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Zwiazki cyjanogenne koniczyny biatej
(Trifolium repens L.)

Zwiazki cyjanogenne wystepujace w roslinach

Terminu cyjanogeneza uzywa si¢ do okreslania procesu wytwarzania cyjanowodoru
(HCN) w warunkach fizjologicznych. Wystgpowanie cyjanogenezy stwierdzono u okoto
2650 roslin, nalezacych do ponad 550 rodzajéw i 130 rodzin. Pomimo tak szerokiego
Wyslgpowania, zwigzki odpowiedzialne za ten proces zidentyfikowano jedynie w 475
gatunkach [38]. Do chwili obecnej poznano okoto 60 zwigzkéw cyjanogennych wyste-
Pujacych w roslinach wyzszych. Wszystkie te zwiazki pochodza od L-aminokwaséw,
lakich jak fenyloalanina, tyrozyna, walina, izoleucyna i leucyna, jak réwniez od niebiat-
kowego aminokwasu (2-cyklopentenylo) glicyny i kwasu nikotynowego [6]. W ro§linach
Wyzszych stwierdzono kilka mozliwych drég wytwarzania HCN. Najwazniejsze z nich
2ostaty przedstawione na rysunku 1.

m—f—;ﬁa—ooon ACC

ACC-oksydaza
N—OH—aminokwasy L-aminokwas
l /
Aldolsymy HCN
I [E]
ADP e Glioksylan +
Nitryle | ‘ Mn hydroksyloamina
H —Ry
R,—CH—CN R—(H—CN  Clikozydy cyjanogenne
Hydroksynitryle Estry cyjanch
(cvjsnobydsyny) Lipidy syjancgseme

R .
Ysunek 1, Drogi powstawania cyjanowodoru w ro$linach [30]
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Niewielkie ilosci cyjanowodoru moga powstawac w roslinach podczas syntezy
etylenu z kwasu 1-amino-cyklopropano-1-karboksylowego (ACC) [49], wskutek
dziatania na aminokwasy peroksydazy z chrzanu (HRP) [34] oraz przezenzymatyczne
utlenianie hydroksyloamin w obecnosci jonéw manganu [21]. Gt6wna droga powsta-

wania HCN w organizmach Zzywych jest hydroliza glukozydéw cyjanogennych,
rzadziej rozkfad estrow cyjanohydryn oraz cyjanolipidéw.

Glukozydy cyjanogenne

Glukozydy cyjanogenne sa polarnymi, rozpuszczalnymi w wodzie zwigzkami,
akumulowanymi w wakuolach wielu komérek roslinnych. Zwiazki te sa zwykle
O-B-glukozydami a-hydroksynitryli (cyjanohydryn), a sama glukozylacja jest uwa-
zana za proces stabilizacji cyjanohydryn [38]. NajczgSciej sa to monoglukozydy, ale
tancuchy cukrowe w kilku przypadkach skiadaja sie zdwdch, trzech, a nawet czterech
czasteczek cukru. Monoglukozydy i diglukozydy wystepuja razem u takich gatunkéw,
jak len (Linum usitatissimum L.), kauczukowiec brazylijski (Hevea brasiliensis Mu-
ell.-Arg.) 1 u niektorych gatunkéw Passiflora, natomiast di-, tri- i tetraglukozydy
wystegpuja u niektorych gatunkéw z rodziny Asteraceae (Compositae) [38]. Niektore
z nich moga wystgpowac dodatkowo w postaci malonianéw lub pochodnych acylo-
wych [31]. Istnieja teorie mOwiace, ze przylaczanie kolejnych czasteczek cukru,
kwasu malonowego, kawowego, kumarowego itp. jest mechanizmem zabezpieczania
glukozydu w czasie transportu przed dziataniem enzyméw hydrolitycznych [39]
Poniewaz glukozydy zawieraja oprocz optycznie aktywnych centréw nalezacych do
cukrow réwniez chiralny wegiel cyjanohydryny, zwiazki te moga wystepowaé w
postaci epimeréw (R)- i (S)-. W komérkach roslinnych epimery te czesto wystepuija
razem w postaci mieszanin. Bardzo fatwo tworza si¢ takze w rozcieficzonych roztwo-
rach alkalicznych [28].

