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Badania nad aminokwasami zasadowymi w tubinie bialym
w fazie intensywnej syntezy alkaloidéw

Investigations on- basic amino acids in white lupine at the stage of intensive
alkaloid synthesis

D. SZKLAREK

Mozliwos¢ wykorzystania tubinu jako rosliny pastewnej powstala od
czasow wykrycia przez Sengbuscha [52] mutantéw nisko alkaloido-
wych. Jednakze obserwowane zagoryczenie uprawianych odmian z uply-
wem lat sklanialo do glebszych badan nad biosynteza i przemianami
alkaloidéw lubinowych.

Panujacy od przeszlo 50 lat poglad [40, 54], ze alkaloidy sa produk-
tami przemian aminokwaséw, zyskal nie tylko poparcie [44, 46 i in.],
ale nawet podano schematy mozliwych reakeji chemicznych prowadza-
cych do powstania alkaloidow tubinowych.

Zastosowanie do badan aminokwaséw znakowanych 14C lub 15N wply-
nelo znacznie na postep w tej dziedzinie. Z badan wynika [9, 15, 17, 28],
ze synteza alkaloidéw i ich gromadzenie pozostaje w $cistym zwiazku
z przemianami bialkowymi, przy czym wieksza zawarto$é alkaloidow
w poszezegblnych fazach rozwoju rosliny zwigzana jest z wieksza zawar-
toscig zwigzkow bialkowych [4, 5, 26]. Wymienia sie obecnie kilka amino-
kwasow, ktére wedlug szeregu hipotez badz sa, lub tez moga by¢ pre-
kursorami alkaloidow. I tak: fenyloalanina i tyrozyna sa prekursorami
hordeiny, efedryny, alkaloidow Papaveraceae i Amaryllidaceae, miedzy
innymi alkaloidéw maku [1, 20, 18], tryptofan alkaloidéw sporyszu i traw
[12, 21, 22]; ornityna uwazana jest za prekursora pierscienia pirydyno-
wego w nikotynie u Nicotiana tabacum i u innych psiankowatych [11, 23]
oraz tubinéw [27]. Nie tylko ta ostatnia, ale i arginina, a takze putrescyna
mogg byé¢ prekursorami u Datura, Atropa i Hyoscyamus [16, 19].

Oprécz wymienionych aminokwaséw w syntezie alkaloidow moga
bra¢ udzial réwniez takie zwigzki, jak kwas octowy (octany), nikoty-
nowy, glutaminowy, mréwkowy, glicyna i inne.

Na temat drég biosyntezy alkaloidéw lubinowych istnieje juz wiele
prac [45, 41, 14, 30, 24, 48, 23]. Autorzy tych prac twierdza, ze alkaloidy
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tubinowe powstaja z lizyny oraz produktu jej dekarboksylacji — kada-
weryny. Zwigzki te w drodze dalszych przemian prowadza do A,-pipery-
dyny stanowigcej pierwsze ogniwo syntezy alkaloidéw. Sparteina po-
wstaje w wyniku kondensacji dwoch czasteczek A;-piperydyny i jednej
czasteczki dwualdehydu glutarowego [46]. Sugerowany jest tez inny
schemat biosyntezy sparteiny, a mianowicie: z trzech czasteczek lizyny
lub dwéch czgsteczek lizyny i kwasu ketoaminopelimowego [41].

Liczne badania [47, 48, 49, 50, 51, 53, 31, 32, 35, 13 i in.] oparte na
zastosowaniu hipotetycznych znakowanych prekursoréw wydaja sie po-
twierdza¢ te poglady. Autorzy tych prac wyciggneli wniosek, ze lupinina
i sparteina powstajg z dwoch lub trzech czasteczek lizyny wzglednie
kadaweryny.

Oproécz tej hipotezy istnieje druga, w ktérej gléwna uwage poswieca
si¢ argininie. Tak na podstawie badan nad wolnymi aminokwasami w na-
sionach lubinéw pastewnych i gorzkich [37, 38, 39] stwierdzono, ze na-
siona odmian pastewnych majg kilkakrotnie wiekszg ilo§¢ wolnej argi-
niny w stosunku do odmian gorzkich. Autorzy wyzej wymienionych prac
sugeruja wigc mozliwos¢ udzialu argininy jako prekursora w syntezie
alkaloidéw. Ta hipoteza, tzw. ,argininowa” byla rowniez podtrzymy-
wana w innych pracach [27, 57]. W poézniejszych badaniach [34, 35]
postulowano, ze arginina i alkaloidy lubinowe maja wspolnego prekur-
sora i ze w przypadku gdy przeksztalcenie jego w alkaloidy ulega inhi-
bicji, gromadza sie duze ilosci argininy. Zahamowanie przemiany pre-
kursora do alkaloidéw [32], a zatem gromadzenie argininy (uzaleznione
od genéw réznych dla kazdego gatunku lubinu) w przypadku lubinu bia-
tego zachodzi gléwnie, gdy dzialajg geny recesywne — primus i tertius.

Nalezy jednak wspomnieé¢, ze w innej pracy [35], w ktérej wprowa-
dzono znakowang arginine do kilkunastodniowych roélin Lupinus angusti-
folius, nie stwierdzono istotnej inkorporacji w alkaloidy.

Badania nad tubinami wgaskolistnym i z6ttym [6, 7], przeprowadzone
metoda inng niz najcze$ciej stosowane, tj. pozwalajgca na unikniecie
ewentualnych artefaktow, nie dostarczyly wynikéw, ktére popieralyby
hipotezy dotyczace lizyny jako prekursora alkaloidow, lub tez argininy
jako zwiazku majacego wspolnego prekursora z alkaloidami.

Na podstawie przedstawionych wyzej danych z literatury wynika, ze
w problemie biosyntezy alkaloidéw nie uzyskano jeszcze jednoznacznych
danych eksperymentalnych, czego dowodem jest istnienie dosé¢ sprzecz-
nych hipotez i mimo ogromnego wkladu pracy problem ten jest wcigz
jeszcze otwarty.

