,5 NAA + 1,0 BAP 0,65 0,83 1,65 1,04 25,0 33,3 45,0
1,0 NAA + 0,5 BAP 0,85 | 1,25 | 1,60 | 1,23 | 16,6 | 10,0 | 90,0
1,0 NAA + 1,0 BAP 1,25 | 1,35 | 2,05 | 1,55 | 66,6 | 80,0 | 85,0
X 1,00 | 1,08 | 1,43
NURO,OS dla:
I_SDO,05 for:
stezenia agaru
~ agar concentration (1) 0,155
regulatoréw wzrostu
~ growth regulators (11) 0,268
interakcji
“ interaction (Ix11) 0,465
¥ kazda kombinacja obejmowata 20 tuszczyn
¥ each combination was represented by 20 siliques
W poréwnaniu z tuszczynami rozwijajgcymi sie na ro$linach, u ktérych

dlugosé 1 szeroko$é wzrastajs proporcjonalnie, luszczyny hodowane in vitro
przyrastaly znaczniej na grubosé., Proces ten byl szczegdlnie widoczny w

tuszczynach inkubowanych na pozywce plynnej (rys. 4).
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Stezenie agaru (%)
Agar concentration (%)

0 0,5 0,5 1,0 NAA
0 0,5 1,0 1,0  BapP

Stezenie regulatoréw wzrostu (mg - 1-M
Growth regulators concentration (mg . 1=
Rys.4, Wplyw regulatoréw wzrostu i stezenia agaru na morfogenezg

izolowanych tuszczyn rzepaku (odmiana Jet Neuf) w kulturach
in vitro (okres inkubacji - 4 tygodnie)

Fig.h, The effect of growth regulators and agar concentration on the
morphogenesis of isolated oilseed rape (cv. Jet Neuf) siliques
in in vitro culture (incubation period - &4 weeks)

Jak wykazaly badania anatomiczne, proces zwigkszania grubosci tuszczyn
spowodowany byt znacznym powiekszeniem komérek w nastgpstwie bezposrednie-
go kontaktu eksplantatéw z pozywkg (rys. 5A).

Faza rozwojowa izolowanej Xuszczyny i zwigzany z tym rozZW8J zarodka
byla bardzo waznym czynnikiem wplywajacym na dojrzewanie nasion W tuszczy=-
nach hodowanych in vitro., W luszczynach izolowanych w fazie IT i 111, a
wiec okoto 8 i 10 dnia po zaplodnieniu, dojrzewalo wigcej nasion niz w

ruszczynach izolowanych w fazie I, a wigc modszych (tab. 4).
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Rys.5. Przekroje poprzeczne przez tuszczyny rzepaku {odmiana Jet Neuf)

rosngce W kulturach in vitro: A - grubienie tkanek tuszczyny
(st) i falszywej przegrody (rb), B - zamieranie nasion (s), (o=
kres inkubacji - 4 tygodnie, pozywka piynna, 0 regulatordw
wzrostu, x 500)

Fig.5. Cross section through oilseed rape siliques Ecv. Jet Neuf)
grown in vitro: A - thickening of silique tissue (st) and re-

plar bundle (rb), B ~ seed degeneration (s), (incubation peri-
od - 4 weeks, liguid medium, O growth regulators, x 500)

Badania mikroskopowe wykazaty, iz w mtodszych Iuszczynach wiekszosé
formujacych sig nasion posiadala zarodki w stadium kulistym, Te faze roz=~
wojowg zarodka uznaje sie za heterotroficzng, Réwniez bielmo nie Jest

Jeszcze w pelni wyksztalcone i z tego powodu zarodki te nie sg zdolne do
dalszego rozwoju na syntetycznej pozywce.

Z fazg rozwojowa luszczyny wspéidziatat badany czynnik egzogenny ~ ze-
stalenie pozywki, Najwiecej zaplodnionych zalgikéw przeksztatcalo sie w
nasiona w uszczynach, ktére byty inkubowane na poiywce piynnej. Nie na
wszystkich jednak tworzyta sie twarda i ciemna okrywa nasienna, Osiaggaty
one rozmiary zbliZone do nasion dojrzatych, pozostawaly zielone, Jjednak po
pewnym czasie niektére z nich zamieraty (rys. 5B).
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Tabela &
Table 4

Wptyw fazy rozwojowej izolowanej luszczyny, regulatordéw wzrostu
oraz stezenia agaru w pozywce na liczbe dojrzatych nasion
w kulturach in vitro ruszczyn rzepaku (okres inkubacji - 4 tygodnie)

The effect of developmental stage of isolated oilseed rape siliques,
growth regulators and agar concentration in the medium on the number
of ripe seeds in oilseed rape siliques grown in vitro
(incubation period - 4 weeks

Liczba dojrzatych nasion
Number of ripe seeds
Stezenie regulatordw Stesenie agaru (%)
WZPOSE¥ - Agar concentration (%)
(mg+17")
0 0,5 0,8
Growth regulators
concentration Faza rozwojowa izolowane] luszczyny
(mg _1-1)* Developmental stage of isolated silique
I |ITI|1TI] % | T |[IT |1XI| % | I |II |III| X
0 31814 |5,0]|1 3 3 12,31 2 2 312,3
0,5 NAA 1 5 L 13,31 2 2 |4 2,710 &4 513,0
1,0 NAA 0 1 311,311 2 1 1,31 0 4L 212,0
0,5 BAP 2 314 (3,01 4 2 12,31 4 212,3%
1,0 BAP 3 6 6 15,0} 1 2 312,011 4 4 13,0
0,5 NAA + 0,5 BAP o|{116|2,3l0|3|6|3,0|2|6]| 6|24,7
1,0 NAA + 0,5 BAP ojol| 6 12,0]1 2 2 11,71 0] 3 6 (3,0
0,5 NAA + 1,0 BAP 0 3 5 12,71 1 3 2 [2,0] 0 4 212,0
1,0 NAA + 1,0 BAP 4 6 6 15,3 1 2 2 1,7 2 4 4 13,3
0,5 ABA - - - - -~ =] - - - -110] =
1,0 ABA B e e T T e B A I 2
z 1,413,714,9 1,012,5|2,8 0,913,9(5,2
NURO,O5 dla:
LSDO’05 for:
regulatoréw wzrostu
~ growth regulators (1) 0,56
stezenia agaru
~ agar concentration (11) 0,32
fazy rozwojowe]
" developmental stage (111) 0,32
_ interaked1 (%Ixng 8’32
interaction (1T x 11 0’55
’

¥ kazda kombinacja obejmowata 20 tuszczyn
¥ cach combination was represented by 20 siliques

W niektdérych tuszczynach hodowanych na pozywce zestalone] réwniez ob-
serwowano zahamowanie dalszych etapéw dojrzewania nasion 1 przedwczesne
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ich kielkowanie (rys.6). Niemniej w tuszczynach inkubowanych na pozywce
zestalonej (0,8 % agaru) liczba dojrzatych nasion byla najwieksza (tab.4).
Réwniez w tych warunkach procent tuszczyn, w ktérych dojrzewaty nasiona,
byt najwyzszy (tab, 3),

0 0,5 NAA 1,0 NAA 1,0 BAP

Stezenie regulatoréw wzrostu (mg -1'1)
Growth regulators concentration (mg . 1'1)
Rys.6. Pekanie izolowanych tuszczyn rzepaku (odmiana Jet Neuf)

w kulturach in vitro i kielkowanie nasion (pozywka zesta-
lona, okres inkubacji - 6 tygodni)

Fig.6. The splitting of isolated oilseed rape siliques (cv, Jet
Neuf) in in vitro culture and seeds germination (solidi-
+ fied medium, incubation period - 6 weeks)

Analizujgc role regulatordéw wzrostu w procesie dojrzewania nasion w
izolowanych tuszczynach wykazano, iZ regulatory wzrostu wplywaly na liczbe
nasion, wspétdziatajgc w tym procesie z badanymi czynnikami (faza rozwojo-
wa tuszczyny, stopien zestalenia pozywki), Wyniki te zostaly potwierdzone

przy zastosowaniu analizy statystycznej. Badanym regulatorem wzrostu z
grupy auksyn byt NAA, Zwigzek ten odnosnie liczby wyksztaiconych nasion
okazal sie efektywniejszy w stezeniu 0,5 mg -1'1 niz w stezeniu

1,0 mg -1'1. Regulator wzrostu z grupy cytokinin, BAP, w stezeniu
1,0 mg -1'1 wywieral stymulujgcy wpiyw na dojrzewanie nasion w tuszczynach
izolowanych w II i III fazie rozwojowej. Jednakze na kombinacji obu tych
regulatoréw wzrostu uzyskano lepsze wyniki. Wykazano, iZ dla dojrzewania
nasion w uszczynach hodowanych na pozywce piynnej, najlepsze steZenie wy-
nosito 1,0 mg 01'1 NAA + 1,0 mg ~l"1 BAP, za$ na pozywce z 0,8 % agaru
0,5 mg +1~1 NAA + 0,5 mg +1”1 BAP (tab.4).

Regulatory wzrostu wpiywaty nie tylko na wydtuZanie izolowanych usz-
czyn 1 liczbe dojrzaitych nasion, ale réwnie? indukowaly proces rdéznicowa-
nia fuszczyn. Obecno$é NAA w pozywce miata stymulujgcy wpiyw na tworzenie
korzeni u ich nasady, Badana auksyna zastosowana w kombinacji z cytokining
indukowata tworzenie tkanki kalusowej (rys. #, rys, 7B), korzeni (rys. 72B)
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i pedéw (rys. 7A), przy czym zdolnoéé do tworzenia pedéw wykazaly tuszczy-
ny mlodsze, izolowane w I fazie rozwojowe} (rys. TA).

0 1,0 0 1,0 1
0 1,0 0 0 1

,0 NAA

0 BAP
Stezenie regulatordw wzrostu (mg -1'1)

Growth regulators concentration (mg-. 1‘1)

Rys.7. Wptyw regulatoréw wzrostu na indukcje tkanki kalusowe]
i organogeneze izolowanych tuszczyn rzepaku (odmiana
Jet Neuf? w kulturach in vitro: A - I faza rozwojowsa,
okres inkubacii - 9 tygodni, B - IITI faza rozwojowa,
okres inkubacji ~ & tygodni

Fig.7. The effect of growth regulators on callus induction
and organogenesis of isolated oilseed rape (cv, Jet
Neuf) siliques in in vitro culture: A ~ I stage of de-
velopment, incubation period - 9 weeks, B - IIT stage
of development, incubation period - 6 weeks

Tak wiec wykazano, iz badane czynniki endo~ i egzogenne wplywaty na
morfogeneze izolowanych luszczyn rzepaku i dojrzewanie w nich nasion, Naj-
wazniejszym z czynnikéw byta faza rozwojowa izolowanej tuszczyny, nato-
miast warunki kultury, takie jak steienie agaru w poZywce i regulatory
wzrostu, stanowity czynniki drugorzedne, lecz réwniez istotne.

