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Streszczenie

Zmiennos$¢ chemiczna i plonowanie wybranych gatunkow roslin zielarskich
w polikulturze

Wraz ze wzrostem cen gruntow oraz brakiem zarejestrowanych produktéw
do chemicznej ochrony ro$lin przed szkodnikami ro$nie zainteresowanie alternatywnymi
metodami upraw. Jedng z nich jest uprawa wspotrzedna, ktora polega na jednoczesnym
uprawianiu dwoch lub wigcej gatunkdw na tym samym obszarze. Polska ma dtuga
tradycje w wykorzystywaniu roslin leczniczych, w tym ich pozyskiwaniu z naturalnych
stanowisk. Dotyczy to takze cieniolubnych ro$lin leczniczych, ktore maja specyficzne
wymagania $rodowiskowe. Chociaz ich uprawa jest mozliwa, czesto wymaga
kosztownych instalacji cieniujgcych, co czyni ja nieoptacalng w przypadku roslin
o stosunkowo niskiej wartosci rynkowej. Agrolesnictwo, bedace szczegdlng forma
uprawy wspotrzednej wykorzystujaca drzewa, moze stanowic rozwigzanie, ktére pozwoli
na wprowadzenie tych roslin do upraw komercyjnych. Dodatkowo agrole$nictwo oferuje
korzysci takie jak: dodatkowy plon, dywersyfikacja produkcji czy naturalne zacienienie
gleby, co ogranicza rozw0j chwastow. Na §wiecie z powodzeniem stosowane sg roézne
systemy agrolesne, cho¢ zazwyczaj opieraja si¢ one na roslinach $wiatlolubnych jako
gatunkach podszytu.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie mozliwosci uprawy cieniolubnych roslin
leczniczych w systemie agrolesnym z bzem czarnym (Sambucus nigra L.) jako gatunkiem
drzewiastym oraz miodunkg mickkowtosa (Pulmonaria mollis Wulfen ex Hornem.),
czosnkiem niedzwiedzim (Allium wursinum L.) 1 kopytnikiem pospolitym (Asarum
europaeum L.) jako gatunkami podszytu. Ponadto, biorgc pod uwage, ze taki system
uprawy mogltby by¢ najszybciej zaadaptowany przez producentéw bzu czarnego, drugim
celem bylo zbadanie wptywu tego typu uprawy na sktad chemiczny kwiatéw, owocow
1 liSci bzu czarnego.

W ramach przeprowadzonych doswiadczen posadzono sto drzew bzu czarnego
odmiany 'Samdal' wraz z trzema gatunkami podszytu oraz poletkami kontrolnymi
w czterech powtorzeniach w ukladzie kwadratu tacinskiego. Ponadto dla kazdego
gatunku podszytu zalozono dodatkowe poletka, na ktoérych rosliny uprawiane byty
w pelnym nastonecznieniu badz pod siatkami cieniujacymi, w celu okreslenia zacienienia
na plon i sktad chemiczny tych surowcoéw. Wykorzystano do tego rézne analizy

chemiczne takie jak spektroskopi¢ w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR),
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analizy  laboratoryjne  metodami  kolorymetrycznymi  oraz =~ wysokosprawng
chromatografi¢ cieczowg (HPLC). Aby sprawdzi¢ czy uprawa gatunkow podszytu
wptywa na bez czarny zbierano i analizowano jego liscie w kluczowych fazach: wczesng
wiosng, podczas kwitnienia, owocowania i jesienig.

Sposrod wszystkich badanych gatunkow podszytu tylko miodunka migkkowtosa
okazala si¢ odpowiednia do uprawy w systemie agrolesnym bez dodatkowych naktadow.
Zarowno czosnek niedzwiedzi, jak 1 kopytnik pospolity mialy mocno ograniczony wzrost
przez susz¢ oraz niewystarczajagce  zacienienie. Miodunka migkkowtlosa
charakteryzowata si¢ najwyzszym plonem sposrod badanych ro$lin i byla jedynym
gatunkiem zapewniajacym catoroczne pokrycie gleby, co skutecznie ograniczato rozwoj
chwastow. Obserwacje sugeruja, ze miodunka moze posiada¢ takze wilasciwosci
allelopatyczne, co dodatkowo wspomaga tlumienie chwastow. Mimo ze miodunka
istotnie zmniejszyla plon bzu czarnego, taczna warto$¢ plonu z obu tych gatunkow byta
wyzsza w poroOwnaniu z monokulturg bzu czarnego.

