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AFLP — ang. Amplified Fragment Length Polymorphism — polimorfizm dtugosci
amplifikowanych fragmentéw

ANN — ang. Artificial Neuronal Networks — sztuczne sieci neuronowe
AP-PCR - ang. Arbitrary Primed PCR

BHP — ang. British Herbal Pharmacopoeia

BP — ang. British Pharmacopoeia — Farmakopea Brytyjska

CAPS - ang. Cleaved Amplified Polymorphic Sequences - polimorfizm sekwenciji
podzielonej i pocietej

CAR - karboksen

DAF - ang. DNA Amplification Fingerprinting

cpDNA — chloroplastowe DNA

dNTP - tréjfosforany nukleotydow

DOX — deoksyksyluloza

DVB - diwinylobenzen

EE — ang. Enantiomeric Excess — nadmiar enancjomeryczny
ESCOP - ang. European Scientific Cooperative on Phytotherapy
Eta (S/N) — stosunek sygnatu do szumu

FP — Farmakopea Polska

GC - ang. Gas Chromatography - chromatografia gazowa

GC MS - ang. Gas Chromatography Mass Spectrometry — chromatografia gazowa
sprzezona ze spektrometrig mas

GPP — pirofosforan geranylu
HD — ang. hydrodistillation — destylacja z wodg

HPLC - ang. High Performance Liquid Chromatography — wysokosprawna
chromatografia cieczowa

HS SPME - ang. headspace Solid Phase Microextraction — nadpowierzchniowa
mikroekstrakcja do fazy statej

IPP — pirofosforan 3-izopentylu

ISSR — ang. Inter Simple Sequence Repeats - polimorfizm odcinkéw pomiedzy
sekwencjami mikrosatelitarnymi

MAAP (lub APT) — ang. Multiple Arbitrary Amplicon Profiling — grupa metod
genetycznego odcisku palca

MtDNA — mitochondrialny DNA
MVA — kwas mewalonowy
OTU - ang. Operational Taxonomical Unit — robocza jednostka taksonomiczna
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PhEur — Farmakopea Europejska

PA — poliakrylamid

PCA — ang. Principal Component Analysis — analiza gtéwnych sktadowych
PCR — ang. Polymerase Chain Reaction — tancuchowa reakcja polimerazy
PDMS - polidimetylosiloksan (ztoze stosowane w przypadku SPME)

PTP — ang. Permutation Tail Probability

RAMP — ang. Random Amplified Microsattelite Polymorphism - polimorfizm losowo
amplifikowanych mikrosatelitow

RAPD - ang. Random Amplified Polymorphic DNA — polimorfizm losowo
amplifikowanych fragmentéw DNA

RFLP — ang. Restricted Fragment Length Polymorphism — polimorfizm dtugosci
fragmentow restrykcyjnych

SPE — ang. Solid Phase Extraction — ekstrakcja do fazy statej

SPME — ang. Solid Phase Microextraction - mikroekstrakcja do fazy statej
trnL(UAA)-trnF(GAA) - niekodujgca sekwencja tgcznikowej chloroplastowego DNA
UPGMA — ang. Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean

VNTR - ang. VNTR - Variable Number Tandem Repeats - zmienna liczba
tandemowych powtorzen

W, — wspotczynnik zmiennosci
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. STRESZCZENIE

Jatowiec pospolity (Juniperus communis L.) jest rosling olejkowg dostarczajacqg
surowca o szerokim spektrum zastosowan, gtdwnie w lecznictwie oraz przemysle
spozywczym. Olejek wytwarzany jest w strukturach wydzielniczych igiet, todyg i
szyszkojagdd, ale tylko szyszkojagoda jatowca (Juniperi fructus) jest surowcem
farmakopealnym (FPVI, BP, PhEur). Monografie posiada takze olejek z niegj
pozyskiwany (BP, PhEur). Ogdlna dostepnos¢ i tatwoS¢ pozyskiwania surowca
spowodowana jest szerokim wystepowaniem tego gatunku na catej pétkuli potnocnej,
w tym takze w Polsce. Pomimo to wiele aspektow dotyczacych aktywnosci i sktadu
olejku, charakterystyki surowca czy struktury populacji gatunku nie jest do kohca

wyjasnionych.

W niniejszej pracy podjeto tematyke zmierzajgcg do stosunkowo dokfadnej
charakterystyki fitochemicznej i genetycznej J. communis L. Celem bylo oszacowanie
zmienno$ci fitochemicznej tego gatunku na podstawie sktadu frakcji monoterpenowe;.
Stanowi ona blisko 90% catego olejku z szyszkojagdd i igiet jatowca. Dodatkowo
podjeto probe charakterystyki molekularnej rosliny na podstawie genetycznego
odcisku palca, otrzymanego w drodze RAPD PCR. W czesci teoretycznej niniejszej
pracy autorka dokonata przegladu dostepnej literatury dotyczacej olejku jatowcowego i
surowca, a takze metod biologii molekularnej i metod analitycznych stuzgcych
gtebszemu poznaniu tej rosliny. Ta czesC pracy stanowi uzasadnienie podijetej

tematyki badan.

Do badan zebrano tgcznie 92 proby J. communis oraz J. nana pochodzgcych z
12 stanowisk zlokalizowanych w 5 wojewodztwach. Realizujgc cel gtowny pracy
postawiono kilka celéow pochodnych. Pierwszym etapem bylo opracowanie
optymalnych warunkéw techniki HS SPME GC stuzacej szybkiemu oszacowaniu
wzglednych zawartosci procentowych monoterpenéw w badanym surowcu. Stosujac
metode optymalizacji wedtug Taguchi dobrano warunki HS SPME GC, ktore
konsekwentnie zastosowano w dalszych analizach surowca. Udowodniono takze
przydatnos¢ optymalizacji Taguchi w procesach analitycznych. Badania poréwnawcze
sktadu olejku i profilu zwigzkéw monoterpenowych HS SPME przeprowadzono dla

igiet jatowca i komercyjnych prob szyszkojagdd. Podobienstwo  profilu
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chromatograficznego zwigzkéw otrzymanych tymi dwoma metodami pozwolito na

zastosowanie HS SPME GC jako szybkiej metody oceny surowca olejkowego.

Realizacja dwdch pierwszych celéw posrednich umozliwita dalsze doktadne
analizy zréznicowania fitochemicznego na poziomie intra- i interpopulacyjnym J.
communis. Badania sktadu procentowego monoterpendéw w igtach i szyszkojagodach
wykazata istnienie trzech chemotypdw, ktore wyrézniono na podstawie réznic
ilosciowych w zawartosci a-pinenu i sabinenu. Stwierdzono takze roznice iloSciowe w
sktadzie = enancjomerow badanych weglowodorow monoterpenowych pomiedzy
roznymi organami tej samej rosliny. Sugerujg one, ze poziom ekspresji enzymow
katalizujacych biosynteze poszczegdlinych monoterpendw jest odmienny i regulowany
niezaleznie w rdéznych organach. Rédznorodnos¢ sktadu monoterpendw najlepiej
uwidacznita sie wewnatrz badanych populacji, podczas, gdy zmiennoS¢ na poziomie
miedzypopulacyjnym byta niewielka.

Podobne obserwacje dotyczace zroznicowania wewnatrz- i miedzypopulcyjnego
poczyniono na podstawie analizy catkowitego DNA genomowego metodg RAPD PCR.
Taki wynik jest pochodng specyfiki sposobu zapylenia, dyspersji nasion,
dtugowiecznosci osobnikow i struktury zasiegu J. communis L.

Podobienstwo stopnia zrdznicowania fitochemicznego i genetycznego na
poziomie inter- i intrapopulacyjnym spowodowato, ze autorka postawita sobie pytanie
— czy mozliwe jest znalezienie korelacji pomiedzy swoistym genetycznym i
fitochemicznym odciskiem palca w przypadku J. communis? Osiggnieciu tego celu
postuzyty sztuczne sieci neuronowe. Eksperymentalnie znaleziono dwa modele sieci,
ktore sg w stanie doktadnie odwzorowac profil genetyczny na fitochemiczny, czyli
rozpoznac¢ okreslone chemotypy rosliny. Pomimo pewnych ograniczen, wynik taki
wydaje sie by¢ obiecujacy i wskazuje, ze uzasadnione jest szukanie wspotzaleznosci
miedzy polimorfizmem DNA a cechg fenotypowa, jakg jest specyficzny skiad
metabolitéw wtdrnych.

Dodatkowo w pracy podjeto probe okre$lenia pokrewienstwa J. communis oraz
J. nana, ktorych klasyfikacja systematyczna jest niejednoznaczna. Pomimo wyraznych
réznic morfologicznych pomiedzy J. nana i J. communis nie stwierdzono
zroznicowania na poziomie fitochemicznym i molekularnym. Sugeruje to

przynalezno$¢ tych dwoch jednostek to tego samego taksonu.
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1. Charakterystyka botaniczna i fitochemiczna rodzaju Juniperus i
jego gatunkow

1.1.Przynaleznosé systematyczna J. communis L. i J. nana Willd.

Niniejsze opracowanie dotyczy dwdch gatunkéw — Juniperus communis L. oraz
Juniperus nana Willd.. Oba naleza do rzedu Coniferales (Szpilkowce), rodziny
Cupressaceae (Cyprysowate) i rodzaju Juniperus (jatowiec). W skiad rodzaju
Juniperus wchodzi 10 gatunkéw, w tym oba badane. J. communis podzielony zostat na
trzy podgatunki: J. communis subsp. communis, J. communis subsp. hemisphaerica
(J. & C. Presl) Nyman oraz J. communis subsp. alpina (Suter) Celak. (Flora Europaea,
2001). Inne zrédta systematyczne (por. Farjon, 2001) w obrebie rodzaju Juniperus
wyrdzniajg 53 gatunki, w tym 6 podgatunkow, 25 odmian, 1 forme. Biorgc za
podstawe podziat Farjona (2001) nalezy stwierdzi¢, ze w ramach J. communis
wydzielono 5 odmian, w tym J. communis var. communis, J. communis var. saxatilis, J.
communis var. depressa, J. communis var. megistocarpa oraz J. communis var.
nipponica (Farjon, 2001). Synonimem J. nana Willd. w najnowszych ujeciach
systematycznych jest J. communis var. saxatilis Pall.. Dodatkowo rodzaj Juniperus
bywa dzielony na trzy sekcje: Caryocedrus, Oxycedrus oraz Sabina (Seneta, 1973;
Seneta, 1981; Zanoni i Adams, 1976). W tym ujeciu syntaksonomicznym oba badane

gatunki nalezg do sekcji Oxycedrus.

Stanowisko systematyczne J. communis i J. nana jest zréznicowane. W tabeli 1
podano najpowszechniej uzywane w literaturze synonimy dla tych dwoch taksondw.
Jest to tylko czes¢ z nich, najczesciej stosowana we wspotczesnej literaturze
botanicznej. W niniejszej pracy uzywane sg nazwy J. communis L. dla J. communis
var. communis wg. Farjon (2001) oraz J. nana Willd. dla J. communis var. saxatilis wg.
Farjon (2001).
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TABELA 1: Wykaz synonimdéw J. communis i J. nana (Farjon, 2001; Flora Europaea,
2001)

Nazwa uzywana w rozprawie Synonimy
doktorskiej

Juniperus communis L. J. communis L. subsp. communis
J. communis L. var. vulgaris Aiton
J. communis var. erecta Pursh
J. hemisphaerica J. & C. Presl|
J. depressa Steven

J. communis var. brevifolia Sanio lub
subsp. brevifolia (Sanio) Pénzes

Juniperus nana Willd. J. communis L. var saxatilis Pall. lub
subsp. saxatilis (Pall.) E. Murray

J. sibirica Burgsd.
J. communis var. montana Aiton
J. montana (Aiton) Lindl. & Gordon

J. communis var. nana (Willd.) Baumg.
lub subsp. nana (Willd.) Syme in
Sowerby

J. communis var. alpina Suter lub
subsp. alpina (Suter) Celak

J. alpina S. F. Gray
J. oblonga M.-Bieb.

1.2.Rozmieszczenie geograficzne J. communis i J. nana i zajmowane siedlisko

J. communis L. to roslina o szerokim spektrum wystepowania geograficznego,
zarowno w Europie, jak i na swiecie (por. rysunek 1, s. 17). Jest on typowym
przedstawicielem elementu borealnego flory, zatem wystepuje wytacznie na pétkuli
potnocnej. Jednoczesnie jest jedynym gatunkiem rodzaju Juniperus, ktéry spotykany
jest na obydwu pdtkulach — wschodniej i zachodniej (Adams j in., 2003; Adams i
Pandey, 2003). W Europie J. communis L. wystepuje prawie w catej potnocne;j i
Srodkowej czesci kontynentu. Na zachodzie Europy notowano jego stanowiska w
pasmie gorskim Sierra Nevada, natomiast na wschodzie trudno jest ustali¢ granice

zasiegu, gdyz na Uralu oproécz J. communis i J. nana pojawiajg sie liczne formy
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przejsciowe. Potudniowa granica wystepowania tego gatunku to Wiochy, Grecja,
Butgaria, a na pdtnocy jego wystepowanie notuje sie w potudniowej czesci Wysp
Brytyjskich i P&twyspu Skandynawskiego (Browicz, 1971). W Polsce J. communis
wystepuje na obszarze catego kraju, w gérach w reglu dolnym i pojedynczo siega
regla gornego (Browicz, 1978, Babinski, 1974).

RYSUNEK 1: Mapa zasiegu rodzaju Juniperus i gatunku J. communis na $wiecie
(Meusel i in., 1965)

S~ N \ P
Linig ciagta i kolorem czarnym zaznaczono zasieg gatunku J. communis, linia przerywang rodzaju Juniperus.

Stanowiska J. communis notowano na nizinach lub w nizszych pofozeniach
gorskich. Ustalenie gornej granicy jego zasiegu jest trudne, poniewaz tylko nieliczni
autorzy wyraznie oddzielajg od siebie stanowiska jatowca pospolitego i halnego w
gorach. W Tatrach J. communis spotykany jest jeszcze na wysokosci ~1700 m n.p.m.,
podobnie w Butgarii i Austrii, podczas, gdy w Grecji i Francji notowano go na
wysokosciach 900 — 1200 m n.p.m. (Browicz, 1971).

Siedliska jatowca pospolitego, podobnie jak rozmieszczenie geograficzne sg
bardzo zréznicowane. Rosnie on pospolicie w poszyciu lasow iglastych lub na ich
obrzezach, rzadziej trafia sie w lasach mieszanych i lisSciastych. Wystepuje rowniez na
torfowiskach mszarnych i wydmach. Moze wystepowaé grupowo lub w rozproszeniu,
na suchych wzgoérzach, polanach. Jest rosling s$wiattolubng i nie wymagajaca
specjalnych warunkow glebowych. Spotykany jest na siedliskach z natury ubogich,
szczegolnie w zdegradowanych zbiorowiskach roslinnych, ktérych sktad florystyczny
ulegt zmianie w wyniku zaburzen siedliska.
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Rozmieszczenie geograficzne jatowca halnego jest nieco mniej poznane niz
rozmieszczenie J. communis, co wigze sie w duzym stopniu ze sprzecznymi
pogladami na jego range systematyczng. Nalezy on do elementu pétnocno-arktyczno-
gorskiego i ma porozrywany zasieg, co jest typowg cechg dla wielu reliktow
polodowcowych. Rosnie, podobnie jak J. communis na potkuli pétnocnej: w Europie,
Azji i Ameryce Pdtnocnej, a takze na Grenlandii. We florze Polski notowany byt w
gérach tj. w Tatrach, a takze na Hali Izerskiej, w masywie Snieznika i Babiej Gory i
kilku innych stanowiskach (Browicz, 1971). Najwyzej potozone stanowiska J. nana w
Polsce notowano w Tatrach Wysokich~2400 m n.p.m. (Browicz, 1971).

Jatowiec halny tworzy skupienia powyzej gérnej granicy lasu, tworzac jednolite
populacje roslinne lub w otoczeniu kosodrzewiny i obu gatunkéow boréwek. Siedliska
tego gatunku notowano zwykle w gérach (cho¢ wystepuje tez w tundrze na brzegach
laséw) w strefie subalpejskiej i alpejskiej, na kamienistych, stonecznych stokach,

skatkach wapiennych, halach i brzegach dobrze oswietlonych laséw (Browicz, 1971).

1.3.Charakterystyka botaniczna J. communis i J. nana
Juniperus communis L.

Jatowiec pospolity jest zimozielonym krzewem lub rzadziej drzewem o zmiennegj
wysokosci i pokroju. W naszym kraju moze osigga¢ 13m wysokosci, a najwyzsze

notowane osobniki na Swiecie osiggaty 20m (Seneta, 1973).

W zaleznosci od liczby pedow gtéwnych J. communis charakteryzuje sie
zroznicowanym pokrojem zewnetrznym. Zwykle wytwarza kilka lub kilkanascie pedow,
ktére nadajg mu pokroj krzewiasty (rysunek 2a). Jest to najczesciej spotykana postaé
w zbiorowiskach roslinnych. U bardzo rzadko spotykanej formy drzewiastej roslina
moze wytwarzaé¢ jeden ped gtéwny lub u formy kolumnowej - kilka do kilkunastu
(rysunek 2b). Wystepowanie najczestszej formy krzewiastej zwigzane jest z procesem
rozwidlania pedu gtbwnego powodowanym ograniczonym dostepem Swiatta w
poszyciu. Dodatkowo u miodych roslin, cho¢ znacznie rzadziej, spotyka sie formy

ptozace oraz posrednie (Babinski, 1974).
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RYSUNEK 2: Pokro¢j a) krzaczasty i b) kolumnowy J. communis L. (fot. Natalia
Filipowicz)

Liscie jatowca pospolitego osiagajg od 10 do 15mm dtugosci i 1 - 2mm
szerokosci. Zebrane sg po trzy w okodtkach i nie zbiegajg po pedach, lecz stopniowo
zwezajq sie i sq kolczasto zakohczone. Gdrna strona blaszki lisciowej posiada szeroki,
biaty pasek i waskie zielone brzegi, dolna zas jest wypukia, zielona, zwykle z bruzdkag
na grzbiecie (Seneta, 1973; 1981). J. communis jest gatunkiem dwupiennym: kwiaty
meskie tworzg mate kwiatostany, ztozone z tuseczkowatych lisci, natomiast kwiaty
zenskie wystepujg pojedynczo i zbudowane sg z kilku okdtkéw tuskowatych
»owocolistkow”. Roslina kwitnie w maju i czerwcu. Od chwili zapylenia do zaptodnienia
uptywa rok. Po zaptodnieniu 3 najwyzsze owocolistki stopniowo rosng, miesnieja,
zrastajg sie tworzgac w ten sposob kulisty twér tzw. szyszkojagode z wyrazng
tréjramienng bruzdg na szczycie (rysunek 3). Jesienig pierwszego roku szyszkojagoda
jest drobna, jajowata i zielona, a w drugim sezonie wegetacyjnym zaokragla sie i

osigga wielko$¢ ziarna grochu. Jednoczesnie w czasie dojrzewania stopniowo zmienia
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barwe na granatowoczarng z matowym, woskowym nalotem na wierzchu. W migzszu
szyszkojagody znajduje sie zwykle od 1 do 3 pestkowatych, tréjgraniastych nasion z

zywicznymi gruczotkami, ktére osadzone sa na kroétkiej szyputce (Babinski, 1974).

RYSUNEK 3:Fragment owocujgcego pedu oraz dojrzate szyszkojagody J. communis
(fot. N. Filipowicz, P. Madanecki)

Jatowiec nalezy do gromady nagozalgzkowych. Nie wytwarza wiec witasciwego
owocu (brak owocni), a termin owocolistki jest tutaj uzywany raczej zwyczajowo.
Roslina wytwarza miesistg szyszkojagode morfologicznie podobng do owocu typu
jagody, a anatomicznie do szyszki. Mozna zatem w stosunku do szyszkojagody
jatowca uzywac terminu ,nibyowoc”, gdyz ochrania ona nasiona i bierze udziat w ich
rozsiewaniu (Babinski, 1974).

Juniperus nana Willd.

Jatowiec halny jest kartowatym, ptozgcym sie krzewem, od 20 do 30 cm
wysokosci (stad tez zwany jest czasem w literaturze jatowcem kartowatym). Jego pedy
sg krotkie, grube i czesto powyginane. Liscie w postaci szpilek morfologicznie réznig
sie od igiet jatowca pospolitego — sg krétsze (4 — 8 mm), ale grubsze (1 — 2 mm). Sg
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ostro zakonczone, osadzone bardzo gesto na pedzie i zwykle wygiete w kierunku jego
konca, przez co pokrywajg sie. Grzbiety igiet sg mocno wypukte, ciemnozielone i
btyszczace, a gorna strona blaszki lisSciowej, podobnie, jak w przypadku J. communis,
opatrzona jest szerokim biatym paskiem, (Seneta, 1981).

W tabeli 2 przedstawiono poréwnawczo najwazniejsze cechy budowy

morfologicznej J. communis oraz J. nana.

TABELA 2: Zestawienie porownawcze wybranych cech budowy morfologicznej J.
communis i J. nana

Cecha J. communis J. nana
forma wystepowania krzew, rzadziej drzewo krzew
forma zyciowa wg nanofanerofit, rzadziej mikrofanerofit nanofanerofit
Raunkiera
pokroj krzewiasty, kolumnowy, piramidalny, ptozacy krzewiasty
drzewiasty
wysokosé od 0,5 do kilkunastu m 0,2-0,5m
liscie diugos¢ 10-15mm, odstajace, silnie dlugos¢ 4-8mm, czesciowo
ktujace przylegajace, miekkie i szerokie
miedzywezla 22mm 1-2mm
krotkopedow

1.4.Znaczenie farmakognostyczne J. communis

Jatowiec pospolity nalezy do popularnych roslin olejkowych uzywanych w przemysle
farmaceutycznym, spozywczym i chemiczno-kosmetycznym. Wedtug Kohiminzera ,za
olejkowe gatunki roslin uwaza sie takie, ktére zawierajg powyzej 0,01% olejku”
(Kohlmunzer, 2000). Olejek produkowany jest zaréwno w szyszkojagodach, jak i igtach
oraz pedach rosliny, w tkance wydzielniczej typu endotropowego (w schizogenowych
przewodach olejkowych). W lecznictwie z J. communis pozyskiwany jest tylko jeden
surowiec olejkowy. Jest nim szyszkojagoda (Baccae Juniperi, Juniperi fructus)
zawierajgca od 0,5 do 1,5% olejku, okoto 33% cukru inwertowanego oraz zywice
(Evans, 2000). Inne zrodta podajg zawarto$¢ nastepujgcych grup zwigzkéw w
szyszkojagodzie jatowca: kwasy, flawonoidy, tanniny, olejek eteryczny stanowigcy od
0,2 do 3,42% oraz inne zwigzki (pochodne terpenowe nie bedgce sktadnikami olejku,
lignany, zywice i cukry) (Barnes i in.,, 2002), a takze flawonoidy, gorycz, kwasy
organiczne (Ozarowski, 1993). Szyszkojagoda jatowca posiada monografie w licznych
farmakopeach i innych oficjalnie uznanych pozycjach literaturowych np.: BHP 1996,
BP 2001 i 2004, Complete German Commision E, ESCOP 1997, Martindale 32"
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edition, PDR for Herbal Medicines 2™ edition, Ph Eur 2002 i 2005 (Barnes i in., 2002).
Posiada takze monografie w Farmakopei Polskiej VI (a takze wcze$niejszych — FPII,
IV, V). Wedtug FPVI surowcem farmakopealnym jest ,dojrzata szyszkojagoda jatowca
pospolitego Juniperus communis L., Cupressaceae, wysuszona w temperaturze nie
wyzszej niz 40°C. Surowiec powinien zawiera¢ nie mniej niz 1,0% (v/m) (10ul/g)
olejku” (FP VI, 2002).

Szyszkojagoda jatowca jest powszechnie stosowana jako sktadnik zapachowy i
smakowy w produkcji ginu, natomiast sama ros$lina wymieniana jest przez Rade
Europy na liscie naturalnych zrodet aromatow spozywczych: szyszkojagoda w
kategorii N2 (oznacza mozliwos¢ dodawania niewielkich ilosci do pokarmu), igty i
drewno w kategorii N3 (oznacza, ze nie jest dostepna wystarczajgca ilos¢ informac;ji
dotyczaca potencjalnej toksycznosci dodatkéw). W Niemczech surowiec ten zostat
dopuszczony i jest stosowany w niestrawnosci, ponadto posiada udokumentowane
dziatanie diuretyczne, antyseptyczne, wiatropedne, zotadkowe i przeciwreumatyczne
(Barnes i in., 2002; Kohlminzer, 2000; Martindale, 1999; Ozarowski, 1993), a
niektérzy autorzy podajg takze dziatanie hipoglikemiczne (Sanchez de Medina i in.,
1993). Szczegdtowe dane dotyczace dziatania olejku z szyszkojagdd jatowca opisane
zostaly w rozdziale ,Aktywno$¢ biologiczna i zastosowanie olejku jatowcowego” (s.
31).

Monografia czystego olejku jatowcowego znajduje sie w FPV, a takze we
wczeéniejszych FP — Il i IV. Jest to ,bezbarwna, zéttawa lub zielonawa ciecz o
swoistym zapachu i palacym gorzkawym smaku”, ktorej skrecalno$¢ optyczna [ap?®]
miesci sie w granicach od +5° do -15°. Dodatkowo skrecalno$¢ optyczna jest
skorelowana z pochodzeniem geograficznym surowca, z ktérego otrzymuje sie olejek.
Olejkom potudniowo-europejskim przypisywana jest lewoskretnos¢, a potnocno-
europejskim (w tym réwniez polskim) prawoskretnos¢ (FPV, 1999). Olejek jatowcowy
posiada takze monografie w najnowszych farmakopeach: europejskiej (Ph Eur 5.0,
2005) oraz brytyjskiej (BP, 2004) opisujgce wiasciwosci organoleptyczne, sposoby
identyfikacji olejku, okreslania jego podstawowych witasciwosci fizykochemicznych
oraz przechowywania.
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1.5.Charakterystyka i skfad olejku jalowcowego
Monoterpenoidy

Olejek z szyszkojagdd jatowca moze zawieraC okoto 60 roznych sktadnikéw,
istniejg tez dane moéwigce o ponad 100 (Evans, 2000). Gtéwng frakcjg olejku
jatowcowego pozyskiwanego zaréwno z szyszkojagdd, igiet jak i pedéw J. communis
L. sg skfadniki o charakterze monoterpendéw. Stanowig one okoto 58 — 60% catego

olejku.

Monoterpeny to bardzo liczna grupa zwigzkéw terpenoidowych o zasadniczym
wzorze sumarycznym CioH16. Ich czasteczka powstaje z potgczenia dwdch jednostek
piecioweglowych aktywnego izoprenu tj. 2-metylobuta-1,3-dienu, w ktérych reszty
izoprenowe fgczqg sie wg reguty izoprenowej sformutowanej przez Ruzi¢ke (tzn. ogon —
gtowa). W reakciji biosyntezy terpenéw bezposrednim substratem nie jest sam izopren,
a pirofosforan 3-izopentylu (IPP) (Kotodziejczyk, 2003). IPP powstaje w roslinie z
acetylo-CoA gtownie w szlaku kwasu mewalonowego (MVA), ktory jest gtdwnym
prekursorem terpenéw. Nowe badania wykazaty takze jego powstawanie poza tym
szlakiem biogenetycznym, w drodze przemian z deoksyksylulozy (DOX) (Evans,
2000). W szlaku kwasu mewalonowego (aktywna jest tylko forma prawoskretna) na
drodze jego przemian powstaje IPP, ktéry ulega kondensacji ze swojg formag
enancjomeryczng — pirofosforanem dimetyloallilu i powstaje tzw. forma rodzicielska
(ang. parent) dla grupy monoterpendéw - pirofosforan geranylu — GPP. Poprzez
przytgczenie kolejnych piecioweglowych jednostek w postaci IPP powstajg prekursory
innych grup o charakterze terpenowym (Evans, 2000; Banthorpe, 1994). GPP moze
by¢ dalej przeksztatcany w acykliczne, mono- i bicykliczne monoterpenoidy pod
wplywem dziatania enzymow zwanych cyklazami. Sg one specyficzne dla
poszczegolnych klas terpendw (klasy wydzielono pod wzgledem budowy szkieletu, sg
to mentany, pinany, tujany i inne). W roslinie pochodzg one prawdopodobnie od
limonenu (mozliwe zaleznosci biogenetyczne i kolejnos¢ przeksztatcen przedstawiono
na rysunku 4), a ich kolejne modyfikacje obejmujg liczne konwersje i modyfikacje
bedace pod kontrolg enzymatyczng (Evans, 2001). Udowodniono, ze aktywnos¢
poszczegolnych cyklaz warunkowana jest genetycznie i zalezy od poziomu ekspresiji
genow kodujacych poszczegdlne enzymy (Maffei, 1990).
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RYSUNEK 4: Prawdopodobne relacje biogenetyczne pomiedzy réznymi typami

4 —

IIIA kamfan

1B typ mentanu

Bh—d & ¢

I1IC fenchan

Ze wzgledu na strukture monoterpeny mozna podzieli¢ na cztery grupy —
acykliczne, monocykliczne, dicykliczne i tricykliczne. W olejku z jatowca wystepujg
zwigzki z trzech pierwszych grup. W tabeli 3 przedstawiono zwigzki monoterpenowe

wystepujace w olejku jatowcowym z uwzglednieniem ich struktury i charakteru

chemicznego.

[ID typ karanu

monoterpenow

S

| typ liniowy

0L

[IA cyklocytral

IE tujan

TABELA 3: Gtowne monoterpeny olejku jatowcowego z uwzglednieniem struktury i

Grupa monoterpendw ze
wzgledu na strukture

Nazwa zwigzku

charakteru chemicznego

Charakter chemiczny

Monoterpeny acykliczne

Monoterpeny monocykliczne

mircen
limonen
a-terpinen
y-terpinen
a-terpineol
a-felandren
B-felandren
terpinolen

1-terpinen-4-ol

24

weglowodér
weglowodoér
weglowodor
weglowodoér
alkohol trzeciorzedowy
weglowodér
weglowodoér
weglowodor
alkohol
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Grupa monoterpendw ze Nazwa zwigzku Charakter chemiczny
wzgledu na strukture
Monoterpeny dicykliczne a-pinen weglowodér
B-pinen weglowodor
kamfen weglowodoér
0-3-karen weglowodoér
sabinen weglowodoér

Najwiekszy udziat procentowy w olejkach otrzymanych z J. communis majg
monoterpeny dicykliczne — a-pinen i sabinen, nieco mniej jest B-pinenu, 6-3-karenu i
kamfenu.

a-Pinen jest gtdbwnym przedstawicielem grupy pochodnych nasyconego pinanu.
Jego pochodng jest takze inny zwigzek wystepujacy w olejku w niewielkich ilosciach
(rzedu kilku procent) — B-pinen. Obydwa zawierajg po dwa asymetryczne atomy wegla
(C1 i C5 — rysunek 4), a wiec kazdy z nich posiada po dwa optycznie czynne
stereoizomery i moze tworzy¢é racematy. Wszystkie te cztery izomery wystepujg w
naturze, gtébwnie w olejkach drzew iglastych. a- i B-pinen majg bardzo zblizone
temperatury wrzenia (odpowiednio 156°C i 163°C), a podczas tagodnego ogrzewania
B-pinen przeksztatca sie w a-pinen. Obydwa te zwigzki mozna odrézni¢ na podstawie
reakcji utlenienia, ktora potwierdza potozenie wigzania podwojnego (a wiec ich
strukture). W temperaturze 250°C ulegajg one izomeryzacji do dipentenu, a w 350°C z
a-pinenu powstaje acykliczny ocymen, a z B-pinenu mircen. Tego typu przeksztatcenia
Swiadczg o bliskim pokrewienstwie strukturalnym pomiedzy poszczegdlnymi grupami
monoterpendow (Kotodziejczyk, 2003; Wrzeciono i Zaprutko, 2001).

Sabinen, ktéry podobnie do a-pinenu jest jednym z gtéwnych i najbardziej
zmiennych zwigzkow w opisywanym olejku nalezy do grupy pochodnych tujanu.

Wystepuje w nim tylko w prawoskretnej formie enancjomerycznej.

Inna duza grupa monoterpenéw dicyklicznych to pochodne bornanu (kamfanu).
Wsrod zwigzkow olejku jatowcowego do tej grupy nalezy jego nienasycony analog tj.
kamfen. W przyrodzie wystepuje on w postaci dwéch enancjomeréw i racematu, a

jego formy chiralne bardzo tatwo racemizuja.

O-karen nalezy do pochodnych karanu i we wspotczesnej nomenklaturze

chemicznej czesciej okreslany jest mianem 3-karenu. Jest on jednym z gtéwnych
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sktadnikow olejku sosnowego i obok a-pinenu jest zwigzkiem, ktory w lasach iglastych
w duzych ilosciach emitowany jest do atmosfery (Kotodziejczyk, 2003). Wystepuje tez

w olejku z jatowca, zwykle w formie enancjomeru lewoskretnego.

Najwazniejsze monoterpeny o budowie monocyklicznej, takie jak: limonen,
terpineny, terpinolen i felandreny posiadajg strukture p-metadienu. W$rod nich
znaczacy udziat ilosciowy w badanym olejku ma limonen. Asymetryczny atom wegla
C4 warunkuje istnienie dwoch optycznie czynnych enancjomerdéw (+) i (-). Odmiana
(+) wystepuje w olejkach cytrusowych, natomiast (-) w olejkach roslin szpilkowych, a
obydwa enancjomery majg przyjemny zapach cytrusowy. W niektorych olejkach
wystepuje ich mieszanina racemiczna zwana dipentenem, natomiast optycznie czynne
limoneny racemizujg do dipentenu w temperaturze 250°C. Limonen w $rodowisku
kwasowym przytagcza stopniowo dwie czgsteczki wody przechodzac w a-terpineol
(Wrzeciono i Zaprutko, 2001).

Terpineole sg nienasyconymi monocyklicznymi alkoholami terpenowymi,
powstajagcymi przez uwodnienie pinendw w Srodowisku kwasnym. Z czterech
izomerow terpineolu tylko a-terpineol wystepuje naturalnie w roslinach, m. in. takze w
olejkach z roslin szpilkowych. Jest zwigzkiem optycznie aktywnym, ale w naturze
spotykana jest gtéwnie forma enancjomeryczna (-), forma (+) oraz racemat wystepujg
w roznych olejkach jedynie w sladowych ilosciach. Inny alkohol 1-terpinen-4-ol, ktory
w duzej mierze warunkuje dziatanie diuretyczne olejku z jatowca podobnie jak
terpineol wystepuje w naturze w dwdch formach chiralnych oraz jako racemat (Bauer i

in., 2001). W olejku J. communis wystepuje w formie enancjomerycznej (+).
Felandreny, podobnie jak limonen posiadajg asymetryczny atom wegla C4.

Terpineny (a i y) wystepujg w badanym olejku w ilosciach rzedu kilku procent i w
odréznieniu od opisywanych wczesniej monoterpendw jednopierscieniowych sag
nieczynne optycznie. Zarbwno wspomniany wczesniej dipenten, jak i felandreny
podgrzewane w alkoholowym roztworze chlorowodoru izomeryzujg do a- i y-terpinenu
(Wrzeciono i Zaprutko, 2001).

Poza opisanymi tutaj zwigzkami o charakterze monoterpenoidéw w sktad olejku
wchodzi tez frakcja seskwiterpendéw bedacych trimerami izoprenu o niezwykle

zroznicowane;j strukturze. Wsrod nich najczesciej wymieniane to dicykliczne kadinen i
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kariofilen oraz pochodna alkoholowa — a-kadinol. Seskwiterpeny w olejkach z roslin

szpilkowych rzadko wystepujg w ilosci wiekszej niz 10% (Kubeczka i Schultze, 1987).

1.6.Skiad jakosciowy i procentowy olejku jalowcowego

Zakresy zawartosci procentowych gtéwnych sktadnikow olejku otrzymywanego z
szyszkojagdd jatowca uwzglednione sg w Farmakopei Europejskiej i Brytyjskiej (Ph
Eur 5.0, 2005; BP, 2004). Zestawiono je w tabeli 4.

TABELA 4: Zawarto$ci procentowe gtownych sktadnikow olejku z szyszkojagod J.
communis wg. Farmakopei Europejskiej i Brytyjskiej (Ph Eur 5.0, 2005; BP, 2004)

Skiadnik Zawarto$¢ procentowa [%]
a-pinen 20-50
sabinen <20
B-pinen 1-12
mircen 1-35
a-felandren <1
limonen 2-12
terpinen-4-ol 0,5-10
B-kariofilen <7
octan bornylu <2

We wspodiczesnej literaturze istnieje kilka doniesien na temat sktadu
jakosciowego i ilosciowego olejku z igiet i szyszkojagdd J. communis. Badano wptyw
roznych czynnikow (gtownie abiotycznych) na jego sktad. W tabeli 5 zebrano wyniki
prac wybranych autorow, ktorzy badali zawartos¢ poszczegolnych sktadnikow w olejku
jatowcowym. Uwzgledniono w niej rodzaj i pochodzenie surowca.
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TABELA 5: Zawarto$¢ procentowa poszczegolnych sktadnikow olejku z igiet i

szyszkojagod jatowca
OLEJEK Z IGIEL [%] OLEJEK Z DOJRZALYCH
SZYSZKOJAGOD [%]
Sardynia Péino_cnozac Péinopnozac Sardynia Olimp II\\/I/I?(\:/Z(:%?:;;
pogentt (N (ot (rgeniin. GRITR (ouose?
Zwiazek . in., 1995)  in., 1995) 1993) %, 19%7)
monoterpeny
a-tujen 2,27 - - 0,53 0,08 -
a-pinen 6,41 9,2 22 52,26 42,55 57,06
kamfen 0,04 0 0,2 0,22 0,21 0,31
sabinen 61,09 44,7 32 5,58 0,17 6,08
B-pinen 0,63 0,6 2,2 2,86 1,65 3,41
mircen 2,57 3,5 3 15,32 8,1 10,74
a-felandren 0,1 - - 0 Slady 0,4
karen 0 0,3 0 0 0,02 0,02
a-terpinen 1,79 2,4 1,9 0 0,02 0,12
p-cymen 1,15 0,7 0,4 0,25 0,11 0,08
limonen 2,5 29 41 3,11 0,83 1,73
B-felandren 0 29 0 0 0,11 -
y-terpinen 3,32 41 3,2 0,52 0,05 0,34
a-terpinolen 1,34 24 1,7 0,49 0,41 0,62
razem* ~83% ~74% 70,7% ~81% ~55% ~81%
alkohole
B-terpineol 0,71 - - 0 - -
linalool 0 - - 0 0,11 0,26
terpinen-4-ol 10,67 11,1 6,6 1,51 0,74 0,05
a-terpineol 0,52 0,8 0,9 0 0,57 0,85
cytronelol 0 - - 0 0,2 5,06
razem* ~12% ~12% 8,5% ~1,5% ~1,7% ~6,2%
ketony
kamfora 0 - - 0 0,53 -
B-tujon 0,29 1,2 0,6 0 0 -
razem* ~0,3% ~1,2% ~0,6% 0 ~0,5% -
estry
octan linalilu 0 - - 0 0 -
octan bornylu 0,13 04 1,1 0,66 0,59 1,08
octan myrtenylu 0,04 - - 0 - -
octan a-terpinylu 0,4 - - 0 0,05 -
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OLEJEK Z IGIEL [%] OLEJEK Z DOJRZALYCH
SZYSZKOJAGOD [%]
) ) . Macedonia,
Sardynia Polno_c nozac Poinop nozac Sardynia Olimp Mt Vermion
2 . hodnie Alpy hodnie Alpy A (Chatzopoulou
(Angioni i cord - 2. (Angioniiin., L (Koukos&P
) (Caramiello i (Caramiello i &Katsiotis,
in., 2003) in., 1995) in., 1995) 2003) 1093) apadopoulo
Zwigzek " ” u, 1997)
razem* ~0,6% ~0,4% ~1% ~0,6% ~0,6% ~1%
seskwiterpeny
a-kopaen - - - - - -
a-kubeben 0 - - 1,25 1,29 -
B-kariofilen 0,12 0 1,2 0 0,77 1,86
a-humulen 0,11 - - 0,81 0,72 -
garmakren D 0,75 04 0,7 6,69 3,99 -
a-muurolen 0,14 - - 0 0,52 -
y-kadinen - - - - 0,8 -
O-kadinen - 0,8 14 - 2,61 -
razem* ~1,3% ~1,2% ~3,5% ~9% ~10% ~2%
tlenki
tlenek kariofilenu 0,14 - - 0 - -
tlenek humulenu - - - - 1,08 -
razem* ~0,2% - - 0 ~1% -

* - wzgledna zawarto$¢ procentowa w catym olejku
.~ 0znacza brak danych w cytowanym zrédle

W olejku jatowcowym zaznacza sie wyraznie przewaga zwigzkow o charakterze
monoterpenow (od 55% do ponad 80% catego olejku). Zawartos¢ pochodnych
tlenowych oraz zwigzkéw z grupy seskwiterpendéw nie przekracza 10%. Gtownym i
najbardziej zmiennym skfadnikiem olejku jest a-pinen, duze wahania zawarto$ci
wykazuje takze sabinen. mircen natomiast jest swoistym markerem olejku z
szyszkojagod. Caramiello i in. jako gtdbwne sktadniki olejku z igiet jatowca wymieniajg
a-pinen, sabinen i alkohol monoterpenowy — terpinen-4-ol, przy czym wysoka
zawarto$¢ terpinen-4-olu skorelowana jest z obecnoscig sabinenu jako prekursora
monoterpendw z grupy tujanu (Caramiello et. al., 1995). Duza ilo§¢ sabinenu czesto
przypisywana jest osobnikom pochodzacym z siedlisk gérskich, a a-pinenu z nizu
(Baerheim Svendsen i in., 1985, Vernin i in., 1988; Angioni i in., 2003). Nie jest to
jednak reguta, co potwierdzajg prace prowadzone w Katedrze i Zaktadzie Biologii i
Botaniki Farmaceutycznej (Ochocka i in., 1997; Filipowicz i in., 2006). Informacje na

temat skladu procentowego olejku z J. nana sg zdecydowanie bardziej skape —
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Looman i Baerheim Svendsen w badaniach norweskich prob J. communis var.
saxatilis stwierdzili wysokg zawarto$¢ sabinenu dla wiekszosci badanych olejkéw (25-
54%) i zdecydowanie mniejszg zawarto$¢ a-pinenu (13-45%) (Looman i Baerheim
Svendsen, 1992), podczas, gdy w olejku z J. communis ssp. nana rosngcym w
portugalskim pasmie gorskim Serra da Estrela poziom sabinenu utrzymywat sie na

poziomie okoto 2% (Proenca da Cunha i Roque, 1989).

W nielicznych zrédtach dotyczacych olejku z jatowca pospolitego uwzgledniono
zawarto$¢ poszczegolnych enancjomerdw zwigzkédw o charakterze chiralnym.
Hiltunen i Laakso (1995) wyrdznili jatowce z niskg i wysoka zawartoscig (+)sabinenu.
W tych dwoch chemotypach udziat poszczegolnych enancjomeréw optycznych a-
pinenu w olejku z igiet rézni sie. W typie niskosabinenowym dominuje forma (+)
(Srednio 54,3%) nad formg (-) (Srednio 26,6%). W chemotypie wysokosabinenowym
Srednia zawartos¢ odmian chiralnych (+) i (-) jest zblizona i wynosi odpowiednio 24,6%
oraz 28,9%. Sabinen wystepuje w olejku jatowcowym tylko w formie enancjomeryczne;
(+) (Hiltunen i Laakso, 1995; Ochocka i in., 1997). Ci sami autorzy obserwowali
porownywalng zawarto$¢ formy (+) i (-)-B-pinenu, podczas gdy inne zespoty tylko
forme lewoskretng tego zwigzku i sladowe ilosci formy prawoskretnej (Ochocka i in.,
1997; Sybilska i in., 1994). Obecnos¢ formy (+) limonenu przypisywana jest olejkom z
roslin z rodziny Rutaceae, a (-) - roslinom szpilkowym (gtéwnie z rodziny Pinaceae)
(Sjédin i in. 1996, Bauer i in., 2001). Niemniej jednak w opracowaniach dotyczacych
olejku jatowcowego obserwowano zwykle znaczaca przewage enancjomeru (+) nad (-)
(Sybilska i in., 1994; Hiltunen i Laakso, 1995; Ochocka i in., 1997).

Przy omawianiu sktadu procentowego olejkdw nie mozna poming¢ wptywu
réznych czynnikdw biotycznych i abiotycznych na jego sktad i wydajnosc
otrzymywania. W przypadku olejku otrzymywanego z J. communis wykazano istnienie
zaleznosci pomiedzy pokrojem osobnika a zawarto$cig gtéwnych monoterpendw i
wydajnoscig pozyskiwania olejku (Kallio i Jiinger-Mannermaa, 1989). Ponadto badano
roznice w skiladzie miedzy olejkiem pozyskiwanym z niedojrzatych (zielonych) i
dojrzatych szyszkojagdd (Koukos i Papadopoulou, 1997; Angioni i in., 2003) oraz
olejkiem z surowca zbieranego w roznych okresach wegetacyjnych (Chatzopoulou i
Katsiotis, 1993, Ochocka i in., 1997). Ponadto duzy wptyw na skfad olejku ma takze
Sposob jego otrzymywania. Udowodniono, ze wydajnos¢ otrzymywania olejku z catych
(nierozdrobnionych) szyszkojagdd jatowca wynosi odpowiednio ~0,3% po 6h destylaciji
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(po zwiekszeniu czasu do 8h — 0,35%), a z rozdrobnionych 1,75-2,2% po 3h destylac;ji.
Ponadto destylacja olejku z nierozdrobnionych szyszkojagdd skutkuje prawie
catkowitym brakiem seskwiterpendéw w otrzymanym olejku. Wraz z czasem trwania
destylacji  rozdrobnionego surowca z wodg zawarto$¢  weglowodoréw
monoterpenowych w olejku spada, seskwiterpenéw i pochodnych tlenowych rosnie
(Chatzopoulou i Katsiotis, 1995). Na skale laboratoryjng uzywa sie obecnie coraz
czesciej nowoczesnej, ale wymagajgcej drogiej aparatury ekstrakcji CO, w stanie
nadkrytycznym (ang. Supercritical Fluid Extraction — SFE), w ktérej kluczowg role
odgrywa odpowiednie dobranie parametrow cisnienia, temperatury i czasu ekstrakgciji.
Badania porownawcze SFE i destylacji z wodg wykazaty znaczne roznice w
wydajnosci otrzymywania i zawartosci sktadnikébw olejku pomiedzy tymi dwoma
metodami. Sktadniki o wiekszej lotnosci (grupa weglowodorow monoterpenowych)
wystepujg w wiekszych stezeniach w olejku po destylacji z wodg niz otrzymanym w
drodze SFE (Chatzopoulou i in., 2002; Pourmortazavi i in., 2004), podczas gdy
seskwiterpeny ekstrahowane sg z wiekszg wydajnoscig w czasie SFE (Poiana i in.,
1998).

1.7.Aktywnos¢ biologiczna i zastosowanie olejku jatowcowego

Szyszkojagody jatowca wykazujg dziatanie diuretyczne (zwigzane bezposrednio
z obecnoscig olejku), obnizajace cisnienie krwi i poziom glukozy we krwi. Komisja E
do spraw monografii zatwierdzita uzycie szyszkojagody jako srodka pobudzajacego
apetyt i w przypadku dyspepsji (PDR for Herbal Medicines, 2000; Barnes i in., 2002).
Najczescie] szyszkojagody uzywane sg w przypadku zapalen pecherza moczowego,
wzde¢ i kolek oraz zewnetrznie w boélach reumatycznych oraz miesniowych (Barnes i
in., 2002).

Czes¢ z wymienionych dziatah zostata potwierdzona doswiadczalnie na

zwierzetach laboratoryjnych. Nalezg do nich:

a) dziatanie diuretyczne — wymieniane jako gtbwne w monografii szyszkojagod
(FPVI, 2002) oraz olejku z szyszkojagéd (Ph Eur 5.0, 2005; BP, 2004).
Przypisywane jest obecnosci alkoholu monoterpenowego — terpinen-4-olu,
ktory zwieksza filtracje kiebuszkowg w nerkach (Barnes i in., 2002) prowadzac
do zmniejszenia obrzekdw i odcigzenia uktadu krgzenia i hamujgc powstawanie
kamieni w drogach moczowych (Podlewski i Chwalibogowska-Podlewska,

31



CZESC TEORETYCZNA

2002). Diugotrwate doustne stosowanie moze jednak powodowaé podraznienie
oraz uszkodzenie nerek, co przypisywane jest obecnosci duzej ilosci
weglowodorow monoterpenowych, przy jednoczesnej niewielkiej ilosci terpinen-
4-olu (Evans, 2000).

przeciwirusowe — dziatanie to zostato potwierdzone in vitro dla ekstraktu z
jatowca w wyniku hamowania cytopatogennosci wirusa Herpex simplex (typ 1),
a zwigzkiem, ktéremu przypisuje sie takie dziatanie jest obecny w
szyszkojagodzie lignan (ang. desoxypodophyllotoxin) oraz flawonoid -
amentoflawon (Barnes i in., 2002).

poronne (stymulujgce skurcze macicy) — po podaniu doustnym ekstraktu z
jatowca miedzy 1 a 16 dniem cigzy u samicy szczura obserwowano efekt
poronny przy jednoczesnym braku teratogennosci (Barnes i in., 2002). Inne
zrodta podajg brak dziatania poronnego, podajac jedynie wsrod dziatan
stymulacje skurczy miesni macicy i krwawienia z drég rodnych (Burda, 1998).
Przeciwwskazaniem do stosowania preparatow zawierajgcych szyszkojagode
lub olejek jatowca jest cigza (PDR for Herbal Medicines, 2000; Barnes i in.,
2002).

przeciwzapalne — udowodniono, ze ekstrakt z jatowca wykazuje 60%
aktywnosc¢ przeciwzapalng (w stosunku do 45% aktywnosci wykazywanej przez
indometacyne) przy podaniu doustnym zwierzetom laboratoryjnym z obrzekiem
konczyn (Barnes i in., 2002).

hipotensyjne — przy podaniu dozylnym ekstraktu z jatowca szczurom
laboratoryjnym stwierdzono krotkotrwaty efekt hipertensyjny, po ktérym
nastepowat dtugotrwaty efekt hipotensyjny (PDR for Herbal Medicines, 2000;
Barnes i in., 2002).

bakterio- i grzybobdjcze — aktywnos¢ przeciwgrzybiczg ekstraktu stwierdzono
dla Penicillium notatum (Barnes i in., 2002), olejku — dla Candida albicans
(Filipowicz i in., 2003), Staphylococcus aureus MRSA (Nelson, 1997; Filipowicz
i in., 2003) oraz Enterococcus faecium VRE (Nelson, 1997). Olejki otrzymane z
igiet i szyszkojagdd innych gatunkow Juniperus (J. oxycedrus, J. turbinata,

J.communis supsp. alpina) takze wykazujg dziatanie przeciwgrzybicze i
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przeciwbakteryjne (Candida, Aspergillus i inne grzyby dermatofityczne)
(Cavaleiro i in., 2006).

g) hipoglikemiczne — po podaniu naparu z szyszkojagoéd J. communis szczurom
zdrowym i z cukrzycg wywotang eksperymentalnie streptozotocyng
obserwowano aktywnos¢ hipoglikemiczng u obu grup zwierzat (u zwierzat

zdrowych poréwnywalng z gibenklamidem) (Sanchez de Medina i in., 1993).

Wsréd nieudokumentowanych dziatah wymieniane sg przeciwreumatyczne
(kgpiele, nacierania), przeciwbdélowe (w medycynie ludowej jako usmierzajgce bdle
menstruacyjne), przeciwzapalne, szczegolnie w przypadku chorob dolnej czesci
uktadu moczowego (PDR for Herbal Medicines, 2000, Barnes i in., 2002), wiatropedne
i zotadkowe (Barnes i in., 2002; Ozarowski i Ruminska, 1990).

Na polskim rynku dostepne sag preparaty zawierajgce szyszkojagody jatowca
(wysuszone szyszkojagody, Cholavit), wyciagi z jagdéd (Cholesol) oraz olejek

jatowcowy (Analgol, Pulmonil, Pinimentol, Olbas Oil).
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2. Mikroekstrakcja do fazy statej jako metoda badania skiadnikéw
olejku

2.1.Chromatografia gazowa

Chromatografia gazowa (ang. GC — Gas Chromatography) ma kluczowe
znaczenie w analizie zwigzkoéw bedacych sktadnikami olejkow eterycznych. Nalezg do
nich terpeny, ktérych masa czgsteczkowa zwykle nie przekracza 400 i dlatego mogq
stosunkowo tatwo przechodzi¢ w stan lotny, a wiec spetniajg podstawowe kryterium
umozliwiajgce ich oznaczanie za pomocg GC. GC gwarantuje ilosciowe i jakosciowe
oznaczanie sktadnikéw olejkow eterycznych. Od czasu pierwszego rozdziatu metodg
chromatografii gazowej na poczatku lat 50 XX wieku technika ta jest stale
udoskonalana. Obecnie w analizie olejkow stosuje sie nowej generacji chromatografy
gazowe zwykle sprzezone ze spektrometrem masowym (ang. GC-MS - Gas
Chromatography Mass Spectrometry) i wyposazone w kolumne kapilarng (do lat 80
stosowano gtéwnie kolumny pakowane) o odpowiednim rodzaju i grubosci ztoza,
Srednicy i dtugosci. Szacuje sie, ze 85% opisanych analiz z zastosowaniem GC po
roku 1986 dotyczy kolumn kapilarnych (Lockwood, 2001). Do najczesciej stosowanych
faz stacjonarnych w przypadku rozdziatbw mono- i seskwiterpenéw nalezg DB-1,
Carbowax, OV-1, OV-101, PEG 20M, BP5, DB-5, ktére reprezentujg rozng polarnosgé;
zakres dtugosci stosowanych kolumn to 25-100m, grubosci fazy 0,2-0,7um.
Temperatury rozdziatbw mieszczg sie w przedziale 50°C-280°C (zwykle z narostem
5°C) (Lockwood, 2001). Rozw¢j stabilnych zt6z chiralnych opartych na
cyklodekstrynach i ich rozmaitych modyfikacjach w latach 80 zapoczatkowat nowy
trend w chromatografii gazowej. Umozliwit rozdziaty izomeréw geometrycznych,
diasteroizomerédw i enancjomeréw, miedzy innymi zwigzkbw mono- i
seskwiterpenowych, gtéwnie z wykorzystaniem a-cyklodekstryn jako fazy stacjonarnej
(Lockwood, 2001; Sybilska i Asztemborska, 2002; Asztemborska i in., 2003). W
ostatnich latach powstaje tez duzo nowych rozwigzan, takich jak techniki tandemowe:
GC-GC (préby analizowane sg z zastosowaniem dwoch réznych kolumn) czy HPLC-
GC (Lockwood, 2001), ktérych gtéwnym celem jest poprawienie rozdzielczosci analiz
chromatograficznych.
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2.2.Mikroekstracja do fazy stafej

Wiasciwe analizy chromatograficzne poprzedza proces przygotowania surowca i
poddania go procesowi wyodrebnienia grupy zwigzkow, ktérg chcemy analizowaé. W
przypadku olejkéw eterycznych analize poprzedza proces destylacji olejku z wodg (lub
parg wodng) lub ekstrakcji odpowiednim rozpuszczalnikiem. Destylacja olejku z wodg
(ang. hydrodistillation) ze wzgledu na niewielki koszt aparatury i jej matg ztozono$¢
(aparat do oznaczania olejkébw wg Derynga zwany takze aparatem typu Clevengera)
jest najpowszechniej uzywang metodg otrzymywania olejkbdw eterycznych na skale
laboratoryjng. Niemniej jednak metoda ta posiada kilka wad. Nalezy do nich
dtugotrwatos¢ procesu, pracochtonnos¢ i koniecznos¢ posiadania stosunkowo duzej
ilosci wyjsciowej surowca roslinnego. Proces destylacji trwa 3 godziny. Dodatkowo
nalezy doliczy¢ czas potrzebny na podgrzanie catego uktadu destylacyjnego oraz na
wystygniecie aparatury przed ostatecznym pobraniem olejku z odbieralnika. Bardzo
pracochtfonnym i czasochtonnym etapem jest rozdrobnienie surowca. Wysoka
temperatura procesu stwarza koniecznosc¢ ciggtego dozoru procesu, a dodatkowo
moze powodowac przemiany termolabilnych zwigzkéw m. in. hydrolize (Reverchon i
in., 1995; Chatzopoulou i in., 2002) oraz zjawisko tzw. hydrodyfuzji (ang.
hydrodiffusion) czyli rozpuszczania sie pochodnych tlenowych w wodzie
(Chatzopoulou i Katsiotis, 1995). Destylacja staje sie zatem czynnikiem
ograniczajgcym w przypadku badan zwigzanych z koniecznoscig analizy wielu prob.
Mozna do nich zaliczy¢ badania zr6znicowania chemicznego populacji roslinnych czy
badania przesiewowe surowca roslinnego pod katem zawarto$ci skfadnikow

czynnych.

W obliczu wymienionych powyzej gtdwnych wad destylacji (a takze ekstrakcji
rozpuszczalnikami organicznymi) istnieje tendencja do poszukiwania alternatyw.
Jedng z nich jest opracowana w latach 70 metoda ekstrakcji do fazy statej (ang. Solid
Phase Extraction — SPE), ktora stata sie alternatywg do ekstrakcji ciecz-ciecz. Polega
ona na zabsorbowaniu lub zadsorbowaniu analitu z roztworu na faze statg. Zwigzane
w ten sposob anality mogg by¢é nastepnie desorbowane termicznie Iub
rozpuszczalnikiem organicznym. Pomimo wielu niekwestionowanych zalet SPE
posiada rowniez wady. Wymienic¢ tu nalezy niezbyt dobrg powtarzalnos¢ powodowang
zmiennoscig réznych partii sorbentu, oddziatywanie analitu ze sztucznym tworzywem,
z ktérego wykonane sg kolumny do SPE, maty odzysk analizowanych substancji ze
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ztoza i jego czeste zatykanie oraz konieczno$¢ modyfikacji iniektora chromatografu w
celu przeprowadzenia termodesorpcji. Wiekszos¢ tych probleméw rozwigzato
wynalezienie przez zespdt Pawliszyna modyfikacji tej metody, nazwanej
mikroekstrakcjg do fazy statej (ang. Solid Phase Microextraction — SPME) (Pawliszyn i
Arthur, 1990).

Modyfikacjiag SPME w stosunku do SPE jest zdecydowane zmniejszenie
wymiarow fazy statej stuzgacej jako absorbent badanych analitow. Absorbent lub
adosrbent nanoszony jest na cienkie wtdkno o srednicy od 100 do 300um (obecnie
dostepne sg widkna o jeszcze mniejszej Srednicy). Taki rozmiar fazy statej eliminuje
problem termodesorpcji, gdyz rozmiar witdkna pozwala na jego wprowadzenie
bezposrednio do iniektora chromatografu. Mozliwe jest zatem przeprowadzenie analitu
bezposrednio na kolumne chromatograficzng (ang. on-column injection). Przewaga
SPME jest prostota wykonania, wyeliminowanie koniecznosci stosowania
rozpuszczalnikdw ekstrakcyjnych oraz redukcja czasu ekstrakcji nawet do kilku minut
(Pawliszyn i Arthur, 1990). Dodatkowg zaletg SPME jest niewysoki koszt potrzebnego
wyposazenia tj. specjalnej strzykawki do SPME, widkien ze ztozem oraz specjalnego

wktadu do iniektora chromatografu gazowego.

Obecnie jedynym producentem aparatury do SPME jest firma Supelco
(Bellefonte, USA), oferujgca trzy rodzaje urzadzen do SPME: do automatycznego
dozowania i HPLC, do recznego dozowania oraz przenosne do zastosowan w terenie.
Zasada dziatania wszystkich trzech urzadzen jest taka sama. Przypominajg one
strzykawke z igta, wewnatrz ktérej ukryte jest cienkie widkno pokryte ztozem (o
charakterze adsorbenta lub absorbenta). Specjalny ttok strzykawki stuzy do
wysuwania widkna (w trakcie jego ekspozycji w obecnosci analizowanej mieszaniny
lub w trakcie desorpcji termicznej w iniektorze chromatografu) lub jego chowania. Ttok
ten posiada regulacje wysokosci wysuniecia widkna. Rysunek 5 przedstawia schemat i
zdjecie urzadzenia (strzykawki) SPME do recznego dozowania, uzywanej w toku

realizacji niniejszej pracy.
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RYSUNEK 5: Strzykawka SPME do recznego dozowania prob (ang. fiber holder for
manual sampling) ( a) schemat — Instruction for the Supelco™ Solid Phase
MicroExtraction nr kat. 57330-U, b) zdjecie — fot. Natalia Filipowicz)
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Kluczowe znaczenie w procesie SPME ma odpowiedni dobér ztoza. Mozna je
podzieli¢ ze wzgledu na polarnos¢ oraz na rodzaj oddziatywania analitu ze ztozem —
moze to byC¢ zjawisko adsorpcji lub absorpciji. Ponadto wystepujg ztoza o rdznej

grubosci. Tabela 6 uwzglednia wszystkie komercyjnie dostepne rodzaje ztoz.

