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I. WSTEP
1. Medicago truncatula (Gaertn.)

Rosliny  bobowate  (Fabaceae), dawniej nazywane  motylkowate
(Papilionaceae), stanowig trzecia, co do wielkos$ci rodzing roslin zielnych oraz drugg
pod wzgledem wykorzystania w rolnictwie na $wiecie. Jako gatunki rolnicze
odgrywaja bardzo wazng rol¢ w plodozmianie, stanowig zielony nawoz, szeroko
wykorzystywany do wzbogacania gleb w azot oraz stanowig wazny skladnik w
zywieniu ludzi i zwierzat. Duze znaczenie pokarmowe i1 paszowe bobowatych wynika
z ich korzystnego sktadu biologicznego, zawartosci duzej ilosci dobrej jakosci biatka
1 btonnika oraz cennych makro- i mikroelementéw [Graham i Vance 2003, Choi 1 in.
2004b, Dita i in. 2006].

Rodzaj Medicago, ktorego nazwa pochodzi od miasta Medea w Potnocnej
Afryce, nalezy do rodziny bobowatych i obejmuje 34 gatunki jednoroczne 1 22
wieloletnie [Lesins 1 Lesins 1979]. Rosling wieloletnig bedaca w wielu krajach strefy
umiarkowanej gtdéwna rosling pastewng jest lucerna siewna (Medicago sativa L.). Jest
ona uprawiana od ponad 2000 lat. Arabowie, wieki temu, wykorzystywali lucern¢ jako
pasz¢ dla koni. Poniewaz sprawiata ona, ze zwierze¢ta byly wytrzymate 1 racze,
nazwana zostala ,Al-Fac-Facah’®~ - najlepsza pasza [Castelman 1991]. W
przeciwienstwie do wiekszosci roslin stragczkowych nie tylko nasiona, ale cale rosliny
lucerny (liscie, kietki) sag konsumowane. Ze wzgledu na korzystny wptyw na zdrowie
lucerna nosi miano ,,Father of all food’’ (podstawa wszelkiej zywnos$ci). Obecnie z
uwagi na wysoki plon, rozprzestrzenienie, odporno$¢ na choroby oraz wartosci
paszowe nazywana jest krolowa roslin pastewnych (Queen of forages). Gatunkiem
blisko spokrewnionym z lucerng siewna jest Medicago truncatula Gaertn. (w jezyku
angielskim zwana ,,barrel medic’’ lub ,,barrel clover’”) (Rys. 1).

Wywodzi sie z basenu Morza Sroédziemnego. Zbudowana jest z prostych,
osiggajacych 10-60 cm wysokos$ci, silnie rozgalezionych todyg o lisciach
pierzastoztozonych, tréjlistkowych, czasami z ciemng plamka w centrum (zaleznie od

odmiany). Kwiaty ma zétte pojedyncze lub zebrane w maly kwiatostan. Owocem



lucerny sg wielonasienne, brunatne straki, wypeinione drobnymi, jasnobrgzowymi
nasionami, ktore charakteryzujg si¢ stosunkowo wysokim poziomem twardosci [Hill
i Donald 1998] oraz zawieraja duzo cennego biatka (35-45%), wiecej niz groch czy
bobik [Djemel i in. 2005].

Rys. 1. Medicago truncatula Gaertn.

Medicago truncatula jest ro$ling jednoroczng, samopylng [Abranches i in. 2005], o
duzej ptodnosci 1 krotkim okresie wegetacyjnym [Choi 1 in. 2004a]. Powszechnie
uprawiana jest w Australii (na powierzchni ponad 4,5 mln hektaréw) [Hill 1 Donald
1998] oraz we Francji, z przeznaczeniem na pasze¢ dla zwierzat lub do przemystowego
przetwarzania na koncentraty biatkowe [Cook 1999]. Czynnikami znacznie
wplywajacymi na wielkos¢ plonéw M. truncatula sg temperatura i ilo§¢ opadow.
Maksymalne plony osiggane sa przy rocznych opadach wynoszacych 250-600 nm
oraz gdy jest ciepte lato i tagodna zima [Brandsaeter i in. 2002]. M. truncatula ro$nie
na glebach typu piaszczystego po gliniasty, o odczynie obojetnym do zasadowego
(pH od 6 do 8) [Evans i in. 1990]. Zazwyczaj wysiewana jest w ilosci 8-12 kg/ha
[Fitzgerald 1994] na glebokosci okoto 1-2 cm. Populacje tego gatunku wykazuja
znaczne zréznicowanie fenotypowe takich cech jak: okres kwitnienia, specyficznos¢
symbiotyczna oraz odporno$¢ na choroby [Bonin i in. 1996]. Ponadto korzenie tego
gatunku sg zasiedlane przez bakterie wigzgce azot [Howieson i Ballard 2004, Nunes

I in. 2008], jak rowniez sa kolonizowane przez grzyby mykoryzowe [Huhman



i Sumner 2002, Krajinski i Frenzel 2007]. Zidentyfikowano 568 genow
odpowiedzialnych za kolonizacj¢ grzybow mykoryzowych na korzeniach Medicago
truncatula [Schliemann i in. 2008].

Jednym z glownych celow nowych kierunkéw badawczych biologii
molekularne;j jest uzyskanie zdefiniowanych genomow roslin wyzszych, w tym roslin
bobowatych [Sumner i in. 2003]. Badania molekularne prowadzone na tych roslinach
sg niezmiernie trudne, ze wzgledu na ich duzy genom, ktory zawiera liczne sekwencje
powtarzajace sie. Z tego powodu prowadzono poszukiwania odpowiedniego
ros$linnego materiatu badawczego [Huhman i in. 2002, Somers i in. 2003]. Jako
ros$liny modelowe do badania rodziny bobowatych zainteresowanie wzbudzity: Pisum
sativum, Glycine max, Melilotus alba, Lotus japonicus i Medicago truncatula [Valot
i in. 2004].

W $wiecie botanicznym M. truncatula reprezentuje grupe organizmow
najbardziej zaawansowanych ewolucyjnie. Zostala ona uznana za organizm
modelowy do badan m.in. ze wzglgdu na niezwykle maty (okoto 470 Mbp),
diploidalny genom (2n=16 chromosomoéw) [Bonin 1 in. 1996, Cook 1999], tatwos¢ w
transformowaniu [Barker i in. 1990, Trieu i Harrison 1996, Trieu i in. 2000], krotki
cykl zyciowy [Colebatch i in. 2002] oraz bliskie pokrewiefstwo do lucerny siewnej
(Medicago sativa), ktorej tetraploidalny i duzy genom utrudnia badania molekularne
(1510 Mbp). Geny M. truncatula wykazuja wysoki stopien podobienstwa sekwencji
do ich odpowiednikow wystepujacych w M. sativa. Gatunek ten jest, wiec
doskonatym modelem genetycznym dla lucerny siewnej, a takze dla innych roslin
bobowatych [Huhman i Sumner 2002].

Genom M. truncatula jest jednym z najmniejszych, po Arabidopsis thalina (80
Mbp), genomdéw wsérod badanych dotad pod tym wzgledem roslin kwiatowych.
Osiemdziesigt procent DNA stanowig sekwencje niepowtarzajace si¢ lub wystepujace
w jednej lub kilku kopiach i sg to w wigkszo$ci sekwencje kodujace biatka. [Choi i in.
2004a].

M. truncatula jest obecnie przedmiotem duzego przedsigwzigcia w zakresie
genetyki, majacego na celu uzyskanie pelnego obrazu organizacji materiatu

genetycznego. Prace prowadzone sa glownie w celu identyfikacji sekwencji



kodujacych (ESTs — expressed sequence tags), mapowania gendw, przypisania
funkcji poszczegdlnym genom roslinnym, a takze zlokalizowania ich ekspresji na
poziomie tkanki 1 komérki [Bell 1 in. 2001, Lamblin 1 in. 2003]. Réwnolegle do prac
nad sekwencjonowaniem poszczegdlnych genow M. truncatula prowadzi si¢ badania
w celu okreSlenia funkcji gendw oraz jednoczesnego profilowania 1 identyfikacji
duzej liczby produktow ekspresji. Cele te sg realizowane poprzez analize ekspresji
gendw na poziomie transkrypcji mRNA [Kehoe 1 in. 1999], ekspresji 1 aktywnosci
biatek [Mathesius i in. 2001, Asirvatham i in. 2002] oraz monitorowania
1 identyfikacji metabolitow wtornych [Trethewey 1 in. 1999, Fiehn 1 in. 2000].
Zasadnicze zmiany w profilach metabolitéw wtérnych wystepujacych w
roznych organach poszczegdlnych gatunkéw roslin obserwowane sg pod wplywem
roznych stresow srodowiskowych m.in. deficyt wody, temperatura, promieniowanie
UV, oddziatywanie z mikroorganizmami [Glassbrook i Ryals 2001]. Regulacja
akumulacji wtornych metabolitow odbywa si¢ poprzez kontrole ekspresji
odpowiednich genow oraz réznego rodzaju modyfikacje poszczegodlnych zwigzkow
[Kaczkowski 1985]. Prowadzone sa takze analizy zmian wywolanych
wprowadzeniem w ros$linach modyfikacji genetycznych lub pojedynczych mutacji w
transformowanych genach [Dixon i Steele 1999, Yu i in. 2000]. Scharakteryzowano
setki roznych mutacji M. truncatula. Dotyczg one niemal wszystkich cz¢sci 1 organdw
ros$liny. Wiele mutacji dotyczy enzymdw roznych szlakéw metabolicznych, takich jak
fotosynteza czy synteza bialek. Dotychczas zidentyfikowano ponad 300 bialek
pochodzacych z roznych organow i tkanek M. truncatula [Watson i in. 2003].
Trzydziesci dziewie¢ procent to biatka swoiste wystepujace tylko w pojedynczych
tkankach. Udato si¢ rowniez scharakteryzowac¢ kilka enzymoéw bioracych udziat w
szlakach biosyntezy lignin, tanin, flawonoidow i izoflawonoidow [Harrison 1 Dixon
1993, Suzuki i in. 2002, Xie i in. 2004]. Jednym z najlepiej poznanych enzymow
uczestniczagcych w  metabolizmie zwigzkéw wtoérnych jest amoniakoliaza
fenyloalaniny (PAL), petnigca podstawowa role w szlaku biosyntezy zwigzkow
fenolowych. Zmiany aktywnosci tego enzymu w tkankach ros§linnych maja znaczenie
dla kilku innych procesow m.in. takich jak: zmiany w tempie syntezy i degradacji

innych enzymoéw, tworzenie nieaktywnych komplekséw PAL-inhibitor oraz



uwalnianie aktywnych enzymow [Podstolski 1983]. Obszerng klas¢ stanowig mutacje
okreslane jako fizjologiczne lub hormonalne. Wptywaja one przede wszystkim na
zdolno$¢ rosliny do syntetyzowania regulatorow wzrostu, a takze na zdolno$¢ do
reagowania na nie [Penmetsa i Cook 2000, Wais i in. 2000].

Bardzo cenng zaleta wszystkich roslin bobowatych jest unikatowa w Swiecie
roslin wyzszych zdolno$¢ symbiotycznego wigzania azotu atmosferycznego,
uczestniczg w nim zaréwno geny pochodzenia bakteryjnego, jak i roslinnego. Koduja
one czasteczki enzymow odpowiedzialnych za przeprowadzenie kolejnych etapdéw
powstawania brodawek [Graham i Vance 2000, Bell i in. 2001]. Proces ten zachodzi
w wyniku symbiozy 1 przy wspotudziale roslin oraz specyficznych bakterii
znajdujacych si¢ w glebie. 1lo$¢ zwigzanego tg droga azotu jest znaczna 1 zalezy
gtownie od rodzaju drobnoustroju, jego aktywnosci fizjologicznej, rosliny gospodarza
oraz warunkow S$rodowiskowych. Najwigcej azotu wigza bakterie symbiotyczne z
rodziny Rhizobiaceae [Cook 1999, Natera i in. 2000]. Azot biologicznie zwigzany
przez rosliny i bakterie wykorzystywany jest, co jest warte podkreslenia, przez rosliny
az w 100%, podczas gdy z nawozow mineralnych tylko w okoto 50%. Negatywny
wplyw na symbioze¢ ma wysoki poziom zwigzkéw azotowych w glebie, gdyz
powoduje on hamowanie aktywno$ci bakteryjnej nitrogenazy i1 zmniejsza ilo$¢
brodawek na korzeniach [Martyniuk i in. 2005].

Symbioza miedzy ro$linami bobowatymi a rizobiami przynosi korzysci nie
tylko ro$linom korzystajacym ze zwigzkow azotu dostarczanych przez
mikrosymbionta, lecz réwniez mikrosymbiontom kolonizujacym tkanki roslin.
System korzeniowy tych roslin stanowi dla rizobidow bardzo atrakcyjne i obfitujgce w
zwigzki pokarmowe §rodowisko [Sturz i in. 1997, Wilson 1 in. 1998]. Rosliny
bobowate wyksztatcity wiele mechanizmoéw utatwiajacych bakteriom pokonanie
barier i reakcji obronnych, ktore sg aktywowane w kontakcie z bakteriami [Denton
1 in. 2007]. Wraz z fitoaleksynami i hydrolazami (chitynazy, glukanazy) ro$liny te
wydzielaja do ryzosfery niskoczasteczkowe zwigzki, takie jak cukry i1 kwasy
organiczne, ktére mogg stuzy¢ bakteriom jako substancje odzywcze. W wydzielinach
korzeniowych wystepuja réwniez flawonoidy nienalezace do fitoaleksyn, ktore sa

atraktantami wywotujacymi pozytywna reakcj¢ chemotaktyczng rizobiéw oraz pelnia



funkcje induktorow gendéw odpowiedzialnych za synteze chitolipooligosacharydéw,
czyli czynnikow Nod [Spaink 2000, Knee 1 in. 2001].

Efektem zlozonych oddziatywan roslin bobowatych, w tym M. truncatula, z
mikroorganizmami bylo wyksztalcenie calej gamy szlakow biosyntetycznych
zwiazkow naturalnych bioragcych udziat zar6wno we wzajemnych relacjach roslina-
mikroorganizmy pozyteczne, jak i1 roslina-patogeny [Djemel 1 in. 2005]. Nalezg do
nich szlak biosyntezy izoflawonoidow, substancji odpowiedzialnych za indukcje¢ badz
supresj¢ gendw regulujgcych brodawkowanie i szlak syntezy fitoaleksyn indukowany
w wyniku interakcji roslina-patogen [Lamblin i in. 2003]. Kontrola zmian
zachodzacych w szlakach metabolizmu jest niezwykle wazna, poniewaz na skutek
dziatania r6éznych mechanizmoéw regulatorowych szereg enzymoéw posiadajacych

okreslone funkcje wykazuje zmieniony poziom aktywnosci w roslinach.

2. Flawonoidy

2.1. Budowa chemiczna
Nazwa flawonoidy jest terminem okre§lajagcym duza grupg roslinnych
metabolitow wtérnych nalezacych do zwigzkéw fenolowych. Stanowig jedng z
najlepiej poznanych grup pod wzgledem biosyntezy i roli w ewolucji roslin [Bors
I in. 1996, Cooper-Driver i Bhattacharya 1998]. Za inicjowanie biosyntezy
flawonoidow jest odpowiedzialny enzym - syntaza chalkonowa (CHS). Jego
wytwarzanie jest zalezne od czynnikdéw Srodowiskowych. Rozne izoenzymy CHS
reaguja w zaleznoS$ci od stresu [Hrazdina 1 Zobel 1991]. Flawonoidy wytwarzane sa
przez retikulum endoplazmatyczne i po przylaczeniu glukozy przenoszone sg przez
drobne wakuole do wakuoli centralnej gdzie s3 magazynowane [Stern 1988]. Zwiazki
te mogg by¢ réwniez gromadzone na powierzchni tkanek [Wollenweber 1 Dietz 1981,
Rhodes 1985].
Flawonoidy pod wzgledem budowy chemicznej sg grupg naturalnych
pochodnych benzo-y-pironu [Diplock i in. 1998, Heim i in. 2002]. Z uwagi na
strukture 1 wlasciwosci stanowig zroznicowang grupe niskoczasteczkowych zwigzkow

o charakterze polifenolowym [Hollman i Katan 1999, Meng 1 Wang 2001]. Posiadaja
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one szkielet difenylopropanu (Cg-C5-Cg) (Rys. 2) [Harborne i Williams 2000, Manach
I in. 2005, Ramos 2007].

Rys. 2. Podstawowa struktura flawonoidow

Ten podstawowy szkielet flawonoidow skladajacy si¢ z 15 atomow wegla mozna
zinterpretowa¢ jako uklad pierscienia benzoesowego (A), wywodzacego si¢
biogenetycznie z trzech czasteczek aktywnego octanu oraz uktad Cg-C3 (pierscien
B+C) powstajacy na drodze przemian kwasu szikimowego [Dixon 1 in. 2002].
Wigkszo$¢ flawonoidow charakteryzuje si¢ obecnos$cig pierscienia fenylowego B w
pozycji C-2. Izoflawonoidy natomiast powstaja przez izomeryczne przeniesienie
pierscienia B z pozycji C-2 na C-3 [Messina 1999]. W wigkszosci flawonoidow
wystepuje uktad heterocykliczny miedzy pier§cieniami aromatycznymi A i B.
Flawonoidy wystepuja w roslinach jako wolne aglikony lub tez w potaczeniu z
cukrami w formie glikozydow [Cuyckens i Claeys 2004]. Wigkszo$¢ flawonoidéw ma
posta¢ O-glikozydow, a tylko niektore potagczone sg przez atom wegla 1 majg postac
C-gliokzydow [Kazuno i in. 2005, Es-Safi i in. 2005]. Aktywno$¢ biochemiczna
flawonoidow 1 ich pochodnych determinuje obecno$¢ 1 wzajemna orientacja grup
czynnych, gtéwnie hydroksylowych, metoksylowych, metylowych i glikozydowych
[Simons i in. 2005]. Czesto jedna lub wigcej grup hydroksylowych jest metylowana,
acylowana lub prenylowana [De Rijke i in. 2006, Winkel-Shirley 2006]. Rozpoznano
ponad 9000 struktur tych zwigzkow [Harborne i Baxter 1999, Williams i Grayer

2004]. W zaleznosci od struktury chemicznej wsrdd flawonoidéw wyrdznia si¢ kilka
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gtownych klas: flawony, flawonole, flawanony, flawanole, antocyjanidyny,

izoflawonoidy (Rys. 3) [Peterson i in. 1998, Ross i Kasum 2002, Bosetti i in. 2005].

