Załącznik – dodatkowy opis przedmiotu zamówienia


Metody analiz:
1. Ocena właściwości podłoża – Ocena składu pożywki podawanej roślinom w zależności od ich fazy rozwoju. 
2. Ocena zawartości w liściach chloroplastowych. Oznaczenia zawartości barwników chloroplastowych przeprowadzona przy wykorzystaniu metody ekstrakcyjnej według HISCOXA I ISRAELSA (1979). Po pobraniu 25 liści z kombinacji za pomocą korkoboru wycięte zostaną fragmenty blaszki liściowej. Naważki o łącznej masie 0,5 g zalewa się 5 ml sulfotlenku dwumetylu, a następnie umieszcza w łaźni, gdzie temperatura wody wynosi 65oC. Po upływie 20 minut przy pomocy spektrofotometru mierzy się tzw. absorbancję przy długości fali 470 nm- karoten, 645 nm- chlorofil b i 663 nm- chlorofil a. 
Obliczenia zostaną wykonane na podstawie wzoru Arnona: 
Chlorofil a = (12,7 x A663 – 2,7 x A645) x V x (1000 x W)-1
Chlorofil b = (22,9 x A645 – 4,7 x A663) x V x (1000 x W)-1
suma a + b = (20,2 x A645 + 8,02 x A663) x V x (1000 x W)-1
gdzie: V – to całkowita objętość ekstraktu cm³ a W – to masa próbki w g
Karotenoidy = (1000 x A470 – 1,9 chlorofil a – 63,14 chlorofil b) x 214-1
Wszystkie wyniki dotyczące zawartości barwników chloroplastowych zostaną wyrażone w mg·kg-1.
3.Ocena RWC (względna zawartość wody) i WSD (względny deficyt wody) w sposób precyzyjny określająca stan dehydratacji. W celu oznaczenia RWC zebrane zostaną z każdej kombinacji po 10 liści, z których korkoborem zostaną wycięte krążki. Następnie 10 krążków zostanie zważonych i umieszczonych w naczynku wagowym. Zostaną one zalane 25 ml wody destylowanej i pozostawione na 24h w ciemnym i chłodnym miejscu. Po upływie tego czasu wycinki zostaną ponownie zważone w pełnym turgorze, a następnie będą suszone w naczynkach wagowych w temperaturze 65oC przez 48 h. Na podstawie uzyskanych wyników pomiarów mas zostaną obliczone współczynniki RWC oraz WSD.
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gdzie:
W1 - świeża masa liści przy pełnym turgorze pomniejszona o suchą masę liści
W2 – aktualna masa liści pomniejszona o suchą masę liści

4. Ocenę plonowania – plony będą zbierane z każdej rośliny w miarę dojrzewania owoców a następnie zostanie oceniony plon w kg·roślina-1 oraz plon w t·ha-1.
5. Ocena jakości plonu:
· masa owoców – po każdym zbiorze losowo będzie wybrane po 100 owoców z każdej kombinacji, które będą zważone z dokładnością do 1 g,
· zawartość ekstraktu – oznaczenie będzie wykonane przy pomocy refraktometru Abbego na próbie 100 owoców z każdej kombinacji. Sok z owoców wyciskany będzie na płytkę refraktometru a otrzymany wynik pomiarów wyrażony zostanie w % o Brixa.
· jędrność owoców – pomiary będą wykonane na próbie 100 owoców z każdej kombinacji za pomocą zamocowanego na statywie. Test ten jest znany jako Magnessa-Taylora i polega na przebijaniu miąższu trzpieniem o ∅ 1,5 mm. Wartości pomiarów wyrażana będzie w g·mm-2.
· Wybarwienie owoców – ocena kolorymetrem w przestrzeni barw Lab, opartą na bazie tzw. trójchromatycznego modelu percepcji barwy. Uzyskane dane numeryczne stanowią wartość bezwzględną oraz różnicę opartą na pomiarze różnicy odcienia, nasycenia i jasności barwy.
· kwasowość potencjalną - pobrano 5 ml soku wyciśniętego z owoców oraz 45 ml wody destylowanej. Następnie miareczkowano roztwór 0,1n NaOH do momentu uzyskania pH 7,4. Kwasowość owoców jagodowych zostaje wyrażona w przeliczeniu na kwas cytrynowy. Kwasowość ogólna soku w gramach na 100 cm3 produktu zostanie wyliczona za pomocą wzoru:
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gdzie:
a - objętość roztworu NaOH zużytego do miareczkowania badanego roztworu w cm3
c – stężenie NaOH w mol·dm-3
k – współczynnik służący do przeliczania wyniku na kwas cytrynowy, k= 0,064
V – objętość produktu badanego zawartego w roztworze
· Ogólna aktywność antyoksydacyjna i zawartość witaminy C
· Ilościowa ocena zawartości cukrów i kwasów organicznych za pomocą wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC
· Ocena jakości owoców po 6 dniach przechowywania (jędrność, ekstrakt i występowanie chorób grzybowych – szara pleśń).
Ze względu na wiarygodność prowadzonych badań celowe jest prowadzenie pomiarów i uzyskanie wyników oceniających: intensywność fotosyntezy netto (μmol CO₂· m-²·s-1), współczynnik transpiracji liści (μmol H₂O·m-²·s-1), przewodność aparatów szparkowych (mol H₂O·m-²·s-1), wewnętrzne stężenie dwutlenku węgla (mol CO₂ mol-1). Jeśli zostaną one dodatkowo skorelowane z warunkami klimatycznymi oraz jakością owoców będzie łatwiej opracować warunki optymalne jakie powinny być utrzymane w trakcie uprawy. 
Ocena wzrostu roślin:
· Pomiar wysokości, szerokości i obliczenie objętości rośliny 
· Ocena wielkości liści - w okresie dojrzewania owoców zostaną zebrane liście, po 50 z każdego powtórzenia (bloku) a następnie zostaną zeskanowane i obliczona zostanie ich powierzchnia.