Ztoza o charakterze absorpcyjnym (PDMS i PA) majg charakter cieczy (ang.
liquid-like) zwigzanej na nosniku i dziatajg na zasadzie ggbki, tzn. ze analit migruje do
i ze zloza, a jego zdolnos¢ do wigzania zalezy od dwoch czynnikow — grubosci ztoza
oraz wielkosci czgsteczek ekstrahowanych substancji. W przypadku widkien
absorpcyjnych dodatkowym czynnikiem warunkujgcym powinowactwo analitu do ztoza
jest jego polarnos¢. Kompetycja analizowanych zwigzkéw o miejsce wigzania ma
zwigzek jedynie z szybkoscig migracji do i ze ztoza i grubo$cig samego ztoza, ktére

ma okreslong i ograniczong pojemnos¢ (Shirley i Mindrup, 1999).
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TABELA 6: Komercyjnie dostepne ztoza do SPME (w/g katalogu i materiatow Supelco)

Rodzaj ztoza Dostepne grubosci  Rodzaj oddziatywania z Polarnosé
ztoza analitem

PDMS 7, 30, 100um absorpcja niepolarne
PDMS/DVB 60 i 65um adsorbcja dipolarne
PA 85um absorpcja polarne
CAR/PDMS 75 85um adsorbcja dipolarne
Cw/DVB 65um adsorbcja polarne
DVB/CAR/PDMS 50/30um adsorbcja dipolarne

PDMS - polydimethylosiloxane

PDMS/DVB - polydimethylosiloxane/divinylbenzene

PA — polyacrylate

CAR/PDMS - carboxen/polydimethylosiloxane

CW/DVB - carbowax/divinylbenzene

DVB/CAR/PDMS - divinylbenzene/carboxen/polydimethylosiloxane

Ekstrakcja analitbw na zlozach o charakterze adsorbentu opiera sie na
oddziatywaniach miedzyczasteczkowych tj. wigzaniach wodorowych i oddziatywaniach
Van der Waalsa oraz na wytapywaniu analitbw na zasadzie putapki (ang. trapping).
Adsorbenty majg charakter porowatych ciat statych, co pozwala na zwiekszenie ich
powierzchni oddziatywania z analizowanymi czasteczkami. Czgsteczki o matej i
Sredniej wielkosci wytapywane sg w mikro- i mezoporach zioza. Makropory mogq
wytapywacC czasteczki o wiekszych rozmiarach, cho¢ zwykle ich oddziatywanie ze
ztozem oparte jest na wspomnianych wyzej oddziatywaniach miedzyczgsteczkowych.
Pojemno$¢ wtdkna adsorpcyjnego jest ograniczona, stad czgsteczki analitu konkurujg
0 miejsce wigzania ze ztozem, a faworyzowane sg te o wiekszych wspétczynnikach
podziatu (Shirley i Mindrup, 1999).

Dwa najpowszechniej stosowane witdkna pokryte sg ztozem z polimerow —
poliakrylamidem (PA) oraz polidimetylosiloksanem (PDMS). Specyfika ztoza PDMS
powoduje, ze zachwuje sie ono jak ciecz. Skutkuje to szybkg ekstrakcjg w poréwnaniu
z PA (Pawliszyn i in., 1997). Ogdlnie przyjmuje sie, podobnie jak przy doborze ztoza
kolumny chromatograficznej, ze anality niepolarne sg najefektywniej ekstrahowane na
ztozu niepolarnym, a polarne — na polarnym. Dla zwigzkéw lotnych (ang. volatiles), do
ktorych zaliczy¢ mozna takze zwigzki o charakterze terpendw wystepujace w olejkach
eterycznych producent zaleca ztoze PDMS (Supelco Bulletin 923, 1998). Potwierdzajg
to dane literaturowe z zakresu tematyki SPME i jej aplikacji w analizie terpenow
olejkowych (Schafer i in., 1995; Rohloff, 1999; Coleman i Lawrence, 2000; Cornu i in.,
2001).
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Procedura SPME obejmuje dwa kluczowe etapy: etap ekstrakcji oraz desorpciji.
Pierwszy z nich odbywa sie poprzez wprowadzenie igly SPME do pojemnika
zawierajgcego badang mieszanine poprzez przektucie specjalnej septy, a nastepnie
wysuniecie ztoza z igty w celu jego ekspozycji na czgsteczki analitu. Po ustalonym
eksperymentalnie czasie ekspozycji zloza nastepuje schowanie widkna do gty
strzykawki do SPME i przeniesienie catosci do dozownika chromatografu gazowego.
Na tym etapie wiokno ze zlozem jest ponownie wysuwane z igly w celu jego
ekspozycji na dziatanie wysokiej temperatury w dozowniku.
Zadsorbowane/zabsorbowane anality ulegajg termicznej desorpcji, a strumien gazu
nosnego (w przypadku GC) przenosi je bezposrednio na kolumne chromatograficzna.
Opisane etapy SPME przedstawiono schematycznie na rysunku 6.

RYSUNEK 6: Poszczegolne etapy procedury SPME (w/g Supelco Bulletin 923, 1998)
EKSTRAKCJA DESORPCJA TERMICZNA
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Proces ekstrakcji w przypadku SPME moze byé przeprowadzony w dwojaki
sposob: poprzez bezposredni kontakt ztoza z analitami (mikroestrakcja zanurzeniowa)
oraz nadpowierzchniowo czyli bez bezposredniego kontaktu z badang matrycg (ang.
HS SPME — headspace Solid Phase Microextraction). W pierwszym przypadku witdkno
SPME ze zlozem zanurzane jest w badanej probie, a anality ekstrahowane sg

bezposrednio z matrycy na ztoze. W przypadku matryc ptynnych wskazane jest
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dodatkowo mieszanie, co niweluje efekt wyczerpania sie analitu w bezposrednim
sgsiedztwie zanurzonego widkna. HS SPME dotyczy zwigzkéw znajdujacych sie w
fazie gazowej (nadpowierzchniowej) nad matrycg, a wiec absorpcja/adsorpcja
analitéw jest powigzana z ich lotno$cig. Takie podejscie umozliwia ekstrakcje nie tylko
z matryc o charakterze cieklym, lecz takze z matryc statych, takich, jak probki
zywnosci, gleby, surowiec roslinny, state prébki materiatu biologicznego.
Niekwestionowang zaletg HS SPME jest brak bezposredniego kontaktu matrycy ze
ztozem, co zwieksza jego zywotnos¢ zapobiegajgc zanieczyszczaniu przez zwigzki
wielkoczgsteczkowe (biatka, kwas humusowy) lub zwigzki o bardzo niskim lub
wysokim pH. Ponadto, oprocz zwiekszenia trwatosci witokna w przypadku HS SPME,
dodatkowg zaletg jest zwiekszenie efektywnosci ekstrakcji. HS SPME oraz SPME
zanurzeniowe roznig sie znaczaco kinetyka procesu ekstrakcji. Pamietac¢ nalezy, ze w
przypadku HS SPME ekstrakcji ulegajg preferencyjnie zwigzki o wiekszej lotnosci,
poniewaz jest ich wiecej w fazie nadpowierzchniowej matrycy (Pawliszyn i in., 1997).

Rysunek 7 obrazuje roznice pomiedzy opisanymi typami mikroekstrakcji.

RYSUNEK 7: Schemat mikroekstrakcji zanurzeniowej i powierzchniowej
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Prostota wykonania, niewysoki koszt, niezbyt skomplikowana aparatura i brak
koniecznosci stosowania wysokoczystych rozpuszczalnikow ekstrakcyjnych czyni z
SPME bardzo uzyteczne narzedzie w rekach analitykéw. Poczatkowo metode
stosowano w analizie zwigzkow organicznych z czystych matryc typu powietrze czy
woda. Wiekszos¢ dostepnej literatury z zakresu zastosowan SPME do roku 1999
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dotyczy analiz Srodowiskowych. Z czasem SPME zaczeto wykorzystywa¢ w analizie
sktadnikow zapachowych i smakowych w zywnosci, a obecnie jest coraz czesciej
stosowana w szeroko pojetych bioanalizach. Znajduje to odbicie w ewolucji tej metody,
ktéra w fazie poczatkowej zwigzana byta z chromatografia gazowa, a z czasem
zostata z powodzeniem sprzezona z elektroforeza kapilarng oraz chromatografig
cieczowg. Umozliwito to analize zwigzkéw, takich jak biatka, alkaloidy polarne,
farmaceutyki i surfaktanty, ktore nie mogty by¢ wczesniej analizowane przy uzyciu GC
(Theodoridis i in., 2000). SPME znajduje obecnie zastosowanie w wielu dziedzinach,
wsrod ktérych jako wiodace nalezy wymienic:

analizy toksykologiczne obejmujace zaréwno badania Srodowiskowe (np.
zanieczyszczenia wod i gleby pestycydami) (Liu i Gan, 2004), jak i badania
sgdowe (zawarto$¢ alkoholi, substancji trujgcych w prébach biologicznych)
(Brewer iin., 1997),

analizy uzywek w prébach biologicznych obejmujgce zwigzki z grupy
pochodnych amfetaminy, benzodiazepiny, barbituranéw (Mosaddegh i in., 2001;
Raikos i in., 2003),

badania z zakresu chemii klinicznej, analizy farmaceutykéw i ich metabolitéw, w
ktéorych SPME stosuje sie jako metode ekstrakcji wyzej wymienionych z ptynow
ustrojowych, czy wydychanego powietrza (Grote i Pawliszyn, 1997; Ulrich i
Martens, 1997),

analizy zywnosci i napojow (m. in. win) obejmujace gtéwnie badanie obecnosci
zanieczyszczen i zafatszowan (Jelen, 2006),

analizy produktéw naturalnych, szczegdlnie surowcdéw roslinnych zawierajgcych
zwigzki o charakterze lotnym z grupy terpendow, w badaniach o charakterze
farmaceutycznym, populacyjnym i ekologicznym. Ze wzgledu na tematyke
niniejszej pracy zagadnienie analizy terpendéw z uzyciem SPME omodwiono

ponizej W szerszym ujeciu.

Terpeny (a szczegdlnie grupa monoterpendw) to zwigzki o duzej lotnosci i
reaktywnosci, ulegajace przemianom pod wptywem réznych czynnikéw (gtownie
termicznych). Dlatego tez przygotowanie préby ma niebagatelny wptyw na wynik
koncowych analiz chromatograficznych. Szczegolnie duze mozliwosci stwarza

mikroekstrakcja z fazy nadpowierzchniowej. We wczesniejszych zrédtach najczescie;
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stosuje sie HS SPME znad olejku w tradycyjnym ujeciu (tzn. mieszaning otrzymang w
wyniku destylacji czy ekstrakcji) (Coleman i in., 1998; Coleman i Lawrence, 2000), ale
najwiekszg zaletg HS SPME jest mozliwos¢ ekstrakcji sktadnikéw lotnych z matryc o
charakterze ciat statych. Schafer i in. jako jedni z pierwszych zajeli sie optymalizacjg
HS SPME bezposrednio z igiet Pinus peuce i zbadali dynamike parametrow SPME (m.
in. czas i temperature preinkubacji i ekspozycji) (Schafer i in., 1995). Metoda ta
okazata sie uzyteczna w analizie emisji terpendw in situ przez zdrowe i uszkodzone
igly roslin szpilkowych (Abies fraseri). Ma to duze znaczenie w przypadku badania
interakcji tych roslin z atakujagcymi je owadami (Vereen i in., 2000). Innym ciekawym
przyktadem zastosowania HS SPME jest analiza zawartosci zwigzkow terpenowych w
mleku i produktach nabiatowych z niego wytwarzanych. Podczas wypasu zwierzeta
odzywiajg sie roznymi gatunkami roslin zielnych, takze olejkowymi. Terpeny z tych
roslin przenikajg do wytwarzanego przez zwierzeta mleka, a tym samym przy uzyciu
HS SPME moga sta¢ sie swoistymi markerami paszy (Cornu i in., 2001; Tornambe i
in., 2006). Wymienione przyktady zastosowan nie oddajg w petni zakresu zastosowan
HS SPME. Niemniej jednak nalezy stwierdzi¢, ze ta technika ekstrakcji jest traktowana
wspotczesnie tuz obok destylacji, SPE czy SFE jako jedna z popularniejszych, majaca

szerokie zastosowanie w przypadku roslin olejkowych.
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3. Markery molekularne w badaniach roslin

Zastosowanie markeréw w badaniach roslin ma dtugg historie. Pierwotnie
wykorzystywano markery morfologiczne zwane tez fenotypowymi, ktore znajdujg
swoje odzwierciedlenie w wygladzie zewnetrznym rosliny (barwa kwiatu, ksztatt
blaszki liSciowej) oraz markery izoenzymatyczne (rézne formy tego samego enzymu).
Cho¢ nadal wykorzystuje sie je w identyfikacji odmian hodowlanych roslin, to jednak
nie znalazty one szerszego zastosowania ze wzgledu na ich ograniczong ilos¢ oraz
zaleznos¢ od modyfikujgcego wptywu srodowiska. Prawdziwy przetom w diagnostyce
molekularnej roslin nastgpit w potowie lat 80 XX wieku, kiedy w badaniach roslin
zastosowano po raz pierwszy technike RFLP (wynaleziong i opisang w 1980 roku). Od
tamtej pory wcigz znajdowane i udoskonalane sg nowe markery oparte na sekwencji
DNA.

Marker genetyczny, aby spetniaé swojg funkcje powinien posiada¢ kilka
kluczowych cech. Nalezg do nich:

duzy polimorfizm (czyli obecnos¢ wielu form allelicznych),
dziedziczenie kodominujace,

wysoka frekwencja i rwnomiernos¢ roztozenia w genomie,
neutralnosc¢ selekcyjna,

powtarzalnosgé,

prostota i szybkos¢ metody wykrywania (Masoj¢, 2001).

Duza uzytecznosc i powszechnos¢ badan genomow roslinnych powoduja, ze
znanych jest coraz wiecej rodzajéw markeréw molekularnych, a réznice pomiedzy nimi
wynikajg z charakteru samego markera. Ze wzgledu na sposéb identyfikacji
polimorfizmu genetycznego markery DNA mozna sklasyfikowa¢ wedtug kilku kryteriow.
Gtéwng i najliczniejszg grupe stanowig takie, ktore wykorzystujg tancuchowg reakcje
polimerazy (ang. PCR — Polymerase Chain Reaction), a dodatkowym kryterium jest
koniecznos¢ lub brak koniecznosci znajomosci sekwencji badanego DNA. Inna grupa
markeréw bazuje na reakcji trawienia DNA z zastosowaniem endonukleaz
restrykcyjnych. Moga by¢ one oparte tylko na cieciu lub tez wystepowa¢ w kombinacji

z reakcjg PCR. Duzg grupe stanowig markery okreslane wspolnym mianem zmiennej
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liczby tandemowych powtdrzen (ang. VNTR — Variable Number Tandem Repeats). W
tabeli 7 zestawiono 6 najpopularniejszych typéw markerow genetycznych opartych na
PCR wykorzystywanych w badaniach roslin. W tym ujeciu jedynym Kkryterium
uwzglednienia ich w zestawieniu byta powszechno$¢ zastosowania. W dalszej czesci

rozdziatu oméwiono szczegotowo tylko czesc¢ z nich.

3.1.RFLP (ang. Restriction Fragment Length Polymorphism)

Technika analizy polimorfizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych — RFLP
zostata opracowana w 1974 roku, a do badan genomu ro$linnego zastosowano jg po
raz pierwszy w potowie lat 80 (Luczak, 2004). Jej opracowanie byto przetomem w
diagnostyce molekularnej. Przebieg RFLP jest dos¢ ztozony i pracochtonny. Wymaga
ona stosunkowo duzej ilosci (rzedu kilku pg) dobrze oczyszczonego DNA, ktory
trawiony jest jednym lub dwoma enzymami restrykcyjnymi. Uzyskane w ten sposob
fragmenty rozdzielane sga na Zzelu agarozowym o duzej dtugosci. Nastepnie
przenoszone sg technikg Southerna na filtr, na ktérym zachodzi hybrydyzacja z
wyznakowang radioaktywnie sondg molekularng. Sonda jest zwykle klonem biblioteki
badanego DNA Ilub DNA innego, pokrewnego gatunku (sonda homologiczna i
heterologiczna) (Masoj¢, 2001). Polimorfizm RFLP wynika z mutacji punktowych
obejmujgcych miejsca restrykcyjne lub mutacji w bezposrednim sagsiedztwie miejsca
trawienia oraz z wiekszych zmian w DNA zmieniajgcych odlegtos¢ pomiedzy dwoma
miejscami ciecia (Masoj¢, 2001, tuczak, 2004). Duza zaletg RFLP jest wysoka
powtarzalnos¢ i wiarygodnos¢ oraz kodominacyjny sposob dziedziczenia. RFLP
rybosomalnego DNA (rDNA RFLP) jest dos¢ powszechnie wykorzystywane w
szacowaniu przeptywu gendéw w obrebie i pomiedzy gatunkami (Arnold i Emms, 1998).
Ponadto RFLP jest przydatny w analizie polimorfizmu mitochondrialnego i
chloroplastowego DNA w badaniach filogenetycznych i taksonomicznych (Masojc,
2001).
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TABELA 7: Najpopularniejsze markery molekularne stosowane w badaniach roslin oparte na PCR (wg. Wolfe i Liston, 1998)

RAPD

Zasada amplifikacji DNA

genomowego ze
starterami o arbitralnie

dobranej sekwencji
Rodzaj substytucje, insercje,
polimorfizmu delecje

Sposob dominacyjne/kodomin

acyjne mendlowskie i
niemendlowskie

dziedziczenia

Znajomos$¢ nie wymagana

sekwencji DNA

Zastosowanie analiza przeptywu

genow i rodzicielstwa,

ST-SSR ISSR RAMP AFLP CAPS i PCR-MRSP
miejscowo niespecyficzna kombinacja RAPD i amplifikacja trawienie restrykcyjne
specyficzna amplifikacja ISSR fragmentéw produktéw PCR
amplifikacja fragmentéw restrykcyjnych réznej
fragmentéw mikrosatelitarnych dtugosci
mikrosatelitarnych (SSR)
(SSR)
zmiany ilosci substytucje, insercje, substytucje, insercje, substytucje, insercje, substytucje, insercje,
powtdrzen motywu delecje delecje delecje delecje
podstawowego

kodominacyjne
(jadrowe DNA)
dominacyjne
(organellowe DNA)
mendlowskie dla DNA
jadrowego

kodominacyjne
mendlowskie dla
jadrowego DNA

dominacyjne/kodomin dominacyjne/kodomin

kodominacyjne
acyjne mendlowskie  acyjne mendlowskie

mendlowskie
(niemendlowskie dla
DNA organellowego)

wymagana nie wymagana nie wymagana nie wymagana wymagana

analiza przeptywu analiza przeptywu analiza przeptywu analiza przeptywu analiza przeptywu
genow i rodzicielstwa, genow i rodzicielstwa, genow i rodzicielstwa, genow i rodzicielstwa, gendw, rekonstrukcja
identyfikacja odmian identyfikacja odmian identyfikacja odmian identyfikacja odmian filogenezy,

identyfikacja odmian
hodowlanych, analiza hodowlanych, analiza hodowlanych, analiza hodowlanych, analiza hodowlanych, analiza mapowanie
struktury populaciji, struktury populaciji i struktury populaciji, struktury populaciji, struktury populaciji, genetyczne,
rekonstrukcja zmiennos$ci mapowanie mapowanie mapowanie screening przed
filogenezy, genetycznej, genetyczne genetyczne genetyczne sekwencjonowaniem
mapowanie mapowanie
genetyczne genetyczne

RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA, ST-SSR — Sequence-Tagged Simple Sequence Repeat, ISSR — Inter Simple Sequence Repeat, RAMP — Random Amplified Microsatellite
Polymorphism, AFLP — Amplified Fragment Length Polymorphism, CAPS — Cleaved Amplified Polymorphic Sequences, PCR-MRSP — Polymerase Chain Reaction Mapped Restriction Site

Polymorphism.
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3.2.Metody genetycznego odcisku palca (ang. DNA fingerprinting)

Metody tzw. genetycznego odcisku palca okreslane tez czesto terminem MAAP
(ang. Multiple Arbitrary Amplicon Profiling) (Caetano-Anolles i in., 1991) lub APT (ang.
Arbitrary Primer Technology) (Bassam i Bentley, 1994) polegajg na uzyskaniu
charakterystycznych fragmentéow DNA (“odciskéw palca”) bez wczesniejszej
koniecznosci znajomos$ci sekwencji DNA badanego organizmu, z zastosowaniem
starteréw o arbitralnej sekwencji nukleotydéw. Startery te sg albo catkowicie arbitralne
lub tez otrzymane na podstawie znanych sekwencji terminalnych, unikalnych,
powtarzalnych lub rozproszonych. Hybrydyzuja one do catkowicie lub cze$ciowo
komplementarnej sekwencji w badanym DNA inicjujgc proces amplifikacji (Caetano-
Annollés, 1993). Ta niekwestionowana zaleta metod MAAP powoduje, ze znajdujg one
szerokie zastosowanie w badaniach na poziomie molekularnym, w tym takze w
analizie genomu roslinnego. Metody genetycznego odcisku palca sg z powodzeniem
stosowane w badaniach z zakresu hodowli, biologii populacyjnej, ekologii, taksonomii i
systematyki roslin (Caetano-Annollés, 1996; Demeke i Adams, 1994). Istnieje wiele
technik i ich odmian, kiére mozna zaklasyfikowa¢ jako markery oparte na
genetycznym odcisku palca (Caetano-Annollés, 1996). W niniejszym opracowaniu
opisano tylko kilka z nich, ktére po analizie dostepnej literatury wydajg sie najbadziej

rozpowszechnione.
RAPD (ang. Random Amplified Polymorhic DNA)

RAPD, w jezyku polskim zwana losowo amplifikowanym polimorficznym DNA,
opisana po raz pierwszy na poczatku lat 90 XX wieku (Williams i in., 1990) jest
najprostszg w wykonaniu technikg pozwalajaca na szybkie wykrycie rdznic w
sekwencji DNA w obszarze catego genomu (Masoj¢, 2001). Reakcja amplifikacji
prowadzona jest z jednym, krétkim starterem 9-11 nukleotydowym (zwykle
dekamerem) w statej temperaturze przytaczania (zazwyczaj 34-37°C) (Caetano-
Annollés, 1993; Wolfe i Liston, 1998; Masoj¢, 2001). Kazdy starter RAPD inicjuje
amplifikacje w wielu miejscach genomu jednoczesnie, a liczba produktow z
pojedynczym starterem waha sie w zakresie od kilku do kilkunastu, rzadziej
kilkudziesieciu (Masoj¢, 2001; tuczak, 2004). Zadowalajgcq detekcje produktow
RAPD uzyskuje sie zwykle metodg 1,5-2% elektroforezy agarozowej z barwieniem
bromkiem etydyny (Bassam i Bentley, 1994; Wolfe i Liston, 1998). Polimorfizm RAPD
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polega na obecnoéci lub braku prazka (produktu) danej dtugos$ci i wynika z mutacji w
obrebie sekwencji komplementarnej do startera oraz z delecji i insercji pomiedzy
miejscami przyczepu startera RAPD (Wolfe i Liston, 1998; Masoj¢, 2001).

Prostota, niskie koszty wykonania oraz niewielka ilos¢ DNA matrycowego
uzywanego w RAPD powodujg, ze zostata ona zastosowana w licznych badaniach.
Nalezy jednak pamieta¢, ze metoda ta posiada wiele ograniczen. Markery RAPD
wykazujg dominujacy i kodominujacy charakter dziedziczenia, co oznacza, ze nie
mozna ustali¢ czy amplifikowany fragment DNA wystepuje w obu allelach, czy tylko w
jednym. Stad elektroforetyczny obraz produktow amplifikacji jest taki sam zaréwno dla
homozygoty dominujacej jak i heterozygoty (Marczewski, 1995). Ponadto zatozenie,
ze polimorfizm jest wynikiem mutacji powodujgcej brak amplifikacji bgdz powstanie
nowego miejsca hybrydyzacji startera dotyczy tylko sytuacji modelowej (Wolfe i Liston,
1998). W rzeczywistosci istnieje kilka udokumentowanych odstepstw od tych
przewidywan. Sg to miedzy innymi odchylenia od prostego dziedziczenia
Mendlowskiego wynikajace najczesciej ze zmiennosci o0 innym podiozu niz
genetyczne, spowodowane obecnoscig artefaktow, prazkéw organellowego DNA i
czynnikdw epigenetycznych (Wolfe i Liston, 1998). Taka “niegenetyczna” zmiennos¢
spowodowana jest bardzo duzg wrazliwoscia RAPD na czynniki zewnetrzne, {j.
niewielkie zmiany czystosci matrycowego DNA, steZzenia jonéw Mg?, stosunku
primer/matryca (Ellsworth i in., 1993; Williams i in., 1993), rodzaju i ilosci stosowanej
polimerazy termostabilnej czy temperatury annealing'u (Williams i in., 1993). Dlatego
kluczowym elementem analizy RAPD powinna byC¢ standaryzacja procesu w celu
wyeliminowania takiej zmiennosci (Caetano-Annollés, 1993; Khandka i in., 1997), a
takze wtasciwa interpretacja danych elektroforetycznych (zliczania prazkéw) (Skroch i
Nienhuis, 1995). W starannie zoptymalizowanych warunkach problemem w RAPD
moze byC¢ nadal zjawisko kompetycyjnego przytgczania starterow (Nybom, 2004) i
obecnos¢ artefaktow powstatych w wyniku interakcji pomiedzy i w obrebie matrycy
DNA (Rabouam i in., 1999).

Badania poréwnawcze markeréw molekularnych wykazaty, ze metody RAPD i
AFLP generujg bardzo podobny poziom polimorfizmu, a macierze podobienstwa
genetycznego uzyskane w wyniku RAPD i AFLP dla Malus domestica oraz Saxifraga
cernua wykazujg Scistg korelacje (Gaulao i in., 2001; Kjglner i in., 2004). Nybom w
badaniach 307 dziko rosnacych roslin z podgromady nago- i okrytonasiennych
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wykazat, ze analiza AFLP pozwolita na wyodrebnienie srednio 238 markerow, RAPD —
72, a ISSR — 55. Dla markeréw dominujgcych, a wiec RAPD i AFLP uzyskano zblizony
profil podobienstwa genetycznego (Nybom, 2004).

Metoda RAPD w zestawieniu z analizg olejkow eterycznych byta i jest
przedmiotem badan zespotu R. P. Adamsa. Wykazata ona wyrazne grupowanie
gatunkéw rodzaju Juniperus w zaleznosci od przynaleznoéci do sekcji (Adams i
Demeke, 1993). Zostata zastosowana takze w badaniach pokrewienstwa
systematycznego gatunkéw w obrebie sekcji Sabina (Adams, 1999) i Oxycedrus
(Adams, 2000). Badania na poziomie gatunku J. communis wykazaty duze
podobienstwo genetyczne odmian J. communis var. saxatilis, var. communis, var.
nipponica, var. hemispherica i var. oblonga (Adams i Pandey, 2003). RAPD wykazato
takze grupowanie sie odmian J. communis poétkuli zachodniej (J. communis var.
depressa i var. megistocarpa) i wschodniej (J. communis var. communis i saxatilis)
(Adams i in., 2003). Inny zespo6t badawczy wykazat grupowanie gatunkow Juniperus
chinensis oraz J. scopulorum oraz rodzajdw Juniperus oraz Chamaecyparis na

podstawie markeréw RAPD (Hsiang i Huang, 1999).

DAF (ang. DNA Amplification Fingerprinting) i AP-PCR (ang. Arbitrary Primed
PCR)

Obok opisanej wyzej RAPD alternatywnymi technikami genetycznego odcisku
palca sg AP-PCR — wynaleziona niemal jednoczesnie z RAPD (Welsh i McClelland,
1990 oraz DAF (Caetano-Annollés, 1990). DAF i AP-PCR réznig sie od RAPD
wylgcznie dtugoscig i stezeniem stosowanego startera o arbitralnej sekwencji oraz
ztozonoscig profilu amplifikacyjnego (Caetano-Annollés, 1996). DAF polega na
losowej amplifikacji DNA matrycowego z uzyciem starterow o dtugosci 5-8 nt, podczas
gdy AP-PCR wykorzystuje zwykle nieco diuzsze startery (>20 nt). W przypadku drugie;
z metod czesto stosuje sie obnizong temperature przylaczania startera (ang.
annealing'u) w dwdch pierwszych cyklach, kolejne cykle charakteryzujg sie juz wyzszg
temperaturg annealing'u (Wolfe i Liston, 1998). Zestawienie poréwnawcze wszystkich

trzech technik znajduje sie w tabeli 8.
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TABELA 8: Zestawienie porownawcze metod genetycznego odcisku palca RAPD, DAF
i AP-PCR (Caetano-Annollés, 1996; Marczewski, 1995)

Cecha RAPD DAF AP-PCR
Dtugosé¢ startera (nt) 9-10 5-15 18-32
Stezenie startera (UM) 0,3 3-30 1-10
Stosunek starter/matryca <1 1-500 5-5x10*
Stezenie DNA matrycowego 1 0,011 0,1-5
(ng/ul)
Temperatura annealingu [°C] 35-42 30-70 35-50
Sposdb rozdziatu zel agarozowy zel poliakrylamidowy  Zel poliakrylamidowy
Detekcja EtBr srebro, autoradiografia srebro, autoradiografia

AFLP (ang. Amplification Fragment Length Polymorphism)

Polimorfizm dtugosci amplifikowanych fragmentow taczy w sobie zalety RFLP
oraz PCR i zostat wynaleziony w 1995 roku (Vos i in., 1995). Podobnie jak inne
metody fingerprintingu nie wymaga znajomosci sekwencji badanego DNA i moze byc¢
uzyty dla materiatlu genetycznego dowolnego pochodzenia i o dowolnym stopniu
ztozonosci. DNA matrycowe w pierwszym etapie doswiadczenia jest trawione z
uzyciem dwoch endonukleaz restrykcyjnych — tngcym czesto (rozpoznajgcym
sekwencje czteronukleotydowe) oraz rzadziej (rozpoznajacym  sekwencje
szescionukleotydowe). Dalsze postepowanie polega na ligacji adaptorow i pierwszej
amplifikacji (preamplifikacja) ze starterami posiadajacymi sekwencje komplementarng
do czesci adaptorowej i miejsca restrykcyjnego oraz jeden nukleotyd selekcyjny na
koncu 3'. Jego zadaniem jest ograniczenie liczby produktow preamplifikaciji.
Produktow tych jest zwykle bardzo duzo i stuzg one dalej jako matryca do kolejnej
wiasciwej, selektywnej amplifikacji przeprowadzonej z primerami posiadajacymi na
koncu 3' dwa dodatkowe nukleotydy selekcyjne. W ten sposéb dla wiekszych
genomow generowanych jest zwykle od 50 do 100 unikalnych fragmentéw DNA (Vos i
in., 1995; Wolfe i Liston, 1998). Brak koniecznosci znajomosci sekwencji DNA
matrycowego, generowanie duzej liczby fragmentow polimorficznych, duza
powtarzalno$¢ AFLP oraz dostepnos¢ komercyjnych zestawow do AFLP to jej
niekwestionowane zalety. Ograniczenia wynikajg ze ztozonosci i czasochtonnosci
samej procedury i zwigzanego z tym wysokiego kosztu przeprowadzenia analiz.
Dodatkowym problemem jest rozdziat produktéw amplifikacji — ze wzgledu na ich duza

ilos¢ wymagana jest wysoka rozdzielczos¢, ktéra zapewni¢ moze elektroforeza
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poliakrylamidowa w aparacie do sekwencjonowania lub rozdziat w sekwenatorze
(Wolfe i Liston, 1998). Zasadniczo AFLP uwazana jest za metode o duzej
powtarzalnosci, szczegodlnie w porownaniu do RAPD czy ISSR, jednak istniejg
doniesienia sugerujgce powstawanie artefaktow zwigzanych z niekompletnym
trawieniem DNA (Goulao i in., 2001; Arnau i in., 2002). AFLP wykorzystuje sie miedzy
innymi do konstrukgji silnie zageszczonych map genetycznych réznych gatunkow
roslin czy badan populacyjnych. Metoda ta zostata uzyta miedzy innymi w analizie
zmienno$ci populacji jatowca pospolitego na terenie Wielkiej Brytanii (Van Der Merwe i
in., 2000).

3.3.Metody VNTR (ang. Variable Number Tandem Repeats)

Duzg pule stanowig markery nalezgce do grupy okreslanej wspdlnym terminem
zmiennej liczby tandemowych powtérzen — VNTR. Oparte sg na analizie sekwengciji
mini- i mikrosatelitarnych, ktore bywajg okreslane takze mianem prostych sekwencji
powtdérzonych (ang. SSR — Simple Sequence Repeats) lub sekwencji tandemowych.
Oba rodzaje sekwencji rozproszone sg rownomiernie w catym genomie organizméw
eukariotycznych i wykorzystywane w genetycznym odcisku palca (Nybom i Kraft,
1995; Wolfe i Liston, 1998). Wykazuja silny polimorfizm pod wzgledem dtugosci, ktéry
warunkowany jest liczbg powtérzen podstawowego motywu (Masojé, 2001).
Minisatelitarny DNA to taki, w ktorym powtarzajacy sie motyw moze osiggac¢ dtugosc
do 200pz (ten rodzaj DNA rzadko bywa stosowany jako marker), natomiast
mikrosatelitarny DNA to krétkie sekwencje o powtarzajgcym sie motywie ponizej 6bp
((AT)n, (A)(T), (GAA),, (GACA), (Wolfe i Liston, 1998). Sekwencje mikrosatelitarne
stuzg do projektowania starterow umozliwiajgcych otrzymanie genetycznego odcisku
palca genomoéw roslin, jednak ze wzgledu na swoja specyfike w niniejszym
opracowaniu zostaty omowione w osobnym rozdziale. Ponizej opisano krétko trzy z
nich.

ISSR (ang. Inter Simple Sequence Repeats)

Jedng z prostych metod bazujacych na SSR jest wynaleziona w 1994 roku ISSR,
ktéra generuje dos¢ ztozony obraz prazkowy wykorzystujgac polimorfizm odcinkow
pomiedzy sekwencjami mikrosatelitarnymi (Zietkiewicz i in., 1994). Markery ISSR

generowane sg W pojedynczej reakcji PCR ze starterem skfadajgcym sie z

powtérzonego dwu- lub tréjnukleotydowego motywu =z dodatkowg sekwencjg
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zakotwiczong (2-3nt) na koncu 3' lub &' (startery selekcyjne o dtugosci 17-18nt).
Sekwencja zakotwiczona eliminuje zjawisko niepetnej komplementarnosci startera
(ang. strand-slippage) i podobnie jak w RAPD jest przypadkowa. Podstawowym
zatozeniem metody jest rownomierne roztozenie SSR w catym genomie oraz wysokie
prawdopodobienstwo amplifikacji dwoch sagsiadujgcych regionow DNA, skutkujgce
duzg iloscig polimorficznych produktow (Wolfe i in., 1998). Markery ISSR wykazujg
charakter dominujacy lub kodominujacy i sg dziedziczone w sposéb mendlowski
(Wolfe i Liston, 1998).

ST-SSR (ang. Sequence Tagged Simple Sequence Repeats)

Markery ST-SSR sg amplifikowanymi sekwencjami mikrosatelitarnymi, w ktorych
primery zostaty zaprojektowane dla sekwencji flankujgcych konserwowanych
ewolucyjnie. Zwykle sekwencje flankujgce roznig sie znacznie sekwencjg, a
powstajgce produkty amplifikacji majg rézng dtugos¢ dlatego mozliwe jest
przeprowadzenie wielu reakcji PCR podczas jednej reakcji (multiplex PCR). Startery
ST-SSR projektowane sg dla unikalnego locus, stad sg specyficzne dla konkretnego

organizmu (Wolfe i Liston, 1998).
RAMP (ang. Random Amplified Microsattelite Polymorphism)

Polimorfizm losowo amplifikowanych mikrosatelitow jest wykrywany z uzyciem
dwodch starterow w jednej reakcji amplifikacji — ISSR i RAPD (Wu i in., 1994). W
metodzie RAMP wykrywane sg trzy rodzaje produktéw: ISSR, RAPD oraz sekwencje
oflankowane z jednej strony primerem ISSR, a z drugiej RAPD (Wolfe i Liston, 1998).

Oprocz metod MAAP czy tez tych opartych na sekwencjach mikrosatelitarnych
istniejg takze inne bazujgce na amplifikacji jadrowego czy organellowego materiatu
genetycznego technikg PCR. Do takich nalezy metoda CAPS (ang. Cleaved Amplified
Polymorphic  Sequences) - polimorfizm sekwencji podzielonej i pocietej.
Charakteryzuje on wariant konkretnego genu i polega na jego amplifikacji z parg
primerow zaprojektowanych do tej konkretnej sekwencji, a nastepnie trawieniu tegoz
produktu endonuklezg restrykcyjng. Jako, ze sam amplifikowany fragment jest zwykle
krotki  stosuje sie enzymy rozpoznajgce czteronukleotydowe sekwencje DNA
(potencjalnie istnieje mozliwosé, Zze enzym rozpoznajgcy i tnacy sekwencje
szescionukleotydowa nie rozpozna zadnego miejsca w tak krotkim fragmencie) (Wolfe
i Liston, 1998).
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3.4.Markery miejscowo-specyficzne

W poprzednich rozdziatach przedstawiono techniki, ktére w wiekszosci
przypadkdéw nie wymagaty bezposredniej wiedzy o sekwencji badanego DNA. Istnieje
wiele metod generowania markeréw molekularnych, ktére polegajg na miejscowo
specyficznej (ang. site specific) amplifikacji wybranego fragmentu DNA z uzyciem
metody PCR oraz jego dalszej obrébce (analiza restrykcyjna, sekwencjonowanie).
Poczatkowo w badaniach genomu roslinnego (gtownie badania filogenetyczne)
wykorzystywano niekodujgce i kodujace sekwencje chloroplastowego DNA (cpDNA). Z
czasem poczytne miejsce wsrod roslinnych markerow DNA znalazty geny lub odcinki
DNA zlokalizowane w DNA jgdrowym i mitochondrialnym (mtDNA). W petni
zautomatyzowany proces sekwencjonowania DNA powoduje, ze coraz nowsze rejony
roslinnego DNA poddawane sg analizie poréwnawczej (ang. comparative sequencing).
Nalezy podkresli¢, ze tempo ewolucji dla konkretnego rejonu DNA stosowanego jako
marker moze sie znaczaco rézni¢ nie tylko pomiedzy grupami systematycznymi, ale
takze w obrebie tych grup (Soltis i Soltis, 1998). Ponadto kazdy fragment DNA w
obrebie tej samej grupy wykazuje inne tempo ewolucji, np. sekwencja ndhF cpDNA w
rodzinie Solanaceae dostarcza okoto 1,5 razy wiecej informacji z punktu widzenia
parsymonii niz rbcL (Olmstead i Sweere, 1994). Kazdy gen lub inny fragment DNA
stuzacy jako marker genetyczny ma w zwigzku z tym typowy zakres zastosowan
“taksonomicznych”, ktéry moze sie znaczaco réznic w obrebie jednostek
systematycznych. Przyktadowo sekwencja rbcL u okrytozalgzkowych stosowana jest
na poziomie rodziny i wyzej, ale w przypadku niektérych rodzin tej podgromady oraz
paprotnikdw znajduje zastosowanie w obrebie rodzaju, a nawet gatunku (Wolf i in.,
1998). Ponizej omdéwiono krotko kilka najpopularniejszych markeréw miejscowo-
specyficznych z uwzglednieniem podzialu na jadrowy, chloroplastowy i

mitochondrialny DNA.
Markery cpDNA

Podstawowq zaletg cpDNA w kontekScie jego zastosowania w badaniach
filogenetycznych jest jego wielkos¢ — przecietnie od 120 do 200kb, co umozliwia jego
catosciowg analize m. in. z zastosowaniem endonukleaz restrykcyjnych. Ponadto
wiekszos¢ genow w cpDNA wystepuje w jednej kopii (podczas gdy wiekszos¢ genow
jadrowego DNA nalezy do rodzin wielogenowych). Genom chloroplastowy jest

konserwowany ewolucyjnie i na poziomie sekwencji nukleotydéw ewoluuje
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stosunkowo wolno, niemniej jednak rézne jego regiony ewoluujg z rozng predkoscia.
W zwigzku z tym sekwencje cpDNA zwykle stuzg okre$laniu podobiehAstwa czy
pokrewienstwa na poziomie gatunku, rodzaju i rodziny, czasem takze na wyzszych
poziomach. Jako ograniczenie wynikajace z dos¢ wolnej ewolucji cpDNA wymienia sie
niemoznos¢ zastosowania go w przypadku blisko spokrewnionych gatunkoéw oraz do
badan populacyjnych (Soltis i Soltis, 1998). Jednak coraz czesciej pojawiajg sie dane
Swiadczgce, ze cpDNA moze byc¢ takze zastosowane w szacowaniu pokrewienstwa na
poziomie populacji i w obrebie gatunku (Soltis i in., 1992). Do najczesciej
sekwencjonowanych fragmentow cpDNA w filogenezie roslin nasiennych nalezy gen
rbcL kodujacy duzg podjednostke karboksylazy bifosforanu rybulozy (RUBISCO),
ktorego dtugos¢ u wiekszosci roslin wynosi 1428, 1431 lub 1434bp, a insercje i delecje
W jego obrebie sg niezwykle rzadkie (Soltis i Soltis, 1998). Gen ten jest przedmiotem
wielu kompleksowych analiz filogenetycznych (Manhart, 1994; Soltis i in., 2000).
Najczesciej uzywa sie rbcL w analizie na poziomie rodziny i rodzaju, ale opisane sg
takze badania na nizszych poziomach (miedzy innymi dla krasnorostow) (Soltis i
Soltis, 1998). Markerem o bardzo podobnej charakterystyce do rbcL (tempo ewoluciji,
diugos¢ 1497bp) jest gen kodujacy podjednostke B syntazy ATP — atpB (Soltis i Soltis,
1998). Szybkim tempem ewolucji pozwalajgcym na wykorzystanie w badaniach na
poziomie gatunku i rodzaju charakteryzuje sie sekwencja genu matK, kodujgcego
maturaze zaangazowang w splicing intronow typu Il, ktorej dtugos¢ wynosi 1550bp
(Neuhaus i Link, 1987). Czeste mutacje w obrebie tego genu czynig go nieprzydatnym
na wyzszych poziomach taksonomicznych. Do innych popularnych sekwencji cpDNA
stosowanych w badaniach filogenetycznych roslin naleza ndhF (gen kodujacy biatko
bedace podjednostkg dehydrogenazy NADH), 16S rDNA, niekodujacy region atpB-
rbcL (Soltis i Soltis, 1998), czy tez intron trnL(UAA) oraz tacznik pomiedzy eksonem
trnL (UAA) a genem trnF(GAA) (Taberlet i in., 1991).

Markery jadrowego DNA

Genom jagdrowy charakteryzuje sie duzym rozmiarem i ogromng zmiennoscig
zakodowanych w nim gendw, dlatego w obszarze badan filogenetycznych analizie
poddaje sie gtéwnie jego fragment kodujacy rRNA rybosomalne (rDNA). rDNA
zbudowany jest z fragmentéw ETS (ang. External Transcribed Seqence), 18S, ITS1
(ang. Internal Transcribed Seqence), 5.8S, ITS2, 26S powtdrzonych wielokrotnie w
obrebie catego genomu w réznych chromosomach i rozdzielonych sekwencjg IGS
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(ang. Intergenic Spacer). Szacuje sie, ze rDNA reprezentuje okoto 10% catego
genomu roslinnego, a liczba jego powtdrzen jest zmienna (Soltis i Soltis, 1998).

Rodzina genow rDNA obejmuije:

regiony wysoce konserwatywne (18S rDNA o dtugosci 1800kb kodujgcy matg
podjednostke 18S rDNA rybosomalnego oraz 26S rDNA o dtugosci 3300kb
kodujacy duzg podjednostke rDNA rybosomalnego) uzywane do szacowania
pokrewienstwa na wyzszych poziomach taksonomicznych (rodzina, rzad,

podklasa, typ),

regiony wysoce zmienne (ITS, IGS) w filogenezie przydatne na nizszych
poziomach taksonomicznych (rodzaj, gatunek), a takze w badaniach
populacyjnych (Soltis i Soltis, 1998).

Wykazujg one tzw. ewolucje zespotowg (ang. concerted evolution) dlatego
pomimo duzej ilosci kopii mogg by¢ i sg uzywane w rekonstrukcji filogenezy
(Sanderson i Doyle, 1992).

Najczesciej sekwencjonowanym fragmentem DNA jadrowego jest 18S rDNA, w
przypadku ktérego poczatkowo analizowano tylko czes¢ sekwencji, a z czasem coraz
czesciej caty odcinek (Kranz i in. 1995; Soltis i in., 2000). Znalazt on zastosowanie w
rekonstrukgciji filogenezy glonéw i roslin okrytonasiennych (Nickrent i Soltis, 1995; Soltis
iin., 2000).

ITS 1 i 2 sg czescig transkryptu jagdrowego rDNA i petnig role w powstawaniu
rRNA, ale nie wchodzg w sktad dojrzatych rybosoméw (Baldwin i in., 1995). Pomimo
kilku wad sekwencji ITS (problem z sekwencjonowaniem wynikajagcy z wysokiej
zawartosci rejonow bogatych w zasady G+C, istnienie sekwencji drugorzedowych w
rejonie ITS) znajdujg one szerokie zastosowanie w badaniach filogenezy ro$lin
okrytonasiennych (Baldwin i in., 1995, Soltis i in., 2000), glonéw i paprotnikéw (Doyle i
Doyle, 1998).

Markery mtDNA

Badania molekularne struktury, rozmiaru i konfiguracji mitochondrialnego DNA
roslin wykazaty jego niewielkg przydatnos¢ w badaniach filogenetycznych (rejony
mtDNA znajdujg szerokie zastosowanie w przypadku filogenezy zwierzat). Problemem

w przypadku mtDNA roslin jest jego wielkoS¢ i zmiennosc tej wielkosci, obecnos¢
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obcych sekwencji DNA (gtéwnie cpDNA), duze duplikacje, zjawisko rekombinaciji
pomiedzy sekwencjami o wysokiej czestosci wystepowania, obecnos¢ krétkich (1-
11kb), niestabilnych plazmidéw pozachromosomalnych oraz szybko$¢ rearanzacji
nawet w przypadku blisko spokrewnionych gatunkéw. Ponadto tempo substytucji
nukleotydowych jest 3-4 razy wolniejsze niz dla cpDNA, 12 razy wolniejsze niz dla
jadrowego DNA i az 40-100 razy niz w przypadku zwierzecego mtDNA (Palmer, 1992).
Powoduje to, ze sekwencie mtDNA sg uzyteczne na wyzszych poziomach
taksonomicznych. Do najpopularniejszych markeréw mtDNA nalezg geny cox/ oraz
atpA i zostaly zastosowane w szacowaniu roznorodnosSci genetycznej nago- i

okrytonasiennych (Doyle i Doyle, 1998).

Na rysunku 8 przedstawiono zakresy zastosowan poszczegolnych markerow

miejscowo-specyficznych w badaniach o podtozu filogenetycznym.

RYSUNEK 8: Przyblizony zakres zastosowan wybranych markeréw chloroplastowego,
Jadrowego i mitochondrialnego DNA do badan filogenetycznych na okre$lonym
poziomie taksonomicznym dla ros$lin okrytonasiennych (za Soltis i Soltis, 1998,

zmodyfikowana przez autorke).
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*Linia przerywana na rysunku oznacza dolny lub gérny limit zastosowania (co oznacza, ze dany region moze by¢ uzyteczny w
wybranych grupach).
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Biorac pod uwage szerokie zastosowanie farmakopealnego surowca
leczniczego, jakim jest szyszkojagoda Juniperus communis L., jak i powszechnos$é
wystepowania tego gatunku w Polsce przystepujac do realizacji niniejszego projektu

autorka postawita nastepujacy cel gtowny:

Charakterystyka i oszacowanie zréznicowania fitochemicznego i

genetycznego Juniperus communis L.

Analiza réznorodnosci fitochemicznej w niniejszym opracowaniu objeta wzgledng
zawarto$¢ procentowg sktadnikow lotnych o charakterze monoterpendéw bedgcych
sktadnikami olejku eterycznego obecnego w strukturach wydzielniczych igiet i
szyszkojagdd jatowca pospolitego. Celowo nie uzyto w tym przypadku pojecia ,skfad
procentowy olejku”, gdyz analizowane zwigzki monoterpenowe poddawano procesowi
mikroekstrakcji bezposrednio ze struktur wydzielniczych z pominieciem tradycyjnego
procesu destylacji olejku z wodg. W analizach uwzgledniono takze zawartosci
procentowe enancjomerow poszczegolnych monoterpenow.

Zroznicowanie na poziomie molekularnym okreslono na podstawie
,genetycznego odcisku palca” (ang. DNA fingerprinting) uzyskanego w drodze analizy
DNA badanej puli préb jatowca metodg RAPD (ang. Random Amplified Polymorphic
DNA). Metoda ta pozwala na oszacowanie zmiennosci catego genomu, a nie

wybranego fragmentu badanego DNA.

Ztozonosc¢ problematyki zawartej w celu gtdbwnym rozprawy sktonita autorke do
postawienia kilku celow pochodnych, zgodnych z kolejnymi etapami realizacji projektu.

Wsréd nich nalezy wymienic:

1) Optymalizacje metody HS SPME-GC pod katem jej zastosowania w analizie
zwigzkéw lotnych o charakterze monoterpenéw obecnych w organach J.

communis.
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2) Badania poréwnawcze sktadu frakcji monoterpenowej olejku J. communis
otrzymanego w wyniku destylacji wodg oraz profilu monoterpendw otrzymanych
w wyniku analizy HS SPME-GC.

3) Analize zroznicowania fitochemicznego w rozumieniu wzglednej zawartos$ci
zwigzkow monoterpenowych (z uwzglednieniem form enancjomerycznych) w

szpilkach i szyszkojagodach gatunku Juniperus communis L.

4) Oszacowanie zréznicowania genetycznego gatunku Juniperus communis na

podstawie analizy przeprowadzonej metodg RAPD-PCR.

5) Analize pokrewienstwa systematycznego Juniperus communis L. i Juniperus
nana Willd. na podstawie sktadu frakcji monoterpenowej olejku eterycznego z
igiet tych roslin oraz w oparciu o sekwencje markera molekularnego trnL-trnF

obecnego w chloroplastowym DNA (ang. coDNA).

Ad. 1i 2. Analiza sktadu monoterpenéw w surowcu olejkowym z zastosowaniem
techniki HS SPME GC pomimo wielu niekwestionowanych zalet (czas analizy, ilos¢
materiatu  uzytego do analiz, wyeliminowanie koniecznosci stosowania
rozpuszczalnikdw organicznych) jest procesem ziozonym z kilku etapéw. Dobranie
wiasciwych parametrow catej procedury jest wiec niezwykle istotne dla uzyskania
powtarzalnych i wiarygodnych analiz chromatograficznych (Schafer i in., 1995; Hamm i
in., 2003). W zwigzku z tym podjeto prébe optymalizacji parametréw takich etapéow HS
SPME-GC jak czas preinkubacji proby surowca, czas i temperatura procesu absorpciji
sktadnikow badanego materiatu na widknie SPME (100um PDMS) oraz czas desorpciji
tych sktadnikbw w iniektorze chromatografu gazowego. Proces optymalizacji
przeprowadzono wedtug schematu Taguchi (Taguchi, 1987). Umozliwia on szybkie
zbadanie kilku zmiennych wejsciowych (niezaleznych) przyjmujacych kilka warto$ci w
stosunkowo niewielkiej liczbie doswiadczen. Dane z analiz HS SPME GC w
warunkach  optymalnych  porbwnano z danymi uzyskanymi z analiz
chromatograficznych olejku jatowcowego uzyskanego metodg destylacji z wodg z tych

samych proéb.
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Ad. 3. W obrebie badanej puli préb znalazty sie osobniki zebrane z 10 réznych
stanowisk zlokalizowanych w Polsce Pétnocnej i Pétnocno-Wschodniej, ktére mozna
potraktowa¢ jako izolowane populacje. Taki dobdér prob umozliwit zbadanie
réznorodnosci osobniczej na podstawie zawartosci sktadnikdw lotnych igiet i
szyszkojagdd w obrebie i pomiedzy populacjami J. communis. Wszystkie proby J.
communis poddano analizie fitochemicznej pod katem zawartosci gtéwnych
monoterpenow i ich odmian enancjomerycznych z zastosowaniem techniki HS SPME
GC. Analiza zawartosci poszczegolnych form enancjomerycznych gtéwnych
monoterpendw wnosi duzy aspekt nowosci w przypadku olejku pozyskiwanego z
jatowca pospolitego. W literaturze znalez¢ mozna bardzo skgpe dane dotyczace tej
problematyki. Wydaje sie, ze szybki rozwdj zt6z o charakterze chiralnym,
udokumentowane przyktady odmiennych aktywnosci biologicznych enancjomerow
tego samego zwigzku oraz duza réznorodnos¢ sktadu enancjomerycznego surowcow
roslinnych doprowadzg w niedalekiej przysztosci do ich standaryzacji pod katem
zawartosci poszczegolnych enancjomerow. Z tego wzgledu dogtebna analiza ich

zawartosci w przypadku roslin olejkowych wydaje sie w petni uzasadniona.

Ad. 4. Analizy DNA genomowego umozliwig okreSlenie zrdéznicowania
genetycznego w obrebie badanego gatunku, pomiedzy populacjami Juniperus

communis (rézne stanowiska), jak i w obrebie tych populaciji.

W przypadku celéw pochodnych 3 i 4 podjeto probe okreslenia, czy istnieje
zwigzek pomiedzy profilem fitochemicznym J. communis otrzymanym w drodze HS
SPME GC a profilem genetycznym uzyskanym w wyniku analizy DNA genomowego tej
rosliny. Znalezienie takiej wspétzaleznosci mogtoby staé sie podstawg do
poszukiwania narzedzi molekularnych umozliwiajacych prognozowanie okreslonych
cech fitochemicznych (w tym wypadku produkcja okreslonych skfadnikéw olejku) roslin

leczniczych.

Ad. 5. Jak juz wspomniano we wstepie ranga systematyczna jatowca halnego
rosngcego w naszym kraju wytgcznie w wyzszych pietrach goérskich (Tatry) nie jest do

konca wyjasniona. Najnowsze opracowania klasyfikujg go jako odmiane Juniperus
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communis (Juniperus communis var. saxatilis) (Farjon, 2001). Zaplanowano analize
poréwnawczg 40 prob jatowca pospolitego i halnego pod katem zawartosci gtéwnych
monoterpendw w olejku otrzymanym poprzez destylacje z wodg oraz analize
genetyczng. Zatozono zastosowanie sekwencji markera molekularnego, ktorym w tym
przypadku bedzie rejon tgcznika miedzygenowego trmL (UAA) 3' — trnF (GAA) &'
chloroplastowego DNA. Marker ten znajduje zastosowanie w badaniach
taksonomicznych na poziomie gatunku i rodzaju. W przypadku J. communis i J. nana
postulowano jego uzycie w celu okreslenia czy zaliczenie ich jako dwoch odrebnych
jednostek taksonomicznych ma przetozenie na roznice w sekwencjach DNA.
Sprawdzono takze, czy fakt zasiedlania przez te dwa gatunki/odmiany/podgatunki
roznych siedlisk moze mie¢ odzwierciedlenie w zawartosci procentowej gtéwnych
sktadnikow monoterpenowych. Wyniki tej czesci rozprawy doktorskiej zostaty
opublikowane przez autorke w 2006 roku (Filipowicz i in., 2006).
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1. Aparatura

aparat Derynga do oznaczania zawartosci olejkéw oraz szkto laboratoryjne,

aparat do elektroforezy agarozowej ME 99X (Hoeffer, Niemcy) oraz C.B.S. SGU
040T 02 (Scientific CO, USA),

autoklaw Cominox 22 Vacuum S (Cominox, Wtochy),

butelki laboratoryjne z gwintem i zakretkg do przechowywania buforow (Schott,
Niemcy),

chromatograf gazowy HP4890D wyposazony w detektor ptomieniowo-
jonizacyjny (Agilent Technologies, USA) oraz kolumny: o ztozu niepolarnym
achiralnym HP101 (25m, 1.D. 0,32mm, grubo$¢ filmu 0,3um), polarnym
achiralnym HP InnoWax (30m, |.D. 0,25mm, grubos¢ filmu 0,25um) oraz
chiralnym HP Chiral (30m, I.D. 0,32mm, grubos¢ filmu 0,25um) (Agilent
Technologies, USA),

elektroniczna waga laboratoryjna AM50 (Axis, Polska),
komora laminarna Steril-Gemini (Steril, Wtochy),

komputer PC systemem operacyjnym Windows 2000 oraz PC z systemem
operacyjnym Linux (dystrybucja Ubuntu),

koncentrator prozniowy Eppendorf 5301 (Eppendorf, Niemcy),
mieszadto typu Vortex MS-1 (IKA-Werke GMBH&Co, Niemcy),
mikrostrzykawka chromatograficzna (Hamilton, USA),

mtynek analityczny z reduktorem objetosci 20000 obr/min (IKA-Werke
GMBH&Co, Niemcy),

mtynek mechaniczny do rozdrabniania surowca roslinnego,
odbiornik GPS 76 z anteng zewnetrzng (Garmin, USA),

pHmetr cyfrowy Metrohm 744 (Metrohm, Szwaijcaria),
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probowki laboratoryjne z ciemnego szkta zaopatrzone w nakretki oraz obojetne
septy teflonowe (BGB, Wielka Brytania),

spektrofotometr UV-Vis Lambda 40 (Perkin Elmer, Niemcy),

sprzet jednorazowy (koncowki do pipet, probéwki cienkoscienne do PCR,

probéwki typu Eppendorf) (Eppendorf, Niemcy oraz Sarstedt, Niemcy),

termocykler PTC-150 Mini Cycler oraz PTC-200DNA Engine (MJ Research,
USA),

termostatowana taznia wodna ThermoStat Plus (Eppendorf, Niemcy),
transiluminator 9000mW/cm? (Ultralum, USA),

urzadzenie do SPME: strzykawka (ang. Fiber Holder for Manual Use)
zaopatrzona w mikrowtékno PDMS 100pm (Supelco, USA),

waga analityczna (Zaktady Mechaniki Precyzyjnej, Polska),
wiréwka laboratoryjna Eppendorf 5804R ((Eppendorf, Niemcy),
wytrzgsarka laboratoryjna KS130 Basic (IKA-Werke GMBH&Co, Niemcy),

zasilacz do elektroforezy @ STABNAP 200 (Kucharczyk  Techniki
Elektroforetyczne, Polska) oraz PS-9009 (Apelex, Francja),

zegar ze stoperem WB338 (Huger, Polska),
zestaw do komputerowej dokumentacji zdjeciowej (Scion Corporation, USA),

zestaw pipet automatycznych Eppendorf Research (Eppendorf, Niemcy) oraz
LabMate (PZ HTL, Polska).

*Lista stosowanej aparatury zostata sporzadzona w kolejnosci alfabetyczne;j.

2. Odczynniki, bufory i roztwory

2.1.0dczynniki
agaroza Basica Le GQT (Prona, EU),

alkany Cg-C2o roztwdr wzorcowy do okreslania indeksow retencji (Sigma Aldrich,

Szwaijcaria),

btekit bromofenolowy cz. d. a. (POCH, Polska),
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bromek etydyny (Sigma Aldrich, Niemcy),

bufor reakcyjny do PCR 10x Taq Buffer + (NH.).SO4 — MgCl, (MBI Fermentas,
Litwa),

chlorek magnezu 25mM (MBI Fermentas, Litwa),
glicerol (POCH, Polska),

heksan 99% (BDH, Wielka Brytania),
izopropanol cz. d. a. (Eurochem BGD, Polska),
ksylen cz. d. a. (POCH, Polska),

kwas borowy (MP Biomedicals, Niemcy),

kwas solny (POCH, Polska),

marker DNA do eletroforezy GeneRuler DNA Ladder Mix SM0331 oraz Mass
Ruler DNA Ladder SM0383 (MBI Fermentas, Litwa),

metanol LiChrosolv (Merck, Niemcy),

podchloryn sodu Clorox (Henkel, Polska),

polimeraza termostabilna Taq 5u/ul oraz 1u/ pl (MBI Fermentas, Litwa),
rybonukleaza A wolna od DNA-zy (Promega, USA),

spirytus rektyfikowany 95% obj. (Polmos S.A., Polska),

substancje wzorcowe do GC: (+)-a-pinen (= 97% GC), (-)- a-pinen (= 99% GC),
(+)-B-pinen (= 99% GC), (-)-B-pinen (= 99% GC), (-)-kamfen (85% GC), (+)-3-
karen (99% GC), p-cymen (99,5% GC), mircen (~90% GC), (-)-a-terpineol
(~99% GC), a-terpinen (~97% GC), terpinolen (~90% GC), (+)-terpinen-4-ol (=
99% GC) [Fluca Chemica, Niemcy] oraz (-)-limonen (96% GC), (+)-limonen
(96% GC), y-terpinen (97% GC) [Sigma Aldrich, Niemcy],

Tris-Base (Sigma Aldrich, Niemcy),

Tris-HCI (Roth, Niemcy),

tréjfosforany nukleotydow (dNTP: dATP, dCTP, dGTP i dTTP) 100mM (MBI
Fermentas, Litwa),

wersenian dwusodowy (EDTA) (Sigma Aldrich, Niemcy),
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wodorotlenek sodu (POCH, Polska),

zestaw do czyszczenia DNA po reakcjach enzymatycznych Clean-Up 021-250
(A&A Biotechnology, Polska).

zestaw do izolacji DNA z roslin Genomic Mini AX Plant 050-60 (A&A
Biotechnology, Polska).

*Lista stosowanych odczynnikéw zostata sporzadzona w kolejnosci alfabetyczne;.

