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Alkaloidy naleza do zwigzkéw dotychczas znacznie mniej zbadanych w po-
rownaniu z szeregiem innych organicznych substancji azotowych, szczegdlnie
z punktu widzenia fizjologicznego. Zaréwno zagadnienic miejsca ich biosyntezy.
jak i roli w roslinic oraz udzialu w przemianie materii wywoluje wsrod badaczy
szereg sporow (Evans, Partridge 1953, Mothes 1955, Mothes 1955,
Romeike 1954, Mothes 1956, Romeike 1956, Tso, Jeffrey 1956) i nalezy
uwazaé, iz do chwili obecnej nie zostatlo w dostatecznej mierze wyjasnione. Gléwna
uwage w badaniach nad alkaloidami przyciagaly i nadal przyciagaja rosliny lekar-
skie zasobne w te zwiazki. Natomiast ro$liny, o mniejszym lub zadnym znaczeniu
z punktu widzenia farmaceutycznego, sa stosunkowo w znacznic stabszym stopniu
przebadane. Do takich wlasnie naleza tubiny. Jednakze rosliny te majq istotne zna-
czenie praktyczne m. in. i w naszym kraju, wprawdzie nie w medycynie, ale w rol-
nictwie, szczegdlnie od chwili znalezienia form pastewnych, o niskiej zawartosci
alkaloidow.

Dotychczasowe prace nad alkaloidami roznych gatunkéw fubinu dotyczyly
2téwnie form gorzkich, niewiele natomiast jest prac nad populacjami pastewnymi
(Barbacki 1952, Byszewski 1950, 1957, Marszewska-Ziemigcka. Gole-
biowska 1948, Peters, Schwanitz, Sengbusch 1956, Schwarze. Hack-
barth 1957, Wiewiérowski, Bratek 1956), co najprawdopodobniej jest wy-
nikiem braku odpowiednio czulych metod ilosciowych do lat 50-tych. Na podstawic
szeregu badan, w ktérych stosowano metode szczepien lub metodg kultur izolowa-
nych organéw, nalezaloby przypuszcza¢, ze biosynteza alkaloidéow w tubinach
zachodzi przede wszystkim w czgéci nadziemnej (Van der Kuy 1956, Mothes,
Engelbrecht 1956, Peters, Schwanitz, Sengbusch 1956, Reifer, Klecz-
kowska 1957, Smirnowa. Moszkow 1940). Biorac jednak pod uwage sluszne
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zastrzezenia Mothesa (1956) wysuwane odnosnic do tych metod, nie mozna
uwaza¢, ze sprawa miejsca syntezy zostala catkowicie rozstrzygnigta. W ramach
prowadzonych przez nas prac nad biosynteza, przemianami i rola fizjologiczna
alkaloidéw w tubinach uwazaliSmy za konieczne przebadanie zmian jakosciowych
i ilosciowych w zawartosci tych zwigzkow w réznych organach roélin w czasie ich
wzrostu i rozwoju, tym bardziej ze szczegélowych danych pod tym wzgledem w do-
stgpnej nam literaturze nie znalezliSmy. Dotyczy to szczegdlnie form pastewnych.
ZwrociliSmy przy tym duza uwage na sparteing, z ktorej — wediug pewnych hipo-
tez (Hegnauer 1955, Van der Kuy 1956, Woker 1956) — powstaje szereg
innych alkaloidow wystepujacych w tubinach. Przedmiotem naszych badan byt
m. in. tubin bialty. W niniejszej pracy podajemy wyniki dotyczace jednej z jego form
pastewnych.

METODYKA DOSWIADCZENIA

Przedmiotem badan byt tubin biaty (Lupinus albus L.) pastewny, Sredniowczes-
ny, hodowli Barbackiego. Doswiadczenic prowadzono w wazonach wagnerow-
skich w warunkach hali wegetacyjnej. Wazony napetniano mieszaning 7,5 kg piasku
wislanego i1 1,5 kg gleby o pH 6. Zastosowana przedsiewna pozywka byla naste-
pujaca: 0,05 g N (NH4NO;), 0,3 g P,Os (NaH,P0y), 0.5 g K,0 (K,S04), 0,615
MgS0y. 7 H,0, 0,444 g CaCl,, cytrynian zelaza 100 mg, H;BO; i MnSO, po 5 mg
oraz CuSOy, ZnSO4 i (NHy); MoOy4 po 2 mg.

W czasie wegetacji — 4.VL.56 r. dokarmiono wszystkie rosliny pozywka o na-
stgpujacym skladzie (na wazon): 0,3 g P,Os, 0,5 g K,0 1 0,615 mg MgSO4.7H,0.
Siewu dokonano 5.V.56 r. po 12 nasion na wazon, zakazajac je odpowicdnim
szczepem bakterii®,

Pelne wschody nastapity 10. V. i byly do$¢ réwnomierne. W 10 dni pozniej
dokonano przerywki pozostawiajac po § roslin. Poczatkowo podlewano rosliny
woda wodociagowa do 50°/y pojemnosci wodnej, po szesnastu dniach za§ zaczeto
uzywa¢ wody destylowanej, utrzymujac do konca wegetacji wilgotno$c¢ okoto 600/,
pojemnosci wodnej. Przewidziano dwie podstawowe kombinacje: seria I — rosliny,
ktére nie otrzymywaly sparteiny, seria Il — rosliny, pod kt6re stosowano siarczan
sparteiny (BH,SO4. 5H,0 — CEFARM Warszawa) — poczawszy od 26. V. do
1. VII. co drugi dzien powierzchniowo, w ilosci 20 mg sparteiny w 20 ml H,O
na wazon (bezposrednio przed podlewaniem roslin). W czasic wegetacji dokonano
szesciu zbiorow sprzatajac po 3 wazony z kazdej serii. Podczas sprzetu koncowego
(siodmego) zebrano po 5 powtdrzen.