W niniejszej pracy nad aminokwasami zasadowymi starano sie spraw-
dzi¢ istniejace hipotezy metoda inng, bez ingerencji w metabolizm rosliny.
Wychodzac z zalozenia, ze genetycznie uwarunkowane réznice w zawar-
tosci alkaloidow moga znalezé odbicie rowniez w zawarto$ci lub
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intensywnosci syntezy ich ewentualnych prekursorow, jakby to
wynikalo z przytoczonych wyzej hipotez, do doswiadczen uzyto roslin
lubinu bialego: a) odmian genetycznie roznych — gorzkiej populacji
miejscowej i pastewnej odmiany sredniowczesnej 'Przebedowski’ (forma
ojcowska szybkopednych) oraz b) dwoch biotypéw szybkopednych pocho-
dzacych od wspolnych rodzicow odmian pastewnych (jeden z nich gorzki,
a drugi pastewny).

W fazie butonizacji pedéw bocznych, tj. w okresie intensywnej syn-
tezy alkaloidow, poddawano je analizie na: a) aminokwasy wolne i bial-
kowe (po hydrolizie) ze szczegélnym uwzglednieniem lizyny i argininy,
b) zawartos¢ alkaloidow, c) radioaktywnosé ogolng roslin, d) radicaktyw-
nos¢ wiasciwg lizyny, argininy i alkaloidow.

METODYKA BADAN

Doswiadczenie prowadzono w warunkach hali wegetacyjnej w wazo-
nach wagnerowskich zawierajgcych mieszanine piasku wislanego i gleby,
w stosunku 7:2 kg; przed wysiewem zastosowano pozywke jak w bada-
niach poprzednich [3]. Wschody roslin nastapily okoto 3 maja (tab. 2),
a 5 maja rosliny zakazono szczepem bakterii brodawkowych (Rhizobium
lupini) hodowli putawskiej. Rosliny podlewano woda wodociagows utrzy-
mujge wilgotnos¢ odpowiadajaca 60% pojemnosci wodnej podioza.
W miare wzrostu przerywano je dwukrotnie do o$miu w wazonie.

Dla zwiekszenia intensywnosci syntezy alkaloidow w pedach bocz-
nych 7 lipca usunieto straki pedu gléwnego roslin. Osmego dnia po de-
kapitacji, o godz. 112® rosliny reprezentujace badana populacje, umiesz-
czono w kamerze ze szkla organicznego, znajdujacej sie na wolnym po-
wietrzu. Ilos¢ wprowadzonego CO, znakowanego “C zapewnila srednig
intensywno$¢ fotosyntezy okolo 10 mg/dm~*h~!. Ekspozycja trwala 3 go-
dziny. Bezposrednio po ekspozycji dokonano sprzetu czesei roslin (2 X 2
rosliny z kazdej populacji). Rosliny cieto na wysokosei ok. 1 e¢m pod
liScieniami, pozostale zostawiono na 20 godz. w kamerze; dnia 17 lipca
o godz. 10° dokonano drugiego zbioru. Poszczegélne rosliny podzielono
na pedy gléowne i pedy boczne, ktore natychmiast zamrozono w tempera-
turze —60°C. Material roslinny w stanie zamrozonym zmielono w mlyn-
ku, w zbiorniku chtodzonym suchym lodem i acetonem [2]. Cze$¢ materiatu
dodatkowo homogenizowano w szklanych homogenizatorach i poddano
analizie na radioaktywnosé, oznaczong na liczniku GM z okienkiem mi-
kowym o wydajnosci okolo 5%, przy stosowanym kacie brylowym *; czesé
przeznaczong do analizy na aminokwasy i alkaloidy poddano ekstrakeji

* Radioaktywnos$é¢ wszystkich roztwordéw i eluatéw oznaczano w tym samym
liczniku GM.
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80% alkoholem etylowym. Rozpuszczalniki oddestylowano pod zmniej-
szonym cisnieniem w temperaturze 25—30°C. Do suchej pozostalosci do-
dano rozcienczonego NH; i ekstrahowano CHCl; 4—5 razy; amonia-
kalny roztwér wodny odparowano do sucha i rozpuszeczono w okreslonej
objetosci (50% etanolu). Cze$¢ okolo 0,7 ml nanoszono na kolumny na-
peinione kationitem Dowex 50 * (100—150 oczek) i eluowano wodg desty-
lowang wygotowana, a nastepnie 1N NH,OH — eluat zageszczono do
sucha i rozpuszezono w 1 N HCl — oznaczono radioaktywnosé¢ wolnych
aminokwasow i ich sumaryczng zawartos¢, oraz cze$¢ 0,8 ml nanoszono
na kolumny z amberlitem C.G.-120 i dokonano rozdzialu na: 1) amino-
kwasy kwasne + obojetne, 2) lizyne + histydyne, 3) arginine [6].

Ilosciowe oznaczenia aminokwaséw wolnych i biatkowych (po hydro-
lizie) oraz poszczeg6lnych aminokwaséw (po rozdziale) przeprowadzono
na spektrofotometrze S.F. 4 [29]. Radioaktywnos¢ wlasciwg lizyny i argi-
niny oznaczono z eluatéw (chromatogramoéw) 50% alkoholu etylowego
na liczniku przeplywowym ** (Friesecke u. Hoepner) o wydajnosci
okolo 25%.

Hydrolize skrobi i bialka przeprowadzono wg Blocka i Alek-
sandra [8], a rozdzialu hydrolizatu dokonano na kationicie Dowex 50
i amberlicie C.G.-120 [6].

Alkaloidy oznaczano iloSciowo [42] przyjmujac dla sumy wspolezyn-
nik ekstynkeji 0,105. Dla rozdzialu tych zasad stosowano bibulowg chro-
matografie krazkowa uzywajac fazy n-butanol : HCI : toluen [43]. Subli-
macje ich przeprowadzono w prozni 1073 T zbierajac frakcje od 120—165°
(w lubinie bialym dominujgcym alkaloidem jest lupanina o tempera-
turze sublimacji 120°C, temperatura sublimacji hydroksylupaniny —
140°C, a estréw hydroksylupaniny — 165°C) i oznaczono ich ilo§¢ oraz
radioaktywnos¢ na liczniku przeplywowym 2 T.

