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BRASINOSTEROIDY W ROLNICTWIE, OGRODNICTWIE I KULTURACH IN VITRO

WSTEP

W latach 70. ubieglego wieku, we frakcji
lipidowej uzyskanej z pylku rzepaku, stwier-
dzono blizej nieznane zwiazki o silnym dzia-
faniu pobudzajacym wzrost roSlin (MITCHELL
i wspotaut. 1970, WORLEY i MITCHELL 1971).
Zwiazki te nazwano ogolnie brasinami. W kil-
ka lat pozniej, w wyniku szczegolowych ba-
dan ekstraktow pytkowych wspomnianej ro-
Sliny, dokladnie poznano i opisano strukture
chemiczng brasinolidu (BR)). Jak si¢ okazalo,
byl to pierwszy odkryty w krolestwie roslin
zwiazek o charakterze regulatora wzrostu na-
lezacy do grupy steroidow (GROVE i wspoOl-
aut. 1979) (Ryc. 1). Obecnie znanych jest
kilkadziesiat regulatorOw o budowie opartej
o szkielet (22R,23R)-5a-cholestan-22,23-diolu.
Przy weglach C2 i C3 najczeSciej wystepuja
grupy hydroksylowe, a w pozycji C17 kilku-
weglowy tancuch boczny, przewaznie z gru-
pami -OH przy C22 i C23 (ZULLO i wspoOtaut.
2003). Zwiazki te przyjeto okreSla¢c mianem
brasinosteroidow i oznaczono symbolem
BR lub BR (MANDAVA 1988, ZULLO i KOHOUT
2004) (Tabela 1). Do naturalnych BR naleza
m.in. 24-epibrasinolid (BR,) i 28-homobra-
sinolid (BR,.)) (Ryc. 1), jednakze na drodze
syntezy chemicznej uzyskano brasinosteroidy
syntetyczne lub ich analogi, nie wystepujace
w warunkach naturalnych, ale posiadajace ak-
tywnoS¢ biologiczna zblizong lub identyczna
z naturalnymi BR (ZuLLO i ApAM 2002, ZUIL-
LO i wspotaut. 2003). Przyktadami analogow
sa: TS303 (ZuLLo i wspotaut. 2003), 5F-HCTS
(SCHAEFER i wspotaut. 2002), a takze kuban-
ski BIOBRAS-6 i MH5 (MAZORRA i wspoOtaut.
2004) (Ryc. 1). W roslinach wystepuje takze
wiele nieaktywnych fizjologicznie prekurso-

row lub pochodnych naturalnych brasinoste-
roidow, ktore pojawiaja si¢ na szlaku biosyn-
tezy lub inaktywacji i rozkladu BR (NOGUCHI
i wspotaut. 2000, BisHOP i YOKOTA 2001)
(Ryc. 1). Brasinosteroidy wystepuja u ro-
Slin nago- i okrytozalazkowych w lodygach,
korzeniach, pylku kwiatowym, nasionach,
pakach kwiatowych, znaleziono je takze
u glonéw (BAJGUZ i TRETYN 2003). Natural-
na zawartoS¢ BR w roSlinach jest bardzo ni-
ska, np. w 1 kg nasion Arabidopsis thaliana
znajduje si¢ 220ng 24-epibrasinolidu i 360
ng kastasteronu (SCHMIDT i wspotaut. 1997).
Do oznaczen tak niewielkich iloSci wykorzy-
stuje si¢ precyzyjne metody analityczne takie
jak wysokosprawna chromatografia cieczcowa
z detekcja masowa (DINAN i wspotaut. 2001)
lub metoda immunoenzymatyczna (SWACZY-
NOVA i wspotaut. 2004). W obecnej chwili
brasinosteroidy uznaje si¢ za nowa grupe¢

Tabela 1. Nazwy zwyczajowe wybranych bra-
sinosteroidow i symbole proponowane przez
MANDAVA (1988) oraz ZULLO i KOHOUT (2004).