Rys. 3. Podstawowe klasy flawonoidow

FLAWONOIDY
- apigenina, luteolina, trycyna, chryzyna,
» FLAWONY witeksyna, diosmina, orientyna
R kwercetyna, kemferol, myrycetyna, rutyna,
*| FLAWONOLE larycytryna, galangina, izoramnetyna
% naringina, naringenina, hesperetyna,
* FLAWANONY hesperydyna, eriodykcjol, pinocebryna,
R katechina, epikatechina, gallokatechina,
*| FLAWANOLE epigallokatechina
% cyjanidyna, apigenidyna, malwidyna,
" ANTOCYJANIDYNY petunidyna, peonidyna, delfinidyna,
R genisteina, daidzeina, glicyteina, formonetyna,
*| 1ZOFLAWONY biochanina A

2.2. Wystepowanie

Flawonoidy sg substancjami fitochemicznymi wystepujacymi glownie w
swiecie roslin 1 niemal wszystkie tkanki roslinne sg zdolne do ich wytwarzania [Dixon
1 Paiva 1995, Shirley 1996, Taylor i Grotewold 2005]. Najczesciej] wystepuja w
lisciach 1 kwiatach; rzadziej spotyka si¢ je w owocach, nasionach, korzeniach
i pylkach kwiatowych [Andreotti i in. 2006, Silvai in. 2006, Shirley 1998, Hertog
Iin. 1992]. Zwiazki te sa zwykle gromadzone w wakuoli komorkowej, przewaznie w
potaczeniu z cukrem. Flawonoidy sg obecne w ros§linie w mieszaninie i bardzo rzadko
mozna znalez¢ tylko jeden typ flawonoidu w tkance roslinnej [Wang i Huang 2004].
Réznorodnosé, jak i zawarto$¢ flawonoidow w danym surowcu jest zmienna i podlega

silnym wplywom srodowiska [Harborne 1984], ktore reguluja aktywnos$¢ gendéw
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odpowiedzialnych za synteze enzymow uczestniczacych w szlakach przemian
metabolitow wtornych [Kubasek 1 in. 1992, Dixon 1 Paiva 1995]. Wynikiem tego sa
okresowe zmiany akumulacji niektérych flawonoidow w lisciach, zarowno w
zaleznosci od wieku liscia, jak 1 okresu wegetacji roslin [Kainulainen 1 in. 1998].

Ponad 400 gatunkow znanych roslin zawiera flawonoidy [ Wollenweber 1986].
Zwiazki te sg rzadko spotykane wsrod bakterii, glonow, porostow i1 mszakow.
Powszechne wystepowanie tych zwigzkow rozpoczyna si¢ w  ukladzie
systematycznym u roslin naczyniowych od klasy paproci (Filices), u ktorych
najczesciej stwierdza si¢ obecnos¢ O-glikozydoéw flawonoli, jak i1 C-metylo-
flawonoidow i chalkonow [Christensen 1 in. 1998].

Glownym zrodlem flawonoidéw sg warzywa (m.in. cebula, kapusta, kalafior,
brokuty, soja, soczewica), owoce (m.in. jagody, winogrona, jabtka, §liwki) [ Lopez
I in. 2001, Franke i in. 2004, Dragovic-Uzelac i in. 2007], herbata, kawa, kakao,
czerwone wino [Middleton i in. 2000, Kelm i in. 2005, Schreier 2005, Aaby i in.
2005] oraz ziota (m.in. Silybum marianum, Alpina officinarum, Hypericum
perforatum) [Scalbert i Williamson 2000, Liu i Zhu 2007].

W badaniach zwigzanych z identyfikacja metabolitow wtoérnych, w tym
flawonoidow, wykorzystuje si¢ techniki chromatograficzne z roéznego rodzaju
detektorami. Najprzydatniejszym typem detektora w tego typu analizach jest
spektrometr mas. Wynika to z wysokiej czulosci i mozliwosci jednoznacznej
identyfikacji substancji na podstawie zarejestrowanych widm masowych [Glassbrook
1 Ryals 2001]. Potaczenie spektrometru masowego z chromatografem cieczowym
pozwala na analiz¢ polarnych zwigzkow organicznych bez koniecznosci
przeprowadzania substancji w réznego rodzaju pochodne. W chwili obecnej uktady
LC-MS s3 powszechnie stosowane do monitorowania obecno$ci potaczen
glikozydowych roznych klas metabolitow wtornych wystepujacych w materiale
ro§linnym [Stobiecki 2001]. Uktady LC-ESI-MS wykorzystywano juz wczesniej do
identyfikacji glikozydow flawonoidéw w materiale ros$linnym réznego pochodzenia

[Barnes i in. 1994, Justesen i in. 1998, Mauri i in. 1999].
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2.3. Wlasciwosci biologiczne

2.3.1 Rola flawonoidow w roslinach

W ros$linach flawonoidy spetniajg wielorakie funkcje fizjologiczne. Najlepiej
udokumentowang ze wszystkich funkcji, jakie pelnig zwigzki flawonoidowe jest ich
udziat w oddziatywaniach ro$liny gospodarza na czynniki biotyczne $Srodowiska.
Flawony i flawonole, obok antocyjanéw, nadajg zabarwienie ptatkom kwiatow,
owocom, lisciom i nasionom [Reinli i Block 1996, Winkel-Shirley 2001]. Flawonoidy
w membranach tylakoidow aktywnie uczestnicza w procesach fotosyntezy jako
katalizatory transportu elektrondéw, ale takze chronig ukiad fotosyntetyczny i DNA
przed szkodliwym dziataniem promieniowania stonecznego [Jansen 1 in. 1998].
Wykazano, ze  mieszanina  flawonoidow  (gtownie  form  3-hydroksy
1 dihydroflawonoli, flawonéw 1 flawonoli) w centralnej wakuoli komoérki epidermy
lisci stanowi skuteczny filtr chronigcy rosling przed szkodliwym dziataniem
promieniowania UV-B (280-320 nm). Chroni to komoérki przed destrukcja wynikajaca
z dimeryzacji zasad budujagcych DNA [Dixon i Paiva 1995, Takabe i in. 2001].
Flawonoidy, dzieki obecnos$ci licznych grup hydroksylowych, moga absorbowac
ponad 90% promieniowania docierajacego do tych komorek [Stafford 1991].
Promieniowanie UV-B ma bezposredni wplyw na ekspresje gendéw szlaku
fenylopropanoidéw [Teramura i Sullivan 1994] 1 akumulacj¢, miedzy innymi,
flawonoidow [Tevini 1 in. 1991]. Stwierdzono, Ze rosliny mogg reagowac na dziatanie
promieniowania UV-B zwigkszonym wytwarzaniem wielu metabolitow wtornych, w
zwigzku z tym zachodza zmiany jakosciowe 1 iloSciowe w ich zawartoSci w
komorkach epidermalnych [Teramura i Sullivan 1994, Mol i in. 1998]. Aktywacja
drég biosyntezy réznych zwigzkow flawonoidowych 1 wzrost ich zawartosci w
lisciach wielu roslin pod wplywem UV moze by¢ wazng reakcja obronng na
szkodliwe dziatanie tego promieniowania [Taylor i Grotewold 2005].

Absorpcja UV przez flawonoidy w ptlatkach kwiatowych shuzy jako
przewodnik nektarowy, przyciggajac ptaki i1 pszczoty, ktoére sa konieczne do
wytwarzania i1 rozsiewania nasion. Wykazano, ze role atraktanta pokarmowego w

pojedynczej reakcji owad-roslina speinia czgsciej mieszanina sktadnikow
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chemicznych niz pojedynczy zwigzek [Guerin 1 in. 1983] np. izokwercetyna 1 moryna
sq glownymi atraktantami dla jedwabnika. Flawony takie jak taksifolina, pinocebryna
1 dihydrokemferol dziataja jako atraktanty w stosunku do kornikoéw, natomiast
chrzgszcze zerujgce na wierzbach sg stymulowane do pobierania pokarmu m.in. przez
powszechnie wystepujacy w lisciach 7-glukozyd luteoliny [Harborne 1997b].

Z drugiej strony flawonoidy sa wazng grupg metabolitow wtornych
dziatajacych jako substancje odstraszajace owady (repelenty). Stanowig one wazng
barier¢ przeciwko zerowaniu owadow, gléwnie na roslinach okrytonasiennych.
Wiasciwosct takie wykazano miedzy innymi w przypadku tanin, bedacych
pochodnymi flawonoidow, a wystepujacych powszechnie w stosunkowo duzych
stezeniach w li§ciach roslin drzewiastych [Harborne 1997b , Berhow i1 Vaughn 1999].

Poza oméwionymi wczesniej wlasciwosciami flawonoidow zwraca si¢ uwage
na ich rol¢ jako wewnetrznych czynnikoéw regulacyjnych -  substancji
przekaznikowych w komorkach roslinnych. T¢ wtasciwos¢ flawonoidow wigze ni¢ z
ich wptywem na regulacj¢ poziomu kwasu indolilo-3-octowego (IAA) w komorce
[Stafford 1991]. Monohydroksylowe formy flawonoidoéw sa kofaktorami peroksydazy
wchodzacej w skltad kompleksu enzymatycznego oksydazy I[AA, ktéra jest
odpowiedzialna za rozktad IAA w tkankach roSlinnych, natomiast
dihydroksyflawonoidy hamuja aktywnos$¢ tego enzymu [Powles 2004]. Ponadto
wykazano, ze zaré6wno mono -, jak i dihydroksylowe formy flawonoidéw sa
inhibitorami transportu IAA przez btony komoérkowe [Jacobs 1 Rubery 1988, Berleth
2007].

Jedng z istotnych r6l, jakie przypisuje si¢ flawonoidom, jest ich udziat w
reakcjach obronnych roélin przeciwko mikroorganizmom patogenicznym, gdyz
odgrywaja one wazng rolg¢ w determinowaniu wrazliwo$ci 1 odpornosci roslin na
patogeny [Nicholson i Hammerschmidt 1992, lelpo i in. 2000, Proestos i in. 2006].
Flawonoidy moga oddzialywa¢ bezposrednio na mikroorganizmy patogeniczne
niszczac je [Weidenborner i Jha 1994, Aoki 1 in. 2000]. Antypatogeniczne
wlasciwosci tych zwigzkow moga by¢ zwigzane z ich dzialaniem antyoksydacyjnym
[Burda 1 Oleszek 2001], tj. zdolnoscig do usuwania reaktywnych form tlenu, ktore

moga by¢ generowane przez patogeny, jak i przez rosliny w nastepstwie infekcji
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[Jovanovic i in. 1994, Bors i in. 1997, Furusawa i in. 2005].

Flawonoidy moga takze petni¢ funkcje sygnatow chemicznych dla innych
organizmow uczestniczacych w zjawiskach symbiozy i mikoryzy. W przypadku
symbiozy korzeni roslin bobowatych z wiazacymi azot bakteriami zwiazki
flawonoidowe sa substancjami sygnalnymi, uaktywniajagcymi w bakteriach gen
brodawkowania [Cooper 2004, Ponce i in. 2004]. Szczepy Rhizobium dostosowane do
wspolzycia z roznymi gatunkami roslin bobowatych sg aktywowane przez
flawonoidy, np. luteolina (flawon) inicjuje zasiedlanie korzeni lucerny przez R.
meliloti, natomiast 4,7-dihydroksyflawon zasiedlenie korzeni koniczyny przez R.
trifolii [Peters i Long 1988]. Wykazano, ze flawonoidy takie jak kwercetyna,
galaktozyd kwercetyny, kemferol stymulujg kietkowanie zarodnikéw 1 wzrost grzybni
niektorych grzybow wchodzacych w symbioze z korzeniami np. marchwi lub lucerny,
co ulatwia m.in. pobieranie sktadnikéw mineralnych z gleby i regulacje gospodarki
wodnej rosliny [Tsai 1 Phillips 1991, Rhlid 1 in. 1993].

Flawonoidy s3 zwigzkami chemicznymi uczestniczagcymi w zjawisku
allelopatii, tj. wzajemnym oddzialywaniu migdzy roslinami. Wydzielane przez
korzenie i liscie mogg dziata¢ jako inhibitory kietkowania i rozwoju innych roslin
[Harborne 1997, Mizutani 1999].

Zwigzki flawonoidowe jako substraty peroksydaz, przyczyniaja si¢ do
usuwania H,O, z komorek roslinnych. Wykazano rowniez, ze moga one regulowaé
aktywno$¢ wielu enzymow, w tym enzymoOw biorgcych udziat w wytwarzaniu
reaktywnych form tlenu, np. oksydazy ksantynowej, lipooksygenaz, peroksydaz [Cos
i in. 1998].

2.3.2 Wilasciwosci farmakologiczne i prozdrowotne

Zarowno medycyna tradycyjna, jak 1 wspotczesna wykorzystuje ekstrakty z
ro$lin do leczenia wielu schorzen. Wykazano, stosujac metody izolacji i identyfikacji
zwigzkow aktywnych w ekstraktach z roslin, ze sg to, miedzy innymi flawonoidy
[Kohlmunzer 1993, Bruneton 1995]. Dziatanie farmakologiczne 1 lecznicze

flawonoidow na organizm zalezy w znacznym stopniu od ich rozpuszczalno$ci w
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ptynach ustrojowych i od biodostepnosci w warunkach in vivo [Siess i in. 1998,
Bowey i in. 2003, Halaweish i in. 2003].

Flawonoidy przez dlugi czas nie byly uwazane za zwiazki majgce znaczenie w
zywieniu. Dopiero w ostatniej dekadzie obserwuje si¢ ogromny wzrost
zainteresowania tg grupg zwigzkow z uwagi na ich wlasciwosci lecznicze [Middleton
i Kandaswami 1994, Havsteen 2002], szczegolnie w chorobach wiencowych [Keli
1 in. 1996, Hertog 1 in. 1997], w schorzeniach przewodu pokarmowego, gidwnie
watroby oraz dolegliwosciach wieku starczego [Commenges i in. 2000, Ishige i in.
2001, Powles 2004]. Pozytywny wptyw flawonoidow na uszczelnianie i wzmacnianie
Scian naczyn krwiono$nych to jedno z lepiej udokumentowanych dziatan tych
zwigzkéw. Takie wihasciwosci wykazuje m.in. rutyna i1 jej pochodne, ktore w
polaczeniu z witaming C biorg udziat w tworzeniu poprzecznych wigzan pomiedzy
tancuchami polipeptydowymi widkien kolagenu i w ten sposéb uelastyczniajg oraz
wzmacniajg tkanke tgczng. Znalazty one zastosowanie jako $rodki zapobiegajace
uczuleniom, krwawieniom z mézgu i siatkdwki, w leczeniu nadcis$nienia i miazdzycy.

Zwiazki flawonoidowe wykazujg takze dziatanie diuretyczne, spazmolityczne,
m.in. na migénie gladkie naczyn krwiono$nych [Nadrozna i Madrzak 1999],
przeciwzapalne, przeciwbakteryjne [Hanasaki i1 in. 1994]. Niektore flawonoidy
dziataja moczopednie (np. mirycetyna 1 moryna), a sita ich dziatania zalezy od liczby
grup hydroksylowych w czasteczce. Najczes$ciej] wykorzystywanymi surowcami
roslinnymi sg liscie brzozy, ziele pokrzywy 1 skrzypu [Glinka 1 Ochocki 2004].
Stwierdzono, ze wiele zwigzkow flawonoidowych ma dziatanie rozkurczajace na
migsnie gladkie, przeciwgrzybicze, estrogenne [Adlercreutz i Mazur 1997, Dixon
1999] oraz przeciwalergiczne [Miean i Mohamed 2001, Manach i in. 2005]. Duze
znaczenie w leczeniu chordb alergicznych majg flawonoidowe surowce zielarskie, np.
ziele fiotka trojbarwnego, 1i$¢ brzozy, ziele nawloci, liscie 1 owoce czarnej porzeczki,
owoce bzu czarnego, aronii oraz czarnej jagody [Gu i in. 2004].

Flawonoidy budza zainteresowanie jako aktywne zwigzki przeciwko AIDS
I chorobom nowotworowym [Mak i in. 2006, Bayard i in. 2007]. Dziatanie
antykancerogenne tych  zwigzkow  (glownie flawonow,  flawanonow,

katechin i proantocyjanidyn) wynika gtownie z ich wlasciwosci przeciwutleniajacych,
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zdolnosci do modulacji aktywno$ci enzymow, blokowania receptorow hormondw
oraz ograniczania aktywnosSci mutagenow [Knekt 1 in. 1997]. Badania
przeprowadzone in vitro wykazaly, ze np. kwercetyna posiada zdolnos¢ hamowania
wzrostu wielu linii komoérek nowotwordow ludzi, takich jak nowotwory okreznicy,
ptuc [Arts 1 Hollman 2005], piersi 1 jajnikow [Cai 1 in. 1997, Trevisanto 1 Kim 2000].
Jako inhibitor odwrotnej transkryptazy wykazuje spowalniajacy wpltyw na
namnazanie wirusa HIV. Ponadto jest ona rowniez inhibitorem integrafy - enzymu
odpowiedzialnego za wigczanie wirusowego DNA do chromosomow gospodarza oraz
proteinazy wirusa HIV, ktora bierze udziat w procesie dojrzewania wirusa [Malinska
I Kiersztan 2004, Asres i in. 2005]. Genisteina, daidzeina i ich pochodne cukrowe
zawarte w soi i produktach sojopochodnych zapobiegaja powstawaniu nowotworéw
piersi oraz hamujg wzrost raka prostaty 1 zotadka [Dixon i Steele 1999].

Zwiazki flawonoidowe sg inhibitorami wielu enzymow m.in. B-glukuronidazy
[Kimiin. 1994], lipooksygenazy [Schewe i in. 2002], cyklooksygenazy [Leughton
1in. 1991], monooksygenazy [Siess iin. 1995], peroksydazy tarczycowej [Doerge
i Chang 2002], oksydazy ksantynowej [Sheu iin. 1998], fosfolipazy A, [Gil i in.
1994] oraz kinazy proteinowej [Cushman i in. 1991].