Uogolniajac, wptyw gatunkow podszytu na sktad chemiczny lisci, kwiatow czy
owocOw bzu czarnego byt znikomy, co nie dziwi, biorac pod uwage, ze bez czarny czgsto
ro$nie w sgsiedztwie roznych innych gatunkéw roslin. Zaobserwowano natomiast istotne
zmiany w skladzie lisci w zalezno$ci od terminu ich zbioru. Liscie wiosenne miaty
wyzszg zawarto$¢ biatka, podczas gdy liscie jesienne cechowaty si¢ wigkszg zawartoscig
woskéw, co wykazano metoda FTIR. Zaobserwowano wplyw gatunkéw podszytu
na zawartos¢ biatek i flawonoidow w lisciach bzu czarnego, szczegdlnie w okresie
owocowania.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze uprawa cieniolubnych roslin leczniczych
w systemie agrolesnym z bzem czarnym moze by¢ ekonomicznie optacalna, pod
warunkiem starannego doboru gatunkow podszytu. Taki system oferuje rolnikom
dodatkowe zrédlo dochodu na poczatku sezonu, wspomagajac dywersyfikacje
przychodéw oraz =zabezpieczajagc przed skutkami niekorzystnych warunkéw
srodowiskowych, takich jak susze czy powodzie. Dodatkowo potwierdzono, ze metoda
FTIR jest skutecznym, szybkim i niedestrukcyjnym narzedziem do rutynowej oceny

jakosci oraz zmian chemicznych w surowcach zielarskich.

Stowa kluczowe: bez czarny, agrole$nictwo, gatunki podszytu, uprawa wspolrzedna,

miodunka migkkowtlosa, czosnek niedzwiedzi, kopytnik pospolity
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Abstract

Chemical variability and yield of selected medicinal plant species in polyculture

With increasing land prices and a lack of registered products for chemical pest
management, there is a growing interest in alternatives to conventional cropping systems.
One such alternative is intercropping, where two or more species are grown within the
same area. Poland has a long history of utilizing medicinal plants, including harvesting
them from natural sites. This includes shade-loving medicinal plants that naturally grow
in forests and are challenging to cultivate due to their specific environmental
requirements, which necessitate high inputs, making it economically unfeasible.
An agroforestry system, considered a specific type of intercropping, can reduce these
inputs as tree species provide the necessary environmental conditions for shade-loving
medicinal plants and simultaneously offer an additional crop, thereby diversifying
production. Various agroforestry systems have been tested worldwide, typically involving
plants that can be grown in full sun, which are usually suitable in areas with higher

sunlight.

The objective of this work was to assess the feasibility of growing shade-loving
medicinal plants in an agroforestry system with European elderberry (Sambucus nigra L.)
as the tree species, and lungwort (Pulmonaria mollis Wulfen ex Hornem.), wild garlic
(Allium wrsinum L.), and european wild ginger (Asarum europaeum L.) as understory
species. Additionally, given that this system would likely be adopted by commercial
elderberry producers, another aim was to determine the impact on the chemical

constituents of elderberry flowers, fruits, and leaves to forecast long-term effects.

For this purpose, one hundred ‘Samdal’ elderberry trees and the three understory
species were planted together with control plots in four replicates in a latin square design.
Additionally, for each understory species, extra plots were established in full sun and
under shading cloth nearby to further investigate changes in these plants. Yield data were
collected for all species, along with various chemical analyses, including Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), laboratory analysis using colorimetric methods,

and High-Performance Liquid Chromatography (HPLC). To predict the impact of this
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system on elderberry plants, leaves were collected a total of nine times during critical

phases: early spring leaves, at flowering, at fruiting, and in fall just before leaf senescence.

Among all tested understory species, only lungwort proved to be a viable species
for agroforestry without additional inputs. Wild garlic was severely affected by drought,
but some data suggest it could perform well with adequate soil moisture. European wild
ginger also underperformed, likely due to a combination of insufficient shade and soil
moisture. Lungwort had the highest yield among the understory species and was the only
one providing season-long soil cover, which also suppressed weeds. Observations suggest
lungwort might possess allelopathic potential, further suppressing weeds. While lungwort
significantly affected elderberry yield, the combined yield of the system was more

profitable compared to growing elderberry alone.