W tabeli 1 podano sumaryczne dawki sparteiny, ktore zastosowano pod rosliny
poszczegolnych zbiorow.

* Sktadamy serdeczne podzigkowanie prof. J. Ziemigckiej za laskawe zaopatrzenie nas w szczepy
bakterii brodawkowych.
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Tabela 1

lloé¢ sparteiny (w mg na wazon) zastosowancj pod rosliny
poszczegolnych zbiorow

Daty 26,V | 11.VI | 26.VI.[ 6.VII | 18.VII| 3.VII | 19.1X

zbiorow i . 5 |
Dawki : f I " I
sparteiny 0 | 160 300 400 | 460 | 460 | 460

W czasie kazdego sprzetu (poza ostatnim), bezposrednio po Scigciu roslin,
zbierano sok placzu mozliwie jak najbardziej sterylnie. Odpowiednie aparaciki
(wysterylizowane) nakladano na szyjki korzeniowe okoto godziny 12, ktdre zdej-
mowano po uplywic 1 doby (fodygi przed Scigciem czgsci nadziemnej obmywano
alkoholem). Sok placzu natychmiast alkalizowano, osuszano ziemia okrzemkowa
oraz ekstrahowano chloroformem alkaloidy, ktore nastgpnie w stanie suchym
w postaci chlorowodorkéw przechowywano w malych amputkach, az do chwili
naniesicnia na bibule chromatograficzna (bezpo$rednio przed nanoszeniem roz-
puszczano chlorowodorki w 2 kroplach 0,1 n HCI). Chromatogramy wykonano
na bibule Whatman 1 (krazki $rednicy 11 cm) stosujac jako faz¢ rozwijajaca butanol
nasycony woda i wywolujac je zmodyfikowanym odczynnikiem Dragendorffa
(Wiewiérowski, Bratek 1957). Czgéci nadziemne, jak i korzenie roslin, zabi-
jano w suszarce w 105°C przez 15 minut, a potem suszono w 60°C. Suchy materiat
ro§linny zmiclono na mlynku typu ,,Huragan”. Analizy na alkaloidy wykonano
zmodyfikowana tylko czgSciowo metoda Reifera i Niziotka (1957), a mia-
nowicie przy pomocy destylacji z para wodna oddziclono sparteing od pozostatych
zasad. Rozdzial natomiast alkaloidéw nielotnych wykonano SciSle wg wyzej cyto-
wanej metody*.

W przypadku gdy pozostawala dostateczna ilos¢ materiatu, wyniki uzyskane
metoda Reifera i Niziotka sprawdzano réwniez iloSciowa metoda chromato-
graficzna (Birecka, Rybicka, Scibor-Marchocka 1959). Analizy wyko-
nywano przecigtnic w trzech powtdrzeniach (w wypadku niezgodnosei wynikow
przekraczajacej 10—129/y analiz¢ powtarzano).

PRZEBIEG WEGETACII

Wzrost i rozwdj ro$lin przebiegal normalnie. Nie zauwazono zadnych roéznic
migdzy roélinami kontrolnymi a roslinami, pod ktére zastosowano siarczan sparteiny.
Juz w pierwszym terminic sprzgtu, tj. 26.V, stwierdzono na korzeniach brodawki.

* W czasie analizowania materialu prace metodyczne nad chromatograficznym rozdziatem alka-
loidow, przed ich ilosciowym oznaczeniem, nie byly jeszcze zakonczone.
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W tym dniu zacz¢to tez stosowac siarczan sparteiny. Ro$liny w tym okresie byly
Jjeszcze bardzo male i dlatego podczas sprzetu nie oddzielono poszczegolnych orga-
now czegsci nadziemnej.

Drugi sprzet nastapit po uptywie dwu tygodni, tj. 9.VI (poczatek zakladania
paczkéw na pedzie gldwnym). W kombinacji ze sparteing dokonano zbioru w dwa
dni pézniej (ze wzgledu na trudnosci z zabijaniem i suszeniem wickszej iloéci roélin).
Rosliny dzielono na nastgpujace czgsci: 1. 6 lisci dolnych, 2. liscie gorne, 3. todygi.
4. korzenie.

Trzeci sprzet wykonano — 22.VI (seria 11 — 26.VI). Rosliny byly w petni kwit-
nienia pedu gtownego; zauwazano réwniez poczatek tworzenia si¢ pedéw bocznych
I rzedu. Podzielono je na nastepujace czesei: 1. 6 lisci dolnych, 2. 6 lisci $rodkowych.
3. liscie gorne, 4. todygi, 5. kwiatostany, 6. korzenic.

Czwarty zbiéor — 5—6. VII przypadt na okres, gdy wyksztalcily si¢ juz pedy
boczne I rzgdu i zakladaly si¢ na nich paczki kwiatowe. Na pedach gtéwnych ob-
serwowano poczatek tworzenia si¢ strakéw. Przy podziale czg$ci nadziemnych
roslin wyodr¢bniono wige dodatkowo jeszeze pedy boczne (oddzielnie liscie i todygi).

Piaty sprzet nastapit 18.VII. W tym okresie liScie dolne juz zasychaja. Zmniejsza
si¢ tez ilo§¢ lisci srodkowych, gdyz z6tkna i opadaja. Liscie opadle zbierano.

