Tom XXVIII ROSLINY OLEISTE — OILSEED CROPS 2007

Maria Ogrodowczyk, Maria Wawrzyniak
Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin, Oddziat w Poznaniu

Badania zawartosci morfiny w makowkach
z pedu gtéwnego i pedow bocznych rosliny
w roznych formach maku lekarskiego
(Papaver somniferum L.)

Investigations of morphine content in capsules from main and lateral
plant stems in different forms of opium poppy (Papaver somniferum L.)
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Przeprowadzono badania majace na celu okreslenie prawidtowej metodyki pobierania préb dla
badan scistych i hodowlanych oraz atestacyjnych do oznaczania zawartosci morfiny. Materiat do
badan stanowito 8 rodéw maku wysokomorfinowego oraz $redniomorfinowa odmiana Opal i nisko-
morfinowa odmiana Michatko. Zatozono doswiadczenia polowe w dwdéch réznych $rodowiskach,
metoda blokéw kompletnie zrandomizowanych w 4 powtdrzeniach. W celu oznaczenia zawartosci
morfiny pobierano makdwki wytworzone na pedzie gléwnym i co najmniej dwdch pedach bocznych
wraz z 5 cm odcinkiem pedu. Uzyskane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze w $cistych pracach badaw-
czych lub hodowlanych ocena zawartosci morfiny w danej roslinie powinna by¢ przeprowadzona na
podstawie $redniej proby ze wszystkich makéwek. Natomiast dla okreslenia poziomu zawartosci mor-
finy w roslinach na plantacji odpowiednio duza préba zbiorcza (lub préby) wystarczy do miarodajnej
oceny. Warunki srodowiskowe w sposoéb istotny wplywaja na zawartos¢ morfiny w makéwkach, ale
w granicach typu odmiany (nisko- i wysokomorfinowej).

Key words: morphine content, environment, variability, samples

Research reported in this paper aimed at determining proper methods of taking samples
for morphine content evaluation in exact ,breeding and atesting investigations. Material
used in research included 8 high morphine strains of opium poppy, medium morphine
cultivar Opal and low morphine cultivar Michatko. Field experiments were established in
two different environments in randomized blocks in 4 replications. In order to determine
morphine content there were taken capsules from the main stem and from at least two
lateral stems with 5 cm stem segment. Obtained results indicated that in exact and breeding
investigations evaluation of morphine content in a plant should be performed on the basis
of average sample from all capsules while in order to determine morphine content in plants
in plantations reasonably large collective sample (or samples) is sufficient for reliable
estimation. Environmental conditions significantly influence the level of morphine content
in capsules but within cultivar type (low and high morphine).



110 Maria Ogrodowczyk ...

Wstep

Mak lekarski (Papaver somniferum L.) jest rosling uprawna, o ktérej
znaczeniu stanowi pozyskiwany z makowek dla celéw farmaceutycznych sok
mleczny — opium oraz nasiona wykorzystywane w przemysle spozywczym. Sposrod
okoto 40 alkaloidéw makowych najwieksze znaczenie dla produkcji lekow przeciw-
bolowych, uspokajajacych i wykrztusnych maja morfina, kodeina, papaweryna.

W celu zwigkszenia optacalnosci uprawy maku jako surowca dla przemystu
farmaceutycznego dla hodowli poszukiwane sa nowe zrédta o wysokiej zawartosci
alkaloidéw, gtéwnie morfiny. Dotychczas wyhodowane odmiany wysokomorfi-
nowe zawieraja okoto 1% morfiny w makdwkach, celem hodowlanym jest uzys-
kanie odmian zawierajacych co najmniej 2% morfiny. Dla celéw selekcyjnych
konieczna jest analiza zawartosci alkaloidéw w duzej liczbie pojedynczych roslin
0 zroznicowanej zawartosci tych zwiazkow. W trakcie prac badawczych i selek-
cyjnych obserwowana jest bardzo duza zmiennos¢ zawartosci alkaloidow w makow-
kach zebranych z tej samej rosliny. Wystepujaca zmiennos¢ utrudnia przepro-
wadzenie skutecznej selekcji z powodu btednej oceny zawartosci alkaloidow
w Kkolejnych pokoleniach.