Overall, there was little to no effect of the understory species on the chemical
composition of elderberry leaves, flowers, or fruits. This finding aligns with the
understanding that elderberry plants in nature grow alongside various other plants and
adapt to suboptimal conditions. However, significant changes in leaf composition were
observed based on the season. Spring leaves had higher protein content, while fall leaves
had higher wax content, as determined by FTIR. Some effects of understory species were
noted on the protein and flavonoid content in leaves, particularly during the elderberry

fruiting period.

This study demonstrated that cultivating shade-loving medicinal plants alongside
elderberry can be successful, but careful selection of compatible species is essential. This
system offers farmers additional income early in the season, helping to diversify income
sources and buffer against unforeseen environmental impacts such as drought or flooding.
Furthermore, the use of FTIR for assessing quality and chemical changes in herbal raw
materials was confirmed to be a cost-effective, rapid, and non-destructive method suitable

for routine analysis.

Key words: elderberry, agroforestry, understory species, intercropping, lungwort, wild

garlic, european wild ginger
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1. Wstep

Wspotczesne rolnictwo przechodzi dynamiczng transformacje, ktorej kluczowym
aspektem jest odchodzenie od tradycyjnych monokulturowych systemow upraw na rzecz
bardziej zrownowazonych i ekologicznych metod. Monokultury, cho¢ efektywne pod
wzgledem intensyfikacji produkcji, wiaza si¢ z wieloma problemami, takimi jak
zmniejszenie biordznorodno$ci, wyczerpywanie zasobow gleby oraz rosnace
zapotrzebowanie na chemiczne $rodki ochrony roslin. W odpowiedzi na te wyzwania,

ro$nie zainteresowanie alternatywnymi systemami upraw.

Polikultura, polegajaca na rownoczesnym uprawianiu roznych gatunkow roslin na
tej samej powierzchni, przynosi szereg korzysci. Przede wszystkim, poprzez strategiczne
dobranie gatunkéw ro$lin, mozna znacznie ograniczy¢ presj¢ szkodnikow, chordb
i chwastow bez konieczno$ci stosowania pestycydow. Uprawy takie tworzg czgsto
naturalne bariery i $rodowisko niekorzystne dla patogendéw, co sprzyja zdrowiu roslin
1 zwigksza ich odpornos¢. Ponadto, zroznicowane systemy korzeniowe 1 rézne potrzeby
pokarmowe ros$lin pomagaja w lepszym wykorzystaniu dostepnych zasoboéw gleby,

co prowadzi do bardziej efektywnego zagospodarowania powierzchni rolne;j.

W ostatnich latach, zar6wno w Polsce jak i w calej Europie, ro$nie
zainteresowanie szczegdlnym typem uprawy wielogatunkowej, w ktorej gatunkiem
dominujacym sg drzewa. Ten typ uprawy, nazywany agrolesnictwem, posiada szereg zalet
takich jak podwdjne wykorzystanie powierzchni pola poprzez uprawe roslin
bezposrednio pod korong drzew oraz lepsze wykorzystanie nawozow, zwlaszcza tych
ktore tatwo wptukiwane sg do nizszych warstw gleby. Wickszo$¢ systemoéw agrolesnych
wykorzystywanych obecnie stosuje pod drzewami rosliny wymagajace pekni
nastonecznienia tj. zboza, lawende czy warzywa. Polska, z uwagi na dhuga tradycje
wykorzystania, zbioru i uprawy roslin leczniczych ma szans¢ na wykorzystanie w peini
mozliwo$ci systemoéw agrolesnych, zwlaszcza wykorzystujacych cieniolubne ro$liny
lecznicze. Dotyczy to w szczegolnosci gatunkow, w przypadku ktérych wartosé rynkowa
nie uzasadnia instalowania drogich konstrukcji z siatkami cieniujgcymi, a ktére obecnie

gtownie pozyskiwane sg ze stanowisk naturalnych.

W dobie rosnacej §wiadomosci ekologicznej i zwigkszajacej si¢ popularnosci

zywnosci ekologicznej, polikultura moze sta¢ si¢ atrakcyjng alternatywa dla rolnikow
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dazacych do produkcji zrownowazonej. Takie systemy uprawy nie tylko redukuja
zalezno$¢ od chemicznych srodkow ochrony roslin, ale rowniez sprzyjaja zwigkszaniu
bior6znorodnosci, poprawiaja strukture gleby oraz zmniejszaja ryzyko erozji.
Dodatkowo, w systemach agrolesnych, uprawa gatunkéw podszytu pozwala na lepsze

zacienienie gleby, przez co w naturalny sposéb zmniejszona jest presja chwastow.