Nazwa zwyczajowa Symbol
brasinolid BR,
kastasteron BR,
dolicholid BR,
teasteron BR,
28-norbrasinolid BR,,
28-homobrasinolid BR,,
24-epibrasinolid BR,,
sekasteron BR,,
28-nortyfasterol BR,,
sekasterol BR_,
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Ryc. 1. Struktura chemiczna wybranych brasinosteroidow.

(a) brasinolid — pierwszy odkryty brasinosteroid; (b) 24-epibrasinolid; (c) kastasteron — prekursor na szlaku
biosyntezy brasinosteroidow; (d-f) analogi brasinosteroidow (SF-HCTS, BIOBRAS-6, MH5) (wg ZULLO i wspol-
aut. 2003, SCHAEFER i wspotaut. 2002, MAZORRA i wspotaut. 2004).

hormonow roslinnych (KHRIPACH i wspol-
aut. 2000). Cecha charakterystyczna BR jest
fakt, ze wykazuja one aktywnos¢ fizjologicz-
na w st¢zeniach okoto 1000 razy mniejszych
niz inne dotychczas znane roSlinne hormony
(JANKIEWICZ 1997, 2003).

W artykulach publikowanych na tamach
Kosmosu (BAJGUzZ i CzERPAK 1995, 1997,
BAJGUZ 1999) czytelnicy mieli okazje prze-
czyta¢ o wlasciwosciach fizjologicznych bra-
sinosteroidow, ich wplywie na metabolizm,
wzrost i rozwo0j roSlin, a takze o biosyntezie
tych zwiazkow. Od tej pory wiedza dotycza-
ca w szczegolnosci molekularnych podstaw
dzialania BR w komorkach roSlinnych po-
szerzyta sie. Zastosowanie technik biologii
molekularnej (m.in. klonowania cDNA, tech-
nik miroarray) pozwolito na identyfikacje ge-
now, ktore sa aktywowane lub dezaktywowa-
ne przez BR czy tez w roziny sposob ulega-
ja ekspresji u mutantow BR, w poroéwnaniu
z normalnymi roSlinami tzw. dzikiego typu
(MUSSIG i ALTMANN 2003). Opisano produkty

genow, regulowanych przez BR, ktorych wy-
stepowanie i dziatlanie wiaze si¢ przyktado-
wo z modyfikacja Scian komorkowych (bial-
ko BRU1 u soji, KOR u Arabidopsis), podzia-
fami komorek (bialtko CycD3 u Arabidopsis),
ochrona przed stresem (biatka sHsps, Hsp70,
Hsp90, Hsp101 u rzepaku), roznicowaniem
elementow przewodzacych itp. (MUSSIG i ALT-
MANN 2003). Znaleziono takze liczne mutanty
kartowe wykazujace przykltadowo zaburzenia
w Dbiosyntezie brasinosteroidow (mutanty
dwf7/stel, dwf5 i dim/dwfl u Arabidopsis)
(MUSSIG i ALTMANN 2003). Witasnie badania
na mutantach Arabidopsis, ale takze fasoli,
ryzu, pomidora dostarczaja wiedzy na temat
mechanizméw dzialania brasinosteroidow
ich biosyntezy i transdukcji sygnalu w ko-
moérce (BisHop 2003). W blonach komor-
kowych roslin stwierdzono takze receptory
brasinosteroidow i doS¢ dobrze poznana jest
ich budowa (BISHOP i YOKOTA 2001, KINO-
SHITA i wspotaut. 2005). Opisano ponadto
niektore podstawy protekcyjnego dziatania
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BR u roslin w warunkach stresu. Hormony
te przeciwdzialaja utracie barwnikow foto-
syntetycznych w przypadku stresu solnego
i chtodowego (ANURADHA i RAO 2003, KRI-
SHNA 2003), sprzyjaja produkcji ochronnych
biatek szoku cieplnego (DHAUBHADEL i wspot-
aut. 1999, 2002), ograniczaja akumulacje me-
tali ciezkich u roSlin i wzmagaja produkcje
ochronnych fitochelatyn oraz chronia kom-
pleks rozktadu wody przed uszkodzeniami
spowodowanymi kadmem (BAjguz 2000,
2002; JANECZKO i wspotaut. 2005). Brasinoste-
roidy podtrzymuja takze wydajnosS¢ transpor-
tu energii w obrebie fotosystemu II, w przy-

