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Temat badawczy 1: Poszukiwanie genow markerowych syntezy kwasu walerenowego: identyfikacja obiektow
0 zroznicowanej zawartosci kwasu walerenowego oraz przygotowanie i zabezpieczenie materiatu roslinnego do badan genetycznych

Materiaty | metody

BADANIA GENETYCZNE

* materiat badawczy:

wiosna - badania metodyczne (3 rosliny - 9 prob; liscie oraz korzenie: mtode i stare);
jesien - zweryfikowanie rezultatow uzyskanych w badaniach metodycznych na obiektach z plantacji produkcyjnych (3 rosliny)
jesien - zabezpieczenie materiatu roslinnego pobranego z plantacji produkcyjnych koztka do badan genetycznych (133 préby)
* badania metodyczne:

izolacja RNA — ustalenie metody; synteza cDNA — ustalenie metody

zaprojektowanie starterow do gendw kodujgcych syntazy terpenowe i inne enzymy biosyntezy terpenoidow oraz do gendw
referencyjnych

test specyficznosci 37 par starterow; test starterow do gendow referencyjnych; test starterow do genéw badanych
BADANIA CHEMICZNE

« zgromadzenie materiatu genetycznego pochodzgcego z plantacji produkcyjnych kozika (5 rejondw uprawy /populacja VI-X/;
103 obiekty)

* analizy chemiczne organow podziemnych koztka (103 obiekty) na zawartos¢ kwasow walerenowych z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)



Temat badawczy 1: Poszukiwanie genéw markerowych syntezy kwasu walerenowego:
identyfikacja obiektow o zréznicowanej zawartosci kwasu walerenowego
oraz przygotowanie i zabezpieczenie materiatu roslinnego do badan genetycznych

Wyniki

* izolacja RNA: PVPP skutecznie eliminuje zwigzki

fenolowe z prObek’ poprawia j_a_kOSC : stez,e,nle RNA — Ryc. 1. Integralnos¢ RNA préb testowych. L — liscie, km — mtode korzenie, ks- stare
odczyty spekirofotometryczne; integralnos¢ RNA korzenie: I, I, O — odpowiednio proba: Il 22/6, 1 42/2/2A, O-2. Wzorzec Perfect Plus 1 kb
poprawna - wyrazne prazki reprezentujgce (EURY) S P proba: ’ e

odjednostki rybosomowe: 28S i 18S. '
Fprzyk’fad: Ryc. 1)

+ testy starterow (PCR): na podstawie obrazu rozdziatu
elektroforetycznego produktéw PCR okreslono
poprawnosc dziatania starterow (obecnosc lub brak
produktu, obecnosé wielu produktéw) (przyktadowe
zdjecie: Ryc. 2)

+ Testy gPCR; przeanalizowano wykresy amplifikacji
oraz krzywej topnienja dla kazdej z teStowanych par
starterow. Przy ocenie brano po UW@H(Q czy wykazaty
zbyt duzg rozbieznos¢ wartosci amplifikacji, brak
Prod_ukt_ow, kilka produktoéw o roznych temperaturach

opnienia lub produkt w kontroli negatywnej.

* Wybrano startery: Act, EF1, AACT, HMGS, HMGR,
MVD, IDI, FPS, DXR, MCT, HDS, nTPS1, nTPS3,
NTPS4, nTPS7 (15 par).

1500 bp

1000 bp

250 bp

ksl

Ryc. 2. Wynik elektroforetycznego rozdziatu produktéw PCR dla korzeni. L —
liscie, km — mtode korzenie, ks — stare korzenie; 11, I, O — odpowiednio préba: Il 22/6,
| 42/2/2A, O-2; 1 -TPS1,2-TPS2,3-TPS3,4-TPS4,5 - TPS5, 6 - TPS6, 7 —
TPS7, 8 — Act, 9 — 18SrRNA, 10 — AACT, 11 - HMGS, 12 - HMGR, 13 - MK, 14 -
PMK, 15 - MVD, 16 — IDI, 17 — FPS, 18 — DXS, 19 — DXR, 20 — MCT, 21 — CMK,

22 — MDS, 23 - HDS, 24 — HDR, 25 — GPS. Wzorzec Perfect Plus 2 kb (EURX).