Wiasciwosci oksydacyjno-redukcyjne flawonoidow wplywaja hamujaco na
agregacje plytek krwi, poprzez przerywanie tancuchowej reakcji utleniania lipidow,
inicjowanej przez wolne rodniki tlenowe [Rice-Evans 2000]. Flawonoidy jako
antyoksydanty wywieraja ochronny wptyw na o-tokoferol [Mukai i in. 2005],
witaming C, wielonienasycone kwasy ttuszczowe i lipoproteiny [Liu i in. 2000].
Ponadto majg zdolno$¢ do taczenia si¢ z metalami ciezkimi, co ma bezposredni
wplyw na detoksykacje organizmu ze szkodliwych pierwiastkéw [Havsteen 2002].

Liczne preparaty farmaceutyczne zawierajagce kompleksy flawonoidowe (tzw.
bioflawonoidy), s3 uwazane za czynniki witaminowe (witamina P). Czgsto stosuje si¢
preparaty zawierajace flawonoid i1 witaming C (np. Rutinoscorbin). Tego typu
preparaty s3 stosowane w leczeniu schorzen zyt i zaburzen w mikrokrazeniu. W
badaniach epidemiologicznych wykazano odwrotng zalezno$¢ pomigedzy wysokim
spozyciem flawonoidow, zawartych w warzywach 1 owocach, a nawet w winie z

czerwonych winogron, a czgstoscig choroby niedokrwiennej serca [Wilska-Jeszka
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1 Podsadek 2001, Riboli 1 Norat 2003]. Dzienne zapotrzebowanie na
przeciwutleniacze w postaci flawonoidow 1 naturalnych witamin, zapewnia spozycie
1,5 kg swiezych owocow 1 2 kg swiezych warzyw dziennie, pochodzacych z czystych
ekologicznie upraw (zalecana dzienna dawka flawonoidow to 1-2 gramy). Wedtug
statystyk spozywamy 1/5 tej dawki. Znakomitym srodkiem stosowanym w
suplementacji diety we flawonoidy sg preparaty Flavon Max i1 Flavon Max Plus.
Jedno opakowanie preparatu Flavon pokrywa miesigeczne zapotrzebowanie na
niezbg¢dne dla zdrowia flawonoidy. Wyciag z roslin wchodzacych w sktad preparatu
zawiera lacznie ok. 400 aktywnych sktadnikdéw znajdujacych rowniez zastosowanie w
kosmetyce. Poprawiaja one nawilzenie skory, odtwarzaja jej przeciwbakteryjng
bariere ochronna, wygladzaja skoérg oraz pobudzajg wzrost jej komorek. Dziataja
ostaniajaco, S$ciggajaco oraz przeciwobrzgkowo. Stosowane s3 takze w leczeniu
tradziku, zaskornikéw 1 tupiezu. Zapobiegaja lysieniu i tworzeniu si¢ zmarszczek
[Galikowska-Gula 2006].

Flawonoidy, jako zwigzki o silnej aktywnos$ci biologicznej oddziatujg takze
bezposrednio na organizm zwierzat. Mechanizmy dziatania tych zwigzkoéw sa
ztozone, podobnie jak w przypadku innych rodzajéw dodatkéw do pasz. Dodatek
wyttokow z jabtek oraz z ciemnych winogron (bogatych zwlaszcza w katechiny
1 taniny) do karmy mtodych prosigt, po zmianie diety z mlecznej na roslinng, ma
korzystny wptyw na morfologi¢ kosmkow jelitowych i funkcjonowanie jelitowej
tkanki limfatycznej [Sehm i in. 2006]. Bogate we flawonoidy oraz kwasy fenolowe
ekstrakty z trzciny cukrowej (Saccharum officinarum L.) powoduja korzystne zmiany
histologiczne w przewodzie pokarmowym kurczat (m.in. zwigkszenie dtugosci
1 powierzchni kosmkéw jelitowych), istotng poprawe wzrostu zwierzat oraz lepsze
wykorzystanie paszy [Yamauchi i in. 2006].

Flawonoidy z zielonej herbaty (gtéwnie katechiny) hamuja rozwoj szkodliwe;j
mikroflory jelitowej (m.in. Clostridium perfringens) i stymuluja rdwnocze$nie wzrost
dobroczynnych bakterii z rodzaju Bifidobacterium [Okubo i Oura 1992]. U kurczat
ograniczaja zahamowanie wzrostu  spowodowane indukowanym  stresem
oksydacyjnym, a u glodzonych szczuréw zapobiegaja skracaniu si¢ kosmkow

jelitowych [Asfar i in. 2003].
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Bogatym zrédtem izoflawonow jest soja, zawierajagca gidéwnie genisteing
1 daidzeing. W ukladzie pokarmowym, przy udziale mikroorganizmoéw, sg one
pozbawiane grup cukrowych i metabolizowane do bardziej aktywnych biologicznie
zwigzkow. Izoflawony sojowe majg przy tym dziatanie prebiotyczne. Stwierdzono, ze

daidzeina stymuluje wzrost bakterii z rodzaju Lactobacillus [Han i in. 2006].

3. Metabolity wtorne wystepujace w roslinach Medicago truncatula i Medicago

sativa

W przypadku Medicago truncatula niewiele jest danych w literaturze
dotyczacych fitochemii tego gatunku. Pierwsze wyniki badan nad wystgpowaniem
metabolitow wtornych w M. truncatula pojawity si¢ w 2002 roku i dotyczyty saponin
korzeni tego gatunku. Huhman 1 Sumner [2002] wykorzystujac spektromerti¢ mas na
podstawie mas czasteczkowych oraz fragmentacji jonow molekularnych okreslili
przyblizong strukture 27 saponin odmiany Jemalong A17. W dalszych pracach
autorzy Ci [Huhman i in. 2005] oznaczyli w czeSciach nadziemnych i korzeniach
zawarto$¢ 31 saponin; zawarto$§¢ zwigzkow, ktorych aglikonem byta hederagenina,
kwas zanowy, bayogenina i kwas medikagenowy podawano w przeliczeniu na 3-O-
glukozyd kwasu medikagenowego, natomiast zawarto$¢ zwigzkow, ktorych
aglikonem byl soyasapogenol przeliczono na soyasaponing I. Duzy postep w tych
badaniach zostat wykonany w Zaktadzie Biochemii i Jakosci Plonow IUNG-PIB. Z
czesdci nadziemnych M. truncatula odmiany Jemalong A17 wyizolowano technikami
chromatografii preparatywnej 15 glikozydoéw saponinowych [Kapusta 1 in. 2005].
Metodami spektralnymi (NMR, MS) okreslono strukture 7 glikozydow kwasu
medikagenowego i1 8 glikozydow kwasu zanowego. Dwanascie sposrod nich okazato
si¢ by¢ zwigzkami nowymi. Izolacja standardow saponinowych pozwolita na
ilosciowe okreslenie zawartosci tych zwigzkow w réznych odmianach M. truncatula.
W zakresie drugiej grupy metabolitow wtornych — flawonoidow M. truncatula w
literaturze znajduje si¢ tylko jedna publikacja, zawierajaca wyniki badan
prowadzonych przez Farag i in. [2007] na korzeniach i kulturach zawiesin

komoérkowych. Autorzy Ci na podstawie widm UV i charakterystycznych widm
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masowych okreslili strukturg 35 polifenoli, w tym 26 izoflawonéw, 3 flawonow, 2
flawanonéw, 2 aurondéw i chalkonu.

Znacznie wigcej badan w zakresie wystepowania zwigzkéw fenolowych
przeprowadzono nad gatunkiem pokrewnym, jakim jest lucerna siewna (Medicago
sativa). Najwickszy postep w badaniach fitochemii M. sativa zostat wykonany w
Zaktadzie Biochemii i Jakos$ci Plonow IUNG-PIB w Putawach. Z cze¢éci nadziemnych
lucerny siewnej wyizolowano 23 pojedyncze zwigzki. Przy uzyciu metod
spektralnych ustalono strukturg¢ 22 flawonoidow bedacych glikozydami apigeniny,
luteoliny, trycyny, metylotrycetyny i chryzoeriolu. Aglikon metylotrycetyna oraz
szesnascie z wyodrebnionych flawonoidow okazato si¢ by¢ zwigzkami nowymi, nie
opisanymi w literaturze §wiatowej [Stochmal i in. 2001a, Stochmal i in. 2001b,
Stochmal i in. 2001c].

Cechg charakterystyczng flawonoidow lucerny siewnej jest to, ze jedynym
sktadnikiem cukrowym wystepujacym we wszystkich zwigzkach jest kwas
glukuronowy. Wszystkie wyodrgbnione glikozydy zawieraly od jednej do trzech
czasteczek tego kwasu potaczonych wigzaniem 1— 2. Jest to zjawisko rzadkie,
poniewaz w tancuchach glikozydowych flawonoidéw wigkszosci roslin wystepuje
kilka réznych sktadnikéw cukrowych, takich jak: glukoza, galaktoza, ramnoza,
arabinoza, ksyloza, kwas glukuronowy i w niektorych przypadkach apioza [Mathney
1 Buslig 1998]. Cze¢$¢ glikozydow byto acylowanych kwasem ferulowym, p-
kumarowym lub synapinowym. Acylacja zawsze miala miejsce przy weglu C-2
terminalnej czgsteczki kwasu glukuronowego. Taki typ acylacji flawonoidow nie byt
dotychczas opisany w literaturze, gdyz najczgéciej stwierdzano przytaczanie

czasteczki kwasu do czasteczki glukozy [Stochmal 1 Oleszek 2002].
4. Polimorfizm wystepowania metabolitow wtornych

Zjawisko polimorfizmu polega na tym, ze w populacji gatunku roslin lub
zwierzat wystepuje obok siebie wigksza liczba wyraznie réznigcych si¢ form, przy
czym réznice te sg dziedziczone. Genetyczne zroznicowanie danej populacji roslinnej

okresla si¢ najczes$ciej wykorzystujac analize biometryczng cech morfologicznych
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I anatomicznych rosliny. W warunkach réznego rodzaju stresow Srodowiskowych
(promieniowanie UV, deficyt wody, oddzialywanie z mikroorganizmami), majacych
wplyw na ros$liny, obserwowane sg zasadnicze zmiany w profilach metabolitow
wtornych wystepujacych w roznych organach poszczegdlnych gatunkéw roslin
[Glassbrook i Ryals 2001].

Prace nad zréznicowaniem migdzyosobniczym lucerny pod wzgledem
zawartosci saponin byly prowadzone przez Jurzyste [1982]. Wykorzystujac
wlasciwosci fungistatyczne biologicznie czynnych frakcji saponin wzgledem grzyba
Trichoderma viride przebadano zmienno$¢ migdzyosobnicza ro§lin w obrebie roznych
form lucerny. Rosliny Medicago sativa charakteryzowaly si¢ zréznicowanym
stopniem hamowania wzrostu grzyba, jednakze udziat osobnikéw silnie hamujacych
ten rozwdj byl niewielki. Wykazano, ze cecha duzej zawarto$ci saponin jest
prawdopodobnie sprzezona z niepozadanymi w hodowli cechami morfologicznymi.
Dzigki temu, w wyniku selekcji 1 hodowli cz¢s¢ osobnikow wysokosaponinowych
moze by¢ wyeliminowana. Ponadto duze zréznicowanie mi¢dzyosobnicze w obrebie
populacji stwarza mozliwos¢ uzyskania na drodze selekcji form niskosaponinowych.

W literaturze spotykamy réwniez wiele doniesien na temat gatunkdéw roslin
cyjanogennych, z ktérych wyr6ézni¢ mozna kilka, ktére sg polimorficzne pod tym
wzgledem, tzn. charakteryzujgce si¢ wystepowaniem osobnikoOw cyjanogennych
1 acyjanogennych: koniczyna biata, komonica zwyczajna, komonica waskolistna
1 fasola limenska.

Prace wykonane w Zaktadzie Biochemii 1 Jako$ci Plonow ITUNG-PIB przez
Stochmal 1 Oleszka [Stochmal 1 Oleszek 1996, Stochmal 2001] pozwolity poznaé
zjawisko polimorfizmu biochemicznego, wystepowania glikozydow cyjanogennych —
linamaryny i lotaustraliny w koniczynie biatej (Trifolium repens L.).

Cyjanogennos¢ koniczyny biatej nie jest cechg jednorodng wszystkich
osobnikow okreslonej populacji. W obrebie gatunku obserwuje si¢ duze,
miedzyosobnicze zrdéznicowanie zawartoSci zwigzkow cyjanogennych. Polimorfizm
cyjanogenny warunkujg tu dwie niezalezne pary alleli. Jeden z gendéw (Ac)

odpowiedzialny jest za syntez¢ glukozydow cyjanogennych — linamaryny
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i lotaustraliny, drugi za$ (Li) za biosynteze linamarazy — enzymu hydrolizujacego te
glukozydy. Naturalne populacje koniczyny moga zatem zawiera cztery genotypy:
AclLi, Acli, acLi i acli [Hughes 1991].

Czestotliwo$¢ wystepowania cyjanogenezy jest cechg charakterystyczng
réznych populacji koniczyny bialej. Badania przeprowadzone na populacjach
europejskich wykazaty, ze istnieje korelacja pomigdzy czgstotliwo$cig wystepowania
cyjanogenezy a S$rednig temperaturg stycznia. Stwierdzono, ze kazdy spadek
temperatury o 1°C réwna si¢ ubytkowi 10% ro$lin cyjanogennych z populacji.
Zjawisko to moze by¢ spotegowane réwniez i tym, ze w miar¢ przesuwania si¢ na
p6nocny wschod Europy maleje znacznie ilos¢ zimujacych, dorostych osobnikow
bezkregowcow, zywiacych si¢ lis¢mi koniczyny [Daday 1954].

Polimorfizm cyjanogenny obserwowany jest rowniez w przypadku jadalnych
czgsci roslin cyjanogennych, takich jak §liwy czy maniok [Nahrstedt 1993].
Potencjalne stezenie HCN w rdéznych czes$ciach danej rosliny moze znacznie si¢
roézni¢. Duze ilosci cyjanoglikozydow gromadza organy reprodukcyjne, takie jak
nasiona, owoce, kwiaty, ale rowniez miode liscie 1 siewki, czyli tkanki, ktére ze
wzgledu na funkcje, lub etap rozwoju, wymagaja szczego6lnej ochrony [Brunt i in.
2006].

Poznanie polimorfizmu chemicznego 1 regul genetyki populacyjnej,
rzadzacych zachowaniem si¢ genotypow, jest warunkiem podstawowym hodowli
1 utrzymania w czystosci odmian o pozadanym skladzie chemicznym [Blaim 1 in.
1972]. Rosliny o obnizonej zawartos$ci zwiazkow niepozadanych (antyzywieniowych)
selekcjonuje si¢ z populacji i wyprowadza z nich linie o pozadanych cechach

jakosciowych.
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Il. CEL PRACY

Medicago truncatula jest obecnie przedmiotem zainteresowania genetykow w
wielu placowkach naukowych na calym $wiecie. Prace badawcze majg na celu
uzyskanie pelnego obrazu organizacji materialu genetycznego. Szczegdlny nacisk
potozony jest na identyfikacje sekwencji kodujacych 1 zapisywanie ich w
mig¢dzynarodowym banku genéw. Rownolegle do prac nad sekwencjonowaniem
poszczegdlnych genéw M. truncatula dynamicznie rozwija si¢ genomika
funkcjonalna, czyli badania nad okresleniem funkcji genow. W badaniach genomiki
funkcjonalnej jednym z jej elementdow jest metabolomika, taczaca ekspresje
okreslonego genu z koncowym produktem jakim jest metabolit. Aby ten kierunek
badan mogl si¢ rozwija¢ konieczne jest poznanie struktur mozliwie najwigkszej liczby
metabolitow wtornych wystepujacych w badanej roslinie. Wiedza na temat fitochemii
M. truncatula jest bardzo ograniczona. Dotychczas nie byla badana w czesciach
nadziemnych tej rosliny grupa wtornych metabolitow, jakimi sg flawonoidy. W
zwiazku z tym przeprowadzono badania, ktorych celem byto:

= wyodrebnienie 1 identyfikacja zwigzkow flawonoidowych z czesci
nadziemnych M. truncatula

= ustalenie struktury chemicznej wyizolowanych zwigzkow

= opracowanie metody UPLC oznaczania zawarto$ci poszczegolnych
flawonoidow w czesciach nadziemnych

= przebadanie polimorfizmu biochemicznego flawonoidow w M. truncatula

= przebadanie profili flawonoidow w M. truncatula w trakcie rozwoju roslin.
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III. MATERIAL I METODYKA BADAN

1. Rozdzial i oczyszczenie pojedynczych flawonoidow czesci nadziemnych

1.1. Material roslinny

Do badan wykorzystano rosliny Medicago truncatula Gaertn. odmiany
Jemalong Al7 oraz Medicago truncatula Gaertn. var longispina Urb. (MED. 98/96)
I Medicago truncatula Gaertn var truncatula (MED.161/95). Nasiona otrzymano od
Dr Xianzhi He (The Samuel Roberts Foundation, Admore OK. USA — M. truncatula
Jemalong A17) oraz od Dr J. M. Prosperi (Institut National de Recherche
Agronomique — Station de Génétique et d'Amélioration des Plantes, Montpellier
Francja — M. truncatula var longispina i M. truncatula var truncatula).

Lucern¢ (Medicago truncatula) odmiany Jemalong A17 (Rys. 4) uprawiano na
poletku doswiadczalnym Instytutu Uprawy Nawozenia i1 Gleboznawstwa -
Panstwowego Instytutu Badawczego w Pulawach w okresie od czerwca do sierpnia
2002 roku. Cze$ci nadziemne roslin byly zbierane w poczatkowym okresie
kwitnienia, zamrazane w temperaturze -18°C, liofilizowane i mielone. Tak
przygotowany material postuzyt do wyodrgbnienia flawonoidow z czgsci

nadziemnych M. truncatula.

Rys. 4. Rosliny M. truncatula uprawiane na poletku doswiadczalnym IUNG-PIB
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Materiat roslinny do badania polimorfizmu biochemicznego oraz profili
flawonoidow w trakcie rozwoju ro$lin uzyskano z 3-letniego doswiadczenia
poletkowego w latach 2005 — 2007, zakladanego i prowadzonego zgodnie z
agrotechnika zalecang dla lucerny przez Zaktad Uprawy Ros$lin Pastewnych [UNG-
PIB.