WYNIKI

Przecietny ciezar 1000 nasion wynosil u odmiany pastewnej 'Prze-
bedowski $redniowczesny’ — 413 g, u gorzkiej populacji miejscowej —
455 g, u szybkopednego: biotypu pastewnego — 380 g i gorzkiego —
406 g.

Zawartos¢ alkaloidéw i stosunki miedzy nimi przedstawiono w tab. 1.

Chromatograficznie stwierdzono w nasionach lubinu gorzkiego szesc
alkaloidow, w biotypie pastewnym pie¢, a w pastewnym sredniowczes-
nym roéwniez szes¢, w tym bardzo male ilosci zwigzku o R; multifloryny
i sparteiny, ktorej nie wykryto w nasionach pozostatych populacji. Zawar-

* Dowex 50 i amberlit tadowano wg Truby 1954,
*# Radioaktywnos¢ wtasciwa przeliczano z licznika przeplywowego w stosunku
do GM.
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Tabela 2— Table 2
Przebieg rozwoju roslin (ilo$¢ dni po wschcdach)
The ccurse of plant development (dzys after sprouting)

| Szybkopedny
Pastewny |Gorzki pop.! B -
Fazy rozwoju Przebe- | miejscowej 1totyp mt:‘:’"
: astewn orzki
Stzge of development dowski | pjtter local pf dd o’ gb‘tt
fodder | population Saaer PIRLEL
biotype biotype
Pelne wschc.)dy 4V 3.V 4V -
Full sprouting
Butonizacja p. gl
Formation of buds on the 41 38 44 44
main shoot
Pelne kwitr?ienie 46 46 51 49
Full flowering
Zawmzywan.ie strakow 54 59 56 55
Pods formation

tos¢ alkaloidow w nasionach rolin pastewnych wynosita okolo 0,01%
i 0,01%, zas§ w nasionach roslin gorzkich 1,36 i 0,62%.

Rozwéj roslin (tab. 2) gorzkiej populacji miejscowej przebiegal po-
dobnie jak u lubinu pastewnego odmiany s$redniowczesnej; rowniez
szybkopedne biotypy nie wykazywaly miedzy soba wiekszych réznic.

Ciezar roslin (tab. 3) byt stosunkowo najwiekszy u odmiany pastew-
nej Sredniowczesnej, przy czym roznice miedzy roslinami zbieranymi na-
tychmiast po ekspozycji i po 20 godzinach byly nieistotne.

Rosliny obu biotypéw szybkopednych wykazaly bardzo duze réznice
indywidualne zaréwno w ciezarze pedu gléwnego, jak i pedow bocznych.
Ze wzgledu na to wszystkie wyniki analiz podano w przeliczeniu na 1 g
$wiezej masy. Stad wszelkie rozwazania nad stopniem inkorporacji 14C
oraz nad zawartoScig aminokwaséw wolnych i bialkowych z uwzglednie-
niem zasadowych — lizyny i argininy, a takze i alkaloidéw beda doty-
czyly ich zawartosci wzglednej.

U wszystkich badanych lubinéw pedy boczne wykazywaly wieksza
aktywnos¢ fotosyntetyczng niz pedy gléwne, co jest oczywiste biorac pod
uwage faze rozwoju roslin (tab. 4). Wzgledna aktywnosé¢ fotosyntetyczna
przecigtnie dla calej rosliny w gorzkich formach byla wyzsza niz w pas-
tewnych. Réznice na korzys¢ form gorzkich wystepowaly réwniez po
uplywie 20 godzin od ekspozycji. Obserwowane rdznice w biotypach
szybkopednych sa chyba w duzym stopniu wynikiem wecze$niejszego opa-
dania liSci z pedoéw gléwnych u roslin pastewnych. W pozostatych dwach
populacjach obserwowane réznice na korzysé roslin gorzkich przejawiaty
si¢ jedynie w pedach bocznych i byly stosunkowo niewielkie. Radio-
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aktywnos¢ roslin stwierdzona po uplywie 20 godzin od ekspozycji wska-
zuje na straty asymilatow w pedach gléwnych. Wzgledna zawartos$é¢ zna-
kowanego wegla w pedach bocznych w tym czasie nie réznila sie istotnie
od jego zawartosci bezposrednio po ekspozycji.

Analiza aminokwasow wykazala, ze wzgledna ogoélna zawartos¢ azotu
a-aminowego w pedach bocznych wszystkich roslin byla wyzsza niz w pe-
dach gléwnych (tab. 5).

Ogoélna ilo$¢ azotu a-aminowego (aminokwaséw wolnych i biatko-
wych lacznie) przecietnie dla rosliny byla wyzsza u roslin gorzkich niz
pastewnych. Na uwage zasluguje fakt, ze roéznice te wynikaly gléwnie
z réznicy w zawartosci biatka. U biotypoéw szybkopednych réznice na ko-
rzysé¢ biotypu gorzkiego wystgpily tylko w pedach bocznych, natomiast
u pozostalych roslin przejawialy sie zaré6wno w pedach bocznych, jak
i glownych.