W niniejszej pracy zaprezentowano wyniki doswiadczen polowych dotyczacych
plonowania oraz zmienno$ci chemicznej bzu czarnego, uprawianego w systemie
agroleSnym wraz z trzema gatunkami podszytu. Badania te moga przyczyni¢ si¢
do popularyzacji tego typu upraw w Polsce oraz do lepszego rozumienia kompatybilnosci

gatunkow w uprawach wielogatunkowych.
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2. Cel i zakres pracy

Niniejsza praca doktorska miata na celu okreslenie mozliwosci prowadzenia
uprawy agrolesnej sktadajacej si¢ jedynie z ro$lin leczniczych, uzytych zaré6wno jako
gatunek zacieniajacy jak i jako gatunek podszytu. Cel ten realizowano poprzez cykl

do$wiadczen.

Pierwsza cze$¢ doswiadczen dotyczyla bzu czarnego w uprawie agrolesnej.
W czgéci tej analizowano surowiec (kwiat oraz owoc bzu czarnego) pochodzacy z upraw
wraz z gatunkami towarzyszacymi: miodunkg mickkowtosa, czosnkiem niedzwiedzim
oraz kopytnikiem pospolitym w poroéwnaniu do surowca pochodzacego z kombinacji
kontrolnej, w ktérej utrzymywany byt ugdr herbicydowy. W ramach tych badan (w latach
2017-2018) okreslany byt plon surowca oraz jego zmiennos¢ chemiczna w zalezno$ci
od kombinacji dos§wiadczenia z wykorzystaniem analizy chemometrycznej na podstawie

wynikéw uzyskanych z wysokosprawnej chromatografii cieczowe;.

Druga cze$¢ doswiadczen (w latach 2018-2019) zwigzana byla z okre§leniem
plonu surowca oraz zmienno$ci chemicznej liSci czosnku niedzwiedziego oraz ziela
miodunki migkkowlosej w zalezno$ci od warunkéw oswietlenia. W tym celu poréwnano
plon oraz zawarto§¢ wybranych grup zwigzkow chemicznych w surowcu uzyskanym
z uprawy pod korong bzu czarnego a tym z uprawy w pelnym nastonecznieniu oraz upraw

pod siatkg cieniujaca.

Trzecia czg$¢ doswiadcezen (w latach 2016-2018) dotyczyta okreslenia zmiennosci
chemicznej lisci bzu czarnego oraz ich przydatno$ci jako surowca leczniczego. Czes¢ ta
realizowana byta poprzez badanie lisci bzu czarnego pochodzacych z uprawy agrolesnej
zebranych w czterech okresach fenologicznych: wczesng wiosng — tuz po rozwinigciu
pierwszych li§ci po spoczynku zimowym, podczas petlni kwitnienia, podczas pelnej
dojrzato$ci owocow oraz p6zng jesienig tuz przed wejsciem roslin w spoczynek zimowy.
Liscie te zbierane byly we wszystkich czterech okresach fenologicznych poczawszy
od jesieni 2016 r. Zmienno$¢ chemiczna analizowana byta przy uzyciu spektrometrii
w podczerwieni z transformata Fouriera, analiza wybranych grup zwigzkéw chemicznych
metodami kolorymetrycznymi oraz analizag chemometryczng na podstawie wynikow

uzyskanych z wysokosprawnej chromatografii cieczowe;.
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3. Przeglad literatury

3.1. Znaczenie badan nad zmiennos$cia chemiczng roslin leczniczych

Surowce zielarskie, pozyskiwane zaréwno ze stanowisk naturalnych jak i te

pochodzace z uprawy moga charakteryzowaé si¢ wysoka zmiennoscig pod wzgledem

zawarto$ci substancji biologicznie aktywnych co bezposrednio wplywa na ich

wiasciwosci lecznicze oraz przydatnos$¢ dla przemystu zielarskiego i farmaceutycznego.

Do gtéwnych Zrédet zmiennosci chemicznej w roslinach leczniczych mozna zaliczy¢:

1.

Czynniki genetyczne: roznorodno$¢ genetyczna w obrgbie 1 pomigdzy
gatunkami ro$lin moze prowadzi¢ do znaczacych réznic w sktadzie chemicznym
ro$lin leczniczych. Zmienno$¢ ta wynika z réznych genotypéw zdolnych
do biosyntezy roznych ilosci i typoéw metabolitow wtornych, ktére odpowiadaja
za wilasciwosci lecznicze roslin.