W oparciu o wnioski wyptywajace z tych doswiadezeri przebadano wptyw
kwasu abscysynowego, zwigzku uczestniczacego miedzy innymi w procesach
dojrzewania i starzenia, Mial on bardziej stymulujacy wplyw na liczbe doj=-
rzatych nasion niz pozostale regulatory wzrostu., Podczas gdy w Tugzczynach
hodowanych na optymalnej kombinacji NAA + BAP liczba dojrzalych nasion wy-
nosita 6, pod wptywem ABA ilo$é ich zwiekszala sig¢ do 10 -13 (tab, 4). Po-
nadto obserwowano znany efekt ABA objawiajacy sie zahamowaniem przedwczes-
nego kietkowania nasion,

4,1,2, Aktywno$é myrozynazy i wystepowanie komdrek myrozynazowych w kultu-
rach ligcieni i wierzchotkéw pedéw

Okreélenie warunkéw dla wzrostu i résnicowania eksplantatdéw rzepaku
bylo etapem wstepnym do dalszych badan nad metabolizmem glukozynolandw,
Wezedniejsze prace wykazaly, 1z w lidcieniach rzepaku hodowanych w warune
kach in vitro zachodzi szybki rozktad glukozynolandw [100]. Obecnie (w a-
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Spoéréd przebadanych trzech odmian rzepaku, lidcienie odmisny Jet Neuf
wykazaly najlepsze zdolnogci do organogenezy (tab. 1), Poréwneno wiec ak-
tywnosé¢ myrozynazy w czterotygodniowych liscieniach tej odmiany, bedacych
w kolejnych etapach réinicowania, Jak wynika z rysunku 8 i tabeli 5, pro-
ces organogenezy liscieni zwigzany byl ze wzrostem sktywnosci enzymu,
Znacznie niZszg aktywnosé stwierdzono natomiast w liscieniach, na ktérych
tworzyta sie tkanka kalusows oraz w lisScieniach, ktére tylko powiekszaly
sie (tab. 5).

Tabela 5
Table 5

Poréwnanie aktywnosci specyficznej myrozynazy w lidcieniach rzepaku
(odmiana Jet Neuf) w kolejnych etapach ich réznicowania (pozywka MS +
+ 1,86 mge1"! NAA + 2,25 mg - 1~! BAP, okres inkubacii -~ &4 tygodnie)

Comparison of specific myrosinase activity in oilseed rape cotyledons
(cv. Jet Neuf) during their differentiation (MS medium +
+ 1,86 mg+1"1 NAA + 2,25 mg - 1-1 BAP, incubation period - 4 weeks)

Aktywnosé myrozynazy

Etap ré2nicowania (umol - mg'1- min~ 1)
Stage of differentiation Myrosinase activity
(umol » mg™" + min~1)

Lidcienie powiekszone

Enlarged cotyledons 0,0163
Liscienie z wyréZnicowang tkanka kalusowg 0.0082
Cotyledons forming callus ’
Lidcienie tworzace pedy i korzenie 0,0737
Cotyledons forming shoots and roots ’
NUR
0,05

00,0040

LSDO’05 ’

Aktywnosé enzymu w roglinach uzyskanych z 1lidcieni i wierzcholkéw pe~
déw byla zblizona (rys. 9), Zdolnoéci morfogenetyczne wierzchotkéw  pedéw
zalezaty od obecnoéci regulatoréw wzrostu w poiywce, ktdére wplywaly  réw-
niez na aktywnosé myrozynazy., W odtworzonych z wierzchoikéw pedéw pojedyn-
czych roflinach (pozywka bez regulatoréw wzrostu) aktywnosdé  enzymatyczna
byta zbliZona do aktywnosci w materiale wyjSclowym. Natomiast proces na-
mnazania, bedacy wynikiem inkubacji eksplantatéw ne pozywke z 1,86 mg- 1'1
NAA + 2,25 mg -1"1 BAP zwigzany byt ze znacznym wzrostem aktywnosfcl enzy-
mu (rys. 9). Wyniki te popieraja hipoteze o moziiwoéci syntezy myrozynazy
w kulturach in vitro, jak teZ wskazuj)a na powlgzania miedzy aktywnoscig
enzymu 2 regulatorami wzrostu indukujgcymi réznicowanie organéw,

W dalszym etapie pracy badano zaleznodcl miedzy zréznicowang aktywnod-
cia enzymu a wystepowaniem komérek myrozynazowych, Obecnoéé ich stwierdzo-
no w materiale wyj$ciowym, & wiec w lisScleniach, ktére izolowano z kieltku-
Jacych naslon., Stosujac specyficzne na myrozynaze przeciwciata i znakowa~-
nie barwnikiem fluorescencyjnym lub percksydazg wykazano, 1z wystepowaly
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one w parenchymie liscieni, zaréwno u odmiany wysokoglukozynolanowej (Jet
Neuf), jak i ulepszonej (Bolko). Inne czeéci dojrzatego zarodka (Jak np.
korzenie), réwniez zawieraly komérki myrozynazowe rozmieszczone w ze-
wnetrznych warstwach kory pierwotnej (rys, 10).
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Jet Neuf Bolko Jantar Jet Neuf Bolko Jantar
Odmiana - Cultivar

Rys.9. Poréwnanie aktywnosci specyficzne) myrozynazy w réznicujgcych sie
1liscieniach 1 wierzcholkach peddéw siewek rzepaku w kulturach in
vitro; A - materiat wyjsciowy, B - po 4 tygodrniach wzrostu na po-
2ywce z 1,86 mg .« 1-1 NAA + 2,25 mg - 1-1 BAP, C - po 4 tygodniach
wzrostu na pozywce bez regulatoréw wzrostu

Fig,9., Comparison of specific myrosinase activity in differentiated oil-~
seed rape cotyledons and seedling shoot tips; A - initial materi-
al, B ~ after 4 weeks of growth on the medium with 1,86 mg+ 1-1
NAA + 2,25 mg - 11 BAP, C - after 4 weeks of growth on the medium
without growth regulators

Rys.10. Wystepowanie komérek myrozynazowych w lidcieniu rzepaku odmiany
Jet Neuf (A) i1 wierzcholku korzenia odmiany Bolko (B) po trzech
dniach kietkowania (x 240)

Fig.10. Occurrence of myrosin cells in cotvledon of Jet Neuf cultivar
A) an)d root tip of Bolko cultivar (B) germinated for 3 days
x 240




29

Natomiast badania przeprowadzone na materiale pochodzacym z kultur in vi-
tro, a wigc na czterotygodniowych wyréznicowanych roélinach, nie wykazaly
obecnosci komdérek myrozynazowych,

4,1,3, Glukozynolany, sktywnosé myrozynazy i wystgpowanie komérek myrozy-
nazowych w kulturach uszczyn

Kolejiny etap badar nad metabolizmem glukozynolanéw zwigzany byt z fazg
generatywna rzepaku, & wiec okresem intensywnej syntezy i akumulacji glu~
kozynolanéw w nasionach, Jsk wykazano, poziom glukozynolandw w izolowanych
tuszczynach rzepaku zalezal od odmiany i warunkéw kultury.

W Iuszczynach odmiany Jet Neuf, w pierwszym tygodniu ich kultury na
pozywce ptynnej (bez agaru), jak i zestalonej (0,8 % agaru), stwierdzono
wzrost zawartodci niektérych glukozynolandw, Dalszemu rozwojowi  izolowa-
nych tuszczyn towsrzyszyto obnizenie poziomu glukozynolanéw. Poczgtkowo
proces ten przebiegal wolniej w tuszczynach rozwijajacych sig na pozywce
ptynnej niz agarowej. Po czterech tygodniach inkubacji poziomy glukozyno=-
lanéw w tuszczynach hodowanych na pozywce plynnej i zestslone) byty =zbli-
zone (rys. 11, tab. 6).

- PRO GNA GEN fnne [ indolowe
GLS others indole
_— total
[ GLS
[ 40
P
B 0 0,8 %
- =]
g
«
w
-
1 4]
?0 .

Glukozynolany (umol
Glucosinolates (umol

4
Tygodnie - Weeks

Rys.11. Ksztattowanie sig¢ poziomu glukozynolanéw w rozwijajacych sie
w kulturach in vitro tuszczynach rzepaku (odmiana Jet Neuf)

w zaleznosci od stezenia agaru (0; 0,8 %) w pozywce (MS +
+ 1,0 mg+1~1 NAA £ 1,0 mg - 1-7 BAP)

Fig.11, Glucosinolate content in developing oilseed rape (cv. Jet
Neuf) siliques in in vitro culture depending on agar concen-
tration (0; 0,8 %g in the medium (MS + 1,0 mg - 1~1 NAA +
+ 1,0 mg- 1-7 BAP
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Warunki kultury luszczyn miaty wplyw nie tylko na zawartoéé glukozyno=-
lanéw, ale réwniez na ich sktad, Zwigzane jest to niewgtpliwie z wykazanym
wczesniej wplywem tego czynnika na liczbe dojrzatych nasion. Wiecej nasion
dojrzewaio w Iuszczynach, ktére hodowano na pozywce zestalonej i w  tych
tuszczynach stwierdzono obecno$é wszystkich analizowanych  glukozynolandw
alkenylowych i indolowych (tab. 6). Spodréd glukozynolandw alkenylowych
dominowata progoitryna, ktéra jest giéwnym glukozynolanem nasion rzepaku,
Jej zawartosé¢ w czterotygodniowym okresie inkubacji obnizyta sie mnied
wiecej o polowe., Pozostate glukozynolany w czterotygodniowych tuszczynach
obecne byty w niewielkich ilodciach (rys. 11, tab. 6).

W tuszczynach, ktdére rozwijaty sie na pozywce piynnej, réwniez domino~
wata progoitryna, przy czym jej poziom obnizal sie wolniej niz w tuszeczy-
nach hodowanych na pozywce agarowej, W tuszczynach czterotygodniowych
stwierdzono ponadto nieznaczne ilosci glukonapiny i napoleiferyny (tab, 6).

Natomiast w izolowanych tuszczynach rzepaku odmiany Bolko poziom glu-
kozynolandw byl znacznie niZszy niz u odmiany Jet Neuf, W trakcie dojrze-
wania tuszczyn ulegal on obnizeniu, lecz zmiany te byly mniej gwattowne
niz u odmiany Jet Neuf (tab. 6), Dominujacym glukozynolanem byta takze
progoitryna i gtéwnie jej zawartosé decydowala o sumie glukozynolandw, Tyl-
ko w uszczynach hodowanych na pozywce agarowej stwierdzono obecnosé Jjed-
nego z glukozynolandw indolowych ~ glukobrassicyny (rys. 12),

MR suma BEER PRO GNA BZX) GBN EZI71 inne [ J indolowe
GLS others indole
total
GILS

s.m.)

