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Genetyczne i rozwojowe aspekty plonowania i jakosci surowca koztka lekarskiego (zadanie 32)

Cele zadania:

1. Opracowanie profili ekspresji genow kodujgcych syntazy seskwiterpenowe u koztka
lekarskiego.

2. Ocena efektywnosci uzyskiwania pagkow przybyszowych | pachwinowych z
eksplantatow koztka w kulturach in vitro.

3. Okreslenie wptywu czynnikow agrotechnicznych na pospiechowatos¢ u kozika.

4. Okreslenie dynamiki przyrostu masy organdw surowcowych i gromadzenia sie w
nich zwigzkéw czynnych w uprawie koztka w cyku 1-rocznym.

5. Okreslenie czynnikow wptywajgcych na zawigzywanie nasion koztka i ich parametry
jakosciowe.

6. Okreslenie zakresu zréznicowania koztka w fazie rozwoju generatywnego
(okreslenie  czestosci wystepowania w  populacji uprawne] osobnikow
meskosterylnych).

7. Walidacja skréconej metody analizy sktadu chemicznego korzeni koztka przy uzyciu
HPLC.



Wzgledny poziom akumulacji transkryptu

Temat badawczy 1: Opracowanie profili ekspresji genow kodujgcych syntazy seskwiterpenowe dla trzech grup koztka o
zréznicowanej zawartosci kwasow walerenowych
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N — grupa roélin o niskiej zaw. kwaséw, $ — grupa roslin o $redniej zaw. kwaséw, W — grupa roslin o wysokiej zaw. kwaséw (n = 30).

Ekspresja byta normalizowana wobec 2 genéw referencyjnych: aktyny i EF1.

Badano 13 gendw, przy czym ze wzgledu na zbyt duzg rozbieznos¢ wartosci amplifikacji lub brak produktu dla znacznej czesci badanych prob, wyniki dla genu TPS1 nie zostaty
uwzglednione w analizie statystycznej.

Badania wykonano w 2 powtdrzeniach.

Stupki bteddéw przedstawiajg btad standardowy.

Istotne rdznice statystyczne zaznaczono nad odpowiednimi genami, przy czym: * - p < 0,05; **-p<0,01.




Temat badawczy 2. Okreslenie efektywnosci uzyskiwania pgkow przybyszowych i pachwinowych z eksplantatéow

koztka w kulturach in vitro

Materiaty i metody

Zrédto eksplantatéw inicjalnych:
3 klony koztka w mateczniku in vitro: 11l 16/1, 11l 16/5, | 42/2.

Wyniki

1. Udziat procentowy eksplantatow lisciowych na ktérych powstat kalus

Rodzaje eksplantatéw pobieranych z roélin: Stezenie Klon koztka Srednia
1. Fragmenty mtodych lisci (inicjacja kalusa), regulatorow I16/1 | 1116/5 142/2
2. Pedy (indukowanie pedéw pachwinowych). wzrostu (mg/L)
Poiywki dla eksplantatow: 1,0 2,4-D 88,8 b 5,0 d 100,0 a 64,6 b
1. Inicjacja kalusa - MS z 1,0 lub 2,0 mg/L 2,4D, z dodatkiem lub bez dodatku 1,0 1024-D;1,0Kn | 100,0a | 92,5ab 100,0a 97,5a
mg/L kinetyny: 2,02,4-D 100,0a | 26,3c | 1000a | 754b
2. Indukowanie pedéw pachwinowych — MS/B5 z 1,0 lub 4,0 mg/L kinetyny z 2,02,4-D;1,0Kn | 100,0a 93,8 ab 100,0a 979a
dodatkiem lub bez dodatku 0.1 mg/L NAA, kontrola bez regulatoréw wzrostu; $rednia 97,2a 54,4 b 100,0 a -
3. Ukorzenianie peddéw pachwinowych: % MS/B5 z 0,5 mg/L NAA lub bez auksyny.
2. Liczba indukowanych pedéw pachwinowych
Stezenie Klon koztka srednia
regulatordw T e T 1116/5 | 142/2
wzrostu (mg/L)
0,0 1,6 ab 1,2b 1,2b 1,3b
1,0 Kn 2,0ab 1,4b 1,4b 1,6 ab
1,0 Kn, 0,1 NAA 1,8 ab 1,4b 1,6 ab 1,6 ab
4,0 Kn 1,8 ab 1,5b 2,5a 1,9a
4,0 Kn, 0,1 NAA 1,8 ab 1,5b 1,8 ab 1,7 ab
srednia 1,8a 1,4b 1,7 ab -
1 42/2, kalus; 1,0 mg/L l116/1, pedy 11 16/5, ukorzenione
2,4-D; 1,0 mg/L kinetyny Ei"’nceht‘;":;owe? 4,0 mg/L sadzonki; 0,5 mg/L NAA 3. Udziat procentowy ukorzenionych mikrosadzonek
Stezenie NAA w Klon koztka srednia
pozywce (mg/l) l16/1 Il 16/5 142/2
0,0 100,0a | 950ab [ 100,0a 98,3 *
0,5 96,3 ab 88,8b 96,3 ab 93,8
srednia 98,2 a 919b 98,1a -