Sz6sty zbior wykonano 2—3.VIIL. Lisci dolnych i §rodkowych juz nie byto
(zebrane razem liscie opadle zanalizowano). Oddzielono tez tupiny od nasion_

Sprzgt ostatni nastapit 19.1X, gdy wszystkie liscie juz opadly.

BADANIA CHROMATOGRAFICZNE SOKU PLACZU

W tabeli 2 podano przecigtne ilosci soku otrzymane w poszczegdlnych termi-
nach sprzgtu. Jak z uzyskanych danych wynika, placz ro$lin byt najintensywniejszy
w okresie zaktadania paczkéw kwiatowych na pedach bocznych i silnie malat w miare
starzenia si¢ tubinu. Kroplowka wykonana z poszczegdlnych powtdrzen we wszyst-
kich przypadkach wykazywala obecno$é alkaloidéw, jednakze intensywnosé zabar-
wienia plamy (nakraplano po 20—40 oczek) z odczynnikiem Dragendorffa §wiad-
czyla o niedostatecznej ich ilosci dla chromatograficznego rozdzialu. Niestety,
mimo polaczenia odpowiednich powtérzen przed nanoszeniem na bibule, nie udato
si¢ nam wywotla¢ odczynnikiem Dragendorffa alkaloidéw soku ptaczu z pierwszych
trzech zbioréw jak i dwoch ostatnich. Natomiast w soku placzu czwartego zbioru.
gdy nakroplono tylko czterdziesci oczek, stwierdzono wyraznie dwa prazki od-
powiadajace lupaninie i hydroksylupaninie. Z intensywnosci zabarwienia prazkéw
mozna bylo orientacyjnie sadzi¢, iz zawarto$¢ lupaniny byla dwu-, trzykrotnie
wigksza niz hydroksylupaniny. Innych alkaloidéw w soku placzu, a szczegdlnie
sparteiny, zastosowang metoda chromatograficzna nie udalo sie wykryé nawet
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Tabela 2

llos¢ soku placzu w ml z jednego wazonu (8 rosling

Lp. Terminy _ Wick ;oélin; Fazy rozwoju roélin 1 S?k Di'd(:‘.}’.ll w,mI
sprzgtow w dniach | seria | 1 seria 11
1 26.V. 16 | ok. 0,5  ok. 05
2 9—11.VI. © 29—31 | tworzenie si¢ paczkow
na pedzie glownym 38 5,6
3 22—26.VL 4448 | kwitnienie pgdu glownego 1,4* 6.5
4 5-6.VIL. 5859 | paczki kwiatowe ._ 90 | 8.4
5 18.VII. 71 ' na pedach bocznych '
wyksztalcone straki 3,3 —**
6 2—3.VIIL 8586 . - ! 6 1.5

* W tym przypadku stwierdzono nieszczelnosc gumek nasadzonych na szyjki korzeniowe.
** Probka przypadkowo ulegla zniszczeniu.

u roslin, u ktorych zastosowano ten alkaloid®. Liczac si¢ z tym, ze w warunkach
wazonowych korzenie tubinu moga wykaza¢ stabe — w porownaniu z ro$linami
hodowanymi w polu— parcie korzeniowe, pobierano jednoczesnie z doswiadczeniem
w hali wegetacyjnej sok placzu z roslin (nasiona tego samego pochodzenia) wysia-
nych na poletkach o pow. 60 m2, znajdujacych si¢ kolo szklarni Zaktadu Fizjologii
Roélin (siew — 26.1V.56 r., odleglto$¢ miedzy rzedami 30 cm. wschody rownomierne
57 V.). W doswiadczeniu tym dokonano 4 sprzetow po 10 roslin, w trzech po-
wtdrzeniach, zbierajac sok placzu (tabela 3). W czasie sprzetu 2 z tych samych

Tabela 3

Ilos¢ soku placzu w ml z 10 roslin

]
|
|
|

Lp. Tcrm”}y Fazy rozwoju roslin Sk ez
sprzetow { { w ml
1 28.VI. | kwitnienie pedu gtownego | ok. 11,5
2 | | koniec kwitnienia pedow 5
| 12.VII. | bocznych | 15,5
13.VIIL. - . 5 17,5
14.VII. - .- - | 10,5
_ 15.VII . . . j 9.5
3 8.VIIL tworzenie si¢ strakow ' 11,5
4 21.VIIL. | dojrzewanie strakow 3.0

korzeni zbicrano sok przez 4 dni zmieniajac codziennie aparaciki. Wykonane
ze wszystkich probek kroplowki wykazaly obecno$¢ alkaloidow, ale nie zawsze
* Nalezy jednak zaznaczy(¢, ze na prazkach o Srednicy 11 em nawet po dwukrotnym rozwijaniu
nie udaje si¢ rozdzieli¢c hydroksylupaniny od zasady a,, o ktorej dalej bgdzie mowa. Mozliwe jest
wiec, ze prazek oznaczony przez nas jako hydroksylupanina zawieral rowniez i ten zwiazek.
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dostateczng ich ilos¢ dla rozdziatu chromatograficznego. Tylko w dwoch wypadkach
zdotano wywolaé rozdzielone alkaloidy na chromatogramach (krazki @) 11 cm), a mia-
-nowicie: a. w soku placzu zebranym 28.VII stwierdzono $lady lupaniny i hydro-
ksylupaniny, b. w zbiorze z 12.VIl. W soku placzu | i 2 dnia stwierdzono intensyw-
nie zabarwione dwa prazki., odpowiadajace tym alkaloidom i to w tych samych
stosunkach, co w doswiadczeniu wazonowym. Nie udalo si¢ jednak wykry¢ sparteiny.

