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SAZETAK

Problem alkaloida kod bijele lupine (Lupinus albus L.) potpuno je rjesiv
oplemenjivanjem. U radu je dan pregled biokemijskih, fizioloSkih i genetskih
svojstava kinolidinskih alkaloida koji bi se trebali uzeti u obzir u izradi programa
oplemenjivanja slatkih kultivara bijele lupine.
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SUMMARY

The problem of alkaloids in white lupin (Lupinus albus L.) can be solved
completely by breeding. The paper represents a review of biochemical, physiologi-
cal and genetic characteristics of quinolizidine alkaloids which have to be consid-
ered in a breeding programme for 'sweet’ lupin cultivars.

Key words: white lupin (Lupinus albus L.), alkaloids

UvOD

Godine 1927/28 njemacki je oplemenjivac von Sengbusch selekcionirao prve
bezalkaloidne linije Zute lupine (Lupinus luteus L) i uskolisne lupine (L. angusti-
folius L.) te 1930/31. i prve bezalkaloidne linije bijele lupine (L. albus L.). Danas
postoji viSe od 30 ’slathih’ kultivara bijele lupine koji bi se mogli uspjesno
introducirati u nasa proizvodna poducja i upotrijebiti u oplemenjivackim pro-
gramima. Prije no §to osmislimo sveobuhvatni oplemenjivacki program s ciljem
dobivanja visokoprinosnih’slatkih’ kultivara bijele lupine prilagodenih nasim
uvjetima potrebno je upoznati se s biokemijskim i genetskim osobinama alkaloida
lupine. Biosinteza, fiziologija i biolotka funkcija alkaloida lupine izuzetno je
zanimljiva i stoga §to pokazuje vaZnost spojeva sekundarnog metabolizma kod
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fabaceae poznatih pod opcenitim nazivom antinutritivni ¢imbenici kao Sto su
tanini, inhibitori tripsina, lecitini, fitati, oligosaharidi i glukozidi.

BIKEMIJSKA SVOISTVA

Biosinteza i fiziologija

Alkaloidi su bazi¢ni biljni produkti s jakim fizioloSkim djelovanjem. Al-
kaloidi koje moZemo naéi u rodu Lupinus pripadaju kinolizidinskoj skupini. Ovi
se alkaloidi mogu naci i u nekim drugim rodovima tribusa Genisteae kao Sto su
Cytasus, Genista, Retama, Spartium i Ulex, drugim tribusima porodice Fabaceae
i drugim porodicama kao Sto su Chenopodiaceae, Berberidaceae, Solanaceae,
Papaveraceae, Scrophulariaceae, Santialaceae i Ranunculaceae (Harborne, 1991).

Dosad je otkriveno viSe od 80 alkaloida u 58 ispitivanih vrsta fabacea
(Wink, 1984). Budu¢i da alkaloidi znacajno pridonose preZivljavanju i
konkurenciji vrste tijekom evolucije Dunn (1984) procjenjuje da postoji vise
od 100 tipova alkaloida u razli¢itim vrstama roda Lupinus.

S biokemijskog glediSta kinolizidinska jezgra se sastoji od dva Sestero¢lana
ugljikova prstena koji dijele isti atom duSika. Vecina alkaloida kinolozidinske
grupe imaju bicikli¢ku (lupinin), tricikli¢ku (angustifolin, albin) ili tetracikli¢ku
(lupanin, spartein, multiflorin, anagirin) strukturu. Stovige, alkaloidi se mogu naci
kao aromatski esteri gdje je esterska grupa benzojeva, cinamicna, p-hidroksici-
namicna i feruli¢na kiselina. Alkaloidi kinolizidinske grupe mogu se naéi u
slobodnom stanju ili kao dusikovi oksidi i moguce je da su ove dvije forme u
ravnoteZi u biljci (Harborne, 1991). U tabeli 1. moZemo vidjeti sadrZaj alkaloida
u nekim autohtonim populacijama i kultivarima bijele lupine (L. albus L). Kvali-
tativno odredivanje alkaloida uvelike ovisi o upotrebljenoj metodi i ispitivanom
kultivaru. Rezultate nekih kvalitativnih odredivanja moZemo vidjeti u tabeli 2.

Tabela 1. Sadrzaj alkaloida u nekim populacijama i kultivarima bijele lupine
Table 1. Alcaloid contents in some white lupin populations and cultivars

% alkaloida
Populacije i kultivari bijele lupine % of alcaloids

Populations and cultivars of white lupin u liséu u sjemenu

in leaves in seed

Populacija iz Italije 1.6-2.0 1.8-2.9

Populacija iz Portugala 1.0-1.9 1.8-3.0

Populacija iz Egipta 1.2-1.9 2.2-2.5

Populacija s Balkanskog poluotoka 1.5-1.8 24-3.3

’Gorki’ kultivari 1.1-1.4 2.4-2.8
*Slatki’kultivari 0.04-0.15 0.06-0.12

var. graecus 0.37 3.6

Izvor: Jach, 1983

140



7 Satovié: Biokemijske i genetske osobine alkaloida bijele lupine
(Lupinus Albus.) Sjemenarstvo 10(93)3-4, str. 139-154

Tabela 2. Kvalitativno odredivanje alkaloida bijele lupine
Table 2. Qualitative determination of white lupin alcaloids

