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STRESZCZENIE

|. STRESZCZENIE

Polygonatum multiforum (L). All. oraz Paris quadrifolia L. sg gatunkami
jednolisciennymi nalezgcymi do rodziny Liliaceae i pospolicie wystepujgcymi na
terenie Polski.

Kokoryczka wielokwiatowa oraz czworolist pospolity uwazane sg za rosliny
rozmnazajace sie w wiekszosci wegetatywnie. Kwestia rozmnazania pitciowego
jest dyskusyjna. Omawiane gatunki tworzg mate, czesto izolowane populacje.
Moze to sprzyja¢ tworzeniu sie ras genetycznych i nie pozostawac¢ bez wptywu na
cechy fenotypowe (rowniez na sktad jakosciowy i ilosciowy czynnych metabolitow
w roslinie).

Zarbwno P. multifflorum, jak i P. quadrifolia zawierajg saponiny, ktére
w ostatnich latach staty sie interesujgcym przedmiotem badan ze wzgledu na
odnotowang cytotoksyczng aktywnos¢ tego typu metabolitbw wyizolowanych
z innych roslin. Zainteresowanie wymienionymi gatunkami wynika nie tylko
z obecnosci saponin jako potencjalnych zwigzkow posiadajgcych dziatanie
cytotoksyczne, ale takze z matej ilosci informacji dotyczacych genetyki oraz
fitochemii czworolistu pospolitego i kokoryczki wielokwiatowej. Podjete w niniejszej
pracy badania miaty na celu przyblizy¢ nie tylko biologie rozwoju roslin klonalnych
poprzez oszacowanie inter- oraz intrapopulacyjnego zréznicowania genetycznego
obu gatunkow, ale takze w przypadku P. quadrifolia pozwolity pozna¢ strukture
niektérych saponozyddéw obecnych w tej roslinie.

Badania genetyczne zostaty przeprowadzone za pomocg metod
,genetycznego odcisku palca” — RAPD PCR oraz coraz powszechniej stosowanej
metody AFLP, w ktérej przypadku dzieki zastosowaniu barwnikow
fluorescencyjnych mozliwe bylo uzycie elektroforezy kapilarnej stuzacej
rozdziatowi wielu fragmentow DNA. Jednoczes$nie opracowano optymalne warunki
analizy produktow AFLP z zastosowaniem detekcji dwulaserowej.

Badania fitochemiczne dotyczyty gtdwnie saponin czworolistu pospolitego,
poznaniu ich budowy strukturalnej, niemniej jednak kigcza i Kkorzenie

P. multiflorum postuzyty w tej czesci pracy przede wszystkim poréwnaniu trzech
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STRESZCZENIE

roznych metod ekstrakcji wtornych metabolitow steroidowych pozyskiwanych
z surowcow roslinnych.

Aktywnos¢ cytotoksyczng ekstraktow obu gatunkéw, jak i frakcji
P. quadrifolia oszacowano na roznych liniach komoérek nowotworowych: ludzkich
komoérkach biataczki promielocytowej (HL-60), ludzkich komérkach raka szyijki
macicy (HelLa) oraz raka piersi (MDA MB468). Wykazana cytotoksyczna
aktywnosc in vitro frakcji czynnych zwigzkéw P. quadrifolia moze stanowi¢ punkt
wyjscia do podjecia badan in vivo, a byé moze rowniez do wykorzystania

w przysztosci ekstraktéw/frakcji saponin w lecznictwie.
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CZESC TEORETYCZNA

Il. CZESC TEORETYCZNA

2.1. Charakterystyka rodzaju Polygonatum

2.1.1. Charakterystyka botaniczna i wystepowanie gatunkéw Polygonatum

Rodzaj Polygonatum Miller — kokoryczka obejmuje gatunki, ktére nalezg do
roslin jednolisciennych z rodziny Liliaceae [Tutin T.G. i in., 1980] i wystepuja
w wielu regionach swiata — zarowno w Europie, Azji, jak i Ameryce Potnocnej. Sg
one bylinami (roslinami wieloletnimi) posiadajgcymi grube kigcza. todyge majg
zazwyczaj wygieta, a osadzone na niej skretolegle lub okdtkowo liscie sg cate,
niepodzielone i najczesciej spodem niebieskozielone. Na szypulce znajduje sie do
kilku kwiatow, z reguty obuptciowych, wiszacych, zielonkawo- lub zottawobiatych.
Okwiat posiada ksztatt rurkowaty do dzwonkowatego, zas =zalgznia jest goérna
i trojkomorowa. Owoc stanowi mala, kulista, kikunasienna jagoda [Tutin T.G. i in., 1980].
Przeglad cech morfologicznych gatunkéw rodzaju Polygonatum przedstawiono
w Tab. 1.

Tabela 1. Wybrane cechy morfologiczne gatunkéw Polygonatum wg Flora
Europaea V [Tutin T.G.iin., 1980].

Polygonatum

Polygonatum Polygonatum  Polygonatum Polygonatum

verticillatum latifolium orientale multiflorum odoratum
1 srodkowe oraz liscie liscie liscie liscie
gorne liscie skretolegte, skretolegte, skretolegte, skretolegte,
w okétku, szeroko szeroko szeroko szeroko
rownowasko do lancetowate, lancetowate, lancetowate, lancetowate,
wasko eliptyczne, eliptyczne, eliptyczne, eliptyczne,
podtugowatych podtuzne lub podtuzne lub podtuzne lub podtuzne lub
owalne owalne owalne owalne
goérna gorna gorna liscie gtadkie liscie gtadkie
powierzchnia powierzchnia powierzchnia
srodkowych oraz  $rodkowych Srodkowych
gornych lisci oraz gornych oraz gérnych
gtadka, dolna lisci gtadka, lisci gtadka,
zas w okolicach dolna za$ dolna za$
nerwow w okolicach w okolicach
nieznacznie nerwow nerwow
omszona nieznacznie nieznacznie
omszona omszona
todyga oraz gorna czesc fodyga oraz todyga oraz todyga oraz
szyputki gtadkie todygi oraz szyputki szyputki szyputki
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szypulki gtadkie gtadkie gtadkie
nieznacznie
omszone
4 todyga kanciasta todyga todyga todyga obta, todyga
kanciasta kanciasta okragta kanciasta
5 kwiaty nieco w kwiaty kwiaty kwiaty u dotu kwiaty u dotu
srodkowej czesci  bezwonne, bezwonne, rozszerzone, zwezone,
zwezone, po 1-5 na po 1-5 na bezwonne, po wonne, po 1-2
bezwonne, po 1- szypuice szyputce 2-6 na na szyputce
2 na szyputce szypuice

2.1.2. Charakterystyka botaniczna Polygonatum multiflorum (L.) All.

Polygonatum multiflorum (gr. polys = liczny, wielokrotny i gr. gony = kolano)
[Rejewski M., 1996] — kokoryczka wielokwiatowa (Fot. 1) jest rosling wieloletnia,
z grubymi, poziomymi monopodialnymi kifgczami, wydajgcymi corocznie
szczytowe, nadziemne pedy, siegajgce niekiedy do jednego metra wysokosci
(zazwyczaj 30-80 cm). W okresie jesiennym pedy nadziemne zamieraja,
pozostawiajgc na kigczu zgrubiata, okragtg blizne. Z liczby blizn mozna okresli¢
wiek rosliny [Leszczynska M., 1969].

Nadziemna todyga gatunku jest naga, obfa, walcowata i zazwyczaj wygieta,
a osadzone skretolegle na niej liscie sg jajowatoeliptyczne, catobrzegie do 15 cm
diugie, gtadkie, gbérg ciemnozielone, spodem biekitnawe, zwezajgce sie
u podstawy i malejace w strone szczytu todygi. Posiadajg wyrazne nerwy. W ich
nasadzie rozwijajg sie w maju zwisajgce, najczesciej dwu- lub trojkwiatowe grona
(kwiaty mogg by¢ zebrane po 2-6 w gronie). Okwiat jest biaty, zrostopfatkowy,
bezwonny, w ksztalcie wydiuzonego dzwoneczka, zakonczony szescioma
krétkimi, zielonawymi tatkami. Wejscie do rurki zamyka szesS¢ zwartych pylnikow,
osadzonych na krétkich, owlosionych, przyrosnietych do korony nitkach oraz
niewielkie znamie, umieszczone na wydfuzonej mocno szyjce. Kwiat posiada
jeden stupek, gérny. Owocem jest jagoda (8-9 mm $rednicy) o zabarwieniu
niebieskoczarnym, mdtawostodkim smaku i widocznym oszronieniu [Hegi G.,
1964]. Powstaje ona na skutek krzyzowego zapylenia za pomocg trzmieli. Znany
jest rébwniez inny rodzaj rozmnazania u tej rosliny, a mianowicie rozmnazanie
wegetatywne [Lukasiewicz A., 1976].

Roslina kwitnie od maja do czerwca [Rutkowski L., 1998].
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Polygonatum multiflorum wystepuje powszechnie w Europie, na Bliskim
Wschodzie, wschodniej Azji, Himalajach, Syberii oraz Ameryce Potnocnej
[Gruewald J. i in., 2000]. W Polsce jest pospolita na catym obszarze jako roslina
laséw lisciastych (bukowo-grabowych) oraz zaro$li i lasow nadrzecznych (za
wyjatkiem terenéw potozonych powyzej 600 m n.p.m.) (Fot. 2). Preferuje miejsca
cieniste oraz gleby gliniaste o odczynie zasadowym Ilub stabo kwasnym
[Zzarzycki K. iin., 2002].

Oprdécz kokoryczki wielokwiatowej réwniez inne gatunki Polygonatum sg
spotykane na obszarze naszego kraju, a mianowicie: kokoryczka okotkowa
Polygonatum verticillatum (L.) All. — wystepujgca w gorach, rzadziej na nizu oraz
wonna, nazywana rowniez lekarskg Polygonatum odoratum (Miller) Druce =
Polygonatum officinale All. — spotykana czesciej na nizu niz w gérach [Broda B.,
Mowszowicz J., 1996; Rutkowski L., 1998; Tutin T.G. i in., 1980].

Kokoryczka wielokwiatowa krzyzuje sie z kokoryczkg wonng. Flora
Europaea okresla to pofgczenie jako Polygonatum x hybridum, stanowigce

gatunek najczesciej uprawiany w ogrodach [Tutin T.G. i in., 1980].

Fotografia 1. P. multiflorum Fotografia 2. Siedlisko P.multiflorum

\ ; g >
i i sl AL ¥ ~

fot. wykonata J. Stefanowicz-Hajduk fot. wykonata J. Stefanowicz-Hajduk
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2.1.3. Sklad chemiczny Polygonatum multiflorum (L.) All.

Kokoryczka wielokwiatowa jest gatunkiem dos$¢ dobrze poznanym pod
wzgledem rodzaju zwigzkdw chemicznych wystepujgcych w roslinie.
Doktadniejsze badania ekstraktow Polygonatum multiflorum przeprowadzit miedzy
innymi Janeczko [Janeczko Z., Sendra J., 1979; Janeczko Z., 1980; Janeczko Z.,
1993], ktory stwierdzit w nich obecnos¢ saponin steroidowych oraz ustalit strukture
sapogenin i cukréw przytaczonych do aglikonu. Wspomniane saponiny zostaty
wyizolowane z czesci podziemnych i nadziemnych rosliny zebranej na terenie
potudniowej Polski. Z korzeni wydzielono frakcje saponinowa, z ktérej otrzymano
zwigzki A i B (Rys.l), natomiast z kigczy uzyskano dwa kolejne glikozydy
saponinowe — C i D.

Rysunek 1. Saponozydy A i B wystepujgce w kokoryczce wielokwiatowe;.
CH,

CH,
glu glu gal
CH,OH CH,OH CH,OH
(@] (o] (@]
OH O—OH O—OH o
HO
OH o OH saponozyd A
(o]
OH
HO
OH
ksyl

glu glu
CH,OH CH,OH
(@) @)
OH O—OH ®)
HO
OH (@) OH
(@)
H
HO saponozyd B
OH
ksyl
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Saponiny wystepujgce w P. multiflorum posiadajg w swojej czasteczce aglikon —
diosgenine ((25R)-spirost-5-en-36-0l). Saponozydy A i C sg spirostanolowymi
monodesmozydami, saponozydy B i D stanowig furostanolowe bisdesmozydy.
Wymienione zwigzki roznig sie takze rodzajem cukréw przytagczonych do aglikonu
— saponozydy C i D posiadajg glukoze i galaktoze, saponozydy A i B oprécz
wymienionych weglowodanéw dodatkowo jeszcze ksyloze.

Oprécz wyzej wymienionych metabolitbw z grupy saponin stwierdzono
rowniez obecnoS¢ w roslinie takich zwigzkow, jak: kwas azetydyno-2-
karboksylowy (w lisciach oraz kigczach) [Bell E.A., 1976; Gruewald J. i in., 2000],
kwas L-ao,y-diaminomlekowy (DABA) [Harborne J.B. i in.,, 1999], flawonoidy (w
lisciach) — pochodne apigeniny (8-C-galaktozyloapigenina oraz 6-C-galaktozylo-8-
C-arabinozyloapigenina [Chopin J. i in.,, 1977]. Z innych zwigzkéw odnotowano
takze antrazwigzki monomeryczne — reine (1,8-dihydroksy-3-karboksyantrachinon)
i franguloemodyne (1,6,8-trihydroksy-3-metylo-antrachinon) [Kohiminzer S., 1998]
oraz $luzy i lektyne [Gruewald J.iin., 2000; Van Damme E.J. i in., 1996].

Lektyna wystepujgca w kigczu oraz lisciach kokoryczki zostata
zidentyfikowana jako lektyna wigzgca mannoze (ang. mannose-binding lectin) —
nazywana réwniez aglutyning Polygonatum multiflorum (PMA) — nalezaca do
rodziny biatek wigzacych mannoze. PMA to tetrametr zioZzony z czterech
identycznych podjednostek o masie 14 kDa [Van Damme E.J.iin., 1996].

Oprécz wyzej opisanej lektyny liscie kokoryczki zawierajg dwie substancje
nalezace do 2. typu biatek inaktywujgcych rybosomy RIPs (ang. Ribosome
Inactivating Proteins). RIPs sg definiowane jako roslinne glikoproteiny, ktore majg
zdolnos¢ katalitycznej inaktywacji eukariotycznych rybosoméw poprzez
deadenylacje rRNA. Zbudowane sg z dwdch fancuchéw A i B potgczonych
disiarczkowym mostkiem. tancuch A ma aktywnos$¢ N-glikozydazy, uszkadzajgc
tym samym rRNA, natomiast fahcuch B jest pozbawiony aktywnoSci
enzymatycznej, ale zawiera domeny wigzgce weglowodany. Z powodu obecnosci
tych domen biatka te uwazane sg za lektyny [Van Damme E.J. i in., 2000]. Oba
biatka wystepujagce w kokoryczce sg N-acetylogalaktozamino-specyficzne
(zarébwno monomer — PMRIPm, ang. P. multiffiorum RIP monomer, jak i tetramer —
PMRIPt — ang. P. multiflorum RIP tetramer). Tylko PMRIPm jest dodatkowo

galaktozo-specyficzne.
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2.1.4. Wiasciwosci farmakologiczne i zastosowanie lecznicze

Polygonatum multiflorum (L.) All.

Kokoryczka wielokwiatowa jest znana w medycynie i uzywana od tysiecy

lat. Surowcem leczniczym jest kigcze z korzeniami (Polygonati radix). Kigcze
Zbierane jest wiosng lub jesienia, tj. w maju lub pazdzerniku. Surowiec po zbiorze
czysci sie i suszy w miejscu przewiewnym i zacienionym [Macku J., Krejca J., 1989].
W medycynie ludowej stosowane byty wyciggi sporzadzone z kigczy i korzeni.
Ekstrakty uzywano gfownie zewnetrznie, jako gorgce oktady na skére przy
sttuczeniach i siniakach, krwiakach, wrzodach, czyrakach oraz obrzekach
i podraznieniach [Gruewald J.iin., 2000; Sarwa A., 2001].
Zawarte w ro$linie czynne metabolity oprécz dziatania sciggajgcego i fagodzacego
podraznienia wykazujg rowniez dziatanie moczopedne, przeczyszczajace,
wykrztusne, przeciwzapalne, przeciwobrzekowe, nasercowe (wzmacnhiajg site
skurczu miesnia sercowego, powodujgc tym samym lepsze dotlenienie serca i jego
ukrwienie), a takze obnizajgce poziom cukru we krwi [Gruewald J.iin., 2000; Janeczko
Z., Sibiga A., 1982; Kowalski J., Strzelecka H., 2000; Macku J., Krejca J., 1989].

Sporzadzone z kokoryczki wyciagi nie powinny by¢é stosowane
wewnetrznie, chyba, Zze leczenie jest prowadzone pod Scistg kontrolg lekarska. Do
wewnatrz byty i sg stosowane przede wszystkim odwary (Polygonati decocta),
nalewki (Polygonati tincturae) i intrakty (Polygonati intracta) w stanach zapalnych
przewodu pokarmowego, czerwonce, hemoroidach, niewydolnosci krazenia,
kamicy moczowej, skgpomoczu, cukrzycy, reumatyzmie i kaszlu [Gruewald J. i in.,
2000; Kowalski J., Strzelecka H., 2000].

Kokoryczka wielokwiatowa nalezy do roslin trujgcych. Zazyta w wiekszych
ilosciach powoduje nudnosci, mdfosci, biegunke i zaburzenia pracy nerek.
Jagody mogg byé mylnie wziete za owoce borowki czernicy, powodujgc
zaburzenia rytmu serca oraz silne wymioty [Kowalski J., Strzelecka H., 2000;
Volak J., Stodola J., 1987].

Obecnie wyciggi z Polygonatum multiflorum sg wykorzystywane
w kosmetykach firmy dr Eris, jak i w preparatach majgcych zastosowanie
w leczeniu i profilaktyce wystepowania krwiakow, zylakdéw i schorzeh naczyn

wiosowatych (np. w preparacie Venargin A-Z Medica).
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2.2. Charakterystyka Paris quadrifolia L.

2.2.1. Charakterystyka botaniczna Paris quadrifolia L.

Rodzaj Paris L. — czworolist nalezy do roslin z klasy Monocotyledones.
Obejmuje az 20 gatunkow wystepujacych na swiecie [Engler A., 1964], z czego
15 rosnie w potudniowo-zachodniej czesci Chin. Najbardziej popularnymi
gatunkami sg tam Paris polyphylla var. chinensis oraz Paris polyphylla var.
yunanensis [Jun Z., 1989].

Wedlug Hegi G. ws$réd opisywanego rodzaju mozna wyrézni¢ tylko
6 gatunkow [Hegi G., 1964]. Z kolei chinski autor podaje 24 gatunki czworolistu,
z czego wiekszos¢ z nich (22) rosnie w Chinach [Song-jun L., Soukup V.G., 2000].

W Polsce wystepuje tylko jeden gatunek tego rodzaju — Paris quadrifolia L.
— czworolist pospolity (Fot. 3) nalezacy do rodziny Liliaceae (wedtug systematyki
Flora Europaea) [Tutin T.G. i in., 1980] lub Trilliaceae (wedtug ,R6znorodnosci
i klasyfikacji roslin kwiatowych”) [Takhtajan A., 1997]. Miejscem jego
wystepowania jest nie tylko Europa, ale takze Azja Mniejsza oraz Syberia.
W naszym kraju jest gatunkiem pospolitym, rosngcym na glebach bogatych
w wapn, w cienistych, wilgotnych lasach lisciastych, mieszanych oraz zaroslach
[Zarzycki K. i in.,, 2002]. Ze wzgledu na niskg zdolno$¢ do zasiedlania nowych
terendw i kolonizacji, czworolist pospolity wystepuje gtdwnie w wielowiekowych
lasach [Jacquemyn H. i in., 2005].

P. quadrifolia to bylina o miesistym, czoigajgcym sie monopodialnym ktaczu
i fodydze do wysokosci 40 cm. Lodyga prosta i gladka zakohczona jest zwykle 4 -
5 eliptyczno - lancetowatymi liSCmi, ktdre posiadajg pierzaste unerwienie i znajdujq
sie w okotku. Sg one do 5 - 16 cm diugie, ciemnozielone i matowe z wierzchu,
a jasniejsze i gtadkie od spodu [Hegi G., 1964].

Czworolist kwitnie od maja do czerwca wytwarzajgc pojedynczy kwiat
wierzchotkowy, 4-krotny, zwykle o 8 cienkich, zielonkawozoéttych (do
jasnozielonych) listkach okwiatu. Stupek jest ciemnopurpurowy o 4 - 5 szyjkach,
zrosnietych u nasady, pylniki zas sg zo6ite, a ich liczba odpowiada liczbie czonow

okwiatu. Zalgznia przeksztaica sie od lipca do sierpnia w wielonasienng,
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niebieskoczarng jagode wielkosci wisni, o nieprzyjemnym, stodkawym smaku
[Gruewald J. i in., 2000; Hegi G., 1964; Nowinski M., 1980; Mowszowicz J., 1977,
Tutin T.G. i in., 1980]. Jagody i nasiona sg rozsiewane przez ptaki, chociaz
w przypadku omawianego gatunku zachodz to do$¢ nieregularnie [Salisbury E.J.,
1942; Honnay O. i in., 2002].

Czworolist pospolity jest gatunkiem klonalnym. Kazdego roku powstajg
nowe nadziemne pedy, ktére wyrastajg z klgcza. W zaleznosci od warunkéw
wzrostu, pedy zakohczone pgkiem rozwijajg sie w kwiat lub obumierajg. Rozwoj
czworolistu pospolitego przebiega bardzo powoli. Siewka pojawia sie nad ziemig
dopiero w drugim roku od momentu zakietkowania. W pierwszym roku siewki
posiadajq tylko jeden liscien i dopiero po uptywie kilku dziesiecioleci roslina po raz
pierwszy osigga okres rozrodczy. Wzrost kigcza (u dojrzatych osobnikow)
z pojawiajgcymi sie od czasu do czasu bocznymi rozgatezieniami utrzymuje sie
przez kilka lat. Pod koniec kazdego okresu wegetacyjnego, rozwdj podziemnego
pedu zostaje zakonczony w momencie, gdy nadziemne czesSci obumierajg.
Przyrost roczny kigcza wynosi srednio od 2 do 8 cm. Ze wzgledu na maio
intensywny wzrost, srednia dtugosc zycia Paris quadrifolia wynosi nawet okoto stu
lat [Kranczoch J., 1997].

Czworolist pospolity rozmnaza sie zaréwno wegetatywnie, jak
i generatywnie. W przypadku rozmnazania piciowego wystepuje zaptodnienie
krzyzowe, przy udziale muchéwek z rodzaju Diptera [Salisbury E.J., 1942].
Muchowki poszukujgc padliny siadajg na dojrzatym stupku, pozostawiajgc na nim
pytek z kwiatu o dojrzatych juz precikach [Traczyk T., 1989]. MoZliwe jest takze
samozapylenie, gdzie pylek kietkuje na znamionach w tym samym kwiecie.
Rozmnazanie wegetatywne odbywa sie przez odgatezienia kigczy, z ktérych

wyrastajg osobniki potomne [t ukasiewicz A., 1976].
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Fotografia 3. P. quadrifolia

-

; R " nkfi. X Jnc r'\
fot. wykonata J. Stefanowicz-Hajduk

2.2.2. Skiad chemiczny Paris quadrifolia L.

Fitochemia czworolistu pospolitego jest mato poznana. Znanych jest tylko
kilkka zwigzkéw wystepujgcych w opisywanym gatunku. Z ekstraktu otrzymanego
z catej rosliny Paris quadrifolia wyizolowano siedem sktadnikow nalezacych pod
wzgledem budowy chemicznej do réznych grup — saponin, ekdysonow oraz

flawonoidéw [Nohara T. i in., 1982]. Sg to kolejno przedstawione ponizeji na Rys. 2:

» Saponiny steroidowe:

e pennogeninal,

e glikozyd pennogeniny? (3-O-a-L-ramnopiranozyl-(1—2)-[a-L-ramnopirano-
zyl-(1—4)]-B-D-glukopiranozyd pennogeniny),

e glikozyd pennogeniny® (3-O-a-L-ramnopiranozyl-(1—4)-a-L-ramnopiranozyl-
(1—4)-[a-L-ramnopiranozyl-(1—2)]-p-D-glukopiranozyd pennogeniny) oraz
furostanolowa pochodna glikozydu® (22-hydroksyfurostanol 3,26-O-bis-
glikozyd pennogeniny),
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e 1-dehydrotrillenogenina® bedaca 18-norspirostanolem.
» Ekdysony
e ekdysteron (20 — hydroksyekdyson; pochodna koprostanu o uktadzie
steroidowym).
» Flawonoidy
e 3-O-B-D-glukopiranozyl-(1—4)-B-D-glukopiranozyd kemferolu®.

Rysunek 2. Struktura zwigzkow wystepujacych u Paris quadrifolia.

o—L-ramn pyr
2. R=-B-D-glc pyr

b gic py! <a7L—ramn pyr
RO

a—~L-ramn pyr

3. R=-B-D-glc pyr<

o‘kL—ramn pyr

a—L-ramn pyr

OoH Q@ B-D-glc pyr

a—L-ramn pyr
4. R=-B-D-glc pyr<a—L-ramn pyr

RO a—L-ramn pyr

5. R=H, R'=R"=CO

OH O
HO (o] 6
OH
HO Oo
OH OH
HO
OH

Legenda:
1-pennogenina, 2-glikozyd pennogeniny, 3-glikozyd pennogeniny, 4-furostanolowa pochodna

pennogeniny, 5-1-dehydrotrillenogenina, 6-pochodna kemferolu (opis w tekscie, rozdz. 2.2.2).
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2.2.3. Wilasciwosci farmakologiczne i zastosowanie lecznicze Paris
guadrifolia L.

Korzen oraz ziele Paris quadrifolia uzywane byly dawniej w lecznictwie
oficynalnym, natomiast niedojrzate jagody i liscie stosowano do wyrobu barwnika.
Obecnie gatunek ten wykorzystywany jest jedynie w lecznictwie ludowym oraz
w homeopatii. Surowcem leczniczym jest cata roslina zebrana w okresie tworzenia
sie owocow. Wyciag uzyskany z czworolistu ma zastosowanie w chorobach ukfadu
nerwowego: nerwobdlach, porazeniach nerwu twarzowego, nerwobdlach ocznych
i po przebytym pétpascu, w migrenach, zawrotach gtowy, a takze w kotataniu serca
oraz w zapaleniu krtani i chrypce [Nowinski M., 1980; Gruewald J. i in., 2000;
Demarque D., 2005; Jouanny J., 1991].

Czworolist pospolity jest rosling trujgca. Spozycie jagéd powoduje nudnosci,
wymioty, biegunke ze skurczami jelit, silne zwezenie Zrenic, bole i zawroty gtowy
oraz porazenie osrodka oddechowego. Miejscowo natomiast dziata draznigco.
Najczesciej ofiarami zatru¢ sg dzieci, ktére mylg jagody czworolistu z jagodami
boréwki czernicy [Gruewald J., 2000; Altmann H., 1993]. Do tej pory nie
odnotowano zadnych powaznych zatrué¢ tym gatunkiem rosliny.

Szerokie zastosowanie lecznicze majg natomiast gatunki Paris rosnace
w Chinach. Sg one uzywane w medycynie w leczeniu ukaszen wezami,
w zapaleniu przyusznic, jako preparaty antybiotyczne, przeciwnowotworowe,

antykoncepcyjne, uspokajajace i hemostatyczne [Jun Z., 1989].
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2.3. Saponiny - budowa, wystepowanie i wlasciwosci
biologiczne

Saponiny (saponozydy) to grupa zwigzkow glikozydowych wykazujgcych
szereg wspolnych wiasciwosci, a rozpowszechnionych w ponad 90 rodzinach
systematycznych. Klasyczna definicja saponin odnosi sie do ich aktywnosci
fizykochemicznej — wiele saponin posiada wiasciwosci detergentow, wykazuje
wlasciwosci hemolityczne oraz ma gorzki smak. Wiekszos¢ z nich nalezy do
silnych trucizn dla zwierzat zimnokrwistych. Na tej wtasciwosci oparte jest
oznaczanie wskaznika toksycznosci saponin [Muszynski J., 1957; Osbourn A.,
1996; Hostettmann K., Marston A., 1995]. Takie wlasno$ci, pomimo ze nie dotyczg
wszystkich saponin, czesto definiujg te grupe naturalnych zwigzkéw, jednakze
obecnie charakterystyka saponin opiera sie na ich molekularnej strukturze.
Zgodnie z tym opisem, saponiny sg bezazotowymi zwigzkami organicznymi,
zawierajgcymi czes$¢ cukrowg przytaczong do triterpenowego lub steroidowego
aglikonu.

Zainteresowanie saponinami wzrosto w XX wieku, kiedy to podjeto liczne
badania nad ich strukturg i zastosowaniem. Od momentu ukazania sie w 1927
roku monografii dotyczacej saponin — ,Die Saponine” [Kofler L., 1927], wiedza na
temat struktury i wiasciwosci tej grupy zwigzkow ulegta poszerzeniu. Autor ksigzki
szczegobtowo opisat farmakologiczng aktywnos¢ wielu saponin, jednakze wéwczas
zadna z saponin nie zostata w petni scharakteryzowana. Szybki rozwoj réznych
technik badajgcych strukture zwigzkdéw chemicznych przyczynit sie do tego,
ze szescdziesigt lat pdzniej opisano struktury az 360 sapogenin oraz 750
glikozydow triterpenowych [Hostettmann K., Marston A., 1995].

Zrodlem wystepowania saponin sg przede wszystkim rosliny wyzsze,
jednakze Swiat zwierzecy nie jest zupetnie pozbawiony tego typu zwigzkow.
Stwierdzono bowiem obecnos¢ saponozydéw w morskich gatunkach nalezacych
do gromady Echinodermata, a takze w gatunkach klasy Holothuroidea oraz
Asteroidea [Hostettmann K., Marston A., 1995].

Aglikony saponozydow to geniny lub tez sapogeniny. W zaleznosci od

charakteru geniny obecnej w strukturze zwigzku, saponiny nalezg do trzech
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gtdwnych grup — glikozydow triterpenowych, glikozydéw steroidowych oraz
steroidowych glikoalkaloidow.

Wszystkie saponiny majg zazwyczaj jeden lub wiecej tancuchéw cukrowych
przytaczonych do aglikonu. W czeéci cukrowej wystepuje przewaznie D-glukoza,
D-galaktoza, L-ramnoza, D-ksyloza, D-fukoza, L-arabinoza, rzadziej kwas
D-galakturonowy oraz D-glukuronowy. tancuch cukrowy moze by¢ prosty lub
rozgateziony, mogg rowniez wystepowa¢ w czasteczce dwa lub trzy oddzielne
tancuchy. Stad tez saponiny o jednym tancuchu cukrowym nazywane sg
monodesmozydami, o dwoch — bidesmozydami, a o trzech — tridesmozydami
[Osbourn A., 1996]. Zarébwno saponiny steroidowe, jak i triterpenowe réznig sie
liczbg i rodzajem cukrow, potozeniem grup funkcyjnych, a takze miejscem
wystepowania podwdjnych wigzan.

Wsréd wymienionych powyzej typdw saponin, najliczniejszg grupe stanowig
zwigzki o charakterze triterpenowym. Wystepujag one w wielu rodzinach
poczgwszy od Acanthaceae, a skonczywszy na Zygophyllaceae [Hostettmann K.,
Marston A. 1995]. Jedne z najbardziej znanych i wykorzystywanych w medycynie
saponin to ginsenozydy (panaksozydy) pochodzace z korzenia Panax ginseng
C.A. Meyer (Araliaceae) i majgce miedzy innymi dziatanie immunostymulujgce,
psychopobudzajgce, przeciwutleniajgce, przeciwzapalne, antyapoptyczne,
obnizajgce poziom cholesterolu i cukru we krwi [Rausch W.D. i in., 2006;
Hostettmann K. i Marston A., 1995; Sedek t., Michalik M., 2005]. Z innych
popularnych saponin nalezacych do tej grupy zwigzkdw mozna tu wymienic
primulasaponiny, uzyskane z korzenia pierwiosnka (Primulae radix) o dziataniu
wykrztusnym, przeciwrobaczym oraz przeciwbakteryjnym. Waznymi
farmaceutycznie saponinami triterpenowymi sg rowniez sojasaponiny o dziataniu
przeciwnowotworowym, antymutagennym, przeciwzapalnym, przeciwwirusowym,
immunomodulacyjnym, a takze glicyryzyna, escyna oraz saikosaponiny [Sedek t.,
Michalik M., 2005].

Roéwnie znaczacg pod wzgledem farmakologicznym grupg zwigzkéw sg
saponiny steroidowe, ktorych krotkg charakterystyke przedstawiono w niniejszym

rozdziale.
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2.3.1. Saponiny steroidowe

Saponiny steroidowe majg charakter sterolowy uwarunkowany obecnos$cig
zasadniczego rdzenia steranu o 27 atomach wegla z bocznym ugrupowaniem
cyklicznym w pozycji C17. Wsréd nich wyrdéznia sie dwie zasadnicze grupy
zwigzkow - spirostanolowg, pochodng spirostanu, zazwyczaj posiadajacg tancuch
cukrowy w pozycji C-3 oraz furostanolowg, o dodatkowym tancuchu cukrowym
w pozycji C-26. Glikozydy spirostanolowe wystepujg gtdownie w nasionach,
kitgczach Iub roslinnych bulwach, podczas gdy grupa furostanolowa obecna jest
w czesciach asymilujgcych.

Saponiny steroidowe sg rzadziej rozpowszechnione w przyrodzie
w poréwnaniu z triterpenami. Najwieksze znaczenie wsrdd roslinnych gatunkéw
zawierajgcych steroidy, majg te, ktore stanowig zrédto surowcéw wyjsciowych do
syntezy kortykosteroidow oraz hormonéw piciowych. Gatunki te nalezg
w wiekszosci do czterech rodzin z klasy jednolisciennych (Monocotyledones) —
Liiowatych  (Liliaceae), Amarylkowatych (Amaryllidaceae), Pochrzynowatych
(Dioscoreaceae) oraz Agawowatych (Agavaceae) [Hostettmann K. i Marston A., 1995].

Zainteresowanie saponinami steroidowymi wzrosto w XX wieku, kiedy to
podjeto liczne badania nad ich strukturg i zastosowaniem jako prekursorow
kortyzonu — hormonu pierwotnie wyizolowanego z kory nadnerczy i w pézniejszym
okresie rowniez zsyntezowanego z kwaséw zotciowych. Poszukiwania roslinnych
prekursorow opieraty sie przede wszystkim na tym, czy wspomniany prekursor
posiada grupy hydroksylowe w 3- i 11- pozycji w czasteczce, badz tez czy
istnieje mozliwos¢ fatwego przeksztatcenia zwigzku do wspomnianych struktur.
Stad najbardziej obiecujagcymi saponinami okazaty sie: diosgenina i botogenina
wystepujgce w roslinach rodzaju Dioscorea (pochrzyn, ignam, jams), hekogenina,
manogenina oraz gitogenina z gatunkdw rodzaju Agave (agawa),
sarsasapogenina i smilagenina z rodzaju Smilax (kolcoro$l, sarsaparyla).

Wsréd dwulisciennych za najbardziej obiecujgcy byt poczatkowo uznawany
rodzaj Strophanthus z rodziny Apocynaceae. Wiekszo$¢ jednak prac dotyczacych
wykorzystania roslinnych metabolitow w syntezie kortyzonu koncentrowata sie na
wyzej wymienionych rodzinach z klasy jednolisciennych [Strzelecka H., Kowalski
J., 2000; Tyler V. E.iin., 1988].
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Obecnie podstawowym zrodiem otrzymywania rdzenia steroidowego
stosowanego do syntezy hormondéw sag rosliny, podczas gdy do niedawna
gtdwnym zZrodtem otrzymywania hormonow steroidowych byty gonady oraz
gruczoty nadnerczy zwierzat [Tyler V. E.iin., 1988].

Badania nad otrzymaniem hormonéw steroidowych z naturalnie
wystepujgcych zwigzkow prowadzit m.in. Russell E. Marker, ktdéry opracowat
proces przemiany sapogenin steroidowych do progesteronu (wyizolowat
diosgenine z Dioscorea mexicana i otrzymat 3 kg progesteronu). Przy
zastosowaniu mikroorganizmu Rhizopus arrhizus byto mozliwe przeksztatcenie
i otrzymanie z progesteronu 11-a-hydroksyprogesteronu (Rys. 3).

Rysunek 3. Schemat przemiany progesteronu w 11a — hydroksyprogesteron.

T
C=0
CH,
CH
Rhizopus arrhizus
o Aspergillus, Dactylium,
Cephalothecium
progesteron hydroksyprogesteron

Do produkcji hormonéw piciowych nadajg sie tylko sapogeniny majgce
jedng grupe hydroksylowg w pozycji 3, a w celu otrzymania kortykosteroidéw
(kortyzonu) konieczne jest wprowadzenie grypy hydroksylowej w pozycje 11
[Kohimunzer S., 1998; Tyler V. E. i in., 1988]. Mozna to przeprowadzc¢, jak juz
wspomiano wczesniej, mikrobiologicznie. Najlepszymi bytyby oczywiscie w tym
przypadku naturalne zwigzki steroidowe, posiadajgce juz grupe OH w pozycji 11,
jednak takich saponin jest niewiele (wieksze znaczenie ma jedynie

sarmentogenina, ktéra wystepuje w nasionach Strophanthus sarmentosus).
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Jedng z najwazniejszych 2z punktu farmaceutycznego sapogenin
steroidowych jest diosgenina. Zawiera podwodjne wigzanie miedzy C-5 oraz C-6
i jest bardzo dogodnym poéiproduktem do syntezy kortykosteroiddéw i hormonow
piciowych poprzez degradacje tancucha bocznego w celu otrzymania zwigzkdéw
C-21 (Rys. 4).

Rysunek 4. Przemiana diosgeniny w progesteron wg Markera [Tyler V.E.
iin., 1988].
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Diosgenina wystepuje gtdwnie w rodzinie Dioscoreaceae, a takze

w niektorych gatunkach rodzin Solanaceae, czy tez Fabaceae (np. u kozeradki
pospolitej — Trigonella foenum-graecum L.) w potaczeniu z réznymi cukrami
w postaci saponin dioscyny oraz gracyliny [Oncina R. i in., 2000].
Duzg zawartos¢ diosgeniny zawierajg gatunki obce naszej florze. Nalezg one do
rodzaju Dioscorea i zawierajg $rednio 2-8% tego zwigzku. Jedynie w kigczach
Dioscorea zingiberensis Wright znaleziono do 16% diosgeniny. Natomiast
w gatunkach, ktore rosng w Polsce, badZz sg u nas uprawiane, obecno$¢
diosgeniny zostata stwierdzona w nasionach Trigonella caerulea (L.) Ser. —
kozieradki bfekitnej (0,2 — 0,8%) oraz Trigonella foenum-graecum L. — kozieradki
pospolitej (0,5 — 0,8%) [Nowak A., Krajewska A., 1982], w podziemnych
i nadziemnych organach wegetatywnych Polygonatum multiflorum (L.) All. —
kokoryczki  wielokwiatowej, Polygonatum verticillatum (L.) All. —  kokoryczki
okétkowej oraz Polygonatum odoratum (Miller) Druce — kokoryczki wonnej.
Niezaleznie od okresu wegetacji oraz czesci morfotycznej rosliny P. multiflorum
i P. odoratum zawierajg ponizej 0,1% diosgeniny. Natomiast wysokg zawartoscig
saponiny charakteryzujg sie czesci podziemne kokoryczki okétkowej — od 1,25%
do 1,73% (w zalezno$ci od okresu wegetaciji) [Janeczko Z., 1993].

Polskim surowcem zielarskim zawierajagcym znaczng ilos¢ diosgeniny sg
nasiona wspomnianej kozieradki pospolitej. Farmakopea Polska IV, jak i normy
surowcowe nie precyzujg jednak wymagan co do zawartosci diosgeniny w Semen
Foenugraeci, gdyz jest to surowiec sluzowy [Furmanowa M. i in., 1985].

Wsréd innych wystepujgcych saponin steroidowych majacych znaczenie
jako substraty do otrzymywania hormondéw piciowych i kortykosteroidow mozna
wymieni¢: sarsasapogening, smilagening, tigogenine oraz hekogenine
[Applezweig N., 1969; Evans W.C., 1956; Fazli F.R., 1968; Yokosuka A. i in., 2000].
Sarsasapogenina oraz smilagenina wystepujg w gatunkach rodzaju Smilax —
wiecznie zielonych drzewiastych pngczach lub lianach dwupiennych, rosngcych na
obszarach okotorownikowych i w rejonach pétkuli pn.: Meksyku, Hondurasie,
Gwatemali i Chinach. Do pozyskiwania wyzej wymienionych saponin
wykorzystywany jest korzen réznych gatunkow kolcorosli.

Sarsasapogenina oraz smilagenina wystepujg rowniez w rodzaju Yucca (z rodziny

Agavaceae) — Y. filamentosa, Y. glauca, Y. guatemalensis, Y. gloriosa.
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Szczegdlnie bogate w sarsasapogenine sg nasiona Y. filifera rosngce w Meksyku
i USA, zawierajgce az 8% tego steroidu, ktéry moze bycC tatwo przeksztatcony do
16-dehydropregnenolonu [Hostettmann K., Marston A., 1995; Kohlminzer S.,
1998; Strzelecka H., Kowalski J., 2000].

Tigogenina wystepuje dos¢ obficie w rodzaju Yucca (Agavaceae), ale réwniez
w lisciach Digitalis lanata oraz Digitalis purpurea jako saponina tigonina. Ponadto
w wymienionych gatunkach naparstnic stwierdzono obecnos¢ innych saponin
steroidowych — digitoniny, ktorej sapogening jest digitogenina oraz gitoniny —
pochodnej gitogeniny. Zwigzki te utatwiajg wchtanianie glikozydéw nasercowych
w przypadku stosowania ich w postaciach recepturowych [Kohlminzer S., 1998;
Strzelecka H., Kowalski J., 2000].

Hekogenina jest stosowana jako produkt wyjsciowy do syntezy zwigzkow
steroidowych. Wystepuje w licznych gatunkach agaw Agave. Jest pozyskiwana
z lisci Agave sisalana pochodzacej ze wschodniej Afryki. Gatunek ten nie zawiera
tigogeniny, co powoduje Ze jest glbwnym surowcem do pozyskiwania hekogeniny.
Inne gatunki agaw rosngce w Meksyku zawierajg oprocz hekogeniny znaczng ilos¢
tigogeniny, ktora jest trudna do oddzielenia przy ekstrakcji surowca [Hostettmann
K., Marston A., 1995; Kohlminzer S., 1998; Strzelecka H., Kowalski J., 2000].

Wzory oméwionych saponin przedstawia Rys. 5.

Rysunek 5. Wybrane saponiny steroidowe.

hekogenina

diosgenina
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Przyktadem saponiny steroidowej o nieco odmiennych wtasciwosciach jest
ruskogenina, ktéra ma zastosowanie w leczeniu zylakow. Saponina ta dziata
wazoprotekcyjnie, uszczelniajgc i wzmacniajgc naczynia krwionosne, co jest
wykorzystywane w leczeniu zaburzeh krgzenia zylnego, kruchosci kapilar oraz
dolegliwosci zwigzanych ze stanami zapalnymi hemoroidéw [Mattawska I., 2002].

Oprécz wymienianych w literaturze wiasciwosci saponin steroidowych,
takich jak: dziatanie przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze, przeciwzapalne, czy tez
hemostatyczne [Hostettmann K., Marston A., 1995], nalezy wspomniec
o aktywnosci cytotoksycznej tej grupy zwigzkow w stosunku do réznych linii
komorek nowotworowych. Wiasciwos$ci te zostaty opisane w odrebnym rozdziale

niniejszej pracy (rozdz. 2.5.2).
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2.4. Markery molekularne w badaniach polimorfizmu

genetycznego organizmow

Markerem okreSla sie dowolng, genetycznie kontrolowang ceche
fenotypowg Ilub tez dowolng roznice genetyczng wykorzystywang w celu
ujawnienia polimorfizmu osobniczego. Definicja polimorfizmu opiera sie na
roznicach wystepujgcych miedzy poszczegdlnymi osobnikami, gatunkami
i odmianami, ktére ujawniane sg za pomocg odpowiednich systeméw
markerowych [Sztuba-Solinska J., 2005]. Systemy te nie powinny podlegac¢
wptywom czynnikow $rodowiskowych, a ich gtdbwng zasadg jest ujawnianie
szerokiego zakresu zmienno$ci badanej cechy. Dobry system markerowy jest
przede wszystkim powtarzalny, tani, wiarygodny, tatwy w aplikacji i nie
wymagajacy skomplikowanego sprzetu do detekcji uzyskanych produktéw. Dobdr
optymalnego systemu w badaniach genetycznych niejednokrotnie nastrecza
genetykom wiele trudnosci — gtéwnie ze wzgledu na ograniczenia aparaturowe
w laboratoriach, jak i catosciowe koszty przeprowadzenia analizy. Niemniej jednak
wérod wielu dostepnych systemédw markerowych i zwigzanych z nimi technik
mozna wybrac takie, ktdére wiasciwie zidentyfikujg zmiennos¢ badanych sekwencji
nukleotydowych. Poszczegdlne systemy rdznig sie miedzy sobg, co wynika z ich
specyfiki oraz typu i poziomu polimorfizmu, ktory okreslajg. Ponizej
scharakteryzowano wybrane i najbardziej popularne systemy molekularne

wykorzystywane w badaniach bior6znorodnosci organizmow.

2.4.1. RAPD (ang. Randomly Amplified Polymorphic DNA)

Jedng z wykorzystywanych technik stuzgcych badaniu zréznicowania
genetycznego gatunkdéw, podgatunkéw jak i populacji jest RAPD, czyli losowo
amplifikowany polimorficzny DNA. Zasada tej metody polega na uzyciu w reakciji
PCR krétkich 9-10 nukleotydowych starteréw o losowo wybranej sekwencji, ktére
przytaczajg sie do komplementarnych i odwréconych sekwencji powtdérzonych
w genomowym DNA. Zaréwno lokalizacja, jak i liczba miejsc komplementarnych

dla zastosowanych starterow jest r6zna w zaleznosci od zastosowanego DNA,
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stad tez ilos¢ powstajgcych produktow PCR bedzie rézna dla réznych organizmow
(zazwyczaj od kilku do kilkunastu produktéw). Wynika to z delecji i insercji
pomiedzy miejscami przyczepu startera, jak i z obecnosci mutacji w sekwencjach
komplementarnych do konca 3’ startera. MozZliwe jest zatem réznicowanie nawet
blisko ze sobg spokrewnionych gatunkéw [Lojkowska E., 2001].

Czeste stosowanie tej metody wynika przede wszystkim 2z faktu,
ze znajomos¢ wybranych sekwencji badanego DNA nie jest potrzebna do
przeprowadzenia catosciowej analizy. Inng zaletq RAPD jest niski koszt reakciji
w porownaniu z bardziej skomplikowanymi metodami ,genetycznego odcisku
palca”. Jako wady metody nalezy wymieni¢ jej stosunkowo matg odtwarzalnosc
i powtarzalnos¢ [Pan Y.B. i in., 1997], jak rowniez koniecznos¢ przeprowadzenia
reakcji z wiecej niz jednym starterem w celu oceny zréznicowania genetycznego.
Ponadto genomy niektérych gatunkéw sg na tyle mate, ze prawdopodobienstwo
wystepowania sekwencji komplementarnych do sekwencji primerow jest za niskie,
a tym samym liczba powstajgcych w reakcji produktow jest niewystarczajgca do
wykrycia istotnych roznic w analizowanych sekwencjach DNA na obszarze catego
genomu [Lojkowska E., 2001]. Dodatkowo dominujgcy charakter wiekszosci
polimorficznych markerow RAPD powoduje trudnosci w odrdznieniu heterozygot
[Pan Y.B.iin., 1997].

Kolejnym problemem w przypadku tej techniki jest koniecznos¢
wyizolowania bardzo czystego DNA, co wigze sie czesto z dodatkowymi
procedurami niezbednymi do prawidiowego przeprowadzenia reakcji PCR.
Niemniej jednak niski stopien trudnosci, jak i niewielki czas wykonania reakciji,
sklaniajg do stosowania RAPD jako metody roznicowania i identyfikacii
organizmow.

Reakcja RAPD PCR sktada sie zasadniczo z trzech etapdéw: denaturacji
matrycy, przylaczania starterow i wydtuzania tancucha DNA. Sg one
przeprowadzane w Scisle okreslonej liczbie powtérzeh oraz przy okreslonej
temperaturze. Pierwszy etap RAPD PCR przeprowadza sie w 94°C, przy ktérej to
temperaturze dochodz do denaturacji dwuniciowej helisy stanowigcej matryce dla
startera. W kolejnym etapie nastepuje przylaczenie primera do jed noniciowego
DNA, zazwyczaj w okolo 40°C [Wolfe A.D., Liston A., 1998]. Stosowana tu

temperatura jest uzalezniona zarowno od sekwenciji, jak i liczby zasad w starterze.
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Elongacja — ostatni etap reakcjj RAPD odbywa sie przy 72°C, w ktérych to
warunkach polimeraza DNA wykazuje najwieksza aktywnos¢. Najpowszechnigj
uzywanym enzymem w reakcji PCR jest polimeraza Taq wyizolowana z Thermus
aquaticus, zas elementami bedgcymi substratami dla polimerazy, niezbednymi do
syntezy nowego DNA, sg trifosforany deoksynukleotydow (dNTPs). Oprécz
matrycowego DNA, jak i wymienionych skfadnikow do przeprowadzenia reakcji
tancuchowej polimerazy wymagana jest obecnos¢ jondéw magnezu.

llos¢ matrycowego DNA, steZzenia innych niezbednych w RAPD PCR
skfadnikow, jak i warunki reakcji powinny by¢ wiasciwie dobrane. Mozna to
przeprowadzi¢ empirycznie, sprawdzajac wptyw na koncowy efekt okreslonego
i ustalonego przez badacza zakresu stezen poszczegodlnych parametréw reakciji.
W tym celu stosuje sie miedzy innymi metode Taguchi, ktéra zostata opisana
w niniejszej pracy (rozdz. 4.2.1.3).

