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analizy: na zawarto$¢ kwasoéw walerenowych - HPLC, oraz na
zawarto$¢ i sktad olejkoéw eterycznych — GC/MS)
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Okreslenie czynnikow pozbiorczych wptywajacych na parametry
jakosciowe nasion koztka lekarskiego (badane czynniki: czas i
warunki przechowywania nasion; analizy: masa 1000 nasion,
zdolno$¢ kietkowania, zywotno$¢; 3 terminy wykonania badan;
przewidywana liczba prob: 36).

1-XII 19 000

Razem: 153 600




3. OPIS TEMATOW BADAWCZYCH

3. 1. Temat badawczy 1
Wytypowanie gen6w markerowych syntaz seskwiterpenowych u kozlka lekarskiego

Cel tematu badawczego 1
Celem tematu realizowanego w 2024 roku byto wytypowanie gendéw markerowych syntaz
seskwiterpenowych u koztka.

Materialy i metody
W 2022 r. z ro$lin koztka lekarskiego uprawianych na polu doswiadczalnym SGGW w Wilanowie

(obiekty pochodzace z rozmnazania wegetatywnego roslin matecznych pozyskanych w 2021r. z
plantacji produkcyjnych) zebrano nasiona. Nasiona te wysiane zostaly latem 2023r. do skrzynek
ogrodniczych wypetionych substratem torfowym. Po 4 tygodniach od skietkowania nasion, siewki
zostaly wypikowane do wielodoniczek. Z uzyskanych 10- tygodniowych siewek (100 szt.) pozyskane
zostaty proby lisci i korzeni do analiz genetycznych (badania przeprowadzone w 2023r.). Rosliny te
zostaly opatrzone odpowiednio symbolami i wysadzone w doswiadczeniu polowym na polu
doswiadczalnym w Wilanowie. W kolejnym roku uprawy (2024r.) w sierpniu pobrano proby lisci, a w
listopadzie - proby korzeni i lisci (Fot. 1). Zarowno liscie jak i korzenie wykorzystane zostaty do
przeprowadzenia analiz genetycznych (Fot. 2), natomiast korzenie analizowano takze chemicznie na

zawarto$¢ kwasow seskwiterpenowych (syn. walerenowych).

Fot. 1. Zbior ko_re_ni do badan getycznych i Fot. 2. Pobieranie prob korzeni i lisci do
oceny chemicznej (listopad 2024r.) badan genetycznych (listopad 2024r.)
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Fot. 3. \ Orany odziernne koztka przed Fot. 4. Organy podziemne pojedynczej rosliny —
oczyszczeniem i umyciem. umyte i pokrojone; przygotowane do suszenia.

Przeprowadzone badania chemiczne:

Organy podziemne koztka po wykopaniu zostaly oczyszczone z zanieczyszczen mineralnych (Fot. 3),
umyte i pokrojone (fot. 4), a nastgpnie wysuszone (kazdej rosliny oddzielnie) w temp. 35st C. Nastepnie
poddane zostaty analizom chemicznym na zawarto$¢ kwasow seskwiterpenowych z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). W badaniach zastosowano metod¢ farmakopealna.
Badaniom poddano 100 roslin.

Przeprowadzone badania genetyczne:

a) pobranie oraz zabezpieczenie materialu roslinnego:

Do analiz molekularnych pobrano i zamrozono w ciektym azocie materiat roslinny ze 100 roslin koztka
w sierpniu 2024 r. (licie) oraz na poczatku listopada 2024 r. (liScie i korzenie). Material byt
przechowywany w -80°C do czasu dalszego postgpowania.

b) izolacja RNA:

RNA izolowano z wykorzystaniem zestawu do izolacji RNA: Gene Matrix Universal RNA Purification
Kit firmy EURx (zgodnie z zalgczong instrukcjg) po uprzednim utarciu materialu w ciektym azocie z
dodatkiem poliwinylopolipirolidonu (PVPP) w stosunku masowym 1:1. Dodatkowo w trakcie
procedury izolacji wykonano krok z uzyciem DNazy [ w celu usunig¢cia pozostatosci DNA w probkach.
Czystos¢ oraz stgzenie RNA w probach sprawdzono za pomocg spektrofotometru BioSpectrometer
(Eppendorf). Integralnos¢ RNA oceniono za pomocg rozdziatu elektroforetycznego na 1% zelu
agarozowym, jako marker wielko$ci wykorzystujgc Perfect Plus 2kb (EURX).
c) synteza cDNA:

Na matrycy wyizolowanego RNA przeprowadzono syntez¢ cDNA z uzyciem zestawu do odwrotnej
transkrypcji: High-Capacity cDNA ReverseTranscription Kit (Applied Biosystems™) zgodnie z
instrukcja producenta. Reakcja przebiegata w objetosci 20 pl w termocyklerze Mastercycler Nexus GX2
(Eppendorf). Ponizsze tabele (Tab. 1, 2) przedstawiaja sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki
reakciji.




Tab. 1. Sklad mieszaniny reakcyjnej do syntezy

cDNA . .
Tab. 2. Warunki reakcji syntezy cDNA
Odczynnik Objetosé¢ (ul)
Temperatura Czas (min)
10x Bufor RT 2 O
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 25 10
10X RT RandomPrimers 2 37 120
MultiScribe™ _ 1 85 5
ReverseTranscriptase
Woda dejonizowana traktowana 49
DEPC '
RNA (100 ng/ul) 10

d) przeprowadzenie reakcji real-time PCR (qPCR) dla par li$¢ — korzen z kazdej badanej rosliny:

Przeprowadzono reakcje real-time PCR w celu sprawdzenia poziomu ekspresji wybranych genow
kodujacych biatka zwigzane z biosynteza terpenoidéw. Reakcje prowadzono w termocyklerze CFX
Connect Real-Time System (BioRad) w obje¢tosci 15 pl. Odczyt fluorescencji nastepowat po kazdym
cyklu. W tabelach 3 i 4 przedstawiono sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki reakcji. W tabeli 5
przedstawiono sekwencje uzytych par starterow. Dodatkowo dla kazdej pary starterow sporzadzono
kontrole negatywna reakcji (NTC), w ktorej do mieszaniny odczynnikow i starterow nie dodano cDNA.

Skrot Pelna nazwa enzymu

AACT acetoacetyl-CoAthiolase

HMGS hydroxymethylglutaryl-CoAsynthase

HMGR hydroxymethylglutaryl-CoAreductase

MVD mevalonatediphosphatedecarboxylase

IDI isopentenyldiphosphateisomerase

FPS farnesyldiphosphatesynthase

DXR 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate reductoisomerase

MCT 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate cytidylyltransferase
HDS 4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl diphosphate synthase;

Tab. 3. Sklad mieszaniny reakcyjnej do qPCR Tab. 4. Warunki reakcjigPCR

Odczynnik Objetosé (pul) Proces Temperatura Czas
CO

2x iTaq Universal (BioRad) 7,5 Denaturacja 05 omin
wstepna

Starter F, 10mM (Genomed) 0,3 Denaturacja 95 15sek
Przyltaczanie

Starter R, 10mM L.

(Genomed) 03 staﬁer9w i 60 30sek
wydtuzanie

Woda dejonizowana 1,9

cDNA 5

} x40



Tab. 5. Startery do genéw badanych i referencyjnych

Lp. Nazwa Sti-irr);sra Sekwencja startera (5> — 3’)
(FIR)
F | ATCGGGCATGAAAGCAACCA
1| VIAACT R | GATCCCTTCCTTGCTTCCGCTA
F | TGGTGGAACTGCAGCATTGTTC
2 | VIHMGS R | CCGCACTGTCTGTGCACACGA
F | TCAGATGCCCTGCCTCTTCC
3 | VHMGR R | GATCTTCTCGCGCCACCTTG
F | AATGGAATCGCGCTGAAGGA
4| VvIMVD R | CACAGCATTCGGCCCAGCAT
F | AGCAGATGCAGGCGAAGAGG
5 | VDI R | GCCTCGCTTAAGTTCCCGTTCT
F | TGATGACGACGGCAAGGAGA
6 | VIFPS R | CACCAACCAAGTGAGCATGCAAGA
F | AGAACTCCGGTCATTGTGCCA
7| VIDXR R | CCGCCTCGATCTTTGCAAGTTA
F | TCAGTTGCTCTGCAAATGGGAGT
8 | vimcT R | TCCCATTCTTGTGCCCTTTCC
F | CTGACAGGCGGGCACAGTTT
9 | VIHDS R | GCCGATTCGCATAGCTCTTCC
F | TTGGAGCTTCCGAGGCATTT
10 | nTPS3 R | AGCAAGGAAGAATCAGCCCC
F | CTACCATTTGCACGCGATCG
11} nTPS4 R | GGCAATGGTTTTGGCCAACT
F | TCCGGAGTACATGAGACCCA
12 nTPS? R | TGCGTATTCAACCCGGTAGG
F | AAT TTC TCG CTC TGC TGT GG
13 | VoAct R | TCT CTCTCT GTA TGC CAG TGG
F | GACTGTCACACTTCTCACATTGCC
14 VoEFL R | TCTCGACCACCATAGGTTTGGT




e) analiza statystyczna otrzymanych wynikéw

Wydajnos¢ reakcji dla kazdej pary starterow liczona jest z wykorzystaniem narz¢dzia LinRegPCR
[Ramakers i wsp. 2003]. Wzgledny poziom akumulacji transkryptu okreslany jest metoda pojedynczej
delty [Livak i Schmittgen 2001]. Istotno$¢ statystyczna roznic akumulacji transkryptu w kazdej grupie
ro$lin (z wysoka, $rednig lub niskg zawartoscig kwaséw walerenowych) oceniana jest z wykorzystaniem
analizy wariancji (one-way ANOVA) z testem Tukeya HSD w programie statystycznym Statgraphics
stratus (Statgraphics Technologies, Inc.).



Wyniki
1) Analizy chemiczne
Tabela 1. Zawartos¢ kwasow seskwiterpenowych w badanych ro§linach (1. kwas hydroksywalerenowy; 2. kwas acetoxywalerenowy; 3. kwas walerenowy) [%].

Kwasy Nr ro§liny

seskw. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17| 18 19 20 21 22 23 24| 25

1 001 001 0,01] 0,01| 0,01| 0,01 001 0,01] O,00| O,01| O01| 001] 001]| O01| O,00|] 0,00 0,01{0,01| O,01| 0,01] 0,00] 0O,01| 0,01] 0,01]0,01

2 0,02| 0,14| 0,23 0,29| 0,25| 0,6| 0,01| 0,02| 0,01, 0,18| 0,26| 0,08 0,11| 0,21| 0,03| 0,08| 0,18]|0,15| 0,06| 0,16| 0,06| 0,21| 0,19| 0,14|0,22

3 0,30| 0,10| 0,02| 0,06/ 0,08 0,23| 0,44| 0,37| 0,28| 0,05| 0,16 0,03| 0,03| 0,15| 0,33]| 0,03| 0,13]|0,06| 0,01| 0,06| 0,08| 0,04| 0,02| 0,18|0,16

1+2+3] 0,33| 0,24| 0,16] 0,36| 0,33| 0,40| 0/46| 0,39] 0,29] 0,24| 0,43| 0,11] 0,15] 0,36| 0,36] 0,11] 0,32|0,22| 0,08| 0,22| 0,14] 0,26| 0,22] 0,32]0,39

Kwasy Nr ro§liny
seskw. 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41| 42 43| 44| 45| 46| 47| 48| 49| 50

1 001 001| 001 0,01| 0,01| 001 0,01| 000| 0,01| 0,01| O01| 001| 001] 0,01| 0,01| 0,01| 0,01 0,00] 0,01| 0,01]| 0,00] 0,01| 0,01] 0,01]0,01

2 028| 0,21| 0,24| 0,14| 0,13| 0,27 0,21| 0,08| 0,22} O,11) 0,23 o0O,11| O0,13| O0,11) 0,18 0,13] 0,15| 0,02| 0,25| 0,13| 0,08| 0,10| 0,22| 0,17|0,17