1.2. Ekstrakcja

Drobno zmielone czeéci nadziemne Medicago truncatula odmiany Jemalong
A17 (400 g) odtluszczano chloroformem (3 1) w aparacie Soxhleta w ciggu 40 godzin,
a nastepnie ekstrahowano 3 litrami 80% MeOH w temperaturze pokojowej w ciggu 72
godzin. Ekstrakt przesaczono, a pozostatos¢ ekstrahowano jeszcze dwukrotnie na
gorgco, pod chtodnicag zwrotng przez 2 godziny. Tak uzyskane ekstrakty potaczono

1 zageszczono pod zmniejszonym ci$nieniem w celu usunigcia metanolu.

1.3. Rozdzial ekstraktu czesci nadziemnych

Zageszczony ekstrakt zostal nastgpnie rozpuszczony w wodzie (150 ml)
1 naniesiony na krdtkg kolumne szklang (6 x 10 cm) wypelniong no$nikiem RP-18
(LiChroprep RP-18, 40-63um, firmy Merck), zrownowazong wczesniej metanolem, a
nastepnie wodg. Po naniesieniu ekstraktu na ztoze chromatograficzne, kolumne
eluowano woda w celu usunigcia cukrowcow, a nastgpnie 40% MeOH (1 I) -

wymywajac zawieszone na kolumnie flawonoidy.
ymyw y

1.4. Rozdzial frakcji flawonoidowej

Frakcje 40% MeOH zageszczono prawie do sucha na wyparce prozniowej,
rozpuszczono w wodzie destylowanej i naniesiono na kolumng¢ preparatywna (4 x 50
cm) wypehiong zmodyfikowanym zelem krzemionkowym RP-18 (LiChroprep RP-
18, 40-63um, firmy Merck), zrbwnowazong uprzednio metanolem, a nast¢gpnie woda.
Kolumng eluowano stosujac liniowy gradient fazy ruchomej 0-100% MeOH w

wodzie. Dziesi¢ciomililitrowe frakcje zbierano za pomocag kolektora frakcji
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1 analizowano metodg chromatografii cienkowarstwowej (TLC) na ptytkach
celulozowych (DC-Alufolien Cellulose, Merck), ktére rozwijano w 15% kwasie
octowym i obserwowano w $wietle UV. Frakcje chromatograficznie jednorodne
faczono 1 zagegszczano na wyparce prézniowe] pod zmniejszonym ci§nieniem.
Uzyskano 55 frakcji, ktore nastgpnie poddano analizie z zastosowaniem
chromatografu cieczowego (HPLC) z detektorem 996 PDA, firmy Waters. Analiza
uzyskanych widm pozwolita wyodrgbni¢ frakcje zawierajace jeden glikozyd oraz
frakcje zawierajace mieszaning dwu lub wigcej zwigzkéw. Frakcje te poddano
doczyszczaniu stosujac kolumne preparatywng (2x50cm, LiChroprep RP-18, 25-
40um) (Rys. 5), wymywang izokratycznie uktadem acetonitryl (AcN) — 1% kwas
orto-fosforowy. Stezenie acetonitrylu dla kazdego rozdziatu dobierano indywidualnie
na podstawie analizy HPLC. Zastosowana technika pozwolita wyizolowaé 23 czyste

zwiazki, ktorych struktura zostata ustalona metodami spektralnymi.

Rys. 5. Kolumna preparatywna

2. Ustalenie struktury wyizolowanych zwigzkow flawonoidowych
W celu ustalenia budowy chemicznej wyizolowanych zwigzkéw wykonano
analizy spektroskopii masowej oraz wodorowego i weglowego, jadrowego rezonansu

magnetycznego (‘H i *C NMR).
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Widma masowe =zostaly wykonane na spektrometrze masowym LCQ

Advantage Max (Thermo Finnigan) z detektorem w postaci putapki jonowej (Rys. 6).

Rys. 6. Spektrometr masowy LCQ Advantage Max (Thermo Finnigan) sprzezony z

chromatografem cieczowym

Spektrometr ten sprz¢zony jest z chromatografem cieczowym Finnigan
Surveyor, ktory posiada pompe z kontrolerem gradientu, automatyczny podajnik
probek 1 detektor diodowy PDA. Jako technike jonizacji zastosowano
elektrorozpylanie (ESI). Wyizolowane zwigzki flawonoidowe rozpuszczano w 40%
metanolu 1 rozpylano w polu elektrycznym przy napigciu jonizacji 4,2 kV; napigciu
kapilary —10V i temperaturze 220°C. Zakres analizowanych mas wynosit od 400 do
2000 Da. Analize wysokorozdzielczych widm masowych (HRMS) rejestrowano na
spektrometrze Voyager DE (Applied Biosystem, Foster City, CA), stosujac jonizacje
przez desorpcje¢ laserowg w matrycy (MALDI).

Widma 'H i ®C NMR wykonano stosujac spektrometr Bruker DRX-600
(Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, Niemcy) w roztworze CD;OD (Rys. 7).
Czgstotliwosci robocze wynosity odpowiednio 599,19 MHz dla *H i 150,86 MHz dla
3¢
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Rys. 7. Spektrometr NMR Bruker DRX-600

e

3. Analiza ilo$ciowa zwigzkéw flawonoidowych M. truncatula

3.1. Przygotowanie probek roslinnych do analizy UPLC

Wykorzystano stosowang w Zaktadzie Biochemii 1 Jakosci Plonow IUNG-PIB
metode wstepnego oczyszczania probek roslinnych do analizy [Stochmal 1 in. 1999,
Stochmal i Oleszek 1999, Oleszek i in. 2002, Oleszek i Stochmal 2002]. W celu
okreslenia zmian jakosciowych 1 ilosciowych zwigzkéw flawonoidowych przebadano
rosliny Medicago truncatula Gaertn. odmiany Jemalong Al7 oraz Medicago
truncatula Gaertn. var longispina Urb. (MED. 98/96) i Medicago truncatula Gaertn
var truncatula (MED.161/95), ktore byly uprawiane na poletku doswiadczalnym
IUNG-PIB w ramach trzyletniego do$wiadczenia. Materiat roslinny do badan
stanowity liScie, lodygi 1 cze$ci nadziemne w czterech fazach rozwojowych (wzrostu
wegetatywnego, formowania si¢ pgkéw kwiatowych, kwitnienia oraz przekwitania z
jednoczesnym rozwojem nasion). Probki 100 mg wysuszonego i drobno zmielonego
materiatu roslinnego ekstrahowano przez jedna godzing 70% MeOH (30 ml) na
gorgco pod chtodnica zwrotng, sagczono 1 odparowywano do sucha pod zmniejszonym
ci$nieniem.

W celu oczyszczenia frakcji flawonoidowej ekstrakt po rozpuszczeniu w

wodzie (10 ml) nanoszono na mikrokolumny Sep-Pak C18 (Waters Associates), ktore
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przemywano woda, a nastepnie 40% MeOH (frakcja flawonoidowa). Otrzymane
frakcje po odparowaniu i rozpuszczeniu w 1ml 40% acetonitrylu stanowily ekstrakty

do analiz UPLC.

3.2. Ultrasprawna chromatografia cieczowa (UPLC) flawonoidow czeSci
nadziemnych

Metode analizy flawonoidéw opracowano na aparacie UPLC firmy Waters,
typ Acquity™ (Rys. 8). Stosowano kolumne BEH Cyg (50 x 2,1 mm, 1,7um) (Waters),
w temperaturze 50°C. Eluenty, 0,1% kwas octowy w wodzie oraz 40% AcN,
podawano w uktadzie gradientowym przy przeptywie 0,35 ml/min. w ciggu 16,5 min.
We wszystkich oznaczeniach pomiary wykonywano dla trzech niezaleznych préb, a
zwiazki identyfikowano poprzez pordownanie ich czaséw retencji z odpowiednimi
zidentyfikowanymi wcze$niej wzorcami. Do oznaczen iloSciowych wykonano krzywe
kalibracyjne zaleznosci pol powierzchni pikow od stezen roztwordOw wczesniej
wyizolowanych substancji wzorcowych. Do obliczen statystycznych wykorzystano

program komputerowy,,Statgraphics Plus’’.

Rys. 8. Ultrasprawny chromatograf cieczowy, typ Acquity™™, firmy Waters
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IV. WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

1. Rozdzial i oczyszczenie pojedynczych flawonoidow

W wyniku przeprowadzenia ekstrakcji materialu  roslinnego  czeSci
nadziemnych M. truncatula i wstgpnego oczyszczenia poprzez ekstrakcje do fazy
stalej otrzymano surowg frakcje flawonoidowg. Przeprowadzenie preparatywnego
rozdziatu tej frakcji na kolumnie wypelnione; nos$nikiem RP-18 pozwolito na
uzyskanie trzech pojedynczych zwigzkow oraz okoto trzydziestu frakcji,
zawierajacych mieszaniny dwu lub wigcej substancji. Doczyszczanie poszczegdlnych

frakcji pozwolito na wyizolowanie dalszych dwudziestu zwiazkéw flawonoidowych.

2. Ustalenie struktury wyizolowanych zwiazkow

Budowe chemiczng wyizolowanych flawonoidéw  ustalono  stosujac
spektrometri¢ mas oraz wodorowy i protonowy, jadrowy rezonans magnetyczny (‘H
i °C NMR). Wyniki badan magnetycznego rezonansu jadrowego przedstawiaja tabele
1- 4, natomiast spektroskopii masowej tabela 5.

Zidentyfikowane zwiazki flawonoidowe to dwadziescia flawondéw 1 trzy

flawonole. Schemat ich struktur chemicznych przedstawiono na rysunku 9.
Sposrod wyizolowanych flawonoli (1, 8 i 21) zwigzek 8 posiadal jon molekularny o
m/z 609 i dwa dodatkowe jony o m/z 463 i 301, odpowiadajace kolejno fragmentom
powstatym po odszczepieniu deoksyheksozy i1 heksozy. Na podstawie tych danych
oraz szeregu eksperymentow: COSY, ROE, HSQC, HMBC, TOCSY i spektrum UV
tego zwigzku zidentyfikowano go jako 3-O-B-D-ramnopiranozylo-(1—6)-p-D-
glukopiranozyd kwercetyny (rutyna). Flawonoidy 1 i 21 posiadaly identyczne widma
absorpcyjne, w wyniku ich rozpadu MS/MS stwierdzono obecnos$¢ fragmentu o m/z
331, charakterystycznego dla aglikonu larycytryny. Jon molekularny zwigzku 21
wynosit 655 1 widmo MS/MS zawieralo dodatkowo dwa jony o m/z 493 1 331.
Sygnaty te odpowiadaty kolejno fragmentom, powstatym po odszczepieniu jednej oraz

dwoch heksoz.
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Rys. 9. Schemat struktur wyizolowanych zwigzkéw flawonoidowych czesci

nadziemnych M. truncatula

ZWla(- R1 Rg R3 R4 R5
zek

Flawony

2 -OH -OH -H -OGIuA(2—1) GIuA -H
3 -H -OH -H -OGIuA(2—1) GIuA -H
4 -OCH; -OH -H -OGIuA(2—1) GIuA -H
5 -OH -OH -H -OGIuA -H
6 -OCH; -OH  -OCH; -OGIuA(2—1) GIuA -H
7 -H -OH -H -OGluA(2—1) GIuA-[GIuA(1—3)]-2—-O—feruloyl -H
9 -H -OH -H -OGIuA(2—1) GIUA-[GIUA(1—3)]-2-O-p-kumaroyl -H
10 -OCH; -OH -H -OGIuA(2—1) GIUA-[GIUA(1—3)]-2—O—feruloyl -H
11 -H -OH -H -OGIuA(2—1) GluA-2-O-synapoyl -H
12 -OCH; -OH  -OCH; -OGIuA(2—1) GIuA-[GIUA(1—3)]-2—O—feruloyl -H
13 -OCH; -OH -H -OGIuA(2—1) GIUA-[GIUA(1—3)]-2—0O- p-kumaroyl -H
14 -OCH;3; -OH  -OCH; -OGIuA(2—1) GIUA-[GIUA(1—3)]-2—0- p-kumaroyl -H
15 -H -OH -H -0OGlc(2—1) GIUA-[GIUA(1—3)]-2—0—feruloyl -H
16 -OCH;3 -OH  -OCH; -OGIuA(2—1) GluA-2-O-synapoyl -H
17 -OCH; -OH  -OCH; -OGIuA -H
18 -OCH; -OH  -OCH; -OGIuA(2—1) GluA-2-O-feruloyl -H
19 -OCH;3; -OH  -OCH; -OGIuA(2—1) GluA-2-O- p-kumaroyl -H
20 -OCH; -OH  -OCH; -OGlc(2—1) GluA-2-O-feruloyl -H
22 -H -OH -H -OGIuA(2—1) GIUA(3—1)GIuA -H
23 -OCH; -OGIc -OCH; -OGIuA -H
Flawonole

1 -OCH; -OH  -OGlc -OGlc -OGlc
8 -OH -OH -H -OH -Orutynozyd
21 -OCH; -OH -OGlc -H -OGlc

chemicznych

Pelng strukture tego zwiazku ustalono na podstawie analizy przesunigé

i ®C NMR. Zwiazek ten zidentyfikowano jako 3.,5°-

H

diglukopiranozyd larycytryny. Zostal on wyizolowany wcze$niej roOwniez z innego

gatunku Medicago (Medicago arborea L.) [Torck i in.1983]. Natomiast zwigzek 1

posiadal jon molekularny o masie 817. Zwigkszenie masy zwigzku o 162 jednostki w
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poréwnaniu do flawonoidu 21, sugerowato obecno$¢ dodatkowej czasteczki heksozy.
Przeprowadzenie kochromatografii potwierdzito, ze zwigzek 1 to 3,7,5-

triglukopiranozyd larycytryny.

Tab. 1. Magnetyczny rezonans jadrowy ‘"H NMR wyizolowanych po raz pierwszy
flawonoidow (CD30D) - zwigzek 4, 11, 13 1 14.

Zwigzek S

4 7,60 (1H,d,J=1,2i 8,5 Hz, H-6; 7,59 (1H, d, J=1,21i 8,5 Hz, H-6"; 6,99 (1H, d, J =
8,5 Hz, H-5"; 6,88 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-8); 6,71 (1H, s, H-3); 6,54 (1H, d, J = 1,2 Hz,
H-6); 5,40 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1GluA,); 4,72 (1H 2d, J = 7,5 Hz, H-1GIuA,); 4,01 (s,
OCHy); 4,00 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-5GIuA,); 3,80 (1H, dd, J = 9,0, i 9,0 Hz, H-3GIuA));
3,80 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-5GIuA,); 3,79 (1H, dd, J = 7,5 i 9,0 Hz, H-2GIuA,); 3,67
(1H, dd, J = 9,0 9,0 Hz, H-4GIuA,); 3,47 (1H, dd, J = 9,0 i 9,0 Hz, H-3GIuA,); 3,47
(1H, dd, J=9,0i 9,0 Hz, H-4GIuA,); 3,32 (1H, dd, J = 7,51 9,0 Hz, H-2GIuA,)
11 7,83 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-2'H-6"); 7,40 (1H, d, J = 16 Hz, H-B kwas synapinowy);
6,98 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-3', H-5%; 6,70 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-8); 6,60 (2H, s, H-2, H-
6, kwas synapinowy); 6,49 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-6); 6,43 (1H, s, H-3); 6,13 (1H, d, J =
16 Hz, H-a kwas synapinowy); 5,50 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1GluA,); 5,18 (1H, d, J=7,5
Hz, H-1GluA,); 4,95 (1H, dd, J = 7,51 9,0 Hz, H-2GIuA,); 4,00 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-
5GIluA,); 3,90 (1H, dd, J =9,0i 9,0 Hz, H-3GIluA2); 3,89 (1H, d, J = 9 Hz, H-5GIuA,);
3,80 (1H, dd, J = 7,51 9,0 Hz, H-2GIuA,); 3,74 (1H, dd, J = 9,0 i 9,0 Hz, H-4GIuA),);
3,73 (s, 2xOCHjs, kwas synapinowy); 3,73 (1H, dd, J = 9,0 i 9,0 Hz, H-3GIuA,); 3,65
(1H, dd, J=9,0i 9,0 Hz, H-4GIuA,)
13 7,61 (1H, d, J = 16 Hz, H-B kwas p-kumarowy); 7,58 (1H, dd, J = 1,2 i 8,5 Hz, H-6";
7,57 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-2"); 7,43 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-2, H-6, kwas p-kumarowy),
6,97 (1H, d, J =8,5 Hz, H-5"; 6,81 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-8); 6,78 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-
3, H-5 kwas p-kumarowy); 6,67 (1H, s, H-3); 6,51 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-6); 6,35 (1H,
d, J =16 Hz, H-a kwas p-kumarowy); 5,43 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1GluA,); 5,12 (1H, d,
J =75 Hz, H-1GluA,); 5,10 (1H, dd, J = 7,51 9,0 Hz, H-2GIuA,); 450 (1H,dJ=75
Hz, H-1GluAz); 4,08 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-5GIuA,); 4,01 (s, OCHjy); 4,00 (2H, m, H-3
GluA;,H-5GIuA,); 3,83 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-5GIuAyz); 3,76 (1H, dd, J = 7,5 9,0 Hz,
H-2GIuA,); 3,74 (1H, dd, J =9,0i 9,0 Hz, H-4GIuA,; 3,69 (1H, dd, J =9,0i 9,0 Hz, H-
3GluA,); 3,67 (1H, dd, J = 9,0 9,0 Hz, H-4GluA,); 3,49 (1H, dd, J = 9,0 9,0 Hz, H-
4GluAy); 3,32 (1H, dd, J = 9,01 9,0 Hz, H-3GluA,); 3,24 (1H, dd, J =7,51 9,0 Hz, H-
2GluAs)
14 7,61 (1H, d, J = 16 Hz, H-B kwas p-kumarowy); 7,26 (2H, s, H-2'H-6"); 7,42 (2H, d, J
= 8,5 Hz, H-2, H-6, kwas p-kumarowy); 6,74 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-8); 6,78 (2H, d, J =
8,5 Hz, H-3, H-5 kwas p-kumarowy); 6,58 (1H, s, H-3); 6,50 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-6);
6,35 (1H, d, J = 16 Hz, H-a kwas p-kumarowy); 5,42 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1GIuA,);
5,11 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1GIuA,); 5,10 (1H, dd, J = 7,5 i 9,0 Hz, H-2GIuA,); 4,50
(1H, d, J = 7,5 Hz, H-1GluAs); 4,06 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-5GIuA,); 4,02 (1H, dd, J =
9,0 9,0 Hz, H-3GIuA,); 4,00 (s, 2x OCHys); 4,00 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-5GIuA,); 3,83
(1H, d, J =9,0 Hz, H-5GIuAy); 3,75 (1H, dd, J = 7,51 9,0 Hz, H-2GIuA,); 3,74 (1H, dd,
J=9,0i9,0 Hz, H-4GIuA,); 3,70 (1H, dd, J = 9,0 and 9,0 Hz, H-3GluA,); 3,67 (1H, dd,
J=9,0i9,0 Hz, H-4GluA,); 3,49 (1H, dd, J = 9,0 9,0 Hz, H-4GIuAs); 3,32 (1H, dd, J
=9,0i9,0 Hz, H-3GIuAy); 3,24 (1H, dd, J =7,5i 9,0 Hz, H-2GIuAy)
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Tab. 2. Magnetyczny rezonans jadrowy *H NMR wyizolowanych po raz pierwszy
flawonoidow (CD30OD) — zwigzek 15, 20, 22 1 23.