WYNIKI BADAN MATERIALU ROSLINNEGO

Plony roslin z poszczegéinych terminéw sprzetu podano w tabeli 4. Brak przy-
rostu masy organicznej migdzy 6 i 7 zbiorem jest czgsciowo wynikiem silnego
zasychania i opadania lisci w tym okresie* (trudno bylo zidentyfikowaé, z ktérego
pietra pochodza te liscie, dlatego zbierano je razem, w tym bowiem okresic pa-
nowaly silne wiatry, nastapily wigc pewne ich straty).

Rodliny, pod ktére stosowano sparteing (seria 1I), wykazuja prawie we wszyst-
kich terminach sprzg¢tu plony nieco wyzsze niz roliny serii 1. W niektorych przy-
padkach seria II roslin byla nieco pdzniej zbierana, czym mozna czgsciowo wy-
thumaczy¢ te réznice, lezace na ogdl racze) w granicach bledu doswiadczenia. W wa-
runkach wazonowych (w przeciwienstwic do polowych) pedy boczne najczgsciej
nic wyksztalcaja strakéw. Stad tez plony nasion pochodza przewaznie z peddow
gtownych. Sa one w obu seriach jednakowe. To samo mozna na ogdél powic-
dzie¢ o systemie korzeniowym z wyjatkiem zbioru V lubinu serii 1I. Daje on
wyjatkowo wysoki plon. Faktu tego nie potrafimy wytlumaczy¢.

W tabeli 5 podano zawartos¢ alkaloidow w poszczegdlnych czgsciach roslin
serii I. Sumaryczna bezwzgledna zawartos¢ alkaloidéw w czgéci nadziemnej roslin
na ogdt wzrasta wraz z ich rozwojem. Najwickszy przyrost tych zwiazkow (okoto
500/, koncowej zawartosci) obserwuje si¢ migdzy 29 a 59 dniem wegetacji, a wigc
w okresie butonizacji, kwitnienia i poczatku zawigzywania strakéw na pedzie glow-
nym oraz butonizacji pedéw bocznych. Pod koniec wegetacji (por. 6 i 7 sprzet)
ilo$¢ alkaloidow w czeéci nadziemnej pozostaje bez zmian, a w liciach nawet ma-
leje. To ostatnie zjawisko jest najprawdopodobnej wynikiem strat lisci, ktére nie
zostaly uwzglednione w plonach i analizach. Do 29 dnia wegetacji wzgledna za-
warto$¢ alkaloidow w czgSci nadziemnej nie wzrasta, bezwzgledna za§ zwigksza
si¢ prawie trzykrotnie. Fakt ten wskazuje, iz na ogdt szybkos$¢ gromadzenia bada-
nych zasad w tej fazie rozwoju jest skorelowana ze wzrostem ro$lin. W nastgpnym
okresie wegetacji, tj. butonizacji i kwitnienia pedu gléwnego wzgledna zawartosé

* W ostatnim zbiorze dotaczono przypadkowo do lisci opadtych rowniez todygi pedow bocznych.
Cigzar tych ostatnich w stosunku do lisci byl jednak niewielki, stad wplyw ich na przecigtng za-
wartos¢ alkaloidow w lisciach opadtych byt nieduzy.
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alkaloidéw wzrasta i w dalszych fazach rozwoju utrzymuje sig¢ na tym samym po-
ziomic®.

W korzeniach, w pierwszych 16 dniach wzrostu, stwierdza si¢ stosunkowo bardzo
wysoka wzgledna zawarto$¢ alkaloidéw. W péznicjszym okresie prawie trzykrot-
nic ona maleje i jest znacznie nizsza niz w cze$ei nadziemnej. Dopiero pod koniec
wegetacji silnie wzrasta doréwnujac pod tym wzgledem czgsci nadziemnej. Na
0got wzgledna zawarto$é alkaloidéw w todygach jest nizsza niz w lisciach (z wyjat-
kiem roélin sprzetu 11), przy ciym lodygi pedéw bocznych sa w te zwiazki bardziej
zasobne niz lodygi pedu gléwnego. W czasie wegetacji nie obserwuje si¢ wahan
we wzglednej zawartosci alkaloidow w tych organach w zaleznosci od ich wieku.

Przy pierwszym sprzecie, jak juz wspomniano, nie oddzielono liSci od lodyg.
Dlatego tez brak analiz tych bardzo mlodych organéw asymilacyjnych. Aby po-
réwnywaé licie bedace mniej wigeej w jednakowym wieku, trzeba by braé pod
uwage np. liscie $rodkowe roslin 44-dniowych i liscie dolne roslin 29-dniowych.
W lisciach dolnych zawarto$¢ alkaloidow w miarg ich starzenia wzrasta ze 128
do 425p.g na 1 g masy, jednakZze w poczatkowym okresic wytwarzania si¢ strakow
przejiciowo maleje. U lisci $rodkowych w miare ich starzenia obserwuje si¢
réwniez znaczny wzrost ilosci tych zasad. W lisciach gornych, najmtodszych wzgled-
na zawarto$¢ alkaloidéw jest wyzsza niz w lisciach dolnych i srodkowych w okresic
ich ksztaltowania, ale do konca wegetacji utrzymuje si¢ na jednym poziomie. Ana-
logiczne zjawisko obserwujemy u lisci pedow bocznych, z ta tylko réznica, iz wy-
kazuja one wyzsza zawarto$¢ alkaloidéw niz liscie gorne w tym samym wieku.
W nasionach wzgledna zawarto$¢ zasad wzrasta, a jednoczesnie w tupinach ma-
leje.