2.2.Bufory i roztwory

Bufor TE
10mm Tris-HCI

1mM EDTA pH 8,0

Bufor TBE (5x stezony)
54,0g Tris-Base
27,5g kwasu borowego

20ml 0,5M EDTApH 8,0 do koncowej objetosci 1000ml

Barwnik elektroforetyczny typ lll (Maniatis, 1982)
0,25% btekit bromofenolowy

30% glicerol (v/v) roztwér wodny
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3. Materialy

3.1.Surowiec roslinny do badan

Materiat roslinny zastosowany w niniejszej pracy zostat pozyskany ze stanowisk
naturalnych. Zbioru surowca dokonywano w miesigcach jesiennych i zimowych, co
znajduje uzasadnienie w zrédtach literaturowych (Strzelecka i Kowalski, 2000). W tym
wiasnie okresie wydajnos¢ destylacji olejku z roslin szpilkowych jest najwyzsza, gdyz
na skutek niskich temperatur zewnetrznych emisja monoterpenéw do atmosfery jest

duzo nizsza niz w okresie wiosenno-letnim.

Obszar badan stanowity tereny lesne, gtdbwnie o charakterze zbiorowisk
roslinnych z grupy boréw sosnowych (Dicrano-Pinion), przede wszystkim typu
Leucobryo-Pinetum. Wiekszos¢ badanych préb jatowca pospolitego (J. communis)
zostata zebrana z tego typu stanowisk. Czes$¢ prob zlokalizowana byta w poblizu
boréw sosnowych na terenach rolniczych (miedze). Stosowane w pracy proby jatowca
halnego (J. nana) zebrano ze zbiorowisk typu karpackich zaros$li kosowki (Pinetum
mugo carpaticum) w Tatrach Wysokich, z pietra hal (1800-2300m npm) za zgodag
wiladz Tatrzanskiego Parku Narodowego. Ujecia fitosocjologiczne sg zgodne z

opracowaniem Matuszkiewicza (Matuszkiewicz, 2001).

Tabela 9 zawiera zestawienie stanowisk, z ktérych pozyskiwano surowiec
olejkowy do badan, z uwzglednieniem wojewodztwa, krotkim opisem stanowiska oraz
datg zbioru. W tabeli znajdujg sie takze akronimy, ktére zastosowano dla prob z
wybranych stanowisk (populacji) i ktére konsekwentnie stosowano w trakcie realizacji

niniejszej pracy.

TABELA 9: Charakterystyka stanowisk, z ktorych pozyskiwano surowiec do badan, z
uwzglednieniem ilosci prob oraz daty zbioru

Miejsce zbioru Akronim llos¢ , , .
S . zebranych Data zbioru Opis stanowiska
(wojewddztwo)  populacji oréb
Borucin(_) BO 3 03-03-15 rr_liedz,a.w bezposredniej
(pomorskie) bliskosci boru sosnowego
(pom(f)'f’skie) cl 6 03-03-05 bor sosnowy
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.- . : llos¢
('\AV\/IC?'JS\?VZC?;);\%?) A;(rzgg.]i zebranych Data zbioru Opis stanowiska
) populac prob
bor sosnowy gesto
(Kggiré{;g) KO 4 04-02-05 zasiedlony przez J.
P communis
Kolno G1 — bér sosnowy, G2 —
(podiaskie) G1iG2 11 04-02-13 polana w obrebie boru
P sosnowego
Lubowisko brzeg jeziora Lubowisko
(pomorskie) LU 9 03-02-19  gesto porosniety przez J.
P communis
Ocypel ey suchy brzeg jeziora w
(pomorskie) oC 4 03-03-08 borze sosnowym
Otomln. oT 13 04-02-14 bor sosnowy i mtode
(pomorskie) nasadzenia sosny
Samocigzek
(kujawsko- SA 9 03-02-28 bor sosnowy
pomorskie)
Stary Dwor bor sosnowy, gesto
(warminsko- SD 11 04-02-05 zasiedlony przez J.
mazurskie) communis
(pgﬁﬁsg’gﬁe) ST 4 03-02-19 miedza
Iﬂgo\’:glssm‘)" T 16 01-09-14 pietro hal gérskich
Zamkowa Gora 7G 2 03-03-05 pojedyncze osobniki na

(pomorskie)

skraju lasu mieszanego

tacznie zebrano 92 préby J. communis oraz J. nana z 12 stanowisk naturalnych

Zlokalizowanych w 5 wojewodztwach. Jako, ze wszystkie eksplorowane stanowiska

zlokalizowane sg w znacznej odlegtosci od siebie (najmniejsza odlegtos¢ pomiedzy

stanowiskami to okoto 6km pomiedzy prébami oznaczonymi akronimami LU i ST)

mozna uznac, ze kazde badane skupisko stanowi odrebng populacje. Podsumowujgc

— 8 populacji pochodzi z miejscowosci zlokalizowanych w wojewddztwie pomorskim,

pozostate cztery populacje pochodzg odpowiednio z wojewodztw: podlaskiego,

kujawsko-pomorskiego, warminsko-mazurskiego oraz matopolskiego. Lokalizacje

poszczegolnych populacji przedstawiono na rysunku 9.
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W trakcie eksploracji stanowisk naturalnych, przed zbiorem szacowano stan
0golny poszczegolnych osobnikéw. Do zbioru i dalszych badan kwalifikowano tylko
rosliny nie wykazujgce cech wysychania, nie dotkniete przez widoczne choroby
(plesnie, owady), zwykle dojrzate (a wiec o stosunkowo grubych konarach i powyzej
0,5-0,6m wysokosci). W przypadku wiekszosci prob kolekcjonowano osobniki
owocujgce (osobniki zehskie) o szyszkojagodach dojrzatych w kolorze granatowym
lub ciemnofioletowym, czyli w drugim roku owocowania. Niektore stanowiska
charakteryzowaty sie deficytem owocujgcych osobnikow zenskich (lub tez byty w nich
obecne rosliny w pierwszym roku owocowania, o szyszkojagodach zielonych). W takiej
sytuacji pobierano materiat w postaci igiet z osobnikéw, co do ktérych niemozliwe byto
okreslenie pici (zawigzki kwiatdw meskich pojawiajg sie jesienig, ale sg stabo

widoczne, natomiast kwiaty zenskie — wiosng).

W badaniach wykorzystano takze komercyjne szyszkojagody jatowca
pospolitego dostepne na polskim rynku, wysuszone i przechowywane zgodnie z
normami FPV.

RYSUNEK 9: Lokalizacja poszczegdlnych stanowisk J. communis i J. nana.
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3.2.Przygotowanie prob w zaleznosci od stosowanych metod badawczych

W kolejnych punktach opisano krotko sposéb postepowania z probami

wykorzystywanymi do realizacji poszczegdlnych celow.
Préby badane technikag HS SPME-GC

Do analiz przeprowadzonych technikg HS SPME (cele posrednie 1, 2 i 3)
uzywano szyszkojagod oraz igiet zebranych prob J. communis. Surowiec do tych
analiz po zbiorze poddawany byt suszeniu przez 2 tygodnie, w suchym, catkowicie
zaciemnionym miejscu i temperaturze pokojowej (wahajacej sie w granicach 18-
21°C), w stanie roztozonym na papierowych ptachtach. Po tym okresie wysuszane
préby umieszczano w szczelnie zamykanych woreczkach strunowych i zamrazano w
-20°C do czasu analizy. Wytyczne farmakopealne zaréwno w przypadku
szyszkojagody jatowca, jak i samego olejku podajg, ze surowiec uzywany jest po
uprzednim wysuszeniu w temperaturze nie przekraczajgcej 40°C. Poniewaz metoda
HS SPME GC zastosowana zostata w niniejszej pracy jako technika umozliwiajgca
szybkg ocene surowca olejkowego o znaczeniu leczniczym, sposéb postepowania z
tym surowcem byt analogiczny jak opisany w FPV. Miato to na celu w miare wierne
odwzorowanie zawartosci terpendw w szyszkojagodzie jatowca uzywanej do celow

terapeutycznych.
Préby do destylacji olejku z parg wodnga i analiz GC

W realizacji celéw pochodnych 2 i 5 szyszkojagody i igty wykorzystywano do
otrzymywania olejku metoda zalecang przez FPVI — destylacjg z parg wodna.
Surowiec suszono podobnie, jak w przypadku préb badanych technikg HS SPME GC.
Bezposrednio po wysuszeniu igly i szyszkojagody oddzielano, okreslano ich mase i
rozdrabniano w mechanicznym mtynku laboratoryjnym. Rozdrobnienie poprzedzato

bezposrednio etap destylacji surowca olejkowego z parg wodna.
Préby do analizy genetycznej

W realizacji celéw pochodnych 4 i 5 czyli w analizach genetycznych (zaréwno z
zastosowaniem markeréw RAPD, jak i markera cpDNA trnL-trnF) zrédtem DNA
genomowego byly szpilki badanych préb J. communis. Z zebranych ro$lin
bezposrednio po zbiorze oddzielano niewielkie ilosci ulistnionych peddw, ktore

umieszczano w szczelnie zamknietych woreczkach, opisywano i poddawano
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niezwtocznie zamrozeniu w -20°C. Tak przygotowane igly w stanie $wiezym

przechowywano do czasu izolacji DNA genomowego.

Tabela 10 zawiera zestawienie wszystkich prob J. communis i J. nana
wykorzystanych w trakcie realizacji pracy. W opisie prob uwzgledniono wspotrzedne
geograficzne i wysokos¢ nad poziomem morza stanowiska wyznaczone za pomocg
odbiornika GPS (dla czesci badanych préb nie autorka nie dysponuje takimi danymi,
jako, ze odbiornik zostat zakupiony juz po rozpoczeciu realizacji badan), syntetyczny
opis osobnika i stanowiska. W zestawieniu tym uwzgledniono tez do jakiej czesci

badan (realizacji celéw) zebrany materiat zostat wykorzystany.
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11

Symbol
proby
BO1

BO2
BO3

cn

Cl2
CI3

Cl4
CI5
Cle

KO1

KO2

TABELA 10: Zestawienie prob J. communis oraz J. nana uzytych do badan

Wspbtrzedne geograficzne i
wysokos¢ stanowiska (n.p.m.)

szerokosc¢/diugosc/wysokosé

54.26N/17.99E/207m

54.26N/17.99E/199m
54.26N/17.99E/194m

53.94N/18.27E/140m

53.94N/18.27E/107m
53.94N/18.25E/140m

53.94N/18.25E/165m
53.94N/18.25E/121m
53.94N/18.25E/153m

53.97N/18.05E/148m

53.97N/18.05E/102m

Surowiec®

S

Sl

Sl
S

S|

S

Sl

S|

Opis préby i stanowiska

Cel pochodny 14

pokroj krzaczasty, wys. 1,7m, miedza o duzej
ekspozycji na swiatto

pokroj kolumnowy, wys. 2,5m, stanowisko j/w

pokrdj kolumnowy, wys. 1,5m, skraj boru
sosnowego, duza ekspozycja na swiatto

pokroj krzaczasty, skraj boru sosnowego,
umiarkowana ekspozycja na swiatto
jiw
pokroj krzaczasty, skraj boru sosnowego i pola,
duza ekspozycja na swiatto

pokréj krzaczasty, bor sosnowy, staba ekspozycija
na swiatto

pokroj krzaczasty, skraj boru sosnowego i pola,
staba ekspozycja na swiatto

pokroj krzaczasty, skraj boru sosnowego i pola,
staba ekspozycja na swiatto

pokroj kolumnowy, wys. 1,8m, duze skupienie
jatowcow w borze sosnowym zlokalizowanym na
brzegu jeziora, staba ekspozycja na Swiatto

pokréj kolumnowy, wys. 2,5m, bor sosnowy na
brzegu jeziora, umiarkowana ekspozycja na
Swiatto
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Cel pochodny 4 7
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12

13

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

24
25

26

Symbol
proby

KO3

KO4

G1-1
G1-2
G1-3
G1-4
G1-5
G2-1
G2-2
G2-3
G2-4
G2-5

GG2
LU1

LU2

Wspétrzedne geograficzne i
wysokos¢ stanowiska (n.p.m.)

szerokosc¢/diugosc/wysokosé

53.97N/18.05E/115m

53.97N/18.05E/134m

54.20N/17.97E/179m

54.20N/17.97E/167m

Surowiec?

S|

Sl
S
S
S|
S
S
Sl
Sl
Sl
Sl

Sl

Opis préby i stanowiska

pokroj kolumnowy, wys. 2,5m, bér sosnowy na
brzegu jeziora, duza ekspozycja na swiatto

pokréj kolumnowy, wys. 3m, mtodnik sosnowy,
duza ekspozycja na Swiatto

bdr sosnowy, staba ekspozycja na $wiatto

w

bér sosnowy, umiarkowana ekspozycija na
Swiatto
jw
pokroj kolumnowy, wys. 3m, bor sosnowy, na

brzegu jeziora, umiarkowana ekspozycja na
Swiatto

pokroj krzaczasty, wys. 1,4m, bor sosnowy, 30m
od brzegu jeziora, umiarkowana ekspozycja na
Swiatto
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27

28

29

30

31

32

33

34

35

36
37

Symbol
proby

LU3

LU4

LUS

LUG

LU7

LU8

LU9

OC1

0C2

0C3
0C4

Wspétrzedne geograficzne i
wysokos¢ stanowiska (n.p.m.)

szerokosc¢/diugosc/wysokosé

54.20N/17.97E/186m

54.20N/17.97E/177Tm

54.20N/17.97E/183m

54.20N/17.97E/159m

54.20N/17.97E/156m
54.20N/17.97E/180m

54.20N/17.96E/155m

53.80N/18.29E/47m
53.80N/18.29E/49m

Surowiec?

w

Sl

Sl

Sl

Sl

S

S|

S

Sl

Sl
Sl

Opis préby i stanowiska

pokroj kolumnowy, wys. 2m, bor sosnowy, 30m
od brzegu jeziora, umiarkowana ekspozycja na
Swiatto

pokroj kolumnowy, wys. 2,2m, bér sosnowy, 30m
od brzegu jeziora, umiarkowana ekspozycja na
Swiatto

pokroj kolumnowy, wys. 1,9m, bér sosnowy, 20m
od brzegu jeziora, umiarkowana ekspozycja na
Swiatto

pokroj krzaczasty, wys. 1,9m, bor sosnowy, 20m
od brzegu jeziora, umiarkowana ekspozycja na
Swiatto
pokroj krzaczasty, wys. 2,5m, bor sosnowy, 2m
od brzegu jeziora, duza ekspozycja na $wiatto
pokroj krzaczasty, wys. 2,5m, bor sosnowy, 2m
od brzegu jeziora, duza ekspozycja na swiatto

pokroj krzaczasty, wys. 2,5m, bor sosnowy, okoto 1,5km od
brzegu jeziora, przecinka lesna, bardzo duza ekspozycja na
Swiatto

pokroj kolumnowy, wys. 2m, bér sosnowy, duza ekspozycja
na $wiatto

pokroj krzaczasty, wys. 0,5m, bér sosnowy, duza
ekspozycja na $wiatto
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38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

Symbol
proby

OoT1
0oT2
oT3
oT4
OT5
oT6
oT7
oT8
oT9
oT10
o111
oT12
oT13

OT-OPT

Wspétrzedne geograficzne i
wysokos¢ stanowiska (n.p.m.)

szerokosc¢/diugosc/wysokosé

54.33N/18.48E/125m

54.33N/18.48E/131m

54.33N/18.48E/130m

54.33N/18.48E/128m

54.33N/18.48E/128m

54.33N/18.48E/110m

54.33N/18.48E/131m

54.33N/18.48E/133m

54.33N/18.48E/143m

54.33N/18.48E/140m

Surowiec?

Sl

Sl

Sl

Sl

Opis préby i stanowiska

pokroj krzaczasty, bor sosnowy, duze skupisko J.
communis, umiarkowana ekspozycja na $wiatto

pokroj kolumnowy, wys. 2m, skraj boru sosnowego, duza
ekspozycja na $wiatto

pokroj kolumnowy, wys. 3m, bor sosnowy, staba ekspozycja
na $wiatto

pokréj kolumnowy, wys. 2,5m, wzgérze ~15m od granicy
lasu (bor sosnowy), duza ekspozycja na $wiatto

pokroj kolumnowy, wys. 1,6m, bér sosnowy, umiarkowana
ekspozycja na $wiatto

pokroj kolumnowy, wys. 2,3m, bér sosnowy, umiarkowana
ekspozycja na $wiatto

pokroj krzaczasty, bor sosnowy, umiarkowana ekspozycja
na $wiatto

pokroj krzaczasty, wys. 1,6m, nasadzenia sosny, duza
ekspozycja na $wiatto

pokrdj krzaczasty, wys. 1,8m, nasadzenia sosny, duza
ekspozycja na $wiatto

pokroj krzaczasty, mtodnik sosnowy, umiarkowana
ekspozycja na $wiatto

pokroj krzaczasty, wys. 1,8m, mtodnik sosnowy, bardzo
staba ekspozycja na $wiatto

pokroj krzaczasty, wys. 1,8m, mtodnik sosnowy, bardzo
staba ekspozycja na $wiatto

pokroj krzaczasty, wys. 1m, bor sosnowy, staba ekspozycja
na $wiatto

pokroj krzaczasty, bor sosnowy
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52

53

54

55

56

57

58

59

60
61

62

63

64

65

Symbol
proby

SA1
SA2
SA3
SA4
SA5
SAG6
SA7
SA8

SA9
SD1

SD2
SD3
SD4

SD5

Wspétrzedne geograficzne i
wysokos¢ stanowiska (n.p.m.)

szerokosc¢/diugosc/wysokosé

53.24N/17.98E/34m
53.24N/17.98E/34m
53.24N/17.98E/49m
53.24N/17.98E/104m
53.24N/17.98E/50m
53.24N/17.98E/55m
53.24N/17.98E/43m
53.24N/17.98E/79m

53.24N/17.98E/81m
53.57N/20.26E/112m

53.57N/20.26E/115m
53.57N/20.26E/116m
53.57N/20.26E/119m

53.57N/20.26E/60m

Surowiec?

S|

S

S

Sl

Sl

Sl

Sl
S

Sl

Sl

Sl

Sl

Opis préby i stanowiska

pokroj krzaczasty, wys. 1,5m, bor sosnowy, umiarkowana
ekspozycja na Swiatto

pokroj kolumnowy, wys. 2,5m, bor sosnowy, umiarkowana
ekspozycja na $wiatto

pokroj krzaczasty, wys. 2,2m, granica boru sosnowego i
nasadzen drzew lisciastych, silna ekspozycja na $wiatto

pokréj krzaczasty, wys. 3,5m, bor sosnowy, umiarkowana
ekspozycja na $wiatto

pokroj kolumnowy, wys. 2m, bor sosnowy, staba ekspozycja
na $wiatto

pokroj krzaczasty, wys. 1,7m, bér sosnowy, staba
ekspozycja na $wiatto

pokroj krzaczasty, wys. 1,2m, bér sosnowy, staba
ekspozycja na $wiatto

pokroj kolumnowy, wys. 2,8m, bér sosnowy, staba
ekspozycja na $wiatto

pokroj krzaczasty, wys. 4m, staba ekspozycja na swiatto

pokroj kolumnowy, wys. 2,9m, bér sosnowy, umiarkowana
ekspozycja na $wiatto

pokroj krzaczasty, wys. 1,2m, bér sosnowy, umiarkowana
ekspozycja na $wiatto

pokroj kolumnowy, wys. 1,9m, bér sosnowy, umiarkowana
ekspozycja na $wiatto

pokroj krzaczasty, wys. 1,3m, bér sosnowy, umiarkowana
ekspozycja na $wiatto

pokroj kolumnowy, wys. 1,8m, bor sosnowy, umiarkowana
ekspozycja na $wiatto
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66 SD6 53.57N/20.26E/141m S| pokroj krzaczasty, wys. 1,4m, bor sosnowy, umiarkowana
ekspozycja na $wiatto
67 SD7 53.57N/20.26E/113m S| pokrdj krzaczasty, wys. 1,9m, bér sosnowy, duza
ekspozycja na $wiatto
68 SD8 53.57N/20.26E/110m S| pokroj kolumnowy, wys. 1,7m, bor sosnowy, umiarkowana
ekspozycja na Swiatto
69 SD9 53.57N/20.26E/48m S| pokroj krzaczasty, wys. 1,9m, bor sosnowy, umiarkowana
ekspozycja na $wiatto
70 SD10 53.57N/20.26E/- S| pokrdj krzaczasty, wys. 1,7m, bor sosnowy, umiarkowana
ekspozycja na $wiatto
71 SD11 53.57N/20.26E/- S| pokroj krzaczasty, wys. 1,8m, skraj boru sosnowego,
umiarkowana ekspozycja na swiatto
72 ST10 54.22N/17.97E/167mS | S| pokroj krzaczasty, wys. 2m, miedza, w bezposredniej
bliskos$ci duzego jarzaba pospolitego, umiarkowana
ekspozycja na $wiatto
73 ST11 54 22N/17 .97E/174m S| pokroj kolumnowy, wys. 4m, miedza, duza ekspozycja na
Swiatto
74 ST12 54 .22N/17 .98E/168m S pokrdj krzaczasty, wys. 5m, tgka, duza ekspozycja na
Swiatto
75 ST13 54.22N/17.98E/183m S| jhw
76 T1 Suche Czuby, 1799m | J. nana osobnik duzy, silnie ptozacy, potudniowy stok
77 T2 Suche Czuby, 1799m [ iw
78 T3 Suche Czuby, 1799m [ iw
79 T4 okolice Czuby Goryczkowej, | J. nana osobnik duzy, silnie ptozacy, pétnocny stok
~1900m
80 T5 okolice Czuby Goryczkowej, | J. nana osobnik duzy, silnie ptozacy, pétnocny stok
~1800m
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81 T6 okolice Czuby Goryczkowej, | J. nana osobnik duzy, silnie ptozacy, potudniowy stok
~1800m
82 T7 wzdtuz szlaku turystycznego na | J. communis/J. nana — osobnik o posrednich cechach
Prze’recz pOd Kopa Kondrackq morfologicznych, charakterystyczny dla J. communis nalot
~1600 ! na szpilkach po jednej stronie, przy jednoczesnej
m niewielkich wymiarach szpilek (cecha J. nana), pétnocny
stok, granica pietra kosoéwki i hal
83 T8 wzdiuz szlaku turystycznego na | J. communis, osobnik o t,)_/powych cechach tego gatunku,
Przetecz pod Kopg Kondracka, pokroj krzaczasty
~1500m
84 T9 Przetecz pod Kopa Kondracka, I J. nana, péinocny stok
1863m
85 T10 Przetecz pod Kopa Kondrack | J. nana, mtody osobnik o ptozacych i stosunkowo krotkich
eCz p pa a,
1863m pedach, pétnocny stok
86 T11 Suche Czuby, 1799m | J. nana, osobnik duzy, silnie ptozacy, pétnocny stok
y1
87 T12 okolice Goryczkowej Czuby, 1780m | J. nana, osobnik duzy, silnie ptozacy, potudniowy stok
88 T13 okolice Goryczkowej Czuby, 1780m I J. nana, osobnik duzy, silnie ptozacy, pétnocny stok
89 T14 okolice Goryczkowej Czuby, 1800m I jhw
90 T15 okolice Goryczkowej Czuby, 1800m I jhw
91 T16 wzdluz szlaku turystycznego na | J. communis, osobnik szeroko ptozacy o innych cechaph
Przek—;;cz pod Kopa Kondracka, morfologicznych charakterystycznych dla J. communis
~1600m
92 ZG1 54.08N/18.36E/139m | pokroj kolumnowy, wys. 6m, tgka na nadrzecznym stoku,

duza ekspozycja na $wiatto
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93

94
95
96
97
98

Wspotrzedne geograficzne i B
SS:_’:S;' wysoko$¢ stanowiska (n.p.m.) 2 Opis proby i stanowiska
szerokosc¢/diugosc/wysokosé a
7G2 54.08N/18.36E/126m S| pokroj kolumnowy, wys. 5m, skraj lasu mieszanego, duza

ekspozycja na Swiatto

PROBY KOMERCYJNE SZYSZKOJAGOD JALOWCA POSPOLITEGO

Herbapol Lublin S Wysuszone wedtug wymogow FPV szyszkojagody jatowca
pospolitego (pochodzenie surowca nieznane)
Flos S
Herba Lux S
Kawon S
S

Ziota Lecznicze Boguccy
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Cel pochodny 2 °

Cel pochodny 3 ©

Cel pochodny 4 7
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- - oznacza brak danych z odbiornika GPS
— brak szczegétowych danych, préby J. communis oznaczone symbolami G1 i G2 zostaty zebrane przez studentke Wydziatu Farmacji AMG Anne Stachelska
— préby oznaczone symbolami SD zostaty zebrane i opisane przez studenta Wydziatu Farmacji AMG Konrada Okurowskiego
— symbol “I” oznacza, ze z opisywanej proby pozyskiwano igly, “S” - szyszkojagody

— cel posredni 1 — optymalizacja metody headspace SPME-GC

— cel posredni 2 — badania poréwnawcze sktadu frakcji monoterpenowej olejek-SPME

— cel posredni 3 — analiza zréznicowania fitochemicznego J. communis

— cel posredni 4 — analiza zréznicowania genetycznego J. communis

- cel posredni 5 — analiza pokrewienstwa systematycznego J. communis oraz J. nana

1
2
3
4
5
6
7
8
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3.3.Startery stosowane w badaniach genetycznych jatowca

W pracy wykorzystano dwie grupy starterow — w realizacji celu pochodnego 4
startery RAPD, w realizacji celu 5 startery uniwersalne E i F dla sekwencji cpDNA trnL-

trnF (Taberlet i in.,, 1991). Sekwencje oraz pochodzenie zastosowanych starterow

przedstawiono w ponizszej tabeli 11.

TABELA 11: Zestawienie sekwencji starterow zastosowanych w realizacji pracy

Nazwa startera Sekwencja Pochodzenie
STARTERY RAPD

RB04 5'-GGACTGGAGT-3' Proligo?
RO12 5-CAGTGCTGTG-3' Proligo®
RO04 5-AAGTCCGCTC-3' Proligo?
RWO02 5'-ACCCCGCCAA-3' Proligo?
RZ06 5'-GTGCCGTTCA-3' Proligo®
RZ08 5-GGGTGGGTAA-3' Proligo?
Rz11 5'-CTCAGTCGCA-3' Proligo?

RothA 11 5'-CAATCGCCGT-3' Carl Roth GmbH&Co. KG,
Niemcy

RothN 03 5'-GGTACTCCCC-3' Carl Roth GmbH&Co. KG,
Niemcy

RothN 05 5'-ACTGAACGCC-3' Carl Roth GmbH&Co. KG,
Niemcy

RothN 07 5'-CAGCCCAGAG-3' Carl Roth GmbH&Co. KG,
Niemcy

RothN 12 5'-CACAGACACC-3' Carl Roth GmbH&Co. KG,
Niemcy

RothN 13 5'-AGCGTCACTC-3' Carl Roth GmbH&Co. KG,
Niemcy

RothN 16 5'-AAGCGACCTG-3' Carl Roth GmbH&Co. KG,
Niemcy

SEKWENCJA cpDNA

E 5'-GGTTCAAGTCCCTCTATCCC-3' Proligo’
F 5'-ATTTGAACTGGTGACACGAG-3' Proligo’

' — startery zsyntetyzowane na zamdwienie na podstawie sekwencji zaprojektowanej przez Taberlet i in. (Taberlet i in., 1991)

2 _ startery zsyntetyzowane na zamowienie na podstawie sekwencji komercyjnie dostepnych zestawow starterow RAPD (Carl
Roth GmbH&Co. KG, Niemcy oraz Operon Technologies, USA)

*Czcionka pogrubiong zaznaczono primery zastosowane po przetestowaniu catej puli starterow w ostatecznych analizach
RAPD PCR 42 préb J. communis.
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4. Metodyka analiz fitochemicznych

Poszczegdlne cele posrednie niniejszej pracy zwigzane sg nierozerwalnie z
celem gtownym czyli petng charakterystykg fitochemiczng i genetyczng surowca
pozyskiwanego z J. communis. Zastosowane w pracy metody zostaty opisane w
kolejnosci realizacji kolejnych celéw posrednich z uwzglednieniem podziatu na czes¢
fitochemiczng i genetyczna.

Podstawg badan fitochemicznych w realizacji pracy byta HS SPME sprzezona ze
standardowg metodg analityczng stosowang w przypadku zwigzkéw o charakterze
lotnym — chromatografig gazowg (GC). Rozdziaty ,Wybér ztoza do SPME”, ,Przebieg
HS SPME”, ,’Otrzymywanie olejkéw eterycznych metodg destylacji”, ,Warunki analiz
chromatograficznych”, ,Integracja i interpretacja danych chromatograficznych”,
~Powtarzalnos¢ procedury HS SPME-GC” dotyczg realizacji celow pochodnych 1, 2 i
3.

4.1.Wybér ztoza do SPME

Jednym z wazniejszych aspektéw zastosowania SPME jest dobdér ztoza oraz
jego grubosci. Na rynku dostepne sg widkna krzemionkowe pokrywane trzema
rodzajami polimeréw o réznej grubosci. Ogolna zasada, podobnie jak w przypadku
ztéz chromatograficznych, méwi, ze anality niepolarne najlepiej ekstrahuje sie na
niepolarnym ztozu, a polarne — na polarnym. Poniewaz sama powierzchnia wtdkna
eksponowana na dziatanie analitow jest niezwykle mata, to kazda nawet niewielka
zmiana w jego polarnosci ma niebagatelny wplyw na proces adsorpcji/absorpciji.
Biuletyn informacyjny Supelco dla lotnych zwigzkéw niepolarnych zaleca widkno
pokrywane polidimetylosiloksanem (PDMS) o grubosci 100um (Supelco Bulletin 923,
1998). Wieksza grubosc¢ ztoza zwigzana jest bezposrednio z iloscig zaadsorbowanych
zwigzkédw i mniejszym stratami podczas procesu ich desorpcji w iniektorze
chromatografu. Ztoze ciensze zapewnia szybsza dyfuzje i uwolnienie zwigzkéw o
wyzszej temperaturze wrzenia w czasie desorpciji. Przeglad aplikacji SPME w analizie
terpenow potwierdzit, ze jednym z czesciej uzywanych zt6z jest 100pm PDMS
(Coleman i Lawrence, 1997; Rohloff, 1999; Kim i Lee, 2004; Silvestrini i in., 2004). We

wszystkich etapach doswiadczen zastosowano zatem ten rodzaj widkna.
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4.2.Przebieg HS SPME

Ponizej opisano etapy przygotowania probki do mikroekstrakcji do fazy statej.
Warunki poszczegdlnych etapéw zostalty dobrane eksperymentalnie w toku

optymalizacji wg metody Taguchi opisanej w kolejnym rozdziale.

Przygotowanie proby surowca do analizy HS SPME obejmowato nastepujace

etapy:

Rozdrobnienie surowca — odwazony surowiec w ilosci 100mg rozdrobniono w

miynku analitycznym przez 10s i przenoszono do szklanej probowki o objetosci 8ml

zaopatrzonej w septe silokonowo-teflonowa.

Preinkubacja — w celu wustalenia sie rownowagi zwigzkéw fazie
nadpowierzchniowej nad surowcem probe poddawano procesowi preinkubacji w
temperaturze 60°C przez 10 minut. Réwnomierne ogrzanie probowki zapewniano

poprzez jej zanurzenie w termostatowanej tazni wodnej.

Mikroekstrakcja — ekstrakcje polegajaca na absorpcji sktadnikow lotnych préby
prowadzono po wprowadzeniu igly przyrzadu do SPME poprzez septe do probowki i
wysunieciu ztoza, tak, aby jego koniec znajdowat sie ~0,5cm nad materiatem
roslinnym. Proces absorpcji trwat 5 minut i przeprowadzany byt, podobnie jak

preinkubacja, w 60°C.

Desorpcja — proces desorpcji termicznej zachodzit po wprowadzeniu strzykawki
do SPME do dozownika chromatografu gazowego nagrzanego do 220°C. Czas tego

etapu wynosit 2 minuty. Dlugo$¢ wysuniecia widkna wynosita 3cm.

4.3.0trzymywanie olejkoéw eterycznych metoda destylacji

Olejki eteryczne mozna pozyskiwaé z surowca olejkowego kilkoma sposobami, w
zaleznosci od specyfiki zarébwno surowca, jak i olejku. W przypadku surowcow i
olejkébw farmakopealnych najczesciej stosowang i rekomendowang metodg jest
destylacja z parg wodng (ang. steam distillation) (BP, 2004; Ph Eur, 2004, Evans,
2004) oraz destylacja z wodg (FPV, 1999; FPVI, 2002). Nomenklatura dotyczaca
destylacji z parg wodng i wodg w jezyku polskim nie jest jednoznaczna. W jezyku
angielskim istniejg bowiem dwa pojecia ,steam distillation”, czyli destylacja z parg
wodng oraz ,hydrodistillation”, czyli destylacja z woda. Pierwsza dotyczy metody

destylacji, w ktorej ekstrahowany surowiec poddawany jest dziataniu pary wodnej

79



CZESC DOSWIADCZALNA

wprowadzanej zwykle przez rurke. Druga polega na bezposrednim zanurzeniu
surowca w wodzie i doprowadzeniu go do wrzenia w jednym naczyniu. W polskiej
literaturze dotyczacej otrzymywania olejkow te dwa terminy traktowane sg zwykle
rownowaznie, prawdopodobnie ze wzgledu na podobienstwo fizyczne samego
procesu. Uzywany standardowo na mata skale w laboratoriach aparat do oznaczania
zawartosci olejkow wg Derynga stuzy do otrzymywania olejkéw metodg destylacji z

woda.

W trakcie wykonywania pracy autorka do otrzymywania olejkow z igiet i
szyszkojagod uzywata aparatu do oznaczania olejkbw wg Derynga korzystajac z
metody farmakopealnej | (szyszkojagody) i Il (igty) (odpowiednio “Bezposrednie
oznaczanie olejku w surowcach” oraz “Posrednie oznaczanie olejku w surowcach przy
uzyciu ksylenu OD”) (FPIV, 1970; FPV, 1999; FPVI, 2002). Oba badane surowce
poddawano rozdrabnianiu w mtynku mechanicznym w celu zwiekszenia wydajnosci
otrzymywania olejku. Olejek z szyszkojagdd otrzymywano zwykle ze 100g suchej
masy surowca (dotyczy to surowca komercyjnego), w przypadku igiet masa surowca
wahata sie w granicach 60-100g w zaleznosci od ilosci zebranego surowca i dlatego
stosowano zmodyfikowang metode z dodatkiem ksylenu (metoda Il). Srednia
wydajnosé procesu destylacji dla szyszkojagdd to 1,8% (czyli 1,8ml olejku w 100g

suchej masy), dla igiet, po odliczeniu poprawki ksylenowej, 1%.

Metode destylacji olejkdw z wodg zastosowano przy realizacji celdw pochodnych

1, 2 oraz 5.

4.4.Warunki analiz chromatograficznych

Analizy chromatograficzne wykonano =z zastosowaniem chromatografu
gazowego Hewlett Packard 4890D wyposazonego w detektor ptomieniowo-jonizacyjny
(FID) oraz dwie kolumny kapilarne: o ztozu niepolarnym HP101 (Agilent Technologies,
USA) oraz ztozu enancjoselektywnym HP Chiral (Agilent Technologies, USA).
Kolumna HP InnoWax (Agilent Technologies, USA) o zlozu niepolarnym zostata
dodatkowo uzyta w celu wyznaczenia indeksow retencji (R;). Dozownik chromatografu
w przypadku analiz HS SPME zostat wyposazony w specjalng wkiadke (tzw. inlet
chromatograficzny) o matej srednicy — 0,75mm, zalecany przez producenta
oprzyrzgdowania do SPME jako element poprawiajacy rozdziat zaabsorbowanych na

widknie analitow.
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Warunki analiz chromatograficznych na obu ztozach (achiralnym i chiralnym)
zostaly dobrane eksperymentalnie. Zestawienie zastosowanych parametréw analiz

znajduje sie w tabeli 12.

TABELA 12: Zestawienie warunkdéw rozdziatdw chromatograficznych na kolumnach o
ztozu achiralnym i chiralnym zastosowanych w przypadku wszystkich analiz GC w
niniejszej pracy

Analiza na ztozu o charakterze

s Analiza enancjoselektywna
achiralnym

Warunki rozdziatu

kolumna kapilarna HP101 (Agilent  kolumna kapilarna HP101 (Agilent
Technologies, USA): 25m, |.D. Technologies, USA): 30m, I.D.
0,32mm, grubos¢ filmu 0,3um 0,32mm, grubos¢ filmu 0,25um)

Rodzaj kolumny oraz
parametry techniczne

Temperatura dozownika 220°C 220°C

Temperatura detektora 250°C 250°C

Program temperaturowy 50°C (4min) — 10°C/min - 240°C 65°C (50min) — 5°C/min - 160°C
Czas rozdziatu 40min 90min

Gaz nosny Ar 39,5kPa He 47,5kPa

1:30 przez caty czas trwania
analizy

Dzielenie strumienia (tzw.

split) 1:50 od 1min analizy

4.5.Integracja i interpretacja danych chromatograficznych

|dentyfikacje zwigzkdw z grupy monoterpendéw przeprowadzano poprzez
poréwnanie czaséw retencji z substancjami wzorcowymi. Poprawnos¢ identyfikaciji
gtébwnych monoterpendéw potwierdzono dzieki uprzejmosci prof. dr hab. Danuty
Kalemby z Instytutu Podstaw Chemii Zywnosci Politechniki t.odzkiej przeprowadzajac
analize GC-MS. Integracji pikéw dokonywano w oprogramowaniu Chroma (POL-LAB,
Polska), a pliki po integracji archiwizowano i poddawano dalszej obrébce w systemie
ChromNET (Madanecki, 2005).

W dalszej czesci rozdziatu zamieszczono przyktadowe chromatogramy
substancji wzorcowych oraz wiasciwych analiz olejkéw eterycznych i zwigzkéw

wyekstrahowanych metodg HS SPME.
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RYSUNEK 10: Chromatogram przedstawiajgcy mieszanine wzorcowq czeSci
badanych zwigzkéw monoterpenowych (kolumna HP101)
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Chromatogram wygenerowany przez oprogramowanie ChromNET, uzyskany w wyniku nastrzyku mieszaniny wzorcéw w
heksanie na kolumne HP101 (warunki analizy podano w tabeli 12, s. 81).

RYSUNEK 11: Chromatogram przedstawiajgcy olejek eteryczny otrzymany w drodze
destylacji z wodg igiet proby OT11 (kolumna HP101)
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Chromatogram wygenerowany przez oprogramowanie ChromNET, uzyskany wyniku nastrzyku olejku w heksanie na kolumne
HP101 (warunki analizy podano w tabeli 12, s. 81).
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RYSUNEK 12: Chromatogram przedstawiajgcy profil SPME zwigzkéw
monoterpenowych w igtach proby SA6 (kolumna HP101)

c c
g g 2
5 $ S
c
[mv] %) T = E
c w B § =
E—- > a 5 -
] S X
5 827] 2 % S
] L b g )
] & = 8
] & g = &
1 =
] & 2 2 g
] E kS E
4.63] = ° ]
3 5
3.5 £
2 a
] IS
] @
b ho!
] o
] £
] 5]
2277 § c 35
9 [} Q
] Q £ N
] c Q Q c
] o) Iy ju o
] E 2 <
] 3 = s
1 087 2
01 L 77“ A N A | \MJ;J_M
B hs by has "6 [min]

Chrc;matogram wygenerowany przez oprogramowanie ChromNET, uzyskany w wyniku heaspace SPME znad rozdrobnionych
igiet préby jatowca SA6 (warunki analizy podano w rozdziale “Przebieg headspace SPME”, s. 79). na kolumnie HP101.

RYSUNEK 13: Chromatogram przedstawiajgcy profil SPME zwigzkéw
monoterpenowych w igtach proby SA2 (kolumna HPChiral)
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Chromatogram wygenerowany przez oprogramowanie ChromNET, uzyskany w wyniku heaspace SPME znad rozdrobnionych
igiet proby jatowca SA2 (warunki analizy podano w rozdziale “Przebieg headspace SPME”, s. 79). na kolumnie HPChiral.
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4.6.Powtarzalnos¢ procedury HS SPME-GC

Jak juz wspomniano wczes$niej uzywana technika HS SPME nie daje mozliwosci
ilosciowego oznaczenia analitdw lotnych. Stad tez niemozliwe staje sie
przeprowadzenie walidacji, ktorg standardowo wykonuje sie w innych typowo
ilosciowych metodach analitycznych. W toku niniejszych analiz HS SPME mozna
potraktowac jako “potilosciowq” technike oznaczania zwigzkéw lotnych w olejkach. Nie
jest to jednak przeszkodg w przypadku analizy olejkow eterycznych, gdyz wiekszos¢
norm dla olejkbw okresla w nich jedynie wzgledng zawartoS¢ procentowg
poszczegolnych sktadnikdw (normy takie okreslajg monografie farmakopealne). HS
SPME jest zatem doskonaltym narzedziem w przypadku skfadnikow olejkéw
roslinnych, jako szybka metoda screeningu surowca roslinnego pod katem zawartosci
zwigzkow o pozadanej aktywnosci biologicznej.

Niemniej jednak do oceny przydatnosci tej metody istotne wydaje sie zbadanie
jej powtarzalnosci dla badanego surowca roslinnego. Badanie takie przeprowadzono
zaréwno dla oznaczen w warunkach achiralnych, jak i chiralnych, dla dwéch rodzajow
uzywanego w badaniach surowca — szpilek i szyszkojagdéd J. communis, traktujac je
jako dwie odmienne matryce do analizy. R6znig sie one strukturg i wielkoscig utworow
wydzielniczych produkujgcych i gromadzacych olejek. Prawdopodobne jest wiec, ze
specyfika ich budowy anatomicznej moze mie¢ wptyw na powtarzalnos¢ procedury

ekstrakciji i analizy chromatograficznej.

Celem zbadania powtarzalnosci HS SPME GC losowo wyselekcjonowano proby
igiet i szyszkojagdd jatowca pospolitego — w przypadku analiz achiralnych byty to
odpowiednio OT-OPT oraz SA9, w przypadku analiz na ztozu enancjoselektywnym —
SD10 i SA7. Procedura postepowania z probami byta identyczna jak opisana w
rozdziale “Przebieg HS SPME” (s. 79). Oznaczenia we wszystkich przypadkach
prowadzono przez kolejne 11 dni, otrzymujgc tym samym 11 powtorzen tych samych
pomiarow dla kazdego surowca i kolumny chromatograficznej. Wyniki watpliwe
odrzucano przyjmujac kryteria testu Q-Dixona (znanego takze jako test Q lub test
Dixona) z prawdopodobienstwem na poziomie 95%. Szczegotowe dane wyjsciowe
otrzymane w wyniku badania powtarzalnosci metody zamieszczono w rozdziale
“Suplement A — Wyniki analiz chromatograficznych” w tabelach 37, 38, 39, 40,
natomiast w tabeli 13 ponizej znajduje sie zestawienie obejmujgce Srednie oraz
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odchylenia standardowe dla poszczegdlnych zwigzkéw monoterpenowych igiet i

szyszkojagdd prob uzytych do badan powtarzalnosci.

TABELA 13: Zestawienie wynikow badan powtarzalnosci procedury headspace
SPME-GC w warunkach achiralnych i chiralnych dla badanych surowcéw ro$linnych
wykorzystywanych w toku realizacji pracy

ANALIZY ACHIRALNE wzgledna zawarto$¢ procentowa [%]

Zwiazek +odchylenie standardowe (wsp6tczynnik zmiennosci)
igty proby OT-OPT szyszkojagody proby SA9
a-tujen 0,18+0,03 (14,31) -
a-pinen 74,46+1,08 (1,45) 57,44%+1,79 (3,11)
kamfen 2,66+0,10 (3,77) 0,32+0,02 (6,22)
sabinen 0,29+0,03 (9,44) -
[-pinen 3,09+0,17 (5,62) 2,41+0,15 (6,20)
mircen 2,65+0,16 (6,24) 18,11+0,21 (6,65)
a-felandren 3,04+0,30 (8,60) -
karen 1,30+0,16 (12,71) -
p-cymen+a-terpinen 0,23+0,06 (28,91) 0,06+0,01 (16,40)
limonen 9,85+0,74 (7,57) 20,38+0,06 (4,24)
y-terpinen - 0,04+0,01 (17,35)
terpinolen 0,58=+0,05 (8,00) 0,74+0,07 (9,72)
terpinen-4-ol 0,12+0,03 (26,97) 0,14+0,04 (15,31)
ANALIZY CHIRALNE wzgledna zawarto$¢ procentowa [%]
Zwiazek +odchylenie standardowe (wspdtczynnik zmienno$ci)
igly proby SD10 szyszkojagody proby SA7
(-)a-pinen 13,51+0,61 (4,50) 40,05+0,13 (7,73)
(+)a-pinen 20,05%0,59 (2,96) 1,31%+0,16 (11,96)
mircen 5,43+0,16 (2,92) 41,73+2,06 (4,94)
(+)sabinen 48,26+0,34 (3,48) 7,09%+1,09 (15,38)
(+)3-karen 2,22+0,34 (15,15) -

a-felandren+a-terpinen

0,88+0,05 (5,57)

(+)B-pinen - -
(-)B-pinen 1,09+0,05 (6,06) 2,74+0,26 (9,64)
(-)limonen 0,71%0,05 (6,90) 0,91+0,09 (10,27)
(+)limonen 2,55+0,14 (5,51) 4,51+1,09 (42,16)
y-terpinen - -
terpinolen 2,65+0,24 (9,10) 13,51+0,61 (13,15)
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Z wynikow zestawionych w tabeli 9 wynika wyraznie zaleznos¢ pomiedzy
powtarzalnoscig zastosowanej procedury analitycznej HS SPME-GC a matryca, z
ktorej pozyskiwano sktadniki lotne o charakterze monoterpenéw. Jako miare
powtarzalnosci przyjeto odchylenie standardowe oraz wspétczynnik zmiennosci (W.),
ktory, aby metode mozna byto uzna¢ za powtarzalng powinien ksztattowac sie na
poziomie do 5% (przy czym poziom 10% mozna uznac jeszcze jako akceptowalny).
Wartosci W, dla matrycy, jakg sg liscie szpilkowe J. communis sga mniejsze niz
odpowiadajgce im W, dla szyszkojagéd. Wynika to prawdopodobnie ze specyfiki
budowy anatomicznej struktur olejkowych w tych organach rosliny — schizogenowe
przewody olejkowe w szpilce sg zdecydowanie lepiej dostepne niz zbiorniki o tym
samym pochodzeniu w szyszkojagodzie rosliny. Ponadto wielkos¢ i masa
pojedynczych igiet pozwalajg na lepsze usrednienie badanej niewielkiej préby
materiatu (100mg) uzywanej do ekstrakcji zwigzkéw lotnych, podczas, gdy na badang
probe 100mg jagdd sktadajg sie zwykle 2-3 sztuki, co moze powodowac w przypadku
niektérych zwigzkéw (oznaczenia (+)sabinenu czy (+)limonenu na kolumnie chiralnegj
HPChiral) do$¢ znaczne réznice w badaniu powtarzalnosci. Znane sg bowiem dane
wskazujace na wahania zawartosci monoterpenoéw pomiedzy pojedynczymi igtami czy
lisSémi w obrebie jednej rosliny w zaleznosci od pozycji na todydze (Rohloff, 1999;
Chvilickova i Kuban, 2004). Wysokie W, (powyzej 10%) sa tez bezposrednio zwigzane
Z niskg zawartoscig procentowg niektorych monoterpenéw — im mniej danego
zwigzku, tym mniejsza powtarzalnos¢ metody i w zwigzku z tym wyzszy W,. Losowos¢
wyboru préb do badan nie pozwolita na doktadne zbadanie powtarzalnosci oznaczen
takich zwigzkéw jak o-felandren, 0-3-karen i y-terpinen, gdyz zawartos¢ ich w

badanym surowcu byta znikoma.

Rohloff w przypadku badan pojedynczych lisci miety pieprzowej stwierdzit niskg
powtarzalnos¢ HS SPME-GC/MS - odchylenie standardowe wynosito od 8 do 23%.
Pomimo takiego wyniku postulowat uzycie tej techniki jako metody screeningowej dla
surowca roslinnego (Rohloff, 1999). Z drugiej strony w przypadku drewna Picea abies
inny zespdt badawczy otrzymat bardzo wysokg powtarzalno$¢ ze wspotczynnikiem
zmienno$ci wzglednych zawartosci procentowych poszczegolnych terpendow nie
przekraczajacym 5% (Wajs i in., 2006). Bicchi testujgc rézne ztoza dla czterech
olejkowych roslin leczniczych okreslit powtarzalno$¢ na poziomie miedzy 6,5% dla
bardziej lotnych sktadnikéw a 2,5% dla stabiej lotnych (Bicchi i in., 2000). ChviliCkova i
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Kuban podkreslaja, ze staba powtarzalnosé¢ wynikéw ekstrakcji  weglowodorow
monoterpenowych metodg HS SPME moze by¢é powodowana stratami (parowaniem)
tych zwigzkédw na poszczegdlnych etapach procesu, szczegdlnie w trakcie
rozdrabniania (Chvilickova i Kubar, 2004). Dla gtéwnych sktadnikow J. communis W,
nie przekraczajg 5%. Takie wyniki badan powtarzalnosci pozwalajg na zastosowanie

HS SPME jako szybkiej metody diagnostycznej dla surowcow olejkowych.

4.7.0ptymalizacja metody headspace SPME-GC (cel pochodny 1)

W przypadku rutynowych analiz surowcow olejkowych SPME moze sta¢ sie
szybkg i relatywnie niedrogg alternatywg klasycznej metody oznaczania sktadnikéw
olejkobw po uprzedniej destylacji. Nalezy podkresli¢, Zze okreslenie “metoda
alternatywna” nie oznacza tutaj, ze technikg SPME mozna pozyskac¢ olejek w sensie
fizycznym. Oznacza to, ze mozna jg =zastosowaé zamiast dtugotrwatego i
wymagajgcego wiekszej ilosci surowca procesu otrzymywania olejku w przypadku,
gdy zamystem analityka jest ocena sktadu konkretnego surowca pod katem zawartosci
zwigzkéw lotnych. W takim przypadku SPME staje sie technikg umozliwiajgcg
“screening” surowca roslinnego pod katem jego przydatnosci do dalszych analiz.

SPME jest technikg niezwykle uzyteczng i powtarzalng pod warunkiem dobrania
i zoptymalizowania jej kluczowych parametrow. Stad tez pierwszym etapem badan
byta optymalizacja wybranych warunkéw SPME. Tradycyjny dobdr warunkéw metody
analitycznej polega na wykonaniu wielu eksperymentow i doborze wartosci kazdego
parametru indywidualnie. Przy wielu zmiennych przyjmujacych po kilka wartosci staje
sie niezwykle czasochtonny a czasem wrecz niemozliwy. Alternatywng w takim
przypadku moze sta¢ sie stosowana w procesach przemystowych metoda Taguchi

wynaleziona w 1987 roku (Taguchi, 1987).
Podstawy teoretyczne optymalizacji wedlug Taguchi

Metody Taguchi stosowane sg z powodzeniem od lat 80 w optymalizaciji
procesow przemystowych (Noori, 1998), ale z czasem zaczety by¢ takze stosowane w
doborze parametréw proceséw w skali laboratoryjnej. Zastosowano je miedzy innymi
w optymalizacji warunkdw RAPD-PCR (Cobb&Clarkson, 1994), doborze optymalnego
buforu w dwuwymiarowej elektroforezie poliakrylamidowej biatek (Khoudoli i in., 2004),
warunkow procedury ELISA (Jeney i in., 1999). Istotg techniki Taguchi (i jednocze$nie
cechg, ktéra odréznia jg od tradycyjnej metody optymalizacji) jest stosowanie duzej
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liczby wielkosci wejsciowych (czyli innymi stowy wielu parametréw procesu
przyjmujgcych wiele wartosci) w jak najmniejszej liczbie eksperymentéw. Jej podstawy
matematyczne sg do$¢ skomplikowane, jednak zastosowanie jej z uzyciem pakietu
Statistica 7.1 (StatSoft, 2005) jest mozliwe dla przecietnego uzytkownika. Wystarczy

znac jej kluczowe zatozenia, wsrod ktorych wymienic nalezy:
1. koncepcje funkcji straty jakosci,
2. uzycie wspotczynnika stosunku sygnatu do szumu (oznaczonego S/N),

3. uzycie tablic ortogonalnych (StatSoft, 1995).

Jako$¢ i funkcja straty. Wedtug autorow programu Statistica (StatSoft, 1995) nie tatwo

jest zdefiniowaé “jako$¢”. Mozna jednak postuzy¢ sie przeciwienstwem definicji
‘jakos¢” - czyli stratg poniesiong przez uzytkownika (dotyczy to produktow
otrzymywanych w drodze procesu przemystowego) z powodu usterek funkcjonalnych i
szkodliwych efektéw ubocznych danego produktu. JakoS¢ mozna wiec mierzy¢
poprzez te strate — im wyzsza jest strata, tym jakos¢ produktu maleje. Konwencjonalne
metody optymalizacji procesow przemystowych zaktadaja, ze funkcja utraty jakosci ma
charakter nieciggty tzn. ze dopoki usterki w procesie produkcyjnym mieszczg sie w
zatozonej granicy tolerancji to nie ma utraty jakosci. Innymi stowy — w przedziale
tolerancji utrata jakosci jest pomijalna, natomiast po wyjsciu poza ten przedziat jest
nieakceptowalna. Z punktu widzenia uzytkownika nie jest to podejscie wiasciwe, gdyz
drobne usterki mieszczace sie w granicach tolerancji zmniejszajgq satysfakcje
uzytkownika, a wiec powodujg utrate jakosci produktu. Metoda Taguchi zaktada wiec,
ze funkcja utraty jako$ci nie jest liniowg funkcjg odchylenia od nominalnej specyfikaciji,
lecz funkcjg kwadratowg. Oznacza to, ze stopniowe odchylenie procesu produkcji od
specyfikacji nie skutkuje liniowg utratg jakosci, a raczej podniesiong do kwadratu.
Podsumowujgc — w procesie produkcyjnym nalezatoby dgzyé do zminimaliowania

kwadratéw odchylen wokét idealnej (nominalnej) specyfikacji (StatSoft, 1995).

Wspétczynnik stosunku sygnatu do szumu. Sygnatem (S — ang. signal factors) w

rozumieniu metody Taguchi sg czynniki, ktére pozostajg pod kontrolg uzytkownika w
celu spetnienia okreslonej funkcji. Szumem (N — ang. noise factors) zdefiniowaé
mozna wszystkie czynniki zaktocajgce uzytkowanie produktu i pozostajgce poza

kontrolg uzytkownika. Celem optymalizacji Taguchi jest zminimalizowanie odpowiedzi
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produktu na sygnaty szumowe i jednoczesne zmaksymalizowanie zmiennoSci
odpowiedzi na czynniki zaliczane jako sygnaty. Wyraza sie to w dazeniu do
zmaksymalizowania wspotczynnika sygnatu do szumu (S/N — ang. signal-to-noise-
ratio). Waznym aspektem takiego procesu optymalizacji jest znalezienie takich
czynnikdbw znajdujgcych sie pod kontrolg (wielkosci wejsciowych lub sterujacych),
ktore spowodujg wzrost S/N. Idealny produkt pownien odpowiadac tylko na sygnaty i
nie reagowac na czynniki losowe. W metodzie Taguchi mozliwych jest kilka strategii

postepowania w przypadku S/N (StatSoft, 1995).

W przypadku optymalizacji techniki HS SPME jako czynniki stanowigce sygnat
(czyli zmienne wejsciowe) potraktowano parametry termiczne i czasy trwania
poszczegolnych etapow procesu: preinkubacji, absorpcji i desorpcji. Czynniki
stanowigce szum to wahania temperatury prébki w trakcie trwania procesu ekstrakcji
czy mate réznice w czasie trwania tych etapéw. Wybrano dwa modele obliczania S/N
w zaleznosci od strategii optymalizacji (opisanych w dalszych czesciach rozdziatu) —
.m-wieksze—tym-lepsze” (ang. the-larger-the-better) oraz ,im-mniejsze—tym-lepsze”

(ang. the-smaller-the-better).

Tablice ortogonalne. Taguchi w swojej metodzie opracowat system planow
doswiadczalnych, ktére umozliwiajg obliczenie maksymalnej liczby nieobcigzonych
czyli ortogonalnych efektow przy niewielkiej liczbie uktadéw planu (StatSoft, 1995).
Aby uzmystowi¢ sobie wyzszo$¢ optymalizacji Taguchi nad tradycyjnym procesem
doboru parametréw wystarczy dokonacC prostej kalkulacji. W przypadku potrzeby
optymalizacji 4 zmiennych, ktore majg przyjmowa¢ 4 poziomy wartosci w
konwencjonalnej metodzie optymalizacji nalezatoby przeprowadzi¢ 4* = 256
niezaleznych uktadéw doswiadczalnych (eksperymentéw). Taguchi w takim przypadku
proponuje zastosowanie tablicy ortogonalnej L'16, co skutkuje koniecznoscig

przeprowadzenia 16 eksperymentow w dwoch powtdrzeniach.

Efektem prawidtowo przeprowadzonej optymalizacji Taguchi jest wykres srednich
wartosci S/N wzgledem wartosci czynnikéw. Najwyzsza warto$¢ S/N moze byc¢
odczytana z wykresu — w ten sposob okresla sie poziom danej zmiennej wejsciowej.
W ustalonych w ten sposdb warunkach przeprowadza sie eksperyment weryfikujacy,
wylicza rzeczywistg wartos¢ S/N i poréwnuje sie jg z wartoSciami przewidywanymi.
Zgodnos¢ obu wartosci potwierdza poprawnos¢ dobranych w ten sposob warunkow.

Odchylenia wartosci rzeczywistej od przewidywanej wymagajg rozwazenia
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zastosowania modelu optymalizaciji, ktory bierze pod uwage interakcje dwuczynnikowe
i wyzszego rzedu (StatSoft, 1995).

Optymalizacje procesu HS SPME przeprowadzono w nastepujgcych etapach:

1. W oparciu o dostepnag literature z zakresu SPME i opisane aplikacje tej metody
wybrano wartosci wejsciowe, a wiec takie, ktore majg kluczowe znaczenie dla
jakosci  sygnatu (w tym wypadku sygnatem jest wynik analizy
chromatograficznej). Jako zmienne zalezne potraktowano: czas preinkubacji
(przy czym zatozono, ze temperatura preinkubacji bedzie taka sama, jak ta, w
ktorej przeprowadza sie absorpcje), temperature absorpciji, czas absorpciji, czas
desorpcji. Kazda z nich przyjmowata cztery wartosci, ktoére przedstawiono w
tabeli 10.

TABELA 14:WartoSci parametrow wejSciowych (zmiennych niezaleznych) do
procesu optymalizacji SPME metoda Taguchi

A B C D
Czas preikubacji Temperatura czas absorpcji Czas desorpcji
absorpciji
1 (5min) 1 (30°C) 1 (30s) 1 (30s)
2 (10min) 2 (40°C) 2 (1min) 2 (1min)
3 (20min) 3 (50°C) 3 (2 min) 3 (2 min)
4 (30min) 4 (60°C) 4 (5min) 4 (5min)

2. Dla uktadu, w ktérym cztery zmienne wejsciowe przyjmujg kazda po 4 wartosci
zastosowano tablice ortogonalng L'16 oferowang przez pakiet Statistica 7.0
(tabela).

TABELA 15: Plan doswiadczen wedtug metody Taguchi — macierz ortogonalna

L'16.
Uktad A B C D
CZAS TEMPERATURA CZAS ABSORPCJI CZAS DESORPCJI
PREINKUBACJI ABSORPCJI
1 1 (5min) 1(30°C) 1 (30s) 1 (30s)
2 1 (5min) 2 (40°C) 2 (1min) 2 (1min)
3 1 (5min) 3 (50°C) 3 (2 min) 3 (2 min)
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Uktad A B C D
CzZAS TEMPERATURA CZAS ABSORPCJI CZAS DESORPCJI
PREINKUBACJI ABSORPCJI
4 1 (5min) 4 (60°C) 4 (5min) 4 (5min)
5 2 (10min) 1 (30°C) 2 (1min) 3 (2 min)
6 2 (10min) 2 (40°C) 1 (30s) 4 (5min)
7 2 (10min) 3 (50°C) 4 (5min) 1 (30s)
8 2 (10min) 4 (60°C) 3 (2 min) 2 (1min)
9 3 (20min) 1(30°C) 3 (2 min) 4 (5min)
10 3 (20min) 2 (40°C) 4 (5min) 3 (2 min)
11 3 (20min) 3 (50°C) 1 (30s) 2 (1min)
12 3 (20min) 4 (60°C) 2 (1min) 1(30s)
13 4 (30min) 1 (30°C) 4 (5min) 2 (1min)
14 4 (30min) 2 (40°C) 3 (2 min) 1 (30s)
15 4 (30min) 3 (50°C) 2 (1min) 4 (5min)
16 4 (30min) 4 (60°C) 1 (30s) 3 (2 min)

Optymalizacje SPME wedtug powyzszego planu wykonano z wykorzystaniem
igiet préby oznaczonej symbolem OT-OPT. Do fiolek z ciemnego szkta zaopatrzonych
w nakretke z neutralng septg silikonowo-teflonowg odwazono po 100+5mg igiet
badanej proby. Wykonano 16 eksperymentéw — kazdy z nich opatrzony jest numerem
(tabela 15) i =zawiera unikalny zestaw wartosci czterech optymalizowanych
parametrow. Aby proces optymalizacji mozna byto uzna¢ za wiarygodny kazdy z
uktadow powtdrzono stosujac przypadkowq kolejnos¢ (tgcznie przeprowadzono 32
doswiadczenia). Schemat postepowania eksperymentalnego przedstawiony jest na
rysunku 14.

