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ANALIZY BIOCHEMICZNE W BOTANICE EKSPERYMENTALNEJ
I GENETYCE BIOCHEMICZNEJ

Motto:
Hombres cientificos que acusdais a Mc Nair sin razon
Sabiendo que sois la ocasion de’lo mismo que culpais
N. T. Mirov
(Parafraza Juana Inez de la Gruz)

Systematyk ro$lin jest w trudnej pozycji czlowieka, ktoéry mieszka w niewykon-
czonym domu i to w dodatku w domu, ktéry zdaje si¢ nigdy nie zostanie wykon-
czony. To zdanie E. Andersona, ktore cytujemy za N. T. Mirovem najlepiej oddaje
stosunki panujace w taksonomii roélin. Kazdy system jaki stworzy si¢ w oparciu
o jakakolwiek ceche czy zespél cech, morfologicznych, cytologicznych, czy jeszcze
innych staje si¢ nieaktualny w momencie publikacji i Zzaden z nich nie oddaje rze-
czywistych stosunkéw pokrewienistwa. Stad tez poszukiwania coraz do dokladniej-
szych metod okre$lania rzeczywistych pokrewienstw. Uwaza sie, ze dobrymi ce-
chami moga byé pewne wlasciwosci biochemiczne. Tu jednak podobnie jak przy
systematyce opartej o cechy morfologiczne zaleznie od doboru cech i nadania im
odpowiedniej rangi waznosci, mozemy stworzy¢ wiele systemow. Chociaz nalezy
si¢ zgodzi€ ze zdaniem Mc Naira, Ze og6lnie biorac ewolucje substancji chemicznych
w roSlinach nastgpowaly zgodnie z ewolucja morfologiczna.

Badania chemotaksonomiczne nabieraja ostatnio znaczenia szczegdlnie w farma-
kologii oraz w badaniu gatunkéw uprawnych powstalych na drodze introgresyw-
nego krzyzowania.

A. Metody chromatograficzne

Znane sa liczne przyktady spontanicznego krzyZzowania si¢ roSlin, w niektorych
przypadkach dotyczy to nawet bardzo odleglych gatunkéw. Badania powstajacych
populacii mieszaficowych wymagaja czgsto stworzenia indeksu cech morfologicz-
nych jakie wystgpuja w wyjSciowych gatunkach i w mieszaricowym potomstwie.
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Ryc. 1. Schematyczne przedstawienie dwukierunkowych chromatograméw gatunkow Asplenium i mieszat-

cow. Kazdy schemat jest opatrzony rysunkiem reprezentujacym typowe liscie i symbolem genomu. 1. Asple-

nium rhicophyllum, 2. A. platyneuron, 3. A. montanum, 4. A. x kentuciense, 5. A. x gravessi, 6. A. x ebenoides

(2n) i A. ebenoides (4n), 7. A. pinnatifidum, 8. A. bradleyi, 9. A. x trudellii, 10. A. x wherryi (wg Smith i Levin,
1963)

Pouiewaz wiele cech morfologicznych dziedziczy si¢ posrednio, analiza dynamiki
krzyzowania si¢ nie moze byé precyzyjna. Aby zaradzié tej trudnosci wielu amerykan-
skich botanikéw zaakceptowalo proste metody chromatograficzne do badania
naturalnych populacji mieszaficowych. Badania te zostaly rozpoczgte i szeroko
rozwiniete w Ameryce P6inocnej. Spowodowane to zostato specyficzna whasciwoécig
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flory amerykanskiej. Flora Ameryki Polnocnej podobnie jak flora europejska
jest w wiegkszej swojej cze$ci wzglednie mioda, gdyz na obecnych swoich stanowis-
kach gatunki znalazly si¢ dopiero po ustgpieniu lodowca. W przeciwienstwie jednak
do flory europejskiej brak réwnoleznikowych gor nie spowodowal zdziesigtkowanie
gatunkow. Wobec tego wigkszo$¢ rodzajow w Ameryce reprezentowane jest przez
kilka lub nawet kilkadziesiat gatunkow, gatunki te czgsto si¢ krzyzuja stwarzajac
duze trudnosci dla systematykow, stad czeste zjawisko w amerykanskich pracach