-1

Glucosinolates (pmolog'1 dry matter)

Glukozynolany {pmol.g

INET

Tygodénie - Weeks

Rys.12. KsztaXtowanie sig poziomu glukozynolandw w rozwijajacych csie
w kulturach in vitro tuszczynach rzepaku (odmiana Bolko) W
zaleznosci od stezenia agaru (9; 0,8 %) w pozywce (¥S +
+ 1,0 mg .« 1~1 NAA + 1,0 mg + 17 BAP)

Fig.12, Glucesinolate content in developing oilseed rape {cv. Bolko)
siliques in in vitro culture depending on_ agar concentration
(o;)o,e %) in the medium (MS + 1,0 mg+ 17 NAA + 1,0 mg - 1-1
BAP
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Zmisny w zawartosci glukozynolanéw skorelowene byly z aktywnoscia my-
rozynazy, W materiale wyjsciowym, a wiec w tuszczynach izolowanych  okolo
ésmego dnia po zaplodnieniu, aktywno$é myrozynazy byta bardzo niska
(rys. 13 oraz rys.17). W okresie pilerwszych dwéch tygodni zachodzil wzrost
elongacyjny tuszczyn oraz powiekszanie nasion, Procesom tym  towarzyszylo
podwyzszenie aktywnofci enzymu, Bylo ono wieksze w tuszczynach odmiany Jet
Neuf niz Bolko, W dalszym etapie wzrostu tuszczyn w kulturach in vitro na-
stepowato obnizenie aktywnogci myrozynazy (rys, 13).
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Rys.13. Ksztaltowanie sie¢ aktywnosci specyficznej myrozynazy w rozwi-
Jajacych sie w kulturach in vitro tuszczynach rzepaku (odmiany
Jet Neuf i Bolko) w zalesnosci od gtezenia agaru w pozywce
(MS + 1,0 mg » 1= NAA + 1,0 mg - 1-1 BAP), NURg g5 dla czasu,
odmiany i interakcji czas x odmiana - wartosci istotne

Fig.13. Specific myrosinase activity in developing oilseed rape (ev.
Jet Neuf and Bolko) siliques in in vitro culture depending on
agar concentration in the medium (MS + 1,0 mg «1-1 NAA 4+
+ 1,0 mg - 1~1 BAP). LSD9,05 for time, cultivar and interaction
time x cultivar - significant values

Poza czynnikiem genetycznym (odmiana), badene czynniki egzogenne mialty
réwniez wpiyw na aktywnoséé myrozynazy, Jednym z nich byl stopier zestale-
nia pozywki, Wykazano, i2 aktywnos$é myrozynazy byla wyzsza w Iuszczynach
hodowanych na potywce zestalonej (0,5 %, 0,8 % agaru) niz na piymnej (bez
agaru), (rys.13).

Wplyw regulatorédw wzrostu nastepnego z badanych czynnikéw egzogennych
przedstawia tabela 7. Auksyna i cytokinina zastosowane pojedynczo, jak i w
kombinacji, wplywaly na podwyzszenie aktywnosci enzymu w tuszczynach inku-
bowanych na pozywce zestalonej, przy czym wahala sig¢ ona w granicach
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od 0,0014 do 0,0%46 umol - min~7 - mg'1. Natomiast w tuszczynach  inkubowae-
nych na pozywce plymnnej aktywno$é enzymu byla bardzo niska (od 0,0041 do
0,0068 umol - min'1 -mg”q), ale rdwniez ulegala podwyzszeniu pod wplywem
regulatorédw wzrostu. Te zaleZnosci pozostajs w zwiagzku z liczba naslion
dojrzewajacych w tuszczynach hodowanych w kulturach in vitro. Wykazano bo-
wiem weczedniej, iz regulatory wzrostu wspdtdzialsly ze stopniem zestalenia
pozywki majac istotny wplyw na zwiekszenie liczby dojrzaltych nasion w
tuszczynach hodowanych na pozywce zestalone].

Tabela 7
Table 7

Ksztattowanie sie aktywnodci specyficznej myrozynazy (umol - min™) -mg'1)

w rozwijajacych sie w kulturach in vitro uszczynach rzepaku (odmiana

Jet Neuf) w zaleznosdci od stezenia agaru i regulatordw wzrostu w pozywce
(okres inkubacji - 4 tygodnie)

Specific myrosinase activity (umol - min™" 'mg'1) in developing
oilseed rape (cv, Jet Neuf) siliques in in vitro culture,
depending on agar and growth regulators concentration
in the medium (incubation period -~ 4 weeks)

Pl

Jodzol Tateienie | stezente agaru ()
(mg - 1-1) Agar concentration (%)

Kind and concentration

of grixi;'aﬁﬁglators 0 0,8 %

0 0,004 0,0014 0,0028
0,5 NAA 0,0054 0,0236 0,0145
1,0 NAA 0,0068 0,0182 0,0125
¢,5 BAP 0,0039 0,0039 0,0039
1,0 BAP 0,0053 0,011 0,0122
0,5 NAA + 0,5 BAP 0,0062 0,0129 0,0095
1,0 NAA + 0,5 BAP 0,0048 0,0084 0,0066
0,5 NAA + 1,0 BAP 0,0068 0,0346 0,0207
1,0 NAA + 4,0 BAP 0,0046 0,0150 0,0098
X 0,0053 0,0152

NURQ ,05 dla:
I‘SDO,O5 for:

regulatordw wzrostu (1)
growth regulators

stezenia agaru
agar concentration (In 0,0016

0,0032

interakeji

interaction (IxIT) 0,0047

Podsumowujac uzyskane wyniki mozna stwierdzié, iz formowanie zarodka
i dojrzewanie nasion zachodzilo szybciej w luszczynach hodowanych na PO~
sywce zestalonej niZ plynnej, Jednak zmiany w zawartosci glukozynolandw
(odmisna Bolko) oraz aktywnogci myrozynazy (odmiana Jet Neuf) w luszczy-
nach hodowanych na obu rodzajach pozywek byty skorelowane , co wykazano
przy zastosowaniu analizy statystycznej (tab. 8).
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Tabela 8
Table 8

Wspbtczynniki korelacji liniowych dla aktywnodci myrozynazy
i sumy glukozynolandw w hodowanych in vitro luszeczynach rzepaku
odmian Jet Neuf i Bolko

Linear correlation coefficients for myrosinase activity and total
glucosinolate content in in vitro grown oilseed rape siliques
of Jet Neuf and Bolko cultivars

Aktywnosé myrozynazy | Suma glukozynolanéw

Total glucosinolate

Myrosinase activity content

Stezenie agaru
Agar concentration

0 0,8 % 0 0,8 %
x1 x3 x2 xh
Jet Neuf
, 0,223
%5 0,954* 0,166
%, -0,403 -0,523 0,741
Bolko
%, -0,575
Xz 0,837 -0,636
%, | -0,328 0,922 | -0,356

* P
wartosci istotne dlaoCo’O5

* . .
s ificant val fo
ignificant values f‘*o,os

Badane czynniki endo- i egzogenne miaty wpilyw na poziom glukozynolandw
i aktywnosé myrozynazy. Mozna jednak stwierdzié, iz zakorczenie embrioge-
nezy (tuszczyny dwutygodniowe) zwiazane by}o z obnizeniem zardwno zawar-
todei glukozynolandw, jak i aktywnodci myrozynazy.

W badanym materiale nie wykazano obecnoéci komdrek myrozynazowych na-
wet w okresie maksymalnej aktywnodci enzymu (kultury dwutygodniowe), Mozna
wiec sadzié, ze aktywnosé myrozynazy nie Jest uwarunkowana wystepowaniem
komérek myrozynazowych.

4,2, In vivo - roséliny rzepaku uprawiane w polu

4.2.1. Ksztattowanie sie poziomu glukozynolanéw i aktywnodci myrozynazy
oraz wystepowanie komdérek myrozynazowych w Yuszczynach

Badania nad metabolizmem glukozynolandw w kulturach in vitro organéw
pochodzenia generatywnego uzupeiniono nastepnie badaniami przeprowadzonymi
na tuszezynach rzepaku uprawianego w polu. Dniom po zaptodnieniu, w ktd-
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rych wykonano analizy, odpowiadajg kolejne stadia rozwojowe zarodka i eta-
py dojrzewania nasion (patrz tab.15).

U odmiany Jet Neuf catkowita zawartosé glukozynolanéw w stupkach przed
zaptodnieniem wynosita 30,35 uM -g'1 tkanki (tab. 9). W ciggu pierwszych
trzech dni embriogenezy nastepowal nieznaczny wzrost poziomu glukozynola-
néw, po czym ich zawartos$é obnifata sie. W tuszczynach, w ktdérych znajdo-
waly sie zarodki w stadium torpedy (17 dni po zaptodnieniu), poziom gluko-
zynolanéw wzrésl ponownie i wynosit 32,98 pM .g‘1 tkanki (tab. 9, rys. 14).

W tuszczynach odmiany niskoglukozynolanowej - Bolko, w okresie formo-
wania zarodka (do stadium torpedy), stwierdzono powolny spadek calkowite]
zawartosci glukozynolanéw (rys, 14).

Analizujgc wystepowanie poszczegdlnych glukozynolanéw w badanym wate-
riale stwierdzono, iZ w stupkach odmiany Jet Neuf, podobnie jak w nasio=-
nach rzepaku, dominujgcym glukozynolanem byta progoitryna., Jej zawartosé w
rozwijajgcych sie tuszczyrach byla niisza niz w stupkach, Pod koniec em=
briqgenezy stwierdzono jednak znaczny wzrost poziomu progoitryny. Drugim
pod wzgledem iloSciowym glukozynolanem obecnym w stupkach byta glukobras-
sikanapina. Poziom jej w tuszczynach, w ktdérych znajdowaly sie dojrzate
zarodki, byt nizszy niz przed zaptodnieniem, Formowanie zarodka zwigzane
byto ze wzrostem zawartosci napoleiferyny i glukonapiny. Spoérdéd glukozy-
nolandw indolowych w stupkach i bardzo mtodych tuszczynach (do széstego
dnia po zaptodnieniu) obecna byta glukobrassicyna (teb, 9).

Strupki odmiany Bolko zawieraty mniej progoitryny niz situpki odmiany
Jet Neuf., W rozwijajacych sie luszczynach odmiany podwéjnie ulepszonej po-
ziomy gtéwnych glukozynolandw alkenylowvch zmienialy sig wykszujac tenden-
cje spadkowe (tab, 9, rys,14), W stupkach i ITuszczynach tej odmiany obecny
byt jeden z glukozynolanéw indolowych - glukobrassicyna, ale odmiennie niz
u odmiany Jet Neuf zawieraly go réwniez luszczyny starsze (17 dni po za-
ptodnieniu), (tab. 9).