Glukozydy cyjanogenne s tatwo hydrolizowane przez mniej lub bardziej specy-
ficzne B-glukozydazy [35], w wyniku czego powstaja cyjanohydryny i glukoza. W
zaleznoSci od pH cyjanohydryny spontanicznie rozpadaja sie do HCN i zwiazku ’
karbonylowego. Na przyktad, wystepujace w koniczynie biatej linamaryna i lotaustra-
lina s3 hydrolizowane do HCN i acetonu lub metyloetyloketonu (rys. 2).

Proces ten moze by¢ takze katalizowany przez liaz¢ hydroksynitrylowa i wtedy
w normalnych warunkach fizjologicznych HCN powstaje 20-krotnie szybciej [40].
Stad obecnosc¢ liazy hydroksynitrylowej w ro§linach zawierajacych glukozydy cyja- |
nogenne efektywnie przyspiesza i w ten sposéb optymalizuje system cyjanogenny, |
wskazujgc na duze biologiczne znaczenie szybkiego i skoncentrowa nego wytwarzania
HCN.

W literaturze niewiele jest informacji na temat B-glukozydaz w ro§linach zawie-
rajacych glukozydy cyjanogenne. Najlepiej poznang jest B-glukozydaza wyizolowana |
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Rysunek 2. Hydroliza enzymatyczna linamaryny i lotaustraliny [30]

z migdatéw. Jest ona dostepna w handlu i najczgsciej stosowana w pétilosciowych
testach oznaczania zawarto$ci cyjanowodoru. W rzeczywistosci glukozydaza ta jest
mieszaning B-glukozydaz i fatwo hydrolizuje amygdaling, prunazyng i kilka innych
glukozydéw cyjanogennych, jednakze niektdre zwiazki hydrolizuje stabo lub w ogéle
ich nie rozktada. Na przyklad glukozydaza ta nie hydrolizuje w ogdle linamaryny,
lotaustraliny i gynokardiny. Wigkszo$¢ B-glukozydaz wykazuje wysoka specyficz-
nos$¢ substratowa i stad nazwy potoczne poszczegdlnych glukozydaz wywodzi sig od
nazwy substratu, np. linamaraza [35].

Pomimo ze enzymy (B-glukozydazy i liazy hydroksynitrylowe) i substraty (glu-
kozydy cyjanogenne) czgsto wysle¢puja razem w tym samym organie roslinnym,
wolny HCN rzadko wystepuje w roslinach. Enzymy hydrolityczne i substraty sa
przestrzennie oddzielone. W niektérych wypadkach enzymy hydrolityczne znajduja
si¢ W jednym typie komérek, a substraty w innym. W innych rozdzielenie ma miejsce
na poziomie komérkowym [35]. Na przyktad w etiolowanych siewkach sorgo 95%
duryny zlokalizowane jest w wakuolach komérek epidermy i, jak wykazano, synteza
I magazynowanie tego zwiazku odbywa si¢ w tej samej komorce [15]. Tymczasem
B-glukozydaza i liaza hydroksynitrylowa wystgpuja w komorkach mezofilowych. W
momencie zmiazdzenia tkanki dochodzi do kontakt: enzyméw z glukozydem i
zachodzi cyjanogeneza. W liSciach Phaseolus lunatus L. i w korzeniach manioku

B-glukozydaza linamarynowa i odpowiednia liaza zlokalizowane sa w przestrzeniach
mi¢dzykomérkowych.

Polimorfizm biochemiczny cyjanogenezy w koniczynie biatej
_ (Trifolium repens L.)

’ W koniczynie biatej cyjanogennos¢ nie jest cecha jednorodng wszystkich osobni-
kO)%{ qkreélonej populacji. W obrebie gatunku obserwuje si¢ duze, migdzyosobnicze
Zrognlcowanie zawarto$ci zwiazkow cyjanogennych. Zjawisko to, okreslane mianem
polimorfizmu biochemicznego cyjanogenezy, wykryte zostato juz na poczatku obe-
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Rysunek 3. Czgstotliwos$¢ wystepowania cyjanogenezy w europejskich populacjach koniczy-
ny bialej [16]

@ — czgstotliwosS¢ wystepowania cyjanogenezy 100%

(O — brak roSlin cyjanogennych

cnego stulecia, a nastepnie badane w roslinach kozieradki i koniczyny biatej. Cyjano-
gennoscC koniczyny biatej warunkuja dwie niezalezne pary alleli. Jeden z genéw (Ac)
warunkuje syntez¢ glukozydéw cyjanogennych — linamaryny i lotaustraliny, drugi
za$ (Lt) biosyntezg linamarazy — enzymu hydrolizujacego te glukozydy. Naturalne
populacje koniczyny moga zatem zawieraé cztery genotypy: AcLi, Acli, acLi i acli,
ktére moga by¢ rozréznione fenotypowo za pomocg testow chemicznych.

