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Uloga glukozinolata u obrani biljaka od nametnika

Sazetak

Glukozinolati su sloZena klasa spojeva tioglukozidne strukture svojstvena biljkama porodice Cruciferae,
u koju ubrajamo znacajne kulture kao sto su uljana repica, kupus, cvjetaca, brokula, koraba, kelj, hren,
gorusica. Sve biljke koje sadrze glukozinolate sadrze i endogeni enzim hidrolize - mirozinazu (B-tioglukozid-
glukohidrolaza, EC 3.2.1.1) u odijeljenim dijelovima biljke. Ostecenjem tkiva oni dolaze u kontakt s enzimom
mirozinazom te ovisno o strukturi glukozinolata nastaju razliciti bioloski aktivni produkti razgradnje,
koji imaju citav niz bioloskih svojstava, od toksi¢nih do antikarcinogenih. Udio i sastav glukozinolata
razlikuje se izmedu biljnih vrsta te izmedu sorata istih vrsta te se mogu razlikovati unutar biljne jedinke
ovisno o stupnju razvoja i vrsti organa. Razliciti uvjeti okolisa u kojima se biljka nalazi, kao sto su svjetlo,
nutritivni status biljke, mehanicko ostecenje, infekcija fitopatogenima i ostecenja uzrokovana napadom
insekata, mogu uzrokovati znacajne promjene u sastavu i udjelu glukozinolata. Stoga postoji niz teorija o
potencijalonoj ulozi glukozinolata u biljci, iako se njihova uloga u obrani biljke od insekata i fitopatogena
smatra primarnom.
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Struktura i svojstva glukozinolata

Glukozinolati su slozena skupina spojeva tioglukozidne strukture svojstvena biljkama poro-
dice Cruciferae, u koju ubrajamo znacajne kulture kao $to su uljana repica, kupus, cvjetaca, bro-
kula, koraba, kelj, hren i gorusica. Glukozinolata imaju istu osnovnu strukturu: S-tioglukozidi u
kojima je glikonski dio najcesce glukoza, a aglikonski dio tj. bo¢ni lanac potjece od aminokise-
line, prekursora u njihovoj biosintezi (slika 1). Prema strukturi aminokiseline glukozinolati se di-
jele na: alifatske (nastali iz metionina, izoleucina, leucina i valina), indolne (nastali iz triptofana)
i aromatske (nastali iz fenilalanina i tirozina). Biosinteza glukozinolata moze se podijeliti u tri
stupnja: produZenje lanca aminokiselina uvodenjem metilne skupine, pretvorba aminokiseline
u osnovnu strukturu glukozinolata te oksidativne modifikacije osnovne strukture. Prvi stupanj
se odnosi samo na glukozinolate koji nastaju iz derivata metionina, a druga dva stupnja zajed-
ni¢ka su za biosintezu svih glukozinolata (Radoj¢i¢ Redovnikovi¢ i sur, 2008). Kao i kod drugih
sekundarnih metabolita njihov udio i sastav ovisi o stupnju razvoja i okolisu u kojem se biljka
nalazi. Do danas je poznato vise od stotinu razli¢itih glukozinolata, ali samo se neki od njih
nalaze u ve¢im udjelima u pojedinim biljnim vrstama (Avato i Argentieri, 2015). Najvedi udjeli
glukozinolata nadeni su u sjemenu biljaka, a potom u drugim biljnim organima u aktivnim
stupnjevima rasta. Sastav glukozinolata i njihov medusobni odnos razli¢it je u varijetetima iste
vrste, pojedinim dijelovima iste biljke kao i u pojedinim stupnjevima razvoja biljke. lako su geni
biosintetskog puta skoro u cijelosti identificirani, regulacija biosinteze s ciljem manipulacije
sastavom i udjelom glukozinolata u biljci nije dovoljno istrazena (Halkier i Gershenzon, 2006).
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Slika 1. Op¢a struktura glukozinolata (R oznaka za bo¢ni lanac)

