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WSTEP I CEL PRACY

Marzanka wonna Galium odoratum (L.) Scop. jest roélina lecznicza. Jej aktywno$¢ farmakologiczna
zwigzana jest glownie z zawartymi w zielu kumarynami. Ziele marzanki wonnej pozyskuje sig
wylacznie z ro§lin wystgpujacych na stanowiskach naturalnych. Roslina ta, ze wzgledow
klimatycznych, jak i nie zawsze racjonalnej gospodarki lesnej zagrozona jest wyginigciem. Dlatego tez
objeta zostata ustawowa ochrong gatunkowa.

Skuteczna metoda ochrony marzanki wonnej wystepujacej w srodowisku lesSnym wydaje si¢ byc¢
wprowadzanie jej do uprawy. Wymaga to jednak podjgcia badan dotyczacych migdzy innymi
zmienno$ci wewnatrzgatunkowej i rozwoju roslin, w tym mechanizmow reprodukcji, wptywu
czynnikéw S$rodowiska na rozwoéj, a takze dynamiki gromadzenia si¢ w ro$linie zwiazkow
biologicznie czynnych.

W niniejszej pracy skoncentrowano si¢ glownie na:

e okresleniu zakresu zréznicowana siedliskowego, genetycznego i chemicznego dziko
rosnacych populacji marzanki wonnej, wystepujacych w wybranych rejonach Polski,

e przesledzeniu migdzypopulacyjnego zrdznicowania cech morfologiczno-rozwojowych,
okresleniu skali zmiennosci tych cech u roslin ze stanowisk naturalnych i z uprawy,

e okresleniu zawarto$ci i sktadu chemicznego wybranych grup zwiazkéw biologicznie
czynnych podczas rozwoju ontogenetycznego roslin na stanowiskach naturalnych i w
uprawie,

e okresleniu wplywu wybranych czynnikow agrotechnicznych na plon i sktad chemiczny
ziela marzanki,

e okresleniu optymalnych metod ekstrakcji ziela marzanki oraz oznaczeniu aktywnoSci
przeciwutleniajacej uzyskanych ekstraktow.

MATERIALY I METODY

Przeprowadzone badania obejmowaty trzyletni cykl (2005-2008) doswiadczen terenowych, polowych
i laboratoryjnych, i dotyczyly:
¢ badan terenowych populacji marzanki wonnej,
e analizy rozwojowej 1 fitochemicznej wybranych populacji w warunkach naturalnych
i uprawowych,
e oceny efektywnos$ci generatywnego i wegetatywnego rozmnazania tego gatunku,
e oceny wplywu wybranych czynnikéw sSrodowiskowych i uprawowych na plon i sktad
chemiczny surowca,
e oceny wpltywu warunkoéw ekstrakcji na sktad chemiczny uzyskanych ekstraktow,
e oceny aktywnosci przeciwutleniajacej ekstraktow.

1. Badania terenowe

Wybor stanowisk

Jako obszary badan wybrano 2 regiony Polski, nalezace do wazniejszych pod wzgledem
réznorodnosci i zasobnos$ci stanowisk naturalnych Galium odoratum (rys. 1).

Nadle$nictwo Maskulinskie — woj.
warminsko-mazurskie

Nadlesnictwo Bitgoraj — woj. lubelskie

Rys. 1. Obszar badan terenowych



Analiza fitosocjologiczna zbiorowisk roslinnych

Na wybranych do badan obszarach, na bazie danych florystycznych wytypowano 20 stanowisk
naturalnych marzanki wonnej. Doktadna lokalizacja stanowisk byta mozliwa dzigki odbiornikowi GPS
(Global Positioning System) firmy Philips. Obserwacje wykonywano wiosna, latem i jesienig przez
dwa okresy wegetacyjne roslin. Powierzchni¢ zdjeé¢ fitosocjologicznych wybierano w sposob
subiektywny (proba tendencyjna), tzn. opisywano zbiorowiska roslinne charakteryzujace si¢
znaczacym udzialem marzanki wonnej (Zargba 1988). Spisujac gatunki zastosowano skale
ilosciowosci i towarzyskosci wg Brauna-Blanqueta (1964). Poszczegolne gatunki przyporzadkowano
do odpowiadajacych im jednostek syntaksonomicznych (Matuszkiewicz 2001). Zdjecia zestawiono
w jedna tabele zbiorcza i1 poddano klasyfikacji numerycznej, co ulatwito interpretacje
porzadkowanych obiektow. W pracy zastosowano metod¢ aglomeracyjna. W celu wyr6znienia
jednorodnych florystycznie grup zbiorowisk, uporzadkowane dane wprowadzono do programu SPSS,
a wyniki przedstawiono graficznie w postaci dendrogramu, bgdacego obrazem podobienstw pomigdzy
zdjeciami fitosocjologicznymi. Jako miar¢ podobienstwa, na bazie iloSciowosci gatunkow,
zastosowano odlegtos¢ euklidesowa (Sneath i Sokal 1973), a hierarchiczne grupowanie zdjec
wykonano metoda Warda. Wykorzystujac ekologiczne liczby wskaznikowe ro$lin naczyniowych
Polski (Zarzycki i in. 2002) dla kazdego stanowiska okreslono wskazniki: zawarto$ci materii
organicznej, kwasowosci i wilgotnosci gleby oraz wskaznik swietlny.

Bezwzgledna zawarto$¢ jadrowego DNA oraz poziom poliploidalnosci

Zawarto$¢ jadrowego DNA oznaczono metoda cytometrii przeptywowej (FCM) w pracowni Katedry
Genetyki i Hodowli Ro$lin Uniwersytetu Rolniczo-Technicznego w Bydgoszczy. Wykorzystana
metoda polega na analizie intensywnosci fluorescencji wybarwionych fluorochromami jader
(Sliwinska 1993). Material do badan stanowity mlode liscie 60 roslin pochodzacych z 20 badanych
populacji ze stanowisk naturalnych. Jako standard wewngtrzny zastosowano liscie Brasica napus cv.
‘Bor’ (2C=2,18 pg). Proby przygotowywano zgodnie z wczesniej opisang procedura (Thiem
i Sliwinska 2003) z niewielkimi modyfikacjami. W kazdej probie analizowano okoto 5000-10 000
jader komorkowych. Bezwzgledng zawartos¢ DNA jadrowego obliczono stosujac liniowa zalezno$é
pomigdzy pozycjami pikow 2C Galium odoratum i Brassica napus.

Rozwdj roélin na naturalnych stanowiskach przy zréznicowanym sposobie pozyskiwania surowca
Celem badan bylo okreslenie wptywu zréznicowanego sposobu pozyskiwania ziela na rozwdj roslin
na naturalnych stanowiskach oraz na gromadzenie si¢ zwiazkow biologicznie czynnych w surowcu.
Badania prowadzono w latach 2007/2008 na stanowisku naturalnym w miejscowosci Zelwagi,
zlokalizowanym na terenie Nadle$nictwa Maskulinskie. Populacja marzanki zajmowata tam
powierzchni¢ okoto 30 m?, charakteryzowata si¢ silnym wzrostem oraz duza liczebnoscia.
Na stanowisku wyznaczono losowo 9 poletek wielkosci 1 m”. Badania przeprowadzono w trzech
powtodrzeniach.
W 2007 roku na wyznaczonych poletkach przeprowadzono w nast¢pujacy sposob zbior ziela w fazie
petni kwitnienia roslin:

e cigcie w potowie wysokosci pedow,

® cigcie przy ziemi,

® bez ciccia (kontrola).
Wiosna 2008 r. (od kwietnia do potowy maja) na kazdym poletku dokonano pomiaréw
biometrycznych cech osobniczych roslin (rys. 2). W tym tez roku z poletek zebrano jednokrotnie ziele
w fazie pelni kwitnienia roslin, tj. w maju. Okres$lono masg¢ §wiezego i suchego ziela. W powietrznie
suchym zielu oznaczono zawarto$¢ kumaryn, metoda spektrofotometryczna wg Wierzchowskiej-
Renke i Steckiej (1976), polifenolokwaséw (w przeliczeniu na kwas kawowy), glikozydow
irydoidowych (w przeliczeniu na aukubing), wg FP VI (2002).




2. Analiza rozwojowa i fitochemiczna wybranych populacji w warunkach naturalnych
i uprawowych

Ocena cech morfologiczno-rozwojowych roélin

Oceng cech morfologicznych ro$lin prowadzono na 20 stanowiskach naturalnych oraz w uprawie, co
dwa tygodnie od maja do pazdziernika, w latach 2006 i 2007 (rys. 2). Do$wiadczenie polowe zatozono
wiosng 2006 roku wysadzajac, w rozstawie 60x30 cm, wczesniej ukorzenione dwuweztowe sadzonki
pochodzace ze stanowisk naturalnych, w ilosci 30 sztuk dla kazdej populacji. Glebe wysciotkowano
substratem korowym. Dla kazdej analizowanej cechy obliczono $rednie arytmetyczne, odchylenie
standardowe oraz wspolczynnik zmiennosci.