3 0,23| 0,08| 0,08 0,07 0,08| 0,10| 0,14| 0,10/ 0,03] 0,05| 0,02| 0,10| 0,04| 0,07| 0,07] 0,05| 0,05| 0,21| 0,06| 0,04| 0,06| 0,11] 0,06| 0,03|0,03

1+2+3] 052| 0,31| 0,33] 0,22| 0,22| 0,38] 0,36| 0,18] 0,15| 0,16| O,16| 0,22| 0,17] 0,19] 0,26| 0,18] 0,21| 0,24]| 0,32| 0,18] 0,15] 0,21| 0,29] 0,21]0,21

Kwasy Nr ro§liny

seskw. 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67| 68 69 70 71 72 73 741 75

1 001 001 000f 001] 0,01| 0,01| 0,00| 0,01| 0,01 001] 0,01 001] 000| 001 001] 0,01| 0,00/0,01| 0,01 0,01| 0,01 0,00] 0,01| 0,01]|0,01

2 0,07| 0,21| 0,01| 0,07| O,07| 0,21 0,08| 0,20|] 0,19| 0,12 0,08 0,11] 0,05| 0,16 O,11] 0,01] 0,05/0,15| 0,16] 0,20| 0,09] 0,01] 0,07| 0,09|0,11

3 0,07| 0,19| 0,13| 0,04| 0,06| 0,07| 0,08| 0,03] 0,05| 0,05| 0,03| 0,04] 0,02| 00| 0,03] 0,10] 0,09|0,09| 0,06| 0,09| 0,21] 0,10]| 0,05| 0,05|0,09

1+2+3 | 0,15) 041]| 0,45 0,11] 0,13] 0,18| 0,17 0,24| 0,26| 0,18 0,12] 0,15] 0,08] 0,27| 0,15| 0,12] 0,15/0,25| 0,23| 0,29] 0,31] 0,12 0,13] 0,15]0,20

Kwasy Nr rosliny
seskw. 75 76| 77| 78] 79| 80 81| 82| 83| 84| 85 86| 87| 88| 89| 90| 91| 92| 93| 94| 95| 96| 97| 98| 99] 100

1 0,01 0,01| 0,00| 0,01| 0,01| O,01] 001] 0,01] 0,01| 0,01| 0,01 0,01/0,01/0,01] 0,01] 0,00/0,01| 0,01| 0,01/0,01]|0,00/0,00] 0,00/0,01/0,01]0,01

2 0,11| 0,13]| 0,06| 0,07| 0,09| 0,16 006| 0,12| 0,07| 0,25| 0,29 0,11]0,01|0,01| 0,28]| 0,03/0,13| 0,14| 0,06/0,09/0,01/0,03| 0,04/0,08]/0,11]0,11

3 0,09| 0,08| 0,11]| 0,06| 0,06| 0,05| 0,07| O0,17| 0,04| 0,08| 0,11| 0,06]0,16]0,31| 0,15]| 0,04/0,03| 0,04| 0,02/0,05/0,13/0,03| 0,02]0,01]{0,03]|0,16

1+2+3 | 0,20| 0,22| 0,18| 0,14| 0,16| 0,22| 0,13 0,30, 0,12 0,34| 0,31, 0,18|0,18|0,33| 0,44| 0,08 0,17| 0,19| 0,09/0,15|0,15|0,07| 0,07]0,10|0,14|0,28




Analiza chemiczna organéw podziemnych (surowcowych) badanych roslin pozwolita na wyodrebnienie
trzech grup roslin, tj. o niskiej, $redniej i wysokiej zawartosci kwasow seskwiterpenowych (tab. 1). Jako
odniesienie do wytypowania tych grup zastosowano warto$ci wskazane w monografii farmakopealnej
dla korzenia koztka lekarskiego (Valeriane radix), wg. ktorych minimalna zawarto$¢ sumy kwasow
seskwiterpenowych w surowcu nie powinna by¢ nizsza niz 0,17%. W badanych probach zawartos¢ ta
wahata si¢ od 0,07 do 0,52%. Wyniki te stanowia podstawe do przeprowadzenia analizy danych
genetycznych.

2) Analizy genetyczne

a) izolacja RNA:

W celu upewnienia si¢ o poprawnosci stosowanej metody izolacji RNA kilka probek rozdzielono
elektroforetycznie, by oceni¢ integralnos¢ wyizolowanego RNA (Ryc. 1). Wyizolowany RNA byt
integralny i dobrej jako$ci (o czym $wiadcza widoczne na Ryc. 1 wyrazne prazki reprezentujace
podjednostki rybosomowe: 28S i 18S - wystepuja jako réwne paski, nie ma smug $wiadczacych o
degradacji RNA).

K 1
W1 W3 W4 W5 W7 W1 W3 W4‘W5 W7
= | § i 4 LA

pa A

300 kb
150 kb

Ryec. 1. Integralnos¢ RNA kilku wybranych prob po ucieraniu z PVPP. L — liscie, K —korzenie. Wzorzec
Perfect Plus2 kb (EURX).

b) analiza ekspresji genéw kodujacych syntazy seskwiterpenowe dla trzech grup kozlka o
zroznicowanej zawarto$ci kwasu walerenowego i dla réznych faz rozwojowych roslin (siewki oraz
rosliny w okresie zbioru surowcow)

W 2024 r. wykonano analizy chemiczne zawarto$ci kwasow seskwiterpenowych w korzeniach roslin
zebranych na poczatku listopada 2024r. Dzigki tym analizom mozliwe byto przypisanie poszczeg6lnych
ro$lin do grup o wysokiej, $redniej i niskiej zawartosci kwaséw. Wykonano analizg statystyczng
wynikow qPCR uzyskanych dla korzeni i lisci siewek w 2023 r.

Otrzymane profile ekspresji dla lisci i korzeni siewek wykazaty znaczne réznice (Ryc. 2 i 3). Ogolna
ekspresja gendw w korzeniach byla na podobnym poziomie jak w lisciach. W korzeniach siewek
wiekszo$¢ genow miata najwyzsza ekspresje w grupie o niskiej (N) zawartosci kwasow, z istotnymi
roznicami w przypadku genéw HDS, TPS3 i TPS4, przy czym ekspresja genéw grup S i W nie réznita
si¢ (Ryc. 2). W lisciach siewek geny HDS, TPS3 i TPS4 miaty istotnie wyzsza ekspresje w grupie W niz
w grupie N (Ryc. 3).

Zaréwno w korzeniach, jak i lisciach siewek grupa genow: HDS, TPS3 i TPS4 wyrdzniata sig
kilkukrotnie wyzsza ekspresja niz pozostale badane geny.
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KORZENIE - SIEWKI 2023
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Wzgledny poziom akumulacji transkryptu

AACT HMGS HMGR MVD IDI FPS DXR MCT HDS TPS3 TPS4 TPS7

BN =S mW
Ryc. 2. Profil ekspresji genéw syntezy kwasu walerenowego w korzeniach siewek dla trzech grup roslin o réznej
zawarto$ci kwasu walerenowego. N — grupa o niskiej zawartosci kwasu, S — grupa o $redniej zawartosci kwasu, W — grupa

o wysokiej zawartos$ci kwasu. Liczebnos¢ kazdej grupy wynosita ok. 30 roslin (n = 30). Stupki btedow przedstawiajg btad
standardowy. Istotne roznice statystyczne zaznaczono nad odpowiednimi genami, przy czym: * - p < 0,05; ** - p < 0,01.

LISCIE - SIEWKI 2023

N vs W **

o
o
S

5,00

4,00

3,00

Wzgledny poziom akumulacji transkryptu
N
o
o

=
o
s}

o
o
s]

AACT HMGS HMGR MVD IDI FPS DXR MCT HDS TPS3 TPS4 TPS7

EN 5SS mW

Ryec. 3. Profil ekspresji genéw syntezy kwasu walerenowego w lisciach siewek dla trzech grup roslin o réznej
zawarto$ci kwasu walerenowego. N — grupa o niskiej zawartosci kwasu, $ — grupa o $redniej zawartosci kwasu, W — grupa
o wysokiej zawarto$ci kwasu. Liczebnos¢ kazdej grupy wynosita ok. 30 roslin (n = 30). Shupki btedéw przedstawiaja btad
standardowy. Istotne réznice statystyczne zaznaczono nad odpowiednimi genami, przy czym: * - p < 0,05; ** - p < 0,01.

11



ANALIZA PROBEK ZEBRANYCH W 2024 r.:

LISCIE - LATO 2024
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7,00
6,00
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' Nvs$* Ve

SvsW* I
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SvsW* ) I ) i I I
1,00 I I SvsW* I SvsW*

= B b E i i i
0,00 - | - - - - - =
AACT HMGS HMGR MVD IDI FPS DXR MCT TPS3 TPS4 TPS7

:|: SvsW*

Wzgledny poziom akumulacji transkryptu

N =S aw

Ryc. 4. Profil ekspresji genow syntezy kwasu walerenowego w liSciach letnich kozlka dla trzech grup roslin o réznej
zawartosci kwasu walerenowego. N — grupa o niskiej zawartosci kwasu, $ — grupa o $redniej zawartosci kwasu, W — grupa
o wysokiej zawarto$ci kwasu. Liczebnos¢ kazdej grupy wynosita ok. 30 roslin (n = 30). Stupki btedow przedstawiaja btad
standardowy. Istotne roznice statystyczne zaznaczono nad odpowiednimi genami, przy czym: * - p < 0,05; ** - p < 0,01.

LISCIE - JESIEN 2024
8,00
7,00
6,00
5,00

4,00

3,00 NVSS*
stS**

2,00 N vs S *
I
1,00 II
==
0,00 ——i= i I:‘:i I:I:i ==l —— :|:=. Tl

AACT HMGS HMGR MVD IDI FPS DXR  MCT TPS3 TPS4 TPS7

Wzgledny poziom akumulacji transkryptu

Nm=Smaw

Ryc. 5. Profil ekspresji genow syntezy kwasu walerenowego w liSciach jesiennych kozika dla trzech grup roslin o
réznej zawartosci kwasu walerenowego. N — grupa o niskiej zawartosci kwasu, S — grupa o sredniej zawartosci kwasu, W —
grupa o wysokiej zawarto$ci kwasu. Liczebno$¢ kazdej grupy wynosita ok. 30 roslin (n = 30). Stupki btedéw przedstawiaja
btad standardowy. Istotne réznice statystyczne zaznaczono nad odpowiednimi genami, przy czym: * - p < 0,05; ** - p < 0,01.
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KORZENIE - JESIEN 2024
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Ryc. 6. Profil ekspresji genéw syntezy kwasu walerenowego w korzeniach jesiennych kozika dla trzech grup ro§lin o
réinej zawartosci kwasu walerenowego. N — grupa o niskiej zawartosci kwasu, S — grupa o $redniej zawartosci kwasu, W —
grupa o wysokiej zawartosci kwasu. Liczebno$¢ kazdej grupy wynosita ok. 30 roslin (n = 30). Stupki bledow przedstawiaja
btad standardowy. Istotne rdznice statystyczne zaznaczono nad odpowiednimi genami, przy czym: * - p < 0,05; ** - p < 0,01.

W lisciach koztka zebranych latem ekspresja wszystkich gendéw bylta ,,odwrocona” w stosunku do pozostatych
badanych terminéw — grupa W wykazywata najnizsza ekspresje u wszystkich badanych genéw, a S — najwyzsza
(Ryc. 4). W lisciach zebranych jesienig nie wykazano korelacji ekspresji gendéw z zawarto$cig kwasoéw
walerenowych w korzeniach (surowcu) (Ryc. 5).