We wzglednej zawartosci alkaloidéw w lubinach w czasie ich wegetacji istot-
nych réznic migdzy seria 111l nie ma (tabela 5i16). Odnosi si¢ to zaréwno do czgsci
nadziemnej, jak i korzeni. Bezwzglgdna zawarto$é alkaloidow w wigkszosci przy-
padkéw w serii ze sparteing jest wyzsza niz w lubinie kontrolnym. Jednakze roz-
nice te sa stosunkowo niewielkie biorac pod uwage ilosci sparteiny stosowane do
podloza. Dynamika gromadzenia alkaloidéw w réznych organach w zaleznosci
od wieku jest rowniez podobna do dynamiki zaobserwowanej w serii I, z ta tylko
roéznica, ze¢ w lupinach strakow, w miare ich starzenia, nie obserwuje si¢ tak silnego
spadku wzglednej zawartosci tych zasad.

W badanym materiale roslinnym, po oddzieleniu i oznaczeniu sparteiny (desty-
laty badane byly dla kontroli réwniez chromatograficznie), rozdzial lupaniny od
hydroksylupaniny, jak juz wyzej wspomniano, wykonano metoda Reifera i Ni-
ziotka. Jednak jak si¢ okazalo w trakcie analiz, pelnego oddzielenia lupaniny
w przypadku tubinu bialego ta metoda nie udato nam si¢ uzyska¢. Ponadto bada-
nia chromatograficzne przeprowadzone na trzech fazach rozwijajacych (Birecka

* Pewne obnizenie wzglednej zawartoéci alkaloidow w czesci nadziemnej pod koniec wegetacji
jest spowodowane prawdopobobnie rowniez stratami starych lidci, najbardziej zasobnych
w te zwiazki.

Acta Societatis Botanicorum Poloniae — 7
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i wsp. 1959) wykazaly tez w roznych organach obecnos¢ zasady, ktéra nazwano a,
fatwo rozpuszczalnej w chloroformie, a trudno w cterze naftowym oraz zwigzku
nazwanego a, o Ry bliskim n, (Wiewiorowski, Bratek 1957), ale w odroz-
nieniu od tego ostatniego rozpuszczalnego w chloroformie. Oba te zwigzki sa nie-
lotne z parg wodng. Mianowicie a, stwierdzono w niewielkich ilosciach w lisciach
zaréwno miodych, jak i starych, w todygach oraz strakach. Chromatogramy lisci
mlodych i lidci peddéw bocznych wykazywaly sporadyczna obecno$é zwigzku,
ktorego R; na badanych fazach odpowiada angustifolinie. W Zadnym organie
nie stwierdzono lupininy. Z czgéci wykonanych chromatograméw eluowano po-
szczegblne zwiazki i oznaczano kolorymetrycznic (Birecka, Rybicka, Sci-
bor-Marchocka 1959) w celu oznaczenia ilociowego stosunku migdzy nimi.

We wszystkich organach roslin lupanina wystepowala w najwickszych ilosciach.
W liSciach pedu gtéwnego stosunek jej do hydroksylupaniny wahatl si¢ od 16:1
do 10:1. W liSciach pgdéw bocznych zmieniat si¢ bardziej na korzyS¢ hydroksy-
lupaniny i wynosit okolo 3—4:1, w lodygach 5:1. W dojrzalych za$ nasionach
stosunek ten byl najkorzystniejszy dla hydroksylupaniny, gdyz wynosit 2,5:1.
Ilodci a, w wyzej wymienionych organach byly podobne do hydroksylupaniny
(przyjmujac prowizorycznie ekstynkcje — 0,10), zawartos¢ a, jak i angustifoliny.
byla niewiclka 1 orientacyjnie w sumie wahala si¢ w granicach 5100/, zawartosci
lupaniny.

Ze wzgledu na niemozno$¢ powtorzenia wszystkich analiz iloSciowych metody
chromatograficzna (brak materialu) podano w odpowiednich tabelach tylko zawar-
toé¢ sparteiny i sumy pozostalych alkaloidéw oznaczonych metodg Reifera
i Niziotka. Poniewaz wspdlczynniki ekstynkcji dla lupaniny (0,11) i hydroksy-
lupaniny 0,10 niewicle si¢ roznig, a ilo$¢ innych zasad niclotnych byla niewielka,
dlatego tez blad popelniony z przeliczenia i obcigzajacy uzyskane wyniki jest sto-
sunkowo nieduzy*.

Wzgledna zawarto$é sparteiny wzrasta w calej czeSci nadziemnej do okresu
odpowiadajgcego poczatkom zawigzywania strakéw (tabela 7). Do tego okresu
suma pozostalych alkaloiddw réwniez zwicksza sie. W pozniejszych fazach wege-
tacji w odroznieniu od sparteiny, ktorej ilos¢ maleje, nie obserwuje si¢ obnizenia
wzglednej zawartodei tych zasad. Stad tez stosunek sparteiny do pozostalych alka-
loidéw we wezesnym okresie wzrostu wynosi okoto 1:7, pdznicj stopniowo zaweza
si¢ i na poczatku zawigzywania strakow wynosi okoto 1:3, aby w nastepnych fazach
znéw zmieni¢ si¢ na niekorzy$¢ sparteiny.