@ri T

OCoO®
oo ® E®

Biaty Niebieski Rozowy
5 6 7 8 9 0 1 12

oo Zog

' 19 20 21

3“5 Ty 6 17 48

Ryc. 2. Jednokierunkowe chromatogramy zwiazkow ,fenolowych” w czystych gatunkach i mieszancach

F, lubinu. 1. L. angustifolius, 2. L. albus, 2. L. luteus, 4. L. digitatus nie krzyzuja si¢ migdzy soba, ani z po-

zostalymi gatunkami. 5. L. palestinus krzyzuje sie, dajac nieplodne F, z 6. 7. i 8. L. pilosus o kwiatach

bialych, rézowych i niebieskich, 9. 10. i 11. L. mutabilis o kwiatach bialych, rézowych i niebieskich i 12.

L. douglasi krzyiuja sie, dajac w petni plodne potomstwo, 13.1 19. L. arboreus, 15. L. hartwegi, 21. L, elegans,

i 16. L. polyphyllus krzyzuja sig latwo, dajac czesciowo plodne F; (od 6—757%; Zywotnych gamet), 14. Fy
L. arboreus > L. hartwegi, 17. F, L. polyphyllus x L. arboreus, 20. F, L. arboreus x L. elegans

botanicznych, Ze dla jednego i tego samego rodzaju jeden autor podaje 80 a drugi
300 a jeszcze inny 800 gatunkéw. Sytuacja ta zmusza do szukania metod, ktére by
umozliwily redukcje wielkiej liczby gatunkéw, a jednocze$nie wskazaly wynikiem
jakiej krzyzowki jest okre$lony osobnik. Do badan tego rodzaju nadajg si¢ szcze-
gblnie uproszczone metody chromatograficzne, nie chodzi przy tym nawet o che-
miczna identyfikacje wystepujacych na chromatogramie zwiazkow, lecz tylko o cha-
rdkterystyczny obraz chromatograficzny Iak zwany ,.chemical finger print of a spe-
cies”
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Wydaje si¢ stuszne podanie najpospolitszej metody zastosowanej po raz pierwszy
przez Alstona i Turnera, a nastgpnie zaadaptowanej przez prawie wszystkich
amerykaniskich botanikéw zajmujacych si¢ chemotaksonomia.

Metoda:

Roéliny suszy si¢ w arkuszach przygotowawczych jak do zielnika, nastgpnie
pobiera si¢ po kilka lisci, ktére ekstrahuje si¢ 5 ml 19, roztworu HCI w metanolu
w ciemno$ci przez 24 godz., nastgpnie nanosi si¢ eza okoto 100 kropel na arkusz

@cssco a
: 9

++ cres cel

&=
9

prom Rap.

L.rothmaler:

Ryc. 3. Chromatogramy dwukierunkowe pigciu odmian tubinu zoltego (L. luteus) i L. Rothmalerii (zwiazki
o charakterze fenoli). + + — L. luteus — wzrost normalny, mutacje szybkiego wzrostu

bibuly Whatmann 3MM i chromatografuje przez 24 godz. w rozpuszczalniku
1i 4 godz. w kierunku prostopadtym do pierwszego w rozpuszczalniku 2.
Rozpuszczalnik 1. I1l-rzgdowy butanol, kwas octowy, woda (3:1:1:v.v.v.)