RAPD PCR, jak juz wspomniano, jest stosunkowo szybkg metodg
,genetycznego odcisku palca”, niemniej jednak ustalenie optymalnych warunkoéw
reakcji nastrecza niejednokrotnie wielu probleméw. Powodem moze byc¢
pojawianie sie produktéw niespecyficznych, ,smearu” DNA widocznego na zelu
agarozowym Ww postaci rozmytego pasma, powstawanie zbyt malej ilosci
produktow w przypadku zastosowania niewlasciwego stezenia startera RAPD,
matrycowego DNA, jonéw magnezu, polimerazy DNA, czy tez zbyt niskiej lub zbyt
wysokiej temperatury przytgczania startera.

Wszystkie wymienione czynniki majg znaczacy wptyw na uzyskany profil
RAPD.

Park Y.H. i Kohel R.J. badali wptyw jonéw magnezu (stezenie MgCl, od 1,5
- 6,0 mM) na wynik reakcji RAPD PCR. Wykazano, ze istniejg znaczace
jakosciowe, jak i ilosciowe rbéznice w otrzymanych fragmentach DNA.
Zastosowanie niewlasciwej iloci Mg®>* moze prowadzi¢ z jednej strony do
powstania zbyt matej ilosci polimorficznych produktéw, z drugiej do pojawienia sie
pseudopolimorficznych  fragmentéw DNA, co mogtoby mie¢ swoje
odzwierciedlenie w odtwarzalnosci catego procesu [Park Y.H., Kohel R.J., 1994].

Khandka D.K. i in. zwrocili uwage na wptyw nawet matych zmian w ilosci
poszczegoblnych sktadnikow mieszaniny reakcyjnej na wynik PCR. | tak na

przyktad testowali efekt réznej ilosci polimerazy Taq w stosunku do matrycowego
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DNA (wraz ze wrostem stosunku ilosci polimerazy Tag do DNA, zwiekszala sie
ilos¢ otrzymanych produktow); czy tez wptyw stezenia startera na wielko$é
otrzymanych fragmentéw (wzrost stezenia startera — do 1,6 pM powodowat
pojawienie sie matych fragmentéw DNA, podczas gdy jego mata ilos¢ — 0,1; 0,2;
0,4 pM generowala dtugie produkty PCR). Jednocze$nie zaobserwowano
zalezno$¢ miedzy iloScig matrycowego DNA a otrzymang ilo$cig produktéw (przy
wzrastajgcym stezeniu badanego DNA — od 13 do 400 ng, stopniowo zmniejszata
sie ilo$¢ uzyskanych fragmentéw) [Khandka D.K. i in., 1997].

MacPherson J.M. i in. zaobserwowali wptyw wielu czynnikédw na wynik RAPD
PCR, w tym rowniez wptyw rodzaju uzytego termocyklera, co ma znaczenie
w przypadku porownywania otrzymanych wynikédw miedzy ro6znymi laboratoriami
[MacPherson J.M.iin., 1993].

Zastosowanie RAPD PCR

Reakcja RAPD PCR stosowana jest do wykrywania i identyfikacji wielu
réznych gatunkéw, zardéwno bakterii, grzybdw, zwierzat, jak i roslin. Szczegdlnie
duze znaczenie majg badania patogenéw stanowigcych najwieksze zagrozenie
dla upraw, jak réwniez bakterii wywotujgcych grozne choroby u ludzi czy tez
zwierzat [Lojkowska E., 2001].

Szerokie zastosowanie metody odnotowuje sie przy tworzeniu map
genetycznych oraz oszacowaniu pokrewienstwa genetycznego wielu taksonow
roslinnych, w tym roslin uprawnych. | tak technika RAPD znalazta zastosowanie
w detekcji molekularnego zréznicowania miedzy genotypami soi [Caetano-
Anolles G. iin., 1991], w ocenie zréznicowania genetycznego linii rodzicielskich
mieszahcoéw rzepaku ozimego [Liersch A. i in., 2004], a ponadto w lokalizaciji
sekwenciji sprzezonych z genem warunkujgcym odporno$¢ na rdze brunatng
pszenicy [Chen X. H. i in., 2004], czy tez w identyfikacji sekwenciji specyficznych
dla danej ptci roslin dwupiennych [Urasaki N. i in., 2002].

RAPD PCR postuzylo rowniez ocenie zroznicowania genetycznego populaciji
Theobroma cacao L. wystepujgcych na terenie Peru oraz Ekwadoru. Dzeki
zastosowaniu niniejszej techniki mozliwe byto zidentyfikowanie badanych populacii

w zaleznosci od ich geograficznego pochodzenia [Russell J.R. i in., 1993].
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Cole C.T. i in. badali poziom genetycznego polimorfizmu gatunkéw
Aconitum wystepujacych w Ameryce Pétnocnej i wykazali miedzy innymi wysokie
podobienstwo  A.noveboracense oraz A.columbianum na  poziomie
molekularnym, co byto potwierdzeniem tendencji botanikdw, opierajgcych sie
jedynie na cechach morfologicznych ros$lin, do traktowania obu gatunkéw jako
jednego taksonu [Cole C.T., Kuchenreuther M.A., 2001].

Za pomocg RAPD oszacowano réwniez genetyczng zmiennoS¢ organizmow
nalezacych do klas: Cestoda, Nematoda oraz Trematoda [Semenova S.K. i in,
1996]; stopien molekularnego podobienstwa dwoch odmian Entamoeba histolytica
(chorobotworczej oraz niechorobotwdrczej) [Mackenstedt U., Johnson A.M., 1995],
a takze przeptyw gendw miedzy populacjami gatunku Aedes aegypti — gtdwnego
wektora dengi w Brazylii [Ayres C.F. iin., 2003].

2.4.2. SCAR (ang. Sequence Characterized Amplified Region)

W reakcji PCR polimorfizm moze byé wykrywany nie tylko za pomocag
niespecyficznych starteréw, jak ma to miejsce w przypadku RAPD, ale réwniez
przy uzyciu krétkich specyficznych nukleotydowych odcinkéw. W tym drugim
przypadku mamy do czynienia ze SCAR, czyli sekwencyjnie charakteryzowanym
amplifikowanym regionem. Dzieki temu systemowi uzyteczno$¢ markerow RAPD
moze byC znacznie zwiekszona, przez uzycie zaprojektowanych na bazie
fragmentow RAPD starteréw, ktore bedg amplifikowaty specyficzny locus
umozliwiajacy wykrycie np. waznej cechy uzytkowej. Marker SCAR jest
wiarygodny i charakteryzuje sie dobrg powtarzalnoscia.

Mozliwe jest rowniez otrzymanie specyficznego markera z fragmentu AFLP,
jednak jest to proces o wiele bardziej ztozony i trudniejszy niz w przypadku RAPD
[Masojc¢ P., 2001; Sztuba-Solinska J., 2005].
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Tabela 2. Poréwnanie wybranych markeréw molekularnych [Sztuba-Solinska J., 2005; Wolfe A.D., Liston A., 1998].

CECHA

Zastosowanie
markera

w badaniach

Zasada

Wymagana w reakcji
Jjakosé
wyizolowanego DNA
Znajomosé
sekwencji badanego
DNA

Poziom
polimorfizmu

markera

RAPD
analiza przeptywu genow
i rodzicielstwa,
identyfikacja odmian,
analiza struktury populacji,
badania filogenetyczne,
mapowanie genetyczne
reakcja PCR z uzyciem
krétkich starterow o losowo

wybranej sekwenciji

wysoka

nie jest wymagana

Sredni

AFLP

analiza przeptywu genow

i rodzicielstwa, identyfikacja

odmian, analiza struktury
populacji, mapowanie

genetyczne

ciecie badanego DNA
enzymami restrykcyjnymi,
a nastepnie reakcja PCR

z selekcyjnymi starterami

Srednia

nie jest wymagana

Sredni

Marker molekularny

SAMPL
analiza przeptywu genéw
i rodzicielstwa,
identyfikacja odmian,
analiza struktury populacji,

mapowanie genetyczne

ciecie badanego DNA
enzymami restrykcyjnymi,
a nastepnie reakcja PCR
ze starterami, z ktérych
jeden jest komplementarny
do sekwencji DNA
mikrosatelitarnego

Srednia

nie jest wymagana

wysoKki

CAPS
analiza przeptywu
genow,
mapowanie

genetyczne

ciecie enzymami

restrykcyjnymi

produktow PCR

Srednia

wymagana

Sredni

SSR
analiza przeptywu
genow i rodzicielstwa,
identyfikacja odmian,
analiza struktury
populacji, mapowanie
genetyczne
reakcja PCR z
uzyciem starteréw
komplementarnych do
sekwencji flankujacych

mikrosatelity

Srednia

wymagana

wysoki
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2.4.3. AFLP (ang. Amlipfied Eragment Length Polymorphism)

Do identyfikacji i okre$lania stopnia zréznicowania genetycznego
eukariotycznych i prokariotycznych organizmow stosowane sg w laboratoriach
liczne metody roznigce sie miedzy sobg odtwarzalnoscig, powtarzalnoscia,
jak i stopniem trudnosci w odczycie i interpretacji otrzymanych wynikow. Mozna tu
wymieni¢ takie metody jak - RAPD, DAF, AP-PCR, RT-PCR, RFLP, czy tez LCR.
Najlepszg i idealng metodag bytaby oczywiscie taka, w ktérej uzyskane w réznych
laboratoriach wyniki sg identyczne i wiarygodne.

Jednym z nowszych i do$¢ obiecujgcych testow nalezagcych do wspdlnej
grupy metod ,genetycznego odcisku palca” jest AFLP (SFRA) — polimorfizm
diugosci amplifikowanych fragmentéw (selektywna amplifikacja fragmentow
restrykcyjnych). Jest to technika bazujgca na RFLP (ang. Restriction Fragment
Length Polymorphism) oraz reakcji tancuchowej polimerazy, zastosowanej tu
w miejsce hybrydyzacji Southerna w celu detekcji fragmentdéw restrykcyjnych.
Podobienstwo AFLP do techniki RFLP stanowito podstawe wyboru jej nazwy,
ktora w rzeczywistosci nie powinna by¢ stosowana jako akronim ze wzgledu na to,
ze w wiekszym stopniu bazuje ona na obecnosci lub braku fragmentéw
restrykcyjnych niz na réznicach w ich dtugosciach [Vos P. i in., 1995]. Metoda ta
charakteryzuje sie duzg odtwarzalnoscia, jak i uniwersalnoscig zastosowania. Jest
z powodzeniem uzywana w mapowaniu roslinnego i zwierzecego genomu,
diagnostyce medycznej, badaniach filogenetycznych oraz mikrobiologicznym
typowaniu.

AFLP nalezy do grupy metod polegajagcych na amplifikacji fragmentéw
restrykcyjnych. Jest to technika wieloetapowa, w ktérej potrzebna jest jedynie
niewielka ilo§¢ badanego i oczyszczonego DNA. Pierwszym etapem testu AFLP
jest trawienie identyfikowanego DNA dwoma enzymami restrykcyjnymi, ktore
roznig sie czestoscig rozpoznawania przez nie miejsc restrykcyjnych. Pierwszy
enzym trawi DNA z matg czestoscig (np. EcoRlI, ktdry rozpoznaje sekwencje
GAATTC), drugi natomiast z duzg (np. Msel - rozpoznajacy TTAA; Taql —
rozpoznajgcy TCGA). W etapie tym otrzymuje sie liczne fragmenty DNA
o dtugosci zazwyczaj mniejszej niz 500 pz. Enzym, ktory trawi DNA z duzag
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czestoscig generuje mate fragmenty DNA majgce optymalng wielkos¢ do separaciji
w denaturujgcym Zelu [Wolfe A.D., Liston A., 1998; Vos P. i in., 1995].

Fragmenty generowane przez enzymy EcoRIl i Msel sg trojakiego rodzaju:

v fragmenty Msel - Msel,
v fragmenty EcoRlI - Msel,
v fragmenty EcoRI — EcoRI [Wolfe A.D., Liston A., 1998].

W najwiekszej iloSci powstajg fragmenty Msel — Msel, w najmniejszej EcoRI —
EcoRl, jednak w koncowych etapach AFLP to gtéwnie fragmenty EcoRI — Msel sg
amplifikowane. Ponadto, gdy badany genom posiada wiecej niz 65% par G-C,
wowczas Msel nie generuje znaczacej liczby fragmentow, a optymalne rezultaty
otrzymuje sie jedynie przy zawartosci G-C mniejszej niz 50%. Rowniez
w przypadku drugiego enzymu restrykcyjnego (EcoRI) wydajnosc¢ reakcji jest
wieksza przy mniejszej zawartosci zasad G-C. Gdy nie sg znane zadne informacje
na temat badanego DNA, wowczas efektywnos¢ enzymow restrykcyjnych musi
by¢€ okreslana empirycznie.

W kolejnym etapie AFLP do uzyskanych fragmentow restrykcyjnych
dotgczane sg 10 — 30 nukleotydowe adaptory sktadajace sie z dwoch czesci —
sekwencji rdzeniowej o dtugosci kilkkunastu nukleotydow oraz sekwencji
specyficznej dla miejsca restrykcyjnego. Proces ten jest katalizowany przez ligaze.
Na podstawie sekwencji adaptorow syntetyzuje sie startery AFLP, ktore sktadajg
sie z regionu homologicznego (przy koncu 5’) do czesci rdzeniowej adaptora,
Srodkowej odpowiadajgcej sekwencji miejsca restrykcyjnego oraz selekcyjnej
(przy koncu 3’).

Przygotowane DNA, po etapie przytaczania adaptorow, jest nastepnie
poddawane dwom amplifikaciom PCR - preamplifikacji oraz selektywnej
amplifikacji. Te dwa ostatnie etapy przebiegajg w Scisle okre$lonych warunkach
z uzyciem specyficznych starterow posiadajgcych przy koncu 3’ od jednego
(w przypadku preamplifikaciji) do czterech selekcyjnych nukleotydéw (w przypadku
selektywnej amplifikacji). Liczba obecnych nukleotydéw przy koncu 3’ primera
zastosowanego w ostatnim etapie AFLP warunkuje ilo$¢ otrzymanych fragmentéw
DNA. Im jest ich mniej, tym liczba uzyskanych w efekcie produktow PCR jest

wieksza. Z zastosowanych w ostatnim etapie dwoch primerow jeden jest
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najczesciej fluorescencyjnie lub radioaktywnie wyznakowany [Lojkowska E., 2001;
Savelkoul P.H.M.iin., 1999].

Rysunek 6. Schemat przebiegu AFLP [wg Saunders J.A.iin., 2001].

K  GAATTC TTAA ¥ gertormoe we dsDNA

¥y——CTTAAG AATT 5

AATTC ——MMMMM T <::|
I:> G—————— AAT

EcoRf! adaptot s el adaptor
GACTGCGTACC TA CTCAGGACTCATC
CTGACGCATGE TTAA GAGTCCTGAGTAG
Pra-amplifikacia Pre-amplifikacja

Ze starterem EcoRf+A zZe starterem (Msef +C
S-GACTGCGTACCAATTC A GTTACTCAGGACTCATC-3'
FCTGEACG CATG GTTAAGT CAATGAGTCCTGAGTAG-S'
Selektywna amplifikacia Selektywna amplifikaca

Ze starterem EcoR{+ACT Ze starterem Msef +CAT
SGACTGCGTACCAATTC ACT ATGTTACTCAGGACTCATC-3"
I-CTGACGCATG GTTAAG TGA, TAC AATGAGTCCTGAGTAG -5

Raozdzial uzyskanych fragmentdw DNA za pomoca elektroforezy na plaszczyinie

luh elektroforezy kapilarnej
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Otrzymane fragmenty DNA ($rednio 50-100 produktéw) rozdziela sie w zelu
poliakryloamidowym lub tez z uzyciem elektroforezy kapilarnej (w przypadku
zastosowania primerdw wyznakowanych barwnikiem fluorescencyjnym) [Wolfe
A.D., Liston A., 1998].

Obserwowane po rozdziale produkty AFLP sg polimorficzne ze wzgledu na:
» wystepowanie mutacji w miejscach restrykcyjnych,
» wystepowanie mutacji w sekwencjach sagsiadujgcych z miejscami
restrykcyjnymi i komplementarnych do selekcyjnych kohcéw primera,
» insercje lub delecje w obrebie amplifikowanych fragmentow [Savelkoul
P.H.M.iin., 1999].

Od czasu pierwszej publikacji [Vos P. i in., 1995] w 1995 roku dotyczacej
AFLP pojawito sie szereg réznych modyfikacji tej techniki polegajacych miedzy
innymi na uzyciu réznych kombinacji enzymow restrykcyjnych tj. EcoRlI, Pstl,
Hindlll, Apal z Msel lub Taql; zastosowaniu jednego enzymu i jednego adaptora,
czy tez uzyciu w konhcowej amplifikacji startera z rézng iloscig (od 1 do 4)
selekcyjnych nukleotydow [Savelkoul P.H.M. iin., 1999].

Uwaza sie, ze AFLP pozwala na doktadniejszg identyfikacje i okreslenie
zroznicowania genetycznego badanego DNA niz metoda RAPD, czy tez PCR —
RFLP. Zaletg tej metody jest rowniez uzycie niewielkiej ilosci dos¢ czystego DNA
(np. w poréwnaniu z RFLP), jak réwniez uzyskanie duzej ilosci polimorficznych
produktéw w kohcowej amplifikacji przy stosunkowo matej liczbie zastosowanych
par starteréw (w poréwnaniu z RAPD). Nie jest rowniez wymagana wczesniejsza
znajomos$¢ sekwencji badanego DNA. AFLP charakteryzuje sie duzg
odtwarzalno$cig i mozliwoscig automatycznej detekcji produktow za pomocag
elektroforezy kapilarnej, szczegdlnie w przypadku znakowania fluorescencyjnego
[Wolfe A.D., Liston A., 1998].

Do wad metody mozna =zaliczy¢ jej stosunkowo wysoki koszt
(np. w poréwnaniu z technikg RAPD PCR) oraz wieloetapowo$¢ catego procesu —
poczawszy od ciecia enzymami restrykcyjnymi do koncowej amplifikacji ze
specyficznymi starterami. Wymagane jest tu rowniez duze doswiadczenie badacza
i umiejetnos$¢ interpretacji wynikow. Techniki tej nie zaleca sie dla markerow

dziedziczonych na zasadzie kodominaciji.
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Zastosowanie AFLP

Metoda AFLP jest szeroko stosowana w badaniach genetycznych roslin
[Diaz S.iin., 2003; Vreling K. i in., 1997], zwierzat [Otsen M. i in., 1996], grzybow
[Dresler-Nurmi A. i in., 2000; Savelkoul P.H.M. i in., 1999], nicieni [Folkertsma R.T.
i in., 1996] oraz bakterii [Keim P. i in.,, 1997]. Markery AFLP sa rowniez przydatne
w analizie przeptywu gendw i rodzicielstwa [Wolfe A.D., Liston A., 1998], identyfikaciji
klonow, jak rowniez w analizie zroznicowania genetycznego wielu gatunkéow oraz
populacji [Cardoso S.R. i in., 2000; CoartE. i in., 2002; Michl T. i in., 2007].

Chen X. i in. zastosowali metode AFLP w szacowaniu réznic genomowych
miedzy osobnikami pochodzgcymi z potgczenia dwdch roslin rodzicielskich storczyka
oraz pomiedzy odmianami tego samego klonu, powstajgcymi na skutek somatyczne;j
mutacji podczas masywnego rozmnazania w hodowli. Markery AFLP byty przydatne
w mapowaniu genomu orchidei, w identyfikacji réznych jej odmian oraz w badaniu
zréznicowania genetycznego wielu populacji tego gatunku [Chen X. i in., 1999].

AFLP zastosowano réwniez w ocenie polimorfizmu genetycznego gatunkéw
z rodzaju Echinacea oraz w oszacowaniu pokrewienstwa pomiedzy odmianami
gatunkéw, ktorych przynaleznos¢ taksonomiczna opiera sie na morfologicznych
cechach rosliny i jest rézna w zaleznosci od autora monografii [Kim D-H. i in., 2004].

Czworolist pospolity jest natomiast przedmiotem badan zespotu Jacquemyn
H. W tym przypadku uzyto metody AFLP do oceny zréznicowania genetycznego
analizowanych klonéw kilkunastu populacji wystepujgcych na terenie Belgii

[Jacquemyn H.iin., 2005; Jacquemyn H.iin., 2006].

24.4. SAMPL (ang. Selectively Amplified Microsatellite Polymorphic
Locus)

Modyfikacjag metody AFLP jest technika SAMPL, okreslana jako
selektywnie amplifikowany polimorficzny locus mikrosatelitarny. Zasady
wspomnianych technik sg podobne, rdznica polega na tym, ze w SAMPL
w ostatniej amplifikacji uzywany jest starter wigzacy sie z koncem fragmentu, ktory

zawiera miejsce restrykcyjne rzadzej tngcego enzymu (np. EcoRlI), drugi zas
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starter hybrydyzuje do sekwencji mikrosatelitarnego DNA. Amplifikowane
fragmenty muszg zatem zawiera¢ odpowiednig sekwencje mikrosatelitarng.
Metoda SAMPL generuje fragmenty o wysokim polimorfizmie i umozliwia wykrycie
alleli kodominujgcych [Masoj¢ P., 2001; Sztuba-Soliiska J., 2005].

Z innych powszechnie stosowanych systeméw markerowych w analizach
genetycznych roslin mozna wymieni¢ RFLP, CAPS, SSR, ktére autorka pokrotce

scharakteryzowata.

2.4.5. RFLP (ang. Restriction Eragment Length Polymorphism)

RFLP — czyli polimorfizm dtugosci fragmentdéw restrykcyjnych opiera sie na
trawieniu wyizolowanego DNA enzymami restrykcyjnymi, np. EcoRI, Hindlll,
EcoRV, Dral. Enzymy tng DNA w $&cisle okreslonych miejscach, a powstate
produkty sg rozdzielane w zelu. Kolejny etap analizy stanowi transfer fragmentow
DNA na membrane i hybrydyzacja produktéw ze specyficzng radioaktywnie Iub
fluorescencyjnie wyznakowang sonda.

Badanie zréznicowania DNA z zastosowaniem RFLP jest moZliwe dzeki
obecnosci mutacji obejmujgcych miejsca restrykcyjne lub tez delecji lub duplikacji,
zmieniajgcej odlegtos¢ miedzy miejscami restrykcyjnymi [Masoj¢ P., 2001].

Technika ta jest stosowana w mapowaniu genomow roslinnych
[Malyshev S.V. i in., 2003], czy tez w analizie pokrewienstwa genetycznego
roznych odmian danego gatunku [Bautista N.S. i in., 2001]. Markery RFLP sag
szczegolnie przydatne w badaniach filogenetycznych oraz taksonomicznych
[Masoj¢ P., 2001]. Ponadto pozwalajg na rozréznienie heterozygot, stad tez sq
zaliczane do markeréw kodominujgcych [Karp A.iin., 1996].

Metoda RFLP jest wiarygodna i cechuje jg wysoka czestotliwos¢
wykrywanego polimorfizmu. Jej wadg jest natomiast wysoki koszt analizy oraz
koniecznos¢ wyizolowania duzej ilosci czystego DNA niezbednego do
restrykcyjnego trawienia [Luczak M., 2004; Sztuba-Solinska J., 2005]. Stad tez nie

jest stosowana w przypadku ograniczonej ilosci badanego materiatu.
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2.4.6. CAPS (ang. Cleaved Amplified Polymorphic Sequences)

Technika ta jest okreslana jako PCR-RFLP (polimorfizm trawionych
amplifikowanych sekwencji), gdyz faczy w sobie dwie metody: reakcje PCR oraz
trawienie enzymami restrykcyjnymi. Uzyskane produkty PCR sg trawione przy
uzyciu endonukleaz restrykcyjnych, a nastepnie elektroforetycznie rozdzielane
w zelu w celu wykrycia polimorfizmu. Stosowane w tej technice startery sg
konstruowane na podstawie znanych sekwencji DNA, cDNA lub tez klonowanych
produktow RAPD. Dobdr odpowiednich starteréw stuzy przede wszystkim
identyfikacji zmiennosci w sekwencji DNA, w przypadku gdy amplifikowanych
fragmentow DNA nie mozna zréznicowa¢ pod wzgledem ditugosci [Luczak M.,
2004; Sztuba-Solinska J., 2005].

Markery CAPS zostaty miedzy innymi zastosowane w mapowaniu genu
odpornosci na rdze lisciowg pszenicy jarej [Chetkowski J. i in., 2003], czy tez

ocenie zréznicowania genetycznego rzodkiewnika [Barth S.iin., 2002].

2.4.7. SSR (ang. Simple Sequence Repeats)

Technika ta (SSR - proste sekwencje powtarzalne, mikrosatelitarny
polimorfizm krotkich tandemowych powtorzen) polega na analizie sekwencji
mikrosatelitarnych DNA, ktére sktadajg sie z wielokrotnie powtérzonych krétkich
(1-5 pz) sekwencji (np. (AT)n, (GAA)n, (AG)n(CT)n). Liczba powtdrzeh jest rézna
i waha sie od 10-50, fgczna zas dtugosc odcinka mikrosatelity wynosi 100-400 pz.
Moze ona by¢ zmienna u osobnikow tego samego gatunku, stad tez uzyskuje sie
na zelu poliakryloamidowym produkty o roznej dtugosci.

Mikrosatelity rozmieszczone sg réwnomiernie w duzej liczbie na wszystkich
chromosomach. Kazdy odcinek mikrosatelitarny oflankowany jest specyficznymi
sekwencjami wykorzystywanymi do projektowania odpowiednich, zazwyczaj ok.
dwudziestonukleotydowych starterow stuzgcych amplifikacji repetytywnego DNA.
Przy projektowaniu starterbw korzysta sie z bibliotek genomowych oraz baz
danych sekwencyjnych znacznikéw ekspresji EST (ang. Expressed Sequence

Tags) lub tez z sekwencji spokrewnionych gatunkow.
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Zaletg systemu SSR jest wysoka czestotliwos¢ identyfikacji polimorficznych
sekwenciji, ktéra wynika ze zmiennej liczby powtorzen nukleotydowego motywu.
Ponadto istnieje mozliwos¢ oceny homo- lub heterozygotycznosci badanego
osobnika na podstawie jego genetycznego profilu [Masojé¢ P., 2001; Sztuba-
Solinska J., 2005]. W przypadku techniki SSR nie ma mozliwosci wykorzystania
tych samych starterow w badaniach réznych gatunkéw. Zastosowanie ich jest
natomiast uzasadnione w przypadku réznych populacji tego samego gatunku
[Luczak M., 2004].

Markery SSR postuzyty miedzy innymi mapowaniu genomoéw [Zietkiewicz E.
i in., 1994], jak rowniez analizie filogenetycznej i identyfikacji osobniczej ziemniaka
[Ashkenazi V.iin., 2001].

Produkty otrzymane w wyniku zastosowania r6znych opisanych powyzej
technik mogg by¢ rozdzielane w Zzelu agarozowym, poliakryloamidowym lub tez
coraz powszechniej, jak to jest w przypadku fragmentéw AFLP, stosujgc

elektroforeze kapilarna.

2.4.8. Elektroforeza kwaséw nukleinowych

Terminem ,elektroforeza” okre$la sie metody rozdziatu czasteczek
obdarzonych tadunkiem elektrycznym, oparte na r6znicy w predkosciach poruszania
sie jonéw w statym polu elektrycznym [Szczepaniak W., 1997]. Elektroforeze mozna
przeprowadzaé zarowno na pfaszczyznie, jak i z zastosowaniem réznego rodzaju
kapilar (0 srednicy od 25 uym do 100 um) — wéwczas metoda ta nosi nazwe
wysokosprawnej elektroforezy kapilarnej (HPCE, ang. High Performance Capillary
Electrophoresis).

Rozdziat elektroforetyczny zachodzi we wszystkich przypadkach dzeki
roznicy w predkosciach migracji czgsteczek obdarzonych tadunkiem w polu
elektrycznym. Predkos¢ ta jest charakterystyczna dla danej czasteczki i zalezy
gtéwnie od: natezenia pola elektrycznego (dla liniowych czgsteczek migracja jest
proporcjonalna do przytozonego napiecia; dla DNA o duzych masach
czgsteczkowych ruchliwos¢ nie wzrasta proporcjonalnie do wzrostu natezenia pola

elektrycznego), lepkosci srodowiska (im wieksza lepkos¢, tym predko$¢ migraciji
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jest mniejsza), fadunku czasteczki (im wiekszy jest tadunek czasteczki, tym
predkos¢ jest wieksza) oraz rozmiaru czasteczki (im wieksza czasteczka, tym
predkos¢ migraciji jest mniejsza).

Kwasy nukleinowe mozna rozdziela¢ stosujgc zele agarozowe lub tez
poliakryloamidowe. Dla duzych czasteczek DNA stosowana jest agaroza,
natomiast dla matych (do 1000 pz) poliakryloamid. Obie techniki sg stosunkowo
proste i tanie, a bezposrednia detekcja fragmentdow na zelu jest mozliwa juz przy
kilkkudziesieciu ng DNA.

Przy zastosowaniu réznych stezen agarozy, mozliwy jest rozdziat
produktdw majacych szeroki zakres wielkosci czasteczek. Im wieksze jest jej
stezenie, tym mniejsze fragmenty sg widoczne w Zelu po jego wybarwieniu.
Wizualizacje rozdzielonych fragmentow DNA przeprowadza sie dodajgc do zelu
bromek etydyny i podswietlajgc go lampg UV [Kur J., 1994].

Inng metodg rozdzelania fragmentdw DNA jest elektroforeza pionowa
w zelach poliakryloamidowych — PAGE (ang. Polyacrylamide Gel Electrophoresis).
Jest to technika rozdzielania i analizy zarébwno matych dwuniciowych, jak
i jednoniciowych fragmentow DNA, ktérych wielkos¢ nie przekracza 1000 par
zasad. Dtuzsze fragmenty rozdzielane sg zazwyczaj przy uzyciu zelu
agarozowego. Stezenie poliakryloamidu waha sie od 3,5% do 20% (im wieksze
stezenie zelu, tym mniejsze fragmenty DNA ulegajg rozdziatowi). Elektroforeza
PAGE jest metodg bardzo czasochtonng i wymagajgcg uzycia wysokiej jakosci
odczynnikdw oraz bardzo czystego sprzetu laboratoryjnego do przygotowania
zelu. Wszystkie wymienione parametry wptywajg na reakcje polimeryzaciji zelu, co
z kolei ma znaczenie dla efektywnej migracji fragmentéw DNA. Sam proces
polimeryzacji zelu inicjiowany jest przez wolne rodniki dostarczane przez
nadsiarczan amonu, ktore sg nastepnie stabilizowane przez TEMED. Polimeryzujg
monomery akrylamidowe tworzac dtugie tancuchy, tgczone przez N,N’-metyleno-
bisakrylamid [Kur J., 1994; Maniatis T. i in., 1982].

Po zakohczeniu elektroforezy, zele wybarwia sie azotanem srebra lub
bromkiem etydyny. Mozna réwniez wizualizowa¢ zel za pomocg autoradiografii.
Alternatywag radioaktywnej detekcji fragmentdw DNA jest uzycie starteréw
wyznakowanych digoksygening [Vrieling K. i in.,, 1997] lub tez barwnikami
fluorescencyjnymi [Dresler-Nurmi A. i in., 2000]. W przypadku produktow
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wyznakowanych fluorescencyjnie do rozdziatu stosuje sie zelowg elektroforeze
kapilarng (CGE, ang. Capillary Gel Electrophoresis) - technike zdecydowanie
lepszg i bardziej zautomatyzowang w poréwnaniu z elektroforezg na ptaszczyznie.
Podstawowg zasadg CGE jest migracja substancji wielkoczgsteczkowych
w odpowiednim srodowisku w kapilarze. Zaletg tej techniki jest znacznie szybszy
rozdziat sktadnikbw mieszaniny niz w przypadku zwyktej elektroforezy Zzelowe;.
Kapilara wypetniona jest zazwyczaj poliakryloamidem lub tez usieciowanym
poliakryloamidem — bisakrylamidem. Z innych wypetnien stosuje sie rowniez
agaroze, dekstran lub tez tlenek polietylenowy.

Migracja sktadnikéw mieszaniny zachodz dzieki zwyktemu mechanizmowi
rozdzielania w elektroforezie kapilarnej oraz efektowi sitowemu zwigzanemu
z obecnoscig w kapilarze porowatego Zelu. Dzieki temu moZliwy jest szybszy ruch
matych czasteczek w kapilarze, wolniejszy duzych [Witkiewicz Z., 1992].

Amplifikowane produkty wyznakowane fluoroforem (np. 6-FAM, NED, JOE,
LIZ, HEX - zmodyfikowang fluoresceing) sg rozdzielane w Kkapilarze ze
standardem wielkosci fragmentow DNA, ktéry umozliwia identyfikacje otrzymanych
pikow. Elektroforeza kapilarna rozdziela produkty réznigce sie tylko jedng zasadg
(dla fragmentéw do 250 pz) lub tez dwoma (dla fragmentdw do co najmniej
350 pz). Poszczegdblne fragmenty DNA sg przedstawiane graficznie w postaci pikow,
a uzyskane chromatogramy/elektroforegramy pozwalajg na dos¢ tatwg
identyfikacje analizowanych fragmentéow, a co za tym idzie ich dalszg analize.
Stosujgc CGE mozna wykry¢ znacznie wiecej fragmentow DNA niz w przypadku
tradycyjnej metody PAGE i Zelu wybarwionego metodg srebrowg. W drugiej
wymienionej technice czesto dochodzi do nakfadania sie poszczegdlnych prgazkow
na siebie i tworzenia tzw. ,dubletdw’ oraz skupiania sie w grupy dtuzszych
fragmentow w gornej czesci zelu. Ponadto Zele poliakryloamidowe uzyskane po
wybarwieniu muszg by¢ skanowane i elektronicznie zapisane w celu interpretaciji
uzyskanych danych w przeciwienstwie do elektroforezy kapilarnej, gdzie wyniki
moga byC¢ od razu wykorzystane w réznych programach stuzacych np. tworzeniu
dendrogramow. Niemniej jednak w celu unikniecia analizy artefaktow konieczna
jest niekiedy manualna korekcja otrzymanych danych zardwno w przypadku
elektroforezy PAGE, jak i CGE. Do analizy duzej liczby prébek w stosunkowo

krotkim czasie bardziej wygodna i przydatna jest elektroforeza kapilarna niz ta
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przeprowadzana na plaszczyznie. Istotng natomiast zaletq tradycyjnej
elektroforezy w Zelu poliakryloamidowym jest niski koszt oraz mozliwos$é

odzyskania fragmentéw DNA do dalszej analizy [Dresler-Nurmi A. i in., 2000].

Reasumujgc, krétki czas analizy, mata objetos¢ dozowanej probki, niewielkie
zuzycie odczynnikow, dobra rozdzielczos¢ oraz duzy stopien automatyzacji procesu
sprawiaja, ze elektroforeza kapilarna jest obecnie powszechnie stosowang technikg

rozdziatu fragmentow DNA [Szczepaniak W., 1997].
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2.5. Aktywnos¢ cytotoksyczna

Badania aktywnosci cytotoksycznej ekstraktow, frakcji badz tez
wyizolowanych zwigzkdw przeprowadza sie od wielu lat na modelach
komoérkowych — liniach, populacjach komaorek, ktore powstaty z hodowli pierwotnej
po pierwszym pasazu.

Najczesciej stosuje sie kilka linii komorkowych jednoczesnie, dlatego tez
koncowy etap testdéw odbywa sie w sposdb zautomatyzowany przy uzyciu roznego
rodzaju spektrofotometréw/spektrofluorymetréw, ktére sg dostosowane do
wykonywania pomiarow z wielodotkowych ptytek. Do ptytek dodaje sie rézne ilosci
badanej substancji/frakcji/ekstraktu w celu uzyskania zahamowania wzrostu
testowanych komérek. Na podstawie tej zaleznosci wyznacza sie wielkosci, ktore
stuzg do oceny cytotoksyczno$ci badanego zwigzku/ekstraktu. Sg to kolejno wartosci
ECi0, ECso i ECon — czyli stezenia substanciji, przy ktérych proliferacja komorek
w hodowli in vitro zostaje zahamowana w 10% w stosunku do komorek kontrolnych
(EC10, pierwsza dawka toksyczna), w 50% (ECsp, miara cytotoksycznosci) oraz
w 90% (ECgo, dawka letalna) [www.pg.gda.pl/chem/Katedry/Leki].

Do oznaczenia aktywnos$ci cytotoksycznej stosuje sie réoznego typu testy
komorkowe, ktore majg na celu okreslenie zakresu stezen badanego
zwigzku/frakcji/ekstraktu, przy ktéorym zostaje zahamowany wzrost testowanych
komorek, okreslenie potencjatu toksycznego poszczegolnych substancji oraz
uzyskanie danych na temat mechanizméw dziatania [Wojtowicz A., 2004]. Kazdy
test sktada sie z dwdch zasadniczych etapdéw - inkubacji komérek danego typu
z badanym zwigzkiem przez okreslony czas i przy jego wzrastajgcych stezeniach
oraz oznaczenia parametru zwigzanego z proliferacjg komérek. Ostatni etap
odroznia poszczegolne testy od siebie i zalezy od rodzaju oznaczanego
parametru, jakim sg: ilo§¢ komodrek, zdolno$¢ do podziatbw komdrkowych,
funkcjonowanie blony komorkowej, aktywnos¢ mitochondriéw, catkowita zawarto$é
DNA Ilub biatka w komédrce, zahamowanie syntezy DNA, czy tez inkorporacja
barwnikéw do lizosomow.

W przypadku pomiaru aktywnosci oksydoredukcyjnej mitochondriéw stosuje
sie test MTT (Rys. 7), ktéry opiera sie na zatozeniu, ze tylko zywe komorki sg

zdolne zredukowaé bromek 3-(4,5-dimetyitiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolowy do
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purpurowego, hierozpuszczalnego w wodzie formazanu. W przeksztatceniu
jednego zwigzku w drugi bierze udziat dehydrogenaza mitochondrialna
(bursztynianowa). Krysztaty formazanu rozpuszcza sie w DMSO, a absorpcje
roztworu mierzy sie przy uzyciu spektrofotometru przy dtugosci fali 565 nm.
Z otrzymanych danych uzyskuje sie procent zahamowania wzrostu komodrek
w obecnosci badanego zwigzku/ekstraktu (w stosunku do komérek kontrolnych)
[www.pg.gda.pl/chem/Katedry/Leki].

Rysunek 7. Zasada testu MTT.

/N\I}I N enzymy z grupy N— NH
"N dehydrogenaz @_4
N \O N=—RN

MTT formazan

2.5.1. Linie komérkowe

Terminem ,linia komoérkowa™ okresla sie populacje komorek, ktéra powstata
z hodowli pierwotnej po pierwszym pasazu, czyli przeniesieniu komorek
z dotychczasowego naczynia hodowlanego do nowego. Dopiero po trzecim
pasazu linia komérkowa nabiera okreslonego tempa podziatu, czyli staje sie
stabilna.

Hodowle pierwotne skiladajg sie zazwyczaj z réznych typow komoérek,
natomiast linie komorkowe sa bardziej jednorodne i majg szybsze tempo
proliferacji nizkomorki z hodowli.
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Do zycia i namnazania sie komorki wymagajg specjalnych warunkow
hodowlanych, ktére obejmujg przede wszystkim zachowanie sterylnosci,
zapewnienie optymalnej temperatury oraz wilgotnosci, a takze dostarczenie
niezbednych sktad nikéw odzywczych i wzrostowych.

Pochodzenie linii komérkowych jest dwojakiego rodzaju:

e s3g pozyskiwane z normalnych, diploidalnych komérek oraz tkanek i zwane
sq liniami o ograniczonym czasie zycia (ang. finite cell lines),
e sg pozyskiwane najczesciej z guzdw i zwane sg liniami ciggtymi (ang.

continuous cell lines).

Pierwszy typ linii to komoérki hodowane przez okreslony czas, stad tez
charakteryzujg sie ograniczong liczbg pokolen. Drugi rodzaj to komorki
O nieograniczonym czasie zycia i nieograniczong zdolno$cig do proliferaciji
[Wéjtowicz A., 2004]. Wiekszo$¢ z nich jest pochodzenia nowotworowego, sg one
nieSmiertelne oraz stanowig dobre modele komoérkowe, dzieki mozliwosci ich
wlasciwego wystandaryzowania i co za tym idzie otrzymania wysoce powta-
rzalnych wynikédw w badaniach toksykologicznych oraz biomedycznych.

Wsrod komercyjnie dostepnych linii  pochodzacych z réznych
uktadoéw/narzadéw mozna tu wymieni¢ miedzy innymi: linie ludzkiego gleju;
gruczolaka okreznicy; fibroblastow ptucnych; linie matpich fibroblastow nerek;
komorki  ludzkiej biataczki promielocytowej; linie komdrek ludzkiego
nowotworu watroby; nowotworu piersi; czy tez linie komérek raka szyjki
macicy [Wojtowicz A., 2004].

Ponizej pokrotce scharakteryzowano cztery linie  komorkowe

wykorzystane w badaniach cytotoksycznos$ci w niniejszej pracy.

Hel a

HelLa jest linig, ktdra wywodzi sie z komorek raka szyjki macicy pobranych
od 31-letniej Henrietty Lacks w 1951 roku. Komorki te sg z powodzeniem
uzywane w wielu laboratoriach na catym sSwiecie jako modelowa linia

w badaniach aktywnosci cytotoksycznej [Aparicio-Fernandez X. i in., 2008; Liao
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S.Y.iin., 2007; Rhee W.J. i in., 2007], jak i biologii komoérek nowotworowych.
Jest ona stosowana nie tylko do badan nad rakiem, ale tez dzeki jej
wykorzystaniu mozliwe byto poznanie fundamentalnych proceséw zachodzacych
w prawidfowych oraz ,chorych” komdrkach ludzkiego organizmu. Po dzien
dzisiejszy linia Hela jest najszerzej wykorzystywang linig ludzkich komorek
nowotworowych w testach i biomedycznych badaniach [Masters J.R., 2002].
Komérki HelLa réznig sie znacznie od prawidiowych komaorek
nabtonkowych szyjki macicy, a spowodowane jest to infekcja ,zdrowych’
komoérek wirusem brodawczaka HPV i wynikajgcej z tego transformacii
nowotworowej. Ponadto komorki HelLa charakteryzujg sie bardzo szybkim
wzrostem, nawet w poréwnaniu z innymi liniami komdrek nowotworowych.
Analiza chromosomalna wykazata, Zze ich genom jest niezmienny w ciagu
dtugiego okresu hodowli. Istnieje réwniez mozliwo$S¢ uzyskania takich odmian
komoérek Hela, ktére bedg posiadaty okreslone cechy — np. opornos¢ na leki
przeciwnowotworowe. Takie efekty uzyskuje sie miedzy innymi poprzez zmiane

warunkéow hodowli (medium lub serum) [Masters J.R., 2002].

HL-60 (ang. Human Acute Promyelocytic Leukemia Cell Line)

Komorki HL-60 wywodzg sie od pacjenta z ostrg promielocytowg biataczka,
w duzej mierze przypominajg promielocyty i sg zdolne do réznicowania sie in vitro
w rézne typy komorek pochodzenia mielomonocytowego. Stad tez wydajg sie
nieocenione w licznych molekularnych, biochemicznych i toksykologicznych
badaniach [lzdebska M. i in.,, 2006; Kim E.K. i in.,, 2007; Perez-Sacau E. i in.,
2007; Tedesco I. i in., 2005].

Caly proces roznicowania moze by¢ indukowany przez wiele czynnikow,
takich jak: aktynomycyna, kwas retinowy, hipoksantyna, witamina D3, IFN-y, TNF,
czy tez kwas mastowy [Collins S.J., 1987], ktére powodujg powstanie typdéw
komorek tj.: granulocyto-, monocyto- i makrofagopodobnych. Uzyskanie

okreslonych rodzajow leukocytow zalezy od zastosowanego w hodowli zwigzku.
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Szerokie wykorzystanie komoérek HL-60 w réznego rodzaju testach ma miedzy
innymi na celu:
» znalezienie nowych terapeutycznych rozwigzan dla pacjentow chorych na
biataczke;
» poznanie mechanizmow regulacji transkrypcij;
» poznanie mechanizmdw cytotoksycznego dziatania roznych substancji na ten
typ komorek,
» poznanie zagadnien z zakresu struktury oraz ekspresji komoérkowych
onkogenow i ich roli w podziale i réznicowaniu sie komorek biataczkowych;
» okreslenie fizjologicznej roli wspomnianych onkogendw w réznicowaniu sie
prawidtowych monocytow, makrofagow oraz granulocytow [Collins S.J.,
1987].

Fibroblasty

Fibroblasty sg komdrkami tkanki tagcznej witasciwej. Sposrdd innych komaorek
tej tkanki - histiocytow, komoédrek tucznych, komodrek plazmatycznych oraz
naptywowych stanowig one najliczniejsza grupe. Posiadajg wypustki i sg ksztattu
wrzecionowatego. Uwazane sg za miode, sprawne metabolicznie komorki, zdolne
do podziatow mitotycznych. Czesto$¢ podziatdw omawianych komorek zwieksza sie
pod wptywem polipeptydowego czynnika wzrostu fibroblastow — FGF (ang.
Fibroblast Growth Factor), ktérego wiekszg ilos¢ mozna zaobserwowaé w czasie
gojenia sie tkanki fgczne;.

Fibroblasty jako wyspecjalizowane komorki wytwarzajg widkna oraz
wydzielajg biatkowe i weglowodanowe kompleksy istoty podstawowej. Aktywnosé
fibroblastow jest szczegdlnie zaznaczona w rozwijajacych sie tkankach, natomiast w
miare ich dojrzewania zmniejsza sie zaréwno aktywnos¢, jak i liczba fibroblastow
[Sawicki W., 1993].

Fibroblasty stanowig miedzy innymi sktadnik skéry wiasciwej i sg
odpowiedzialne gtdwnie za produkcje biatek — kolagenu i elastyny. Ponadto
wytwarzajg naturalne enzymy — metaloproteinazy, ktore regulujg regeneracje skory.

Fibroblasty uczestniczg rowniez we wszelkich procesach naprawczych tkanek.
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Jako linie komorkowe, fibroblasty sg wykorzystywane w badaniach
toksykologicznych, biomedycznych, do celéw diagnostycznych oraz do produkcji
biologicznie czynnych zwigzkéw. Majg zastosowanie miedzy innymi w ocenie
wptywu substancji kosmetycznych na ekspresje genow, synteze biatek, czy tez
w szacowaniu aktywnosci wielu enzymoéw [www.drirenaeris.pl/badania]. Wsréd
nich sg zarowno komaérki pochodzenia ludzkiego [Matsui S. i in., 2004; Quto S.S.,
Ng C.E.,, 2002], jak i zwierzecego [Deane E.E. i in, 2007; Drewa T.
iin., 2007; Sun J.iin., 2007].

MDA MB 468 (ang. Human Breast Cancer Cells)

Komorki MDA MB468 zostaly wyizolowane z wysiekowego ptynu optucnej
51-letniej kobiety z gruczolakorakiem piersi w 1977 roku przez Cailleau R. i in.
[Cailleau R. i in, 1978]. Analiza genetyczna wykazata nieprawidiowg liczbe
chromosoméw w komaérkach oraz mutacje G—A w 273 kodonie genu kodujgcego
biatko supresorowe p53. Podstawowag funkcjg p53 jest blokowanie biatek
zaangazowanych w indukcje cyklu komérkowego. Ogdlnie rzecz ujmujgc, mutacje
majgce miejsce w genach kodujgcych supresory proliferacji komorki mogq
doprowadzi¢ do utraty zdolnosci jej regulacji i w konsekwenciji do transformaciji
nowotworowej [Alberts B., Michejda J., 1999; Baranowski W., Doniec J., 2005;

www. lgcpromochem-atcc.com].

2.5.2. Aktywnos¢ cytotoksyczna saponin steroidowych i glikoalkaloidéw

Saponiny steroidowe stanowig grupe zwigzkow, ktore wystepujg w wielu
gatunkach nalezacych gtéwnie do rodziny Liliaceae i Dioscoreaceae. W stosunku
do komorek nowotworowych wykazujg rézng aktywnos$é cytotoksyczng, co jest
przedmiotem zainteresowania wielu zespotow badawczych. | tak na przykiad
Mimaki Y. i in. ocenili cytotoksyczny efekt saponin wyizolowanych miedzy innymi
z Allium narcissiflorum, Paris polyphylla var. chinensis, Lilium brownii var.

colchesteri, Smilax china, Dracaena draco, Ruscus aculeatus w stosunku do
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komérek HL-60 [Mimaki Y. i in., 2001]. Wykazali zaleznos¢ miedzy strukturg
saponin a ich cytotoksycznym dziataniem. Stwierdzili rowniez, ze efekt toksyczny
w stosunku do komérek biataczki promielocytowej zalezy w duzej mierze od liczby,
rodzaju i uktadu tancuchéw monosacharydowych w czasteczce oraz od obecnosci
lub braku ligandéw w aglikonie.