Czgstotliwos¢ wystgpowania cyjanogenezy jest cecha charakterystyczng réznych
populacji koniczyny biatej. Badania przeprowadzone na populacjach europejskich
wykazaty, ze istnieje Korelacja pomigdzy czestotliwoscia wystgpowania cyjanogene-
zy a Srednig temperaturg stycznia, jak pokazano na rysunku 3 [16].

W populacjach brytyjskich, gdzie Srednia izoterma stycznia jest wyzsza niz 5°C,
czgstotliwosC cyjanogenezy waha si¢ w granicach 70-90%, a niektére populacje
hiszpanskie i portugalskie zawieraja 100% roslin cyjanogennych. Jednocze$nie W
centralnej Rosji, gdzie temperatura stycznia jest niska, populacje koniczyny biatej nie
zawieraja roSlin cyjanogennych. W populacjach srodkowoeuropejskich, w tym W
polskich, czgstotliwos¢ cyjanogenezy waha sie w granicach 20-50%.
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Jak podaja Nowacki i Blaim [32], "wszystkie polskie odmiany uprawne i dziko
rosnace populacje zebrane na terenie Polski charakteryzujg si¢ bardzo niska czgstot-
liwoscig wyst¢gpowania form cyjanogennych i to mimo cz¢stych krzyzowan polskich
form z importowanymi cyjanogennymi formami z Wloch i potudniowej Francji.
Mimo braku w tym kierunku selekcji w krajowych odmianach, cecha wysokie;j
zawartosci glukozydow cyjanogennych ginie".

Prawdopodobnie jedng z gidwnych przyczyn tej szczegdlnej korelacji miedzy
temperaturg stycznia a cz¢stotliwoscig wystgpowania cyjanogenezy jest preferencyjne
zjadanie przez Slimaki mtodych, niecyjanogennych siewek [23]. Przyczyna wysokiej
czgstotliwoSci wystgpowania cyjanogenezy w populacjach brytyjskich, hiszpanskich
czy Srddziemnomorskich jest to, ze naturalne szkodniki, takie jak Slimaki, wykazuja
aktywnos¢ przez caty rok. Wiosna, kiedy koniczyna kietkuje, mtode, niecyjanogenne
siewki sq zjadane, a HCN wydzielany z siewek cyjanogennych stanowi naturalna
barier¢ odstraszajaca. Natomiast niskg czestotliwo$é wystepowania cyjanogenezy w
populacjach rosyjskich mozna ttumaczy¢ tym, Ze niskie temperatury zmuszaja wie-
kszo$¢ szkodnikéw roslinozernych do zimowania. Ich aktywnosé zaczyna si¢ dopiero
pozng wiosna, kiedy siewki koniczyny wyprodukuja wystarczajaco duzg mase liSciowa
| nie wymagaja juz ochrony przed szkodnikami roslinozernymi.

Innym wyttumaczeniem tego zjawiska moze by¢ mniejsze znaczenie fizjologiczne
cyjanogenezy w strefach o niskich temperaturach. System gromadzenia glukozydow
cyjanogennych i odpowiednich enzyméw staje si¢ w tych warunkach nieprzydatny i
niestabilny. Niskie temperatury moga powodowa¢ uszkodzenia roslin i uwalnianie
HCN, ktéry staje sie autotoksyna [4]. JednakzZe ten wptyw niskich temperatur moglby
ewolucyjnie zostac rozwiazany fenotypowo, tzn. rosliny mogtyby gromadzi¢ mniej
glukozydow cyjanogennych w niekorzystnych okresach sezonu wegetacyjnego. W
rzec;ywistoéci taki mechanizm mozna znalezé w naturalnych populacjach Lotus
CO.rnLcuIatus L. Réwniez mrozoodporno$¢ byta wskazywana jako cecha odpowie-
dzialna za réznice w czgstotliwosci wyslgpowania cyjanogenezy w populacjach
krajowych [32).