2. kwas octowy, woda (15:85v. V)
Kazdy chromatogram po wysuszeniu umieszcza si¢ W parach amoniaku i obserwuje
w $wietle dziennym i ultrafiolecie oraz w ultrafiolecie bez umieszczenia poprzednio
w parach amoniaku. Wreszcie chromatogram spryskujemy dwuazowang parani-
troaniling, zaznaczajac plamy widoczne w réznych warunkach, otrzymujemy mape
chromatograficzna charakterystyczna dla danego gatunku. Wigkszo§¢ widocznych
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na chromatogramie substancji to rézne pochodne aromatyczne. Poszczegdlne
zwigzki mozna wprawdzie odnalezé w odleglych jednostkach taksonomicznych,
lecz mapa chromatograficzna jest czym§ wybitnie specyficznym dla gatunku, a cza-
sem nawet mniejszych jednostek (ryc. 1, 2, 3). W naszych badaniach stosowali$my
metode Alstona i Turnera po pewnych modyfikacjach do badan réznic gatun-
kowych i nawet odmianowych w lubinie. StwierdziliSmy, Ze z powodzeniem mozna
odréznié¢ gatunki, a przy szczegélowych analizach nawet odmiany nalezace do tego
samego gatunku. Na ryc. 3 widaé sze§¢ chromatograféw, z ktérych pi¢¢ zrobiono
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Ryc. 4. Chromatografia bibulowa aminokwasbéw z organéw spichrzowych. Galezie (pedy): 1. Cotoneaster,
2. Craya, 3. Robinia, 4. korzen spichrzowy: Dicentra, 5. Cebula: Boviea, 6. korzei: Nymphea. Faza rozwi-
jajaca: propanol: woda (3:1), fenol: bufor boranowy pH 10 (nasycone); Bibula: Schleicher i Schiill 204 3b.
1. cytrulina, 2. glutamina, 3. asparagina, 4. kwas glutaminowy, 5. kwas asparaginowy, 6. seryna, 9. alanina,
11. kwas y amino-mastowy, 12. prolina, 17. arginina, 39. kwas 2-piperydyno-karboksylowy, 44. kwas
2-acetydynokarboksylowy, 45. 8 acetyloornityna, wg Reutera (1957).

z mtodych li§ci lubinu z6ltego, a jeden z lisci zblizonego gatunku Lupinus rothmalerii

- Klink. gatunku, ktéry do 1936 r. byl uwazany za odmiang¢ botaniczna tubinu
z0ltego. Jak wykazaly badania genetyczne T. Kazimierskiego L. rothmalerii
jest odrgbnym gatunkiem, gdyz wprawdzie mozna sporadycznie otrzyma¢ mieszance
uzywajac L. rothmalerii jako matki, ale ro§liny mieszaricowe sa praktycznie bez-
ptodne. Odmiany tubinu zéttego roznity si¢ miedzy soba przede wszystkim rytmem
wzrostu, ktora to réznica zaznaczata si¢ od samego momentu kietkowania (tablica 1).
Badania chemotaksonomiczne oparte o analiz¢ ,fenoli” sa najpopularniejsza
forma chemotaksonomii. Jezeli weZmie si¢ pod uwage rodzaj zwigzkow stosowanych
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Przyklady immunodyfuzjogrambéw uzyskane za pomoca surowicy anty-Lupinus albus cv. Kali
(Liczac zgodnie z ruchem wskazéwek zegara od lewego gérnego rogu, Uklad gatunkow na plytce): Plytka
nr 8: L. albus, cv. Kali, L. elegans, L. latifolius, LEubin mieszaficowy Bragd; Plytka nr 7: L. albus cv.
Kali, L. hartwegi niebieski, L. hartwegi bialy, L. elegans; Plytka nr 6: L. albus cv. Kali, L. polyphyllus,
.. mieszaficowy russel; Plytka nr 13: L. albus cv. Kali, L. pilosus niebieski, L. digitatus; Plytka nr 12:
L. albus cv. Kali, L. pilosus niebieski, L. pilosus biaty, L. pilosus r6zowy; Plytka nr 9: L. albus cv. Kali,
.. mieszaicowy Bragdo, L. pelyphyllus, L. mieszaficowy russel; Plytka nr 19: L. angustifolius cv. Wielko-
polski gorzki, L. angustifolius var, cryptantus L. angustifolius var. linifolius; Ptytka nr 18: L. albus cv.
Kali, L. angustifolius cv. Wielkopolski gorzki, L. angustifolius var. eryptantus; Ptytka nr 16: L. albus
cv. Kali, L. luteus cv. Jantar, L. hirsutus, L. pilosus; wg W. Prus-Glowackiego.