W korzeniach zebranych jesienig wykazano korelacje poziomu ekspresji genow z zawarto$cig kwasow w surowcu
w przypadku prawie wszystkich gendw (Ryc. 6). Ekspresja genow byla istotnie najwyzsza w grupie W w 6 z 12
badanych genéw, a w przypadku 5 z 12 miata wyrazng tendencje w tym kierunku. Co wazne, istotne rdéznice
wystepowaly w ekspresji genow HDS, TPS3 i TPS4, ktore wykazaly takie same istotne roznice w lisciach siewek
(Ryc. 3). Geny te sg obiecujacymi kandydatami na geny markerowe syntezy kwasow walerenowych w surowcu
koztka.

PODSUMOWANIE:

- 0gblny poziom ekspresji genéw byl na zblizonym poziomie we wszystkich badanych
terminach zbioru i fazach rozwojowych koztka, jedynie w siewkach grupa genow HDS, TPS3
I TPS4 wykazywata 2-3-krotnie wyzsza ekspresje niz w innych terminach;

- grupa genow HDS, TPS3 i TPS4 wykazywata znacznie wyzszg ekspresj¢ niz inne pozostate
badane geny we wszystkich grupach N, S i W koztka i we wszystkich badanych fazach
rozwojowych;

- geny HDS, TPS3 i TPS4 sg obiecujacymi kandydatami na geny markerowe syntezy kwasow
walerenowych w surowcu (korzeniach) kozitka lekarskiego, ktore moglyby by¢
wykorzystywane juz na etapie siewek tej rosliny w badanach selekcyjnych — w siewkach
wykazano korelacje poziomu ich ekspresji z zawartoscig kwasow w korzeniach pobranych z
tych samych roslin zebranych na cele produkcyjne rok poznie;j.
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Mierniki dla tematu badawczego 1

Planowana | Osiagni¢ta
Lp. Miernik! warto$¢ warto$¢
miernika | miernika
1 Liczba badanych genow 12 12
2 Liczba zastosowanych genow referencyjnych 2 2
3 Liczba prob do analiz chemicznych 100 100

! Poda¢ miernik — np. ilo$¢ planowanych testow, prob, badanych genotypow etc.
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3.2. Temat badawczy 2
Ocena wplywu wybranych czynnikow agrotechnicznych na pospiechowatos¢ u kozlka
lekarskiego.

Celem badan byto okreslenie wptywu terminu usuwania pedéw kwiatostanowych (pospiechow)
na mas¢ 1 jako$¢ korzeni koztka lekarskiego.

Materialy i metody

Materiatem badawczym wykorzystanym podczas realizacji tego tematu byt klon III 16/5
wyselekcjonowany z uprawnej populacji koztka ‘Lubelski’ na podstawie wysokiej zawartosci
substancji aktywnych w surowcu. Klon ten zostat wprowadzony do kultur in vitro w roku 2021.

Do inicjacji kultury wykorzystano eksplantaty z niedojrzatych kwiatostanow. Nastepnie
podczas prac prowadzonych w latach 2022-23 opracowano metody mikrorozmnazania i
aklimatyzacji ex vitro uzyskanych mikrosadzonek. Mikrosadzonki wybranego klonu
ukorzenione na pozywce 2 MS/BS bez regulatorow wysadzono do podtoza torfowego z
dodatkiem piasku i zaaklimatyzowano w szklarni. Dobrze rozwinigte sadzonki wysadzono w
pole 15.06.23 r. Na wiosne w roku 2024 rosliny klonu III 16/5 bedace w drugim roku wegetacji
podzielono na trzy grupy liczace po 20 osobnikow. W przypadku dwoch grup usunieto pedy
kwiatostanowe (po$piechy), w dwoch terminach wyznaczonych w zaleznos$ci od fazy
rozwojowej roslin:

I. 23.05.24 — przed kwitnieniem roslin,

I1. 07.06.24 — na poczatku peini kwitnienia.
Pedy kwiatostanowe $cinano na wysokosci 25-30 cm nad szyjka korzeniowa, tak aby
pozostawi¢ 2-3 weztowy fragment pedu z zielonymi lisémi umozliwiajacymi asymilacje.
Trzecia grupa roslin stanowita kontrole, w ktorej nie usuwano kwiatostanow. W trakcie
wegetacji przeprowadzono obserwacje odrastania pedow (pospiechow) w 3 terminach:

e (7.06.24

o 14.06.24

o 23.06.24.
Kazdorazowo obserwacje dotyczyly 6 losowo wybranych roslin pochodzacych z grup
roéznigcych si¢ terminem usunigcia pospiechow. Podczas obserwacji okreslano:

e liczbe odrastajacych pedow/rosling,

e dlugosc¢ odrastajacych pedow,

e fazg rozwoju kwiatostanéw na odrastajacych pedach.
Wszystkie odrastajgce pedy (z obydwu badanych grup) usunigto pod koniec czerwca. W grupie
kontrolnej kwiatostany/owocostany pozostawiono na roslinach do momentu dojrzenia nasion.
Jesienia, w listopadzie 2024r. (4. termin obserwacji) wszystkie rosliny wykopano a nastgpnie
oceniono:

e liczbe i dlugos¢ pedow,

e mase i strukturg organow podziemnych (surowiec),

e W surowcu - zawarto$¢ kwasow seskwiterpenowych (syn. walerenowych) i olejku

eterycznego oraz jego sktad chemiczny (analizy wykonano w 3. powtorzeniach).

Wyniki opracowano statystycznie wykorzystujac jednoczynnikowg analize wariancji 1 test
Tukey’a na poziomie istotnosci 0=0,05.
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Wyniki

Fotografie 1-8 przedstawiaja rosliny klonu III 16/5 z grupy kontrolnej w kolejnych fazach
rozwoju kwiatostandéw/owocostanéw. Na poczatku drugiej dekady maja wszystkie rosliny
miaty wyraznie widoczne wydtuzone pedy kwiatostanowe (pospiechy). Na wierzchotkach
pedow znajdowaly si¢ liczne paki kwiatowe o rézowym zabarwieniu (fot. 1 i 2 — faza pakow
kwiatowych). Rosliny zaczety kwitngé na przetomie maja i czerwca i juz pod koniec pierwszej
dekady czerwca osiagnety petni¢ kwitnienia, ktora trwata do konca tego miesigca (fot. 3-6). Juz
na poczatku lipca obserwowano kwitnienie ostatnich kwiatow w kwiatostanach i masowe
dojrzewanie owocow (nietupki), czego oznaka bylo ich brgzowienie i rozwijanie si¢ puchu
kielichowego (fot. 7 i 8).

Fot. 1. Rosliny z wyksztalconymi pedami Fot. 2. Kwiatostan z wybarwionymi pgkami
kwiatostanowymi przed kwitnieniem  kwiatowymi (23.05.24)

(23.05.24)

LRV N
£, N

Fot. . Rosdliny z grupy kontrolnej na Fot. 4. Kwiatostan na poczatku pehni
poczatku petni kwitnienia (07.06.24) kwitnienia (07.06.24)
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Fot. 5. Rosliny z grupy kontrolnej w‘ peini Fot. 6. Kwiatostan w pelni kwitnienia
kwitnienia (23.06.24) (23.06.24)

=

Fot. 7. Rosliny z grupy kontrolnej w fazie Fot. 8. Owocostan w fazie dojrzewania i
dojrzewania i osypywania si¢ nasion 0Sypywania nasion (05.07.24)
(05.07.24)

W przypadku grupy roslin, u ktorej pospiechy $cigto przed rozwinigciem kwiatow (23.05.24),
juz w pierwszym terminie stwierdzono obecnos¢ licznie odrastajagcych mtodych pedow (fot 9 i
10). Zlokalizowane byly one w katach liSci na pozostawionych dolnych odcinkach pedow
kwiatostanowych (pedy katowe), lub wyrastaty z szyjki korzeniowej (pedy odziomkowe).
Odrosty szybko wytwarzaly nowe kwiatostany (fot. 11). Po miesigcu od usunigcia pospiechow
na wszystkich odrosénigtych bocznych pedach widoczne byty kwiatostany w petni kwitnienia
(fot. 12).

17



Fot . 9. Rosliny po usunigciu pospiechow w I Fot. 10. Pedy kwiatostanowe odrastajace z
terminie (23.05.24) katéw lisci po 2 tygodniach od usunigcia
pospiechow (07.06.24)

Y

o e

Fot. 11. Odrastajace pedy z kwiatostanami na Fot.12. Odrosty w pelni kwitnienia (23.06.24)
poczatku kwitnienia (14. 06. 24)

W przypadku roslin, u ktoérych pospiechy usunieto w pdzniejszym terminie — na poczatku petni
kwitnienia (7 czerwca), liscie na dolnych (pozostawionych) odcinkach pedow
kwiatostanowych zaczynaty juz zotkng¢ (fot.13). Mimo to na todygach z katow tych lisci
zaczely wyrasta¢ nowe pedy, ktore zakwitty juz po 2 tygodniach od usunigcia pospiechow (fot.
14i 15).
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Fot. 15. Odrosty w pelni kwitnienia (23.06.24)

Rosliny u ktorych usuwano pospiechy w réznych terminach, roznity si¢ pod wzgledem liczby
i dlugosci odrastajgcych pedow katowych, natomiast wytwarzaty podobng liczbe nowych
pedow odziomkowych (tab. 1.). U roslin, z ktorych pospiechy usuni¢to przed kwitnieniem
powstato wigcej odrostow w katach dolnych lisci niz u roslin, ktorych pos$piechy usunigto na
poczatku pelni kwitnienia. Przy obydwu terminach usuwania po$piechow (mimo
dwutygodniowej rdznicy), na nowo ukazujgcych si¢ pedach katowych kwiaty rozwingty sie w
tym samym czasie.
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Tabela 1. Liczba i dlugos$¢ odrastajacych pedow kwiatostanowych wytworzonych przez rosliny
koztka w zalezno$ci od terminu usuni¢cia pospiechéw

Termin Liczba pgdow/rosling Dhugo$é pedow (cm) Faza rozwojowa

usunigcia odziomkowych | katowych | odziomkowych | katowych

pospiechow

| termin obserwacji (07.06.24)
23.05.24 55 24,0 16,0 7,0 paki kwiatowe
07.06.24 - - - - -

Il termin obserwacji (14. 06.24)

23.05.24 9,0 26,0* 41,6 23,8* paki kwiatowe lub
poczatek
kwitnienia

07.06.24 45 45 422 4.6 paki kwiatowe lub
poczatek
kwitnienia

I11 termin obserwacji (23.06.24)
23.05.24 10,0 23,0* 64,5 49,6* pelnia kwitnienia
07.06.24 6,0 12,2 54,0 15,2 pehia kwitnienia

Srednie oznaczone * s3 wyzsze na poziomie istotnosci a=0,05

Rosliny wszystkich badanych grup jesienig wytworzyly liscie odziomkowe (fot. 16 - 21).
Rosliny z grupy kontrolnej (z pozostawionymi pospiechami) charakteryzowaly si¢ najmniej

okazala czgécig nadziemng i podziemna. Najbujniejszy wzrost lisci i klaczy z korzeniami
obserwowano u ro$lin, ktorych pospiechy usunig¢to na poczatku petni kwitnienia.