1) Karlsson, 1982 Muzquiz 1988 Wysocka, 1988
| 2) | Multilupa Kali Bac
3) Fotokolorimetrija Plinska kromatografija Plinska kromatografija
4 | 4-hidroksilupanin lupanin lupanin
L (50.62 %) (80.7 %) (87 %)
lupanin dehidroangustifolin 13-hidroksilupanin
| (25.20%) (10.2%) (8%)
] neidentificiran 13-hidroksilupanin multiflorin
17.46%) (9.1%) (1.2%)

13-hidroksilupanin seko (11-12)-12

(9.05%) \ dehidromultiflorin
(1,5%)
neidentificiran albin
(5.22%) (tragovi)
lupinin 13-hidroksimultiflorin
1.24%) (tragovi)
dehidromultiflorin

j (tragovi)

Legenda: 1) Autor, godina; 2) Kultivar; 3) Metoda odredivanja; 4) Alkaloidi (% ukupnog sadrzaja)
Izvor: Karisson, 1982; Muzquiz, 1988; Wysocka, 1988

Aminokiselina lizin jedini je potrebni supstrat za biosintezu kinolizidinskih
alkaloida (Hartmann, 1988; Wink, 1984), te se vjeruje da je biosinteza alkaloida
rezultat mutacije koja je utjecala na njegov metabolizam (Kinghorn et al., 1981).

Prvi korak u biosintezi alkaloida je dekarboksilacija lizina pomo¢u enzima
lizin-dekarboksilaze. Kao rezultat ovog procesa nastaje kadaverin (grafikon 1).

Drugi je korak kondenzacije 3 molekule kadaverina u tetraciklicki kinolizid-
inski prsten. Otkriveno je da se eliminacija 4 amino- grupe iz 3 molekule kadaver-
ina provodi stehinometrijski pomoéu transaminacije piruvatom. Ovako se 4
molekule piruvata koji je specifican amino-akceptor transformiraju u 4 molekule
alanina. Ovaj prvi kinolizidinski proivod je 17-oksospartein i tvori se uz pomoé
enzima 17-oksospartein-sintetaza. Takoder se moze dogoditi da se osobodi
biciklicki meduspoj koji sluZi kao prekursor za ostale bicikli¢ke kinolizidinske
spojeve.

Treci je korak izomerizacija 17-oksosparteina u lupanin. Lupanin sluZi kao

prekursor za vecinu ostalih alkaloida (Wink, 1984).
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Grafikon 1. Biosinteza alkaloida lupine
Graph 1. Biosynthesis of lupin alcaloids

diaminopimelat- LIZIN
dekarboksilaza
lizin dekarboksilaza
KADAVERIN
piruvat alanin
|
bicikli€ki alkaloidi
sintetaza

neidentificirani meduspoj:
DEHIDROSPARTEINIUM ION

| 1

LUPANIN SPARTEIN 17-OKSOSPARTEIN

Izvor:Wink, 1984: Hartmann, 1988; Keeler, 1989

Rezultati eksperimenata s molekulom kadaverina deuteriziranom na atomu
C-1 pokazali su da 17-oksospartein ne moZe biti intermedijarni spoj u procesu
tvorbe alkaloida kao Sto su lupanin i spartein. Zato se predpostavlja da bi inter-
medijar mogao biti dehidrosparteinium-ion od kojeg po€inje biosinteza 17-okso-
spareina, sparteina i lupanina (Hartmann, 1988).

Rezultati kasnijih eksperimenata takoder ukazuju na to da lupanin ne moze
biti prekursor sparteina jer je deuterij 2H naden i na atomu C-2 alfa i C-2 beta
molekule sparteina (Keeler, 1989).

Ispitivanja na Lupinus pollyphillus Lindl. pokazuju da je proizvod biosinteze
netaknute biljke uvijek lupanin. Ako kloroplast ima neki nedostatak (oSteéena
membrana) umjesto lupanina se proizvodi 17-oksospartein (Wink, 1984).

U pokusima s kadaverinom oznaCenim s 14 C uvidjelo se da se aktivna
biosinteza alkaloida dogada u listovima i peteljkama. U slu&aju korjena inkorpo-
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racija kadaverina u lupanin nije primijecena (Wink, 1984). Tako je dokazano da

je mijesto sinteze alkaloida na razini biljke njezini nadzemni, fotosintetski aktivni
organi. Stovise, postoji jaka pozitivna korelacija izmedu koli¢ine klorofila i
akumulacije alkaloida.

Rezultati pokazuju da se u izoliranim kloroplastima mogu naci sva tri klju¢na
enzima za biosintezu alkaloida: diaminopimelat- dekarboksilaza (posljednji enzim
u biosintezi lizina - enzim primarnog metabolizma), lizindekarboksilaza i okso-
spartein- sintetaza (Wink, 1984).