Po wyksztalceniu w peilni rozwinietego zarodka (otoczonego zielong ok~
ryws nasiennq) rozpoczyna sie proces dojrzewania nasion, Zwiazany on Jest
z akumulacjg suchej masy spowodowang dalsza, intensywng syntezs materialdéw
zapasowych i réznych metabolitéw wtérnych. Zewngtrznym przejawem tego pro-
cesu u rzepaku jest twardnienie okrywy nasiennej i zmiana jej zabarwienia,
Proces dojrzewania nasion rzepaku obu badanych odmian zwigzany byt z dal-
szg akumulacjg glukozynolanéw w nasionach i1 obniZeniem ich zawartosci w
tkankach tuszczyn spowodowanym najprawdopodobniej ich transportem do na-
sion (tab. 10 oraz tab, 11),

W zielonych nasionach rzepaku odmiany Jet Neuf w najwigkszej ilosci
wystepowala progoitryna oraz jej izomer, epi-progoitryna. W nastepnej ko-
lejno$ci ksztaltowaly sie poziomy glukonapiny, glukobrassikanapiny i napo-
leiferyny. W miare dojrzewania nasion zawartosé tych glukozynolanéw wzras-
tata, z wyjatkiem epi-progoitryny. Spos$réd glukozynolandw indolowych w
dojrzewajacych nasionach obecna byta 4-OH-glukobrassicyna (teab, 10,
rys. 15).
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Podczas gdy w dojrzewajacych nasionacn zachodzi%a synteza i akumuiaca
glukozynolandw, w starzejgcych sie tkanksch Tuszezyn catkowita zawartosé
glukozynolandw ulegais cbtniZeniu {(tab. 10, rys. 15). Wykazeno ujemng Xore-
lacje miedzy zmianami w peziomie glukozynolandw w dojrzewajgcvch nasionach
i tkankach tuszczyn (patrz teb, 13).

Analizujgc sktad ilosciowy poszczegdlnych gluk yroldnéw, w poczgtkoe
wym okresie dojrzewania stwierdzonc podobna zewarto&é glukonspiny i mapo-
leiferyny w tkankach uszczyn i nasionack, W tym stadium poziomy pozosta~
tych glukozynolandw alkenylowych i indolowych byly w tkankach Tuszczyn
nizsze niz w nasicnach (teb, 10). W tkenkach tuszczyn najwolnie] obnizal
sie poziom progoitryny, ktéras, jako jedyny glukozynolan, byis w nich Jesze
cze obecna, kiedy nasiona byty brazowe (rys, 19},

Réwnies w dojrzewajacych nssionach odmiany niskogiukozynolanowed -~ Bol-
ko, zachodzilta akumulacja glukozynolandw, a ich obnizenie w tkankach tusz-
czyn (rys.16), Inaczej jednak ksztattowaly sie stosunki ilecgciowe miedzy
poszczegdinymi glukozynolsnami (teb, 11), W nasionach zielonych obecne by-
1y wszystkie analizowane glukozynoliany, chocia2 niektdre w ilodciach £la-
ddwych Natomimst dojrzaie nasiona (czarme) zawieraty progoitryne, gluko-
napine, glukobrassikanapine i glukoallisyne, Mimo iZ nastepowals synteza
glukozynolanéw w kolejnych etapach dojrzewsnis nasion, poziom progoitryny
w nasionach czarnych byt nifszy ni? w nasionach zielonych. Dojrzale nasio-
ne rzepaku odmiany SBolkc zawieraty nieco wyiszy poziom glukezynolandw in-
dolowych niz dojrzaie nasiona odmiany Jet Neuf, Gluknzynolany indolowe w
nasionach odmiany Bolko stanowily 35 % sumy wszystkich glukozynolandw, na-
tomiast w nasicnach Jet Neuf 3,2 %.
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Rys.16, Ksztaltowanle sie poziomu glukozynolandw w trakoeie dojrzewania
nacion i tkanek fus szozyn rzepaku (odmiana Bolko)

Fig.16. Glucosinolate content in oilseed rape (cv. Bolko)} seeds and si~
lique tissues during ripening
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W tkankach Iuszczyn zawiersjacych nasiona zielone stwierdzono niski
poziom progoitryny, glukonepiny i glukobrassicyny. W kolejnych badanych
etapach dojrzewania fuszczyn obecna byta w nich tylko progoitrynma, ktére)
zawarto$é ulegaia obnizeniu (tab. 11, rys. 16).

Wykazano pewne podobieristwa w ksztaltowaniu sig poziomu glukozynola-
néw w truszczynach rzepaku odmiany Jet Neuf rozwijajgcych sie w kulturach
in vitro (pozywka piymna) i na rodlinach uprawianych w polu. Bez wzgledu
na pochodzenie Iuszczyn formowanie zarodka zwigzane bylo ze wzrostem po-
ziomu glukozynolanéw. W obu typach Iuszezyn, w ktérych znajdowaty sie wy-
ksztetcone zarodki, zawartosdé glukozynolandw byia zbliZona (tab. 6 oraz
tab, 9). Poréwnujgc poziomy poszczegélnych glukozynolanéw w tych Iuszczy-
nach stwierdzono, iZ pod koniec embriogenezy wszystkie glukozynolany (wy-
Jatek stanowila progoitryna) byly obecne w mniejszych ilosciach w tuszczy-
nach hodowanych in vitro.

Po okresleniu ksztaitowania sie zawartos$ci glukozynolanéw podczas em-
briogenezy oraz dojrzewanis nasion przebadano nastgpnie aktywnodé myrozy-
nazy i jej zwigzek z wystepowaniem komérek myrozynazowych. W stedium  po-
przedzajacym embriogeneze, a wige w siupkach izolowanych z pakéw  kwiato-
wych, aktywnosé myrozynazy byta wyzsza niz w luszczynach analizowanych w
okresie embriogenezy. Odbiciem réinic w poziomie glukozynolanéw u badanych
odmian byta prawie dwukrotnie wyZsza aktywnosé myrozynazy w siupkach  od-
miany wysokoglukozynolanowe] (Jet Neuf), niz podwéjinie ulepszone] (Bol~-
ko), (rys.17).
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Rys.17. Ksztattowanie sig aktywnosci specyficznej myrozynazy Ww rozwljajg-
cych sie Iuszczynach rzepeku (odmiany Jet Neuf 1 Bolko).  NURp,05
dla odmiany i stadium rozwojowego zarodka - wartosci istotne, aia
interakcji odmianax stadium rozwojowe zarodka - wartosci nieistotne

Fig.17. Specific myrosinase activity in developing oilseed rape (cv. Jet
Neuf and Bolko) siliques, LSDqg for cultivar and stage of embryo
development - significant valuds, for interaction cultivar x stage
of embryo development -~ insignificant values
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Jak wynika z rysunku 17, przeksztalcenie sig stupka W owocC zwlgzane
bylo ze spadkiem aktywnoscl enzymetyczne]. Aktywnosé myrozynazy w luszczy-
nach utrzymywaXa sie na bardzc niskim poziomie de okolo ésmegoc dnia po zaw-
ptodnieniu (poczatek stadium sercowategoc zaredka), po czym stopniowo
wzrastata. W kolejnych etapach embriogenezy byta ona u obu odmisn zblizo-
na, lecz zawsze nleco wyzsza u cdmiany Jet Neuf,

Proces dojrzewania nasion zwigzany byl z dalszym wzrostem aktywnosci
myrozynazy, Maksymalng aktywnos$é enzymu stwierdzonc w dojrzalych nasionach
odmiany Jet Neuf 1 byls ona prawie 2 razy wyzsza niz w nasionach odmiany
Bolko (tab. 12).

Tabhela 12
Table 12

Ksztattowanie sie aktywnodci specyficznej myrozynezy (pmol ¢ min™]
w dojrzewajacych nasionach oraz tkankach luszczyn rzepaku
odmian Jet Neuf i Bolko

Specific myrosinase activiﬁy (pmol-,min"‘I -mg‘ﬂ) in oilseed rape
cv. Jet Neuf and Bolko seeds and silique tissues during ripening

mg™")

it 2 . min=? .+ mg=?
Stadium dojrza- Aktywnodé myrozynezy (umol . min mg=")
tosci nasion Myrosinase activity (pmol « min=1 . mg=1)

(barwa nssion)

Nasiona Tkanki tuszczyn

Stage of seed

riggness (seed Seeds Silique tissues

colours) Jet Neuf| Bolko X |Jet Neuf| Bolko x

Ziel

Zielone 0,0458 | 0,0387 | 0,0422 | 0,0151 | 0,0168 | 0,0159
Ciemnozielone

Dark-green 0,0560 0,0402 | 0,0581 0,0148 | 0,0072 | 0,0110

Zielono-brazowe
Green-brown 0,0678 | 0,0513 | 0,0595 | 0,0076 { 0,0070 | 0,0073

Drazowe 0,0841 | 0,0692 | 0,0766 | 0,0066 | 0,0059 | 0,0062
ot 0,2188 | 0,1289 | 0,1738 | © 0 0
% 0,0945 | 0,0657 0,0088 | 0,0075
NURg 05 dla:
LSDO,O5 for: 3
= g&?i??ars (1) o0,0127 *
- e Spenens " (1) 0,0202 0,00%8
- ieraction (1 x 1) 0,0286 x

¥ nieistotna - insignificant

Tnaczej niz w nasionach ksztattowala sig aktywnodé myrozynazy w tkan-
kach tuszczyn., Byla ona w nich znacznie nizsza i w miare dojrzewania ule-
gata dalszemu obnizeniu (tab. 12).



A

Axumulacjia glukozynolandw w dojrzewajgcych nasionach 1 obnizenie ich
poziom: w tkankach Yuszczyn oraz towarzyszgce temu zmiany w aktywnogci my-
rozynazy sa ze soba Scisle powiazane. Dla odmiany Jet Neuf stwierdzono is=~
totnie dodatnie korelacje migdzy aktywnodcia myrozynazy a poziomem gluko-
zynolanéw w nasionach i tkankach Iuszezyn (tab, 13), natomiast u odmiany
Bolko - tylko w tkankach luszczyn (tab. 14).

W Tuszczynach pochedzacych z roslin uprawianych w polu, podobnie Jak
w luszeczynach hodowanych in vitro, badsno zalezno$é miedzy aktywnodcla my-
rozynazy & wystepowaniem komérek myrozynazowych. Niska aktywnosé enzymu
podczas embriogenezy zwigzana byta z brakiem komdrek myrozynazowych. Ich
obecnosé stwierdzono okoro trzydziestege dnia po zaplodnieniu (zakoniczenie
embricgenezy, poczatek dojrzewania nasion). Bez wzgledu na réinice w ak-
tywnodci myrozynazy u badanych odmian, komérki myrozynazowe stwierdzono we
wszystkich organach rozwinietego zarodka (tab. 15). 0d otaczajacych Je ko=
mérek réznity sie one zardwno ksztattem jak i wielkoscig (rys. 18C). Roz-
mieszczone byly wérdd komdérek parenchymy liscieni lub kory pierwotnej hy-
pokotyli i korzeni. Badania ultrastruktury tych komérek wykazaly obecnoéd
licznych oleosoméw otaczajacych ziarma myrozynowe {rys. 20B). Na rysun-
ku 20 widoczne sg ponadto Jjadro komérkowe, mitochondria i plastydy. Pod-
czas procesu dojrzewania nasion, ziarna myrozynowe powiekszaly sie na sku=-
tek zlewania sie drobnych ziaren w wigksze (rys.19A i B). W koricowym eta-
pie embriogenezy stwierdzono ponadto w 1iécieniach zarodka komérki =zawie-
rajace bialko zapasowe, zlokalizowane w ziarnach aleuronowych (rys. 20).
Poczynajac od tego stadium oba rodzaje komérek, myrozynazowe 1 aleurono-
we, obecne byly w zarodkach dojrzewajgcych nasion,

W tkankach Iuszczyn i rozwijajacego sie zarodks, w ktérych  aktywnosé
myrozynazy nie byta zbyt wysoka, nie stwierdzono obecnodci typowych komé-
rek myrozynazowych (rys. 18 B), Jednak badajac stupki i bardzo miode *usz-
czyny wykryto w nich obecnogé nowego typu idioblastédw biatkowych, dotych-
czas nie opisanych w tych tkankach (rys. 18 A). Byly one podobne do kKomérek
myrozynazowych, nie zawieraly Jjednak ani cial myrozynowych charaskterys-
tycznych dla komérek myrozynazowych (rys. 18C), eni cial aleuronowych
zwigzanych z komérkemi, w ktérych gromadzone jest bialko zapasowe, Wyste-
powanie tych idioblastéw, ograniczone do wezesnych etapbw fazy generatyw-
nej, skorelowane byilo z nieznaczng aktywnodcig myrozynazy, CO moze sSugero=
waé, 1z zawieraja ten enzym.