w biochemicznej systematyce, to na drugim miejscu znajduja si¢ alkaloidy. Te
ostatnie sa jednak o wiele mniej przydatne, po pierwsze dlatego, ze nie wystgpuja
we wszystkich gatunkach ro$lin, co wiecej, sa grupy gatunkow pozbawione tych
substancji, po drugie chromatografia alkaloidéw jest trudniejsza, po trzecie prawie
wszystkie alkaloidy daja z odpowiednimi odczynnikami plamy w jednym kolorze.
Stad tez moze sie zdarzy¢, ze niespokrewnione gatunki beda mialy wprawdzie rézne
alkaloidy, ale tak na chromatogramie rozmieszczone, ze bedzie to sugerowalo
ich identyczno$¢. Wreszcie trzecia grupa zwiazkéw to wolne aminokwasy; frakcja



25

ta jest do$¢ zmienna i oprécz 20 aminokwasow, ktore wystepuja w biatku moga
si¢ w niej znalez¢ liczne nietypowe zwigzki o charakterze aminokwaséw, niektore
z nich maja niewatpliwie znaczenie taksonomiczne, np. kanawanina wystgpuje
w roélinach motylkowych, tingitanina wylacznie w rodzaju Lathyrus. Poniewaz
jednak reakcja aminokwasow z wlasciwym dla nich odczynnikiem to jest z nin-
hydryna prawie zawsze jest w kolorze niebieskofioletowym, do aminokwaséw od-
nosza sie wiec wszystkie zastrzezenia jakie wazne sa dla alkaloidéw z tym jeszcze,
7e nieliczne dodatkowe aminokwasy gubia sie na tle pospolitych w roslinach wol-
nych aminokwasach wystgpujacych normalnie w biatku. Bez jakiegokolwiek zna-
czenia dla chemotaksonomi sa natomiast aminokwasy z hydrolizatu bialek. Wpraw-
dzie przesadne jest twierdzenie, ze nie mozna odréznié¢ chromatogram z hydrolizatu
biatek ziemniaka od takiegoz chromatogramu ze §ledzia, ale niewatpliwie wszelkie
wyceniane ,,na oko” rdéznice w zawartosci bialkowych aminokwaséw w hydroli-
zatach z réznych roélin, sa wylacznie wynikiem fantazji. Otrzymane nawet przy
pomocy czulej aparatury, jak np. kolektora frakcji, chromatografu gazowego itp.
wyniki obarczone sa od 30—100 % bledem. Fiasko badan bialtek wlasciwych oparte
o analizy sktadu aminokwaséw w hydrolizacie nie jest réwnoznaczne z niemozli-
woscig wykorzystania bialek dla celéw chemotaksonomicznych. Przy pomocy elektro-
forezy mozna bowiem otrzymaé do$¢ dobre obrazy niektérych grup bialek i tak
np. mozna odrézni¢ biatka r6znych gatunkéw tubinu, biatka wyki od soczewicy,
pszenicy od zyta itp., lecz w zasadzie na tym korczy si¢ mozliwo$¢ zastosowania
tej metody do badan taksonomicznych; pewne ustugi oddaje ona w genetyce sto-
sowanej, gdy krzyzujemy odlegle odmiany rézniace si¢ skladem frakcji bialek
i gdy zalezy nam na przeniesieniu jakiego$ zestawu bialek z jednej formy do drugiej

B. Metody immunologiczne

Zawarto$é i sekwencja aminokwaséw w czasteczce biatka jest uzalezniona od
sekwencji zasad azotowych w czasteczce kwasu dezoksyrybonukleinowego, a wigc
od tak zwanego kodu genetycznego. W zaleznoéci od rodzaju biatka, aminokwasy
ukladaja si¢ w okre$lonej kolejnosci, co daje w efekcie tak zwana pierwszorzegdowa
strukture biatka, ktéra w kazdym organizmie rézni si¢ i moze tym samym stuzy¢
jako kryterium oceny jednostek systematycznych.