Ispitivajuéi aktivnost ovih triju enzima otkriveno je da se 80% njihove aktivnosti
mo¥e lokalizirati u stromi kloroplasta gdje se takoder odvija i biosinteza lizina (Wink,
1984). Aktivnost enzima lizin-dekarboksilaze i oksospartein-sintetaze je mnogo
manja od aktivnosti diaminopimelatdekarboksilaze (Hartmann, 1988).

Alkaloidi su primjeceni u svim dijelovima biljke ali se njihova biosinteza
odvija samo u zelenim dijelovima biljke §to znadi da se oni moraju translocirati u
ostale dijelove biljke. Ova hipoteza bila je indirektno potvrdena analizirajuci
sadrzaj alkaloida u parazitskim i hemiparazitskim biljkama koje napadaju lupinu.
Castilleja linarifolia, parazit na korijenu, sadrzavala je istih 5 alkaloida kao i biljka
domaéin Lupinus barreri ssp. ampluis (Harborne, 1991). U drugom parazitu na
korijenu, Pedicularis racemosa nadeni su alkaloidi domadina Lupnis argen-
teus(Schneider, 1990). Eksperimenti s Cuscuta reflexa i C. patyloba pokazuju da
obje vrste uzimaju alkaloide iz domacina L. albus L. iz floema i ksilema i odrzavaju
visu koncentraciju alkaloida nego $to postoji u biljci domacinu (Czygan et al.,
1988).

Analiza soka floema pokazuje da je koncentracija alkaloida 5 mmol/l dok je
koncentracija aminokiselina 60 mmol/l (Hartmann, 1988). Lupanin, najces¢i alka-
loid, predstavlja 8 % od sve koli¢ine dusika koja se transportira floemom (Wink.
1984).

Smanjenje koncentracije alkaloida u soku floema se moZe objasniti akumu-
lacijom u organima. Najveca koncentracija alkaloida izmjerena je u zrelim mahu-
nama i sjemenu. Akumulacija alkaloida na razini tkiva nije slu¢ajna. U stabljici se
alkaloidi ne akumuliraju u svim stanicama ve¢ samo u stanicama epiderme i u
jednom ili dva subepidermalna sloja Sto predstavlja strategijski vazne tocke u
obrani protiv parazita i herbivora. Na subcelularnoj razini alkaloidi se akumuliraju
prvenstveno u vakuolama gdje su i koncentracije najvece.

Razlaganje alkaloida je uobiCajen korak njihovog metabokizma pomocu
kojeg se mobilizira dusik potreban biljci. Zrele sjemenke lupine sadrZe do 200
mmol kinolizidinskih alkaloida po kg suhe tvari §to Cini priblizno 11 % ukupnog
dusika u sjemenci. Dio alkaloida se razlaze tijekom klijanja i razvoja mlade biljke
oslobadajuéi dusik. Razlaganje alkaloida je razlog dnevnog kolebanja sadrzZaja
alkaloida u biljci. SadrZaj alkaloida u razli€itim organima biljke se mijenja tijekom
rasta i razvoja. Koncentracija alkaloida se smanjuje tijekom klijanja zbog razla-
ganja i povecava razvojem fotosintetski aktivnih organa. Ovo potrvrduje teoriju
da se biosinteza alkaloida odvija samo u nadzemnim, zelenim dijelovima biljke.
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U pocetku cvjetovi kao i mahune imaju vrlo visok sadrZaj alkaloida no pocetkom
razvoja sjemenke zapocinje brza preraspodjela alkaloida prema sjemenu. Sjeme
brzo povecava sadrzaj alkaloida tako da na kraju vegetativnog perioda sadrZzava
skoro u potpunosti prisutne alkaloide dok se koncentracija u ostalim dijelovima
biljke smanjuje. Ovo ukazuje na to da alkaloidi nisu nusproizvod ve¢ da se
upotrebljavaju od strane biljke na vrlo ekonomican nacin (Wink, 1984). Kako se
sinteza alkaloida ne odvija u sjemenkama, koncentracija je u potpunosti odredena
genotipom majke (Jambrina, 1983).

Kako veéina procesa koji se odvijaju u kloroplastima ovisi o svjetlosti ne
iznenaduje Sto se i tvorba alkaloida pospjesuje na svjetlu i potpuno prestaje u
mraku. Pokusi s etioliranim liS¢em pokazali su prekidanje biosinteze u mraku.

Drugi fenomen koji se primijetio je dnevno kolebanje sadrZaja alkaloida u
razli¢itim organima biljke. U svim dijelovima biljke se tijekom noéi smanjuje
sadrZaj alkaloida. U slu¢aju listova ovaj dnevni ritam predpostavlja konstantnu
translokaciju alkaloida u druge biljne organe i tijekom noci. Objasnjenje dnevnog
ritma primje¢enog u mahunama i sjemenkama je konstantna degradacija alkaloida
koja se odvija u ovim organima.