Zwigzek

)

15

7,90 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-2',H-6"; 7,56 (1H, d, J = 15,9 Hz, H-a. kwas ferulowy); 7,09
(1H, d, J = 1,7 Hz, H-2 kwas ferulowy); 6,98 (1H, dd, J = 1,7 i 8,3 Hz, H-6 kwas
ferulowy); 6,96 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-3', H-5"; 6,74 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-8); 6,72 (1H,
d, J = 8,3 Hz, H-5 kwas ferulowy); 6,58 (1H, s, H-3); 6,50 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-6),
6,30 (1H, d, J = 15,9 Hz, H-a kwas ferulowy); 5,37 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1Glc); 5,16
(1H, d, J = 7,5 Hz, H-1GluA,); 5,10 (1H, dd, J = 7,5 9,0 Hz, H-2GIuA,); 4,48 (1H, d,
J =75 Hz, H-1GIuA,); 4,00 (1H, dd, J =9,0i 9,0 Hz, H-3GIuA,); 3,99 (1H, d, J=9,0
Hz, H-5GIuA;); 3,90 (1H, dd, J = 2,5 i 12,0 Hz, H-6GlIc); 3,85 (s, OCHaj, kwas
ferulowy); 3,78 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-5GIuA,); 3,74 (1H, dd, J = 9,0 i 9,0 Hz, H-
4GluA,y); 3,71 (1H, dd, J = 7,51 9,0 Hz, H-2GlIc); 3,70 (1H, dd, J = 9,0 i 9,0 Hz, H-
3Glc); 3,70 (1H, dd, J =5,0i 12,0 Hz, H-6Glc); 3,54 (m, H-5GIc); 3,48 (1H, dd, J =9,0
i 9,0 Hz, H-4GIuA,); 3,44 (1H, dd, J =9,0i 9,0 Hz, H-4Glc); 3,30 (1H, dd, J=9,0i 9,0
Hz, H-3GIuA,); 3,23 (1H, dd, J = 7,51 9,0 Hz, H-2GIuA,)

20

7,49 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-a kwas ferulowy); 7,27 (2H, s, H-2', H-6"); 6,97 (1H, d, J =
1,2 Hz, H-2 kwas ferulowy); 6,89 (1H, dd, J = 1,2 i 8,5 Hz, H-6 kwas ferulowy); 6,76
(1H, d, J = 1,2 Hz, H-8); 6,66 (1H, d, J = 8,5 Hz, H-5 kwas ferulowy); 6,59 (1H, s, H-
3); 6,51 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-6); 6,20 (1H, d, J = 16,0 Hz, H-a kwas ferulowy); 5,44
(1H, d, J = 7,5 Hz, H-1Glc); 5,16 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1GIuA); 4,94 (1H,dd, J=7,51i
9,0 Hz, H-2GluA); 4,0 (OCH; x 2); 3,96 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-5GIuA); 3,92 (1H, dd, J
=251 12,0 Hz, H-6Glc); 3,79 (1H, dd, J = 9,0 i 9,0 Hz, H-3GlIc); 3,79 (OCHjs, kwas
ferulowy); 3,74 (1H, dd, J = 7,5 9,0 Hz, H-2Glc); 3,72 (1H, dd, J = 5,0 i 12,0 Hz, H-
6Glc); 3,71 (1H, dd, J = 9,0 i 9,0 Hz, H-3GIuA); 3,64 (1H, dd, J =9,0i 9,0 Hz, H-
4GluA,); 3,60 (m, H-5GIc); 3,48 (1H, dd, J=9,0i 9,0 Hz, H-4GlIc)

22

7,95 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-2'H-6"); 6,96 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-3', H-5); 6,82 (1H, d, J =
1,2 Hz, H-8); 6,67 (1H, s, H-3); 6,51 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-6); 5,38 (1H, d, J = 7,5 Hz,
H-1GIUA.); 4,79 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1GIuA,); 4,70 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1GluAy),
4,05 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-5GIuA,); 3,88 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-5GIuA,); 3,78 (1H, dd,
J=7519,0 Hz, H-2GIuA,); 3,78 (1H, dd, J = 9,0 i 9,0 Hz, H-3GIuA,); 3,76 (1H, d, J =
9,0 Hz, H-5GIuAs); 3,74 (1H, dd, J = 9,0 i 9,0 Hz, H-3GIuA,); 3,70 (1H, dd, J = 9,0 i
9,0 Hz, H-4GIuA,); 3,62 (1H, dd, J = 9,0 i 9,0 Hz, H-4GIuA,); 3,52 (1H, dd, J = 7,5 i
9,0 Hz, H-2GIuA,); 3,48 (1H, dd, J = 9,0 i 9,0 Hz, H-4GIuA;); 3,47 (1H, dd, J = 9,0 i
9,0 Hz, H-3GIuAs); 3,34 (1H, dd, J = 7,5 i 9,0 Hz, H-2GIuA,)

23

7,37 (2H, s, H-2', H-6"; 6,98 (1H, d, J = 1,2 Hz, H-8); 6,86 (1H, s, H-3); 6,58 (1H, d, J
= 1,2 Hz, H-6); 5,19 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1GIuA); 5,13 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-1Glc),
4,01 (2xOCHa); 3,94 (1H, d, J = 9,0 Hz, H-5GIuA); 3,79 (1H, dd, J = 2,0 i 12,0 Hz, H-
6Glc); 3,71 (1H, dd, J = 4,5 12,0 Hz, H-6GlIc); 3,62 (2H, dd, J = 9,0 i 9,0 Hz, H-3,H-
4GluA); 3,61 (1H, dd, J = 7,51 9,0 Hz, H-2GIuA); 3,57 (1H, dd, J = 7,5 9,0 Hz, H-
2Glc); 3,52 (1H, dd, J =9,0i 9,0 Hz, H-3GlIc); 3,50 (1H, dd, J =9,0i 9,0 Hz, H-4Glc),
3,29 (m, H-5GlIc)
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Tab. 3. Magnetyczny rezonans jadrowy *C NMR nowo wyizolowanych aglikonow

flawonoidow (CD3;0D)-dane uzyskano w eksperymentach HSQC i HMBC.

Wegiel | 4 | 10 | 13 | 14 | 15 20 22 23
2 | 166,9 | 166,5 | 166,0 | 166,4 | 1664 | 1666 | 1665 | 1657
3 | 1043 | 1036 | 1038 | 103,9 | 1039 | 1040 | 1035 | 1056
4 | 1833 | 1840 | 1834 | 1843 | 1843 | 1842 | 1840 | 1839
5 | 162,7 | 162,7 | 162,6 | 163,0 | 162.6 | 1632 | 1626 | 1621
6 | 100,3 | 100,4 | 100,2 | 100,3 | 100,1 | 100,3 | 1007 | 1009
7 | 1646 | 1642 | 1636 | 1644 | 1630 | 1646 | 1642 | 1648
8 | 950 | 956 | 959 | 956 | 950 | 959 | 958 | 961
0 | 1586 | 1585 | 1584 | 1587 | 1585 | 1588 | 158,7 | 1584
10 | 1068 | 106,7 | 106,7 | 1067 | 1065 | 1068 | 106,7 | 1067
1 | 1236 | 1226 | 1232 | 1228 | 122.6 | 1226 | 1226 | 1281
2 | 11,0 | 1293 | 1104 | 1050 | 1292 | 1050 | 1294 | 1055
3 | 1498 | 1166 | 1493 | 1493 | 1160 | 1496 | 1166 | 1543
4 | 1530 | 1625 | 1516 | 141,0 | 1627 | 1411 | 1627 | 1388
5 | 1164 | 1166 | 1163 | 1493 | 1169 | 1496 | 1166 | 1543
6 | 12,7 | 1293 | 1212 | 1050 | 1292 | 1050 | 1294 | 1055
OMe | 56,5 56,5 56,7(x2) 56.9(x2)
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Tab. 4. Magnetyczny rezonans jadrowy *C NMR cukréw i acylowanych kwasow
fenolowych (CD3;0D) - dane uzyskano w eksperymentach HSQC i HMBC.

Wegiel 4 11 13 14 15 20 22 23
Cukry
1" 995 1993 99,2 99,2 98,4 |98,0 99,7 |100,7
2" 835 |834 82,0 |824 82,4 82,0 83,6 |73,6
3" 76,4 | 75,8 76,0 |76,0 76,1 | 753 76,2 | 77,0
4" 72,1 | 729 726 |724 70,9 | 70,6 723 | 729
5" 76,0 |76,0 76,0 | 75,9 776 | 77,4 76,0 | 76,7
6" 172,0 |172,0 (1720 |172,0 | 61,9 |61,9 172,2 |172,1
1 105,2 |103,0 |101,7 |102,3 |101,2 |100,1 |105,0 |103,9
2" 75,0 |753 734 | 735 73,6 | 74,6 74,7 75,0
3™ 77,0 |758 83,9 |838 835 |755 86,0 |77,2
4 72,8 | 73,4 71,7 | 715 716 | 729 715 | 70,7
5 76,6 | 76,0 76,2 | 76,0 76,1 | 754 76,3 | 77,9
6" 172,0 |172,1 |172,0 |172,0 |172,2 |172,1 |172,0 |61,7
1" 104,4 |104,8 |104,3 104,9
2" 743 739 74,0 74,9
3" 76,8 | 77,0 76,9 77,0
4" 729 | 727 72,6 72,8
5 76,0 |75,8 75,8 75,8
6" 1722 (1725 |172,2 172,2
Kwas
fenolowy
1 126,0 |126,6 |127,1 |122,9 |127,7
2 107,2 |130,6 |131,2 |111,2 |110,7
3 1495 |116,3 |117,1 |148,7 |149,1
4 139,2 |161,0 |161,0 |150,1 |150,3
5 149,5 |116,3 |117,1 | 1156 |116,2
6 107,2 [130,6 |131,2 |124,0 |123,6
o 116,7 |114,7 |1154 |1144 |1150
B 146,5 |146,6 |146,6 |146,7 | 146,7
C=0 167,3 |168,1 |168,8 |168,1 |168,9
OMe 57,0 56,4 |55,8

(x2)

Ze wzgledu na budowe aglikonu wyizolowane flawony mozna podzieli¢ na
cztery grupy: glikozydy apigeniny (5,7,4’-trihydroksy flawon), luteoliny (5,7,3°,4°-
tetrahydroksy flawon), trycyny (5,7,4’-trihydroksy-3’,5’-dimetoksy flawon) oraz
chryzoeriolu (5,7,4’-trihydroksy-3’-metoksy flawon).
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Zwigzki 3, 7, 9, 11, 15, 22, majace w pozycji R; podstawiony wodor sa,
glikozydami apigeniny. Analiza widm ESI/MS/MS tych zwigzkéw wykazata obecnosc
piku 0 m/z 269, charakterystycznego dla apigeniny. Na podstawie spektrum UV
uzyskano dodatkowe dane na temat budowy tych zwigzkéw. Flawonoidy 7, 11 i 15
wykazywaly zasadniczo wzrost absorbancji w zakresie UV-B, w poréwnaniu ze
zwigzkami 3, 9 i 22, ze wzgledu na acylacj¢ kwasami hydroksycynamonowymi
[Stochmal i Oleszek 2007].

Widmo masowe zwigzku 9 charakteryzowato si¢ obecno$cia jonu
molekularnego o m/z 943. Ponadto w widmie tym stwierdzono wystepowanie jonow
m/z 797 [M-H-kwas kumarowy], 445 [M-H-kwas kumarowy-2GIuA] i 269 [M-H-
kwas kumarowy-3GIUA]’, powstate po utracie odpowiednio dwoch i trzech czasteczek
kwasu glukuronowego. Pelng struktur¢ zwigzku ustalono jako: 7-O-{2-O-p-
kumaroylo-[B[1-D-glukuronopiranozylo(1—3)]-O-B-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-
B-D-glukuronopiranozyd} apigeniny. Zwiazek ten okazatl si¢ by¢ identyczny z
wzorcem posiadanym w Zaktadzie Biochemii i1 Jakosci Plonow IUNG-PIB, ktory po
raz pierwszy zostal wyizolowany z cze¢$ci nadziemnych Medicago sativa [Stochmal
I in. 2001a].

Wstepna analiza danych spektralnych zwigzku 3 wykazata obecnos$¢ jonu
molekularnego o m/z 621 i dwoch innych jonéw o m/z 445 i 269. Pierwszy z nich
powstal po odszczepieniu czgsteczki kwasu uronowego, natomiast drugi jest
charakterystyczny dla aglikonu. W oparciu o analize¢ spektrometrii mas wykazano, ze
zwigzek ten posiada dwie czasteczki kwasu glukuronowego przytaczone do aglikonu
apigeniny. Analiza korelacji dalekiego zasiggu HMBC pomie¢dzy H-1 GluA; (6 = 5,44)
i C-7 aglikonu (6 = 164,1) wskazywala na przytgczenie czgsteczki dwucukru do
apigeniny w pozycji C-7. Zwigzek ten okazal si¢ by¢ 7-O-[B-D-
glukuronopiranozylo(1—2)-O-p-D-glukuronopiranozydem apigeniny i zostal po raz
pierwszy wyizolowany z M. sativa [Stochmal i in. 2001a].

Jon molekularny w widmie masowym zwigzku 22 wynosit 797 jednostek
masy. Ponadto w widmie tym stwierdzono wystepowanie trzech innych jonow o m/z
527 [3xGIuA-H], 351 [2xGIuA-H]" i 269 [M-3GIuA-H] odpowiadajacych

odpowiednio trzem 1 dwom czasteczkom kwasu uronowego oraz aglikonowi. Analiza
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poréwnawcza przesunie¢ "H i *C NMR potwierdzita, iz zwiazek ten posiada trzy
czasteczki kwasu glukuronowego, a jego aglikonem jest apigenina. W wyniku
eksperymentu  1D-TOCSY zostaly otrzymane przesuni¢cia dla  protondw
anomerycznych kwasu glukuronowego. Na podstawie eksperymentéw 1D-TOCSY
I DQF-COSY zostaly przypisane wszystkie protony tych trzech grup cukrowych,
natomiast miejsca glikozylacji przy weglu C-2 kwasu uronowego ustalono na
podstawie HSQC. Biorgc pod uwage powyzsze dane oraz analiz¢ korelacji dalekiego
zasiggu HMBC pomiedzy: H-1 GluA; (6 = 5,38) — C-7 aglikonu (6 = 164,2); H-1
GluA; (6 = 4,79) —» C-2 GluA; (6 = 83,6) i H-1 GluA; (6 = 4,70) —» C-3 GluA; (6 =
86,0) zwigzek 22 zidentyfikowano jako 7-O-B-D-glukuronopiranozylo(1—3)-O-p-D-
glukuronopiranozylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozyd apigeniny. Zwigzek ten jest
nowy 1 nie byl dotychczas opisany w literaturze.

Zwiazek 11 posiadat jon molekularny o m/z 827 i cztery dodatkowe jony o
m/z 621 [M-206-H], 557 [(2x176)+206-H]’, 351 [(2x176)-H] i 269 [M-(2x176)-206-
H]". Jony 557 i 351 odpowiadaty czesci cukrowej z (176+176+206-H) i bez (176+176-
H) grupy acylowej. Utrata 206 jednostek z masy jonu molekularnego odpowiadata
odpieciu kwasu synapinowego. Przez poréwnanie widm ‘H NMR zwiazkow 3 i 11
stalo si¢ jasne, ze flawonoid 11 zawiera dodatkowo singlet dla dwoch protonow (6 =
6,60 s), wskazujacy na trzy pozycje zawierajace tlen w czesci fenolowej, razem z
sygnalem odpowiadajacym dwom grupom metoksylowym (6 = 3,73 s) oraz sygnatom
o przesuni¢ciu chemicznym rownym 7,40 ppm (d, J = 16,0 Hz) 1 6,13 ppm (d, J = 16,0
Hz), typowym dla wigzania podwdjnego trans. Ten dowdd, wraz z danymi
pochodzacymi z widma *C NMR, potwierdzit obecno$é kwasu synapinowego, ktory
znajdowat si¢ w pozycji C-2 GluA,. Wynika to z eksperymentu korelacyjnego HMBC
pomiedzy H-2 GIuA; i grupa karbonylowa (C=0) czg¢sci synapinowej. Na podstawie
uzyskanych danych flawonoid 11 zidentyfikowano jako 7-O-[2'-O-synapoylo-/-D-
glukuronopiranozylo(1—2)-O-4-D-glukuronopiranozyd] apigeniny. Zwiagzek ten
zostal wyizolowany po raz pierwszy.

