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Nustatyta, kad rapsu (Brassica napus L.) “Sponsor’ stieby augima in vitro stimuliavo ir biomasg padidino 3-(6,11-diokso-
6,11-dihidro-12H-benzo[b]fenoksazin-12-il)butano riigstis, kurios koncentracija Murashige-Skoog (MS) terpéje buvo 1 mg/l.
Maziausias gliukozinolaty kiekis buvo aptiktas rapsy antZzemingje dalyje, augusioje ant MS terpés su 3-(6,11-diokso-6,11-
dihidro-12H-benzo[b]fenoksazin-12-il)butano rigitimi (2 mg/l). Sis kiekis buvo 5,9 karto mazesnis uz MS (kontrolingje)
terpéje augusiy rapsy gliukozinolaty kiekj. Gauta, jog maziausias tiocianaty kiekis buvo rapsy Saknyse, susiformavusiose MS
terpéje su 3-(6,11-diokso-6,11-dihidro-12H-benzo[b]fenoksazin-12-il)butano rigstimi (1,5 mg/1), kuris buvo 3,8 karto mazesnis

uz MS terpéje augusiy rapsy tiocianaty kieki.
Ivadas

Rapsai — bastutiniy (Brassicaceae) Seimai priklau-
santis vertingas aliejinis augalas. Pasaulyje rapsy séklos —
vienos pagrindiniy aliejiniy augaly sékly, i§ kuriy gauna-
mas maistinis aliejus, aliejus biokuro gamybai, o aliejaus
gamybos Salutiniai produktai — i§spaudos — gali biiti ver-
tingas papildas, praturtinantis gyvuliy paSarus baltymais.
Rapsy produktyvumas, juose besikaupianciy maistiniy
medziagy, pirminiy ir antriniy metabolity kiekis labai pri-
klauso nuo ju veislés, agrotechnikos, gamtiniy salygu.
Gliukozinolaty ir kity metabolity kiekis gali kisti ir dél to,
kokiais cheminiais preparatais augalai buvo veikiami ve-
getacijos metu. Pasaulyje placiai tiriamos sintetiniy augi-
mo reguliatoriy panaudojimo galimybés, ju poveikis Ze-
més tikio augaly produktyvumui bei kenksmingy metabo-
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Vitaminas K; (filochinonas,
2-metil-3-fitil-1,4-naftochinonas)

lity kiekio mazinimui. IeSkoma naujy junginiy, kurie ne
tik turéty itakos antriniy metabolity susidarymui augaly
lastelése, bet ir skatinty augaly augima. Todél moksli-
ninkai sintetina ir tiria junginius, savo struktiira panasius |
natiiraliai augaluose susidaran¢ias medziagas.

Junginiai, savo sudétyje turintys chinoiding strukti-
ra, aptinkami gamtoje ir iSskiriami i§ jvairiy bakteriju,
augaly, gryby. Tarp fiziologiskai aktyviy naftochinono
dariniy reik§mingiausi yra K grupés vitaminai (1 pav.),
dalyvaujantys kraujo kresé¢jimo faktoriy ir kai kuriy kity
baltymy potransliacinéje modifikacijoje, elektrono perna-
Soje per chloroplasty membrana fotosintezés metu, suku-
riantys transmembraninj protony gradients.
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Vitaminas K3 (menadionas, 2-metil-1,4-naftochinonas)

1 pav. K grupés vitaminai



Augaluose ir mikroorganizmuose biosintetinami cito-
toksiski naftochinonai gali biiti naudojami medicinoje
kaip vaistai pirmuoniy, grybeliy ir bakterijy sukeliamoms
ligoms ir navikiniams susirgimams gydyti. Terapiniams
tikslams kuriami sintetiniai naftochinony analogai. Ekspe-
rimentiSkai tiriant naftochinony dariniy molekulinius vei-
kimo mechanizmus, sukuriamos sistemos, imituojan¢ios
biologines membranas [1].