Enzimatska ispitivanja su ukazala na jo§ neke ¢imbenike koji pospjeSuju
tvorbu alkaloida na svjetlu. Optimalni pH enzima lizindekarboksilaza i okso-
spartein sintetaza je priblizno 8 §to se podudara s pH strome kloroplasta u uvjetima
osvjetljenja dok je u mraku pH jednako 7. Oba enzima se aktiviraju pomocu enzima
reduciranog tioredoksina, kontroliranog svjetlo§¢u, koji takoder aktivira mnoge
druge enzime kloroplasta. Koncentracija lizina koji je jedini potrebni substrat za
biosintezu alkaloida takoder ovisi o svjetlosti (Wink, 1984).

Johnson et al. (1991) kritiziraju ovu hipotezu zato Sto im izgleda malo
vjerojatno da biljka lupine smanjuje sadrZaj alkaloida tijekom no¢i kada se zna da
samonikle lupine moZemo naci u krajevima gdje su nastanjene velike, noéne
herbivore kao $to su jelen ili kunié. Pokusi s L. succulentus su pokazali da biljke
koje fiksiraju atmosferski dusik ne pokazuju dnevna kolebanja sadrZaja dok dobro
pognojene biljke bez simbiotskih bakterija Rhizobium lupini smanjuju sadrzaj
alkaloida tijekom noéi. Ovo odrZavanje visoke koncentracije alkaloida tijekom
noéi mozZe se objasniti samo time da tijekom no¢i ne dolazi do njihove degradacije.
Zasto dobro pognojene i neinokulirane biljke pokazuju dnevno kolebanje nije
objasnjeno.

Toksikologija

Toksikoloski podaci o nekom kemijskom spoju na temelju kojih se mogu
predvidjeti mogudi Stetni ucinci na Zivotinje i ljude i takoder odrediti dozvoljene
koncentracije ovih sastojaka u hrani su akutna toksi¢nost, kroni¢na toksi¢nost,
mutagenost (genotoksi¢nost) i teratogenost (Priestly, 1986).

Razmatrajuéi akutno toksi¢nost moramo znati simptome intoksikacije 1 le-
talnu dozu. Simptomi intoksikacije s razli¢itim alkaloidima kinolizidinskog tipa
ukljucuju depresiju i respiratornu paralizu, opéu hipotenzijsku akciju, inhibiciju
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muskularne transmisije, fibrilaciju i disneju. Pokusi na misevima i Stakorima
pokazuju da letalna doza za razlicite alkaloide varira izmedu 100 i 700 mg po
kilogramu teZine intraperitonalno. Alkaloidi su 6 do 8 puta toksi¢niji intraperi-
tonalno nego oralno. Primjeceno je da letalna doza za ljude varira izmedu 10- 15
mg/kg teZine kod djece i 30-45 mg/kg kod odraslih (Lope de Romana, 1984).
Simptomi intoksikacije kod ljudi su: slabost, povraéanje, prosirenje zjenica, respi-
ratorne smetnje, poremecaji vida, ataksija, prekomjerno znojenje i koma (Keeler,
1989).

Kroni¢na toksi¢nost se ispitivalau pokusima s Stakorima hranjenim sjemenom
L. albus, L. angustifolius i L. luteus. Koli¢ine koje odgovaraju koncentraciji
alkaloida od 0.029 do 1.8% u reZimu ishrane koji je trajao od 20 dana do 9 mjeseci
su smanjile prirast Zivotinja zbog nedostatka metionina u hrani, no nisu se primi-
jetile anomalije uzrokovane kroni¢nom teksi¢nosti (Culvenor et al., 1986). Kada
je koncentracija alkaloida u hrani presla 1.8 % doslo je do smanjenja rasta
uzrokovanog odbijanjem hrane zbog gorkog okusa alkaloida a ne zbog njihove
toksi¢nosti. Alkaloidi ne pokazuju kroni¢nu toksi¢nost jer su slabo probavljivi (95
alkaloida se ne absorbira). Zato nemaju akumulativan u€inak u organizmu 1
njihovo trosenje je ograni¢eno gorkim okusom (Lopez do Romana, 1984).

Mutagena aktivnost (mutagenost, genotoski¢nost) se ispitivala upotrebom
sistema Salmonella typhimuirium-mikrosomi sisavaca pomocu kojeg se mogu
pretpostaviti kancerogeni spojevi zato §to veéina takvih pobuduje malignu trans-
formaciju stanica. Takva aktivnost nije primije¢ena (Culvenor, 1986).