Wyizolowany zwiazek 7 posiadat jon molekularny o masie 973 roznigcy si¢

od jonu molekularnego flawonoidu 22 o 176 jednostek, co sugerowato, ze zwigzki te
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roznig si¢ pomiedzy sobg jedng czasteczka kwasu glukuronowego lub acylacja
kwasem ferulowym. Wzrost absorbancji pasma [ spektrum UV zwigzku 7 w
poréownaniu do spektrum flawonoidu 22 potwierdzit acylacje zwigzku 7 kwasem
ferulowym. Obecnos$¢ jonu o m/z 703 wskazywata na liniowe potgczenie trzech
czasteczek kwasu glukuronowego 1 jednej czasteczki kwasu ferulowego. Na podstawie
analizy widma rozpadu MS/MS zwigzku 7 oraz pordéwnujac czasy retencji z
dostepnym standardem tego flawonoidu zostat on zidentyfikowany jako 7-O-{2-O-p-
feruloylo-[B-D-glukuronopiranozylo(1—3)]-O-B-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-j-
D-glukuronopiranozyd} apigeniny. Zwiazek ten zostal po raz pierwszy wyizolowany z
czescei nadziemnych lucerny siewnej przez Stochmal [20014a].

Jon molekularny m/z 959 zwigzku 15 okazal si¢ by¢ mniejszy o 14 jednostek
od tego, jaki przypisano dla flawonoidu 7. W wyniku fragmentacji jonu
molekularnego uzyskano sygnaly o m/z 689 i 269. Sygnal o m/z 689 (3x176+162)
wskazywal na zastgpienie jednostki kwasu glukuronowego flawonoidu 7 przez
czasteczke heksozy w zwiazku 15. Analiza widma *C NMR wykazala obecnosé
dwoch czasteczek kwasu glukuronowego, czasteczki kwasu ferulowego 1 szesciu wegli
charakterystycznych dla czasteczki glukozy. Na podstawie eksperymentu 1D-TOCSY
I DQF-COSY wszystkie protony tych trzech grup cukrowych zostaly przypisane.
Analiza widm dalekiego zasiggu HMBC zaleznosci pomiedzy: H-1Glc (6 = 5,37) —
C-7 aglikonu (6 = 163,9); H-1 GluA; (6 =5,16) — C-2 Glc (6 = 82,4); H-1GIuA,; (5 =
4,48) — C-3 GluA; (6 = 83,5) oraz H-2 GluA; (8 = 5,10) — C=0 czgsci ferulowej (8 =
168,1) pozwolita stwierdzi¢, ze zwigzek 15 roézni si¢ od flawonoidu 7 tylko
zastagpieniem jednostki kwasu glukuronowego zwigzanej z aglikonem przez czasteczke
glukozy. Zatem, flawonoid 15 zostat zidentyfikowany jako 7-O-{2-O-feruloylo-[B-D-
glukuronopiranozylo(1—3)]-O-B-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-3-D-
glukopiranozyd} apigeniny. Zwiazek ten nie byt dotychczas opisany w literaturze.

Wszystkie wyizolowane glikozydy apigeniny zawieraty dwie (3, 11 i 15) lub
trzy czasteczki kwasu glukuronowego (7, 9 i 22). Jeden z tych zwigzkéw dodatkowo,
oprocz kwasu glukuronowego, zawierat takze czgsteczke glukozy (15). Ponadto cztery
glikozydy apigeniny z tancuchami cukrowymi przytaczonymi w pozycji C-7

pierscienia A acylowane byly kwasem ferulowym, kumarowym lub synapinowym (7,
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9, 111 15). Glikozydy: 11, 15 oraz 22 sg zwigzkami nowymi, nieopisanymi dotychczas
w literaturze §wiatowej.

Aglikonem flawonow, ktore w pozycji R; majg podstawiong grupe
hydroksylowg jest luteolina. Analiza widm rozpadu MS/MS zwiazkow 2 i 5 wykazata
obecnos¢ piku o m/z 285, charakterystycznego dla luteoliny. R6znica mas pomigdzy
jonami molekularnymi tych zwigzkéw wynosita 176 jednostek, co odpowiada jednej
czasteczce kwasu glukuronowego. Sygnat o m/z 351, powstaly w wyniku fragmentacji
zwiazku 2, wskazywal na obecnos$¢ liniowo przylaczonych dwoch czasteczek kwasu
glukuronowego (2x176-H). Analiza widm NMR wykazata, ze zwigzki 2 i 5 to
odpowiednio 7-O-[B-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozyd
luteoliny 1 7-O-B-D-glukuronopiranozyd luteoliny. Zostaly one wczeSniej
wyizolowane z Aloysia triphylla i Verbena officinalis [Darnat i in. 1995]. Obecnos$¢
flawonoidu 5 potwierdzono w badaniach nad M. sativa [Stochmal i in. 2001a].

Najliczniejsza grupe zidentyfikowanych flawonow stanowily mniej polarne
glikozydy trycyny, majace w pozycji Ry oraz R; podstawione grupy metoksylowe.
Analiza widm rozpadu MS/MS tych zwigzkéw wykazata obecnos$¢ piku o m/z 329,
charakterystycznego dla trycyny. Wsréd nich mozemy wyrdzni¢: zwigzki
nieacylowane (6, 17 i 23) oraz acylowane kwasami hydroksycynamonowymi (12, 14,
161 18-20).

Roéznica mas pomiedzy jonami molekularnymi zwigzkow 6 i 17 wynosita 176
jednostek, co odpowiada jednej czasteczce kwasu glukuronowego. Analiza widm UV
tych zwigzkéw nie wykazala acylacji kwasami hydroksycynamonowymi. Widmo
MS/MS zwigzku 6 zawierato jon o m/z 351 wskazujacy na obecno$¢ dwoch
czasteczek kwasu glukuronowego. Zwiazek 6 zostal zidentyfikowany jako 7-O-[4-D-
glukuronopiranozylo(1—2)-O-f-D-glukuronopiranozyd trycyny, natomiast zwigzek
17 okazat si¢ by¢ 7-O-B-D-glukuronopiranozydem trycyny. Flawonoidy te byly
wykryte po raz pierwszy przez Harborne i Hall [1964], a ich obecno$¢ zostata
potwierdzona w p6zniejszych badaniach nad lucerng siewng [Stochmal 1 in. 2001b].

W wyniku fragmentacji jonu molekularnego (m/z 667) zwiazku 23, uzyskano
sygnaly o m/z 505, 491 i 329 odpowiadajace utracie z czasteczki heksozy (162 j.m.),
kwasu glukuronowego (176 j.m.). Jon m/z 329 odpowiadat czasteczce aglikonu. Brak

40



sygnalu o m/z 337 (heksoza + kwas glukuronowy — H) wskazywat, ze te dwie
czasteczki cukru byly umiejscowione w dwodch roéznych pozycjach. Glukoza
podstawiona byta przy weglu C-4’ pierscienia B. Widmo korelacyjne 1D-TOCSY,
uzyskane przez selektywne napromieniowanie anomerycznego protonu o 6 = 5,19
ukazato obecnos$¢ systemu spinowego dla jednostki kwasu glukuronowego. Widmo
korelacyjne 1D-TOCSY uzyskane dla sygnalu protonu o & = 5,13 dalo wynik w
postaci systemu spinowego dla jednostki glukozowej. Analiza powyzszych danych,
jak réwniez eksperymenty korelacyjne HMBC pomig¢dzy H-1 GIuA (8 = 5,13) —» C-4’
(6 = 138,8) oraz H-1 GIuA (6 = 5,19) —» C-7 (6 = 164,8) pozwolita zidentyfikowaé
zwigzek 23 jako 7-O-B-D-glukuronopiranozylo-4’-O-p-D-glukopiranozyd trycyny.

Zwiazek ten jest nowy i nie byl jeszcze opisany w literaturze.

Zwiazki 16, 18 i 19 posiadaty jony molekularne wyzsze odpowiednio o 206,
176 i1 146 jednostek od zwigzku 6. Ponadto analiza ich widm UV wskazywala na
acylacj¢ kwasami hydroksycynamonowymi. Obecnos¢ sygnatow o m/z 557
[(2x176)+206-H] w zwiazku 16, 527 [(3x176)-H] w 18 i 497 [(2x176)+146-H] w 19
sugerowala, ze wszystkie trzy zwigzki byly acylowane odpowiednio kwasem
synapinowym, ferulowym i kumarowym. Zatem flawonoid 16 zidentyfikowano jako
7-O-[2'-O-synapoylo- s-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O- 5-D-glukuronopiranozyd]
trycyny, zwigzek 18 jako 7-O-[2'-O-feruloylo--D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-4-D-
glukuronopiranozyd] trycyny, a zwigzek 19 jako 7-O-[2'-O-kumaroylo-/-D-
glukuronopiranozylo(1—2)-O-4-D-glukuronopiranozyd] trycyny. Flawonoidy te
zostaly po raz pierwszy wyizolowane przez Stochmal [2001b] z czg$ci nadziemnych

M. sativa.

Flawonoid 20 posiadat jon molekularny o m/z 843, ktory byt mniejszy o 14
jednostek masowych od jonu molekularnego uzyskanego dla zwigzku 18. Dwa
dodatkowe jony o m/z 513 i 329 odpowiadaly, odpowiednio, utracie (2x176+162)
jednostek cukrowych i aglikonowi. Jon o m/z 513 sugerowal obecno$¢ liniowej
struktury tancucha cukrowego, a widmo UV wskazywato na acylacje tego flawonoidu
kwasem hydroksycynamonowym. Z analizy widma MS/MS wynikato, iz zwigzek ten

posiada tancuch cukrowy ztozony z heksozy, kwasu glukuronowego i ferulowego.
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Obecnos$¢ kwasu ferulowego zostata potwierdzona za pomoca widma 1H NMR, w
ktorym zaobserwowano sygnaty o 6 = 6,97 (1H, d, J = 1,2 Hz); 6 = 6,89 (1H, dd, J =
1,218,5 Hz)id6 = 6,66 (1H, d, J = 85 Hz) odpowiadajace 1,3,4-podstawionemu
pierscieniowi aromatycznemu, razem z singletem pochodzacym od grupy
metoksylowej 6 = 3,85 oraz sygnatami 6 = 7,49 (1H, d, J = 16,0 Hz) 1 6 = 6,20 (1H, d,
J=16,0 Hz), typowymi dla wigzania podwdjnego trans. Rodzaj jednostki heksozowej
1 jej potozenie w tancuchu cukrowym okreslono z analizy widm NMR. Analiza widm
dalekiego zasiggu HMBC zaleznosci pomiedzy: H-1Glc (6 = 5,44) — C-7 (6 = 164,6);
H-1 GIuA (8 = 5,16) — C-2 Glc (6 = 82,0) oraz H-2 GIuA (5 = 4,94) — C=0 czgsci
ferulowej (6 = 168,9) pozwolita stwierdzi¢, ze zwigzek 20 rozni si¢ od flawonoidu 18
tylko zastgpieniem jednostki kwasu glukuronowego przez czasteczke glukozy, ktora
byta przylaczona przy weglu C-7. Zatem, flawonoid 20 zostat zidentyfikowany jako 7-
O-[2'-O-feruloylo- #-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O--D-glukopiranozyd]  trycyny.

Zwiazek ten nie byt dotychczas opisany w literaturze.

Widmo masowe zwigzku 12 charakteryzowalo si¢ obecno$cia jonu
molekularnego o m/z 1033, natomiast widmo UV wskazywalo na acylacje kwasem
hydroksycynamonowym. Ponadto w widmie masowym stwierdzono wystepowanie
jonu o m/z 703 odpowiadajacego trzem czasteczkom kwasu glukuronowego 1 grupy
acylowej (kwas ferulowy). Z powyzszych danych wynika, ze zwigzek ten r6zni si¢ od
flawonoidu 18 posiadaniem dodatkowej czasteczki kwasu glukuronowego 1 okazat si¢
on by¢ identyczny =z wzorcem stanowigcym 7-O-{2’-O-p-feruloylo-[B-D-
glukuronopiranozylo(1—3)]-O-B-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-3-D-
glukuronopiranozyd} trycyny. Flawonoid ten zostal wyizolowany po raz pierwszy z
M. sativa [Stochmal i in. 2001b].

Widmo masowe zwigzku 14 zawieralo jon molekularny o m/z 1003, ponadto
w widmie tym stwierdzono wystepowaniec jonow m/z 857 [M-146-H], 673
[(3x176)+146-H] i 329 [M-(3x176)-146-H]". Widmo ‘H NMR charakteryzowato si¢
obecnoscig dwoch sygnatow 6 = 7,42 (2H, d,J=8,5Hz) 16 =6,78 (2H, d, J = 8,5 Hz)
wskazujacych na podstawienie w pozycji 1 1 4 pierScienia aromatycznego, wraz z

sygnalami & = 7,61 (1H, d, J = 16,0 Hz) i 5 = 6,35 (1H, d, J = 16,0 Hz) typowymi dla
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wigzania podwdjnego trans. Analiza 1D 1 2D NMR wykazata wystepowanie trzech
czgsteczek kwasu glukuronowego. Eksperyment korelacyjny pomiedzy: H-1 GIuA; (6
=5,42) —» C-7 (5 = 164,4); H-1 GluA; (6 = 5,11) —» C-2 GluA, (6 = 82,4); H-1 GluA;
(6 = 4,50) > C-3 GluA,; (6 = 83,8) i H-2 GluA; (6 = 5,10) —» C=0 fragmentu p-
kumarowego (6 = 168,8) pozwolit zwigzek 14 zidentyfikowac jako 7-O-{2’-O-p-
kumaroylo-[-D-glukuronopiranozylo(1—3)]-O-B-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-
B-D-glukuronopiranozyd} trycyny. Flawonoid ten jest nowy i nie byt dotychczas
opisany w literaturze.

Wszystkie wyizolowane glikozydy trycyny zawieraty jedng (17, 20 i 23), dwie
(6, 16, 18 i 19) lub trzy czasteczki kwasu glukuronowego (12 i 14). Dwa z tych
zwigzkow dodatkowo, oprécz czasteczek kwasu glukuronowego, zawieraty takze
czagsteczke glukozy (20 i 23). Glikozydy: 14, 20 oraz 23 sg zwigzkami nowymi, nie
opisanymi dotychczas w literaturze Swiatowej.

Aglikonem ostatniej zidentyfikowanej grupy flawondéw byt chryzoeriol, ktory
w pozycji R; mial podstawiong grupe metoksylows, a w pozycji R3 wodor. Analiza
widm MS/MS wyizolowanych glikozydéw chryzoeriolu (4, 10 i 13) wykazala
obecnos¢ charakterystycznego piku o m/z 299, odpowiadajacego czasteczce
chryzoeriolu.

Widmo masowe zwigzku 4 zawierato trzy dominujgce sygnaty o m/z 651, 351
1299 charakterystyczne odpowiednio dla jonu molekularnego, cze¢sci cukrowej
1 aglikonu. Obecnos$¢ jonu o m/z 351 wskazywala, iz cze$¢ cukrowa tego zwigzku jest
taka sama jak flawonoidu 2, 3 i 6, co zostalo potwierdzone analiza widm ‘H i **C
NMR. Zwiazki te r6znig si¢ jedynie rodzajem aglikonu. Bioragc pod uwage powyzsze
dane zwiazek 4 zidentyfikowano jako 7-O-[4-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-4-D-
glukuronopiranozyd] chryzoeriolu. Flawonoid ten zostat wyizolowany po raz pierwszy
1 nie byl dotychczas opisany w literaturze.

Zwiazek 10 posiadat jon molekularny o m/z 1003. Wstgpna analiza danych
spektralnych tego zwigzku wskazywata na duze podobienstwo strukturalne do
flawonoidu 12. Zwiazki te charakteryzowaly si¢ identyczng fragmentacja czasteczki,
w wyniku ktérej w czgsci cukrowej zidentyfikowano dwie czasteczki kwasu

glukuronowego 1 jedng czasteczke kwasu ferulowego. Zwigzek 10 zostat
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zidentyfikowany jako 7-O-{2’-O-p-feruloylo-[B-D-glukuronopiranozylo(1—3)]-O-p-
D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozyd} chryzoeriolu. Flawonoid
ten zostal wykryty po raz pierwszy w lucernie siewnej [Stochmal 1 in. 2001b].

Jon molekularny zwigzku 13 wynosit 973. Obecnos¢ jonu 673 wskazywala na
wystepowanie w czesci cukrowej tego zwigzku trzech czasteczek kwasu
glukuronowego (3x176) i jednej czgsteczki kwasu kumarowego (146), tak samo jak w
zwigzku 14. Analiza widm NMR potwierdzita, ze zwigzki 13 i 14 r6znig si¢ miedzy
sobg rodzajem aglikonu. Na podstawie tych danych flawonoid 13 zidentyfikowano
jako 7-0-{2’-O-p-kumaroylo-[pB-D-glukuronopiranozylo(1—3)]-O-p-D-
glukuronopiranozylo(1—2)-O-p-D-glukuronopiranozyd} chryzoeriolu. Zwigzek ten
zostat wyizolowany po raz pierwszy.

Z trzech oznaczonych glikozydow chryzoeriolu jeden, nieacylowany, byt
dwuglukuronidem (4), natomiast trojglukuronowe glikozydy acylowane byly kwasem
ferulowym (10) i kumarowym (13). Zwiazki 4 1 13 zostaty po raz pierwszy opisane w
Swiatowej literaturze naukowej.

Bioragc pod uwage powyzsze dane mozna stwierdzi¢, ze wyizolowane
flawonoidy M. truncatula wykazywaty wysoki stopien podobienstwa do flawonoidow
M. sativa. W obu gatunkach dominujacymi zwigzkami byty glikozydy trycyny.
Jedenascie flawonoidow wystepowalo w obu gatunkach (3, 5-7, 9, 10, 12, 16-19).
Osiem sposrod wyodrebnionych glikozydow M. truncatula okazato si¢ by¢ zwigzkami
nowymi (4, 11, 13-15, 20, 22 i 23). Zaréwno czgs¢ glikozydow M. truncatula, jak i M.
sativa bylo acylowanych kwasem ferulowym, kumarowym lub synapinowym.
Zasadnicza cecha, ktora rdéznita oba gatunki byl rodzaj zwiagzku tworzacego czesé
cukrowa. W M. sativa jedynym sktadnikiem cukrowym wystepujacym we wszystkich
flawonoidach byt kwas glukuronowy, natomiast w M. truncatula obok kwasu
glukuronowego w trzech glikozydach (15, 20 i 23) wystepowala czasteczka glukozy.
Ponadto z cze¢$ci nadziemnych M. truncatula wyizolowano trzy flawonole (rutyne
1 dwa glukozydy larycytryny). Okreslenie struktur zwigzkow flawonoidowych
uzupelnia poznang dotychczas wiedz¢ na temat metabolitow wtornych M. truncatula
1 daje mozliwo$¢ rozwoju badan nad genomika funkcjonalng rodziny roslin

bobowatych, ktorej rosling modelowg jest wiasnie M. truncatula.
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Dla wszystkich wyizolowanych pojedynczych flawondéw i flawonoli okre§lono
dhugos¢ fali $wiatta ultrafioletowego, przy ktorej nastgpuje maksymalna absorbancja, a
dla wszystkich nowo opisanych zwigzkéw wykonano badania spektroskopii masowej

wysokiej rozdzielczosci (Tab.5).