W 2007 r. przeprowadzono dwukrotny zbior ziela ze stanowisk naturalnych i z uprawy (drugi rok
wegetacji roslin) — w pelni kwitnienia i po kwitnieniu ro§lin. Ziele zbierano z 10 losowo wybranych
roslin z kazdej populacji, pozostawiajac dwa dolne okotki lisci. Nastgpnie ziele wysuszono w suszarni
w temperaturze 30°C przy przeplywie powietrza od 0,2 do 0,25 m-s™.

dhugos¢ todygi

liczba oko6tkéw na pedzie

dhugos$é blaszki lisciowej”

rr g e ok
szerokos$¢ blaszki lisciowej

" przez caly sezon wegetacyjny prowadzono pomiary dtugosci i szerokosci lisci 3 okotka od gory pedu
Rys. 2. Obserwowane cechy morfologiczno-rozwojowe marzanki wonnej

W celu oceny niepoliczalnych cech morfologiczno-rozwojowych roslin opracowano wlasny
klasyfikator zgodnie z wytycznymi International Plant Genetic Resources Institute oraz
z wykorzystaniem danych literaturowych (Pawtowski 1977, Szafer 1988).

Badania fitochemiczne (metody)

Surowiec pozyskany w dwodch fazach rozwojowych ro$lin ze stanowisk naturalnych oraz
z uprawy poddano analizom chemicznym w laboratorium KRWiL. Zawarto$¢ badanych zwiazkoéw
biologicznie czynnych wyrazono w przeliczeniu na sucha mas¢. W surowcach oznaczono zawarto$¢
nastepujacych zwiazkow: sume¢ kumaryn (metoda spektrofotometryczna wg Wierzchowskiej-Renke i
Steckiej (1976)), sumg polifenolokwaséw w przeliczeniu na kwas kawowy (wg FP VI 2002), sumg
glikozydoéw irydoidowych w przeliczeniu na aukubing (wg FP VI 2002). Metoda chromatografii
cienkowarstwowej (TLC) wg FP VI (2002) przeprowadzono analizg ilosciowa kumaryny, oraz metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) analizg sktadu zwiazkéw biologicznie aktywnych
(kumaryn, polifenolokwasow, flawonoidow). Oceng aktywnosci przeciwutleniajacej ekstraktow
wykonano metoda DPPH (Chen i Ho 1997) i FRAP (Benzie i Strain 1999).




3. Ocena efektywnoSci generatywnego i wegetatywnego rozmnazania

Rozmnazanie generatywne

W ramach badan dotyczacych generatywnego rozmnazania marzanki wonnej przeprowadzono
doswiadczenia majace na celu okre$lenie wplywu metody stratyfikacji na kielkowanie nasion oraz
wpltywu wieku nasion i sposobu ,,uszkadzania tupiny nasiennej” na liczb¢ wyksztalconych siewek.
Przedmiotem badan byly owoce (nasiona) marzanki wonnej zebrane w roku 2007 z roslin ze
stanowisk naturalnych. Zbioru nasion dokonano losowo w momencie, gdy 80% owocoéw bylo juz
w pelni dojrzatych. Za owoce niedojrzale uznawano niewtasciwie wybarwione i mate.

Whplyw metody stratyfikaciji na kielkowanie nasion

Warto$¢ siewna nasion badano laboratoryjnie okreslajac energi¢ i zdolnos¢ kietkowania. Materiat
siewny podzielono na dwie czgSci: owoce otarte mechanicznie (0), owoce nieotarte (n). Tak
przygotowane nasiona poddano nastgpujacym metodom stratyfikacji: moczenie w zimnej wodzie
przez 24 h lub 3 minuty w wodzie o temp. 60-70°C, nastgpnie siew do podtoza lub przetozenie do
woreczka foliowego na 30 tygodni do chlodziarki (temp. 2°C) bez dostgpu swiatta, moczenie 20 min w
0,5 ml kwasu siarkowego i siew do podtoza lub przetozenie do woreczka foliowego na 30 tygodni do
chlodziarki (temp. 2°C) bez dostgpu S$wiatla lub nasiona suche (nienapgczniale) wysiewano
bezposrednio do podloza. Stratyfikacje w 2°C przeprowadzono w chlodziarce SANYO CHL 350 T
B10/350 T B10. Po okresie 30 tygodni nasiona z chtodziarki przenoszono do kontrolowanych
warunkéw $wietlnych (10 h dnia-natezenie napromienienia PAR 30 pE-m?>s”, 14 h nocy)
i temperaturowych (20°C). Przez kolejne tygodnie prowadzono obserwacje kietkowania nasion oraz
poczatkowego wzrostu i rozwoju siewek.

Wptyw wieku nasion i sposobu ,,uszkadzania tupiny nasiennej” na liczbe wyksztatconych siewek
Owoce stratyfikowano przez okres 8 tygodni w wilgotnym piasku, w temperaturze 4°C, bez dostgpu
$wiatta. Po tym czasie podzielono je na trzy czegsci, po 25 nasion kazda: cale owoce — kontrola, owoce
z calkowicie usunigta okrywa (wyizolowane zarodki), owoce z usuni¢ta w 1/3 okrywa nasienna
w okolicy korzenia zarodkowego.

Tak przygotowane nasiona umieszczano na szalkach Petriego ze zmodyfikowana pozywka MS/BS5 bez
regulatoréw wzrostu wg Gamborg i in. (1965). Doswiadczenie prowadzono w temperaturze 24°C,
a natezenie napromienienia PAR wynosito 10 pE-m™s”. Przez kolejne tygodnie prowadzono
obserwacje kietkowania nasion oraz wzrostu i rozwoju siewek.

Rozmnazanie wegetatywne

Rozmnazanie przez sadzonkowanie

Celem do$wiadczenia byto okreslenie wptywu rodzaju sadzonek, terminu ich pobierania z rosliny
matecznej oraz rodzaju podtoza na ukorzenianie si¢ sadzonek.

Czynnik A — rodzaj sadzonek: Czynnik B — termin pobrania Czynnik C — rodzaj podtoza:
sadzonek (ze stanowisk naturalnych):
- sadzonki zielne (ze szczytow pedow

z dwoma okotkami lisci) - wiosna (IV) - perlit
- sadzonki roztogowo-pgdowe: - jesien (X) - odkwaszony torf (pH 5,7)
czteroweztowe, trzywezlowe, - nicodkwaszony torf (pH 4,5)

dwuweztowe, jednowgztowe

Pobrane ze stanowisk naturalnych sadzonki hormonizowano, a nast¢pnie umieszczano w pojemnikach
wypetionych perlitem lub torfem. Doswiadczenie prowadzono w trzech powtoérzeniach przez okres
osmiu tygodni w szklarni, w warunkach wysokiej wilgotnosci W kazdym powtdrzeniu znajdowato sig
50 sztuk sadzonek.



Mikrorozmnazanie
Dos$wiadczenia prowadzono wieloetapowo w latach 2006-2008 w laboratorium kultur tkankowych
KRWiL. Material wyjsciowy stanowity rosliny pochodzace ze stanowisk naturalnych. W pierwszym
etapie okreslono wplyw metody odkazania (podchloryn sodu i chloramina T) na efektywnosc
otrzymywania zywotnych eksplantatow. W kolejnych etapach badan poréwnano efektywnosé
odkazania eksplantatow wierzchotkowych i wezlowych w zaleznosci od terminu ich pobierania
(wiosenno-letni i jesienny) oraz okreslano wplyw sktadu pozywki na rozwdj eksplantatéw inicjalnych.
Eksplantaty wyktadano pojedynczo do probéwek z pozywka MS (Murashige i Skoog 1962):

a) bez regulatorow wzrostu,

b) zawierajaca 0,1 mg-dm™ 6-benzyloadeniny (BA) i 0,01 mg-dm™ kwasu naftylo-1-octowego

(NAA),

¢) zawierajaca 0,1 mg-dm™ 6-benzyloadeniny (BA),

d) zawierajaca 1,0 mg-dm™ kwasu giberelinowego (GA3)

e) zawierajaca 0,5 mg-dm™ kwasu indolilooctowego (IAA).

Okreslono takze wplyw cytokinin na rozw6j pgdow z pakéw bocznych marzanki. W do§wiadczeniu
wykorzystano pozywke MS z dodatkiem 30 g-dm™ sacharozy i 6,5 g-dm™ agaru. Do pozywki
dodawano kinetyng lub BA w stezeniach 1,0; 2,5; 5,0 mg'dm'3, z dodatkiem 0,01 mg-dm'3 NAA lub
bez dodatku auksyny. Kontrola byla pozywka podstawowa bez regulatoréw wzrostu. Zastosowano
dwa poziomy natgzenia napromienienia $wiatta fluorescencyjnego: 7,5 i 33,0 uE m™ s'. Do
polipropylenowych pojemnikéow hodowlanych zawierajacych po 100 ml pozywki wyktadano po pigé
eksplantatow. Wszystkie doswiadczenia prowadzono w pokoju wzrostowym przy 16 godzinnym
fotoperiodzie i temperaturze 24°C. Po 12 tygodniach okreslono dlugos¢ i liczbg pedow powstatych z
jednego eksplantatu oraz liczbg weztow na nowo wytworzonych pedach.