Organizacija sustava glukozinolati/mirozinaza u biljci

Sve biljke koje sadrZe glukozinolate sadrZe i endogeni enzim hidrolize - mirozinazu (-tioglu-
kozid-glukohidrolaza, EC 3.2.1.1) u odijeljenim dijelovima biljke. Ostecenjem tkiva oni dolaze u
kontakt s enzimom mirozinazom te ovisno o strukturi glukozinolata nastaju razliciti bioloski ak-
tivni produkti razgradnje, koji imaju Citav niz bioloskih svojstava, od toksi¢nih do antikarcino-
genih. Hidrolizom glukozinolata nastaje glukoza i nestabilni produkt koji podlijeze spontanoj
Lossenovoj pregradnji i pritom, ovisno o strukturi bo¢nog lanca glukozinolata, uvjetima hidro-
lize te prisustvu kofaktora mogu nastati izotiocijanati, oksazolidin-2-tioni, nitrili, epitionitrili i
tiocijanati (slika 2) (Rask i sur., 2000; Bones i Rossiter, 2006). Enzim mirozinazne aktivnosti utvr-
den je i u plijesnima (Aspergillus sydowi i Aspergillus niger), bakterijama intestinalne mikroflore
(Enterobacter cloacae i Paracolobactrum aerogenoides), sisavcima te lisnim usima kupusnjaca
(Kazana i sur.,2007; Radojci¢ Redovnikovic i sur., 2008).
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Slika 2. Opc¢a shema enzimske hidrolize glukozinolata
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Pri neutralnim uvjetima hidrolize naj¢es¢e nastaju izotiocijanati, a ako je na 2-C-atomu pri-
sutna hidroksilna skupina u bo¢nom lancu nastali izoticijanati su nestabilni i cikliziraju se u
okazolidin-2-tione. U kiselim uvjetima uz prisustvo Fe**-iona in vitro nastaju nitrili dok je in vivo
za nastajanje nitirila potreban proteinski faktor kao sto je epitiospecifi¢ni protein (ESP). Gluko-
zinolati s terminalnom dvostrukom vezom u boé¢nom lancu u prisustvu ESP hidrolizom daju
epitionitrile, dok tiocijanati nastaju hidrolizom benzil-, alil- i 4-metilsulfinilbutil-glukozinolata.
Razgradni produkti indolnih glukozinolata razlikuju se od gore navedenih buduci da su na-
stali izotiocijanati pri neutralnim i slabo kiselim uvjetima nestabilni i stvaraju metanol-indole,
konjugate s askorbinskom kiselinom te smjese oligomera (Lambrix i sur., 2001; Bernardi i sur.,
2003). Zbog velikog niza bioloskih svojstava istrazivanja glukozinolata usmjerena su na razlici-
ta podrugja kao $to su agronomija, entimologija, ekologija, kemija, nutricionizam i medicina.
Veliko zanimanje za kontrolu sastava i koli¢ine pojedinih glukozinolata u biljci potaklo je istra-
zivanja njihove biosinteze, a vecina istrazivanja provedena su na modelnoj biljci Arabidopsis
thaliana. Poznavanje biosinteze i njene regulacije omogucilo bi manipulaciju sastava glukozi-
nolata i njihovih produkata hidrolize te dobivanje ratarskih kultura s poboljsanim svojstvima
koji ukljucuju bolju otpornost prema nametnicima te poboljsana nutritivna svojstva, kao $to su
bolji okus i ve¢i udio antikarcinogenih supstancija (Senderby i sur., 2010).

Uloga sustava glukozinolati/mirozinaza u biljci

Udio i sastav glukozinolata razlikuje se izmedu biljnih vrsta te izmedu sorta istih vrsta te se
mogu razlikovati unutar biljne jedinke ovisno o stupnju razvoja i vrsti organa. Razliciti uvjeti
okolisa u kojima se biljka nalazi, kao $to su svjetlo, nutritivni status biljke, mehanicko ostecenje,
infekcija fitopatogenima i ostecenja uzrokovana napadom insekata, mogu uzrokovati znacaj-
ne promjene u sastavu i udjelu glukozinolata. Stoga postoji niz teorija o potencijalonoj ulozi
glukozinolata u biljci, iako se njihova uloga u obrani biljke od insekata i fitopatogena smatra
primarnom (Rask i sur., 2000; Wittstock i sur., 2004; Halkier i Gershenzon, 2006: Radojci¢ Redov-
nikovi¢ i sur., 2008).