3. Analiza flawonoidoéw M. truncatula metoda chromatografii cieczowej

Posiadanie wyizolowanych 23 wzorcow zwigzkoéw flawonoidowych z czgsci
nadziemnych M. truncatula sprawilo, ze stalo si¢ mozliwe opracowanie metody
ilo§ciowego oznaczania zawartosci tych zwigzkow w probach roslinnych. W celu
wykonania takich oznaczen dotychczas w Zakladzie Biochemii i Jakosci Plonow
stosowano wysokocisnieniowy chromatograf cieczowy (HPLC). Analizy uzyskiwane
metoda HPLC byly jednak dlugotrwate (okolo 60-75 minut) i charakteryzowaly sie
zuzyciem duzej iloSci eluentow. Zakupienie do Zaktadu ultrasprawnego
chromatografu cieczowego (UPLC) pozwolito na opracowanie bardzo nowoczesnej
metody ilosciowego oznaczania zawartosci zwigzkow, ktora skrocita czas analizy do
kilkunastu minut i do 1/3 ograniczyta ilo$¢ zuzywanych rozpuszczalnikdéw.

Dla kazdego wzorca wykonano oddzielng analiz¢ UPLC celem okre$lenia
czasOw retencji poszczegdlnych zwigzkow (Tab. 6). W celu przygotowania
ekstraktow roslinnych do analizy UPLC wykorzystano metode wstepnego
0czyszczania za pomocg ekstrakcji do fazy statej na mikrokolumnach Sep-Pak C18.
Procedura ta pozwolita usung¢ z ekstraktu cukrowce, saponiny i barwniki (chlorofil),
co znacznie oczyszcza ekstrakty przed wstrzyknigciem ich na kolumng
chromatograficzng. Przyklad uzyskiwanych rozdziatow przedstawia rysunek 10. Na
podstawie czas6w retencji otrzymanych w rozdzialach wzorcéw oraz widm
absorpcyjnych rozpoznawano piki charakteryzujace zwigzki w rozdziatach ekstraktow
ro§linnych. Pomimo wielokrotnych préb opracowania optymalnych warunkow
metody nie udalo si¢ rozseparowaé wszystkich zwigzkow; zawartos¢ flawonoidow 7
i 8 oraz 12 i 13 podawana jest sumarycznie. Ponadto zwigzki 21, 22 i 23 wystepowaty

w $ladowych ilosciach i1 integracja ich pikdw okazala si¢ by¢ niemozliwa. Okre$lone
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czasy retencji tych zwigzkow wynosity: dla flawonoidu 21 — 3,00 min., dla 22 — 3,24
min. a dla 23 — 4,56 min.
Tab. 5. Charakterystyka zwigzkow flawonoidowych M. truncatula

Dhugos¢
Tlos¢ ES|- fali
Zwia | zwia- HRMS ) ) . maksymal-
zek | 7ku FAB-MS (jon ujemny) m/z nej
[mg] m/z absorban-
cji [nm]

817 [M-HT, 655 [M-162-H]", 493 [M- (2x162)-H]

1 |10,80 331 [M(3x162)-H] 251, 351
637 [M-H]’, 461 [M-176-H]’, 251 [2 x 176], 285

2 | 063 [M- (2 x 176) -H] 254, 347

3 |230 621 [M-HJ, 351 [2x176-H]", 269 [M-(2x176)-H] | 265, 336

4 | 1,45 | 651,1253 |651 [M-H], 351 [2x176-H]’, 299 [M-(2x176)-H]" |251, 346

5 | 3,06 461 [M-HJ, 285 [M-176-H] 253, 347

6 |80,80 681 [M-H]’, 351 [2x176-H]’, 299 [M-(2x176)-H]  |351
973 [M-H], 797 [M-176-H]’, 703 [4 x 176-H],

7 111,20 269 [M (4 X 176)-H] 268, 331

8 |093 609 [M-HJ, 463 [M-146-H], 301 [M-146-162-H] | 255, 353
943 [M-H], 797 [M-H-kwas kumarowy], 445

9 1,00 [M-H- kwas kumarowy- 2GIuA]’, 269 [M-H- 271, 323
kwas kumarowy -3GIUA]
1003 [M-H], 827 [M-176-H], 651 [M-(2 x176)-

10 174,50 H', 475 [M-(3 x 176) -H]", 209 [M-(4 x 176)-H-] |24 337
827 [M-HJ’, 621 [M-206-H], 557 [(2x176)+206-

11 | 0,76 | 827,2435 HT', 351 [(2x176)-H] 267, 334
1033 [M-H], 857 [M-176-H]", 703 [(4x176)-H],

121 1,40 329 [M-(4x176)-H] 338

13 | 66 | 9731851 9H7]3 [M-HI 673 [(3x176)+145-H , 299 [M-673- |,¢0 5,
1003 [M-H]', 857 [M-146-H]’, 673 [(3x176)+146-

14 | 2,1 | 1003,2071 HT". 329 [M-(3%176)-146-H] 270, 322
959 [M-HT, 689 [(3x176)+162-H]’, 269 [M-

15 | 2,00 | 959,2065 (3x176)-162-H] 268, 331
887 [M-HJ, 557 [(2x176)+206-H]’, 329 [M-

16 | 2,00 (2x176)-206-H] 341

17 | 2,00 505 [M-HJ, 329 [M-162-H] 351

18 | 25,00 857 [M-H]’, 527 [(3x176)-H], 329 [(3x176)-H]" | 269, 331
827 [M-HT, 497 [(2x176)+146-H]’, 329 [M-

19 | 29,00 (2x176)-146-H]. 270, 322
843 [M-HT, 513 [(2x176)+162-H]’, 329 [M-

20 | 3,00 | 843,1999 (2x176)-162-H] 338

21 | 1,50 655 [M-HJ, 493 [M-162-M]’, 331 [M-(2x162)-H] | 252, 351

22 | 1,00 | 797,1492 |797 [M-H] ,527 [3 x GIuA-H] 351 [2 x GluA-H] | 265, 336

23 | 300 | 6671500 |67 [M-HJ, 505 [M-162-H], 491 [M-176-H], 269, 326

329 [M-162-176-H]
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Tab. 6. Czasy retencji wzorcow flawonoidow czes$ci nadziemnych M. truncatula

Zwiazek Czas rgtenCJl Zwiazek Czas rfatenCJl
[min.] [min.]
1 1,35 13 7,76
2 2,32 14 8,32
3 3,54 15 8,90
4 4,43 16 8,91
5 4,83 17 9,56
6 4,98 18 10,28
7 5,81 19 10,77
8 5,63 20 12,59
9 6,78 21 3,00
10 7,08 22 3,24
11 7,10 23 4,56
12 7,66
Rys. 10. Rozdziat UPLC ekstraktu cz¢éci nadziemnych M. truncatula
0.40 18
0.35
0.30
o 025
Q 19
£ 020
8
< 015
0.10
0.05 20
\
0.00
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00

Retention time [min]

W celu wykonania oznaczen ilosciowych wyznaczono dla poszczegdlnych

flawonoidow krzywe wzorcowe zaleznosci pola powierzchni piku od stgzenia danego
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zwigzku w granicach stezen 50,00 — 3,13 pg/ml (Tab. 7). Limit detekcji
poszczegdlnych zwigzkoéw wahat sie miedzy 0,16 a 1,00 ug/ml.

Tab. 7. Krzywe kalibracyjne wzorcow M. truncatula odmiany Jemalong A17

Limit
Zwiazek Réwnanie regresji R® detekc;ji
(ng/ml)
1 y =0,77%10"x —0,21 0,9992 0,46
2 y = 3,64%10"x —0,40 0,9993 0,58
3 y = 0,83%10"x —0,18 0,9996 0,17
4 y = 1,25%10x —0,17 0,9964 0,28
5 y = 2,69%10x—0,66 0,9967 0,28
6 y = 1,08+10x+0,64 0,9945 0,17
7 y = 3,77%10"x+0,07 0,9974 0,46
8 y = 1,96%10"x—1,06 0,9924 0,52
9 y = 2,40%10"x-0,71 0,9893 1,00
10 y = 5,04%10x—0,48 0,9997 0,63
11 y = 3,26%107x+0,02 0,9991 0,88
12 y = 3,47%10x-0,04 0,9999 0,71
13 y = 1,06%10x—0,43 0,9978 0,35
14 y = 2,35%10"x—0,03 0,9983 0,93
15 y = 1,69%10x—0,19 0,9995 0,43
16 y = 1,12%10"x—0,92 0,9977 0,29
17 y = 4,13%x10x+0,08 0,9997 0,76
18 y = 0,87x10"x+0,76 0,9870 0,19
19 y = 1,05%10x+0,46 0,9991 0,39
20 y = 0,87x10"x—0,21 0,9989 0,16
21 y = 3,12%10x+0,24 0,9994 0,33
22 y = 2,91x10"x+0,51 0,9949 0,42
23 y = 0,15%10"x-0,23 0,9995 0,44

y — stezenie zwigzku
X — pole powierzchni piku
R? — wspotezynnik determinacji

Korzystajgc z materialu roslinnego M. truncatula odmiany Jemalong Al7
oszacowano wplyw ekstrakcji do fazy statej i doktadnos$¢ aparatu na rozrzut wynikoéw
(Tab. 8). Wykazano, ze dla n = 15 odchylenie standardowe dla pojedynczych

zwigzkéw wynosito $rednio dla lisci 17%, a dla todyg 21%. To relatywnie wysokie
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odchylenie standardowe wynika z faktu, iz analizowany byl materiat roslinny, w

ktorym trudno jest uzyska¢ wysoka jednorodnosc.

Tab. 8. Powtarzalno$¢ metody izolacji (n = 15) pojedynczych flawonoidow czesci

nadziemnych M. truncatula odmiany Jemalong Al17

Liscie Lodygi
Srednia Odchyle- Odchyle- Srednia Odchyle- Odchyle-
Zwiazek | zawartosé nie nie zawartos¢ nie nie
[malg standar- | standar- [malg standar- | standar-
sm] dowe dowe sm] dowe dowe
(n =15) (%) (n =15) (%)
1 0,07 0,01 7,50 0,05 0,01 15,84
2 0,87 0,13 14,75 0,72 0,18 25,57
3 0,16 0,02 15,26 0,37 0,08 21,90
4 0,77 0,13 17,31 0,54 0,09 17,22
5 0,41 0,07 18,20 0,79 0,10 12,79
6 0,04 0,01 31,18 0,08 0,01 16,74
7+8 0,34 0,04 11,91 0,17 0,04 21,55
9 0,43 0,09 20,85 0,23 0,07 30,81
10 0,04 0,01 27,66 0,04 0,01 27,66
11 0,53 0,09 16,20 0,37 0,06 17,07
12+13 7,35 0,58 7,95 4,89 0,47 9,68
14 0,04 0,01 27,66 0,04 0,01 27,66
15 0,56 0,11 19,25 0,49 0,12 25,69
16 0,37 0,08 20,64 0,32 0,08 25,69
17 23,92 0,59 2,47 11,15 0,96 8,60
18 0,51 0,07 13,24 0,41 0,11 27,84
19 1,15 0,15 13,15 0,48 0,10 21,88
20 0,10 0,02 19,96 0,05 0,01 23,22

4. Oznaczanie zawartosci zwigzkow flawonoidowych w czesciach nadziemnych

badanych odmian M. truncatula

W opisanych w literaturze badaniach zawarto$ci metabolitow wtornych
lucerny zamieszczane sg dane dotyczace catlych pedow czesci nadziemnych.
Opracowanie  krétkiej metody UPLC  oznaczania zawarto$ci  zwigzkéw
flawonoidowych pozwolito na wykonanie znacznie wigkszej ilosci analiz. Dzieki temu
probki czesci nadziemnych zbierane w trzech sezonach wegetacyjnych, w latach 2005-

2007, podzielono na liscie i todygi, a nastepnie prze§ledzono w nich koncentracje

49



pojedynczych zwigzkéw flawonoidowych. Zawarto$¢ poszczegodlnych flawonoidow

przedstawia rysunek 11 i 12.

Rys. 11. Zawarto$¢ poszczegolnych zwigzkow flawonoidowych ($rednia z lat 2005-

2007) w lisciach M. truncatula
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W lisciach i todygach badanych odmian M. truncatula dominujacymi
flawonoidami byty: 7-O-B-D-glukuronopiranozyd trycyny - 17, 7-O-[2'-O-feruloylo- -
D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-4-D-glukuronopiranozyd] trycyny - 18 i 7-O-[2'-O-
kumaroylo- #-D-glukuronopiranozylo(1—2)-O-4-D-glukuronopiranozyd] trycyny - 19.
Duze ilodci 7-0-{2-O-p-feruloylo-[-D-glukuronopiranozylo(1—3)]-O-p-D-
glukuronopiranozylo(1—2)-O-p-D-glukuronopiranozydu}  chryzoeriolu - 10
wystgpowaly w odmianach M. truncatula var truncatula i M. truncatula var
longispina, natomiast 7-O-{2-O-p-feruloylo-[B-D-glukuronopiranozylo(1—3)]-O-p-
D-glukurono- piranozylo(1—2)-O-p-D-glukuronopiranozydu} trycyny - 12 oraz 7-O-
{2-O-p-kumaroylo-[-D-glukuronopiranozylo(1—3)]-O-B-D-
glukuronopiranozylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozydu} chryzoeriolu - 13 w

odmianie M. truncatula Jemalong A17.
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Rys. 12. Zawarto$¢ poszczegolnych zwigzkow flawonoidowych ($rednia z lat 2005-

2007) w todygach M. truncatula
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Zawarto$¢ poszczegdlnych zwigzkow flawonoidowych w lisciach byla
znacznie wyzsza niz w todygach i wynosita od 0,01 mg/g s.m. do 22,25 mg/g s.m.,
podczas gdy maksymalna zawarto$¢ dominujacego flawonu w todygach wynosita 9,77
mg/g s.m. Odmiana Jemalong A17 charakteryzowala si¢ wystgpowaniem zar6wno w
lisciach, jak 1 w lodygach jednego zwiazku w znacznych iloSciach;
glukuronopiranozyd trycyny w liciach stanowil 63% sumarycznej zawartosci
flawonoidow, a w lodygach 52%. Ten dominujacy zwigzek w odmianach M.
truncatula var truncatula i M. truncatula var longispina stanowit tylko od 18 do 39%.
Wczeséniejsze badania przeprowadzone na dziesigciu odmianach M. sativa (lucerna
siewna) wykazaly, ze dla wszystkich odmian dominujagcym zwigzkiem byt réwniez 7-
O-B-D-glukuronopiranozyd trycyny, ktéorego maksymalne st¢zenie wynoszace 8,67
mg/g s.m. oznaczono w odmianie Magali [Stochmal 2007]. W zawartosci
poszczegolnych flawonoidow rejestrowano bardzo duze zrdznicowanie. Oprocz

zwiazkow wystepujacych w znacznych ilosciach, w ekstraktach roslinnych kazdej z
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odmian wystepowato tez od pieciu do siedmiu zwigzkéw, ktérych zawarto$¢ byla
mniejsza niz 0,1 mg/g s.m. W odmianach M. truncatula var truncatula i M. truncatula
var longispina w tak matych ilosciach wystepowaty glukuronidy apigeniny, natomiast
w M. truncatula Jemalong A17 gtéwnie glukuronidy trycyny. We wszystkich
odmianach w ilosciach nie przekraczajacych 0,1 mg/g s.m. wystepowat flawonol
triglukozyd larycytryny.

Podczas izolacji zwigzkow z mocno skoncentrowanego ekstraktu czesci
nadziemnych odmiany Jemalong A17 udato si¢ oczysci¢ zwigzki: 3,5’- digluko -3-
metylomyrycetyna — 21, 7-O-B-D-glukuronopiranozylo(1—3)-0-B-D-
glukuronopiranozylo(1—2)-O-B-D-glukuronopiranozyd apigeniny — 22 i 7-O-f4-D-
glukuronopiranozylo-4’-O-f-D-glukopiranozyd] trycyny — 23, ktére w ekstraktach
ro$linnych poszczegdlnych odmian wystepowaty w tak matych ilosciach, ze
mozliwos$ci detekcyjne aparatu nie pozwalaly na oznaczenie ich zawartosci.

