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BIOFUMIGACJA
JAKO ALTERNATYWNA METODA OCHRONY RO SLIN

BIOFUMIGATION AS AN ALTERNATIVE METHOD OF CROP PROT ECTION

Abstrakt: Zagraenia zdrowotne zwrane z powszechnym stosowaniem pestycydéw i nawaziucznych
przyczynily sé do wzrostu zainteresowania alternatywnynaidkami ochrony rdin. Wsréd nich coraz wksze
znaczenie zyskuje biofumigacja. Polega ona na veystaniu naturalnych zwikow wystpujacych gtéwnie

w roslinach z rodziny kapustowatyctBi@ssicaceagw zwalczaniu szkodnikéw i drobnoustrojéow atajayich
uprawy rolne. Ponadto korzystnie wplywajne na jak& gleby oraz wielké plonu. Przedstawiono informacje
0 substancjach wykorzystywanych w biofumigacji, iclziataniu antybiologicznym oraz opisano préby
praktycznego zastosowania tej metody.

Stowa kluczowe:biofumigacja, alternatywne metody ochronylig glukozynolany, izotiocyjaniany, mirozynaza

Wprowadzenie

Rolnictwo stanowi gtéwnerddto zywnosci oraz zapewnia miejsca pracy dla znacznej
czesci spoleczéastwa. Ze wzgldu na rosgce zapotrzebowanie ngwnosé, ograniczon
powierzchn¢ gleby dosipnej pod upraworaz jej pogarszaga sic jakas¢ niezledne stato
sie chemiczne wspomaganie rolnictwa. Przejawemegpogicej chemizacji jest stosowanie
przemystowo otrzymywanychirodkéw chemicznych, takich jak pestycydy i nawozy
sztuczne, w celu zwkszenia wydajngi upraw oraz ochrony gbn przed szkodnikami
i chorobami.

Nawozy sztuczne zawiemprzede wszystkim wae dla wzrostu rdin pierwiastki,
takie jak azot (azotany, mocznik, sole amonu), dogbuperfosfaty, polifosforany) oraz
potas (azotan, siarczan lub chlorek potasu). Diaveid ludzkiego, szczeg6lnie matych
dzieci, niebezpiecznegsazotany(V), ktére gromagzsic w warzywach pochodzych
z nawaonych upraw. Azotany(V) as przeksztalcane w przewodzie pokarmowym do
azotanow(lll), ktére po zwianiu st z hemoglobin, transportujca tlen we krwi, powoduj
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jej przepcie w stabo wjzacg tlen methemoglobiy co prowadzi do niedotlenienia

organizmu, a nawet zag@zyciu.

Wieksze obawy & jednak zwazane ze stosowaniem pestycydow. Stapawie dug
i r6znorodry grupe srodkéw chemicznych wykorzystywanych w rolnictwiea lgodstawie
danych zawartych w roczniku statystycznym (2008)zmao stwierdzt, ze udziat
poszczegodlnych grup pestycydéw w ogdlnym icheyziu w Polsce jest nagiujacy:
herbicydy (62,3%), fungicydy (23,3%) oraz insekiygy(4,6%), a ichdczna produkcja
wynosita blisko 41 tys. ton [1]. Zwzki te umaliwiaja ochror i wzrost wydajnéci upraw.
Nalezy zauwayc¢, ze niekorzystnym efektem stosowania pestycydow igsttoksyczne
dziatanie, ktére nie ograniczaestylko do szkodnikéw, ale ma wplyw rowiiena
pozyteczne organizmy bytgge na danym terenie oraz ludzi - w szczegd@nmséb
pracupcych przy opryskach. Ponadto pestycydy mdoy¢ przemieszczane przez wiatr
Z miejsc stosowania nassednie uprawy i tereny. Jest to zjawisko niekomzg's poniewa
przenikanie tych zwikédw do gleby, wody, powietrza narusza natuyalbwnowag
i moze przyczynia sie do wyginkcia niektdrych dziko rogjych gatunkéw réin oraz
zwierzyt. Ze srodowiska pestycydy magwnikaé do pasz izywnosci oraz kumulowa sie
w organizmach zwierrych. Ich ilg¢ maoze zosté zwielokrotniona na kolejnych grach
tahcucha pokarmowego. Przyktadowceglowodory chlorowcoorganiczne (DDT, PCB),
obecne w produktach spgavczych, tatwo kumuly sie w organizmie ludzkim w tkance
tluszczowej, wtrobie, nerkach, mézgu i sercu, co z@oby przyczym zaburzenia
funkcjonowania tych organéw i prowadzilo zwgzanych z tym choréb. Z tego wzdu
najwicksze obawy dotyegprzenikania pestycydow diywnosci. Artykuty spazywcze mog
zosta zanieczyszczone pestycydami na skutek:

- bezpdredniego spryskania warzyw i owocéw (2eki te przenikaj do wszystkich
czesci roslin, niezaleznie od sposobu ich stosowania),

- zatrzymania w tkance tluszczowe] zwigirzrzeznych pestycydow, iytych do
zwalczania szkodnikéw bezfednio zagraajgcych zwierztom lub w wyniku
spazycia pestycydow z zanieczyszcaguasa lub wod,

- stosowania pestycydéw do zapobiegania stratgwnosci podczas magazynowania
i transportu [2].

Obawy dotyczce bezpieczestwa stosowania DDT (dichlorodifenylotrichloroetan)
spowodowaty wycofanie tegérodka powszechniezywanego w ochronie ébn w latach
80. XX w. Obecnie zwzek ten podejrzewany jest o zaburzanie gospodanknbnalnej,
a by moze take o wywotywanie choréb nowotworowych. Od 2005 rakoowigzuje
réwniez zakaz produkcji i stosowania bromku metylu z atkiem szczegélnych sytuacji
typu kwarantanna, zgodnie z zaleceniami tzw. PwadtolMontrealskiego, w ktorychas
zawarte zalecenia ograniczenia produkcji i wykotayg® zwizkéw majcych wplyw na
niszczenie stratosferycznej warstwy ozonowej [3gsticyd ten byt wykorzystywany
w rolnictwie do niszczenia obecnych w ziemi niciegrzybdw, ochrony upraw zthpkawy,
kakao, tytoniu, a tale do zwalczania owaddw w spichlerzach, podczaschmeywania
oraz transportu. Jednak okazale, se bromek metylu ma szkodliwe dziatanie na organizm
ludzki. Przy zwgkszonym poziomie nazania powoduje wymioty, drgawki, uteat
przytomndci, zaburzenia widzenia i mowy, uszkodzenie neeehawetsmierc w wyniku
poraenia uktadu oddechowego [4]. Stwierdzonoztakego niekorzystne dziatanie na
uprawy, bowiem obna sik kietkowania nasion, ma wplyw na powstawanie uszkad
owocow, warzyw i rélin ozdobnych. W przypadkaywnosci ujemnie wplywa na jaka
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przechowywanych produktéw, m.in. prowadzi do znszepia zawartei witamin, obnka
wartas¢ wypiekowg mgki, zmienia jej smak i zapach. Inny powszechnis@imny zwazek

- izotiocyjanian metylu - jest potproduktem w otmaywaniu pestycydéw z grupy
karbaminianéw, ale me tez by¢ stosowany samodzielnie. Skutecznie zwalcza wiele
szkodnikéw, grzybow, insektéw powoduajch straty i choroby upraw $iinnych. Jest to
zwigzek silnie toksyczny, powodigy u ludzi zaburzenia oddychania, krwotokinnier¢,
dlatego jego stosowanie ze wadll na maliwo$¢ przedostania sido zywnosci uznano za
wyjatkowo grazny i wycofano go z iytku, niedawno take w Polsce [5].

Pestycydy $ na ogét zwazkami trwatymi, a produkty ich rozpadu czasem mbgt
bardziej szkodliwe i trwalsze niwyjsciowy zwigzek, dlatego odchodziesbd stosowania
pestycydéw trwatych na rzecz zwkoéw o krétkim czasie rozpadu, bez tendencji do
biokumulacji [2]. Poszukuje sitez naturalnych metod ochrony &m, ktére bylyby
skuteczne, ale i bezpieczne w stosowaniu. Ich negpechnienie powinno przyczynsie
do zmniejszenia zycia syntetycznych pestycydéw, a tym samym przyoims korzéci
zdrowotne i ekologiczne. Jednym z alternatywnychosspow ochrony mdin jest
biofumigacja.