Czynniki ontogenetyczne: odnosza si¢ do zmian w sktadzie chemicznym, ktére
zachodza w miar¢ przechodzenia ro§liny przez rdézne etapy wzrostu i rozwoju.
Typ i stezenie zwigzkow bioaktywnych w roslinach leczniczych moze znacznie
rozni¢ si¢ w zaleznosci od etapu rozwojowego, takiego jak faza wegetatywna,
kwitnienie czy owocowanie.

Czynniki Srodowiskowe: warunki wzrostu roslin, w tym klimat, rodzaj gleby
i dostepnos¢ wody oraz sktadnikéw odzywczych, moga znaczaco wptywaé
na profil chemiczny roslin leczniczych. Stresy srodowiskowe, takie jak susza,
ekstremalne temperatury i niedobory sktadnikéw odzywczych w glebie, rowniez
mogg indukowaé zmiany w syntezie metabolitow wtornych.

Czynniki pozbiorcze: metody zbioru, przetwarzania i przechowywania
surowcow zielarskich moga wplywaé na ich stabilno$¢ chemiczng 1 skiad.
Niewlasciwe obchodzenie si¢ 1 przechowywanie mogg prowadzi¢ do degradacji
zwigzkow bioaktywnych, podczas gdy specyficzne techniki przetwarzania moga
wzmacnia¢ lub redukowaé niektére sktadniki chemiczne (Y. Li i in., 2020;

Nurzynska-Wierdak, 2023).
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Ad 1. Czynniki genetyczne

Podobnie jak w przypadku innych ro$lin uzytkowych, takze ws$rdd roslin
leczniczych czynniki genetyczne maja kluczowy wplyw na profil metabolitéw wtdrnych,
a zatem rowniez na jako$¢ surowca zielarskiego. Nie tylko zreszta na jakos$¢ surowca, ale
rowniez na jego plon. W przypadku wielu gatunkow roslin zaliczanych do leczniczych,
mozliwe jest okreslenie jednego lub kilku zwigzkéw chemicznych odpowiedzialnych
za przypisywane danej ro$linie wiasciwosci lecznicze. I tak np. w przypadku migty
pieprzowej, jest to mentol (jeden z gtownych sktadnikow olejku eterycznego) natomiast
w przypadku miety zielonej — karwon. W badaniach de Sousa Barros 1 in. (2015)
analizowato sklad chemiczny oraz wlasciwosci funkcjonalne olejkéw eterycznych
pochodzacych z réznych gatunkéw miety, podkres$lajac ich szerokie zastosowanie
w gastronomii, kosmetyce oraz medycynie. Badania te pozwolily na identyfikacje
wysokich st¢zenh monoterpenow takich jak limonen, mentol 1 karwon w r6znych olejkach
migtowych. Analiza réznych populacji migty pieprzowej i migty zielonej ujawnita
znaczne roznice nawet w obrebie tych samych gatunkéw, szczegdlnie pod wzgledem
zawarto$ci mentolu i karwonu - zwigzkéw o istotnej warto$ci komercyjnej
1 terapeutycznej. Z kolei Baczek 1 in. (2015) badajac dwadziescia populacji krwawnika
pospolitego (Achillea millefolium L. sensu lato) ze wschodniej Polski zidentyfikowali
wystepowanie trzech chemotypow na podstawie dominant w sktadzie olejku eterycznego:
typ B-pinenowy, typ B-pinenowo-chamazulenowy oraz typ 1,8-cyneolowy. Autorzy ci,
wzigli rowniez pod uwage zmienno$¢ s$rodowiskowa pomigdzy tymi populacjami
1 prowadzili badania na klonach uprawianych w jednolitych warunkach ex situ na polu
do$wiadczalnym. Pomimo stwierdzenia zaréwno duzej zmiennos$ci chemicznej,
jak réwniez zmienno$ci morfologicznej, autorzy nie zaobserwowali korelacji pomigdzy
tymi cechami. Tym bardziej pokazuje to, jak wysoka moze by¢ zmienno$¢ genetyczna
pomigdzy populacjami, nawet jesli wystepuja w zblizonych regionach. Takie badania
moga przyczyni¢ si¢ do wyselekcjonowania ras chemicznych oraz pomoc w hodowli

nowych odmian o podwyzszonej zawarto$ci okreslonych zwigzkéw chemicznych.