Jednoczesnie z tak samo przygotowanego materiatu roslinnego (igiet préby OT-
OPT) otrzymano olejek eteryczny metodq destylacji z woda, opisang w rozdziale
,Otrzymywanie olejkow eterycznych metodg destylacji’ (s. 79). Olejek ten po destylaciji
poddano analizie chromatograficznej analogicznie jak w przypadku SPME. Wyniki

analiz olejku wykorzystano dalej w jednej z przyjetych strategii optymalizacji.
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RYSUNEK 14: Schemat postepowania eksperymentalnego HS SPME-GC w
optymalizacji metodq Taguchi

Igty jatowca 100+5mg

> Rozdrabnianie w mtynku
analitycznym przez 10s

v

Preinkubacja

T jak w przypadku absorpcji .

t — w zaleznosci od uktadu
doswiadczalnego

Absorpcja
T it— w zaleznosci od uktadu
doswiadczalnego

Desorpcja
T-220°C

t — w zaleznosci od uktadu
dos$wiadczalnego

v

Analiza chromatograficzna
W programie temperaturowym

240°C

50°C 4min _~~ 10°C/min

Ar 40kPa, split 1:50 od 1min.
T inj. 220°C, T det. 250°C

*czcionka pogrubiong zaznaczono etapy procesu headspace SPME, ktére byly optymalizowane w procesie Taguchi

3. Obliczono zmienne zalezne dla przyjetych strategii optymalizacji i wyznaczania
S/N.

W opisie podstaw teoretycznych procesu optymalizacji Taguchi wspomniano, ze
w zalezno$ci od wybranej strategii optymalizacji, wspotczynnik S/N (nazywany tez
czesto Eta) mozna oblicza¢ w rézny sposob. W trakcie planowania doswiadczenia

przyjeto dwie strategie optymalizacji warunkow HS SPME:
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podobienstwa profilu GC zwigzkéw ekstrahowanych metodg SPME do profilu

olejku otrzymanego w drodze destylacji z woda,
jak najwiekszej ilosci pikdw zwigzkéw o charakterze monoterpenowym.

W pierwszym przypadku zatozono, ze jesli HS SPME ma by¢ zastosowana jako
szybka metoda oceny surowca olejkowego, to profil chromatograficzny zwigzkéw z HS
SPME powinien w miare wiernie odzwierciedlac profil olejku otrzymanego z tego
samego surowca. Chromatogramy zwigzkdw monoterpenowych olejku i HS SPME
porownywano wiec, a jako zmienne zalezne (mierzone) wybrano dwie wielkosci —
wspotczynnik korelacji oraz sume odchylen kwadratowych wzglednych zawartosci
procentowych poszczegdlnych monoterpendéw z SPME w stosunku do ich zawartosci

w olejku.

Druga strategia optymalizacji zaktadata, ze optymalny chromatogram otrzymany
w toku analiz zwigzkow z HS SPME powinien zawiera¢ mozliwie duzg ilos¢ pikow
zwigzkéw monoterpenowych. W tym przypadku jako parametr mierzony przyjeto ilos¢
pikdbw zwigzkéw monoterpenowych. Zastosowane strategie oraz odpowiadajgce im

zmienne niezalezne przedstawiono w tabeli 16.

TABELA 16: Strategie optymalizacji oraz zmienne zalezne w procesie optymalizacji
HS SPME wg Taguchi

Strategia optymalizacji (strategia Wielkos$¢ mierzona (zmienna
obliczania S/N) zalezna)

Podobienstwo profilu SPME do

1 olejku eterycznego (im-mniejszy- suma odchylen standardowych

tym-lepszy)

Podobienstwo profilu SPME do

2 olejku eterycznego (im-wiekszy-tym wspotczynnik korelacji

-lepszy)
3 Duza ilos¢ pikow zwigzkow 08¢ pikow
monoterpenowych

Za pomocg pakietu Statistica obliczono warto$¢ S/N (wartos¢ Eta) z uzyciem

WZOrow:

a) dla strategii “im-wiekszy-tym-lepszy”
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Eta=-10-log,, ! z Lz)
y

n

b) dla strategii “im-mniejszy-tym-lepszy”

%'Zyz)

Eta=-10-log,,

gdzie:
n — liczba pomiarow dla danego uktadu doswiadczalnego
y — zmienna zalezna

Strategia obliczania wspotczynnika S/N “im-wigkszy-tym-lepszy” powinno sie
uzywac w przypadku, gdy zalezy nam na maksymalizacji pozadanych cech produktu
(w przypadku optymalizacji SPME ilos¢ pikow oraz wspoétczynnik korelacji),
natomiast “im-mniejszy-tym-lepszy” gdy pozadana jest minimalizacja wystgpienia
pewnych niepozadanych cech (w przypadku SPME minimalizacja odchylenia
standardowego zawartosci procentowych monoterpenéw w stosunku do olejku

eterycznego).

4. W pakiecie Statistica obliczono wspotczynniki S/N. Kazdy zestaw warunkéw
optymalnych dla danej strategii optymalizacji charakteryzuje sie okreslong
wielkoscig oczekiwanego S/N, czyli takiego, ktéry powinno sie otrzymac
przeprowadzajac analize w tych warunkach.

5. Sprawdzono poprawnos¢ procedury poprzez przeprowadzenie eksperymentu
weryfikujgcego w warunkach optymalnych dla kazdej z trzech strategii. Kazdy
eksperyment  weryfikujgcy powtérzono  dwukrotnie. Po  zestawieniu
eksperymentalnych i oczekiwanych Eta przyjeto ostatecznie parametry
poszczegolnych etapow HS SPME.

Optymalizacje procedury HS SPME przeprowadzono dla igiet J. communis. Te
same warunki zastosowano takze w przypadku szyszkojagdéd tej rosliny. Celowo
pominieto proces optymalizacji, gdyz tylko zastosowanie tych samych warunkéw

ekstrakcji i analiz daje mozliwos¢ porédwnania wynikdw miedzy surowcami.

94



CZESC DOSWIADCZALNA

4.8.Badania porownawcze olejku otrzymanego metoda destylacji z woda i
metoda HS SPME (cel pochodny 2)

Ten etap badan miat na celu poréwnanie sktadu procentowego olejku
otrzymanego metodg destylacji oraz sktadnikdéw otrzymanych technikg HS SPME ze
struktur olejkowych badanego materiatu. Dodatkowo 2z prob komercyjnych
szyszkojagdd przeprowadzono HS SPME znad olejku rozciehczonego 100 razy
alkoholem etylowym.

Destylacja i mikroekstrakcja sktadnikow o charakterze monoterpenowym

W badaniach poroéwnawczych wykorzystano 17 préb igiet J. communis
zebranych z préb ze stanowisk naturalnych oraz 5 préb szyszkojagod dostepnych na
rynku zielarskim w Polsce (tabela 10, s. 69). Dla kazdej z badanych préb
przeprowadzono kolejno:

1. destylacje olejku eterycznego z woda,
2. HS SPME znad rozdrobnionego materiatu (por. ,Przebieg HS SPME”, s. 79),

3. HS SPME znad olejku z szyszkojagdd — czysty olejek z szyszkojagod
rozcienczano 100x etanolem do objetosci koncowej 2ml. W przypadku ztoza
PDMS nie dopuszcza sie mozliwosci stosowania rozpuszczalnikow
organicznych, stad koniecznos¢ uzycia alkoholu.

Procedure postepowania w toku realizacji tego celu pracy przedstawiono na
rysunku 15.

Wyniki surowe otrzymane w wyniku analiz porébwnawczych zawarto w tabelach
42143 w “Suplemencie A” (s. 208 i 209).
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RYSUNEK 15: Schemat postepowania eksperymentalnego w badaniach
porownawczych profilu HS SPME i olejku eterycznego

Suszone igly i szyszkojagody J. communis

Surowiec do SPME
przechowywany w -20°C do
czasu analizy

Destylacja olejku eterycznego
z wodg (wg FPVI)

SPME
preinkubacja 60°C, 10min
absorpcja 60°C, 5min
desorpcja 220°C, 2min

i ,

Analiza chromatograficzna
w programie temperaturowym

240°C

50°C 4min 10°C/min

Ar 40kPa, split 1:50 od 1min.
T inj. 220°C, T det. 250°C

4.9.Analiza zréznicowania fitochemicznego badanych préb J. communis (cel
pochodny 3)

Badanie zrdéznicowania fitochemicznego w obrebie i pomiedzy populacjami
przeprowadzono dla 76 préb igiet oraz 58 prob szyszkojagdd J. communis. Pierwszym
etapem badan byta analiza wzglednej zawartosci procentowej zwigzkéw frakciji
monoterpenowej na ztozu o charakterze achiralnym (kolumna HP101). Etap ten
umozliwit wstepng klasyfikacje préb pod katem zawartosci gtownych sktadnikow

monoterpenowych i w efekcie doprowadzit do wyodrebnienia tzw. ras chemicznych
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(zwanych tez czesto w literaturze chemotypami) w badanej puli prob. Na podstawie
wybranych kryteridow (por. tabela 22, s. 138) pule badanych préb podzielono na 3
chemotypy. Z zaklasyfikowanych w ten sposéb préb wyselekcjonowano 42 préby do
dalszych analiz pod katem zawartosci izomeréw optycznych poszczegdlnych
zwigzkéw monoterpenowych. Wybor tylko czesci prob do analizy chiralnej

podyktowany byt czasochtonnoscig analiz na ztozu cyklodekstrynowym.

Zaréwno w przypadku analiz na ztozu achiralnym i chiralnym jako metode
pozyskiwania zwigzkéw lotnych z igiet i szyszkojagod jatowca zastosowano metode
HS SPME GC. Wszystkie warunki byty identyczne, jak opisane w rozdziale ,Przebieg
HS SPME” (s. 79).

Szczegotowe dane wyjsciowe obejmujgce wzgledne zawartosci procentowe
poszczegolnych zwigzkéw monoterpenowych oznaczone na kolumnie HP101 znajdujg
sie w rozdziale ,Suplement A — Wyniki analiz chromatograficznych” w tabelach 44 i 45
(s. 210 i 214). Wyniki analiz uwzgledniajgce zawarto$¢ izomeréw optycznych

badanych monoterpendw przedstawione sg w tabeli 46 (s.217).
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5. Metodyka analiz genetycznych

Uwzgledniajgc zalety i wady markerow molekularnych najczesciej stosowanych
w analizie genomoéw roslinnych (por. rozdziat ,Markery molekularne w badaniach
roslin,, s. 43) autorka zdecydowata, ze w przypadku okreslenia zréznicowania w
obrebie i pomiedzy badanymi nizinnymi populacjami J. communis (cel pochodny 4)
zastosowana zostanie metoda RAPD (ang. Random Amplified Polymorphic DNA)
PCR. Wypadkowg realizacji celéw posrednich 3 i 4 byta proba znalezienia korelacji
pomiedzy wynikami uzyskanymi w drodze RAPD oraz HS SPME (a wiec pomiedzy
informacjq fitochemiczng i genetyczng). W analizie RAPD wykorzystano 42 préby igiet,
tych samych préb, ktére poddano analizie chromatograficznej na ztozu chiralnym (por.
tabela 10, s.69). Sposdb postepowania z materiatem roslinnym opisano w czesci

.,Materiat roslinny: Proby do analizy genetycznej’ (s. 67).

W przypadku analiz poréwnawczych majacych na celu wyjasnienie rangi
systematycznej J. communis oraz J. nana jako marker molekularny wybrano
niekodujaca sekwencje tacznika trnL-trnF chloroplastowego DNA (cpDNA). Do
realizacji tego celu rozprawy (cel pochodny 5) autorka wybrata 40 préb J. communis
oraz J. nana (por. tabela 10, s.69).

Etapy izolacji, szacowania ilosci i jakosci catkowitego DNA genomowego po
izolacji oraz rozdziatu elektroforetycznego produktow amplifikacji PCR byty identyczne
w przypadku celu pochodnego 4 i 5, dlatego opis tych procedur dotyczy wszystkich
analiz genetycznych przeprowadzonych dla préb jatowca.

5.1.1zolacja catkowitego DNA genomowego i ocena jego jakosci i ilosci
Izolacja catkowitego DNA genomowego

Wybér metody izolacji DNA genomowego z roslin jest nierozerwalnie zwigzany
ze specyfikg fitochemiczng badanego surowca roslinnego, czyli z zawarto$cig w nim
metabolitéw, ktére mogg interferowa¢ z DNA i w nastepstwie uniemozliwiaC jego
skuteczng amplifikacje czy klonowanie. Udowodniono miedzy innymi, ze
polisacharydy moga uniemozliwia¢ amplifikacje wyizolowanego DNA poprzez
blokowanie aktywno$ci polimerazy Taq. Mogg one takze ulegac¢ koprecypitacji z DNA

po dodaniu alkoholu w trakcie izolacji, tworzac roztwory o wysokiej lepkosci i tym
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samym uniemozliwiajgc zastosowanie takiej jakosci DNA w hybrydyzacji typu
Southern (Sharma i in., 2002). Polifenole i tanniny biorg udziat w degradacji DNA
poprzez wigzanie sie do DNA po lizie sciany komérkowej (John, 1992). Duze
znaczenie w przypadku izolacji DNA roslinnego ma takze sposéb przechowywania
materiatu po zbiorze. Wiekszos¢ dostepnych protokotow izolacji zaleca stosowanie
Swiezych tkanek (Sharma i in., 2002).

Licie szpilkowe J. communis sg materiatem roslinnym, ktory przysparza wielu
trudnosci w izolacji wysokiej jakosci DNA genomowego. Wynika to ze specyfiki
budowy tego materiatu. Gruba warstwa woskéw na powierzchni licia szpilkowego
oraz jego niewielka powierzchnia i zwarta budowa stwarza problem na etapie
rozdrabniania w trakcie izolacji. Dodatkowym problemem jest zawartosc
niepozadanych, z punktu widzenia izolacji DNA, zwigzkéw chemicznych — woskéw
oraz sktadnikow olejku eterycznego, ktdére mogg wigza¢ sie do DNA i skutecznie
hamowac reakcje amplifikacji. W prowadzonych badaniach przetestowano kilka metod
izolacji catkowitego DNA z roslin: z PVP, ktéry tworzac kompleksy z polifenolami
uniemozliwia ich wigzanie sie¢ do DNA (Kim i in., 1997), z CTAB (Doyle i Doyle, 1987)
wedtug zmodyfikowanego protokotu opisanego przez Dobrzanskg (Dobrzanska, 1995)
oraz z zastosowaniem komercyjnych zestawéw do izolacji DNA — Wizard Genomic
DNA Purification Kit (Promega, USA) oraz DNA Genomic Mini AX Plant (A&A
Biotechnology, Polska). Pomimo, iz metoda z PVP jest zalecana do izolacji DNA
genomowego z ro$lin reprezentujacych rodzine Pinaceae oraz Cupressaceae, w
przypadku badanych préb J. communis nie przyniosta satysfakcjonujgcych rezultatow
jakosciowych i ilosciowych. Reszta stosowanych technik izolacji dawata dobre
rezultaty, wiec szacujgc stosunek czasochtonnosci i kosztow procedury izolacji oraz
jakosci i ilosci otrzymanego DNA genomowego zdecydowano, ze w w badaniach
zastosowany zostanie komercyjny zestaw DNA Genomic Mini AX Plant nr kat. 050-60
(A&A Biotechnology, Polska). Procedure izolacji przeprowadzono wedtug instrukciji

zatgczonej przez producenta poprzedzong nastepujgcymi etapami:

1. Liscie szpilkowe w liczbie 3-4 (~20-30mg) umieszczono w 1,5ml probéwce typu
Eppendorf i rozdrobniono przy pomocy plastikowej szpatutki (Eppendorf,
Niemcy). W trakcie rozcierania probowki zamrazano poprzez zanurzenie na
kilkka sekund w ciektym azocie, aby nie dopusci¢ do rozmrozenia roztartego
materiatu.
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2. Po osiggnieciu odpowiedniego stanu rozdrobnienia (brak obecnosci
fragmentow liscia) roztarty materiat natychmiast zawieszano w 900ul zawiesiny

lizujgcej i dodawano 20ul roztwory proteazy.

3. Dalsze postepowanie przebiegato zgodnie z zatgczong przez producenta
instrukcjg do zestawu (A&A Biotechnology, Polska) z dodatkowym,
traktowanym przez producenta opcjonalnie, usuwaniem RNA poprzez dodanie
RNAzy. Petna instrukcja protokotu izolacji z zastosowaniem zestawu DNA
Genomic Mini AX Plant znajduje sie w Bibliotece Katedry i Zaktadu Biologii i
Botaniki Farmaceutycznej AMG.

4. Osad wysuszonego w wirowce prozniowej DNA zawieszano w 60ul buforu TE i
inkubowano w 65°C przez okoto 60 minut.

llosciowa i jakosciowa ocena wyizolowanego DNA genomowego

Do oznaczen ilosci i jakosci DNA przygotowano dziesieciokrotne rozcienczenie
prob DNA genomowego. Pomiaréw dokonywano w spektrofotometrze UV-Vis Lambda
40 (Perkin Elmer, USA) w specjalnej kuwecie kwarcowej o objetosci 100ul i dlugosci
drogi optycznej 1cm w obecnosci proby referencyjnej (kuweta kwarcowa wypetniona
buforem TE). Pomiaru ilosciowego DNA dokonywano przy dtugosci fali 260nm
(maksimum absorbancji dsDNA), a pomiaru jakosciowego przy dtugosci fali 280nm
(maksimum absorbancji biatek) w analogicznych warunkach. Przeprowadzono
korekcje tta w 320nm. Pomiar taki koryguje pomiary w sytuacji, gdy w badanej prébie
znajdujg sie zawieszone czgstki rozpraszajgce wigzke sSwiatta. Wszystkie pomiary
wykonano przy szerokosci szczeliny monochromatora 2nm przez 2s. Przy szacunku
ilosci DNA w roztworach skorzystano z zatozenia, ze OD=1 odpowiada stezeniu
50ug/ml dsDNA. Jakos¢ (czystosC¢ lub tez stopieh zanieczyszczenia biatkami)
otrzymanego DNA okreslano ilorazem wartosci wspétczynnika gestosci optycznej przy
dtugosciach fali 260 i 280nm — ODzgos0. W Wiekszosci zrédet za czyste uznaje sie
proby o wartosci ODgzsozs0 powyzej 1,6 - 1,7. W przypadku czesci badanych préb
pomimo kilkukrotnych powtdrzen procesu izolacji wspotczynnik ODagsorso Nie 0siggnat
wartosci wyzszych niz 1,4. Jak juz wspomniano wczesniej izolacja DNA genomowego
ze szpilek jatowca nastrecza wielu problemdw, co prawdopodobnie mozna ttumaczyc¢
wysokg zawartoscig skfadnikow o charakterze woskéw oraz zwigzkéw terpenowych.

W przypadku wszystkich wyizolowanych prob przeprowadzono test wydajnosci reakcji
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PCR, ktéry miat ca celu sprawdzenie obecnosci inhibitoréw reakcji. Dla wszystkich
wyizolowanych préb DNA jatowcowego przeprowadzono PCR z uniwersalnymi
primerami E i F dla sekwencji trnL-trnF cpDNA (Taberlet i in., 1991) (por. tabela 19, s.
112). Staba wydajnos¢ amplifikacji lub catkowity brak produktu amplifikacji Swiadczyt o
obecnosci inhibitorow lub degradacji wyizolowanego DNA i skutkowat koniecznoscig
powtérzenia izolacji. Jednak nawet w przypadku prob o ODgzspso ponizej 1,6
amplifikacje przyniosty pozytywne rezultaty. Jedyna obserwacja jaka poczyniono w
przypadku prob o niskich wartosciach ODasos0 to fakt, ze w trakcie przechowywania
roztworu wyjsciowego do reakcji o stezeniu 20ng/pl w -4°C wydajnos¢ amplifikacji
spadata szybciej w toku przechowywania niz dla prob z warto$cig ODa2sozs0 pOWYyZej
1,6-1,7.

5.2. Amplifikacja DNA

Zarowno w przypadku amplifikacji PCR sekwencji trnL-trnF, jak i RAPD PCR
mieszanine reakcyjng przygotowywano w komorze laminarnej i rozdzielano do
jednorazowych probdéwek reakcyjnych o objetosci 0,2ml (Eppendorf, Niemcy). DNA
matrycowe dodawano tuz przed rozpoczeciem reakcji PCR w schtodzonym do 4°C
bloku termocyklera. Kazdorazowo, réwnolegle z badanymi probami, prowadzono
kontrole negatywne, zawierajgce wszystkie skfadniki mieszaniny reakcyjnej poza
matrycowym DNA.

5.3.Elektroforeza produktow amplifikacji PCR oraz archiwizacja danych

Rozdziatu produktéw amplifikacji PCR dokonywano w zelach agarozowych w
0,5x stezonym buforze TBE, nie przekraczajac napiecia 5V/cm. Zaréwno w przypadku
produktéw RAPD PCR, jak i w przypadku rozdziatu sekwenc;ji trnL-trnF zadowalajaca
rozdzielczos¢ daty rozdziaty w Zzelu o stezeniu agarozy 1,5%. Nanoszong do
studzienki zelu mieszanine poreakcyjng obcigzano buforem z gliceryng lub z
sacharozg oraz btekitem bromofenolowym. Detekcje produktéw przeprowadzano z
bromkiem etydyny (EtBr) poprzez 20 minutowe barwienie zelu w wodnym roztworze

EtBr (0,5ug/ml) i odbarwianie 30 minut w wodzie destylowanej (w celu redukgiji ta).

Po barwieniu Zzele wizualizowano z zastosowaniem transiluminatora i
dokumentowano z uzyciem systemu do cyfrowej dokumentacji zdje¢ wyposazonego w

kamere ze sprzetowg integracjg obrazu (tzw. integracja on-chip) (4910 series, COHU,
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USA). W przypadku produktéw RAPD prazki zliczano za pomocg oprogramowania
UVImap v. 99 (UVltec, Wielka Brytania). Prazki RAPD zliczane byly z zastosowaniem
tych samych parametréw: szerokosci prazka, intensywnosci w skali szarosci oraz
wrazliwosci. Dokonano takze korekcji migracji na podstawie $ciezek markera, ktéry
nanoszono do zelu agarozowego co 6 studzienek zawierajacych produkty amplifikaciji
DNA badanych préb (pomiedzy poszczegolnymi $ciezkami  istniaty odchylenia
spowodowane nierownomierng migracjg fragmentow DNA w brzeznych i Srodkowych
studzienkach Zzelu). Wyniki zestawiano w pogrupowanych tabelach (ang. classified
order) wedtug kryterium dtugosci fragmentdw w odniesieniu do markera. Takie
podejscie polega na zestawianiu (zrownywaniu) produktdw z poszczegolnych Sciezek
wzgledem siebie. Innymi stowy prazki tej samej dtugosci zestawiane sg na tym samym
poziomie tabeli z zatozeniem 5% btedu wynikajacego z nieréwnomiernej migraciji
produktéw w Zelu. Tak skonstruowane tabele konwertowano nastepnie do macierzy

binarnej, ktéra poddawana byta dalszej analizie.

5.4.Analiza catkowitego DNA genomowego metoda RAPD-PCR (cel pochodny 4)

Przed przystgpieniem do wiasciwych analiz RAPD PCR przetestowano 30
starterow RAPD, z ktérych 14 (sekwencje zebrane zostaty w tabeli 11, s. 77) dawato
stosunkowo duzg ilos¢ produktdow po amplifikacji przy jednoczesnej niewielkiej ilosci
produktéw niespecyficznych. Finalnie zoptymalizowano warunki dla 9 primeréw
(zaznaczonych w tabeli 11 pogrubiong czcionkg), ktére zastosowano do analizy 42

préb jatowca pospolitego.
Stezenie DNA genomowego, polimerazy Taq oraz primera

Stezenie DNA matrycowego stosowanego w reakcji RAPD PCR w pracach
oryginalnych waha sie w granicach 1 — 50 ng matrycy na 25pul catkowitej objetosci
mieszaniny reakcyjnej. Bassam i Bentley w przypadku wiekszych genomow zalecajq
stosowanie 1ng/ul DNA matrycowego podkreslajac jednoczes$nie duze znaczenie
jakosci matrycy po izolacji, ktéra moze by¢ potencjalnie zanieczyszczona inhibitorami
polimerazy Taq (Bassam i Bentley, 1994). W innych pracach zaobserwowano
zanikanie niektérych produktow amplifikacji w stezeniach wyzszych niz 0,8ng/ul i
nizszych niz 0,004ng/pl (Bowditch i in., 1993). Khandka i in. obserwowali stopniowy
spadek ilosci produktéw amplifikacji wraz ze wzrostem stezenia matrycowego DNA

(13-400ng DNA na reakcje), przy jednoczesnej zmianie iloSci polimerazy DNA.

102



CZESC DOSWIADCZALNA

Wyzsze stezenia polimerazy Taq przy wysokich stezeniach DNA (100ng) czesciowo
kompensowaty efekt zanikania niektérych produktow RAPD. Spostrzezenie to
sugeruje istnienie dodatniej korelacji pomiedzy stosunkiem matryca DNA/polimeraza
Taq a liczbg produktow amplifikacji (Khandka i in., 1997). Ponadto istotnym czynnikiem
jest czesciowa degradacja DNA matrycowego (Bassam i Bentley, 1994), choc¢
Khandka i in. otrzymali ciekawe wyniki eksperymentéow amplifikacji zdegradowanego
DNA. DNA w ich badaniach bylo degradowane mechanicznie przez sonikacje oraz
enzymatycznie poprzez ciecie endonukleazami restrykcyjnymi BamHI i Hindlll.
Mechaniczna degradacja powodowata redukcje intensywnosci produktow amplifikaciji
(porownywang do tego samego DNA niezdegradowanego), ale nie miata wptywu na
obecnos¢ tych produktéw, podczas gdy enzymatyczne ciecie DNA zdecydowanie
zmieniato profil prazké4w DNA w Zelu (zanikanie niektorych produktéw i pojawianie sie
nowych). Zjawisko zmiany intensywnosci prazkéw w przypadku mechanicznych
uszkodzen matrycy mozna ttumaczy¢ brakiem specyficznosci tych uszkodzen oraz
réznym stopniem i miejscem uszkodzen roznych kopii DNA. Autorzy sugerujg, ze
RAPD toleruje zatem niewielkie mechaniczne uszkodzenia matrycy (Khandka i in.,
1997).

llo§¢ polimerazy Taq zwykle waha sie w granicach od 0,5 do 2,5u na reakcje
(25ul) (Penner i in., 1993). Innym istotnym parametrem nierozerwalnie zwigzanym z
iloscig matrycy i polimerazy Taq jest stezenie startera RAPD. W pracach oryginalnych
przedziat stezenia tego sktadnika mieszaniny miesci sie od 0,1 do 1,6uM, przy czym
najczesciej jest to 0,2-0,4uM. Obserwowano ujemng korelacje pomiedzy stezeniem
primera i wielko$cig produktow amplifikacji — przy stezeniach 0,1; 0,2 i 0,4uM
amplifikacji ulegajg dtuzsze fragmenty DNA, podczas gdy w stezeniach wyzszych
rzedu 0,8 i 1,6uM preferencyjnie amplifikowane sg krétsze fragmenty DNA (Khandka i
in., 1997). Podobne wyniki uzyskat zespot MacPherson i in. - wieksze stezenia
powodowaty zwiekszong synteze niewielkich produktow, ale nie miaty znaczgcego
wplywu na powstawanie gtéwnych produktéw obserwowanych przy nizszych
stezeniach (MacPherson i in., 1993).

Przy optymalizacji warunkow RAPD PCR nalezy pamietaé, ze wszystkie
omoéwione powyzej czynniki — stezenie startera RAPD, ilo§¢ matrycy DNA oraz
polimerazy DNA sg ze sobg nierozerwalnie zwigzane. Stechiometria oddziatywan
primer-matryca-enzym ma bezposrednie przetozenie na profil amplifikaciji.
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W badaniach J. communis optymalizacji poddano stezenie DNA matrycowego.
Zastosowano stezenie robocze primera na poziomie 0,8uM, ustalone wczesniej przez
autorke w trakcie realizacji pracy magisterskiej (Filipowicz, 2001) oraz ilos¢ polimerazy
Taqg 1u na 25pl ustalong na podstawie usrednienia danych innych badaczy. W
eksperymencie majgcym na celu dobor stezenia matrycy zastosowano losowo primer
RWO02 oraz DNA z proby BO2. Poniewaz temperatura przytgczania startera (ang.
annealing) byta optymalizowana dla kazdego startera indywidualnie (omowienie w
rozdziale ,Profil temperaturowy RAPD PCR” (s. 107) przy doborze stezenia DNA
zastosowano program z gradientem temperatur annealing'u. Wyniki tego

eksperymentu przedstawiono na rysunku 16.

104



CZESC DOSWIADCZALNA

RYSUNEK 16: Optymalizacja stezenia DNA matrycowego w réznych temperaturach
annealingu

34,9°C 35,8°C 371°C M
50 40 30 2010 5040 30 20 10 50 40 30 20 10 ng

2000pz
1500pz

1031pz

500pz
400pz
300pz
200pz
100pz

=
—
o
i
t—
—
—
"
et
—
-——
3
- -
—
- -
)
—

-

I 1

2000pz

500pz
400pz
300pz

O O O
~ s 50 40 30 2010 50 40 30 2010 ng
38,7°C 40,5°C

Rozdziat elektroforetyczny produktéw amplifikacji DNA matrycowego préby BO2 w zakresie 10-50ng DNA na probdéwke z
primerem RW02 w réznych temperaturach annelingu (35-40°C), M oznacza $ciezke markera DNA., KN — kontrole negatywna.
Warunki reakcji: 2,5xstezony bufor reakcyjny z (NH4).SO4, 2mM MgCl,, 0,2mM dNTP, 0,8uM startera RAPD, 1u polimerazy na
25l koncowej objetosci mieszaniny reakcyjnej. Warunki termiczne reakcji: wstepna denaturacja 94°C, 3min, denaturacja 94°C,
1min, annealing T w gradiencie 35-40°C, 2min, elongacja 72°C, 2min przez 40 cykli, koncowa elongacja 72°C, 7min.
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Poréwnujac wyniki amplifikacji we wszystkich pieciu temperaturach przytgczania
startera wyraznie wida¢, ze 10ng DNA genomowego J. communis daje bardzo
niewyrazny profil prazkow w zelu agarozowym. Kolejne Sciezki (20-50ng DNA na
reakcje) dajg wyrazny profil produktow RAPD PCR poréwnywalny w przypadku
wszystkich ilosci matrycy. Z tego wzgledu do dalszych analiz RAPD wybrano
najmniejszg ilos¢ matrycy — 20ng/25ul mieszaniny reakcyjnej majac na uwadze duze
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prawdopodobiehAstwo wystepowania w roztworze DNA sktadnikdéw roslinnych o
charakterze woskéw, polifenoli i terpendw, ktére w przypadku wiekszych iloSci
roztworu DNA mogtyby hamowac reakcje amplifikacji.

Stezenie jonéw Mg? i nukleotydéw

Stezenie jondw Mg? (zazwyczaj wprowadzanych do mieszaniny reakcyjnej w
postaci MgCl.) w mieszaninie RAPD ma wptyw zaréwno na iloSciowe, jak i jakoSciowe
zmiany w profilu amplifikacyjnym (Park i Kohel, 1994). Zwykle testowane sg stezenia
w zakresie 1,5-6mM (Park i Kohel, 1994, Khandka i in., 1997, Fraga i in., 2005). Park i
Kohel zauwazajg, ze przy doborze stezenia jondw Mg?* wieksza liczba produktow nie
oznacza wcale warunkéw optymalnych, gdyz ich wysokie stezenia mogg skutkowac
powstawaniem pseudopolimorficznego DNA. Powyzej 5mM widoczny jest takze
“smear” DNA. Spowodowane jest to przytaczaniem startera do nie w petni
komplementarnej sekwencji matrycowego DNA (Park i Kohel, 1994). Bassam i Bentley
postulujg koncepcje okna powtarzalnosci (ang. reproducibility window), ktéra zaktada
ustalenie zakresu wartosci dla kazdego skfadnika mieszaniny (takze MgCl,), z
zatozeniem, ze wartos¢ srodkowa tego zakresu daje powtarzalne rezultaty amplifikacji
— w przypadku MgCl, to 4-6mM (Bassam i Bentley, 1994). Najczesciej optimum
stezenia tej soli w mieszaninie PCR miesci sie w granicach 1,5-4mM (Khandka i in.,
1997, Ellsworth i in., 1993, Park i Kohel, 1994).

W pracy przetestowano 5 stezen MgCl, 1; 1,5; 2; 2,5 oraz 3mM, z dwoma
prébami DNA — ZG1 i BO2 (20ng/reakcje) i primerem RWO02. Analiza produktéw w
przeprowadzonych kontrolach negatywnych i pozytywnych pod katem powstawania
produktéw niespecyficznych wykazata, ze najbardziej zadowalajacy efekt amplifikaciji
uzyskano przy 2mM. Kilkukrotne powtdrzenie RAPD PCR wykazato tez powtarzalno$¢

procesu przy tych parametrach.

Stezenie nukleotydow (dNTP) stosowanych w RAPD PCR zwykle utrzymywane
jest na poziomie 100-200uM kazdego z czterech nukleotydéw (McEwan i in., 1998,
Khandka i in., 1997, Park i Kohel, 1994, Bassam i Bentley, 1994). We wszystkich
przeprowadzonych eksperymentach zastosowano stezenie 200uM dATP, dCTP, dGTP
i dTTP.
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Profil temperaturowy RAPD PCR

Profil temperaturowy reakcji PCR ustalono na podstawie dostepnych publikaciji
oraz wczeéniej otrzymanych wynikow wiasnych autorki (Filipowicz, 2001). Jako
kluczowy parametr, ktéry poddawano kazdorazowej optymalizacji dla poszczegdlnych
starteréw potraktowano temperature przytaczania startera. W poczatkowej fazie badan
prébowano zastosowac tg samg temperature dla wszystkich primeréw, ale podejscie
to nie przyniosto satysfakcjonujacych rezultatéw. W przypadku niektorych starteréw w
kontrolach negatywnych pojawiaty sie produkty niespecyficzne, co obserwowano
wczesniej w innych pracach, sugerujac, ze obecnos¢ takich produktéw zwigzana jest
ze specyfikg startera, a nie z obecnoscig w nim obcego DNA (Pan i in., 1997). Dazac
do zminimalizowania niespecyficznych amplifikacji temperature anneling'u
optymalizowano indywidualnie dla kazdego primera poprzez amplifikacje gradientowa.
Przyktadowy elektroforogram przedstawiono na rysunku 17.

RYSUNEK 17: Optymalizacja temperatury annealingu dla startera RW02
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Rozdziat elektroforetyczny produktéw amplifikacji DNA matrycowego proby OT7 z primerem RWO02 w réznych temperaturach
annelingu (34-40,5°C), M oznacza $ciezke markera DNA., KN — kontrole negatywng. Warunki reakcji: 2,5xstgzony bufor
reakcyjny z (NH4).SO4, 2mM MgCl,, 0,2mM dNTP, 0,8uM startera RAPD, 1u polimerazy na 25ul koricowej objeto$ci mieszaniny
reakcyjnej. Warunki termiczne reakcji: wstgpna denaturacja 94°C, 3min, denaturacja 94°C, 1min, annealing T w gradiencie 34-
40,5°C, 2min, elongacja 72°C, 2min przez 40 cykli, koncowa elongacja 72°C, 7min.

Zestawienie starterow RAPD oraz temperatur ich przytgczania w trakcie
amplifikacji PCR przedstawiono w tabeli 17.
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TABELA 17: Startery RAPD uzyte w analizie J. communis oraz optymalna temperatura

ich przytaczania.
Optymalna temperatura
Nazwa primera Sekwencja annelingu
Roth N-03 5-GGTACTCCCC-3 42°C
Roth N-05 5-ACTGAACGCC-3 42°C
Roth N-12 5-CACAGACACC-3 42°C
Roth N-13 5-AGCGTCACTC-3 42°C
RB-04 5-GGACTGGAGT-3 35°C
RO-04 5-AAGTCCGCTC-3 39°C
RwW02 5-ACCCCGCCAA-3 37°C
Rz-08 5-GGGTGGGTAA-3 35°C
RZ-11 5-CTCAGTCGCA-3 39°C

Warunki RAPD PCR

Ostatecznie ustalone eksperymentalnie warunki prowadzenia analiz metodg
RAPD PCR przedstawiono w tabeli 18.

TABELA 18: Parametry chemiczne i termiczne reakcji RAPD PCR

Sktad mieszaniny reakcyjnej Warunki termiczne
H.O 15,8l
Bufor reakcyjny z (NH:).SO.  2,5x (2,5ul) Wstepna denaturacja 94°C, 3min
MgCl, 2mM (2ul) Denaturacja 94°C, 1min
dNTPs 0,2mM (2,5ul)  Przytgczanie starteréw 35-42°C, 2min 40x
starter RAPD 0,8uM (1pl) Elongacja 72°C, 2min
polimeraza Taq 1u (0,2pl) Koncowa elongacja 72°C, 7min
matrycowe DNA 20ng (1l)
Objetos¢ koncowa 25pl

Analiza danych RAPD PCR

Produkty RAPD PCR po rozdziale na zelu agarozowym analizowano zgodnie z
procedurg opisang w rozdziale ,Elektroforeza produktow amplifikacji PCR oraz
archiwizacja danych,, s. 101. Powstate w efekcie macierze binarne poddano dalszej
analizie. W pakiecie RAPDistance konwertowano je do macierzy dystanséw
genetycznych po uprzednim wybraniu algorytmu w tescie PTP (ang. Permutation Tail

Probability). Na podstawie macierzy dystansow wykreslono dendrogramy metodg
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neighbour joining oraz UPGMA (ang. Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean). Bardziej szczegdtowy opis znajduje sie w rozdziale ,Konstrukcja wykreséw
drzewiastych,, s. 164.

5.5.Zestawienie wynikow analizy genetycznej i fitochemicznej

Pochodng celéw 3 i 4, dla ktorych metodyke opisano powyzej, byta proba
odpowiedzi na pytanie, czy istnieje zaleznos¢ pomiedzy profilem fitochemicznym a
genetycznym badanych prob J. communis. Profil fitochemiczny w ujeciu niniejszej
pracy rozumiany jest jako wartosci wzglednych zawarto$ci procentowych
poszczegolnych monoterpendw i ich form enancjomerycznych. Profil genetyczny w
postaci genetycznego odcisku palca otrzymano w wyniku RAPD. Zestawienie obu
profili przeprowadzono dla 42 prob (por. tabela 10, s. 69). Jako metode klasyfikaciji
prob do okreslonej rasy chemicznej na podstawie wynikbw RAPD zastosowano
sztuczne sieci neuronowe (ang. ANN - Artificial Neural Networks). Istote dziatania ANN
przedstawiono krotko ponize;.

Istota dzialania sieci neuronowych

Sieci neuronowe nasladujg dziatanie umystu, sg jednak one oparte na jego
bardzo prostym modelu, przedstawiajgcym najbardziej podstawowg istote dziatania
systemu nerwowego. Najwazniejszg cechg sieci neuronowych jest ich automatyczne
uczenie na podanych przykfadach. Uzytkownik sieci gromadzi reprezentatywne dane
pokazujace, jak rozkiada sie interesujgca go zaleznos¢, a nastepnie uruchamia
algorytm uczenia, ktory ma na celu automatyczne wytworzenie w pamieci sieci
potrzebnej struktury danych. Nastepnie opierajac sie na tej wiedzy (tj. strukturze
danych) sie¢ realizuje wszystkie funkcje zwigzane z eksploatacjg utworzonego
modelu. Uzytkownik potrzebuje empirycznej wiedzy dotyczacej sposobu wyboru i
przygotowania danych stanowigcych przykfady, a takze wyboru wtasciwego rodzaju
sieci neuronowej. Poziom wymaganej od uzytkownika wiedzy teoretycznej, niezbednej
do skutecznego opracowania modelu, przy stosowaniu sieci neuronowych jest

znacznie nizszy niz w przypadku stosowania tradycyjnych metod statystycznych.

Typowgq architekture sieci neuronowej przedstawia rysunek 18. Kazda z warstw

sieci spetnia okreslone zadanie. Warstwa wejsciowa stuzy do wprowadzania do sieci
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wartosci zmiennych wejsciowych. Warstwy ukryte przetwarzajg sygnaty, zas warstwa
wyjéciowa wyznacza rozwigzanie koncowe, bedace rezultatem pracy catej sieci
(StatSoft, 2006).

RYSUNEK 18: Architektura sztucznej sieci neuronowej (StatSoft, 2006)

warstwa wejsciowa warstwa wyjsciowa

warstwy ukryte

Najczestszg metodg wykorzystywang do nauczenia sieci prawidtowej reakcji jest
metoda wstecznej propagacji bteddéw (ang. Back-Propagation). Metodzie tej dane
wejsciowe dzieli sie losowo na 3 podzbiory: uczacy, walidacyjny oraz testowy. Zbior
uczacy uzywany jest do nauczenia sieci reakcji na bodzce, czyli stopniowej zmiany
wag neurondw, a zbior walidacyjny stuzy do kazdorazowego sprawdzenia
poprawnosci odpowiedzi sieci. Jednorazowe uczenie i walidacja nosi nazwe epoki
(ang. epoch). Zbiory uczace i walidacyjne uzywane sg wielokrotnie do momentu, gdy
btad walidacji spadnie ponizej zadanego progu lub, gdy przekroczona zostanie liczba
zadanych powtérzen. Po nauczeniu sieci, czyli w momencie gdy btad walidacji
osiggnie zatozony poziom, badana jest odpowiedZz sieci dla elementu zbioru

testowego.

W niniejszej pracy wykorzystano pakiet Statistica 7.0 (StatSoft). Posiada on
szerokie mozliwosci zastosowania do budowy sztucznych sieci neuronowych,
umozliwia korzystanie z kilku podstawowych rodzajow sieci i automatyczne badania
architektur sieci neuronowych ze zbioru modeli obstugiwanych przez program. Dzieki
automatycznemu badaniu topologii sieci mozliwe jest ,empiryczne” przebadanie wielu
topologii pod katem przydatnosci dla potrzeb klasyfikacji zadanego typu danych. Po
uruchomieniu tego eksperymentu mozna zorientowac sie jaki rodzaj sieci najlepiej

odpowiada potrzebom i przygotowac wstepng architekture sieci.
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5.6.Analiza pokrewienstwa systematycznego J. communis i J. nana (cel

pochodny 5)

W analizie pokrewienstwa genetycznego J. communis i J. nana zastosowano
uniwersalne startery dla sekwencji niekodujacej cpDNA. Markery molekularne oparte
na cpDNA zaczeto stosowac z na poziomie gatunku w latach 90. Wczesniej, podobnie
jak markery RFLP, sekwencje cpDNA ze wzgledu na wolne tempo ewolucji uzywane
byly gtdbwnie na wyzszych poziomach taksonomicznych. Udowodniono jednak, ze
niekodujgce fragmenty cpDNA wykazujg wiekszg czestotliwosé mutacji (Taberlet i in.,
1991). Zespdt Taberlet i in. opracowat uniwersalne startery w rejonach
konserwowanych genetycznie flankujacych rejony o wiekszym tempie ewolucji, miedzy
innymi, fragment tacznikowy pomiedzy eksonem trnL (UAA) i genem trnF (GAA).
Autorzy postulujg zastosowanie tej sekwencji w badaniach ewolucyjnych
spokrewnionych gatunkow, jak i réwniez badaniach populacyjnych w obrebie gatunku.
W przypadku niejasnej rangi systematycznej J. nana (ré6zne podejscia do
przynaleznosci taksonomicznej J. nana przedstawiono w rozdziale ,Przynaleznosc¢
systematyczna J. communis L. i J. nana Willd.,, s. 15) marker trnL-trnF mégtby daé
odpowiedz na pytanie, czy J. nana i J. communis sg taksonami spokrewnionymi w
bliskim czy dalekim stopniu i czy bytowanie w skrajnie réznych warunkach przektada

sie na roznice w sekwencji tego markera.

Do badan poréwnawczych zebrano 16 prob tatrzanskich jatowca (w znaczacej
przewadze byly to proby jednoznacznie zaklasyfikowane pod wzgledem cech
morfologicznych jako J. nana) oraz 24 préby jatowca pospolitego zebranego w rejonie
Trojmiasta. Analize z zastosowaniem opisanego powyzej markera cpDNA poprzedzita
analiza chromatograficzna na ztozu achiralnym i chiralnym olejkow otrzymanych
metodq destylacji z woda. Analiz olejkéw na ztozu achiralnym dokonano w warunkach
opisanych w rozdziale ,Warunki analiz chromatograficznych” (s. 80), natomiast analizy
na ztozu chiralnym wykonane zostaty we wspotpracy z dr inz. Monikg Asztemborska z
Instytutu Chemii Fizycznej PAN w Warszawie na kolumnie Beta-Dex (Supelco, USA)
30m x 0,25mm ID w izotermie 70°C, gazem nosnym byt Ar 100kPa, Ti, 200°C, Taet
250°C.
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Optymalizacja warunkéw amplifikacji sekwencji tacznika trnL-trnF

Amplifikacje niekodujacej sekwencji tacznika trnL-trnF przeprowadzono dla
wszystkich wyizolowanych prob jatowca pospolitego i halnego jako test wydajnosci
reakcji PCR. W tym wypadku stosowano standardowe warunki PCR oraz skfad
mieszaniny reakcyjnej zalecane przez Taberlet i in. (Taberlet i in., 1991),

przedstawione ponizej w tabeli 19.

TABELA 19: Parametry chemiczne i termiczne reakcji PCR z primerami E i F dla
sekwencji coDNA trnL-trnF stosowane dla testu wydajnosci reakcji PCR

Sktad mieszaniny reakcyjnej (stezenie robocze oraz Warunki termiczne
objetos¢ stosowanego odczynnika)
H20 12,5yl
Bufor reakcyjny z (NH.):SOs  2,5x (2,5pl) Wstepna denaturacja 94°C, 3min
MgCl, 2mM (2ul) Denaturacja 94°C, 1min
dNTPs 0,2mM (2,5ul) Przytaczanie starteréw 55°C, 1min 29x
primer E 0,4uM (1ul) Elongacja 72°C, 3min
primer F 0,4uM (1pl) Koncowa elongacja 72°C, 7min
polimeraza Taq 1u
matrycowe DNA 10ng (1ul)
Objetos¢ kohcowa 25pl

W celu unikniecia powstawania produktéw niespecyficznych w prébach do
sekwencjonowania zoptymalizowano kluczowe parametry reakcji PCR — temperature
przytaczania primerow (ang. annealingu), stezenie MgCl,, primerow oraz liczbe cykili.
Do ich optymalizacji wybrano losowo 4 préby: T5, T7, T8 oraz T9. Na rysunku 19
przedstawiono wyniki rozdziatu produktéw amplifikacji z primerami E i F
przeprowadzonej w programie z gradientem temperatur annelingu. W temperaturze
annealingu wynoszacej 60°C uzyskano zadowalajgce efekty w odniesieniu do braku
produktéw niespecyficznych PCR, a wiec te temperature stosowano w dalszych

doswiadczeniach.
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RYSUNEK 19: Amplifikacja sekwencji trnL-trnF J. nana w réznych temperaturach
przytgczania startera

700pz 700pz
600pz 600pz
500pz 500pz
400pz D - o - - - - WD @D 400pz
300pz 300pz
100pz 100pz

T9 T8 T7 T5 M TOT8T7T5TOT8T7T5  TOTT7T5 M
— N v
60°C 58°C 56,4°C 55°C

Przyktadowy obraz rozdziatu elektroforetycznego z czterema losowymi prébami J. nana (T5, T7, T8, T9) w warunkach reakgji
przedstawionych w tabeli 20 i w gradiencie temperatur annealingu od 55 do 60°C, M — oznacza sciezke markera —
drabinki DNA

Finalny skiad mieszaniny i warunki reakcji PCR poprzedzajacej reakcje

sekwencjonowania przedstawiono w tabeli 20.

TABELA 20: Parametry chemiczne i termiczne reakcji PCR z primerami E i F dla
sekwencji coDNA trnL-trnF poprzedzajgcej sekwencjonowanie

Sktad mieszaniny reakcyjnej Warunki termiczne
H.O 14pl
Bufor reakcyjny z (NH4).SO,  2,5x (2,5ul) Wstepna denaturacja 94°C, 3min
MgCl, 1,5mM (2ul) Denaturacja 94°C, 1min
dNTPs 0,2mM (2,5ul) Przylaczanie starteréw 60°C, 1min 27X
primer E 0,2uM (1pl) Elongacja 72°C, 3min
primer F 0,2uM (1ul) Koncowa elongacja 72°C, 7min
polimeraza Taq 1u
matrycowe DNA 10ng (1pl)
Objetos¢ koncowa 25pl

Przygotowanie matrycy DNA do sekwencjonowania

Aby uzyska¢ wiekszg iloS¢ matrycy do sekwencjonowania w postaci
amplifikowanej sekwencji cpDNA {rnL-trnF przeprowadzono reakcje PCR w
zwielokrotnionej objetosci (patrz tabela 20) - podwadjnej (50ul) dla préb ze stosunkowo
wysokg zawartoscia wyizolowanego DNA oraz poczwornej (100ul) dla préob
zawierajgcych mate ilosci DNA. Uzyskane produkty amplifikacji oczyszczano stosujac

zestaw do czyszczenia DNA po reakcjach enzymatycznych Clean-up nr kat. 021-50
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(A&A Biotechnology, Polska). W koncowym etapie oczyszczania DNA wymywano z
kolumny jatowg wodg dejonizowang. llos¢ matrycy do sekwencjonowania okreslono
szacunkowo w 1,5% Zelu agarozowym poprzez poréwnanie intensywnosci badanego
produktu (~350 par zasad) z fragmentami markera masowego DNA (Mass Ruler DNA
Ladder, nr kat. SM0383, MBI Fermentas, Litwa). Szacunkowe stezenie produktu PCR

po czyszczeniu wynosito od 13 do 30 ng/pl.
Sekwencjonowanie produktéw amplifikacji

Sekwencjonowanie metodg z fluorescencyjnie znakowanymi terminatorami
reakcji (metoda Sangera) oraz odczyt sekwencji zostaty zlecone i wykonane w

Macrogen Inc., w Korei Potudniowej (www.macrogen.com). Zastosowano odczynniki

“‘ABI Prism Big Dye Terminator” (Applied Biosystems, USA) oraz sekwenatory ABI
3700 oraz ABI3730XL. Otrzymane wyniki obydwu komplementarnych nici DNA (starter
E oraz F) w postaci plikbw z rozszerzeniem “abi” zestawiano w contig za
zastosowaniem oprogramowania Phred/Phrap/Consed (Gordon i in., 1998; Ewing i in.,
1998). Srednia dlugo$é prawidiowego odczytu sekwencji wynosita 300 zasad.
Sekwencje zestawiano (ang. alignment) porownywano w programie BioEdit (Hall,
1999). Wszystkie zostaty zarejestrowane i zdeponowane w GenBanku (NCBI
accession numbers DQO017710 — DQO017749). Zestawienie badanych sekwenciji

przedstawiono na rysunku 20.
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RYSUNEK 20: Zestawienie sekwencji (ang. sequence alignment) niekodujgcego tgcznika
cpDNA trnL-trnF

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
P .. . . . . R .. ol R -
ACGAGGATTTTCAGTCCTCTGCTCTACCAACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGC
ACGAGGATTTTCAGTCCTCTGCTCTACCAACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA

GTCCTCTGCTCTACCAACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
ACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
CCTCTGCTCTACCAACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
TGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
CTCTGCTCTACCAACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAARAA
GAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
CTCTACCAACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
ACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
CAGTCCTCTGCTCTACCAACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
ACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
GCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
TGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
ACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
CCTCTGCTCTACCAACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
ACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
ATTTTCAGTCCTCTGCTCTACCAACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
TTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
TATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
ACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
ACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
ACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
TGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
GCTCTACCAACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
GCTCTACCAACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
GAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
TGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
TTTCAGTCCTCTGCTCTACCAACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
CCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
CCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA

AACTCCTGTCAACTAGCAAAA
TGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
CAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
TCTACCAACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
CTGCTCTACCAACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
GCTCTACCAACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
GCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
GTCCTCTGCTCTACCAACTGAGCTATCCCGGCTGTTCCCCTGTGCATCATACTAGCACAGTAACCAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA
CAAACTCCTGTCAACTAGCAAAA

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
B e e O T R T T I I I T IR R I
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAANAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
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AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG
AGGGTAAAAGACAGCATTTGAACGAGTAGAAGCAACGATACAACTAAAAACATCATTTATACACAAATAATACACAATATAGAATATTGTGTATTATTTG

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
B e O T I T T I I I T IR R I
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAA
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACT
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTAT
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTA
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTT
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTNTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATNCAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACT
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTAT
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATG
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAAGAGAAGCAGACATTGGTCATACAATTAAAACTTCTTATGTTCTAAGACACTTAAC
TGTATGTTATATACAGTTATATACAAAGAAAAGATGTATATAGAA

310 320 330
T S e S I
AAATCGAAAATAAAACAGATAACCTGGGGAT
AAATCGAAAATAAAACAGATA
AAATCGAAAATAAAACAGATAA
AAATCGAAAATAAAACAGATA
AAATCGAAAATAAAACA
AAATCGAAAATAAAACA
AAATCGAAAATAAAACAGAT
AAATCGAAAATAAAACAGATA
AA
AA
AAA
AA
AAATCGAAAATAAAACAGATAA
AAATCGAAAATAAAACAGAT

AAATCGAAAATAAAACAGATAA

AAATCGAAAATAAAACAGA
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OT6 AAATCGAAAATAAAACAGATAA

OT7 AA

OT9 AAAT

ST12

ST13 AAATCGAAAATAAAACAGATAA
Tl AAATCGAAAATAAAACAGAT
T10

T1ll AAATCGAAAATAAAACA

T12 AAATCGAAAATAAAACAGATAA

T13 AAATCGAAAATAAAACAGATAACCTGGGGATAG
T14 AAATCGAAAATAAAACA

T15 AA

T16 AAATCGAAAATAAAACA

T2 AAA

T3

T4

T5

T6 AAATCGAAAATAAA

T7 AAATCGAAAATAAAACAGAT
T8 AAATCGAAAATAAAACAGATA
T9

Réznice w diugosci sekwencji wynikajg z dtugosci uzyskanego odczytu wysokiej jakosci, a nie z réznic w diugosci sekwencjonowanego
fragmentu. Oznaczenia préb sg zgodne z przedstawionymi w tabeli 10, s. 69).
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Ponizsza czes¢ pracy zostata skonstruowana w kolejnosci realizacji celow
posrednich, ktore sformutowano w rozdziale ,Cel pracy”, s. 56. Dane wyjsciowe
(surowe) otrzymane w toku analiz chromatograficznych ze wzgledu na duzg objetos¢
przedstawiono w rozdziale ,Suplement A — Wyniki analiz chromatograficznych,,, s. 202.
Ponizej w tabeli zestawiono kolejne cele pochodne pracy oraz odpowiadajgce im
tabele z wynikami surowymi.

" Tabela w rozdziale ,Suplement A — Wyniki
Cel ! ,
analiz chromatograficznych,

Optymalizacja HS SPME pod katem jej zastosowania w
analizie zwigzkow monoterpenowych J. communis (cel tab. 41, s. 207
pochodny 1)

Badania poréwnawcze sktadu frakcji monoterpenowej

olejku J. communis otrzymanego metoda destylacji z tab. 42, s. 208
wodg oraz sktadnikow otrzymanych drogg HS SPME (cel tab. 43, s. 209
pochodny 2)

tab. 44, s. 210

Analiza zréznicowania fitochemicznego Juniperus
communis (cel pochodny 3) tab. 45, s. 214
tab. 46, s. 217
Analiza pokrewienstwa systematycznego J. tab. 47, s. 219
communis L. i J. nana Willd. (cel pochodny 5) tab. 48, s. 221

*Kolejnos¢ celdw jest zgodna z opisem zawartym w rozdziale ,Cel pracy,, s. 56.

1. Optymalizacja HS SPME pod katem jej zastosowania w analizie

zwigzkéw monoterpenowych J. communis (cel pochodny 1)

Etap optymalizacji warunkow SPME nieprzypadkowo zostat przeprowadzony
jako jeden w z pierwszych w trakcie realizacji niniejszej pracy. Udowodniono, ze ilos¢
analitu zaabsorbowana na ztozu SPME jest wypadkowag dwoéch stanéw rownowagi:
matryca/faza nadpowierzchniowa (zaleznego od lotnosci analitbw oraz cech
fizycznych matrycy) oraz faza nadpowierzchniowa/ztoze SPME (zwigzanego ze
zjawiskiem dyfuzji analitow z fazy nadpowierzchniowej do ztoza oraz ich interakcji ze
ztozem) (Zhang i Pawliszyn, 1993). Dlatego waznym aspektem stosowania tej metody
jest staranny dobdr parametrow termicznych i czasu trwania jej etapdéw. Otrzymane w

toku optymalizacji warunki analiz zostaty zastosowane z powodzeniem w dalszych
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doswiadczeniach. W tabeli 41 (Suplement A, s. 207) zostato zawarte zestawienie
zmiennych zaleznych i niezaleznych otrzymane dla poszczegdlnych strategii
optymalizacji i uktadéw doswiadczalnych wg schematu Taguchi. Obliczone po
integracji chromatograméw zmienne zalezne (y) wykorzystano w dalszych
obliczeniach w pakiecie Statistica 7.0 (StatSoft). Ponizej przedstawiono wyniki

optymalizacji Taguchi w zaleznosci od przyjetych dwoch strategii.

1.1.Strategia podobienstwa profilu SPME do olejku eterycznego

Jak wspomniano w czesci metodycznej HS SPME zostato zastosowane jako
stosunkowo nieskomplikowana i relatywnie niedroga metoda ekstrakcji, pozwalajgca
na szybkie zdiagnozowanie materiatu roslinnego pod katem zawartosci gtéwnych
zwigzkow czynnych, w tym przypadku monoterpenow. W ten sposéb HS SPME stato
sie alternatywg do dlugotrwatego procesu pozyskiwania olejku metoda destylacji z
wodg. Optymalizujgc kluczowe parametry tego procesu jako jedno z zatozen przyjeto
podobienstwo profilu chromatograficznego olejku po destylacji z wodg do profilu
chromatograficznego zwigzkow wyekstrahowanych w drodze HS SPME. W tym
podejsciu do procesu optymalizacji jako wartosci mierzone (zmienne zalezne) w
optymalizacji Taguchi przyjeto wielkosci bedgce miarg podobienstwa lub
zréznicowania chromatogramu po HS SPME i destylacji. Byly to odpowiednio
wspotczynnik korelacji oraz suma odchyleh standardowych zawartos$ci procentowych
poszczegolnych zwigzkéw monoterpenowych (tabela 41, s. 207).

Wspoétczynnik korelacji

Wyniki rozdzialu chromatograficznego w postaci wzglednych zawartosci
procentowych zwigzkdbw z grupy monoterpendow dla poszczegodlnych ukladéw
doswiadczalnych zestawiano z chromatogramem olejku eterycznego i obliczano
wspotczynnik korelacji. W dalszych obliczeniach traktowano go jako zmienng zalezna.
Dane wyjsciowe do dalszych obliczen w procesie optymalizacji Taguchi w postaci
wyliczonych wspotczynnikow korelacji dla wszystkich uktadéw podano w tabeli 41
(Suplement A, s. 207). Analiza warto$ci wspétczynnikow korelacji (y we wzorze na
S/N) wskazuje na korelacje prawie petng (0,9<n<1). Na ich podstawie obliczono Eta

(S/N) wedtug wzoru:

Eta:_ 10'10g10

P

y

119



WYNIKI | DYSKUSJA
Zastosowano strategie “im-wiekszy-tym-lepszy” (ang. “the-larger—the-better”).
Suma odchylen standardowych

Jako miare zréznicowania profilu zwigzkdéw monoterpenowych otrzymanych w
wyniku zastosowania HS SPME oraz destylacji z wodg potraktowano odchylenia
standardowe wzglednej zawartosci procentowej poszczegdlnych monoterpendw
oznaczone tymi dwoma metodami. Jako warto$¢ mierzong (y) potraktowano sume
odchylen poszczegolnych zwigzkéw, a Eta obliczano wedtug strategii “im-mniejszy-
tym-lepszy” (ang. “the-smaller—the-better”) wg wzoru (tabela 41, s. 207):

%‘Zyz)

Eta=-10-log,,

1.2.Strategia duzej iloSci pikow zwiazkéw monoterpenowych

Druga strategia optymalizacji warunkéow HS SPME zaktada, Zze w wyniku
ekstrakcji ta metodg otrzymany chromatogram powinien posiada¢ mozliwie jak
najwiekszg ilos¢ pikdw monoterpendw. Ztoze stosowane w HS SPME oraz parametry
samego procesu mozna wybrac i zoptymalizowac¢ pod katem pozyskiwania okreslone;
grupy zwigzkéw. Badania dostepnych komercyjnie zt6z SPME do pozyskiwania
roznych grup zwigzkoéw potwierdzajg selektywnos¢ widkna PDMS w stosunku do
weglowodoréow  (Ceva-Antunes i in., 2003). Do najbardziej uniwersalnych zt6z
zaliczane sg takie, ktore tgcza PDMS o charakterze cieczy (dla mniej polarnych
sktadnikow) z DVB czy CAR o charakterze ciat statych (do ekstrakcji sktadnikéw
polarnych) (Bicchi i in., 2000). Hamm i in. badali wtasciwosci ekstrakcyjne réznych zt6z
(Cw/DVvB, PDMS/DVB, CAR/PDMS, DVB/CAR/PDMS, PDMS) dla pieciu wybranych
mono- i seskwiterpenéw (miedzy innymi dla limonenu). Dowiedli, ze profil
ekstrahowanych sktadnikow na wszystkich pieciu ztozach byt bardzo zblizony. Wydaje
sie wiec, ze ilos¢ ,wytapanego” analitu jest niezalezna od rodzaju zitoza, gdyz
oddziatywania terpenéw z nim nie sg specyficzne (Hamm i in., 2003). Dostepna
literatura dowodzi, ze 100um witdkno pokryte ztozem PDMS jest najbardziej
odpowiednie dla badanej grupy monoterpendw, a dobranie temperatury preinkubaciji
oraz absorpcji umozliwia preferencyjng ekstrakcje tej grupy zwigzkoéw. Stad jako

zmienng mierzong w tej strategii przyjeto ilos¢ pikow zwigzkéw monoterpenowych.
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W tabeli 21 zestawiono optymalne warunki HS SPME dla obu przyjetych strategii
oraz oczekiwane i eksperymentalnie zweryfikowane stosunki sygnatu do szumu. Na
podstawie dwdch wybranych w optymalizacji strategii oraz trzech podejs¢ do procesu
optymalizacji (trzy rodzaje zmiennych zaleznych) dokonano wyboru optymalnych
parametréw HS SPME.

