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W poprzednich pracach (Toczko et al. 1960, Droese et al. 1960)
badano zmiany skladu alkaloidow we wczesnych stadiach rozwoju tubinu
waskolistnego. Stosujac technike kultur jalowych wykazano, ze zdolnosé
syntetyzowania alkaloidéw nie wystepuje w mlodych roslinach bezpo-
srednio po ich wykielkowaniu, lecz pojawia sie dopiero po kilku dniach
rozwoju (Toczko et al. 1960); zdolnos¢ te wykazuja rowniez zarodki
izolowane w tym okresie (Droese et al. 1960). Wérod syntetyzowa-
nych alkaloidéw w roslinach hodowanych w ciggu 30 dni w kulturach
wazonowych obserwowano pojawianie sie i bardzo szybki przyrost
nie wystepujgcej w nasionach i nie zidentyfikowanej frakeji o R; okso-
lupaniny. Frakcja ta zostala poOZniej okre$lona przez Wiewiérow-
skiego i Reifera (1961) jako frakcja laktamowo-estrowa.

W zwigzku z tymi obserwacjami przeprowadzono dalsze badania nad
zmianami jakosciowego i iloSciowego skladu alkaloidow w poszczegdl-
nych czeSciach roslin hodowanych od momentu wykietkowania do wy-
tworzenia dojrzalych nasion.

MATERIAE I METODY

Materialem doswiadczalnym byly ro$liny lubinu waskolistnego ho-
dowane z nasion odmiany , Wielkopolski gorzki” w warunkach polo-
wych. Przebieg rozwoju wegetacyjnego od wysiewu: 1—2 tygodni —
wschodzenie, okolo 7 tygodni — zanikanie liscieni, 10—12 tygodni —
kwitnienie, 16—18 tygodni — dojrzewanie nasion.

Proby polowe (2 X 15 roslin) pobierano w odstepach co 2—3 tygod-
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nie i rozdzielano na nastepujace czesci: liScienie, czesci zielone, korze-
nie, tupiny stragkowe i nasiona. Sposoéb przygotowania materialu roslin-
nego do analizy byl zalezny od jego rodzaju i iloSci; stosowano naste-
pujgce postepowanie:

1) prébe polowg rozcierano w mozdzierzu i cato$¢ materialu uzywa-
no do ekstrakeji (liScienie, czesci zielone i korzenie mtodych roslin);

2) probe polowg zamrazano i odwadniano za pomoca liofilizacji,
nastepnie dosuszano w temperaturze 30°, mielono i caloé¢ materialu
uzywano do ekstrakeji (fupiny i nasiona z mlodych strakow);

3) z rozdrobnionej préby polowej pobierano probe laboratoryjna,
ktorg traktowano jak pod 2) i pobierano nawazke materialu w iloSci
1—3 g (czesci zielone i korzenie wyrostych roélin, tupiny dojrzalych
strgkow); .

4) dojrzale nasiona mielono i pobierano jednogramowsg nawazke.

Alkaloidy ekstrahowano chloroformem (Reifer i Niziolek
1957), a nastepnie rozdzielano je chromatograficznie stosujgc réwnoczes-
nie technike krazkowa w n-butanolu nasyconym kwasem solnym i tolu-
enem (Reifer et al. 1959) oraz technike krazkowo-paskowsg w ukla=
dzie n-butanol-kwas solny-woda (8:1:1) (Toczko et al. 1961). Poste-
powanie takie umozliwilo wyréznienie i identyfikacje nastepujacych
frakeji: laktamowo-estrowej (o wartosci R; identycznej z 17-oksolupa-
nina), angustyfolinowej, lupaninowej i hydroksylupaninowej (o war-
tosciach R; identycznych odpowiednio z angustyfoling, lupaning lub
13-hydroksylupaning) oraz mieznanej frakcji X (o najmniejszej wartosci
Ry). Frakcje angustyfolinowa identyfikowano ponadfo za pomocg reakcji
na wodér grupy NH (F ranck 1958); jednorodnos¢ frakcji lupaninowej
sprawdzano w elektroforezie wysokonapieciowej (Reifer 1961).