Naktady energetyczne na biosynteze glukozydow
_ cyjanogennych w koniczynie bialej

Nl@ktc’)rzy autorzy badajacy procesy wtérnego metabolizmu roslinnego sugeruja,
polimorfizm biochemiczny wystepuje w roslinach dla utrzymania réwnowagi
I:;::;zdzy naldac‘ia’mi en(:,rgetycznymi i korzySciami, jakie roslina ponosi/uzyskuje z
S}'ntezy metabol!tc’)w wtornyc.h. Naktady energ.etyczne dotycza wydatkow energii na
Sl (S? membolltgw (w}qc.zajq'c przeks?taice’ma), gromadzenie, transport i zapobie-
r0ZW’_alr}o.zatrua.u. Nalt?zy si¢g spodziewac, Ze te wydatki energetyczne hamuja

Oj roslin, gdyz energia obok dostgpnosci sktadnikéw pokarmowych jest czynni-
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kiem limitujacym wzrost roslin. Liczne badania potwierdzaja, ze wzrost roslin i
procesy reprodukcji s ujemnie skorelowane z zawartoscia metabolitow wtérnych i z
odpornoscia roslin [ 23], chociaz w literaturze mozna takze znaleZ¢ liczne doniesienia
nie stwierdzajace takich zaleznosci [46]. Szacowanie naktadow przeprowadza si¢ na
podstawie wzajemnych relacji migdzy zawartosciag wtornych metabolitow a dynamika
wzrostu 1 produkcjg nasion. Uwaza sig, ze jesli roslina ma niewystarczajace zaopa-
trzenie w energi¢ lub sktadniki pokarmowe, wykorzystanie ich w procesach wzrosto-
wych lub obronnych przez wytwarzanie metabolitow wtornych stanowi problem
optymalizacji dla samej rosliny. Mozna przypuszczaé, ze zwigkszona synteza wtor-
nych metabolitdw moze prowadzi¢ do zahamowania wzrostu. Jesli natomiast tak nie
jest, nalezy si¢ spodziewac dodatniej korelacjilub jej braku migdzy dynamika wzrostu
a zawartoscig metabolitow wtdérnych [41].

Nakfady energetyczne nasyntez¢ glukozydow cyjanogennych w koniczynie biatej
byty przedmiotem wielu badan. Jak wynika z danych prezentowanych w tabeli 1
zdolnosc¢ do syntezy glukozydow cyjanogennych jest skorelowana z liczba kwiatow
i odpornoscia na suszg, oraz cz¢sciowo z plonem zielonej masy i odpornoscia na
zgryzanie, ale tylko w wieku miodocianym. W pozostatych wypadkach brak jest
wyraznej korelacji migdzy np. zdolnoscia do syntezy enzymu i cechami rozwojowymi
koniczyny. Jak podaje Kakes [23] kalkulacja naktadow w odniesieniu do liczby
kwiatow tez nie jest catkowicie jasna. Koszt syntezy jednego mola linamaryny z
waliny wynosi 2 mole ATP, 1 mol NADH2, 1 mol glukozy i 1 mol waliny. Catkowity
naktad, wiaczajac zuzyte aminokwasy, w jednostkach ATP wynosi 109 moli lub 5476
kJ na 1 mol (247,2 g) linamaryny. Wartos$ci dla lotaustraliny sa takie same. W
przeliczeniu na jedna rosling, koszt syntezy glukozydéw cyjanogennych wynosit 5 kJ,
natomiast naktad energetyczny nasyntezg¢ jednej gtdwki kwiatowej wynosit 18,8 kJ/g.

Tabela 1. Poréwnanie wptywu genu Ac i Li na cechy rozwojowe koniczyny biatej (Trifolium
repens L.)