Jedini kinolizidinski alkaloid koji je pokazao teratogenost je anagirin.
Anagirin se moze naéi u razli¢itim divljim vrstama lupine Novog Svijeta (L.
caudatus Kell., L. latifolius Agardh., L. sericeus Pursh., L. leucophyllus Dougi.,
L. argenteus Dougi., L. parviflorus Nutt. etc.) no nije izvodjen u :. albus, L.,
angustifolius, L. luteus niti u L. mutabilis (Wiliams, 1983). Uvidjelo se da ovaj
alkaloid uzrokuje kongenitalne malformacije skeletnog sustava kod teladi krava
koje su pasle lupine koje sadrZe anagirin. U Australiji ova je bolest poznata pod
imenom ’Crooked Calf Disease’ (Keeler, 1989; Williams, 1983). Ispitivanje
sluGaja djeteta na sjeveroistoku Kalifornije, SAD rodenog s jakim deformacijama
kostiju ruku pokazalo je da je uzrok deformitetu bilo kozje mlijeko koje je pila
djetetova majka tijekom trudnoce. Koze su pasle L. latifolius Agardh., vrstu koja
sad7i vrlo visoku koncentraciju arginina (Kilgore et al., 1981).

Bioloska funkcija

Metabolizam biljaka podijeljen je na dva funkcionalna nivoa: primarni i
sekundarni metabolizam. Pod primarnim metabolizmom podrazumjevamo sve
metaboli¢ke aktivnosti esencijalne za rast i razvoj odredene individue. Procesi 1
spojevi primarnog metabolizma su univerzalni, uniformni, konzervativni i nuzni
za funkcioniranje biljke. Protivno tomu, sekundarni metabolizam se odnosi na
kemijsku interakciju izmedu organizma i njegove okoline. On je jedinstven i
razli&it i nije prijeko potreban za rast i razvoj ali je nuZan za preZivljavanje

145




Z. Satovié: Biokemijske i genetske osobine alkaloida bijele lupine
(Lupinus Albus.) Sjemenarstvo 10(93)3-4, str. 139-154

individue u svojoj okolini. Tako svaka vrsta roda Lupinus ima svoj vlastiti i
jedinstven proces biosinteze i metabolizma alkaloida s velikom raznoliko§¢u
spojeva (Hartmann, 1988).

U razli¢itim je biljnim vrstama naden velik broj i visoke koncentracije spojeva
sekundarnog metabolizma i intrigantno je pitanje njihove bioloSke funkcije.

U slu¢aju lupine je dokazano da alkaloidi igraju vrlo vaznu ulogu u fiziologiji
biljke kao spojevi za uskladistavanje i transport duSika. S druge strane ovi spojevi
su nuZni za kompeticijsku sposobnost (fitness) biljke u svojoj ekoloSkoj nisi kao
spojevi koji aktivno sudjeluju u interakcijama biljke s drugim organizmima (Wink,
1984).

U slu¢aju uskladistenja i trasporta dusika situacija je sli¢na onoj opisanoj kod
mnogih drugim fabacea koje akumuliraju razliCite dusikove spojeve kao Sto su
neproteinske amino- kiseline, inhibitori proeaze ili lecitini u sjemenu. Kao i
alkaloidi ovi spojevi se razgraduju tijekom klijanja i razvoja mlade biljke sluZeci
kao izvor dusSika.

Uloga alkaloida u poboljsanju kompeticijske sposobnosti biljke vidljiva je iz
njihovog sudjelovanja u interakcijama biljka- herbivora, biljka-parazit, biljka-pa-
togen i biljka-biljka.

Da bi smo neki spoj mogli smatrati aktivnim u ovim interakcijama moramo
dokazati da ispunjava slijedece uvjete:

1. ¢isti spoj je inhibitor ili repelent in vitro:

2. koncentracija spoja je viSa u biljci nego inhibirajuce koncentracije mjerene
in vitro:

3. spoj se nalazi u biljci u pravo vrijeme i na pravom mjestu;

4. biljka je zasticena in vivo.

U slucaju interakcije biljka-herbivora primjeceno je da sisavci kao Sto su jelen
i kunié opcenito izbjegavaju jesti biljke koje sadrZe alkaloide zato Sto su gorki i
toksicni.

U interakcija biljka-parazit alkaloidi sudjeluju u mehanizmu odbijanja kao i
u mehanizmu otpornosti (antibioza). Mekusci kao Sto su puZevi obi¢no se ne hrane
"gorkim’ lupinama. Pokusi s Helix pomatia pokazuju da puZ prestaje jesti lis¢e
koje sadrzi koncentraciju alkaloida veéu 0od 0.7 do 7mM (ED 50). U slucaju kukaca
razli¢iti pokusi su ukazali na to da alkaloidi odbijaju ili sprecavaju razvoj razlicitih
vrsta.

Bentley et al. (1988) su dokazali da alkaloidi L. polyphyllus Lindi, odbijaju
larve Choristoneura fumiferana (Lepidoptera; Trotiricidae).

Johnson et al. (1988) je pokazao da lupanin i spartein smanjuju razvoj i
preZivljavanje Spodoptera eridania in vitro ukljucujuéiiu vrlo niskim koncentraci-
jama.

Ekstrakt lupine se upotrebljavao kao sprej na liSéu krumpira u laboratoriju te
se uvidjelo da alkaloidi spreavaju razvoj i uzrokuju smrtnost larva Leptinotarsa
decemlineata koja je jela lis¢e. Najboljui rezultati su se postigli sa sprejem Koji
sadrZi 1.6 do 3% alkaloida (Krzymanska et al., 1988).
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Pokusi Winka (1984) pokazuju da koncentracije od 0.5 - 12 mM lupina
odbijaju ili ubijaju usi (Plutella, Phaedon, Dyderus i Ceratitis).