padku stresu spowodowanego kadmem oraz
wysoka temperatura (JANECZKO i wspolaut.
2005, MIKULEC 2005). BR zwickszaja ponadto
w warunkach stresu aktywnoS$¢ enzymow an-
tyoksydacyjnych u roSlin (MAZORRA i wspoOl-
aut. 2002).

Brasinosteroidy stymuluja zatem wzrost
roslin (SASSE 2003), podnosza efektywnosSc
fotosyntezy (YU i wspoétaut. 2004) i chronia
roSline w warunkach stresu (KRISHNA 2003),
nic wiec dziwnego, ze ich dzialanie prowa-
dzi do poprawy plonowania, a takze moze
spowodowac poprawe jakoSci plonu roSlin
uprawnych.

WYKORZYSTANIE BRASINOSTEROIDOW W ROLNICTWIE I OGRODNICTWIE

Badania nad stymulacja plonowania
upraw pod wplywem BR prowadzi sic m.in.
w Indiach, Chinach i na Kubie. W latach
1989-1995 w Indiach wykonano testy polo-
we z zastosowaniem opryskiwania 28-homo-
brasinolidem na polach pszenicy, ryzu, ba-
welny, orzeszkow ziemnych i ziemniaka. BR .
stosowano w stezeniu od 0,25 do 1 mg-dm'!
roztworu (RAMRAJ i wspoétaut. 1997). Oprysk
stosowany w fazie krzewienia i kloszenia
pszenicy odmiany Lok-1 powodowal wzrost
plonu srednio do 6,7 t-ha’!, podczas gdy na
poletkach kontrolnych uzyskiwano 5,7 t-ha™'.
Opryskiwanie pol ryzowych BR, w czasie
krzewienia roSlin i formowania wiech, spo-
wodowalo wzrost plonu ziarna z 4,9 tha! do
6,3 tha'. Traktowanie 28-homobrasinolidem
zwickszato takze plony ziemniakoéw odmiany
Kufri Jyoti (Srednio o okoto 4 tha™) i plon
nasion gorczycy odmiany T-59. Na planta-
cjach bawelny (odmiana NH 101) zastosowa-
nie BR , stymulowalo wzrost roslin i podnio-
sto plon nasion z hektara z 1,7 tha! do 2,5
t-ha”'. Na polach orzeszkow ziemnych 28-ho-
mobrasinolid powodowat wzrost plonu o kil-
kanaScie procent. Takze ZULLO i ADAM (2002)
podaja, ze u pszenicy, soji i fasoli, m.in. pod
wplywem BR, wzrastal plon ziarna. Z do-
brym skutkiem badane sa takze analogi bra-
sinosteroidow. Stwierdzono, ze BIOBRAS-16
podawany w poczatkach kwitnienia pomido-
row zwicksza plon owocoOw przy zmniejszo-
nym nawozeniu azotem (TERRY i wspolaut.
2001). Obecnie w wielu krajach wigkszy na-
cisk kladzie sie nie tyle na wzrost plonowa-
nia, co na jakoS¢ plonu i tutaj zastosowanie
brasinosteroidow wptywa na poprawe warto-
Sci odzywczych zbiorow. W przypadku orze-