Ponadto dla wydania ekspertyzy dotyczacej typu uprawianej odmiany (wysoko-
lub niskomorfinowej) konieczna jest informacja dla jednostek panstwowej kontroli
0 sposobie prawidtowego pobierania reprezentatywnych prob z plantacji.

Przedstawione badania maja na celu okreslenie, w jaki sposdb zawartos¢
morfiny jest zalezna od pedu rosliny, z ktérego pobrano probe, masy makdéwek
i srodowiska, dla roznych form maku lekarskiego (Papaver somniferum L.)

Material i metody

Materiat do badan stanowito 8 rodéw maku wysokomorfinowego wyhodowa-
nych w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Poznaniu, sredniomorfinowa
odmiana Opal pochodzaca z Czech i polska niskomorfinowa odmiana Michatko.

W celu oceny wptywu srodowiska na zawartos¢ morfiny w makowinach
pochodzacych z roznych pedoéw rosliny zatozono doswiadczenia polowe na
poletkach doswiadczalnych IHAR w Poznaniu oraz w Lagiewnikach (Spétka
Hodowla Ros$lin Smolice). Doswiadczenia zatozono metoda blokéw kompletnie
zrandomizowanych w 4 powtdrzeniach. Powierzchnia poletek wynosita 6,3 m?
na ktérych po wykonaniu przerywki rosliny byty rozmieszczone co 10 cm w rzedzie.
Warunki glebowe i zastosowana agrotechnika byly zgodne z zaleceniami dla
uprawy maku (Watkowski 2005). W trakcie wegetacji w Poznaniu nie obserwo-
wano anomalii pogodowych mogacych mie¢ negatywny wplyw na rozwdj,
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kwitnienie i dojrzewanie roslin maku w doswiadczeniu. Natomiast w Lagiew-
nikach w pierwszej dekadzie sierpnia wystapity opady deszczu znacznie przewyz-
szajace $rednig z wielolecia (rys. 1).
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Rys. 1. Rozktad opaddw podczas wegetacji roslin maku w doswiadczeniach polowych
w Poznaniu i Lagiewnikach — Distribution of rainfalls during vegetation of poppy plants
in field trials in Poznasi and £Zagiewniki

Z kazdego z poletek w obu srodowiskach wybrano po 5 roslin z makéwkami
wytworzonymi na pedzie gtdwnym i co najmniej dwdch pedach bocznych. Zbior
przeprowadzono po osiagnieciu petnej dojrzatosci przez makéwke najnizszego
poziomu. Zbierano makdéwki wraz z 5 cm odcinkiem pedu (makéwka + 5 cm pedu
= makowiny), w petni wyksztatcone, bez znacznych oznak porazenia patogenami.
Do oceny uzyto makéwek zawiazanych na trzech poziomach rosliny: A — ped
gtéwny, B i C — kolejne pedy boczne. Dla ustalenia sredniej zawartosci morfiny
w roslinach na poletku zebrano réwniez pozostate rosliny.

Wszystkie makowiny wysuszone, pozbawione nasion, zwazono i doktadnie
rozdrobnione mechanicznie poddano analizie chemicznej. Analiza zawartosci
morfiny w zebranych makowinach zostata wykonana zmodyfikowana metoda
kolorymetryczna (Czernik-Kotodziej i in. 1999). Otrzymane wyniki opracowano za
pomoca pakietu statystycznego Excel.
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Wyniki

W tabeli 1 przedstawiono zawartos¢ morfiny oznaczona dla trzech kolejnych
pedéw (A, B i C) — srednia z 20 roslin (5 makowek x 4 powtdrzenia)
w doswiadczeniach przeprowadzonych w dwdch srodowiskach — w Poznaniu
i Lagiewnikach. Badane rody i odmiany réznity sie wysoce istotnie pod wzgledem
zawartosci morfiny w makowinach pobieranych z kolejnych pieter, sredniej zawar-
tosci morfiny z rosliny oraz sredniej zawartosci morfiny z catego poletka, w obu
srodowiskach.

Wykonana analiza wariancji dla obu srodowisk potwierdzita istotne rdznice
migdzy rodami i odmianami. Natomiast istotne rdznice zawartosci morfiny w mako-
winach z kolejnych pedéw poszczeg6linych roslin zaobserwowano tylko w doswiad-
czeniu przeprowadzonym w Poznaniu.