Podsumowujac wyniki dotyczgce aktywnosci myrozynazy w Tuszczynach ho~-
dowanych in vitro i pochodzgcych z roélin uprawianych w polu mozZna stwier-
dzié, iz w obu przypadkach, poczawszy od osmego dnia po zaplodnieniu do
zakodczenia embriogenezy, aktywnosé enzymu byta podobna. W dwutygodniowych
kulturach Zuszczyn, w ktdrych obecne byly nasiona z wyksztalconym zarod-
kiem, aktywnodé byla nieco wyzszs niz w tuszczynach pochodzacych z pola.
Czyrniki, ktdére wplywaiy na wzrost tuszczyn in vitro 1 dojrzewanie w nich
nasion, miaty réwniez wplyw na wzrost aktywnoéel myrozynazy,

W kulturach in vitro ligcieni, wierzcholkdéw peddw siewek 1 tuszczyn, W
ktérych aktywnosé myrozynazy byka niska, nie stwierdzono wystepowania ko=
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mérek myrozynazowych, W dojrzewajgcych in situ nasionach z obecnoscig ko-
mérek myrozynazowych skorelowana byle wysoxa aktywnodéé myrozynazy., Komdérki
myrozynazowe stwierdzone zaréwno w nasionach odmiany Jet Neuf, jsk i Bolko.
Wykazano jJednak réznice w aktywnosdcl enzymatyczned migdzy tymi odmianami,

Tabela 13
Table 13

Wspbélczynniki korelacji liniowych dias aktywnos$ci myrozynazy
1 sumy glukozynolandéw w dojrzewajacych nasionach ’
i tkankach tuszeczyn rzepaku (odmiana Jet Neuf)

Linear correlation coefficients for myrosinase activity
and total glucosinolate content in oilseed rape (cv., Jet Neuf)
seeds and silique tissues during ripening

Nasiona Tkanki tuszczyn
. Seeds Silique tissues
aktywnosdé suma aktywnosdé suma
myrozynazy | glukozynolandw | myrozynazy | glukozynolandw
myrosinase | total glucosi- | myrosinase | total glucosi~
activity |nolate content activity nolste content
X4 X5 X3 Xy,
%y 0,912%
Xy -0,878 -0,988%*
%, -0,708 -0,932% 0,925%

X wartosci istotne dla do 05 significant values forol,.
- ,05 0,05
wartosci istotne dlaoco'o1 - sgignificant values for‘c{o,o1

Tebela 14
Table 14

Wspbiczynniki korelacji liniowych dla aktywnosci myrozynazy
i sumy glukozynolandéw w dojrzewajacych nasionach
i tkankach tuszczyn vzepaku (odmiana Bolko)

Linear correlation coefficients for myrosinase activity

and total glucosinolate content in oilseed rape {cv. Bolko)
seeds and silique tissues during ripening

Nasiona Tkanki fuszczyn
Seeds Siligue tissues
aktywnosd suma sktywnosd suma
myrozynazy | glukozynolanéw | myrozynazy | glukozynolandw
myrosinase | total glucosi- | myrosinase | total glucosi-
sctivity |nolate content activity | nolate content
X, X, X *,
X, 0,696 .
Xz -0,827 -0,849
%, -0,750 -0,905 0,985%

* PP A, = eipnifi . s
wartoici istotne d;abﬁoyos significant wvalues ¢or<x0’05
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Tabela 15
Table 15
Wystepowanie komdrek myrozynazowych w zarodkach
i Yuszczynach rzepaku podczas embriogenezy i dojrzewania nasion
The occurrence of myrosin cells in oilseed rape embryos
and siliques during embryogenesis and seed ripeness
R Wystepowanie
Dni po ©
zeptod- Stadium rozwojowe m rok7omnér7eo§1 ch
nieniu zarodka Analizowany material yrozynazowycn
Pavs Occurrence of
afggr Developmental stage Analysed material myrosin cells
fertili- of embryo 0dmiana - Cultivar
zation
Jet Neuf | Bolko
0 zarodek niewyksztalcony{ stupek *
undeveloped embryo pistil ®
i Embriogeneza - Enmnbryogenesis
3 4 ~ 8 komérek $ciana tuszczyny * "
- 4.8 cells silique walls
zarodek - _
a sercowate embryo
heart Sciana tuszczyny * "
silique walls
earodek - -
17 torpeda embryo
torpeda §ciana tuszczyny -
silique walls -
liscienie . +
cotyledons
hypokotyl . +
30 zarodek rozwiniety hypocotyl
embryo is developed wierzchotek korzenia + .
root tip
$ciana tuszczyny _ -
silique wells
Dojrzewanie nasion - Seed ripeness
Barwa okrywy nasiennej
Seed coat colour
45 zielono=-brazowa Sciana tuszemyny . -
green-brown siligque wails
55 brazowa $ciana tuszczyny - -
brown silique walls
1liécienie N .
cotyledons
hypokotyl . +
6 czarna hypocotyl
2 black wierzchoek korzenia . .
root tip
$ciana tuszczyny - -
silique walls

idioblasty, komdérki zawierajace biatko, nie bgdgce typowymi komérkami
¥ myrozynazowymi
idioblasts, cells with protein but not typical myrosin cells

komérki myrozynazowe
myrosin cells

brak komérek myrozynazowych
myrosin cells are absent



Rys.18.

Fig.18.
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Przekroje poprzeczne przez fragment tkanek tuszezyny (A)
oraz liécieni zarodka (B,C) rzepaku odmiany Bolko:
A - % idioblast biatkowy, B - brak idioblastéw biaktko-
wych 1 myrozynazowych (okoto 8 dnia po zaptodnieniu),
C - komérki myrozynazowe (mk) (okoto 30 dni po zaptodnie-
niu) (40xPh)

Cross section through a fragment of silique tissue (A)

and embryo cotyledons (B ,C) of oilseed rape cv, Bolko:

A - % protein idioblast, B - protein and myrosin idio-

blasts are absent (ca 8 days after fertilization),

((:46 myr;;sin cells (mk) (ca 30 days after fertilization),
x Ph

W7
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Rys.19. Ilektronogramy komérek myrozynazowych lidcieni rzepaku od-
wy
miany Bolko z widccznymi zlarnami myrozynazowymi (2m): A - po
30 dniach, B =po 60 dniach od zaplodnienia (x 4000

Fig.19. Electron micrographs of the cotyledon myrosin cells of oil-

seed rape cv, Bolko with myrosin grains (zm): A - 30 days,
B - 60 days after fertilization (x4000)




Rys.20.A,B,

Fig.20.4,B.

Elektronogramy komérek myrozynazowych liscieni zarodka (A,B)
rzepaku odmiany Jet Neuf: zm - zlarna myrozynowe, O- oleo=
somy, m-mitochondria, p ~plastydy (A x 2500, B x 8000)

Electron micrographs of cotyledon (A,B) myrosin cells of oil-
seed rape cv, Jet Neuf: zm - myrosin grains, o~ 0leosomes,
m -~ mitochondria, p~plastids (A x2500, B x_BOOO)
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Rys.20.C,D. Elektronogramy komérek myrozynszowych wierzcholka korzenia (C)

Fig.20.C,D.

oraz komdérki aleuronowe) liscienia rzepaku (D) odmiany Jet

Neuf: zm - ziarna myrozynowe, n- jadro, =za - ziarna aleuronowe
(C x 3000, D x4000)

Electron micrographs of reot tip (C) myrosin cells and cotyle-
don aleurcne cell {D) of oilseed rape cv, Jet Neuf: zm -~ myro-
sin grains, n ~ nucleus, 28 ~ aleurone grains {C x 3000,
D x &000)
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Proces morfogenezy roélin zintegrowany j«st 2 metabolizmem podstawowyn

i wtérnym. Wystepujace u rzepaku glukozynolany sa metabolitami wtérnymi,

ktérych obecnodé obniza rolnicze znaczenie ted rosliny, W obszeynej lite~
raturze dotyczace) glukozynolanéw niewiele Jest danych o ich metabolizmie,
jak i o fizjologicznej roli w roslinie. Zastosowana w niniejszej pracy me-
toda kuitur in vitro pozwolila przeiledzié morfogenezg izolowanych eks=
plantatéw rzepaku (liscienie, wierzcholki peddw, Tuszezyny), W powigzaniu
z zachodzacym w tych orgenaoh katabolizmem glukozynolandw (izolowane 1id-
cienie) oraz ich synteza i akumulacja (izolowane fuszczyny do drugiego ty-
godnia inkubacji).

Du#a zdolnoié do regeneracji rodzaju Brassica zalezna od odmiany [}29
51, 108] zostaiz wykorzystana w procesie réznicowania liscieni rzepaku,
Czynnikami egzogennymi, ktére wywoiujs réznicowanie izolowanych  12dcieni
w kulturach in vitro ss regulatory wzrostu. Jak wykazano, wyzszym poten~
cjstem morfogenetycznym charakteryzowaly sig lidcienie odmiany wysokoglu-
kozynolenowe3 (Jet Neuf) niz liScienie odmian podwéjnie ulepszonych (Bolko
i Jantar)., Prewie dwukrotnie wyzsza, w poréwnaniu z odmiang Jet Neut, byla
zdolnosé do tworzenia pgczkéw pedowych na liscieniach innej odmiany wyso-
koglukozynolanowe} - Skrzeszowicki [99). Ze wzgledu na duzg tatwosé do or-
ganogenezy w kultursch in vitro, liécienie rzepaku wydajs sig byé  dobryu
uktadem modelowym dia réznorodnych badari przydatnych w programie hodowla~
nym tej roéliny, podobnie jak lifcienie B, juncea [109].