cha ziemnego brasinolid i 24-epibrasinolid
zwickszaly od kilku do kilkunastu procent
zawartoSC biatek i weglowodanow (VARDHINI
i RAO 1998). W orzeszkach ziemnych stwier-
dzono wzrost ilosci thuszczu z 40% do nawet
58,5% dla nasion pochodzacych z roslin opry-
skanych BR,.. 28-homobrasinolid i 24-epibra-
sinolid stymulowal m.in. produkcje likopenu
i weglowodanéw w owocu pomidora (VAR-
DHINI i RAO 2002). U réznych odmian Cicer
arietinum L. traktowanie 24-epibrasinolidem
w fazie kwitnienia przyczynito si¢ do wzro-
stu zawartoSci cukrOw rozpuszczalnych i bial-
ka w nasionach (ZULLO i ADAM 2002). Wiele
badan dotyczacych aktywnosci BR w rolnic-
twie i ogrodnictwie pochodzi z Chin, Japonii
lub Kuby i publikowane jest w narodowych
jezykach, co utrudnia swobodny przepltyw
informacji. Jednakze na konferencji Ameri-
can Society of Plant Biologists ,Plant Biology
2000” przedstawiono stan badan nad wdra-
zeniem brasinosteroidow do produkcji rolni-
czej w Chinach (ZHAO 2000). Z danych tych
wynika m.in., ze 24-epibrasinolid zwickszat
w burakach cukrowych zawarto$¢ cukru, po-
prawiat jakoS¢ owocow (arbuza i winogron),
a takze warzyw, zwlaszcza rosnacych w nie-
sprzyjajacych warunkach. U pszenicy powo-
dowal zawiazywanie wigkszej liczby ziarnia-
kow w klosie, zwigkszajac mase 1000 zia-
ren, a u kukurydzy sprzyjat lepszemu wypel-
nieniu kolb ziarnem. Pozytywny wplyw na
uprawy wywiera takze analog BR o symbolu
TNZ303, przyspieszajac kietkowanie nasion
i podnoszac o okolo 10% plon u jeczmienia
i rzepaku; nalezy podkresli¢, ze zwiazek ten
aplikowany byl przez namaczanie nasion, co
jest szczegolnie istotne, gdyz zawartoSC sub-
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stancji pochodzacej z traktowania nasion jest
potem w roslinie znikomo mata. Wiele prak-
tycznych metod dotyczacych wykorzystania
BR zostalo opatentowanych, przykladowo —
US Patent 4,959,093 dotyczy stymulacji plo-
nowania cebuli pod wplywem analogéw BR.
Produkcja bawelny o lepszych cechach wiok-
na uzyskiwanej poprzez podawanie brasino-
steroidow takze zostala zastrzezona patentem
(US Patent 6,225,536). Opatentowano zasto-
sowanie BR dla poprawy plonu owocoOw cy-
trusowych i waloro6w smakowych ich soku
oraz dla obnizenia iloSci opadajacych przed-
wczeSnie zawiazkow owocowych (US Patent
5,071, 4606).

W Instytucie Fizjologii RoSlin PAN w Kra-
kowie od niedawna prowadzone sa badania
w ramach projektu badawczego (nr 2P0GA-
01928) nad mozliwoScia poprawy plonu od-
mian roSlin rolniczych, uprawianych w Pol-
sce, przy zastosowaniu zwiazkow pochodze-
nia naturalnego, w tym takze i brasinostero-
idow, w warunkach klimatycznych naszego
kraju. Wpltyw BR na funkcje fizjologiczne ro-

slin i w zwiazku z tym mozliwoSci praktycz-
nego wykorzystania, nie jest jeszcze w pelni
znany i nie ogranicza si¢ jedynie do wplywu
na plonowanie. BR moga byc¢ takze stosowa-
ne jako ukorzeniacze sadzonek drzew, np.
Swierka (RONSCH i wspolaut. 1993), zwiazki
zapobiegajace przedwczesnemu opadaniu
zawiazkOw owocowych, a, jak wzmiankuja
ZULLO i ADAM (2002), moga nawet ochraniac
roSliny uprawne przed niekorzystnym dzia-
faniem herbicydow. W przypadku dzialania
na roSliny uprawne réznego typu zwiazkOw
przy stosowaniu opryskow, pojawia sie cze-
sto pytanie o bezpieczenstwo konsumenta.
Brasinosteroidy sa zwiazkami naturalnie wy-
stepujacymi w roSlinach stad, nawet podawa-
ne egzogennie poprzez opryskiwanie, nie po-
winny stanowic zagrozenia dla zdrowia czto-
wieka, ze wzgledu na niskie dawki polowe
oraz przemiany jakim podlegaja w roslinach
po wlaczeniu w metabolizm (ZULLO i ADAM
2002). Niemniej jednak kwestia ta wymaga
jeszcze badan.