7a razliku od navedenog primjeceni su neki paraziti koje alkaloidi ne odbijaju.
U ovim se sludajevima radi o parazitima koji su se specijalizirali na’ gorkoj’ lupini
te su sposobni nadmasiti sistem obrane lupine. Vrlo je zanimljiv slucaj usinalupini
(Macrosiphum albifrons) koja akumulira alkaloide lupine te ih upotrebljava za
vlastitu obranu od Carabus problematicus (Wink., 1986) i Coccinella septempunc-
tata (Gruppe et al., 1983).

U sluéaju interakcije biljka-patogen radi se od mehanizmu otpornosti. Wink
(1984) je dokazao da lupanin, spartein i 13- tigloiloksilupanin u koncentracijama
od 0.3 do 7 mM (ED50) inhibiraju razvoj bakterija. Razvoj fitopatogenih gljiva se
takoder zaustavlja no na nesto vecim koncentracijama (10-50 mM) (Wink, 1984).

Alkaloidi takoder sudjeluju u interakciji biljka-biljka (alelopatija). Koncen-
tracije od 2 - 50 mM (ED50) alkaloida spre¢avaju klijanje sjemena salate i razlicitih
trava (Poaceae) (Wink, 1984). Primjetilo se da tijekom klijanja korjenciéi izlucuje
alkaloide koje moZemo na¢i u blizini sjemena lupine.

Ispitujuéi antigerminativnu sposobnost alkaloida ekstrahiranih iz L. albus L.
i L. mutabilis Sweet. Muzquiz et al. (1988) je pokazala da ekstrakt lupanina kao i
&isti lupanin smanjuje postotak klijanja sjemena Avena sterilis. Koncentracija od
14 mM ekstrakta lupanina potpuno zaustavlja klijanje A. sterilis.

Sarmemo 1i Winkove (1984) podatke moZemo vidjeti da koncentracije al-
kaloda koje odbijaju ili sprecavaju rast razliitih organizama (1-10 mM) su niZe
no postojeée u biljci in vivo. Stovige, alkaloidi su koncentrirani u strategijskim
totkama biljke kao §to je epiderma stabljike i sjemena.

Da ovaj sustav obrane biljke nije samo pasivan dokazuje i podatak dau slucaju
ostecenja listovi mogu povecati sadrZaj alkaloida 2 do 4 puta u 2 do 4 sata (Wink,
1984). Metabnolizam alkaloida reagira na okoli¥ne podraZaje Sto znali da se
sinteza visih koncentracija alkaloida moZe potaknuti iz vana.

Buzuk et al. (1989) su uspjeli pospjesiti biosintezu alkaloida kod L. pollyphil-
lus Lindi. tretiranjem biljaka spojevima koji izazivaju stres (abscisinska kiselina i
ethephon).

Johnson et al. (1991) su pokazali da biljke lupine koje fiksiraju atmosferski
dugik poveéavaju proizvodnju alkaloida u sludaju parcijalne defoliacije da bi tako
postale manje jestive za hrbivore. Bez sumnje, ako je osteéenje veliko ili u duZem
vremenskom razdoblju, gubitak fotosintetske povrsine li§éa smanjuje fiksaciju
dugika. Kao posljedicu moZemo ocekivati smanjenje rasta i razvoja kao i koli¢ine
alkaloida.

GENETSKA SVOJSTVA

Genetska kontrola metabolizma alkaloida

Metabolizam alkaloida je vrlo kompliciran proces s visokom razinom spaci-
jalne i temporalne koordinacije.
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Da bismo predpostavili broj gena koji kontroliraju ovaj proces moramo imati
naumu sve esencijalne korake za koje je potrebna genetska informacija. Ovi koraci
mogli bi biti:

1. Biosinteza lupanina iz lizina;

2. Konverzija lupanina u druge alkaloide;

3. Transport alkaloida od mjesta biosinteze do drugih organa (sink);

4. Akumulacija alkaloida (poznavajuéi situaciju u drugim biljkama moZemo
ocekivati da postoji specifi¢na bjelanCevina za transport alkaloida /carrier protein/
u membranama citoplazme i tonoplasta):

5. Degradacija alkaloida;

6. Sveopca kontrola i koordinacija navedenih procesa

JoS uvijek ne moZemo re€i u ¢emu se sastoji razlika izmedu ’slatkih’ lupina
koje akumuliraju vrlo nizak nivo alkaloida i ’gorkih’. Rezultati istraZivanja stanice
lupine pokazuju da i ’slatki’ kultivari takoder imaju aktivirane enzime za biosin-
tezu alkaloida ali im nedostaje sposobnost odlaganja alkaloida. Tako i ’slatiki’
kultivari tvore alkaloide ali se oni degradiraju vrlo brzo pa je njihova koncentracija
u razli¢itim organima biljke puno niza (Wink, 1984).