Nalezy zauwazyé, ze w przypadku obu strategii i wszystkich zmiennych
zaleznych otrzymane warunki optymalne byty bardzo zblizone — dotyczy to zwtaszcza
temperatury i czasu absorpcji, ktore we wszystkich przypadkach wynoszg
odpowiednio 60°C i 5min. Obydwa parametry wejsciowe przyjmujg maksymalne
wartosci z badanego zakresu. Wydaje sie to zrozumiate ze wzgledu na charakter
badanej grupy zwigzkéw. W 60°C monoterpeny tatwiej i szybciej przechodzg w stan
lotny, podczas, gdy seskwiterpeny o wiekszych masach czasteczkowych potrzebujg
zwykle wyzszej temperatury oraz dtuzszego czasu ekstrakcji. Udowodniono, ze
podwyzszenie temperatury, w ktorej eksponowane jest widkno, skutkuje wyzszym
stezeniem zwigzkéw lotnych w fazie nadpowierzchniowej, a wiec zwieksza
efektywnos¢ ekstrakcji (Pellati, 2005). Z drugiej strony Schafer i in. obserwowali
spadek statej podziatu (K) dla poszczegdinych zwigzkéw terpenowych wraz ze
wzrostem temperatury absorpcji. W tym wypadku stata podziatu charakteryzuje stan
réownowagi pomiedzy fazg nadpowierzchniowg nad probg a ztozem SPME. Stan ten
powinien by¢ osiggany stosunkowo szybko, gdyz stata podziatu sktadnikow w fazie
gazowej jest w przyblizeniu o cztery jednostki wyzsza niz w przypadku stanu ciektego
(Schafer i in., 1995). Przy wyzszych temperaturach absorpcji istnieje ryzyko, ze
temperatura spowoduje zjawisko powrotu sktadnikéw do fazy gazowej nad probag, a
wiec ich desorpcje z wtbkna (Hamm i in., 2003), co obserwowano miedzy innymi dla a-
pinenu (Coleman i Lawrence, 1997). W przypadku tradycyjnych metod pozyskiwania
olejku (SFE oraz destylacja z woda) dla szyszkojagdd jatowca obserwowano zjawisko
spadku zawartosci monoterpendéw wraz ze wzrostem zawartosci seskwiterpendow
(Chatzopoulou i Katsiosis, 1995). Podobne analizy prowadzono w przypadku HS
SPME i zanotowano, ze wraz ze wzrostem czasu ekspozycji wiékna (od 5 do 120min)
proporcje ekstrahowanych terpendw zmieniajg sie — zawarto$¢ zabsorbowanych
monoterpendw spada, a seskwiterpendw rosnie (Stashenko i in., 2004). Vereen i in.
stosowali czasy absorpcji od 5min do 4h, wykazujac, ze profil chromatograficzny po

pieciominutowe] ekstrakcji jest zdominowany przez monoterpeny (masa czasteczkowa
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rzedu 136), a w sladowych ilo$ciach przez inne terpenoidy i seskwiterpeny, podczas
gdy po 3 godzinnej ekstrakcji gtbwnym zabsorbowanym sktadnikiem byt octan bornylu
oraz inne wczesniej nie obserwowane skfadniki (kamfora, borneol, humulen i (-
bisabolen) (Vereen i in., 2000). Hamm podaje, ze 20 minut ekstrakcji (niezaleznie od
rodzaju uzytego ztoza) jest optymalnym czasem dla badanych przez niego mono- i
seskwiterpendéw. Po uptywie tego czasu obserwowano stopniowy spadek zawartoSci
monoterpenow, ktory jest typowy dla ztozonych mieszanin (czyli miedzy innymi

olejkow) i zwigzany z kompetycjg o miejsce wigzania na ztozu (Hamm i in., 2003).

W odniesieniu do cytowanych zrodet otrzymane w toku optymalizacji parametry
SPME wydajg sie nie przekracza¢ krytycznego poziomu czasu i temperatury, przy
ktérej obserwuje sie zjawisko desorpcji zwigzkow ze ztoza z powrotem do fazy
gazowej. Dodatkowo nalezy zauwazy¢, ze badang matrycq jest tutaj szpilka jatowca,
ktéra pomimo rozdrobnienia nie ma jednorodnego charakteru, a wiec uwalnianie z nigj
badanych zwigzkébw moze by¢ przez to utrudnione. Parametrem znaczgco

utatwiajgcym ten proces wydaje sie by¢ wysoka temperatura.

Najwieksze rozbieznosci w optymalizowanych parametrach HS SPME
zaobserwowano dla czasu preinkubacji. Jak wynika z tabeli 21 w trzech podejsciach
do procesu optymalizacji otrzymano rézne czasy — 20min dla wspoétczynnika korelacii
jako zmiennej zaleznej, 5min przy sumie odchylen standardowych oraz 10min przy
ilosci pikéw. Jako optymalny czas ustalenia sie rownowagi badanych zwigzkéw w fazie
nad powierzchnig surowca uznano 10 minut, jako mediane tych trzech wartosci. W
literaturze istniejg duze rozbieznosci pomiedzy czasem preinkubacji, poczawszy od
5min w temperaturze pokojowej (Vereen i in., 2000), poprzez 15min w 40°C (Cornu i
in., 2001), 40-60min (Kim i Lee, 2004) do 24h w 25°C (Rohloff, 1999). W opisywanej
pracy HS SPME zostato zoptymalizowane i uzyte jako szybka metoda ekstrakcji
sktadnikow lotnych badanego surowca, stgd zatozono, ze czas ustalenia sie
rownowagi pomiedzy statg matrycg (rozdrobnione organy jatowca) a fazg
nadpowierzchniowg nie moze trwa¢ zbyt diugo. Gtéwnym przestaniem jest tutaj
bowiem skrécenie czasu analiz. Stosunkowo niedtugi czas preinkubacii
kompensowany jest w tym przypadku podwyzszong temperaturg (60°C), co
przyspiesza zdecydowanie przechodzenie badanych zwigzkow w stan lotny i ustalenie

sie rownowagi.
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W kilku podejsciach do procesu optymalizacji otrzymano czasy desorpcji 2
minuty (w dwdch przypadkach) oraz 30s (zmienna zalezna — wspétczynnik korelacji)
W tym wypadku jako optymalny uznano powtarzajgce sie 2min zaktadajac, ze dlugos¢
procesu desorpcji pozwoli w tym wypadku nie tylko na uwolnienie zabsorbowanych
zwigzkéw monoterpenowych, ale takze innych, potencjalnych zanieczyszczenh przed
kolejng ekstrakcjg. Schafer i in. zwraca uwage, ze proces desorpcji powinien by¢
przeprowadzony w najwyzszej temperaturze dopuszczalnej dla badanych zwigzkow
oraz dla stosowanego widkna. W przypadku prowadzonych analiz przyjeto arbitralnie
temperature 250°C, jako standardowg uzywang temperature dozownika w przypadku
analiz olejkéw eterycznych w naszym laboratorium. Wedtug literatury 10s ekspozyciji
widkna SPME w temperaturze 250°C pozwala na catkowitg iloSciowg desorpcije, przy
czym 95% monoterpendw desorbowana jest juz w pierwszej sekundzie analizy
(Schafer i in., 1995). Nalezy podkresli¢, ze wiekszos¢ autoréw stosuje nieco dtuzsze
czasy desorpcji (zwykle 1-5min w 250-260°C), aby mie¢ pewnos¢, ze nastgpito
catkowite uwolnienie wszystkich zwigzkéw (takze tych o wiekszej masie
czasteczkowej) ze ztoza (Rohloff, 1999; Cornu i in., 2001; Hamm i in., 2003;
Stashenko i in., 2004).

Analizujgc dane w ostatniej kolumnie tabeli 21, w ktorej zawarty jest stosunek
Eta oczekiwanego do eksperymentalnego mozna zauwazyC, ze jest on bliski 1.
Podobienstwo wartosci oczekiwanej i eksperymentalnej Eta swiadczy o poprawnosci
przeprowadzonej procedury optymalizacji. Ostatecznie przyjete warunki optymalne

przestawione sg pogrubiong czcionkg w tabeli 21.

1.3.Podsumowanie

W wyniku optymalizacji wg schematu Taguchi otrzymano warunki HS SPME,
ktore zostaly zastosowane dla czyli igiet i szyszkojagdd J. communis, zarbwno w
przypadku analiz achiralnych, jak i chiralnych. Wybrane dwie strategie optymalizacji
oraz trzy zmienne =zalezne daly bardzo =zblizone wyniki, a poprawnosc¢
przeprowadzonej optymalizacji potwierdzity wartosci eksperymentalnych S/N. Byty one
zgodne z oczekiwanymi. Badanie powtarzalnosci procesu HS SPME z zastosowaniem
parametrow optymalnych (por. ,Powtarzalnos¢ procedury HS SPME-GC, s. 84)
dowiodto, ze metode te mozna z powodzeniem zastosowaé w szybkim screeningu
surowca pod katem zawartosci zwigzkéw lotnych olejku. Ponadto uzyskane wyniki
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udowadniajg duzg przydatnos¢ optymalizacji Taguchi w doborze warunkéw HS SPME-
GC. Mozna przypuszczac, ze moze by¢ ona uzyta w optymalizacji warunkéw innych
proceséw analitycznych.
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TABELA 21: Warunki optymalne procesu HS SPME dla roznych strateqgii optymalizacji metodg Taguchi

Strategia Wielko$¢ mierzona A: B: C: D: Oczekiwany Eksperymentalny Oczekiwany/ek
optymalizaciji (zmienna zalezna) S/IN (Eta) SIN (Eta)’ sperymentalny
czas temperatura czas czas S/N2
preinkubacji  absorpcji absorpcji desorpcji
1 Podobienstwo wspotczynnik 3 4 4 1 -0,16 -0,14 1,1
rofilu SPME i olejku korelaciji . o .
P sterycznego (”m{_ J (20min) (60°C) (5min) (30s)
wiekszy-tym-
lepszy”)
2 Podobienstwo suma odchylen 1 4 4 3 -28,33 -28,48 0,99
rofilu SPME i olejku  standardowych . o . .
P steryoznego (”ini_ y (5min) (60°C) (5min) (2min)
mniejszy-tym-
lepszy”)
3 Duza ilos¢ pikow ilos¢ pikow 2 4 4 3 21,29 24,08 0,88
zZwigzkow . o . .
monote?penowych (10min) (60°C) (5min) (2min)
WARUNKI OPTYMALNE 10min 60°C 5min 2min

S/IN (Eta) — stosunek sygnatu do szumu (ang. signal-to-noise ratio)

' eksperymentalny S/N zostat wyznaczony poprzez przeprowadzenie eksperymentu weryfikujacego w wyznaczonych dla danej strategii warunkach optymalnych, obliczony S/N jest $rednig z trzech
pomiaréw

2 iloraz oczekiwanego i eksperymentalnego S/N
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2. Badania poréwnawcze sktadu frakcji monoterpenowej olejku J.
communis otrzymanego metoda destylacji z woda oraz sktadnikow
otrzymanych droga HS SPME (cel pochodny 2)

Analize poréwnawczg profili chromatograficznych uzyskanych na kolumnie o
ztozu achiralnym (HP101) przeprowadzono dla 17 préb igiet J. communis
pochodzacych ze zbioru surowca ze stanowisk naturalnych oraz dla 5 prob
szyszkojagdd réznych producentéw dostepnych w hurtowniach i sklepach zielarskich.
Wybér surowca komercyjnego (Juniperi fructus) do badan poréwnawczych
podyktowany byt checig zbadania surowca, dla ktérego producent podaje, ze spetnia
normy farmakopealne. Analizy poréwnawcze objety dwie metody ,wydobywania”
zwigzkdbw o charakterze monoterpendw ze struktur wydzielniczych szpilki i
szyszkojagody jatowca: destylacie z wodg (metoda farmakopealna oznaczania
olejkdéw eterycznych) oraz HS SPME w zoptymalizowanych uprzednio warunkach dla
organéw jatowca. W przypadku badan sktadu frakcji monoterpenowej szyszkojagod

jatowca dla kazdej proby uzyskano trzy profile chromatograficzne:
olejku wprowadzonego na kolumne bezposrednio przez nastrzyk,

sktadnikow fazy nadpowierzchniowej olejku rozcienczonego alkoholem

etylowym (HS SPME znad roztworu olejku),

sktadnikbw  pozyskanych  bezposrednio ze  zbiornikbw  olejkowych

szyszkojagody w wyniku HS SPME.

Surowe dane chromatograficzne przedstawiono w tabeli 42 (s. 208) oraz 43 (s.

209) w rozdziale ,Suplement A — Wyniki analiz chromatograficznych,,.

Analizujgc chromatogramy badanych prob igiet i szyszkojagdd, integracji
poddano frakcje monoterpendw oraz ich pochodnych (tr do 14min, R, ~1180).
Zidentyfikowano 13 sktadnikéw tej frakcji na podstawie czasow oraz indekséw retencji
(identyfikacja zostata potwierdzona poprzez GC MS). Ponadto przeprowadzono
integracje pikow wszystkich sktadnikbw olejku w celu oszacowania wzglednej
zawartosci procentowej dwoch gtéwnych grup zwigzkdw — mono- i seskwiterpendw.

Wykres na rysunku 21 przedstawia $rednie wzgledne zawartosci procentowe tych
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dwoch grup zwigzkéw dla igiet i szyszkojagdd w odniesieniu do sposobu
pozyskiwania.

RYSUNEK 21: Zestawienie porownawcze Srednich wzglednych zawartosci
procentowych dwoch gtownych grup zwigzkow wystepujgcych w igtach i
szyszkojagodach J. communis
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*Srednie wzgledne zawartosci procentowe mono- i seskwiterpenéw dla igiet J. communis obliczono na podstawie 17 badanych
prob, dla szyszkojagdd na podstawie 5 préb komercyjnych szyszkojagdd)

**olejek — olejek otrzymany metodg destylacji z woda (FPV, 1999; FPVI, 2002) i analizowany w drodze nastrzyku na kolumne
***HS SPME olejek — headspace SPME znad olejku otrzymanego metodg destylacji w woda i rozcienczonego 100x alkoholem
etylowym (do koncowej objetosci 2ml) w warunkach podanych w rozdziale ,Przebieg HS SPME” (s. 79)

****HS SPME — headspace SPME znad 100mg rozdrobnionych szyszkojagdd jatowca w warunkach podanych w warunkach
podanych w rozdziale ,Przebieg HS SPME” (s. 79)

W przypadku szpilek jatowca pospolitego stwierdzono, ze HS SPME skutkuje
zdecydowanie wyzszg zawartoscig monoterpendéw niz olejek otrzymany z tego
samego materiatu drogg destylacji z woda. Srednia zawarto$¢ procentowa tej grupy
zwigzkéw dla HS SPME wynosi 86%, a dla olejku 71%. Wyjasnieniem takiego
rozktadu tych grup skfadnikdéw jest budowa ich czgsteczek, a co za tym idzie ich
wiasciwosci fizykochemiczne. Monoterpeny nalezg do zwigzkédw o mniejszej masie
czgsteczkowej i nizszej temperaturze wrzenia. Ich przechodzenie do fazy
nadpowierzchniowej w HS SPME odbywa sie stosunkowo szybko (preinkubacja
10min). Seskwiterpeny potrzebujg zdecydowanie dluzszego czasu preinkubacji i
ekstrakcji. W trakcie destylacji z wodg surowiec poddawany jest dtugotrwatemu
dziataniu temperatury 100°C, co sprzyja ekstrakcji sktadnikow o wyzszych masach
czgsteczkowych (seskwi- i diterpeny). W grupie tych skfadnikéw mogq znajdowac sie
takze produkty degradacji sktadnikow termolabilnych oraz produkty hydrolizy (Orav i
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in., 1998). Podobne wyniki uzyskano dla terpenéw z bieli i twardzieli drewna Picea
abies. W wyniku HS SPME zidentyfikowano odpowiednio 84-86% i 82-84%
monoterpenoidéw, podczas gdy dla olejku byto to tylko 53% i 40% (Wajs i in., 2006).
Jednak porownywanie wynikéw zawartosci procentowych otrzymanych przez réznych
autoréw jest dyskusyjne, ze wzgledu na to, ze nawet drobne zmiany parametrow
absorpcji prowadzg do dos¢ znacznych zmian w profilu uzyskanym w HS SPME
zwigzkdéw. Stashenko i in. w porownaniu kilku metod ekstrakcji i technik headspace
(HD, MWHD, SDE, SFE oraz P&T, S-HS, HS-SPME) terpendw z lisci i todygi Lippia
alba w technice HS SPME uzyskali zdecydowanie mniej monoterpenéw i ich
pochodnych niz w hydrodestylacji (45% w stosunku do 87%). Profil HS SPME
zdominowany byt przez seskwiterpeny (12% versus 55%). Takie wyniki spowodowane
byty dlugim czasem ekspozycji widkna — 60min w temperaturze pokojowej (Stashenko
iin., 2004).

Na rysunku 22 przedstawiono porownawczo chromatogram olejku otrzymanego
w drodze destylacji oraz profil zwigzkéw terpenowych po HS SPME. Widaé¢ na nim
przewage pikdw monoterpenow (zwtaszcza piku a-pinenu) w HS SPME w stosunku do
olejku oraz nieco wiekszg ilos¢ pikdw zwigzkéw pochodnych tlenowych monoterpendéw
oraz seskwiterpendéw w olejku. Nalezy jednak zwrdoci¢ uwage na duze podobienstwo

obydwu profili chromatograficznych.
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RYSUNEK 22: Chromatogramy poréwnawcze olejku otrzymanego w drodze
hydrodestylacji oraz profilu terpendw wyekstrahowanych metodq HS SPME z proby
igiet OT2 (kolumna HP101)
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*chromatogram wygenerowany w oprogramowanitj ChromNET

Srednie zawartosci procentowe monoterpenéw i ich pochodnych w przypadku
olejku z szyszkojagdd wprowadzonego bezposrednio na kolumne oraz HS SPME
znad rozdrobnionych szyszkojagdd sg zblizone i wynoszg odpowiednio 91% i 87%. W
fazie nadpowierzchniowej nad rozcienczonym olejkiem monoterpeny stanowig blisko
79%. Niewielka przewaga monoterpenéw w olejku (w stosunku do profilu HS SPME
znad surowca) znajduje sie w granicy btedu statystycznego (odchylenie standardowe
w obu przypadkach wynosi 3,5%). W przypadku szyszkojagdd jatowca nie widac

wyraznej przewagi grupy seskwiterpenédw w olejku w stosunku do HS SPME.
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Zaskakujgcym wynikiem jest natomiast najwyzsza w przypadku trzech stosowanych
metod zawartos¢ seskwiterpenéw w fazie nadpowierzchniowej nad olejkiem.
Dominacja tej grupy zwigzkow w stosunku do HS SPME znad surowca jest naturalng
konsekwencjg charakteru matrycy, z ktérej uwalniane sg do fazy nadpowierzchniowe;
badane zwigzki. Z roztworu olejku moga one przechodzi¢ w stan gazowy i osiggac
stan réwnowagi w badanym uktadzie zdecydowanie szybciej i tatwiej niz w przypadku
rozdrobnionej szyszkojagody. Niemniej jednak trudno wyjasni¢ przewage
seskwiterpenéw w HS SPME znad olejku w stosunku do wyniku analizy
chromatograficznej tego samego olejku w bezposredniej iniekcji. Tendencja ta jest
widoczna w przypadku wszystkich pieciu badanych prob, jednak liczebnosc
analizowanych prob jest zbyt niska, aby wyciaggng¢ ostateczne wnioski. Aby
potwierdzi¢ te wyniki nalezatoby przeprowadzi¢ podobne badania dla wiekszej iloSci

préb szyszkojagod.

Rysunki 23 i 24 przedstawiajg wykresy poréwnawcze wzglednych zawartoSci
procentowych gtéwnych zwigzkéow wyizolowanych ze szpilek i szyszkojagod jatowca
opisanymi wczesniej metodami. Integracja chromatogramoéw objeta piki frakciji

monoterpendw i monoterpenoidow o Rl do 1180.
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RYSUNEK 24: Zestawienie poréwnawcze wzglednych zawarto$ci procentowych
poszczegolnych monoterpenow pozyskanych metodq destylacji z wodq oraz HS
SPME z szyszkojagéd J. communis
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Wykres sporzadzono na podstawie danych zawartych w tabeli 43, s. 209.

*olejek — olejek otrzymany metoda destylacji z woda (FPV, 1999; FPVI, 2002) i analizowany w drodze nastrzyku na kolumne
**HS SPME olejek — headspace SPME znad olejku otrzymanego metodg destylacji w wodg i rozcienczonego 100x alkoholem
etylowym (do koncowej objetosci 2ml) w warunkach podanych w rozdziale ,Przebieg HS SPME” (s. 79)

***HS SPME — headspace SPME znad 100mg rozdrobnionych szyszkojagdd jatowca w warunkach podanych w warunkach
podanych w rozdziale ,Przebieg HS SPME” (s. 79)

Trzema gtdwnymi zwigzkami frakcji monoterpenowej igiet sg a-pinen, sabinen
oraz limonen, a w przypadku szyszkojagdéd dodatkowo mircen. Analizujgc réznice
zawarto$ci procentowej w olejku i w profilu HS SPME dla poszczegolnych sktadnikéw
igiet stwierdzono, ze tylko w przypadku a-pinenu, wida¢, ze metoda HS SPME
skutkuje wyzszg zawartoscig tego sktadnika niz destylacja (Srednia réznica to ~8%).
Zawarto$¢ pozostatych zwigzkow rozni sie nieznacznie w profilu chromatograficznym

zwigzkéw po destylacji i HS SPME, a obserwowang tendencjg jest lekka przewaga
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monoterpenow w olejku otrzymanym metodq destylacji (mircen, limonen, sabinen).
Podobne wyniki dla wzglednej zawartosci procentowej a-pinenu otrzymali inni autorzy.
Wajs i in. dla bieli i twardzieli drewna Picea abies obserwowata niemal trzykrotnie
wyzszg wzgledng zawarto$¢ procentowg tego zwigzku w stosunku do olejku po
hydrodestylacji (Wajs i in., 2006). Zblizone wyniki dla tego monoterpenu uzyskano tez
poréwnujac profil monoterpenéw z HS SPME oraz hydrodestylacji liSci Mentha piperita
(4,12% - HS SPME, 1,63% - HD) (Rohloff, 1999) natomiast w przypadku owocow
Xylopia aromatica w wyniku HS SPME ekstrakcja dawata tylko o 2% wiecej tego
zwigzku (8% wzgledem 10%) niz w przypadku olejku (Stashenko i in., 2004).

Zawarto$¢ procentowa a-pinenu w przypadku profilu olejku i HS SPME z
szyszkojagdd jatowca rézni sie od wynikéw otrzymanych dla igiet. Stwierdzono go o
2% wiecej w olejku otrzymanym poprzez destylacje i az o 11% wiecej w fazie
nadpowierzchniowej nad olejkiem w poréwnaniu do HS SPME znad surowca.
Zestawienie dwdéch podejs¢ do mikroekstrakcji tzn. HS SPME znad olejku oraz znad
surowca olejkowego daje poglad na temat specyfiki matrycy z ktérej ,wydobywane” sg
sktadniki. Pierwsza — matryca o charakterze cieklym (etanolowy roztwér olejku) jako
bardziej jednorodna powoduje, Zze najbardziej lotny sktadnik olejku — a-pinen szybciej i
bardziej efektywnie przechodzi w stan lotny. W przypadku matrycy statej (rozdrobnione
szyszkojagody jatowca) przechodzenie sktadnikow olejku do fazy nadpowierzchniowej
jest procesem mniej efektywnym. W profilu HS SPME znad olejku w przypadku
wszystkich 5 badanych préb szyszkojagdd zaobserwowano najwyzszg zawartos¢ a-
pinenu - srednio o 11% wyzszg niz w pozostatych metodach. Taka obserwacja,
szczegoblnie w odniesieniu do bezposredniego nastrzyku tego samego olejku na
kolumne, sSwiadczy prawdopodobnie o duzym powinowactwie a-pinenu do
stosowanego ztoza PDMS. Ma ono, jak wspomniano w czeéci teoretycznej, charakter
absorbenta, a kompetycja o miejsce wigzania ma zwigzek z jego gruboscig oraz z
szybkoscig migracji analitu do ztoza (Shirley i Mindrup, 1999). Bicchi wykazat, ze
wspotczynnik podziatu miedzy faze gazowg a ztoze dla a-pinenu tylko w przypadku
100um PDMS jest poréwnywalny z tym, ktéry uzyskuje sie w statycznym headspace
(S-HS) (Bicchi i in., 2000). W badanych probach jatowca a-pinen wystepuje w
zdecydowanej przewadze (powyzej 40%) i jest jednym z najbardziej lotnych
sktadnikow. Dlatego w przypadku HS SPME 2znad roztworu olejku jest
prawdopodobnie preferencyjnie absorbowanym sktadnikiem na ziozu. Nalezy
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zaznaczyc, ze odbywa sie to kosztem innych sktadnikow, gtownie sabinenu i mircenu,
ktorych udziat na ztozu wynosi jest odpowiednio 7,6% i 3,7% mniej niz w przypadku

bezposredniego nastrzyku olejku na kolumne.

Zawarto$¢ procentowa limonenu (kolor pomaranczowy na rys. 23 i 24), mircenu
(kolor Dbfekitny) oraz sabinenu (kolor zielony) jest bardzo zblizona w technice
headspace i w bezposrednim nastrzyku olejku, zarbwno w przypadku igiet, jak i
szyszkojagdd. Bardzo zblizone wyniki uzyskano zaréwno w przypadku integraciji
wytgcznie frakcji monoterpenowej, jak i catego olejku. Wyniki takie znajdujg
potwierdzenie w literaturze. Badania porownawcze HS SPME oraz ekstrakcji
dichlorometanem Zzywicy kadzidtowca (olibanum) wykazaty bardzo zblizony profil
chromatograficzny: w przypadku mircenu i limonenu wzgledna zawartos¢ procentowa
byta poréwnywalna (odpowiednio 4,1% versus 3,2% i limonen 7,4% versus 5,1%)
(Hamm i in., 2003). Podobne wyniki uzyskat inny zespét dla owocow Xylopia
aromatica (dla mircenu w HD — 9%, w HS SPME 10,31%, dla limonenu odpowiednio
2,7% i 2,2%) (Stashenko i in., 2004). Z drugiej strony poréwnanie rozdziatow
chromatograficznych roztworu etanolowego olejku z miety pieprzowej i HS SPME
znad pojedynczych lisci tej rosliny wykazato, zdecydowanie wyzszg zawartos¢ tych
zwigzkow w przypadku HS SPME (3x wiecej B-pinenu, 11x - sabinenu, 9x — mircenu,
4x — limonenu) (Rohloff, 1999). HS SPME z réznych czesci drewna Picea abies w
zestawieniu z olejkiem dawato poréwnywalne zawartosci procentowe sabinenu, nieco
wiecej mircenu i B-felandrenu z limonenem (koelucja) oraz zdecydowanie wiecej [3-

pinenu (ponad dwa razy) (Wajs i in., 2006).

W nielicznej ilosci préb (tych o najwyzszej zawartosci sabinenu) w olejku
otrzymanym w drodze hydrodestylacji odnotowano zawartos¢ alkoholu terpenowego
terpinen-4-olu rzedu kilku do okoto 5%. Jednocze$nie dla tych samych prob
ekstrahowanych metodg HS SPME zwigzek ten wystepowat w ilosciach rzedu 0,5%.
Podobne wyniki w przypadku alkoholi z grupy monoterpenéw (terpinen-4-ol oraz ao-
terpineol) obserwowano takze dla innych ztéz — DVB/CAR/PDMS oraz CAR/PDMS o
charakterze bipolarnym (Wajs i in., 2006). Przypuszczalnie wieksza zawartos¢ alkoholi
w olejku otrzymanym w wyniku destylacji spowodowana jest degradacjg glikozydéw w
temperaturze okoto 100°C, a co za tym idzie — uwolnieniem wolnych alkoholi
terpenowych (Ceva-Antunes i in., 2003). Nalezy zauwazy¢, ze w przeprowadzonych
badaniach, HS SPME znad roztworu olejku skutkuje o potowe nizszg zawartoscig
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procentowg terpinen-4-olu w stosunku do bezposredniego nastrzyku olejku na
kolumne. Prawdopodobnie wiec w przypadku HS SPME bezposrednio znad surowca
niska zawarto$¢ procentowa terpinen-4-olu jest efektem natozenia sie dwoch zjawisk.
Pierwsze to niska zawartos¢ procentowa terpinen-4-olu w swiezym (lub suszonym)
surowcu (jak wspomniano wyzej zjawisko uwalniania wolnych alkoholi spowodowane
degradacjg glikozydow w trakcie hydrodestylacji w efekcie prowadzi do wyzszej
zawartosci terpinen-4-olu w olejku). Drugie zjawisko zwigzane jest z niskim
powinowactwem zwigzkow o wiekszej polarnosci do stosowanego zioza PDMS.
Badania porownawcze statych podziatu dla réznych zwigzkow na réznych ztozach
uzywanych w technice HS SPME wykazaty, Zze terpinen-4-ol oraz a-terpineol sg
najefektywniej ekstrahowane na ztozach CAR-PDMS 75um oraz CAR-DVB-PDMS
(Bicchi i in., 2000).

Po weryfikacji liniowosci wynikoéw analiz olejku i HS SPME dla igiet J. communis
obliczono wspétczynniki korelacji liniowej (p) dla poszczegdinych analizowanych
zwigzkéw. W przypadku 8 z 12 badanych skfadnikow lotnych (a-pinen, sabinen,
mircen, a-felandren, karen, limonen, y-terpinen, terpinolen) stwierdzono bardzo silng
korelacje dodatnig (0,7<p<1), dla B-pinenu silng korelacje dodatnig (0,5<p<0,7), dla
terpinen-4-olu korelacje dodatnig o $rednim natezeniu (0,3<p<0,5). W przypadku
dwoch zwigzkow, ktorych zawartos¢ zardwno w olejku, jak bezposrednio w strukturach
wydzielniczych badanych prob sporadycznie przekracza 1% (kamfen oraz para
zwigzkéw eluujgcych razem — p-cymen+a-terpinen) wspétczynnik miescit sie w
przedziale -0,5<p<-0,3, co wskazuje na korelacje ujemng o s$rednim natezeniu.
Niemniej jednak sama zawartos¢ tych sktadnikédw w badanych prébach znajduje sie
na granicy btedu statystycznego, stad obliczone dla nich wspétczynniki korelacji sg

mato wiarygodne.

2.1.Podsumowanie

Podsumowujgc, zestawienie  wynikébw rozdziatdbw chromatograficznych
monoterpendw jatowca otrzymanych w wyniku HS SPME oraz destylacji z wodg
wskazuje na to, ze HS SPME w warunkach zoptymalizowanych moze by¢ z
powodzeniem zastosowana jako szybka metoda oceny surowca olejkowego.
Poréwnanie $redniej zawartosci frakcji zwigzkdw mono- i seskwiterpenowych dla
olejku i profilu HS SPME wykazato, ze w przypadku igiet zawartos¢ monoterpendw
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otrzymanych w HS SPME jest wyzsza o ponad 10%. Dla szyszkojagdd w przypadku
obu metod zawarto$¢ frakcji monoterpenowej byta zblizona. Jedynym zwigzkiem,
ktorego zawartos¢ roznita sie o niecate 10% w HS SPME znad igiet w stosunku do
olejku po destylacji byt a-pinen. Zaleznosci tej nie obserwowano jednak w przypadku
szyszkojagdd. Opisane zjawiska zwigzane sg ze specyfikg matrycy, jaka stanowig
rozdrobnione igly i szyszkojagody w przypadku mikroekstrakcji nadpowierzchniowej
oraz lotnosciag mono- i seskwiterpendw. a-Pinen jako dominujacy sktadnik igiet i
szyszkojagdd jatowca jest zwigzkiem preferencyjnie absorbowanym na ziozu.
Wzgledne zawartosci procentowe innych monoterpendw (mircen, sabinen, limonen)
sq zblizone w przypadku olejku i HS SPME. Wazny z punktu widzenia aktywno$ci
surowca i olejku alkohol monoterpenowy terpinen-4-ol wykazuje stabe powinowactwo
do zastosowanego zioza PDMS. W zwigzku z tym obserwowana zawarto$¢ nie
przekroczyta 1%, podczas, gdy w olejku (szczegdlnie w prébach o wyzszej zawartosci
sabinenu) osigga on 5-6%. Zawarto$ci procentowe poszczegolnych zwigzkéw w olejku
i odpowiadajgce im wartosci w HS SPME poréwnano obliczajgc wspoétczynniki
korelacji dla kazdego z nich. Dla 10 badanych monoterpenow ich warto$ci wskazywaty
na bardzo silng i silng korelacje dodatnig. Swiadczy to, ze w przypadku gtéwnych
monoterpenéw jalowca HS SPME jest metodg dajacg podobny profil
chromatograficzny do wydestylowanego olejku. Jej gtébwng zaletg jest szybkosé
wykonania oraz minimalna ilo§¢ surowca do analizy. Moze by¢ niezwykle uzyteczna
jako metoda oceny i wyboru surowca olejkowego o pozgdanym skfadzie biologicznie
aktywnych zwigzkéw terpenowych. Oprdcz zdecydowanego skrocenia czasu analiz (w
stosunku do destylacji olejku), HS SPME ma jeszcze jedng niekwestionowang zalete.
Moze byC uzyteczne w przypadku badan trudno dostepnego materiatu roslinnego
(maty rozmiar roslin, mate ilosci materiatu do analiz). Potencjalnie uzyteczng aplikacjg
HS SPME mogaq by¢ kultury roslin in vitro, gdzie zwykle ilo§¢ materiatu roslinnego jest
niewielka, a z punktu widzenia uzyskania roslin o pozgdanym sktadzie metabolitow

wtornych informacja o ich skfadzie jest niezbedna.
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3. Analiza zréznicowania fitochemicznego Juniperus communis (cel

pochodny 3)

Jak opisano w czesci metodycznej (,Analiza zréznicowania fitochemicznego
badanych prob J. communis (cel pochodny 3), s. 96) pierwszym etapem realizacji tego
celu byfta analiza zwigzkdw monoterpenowych pozyskanych w wyniku HS SPME na
ztozu achiralnym (HP101). Przeprowadzono jg dla 76 préb szpilek J. communis oraz
58 préb szyszkojagdd (nie wszystkie zebrane osobniki byty okazami owocujgcymi).
Wyniki wyjsciowe analiz chromatograficznych na ztozu achiralinym HP101 znajdujg sie
w rozdziale ,Suplement A — Wyniki analiz chromatograficznych, w tab. 44, s.210 (dla

igiet) oraz tabeli 45, s.214 (dla szyszkojagdd).

Analiza na ztozu achiralnym umozliwita wstepng klasyfikacje prob pod katem
zawartosci gtébwnych sktadnikow monoterpenowych. W efekcie tego w badanej puli
préb wyodrebniono tzw. rasy chemiczne, z ktérych wyselekcjonowano préby do
dalszych analiz chromatograficznych na zlozu enencjoselektywnym. Objety one 42
préby igiet oraz 34 préby szyszkojagdd. Wybodr tylko czesci prob do analizy chiralnej
podyktowany byt czasochtonnoscig analiz na ztozu cyklodekstrynowym (HP Chiral).
Na podstawie wynikbw uzyskanych na kolumnie enancjoselektywnej obliczono
nadmiary enancjomeryczne, ktore przedstawiono w ponizszym rozdziale (,Analiza
chiralna,, s. 149) oraz w tabeli 46, s.217 (,Suplement A — Wyniki analiz

chromatograficznych,).

3.1.Analiza achiralna

Uzyskane w toku analiz chromatograficznych wyniki (tab. 44 i 45) jednoznacznie
wskazuja, ze dominujgcymi skfadnikami frakcji monoterpenowej igiet i szyszkojagod
jatowca sag a-pinen, sabinen i limonen. Dane te sg zgodne ze zrédtami literaturowymi
(Vernin i in., 1988; Caramiello i in., 1995; Angioni i in., 2003). Mircen jest swoistym
markerem fitochemicznym szyszkojagdd, gdyz wystepuje w nich w zdecydowanej
przewadze w stosunku do igiet. Obserwacja ta znajduje takze potwierdzenie w
wynikach innych autoréw (Chatzopoulou i Katsiosis, 1993; Angioni i in., 2003). a-Pinen
oraz sabinen jako gtdbwne sktadniki utworéw wydzielniczych badanej rosliny sag
jednoczesnie zwigzkami wykazujgcymi najwiekszg zmiennoS¢ osobniczg. Obserwacja
wzajemnych proporcji zawartosci procentowych tych dwoch skfadnikow w igtach
jatowca doprowadzita w efekcie do wyodrebnienia w badanej puli prob jatowca tzw. ras
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chemicznych (chemotypow). Chemotyp (ang. chemotype, chemovar) definiowany jest
jako chemicznie odmienna jednostka (roslina lub mikroorganizm). Wyrdznienie
chemotypu opiera sie na réznicach w skladzie metabolitbw wtérnych

(http://en.wikipedia.org/wiki/Chemotype). Znanych jest wiele chemotypdw ro$lin

olejkowych. Najpopularniejsze to chemotypy Thymus vulgaris, ktore charakteryzujg sie
odpowiednio najwyzszg zawarto$cig geraniolu, o-terpineolu, tujanolu, linalolu,
karwakrolu oraz tymolu (Thompson i in., 2003), czy Malaleuca alternifolia (Shelton i
in., 2002). Znane sa takze chemotypy olejkowych roslin szpilkowych: Pinus sylvestris
(dwa chemotypy: z niskg i wysokg zawartoscig 3-karenu) (Hiltunen i Laakso, 1995;
Sjodin i in., 1996) oraz Juniperus communis (dwa chemotypy: z niskg i wysokag
zawartoscig sabinenu) (Hiltunen i Laakso, 1995).

W  przypadku badanych préob J. communis podstawowym kryterium
wyodrebnienia trzech chemotypow byty wzgledne zawartosci procentowe a-pinenu i
sabinenu. Pierwszy z nich charakteryzuje sie dominacjg a-pinenu, przy jednoczesnie
niewielkiej (zwykle ponizej 1%) i nie przekraczajacej 10% zawartosci sabinenu. Druga
rasa chemiczna zdominowana jest przez sabinen, podczas, gdy zawartos¢ a-pinenu
nie przekracza zwykle 30%. Zaobserwowano tez trzecig grupe prob, ktorg
zaklasyfikowano jako chemotyp posredni. W tym przypadku zawarto$¢ a-pinenu nie
przekraczata 60%, a sabinenu — 40%. Nalezy podkresli¢, ze opisywane tutaj proporcje
tych dwodch sktadnikdbw oraz podziat na rasy chemiczne dotyczg wynikow
chromatograficznych otrzymanych dla igiet. W przypadku szyszkojagdd trudno
zastosowaC te same kryteria, gdyz zawartos¢ sabinenu w tych organach jest
zdecydowanie nizsza, co przedstawiono w dalszej czesci rozdziatu. Przyjete kryteria

klasyfikacji préb jatowca do poszczegdlnych chemotypdw przedstawiono w tabeli 22.

TABELA 22: Kryteria wyodrebnienia chemotypow J. communis L. na podstawie
zawartosci dwoch gtownych sktadnikow - a-pinenu i sabinenu w igfach

Chemotyp Zawarto$¢ a-pinenu [%]  Zawartos¢ sabinenu [%] a-pinen/sabinen
o-pinenowy 50-90 <10 a-pinen>sabinen

posredni 45-65 10-40 o-pinen=sabinen
sabinenowy 10-30 40-60 a-pinen<sabinen
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W tabeli 23 zestawiono badane nizinne préby J. communis ze wzgledu na
przynalezno$¢ do opisanych ras chemicznych. Czcionka pogrubiong zaznaczono
préby wybrane do dalszej analizy chromatograficznej na ztozu enancjoselektywnym.
Sposéb selekcji nie byt przypadkowy — w puli tych préb znalazty sie takie, ktére
reprezentujg wszystkie trzy chemotypy. W przypadku chemotypu posredniego i
sabinenowego ze wzgledu na niewielkg liczebno$¢ osobnikow byty to wszystkie préby,
a w przypadku najliczniej reprezentowanego chemotypu a-pinenowego - potowa.
Zatozono, ze analizy chiralne przeprowadzone w ramach tego projektu majg na celu
przede wszystkim stwierdzenie, czy istnieje jakas tendencja wsrdod poszczegolnych
ras chemicznych do produkcji okreslonej formy enancjomeryczne;j.

TABELA 23: Zestawienie badanych prob nizinnych J. communis z uwzglednieniem
przynaleznosci do rasy chemicznej

Chemotyp’ Osobnik (akronim préby)?

a-pinenowy BO1, BO3, Cl1, Cl2, CI3, ClI6, G1-1, G1-2, G1-3, G1-4, G1-5, G2-1,
G2-3, G2-4, G2-5, GG2, LU1, LU2, LU4, LU5, LUG, LU7, LUS,
LU9, KO2, KO3, KO4, OC1, OC2, OC3, OC4, OT1, OT2, OT4,
oT6, OT7, OT8, OT9, OT10, OT12, OT13, SA3, SA4, SA9, SD1,
SD2, SD3, SD4, SD5, SD6, SD7, SD9, SD11, ST10, ST11, ST12,
ST13, ZG1, ZG2

posredni Cl4, CI5, G2-2, KO1, LU3, OT3, SA5, SA6, SA7, SA8, SD8
sabinenowy BO2, OT5, OT11, SA1, SA2, SD10

' przynaleznos$¢ do chemotypu okreslono na podstawie wynikow analiz chromatograficznych otrzymanych dla igiet badanych
prob na ztozu achiralnym.
2Pogrubiong czcionkg zaznaczono préby uzyte do analizy na ztozu chiralnym kolumny HP Chiral.

Sklasyfikowane w trzech kategoriach préby J. communis poddano dalszej
analizie. Na rysunku 25 przedstawiono liczebnos¢ poszczegdlnych chemotypow w
0golnej puli badanych préb (rys. 25A) oraz liczebno$¢ chemotypdw w poszczegdlnych
badanych populacjach (rys. 25B). Wynika z nich wyraznie dominacja rasy chemiczne;j
a-pinenowej, zaréwno w przypadku catej puli préb (59 préb z badanych 76), jak i
pojedynczych populacji. Rasa chemiczna sabinenowa jest bardzo rzadka, a
wystepowanie osobnikbw o takich proporcjach zwigzkdw monoterpenowych
stwierdzono w czterech z jedenastu badanych populacji. Najwiecej préb o cechach
chemotypu posredniego i sabinenowego stwierdzono w przypadku populacji
pochodzacej ze wsi Samocigzek (symbol SA), zlokalizowanej w wojewddztwie
kujawsko-pomorskim. W literaturze wysoka zawartos¢ sabinenu przypisywana jest
czesto probom zebranym ze stanowisk gorskich, podczas gdy gtownym sktadnikiem
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prob ze stanowisk poftozonych na terenach nizinnych wymieniany jest a-pinen
(Baerheim Svendsen i in., 1985; Vernin i in., 1988; Caramiello i in., 1995; Hiltunen i
Laakso, 1997; Angioni i in., 2003). Wyniki uzyskane w tej pracy nie potwierdzajg tej
hipotezy, gdyz w badanych 76 probach nizinnych jatowca blisko 8% stanowig proby
zdominowane przez sabinen. Jatowce o wysokiej zawartosci procentowej sabinenu
pochodzace ze stanowisk nizinnych notowano takze w pracach innych autoréw
(Ochocka i in., 1997). Korelacji pomiedzy zawarto$cig sabinenu i wysokoscig
stanowiska nie stwierdzono takze dla olejku otrzymanego z owocéw i fodyg J.
brevifolia (da Silva i in., 2000). W dalszej czesci pracy omowiono takze wyniki analiz
chromatograficznych olejkow otrzymanych z igiet prob jatowca pospolitego i jatowca
halnego zebranych na terenie Tatrzanskiego Parku Narodowego (por. ,Analiza
pokrewienstwa systematycznego J. communis L. i J. nana Willd. (cel pochodny 5),, s.
179). Analiza olejkdbw z tych gatunkéw/odmian umozliwia szersze spojrzenie na
powigzanie zawartosci sabinenu z wysokos$cig stanowiska, z ktorego zebrano

surowiec.

RYSUNEK 25: Liczebno$c poszczegolnych chemotypdw jatowca pospolitego

A — w ogdlnej puli prob B — w poszczegolnych populacjach
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Akronimy préb oraz liczebno$¢ poszczegdlnych populacji sg
zgodne z danymi zawartymi w tabeli 9, s. 64.

*Liczebnos¢ chemotypéw podano jako procent catej puli prob. Dane dotyczg wynikdw analiz chromatograficznych
otrzymanych dla igiet jatowca pospolitego.

Jak juz wspomniano wyzej zastosowanie tych samych kryteridw wyznaczania
chemotypdw w przypadku szyszkojagdd skutkuje odmiennym podziatem badanych
prob. W zwigzku z wysokg zawartoscig mircenu w tym surowcu udziat procentowy

innych monoterpendw jest nizszy. Zawartos¢ procentowa a-pinenu i sabinenu w
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szyszkojagodach pozwolita na zaklasyfikowanie tylko dwéch prob do chemotypu
sabinenowego (SA1 i SA2) oraz trzech do chemotypu posredniego (BO2, SA6 i SA8).

Reszta préb szyszkojagdd charakteryzuje sie zdecydowang przewaga a-pinenu.

W tabeli 24 przedstawiono zestawienie zakresdw zawarto$ci procentowych
zidentyfikowanych monoterpendéw oraz dwa wskazniki struktury: srednig i mediane, z
uwzglednieniem podziatu na chemotypy. Graficznym zobrazowaniem danych
zebranych w tabeli 24 jest wykres na rysunku 26. W tabeli 24 celowo zestawiono dla
kazdej rasy chemicznej dwa wskazniki struktury, czyli srednig oraz mediane (warto$¢
srodkowaq). Dla wiekszosci zwigzkéw uzasadnione wydaje sie zastosowanie mediany
jako parametru najlepiej opisujgcego dang grupe (chemotyp), gdyz rozktady
zawartosci poszczegoélnych sktadnikow nie sg symetryczne. Konsekwencjg jest
wysoka wartos¢ odchylenia standardowego (SD). Jest to szczegdlnie widoczne w
przypadku karenu i limonenu.

Dla igiet i szyszkojagéd zaobserwowaC mozna wyrazne zaleznosci pomiedzy
zawartoscig a-pinenu i sabinenu (por. rysunek 26) w trzech wyznaczonych
chemotypach. Zawartos¢ s$rednia (takze mediana) sabinenu w przypadku
szyszkojagdd jest o 3% i 10% nizsza niz dla igiet, odpowiednio dla chemotypu
posredniego i sabinenowego. Angioni i in. w pracy porownawczej skladéw z igiet oraz
dojrzatych i niedojrzatych szyszkojagdd obserwowali znaczgce réznice w zawartosci
sabinenu pomiedzy badanymi organami (odpowiednio 61%, 13,7% i 5,6%) (Angioni i
in., 2003). Podobne wyniki otrzymaty tez inne zespoty badawcze (Hiltunen i Laakso,
1995; Ochocka i in., 1997). Jak juz wspomniano wyzej mircen jest zwigzkiem
charakterystycznym dla szyszkojagéd, co znajduje potwierdzenie w licznych
opracowaniach (Hiltunen i Laakso, 1995; Ochocka i in., 1997). Dodatkowo
obserwowano wzrost jego wzglednej zawartosci wraz z dojrzewaniem szyszkojagod
(Vernin i in., 1988; Angioni i in., 2003). W niniejszej pracy jego zawartos¢ w igtach préb
chemotypu a-pinenowego jest pieciokrotnie nizsza niz dla szyszkojagdd (srednia
3,85% versus 21%).

Dla limonenu, wymienionego wczesniej jako jeden z gtownych zwigzkéw
monoterpenowych jatowca, trudno jest okresli¢ kierunkowg tendencje w opisywanych
surowcach. Srednio jest go wiecej w strukturach wydzielniczych igiet, w chemotypie a-

pinenowym. Przewage zawartosci procentowej limonenu we fragmentach pedow (igty
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oraz elementy todyg) w poréwnaniu do szyszkojagdd stwierdzono dla olejku z

Juniperus brevifolia (da Silva i in., 2000).

TABELA 24: Zakresy, Srednie i mediany wzglednych zawartosci procentowych
badanych zwigzkéw monoterpenowych w poszczegdlnych chemotypach jatowca z
uwzglednieniem surowca (igty, szyszkojagody).

IGLY (n=76)
zwigzek Chemotyp a-pinenowy (n=59) Chemotyp posredni (n=11) Chemotyp sabinenowy (n=6)
zakres $redniatSD mediana  zakres  $redniaztSD mediana  zakres  $redniatSD mediana
a-tujen 0,00-1,58 0,05+0,27 0,00 0,00-1,35 0,12+0,41 0,00 0,00-3,37 1,83+1,49 2,33
a-pinen 50,35-92,45 77,9548,40 78,99 45-64,14 55,3+7,09 53,42 9,40-37,6  20,76+11,10 16,92
kamfen 0,34-1,18 0,48+0,17 0,42 0,32-0,62 0,43+0,10 0,41 0,30-0,66 0,44+0,14 0,43
sabinen 0,28-7,98 0,89+1,49 0,44 14,04-31,56 24,5116,6 27,57  39,90-59,30 50,67+6,36 51,70
B-pinen 1,45-4,17 2,34+0,54 2,32 1,29-2,93 1,85+0,54 1,71 0,70-2,33 1,16+0,6 1,04
mircen 2,16-11,5 3,85+1,43 3,46 3,42+5,09 4,25+0,61 4,26 4,60-5,65 5,24+0,4 5,29
a-felandren 0,03-5,65 2,11+1,32 2,24 0,31+2,38 1,34+0,76 1,55 0,63-1,68 1,19+0,38 1,20
karen 0,00-21,99 1,8543,70 0,36 0,04+6,29 1,47+£1,83 0,70 0,86-8,67 3,563+3,62 1,56
p-cymen+a- 0,00-0,60 0,19+0,15 0,18 0,16+1,03 0,52+0,31 0,60 0,34-1,93 0,83+0,64 0,58
terpinen
limonen 1,16-21,42 8,41+5,05 8,25 3,03+£10,80 6,7+2,57 6,70 5,1-11,33 7,1£2,28 6,14
y-terpinen 0,00-1,70 0,07+0,22 0,03 0,15+0,72 0,43+0,18 0,42 0,61-1,53 1,04+0,31 1,05
terpinolen 0,29-2,78 0,92+0,43 0,80 1,09+2,02 1,55+0,26 1,51 1,98-5,14 3,83+1,11 4,15
terpinen-4-ol 0,00-0,77 0,10+0,11 0,07 0,04+2,84 0,52+0,83 0,19 0,08-1,42 0,57+0,63 0,26
reszta 0,08-3,48 0,80+0,65 0,65 0,21+3,53 0,98+0,94 0,73 0,29-4,76 1,83+1,73 1,28
SZYSZKOJAGODY (n=58)
zwigzek Chemotyp a-pinenowy (n=53) Chemotyp posredni (n=3) Chemotyp sabinenowy (n=2)
zakres SredniatSD mediana  zakres  $redniaztSD mediana  zakres  $redniaztSD mediana
a-tujen - - - - - - - - -
a-pinen 37,41-91,24  68,88+11,96 70,35 47,4-54,96 50,64+3,90 49,55  25,97-27,10  26,54+0,80 26,54
kamfen 0,27-1,47 0,52+0,20 0,45 0,35-0,80 0,50+0,26 0,36 0,37-0,42 0,4+0,04 0,40
sabinen 0,00-9,23 0,89+1,90 0,28 13,18-29,57  22,44+8,40 24,58 40,40-42,72 41,56%1,64 41,56
B-pinen 0,86-4,03 2,1540,78 2,02 1,40-2,32 1,76+0,49 1,56 1,45-1,53 1,49+0,06 1,49
mircen 0,00-46,61 21,00+10,15 19,53 4,29-21,80 13,41+8,78 14,15 11,96-14,64 13,3£1,90 13,30
a-felandren 0,00-0,27 0,05+0,05 0,04 0,10-0,14 0,11+0,02 0,10 0,17-0,18 0,18+0,01 0,18
karen 0,00-6,32 0,40+1,17 0,05 0,22-6,46 2,7143,31 1,44 - - -
p-cymen+a- 0,00-1,81 0,17+0,27 0,09 0,42-1,64 1,05+0,61 1,08 2,74-3,00 2,87+0,18 2,87
terpinen
limonen 0,90-22,51 3,42+4,76 1,85 2,69-3,30 2,98+0,31 2,96 5,27-6,40 5,84+0,80 5,84
y-terpinen 0,00-0,38 0,05+0,08 0,03 0,48-1,21 0,90+0,38 1,02 1,40-1,57 1,49+0,12 1,49
terpinolen 0,23-1,38 0,64+0,23 0,64 1,00-2,28 1,57+0,65 1,42 1,24-1,46 1,35+0,16 1,35
terpinen-4-ol 0,00-1,9 0,40+0,45 0,16 0,40-0,86 0,63+0,23 0,64 1,68-1,92 1,840,17 1,80
reszta 0,18-13,94 1,46+1,95 0,94 0,83-2,08 1,29+0,61 0,96 2,86-3,55 3,21+0,49 3,21
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RYSUNEK 26: Wzgledne zawarto$ci procentowe zwigzkéw monoterpenowych w
igtach i szyszkojagodach jatowca z uwzglednieniem chemotypu
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*Podane na wykresie wartosci to znormalizowane mediany wzglednych zawarto$ci procentowych.

a-Tujen, bedacy monoterpenem dicyklicznym o masie czasteczkowej identycznej
jak a-pinen, wystepuje w niewielkich ilosciach tylko w igtach, najliczniej w chemotypie
sabinenowym. W igtach, w poréwnaniu z szyszkojagodami, zaobserwowa¢ mozna
takze wiecej 3-karenu i terpinolenu (najwiecej dla préb bogatych w sabinen) oraz a-

felandrenu (z niewielkg przewagg w chemotypie a-pinenowym).

Pomimo niewielkiego powinowactwa pochodnych tlenowych do ztoza PDMS
zanotowano nieco wyzszg zawartos¢ terpinen-4-olu w szyszkojagodach. Zawartosc
innych weglowodoréw: kamfenu, B-pinenu oraz p-cymenu ulegajgcego koelucji z a-
terpinenem pozostaje na niewysokim i nie wykazujacym wiekszych wahan poziomie w
obydwu surowcach, bez wzgledu na przynaleznos¢ do chemotypu.

Korelacja liniowa wzglednych zawartosci procentowych badanych
monoterpenéw

W pakiecie Statistica 7.1 wygenerowano macierze korelacji (na poziomie
istotnosci p<0,05) dla zmiennych losowych w postaci wzglednych zawartosci
procentowych identyfikowanych monoterpenéw. Macierze korelacji przedstawiono w
tabeli 25 (dla igiet J. communis) oraz 26 (dla szyszkojagdd). Analiza wspétczynnikdw

korelacji pozwolita na ustalenie zaleznosci oraz kierunkowosci zmian skfadnikéw
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monoterpenowych wystepujacych w badanych surowcach. Zaréwno w przypadku igiet,
jak i szyszkojagdd jatowca stwierdzono bardzo silng (0,7<p<1) i silng (0,5<p<0,7)
korelacje dodatnig pomiedzy monoterpenem dicyklicznym z grupy tujanu -
sabinenem, a grupg monoterpenow monocyklicznych: p-cymenem, a-terpinenem, y-
terpinenem i terpinolenem. Jednoczesnie w przypadku igiet obserwowano silng
korelacje dodatnig sabinenu z innym dicyklicznym monoterpenem — a-tujenem.
Obydwa nalezg do pochodnych weglowodoru tujanu i w trakcie cyklizacji powstajg ze
wspdlnego prekursora (Hiltunen i Laakso, 1995). Powigzanie zawarto$ci sabinenu z a-
tujenem oraz wymienionymi wyzej zwigzkami z grupy monocyklicznych monoterpenéw
zanotowano w wynikach innych zespotdw badawczych (Chatzopoulou i Katsiosis,
1993).

Szyszkojagody, jak juz wspomniano zawierajg w strukturach wydzielniczych
wiecej terpinen-4-olu, a jego zawartos¢ procentowa jest silnie skorelowana z iloscig
sabinenu (p=0,51). Wspdtczynnik korelacji sabinenu i terpinen-4-olu dla igiet jest
odpowiednio nizszy i wynosi 0,46. Korelacje zawartosci procentowej terpinen-4-olu i
sabinenu obserwowali wczesniej inni autorzy dla olejku z igiet roznych gatunkéw
jatowca, takze dla igiet i szyszkojagdd J. communis (Chatzopoulou i Katsiosis, 1993;
Caramiello i in., 1995; Angioni i in., 2003). Wspétzaleznos¢ zawartosci procentowych
tych dwoch zwigzkéw zwigzana jest ze szlakiem biosyntezy terpinen-4-olu. Sabinen
jest bowiem prekursorem tlenowych pochodnych monoterpenéw z grupy tujanu
(Caramiello i in., 1995 za Karp i Croteau, 1982). Korelacja taka widoczna jest takze w
przypadku badanej puli prob pomimo tego, ze wydajnos¢ ekstrakcji terpinen-4-olu na
ztozu PDMS jest niewysoka.

144



WYNIKI | DYSKUSJA

TABELA 25: Macierz korelacji zawartosci procentowej badanych zwigzkow
monoterpenowych oznaczonych na ztozu HP101 w igtach J. communis

C ! 1
C c <t
c c c c f c c o

S @ & @ 5] S 5 c @ & c 2 <
= c = c c s c o o c c oy O —
=] = S = = s = o c c O

+ o e o = o ® Ea = = £

! ] ®© © ] I ) X S e Q g

[} S X n o - o9 = 0 ) 5

S} & >~ =8

a-tujen 1,00 -0,62 -0,02 065 -043 021 -0,16 0,15 0,51 -0,43 0,51 0,68 0,30
a-pinen -0,62| 1,00 -0,01 -0,92 045 -0,34 -0,04 -0,27 -0,74 -0,22 -0,78 -0,92 -0,48

kamfen -0,02 -0,01‘ 1,00 -0,11 0,04 -024 -0,14 0,64 0,07 -0,04 -0,25 0,17 0,16
sabinen 0,65 -092 -0,111,00 -0,53 0,31 -0,24 0,07 | 0,66 -0,11| 0,80 0,84 0,46
B-pinen -0,43| 0,45 0,04 -0,53| 1,00 -0,16 0,25 -0,15 -0,40 0,15 -0,33 -0,50 -0,07

mircen 0,21 -0,34 -0,24 0,31 -0,16 1,00 0,01 -0,07| 0,17 0,03 | 0,28 0,23 0,14
o-felandren  -0,16 -0,04 -0,14 -0,24 0,25 0,01 | 1,00 -0,08 0,11 0,75 -0,15|-0,05 -0,10

karen 0,15 -027 064 0,07 -0,15 -0,07 -0,08 1,00 0118 0,00 013 041 0,14
p-cymenta- 554 074 007 066 -040 017 011 0,18 1,00 016 0,58 066 0,59
terpinen

limonen -0,13 -0,22 -0,04 -0,11 0,15 0,03 0,75 0,00 0,16 | 1,00 -0,03 0,07 -0,05
y-terpinen 0,51 -0,78 -0,25 0,80 -0,33 0,28 -0,15 0,43 0,58 -0,03 1,00 0,69 0,45
terpinolen 0,68 -092 0,17 084 -0,50 0,23 -0,05 041|066 0,07 069 | 1,00 0,48
terpinen-4-ol | 0,30 -0,48 0,16 0,46 -0,07 0,14 -0,10 0,14 0,59 -0,05 0,45 0,48 | 1,00

Oznaczone wspétczynniki korelacji sg istotne z p<0,05, N=76 (wyniki wygenerowane w pakiecie Statistica 7.1)

TABELA 26: Macierz korelacji zawartosci procentowej badanych zwigzkow
monoterpenowych oznaczonych na ztozu HP101 w szyszkojagodach J. communis

S tlﬁ c c :
o <
& 5§ © §& § =©- ¢ 38 8 £ 2 ¢
£ ‘= 1= c 5] c o o c c a Q O —
s § § & = S8 5 g8 g § 4§ §°
R - ce £ % 0§ §
a-pinen 0,07  -0,64 0,33 -0,52 -0,31 -0,21 -0,66 -0,50 -0,64 -0,43 -0,48
kamfen 0,07 | 1,00 -0,03 0,08 -0,21 -0,08 048 0,23 -0,10 -0,04 0,23 0,49
sabinen  -0,64 -003 1,00 -021 -023 048 022 091 014 099 068 0,51

B-pinen 0,33 0,08 -021| 1,00  -0,26 0,10  -0,14 -0,23 -0,09 -0,22 -0,34 -0,28

mircen -0,62 | -0,21  -0,23 -0,26 | 1,00 -0,13 -0,09 -0,20 0,13 -0,19 -0,20 -0,01

o-felandren  -0,31 | -0,08 0,48 | 0,10 -0,13| 1,00 0,04 042 0,14 049 0,20 0,11

karen -0,21 048 0,22 -0,14 -0,09 0,04 | 100 030 -0,06 025 0,64 0,18
0,30

p-cymen+a- 566 023 091 -023 -020 042 1,00 020 0,88 059 0,69
terpinen

limonen -0,50 -0,10 0,44 -0,09 0,43 0,44 -0,06 0,20 | 1,00 0,11 0,03 0,09
Y-terpinen -0,64 -0,04 099 -022 -0,19 049 025 0,88 0,11 ‘ 1,00 | 0,72 0,51

terpinolen -043 | 023 068 -034 -020 020 064 059 0,03 0,72 ‘ 1,00 045
terpinen-4-ol | -0,48 049 051 -028 -001 011 0418 069 0,09 051 0,45 | 1,00

Oznaczone wspétczynniki korelacji sg istotne z p<0,05, N=57 (wyniki wygenerowane w pakiecie Statistica 7.1)

Gtéwny monoterpen jatowca — dicykliczny a-pinen wykazuje jedynie korelacje
dodatnig ze zwigzkiem z tej samej grupy, czyli B-pinenem (p=0,45 dla igiet). Wyniki
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potwierdzajgce zwigzek zawartosci obu pinenédw mozna znalez¢ w literaturze
(Caramiello i in., 1995, Angioni i in., 2003), jednak wielu autoréw notowato zwykle
statg, niewysokg =zawartos¢ B-pinenu na poziomie 1-3%, nie zwigzang z
wystepowaniem a-pinenu (Chatzopoulou i Katsiosis, 1993; Koukos i Papadopoulou,
1997; da Silva i in., 2000). Relacje a-pinenu z innymi badanymi zwigzkami opierajq sie
na korelacji ujemnej o bardzo silnym (-1<p<-0,7), silnym (-0,7<p<-0,5) oraz srednim
(-0,5<p<-0,3) natezeniu. Wraz ze wzrostem jego zawartosci maleje zawartosé
sabinenu (na tej podstawie wyselekcjonowano rasy chemiczne w badanej puli prob
jatowca), a-tujenu, p-cymenu, a-felandrenu i y-terpinenu w igtach i szyszkojagodach
jatowca. Jednoczes$nie, w samych szyszkojagodach stwierdzono takze do$¢ silng
korelacje ujemng a-pinenu z mircenem i limonenem (p=~-0,50). Wyniki analiz
chromatograficznych dla szyszkojagod jatowca przeprowadzone przez innych badaczy
uwidaczniajg takg tendencje. Analizy te zwykle dotyczg tylko kilku préb, na podstawie
ktorych nie mozna wyciagng¢ ostatecznych wnioskéw (Chatzopoulou i Katsiosis,
1993; Koukos i Papadopoulou, 1997).