BRASINOSTEROIDY W KULTURACH IN VITRO

Techniki kultur in vitro znalazly zastoso-
wanie zarOwno w badaniach podstawowych
zjawisk biologicznych zachodzacych na po-
ziomie komorkowym (np. przez wykorzysta-
nie zawiesin komorkowych), jak i w prakty-
ce. W tym drugim przypadku chodzi gtownie
o mikrorozmnazanie odmian trudno rozmna-
zajacych si¢ na drodze generatywnej dla po-
trzeb handlowych, a takze namnazanie gatun-
koéw zagrozonych wyginieciem. Ze wzgledu
na zréznicowane wymagania gatunkéw i od-
mian co do sktadu pozywek w kulturach in
vitro istnieje zapotrzebowanie na poszukiwa-
nie nowych regulatorOw wzrostu i rozwoju.
Dotychczas najczeSciej stosowane byly cy-
tokininy oraz auksyny i ich pochodne, badz
analogi. Obecnie brasinosteroidy znajduja na
tym polu coraz szersze zastosowanie, ponie-
waz jak stwierdzono, BR sprzyjaja wzrostowi
kalusa oraz stymuluja embriogenez¢ i organo-
geneze u wielu gatunkéw roslin, w tym tak-
ze uprawnych. W kulturach zawiesinowych
Arabidopsis thaliana 24-epibrasinolid zaste-
powat dzialanie cytokininy w pozywkach sto-
sowanych do namnazania kultury komorek
(Hu i wspotaut. 2000). Zawiesina rosnaca na
plynnej pozywce z BR, (5 uM) w potacze-
niu z 2.4 D wykazywala wiekszy przyrost niz
na pozywce z zeatyng i 2.4D. Takze w kul-

turze kalusa tego gatunku brasinosteroidy
moga zastepowac cytokininy (HU i wspotaut.
2000). Jak podaje HU i wspotaut. (2000), re-
gulacja podziatow komorkowych przez BR
odbywa si¢ tak, jak w przypadku cytokinin,
czyli poprzez aktywacje gendéw dla cyklin
typu D (CycD3). W zawiesinie komorkowe;j
marchwi 24-epibrasinolid stymulowal po-
wickszanie sie komorek, lecz nie wplywal na
intensywnoS¢ ich namnazania (BELLINCAMPI
i MORPURGO 1988). W kulturze protoplastow
Petunia hybryda, w zaleznoSci od zawartoSci
auksyn i cytokinin, brasinolid (10-100 nM)
skracal czas do pierwszego podzialu komor-
kowego i zwieckszal czestotliwo$¢ podzialowa
(OH i CLOUSE 1998, OH 2003). W przypad-
ku kultur zawiesinowych pojawily si¢ takze
pierwsze proby wykorzystania BR do pro-
dukcji metabolitow wtornych dla potrzeb
medycyny i farmacji. Brasinolid w st¢zeniu
17 ng-dm=w pozywce zawiesinowej kultury
cisa [Taxus chinensis (Pilger) Rehder] wzma-
gal produkcje paclitakselu — zwiazku po-
chodzenia naturalnego, stosowanego w che-
mioterapii nowotworow. Kultura komorek
cisa, do ktorej dodano brasinolid, produko-
wata dwukrotnie wi¢cej tego zwiazku (ZANG
i wspotaut. 2001). Dodatek BR do pozywek
istotnie stymuluje wzrost kalusa oraz procesy
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bezposredniej i posredniej organogenezy, np.
regeneracje pedow i wzrost todyg. U kalafio-
ra (Brassica oleracea var. botrytis L.) stwier-
dzono pod wplywem brasinolidu (0,1-10
uM) silna stymulacje regeneracji pedow na
eksplantach stanowiacych segmenty hypoko-
tylu (SASAKI 2002). U Spartina patens (Ait.)
Muhl, jednoliSciennej rosliny z rodziny wie-
chlinowatych, stwierdzono stymulacje wzro-
stu kalusa i regeneracje pedow pod wply-
wem BR, w stezeniu 0,03 mg-dm™, natomiast
w stezeniu 0,005 mg-dm= BR, stymulowat
wzrost zregenerowanych pedow tej rosliny
(Lu i wspotaut. 2003). Takze w kulturach in
vitro papryki pod wplywem BR, zanotowa-
no stymulacje wzrostu zregenerowanych pe-
dow (FRANCK-DUCHENNE i wspotaut. 1998).
Analogi, BIOBRAS-6 i MH-5, wraz z cytokini-
na sprzyjaly formowaniu kalusa i tworzeniu
pedow na eksplantach jakimi byly liScienie
sataty (NUREZ i wspotaut. 2004). BR pobudza-
ja takze proces embriogenezy w kulturach
in vitro. Badacze z Instytutu Nauki i Tech-
nologii Papieru (Atlanta, USA) stwierdzili
u Swierka, sosny i jodly stymulacje embrioge-
nezy na pozywkach zawierajacych brasinolid
obok innych regulatorow (PULLMAN i wspol-