Biofumigacja

Fumigacja to sposob zwalczania szkodnikow i patdgerza pomog trujacych
substancji stosowanych w postaci gazéw i dymoéw igamiéw). Ze wzgldu na ochrog
srodowiska odchodzi siod wywania syntetycznych fumigantéw na rzecz ich naiuch
odpowiednikéw. To bardziej ekologiczne podég nazywane jest biofumigacjPolega
ona na wykorzystaniu zazkow o dziataniu antybiologicznym, naturalnie vegatjgcych
w roslinach. Substancije te nie tylko nisgaziepazadane grzyby, bakterie i inne szkodniki,
ale rownie korzystnie wptywaj na biologiczn jakos¢ gleby, a przede wszystkimg s
bezpieczne w stosowaniu. W biofumigacji gtéwnie osgystywane s zarowno réliny
z rodziny kapustowatychBfassicaceag do ktorych nalgs liczne rdliny uprawne:
warzywa (kapusta, rzodkiew, rzepa, brukiew, kaRfioosliny oleiste (rzepak, rzepik,
Inianka, gorczyca), jak rownierodliny ozdobne (np. lewkonia) i zielarskie (rukiew,
tasznik).

Rosliny z rodziny kapustowatych zawdezzap swoje biobojcze dziatanie obedao
glukozynolanéw i enzymu mirozynazy. W nienaruszom@morce tkanki réinnej
glukozynolany s oddzielone od enzymu, ktéry znajdujee sw tzw. komdrkach
mirozynowych. Gdy komorka ébnna zostanie uszkodzona, mechanicznie lub w wynik
ataku rdlinozercow, dochodzi do kontaktu mirozynazy z glukozgmalmi. Wéwczas
uwalniane zostgj produkty ich hydrolizy o wigiwosciach biobdjczych, takie jak
izotiocyjaninany, nitryle, tiocyjaniany i epitiomfe (rys. 3). W ten naturalny sposéb
zaatakowane #tiny bronig si¢ przed szkodnikanjb-8].

Termin biofumigacja jest tak stosowany w przypadku wykorzystania przeciwko
patogenom lotnych zwrkéw syntetyzowanych przez pewne mikroorganizmy. nikly
bada informuja o skutecznéri niektorych metabolitow wytwarzanych przez grzyba
Muscodor albusv hamowaniu wzrostu grzyb6®hytophthora erythroseptica, Sclerotinia
sclerotiorum, Botrytis cinerea, Penicillium expansuP. digitatum, Geotrichum citri-
aurantii oraz bakterii Erwinia carotovora pv. carotovora, Pseudomonas rlsgens,
Escherichia coli, Listeria innocumikroorganizmow przyczyniagych sé do rozktadu
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warzyw i owocOw podczas przechowywania. Grib albus syntetyzuje alkohole, estry,

ketony, kwasy (m.in. kwas izomastowy i izobutandf)ore g toksyczne dla patogendw

i dzieki temu mae by wykorzystany w ochronie ptodéw rolnych [9-11]. Wkinbada

prowadzonych w innym svodku dowodz skutecznéci M. albus w walce z larwami

szkodnikéwPhthorimaea operculellaiszczcych uprawy ziemniakéw [12].

Wyniki bada dowodz, ze nie tylko rodzina kapustowatych, ale#aknne rdliny, np.
papryka Capsicum annujn jako przedstawiciel rodziny psiankowatycBo(anaceag
wykazuje widciwosci biofumiganta. Stosyg eksperymentain mieszank papryki
i odchodoéw zwiergcych podczas uprawy pomidoréw, zaobserwowano ziyaspadek
populacji nicieniM. incognita(nawet 98%miertelnaci) [13].

Jednak to winie raliny z rodziny kapustowatych stanawigtowny obiekt
zainteresowania naukowcOow poszukych naturalnych pestycydédw na potrzeby
biofumigacji. Wykorzystanie glukozynolanéw w ochi®nrcilin ma bowiem wiele
wymiernych zalet:

- bezpieczastwo stosowania,

- dostpnd¢ i maty koszt stosowania biofumigantow,

- przypadkowe przedostaniee sproduktéw hydrolizy glukozynolanéw daywnosci,
w przeciwigistwie do syntetycznych pestycydow, nie tylko nensti zagraenia, ale
dzieki prozdrowotnym wiéciwosciom mog one pozytywnie oddziatywana zdrowie
cztowieka,

- mozliwos¢ biodegradacji przy jednoczesnym wykorzystaniu jakadia tatwo
przyswajalnego wgla i azotu dla upraw,

- do korzyci srodowiskowych meéna tex zaliczy¢ zmniejszenie emisji C{do atmosfery
w wyniku ograniczenia produkcji syntetycznych pegtdow.

Biofumiganty nie g jedynym typem naturalnych pestycydéw. Obecnie pode sk
préby wykorzystania innych zwikéw raslinnych i mikrobiologicznych w zwalczaniu
szkodnikéw o znaczeniu rolniczym. Antyfidanty tobstancje cgiciowo lub catkowicie
hamupce zerowanie owadéw. Jako zygki naturalne pochodzenia étmnego g
biodegradowalne, a ponadtp aktywne tylko wobec wskiej grupy owadéw. Oddzialwpa
ich narady smaku, powoddf zaprzestanigerowania na chronionychdmach i w efekcie
smier¢ gtodowg [14]. Jako przyktady antyfidantéw raca wymiené: demisyr, solanir
oraz tomatys, glikozydy wyizolowane z rdin z rodziny psiankowatych. Stosunkowo
uniwersalnym antyfidantem jest acetoanilid dimetydzenowy, chromicy miedzy innymi
kapust przed gsienicami bielinka rzepnik&{eris rapas.

Zwigzki pochodzenia naturalnego, zwalega insekty, s okreSlane mianem
bioinsektycydéw. Owadobdjcze dziatanie mogywolywat pojedyncze zwizki zawarte
w rodlinach, jednak najezciej 3 to kompozycje zwizkéw, takich jak: alkaloidy,
niebiatkowe aminokwasy, steroidy, fenole, flawongidjlikozydy, chinony, terpenoidy
i garbniki. Zazwyczaj dziatanie bioinsektycyddw tjewolniejsze nt syntetycznych
pestycydéw, a cena znacznieasya. Ponadto niektdre z nich mogywolywat reakcje
alergiczne lub toksyczne u zwigti ludzi [15].

Odmiennym sposobem biologicznej ochronyliro jest zastosowanie insektycydow
pochodzenia drobnoustrojowego. W Hiszpagiwa st preparatu sposzizonego z grzyba
Paecilomyces fumosoroseds zwalczania jaj, larw i dorostychaeenikéw, wystpujacych
np. na pomidorach w szklarniach. W ochroniglinowykorzystuje s takze Gram-dodatni
baktere Bacillus thuringiensispowszechnie wygpujaca w glebie. Jest ona uwana za
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bezpieczn dla ludzi, zwierat i mikroorganizméw niespecyficznych. ki waskiemu
spektrum dziataniaBacillus thuringiensisnie zagraa paytecznym drobnoustrojom,
a czasem nawet wspomaga ich dziatanie. Wykorzystgwast do zwalczania gtéwnie
szkodnikéw zywigcych sé lisciami, m.in. nicieni, bakteriiHelicoverpa zea Niektore
szczepy Bt. israelensis dzialap tez przeciwko komarom i meszkom [16, 17]. Bakteria
Bacillus thuringiensis syntetyzuje biatko, tzw. toksgn krystaliczrz Bt, ktora
w srodowisku zasadowym przewodu pokarmowego owagayt st ze specyficznymi
receptorami i powoduje powstawanie poréw w blogi,prowadzi dasmierci szkodnika
[18]. Bardzo skuteczny insektycyd uzyskano z toklsghterii Photorhabdus luminiscens
0 dziataniu podobnym jak preparaty na bazie Bt. bgé one stosowane wymiennie
w celu uniknécia tworzenia si odpornych odmian szkodnikéw.