W korzeniach ze wszystkich terminéw sprzgtu podobnie jak w czgéei nadziem-
nej stwierdzono obecnos¢ sparteiny. Jej wzgledna zawarto$é, poza pierwszym i szos-
tym sprzetem, byla zawsze niZzsza niz w czgsei nadziemnej. Jednak uklad jej sto-
sunku do pozostatych zasad w czasie ontogenezy niewiele rozni si¢ od ukiadu w czeset
nadziemnej.

* Odnosi si¢ to rowniez do wyzej omowionych wynikow analitycznych.
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Wzgledna zawartosé sparteiny i1 sumy pozostatych alkaloidow w lubinie bialym pastewnym
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Tabela 8
Bezwzgledna zawarto$é sparteiny (sp,) i pozostalych alkaloidow (poz.) w lisciach, todygach,
stquach i korzcnmch fubinu blalego pastewnego

: Straki B szcau
| [— ’ o e _ | nadziemna .
o R R e o el B lupiny | nasiona | Sumarycz .
| i wiek roslin _ - T ! nie
‘ | sp. | poz.| sp. | poz. sp. |poz | sp. :poz.i sp. poz sp |poz
Seria I
| ; ! L !
1 {26V —16dni | —| —| —! —| —|— | —| —| 65 457 32| 303
| 9.VI — 29 dni | 119 739| 188 547| — | - - —i 307) 1286 37| 251
| | | | | l | I H
[l | 22.VI — 44 dni | 5352262 156 1075| — | — — | — | 691| 3337|107 | 249
1V ' 5.VII — 58 dni | 7652464 905 ‘ 1722) — | — | 74 mx 1744 4889 132| 503

V | 18.VI[ — 71 dni | 718 | 2175! 507|2I46i e s I()(u|l9l0|l33[| 6831/ 113 765
, _

VI I 2.VII— 85 dni 829‘2980 434i2597! 138 /1687 191 1187! 1592 8447 366!1438
VIL | 190X —102 dni 444 2413 542 2588) — | 611 — 13504 986'; 9121 — | —
Seria II

[ = [ ! | , | [
I 26.v—lédni:—!—i—'—'—i—f__ﬂ_- 65 457 32| 303
I 1L.VI — 31 dni !287'1046; 168| 629 — | — | — | — | 455 1675| 57| 150
I 26.VI — 48 dni '|443|195:i 179|1002) — | — | — | — | 627 2959 64| 280
IV 6:VIl — 59 dni | 706!3443| 1182928 — 1 — | 65, 591 1889| 6962 119 | 594
V. 18.VI — 71 dni 1 612:3683‘ 787 3210; — | — | 2912907 1690] 9800 368 | 585
VI 3.VII— 86 dni | sm"um! 471 2430 247!1700! 46| 1795 1575 9144? 430 | 806

) | ! | | | =
VIL 191V —102 dni | 7102722 795 | 3253 176 [1467 | 217 2636| 189810079 — | —
I

Wszystkie badane lidcie, niezaleznie od wieku, zawieraja sparteing. Jej wzgledna
zawartos¢ w lisciach pedu glownego ulega dos¢ duzym wahaniom, podczas gdy
w lisciach pgdu bocznego jest raczej stala. Przecigtnie dla wszystkich lisci jej sto-
sunek do pozostatych alkaloidéw waha si¢ od 1:6 do 1:3 (4 sprzet).

Wzgledna zawarto$¢ sparteiny w todygach ulega réwniez stosunkowo duzym
wahaniom 1 jest najwyzsza — podobnie jak w lisciach — w okresie zawiazywania
strakow. Zawartos¢ zas sumy pozostalych alkaloidow nie ulega istotnym zmianom.
W zawigzujacych si¢ strakach wykryto niewielkie ilosci sparteiny, ktére w czasie
dojrzewania nasion catkowicie zanikaja. Natomiast zaobserwowano wzrost pozo-
statych alkaloidow.

Wzgledna zawartos¢ sparteiny w ozesci nadziemnej i korzeniach, jak rowniez
i jej stosunek do pozostalych zasad u roélin serii II, niczym istotnie nie rozni si¢
od wynikéw serii I. Podobnie jak w tej ostatniej, rowniez i w danym przypadku
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w liciach i todygach obserwuje si¢ dos¢ znaczne, raczej nieprawidtowe wahania
w zawartosci tego alkaloidu zaleznie od wieku. Jest moze godny uwagi fakt, ze
w nasionach nawet dojrzalych znaleziono pewng, niewielka w poréwnaniu z po-
zostalymi zasadami, ilo$¢ sparteiny.

Biorac pod uwage bezwzgledne ilodci alkaloidéw w plonach roélin (tabela 8)
nalezy stwierdzi¢, iz migdzy badanymi seriami brak istotnych réznic w sumarycznej
zwarto$ci sparteiny zaréwno w organach czesci nadziemnej, jak 1 korzeniach (poza
ostatnim sprzgtem).

O ile wigec u roslin, pod ktore stosowano sparteing, stwierdzono wigcej zasad,
to réznica ta przypada gtéwnie na alkaloidy nielotne. Jest rzeczg charakterystyczng,
ze w drugiej polowie wegetacji, kiedy ilos¢ alkaloidow nielotnych w czgéci nad-
ziemnej w obu seriach wyraznie wzrasta, to ilo$¢ sparteiny na ogol nie ulega wigk-
szym zmianom.