PoszczegOlne frakcje alkaloidowe (z wyjatkiem frakeji X wystepu-
jacej w ilosciach s$ladowych) oznaczano nefelometrycznie (Reifer
i Niziotek 1959); ich zawarto§¢ w analizowanych cze$ciach roslin
wyrazano w przeliczeniu na jedna rosline.

WYNIKI

Na ryc. 1 przedstawione sg zmiany bezwzglednej zawartoSci sumy
alkaloidow w roslinie i poszczegdlnych jej czesciach w ciggu calego
okresu wegetacji. W mlodej roslince widoczny jest poczatkowo znaczny
ubytek wyjsciowe] ilosci alkaloidow zawartej w nasieniu, ale wkrétce
rozpoczyna sie ich synteza i nagromadzanie (ryc. la). Po 8 tygodniach
rozwoju rosliny intensywnosé tego procesu staje sie najwigksza (ryc. 1b)
i w ciggu dalszych 4 tygodni nie ulega zmniejszeniu. W 15 tygodniu
zawartos¢ sumy alkaloidow w calej roSlinie jest 40-krotnie wigksza niz
wyjsciowa ilos¢ w jednym nasieniu.
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W obserwowanych zmianach iloSciowych sumy alkaloidow w rosli-
nie udzial liscieni jest nieznaczny (ryc. la) i wkrotce spada do zera
wraz z zanikiem liScieni nastepujacym jeszcze przed okresem intensyw=
nej biosyntezy. W tym samym czasie zawarto$¢ alkaloidow w korze-
niach zaczyna powoli sie zwieksza¢ i w 12 tygodniu osigga maksymalna
wartosé, ktora jest jednak niewiele wieksza niz wyjSciowa ilosé
w nasieniu.

Widoczny jest natomiast decydujacy udzial alkaloidow zawartych
w czesciach zielonych (ryc. 1b) w poréwnaniu z iloscia gromadzona
w calej roslinie; zawartos¢ alkaloidow w tych czeSciach wzrasta az do
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Rye. 1. Zmiany bezwzglednej zawartosci sumy alkaloidéw podczas rozwoju

rosliny. Wyniki w miligramach na roéline podano oddzielnie: a — dla liScieni (I)

i korzeni (k) oraz b — w skali 20-krotnie zmniejszonej dla lupin strgkowych (s)

i nasion (n); wyniki dla cze$ci zielonych (2) i calej ro$liny (r) przedstawiono
w obydwu skalach

momentu zawigzywania strgkéw (12 tygodni), po czym zaczyna gwal-
townie zmniejsza¢ sie. W tym czasie pojawiaja sie alkaloidy w lupinach
stragkow, lecz w miare dojrzewania ich zawarto$§¢ spada; bardzo szybkie
ich nagromadzanie obserwuje sie natomiast w dojrzewajacych nasionach.
W 15 tygodniu udzial alkaloidéw czesci zielonych obnizyl sie z maksy~
malnej wartosci okolo 90% do 50% ich sumy w calej roélinie, podczas
gdy udzial alkaloidéw dojrzewajacych nasion przekroczyl 40% tej sumy.
Stan pelnej dojrzalosci osiggnely nasiona dopiero w 18 tygodniu, ale
okreslenie sumarycznej zawartosci alkaloidéw w calej roslinie i poréw-
nanie udzialu poszczegélnych czesci w tej sumie nie bylo juz mozliwe
ze wzgledu na opadanie lisci pod koniec okresu wegetacji.