Siuo metu yra atliekami biologinio aktyvumo tyrimai
su 1,4-naftochonino dariniais, siekiant atrasti naujy jun-
giniy, pasizymin¢iy augimo reguliatoriams biuidingomis
savybémis ir turin¢iy jtakos metabolity susidarymui. Auga-
ly biotechnologijoje menadiono (vitamino K3) natrio bi-
sulfitas yra naudojamas kaip augimo reguliatorius, kuris
skatina pomidory (Solanum lycopescisum L.) ir mélyn-
ziedés liucernos (Medicago sativa L.) kaliaus augima bei
spindulinés pupuolés (Vigna radiata L.) tgliuky Sakni-
jimasi in vitro. Menadiono natrio bisulfitas taip pat ska-
tina 3-indolilacto riigsties koncentracijos padidéjima
pomidory, agurky, papriky ir javy tiglivose [2, 3].

Pazymétina, kad benzoksazino dariniai taip pat
pasizymi biologiniu aktyvumu. 4H-3,1-Benzoksazinai ir
ju 1,2-dihidrodariniai gali bati naudojami kaip herbicidai
[4] ir augaly augimo reguliatoriai [5]. Pakeisti 4H-3,1-
benzoksazinai medicinoje taikomi kaip preparatai, pasizy-
mintys priesgrybeliniu, raminamuoju, analgetiniu, spazmo-
litiniu poveikiu [6, 7]. 1,4-Benzoksazino dariniy gliuko-
zidai aptikti ir i$skirti i§ mieziy, rugiy ir kukuriizy.

B-Aminortgstys daznai aptinkamos bakteriju, grybu
ir augaly antriniy metabolity sudétyje. Jos ne taip placiai
paplitusios gamtoje kaip ju o-analogai, taCiau juy yra
natiiraliy produkty — peptidy, ciklopeptidy, glikopeptidy,
alkaloidy sudétyje. Junginiai, turintys P-aminoriigsties
fragmentg ir pasizymintys antibiotinémis, prie§vézinémis
savybémis, naudojami farmacijos pramonéje.

Anksciau buvo nustatyta, kad 3-(6,11-diokso-6,11-
dihidro-12H-benzo[b]fenoksazin-12-il)butano rigstis stimu-
liuoja mieziy daigy augima ir yra rekomenduotina toles-
niems biotechnologiniams tyrimams [8]. Todél §is jungi-
nys buvo pasirinktas tyrimams su vasariniais rapsais
(Brassica napus L.). Rapsuose esantys gliukozinolatai
(dél tiogliukozido gliukohidrolazés poveikio) skyla i gliu-
kozg ir aglikona, kuris neutraliomis salygomis atpalai-
duoja sulfata, o po to (priklauso nuo gliukozinolaty pri-
gimties bei reakcijos salygu) suskyla { tiocianata, nitrila,
epitionitrila arba i oksazolidin-2-tiona. Konkreciy gliuko-
zinolaty skilimo produkty poveikis skirtingiems organiz-
mams skiriasi ir ne visada yra zinomas. Ta¢iau Zinoma,
kad didelis $iy junginiy kiekis paSaruose ir maisto pro-
duktuose gali turéti toksinj poveiki [9, 10]. Rapsuy kaliaus
(susiformavusio i§ Sakny, lapy, stieby, hipokotiliy) ir
suspensiné lasteliu kulttiros in vitro yra naudojamos ant-
riniy metabolity kiekiui nustatyti ir reguliuoti. Biotechno-
loginiais metodais galima atrinkti rapsy kaliaus kultiiras
in vitro, kurios kaupty sumazintus toksiniy junginiy (gliu-
kozinolaty, tiocianaty) kiekius rapsuose [11].

Sio darbo tikslas — istirti 3-(6,11-diokso-6,11-dihid-
ro-12H-benzo[b]fenoksazin-12-il)butano rtgsties poveiki
rapsy (Brassica napus L.) morfogenezei in vitro ir
gliukozinolaty bei tiocianaty kiekiui.