Wolne aminokwasy stanowily 12—19% ogoélnej ilosci azotu c-amino-
wego, przy czym nie obserwowano istotnych réznic migdzy pastewnymi

T
Pedy boczne-side s:‘wa.'sl Pedy gldwne-main shoats Pedy baczne-side shoots |Pedy glowne-main shoots
TR o]
150 = !
| t R R Ao
¥ ¥ ® b
B c
100 +— d
T | P Y | m
7 . i
%9 -
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Ryc. 1. Zawarto$é lizyny -+ histydyny i argininy w pg e¢-amino-N w przeliczeniu
na 1 g $§wiezej masy oraz N-alkaloidowy
1 — pastewny S$redniowczesny; 2 — gorzki populacji miejscowej; 3 — biotyp pastewny;
4 — biotyp gorzki
a — lizyna + histydyna bialkowa; b — arginina bialkowa; ¢ — wolna lizyna lub arginina;
d — alkaloidy

Fig. 1. Content of lysine (plus histidine), and arginine — in pg of ¢-amino N, and
alkaloidal-N per 1 g of fresh weight

1 — fodder mean-early Przebedowski; 2 — bitter local population; 3 — fodder biotype;
4 — bitter biotype
a — protein lysine + histidine; b — protein arginine; ¢ — free lysine or arginine;

d — alkaloids
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Ryc. 2. Procentowy udzial lizyny + histydyny i argininy oraz alkaloidéw w suma-
rycznej iloci g-amino-N (wolnego i bialkowego lacznie)
1 — pastewny $redniowczesny; 2 — gorzki populacji miejscowej; 3 — biotyp pastewny;
4 — biotyp gorzki
a — lizyna + histydyna bialkowa; b — arginina bialkowa; ¢ — wolna lizyna lub arginina;
d — alkaloidy. Legenda jak na ryc. 1

Flg 2. Contribution of lysine (plus histidine), arginine and alkaloids to the total
c-amino N (free and bound jointly)

1 — fodder mean-early Przebedowski; 2 — bitter local population; 3 — fodder biotype;
4 — bitter biotype
a — protein lysine + histidine; b — protein arginine; ¢ — free lysine or arginine;

d — alkaloids. Legend as in fig. 1

a gorzkimi formami sprzatanymi zaréwno natychmiast po ekspozycji,
jak i po uplywie 20 godzin.

W analizowanych organach wszystkich roslin ogélna ilosé¢ lizyny byla
wieksza niz ogélna zawartos¢ argininy zaré6wno w przeliczeniu na jed-
nostke swiezej masy (tab. 6), jak i w przeliczeniu na jednostke azotu
a-aminowego (wykresy na ryc. 1i2). Ilo$¢ lizyny wahala sie w granicach
70—90 ng na 1 g Swiezej masy, zas ilos¢ argininy okolo 35—50mng na 1 g
Swiezej masy.

Nalezy podkresli¢, ze zawartosé obu zasadowych aminokwasow * byla

* W hydrolizatach bialkowych obok lizyny i argininy wykryto §ladowe ilosci
histydyny, ktorg lgczono z lizyna.
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w pedach gléwnych wszystkich badanych lubinéw znacznie nizsza niz
w pedach bocznych, nie tylko w stosunku do masy, ale rowniez do ogblnej
ilosci azotu c-aminowego. W pedach bocznych udzial lizgyny w ogoélnej
zawartosci aminokwas6w wynosil okolo 5%, w pedach gléwnych w wiek-
szosci przypadkéow nie przekraczatl 3—3,5%. Odpowiedni udziat argininy
w pedach bocznych wynosit przecietnie 2,5%, zas w pedach gléwnych
byl ponizej 2%.

llos¢ wolnej lizyny w stosunku do ogélnej jej zawartoéci stanowila
przecigtnie 6—10%, a w stosunku do ilosci wszystkich wolnych amino-
kwasow okolo 1,8—2,5%, udzial ten byl nizszy niz udzial lizyny
w biatku.

Zawarto$¢ wolnej argininy w stosunku do ogélnej jej ilosci wahata
sie w granicach 4,5—6% u szybkopednych biotypéw, w dwoéch pozosta-
tych populacjach stanowita 6—10%, za§ w stosunku do wolnego azotu
a-aminowego okolo 0,5—1,3%.

Na skutek tak malej ilosci omawianych wolnych zasad blad w ozna-
czeniu ilosciowym jest stosunkowo duzy. Stad tez obserwowanych réznic
pod tym wzgledem miedzy formami ros$lin nie mozna uwazaé za istotne.

Roznice miedzy rodlinami gorzkimi i pastewnymi w zawartoéei bial-
kowej lizyny w jednostce masy nie sg istotne ani w pedach bocznych,
ani tez w pedach gléwnych, z wyjatkiem jednego przypadku (ped glowny
natychmiast, zbior po trzech godzinach ekspozycji — $redniowczesny
pastewny ’Przebedowski’), ktory — o ile nie wynika z bledu analizy —
trudny jest do wytlumaczenia. Podobnie brak réznic miedzy badanymi
formami pod wzgledem udzialu lizyny w bialku.

Zawartos¢ bialkowej lizyny w jednostce masy w szybkopednych bio-
typach byla nizsza niz w pozostalych formach. Réinice te wynikaly
glownie z wiekszej ilosci lizyny bialkowej w pedach bocznych. Jednakze
w przeliczeniu na jednostke azotu «-aminowego, zawartosé lizyny
w szybkopednych nie jest wieksza niz w pozostalych populacjach.

Wzgledna ilos¢ argininy $rednio dla calej rodliny (tab. 6) byta nieco
wyzsza w iubinach pastewnych niz w gorzkich. Réznice wystepowaly
przede wszystkim w pedach bocznych. Roéznic obserwowanych miedzy
biotypami szybkopednymi nie mozna uwazaé¢ za istotne. Udzial argininy
w biatku w pedach gléwnych jak i bocznych byl jednakowy w roslinach
gorzkich oraz pastewnych.

Analiza chromatograficzna alkaloidéw przed sublimacjg wykazala
obecnos¢ frakeji o Ry sparteiny (0,86), lupaniny (100), 13-hydroksylupa-
niny (1,86), multifloryny — a, (0,55), i a, — alkaloidu nie zidentyfiko-
wanego (w ukladzie butanol : HCI : toluen). W gorzkiej populacji miejsco-
we] nie wykryto sparteiny, by¢ moze ze wystepowala, ale w $ladowych
ilosciach.