Aktywnos¢ cytotoksyczng wobec komérek HL-60 wykazaty réwniez
saponiny wyizolowane z Asparagus officinalis [Shao Y. i in., 1996] oraz
Majanthemum dilatatum [Woo E.-R. i in, 1998]. Konwalijka dwulistna
(M. dilatatum) zawiera saponozyd pochodny pennogeniny, ktéry wykazat
znaczaca aktywno$¢ w stosunku do komoérek raka ptuc (A549), czerniaka
(SKMEL-2), jajnika(SKOV-3), zotadka (SNU-1) oraz komérek biataczki K-562
[Woo E.-R.iin., 1998].

Wsréd innych saponin steroidowych posiadajgcych cytotoksyczne witasciwosci
mozna tu wyrdzni¢: glikozydy jamogeniny, kitdre zostaly wyizolowane z nasion
Balanites aegyptiaca (Balanitaceae) i wykazaty in vitro aktywnos¢ w stosunku do
komoérek biataczki limfocytowej P-388, czy tez solamargine i solasonine, ktore
zahamowaty wzrost komorek JTC-26 (raka szyjki macicy) in vitro. Solamargina
wykazata ponadto aktywnos¢é wobec komérek raka watroby PLC/PRF/5 [Lin C.-N. i in.,
1990].

Saponiny zawierajace diosgenine jako aglikon (dioscyna, protodioscyna,
trilina), a takze sama diosgenina réwniez stanowity przedmiot cytotoksycznych
badan. | tak tez wykazano, ze dioscyna wystepujgca w korzeniach Polygonatum
zanlanscianense Pamp. silnie hamowata proliferacje komoérek raka szyjki macicy
HelLa poprzez aktywacje kaspaz i apoptoze. Ponadto saponina ta spowodowata
zahamowanie wzrostu komorek raka piersi (MDA MB 435), komérek raka ptuc
(H14), komorek biataczki promielocytowej (HL-60) oraz komodrek przewlektej
biataczki szpikowej (K562) [Liu M.-J.iin., 2004; Wang Z. i in., 2001].

W przypadku trilliny otrzymanej z dioscyny rowniez odnotowano aktywnos$¢
w stosunku do komoérek HL-60, NB, — komédrek biataczki promielocytowej oraz
komorek K562 [Liu M.-J. i in., 2004].

Inna pochodna diosgeniny to protodioscyna, ktéra zostata wyizolowana
z kigczy Dioscorea collettii var. hypoglauca (Dioscoreaceae). Wykazata ona

cytotoksyczny efekt in vitro w stosunku do komérek biataczkowych (szczegdlnie
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wybidrczy efekt odnotowano wobec komoérek linii MOLT-4), komoérek raka ptuc
(NSCLC), jelita grubego (HCT-116 i SW-620), czerniaka (LOX IMVI), centralnego
uktadu nerwowego (SNB-75) oraz komorek raka nerki (786-0) [Hu K., Yao X., 2002].
Z kolei sama diosgenina, roslinny steroid (5a-spirosten-33-ol), oprécz
zastosowania jako prekursor kortykosteroiddw i hormondw piciowych posiada
wlasciwosci  przeciwzapalne oraz odnotowang aktywnos¢ cytotoksyczng
w stosunku do komodrek nowotworowych. Przeprowadzono szereg badan
majgcych na celu oszacowanie sitly jej cytotoksycznego dziatania. Diosgenina
wykazata efekt toksyczny in vitro, poprzez zahamowanie cyklu komoérkowego
i apoptoze, w stosunku do ludzkich komoérek nowotworu ztoSliwego kosci 1547
[Corbiere C. iin., 2003; Moalic S. i in., 2001], komérek czerniaka M4Beu, komorek
raka krtani HEp — 2 [Corbiere C. i in., 2004], komérek przewlektej biataczki
szpikowej CML K562 [Liu M.-J. i in., 2005] oraz komorek raka szyjki macicy HelLa
[Huo R. i in.,, 2004]. Ponadto efekt ten odnotowano réwniez w przypadku
synowiocytéw - ludzkich komorek btony maziowej, ktore odgrywajg znaczacq role
w reumatoidalnym zapaleniu stawdow (RZS). RZS jest jednostkg chorobowg
o podtozu autoimmunologicznym, podczas ktérej dochodzi do patologicznej
proliferacji synowiocytéw. Komoérki btony maziowej produkujg prostanoidy, ktore sg
razem z eikozanoidami istotnymi mediatorami uwalnianymi w duzej iloSci w btonie
maziowej objetej stanem zapalnym, co moze prowadzi¢ do niszczenia kosci
i chrzgstek [Kokot F., 1996; Liagre B. i in., 2004].

Wsréd najczesciej wymienianych mechanizméw cytotoksycznego dziatania
saponin na komorki nowotworowe jest indukcja komorkowej apoptozy. Apoptoza
jest okreslana jako szczegdlny sposéb aktywnej, programowanej $mierci komorki.
Zachodzi ona zarbwno w normalnych, fizjologicznych warunkach w organizmie,
hodowlach komdrkowych czy tkankowych, jak tez pod wptywem dziatania r6znych
szkodliwych czynnikow zewnatrzkomorkowych. Objawami $mierci apoptycznej jest
przede wszystkim zmiana ksztattu oraz wielkosci komorki. Nastepuje kondensacja
cytoplazmy oraz chromatyny w jadrze, a takze uwypuklanie sie powierzchni
komoérki. W koncowym etapie komorki apoptyczne ulegajg w organizmie
fagocytozie. Mechanizmy powodujgce apoptoze mogg by¢c rézne — zaleza od

rodzaju zastosowanych do badania komérek, jak i samej saponiny [Mazur L., 2004].
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Jedng z drég indukcji apoptozy jest droga mitochondrialna (Rys. 8), w ktorej
to dochodzi do zmian w przepuszczalnosci bfony, co w konsekwencji powod uje
utrate potencjatu btonowego oraz translokacje cytochromu C do cytoplazmy.
Kolejnym etapem procesu jest aktywacja kaskady kaspaz. W przypadku
diosgeniny powodujgcej zahamowanie wzrostu komérek HelLa najwiekszg role
odgrywa kaspaza 9. Ponadto ta steroidowa saponina obniza ekspresje biatka Bcl-2,
ktore jest zZlokalizowane gtdwnie w zewnetrznej bfonie mitochondrialnej i petni role
czynnika hamujgcego proces apoptozy. Wszystkie te elementy prowadzg
w konsekwencji do rozpadu substratow komoérkowych i pojawienia sie
morfologicznych oraz biochemicznych cech apoptozy [Huo R.iin., 2004].

Podobny efekt diosgeniny, wyizolowanej z Trigonella foenum-graecum,
mozna zaobserwowa¢ w komoérkach HT-29 (komdrkach raka jelita grubego) — tu
rowniez dochodzi do hamowania biatka Bcl-2 oraz aktywacji kaspazy 3 [Raju J.
iin., 2004].

W przypadku dioscyny - pochodnej diosgeniny apoptoza zachodzi
w komorkach raka szyjki macicy HeLa [Cai J. i in.,, 2002] oraz komdrkach HL-60
[Liu M.-J. i in., 2004] poprzez aktywacje kaspazy 9 oraz 3. Mechanizm indukowania
Smierci komorkowej przez dioscyne jest podobny jak w przypadku jej aglikonu,
zasadnicza roznica jest w zastosowanych dawkach obu zwigzkow (dioscyna
powoduje apoptoze komérek HeLa w mniejszych stezeniach), a ma to Scisty zwigzek
z budowg strukturalng czasteczek [Cai J. iin., 2002; Huo R. i in., 2004].

Apoptoza moze zachodzi¢ w komoérkach poprzez zablokowanie cyklu
komoérkowego w fazie Gi — uniemozliwiajgc synteze DNA i mitoze, ale takze na
skutek zatrzymania cyklu w fazie G, i zaktdcenia homeostazy wapnia w komorce.
W ten sposéb dziala wspomniana diosgenina oraz dioscyna na komorki
przewlektej biataczki szpikowej K562 [Liu M.-J.iin., 2004; Liu M.-J. i in., 2005].

Aktywnos¢ cytotoksyczna niektérych saponin steroidowych moze byé
spowodowana ich wifasnosciami obnizajgcymi napiecie powierzchniowe, co
przejawia sie licznymi zmianami w blonie komoérkowej i agregacjqg komorek
nowotworowych. Stopien uszkodzenia btony jest rézny w zaleznosci od
zastosowanej saponiny. Ponadto badania jednoznacznie wskazujg, Zze inne

mechanizmy oprécz uszkodzenia btony mogg réwniez odgrywaC znaczaca role
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i by¢ odpowiedzialne za cytotoksyczny efekt w stosunku do komodrek

nowotworowych [Mimaki Y.iin., 2001].

Rysunek 8. Schemat drég apoptozy [wedtug Gupta S. iin., 2006].
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lll. CEL PRACY

Podjecie w niniejszej pracy badan dotyczacych Polygonatum multiflorum
oraz Paris quadrifolia ma swoje uzasadnienie, wynikajace przede wszystkim
z braku informaciji na temat aktywnosci biologicznej obu gatunkéw, a w przypadku
Paris quadrifolia rowniez matej wiedzy o skladzie wystepujacych w roslinie
metabolitdbw wtérnych (szczegdlnie zwigzkéw nalezacych do grupy saponin).
Badania cytotoksycznosci przeprowadzane na innych gatunkach Paris mogg
wskazywa¢ na potencjalne cytotoksyczne wiasciwosci zwigzkbw obecnych
w czworoliscie pospolitym.

Z kolei Polygonatum multiffiorum to gatunek dos¢ dobrze poznany pod
katem wystepowania czynnych zwigzkow, natomiast o jego dziataniu biologicznym
nie odnotowano jak do tej pory zadnych informaciji. Niewiele jest rowniez danych
dotyczacych zréznicowania genetycznego populacji kokoryczki wielokwiatowe;.

Biorgc pod uwage stan wiedzy na temat obu gatunkéw, przeprowadzono

w niniejszym projekcie trzy rodzaje badan, ktore kolejno miaty na celu:

OSZACOWANIE:

» zréznicowania genetycznego inter- oraz intrapopulacyjnego obu gatunkow
nalezacych do rodziny Liliaceae. Realizacja tego celu pracy miata postuzy¢
przyblizeniu zagadnien zwigzanych z biologig rozwoju gatunkéw klonalnych
pochodzacych z pétnocnej Polski;

> skladu saponin steroidowych w Paris quadrifolia oraz zawartosci

diosgeniny w Polygonatum multiflorum;

» dzialania cytotoksycznego ekstraktéw Polygonatum multiflorum oraz Paris
quadrifolia na réznych liniach komorek nowotworowych (ludzkich komérkach
biataczki promielocytowej, ludzkich komoérkach raka szyjki macicy oraz

ludzkich komorkach raka piersi).
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IV. CZESC DOSWIADCZALNA

4.1. Materiaty

4.1.1. Aparatura

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

e aplikator do nanoszenia ekstraktow na ptytki chromatograficzne Gruppe AS30,
Desaga Sarstedt, Niemcy,

e autoklaw Clinical Autoclave, Series 2100, Prestige Medical, Wielka Brytania,

e autoklaw Cominox 22 Vacuum S, Cominox, Wiochy,

e chromatograf HPLC wyposazony w: kolumne C18 (250 x 4,6 mm) YMC-Pack
ODS-AM, YMC, Japonia; detektor refraktometryczny RIDK 102, Laboratorni
Prisroje, Czechy; pompe LC-600, Shimadzu, Japonia oraz zawor dozujacy
zpetlg na 10 ul, Rheodyne, USA,

e densytometr Gruppe CD 60, Desaga Sarstedt, Niemcy,

o elektroforeza kapilarna P/ACE™ MDQ Capillary Electrophoresis System, 3062041
wyposazona w dwa lasery: jonowy laser argonowy 488 nm (232267) i diodowy 635
nm (278146) oraz kapilare do rozdziatu dsDNA o Srednicy 100 ym i dt. 65 cm,

e elektryczne mieszadto magnetyczne ATM-50, ATM, Polska,

e koncentrator prozniowy Eppendorf 5301, Eppendorf, Niemcy,

e laminar Steril-Gemini 13944, Gemini, Wtochy,

e taznia ultradzwiekowa UM-1, Unima, Polska,

e taznia wodna, Wytwdrnia Sprzetu Laboratoryjnego, Polska,

e miniwytrzasarka Vortex MS-1, IKA-Werke, Niemcy,

e miynek analityczny A-10, IKA-Werke, Niemcy,

e pHmetr cyfrowy Metrohm 744, Metrohm, Szwajcaria,

e sekwenator 3130 Genetic Analyzer 4-kapilarny, 16302-040, Applied
Biosystems, USA,

e spektrofotometr UV/VIS, Lambda 40, Perkin Elmer, Niemcy,
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e spektrofotometr Wallac Victor 2, 1420 Multiplate Reader, Perkin Elmer,
Niemcy,

e spektrometr mas Biflex Il MALDI| TOF wyposazony w laser azotowy (A = 337
nm), Bruker, Niemcy,

e suszarka laboratoryjna, Spotdzielnia Pracy ,Przodownik”, Polska,

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

e transiluminator 9000 mwW/cm?, Ultralum, USA,

e Wwaga analityczna WA-31, Zaktady Mechaniki Precyzyjnej, Polska,

e waga laboratoryjna WPE 30, Radwag, Polska,

e wirowka laboratoryjna Eppendorf 5804R, Eppendorf, Niemcy,

e wyparka prézniowa Blchi Rotavapor R-200 oraz taznia grzejna B-490, Bichi,
Szwajcaria,

e wytrzgsarka mechaniczna IKA KS130 Basic, IKA-Werke, Niemcy,

e wytrzasarka uniwersalna WU-3, Zakiad Aparatury Precyzyjno-Medycznej,
Polska,

e zasilacz do elektroforezy PS-9009 TX, Apelex, Francja oraz Stabnap 200,
Kucharczyk Techniki Elektroforetyczne, Polska,

e zestaw do destylacji wody HLPsmart 1000, Hydrolab, Polska,

o zestaw do komputerowej dokumentacji zdjeciowej, Scion Corporation, USA.

4.1.2. Sprzet laboratoryjny

e butelki laboratoryjne do przechowywania roztworéw, Schott, Niemcy,

e kolumny chromatograficzne wypetnione zelem MN-Silica 60, Merck, Niemcy,

e plytki do chromatografii cienkowarstwowej 20x20cm, DC-Fertigplatten
Kieselgel 60, Merck, Niemcy,

e sgczki bibutowe,

e sprzet jednorazowy (probéwki typu Eppendorf 1,5 ml, probéwki cienkoscienne
0,2 ml do PCR, koncowki do pipet automatycznych), Eppendorf, Niemcy oraz

Sarstedt, Niemcy,
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e szkio laboratoryjne (zlewki, kolby Erlenmayera, cylindry, bagietki, aparat
Soxhleta do ekstrakcji ciagtej, spryskiwacz do ptytek chromatograficznych,
komory chromatograficzne), Labart, Polska,

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

4.1.3. Odczynniki

e aceton cz.d.a., POCH, Polska,

e acetonitrylcz.d.a., POCH, Polska,

e agaroza Basica LE GQT, Prona, EU,

e alkohol etylowy (spirytus rektyfikowany 96%), Polmos, Polska,

e alkoholizopropylowy cz.d.a., POCH, Polska,

e azot spozywczy, sprezony do suszenia, BOC, Polska,

e bromek 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolowy, Sigma Aldrich, Niemcy
e bromek etydyny, Sigma Aldrich, Niemcy,

e bufor obcigzajgcy (6xstezony) do elektroforezy, MBI Fermentas, Litwa,
e bufor reakcyjny do PCR 10x Taq Buffer, MBI Fermentas, Litwa,

e butanolcz.d.a., POCH, Polska,

e chlorek magnezu 25mM, MBI Fermentas, Litwa,

e chloroform cz.d.a., Merck, Niemcy,

o dimetylosulfotlenek, Sigma Aldrich, Niemcy,

e diosgenina, substancja wzorcowa, (= 99,0%, TLC), Sigma-Aldrich, Niemcy,
e DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), Sigma Aldrich, Niemcy,
e eteretylowy cz.d.a., POCH, Polska,

e eter naftowy cz.d.a., POCH, Polska,

e glutamina, Sigma Aldrich, Niemcy,

o heksancz.d.a., POCH, Polska,

e kwas 2,5-dihydrobenzoesowy cz.d.a., POCH, Polska,

e kwas borowy cz.d.a., MP Biomedicals, Niemcy,

e kwas mréwkowy cz.d.a., POCH, Polska,

e kwas octowy cz.d.a., POCH, Polska,
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kwas siarkowy cz.d.a., POCH, Polska,

kwas solny cz.d.a., POCH, Polska,

marker DNA do elektroforezy GeneRuler DNA Ladder Mix SM0331, molecular
biology grade, MBI Fermentas, Litwa; marker DNA GeneScan™ -500 ROX™
Size Standard, Applied Biosystems, USA; marker DNA wyznakowany Cy-5,
50-600 bp, A&A Biotechnology, Polska,

MEM (Minimum Eagle’s Medium), Sigma Aldrich, Niemcy,

metanol cz.d.a., Merck, Niemcy,

penicylina, Sigma Aldrich, Niemcy,

pfodowa surowica bydleca FBS, Gibco-Invitrogen, Wielka Brytania,

podchloryn sodu Clorox, Henkel, Polska,

polimer POP-4 (Performance Optimized Polymer) wypetniajgcy kapilare
w sekwenatorze Genetic Analyzer, Applied Biosystems, USA,

RPMI1640, Sigma Aldrich, Niemcy,

rybonukleaza A wolna od DNA-zy, Promega, USA,

startery AFLP SelEco-ACA (6-FAM 5’ — gACTgCgTACCAATTC ACA-3’) oraz
SelEco-ACC (6-FAM 5'-gACTgCgTACCAATTC ACC-3’), ITD, Belgia,
streptomycyna, Sigma Aldrich, Niemcy,

termostabilna polimeraza DNA Taq 1u/ul oraz 5u/ul, molecular biology grade,
MBI Fermentas, Litwa,

Tris — HCI cz.d.a., Roth, Niemcy,

Tris cz.d.a., MP Biomedicals, Niemcy,

tréjfosforany deoksynukleotydow 100mM (dATP, dGTP, dCTP, dTTP),
molecular biology grade, MBI Fermentas, Litwa,

wersenian dwusodowy (EDTA) cz.d.a., Sigma Aldrich, Niemcy,

woda dejonizowana, Wydziat Farmaciji AMG, Polska,

woda destylowana, Wydziat Farmacji AMG, Polska,

wodorotlenek sodu cz.d.a., POCH, Polska,

zestaw do AFLP, AFLP Analysis System | 10544-013 oraz AFLP Starter

Primer Kit 10483-014 (sekwencja starterow Eco: 5 — gACTgCgTACCAATTC
NNN — 3’, Mse: 5 — gATgAgTCCTgAgTAANNN — 3’), Invitrogen, USA,
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e zestaw do izolacji DNA z roslin Genomic Mini AX Plant 050-60, A&A
Biotechnology, Polska,

e zestaw do oczyszczania mieszaniny po reakcji PCR — CentriSep Spin
Columns CS-901, Applied Biosystems, USA,

e zestaw do rozdzialu DNA za pomoca elektroforezy kapilarnej eCAP dsDNA
1000 Kit 477410 oraz 477415, Beckman Coulter, USA,

o zestaw starterow RAPD PCR, molecular biology grade, Proligo CO, USA (Tab. 3),

e el krzemionkowy MN-Silica gel 60, Merck, Niemcy.

Liste aparatury oraz odczynnikéw sporzadzono w kolejnosci alfabetyczne;j.

Tabela 3. Sekwencje starteréw PROLIGO uzytych w reakcji RAPD PCR.

Lp. Nazwa startera Sekwencja Producent
1 RAPD14 5'-gggTAACgCC - 3 PROLIGO*
2 RBO1 5 -gTTTCgCTCC - 3' PROLIGO
3 RB12 5'-CCTTgACgCA - 3 PROLIGO
4 REO3 5'- CCAgATgCAC - 3' PROLIGO
5 RE15 5 — ACgCACAACC -3 PROLIGO
6 RHO4 5'-ggAAgTCgCC - 3 PROLIGO
7 RHO8 5 — gAAACACCCC -3 PROLIGO
8 RO02 5'- ACgTAgCgTC - 3' PROLIGO
9 RWO0O7 5'-CTggACgTCA - 3' PROLIGO
10 RY10 5'- CAAACgTggg - 3' PROLIGO
11 RY15 5 - AgTCgCCCTT - 3 PROLIGO
12 RY20 5 - AgCCgTggAA - 3 PROLIGO

*dostawca ABO Gdansk, Polska
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4.1.4. Bufory iroztwory

> Bufor TE
10 mM Tris-HCI
1 mMEDTA pH 8,0

» Bufor TBE (5xstezony, 1L)
54,0 g Tris
27,5 g kwasu bornego
20ml 0,5 MEDTA pH 8,0

» Roztwor bromku etydyny
wykonano roztwor bromku etydyny o stezeniu 5 mg/ml; przed uzyciem
rozcienczano wodg destylowang do stezenia 0,5 ug/ml.

» Roztwor tréjfosforandow deoksynukleotydow (ANTPs)
wyjsciowe roztwory nukleotydéw (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
o stezeniach 100 mM rozcienczano jatowg wodg dejonizowang do
stezenia 2 mM; wszystkie roztwory nukleotydow mieszano w réwnym
stosunku objetosciowym.

» 5% wodny roztwor kwasu siarkowego.

» 70% wodny roztwor alkoholu etylowego.

» 50% wodny roztwor acetonitrylu.

» 2M metanolowy roztwér kwasu solnego.
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4.1.5. Materiat do badan

Materiat do badan stanowity czesci nadziemne oraz podziemne dwoch
gatunkéw roslin: kokoryczki wielokwiatowej (Polygonatum multiflorum (L.) All.)
oraz czworolistu pospolitego (Paris quadrifolia L.). W badaniach genetycznych
wykorzystano DNA pochodzace z lisci roslin, natomiast w przypadku analiz
fitochemicznych i cytotoksycznych ekstrakty sporzadzano z zebranych kigczy
i korzeni.

Liscie do badan genetycznych zebrano wczesng wiosng, nastepnie
oczyszczono. Materiat przechowywano w zamrazarce do czasu analizy.

Podziemne czesci gatunkéw zebrano wiosng oraz latem, oczyszczono
i wysuszono w temperaturze pokojowej w zacienionym miejscu. Materiat
przechowywano w temperaturze pokojowej w papierowych torebkach
z dotgczonymi informacjami na etykietach o porze i miejscu zbioru surowcow.

Podziat i opis stanowisk w zaleznosci od rodzaju badan przedstawiono

ponizejorazw Tab. 4.

Stanowiska zbioru surowcow do badan

1). Stanowiskami zbioru roslin uzytych w badaniach molekularnych byt obszar

Piasnickich tak oraz tereny nalezagce do Borow Tucholskich.

Piasnickie taki to obszar potozony w wojewodztwie pomorskim na Pobrzezu

Kaszubskim, w okolicach gminy Krokowa. Teren ten stanowi kompleks
zmiennowilgotnych gk wraz z roslinnoscig lesng i lasem debowo-brzozowym,
znajdujgcym sie w widtach rzeki Piasnicy i jej starorzecza. Obszar obejmuje
56,23 ha i charakteryzuje sie bardzo bogatg i unikatowg w skali kraju florg.
Wystepuje tu ponad 300 réznych gatunkow roslin rosngcych na glebach
bielicowych, glejobielicowych i mineralno-murszowych.

Drugie stanowisko zbioru surowcéw nalezy do pétnocnej czesci Borow

Tucholskich z zespotem rynnowych jezior wdzydzkich. Wiekszosc¢ gleb na tych

obszarach to kwasne piaszczyste bielice, o znikomej przydatnos$ci rolniczej,
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2).

3).

gleby piaszczysto-gliniaste w czesci potudniowo-zachodniej oraz torfowe
wystepujgce w zagtebieniach wytopiskowych.

Materiat roslinny zebrano z okolic Ples nad zachodnim brzegiem jeziora
Wdzydze, nalezgcych do powiatu kos$cierskiego, gminy Dziemiany oraz
z obszaru potozonego nad jeziorem Bielawy. Te dwa wymienione tereny sg
oddalone od siebie 0 6 km.

Stanowisko Plesy to zacieniony, lisciasty las, rosngcy na glebie stosunkowo
bogatej w azot. Z gatunkéw drzew wystepujgcych na tym terenie mozna

wymieniC: olsze czarng oraz brzoze omszona.
Teren nad jeziorem Bielawy to lasy lisciaste (z gatunkami drzew: olsza czarna,

brzoza brodawkowata, dab bezszypulkowy, grab pospolity), rosngce na

mineralnej glebie, do$¢ kwasnej i bogatej w azot.

Do analiz fitochemicznych surowce zebrano w Gdansku Matemblewie oraz
Gdyni.

Surowiec zebrany w Gdansku pochodzt z Doliny Strzyzy (o powierzchni

38,5 ha), nalezacej do kompleksu lesnego Lasow Oliwskich. Teren zbioru
surowca to miejsce zacienione, w bliskim sagsiedztwie potoku Strzyza

i turystycznego szlaku.

Stanowisko zbioru potozone w Gdyni w Dolinie Bernadowskie] to teren

zalesiony, porosniety drzewami lisciastymi, zlokalizowany na stosunkowo
stromym zboczu i lezgcy w poblizu potoku Swelina, ptyngcego wzdtuz granicy

miedzy Sopotem a Gdynig (przy ulicy Bernadowskiej).

Do badan aktywnosci cytotoksycznej uzyto czesSci podziemnych roslin
zebranych na terenie Gdanska Matemblewa (opisane stanowisko w punkcie 2)
oraz Pobrzeza Kaszubskiego (okolice Wierzchucina i Brzyna), a takze obszaru
leSnego — Las Matawski.

Teren zbioru surowca z okolic Wierzchucina oraz Brzyna potozony jest
w bliskim sgsiedztwie jeziora Zarnowieckiego. Siedlisko zbioru to wyspa le$na

z drzewami lisciastymi, zacieniona i ograniczona polami uprawnymi.
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Las Matawski to obszar lasu Nadlesnictwa Kwidzyn, potozony w gminie Sztum

oraz gminie Mitoradz w wojewddztwie pomorskim. Wystepujacy tu drzewostan
jesionowo-debowy, izolowany ws$rdd terendw polno-tgkowych obejmuje
powierzchnie 231,78 ha. Stanowi najwieksze zbiorowisko lesne obszaru delty
Wisty ograniczonego Mierzejg Wislang, Wysoczyzng Elblaska, Pojezierzem
tawskim, Pojezierzem Chetminskim oraz korytem przeptywu Wisty.

Siedlisko zbioru surowca to teren potozony wsrod drzew lisciastych oraz

krzewow, dos¢ zacieniony, lezacy blisko drogi przebiegajacej przez las.
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Tabela 4. Lista préb uzytych do badan genetycznych, fitochemicznych oraz cytotoksycznych.

Rodzaj badan Akronimy prob Gatunek rosliny (surowiec | Pochodzenie, wspofrzedne | Termin
wykorzystany do badan) | geograficzne stanowiska zbioru
zbioru surowca

Badania genetyczne-izolacja DNA | P£500, P£501, P£502, PL503, Polygonatum multiflorum populacja pochodzaca kwiecien

genomowego i analiza RAPD Pt 504, PL505, P£506, PL507, | (liscie) z Piasnickich tak 2003

oraz AFLP Pt 508, Pt 509, P£510

PL511, PL512, PL513, PL514, Polygonatum multiflorum populacja pochodzaca kwiecien

Pt 515, PL516, PL517, PL518, | (liscie) z Piasnickich £ak 2003

Pt 519, P£520, P£521, P£522,
Pt 523, PL524, Pt525, P£526,
Pt 527, P£528, P£529, P£ 530,
Pt 531, P£532, P£533, PL534,
Pt 535, P£536, PL537, PL538,
Pt 539, P£540

B1, B3, B5,B7, B9, B11, B13, Paris quadrifolia (liscie) Bielawy kwiecien
B15, B17, B22, B23, B24, B29, 2003
B31, B35, B44, B58, B71, B85,
B98, B113, B126, B134, B145,
B157, B169, B178, B181,
B184, B188, B219, B220,
B236, B238, B248, B252,
B792, B793, B797, B798, B799,
B800, B801, B802

P253, P266, P275, P277, P278, | Paris quadrifolia (/iscie) Plesy kwiecien
P289, P336, P355, P356, P357, 2003
P358, P359, P360, P361, P362,
P370, P371, P376, P378, P381,
P390, P392, P395, P398, P399,
P405, P414, P432, P440, P442,
P446, P459, P462, P479, P492
P805, P806, OST1, OST2,
OST3, OST4, OST5, OSTS6,
OST7, OST8, OST9
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Tabela 4. Lista prob uzytych do badan genetycznych, fitochemicznych oraz cytotoksycznych c.d.

Rodzaj badan Akronimy prob Gatunek rosliny (surowiec | Pochodzenie,  wspofrzedne | Termin
wykorzystany do badan) | geograficzne stanowiska zbioru
zbioru surowca
Badania fitochemiczne — Gl, G2, G3, G4, G5, G6, G7, G8, Polygonatum multiflorum Gdynia maj
sporzadzenie ekstraktow G9, G10, G11, G12, G13, G14, (wysuszone czesci 54°27°75” 2004
roslinnych i analiza G15 podziemne—korzenie 18°32'85”
densytometryczna i klgcza)
GMp\l, GMpy2, GMpu3, GMp\4, Polygonatum multiflorum Gdansk Matemblewo czerwiec
GMPMS, GMPM6, GMPM7, GMPMS, (WySUSZOﬂe CZQéCi 54°21'69” 2004
GMo\9, GMp\10, GMp 11, podziemne-korzenie 18°33'24”
GMlez, GMPM13, GMPM14, i k’facza)
GMpul5, GMpul16, GMpl7,
GMp\18, GMp\19, GMp20,
GMpon21, GMp22, GMp 23,
GMpow24, GMp 25, GMp 26,
GMpon27, GMp28, GMp 29,
GMpu30
Badania aktywnosci W1, W2, W3, W4, W5 Polygonatum multiflorum Pobrzeze Kaszubskie, okolice lipiec
cytotoksycznej ekstraktow (wysuszone czesci Wierzchucina oraz Brzyna 2005
roslinnych oraz wyizolowanych podziemne-korzenie i 54°46'40”
frakcji, a takze analiza klgcza) 17°59'45”
strukturalna saponin obecnych | kilkadziesiat prob stanowigcych Paris quadrifolia (wysuszone | Las Matawski sierpien
we frakcjach jedna prébe zbiorczg LM (LM1- czesci podziemne-korzenie 2005
LM30) i ktgcza)
kilkkadziesiat prob stanowigcych Gdansk Matemblewo czerwiec-
jedng probe zbiorczg GMeq 54°21°69” lipiec
( GMpo1-GMpo50) 18°33'24” 2007

lPogrubiona kursywa zaznaczono préby P. multifiorum oraz P. quadrifolia, ktérych DNA analizowano metodg RAPD PCR.

AW przypadku P. quadrifolia wszystkie wymienione w tabeli proby DNA analizowano metoda AFLP.
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Rysunek 9. Mapka przedstawiajgca rozmieszczenie stanowisk zbioru
Polygonatum multiflorum oraz Paris quadrifolia na terenie Polski.

Legenda:

® Stanowiska zbioru Paris quadrifolia
® Stanowiska zbioru Polygonatum multiflorum

Q' Stanowisko zbioru Paris quadrifolia i Polygonatum multiflorum
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4.2. Metodyka

Stosowane w pracy metody obejmujg trzy rodzaje prowadzonych badan:
v'badania genetyczne,
v’badania fitochemiczne,

v'badania aktywnosci biologicznej.

4.2.1. Metody badan genetycznych

4.2.1.1. I1zolacja DNA genomowego

lzolacie DNA genomowego przeprowadzono z  wykorzystaniem
zamrozonego materiatu — lisci obu gatunkéw roslin zebranych wiosng 2003 roku.
Wszystkie izolacje wykonano z zastosowaniem zestawu do izolacji DNA z roslin —
GENOMIC MINI AX PLANT.

Pozyskiwanie DNA przeprowadzano wedtug nastepujgcego protokotu:
e Prébke materiatu roslinnego (do 100 mg) umieszczono w probdéwce typu
Eppendorf i rozdrobniono przy pomocy jatowego ttuczka lub tez szklanej
bagietki zanurzajgc co pewien czas probowke w ciektym azocie (starano sie

nie dopusci¢ do rozmrozenia rozdrobnionej proby).

e Do probowki dodano 900 pul zawiesiny lizujgcej* oraz 20 pul roztworu proteazy.

e Catos$¢ wytrzgsano na miniwytrzasarce i inkubowano na tazni wodnej w 50°C

przez 30 minut. Probowke mieszano co kilka minut.

e Dodano 2 pul RNA-zy (10 mg/ml), a nastepnie catos¢ wymieszano

i inkubowano 5 minut w temperaturze pokojowej.

e Po inkubaciji probke intensywnie mieszano z uzyciem miniwytrzasarki przez

kilkkanascie sekund, a nastepnie wirowano (5 minut, 14000 obr./min.).
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e Powstaty supernatant pobrano i naniesiono na kolumne znajdujacg sie

w probéwce o pojemnosci 15 ml.

e Po przejsciu lizatu przez kolumne ptukano jg dwukrotnie roztworem

ptuczacym* (po 1,5 ml).

e Do kolumny dodano 250 pl roztworu elucyjnego* i odczekano kilka minut,

az roztwér wyptynie z kolumny.

o Kolumne przeniesiono do nowej probowki i eluowano z niej DNA roztworem

elucyjnym* (1 ml).
e Do eluatu zawierajgcego DNA dodano 5 ul wzmacniacza precypitacji* oraz

800 ul izopropanolu, po czym calo$¢ wymieszano i zwirowano (15 minut,
14000 obr./min.).

e Supernatant usunieto z probéwki, na dnie ktérej widoczny byt osad DNA.
Do osadu dodano 500 pl 70% etanolu, po czym catos¢ zwirowano (3 minuty,

14000 obr./min.).

e Supernatant usunieto, a osad pozostaty w probéwce suszono

w koncentratorze prézniowym przez 5 minut w temperaturze 30°C.

e Wysuszone DNA rozpuszczono w 60 pl buforu TE i inkubowano na tazni

wodnej w temperaturze 50°C przez 60 minut.

e Proby przechowywano w zamrazarce w temperaturze -20°C do czasu uzycia.

*sktad roztwordw jest zastrzezony przez firme A&A Biotechnology, Polska.
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42.1.2. Ocena jakosciowa i ilosciowa wyizolowanego DNA -

spektrofotometryczne oznaczanie DNA

Do oznaczen pobrano 10 pl roztworu z kazdej rozpuszczonej uprzednio
proby DNA i uzupetniono buforem TE do 100 pl (dziesieciokrotne rozcienczenie).
Pomiary wykonywano przy uzyciu spektrofotometru Lambda 40 i kwarcowej
kuwety stosujgc dtugos¢ fali 260 nm. Przyjmuje sie, ze przy zastosowanej dtugosci
fali dwuniciowe DNA (dsDNA, ang. double strand DNA) wykazuje maksimum
absorbancji. Oznaczenia wykonywano zawsze wzgledem czystego buforu TE
(w tym przypadku rozpuszczalnika DNA). Dodatkowo wykonywano pomiary przy
dtugosci 280 nm — wartosc ta stanowi maksimum absorbanciji dla biatek. Te dwie
zastosowane dtugosci fal miaty na celu okreslenie czystosci analizowanej proby
przez wyliczenie stosunku wspoétczynnika OD (ang. Optical Density) — miary
absorbancji dla 260 nm oraz 280 nm — OD2go280. Czyste préby DNA posiadaty
OD2g0/280 Nie mniejsze niz 1,7. Te za$, dla ktéorych wartos¢ stosunku OD byta
mniejsza od 1,7 eliminowano z dalszych badan.

Stezenie badanego DNA oszacowano przyjmujgc zatozenie, ze OD réwne

1 odpowiada 50 pg dsDNA w 1 ml roztworu.

4.2.1.3. Metoda RAPD PCR (ang. Randomly Amplified Polymorphic DNA

PCR)i jej optymalizacja z zastosowaniem metod Taguchi

Metody Taguchi

Prawidiowe przeprowadzenie reakcji RAPD PCR uwarunkowane jest
wilasciwym doborem jej warunkéw. W tym celu wykonuje sie zazwyczaj szereg
eksperymentow, w ktérych testuje sie wptyw wielu parametrow reakcji na koncowy
wynik zobrazowany w postaci mniejszej lub wiekszej ilosci uzyskanych
fragmentow DNA w zelu agarozowym. Optymalizacji mogg podlegaé zaréwno

czas i temperatura przylgczania startera do analizowanego DNA, jak i stezenie
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jonow Mg?* uzytych w reakgji, stezenie polimerazy Tag, rodzaj uzytego bufora czy
tez nawet iloS¢ matrycowego DNA. Dobor odpowiednich warunkow reakciji jest
przy tym bardzo czasochtonny, zaktadajac, ze kazdy parametr bedzie testowany
w szerokim przedziale wartosci i w wielu kombinacjach z innymi wybranymi do
optymalizacji parametrami. Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ uzycie metod
Taguchi, ktére do niedawna byty popularne jedynie w roéznych dziedzinach
przemystu, jednak w ostatnich latach zauwazono je takze w biologii molekularnej.
Podstawy tych metod stworzyt japonhski inzynier - Genichi Taguchi, ktory
wprowadzit statystyke do przemystu w celu poprawy jakosci produktow.
Stosowang tu do dzi$§ elementarng zasadqg jest ustalenie wartosci parametréw,
ktore zapewnig uzyskanie najlepszej jakosci wedtug zdefiniowanego kryterium
poprzez przeprowadzenie jak najmniejszej liczby mozliwych eksperymentow
[StatSoft Inc., 1995]. Stad tez zalozenia te sg coraz czesciej wykorzystywane
w genetyce - w ustalaniu najwilasciwszych warunkow PCR, gdzie istnieje
koniecznos¢ zoptymalizowania wielu czynnikow reakcji jednoczesnie.

Metody Taguchi odbiegajg w rozmaitych aspektach od tradycyjnych procedur
sterowania jakoscig i doswiadczalnictwa przemystowego, a z podstawowych pojec
majgcych tu zasadnicze znaczenie mozna wymieni¢: koncepcja funkcji straty
jakosci, wspoéiczynniki stosunku sygnatu do szumu (S/N) oraz tablice
ortogonalne.

Taguchi opracowat system tablic — planéw doswiadczen, ktdére pozwalajg
na obliczenie maksymalnej liczby ortogonalnych efektéw gtdwnych przy
zastosowaniu minimalnej liczby uktadéw planu. Sciélej méwigc, tablice Taguchi
pozwalajg na zaplanowanie doswiadczenia z uzyciem okreslonych, wybranych

przez badacza czynnikéw, ktére majg najwiekszy wptyw na koncowy efekt.
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Tabela 5. Przyktad tablicy ortogonalnej Taguchi (L’9) dla 4 doswiadczalnych
parametrow (A, B, C, D) wystepujacych na 3 poziomach wartosci (1, 2, 3).

[A] parametr [B] parametr [C]parametr [D] parametr

11 1 1 1
2 1 2 2 2
3 1 3 3 3
4 2 1 2 3
5 2 2 3 1
6 2 3 1 2
7 3 1 3 2
8 3 2 1 3
9 3 3 2 1

| tak na przyktad dzieki tablicom ortogonalnym zoptymalizowanie czterech
czynnikdbw o trzech réznych wartosciach wymaga przeprowadzenia jedynie
9 doswiadczen, a nie 81 (3*=81) [Cobb B.D., Clarkson J.M., 1994].

W przypadku reakcji PCR kazda kolumna tablicy ortogonalnej to konkretny
parametr reakcji ([A], [B], [C], [D]; Tab. 5), natomiast kazdy wiersz oznacza jedng
reakcje, w ktorej stosuje sie odpowiednie wartosci tych parametréow (1, 2, 3; Tab. 5).
W technikach biologii molekularnej, takich jak RAPD, czy tez AFLP parametrami
w tabeli mogg by¢ te wszystkie czynniki reakcji, ktore sg niezbedne do
przeprowadzenia amplifikacji DNA. Sag to odpowiednio: stezenie jondw
magnezowych, stezenie nukleotyddw, iloS¢ polimerazy, temperatura oraz czas
przytgczania startera itp. Wynik kazdej reakcji (czyli ilo$¢ otrzymanych fragmentow
DNA) stuzy ocenie wptywu poszczegodlinych sktadnikbw na wspomniang
amplifikacje. W tym celu stosowana jest kwadratowa funkcja straty jakosci, ktora
zakfada, ze odchylenie wybranych do doswiadczenia parametréw od najbardziej
pozadanych wartosci spowoduje strate jakosci podniesiong do kwadratu. Aby
zmierzyC te utrate jakosci, Taguchi opisat wspoétczynnik stosunku sygnatu do
szumu - S/N (ang. signal-to-noise ratio).

Szumem sg te czynniki, kiére pozostajg poza kontrolg badacza. Sg to na

przyktad rodzaj uzytego termocyklera, cechy zastosowanego startera itp.
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Natomiast sygnatami sg te czynniki, ktdre sg ustawiane lub kontrolowane przez
eksperymentatora w celu spetnienia pozadanych funkcji [StatSoft Inc., 1995].
Moga to by¢ w reakcji PCR wartosci stezen poszczegdlnych sktadnikéw, czy tez
temperatura przytgczania primera do matrycowego DNA.

Aby poprawi¢ jakos¢ eksperymentu nalezy znalezé najlepsze wartosci
czynnikow znajdujgcych sie pod kontrolg badacza, czyli wartosci sygnatow i dzieki
temu uzyska¢ maksymalny stosunek S/N. Program Statistica 6.0 dysponuje
kilkoma rodzajami wspoétczynnikow S/N, miedzy innymi: ,im mniejszy — tym
lepszy”, ,im wiekszy — tym lepszy”, czy tez ,najlepszy — nominalny’. W procesie
optymalizacji reakcji PCR stosowany jest wspofczynnik ,im wiekszy — tym lepszy”

(koncepcja LTB, ang. larger the best).

SIN =Eta = -10 log (1/n Y. 1/y?)

gdzie:
Eta — stosunek sygnatu do szumu (S/N),
n— liczba poziomoéw zmiennej niezaleznej,

y— zmienna zalezna (liczba uzyskanych produktow)

Dla kazdego testowanego parametru optymalne jego wartosci sg wtedy, gdy
stosunek S/N bedzie najwiekszy [Cobb B.D., Clarkson J.M., 1994].

Metody Taguchi postugujg sie dodatkowo dwoma pojeciami niezbednymi do
obliczenia optymalnych wartosci czynnikbw w eksperymencie, a mianowicie:
zmienng niezalezng i zmienng zalezng. Pierwsza zmienna to nic innego jak
wejsciowe parametry doswiadczenia, natomiast druga stanowi mozliwg do
zliczenia liczbe produktéw reakcji oraz intensywnos¢ uzyskanych fragmentow
DNA wzgledem wzorca.

W tabeli ponizej przedstawiono parametry RAPD PCR optymalizowane
metodg Taguchi. Zakresy stezen poszczegdlnych czynnikébw dobrano na
podstawie dostepnej literatury (opisanej w ,Czesci teoretycznej” w rozdz. 2.4.1).
Optymalizacje przeprowadzono w oparciu o 16 uktadow doswiadczalnych
wygenerowanych w programie Statistica 6.0, w ktorych zmiennymi niezaleznymi

byly: temperatura oraz czas przytgczania startera, stezenie startera, stezenie
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chlorku magnezu oraz liczba cykli. Do optymalizacji wybrano losowo trzy startery
(RBO1, REO3 oraz RHO04) z dostepnych trzydziestu. Dla kazdego z nich
przeprowadzono 16 reakcji PCR, w ktérych poszczegdlne optymalizowane
parametry miaty okresdlong warto$¢ (Tab. 6). Nastepnie dla kazdego uktadu/reakcji
zliczano ilos¢ wygenerowanych produktow PCR (rozdzielonych w Zelu
agarozowym — patrz rozdz. 4.2.1.6).

Losowo wybrane startery i przeprowadzone z nimi amplifikacje traktowano
w poézniejszych obliczeniach jako trzy powtdrzenia wszystkich 16 uktaddéw

doswiadczalnych.

Tabela 6. Tablica ortogonalna L'16 — wartosci zmiennych niezaleznych zastoso-
wane w optymalizacji warunkow RAPD PCR metodg Taguchi.

A B C D E
Numer Temperatura  Czas Stezenie Stezenie Liczba

doswiadczenia przytaczania przytaczania startera [uM] MgCl; [mM] cykli

startera [°C] startera [sek]
1 1(41) 1 (30) 1(0,2) 1(2,0) 1(38)
2 1(41) 2 (60) 2 (0,4) 2 (2,5) 2 (41)
3 1 (41) 3 (90) 3(0,8) 3(3,0) 3 (44)
4 1 (41) 4 (120) 4(1,2) 4 (3,5) 4 (47)
5 2 (43) 1 (30) 2(0,4) 3(3,0) 4 (47)
6 2 (43) 2 (60) 1(0,2) 4 (3,5) 3 (44)
7 2 (43) 3 (90) 4(1,2) 1(2,0) 2 (41)
8 2 (43) 4 (120) 3(0,8) 2(2,5) 1(38)
9 3 (45) 1 (30) 3(0,8) 4 (3,5) 2 (41)
10 3 (45) 2 (60) 4(1,2) 3(3.0) 1(38)
11 3 (45) 3 (90) 1(0,2) 2 (2,5) 4 (47)
12 3 (45) 4 (120) 2 (0,4) 1 (2,0) 3 (44)
13 4 (47) 1 (30) 4(1,2) 2 (2,5) 3 (44)
14 4 (47) 2 (60) 3(0,8) 1(2,0) 4 (47)
15 4 (47) 3 (90) 2 (0,4) 4 (3,5) 1 (38)
16 4 (47) 4 (120) 1(0,2) 3 (3,0) 2 (41)
A, B, C, D, E — zmienne niezalezne 1, 2, 3, 4 — warto$ci zmiennych niezaleznych

Wynikiem przeprowadzonych licznych amplifikacji byla rézna iloS¢ oraz

rozna intensywnos¢ produktdow dla kazdego z wymienionych ukfadow
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doswiadczalnych. Produkty PCR zliczano w programie UVIimap v. 99 (UVltec,
Wielka Brytania). Uzyskane liczby stanowity wartosci zmiennych zaleznych.
Obliczano je za pomocg nastepujgcego wzoru:
Nr=m+1
gdzie:

Nr — liczba produktéw reakcji RAPD PCR,

m — liczba produktow reakcji otrzymana w jednym ukfadzie

doswiadczalnym  (czyli jednej $ciezce na zelu

agarozowym).

Wszystkie uktady doswiadczalne dla wszystkich trzech starteréw przeprowadzono
zarébwno dla DNA kokoryczki wielokwiatowej (dla losowo wybranej proby P£510),
jak i dla DNA czworolistu (dla losowo wybranej proby B35).

Otrzymane wyniki — w tym przypadku zliczone na Zelu liczby produktow
amplifikacji z primerami RBO1 (Rys. 10), REO3, RH04 dla DNA P. multiflorum oraz
P. quadrifolia zebrano w Tab. 7.

Rysunek 10. Przyktad profilu amplifikacyjnego RAPD PCR z optymalizacji metodg
Taguchi dla jednego z trzech wybranych starteréow.