Tyrimy metodika

Tyrimams pasirinktas Organinés chemijos katedroje
susintetintas junginys — 3-(6,11-diokso-6,11-dihidro-12H-
benzo[b]fenoksazin-12-il)butano riigstis (1), o rezultatams
palyginti naudoti 2-metil-1,4-naftochinonas (2) ir Zzino-
mas augimo stimuliatorius Stilitas-14 — 3-(3-benzoksa-
zolonil)propano riigsties natrio druska (3) (2 pav.).
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3-(6,11-Diokso-6,11-dihidro-12H-benzo[b]fenoksazin-12-il) butano riigstis (1)
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2-Metil-1,4-naftochinonas (2)

2 pav. Tyrimams naudoti junginiai

Vasariniy rapsy ‘Sponsor’ séklos sterilizuotos islai-
kant jas 1 min 70 % C,HsOH, 20 min 10 % dezinfe-
kuojanciame tirpale, po to tris kartus praplautos steriliu
distiliuotu vandeniu. Séklos daigintos ant Murashige &
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3-(3-Benzoksazolonil)propano riigsties natrio druska (3)

Skoog (MS) maitinamosios terpés (kontrolinés) ir ant
terpiy su 1, 2 ir 3 junginiais, kuriy koncentracijos buvo
0,5, 1,0, 1,5, 2,0 mg/l. Sudyge daigai skaidyti i atskirus
eksplantus (Saknis, lapus, stiebus, hipokotilius) ir perkelti



ant kaliaus kultiiry susidarymo terpés (MSK) (kontroli-
nés), t. y. Murashige & Skoog terpés papildytos 2,4-
dichlorfenoksiacto ragstimi (2,4-D) — 0,2 mg/l ir 6-
benzilaminopurinu (BAP) — 2 mg/l bei MSK terpés su
tirlamuoju junginiu 1 ir palyginamaisiais junginiais 2, 3
(konc. 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 mg/l) [12]. Rapsu vegetatyvinéms
dalims ir kaliaus morfogenezei ivertinti jie buvo auginti
Petri 1ékstelése. Rapsai buvo daiginami 30 dieny, esant
24-25 °C temperatiirai ir liuminescenciniam apsvietimui.
Gliukozinolatai ir tiocianatai rapsy vegetatyvinése dalyse
ir kaliaus kulttirose in vitro buvo nustatyti spektrofotomet-
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riniu metodu [13, 14].
Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Rapsy ‘Sponsor’séklos in vitro buvo augintos ant
MS terpés su 1 tiriamuoju junginiu (0,5, 1,0, 1,5, 2,0 mg/1
konc.), o rezultatams palyginti tyrimai atlikti su vitaminu
K3 (2) ir Stilitu-14 (3), kuriy koncentracijos tokios pat
kaip ir 1 tiriamojo junginio. Po 30 dieny auginimo jver-
tintas rapsy daigy aukstis, Sakny ilgis ir biomasé. Tyrimo
rezultatai parodyti 3 paveiksle.
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3 pav. Rapsuy, augusiy ant MS terpés su 1, 2, 3 tiriamaisiais junginiais, daigy aukstis (a), Sakny ilgis () ir biomasé (c)