Na ryc. 2 przedstawione sa zmiany w skladzie jakosciowym alkaloi-
dow w poszczegblnych czeSciach rosliny podczas jej rozwoju. Okazalo
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sig, Zze trzy frakcje: angustyfolinowa, lupaninowa i hydroksylupaninowa
sg obecne we wszystkich czesciach roéliny w ciagu calego okresu we-
getacji. Frakcja laktamowo-estrowa, ktorej nie wykryto w nasionach
uzytych do wysiewu, pojawia sie po 2 tygodniach w mlodych roslinkach
i wystepuje we wszystkich rozwijajgcych sie czesciach do konea okresu

Nasiona  Liscienie  Crzesci zielone tuping Nasiona
wysiane t korzenie strgkowe mfode agjrzate
FEL
Ang & N\ 7 7
7 7 .
a7 \ 7 A W
Hla 7 AN 77 7
X
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Ryc. 2. JakoSciowy sklad alkaloidéw w poszczegblnych cze$ciach roSliny w roz-

nych okresach rozwoju. Frakecje: FEL — laktamowo-estrowa, Ang — angusty-
folinowa, La — lupaninowa, HLa — hydroksylupaninowa, X — nie ziden-
tyfikowana

wegetacji; jest ona obecna réowniez w mlodych nasionach, ale zanika
w miare ich dojrzewania. Poczawszy od okresu kwitnienia (10—12 ty-
godni) w starzejacych sie czesciach rosliny pojawia sie w $ladowych
ilosciach nie zidentyfikowana frakcja X, ktorej nie wykrywa sie jednak
ani w mtodych, ani w dojrzalych nasionach.
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Ryc. 3. Dynamika gromadzenia poszczegdlnych alkaloidéw podezas rozwoju rosli-

ny. Wyniki w miligramach na ro$line podano oddzielnie: a — dla calej rosliny

we wcezesnym stadium rozwoju oraz b — w skali 10-krotnie zmniejszonej dla

czesci zielonych w okresie intensywnej biosyntezy i dla dojrzewajacych nasion.
Symbole frakeji jak na ryc. 2
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Dynamika gromadzenia poszczegblnych alkaloidéw podczas rozwoju
roéliny przedstawiona jest na ryc. 3. Poprzedzajace intensywng biosyn-
teze zmiany w miodej roslince podano oddzielnie (ryc. 3a), poniewaz
przyrost bezwzglednej zawarto$ci sumy alkaloidow w tym okresie
(2—6 tygodni) byl jeszcze bardzo maly i tylko nieznacznie przewyzszal
poczatkowy ubytek w kielkujacym nasieniu. Po poréwnaniu zmian za-
wartoéci poszczegélnych frakeji alkaloidowych okazalo sie, ze poziom
trzech spo$réd nich, tj. frakeji lupaninowej, hydroksylupaninowej
i angustyfolinowej (wystepujacych pierwotnie w nasieniu) utrzymuje
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Ryc. 4. Zmiany wzglednego
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udzialu poszczegdlnych alkaloi- % 3
déw w ich sumach (100%) za- 20 /\ iy
wartych w czeSciach zielonych RS ,F
rosliny lub w nasionach w roéz- P hed [ 1 N

nych okresach rozwoju. Sym-
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sie niemal bez zmian w tym okresie; od poczatku syntetyzowana jest
natomiast frakcja laktamowo-estrowa, a jej zawartos¢ w ciggu rozpa-
trywanego okresu zwieksza sie wiecej niz trzykrotnie (od 0,5 do 1,8 mg.
na rosline) osiggajac wyzszy poziom niz suma pozostalych frakeji. Na-
lezy zwroci¢ uwage, ze niemal cala ilos¢ (okolo 90%) zsyntetyzowanej
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w tym czasie frakcji laktamowo-estrowej zlokalizowana jest w zielo-
nych czesciach rosliny.