Preparaty zawiergge komorkiBacillus thuringiensismog by¢ stosowane w formie
ptynnej lub jako granulat. Niestety ich dziatanestj krotkotrwate, po aplikacji bakterie
utrzymup sie tylko okoto tygodnia na powierzchnidlm. Ponadto, aby bakteriBacillus
thuringiensis mogly dziatd efektywnie, ich komorki mugz zostd zjedzone przez
szkodniki, a to ogranicza zakres dziatania tylkatytdh szkodnikéw, ktéreywia sie lis¢mi
[19]. Problemy te udalo sirozwigzat, wprowadzajc do rdlin bakteryjne geny
odpowiedzialne za synteztoksyny Bt. Zastosowanie genetycznej modyfikagélin
umazliwia powstawanie biatek szkodliwych dla pagthw wewngtrz rasliny. Dotychczas
odkryto ponad 100 genéw koduaych toksyczne biatka, co pozwala na specyficzne
wykorzystywanie ich w zwalczaniu tylko konkretnyaatunkéw szkodnikéw. Jednak
genetycznie modyfikowane iy wywoluja wiele kontrowersji dotyccych
bezpieczastwa ich stosowania.

Takich zastrzgeh nie budzi wykorzystanie &bn z rodziny Brassicaceaejako
naturalnych biofumigantéw. Nie ma tu ryzyka wprowexia obcych gendéw d@odowiska
i powstawania niekontrolowanych mutacji, a to $mie jestzrédiem obaw zwjzanych ze
stosowaniem  organizméw  modyfikowanych genetycznidJprawianie  kapusty
naprzemiennie z innymi warzywami bytozjuawniej stosowane w celu poprawy jé&kio
gleby i zwkkszenia wydajn&i zbiorow. Aspekty ekologiczne i bezpieéasbvo stosowania
powodup, ze biofumigacja ma szagsta sie technologi preferowag w zréwnowaonym
rolnictwie.

Aby w petni zrozumié zjawisko biofumigacji, naley doktadnie pozna wszystkie
czynniki biogce udziat w tym procesie, m.in. glukozynolany jakwigzki wyjsciowe,
mirozynaz, dzieki ktérej mazliwa jest hydroliza i powstage substancje o wdeiwosciach
antybiologicznych.

Glukozynolany

Glukozynolany (rys. 1) to zwrki organiczne zawierage grug p—D-tioglukozowvg,
sulfonowe ugrupowanie oksymowe orazdach boczny (alifatyczny, aromatyczny lub
indolowy). Zaliczane sdo drugorzdowych metabolitéw rdin. Ich biosynteza obejmuje
elongac} tancucha aminokwasowego, konwergjo tiohydrooksymu i ewentualne dalsze
modyfikacje. Glukozynolany alifatyczne powstaj pochodnych metioniny, aromatyczne
z pochodnych fenyloalaniny lub tyrozyny, indolowpachodnych tryptofanu.
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tancuch boczny: /S_ CeH1206

alifatyczny, R —C glukoza

aromatyczny lub

indolowy \N— 0S0. -
3

ugrupowanie sulfonowe

Rys. 1. Ogolny wzér glukozynolanéw
Fig. 1. General structure of glucosinolates

Dotychczas zidentyfikowano ok. 200zriych glukozynolanéw w wielu gatunkach
rodlin, gtéwnie z rodziny Brassicaceae, Capparacede Caricaceae[20]. Zwigzki te
wystepujg w réznych ilosciach zaréwno w korzeniachgdiach, gdach, jak i nasionach tych
rodlin. Przyktadowo korzenie kapusty polneB.(rapd i rzepaku B. napu} zawieraj
wiecej i bardziej ranorodry gane glukozynolandw ri pedy [8]. Wyniki podobnych bada
potwierdzay taky zalenos¢, wskazujc na 4-5 razy wksz ilos¢ tych zwhzkow
w korzeniach m.in. gorczycyS(napsis alby kapusty czarnejB. nigra) i biatej B. rapd
[21, 22]. Wystpowanie poszczegolnych glukozynolanéw i ichzehie zaley takze od
stadium rozwoju rdiny. W nieskietkowanych ziarnach poziom glukozyawdw waha si
od 93umol/g s.m. (w brokutach) do 120mol/g s.m. (w czerwonej kageie), podczas gdy
3-4-dniowe kietki zawieraj od 46 umol/g s.m. (biata kapusta) do 14#mol/g s.m.
(czerwona kapusta) [23]. Dowiedziono zak ze w miodych Kciach rzodkiewnika
(Arabidopsis thaliana) przewaajs alifatyczne glukozynolany, ktére stangwiok.
80% catkowitej ilgci tych zwigzkow, jednak z uptywem czasu ich liczba maleje zecz
indolowych pochodnych. Ponadto w waednanych Igciach znajduje si wiecej
glukozynolanéw i w zewretrznych [24]. llég¢ i rodzaj tych zwizkéw zaley jednak
przede wszystkim od gatunku slay. Najczsciej wystpujagcymi glukozynolanami
w rodlinach zrodziny Brassicaceae s3 synigryna, glukoiberyna, glukobrassycyna
(odpowiednio w 63, 30 i 23 odmianach na 153 badamgmian). Na podstawie wynikéw
bada przeprowadzonych w Hiszpanii ma stwierdzt, ze jarmu zawiera glukozynolany
w ilosci 11+52,8umol/g s.m. $ to gtéwnie glukozynolany alifatyczne i stangwine ponad
60% catkowitej zawartaei tej grupy zwyzkéw. Natomiast w kapuie bialej zawarté& tych
zwigzkéw waha si na poziomie 10,9+27umol/g s.m., a w najwkszej ilaci wystpuje
glukobrassycyna i glukoiberyna [25, 26]. Nasdaylukozynolanéw ma wptyw tale pora
zbioru i klimat regionu, w ktdrym zlokalizowaney siprawy. W kapécie ogrodowej
(Brassica oleracenzbieranej wiossp znajduje si wiecej tych zwizkéw (22 umol/g s.m.)
niz w tej ze zbioréw jesiennych (48mol/g s.m.) [25]. W czasie innych badaawartdé¢
glukozynolanéw w kapicie biatej oznaczono na poziomie 3,3+7pmol/g s.m.
w wiekszych ilgciach ze zbioréw jesiennych mniwiosennych. Riénice w ildci tych
substancji mog wynikat z r&nic klimatycznych regionéw, na ktérych uprawianatje
kapusta, i czasem ekspozycji stonecznej, ktéraygpg/ntezie wikszych ilgci aktywnych
zwigzkéw w ralinie [27]. W tabeli 1 zestawiono informacje o rmjtciej wystpujacych
glukozynolanach i produktach ich hydrolizy.

Oprocz warunkéw uprawy ébn, wazne g takze sposéb i warunki ich dalszej obrébki.
Transport i przechowywanie dlin z rodziny kapustowatych, nawet w niskiej tengiarze,
mog prowadzé do straty znacznych #oi glukozynolandéw. Stwierdzona,e w trakcie
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przychowywania kapustyBrassica oleraceaprzez 7 dni w temp. 1°C (co odpowiada
warunkom magazynowym), a ngshie kolejne 3 dni w temp. 15°C (warunki sklepowe)
ubytek glukozynolanéw byt erlu 70+80% w stosunku do zawaito pocztkowej,
rébwniez zawart@d¢ innych cennych skladnikéw aegwczych,
m.in. flawonoidéw [28]. Natomiast wyniki innych bad wykazaly, ze dwudniowe
przechowywanie warzyw w temperaturze —22°C nie myasaimego wplywu na ilét
glukozynolanéw [29]. Ich zawardé moze sk zmieni& takze w zalenosci od skiadu
atmosfery, w ktorej przechowywane warzywa. W przypadku brokutéw zaobserwowano
spadek iléci glukozynolanéw o 15% w stosunku do $to pocztkowe] podczas
przechowywania (7 dni, 10°C) w atmosferze zawieegj20% CQ. Natomiast w powietrzu
lub atmosferze zawiergie] 0,5% tlenu i 20% C©Ozanotowano wzrost odpowiednio
0 42 i 21% w poréwnaniu do zawastd glukozynolanéw wswiezych warzywach [30].
Informacje te mog by¢ wazne przy przygotowaniu &bn do zastosowania ich jako

zmniejszyta s

biofumigantéw.