Procesy metaboliczne oraz réznicowanie komérek, tkanek i organéw sa ze
soba zharmonizowene, a mechanizmy ich regulacii dziataja na réznych pozio~
mach organizacji {31]. Rozwéj nasion zaleiy od transportu do nich asymila-
téw, zwigzkéw mineralnych i wody, z ktérych pdwstajq substancje struktu~
ralne i zapasowe, Fizjologiczne powigzenia miedzy rofling mateczng & roz=-
wijajacymi sie nasionami ograniczaja identyfikowanie poszczegélnych czyn=
rikéw wpiywajgcych na rozwéj nasion oraz akumulacje i synteze metabolitdw
pierwotnych i wtérnych. Przydatnosé metody kultur in vitre w badaniach nad
dojrzewaniem nasion i jch skladem chemicznym wykazano u luceﬁny, 551 i
grochu {32, 89, 1221,

Waznym czynnikiem endogermym wplywajgcym na wzrost i dojrzewanie izo=-
lowanych strakéw i Iuszezyn w kulturach in vitro jest faza rozwojowa izo-
lowanego organu [2, 89, 112]. W tkankach fuszezyn rzepaku, ktére dostar~-
czajg rozwijejgcym sie nasionom 32 % asymilstéw [12], intensywna produkcia
suchej masy rozpoczyna sie okolo 12 dnia po kwitnieniu [a4], Réwniez dal~
szy rozwéj w kulturach in vitro izolowanych zarodkéw zale2y od ich wieku i

jeat mozliwy dopiero po zakoriczeniu stadium kulistego - fazy . heterotro-~
ficzne3 [98]. Prawdopodobnie dlatego wigcej nasion dojrzewalc w badanych
tuszczynach rzepaku, w ktérych podczas izolacji znajdowaly sie zarodka

starsze (w stadium sercowatwm//,
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Wzrost i1 rozwéj izolowanych uszczyn rzepaku zalezal rdéwniez od regu-
latoréw wzrostu, ktére wplywaly na liczbe dojrzalych nadion wspdldzialajge
w tym procesie z pozostélymi badanymi czynnikami (wiek izolowaneJ luszczy-
ny, stopien zestalenia pozywki). Egzogenne regulatory wzrostu (IAA, K, BAP,
GA3) stymulowaly dojrzewanie strgkéw ;uberny‘i grochu oraz mieszaricowych
zalgzni rodzaju Brassica w kulturach in vitro [2, 3, 122]. Zapotrzebowanie
na egzogenne regulatory wzrostu wynika z roli Jakg fitohormony  odgrywajs
w embriogenezie i w procesie dojrzewania nasion. Podczas embriogenezy roz-
‘wé3 mtodych uszczyn rzepaku oraz ich liczba pozostajg pod kontrolg cyto-
kinin i IAA [22]. Kwas indolilo-3-octowy wplywa na liczbe nasion, akumula-
cje asymilatéw oraz-rozwé) tkanek tuszczyn. Inny regulator wzrostu, ABA,
ktéry nagromadza sie w luszczynach w okresie wypelniania nasion, uczestni-
czy w akumulacji suchej masy i Zapobiega ich przedwczesnémp kietkowaniu
[3&]. Obecne w pozywce regulatory wzrostu uzupeiniajsg wiqc'pulq hormondw,
ktéra w nasionach roélin in situ Jest sktadowa ich transportu 1 akumula-
cji, Jak i syntezy oraz wykorzystania [13, 121]. Réwniez elementy struktu-
ralne plonu, takie jak: liczba nasion w tuszczynie, liczba strgkdéw 1ub
Tuszczyn na roélinie oraz masa 1000 nasion, moga ulec zwigkszeniu pod
wplywem egzogennie zastosowanych regulatordw wzrostu [20, 45, 82, 107].

0 liczbie nasion w luszczynach rzepaku decyduje miedzy innymi liczba
zaptodnionych zalazkéw, z ktéryoh rozwing sie nasiona [92]. Jak  wykazali
Wojciechowski i Niedziela [125] w tuszczynach rzepaku odmiany Jet Neu?f,
érednia liczba zalzzkéw wynosi 33, natomiast liczba dojrzatych nasion tyl-
ko 17 - 24, Jedng z przyczyn tej réinicy moze byé zaplodnienie tylko komér-
ki jajowel i zwigzany z tym brak bielma, zaopatrujgcego mtody zarodek w
substancje odzywcze [92]. Mozna wiec przypuszezaé, iz obnizona liczba na-
sion w tuszczynach hodowanych in vitro, w pordwnaniu z luszczynami roélin
uprawianych w polu, byta wynikiem niezaplodnienia wszystkich zalgzkéw,
Mniejsza liczba nasion wskazuje réwniez, iz do rozwoju wymagajg one specy-
ficznych substancji, ktére w normalnych warunkach sg transportowane z ros-
liny matecznej, a ktérych nie zawlerata poiywka syntetyczna, Jednakze  u-
zyskana w niniejszych badaniach liczba nasion/tuszczyne w kulturach in vi-
tro byla znacznie wyzsza od uzyskanej przez Bajaja i in, [2].

Morfogenezie izolowanych eksplantatéw w kulturach in vitro towarzyszyt
aktywny metabolizm glukozyno;anéw. W kulturach izolowanych lifcieni rzepa-
ku, podobnie jak i liScieni B, juncea, zachodzil katabolizm glukozynolandéw
[90, 100]. Dalszemu ich wzrostowi i regeneracji towarzyszyla synteza de
novo glukozynolandéw, uwarunkowana jednak pasazowaniem réznicujgcych sie
eksplantatéw na Swiezs pozywke [90]. Aktywno$é myrozynazy w izolowanych
lidcieniach trzech badanych odmian rzepaku ulegata obnizeniu w poczatkowym
okresie ich hodowli, procesowi za$ organogenezy towarzyszyi wzrost aktyw-
noéci enzymatycznej, Wyzszg aktywnosé enzymu w kalusie z wyrédznicowanymi
pedami, niz w kalusie nieréinicujgcym sig wykazal wczedniej Bones [e]. My-
rozynazyna poprzez rozktad glukozynolanéw, ktére mogg byc dla rosliny
srédtem siarki, dostarcza prekursoréw niezbednych do syntezy metabolitéw
siarkowych [105]. Ponadto w wyniku hydrolizy glukozynolandw powstaje glu-
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xoza, Ktéra rdéwniez moze byé zwiagzkiem odiywczym wykorzystywanym w réZni-
cuigcych sie pedach, Z kolei je) aktywna forma uczestniczy w wielu proce-
sach metabolicznych, Tak wiec myrozynaza jest przypuszczalnie wlaczona w
stymulacje proceséw wzrostu i rozwoju, co Juz wczeéniej sugerowali Piha-
kaski i Pihakaski [93].

Bardzo wyrazna zaleznos$é stwierdzono miedzy sktywnodcia myrozynazy a
poziomem glukozynolandw w kulturach in vitro tuszczyn rzepaku. Aktywnosdé
myrozynazy zalezala zardwno od czymnikéw endo-~, jak i egzogemnych. Czynni-
ki, ktére stymulowaly dojrzewanie nasion, zwigkszaly réwniez aktywnosé en-
zymatyczna., Potwierdza to wezesniejsze doniesienie Bonesa [8] o mozliwosci
syntezy myrozynazy w warunkach kultur in vitro,

Giéwnymi glukozynolanami nasion rzepaku sg glukozynolany alkenylowe.
Ich metabolizm w kulturach in vitre nie jest poznany. Na podstawie nie-
iicznych badan mozna wnioskowad, iz w kulturach tkankowych rodzaju Brassi-
ca nie zachodzi synteza de novo glukozynolandw alkenylowych [1, 41,100,
120)}. Zdolnosci do akumulacji i syntezy glukozynolamdéw nie posiadaty rdéw-
niez izolowane zarodki rzepaku [36], zas synteza glukozynolanéw w réinicu-
jacych sie liscieniach B. junicea wymagala pasazowania eksplantatdéw na
swieza pozywke |90]. Jak wykazano, kultury izolowanych luszczyn rzepaku
tracily w miare dojrzewania zdolnos$é syntezy glukozynolandw, co moze wyni-
kaé z braku w pozywce odpowiednich sktadnikdw lub prekursoréw niezbednyoh
do syntezy glukozynolandw. Wyniki bada® przeprowadzone na rzepaku in situ
{54, 106] réwniez $wiadcza o tym, iz skladniki odZywcze podloza sa  waznym
zzyrnikiem wplywajacym na poziom glukozynolanéw. Dodanie siarki do gleby 2z
deficytem tego plerwiastka zwigkszalo syntezg glukozynolandw w nasionach
B, juncea o 50% {60].

Inng prébg wyjasnienia braku zdolnosci do syntezy de novo glukozynola-‘
néw alkenylowych w kulturach in vitro jest rola aminokwasdw, a zwlaszcza
metioniny w regulacji réZnicowania izolowanych organéw i tkanek, Wykazano
bowiem, iz proliferacja kalusa u redzaju Brassica zwigzana jesf z wysoks
aktywnoécia enzymu deaminazy treoninowej. Katalizuje ona pierwszy etap
biosyntezy izoleucyny, ktéra Jest Jednym z aminokwaséw kontrolujacych hio-
synteze metioniny [6].

W przeciwiedstwie do nasion rodzaju Brassica, w ktérych dominujg glu-
kozynolany alkenylowe, W kulturach tkankowych tego rodzaju przewazajg glu-
xozynolany indolowe -~ pochodne tryptofanu [41]. Ich obecno$é wykazano mig-
dzy innymi w kulturach komérkowych i kalusie B. juncea i B, nigra [}5,41]%
liiewielks ich zawartosé, obnizajscg sie w trakcie rozwoju, stwierdzono W
kulturach in vitro uszczyn odmiany Bolke. Byta ona nizsza niz w Xuszczy-
nach tej odmiany roéwiaajqcych sie'in situ i nie przekraczata 10 % catko-
witej zawartodci glukozynolandw. U odmiaa , 00" zawartosé glukozynolandéw
indolowych moze stanowié 50 % calkowited pulil glukozynolandw [67]. Z tego
wzgledu uzyskanie genotypdéw o zredukowanym poziomie glukozynolanéw indolo=
wych jest obecnie przedmiotem zainteresowan hodowcédw rzepaku [67]. Bardzo
niski poziom glukozynolanéw indolowych w izolowanych tuszczynach odmiany
Bolko, podobnie jak i Jet Neuf, wskazuje iz réwniez ta grupa glukozynola-
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néw nie jest syntetyzowana w kulturach in vitro. Funkcja fizjologiczna
glukozynolanéw indelowych nie jest w peini poznanaj; wiadomo jednak, iz sg
- one prekursorami suksyn [71]. Wyniki niniejszej pracy wykezaly, iz gluko-
zynolany indelowe mogg uczestniczyé w metabolizmie auksyn., Morfogeneza i-
zolowanych tuszezyn, & zwlaszcza dojrzewanie w nich nasion, ktére stymulu-
ja auksyny [22], zachodzi¥o przy obnizajacym sig poziomie glukozynolanéw,

Liczne prece, w ktérych badano aktywro$é myrozynazy [8, 9, 51] oraz ze-
wartosé glukozynolanéw w réinych stadiach rozwojowych rzepaku [23-26,79]
nie wyjasniajg calkowicia zalefnodci miedzy enzymem a substratem, W 1is-
oieniach siewek rozwijajacych sie in vivo zachodziX katabolizm glukozyno-
lanéw [25, 79]. McGregor [79] uwata jednak, iz jest to wynik przeliczenia
zawartosci glukozynolanéw ne parametry wzrostu, ktére zmieniazjsg sie wrez z
rozwojem, Wyratajac zawartos$é glukozynolenéw na rofline, poziom tych
zwiazkéw wzrastat. Nie me wigc w siewkech zmniejszenia poziomu glukozyno-
landw netto lecz dziata tu-efekt rozcienczenia, w wyniku powiekszenia sieg
organéw [78].