Monoterpeny o budowie monocyklicznej w strukturach wydzielniczych J.
communis najliczniej reprezentuje limonen. Jednak jego zawartos¢ wykazuje stabe
zwigzki z innymi badanymi monoterpenami. Stwierdzono korelacje dodatnig o silnym
natezeniu dla limonenu i a-felandrenu (takze nalezacego do skfadnikow

monocyklicznych).

Analiza zmiennych skiadowych w badaniu zmiennosci populacyjnej J.

communis

Analize zmiennosci populacyjnej badanych prob J. communis przeprowadzono
stosujgc metode gtéwnych sktadowych (ang. PCA - Principal Component Analysis).
Jest to technika eksploracyjna umozliwiajgca analize obiektow (przypadkow)
opisanych wieloma zmiennymi. Pozwala ona zwizualizowaé wielowymiarowe
zaleznosci. Jej gtownym celem jest redukcja wymiarowosci problemu dzieki
wyznaczeniu gtownych sktadowych oryginalnego zestawu zmiennych objasniajacych.
Gtowne sktadowe sktadajg sie na najwiekszg mozliwg czes¢ zmiennosci (wariancji)
wystepujacej w zestawie zmiennych. Sporzadzono dwa diagramy PCA bedace
schematami rozmieszczenia przypadkdéw (w tym wypadku prob jatowca) w przestrzeni
czynnikdw. Pierwszy z nich objgt dane chromatograficzne otrzymane dla igiet
badanych prob jatowca (rysunek 27), a drugi dane dla szyszkojagod (rysunek 28).
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Przy tworzeniu dwuwymiarowych wykreséw w pakiecie Statistica zastosowano
sktadowe o najwyzszych wartosciach wiasnych, czyli takie, ktére niosg ze sobg
najwiecej informacji. W obydwu przypadkach dwie pierwsze sktadowe zawierajg
ponad 50% tacznej zmiennosci. Podjeto préby wykreslenia diagraméw PCA na
podstawie kolejnych gtéwnych sktadowych o mniejszych wartosciach wifasnych.
Otrzymane dla nich schematy rozmieszczenia przypadkdow w przestrzeni (nie
przedstawione w niniejszej pracy) nie roznity sie znaczaco od wykresoéw czynnika 1

wzgledem czynnika 2 (por. rysunek 27 i 28).

RYSUNEK 27: Diagram PCA na podstawie danych chromatograficznych otrzymanych
na kolumnie achiralnej HP101 dla igiet jatowca

Projekcja przypadkow na plaszczyzne czynnika 1 x 2)
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4+ G1g'1
karen
3 L
3
KB%SM
2 6 G?GQ o
o 013 SAS | SGlt ¢
- 0Tt SDAL ® o (& 3
1 ® 6242 o | B4t
= Shaty . SO U4
= SAE, § $ A4 g’
T b %% yogllIpl o
-~ OZ'G'M%N
= OLE%O %-2
= C I 2
= - 5o SAT e Kooy .o
< o 0Ti0 }
1 - 1.4 ©
sabinen 8|O —
| a-pinen
3F i
0T4 qe1804
! limonen ¢ 1o v
|
]
5 I

-10 -8 -6 -4 -2 0 1
Czynn. 1:39,54%

Wykres sporzadzono na podstawie dwoch zmiennych sktadowych o najwiekszej zmiennosci (tacznie 53,54% ogdtu warianciji),
N=76. Kolejne kolory oznaczajg: zielony — chemotyp sabinenowy, czerwony - chemotyp posredni, niebieski — chemotyp a-
pinenowy, zétty — chemotyp a-pinenowy o wysokiej zawartosci limonenu, fioletowy - chemotyp a-pinenowy o wysokiej
zawartosci karenu. Schematy rozmieszczenia wygenerowano w pakiecie Statistica 7.1.

Badane osobniki nie wykazujg tendencji do grupowania sie pod wzgledem
przynaleznosci do okreslonej populacji (akronimy préb wyrézniajg poszczegodlne
populacje). Rozmieszczenie prob w przestrzeni czynnikow jest warunkowane

zawartoscig identyfikowanych terpendéw. Na wykresie zaznaczono strzatkami
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kierunkowos¢ rozproszenia prob, zwigzang z zawartoscig czterech terpendow (a-
pinenem, sabinenem, limonenem i &-3-karenem). Zadna z badanych dwunastu
populacji nie charakteryzuje sie okre$lonym zestawem cech fitochemicznych, ktory
powodowatby jej wyrazne wydzielenie na diagramie. Wyodrebnione na wykresie 27
duze skupienie przypadkow reprezentuje opisany wczesniej chemotyp a-pinenowy. 56
préb tego skupiska wykazuje typowy dla tej rasy chemicznej rozktad wzglednych
zawartodci  procentowych 13 badanych monoterpenow (por. zestawienie
podstawowych statystyk dla chemotypow tab. 24 s. 142 oraz rys. 26 s. 143). Z grupy
tej oddzielajq sie kierunkowo proby OC1, OT4, SD4 (oznaczone kolorem z6itym) oraz
G1-1 (kolor fioletowy). Trzy pierwsze charakteryzujg sie wysokg zawartoscig limonenu
(~20%), wykazujacej zdecydowane odchylenie od obliczonej sredniej dla tego
chemotypu. Préba G1-1 rézni sie od pozostatych ponad 20% zawartoscig 8-3-karenu
(rednia obliczona dla tego zwigzku to 1,85%). Wysoka zawartos¢ limonenu i 0-3-
karenu nie jest charakterystyczng cechg olejku z J. communis. W dostepnych zrédtach
dotyczacych sktadu olejku z tej rosliny ich zawartoS¢ nie przekracza kilku procent
(Chatzopoulou i Katsiosis, 1993; Caramiello i in., 1995; Hiltunen i Laakso, 1995).
Sporadycznie w literaturze notowane sg proby o podwyzszonym poziomie limonenu
(Looman i Baerheim Svendsen, 1992; Ochocka i in., 1997) oraz 6-3-karenu (powyzej
20%) (Angioni i in., 2003). Wysoka zawartos¢ tego ostatniego jest cechg
charakterystyczng dla innej rosliny z rzedu Pinales — Pinus sylvestris i stata sie
podstawg do wydrebnienia chemotypéw tej rosliny (Hiltunen i Laakso, 1995; Sjodin i
in., 1996). Pozostate zaznaczone na diagramie PCA przypadki (kolor czerwony i
zielony) to te préby, w ktorych wzgledna zawartos¢ sabinenu rosnie, a a-pinenu spada

(sq to odpowiednio chemotyp posredni i sabinenowy).

Diagram PCA wykresSlony na podstawie zawartosci tych samych zwigzkéw
wyizolowanych z szyszkojagdd jatowca (por. rys. 28) potwierdza obserwacje uzyskane
dla igiet. Z najwiekszego skupiska prob sklasyfikowanych jako chemotyp a-pinenowy
wyodrebniajg sie proby o nieprzecietnie wysokiej zawartosci mircenu (~40%)
(zaznaczone na czerwono G1-1, G2-2, SA7, SD3, SD4). Wystepujace w duzym
rozproszeniu proby oznaczone na zielono to takie, ktére zostaty okreslone jako

chemotyp posredni i sabinenowy.

148



WYNIKI | DYSKUSJA

RYSUNEK 28: Diagram PCA na podstawie danych chromatograficznych otrzymanych
na kolumnie achiralnej HP101 dla szyszkojagod jatowca
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Wykres sporzadzono na podstawie dwoch zmiennych sktadowych o najwiekszej zmiennosci (facznie 52,8% ogétu warianciji),
N=57. Kolejne kolory oznaczaja: zielony — chemotyp sabinenowy i posredni, niebieski — chemotyp a-pinenowy, czerwony -
chemotyp a-pinenowy o wysokiej zawarto$ci mircenu (~40%). Schematy rozmieszczenia wygenerowano w pakiecie Statistica
7.1.

W celu doktadniejszego przesledzenia zaleznosci pomiedzy zawartoscig
badanych zwigzkéw monoterpenowych przeprowadzono analize chromatograficzng
na ztozu enancjoselektywnym. Jej wyniki omowiono ponizej.

3.2.Analiza chiralna

Identyfikacja enancjomeréw zwigzkéw monoterpenowych w badanym surowcu
poszerzyta spektrum badanych skfadnikéw, gdyz z punktu widzenia ich biosyntezy
postuluje sie, aby dwa enancjomery zwigzku chiralnego traktowac jako dwa odrebne
sktadniki (Sjodin i in.,, 1996 za Croteau, 1987). Dodatkowo duza zmiennos¢
wewnatrzgatunkowa sktadu terpendéw u roslin szpilkowych oraz czesto odmienne
aktywnosci biologiczne i rola ekologiczna enancjomerdéw potwierdzajg zasadnosc tej
tezy (Faldt i in., 2001). Pomimo dynamicznego rozwoju ztéz enancjoselektywnych

opartych miedzy innymi na modyfikowanych cyklodestrynach (Asztemborska i in.,
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2003) istnieje stosunkowo niewiele danych dotyczacych zawartosci poszczegdlinych
enancjomerow w strukturach olejkowych jatowca pospolitego. Zestawienie trzech
dostepnych zrodet (Sybilska i in., 1994; Hiltunen i Laakso, 1995; Ochocka i in., 1997)
nie daje petnego pogladu w tej tematyce, gdyz zawarte w nich wyniki dotyczg zwykle
tylko niewielkiej, reprezentatywnej grupy roslin. Oznaczanie skrecalnosci optycznej,
obok badania ciezaru wtasciwego, gestosci czy wspotczynnika zatamania Swiatta,
nalezy do podstawowych wielkosci mierzonych w badaniu tozsamosci olejkow
eterycznych. Dostepne monografie farmakopealne dotyczace olejku z szyszkojagody
jatowca okre$lajg warto$¢ kata skrecenia ptaszczyzny $wiatta (ap®). Farmakopea
Europejska i Brytyjska podajg zakres od -15° do -0,5° (Ph Eur 5.0, 2005; BP, 2004),
natomiast ostatnia polska monografia farmakopealna olejku jatowcowego od -15° do
+5°. Wyniki analizy enancjoselektywnej w przypadku igiet i szyszkojagdd jatowca
pospolitego stanowig zatem cenne uzupetnienie wiedzy z tego zakresu.

Wsrod  monoterpendéw  zidentyfikowanych na  zastosowanym  ztozu
enancjoselektywnym trzy wystepujg w obydwu formach enancjomerycznych. Sg to a- i
B-pinen oraz limonen. W rozdziale ,Suplement A - Wyniki analiz
chromatograficznych,) w tabeli 46, s. 217 zestawiono nadmiary enancjomeryczne (EE
- ang. enantiomeric excess) z uwzglednieniem wyznaczonych wczesniej kryteriow ras

chemicznych. Obliczono je dla a- i B-pinenu oraz limonenu wedtug wzoru:

EE(%)zﬁ—:;-loo%.

gdzie R i S oznaczajg odpowiednio prawo- i lewoskretny enancjomer.

Wytyczne IUPAC zalecajg podawanie EE jako warto$ci bezwzglednej
(http://www.iupac.org/goldbook/E02070.pdf). W niniejszej pracy ze wzgledu na dosé
znaczne zroznicowanie zawartosci procentowych poszczegodlnych enancjomeréw
przyjeto jednak formute bez wartosci bezwglednej. Znak (+) lub (-) przed wartoscig EE
informuje o kierunkowosci nadmiaru (czyli o przewadze formy prawo- lub
lewoskretnej). W tabeli 27 zestawiono podstawowe statystyki dla obliczonych warto$ci
EE. W niektorych chemotypach nadmiary enancjomeryczne a-pinenu i limonenu
przyjmowaty zaréwno wartosci dodatnie, jak i ujemne, dlatego zdecydowano w
obrebie chemotypdw wydzieli¢ dwie kategorie ze wzgledu na dominacje jednego z
dwoch enancjomerow. W obrebie tak wyznaczonych przedziatbw podano zakresy

wartosci EE oraz wartosci mediany.
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Inne monoterpeny chiralne, takie, jak sabinen i 6-3-karen wystepujg w badanym
surowcu tylko w jednej formie enancjomerycznej (+), zas kamfen w postaci
lewoskretnej (-). Pozostate zwigzki nie wykazujg czynnosci optyczne;.

TABELA 27: Zakresy i mediany nadmiaréw enancjomerycznych a- i 3-pinenu oraz
limonenu w poszczegolnych chemotypach jatowca z uwzglednieniem surowca (igly i

Szyszkojagody).
EE"(%) a-pinen EE'(%) limonen EE'(%) B-pinen
Chemolyp warto$é? zakres mediana warto$¢? zakres mediana warto$¢? zakres megian
IGLY
a-pinenowy  (-) n=0 - - (-)n=15 -53,45+-517  -33,33 (-)n=27 -100,00+-4,05 -51,16
n=27 (+)n=27  4,84-9242 4527 (+)n=12 4,84:9242 37,71 (+)n=0 - -
posredni (-)n=3 -86,00+--1,10 -11,20 (-) n=1 -14,72 - (-)n=10 -64,34+-22,61 -57,45
n=10 (+)n=7  1,96+68,91 2921 (+)n=9  1,96:68,91 40,79  (+)n=0 - -
sabinenowy (-)n=4  -15,59+-3,62 -7,23 (-) n=0 - - (-)n=6  -100,00+-9,09 -27,11
n=6 (+)n=2 25,34+100,00 22,41 (+)n=6 25,34+100,00 77,52 (+) n=0 - -
SZYSZKOJAGODY

a-pinenowy  (-)n=3  -46,34+-6,04 -32,27 (-)n=4 -23,08+-4,08 -19,19 (-)n=26 -100,00+-5,26 -57,56
n=26 (+)n=23  7,79+92,51 49,96 (+)n=22 0,43-100,00 26,97  (+)n=0 - -

posredni  (-)n=3 -9437:+-2124 -68,08 (-)n=0 - - (-)n=3 -78,17+-53,40 -76,83
n=5° (+) n=1 10,65 - (+)n=5  8,14:7059 38,03  (+)n=0 - -
sabinenowy (-)n=2  -66,79:+-64,75 -6577  (-)n=0 - - (-)n=5 -100,00+-56,80 -78,17
n=3 (+) n=1 27,40 - (+)n=3  372:7873 7533 (+)n=0 - -

R—S

"EE(%) (nadmiar enancjomeryczny) obliczano wg wzoru  EE(%)= Ris 100%.

2 znaki (+) oraz (-) oznaczajg dodatnig i ujemna warto$¢ nadmiaru enancjomerycznego
Swarto$¢ EE dla a-pinenu w jednej z trzech badanych prob wynosita 0

Sposrod  trzech  monoterpenéw  wystepujagcych  w  obu  formach
enancjomerycznych tylko forma (-) B-pinenu dominuje nad formg (+). Dotyczy to
wszystkich chemotypdw i obu surowcéw pozyskiwanych z badanej rosliny. W
chemotypie a-pinenowym obserwuje sie przewage enancjomeru (+) a-pinenu we
wszystkich probach igiet oraz w wiekszosci prob szyszkojagdd (3 proby szyszkojagdd
w chemotypie a-pinenowym zdominowana jest przez forme (-) tego zwigzku). Wraz ze
wzrostem zawartosci procentowej (+)sabinenu (chemotyp posredni i sabinenowy)
spada zawartos¢ (+)a-pinenu. Zaczyna dominowaé jego forma (-), co skutkuje
ujemnymi wartosciami EE dla a-pinenu. Podobne zaleznosci obserwowali Hiltunen i

Laakso, ktdrzy dla niskosabinenowego chemotypu jatowca okreslili Srednie zawartosci
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(-) i (+) a-pinenu na poziomie 26,6% i 54,3%, a dla wysokosabinenowego -
odpowiednio 28,9% oraz 24,6% (Hiltunen i Laakso, 1995).

Nieco trudniej znalez¢ prawidtowosci we wzajemnych proporcjach zawartoSci
procentowej enancjomerdw limonenu. W najliczniej reprezentowanym chemotypie a-
pinenowym w nieco ponad potowie prob igiet obserwuje sie dominacje formy (-). W
chemotypie posrednim i sabinenowym EE limonenu przyjmuje warto$ci dodatnie
(dane dla igiet). Wynik taki moze wskazywac, ze zawartos¢ formy (+) limonenu moze
by¢ zwigzana z obecnoscig w strukturach olejkowych igiet podwyzszonej ilosci
(+)sabinenu. Jednoczesnie w szyszkojagodach zdecydowana wiekszos¢ prob bez
wzgledu na chemotyp (30 préb z 34 badanych) charakteryzuje sie przewagag formy (+)
limonenu nad forma (-). R6zne zrodta wskazujg, ze (+)limonen jest charakterystyczny
dla roslin z rodziny Rutaceae, podczas, gdy roslinom szpilkowym przypisywana jest
obecnos¢ formy enancjomerycznej (-) (Sjodin i in., 1996). Uzyskane wyniki oraz dane
dostepne w literaturze (Hiltunen i Laakso, 1995; Ochocka i in., 1997) dowodza, ze
(+)limonen moze takze wystepowaé w przewadze nad formg (-) takze u roslin

szpilkowych.

Analizujgc dane z tabeli 46 s. 217 zawierajgcej obliczone EE dla obydwu
badanych surowcow oraz podstawowe dane statystyczne zebrane w tabeli 27 s. 151
nalezy takze zwrdéci¢ uwage na zréznicowanie sktadu enancjomerycznego w obrebie
tej samej rosliny. Dominacja jednej z form a-pinenu i limonenu w igtach nie zawsze
skutkuje takim samym rozktadem form enancjomerycznych w szyszkojagodach. Z 34
préb szyszkojagéd tylko 13 wykazuje takg samag kierunkowo$¢ nadmiaru
enancjomerycznego a-pinenu i limonenu jak w igtach. Pozostate 21 rozni sie
proporcjami enancjomeréw limonenu (15 prob), a-pinenu (5 prob) oraz obu tych
zwigzkow (1 préba). Zjawisko produkcji roznych enancjomerow przez rozne organy tej
samej rosliny sugeruje, ze ich szlaki biosyntetyczne w réznych organach sg
niezalezne. Mozna wnioskowac, iz w igtach i szyszkojagodach poziom ekspres;i
enzymow katalizujgcych przemiany rozni sie znaczaco w obrebie tej samej rosliny.
Ciagle jednak nierozwigzany zostaje problem czynnikéw, ktére wplywajg na tak

znaczgce roznice.

Duza zmiennos¢ skiadu olejkow =z roslin szpilkowych na poziomie
miedzypopulacyjnym, wewnagtrzpopulacyjnym oraz nawet w obrebie tej samej rosliny

byta obserwowana przez innych badaczy (Vernin i in., 1988; Persson i in., 1996;

152



WYNIKI | DYSKUSJA

Sjodin i in., 1996; Angioni i in., 2003). Badania sktadu enancjomerycznego olejku
Picea abies wykazaly istnienie réznic pomiedzy organami (igly, drewno) z réznych
konaréw tego samego drzewa, przy czym igty wykazywaty wiekszg homogennos$é
sktadu (Persson i in., 1996). Duze réznice ilosSciowe w sktadzie olejku z réznych
tkanek i organow tego samego drzewa zanotowano takze dla Pinus sylvestris (Sjodin i
in., 1996) oraz J. communis subsp. communis (Ochocka i in., 1997; Angioni i in. ,
2003) i J. phoenicea subsp. turbinata (Angioni i in., 2003). Tak duze zréznicowanie,
obserwowane réwniez w niniejszej pracy pozwala na stwierdzenie, ze niemozliwe jest
prognozowanie sktadu olejku jednego z organdéw na podstawie innego organu tego
samego osobnika. Nalezy takze pamietac, ze analizujgc sktad olejkdw nalezy zwrocié
szczegoblng uwage na specyfikacje tkanki, z ktérej byt on pozyskiwany , aby nie
porownywac ze sobg olejkdw otrzymanych z réznych surowcow, nawet w obrebie tej

samej rosliny.

Korelacja liniowa wzglednych zawartosci procentowych badanych form
enancjomerycznych monoterpenow

W tabelach 28 i 29 przedstawiono macierze korelacji (odpowiednio dla igiet i
szyszkojagdd) otrzymane w pakiecie Statistica 7.1 dla zwigzkéw oznaczonych na
ztozu enancjoselektywnym. Analiza wspotczynnikow korelacji umozliwita doktadne
przesledzenie powigzan pomiedzy zawartoscig poszczegoélnych enancjomerow

zwigzkow monoterpenowych.

Przedstawione macierze korelacji sg potwierdzeniem wzajemnych powigzan
pomiedzy zawartosciami poszczegolnych monoterpendw przedstawionych w
macierzach sporzadzonych na podstawie wynikédw achiralnych. Zawarto$é
(+)sabinenu jest skorelowana silnie dodatnio z zawartoscig terpinolenu i (+)-3-karenu
w igtach oraz terpinolenu, p-cymenu i y-terpinenu w szyszkojagodach. Ponadto w
przypadku igiet, w ktérych stwierdzono wiecej préb z wyrazng przewagq (-)limonenu
nad (+)limonenem, obserwuje sie silng korelacje dodatnig pomiedzy (-) limonenem a

(-)kamfenem.
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TABELA 28 : Macierz korelacji zawarto$ci procentowej badanych zwigzkéw
monoterpenowych oznaczonych na ztozu HPChiral w igtach J. communis

1
o
[ o c + c c < c
$ § . ©8 § & E£Ec§% 5 5§ § & 5§ 5
c £ 0] £ = © oo c c c s £ °
s & ¢ © §5 % zg§g% & £ g g =& &£
o o} = @ X ™ St @ o o £ = o} a
> F ¥y T F Be2EF ZT 4 T F L g
o

(-)a-pinen 1,00 -0,09 -0,09 -0,28 0,18 -0,35 0,17 -042 0,96 0,20 0,19 -0,26 -0,09 -0,38
(+)o-pinen  -0,09 1,00 -0,39 -0,88 -0,01 -0,45 0,05 0,42 -0,14 -0,39 -0,05 -0,27 0,02 -0,78

mircen -0,09 -0,39/1,00 0,29 0,00 0,06 0,05 -0,23 -0,03 0,15 0,22 0,40 0,30 0,31
(+)sabinen  -0,28 -0,88 0,29 1,00 -0,15 0,50 -0,34 -0,19 -0,27 0,24 -0,06 0,24 -0,12 0,86
(-)kamfen 0,18 -0,01 0,00 -0,15 1,00 0,16 0,24 0,09 0,12 0,27 0,78 -0,22 -0,02 0,04
(+)3-karen  -0,35 -0,45 0,06 0,50 0,16 1,00 -0,30 -0,19 -0,33 0,09 0,21 0,26 -0,09 0,62

“‘fﬁfr';?rzz’;*“' 0,17 0,05 0,05 -0,34 0,24 -0,30 1,00 -0,12 0,28 0,09 -0,03 -0,10 0,20 -0,16

(+)B-pinen  -0,42 0,42 -0,23 -0,19 0,09 -0,19 -0,12 1,00 -0,41 0,03 0,04 -0,03 0,06 -0,20
(-)B-pinen 0,96 -0,14 -0,03 -0,27 0,12 -0,33 0,28 -0,41 1,00 0,29 0,12 -0,19 -0,02 -0,34
p-cymen 0,20 -0,39 0,15 0,24 0,27 0,09 0,09 0,03 0,29 /1,00 0,25 0,00 0,10 0,07
(-)limonen 0,19 -0,05 0,22 -0,06 0,78 0,21 -0,03 0,04 0,12 0,25 1,00 -0,09 -0,15 0,02
(+)limonen  -0,26 -0,27 0,40 0,24 -0,22 0,26 -0,10 -0,03 -0,19 0,00 -0,09/1,00 0,43 0,28
y-terpinen -0,09 0,02 0,30 -0,12 -0,02 -0,09 0,20 0,06 -0,02 0,10 -0,15 0,43 1,00 0,01
terpinolen -0,38 -0,78 0,31 0,86 0,04 0,62 -0,16 -0,20 -0,34 0,07 0,02 0,28 0,01 1,00

Oznaczone wspétczynniki korelacji sg istotne z p<0,05, N=42 (wyniki wygenerowane w pakiecie Statistica 7.1)

TABELA 29: Macierz korelacji zawartosci procentowej badanych zwigzkow
monoterpenowych oznaczonych na ztozu HPChiral w szyszkojagodach J. communis

c c c c [ o c c c c [ c
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(-)a-pinen 1,00 -0,62 -0,24 0,03 0,41 -0,05 0,07 -0,39 0,98 -0,04 0,24 -0,04 0,12 -0,20
(+)a-pinen  -0,62 1,00 -0,03 -0,61 -0,07 -0,19 -0,17 0,53 -0,61 -0,55 -0,19 -0,27 -0,56 -0,22

mircen -0,24 -0,03 1,00 -0,33 -0,16 -0,25 -0,04 -0,30 -0,27 -0,11 0,25 -0,06 -0,07 -0,30
(+)sabinen 0,03 -0,61 -0,33/ 1,00 -0,19 0,36 0,21 0,03 0,03 0,81 -0,21 0,07 0,65 0,62
(-)kamfen 0,41 -0,07 -0,16 -0,19 1,00 0,13 -0,04 -0,02 0,36 -0,26 0,12 -0,18 -0,16 -0,04
(+)3-karen  -0,05 -0,19 -0,25 0,36 0,13 1,00 0,14 -0,12 -0,09 0,42 0,08 -0,07 0,00 0,34

“‘fﬁfrr;‘i’rzzﬂ"“' 0,07 -0,17 -0,04 0,21 -0,04 0,14 1,00 0,04 0,09 -0,03 -0,04 -0,10 0,24 0,20

(+)B-pinen  -0,39 0,53 -0,30 0,03 -0,02 -0,12 0,04 1,00 -0,40 -0,14 -0,41 -0,39 -0,01 0,19
(-)B-pinen 0,98 -0,61 -0,27 0,03 0,36 -0,09 0,09 -0,40 1,00 -0,06 0,21 0,03 0,11 -0,21
p-cymen -0,04 -0,55 -0,11 0,81 -0,26 0,42 -0,03 -0,14 -0,06 1,00 0,12 0,04 0,53 0,33
(-)limonen 0,24 -0,19 0,25 -0,21 0,12 0,08 -0,04 -0,41 0,21 0,12 /1,00 0,07 -0,16 -0,54
(+)limonen  -0,04 -0,27 -0,06 0,07 -0,18 -0,07 -0,10 -0,39 0,03 0,04 0,07 1,00 0,16 0,15
y-terpinen 0,12 -0,56 -0,07 0,65 -0,16 0,00 0,24 -0,01 0,11 0,53 -0,16 0,16 1,00 0,43

terpinolen -0,20 -0,22 -0,30 0,62 -0,04 0,34 0,20 0,19 -0,21 0,33 -0,54 0,15 0,43 1,00
Oznaczone wspétczynniki korelacji sg istotne z p<0,05, N=34 (wyniki wygenerowane w pakiecie Statistica 7.1)
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W obydwu surowcach wyraznie zaznacza sie takze wspotzaleznos¢ pomiedzy
formami enancjomerycznymi lewoskretnymi (-) a- i B-pinenu (p=0,95), podczas, gdy
wspotczynnik korelacji dla form (+) tych sktadnikow wynosi 0,42 dla igiet oraz 0,53 dla
szyszkojagdd. Faldt i in. okreslali korelacje pomiedzy zwigzkami monoterpenowymi z
szesciu gatunkéw Pinus, ktorych zawartos¢ procentowg oznaczali na ztozu chiralnym.
Dla wszystkich gatunkéw zanotowali bardzo wysokie wartosci wspétczynnika korelaciji
liniowej Pearsona pomiedzy zawartoscig (+)a- i (+)B-pinenu, podczas gdy tylko trzy
gatunki wykazywaty silne powigzanie pomiedzy zawartoscig form enancjomerycznych
(-) tych skftadnikéw (Faldt i in., 2001). Poniewaz wsréd badanych préb istnieje
tendencja do wyraznej dominacji jednej z form (tylko jedna proba szyszkojagod jest
racematem pod wzgledem zawartosci enancjomeréw a-pinenu, a jedna préba igiet
wykazuje EE na poziomie -1%) zwrdcono szczegdlng uwage na wspotczynniki
korelacji pomiedzy dwoma enancjomerami pinendéw. Analiza macierzy korelacji
wykazata, ze dla a-pinenu korelacja form (+) i (-) jest staba i ujemna w przypadku igiet
oraz silna i ujemna w przypadku szyszkojagdd. Dla enancjomerdw 3-pinenu w obydwu
surowcach stwierdzono korelacje ujemng o srednim natezeniu. Podobne wyniki
uzyskano dla enancjomerow tych zwigzkéw w przypadku wspomnianych juz wyzej
badan nad sktadem olejkéw z réznych gatunkéw rodzaju Pinus (Faldt i in., 2001). Niski
wspotczynnik korelacji (+) i (-)a-pinenu otrzymany dla igiet J. communis w niniejszej
pracy moze sugerowac, ze dwa enancjomery a-pinenu mogg by¢ syntetyzowane z
udziatem innego enzymu w tych organach rosliny. Dla gatunku Pinus conorta
udowodniono, ze synteze obu enancjomerdw tego zwigzku katalizuje ten sam enzym
(Savage i in., 1995), podczas, gdy dla innego gatunku tego samego rodzaju (Pinus

taeda) — dwa rézne enzymy (Phillips i in., 1999).

Ponadto notuje sie silng korelacje ujemng pomiedzy zawartoscig procentowg
(+)a-pinenu i (+)sabinenu, co wydaje sie uzasadnione w odniesieniu do szlaku
biosyntezy monoterpendéw. Enancjomery z serii (+) powstajg bowiem ze wspdlnego
prekursora w szlaku przemian karbokationdw geranylu i nerylu. Mozliwe jest, ze
cyklazy katalizujgce synteze tych terpendw wspotzawodniczg ze sobg o substraty, a
zwiekszony poziom ekspresji jednej z nich skutkuje zmniejszeniem wydajnosSci

powstawania drugiego zwigzku.

Pomimo obserwacji poczynionych wczes$niej na podstawie podstawowych
statystyk dla danych chiralnych (por. tab. 27, s. 151) wspdtczynniki korelacji nie
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wskazujg na silng wspotzaleznosé pomiedzy zawartoscig (+)limonenu i (+)sabinenu w

przypadku igiet.
Analiza gtéwnych skiadowych

Podobnie jak w przypadku danych chromatograficznych otrzymanych w wyniku
HS SPME GC na ztozu HP101 wyniki analiz na ztozu enancjoselektywnym poddano
analizie PCA. Rysunki 29 i 30 przedstawiajg rzut badanych przypadkow (prob igiet
oraz szyszkojagdd) na ptaszczyzne dwdch najbardziej zmiennych czynnikéw. Zaréwno
w przypadku igiet, jak i szyszkojagdd gtowne sktadowe 1 i 2 sktadajg sie na nieco
powyzej 45% ogolnej wariancji. Strzatki na diagramach PCA oznaczajg kierunkowos¢
grupowania sie badanych prob pod wzgledem zawartosci procentowej trzech
gtébwnych zwigzkow monoterpenowych: obydwu enancjomerow a-pinenu oraz
(+)sabinenu.

RYSUNEK 29: Diagram PCA na podstawie danych chromatograficznych otrzymanych
na kolumnie enancjoselektywnej HPChiral dla igiet jatowca

Projekcja przypadkdw na plaszczyzneg czynnika 1 x 2)
Przypadkio sumie kwadratow cosinuséw >= 0,00
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Wykres sporzadzono na podstawie dwoch zmiennych sktadowych o najwiekszej zmiennosci (tacznie 44,58% ogotu warianciji),
N=42. Kolejne kolory oznaczajg: zielony — chemotyp sabinenowy i posredni, niebieski — chemotyp a-pinenowy. Schematy
rozmieszczenia wygenerowano w pakiecie Statistica 7.1.
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RYSUNEK 30: Diagram PCA na podstawie danych chromatograficznych otrzymanych
na kolumnie enancjoselektywnej HPChiral dla szyszkojagod jatowca

Projekcja przypadkow na plaszezyzng czynnika 1 x 2)
Praypadkio sumie kwadratow cosinusdw >= 0.00
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Wykres sporzadzono na podstawie dwdch zmiennych sktadowych o najwiekszej zmiennosci (facznie 44,72% ogo6tu warianciji),
N=34. Kolejne kolory oznaczaja: zielony — chemotyp sabinenowy i posredni, niebieski — chemotyp a-pinenowy. Schematy
rozmieszczenia wygenerowano w pakiecie Statistica 7.1.

Wyniki PCA, w ktorych jako zmienne potraktowano zwigzki zidentyfikowane na
ztozu chiralnym potwierdzajg wczesniejsze spostrzezenia dotyczace zmiennosci
fitochemicznej monoterpendw jatowca oznaczonych na kolumnie HP101. Takze w tym
przypadku nie obserwuje sie grupowania préb na podstawie przynaleznosci do
okreslonej populacji. Proby tworzg skupiska, ktérych cechg wspdlng jest wzgledna
zawarto$¢ procentowa podstawowych zwigzkow monoterpenowych. Duze skupisko
préb zaznaczonych na niebiesko na diagramie sporzadzonym dla igiet (rys. 29)
reprezentuje chemotyp a-pinenowy, z ktérego wyodrebniajg sie proby o nieprzecietnie
wysokiej zawartosci procentowej (+) lub (-)a-pinenu. Na zielono zaznaczono préby
zakwalifikowane jako chemotyp sabinenowy i posredni. Podobne rozmieszczenie préb
mozna zaobserwowaé na diagramie dla szyszkojagdd (rys. 30). Gtéwne cechy
grupujgce to wzgledne zawartosci procentowe (+) i (-)a-pinenu oraz (+)sabinenu.

Dodatkowo nalezy zauwazy¢, ze proby na rys. 30 oznaczone symbolami SA1, SA2 i
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SA6 (chemotyp sabinenowy oraz posredni), ktére lezg w znacznej odlegtosci od

reszty, odznaczajg sie najwyzszg zawartoscig p-cymenu.

3.3.Podsumowanie

Na podstawie oznaczen gtéwnych zwigzkéw monoterpenowych w igtach i
szyszkojagodach J. communis na ztozu achiralnym i chiralnym stwierdzono duzg
zmienno$¢ sktadu monoterpenéw jatowca. Obserwowane réznice pomiedzy
surowcami pozyskiwanymi z tej samej rosliny oraz réznorodnos$¢ sktadu tych
zwigzkéw w badanej puli préb majg przede wszystkim charakter ilosciowy. Najlepiej
uwidaczniajg sie one wewnatrz populacji, przy jednoczesnej nieduzej zmiennosci na
poziomie miedzypopulacyjnym. Trudno jest jednak dyskutowaé kwestie zmiennosci
wewnatrzpopulacyjnej, gdyz nie przeprowadzono szczegétowych badan obejmujacych
duzej ilosci préb jednej populaciji. Rozmieszczenie geograficzne stanowisk, z ktorych
pochodzity badane populacje jest na tyle mato zréznicowane, ze nie obserwowano
zmiennos$ci sktadu monoterpendw wynikajacej z pochodzenia surowca. Czynnik ten
jest jednym z najczesciej wymienianych wsréd warunkujgcych roznice w sktadzie
olejkéw eterycznych (Vernin i in., 1988; Hiltunen i Laakso, 1995), jednak wyniki
uzyskane w niniejszej pracy nie potwierdzajg tej hipotezy. Prawdopodobnie o
zroznicowaniu olejku wynikajgcym z ré6znego pochodzenia surowca mozna mowic w
przypadku, gdy badane rosliny tego samego gatunku zasiedlajg bardziej odlegte
stanowiska, o odmiennych warunkach uksztattowania terenu i innym klimacie.
Ochocka i in. obserwowali znaczace réznice w sktadzie enancjomerycznym olejkéw z
igiet Pinus sylvestris pochodzacych odlegtych stanowisk zlokalizowanych w Polsce,
Witoszech, Korei i Austrii. Jednoczesnie olejki otrzymane z igiet Pinus montana i Abies
alba (ze stanowisk w Austrii, Wtoszech i Korei) nie wykazywaty duzej zmienno$ci

sktadu gtéwnych monoterpenéw (Ochocka i in., 2002).

Przeprowadzone analizy chromatograficzne wykazaty, ze gtéwnymi sktadnikami
frakcji monoterpenowej struktur wydzielniczych jatowca sg dicykliczne monoterpeny -
a-pinen i sabinen w igtach oraz a-pinen, sabinen i acykliczny weglowodér - mircen w
szyszkojagodach. Wzgledne zawartosci procentowe a-pinenu i sabinenu staty sie
podstawg do wyrdznienia w puli prob trzech ras chemicznych, z ktérych a-pinenowa
reprezentuje ponad 70% wszystkich badanych roslin. Zaréwno a-pinen, jak i sabinen

posiadajg w czgsteczce asymetryczny atom wegla i mogg wystepowaé¢ w dwdch
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odmianach enancjomerycznych. Sabinen w jatlowcu wykazuje wysokg czystosé
optyczng, wystepujac tylko w formie prawoskretnej, zas odmiany (+) i (-) a-pinenu
wystepujg we wszystkich badanych prébach w réznych proporcjach. Mircen jest
sktadnikiem nieaktywnym optycznie i syntetyzowany jest w wigkszych ilosciach w
szyszkojagodach jatowca. Moze on byC¢ potencjalnym markerem olejku z
szyszkojagdd, a jego niska zawarto§¢ moze swiadczyC o zafatszowaniu olejkiem z
igiet. Zawartosci pozostatych zwigzkéw rzadko wykazuja wieksze wahania,

sporadycznie notowano préby o podwyzszonej ilosci karenu, limonenu i p-cymenu.

Mozna sobie takze zada¢ pytanie, czy istnienie chemotypédw w obrebie
gatunkéw, z ktérych pozyskiwane sg surowce farmakopealne powinno by¢
uwzglednione w przypadku ich monografii. Wydaje sie, ze w przypadku J. communis
nie powinno mie¢ to duzego znaczenia, gdyz surowcem farmakopealnym jest
szyszkojagoda, w ktdérej stwierdzono zdecydowanie nizszg zawartos¢ sabinenu.
Ponadto, surowiec farmakopealny pozyskiwany jest z wielu osobnikoéw gatunku,
mozna wiec stwierdzi¢, ze jest to préba usredniona. Po usrednieniu zawartosci
procentowych gtoéwnych sktadnikow olejku z szyszkojagdd w przypadku badanej puli
préb wartosci srednich nie przekraczajg norm zawartych w Farmakopei Brytyjskiej i
Europejskiej (por. tabela 4 ,Zawartosci procentowe gtéwnych sktadnikéw olejku z

szyszkojagdd J. communis wg. Farmakopei Europejskiej i Brytyjskiej”, s. 27).

Analiza enancjoselektywna w znaczacej wiekszosci préb wykazata dominacje
formy prawoskretnej a-pinenu, sabinenu i (+)3-karenu oraz lewoskretnej B-pinenu i
kamfenu. Forma prawoskretna limonenu dominowata nad lewoskretng w nieco ponad
potowie prob igiet oraz wiekszosci prob szyszkojagdbd. Mozna wiec stwierdzic¢
sumaryczng dominacje enancjomerow (+) nad formg (-). Dominacja enancjomeréw
lewoskretnych (-) a- i B-pinenu oraz limonenu przypisywana jest réznym gatunkom
rodzaju Picea, Abies oraz Pinus (Persson i in., 1997; Yassaa i in., 2001), podczas, gdy
dla gatunkéw z rodzaju Cupressus sumaryczna zawarto$S¢ (+)-enancjomerdw jest
wyzsza niz (-) (Yassaa i in., 2001). Poniewaz w literaturze istnieje stosunkowo mato
danych dotyczacych sktadu enancjomerycznego olejku pozyskiwanego z rodzaju
Juniperus, trudno jest zestawi¢ uzyskane wyniki z wynikami innych autorow. Na
podstawie przeprowadzonych badan mozna wiec wnioskowaé, ze pod wzgledem
zawartosci enancjomerow prawo- i lewoskretnych olejek z jatowca posiada cechy

zblizone do opisanego w literaturze rodzaju Cupressus. By¢ moze wnikliwa analiza

159



WYNIKI | DYSKUSJA

enancjoselektywna innych rodzajédw 2z rodziny Cupressaceae pozwolitaby na
okre$lenie, czy preferencyjna synteza form  prawoskretnych  zwigzkéw
monoterpenowych jest cechg charakterystyczng tej jednostki taksonomiczne;.

Dane na temat =zawartosci procentowej poszczegolnych — odmian
enancjomerycznych w jatowcu sg istotne nie tylko ze wzgledow czysto poznawczych.
Sa niezwykle istotne z aspekcie jego zastosowania w lecznictwie. Obecnie normy
farmakopealne nie okreslajg w przypadku olejkéw dopuszczalnych zawartosci form
enancjomerycznych terpenow. Okreslony w pracy skfad enancjomeryczny gtéwnych
zwigzkéw monoterpenowych igiet i szyszkojagdéd mozna odnies¢ do norm Farmakopei
Europejskiej i Brytyjskiej dla olejku z szyszkojagdd jatowca. Okreslajg one wartosc
kata skrecenia wigzki swiatta sodowego w zakresie od -15° do -0,5°. W przypadku
niniejszych badan nie pozyskiwano olejku eterycznego w tradycyjnym rozumieniu, a
wiec nie byto mozliwosci zbadania kata skrecalnosci. Niemniej jednak stwierdzony
sumaryczny nadmiar form prawoskretnych gtéwnych monoterpendéw pozwala
przypuszczacé, ze kat ten przyjmowatby wartos¢ dodatnig. Wymienione zas wyzej
monografie zaktadajg wyrazng przewage form lewoskretnych w olejku z szyszkojagod.
Ostatnia polska monografia Oleum Juniperi znajduje sie w FPV z 1999 roku i podaje
skrecalno$¢ ap®® na poziomie +5° do -15°. Dodatkowo zaznacza, Ze olejki
potudniowo-europejskie sg lewoskretne, natomiast potnocno-europejskie, a wsrdd nich
niektore polskie wykazujg prawoskretnos¢. Wydaje sie, ze takie podejscie do
zawartosci réznych form enancjomerycznych terpendéw w olejkach jest nieprecyzyjne.
Nalezy sie spodziewac, ze coraz szerzej prowadzone analizy chiralne, szczegolnie
preparatow pozyskiwanych z roslin, doprowadzg w przysztosci do standaryzacji ich
sktadu enancjomerycznego. Jest to naturalna konsekwencjg jego duzej réznorodnosci,
nawet w obrebie surowcow pochodzacych z roslin zbieranych w tym samym regionie.
Ponadto istniejg udokumentowane dane na temat rdznej aktywnosci biologicznej
dwéch enancjomerow tego samego zwigzku (Lis-Balchin i in., 1999). Enancjomery
weglowodorow monoterpenowych obecne w charakterystycznych proporcjach w
surowcu roslinnym moga by¢ traktowane jako swoisty odcisk palca w analizie
chemotaksonomicznej oraz w wykrywaniu zanieczyszczen (Konig i in., 1997). Ponadto
zbadano, ze olejki otrzymane syntetycznie wykazujg znaczace roznice w sktadzie
enancjomerycznym w stosunku do swoich naturalnych odpowiednikéw (Konig, 1998).

W sSwietle przytoczonych faktéw enancjoselektywna chromatografia gazowa jawi sie
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jako nowoczesny i pozadany element w standaryzacji surowca roslinnego pod katem

jego zastosowania w lecznictwie.
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4. Analiza zréznicowania genetycznego Juniperus communis metoda

RAPD-PCR (cel pochodny 4)

Analiza materiatu genetycznego J. communis metodg RAPD w zestawieniu z
wynikami rozdziatbw chromatograficznych postuzyta osiggnieciu celu gtéwnego
realizowanej pracy. W tym rozdziale przedstawiono wyniki analizy genetycznej
badanych préb jatowca w ujeciu zréznicowania tej rosliny na poziomie gatunku — w
obrebie badanych populacji oraz miedzy populacjami. Ze wzgledu na duza wrazliwos¢
techniki RAPD na parametry chemiczne i termiczne w pierwszym etapie analizy
dokonano ich optymalizacji. Wptyw poszczegolnych parametrow reakcji na jej
powtarzalno§¢ oraz przebieg procesu optymalizacji przedstawiono w czesci
metodycznej pracy (por. rozdz. 5.4 ,Analiza catkowitego DNA genomowego metodg
RAPD-PCR (cel pochodny 4), s. 102). Dobrane w toku optymalizacji warunki reakcji
zastosowano we wiasciwych analizach genetycznych z 10 primerami RAPD oraz 42
prébami J. communis. Do badan metodg RAPD wykorzystano te same proby, ktore
wczeséniej poddano analizie fitochemicznej z zastosowaniem enancjoselektywnej HS
SPME GC (por. tabela 10, s. 69). Rozdziatu i detekcji produktow RAPD PCR
dokonano w zZelu agarozowym, zgodnie z opisem zawartym w czesci metodycznej
pracy (por. rozdz. "Elektroforeza produktéw amplifikacji PCR oraz archiwizacja
danych,, s. 101). Przyktadowy wynik rozdziatu produktow PCR dla wszystkich 42
badanych préb jatowca pospolitego przedstawiony jest na rysunku 31. Zele
elektroforetyczne archiwizowano i poddawano dalszej analizie z wykorzystaniem
oprogramowania UVIimap v. 99 (UVltec, Wielka Brytania). W efekcie analizy
otrzymywano macierze danych binarnych, w ktorych ,1” oznacza w danej Sciezce

obecnosc¢ prazka okreslonej dtugosci, natomiast ,,0” oznacza jego brak.

W trakcie badan przetestowano tacznie 30 starteréw (dekamerow) RAPD. Czes$¢
z nich nie dawata produktow z badanym DNA matrycowym lub ilos¢ produktéw byta
znikoma. W efekcie parametry reakcji PCR zoptymalizowano dla 10 starteréw. W
trakcie analizy Zeli po elektroforezie napotkano na trudnosci w interpretacji zeli
zwigzane ze zjawiskiem tzw. smilingu, czyli nierbwnomiernej migracji w studzienkach
Srodkowych i brzeznych zelu. Z 10 rozdziatéw (z 10 wybranymi starterami RAPD)
wybrano 9, w ktérych korekcja migracji przyniosta spodziewany efekt i umozliwita
ustalenie homologii prazkow i transformacje do macierzy binarnej. W konstrukciji

dendrogramow odrzucono dane z reakcji PCR ze starterem RO04.
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RYSUNEK 31: Rozdziat elektroforetyczny produktow RAPD PCR z primerem Roth N-
13

ST10
LU9
LU8
LU3
LU2
LU1

OT11
OT6
oT5
oT4
oT3
OoT1

Rozdziat elektroforetyczny produktéw amplifikacji DNA matrycowego 42 préb J. communis. M oznacza $ciezke markera DNA.,
Warunki reakcji: 2,5xstezony bufor reakcyjny z (NH4).SO., 2mM MgCl,, 0,2mM dNTP, 0,8uM startera RAPD, 1u polimerazy na
25pl koncowej objetosci mieszaniny reakcyjnej. Warunki termiczne reakcji: wstepna denaturacja 94°C, 3min, denaturacja 94°C,
1min, przytaczanie starteréw 42°C, 2min, elongacja 72°C, 2min przez 40 cykli, koAcowa elongacja 72°C, 7min.

W przegladzie literatury z zakresu zastosowan RAPD podano, ze ilos¢
stosowanych primeréw w analizach populacyjnych oraz na poziomie gatunku i rodzaju
waha sie w szerokich granicach od 2 do 41. Generujg one od 23 do 595 produktow
polimorficznych (srednio 10/primer) (Wolfe i Liston, 1998). Wiarygodnosc¢ interpretaciji
danych RAPD opartej na dystansach genetycznych wzrasta wraz z iloscig uzytych
primeréw, przy czym duze znaczenie ma poziom taksonomiczny, na ktorym
wykonywana jest analiza (a wiec pokrewienstwo badanych prob) (Landry i Lapointe,
1996). Analiza danych zebranych przez Wolfe i Liston pokazuje, ze stopien
polimorfizmu markerbw RAPD znaczaco spada na nizszych poziomach
taksonomicznych i w obrebie populacji. W prowadzonych badaniach na poziomie
gatunku J. communis dla 9 primerdw zliczono tgcznie 195 markerow RAPD (prazkow
okreslonej dtugosci). llos¢ produktow przypadajaca na starter wahata sie od 16 do 29,
Srednio 22 prazki. Wiekszos¢, 177 (90%) z 195 prazkéw byta polimorficzna, co daje 19
produktow polimorficznych dla jednego startera RAPD. Taki poziom polimorfizmu na
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poziomie gatunku wydaje sie by¢ wysoki, cho¢ w literaturze dla badan populacyjnych
notowano polimorfizm na poziomie 80-90% (Nebauer i in., 1999; Tang i in., 2006).

Powstatg w wyniku zliczenia macierz binarng poddano dalszej analizie.

4.1.Konstrukcja wykresow drzewiastych

Pierwszym etapem analizy danych zawartych w macierzy binarnej byt wybor
najlepszego algorytmu stuzgcego oszacowaniu odlegtoéci genetycznych, a w
nastepstwie wykresleniu wykresu drzewiastego (dendrogramu). W tym celu w pakiecie
RAPDistance (Armstrong i in., 1994) przeprowadzono test PTP (ang. Permutation Tail
Probability). W pierwszej kolejnosci wygenerowano macierze dystanséw genetycznych
dla danych binarnych z RAPD z uzyciem 18 dostepnych w programie algorytmow.
Istotg testu PTP jest sprawdzenie, czy drzewo wykreslone na podstawie danego
algorytmu odzwierciedla dane zawarte w macierzy dystanséw, czy tez jest drzewem
uzyskanym w sposob przypadkowy (jest artefaktem uzytego algorytmu). Miare
poprawnosci drzewa (ang. tree-likedness) oznacza sie parametrem Z. Obliczana jest
catkowita dtugos¢ gatezi drzewa rzeczywistego (ang. total branch length)
wykreslonego na podstawie oryginalnych danych. Nastepnie program wielokrotnie
losowo usuwa lub wstawia dane w macierzy binarnej generujgc kolejne przypadkowe
drzewa. Obliczana jest srednia catkowita dtugo$¢ gatezi drzew randomizowanych oraz
odchylenie standardowe. Parametr Z obliczany jest kolejno dla macierzy

wyznaczonych z danym algorytmem wedtug wzoru:

_dlugos¢ gatezi drzewa oryginalnego— srednia ditugos¢ gatezidrzew randomizowanych

VA

odchylenie standardowe

Algorytm, dla ktérego parametr Z przyjmuje najwyzszag wartos¢, a wiec taki, dla
ktorego dtugos¢ gatezi drzewa oryginalnego jest wieksza niz randomizowanego jest

uzywany do konstrukcji dendrogramu.

Dla macierzy binarnych sporzgadzonych na podstawie reakcji PCR z 9 starterami
RAPD dla 42 wybranych prob jatowca pospolitego najlepszym algorytmem okazat sie
Simple Matching (lub Apostol) (Apostol i in., 1993 za Armstrong i in., 1994). OdlegtoSci

genetyczne dla niego obliczane sg wedtug wzoru:

n,+n .
d,=————> gdzie

i n
d; — odlegtos¢ pomiedzy prébami i oraz j,

164



WYNIKI | DYSKUSJA
ns — ilos¢ wspdinych prazkéw o danej dtugosci,
neo — ilo$¢ brakéw prazka o danej dlugosci,
n — catkowita ilos¢ prazkéw

Odlegtosci przyjmujg wartosci w przedziale (0, 1), gdzie 0 oznacza catkowite

podobienstwo, a 1 — brak podobienstwa.

Tabela 30 (s. 167) przestawia macierz dystansow genetycznych otrzymang z
algorytmem Simple Matching (Apostol). Na jej podstawie wykreslono wykresy
drzewiaste metodg neighbour joining oraz UPGMA (ang. Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean). Sg to dwie najpopularniejsze metody tworzenia
dendrogramow oparte na dystansach. UPGMA jest najprostszg z nich, a drzewo
wykreslone na jej podstawie zwane jest czasem fenogramem (ang. phenogram), gdyz
oryginalnie metoda ta uzywana byta do okreslania podobienstw fenotypowych w
taksonomii numerycznej (Nei i Kumar, 2000). UPGMA zaktada state, jednakowe tempo
ewolucji dla wszystkich roboczych jednostek taksonomicznych (ang. OTU -
Operational Taxonomical Unit). Dlatego jest przydatna w przypadkach, gdy tempo
ewolucji badanych préb jest w przyblizeniu rowne i stosowana jest bardzo czesto na
poziomie populacyjnym. Druga z opisywanych metod — neighbour joining (nazywana
czasem w polskiej literaturze metodg ,wspolnego sasiada”) oparta jest na kryterium
minimalnych zmian ewolucyjnych. Obie opisane metody bazujg na wielokrotnym
przetwarzaniu macierzy dystanséw genetycznych. Za kazdym razem wyznaczana jest
najbardziej podobna para jednostek taksonomicznych, jest ona tgczona w zbiorcze
jednostki (OTU) oraz wyznaczana jest nowa macierz dla zredukowanej w ten sposob
ilosci danych. Przetwarzanie konczy sie w momencie potgczenia wszystkich
elementéw. UPGMA i neighbour joining réznig sie sposobem wyznaczania macierzy

dystansow.