Fot.
kontrolnej

G o i

16. Rozety lisciowe roslin z grupy

i

20

Fot. 17. Roélinynz

<

grupy kontrolnej




<2

B L )

Fot. 18. Rozety lisciowe ro$lin, z ktorych Fot. 19. Roéliny, A ktéfych pospiechy
pospiechy usunigto przed kwitnieniem usuni¢to przed kwitnieniem (23.05.24)
(23.05.24)

o/ it

e : |
z ktorych pospiechy

Fot. 20. Rozety lisciowe ro$lin, z ktorych Fot. 21. Rds’liny,
pospiechy usunieto na poczatku pelni usunieto na poczatku peilni kwitnienia
kwitnienia (07.06.24) (07.06.24)

Analiza przeprowadzona po zbiorze wykazala, Zze najwyzsza mas¢ organdéw podziemnych
(430,05 g/rosling) wytworzyty rosliny, z ktorych pedy kwiatostanowe (pospiechy) zostaty
usuni¢te na poczatku peni kwitnienia (07.06.24) (tab. 2.). Masa ta u roslin, u ktérych pedy
usuni¢to nieco wczesniej (23.05.24) byta wyraznie nizsza (334,6 g/rosling). Najnizszg mase
organow podziemnych (162,18 g/rosling) uzyskano w przypadku roslin stanowigcych grupe
kontrolng (bez usuwania pospiechow). Rosliny te wytworzyly takze korzenie ciensze niz
ro§liny poddane usunig¢ciu pospiechow. Charakteryzowaly si¢ one jednak najwyzsza
zawartoscig kwasow seskwiterpenowych 1 olejku eterycznego (tab. 2). Zwigzkami
dominujgcymi w olejku u wszystkich badanych grup roslin byt a-fenchen oraz octan bornylu,
typowe sktadniki olejku walerianowego. W najwigkszej ilosci wystapity one rowniez w olejku
roélin kontrolnych (tab. 3). Ktacza wszystkich badanych grup roslin ulegly fragmentacji, a
podzielone czgéci klacza daly poczatek nowym, samodzielnym roslinom (fot. 22-27).
Najbardziej widoczne byto to jednak w przypadku grupy kontrolnej (fot. 22 i 23).
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Tabela 2. Charakterystyka morfologiczna i chemiczna ro$lin, w zalezno$ci od terminu usuwania z nich po$piechow (IV termin obserwaciji).

Swieza masa (g) Liczba Dhugos$é (cm) Grubos¢ | 7, wartosé kwasow s eskwiterpenowych [%] | Zawartosé
Termin usunigcia ‘ pedow | korzeni olejku
pospiechow calej klaczaz | (umoq1) | Pedu  korzeni (mm) 1 2 3 1+2+3 eterycznego
ro$liny korzeniami [mL/ kg s.m.]
Kontrola (nie usunigte) | 270,38 b 162,18b | 17,0a 488a 19,0a 29b 0,01 0,32 0,24 0,57a 8,0a
23.05.24 713,87 ab 3346ab |12,3a 58,3a 225a 34a 0,01 0,22 0,20 0,43b 6,8b
07.06.24 920,72 a 430,056a |190a 56,0a 19,2a 3,2ab 0,01 0,29 0,22 0,52ab 7,3ab

Srednie oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ na poziomie istotnosci 0=0,05 wg testu Tuckeya

1. kwas hydroksywalerenowy; 2. kwas acetoxywalerenowy; 3. kwas walerenowy
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Tabela 3. Sktad chemiczny olejku eterycznego roslin, w zaleznos$ci od terminu usuwania z nich
pospiechow (IV termin obserwacji).

Termin usunigcia pospiechdw

Lp. Sktadniki chemiczne olejku kontrola* 23.05.24 07.06.24
1  pinene <alpha-> 3,98 2,96 3,23
2  fenchene <alpha-> 13,81 9,95 11,31
3 pinene <beta-> 2,44 1,89 2,19
4  limonene 0,64 0,51 0,71
5 phellandrene <beta-> 0,45 0,54 0,15
6 p-cymene 0,12 0,11 0,12
7 hexyl n-valerate 0,10 0,09 0,21
8 elemene <delta-> 0,48 0,54 0,18
9 alpha copaene 0,35 0,93 0,85
10 selinene <beta->/ alpha gurjenene 0,72 0,85 0,85
11 bornyl acetate 37,29 30,88 35,42
12 thymol methyl ether 0,57 0,49 0,46
13 caryophyllene <(e)-> 0,15 0,11 0,10
14 beta gurjenene 0,47 0,49 0,47
15 humulene <alpha-> 1,99 3,15 2,87
16 gamma muurolene 0,78 1,17 1,06
17 myrtenyl acetate 2,42 1,65 0,98
18 isovaleric acid 0,60 0,77 0,66
19 .alpha.-terpinyl acetate 0,45 0,26 0,58
20 valencene 0,26 0,10 0,11
21 borneol 0,43 0,43 0,44
22 germacrene D 1,84 1,52 1,47
23 kessane 0,12 0,56 0,09
24 myrtenol 0,10 sl. 0,08
25 2,5 dimetoxy p-cymen 0,11 0,10 0,10
26 myrtenyl isovalerate sl sl 1,03
27 ionone <(e)-, beta-> 0,04 0,07 0,05
28 caryophyllene oxide / epoxy 2,15 2,44 2,50
29 pacifigorgiol 3,59 3,14 3,21
30 maaliol 0,49 0,21 0,40
31 ledol 0,71 0,06 0,08
32 valeranone/ bornyl isovalerate 0,19 0,18 0,15
33 spathulenol 5,17 5,41 5,35
34 valerenal 3,88 3,12 7,37
35 isospathulenol 3,54 2,34 3,98
36 trans-valerenyl acetate 0,13 0,36 0,17
37 kessanyl acetate / valerianol 0,26 0,17 0,34
38 selinene - 11,12 - diol 0,34 0,12 0,10
39 cis-valerenyl acetate 0,46 0,15 0,17
40 valeric acid 0,09 0,30 0,69

*rosliny u ktérych nie usunieto pospiechow
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Fot. 22. Klacza z korzeniami roélin z grupy kontrolnej Fot. 23. Przekrdj przez klacze rosliny z grupy
kontrolnej

Fot. 24. Kiacza z korzeniami roslin, ktorych pospiechy Fot. 25. Przekro] przez kiacze rosliny, ktorej
usuni¢to przed kwitnieniem (23.05.24) pospiechy usunigto przed kwitnieniem (23.05.24)

Fot. 26. Ktgcza z korzeniami roslin, ktorych pospiechy  Fot. 27. Przekrdj przez klacze rosliny, ktorej
usuni¢to na poczatku petni kwitnienia (07.06.24) pospiechy usuni¢to na poczatku petni kwitnienia
(07.06.24)
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Mierniki dla tematu badawczego 2

Lp. miernik? Planowana | Osiagnicta
warto$¢ warto$¢
miernika miernika

1 Warianty do§wiadczenia — terminy usuwania pospiechow i 3 3

kontrola

2 | Terminy obserwacji roslin 4 4

3 | Liczba prob do analiz chemicznych 3 3

4 | Liczba powtorzen analiz chemicznych 3 3

2 Podaé¢ miernik — np. ilo§¢ planowanych testow, prob, badanych genotypow etc.
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3.3 Temat badawczy 3
Badania nad dynamika przyrostu masy organow surowcowych kozltka lekarskiego i
gromadzenia si¢ w nich zwiazkoéw biologicznie czynnych (badania w cyku 1,5 rocznym)

Celem badan planowanych do realizacji w 2024 roku byto okreslenie dynamiki przyrostu masy
organdw surowcowych i gromadzenia si¢ w nich zwigzkéw czynnych w uprawie koztka, w

cyku 1,5 rocznym.

Materialy i metody

W 2022 r. zatozono do$wiadczenie, w ktorym koztek uprawiany jest w cyklu 1,5 rocznym
(ozimym). Wysiew nasion koztka zostal przeprowadzony w lipcu 2022r. (bezposrednio po
dojrzeniu §wiezo zebranych nasion), pikowana rozsada uzyskana z tych nasion wysadzona
zostata w pole wczesng jesienig tego samego roku w gospodarstwie zielarskim w rejonie
Ploniska. Zbior surowca (organdow podziemnych) tych roslin przeprowadzony zostat w koncu
wrzesnia oraz w pazdzierniku 2023 r. W praktyce rolniczej coraz czgsciej zdarza si¢ iz rolnicy
wykopuja korzenie kozitka rowniez w kolejnym roku w styczniu lub nawet pdzniej (w
zaleznos$ci od przebiegu pogody). W 2024r. z doswiadczenia tego surowce pozyskane zostaty
w styczniu (3. termin zbioru) i kwietniu (4. termin zbioru).

Surowce do badan (ktgcza oraz grube korzenie i drobne korzenie), tacznie 6 prob (2 terminy
zbioru x 3 frakcje) poddane zostaty analizom chemicznym (ocena zawartosci kwasow
walerenowych — HPLC oraz ocena zawarto$ci i sktadu chemicznego olejkow eterycznych —
GC/MS). Wszystkie analizy chemiczne przeprowadzono w 3 powtdrzeniach.

W niniejszym sprawozdaniu, przedstawiono wszystkie wyniki z lat 2022-2024 (lacznie z

wynikami_z 2024roku), opracowane cato$ciowo, obrazujace dynamike przyrostu masy i

gromadzenia si¢ zwigzkow biologicznie czynnych u koztka lekarskiego w uprawie, w cyklu 1-
rocznym (schemat 1) i 1,5rocznym (schemat 2). Rownolegle do prac realizowanych w ramach
$cistego doswiadczenia polowego (zlokalizowanego w gospodarstwie zielarskim w okolicach
Ptonska), prowadzone byly obserwacje poroéwnawcze na roslinach z plantacji produkcyjnych,
odpowiadajace wiekowo zalozonemu doswiadczeniu. Takie prowadzenie badan pozwolilo na

weryfikacje uzyskanych wynikow na biezaco i1, w miarg potrzeby, dokonanie ich korekty.
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1-roczny cykl uprawy

1 rok 2rok
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owysiew nasion 5 zaktadanie plantacji @ zbiér surowca

Schemat 1. 1-roczny cykl uprawy

1,5-roczny cykl uprawy

1rok 2rok 3rok
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03 —@
St )

@ wysiew nasion % zaktadanie plantacji a zbior surowca
x;

Schemat 2. 1,5-roczny cykl uprawy

W niniejszych badaniach, prowadzonych w latach 2022-2024, zbiér organow podziemnych
koztka w kazdym cyklu uprawowym (1- i 1,5-rocznym) prowadzony byt w 4. terminach, tj.
wczesng jesienig (IX), pdzng jesienig (XI), w okresie zimowym (I) oraz na poczatku wegetacji
w kolejnym roku (1V).
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WYNIKI (2022-2024)

Tabela 1. Porownanie dynamiki przyrostu masy organow podziemnych koztka pozyskanych z uprawy
1-rocznej i 1,5-rocznej (g s.m./rosling).

Terminy zbioru
Cykl 1 termin (IX) 2 termin (X1) 3 termin (1) 4 termin (1V)
uprawowy razem
K. GK DK |razem| K. GK DK |razem | K GK DK |[razem |[KE. GK DK
1-roczny 16,2 236 178 | 57,6| 26,0 38,3 29,0 93,3120,2 36,8 21,5 785|150 343 17,5| 66,8
1,5-roczny (27,7 46,3 34,8 | 108,8| 39,2 52,7 42,4| 1343|355 48,1 26,3| 109,9| 28,6 44,1 250 97,7

Frakcje organow podziemnych: KE- ktacza; GK — grube korzenie; DK — drobne korzenie

Masa organow podziemnych byta wyzsza u roslin uprawianych w cyklu péttorarocznym niz w
rocznym. Porownujac poszczegdlne terminy zbioru, byta ona najwyzsza przy zbiorze pézna
jesienig (XI), niezaleznie od cyklu uprawowego. Intensywny przyrost masy obserwowano
zwlaszcza od wezesnej do poznej jesieni, z widocznym spadkiem na poczatku kolejnego roku
(tab. 1). Ta tendencja moze by¢ zwigzana ze sposobem rozwoju koztka, obserwowanym
wyraznie u dziko rosngcych populacji tego gatunku, u ktorych po pierwszym roku wegetacji,
juz w okresie zimowym, nastgpuje segmentacja klacza. Jest to poczatek procesu, w ktérym
rosliny produkuja wiele nowych ramet, co prowadzi do powstania roslin potomnych. Zjawisko
to obserwowano i opisano takze w temacie badawczym nr 2. Podczas tego procesu, czg¢$¢ ktacza

obumiera, co powoduje utrate masy organow podziemnych.
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Tabela 2. Zawarto$¢ kwasow seskwiterpenowych w organach surowcowych kozitka lekarskiego
pochodzacych z uprawy 1- i 1,5-rocznej (%).