aut. 2003). Na tej podstawie opracowano
protokot do szybkiego namnazania wspo-
mnianych drzew. Takze u ryzu wystepuje
stymulacja embriogenezy pod dzialaniem
BR, (PULLMAN i wspotaut. 2003). Jak podaja
AZPEITIA i wspolaut. (2003) dotychczas do
mikropropagacji palmy kokosowej stosowa-
no metode z wykorzystaniem somatycznej
embriogenezy, lecz jej efektywnos¢ bylta dos¢
niska. Wzbogacenie pozywek dodatkiem
22(8),23(S)-homobrasinolidu (0,01 i 0,1 uM)
spowodowato wzrost liczby zarodkéw soma-
tycznych regenerowanych z jednego eksplan-
tu, jakim byl ped zarodkowy (plumula) z 3,8
na 10,8. Do produkcji zarodkow na drodze
embriogenezy somatycznej u ziemniaka (So-
lanum tuberosum L.) zastosowano analog
BIOBRAS-16 (0.5 mg-dm™3) wraz z oligopek-
tatem (PECTIMORF) w stezeniu 3,2 mg-dm-.
Zwiazki te, wyprodukowane na Kubie, uzyte
tacznie zastepowaly cytokinine wraz z auksy-
na, ktore stosowano dotychczas (http://www.
nutrar.com).

Jak wynika z przedstawionych prac, za-
stosowanie brasinosteroidow w praktyce rol-
niczej i ogrodniczej, a by¢ moze takze w far-
macji i medycynie ma przed soba przysztosc.

BRASSINOSTEROIDS IN AGRICULTURE, HORTICULTURE AND IN VITRO CULTURES

Summary

Brassinosteroids (BR) were found in rape pollen
in 1979. These compounds, such as brassinolide, 24-
epibrassinolide, castasterone are considered to be a
new class of phytohormones. BR belong to steroids,
a group of compounds, which have a basic sterane
carbon skeleton. BR exhibit a multitude of physio-
logical activities. Application of BR cause higher pro-
duction of plant biomass, an increase in the quality
and yield of different economically important crops,
such as wheat, potato, rice, etc. Brassinosteroids

are natural plant constituents which makes them
environmental friendly regulators in agricultural
and horticultural production. In in vitro culture, BR
stimulate callus formation, plant regeneration and
processes of embryogenesis, their application makes
protocols of micropropagation of plants more effi-
cient. The physiological activity of BR is still a field
of intensive investigations and the most interesting
results of which are patented.
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