Rysunki 32 (s. 168) oraz 33 (s. 169) przedstawiajg dendrogramy wykreslone z
algorytmem Simple Matching (Apostol) dla badanych 42 préb J. communis opisanymi
wyzej metodami. Na obydwu wykresach mozna zaobserwowac¢ podobne tendencje w
rozktadzie prob reprezentujgcych poszczegdlne populacje. Juz sama analiza macierzy
dystansow (por. tab. 30, s. 167) wskazuje na istnienie podobienstw na zblizonym
poziomie (wartosci odlegtosci genetycznych miedzy probami przyjmujg wartosci w
przedziale 0,200 — 0,400). Swiadczg one o stosunkowo niewysokim zréznicowaniu
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genetycznym badanej puli prob. Znajduje to odzwierciedlenie na wykresach

drzewiastych.
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TABELA 30: Macierz dystansow genetycznych pomiedzy probami J. communis wyznaczona wg algorytmu Simple Matching (Apostol)
(wygenerowano w pakiecie RAPDistance)

G2-4 |G2-2 |G1-4 |G1-3 |G1-2 |SD10|SD5 |[SD1 |KO3 |KO1 |BO3 |BO2 [ZG2 [ZG1 |OC3 |OC1 |Cl6 |CI5 [Cl4 [CI1 |[SA9 |SA8 |SA7 |SA6 [SA5 |SA4 |SA3 |SA2 |SA1 |ST12 |ST10 [LU9 |LU8 |LU3 |LU2 |LU1 |OT11|OT6 |OT5 |OT4 |OT3 |OT1

G2-4

G2-2 | 0,215

G1-4 | 0,241] 0,241

G1-3 [ 0,241]0,262] 0,287

G1-2 | 0,267 0,267 0,262] 0,272

SD10 | 0,287 | 0,308 0,282 0,303 0,236

SD5 | 0,354 0,344 0,277 0,349 0,333 | 0,303

SD1_|0,323] 0,292 0,369 0,338 0,282 0,282 0,277

KO3 | 0,251 0,282] 0,277 | 0,297 0,292 0,251 0,308 | 0,256

KO1 |0,344| 0,364 0,349 0,328 0,344 | 0,292| 0,297 0,297 | 0,267

BO3 | 0,297 0,308 0,282 0,313 0,267 0,256 0,303 | 0,292 0,282 0,231

BO2 | 0,287 0,236 0,272 0,354 | 0,297 0,328 0,313| 0,272 0,313 0,272 0,267

ZG2 | 0,308 0,277 0,282] 0,323 0,267 0,256 0,272| 0,262 0,221 0,282 0,297 | 0,308

ZG1 |0,292| 0,282 0,277 0,318 0,303 | 0,282 0,297 | 0,318 0,246 0,297 0,333 | 0,344 | 0,221

OC3 |0,292| 0,292 0,287 0,328 0,282 0,262 0,277 | 0,297 | 0,256 0,318| 0,333 | 0,323 | 0,241] 0,215

OC1 [0,349] 0,338 0,354 0,385| 0,338 | 0,328 0,405 0,344 | 0,292| 0,374 0,338 | 0,359 0,297 | 0,344 0,313

Cl6_ |0,323| 0,313] 0,349 0,369 0,313 | 0,344 | 0,379 0,349 0,277 0,359 0,344 | 0,303 | 0,282 0,318 0,349 0,241

Cl5_[0,318] 0,277 0,292 0,333 0,287 0,267 0,323 | 0,303 0,292 0,313 0,277 0,318 0,246 0,292| 0,303 0,287 | 0,323

Cl4 ]0,379] 0,359 0,395| 0,364 0,390 | 0,359 0,364 | 0,333 0,364 0,282| 0,369 | 0,359 0,338 0,344 0,354 0,379 0,364 | 0,379

Cl1_]0,308] 0,318] 0,323 0,323 0,318 0,297 | 0,292| 0,282 0,241 0,303 0,287 0,318 | 0,236| 0,292 0,262 0,318| 0,303 | 0,318 | 0,287

SA9 [0,313]0,323] 0,297 0,297 0,292 0,262 0,359 0,287 0,287 | 0,308 0,262 0,323 | 0,313| 0,297 | 0,297 0,344 | 0,390 0,292 0,344 | 0,313

SA8 |0,297] 0,318| 0,385] 0,364 0,308 | 0,328 | 0,313 | 0,292 0,303 0,333 0,349 0,328 | 0,297 | 0,344 | 0,333 0,318 0,333 0,308 | 0,359 0,318 0,323

SA7 |0,318] 0,338] 0,354 0,303 0,328 | 0,338 0,313 0,333| 0,292| 0,313| 0,308 0,328 | 0,277 | 0,292 0,333 0,328 0,344 | 0,328 | 0,431| 0,328 0,282 0,338

SA6 | 0,379] 0,349] 0,395| 0,385| 0,400 0,410 0,374 0,323| 0,374 0,333 | 0,379 0,359 0,349 0,374 0,395| 0,338 0,354 | 0,318 0,421| 0,349 0,385| 0,359 0,359

SA5 |0,385| 0,344 0,431] 0,359 0,344 | 0,364 | 0,359 0,359 0,349 0,369 0,385 0,374 | 0,313 0,359| 0,390 0,354 0,390 | 0,354 | 0,364 | 0,344 | 0,390 0,344 0,292 | 0,344

SA4 | 0,308 0,308] 0,333| 0,323| 0,308 0,308 0,313 0,303 0,262 0,303 | 0,277 0,308 0,297 | 0,303 | 0,282 0,338 | 0,344 | 0,318 0,277 0,297 | 0,272 0,308 0,318 0,390| 0,313

SA3 |0,328| 0,287 0,272| 0,251 0,256 | 0,318 0,282 0,292 0,272| 0,313| 0,246 | 0,287 | 0,267 | 0,262 0,272| 0,359 0,323 | 0,287 | 0,338 0,236 0,272 0,338 0,277 0,318 0,333 0,277

SA2 | 0,328 0,328 0,344 0,364 0,277 0,267 | 0,313 0,313| 0,313 0,282 0,277 | 0,287 | 0,287 | 0,303| 0,313 0,359 0,344 | 0,267 | 0,410 0,338 0,262 0,318| 0,349 0,359 0,385 0,318 0,287

SA1 [0,297] 0,277 0,313| 0,303 0,297 0,287 0,303 | 0,323 | 0,303 0,282 0,277 0,256 | 0,287 | 0,303| 0,313| 0,369 0,344 | 0,246 | 0,451 0,338 0,272| 0,318 0,287 | 0,318 0,323| 0,338 0,277 0,215

ST12 | 0,338 0,328 0,354 0,303 0,308 | 0,369 | 0,374 | 0,364 | 0,303 0,313 | 0,297 | 0,369 0,277 | 0,313| 0,344 0,328 0,323 | 0,267 | 0,451| 0,308 0,323 0,287 0,318 0,338 0,385 0,359 0,277 0,287 0,277

ST10 | 0,349 0,328 0,344 0,374 0,328 0,318 0,323 0,313| 0,313 0,282| 0,349 0,318 0,308 0,313| 0,344 0,338/ 0,323 | 0,338 | 0,349 0,328 0,323 0,308 0,338 | 0,379 0,364 | 0,318 0,379 0,297 | 0,308 | 0,349

LU9 ]0,297| 0,277 0,313| 0,313 0,308 0,287 0,272 0,292 0,262 0,303 0,277 0,287 | 0,256 | 0,262 | 0,282 0,338 | 0,354 | 0,267 | 0,359 0,267 | 0,333 0,226 | 0,328 | 0,359 | 0,323 | 0,287 | 0,246| 0,318 0,287 0,297 | 0,297

LU8 |0,323|0,333| 0,318 0,287 0,313 0,313| 0,338 0,277 | 0,287 | 0,267 | 0,333 0,313 | 0,231 0,287 | 0,287 | 0,323| 0,369 0,333 | 0,333 | 0,303 | 0,267 | 0,251 0,323 0,303 | 0,338 | 0,292 0,241 0,303 | 0,303 0,282 0,333 | 0,272

LU3 |0,344|0,272| 0,297 0,318 0,251 0,323 0,277 0,318 0,267 0,277 0,262| 0,303 | 0,251 0,338 0,297 | 0,344 | 0,379 0,292 0,354 0,333 | 0,246 0,344 | 0,303 | 0,344 | 0,338 0,292 0,262 | 0,292 0,282 0,323 | 0,333 0,313 | 0,236

LU2 |0,338| 0,277 0,313 0,354 | 0,267 | 0,308 0,303| 0,292 0,292 0,282 0,287 | 0,267 | 0,256 | 0,292 | 0,323 | 0,369 0,333 0,287 0,359 0,308 0,303 0,338 0,318 0,328 0,303 | 0,318 0,308 0,256 0,267 0,369 0,338 0,318 0,292 0,272

LU1 | 0,359 0,338 0,385| 0,333| 0,369 0,349| 0,405 0,374 | 0,344 | 0,354 | 0,328 0,338 0,328 0,374 | 0,395 0,338 0,395| 0,328 0,369 0,308 | 0,374 | 0,400 0,277 0,349 0,313 0,328 0,369 0,379 0,379| 0,369 0,390| 0,359 0,374 | 0,395| 0,297

OT11 | 0,333 0,282] 0,297 0,328 0,354| 0,313 0,318 0,328 0,308 0,328 0,323 | 0,292 0,313| 0,308 0,318 0,323 0,369 0,292 0,395| 0,354 | 0,297 | 0,344 0,333 0,333 0,328 0,323 0,251 0,333 0,282 0,364 | 0,354 | 0,313 0,256 0,267 | 0,292| 0,395

OT6 | 0,262 0,200| 0,277 0,318 0,303 | 0,292 | 0,267 | 0,308 0,287 0,308 | 0,292 0,241 0,262 0,277 0,236| 0,323 | 0,349 | 0,282 0,385 0,272 0,287 0,323 | 0,292 0,333 | 0,328 0,292 0,241| 0,292 0,251 0,344 | 0,344 | 0,272| 0,246| 0,226 | 0,282 0,374 | 0,256

OT5 |0,318]0,277] 0,282 0,323 0,318 0,277 | 0,272 0,333 0,292 0,313 | 0,328 0,297 | 0,277 0,313] 0,313 0,369 0,323 | 0,379 0,379 0,277 0,292| 0,318| 0,297 | 0,369 0,333 | 0,318 0,287 0,308 | 0,318 | 0,338 | 0,287 | 0,308 0,282 0,272| 0,287 | 0,338 | 0,282 0,251

OT4 |0,287]0,236] 0,292| 0,313 0,267 | 0,236 | 0,282 0,272 0,241 0,303 0,277 | 0,297 | 0,246 | 0,323 | 0,262 0,369 0,344 | 0,318 0,349 0,297 0,241 0,328| 0,318 | 0,410 0,333 | 0,277 0,277 0,287 0,256 | 0,379 0,328 0,308 0,272 0,200| 0,256 | 0,379 0,303 | 0,221] 0,205

OT3 |0,282| 0,282 0,308 0,297 | 0,241 0,292 | 0,297 | 0,308 0,246 0,267 0,272 0,292 0,262 | 0,297 | 0,297 0,323 0,338 | 0,292 | 0,364 | 0,292 0,267 0,282 0,272 0,374 | 0,318 0,292 0,272 0,282 0,272 0,282 | 0,303 | 0,323 | 0,277 0,226 0,251 0,344 | 0,277 | 0,246 0,251 0,241

OT1 [0,272]0,313] 0,256 0,318 0,282 0,323 0,359 0,328 0,297 0,349 0,272 0,313] 0,313| 0,308 0,287 0,344 | 0,349 0,323 | 0,405| 0,344 | 0,308 0,313| 0,344 | 0,385| 0,359| 0,344 0,241 0,354 | 0,313 0,292 0,364 0,292 0,256| 0,328 0,344 | 0,395| 0,297 0,277 0,313 0,323 | 0,287

Warto$¢ dystansu przyjmuje wartosci z przedziatu (0, 1), gdzie 0 — oznacza catkowite podobienstwo, 1 — catkowity brak podobienstwa.
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RYSUNEK 32: Wykres drzewiasty przedstawiajgcy relacje genetyczne J. communis
uzyskany metodg UPGMA (algorytm Simple Matching/Apostol)
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*Kolorami zaznaczono wybrane populacje badanych préb J. communis:

. niebieskim — populacje z Samociazka (SA),

. czerwonym — populacje z okolic Kolna (G1 i G2)

i zielonym -populacje ze Starego Dworu (SD)

. fioletowym — populacje z Otomina

. czarnym — 2 préby z Zamkowej Gory
**Nomenklatura préb jest zgodna z danymi w tabeli 9, 64. Lokalizacja poszczegélnych populacji zostata przedstawiona na
rysunku 9, s. 66.
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RYSUNEK 33: Wykres drzewiasty przedstawiajgcy relacje genetyczne J. communis
uzyskany metodq neighbour joining (algorytm Simple Matching/Apostol)
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*Kolorami zaznaczono wybrane populacje badanych préb J. communis:

i niebieskim — populacje z Samocigzka (SA),

. czerwonym — populacje z okolic Kolna (G1i G2)

. zielonym -populacje ze Starego Dworu (SD)

. fioletowym — populacje z Otomina

. czarnym — 2 proby z Zamkowej Gory
**Nomenklatura préb jest zgodna z danymi w tabeli 9, 64. Lokalizacja poszczegdlnych populacji zostata przedstawiona na
rysunku 9, s. 66.

Y

1

0

Na dendrogramach wykreslonych metodg UPGMA i neighbour joining mozna
zaobserwowac stabg tendencje do grupowania sie badanych préb pod wzgledem ich
przynaleznosci do okreslonej populacji. Analiza topologii tych dwéch drzew wykazuje,

ze nieco wyrazniej zjawisko to widoczne jest w przypadku neighbour joining. Dotyczy
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to populacji SA, a takze OT oraz G1/G2. Najliczniejszg jest populacja oznaczona
akronimem SA, pochodzaca z wojewddztwa pomorskiego, z boru sosnowego w
okolicy wsi Samocigzek. Na wykresie neighbour joining oraz UPGMA préby SA1 i SA2
tworzg jeden wezet drzewa. Rosliny oznaczone tymi symbolami rosty w odlegtosci
okoto 0,5m od siebie, a ich zblizona wysoko$s¢ moze sugerowac, ze nalezg do tej
samej klasy wiekowej. Tym samym mozna przypuszczac, ze pochodzg z tych samych
linii rodzicielskich. Dodatkowo na wykresie drzewiastym przygotowanym metodg
neighbour joining préby SA5, SA6 i SA7 skupiajg sie (razem z probg LU1). Rosliny te
rosty w bezposredniej bliskosci, w niewielkim jarze zlokalizowanym w lesie sosnowym.
Populacje G1 i G2 pochodzg z okolic Kolna (wojewddztwo podlaskie) i wykazujg spore
réznice w stosunku do reszty badanych prob. Wspélny wezet tworzg takze préby OT3,
OT4 i OT5, ktorych podobienstwo moze by¢ ttumaczone prawdopodobnie wspdlnym
pochodzeniem, gdyz proby te rosty w bezposredniej bliskosci (~10-15m od siebie).
Jednak préba OT6, zlokalizowana w tym samym skupisku na dendrogramie lezy nieco
dalej niz OT3, 4 i 5, co pozwala przypuszczac, ze nie pochodzi z tych samych linii
rodzicielskich.

Poczynione obserwacje pozwalajg na stwierdzenie, ze badane populacje jatowca
pospolitego wykazujg dos¢ znaczne zrdéznicowanie genetyczne wewnatrz populacji
przy jednoczesnym stosunkowo niewielkim zréznicowaniu miedzypopulacyjnym.
Swiadczy o tym brak wyraznego oddzielania sie populacji w obrebie dendrogramu.
Wyjatkiem jest populacja z wojewddztwa podlaskiego (akronim G1 i G2), choé nie
wszystkie osobniki z tej populacji tworzg wyrazne skupisko na dendrogramie. Osobniki
innych populacji skupiajg sie czesto w przypadku, gdy zostaty pozyskane ze stanowisk
w bezposredniej bliskosci (zwykle rzedu kilku czy kilkunastu metrow), tak, jak w
przypadku opisanych préb SA1 i SA2, czy OT3, OT4 i OT5. Wyjatek stanowig proby
ZG1 oraz ZG2, pochodzace z okolic Zamkowej Goéry, wsi zlokalizowanej w dolinie
rzeki Wietcisy. Osobniki te rosty okoto 0,5km od siebie. Zbiorowisko to
charakteryzowato sie wysokg wilgotno$cig oraz obecnoscig mezotroficznego ($rednio
zyznego) lasu lisciastego. Takie cechy srodowiska sg czynnikami ograniczajgcymi
wystepowanie J. communis (Babinski, 1974). Dlatego tez zebrane w tej okolicy proby
pochodzg 2z niewielkich zgrupowan osobnikéw tego gatunku. Podobienstwo
genetyczne prob wynika prawdopodobnie z izolacji tych roslin od innych wiekszych
skupien jatowca pospolitego, a co za tym idzie - braku przeptywu gendw.
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Fizjologia rozwoju J. communis wydaje sie potwierdza¢ duze zrdéznicowanie
wewnatrzpopulacyjne i mate zréznicowanie miedzypopulacyjne uzyskane na
podstawie wynikow RAPD. Stopien zréznicowania genetycznego jest bezposrednio
powigzany z dwoma zjawiskami: sposobem rozsiewania pytku oraz sposobem
dyspersji nasion (Dzialuk i Burczyk, 2005). J. communis jest gatunkiem dwupiennym,
wiatropylnym, a jego nasiona przenoszone sg przez zwierzeta. Wiatropylno$é
(anemogamia) jest typem transportu bezkierunkowego, a pytek produkowany u roslin
wiatropylnych w bardzo duzych ilosciach moze by¢ przenoszony na ogromne
odlegtosci (nawet rzedu kikuset km) (Dzialuk i Burczyk, 2005). Dodatkowym
czynnikiem wprowadzajgcym znaczgcg zmiennos¢ genetyczng w przypadku populacii
jatowca jest specyfika dojrzewania szyszkojagody i kietkowania chronionych przez nig
nasion. Wg Babinskiego nasiona jatowca po dojrzeniu szyszkojagody (co nastepuje
zwykle z drugim lub trzecim roku po zapyleniu) po opadnieciu na glebe zaczynajg
diugi okres spoczynku, trwajacy do trzech lat (Babinski, 1974). W ciggu tak dtugiego
okresu szyszkojagody sg spozywane przez ptaki i gryzonie, co umozliwia
przenoszenie nasion na znaczne odlegtosci. Gtéwna rola w dyspersji nasion jatowca
przypisywana jest ptakom (ornitochoria) (Van Der Merwe i in., 2000), a Clifton wsréd
gatunkow ptakow zywigcych sie szyszkojagodami jatowca wymienia gatunki
wedrowne: kwiczoty, drozdy oraz kosy (Clifton, 1997). W tym aspekcie oraz w Swietle
tego, ze badane populacije w wiekszosci pochodzity z jednego wojewoddztwa
(znaczaca wiekszos¢ z pomorskiego) mata zmienno$¢ miedzy populacjami i
stosunkowo duza wewnatrz nich wydaje sie zrozumiata. Wyniki te znajdujg
potwierdzenie w danych literaturowych. Praca przegladowa Dzialuka i Burczyka
podaje, ze drzewa lesne (gatunki w wiekszosci wiatropylne) charakteryzuje wysoki
poziom zmiennosci genetycznej wewnatrz populacji oraz niski — miedzy populacjami.
Swiadczy to o intensywnym przeptywie genéw u tej grupy roslin (Dzialuk i Burczyk,
2005). Zmiennos¢ miedzypopulacyjna u drzew szacowana jest na poziomie 10-15%, a
u drzew wiatropylnych zwykle utrzymuje sie na poziomie ponizej 10% (Hamrick i in.,
1992 za Dzialuk i Burczyk, 2005). Dotyczy to szczegodlnie gatunkdéw o szerokim i
ciagtym zasiegu wystepowania (dla nich zmiennos¢ miedzypopulacyjna spada nawet
do 3%) (Dzialuk i Burczyk, 2005), do ktorych nalezy takze J. communis (por. rysunek
1, s. 17 obrazujacy zasieg tego gatunku na $wiecie). Ponadto dtugi okres trwania
pokoleh (jatowiec nalezy do krzewdw dtugoletnich, najstarsze osobniki opisane na
Syberii miaty okoto 1000 lat (Babinski, 1974)) powoduje, ze populacje tej rosliny sa
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mniej podatne na fluktuacje liczebnosci i w konsekwencji zmniejszenie zmiennoSci
genetycznej (tzw. efekt szyjki butelki — ang. bottle neck). W sktad populacji moga
bowiem wchodzi¢ osobniki z réznych, czasem odmiennych genetycznie klas

wiekowych (Dzialuk i Burczyk, 2005).

Przestrzenna i czasowa analiza populacji J. communis na Wyspach Brytyjskich z
zastosowaniem AFLP przyniosta inne rezultaty niz uzyskane przez autorke. Pomimo
wysokiej zmiennosci wewnatrzpopulacyjnej autorzy obserwowali wyrazng tendencje
do grupowania sie badanych préb w zaleznosci od pochodzenia populacji. Wskazuje
to, ze przeptyw informacji genetycznej miedzy badanymi populacjami zachodzi w
niewielkim stopniu (Van Der Merwe i in., 2000). Niemniej jednak rozmieszczenie J.
communis na Wyspach Brytyjskich jest znaczaco odmienne od rozmieszczenia tego
gatunku w Polsce. Populacje brytyjskie na skutek wylesiania sg niewielkie i izolowane
(szczegolnie na potudniu wyspy) (Van Der Merwe i in., 2000), podczas, gdy w Polsce

powierzchnia lasow stanowi ciggle blisko 30% catej powierzchni kraju.

4.2.Podsumowanie

Analiza zréznicowania genetycznego 42 préb jatowca pospolitego metodg RAPD
wykazata istnienie duzej zmiennosci wewnatrz badanych populacji oraz niezbyt duzy
stopien réznorodnosci miedzy populacjami. Wynik taki jest pochodng specyfiki
sposobu zapylenia, dyspersji nasion, dtugowiecznosci osobnikow i struktury zasiegu
badanego gatunku. Cho¢ RAPD jest metodg obarczong kilkoma ograniczeniami i
coraz czesciej zastepowana jest innymi, bardziej ztozonymi technikami fingerprintingu
DNA, uzyskane wyniki sg zgodne z oczekiwaniami. Autorka zdaje sobie sprawe, ze
ilos¢ przebadanych prob jest o wiele za mata, aby wyciagna¢ daleko idace wnioski
dotyczace struktury populacji jatowca w Polsce. Jednak przeprowadzone analizy mogg
stanowi¢ wartosciowy wstep do dalszych, szeroko zakrojonych badan populacyjnych

na poziomie molekularnym.
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5. Zestawienie wynikéw analizy genetycznej i fitochemicznej

Pochodng celow 3 i 4, ktérych wyniki opisano powyzej byta préba odpowiedzi na
pytanie, czy istnieje zaleznos¢ pomiedzy profilem fitochemicznym a genetycznym
badanych préb J. communis. Profil fitochemiczny w ujeciu niniejszej pracy rozumiany
jest jako wartosci wzglednych zawartosci procentowych poszczegolnych
monoterpenow i ich form enancjomerycznych. Profil genetyczny otrzymano w wyniku
zastosowania metody RAPD PCR. Zestawienie danych z tych dwoéch typow analiz

przeprowadzono dla 42 préb.

Gtéwnym problemem zwigzanym z okresleniem zaleznosci miedzy danymi
genetycznymi i fitochemicznymi jest znalezienie metody, ktéra pozwoli na poréwnanie
tak odmiennych i ztozonych danych. Przystepujac do jej poszukiwania mozna zadacé
sobie pytanie ,jak porownac¢ nieporéwnywalne”?. Proby takie podejmowane byly przez
kilku autorow. Dane z RAPD w zestawieniu ze skladem olejku eterycznego byly
analizowane przez Adamsa dla réznych gatunkéw Juniperus w Kkontekscie
pokrewienstwa systematycznego. Analiza PCO (ang. Principal Coordinate Analysis)
wykazata zblizone grupowanie sie poszczegoélnych gatunkéw w sekcjach (Adams,
1999; Adams, 2000). Keskitalo i in. opisywali zgodno$¢ grupowania sie chemotypow i
genotypdw (genetyczny odcisk palca otrzymany w drodze RAPD) prob Tanacetum
vulgare pochodzacych z populacji z roznych regionéw Finlandii. Zaréwno w przypadku
danych RAPD, jak i zawartosci procentowych terpendéw olejku skonstruowano
macierze binarne, macierze odlegtosci i otrzymano dendrogramy metodg petnego
wigzania (ang. complete linkage) (Keskitalo i in., 2001). Takie podejScie nie jest
mozliwe w przypadku badanych prob jatowca, gdyz skiad frakcji monoterpenowej
wykazuje przede wszystkim roznice ilosciowe, a nie jakosciowe. Okreslenie obecnosci
lub braku poszczegolnych zwigzkdéw tej frakcji wygenerowatoby macierz ztozong w
wiekszosci z ,1”. Startery RAPD postuzyly tez konstrukcji markeréw SCAR (ang.
Sequence-characterized Amplified Region) umozliwiajacych identyfikacje molekularng
chemotypdw Cannabis sativa L. Analize RAPD przeprowadzono stosujac strategie
BSA (ang. Bulked Segregant Analysis) (de Meijer i in., 2003). Zestawienie wynikow
rozdziatow seskwiterpenow i fenoli z wynikami analizy RAPD 24 populacji Leontodon
autumnalis wykazato grupowanie sie prob w zaleznosci od pochodzenia roslin, a nie

ze wzgledu na wyodrebnione dwa chemotypy (Grass i in., 2006).
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W niniejszej pracy podjeto probe zestawienia danych genetycznych i
fitochemicznych z zastosowaniem sztucznych sieci neuronowych (ang. ANN - Artificial
Neural Networks). W ostatnich latach cieszg sie one rosngcym zainteresowaniem ze
wzgledu na szerokie mozliwosci zastosowan w modelowaniu zjawisk (StatSoft, 2006).
Znanych jest szereg aplikacji ANN w medycynie, farmacji czy biologii molekularne;.
Przeglad literatury z tego zakresu nie jest przedmiotem niniejszej pracy, dlatego
ponizej wymieniono tylko kilka przyktadow. ANN wykorzystane zostaty miedzy innymi
w szukaniu asocjacji pomiedzy polimorfizmem pojedynczych nukleotydow (ang. SNP —
Single Nucleotide Polymorphism) a roznymi schorzeniami (Yoon i in, 2003), w
identyfikacji szczepdw bakterii (Rebuffo i in., 2006), szeroko pojetej analizie ekspresiji
gendéw (Tan i Pan, 2005). ANN sg z powodzeniem stosowane wszedzie tam, gdzie
pojawiajq sie zadania zwigzane z klasyfikacjg lub predykcjg (StatSoft, 2006).

Krétki opis dziatania ANN zawarto w rozdziale ,Zestawienie wynikdw analizy

genetycznej i fitochemicznej, na s. 109).

5.1.Dane wejsciowe i wybrana sie¢

Jako dane wejsciowe dla sieci neuronowej zastosowano macierz binarng
uzyskang w wyniku analizy 42 prob J. communis metodg RAPD z dziewiecioma
starterami. Zawierata ona tgcznie 195 produktow amplifikacji o okreslonej dtugosci.
Badane 42 proby jatowca podzielono na trzy kategorie, w zaleznosci od rasy
chemicznej, ktorg okreslono w drodze analizy HS SPME. Kryteria wyodrebniania
chemotypdw jatowca przedstawiono w tabeli 22 na s. 138. Chemotyp a-pinenowy
reprezentowato 26 préb, sabinenowy — 6 oraz posredni — 10. Wsrod nich znajdowaty

sie 22 proby uczace sie¢ neuronowa, 10 walidacyjnych i 10 testowych.

Kilkukrotne automatyczne badanie topologii w pakiecie Statistica 7.0 wskazato
na perceptron trojwarstwowy o architekturze MLP 132:132-94-3:1 oraz
czterowarstwowy MLP 109:109-245-72-3:1 jako najlepiej klasyfikujgcy dane. W
pierwszym przypadku na 10 prob testowych pomyika nastgpita tylko raz, w drugim zas
3 razy — nastgpito zaklasyfikowanie 3 prob posrednich jako a-pinenowych. Do
nauczania obu sieci zastosowano algorytm wstecznej propagacji btedu (BP) przez 100
epok, a nastepnie metode gradientowg (CG) przez 20 epok. W trakcie uczenia sieci
odrzucono te wejscia, ktére miaty zbyt maty wptyw na wynik — stad ilos¢ neuronéw

wejsciowych zostata ograniczona do 132 czy nawet do 109 w drugim przypadku.
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Tabela 31 zawiera wspoétczynniki zwigzane z procesem uczenia dla wybranych
sieci, za$ tabela 32 rezultaty klasyfikacji dla obu sieci. Czcionkg pogrubiong

zaznaczono proby btednie zaklasyfikowane.

TABELA 31: Parametry zastosowanych sztucznych sieci neuronowych

o jakosé jakosé jakosé btad btad .
Siec uczenia walidacji testow uczenia walidacji biad testow
MLP 132:132-94-3:1 1,00 0,90 0,90 0,16 0,61 1,38
MLP 109: 109-245-72-3:1 1,00 1,00 0,70 0,000042 0,24 3,48

TABELA 32: Wyniki klasyfikacji dla obu zastosowanych sieci neuronowych

Lp. nazwa préby klasyfikacja fitochemiczna ~ MLP 132:132-94-3:1 MLP 109:109-245-72-3:1
(chemotyp)
1 G2-4 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
2 G1-4 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
3 G1-3 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
4 G1-2 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
5 SD5 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
6 SD1 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
7 KO3 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
8 BO3 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
9 G2 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
10 ZG1 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
11 OC3 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
12 OC1 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
13 Cl6 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
14 CH a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
15 SA9 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
16 SA4 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
17 SA3 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
18 ST12 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
19 ST10 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
20 LU9 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
21 LU8 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
22 LU2 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
23 LU1 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
24 OT6 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
25 OT4 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
26 OoT1 a-pinenowy a-pinenowy a-pinenowy
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Lp. nazwa préby klasyfikacja fitochemiczna ~ MLP 132:132-94-3:1 MLP 109:109-245-72-3:1

(chemotyp)

27 BO2 sabinenowy a-pinenowy sabinenowy
28 OT5 sabinenowy sabinenowy sabinenowy
29 oTN" sabinenowy sabinenowy sabinenowy
30 SA2 sabinenowy sabinenowy sabinenowy
31 SA1 sabinenowy sabinenowy sabinenowy
32 SD10 sabinenowy sabinenowy sabinenowy
33 CI5 posredni posredni posredni
34 Cl4 posredni posredni posredni
35 G2-2 posredni posredni a-pinenowy
36 KO1 posredni posredni posredni
37 LU3 posredni posredni posredni
38 OT3 posredni posredni a-pinenowy
39 SA8 posredni posredni posredni
40 SA7 posredni posredni a-pinenowy
41 SA6 posredni posredni posredni
42 SA5 posredni posredni posredni

Wykorzystujac pakiet Statistica 7.0 eksperymentalnie znaleziono dwie sieci, ktore
sq w stanie doktadnie odwzorowac profil genetyczny na fitochemiczny. Znalezione
sieci wydajg sie dawac obiecujgce rezultaty, niemniej jednak nalezy pamietac, ze
proces jakosci uczenia, weryfikacji i testowania moze by¢ obarczony btedem
wynikajgcym z niewielkiej ilosci prob (42 tgcznie z czego 22 to proby uczace, 10 —
walidacyjne, 10 — testowe). W literaturze stosowane sg zwykle zdecydowanie wieksze
ilosci prob — od kilkudziesieciu (Bucinski i in., 2000; Yoon i in., 2003), poprzez kilkaset
do ponad 2000 (Baczek i in., 2004). Nalezy takze podkreslic, ze znaleziona
wspotzalezno$¢ miedzy profilem RAPD a sktadem frakcji monoterpenowej igiet
jatowca nie skutkuje stworzeniem modelu sieci, ktéry umozliwiatby prognozowanie
cech fitochemicznych na podstawie profilu RAPD dla nowych, nieznanych prob.
Czynnikiem ograniczajgcym jest w tym przypadku metoda rozdziatu fragmentow DNA
po amplifikacji. W analizie mieszaniny po reakcji PCR zastosowano elektroforeze
agarozowq. Produkty amplifikacji wszystkich 42 prob z kazdym zastosowanym
starterem RAPD powinny byC rozdzielone réwnolegle, w sasiadujgcych ze sobg
studzienkach w jednym Zelu. Takie podejscie pozwala na zachowanie powtarzalnych

warunkow rozdziatu i umozliwia poroéwnanie prob miedzy sobg. Innymi stowy
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obecnosc lub brak produktu amplifikacji okreslonej dtugosci moze by¢ wiarygodnie
okre$lone w przypadku gdy rozdziat badanych prob zachodzi w tych samych
warunkach. Uzyskanie identycznych warunkéw pomiedzy dwoma zelami agarozowymi
jest bardzo trudne i wymagatoby opracowania skomplikowanego systemu zliczania w
odniesieniu do markeréw DNA (tzw. drabinek DNA). Dlatego w przypadku uzyskanych
danych binarnych dla 9 primeréw nie mozna stworzy¢ systemu do ,rozpoznawania”
chemotypdw na podstawie danych uzyskanych dla innych préb J. communis.
Dodatkowo przeprowadzenie 9 reakcji PCR z opisywanymi starterami RAPD w celu
okreslenia rasy chemicznej bytoby zdecydowanie bardziej czasochtonnym zajeciem,
niz przeprowadzenie HS SPME 2z interesujgcego nas surowca. Analizy
przeprowadzone z uzyciem sztucznych sieci neuronowych miaty w tym wypadku na
celu wykazanie, ze poszukiwanie korelacji pomiedzy ztozonymi i zupetnie odmiennymi
zestawami danych jest mozliwe. Co wiecej, uzyskane w ten sposob wstepne wyniki
sugerujg, ze taka korelacja istnieje. Wykazuje ona istnienie zwigzku pomiedzy
polimorfizmem DNA a cechg fenotypowa, kiorg w tym wypadku jest preferencyjna
biosynteza okreslonych monoterpendéw przez rosline. Nalezy jednak wyraznie
podkresli¢, ze obserwowany polimorfizm nie musi mie¢ zwigzku z genami kodujacymi
enzymy odpowiedzialne za synteze okreSlonych grup zwigzkéw terpenowych.
Aktualnie opracowywane sg techniki rozdziatu fragmentéw DNA z zastosowaniem
systemu do elektroforezy kapilarnej z detekcjg laserowa. Oferuje ona duzo wiekszg
powtarzalno$¢, a zastosowanie wzorcow DNA o znanej dtugosci dodawanych do
rozdzielanej proby umozliwi zbadanie nieograniczonej liczby prob w niezaleznych
rozdziatach. Wydaje sie, ze w takim przypadku mozliwe bytoby opracowanie sieci
neuronowej stuzgcej rozpoznawaniu prob o okreslonych wtasciwosciach
fitochemicznych na podstawie genetycznego odcisku palca.

5.2.Podsumowanie

W toku analiz stworzono dwie sztuczne sieci neuronowe o takiej architekturze i
wagach, ktoére byly w stanie bardzo dobrze odwzorowac¢ profil genetyczny J.
communis na fitochemiczny. Badania te majg na razie charakter wstepny i miaty na
celu wykazanie, ze sieci neuronowe mogq by¢ wykorzystane w poszukiwaniu zwigzku
miedzy polimorfizmem DNA a okreslonymi cechami objawiajgcymi sie w fenotypie

rosliny. Ich wyniki sg obiecujgce, jednak warunkiem uzyskania wiarygodnych wynikow
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jest zdecydowane zwiekszenie liczby préb, ktore wigze sie z opracowaniem bardziej

powtarzalnej i oferujgcej szersze mozliwosci metody rozdziatu produktéw PCR.
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6. Analiza pokrewienstwa systematycznego J. communis L. i J. nana
Willd. (cel pochodny 5)

Uzasadnienie podjecia badan w omawianym zakresie przedstawiono w
rozdziatach ,Cel pracy,, s. 56 oraz ,Przynaleznos¢ systematyczna J. communis L. i J.
nana Willd.,, s. 15. W trakcie wykonywania pracy pozyskano unikalne (za zgoda wtadz
TPN) proby tych rodlin z Tatrzahskiego Parku Narodowego (rejon Czerwonych
Wierchéw). Z 16 wybranych prob jatowcow rosngcych w tym rejonie (wsrdd nich jeden
mieszaniec morfologiczny oraz dwa osobniki o0 morfologicznych cechach J. communis)
oraz 24 prob osobnikow z populacji nizinnych przeprowadzono analize poréwnawczag
— zarowno fitochemiczna, jak i genetyczng. Poniewaz w okresie wykonywania tej
czesci pracy autorka nie dysponowata aparaturg do SPME, olejki z tej puli préb
otrzymano na drodze destylacji z wodg (metoda farmakopealna). Wyniki tej czesci
pracy zostaty opublikowane w 2006 roku (Filipowicz i in., 2006).

6.1.Analiza chromatograficzna na zfozu achiralnym i chiralnym

Wyjsciowe wyniki chromatograficzne otrzymane w wyniku oznaczen roztworow
olejkbw w heksanie na kolumnie o ztozu achiralnym i chiralnym zamieszczono w
tabelach 47, s. 219 oraz 48, s. 221 w rozdziale ,Suplement A — Wyniki analiz
chromatograficznych,.. Podobnie, jak w przypadku prob nizinnych badanych technikg
HS SPME, w badanej puli osobnikébw J. communis i J. nana wyrézniono trzy
chemotypy na podstawie kryteriow przedstawionych w tabeli 22, s. 138. Na rysunku 34
przestawiono w formie wykreséw kotowych liczebnos¢ poszczegoélnych chemotypéw w
obrebie badanych préb. Pula prob w przypadku tego wykresu zostata podzielona na
dwie grupy, pod wzgledem pochodzenia osobnikéw. Wykres A przedstawia proby
zebrane w Tatrach, wsrdd ktorych 14 to J. nana, jeden — J. communis oraz jeden
mieszaniec o cechach morfologicznych obu podgatunkéw. Wykres B reprezentuje

proby J. communis zebrane w Polsce Poétnocne;.
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RYSUNEK 34: Liczebno$¢ poszczegodlnych chemotypow

B — jatfowcow z Polski Pétnocnej

sabinenow

‘ posred
a-pinenow y 0

50% 504

sabinenow y

a-pinenow y
15%

A — jatowcow z regionu Tatr

Wykres A dotyczy 16 préb (J. nana, J. communis oraz jednego mieszarnca morfologicznego), wykres B — 24 préb J.communis
zebranych w Polsce Pétnocne;j.

Na wykresie liczebnosci wyraznie zaznacza sie przewaga rasy chemicznej
sabinenowej w probach gérskich (8 z 16 badanych préb) w poréwnaniu z probami
Polski Pétnocnej (4 z 24 prob). Ponadto osobniki o cechach posrednich wystepujg
nielicznie i tylko w puli préb nizinnych (2 rosliny). 75% (18 z 24 préb) J. communis z
Polski Pétnocnej reprezentuje chemotyp a-pinenowy, podczas, gdy w przypadku J.
nana stanowi on 50% wszystkich préb. Jak juz wspomniano w dyskusji wynikéw analiz
HS SPME prob nizinnych (rozdziat ,Analiza zr6znicowania fitochemicznego badanych
préb J. communis (cel pochodny 3),) kilka zrédet przypisuje wysokg zawarto$¢ tego
zwigzku probom J. communis pochodzacym z terendw gérskich (Baerheim Svendsen i
in., 1985; Vernin i in., 1988; Caramiello i in., 1995; Hiltunen i Laakso, 1997; Angioni i
in., 2003). Adams w analizie wszystkich gatunkéw sekcji Oxycedrus jako ceche
fitochemiczng wyrdzniajacg J. communis var. saxatilis z reszty gatunkdw w tej sekcji
podaje wysokg zawartos¢ sabinenu (ponad 30%) (Adams i in., 2000). Wyniki
uzyskane dla prob tatrzanskich J. nana w pewnym stopniu potwierdzajg te zaleznosé.
Z drugiej strony wysoka zawarto$¢ sabinenu (chemotyp sabinenowy) odzwierciedla
jedynie pewng tendencje wsréd jatowcdw ,gérskich”, nie jest jednak ich unikalng
cechg. Okoto 10% prob nizinnych w badanej pracy charakteryzowata sie przewaga

zawarto$ci sabinenu nad a-pinenem.

Dla danych otrzymanych na kolumnie HP101 obliczono podstawowe wskazniki

struktury (mediana, srednia, odchylenie standardowe) z uwzglednieniem chemotypu
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oraz zakresow zawartosci procentowych identyfikowanych zwigzkéw. Dane te zawarto

w tabeli 33. Nalezy nadmienié, ze dane te podane sg dla catej puli badanych préb, bez

wyroznienia na proby pochodzgce z terendw goérskich i nizinnych. Niemniej jednak

zestawienie podstawowych statystyk (przedstawione na rysunku 35) pokazuje

wyraznie, ze zawartosci oznaczonych monoterpenow w poszczegoélnych chemotypach

prob tatrzanskich i nizinnych roznig sie w nieznaczny sposob.

RYSUNEK 35: Wzgledne zawartosci procentowe zwigzkéw monoterpenowych
igtach prob prob gorskich i nizinnych jatowcow z uwzglednieniem chemotypu

100,00% =
80,00% —+—
70.00% - -
60,00% —+—
50,00% ——
40,00% —+—
30,00%
20,00% —+—
10,00% ——
0,00% T T T T
préby préby proby proby proby
gorskie nizinne gorskie nizinne nizinne
Chemotyp a-pinenowy Chemotyp sabinenowy Chemotyp posredni
[] a-pinen [] kamfen [l sabinen [ ] B-pinen [ Imyrcen
[ ] o-felandren B karen [l p-cymen+a-terpinen [[] limonen ] y-terpinen
M terpinolen H terpinen-4-ol I reszta

w

*préby goérskie obejmujg pule 16 osobnikéw (J. nana, J. communis oraz jednego mieszanca morfologicznego) pochodzacych

ze stanowisk zlokalizowanych w rejonie Tatr Zachodnich (por. tab. 10, s. 69)

**proby nizinne obejmujg pule 24 osobnikéw J.communis pochodzacych ze stanowisk zlokalizowanych w Polsce Pétnocne;.

***Zawartos$ci procentowe wyrazone sg jako znormalizowane mediany.

TABELA 33: Zakresy, srednie i mediany wzglednych zawartosci procentowych
badanych zwigzkow monoterpenowych w poszczegolnych chemotypach jatowca z

uwzglednieniem surowca (igty, szyszkojagody).

Chemotyp a-pinenowy (n=26) Chemotyp posredni (n=2) Chemotyp sabinenowy (n=12)
2wiazek zakres $redniatSD mﬁgia zakres Srednia+SD mﬁgia zakres Srednia+SD rgﬁgi
o-pinen  47,72-84,77 71,99+8,59 73,59 39,72-62,81 44,67+6,99 44,67 14,96-39,41 24,64+7,96 24,92
kamfen 0-1,34 0,62+0,31 0,67 0-0,49 0,25+0,35 0,25 0-1,24 0,35+0,36 0,28
sabinen 0-2,12 1,13£0,47 0,49 8,58-1519 14,76+0,62 14,76 25,67-5528 39,23+9,24 39,94
B-pinen 0-7,82 2,76+1,28 2,56 1,64-3,35 1,970,447 1,97 0-4,14 1,5+1,07 1,41
mircen 0,07-7,81 3,66x1,62 3,87 4,65-4,9 4,78+0,18 4,78 0-6,23 4,26+1,67 4,28

a-felandren 0-3,91 1,83+1,11 1,97 2,78-4,09 3,58+0,73 3,58 0,16-1,66 0,8+0,46 0,66
karen 0-20,27 4,63+5,17 2,26 0,85-3,49 2,96+0,76 2,96 0-24,60 4,96+7,10 2,40

p-::ym_en+cx- 0-6,99 0,96+1,58 0,32 0-1,25 0,93+0,12 0,93 1,02-3,36 2,11£0,97 2,25
erpinen
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Chemotyp a-pinenowy (n=26) Chemotyp posredni (n=2) Chemotyp sabinenowy (n=12)
zwigzek ; : .
& zakres $redniazSD mﬁg'a zakres SredniaxSD mﬁg'a zakres SredniaxSD rgﬁg'

limonen+B- 0,23-29,23 9,80+7,33 7,46 11,13-18,78 15,29+4,94 15,29 2,50-9,76 5,3242,27 4,93
felandren

y-terpinen 0-0,60 0,14+0,12 0,06 0,56-1,61 1,28£0,47 1,28 2,14-4,76 3,25+0,87 3,33
terpinolen 0,06-6,28 1,56+£1,18 1,12 0-2,38 1,19+1,68 1,19 2,31-3,76 2,84+0,45 2,73
terpinen-4- 0-0,46 0,25+0,18 0,05 0-2,99 2,00£0,47 2,00 0-9,31 5,26+2,34 5,15
ol
reszta* 0-7,50 1,65+1,63 1,13 0,73-9,35 6,394,179 6,39 3,99-9,35 5,48+0,85 5,65

reszta=100% - suma wszystkich niezidentyfikowanych pikéw

Powyzsze zestawienie podstawowych statystyk dla J. nana i J. communis oddaje
wyraznie proporcje w zawartosciach dwéch gtéwnych sktadnikéw olejku jatowcowego,
czyli a-pinenu i sabinenu. Limonen, wymieniany w literaturze jako trzeci pod wzgledem
zawarto$ci monoterpen w przypadku ztoza HP101 ulega koelucji z B-felandrenem.
Obydwa te zwigzki wystepujg w wiekszej ilosci w chemotypie a-pinenowym, co
stwierdzono takze w przypadku préb nizinnych badanych technikg HS SPME.
Nieliczne zrédta literaturowe dotyczace sktadu olejku z J. nana podaja, ze proporcje
zawartosdci procentowych a-pinenu:sabinenu:limonenu wynoszg $rednio 20:40:5
(Looman i Baerheim Svendsen, 1992). W badanej puli préb tylko chemotyp
sabinenowy (do ktérego zaliczono 8 osobnikdw J. nana oraz 4 nizinne préby J.
communis) charakteryzowat sie niemal identycznymi $rednimi proporcjami tych
weglowodorow — 24,64:39,23:5,42 (przy czym ostatnia warto$¢ liczbowa dotyczy
sumarycznej zawartosci limonenu i B-felandrenu). W cytowanym wyzej opracowaniu
dotyczacym J. communis var. saxatilis (synonim J. nana) stwierdzono roéwniez
istnienie pojedynczych osobnikdw charakteryzujgcych sie wyzszg zawartoscig a-
pinenu (nawet do 86%) z jednoczesng niewielkg iloscig sabinenu (<1%) (Looman i
Baerheim Svendsen, 1992). Nalezy takze zauwazyc¢, ze wysoka zawartos¢ sabinenu
jest skorelowana z obecnoscig terpinen-4-olu, p-cymenu (koelujgcego z a-
terpinenem), vy-terepinenem oraz terpinolenem. Jak juz wspomniano w czeSci
teoretycznej pracy (por. ,Skfad jakosciowy i procentowy olejku jatowcowego,, s. 27)
wspotwystepowanie sabinenu i terpinen-4-olu zwigzane jest ze wspolnym szlakiem

biosyntezy tych zwigzkéw (Caramiello i in., 1995).

Doktadniejszych danych na temat skfadu i wzajemnych relacji poszczegdéinych
sktadnikow dostarczyly dane otrzymane w wyniku rozdziatéw tych samych olejkéw na

kolumnie o charakterze enancjoselektywnym. Stanowig one cenne uzupetnienie analiz
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achiralnych nie tylko w sensie poznawczym, ale takze metodycznym, gdyz
zastosowana stacjonarna faza chiralna umozliwita rozdzielenie limonenu i [-
felandrenu. Wszystkie préby, ktére w analizie achiralnej wykazaty wysoka sumaryczng
zawartos¢ limonenu i B-felandrenu, w analizie chiralnej wykazaty duzg przewage [3-
felandrenu nad limonenem. W tabeli 34 zebrano wartosci nadmiarow
enancjomerycznych (EE) a-pinenu i limonenu. Nie podano wartosci EE dla B-pinenu,
gdyz koeluowat on z a-terpinenem, niemniej jednak na podstawie danych liczbowych
mozna z duzym prawdopodobienstwem zatozy¢, ze dominuje tutaj forma lewoskretna.
3-karen oraz sabinen wykazujg we wszystkich badanych olejkach wysokag czystos¢

enancjomeryczng zwigzang z zawartoscig wytgcznie formy prawoskretnej.

TABELA 34: Zakresy i mediany nadmiarow enancjomerycznych a-pinenu i limonenu w
poszczegolnych chemotypach prob jatowca pospolitego i halnego

Chemotyp EE'(%) a-pinen EE'(%) limonen
warto$¢? zakres mediana warto$¢? zakres mediana

a-pinenowy (-)n=0 - - (-)n=13 -61,29+-9,09 -36

n=26 (+) n=26 9,29+70,65 47,43 (+) n=13 0+91,21 61,90

posredni (-) n=0 - - (-) n=1 -2,56

n=2 (+) n=2 26,90+52,71 39,80 (+) n=1 48,28
sabinenowy (-)n=5 -53,28+-8,61 -21,08 (-)n=0

n=12 (+) n=7 0,75+20,00 6,27 (+) n=12 19,30+66,67 49,94

R7
"EE(%) (nadmiar enancjomeryczny) obliczano wg wzoru  EE(%)= ﬁ 100 %.

2 znaki (+) oraz (-) oznaczajg dodatnig i ujemng warto$¢ nadmiaru enancjomerycznego

Obliczone EE dla a-pinenu i limonenu sg zgodne z tymi otrzymanymi dla préb
nizinnych J. communis technikag HS SPME (por. ,Analiza zrdéznicowania
fitochemicznego badanych préb J. communis (cel pochodny 3): Analiza chiralna,, s.
149). W probach chemotypu a-pinenowego zdecydowanie dominuje forma
prawoskretna tego zwigzku. Wraz ze wzrostem zawartosci (+)sabinenu spada
znaczgco jej zawarto$¢, na korzys¢ formy lewoskretnej. W chemotypie sabinenowym
5 préb (OT3, OTS5, OT11, T1 oraz T8) wykazuje ujemng wartos¢ EE dla a-pinenu,
podczas, gdy pozostate 7 wykazuje niewielkg dominacje (+)-a-pinenu nad formg (-) -
wartosci EE sg niskie i nie przekraczajg 20%. W przypadku enancjomeréw limonenu w
chemotypie a-pinenowym zaobserwowano, ze dla potowy prob EE przyjmuje wartosci
ujemne, a dla potowy dodatnie, natomiast wraz ze wzrostem zawartosci (+)sabinenu

zaznacza sie wyrazna dominacja formy prawoskretnej tego zwigzku. Zaobserwowano
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takze, ze przewaga formy (-) limonenu w chemotypie a-pinenowym dotyczy przede
wszystkim prob nizinnych J. communis (LU1, 2, 3, 5, 6, 8, OT2, 6, 7, 10, 12, ST12)
oraz jednej proby J. communis pochodzacej z Tatr (T16) i jednej — J. nana (T12). By¢
moze forma (+) tego zwigzku chiralnego produkowana jest preferencyjnie przez rosliny
pochodzace z wyzszych stanowisk. Z drugiej strony takze dla nizinnych J. communis
nalezacych do chemotypu a-pinenowego obserwowano dodatnie wartosci EE dla

limonenu (por. tab. 27, s. 151).

Dla wynikow analiz enancjoselektywnych w pakiecie Statistica 7.0
skonstruowano macierz korelacji, ktéra w przejrzysty sposob oddaje relacje pomiedzy
zawartosciami  procentowymi  poszczegodlnych  zwigzkédw  monoterpenowych.

Przedstawiono jg w tabeli 35.

TABELA 35: Macierz korelacji zawartosci procentowej badanych zwigzkow
monoterpenowych oznaczonych na ztozu enancjoselektywnym w igtach jatowca
pospolitego i halnego.

A
c c c c s c c c S c c
s & . & & & T_§ § & 8 § §
c £ @ £ o s tg < S 5 s c 3
e 2 £ ®§ ¥ & ¢ec£ & g € s g =
o B g N 2] ® £8 @ = = o 9] o
= n R T o F 0w T 9]
~ ~ ~ ~ e} E ~ ~ ~ (o} > -

2

1
o

(-Jo-pinen 1,00 0,38 -0,19 -0,57 0,09 -0,38 008 053 022 -024 026 -057 -0,57
(+)a-pinen 0,38 | 1,00 -0,37 0,92 -0,11 0,54 0,08 026 027 000 0,07 -090 -0,82
mircen  -0,19 -0,37 (1,00 0,36 -047 048 -0,53 0,30 0,05 -001 033 031 0,14
(+)sabinen  -0,57 -092 0,36 1,00 -0,06 054 002 -042 -0,31 -0,10 -0,27 096 0,78
(+)3-karen 0,09 -0,11 -0,47 0,06 1,00 -037 0,39 -040 -0,29 -0,08 -0,22 -0,05 0,33
afelandren 0,38 -054 048 054 -0,37 1,00 -042 0,00 005 023 039 062 044
?:;aép;;?:g; 0,08 008 -0,53 002 039 -042 1,00 -0,68 -0,33 0,24 -047 001 -0,03
(-)B-pinen 0,53 0,26 0,30 -042 -0,40 000 -0,68 1,00 054 0,11 054 -045 0,44
(-imonen 0,22 027 005 0,31 -0,29 0,05 -0,33 054 1,00 008 0,10 -0,31 -0,22
(+)imonen  -0,24 0,00 -0,01 -0,10 -0,08 -023 0,24 0,11 0,08 1,00 -0,14 -0,07 0,09
Bfelandren 0,26 0,07 0,33 -027 0,22 039 -047 054 0,10 -0,141,00 0,25 -0,22
y-terpinen  -0,57 -0,90 0,31 096 -0,05 0,62 001 -045 -0,31 -0,07 -0,25 1,00 0,78

terpinolen -0,57 -0,82 0,14 0,78 0,33 044 -0,03 -0,44 -0,22 0,09 -0,22 0,78 1,00
Oznaczone wspétczynniki korelacji sg istotne z p<0,05, N=40 (wyniki wygenerowane w pakiecie Statistica 7.1)

Na podstawie sporzadzonej macierzy korelacji stwierdzono podobne zaleznosci
jak te, omowione w rozdziale ,Analiza zréznicowania fitochemicznego badanych préb
J. communis (cel pochodny 3): Analiza chiralna,, s. 154. Stwierdzono bardzo silng i

silng korelacje dodatnig dla zawartosci (+)sabinenu w stosunku do y-terpinenu, a-
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felandrenu i terpinolenu. Zawartosci tych trzech skfadnikow olejku jatowcowego
wykazujg tez silng korelacje pomiedzy sobg. Ponadto wykazano istnienie silnej
zaleznosci pomiedzy zawartoscig formy lewoskretnej B-pinenu a (-)a-pinenem oraz (-)
limonenem. Konsekwencjg istnienia dodatniej korelacji (+)sabinenu z grupag
weglowodorow monocyklicznych (y-terpinen, a-felandren i terpinolen) jest korelacja

ujemna o silnym i bardzo silnym natezeniu tych zwigzkow z (+) i (-) a-pinenem.

Dla wynikéw analiz achiralnych i chiralnych przeprowadzono takze analize
metodg gtéwnych sktadowych (PCA). Poniewaz dwuwymiarowe rzuty przypadkéw dla
danych z kolumny achiralnej i chiralnej wykazywaty duze podobienstwo, w pracy
zamieszczono tylko diagram PCA otrzymany dla wynikdw rozdziatbw na ztozu
enancjoselektywnym (rys. 36). Strzatki na diagramie wskazujg kierunkowosé
rozmieszczenia prob pod wzgledem czterech najbardziej zmiennych zwigzkow
wystepujacych w olejku. Na zielono zaznaczono proby zaklasyfikowane jako chemotyp
sabinenowy.

RYSUNEK 36: Diagram PCA na podstawie danych chromatograficznych otrzymanych
na kolumnie enancjoselektywnej B-dex dla igiet jatowca pospolitego i halnego

Projekcja przypadkow na plaszczyzng czynnika 1 x 2)
Przypadkio sumie kwadratéw cosinusdw >= 0,00

. .
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Wykres sporzadzono na podstawie dwoch zmiennych sktadowych o najwiekszej zmiennosci (tacznie 60,68% ogotu warianciji),
N=40. Kolor zielony oznacza chemotyp sabinenowy, kolor niebieski — chemotyp posredni (2 préby) oraz a-pinenowy. Schematy
rozmieszczenia wygenerowano w pakiecie Statistica 7.1.
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Cztery gtéwne zwigzki odpowiedzialne za najwiekszg zmiennos¢ badanych préb
to opisane wczesniej (+)sabinen i (+)a-pinen. Ponadto w kilku probach, gtéwnie
nizinnych (OT2, OT4, OT6, OT8, OT12, LU2, LU3, LU6, LU9), widocznej w dolnej
czesci wykresu stwierdzono stosunkowo wysokg zawarto$¢ [B-felandrenu,
przekraczajagcg w kilku przypadkach 10%. Charakterystyczny jest niski, nie
przekraczajacy 4%, poziom tego zwigzku w prébach goérskich. W odrdznieniu od
nizinnych wyrdzniajg sie one natomiast wysokg zawartoscig (+)3-karenu - srednia
zawarto$¢ tego zwigzku wynosi 8,48% w prébach gorskich oraz 2,1% - w nizinnych.
Analiza macierzy korelacji (tab. 35) wykazata, ze zawarto$¢ tego dicyklicznego
weglowodoru wykazuje jedynie stabg korelacje dodatnig z wymywanymi razem z
kolumny a-terpinenem i (+)B-pinenem oraz terpinolenem.

Analiza sktadu olejku otrzymanego z J. nana oraz jego poréwnanie do J.
communis wnoszg duzy aspekt nowosci w badaniach gatunkéw z rodzaju Juniperus.
W literaturze istnieje niewiele doniesien dotyczacych J. nana, a te ktére sg dotyczg
zwykle danych otrzymanych dla kilku prob tego gatunku/podgatunku (Proenca da
Cunha i Roque, 1989; Looman i Baerheim Svendsen, 1992; Adams, 2000). W
niniejszych badaniach unikalno$¢ badanego materiatu (Tatrzanski Park Narodowy)
oraz liczba zebranych prob pozwalajg na nieco szersze podejscie do tematu. Ponadto
przeprowadzone analizy chiralne stanowig cenne uzupetnienie istniejgcej wiedzy.
Przeszukujagc bazy danych autorka nie spotkata sie z danymi literaturowymi
dotyczacymi sktadu enancjomerycznego olejku z J. nana. Cho¢ znane jest
wykorzystanie sktadu terpenowego olejkow jako markera pozwalajgcego odrdznic
klony, hybrydy czy odmiany rosliny olejkowej (Asztemborska i Ochocka, 2002) w
niniejszych badaniach nie udato sie znalez¢ zadnego sktadnika olejku eterycznego,
ktory pozwolitby na fitochemiczne odroznienie jatowca halnego od pospolitego. Innymi
stowy — skiad frakcji monoterpendéw nie wykazuje korelacji z klasyfikacjg
taksonomiczng. Istnienie trzech chemotypdw jest bowiem takze domeng gatunku J.
communis. Taki wynik analiz chromatograficznych moze sugerowac bliskie

pokrewienstwo J. communis i J. nana.

6.2.Analiza sekwencji niekodujacego facznika trnL-trnF cpDNA

Na rysunku 20 (rozdziat ,Analiza pokrewienstwa systematycznego J. communis
L. i J. nana Willd. (cel pochodny 5): Sekwencjonowanie produktéw amplifikacji,, s. 114)

186



WYNIKI | DYSKUSJA

przedstawiono zestawienie sekwencji tacznika trnL(UAA)-trnF(GAA) dla wszystkich
badanych préb. Obejmuje ono tylko cze$¢ odczytu o wysokiej jakosci oznaczenia
kazdej, pojedynczej zasady. Dla sekwencji wynikowej consensus jako graniczng
wartos¢ jakosci odczytu wyznaczono 25, przy czym dla wiekszo$ci zasad wartosci te
byly znacznie wyzsze i wynosity nawet powyzej 70. Warto$¢ jakosci g wygenerowana
przez program Phred/Phrap/Consed jest logarytmicznie powigzany z z
prawdopodobienstwem btedu. Obliczany jest z wzoru ¢g=-10-log(p) gdzie p
oznacza oszacowane prawdopodobienstwo btednego oznaczenia danej zasady.
Spadek jakosci odczytu obserwowany byt szczegdlnie na krahcach analizowanej
sekwencji. Obserwowane na rysunku 20 réznice w dtugosci sekwencji nie wynikajg z
réznic w jej dtugosci, lecz z faktu réznej jakosci odczytu dla poczatku i koncu
sekwencji. Srednia dlugo$é sekwencji consensus wynosita 280pz. Wszystkie 40
sekwencji zostato zarejestrowanych i zdeponowanych w GenBanku z numerami
dostepowymi (ang. NCBI accession number) DQ017710-DQ017749.

Przed zarejestrowaniem sekwenciji dla badanych préb J. nana oraz J. communis
przeszukano baze sekwencji nukleotydowych BLAST (pakiet blastn nucleotide-
nucleotide). W ten sposéb odnaleziono zarejestrowane w bazie sekwencje o
najwiekszym podobienstwie do badanej. Pierwszych dziesie¢ wynikdw wyszukiwania
w bazie danych BLAST przedstawiono w tabeli 36.

TABELA 36: Zestawienie 10 pierwszych wynikow wyszukiwania w bazie danych
BLAST

Nazwa gatunku (Entrez accession number, query length, e-value, identities)
(Low complexity filter ON)

Juniperus rigida (ABO29868.1, 321bp, e-176, 317/319 — 99%)
Juniperus communis var. saxatilis (AY354295.1, 314bp, e-164, 304/306 — 99%)
Juniperus communis subsp. hemisphaerica (AY354287.1, 314bp, e-164, 304/306 — 99%)
Juniperus communis var. communis (AY354286.1, 314bp, e-164, 304/306 — 99%)
Cupressus funebris (AJ224794.1, 314bp, e-142, 307/320 — 95%)
Juniperus thurifera (AF438550.1, 311bp, e-138, 393/303 — 96%)
Juniperus communis (AF211519.1, 458bp, 3e-80, 182/190 — 95%)
Juniperus saltillensis (AF211521.1, 459bp, 4e-76, 182/191 — 95%)
Juniperus osteosperma (AF211524.1, 459bp, 9e-74, 181/191 — 94%)
Juniperus occidentalis (AF211517.1, 459bp, 9e-74, 181/191 — 94%)
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Sekwencje wygenerowane przez baze danych BLAST w odpowiedzi na
zapytanie pochodzity, zgodnie z oczekiwaniami, z gatunkdéw rodzaju Juniperus. Tylko
jedna z 10 najbardziej podobnych sekwencji pochodzita z innego rodzaju, nalezacego,
tak jak Juniperus, do rodziny Cupressaceae. Taki wynik potwierdzit, Zze
sekwencjonowaniu poddano witasciwy fragment DNA. Zastosowanie primera
uniwersalnego niesie bowiem ze sobg zagrozenie amplifikacji produktu
niespecyficznego pochodzacego z innego organizmu roslinnego, ktéry moze

zanieczyszczac badany surowiec.

Niekodujgca sekwencja tgcznikowa trnL(UAA)-trnF(GAA) nalezy do markeréw
chloroplastowego DNA, uzywanych w badaniach molekularnej identyfikacji roslin na
poziomie rodziny, rodzaju i gatunku (Taberlet i in., 1991; Soltis i Soltis, 1998). Nalezy
podkreslic, ze tak, jak cate cpDNA, jest dziedziczona z linii matczynej w przypadku
wiekszosci roslin okrytonasiennych i stabilnie przekazywany miedzy pokoleniami
(Yang i in., 2001). Uniwersalne primery dla niekodujgcej sekwencji tgcznika trnL-trnF
zostaly zaprojektowane w ten sposob, ze sg komplementarne do flankujgcych go
regiondbw o silnie konserwowanej ewolucyjnie sekwencji (Taberlet i in., 1991)
Najczesciej sekwencja trnL-trnF opisywana jest w badaniach na poziomie rodzaju.
Zostata z powodzeniem zastosowany w identyfikacji gatunkéw rodzaju Cinnamomum
(Kojoma i in., 2002), Ephedra (Long i in., 2004) i Rheum (Yang i in., 2001). Zostata
takze zastosowana w badaniach dwdéch gatunkow rodzaju Juniperus, gdzie wraz z
markerami jadrowego DNA i analizg RFLP potwierdzita zjawisko hybrydyzaciji
miedzygatunkowej J. occidentalis i J. osteosperma (Terry i in., 2000). Niektore zrédta
opisujg zastosowanie tego markera na poziomie wewnatrzgatunkowym. Pozwolit on,
wraz z jgdrowg sekwencjg ITS oraz analizg AFLP, na molekularna identyfikacje

odmian Croton alabamensis (Van Ee i in., 2006).

Jak opisano w celach niniejszej pracy, analiza sekwencji tacznika trnL-trnF
chloroplastowego DNA podjeta zostata jako préba odpowiedzenia na pytanie o
pokrewienstwo dwdéch dziko rosngcych w Polsce gatunkéw (podgatunkéw/odmian)
jatowca. Pierwszy z nich to J. communis, ktory zasiegiem obejmuje prawie caty obszar
naszego kraju, drugi to J. nana, ktéry w Polsce wystepuje dziko jedynie w Tatrach,
powyzej gornej granicy lasu. Stanowiska systematykow dotyczace klasyfikacji J. nana
sg niejednoznaczne (problem ten opisano szczegdtowo w rozdziale ,Przynaleznos¢

systematyczna J. communis L. i J. nana Willd., s. 15), cho¢ nowsze zrédta wskazujg
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na bliskie pokrewienstwo do J. communis i klasyfikujg go jako J. communis var.
saxatilis (Farjon, 2001) lub J. communis subsp. alpina (Flora Europea, 2001).
Zestawienie sekwencji 40 prob J. nana i J. communis pozyskanych ze stanowisk
naturalnych w Tatrach Zachodnich i Polsce Pétnocnej (woj. Pomorskie) (por. rys. 20, s.
115) wykazato ich 100% podobienstwo. Wynik taki moze sugerowaé, ze badane
jednostki systematyczne sg na tyle blisko spokrewnione, Ze nie obserwuje sie
polimorfizmu badanej sekwenciji trnL-trnF. Z drugiej strony, wyniki otrzymane w wyniku
przeszukiwania bazy danych BLAST wykazaty 99% podobienstwo otrzymanej
sekwencji do sekwencji innego gatunku jatowca — Juniperus rigida (por. tab. 36, s.
187). Moze to wskazywaé na matg zmiennosc tej sekwencji w obrebie catego rodzaju
Juniperus, cho¢ wyniki Terry'ego dla J. occidentalis i J. osteosperma dowiodty istnienia
mutacji punktowych w obrebie frnL-trnF. Jak juz wspomniano, trnL-trnF wykazuje
najwiekszg zmienno$¢ na poziomie rodzaju i gatunku, niemniej jednak nalezy
pamietac, ze stopien tej zmiennosci jest zréznicowany i charakterystyczny dla danej
grupy taksonomicznej (Soltis i Soltis, 1998). Polimorfizm taki nie moze by¢ takze

okreslony a priori bez empirycznej weryfikacji dla badanego organizmu.