Tyrimo rezultatai parodé, kad auk$ciausi rapsy dai-
gai uzaugo ant MS terpés su 3-(6,11-diokso-6,11-dihidro-
12H-benzo[b]fenoksazin-12-il)butano ragstimi (1), esant
jos koncentracijai terpéje 1 mg/l. Dél Sio junginio po-
veikio rapsy daigai buvo 70 % aukstesni, palyginus su
kontroliniu bandiniu, bei atitinkamai 21 ir 35 % didesni
nei veikiant 2-metil-1,4-naftochinonu ir Stilitu-14. 1 jun-
ginys taip pat skatino ir Sakny augima, esant visoms kon-
centracijoms, taciau poveikis, palyginti su Stilito-14 jtaka
Saknims, buvo nedidelis. Didziausias rapsy biomasés prie-
augis — 59 % gautas veikiant augalus junginiu 1 (1 mg/l).
Pastebéta, kad didinant 1 junginio koncentracijas nuo 0,5
iki 1 mg/l rapsy daigy biomasé padidéjo, o nuo 1,5 iki
2 mg/l — sumazgjo. ISauginus tiriamaja zaliava, toliau
buvo tiriamas gliukozinolaty ir tiocianaty kaupimas rapsy
antzeminéje dalyje ir Saknyse. Apibendrinus rezultatus
nustatyta, kad maziausiai gliukozinolaty susikaupé rapsy
antzeminéje dalyje, susiformavusioje ant MS terpés su 1
junginiu (2 mg/1). Sis kiekis buvo: maZesnis 9,04 karto uz
MS + 2 (2 mg/l), 8,75 karto uz MS + 3 (2 mg/l) ir 5,9
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karto uz MS terpése augusiy rapsy antzeminés dalies
gliukozinolaty kiekj (4 pav.).

Tiocianaty tyrimo rezultatai (4 pav.) parodé, jog
maziausiai tiocianaty susikaupé rapsy, augusiy MS
terpéje su 1 junginiu (1,5 mg/l), Saknyse. Ju buvo 1,1
karto maziau uz MS + 2 (1,5 mg/l), 2,5 karto uz MS + 3
(1,5 mg/l) ir 4,3 karto uz kontrolinéje MS terpéje augusiy
rapsy Saknyse susikaupusiy tiocianaty kieki.

Rapsy kaliaus kultiry in vitro prieaugiui ivertinti,
rapsy eksplantai (Saknys, lapai, stiebai, hipokotiliai)
auginti 30 dieny ant pasirinktos kaliaus susidarymo ter-
pés — MS + BAP (2 mg/l) + 2,4-D (0,2 mg/l). Tyrimo
rezultatai parodé, kad didziausia rapsuy kaliaus biomasé
(0,401 g) gauta i3 Sakny. Si kaliaus biomasé buvo 3 kartus
didesné, palyginti su maZziausia rapsy kaliaus biomase, t. y.
hipokotiliy. Gautose kaliaus kultlirose taip pat buvo istirtas
antriniy metabolity — gliukozinolaty ir tiocianaty kaupimasis.

Gliukozinolatai buvo nustatyti rapsy kaliaus kulto-
rose in vitro (susiformavusiose i$ lapy, Sakny, stiebuy,
hipokotiliy), augusiose su 1, 2, 3 junginiais. Tyrimy
rezultatai parodyti 5 paveiksle.
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5 pav. Gliukozinolaty kiekis rapsy kaliuje i$ lapy (a), Sakny (b), stieby (c) ir hipokotiliy (d) susiformavusiame ant MSK terpés su 1,
2,3 (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg/l koncentracijos) tiriamaisiais junginiais

Apibendrinus rezultatus (5 pav.) matyti, kad tiria-  Sakny ir hipokotiliy, nemazino. Nustatytas nezymus gliu-
masis junginys — 3-(6,11-diokso-6,11-dihidro-12H-ben-  kozinolaty susidaryma kaliuje i§ stieby slopinantis 1
zo[b]fenoksazin-12-il)butano ragstis (1) gliukozinolaty  junginio poveikis, kai junginio koncentracija terpéje buvo
kiekio kaliaus kultiirose, iSaugintose i§ rapsy lapy, stieby, 2 mg/l. Tadiau pastebétas svarbus Stilito-14 poveikis —
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junginys efektyviai slopino gliukozinolaty susidaryma.
Rapsy kaliuje i lapy, susiformavusiame ant MS + BAP
(2 mg/l) + 2,4-D (0,2 mg/1) + 3 (2 mg/l) terpés, nustatytas
gliukozinolaty kiekis buvo 18,2 karto maZesnis nei
kontroliniame bandinyje. Stilitas-14 taip pat stabiliai
mazino gliukozinolaty kieki rapsy kaliuje i§ Sakny, stieby
bei hipokotiliy. Tyrimy eigoje pastebéta, kad gliukozino-
latus kaliaus kultiroje mazino ir 2-metil-1,4-naftochino-
nas (2). IS rezultaty matyti, jog maziausias gliukozinolaty
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kiekis rapsy kaliuje i§ Sakny, 13,8 karto mazesnis, paly-
ginti su kontrole, buvo nustatytas, kai kaliaus susidary-
mui buvo naudotas 2 mg/l koncentracijos 2 junginys.