Cykl uprawowy

Kwasy
seskwiterpenowe 1-roczny 1,5-roczny

KL GK DK srednia KL GK DK $rednia
1 008 010 007 008 005 004 007 0,05
2 007 011 009 009 013 024 016 0,18
3 028 028 022 026 023 040 026 0,29
1+2+3 044 049 038 043 040 068 049 0,52

(1. kwas hydroksywalerenowy; 2. kwas acetoxywalerenowy; 3. kwas walerenowy)
Frakcje organow podziemnych: KL- ktacza; GK — grube korzenie; DK — drobne korzenie

Tabela 3. Wptyw terminu zbioru na zawarto$¢ kwasow seskwiterpenowych w catym surowcu

(%)

Termin zbioru surowca
Kwasy

seskwiterpenowe

1termin (IX) 2termin (XI) 3termin(l) 4 termin (IV)

1 0,02 0,04 0,13 0,17
2 0,13 0,18 0,07 0,07
3 0,29 0,28 0,29 0,29
1+2+3 0,44 0,49 0,49 0,53

(1. kwas hydroksywalerenowy; 2. kwas acetoxywalerenowy; 3. kwas walerenowy)

Zawarto$¢ kwasow seskwiterpenowych byta wyraznie wyzsza w organach podziemnych koztka
pochodzacych z 1,5-rocznego cyklu uprawowego (0,52%), w porownaniu z cyklem 1-rocznym
(0,43%). Porownujac frakcje tych organdw, tj. ktacza (KL), ,,grube” korzenie (GK) i ,,drobne”
korzenie (DK), uzyskane wyniki wskazujg, iz najbogatsza w te zwigzki byta frakcja grubych
korzeni. Byto to widoczne zwlaszcza w 1,5-rocznym cyklu uprawy (0,68%) (tab. 2). Termin
zbioru rowniez wptywat na zawarto$¢ kwasow seskwiterpenowych w surowcu. Obserwowano
wyrazny wzrost zawartosci tych zwigzkow od wcezesnej (IX) do poznej jesieni (XI). W
kolejnych terminach, byla ona podobna, przy nieznacznym wzro$cie na poczatku wegetacji
kolejnego sezonu wegetacyjnego (IV) (tab. 3).

Zawarto$¢ olejku eterycznego w organach podziemnych koztka byta podobna niezaleznie od
cyklu uprawowego (z wyjatkiem ostatniego terminu zbioru). Zawartos¢ ta wyraznie wzrastala
od pierwszego (4,3 mL/kg s.m.) do ostatniego terminu zbioru surowca (5,9 mL/kg s.m.) (Tab.

4). Porownujac frakcje organdw podziemnych najwiecej olejku, podobnie jak kwasow
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seskwiterpenowych, stwierdzono w grubych korzeniach (5,85 mL/kg s.m.), przy czym
zawartosci ta wyraznie wzrastata od wczesnej jesieni (1X) do poczatku wegetacji w kolejnym
roku (1V) (tab. 5).

W olejkach eterycznych badanych frakcji surowca zidentyfikowano 44 zwigzki chemiczne.
Zwigzkami dominujagcymi byly octan bornylu (13) i walerenal (37). Sa to typowe sktadniki
olejku walerianowego. Zawarto$¢ octanu bornylu w olejku byla najwyzsza w okresie
spoczynku zimowego, a walerenalu w 4. terminie zbioru surowca, tj. na poczatku kolejnego
roku (tab. 4). Zawarto$¢ ta zalezata rowniez od badanej frakcji surowcowej, np. zawarto$¢

octanu bornylu byta najwyzsza w ktaczach, a walerenalu — w drobnych korzeniach (tab. 5).
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Tabela 4. Wpty sposobu uprawy i terminu zbioru na zawartos$¢ i sktad olejku eterycznego w organach podziemnych koztka lekarskiego.

Termin zbioru surowca: 1 termin (1X) 2 termin (X1) 3 termin (1) 4 termin (1V)
Cykl uprawowy: | 1-roczny | 1,5 roczny | $rednia | 1-roczny | 1,5roczny | S$rednia|l-roczny|1,5roczny | s$redmia| 1-roczny |1,5roczny Srednia
Zawarto$¢ olejku eterycznego: 4,30 4,30 4,30 4,30 4,60 4,45 5,40 4,60 5,00 5,20 6,60 5,90
Lp. | Sktad chemiczny olejku
1 | a-pinene 0,74 0,74 0,74 2,36 2,65 2,51 2,27 1,81 2,04 1,77 2,39 2,08
2 | a-fenchene 2,44 2,48 2,46 8,16 8,81 8,49 7,27 6,49 6,88 5,08 7,41 6,25
3 | B-pinene 0,34 0,33 0,34 0,09 0,14 0,12 0,90 0,83 0,87 0,60 0,81 0,71
4 | a-terpinene 0,08 0,10 0,09 0,34 0,70 0,52 0,40 0,36 0,38 0,17 0,01 0,09
5 | limonene 0,37 0,45 0,41 0,14 1,42 0,78 0,28 0,24 0,26 0,03 0,26 0,15
6 | B-phellandrene 0,35 0,23 0,29 0,04 0,03 0,04 0,01 0,15 0,08 0,03 0,04 0,04
7 | y-terpinene 0,15 0,22 0,19 0,05 0,07 0,06 0,20 0,04 0,12 0,01 0,04 0,03
8 | p-cymene 0,08 0,08 0,08 0,12 0,06 0,09 0,05 0,02 0,04 0,17 0,01 0,09
9 | n-hexyl isovalerate 0,11 0,12 0,12 0,66 0,38 0,52 0,04 0,02 0,03 0,34 0,04 0,19
10 | 5-elemene 0,21 0,32 0,27 1,29 0,67 0,98 0,28 0,42 0,35 0,03 0,02 0,03
11 | a-copaene 1,01 0,86 0,94 0,41 0,16 0,29 0,32 0,05 0,19 0,05 0,03 0,04
12 | a-gurjenene 0,28 0,27 0,28 0,65 0,23 0,44 0,63 1,07 0,85 1,14 1,24 1,19
13 | bornyl acetate 18,10| 26,79 22,45 19,32 27,18 23,25 25,75| 25,75 25,75 18,39 16,10 17,25
14 | thymol. methyl ether 1,88 1,22 1,55 2,74 0,09 1,42 2,78 2,76 2,77 1,03 3,81 2,42
15 | (E)-p-caryophyllene 0,31 0,55 0,43 0,37 0,61 0,49 0,58 0,39 0,49 3,40 1,04 2,22
16 | p-gurjunene 0,25 0,29 0,27 0,16 0,21 0,19 0,16 0,15 0,16 0,98 1,96 1,47
17 ?ﬁﬁ%ﬁfepnhs”e”e 412| 424 4,18 493| 326 410| 255 3,03 2,79 4,59 3,44 4,02
18 | y-muurolene 0,93 0,93 0,93 0,17 1,12 0,65 0,47 0,67 0,57 3,65 2,53 3,09
19 | myrtenyl acetate 3,25 6,61 4,93 4,02 3,17 3,60 0,29 0,44 0,37 0,41 0,35 0,38
20 | isovaleric acid 0,84 0,32 0,58 1,26 1,51 1,39 0,03 0,03 0,03 0,23 0,19 0,21
21 | a-terpineol acetate 0,76 5,42 3,09 0,58 0,22 0,40 4,16 3,55 3,86 0,23 0,10 0,17
22 | valencene 0,79 0,62 0,71 1,19 0,57 0,88 0,13 0,13 0,13 0,34 0,11 0,23
23 | borneol 4,18 4,52 4,35 3,78 3,85 3,82 0,56 0,23 0,40 0,30 0,19 0,25
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24 | germacrene D 0,71 0,78 0,75 0,28 0,73 0,51 0,34 0,18 0,26 0,25 0,31 0,28
25 | kessane 1,36 1,01 1,19 1,41 0,18 0,80 0,30 0,21 0,26 0,49 0,54 0,52
26 | myrtenol 0,86 0,94 0,90 0,95 0,98 0,97 0,03 0,04 0,04 0,54 1,25 0,90
27 | 3-methylvaleric acid 0,19 0,25 0,22 0,13 0,40 0,27 1,12 0,47 0,80 0,88 1,26 1,07
28 | 2.5-dimethoxy-p-cymene 0,59 0,90 0,75 0,79 0,39 0,59 0,08 0,05 0,07 0,41 0,51 0,46
29 | myrtenyl isovalerate 0,50 1,31 0,91 0,65 0,34 0,50 0,81 2,92 1,87 1,56 0,42 0,99
30 | p-ionone 0,14 0,78 0,46 0,72 0,81 0,77 0,61 0,67 0,64 4,48 3,58 4,03
31 | caryophyllene oxide 1,84 0,25 1,05 2,35 0,38 1,37 2,79 0,54 1,67 0,72 0,52 0,62
32 | pacifgorgiol 0,23 2,26 1,25 0,18 2,27 1,23 0,93 3,23 2,08 0,38 0,35 0,37
33 | maaliol 0,49 0,30 0,40 0,70 0,50 0,60 0,68 0,50 0,59 0,28 0,28 0,28
34 | ledol 0,36 0,59 0,48 0,58 0,13 0,36 0,24 0,59 0,42 1,11 1,28 1,20
35 | valeranone 1,23 0,63 0,93 2,25 0,76 1,51 0,53 0,56 0,55 0,66 0,10 0,38
36 | spathulenol 0,71 1,10 0,91 0,34 2,92 1,63 4,33 4,77 4,55 5,48 5,61 5,55
37 | valerenal 13,29 14,34 13,82 15,20 11,46 13,33 12,28 11,55 11,92 14,66 14,47 14,57
38 | isospathulenol 3,37 4,01 3,69 2,44 2,15 2,30 0,17 1,18 0,68 0,35 0,34 0,35
39 | trans-valerenyl acetate 1,21 1,34 1,28 0,23 5,56 2,90 0,23 0,29 0,26 0,28 0,33 0,31
40 | kessany! acetate 0,22 0,51 0,37 0,46 0,39 0,43 0,84 0,44 0,64 1,44 1,61 1,53
41 | 4(15)-selinene-11,12-diol 0,47 0,30 0,39 0,68 0,21 0,45 0,92 0,83 0,88 0,40 0,12 0,26
42 | cis-valerenyl acetate 0,33 0,38 0,36 0,51 0,23 0,37 0,06 0,07 0,07 0,09 0,11 0,10
43 | palmitic acid 0,18 0,21 0,20 0,30 8l. 0,30 0,21 0,12 0,17 0,06 0,04 0,05
44 | valeric acid 2,93 2,22 2,58 5,78 3,47 4,63 4,41 2,03 3,22 2,04 2,20 2,12
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Tabela 5. Wpty terminu zbioru na zawarto$¢ i sktad chemiczny olejku eterycznego w poszczegolnych organach podziemnych koztka lekarskiego.