W dalszych obserwacjach przesledzono nagromadzanie sie poszcze-
golnych alkaloidow w czeSciach zielonych i dojrzewajacych nasionach
(ryc. 3b). Z przebiegu krzywych w okresie intensywnej biosyntezy
(6—12 tygodni) widoczne jest, ze frakcja laktamowo-estrowa jest istot-
nie syntetyzowana najwczeéniej, natomiast przyrosty pozostalych frak-
cji rozpoczynaja si¢ ze znacznym opo6znieniem. W intensywnosci gro-
madzenia poszczegdlnych alkaloidéw w czesciach zielonych ujawniaja
sie znaczne roéznice: podczas gdy frakcja laktamowo-estrowa groma-
dzona jest do zawartosci 18,5 mg., to angustyfolinowa — tylko do
10,56 mg., za§ lupaninowa — az do 31,5 mg. Te trzy frakcje osiagaja
swoje maksymalne poziomy w tym samym czasie (12 tygodni), co od-
powiada maksymalnej zawartosci sumy alkaloidow w czeSciach zielo-
nych. Frakcja hydroksylupaninowa zachowuje sie inaczej: jej maksy-
malny poziom (18,5 mg) wystepuje znacznie pé6zniej, kiedy zawartosc
innych frakeji juz sie zmniejsza.

Gromadzenie alkaloidow w milodych nasionach rozpoczyna sie od
poczatku zawigzywania stragkow (12 tygodni). Poczatkowo pojawiajg sie
tutaj wszystkie cztery frakcje z czesci zielonych, lecz wkrotce zanika
calkowicie frakcja laktamowo-estrowa, natomiast zawartos¢ pozosta-
lych zwigksza sie rownomiernie w miare dojrzewania nasion (ryc. 3b).

Na ryc. 4 porownano zmiany wzglednego udzialu poszczegolnych
alkaloidow przyjmujac za 100% kazdorazowsg zawartos¢ ich sumy
w roznych okresach rozwoju rozpatrywanej czesci rosliny. Jest widocz-
ne, ze najmniejszym zmianom podlega udzial frakeji angustyfolinowej;
wynosi on przecietnie okoto 12% (od 8 do 16%s). Najbardziej zmienny
jest udziat frakcji laktamowo-estrowej (0—68%0), a w nieco mniejszym
stopniu zmienia sie udzial frakeji lupaninowej (10—50%) i hydroksy-
lupaninowej (5—39%). Nalezy zwroci¢c uwage, ze wczesny okres roz=
woju rosliny (0—6 tygodni) charakteryzuje sie znaczng zmiennoscig
ilosciowego skladu alkaloidow mimo stosunkowo nieznacznych zmian
bezwzglednej zawartosci ich sumy, przy czym obserwuje sie w tym
czasie wyrazng przewage frakeji laktamowo-estrowej pojawiajacej sie
w czeSciach zielonych mlodej roslinki. W pézniejszym okresie intensyw-
nej biosyntezy i gromadzenia alkaloidow w tych cze$ciach (6—12 tygod-
ni) nastepuje powtérne przesuniecie w ilosciowym sktadzie sumy alkaloi-
dow, przy czym zaczyna sie zmniejsza¢ udzial frakcji laktamowo-estro-
we] na korzys$é¢ frakeji lupaninowej oraz — z pewnym opo6Znieniem —
frakeji hydroksylupaninowej. W koncowym okresie wegetacji (12—18
tygodni) udzial frakecji lupaninowej zmienia sie juz nieznacznie, nato-
miast dalszemu spadkowi frakeji laktamowo-estrowej towarzyszy syn-
teza frakecji hydroksylupaninowej. Zmiany obserwowane w przypadku
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frakcji lupaninowej i hydroksylupaninowej przebiegaja w tym ostat-
nim okresie w sposéb bardzo podobny w czesciach zielonych i dojrze-
wajacych nasionach; wyrazng réznica jest jednak pojawianie sie nie
zidentyfikowanej frakcji X w starzejacych sie cze$ciach zielonych,
a z drugiej strony — calkowity zanik frakcji laktamowo-estrowej
w dojrzalych nasionach. Ilosciowy sklad alkaloidéw w dojrzaltych na-
sionach jest identyczny jak w nasionach wyjsciowych: frakcja lupani-
nowa stanowi 49%, hydroksylupaninowa — 39% i angustyfolinowa —
12°/0 sumy alkaloidow.