Tabela 1

Glukozynolany i produkty ich hydrolizy najeziej wystpujace w rglinach z rodziny kapustowatych

Table 1

Glucosinolates and products of their hydrolysigj@irently occuring in plants @rassicafamily

Budowa tancucha
bocznego

Nazwa systematyczna
glukozynolanu

Nazwa zwyczajowa
glukozynolanu

Gtéwne produkty
degradacji

alifatyczne

3-metylosulfinylopropylo GLS

glukoiberyna

izotiocyjanian
3-metylo-sulfinylopropylu

2-propenylo GLS

synigryna

izotiocyjanian allilu

4-metylosulfinylobutylo GLS

glukorafanina

izotiocyjanian
4-metylo-sulfinylobutylu

4-hydroksybenzylo GLS

3-butenylo GLS glukonapina izotiocyjanian 3-butenyl
) . . izotiocyjanian
4-pentenylo GLS glukobrassikonapina 4-pentenylu
) . izotiocyjanian
4-metylotiobutylo GLS glukoerucyna 4-metylotiobutylu
indolo-3-karbinol,
3-indolometylo GLS glukobrassycyna askorbigen,
indolowe indolo-3-acetonitryl
1-metoksy-3-indolometylo neoglukobrasveyna 1-metoksy-3-
GLS 9 yey! indoilometyl
§ izotiocyjanian
2-fenyloetylo GLS glukonasturcyna 2-fenyloetylu
aromatyczne benzylo GLS glukotropaeolina izotiocyjanian benzylu

sinalbina

izotiocyjanian
p-hydroksybenzylu

Glukozynolany nie wykazagj wiasciwosci biobdjczych,
enzymatycznej hydrolizy powstgjzwiazki o takiej aktywnéci: tiocyjaniany, nitryle,
epitionitryle i najwaniejsze z nich izotiocyjaniany (rys. 2) [31, 32].

Na skuteczn& dziatania izotiocyjanianéw ma wplyw ich budowa; witksza lotnéé
zwiazku, tym weksza aktywnéé antybiologiczna. Wany jest take rodzaj zwalczanych
mikroorganizméw, a nawet faza ich wzrostu [32, 33].

dopiero  w wyniku
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GLUKOZYNOLANY PRODUKT PRZEJSCIOWY
S—— Glukoza S—H
/ MIROZYNAZA /
R—C » |R—C .
\ H,0 \ + Glukoza
N—OSOgz N—OSOg
NITRYLE \ [ZOTIOCYJANIANY

EPITIONITRYLE TIOCYJANIANY

Rys. 2. Produkty enzymatycznej hydrolizy glukozyamaiw
Fig. 2. Products of enzymatic hydrolysis of glucatates

Aktywnos$¢ biobéjcza izotiocyjanian6w jest pordwnywalna ze utskzndcia
syntetycznych pestycydow, takich jak bromek metytuaz niektérych antybiotykow
(gentamycyna) [8, 34]. O antybiologicznym dziataproduktéw hydrolizy glukozynolanéw
decyduje to, z jakiej €#ci stosowanej rdiny pochodz te zwizki. Produkty hydrolizy
glukozynolanéw obecnych w korzeniach mapacznie skuteczniejsze dziatanie biobdjcze
niz zwigzki pochodace z gdow. Stosowanie preparatu uzyskanego z korzeni stapu
i rzepaku wywotalo zahamowanie wzrostu prawie calepulacji grzybowR. fragariae
(96% kolonii), podczas gdy preparat edpw tych rglin spowodowatimier¢ tylko 16%
kolonii [8]. Wykazano take, ze im starsze korzenie, tym skuteczniejsze jestiatzia
biobdjcze uwalnianych z nich izotiocyjanianéw. Addiomtode lécie B. rapa zawieraj
wigcej glukozynolanéw (75,amol/g s.m.) ni stare licie i dlatego s rzadziej atakowane
przez szkodniki [35, 36]. W gorczycznikBdrbarea vulgaris)najwiecej glukozynolanow
znajduje s} w nasionach (40+9Qumol/g s.m., w zalenosci od odmiany), a najmniej
w kwiatach (10umol/g s.m). Wyniki bad& pokazuj, ze w Europie domingjodmiany tej
rosliny bogate w glukobarbargn(glukozynolan 2-hydroksy-2-fenyloetylu), ktéra sbavi az
94% catkowitej zawart@i glukozynolanéw. Maliwe produkty jej hydrolizy to
izotiocyjaniany lub malo szkodliwe tiony. Rzadzigystepuja odmiany zawierage duo
glukonasturcyny (82% catkowitej zawastd glukozynolandw), ktérej produkty hydrolizy
(izotiocyjanian 2-fenyloetylowy)gsbardziej toksyczne dla szkodnikow [37].

Proces enzymatycznej degradacji glukozynolanéw datiacyjanianéw zachodzi
szybciej w obecriwi wody, przy podwygszonej temperaturze gleby i przy silnym
uszkodzeniu komorek [33]. Z calych koméreklimych przechodzi do ziemi tylko 1%
izotiocyjanianow, ktore powstaly z glukozynolandwwartych w rélinie, natomiast po
uszkodzeniu (zamganie i rozmraanie) & 26% izotiocyjanianow [38]. Najwksza ich
iloé¢ jest uwalniana po 30 min od wprowadzenia utartyadiin do gleby, a obecri¢
izotiocyjanianbw mena wykr$ nawet 12 dni péniej. Do izotiocyjanianéw zostato
przeksztatconych odpowiednio 14 i 53% glukozynolar® rzepaku i gorczycy w czasie
30 min. Ponadto indolowe glukozynolany, ktére rjégdrolizowane do izotiocyjaniandw,
pozostaj w ziemi przez diaszy czas [39].
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Spairdd produktdw enzymatycznej degradacji glukozynélamajwiksze znaczenie
w biofumigacji mag izotiocyjaniany. To one wykazyj najskuteczniejsze dziatanie
biobdjcze, dlatego tak wma jest wiedza na temat warunkéw hydrolizy i czkomi
wplywajacych na ich powstawanie.

Mirozynaza

Hydroliza glukozynolanéw jest mbwa dzicki enzymowi o0 zwyczajowe] nazwie
mirozynaza, naleacemu dop-tioglukozydaz (EC 3.2.3.1). Mirozynaza katalizbjgrolize
wigzan tioglukozydowych, w wyniku czego powstaje niestapiprodukt przejciowy -
tiohydroksym o-sulfonowy, ktéry w zalenoici od srodowiska reakcji mioe zosté
przeksztatcony do izotiocyjaniandw, tiocyjaniandiryli lub epinitryli [40].

Warunki hydrolizy enzymatycznej maajwplyw na rodzaj i wiéciwosci produktu
reakcji. Przyktadowo glukozynolany zawiegeg alifatyczny tacuch boczny wérodowisku
0 pH 7 po procesie hydrolizy z udzialem mirozynazlegap przeksztatceniu do
odpowiednich izotiocyjanian6w, natomiast w kwem s$rodowisku (o pH 3+5) lub
w obecndci jonow zelaza Fe(ll) powstaj mniej szkodliwe nitryle [31]. Na aktywsdé
mirozynazy ma tale wplyw obecn& innych substancji, np. kwas askorbinowy z@o
dziatat jak kofaktor, utatwiajc odszczepienie molekuty glukozy [41-44].