Organ surowcowy: Klacza Grube korzenie Cienkie korzenie
Termin zbioru: | 1 termin | 2 termin | 3 termin | 4 termin | , . 1 termin | 2 termin | 3 termin | 4 termin | , . 1termin | 2 termin | 3 termin | 4 termin |, .
@) | ey | | av MR e |y | | avyy [ |y | ) | vy |redm

Zawartos¢ olejku eterycznego: | 3,60 | 3,90 510| 4,10 418| 5720 4,70 520| 8,20 583| 4,90| 4,40 570| 6,60 5,40
Lp. | Sktad chemiczny olejku

1 | a- pinen 3,68| 2,19 0,76| 1,06 1,92 4,22| 2,87 1,90 1,97 2,74| 5738| 1,98 1,87 1,09 2,58
2 | o- fenchen 11,18 8,52 313| 4,56 6,85| 11,48| 9,11 7,05 727 8,73| 6,69| 6,14 6,91 4,26 6,00
3 | B- pinen 0,04| 0,26 0,43| 051 031| 146| 0,12 094| 0,778 0,83| 0,08| 0,15 0,89| 0,49 0,40
4 | o-terpinene 0,04| 0,80 017| 0,24 0,31| 0,00| 1,52 0,34| 0,36 056| 0,06| 1,01 0,36| 0,01 0,36
5 | limonene 0,05| 0,69 0,25| 0,04 026| 065| 1,14 0,19| 0,07 051| 082| 0,18 0,11| 0,01 0,28
6 | p-phellandrene 0,76| 0,11 0,03| 0,09 0,25| 0,27| 0,07 0,01| 0,06 0,10| 0,19| 0,07 0,17| 0,00 0,11
7 | y-terpinene 0,02| 0,15 0,08| 0,02 0,07| 0,13| 0,46 0,16| 0,02 019| 021| 0,12 0,05| 0,09 0,12
8 |p-cymene 0,13| 0,07 0,02| 0,04 0,07| 01| 0,03 0,04| 0,02 0,05| 0417| 0,21 0,03| 0,02 0,11
9 |n-hexyl isovalerate 0,12 0,12 0,02| 0,03 0,07| 0,23 0,19 0,02| 0,02 0,12| 0,14| 0,40 0,18| 0,08 0,20
10 | 5-elemene 0,12| 0,45 0,03| 0,03 0,16| 0,25| 0,10 0,02| 0,02 0,10| 0,21| 0,58 0,31 nd 0,37
11 | a-copaene 0,83| 0,08 041| 013 0,36| 1,02| 0,04 0,70 0,02 045| 1,92| 0,18 0,37 nd 0,82
12 | o-gurjenene 0,41| 0,16 026| 1,0 048| 046| 0,22 019| 173 0,65| 0,73| 0,59 0,40| 241 1,03
13 | bornyl acetate 21,44| 26,47 | 28,98| 27,47| 26,09| 19,10| 2513 | 33,33 | 22,11| 24,92| 1537| 23,37 | 30,14| 21,04| 2248
14 | Thymo, methyl ether 2,59| 0,76 1,53| 3,03 1,98| 241| 0,64 2,32| 513 2,63| 3,36| 0,86 261| 231 2,29
15 | (E)-B-caryophyllene 0,53| 0,32 056| 0,63 051| 0724| 0,54 050 1,91 0,80| 0,32| 0,22 043| 5,79 1,69
16 | B-gurjunene 0,44| 0,15 012| 0,49 0,30| 0,28| 0,16 0,20 0,55 0,30| 0,35| 0,09 0,28| 1,09 0,45
17 ?ﬁﬁi:ﬁ?epnhe%”ene 392| 312 | 325| 11,22| 538| 528| 070 | 386 484| 367 391| 281 | 383 469 381
18 | y-muurolene 0,77| 0,21 0,86| 0,39 056| 0,67 0,20 0,65| 1,96 087| 082| 0,67 0,72| 3,25 1,37
19 | myrtenyl acetate 450| 3,32 054| 067 2,26| 3,00| 2,81 044| 184 2,02| 3,35]| 3,35 055| 0,34 1,90
20 | isovaleric acid 3,53| 0,98 0,04 0,42 1,24 1,46| 0,69 0,02 0,31 0,62 1,81 1,26 nd 0,41 1,16
21 | a-terpineol acetate 0,58 0,31 336| 4,63 222| 066| 0,23 391| 0,60 1,35| 0,64| nd 409| 035 1,69
22 | borneol 2,23| 5,93 381| 022 305| 4.26| 451 094| 032 251| 5,05| 3,67 2,30| 0,18 2,80
23 | germacrene D 2,79 0,96 420| 0,65 215| 039 1,11 061| 025 059| 1,04| 1,17 0,43| 0,36 0,75
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24 | valencene 1,30| 0,50 1,34| 0,26 0,85 0,49| 481 0,45| 0,45 155| 0,68| 0,70 0,09 0,25 0,43
25 | kessane 1,08| 0,26 050 0,74 0,65 1,51| 0,32 0,54| 0091 0,82| 2,53| 0,12 0,18| 0,66 0,87
26 | myrtenol 0,85| 0,31 0,29 1098 0,86 0,96| 0,91 0,21| 1,83 0,98| 0,61| 0,76 0,04 2,10 0,88
27 | 3-methylvaleric acid 0,16| 0,28 0,86| 1,02 0,58 0,11| 0,23 0,15| 1,18 0,42| 0,25| 0,19 0,12| 1,65 0,55
28 | myrtenyl isovalerate 0,48| 0,76 3,36| 0,93 1,38 0,61| 0,56 2,40| 0,12 092| 1,06| 0,35 255 0,85 1,20
29 | 2.5-dimethoxy-p-cymene 0,48| 0,24 092| 0,62 0,57 0,57| 0,21 0,17| 0,63 0,40 0,65| 0,54 0,15| 0,46 0,45
30 | p-ionone 0,70| 0,55 0,85| 2,87 1,24 0,69| 0,32 0,63| 3,19 1,21| 0,61| 0,76 059| 3,52 1,37
31 | caryophyllene oxide 0,38| 0,20 2,84 0,00 0,86 0,36| 0,19 1,13| 0,17 0,46| 0,38| 0,28 1,70 nd 0,79
32 | pacifgorgiol 2,00 2,21 054| 0,55 1,33 2,44 2,61 394| 053 2,38| 222| 245 3,51| 0,69 2,22
33 | maaliol 0,52| 0,26 0,75| 0,20 0,43 0,29| 0,23 1,08| 0,17 0,44| 041| 041 1,01| 0,38 0,55
34 | ledol 0,63| 0,46 0,20 0,22 0,38 0,65| 0,63 0,28| 0,94 0,63| 0,64| 0,68 0,34| 1,02 0,67
35 | valeranone 0,53| 0,48 0,29 0,56 0,47 0,38| 0,52 0,98| 0,13 0,50| 0,44| 0,69 0,37| 041 0,48
36 | spathulenol 1,73| 2,30 3,76 4,30 3,02 1,33| 2,11 4,47 4,56 312| 1,35| 2,54 437 521 3,37
37 | valerenal 7,80 13,72 7,50 11,80 10,21 | 11,72 17,47 7,18| 12,88 12,31| 10,20 22,66 7,81| 14,26 13,73
38 | isospathulenol 2,09| 3,17 534| 5,00 3,90 4,16 | 3,67 521| 3,36 4,10 4,15| 1,78 6,03| 2,59 3,64
39 | trans-Valerenyl acetate 1,99 1,29 1,02| 0,15 1,11 1,85| 1,48 0,97| 0,18 1,12 1,14| 4,85 0,82| 0,26 1,77
40 | kessanyl acetate 0,96| 0,52 0,22 0,02 0,43 0,53| 0,27 0,23| 0,06 0,27| 051| nd 0,14| 0,06 0,24
41 | 4(15)-selinene-11.12-diol 0,99| 1,48 0,05 0,17 0,67 0,75| 1,68 0,02| 0,09 0,64| 1,02| 1,55 0,41| 0,04 0,76
42 | cis-valerenyl acetate 1,06| 1,07 0,71| 0,71 0,89 1,08| 0,31 0,50| 0,90 0,70| 0,56| 0,21 0,66 1,10 0,63
43 | palmitic acid 0,35| 0,16 0,08 0,11 0,18 0,36| 0,00 0,04| 0,08 0,12| 0,25| 0,28 0,19| 0,13 0,21
44 | valeric acid 597 | 1,72 3,30 2,08 3,27 3,48| 1,03 312 117 2,20 3,18| 0,00 295| 1,66 1,95
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Mierniki dla tematu badawczego 3
Lp. miernik® Planowana warto$¢ | Osiggnicta warto$¢
miernika miernika
1 Terminy zbioru surowcow 2 2
2 Liczba prob do analiz chemicznych 6 6
3 Liczba powtdrzen analiz chemicznych 3 3

3 Poda¢ miernik — np. ilo§¢ planowanych testow, prob, badanych genotypow etc.
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3.4 Temat badawczy 4
Okreslenie wplywu czynnikow pozbiorczych na parametry jakosciowe nasion kozlka
lekarskiego.

Cel tematu badawczego
Celem badan zrealizowanych w 2024 roku bylo okreslenie wptywu wybranych czynnikow

pozbiorczych, tj. czasu i1 warunkow przechowywania, na warto$¢ siewng nasion kozika
lekarskiego.

Materialy i metody
W 2022 r. z ro$lin kozika lekarskiego uprawianych na polu doswiadczalnym SGGW w

Wilanowie (obiekty pochodzace =z rozmnazania wegetatywnego roslin matecznych
pozyskanych w 2021r. z plantacji produkcyjnych w zadaniu 1.) zebrano nasiona. W ramach
niniejszego zadania badania realizowane byty na probie mieszanej tych nasion. W styczniu

2023r. zostaty one ocenione pod wzgledem wartosci siewnej, a nastepnie zatozone zostato
doswiadczenie dotyczace wplywu warunkow przechowywania na ich jako$¢. Nasiona
przechowywane byly w szklanych stojach, woreczkach foliowych - strunowych oraz workach
papierowych, w temperaturze 21°C, 10°C, 4°C, -20°C (préby po 10 g kazda, tab. 1). Ich wartos¢
siewna oceniona zostata po 3 oraz po 10 miesigcach przechowywania (2023r.). W 2024r. ocene
jakosci nasion przeprowadzono w kolejnych 3 terminach tj.: po 16 (Il1), 20 (VII) i 24 (XI)
miesigcach.

Tabela 1. Uklad doswiadczenia

Temperatura przechowywania/nr proby

Rodzaj opakowania

21°C 10°C 4°C -20°C

. . 21/1S 10/1S 4/1S -21/1S

szklany stoik szczelnie 21/2S 10/25 4125 21/2S
zamykany (metalowa zakretka) 21/3S 10/3S 4/3S 21/3S
. 21/1F 10/1F 4/1F 21/1F

worek foliowy ze strunowym 21/2F 10/2F 412F _21/2F
zamknigciem 21/3F 10/3F 413F 21/3F
worek papierowy 21/1P 10/1P 4/1P 21/1P
jednowarstwowy 21/2P 10/2P 4/2P 21/2P
21/3P 10/3P 4/3P -21/3P

METODYKA ANALIZ LABORATORYJNYCH

Oceng jakosci nasion przeprowadzono zgodnie z metodami ISTA (2019).

Wilgotno$¢ nasion (WN)

Wilgotno$¢ nasion zostala oznaczona metodg suszarkowa, stosowang do oznaczen seryjnych.
Oznaczenie zostalo przeprowadzone na dwoch niezaleznych probach (ISTA 2019). Nasiona
umieszczono w szklanych naczynkach wagowych, zwazono, a nastgpnie poddano suszeniu W
temperaturze 103°C przez 24 godziny. Po tym czasie probki ostudzono w eksykatorze i ponownie
zwazono. Wilgotno$¢ nasion zostata okreslona z doktadnoscia do dwoch miejsc po przecinku wedlug
nastepujacego wzoru:

100

My, — M3) X ———
(My = M) X 3

gdzie:

36



M; — Masa naczynka wagowego z przykrywka (g)
M, — Masa naczynka z przykrywka oraz zawarto$cia przed suszeniem (g)
M3 — Masa naczynka z przykrywka oraz zawarto$cia po suszeniu (g)

Masa 1000 nasion (MTM)

Badanie przeprowadzono wydzielajac losowo z probki analitycznej osiem prébek (powtdrzen), po 100
nasion w kazdym powtoérzeniu. Kazda probke zwazono na wadze analitycznej z doktadnoscig do
czterech miejsc po przecinku. Wynik, stanowit $redniag z o$miu powtorzen i podany zostat z
doktadnoscia do tej samej liczby znakéw po przecinku, z jaka wykonano wazenie (ISTA 2019).
Zdolnos¢ kietkowania (ZK)

Test zdolnosci kietkowania przeprowadzono w czterech powtdérzeniach po 100 nasion, w kazdym
powtdrzeniu. Nasiona kietkowaty w szalkach Petriego, umieszczone w komorach klimatycznych firmy
Sanyo, w warunkach podanymi ponizej:

e podtoze: bibuta filtracyjna, nawilzona w 60%

e temperatura: 21°C/24h

e warunki $wietlne: dzien (natezenie $wiatla: 150 uE/m?-s)

Test zdolnosci kietkowania trwat 21 dni. Od dnia zatozenia testu (fot. la i b), do konca jego trwania
liczono wschody, okreslajac w ten sposob dynamike kietkowania. Dla 8 dnia testu podano energie
kietkowania, a dla 21 dnia testu — zdolnos$¢ kietkowania. Wartos$ci te, stanowily $rednig z czterech
powtorzen.