DYSKUSJA

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy wskazuja, ze proces bio-
syntezy i gromadzenia alkaloidow w roslinie jest poprzedzony znacz-
nym ubytkiem wyjéciowej sumy tych zwigzkéw zawartych w nasieniu,
przy czym w stosowanych warunkach rozwoju w uprawie polowe]j zja=
wisko to zanika juz po 2 tygodniach od wysiewu (ryc. la). Wystepowa-
nie podobnego faktu bylo juz od dawna znane réznym autorom: Sab a-
litschka i Jungermann (1925) wyjasniali poczatkowy ubytek
alkaloidéw ich zuzywaniem w metabolizmie rosliny. W naszych poprzed-
nich badaniach nad najwcze$niejszym stadium rozwoju lubinu wasko-
listnego w kulturach ‘wazonowych i kulturach jalowych (Toczko
et al. 1960), wykazano, ze obserwowane zjawisko polega na przenikaniu
alkaloidow z kielkujacego nasienia do podloza; jest ono ograniczone
tylko do okresu, w ktérym miloda roslinka nie posiada jeszcze rozwinie-
tego systemu korzeniowego.

Od momentu uwidocznienia sie biosyntezy alkaloidow mozna wy-
rézni¢ trzy fazy w dynamice gromadzenia sumy tych zwigzkéw w ro-
élinie (ryc. 1b): poczatkowe narastanie szybkosci, nastepnie réwnomier-
ny przebieg procesu z maksymalng intensywnosciag (w okresie tym
dzienne przyrosty alkaloidow wykazujg warto$ci réwne ich wyjsciowe]
sumie w nasieniu), w koncu stopniowe zmniejszanie si¢ szybkosci gro-
madzenia. Wydaje sie, ze obserwowane zmiany sg funkcjg rozwoju
rosliny, przy czym najintensywniejsza biosynteza alkaloidow przypada
na okres poprzedzajacy kwitnienie i okres kwitnienia oraz zawigzywania
strakéw. Przypuszczenia takie byly juz zreszta wysuwane przez innych
autorow (Mothes 1959). Interesujacy ze stanowiska fizjologii rosliny
jest rowniez fakt, ze biosynteza alkaloidow dokonuje si¢ w organach
wegetatywnych, z ktérych sg one nastepnie przenoszone do formuja-
cych sie nasion.

Najpelniejszych dotychczas danych do$wiadczalnych o przeksztal=
ceniach poszczegélnych alkaloidow w rozwoju lubinu waskolistnego do=
starczyly badania Kuya (1956), jednakze w pozniejszym okresie rézni
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autorzy zwracali uwage na mozliwos¢ blednych informacji w tej pracy
w zwigzku z trudno$ciami metodycznymi jakosciowego rozdzialu mie-
szanin alkaloidow tubinowych. W przypadku lupininy wykrywanej przez
Kuya istnieja powazne sugestie Wiewiorowskiego i Bra-
tek (1956), ze byla to angustyfolina. Wystepowanie sparteiny w lubi-
nie waskolistnym zostalo rowniez poddane w watpliwos¢ po przeanali-
zowaniu przez tych autoréw kilku biotypéw nasion tego gatunku.

Stosujac w niniejszych badaniach metodyke chromatograficznego
rozdzialu mieszanin alkaloidowych uwzgledniono mozliwo$¢ niejedno-
rodnosci otrzymywanych frakcji, jednakze wykorzystanie dodatkowych
kryteriow identyfikacji (jak ruchliwos¢ elektroforetyczna badZz specy=
ficzne reakcje) pozwolilo — w odroéznieniu od danych Kuya — usta-
lié nieobecno$¢ lupininy i sparteiny, natomiast obecno$é¢ angustyfoliny
zar6bwno w nasionach, jak i w innych organach tubinu waskolistnego.
Nalezy zwrécié uwage, ze wystepujaca w zielonych czeSciach rosliny,
a nieobecna w dojrzalych nasionach frakcja laktamowo-estrowa jest
mieszaning kilkuskladnikowg (Wiewidérowski i Reifer 1961).
Te dwie frakcje: angustyfolinowa i laktamowo-estrowa, obok lupanino-
wej i hydroksylupaninowej, stanowia gltéwne skladniki sumy alkaloi-
déw w roélinie, przy czym ich stosunek iloSciowy zmienia si¢ znacznie
podczas jej rozwoju,