Analizujac mas¢ makowin w obu doswiadczeniach stwierdzono, ze roznice
pomigdzy rodami wystapity tylko dla makowin pochodzacych z pedu C — w dos-
wiadczeniu przeprowadzonym w Poznaniu, istotne na poziomie a = 0,05 (Fgy, = 2,24),
a w Lagiewnikach istotne na poziomie o = 0,01 (Fon. = 4,02). Wykonana analiza
wariancji wykazata istotne zréznicowanie rodéw i odmian w przypadku obu
srodowisk, a masa makowin pobranych z poszczegdlnych pieter pojedynczych
roslin réznita sie istotnie tylko w doswiadczeniu wykonanym w Poznaniu (tab. 2).

Przedstawiona w tabeli 3 analiza wariancji potwierdza istotne zréznicowanie
rodéw i odmian pod wzgledem zawartosci morfiny i masy makowin oraz wskazuje
na istotne roznice ksztattowania sie¢ obu tych cech w badanych srodowiskach.
Natomiast interakcja genotypéw ze s$rodowiskiem byta istotna (na poziomie
a = 0,05) tylko dla zawartosci morfiny.
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Tabela 3
Analiza wariancji dla doswiadczen polowych w dwéch srodowiskach
Analysis of variance for field trials in two environments
Zrédto zmiennosci Suma kwadratéw | Stopnie swobody | Sredni kwadrat E
Source of variation Sum of square |Degrees of freedom| Mean square obl.
Zawartos¢ morfiny — Morphine content [%]
Genotyp — Genotype 9,1589 9 1,0177 71,24%*
Srodowisko — Environment 1,4026 1 1,4026 98,18**
Interakcja genotyp x srodowisko
Interaction genotype x environment 0,3712 9 0,0412 2,89*
Btad — Error 0,5714 40 0,0143
Masa makowin — Mass of poppy straw [g]
Genotypy — Genotypes 4,0891 9 0,4543 2,55*
Srodowiska — Environments 32,6086 1 32,6086 182,66**
Interakcja genotyp x srodowisko
interaction genotype x environment 1,7896 9 0,1988 1,11
Btad — Error 7,1407 40 0,1785

Obliczone wspotczynniki korelacji dla zawartosci morfiny w makowinach
z kolejnych pedow roslin sa wysoce istotne (od 0,91 do 0,93). Korelacja wystgpuje
zarbwno pomiedzy pietrami tej samej rosliny, jak i pomiedzy pietrem i $rednia
zawartoscia morfiny w roslinie (tab. 4). Udowodniono takze istotna korelacjg
pomigdzy srednia zawartoscia morfiny w makowinach zebranych z catego poletka
z zawartoscia morfiny w makowinach z kolejnych peddéw i catych roslin.
Potwierdzaja to réwniez wysokie wspotczynniki determinacji (od 0,79 do 0,95).
Doswiadczenia wykonano w $rodowiskach o zroznicowanych warunkach
przyrodniczych i pomimo zastosowania podobnej agrotechniki, w Lagiewnikach
rozw6j roslin byt lepszy niz w Poznaniu. Swiadczy o tym znacznie wyzsza srednia
masa makéwek — 3,97 g — uzyskana w doswiadczeniu w Lagiewnikach, podczas
gdy w Poznaniu wynosifa tylko 2,5 g (tab. 2).