Dodatkowo:
- Oznaczenie proliny, kwasów organicznych, węglowodanów oraz aminokwasów zawartych w owocach będą wykonane przy użyciu LC-MS/MS
Metoda LC-MS wykonana za pomocą spektrometru masowego z jonizacją przez elektrorozpylanie w trybie jonów ujemnych wyposażonego w system chromatografii cieczowej. Standardową elucję prowadzono na kolumnie 1,7 μm, 2,1 x 150 mm utrzymywanej w temperaturze 35 ° C. Faza ruchoma była mieszaniną acetonitrylu A 10:90: 0,1% wodorotlenku amonu w wodzie i acetonitrylu B 90:10: 0,1% wodorotlenku amonu w wodzie przy szybkości przepływu 0,2 ml / min w 35-minutowym gradiencie liniowym w następujący sposób : 0 - 30 min, 100-70% B; 30 - 30,1, min 70 - 60% B; 30,1 - 33 min, 60 - 80% B; 33 - 35 min, 80-100% B. Objętość nastrzyku wynosiła 10 µl, kolumnę ustawiono na 35ºC, a temperaturę menedżera próbki na 15ºC. Warunki detektora spektrometru mas ustalono następująco: napięcie kapilary 2,80 kV, temperatura źródła 120 ° C, temperatura desolwatacji 350 ° C, przepływ gazu desolwatacyjnego 500 ml / hi przepływ gazu stożkowego 50 ml / h.
- Rodniki semichinonowe będą oznaczane przy wykorzystaniu Elektronowego Rezonansu Paramagnetycznego. Próbki 1 g świeżej masy owoców, będą zamrożone w ciekłym azocie i liofilizowane w liofilizatorze. Liofilizowany materiał przeniesiony zostanie do probówek kwarcowych typu EPR (średnica 4 mm). Elektronowy rezonans paramagnetyczny zmierzony będzie w temperaturze pokojowej za pomocą spektrometru. Stężenia rodników semochinonu obliczony zostanie odpowiednio jako liczba spinów przypadających na 1 g suchej masy próbki oraz stężenie jonów miedzi jako liczbę jonów miedzi na 1 g suchej masy próbki.
- Zdolność antyoksydacyjna (Total antioxidant capacity TLC) będzie oznaczana spektrofotometrycznie. Całkowita zdolność przeciwutleniająca zostanie zmierzona za pomocą zdolności antyoksydantów zawartych w ekstrakcie do redukcji kationu ABTS +, jak opisali Morkunas i in. (2013). Typowe przeciwutleniacze, takie jak askorbinian i glutation, reagują bardzo szybko z ABTS +, a zatem spadek absorbancji roztworu zawierającego ekstrakt po 10 s jest miarą ich zawartości w próbce. Z kolei reszty tyrozyny i tryptofanu w białkach reagują wolniej; Dlatego miarą ich zawartości jest spadek absorbancji roztworu zawierającego ekstrakt po 30 min. Krzywą kalibracji wykreślono przez dodanie 5 µl porcji 1 mM Troloksu do rozcieńczonego ABTS + i pomiar stopniowego spadku absorbancji. Końcowy wynik TAC wyrażono jako mikromolarny Trolox na gram świeżej masy.

Wykonawca, w momencie wystąpienia jakichkolwiek efektów niepożądanych lub odchyleń od planowanego scenariusza eksperymentu poinformuje o tym fakcie Zamawiającego, przy czym czas reakcji Zamawiającego nie przekroczy 12 godzin. Wykonawca w ścisłej współpracy z Zamawiającym wdroży odpowiednie działania naprawcze. 
Uzyskane wyniki zostaną poddane analizie statystycznej. 
Na podstawie wykonanych eksperymentów Wykonawca przedstawi Zamawiającemu Raport z badań zawierający szczegółowy opis przebiegu badań, warunków prowadzenia badania, zastosowanych metodyk, zestawienie otrzymanych wyników, opis ścieżek decyzyjnych, bazy danych z uzyskanymi wynikami surowymi, wyniki obróbki statystycznej otrzymanych wyników, pozwalające na odtworzenie osiągniętych najlepszych efektów i przeprowadzenie badań nad systemem monitorowania uprawy roślin jagodowych. 
W przypadku niemożności odtworzenia efektów rozwiązania badanego i opracowywanego przez Wykonawcę, Wykonawca w ramach wynagrodzenia za zlecenie będzie kontynuował współpracę przy realizacji badań przez Zamawiającego nad systemem monitorowania, forma współpracy: 40 godzin konsultacji eksperckich.