4. Ocena wplywu wybranych czynnikow Srodowiskowych i uprawowych na plon i sklad
chemiczny surowca

Badania agrotechniczne przeprowadzono w latach 2006-2008 na Polu Doswiadczalnym KRWiL
w Wilanowie-Zawadach.

Wptyw zacienienia na rozwdj roélin, plon i jako$¢ surowca

Badania prowadzono w latach 2006-2007. Material wyj$ciowy do zalozenia do$wiadczenia wiosna
2006 r. stanowity dwuwezlowe sadzonki roztogowo-pedowe pobrane ze stanowiska naturalnego
z okolicy miejscowosci Zelwagi (region warminsko-mazurski). Doswiadczenie zalozono metoda
blokow losowanych w trzech powtorzeniach. Rosliny wysadzono do gruntu w rozstawie 30x30 w
liczbie 60 sztuk w kazdym powtorzeniu.

Zastosowano nast¢pujace warianty nat¢zenia Swiatla: w petnym $wietle stonecznym, pod pojedyncza
cieniowka, pod podwdjna cieniowka. Przez caty czas trwania do$wiadczenia prowadzono pomiar
nat¢zenia §wiatla (cztery razy kazdego miesiaca przy uzyciu fitofotometru SONOPAN RF-100. W
2006 r. (od maja do pazdziernika) co 4 tygodnie prowadzono badania biometryczne roslin. W roku
2007, kiedy rosliny byly w fazie generatywnej przeprowadzono zbior ziela (zbidr wiosenny), Scinajac
ros$liny nad drugim okoétkiem (liczac od ziemi). Drugi pokos ziela wykonano w wegetatywnej fazie
rozwoju roélin, jesienia. Okre§lono plon $wiezego i powietrznie suchego ziela w przeliczeniu na 1m?.
W  powietrznie suchym zielu oznaczono zawarto$¢ kumaryn (metoda spektrofotometryczna
wg Wierzchowskiej-Renke 1 Steckiej (1976)), polifenolokwasow w przeliczeniu na kwas kawowy,
glikozydow irydoidowych w przeliczeniu na aukubing (wg FP VI 2002).

Wptyw pH podtoza na rozwoj roslin, plon i jako§¢é surowca

Badania prowadzono w latach 2007-2008, na trzech podtozach (torf z piaskiem w stosunku 1:1)
roézniacych si¢ pH (4.5, 5.5, 6,5). W kazdym poziome pH wysadzono po 300 sztuk ukorzenionych
dwuwezlowych sadzonek roztogowo-pedowych marzanki w rozstawie 10x15 cm. Rosliny przykryto
pojedyncza cienidowka uzyskujac ok. 50% zacienienia. Do pomiaréw cech biometrycznych wybierano
po 30 roslin z kazdej kombinacji. Badania prowadzono w okresie od maja do pazdziernika 2007 co
4 tygodnie.




Wiosna 2008 roku, w fazie kwitnienia roslin, $cicto ziele na wysokos$ci drugiego okoétka nad ziemia,
a nastgpnie powietrznie suchy surowiec poddano analizie chemicznej okreslajac: sum¢ kumaryn
(metoda spektrofotometryczna wg Wierzchowskiej-Renke i1 Steckiej (1976)), polifenolokwasow
w przeliczeniu na kwas kawowy, glikozydéw irydoidowych w przeliczeniu na aukubing (wg FP VI
2002).

Whplyw sposobu zaktadania plantacji na plon i jako$¢ surowca

Celem do$wiadczenia bylo okreslenie wptywu terminu sadzenia oraz zaggszczenia roslin na ich
rozwoj, a takze jako$¢ ziela marzanki. Do do$wiadczenia wybrano trzy populacje, z czego dwie
pochodzity z woj. warminsko-mazurskiego (nr 2 i nr 6), a jedna z woj. lubelskiego (nr 19),
charakteryzujace si¢ intensywnym wzrostem oraz wysoka zawartoscia zwiazkéw biologicznie
aktywnych. Doswiadczenie zalozono w roku 2006 metoda blokéow losowanych w  trzech
powtorzeniach.

Czynnik A-populacja: Czynnik B-termin sadzenia: Czynnik C-rozstawa:
2 maj (wiosna) — T, 30x30 cm — R,
6 wrzesien (jesien) — T, 30x40 cm— R,
19

Ukorzenione dwuwgzlowe sadzonki roztogowo-pgdowe w liczbie 20 sztuk w kazdym powtdrzeniu
wysadzono w obu terminach. Miejsce uprawy bylo ostonigte szpalerem drzew od strony potudniowe;.
Obserwacje cech morfologiczno-rozwojowych ro§lin prowadzono co dwa tygodnie przez caly okres
wegetacji roslin, w latach 2006 i 2007. W roku 2008 przeprowadzono zbior ziela w dwoch fazach
rozwojowych ros$lin. Pierwszego dokonano w maju, w okresie kwitnienia, kiedy 80% ro$lin miato
w pelni wyksztalcone kwiaty. Drugi pokos miat miejsce we wrzesniu. W powietrznie suchym zielu
oznaczono zawarto$¢ kumaryn (metoda spektrofotometryczng wg Wierzchowskiej-Renke i1 Steckiej
(1976)), polifenolokwaséw w przeliczeniu na kwas kawowy, glikozydéow irydoidowych
w przeliczeniu na aukubing (wg FP VI 2002).

5. Ocena wplywu warunkéw ekstrakcji na sklad chemiczny uzyskanych ekstraktéw

Materiat do badan stanowito ziele roslin populacji nr 8 (Zetwagi) zebrane ze stanowisk naturalnych
i z uprawy. Ziele zbierano w fazie generatywnej i wegetatywnej roslin. Surowiec wysuszono
w suszarni w temperaturze 35°C.

Czynnik A-medium ekstrakcyjne: Czynnik B-metoda ekstrakcji:
- alkohol (metanol 75%) - ekstrakcja pod chlodnica zwrotna
- woda - ekstrakcja w zautomatyzowanym aparacie Soxleta (Biichi B-811)

- ekstrakcja z zastosowaniem ultradzwigkow

W ekstraktach oznaczono zawarto$¢ kumaryn metoda TLC oraz okres§lono ich sit¢ przeciwutleniajaca
metoda FRAP i DPPH.

6. Ocena aktywnosci przeciwutleniajacej ekstraktow

Oznaczenie ogodlnej aktywnosci przeciwutleniajacej metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
Oznaczenie wykonano na ekstraktach wodnych. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca FRAP oznaczono
metoda podang przez Benzie i Strain (1999), polegajaca na redukcji w kwasnym $rodowisku zelaza na
trzecim stopniu utlenienia do formy Zzelazawej o intensywnym niebieskim zabarwieniu, ktora
najwyzsza absorbancj¢ wykazuje przy dlugosci fali 593 nm. Reakcja nie jest specyficzna i zachodzi
pod wptywem kazdej substancji posiadajacej wiasciwosci redukujace. Wartos¢ FRAP mieszaniny
antyoksydantow jest suma wartosci FRAP poszczegdlnych jej sktadnikow.

Oznaczenie ogolnej aktywnosci przeciwutleniajace] metoda DPPH

Oznaczenie wykonano na ekstraktach wodnych. Analiz¢ przeprowadzono wedlug metody Chen i Ho
(1997), a procent inhibicji DPPH obliczono zgodnie ze wzorem podanym przez Rossi i in. (2003).
Oznaczenie polega na kolorometrycznym pomiarze stopnia zredukowania rodnikow DPPH.




7. Opracowanie statystyczne wynikéw

Do opracowania wynikow do$wiadczen uzyto testu y° na niezalezno$é cech oraz metody
jednoczynnikowej i dwuczynnikowej analizy wariancji. Do poréwnania S$rednich zastosowano test
Tukey’a na poziomie istotnosci 0=0,05 Iub 0=0,01. Do wykonania obliczen zastosowano program
Statgraphics Plus w wersji 4.1. W celu wyodrebnienia podobnych grup populacji w badaniach na
stanowiskach naturalnych oraz w uprawie postuzono si¢ metoda analizy skupien (Jendrzejczak 1998).