Nasljedivanje sadrzaja alkaloida

Kao S§to smo prije vidjeli biosinteza alkaloida se odvija samo u zelenim
dijelovima biljke te se tijekom dozrijevanja transportiraju u sjeme. Sjeme ne tvori
vlastite alkaloide i embrio nema utjecaja na njihovu sintezu. Zato sadrzaj alkaloida
u sjemenu u potpunosti ovisi o genotipu majke (Wink, 1984).

Biosinteza koju kontroliraju vlastiti geni nove generacije pocinje nakon
nicanja i nakon 4 - 5 tjedana nakon klijanja, kada biljka razvije 4 lista mozZe se
ustvrditi sadrZaj alkaloida bez materijskog utjecaja (Jambrina, 1983).

Geni za nisku razinu alkaloida

Niska razina alkaloida je kvalitativno svojstvo koje se nasljeduje sa samo
jednim recesivnim genom koji blokira biosintezu alkaloida. Nadeno je viSe od
jednog alela na nevezanim lokusima koji kontroliraju razli¢ite razine koncentracije
alkaloida (Hackbarth, 1957). Biljka je ’slatka’ kada je homozigot za jedan od tih
gena. Geni za nisku razimu alkaloida se nazivaju: pauper, exiguus, nutricius,
reductus, mitis, suavis i minutus (Hackbarth, 1957; Troll, 1958; Hackbarth 1961;
Porsche, 1964). Mikolaczyk spominje gene primus i tercius za koje se dokazalo
da su sinonimi za gen pauper (Porsche, 1964). U tabeli 3 moZemo vidjeti gene za
nisku razinu alkaloida zajedno s razinom koju uzrokuju i prve linije i kultivare gdje
su nadeni.
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Tabela 3. Geni za nisku razinu alkaloida kod bijele lupine
Table 3. Genes controlling low level of alcaloids in white lupin

Gen % Alkaloida Kultivar Godina Oplemenjivac
Gene % of alcaloids Cultivar Year Breeder
pauper (pau) 0.01-0.05 Hadmersleben 387/51 Vettel
Kraftquell 1949 Vettel
K 703 Heuser
Ultra 1950 Pflug
Gela Pflug
Hansa Pflug
Kleinkornige Pflug
Blanca Centmaier
-primus 0.01-0.03 Drobnonasienny Mikolajczyk
-tercius 0.01-0.03 Przebedowski Wczesny Mikolajczyk
exiguus (ex) 0.03-0.05 Neuland 1937 Ritterhaus
nutricius (nut.) 0,04-0,08 Hadmersleben 784/50 Vettel
Hadmersleben 1401/50 Vettel
Nahrquell 1949 Vettel
mits (mit) Muncheberg 19 1930/31 v. Sengbusch
Muncheberg 246 1930/31 v.Sengbusch
suavis (suav) Peragis 749 Oberdorf
reductus (red) Reuscher Reuscher
minitus (min) 0.04-0.07 Gulzow 91 1945 Kress
Gulzow883 1945 Kress

Izvor: Hackbarth, 1957; Troll, 1958; Hackbarth, 1961; Porsche, 1964

Svi navedeni geni su recesivni i niska razina alkaloida je dominantna. Zato su
F1 generaciji iz kriZanja *gorke’ i *slatke’ biljke uvijek dobijamo ’gorke’ biljke
koje se u F2 generaciji razdvajaju na 3:1. U tabeli 4 vidimo da je to slucaj samo
kada imamo samo jedan homozigotni recesivni lokus za ’slatko’ svojstvo. Ako
postoje dva homozigotna recesivna lokusa u F2 generaciji cemo dobiti razdvajanje
9:7.

Ako krizamo dvije ’slatke’ biljke koje imaju isti gen za nisku razinu alkaloida,
u F2 i svim daljnjim generacijama sve Ce biljke biti "slatke’.

Naprotiv, ako krizamo dvije slatke’ biljke koje imaju razli€ite gene za nisku
razinu alkaloida u F1 generaciji éemo dobiti ’gorke’ biljke zato $to su svi poznati
geni komplementarni. Pretpostavimo da je genotip biljke s visokom razinom
alkaloida u F1 generaciji AaBb dobijen iz kriZanja ’slatke’ biljke s genotipom
aaBB i ’slatke’ s genotipom AaBb dobijen iz kriZanja "slatke’ biljke s genotipom
2aBB i “slatke’ s genotipom AAbb. F2 generacija dobijena samooplodnjom ove
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biljke dat ¢e 4 "gorka’ genotipa (AABB, AABbD, AaBB i AaBb) i 5 ’slatkih’
genotipova (aaBB, aaBb, AAbb i aabb) s fenotipskom frekvencijom 9 *gorkih’ : 7
*slatkih’.