MTe8151TS47I3127TTT0r 9

=g
5

Rozdziat elektroforetyczny produktéw amplifikacji DNA préby P£510 (P. multiflorum) z primerem
RBO1. Poszczegodlne cyfry (1-16) oznaczajg kolejno ukiady doswiadczalne wygenerowane w
tablicy ortogonalnej L’16 (Tab. 6); M-marker wielkosci DNA. Warunki termiczne reakcji: wstepna
denaturacja 95°C, 2 minuty; denaturacja 94°C, 1 minuta; annealing — rézny w zaleznosci od
uktadu do$wiadczalnego; elongacja 72°C, 1,5 min. przez rézna liczbe cykli w zalezno$ci od
uktadu doéwiadczalnego; koricowa elongacja 72°C, 10 min. Sktad miesz. reakcyjnej: 1xstezony
bufor reakcyjny (bez MgCl,); stezenie MgCl, — rézne w zaleznosci od uktadu doswiadczalnego;
0,2 mM dNTPs; stezenie startera — r6zne w zaleznosci od uktadu do$wiadczalnego; 40 ng DNA;
1 u polimerazy Taq na 25 pl koncowej objetosci mieszaniny reakcyjnej.
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Tabela 7. llo$¢ produktéw PCR otrzymanych w reakcji optymalizacji RAPD PCR
przeprowadzonej z uzyciem trzech starteréw i DNA dwoch badanych gatunkow

Gatunek rosliny Numer RBO1 REO3 RHO4
doswiadczenia

Paris quadrifolia 1 1 1 6
Paris quadrifolia 2 7 8 12
Paris quadrifolia 3 10 7 11
Paris quadrifolia 4 17 9 9
Paris quadrifolia 5 14 11 10
Paris quadrifolia 6 15 5 8
Paris quadrifolia 7 8 12 8
Paris quadrifolia 8 9 5 12
Paris quadrifolia 9 14 7 18
Paris quadrifolia 10 16 8 11
Paris quadrifolia 11 11 7 5
Paris quadrifolia 12 17 5 4
Paris quadrifolia 13 16 10 8
Paris quadrifolia 14 10 11 7
Paris quadrifolia 15 17 8 8
Paris quadrifolia 16 13 9 7
Polygonatum multiflorum 1 1 1 4
Polygonatum multiflorum 2 5 11 7
Polygonatum multiflorum 3 9 9 10
Polygonatum multiflorum 4 16 14 10
Polygonatum multiflorum 5 11 15 10
Polygonatum multiflorum 6 11 10 11
Polygonatum multiflorum 7 12 18 11
Polygonatum multiflorum 8 14 16 12
Polygonatum multiflorum 9 11 17 12
Polygonatum multiflorum 10 15 15 10
Polygonatum multiflorum 11 13 15 12
Polygonatum multiflorum 12 5 14 12
Polygonatum multiflorum 13 12 17 11
Polygonatum multiflorum 14 10 13 9
Polygonatum multiflorum 15 8 15 9
Polygonatum multiflorum 16 13 15 11

Jak juz wspomniano w niniejszym rozdziale w optymalizacji RAPD PCR
zasadniczym celem jest dobdr wiasciwych warunkéw reakcji. Stuzy temu
obliczenie wspodtczynnika Eta zgodnie z koncepcjg LTB, czyli ,im wieksze, tym
lepsze”. W uzyskaniu wartosci Eta pomocne byty miedzy innymi zliczone
uprzednio produkty PCR w kazdym uktadzie doswiadczalnym dla dwoch badanych

gatunkow.
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Postugujac sie otrzymanymi w wyniku przeprowadzonych reakcji PCR danymi
I programem Statistica 6.0 uzyskano Srednie wartosci Eta, przedstawione na
Wyk.1 (dla kokoryczki wielokwiatowej) oraz na Wyk. 2 (dla czworolistu

pospolitego).

Wykres 1. Srednie wartosci wspdiczynnika Eta otrzymane w procesie
optymalizacji metodg Taguchi dla DNA P. multiflorum.

Srednia Eta wz. wielk. wejs.
Sred=20,1386 Sigma=5,03109 MS Blad =7,78490 df=32
(Linia kreskowa oznacza +2*Bfad std)
L —

22

21

20

19

18

-10*log10(Suma(1/y~2)/N)

17

16 |

ETA

15

A B C D E

Poszczegolne wykresy (A, B, C, D, E) oznaczajg zmienne niezalezne testowane w optymalizacji
metodg Taguchi, A - temperatura przytaczania startera, B - czas przytaczania startera, C —
stezenie startera, D — stezenie MgCl, oraz E — liczba cykli. Cyfry znajdujace sie na osi X (1-4)
oznaczajg poziomy zmiennych niezaleznych optymalizowane w reakcji RAPD PCR: temp.
przytaczania startera A; — 41°C, A, — 43°C, A3 — 45°C, A, — 47°C; czas przylaczania startera B; —
30 sek., B, — 60 sek., Bz — 90 sek, By — 120 sek.; stezenie startera C; — 0,2 uM, C, — 0,4 uM, C;3 —
0,8 uM, C4 — 1,2 uM; stezenie MgCl, D; — 2,0 mM, D, — 2,5 mM, D3 — 3,0 mM, D4 — 3,5 mM; liczba
cykliE; — 38, E; — 41, E3 — 44, E,— 47.
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Wykres 2. Srednie wartosci wspéiczynnika Eta otrzymane w procesie
optymalizacji metodg Taguchi dla DNA P. quadrifolia.

Srednia Eta wz. wielk. wej$.
Sred=18,5391 Sigma=4,97177 MS Btad =16,0924 df=32
(Linia kreskowa oznacza +2*Btad std)
21,0
20,5 t

200 | .
195 .
190 | /)\o\o -
185} .
180}
175}
170 }
165 |
160 |
155 |
150 |
145

-10*log10(Suma(1/y"2)/N)

ETA =

Poszczegolne wykresy (A, B, C, D, E) oznaczajg zmienne niezalezne testowane w optymalizaciji
metodg Taguchi, A - temperatura przytaczania startera, B - czas przylaczania startera, C —
stezenie startera, D — stezenie MgCl, oraz E — liczba cykli. Cyfry znajdujace sie na osi X (1-4)
oznaczajg poziomy zmiennych niezaleznych optymalizowane w reakcji RAPD PCR: temp.
przytaczania startera A; — 41°C, A, — 43°C, A3 — 45°C, A, — 47°C; czas przylaczania startera B, —
30 sek., B, — 60 sek., B3 — 90 sek, B4 — 120 sek.; stezenie startera C; — 0,2 yM, C, — 0,4 uM, C3 —
0,8 uM, C4 — 1,2 uM; stezenie MgCl, D; — 2,0 mM, D, — 2,5 mM, D3z — 3,0 mM, D4 — 3,5 mM; liczba
cykliE; — 38, E; — 41, E3 — 44, E,—47.

Najbardziej optymalne wartosci poszczegolnych parametrow dla reakcji RAPD
PCR (zgodnie z zasadg ,im wieksze, tym lepsze”) odczytano z wykresow
i zestawiono w Tab. 8. Ostateczne warunki reakcjj RAPD PCR, w ktorych
przeprowadzono amplifikacje prob DNA dwoéch gatunkéw przedstawiono w Tab. 9
oraz Tab.10.

Jednoczesnie, korzystajgc z programu Statistica 6.0, wyliczono oczekiwane (dla
ustalonych parametrow reakcji) wartosci wspotczynnika stosunku sygnatu do
szumu (S/Necz., Tab. 8) i poréwnano je z wartosciami Eta (S/Neps, Tab. 8)
otrzymanymi w wyniku przeprowadzenia trzech reakcji PCR w optymalnych
warunkach dla kazdego ze starterow: RB01, RE03 oraz RHO04 i dla obu préb DNA

— PL510 oraz B35. Wyniki okazaty sie by¢ spojne z przewidzianymi wartosciami.
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Tabela 8. Optymalne warunki reakcji RAPD PCR otrzymane dla préb DNA

kokoryczki wielokwiatowej oraz czworolistu pospolitego w wyniku optymalizaciji
metodg Taguchi.

Gatunek Startery Temp. Czas Stez. Stez. Liczba Wart. Wart.

przyt. przyt. startera MgCl, cykli SNocz.  SNpps.
startera startera \

P. multifforum  RBO1, 43°C 120sek. 1,2pM 3,5mM 47 28,43 23,62
REOS,
RHO4

P. quadrifolia RBO1, 47°C 60sek. 1,2uMm 3,0mM a7 25,50 21,76
REO3,
RHO4

Tabela 9. Ostateczny sktad mieszanin reakcyjnych RAPD PCR sporzadzanych dla
préb DNA kokoryczki wielokwiatowe]j oraz czworolistu pospolitego.

Gatunek llos¢ H,O Stez. Stez. Stez. Stez. Taq

dej. buforu MgCl, dNTPs startera polim.
P. multiflorum  11,5pl 1Xstez. 3,6mM 02mM 1,2uM 1u 40 ng 25yl
P. quadrifolia 12,0pl 1xstez. 3,0mM 0,2mM 1,2uM 1u 40 ng 25ul

*wode dejonizowang dodawano do mieszaniny reakcyjnej, tak aby uzyskaé koncowa objetosé 25 .

Tabela 10. Ostateczne warunki reakcji RAPD PCR dla prob DNA kokoryczki
wielokwiatowe| oraz czworolistu pospolitego.

Gatunek Wstepna Denaturacja Przyt. Elongacja Liczba Konc.

denaturacja startera cykli  elongacja

P. multiflorum  95°C,2 min. 94°C, 1 min. 43°C, 2 min. 72°C, 1,5 min. 47 72°C, 10 min.

P. quadrifolia  95°C,2min. 94°C, 1 min. 47°C, 1 min. 72°C, 1,5 min. 47 72°C, 10 min.

Przystepujac do przeprowadzenia reakcji RAPD PCR dla 41 prob DNA
kokoryczki wielokwiatowej oraz 41 prob DNA czworolistu pospolitego
przetestowano trzydziesci starterow i wybrano z caftej puli te, ktére generowaty
produkty amplifikacji (zestawienie uzytych primerow — Tab. 3).

Mieszaniny reakcyjne, zarowno te sporzadzane w procesie optymalizacji
warunkéw PCR, jak i wszystkie pozostate, przygotowywano w lozy z nawiewem
jalowego powietrza. Poszczegdlne sktadniki dodawano do jatowych probowek

o pojemnosci 0,2 ml, mieszano i przenoszono do schiodzonego termocyklera,
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gdzie nastepnie rozpipetowano matrycowe DNA poszczegolnych préb w ilosci
40 ng. Dodatkowo, aby potwierdzi¢ brak kontaminacji obcym DNA, do kazdej
reakcji RAPD PCR dofgczano kontrole negatywng (kn), Zlozong ze wszystkich
sktadnikow mieszaniny za wyjatkiem roslinnego DNA.

Otrzymane produkty PCR rozdzielano elektroforetycznie w Zelu
agarozowym (rozdz. 4.2.1.6), a uzyskane prazki zliczano w programie UVImap
v. 99 (UVitec, Wielka Brytania). Potozenie prazkéw na elektroforegramach
przedstawiano za pomocg macierzy binarnej - systemu ,0,1”7, w ktéorym to ,0”
oznaczato odpowiednio brak prgzka (allela) w konkretnym potozeniu w danej
Sciezce zelu, ,1” za$ jego obecnos¢. Zardwno obecno$é, jak i brak prazka
oceniano jednoczesnie we wszystkich Sciezkach (probach) na elektroforegramie.
Wielko$¢ produktdw RAPD odnoszono do markera wielko$ci DNA GeneRuler.

Uzyskane tabele/macierze analizowano w programach — RAPDistance,
FreeTree v.0.9.1.50 oraz TreeViewv.1.6.6, ktore stuzyly konstrukciji
dendrogramow i oszacowaniu dystansow genetycznych pomiedzy poszczegolnymi
prébami obu badanych gatunkdw.

Jednoczesnie przygotowane macierze ,0,1” wykorzystano w programie
POPGENE v. 1.32, za pomocg ktérego obliczono stopien przeptywu genéw (Nm)
[Slatkin M., Barton N.H.,1989] pomiedzy badanymi grupami osobnikow danego
gatunku, jak i poziom zrdéznicowania wewnatrz- (Shannon-Weaver index)
[Shannon C.E., Weaver W., 1949] oraz miedzypopulacyjnego (Gsrt) [Hartl D.L.,
Clark A.G., 1989] P. multiflorum i P. quadrifolia.

Dane wygenerowane w programie POPGENE uzyskano zaréwno dla wynikow
RAPD, jak i AFLP.

4.2.1.4. AFLP (ang. Amplified Fragment Length Polymorphism) — selektywna

amplifikacja fragmentow restrykcyjnych

Selektywng amplifikacje fragmentéw restrykcyjnych przeprowadzono dla 90
prob DNA P. quadrifolia. Proby wybrane do analizy zebrano w Tab. 4.
Przed przystgpieniem do wiasciwej analizy AFLP, przetestowano 64 pary

dostepnych w zestawie AFLP Analysis System | i AFLP Starter Primer Kit
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starterow Eco i Mse. Uzyskane produkty DNA rozdzielano w zelu agarozowym,
wstepnie oceniajgc czy dana para starterow daje produkty amplifikacji, czy tez nie.
Na tej podstawie wybrano do dalszej oceny 19 par selekcyjnych starterow,
z ktérymi  przeprowadzono amplifikacie AFLP. Dzeki zastosowaniu
wyznakowanych fluorescencyjnie primeréw Eco (karboksyfluoresceing 6-FAM,;
primery pochodzity z ITD, Belgia) moZliwy byt na tym etapie rozdziat produktow
PCR za pomocg sekwenatora.

Do oceny przydatnosci starterow Eco i Mse wybrano jedng probe DNA czworolistu
pospolitego — B9.

Wszystkie reakcje AFLP, zaréwno te w etapie doboru odpowiednich primerow do
analizy, jak i te w etapie amplifikacji 90 badanych prob, przeprowadzono wedtug
nastepujgcego schematu (dotgczonego do instrukcji zestawu AFLP Analysis

System I):

|. Ciecie wyizolowanego DNA enzymami restrykcyjnymi

> Inkubacja mieszaniny 37°C,2h

> Inaktywacja endonukleaz 70°C, 15 min.
Il. Ligacja adaptorow

» Inkubacja mieszaniny 20°C,2h

lll. Preamplifikacja

> Denaturacja 94°C, 30 sek.
» Przylgczanie starterow 56°C, 60 sek. x 20
> Elongacja 72°C, 60 sek.
IV. Selektywna amplifikacja
> Denaturacja 94°C, 30 sek.
> Przylaczanie starterow 65°C, 30 sek. x1
> Elongacja 72°C, 60 sek.
» 12 cykli; z kazdym cyklem temperatura przytaczania
starteréw nizsza o0 0,7°C.
> Denaturacja 94°C, 30 sek.
» Przylgczanie starterow 56°C, 30 sek. x23
> Elongacja 72°C, 60 sek.

Strona 85



CZESC DOSWIADCZALNA

Skiad mieszanin reakcyjnych w poszczegdlnych etapach AFLP przedstawiono
w Tab. 11.
Wszystkie mieszaniny reakcyjne przygotowywano zgodnie z dotgczong przez

producenta zestawu instrukcjg.

Tabela 11. Sktad zastosowanych mieszanin reakcyjnych w kolejnych etapach AFLP.

Lp. Etap AFLP Skifadnik mieszaniny Stez. /ilos¢
AFLP skfadnika
w proébce
1 Ciecie DNA enzymami 5xbufor reakcyjny 1x
restrykcyjnymi
2 Ciecie DNA enzymami Enzymy EcoRI/Mse 25u
restrykcyjnymi [1,25 u/ul]
3 Ciecie DNA enzymami DNA [50 ng/ul] 250 ng
restrykcyjnymi
4 Ligacja adaptoréw r-or adaptoréow* 24,0 ul
5 Ligacja adaptorow® T4 DNA ligaza [1u/pl] 1u
6 Preamplifikacja Pre-amp primer mix* 40,0 ul
7 Preamplifikacja 10xPCR bufor (z MgCl, 1x
i KCI)
8 Preamplifikacja Taq polimeraza [Su/pl] 5u
9 Preamplifikacja’ rozcienczone DNA 1:10 5ul
10 Selektywna amplifikacja Starter EcoRI[10 ng/ul] 0,25 ng/pl
11  Selektywna amplifikacja Starter Msel+dNTPs 1,50 ng/pl
[6,7 ng/ul]
12  Selektywna amplifikacja 10xPCR bufor (z MgCl, 1x
i KCI)
13  Selektywna amplifikacja Taq polimeraza [5u/pl] 0,5u
14  Selektywna amplifikacja rozcienczone DNA 1:50 5,0 ul

! Po zakonczeniu etapu przytaczania adaptoréw, mieszanine reakcyjng zawierajaca badane
DNA rozcienczano buforem TE 1:10.

% Po zakonczeniu etapu preamplifikacji mieszanine reakcyjng zawierajacg badane DNA
rozcienczano buforem TE 1:50.

* Skfad mieszaniny oraz stezenie skfadnikéw sg zastrzezone przez producenta.

Produkty selektywnej amplifikacji wygenerowane w reakcji AFLP dla kazdej
z 19 par primeréw i proby DNA B9 rozdzielono za pomocg elektroforezy kapilarnej
(sekwenatora ABI, patrz rozdz. 4.2.1.7). Porbwnywano je wzgledem markera
wielkosci GeneScan-500 ROX. Dane o potozeniu oraz wielkosci poszczegolnych
produktow PCR/pikow na elektroforegramie uzyskano za pomocag programu
GeneMapper v. 3.7.

Testowane startery oceniano pod katem ilosci oraz jakosci uzyskanych

produktéw, a do ostatecznej analizy AFLP préb czworolistu wybrano te pary, ktére
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generowaty mniej niz 100 pikow (przy zatozonym przez autorke poziomie
wysokosci, od ktdrego zliczano wszystkie uzyskane produkty).

Reakcje AFLP z 90 probami P. quadrfolia przeprowadzono ostatecznie
z nastepujgcymi primerami: Eco-ACA/Mse-CAG, Eco-ACA/Mse-CAT, Eco-
ACC/Mse-CAG.

Otrzymane i elektroforetycznie rozdzielone fragmenty wszystkich prob DNA
przedstawiono za pomocg macierzy binarnych zestawionych w tabelach
(w programie GeneMapper), w ktorych to cyfrg ,1” oznaczono obecnos¢ allela
(czyli produktu PCR/piku) w konkretnym potozeniu na elektroforegramie, zas cyfrg
,0” jego brak. Zasadg tworzenia owych macierzy jest koniecznos¢ poréwnania ze
sobg wszystkich fragmentow DNA, wygenerowanych przez dang kombinacje
starterow dla wszystkich badanych prob.

Tabele, podobnie jak w przypadku analizy RAPD, postuzyty konstrukciji
drzew filogenetycznych i analizie zréznicowania genetycznego populaciji
czworolistu pospolitego. Zastosowano w tym celu wymienione juz wczesniej

programy RAPDistance, FreeTree, TreeView oraz POPGENE.

4.2.1.5. Oczyszczanie préb po reakcji AFLP

Oczyszczanie mieszaniny AFLP przeprowadzono przed przystgpieniem do
etapu optymalizacji warunkow elektroforetycznego rozdziatu fragmentéw DNA za
pomocy elektroforezy kapilarnej CE (Beckman Coulter, USA; rozdz. 5.1.3). W tej
czesci badan wybrano losowo dwie préby DNA P. multiffiorum i przeprowadzono
z nimi reakcje AFLP (zgodnie z opisem w rozdz. 4.2.1.4) z primerami
EcoACC/MseCAC (primer Eco wyznakowany byt 6 -FAM).

Oczyszczanie prob wykonano za pomocg zestawu CentriSep wedtug
nastepujacej procedury:

e zel znajdujacy sie w kolumience CentriSep zhydrolizowano dodajgc 0,8 ml
wody dejonizowanej,

e calos¢ wymieszano na miniwytrzgsarce i pozostawiono na ok. 30 minut,

e wode odsgczono, a jej nadmiar usunieto przez zwirowanie kolumny (2 minuty,
750x9),

e na srodek kolumny naniesiono probe AFLP, a nastepnie zwirowano,
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e 0Czyszczone proby przechowywano w temp. -20°C do czasu analizy.
Czyszczenie mieszaniny AFLP miato na celu usuniecie z niej soli oraz wolnych

nukleotydow.

4.2.1.6. Elektroforeza fragmentéw DNA w zelu agarozowym

Elektroforeze fragmentow DNA przeprowadzano w 1,5% zelu agarozowym
przygotowanym w aparacie do elektroforezy. Odpowiednig ilos¢ agarozy
odwazano do zZlewki na wadze laboratoryjnej i dodawano 0,5 x stezonego buforu
TBE (pH 8,0), tak aby uzyska¢ pozadane stezenie zelu. Agaroze rozpuszczano
w buforze na ciepto. Jednoczesnie do probéwek zawierajgcych fragmenty DNA
(produkty PCR) dodawano 5 pl 6xstezonego buforu obcigzajgcego (sktad: bfekit
bromofenolowy, Tris-HCI, ksylencjanol, glicerol, EDTA). Bufor zabarwiat
mieszanine znajdujgcg sie w probowkach na granatowo, dzieki czemu moZliwa
byta poézniejsza kontrola przebiegu elektroforezy. Tak przygotowane préby
nanoszono w jednakowej objetosci do studzienek Zelu za pomocag pipety.
W pierwszej studzience umieszczano zawsze marker — wzorzec wielkoSci
fragmentow DNA. Elektroforeze przeprowadzano stosujgc napiecie pradu nie
wieksze niz5V/cm Zzelu.

Po zakonczeniu rozdziatu Zzel wybarwiano wodnym roztworem bromku
etydyny (0,5 ug/ml) przez 20 minut, a nastepnie odbarwiano go w wodzie
destylowanej przez 30 minut. Zel umieszczano na transiluminatorze i pod
podswietleniu  Swiattem UV  sporzadzano dokumentacje fotograficzng

rozdzielonych fragmentow DNA.

4.2.1.7. Elektroforeza kapilarna

Rozdziat prob za pomoca sekwenatora

Przygotowane proby AFLP P.quadrifolia rozdzielano za pomocag
czterokapilarnego sekwenatora ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
USA) stosujgc 4% zel POP-4 (ang. Performance Optimized Polymer). Badane
DNA (2 pul) umieszczano na 96-dotkowej ptytce. Przed kazdg analizg
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denaturowano DNA dodajgc do kazdej probki AFLP 20,0 ul formamidu — catos¢
ogrzewano 5 minut w 95°C, a nastepnie schtadzano 3 minuty w lodzie. Do kazde;
préby dodawano réwniez (przed etapem denaturacji) po 0,5 ul markera wielkosci
DNA (GeneScan-500 ROX Size Standard) sktadajagcego sie z 16 fragmentéw
jednoniciowego kwasu nukleinowego o dtugosciach 35-500 pz.

Wszystkie uzyskane dane (ilos¢ rozdzielonych produktow, ich wielkosS¢ oraz
potozenie wzgledem wzorca — Wyk. 3) zapisywano w programie GeneMapper
v. 3.7. Przyktadowg tabele z uzyskanymi danymi przedstawiono ponizej (Tab. 12).

Rozdziat fragmentéw AFLP przeprowadzono w Pomorskim Parku

Naukowo-Technologicznym PPNT w Gdyni.

Tabela 12. Dane wygenerowane w programie GeneMapper podczas analizy
fragmentow AFLP.

Dye/Sample Peak Sample File Name Marker Allele Size Height Area  Data Point
B,1 frag_003_G03.fsa 83 870 1060
B,2 frag_003_G03.fsa 125 1782 1090
B,3 frag_003_GO03.fsa 97 875 1143
B4 frag_003_G03.sa 58 366 1155
B,5 frag_003_G03.fsa 80 771 1166
B,6 frag_003_G03.fsa 133 1106 1179
B,7 frag_003_G03.sa 117 1042 1202
B,8 frag_003_G03.fsa 3.55 80 992 1284
B,9 frag_003_G03.fsa 4.48 134 1082 1300
B,10 frag_003_G03.sa 5.64 76 589 1320
B,11 frag_003_G03.fsa 6.57 252 2201 1336
B,12 frag_003_G03.fsa 11.69 79 593 1424
B,13 frag_003_G03.sa 13.66 314 3382 1458
B,14 frag_003_G03.fsa 15.93 784 13527 1497
B,15 frag_003_G03.fsa 21.86 96 1625 1599
B,16 frag_003_G03.fsa 28.26 959 7075 1709
B,17 frag_003_GO03..sa _lInternal_Marker_Dye_Blue_ 0 58.65 73 1105 2218
B,18 frag_003_GO03..sa _lInternal _Marker_Dye_ Blue_ 1 60.12 196 1787 2240
B,19 frag_003_GO03.sa _lInternal Marker_Dye_Blue_ 1 62.68 129 1077 2278
B,20 frag_003_GO03.sa _Internal_Marker_Dye_Blue_ 1 63.7 128 2011 2293
B,21 frag_003_GO03..sa _lInternal _Marker_Dye_Blue_ 1 65.77 111 944 2323
B,22 frag_003_GO03.sa _lInternal _Marker_Dye_Blue_ 0 66.6 94 788 2335
B,23 frag_003_GO03.sa _Internal_Marker_Dye_Blue_ 1 673 137 1805 2345
B,24 frag_003_GO03..sa _lInternal Marker_Dye_Blue_ 1 70.85 184 2298 2395
B,25 frag_003_GO03.sa _lInternal Marker_Dye_Blue_ 1 7331 185 2933 2429
B,26 frag_003_GO03.sa _Internal_Marker_Dye_Blue_ 1 75.76 151 1518 2462

*w tabeli przedstawiono tylko czes¢ danych uzyskanych po amplifikacji DNA B9 z primerami
EcoACA/MseCAG.
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Wykres 3. Przyktadowy elektroforegram produktow AFLP uzyskany w programie
GeneMapper.

Rozdziat prob za pomoca elektroforezy kapilarnej P/ACE MDQ Beckman Coulter

Préby AFLP P. multiffiorum rozdzielano w zelu poliakryloamidowym
przygotowanym wedtug dotgczonej przez producenta instrukciji:
» zelrozpuszczono w 20 ml dejonizowanej wody,
» calos¢ mieszano przez 24 h,

> zel przefiltrowano przez sgczek 0,45 um, zsonifikowano i zwirowano.

Do kazdej proby AFLP dodawano wzorca wielkosci fragmentéw DNA tak, aby
uzyskac jego koncowe stezenie = 0,26 ng/ul.

Optymalizacje warunkow rozdziatu mieszaniny AFLP oraz wzorca opisano
wrozdz.5.1.3.
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4.2.2. Metody badan fitochemicznych

Badania fitochemiczne dotycza dwdch gatunkéw roslin — zaréwno
Polygonatum multiflorum, jak i Paris quadrifolia. Oba wymienione gatunki
zawierajg saponiny steroidowe.

Materiat roslinny kokoryczki wielokwiatowej postuzyt porodwnaniu trzech
réznych metod ekstrakcji saponin. Wyniki uzyskane z tego etapu badan zostaty
wykorzystane przy sporzadzaniu ekstraktow czworolistu pospolitego. Wybor
kitaczy i korzeni kokoryczki wielokwiatowej jako materiatu wyjsciowego stuzgcego
przygotowaniu wyciggéw, a nastepnie porownaniu wydajnosci ekstrakcji saponin,
jest uzasadniony przede wszystkim wiekszga dostepnoscia w warunkach
naturalnych tego gatunku oraz wiekszg masg kigczy w przeciwienstwie do
podziemnych czesci czworolistu pospolitego. Ponadto struktura metabolitow
wtérnych P. multiflorum (w tym rodzaje saponin) jest dos¢ dobrze znana.
Natomiast informacji dotyczacych fitochemii P.quadrifolia jest niewiele,
szczegolnie tych odnoszacych sie do saponin steroidowych. Stad tez badania
fitochemiczne czworolistu pospolitego skupity sie w niniejszej pracy na w/w grupie

zwigzkdéw i poznaniu ich struktury chemicznej.

4.2.2.1. Badania fitochemiczne Polygonatum multiflorum (L.) All.

Materiat badawczy stanowity wysuszone w temperaturze pokojowej,
w zacienionym miejscu czesci podziemne kokoryczki  wielokwiatowej
(Polygonatum multifiorum) zebrane w Gdyni oraz Gdansku Matemblewie (Tab. 4).
Zebrany i wysuszony materiat mielono w mtynku elektrycznym i poddawano
ekstrakcji. Ze wzgledu na niskg mase zmielonych czesci podziemnych gatunku
postanowiono sporzadzi¢ proby zbiorcze (kazda préba zbiorcza wykonywana byta
tylko z surowcow pochodzacych z tego samego okresu zbioru oraz stanowiska.
Z kazdej tak przygotowanej proby zbiorczej odwazano na wadze analitycznej

kazdorazowo po 3,0 g materiatu).
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Przygotowywanie ekstraktow

1. Inkubacja prob

Odwazony surowiec zwilzano wodag destylowang (pH 6,8) do uzyskania
gestej zawiesiny. Proby inkubowano w temperaturze 40°C przez 24 godziny.
Etap ten stuzyt zwiekszeniu wydajnosci ekstrakcji saponin steroidowych

z analizowanego materiatu [Blunden G. i in., 1967].

2. Ekstrakcja

Ekstrakcja saponin steroidowych jest procesem wieloetapowym, w ktorym
najwazniejszymi czynnikami branymi tu pod uwage powinna by¢ zaréwno
polarnos¢ izolowanych saponozydow, jak i obecnos¢ w surowcu innych niz
badane saponiny zwigzkow roznigcych sie budowg chemiczng, a co za tym idzie
rowniez rozpuszczalnoscig w okreslonych rozpuszczalnikach [Hostettmann K.,
Marston A., 1995].

Saponiny steroidowe sg pozyskiwane z wysuszonego Ilub $wiezego
materiatu. Ws$réd stosowanych metod ekstrakcji wymienia sie miedzy innymi:
ekstrakcje metanolem w aparacie Soxhleta [Janeczko Z. 1993; Nino J. i in., 2007;
Wei J., Dong X., 1999], etanolem [Taylor W.G. i in., 2000; Wang Z. i in., 2001],
eterem naftowym [Blunden G. i in., 1967], acetonitrylem 2z zastosowaniem
ultradzwiekéw [Ganzera M. i in., 2001], czy tez butanolem [Hostettmann K.,
Marston A., 1995; Oleszek W., Bialy Z., 2006].

Do otrzymania sapogenin konieczne jest przeprowadzenie hydrolizy
enzymatycznej lub kwasnej uzyskanego ekstraktu zawierajgcego saponozydy
[Janeczko Z., 1993; Nino J. i in., 2007]. Usuniecie odtgczonych cukréw, a takze
wystepujacych w wyciggu soli oraz innych rozpuszczalnych w wodzie
sktadnikbw mozna uzyskaé np. przez wytrzasanie ekstraktu z substancjami
niepolarnymi (chloroform, eter) lub poprzez wytrgcenie aglikondw z mieszaniny
[Blunden G. i in., 1967; Janeczko Z., 1993; Wei J., Dong X., 1999].
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Celem pracy w badaniach fitochemicznych kokoryczki wielokwiatowej byto
poréwnanie wydajnosci réznych metod ekstrakcji saponin steroidowych zawartych
w jej czesciach podziemnych.

Badane surowce poddano trzem rodzajom ekstrakcji — sonifikacji 50%
acetonitrylem, ekstrakcji metanolowo-eterowej oraz maceracji etanolowej. Wybor
wymienionych metod ekstrakcji autorka dokonata na podstawie dostepnej

literatury. Zostaty jednakze wprowadzone modyfikacje w/w metod.

a) sporzadzanie ekstraktéow metoda sonifikacji [Ganzera M. iin., 2001].

Po zakonczeniu inkubacji surowiec ekstrahowano trzykrotnie 50% wodnym
roztworem acetonitrylu (20 ml) przez 10 minut w tazni ultradzwiekowej. Ekstrakty
przesgczono do jednego naczynia, a nastepnie odparowano je do sucha
w wyparce prozniowej w temperaturze nie przekraczajgcej 50°C. Do suchej
pozostatosci dodano 2M metanolowego roztworu kwasu solnego (20 ml) celem
zhydrolizowania saponin steroidowych. Hydrolize prowadzono przez 3 godziny na
tazni wodnej z uzyciem chtodnicy zwrotnej w temperaturze wrzenia roztworu.
Nastepnie rozpuszczalnik odparowano do objetosci ok. 2 ml i dodano wody
destylowanej (20 ml), aby wytraci¢ sapogeniny. Aglikony saponin poddano
trzykrotnej elucji eterem etylowym (3x20 ml). Otrzymane warstwy eterowe
odparowano do sucha, pozostaty zas osad rozpuszczono w alkoholu etylowym

(96%). Ekstrakty przechowywano w lodéwce w temperaturze 4°C.

b) sporzadzanie ekstraktow metoda ekstrakcji metanolowo-eterowej
[Janeczko Z., 1993].

Po zakonczeniu inkubaciji surowiec ekstrahowano metanolem (50 ml) przez
3 godziny na tazni wodnej z uzyciem chtodnicy zwrotnej w temperaturze wrzenia
roztworu. Etap ten powtdérzono trzykrotnie. Potgczone ekstrakty metanolowe
odparowano do sucha w wyparce prozniowej w temperaturze 30°C. Do kolby

dodano 2M metanolowy roztwér kwasu solnego (20 ml) i przeprowadzono
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trzygodzinng hydrolize saponin na tazni wodnej w temperaturze wrzenia roztworu.
Nastepnie wytrgcono aglikony saponin wodg destylowang (20 ml), po czym
odsgczono je i wysuszono na saczku bibutowym. Sgczek umieszczono w aparacie
Soxhleta i ekstrahowano saponiny eterem naftowym przez 22 godziny
w temperaturze wrzenia roztworu. Z kolby odparowano eter do sucha, a osad
rozpuszczono w alkoholu etylowym (96%). Ekstrakty przechowywano w lodéwce

w temperaturze 4°C.

c). sporzadzanie ekstraktow metoda maceracji etanolowej
[Okoli C.O. iin., 2007; Wang Z.iin., 2001].

Do surowca po inkubacji dodano alkohol etylowy (96%) w stosunku 1:10
(w/v) i wytrzasano na wytrzasarce przez 1 godzine, a nastepnie catos¢ poddano
maceracji przez 24 godziny. Otrzymany ekstrakt etanolowy odparowano do sucha
w wyparce prozniowej w temperaturze nie przekraczajgcej 50°C. Nastepnie
przeprowadzono trzygodzinng hydrolize ekstraktu 2M metanolowym roztworem
kwasu solnego (20 ml) z uzyciem chtodnicy zwrotnej. Rozpuszczalnik zageszczono
w kolbie do objetosci ok. 2 ml. W kolejnym etapie dodano wody destylowanej
(20 ml) oraz chloroformu (3x20ml) celem elucji aglikonéw saponin. Potgczone
warstwy chloroformowe odparowano do sucha, a osad rozpuszczono w alkoholu

etylowym (96%). Ekstrakty przechowywano w lodéwce w temperaturze 4°C.

Dokonujgc oceny zawartosci diosgeniny w przygotowanych ekstraktach,
poddano je analizie densytometrycznej.

Densytometria jest metodg szeroko stosowang w analizie iloSciowej
roznych metabolitow wtdérnych. Istota densytometrii jest przeksztatcenie
chromatograméw  plamkowych uzyskanych za pomocg chromatografii
cienkowarstwowej w chromatogramy pikowe. Padajgce na poruszajacg sie
w densytometrze ptytke swiatlo o odpowiedniej dla badanej substancji dtugosci fali
jest w rézny sposob pochtaniane przez adsorbent oraz uzyskane plamy na
chromatogramie TLC. Dzieki temu mozliwa jest rejestracja zmian intensywnosci
Swiatta odbitego lub tez przechodzacego przez ptytke i przedstawienie uzyskanych

wynikdw w postaci densytogramu [Witkiewicz Z., 1992].
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Analiza densytometryczna

Przygoto wanie rozt woréw wzorcowych diosgeniny

Wzorcowy roztwér diosgeniny zostat przygotowany przez odwazenie na
wadze analitycznej 50 mg diosgeniny i rozpuszczenie jej w 50 ml 96% etanolu
(2000 ng/ul). Drugi roztwér byt przygotowany przez rozcienczenie etanolem 10 ml

pierwszego, tak aby uzyskac stezenie 250 ng/pl.

Chromatografia cienkowarstwowa TLC

Do chromatografii cienkowarstwowej wykorzystano ptytki krzemionkowe
TLC 20x20 cm, DC-Fertigplatten Kieselgel 60 bez wskaznika fluorescencyjnego.
Na linie startu nanoszono przy uzyciu automatycznego aplikatora (DESAGA
AS30) wzorzec oraz otrzymane etanolowe ekstrakty (kazdg z préb nanoszono na
plytke trzy razy). Krzywg wzorcowg sporzgdzono z uzyciem 0,1% etanolowego
roztworu diosgeniny, ktory nanoszono w objetosciach: 0,5 ul; 1,0 ul; 2,0 ul; 4,0 ul;
6,0 ul,co kolejno odpowiadato nastepujgcym ilosciom diosgeniny: 500,0 ng;
1000,0 ng; 2000,0 ng; 4000,0 ng; 6000,0 ng.

Tak przygotowane ptytki zanurzano na 30 minut w fazie rozwijajgce;j
heksan:aceton (4:1; v/v) [Janeczko Z., 1979] znajdujgcej sie w komorze
chromatograficznej. Po rozwinieciu chromatogramow, ptytki wyjmowano z komory,
zaznaczano czofo rozpuszczalnika i suszono w temperaturze pokojowe;.
Rézowoczerwone plamy diosgeniny wywotywano 5% wodnym roztworem kwasu
siarkowego.

Oznaczenia densytometryczne

Analizy densytometryczne wykonano w Katedrze i Zakladzie
Farmakognozji Wydzialu Farmaceutycznego AMG. Do analiz uzyto
densytometru DESAGA CD 60 wraz z aplikatorem. Oznaczanie przeprowadzono

stosujgc dtugos¢ fali 500 nm (zastosowano rowniez diugos¢ 200 nm dla
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niewywotanych plam diosgeniny, jednak wyniki po zeskanowaniu ptytek nie byty
zadowalajace).
Kazdg prébe na ptytkach oznaczono trzykrotnie.

Uzyskane dane zapisywano przy uzyciu oprogramowania ProQuant v. 1.03.300.

4.2.2.2. Badania fitochemiczne Paris quadrifolia L.

Materiat badawczy stanowity wysuszone w temperaturze pokojowej czesci
podziemne P. quadrifolia, ktére zostaty zebrane z Gdanska Matemblewa.
Wysuszony materiat mielono w mtynku elektrycznym. Ze wzgledu na niskg mase
kigczy tego gatunku sporzadzano préby zbiorcze, analogicznie jak w przypadku

P. multiflorum.

Przygotowanie ekstraktéw

1. Inkubacja préb

Odwazony surowiec zwilzano wodg destylowang (pH 6,8) do uzyskania

gestej zawiesiny, po czym cato$é inkubowano w temperaturze 40°C przez 24 h.

2. Ekstrakcja

Do sporzadzenia ekstraktéw P. quadrifolia wybrano maceracje etanolowa, ktéra
zostata opisana w rozdz. 4.2.2.1. Nie wykonywano tu jednak hydrolizy uzyskanego
ekstraktu (ekstrakcje kornczono na odparowaniu etanolu w wyparce prozniowe)).

Wybér tej metody uzasadniony jest otrzymywaniem czystych wyciggéw oraz fatwoscig

ich przygotowania w przypadku duzych ilosci wyjSciowego surowca roslinnego.

Uzyskanie frakcji z ekstraktow Paris quadrifolia

Frakcje z ekstraktu czworolistu pospolitego izolowano w Katedrze Analizy

Srodowiska, na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego.

Strona 96



CZESC DOSWIADCZALNA

Silnie  zageszczony ekstrakt  zliofiizowano  (uzyskujgc 1,96 g*)
I rozpuszczono w wodzie (12 ml*), zwirowano i oddzielono otrzymany osad od
roztworu. Osad trzykrotnie przemyto wodg (n=8 ml*). Po przeprowadzeniu
liofilizacji uzyskano 0,10 g osadu. Pozostaty roztwor (20 ml) ekstrahowano
trzykrotnie n-butanolem nasyconym wodag (n=30 ml). Butanol z wodg usunieto
azeotropowo w wyparce w temperaturze 39°C dodajgc eter naftowy. Pozostato$¢
butanolu w koncentracie usunieto za pomocag azotu.
Po przeprowadzeniu liofilizacji, ostatecznie uzyskano 0,28 g frakcji butanolowej

oraz 1,52 g frakcji wodnej.

*podane bezwzgledne wartosci dotyczg ekstraktu otrzymanego w przeliczeniu z 10,0 g

wysuszonych ktgczy P. quadrifolia.

Rozdziat frakcji butanolowej

Uzyskang dodatkowo frakcje butanolowg rozpuszczono w 15 ml
CHCI3/CH3OH/H,O  (70/26,7/3,3;  vivlv). Otrzymany roztwér zawierajgcy
mieszanine zwigzkow rozfrakcjonowano metodg chromatografii ,flashowej” na
kolumnie (20x3,5 cm) z zelem krzemionkowym (MN-Silica gel 60; 0,05 — 0,2 mm)
z elucjg gradientowa. Sktadniki ekstraktu wymywano z kolumny (12-15 ml/min)
stosujgc CHCI3/CH30H/H,O (250 ml) w nastepujacych proporcjach: 70/26,7/3,3;
55/36/9; 35/56/9; 20/71/9 oraz 0/100/0; v/v/v.

Chromatografia cienkowarstwowa oraz HPLC otrzymanych frakciji

Uzyskane w ten sposéb frakcje wstepnie zanalizowano za pomocag
chromatografii cienkowarstwowej TLC uzywajgc fazy ruchomej: CH3zCOOH/n-
BUuOH/H,O (1/4/5; vivlv). Oftrzymane rozdzialy spryskano odczynnikiem
Liebermanna-Burcharda i ogrzano w temperaturze 90°C.

Frakcje zawierajgce saponiny poddano analizie metodg chromatografii
cieczowej HPLC w uktadzie odwroconych faz (CH3OH/H,O/HCOOH; 70/30/0,01;
vIviv; predkos¢ przeptywu fazy: 0,8 ml/min), z uzyciem kolumny C18 (250x4,6 mm)
YMC-Pack ODS-AM i refraktometrycznego detektora RIDK 102.
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Spektrometria mas

~Surowy’ etanolowy ekstrakt, a takze uzyskane frakcje — butanolowa,
wodna oraz osad zanalizowano spektroskopowo przy uzyciu spektrometru mas
BIFLEX Il MALDI TOF (Bruker, Germany) wyposazonego w laser azotowy (A=337
nm). Prébki zostaty zjonizowane za pomocg lasera w matrycy DHB (kwas 2,5-
dihydroksybenzoesowy). W widmie zostatly zarejestrowane jony dodatnie. Czas
trwania impulsu wyniost 3 ns, energia lasera na jednostke powierzchni wyniosta
10° do 107 W/cm? Widmo rejestrowano w zakresie m/z 400-2500 amu

(atomowych jednostek masy).

4.2.3. Badania biologiczne Polygonatum multiflorum (L.) All. oraz Paris

quadrifolia L.

Do badan aktywnosci cytotoksycznej uzyto podziemnych czesci roslin obu
gatunkdéw. Surowce po wysuszeniu zmielono w mitynku elektrycznym
i sporzadzono proby zbiorcze z poszczegdlnych stanowisk (Tab. 4; wszystkie
surowce z jednego stanowiska byty jedng probg zbiorczg stuzacg do dalszej
analizy). Postepowanie takie bylo konieczne ze wzgledu na niskg mase kigczy

i korzeni uzyskanych z jednej rosliny.

Przygotowanie ekstraktow kokoryczki wielokwiatowej oraz czworolistu pospolitego

Etap inkubacji zmielonych i zwilzonych wodg destylowang czesci
podziemnych  kokoryczki  wielokwiatowej oraz czworolistu pospolitego
przeprowadzono w sposdb analogiczny jak w przypadku przygotowania
ekstraktow do analiz fitochemicznych obu surowcéw.

Po zakonczonej inkubacji przeprowadzano ekstrakcje surowcéw metodg
maceracji etanolowej (bez hydrolizy, ekstrakcje konczono na etapie odparowania
etanolu w wyparce prézniowej; opis w rozdz. 4.2.2.1). Pozostatos¢ (ok. 2 ml) po

odparowaniu etanolu przenoszono do buteleczek z ciemnego szkia i suszono
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W sprezonym azocie spozywczym oraz koncentratorze prézniowym
w temperaturze 30°C. Suche ekstrakty wazono i rozpuszczano w wodze
dejonizowanej tak, aby uzyskaé stezenie roztworu 5 mg/ml. Przygotowane w ten

sposdb proby przechowywano w lodéwce w temperaturze 4°C do czasu uzycia.

Przygotowanie frakcji czworolistu pospolitego

W przypadku P. quadrifolia badaniu biologicznemu poddano réwniez
uzyskane z ekstraktu frakcje zawierajgce saponiny steroidowe (frakcje wodna,
butanolowg oraz osad). Otrzymywanie frakcji opisano w rozdz. 4.2.2.2.

W celu oznaczenia aktywnosci cytotoksycznej poszczegodlnych frakcji, liofilizaty
rozpuszczano w DMSO.

Oznaczanie aktywnosci cytotoksycznej

Oznaczanie  aktywnosci cytotoksycznej wykonano w  Katedrze
Biotechnologii Miedzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Akademii Medycznej AMG (MWB UG i AMG).

Badanie przeprowadzono na trzech liniach komoérek nowotworowych:

e HL-60 (komdrkach ludzkiej biataczki promielocytowej),

e Hela (komdrkach ludzkiego raka szyjki macicy),

e MDA MB468 (komdrkach ludzkiego raka piersi).
Jako kontrole dotgczono nienowotworowa linie ludzkich fibroblastow skoéry.
Krétkg charakterystyke poszczegolnych linii komorkowych przedstawiono w Tab. 13.
Aktywnos¢ ekstraktéw obu gatunkow, jak i frakcji wyizolowanych z P. quadrifolia
okreslono z zastosowaniem testu MTT (opisanym w rozdz. 2.5). Badanie efektu
cytotoksycznego ekstraktéw dwoch gatunkéw przeprowadzono na komodrkach
HL-60 oraz Hela, natomiast w trakcie badania frakcji dotgczono jeszcze do wyzej

wymienionych linii komorki raka piersi.
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Tabela 13. Linie komoérkowe w badaniach aktywnosci cytotoksycznej ekstraktow
i wyizolowanych frakcji P. quadrifolia oraz P. multiflorum.

Lp. Rodzaj linii
komérkowych

1 linia komérkowa
HelLa

2 linia komoérkowa
HL-60

3 linia komoérkowa
MDA MB468

4 linia ludzkich
fibroblastow
skoéry

Charakterystyka

linii

komoérkowych

komorki
epitelialne,
adherentne

komorki
zawiesinowe

komorki
adherentne

komorki
adherentne

Pozywka

MEM, uzupetniona
L-glutaming (2mM),
penicyling G

(100 jedn./ml),
streptomycyng

(100 pg/ml) oraz ptodowg
surowicg bydleca
(FBS-10%)

RPMI 1640, uzupetniona
L-glutaming (2mM),
penicyling G

(100 jedn./ml),
streptomycyng

(100 ug/ml) oraz ptodowg
surowica bydleca
(FBS-10%)

DMEM, uzupetniona
L-glutaming (2mM),
penicyling G (100

jedn./ml), streptomycyng
(100 pg/ml) oraz ptodowg
surowicg bydleca
(FBS-10%)

DMEM, uzupetniona
L-glutaming (2mM),
penicyling G (100
jedn./ml), streptomycyng
(100 pg/ml) oraz ptodowa
surowicg bydleca
(FBS-10%)

Pasaz Pochodzenie linii
komérkowych

co Katedra Histologii i
trzy  Immunologii MWB
dni  UGiAMG

co Katedra Technologii

dwa Lekow i Biochemii

dni Wydziatu
Chemicznego
Politechniki
Gdanskiej

co University Medical

trzy- Center Hamburg —

cztery Eppendorf,

dni  Department of
Tumor Biology,
Hamburg

co Katedra Technologii

cztery Lekow i Biochemii

dni Wydziatu
Chemicznego
Politechniki
Gdanskiej

*wszystkie linie komorkowe przechowywano w wilgotnych warunkach w temperaturze 37°Ci 5%

CO..
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Oznaczanie aktywnosci cytotoksycznej przeprowadzono wedtug nastepujacego

schematu:

e Komorki poszczegdinych linii wysiano w pozywkach w iloéci 10°/ml na
plytkach 96-dotkowych. Inkubacje prowadzono 24 godziny.

o Ekstrakt kokoryczki wielokwiatowe] oraz ekstrakt i uzyskane frakcje
czworolistu pospolitego dodano do komérek w odpowiednich stezeniach
(zakres stezen w przypadku ekstraktow obu gatunkéw wynosit 0-300 pg/ml,
natomiast w przypadku frakcji 0 — 100 pg/ml). Cato$¢ inkubowano dalsze
24 godziny.

e Do ekstraktow/frakcji i komoérek dodano roztworu MTT (0,5 mg/ml)
i przeprowadzono inkubacje w temperaturze 37°C przez 3 godziny.

o Powstate krysztaty formazanu rozpuszczono w DMSO - dimetylosulfotle nku.

e Absorpcje roztworu zmierzono przy uzyciu spektrofotometru (Victor, 1420

Multilabel Counter) stosujgc dtugos¢ fali 550 nm.

Warto$¢ (w %) przezywalnosci komérek poszczegdlnych linii obliczano wedtug

WzOoru:

. . absorpcja badanej préby — absorpcja tfa
PRZEZYWALNOSC = X 100%
absorpcja kontroli negatywnej — absorpcja tfa

Statystyka — opracowanie wynikéw

Statystyczng analize r6znic miedzy kontrolng linig komdrkowg fibroblastow
a liniami komodrek nowotworowych oszacowano przy uzyciu jednoczynnikowej
analizy wariancji ANOVA oraz testu post hoc Tukeya. Na poziomie istotnosci

p<0,001 wyniki byty statystycznie znamienne.
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V. WYNIKI I DYSKUSJA

5.1. Analizy genetyczne

5.1.1. Analiza zréznicowania genetycznego Polygonatum multiflorum (L.)
All. metoda RAPD PCR.

Zastosowana przez autorke metoda RAPD PCR postuzyla oszacowaniu
zroznicowania genetycznego P. multiflorum zarédwno wewnatrz, jak i miedzy
badanymi populacjami rosngcymi na dwdch odrebnych stanowiskach
pochodzacych z Piasnickich tak.

Reakcje PCR przeprowadzono w $cisle okreslonych warunkach, ktére
zostaty zoptymalizowane metodg Taguchi. Dobdr parametrow i przeprowadzenie
catego procesu optymalizacji opisano w rozdz. 4.2.1.3. Ustalenie czasu oraz
temperatury przytgczania starteréow, stezenia jondw magnezu oraz primeréw, jak i
liczbe cykli byto konieczne ze wzgledu na stosunkowo duzg wrazliwos¢
zastosowanej w tym przypadku metody na zmiany warunkdéw reakcji. Celem
optymalizacji byt przede wszystkim taki dobdr wartosci poszczegolnych
parametrow RAPD PCR, ktéry umoZliwiatby uzyskanie stabilnych i powtarzalnych
wynikow.