Dyskusyjine sg réwnies wyniki uzyskane w badaniach nad aktywnogcia my-
rozynaéy w rozwijajgcych sig¢ siewkech rzepaku. Bones [5] donosi o spadku
aktywnosci enzymatycznej w liscieniach siewek. Badania James’a 1 Rossi-
ter a [52] wykazaly wystepowanie w siewkach rzepaku dwéch bialek myrozyna-
zowych o réznych wiadciwodciach fizycznych, W lisScieniach obecna byta tyl-
ko myrozynaza II 1 jed aktywnos$é wzrastaia, Dotychczas nie\wyjaéniono czy
myrozynaza II jest posttranslacyjnym produktem enzymatyczned modyfikacg:
biatkae myrozynazy 1, czy tei odrebnym produktem'genetyczn* .

Iori i in. [A6}.badajqc zaleznosci miedzy aktywnoscia myrozynazy . a
syntezg glukozynolanéw w nasionach odmien rzepaku réznigeych si¢ poziomenm
glukozynolandw wykezall wyzszg aktywnosé u cdmiany , 00" niz u odmian za-
wiersjacych glukozynolany, Autorzy sugerujs, iz podezas dojrzewania nasion
odmian , 00 " myrozynaza reguluje proces degradscji glukozynolanéw. Hipote-
za ta pozostaje w sprzeczmodci z faktem stwierdzonym przez Josefssona|55],
2e u odmian podwéjinie ulepszonych niska zawartosé glukozynolendw jest spo-
wodowana blokads biosyntetycznego szleku poprzedzajgcego powstanie jednego
z pilerwszych produktéw pofrednich - aldoksymu,

W dojrzewajscych nasionach rzepaku sktywnosé myrozynazy 1 zawartosc
glukozynolandw wzraﬁﬁaly i byly wyisze u odmiany Jet Neuf niz Bolke. Ak-
tywnoié myrozynazy Jest wiec zaleina od poziomu glukozynolanéw, Potwier-
dzeniem tego moze byé stwierdzone obniienie aktywnosfeci enzymu w kulturach
in vitro uszczyn, kiedy tracily one zdolnod§é do syntezy  glukozynolanéw,
Brak glukozynolandw w bsdsnych tkankach wskazﬁje, iz nie uaktywniaja sie
geny odpowiedzialne, za synteze biesika enzymatycznego. Regulacja aktywnosci
myrozynazy odbywa sig na zasadzie sprzezenia zwrotnego, ktére jest podsta-
wowym mecheanizmem samoregulacji przemian metabolicznych w organizmach Zy-
wych | 771, .

W rozwoju nasion rzepaku wyrdznia sie trzy fazy: formowanie zarodka,
powiekszanie i dojrzewsnie [B8]. Z fazami tymi zwigzena jest synteza i a-
xumuliacje metabolitdw pierwotnych i wtdrnych., W fazie pierwszej, w formu-






- 56

zachodzi w nasionach, do ktérych jest prawdopodobnie transportowana z
uszezyn [67].
Proces dojrzewania nasion rzepeku zwigzany Jest z anetomicznymi i bio-

chemicznymi zmianemi w tkankach Yuszczyn prowadzacymi do ich pekania,
¥ komérkach strefy pekajgcej wzrasta aktywnosé celulazy, enzymu  odpowie-
dzialnego za rozpad komérak te]} strefy, Weing role w procesie pekania

tuszczyn odgrywa produkowany przez nasiona etylen [80]. Spadek produkcji
etylenu skorelowany jest z rozpoczynajgcym sig procesem dojrzewania nasion
[BO], podczas ktérego nagromadzajg sie w nich miedzy innymi glukozynolany
alkenylowe, Prekursorem obu tych zwigzkéw Jjest metionina, co moze sugero-
waé, iz w dojrzewajacych nasionach aktywnodéé metaboliozne szlaku biosynte~
zy etylenu‘zostaje przesunieta w kierunku tworzenia glukozynolandw, Po-
twierdzeniem tego moze byé znacznie ni2sza produkcja etylenu przez tkanki
Tuszozyn, w ktérych moze zachedzié synteza glukozynolanéw lub ich prekur-
soréw {7, 23, 80].

Wazng cechg metabolizmu wtérnego jest organizacja przestrzemma w ko=
mérce - kompartymentacja, Enzymy metabolizmu wtérnego zwigzane sg z mem-
branami cytoplazmatycznymi, podczas gdy produkty ich reakcji gromadzg sie
np. w wakuolach, strukturach Golgiege [77}. Glukozynolany, podobnie jak 4
myrozynaza, sg oddzielone przestrzennie., Myrozynaza wystepuje w idioblas-
tach, specyficznych komérkach myrozynazowych zawierajgcych ziarna myrozy=-
nowe [9, 97, 119}, Najnowsze badania immunchistochemiczne sugerujs, iz jest
ona zlokalizowana w cytoplazmie komérek myrozynazowych lub na membranach
- otaczajgcych ziarna myrozynowe, Glukozynolany zad gromadzg sie w wakuolach
lub wewnatrz ziarn myrozynowych [116, 127}, Obecnoéé myrozynazy wykazano
‘réwniez w cytoplazmie komérek szparkowych, komérek ksylemu i uszezyn [43,
53], W niniejszej pracy stwierdzono obecnoéé nowego typu idioblastéw
biatkowych podobnych do komérek myrozynazowych, nie zawierajscych  jednak
ciai myrozynowych, Wystepowaly one w stupkach i m¥odych }uszczynach, w.
ktérych\enzym wykazywal dosé znaczng aktywnodé. Przypuszczenie, iz sg cne
niejscem lokalizacji myrozynazy, potwierdzily wstepne badania immunohisto-
chemiczne [27].

Literatura podaje uogélnienia o powigzaniach miedzy obecno$cig komérek
myrozynazowych a aktywnodcig myrozyneazy. Wyniki niniejszej pracy zgodne sg
z wozedniejszymi badaniami Iversena i in. [47], iz aktywnosé myrozynazy
nie musi byé uwarunkowana obecnoscig komérek myrozynazowych, Ponadto bada-
nia wiasne blizej okredlity te zaleZnodci. W badanych tkankach 1 organach
rzepaku, w ktérych wykazano wysoks aktywnoéé enzymu, stwierdzono obecnodd
komérek myrozynazowych, Ich brak natomiast byt akorelowany z niskg aktyw-
nodcig, W tym ostatnim przypadku enzym moze byé zwigazany z cysternami re-
tikulum endoplazmetycznego, frakcjami mitochondriainymi i diktiosomami ko~
mérek [9, 120], Z kolei w liscieniach hodowanych in vitro, jak podajs
Sharma i Bhojowani [108], komérki myrozynazowe mogg ulegaé degradacji.

Obecnos$é komérek myrozynazowych skorelowans z aktywnodcig  myrozynazy
stwierdzono w zarodkach rzepaku odmian Jet Neuf i Bolko, Podobnie u innych
przedstawicieii Brassicaceae komérki myrozynazowe réznicowaly sie pod ko-

S
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niec embriogenezy [97, 119] . Badane dotychczas gatunki 1 odmiany posiadaty
wysoks zawartodé glukozynolanéw. Wykazanie obecnodci komérek  myrozynazo-
wych u odmiany , 00 " Bolko pozwala sgdzié, 12 ich wystepowanie jest cecha
charakterystyczng dla tej rodziny i nle zaleiy od poziomu glukozynolanéw,

Komérki myrozynazowe badsnych odmian rzepaku, podobnie jak u innych
przedstawicieli rodziny Brassicaceae, zlokalizowane byly wéréd powierzch-
niowych warstw komérek kory pierwotnaj korzeni zarodkowych lub parenchymy
1iscieni, Podobnie idioblasty nowego typu, stwierdzone w stupkach { bardzo
mtodych uszczynach, zlokalizowane byly tuz pod skérks. Zwizzane jest to z
obronng rolg systemu myrozynaza -~ glukozynolany [116]. Potwierdza to réw-
niez obecnosé myrozynazy w cytoplazmie komérek szparkowych 1 ksylemie,
ktére jako pierwsze sg atakowane przez patogeny {43}, Odpowiedzig rosliny
na uszkodzenie komérek (np. przez owady lub inne szkodniki) moze byé
wzrost poziomu glukozynolandw, zwiaszcza indolowych [24, 65] .

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki dostarczajs nowych danych o korela-
cjach miedzy glukozynolanami, myrozynazg wywotujgce ich rozpad i komérkami
zawlerajacymi ten enzym. Wykazano, i metabolizm glukozynolanéw jest $cid-
le zwigzeny z morfogenezg rzepaku in vitro i in vivo oraz, 2Ze duzg role w
Jego regulacdi odgrywaja czynniki endo~ i egzogenne., Prekursory glukozyno-
landw, jak i niektére produkty ich hydrolizy mogg byé strukturalnymi 1 e-
nergetycznymi zwigzkami wykorzystywanymi w procesie wzrostu i réznicowania
izolowsnych tuszczyn., Stosunek glukozynolandw indolowych do catkowite] za~
wartosci glukozynolandw w izolowanych tuszczynach odmiany Bolko byl znacz-
nie ni%szy niz w tuszczynach in situ. U tej odmiany, podobnie jak u odmia~
ny Jet Neuf, stwierdzono obecnos$é nowego typu komérek zawierajgcych myro-
zynaze, jak i typowych komérek myrozynazowych. Wysoka aktywnos$é myrozynazy
w nasionach wskazuje, 1% synteza glukozynolanéw podlega ciggtej regulacji
na zasadzie sprzezenia zwrotnego (réwniez przez enzymy hydrolityczne), w
wyniku ktérej determinowana jest ostateczna zawartodé tych metabolitéw,



6. WNIOSKI

1. Wyzszy potencjal morfogenetyczny liscieni rzepaku odmiany wysokoglu-
kozynolanowej {Jet Neuf), ni2 podwéjnie ulepszonych (Bolko i Jantar), wska-
zuje na korelacje miedzy fizjologicznymi i biochemicznymi procesami prowa-
dzacymi do réznicowania a katabolizmem glukozynolandw,

2, Rozwdj izolowanych Yuszczyn rzepaku w kulturach in vitro i dojrzewa-
nie w nich nasion zalezy od wspétdziaania czynnikdéw endo- 1 egzogennych,
Najwazniejszym 2z nich jest faza rozwojowa izolowane) luszczyny, drugorzed-
nymi ~ lecz réwnie wasnymi - regulatory wzrostu i stopier zestalenia DO=
zywki.

3, Duza zdolnos$é do regeneracji eksplantatdédw rzepeku, rdéinice w aktyw-
noéci myrozynazy oraz w poziomie glukozynolandw w tuszczynach hodowanych
in vitro i pochodzgcych z roslin uprawianych w polu sugerujs, 12 metoda
kultur in vitro moze byé wykorzystana w badaniach nad metabolizmem gluko-
zynolandw, Kultury in vitro luszczyn rzepaku mogg by¢ ponadto przydatne w
badaniach wplywu czynnikéw endo- i egzogennych na regulacje rozwoju na-
sion, ich dojrzewanie i sktad chemiczny bez interakcji z calg rodling.