Ogblna zawarto$¢ alkaloidow (tab. 7) byla bardzo rézna nie tylko
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w zaleznosci od organéw, ale przede wszystkim od form lubinu. Przecietna
ilos¢ tych zwigzkéw w roslinach pastewnych wahala si¢ w granicach
0,002—0,005% $wiezej masy. W roslinach gorzkich byla bez poréwnania
wieksza. I tak gorzka populacja miejscowa zawierala okoto 0,13—0,15%,
natomiast biotyp gorzki szybkopedny, pochodzacy z roslin pastewnych,
0,07—0,09% s$wiezej masy. Réznice te miedzy roslinami gorzkimi wyni-
kaly jedynie z roznic wystepujacych miedzy ich pedami bocznymi.
Zaréwno w roslinach pastewnych, jak i gorzkich, wzgledna zawartosé
alkaloidéow w pedach bocznych byla znacznie wieksza niz w pedach
gltéwnych.

Zawartos¢ azotu alkaloidowego * w lubinach pastewnych byla mini-
malna i przecigtna wzgledna ilo§¢ wynosila okolo 4 ug, co w przewaza-
jacej wiekszosci odpowiada ilosci N-a-aminowego zawartego w wolnej
lizynie.

Natomiast w roslinach gorzkich iloé¢ azotu alkaloidowego byla rozna:
w szybkopednym biotypie byla tylko nieco wieksza od ilosci N-a-amino-
wego lizyny (bialkowej i wolnej lacznie), w gorzkiej populacji miejscowej
2,5-krotnie wieksza (por. tab. 5, 6 i 7). Przy czym o réznicach miedzy
tymi roslinami decydowaly pedy boczne. W pedach gléwnych zas obu
grup roslin pastewnych udzial N-alkaloidowego byl jednakowy (wykres
na ryc. 1).

Wzgledna warto$¢ azotu alkaloidowego w stosunku do ogélnej ilo-
sci N-u-aminowego w ro$linach pastewnych wynosila zaledwie od
0,1—0,2%, co odpowiadalo ilosci wolnej argininy w stosunku do ogdlnej
zawartosci aminokwasow.

U wszystkich badanych form przecietny stopien inkorporacji C
w aminokwasy wolne bezposrednio po ekspozycji (tab. 8) wynosil okolo
2,3—2,5%, a wiec byl jednakowy u gorzkich i pastewnych roslin. Nato-
miast stopien inkorporacji znakowanego wegla w biatko, w obu gorzkich
formach byl wiekszy niz w roslinach pastewnych. Na ogél u wszystkich
roslin w pedach bocznych byl on znacznie wyzszy niz w pedach glow-
nych. Réznice miedzy tymi pedami wystepowaly szczegblnie wyraznie
przy uwzglednieniu radioaktywnosci bialka w przeliczeniu na 1 g §wieze]
masy (tab. 8a). Po 20 godzinach od ekspozycji radioaktywnosé¢ wolnych
aminokwaséw nie ulegala istotnym zmianom ani w pedach gléwnych, ani
tez bocznych, natomiast radioaktywnos¢ biatka znacznie wzrosta. U roslin
gorzkich obserwuje sie nieco wiekszg przecietnie inkorporacje 14C w bial-
ko niz u roslin pastewnych; przejawialo sie to zarowno w przeliczeniu
w stosunku do radioaktywnosci ogélnej, jak tez w stosunku do jednostki
masy, a takze w przeliczeniu na mMol.

* Biorge pod uwage sklad jako$ciowy alkaloidéw zawarto§¢ w nich azotu
przyjeto za 11%.
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Ryc. 3. Procentowy udzial lizyny i argininy oraz alkaloidéw w radioaktywnosci
ogblnej
1 — pastewny Sredniowczesny; 2 — gorzki populacji miejscowej; 3 — biotyp pastewny;
4 — biotyp gorzki
a — lizyna + histydyna bialkowa; b — arginina bialkowa; ¢ — wolna lizyna lub arginina;
d — alkaloidy. Legenda jak na ryc. 1

Fig. 3. Share of lysine (plus histidine), arginine and of alkaloid in total plant
radioactivity (%)

1 — fodder mean-early Przebedowski; 2 — bitter local population; 3 — fodder biotype;
4 — hitter biotype
a — protein lysine <+ histidine; b — protein arginine; ¢ — free lysine or arginine;

d — alkaloids. Legend as in fig. 1

Stopien inkorporacji *C w lizyne (tab. 9) po ekspozycji byl stosun-
kowo niewielki u wszystkich roslin i wynosit w pedach gléwnych ok. 1%,
zas w pedach bocznych ok. 2—2,5% radioaktywnosci sumy aminokwasow
(wykres na ryc. 4). Obserwowanych roznic pod tym wzgledem miedzy
ros$linami pastewnymi i gorzkimi nie nalezy uwaza¢ za istotne. Po uply-
wie 20 godzin od ekspozycji radioaktywnos¢ wolnej lizyny nie ulegla
zmianom, wzrosla natomiast, i to do$¢ znacznie, aktywnos¢ lizyny bial-
kowe]j, przy czym i w tym przypadku trudno moéwi¢ o istotnych rézni-
cach miedzy pastewnymi i gorzkimi roslinami.

Stopien inkorporacji “C w arginine (tab. 9) w czasie ekspozycji byl
nizszy niz w lizyne u wszystkich badanych roslin i stanowil w pedach
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Arginina — Arginine
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Tabela 9 — Table 9
Radioaktywno$¢ wolnej i bialtkowej lizyny oraz argininy (103 imp/min)

Radioactivity of lysine and arginine in free and bound forms (103 cpm)
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Ryc. 4. Procentowy udzial lizyny + histydyny i argininy oraz alkaloidéw w radio-
aktywnosci sumy N-c-aminowego

1 — pastewny S$redniowczesny; 2 — gorzki populacji miejscowej; 3 — biotyp pastewny;
d — alkaloidy. Legenda*jak na ryc. 1
a — lizyna + histydyna bialkowa; b — arginina bialkowa; ¢ — wolna lizyna lub arginina;

d — alkaloidy

Fig. 4. Share of lysine (plus histidine), arginine and alkaloids in total radio-
activity of amino acids (%)

1 — fodder mean-early Przebgdowski; 2 — bitter local population; 3 — fodder biotype;
4 — bitter biotype
a — protein lysine + histidine; b — protein arginine; ¢ — free lysine or arginine;

d — alkaloids. Legend as in fig. 1

gléwnych s$rednio ok. 0,6—0,8%, w pedach bocznych zas okolo 1,2—1,5%
ogélnej radioaktywno$ci aminokwaséw (wolnych i bialkowych lgcznie).
Nie stwierdzono przy tym zadnych istotnych réznic w radioaktywnosci
argininy miedzy formami gorzkimi a pastewnymi.