Zywotnoéé nasion

Do oceny zywotnosci nasion zastosowano test tetrazolinowy, ktory umozliwia szybka ocene¢ nasion,
znajdujacych si¢ w stanie spoczynku pozniwnego. Oceng przeprowadzono w czterech powtorzeniach
po 25 nasion w kazdym powtdrzeniu. Przed wlasciwa oceng nasiona moczono w wodzie przez 48 h, co
utatwito wnikanie chlorku terazoliny do wngtrza nasienia oraz pozniejsze jego preparowanie. Nastgpnie
umieszczono nasiona w 0,1% roztworze 2,3,5-chlorku trifenylotetrazoliny o pH 7. Nasiona znajdowaty
si¢ w tym roztworze przez 48 h, a nastgpnie zostaty przeptukane pod biezaca woda. Kazde nasiono
zostalo przekrojone oraz poddane ocenie przy uzyciu binokularu. Zywotne nasiona powinny
charakteryzowac si¢ zabarwieniem wszystkich tkanek, ktore sg niezbedne do rozwoju normalnych
siewek (ISTA 2016) (fot. 1). W przeprowadzonych badaniach za zywotne uznano nasiona wybarwione
powyzej 75% swojej powierzchni, przy czym musialy by¢ to tkanki niezb¢dne do normalnego rozwoju
siewek. Nasiona nie odpowiadajace podanym kryteriom zostaty uznane za niezywotne.

0
mm

Fot. 1. Nasiona koztka lekarskiego w tescie zywotnosci:
e od lewej: nasiona niewybarwione, niezywotne
® po prawej: nasiona wybarwione, zywotne
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WYNIKI

Wilgotnos¢ nasion (WN)

Tabela 3. Zawarto$¢ wody w nasionach po szesnastu miesiacach ich przechowywania (%)

Soosih n . Temperatura przechowywania Srednia dla
POSOD przechowywania 200C 1OOC 4OC -ZOOC Opakowania

szczelnie zamykany 739 | 738 | 735 | 7,35 7,37¢
szklany stoik
worek foliowy ze 756 | 755 | 744 | 7,34 7,470
strunowym zamknieciem
worek papierowy 760 | 758 | 753 | 734 7,51a
jednowarstwowy
Srednia dla temperatury 7,52a 7,50a 7,44b 7,34c

*Wartosci oznaczone tymi samymi literami (odpowiednio dla czynnika do§wiadczenia)
nie r6znig si¢ miedzy sobg istotnie statystycznie na poziomie a = 0,0

Tabela 4. Zawartos¢ wody w nasionach po dwudziestu miesigcach ich przechowywania (%)

Spossb h . Temperatura przechowywania Srednia dla
POSOb przechiowywania 21°C 10°C 4°C -21°C | opakowania

szczelnie zamykany 742 | 739 | 736 | 7,35 7,38¢
szklany stoik
worek foliowy ze 756 | 754 | 743 | 735 7,47b
strunowym zamknig¢ciem
worek papierowy 759 | 754 | 757 | 7,36 7.52a
jednowarstwowy
Srednia dla temperatury 7,53a | 7,49b | 7,45b 7,35¢C

*Warto$ci oznaczone tymi samymi literami (odpowiednio dla czynnika do§wiadczenia)

nie réznig si¢ migdzy sobg istotnie statystycznie na poziomie o = 0,05

Tabela 5. Zawarto$¢ wody w nasionach po dwudziestu czterech miesigcach ich

przechowywania (%)

Spos6b przechowvwania Temperatura przechowywania Srednia dla
poOsob p WyW 21°C | 10°C | 4°C | -21°C | opakowania

szczelnie zamykany 741 | 739 | 737 | 7.35 7.38¢
szklany stoik
worek foliowy ze 755 | 752 | 742 | 7,34 7,46b
strunowym zamknieciem
worek papierowy 760 | 756 | 754 | 736 7.52a
jednowarstwowy
Srednia dla temperatury 7,52a 7,49a 7,44b 7,35¢C

*Warto$ci oznaczone tymi samymi literami (odpowiednio dla czynnika doswiadczenia)

nie r6znig si¢ migdzy sobg istotnie statystycznie na poziomie o = 0,05
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Tabela 6. Zestawienie wynikdw oceny zawarto$ci wody w nasionach (§rednie dla temperatury) (%)

o = = = = =
) < © = [} = [ = [ = [}
5 B %g g § g § g § 2 §
® o |7 S o © 5 S o I o
== 3 < — < — oy AN < N <
SR |E8°|ez8| 258252238
Temperatura E =3 = g 2 % 2 § 2 § g g
a o o o o o
7,34 - - - - -
20°C - 7,50 7,51 7,52 7,53 7,52
10°C - 7,49 7,49 7,50 7,49 7,49
4°C - 7,44 7,44 7,44 7,45 7,44
-20°C - 7,34 7,35 7,34 7,35 7,35

Tabela 7. Zestawienie wynikow oceny zawarto$ci wody w nasionach ($rednie dla opakowania) (%)

'gw glg glg ag £l§ Elg
—gg,gg o§§©§§~ 2£%8 <r§§
2= |3 | . - & N = N
Opakowani SR |E28°238| 228|258 |g38
pakowanie Eg_cgqﬁ EQ g 3 E R €N
a8 s = - = =
7,34 - - - - )
szczelnie zamykany ) 737 7136 737 7.38 7,38
szklany stoik ’ , , , ,
worek foliowy
ze strunowym - 7,45 7,46 7,47 7,47 7,46
zamknieciem
worek papierowy - 7,51 7,51 7,51 7,52 7,592
jednowarstwowy
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Masa 1000 nasion

Tabela 8. Masa 1000 nasion po szesnastu miesigcach ich przechowywania (g)

058 b ) Temperatura przechowywania Srednia dla
poséb przechowywania 20°C 10°C 25C -20°C | opakowania

szczelnie zgmykany 0538 | 0547 | 0541 | 0542 0,542a
szklany stoik
worek foliowy ze 0,530 | 0,537 | 0541 | 0,545 0,539
strunowym zamykaniem
worek papierowy 0521 | 0534 | 0529 | 0510 0,523b
jednowarstwowy
Srednia dla temperatury | 0,529b | 0,539a | 0,537a | 0,532a

*Wartosci oznaczone tymi samymi literami (odpowiednio dla czynnika doswiadczenia)
nie r6znig si¢ mi¢dzy sobg istotnie statystycznie na poziomie o = 0,05

Tabela 9. Masa 1000 nasion po dwudziestu miesigcach ich przechowywania ()
Sposdb przechowvwania Temperatura przechowywania Srednia dla
posob P yWw 20°C | 10°C | 4°C | -20°C | opakowania
szczelnie zamykany 0543 | 0540 | 0542 | 0,542 0,542a
szklany stoik
worek foliowy ze 0531 | 0532 | 0541 | 0545 0,537a
strunowym zamykaniem
worek papierowy 0520 | 0532 | 0521 | 0515 0,522b
jednowarstwowy
Srednia dla temperatury 0,531a | 0,535a | 0,535a | 0,534a

*Wartosci oznaczone tymi samymi literami (odpowiednio dla czynnika do§wiadczenia)
nie r6znig si¢ mi¢dzy sobg istotnie statystycznie na poziomie a = 0,05

Tabela 10. Masa 1000 nasion po dwudziestu czterech miesigcach ich przechowywania (g)

S056h prgech 0 Temperatura przechowywania Srednia dla
posob przechowywania 20°C 10°C 4°C -20°C opakowania

szczelnie zgmykany 0542 | 0541 | 0544 | 0542 0,542a
szklany stoik
worek foliowy ze _ 0,530 0,532 0,542 0,544 0,537a
strunowym zamykaniem
worek papierowy 0522 | 0539 | 0522 | 0513 0,524b
jednowarstwowy
Srednia dla temperatury | 0,531a | 0,537a | 0,536a | 0,533a

*Warto$ci oznaczone tymi samymi literami (odpowiednio dla czynnika do$wiadczenia)
nie r6znig si¢ migdzy sobg istotnie statystycznie na poziomie o = 0,05
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Tabela 11. Zestawienie wynikow oceny MTN ($rednie dla temperatury) (g)

8| S8 | 5§ 5 .© 5 .o
£ol 88| S| 88| S8 | §¢§

o = < o= o o= —

z2| 85| & 8 8 2
SN|E2| E2 | E2| E2 | B2
52|81 28| 28| 88 | 8
© |&E| g5 | 85| &5 | g8

0,536 | - - - - -
20°C - 10536 | 0527 | 0529 | 0531 | 0531
10°C - 0535 0528 | 0,539 | 0535 | 0537
4°C - |0536| 0546 | 0,537 | 0535 | 0536
-20°C - 0537 0537 | 0,532 | 0,534 | 0,933

*Wartosci oznaczone tymi samymi literami (w kolumnie) nie r6znig si¢ miedzy sobg istotnie
statystycznie na poziomie o = 0,05

Tabela 12. Zestawienie wynikow oceny MTN ($rednie dla opakowania) (g)

o < = © = © = © = ©
) Q'S 2c 2c ]c ] 'c
=R S & O < O O Q O Q ©
N Q < < <=2 <
o = < o oo =] o
O O ‘7 7] 7] 7] 7]
22 3 8 8 82| 8
o) = O o o o) o
25l Es | S| Ee | fe| E¢
QN)Q_ oD Scu — O gcu xm
o o N N N N N
_ o = O = o = Q =
o e o 8 o 8 =N

(=)
a1
w
[*2)

1

1

1

1

1

szczelnie zamykany
szklany stoik

worek foliowy

ze strunowym - 0,537 | 0,534 | 0,539 | 0,537 0,537
zamknigciem

worek papierowy

jednowarstwowy

*Wartos$ci oznaczone tymi samymi literami (w kolumnie) nie r6znig si¢ migdzy sobg istotnie

statystycznie na poziomie a = 0,05

- 0,536 | 0,538 | 0,542 | 0,542 0,542

- 0,535 | 0,530 | 0,523 | 0,522 0,524
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Zdolnos¢ Kielkowania

Tabela 13. Zdolnos¢ kietkowania nasion po szesnastu miesigcach ich przechowywania (%)

Soos6h rzech Iy Temperatura przechowywania Srednia dla
posoOb przechowywania 20°C 10°C 4°C -20°C | opakowania

szczelnie zgmykany 73 65 71 76 71,3
szklany stoik
worek foliowy ze 72 75 73 72 73,0
strunowym zamykaniem
worek papierowy 64 75 74 73 71,5
jednowarstwowy
Srednia dla temperatury 69,7 71,7 72,7 73,7

*Wartosci oznaczone tymi samymi literami (odpowiednio dla czynnika doswiadczenia)

nie r6znig si¢ mi¢dzy sobg istotnie statystycznie na poziomie o = 0,05

Tabela 14. Zdolnos¢ kietkowania nasion po dwudziestu miesigcach ich przechowywania (%)

058 : , Temperatura przechowywania Srednia dla
posoéb przechowywania 20°C 10°C 4°C -20°C | opakowania

szczelnie zgmykany 65 64 68 77 68,5
szklany stoik
worek foliowy ze _ 63 70 67 75 68,8
strunowym zamykaniem
\_/vorek papierowy 49 59 61 68 59,3
jednowarstwowy
Srednia dla temperatury 59,0 64,3 65,3 733