Temat badawczy 1: Poszukiwanie genow markerowych syntezy kwasu walerenowego: identyfikacja obiektow
0 zroznicowanej zawartosci kwasu walerenowego oraz przygotowanie i zabezpieczenie materiatu roslinnego do badan genetycznych

Wyniki

Srednia zawarto$é kwaséw walerenowych (%) w badanych populacjach uprawnych

POPULACJA VI POPULACJA VIi POPULACJA Vi POPULACJA IX POPULACJA X
0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
0,45 0,45 T 0,45 0,45 0,45
0,40 0,40 0,40 0,40 T T 0,40 T T
0,35 T T 0,35 - 0,35 T T 0,35 - 0,35 -
0,30 - 0,30 - 0,30 - 0,30 - 0,30 -
0,25 - 0,25 - 0,25 - 0,25 - 0,25 -
0,20 - 0,20 -+ 0,20 -+ 0,20 -+ 0,20 -+
0,15 - 0,15 - 0,15 - 0,15 - 0,15 -
0,10 - 0,10 - 0,10 - 0,10 - 0,10 -
0,05 - 0,05 - 0,05 - 0,05 - 0,05 -
0,00 - 0,00 - 0,00 - 0,00 - 0,00 -
123456 123 456 123 456 123 456 123456
é' iwas hyd:ollzsywa:erenowy VI populacja Kujawy (liczba roslin:16),
- lwas acetoksywalerenowy VII populacja Ptohsk (liczba roslin: 37),
3. Kwas walerenowy ) ) .
VIl populacja Wtodawa (liczba roslin: 19),
5. suma kwaséw walerenowych (1+2+3) IX popuIaCJ:a Lubelszc-zyzna (Ii(’:?ba rodlin: 21).
6. suma kwasow hydroksy walerenowego i walerenowego X populacja SGGW (liczba roélin: 10)
(2+3) tacznie: 103 obiekty




Temat bad. 2: Okreslenie zakresu zroznicowania rozwojowego i chemicznego kozika lekarskiego w pierwszym roku wegetacji roslin

Materiaty i metody

Materiat roslinny:
Liczba badanych roslin: 50
Liczba plantacji na ktérych wykonywano obserwacje: 4

Badane cechy:

a) podatnosc¢ populacji na pospiechowatos¢ (oceniono 50 roslin na kazdej plantaciji);

b) zrdéznicowanie morfologiczne organow podziemnych;

Cc) zrdéznicowanie chemiczne organdéw podziemnych (zawartos¢ kwasow walerenowych — HPLC-DAD i olejku eterycznego wg FP IX —
GCIMS);

d) bujnos¢ czesci nadziemnej;

e) zabarwienie antocyjanowe lisci;

szerokos¢ odcinkow pierzastosiecznych lisci;

zgbkowanie brzegdw blaszki lisciowej;




Temat bad. 2: Okreslenie zakresu zréznicowania rozwojowego i chemicznego koztka lekarskiego w pierwszym roku wegetacji roslin

Wyniki

Zrdéznicowanie organéw podziemnych koztka lekarskiego

Populacja Swieza masa organéw Swieza masa ktgczy (g) Swieza masa korzeni () Ocena chemiczna
podziemnych (g) (kwasy walerenowe — suma, %)

Ptonsk 330 - 925 155 - 385 175 - 480 0,22-0,41

Wiodawa 970 - 2740 440 - 1140 530 - 1600 0,19-0,39

Lubelszczyzna 800 - 2640 295 - 1150 505 - 1490 0,19-0,43

SGGW 880 - 2140 385-515 470 - 725 0,23-0,41

Zawartos¢ i sktad chemiczny olejku eterycznego z organéw podziemnych koztka lekarskiego (%)

RT* Zwigzek chemiczny populacja
Plonsk Wiodawa Lubelszczyzna SGGW

1,55 alfa-pinen 2,52 2,42 7,33 5,16
1,76 kamfen 2,80 5,17 8,36 6,26
11,78  octan bornylu 11,22 10,14 28,41 23,97
11,95 beta-kariofilen 1,49 2,53 1,19 1,70
14,59 kwas izowalerenowy 55,52 51,53 10,11 3,74
26,88 spatulenol 4,36 20,22 5,24 10,03
43,65 kwas walerenowy 0,52 1,25 0,98 1,34

Zawartos¢ olejku (%) 0,60 0,31 0,25 0,13

*czas retencji



Charakterystyka badanych populacji pod wzgledem liczby chromosomoéow

Materiaty i metody

*  Wierzchotki wzrostu korzeni siewek:

1. odmiany ' Lubelski’ zbiér nasion 2020

2. populacji SGGW, zbior nasion 2019

« Skracanie chromosomoéw:

0,002 M roztwér 8-hydroksychinoliny , 3 h, 16°C.