B

Badana cecha Gen odpo-  Wplyw
wiedzialny -
Liczba kwiatow [23] Ac Ac < ac przy niskich temperaturach
Liczba kwiatow [23] Ac Ac > ac w wysokich temperaturach
Liczba kwiatow [23] AcilLi Ac,Li<Acli,acli
Plon wegetatywny [23] AcilLi AcLi> Acli, acLi acli w wysokich temperaturach
Odpornos$¢ na susze¢ [23] Ac Ac > ac
Powierzchnia lisci [12] Li Li>li
Konkurencyjno$¢ [13] Li najwyzsza w stanonowiskach mieszanych
Wzrost mtodociany [13]  Li(+Ac?) Li>li
Wzrost korzeni [10] Li Li>l

Odporno$¢ na zgryzanie [9] Ac + Li AcLi > Acli, acli
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Wynika z tego, ze naktady na wytworzenie kwiatow znacznie przewyzszajg naktady
na syntez¢ glukozydow cyjanogennych, co moze sugerowad, zZe nie istnieje zadna
zaleznoS¢ pomigdzy tymi dwoma procesami. Jednakze przedstawione wydatki ener-
getyczne nie uwzgledniaja transportu, zabezpieczenia przed samozatruciem, czy tez
procesOw przeksztatcen tych zwigzkéw w roslinie.

Korzysci wynikajace z syntezy glukozydow cyjanogennych

Jakkolwiek Hruska [19] w artykule przegladowym krytycznie ustosunkowat sie
do wielu prac donoszacych o ochronnym znaczeniu glukozydow cyjanogennych w
roslinach, to jednak wiele jest dowod6w na to, ze zwiazki te sa elementem systemu
ochrony chemicznej, stosowanym przez wiele organizméw Zywych [29]. W pracach
przeprowadzonych na siewkach sorga (Sorghum bicolor Koern.) wykazano, ze nic
catkowita zawartos¢ glukozydéw cyjanogennych jest najwazniejszym czynnikiem
odpornosci na mszyce, lecz sprawnosé systemu wytwarzania HCN [20]. W sktad tego
Systemu wchodza glukozydy cyjanogenne, aktywne B-glukozydazy i liaza hydro-
ksynitrylowa. Organizmy, ktdre zoptymalizowaty wydajnos¢ tego systemu, z caty
pewnoscig wykorzystuja go jako mechanizm obronny [29]. Nalezy przy tym podkre-
Sli¢, ze czynnikiem aktywnym tego systemu niekoniecznie musi by¢ HCN. Inne
zwigzki, takie jak aldehydy lub ketony, wytwarzane w procesie cyjanogenezy moga
by¢ bardziej aktywne niz HCN [33]. Wykazano, zZe aceton i 2-butanon, wytwarzane
chzasie hydrolizy linamaryny i lotaustraliny sa gtéwnymi zwiazkami odstraszajacy-
mi Slimaki od zerowania na Lotus corniculatus L. i Trifolium repens L. [22]. Jedno-
Znaczne wskazanie czynnika odstraszajacego lub antyzywieniowego utrudnia cz¢sto
fakl, ze istnieje ujemna korelacja pomigdzy zawartoscia glukozydéw cyjanogennych
I lanin, ktdre réwniez uwazane sa powszechnie za czynnik antyzywieniowy lub
obronny [29].
’ Qbecnoéé zwigzk6w cyjanogennych moze byé takze przyczyna wrazliwosci
r0§llny na okreslony typ patogena. Na przykltad, wysoka zawarto$¢ glukozydow
¢yjanogennych w Hevea brasilensis Muell.-Arg. (Euphorbiacae) sprawia, ze rosliny
1€ sq bardziej wrazliwe na Microcyclus ulei [25]. Udowodniono, Ze podczas inwazji
Palogena uwalniany jest HCN, ktory z kolei hamuje syntez¢ skopoletyny — fitoale-
ks}_’“)’ Wylwarzanej w roslinie [26]. Podobnie epiheterodendryna [14] — glukozyd
CYJa“O.gel.lny wystgpujacy w komorkach epidermy jeczmienia (Hordeum vulgare L.)
?praWIa, ze odmiany zawierajace ten zwiazek sa wrazliwe na Erysiphe graminis DC
- Sp. hordei [36].
Na funkcje ochronna glukozydéw cyjanogennych w koniczynie biatej wskazywa-
l“fu autorow [7]. Stwierdzono, Ze niekt6re gatunki §limakéw preferowaty formy
; CYJanogenne lub niskocyjanogenne koniczyny [2]. W warunkach laboratoryjnych
polowych Stwierdzono, Ze cyjanogeneza byta czynnikiem hamujacym, ale nie

fo k
nie
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zapobiegajacym catkowicie zerowaniu Slimakow na koniczynie [9]. Natomiast Millar
1in. [27] nie stwierdzili zadnych preferencji w zjadaniu roslin niecyjanogennych przez
Zwierzeta.