Wigkszo$é dotychczasowych prac nad biatkami opiera si¢ na badaniach ogélnej
zawartoéci aminokwaséw w hydrolizatach materiatu roélinnego, i dalej okreSlenie
aminokwaséw za pomoca réznych metod, miedzy innymi chromatograficznie i za
pomoca elektroforezy. Wydaje sig, ze bardziej istotnym zagadnieniem jest badanie
calej frakcji biatkowej, bez hydrolizowania jej na aminokwasy, ktére to hydrolizo-
wanie nie pozwala na realna oceng ilosci i jakoéci frakcji biatkowych, a jedynie na
okreslenie globalnej ilo§ci aminokwasow.

Pierwsze kroki w tym kierunku poczynione zostaly w latach pig¢cdziesiatych,
kiedy to do badan frakcji biatkowych wprowadzono elektroforeze. Jest to, naj-
proéciej rzecz ujmujac, metoda polegajaca na tym, Ze okreSlone grupy bialek,
frakcje, posiadaja pewien ladunek, ktéry pozwala im wedrowa¢ w polu elektrycz-
nym w kierunku anody lub katody.
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W Laboratorium Fitochemii prébowano rozdzieli¢ biatka lubinu i traw pastew-
nych za pomoca elektroforezy. Wyniki nasze dla tubinu w zasadzie pokrywaly sie
z danymi uzyskanymi przez prof. Wiewiérowskiego i wspolpracownikéw, ktorzy
badali biatlka zapasowe nasion lubinu zéltego, waskolistnego i bialego, otrzymali
oni dla lubinu zéttego dwie frakcje biatkowe, tak zwane konglutyny, dla wasko-
listnego dwie i bialego cztery. W 1958 r. J. Augustyniak badal elektroforetycznie
biatka krzyzujacych si¢ ze soba gatunkéw tubinéw amerykanskich i stwierdzit,
ze posiadaja one takie same frakcje biatkowe. (Doniesienie ustne). Nastgpne nasze
badania poszly w kierunku rozdziatu frakcji biatkowych za pomoca immunody-
fuzji. W latach siedemdziesiatych ubieglego wieku w Instytucie Pasteura w Paryzu
Miecznikow odkryl przy okazji badania szczepionek, Ze drobnoustoje chorobo-
tworcze, tego samego rodzaju, ktore zaatakowaly organizm zwierzecy, po wyzdro-
wieniu tego zwierzecia wprowadzone do krwi sa najpierw zlepiane (aglutynowane),
a nastgpnie pozerane przez biale ciatka krwi. Zjawisko to nazwal fagocytoza.
Istota rzeczy lezy w tym, ze kazde obce gatunkowo biatko wprowadzone do orga-
nizmu zwierzecia nie per os powoduje powstanie specyficznych cial biatkowych
zwanych przeciwciatami, przy czym kazdej frakcji bialkowej odpowiada swoiste
przeciwciato. '

W 1920 r. Metz i Gohlke z Uniwersytetu w Krélewcu wykorzystujac to zjawisko
rozpoczynaja badania, zwane wtedy badaniami serologicznymi, chcac zastosowac
immunologie do systematyki biochemicznej. Owczesny stan wiedzy i prymitywne
metody pozwolily na rozroznienie zaledwie wielkich jednostek systematycznych —
bez rozréznienia niejednokrotnie rodzajow. Badania te opieraly si¢ na okre$laniu
stopnia zmetnienia surowicy krwi immunizowanego zwierzgcia, po dodaniu do tej
samej surowicy bialka badanych taksonow.

Metoda ta jako malo czula odlozona zostala ad acta, az do wynalezienia metody
zwanej immunodyfuzja. Probowano rozdzieli¢ frakcje biatkowe trzech gatunkow
makow mianowicie: Papaver rhoes, P. dubium i P. argemone. Metoda ta jako dos¢
czula rokowala pewne nadzieje i w 1965 r. na Sympozjum Genetycznym w Brnie
kilku badaczy przedstawilo swoje prace z dziedziny immunodyfuzji i immunoelektro-
forezy. Dotychczas tego typu badaniami zajmowali si¢ Czechostowacy, Rumuni,
Niemcy, Japonczycy i Amerykanie. W Polsce fitoaglutyninami zajmuja si¢ w In-
stytucie Terapii Dos$wiadczalnej i Immunologii we Wroclawiu.