Radioaktywnos$¢ wolnej argininy po 20 godzinach od ekspozycji nie
ulegala zmianie, wzrastala natomiast jej aktywnos¢ we frakeji bialkowej
(i to gléwnie w pedach bocznych), lecz w znacznie mniejszym stopniu
niz to miato miejsce u lizyny. Jednakze i tu brak istotnych réznic miedzy
odmianami gorzkimi i pastewnymi, zaréwno w przeliczeniu na jednostke
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masy, jak tez w stosunku do ogélnej radioaktywnosci aminokwasow.
Jedynie niewielkie roznice na korzys¢ gorzkich form wystapitly w radio-
aktywno$ciach argininy frakcji bialkowej.

Inkorporacja 4C w alkaloidy (tab. 10) byla rézna przede wszystkim
w zaleznosci od formy genetycznej.

Stopien inkorporacji 1¥C w alkaloidy w roslinach pastewnych byl
bardzo niski i wynosil $rednio zaledwie 0,02—0,08% og6lnej radioaktyw-
nosci (wykres na ryc. 3). Wielkos¢ ta odpowiadala w przewazajacej wiek-
szo$ci radioaktywnosci wolnej lizyny. Natomiast w gorzkich formach ilos¢
wlgczonego w alkaloidy wegla znakowanego wynosila w przyblizeniu
okolo 0,5%, a wiec byla prawie 10-krotnie wigksza.

Wzgledna przecietna radioaktywnosé¢ alkaloidow w przeliczeniu na 1 g
$wiezej masy byla wyzsza w roslinach gorzkich niz pastewnych (5—
12-krotnie). Obserwowane roznice wynikaly gléwnie (ale nie jedynie)
z wiekszego stopnia inkorporacji w pedach bocznych.

Nalezy zwr6cié uwage na to, ze rosliny pastewne stosunkowo istotnie
réznilty si¢ w stopniu inkorporacji C w alkaloidy, niemniej jednak
réznice te byly bez poréwnania mniejsze niz réznice miedzy gorzkimi
a pastewnymi formami. Stopien inkorporacji C w alkaloidy w pedach
bocznych form gorzkich byl $rednio 7-krotnie wiekszy niz w pedach
gléwnych i znacznie przewyzszal nawet obserwowany stopien u obu za-
sadowych aminockwasow lgcznie.

Radioaktywnosci wlasciwe alkaloidow w pedach bocznych roslin gorz-
kich byly znacznie wyzsze niz radioaktywnosci wlasciwe lizyny i argi-
niny u badanych roslin.

Na wysoka radioaktywnos¢ wlasciwa frakeji alkaloidow ro$lin pas-
tewnych moze sklada¢ sie nie tylko radioaktywnos¢ zanieczyszczen
zwigzkami niealkaloidowymi lub tez kwaséw organicznych wchodzacych
w sklad estrow hydroksylupaniny.

DYSKUSJA

Jak juz wspomniano we wstepie, niniejsze badania nad aminokwa-
sami zasadowymi mialy na celu sprawdzenie hipotez dotyczacych ewen-
tualnych prekursoréw alkaloidow chinolizydynowych, tj. giéwnie lizyny
i argininy, przez zastosowanie metody, ktéra umozliwilaby unikniecie
powstawania ewentualnych artefaktéw. Do doswiadczen uzyto, jak wy-
kazaly wyniki, roélin w fazie intensywnej syntezy alkaloidow, co wyda-
walo sie szczegolnie celowe, gdyz wiele prac, na ktérych oparto w wiek-
szym lub mniejszym stopniu hipotezy dotyczace prekursoréw, prowa-
dzone byly albo na kielkujacych nasionach [33], albo na lodygach — or-
ganach, ktére slabo syntetyzuja alkaloidy, lub tez na kilkunastodnio-
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wych roslinach [25], a wreszcie na nasionach w stanie spoczynku
[37, 56].

Stopien inkorporacji asymilowanego wegla w alkaloidy w pedach
bocznych, szczegélnie jesli go poréwnaé ze stopniem inkorporacji 14C
w biatko lub tylko aminokwasy zasadowe w roslinach gorzkich byt bar-
dzo wysoki. Warto zaznaczy¢, ze i w roslinach pastewnych wzgledna
intensywnos¢ syntezy alkaloidéw byla réwniez wieksza w pedach bocz-
nych niz w pedzie gléwnym.

Wyniki wyraznie wykazaly, ze u wszystkich badanych form udzial
aminokwaséw zasadowych w ogélnej zawartosci N-a-aminowego byl w pe-
dach bocznych wyzszy niz w pedach gléwnych. Jednakze trudno ten
fakt w jakis sposob lgczy¢ ze sprawa syntezy alkaloidéw, poniewaz mogt
by¢ on rowniez wynikiem niejednakowego stosunku ciezaru lisci do
todyg w pedach bocznych w porownaniu z gléwnym, a brak jakichkol-
wiek danych co do skladu biatka tych réznych organéow.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze formy gorzkie i pastewne
w badane] fazie rozwoju niezaleznie od stopnia oddalenia genetycznego
roznily sie miedzy sobg przecietng aktywnoscig fotosyntetyczng (mie-
rzong asymilacja znakowanego CO,) oraz zawartoscia azotu e-aminowego
na korzys¢ roslin gorzkich. Rowniez i stopien inkorporacji C w amino-
kwasy, szczegolnie bialtkowe, byl wyzszy w gorzkich roslinach. Podobne
zreszty zjawisko stwierdzono u dekapitowanych roslin lubinu waskolist-
nego [6], w mniejszym stopniu tubinu zéltego [7].