Kinetyka dziatania i aktywri@ mirozynazy rani si¢ takze w zaleénosci od gatunku
i czesci rodliny, z ktorej enzym pochodzi. Przykltadowo, w rzaniku pospolitym
(A. thaliang znajduje sj kilka rodzajow mirozynazy. Geny odpowiedzialnesgatez tych
enzyméw mog by¢ odmiennie uruchamiane w tej sameglime: w korzeniu ulegaj
ekspresji genyGG4, TGG5a w czsci naziemnej genfGG1, TGGZ35].

Na kierunek reakcji hydrolizy glukozynolanéw wphmajs takze dodatkowe czynniki
biatkowe (rys. 3). Naly do nich: biatko nitrylospecyficzne NSP, biatko teggpecyficzne
ESP, modyfikujce biatko epitiospecyficzne ESM oraz biatko twme tiocyjaniany TFP.
Obecnd¢ biatka epitiospecyficznego ESP sprzyja powstawanitryli i epinitryli
z glukozynolandw [45, 46]. W sbnach, w ktorych powstajwytacznie izotiocyjaniany, nie
zachodzi ekspresja genow odpowiedzialnych za syntmalek ESP. Jest to cecha
gatunkowa rélin, np. niektdre gatunki rzodkiewnik#&rabidopsis (ekotyp Landsberg
erectg syntetyzuy biatko ESP, a w innych §tnach, ktére s zdolne do wytwarzania
alkenowych glukozynolanéw hydroliza biegnie raczép nitryli jako produktow
enzymatycznego rozktadu mizotiocyjaniandéw [31]. Natomiast epitiospecyficzbheatko
modyfikujace pithiospecifier modifier protein- ESM), zidentyfikowane m.in.
w rzodkiewniku, promuje powstawanie izotiocyjanianda nie nitryli jak w przypadku
dziatania ESP. Okazalogsize owad btyszczka niTfichoplusia nj preferuje licie raslin
pozbawionych ESM ze wzglu na mniejsz zawarté¢ izotiocyjaniandw [47]. Oprocz
biatek ESP i ESM opisano jeszcze jedno biatko, thmatko tworzce tiocyjaniany
(thiocyanate-forming protein TFP), ktore take ma wptyw na rodzaj produktéw hydrolizy
glukozynolanéw. Zostato ono zidentyfikowane w nasich i kwiatach rzaichy Lepidium
sativurm), a powoduje tworzenie ¢stiocyjaniandéw z glukotropaeoliny oraz prostychrylit
i epitionitryli z alifatycznych glukozynolanow [388].

Oprocz rdlinnej mirozynazy zidentyfikowano tak mirozynaz pochodzaca
z drobnoustrojow obecnych w glebie oraz baktersiedlajcych przewdd pokarmowy
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ludzi i zwierzt. Wyniki bada dowiodly, ze zachodzi proces degradacji synigryny do
izotiocyjanianu allilu przez mikroflerjelitows cztowieka [41, 49].

GLUKOZYNOLANY PRODUKT PRZEJSCIOWY
S—— Glukoza S—H
MIROZYNAZA
R—C » (R—C )
\ 1,0 \ + Glukoza
N—OSO3 N—OSO;3
(ESP/NSP/TFP)
kwasne pH (ESP/TFP) (TFP)
R—C=N
H2 R—N—C=—S
R H,C—CH—C -C=N R—§—C=N
S 1ZOTIOCYJANIANY
TIOCYJANIANY
EPITIONITRYLE

Rys. 3. Schemat przebiegu reakcji hydrolizy glukmdgnéw w zalénosci od obecnéci czynnikéw
biatkowych [ESP - bialko epitiospecyficzne, NSP iatko nitrylospecyficzne, TFP - biatko
tworzace tiocyjaniany, ESM - epitiospecyficzne biatko ryfiklujace]

Fig. 3. The routes of hydrolysis of glucosinolatiepending on the presence of specific protein facto
[ESP - epithiospecifier protein, NSP - nitrile-sifigiag protein, TFP - thiocyanate-forming
protein, ESM - epithiospecifiermodifier protein]

Bakterie Pseudomonas borepoligakze map zdolng¢ degradacji syningryny
i glukonapiny do odpowiednich izotiocyjanianow. Zuki te dziatag toksycznie na grzyby
Rhizoctonia solani Sclerotium rolfsii,patogeny warzyw i owocow, co bynaze kgdzie
mozna wykorzystd w ochronie upraw [50]. Szczegélnie wma z punktu widzenia
biofumigacji jest aktywn& mirozynazy drobnoustrojow zasiedieych glels. Wyniki
bada probek gleby na zawab glukonasturcyny magby¢ podstaw do stwierdzeniaze
mikroorganizmy, dla ktérych ziemia jest naturalny$rodowiskiem bytowania, maj
zdolnas¢ do rozkladu glukozynolanéw. Po 44 godzinach wteigtizowanej probce gleby
stwierdzono obecri¢ tylko sladowych ilgci glukonasturcyny, natomiast w sterylnej ziemi
taki efekt osignigto po 91 godzinach [51]. Potwierdzdp wyniki innych bada, w trakcie
ktorych take oznaczono wksze sgzenie glukozynolandw w sterylnej glebiezm glebie
z naturala mikroflora [52]. Kolejne wyniki badad dowodz zwickszonej aktywn£ci
enzymatycznej mirozynazy w glebie, na ktorej upeme byly réliny z rodziny
kapustowatych, syntetyzige ten enzym. Wynika z tegae obecné&¢ glukozynolandw,
pochodzcych z uprawianych warzyw, me stymulowa produkcg enzymu przez
mikroorganizmy glebowe [33, 53].

Jednak zdrugiej strony pewna aktywfioenzymatyczna wynikaga z obecr<ri
drobnoustrojow meze przyczynida sii do obnienia skuteczriwi stosowania
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biofumigantéw. GrzybAspergillus nigerobecny w glebie syntetyzuje enzym sulfataz
(EC 3.1.5.6), ktory hydrolizuje glukozynolany dosdéoglukozynolanéw. $one nasipnie
przeksztalcane przgiglukozydaz (EC 3.2.1.21) take syntetyzowan przezA. nigerdo
nitryli, ktére wykazug mniejsze wtéciwosci biobojcze (rys. 4) [54].

S—— Glukoza S—— Glukoza

SULFATAZA / o
R—C » R—C B-GLUKOZYDAZA

N N

» R—C=——=N

N—O0SOy N—OH

GLUKOZYNOLANY DESULFO-GLUKOZYNOLANY NITRYLE
Rys. 4. Schemat przebiegu reakcji rozktadu glukolmow do nitryli przez grzybs. niger
Fig. 4. The reaction of glucosinolate decompositmnitriles induced by funghspergillusniger

Mirozynaz zidentyfikowano take w tkankach szkodnikéw, m.in. w mszycy
kapuciance Brevicoryne brassica)i kapustnicy wielaernej (Lipaphis erisim) [20].
Owady te potrafi wykorzystywd glukozynolany zawarte w étinach, na ktorychierujg, do
obrony przed atakami innych szkodnikéw. Mirozynadeecna w ich organizmach bierze
udziat w hydrolizie glukozynolanéw, a uwalniane tinayjaniany dziata synergicznie
z Ef-farnezenem, feromonem, ktéry sygnalizuje innym yosm nadchodce
niebezpieczistwo [55].

Dzi¢ki naturalnej zawartxi glukozynolanéw i mirozynazy #gbny z rodziny
kapustowatych s w stanie skutecznie brahnisic przed atakami grzybéw, bakterii oraz
wiekszacig roslinozercoOw, a mechanizm ten uma tez wykorzystg w ochronie innych
roslin.

Aktywno §¢ roslin z rodziny kapustowatych jako biofumigantéw

Jak wspomniano, wdaiwosci biobdjcze  wykazwj produkty hydrolizy
glukozynolanéw, a spgodd nich najwgksze znaczenie mgjizotiocyjaniany. Ich szeroki
zakres aktywnéri antybiologicznej obejmuje zaréwno bakterie, drgzyjak i owady. Dane
literaturowe wskazaj na zr@nicowany wplyw tych zwjzkéw na drobnoustroje. Na
przykiad, ekstrakt z mielonych nasion rzepaBu Qapu} wykazuje dziatanie hamage
wzrost grzybow Aphanomyces euteichesle i lekko stymuluyjce wzrost bakterii
propionowych [56, 57].