Uloga sustava glukozinolati/mirozinaza u interakcijama

izmedu biljke i kukca

U obrani od insekata glukozinolati i njihovi produkti hidrolize pokazaju toksi¢nost prema
velikom broju nametnika koji se ubrajaju u opce stetnike, dok za nametnike koji su se specijali-
zirali za rast na biljkama koji sadrze glukozinolate mogus sluziti kao signal koji ih privlaci stimu-
lirajuci njihovo hranjenje ili nosenje jaja. U nekoliko istraZivanja utvrdeno je da glukozinolati
inhibitorno djeluju na veliki broj nespecijaliziranih nametnika uzrokujuéi naj¢eS¢e nakupljanje
glukozinolata i tako poboljSavajuci sposobnost prezivljavanja biljke (Radojci¢ Redovnikoiv¢ i
sur., 2008). Pracenjem sastava i udjela glukozinolata u A. thaliana nakon napada dviju vrsta
lisnih usiju (specijalizirane i nespecijalizirane) te gusjenica neprilagodenih kukaca, uvrdena je
indukcija kratkolanc¢anih alifatskih glukozinolata za sve tri interakcije, dok je za gusjenice ne-
prilagodenih kukaca utvrdena i indukcija dugolancanih alifatskih glukozinolata. U ovim poku-
sima nije uvrdena indukcija indolnih glukozinolata $to nije bio slu¢aj u prijaSnim istraZivanjima
(Mewis i sur., 2005). Eksperimenti provedeni u polju s vise sorti Brassica napus, koje se razlikuju
po udjelu i sastavu glukozinolata, pokazali su da kod sorata s povecanim udjelom glukozinola-
ta nastaju manja ostecenja kad su kukci nespecijalizirani, a suprotno tomu ostecenje biljake je
bilo znatno vecée nakon napada sa specijaliziranim kukcima. Takoder je utvrdeno da povecanje
stupnja produzetka lanca i hidroksilacija bo¢nog lanca alifatskih glukozinolata pospjesuje hra-
njenje specijaliziranog kukca Psylliodes chrysocephala. Pracenje ponasanja kukaca i elektrofizi-
oloski eksperimenti potvrdili su da specijalizirani kukci neposredno reagiraju na glukozinolate
i produkte njihove hidrolize, posebice hlapljive produkte koji takoder mogu privudi i prirodne
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neprijatelje kukaca kao $to su paraziti koji sudjeluju u indirektnoj obrani biljke (Miles i sur. 2005;
Ratzka i sur., 2002).

Kukci, koji su specijalizirani za rast na biljkama, moraju imati neki mehanizam zastite od
glukozinolata. Jedan od mehanizama uocen je u Plutella xylostella koja ima enzim sulfatazu
koja katalizira odcjepljivanje sulfatne skupine u glukozinolatima te nastali desulfoglukozinolati
ne mogu biti hidrolizirani mirozinazom. Kod Pieris rape utvrdeno je postojanje nitril-specifi¢nih
proteina koji tijekom hidrolize umjesto izotiocijanata daju nitrile koji su manje toksi¢ni. Tako-
derje utvrdeno skladistenje glukozinolata unutar organizama kukaca i njihovo iskoristavanje
za obranu ukljucujuci mirozinazu koja moze biti prirodno prisutna u kukcima ili njihovim nepri-
jateljima. Tako na primjer lisna us Brevicoryne brassicae ima prirodno mirozinazu koja nakuplje-
ne glukozinolate hidrolizira u izotiocijanate, koji sluze kao alarm drugim lisnim usima kolonije
ukoliko je doslo do ostecenja (referenca).

Uloga sustava glukozinolati/mirozinaza u interakcijama

izmedu biljke i fitopatogena

Uloga sustava glukozinolati/mirozinaza u obrani od fitopatogena manje je istrazena iako
mnogobrojne studije ukazuju na toki¢nost razgradnih produkata hidrolize prema fitopatoge-
nim in vitro, a maniji je broj studija koje su pokazale korelaciju izmedu udjela glukozinolata i
smanjenja osjetljivosti biljke na razvoj bolesti nakon napada fitopatogena. Kulture roda Bra-
ssica nazivaju se “prijelazne kulture” buduci da glukozinolati i njihovi produkti hidrolize, otpu-
Steni u zemlju, imaju inhibitorni u¢inak na patogene prirodno prisutne u zemlji. Eksperimenti
provedeni u poljima pokazali su da psenica ima bolji prinos nakon uzgoja indijske gorusice i
uljane repice nego nakon p3enice. Prirodno prisutni mikroorganizmi u zemlji, gdje se uzgajaju
biljke koje sadrze glukozinolate, razlikuju se od drugih s pove¢anom tolerancijom na izotio-
cijanate (Dufour i sur., 2015). Takoder je utvrdeno da odredeni sojevi mikorize pokazuju bolji
rast uz prisutnost razgradnih produkata indolnih glukozinolata. Toksi¢nost nekoliko produkata
razgradnje glukozinolata istrazena je u uvjetima in vitro i uvrdeno je da razgradni produkti,
ovisno o njihovoj strukturi, pokazuju razli¢ito fungitoksi¢no djelovanje. Produkti razgradnje
aromatskih glukozinolata pokazuju izraZenije fungitoksi¢ne ucinke nego alifatski glukozinolati,
Cija toksi¢nost raste s porastom duljine bo¢nog lanca. Testirane su neke transfomirane Arabi-
dopsis biljke koje imaju promjenjen sastav glukozinolata. Tako je za mutante, koji imam maniji
rum, dok za nekoliko drugih plijesni to nije utvrdeno sto ukazuje da pojedini razgradni produkti
glukozinolata mogu sluZiti u obrani samo od odredenih plijesni (Tierens i sur., 2001).