Tabela 4. Moguée fenotipsko rezdvajanje za ’slatko’ svojstvo
Table 4. Possible phenotypic segregation for *sweet’ character

Roditeljski genotipovi | Ekspresija "slatkog svojstvau Fi Fenotipsko razdvajanje u F2
Parental genotypes Expression of *sweet’ character in Fi Phenotypic segregation in F2

KriZanja s *gorkim’ materijalom
aa x AA *gorki’ 3:1
aabb x AABB *gorki’ 9.7

Krizanja izmedu jednog roditelja koji je recesivni homozigot i drugog koji je dvostruki
recesivni homozigot za "slatko’ svojstvo

aabb x aaBB *slatki’ ne cijepa
aabbCC x AABBcc "gorki’ 21337
KriZanja izmedu dvaju roditelja dvostrukihj recesivnih homozigota za ’slatko * svojstvo

aabb x aabb *slatki’ ne cijepa
aabbCC x aaBBcc *slatki’ ne cijepa
aabbCCDD x *gorki" 81:175
AABBcedd

Takoder se moze dogoditi da neke biljke imaju nisku razinu alkaloida zbog
dvaju homozigotnih recesivnih gena. Porche (1964) je izvjestio o kriZanju izmedu
dvije ’slatke’ linije Gulzow 883 i Hadmersleben 13627/58 ima dva gena za nisku
razinu alkaloida, pauper i nutricius u homozigotnom recesivnom stanju. Ova linija
je imala manje od 0,01 % alkaloida dok su linije koje su imale samo gen pauper
imale izmedu 0.01 i 0.05% a linije koje su imale samo gen nutricius 0.0410.08 %.
U tabeli 4 vidimo ostale moguée segregacije za ’slatko’ svojstvo u F2 generaciji
nakon kriZanja. Bez sumnje, malo je vjerojatan slu¢aj da imamo fiksirana dva
homozigotna recesivna lokusa za nisku razinu alkaloida u nekoj ¢istoj liniji zato
§to s uobiajenim metodama selekcije ne moZemo otkriti razliku izmedu geno-
tipova koji su homozigotni recesivi za dva ili za samo jedan gen.

Dominacija alela za visoku razinu alkaloida nije potpuno zato $to obi¢no kod
*gorkih’ genotipova u F2 generaciji moZzemo naci velik raspon razli¢itih razina
sadrzaja alkaloida. Distribucija frekvencijakoncentracija alkaloida unutar’ gorkih’
genotipova ukazuje da heterozigoti esto imaju intermediarnu koncentraciju zbog
nepotpune dominacije gena.

Razli¢iti aleli smanjuju sadrZaj alkaloida bjljke na razli¢it nacin dajuci tako
specifine razine i profile najcescih alkaloida (lupanin, dehidrolupanin, dehidroan-
gustifolin i 13- hidroksilupanin) (grafikon 2) (Harrison et al., 1982).
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Graf. 2. % alkaloida kod bijele lupine
Graph. 2. % of alcaloids in white lupin
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Izvor: Harrison et al., 1983

Aleli pauper i exiguus su vrlo u¢inkoviti u blokiranju biosinteze alkaloida i
reduciraju sadrZaj alkaloida do 0.03 - 0.05 % suhe teZine biljke. Takoder, smanjuju
relativni udio lupanina i povecavaju udio dehidrolupanina u odnosu na udjele u
’gorkim’ biljkama. Relativni udio ovih dvaju alkaloida (lupanin i dehidrolupanin)
ukazuje na to da je njihova sinteza meduovisna. Alel nutricius nije toliko efikasan
u smanjivanju razine alkaloida kao puper i exiguus, a i profil alkaloida je razliCit
uz veéi relativni udio lupanina i manji dehidrolupanina tako da sli¢i na profil
*gorkih’ lupina. Aleli exiguus se takoder razlikuje od alela pauper u koncentraciji
dehidroangustifolina. Relativni udio 13-hidroksilupanina je konstantan kod sva tri
mutanta kao i u ’gorkom’ tipu (Harrison et al., 1982).

ZAKLJUCAK

Alkaloidi lupine pripadaju kinolizidinskoj grupi alkaloida. Jedini supstrat za
njihovu sintezu je aminokiselina lizin. Biosinteza se odvija u stromi kloroplasta
zelenih dijelova biljke. Putem floema se translociraju u sve ostale biljne organe a
naro&ito se akumuliraju u mahunama i sjemenkama. Degradacija alkaloida je
normalan proces kojim se oslobada dusik. Biolotka funkcija alkaloida je
skladistenje i transport dusika kao i poveéanje kompeticijske sposobnosti sud-
jelovanjem u interakcijama biljke s patogenima, parazitima, herbivorama i drugim
biljkama.

Nije poznat broj gena koji kontroliraju metabolizam alkaloida. Kako do
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biosinteze ne dolazi u sjemenkama, koncentracija u potpunosti ovisi o genotipu
majke. Poznato je sedam gena za niski nivo alkaloida (pauper, exiguus, nutricius,
reductus, mitis, suavis i minutus). "Slatki" kultivari su recesivni za bar jedan od
ovih gena. *Slatki’ kultivari takoder sintetiziraju enzime biosinteze alkaloida ali
im, &ini se, nedostaje sposobnost uskladiStenja alkaloida.
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