WYNIKI I DYSKUSJA

1. Badania terenowe

Analiza fitosocjologiczna zbiorowisk roslinnych

Na podstawie analizy fitosocjologicznej okre§lono cztery grupy zbiorowisk roslinnych, w ktérych
wystepowata marzanka. W wigkszosci zaklasyfikowano je do rzedu Fagetalia sylvaticae (zwiazek
Alno-Ulmion 1 Carpinion betuli, zespot: Tilio-Carpinetum), dla ktoérego marzanka wonna jest
gatunkiem charakterystycznym (Matuszkiewicz 2002), natomiast sze$S¢ z nich do rzedu Piceetalia
abietis (zespot: Querco roboris—Pinetum) (rys. 3).
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Rys. 3. Dendrogram obrazujacy podobienstwa w skladzie gatunkowym stanowisk marzanki
wonnej, uzyskany przy pomocy analizy skupien metoda Warda

Bezwzgledna zawartos¢ jadrowego DNA oraz poziom poliploidalnosci

Przeprowadzona analiza zawartosci jadrowego DNA 20 populacji marzanki wonnej, pochodzacych ze
stanowisk naturalnych, nie wykazata duzego zroznicowania wewnatrzgatunkowego. Wartos¢ ta
wahala si¢ od 1,34 do 1,43. W obrebie badanych populacji nie stwierdzono obecnosci poliploidow.
Podobne wyniki otrzymata w swoich badaniach Skalinska i in. (1959) stwierdzajac, ze marzanka nie
wykazuje zrdéznicowania wewnatrzgatunkowego. Dotychczas nie wyr6zniono w obregbie tego gatunku
nizszych jednostek systematycznych, takich jak odmiana czy forma.




Rozwoj roslin na stanowiskach naturalnych przy zréznicowanym sposobie pozyskiwania surowca
Wyniki badan dotyczacych rozwoju ro$lin na naturalnych stanowiskach wykazaty, ze sposob
pozyskiwania surowca ma duzy wplyw na odnawianie si¢ populacji oraz na jako$¢ pozyskiwanego
z nich ziela (wykresy 1-4, tab. 1). Stosujac cigcie roslin w potowie dtugosci pedow juz po okoto
czterech tygodniach zaobserwowano intensywny wzrost pedow, a pod koniec okresu wegetacyjnego
pedy osiagnely dlugos$¢ zblizona do tych roslin, ktore nie byty cigte (22 cm). Rosliny cigte przy
samym gruncie albo zamieraty, albo ich wzrost w nastgpnym sezonie wegetacyjnym byl staby.
Podobnych obserwacji dokonata Oswigcimska i in. (1984). Autorka ta uwaza takze, ze $cinanie pedow
marzanki tuz przy ziemi powoduje stabe odrastanie roslin (ok. 24%) w roku nastgpnym. Tak wigc
bardzo czgsto obecnie spotykany tzw. ,,przemystowy” sposob zbioru, polegajacy na wycigciu lub
wykopaniu wszystkiego, co wydaje si¢ by¢ poszukiwanym surowcem zagraza nie tylko
poszczegdlnym gatunkom, lecz catym siedliskom, ktore rzadko odtwarzaja si¢ w pierwotnej postaci.
Odnosnie jakosci pozyskanego surowca stwierdzono, ze zbior ziela marzanki polegajacy na $cinaniu
roslin przy ziemi istotnie obniza zawartos¢ w nim kumaryny w nastgpnym roku, a nieznacznie podnosi
zawarto$¢ polifenolokwasow. Nie stwierdzono natomiast wyraznej kierunkowej zalezno$ci pomigdzy
sposobem cigcia ziela a zawartos$cia glikozydow irydoidowych.
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Tab. 1. Zawarto$¢ kumaryn, polifenolokwaséw, glikozydow irydoidowych w zielu [% s.m.]

Sposob . Glikozydy
ciecia ziela Kumaryny Polifenolokwasy irydoidowe
roshpy nie cigte 041a 1,68 b 0,99 b
w ubiegtym roku
cigcie w potowie 043 a 1,77b 1,12a

wysokosci roslin

cigeie przy ziemi 0,30 b 1,84 a 0,87 ¢

Jednakowymi literami oznaczono wartosci nierézniace si¢ istotnie na poziomie 0=0,05 wg testu Tukey’a.



2. Analiza rozwojowa i fitochemiczna wybranych populacji w warunkach naturalnych i
uprawowych

Ocena cech morfologiczno-rozwojowych roslin

Ocena policzalnych jak i1 niepoliczalnych cech morfologiczno-rozwojowych roslin na stanowiskach
naturalnych wykazata niewielkie ich zr6znicowanie. W uprawie rosliny oceniano w taki sam sposob
jak na stanowiskach naturalnych. Wykonane pomiary biometryczne roslin wykazaty, podobnie jak te
przeprowadzone w warunkach naturalnych, $rednie zréznicowanie odnosnie dtugosci pgdow, liczby
okotkow na pedzie oraz dhugosci i szerokosci lisci. Diugosci pedéw marzanki wonnej wedtug Tokarza
1 in. (1969), Szafera i in. (1988) oraz Strzeleckiej i Kowalskiego (2000) wynosi od 10 do 60 cm,
twierdza oni tez, ze istotny wplyw na tq cech¢ roslin maja warunki siedliskowe. Obserwowane
Ww niniejszej pracy rosliny na stanowiskach naturalnych pod koniec okresu wegetacji posiadaty pedy o
sredniej dtugosci 28 cm, a w uprawie 22 cm (wykres 5 i 6). Odnos$nie liczby okotkow lisci na pedzie
stwierdzono, ze u roslin na stanowiskach naturalnych wahata si¢ ona od 5 do 6 szt., za§ w warunkach
uprawowych od 6 do 10 szt. (wykres 7 i 8).

Wedhig Sulmy i in. (1964, 1967, 1969) liczba okoétkow lisci na pedzie to cecha mato zmienna dla
marzanki i nie jest ona zalezna od siedliska i zbiorowiska roslinnego, w ktorym ona wystepuje. Uwaza
on takze, ze wielko$¢ liSci marzanki nie zalezy od stanowiska, na ktérym ona rosnie. Najkrotszymi
lis¢émi na stanowiskach naturalnych charakteryzowaty si¢ rosliny populacji nr 2 (3 cm), a
najdtuzszymi-ro$liny populacji nr 9 i 20 (4 cm). Po przeniesieniu roslin do uprawy dlugo$¢ blaszek
liSciowych populacji nr 2 wynosita srednio 3,7 cm, a populacji nr 9 pozostata bez zmian (wykresy 9-
12). Warunki pogodowe panujace podczas prowadzenia do§wiadczen polowych nie odbiegaly skrajnie
od krajowych wieloletnich, za wyjatkiem roku 2007, ktory charakteryzowal si¢ wyzsza temperatura
powietrza oraz zwigkszong iloscig opadow. Na podstawie uzyskanych w tej pracy wynikow mozna
przypuszczac, ze warunki meteorologiczne nie maja znaczacego wptywu na rozwaj roslin.

Za pomoca hierarchicznej analizy skupien podzielono 20 badanych populacji (na stanowiskach
naturalnych i w uprawie) na 10 grup (skupien), sktadajacych si¢ z obiektow bardziej podobnych
wielocechowo wewnatrz grup niz migdzy grupami. Wyodrgbnione grupy miaty r6ézna liczebnos$c-od
jednej do dziewigciu. Jednakze podobienstwo poszczegélnych populacji byto rézne na stanowiskach
naturalnych oraz w uprawie. Analizujac sklad poszczegodlnych grup mozna zaobserwowaé, ze
w najliczniejszych grupach wystepowaly populacje pochodzace z obu regionow Polski (rys. 4 1 5).
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Srednie z populacji w warunkach naturalnych i uprawowych

STANOWISKA NATURALNE UPRAWA
Dlugosé pedow [cm]
Wyk. 5 Wyk. 6
35 35
30 4 N 30
2 —— 1 25 =
z 204 = 20 T T
215 =15
10 10
5 5
0 0
\2 Vi il vin X X Vi v v vl Vil Vil X IX X X
miesigc obserwacji miesigc obserwacji
Liczba okotkow na pedzie [szt.]
Wyk. 7 Wyk. 8
10 10
.
6
3 g
E, B
2
0
v Vi il il X X \ Vi Vi Vil Vi Vil X X X X
miesiac obserwacji miesiac obserw acji
Dlugosé lisci [cm]
Wyk. 9 Wyk. 10
45 45
4 % 4
35 _— 8 —+—¢
3 3
= 25 B /;/ E 25 T g T e
s 2 e 2
15 15
1 1
0,5 05
0 0
v VI Vil Vil X X v v v vl Vil Vil X IX X X
miesiac obserwacji miesiac obserwacji
Szerokosé lisci [cm]
Wyk.11 Wyk. 12
16
14
12
. ;|
Fos L T
06
0.4
0,2
0
\% v Vi v Vi Vi X X X X
misige obserwacji miesiac obserwaci
18F 3 05 F 3
15F E 04f E
12F ] E E
Z ] 03 F E
0o ] : E
s 7 2 E
03[ g 0,1 F E
0 E 0 0 0 0 0.0 4 0 000 0. 0.0 0.0 -:
126310414185 7 168 12209 1113151719 12347 61651320149 810111219181517

populacja
Rys. 4. Dendrogram podobienstwa dla 20 populacji pod
wzgledem cech rozwojowych na stanowiskach
naturalnych

populacja

Rys. 5. Dendrogram podobienstwa dla 20 populacji pod
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Ocena cech niepoliczalnych roslin 20 populacji marzanki wonnej wykazala, ze ich rozw6j na
stanowiskach naturalnych byt bardziej wyréwnany niz w uprawie. Wszystkie populacje na
stanowiskach naturalnych w tym samym czasie rozpoczynaly kwitnienie, jednakze rosliny w woj.
lubelskim osiagaly pelni¢ kwitnienia o okoto dziesie¢ dni pdzniej od pozostalych. Odnosnie
niepoliczalnych cech morfologicznych wigksze réznice zaobserwowano w przypadku roslin bgdacych
w uprawie. Wyraznie roznily si¢ one pod wzgledem formy wzrostu-przewaznie pokrdj ich byt
w potowie wzniesiony lub wzniesiony, a nieliczne posiadaty pedy ptozace. W porownaniu do roslin na
stanowiskach naturalnych rosliny w uprawie zakwitaty pozniej i szybciej konczyly wegetacje.