Temat badawczy 3. Okreslenie zakresu zréznicowania koztka lekarskiego w fazie rozwoju generatywnego: okreslenie
czestosci wystepowania w populacji uprawnej osobnikow meskosteryinych

Roslina ptodna (Ptorisk) Roslina sterylna (Ptorisk)

Materiaty i metody

Plantacje koztka odmiany ,Lubelski’ o réznej lokalizacji:

1. Pole Doswiadczalne KRWiL w Wilanowie

2. Plantacja w gminie Ptonsk

3. Plantacja w miejscowosci Wiodawa

4. Plantacja w miejscowosci Samokleski

Kryteria selekcji roslin meskosterylnych:

= Morfologia kwiatu — dtugos¢ precikdw, barwa pylnikow;

= QOcena zywotnosci pytku - % ziaren wybarwionych na czerwono w Pylniki z pgkéw o 3 mm dtugosci
acetokarminie (2% karmin w 45% kwasie octowym);

= Mikroskopowa analiza mikrosporogenezy — wybrane rosliny,
pylniki z pgkéw o dtugosci 3,0, 1,0 i ok. 0,5 mm:

Utrwalanie pgkéw: etanol 98,8% i kwas octowy lodowaty (3:1)

Barwienie: 1% orceina w 45% kwasie octowym

Wyniki

» %o

Nierozdzielone tetrady mikrospor

Czestos¢ wystepowania roslin meskosterylnych

Plantacja Liczba roslin % roslin o ; ..
koztka Analizowa- | Wyselekcjono Sterylnych sterylnych Pylniki z pakéw 0 0,5 mm diugosci
‘Lubelski’ nych w polu -wanych (0-20% pytku
(morfologia | wybarwionego) s
precikow) »
Wilanow 39 1 1 2,6 . ; ,.}
Ptonsk Ok. 500 26 11 2,2
Wtodawa 50 0 0 0,0 :
Samokleski 50 1 1 2,0 v

Tetrady mikrospor Tetrady i diady mikrospor



Temat badawczy 4: Wstepne badania dotyczace wptywu czynnikéw agrotechnicznych na pospiechowatos¢ u koztka

Materiaty i metody

Materiat roslinny:
koztek lekarski odmiany ‘Lubelski’
Terminy wysiewu:

marzec (1), koniec maja (2), sierpien (3)

Terminy obserwacji:

koniec maja, poczatek wrzesnia, koniec pazdziernika

Miejsce realizacji badan:

szklarnia i pole do$wiadczalne KRWiL w Wilanowie

o

s |
N

Utozenie lisci
naprzemianlegte

Utozenie lisci
naprzeciwlegte

Wyniki
Uktad lisci na pedzie.

termin Termin obserwacji

siewu

koniec maja poczatek wrzesnia koniec pazdziernika

1 naprzemianlegte naprzeciwlegte naprzeciwlegte
2 naprzemianlegte naprzemianlegte/ naprzeciwlegte naprzeciwlegte
3 - naprzemianlegte naprzemianlegte

Merystem w fazie wegetatywnej Poczatek ksztattowania sie merystemu Merystem kwiatostanowy (pazdziernik)
kwiatostanowego (wrzesien)

la




Temat badawczy 5. Badania nad dynamiky przyrostu masy organdw surowcowych koztka i gromadzenia sie w nich
zwigzkow biologicznie czynnych (uprawa w cyklu rocznym)

Masa organéw podziemnych (g/rosline)

TERMINY SADZENIA ROZSADY:

Termin zbioru Frakcje organéw podziemnych Razem
koniec kwietnia ) ktgcze grube korzenie drobne korzenie
TERMINY ZBIORU ORGANOW PODZIEMNYCH: 1. termin (wrzesien)
wrzesien (1. termin), poczatek listopada (2. termin). $wieza masa 62,8 83,4 87,1 233,3
ANALIZY CHEMICZNE SUROWCA: sucha masa 16,2 23,6 17,8 57,6
ocena zawartosci kwaséw walerenowych — HPLC 2. termin (listopad)
ocena zawartosci i sktadu chemicznego olejkéw eterycznych — $wieza masa 52,3 91,3 67,2 210,8
GC/MS sucha masa 14,9 26,2 16,5 57,6
FRAKCJE SUROWCA:
ktacza, grube korzenie i drobne korzenie Zawarto$¢ kwasow walerenowych w surowcu (mg/100 g s.m.)