*Wartosci oznaczone tymi samymi literami (odpowiednio dla czynnika do$wiadczenia)

nie r6znig si¢ migdzy sobg istotnie statystycznie na poziomie o = 0,05

Tabela 15. Zdolnos¢ kietkowania nasion po dwudziestu czterech miesiacach ich

przechowywania (%

S0s8b n i Temperatura przechowywania Srednia dla
posob przechowywania 20°C 10°C 25C -20°C | opakowania

szczelnie zgmykany 62 63 68 73 66,5
szklany stoik
worek foliowy ze 41 58 64 75 59,5
strunowym zamykaniem
\_Norek papierowy 38 49 55 70 53,0
jednowarstwowy
Srednia dla temperatury 47,0 56,7 62,3 72,1

*Warto$ci oznaczone tymi samymi literami (odpowiednio dla czynnika doswiadczenia)

nie r6znig si¢ migdzy sobg istotnie statystycznie na poziomie o = 0,05
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Tabela 16. Zestawienie wynikow oceny zdolnosci kietkowania nasion (§rednie dla temperatury) (%)

o .8 5.8 5.8 S8| §.8
2. 85| E5| E5| 55| 8%
- N icé* oy oy oy o
L. 2 § 5] § ] g‘ 6 g‘ ] g‘
E_| 2| 2| Eea | | E8
(oW o E = = = = =
58| -8 | =8| <8 |s8| 38
] o N o N o M o N o M
o =N & =R 8 o
86 - - - - -
20°C - 85,3 83,0 69,7 59,0 47,0
10°C - 84,6 83,7 71,7 64,3 56,7
4°C - 82,6 83,3 72,7 65,3 62,3
-20°C - 85,6 84,7 73,7 73,3 72,7

*Wartosci oznaczone tymi samymi literami (w kolumnie) nie r6znia si¢ miedzy soba istotnie
statystycznie na poziomie a = 0,05

Tabela 17. Zestawienie wynikow oceny zdolnosci kietkowania nasion ($rednie dla opakowania) (%)

o |sg|se 58|58 3g
O O ‘7 7] N2 w2 n
22| B 8 L s | 2% 0 g
SN| E®2 =) £ 0 £ O £ 0
o 'S o 'S Ne) % S % <t %
5ol o =3 =z o QD a D
S SN | R | oF | 9B | &
o o 9 o o YN
86 - - - - -
szezelnie zamykany| | g5 | ga3 | 713 | 685 | 665
szklany stoik ' ' ' ' '
worek foliowy
ze strunowym - 82,7 82,3 73,0 68,8 59,5
zamknigciem
worek papierowy | | g5z | g45 | 715 | 593 | 530
jednowarstwowy

*Warto$ci oznaczone tymi samymi literami (w kolumnie) nie r6znig si¢ migdzy sobg istotnie
statystycznie na poziomie a = 0,05

Etapy kietkowania i rozwoju siewki koztka lekarskiego
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Zywotnos$¢ nasion

Tabela 18. Zywotno$¢ nasion po dwunastu miesiacach ich przechowywania (%)

Soosih N ) Temperatura przechowywania Srednia dla
pos6b przechowywania =5~ 10°C 4°C -20°C | opakowania

szczelnie zgmykany 79 79 80 85 80,8
szklany stoik
worek foliowy ze _ 81 82 80 89 83,0
strunowym zamykaniem
yvorek papierowy 74 81 84 82 80,3
jednowarstwowy
Srednia dla temperatury 78,0 80,7 81,3 85,3

*Warto$ci oznaczone tymi samymi literami (w kolumnie) nie r6znig si¢ migdzy sobg istotnie
statystycznie na poziomie a = 0,050

Tabela 19. Zywotno$¢ nasion po dwudziestu miesiacach ich przechowywania (%)

058 : , Temperatura przechowywania Srednia dla
posob przechowywania 20°C 10°C 4°C -20°C | opakowania

szczelnie zgmykany 65 72 79 82 74,5
szklany stoik
worek foliowy ze _ 60 62 79 80 70,3
strunowym zamykaniem
\_/vorek papierowy 58 64 73 78 68,3
jednowarstwowy
Srednia dla temperatury 61,0 66,0 77,0 80,0

*Wartosci oznaczone tymi samymi literami (odpowiednio dla czynnika doswiadczenia)

nie r6znig si¢ mi¢dzy sobg istotnie statystycznie na poziomie a = 0,05

Tabela 20. Zywotno$¢ nasion po dwudziestu czterech miesigcach ich przechowywania (%)

Sposéb przechowvwania Temperatura przechowywania Srednia dla
posob P yw 20°C | 10°C | 4°C | -20°C | opakowania

szczelnie zgmykany 67 68 79 80 718
szklany stoik
worek foliowy ze _ 62 65 20 80 69.3
strunowym zamykaniem
worek papierowy 52 59 68 75 63,5
jednowarstwowy
Srednia dla temperatury 60,3 64,0 70,0 78,3

*Warto$ci oznaczone tymi samymi literami (odpowiednio dla czynnika do§wiadczenia)

nie r6znig si¢ migdzy sobg istotnie statystycznie na poziomie o = 0,05

44



Tabela 21. Zestawienie wynikow oceny zywotno$ci nasion ($rednie dla temperatury) (%)

Termin oceny nasion
o © (] o ©
Temperatura 85 | %om 9 %omo:‘é‘o“
przechowywania ‘éﬁ 8% 5 ‘s 2% S gagcc
g o = D — D g ©
L g N g N < N
e o o N o
92,0 - - -
20°C - 78,0 61,0 60,3
10°C - 80,7 66,0 64,0
4°C - 81,3 77,0 70,0
-20°C 85,3 80,0 78,3

Tabela 22. Zestawienie wynikow oceny zywotnosci nasion (Srednie dla opakowania) (%)

Termin oceny nasion

2w | =& - -5
Temperatura S N 2 3 2 8
. D6 |N S IS E‘ QL 5
przechowywania 23 [T 28|V T2 4R 3
o N (o = O ';n = o ‘»n 2
S Q0 G QUG Q06
23| Eg | ER | EQ
o o o
92,0 - - -
szczelnie zamykany ) 80,8 83,0 803
szklany stoik
worek foliowy
ze strunowym - 74,5 70,3 68,3
zamknigciem
worek papierowy ) 718 69.3 635

jednowarstwowy
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Wyjsciowa wilgotnos¢ badanych nasion wynosita 7,34%. Po 24 miesigcach przechowywania
ulegla niewielkim zmianom, tj. u nasion przechowywanych w workach foliowych podniosta
si¢ do 7,46%, a w workach papierowych do 7,52% (tab. 3-7).

Masa 1000 nasion niec zmieniala si¢ w czasie ich przechowywania w stoikach i torbach
foliowych, natomiast obnizyta si¢ przy przechowywaniu w torbach papierowych. Nie
obserwowano wplywu temperatury na ten parametr (tab. 8-12).

Wyrazny wptyw zastosowanych czynnikdw obserwowano w przypadku kietkowania nasion.
Najwyzsza zdolnoscig kietkowania (po 24 m-cach) charakteryzowaly si¢ nasiona
przechowywane w temp. -20°C (72,7%), a najnizsza te z 20°C (47%). Z opakowan najlepsze
okazaly si¢ opakowania szklane (66,5%), a najgorsze — papierowe (53%) (tab. 13-17).
Zywotno$¢é nasion obnizyta sie wyraznie w okresie od 12. do 24. miesigca przechowywania we
wszystkich warunkach, najbardziej przy przechowywaniu w temp. 20°C (odpowiednio z 78,0

do 60,3%) i zastosowaniu opakowan papierowych (odpowiednio z 71,8 do 63,5%) (tab. 18-22).
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Mierniki dla tematu badawczego 4

Lp. miernik® Planowana | Osiagnieta
wartos¢ wartos¢
miernika miernika

1 Terminy wykonywania testow 3 3

2 Liczba testow zdolnosci kietkowania 36 36

4 Poda¢ miernik — np. ilo§¢ planowanych testow, prob, badanych genotypow etc.
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4. Mierniki dla zadania - prezentacja wynikow badan

Prezentacja wynikow na konferencjach

LInnowacyjne ogrodnictwo zrédtem
produktow wysokiej jakosci”, w dniach
4-6 czerwca 2024 roku w Centrum
Kongresowym Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie- 1 osoba

Ip. konferencja miernik® warto$¢ miernika podana warto$¢ miernika
we wniosku zrealizowana
1 Konferencja naukowa Liczba prezentacji 2 2
la. | Sympozjum miedzynarodowe: Katarzyna Baczek, Kavana Raj, Olga Kosakowska, Jarostaw L. Przybyt,
MESMAP-10, Istanbul University, Sylwia Styczynska, Zenon Weglarz ,,Accumulation of terpene
Turcja, 25-27 kwietnia 2024r. - 1 osoba | compounds in valerian (Valeriana officinalis L.)” — wystapienie ustne
Woystapienie dotyczace wynikow przedstawionych w sprawozdaniu za
2023r.:
o temat badawczy 2 cze$¢ b oraz d str. 11-20
e temat badawczy 4 cze$¢ b str. 26-35
temat badawczy 5 str.39-44
1b. | Ogolnopolska Konferencja Naukowa

Kavana Raj, Zenon Weglarz, Ewelina Pioro-Jabrucka, Katarzyna
Baczek. ,,Wptyw wybranych zabiegdéw agrotechnicznych na plon i
jako$¢ nasion koztka lekarskiego (Valeriana officinalis L.)” - poster

Prezentacja dotyczaca wynikow przedstawionych w sprawozdaniu za
2023r.: temat badawczy 3 str. 21-25

Publikacje w monografiach/czasopismach recenzowanych

Ip. monografia/czasopismo miernik®

warto$¢ miernika podana
w opisie zadania

warto$¢ miernika
zrealizowana

1. - -

*Kserokopie plakatow w zataczeniu

5. Adres, pod ktérym wyniki badan sa dostepne na stronie internetowej wnioskodawcy
Wyniki badan dla wszystkich ww. zadan beda dostgpne na stronie internetowej SGGW w Warszawie w zaktadce
,,Dotacje MRiRW: Badania podstawowe na rzecz post¢pu biologicznego w produkcji roslinnej w latach 2021-

2025~
6. Mierniki zadania — stopien realizacji
Wartose Wartos¢ Stopien
Lp. Miernik’ miemnika miernika realizacji
podana w opisie zrealizowana zadania
zadania
1 2 3 4 5
temat badawczy 1
1 | Liczba badanych genow 12 12 100%
2 | Liczba zastosowanych gendw referencyjnych 2 2 100%
3 | Liczba prob do analiz chemicznych 100 100 100%
temat badawczy 2
L Warianty doswiadczenia — terminy usuwania 3 3 100%
pospiechéw 1 kontrola
2 | Terminy obserwacji roslin 4 4 100%
3 | Liczba prob do analiz chemicznych 3 3 100%
4 | Liczba powtorzen analiz chemicznych 3 3 100%
temat badawczy 3
1 Terminy zbioru surowcow 2 2 100%
Liczba prob do analiz chemicznych 6 100%
Liczba powtorzen analiz chemicznych 100%

5 Podac¢, czy chodzi o wyktad plenarny, doniesienie konferencyjne czy poster.

6 Poda¢, czy chodzi o publikacje oryginalng, czy np. polemika, list do edytora, rozdziat w monografii etc.

" Podaé¢ miernik — np. ilo§¢ planowanych testow, prob, badanych genotypow etc.
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temat badawczy 4

Sporzadzono: Warszawa, 31 grudnia 2024 r.

Piecze¢ jednostki

Osoba reprezentujaca jednostke

podpis i pieczeé
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1 | Terminy wykonywania testow 3 3 100%
2 | Liczba testow zdolnos$ci kietkowania 36 36 100%
SREDNIA 1
%
REALIZACII 100%
ZADANIA

Kierownik zadania

podpis