Badania fitochemiczne

W prezentowanej pracy starano si¢ okreslic zroéznicowanie chemiczne ziela marzanki zarowno
pozyskanego ze stanowisk naturalnych, jak i z uprawy. Surowiec (ziele) zbierano w okresie kwitnienia
roslin (w maju) oraz po okolo 4 miesiacach (po kwitnieniu roslin). W powietrznie suchym zielu
oznaczano zawarto$¢ kumaryn, polifenolokwasow, glikozydow irydoidowych. Niezaleznie od miejsca
zbioru surowca wyzsza zawarto$¢ kumaryn stwierdzono w zielu zebranym w okresie kwitnienia roslin,
(stanowiska naturalne-0,43%, uprawa-0,58%) niz po ich kwitnieniu (stanowiska naturalne-0,34%,
uprawa-0,36%) (wykres 13-16). Wczesniejsze badania przedstawione w pracach m.in. Hlavy i in.
(1984), Mahlajuka (1991), Strzeleckiej i Kowalskiego (2000) oraz Basera i in. (2004) potwierdzaja, ze
zawarto$¢ kumaryny i jej pochodnych w zielu marzanki jest najwyzsza w okresie kwitnienia roslin
a po kwitnieniu moze jej by¢ nawet dwukrotnie mnie;j.

Ziele zebrane w fazie wegetatywnej (po kwitnieniu roslin) ze stanowisk naturalnych charakteryzowato
si¢ wyzsza zawarto$cia polifenolokwasow (1,19%) niz z uprawy (1,16%) (wykresy 17-20). Podobna
tendencj¢ zaobserwowano odnosnie zawartosci glikozydow irydoidowych w zielu. Bylo ich
szedciokrotnie wigcej w surowcu pochodzacym ze stanowisk naturalnych (0,71% po kwitnieniu roslin)
(wykresy 21-24). Ozarowski i Jaroniewski (1987) podaja, ze zawartos¢ asperulozydu (jednego z
glikozydoéw irydoidowych) w zielu marzanki wynosi okoto 0,05%. Wcze$niejsze prace Osinskiej i
Roston (2004) dotyczace oceny ziela marzanki (pozyskanego w czasie kwitnienia roslin) pod katem
zawartosci aukubozydu i polifenolokwaséw wskazuja, ze jest w nim ok. 0,82% aukubozydu i okoto
2% polifenolokwasow.

[% s.m.]
[% s.m.]

populacja populacja
Wyk. 13. Zawarto$¢ kumaryn w zielu zebranym w fazie Wyk. 14. Zawarto$¢ kumaryn w zielu zebranym
generatywnej ze stanowisk naturalnych [% s.m.] w fazie generatywnej z uprawy [% s.m.]
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Jednakowymi literami oznaczono wartosci nierdzniace sig istotnie na poziomie 0=0,05 wg testu Tukey’a m— Srednia
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Wyk. 21. Zawarto$¢ glikozydéw irydoidowych w zielu zebranym
w fazie generatywnej ze stanowisk naturalnych
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Wyk. 18. Zawartos¢ polifenolokwaséw w zielu zebranym w fazie
generatywnej z uprawy [% s.m.]
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Wykres 24. Zawarto$¢ glikozydéw irydoidowych w zielu zebranym

w fazie wegetatywnej z uprawy [% s.m.]

B populacje z woj. lubelskiego

Jednakowymi literami oznaczono warto$ci nierdzniace sig istotnie na poziomie 0=0,05 wg testu Tukey’a $rednia
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Obecnos¢ kumaryny w zielu roslin 20 badanych populacji okreslono wstgpnie wykorzystujac metode
chromatografii cienkowarstwowej (TLC). Nastgpnie uzyskane wyniki potwierdzono bardziej
szczegotowa analiza przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Wsrod
zidentyfikowanych zwiazkow zarowno w zielu zebranym ze stanowisk naturalnych, jak i z uprawy
poza kumaryna stwierdzono obecno$¢ nastgpujacych polifenolokwaséw: kwasu o-kumarowego,
elagowego, chlorogenowego, ferulowego oraz rozmarynowego, a takze glikozydu flawonoidowego -
rutyny.

Ich zawarto$¢ w duzym stopniu zwigzana byla z pochodzeniem surowca (populacja) oraz faza
rozwojowa roslin. Ziele populacji z rejonu warminsko-mazurskiego charakteryzowato si¢ ponad
trzykrotnie wyzsza zawarto$cia kumaryny niz z woj. Lubelskiego, niezaleznie czy pozyskiwane byto
ze stanowisk naturalnych (38,61 mg-100 g.' s.m w fazie generatywnej; 31,33 mg-100 g s.m. w fazie
wegetatywnej), czy z uprawy (94,14 mg-100 g.' s.m w fazie generatywnej; 69,84 mg:100 g s.m
w fazie wegetatywnej). Odwrotna tendencje stwierdzono w przypadku kwasu chlorogenowego
(stanowiska naturalne 311,59 mg-100 g"' s.m. w fazie generatywnej; 322,87 mg-100 g"' s.m w fazie
wegetatywnej, uprawa 874,36 mg-100 g s.m. w fazie generatywnej; 754,98 mg-100 g"' s.m w fazie
wegetatywnej). Zawartos¢ w analizowanych surowcach polifenolokwasow, tj. kwasu elagowego,
ferulowegoi rozmarynowego, byta znacznie nizsza niz kwasu chlorogenowego, a kwas o-kumarowy
wystapit jedynie w sladowych ilosciach, niezaleznie od miejsca zbioru ziela i fazy rozwojowej roslin.
W surowcach pochodzacych z uprawy stwierdzono wystepowanie rutyny w ilosci od 12,99 do 41,22
mg-100 g s.m, natomiast w zielu ze stanowisk naturalnych zawarto$é¢ tego zwiazku byta okolo trzy
razy mniejsza i wahata si¢ od 6,67 do 10,11 mg-100 g s.m. (tab. 2 i 3).

Tab. 2. Zawartos¢ zidentyfikowanych zwigzkoéw biologicznie aktywnych w zielu ze stanowisk naturalnych

[mg-100 g s.m.]

. kwas o- kwas kwas kwas kwas
. Zwiazek/faza kumaryna rutyna
Rejon sbioru kumarowy elagowy chlorogenowy ferulowy rozmarynowy
g. W. g. w. g. w. g. w g. w g. w. g. w.
WOj. 5 . )
o Sreodi‘l'lzcd.'ia 38,61% | 31,33 | 032 | 037 | 2,82 | 2,79 | 240,03 | 24987 | 971" | 5.1 | 10,04* | 738 | 6,67 | 10,11*
mazurskie pop 1
woj. lubelskie S;eo?allllll:c(}lia 11,74% | 938 | 0,37 | 036 | 2,73 | 327 | 311,59 | 322,87 | 8,46 | 7,44 | 998 | 8,68 | 727 | 9,36
w — ziele zebrane w fazie wegetatywnej
g — ziele zebrane w fazie generatywnej
zwiazki o najwyzszym udziale
*p<0,05
Tab. 3. Zawarto$¢ zidentyfikowanych zwigzkow biologicznie aktywnych w zielu z uprawy
-1
[mg-100 g~ s.m.]
. kwas o- kwas kwas kwas kwas
. Zwiazek/faza kumaryna rutyna
Rejon Zbioru kumarowy elagowy chlorogenowy ferulowy rozmarynowy
g. W. g. w. g. w. g. w g. w g. W. g. W.
v Srednia dla
warminsko opulacii 94,14* | 69,84 | 0,19 | 0,25* 2,75 | 3,9% | 802,9* 618,77 | 1,61 | 4,45* | 15,66 | 15,44 | 37,83 | 41,22*
mazurskie pop -
N Sredniadla |, oo | 2110 | 013 | 0,15 | 328% | 1,8 | 87436* | 75498 | 2,06 | 5,02 | 66* | 49 | 12,99 | 23,904*
lubelskie populacji.

w — ziele zebrane w fazie wegetatywnej
g — ziele zebrane w fazie generatywne;j
zwiazki o najwyzszym udziale

*p<0,05

3. Ocena efektywnosSci generatywnego i wegetatywnego rozmnazania

Rozmnazanie generatywne

W wyniku przeprowadzonych badan laboratoryjnych stwierdzono, ze nasiona marzanki wonnej
charakteryzuja si¢ bardzo niska naturalna zdolno$cia kietkowania. Niezaleznie od zastosowanych
metod stratyfikacji zdoIlno$¢ ich kielkowania nie przekraczata 20%. W kulturach in vitro zdolnosé
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kietkowania wyizolowanych zarodkow (catkowicie usunigta okrywa nasienna) nie przekroczyta 25%
(wykres 25).