Tiocianaty kiekio jvertinimo rapsy kaliaus kultiirose
in vitro (susiformavusiose i§ lapy, stieby, Sakny,
hipokotiliy), susidariusiose ant MS terpiy su 1, 2, 3 (0,5,
1,0, 1,5, 2,0 mg/l) tiriamaisiais junginiais, rezultatai
parodyti 6 paveiksle.
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(0,5, 1,0, 1,5, 2,0 mg/l koncentracijos) tiriamaisiais junginiais

Apibendrinus gautus rezultatus (6 pav.) nustatyta,
kad tiriamasis junginys — 3-(6,11-diokso-6,11-dihidro-
12H-benzo[b]fenoksazin-12-il)butano ragstis (1) neZymiai
mazino tiocianaty kieki rapsy kaliaus kultiroje i§ hipo-
kotiliy. Remiantis rezultatais nustatyta, kad maziausias
tiocianaty kiekis susidaro rapsy kaliuje i§ Sakny, augusia-
me ant kaliaus terpés su Stilitu-14 (3) (1,5 mg/l).

Atsizvelgiant | gautus gliukozinolaty ir tiocianaty
kiekiy rezultatus galima atrinkti rapsy kaliaus kultiras su
mazesniais jy kiekiais ir panaudoti jas tolesniems tyrimams.

ISvados

I. Nustatyta, kad 3-(6,11-diokso-6,11-dihidro-12H-ben-
zo[b]fenoksazin-12-il)butano rigstis stimuliavo rapsy
(Brassica napus L.) ’Sponsor’ stieby augimg in vitro
ir 59 % padidino biomasg, kai jos kiekis terpéje
buvo 1 mg/l. Maziausiai gliukozinolaty nustatyta
rapsy antZzeminéje dalyje, augusioje ant MS terpés
su 3-(6,11-diokso-6,11-dihidro-12H-benzo[b]fenoksa-
zin-12-il)butano ragstimi (2 mg/l), maziausiai tio-
cianaty kaupé rapsy Saknys, esant 1,5 mg/l tiriamojo

junginio koncentracijai.

2. Nustatyta, kad Stilitas-14 efektyviausiai mazino gliu-
kozinolaty susidaryma rapsu kaliuje i lapy, stieby,
Sakny ir hipokotiliy. Maziausias gliukozinolaty
kiekis — 18,2 karto mazesnis, palyginti su kontrole,
aptiktas rapsy kaliuje i§ lapy, kai Stilito-14 koncent-
racija terpéje buvo 2 mg/l.

3.  Istirta, kad 3-(6,11-diokso-6,1 1-dihidro-12H-benzo[b]fe-
noksazin-12-il)butano riigstis 16 % mazina tiociana-
ty susidaryma rapsy kaliaus kulttiroje i$ hipokotiliy,
esant 0,5 mg/l koncentracijai. Nustatyta, kad tiocia-
naty kieki i§ Sakny efektyviausiai (32 %), palyginti
su kontrole, mazino Stilitas-14, kurio koncentracija
terpéje buvo 1,5 mg/l.