W kolejnym etapie badan genetycznych przetestowano trzydziesci
primeréw, z ktérych do ostatecznej analizy wybrano dziesiec, ktdére generowaty
czytelny i powtarzalny obraz rozdzielonych fragmentéw DNA (przykfadowy
elektroforegram — Rys. 11). Wieksza czes¢ primerow nie nadawata sie do dalszej
analizy ze wzgledu na uzyskang zbyt matg ilos¢ produktow RAPD, badz tez ich
brak. Sekwencje starterow (RAPD14, RB0O1, RB12, REO3, RE15, RH04, RO02,
RWO07, RY15, RY20) zastosowanych w analizie zro6znicowania genetycznego

kokoryczki wielokwiatowej przedstawiono w ,,Czesci doswiadczalnej’ (rozdz. 4.1.3).

Strona 102



WYNIKI | DYSKUSJA

Rysunek 11. Przyktadowy elektroforegram fragmentdw DNA Polygonatum
multiflorum uzyskanych w wyniku reakcji RAPD PCR z primerem REOS3.
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Legenda: poszczegdélne numery sciezek oznaczajg préby Polygonatum multiflorum uzyte
w reakcji; poczawszy od numeru pierwszego sg to: PL500, PL501, PL502, PL503, PL504, PL505,
PL506, PL507, PL508, P£509, PL510, P£511, PL512, PL513, PL514, PL515, PL516, PL517,
PL518, PL519, PL520, P£521, PL522, Pt523, Pt524, PL525, PL526, PL527, PL528, PL529,
PL£530, Pt531, PL532, PL533, PL534, PL535, PL536, PL537, PL538, PL539, PL540; M oznacza
marker wielkosci fragmentéw DNA.

Analize RAPD przeprowadzono dla 41 prob P. multiflorum, z ktorych
11 pochodzito z populacji rosnacej na terenie o tacznej powierzchni 1 m?
natomiast pozostate 30 zajmowalo powierzchnie 8 m? Oba stanowiska byty
oddalone od siebie o okoto 1 km.

Uzyskane  produkty PCR rozdzielano w Zelu agarozowym,
a otrzymane elektroforetyczne obrazy analizowano pod katem obecnosci lub
braku produktu w okreslonym potozeniu (w stosunku do wzorca dtugosci
fragmentow DNA). Wszystkie dane wygenerowane dla 41 prob oraz 10 starteréw
zebrano w tabeli w postaci macierzy binarnej, w ktérej cyfra ,1” oznaczata
obecnos¢ produktu o okreslonej dtugosci, ,0” zas jego brak. Otrzymane w ten
spos6b  wyniki  postuzyly obliczeniu dystanséw genetycznych miedzy
poszczegodlnymi prébami oraz populacjami, umozliwiajgc tym samym wykreslenie

filogenetycznego drzewa.
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Uzyskane macierze dla prob P.multiflorum pozwolity na Zzliczenie
wszystkich uzyskanych produktéw, w tym takze produktéw polimorficznych.
W wyniku analizy fgcznie otrzymano 116 prgzkoéw, z czego 76 stanowity produkty
polimorficzne. Srednio na jeden primer przypadato 7,6 polimorficznych prazkéw.
Procent polimorficznych loci = 66%.

Za pomocg programu POPGENE v. 1.32 obliczono poziom zréznicowania
wewnatrzpopulacyjnego (Shannon-Weaver index) [Shannon C.E., Weaver W.,
1949] oraz miedzy badanymi populacjami (Gst) [Hartl D.L., Clark A.G., 1989], jak
i przeptyw gendw (Nm) [Slatkin M., Barton N.H.,1989]. Zestawienie uzyskanych

wartosci przedstawiono w Tab. 14.

Tabela 14. Poziom zr6Zznicowania intra- oraz interpopulacyjnego i przeptyw genow
miedzy populacjami P. multiflorum.

Populacje Polygonatum multiflorum
Pt 500 - Pt 510 Pt 511 - Pt 540

Shannon-Weaver index 0,10 0,32
Gst 0,32
Nm 1,00

Zroznicowanie genetyczne w obrebie dwoch populacji jest dos¢ znaczne
(wieksze w przypadku drugiej liczniejszej grupy osobnikéw). Swiadczg o tym
wartosci indeksu Shannon-Weaver'a. Dla takich roslin klonalnych, jak Iris aphylla
[Wréblewska A. i in., 2003], czy tez Lilium martagon [Persson H.A. i in., 1998]
uzyskano wartosci tego indeksu wynoszace odpowiednio 0,21 oraz 0,15
i okreslono je jako wysokie, Swiadczace o duzym zréznicowaniu intrapopulacyjnym.

Zmienno$¢ pomiedzy badanymi populacjami jest wysoka (warto$¢
Gs7=0,32), 0 czym Swiadczy réwniez maty przeptyw gendéw Nm=1,00. Nieduzy
przeptyw genow uzyskano rowniez dla populacji Ranunculus reptans [Fisher M.
i in., 2000], czy tez cytowanego juz Iris aphylla [Wréblewska A. i in., 2003], dla

ktorych te wartosci wyniosty kolejno 0,70 oraz 0,81.

Wzajemne relacje genetyczne wszystkich prob DNA moga by¢

przedstawiane za pomocg dendrogramu — czyli filogenetycznego drzewa.
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Programy do konstrukcji drzew generujg je z obliczonych dystanséw genetycznych
miedzy poszczegdlnymi prébami, nawet wowczas gdy odlegtosci te zostaty
oszacowane na podstawie randomizowanych danych. Istotne jest zatem
stwierdzenie, czy drzewa wygenerowane na podstawie dystanséw odzwierciedlajg
filogenetyczne sygnaty pochodzace z oryginalnych danych, czy tez sg jedynie
artefaktami. Mozna tego dokona¢ za pomocg testu PTP - testu prawdo-
podobienstwa permutacji (ang. Permutation Tail Probability test). Test, obecny
miedzy innymi w programie RAPDistance [Armstrong J. i in., 1994], jest szeroko
stosowany do oceny jakosci filogenetycznych danych. Poréwnuje on wartosé
wynikowg (score) dla drzewa wykreslonego z otrzymanych w wyniku analizy
danych z wartosciami drzew utworzonych przez wiele permutacji tych danych
w kazdym miejscu. Tym samym test PTP okresla czy istnieje w oryginalnych
macierzach filogenetyczny sygnat [Brinkman F.S.L., Leipe D.D., 2004].

Test PTP pozwolit na wyboér najbardziej wlasciwego algorytmu, wedtug
ktorego otrzymano dendrogram dla wszystkich badanych préb P. multiflorum.
Najlepszym, z 18 przetestowanych, okazat sie algorytm Jaccard’a [Jaccard P.,
1901; Jaccard P., 1908].

Do konstrukcji drzew filogenetycznych w niniejszej pracy postuzono sie
metodg powszechnie stosowang w analizie filogenetycznej. Zaliczana jest ona do
metod odlegtosciowych (ang. distance methods, distance-based methods,
distance matrix methods), ktére pozwalajg na oszacowanie stopnia pokrewienstwa
miedzy badanymi osobnikami nalezacymi np. do réznych populacji. UPGMA —
czyli metoda (niewazonych) Srednich potgczen (ang. Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean) jest algorytmem taczacym gatezie drzewa na
podstawie kryterium najwiekszego podobienstwa w$rdd par i wedtug srednich
taczonych par [Brinkman F.S.L., Leipe D.D., 2004].

Ponizej przedstawiono dendrogram (Rys. 12), obrazujgcy dystanse
genetyczne (Tab. 15) miedzy poszczegdlnymi prébami kokoryczki wielokwiatowej
wykreslony za pomocg programow FreeTree oraz TreeView. Drzewo zostato
wygenerowane Ww oparciu o0 algorytm wczesniej ustalony w programie
RAPDistance.
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Rysunek 12. Dendrogram dla préb P. multiflorum uzyskany metodg UP GMA
(algorytm Jaccard’a).

03
S07
S06
04
a0z
05
S00
01

r1#|ﬁl¥m|ﬁ%’£j L o757 57]

*kolorem niebieskim zaznaczono proby nalezace do pierwszej populacji, zajmujacej powierzchnie
1m?, kolorem czerwonym zakres$lono préby pochodzace z drugiej populacji, obejmujacej

powierzchnie 8 m?. Wszystkie proby oznaczone sg akronimem PL.
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Tabela 15. Wartosci dystansow genetycznych dla 41 prob P. multiflorum (wygenerowane w programie FreeTree).

500 501 502 503 504 505 506 5H0OF 508 509 510 511 512 513 514 515 516 517 518 519 520 521 522 523 524 b2b 526 52F¥ 528 529 B30 531 532 533 534 B35 536 5B3IT 538 539 540
500 0,96 0,55 094 0,95 0,9 053 0,94 098 0,53 0,90 0,834 0,85 0,78 0,24 0,70 0,85 0,85 0,79 0,79 0,82 0,73 0,83 0,83 0,7% 0,58 068 0,76 0,79 0,82 0,83 0,80 0,82 0,83 0&3 0,81 081 0,77 0,82 0,77 0,83
501 0,95 0,57 0595 0,95 0,98 0,95 0,9 098 0,95 0,82 0,82 0,83 0,78 0,84 0,70 0,86 0,83 0,81 0,7& 0,86 0,70 0,82 0,82 0,81 0,57 069 0,75 0,82 0,83 0,81 0,82 0,86 0,86 0,85 0,85 0,85 0,76 0,85 0,77 0,87
502 0,895 0,87 0,5% 0,88 0,%% 0,88 0,599 057 058 0,95 0,85 0,84 081 0,87 0,72/ 0,87 0,85 0483 0,80 0,83 06% 082 084 083 0,54 0,70 0,75 0,83 0,83 0,78 0,83 0,83 0,83 0,82 0,84 0,85 0,73 0,83 0,75 0,84
503 0,94 0,896 0,599 0,57 0,58 0,5% 1,00 055 059 055 0,84 0,83 080 085 0,72 0,86 0,85 084 080 082 068 081 083 084 0,54 0,71/0,75 0,84 0,82 0,77 0,84 0,82 0,82 0,81 0,85 0,856 0,72 0,84 074 0,83
504 0,85 0,85 0,98 057 0,87| 0,896 0,97 095 0,95 0,93 0,83 0,82 0% 0,85 0,71 0,85 0,84 082 080 0,81 0689 082 084 082 0,54 0,68 0,75 081 083 0,78 0,81|/0,81 0,81 080 0,82 0,84 0,73 0,81 075 0,83
505 0,95 0,98 0,99 098 0,97 0,57 0,9%& 098 057 094 0,84 0,85 080 086 0,72 0,88 0,85 0,&3 0,80 084 0,70 0,83 0,83 0,83 0,55 0,70 0,75 0,82 0,82 0,79 0,82 0,84 0,84 0&3 0,83 0,85 0,74 0,84 0,75 0,85
506 0,93| 0,95 0,98 0599 0,95 0,57 0,99 055 1,00 0,87 0,83 0,83 079 0,85 0,71 0,85 0,84 0,85 0,79 0,81 068 0,81 0,82 0,85 0,53 0,72 0,74 0,85 0,82 0,77 0,85 0,81 0,81 0,80 0,86 0,87 0,71 0,85 0,73 0,83
507 0,94 0,9 0,599 1,00 0,97 0,98 0,59 0% 0599 0,9 084 083 080 0,85 0,72 0,86 0,85 054 0,80 0,82 068 0,81 0,83 0,84 0,54 0,71 0,75 0,84 0,82 0,77 0,84 0,82 0,82 0,81 0,85 0,86 0,72 0,84 0,74 0,83
508 0,58 0,88 0,97 05 055 0,98 0,95 0,86 0,95 0,52 0,84 0,85 078 084 0,70 0,85 085 081 078 0,84 0,72 081|081 081 057 0,68 075 080 081 0,81 0,82 0,84 084 083 0,83 0,83 0,75 0,84 075 0,85
509 0,53/ 0,85 0,98 055 0,55 0,57 1,00 0,99 085 0,%7| 0,83 0,83 0,79 0,85 0,71/ 0,85 0,84 085 0,79 0,81 068 0,81 082 085 0,53 0,72 0,74 0,85 0,82 0,77 0,85 0,81 0,81 080 085 0,87 0,71 085 073 0,83
510 0,%0| 0,82 0,85 095 0,53 0,54 0,87 0,95 052 0,57 0,86 0,85 082 0,85 0,72 0,88 0,87 086 082 082 059 0,83 0,85 0,86 0,54 0,72 0,76 0,86 0,84 0,79 0,85 0,82 0,82 0,81 0,85 0,88 0,74 0,86 0,76 0,84
511 0,84 0,82 0,85 084 0,83 0,84/ 0,83 0,84 084 0,83 0,85 0,95 029 094 0,77 090 057 028 091 0,85 0,79 0,53 0,95 0,88 065 0,71 0,87 0,86 0,94 0,85 0,85 0,85 0,89 0,88 0,85 0,88 0,85 0,88 0,83 0,87
512 0,85/ 0,83 0,84 083 0,82 0,85 0,83 0,83 0,85 0,83 0,85 0,85 091 057 077 0,91 0% 0951 0,92 0,82 0,78 0,94 0,94 0,91 0,63 0,73 0,85 0,89 0,91 0,90 0,88 0,50 0,52 091 0,88 0,89 0,84 0,52 0,84 0,52
513 0,78 0,78 0,81 080 0,75 0,80 0,¥9 0,80 07F& 0,79 0,82 0,85 0,91 052 0,73 0,86 0,91 0%0 08% 085 0,75 0,89 /0% 050 060 0,71 083 08&7 088 0,83 0,87 0,87 085 084 0,83 0,84 0,81 0,86 082 0,89
514 0,84 0,84 0,87 085 0,85 0,86 0,85 0,86 084 0,85 0,85 0,94 0,87 052 0,78/ 0,%0 0,85 094 053 0,53 0,76 0,893 0595 054 061 0,75 0,84 091 052 0,87 0,910,581 093 052 0,50 0,52 0,81 0,893 083 0,53
515 0,70/ 0,70 0,72 072 0,71 0,72/ 0,71 0,72 070 0,71 0,72 077 077 0,73 0,78 0, 7% 0,78 073 0,75 0,74 061|077 0,78 0,73 0,53 0,75 068 0,71 06 0,71 0,70 0,70 0,74 073 0,72 0,71 0,65 0,73 067 0,72
516 0,88 0,86 087 085 0,85 0,88/ 0,85 0,86 085 0,85 0,880,890 0,91 085 0,90 0,79 0,91 0,84 0287 0,87 0,75 0,91 0,81 0,84 060 0,73 0,80 0,82 0,88 0,89 0,34 0,85 0,85 088 0,83 0,85 0,79 0,86 0,83 0,87
517 0,85/ 0,83 0,86 085 0,84 0,85 0,84 0,85 085 0,84 0,87 0,57 0,96 091 0,95 0,78/ 0,91 0,89 0,52 0,90 0,78 0,94 0,96 0,8% 0,63 0,74 0,87 0,88 0,93 0,90 0,87 0,87 0,90 0,89 0,86 0,88 0,84 0,89 0,84 0,88
518 0,79 0,81 0,83 084 0,82 0,83 0,85 0,84 081 0,85 0,85 0,88 0,91/ 050 0,94 0,73 0,84 0,89 08y 090 0,73 0,&¥7 089 1,00 0,58 0,79 0,79 057 087 0,82 0,97 0,893 088 087 0,592 0,594 0,76 0,93 0,78 0,93
519 0,7% 0,78 0,80 080 0,80 0,80 0,79 080 O7FE 0,79 0,82 0,91 0,82 089 053 0,75 0,87 0,82 087 0,80/ 0,80 0,94 0,94 0,87 065 0,74 0,89 087 053 0,85 0,87 0,87 080 051 0,85 0,88 0,86 0,89 086 0,85
520 0,82 0,86 083 082 0,81 0,84 0,81 082 084 0,81 0,82 0,8% 082 085 053 0,74 0,87 0,80 050 050 0,75 0,82 0,90 050 0463 0,72 0,82 0,8% 085 0,88 0,89 0,52 0,94 055 0,50 0,50 0,83 0,94 084 054
521 0,73/ 0,70 06% 068 04659 0,70 0,68 068 072 068 065 0,79 0,78 075 0,76 061 0,75 0,78 0,73 0,80 0,75 0,80 0,80 0,73 0,78 063 0,86 0,72 0,7% 0,79 0,75 0,77 0,80 078 0,78 0,75 0,87 0,76 0,88 0,75
522 0,83/ 0,82 0,82 0,81 0,82 0,83 0,81 0,81 081 031 0,83 0,93 0,94 028% 053 0,77 0,91 0,54 0287 0,94 0,92 0,80 0,96 0,87 0,65 0,71 0,85 0,85 0,93 0,90 0,85 0,87 0,90 0,91 0,84 0,85 0,86 0,89 0,83 0,88
523 0,83/ 0,82 0,84 083 0,84 0,83 0,82 0,83 081 0,82 0,85 0,95 0,94 091 0,95 0,78 0,91 0,96 089 0,594 0,90 0,80 0,96 0,89 065 0,73 0,89 087 057 090 0,&7 0,87 052 089 0,88 0,88 0,86 0,85 088 0,88
524 0,79 0,81 0,83 084 0,82 0,83 0,85 0,84 081 0,85 0,85 0,88 0,91 050 0,94 0,73 0,84 0,89 1,00 087 0,90 0,73 0,87 0,89 0,58 0,79 0,79 0,97 087 0,82 057 0,93 088 087 0,52 0,94 0,76 0,93 078 0,53
525 0,58| 0,57 0,54 054 0,54 0,55/ 0,53 0,54 0,57 0,53 0,54 0,65 063 0480 051 0,53 0,60 063 058 055 0,63 0,78 0,65 065 0,58 0,53| 0,73 060 067 067 0,59 0,63 066 065 054 062 0,76 063|073 0561
b26 0,68 06% 070 071 069 0,70 0,72 0,71 088 0¥2 0,72 0,71/ 0,73/0,71 0,75 0,75 0,73/0,74/ 07% 0,74 0,72 0,63 0,71 0,73 0,79 0,53 0,56 0,80 0,72 067 080 0,77 075 0,74 0,78 0,78 0,54 0,75 0,65 0,75
527 0,76/ 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,74 0,75 0,75 0,74 0,75 0,87 0,85 083 0,84 0468 0,80 087 079 085 0,82 0,86 0,85 08% 0,795 0,73 0,66 0,80 0,52 0,82 0,78 0,80 0,85 0,82 0,81|0,83 0,82 0,82 0,50 0,80
528 0,79 0,82 0,83 084 0,81 0,82 0,85 0,84 080 0,85 0,85 0,86 0,89 087 091 0,71 0,82 0,88 057 087 0,89 0,72 0,85 0&7 057 0,60 0,80 0,80 0,88 0,81 0,9 094 089 0,88 0,593/ 0,85 0,78 0,94 0,78 0,52
529 0,82 0,83 0,83 082 0,83 0,82 0,82 082 081 0,82 0,84 0,94 091 088 0,52 0,75 0,88 0,93 087 053 0,89 0,79 0,893 057 087 067 0,72 0,892 0,88 0,89 0,85 0,88 0,93 050 0,89 0,90 0,89 0,90 087 087
530 0,83 0,81 078 0¥r 0,78 0,79 077 077 081 O,7 0,75 0,89 0,90 083 087 0,71 0,89 0,50 082 086 0,88 0,79 0,90 0,90 082 067 067 0,82 0,81 0,89 0,83 0,86 0,90 089 0,84 0,84 0,85 0,&7 087 0,88
531 0,80/ 0,82 0,83 0,84 0,81 0,82 0,85 0,84 082 0,85 0,85 0,85 0,88 087 051 0,70 0,84 087 0%F 087 0,85 0,75 0,85 087 057 0,55 0,80 0,78 0,9 085 0,83 0,9 0,80 090 0,95 0,95 0,77 0,94 0,79 0,54
532 0,82 0,86 083 082 0,81 0,84 0,81 082 084 081 0,82 0,85 0,80 087 051 0,70 0,85 0,87 0%3 087 052 0,77 0,87 087 053 063 0,77 0,80 0,94 0,858 0,85 0,85 0,54 053 0,93 0,83 0,81 0,94 0,83 0,88
533 0,83| 0,86 0,83 082 0,81 0,84 0,81 082 084 0,81 0,82 0,89 092 085 053 0,74 0,88 0,80 088 050 054 0,80 0,80 052 088 065 0,75 0,85 0,89 053 0,90 0,90 0,54 0,57 0,83 0,81 0,85 0,94 0,88 0,54
534 0,83 0,85 082 081 0,80 0,83 0,80 0,&1 083 080 0,81 0,88 0,91/084 052 0,73 0,88 0,89 0&¥ 091 095 0,78 0,91 0,859 087 065 0,74 0,82 0,88 0,90 0,89 0,90 0,93 0,57 0,91 0,50 0,85 0,93 085 0,53
535 0,81|0,85 0,84 085 0,82 0,83 0,86 085 083 0,86 0,85 0,85 0,88 083 050 0,72 0,83 0,86 052 086 090 0,78 0,84 088 052 064 0,783 0,81 0,893 0,89 0,84 0,95 0,93 0,83 09 0,95 0,80 0,95 082 0,591
536 0,&81|0,85 0,85 086 0,84 0,85 0,87 0,86 083 057 0,88 0,88 0,&859 084 052 0,71 0,85 0,88 0594 088 090 0,75 0,86 088 094 062 0,78 0,83 0,95 0,90 0,84 0,95 0,93 0,91 0590 0,95 0,80 0,95 0,80 0,51
B37 0,77|0,76 0,73 072 0,73 0,74/ 0,71 0,72 075 0,71 0,74 0,85 0,84 081 081 065 0,79 0,84 076 085 0,83 0,87 0,86 086 0,76 0,75 0,64 082 078 085 0,85 0,77/ 0,81 0,86 085 0,80 0,80 0,83 0,83 0,81
536 0,82/ 0,86 0,83 084 0,81 0,84 0,85 0,84 084 085 0,85 0,88 082 086 053 0,73 0,86 0,89 093 085 054 0,75 0,88 08% 093 063 0,75 0,82 0,94/ 0,90 0,87 0,94 0,594 0,54 093 0,895 0,95 0,83 0,83 0,54
539 077|077 0,75 0,74 0,75 0,75 0,73 0,74 05 0,73 0,75 0,83 0,84 082 083 057 0,83 0,84 078 085 0484 0,85 0,88 088 0,78 0,3 0,65 0,80 0,78 087 087 0,79 0,83 0,88 085 082 0,80 0,93 0,83 0,84
540 0,83 0,87 0,84 083 0,83 0,85 0,83 0,83 085 0,83 0,84 0,87 0,92 089 053 0,72 0,&7 0,88 053 085 094 0,75 0,88 088 053 061 0,75 0,80 082 087 0,88 0,94 0,98 0,94 053 0,91 0,91 0,81 0,94 0854

,0” 0znacza catkowite podobienstwo, ,1” jego brak
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Na przedstawionym dendrogramie UPGMA proby nalezace do pierwszej
populacji (zajmujacej powierzchnie 1 m?) grupuja sie na jednej gatez. Jest to
jedenascie préb oznaczonych akronimami PL500 — P£510. Osobniki pochodzace
z tej niewielkiej populacji rosty w bardzo bliskim sgsiedztwie.

Druga natomiast grupa roslin (PL511 — PL540) zajmowata powierzchnie 8 m?
i sktadata sie z 30 osobnikow. Tak jak w przypadku pierwszej populaciji, i tu osobniki
rosty blisko siebie. Wiekszos¢ prob wyraznie grupuje sie na dendrogramie.

Przedstawione wyniki zgodne sg z oceng poziomu zréznicowania inter-

i intrapopulacyjnego (patrz Tab. 14).

Jak juz wczesniej wspomniano, procent polimorfizmu w przypadku préb
kokoryczki wielokwiatowej wynosi ponad 60%. Szczecinska M. i in. oceniajgc
zréznicowanie wewnatrz- oraz miedzygatunkowe rodzaju Polygonatum uzyskata
jedynie 32% polimorficznych loci dla P. multiflorum [Szczecihska M. i in., 2006].
W badaniach genetycznych w obrebie danego gatunku procent polimorfizmu
przedstawia sie w szerokim zakresie: od 9,3% do 100%. Wsréd gatunkow
nalezacych do rodziny Liliaceae, do ktérej rédwniez zalicza sie P.multiflorum,
miesci sie on w wiekszosci przypadkéw na poziomie 60-70% [Wolfe A.D.,
Liston A., 1998]. Wedtug danych literaturowych klonalne i dtugowieczne gatunki
wykazujg wzglednie wysokie zroznicowanie w obrebie populacji, podczas gdy
miedzy populacjami poziom zréznicowania jest do$¢ niski. Tak jest w przypadku
badanych populacji gatunkéw Allium aaseae [Smith J.F., Pham T.V., 1996],
Polygonella [Lewis P.O., Crawford D.J., 1995], czy tez Adenophorus periens
[Ranker T.A., 1994]. Wyniki innych autorow moéwig z kolei o ograniczonych
przeptywach genow miedzy populacjami, a co za tym idzie wysokim
interpopulacyjnym zréznicowaniu [Auge H.iin., 2001].

W ksztattowaniu sie struktury genetycznej populacji roslin klonalnych
znaczacy role odgrywajg wegetatywna reprodukcja oraz rozrastanie. Reprodukcja
wegetatywna moze redukowaé poziom heterozygotycznosci na skutek replikacji
tego samego genotypu. Z kolei reprodukcja generatywna stanowi mechanizm
podtrzymujgcy zréznicowanie genetyczne populacji, poniewaz nawet sporadyczne
procesy kwitnienia i owocowania umozliwiajg wymiane gendw [Falinska K., 2002].

Zatem powstawanie wsrod osobnikow populacji nasion, przy wysokim stopniu
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rozwoju siewek oraz duzej zdolnosci przetrwania ramet moze wptywaC na
zmiennos¢ genetyczng populaciji roslin klonalnych.

Z drugiej strony okazuje sie, ze populacje, w ktérych dominuje reprodukcja
wegetatywna, rowniez wykazujg zréznicowanie, chociaz stopien tej zmiennosci nie jest
jednakowy, co wynika miedzy innymi z typu rozrostu klonalnego [Falinska K., 2002].

Jedng z teorii tlumaczacg niemate zroznicowanie genetyczne w obrebie
badanych populacji jest udzat trzmieli w zapylaniu roslin. Kokoryczka
wielokwiatowa jest gatunkiem klonalnym, u ktérego opréocz rozmnazania
wegetatywnego wystepuje rowniez rozrod generatywny. Wsrod rodzajow
zapylenia kwiatéw tego gatunku dominuje obcopylno$¢ — czyli przeniesienie pytku
z jednego kwiatu na drugi, bedace warunkiem powstania nasienia. Sposob
zapylenia, badz tez jego brak majg wptyw na zmienno$é genetyczng potomstwa
(nasion) gatunku, a w konsekwencji na zréznicowanie lokalnych populacji.
W odniesieniu do analizowanych prob kokoryczki wielokwiatowej, zréznicowanie
wewnatrzpopulacyjne jest wyzsze dla populacji P£511-P£540, co moze swiadczyc
o wiekszym u tych osobnikéw udziale rozmnazania generatywnego niz u roslin
nalezacych do populacji PL500-P£510.

W  przypadku P.multifflorum  wystepuje réwniez dos¢  wysokie
interpopulacyjne zréznicowanie. Przyczyn takiego stanu rzeczy mozna dopatrywac
sie, tak jak juz wczesniej wspomniano, w udziale owaddow z rodzaju Bombus, czyli
trzmieli. Zasieg ich lotow, po to aby zdoby¢ pozywienie, jest bardzo rézny i wynosi
od kilkuset metrow do nawet 1,5-2 km. Niemniej jednak, jak wskazujg badania
wielu autorow, zalezy on od gatunku owada [Darvill B. i in., 2004; Knight M.E. i in.,
2005; Walther-Hellwig K., Frankl R., 2000]. | tak na przyktad Bombus pascuorum
rzadko przekracza zasieg 312 m [Darvill B. i in., 2004], a Bombus lapidarius 450 m
[Knight M.E. i in., 2005]. Wsrod trzmieli wymieni¢ nalezy tez gatunek, ktéry
w poszukiwaniu pozywienia dolatuje do 15 — 2 km — Bombus terrestris
[Chapman R.E. i in.,, 2003]. By¢ moze, w przypadku populacji P. multiflorum
oddalonych od siebie o ok. 1 km, przenoszenie pytkkdw z kwiatéw jednej populaciji
do drugiej nie byto na tyle efektywne, aby w konsekwencji te dwie grupy
osobnikow traktowac¢ jako jedng catos¢. Niemniej jednak mozna zaobserwowac
pewien mozliwy udzat trzmieli w przenoszeniu pytkku miedzy jedng a drugq
populacjg. Proby oznaczone jako 515, 521, 525, 526, 527, 537, 539 (pochodzace
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z populacji zajmujacej wiekszy teren (8 m?)) wyodrebnione zostaty na oddzielnych

gateziach drzewa.

Podumowujac wyniki analizy RAPD prob P. multiflorum, stwierdzono do$é
duzg zmiennos¢ genetyczng w obrebie dwoch badanych populacji, przy
jednoczesnym wysokim zréznicowaniu interpopulacyjnym. Przyczyng tych
ostatnich réznic moze byc¢ niewielki udziat owadéw w przenoszeniu pytku miedzy
populacjami, a co za tym idzie nieduzy przeptyw genéw pomiedzy dwiema

grupami osobnikow.

5.1.2. Analiza zréznicowania genetycznego Paris quadrifolia L.

Badanie zréznicowania genetycznego populaciji P. quadrifolia
przeprowadzono dwiema metodami — RAPD PCR oraz AFLP, ktore zaliczane sg
do wspdlnej grupy metod ,genetycznego odcisku palca”. Analizie poddano préby
nalezace do dwoch populacji rosnacych na terenie Bielaw oraz Ples. Te dwa

tereny sg potozone w obrebie Boréw Tucholskich i oddalone od siebie o0 6 km.

5.1.2.1. Wyniki analizy genetycznej populacji gatunku z uzyciem metody
RAPD PCR.

RAPD PCR przeprowadzono na 41 probach, obejmujgcych 23 préby
pochodzace z populacji Bielaw (proby ,B”), 18 z Pfes (préby ,P”). Etap
optymalizacji warunkow reakcji PCR przeprowadzono analogicznie jak
w przypadku DNA P.multiflorum. Dobdr odpowiednich parametrow reakcji
tancuchowej polimerazy dokonano metodg Taguchi, co zostato opisane
w rozdz. 4.2.1.3. Celem optymalizacji w tym etapie, podobnie jak w przypadku
badan DNA kokoryczki wielokwiatowej, bylo uzyskanie stabilnych i powtarzalnych
wynikow przy wiasciwie dobranych warto$ciach stezenhh jondw magnezu, primeréw,
czasu i temperatury przytaczania starteréw oraz liczby cykli.

Kolejny krok badan genetycznych polegat na przetestowaniu trzydzestu
primeréw, z ktorych do ostatecznej analizy wybrano siedem. Te primery, ktére

generowaty zbyt malg ilos¢ fragmentdw DNA, odrzucono. Wybrano natomiast
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tylko te, dzieki ktorym mozliwe bylo uzyskanie czytelnych i powtarzalnych obrazéw
rozdzielonych produktow PCR (przykfadowy elektroforegram — Rys. 13).
Sekwencje wszystkich starterow (RAPD14, RBO1, RB12, RE03, RHO08, RY10,
RY20) stuzacych analizie zr6znicowania genetycznego czworolistu pospolitego

przedstawiono w ,Cze$ci doswiadczalnej” (rozdz. 4.1.3).

Rysunek 13. Przykfadowy elektroforegram fragmentéw DNA Paris quadrifolia
uzyskanych w wyniku reakcji RAPD PCR z primerem RB12.

- 2 - : ' fd ‘a a
iR nmanan maB.som s cmnabasmann MenasssMann e

" ” 2 2 3 ” " " 7
M1 2345M67 8 910M1112131415 M1617181920M2122232425 M 2627282930M3132333435 M 3637383940M41

Legenda: poszczegdélne numery $ciezek oznaczajg proby Paris quadrifolia uzyte w reakcji;
poczawszy od numeru pierwszego sg to: B1, B3, B5, B7, B9, B11, B13, B15, B17, B23, B29, B31,
B35, B178, B181, B184, B188, B219, B220, B236, B238, B248, B252, P479, P359, P355, P336,
P462, P392, P381, P459, P446, P370, P405, P414, P440, P442, P253, P492, P266, P289;
M oznacza marker wielkosci fragmentow DNA.

Otrzymane produkty rozdzielone w Zelu agarozowym analizowano
w programie UVIMap. llos¢ wszystkich produktow zliczono i przedstawiono
w postaci macierzy binarnej w uktadzie ,0,1”, gdzie cyfra ,1” oznaczata odpowiednio
obecnos¢ danego produktu w konkretnym pofozeniu, ,0” za$ jego brak. Tak
przygotowane tabele poddano testowi PTP (w programie RAPDistance), ktorego
zasade opisano w rozdz. 5.1.1. Test PTP postuzyt ustaleniu najbardziej wtasciwego
algorytmu (Ochiai), stuzgcego oszacowaniu wzajemnych relacji genetycznych
i wykresleniu drzewa filogenetycznego, czyli tzw. dendrogramu (Rys. 14).
Uzyskane za pomocqg programu FreeTree wartosci dystanséw genetycznych dla
41 prob przedstawiono w Tab. 16.
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Rysunek 14. Dendrogram dla 41 prob P. quadrifolia uzyskany metodg UPGMA
(algorytm Ochiai).

*kolorem niebieskim zaznaczono préby nalezace do populacji ,Bielawy” (,B”),
kolorem pomaranczowym préby zebrane z obszaru Ptes (,P”).
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Tabela 16. Wartosci dystansow genetycznych dla 41 prob P. quadrifolia (wygenerowane w programie FreeTree).

252
479
359
355
336
462
392
381
459

370
405
414
442
253
492

289

”O”

1

0,97
1,00
0,84
0,87
0,87
0,87
0,97
0,89
0,67
0,72
0,81
0,68
0,75
0,86
0,81
0,85
0,85
0,95
0,95
0,74
0,85
0,84
0,77
0,82
0,24
0,74
0,86
0,71
0,74
0,71
0,78
0,81
0,75
0,89
0,89
0,81
0,89
0,81
0,24
0,24

3
0,97

0,97
0,81
0,84
0,84
0,94
0,94
0,92
0,65
0,74
0,84
0,66
0,72
0,83
0,79
0,82
0,87
0,87
0,87
0,71
0,87
0,80
0,74
0,79
0,81
0,71
0,83
068
0,71
0,69
0,76
0,79
0,72
0,86
0,86
0,78
0,86
0,79
0,81
0,81

5
1,00
0,97

0,84
0,87
0,87
0,87
0,97
0,89
0,67
0,72
0,81
0,68
0,75
0,86
0,81
0,85
0,85
0,95
0,95
0,74
0,85
0,84
0,77
0,82
0,24
0,74
0,86
0,71
0,74
0,71
0,79
0,81
0,75
0,89
0,89
0,81
0,89
0,81
0,84
0,84

7
0,84
0,81
0,84

0,71
0,71
0,81
0,81
0,72
0,54
0,60
0,66
0,54
0,79
0,86
0,71
0,83
0,78
0,78
0,78
0,24
0,78
0,66
0,67
0,72
068
0,58
0,70
0,60
0,58
0,56
0,63
0,66
0,60
0,73
0,73
0,70
0,73
0,66
0,67
068

9
0,87
0,84
0,87
0,71

1,00
0,89
0,89
0,92
0,56
0,66
0,89
0,66
0,63
0,72
0,69
0,81
0,86
0,86
0,81
0,62
0,81
0,86
0,78
0,79
0,92
0,76
0,94
0,78
0,76
0,74
0,86
0,24
0,77
0,82
0,86
0,83
0,92
0,84
0,86
0,92

11
0,87
0,84
0,87
0,71
1,00

0,89
0,89
0,92
0,56
0,66
0,89
0,66
0,63
0,72
0,69
0,81
0,86
0,86
0,81
0,62
0,81
0,86
0,79
0,79
0,92
0,76
0,94
0,78
0,76
0,74
0,86
0,84
0,77
0,92
0,86
0,83
0,82
0,84
0,86
0,82

13
0,97
0,94
0,57
0,81
0,89
0,89

1,00
0,92
0,65
0,70
0,84
0,66
0,72
0,83
0,79
0,92
0,97
0,87
0,82
0,71
0,92
0,86
0,78
0,84
0,86
0,76
0,89
0,73
0,76
0,74
0,81
0,84
0,77
0,82
0,82
0,83
0,92
0,84
0,86
0,86

15
0,97
0,94
0,897
0,81
0,89
0,89
1,00

0,92
0,65
0,70
0,284
0,66
0,72
0,83
0,79
0,92
0,597
0,97
0,92
0,71
0,52
0,86
0,79
0,84
0,86
0,76
0,89
0,73
0,76
0,74
0,81
0,84
0,77
0,92
0,92
0,83
0,92
0,84
0,86
086

17
0,89
0,92
0,89
0,72
0,92
0,92
0,92
0,82

0,58
0,68
0,86
0,58
0,64
0,73
0,70
0,83
0,94
0,94
0,88
0,63
0,88
0,88
0,76
0,81
0,88
0,73
0,91
0,74
0,73
0,70
0,83
0,81
0,74
0,94
0,88
0,80
0,88
0,81
0,88
0,88

23
0,67
0,65
0,67
0,54
0,56
0,58
0,65
0,65
0,58

0,46
0,53
0,43
0,48
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0,53
0,62
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0,67
0,47
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0,58
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0,61
0,62
0,67
0,60
0,56
0,67
0,65
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0,58
0,58
0,65
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0,56
0,54
0,62

29
0,72
0,74
0,72
0,60
0,66
0,66
0,70
0,70
0,68
0,45

0,66
0,70
0,52
0,62
0,70
0,68
0,72
0,72
0,72
0,52
0,72
0,59
0,54
0,58
0,60
0,52
0,62
0,50
0,52
0,50
0,56
0,58
0,52
064
0,68
0,57
0,64
0,58
0,64
0,60

31
0,81
0,84
0,81
0,66
0,89
0,89
0,84
0,84
0,88
0,53
0,66

0,61
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0,67
0,64
0,76
0,86
0,86
0,81
0,62
0,81
0,80
0,74
0,74
0,81
0,71
0,83
0,68
0,71
0,69
0,76
0,79
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0,81
0,76
0,78
0,86
0,79
0,81
0,81
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0,68
0,66
068
0,54
0,66
0,66
0,66
0,66
0,58
0,43
0,70
0,61

0,48
0,55
0,53
0,63
0,63
0,63
0,63
0,47
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0,53
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0,54
0,58
0,51
0,61
0,47
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0,48
0,54
0,57
0,52
0,58
0,68
0,56
0,63
0,57
0,63
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0,75
0,72
0,75
0,79
0,83
0,83
0,72
0,72
0,64
0,48
0,52
0,63
0,48

0,77
0,68
0,79
0,70
0,70
0,70
0,85
0,74
0,59
0,59
0,73
0,60
0,53
0,62
0,58
0,53
0,50
0,56
0,58
0,54
0,65
0,65
0,62
0,65
0,63
0,60
0,60

oznacza catkowite podobienstwo, ,1” jego brak.

0,86
0,83
0,86
0,86
0,72
0,72
0,83
0,83
0,73
0,60
0,62
0,67
0,55
0,77

0,72
0,88
0,80
0,80
0,80
0,75
0,80
0,67
0,63
0,68
0,69
0,60
0,71
0,66
0,60
0,57
0,64
0,67
0,62
0,74
0,74
0,71
0,74
0,72
0,68
0,69

0,81
0,79
0,81
0,71
0,89
0,69
0,79
0,79
0,70
0,53
0,70
0,64
0,53
0,68
0,72

0,86
0,76
0,76
0,76
0,62
0,81
0,64
0,60
0,65
0,66
0,57
0,68
0,58
0,57
0,54
0,61
0,64
0,58
0,71
0,71
0,68
0,71
0,64
0,65
0,66

0,95
0,92
0,85
0,82
0,81
0,81
0,92
0,92
0,83
0,62
0,68
0,76
0,63
0,79
0,86
0,86

0,39
0,89
0,39
0,74
0,94
0,77
0,72
0,77
0,78
0,69
0,80
0,70
0,59
0,66
0,73
0,76
0,70
0,33
0,83
0,30
0,33
0,76
0,77
0,78

0,95
0,97
0,85
0,78
0,88
0,86
0,97
0,97
0,94
0,62
0,72
0,86
0,83
0,70
0,80
0,76
0,89

1,00
0,94
0,68
0,94
0,83
0,77
0,82
0,83
0,74
0,86
0,70
0,74
0,71
0,78
0,81
0,74
0,89
0,89
0,80
0,89
0,81
0,83
0,83

0,95
0,97
0,85
0,78
0,86
0,86
0,87
0,87
0,94
0,62
0,72
0,86
0,63
0,70
0,80
0,76
0,88
1,00

0,94
0,69
0,84
0,83
0,77
0,82
0,83
0,74
0,86
0,70
0,74
0,71
0,78
0,81
0,74
0,89
0,89
0,80
0,88
0,281
0,83
0,83

0,95
0,97
0,85
0,78
0,81
0,81
0,92
0,82
0,88
0,67
0,72
0,81
0,83
0,70
0,80
0,76
0,89
0,94
0,94

0,69
0,94
0,83
0,77
0,82
0,83
0,74
0,86
0,70
0,74
0,71
0,78
0,81
0,74
0,83
0,83
0,80
0,89
0,81
0,77
0,83

0,74
0,71
0,74
0,84
0,62
0,62
0,71
0,71
0,63
0,47
0,52
0,62
0,47
0,85
0,75
0,62
0,74
0,69
0,69
0,69

0,69
0,57
0,58
0,72
0,58
0,51
0,61
0,56
0,51
0,48
0,55
0,57
0,53
0,64
0,64
0,61
0,64
0,62
0,58
0,59
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0,85
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0,84
0,66
0,86
0,86
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0,86
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0,58
0,58
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0,53
0,58
0,67
0,64
0,77
0,83
0,83
0,82
0,57
0,77

0,76
0,81
0,88
0,73
0,81
0,73
0,73
0,69
0,83
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0,74
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0,82
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0,88

0,77
0,74
0,77
0,67
0,79
0,79
0,79
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0,76
0,61
0,54
0,74
0,54
0,58
0,63
0,60
0,72
0,77
0,77
0,77
0,58
0,72
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0,92
0,84
0,89
0,92
0,89
0,87
0,89
0,92
0,77
0,72
0,79
0,87
0,79
0,71
0,82

0,82
0,79
0,82
0,72
0,79
0,79
0,84
0,84
0,81
0,61
0,58
0,74
0,54
0,73
0,68
0,65
0,77
0,82
0,82
0,82
0,72
0,77
0,81
0,80

0,87
0,72
0,84
0,74
0,72
0,69
0,82
0,79
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0,82
0,82
0,74
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0,76
0,82

0,84
0,81
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0,68
0,92
0,82
0,86
0,86
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0,62
0,60
0,81
0,58
0,60
0,69
0,66
0,78
0,83
0,83
0,83
0,59
0,78
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0,87
0,87

024
0,87
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0,24
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0,83
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0,71
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0,59
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0,71
0,51
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0,74
0,74
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0,59
0,73
0,92
0,72
0,84

0,81
0,86
1,00
0,87
0,24
0,87
0,80
0,74
0,69
0,86
0,24
0,76
0,68
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0,86
0,83
0,86
0,70
0,94
0,94
0,89
0,89
0,91
0,60
0,62
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0,61
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0,71
0,68
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0,86
0,86
0,61
0,80
0,91
0,84
0,24
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0,56
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0,66
0,58
0,70
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0,89
0,74
0,86
0,86
0,82

0,86
0,83
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0,83
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0,75
0,70
0,77
0,80
0,78
0,69
0,80

0,74
0,71
0,74
0,59
0,76
0,76
0,76
0,76
0,73
0,67
0,52
0,71
0,51
0,53
0,60
0,57
0,69
0,74
0,74
0,74
0,51
0,69
0,73
0,92
0,72
0,24
1,00
0,81
0,86

0,87
0,24
0,87
0,80
0,74
0,69
0,86
0,24
0,76
068
0,79

0,71
0,69
0,71
0,56
0,74
0,74
0,74
0,74
0,70
0,65
0,50
0,69
0,48
0,50
0,57
0,54
0,66
0,71
0,71
0,71
0,48
0,66
0,69
0,89
0,68
0,81
0,87
0,78
0,83
0,97

0,81
0,24
0,87
0,71
0,66
0,83
0,81
0,74
0,65
0,76

0,79
0,76
0,79
0,63
0,86
0,86
0,81
0,81
0,83
0,62
0,56
0,76
0,54
0,56
0,64
0,61
0,73
0,78
0,78
0,78
0,55
0,73
0,83
0,87
0,82
0,94
0,84
0,91
0,86
0,84
0,81

0,87
0,80
0,83
0,78
0,80
0,88
0,81
0,77
0,84

0,81
0,79
0,81
0,66
0,84
0,84
0,84
0,84
0,81
0,65
0,58
0,79
0,57
0,59
0,67
0,64
0,76
0,81
0,81
0,81
0,57
0,76
0,80
0,89
0,78
0,92
0,87
0,89
0,83
0,87
0,84
0,87

0,92
0,81
0,76
0,83
0,92
0,84
0,75
0,92

0,75
0,72
0,75
0,60
0,77
0,77
0,77
0,77
0,74
0,63
0,52
0,72
0,52
0,54
0,62
0,59
0,70
0,74
0,74
0,74
0,53
0,70
0,74
0,92
0,73
0,84
0,90
0,82
0,87
0,80
0,87
0,80
0,82

0,74
0,70
0,77
0,24
0,82
0,69
0.4

414 440 442 253 492 266 289

0,89
0,86
0,89
0,73
0,92
0,92
0,92
0,92
0,94
0,58
064
0,81
0,58
0,65
0,74
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0,83
0,89
0,89
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0,83
088
0,77
0,82
0,83
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0,81
0,88
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0,83
0,64
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0,89
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0,92
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W wyniku przeprowadzonej analizy RAPD uzyskano 96 mozliwych do
zliczenia prazkéw, z czego 64 byto polimorficznych, co stanowi 67%. Srednio na
jeden starter przypadato 9,1 polimorficznych prgzkow.

Za pomocg programu POPGENE v. 1.32 obliczono, analogicznie jak
w przypadku prob kokoryczki  wielokwiatowej, poziom zrGznicowania
wewnatrzpopulacyjnego (Shannon-Weaver index) [Shannon C.E., Weaver W.,
1949] oraz miedzy badanymi populacjami (Gst) [Hartl D.L., Clark A.G., 1989], jak
i przeptyw gendéw (Nm) [Slatkin M., Barton N.H.,1989]. Zestawienie uzyskanych

wartosci przedstawiono w Tab. 17.

Tabela 17. Poziom zr6znicowania intra- oraz interpopulacyjnego i przeptyw genow
miedzy populacjami P. quadrifolia (RAPD PCR).

Populacje Paris quadrifolia
Populacja
Populacja ,,Plesy”
,,Bielawy”
Shannon-Weaver index 0,18 0,10
Gst 0,17
Nm 2,51

Odnoszac sie do cytowanych publikacji i wartosci indeksu Shannon-
Waver'a, Gst oraz Nm uzyskanych dla prob P. multifforum mozna stwierdzi¢,
ze przeptyw gendéw pomiedzy badanymi populacjami P. quadrifolia jest wysoki,
zatem zréznicowanie miedzypopulacyjne nie jest duze (Gst=0,17). Natomiast
poziom intrapopulacyjnej roznorodnosci jest doS¢ znaczny (wyzszy w przypadku

populacji ,Bielawy”).

5.1.2.2. Wyniki analizy genetycznej populacji gatunku z uzyciem metody
AFLP.

Metoda AFLP postuzyta oszacowaniu zroznicowania genetycznego dwéch
populacji P. quadrifolia. Badane w tej czesci grupy osobnikéw obejmowaty miedzy

innymi proby, ktére zostaty zanalizowane metodg RAPD PCR. llos¢ prob,
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w przypadku badah z uzyciem AFLP, zostala zwiekszona do 90. Populacja
Bielawy obejmowata zatem 44 préby, natomiast populacja z Ptes 46.

Przed przystgpieniem do wlasciwych analiz zoptymalizowano warunki
reakcji oraz przetestowano 64 pary primeréw selekcyjnych, z czego do ostatecznej
analizy wybrano 3 (rozdz. 4.2.1.4). Etap testowania kilkudziesieciu primeréw miat
na celu wybér tych, ktore generowaty od 50 do 100 produktow (w zakresie 50-
500 bp) [Wolfe A.D., Liston A., 1998]. WiekszoSC¢ z nich nie nadawata sie do
przeprowadzenia analizy metodg AFLP ze wzgledu na Zzbyt matg ilos¢
powstajgcych fragmentéw DNA lub tezich brak.