Wedhug Spencera [43] traktowanie glukozydow cyjanogennych jako zwigzkow
ochronnych przed owadami ma ograniczong wiarygodnos$¢ jesli rozpatrujemy je w
uktadzie odizolowanym od czynnikéw Srodowiska. Ekstrapolacja wynikéw laborato-
ryjnych nad efektywnoscia glukozydow cyjanogennych jako substancji odstraszaja-
cych w warunkach polowych do dnia dzisiejszego nie uzyskata dodatkowego potwier-
dzenia wynikami badan. Chociaz wiadomo, ze glukozydy cyjanogenne sg szkodliwe
dla ludzi i zwierzat, istnieje potrzeba ponownego, opartego na bardziej precyzyjnych
metodach okreslenia ich funkcji w warunkach naturalnych.

Wptyw glukozydow cyjanogennych na zwierzeta roslinozerne

Istniejq liczne dowody na to, ze niezhydrolizowane glukozydy cyjanogenne sg
wydzielane z organizmu zwierzgcego i nie wykazuja zadnej toksycznosci [S]. Aby
wystapit efekt toksyczny glukozydy cyjanogenne musza ulec hydrolizie, co wymaga
obecnosci fB-glukozydazy. Istnieja rosliny zawierajace glukozydy cyjanogenne, ale
nie zawierajace tego enzymu 1 w takim wypadku hydroliza glukozydéw cyjanogen-
nych w przewodzie pokarmowym zwierzg¢cia nastagpi wtedy, gdy zwierze lub jego
endosymbionty wytwarzaja 3-glukozydazg. Dla rozr6znienia roslin, ktore wytwarzaja
HCN w trakcie miazdzenia od tych, ktére wymagaja dodatkowo B-glukozydazy
wprowadzono odpowiednio poj¢cia "rosliny cyjanoforowe" [17]i "ro$liny cyjanogen-
ne" [1].

Wptyw toksyczny roSlin zawierajacych glukozydy cyjanogenne na zwierzgta
zalezy od wielu czynnikow, takich jak: wielkoS¢ zwierzecia, zawarto$¢ glukozydow
cyjanogennych w zjadanych roslinach, ilo$¢ zjedzonej masy roslinnej, a takze tempo
spozywania tej paszy. Wazne jest rownieZz czy zwierzg Zuje mase¢ roslinna, czy teZ
bezposrednio ja potyka. Miazdzone podczas Zucia tkanki ro§lin cyjanoforowych
wydzielaja natychmiast HCN, zanim pokarm przejdzie do dalszych czesci przewodu
pokarmowego. Jesli zwierz¢ wyczuwa smakowo obecno§¢ HCN, moze taka paszg
odrzucic lub preferencyjnie jg zjadac.

Waznym czynnikiem majacym wptyw na toksyczno$¢ rolin cyjanogennych dla
zwierzat sa warunki, jakie panuja w Zofadku. Wigkszo$¢ glukozydaz wykazuje
optymalng aktywnosc¢ przy pH Srodowiska okoto 7. Dlatego tez u zwierzat o kwasnym
trawieniu, np. u koni, enzymy te sa dezaktywowane i nie wystepuje efekt zatrucia-
Przezuwacze w swoim przewodzie pokarmowym maja odczyn obojetny i stad sa
wrazliwe na zatrucie [5].

Letalna dawka HCN dla cztowieka i zwierzat waha si¢ w granicach 0,5-3,5 mg/Kg
ciata przy pobraniu doustnym [42]. Poniewaz oszacowanie to zakfada, ze caty HCN
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spozyty jest jednocze$nie, praktycznie dawka letalna jest 10-20 krotnie wyzsza [5].
Nalezy jednak podkreslié, ze oprocz ostrych zatru¢, moga wystapi¢ objawy zatruc
chronicznych powodowanych metabolitami detoksykacji HCN, a takze produktami
powstajacymi przy hydrolizie glikozydow cyjanogennych, tj. aldehydami i ketonami.
Wspominany aceton lub metyloetyloketon jest dla zwierzat rowniez bardzo toksycz-
ny.