Zsumowanie zawarto$ci poszczegdlnych zwigzkow w latach uprawy 2005 —
2007 pozwolilo na okreslenie ich zawartosci w lisciach 1 todygach. Zawartos¢
zwigzkow flawonoidowych w lisciach trzech odmian M. truncatula byta bardzo
wysoka 1 wynosila $rednio okoto 3,5% s.m (Rys. 13). W roku 2005 zawartos¢
zwigzkow flawonoidowych w li§ciach M. truncatula var truncatula osiggngta nawet
warto$¢ 4,8% s.m. W przypadku odmiany Jemalong Al17 stwierdzono wysoka
stabilizacj¢ syntezy zwigzkow flawonoidowych w kolejnych latach uprawy. Zawartos¢
zwigzkoéw flawonoidowych w todygach (Rys. 14) byla nizsza niz w liSciach 1 wynosita
srednio 1,5% s.m. Nie stwierdzono istotnych réznic pomigdzy odmianami i w
poszczego6lnych latach uprawy. Uzyskane wyniki badan sg porownywalne z roOwnie
duza zawarto$cig flawonoidow stwierdzong w cze$ciach nadziemnych dziesigciu
odmian lucerny siewnej, a wahajacg si¢ na poziomie 2,5-3,0% suchej masy. W
badanych roslinach M. truncatula zupelie inaczej zachodzi synteza drugiej grupy
metabolitow wtornych — glikozydow triterpenowych. Kapusta [2006] stwierdzit, iz w
tym czasie, kiedy w czg$ciach nadziemnych nagromadzane sg duze ilo$ci zwigzkdéw
flawonoidowych zawarto$¢ saponin jest wielokrotnie mniejsza i wynosi 0,22% s.m.
dla M. truncatula var truncatula i M. truncatula var longispina oraz 0,15% s.m. dla M.

truncatula Jemalong A17.
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Rys. 13. Sumaryczna zawarto$¢ flawonoidow w lisciach M. truncatula

Rys. 14. Sumaryczna zawartos¢ flawonoidéw w todygach M. truncatula
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Flawony wyizolowane z czeSci nadziemnych M. truncatula ze wzglgdu na
budowe aglikonu mozna podzieli¢ na cztery grupy: mniej polarne glikozydy apigeniny
1 luteoliny oraz o wigkszej polarnosci glikozydy trycyny i1 chryzoeriolu (Rys. 151 16).
Stwierdzono statystycznie istotng roznice pomi¢dzy zawartoscig glikozydéw trycyny i
pozostalych grup zwigzkéw zardwno w przypadku lisci, jak 1 todyg wszystkich
badanych odmian M. truncatula. W odmianach M. truncatula var truncatula, M.
truncatula var longispina, M. truncatula Jemalong A17 procentowy udziat glikozydow
trycyny w stosunku do ogdlnej zawartosci flawonow wynosit w liSciach odpowiednio:
88, 73 1 87%, a w todygach: 81, 61 i 79%. Procentowa zawarto$¢ pozostalych
glikozydow wahata si¢ od 1% do 12%; tylko w przypadku odmiany M. truncatula var
longispina wyzsza byta zawartos¢ glikozydow chryzoeriolu; dla lisci wynosita 20%, a
dla todyg 28%.

Rys. 15. Zawarto$¢ poszczeg6lnych glikozydow w lisciach badanych odmian

M. truncatula
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Rys. 16. Zawartos¢ poszczegolnych glikozydéw w todygach badanych odmian
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Dane uzyskane w tej pracy nad M. truncatula, jak rowniez wcze$niejsze
badania prowadzone nad M. sativa wskazuja, ze zwigzkami dominujacymi byly
glikozydy trycyny. W ostatnim czasie wzrosto zainteresowanie ta grupg zwigzkow ze
wzgledu na ich wilasciwosci antynowotworowe. Zdolno$¢ trycyny do hamowania
cyklu komorkowego oraz wzrostu komorek rakowych stwierdzono w badaniach na
linii komorek raka piersi (MDA-MB-468) 1 na nagich myszach. Zwiazki trycyny
wykazuja takze zdolnos¢ do hamowania aktywnosci cyklooksygenaz oraz
modulowania zaleznej od nich syntezy prostaglandyn, co wplywa na jej
chemoprewencyjng skuteczno$¢ w zapobieganiu nowotworom jelita i prostaty [Cai
i in. 2004]. Dane uzyskane w tej pracy wskazuja, ze M. truncatula stanowi dobre
zrédto tych zwiazkow (Tab. 9). Stwierdzono okoto trzykrotnie wyzsza zawarto$¢
glikozydow trycyny w liSciach niz w lodygach poszczegdlnych odmian, niezaleznie od
roku zbioru. Srednie stezenie tych zwiazkow w lisciach M. truncatula var truncatula,
M. truncatula var longispina i M. truncatula Jemalong A17 wynosito odpowiednio
2,88; 2,19 i 2,96% suchej masy, a w todygach 0,80; 0,75 i 1,26% suchej masy.
Podobng zawartoscig glikozydow trycyny charakteryzowaty si¢ cate pedy M. sativa.
Zaleznie od badanej odmiany sumaryczna zawarto$¢ tych zwigzkow wynosita od 1,40
do 1,70% suchej masy. Liscie M. truncatula Jemalong Al7 i M. truncatula var

truncatula moga by¢ dobrym materiatem do izolacji naturalnych zwiazkow trycyny.

Tab. 9. Zawartos¢ glikozydow trycyny w lisciach i todygach trzech odmian

M. truncatula [mg/gs.m.]

dmiana | M. truncatula var M. truncatula var M. truncatula

Ro truncatula longispina Jemalong A17
zbioru liscie lodygi liScie lodygi liscie lodygi
2005 32,29 8,55 23,69 7,11 33,41 11,69
2006 17,64 6,22 18,63 6,38 26,31 10,10
2007 36,50 9,30 23,26 9,13 29,02 15,90
Srednia 28,81 8,02 21,86 7,54 29,58 12,56
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Poznanie naturalnej zmienno$ci populacyjnej w obrebie gatunku jest niezbgdne
dla dalszego badania metabolomiki, gdyz jak wskazuja wczes$niejsze badania
prowadzone nad M. sativa, naturalna zmienno$¢ populacyjna w zawartosci saponin
byta bardzo duza i wynosita od 0,1 do 2,0% suchej masy [Oleszek 1998].

Zmienno$¢ populacyjng zawartosci flawonoidow badano w materiale pobranym
z 25 roélin kazdej odmiany M. truncatula (Rys. 17 i 18). Srednia zawarto$é
flawonoidéw w lisciach M. truncatula var truncatula, M. truncatula var longispina
i M. truncatula Jemalong A17 wynosita odpowiednio: 22,07; 27,04 i 34,84 mg/g
s.m., natomiast w todygach 8,17; 11,14 1 14,72 mg/g s.m. W populacji odmian M.
truncatula var truncatula i M. truncatula var longispina wystgpowaty rosliny o bardzo
matej 1 duzej zawartosci flawonoidow w lisciach (odchylenie standardowe wynosito
odpowiednio: 7,67 1 7,56). Znacznie mniejsze roznice zawartosci badanych zwigzkoéw
rejestrowano w lisciach roslin M. truncatula Jemalong A17 (odchylenie standardowe
4,51). Badanie polimorfizmu wystgpowania flawonoidéw w todygach wykazato, ze
podobnym rozproszeniem wynikow charakteryzowaty si¢ odmiany M. truncatula var
truncatula i M. truncatula Jemalong A17 (odchylenia standardowe wynosity 2,51
12,16).

Rys. 17. Polimorfizm wystepowania zwigzkéw flawonoidowych w lisciach

M. truncatula
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Rys. 18. Polimorfizm wystepowania zwigzkow flawonoidowych w todygach

M. truncatula
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M. truncatula Jemalong A17 jest linia wyhodowang z jednego nasiona
1 badania polimorfizmu wyst¢powania flawonoidow wykazaty, ze jest ona bardzo
spojna pod wzgledem tej cechy. Populacja charakteryzuje si¢ wystgpowaniem
osobnikow o ustabilizowanej, wysokiej zawartosci flawonoidow 1 moze stanowic
dobry materiat do ewentualnej dalszej selekcji ukierunkowanej na wyhodowanie
odmiany syntetyzujacej duzg ilo$¢ tych zwigzkow, a w szczegdlnosci wspomnianych
wyzej, znajdujacych zastosowanie w medycynie, flawonéw trycyny.

Tylko jeden procent promieniowania stonecznego emitowany jest w postaci
UV-B, jednakze jest ono przedmiotem szczegdlnego zainteresowania i zaniepokojenia
naukowcow ze wzgledu na to, ze uszkadza ono kod DNA komorek biologicznych oraz
ogranicza wzrost ro$lin. Rosliny wystawione na oddziatywanie silniejszego UV-B,
bronigc si¢ przed jego szkodliwym dzialaniem, wytwarzaja wiecej fenoli. Zwiazki te
dziatajg jak filtr stoneczny. W literaturze wystepuje coraz wigcej dowodow na to, ze
funkcj¢ obronng peklnig flawonoidy acylowane kwasami hydroksycynamonowymi

[Schnitzler i in. 1996, Turunen i in. 1999, Stochmal 2007].
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Dwanascie sposrdd wyizolowanych flawonoidow M. truncatula byto
acylowanych kwasem ferulowym, kumarowym lub synapinowym. Policzono zatem
sumaryczng zawarto$¢ tych zwigzkéw. Maksymalna zawarto$¢ acylowanych
glukuronidow znajdowata si¢ w lisciach odmiany M. truncatula var truncatula w 2005
roku — 31,10 mg/g s.m., a minimalna w todygach tej odmiany w 2006 roku — 3,86
mg/g s.m. Mozliwo$¢ oznaczenia metodg UPLC zawartosci pojedynczych zwigzkow
sprawita, ze okreslono wzajemny stosunek ilosciowy flawonoidow acylowanych do
niecacylowanych (Rys. 19 i 20). Byt on silnie uzalezniony od odmiany. W odmianach
M. truncatula var truncatula i M. truncatula var longispina zawarto$¢ flawonoidow
nieacylowanych w lisciach i1 todygach byta znacznie mniejsza niz flawonoidow
acylowanych 1 §redni stosunek tych zwiazkéw, liczony z trzech lat uprawy, w lisciach
wynosit odpowiednio dla odmiany 1,52 oraz 2,19; a w todygach 1,06 1 1,48.
Zdecydowanie wyrozniata si¢ odmiana M. truncatula Jemalong Al17, w przypadku
ktorej zawarto$¢ glikozydow nieacylowanych dwukrotnie przewyzszala zawartos$¢
zwigzkéw acylowanych 1 stosunek ten dla lisci wynosit 0,42; a dla todyg 0,45. W
badanych wczesniej catych pedach M. sativa ten stosunek wahat si¢ zaleznie od

odmiany od 1,2 do 2,2.

Rys. 19. Stosunek zawarto$ci flawonoidow acylowanych do nieacylowanych w

lisciach trzech odmian M. truncatula
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Rys. 20. Stosunek zawartosci flawonoidéw acylowanych do nieacylowanych w

todygach trzech odmian M. truncatula
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Charakterystycznym zjawiskiem w rozwoju ro$lin jest przemiana pokolen,
polegajaca na regularnym, cyklicznym nast¢powaniu po sobie faz rozwojowych. W
celu okreslenia zrdznicowania stezenia zwigzkow flawonoidowych w cze$ciach
nadziemnych w trakcie rozwoju roslin wykonano oznaczenia tych zwigzkoéw w fazie:

1. wzrostu wegetatywnego
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2. formowania sie pgkéw kwiatowych

3. kwitnienia

4. przekwitania z jednoczesnym rozwojem nasion (Rys. 21).
Réznice w zawartosci flawonoidow w roznych fazach rozwojowych roslin lucerny
byly statystycznie nieistotne. W odmianach M. truncatula var truncatula i M.
truncatula Jemalong A17 zaobserwowano rosngcy trend w zawartosci tych zwigzkoéw
do pelni kwitnienia. Moze $wiadczy¢ to o tym, ze roslina dagzac do wydania nasion 1
rozmnazania si¢ wytwarza substancje mechanizmu wtérnego - flawonoidy, ktore
zabezpieczaja jg przed szkodliwym dzialaniem patogenow, owadow roslinozernych,
promieniowania UV-B, a takze takie, ktore korzystnie wplywaja na jej wzrost
(flawony luteoliny), poprzez indukowanie ekspresji genéw brodawkowania. Proces
syntezy flawonoidow zostaje spowolniony w momencie, gdy roslina wigcej energii

zZuzywa na wigzanie i rozwdj nasion.

Rys. 21. Zawarto$¢ flawonoidéw w fazach rozwojowych ro$lin trzech odmian

M. truncatula
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V. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

1. Z czgéci nadziemnych Medicago truncatula odmiany Jemalong Al7

wyizolowano technikami chromatografii preparatywnej dwadzie$cia trzy
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zwiazki flawonoidowe. Metodami spektralnymi okreslono strukture trzech
flawonoli oraz szesciu flawonow bedacych glikozydami apigeniny, dwoch
luteoliny, dziewigciu trycyny i trzech chryzoeriolu.

. Sktadnikiem cukrowym wszystkich flawonoéw M. truncatula, podobnie jak w
M. sativa, byt kwas glukuronowy (od 1 do 3 czasteczek podstawionych w
pozycjach C-7). W przypadku trzech glikozydéw oprocz kwasu glukuronowego
wystepowala takze jedna czasteczka glukozy przylaczona w pozycji C-7 lub C-
4’. Cze$¢ glikozydow (12) byty to zwigzki dodatkowo acylowane kwasem
ferulowym (6), p-kumarowym (4) lub synapinowym (2).

. Osiem sposrod wyizolowanych flawonoidéow M. truncatula to struktury
dotychczas nie znalezione w zadnym innym gatunku roslin i nieopisane w
literaturze.

. Opracowano metod¢ chromatograficzng (Ultra Performance Liquid
Chromatography, UPLC) iloSciowego oznaczania flawonoidow w cze$ciach
nadziemnych M. truncatula. Metoda ta znacznie poprawia rozdziaty w
poréwnaniu do dotychczasowych metod chromatograficznych i1 skraca je do
kilku minut, co przy seryjnych oznaczeniach jest jej wielka zaleta.

. Oznaczono zawarto$¢ poszczeg6lnych flawonoidéw w lisciach 1 todygach
trzech odmian M. truncatula.

. Dominujgcy zarbwno w lisciach, jak i todygach 7-O-f-D-glukuronopiranozyd
trycyny (17) stanowil w odmianie Jemalong A17 odpowiednio 63% i1 52%
ogolnej zawartosci flawonoidoéw. Z wyizolowanych flawonoidow trzy zwigzki
wystepowaly w ilo$ciach §ladowych, ponizej mozliwosci detekeji aparatu.

. Sumaryczna zawarto$¢ zwigzkoéw flawonoidowych w lisciach trzech badanych
odmian M. truncatula byta wysoka i wynosita $rednio okoto 3,5% s.m., a w
todygach 1,5% s.m. Najliczniej wystepujaca grupa glikozydow trycyny
stanowila 76% zawartosci flawonoidow, zatem M. truncatula moze by¢ dobrym
zrddtem do pozyskiwania tych zwigzkow.

. Zmienno$¢ populacyjna zawartosci flawonoidow w lisciach wahata si¢ od 0,6%

s.m. do 4,6% s.m., a w todygach od 0,1% s.m. do 2,0% s.m.
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9. W odmianach M. truncatula var truncatula i M. truncatula var longispina
zawarto$¢ flawonoidéw acylowanych byta wieksza niz nieacylowanych 1 ich
stosunek wahat si¢ od 1,06 do 2,19. Tylko w odmianie M. truncatula Jemalong
Al17 zawarto$¢ glikozydow nieacylowanych dwukrotnie przewyzszata
zawarto$¢ glikozydow acylowanych.

10. Poczawszy od fazy wzrostu wegetatywnego do fazy kwitnienia roslin lucerny
obserwowano tendencj¢ zwyzkowa zawartosci flawonoidéw w czesciach

nadziemnych M. truncatula.
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V. SPIS RYSUNKOW I TABEL UMIESZCZONYCH W PRACY
— Rysunki
Nr
Nazwa Strona
rysunku

1 Medicago truncatula Gaertn. 6

2 Podstawowa struktura flawonoidow 11

3 Podstawowe klasy flawonoidow 12

4 Rosliny M. truncatula uprawiane na poletku doswiadczalnym IUNG o5
-PIB

5 Kolumna preparatywna 27

6 Spektrometr masowy LCQ Advantage Max (Thermo Finningan] »g
sprzezony z chromatografem cieczowym

7 Spektrometr NMR Bruker DRX-600 29

8 Ultrasprawny chromatograf cieczowy, typ Acquity ", 30
firmy Waters

9 Schemat struktur wyizolowanych zwigzkow flawonoidowych 32
cze$ci nadziemnych M. truncatula

10 Rozdziat UPLC ekstraktu czes$ci nadziemnych M. truncatula 47

1l Zawarto$¢ poszczegolnych zwigzkow flawonoidowych ( $rednia z 50
lat 2005-2007) w lisciach M. truncatula

12 Zawarto$¢ poszczeg6lnych zwigzkow flawonoidowych ( Srednia z 51
lat 2005-2007) w todygach M. truncatula

13 Sumaryczna zawarto$¢ flawonoidow w lisciach M. truncatula 53

14 Sumaryczna zawarto$¢ flawonoidow w todygach M. truncatula 53

15 Zawarto$¢ poszczegdlnych glikozydow w lisciach badanych 54
odmian M. truncatula

16 Zawarto$¢ poszczegolnych glikozydow w lisciach badanych 55
odmian M. truncatula

17 Polimorfizm wystgpowania zwigzkéw flawonoidowych w lisciach 57
M. truncatula

18 Polimorfizm wystepowania zwigzkoéw flawonoidowych w todygach 57
M. truncatula

19 | Stosunek zawartosci flawonoidow acylowanych do nieacylowanych| gg
w lisciach trzech odmian M. truncatula
Stosunek zawarto$ci flawonoidéw acylowanych do nieacylowanych

20 . 59
w todygach trzech odmian M. truncatula

21 | Zawartos¢ flawonoidow w fazach rozwojowych roslin trzech 60

odmian M. truncatula
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— Tabele

Nr tabeli Nazwa Strona

1 Magnetyczny rezonanas jadrowy "H NMR wyizolowanych po 33
raz pierwszy flawonoidéw (CD30D) — zwigzek 4, 11, 131 14

5 Magnetyczny rezonanas jadrowy "H NMR wyizolowanych po 34
raz pierwszy flawonoidow (CD5;0D) — zwigzek 15, 20, 22 i 23
Magnetyczny rezonanas jadrowy ~C NMR wyizolowanych

3 aglikonoéw flawonoidéw (CD3;OD) — dane uzyskane 35
w eksperymentach HSQC i HMBC
Magnetyczny rezonans jadrowy “°C NMR cukréw i acylowanych

4 |kwasow fenolowych (CD;OD) - dane uzyskano w eksperymentach| 36
HSQC i HMBC

5 Charakterystyka zwigzkow flawonoidowych M. truncatula 46

6 Czasy retencji wzorcoéw flawonoidéw czgsci nadziemnych 47
M. truncatula

7 Krzywe kalibracyjne wzorcéw M. truncatula odmiany 48
Jemalong Al7

8 Powtarzalno$¢ metody izolacji (n=15) pojedynczych flawonoidow 49
czesci nadziemnych M. truncatula odmiany Jemalong A17

9 Zawarto$¢ glikozyddw trycyny w lisciach i1 todygach trzech 56

odmian M. truncatula
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