Toksyczne dziatanie izotiocyjanianéw w stosunku miiogenéw korzysta z dwoch
gldwnych mechanizméw: hamowania syntezy ATP lub kiywacji enzymow
wewmngtrzkomorkowych. U podia tych zjawisk ley zdolng¢ izotiocyjanianéw do
rozrywania mostkéw disiarczkowych oraz wchodzenia re@akcje z grupami N
wystepujacymi w strukturze biatek [34].

Aktywno $¢ bakteriobdjcza

Wyniki bada wskazuj, ze izotiocyjaniany dzialaj przeciwko takim Gram-ujemnym
bakteriom, jak:Agrobacterium tumefaciens, Erwinia chrysanthemgu®monas cichorii,
Pseudomonas tomato, Xanthomonas campestris, Xandigl Bakterie te powody;j


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

53¢ Anna Piekarska, Agnieszka Bartoszek i Jacek Nanitie

z0tkniecie lub ciemnienie $ci, zaburzenia rozprowadzania sktadnikéwzyczych
w roslinie, gnicie owocow, todyg i korzeni. W efekcie opvadzi to dosmierci ralin
i wplywa na obnienie wydajnéci upraw. Co wgcej, atakowanegswewretrzne czsci
rodlin, co utrudnia stosowanie tradycyjnyckrodkéw ochrony. Najskuteczniejsze
w hamowaniu wzrostu wymienionych patogendw okazadyizotiocyjaniany powstage
w wyniku hydrolizy glukonasturcyny oraz glukorafapi Generalnie, izotiocyjaniany

otrzymane z

aromatycznych glukozynolanéw wykazupilniejsze  wtaciwosci

bakteriobdjcze i produkty hydrolizy alifatycznych glukozynolanow43 Wsréd tych
ostatnich znacge witaciwosci antybakteryjne ma izotiocyjanian allilu, produkizpadu
rozpowszechnionej w ébnach z rodziny kapustowatych synigryny, ktéryretai az 90%
wszystkich lotnych zwizkdw obecnych wéwiezym chrzanie. Ma on zdoléé niszczenia

komoérek patogendéw w kdym stadium

rozwoju.

Badane bakterie Gram-ujemne,

Salmonellaoraz E. coli byly bardziej wraliwe niz Gram-dodatnie paleczkiisteria
monocytogeneatomiast bakterie fermentacji mlekowkp¢tobacillus sakKeokazaty si

by¢ odporne na jego dziatanie. Izotiocyjanian allilykazuje skuteczne dziatanie zaréwno

w stanie gazowym, jak i ciektym, co daje #iwos¢ jego wykorzystania réwnie
w technologii utrwalania produktéw spavczych [34, 58, 59].

Aktywno §¢ grzybobdjcza

Niektore gatunki grzybow powodughoroby rélin, przez co g przyczyry duzych strat
w rolnictwie i przechowalnictwie ptodéw rolnych. dzocyjaniany w rénym stopniu
hamup rozwdj grzybéw, co dokumentugane zawarte w tabeli 2.

Tabela 2

Zakres toksycznego dziatania produktéw hydroliagkgzynolanéw na e gatunki grzybéw

Table 2

Spectrum of toxicity of glucosinolates hydrolysi®gucts towards various species of fungi

Roslina wykorzystana Glukozynolany, kiorych
w badaniach produkty hydrolizy sa Badane grzyby Literatura
toksyczne
gorczyca czarngBrassica nigrd, . . .
Kapusta sitowataBfassica juncep synigryna Fusarium sambucinum [60]
Fusarium culmorum
. . . . Rhizoctonia solani
Ub'(.)rEk g_orzkl leris ama_ra, glukoiberyna, Sclerotinia sclerotorium [61]
rokietta siewnaHruca sativa glukoerucyna .
Diaporthe phaseolorum
Pythium irregulare
rokietta siewnaffruca sativa, lukoerucyna, synigryna, Rhizoctonia solani
kapusta sitowataBfassica juncep 9 Iukgibér ?lla ayng, Pvthium irrequlare [62]
ubiorek gorzki [beris amarg 9 Y Y 9
gorczyca etiopskeBfassica carinaty
kapusta sitowataBfassica juncen glukotropaeolina Fusarium oxysporium [63]
gorczyca czarnéBrassica nigra
. L . Pythium irregulare
kapusta sitowataBfassica juncep synigryna Rhizoctonia solani [64]
Meloidogyne javanica
gorczyca biataBrassica mirta glukotropaeolina Tylenchulus [65]
semipenetrans
. . . . Sclerotinia minot
gorczyca etiopskeBfassica carinati synigryna Sclerotinia sclerotoriun [66]
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Rhizoctonia solani
Phytophthora
erythroseptica

Pythium ultimum

Sclerotinia sclerotiorun
Fusarium sambucinam
rokietta siewnaHruca sativa glukoerucyna Monilinia laxa [68]
Rhizoctonia fragariae

Pythium ultimum
Fusarium oxysporium [8]

Altenaria alternata
Phytophthora cactorun

kapusta rzepatBrassica napus glukonasturcyna [67]

kapusta polnaBrassica rapa glukonapina,
kapusta rzepakBrassica napus glukonasturcyna

Wazng obserwacj jest to, ze gatunek poytecznego grzyba obecnego w glebie,
Trichoderma jest mniej wraliwy na dziatanie izotiocyjanianéw hi patogeny, np.
Pythium ultimum, Rhizoctonia solatzy Fusarium oxysporiumStd tez propozycjazeby
pofaczy¢ grzybobodjcze dziatanie izotiocyjanianéw z wypigesn patogennych grzybow
przez payteczne gatunki mikroorganizmoéw. Jednak analiza ikdwm, ktére uzyskano
w efekcie przeprowadzenia ddiadczenia polegagego na wspdlnym stosowaniwcaki
Z gorczycy Brassica carinatai grzybow Trichoderma do ochrony uprawy buraka
cukrowego,swiadczy, ze nie nasfpita redukcja populacji badanego patog&haultimum
chocia znacznie zmniejszylaeiiczba zaatakowanych przez niego burakéw. Wydaje s
wiec, ze pohczenie dziatania izotiocyjanianéw oraz kolonizagjrawianych rélin przez
grzyby Trichoderma moze d& dobre efekty, ale niiwos¢ wykorzystania takiego
podefcia w praktyce rolniczej i ogrodniczej wymaga dgtdzbada [69].

Zwalczanie roélinozercow

Szkodniki, takie jak nicienie, stonki czy wolkig pasaytami raslin o znaczeniu
gospodarczym, w uprawie ktorych mpogowodowé olbrzymie straty. Zwalczanie
szkodnikéw za pomacbiofumigacji daje maliwos¢ ograniczenia tych strat, a ponadto
chroni konsumentéw przed szkodliwym dziataniem sgyuiznych pestycydéw, co jest
szczegOlnie wane w przypadku rdin jadalnych.

Nicienie Meloidogyne incognita 3 przyczyrp sckowacenia korzenia #bn
uprawianych w szklarniach, gtéwnie pomidoréw i dgiw. Izotiocyjaniany, zwlaszcza
produkty hydrolizy synigryny, glukoerucyny i glukopaeoliny, zastosowane wegtniu
11+35 uM, skutecznie hamygj rozwoj tych szkodnikéw [70]. Zbadano tak wpltyw
omawianych zwjzkéw na nicienie Heterodera schachtii Glukozynolany: sinalbina,
synigryna i glukotropaeolina nie wykazabkadnego efektu letalnego wobec badanych
roslinozercow nawet po 96 godzinach ekspozycji. Jednakiogfniany otrzymane
w trakcie hydrolizy tych samych zyakéw spowodowahgmieré prawie wszystkich nicieni
juz po 24-48 godzinach, nawet dla matyctreh (0,05+0,5% wi/v) [7]. Dowiedziono tak,
ze aromatyczne izotiocyjaniany sajbardziej toksyczne dla jajeczek ctazcza opuchlaka
truskawkowca VYine weevil, natomiast metylowe izotiocyjaniany w stosunku ldow
wotka.