Tyrimq rémé: Lietuvos mokslo taryba, projektas MIP-
120/2011.
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V. Kaminskaité, I. Jonuskiené, A. Voskiené

THE INFLUENCE OF 3-(6,11-DIOX0-6,11-
DIHYDRO-12H-BENZO[b]PHENOXAZIN-12-
YL)BUTANOIC ACID ON RAPESEED
MORPHOGENESIS /N VITRO AND THEIR
GLUCOSINOLATE AND THIOCYANATE LEVELS

Summary

Naphthoquinones are widely distributed in plants, fungi,
and some animals. Their biological activities have been studied,
including their effects on prokaryotic and eukaryotic cells. Vita-
min K is a derivative of 1,4-naphthoquinone. Other natural naph-
toquinones include juglone, plumbagin, droserone. Naphtho-
quinone derivatives exhibit important pharmacological proper-
ties: they are cytotoxic, have a significant antibacterial, anti-
fungal, antiviral, insecticidal, anti-inflammatory and antipyretic
properties.
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Menadione sodium bisulphite (MSB) increased the growth
of tomato plants and alfalfa callus and stimulated the rooting of
mungbean cuttings. The IAA levels were increased by about 3-
to 4-fold following the application of MSB to tomato,
cucumber, corn and capsicum plants. Plumbagone, juglone and
lawsone are naturally occurring naphthoquinones of plant
origin, which have antibacterial effects on several species of
both aerobic and anaerobic organisms, and toxins derived from
naphthazarin (5,8-dihydroxy-1,4-naphthoquinone) are produced
by Fusarium solani and attack plants, other fungi and bacteria.

Oilseed rape, Brassica napus L., is one of the crops most
important for the production of vegetable oils in the world.
Traditional rapeseed cultivars contain high amounts of gluco-
sinolates. Although glucosinolates have antibacterial, antifungal
properties and show a cancerchemoprevention activity, their
antinutritional effects limite the use of meals from oilseed rape
for human food and animal feed. Besides, these compounds
provide the bitter flavour and sulfurous aroma due to break-
down. Therefore, one of the main biotechnological objectives is
to reduce the content of glucosinolates in seeds to the trace
levels. Rapeseed and its products are rich sources of bioactive
compounds such as polyphenols, phytosterols, tocopherols and
other antioxidants, which are important in the prevention and
treatment of coronary heart diseases, cancers, diabetes, hyper-
tension, neurodegenerative and autoimmune diseases.

Plant growth regulators are the critical media components
in determining the developmental pathway of the plant cells.
The regeneration of plants in vitro is interesting not only for
studying the regeneration process itself, but also for the success
of in vitro manipulations of crop improvement.

The main object of the present study was to explore the
influence of 3-(6,11-diox0-6,11-dihydro-12H-benzo[b]phenol-
xazin-12-yl)butanoic acid on rapeseed morphogenesis in vitro,
as well as on glucosinolate and thiocyanate quantities.

3-(6,11-Diox0-6,11-dihydro-12H-benzo[b]phenoxazin-
12-yl)butanoic acid was synthesized at the Department of
Organic Chemistry. We used the Murashige—Skoog medium
with 6-benzylaminopurine (BAP) (2 mg/l) and 2,4-dichlor-
ophenoxyacetic acid (2,4-D) (0.2 mg/l) for obtaining rapeseed
callus cultures in vitro. The compounds were examined at
different concentrations (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 mg/1) in the medium.

It was determined, that the growth of rapeseed ‘Sponsor’
sprouts was stimulated and biomass increased when grown on
MS medium with 3-(6,11-diox0-6,11-dihydro-12H-benzo[b]phen-
oxazin-12-yl)butanoic acid (1 mg/l). The lowest content of
glucosinolates was found in rapeseed overground parts grown
on MS medium with 3-(6,11-dioxo-6,11-dihydro-12H-ben-
zo[b]phenoxazin-12-yl)butanoic acid (2 mg/l), and the content
of thiocyanates was lowest in rapeseed roots grown in MS
medium with 3-(6,11-dioxo-6,11-dihydro-12H-benzo[b]phen-
oxazin-12-yl)butanoic acid (1.5 mg/1).