Zawartos¢ morfiny w roslinach jest tez zalezna od zaopatrzenia w makro-
i mikroelementy. Istotnie dodatni wptyw na synteze morfiny wywiera azot i potas,
znaczaca jest tez rola miedzi, boru i manganu (Blaim 1965, Lo$ék i Richter 2004,
LoSak i in. 2006). W przeprowadzonych doswiadczeniach takze stwierdzono
interakcje zawartosci morfiny dla badanych genotypow ze srodowiskiem (tab. 3).
Nalezy przypuszczaé, ze na zawartos¢ morfiny w badanym materiale decydujacy
wptyw miat termin zbioru i warunki pogodowe. Mak zakwita najpierw na pedzie
gtéwnym, kolejne kwiaty pojawiaja sie na pedach bocznych i w takim samym
porzadku wyksztatcaja si¢ i dojrzewaja makowki (Musnicki 1999). W obu
badanych srodowiskach makowiny zbierano po osiagnigciu dojrzatosci petnej
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przez makéwki z ostatniego pedu. W trakcie dojrzewania nastepuje fizjologiczny
spadek zawartosci morfiny. Nalezy przypuszczaé, ze proces ten byt jednakowy w
obu srodowiskach.W Eagiewnikach na skutek bardzo obfitych opadéw, jakie
wystapity na 5 dni przed zbiorem makowin (rys. 1), zawartos¢ morfiny mogta ulec
dodatkowo znacznemu obnizeniu. Straty te zostaty spowodowane prawdopodobnie
wyptukiwaniem alkaloidéw z dojrzatych makdéwek przez wodg oraz intensywnym
rozktadem morfiny. Hofman i Menary (1984) donosza, ze wyptukanie alkaloidow
z makdwek przez deszcze moze stanowi¢ 60-80% og6lnych strat wystepujacych
w trakcie dojrzewania. Skutkiem duzych opaddéw w trakcie dojrzewania roslin
maku i wyptukania morfiny moze by¢ brak istotnych roznic w zawartosci morfiny
pomiedzy makoéwkami pochodzacymi z kolejnych pieter w doswiadczeniu w La-
giewnikach.

Tabela 4
Wspotczynniki korelacji i determinacji migdzy pedami i srednia z rosliny dla zawartosci
morfiny — Correlation and determination coefficient between main and lateral stems, and
mean of plant

Wspotczynnik korelacji Wspotczynnik determinacji
Correlation coefficient Determination coefficient
Cecha ped — stem $rednia ped — stem Srednia
Trait z poletka z poletka
A B C mean A B C mean
from plot from plot
Ped — Stem A 1 1
Ped — Stem B 0,93** 1 0,86 1
Ped — Stem C 0,91** | 0,93** 1 0,82 0,86 1
ﬂsg;"ﬁ gnzosl'gz 0,07** | 0,08%* | 0,97** | 1 095 | 095 | 093 1
f/lrsgrr]“fr grﬁ(;'f(ﬂ‘a 0,90%* | 0,89** | 0,90** | 092** 081 | 079 | 081 0,85

** — istotne na poziomie o = 0,01 — significant at & = 0.01

W prébach pobieranych z roslin pochodzacych nawet z ustabilizowanych
odmian maku obserwowano bardzo duza zmiennos¢ zawartosci morfiny. Znaczna
cze$¢ tej zmiennosci nie ma charakteru dziedzicznego i zalezy od bardzo wielu
czynnikéw srodowiskowych (Krzymanski i Przytuska 1967). We wczes$niejszej
pracy (Ogrodowczyk i Wawrzyniak 2005) udowodniono, ze zawartos¢ morfiny
w makowinach zawiazywanych na kolejnych pedach rosliny jest istotnie zréznico-
wana i stwierdzono korelacje pomigdzy zawartoscia morfiny w makéwkach z posz-
czegolnych pieter.
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Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze dla celéw badaw-
czych i hodowlanych zawartos¢ morfiny w danej roslinie najdoktadniej mozna
okresli¢ na podstawie analizy sredniej proby z wszystkich makéwek danej rosliny.
Analiza pojedynczych makéwek nie jest w petni miarodajna. Natomiast jezeli
celem analizy jest kwalifikacja plantacji maku jako nisko- czy wysokomorfino-
wego, powinna by¢ pobrana odpowiednio duza proba zbiorcza, lub w przypadku
duzych plantacji préby zbiorcze. Makdwki moga by¢ pobrane z réznych pigter
rosliny.

Whnioski

e W scistych pracach badawczych lub hodowlanych ocena zawartosci morfiny
w danej roslinie powinna by¢ przeprowadzona na podstawie sredniej proby ze
wszystkich makowek.

e Dla okreslenia poziomu zawartosci morfiny w roslinach na plantacji
konieczna jest odpowiednio duza préba zbiorcza (lub préby).

e  Warunki $rodowiskowe w sposob istotny wptywaja na zawartos¢ morfiny
w makowkach, ale w granicach typu odmiany (nisko- i wysokomorfinowej).
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