Wyniki wieloletnich bada wykazaty,ze uprawa truskawek na jednym polu przez 10 lat
powoduje zahamowanie ich wzrostu i rozwoju. Uprawiav ten sposéb truskawki wydaj
0 50% mniej owocéw w poréwnaniu z truskawkprawian przez dwa lata na danym polu.
Najczsciej do obnkenia wzrostu i plonowania truskawki dochodzi w 4eku uprawy
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[71]. Jednak wyniki niedawnych batlgpokazaly,ze naprzemienna uprawa truskawek,
brokutow i kapusty warzywnejBfassica oleraceazwiekszyla plon truskawek o 18+44%
w poréwnaniu ze zwykt pojedynca upravwg. Mieszana uprawa nie wplgia natomiast na
zmniejszenie zachorowalém owocoéw na werticilog, wywotary przez grzybyerticillium
dahliael[8].

Wyniki licznych badé pokazuj, ze owady mog wytworzy¢ system neutralizowania
szkodliwego wptywu izotiocyjanian6w. Oprécz opisaehywczéniej mszycBrevicoryne
brasicae i Lipaphis erysimminalezy wspomni€¢ o motylu tantnisiu krzzowiaczku
(Plutella xylostella, zywiagcym sk roslinami z rodziny kapustowatych, ktéry usuwa
ugrupowanie siarkowe z glukozynolanéw za poimsulfatazy, przez co przesiapy¢ one
substratem dla mirozynazy (rys. 5) [72].

§—— Glukoza
R—C/
\N—OSO3'
GLUKOZYNOLANY

MIROZYNAZA ROSLINNA SULFATAZA

(P. xylostella)
GLUKOZA, SO, *

S—— Glukoza
R—N—/—C—S R—C
N—OH

[ZOTIOCYJANIANY DESULFOGLUKOZYNOLANY

Rys. 5. Schematyczne przedstawienie sposobu di#ateslinnej mirozynazy (A) oraz sulfatazy
pochodzenia mikrobiologicznego (B) na glukozynolany

Fig. 5. Scheme of enzymatic activity of plant minese (A) and microbial sulfatase (B) towards
glucosinolates

Z kolei larwy bielinka Pieris sp), ktore zywia sic wylacznie ralinami z rodziny
kapustowatych, wytworzyly inny mechanizm obronnyodtikup one nitrylospecyficzne
biatka NSP, przez co glukozynolanylsydrolizowane przez mirozynazo nitryli, a nie do
toksycznych izotiocyjanianéw (rys. 6) [73-75].
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S

Glukoza S——H BIALKO

NITRYLOSPECYFICZNE
R C/ MIROZYNAZA R C/ (NSP)
\ \ » R—C==N
N 0804 N 0S80y P.rapae
GLUKOZYNOLANY NITRYLE

Rys. 6. Schemat reakcji rozktadu glukozynolanéwiyli przez larwy bielinkePieris rapae
Fig. 6. Reaction of glucosinolate degradation tdles byPieris rapaecaterpillars

Larwy gnatarza rzepakowcaithalia rosa¢ w celach obronnych w tylnej efi
tutowia kumuluj wybrane glukozynolany ze spavanej raliny, gtéwnie sinalbig
i synigryre. Szkodniki te nie wykazugjaktywndaci zwigzanej z mirozynag desulfatag ani
nie maj biatek nitrylospecyficznych. Glukozynolany sydalane, a ewentualne produkty
ich przemian niegobecne w organizmie [76, 77].

Niektore glukozynolany i produkty ich rozktadu modziata® jak atraktanty podczas
wyboru miejsca skladania jaj przez owady. W przypadamicPiersi rapaeindolowe
i aromatyczne glukozynolany stymuujwybdr tego miejsca bardziej mizwigzki
alifatyczne. Natomiast genetycznie modyfikowane i@ahy rzodkiewnika A. thaliana)
cyp79B2 i cyp79B3, ktére nigzdolne do syntezy indolowych glukozynolanéwpswiele
mniej atrakcyjne pod tym wzgdem dlaP. rapaeniz tradycyjne odmiany tej étiny [78].

Izotiocyjaniany uwalniane z glukozynolanéw zawahtyev railinach z rodziny
kapustowatych sstoksyczne dla szkodnikéw, ale mptez hamowa rozwdj paytecznej
mikroflory glebowej. W badaniach przydatedo nawozéw z kapusty i gorczycy
w eliminowaniu stonkiLeptinotarsa decemlineatpasayta ziemniakéw, okazato ize
zmniejszyta si réwniez populacja nicieniSteinernema feltiaé Steinernema riobrave
naturalnych wrogéw stonki. Nieztine jest, jak widg dokladne zbadanie dziatania
biofumigantéw na organizmy zaréwno te szkodliwek japozyteczne oraz midiwosci
tgczenia rénych metod ochrony &bin [79-81].

Problemy zwiazane z wykorzystaniem biofumigacji w rolnictwie

Naturalne wiéciwosci biobdjcze rélin z rodziny kapustowatych mag by¢
potencjalnie wykorzystane w ochronie upraw naker skak, dlatego w wielu érodkach
naukowych prowadzone szeroko zakrojone badania nad biofumigaBjroponowane jest
stosowanie preparatow otrzymanych z wybranychliro przez ich wysuszenie
i sproszkowanie. W jednym z §leiadczé wykorzystano odttuszczammaczke z gorczycy
etiopskiej B. carinatg, zawieragcg glukozynolany, gtéwnie synigrgn (98%), oraz
odpowiedny ilos¢ mirozynazy. Mczke recznie rozprowadzono po polu, a rgstie
zwilzono na 6 dni przed zasadzeniem cukini. Efektem lalzi@ tego preparatu byta
poprawa jakéci badanej gleby i zwkszenie plonu cukini 0 14% w poréwnaniu z plonem
uzyskanym z uprawy, w ktorej wykorzystano syntetycpreparat ochronny. Dodatkowo
uzyskano wyrane zahamowanie rozwoju szkodnikdeloidogyne incognitd6]. Innym
sposobem wprowadzenia glukozynolanéw do gleby pstadzenie &liny z rodziny
Brassicacea@ma chronionym polu przed upraws#asciwych warzyw.

Ze wzgkdu na due spaycie ziemniakéw n@wiecie ochrona upraw tej §tiny jest
szczegolnie wana. Obserwacje dwiadczalnej uprawy ziemniakow w stanie Maine (USA)
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mog by¢ podstawy do stwierdzeniaze przed chorobami bulwy najlepiej chronita gorczyca
a przed atakiem grzybé®hizpous- rzepak. Réliny te zasadzono w lipcu i po migsu
zaorano jako nawdz naturalny, a wigsmastpnego roku na tym samym polu posadzono
ziemniaki i zbadano ochronny wptyw poprzedniej ugraoslin z rodziny kapustowatych
na jakaé¢ plonu [67]. Natomiast wyniki innych baflanad ochrog ziemniakéw przed
matwikami Globodera rostochiensiga pomog ekstraktéw z réin Brassicaeagokazuj,

ze najskuteczniejsze w hamowaniu rozwoju tych nicignrzezucha, kalafior i kapustaB(
rapa) [34].