HCN w organizmie zwierzecym wykazuje zdolno$¢ tworzenia kompleksow z
biatkami hemu, gtéwnie oksydazg cytochromowa — enzymem katalizujacym konco-
wy etap oddychania. Moze to prowadzi¢ do zaktécen w pracy mézgu, tzw. kretynizmu
[8]- Ponadto obecnosé SCN powstatego z HCN wykazuje aktywnos¢ goitrogenna,
[37]. Dhugotrwate dziatanie cyjanowodoru moze prowadzi¢ do chordb systemu ner-
wowego [18] lub zaburzen w metabolizmie selenu [11].

Organizmy zywe maja zdolno$¢ przeksztatcania HCN do mniej toksycznych
zwigzkow. Na przyktad lemur (Hapelemur aureus) zjada jako swoje podstawowe
pozywienie mtode pgdy bambusa, zawierajace olbrzymie iloSci zwigzkow cyjanogen-
nych idotychczas nie wiadomo, w jaki sposob unika on zatrucia. Mozliwe znane drogi
przeksztatcen HCN przedstawia rysunek 4.

Jednym z najwazniejszych proceséw detoksykacji HCN w roslinach i u owadéw
jest przeniesienie CN do seryny lub cysteiny i wytworzenie B-cyjanoalaniny [48],
zwigzku o whasciwosciach neurotoksycznych [29]. Katalizujaca ten proces syntaza
B-cyjanoalaninowa (B-CAS) wystepuje réwniez u wielu roslin nie akumulujacych
glukozydéw cyjanogennych i jej funkcja w tych wypadkach jest katalizowanie wia-
zania HCN powstajacego przy syntezie etylenu [50].

’ Gi6wng droga detoksykacji HCN w organizmach zwierzecych, ale wystepujaca
rowniez u roslin i u owadow, jest reakcja cyjanowodoru i tiosiarczanu, katalizowana
przez rodanazg (EC 2.8.1.1), w wyniku kt6rej powstaje tiocyjanian i tiosiarczyn [3].
Tiocyjanian moze powstawaé réwniez z glukozynolandw i, jak wykazaty liczne
badania, proces jego usuwania z organizmu przebiega powoli; zwiazek ten powoduje
Powigkszenie tarczycy i zakldcenia w organicznym wiazaniu jodu w organizmie.

NH;
NC—CH;—J:H—COOH
p-cyjancalanina

HCN SCN”

Rysunek 4, Metody detoksykacji HCN [30]
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Przypuszcza sig, ze zwiazek ten jest w gtéwnej mierze odpowiedzialny za chroniczna
toksycznos¢ glukozydow cyjanogennych [47].
Inng droga detoksykacji, potwierdzong u grzybow, ale kwestionowana u ro$lin

wyzszych, jest hydroliza cyjanowodoru do formamidu za pomoca hydrolazy forma-
midowej [24].

Wystepowanie glukozydow cyjanogennych
w krajowych odmianach koniczyny biatej

Zawartos¢ glukozydow cyjanogennych w czgsciach nadziemnych koniczyny
biatej oznaczano za pomoca nowo opracowanej oryginalnej metody chromatografii
cieczowej [44, 45].

Z krajowych odmian koniczyny biatej jedynie Podkowa nie zawiera glukozydéw
cyjanogennych. Pozostate odmiany mozna podzieli¢ na dwie grupy (tab. 2): wyso-
kocyjanogenne (powyzej 370 mg HCN/kg suchej masy), do ktérych naleza Anda,
Armena 1 Santa oraz o Sredniej zawartosci, takie jak: Astra, Rema i Romena.

Zawartosc glukozyd6w cyjanogennych wykazuje duza zmienno$é w czasie sezo-
nu wegetacyjnego (rys. 5). Wszystkie odmiany reaguja tak samo, bez wzgledu na
poczatkowa zawartos¢ glukozydéw. Wiosng i jesienia poziom glukozydéw jest wy-
soki (440-1204 mg HCN/kg suchej masy) i wszystkie odmiany mozna zakwalifiko-
wac jako wysokocyjanogenne. W lecie zawartos¢ glukozydéw drastycznie spada i
wszystkie odmiany zawieraja "bezpieczna", z punktu widzenia zywieniowego, ilo$¢
tych zwiazkow.