6.3.Podsumowanie

Zaréwno poréwnawcza analiza chromatograficzna olejkéw, jak zestawienie
niekodujacej sekwencji facznikowej trnL(UAA)-trnF(GAA) nie wykazaty istnienia
polimorfizmu zwigzanego z pozycjg systematyczng J. communis oraz J. nana. Mimo,
iz morfologiczne rozréznienie tych gatunkéw/podgatunkéw/odmian nie przysparza
wiekszych trudnosci, nie jest to mozliwe na poziomie fitochemicznym czy
molekularnym z zastosowaniem markera trnL(UAA)-trnF(GAA). Wyniki uzyskane
przez Adamsa i wspotpracownikdw, w ktorych przeprowadzono analize RAPD
réznych odmian J. communis nie wykazaly wyraznego rozgraniczenia miedzy J.
communis var. communis oraz J. communis var. saxatilis. W zwigzku z tym autorzy
postulowali, ze zgodnie ze wspoiczesng klasyfikacjg systematyczng, rosliny te
reprezentujg jeden takson (odmiany) (Adams i in., 2002; Adams i Pandey, 2003).

W  przeprowadzonych w pracy analizach nie wykazano réznic pomiedzy
sekwencjg markera trnL-trnF cpDNA dla wyréznionych na podstawie sktadu olejku
chemotypéw. Jesli udatoby sie znalez¢ jakiekolwiek powigzanie pomiedzy cechami

fitochemicznymi a genetycznymi kolejnym krokiem mogtoby sie staC¢ opracowanie
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markeréw molekularnych dla okreslonych cech objawiajacych sie w fenotypie rosliny
(w tym wypadku sktad monoterpendw olejku). Taka korelacja nie opierataby sie jednak
na bezposrednim zwigzku przyczynowo-skutkowym pomiedzy polimorfizmem

sekwencji DNA a cechg fenotypowa.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wydaje sie, ze stopien pokrewienstwa J.
communis i J. nana jest na tyle wysoki, ze nie notuje sie roznic w obrebie badanej
sekwencji, jak i w sktadzie metabolitow wtérnych. Cechy morfologiczne, ktére
pozwalajg na wyrdznienie J. nana od J. communis sg w duzej mierze formg
przystosowania sie rosliny do bytowania w réznych warunkach klimatycznych i
uksztattowania terenu. Jednak przystosowania te nie znajdujg odzwierciedlenia w
innych cechach fenotypowych, takich, jak sktad olejku eterycznego. Trudno takze
znalez¢ zalezno$¢ pomiedzy warunkami Srodowiska a obecnoscig lub brakiem
danego skfadnika w olejku, poniewaz nie znaleziono cechy fitochemicznej réznicujgcej

olejki otrzymane z roslin gorskich od olejkow z roslin nizinnych.
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Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen, ktdre miaty na celu osiggniecie

gtbwnego, a wiec oszacowanie zréznicowania fitochemicznego i

genetycznego Juniperus communis L. wyciggnieto nastepujgce wnioski koncowe:

1)

Juniperus communis L. wykazuje duze zréznicowanie osobnicze,
intrapopulacyjne zaréwno na poziomie fitochemicznym, jak i genetycznym, przy

jednoczesnym nie wysokim zréznicowaniu interpopulacyjnym.

W badanej populacji Juniperus communis L. wyodrebniono trzy chemotypy: o-
pinenowy, sabinenowy i posredni. Istniejgce monografie farmakopealne olejku
jatowcowego nie uwzgledniajg istnienia ras chemicznych, co w Swietle
odmiennej aktywnosci biologicznej poszczegolnych monoterpenéw moze miec

duze znaczenie dla wlasciwosci leczniczych catego surowca.

Roéznice ilosciowe w sktadzie weglowodorow terpenowych i ich enancjomerow
pomiedzy réznymi organami tej samej rosliny sugeruja, ze poziom ekspresiji
enzymow katalizujgcych biosynteze poszczegolnych grup zwigzkéw w tych

organach jest inny i regulowany niezaleznie.

Mircen moze by¢ markerem olejku z szyszkojagdd, a jego niska zawartos¢

moze swiadczy¢ o zafatszowaniu olejkiem z igiet.

Przyczyng réznorodnosci genetycznej wewnatrz badanych populacji Juniperus
communis L., moze by¢ sposob zapylania (wiatropylnosc), dyspersja nasion
(ornitochoria), dlugowieczno$¢ osobnikéw i struktura zasiegu. Mozna
przypuszczac, ze znajduje to takze odzwierciedlenie w cechach fenotypowych,

do ktérych nalezy miedzy innymi sktad wtérnych metabolitéw.

Zréznicowanie fenotypowe objawiajgce sie wystepowaniem ras chemicznych J.
communis moze by¢ skorelowane z genetycznym odciskiem palca otrzymanym
w wyniku RAPD PCR. Nalezy pokresli¢, ze nie jest mozliwe stwierdzenie, czy
obserwowany polimorfizm DNA ma bezposredni zwigzek z regionami DNA
odpowiedzialnymi za kodowanie enzymow biorgcych udziat w biosyntezie

monoterpenow rosliny.
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7)

WNIOSKI

Zaproponowane dwa modele sieci neuronowych pozwalajg odwzorowac profil
genetyczny (otrzymany na podstawie RAPD PCR) na fitochemiczny, czyli

rozpoznac okreslone chemotypy J. communis.

Pomimo wyraznych réznic morfologicznych pomiedzy J. nana i J. communis
analiza sktadu frakcji monoterpendw olejku z igiet oraz niekodujacej sekwenc;ji
tacznikowej trnL(UAA)-trnF(GAA) cpDNA, nie wykazata istnienia polimorfizmu
na poziomie fitochemicznym i molekularnym. Sugeruje to przynaleznos¢ tych

dwdch jednostek to tego samego taksonu.

Whnioski na podstawie wynikow realizacji celéw pochodnych przedstawiajg

propozycje rozwigzan metodycznych do zastosowan w pracach standaryzacyjnych

farmaceutycznych surowcow roslinnych.

1)

HS SPME bezposrednio znad surowca olejkowego jest szybkg i uzyteczng
metodg oceny sktadu zwigzkow lotnych zawartych w  strukturach
wydzielniczych niewielkich ilosci surowca (rzedu kilkudziesieciu mg).

Metoda Taguchi moze by¢ przydatna w optymalizacji proceséow analitycznych,
co udowodniono dla HS SPME sprzezonego z GC w przypadku surowca
pozyskiwanego z J. communis. Oferuje ona mozliwos¢ zbadania wielu
parametréow przyjmujgcych rézne wartosci w stosunkowo nieduzej liczbie

eksperymentow.

RAPD PCR moze by¢ wykorzystana z powodzeniem w badaniach
populacyjnych, co pokazano w przypadku badan zréznicowania wewnatrz- i

miedzypopulacyjnego J. communis.

Sieci neuronowe mogq okazac¢ sie przydatnym narzedziem w poréwnywaniu
wynikdw metod fingerprintingu DNA, dajgcych trudne w interpretacji profile
produktéw po amplifikacji z wynikami ztozonych jakosciowo i ilosciowo analiz
fitochemicznych.
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TABELA 37: Wyniki chromatograficzne analiz na ztozu achiralnym (HP101) otrzymane w badaniu powtarzalno$ci procedury

zwigzek

a-tujen
a-pinen
kamfen
sabinen
[B-pinen
mircen
a-felandren
karen

p-cymen+a-
terpinen

limonen
Y-terpinen
terpinolen

terpinen-4-ol

1
0,16
75,57
2,60
0,28
3,07
2,51
3,27
1,37

0,11

9,79
0,61
0,15

2
0,21
74,66
2,72
0,29
3,05
2,65
3,51
1,42

0,20

10,04

0,61
0,16

3 4 5 6
0,21 016 0,21 0,20
74,82 7599 74,78 73,34
268 | 3,14 279 268
030 026 030 035
3,03 303 305 280
272 243 266 2,70
359 294 35 3,18
1,16 1,51 1,24 | 3,50
019 024 015 0,29
10,22 911 10,08 9,53
058 063 0,61 0,78
0,07 014 012 0,14

wzgledne zawartosci procentowe [%)]

Kolejne oznaczenia (dni)

7
0,20
74,73
2,73
0,28
2,98
2,69
3,38
1,52

0,34

9,94

0,57
0,11

203

8
0,19
72,89
2,48
0,27
2,99
2,97
3,95
1,25

0,28

11,45

0,64
0,08

9
0,16
75,22
4,12
0,00
3,39
2,48
3,14
1,07

0,24

9,09

0,50
0,00

10 11
0,14 0,00
72,62 74,45
6,74 2,57
0,00 0,00
319 3,38
247 283
3,14 3,65
1,31 1,07
020 0,25
8,74 10,4
053 0,62
0,00 0,00

* - na szaro zaznaczono komorki z wartosciami bedgacymi wynikami watpliwymi odrzuconymi po przeprowadzeniu testu Q-Dixona

=l

0,18
74,46
2,66
0,29
3,09
2,65
3,40
1,30

0,23

9,85

0,58
0,12

headspace SPME-GC dla igiet J. communis (wyniki wygenerowane przez oprogramowanie ChromNET)

SD

0,03
1,08
0,10
0,03
0,17
0,16
0,30
0,16

0,06

0,74
0,05
0,03

Wz [%]

14,31
1,45
3,77
9,44
5,62
6,24

8,6

12,71

28,91

7,57
8,00
26,97



TABELA 38: Wyniki chromatograficzne analiz na ztozu achiralnym (HP101) otrzymane w badaniu powtarzalno$ci procedury

headspace SPME-GC dla szyszkojagod J. communis (wyniki wygenerowane przez oprogramowanie ChromNET)

zwigzek

a-tujen
a-pinen
kamfen
B-pinen
mircen
a-felandren
karen

p-cymen+a-
terpinen

limonen
y-terpinen

terpinolen

1

58,20
0,35
2,13

17,63
0,03
0,02

0,07

20,39

0,04
1,04

2

56,63
0,35
2,20

16,62
0,03
0,02

0,06

20,28
0,03
0,69

3

57,07
0,29
2,26

19,71
0,03
0,03

0,05

19,75
0,05
0,68

wzgledne zawartosci procentowe [%)]
KOLEJNE OZNACZENIA (DNI)

4

55,10
0,33
2,41

19,21
0,05
0,03

0,07

21,81
0,03
0,76

5 6
60,16 54,46
0,32 0,31
249 250
17,00 19,61
0,03 0,03
0,03 0,03
0,05 0,06
19,12 21,96
0,03 0,04
0,60 0,82

7

57,66
0,31
2,50

18,12
0,03
0,03

0,05

20,34

0,04
0,81

8

58,86
0,34
2,48

17,53
0,05
0,04

0,06

19,67
0,04
0,78

9

57,59
0,30
2,45

18,76
0,03
0,03

0,04

19,98
0,03
0,68

10
59,79
0,34
2,48
16,21
0,03
0,03

0,06

20,09
0,04
0,74

- na szaro zaznaczono komorki z warto$ciami bedacymi wynikami watpliwymi odrzuconymi po przeprowadzeniu testu Q-Dixona
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11
56,34
0,32
2,62
18,78
0,04
0,03

0,05

20,82
0,04
0,80

=l

57,44
0,32
2,41
18,11
0,03
0,03

0,06

20,38
0,04
0,74

SD

1,79
0,02
0,15
1,21
0,01
0,01

0,01

0,86
0,01
0,07

Wz [%]

3,11
6,22
6,20
6,65
23,74
18,54

16,40

4,24
17,35
9,72



TABELA 39: Wyniki chromatograficzne analiz na ztozu chiralnym (HPChiral) otrzymane w badaniu powtarzalno$ci procedury
headspace SPME-GC dla igiet J. communis (wyniki wygenerowane przez oprogramowanie ChromNET)

wzgledne zawartosci procentowe [%)]

zwigzek Kolejne oznaczenia (dni) X SD Wz [%]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
(-)a-pinen 1324 1365 1358 14,12 1273 1394 13,02 1414 1294 1446 12,76 13,51 0,61 4,50
(+)a-pinen 20,15 20,43 1972 20,32 18,85 20,15 1941 20550 19,68 21,02 2028 20,05 0,59 2,96
mircen 529 559 539 536 559 531 546 569 543 513 545 543 0,16 2,92
(+)sabinen 46,01 50,97 4913 4755 49,83 47,63 47,51 4978 49,36 47,48 4561 4826 1,68 3,48
(+)3-karen 202 180 192 242 214 274 213 221 194 227 287 2,22 0,34 15,15
“'fetf‘rgci’r:‘;?]""" 162 08 079 083 091 08 092 = 000 092 084 093 0,88 0,05 5,57
(+)B-pinen - - - - - - - - 0,56 0,52 - - - -
(-)B-pinen 123 104 102 113 105 103 111 000 105 1,14 1,06 1,09 0,07 6,06
(-)limonen 000 09 000 074 069 062 075 000 074 000 0,72 0,71 0,05 6,90
(+)limonen 275 | 0,00 247 247 267 231 261 269 257 238 254 2,55 0,14 5,51
y-terpinen 1,87 000 072 000 193 000 079 000 000 000 0,00 - - -

* - na szaro zaznaczono komorki z wartosciami bedacymi wynikami watpliwymi odrzuconymi po przeprowadzeniu testu Q-Dixona
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TABELA 40: Wyniki chromatograficzne analiz na ztozu chiralnym (HPChiral) otrzymane w badaniu powtarzalno$ci procedury
headspace SPME-GC dla szyszkojagod J. communis (wyniki wygenerowane przez oprogramowanie ChromNET)

wzgledne zawartosci procentowe [%)]

zwigzek Kolejne oznaczenia (dni) X SD Wz [%]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
(-)a-pinen 36,12 4264 40,97 3943 40,03 46,97 4238 37,71 37,82 4322 38,26 40,50 3,13 7,73
(+)a-pinen 1,39 1,11 1,34 1,56 1,22 1,28 1,26 1,31 1,60 1,11 1,27 1,31 0,16 11,96
mircen 43,75 4193 4122 40,52 4595 3748 40,86 4163 41,92 4188 41,88 41,73 2,06 4,94
(+)sabinen 7,47 6,55 7,86 8,66 7,29 6,03 5,21 7,35 8,63 5,99 6,90 7,09 1,09 15,38
(+)3-karen 2,55 2,76 2,88 2,45 2,71 3,35 2,96 2,52 2,45 2,77 2,71 - - -
a-felandren+a- ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
terpinen
(+)B-pinen - - - - - - - - - - - - - -
(-)B-pinen 2,55 2,76 2,88 2,45 2,71 3,35 2,96 2,52 2,45 2,77 2,71 2,74 0,26 9,64
p-cymen 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,29 0,00 0,00 0,00 - - -
(-)limonen 1,04 0,87 0,96 0,79 0,93 0,89 1,06 0,88 0,88 0,75 0,94 0,91 0,09 10,27
(+)limonen 5,91 3,09 3,02 5,49 1,27 2,67 5,24 7,13 5,85 3,29 6,60 4,51 1,9 42,16
y-terpinen - - - - - - - - - - - - - -
terpinolen 0,68 0,47 0,86 0,53 0,52 0,52 0,49 0,52 0,54 0,44 0,62 0,53 0,07 13,15

* - na szaro zaznaczono komorki z wartosciami bedgacymi wynikami watpliwymi odrzuconymi po przeprowadzeniu testu Q-Dixona
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SUPLEMENT A — WYNIKI ANALIZ CHROMATOGRAFICZNYCH

TABELA 41: Wartosci zmiennych zaleznych obliczonych dla poszczegdlnych uktadow
doswiadczalnych w zalezno$ci od strategii optymalizacji

ZMIENNE NIEZALEZNE ZMIENNE ZALEZNE
K A B Cc D STRATEGIA 1" STRATEGIA 2°
= czas temperatura czas czas suma odchylen wspotczynnik  (ilo$¢ pikow
preinkubacji absorpcji  absorpcji  desorpcji - standardowych  korelacji  monoterpenéw)
POWTORZENIE 1
1 1 (5min) 1(30°C) 1 (30s) 1 (30s) 35,80 0,974 8
2 1 (5min) 2 (40°C) 2 (1min) 2 (1min) 24,52 0,973 8
3 1 (5min) 3 (50°C) 3 (2min) 3 (2min) 29,50 0,979 9
4 1 (5min) 4 (60°C) 4 (5min) 4 (5min) 29,68 0,979 9
5 2 (10min) 1 (30°C) 2 (1min) 3 (2min) 37,04 0,967 10
6 2(10min) 2 (40°C) 1 (30s) 4 (5min) 35,04 0,973 7
7 2(10min) 3 (50°C) 4 (5min) 1 (30s) 29,76 0,982 9
8 2(10min) 4 (60°C) 3 (2min) 2 (1min) 31,18 0,976 11
9 3(20min) 1 (30°C) 3(2min) 4 (5min) 36,98 0,973 8
10 3(20min) 2 (40°C) 4 (5min) 3 (2min) 31,05 0,978 10
11 3(20min) 3 (50°C) 1 (30s) 2 (1min) 32,80 0,975 9
12 3(20min) 4 (60°C) 2 (1min) 1 (30s) 30,14 0,979 11
13 4 (30min) 1 (30°C) 4 (5min) 2 (1min) 34,90 0,975 7
14 4(30min) 2 (40°C) 3 (2min) 1 (30s) 37,07 0,973 8
15 4 (30min) 3 (50°C) 2 (1min) 4 (5min) 34,05 0,974 10
16 4 (30min) 4 (60°C) 1 (30s) 3 (2min) 28,16 0,980 10
POWTORZENIE 2
17 1 (5min) 1(30°C) 1 (30s) 1 (30s) 36,23 0,973 8
18 1 (5min) 2 (40°C) 2 (1min) 2 (1min) 34,18 0,975
19 1 (5min) 3 (50°C) 3 (2min) 3 (2min) 31,88 0,976 9
20 1 (5min) 4 (60°C) 4 (5min) 4 (5min) 27,39 0,981 10
21 2 (10min) 1 (30°C) 2 (1min) 3 (2min) 35,66 0,973
22 2(10min) 2 (40°C) 1 (30s) 4 (5min) 35,09 0,975
23 2(10min)  3(50°C) 4 (5min) 1 (30s) 27,61 0,982 12
24 2(10min) 4 (60°C) 3 (2min) 2 (1min) 31,54 0,977 9
25 3(20min) 1 (30°C) 3(2min) 4 (5min) 35,93 0,976 7
26 3(20min) 2 (40°C) 4 (5min) 3 (2min) 30,11 0,978 12
27 3(20min) 3 (50°C) 1 (30s) 2 (1min) 33,07 0,975 8
28 3(20min) 4 (60°C) 2 (1min) 1 (30s) 29,85 0,977 9
29 4 (30min) 1 (30°C) 4 (5min) 2 (1min) 36,22 0,969 9
30 4 (30min) 2 (40°C) 3 (2min) 1 (30s) 35,78 0,973 9
31 4 (30min) 3 (50°C) 2(1min) 4 (5min) 32,96 0,977 9
32 4 (30min) 4 (60°C) 1 (30s) 3 (2min) 29,05 0,979 9

' strategia zaktadajaca podobienstwo profilu SPME do olejku eterycznego
2 strategia zaktadajgca duza ilo$¢ pikow zwigzkow monoterpenowych
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préoba

LU1
LU2
LU3
LUS
oT1
oT2
oT3
OoT4
OT5
OTé6
oT7
oT8
oT9
oT10
o™
0oT12
ST10

TABELA 42: Wyniki analiz porownawczych headspace SPME — destylacja olejku z parg wodng otrzymane w wyniku analiz
chromatograficznych na ztozu achiralnym dla igiet (HP101) (wyniki wygenerowane przez oprogramowanie ChromNET)

a-tujen

3 =

o o

S »n
0,00 0,09
0,00 0,07
1,09 046
0,00 0,10
112 0,26
0,69 0,13
2,59 0,00
1,14 0,39
269 214
0,17 0,18
0,22 0,20
0,00 0,20
0,00 0,15
0,00 0,15
398 29
0,00 0,23
0,21 0,19

a-pinen

olejek

74,35
71,33
49,57
80,31
66,31
58,99
40,17
40,49
26,26
62,92
82,44
73,45
49,27
64,99
14,96
61,12

74,33

SPME

78,78
77,39
63,90
84,56
79,22
70,24
53,42
50,31
36,83
72,00
87,11
73,48
62,97
69,72
17,31
78,64

79,69

kamfen

olejek

0,

(o2}
]

2,79
0,49
0,00
0,49
0,70
0,00
0,00
0,00
0,44
0,58
0,51
0,00
0,00
0,00
0,00
0,48

0,40
0,39
0,44
0,38
0,60
0,53
0,37
0,42
0,46
0,95
0,78
0,32
0,41

0,37

sabinen

olejek

0,00

51,91
8,64

0,00

SPME

1,76

0,47

B-pinen
3 3
o o
S %)
2,82 235
0,00 245
164 1,72
201 1,7
3,00 3,03
3,20 3,58
2,15 0,00
2,36 2,99
213 223
2,37 2,67
294 273
3,01 3,06
2,18 2,25
3,37 3,19
0,00 1,10
2,14 234
243 1,74

mircen
3 =
Q o
o %)
3,96 3,17
421 3,73
464 3,48
4,26 3,44
4,20 3,94
4,37 4,36
491 4,08
5,01 4,23
6,15 4,5
7,61 6,43
3,95 3,19
4,36 4,01
3,25 2,77
415 4,41
6,32 5,65
4,76 3,69
3,76 3,83

a-felandren
3 2
2 o
[} »n
2,82 2,50
3,99 321
3,06 221
2,89 224
1,28 1,21
260 3,24
0,62 0,53
4,18 5,02
1,44 1,31
4,07 3,48
239 1,78
3,54 3,12
0,00 1,14
267 2779
0,70 0,63
4,00 2,63
237 243
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karen

3 =

Q@ o

o »n
3,52 3,49
142 0,28
3,561 2,40
3,13 1,93
0,00 0,04
0,85 047
2,44 224
2,48 1,92
2,44 1,98
0,24 0,09
0,17 0,08
0,00 0,23
12,09 9,39
8,75 5,34
1,71 1,10
1,22 0,53
1,97 1,10

cymen+a-
terpinen
3 =
o o
o %)
0,58 0,22
0,00 0,14
0,43 0,31
0,00 0,08
0,76 0,07
0,72 0,16
1,26 0,09
0,00 0,32
0,00 0,27
0,76 0,18
0,199 0,07
0,00 0,23
0,00 0,40
0,83 0,16
2,13 0,19
0,00 0,60
0,65 0,22

limonen

olejek
SPME

18,36 13,18
4,18 2,89
13,12 13,02
30,37 16,97

12,62 10,98

1,23 7,84

9,35 8,88

y-terpinen
3 3
i) o
S %)
1,20 0,03
0,00 0,05
0,93 0,02
0,00 0,02
1,37 0,14
1,04 0,11
2,42 047
164 0,19
2,32 0,60
0,10 0,00
0,42 0,20
0,00 0,00
0,00 0,52
0,00 0,10
3,31 1,00
0,68 0,25
0,28 0,10

terpinolen
3 =
2@ o
[ %)
0,00 0,88
1,43 0,79
236 1,42
1,66 1,05
1,24 0,87
1,64 1,48
236 1,79
249 225
2,77 1,94
1,03 0,91
1,08 0,64
1,24 1,25
2,84 1,22
1,60 1,69
3,79 3,97
235 081
0,96 0,70

terpinen-4-
ol
3=
@ o
[} %)
0,00 0,00
0,00 0,02
2,28 0,05
0,00 0,00
2,98 0,00
3,14 0,00
426 0,14
4,77 0,84
3,17 0,13
0,32 0,06
0,20 0,06
0,00 0,15
0,00 0,05
0,00 0,31
519 0,10
3,19 0,07
0,31 0,03

reszta*
3 =
Q< o
[} %)
0,92 0,31
0,00 0,12
3,06 0,19
0,00 0,29
2,99 1,07
2,75 0,50
1,63 2,22
1,70 1,72
0,00 0,66
1,08 0,00
0,68 0,18
0,36 0,37
0,00 0,71
0,00 0,00
0,00 0,53
0,66 0,20
2,91 0,20



TABELA 43: Wyniki analiz porownawczych headspace SPME — destylacja olejku z parg wodng otrzymane w wyniku analiz
chromatograficznych na ztozu achiralnym (HP101) dla komercyjnych szyszkojagdd jatowca (wyniki wygenerowane przez
oprogramowanie ChromNET)

Ziota lecznicze Boguccy Flos Herbalux Herbapol Kawon
Zwigzek olejek olejek hs  surowiec olejek olejek hs  surowiec olejek olejek hs  surowiec olejek olejek hs  surowiec olejek olejek hs  surowiec
nastrzyk! SPME?  hs SPME® | nastrzyk SPME  hs SPME | nastrzyk SPME  hs SPME | nastrzyk SPME  hs SPME nastrzyk SPME  hs SPME
a-tujen 3,87 0,00 1,00 1,42 0,00 0,00 1,05 0,00 0,00 1,14 0,00 0,00 1,21 0,00 0,29
a-pinen 46,87 60,11 41,89 56,01 67,38 5836 61,09 7195 5799 5170 62,76 51,31 6064 71,83 69,05
kamfen 0,40 3,26 3,53 0,00 2,99 0,28 0,38 3,11 1,95 0,39 3,36 0,45 0,53 3,39 8,28
sabinen 16,23 11,52 24,74 12,80 7,80 12,20 8,04 5,12 9,93 7,87 5,13 10,87 6,30 4,19 3,00
B-pinen 2,79 3,24 3,02 2,61 2,45 2,20 2,54 2,56 2,95 3,23 3,36 2,62 2,38 2,44 2,20
mircen 12,67 7,93 13,55 19,72 10,95 16,02 19,88 11,41 20,37 25,82 16,26 25,36 15,88 9,74 9,55
o-felandren 0,18 0,28 0,14 0,00 0,00 0,24 0,00 0,00 0,12 0,62 0,18 0,02 0,00 0,00 0,82
karen 1,19 0,00 0,07 0,00 1,23 0,78 0,13 0,00 0,23 0,42 0,00 0,15 0,43 0,34 0,51
p'fgrr;‘f]g;“' 140 276 165 000 000 000 048 09 064 000 126 043 071 115 0,31
limonen 4,38 4,69 4,59 4,52 3,63 3,39 2,92 2,61 2,87 3,70 3,49 4,75 3,21 2,74 3,14

y-terpinen 1,93 2,77 1,56 0,00 1,54 1,12 0,74 1,07 0,94 0,98 1,47 0,98 1,15 1,21 0,18
terpinolen 0,87 1,14 1,04 1,18 1,11 1,18 0,77 0,85 1,03 0,84 0,95 0,98 0,99 0,92 0,45
terpinen-4-ol 3,66 1,07 0,92 1,75 0,48 0,32 1,13 0,37 0,29 2,18 0,72 0,69 4,21 1,50 0,32
reszta 3,56 1,21 2,29 0,00 0,44 3,92 0,84 0,00 0,70 1,10 1,06 1,40 2,37 0,54 1,90

' — olejek nastrzyk — olejek otrzymany metoda destylacji z wodg i analizowany w drodze nastrzyku na kolumne.

2 — olejek hs SPME - olejek otrzymany metoda destylacji z woda, rociericzony 100x etanolem (korcowa objetos$é préby po rozcienczeniu — 2ml), analiza wykonana technikg hs SPME znad olejku w
warunkach podanych w rozdziale “Przebieg hs SPME” (s. 79).

% — surowiec hs SPME — zwiazki monoterpenowe wyekstrahowane technikg hs SPME znad 100mg szyszkojagdd jatowca w warunkach podanych w rozdziale “Przebieg hs SPME” (s. 79).
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TABELA 44: Wyniki chromatograficzne analiz na ztozu achiralnym (HP101) otrzymane w toku analiz headspace SPME z igiet
badanych prob jalowca (wyniki wygenerowane przez oprogramowanie ChromNET)

Préba

RI polarna1
R Iniepolama2

BO1
BO3
CcH
CI2
CI3
Cl4
CI5
Cleé
G1-1
G1-2
G1-3
G1-4
G1-5
G2-1
G2-2
G2-3
G2-4
G2-5

a-
tujen

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
1,35
1,58
0,00
0,00

a-pinen kamfen sabinen

940
1026
72,85
16,50
83,08
82,77
84,95
87,88
46,88
58,11
87,43
63,44
78,93
88,31
66,12
87,65
76,35
51,63
83,61
77,63
86,41

950

1068
0,40
0,30
0,83
0,61

0,42
0,39
0,37
0,57
0,39
1,18
0,38
0,40
0,69
0,38
0,48
0,39
0,47
0,34
0,40

973
1172
0,41
52,07
0,81
0,43
0,48
1,06
27,57
23,36
0,47
0,42
0,42
0,41
0,37
0,40
0,40
30,97
0,58
0,46
0,38

B-pinen

974
1115
2,28
0,70
1,61
1,66
2,29
2,43
2,02
2,93
2,00
2,03
2,42
2,52
2,38
2,29
2,48
1,44
1,76
1,75
2,84

mircen

988

1163
3,47
5,37
2,49
4,02
3,34
3,20
5,00
4,26
3,33
3,11

3,84
3,04
4,13
3,17
3,84
5,09
3,45
11,5
3,20

a-
felandren

1003
1172
2,14
1,07
0,69
1,78
1,22
0,90
2,38
0,31

1,66
0,68
2,76
1,62
5,18
1,61

2,45
1,55
0,48
1,27
0,55
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karen

1012
1155
0,64
0,86
0,09
3,89
0,27
0,18
0,70
0,46
0,35
21,99
0,24
0,08
2,62
0,12
0,36
0,34
0,36
0,07
0,08

p-cymen+a- limonen

terpinen
1019
1190
0,38
0,79
0,22
0,42
0,18
0,09
0,65
0,60
0,10
0,00
0,10
0,00
0,42
0,07
0,08
0,28
0,00
0,08
0,04

1028
1209
15,31
11,33
8,79
2,99
3,01
2,33
10,80
3,26
3,46
3,73
9,59
2,73
15,71
3,15
11,73
4,29
6,12
5,17
4,79

Y-
terpinen

1056
1253
0,03
1,53
0,04
0,02
0,15
0,03
0,42
0,72
0,02
0,00
0,02
0,00
0,05
0,00
0,00
0,48
0,00
0,03
0,00

terpinolen terpinen-

1086
1331
0,70
4,32
0,75
0,92
0,89
0,60
2,02
1,69
0,65
2,78
0,76
0,53
1,55
0,59
1,12
1,59
0,77
0,54
0,42

4-ol

1171
1614
0,06
0,40
0,07
0,17
0,14
0,09
0,42
2,84
0,04
0,25
0,03
0,04
0,17
0,05
0,26
0,1

0,00
0,03
0,06

reszta*

1,33
4,76
0,53
0,32
2,66
0,82
0,77
0,89
0,10
0,39
0,51
0,32
0,61
0,52
0,45
0,50
0,82
1,13
0,83



Préba

GG2
KO1
KO2
KO3
KO4
LU1

LU2
LU3
LU4
LUS
LU6
LU7
LU8
LU9
OC1
0C2
0C3
OC4
oT1

oT2
OT3
oT4

OT6

a-
tujen

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
1,35
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00

a-pinen kamfen sabinen

87,84
63,53
74,44
91,05
65,17
79,00
77,55
64,14
78,48
84,52
76,03
81,96
84,32
70,03
60,07
81,54
92,45
77,04
79,25
69,88
53,42
50,35
37,60
72,12

0,43
0,32
0,47
0,39
0,87
0,51
0,35
0,43
0,39
0,40
0,39
0,46
0,37
0,34
0,34
0,87
0,42
0,51
0,38
0,43
0,37
0,56
0,53
0,37

0,45
19,03
0,37
0,67
0,41
0,35
0,37
14,83
0,48
0,42
0,42
0,47
0,46
0,43
5,42
0,31
0,6
0,48
6,76
3,05
31,56
7,98
39,90
0,46

B-pinen

2,08
1,71
2,38
1,45
1,80
2,34
2,44
1,73
1,76
1,71
2,57
2,10
2,33
2,22
2,42
4,17
1,61
1,95
3,03
3,54
1,65
3,01
2,33
2,66

mircen

2,58
3,99
3,81
3,28
3,44
3,17
3,74
3,48
2,85
3,44
3,46
8,09
4,21
5,71
4,27
3,86
2,16
2,98
3,94
4,34
4,08
4,26
4,6
6,44

a-
felandren

0,14
1,63
2,50
0,14
2,79
2,50
3,21
2,21
2,33
2,24
2,41
0,03
1,64
2,49
5,65
1,11
0,12
3,03
1,20
3,23
0,53
5,05
1,33
3,48
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karen

0,91
0,09
0,10
0,08
13,71
3,50
0,28
2,41
0,30
1,93
0,31
1,15
0,23
0,61
0,23
1,85
0,13
0,04
0,04
0,47
2,23
1,94
2,02
0,08

p-cymen+a- limonen

terpinen
0,02
0,72
0,59
0,03
0,49
0,21
0,14
0,31
0,19
0,08
0,42
0,00
0,07
0,22
0,40
0,00
0,03
0,39
0,09
0,16
0,21
0,32
0,36
0,18

3,97
6,7
12,77
1,49
8,53
7,30
11,04
8,66
10,49
3,76
10,09
4,25
5,22
16,88
19
5,00
1,16
11,65
2,97
12,18
3,03
21,42
7,96
13,20

Y-
terpinen

0,05
0,27
0,03
0,05
0,05
0,02
0,02
0,15
0,03
0,02
0,08
0,00
0,00
0,02
0,13
0,00
0,04
0,05
0,17
0,12
0,47
0,19
0,61
0,00

terpinolen terpinen-

0,73
1,09
0,63
0,68
1,88
0,87
0,76
1,40
0,75
1,06
0,82
0,63
0,58
0,79
1,26
0,81
0,69
0,91
0,86
1,46
1,79
2,23
1,98
0,88

4-ol
0,05
0,19
0,15
0,04
0,14
0,07
0,02
0,04
0,07
0,05
0,13
0,20
0,01
0,07
0,16
0,28
0,04
0,19
0,12
0,22
0,14
0,77
0,11
0,04

reszta*

0,75
0,73
1,76
0,65
0,72
0,16
0,08
0,21
1,88
0,37
1,62
0,66
0,56
0,19
0,65
0,20
0,55
0,78
1,19
0,92
0,52
1,92
0,67
0,09



Préba a- o-pinen kamfen sabinen [-pinen  mircen a- karen p-cymen+a- limonen Y- terpinolen terpinen- reszta*

tujen felandren terpinen terpinen 4-ol

OT7 000 873 042 044 273 3,20 1,78 0,07 0,07 289 0,00 0,64 0,05 0,41
OT8 0,00 7324 044 0,41 3,03 3,99 3,11 0,22 0,23 12,97 0,00 1,21 0,13 1,02
OT9 0,00 6317 094 0,51 2,24 2,78 1,14 9,41 0,40 17,02 0,00 1,22 0,09 1,08
OT10 0,00 7040 000 0,39 3,22 4,46 2,82 5,38 0,16 1,08 1,7 0,29 0,00 0,10
B 204 1734 031 5929 1,14 5,65 0,63 1,10 0,34 5,91 1,00 3,07 0,09 0,29
OT12 0,00 7869 04 1,77 2,32 3,69 2,63 0,53 0,60 784 0,03 0,80 0,05 0,65
OT13 0,00 72,66 034 0,40 2,07 3,74 3,96 0,75 0,26 1461 0,02 0,82 0,09 0,28
337 1269 066 5132 1,10 5,01 1,68 7,62 1,03 590 1,10 4,41 1,33 1,88
- 27 940 044 5292 071 5,61 1,47 8,67 1,21 637 1,13 5,14 1,42 2,81
SA3 000 7692 045 0,52 2,49 3,14 2,07 1,96 0,27 892 0,18 1,09 0,11 1,88
SA4 000 7606 049 0,53 1,78 3,23 2.4 5.2 0,26 825 0,03 1,18 0,09 0,50
SA5 0,00 6292 062 1404 2,11 3,42 0,61 6,29 0,17 624 029 1,36 0,13 1,80
SA6 000 5102 041 3018 142 4,38 1,58 2,11 0,67 539 0,37 1,44 0,30 0,73
SA7 0,00 4500 043 2887 269 5,05 2,26 0,22 1,03 806 0,69 1,76 0,41 3,53
SA8 000 497 048 29,61 1,29 4,32 1,21 1,32 0,91 743 055 1,39 1,08 0,71
SA9 000 7933 038 0,50 2,41 3,41 2,54 0,13 0,24 946 0,02 0,65 0,07 0,86
sD1 0,00 9078 050 0,32 3,02 2,46 0,11 0,06 0,03 154 0,00 0,44 0,09 0,65
SD2 0,00 7899 041 0,41 2,21 4,02 2,56 1,31 0,21 872 0,03 0,80 0,04 0,29
sb3 000 81,15 052 0,28 3,43 4,42 0,91 2,67 0,00 509 0,04 0,73 0,07 0,69
SD4 000 6543 035 0,37 2,67 4,46 5,53 0,00 0,24 19,19 0,03 1,25 0,04 0,44
SD5 0,00 8043 042 361 3,34 3,17 1,74 0,08 0,10 576 0,09 0,85 0,07 0,34
SD6 0,00 7508 0,36 0,41 2.15 3,79 4,18 1,06 0,09 11,00 0,03 0,96 0,03 0,86
sD7 000 8395 041 0,55 1,71 6,96 1,04 1,85 0,04 235 0,06 0,57 0,02 0,49
SD8 000 6221 032 1962 1,37 3,65 0,51 0,04 0,16 988 027 1,51 0,04 0,42
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Préba a- o-pinen kamfen sabinen [-pinen  mircen a- karen p-cymen+a- limonen Y- terpinolen terpinen- reszta*

tujen felandren terpinen terpinen 4-ol
SD9 0,00 7326 065 047 2,26 3,40 2,24 8,42 0,12 734 004 1,34 0,04 0,42
BB 196 3103 o042 4849 097 5,21 0,95 0,88 0,36 510 0,85 3,15 0,08 0,55
SD11 000 8699 039 049 2,37 3,47 1,11 0,13 0,04 410 0,04 0,59 0,00 0,28
ST10 000 7999 035 0,46 1,73 3,83 2,44 1,10 0,22 8,91 0,00 0,69 0,00 0,28
ST11 000 76,10 066 040 2,40 3,02 2,25 2,00 0,21 897 0,06 1,43 0,14 1,46
ST12 000 8392 084 043 1,72 3,09 1,69 0,24 0,37 505 0,06 0,74 0,13 1,72
ST13 000 7954 041 045 1,70 2,93 2,62 0,06 0,22 10,39 0,00 0,94 0,00 0,74
ZG1 000 6582 055 043 2,02 3,17 1,03 5,88 0,20 15,83 0,13 1,36 0,10 3,48
ZG2 000 79,08 042 0,39 2,44 3,32 2,53 1,50 0,21 779 0,04 1,00 0,08 1,20

' —indeksy na zlozu o charakterze niepolarnym wyznaczono na kolumnie HP101 25m x 0,25mm ID (Agilent Technologies, USA)

2 —indeksy na ztozu o charakterze polarnym wyznaczono na kolumnie HP Innowax 30m x 0,25mm ID (Agilent Technologies, USA)

*Jako ‘“reszte” potraktowano sume niezidentyfikowanych pikéw, w przypadku ktérych zawarto$¢ procentowa pojedynczego zwigzku nie przekraczata 0,3%. Integracji poddawano piki
monoterpenéwi ich pochodnych do tz 15min.

Poszczegolnymi kolorami oznaczono:

chemotyp a-pinenowy

chemotyp posredni

- chemotyp sabinenowy
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TABELA 45: Wyniki chromatograficzne analiz na ztozu achiralnym (HP101) otrzymane w toku analiz headspace SPME z

Proba

R I polarna1

2
RI niepolarna

BO1
BO2
BO3
CH1
Cl2
CI3
Cl4
Cl5
Clé
G141
G1-2
G1-3
G1-4
G1-5
G21
G2-2
G2-3
G2-4
G2-5

a-pinen

940
1026
76,03
49,55
67,81
80,73
80,72
77,74
73,50
56,71
74,35
51,05
62,27
69,96
67,33
91,24
82,80
47,85
79,77
70,66
80,19

szyszkojagod badanych prob jalowca (wyniki wygenerowane przez oprogramowanie ChromNET)

kamfen

950
1068
0,71

0,36
0,59
0,45
0,44
0,44
0,67
0,68
0,43
0,27
0,59
0,79
0,39
0,47
0,53
0,43
0,43
0,35
0,60

sabinen

973
1172
0,00
24,58
0,2
0,33
0,24
0,00
7,97
3,87
0,31
0,42
0,00
0,53
0,34
0,00
0,11
2,19
0,31
0,41
0,00

B-pinen

974
1115
2,96
1,4
1,26
1,78
1,84
2,72
3,93
1,94
1,88
1,04
3,65
1,53
1,89
3,20
4,03
1,32
2,05
0,86
3,47

mircen

988
1163
16,21
14,15
25,06
10,71
14,52
13,72
8,22
6,90
18,54
42,56
2743
23,31
25,93
2,79
8,98
43,32
14,24
24,42
12,43

a-feland

1003
1172
0,04
0,1
0,13
0,03
0,00
0,10
0,07
0,00
0,09
0,02
0,09
0,00
0,05
0,02
0,07
0,04
0,02
0,04
0,07

ren
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karen

1012
1155
0,05
1,44
0,08
2,76
0,00
0,09
0,05
0,00
0,10
0,06
0,12
0,14
0,11

0,03
0,09
0,09
0,05
0,12
0,04

p-cymen+o-
terpinen

1019
1190
0,08
1,08
0,19
0,04
0,04
0,07
0,29
0,87
0,09
0,07
0,10
0,00
0,06
0,00
0,08
0,22
0,06
0,07
0,06

limonen y-terpinen terpinolen

1028
1209
1,80
3,3
1,61
1,22
1,37
1,73
2,99
13,60
2,28
2,84
2,82
2,34
2,19
1,31
2,29
2,18
1,6
1,56
1,56

1056
1253
0,02
1,02
0,08
0,04
0,02
0,02
0,29
0,00
0,03
0,05
0,03
0,00
0,06
0,02
0,00
0,15
0,04
0,05
0,02

1086
1331
0,34
1,42
0,46
1,28
0,36
0,51
0,72
0,60
0,51
0,65
0,65
0,76
0,66
0,6
0,42
0,73
0,54
0,48
0,34

terpinen-

4-ol

1171
1614
0,50
0,64
0,88
0,12
0,07
0,16
0,16
0,89
0,12
0,03
0,16
0,00
0,11

0,07
0,16
0,92
0,12
0,07
0,05

reszta*

1,26
0,96
1,65
0,51
0,38
2,70
1,14
13,94
1,27
0,94
2,19
0,64
0,88
0,25
0,44
0,56
0,77
0,91
1,17



Proba

GG2
KO1
KO2
KO3
KO4
LU2
LU3
LU4
LUG
LU7
LU9
OC1
01074
0C3
OC4
SA1
SA2
SA3
SA4
SA5
SAG6
SA7
SA8
SA9

a-pinen

75,77
64,12
90,35
80,67
56,7
83,30
61,55
59,49
69,48
79,91
64,03
61,99
65,75
87,49
73,18
27,10
25,97
73,49
70,35
71,74
47,4
44,69
54,96
57,01

kamfen

0,35
0,71
0,65
0,38
0,74
0,47
0,38
0,55
0,38
0,44
0,31
0,43
0,41
0,39
0,69
0,42
0,37
0,44
0,44
0,42
0,80
0,42
0,35
0,35

sabinen

0,35
0,20
0,51
0,27
0,25
0,25
9,23
0,23
0,00
0,25
0,26
0,28
0,00
0,43
0,28
40,40
42,72
0,29
0,00
0,00
29,57
5,44
13,18
0,00

B-pinen

1,36
2,30
2,27
2,43
2,05
2,87
0,90
1,76
3,15
1,93
1,61
1,48
2,30
1,05
1,97
1,45
1,53
3,00
2,72
3,51
1,56
2,19
2,32
2,47

mircen

19,46
27,16
0,00
12,45
26,78
6,41
20,18
23,42
23,16
14,51
30,12
31,84
28,31
7,93
18,38
14,64
11,96
18,52
19,53
21,49
4,29
40,86
21,80
16,18

a-felandren

0,02
0,06
0,00
0,03
0,06
0,17
0,06
0,05
0,08
0,02
0,05
0,05
0,04
0,01
0,27
0,17
0,18
0,07
0,08
0,03
0,14
0,05
0,10
0,04
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karen

0,04
0,05
0,00
0,03
6,32
0,00
0,66
0,06
0,04
0,03
0,07
0,09
0,05
0,01
0,00
0,00
0,00
0,10
2,38
0,03
6,46
0,04
0,22
0,02

p-cymen+a-

terpinen
0,04
0,20
0,11
0,11
0,18
0,15
0,39
0,13
0,14
0,06
0,06
0,11
0,05
0,05
0,28
2,74
3,00
0,08
0,09
0,04
1,64
0,36
0,42
0,07

limonen y-terpinen terpinolen

1,4
2,06
1,69
2,64
2,51
1,77
4,22
11,69
2,08
1,41
1,91
1,85
1,69
0,90
2,64
5,27
6,40
1,59
2,63
1,81
2,96
3,90
2,69
22,3

0,04
0,12
0,00
0,05
0,06
0,00
0,38
0,05
0,00
0,03
0,03
0,03
0,03
0,03
0,00
1,57
1,40
0,00
0,04
0,02
1,21
0,32
0,48
0,04

0,69
0,76
0,68
0,68
1,31
0,23
1,03
0,66
0,46
0,64
0,55
0,70
0,36
0,66
0,40
1,46
1,24
0,68
0,77
0,30
2,28
0,64
1,00
0,70

terpinen-

4-ol
0,13
1,14
0,18
0,08
0,41
0,18
0,13
0,55
0,10
0,31
0,16
0,40
0,22
0,45
0,15
1,92
1,68
0,23
0,13
0,10
0,86
0,62
0,40
0,09

reszta*

0,35
1,12
3,56
0,18
2,63
4,20
0,89
1,36
0,93
0,46
0,84
0,75
0,79
0,60
1,76
2,86
3,55
1,51
0,84
0,51
0,83
0,47
2,08
0,73



Proba  a-pinen kamfen sabinen B-pinen mircen  a-felandren karen p-cymen+a- limonen y-terpinen terpinolen terpinen- reszta*

terpinen 4-ol
SD1 60,13 0,36 0,18 1,79 33,87 0,02 0,04 0,05 1,52 0,04 0,62 0,55 0,83
SD2 70,13 0,75 1,55 3,18 17,29 0,07 0,11 0,41 2,35 0,18 0,78 1,65 1,55
SD3 46,83 0,33 0,00 2,86 46,61 0,03 0,06 0,04 1,96 0,03 0,29 0,00 0,96
SD4 37,41 0,27 0,00 1,93 35,63 0,12 0,03 0,23 22,51 0,05 0,58 0,16 1,08
SD5 72,01 0,57 1,05 1,11 20,03 0,00 0,00 0,26 1,64 0,00 0,61 1,35 1,37
SD6 63,99 0,50 0,26 1,10 29,22 0,02 0,03 0,13 1,63 0,02 0,69 1,09 1,32
SD7 60,37 0,62 0,31 1,42 30,65 0,00 1,79 0,11 2,08 0,02 0,77 0,38 1,48
SD8 50,59 0,45 1,37 2,02 25,53 0,04 0,05 0,20 16,36 0,04 0,55 0,4 2,4
SD9 72,27 0,94 0,15 1,73 18,74 0,03 0,05 0,19 1,63 0,04 1,38 1,45 1,40
SD10 54,75 1,47 4,39 1,60 21,93 0,00 4,77 1,81 2,49 0,14 0,84 1,90 3,91
SD11 74,90 0,48 0,27 2,1 17,87 0,02 0,04 0,06 1,45 0,00 0,66 0,71 1,44
ST10 67,46 0,61 0,31 2,07 25,06 0,07 0,07 0,15 1,8 0,04 0,58 0,58 1,20
ST 77,91 0,43 0,29 1,95 16,16 0,05 0,06 0,04 1,38 0,02 0,75 0,08 0,88
ST12 81,4 0,57 0,00 2,62 12,48 0,03 0,03 0,07 1,27 0,04 0,5 0,30 0,69
ST13 78,66 0,49 0,44 2,02 15,03 0,09 0,04 0,08 1,47 0,04 0,64 0,06 0,94

' —indeksy na zlozu o charakterze niepolarnym wyznaczono na kolumnie HP101 25m x 0,25mm ID (Agilent Technologies, USA)

2 —indeksy na ztozu o charakterze polarnym wyznaczono na kolumnie HP Innowax 30m x 0,25mm ID (Agilent Technologies, USA)

*Jako “reszte” potraktowano sume niezidentyfikowanych pikéw, w przypadku ktérych zawarto$¢ procentowa pojedynczego zwigzku nie przekraczata 0,3%. Integracji poddawano piki
monoterpendwi ich pochodnych do tg 15min.

Poszczegolnymi kolorami oznaczono:

chemotyp a-pinenowy

chemotyp posredni

- chemotyp sabinenowy
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SUPLEMENT A — WYNIKI ANALIZ CHROMATOGRAFICZNYCH

TABELA 46: Nadmiary enancjomeryczne a-pinenu, B-pinenu i limonenu obliczone na
podstawie analiz headspace SPME GC (ztoze chiralne HPChiral) z igiet i
szyszkojagdd badanych prob jalowca (wyniki wygenerowane przez oprogramowanie

ChromNET)
préba EE a-pinen EE (-pinen EE proba EE a-pinen EE B-pinen EE limonen
igiet limonen szyszkojagod
BO2 24,13 -18,40 91,13 BO2 0,00 -78,17 8,14
BO3 70,33 -18,52 92,42 BO3 60,85 -31,75 31,30
CH 63,51 -12,26 -53,06 CH 54,68 -38,53 100,00
Cl4 -1,10 -70,00 47,03 Cl4 -68,08 -100,00 12,63
CI5 -11,20 -100,00 40,79 CI5 22,22 -100,00 92,86
Cle 61,20 -28,09 -33,66 Clé 50,67 -42,03 37,62
G1-2 44,79 -56,38 -5,17 G1-2 -46,34 -89,68 -4,08
G1-3 48,01 -49,57 -53,45 G1-3 65,27 -23,50 33,09
G1-4 48,87 -53,47 -6,67 G1-4 45,19 -49,30 5,63
G2-2 26,81 -34,59 35,73 G2-2 33,68 -51,61 10,20
G2-4 65,04 -28,40 37,15 G2-4 92,51 -100,00 25,97
KO1 29,21 -59,34 1,96 KO1 -6,04 -76,62 4,53
KO3 79,03 -4,05 -6,56 KO3 36,86 -61,00 -23,08
LU1 41,09 -100,00 -39,13 LU2 16,98 -67,60 0,43
LU2 37,07 -62,18 -20,00 LU3 65,32 -20,30 77,97
LU3 51,13 -40,43 14,04 LU8 17,56 -69,17 27,96
LU8 51,36 -45,00 -35,35 LU9 61,92 -29,80 11,24
LU9 45,27 -50,65 90,87 OC1 54,74 -48,47 24,68
OC1 25,54 -69,63 -8,86 OC3 87,35 26,67 -100,00
0OC3 74,12 -13,77 -38,27 SA1 -64,75 -66,67 75,33
OoT1 9,20 -73,37 -35,05 SA2 -66,79 -56,80 78,73
OT3 18,44 -50,24 52,90 SA3 19,14 -69,28 2,91
OT4 25,22 -61,43 42,57 SA4 21,97 -65,80 3,70
OT5 -7,88 -100,00 100,00 SA5 -32,27 -86,89 -17,65
OT6 44,85 -56,96 4,84 SA6 10,65 -53,40 70,59
oTN! -15,59 -35,95 100,00 SA7 10,59 -54,15 72,15
SA1 -6,59 -20,00 25,34 SA8 -21,24 -76,83 38,03
SA2 -3,62 -9,09 28,99 SA9 7,79 -82,14 93,23
SA3 49,77 -51,16 5,08 SD1 33,64 -61,11 -20,73
SA4 62,89 -38,71 -24,36 SD5 70,66 -13,39 32,92
SA5 29,45 -100,00 68,91 SD10 27,40 -100,00 3,72
SA6 12,13 -55,56 6,47 ST10 49,96 -36,36 8,57
SA7 -86,00 -100,00 -14,72 ST12 37,46 -54,13 15,09
SA8 40,00 -22,61 64,17 2G2 77,07 -5,26 37,33
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préba
igiet
SA9
SD1
SD5
SD10
ST10
ST12
ZG1
G2

EE a-pinen EE B-pinen

35,19
35,21
15,54
20,68
63,97
56,32
40,14
43,24

SUPLEMENT A — WYNIKI ANALIZ CHROMATOGRAFICZNYCH

-56,03
-62,54
-67,97
-34,21
-33,33
-44,93
-62,11
-59,02

EE proba EE a-pinen EE B-pinen EE limonen

limonen szyszkojagod

-33,33

20,51

-12,36

63,91

14,00

-28,18

79,43

-38,46

R-S

* W tabeli policzono nadmiary enancjomeryczne (ang. EE — Enantimoeric Excess) wg wzoru EE(%):m-IOO%.

Pozostate zwigzki monoterpenowe o charakterze chiralnym w igtach i szyszkojagodach J. communis wystepowaty tylko w
postaci jednego enancjomeru, a wiec EE dla nich wynosito 100 lub -100%.
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TABELA 47: Wyniki chromatograficzne analiz na ztozu achiralnym (HP101) otrzymane w toku analiz olejkow eterycznych z igiet
badanych prob jalowca pospolitego i halnego (wyniki wygenerowane przez oprogramowanie ChromNET)

Préba a-pinen kamfen sabinen B-pinen mircen  a-felandren karen p- limonen y-terpinen terpinolen terpinen-4- reszta*
cymen+a- ol
terpinen
Rlpoiarna’ 940 950 973 974 988 1003 1012 1019 1028 1056 1086 171
Rlyepoums? 1026 1068 172 1115 1163 172 1155 1190 1209 1253 1331 1614
BO1 69,22 0,62 0,10 2,56 3,07 1,95 0,70 0,57 15,61 0,07 0,83 0,00 3,79
BEE o 0,20 43,6 1,18 6,06 0,94 0,66 3,36 8,60 3,82 2,55 4,15 5,69
BO3 69,33 0,60 0,46 1,70 3,82 0,71 0,10 0,30 19,73 0,11 1,04 0,46 1,66
LU1 74,22 0,68 0,43 2,82 3,95 2,81 3,52 0,57 9,14 0,00 1,19 0,00 0,68
LU2 70,34 0,70 0,00 2,72 413 3,91 1,38 0,44 14,59 0,00 1,37 0,00 0,42
LU3 49,61 0,49 15,19 1,64 4,65 3,06 3,49 1,01 11,79 0,95 2,38 2,31 3,43
LU4 77,14 0,58 0,44 2,55 3,77 1,82 0,95 0,33 8,09 0,06 0,98 0,45 2,85
LU5 79,78 0,00 0,58 2,01 4,25 2,9 3,13 0,00 5,68 0,00 1,68 0,00 0,00
LU6 73,89 0,53 0,36 3,28 4,57 2,67 0,30 0,68 10,94 0,07 0,95 0,00 1,77
LU7 75,11 0,01 2,12 7,82 0,07 0,00 0,10 6,99 0,23 0,01 0,06 0,00 75
LU8 82,65 0,69 0,00 0,00 0,48 2,89 0,00 4,30 1,89 0,60 6,28 0,00 0,22
LU9 66,21 0,54 0,42 2,75 6,90 2,16 0,56 0,77 18,36 0,00 0,88 0,00 0,45
OT2 62,81 0,00 8,98 3,35 4,67 2,78 0,85 1,25 11,81 1,06 1,73 0,00 0,73
[ e 0,00 30,49 2,09 4,78 0,59 2,37 2,11 4,02 2,36 2,31 417 5,30
oT4 39,72 0,00 14,32 2,30 4,90 4,09 2,42 0,84 18,78 1,61 0,00 1,68 9,35
BB 2so 0,00 40,39 2,10 6,05 1,41 2,42 1,02 9,76 2,29 2,74 0,00 5,80
oTé 63,35 0,00 0,00 2,45 7,81 0,00 4,34 0,77 20,18 0,00 1,08 0,00 0,00
oT7 81,94 0,56 0,58 2,91 3,02 2,37 0,17 0,19 4,16 0,11 1,08 0,11 1,91
oT9 47,72 0,86 0,00 2,09 3,13 1,36 11,65 0,00 29,23 0,00 2,64 0,00 1,32
oT10 63,68 078 1,04 3,29 4,09 2,63 8,59 0,82 12,38 0,00 1,57 0,00 1,14
- 14,96 0,00 51,76 0,00 6,32 0,69 1,72 2,11 6,00 3,29 3,76 5,14 4,27
oT12 61,16 0,45 8,58 2,08 4,66 3,88 1,15 0,00 11,13 0,56 2,24 2,99 1,12
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Préba a-pinen kamfen sabinen B-pinen mircen  a-felandren karen p- limonen  y-terpinen terpinolen terpinen-4-  reszta*

cymen+a- ol
terpinen

ST12 80,24 0,66 0,27 2,42 3,93 2,46 0,05 0,29 6,82 0,05 0,07 0,27 2,48
ST13 69,78 0,5 0,51 2,31 4,35 2,67 0,05 0,44 13,74 0,1 1,66 0,46 3,43
16,29 0,26 44,6 1,09 4,37 0,50 1,83 3,12 4,48 4,76 3,05 9,31 6,35

24,32 0,33 39,49 1,54 4,09 0,62 2,43 2,87 3,86 4,28 2,72 7,85 5,61

18,89 0,30 43,69 1,39 4,19 0,93 2,50 2,81 5,37 4,04 2,79 7,06 6,04

31,65 0,29 36,32 0,00 4,17 1,30 0,39 2,54 6,66 3,36 2,32 6,01 4,99

25,52 1,24 25,67 1,31 3,14 0,32 24,6 0,00 2,85 2,63 3,58 5,15 3,99

32,09 0,62 27,94 1,79 4,36 1,66 8,89 1,72 6,47 2,43 3,07 4,16 4,80

32,17 0,75 31,48 1,42 3,62 0,16 11,59 1,25 2,50 2,14 2,63 4,14 6,15

15,21 0,17 55,28 4,14 0,00 0,42 0,11 2,38 3,32 3,57 2,58 6,01 6,81

T9 80,99 0,82 0,41 2,79 2,86 0,73 6,23 0,00 3,63 0,00 1,04 0,00 0,51
T10 84,77 0,73 0,06 3,04 2,78 0,00 5,35 0,00 1,43 0,00 1,00 0,09 0,76
T11 77,95 0,76 0,62 2,47 2,79 1,48 5,82 0,15 5,08 0,11 1,18 0,28 1,30
T12 62,65 1,34 0,52 2,61 2,97 1,03 20,27 0,17 4,77 0,12 2,32 0,35 0,89
T13 83,2 0,8 0,56 2,55 2,35 0,14 5,03 0,00 3,64 0,00 1,07 0,21 0,45
T14 80,27 0,76 0,64 2,14 3,28 0,53 5,92 0,00 3,88 0,09 1,16 0,26 1,13
T15 73,28 1,02 0,64 2,01 2,41 1,37 11,21 0,27 5,23 0,00 1,44 0,32 0,81
T16 71,43 0,95 1,24 2,82 2,74 1,99 12,01 0,48 3,50 0,11 0,91 0,36 1,46

' —indeksy na zlozu o charakterze niepolarnym wyznaczono na kolumnie HP101 25m x 0,25mm ID (Agilent Technologies, USA)
2 —indeksy na ztozu o charakterze polarnym wyznaczono na kolumnie HP Innowax 30m x 0,25mm ID (Agilent Technologies, USA)
*Jako ‘“reszte” potraktowano sume niezidentyfikowanych pikéw, w przypadku ktérych zawarto$¢ procentowa pojedynczego zwigzku nie przekraczata 0,3%. Integracji poddawano piki
monoterpendwi ich pochodnych do tr 15min.
Poszczegolinymi kolorami oznaczono:
chemotyp a-pinenowy

chemotyp posredni

- chemotyp sabinenowy
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TABELA 48: Nadmiary enancjomeryczne a-pinenu i limonenu obliczone na podstawie
analiz olejku prob jalowca pospolitego i halnego (kolumna enancjoselektywna beta-

préba

BO1
BO2
BO3
LU1
LU2
LU3
LU4
LUS
LU6
LU7
LU8
LU9
oT2
oT3
OoT4
OT5
OT6
oT7
oT9
oT10
oTM11
oT12
ST12
ST13
™
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
T10
™
T12
T13
T14
T15
T16

EE a-pinen EE limonen

46,35
20,00
69,15
43,16
41,77
52,71
45,69
70,65
31,67
55,64
50,42
40,21
9,29
-53,28
26,90
-8,61
48,52
49,10
32,49
25,11
-20,75
51,13
53,94
60,06
-21,08
0,75
3,00
15,66
6,27
4,76
17,54
-39,88
37,79
34,43
54,59
30,79
57,58
66,13
64,47
24,97

76,84
53,49
91,21
-48,15
-30,43
-2,56
42,22
-34,78
-36,00
85,92
-44.,00
72,73
-15,38
19,30
48,28
46,94
-30,77
-55,56
84,73
-41,67
66,67
-33,33
-46,15
46,67
64,71
40,54
54,29
60,00
46,15
33,33
44,00
52,94
0,00
33,33
20,00
-9,09
71,43
61,90
9,09
-61,29

dex)
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W tabeli policzono nadmiary enancjomeryczne (ang. EE —

Enantiomeric Excess) wg wzoru  EE(%)= % 100 %.

Pozostate zwigzki monoterpenowe o charakterze
chiralnym w igtach i szyszkojagodach J. communis
wystepowaty tylko w postaci jednego enancjomeru, a wiec
EE dla nich wynosito 100 lub -100%.
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