Produkty otrzymane w wyniku czteroetapowego procesu rozdzielano w zelu
poliakryloamidowym za pomoca elektroforezy kapilarnej przy uzyciu sekwenatora
ABI. Otrzymane dane z wszystkich trzech par primeréw zostaty przedstawione,
tak jak w przypadku analizy RAPD kokoryczki wielokwiatowe] oraz czworolistu
pospolitego, w postaci uktadu ,0,1”, gdzie cyfra ,1” oznaczata obecnos¢ produktu w
konkretnym potozeniu, ,0” zas jego brak. Stworzenie takich macierzy byto konieczne
do oszacowania odlegtosci genetycznych miedzy wszystkimi prébami
I przedstawienia ich w postaci filogenetycznego drzewa (za pomocag programow
FreeTree oraz TreeView). Dendrogram zostat wykreslony metodg UPGMA wediug
algorytmu obliczconego testem PTP dostepnym w programie RAPDistance.
Z 18 testowanych algorytméw najlepszym okazat sie algorytm Ochiai [Ochiai A., 1957].
Na Rys. 15 przedstawione zostaty wzajemne relacje genetyczne 90 prob DNA
P. quadrifolia zanalizowane metodg AFLP. Wartosci dystanséw genetycznych
pomiedzy badanymi probami zestawiono w Tab. 18a, 18b, 18c. Ze wzgledu na
duzg ilos¢ danych, tabele przedstawiono wedlug zamieszczonego ponizej

schematu:

i
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Rysunek 15. Dendrogram dla 90 préb P. quadrifolia uzyskany metodg UPGMA
(algorytm Ochiai).

*kolorem niebieskim zaznaczono proby nalezace do populacji ,Bielawy” (,B”),
kolorem pomaranczowym proby zebrane z obszaru Pies (,P”").
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Tabela 18a. Wartosci dystansow genetycznych dla 90 prob P. quadrifolia (wygenerowane w programie FreeTree).

1 11 113 126 13 134 145 15 157 169 17 178 181 184 188 219 22 220 23 236 238 24 248 252 253 266 275 277 278 289 29 3 31 336 35 355 356 357 358 359 360 361 362 370
1
11 0,51
113 0,58 0,53
126 0,64 0,57 0,65
13 0,43 0,39 0,45 0,40
134 0,67 0,59 0,63 0,81 0,46
145 0,38 0,45 0,67 0,70 0,37 0,63
15 0,43 0,39 0,45 0,49 0,44 0,47 0,38
157 0,55 0,48 0,72 0,74 0,41 0,63 0,67 0,42
169 0,60 0,53 0,71 0,85 0,38 0,72 0,70 0,42 0,79
17 0,42 0,42 0,44 0,40 0,42 0,33 0,32 0,36 0,41 0,37
178 0,31 0,29 0,42 0,42 0,24 0,44 0,43 0,21 0,35 0,36 0,30
181 0,50 0,56 0,77 0,64 0,38 0,67 0,65 0,48 0,76 0,70 0,37 0,40
184 0,41 0,45 0,52 0,58 0,41 0,57 0,52 0,32 0,52 0,58 0,31 0,36 0,46
188 0,59 0,48 0,60 0,79 0,41 0,75 0,60 0,49 0,64 0,67 0,36 0,39 0,59 0,50
219 0,38 0,37 0,42 0,50 0,41 0,45 0,32 0,42 0,44 0,47 0,28 0,36 0,46 0,43 0,42
22 0,65 0,53 0,57 0,84 0,41 0,78 0,57 0,46 0,67 0,74 0,36 0,39 0,60 0,60 0,73 0,55
220 0,56 0,S3 0,61 0,67 0,46 0,71 0,61 0,43 0,57 0,63 0,34 0,33 0,56 0,44 0,66 0,46 0,61
23 0,63 0,47 0,59 0,78 0,43 0,72 0,60 0,49 0,65 0,69 0,34/0,37 0,52 0,59 0,76 0,38 0,75 0,60
236 0,39 0,36 0,51 0,50 0,41 0,53 0,56 0,45 0,47 0,43 0,36 0,39 0,49 0,39 0,54 0,33 0,51 0,55 0,63
238 0,60 0,48 0,61 0,72 0,42 0,72 0,65 0,42 0,65 0,72 0,37 0,40 0,55 0,58 0,67 0,43 0,70 0,63 0,64 0,47
24 0,63 0,51 0,65 0,69 0,52 0,67 0,55 0,43 0,71 0,65 0,42 0,40 0,63 0,45 0,64 0,50 0,71 0,56 0,75 0,49 0,55
248 0,49 0,40 0,65 0,63 0,41 0,57 0,60 0,38 0,64 0,67 0,33 0,32 0,64 0,50 0,54 0,49 0,60 0,58 0,49 0,50 0,55 0,58
252 0,55 0,53 0,62 0,74 0,41 0,68 0,62 0,38 0,67 0,65 0,45 0,35 0,60 0,56 0,64 0,44 0,71 0,61 0,65 0,43 0,61 0,71 0,60
253 0,61 0,35 0,69 0,62 0,41 0,76 0,58 0,37 0,64 0,63 0,36 0,48 0,61 0,53 0,57 0,36 0,64 0,54 0,67 0,52 0,68 0,67 0,57 0,58
266 0,50 0,41 0,53 0,67 0,42 0,70 0,49 0,34 0,54 0,58 0,33 0,40 0,50 0,57 0,61 0,52 0,73 0,54 0,67 0,48 0,58 0,73 0,57 0,68 0,65
275 0,47 0,50 0,53 0,64 0,43 0,68 0,54 0,36 0,58 0,60 0,35 0,41 0,52 0,52 0,52 0,35 0,58 0,53 0,52 0,37 0,53 0,52 0,41 0,62 0,60 0,46
277 0,61 0,50 0,63 0,72 0,42 0,70 0,54 0,39 0,63 0,63 0,33 0,36 0,50 0,57 0,66 0,37 0,68 0,58 0,72 0,39 0,58 0,73 0,53 0,73 0,60 0,65 0,72
278 0,63 0,52 0,65 0,83 0,43 0,77 0,65 0,49 0,70 0,73 0,38 0,37 0,63 0,59 0,72 0,54 0,80 0,64 0,74 0,49 0,73 0,75 0,63 0,80 0,67 0,72 0,61 0,77
289 0,24 0,20 0,23 0,24 0,25 0,29 0,21 0,25 0,28 0,26 0,18 0,20 0,24 0,24 0,22 0,27 0,25 0,33 0,22 0,22 0,26 0,20 0,22 0,21 0,28 0,22 0,25 0,18 0,26
29 0,67 0,40 0,80 0,67 0,37 0,65 0,58 0,37 0,74 0,73 0,36 0,39 0,67 0,53 0,67 0,49 0,64 0,59 0,67 0,48 0,63 0,73 0,67 0,64 0,76 0,65 0,46 0,65 0,72 0,28
3 0,80 0,52 0,59 0,64 0,48 0,72 0,45 0,40 0,55 0,60 0,38 0,33 0,57 0,46 0,58 0,46 0,65 0,55 0,58 0,40 0,69 0,63 0,54 0,60 0,67 0,62 0,48 0,56 0,74 0,26 0,67
31 0,59 0,43 0,67 0,60 0,45 0,69 0,51 0,41 0,62 0,66 0,35 0,38 0,71 0,52 0,55 0,47 0,57 0,53 0,54 0,42 0,66 0,65 0,60 0,57 0,74 0,69 0,45 0,58 0,76 0,21 0,74/0,76
336 0,49 0,53 0,51 0,60 0,33 0,63 0,52 0,34 0,57 0,61 0,28 0,20 0,55 0,52 0,60 0,40 0,62 0,57 0,50 0,39 0,61 0,45 0,60 0,62 0,53 0,59 0,41 0,54 0,60 0,21 0,64 0,55 0,51
35 0,63 0,61 0,65 0,78 0,48 0,82 0,55 0,44 0,70 0,73 0,38 0,37 0,69 0,58 0,67 0,54 0,75 0,60 0,68 0,45 0,64 0,80 0,58 0,70 0,67 0,77 0,61 0,72 0,79 0,26 0,72 0,74 0,76 0,60
355 0,69 0,52 0,59 0,73 0,43 0,77 0,50 0,40 0,60 0,64 0,38 0,37 0,52 0,50 0,72 0,38 0,70 0,68 0,74/ 0,49 0,60 0,69 0,54'0,70 0,72 0,67 0,61 0,77 0,74 0,22 0,72 0,63 0,59 0,60 0,68
356 0,57 0,51 0,64 0,67 0,39 0,75 0,55 0,36 0,55 0,58 0,43 0,56 0,57 0,57 0,57 0,42 0,64 0,62 0,57 0,45 0,63 0,57 0,49 0,68 0,66 0,61 0,67 0,65 0,67 0,24 0,61 0,62 0,59 0,46 0,62 0,62
357 0,60 0,49 0,67 0,79 0,37 0,78 0,71 0,42 0,71 0,79 0,36 0,47 0,65 0,68 0,68 0,47 0,76 0,65 0,70 0,47 0,79 0,71 0,68 0,71 0,74 0,63 0,58 0,68 0,80 0,25 0,74 0,60 0,67 0,62 0,70 0,70 0,73
358 0,61 0,50 0,74 0,67 0,41 0,71 0,64 0,42 0,69 0,73 0,36 0,35 0,79 0,49 0,67 0,44 0,58 0,63 0,56 0,52 0,58 0,67 0,71 0,58 0,71 0,60 0,46 0,54 0,67 0,24 0,82 0,67 0,80 0,64 0,72 0,67 0,56 0,69
359 0,63 0,61 0,59 0,80 0,43 0,84 0,55 0,43 0,65 0,70 0,42 0,45 0,69 0,55 0,69 0,46 0,76 0,60 0,69 0,44 0,60 0,75 0,49 0,71 0,61 0,67 0,61 0,73 0,75 0,20 0,61 0,63 0,65 0,55 0,80 0,75 0,73 0,76 0,67
360 0,61 0,45 0,69 0,67 0,50 0,71 0,53 0,42 0,64 0,58 0,41 0,39 0,55 0,45 0,67 0,40 0,64 0,59 0,67 0,48 0,53 0,73 0,48 0,69 0,71 0,65 0,64 0,76 0,72 0,20 0,76 0,61 0,57 0,53 0,67 0,83 0,66 0,64 0,65 0,73
361 0,63 0,56 0,58 0,78 0,43 0,77 0,60 0,35 0,70 0,69 0,43 0,37 0,57 0,54 0,72 0,38 0,70 0,60 0,68 0,40 0,60 0,69 0,54 0,75 0,61 0,62 0,65 0,72 0,74 0,22 0,61 0,63 0,59 0,55 0,68 0,74 0,72 0,70 0,67 0,80 0,72
362 0,47 0,51 0,65 0,76 0,39 0,70 0,64 0,48 0,77 0,75 0,31 0,41 0,73 0,65 0,61 0,49 0,68 0,50 0,62 0,45 0,67 0,63 0,61 0,64 0,66 0,70 0,62 0,65 0,72 0,20 0,71 0,57 0,69 0,59 0,81 0,57 0,61 0,73 0,71 0,68 0,66 0,62
370 0,53 0,43 0,67 0,75 0,40 0,69 0,67 0,41 0,72 0,75 0,35 0,38 0,65 0,65 0,65 0,51 0,82 0,57 0,70 0,51 0,75 0,71 0,69 0,72 0,74 0,74 0,49 0,63 0,87 0,27 0,74 0,65 0,72 0,67 0,70 0,65 0,59 0,82 0,65 0,65 0,63 0,65 0,74
371 0,63 0,41 0,71 0,69 0,28 0,73 0,60 0,43 0,65 0,70 0,32 0,36 0,69 0,55 0,69 0,46 0,65 0,60 0,63 0,49 0,65 0,69 0,65 0,65 0,79 0,61 0,47 0,61 0,75 0,24 0,85 0,69 0,77 0,65 0,69 0,75 0,63 0,82 0,85 0,69 0,73 0,69 0,68 0,77

,0” 0znacza catkowite podobienstwo, ,1” jego brak.
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Tabela 18b. Wartosci dystanséw genetycznych dla 90 préb P. quadrifolia (wygenerowane w programie FreeTree).

| 1 11 113 126 13 134 145 15 157 169 17 178 181 184 188 219 22 220 23 236 238 24 248 252 253 266 275 277 278 289 29 3 31 336 35 355 356 357 358 359 360 361 362 370 371
| 376 0,54 0,44 0,60 0,67 0,33 0,61 0,56 0,38 0,64 0,71 0,25 0,35 0,59 0,54 0,54 0,42 0,60 0,51 0,54 0,35 0,55 0,54 0,58 0,51 0,57 0,53 0,52 0,61 0,63 0,32 0,71 0,54 0,65 0,56 0,63 0,54 0,53 0,64 0,67 0,59 0,57 0,63 0,70 0,60 0,64
| 378 0,61 0,50 0,53 0,76 0,51 0,80 0,54 0,43 0,63 0,67 0,37 0,44 0,56 0,61 0,70 0,48 0,73 0,62 0,72 0,48 0,72 0,78 0,57 0,68 0,65 0,75 0,55 0,70 0,77 0,22 0,65 0,67 0,69 0,54 0,82 0,72 0,70 0,83 0,65 0,84 0,65 0,72 0,70 0,69 0,73
| 381 0,59 0,57 0,65 0,77 0,44 0,81 0,65 0,45 0,70 0,77 0,36 0,42 0,69 0,62 0,63 0,50 0,74 0,67 0,64 0,46 0,72 0,64 067 0,70 0,72 0,57 0,64 0,62 0,73 0,28 0,67 0,59 0,65 0,65 0,68 0,68 0,71 0,88 0,67 0,75 0,62 0,73 0,71 0,75 0,30
| 390 0,63 0,46 0,77 0,64 0,38 0,61 0,60 0,28 0,71 0,70 0,37 0,45 0,75 0,55 0,54 0,28 0,60 0,56 0,57 0,39 0,60 0,63 0,59 0,60 0,67 0,45 0,61 0,67 0,63 0,28 0,73 0,57 0,65 0,44 0,57 0,63 0,63 0,71 0,67 0,63 0,67 0,63 0,63 0,65 0,69
| 392 0,64 0,39 0,60 0,68 0,40 0,67 0,47 0,41 0,60 0,60 0,36 0,38 0,48 0,51 0,63 0,46 0,65 0,55 0,68 0,46 0,60 0,64 0,50 0,65 0,62 0,62 0,56 0,76 0,68 0,28 0,72 0,59 0,55 0,51 0,64 0,68 0,67 0,65 0,57 0,64 0,72 0,64 0,62 0,60 0,64
| 395 0,60 0,49 0,62 0,65 0,45 0,73 0,52 0,38 0,62 0,70 0,32 0,39 0,65 0,64 0,60 0,44 0,62 0,57 0,60 0,39 0,65 0,65 0,56 0,57 0,69 0,68 0,58 0,68 0,65 0,25 0,69 0,65 0,77 0,52 0,75 0,65 0,64 0,71 0,74 0,71 0,64 0,70 0,73 0,67 0,71
| 398 0,47 0,43 0,56 0,65 0,40 0,63 0,57 0,36 0,72 0,66 0,31 0,34 0,59 0,56 0,60 0,35 0,72 0,44 0,76 0,46 0,57 0,65 0,51 0,57 0,69 0,58 0,58 0,69 0,59 0,23 0,63 0,43 0,50 0,57 0,59 0,65 0,54 0,67 0,51 0,65 0,63 0,59 0,64 0,72 0,59
| 399 0,85 0,49 0,62 0,70 0,41 0,68 0,52 0,38 0,71 0,65 0,36 0,42 0,60 0,48 0,68 0,40 0,71 0,57 0,80 0,47 0,57 0,82 0,51 0,67 0,64 0,63 0,54 0,73 0,70 0,21 0,69 0,60 0,57 0,48 0,70 0,70 0,64 0,67 0,58 0,71 0,69 0,70 0,59 0,67 0,80
| 405 0,49 0,62 0,57 0,70 0,41 0,63 0,57 0,42 0,62 0,61 0,41 0,39 0,55 0,64 0,68 0,40 0,67 0,57 0,70 0,51 0,57 0,65 0,47 0,67 0,48 0,59 0,58 0,73 0,70 0,14 0,58 0,50 0,51 0,48 0,70 0,65 0,59 0,67 0,58 0,71 0,69 0,70 0,68 0,62 0,60
| 414 0,57 0,47 0,65 0,73 0,39 0,72 0,60 0,35 0,75 0,73 0,30 0,45 0,62 0,59 0,63 0,42 0,75 0,51 0,74 0,40 0,64 0,75 0,54 0,65 0,72 0,62 0,56 0,72 0,68 0,22 0,72 0,53 0,59 0,60 0,68 0,68 0,57 0,75 0,61 0,75 0,67 0,68 0,67 0,76 0,69
| 432 0,58 0,53 0,61 0,77 0,44 0,81 0,56 0,45 0,68 0,67 0,38 0,42 0,71 0,52 0,66 0,52 0,73 0,53 0,65 0,46 0,62 0,77 0,56 0,72 0,69 0,75 0,59 0,69 0,77 0,21 0,69 0,71 0,73 0,56 0,89 0,65 0,70 0,68 0,69 0,84 0,69 0,71 0,75 0,67 0,71
| 44 067 0,54 0,62 0,88 0,41 0,81 0,64 0,51 0,74 0,78 0,41 0,35 0,67 0,58 0,71 0,53 0,85 0,63 0,72 0,48 0,68 0,73 0,62 0,79 0,65 0,71 0,60 0,71 0,89 0,28 0,71 0,67 0,63 0,64 0,83 0,72 0,66 0,79 0,65 0,79 0,71 0,72 0,76 0,80 0,73
| 440 0,36 0,29 0,43 0,48 0,35 0,46 0,40 0,31 0,49 0,45 0,34 0,29 0,41 0,41 0,44 0,34 0,53 0,38 0,52 0,36 0,41 0,66 0,48 0,58 0,50 0,59 0,35 0,55 0,52 0,20 0,50 0,37 0,43 0,49 0,52 0,52 0,38 0,53 0,45 0,51 0,50 0,47 0,47 0,58 0,51
| 442 0,38 0,35 0,45 0,53 0,25 0,47 0,42 0,37 0,55 0,58 0,29 0,24 0,43 0,42 0,42 0,35 0,59 0,39 0,49 0,38 0,50 0,48 0,49 0,46 0,51 0,47 0,47 0,52 0,57 0,25 0,51 0,35 0,45 0,55 0,49 0,44 0,40 0,55 0,42 0,43 0,42 0,44 0,52 0,64 0,48
| 446 0,63 0,55 0,49 0,62 0,43 0,65 0,46 0,28 0,55 0,58 0,35 0,41 0,52 0,49 0,65 0,42 0,64 0,54 0,62 0,41 0,63 0,73 0,45 0,59 0,56 0,70 0,51 0,61 0,62 0,20 0,61 0,67 0,64 0,55 0,72 0,62 0,57 0,59 0,61 0,68 0,61 0,67 0,57 0,59 0,57
| 459 0,49 0,49 0,46 0,60 0,37 0,63 0,43 0,46 0,48 0,52 0,36 0,42 0,55 0,40 0,47 0,47 0,57 0,57 0,50 0,43 0,48 0,55 0,47 0,48 0,58 0,49 0,58 0,49 0,55 0,25 0,48 0,45 0,46 0,38 0,55 0,60 0,55 0,62 0,48 0,60 0,53 0,50 0,50 0,46 0,55
| 462 0,52 0,31 0,45 0,48 0,32 0,46 0,49 0,33 0,49 0,45 0,25 0,41 0,47 0,45 0,56 0,28 0,45 0,39 0,52 0,41 0,53 0,47 0,41 0,41 0,60 0,46 0,43 0,46 0,48 0,15 0,60 0,52 0,49 0,49 0,48 0,52 0,39 0,49 0,50 0,38 0,50 0,39 0,55 0,53 0,57
| 479 0,25 0,23 0,30 0,27 0,30 0,26 0,25 0,30 0,37 0,29 0,27 0,23 0,32 0,34 0,31 0,33 0,34 0,29 0,33 0,31 0,34 0,32 0,31 0,28 0,31 0,26 0,32 0,32 0,33 0,25 0,28 0,23 0,34 0,25 0,23 0,26 0,39 0,37 0,28 0,32 0,24 0,33 0,30 0,37 0,32
| 492 0,53 0,57 0,65 0,82 0,40 0,76 0,70 0,49 0,74 0,81 0,32 0,38 0,75 0,62 0,67 0,50 0,74 0,63 0,64 0,46 0,68 0,64 067 0,65 0,62 0,62 0,64 0,67 0,73 0,24 0,67 0,54 0,65 0,65 0,73 0,64 0,58 0,79 0,78 0,75 0,62 0,68 0,84 0,75 0,69
5 0,44 0,40 0,46 0,38 0,33 0,39 0,34 0,26 0,39 0,47 0,25 0,21 0,44 0,32 0,42 0,26 0,34 0,55 0,31 0,35 0,47 0,34 0,38 0,30 0,33 0,35 0,26 0,31 0,31 0,25 0,43 0,40 0,46 0,47 0,36 0,36 0,41 0,39 0,52 0,39 0,33 0,40 0,33 0,37 0,44

58 0,50 0,55 0,63 0,76 0,46 0,65 0,54 0,47 0,63 0,67 0,50 0,44 0,61 0,49 0,61 0,41 0,63 0,54 0,62 0,53 0,54 0,67 0,48 0,68 0,54 0,55 0,59 0,60 0,67 0,18 0,54 0,51 0,53 0,49 0,67 0,62 0,65 0,63 0,54 0,78 0,65 0,67 0,61 0,58 0,56
70,73 0,59 0,63 0,57 0,37 0,65 0,42 0,37 0,53 0,53 0,36 0,30 0,55 0,35 0,62 0,32 0,53 0,72 0,56 0,43 0,53 0,61 0,52 0,58 0,53 0,49 0,46 0,65 0,56 0,24 0,65 0,67 0,51 0,64 0,56 0,72 0,61 0,53 0,65 0,61 0,65 0,61 0,40 0,46 0,61

| 710,47 0,51 0,74 0,62 0,39 0,56 0,59 0,44 0,64 0,67 0,39 0,30 0,63 0,57 0,53 0,42 0,59 0,50 0,62 0,57 0,54 0,52 0,61 0,50 0,56 0,47 0,47 0,56 0,62 0,30 0,66 0,48 0,59 0,55 0,62 0,48 0,43 0,59 0,61 0,47 0,46 0,48 0,61 0,64 0,57
| 792 0,49 0,49 0,62 0,74 0,41 0,63 0,62 0,50 0,52 0,61 0,41 0,29 0,60 0,52 0,64 0,40 0,57 0,57 0,65 0,60 0,52 0,55 0,56 0,57 0,53 0,54 0,49 0,54 0,65 0,21 0,53 0,55 0,57 0,43 0,60 0,55 0,64 0,62 0,69 0,65 0,53 0,65 0,59 0,57 0,60
| 793 0,44 0,44 0,55 0,67 0,41 0,57 0,56 0,42 0,73 0,71 0,33 0,32 0,69 0,57 0,58 0,56 0,64 0,51 0,54 0,46 0,55 0,64 0,65 0,56 0,52 0,57 0,48 0,53 0,67 0,25 0,67 0,49 0,65 0,60 0,67 0,54 0,45 0,68 0,71 0,59 0,52 0,54 0,74 0,69 0,69
| 797 0,21 0,23 0,13 0,21 0,21 0,19 0,21 0,13 0,21 0,22 0,15 0,12 0,14 0,18 0,22 0,16 0,21 0,23 0,22 0,22 0,25 0,17 0,16 0,21 0,13 0,16 0,21 0,19 0,16 0,20 0,17 0,16 0,13 0,21 0,16 0,22 0,14 0,18 0,20 0,21 0,20 0,22 0,17 0,16 0,17
| 798 0,33 0,27 0,46 0,42 0,37 0,39 0,43 0,38 0,43 0,39 0,28 0,24 0,44 0,32 0,39 0,32 0,43 0,36 0,35 0,30 0,39 0,44 0,47 0,42 0,37 0,39 0,37 0,44 0,50 0,32 0,42 0,35 0,41 0,38 0,35 0,35 0,41 0,48 0,37 0,32 0,37 0,35 0,36 0,51 0,44
| 799 0,15 0,15 0,21 0,22 0,22 0,23 0,16 0,14 0,22 0,20 0,11 0,16 0,15 0,24 0,17 0,15 0,22 0,14 0,20 0,14 0,18 0,18 0,20 0,19 0,25 0,23 0,22 0,23 0,20 0,17 0,21 0,17 0,21 0,22 0,27 0,20 0,18 0,19 0,14 0,18 0,21 0,17 0,24 0,21 0,18
| 800 0,27 0,35 0,44 0,46 0,20 0,38 0,44 0,30 0,44 0,46 0,23 0,28 0,35 0,34 0,33 0,33 0,37 0,43 0,39 0,30 0,40 0,31 0,39 0,40 0,41 0,31 0,41 0,35 0,39 0,28 0,41 0,28 0,36 0,37 0,39 0,32 0,32 0,44 0,37 0,31 0,30 0,32 0,45 0,40 0,39
| 801 0,46 0,38 0,48 0,48 0,28 0,46 0,41 0,36 0,49 0,45 0,28 0,30 0,46 0,31 0,44 0,37 0,49 0,41 0,38 0,36 0,48 0,46 0,47 0,45 0,45 0,37 0,42 0,46 0,47 0,21 0,50 0,47 0,44 0,45 0,43 0,47 0,46 0,49 0,45 0,46 0,50 0,43 0,43 0,44 0,56
| 802 0,40 0,40 0,38 0,54 0,31 0,44 0,39 0,35 0,51 0,50 0,33 0,26 0,45 0,39 0,49 0,45 0,55 0,43 0,49 0,39 0,43 0,54 0,46 0,55 0,39 0,52 0,44 0,44 0,54 0,17 0,44 0,45 0,42 0,47 0,54 0,41 0,37 0,47 0,48 0,45 0,44 0,45 0,56 0,55 0,40
| 805 0,28 0,39 0,36 0,44 0,25 0,38 0,41 0,29 0,37 0,38 0,21 0,34 0,43 0,35 0,33 0,44 0,37 0,39 0,35 0,33 0,30 0,38 0,44 0,45 0,32 0,38 0,36 0,38 0,43 0,18 0,32 0,35 0,36 0,33 0,39 0,39 0,39 0,37 0,41 0,42 0,37 0,48 0,39 0,36 0,38
| 806 0,46 0,42 0,61 0,63 0,35 0,54 0,57 0,36 0,69 0,67 0,31 0,40 0,65 0,47 0,51 0,53 0,57 0,48 0,47 0,36 0,52 0,60 0,62 0,57 0,54 0,46 0,49 0,54 0,60 0,24 0,68 0,51 0,57 0,53 0,60 0,51 0,58 0,65 0,68 0,56 0,54 0,60 0,62 0,61 0,70
85 0,59 0,52 0,50 0,73 0,44 0,67 0,56 0,45 0,56 0,64 0,36 0,31 0,48 0,62 0,67 0,43 0,70 0,63 0,73 0,50 0,60 0,64 0,54 0,70 0,52 0,57 0,52 0,62 0,73 0,28 0,62 0,54 0,50 0,56 0,64 0,68 0,67 0,74 0,57 0,64 0,62 0,68 0,58 0,65 0,69

9 0,25 0,37 0,31 0,36 0,35 0,37 0,33 0,26 0,33 0,37 0,31 0,30 0,25 0,40 0,36 0,28 0,33 0,37 0,38 0,36 0,37 0,38 0,29 0,29 0,32 0,37 0,31 0,34 0,31 0,19 0,32 0,27 0,31 0,29 0,34 0,42 0,35 0,40 0,32 0,42 0,36 0,34 0,31 0,31 0,38

| 980,63 0,46 0,59 0,69 0,43 0,67 0,49 0,43 0,65 0,65 0,32 0,36 0,50 0,55 0,64 0,42 0,65 0,60 0,69 0,44 0,65 0,69 0,59 0,65 0,67 0,56 0,52 0,67 0,69 0,28 0,73 0,57 0,59 0,60 0,63 0,69 0,63 0,76 0,61 0,63 0,61 0,69 0,57 0,65 0,75
|ost1 0,61 0,46 0,58 0,72 0,34 0,65 0,59 0,30 0,59 0,72 0,37 0,32 0,50 0,57 0,66 0,37 0,73 0,54 0,72 0,44 0,76 0,61 0,57 0,63 0,65 0,70 0,42 0,60 0,67 0,25 0,65 0,62 0,63 0,68 0,62 0,62 0,51 0,73 0,60 061 0,54 0,62 0,61 0,79 0,67
|ost2 0,64 0,57 0,60 0,68 0,28 0,62 0,60 0,29 0,65 0,72 0,36 0,38 0,64 0,54 0,59 0,39 0,70 0,55 0,64 0,38 0,72 0,64 0,59 0,65 0,62 0,62 0,52 0,57 0,68 0,24 0,67 0,64 0,65 0,60 0,64 0,59 0,53 0,74 0,62 0,59 0,52 0,59 0,62 0,75 0,64
|ost3 0,69 0,57 0,60 0,73 0,36 0,76 0,56 0,37 0,56 0,64 0,32 0,34 0,53 0,51 0,71 0,43 0,70 0,59 0,68 0,42 0,68 0,64 0,54 0,70 0,57 0,72 0,52 0,67 0,73 0,24 0,67 0,68 0,60 0,65 0,68 0,68 0,62 0,70 0,62 0,69 0,67 0,73 0,62 0,65 0,64
|ost4 0,55 0,45 0,67 0,65 0,41 0,68 0,62 0,42 0,71 0,65 0,28 0,35 0,65 0,52 0,68 0,40 0,62 0,53 0,70 0,43 0,61 0,71 0,60 0,67 0,64 0,59 0,54 0,68 0,65 0,21 0,69 0,50 0,62 0,62 0,60 0,65 0,55 0,76 0,64 0,65 0,64 0,65 0,64 0,67 0,71
|ost5 0,40 0,53 0,61 0,64 0,42 0,67 0,65 0,46 0,70 0,64 0,33 0,36 0,75 0,55/0,63 0,43 0,61 0,52 0,55 0,47 0,60 0,60 0,55 0,65 0,58 0,58 0,64 0,63 0,64 0,23 0,58 0,46 0,61 0,65 0,64 0,50 0,63 0,70 0,63 0,65 0,58 0,60 0,75 0,66 0,60
|ost6 0,53 0,52 0,60 0,68 0,36 0,62 0,60 0,41 0,60 0,64 0,32 0,38 0,64 0,51 0,67 0,43 0,60 0,55 0,54 0,46 0,68 0,64 0,63 0,60 0,57 0,57 0,40 0,52 0,68 0,14 0,67 0,59 0,60 0,70 0,64 0,59 0,49 0,74 0,72 0,59 0,57 0,54 0,67 0,70 0,75
jost? 0,49 0,49 0,57 0,79 0,41 0,68 0,62 0,42 0,57 0,65 0,41 0,43 0,55 0,52 0,68 0,47 0,71 0,61 0,65 0,51 0,65 0,65 0,51 0,67 0,53 0,63 0,54 0,63 0,70 0,21 0,53 0,50 0,51 0,52 0,65 0,60 0,64 0,71 0,53 0,71 0,58 0,70 0,59 0,67 0,55
|ost8 0,52 0,47 0,69 0,67 0,39 0,65 0,59 0,40 0,68 0,67 0,31 0,45 0,63 0,57 0,61 0,42 0,68 0,62 0,67 0,53 0,67 0,68 0,61 0,68 0,66 0,70 0,51 0,65 0,67 0,24 0,71 0,48 0,59 0,59 0,62 0,67 0,57 0,73 0,66 0,63 0,61 0,57 0,70 0,74 0,63
|ost9 0,43 0,48 0,35 0,55 0,28 0,52 0,51 0,33 0,47 0,47 0,28 0,34 0,48 0,47 0,59 0,36 0,60 0,48 0,59 0,50 0,60 0,48 0,38 0,56 0,36 0,52 0,48 0,48 0,54 0,21 0,41 0,44 0,40 0,47 0,49 0,49 0,53 0,56 0,41 0,53 0,47 0,49 0,49 0,50 0,43

,0” 0znacza catkowite podobienstwo, ,1” jego brak.
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Tabela 19c. Wartosci dystansow genetycznych dla 90 prob P. quadrifolia (wygenerowane w programie FreeTree).

376 378 381 390 392 395 398 399 405 414 432 44 440 442 446 459 462 479 492 5 58 7 71 792 793 797 798 799 800 801 802 805 806 85 9 93 ost1 ost2 ost3 ost4 ost5 osté ost7 ostd ostd

376
378 0,57
381 063 0,72
390 0,69 0,56 0,69
392 0,63 0,72 0,59 0,64
395 0,68 0,73 0,70 0,71 0,65
398 0,55 0,58 0,65 0,59 0,60 0,62
399 0,56 0,68 0,60 0,65 0,65 0,62 0,72
405 0,51 0,68 0,60 0,60 0,60 0,62 0,57 0,62
414 063 0,67 0,73 0,69 0,64 0,65 0,81 0,75 0,60
432 0,61 0,81 0,66 0,58 0,66 0,68 0,61 0,68 0,68 0,71
44 0,62 0,76 0,78 0,61 0,67 0,64 0,63 0,69 0,69 0,72 0,81
440 0,36 0,55 0,48 0,41 0,52 0,45 0,53 0,53 0,45 0,56 0,53 0,50
442 0,53 0,43 0,53 0,43 0,53 0,50 0,59 0,46 0,38 0,57 0,45 0,61 0,43
446 0,53 0,70 0,53 0,52 0,53 0,68 0,54 0,68 0,64 0,67 0,70 0,61 0,47 0,40
459 0,47 0,59 0,70 0,55 0,51 0,52 0,46 0,48 0,52 0,55 0,56 0,58 0,36 0,38 0,41
462 0,48 0,456 0,44 0,52 0,48 0,49 0,49 0,49 0,41 0,56 0,49 0,46 0,35 0,36 0,59 0,33
479 0,25 0,35 0,37 0,32 0,30 0,31 0,40 0,31 0,31 0,36 0,26 0,28 0,32 0,30 0,24 0,28 0,22
492 0,71 0,72 0,77 0,69 0,64 0,74 0,65 0,60 0,70 0,73 0,72 0,78 0,48 0,53 0,58 0,56 0,48 0,34
50,42 0,39 0,38 0,39 0,33 0,47 0,32 0,43 0,34 0,36 0,35 0,29 0,28 0,30 0,53 0,26 0,33 0,22 0,42
58 0,44 0,65 0,67 0,56 0,52 0,54 0,53 0,59 0,59 0,62 0,69 0,71 0,46 0,43 0,51 0,54 0,38 0,32 0,62 0,31
7 0,52 0,54 0,52/0,61 0,57 0,53 0,46 0,64 0,53 0,56 0,56 0,53 0,40 0,33 0,66 0,48 0,46 0,24 0,52 0,57 0,49
71 0,61 0,47 0,58 0,57 0,49 0,55 0,59 0,50 0,59 0,57 0,54 0,61 0,38 0,56 0,43 0,46 0,39 0,30 0,62 0,41 0,51 0,46
792 0,51 0,63 0,56 0,49 0,56 0,62 0,46 0,48 0,62 0,45 0,62 0,64 0,36 0,42 0,50 0,48 0,37 0,31 0,65 0,39 0,68 0,48 0,64
793 0,62 0,61 0,67 0,54 0,46 0,60 0,60 0,56 0,56 0,63 0,61 0,67 0,48 0,53 0,57 0,47 0,48 0,36 0,71 0,38 0,53 0,43 0,61 0,51
797 0,16 0,22 0,21 0,17 0,21 0,18 0,20 0,18 0,24 0,19 0,14 0,17 0,17 0,16 0,23 0,18 0,16 0,16 0,21 0,22 0,16 0,24 0,14 0,18 0,19
798 0,34 0,39 0,42 0,44 0,42 0,33 0,41 0,38 0,33 0,40 0,39 0,48 0,36 0,42 0,32 0,38 0,29 0,31 0,42 0,26 0,34 0,37 0,41 0,38 0,39 0,18
799 0,23 0,20 0,19 0,15 0,22 0,16 0,28 0,19 0,19 0,30 0,26 0,25 0,21 0,25 0,21 0,19 0,17 0,13 0,19 0,09 0,16 0,14 0,24 0,13 0,20 0,16 0,19
800 0,39 0,31 0,46 0,35 0,36 0,30 0,36 0,30 0,37 0,39 0,36 0,41 0,25 0,39 0,26 0,40 0,26 0,22 0,46 0,21 0,35 0,26 0,48 0,37 0,39 0,24 0,30 0,27
801 0,40 0,42 0,55 0,45 0,44 0,41 0,44 0,41 0,41 0,47 0,48 0,50 0,42 0,36 0,45 0,45 0,42 0,34 0,44 0,33 0,46 0,50 0,39 0,41 0,47 0,22 0,41 0,19 0,37
802 0,46 0,43 0,42 0,40 0,50 0,47 0,42 0,51 0,47 0,41 0,46 0,52 0,40 0,45 0,52 0,35 0,41 0,23 0,54 0,28 0,40 0,39 0,37 0,43 0,53 0,22 0,31 0,10 0,39 0,30
805 0,37 0,38 0,36 0,38 0,32 0,37 0,27 0,33 0,41 0,39 0,44 0,41 0,27 0,25 0,39 0,41 0,25 0,24 0,40 0,22 0,42 0,37 0,32 0,49 0,44 0,16 0,29 0,14 0,29 0,25 0,34
806 0,62 0,54 0,63 0,60 0,51 0,61 0,57 0,57 0,53 0,64 0,62 0,63 0,42 0,50 0,58 0,45 0,46 0,29 0,63 0,44 0,50 0,50 0,58 0,57 0,69 0,15 0,45 0,24 0,37 0,52 0,40 0,49
85 0,50 0,72 0,73 0,53 0,59 0,56 0,55 0,60 0,74 0,59 0,61 0,78 0,48 0,45 0,58 0,51 0,40 0,40 0,64 0,33 0,57 0,57 0,53 0,60 0,59 0,27 0,42 0,22 0,36 0,48 0,42 0,36 0,55
9 0,26 0,43 0,36 0,29 0,32 0,40 0,35 0,36 0,40 0,34 0,34 0,28 0,34 0,26 0,35 0,36 0,25 0,26 0,32 0,36 0,37 0,32 0,31 0,33 0,33 0,23 0,22 0,15 0,21 0,28 0,24 0,28 0,31 0,36
98 0,64 0,78 0,75 0,63 0,75 0,60 0,59 0,65 0,55 0,69 0,65 0,67 0,51 0,48 0,52 0,60 0,47 0,36 0,64 0,39 0,56 0,61 0,52 0,49 0,54 0,21 0,49 0,22 0,39 0,46 0,40 0,33 0,56 0,69 0,42
ost1 0,57 0,65 0,67 0,56 0,62 0,63 0,69 0,63 0,54 0,72 0,58 0,65 0,55 0,52 0,70 0,39 0,55 0,28 0,67 0,53 0,50 0,54 0,56 0,49 0,57 0,22 0,39 0,20 0,38 0,46 0,52 0,25 0,50 0,57 0,34 0,61
ost2 0,59 0,62 0,68 0,69 0,55 0,65 0,60 0,65 0,56 0,68 0,55 0,67 0,44 0,49 0,71 0,47 0,56 0,27 0,68 0,46 0,48 0,57 0,53 0,47 0,59 0,24 0,42 0,16 0,39 0,48 0,54 0,32 0,55 0,59 0,25 0,59
ost3 0,63 0,72 0,64 0,53 0,68 0,65 0,55 0,65 0,60 0,64 0,66 0,72 0,44 0,45 0,76 0,47 0,48 0,21 0,68 0,50 0,52 0,67 0,53 0,60 0,50 0,24 0,42 0,19 0,36 0,43 0,50 0,36 0,51 0,64 0,28 0,64
ost4 0,56 0,68 0,70 0,65 0,60 0,62 0,72 0,71 0,57 0,75 0,62 0,64 0,53 0,46 0,59 0,48 0,49 0,37 0,70 0,43 0,54 0,58 0,55 0,48 0,60 0,21 0,52 0,22 0,44 0,48 0,47 0,33 0,57 0,60 0,36 0,71
ost5 0,55 0,58 0,72 0,60 0,55 0,65 0,66 0,57 0,61 0,64 0,67 0,68 0,45 0,50 0,58 0,48 0,49 0,37 0,77 0,39 0,63 0,44 0,54 0,57 0,63 0,14 0,48 0,20 0,43 0,48 0,54 0,38 0,59 0,55 0,27 0,55
ost6 0,50 0,67 0,68 0,53 0,50 0,60 0,50 0,51 0,60 0,59 0,61 0,67 0,48 0,45 0,62 0,47 0,56 0,27 0,73 0,46 0,57 0,57 0,53 0,60 0,67 0,21 0,42 0,12 0,33 0,51 0,46 0,32 0,59 0,64 0,32 0,59
ost7 0,51 0,68 0,65 0,55 0,60 0,62 0,57 0,62 0,67 0,60 0,68 0,69 0,53 0,50 0,64 0,52 0,37 0,28 0,65 0,43 0,68 0,48 0,55 0,67 0,56 0,18 0,38 0,19 0,34 0,36 0,47 0,41 0,53 0,60 0,36 0,55
ost8 0,57 0,70 0,67 0,63 0,67 0,64 0,64 0,64 0,59 0,72 0,59 0,66 0,55 0,52 0,57 0,50 0,47 0,36 0,76 0,41 0,56 0,56 0,57 0,55 0,57 0,23 0,41 0,15 0,39 0,39 0,49 0,35 0,50 0,58 0,35 0,68
ost9 0,33 0,52 0,50 0,43 0,41 0,42 0,50 0,56 0,65 0,44 0,50 0,52 0,39 0,28 0,62 0,42 0,40 0,30 0,50 0,42 0,43 0,47 0,40 0,47 0,50 0,35 0,33 0,16 0,33 0,48 0,46 0,32 0,44 0,64 0,28 0,37

,0” 0znacza catkowite podobienstwo, ,1” jego brak.
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W wyniku analizy AFLP uzyskano 250 loci (pikow o wysokosci >860),
z czego 205 bylo polimorficznych, co stanowi 82%. Srednio na jedng pare
starterow przypadato 68,3 polimorficznych loci.

Zespot Jacquemyn H. badajagc za pomocg AFLP stopieh zréznicowania
genetycznego P. quadrifolia rosnacy w Belgii uzyskat 82 prgzki, z czego 33 byty
polimorficzne (przy trzech parach primerow) [Jacquemyn H.iin., 2005].

Obliczony w programie POPGENE poziom zréznicowania wewnatrz-
populacyjnego (Shannon-Weaver index) [Shannon C.E., Weaver W., 1949] oraz
miedzy badanymi populacjami (Gst) [Hartl D.L., Clark A.G., 1989], jak i przeptyw
gendéw (Nm) [Slatkin M., Barton N.H.,1989] zestawiono w Tab. 19.

Tabela 19. Poziom zréznicowania intra- oraz interpopulacyjnego i przeptyw genow
miedzy populacjami P. quadrifolia (AFLP).

Populacje Paris quadrifolia

Populacja ,,Bielawy” Populacja ,,Ptesy”

Shannon-Weaver index 0,18 0,13
GsT 0,18
Nm 2,71

Przedstawione wyniki sg zbiezne z otrzymanymi wartosciami obliczonymi
dla préb P. quadrifolia, ktére zostaty zanalizowane za pomocg RAPD PCR.
Swiadczy to o poréwnywalnosci obu stosowanych metod niezaleznie od ilosci

badanych prob.

5.1.2.3. Dyskusja do wynikéw analizy genetycznej populacji gatunku
z uzyciem metody RAPD PCR oraz AFLP.

Dendrogramy wykreslone wedtug algorytmu Ochiai, uzyskane w wyniku
analizy DNA P. quadrifolia za pomocg metod RAPD PCR oraz AFLP, wskazujg na
dos¢ znaczng zmiennoS¢ genetyczng w obrebie badanych populacji oraz

stosunkowo niski stopien zréznicowania genetycznego miedzy populacjami.
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W obu przypadkach poszczegdlne proby wzajemnie sie ,mieszajg”, nie ma
tu takze wyraznego rozgraniczenia na dwie odrebne populacje, co ma swoje
odzwierciedlenie w potozeniu prob na poszczegolnych gateziach drzewa oraz
w wartosciach dystanséw genetycznych przedstawionych w Tab. 16 i Tab. 18.
Dodatkowo uzyskane wartosci indeksu Shannon-Weavera, Gsr oraz Nm
(patrz Tab. 17 oraz Tab. 19) potwierdzajg powyzsze wnioski dotyczace
zréznicowania intra- oraz interpopulacyjnego.

Jednym z istotnych czynnikow wptywajgcych na poziom zrdéznicowania
genetycznego, a przez to na trwanie populacji, jest biologia roslin, szczegdlnie typ
reprodukcji. Czworolist pospolity jest rosling klonalng, u ktérego wytepuje
mieszany system rozrodu. Charakterystyczng cechg tego typu roslin jest rozwoj
oparty na produkcji genetycznie identycznych jednostek zwanych klonami
[Harper J.L., 1977]. Jednostki te (ramety) mogg by¢ potaczone z rodzcielskim
organizmem lub tez niezalezne. Zgodnie z tym stwierdzeniem, zr6znicowanie
genetyczne wsrdd populacji roslin klonalnych powinno by¢ niewielkie [McLellan A.
i in, 1997]. Jednakze wyniki wielu badan wskazuja, ze poziom zréznicowania
genetycznego populacji takich gatunkow jest wyzszy niz wsrod roslin
jednorocznych [Nybom H., 2004], a hipotezy o ich monotonii genetycznej sg
obecnie coraz czesciej weryfikowane.

Réznorodnosé gatunkdéw klonalnych, do ktérych zalicza sie P. quadrifolia,
zalezy w duzej mierze od warunkow, w jakich wzrastajg. Wigze sie to scisle z ich
biologig rozwoju. Trwanie tego rodzaju ros$lin uzaleznione jest od réwnowagi
pomiedzy przezyciem osobnikow na drodze rozwoju klonalnego, po ustaleniu sie
danej populacji, a pojawianiem sie nowych osobnikow dzieki generatywnej
reprodukciji [Eriksson O., 1993]. Istotne znaczenie majgce wptyw na dwa rodzaje
rozmnazania majg niewatpliwie lokalne warunki srodowiskowe [Cain M.L.,
Damman H., 1997; Kudoh H. i in., 1999].

Jacquemyn H. i in. badajgc populacje P.quadrifolia na terenie Belgii
zaobserwowali znaczace zréznicowanie pomiedzy kilkunastoma populacjami
(Gs1=0,42) [Jacquemyn H. i in., 2005; 2006]. Jednocze$nie wykazali zaleznos¢
miedzy zr6znicowaniem genetycznym populacji a warunkami srodowiskowymi,
w jakich rosng rosliny. Pod uwage wzeto stopien nastonecznienia, rodzaj gleby,

jej nawodnienie, wilgotnos¢ powietrza, czy tez nawet gatunki drzew wystepujagce
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na danym terenie. Te populacje, ktére rosty na terenach suchych i wzglednie mato
urodzajnych, zlozone byly z matej ilosci genotypow, wykazujgc niskig zmiennos¢
genetyczng, podczas gdy osobniki rosngce na dos¢ wilgotnych i zyznych
siedliskach wykazywaty znaczne zréznicowanie.

W niesprzyjajagcym otoczeniu gatunki klonalne moga zwiekszaé swojg
.kondycje” np. poprzez wzrost przyswajania dostepnych zasobéw [Hutchings M.J.,
de Kroon H., 1994]. Przejawia sie to miedzy innymi w dobrze rozbudowanym
systemie kigczy, ktéry przyczynia sie do lepszej ,komunikacji” pomiedzy rametami
[Jonsdattir 1.S., Watson M.A., 1997]. Innym rozwigzaniem pozwalajgcym na
,ucieczke” roslin z terendw o niezbyt dogodnych warunkach jest znaczny udziat
generatywnej reprodukcii i dyspersja nasion [Olivieri 1. i in., 1995]. Z drugiej jednak
strony badania innych autorow wskazujg na to, ze rosliny klonalne mogg zmniejszac
produkcje nasion na rzecz rozmnazania wegetatywnego [Prati D., Schmid B., 2000].

Cytowane juz prace zespolu Jacquemyn H., badajgcego populacje
czworolistu pospolitego wystepujace w Belgii, wskazujg na to, ze produkcja nasion
i ich tempo kietkowania sg znacznie mniejsze na terenach suchych i mato zyznych
niz na obszarach wykazujgcych wiekszg wilgotnos¢. To moze ograniczy¢ tworzenie
sie genetow (czyli roslin dowolnej wielkosci, ktdére rozwinety sie z zygoty
[Falinska K., 2002]) w populacji [Jacquemyn H., 2006]. Dodatkowo, wysokie
zageszczenie kigczy na suchym terenie ogranicza dostep sSwiatta. Moze to
w konsekwencji prowadzi¢ do zmniejszenia generatywnego rozrodu na rzecz
wegetatywnego [Aspinwall N., Christian T., 1992]. Podobne rezultaty uzyskali
Schaal B.A. i LeverichW.J. oraz Kudoh H. i in., wykazujac zaleznos¢ miedzy
warunkami srodowiskowymi a réznorodnoscig klonalng gatunkéw Asclepias meadii
[Schaal B.A., Leverich W.J., 1996] oraz Uvularia perfoliata [Kudoh H. i in., 1999].