4L, W trakcie dojrzewania nasion w kulturach in vitro Yuszczyn =zachodzi
katabolizm glukozynolandw, ktéremu towarzyszy obniZzenie aktywnosci myrozy-
nazy. Mozna przypuszczaé, e zardwno prekursory glukozynolandw alkenylo-
wych (metionina), jak i indolowych (tryptofan) oraz niektére produkty hy-
drolizy glukozynolanéw (siarka 1 glukoza) speilniaja funkcje fizjologiczng
w regulacii wzrostu, jako budulcowe i energetyczne zwigzki wykorzystywane
przez rozwijajace sie nasiona,

5. Skorelowana dodatnio ze zmianami w poziomie glukozynolandw aktywnosé
myrozynazy wskazuje na zwiazek miedzy zawartodcia glukozynolandéw a aktyw-
noicia enzymatyczng w organach, w ktdrych zachcdzi zaréwno synteza (nasio-
na dojrzewajqc% w tuszczynach in situ), jak 1 katabolizm glukozynolandw
(1iscienie, Iuszczyny dojrzewajace in vitroj.

6, Obecnosé komérek myrozynazowvch w nasionach rzepaku warunkuje wysoka
aktywnodé myrozynazy, ktéra nie zalezy od poziomu glukozynolandw, W tkan-
kach pochodzenia generatywnego (Iuszczyny) po raz pierwszy stwierdzono wy-
stepowanie nowego typu idioblastdéw biatkowych, Wstepne badania  pozwalajg
przypuszczad, i2 komérki te sg réwniez miejscem lokalizacji myrozynazy.,
Znaczenie nowego typu idioblastéw w metabolizmie glukozynolandw pozostaje
do wyjasnienia,
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GLUKOZYNOLANY I ICH METABOLIZM U RZEPAKU
W KULTURACH IN VITRO I IN VIVO

Streszczenie

Okreslono zdolnosci regeneracyjne liscieni, wierzchotkdéw pedéw siewek
i luszczyn odmian rzepaku réiniacych sie¢ poziomem glukozynolanéw. W rézni-
cujacych sie¢ eksplantatach siewek oraz dojrzewajacych in vitro Tuszczyaach
analizowano czynniki wplywajgce na metabolizm glukozynolandw i korelacje
migdzy glukozynolsnami a rozktadajacym je enzymem -~ myrozynazg. Badania
nad metabolizmem glukozynolandéw w kulturach in vitro uzupelniono badaniams
na rzepaku uprawianym w warunkach polowych,

Wykazano, iZ wyzszy potencjal morfogenetyczny posiadaty liscienie rze=-
paeku odmiany wysokoglukozynolanowej (Jet Neuf) niz odmian podwéjnie ulep-
szonych (Bolko i Jantar). Duza zdolnogé do organogenezy izolowanych  1id~-
cieni 1 wierzchotkéw pedéw siewek skorelowana byla z zachodzacym w nich
katabolizmem glukozynolandw, Czynniki, ktére wpiywaly na morfogeneze izo=-
lowanych eksplantatéw (odmiana, regulatory wzrostu) wpiywaly réwniez na
aktywnodé myrozynazy. Organogeneza 1isScieni i wierzcholkéw pedéw zwigzana
byla ze wzrostem aktywnosSci myrozynazy,

Najwazniejszym czynnikiem wplywajgcym na wzrost luszczyn w kulturach
in vitro i dojrzewanie w nich nasion byla faza rozwojowa tuszczyny. Drugo-
rzednymi, lecz niemnie) waznymi czynnikami byly regulatory wzrostu i sto~
piend zestalenia pozywki. Wykazano, iz najwiecej nasion dojrzewalo w tusz-
czynach inkubowanych na pozywke zestalong, zawierajaca ABA,

Aktywno$é myrozynazy w izolowanych luszczynach zalezata od odmiany,
regulatoréw wzrostu i stezenia agaru w pozywce oraz od poziomu glukozyno-
lanéw. Podwyzszenie poziomu glukozynolandw w Yuszczynach w okresie embrio-
genezy skorelowane bylo ze wzrostem aktywnodci myrozynazy, Dalszemu doj=-
rzewanju izolowanych tuszczyn rzepaku in vitro towarzyszyl katabolizm glu-
kozynolanéw, Wraz z utratg zdolnoSci tuszczyn do syntezy glukozynolandw
aktywnodéé enzymatyczna ulegata obnizeniu,

Odbiciem réznic odmianowych w poziomie glukozynolandw w nasionach byty
réznice w zawartosci tych zwigzkdéw w izolowanych Yuszczynach, Dominujacym
glukozynolanem w kulturach in vitro luszczyn odmiany Jet Neuf byla progoi-
tryna, ktéra podobnie jak pozostale badane glukozynolany alkenylowe i in-

dolowe wystepowala w znacznie mniejszych ilosciach niz w luszczynach in
situ, W izolowanych tuszczynach rzepaku odmiany Bolko byla.ona Jedynym
glukozynolanem alkenylowym. Ze wzglgdu na bardzo nisks zawartodé glukozy-
nolanéw indolowych w fuszczynach odmiany podwéjnie ulepszone], stosunek
tej grupy glukozynolanéw do catkowitej puli glukozynolandw byt réwniez

znacznie nizszy niz in situ 1 wynosit = jak obliczono - 10 %,

¥ roslinach rzepaku uprawianych w polu, przeksztalcenie stupka w owoc
1 wstepne etapy formowania zarodka zwigzane byly z obnizeniem poziomu glu-
kozynolanéw 1 aktywnosci myrozynazy. Synteza glukozynolandw rozpoczynata
sie w tuszczynach, w ktérych znajdowaly sie zarodki w stadium torpedy,
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W kolejnych etapach dojrzewania nasion zachodzil w nich dalszy wzrost cal-
kowitego poziomu glukozynolanéw i aktywnos$ci myrozynazy, ujemnie skorelo-
wany ze zmianami w tkankach tuszczyn, W zielonych nasionach rzepaku odmia-
ny Jet Neuf obecne byly wszystkie glukozynolany wystepujace w nasionach
dojrzatych., W najwieksze]) ilosci wystepowala progoitryna, w nastepnej ko=~
lejnodéci ksztaltowaly sie poziomy glukonapiny, glukobrassikanapiny i napo-
leiferyny. Dojrzewanie nasion odmiany Bolko bylo giléwnie zwigzane z obni=-
2eniem zawartodci progoitryny i wzrostem poziomu hydroksyglukobrassicy=-
ny - glukozynolanu indolowego,

Wysoka aktywno$é myrozynazy w nasionach skorelowana byla z wystgpowa-
niem komérek myrozynazowych. W stupkach i mtodych luszczynach stwierdzono
obecno$é nowego typu idioblastéw, ktére nie byly typowymi komérkami myro-
zynazowymi, lecz prawdopodobnie zawieraly myrozynaze, Obecnosé obu  typéw
komérek u odmiany rzepaku Jet Neuf (,0") i Bolko (,00 ") wskazuje, iz ich
wystepowanie jest cechg gatunkowg i nie zalezy od zawartos$ci glukozynola-
néw w nasionach,



GLUCOSTNOLATES AND THETR METABOLISM IN OTLGEED RAPE
I[N IN VITRO CULTURE AND 1N VIVO

Summery

Regenerative abilities of cotyledons, tips of seedlings shoots and
siliques of ollseed rape varieties differing in glucosinolate conteut were
deternined, In differentiating seedlling explanls and in maturing in vitro
sillques, factors affecting the glucosinolate metabolism, and correlation
between glucosinolate content and the glucosinolate hydrolysing enzyme
- myrosinase were studied. The investigations of the glucosinolate meta-
bolism in in vitro culture were supplemented with studies on oilseed rape
cultivated under field conditions.

Tt was found that cotyledons of a high~glucosinolate ollseed rape va-
riety (Jet Neuf) demonstrated higher morphogenetic potential than that of
double improved varieties (Bolko and Jantar). High ability of isolated
cotyledons and tips of seedling shoots to organogenesis was correlated
with glucosinolate catabolism, undergoing in them, The factors (variety,
growth regulators) which affected morphogenesis of isolated explants dis-
closed also an effect on myrosinase activity. Organogenesis of cotyledons
and tips of shoots was linked with increase of myrosinase activity.

The developmental stage of isoiated silique was the most important
factor affecting the growth of siliques in in vitro culture and the ma-
turation of the seeds in them., Secondary importance factor were the growth
regulators and degree of solidification of the medium, It was found that
the highest numpber of seeds was matured in siliques incubated on s0lidi-
fied medium containing ABA,

Myrosinase activity in isolated siliques depended on variety, growth
regulators, concentration of agar in the medium and on the glucosinolate
content, Higher level of glucosinolates in siliques during embryogenesis
was correlated with myrosinase activity., Further maturation in vitro of
isolated oilseed rape siligues was accompanied by glucosinolate catabolism,
Enzymatic activity decreased together v'*% the sz of the abllity of
siliques to synthetize glucosinolates.

Differences in glucosinolate content in isolated siliques reflected
the specific differences in glucosinolate level in the seeds. Progoitrin
was the dominant glucosinolate In siliques of the variety Jet Neuf cul-~
tured in vitro, which, similar to other alkenyl and indole glucosinolates
studied, occurred in much smaller amounts than in the siliques in situ,
In isolated siliques of the Bolko variety, it was the only alkenyl gluco-
sinolate, Because of very low indole glucosinolate content in the siliques
of the double improved variety, the ratio of this glucosinolate group to
the total glucosinolate pool was also much smaller than in situ, and it
amounted to 10 %, Toe

Transformation of the pistil #p the fruit and preliminary steps of the
embryo formation in oilseed rape plants grown in the field were connected
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with a decrease of glucosinolate level and myrosinase activity. The syn-

thesis of glucosinoiates were begun in the siliques which had embryo in
the torpedo stage. During next step of the seeds ripening, further in-
crease of the total glucosinolate leve]l and myrosinase activity was ob-

served, It was negatively correlated with changes in the siligque tissues.
All the glucosinolates present in ripe seeds of the Jet Neuf variety  oc~
curred also in the corresponding green seeds, Progoitrin was found in the
higher amounis, next were concentrations of gluconapin, glucobrassicanapin
and napoleiferin, Ripeness the seeds of the Bolko variety was linked pre-
dominantly with a decrease of progoitrin content and an increase of con-
centration of an indole glucosinolate -~ hydroxyglucobrassicin,

High myrosinase activity in the seeds was correlated with the exist-
ence of myrosin cells, A new type of idioblasts was discovered on the
pistils and young siliques. They were not typical myrosin cells, but prob-
ably contained myrosinase, The presence of both types of celis in oilseed
rape varieties Jet Neuf end Bolko suggests that their occurrence is a spe-~
cial property and it does not depend on the glucosinolate content in the
seeds.