DYSKUSJA

Przebadane obie serie tubinOw wskazuja na to, iz zastosowana do podloza
sparteina, jesli w ogole zostala pobrana, to w zupelnie minimalnym stopniu, nie
pozwalajacym na wycigganie jakichkolwick wnioskdéw o jej ewentualnych prze-
mianach w roélinach. Trudno bowiem przypuszcza¢, aby pobrana w wickszych
iloSciach sparteina mogla by¢ tak szybko przeobrazona w zwiazki niealkaloidowe,
co z kolei uniemozliwiloby wykrycie jej, chociazby w jednej z przebadanych faz
rozwoju roélin. Inne nasze do$wiadczenia (Birecka, Sebyla. Nalborczyk
w druku) $wiadcza o tym, 7e alkaloid ten wprowadzony do roélin (za pomocy
iniekcji) doé¢ dlugo jest wykrywalny w znacznych ilosciach w réznych organach.
Dlatego tez z punktu widzenia zmian zawartosci alkaloidéw w ontogenezie roslin
obie serie moZzna w pewnym stopniu traktowaé jako jedna kombinacje w dwoch
powtdrzeniach. Stwierdzone przez nas iloéci alkaloidow nie moga by¢ wskazni-
kiem zdolnosci badanych roélin do ich syntezy, gdyz dotychczas nie ma pewnosci,
czy po powstaniu — niezaleznie od wilasciwosci genetycznych roslin (Hackbarth
1957) pozostaja na uboczu i nie wchodza w dalszy metabolizm, czy tez ulegaja
przemianom na zwiagzki niealkaloidowe. Istnicje obecnic szereg dowodow na to,
ze druga hipoteza jest bardzo prawdopodobna (Maszkowcew, Sirotienko
1956, Mothes 1955, Romeike 1956, Sander 1956). Nalezy do tego dodac,
iz zawarto$¢ okreslonego alkaloidu moze tez by¢ wynikiem przemian jednego
w drugi.

Badany tubin nalezy do roélin niskoalkaloidowych. W warunkach do$wiadcze-
nia wykazal maksymaina przecigtna zawartos¢ alkaloidow okolo 0,029/, w czgsci
nadziemnej. Niestety nie uzyskano szczegdlowych ilosciowych danych o poszcze-
gélnych alkaloidach poza sparteina, jednakie z badan chromatograficznych wy-
nika, 7e dominujaca jest lupanina (2wiazek najbardziej toksyczny ze wszystkich
alkaloidow wystepujacych w lubinach uprawnych). Hydroksylupanina natomiast
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wystepuje w bardzo malych ilosciach, najczesciej w mniejszych niz sparteina. To
samo mozna powiedzie¢ o zwiazku a,.

Nalezy podkresdli¢ fakt, Zze przeprowadzona przez nas identyfikacja badanych
zasad opicrala si¢ gléwnie na metodzie chromatograficznej, ktora jednak nie jest
w pelni wystarczajaca dla tego celu. Jest rzecza réowniez mozliwa., ze wykrywana
przez nas plama na chromatogramie odpowiada nie jednemu, ale np. dwom zwiaz-
kom o analogicznym R,. Wprawdzie uzycie trzech réznych faz rozwijajacych znacz-
nie zmnicjsza taka mozliwos¢, jednak nie daje calkowitej pewnosci. Porownujac
nasze wyniki jakoéciowe z wynikami innych badan, przeprowadzonych podobna
metoda nad tubinem biatym pastewnym (Van der Kuy 1956, Schwarze, Hack-
barth 1957, Wiewiorowski, Bratek 1957), nalezy stwierdzi¢, ze poza lupaning,
hydroksylupaning i sparteing, ktorych obecno$¢ u tej formy tubinu zostala stwier-
dzona, badana przez nas populacja zawierala dodatkowo dwic zasady —a i a,
rozpuszczalne w chloroformie, reagujace z odczynnikiem Dragendorffa i jodem.
Nie sadzimy. aby byly artefaktami powstalymi w czasic analizy. Mozliwe jest, ze
sq one juz znanymi alkaloidami znajdujacymi si¢ u innych gatunkéw roslin mo-
tylkowych. Nalezy podkresli¢, ze wystepowanie angustifoliny powinno by¢ jeszcze
dokiadniej przebadane.

Przeanalizowane organy nadziemne i korzenie w roéznym wicku roslin nie wy-
kazuja jakosciowych réznic w skladzie alkaloidow. W soku ptaczu wykryto lupaning
i hydroksylupaning. Nie stwierdzono za$ sparteiny, ale moze to by¢ wynikiem sto-
sunkowo malej jej zawartosci. Jednakze sam fakt obecnosci alkaloidéw w soku
ptaczu u formy pastewnej lubinu $wiadezy — podobnie jak u wielu gatunkéw
wysokoalkaloidowych — o przemieszczaniu si¢ tych zwigzkéw z korzeni do orga-
néw nadziemnych, co oczywiscie nie zaprzecza mozliwosci ich ruchu w kierunku
przeciwnym.

Stosunek sparteiny do sumy pozostalych zasad w czesci nadziemnej jest na ogot
taki sam jak w korzeniach w réznych okresach wegetacji roslin, przy czym w zalez-
noéci od ich wieku ulega zmianom. Stad tez dynamika gromadzenia si¢ sparteiny
jest inna niz pozostalych alkaloidow. Najwiecej jej jest na poczatku zawiazywania
strakéw, potem za$ nie ulega zwigkszeniu, podczas gdy ilos¢ innych zasad wzrasta.
Fakt ten w pewnym stopniu potwierdzalby istniejace hipotezy dotyczace roli spar-
teiny w syntezie lupaniny i hydroksylupaniny u lubinéw, szczegdlnie w poZniej-
szych fazach ich wegetacji. Nie mozemy nadal uwazaé tej sprawy za calkowicie
rozstrzygnigta, ze wzgledu na brak dostatecznej ilosci bezposrednich dowoddw.