Odnoszac sie do badanych préob P. quadrifolia mozna potwierdzi¢ teorie,
ze w korzystnych warunkach rozwoju osobniki wykazujg do$¢ znaczne
zréznicowanie. Obie analizowane populacje zajmowaty teren zalesiony,
a wystepujgca tam gleba charakteryzowata sie duzg zawarto$cig azotu. Obszar
Ptes oraz Bielaw byt dodatkowo dos¢ wilgotny, ze wzgledu na bliskie sgsiedztwo
duzego jeziora Wdzydze. Rosliny w sprzyjajacych warunkach rozwijajg sie szybko,
a ich poziom zmiennosci genetycznej jest wysoki. Nie jest rowniez ograniczana

reprodukcja generatywna [Jacquemyn H. i in., 2006].
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Jak juz wczesniej wspomniano, wyniki analizy RAPD 41 préb oraz AFLP 90
préb sg podobne, na obu filogenetycznych drzewach nie wida¢ rozgraniczenia na
dwie oddzielne grupy ,Bielawy’ oraz ,Plesy’. Potwierdzajg to rowniez wyniki
uzyskane w programie POPGENE.

Metoda RAPD, pomimo, ze jest bardzo czuta na niewielkie zmiany
parametrow reakcji i cechuje jg mata odtwarzalno$¢, to wedtug wielu autoréw
moze by¢c w dalszym ciggu z powodzeniem stosowana w badaniach
populacyjnych. Niemniej jednak technika AFLP jest obecnie czesciej uzywana
przez badaczy, a to ze wzgledu na duzg powtarzalnos¢ oraz odtwarzalnosc¢
wynikéw, jak i ze wzgledu na generowanie duzej ilosci polimorficznych prgzkow,
co tez uzyskano w przypadku analizy AFLP.

Zespot Kjglnera S. porownywat wyniki analizy zréznicowania genetycznego
Saxifraga cernua uzyskane za pomocg RAPD oraz AFLP. Wyniki zmiennosci
genetycznej populacji osobnikéw otrzymane z obu analiz byty podobne [Kjglner S.
i in., 2004]. Porownywalne rezultaty dla dwoch metod otrzymano réwniez
w przypadku analizy odmian jabtoni [Gouldo L., Oliveira C.M., 2001; Goulao L.
i in., 2001], melona [Garcia-Mas J. i in., 2001] oraz Sorghum bicolor [Uptmoor R.
iin., 2003].

Podsumowujac wyniki analizy RAPD oraz AFLP, réznorodno$é
genetyczna ro$lin zebranych z réznych terendw jest znaczna — zréznicowanie
intrapopulacyjne jest dos¢ duze, przy jednoczesnej niewysokiej zmiennosci
interpopulacyjnej.

Nie ma wyraznego wyodrebnienia dwoch populacji na obu dendrogramach.
Oznacza to wysoki przeptyw gendw pomiedzy osobnikami dwéch grup roslin.
Niewatpliwie sprzyja temu nieduza odlegto$¢ miedzy terenem Bielaw i Ples
(ok. 6 km). Ponadto obszar, ktéry te dwie populacje zajmowaty stanowi

prawdopodobnie pozostatos¢ jednego duzego niezagospodarowanego terenu.
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5.1.3. Optymalizacja warunkéw rozdzialu fragmentéw AFLP technika

elektroforezy kapilarnej.

Fragmenty AFLP moga byC rozdzielane w Zelu poliakryloamidowym
tradycyjng elektroforezg planarng. Jednak technikg charakteryzujaca sie znacznie
lepszg rozdzielczoscig jest elektroforeza kapilarna. Ma ona szerokie zastosowanie
szczegblnie w przypadku fragmentdw PCR wyznakowanych barwnikami
fluorescencyjnymi.

Do etapu optymalizacji wybrano losowo dwie préby DNA P. multiflorum
i przeprowadzono z nimi reakcje AFLP. W tej czesci badan ustalono warunki
elektroforetycznego rozdziatu produktéw PCR za pomocg elektroforezy kapilarnej
P/ACE™ MDQ Capillary Electrophoresis System (Beckman Coulter, USA).
Dzieki aparaturze wyposazonej w dwa lasery, mozliwa byta jednoczesna detekcja
fragmentow DNA wyznakowanych roznymi barwnikami. W analizach zastosowano
barwnik 6-FAM (wzbudzenie 495 nm, emisja 535 nm) oraz Cy-5 (wzbudzenie
643 nm, emisja 680 nm).

W celu ustalenia optymalnego elektroforetycznego rozdziatu zaréwno
produktéw AFLP, jak i wzorca wielkosci fragmentow DNA przeprowadzono szereg
eksperymentow stosujgc rozne warunki analizy. W catym procesie optymalizacji
testowano rézne rodzaje dozowania probki, czas dozowania, napiecie podczas
analizy, a takze czas trwania samego rozdziatu. Tab. 20 przedstawia zestawienie

stosowanych warunkéw w procesie optymalizacii.
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Tabela 20. Elektroforetyczne warunki stosowane podczas optymalizacji rozdziatu
fragmentow AFLP préby Polygonatum multiflorum.

Cisnieniowo (0,5 psi)

Cisnieniowo (0,5 psi)

Cisnieniowo (0,5 psi)

Cisnieniowo (0,5 psi)

10 Cisnieniowo (0,5 psi)

12 Cisnieniowo (0,5 psi)

14 Cisnieniowo (0,5 psi)

16 Elektrokinetycznie (5 kV)

18 Elektrokinetycznie (7 kV)

20 Elektrokinetycznie (9 kV)

22  Elektrokinetycznie (10 kV)

24 Elektrokinetycznie (10 kV)

25  Elektrokinetycznie (10 kV)

27  Elektrokinetycznie (10 kV)

29  Elektrokinetycznie (10 kV)

*podczas optymalizacji rozdziatu fragmentéw DNA wykorzystano produkty PCR uzyskane

w wyniku amplifikacji z primerami EcoACC/MseCAC).
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Zestawienie wybranych elektroforegramoéw uzyskanych w etapie optymalizaciji
przedstawiono ponizej na rysunkach (Rys. 16, 17 oraz 18).

Rysunek 16. Elektroforegramy proby AFLP P.multiflorum PL518 uzyskane
w roznych warunkach analizy.
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*rozdzielane fragmenty AFLP uzyskano w wyniku amplifikacji z primerami EcCoACC/MseCAC.
Elektroforegram nr 1 — uzyskano przy parametrach rozdziatu: dozowanie proby elektrokinetyczne:
6kV, trwajace 5 sek, rozdziat: 10 kV, 50 min. Elektroforegram nr 2 — uzyskano przy parametrach
rozdziatu: dozowanie préby elektrokinetyczne: 10kV, trwajace 5 sek, rozdziat: 8 kV, 50 min.
Elektroforegram nr 3 — uzyskano przy parametrach rozdziatu: dozowanie proéby elektrokinetyczne
10kV, trwajace 10 sek, rozdziat: 8 kV, 50 min. Elektroforegram nr 4 — uzyskano przy parametrach
rozdziatu: dozowanie préby elektrokinetyczne 10kV, trwajace 15 sek, rozdziat: 8 kV, 50 min.
Elektroforegram nr 5 — uzyskano przy parametrach rozdziatu: dozowanie proby elektrokinetyczne
10kV, trwajace 20 sek, rozdziat: 8 kV, 50 min. Elektroforegram nr 6 — uzyskano przy parametrach
rozdziatu: dozowanie proby elektrokinetyczne 10kV, trwajace 25 sek, rozdziat: 8 kV, 50 min.

Stosujgc w etapie optymalizacji rézne warunki poréwnywano rozdziat
nieczyszczonych po reakcjj PCR fragmentéw AFLP oraz oczyszczonych za
pomocg  zestawu kolumienek CentriSep (rozdz. 4.2.1.5). Rozdziat
przeprowadzono stosujgc dozowanie elektrokinetyczne i  cisnieniowe.
W przypadku pierwszego rodzaju dozowania zaobserwowano wyrazng roznice
w uzyskanych wysokosciach pikow otrzymanych z dwéch préb (oczyszczonych
I nieoczyszczonych). Piki prob oczyszczonych sg znacznie wieksze niz w drugim
przypadku, co ma znaczenie przy identyfikacji otrzymanych alleli (Rys. 17).
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Te produkty, ktére nie byty widoczne po rozdziale proby nieoczyszczonej,
pojawiajg sie wowczas, gdy probe poddano czyszczeniu. Usuniecie zatem jonéw
negatywnie wptywajgcych na rozdziat DNA, a obecnych w mieszaninie po reakcji

PCR, ma niemate znaczenie dla uzyskanych wynikéw.

Rysunek 17. Elektroforegramy préby AFLP P. multifiorum P£520 nieczyszczonej
oraz oczyszczonej zestawem CentriSep (dozowanie elektrokinetyczne).
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*Elektroforegram nr 1 otrzymano w wyniku rozdziatu préby nieczyszczonej (uzyskanej w wyniku
amplifikacji z primerami EcoACC/MseCAC) w nastepujacych warunkach: dozowanie préby
elektrokinetyczne: 10kV, trwajace 20 sek, rozdzia: 10 kV, 60 min. Elektroforegram nr 2
otrzymano w wyniku rozdziatu préby oczyszczonej zestawem CentriSep (uzyskanej w wyniku
amplifikacji z primerami ECOACC/MseCAC). Warunki rozdziatu byty takie same jak powyze;j.

Przy ciSnieniowym dozowaniu prob rdéwniez zaobserwowano rdznice
w otrzymanych elektroforegramach, cho¢ nie tak wyrazne jak w przypadku

dozowania elektrokinetycznego (Rys. 18).
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Rysunek 18. Elektroforegramy préby AFLP P. multiffiorum P£520 nieczyszczonej
oraz oczyszczonej zestawem CentriSep (dozowanie ci$nieniowe).
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*Elektroforegram nr 1 otrzymano w wyniku rozdziatu proby nieczyszczonej (uzyskanej w wyniku
amplifikacji z primerami EcoACC/MseCAC) w nastepujacych warunkach: dozowanie préby
cisnieniowe: 0,5 psi, trwajace 20 sek, rozdziat: 10 kV, 60 min. Elektroforegram nr 2 otrzymano
w wyniku rozdziatu proby oczyszczonej zestawem CentriSep (uzyskanej w wyniku amplifikacji
z primerami EcCoOACC/MseCAC). Warunki rozdziatu byty takie same jak powyzej.

Ostatecznie, jako najbardziej wiasciwe do rozdziatu fragmentéw AFLP,

wybrano nastepujgce parametry:
v dozowanie elektrokinetyczne: 15s przy napieciu 10 kV,

v napiecie podczas rozdziatu: 8 kV,

v czas rozdziatu: 50 minut.

Wymienione parametry dotyczg rozdziatu prob oczyszczonych za pomocg
zestawu CentriSep.

Aby moZliwe byto odczytanie wielkosci rozdzielonych produktow AFLP,
konieczne byto uzycie wyznakowanego wzorca wielkosci fragmentow DNA
(Rys. 19) i zastosowanie podczas analizy detekcji dwulaserowej (z uzyciem lasera
488 nm oraz 635 nm). Wzorzec wielkosci fragmentéw DNA (50 bp, 100 bp, 150 bp,
200 bp, 250 bp, 300 bp, 400 bp, 500 bp, 600 bp) zostat wyznakowany barwnikiem
Cy-5.
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Dzieki uzyciu podwojnej detekcji laserowej oraz dwdch réznych barwnikow,
ostatecznie ustalono warunki rozdziatu fragmentow AFLP wraz ze wzorcem

z zastosowaniem aparatury do elektroforezy kapilarnej P/IMDQ Beckman Coulter.

Rysunek 19. Elektroforegramy przedstawiajgce jednoczesny rozdziat produktéw
AFLP wyznakowanych barwnikiem fluorescencyjnym 6-FAM oraz wzorca
wielkosci fragmentow DNA wyznakowanych Cy-5.
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* Elektroforegram nr 1 dotyczy préby AFLP — PL518 (uzyskanej w wyniku amplifikacji z primerami
ECoACC/MseCAC). Warunki rozdziatu: dozowanie elektrokinetyczne: 10 kV, trwajace 15 sek,

rozdziat: 8 kV, czas rozdziatu: 50 min. Elektroforegram nr 2 dotyczy wzorca, warunki rozdziatu j/w.

Rozdziat przy uzyciu elektroforezy kapilarnej (CE) jest szybki i powtarzalny,
a wykorzystanie barwnikéw fluorescencyjnych pozwala na podniesienie czutosci
detekcji o 500 do 1000 razy w stosunku np. do detektora UV. Dodatkowo do
analizy wymagana jest bardzo mata ilos¢ probki, a zuzycie odczynnikéw jest
niewielkie.

Reasumujac, technika CE z detekcjg dwulaserowg w zupetnosci nadaje sie do
rozdziatu produktow AFLP. Jej uniwersalno$¢ sprawia, ze moze ona byc
zastosowana réwniez w przypadku analizy fragmentow DNA uzyskanych innymi

metodami ,genetycznego odcisku palca”.
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5.2. Analizy fitochemiczne

Analizy fitochemiczne zréznicowano w stosunku do obu badanych
gatunkdw. Zdecydowanie interesujgcym poznawczo gatunkiem byt czworolist
pospolity, dla ktérego dostepne jest ograniczone pismiennictwo naukowe
dotyczace gtdwnych metabolitow wtdrnych.

Punktem wyjscia do badan fitochemicznych byta wstepnie oceniona
aktywnos¢ cytotoksyczna surowych ekstraktow dwéch gatunkéw. Zasadne tez
byty badania zawartosci diosgeniny w Polygonatum multiflorum, ktére mozna

odnies¢ do istniejgcych danych dla tego gatunku z siedlisk potudniowej Polski.

5.2.1. Wybér metody ekstrakcji saponin steroidowych z wykorzystaniem

czesci podziemnych Polygonatum multiflorum (L.) All.

Ekstrakcje saponin steroidowych mozna przeprowadzc¢ stosujgc rézne
metody, jak i rozne rozpuszczalniki. Uzyskanie wyciggow 2z gatunkéw
zawierajgcych saponiny nie jest z pewnoscig tatwym zadaniem, ze wzgledu na
ztozong strukture zwigzkow, czy tez posiadane wiasciwosci pienienia sie
roztworéw wodnych. Czesto stosowang tu metodg jest dziatanie na rozdrobniony
surowiec metanolem, etanolem lub tez mieszaning woda-etanol [Hostettmann K.,
Marston A., 1995]. Kolejny etap w procesie wyodrebniania tego typu metabolitow
to hydroliza enzymatyczna lub tez kwasna saponozyddéw, pozwalajagca na
uzyskanie sapogenin — czyli rdzenia steroidowego bez przytaczonych do niego
weglowodanow.

Hydroliza przeprowadzana jest z uzyciem czynnikow hydrolizujgcych —
enzymow (np. narynginazy) [Nino J. i in., 2007] lub wodnych [Blunden G. i in.,
1967] i alkoholowych roztworéw kwasow [Janeczko Z., 1993]. Niemniej jednak,
uzyskany po tym etapie ekstrakt wymaga czesto dodatkowego oczyszczania ze
wzgledu na zanieczyszczenia czesci sapogeninowej produktami degradaciji
weglowodandéw po hydrolizie.

Aby zwiekszy¢ wydajnos¢ procesu wytrawiania surowca roslinnego, stosuje

sie inkubacje rozdrobnionego materiatu z niewielkg iloscig wody [Blunden G. i in.,
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1967; Szybka-Hryniewicz P., Janeczko Z., 2004]. Etap ten, przeprowadzany tuz
przed ekstrakcjg, pozwala na zwilzenie surowca i umozliwia tatwiejsze
wyizolowanie saponozyddw, co tez zostato zastosowane przy sporzadzaniu przez
autorke wszystkich roslinnych prob (zarébwno w fitochemicznej, jak i biologicznej
czesci pracy).

Ze wzgledu na roznorodnos¢ wymienionych w literaturze metod wytrawiania
surowcow zawierajgcych saponozydy, zdecydowano sie w niniejszej czesci
porownaé kilka sposobdw ekstrakcji diosgeniny z kigczy i korzeni kokoryczki
wielokwiatowej pod katem czasochifonnosci i ilosci zuzytych w kazdym procesie
odczynnikbw oraz przede wszystkim wydajnosci otrzymywania gtdwnej
sapogeniny z surowca.

W badaniach uzyto préb, ktére zebrano w maju i czerwcu z dwoch réznych
stanowisk — Gdanska Matemblewa oraz Gdyni (patrz Tab. 4).

Wszystkie oznaczenia ilosciowe wykonano przy uzyciu chromatografii
cienkowarstwowej TLC oraz densytometrii.

Przed przystgpieniem do wiasciwych analiz okreslono takie parametry
walidacji procedury oznaczania diosgeniny, jak: liniowos¢, granice oznaczalnosci

i precyzje. Wyniki z oznaczeh przedstawiono ponizej.

Walidacja procedury

1. Liniowosé

Liniowos¢ metody zostata wyznaczona przez naniesienie na linie startowg
ptytki TLC plam wzorcowych roztworow w ilosciach odpowiadajgcych: 500 ng,
1000 ng, 2000 ng, 4000 ng, 6000 ng diosgeniny. Roztwory byty nanoszone na
ptytke przy uzyciu automatycznego aplikatora (Desaga, Sarstedt, Niemcy). Tak
przygotowane ptytki byly rozwijane w komorach chromatograficznych
w temperaturze pokojowej stosujgc uktad faz heksan — aceton (4:1; Vv/v)
[Janeczko Z., 1993]. Droga rozwijania chromatogramu wynosita 11 cm. Plamy
diosgeniny wywotywano 5% wodnym roztworem kwasu siarkowego; ptytki TLC
suszono na ptycie grzewczej (Desaga, Sarstedt, Niemcy) w temperaturze 90°C
i skanowano przy dtugosci fali =500 nm uzywajgc densytometru Desaga

(Sarstedt, Niemcy). Z plam wzorcowej diosgeniny otrzymano krzywg kalibracyjna,
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ktéra byta liniowa w zakresie od 500 ng do 6000 ng naniesionej saponiny;

wspoétczynnik korelacji wyniost 0,9795. Wyniki zebrano w Tab. 21.

Tabela 21. Wiasnosci metody oznaczania diosgeniny z uzyciem chromatografii
cienkowarstwowej i densytometru DESAGA.

Wiasnosci metody Wynik
Zakres liniowosci [ng] 500,00-6000,00
Wspétczynnik korelacji (r?) 0,9795
Granica oznaczalno$ci [ng] 500,00
Specyficznosc metoda specyficzna

2. Granica oznaczalnosci

Granica oznaczalnosci wyniosta 500,00 ng diosgeniny (250ng/pl).

3. Precyzja

Precyzja zostata wyznaczona przez obliczenie odchylenia standardowego
oraz wspofczynnika zmiennosci dla wynikdw otrzymanych z szesSciokrotnego
naniesienia (n=6) na ptytke TLC wzorcowych roztworow diosgeniny o stezeniach
1000 ng/ul oraz 250 ng/ul. Wspodtczynnik zmiennosci wyznaczono zaréwno dla
wynikéw uzyskanych tego samego dnia (Tab. 22), jak rowniez dla wynikow

uzyskanych z trzech r6znych dni (Tab. 23).

Tabela 22. Srednie stezenie wzorcowych roztwordw diosgeniny uzyskane
z jednego dnia.

Srednie stezenie’

Stezenie wzorcowego r-ru diosgeniny
_ _ SD RSD [%]
r-ru diosgeniny [ng/ul] wyznaczone przez
densytometr [ng/pl]
250,00 261,57 13,07 4,99
1000,00 1042,66 66,96 6,42

'$rednia z szesciu otrzymanych wynikéw (n=6)
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Tabela 23. Srednie stezenie wzorcowych roztworéw diosgeniny uzyskane z trzech
réznych dni.

Stezenie Srednie stezenie” r-ru Srednie stezenie SD RSD
wzorcowego diosgeniny wyznaczone r-ru diosgeniny [%]
r-ru diosgeniny przez densytometr [ng/pl] z trzech dni
[ng/ul] [ng/pl]
Dzien1 Dzien2 Dzen3
250,00 256,93 261,57 265,20 261,23 16,94 6,48
1000,00 1044,01 1042,66 1036,10 1040,92 72,62 6,98

“$rednia z szesciu otrzymanych wynikéw (n=6)

4. Tozsamosc¢ plam diosgeniny uzyskanych po rozdziale ekstraktéw Polygonatum
multiflorum potwierdzono przez porownanie widm absorpcji wzorcowej diosgeniny
z widmami otrzymanymi z badanych prob (w trzech réznych pozycjach: poczatku,

szczycie i na koncu piku).

W kolejnym etapie badan przeprowadzono ekstrakcje materiatu roslinnego
wybranymi metodami ekstrakcji: sonifikacjg acetonitrylem, ekstrakcjg metanolowo-
eterowg w aparacie Soxhleta oraz maceracjg etanolowa. Wybér metod, jak juz
wspomniano, autorka dokonata na podstawie dostepnej literatury. Sporzadzone
ekstrakty poddano nastepnie rozdziatowi metodg chromatografii cienkowarstwowej
oraz analizie ilosciowej z uzyciem densytometru. Uzyskane wyniki pozwolity na
ocene kazdej z metod.

Z trzech testowanych sposobdw otrzymywania z kokoryczki wielokwiatowe]
diosgeniny, sonifikacja okazala sie najszybsza. Sporzadzone na tej drodze
ekstrakty sg jednak znacznie zanieczyszczone zwigzkami balastowymi, podobnie
jak w przypadku ekstraktow uzyskanych po maceracji surowca. Ekstrakcja eterem
naftowym w aparacie Soxhleta jest najbardziej czasochfonng metoda, a otrzymane
ta drogg wyciagi charakteryzujg sie brakiem substancji balastowych i duzg
czystoscig. Stopien zanieczyszczenia ekstraktu zalezy zatem od sposobu jego

otrzymania.
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Podobng zaleznos¢ mozna zauwazy¢ w przypadku ilosciowej zawartosci
saponiny steroidowej w badanych ekstraktach — zastosowana metoda
otrzymywania wyciggdéw ma wptyw na ilos¢ uzyskanej diosgeniny. Najwiekszg
zawartoscig tej sapogeniny charakteryzujg sie ekstrakty sporzadzone metodg
z uzyciem aparatu Soxhleta. Przeliczajagc uzyskane dane na procentowg
zawartos¢ aglikonu w badanym surowcu otrzymano wartosci: od 0,030 +0,001
w przypadku surowca zebranego w Gdansku Matemblewie do 0,042 £0,002 dla
czeSci podziemnych zebranych w Gdyni. Najmniejszg ilos¢ diosgeniny
stwierdzono w prébach otrzymanych na drodze sonifikacji surowca roslinnego
50% acetonitrylem. Tu zawartos¢ saponiny (%) w kigczach i korzeniach wyniosta:
0,011 0,002 oraz 0,014 +0,002 dla kokoryczki rosngcej w Gdansku Matemblewie
oraz Gdyni. W przypadku maceracji, uzyskane procentowe zawartosci diosgeniny
mieszczg sie w przedzale: 0,020-0,025 £0,002 dla préb zebranych z dwoch
odrebnych stanowisk. Na podstawie otrzymanych przez autorke wynikbw mozna
stwierdzi¢, Zze ekstrakcja metanolowo-eterowa jest metodg najwydajniejsza
zarbwno w przypadku ekstraktow uzyskanych z surowcéw zebranych z Gdyni, jak
i z Gdanhska Matemblewa (Tab. 24).

Tabela 24. Wyniki procentowej zawartosci diosgeniny w Polygonatum multiflorum
otrzymane za pomocg chromatografii cienkowarstwoweji densytometru DESAGA.

Zawartosc¢

Nr proby/ llos¢ diosgeniny [%] Metoda ekstrakcji Miejsce Miesiac
ekstraktu® ekstraktu W k?a danycho zbioru proby i rok
(1) czeécia}(/:h 2R
naniesiona .
na ptytke pod2|’e mny el
TLC rosliny
1a, 1b, 1c 10,0 0,014 £0,002  sonifikacja Gdynia 05.2004
2a, 2b, 2c 10,0 0,042 +0,002  ekstrakcja metanolowo-
eterowa
3a, 3b, 3c 10,0 0,025 +0,002 maceracja
4a, 4b, 4c 10,0 0,011 £0,002  sonifikacja Gdansk 06.2004
5a, 5b, 5¢ 10,0 0,030 +0,001  ekstrakcja metanolowo- ~Matemblewo
eterowa
6a, 6b, 6¢ 10,0 0,020+0,002 maceracja

lsymbole a, b, ¢ oznaczaja trzy proby wyekstrahowane okreslong metodg ekstrakcji
%srednia warto$é uzyskana z trzech préb a, b, ¢
3l0s¢ diosgeniny w prébach (ekstraktach) obliczono na podstawie liniowego réwnania regresiji
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Zawartos¢ diosgeniny w czesciach podziemnych kokoryczki, zebranych
W maju-czerwcu z roznych stanowisk, waha sie w granicach 0,011 — 0,042%.
Otrzymane wyniki wskazujg na niskg zawartos¢ tej saponiny w Polygonatum
multiflorum (<0,1%) i potwierdzajg badania Janeczki Z. przeprowadzone w 1991
roku [Janeczko Z., 1993]. Badania te prowadzone byty zarbwno na podziemnych
czesciach gatunku P. multiflorum, jak i innych gatunkach tego rodzaju rosngcych
na terenie potudniowej Polski — P. verticillatum oraz P. odoratum. Stwierdzono,
ze zawartos¢ diosgeniny byta najwyzsza w kokoryczce okétkowej i siegata nawet
do 1,73%. Natomiast w przypadku kokoryczki wielokwiatowej ilosC saponiny
w korzeniach i kigczach rosliny wyniosta od 0,039 do 0,056%. Ekstrakty
wszystkich gatunkéw byly pozyskiwane metodg ekstrakcji surowca z uzyciem
metanolu w aparacie Soxhleta po uprzednim odttuszczeniu czesci podziemnych
rosliny eterem naftowym. Do okreslenia ilosci diosgeniny w badanych gatunkach
uzyto TLC oraz densytometrii [Janeczko Z., 1993]. Niewielkie roznice pomiedzy
wynikami uzyskanymi w niniejszej pracy a wynikami Janeczki Z. mogg wynikac¢ ze
Zbioru surowcow z réznych czesci Polski.

Czas zbioru badanego przez autorke surowca byt w tym przypadku
niemalze jednakowy i nie zaobserwowano znaczacych réznic w oszacowanych
zawartosciach diosgeniny obecnej w czesciach podziemnych gatunku
pochodzacego z dwoch roznych stanowisk Trojmiasta.

Na podstawie uzyskanych wynikbw mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze
P. multiflorum nie jest atrakcyjny pod wzgledem pozyskiwania diosgeniny
i wykorzystania go jako zrodia tej sapogeniny w przemysle farmaceutycznym.
Otrzymane dane poroéwnano z wartosciami procentowej zawartosci diosgeniny
w innych gatunkach rodzimych oraz rosngcych w krajach tropikalnych. Znacznie
wiecej tego zwigzku zawierajg takie krajowe gatunki, jak: Polygonatum
verticillatum (od 1,4 do 3,2% w zalezno$ci od okresu wegetacji; po zastosowaniu
autofermentacji surowca roslinnego) [Janeczko Z., 1993], czy tez Trigonella
coerulea oraz Trigonella foenum-graecum (0,2 — 0,8%) [Nowak A., Krajewska A.,
1982]. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze gatunki wykorzystywane do pozyskiwania
diosgeniny na skale przemystowg zawierajg $rednio od 2 do 10% tej saponiny
[Furmanowa M., Guzewska J., 1989; Hostettmann K., Marston A., 1995; Savikin-

Fodulovi¢ K. iin., 1998]. Sg to rosliny najczesciej nalezace do rodzaju Dioscorea.
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Podsumowujac, ekstrakcja metanolowo-eterowa jest najwydajniejsza metodg
pozyskiwania diosgeniny z ktgczy i korzeni Polygonatum multiflorum (Wyk. 4).
Ekstrakcja z zastosowaniem aparatu Soxhleta jest bardzo czasochtonna, niemniej
jednak ekstrakty uzyskane ta drogg sg praktycznie pozbawione substanciji
balastowych, co pozwala na unikniecie dodatkowego etapu oczyszczania
badanych préb. Wadg tej metody jest duze zuzycie odczynnikdw, co ma niemate
znaczenie przy doborze sposobu ekstrakcji surowca roslinnego.

Zastosowana chromatografia cienkowarstwowa stuzgca poréwnaniu trzech
réznych sposobow ekstrakcji jest technikg prosta, szybka, specyficzng
i ekonomiczng. Opracowana metoda analizy densytometrycznej moze byc
wykorzystana do iloSciowego oznaczania diosgeniny w ekstraktach roslinnych

Polygonatum multiflorum.

Wykres 4. Srednia procentowa zawarto$é diosgeniny w surowcach
ekstrahowanych metodg sonifikacji, ekstrakcji metanolowo-eterowej oraz
maceraciji.

Tak jak wspomniano w metodyce pracy (rozdz. 4.2.2), ocene i wybor
metody ekstrakcji saponin steroidowych przeprowadzono na tatwiej dostepnym
surowcu jakim jest P. multiffiorum. Metoda ekstrakcji metanolowo-eterowej moze
by¢ stosowana do pozyskiwania wyciggdw saponin steroidowych z innych

gatunkdw saponinowych.
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5.2.2. Analiza strukturalna frakcji saponinowych Paris quadrifolia L.

Paris quadrifolia, jak przedstawiono w czesci teoretycznej, jest gatunkiem
mato poznanym pod wzgledem sktadu chemicznego. Wiadomo, Zze zawiera
saponiny steroidowe, jednak dostepnych w literaturze informacji na ten temat jest
niewiele (publikacja Nohara T. i in. z 1982 roku). Stad tez podjeto sie w niniejszej
pracy wyodrebnienia frakcji saponinowych z ekstraktu czworolistu pospolitego
przygotowanego zgodnie z opisem w rozdz. 4.2.2.2. Do ekstrakcji saponin
z czesci podziemnych surowca zastosowano metode maceracji etanolowej
(bez etapu hydrolizy, rozdz. 4.2.2.1). Pomimo przedstawienia zalet ekstrakcij
metanolowo-eterowej (rozdz. 5.2.1), zdecydowano sie zastosowa¢ w tej czesci
badan maceracje, ktdérej wybdér podyktowany byt otrzymywaniem czystych
wyciagow (jak juz wspomniano, nie wykonywano tu etapu hydrolizy, stad tez nie
byto wymagane oczyszczanie pozyskiwanych ekstraktow). Ponadto maceracja jest
metodq bardzo prostg i najmniej pracochtonng — szczegdlnie w przypadku
otrzymywania wycigagow z wiekszych ilosci surowca roslinnego.

Z uzyskanych z ekstraktu P. quadrifolia trzech gtownych frakcji (patrz
rozdz. 4.2.2.2), dwie wykazaty znaczacg aktywnos¢ cytotoksyczng wobec
testowanych linii komoérkowych (patrz rozdz. 5.3). Najbardziej aktywne frakcje
przeanalizowano pod katem wystepowania w nich saponin steroidowych. Badaniu
strukturalnemu poddano zwigzki wystepujgce we frakcji butanolowej oraz
w otrzymanym osadzie. Strukture saponin identyfikowano poczatkowo na podstawie
analizy spektralnej, a nastepnie poréwnano ze znanymi strukturami opisanymi
w dostepnej literaturze dotyczacej roslin nalezacych do klasy Monocotyledones.

Prace dotyczace budowy poszczegdlnych zwigzkéw wystepujgcych
w wyodrebnionych frakcjach wymagajg jeszcze doktadnego potwierdzenia, stad
tez w niniejszej pracy przedstawiono najbardziej prawdopodobne wedtug autorki
struktury dominujgcych w ekstrakcie czworolistu saponin.

We frakcji butanolowej gtéwnymi wystepujgcymi saponinami byty zwigzki
charakteryzujgce sie nastepujgcymi molekularnymi masami: 1194 Da, 1224 Da
i 1030 Da.

Pierwszy metabolit — A (1194 Da) jest najprawdopodobniej pochodng

saponiny, ktora zostata wyizolowana z bulw Lilium candidum przez zespot
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Mimaki Y. [Mimaki Y. i in., 1999]. Metoksyfurostanolowa saponina wyodrebniona
z gatunku lilii posiada trzy reszty cukrowe przytgczone do C-3 aglikonu i jedng
glukopiranoze w pozycji C-26. Jej struktura zostata opisana jako: (25R)-26-(B-D-
glukopiranozyloksy)-22-metoksyfurost-5-en-3-yl ~ O-a-L-ramnopiranozylo-(1—2)-
O-[B-D-glukopiranozylo-(1—6)]-B-D-glukopiranozyd.

Wyizolowany z P. quadrifolia saponozyd (pochodna diosgeniny) rézni sie od
opisanego zwigzku skltadem i wzajemnym potozeniem reszt cukrowych
przytaczonych do C-3. W czworoliscie pospolitym wystepujg trzy reszty ramnozy
i jedna glukoza. Mozna przypuszcza¢, ze saponina ta posiada nastepujgcqg
budowe: O-a-L-ramnopiranozylo-(1—2)-O-[a-L-ramnopiranozylo-(1—4)-a-L-
ramnopiranozylo-(1—4)JB-D-glukopiranozyd (25R)-26-(B-D-glukopiranozylo-
ksy)-22&-metoksyfurost-5-en-3B-ylu (Rys. 20).

Zwigzki o bardzo podobnej strukturze stwierdzono u Smilax china [Sashida Y. i in.,
1992] oraz Allium narcissiflorum [Mimaki Y. i in.,, 1996] . U kolcorosli wystepuje
aglikon z dwiema resztami ramnozy i jedng glukozg przy C-3, u czosnku obecna
jest tylko jedna ramnoza i jedna glukoza — réznica zatem miedzy budowg saponiny
P. quadrifolia a powyzszymi gatunkami polega na obecnosci dodatkowych

czasteczek ramnozy w tancuchu weglowodanowym czworolistu.

Rysunek 20. Struktura saponozydu A wystepujgcego we frakcji butanolowe;.

R1 = B-D-Glcp-
R = a-L-Rhap-(1—4)-a-L-Rhap-(1 —>4)—B-D-G|2C p-
T
a-L-Rhap
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Najpardziej prawdopodobnym drugim zidentyfikowanym we frakcji

butanolowej skfadnikiem B jest O-a-L-ramnopiranozylo-(1—2)-O-[a-L-
ramnopiranozylo-(1—4)-B-D-glukopiranozylo-(1—6)]-B-D-glukopiranozyd
(25R)-26-(B-D-glukopiranozyloksy)-22§-metoksyfurost-5-en-38-ylu.
Saponina (pochodna diosgeniny; 1078 Da) wyizolowana ze s$wiezych bulw
gatunku Lilium candidum [Mimaki Y. i in., 1999] posiada bardzo zblizong budowe
do przedstawionego powyzej zwigzku. Jedyng rdznica, przejawiajacqg sie w nieco
odmiennych masach molekularnych obu struktur, jest obecnos¢ dodatkowego
cukru — ramnozy wystepujacej w czasteczce saponiny czworolistu (obecnej
w fancuchu cukrowym przy C-3 sapogeniny). Stad tez masa tego ostatniego
zwigzku jest nieznacznie wieksza i wynosi 1224 Da. Proponowana budowa
drugiego zidentyfikowanego saponozydu (Rys. 21) jest przedstawiona ponizej:

Rysunek 21. Struktura saponozydu B wystepujgcego we frakcji butanolowej.

R; = B-D-Glcp-
R = a-L-Rhap-(1—4)-B-D-Glcp-(1 —)6)-B-D-GI(2:p-
T
a-L-Rhap

Trzeci zidentyfikowany zwigzek C jest w odroznieniu od dwoch pierwszych
saponing o typie spirostanu, ktéra zawiera aglikon — pennogenine i posiada mase
1030 Da. Saponozyd ten zostat juz wczesniej wyizolowany z Paris quadrifolia
[Nohara T. i in., 1982], Paris polyphylla [Jun Z., 1989; Matsuda H. i in., 2003] oraz
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Majanthemum dilatatum [Woo E.-R. i in., 1998]. Struktura omawianego zwigzku to
O-a-L-ramnopiranozylo-(1—2)-O-[a-L-ramnopiranozylo-(1—4)-a-L-ramno-
piranozylo-(1—4)J-3-D-glukopiranozyd (25R)-17a hydroksyspirost-5-en-38-ylu.

Ponizej (Rys. 22) przedstawiono budowe omawianego saponozydu.

Rysunek 22. Struktura saponozydu C wystepujacego we frakcji butanolowej.

FO

R = a-L-Rhap-(1—4)-a-L-Rhap-(1 —>4)-B-D-G2Icp-

T
a-L-Rhap

W analizowanym osadzie dominujgcym zwigzkiem byta saponina
posiadajgca mase 1030 Da. Zwigzek ten zostat zidentyfikowany rowniez we frakciji
butanolowej. Jest to pochodna spirostanolowa - tetraglikozyd, posiadajgca
W swojej czasteczce cztery reszty cukrowe (saponozyd C).

Jednoczesnie w osadzie zidentyfikowano inny zwigzek D o masie 884 Da.
Jest to najprawdopodobniej saponina spirostanolowa, ktorej aglikonem jest
pennogenina. Struktura opisywanego saponozydu jest nastepujaca:
O-a-L-ramnopiranozylo-(1—2)-O-[B-D-glukopiranozylo-(1—4)]- B-D-glukopira-
nozyd (25R)-17a hydroksyspirost-5-en-38-ylu.

Przedstawiony powyzej zwigzek o tym typie aglikonu i takich rodzajach
weglowodandéw zostat wyodrebniony i zidentyfikowany w gatunku Paris polyphylla
[Jun Z., 1989]. Jedyng roznicg miedzy saponozydem opisanym przez Jun Z.

a zwigzkiem wyizolowanym z P. quadrifolia jest wystepowanie potaczenia 1, 3

Strona 140



WYNIKI | DYSKUSJA

miedzy dwiema czasteczkami glukozy u P. polyphylla, a nie jak ma to miejsce
w czworoliscie pospolitym potgczenia 1, 4.

Tego typu aglikon zostat rowniez zidentyfikowany u Majanthemum dilatatum
nalezacym do Liliaceae. Saponina konwalijki dwulistnej zawiera pennogenine
z dotgczonymi do wegla C-3 aglikonu dwiema resztami ramnozy oraz glukoza.
W osadzie uzyskanym z ekstraktu P. quadrifolia obecna jest saponina, ktora
posiada pennogenine z dwiema resztami glukozy oraz jedng ramnozg (Rys. 23).
Ro6znica miedzy opisanymi zwigzkami polega jedynie na obecnosci u czworolistu

pospolitego glukozy w tancuchu cukrowym zamiast ramnozy.

Rysunek 23. Struktura saponozydu D wystepujgcego w osadzie.

FO

R = B-D-Glcp-(1 —>4)-B-E>-Glcp-
T
a-L-Rhap

Reasumujac, w badanych frakcjach stwierdzono obecnosc¢:
> we frakcji butanolowej - saponozydéw A, B oraz C,

» w osadzie - saponozydow C oraz D.

Przedstawione struktury saponin wystepujagcych w najbardziej aktywnych
cytotoksycznie frakcjach zostaty wstepnie zanalizowane przy uzyciu spektrometrii
mas, a nastepnie ich budowe poréwnano z dostepnymi w literaturze danymi.
Wsrod wymienionych i opisanych saponin jedynie trzeci zwigzek (saponozyd C)
wystepujgcy we frakcji butanolowej oraz osadzie zostat juz wczesniej
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wyodrebniony z Paris quadrifolia, a jego struktura opisana przez Nohara T.
[Nohara T.iin., 1982].

Inne przedstawione powyzej sapogeniny (wchodzace w sktad saponin A, B
i D) to struktury obecne w gatunkach ro$lin z rodziny Liliaceae. Budowa
saponozydéw wyizolowanych z P.quadrifolia oraz zwigzkéw pochodzacych
z wymienionych w niniejszej czesci gatunkow jest nieco odmienna, a roznice
wystepujg gitownie w sktadzie ilosciowym i jakosciowym przytaczonych do aglikonu

cukrow.
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5.3. Badanie aktywnosci cytotoksycznej Polygonatum
multiflorum (L.) All. oraz Paris quadrifolia L.

Cze$¢ biologiczna niniejszej pracy miata na celu ocene uzyskanych
roslinnych ekstraktéw kokoryczki wielokwiatowej oraz czworolistu pospolitego pod
katem ich cytotoksycznej aktywnosci. Podjecie w pracy tego typu badan ma swoje
uzasadnienie, gdyz jak do tej pory nie znaleziono jakichkolwiek informaciji na temat
dziatania na komorki nowotworowe wyciggéw, badz tez wyizolowanych z obu
gatunkéw czynnych zwigzkow.

W badaniach ekstraktéw Polygonatum multiflorum oraz Paris quadrifolia
uzyto trzech linii komorkowych: linie ludzkiej biataczki promielocytowej HL-60, linie
ludzkiego raka szyjki macicy HelLa oraz ludzkich fibroblastéw skory. Zastosowane
w tym etapie fibroblasty stanowity nienowotworowe komorki kontrolne. Badanie
przeprowadzono zgodnie z opisem w metodyce pracy (rozdz. 4.2.3).

Aktywnos¢ toksyczng wobec wymienionych linii komérkowych oceniano dla
wzrastajgcych wartosci stezen kazdego z ekstraktéw (patrz Tab. 25 oraz Tab. 26).
W przypadku kokoryczki wielokwiatowe] nie zaobserwowano cytotoksycznej
aktywnosci przy wszystkich zastosowanych stezeniach ekstraktu (0-300 pg/ml).
Uzyskane procentowe wartosci przezywalnosci komoérkowej byty bardzo zblizone

dla kazdej z testowanych linii komorkowych i wyniosty powyzej 70% (Tab. 25).
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Tabela 25. Cytotoksyczny efekt ekstraktu kokoryczki wielokwiatowej wobec trzech
linii komdrkowych.

Przezywalnos¢ komorek [%]*

Stezenie
Lp. ekstraktu
[ug/mli]
Fibroblasty Komérki HeLa Komoérki HL- 60
1 0 100 100 100
2 5 96 100 100
3 10 96 100 98
4 25 95 97 93
5 50 95 93 92
6 100 95 88 79
7 150 88 87 75
8 200 81 87 70
9 250 77 87 70
10 300 73 86 70

*przedstawione wzgledne wartosci to srednie z trzech wykonanych oznaczen

Ekstrakt czworolistu pospolitego zostat zanalizowany w taki sam sposob jak
ekstrakt kokoryczki wielokwiatowej — czyli z zastosowaniem tych samych linii
komoérkowych oraz zakresu stezehh badanego ekstraktu. Tutaj rodwniez nie
zaobserwowano aktywnosci cytotoksycznej wobec testowanych kombrek.
Przezywalno$¢ fibroblastow, jak i komérek HelLa byta porownywalna i wynosifa
powyzej 70%. Natomiast w przypadku linii biataczki promielocytowej HL-60
zaobserwowano 50% zahamowanie wzrostu komoérek przy stezeniu ekstraktu

wynoszacym 150 pg/ml. Wraz ze wzrostem stezenia warto$ci przezywalnosci
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komorkowej bylty coraz mniejsze — az do 19% przy stezeniu ekstraktu wyno-

szacym 300 pg/ml (Tab. 26).

Tabela 26. Cytotoksyczny efekt ekstraktu czworolistu pospolitego wobec trzech

linii komdrkowych.

Stezenie
Lp. ekstraktu
[ug/ml|

1 0

2 5

3 10

4 25

5 50

6 100

8 200

9 250
10 300

*przedstawione wzgledne wartosci to $rednie z trzech wykonanych oznaczen

Fibroblasty

Przezywalno$é komorek [%]*

100

g9

99

94

95

93

85

80

79

Komorki HelLa

100

100

100

100

93

91

83

81

77

Komérki HL - 60

100

97

98

96

85

70

45

30

19

Zaden z dwoch badanych ekstraktéw nie jest cytotoksycznie aktywny

(Wyk.5, 6 oraz 7), niemniej jednak zdecydowano sie na dalsze biologiczne

badania ekstraktu czworolistu pospolitego — a sScislej uzyskanych saponinowych

frakcji, glownie ze wzgledu na znaczne

roznice w uzyskanych wynikach

w przypadku linii HL-60 w poréwnaniu z pozostatymi testowanymi komérkami.
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Wykres 5. Cytotoksyczny efekt ekstraktow kokoryczki wielokwiatowej oraz
czworolistu pospolitego na linie komérek HL-60.

Aktywnosc¢ cytotoksycznaekstraktow kokoryczkii czworolistu wobec
komorek HL-60
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Wykres 6. Cytotoksyczny efekt ekstraktow kokoryczki wielokwiatowej oraz
czworolistu pospolitego na linie komorek HelLa.

Aktywnosé¢ cytotoksycznaekstraktow kokoryczki i czworolistu wobec
komorek HelLa
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Wykres 7. Cytotoksyczny efekt ekstraktéw kokoryczki wielokwiatowej oraz
czworolistu pospolitego na linie ludzkich fibroblastow skory.

Aktywnosc cytotoksycznaekstraktow kokoryczkii czworolistu wobec
fibroblastow
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Ekstrakt czworolistu pospolitego poddano procesowi rozfrakcjonowania
i uzyskano trzy gtdwne frakcje: wodna, butanolowa oraz osad. Etapy
otrzymywania poszczegolnych frakcji przedstawiono w rozdz. 4.2.2.2.

Do badan cytotoksycznych wymienionych frakcji czworolistu dotgczono
jeszcze jedng linie komorkowg, a mianowicie komorki ludzkiego raka piersi MDA
MB468. Ocene dziatania przeprowadzono zatem na czterech liniach, w tym na
ludzkich fibroblastach skéry stanowigcych i tu kontrolng linie komérkowa.

Frakcje oceniano stosujgc zakres stezen 0-100 pg/ml (Tab. 27 oraz Wyk. 8,
9, 10, 11). Wodna czes¢ uzyskana z ekstraktu nie wykazata efektu zahamowania
wzrostu wszystkich typow komoérek dla wartosci stezen ponizej 100 pg/ml.
Najwiekszy  natomiast toksyczny efekt zaobserwowano dla osadu
w stosunku do komoérek HL-60 oraz HelLa. Uzyskane wartosci ICsp wyniosty
kolejno: 13+£1,3 i 10 £0,5 yg/ml. Dla komérek MDA MB468 wartos¢ ICso byla
wyzsza i wyniosta odpowiednio 27 +1,3 ug/ml. Podoby efekt jak w przypadku
komorek raka piersi uzyskano dla fibroblastéw skoéry (ICsp 28 1,4 ug/ml).

Osad jest zatem cytotoksyczny zaréwno wobec linii komoérek nowotworowych,
jak i nienowotworowych.

Trzecig badang frakcjg w tym etapie byla frakcja butanolowa, ktéra
wykazafa aktywnos¢ w stosunku do komérek HL-60 oraz Hela (ICso 15 +2 oraz
24 £1,2 ug/ml), natomiast wobec linii MDA MB468 oraz fibroblastow nie — tutaj

wartosci ICso wyniosty 60 pg/ml.

Tabela 27. Wartos¢ ICsp trzech frakcji wobec roznych linii komorkowych.

Badane frakcje

Linia Wartosé ICso (ug/ml) dla poszczegdlnych frakcji-

komoérkowa Osad Frakcja Frakcjawodna
butanolowa

HelLa 10 +0,5 24 1,2 >100

HL-60 13+1,3 15 +2 >100
MDA MB468 27 1,3 60 £5 >100
fibroblasty 28+14 60 £6 >100

frakcje badano wzakresie stezen 0 — 100 ug/ml i okre$lano wartosc¢ ICs, dla kazdej z nich
(czyli stezenia, przy ktorym zahamowany jest wzrost 50% komorek)

'$rednia warto$¢ ICs, z trzech powtdrzen

HelLa — linia ludzkich komérek raka szyjki macicy; HL-60 — linia ludzkiej biataczki
promielocytowej; MDA MB468 — linia ludzkich komérek raka piersi; fibroblasty — linia
ludzkich fibroblastow skory.
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Wykres 8. Cytotoksyczny efekt trzech frakcji wyodrebnionych z ekstraktu Paris
quadrifolia w stosunku do komoérek nowotworowych HL-60.

Aktywnosc cytotoksycznawyizolowanych frakcji wobec komoérek HL-60

120 [
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Wykres 9. Cytotoksyczny efekt trzech frakcji wyodrebnionych z ekstraktu Paris
quadrifolia w stosunku do komoérek nowotworowych Hela.
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Wykres 10. Cytotoksyczny efekt trzech frakcji wyodrebnionych z ekstraktu Paris
quadrifolia w stosunku do komérek nowotworowych MDA MB468.
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Wykres 11. Cytotoksyczny efekt trzech frakcji wyodrebnionych z ekstraktu Paris

quad

rifolia w stosunku do ludzkich fibroblastow skory.
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Cze$¢ butanolowa ekstraktu wykazata wybidrczg aktywnosé cytotoksyczng

wobec dwdch sposrod czterech testowanych linii, w odréznieniu od osadu, ktory

zahamowat wzrost wszystkich typdw komorek przy wartosciach stezerh mniejszych
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niz 30 yg/ml. Wydaje sie zatem uzasadnione przeprowadzenie dalszych
biologicznych badan przede wszystkim frakcji butanolowe]j pod katem
wyizolowania obecnych tam zwigzkoéw i oceny ich aktywnosci.