Metoda immunodyfuzji polega na zastosowaniu jako medium reakcji precy-
pitacyjnej zelu. Wykorzystano tutaj zjawisko réznej szybko$ci przenikania — dy-
fundowania przez §rodowisko zelowe czasteczek biatka frakcji z jednej strony i su-
rowicy krwi immunizowanego zwierzecia z zawartymi w niej przeciwciatami z dru-
giej. Na granicy zetkniecia si¢ specyficznych dla siebie frakcji biatkowych i prze-
ciwcial nastepuje reakcja precypitacji — stracenia frakcji biatkowych w postaci
prazkow, przy czym mozna powiedzieé, ze kazdy prazek odpowiada innej frakcji
biatkowej. Metoda ta ma pewna modyfikacj¢ zwana immunoelektroforeza, ktéra
polega na zastosowaniu po immunodyfuzji elektroforezy, tzn., ze frakcje bial-
kowe poruszaja si¢ dodatkowo w polu elektrycznym co pozwala na lepszy do
pewnego stopnia ich rozdzial.
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Tablica 2

A S

Jak powstala:immunoelektroforeza: A. Elektroforeza bialek na zelu, B. Immnodyfuzja, C. lemuno-
elektroforeza — kombinacje A i B.

W pracy naszej oparliSmy si¢ na immunodyfuzji jako metodzie najprostszej
i najtanszej. W czeSci metodycznej wzorowano si¢ na pracy Greala, Ericsona i Schulz-
Schaeffera badaczy amerykanskich, ktérzy opracowywali pod wzgledem biosy-
stematycznym rodzaj Agropyron.

Bialka roélinne tubinu bialego odmiany ,,Kali” i trawy pastewnej Festuca pra-
tensis izolowano z nasion przez wysolenie ich z drobno zmielonej maczki jedno-
molowym roztworem NaCl, po czym oczyszczano je wytracajac z roztworu siar-
czanem amonu, az do wysycenia $rodowiska ta sola. Wytracone biatko osadzono
na saczku i przeprowadzono na powr6t w stan plynny za pomoca wody destylowanej.
Tak przygotowane biatko wstrzykiwano krélikom rasy Belgijska biala, jednorazowo
podajac im okoto 200 mg biatka w przypadku tubinu i okoto 70 mg w przypadku
trawy co tydzien przez okres 4 tygodni. Po tym okresie sprawdzano czy zwierzgta
wytworzyly przeciwciala. Surowice uzyskiwano przez skrwawienie krolika i odwiro-
wanie upostaciowanych elementéw krwi na wiréwce laboratoryjnej stosujac
2400 obrotéw na minute przez okres 20 minut. W ten sposéb uzyskang surowice
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Z badan immunoelektroforetycznych Kloza i Klozowej. Bialka roznych gatunkéw fasoli, wy-
kryte przeciwcialami Ph. vulgaris cv. Veltruska Saxa. A. fazeoliny, B. wszystkie bialka liscieni.

nakrapiano na specjalnie spreparowany agar 2 milimetrowej grubosci. Biatko ro-
§linne do immunodyfuzji uzyskiwano w sposob analogiczny do opisanego przy
uzyskiwaniu biatka do injekcji. Plytki z agarem trzymano w temp. pokojowej.
Po trzech dniach od momentu nakropienia surowicy i badanych bialek zaczynaja
"si¢ pojawiaé prazki precypitacyjne, przy czym rozdzial frakcji bialkowych jest
najlepszy i najwyraZniejszy na siodmy dzien od momentu rozpoczecia eksperymentu.