Podobnie jak wiele roélin wysokoalkaloidowych i tubin bialy pastewny stosun-
kowo najwiccej alkaloidéw gromadzi w okresie butonizacji i kwitnienia, jednakze
w pézniejszych fazach wegetacji nie zauwazono ich spadku, ale znaczny wzrost.
Zaréwno wzgledna, jak i bezwzgledna zawartos¢ alkaloidow w czesci nadziemnej
wskazywataby raczej na ich akumulacj¢ w roSlinie.

W poszczegdinych czesciach roslin, a szezegdlnie w lisciach, zaobserwowano
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duze réznice w zawartosci tych zasad w zaleznosci od wicku. Mlode liscie mtodych
rozwojowo roslin wykazuja niska zawartos¢ alkaloidéw, ktéra si¢ znacznie zwigksza
w miarg ich starzenia. Natomiast mtode liScie starych rozwojowo roslin, np. liscie
pedéw bocznych zawieraja stosunkowo wigksza ilo$¢ tych zwiazkow, ktora nic
ulega zmianom w miarg ich starzenia. Te zmiany w zawartosci alkaloidow u lisci,
w zaleznoéci od ich wicku wlasnego jak i wieku calej rosliny, moga by¢é wynikiem
nie tylko réznej intensywnosci procesu syntezy, wzglednic rozkladu, ale réwniez
i procesu przemieszczania si¢ tych zwiazkow.

Jest rzecza charakterystyczna, ze zarOwno w okresic intensywnego wzrostu
mlodych korzeni, jak i w okresie ich obumierania, ilo$¢ alkaloidow w tym organie
silnie wzrasta. Podobne zjawisko wystepuje u lisci dolnych i srodkowych. Obser-
wuje si¢ wigc stosunkowo duze nagromadzenie alkaloidow w tych organach, wtedy
gdy na ogdl przebiega albo intensywna synteza biatka, albo tez jego rozklad.

STRESZCZENIE WYNIKOW

1. W réznych organach lubinu bialego pastewnego. Sredniowczesnego stwier-
dzono chromatograficznie obecno$¢ lupaniny, hydroksylupaniny, sparteiny oraz
ponadto dwéch zasad rozpuszczalnych w chloroformie, reagujacych z odczynni-
kiem Dragendorffa i jodem. Sporadycznie znajdowano réwniez angustifoling.

2. W czasie wegetacji roélin organy nadziemne i korzenie niec wykazywaly ja-
koéciowych réznic w skladzie alkaloidow, chociaz stosunki iloSciowe migdzy po-
szczegdlnymi zasadami ulegaly istotnym zmianom w zaleznosci od wieku roslin
i organu. Jednak we wszystkich przypadkach dominujacym ilosciowo alkaloidem
byla lupanina. i

3. Najintensywniejsze gromadzenie alkaloidéw w czedci nadziemnej stwierdzono
w okresie butonizacji, kwitnienia i zawigzywania stragkow, w pdzniejszych fazach
ilo§¢ tych zwiazkow wzrastala, ale w stopniu mniejszym. Lodygi i korzenie na og6t
sq ubozsze w alkaloidy niz liScie.

4, W liéciach zaobserwowano duze roznice we wzglednej zawartosci alkaloi-
déw w zaleznosci od wicku, miode liscie miodych rozwojowo roslin wykazuja
stosunkowo niska zawarto$¢ alkaloidow, ktora zwigksza si¢ w miarg ich starzenia.
Natomiast mlode licie starych rozwojowo roélin zawieraja wigksza ilos¢ alkaloi-
dow, ktéra w miarg ich starzenia nie ulega zmianie.

5. W lisciach i korzeniach, zaréwno w okresie ich intensywnego wzrostu, jak
i starzenia oraz obumierania, ilo$¢ alkaloidow znacznie wzrasta.

6. Intensywnos$¢ gromadzenia si¢ sparteiny w roslinie jest na ogot inna niz
pozostalych alkaloidow. Najwigcej jest jej w czgSciach nadziemnych na poczatku
zawiazywania strakow, potem za$ nie ulega ona zwigkszeniu, podczas gdy ilos¢
pozostalych alkaloidéw wzrasta.

Katedra Fizjologii Roslin S.G.G.W.
w Warszawie (Wplyneto dn. 11.10.1958 r.)
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SUMMARY

I. Lupanine, hydroxylupanine and two not identified bases were found by
means of paper chromatography in various organs of white sweet lupine. The
unidentified bases were soluble in chioroform and gave tests with iodine and the
Dragendorfi reagent. Now and then the presence of angustifoline was also esta-
blished.

2. The qualitative composition of the alkaloids in the roots as well as in the
aerial parts does not change during vegetation. However the quantitative relations
between the individual alkaloids varied distinctly with age of the plant and its parti-
cular parts. Lupanine was the dominant base in all investigated cases,

3. Greatest accumulation of alkaloids in the aerial parts was noticed during
butonisation. flowering and pods formation. Later the increases were also found
but in a smaller degree. Stems and roots contain generally less alkaloids then the
leaves.

4. Young leaves of young plants show a low percentage of alkaloids, which
increases with age. On the other hand young leaves of old plants show a higher
percentage of alkaloids, which however remains constant on ageing.

5. The total content of alkaloids in leaves and roots increases markedly during
their intense growth, as well as during ageing and the dying off period.

6. The intensity of sparteine accumulation in the lupine is different from the
remaining alkaloids. Most sparteine is found during pods formation. Later the
content of other alkaloids rises whereas the amount of sparteine remains constant.
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