W obu odmianach zaréwno we frakeji wolnej, jak i bialkowej we
wszystkich organach, podobnie jak u wyzej cytowanych lubinow, oraz
niedekapitowanych roslin tubinu zoéltego [58], w przeciwienstwie do po-
gladu Wiewidérowskiego i Reifera [57] dominujacym ami-
nokwasem okazala sie lizyna. Warto podkresli¢, ze udzial tak lizyny,
jak i argininy w ogoélnej zawartosci azotu a-aminowego byl niemalze
identyczny jak u wszystkich wymienionych wyzej gatunkow (oczywi-
$cie w granicach bledu do$wiadezen).

Rozpatrzmy sprawe obu zasad jako ewentualnych prekursoréw alka-
loidéw. Jesliby prekursorem miala byé¢ lizyna, jak na to wskazuje wielu
badaczy, to moglyby wystapi¢ nastepujace ewentualnosci:

1. Wieksza intensywnos$¢ syntezy lizyny w roélinach gorzkich niz
w pastewnych, na tyle wieksza, ze wystarcza jej na takag samg ilosé¢
lizyny w bialtku jak u roslin pastewnych i jednocze$nie na tworzenie
alkaloidow. Wtedy czynnikiem decydujacym przy jednakowej zawartosci
lizyny w obu formach powinny by¢ réznice w radioaktywnosci wlasciwe]j
wolnej lizyny; jak wynika ze stopnia inkorporacji 1*C w alkaloidy roslin
gorzkich réznice te powinny byé¢ bardzo duze — niestety réznic istot-
nych nie obserwowano.



Aminokwasy zasadowe w lubinie bialym 235

2. Intensywnos¢ syntezy lizyny u obu form taka sama, co moze pro-
wadzi¢ do ro6znic w zawartosei lizyny w bialku o odwrotnym charakterze
niz réznice w zawartosci alkaloidow. Tego tez nie obserwowano; zawar-
tosci lizyny byly w zasadzie jednakowe.

3. Poprzednia mozliwos¢ zakladala u obu form jednakowy stopien
przemiany lizyny w zwigzki niealkaloidowe. Mozna jednak wysunaé
trzecig mozliwosé¢, a mianowicie: synteza u obu form i stopien inkorpo-
racji w bialko jednakowe; u jednych jednak z czesci lizyny tworza sie
alkaloidy, u innych zwiagzki niealkaloidowe — taka mozliwos¢ moze
istnie¢ i niniejsze badania nie sa w stanie do niej sie ustosunkowaé.

Nalezy rowniez zastrzec sie, ze okreslenia radioaktywnosci wlasciwe]
dotyczyly ekstraktu z calego organu, a wigc dawaly obraz jakiejs okreslo-
nej sredniej. Niestety nic nie mozna powiedzie¢ o radioaktywnosci wlasci-
wej lizyny i alkaloidoéw w miejscach syntezy tych ostatnich w komorce.
Ta sprawa nie moze by¢ wyjasniona przy obecnym poziomie techniki
badawczej, niemniej jednak nalezy i jg mie¢ na uwadze.

Jesli przyja¢, ze arginina i alkaloidy maja wspdlnego prekursora,
oraz tezy zwolennikow tej hipotezy, to uzyskane wyniki daty odpowiedz
wyraznie negatywna, albowiem w organach intensywnej syntezy alkaloi-
déw, a mianowicie w pedach bocznych zawartosci tej zasady, jak i jej
radioaktywnosci wlasciwe byly jednakowe w roslinach gorzkich i pas-
tewnych,

Warto podkresli¢, ze zgodnosé wynikéw miedzy dwiema parami form
roslin (gorzki + pastewny) wskazuje, iz czynniki genetyczne nie zwig-
zane z syntezga lub przemianami alkaloidéw, nie maja- istotnego wplywu
na badane w niniejszej pracy wskazniki. Stad tez doswiadczenia tego
typu mogg by¢ prowadzone réwniez na odleglych od siebie genetycznie
odmianach gorzkich i pastewnych.

WNIOSKI

Badania nad populacjg gorzks, pastewng odmiang s$redniowczesng
oraz dwoma biotypami szybkopednymi o wspolnym pochodzeniu (gorz-
kim i pastewnym), przeprowadzone w fazie intensywnej syntezy alkaloi-
dow, pozwalaja na wyciagniecie nastepujacych wnioskow:

1. Przecietna aktywnos¢ fotosyntetyczna, okreslona stopniem inkor-
poracji znakowanego dwutlenku wegla, byla wyisza w formach gorz-
kich. )

2. Zawartos¢ azotu a-aminowego (wolnego i bialkowego lacznie)
w przeliczeniu na 1 g $wiezej masy byla wieksza u roslin gorzkich, nie-
zaleznie od stopnia zblizenia genetycznego niz u roslin pastewnych.
Roéznice miedzy obiema formami wynikaly gléwnie z wiekszej zawar-
tosci azotu bialkowego w pedach bocznych. Rosliny gorzkie i pastewne
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wykazywaly zblizong zawartos¢ wolnych aminokwasow. Przecietny sto-
pien inkorporacji znakowanego wegla w te aminokwasy byl réwniez
u obu form jednakowy.

Stopien inkorporacji znakowanego wegla w bialko w obu gorzkich
odmianach byl wiekszy niz w roslinach pastewnych. Wzgledna radio-
aktywnos$¢ bialka w pedach bocznych wszystkich roslin w przeliczeniu
na 1 g Swiezej masy byla wyraznie wyzsza niz w pedach glownych.