30 Owoce po trzyletnim przechowywaniu
1. cale owoce
2. owoce z usunig¢ta w 1/3 okrywa
20 mlbrak wzrostu nasienna w okohcy’k'orzema. zarodkowego

3. owoce z catkowicie usunigta okrywa
Erosliny prawidiowo (wyizolowane zarodki)
10 L | ] wyksztatcone .

Owoce jednoroczne

5 || | 4. cale owoce
5. owoce z usunigta w 1/3 okrywa
nasiennga w okolicy korzenia zarodkowego
6. owoce z catkowicie usunigta okrywa
Materiat siewny (wyizolowane zarodki)

25

%l 45 1

Wyk. 25. Wplyw wieku nasion i sposobu uszkadzania lupiny nasiennej na liczb¢ wyksztalconych siewek

Rozmnazanie wegetatywne

Wyniki doswiadczen zwiazanych z rozmnazaniem marzanki wonnej poprzez sadzonkowanie
wskazuja, ze dwuwezlowe sadzonki roztogowo-pedowe (pobrane z roslin matecznych zar6wno
wiosna, jak i jesienig oraz ukorzeniane w torfie o pH 4,5) sa najbardziej przydatne do wegetatywnego
rozmnazania tej rosliny (99% prawidtowo ukorzenionych sadzonek).

Mikrorozmnazanie

Wyniki tej pracy wskazuja, ze marzankg wonng mozna skutecznie rozmnaza¢ w kulturach in vitro. Jak
dotad nie zajmowano si¢ mikrorozmnazaniem tego gatunku. Dotychczasowe doniesienia literaturowe
dotycza wylacznie Galium tinctorium i Galium schultesii (Wilson i Balague 2007, Klavina i in. 2004).
W ramach prowadzonych w niniejszej pracy badan stwierdzono, ze najskuteczniejsza substancja
odkazajaca jest podchloryn sodu (x’=4,74 p=0,0295), natomiast chloramina T w duzym stopniu
uszkadza eksplantaty (wykres 26). Podobne wyniki otrzymali Klavina i in. (2004) dla wierzchotkéw
pedoéw Galium tinctorium odkazanych handlowym preparatem ACE.

Najwigcej prawidlowo rozwijajacych si¢ peddéw otrzymano z ekspantatow wierzchotkowych
pobieranych we wrzesniu (x2(3)=20,27 p=0,0001) (wykres 27).

Stwierdzono, ze rozwdj eksplantatow istotnie zalezal od skladu pozywki. Najlepszy rozwoj
eksplantatdéw zaobserwowano na pozywce MS bez dodatku regulatoréw wzrostu oraz wzbogaconej
dodatkiem 0,1 mg-dm® BA (wykres 28), natomiast najwiecej pedow bocznych na eksplantatach
stwierdzono na pozywce z dodatkiem 1 mg-dm™ kinetyny i nieznacznie mniej na pozywce bez
dodatku regulatorow wzrostu. Kinetyna w wyzszych stezeniach, a takze BA we wszystkich
zastosowanych stezeniach nie sprzyjaty rozwojowi pedow bocznych.

Pedy o najwigkszej liczbie wezlow uzyskano na pozywce bez regulatorow wzrostu. Wzrastajace
stezenia obu cytokinin powodowaly wytworzenie pedow o coraz mniejszej liczbie weziow. BA
w wigkszym stopniu niz kinetyna hamowata wydtuzanie pedéw. Najdluzsze pedy otrzymano na
pozywce bez regulatordw wzrostu oraz zawierajacej 1 mg-dm™ kinetyny.

Przebieg procesow morfogenezy zalezy nie tylko od rodzaju i koncentracji cytokinin i auksyn
w pozywce, lecz takze od fizycznych warunkéw kultury, zwlaszeza temperatury i $wiatta (Rout 2000).
W przeprowadzonych w tej pracy doswiadczeniach dluzsze pedy otrzymano przy natgzeniu
napromienienia $wiatla fluorescencyjnego 7,5 pEs''m? niz 33,0 pEs’'m™. Rosliny uzyskane na
pozywce bez dodatku regulatorow wzrostu w warunkach nizszego natg¢zenia §wiatta ukorzenity si¢ w
95%. Przy wyzszym natg¢zeniu $wiatta ukorzenito si¢ jedynie 50% roslin (fot. 1A i B). Wynika to by¢
moze z tego, ze marzanka wonna jako roslina runa lesnego lasow lisciastych przystosowana jest do
rozwoju w warunkach o niskim natezeniu §wiatla.
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10% 10 min. 10% 20 min.

chloramina T
2,5% 20 min.

chloramina T 5%

20 min.

100
90
80
70
60
50
40
30 +
20 |
10 -

[%]

eksplantaty
wierzchotkowe

eksplantaty
weztowe

eksplanaty
wierzchotkowe

termin | termin Il

B eksplantaty nieporazone H ekspantaty z nekrotycznymi uszkodzeniami O eksplantaty porazone

Wyk. 26. Wplyw metody odkazania na liczb¢ odkazZonych,

zywotnych eksplantatow wezlowych [%]

eksplantaty odkazone [ eksplantaty nieodkazone

Wyk 27. Wplyw rodzaju eksplantatu i terminu
jego pobierania na liczbe odkazonych
eksplantatow [%]

liczba okotkow [szt.]

MS

0,1 BA+0,01 NAA

0,1 BA

1 GA3 0,5 IAA

regulator wzrostu

Jednakowymi literami oznaczono wartosci nierézniace sig istotnie na poziomie 0=0,05 wg testu Tukey’a

Wyk. 28. Wplyw rodzaju pozywki na wzrost eksplantatow [szt.]

3 4.5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

14

9 10 11 12|13

Fot. 1. Eksplantaty rosnace na pozywce MS bez regulatorow wzrostu przy poziomie

napromienienia A. 33,0 pE's'm? B. 7,5 pE's'm™
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4. Ocena wplywu wybranych czynnikéw srodowiskowych i uprawowych na plon i sktad
chemiczny surowca

Wplyw zacienienia na rozwoj ro$lin, plon i jakos$¢ surowca

Wyniki badan polowych dotyczace wptywu natg¢zenia §wiatta na rozwoj roslin wykazatly, ze zar6wno
masa ziela, jak i zawarto§¢ w nim zwiazkdéw biologicznie czynnych istotnie zalezy od natgzenia
swiatta. Najbardziej dynamiczny wzrost roslin, a co za tym idzie istotnie najwyzsza mas¢ ziela
uzyskano wtedy, kiedy rosliny byly najbardziej zacienione (wykres 29 i 30)

18 10
16 =
14 /;E 8
12 — 1

= 10 ——1. N 6

S g —-2. E
6 N 3. 4
= )
2
0 0

\% VI VI VIl IX X Vv VI VIl VIIl X X
miesigc obserwaciji miesiac obserwacji
Wyk. 29. Przyrost wysokosci pedéw [cm] Wyk. 30. Liczba oké6tkéw lisciowych [szt]

1. rosliny rosnace w pelnym $wietle stonecznym, 2. roliny rosnace pod pojedyncza cieniowka
3. rosliny rosnace pod podwojna cienidwka

Roéliny rosnace w pelnym o$wietleniu przez caly okres wegetacji byly mniejsze, a uzyskana
z nich masa surowca byla okolo 30% nizsza niz z roélin rosnacych w zacienieniu (wykres 31).
Zawartos¢ kumaryn, polifenolokwasow, jak i glikozydow irydoidowych byta zawsze istotnie wyzsza
w zielu ro$lin rosnacych pod podwojna cieniowka. Stwierdzono rowniez, ze surowiec zbierany w fazie
kwitnienia ro$lin charakteryzowal si¢ wyzsza zawartoscia kumaryn, niezaleznie od stopnia zacienienia
ro§lin. W przypadku polifenolokwaséw byto ich wigcej w zielu zbieranym po kwitnieniu roslin
(tab. 4).