Wyniki licznych badé dowiodly zalenosci pomidzy iloscig glukozynolanéw
w roslinach od warunkéw prowadzenia uprawy. Jest to naedktdén mozna wykorzysta
w kontrolowanym zwikszaniu zawart®i tych zwhzkéw w rdalinach stosowanych
w biofumigacji. Wanym czynnikiem decydaggym o zawartéci glukozynolanéw w rélinie
jest zyznos¢ gleby. Przykladowo, zawaéd siarki i azotu ma wplyw na ifd
glukozynolanéw w nasionach rzepaku [72]. Mala zassdrwody w glebie zwiksza ilg¢
glukozynolanéw w rzepaku i jego nasionach oraz gmpwedobnie w wikszaici roglin
krzyzowych. Ograniczenie ikzi wody, zwlaszcza we wczesnym stadium rozwojlimg
(36-62 dni po wysianiu), me doprowadz do wzrostu zawartgi glukozynolanéw nawet
0 ponad 40% w poréwnaniu zétimami z uprawy kontrolnej bez ograniczenia wodg][3
Wyniki bada opisanych w literaturze maggby¢ réwniez podstawy do wniosku, ze
temperatura uprawy fn ma wpltyw na zawart@ glukozynolanoéw - rdiny rosmgce
w podwyszonej temperaturze (30°C w dzig 15°C w nocy) zawieraj wiecej
glukozynolanéw ni te, uprawiane przy mézych temperaturach (22°C/15°C oraz
18°C/12°C) [82].

Mozna by przypuszcza ze glukozynolany i produkty ich hydrolizy, jako nedine
zwigzki, beda szybciej ulegaty procesowi degradacj syntetycznegrodki ochrony rélin.
Przecz temu wyniki bada, ktére pokazy na przyktadzie tropaeoliny i izotiocyjanianu
benzylu,ze potowa wprowadzonej ioi tych zwhgzkéw jest nadal obecna w glebie po
60 dniach [83]. Jednak inne badania przeprowadmopedobnych warunkach wskazuja
catkowity degradagj tych samych zvwazkéw w cggu 15 dni [84].

PAROWANIE

ROSLINA
ZAWIERAJACA
GLUKOZYNOLANY,

[\

DEGRADACIA | MIROIYNAZA | _ i | | DEGRADACJA
‘ MIKROBIOLOGICZNA ‘ GLUKOZYNOLANY IZOTIOCYJANIANY 7 MIKROBIOLOGICZNA
: ADSORPCA ‘

k- REAKCJE
. | ReAKCE |

I MINERALIZACJA \ [ MINERALIZAC)A |
x x

h

Rys. 7. Schemat przedstawgiey los glukozynolanéw i izotiocyjanianéw w glebie
Fig. 7. The fate of glucosinolates and isothiocyasién soil
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Wplyw rodzaju gleby na efektywdé biofumigacji mana rozpatrywéa w kilku
aspektach. Los badanych zwkéw w ziemi przedstawiono na rysunku 7. Rozktad
glukozynolanéw nagpuje szybciej w gliniastych aiw piaszczystych glebach, zajetakze
od ilosci i rodzaju mikroflory wystpujacej na danym terenie, temperatury i wilgatrio
Glukozynolany g stabo adsorbowane w ziemi, co pozwala na ich rojgrav glebie
i skuteczniejsze dziatanie, ale powodujeztakyzyko przedostaniaesdo wéd gruntowych.
Natomiast daa zawarté¢ materii organicznej powoduje adsorpgotiocyjaniandw, przez
co obnia skuteczn& ich dziatania. Wilgotn& ziemi take jest wanym czynnikiem
w degradacji glukozynolanéw. Mniejsza zawéftevody w glebie powoduje wydhenie
czasu hydrolizy tych zwekdéw, co znacznie opdia antybiologiczne dziatanie
biofumigantéw [33, 39, 85, 86].

Kluczowg role w procesie biofumigacji odgrywajizotiocyjaniany, jako produkty
hydrolizy glukozynolanéw, dlatego vma jest ild¢ mirozynazy, ktéra umidiwia
otrzymywanie tych bioaktywnych zwakéw. Enzym ten mae pochodz bezpdrednio
z wytych raslin lub z dodatkowegarddta w postaci gotowego preparatu. Ngleakze
uwzgledni¢ aktywnd¢ mirozynazy pochodzej z glebowej mikroflory, ktéra przyczynizesi
do hydrolizy glukozynolandw.

Skuteczné¢ biofumigacji zaley takze od interakcji produktéw hydrolizy
glukozynolanéw wsrodowisku. Gdy uprawa na danym polu byta vécaej chroniona za
pomog soli sodowej kwasu ditiokarl-metyloaminowego, mikroorganizmy glebowe braty
udziat w procesie degradacji glukozynolanéw i iaotijanianéw pochodzych z ralin
krzyzowych zbyt szybko, aby mogly one skutecznie chrorasliny. Przykladowo,
izotiocyjanian allilu ulegt degradacji wagju 11 dni w glebie, w kt6rej nie byto pestycydu,
natomiast w glebie traktowanej pestycydem - yggi21 godzin, co spowodowato mniejsz
$miertelnad¢ szkodnikéw. Wana jest wec wiedza na temat rodzaju i tawosci wezeniej
wykorzystywanych pestycydéw oraz opracowanie adtigmunych sposobéw ochronystm,
np. ptodozmianu i biofumigac;ji [52].

Podsumowanie

Glukozynolany stanowi liczng grupe bioaktywnych zwizkéw o ré&norodnych
witasciwosciach  wynikagcych z ich zdolnéci do wigzania s z  molekutami
i makromolekutami o znaczeniu biologicznym. Stanpwne naturalpochror roslin przed
szkodliwymi drobnoustrojami i #inozercami. Maliwos¢ biodegradacji i brak
toksyczndci dla ludzi pozwala na wykorzystanie glukozynolangako biofumigantow
w zwalczaniu szkodnikéw w rolnictwie, szczegélngaw raglin jadalnych. Aby zapewni
w petni bezpieczne i efektywne stosowanie glukoamaw i produktéw ich hydrolizy jako
biofumigantéw, nalgy doktadnie poznamechanizmy ich dziatania oraz interakcje, ktére
wywotuja w srodowisku. Wyniki dotychczas prowadzonych baddkazuj ztozoncs¢ tych
proceséw, ale jednocg@e wyniki dowiadczéd zackcajp do kontynuowania prac
w kierunku upowszechnienia stosowania biofumigaojichronie upraw rgdinnych.

Badania nad wykorzystaniem kapusty w ochronie upmwowniez prowadzone
w ramach projektu AGROBIOKAP, w ktdrym udziat bjoiPolitechnika Gdaska, Instytut
Chemii Przemystowej w Warszawie oraz UniwersytetinRay w Krakowie. Celem
projektu jest opracowanie technologii wykorzystankapusty biatej w procesach
biofumigacji oraz fitoremediacji prowadzonych naetgach zdegradowanych. Badania s
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skoncentrowane na oléteniu przydatnéci kapusty jako surowca do produkcji
biopreparatu, ktéry mégtby stu¢ do biofumigaciji gleby oraz na opracowaniu wydajnej
i przyjaznej s$rodowisku technologii jego uzyskiwania na skalprzemystow

z uwzgkdnieniem maksymalnego zagospodarowania biomasy tderémv kapusty.
Opracowanie i wdrzenie prostej, niskoenergetycznej i niemeabezodpadowej, a tak
taniej technologii oczyszczania gleb dodatkowo ezymi st do stymulacji rozwoju
rolnictwa ekologicznego. Zastosowanie w praktycenik@w bada realizowanych
w ramach projektu przyczyniesido rozwihzywania najbardziej aktualnych probleméw
spotecznych, do ktérych nale spadek zdrowotrgi spoteczéstwa, zwjzany

Z postpujacym zanieczyszczeniegnodowiska i pogorszeniem jad@ zywnaosci.
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BIOFUMIGATION AS AN ALTERNATIVE METHOD OF CROP PROT ECTION

! Department of Analytical Chemistry
2Department of Food Chemistry, Technology and Bimtedogy
Gdansk University of Technology

Abstract: Health risks related to common use of pesticided arificial fertilizers raised the interest in
alteranative methods of crop protection, among theéofumigation is becoming the most important. Iist
process natural compounds, mainly glucosinolatgsadkation products fromrassicaspecies are used to combat
pests and microorganisms attacking crops. Moredwethe case of glucosinolate degradation prodatis
beneficial influence on soil quality and yield eféincy can be expected. This article reviews tlerimation on
compounds used in biofumigation, their biocidaiagt and describes a few trials of practical apation of this
method.

Keywords: biofumigation, alteranative methods of crop prtitet glucosinolates, isothiocyanates, myrosinase
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