3. We wszystkich badanych organach zaréwno form gorzkich, jak
i pastewnych lizyna byla dominujgcym ilosciowo aminokwasem zasa-
dowym. Zawartos¢ lizyny wolnej byla znikoma (1,8—2,5% ogdlnej ilosci
wolnych aminokwaséw), a w stosunku do ogoélnej jej ilosci przecietnie
wahala sie w granicach 6—10%. Zawartos¢ lizyny we frakeji wolnej
i bialkowej lacznie byla wyzsza w pedach bocznych niz w pedach glow-
nych. Formy gorzkie i pastewne zaré6wno w pedach bocznych, jak i glow-
nych nie wykazywaly zadnych istotnych roéznic ani pod wzgledem za-
wartosci lizyny, ani tez jej radioaktywnosci ogélnej lub wilasciwej.

4. Wolna arginina w stosunku do ogélnej zawartosci wolnych amino-
kwasow stanowila zaledwie okoto 0,5—1,3%, w stosunku do ogélnej
jej ilosci wahala si¢ w granicach 4,5—6% u biotypow szybkopednych,
w dwoch pozostatych populacjach 6—10%. Udziat argininy (wolnej i bial-
kowej lacznie) w pedach bocznych byl wyzszy niz w pedach gléwnych.
Rosliny gorzkie i pastewne nie roznily sie istotnie ani pod wzgledem
zawartosci argininy, ani tez jej radioaktywnosci ogdlnej czy tez wlas-
ciwej.

9. Przecietna zawartos¢ alkaloidow w roslinach pastewnych wahata
si¢ w granicach 0,002—0,005% swiezej masy, w gorzkich za$ byla znacz-
nie wieksza i stanowila w populacji miejscowej 0,13—0,15%, a w bio-
- typie szybkopednym pochodzacym z rodzicow pastewnych 0,07—0,09%
Swieze] masy. Zaréwno w roslinach pastewnych, jak i gorzkich wzgledna
zawartosc¢ alkaloidow byla wyzsza w pedach bocznych niz gltéwnych.

6. Przecietny stopien inkorporacji C w alkaloidy u ro$lin pastew-
nych byl niski i wahal sie w granicach od 0,02—0,08% ogdlnej radio-
aktywnosci, rownal sie wiec zaledwie udzialowi wolnej lizyny w tej
aktywnosci. W formach gorzkich zas wynosit okolo 0,5%. Stopien inkor-
poracji 1¥C w alkaloidy w pedach bocznych obu odmian gorzkich byl
srednio siedmiokrotnie wiekszy niz w pedach glownych i okolo
2—2,5-krotnie przewyzszal stopien obserwowany u obu zasadowych
aminokwasow lacznie. Radioaktywnos¢ wlasciwa alkaloidow w pedach
bocznych form gorzkich byla znacznie wyzsza niz radioaktywnos¢ wias-
ciwa lizyny i argininy u badanych roslin.

7. Jednakowe zachowanie sie ro$lin pastewnych i gorzkich pod
wzgledem zawartosci lizyny, intensywnosci jej syntezy, jak i radio-
aktywnosci wilasciwej, w szczegdlnosci jej formy wolnej, nie dostarcza
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argumentow popierajgcych hipoteze, wg ktorej lizyna moglaby by¢ pre-
kursorem alkaloidow.

Jesli zas chodzi o hipoteze, wg ktérej arginina i alkaloidy mialyby
wspoélnego prekursora, to uzyskane dane daly odpowiedZz wyraznie nega-
tywna.

Skladam serdeczne podziekowanie prof. dr H. Bireckiej za cenne wska-
zowki i krytyczne uwagi udzielane mi w czasie wykonywania do$wiadczen oraz
opracowywania wynikow.

Pracownia Przemiany Materii
Zaktadu Fizjologii Roélin PAN
Warszawa, ul. Rakowiecka 8
(Wplynelo 4 lipca 1968 r.)

SUMMARY

The data obtained in experiments with 2 pairs of bitter and fodder biotypes
allow to draw the following conclusions:

1. The bitter and fodder forms did not differ signaficantly from each other
as regards the rate of growth and development. However, according to the degree
of ¥C labelled CO, fixation at the stage under investigation the mean photo-
synthetic activity of bitter plants was higher than that of the fodder ones.

2. The relative content of free and bound amino acids jointly was in bitter
forms higher independently of the degree of genetical proximity. This fact was due
mainly to differences in the side shoots. In both forms the content of free amino
acids varied between 13 and 19% of their total. The degree of C incorporation
into them was also similar. On the other hand, the degree of “C incorporation
into protein in bitter biotypes was higher than that in fodder ones.

3. In all parts of the bitter as well as fodder plants lysine was the quanti-
tatively dominating basic amino acid. The amount of free lysine accounted for
about 6—10% of its total. The total content of lysine constituted in side shoots 5 and
in the main shoots about 3% of total amino acids.

No significant differences between the fodder and bitter forms were observed
either in the content, or in the specific and total radioactivity of lysine. The amount
of free arginine ranged between 4.5—10% of its total. Like in the case of lysine,
no differences were observed between the investigated plants either in the content
or specific and total radioactivity of this amino acid.

4. The relative alkaloid content was in bitter plants 20—30 times higher than
in the fodder ones. In both forms the side shoots contained much more alkaloids
than the main ones. The degree of “C incorporation into alkaloids in fodder plants
was very low and reached only the degree observed in free lysine. In bitter plants
it was ten times higher The degree of YC incorporation into alkaloids in side
shoots of both bitter forms was seven times higher than in their main shoots and
exceeded the degree of “C incorporation into basic amino acids by 2—2.5 times.
The specific radioactivity of alkaloids in side shoots of bitter plants was much
higher than that of their lysine and arginine.

5. The similar behaviour of bitter and fodder plants as regards lysine, the
rate of its synthesis and the specific activity, especially of its free form do not
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supply arguments supporting the hypothesis according to which lysine might be
the precursor of lupine alkaloids. As regards the hypothesis concerning the common
precursor of arginine and alkaloids, the data obtained allow to give a negative

answer.
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