500
a 0=0,05
450 -
400 | rﬂ» O swieza masa
350 c ] ] 0 !
G =] powietrznie
Ng 300 F M sucha masa
& 250 o —
200 [ R
123 al| || — $rednia
! b) 1
50 “__ | winl
o CAME 00—
1 2 3 1 2 3

miejsce uprawy

1. ro$liny rosnace w pelnym $wietle stonecznym, 2. roliny rosnace pod pojedyncza cienidowka
3. rosliny rosnace pod podwojna cienidwka
* §rednie oznaczone ta sama litera nie roznily sig istotnie przy poziomie istotnosci a=0,05 wg testu Tukey’a

Wyk. 31. Plon ziela [g'm 7|
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Tab. 4. Zawarto$¢ zwiazkow biologicznie aktywnych w zielu [%s.m.]

GLIKOZYDY

MIEJSCE UPRAWY KUMARYNY POLIFENOLOKWASY IRYDOIDOWE

FAZA ROZWOJOWA generatywna  wegetatywna  generatywna wegetatywna  generatywna  wegetatywna

1. ro$liny rosnace w pelnym

Swietle 0,21c 0,1c 0,71 ¢ 0,89 b 0,36 ¢ 0,33 ¢
2. ro$liny rosnace pod

pojedyncza cieniéwka 0,36 ab 0,27b 0,83b 0,92b 0,4b 042b
3. rosliny rosnace pod

podwéing cieniowka 0,45a 0,39a 1,24 a 1,29a 0,57 a 0,51a
Srednia dla fazy 0,34* 0,25 0,92 1,03% 0,44 0,42

rozwojowej

* $rednie oznaczone ta sama litera nie ro6znity sig istotnie przy poziomie istotnosci a=0,05 wg testu Tukey’a

Wptyw pH podtoza na rozwoj roslin, plon i jako$§¢ surowca

Badajac wptyw pH podtoza na rozwdj roslin i jakos¢ surowca stwierdzono, ze odczyn gleby wplywa
na cechy morfologiczno-rozwojowe marzanki wonnej i zawartos¢ w zielu zwiazkdéw biologicznie
czynnych. I tak najdtuzsze pedy wyksztalcity rosliny rosnace na podtozu o pH 5,5 (32 cm) (wykres
32), natomiast istotnie wyzsza masg ziela uzyskano z roslin rosnacych na podlozu o pH 4.5
(780 g'm?) (wykres 33). Najwyzsza ogOlna zawarto$cia kumaryn i glikozydéw irydoidowych
charakteryzowato si¢ ziele roslin rosnacych na podtozu o pH 5,5, natomiast polifenolokwasoéw - o pH
6,5 (tab. 6).

35 1000 -
900 |

31 800 | a
29 o b
C
25
23 |
a

. - 700 |

: - : '« 600 -

& 500 A

' 400 |

19 ) 300
15 i ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 200 { a a @ - $rednia

21 4
17 4
0

data pomiaru
pH 4,5 pH 5,5 pH 6,5
——pH45 —a—pH55 pH 6,5 pH podtoza

[em]

[o-m 21

0 $wieza masa

m sucha masa

Wyk. 32. Przyrost wysokosci roslin w zaleznosci  Wyk. 33. Masa $§wiezego i suchego ziela w zalezno$ci od
od pH gleby [cm] pH gleby [g'm™|

* §rednie oznaczone ta sama litera nie roznily sig istotnie przy poziomie istotnosci a=0,05% wg testu Tuckey’a

Tab. 5. Zawartos$¢ zwigzkow biologicznie aktywnych w suchym zielu [%-s.m]

pH gleby kumaryny polifenolokwasy if}lfl(ll((;)ifi);(iz]e
pH 4,5 0,80 b* 0,53 b 0,93 b
pH 5,5 1,10 a 0,60 ab 1,32 a
pH 6,5 0,54 ¢ 0,71 a 1,00 ab
$rednia 0,80 0,62 1,06

* §rednie oznaczone ta sama litera nie roznily sig istotnie przy poziomie istotnosci a=0,05

Wptyw sposobu zaktadania plantacji na plon i jakos$¢ surowca

W S$cistych dos§wiadczeniach polowych starano si¢ okreslic wptyw terminu sadzenia marzanki wonnej
oraz zageszczenia roslin na ich rozwdj i jako$¢ ziela. Badano rosliny 3 populacji charakteryzujacych
si¢ intensywnym wzrostem i wysoka zawarto$cia zwiazkow Dbiologicznie aktywnych. Rosliny
posadzone w terminie wiosennym charakteryzowaly si¢ intensywniejszym wzrostem niz w jesiennym
(wykres 34-37). Wyzsza masg¢ ziela uzyskano przy wiosennym terminie zaktadania plantacji oraz
kiedy $Scinano rosliny w okresie ich kwitnienia (wykres 38 i 39). Nie stwierdzono natomiast wptywu
zageszczenia ro$lin na poletku na plon ziela.
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Wyzsza zawartoscia zwigzkéw kumarynowych i glikozydow irydoidowych charakteryzowalo si¢ ziele
pozyskane z roslin sadzonych wiosna niz jesienia. Natomiast termin zaktadania plantacji nie miat
istotnego wplywu na zawartos$¢ kwasow polifenolowych w surowcu (tab. 61 7).

Rok uprawy

30 ”006 ”007 Nr populacji

25 2

20 rozstawa 30x30
E
2 s — e 2

I rozstawa 30x40
10 -1
5
Vi Vil Vil Vil

miesigc obserwagji

Wyk. 34. Przyrost dlugos$ci pedow roslin posadzonych w maju [em]

Rok uprawy

r ¥

15 '\‘I}GU f\r\n—r

o7

Nr populacji

rozstawa 30x30

[cm]

rozstawa 30x40

IX X V. V. VI VIvILviE il vile X IX

miesigc obserwacji

Wyk. 35. Przyrost dlugos$ci pedow roslin posadzonych we wrze$niu [cm]

T
Rok uprawy

Nr populacji

rozstawa 30x30

[szt]

rozstawa 30x40

\% ViV vk IX \ vioooviovikIX

miesigc obserwacji

Wyk. 36. Liczba oko6lkéw na pedzie roslin posadzonych w maju [szt.]
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Rok uprawy

{
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o Nr populacji
’ ==
! 77 2
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Wyk. 37. Liczba oké6lkéw na pedzie roslin posadzonych we wrze$niu [szt.]

30x30 30x40 <4— rozstawa
550 v IX v X <«4—— termin zbioru

[em™]

—— S$rednia

2 6 19 2 6 19 2 6 19 2 6 19
populacja
B $wieza masa ziela [ sucha masa ziela

Jednakowymi literami oznaczono wartosci nie rozniace sig istotnie na poziomie 0=0,05 wg testu Tukey’a
Wyk. 38. Swieza i powietrznie sucha masa ziela (wiosenny termin sadzenia) [g-m]

30x30 30x40 <4—  rozstawa
\Y4 IX v IX <4——  termin zbioru

[em™]

— S$rednia

populacja
B Swieza masa ziela [ sucha masa ziela

Jednakowymi literami oznaczono wartosci nie rozniace sig istotnie na poziomie 0=0,05 wg testu Tukey’a
Wyk. 39. Swieza i powietrznie sucha masa ziela (jesienny termin sadzenia) [g-m 2|
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Tab. 6. Zawarto$¢ zwiazkow biologicznie aktywnych w zielu marzanki (wiosenny termin
sadzenia) [% s.m.]

g&?izAK OW KUMARYNY POLIFENOLOKWASY GLIKOZYDY IRYDOIDOWE
ROZSTAWA | 30x30 | 30x40 | 30x30 | 30x40 | 30x30 | 30x40 |
POPULACJA | g | w. | g. | w I g. | w. | g. I w. | g. I w. | g. I w. |
2 [| 036 || 029 | 036 | 027 | 155 | 11 | 1,53 | 105 | 078 | 045 || 075 | 045 |
6 [| 023 || 0,19 | 024 | 018 | 1,03 | 08 | 1,07 | 08 | 066 | 037 | 064 | 039 |
19 | 033 | 025 | 031 | 025 | 14 | 12 | 141 | 1,08 | 067 | 04 | 066 | 041 |
Srednia dla 0,27 0,26 1,18 1,17 0,55 0,55
rozstawy
Srednia dla fazy
rozwojowei g: 0,3* w: 0,24 g:1,33* w: 1,02 g: 0,69* w: 0,41
p-V | p-V | p-V |
A: populacja 0,0000 | 0,0001 | 0,0083 |
B: faza | 0,0000 | 0,0000 | 0,0001 |
C: rozstawa I 0,0656 I 0,8307 I 0,6180 I

g — ziele zebrane w fazie generatywne;j
w — ziele zebrane w fazie wegetatywne;j
W tabeli przedstawiono $rednie wyniki z dwoch lat badan  p< 0,05

Tab. 7. Zawarto$é zwigzkow biologicznie aktywnych w zielu marzanki (jesienny termin sadzenia)

[% s.m.]