We frakcji butanolowej czworolistu pospolitego wystepujg saponiny A i B
(struktury ich zostaty przedstawione w rozdz. 5.2.2), ktére mogtyby byé
odpowiedzialne za cytotoksyczny efekt niniejszej frakcji. Podobne zwigzki zostaty
wyizolowane z gatunkéw Smilax china [Sashida Y. i in., 1992] oraz Allium
narcissiflorum [Mimaki Y. i in., 1996]. Posiadajg one takg samg budowe aglikonu
jak saponiny A i B P. quadrifolia, réznice wystepujg jedynie w ilosci cukréow
przylaczonych do wegla C-3 sapogeniny. Zwigzki pochodzace ze S.china
i A.narcissiflorum wykazaty znaczne cytotoksyczne dziatanie wobec komorek
biataczki promielocytowej HL-60 — warto$ci ICso dla saponozydu kolcorosli
wynosity 5,8 pg/ml; dla saponozydu czosnku — 7,1 pg/ml [Mimaki Y. i in., 2001].

Przeprowadzono réwniez badania cytotoksycznosci na wyizolowanych
zwigzkach z gatunku Dracaena draco. W grupie tych saponin wystepuje miedzy
innymi zwigzek o takim typie aglikonu jak w przypadku saponozydéw frakcji
butanolowej P. quadrifolia. Saponina D. draco posiadajgca przy C-3 aglikonu dwie
ramnozy oraz jedng glukoze wykazata aktywnos¢ w stosunku do komorek HL-60
(ICso 7,3 £3,7 uM) [Gonzalez A.G. i in., 2003]. Uzyskane wyniki sg zgodne
z danymi otrzymanymi przez zesp6t Mimaki Y. [Mimaki Y. i in., 2001]
i jednoznacznie wskazujg na to, ze furostanolowe glikozydy z przytaczonymi do
rdzenia steroidowego C-3 weglowodanami (a-L-ramnozylo-(1—2)-3-D-glukozylo
lub a-L-ramnozylo-(1—2)-[a-L-ramnozylo-(1—4)]-B-D-glukozylo) sg cytotoksyczne
w stosunku do komorek HL-60.

Z kolei spirostanolowg saponine wystepujacg u Majanthemum dilatatum
(u P. quadrifolia to saponozyd C), wyizolowang przez zesp6t Woo E.-R., poddano
cytotoksycznym testom in vitro. Badania prowadzono na kilkku liniach
nowotworowych — komoérkach raka ptuc, czerniaka, jajnika, zotgdka oraz biataczki
K-562. Zwigzek wykazat aktywnos¢ wynoszacg ponizej 8 ug/ml dla kazdego
zbadanych typow komoérek [Woo E.-R.1in., 1998].

Wydaje sie zatem wysoce prawdopodobne, Ze saponiny wyodrebnione
z frakcji butanolowej oraz osadu P. quadrifolia rowniez sg cytotoksyczne wobec

roznych linii komorkowych.
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Mechanizmy powodujgce zahamowanie wzrostu badanych komérek pod
wptywem frakcji czworolistu pospolitego nie sg znane. Najczesciej wymienianym
w literaturze mechanizmem cytotoksycznego dziatania réznych saponozydéw na
komorki nowotworowe jest indukcja w nich apoptozy. Sekwencja zdarzen, ktéra
prowadzi w konsekwencji do $mierci komorek jest r6zna w zaleznosci od budowy
saponiny oraz oczywiscie typu linii komorkowej [Sedek L., Michalik M., 2005].

Lee M.-S. i in. badali efekt spirostanolowej saponiny (polifiliny D) wystepujacej
u Paris polyphylla wobec ludzkich komérek raka piersi (MCF-7 oraz MDA MB231).
Wykazali znaczacq aktywnosc tej saponiny i zahamowanie wzrostu 50% komorek
przy 5 uyM dla lini MCF-7 oraz 2,5 uyM dla MDA MB231. Apoptoza przejawiata sie
miedzy innymi fragmentacjg DNA oraz utratg integralnosci bfony komorkowej,
a mechanizmem prowadzacym do Smierci byt zanik potencjatlu btonowego
mitochondrium, obnizenie ekspresji antyapoptycznego biatka Bcl-2, zwiekszenie
ekspresji proapoptycznego biatka Bax oraz aktywacja kaspazy 9. Apoptoza komorek
przebiegafa zatem na drodze mitochondrialnej [Lee M.-S. iin., 2005].

Shao Y. i in. wyizolowali z Asparagus officinalis saponine furostanolowg
o takim samym typie aglikonu co u Paris quadrifolia. Zaobserwowali zahamowanie
syntezy DNA (przy stezeniu r-ru saponiny wynoszacym 19 yM), RNA (12 uM) oraz
biatek (24 uM) w komdrkach biataczki promielocytowej HL-60 [Shao Y. i in., 1997].

Aktywnos$¢ cytotoksyczna diosgeniny oraz jej furostanolowych
i spirostanolowych pochodnych, wyizolowanych z jednolisciennych gatunkow
roslin, rbwniez zostata zbadana pod katem mechanizméw dziatania w stosunku do
wielu typow linii komdrek nowotworowych (biataczkowych HL-60, K562, NBg4, raka
szyjki macicy, czy tez komorek raka jelita grubego). Opisano to szczegodtowo

w rozdziale ,Aktywnos¢ cytotoksyczna” (rozdz. 2.5.2).

Mechanizmy dziatania zwigzkéw Paris quadrifolia na komérki nowotworowe
nie zostaty jak dotad okreslone, niemniej jednak prowadzone w tym kierunku
badania zaréwno frakciji, jak i samych wyizolowanych saponozydéw, pozwolg na
poznanie odpowiedzi — jakie drogi powodujg zmniejszenie przezywalnosci

testowanych linii komérkowych.
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> Badania populacji Polygonatum multiflorum przeprowadzone metodg
RAPD PCR wykazaty dos¢ duze zréznicowanie intrapopulacyjne, przy
jednoczesnym wysokim interpopulacyjnym. Przyczyng tych ostatnich réznic moze
by¢ niewielki udziat owaddéw w przenoszeniu pytkku miedzy populacjami, a co za

tym idzie nieduzy przeptyw gendéw pomiedzy dwiema grupami osobnikéw.

> W wyniku analizy genetycznej Paris quadrifolia z uzyciem metod AFLP
oraz RAPD PCR stwierdzono dos¢ duzga zmiennos¢ intrapopulacyjng, przy
niewielkiej interpopulacyjnej. Wyniki badan zdajg sie potwierdza¢ znaczny wptyw
warunkéw  Srodowiskowych (rodzaju gleby, wilgotno$ci) na osobnicze

zréznicowanie badanych populacji tego gatunku.

> Obie metody ,genetycznego odcisku palca” - RAPD PCR oraz AFLP
generujg podobne wyniki, co swiadczy o tym, ze mogq by¢é zamiennie stosowane

w laboratoriach.

> Ustalone warunki elektroforetycznego rozdziatu znakowanych
fluorescencyjnie produktow PCR przy uzyciu elektroforezy kapilarnej (P/ACE

MDQ Beckman Coulter) z detekcja dwulaserowa stwarzajg mozliwos¢

dokfadnego, a jednocze$nie szybkiego rozdziatu licznych fragmentéw uzyskanych

w wyniku amplifikacji metodg AFLP.

> Na podstawie przeprowadzonych cytotoksycznych badahn wykazano
znaczng aktywnos$¢ dwoch z trzech wyizolowanych frakcji Paris quadrifolia w
stosunku do linii  komérek nowotworowych HL-60 (komorek biataczki
promielocytowe]), HeLa (komérek raka szyjki macicy) oraz MDA MB468 (komorek
raka piersi). Osad byt najbardziej aktywny wobec wszystkich testowanych
komoérek. Frakcja butanolowa wykazata natomiast wybiorczg aktywno$é w

stosunku do komérek HL-60 oraz Hela.
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Frakcja wodna nie wykazata Zzadnej aktywnosci cytotoksycznej w zakresie
badanych stezen.

> W najbardziej aktywnych cytotoksycznie frakcjach wykazano obecnos$é
dwoch furostanolowych saponin i jednej spirostanolowej (frakcja butanolowa) oraz

dwoch spirostanolowych saponozydow (osad).

> Po raz pierwszy zostata stwierdzona u Paris quadrifolia obecnosc:

= saponozydu A (O-a-L-+ramnopiranozylo-(7—2)-O-[a-L-ramnopiranozylo-(1—4)-
a-L-ramnopiranozylo-(1—4)]-B-D-glukopiranozyd(25R }-26-(3-D-glukopirano-
zyloksy)-22¢-metoksyfurost-5-en-33-ylu),

*= saponozydu B (O-a-L-ramnopiranozylo-(7—2)-O-[a-L-ramnopiranozylo-(1—4)-
B-D-glukopiranozylo-(1—6)]-B-D-glukopiranozyd(25R)-26-(B8-D-glukopirano-
zyloksy)-22¢é-metoksyfurost-5-en-33-ylu),

= saponozydu D (O-a-L-ramnopiranozylo-(1—2)-O-[3-D-glukopiranozylo-(1—4)]-
B-D-glukopiranozyd (25R)}-17a hydroksyspirost-5-en-36-ylu).

Uzyskane wyniki analizy budowy strukturalnej saponozydéw wymagajg

potwierdzenia.

> Potwierdzona zostata obecnos¢ wczesniej wyodrebnionego z Paris
guadrifolia i opisanego w literaturze saponozydu C (O-a-L-ramnopiranozylo-
(1—2)-O-[a-L-ramnopiranozylo-(1—4)-a-L-ramnopiranozylo-(1—4)]-B-D-glukopirano-
zyd (25R)-17a hydroksyspirost-5-en-36-ylu).

Strona 153



PISMIENNICTWO

VII. PISMIENNICTWO

Alberts B., Michejda J. 1999. Podstawy biologii komodrki: wprowadzenie do biologii molekularne;j.
Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa.

Altmann H. 1993. Rosliny trujgce i zwierzeta jadowite. Oficyna Wydawnicza MULTICO, Warszawa.

Aparicio-Fernandez X, Reynoso-Camacho R., Castano-Tostado E., Garcia-Gasca T., Gonzalez de
Mejia E., Guzman-Maldonado S.H., Elizondo G., Yousef G.G., Lila M.A., Loarca-Pina G. 2008.
Antiradical capacity and introduction of apoptosis on Hela cells by a Phaseolus vulgaris extract.
Plant Foods Hum Nutr. 63: 35-40.

Applezweig N. 1969. Steroids. Chem Week. 104: 57-72.

Armstrong J. , Gibbs A.J., Peakall R., Weiller G. 1994. The RAPD Package. Australian National

University, Canberra.

Ashkenazi V., Chani E., Lavi U., Levwy D., Hillel J., Veilleux R.E. 2001. Development of
microsatellite markers in potato and their use in phylogenetic and fingerprinting analyses. Genome.
44: 50-62.

Aspinwall N., Christian T. 1992. Clonal structure, genotypic diversity, and seed production
in populations of Filipendula rubra (Rosaceae) from the northcentral United States. Am J Bot. 79:
294-299.

Auge H., Neuffer B., Erlinghagen F., Grupe R., Brandl R. 2001. Demographic and random
amplified polymorphic DNA analyses reveal high levels of genetic diversity in a clonal violet. Mol
Ecol. 10: 1811-1819.

Ayres C.F., Melo-Santos M.A., Sole-Cava A.M., Furtado A.F. 2003. Genetic differentiation of
Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), the major dengue vector in Brazil. J Med Entomol. 40: 430-435.

Baranowski W., Doniec J. 2005. Endokrynne uwarunkowania zmian w gruczole piersiowym.

Przeglad menopauzalny. 1: 10-14.
Barth S., Melchinger A. R., Lubberstedt T. 2002. Genetic diversity in Arabidopsis thaliana L Heynh.

Investigated by cleaved amplification polymorphic sequence (CAPS) and inter-simple sequence
repeat (ISSR) markers. Mol Ecol. 11: 495-505.

Strona 154




PISMIENNICTWO

Bautista N.S., Solis R., Kamijima O., Ishii T. 2001. RAPD, RLFP AND SSLP analyses of

phylogenetic relationships between cultivated and wild species of rice. Genes Genet Syst. 76: 71-79.

Bell E.A. 1976. “Uncommon” amino acids in plants. FEBS Lett. 64: 29-35.

Blunden G., Hardman R., Morrison J.C. 1967. Quantitative estimation of diosgenin in Dioscorea tu

bers by densitometric Thin-Layer Chromatography. J Pharm Sci. 56: 948-950.
Brinkman F.S.L., Leipe D.D. 2004. Analizy filogenetyczne. 342-383. W: Baxevanis A.D., Ouellette
B.F.F. (red.). 2004. Bioinformatyka. Podrecznik do analizy genéw i biatek. Wydawnictwo Naukowe

PWN, Warszawa.

Broda B., Mowszowicz J. 1996. Przewodnik do oznaczania roslin leczniczych, trujacych

i uzytkowych. Wydawnictwo Lekarskie PZWL, Warszawa.

Caetano-Anolles G., Basam B.J., Gresshoff P.M. 1991. DNA amplification fingerprinting using
very short arbitrary oligonucleotide primers. BioTechnology. 9: 553-557.

Cai J., Liu M., Wang Z, Ju Y. 2002. Apoptosis induced bu dioscin In HeLa cells. Biol Pharm Bull.
25: 193-196.

Cailleau R., Olive M., Cruciger QV. 1978. Long-term human breast carcinoma cell lines of

metastatic origin: preliminary characterization. In Vitro. 14: 911-915.

Cain M.L., Damman H. 1997. Clonal growth and ramet performance in the clonal herb, Asarum
canadense. J Ecol. 85: 883-897.

Cardoso S.R., Eloy N.B., Provan J., Cardoso M.A., Ferreira P.C. 2000. Genetic differentiation of
Euterpe edulis Mart. populations estimated by AFLP analysis. Mol Ecol. 9: 1753-1760.

Chapman R.E., Wang J., Bourke A.F.G. 2003. Genetic analysis of spatial foraging patterns and
resource sharing in bumble bee pollinators. Mol Ecol. 12: 2801-2808.

Chetkowski J., Golka L., Stepien t.. 2003. Application of STS markers for leaf rust resistance genes
in near-isogenic lines of spring wheat cv. Thatcher. J Appl Genet. 44: 323-338.

Chen X, Lim S.H., Wong S.M., Lee Y.H., Kuo J., Yam T.W., Lin J-J. 1999. Amplified fragment

length polymorphism analysis of vandaceous orchids. Plant Science, 141: 183-189.

Strona 155




PISMIENNICTWO

Chen X.H., Niu Y.C., Hu B.Z. 2004. Identification of RAPD markers linked to the resistance gene Yr5
against wheat stripe rust with denaturing PAGE-silver staining. Yi. Chuan Xue Bao. 31: 270-274.

Chopin J., Dellamonica G., Besson E., Skrzypaczkowa L., Budzianowski J., Mabry T.J. 1977.
C-galactosylflavones from Polygonatum multiflorum. Phytochemistry. 16: 1999-2001.

Coart E., Lamote V., Loose M., Bockstaele E., Lootens P., Roldan-Ruiz I. 2002. AFLP markers
demonstrate local genetic differentiation between two indigenous oak species [Quercus robur

L. and Quercus petraea (Matt.) Liebl.] in Flemish populations. Theor Appl Genet. 105: 431-439.

Cobb B.D., Clarkson J.M. 1994. A simple procedure for optimising the polymerase chain reaction
(PCR) using modified Taguchi methods. Nucleid Acids Res 22: 3801-3805.

Cole C. T., Kuchenreuther M. A. 2001. Molecular markers reveal little genetic differentiation among

Aconitum noveboracense and A. columbianum (Ranunculaceae) populations. Am J Bot. 88: 337-347.

Collins S. J. 1987. The HL-60 Promyelocytic Leukemia Cell Line: Proliferation, Differentation, and
Cellular Oncogene Expression. Blood. 70: 1233-1244.

Corbiere C., Liagre B., Bianchi A., Bordji K., Dauca M., Netter P., Beneytout J.L. 2003. Different
contribution of apoptosis to the antiproliferative effects of diosgenin and other plant steroids,

hecogenin and tigogenin, on human 1547 osteosarcoma cells. Int J Oncol. 22: 899-905.
Corbiere C., Liagre B., Terro F.,Beneytout J.L. 2004. Induction of antiproliferative effect by
diosgenin through activation of p53, release of apoptoso-inducing factor (AIF) and modulation of

caspase — 3 activity in different human cancer cells. Cell Res. 14: 188-196.

Darvill B., Knight M.E., Goulson D. 2004. Use of genetic markers to quantify bumblebee foraging
range and nest density. Oikos. 107: 471-478.

Deane E.E., Zhou L., Woo N.Y. 2007. Effects of mitogenic hormones on HSP70 expression in
a silver sea bream fibroblast cell line and a primary macrophage preparation. Gen Comp
Endocrinol. 152: 183-188.

Demarque D. 2005. Homeopatyczna materia medica. Wydawnictwo Lekarskie PZWL, Warszawa.

Diaz S., Pire C., Ferrer J., Bonete M.J. 2003. Identification of Phoenix dactylifera L. varieties based

on amplified fragment length polymorphism (AFLP) markers. Cell Mol Biol Lett. 8: 891-899.

Strona 156




PISMIENNICTWO

Dresler-Nurmi A., Terefework Z., Kaijalainen S., Lindstrom K., Hatakka A. 2000. Silver stained
polyacrylamide gels and fluorescence-based automated capillary electrophoresis for detection of
amplified fragment length polymorphism patterns obtained from white-rot fungi in the genus
Trametes. J Microbiol Methods. 41: 161-172.

Drewa T., Szmytkowska K., Chaberski M. 2007. The short term exposition of AQNO3 on 3T3 mouse
fibroblasts cell line. Acta Pol Pharm. 64: 175-178.

Engler A. 1964. Syllabus der Pflanzenfamilien. Gebrider Borntraeger, Berlin.

Eriksson O. 1993. Dynamics of genets in clonal plants. Trends Ecol Ewvol. 8: 313-316.

Evans W.C. 1956. Advances in pharmacognosy. Manuf Chem Aerosol News. 27: 51-55.

Falinska K. 2002. Przewodnik do badan biologii populacji roslin. Wydawnictwo Naukowe PWN,

Warszawa.

Fazli F.R. 1968. Contraceptives and other steroid drugs: their production from steroidal
sapogenins. Pak J Sci. 20: 64-67.

Fisher M., Husi R., Prati D., Peintinger M., van Kleunen M., Schmid B. 2000. RAPD variation
among and within small and large populations of the rare clonal plant Ranunculus reptans
(Ranunculaceae). Am J Bot. 87: 1128-1137.

Folkertsma R.T., van der Voort J. N. A.M., de Groot K.E., van Zantvoort P.M., Schots A., Gommers
F.J., Helder J., Bakker J. 1996. Gene pool similarities of potato cyst nematode populations

assessed by AFLP analysis. Mol Plant Microbe Interact. 9: 47-54.

Furmanowa M., Guzewska J. 1989. Dioscorea: in \tro culture and the micropropagation of
diosgenin-containing species. 162-184. W: Bajaj Y.P.S. (red.). 1989. Biotechnology in Agriculture

and Forestry 7. Medicinal and Aromatic Plants Il. Springer-Verlag Co., New York.

Furmanowa M., Guzewska J., Betdowska B., Rzedowski M. 1985. Gatunki zawierajace diosgenine
w kulturze tkankowej in vitro. Wptyw warunkéw hodowli na wzrost tkanek Trigonella foenum —

graecum L. i zawartos¢ diosgeniny. Herba Polon. 31: 155-165.
Ganzera M., Bedir E., Khan LA. 2001. Determination of steroidal saponins in Tribulus terrestris by

reversed-phase High-Performance Liquid Chromatography and evaporative light scattering
detection. J Pharm Sci. 90: 1752-1758.

Strona 157




PISMIENNICTWO

Garcia-Mas J., Oliver M., Gémez-Paniagua H., de Vicente M.C. 2001. Comparing AFLP, RAPD
and RFLP markers for measuring genetic diversity in melon. Theor Appl Genet. 101: 860-864.

Gonzalez A.G., Hernandez J.C., Ledn F., Padrén J.I., Estévez F., Quintana J., Bermejo J. 2003.
Steroidal saponins from the bark of Dracaena draco and their cytotoxic activities. J Nat Prod. 66:
793-798.

Goulao L., Cabrita L., Oliveira C.M., Leitdo J.M. 2001. Comparing RAPD and AFLP analysis in
discrimination and estimation of genetic similarities among apple (Malus domestica Borkh.)

cultivars. Euphytica. 199: 259-270.

Goulao L., Oliveira C.M. 2001. Molecular characterisation of cultivars of apple (Malus x domestica
Borkh.) using microsatellite (SSR, ISSR) markers. Euphytica. 122: 81-89.

Gruewald J., Brendler T., Jaenicke C. 2000. PDR fo Herbal Medicines. Medical Economics

Company, Montvale, New Jersey.

Gupta S., Agrawal A. , Agrawal S., Su H., Gollapudi S. 2006. A paradox of immunodeficiency and

inflammation in human aging: lessons learned from apoptosis. Inmun Ageing. 3:5.

Harborne J.B., Baxter H., Moss G.P. 1999. Phytochemical dictionary: a handbook of bioactive

compounds from plants. Taylor and Francis, London.

Harper J.L. 1977. Population Biology of Plants. Academic Press, London, New York, San

Francisco.

Hartl D.L., Clark A.G. 1989. Principles of population genetics. Sinauer Associates, Sunderland, MA.
Hegi G. 1964. lllustrierte Flora von Mittel-Europa. Carl Hanser, Monachium.

Honnay O., Verheyen K., Butaye J., Jacquemyn H., Bossuyt B., Hermy M. 2002. Possible effects
of habitat fragmentation and climate change on the range of forest plant species. Ecol Lett. 5:
525-530.

Hostettmann K., Marston A. 1995. Saponins, Cambridge University Press, New York.

Hu K., Yao X 2002. Protodioscin (NSC-698 796): its spectrum of cytotoxicity against sixty human

cancer cell lines in an anticancer drug screen panel. Planta Med. 68: 297-301.

Strona 158




PISMIENNICTWO

Huo R., Zhou Q., Wang B., Tashiro S., Onodera S., Ikejima T. 2004. Diosgenin induces apoptosis

in HelLa cells via activation of caspase pathway. Acta Pharmacol Sin. 25: 1077-1082.

Hutchings M.J., de Kroon H. 1994. Foraging in plants: the role of morphological plasticity in
resource acquisition. Adv Ecol Res. 25: 159-238.

Izdebska M., Grzanka A., Ostrowski M. 2006. The cytoskeleton reorganization and differentiation of
HL-60 and K-562 human leukemia cell lines. Postepy Hig Med Dosw. 60: 64-70.

Jaccard P. 1901. Etude comparative de la distribution florale dans une portion des Alpes et des
Jura. Bull Soc Vaud Sci Nat. 37: 547-579.

Jaccard P. 1908. Nouvelles recherches sur la distribution florale. Bull Soc Vaud Sci Nat. 44; 223—
270.

Jacquemyn H., Brys R., Honnay O., Hermy M., Roldan —Ruiz I. 2006. Sexual reproduction, clonal
diversity and genetic differentiation in patchily distributed populations of the temperate forest herb

Paris quadrifolia (Trilliaceae). Oecologia. 147: 434-444,

Jacquemyn H., Brys R., Honnay O., Hermy M., Roldan-Ruiz |. 2005. Local forest environment
largely affects below-ground growth, clonal diversity and fine-scale spatial genetic structure in the

temperate deciduous forest herb Paris quadrifolia. Mol Ecol. 14: 4479-4488.

Janeczko Z, Sibiga A. 1982. Saponozydy sterydowe w Polygonatum verticillatum All. Herba P olon.
28: 115-122.

Janeczko Z. 1993. Badania nad saponozydami steroidowymi krajowych gatunkéw w rodzaju

Polygonatum All. Rozprawa habilitacyjna, Krakow.

Janeczko Z. 1980. Ustalenie struktury komponent cukrowych saponozydow sterydowych z korzeni

kokoryczki wielokwiatowej — Polygonatum multiflorum L. Acta Polon Pharm. 37: 561-565.

Janeczko Z., Sendra J. 1979. Saponozydy sterydowe w Polygonatum multiflorum L. Acta Polon
Pharm. 36: 475-480.

Jonsdéttir 1.S., Watson M.A. 1997. Extensive physiological integration: an adaptive trait in

resource-poor emvironments . 109-136. W: de Kroon H., van Groenendael J. (red.). 1997. The

ecology and evolution of clonal plants. Backhuys Publishers, Leiden.

Strona 159




PISMIENNICTWO

Jouanny J. 1991. Materia medica: leki homeopatyczne w praktyce medycznej. Instytut Wydawniczy

Daimonion, Lublin.

Jun Z. 1989. Some bioactive substances from plants of West China. Pure Appl Chem. 61: 457-460.

Karp A., Seberg O., Buiatti M. 1996. Molecular techniques in the assessment of botanical diversity.
Ann Bot (Lond). 78: 143-149.

Keim P., Kalif A., Schupp J., Hill K., Travis S.E., Richmond K., Adair D.M., Hugh-Jones M., Kuske
C.R., Jackson P. 1997. Molecular evolution and diversity in Bacillus anthracis as detected by

amplified fragment length polymorhism markers. J Bacteriol. 187: 818-824.

Khandka D.K., Tuna M., Tal M., Nejidat A., Golan-Goldhirsh A. 1997. Variability in the pattern of
random amplified polymorphic DNA. Electrophoresis. 18: 2852-2856.

Kim D-H., Heber D., Still D.W. 2004. Genetic diversity of Echinacea species based upon amplified

fragment length polymorphism markers. Genome. 47: 102-111.

Kim E.K., Kwon K.B., Han M.J., Song M.Y., Lee J.H., Ko Y.S., Shin B.C., Yu J., Lee Y.R., Ryu
D.G., Park J.W., Park B.H. 2007. Induction of G1 arrest and apoptosis by Scutellaria barbata in the
human promyelocytic leukemia HL-60 cell line. Int J Mol Med. 20: 123-128.

Kjelner S., Sastad S.M., Taberlet P., Brochmann C. 2004. Amplified fragment length polymorphism
versus random amplified polymorphic DNA markers: clonal diversity in Saxifraga cernua. Mol Ecol.
13: 81-86.

Knight M.E., Bishop S.E., Martin A.P., Osborne J.L., Hale R.J., Sanderson R.A., Goulson D. 2005.
An interspecific comparison of foraging range and nest density of four bumblebee (Bombus)
species. Mol Ecol. 14: 1811-1820.

Kofler L. 1927. Die Saponine. Julius Springer Verlag, Vienna.

Kohlmilnzer S. 1998. Farmakognozja. Wydawnictwo Lekarskie PZWL, Warszawa.

Kokot F. 1996. Choroby wewnetrzne. Wydawnictwo Lekarskie PZWL, Warszawa.

Kowalski J., Strzelecka H. 2000. Encyklopedia zielarstwa i ziotolecznictwa. Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa.

Strona 160




PISMIENNICTWO

Kranczoch J. 1997. Struktur and Dynamic in dichten Bestdnden von Paris quadrifolia (Trilliaceae).

J. Cramer, Berlin.

Kudoh H., Shibaike H., Takasu H., Whigham D.F., Kawano S. 1999. Genet structure and
determinants of clonal structure in a temperate deciduous woodland herb, Uvularia perfoliata.
Journal of Ecology, 87, 244-257.

Kur J. (red.). 1994. Podstawy inzynierii genetycznej. Politechnika Gdanska, Gdansk.

Lee M.-S., Yuet-Wa J. C., Kong S.-K., Yu B., Eng-Choon V. O., Nai-Ching H.W., Chung-Wai T. M.,
Fung K.-P. 2005. Effects of polyphyllin D, a steroidal saponin in Paris polyphylla, in growth

inhibition of human breast cancer cells and in xenograft. Cancer Biol Ther. 4: 1248-1254.

Leszczyhska M. 1969. Morfologiczno — rozwojowe typy bylin w rezerwacie Debina pod

Wagrowcem. Badania Fizjograficzne nad Polskg Zachodnig. Tom: 23. Poznan.

Lewis P.O., Crawford D.J. 1995. Pleistocene refugium endemics exhibit greater allozymic diversity

that widespread congeners in the genus Polygonella (Polygonaceae). Am J Bot. 82: 141-149.

Liagre B., Vergne-Salle P., Corbiere C., Charissoux J.L., Beneytout J.L. 2004. Diosgenin, a plant
steroid, induces apoptosis in human rheumatoid arthritis synoviocytes with cyclooxygenase -2

overexpression. Arthritis Res Ther. 6: 373-383.

Liao S.Y., Chen J.C., Qian L., Shen Y., Zheng K.C. 2007. QSAR, action mechanism and molecular
design of flavones and isoflavone derivatives with cytotoxicity against HeLa. Eur J Med Chem.

(Epub ahead of print).

Liersch A., Bartkowiak-Broda I., Ogrodowczyk m., Krotka K. 2004. Zwigzek pomiedzy heterozjqg i
dystansem genetycznym oceniony na podstawie polimorfizmu markerow RAPD u rzepaku ozimego
(Brassica napus L.). Genetyka w ulepszaniu roslin uzytkowych. 261-268. Instytut Genetyki Ros$lin

PAN w Poznaniu.

Lin C.-N., Lu C.-M., Cheng M.-K., Gan K.-H., Won S.-J. 1990. The cytotoxic principles of solanum
incanum. J Nat Prod. 53: 513-516.

Liu M.-J.,, Wang Z, Ju Y., Wong R.N., Wu Q.Y. 2005. Diosgenin induces cell cycle arrest and

apoptosis in human leukemia K562 cells with the disruption of ca® homeostasis. Cancer
Chemother Pharmacol. 55: 79-90.

Strona 161




PISMIENNICTWO

Liu M.-J., Wang Z., Ju Y., Zhou J.-B., Wang Y., Wong R. N.-S. 2004. The mitotic-arresting and
apoptosis-inducing effects of diosgenyl saponins on human leukemia cell lines. Biol Pharm Bull. 27:
1059-1065.

tojkowska E. 2001. Wykrywanie obecno$ci czynnikdw chorobotwérczych, 462-485. W: Malepszy

S. (red.). 2001. Biotechnologia roslin. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa.

tuczak M. 2004. Markery molekularne. Przeglad najbardziej popularnych technik. Internet::
http://www.racjonalista.pl/kk.php

tukasiewicz A. 1976. Wyrdznianie rocznych przyrostow w nadziemnych i podziemnych czesciach

bylin. Badania fizjograficzne nad Polskg Zachodnig. Botanika. 29: 147-177.

Mackenstedt U., Johnson A.M. 1995. Genetic differentiation of pathogenic and nonpathogenic
strains of Entamoeba histolytica by random amplified polymorphic DNA polymerase chain reaction.
Parasitol Res. 81: 217-221.

Macku J., Krejéa J. 1989. Atlas roslin leczniczych. Zaktad Narodowy Im. Ossolinskich, Wroctaw.
MacPherson J.M., Eckstein P.E., Scoles G.J., Gajadhar A.A. 1993. Varability of the random
amplified polymorphic DNA assay among thermal cyclers, and effects of primer and DNA
concentration . Mol Cell Probes. 7: 293-299.

Malyshev S.V., Korzun V.N., Zaben’kova K.l., Voilokov A.V., Berner A., Kartel N.A. 2003.
Comparative molecular-genetic mapping of genomes of ryse (Secale cereale L.) and other cereals.

Tsitol Genet. 37: 9-20.

Maniatis T., Fritsch E., Sambrook J. 1982. Molecular cloning. A laboratory manual. Cold Spring
Harbor, New York.

Masoj¢ P. 2001. Ustalanie tozsamos$ci genetycznej, 485-519. W: Malepszy S. (red.). 2001.

Biotechnologia roélin. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa.

Masters J.R. 2002. Hela cells 50 years on: the good, the bad and the ugly. Nat Rev Cancer. 2:
315-319.

Mattawska |. 2002. Leki roslinne w terapii guzkéw krawniczych odbytu. Postepy Fitoterapii, 3-4: 70-
74.

Strona 162



http://www.racjonalista.pl/kk.php

PISMIENNICTWO

Matsuda H., Pongpiriyadacha Y., Morikawa T., Kishi A., Kataoka S., Yoshikawa M. 2003.
Protective effects of steroid saponins from Paris polyphylla var. yunnanensis on ethanol- or
indomethacin-induced gastric mucosal lesions in rats: structural requirement for activity and mode
of action. Bioorg Med Chem Lett. 13: 1101-1106.

Matsui S., Matsumoto H., Sonoda Y., Ando K., Aizu-Yokota E., Sato T., Kasahara T. 2004.
Glycyrrhizin and related compounds down-regulate production of inflammatory chemokines IL-8

and eotaxin 1 in a human lung fibroblast cell line. Int Immunopharmacol. 4. 1633-44.

Mazur L. 2004. Apoptoza i nekroza w badaniach in vitro — techniki analizy. 90-109. W: Stoklosowa

S. 2004. Hodowla komérek i tkanek. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa.
McLellan A., Prati D., Kaltz O., Schmid B. 1997. Structure and analysis of phenotypic and genetic
variation in clonal plants. 185-210. W: De Kroon H., van Groenendael J. (red.). 1997. The ecology

and evolution of clonal plants. Backhuys Publishers, Leiden.

Michl T., Huck S., Haase P., Blidel B. 2007. Genetic differentiation among populations of Cicerbita
alpine (L.) Wallroth (Asteraceae) in the western Alps. Z Naturforsch. 62: 747-756.

Mimaki Y., Satou T., Kuroda M., Sashida Y., Hatakeyama Y. 1999. Steroidal saponins from the
bulbs of Lilium candidum. Phytochemistry 51: 567-573.

Mimaki Y., Satou T., Ohmura M., Sashida Y. 1996. Steroidal saponins from the bulbs of Allium
narcissiflorum. Nat Med. 50: 308-311.

Mimaki Y., Yokosuka A., Kuroda M., Sashida Y. 2001. Cytotoxic activities and structure-cytotoxic

relationships of steroid al saponins. Biol Pharm Bull. 24: 1286-1289.
Moalic S., Liagre B., Corbiére C., Bianchi A., Dauga M., Bordji K., Beneytout J.L. 2001. A plant
steroid, diosgenin, induces apoptosis, cell cycle arrest and COX activity in osteosarcoma cells.

FEBS Lett. 506: 225-230.

Mowszowicz J. 1977. Pospolite rosliny naczyniowe Polski. Wydawnictwo Naukowe PWN,

Warszawa.

Muszynski J. 1957. Farmakognozja. Wydawnictwo Lekarskie PZWL, Warszawa.

Nino J., Jimenez D.A., Mosquera O. M., Correa Y. M. 2007. Diosgenin quantification by HPLC in

a Dioscorea polygonoides tuber collection from colombian flora. J Braz Chem Soc. 18: 1073-1076.

Strona 163




PISMIENNICTWO

Nohara T., Ito Y., Seike H., Komori T., Moriyama M., Gomita Y., Kawasaki T. 1982. Study of the
constituents of Paris quadrifolia L. Chem Pharm Bull. 30: 1851-1856.

Nowak A., Krajewska A. 1982. Badania nasion gatunkéw z rodziny motylkowatych (Papilionaceae)

na wystepowanie w nich diosgeniny. Herba Polon. 28: 75-77.

Nowinski M. 1980. Dzieje upraw i roslin leczniczych. Panstwowe Wydawnictwo Rolnicze i Lesne
PWRIL, Warszawa.

Nybom H. 2004. Comparison of different nuclear DNA markers for estimating intraspecific genetic
diversity in plants. Mol Ecol. 13: 1143-1155.

Ochiai A. 1957. Zoogeographic studies on the soleoid fishes found in Japan and its neighbouring
regions. Bull Jap Soc Sci Fish. 22:526-530.

Okoli C.O., Akah P.A., Okoli A.S. 2007. Potentials of leaves of Aspilia africana (Compositae)

in wound care: an experimental evaluation. BMC Complement Altern Med. 7: 24.

Oleszek W., Bialy Z. 2006. Chromatographic determination of plant saponins — An update (2002-
2005). J Chromatogr A. 1112: 78-91.

Olivieri 1., Michalakis I., Gouyon P.H. 1995. Metapopulation genetics and the evolution of dispersal.
Am Nat. 146: 202-228.

Oncina R., Botia J.M., Del Rio J.A., Ortuno A. 2000. Bioproduction of diosgenin in callus cultures

of Trigonella foenum-graecum L. Food Chem. 70: 489-492.

Osbourn A. 1996. Saponins and plant defence — a soap story. Trends Plant Sci. 1: 4-9.

Otsen M., den Bieman M., Kuiper M.T.R., Pravenec M., Kren V., Kurtz T.W., Jacob H.J., Lankhorst
A.E., van Zutphen B.F.M. 1996. Use of AFLP ,arkers for gene mapping and QTL mapping in rat.

Genomics. 37: 289-294.

Pan Y.B., Burner D.M., Ehrlich K.C., Grisham M.P., Wei Q. 1997. Analysis of primer-derived,
nonspecific amplification products in RAPD-PCR. Biotechniques. 22: 1071-1077.

Park Y.H., Kohel R.J. 1994. Effect of concentration of MgCl, on Random-Amplified DNA
Polymorphism. Biotechniques. 16: 652-657.

Strona 164




PISMIENNICTWO

Perez-Sacau E., Diaz-Penate R.G., Estevez-Braun A., Ravelo A.G., Garcia-Castellano J.M., Pardo
L., Campillo M. 2007. Synthesis and pharmacophore modeling of naphthoquinone derivatives with

cytotoxic activity in human promyelocytic leukemia HL-60 cell line. J Med Chem. 50: 696-706.

Persson H.A., Lundquist K., Nybom H. 1998. RAPD analysis of genetic variation within and among

populations of Turk’s-cap lily (Lilium martagon). Hereditas. 128: 213-220.

Prati D., Schmid B. 2000. Genetic differentiation of life-history traits within populations of the clonal

plant Ranunculus reptans. Oikos. 90: 442-456.

Quto b S.S., Ng C.E. 2002. Comparison of apoptotic, necrotic and clonogenic cell death and
inhibition of cell growth following camptothecin and X-radiation treatment in a human melanoma
and a human fibroblast cell line. Cancer Chemother Pharmacol. 49: 167-75.

Raju J., Patlolla J.M.R., Swamy M.V., Rao C. V. 2004. Diosgenin, a steroid saponin of Trigonella
foenum graecum (Fenugreek), inhibits azoxymethane-induced aberrant crypt foci formation in F344
rats and induces apoptosis in HT-29 human colon cancer cells. Cancer Epidemiol Biomarkers

Prev. 13: 1392-1398.

Ranker T.A. 1994. Evolution of high genetic variability in the rare Hawaiian fern Adenophorus

periens and implication for conservation management. Biol Conserv. 70: 19-24.

Rausch W.D., Liu S., Gille G., Radad K. 2006. Neuroprotective effects of ginsenosides. Acta
Neurobiol Exp (Wars). 66: 369-375.

Rejewski M. 1996. Pochodzenie tacinskich nazw roslin polskich. Przewodnik botaniczny.

Wydawnictwo Ksigzka i Wiedza, Warszawa.

Rhee W.J., Lee E.H., Park J.H., Lee J.E., Park T.H. 2007. Inhibition of HelLa cell apoptosis
by storage-protein 2. Biotechnol Prog. 23: 1441-1446.

Russell J.R., Hosein F., Johnson E., Waugh R., Powell W. 1993. Genetic differentiation of cocoa

(Theobroma cacao L.) populations revealed by RAPD analysis. Mol Ecol. 2: 89-97.

Rutkowski L. 1998. Klucz do oznaczania roslin naczyniowych Polski nizowej. Wydawnictwo

Naukowe PWN, Warszawa.

Salisbury E.J. 1942. Reproductive capacity of plants. Bell and Sons, London.

Sarwa A. 2001. Wielki leksykon roslin leczniczych. Wydawnictwo Ksigzka i Wiedza, Warszawa.

Strona 165




PISMIENNICTWO

Sashida Y., Kubo S., Mimaki Y., Nikaido T., Ohmoto T. 1992. Steroidal saponins from Smilax
riparia and S. china. Phytochemistry. 31: 2439-2443.

Saunders J.A., Mischke S., Hemeida A.A. 2001. The use of AFLP techniqgues for DNA

fingerprinting in plants. Application information, Beckman Coulter, USA.
Sawelkoul P.H.M., Aarts H.J.M., de Haas J., Dijkshoorn L., Duim B., Otsen M., Rademaker J.L.W.,
Schouls L., Lenstra J.A. 1999. Minireview. Amplified-Fragment Length Polymorphism Analysis: the

State of an Art. J Clin Microbiol. 37: 3083-3091.

Savikin-Fodulovié¢ K., Grubi$i¢ D., Culafié L., Menkovi¢ N., Risti¢ M. 1998. Diosgenin and

phytosterols content in five callus lines of Dioscorea balcanica. Plant Sci. 135: 63-67.

Sawicki W. 1993. Histologia. Wydawnictwo Lekarskie PZWL. Warszawa.

Schaal B.A., Leverich W.J. 1996. Molecular variation in isolated plant populations. Plant Species
Biol. 11: 33-40.

Sedek t., Michalik M. 2005. Nowe badania nad saponinami ujawniajg ich liczne lecznicze

wiasciwo$ci. Kosmos. Problemy nauk biologicznych. 54: 345-356.

Semenova S.K., Romanova E.A., Ryskov A.P. 1996. Genetic differentiation of helminthes on the

basis of data of polymerase chain reaction using random primers. Genetika. 32: 304-309.

Shannon C.E., Weaver W. 1949. The mathematical theory of communication. University of Illinois

Press, Urbana.

Shao Y., Chin C.-K., Ho C.-T., Ma W., Garrison S.A., Huang M.-T. 1996. Anti-tumor activity of the

crude saponins obtained from asparagus. Cancer Lett. 104: 31-36.
Shao Y., Poobrasert O., Kennelly E. J., Chin C.-K., Ho C.-T., Huang M.-T., Garrison S. A., Cordell
G.A. 1997. Steroidal saponins from Asparagus officinalis and their cytotoxic activity. Planta Med.

63: 258-262.

Slatkin M., Barton N.H. 1989. A comparison of three indirect methods for estimating average levels
of gene flow. Ewolution. 43: 1349-1368.

Smith J.F., Pham T.V. 1996. Genetic diversity of the narrow endemic Allium asseae (Alliaceae).
Am J Bot. 83: 717-726.

Strona 166




PISMIENNICTWO

Soltis D.E., Soltis P.S., Doyle J.J. 2000. Molecular systematics of plants Il. DNA sequencing.

Kluwer Academic Publishers, London.

Song-jun L., Soukup V.G. 2000. Flora of China. 24: 88-95.

StatSoft Inc. 1995. Statistica dla Windows — podrecznik elektroniczny programu Statistica. Internet:

www. statsoft.com.pl

Sun J., Dai Z.,, Zhao Y., Chen G.Q. 2007. In vitro effect of oligo-hydroxyalkanoates on the growth
of mouse fibroblast cell line L929. Biomaterials. 28: 3896-3903.

Szafer W., Kulczynski S., Pawtowski B. 1986. Rosliny polskie. Panstwowe Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa.

Szczecinska M., Sawicki J., Polok K., HotdyhAski C., Zelinski R. 2006. Comparison of three

Polygonatum species from Poland based on DNA markers. Ann Bot Fennici 43: 379-388.

Szczepaniak W. 1997. Metody instrumentalne w analizie chemicznej. Wydawnictwo Naukowe
PWN, Warszawa.

Sztuba-Solinska J. 2005. Systemy markeréw molekularnych i ich zastosowanie w hodowli roslin.

Kosmos. Problemy nauk biologicznych. 54: 227-239.

Szybka-Hryniewicz P., Janeczko Z 2004. Densytometryczna analiza diosgeniny w ekstraktach

z tkanki kalusowej Polygonatum verticillatum (L.) All. Biotechnologia. 2: 93-99.

Takhtajan A. 1997. Diversity and classification of flowering plants. Columbia University Press, New
York.

Taylor W.G., Elder J.L., Chang P.R., Richards K.W. 2000. Microdetermination of diosgenin from
fenugreek (Trigonella foenum-graecum) seeds. J Agric Food Chem. 48: 5206-5210.

Tedesco I., Nappo A., Petitto F., lacomino G., Nazzaro F., Palumbo R., Russo G.L. 2005. Antioxidnt

and cytotoxic properties of lyophilized Beer extracts on HL-60 cell Line. Nutr Cancer. 52: 74-83.

Traczyk T. 1989. Rosliny lasu lisciastego. Wydawnictwa Szkolne i Pedagogiczne, Warszawa.

Strona 167



http://www.statsoft.com.pl/

PISMIENNICTWO

Tutin T.G., Heywood V.H., Burges N.A., Moore D.M., Valentine D.H., Walters S.M., Webb D.A.
1980. Flora Europaea. Alismataceae to Orchidaceae (Monocotyledones). Cambridge University

Press, Cambridge.

Tyler V.E., Brady L.R., Robbers J.E. 1988. Pharmacognosy. Lea&Febiger, Philadelphia.

Uptmoor R., Wenzel W., Friedt W., Donaldson G., Ayisi K., Ordon F. 2003. Comparative analysis of
the genetic relatedness of Sorghum bicolor accessions from Southern Africa by RAPDs, AFLPs
and SSRs. Theor Appl Genet 106: 1316-1325.

Urasaki N., Tokumoto M., Tarora K., Ban Y., Kayano T., Tanaka H., Oku H., Chinen I., Terauchu R.
2002. A male and hermaphrodite specific RAPD marker for papaya (Carica papaya L.). Theor Appl
Genet 104: 281-285.

Van Damme E.J., Barre A., Rougé P., Van Leuven F., Balzarini J., Peumans W.J. 1996. Molecular
cloning of the lectin and a lectin — related protein from common Solomon’s seal (Polygonatum
multiflorum). Plant Mol Biol. 31: 657-672.

Van Damme E.J., Hao Q., Charels D., Barre A., Rougé P., Van Leuven F., Peumans W.J. 2000.
Characterization and molecular cloning of two different type 2 ribosome — inactivating proteins from

the monocotyledonous plant Polygonatum multiflorum. Eur J Biochem. 267: 2746-2759.

Volak J., Stodola J. 1987. Rosliny lecznicze. Panstwowe Wydawnictwo Rolnicze i LeSne PWRIL,

Warszawa.

Vos P., Hogers R., Bleeker M., Reijans M., Van de Lee T., Hornes M., Frijters A., Pot J., Peleman
J., Kuiper M., Zabeau M. 1995. AFLP: a new technique for DNA fingerprinting. Nucleic Acids Res.
23: 4407-4414.

Vrieling K., Peters J., Sandbrink H. 1997. Amplified fragment length polymorphisms (AFLPS)
detected with non-radioactive digoxigenine labelled primers in three plant species. Plant Mol Biol

Rep. 15: 255-262.

Walther-Hellwig K., Frankl R. 2000. Foraging habitats and foraging distances of bumblebees ,
Bombus spp. (Hym., apidae), in an agricultural landscape. J Appl Entomol. 124: 299-306.

Wang Z., zZhou J., Ju Y., Yao S., Zhang H. 2001. Effects of dioscin extracted from Polygonatum

Zanlanscianense Pamp on several human tumor cell lines. Tsinghua Sci Technol. 6: 239-242.

Strona 168




PISMIENNICTWO

Wang Z., Zhou J., Ju Y., Zhang H., Liu M., Li X 2001. Effects of two saponins extracted from the
Polygonatum Zanlanscianense Pamp on the Human Leukemia (HL-60) cells. Biol Pharm Bull. 24:
159-162.

Wei J., Dong X. 1999. Determination of diosgenin in Rhizoma Paridis by high performance liquid
chromatography. Se Pu. 17: 498-499.

Witkiewicz Z. 1992. Podstawy chromatografii. Wydawnictwa Naukowo-Techniczne, Warszawa.

Wojtowicz A. 2004. Linie komorkowe. 140-156. W: Stoklosowa S. 2004. Hodowla komorek

i tkanek. Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa.
Wolfe A.D., Liston A. 1998. Contributions of PCR-based methods to plant systematics and
evolutionary biology. 43-86. W: Soltis D.E., Soltis P.S., Doyle J.J. 1998. Molecular systematics

of plants 1. DNA sequencing. Kluwer Academic Publishers, London.

Woo E.-R., Kim J.M., Kim H.J., Yoon S.H., Park H. 1998. A cytotoxic pennogenin glycoside from
Majanthemum dilatatum. Planta Med. 64: 466-468.

Wroblewska A., Brzosko E., Czarnecka B., Nowosielski J. 2003. High levels of genetic diversity
in populations of Iris aphylla L. (Iridiaceae), an endangered species in Poland. Bot J Linn Soc. 142:
65—72.

www.drirenaeris.pl/badania/s414 -fibroblasty

www.lgcpromochem-atcc.com

www.pg.gda.pl/chem/Katedry/Leki/augustin/instrukcje/Oznaczanie

Yokosuka A., Mimaki Y., Kuroda M., Sashida Y. 2000. A New steroidal saponin from the leaves
of Agave americana. Planta Med. 66: 393-396.

Zarzycki K., Trzcinska-Tacik H., Rézanski W., Szelag Z., Wotek J., Korzeniak U. 2002. Ekologiczne
liczby wskaZnikowe roslin naczyniowych Polski. Instytut Botaniki im. W. Szafera, Polska Akademia

Nauk, Krakéw.

Zietkiewicz E., Rafalski A., Labuda D. 1994. Genome fingerprinting by simple sequence repeat

(SSR)-anchored polymerase chain reaction amplification. Genomics 20: 176-183.

Strona 169



http://www.drirenaeris.pl/badania/s414-fibroblasty
http://www.lgcpromochem-atcc.com/