« Utrwalenie materiatu:

mieszanina absolutnego alkoholu etylowego i kwasu
octowego lodowatego (3:1), 24 h.

* Przechowywanie materiatu: 70% etanol, 4°C
 Dokumentacja fotograficzna:

mikroskop Olympus BX41, program QuickPhotoPro

Temat bad. 2: Okreslenie zakresu zréznicowania rozwojowego i chemicznego koztka lekarskiego w pierwszym roku wegetacji roslin
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WyniKki
Liczba chromosomow *
Populacja Liczba siewek
analizowanych tetraploidalnych o innej liczbie
(4x=28) chromosomow
‘Lubelski’ 31 30 1 (miksoploidalna)
Populacja SGGW 28 28 0




Temat badawczy 3: Opracowanie warunkow inicjacji kultury in vitro koztka, w tym optymalizacja sktadu pozywek do jej prowadzenia

Materiaty | metody

Zrédta eksplantatow inicjalnych:

1. wyselekcjonowane rosliny (klony) koztka

2. nasiona odmiany 'Lubelski’ (zbiér 2021)
Rodzaje eksplantatéw pobieranych z roslin:
* wierzchotki pedow

* miode liscie

Terminy pobierania eksplantatéw z roslin:
1. wiosha — pierwsza potowa maja

2. jesien — pierwsza potowa wrzesnia
Pozywka dla eksplantatow:

* wierzchotkow pedow i lisci - MS/B5 z 0,1 lub 0,5 mg/l BA
* nasion — %2 MS/B5 bez regulatoréw wzrostu

Pak wegetatywny - wrzesien

Metody zastosowane do odkazania eksplantatéw inicjalnych

Rodzaj substancji Wierzchotki pedéw Nasiona
odkazajacej Stezenie substanciji Czas ekspozycji Stezenie substanc;ji Czas ekspozycji
odkazajacej odkazajacej
‘Domestos’ 10% 20 minut 10% 30 minut
PPM™ 5% 3 godziny 2,5% 12 godzin
Sublimat 0,2% 2 minuty 0,2% 5 minut




Wyniki

Temat badawczy 3: Opracowanie warunkow inicjacji kultury in vitro koztka, w tym optymalizacja sktadu pozywek do jej prowadzenia

Wpltyw metody odkazania na % zywotnych i czystych mikrobiologicznie eksplantatéw inicjalnych

Substancja Wierzchotki pedow Wycinki lisci Nasiona
odkazajaca maj wrzesien maj wrzesien

PPM 45,7 c 62,5a 88,1 a 30,6 c 56,2 a
Sublimat 95,1a 68,8 a 85,6 a 98,1a 38,7hb
‘Domestos’ 59,4 b 64,4 a 83,8a 819b 50,5a

Z odkazonych eksplantatow uzyskano:
« wierzchotki peddéw pobieranych w maju - liczne pedy przybyszowe/eksplantat
* paki pobierane we wrzesniu - jeden ped/eksplantat
* wycinKi lisci w obu terminach — w zastosowanych warunkach nie otrzymano

organogenezy pedow
* nasiona - rozwijajgce sie siewki

Wplyw metody odkazania i zawartosci BA w pozywce na liczbe pedéw przybyszowych
powstatych z pgkéw kwiatostanowych

Pak kwiatostanowy (maj) PPM, 0,1 mg/l BA

Substancja odkazajaca Stezenie BA w pozywce (mg/l) Srednia dla metody
odkazania
0,1 0,5 A *
PPM 15,9 b 22,3a 19,1a W/
Sublimat 5,7¢ 6,5¢ 6,1c P
Domestos' 10,7 bc 9,4 cC 10,1 b -
Srednia dla stezenia BA 10,8 a 12,8 a - Pak wegetatywny (wrzesien) PPM, 0,1 mg/l BA