Vaznost indolnih glukozinolata povezena je s pojavom bolesti korijena kod Brassicaceae
kultura koju uzrokuje Plasmodiphora brassicae. Pojava ove bolesti pracena je pove¢anom kon-
centracijom auksina i citokinina sto dovodi do ubrzane diobe i produzetka stanica. Nastanak
indol-3-octene kiseline (IAA) povezan je konverzijom indolnih glukozinolata u indol-3-aceto-
nitril te daljnjom konverzijom nitrilazom u IAA. Istrazivanje Arabidopsis mutanata s promjenje-
nom koncentracijom glukozinolata nije dovelo do jednozna¢nog zaklju¢ka o njihovoj ulozi,
ali je u gotovo svim mutantima kao i u divljoj sorti Columbia uo¢ena povecana koncentracija
indol-3-metil-glukozinolata te je u nekim mutantima uocena manja osjetljivost na razvoj bo-
lesti. Kod nekih mutanata i sorte Columbia takoder je uo¢ena povecana koncentracija nekih
alifatskih glukozinolata (Radojci¢ Redovnikovi¢ i sur., 2008; Halkier i Gershenzon, 2006).

Poput kukaca, neke plijesni imaju mehanizam kojim prevladavaju obrambeni sustav glu-
kozinolati/mirozinaza u biljci pa je moguce da razgraduju glukozinolate u netoksi¢ne ili manje
toksicne produkte prije razgradnje mirozinazom, razvijaju mehanizam detoksifikacije produ-
kata nastalih razgradnjom mirozinazom te tijekom patogeneze daju produkte koji inhibiraju
hidrolizu glukozinolata. Put razgradnje glukozinolata u netoksi¢ne ili manje toksi¢ne spojeve
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nolati/mirozinaza, a iz glukozinolata oslobodenu glukozu koriste kao hranjivi supstrat (Sexton
i Howlett, 2000).

Zakljucak

Iz cjelokupno dostupne literature o glukozinolatima moze se zakljuciti da glukozinolati su-
djeluju u obrani biljke, ali njihovi mehanizimi djelovanja jo$ uvijek nisu u potpunosti istrazeni.
Takoder se mora uzeti u obzir da su obrambeni mehanizmi biljke slozeni procesi, koji ovise
o uvjetima okoline i vrstama koje su uklju¢ene. Interakcija izmedu okoline i pojedinih biljnih
vrsta ¢ini jedinstveni sustav koji na razlicite bioticke i abioticke uvjete reagira pojedinacno, a
odgovor mora biti precizno reguliran kako bi biljka pronasla najbolje rjeSenje za svoj opstanak
i reprodukciju.
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Professional paper
Glucosinolates potential role in plant defence

Summary

Glucosinolates are sulfur- and nitrogen-containing plant secondary metabolites common in the
Brassicaceae and related plant families. In the plant, they coexist with an endogenous B-thioglucosidase
(EC 3.2.3.1) called myrosinase and upon plant tissue disruption, glucosinolates are released at the damage
site and become hydrolyzed by myrosinase. The chemical nature of the hydrolysis products depends on
the structure of the glucosinolate side chain, plant species and reaction conditions. Glucosinolate pattern
differs between species and ecotype as well as between and even within individual plants, depending on
developmental stage, tissue and photoperiod. A number of environmental conditions such as light plant,
nutritional status, fungal infection, wounding and insect damage can alter the glucosinolate pattern
significantly. The change of the glucosinolate profile by several environmental factors has brought forward
different theories regarding their potential roles in the plant. However, the most accepted theory is that the
glucosinolate-myrosinase system is involved in defense against herbivores and pathogens.

Key words: glucosinolates, insect/herbivore, myrosinase, phytopathogen, plant defense
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