Przesledzone zmiany zawartosci poszczegdlnych frakeji wskazujg
wyraznie na szczeg6lng role frakeji laktamowo-estrowej w procesie
biosyntezy alkaloidéw w lubinie waskolistnym. Pojawianie sie i bardzo
szybkie nagromadzanie tej frakcji, okreslanej poprzednio jako ,o0ksy-
lupanina”, wykazano juz wczesniej w miodych roslinkach (Toczko
et al. 1960), jak réwniez w izolowanych zarodkach i liScieniach (Droe=
se et al. 1960). Wyniki przedstawione w niniejszej pracy wskazujg, ze
frakcja laktamowo-estrowa pojawia sie w rozwijajacych sie organach
rosliny wowczas, gdy ani lupanina, ani hydroksylupanina nie sg jesz-
cze syntetyzowane (ryc. 3a). Poniewaz w nastepujacym pozniej okresie
intensywnej biosyntezy kosztem tej frakcji dokonuje sie przyrost lupa-
niny (ryc. 4), byloby to zgodne z wlaczeniem frakcji laktamowo-estro-
wej do lancucha biosyntetycznego zaproponowanego przez Wie wioé-
rowskiego i Reifera (1961).

Synteza hydroksylupaniny jest nieco opézniona w stosunku do po=
przednich frakeji: jej maksymalna zawarto§¢ w czeSciach zielonych ro-
§liny (ryc. 3b) zostaje osiggnieta wowczas, gdy poziom innych alkaloi-
déw juz obniza sie. Wydaje sie mozliwe, ze ten alkaloid jest wytwarza-
ny nie tylko w cze$ciach zielonych, lecz réwniez w dojrzewajgcych na-
sionach, w ktorych kosztem frakcji laktamowo-estrowych zwieksza sie
jego udziat w sumie alkaloidéow w tym czasie, gdy udzialy frakcji
angustyfolinowej i lupaninowe]j nie ulegaja wiekszym zmianom (ryc. 4).



Biosynteza i przemiany alkaloidow w lubinie, III. 407

Fakt osiggania maksymalnych pozioméw bezwzglednej zawartosci
przez frakcje laktamowo-estrowa, angustyfolinowg i lupaninowg w zie-
lonych cze$ciach roslin w tym samym czasie (ryc. 3b) zdaje sie wska-
zywa¢ na prawdopodobienstwo bliskiego powigzania metabolicznego
tych trzech frakcji. Z drugiej strony zwraca uwage wzglednie staly
udzial frakeji angustyfolinowej w sumie alkaloidéw w okresie wegeta-
cji rosliny (ryc. 4). Zagadnienie roli angustyfoliny w biosyntezie alka-
loidéw tubinowych jest przedmiotem dalszych badan (Reifer et al
1962).
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SUMMARY

1. The qualitative and quantitative changes in the content of various alkaloid
fractions in plants during their development were investigated.

2. After an initial decrease in total alkaloids the biosynthesis was observed.
The alkaloids accumulated in the green parts and after flowering they were
partly transferred to the pods and then to the seeds.

3. A “lactam-ester” fraction which is not present in the seeds was first
synthesised in the green parts.

4. During the period of most rapid biosynthesis of alkaloids the ratio of
the “lactam-ester” fraction to the lupanine and hydroxylupanine fractions was
gradually changed towards the latter. The peak of hydroxylupanine synthesis
appeared later than that of lupanine,.

5. The fractions of “lactam-esters”, angustifoline and lupanine seem to be
metabolically related.
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