Temat bad. 4. Badania metodyczne — optymalizacja warunkow ekstrakcji oraz analizy chemicznej korzenia koztka przy uzyciu HPLC

Materiaty | metody

Optymalizacja analiz chemicznych:

typ kolumny do HPLC: 2 rodzaje
warunki przeptywu: 2 gradienty

Optymalizacja warunkéw ekstrakciji:

rodzaj rozpuszczalnika: 2 (metanol, etanol)

metoda ekstrakcji: 4 (2-stopniowa pod chtodnicg zwrotng; 1-stopniowa pod
2-stopniowa wspomagana ultradzwiekami; 1-stopniowa wspomagana ultradzwiekami)

czas ekstrakcji: 5, tj.: 2-stopniowa (30 + 15 min.;15 + 15 min.); 1-stopniowa (45 min.; 30 min.; 10 min)

chtodnicg zwrotng;
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Chromatogram mieszaniny wzorcow otrzymany za pomocg metody
wg. Farmakopei Europejskiej (monograph 04/2017:0453):
1. kwas hydroksywalerenowy 2. kwas acetoksywalerenowy 3. kwas walerenowy

Chromatogram mieszaniny wzorcow otrzymany za pomocg metody
opracowanej w temacie badawczym 4.
1. kwas hydroksywalerenowy 2. kwas acetoksywalerenowy 3. kwas walerenowy




Temat bad. 4. Badania metodyczne — optymalizacja warunkdéw ekstrakcji oraz analizy chemicznej korzenia koztka przy uzyciu HPLC

Wyniki
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Kombinacje zastosowane do optymalizacji warunkdw ekstrakcji
kombinacja

symbol

Ch30 15 Ch4s U30 15

u4s

metanol

Uu10 |Ch30 15 Ch4s U30 15

u4s

etanol

0,250

0,200

0,150

0,100

0,050

0,000

Kwas acetoksywalerenowy

11

Ch30 15 Ch4s U30 15

u4s

metanol

Ch30 15 Ch4s U30 15

u4s

etanol

metanol, pod chtodnicg zwrotng dwustopniowa 30 min + 15 minut
metanol, pod chtodnicg zwrotng jednostopniowa 45 min
metanol, wspomagana ultradzwigkami dwustopniowa 30 min + 15 minut

metanol Ch 30 15
metanol Ch 45
metanol U 30 15

0,020
0,018
0,016
0,014
0,012
0,010
0,008
0,006
0,004
0,002
0,000

Kwas hydroksywalerenowy

i

Ch30 15 Ch4s U3O 15

u4s

metanol

Uu10 |Ch30 15 Ch4s U30 15

u4s

etanol

metanol, wspomagana ultradzwigkami jednostopniowa 45 min metanol U 45
metanol, wspomagana ultradzwigkami dwustopniowa 15 min + 15 minut metanol U 1515
metanol, wspomagana ultradzwigkami jednostopniowa 30 min metanol U 30
metanol, wspomagana ultradzwigkami jednostopniowa 10 min metanol U 10
etanol, pod chtodnicg zwrotng dwustopniowa 30 min + 15 minut etanol Ch 30 15
etanol, pod chtodnicg zwrotng jednostopniowa 45 min etanol Ch 45
etanol, wspomagana ultradzwiekami dwustopniowa 30 min + 15 minut etanol U 30 15
etanol, wspomagana ultradzwiekami jednostopniowa 45 min etanol U 45
etanol, wspomagana ultradzwiekami dwustopniowa 15 min + 15 minut etanol, etanol U 1515
wspomagana ultradzwigkami jednostopniowa 30 min etanol U 30
etanol, wspomagana ultradzwiekami jednostopniowa 10 min etanol U 10
Przy jednostopniowej ekstrakcji metanolowej wspomaganej

ultradzwiekami, trwajgcej 10 min.,

zawarto$¢ sumy zwigzkow

markerowych w wyciggu z korzeni kozika tj. kwasu walerenowego i

acetoksywalerenowego jest wyzsza niz przy ekstrakcji

farmakopealna.

metoda

Wyniki te stanowig przestanke do wykorzystania tej skroconej metody
jako optymalnej i oszczednej przy analizach przesiewowych do

zastosowania w projektowanych badaniach.