ZawartosC glukozydow w czasie sezonu wegetacyjnego jest skorelowana ze
Srednig dobowych temperatur z dnia pobrania préby i czterech dni poprzedzajacych.
Gdy srednia dobowych temperatur spada ponizej 15°C to zawarto$é glukozydéw
wzrasta do poziomu wysokiego. Wszystkie odmiany krajowe sa w tych warunkach

Tabela 2. Zakres zmiennosci zawartosci glukozydow cyja nogennych w odmianach koniczy-
ny bialej (Trifolium repens L.)

Odmiana Zawarto$¢ minimalna Zawarto$¢ maksymalna -
mg/g s.m. mg HCN/kg s.m. mg/g s.m. mg HCN/kg s.m._

Anda 2,573 267 9,428 996

Armena 2,337 245 11,462 1204

Santa 2,169 229 7,620 804

Astra 0,847 90 5,161 547

Rema 0,846 89 4,276 453

Romena 1,708 181 6,754 716

Podkowa * * * *

* Ponizej wykrywalno$ci metody.
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Rysunek 5. Zmiany sumarycznej zawartosci linamaryny i lotaustraliny w czasie sezonu
wegetacyjnego trzech odmian koniczyny biatej (Trifolium repens L.)

niebezpieczne dla zwierzat, a szczeg6lna uwage nalezy zwraca¢ na odmiany wyso-
kocyjanogenne.

Wiosna wszystkie odmiany zawieraja wigcej glukozydéw w blaszkach liSciowych
niz w ogonkach liSciowych. W lecie i jesienig zaleznoS¢ ta jest odwrotna; ogonki sg
bogatsze w glukozydy niz blaszki li§ciowe.

Stosunek linamaryny do lotaustraliny waha si¢ w granicach 0,4-0,8 i jest wyZszy
dlaodmian o mniejszej zawartosci glukozydéw cyjanogennych. Stosunek linamaryny
do lotaustraliny jest wyzszy w blaszkach lisciowych niz w ogonkach. Dla odmian o
Sredniej zawartosci glukozydow, w niektorych okresach sezonu wegetacyjnego, moze
On nawet wynosic 2,0.

W trakcie suszenia zielonki koniczyny biatej w warunkach naturalnych i w
Suszarce w temperaturze 50°C nastepuje czgSciowy rozktad glukozydéw cyjanogen-
nych. W zaleznosci od odmiany tak wysuszone proby zawieraja S0-70% glukozydéw
W stosunku do materiatu liofilizowanego.
~ Nalezy zachowa¢ duzg ostroznosé przy spasaniu szczegolnie odmian wysokocy-
Jar}"gﬁnnych koniczyny biatej w okresach wiosennym i jesiennym na pastwiskach, na
ktorych stanowi ona wigcej niz 30% runi. Odmiany te nie powinny by¢ zalecane do
W}’korZYStania pastwiskowego, a raczej do uprawy w mieszankach z trawami i do
uzytkowania kosnego. .

Powyisze wyniki powinny by¢ uwzglednione przez hodowcéw przy kreowaniu
f‘OW)”Chodmian, a zawarto$¢ glukozydéw cyjanogennych powinna by¢ parametrem
Jakosciowym uwzglednianym przy ocenie odmian w post¢gpowaniu rejestrowym.
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Cyanogenic glicosides of white clover (Trifolium repens L.)

Summary

Cyanogenic glucosides, linamarin and lotaustralin occurring in white clover, are
the secondary metabolites which during enzymatic cleavage or hydrolysis release
cyanide, acetone and metylethylketon. These compounds may cause chronic or acute
poisoning in animals. Thus, from a nutritional point of view the cyanogens are
recognised as antinutritive factors.

In the present review, recent literature data on the occurrence of cyanogens and
the enzymes hydrolysing them in plants as well as biochemical polymorphism of
cyanogenesis in white clover are presented. Some problems of the costs and benefits
of cyanogen synthesis in plant and their possible ecological function have also been
discussed. Since cyanogens are recognised by many authors as a compounds protec-
ting plants against herbivores, some aspects of their influence on animal are summa-
rised.

It was thought until recently that Polish varieties of white clover contain trace
amounts of cyanogenic glucosides. Our recent studies showed, however, that some
varieties recommended in 1993 contain high amounts of these compounds and that
this concentration may drastically change during the growing season. The presented
data clearly show that at least some of these varieties should not be recommended 10
be used as pasture sward components.