GRUPA KUMARYNY POLIFENOLOKWASY GLIKOZYDY IRYDOIDOWE
ZWIAZKOW
ROZSTAWA | 30x30 | 30x40 | 30x30 | 30x40 | 30x30 | 30x40 |
POPULACJA | g. | w. | 8. | W | g. | w. | g. | w. | g. | w. | g. | w |

2 [ 035 | 021 | o031 | 02 | 1,51 | 11 | 1,56 | 1,03 | 065 | 04 | 063 | 041 |

5 [[ 02 | o011 | o025 | o014 | 101 | 07 | 1,1 | 1,00 || 06 | 031 | 059 | 033 |

19 [ 029 | 0,18 | 027 | o016 | 138 | 1,5 | 143 | 12 | 055 | 032 | 055 | 029 |
igez‘s’:‘;;;"a 0,22 0,22 12 1,18 0,47 0,46
Srednia dla fazy
rozwojowej g:0,27% w: 0,17 2:1,33* w:1,09 2:0,59* w: 0,34

p-V | p-V | p-V |

A: populacja 0,0629 | 0,0001 | 0,0280 |
B: faza | 0,0008 | 0,0001 | 0,0001 |
C: rozstawa | 0,9981 | 0,2637 | 0,8907 |

g — ziele zebrane w fazie generatywne;j
w — ziele zebrane w fazie wegetatywne;j
W tabeli przedstawiono $rednie wyniki z dwéch lat badan, p< 0,05

5. Ocena wplywu warunkow ekstrakeji na sklad chemiczny uzyskanych ekstraktow

Wydajnos¢ ekstrakcji oraz zawartos¢ w ekstraktach z ziela marzanki okreslanych zwiazkow
biologicznie aktywnych istotnie zalezala od rodzaju ekstrakcji oraz uzytego rozpuszczalnika.
Wydajnos¢ ekstrakcji przeprowadzonej w tazni ultradzwigkowej (39%), jak i aparacie Soxhleta
(42,5%) byta wyzsza niz ekstrakcji pod chtodnica zwrotng (29%). Ekstrakcje, w ktorych jako
ekstrahenta uzyto wodg okazaly si¢ wydajniejsze (41,4%) niz te, w ktdrych ekstrahentem byt alkohol
(31,8%). Wyniki te potwierdzaja wczes$niejsze prace Martino i in. (2006). Wyzsza zawartoscia
kumaryn charakteryzowaty si¢ ekstrakty alkoholowe, natomiast kwasow polifenolowych-wodne.
Stwierdzono takze, ze jako$¢ uzyskanych wyciagoéw istotnie zalezy od fazy rozwojowej roslin w ktorej
zbierano surowiec (tab. 8 1 9).
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Tab. 8. Zawartos¢ kumaryn w ekstraktach [%]

EKSI}/[EADII(%“‘% INE RODZAJ EKSTRAKCIJI
POD CHLODNICA W LAZNI W APARACIE -
ZWROTNA ULTRADZWIEKOWEJ | SOXHLETA Srednia
Ziele zebrane w fazie generatywnej |
ALKOHOL | 0,12 | 0,21 | 0,26 [ 019 |
WODA | 0,08 | 0,16 | 0,19 [ 014 |
$rednia | 0,10 | 0,18 | 0,22 | |
Ziele zebrane w fazie wegetatywnej |
ALKOHOL | 0,07 | 0,14 | 0,19 [ 013 |
WODA | 0,05 | 0,06 | 0,17 [ 009 |
$rednia | 0,06 | 0,10 | 0,18 | |
medium ekstrakcyjne éredt}ia rodzaj ekstrakcji $rednia
alkohol 0,16 pod chtodnica 0,08
woda 0,11 w tazni 0,1
<001 w aparacie Soxhleta 0,2
NIR 0,01 0,036

Tab. 9. Zawarto$¢ polifenolokwasow w ekstraktach, w przeliczeniu na kwas kawowy [%]

EKS“T/IIE;’II(%“‘% INE RODZAJ EKSTRAKCJI
POD CHLODNICA W LAZNI W APARACIE 4rednia
ZWROTNA ULTRADZWIEKOWEJ SOXHLETA
Ziele zebrane w fazie generatywnej |
ALKOHOL | 0,76 | 0,93 | 0,97 [ o088 |
WODA | 1,44 | 1,92 | 2,01 [ 1,79 |
$rednia | 1,10 | 1,42 | 1,49 | |
Ziele zebrane w fazie wegetatywnej |
ALKOHOL | 0,47 | 0,99 | 1,04 [ 08 |
WODA | 1,21 | 1,91 | 1,98 | 1,7 |
$rednia | 0,84 | 1,45 | 1,51 | |
medium ekstrakcyjne  $rednia rodzaj ekstrakcji $rednia
alkohol 0,85 pod chtodnica 0,97
woda 1,73 w tazni 1,43
*p=0.01 w aparacie Soxhleta 1,5
NIR =001 0,036

6. Ocena aktywnosci przeciwutleniajacej ekstraktéw

Wigksza aktywno$¢ przeciwutleniajaca posiadaty ekstrakty uzyskane z ziela pochodzacego ze
stanowisk naturalnych (charakteryzujacego si¢ wyzsza zawarto$cia polifenolokwasow) niz z uprawy
(wykres 40 1 41). Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca na ogol jest zwiazana z zawarto$cia polifenoli, co
potwierdzaja wczesniejsze badania Velioglu i in. (1998), Makarskiej i Michalak (2005), Jamroza i in.
(2006) oraz Druzynskiej i Jezak (2007).
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generatywna wegetatywna generatywna wegetatywna generatywna wegetatywna generatywna wegetatywna
stanowiska naturalne uprawa stanowiska naturalne uprawa
Wyk. 40. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca Wyk. 41. Efekt znoszenia rodnika DPPH

ekstraktow oznaczona metoda FRAP
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WNIOSKI

1.

2.

10.

11.

12.

Badane populacje marzanki wonnej wystgpowaly w czterech typach zbiorowisk roslinnych:
Carpinion betuli, Alno-Ulmion, Tilio-Carpinetum, Querco-roboris Pinetum.
Analiza 20 populacji wykazata, ze nie sa one zrdéznicowane pod wzgledem zawartoSci
jadrowego DNA, ktora wahata si¢ od 1,34 do 1,43 pg/2C.
Niewlasciwy zbior ziela marzanki wonnej na stanowiskach naturalnych, polegajacy na
$cinaniu ulistnionych pedow przy ziemi, prowadzi do wyraznego ostabienia roslin, a nawet do
ich zamierania.
Marzanke wonng mozna skutecznie rozmnazac¢ w kulturach in vitro:
e wysoka skuteczno$cia odkazania eksplantatow charakteryzuje si¢ podchloryn sodu,
e optymalna pozywka do regeneracji pgdow jest pozywka MS bez regulatoréw wzrostu,
e dluzsze pedy oraz lepsze ukorzenianie eksplantatow mozna uzyska¢ przy poziomie
napromienienia 7,5 uE-s"m .
W uprawie na rozwo6j marzanki wonnej jak i na jakos$¢ ziela istotny wplyw maja termin
zaktadania plantacji, pH podtoza oraz zacienienie ro$lin.
Rosliny badanych populacji w nieznacznym stopniu r6znity si¢ pod wzgledem morfologiczno-
rozwojowym, przy czym roznice te byty bardziej wyrazne u roslin przeniesionych do uprawy.
Oceniane populacje marzanki wonnej r6znity si¢ pod wzgledem sktadu chemicznego. Rosliny
pochodzace z rejonu warminsko-mazurskiego charakteryzowaly si¢ wyzsza zawartoScia
kumaryn niz te z woj. lubelskiego.
Zawarto$¢ zwiazkoéw biologicznie aktywnych w zielu zalezata od fazy rozwojowe;j roslin:

® najwyzsza zawarto$cia kumaryn charakteryzowalo si¢ ziele zebrane w okresie
kwitnienia roslin,

e najwyzsza zawarto$cia kwasdéw fenolowych i zwiazkow irydoidowych
charakteryzowato si¢ ziele zebrane w fazie wegetatywnej, po kwitnieniu
ro$lin.

Ziele pochodzace z roslin uprawianych charakteryzowato si¢ wyzsza zawarto$cia kumaryn,
natomiast nizsza zawarto$cia kwasow fenolowych i zwiazkéw irydoidowych niz ziele
pochodzace ze stanowisk naturalnych.

Wyzsza wydajnoscia technologiczna charakteryzowala sig¢ ekstrakcja przy uzyciu tazni
ultradzwigkowej 1 aparatu Soxleta niz pod chtodnica zwrotna.

Ekstrakty alkoholowe odznaczaly si¢ wyzsza zawartoScia zwiazkow kumarynowych,
natomiast wodne-kwasow polifenolowych.

Najwyzsza sila przeciwutleniajaca wyrdzniaty si¢ wyciagi z ziela zebranego ze stanowisk
naturalnych w wegetatywnej fazie rozwoju roslin roslin.
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