Badania immunoelektroforetyczne prowadzcno wg metcd opisanych przez
Grabara i Scheideggera. Do elektroforezy bialek traw stosowano bufcr octanowo-
weronalowy 0,143 M o pH = 6,75 i sile jonowej 0,05 do biatek tubinéw bufor
-weronalowo-medinalowy o pH = 8,6. Czas trwania elektroforezy wynosit przy
metodzie mikro-Scheideggera 2 godziny i przy metcdzie makro-Gratara 2,5 godz.
Elektroforeze prowadzono stosujac prad o natezeniu 26—30 m A. W naszym la-
boratorium przeprowadzono badania na rodzajach Lupinus Lolium 1 Festuca.
Badania nad tubinami pozwalaja na skonfrontowanie wynikéw badan chemotakso-
nomicznych opartych na swoistym zestawie alkaloidéw z badaniami immunodyfu-
zyjnymi. Zasadnicze frakcje bialkowe otrzymane na agarze sa identyczne w obrebie
sekcji botanicznej, natomiast pojawiaja si¢ prazki dodatkowe — specyficzne dla
gatunkéw, a nawet pozwalaja na rozrdéinienie — odmian botanicznych i tak np.
wystepuja roznice we frakcjach biatkowych miedzy tubinami waskolistnymi odmiany
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Cryptantus i Wielkopolski gorzki, oraz bialym odmiana Kali 1 TK. W przypadku
dwoch odmian amerykanskiego tubinu, ozdobnego L. hartwegi; bialej i niebieskiej
pewne wspolne z L. elegans prazki na immunogramach potwierdzaja nasze przy-
puszczenie oparte o badania genetyczne i chemiczne, ze niebiesko kwitnacy L. hart-
wegi w trakcie uprawy w ogrodach botanicznych ulegl introgresywnemu krzyzowaniu
z L. elegans.

Zalety metody immunodyfuzyjnej sa duze w stosunku do elektroforezy. Elektro-
foreza przy zalozeniu, ze mamy jeden aparat pozwala na wykonanie 6 analiz dzien-
nie, przy czym w tej chwili rozdziat elektroforetyczny frakcji bialek roslinnych nie
jest zadowalajacy i napotyka na wiele trudnodci. Przy immunodyfuzji wedlug po-
bieznych obliczen mozna dziennie wykona¢ okoto 40 analiz, przy bardzo niklym
zuzyciu materiatu co na pewno mogloby znalezé zastosowanie przy selekcji masowej
pojedynek na mutacje korzystne jak i nickorzystne dotyczace zmiany frakcji bialek
w organizmie ro$linnym. Wydaje si¢, ze metoda ta mozna by okreSla¢ rowniez
zmiany frakcji bialkowych pod wzgledem iloSciowym i jakoSciowym w roslinach
pastewnych, np. trawach pod wplywem wysokiego nawozenia azotowego, ktore to
zagadnienie nabiera w ostatnim czasie w zwiazku ze stosowaniem duzych dawek
azotowych ogromnej wagi.

Nasza metoda przedstawiona powyzej mewwle odbiega od metod stosowanych
w innych pracowniach. Prace nad tym zagadnieniem sa obecnie coraz szerzej pro-
wadzone. Z juz opublikowanych prac wynika, Zze otrzymano wiele rezultatow po-
twierdzajacych wezesniejsze badania taksonomiczne oparte badz to o cechy morfolo-
giczne badZ tez chemiczne.

Metody immunologiczne sa niezwykle proste lecz fakt, ze do stosowania ich
potrzebne sa zwierzeta moze zniechgcaé¢ niektoérych botanikéw, niemniej wypada
zaznaczyé, ze do zrobienia jednej dobrze zaplanowanej pracy wystarczyé moze kilka
krélikow, a w niektérych sytuacjach nawet tylko jeden.

Jako przyklad wynikéw otrzymanych metodami immunologicznymi podajemy
immunogramy z naszych prac nad rodzajem Lupinus zalaczamy réwniez immuno-
elektroforogramy z prac Kloza i Klozowej.

Metoda immunologiczna i jej udoskonalenie a mianowicie immunodyfuzja
moga staé si¢ w reku botanika precyzyjnym instrumentem umozliwiajacym identy-
fikacje wszelkich, nawet mniejszych od gatunku jednostek taksonomicznych.

W zalaczeniu podajemy nieco szersza niz cytowana literature, aby zorientowac
czytelnika w mozliwosci zastosowania metod chemicznych i immunologicznych.
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