Kwasy walerenowe Frakcje organdw podziemnych Srednio

ktgcze grube korzenie drobne korzenie

1. termin (wrzesien)

1. hydroksywalerenowy 0,02 0,02 0,02 0,02
2. acetoksywalerenowy 0,07 0,13 0,08 0,09
3. walerenowy 0,31 0,24 0,26 0,27
1+2+43 0,38 0,37 0,34 0,36
2. termin (listopad)
1. hydroksywalerenowy 0,04 0,04 0,03 0,04
2. acetoksywalerenowy 0,12 0,19 0,17 0,16
3. walerenowy 0,36 0,34 0,29 0,33
1+2+43 0,48 0,53 0,46 0,49

Zawartos¢ olejku eterycznego w surowcu (mL/100 g s.m.)

Termin zbioru Frakcje organéw podziemnych Srednio
ktgcze grube korzenie drobne korzenie
1. termin (wrzesien) 0,37 0,48 0,43 0,43
Doswiadczenie w gosp. zielarskim w okolicach Ptonska 2. termin (listopad) 0,41 0,35 0,34 0,37

$rednio 0,39 0,42 0,39




Temat badawczy 6: Okreslenie czynnikdw wptywajgcych na zawigzywanie nasion koztka i ich parametry jakosciowe.

Genotypy: 15 klonow

Poziom rozgatezienia pedu:

1 —godrna cze$¢ nasiennika

2 — srodkowa czes¢ nasiennika
3 — dolna czes¢ nasiennika

Termin zbioru nasion:
1-12lipca
2—-19 lipca

Miejsce realizacji badan:
pole doswiadczalne KRWiL w Wilanowie

Wptyw genotypu na jakos¢ materiatu siewnego

Genotyp EK (%) ZK (%)
15/5.1 85,7 90,4
15/5.2 89,2 94,0
142/2.2 96,4 98,0
1121/1.1 84,4 88,4
1122/6.1 79,0 89,4
1126/1.1 92,7 94,4
1131/6.1 80,7 87,0
1131/6.2 84,0 93,7
1119/2.2 86,0 91,4
I16/1.1 90,0 98,0
I16/5.2 58,4 66,4
I1139/5.2 85,7 90,7
IvV17/3.1 64,2 74,4
IV55/4.1 91,4 94,0
IV 55/4.2 69,4 82,2

Wptyw osadzenia nasion na roslinie na jakos¢é
materiatu siewnego

Poziom EK (%) ZK (%)
rozgatezienia

pedu

1 78,77 87,50
2 81,22 89,11
3 80,31 89,70

EK — energia kietkowania (%) — po 8 dniach
ZK — zdolnos$¢ kietkowania (%)

Wptyw terminu zbioru nasion na jakos¢ materiatu siewnego

Udziat nasion (%)

Termin zbioru

dojrzatych niedojrzatych
1 70,10 29,90
2 81,12 18,88
EK (%) ZK (%)
nasiona nasiona nasiona nasiona
dojrzate niedojrzate dojrzate niedojrzate
87,7 41,1 94,5 58,4




Temat badawczy 7: Walidacja metody analizy sktadu chemicznego korzenia koztka przy uzyciu HPLC.

Walidacje przeprowadzono dla:

* trzech markerow (kwas hydroksywalerenowy, kwas acetoksywalerenowy i kwas walerenowy),

* W szesciu powtdrzeniach
* na szesciu poziomach kalibracji krzywej wzorcowe;j

Gradient opracowany dla metody

Czas (min) Faza ruchoma A (% V/V) Faza ruchoma B (% V/V)
0,1-0,5 55 45
2,0-2,1 10 90
2,3-4,0 55 45
30
2,5 /.

2,0 /
/ y=24283x- 44146
15 /

1,0 /

0,5

0,0

Powierzchnia piku (x 1,00E+06)
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Chromatogram mieszaniny wzorcow:
1. kwas hydroksywalerenowy 2. kwas acetoksywalerenowy 3. kwas walerenowy