Innym przyktadem moze by¢ hodowla lub selekcja w celu wyeliminowania
zwigzku lub zwigzkéw chemicznych majacych dziatanie toksyczne. Przykladem
na to moze by¢ tujon — jeden z gtéwnych sktadnikow olejku eterycznego pozyskiwanego
z bylicy piotun (Artemisia absinhium L.). Tujon znany jest z dzialania

przeciwpasozytniczego 1 przeciwbakteryjnego, ale rdéwnoczesnie jest substancja
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potencjalnie toksyczng. Wysokie dawki tujonu moga prowadzi¢ do powaznych
problemow zdrowotnych, takich jak drgawki, halucynacje oraz uszkodzenia moézgu,
co doprowadzito do zakazu uzywania tujonu w wielu krajach, szczeg6lnie w kontekscie
produkcji absyntu. Oprocz tujonu, w bylicy piolun znajduja si¢ takze inne zwiazki, takie
jak absyntyna 1 anabsyntyna (laktony seskwiterpenowe), ktére maja dziatanie
przeciwzapalne 1 stymulujace trawienie, a takze flawonoidy i fenolowe zwiazki kwasowe,
ktore posiadajg wlasciwosci antyoksydacyjne (Batiha 1 in., 2020). W odpowiedzi
na potencjalne zagrozenia zdrowotne zwigzane z tujonem oraz w zwigzku z regulacjami
prawnymi ograniczajacymi jego zawarto$¢ w produktach konsumenckich, naukowcy
i producenci skoncentrowali si¢ na identyfikacji naturalnie wystepujacych populacji
bylicy piotun, ktore charakteryzujg si¢ nizszg zawartoscig tujonu. Dzigki wykorzystaniu
naturalnej réznorodno$ci genetycznej w tym gatunku, mozliwe jest wyselekcjonowanie
populacji z minimalnym stezeniem tego zwiazku. Taki proces pozwala na korzystanie
z terapeutycznych zalet bylicy piotun bez narazania si¢ na ryzyko zwigzane z tujonem,
co utatwia bezpieczne zastosowanie tej rosliny w medycynie oraz w produkcji alkoholi
takich jak absynt, ktory spetnia obowigzujace normy dotyczace zawarto$ci tujonu
(Geszprychiin., 2010; Nguyen i Németh, 2016). Ten sam zwigzek chemiczny moze by¢
jednak regulowany przez wiele czynnikéw i tak inni autorzy stwierdzili, ze w przypadku
wrotyczu pospolitego (Tanacetum vulgare L.) zawarto$¢ tujonu byta w wigkszym stopniu
stymulowana przez wysokie nastonecznienie, natomiast obecno$¢ kamfory byta gtownie
regulowana przez czynniki genetyczne, gdyz jej zawarto$¢ byta podobna w réznych

warunkach $rodowiska (Nurzynska-Wierdak i in., 2022).

Czasami, skfad chemiczny rosliny moze zosta¢ znaczaco zmieniony w stosunku
do oryginalnych lub dzikich populacji. Przykladem moze by¢ tu Stewia (Stevia
rebaudiana (Bertoni) Bertoni), dla ktorej w dziko rosngcych populacjach wystepuje
znacznie wiecej stewiozydu niz rebaudiozydu A — dwoch najwazniejszych glikozydow
stewiolowych, stanowiacych zwykle ponad 10% suchej masy liSci stewii. W dziko
rosngcych populacjach $rednio obserwuje si¢ stosunek tych zwigzkow okoto 3:1
(stewiozyd do rebaudiozydu A) podczas gdy istnieja wyselekcjonowane a nastepnie
rozmnazane wegetatywnie ro$liny, u ktérych stosunek tych zwigzkéw wynosi 1:10,
co przektada si¢ bezposrednio na warto$¢ surowca zielarskiego, jako ze rebaudiozyd A
posiada znacznie lepsze parametry smakowe i czgsto uzywany jest w wyizolowane;j

formie (Orlinski Pawel, 2014). Obecnie, wysitki hodowlane skupione s3 na
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podwyzszeniu zawartosci rebaudiozydu D oraz rebaudiozydu M, ktore charakteryzuja si¢
rownie stodkim smakiem jak rebaudiozyd A, jednak niemal catkowicie pozbawione sg
charakterystycznej goryczki, czg¢sto wigzanej z niechgciag konsumentéw do stosowania

stewii (Prakash i in., 2014; Al-Taweel i in., 2021).

Ad 2 Czynniki ontogenetyczne

Ontogeneza, czyli rozw¢j indywidualny rosliny, odgrywa kluczowa role
w przypadku wielu roslin leczniczych takich jak np. Zen-szen (Panax ginseng C.A.
Meyer) czy zen-szen amerykanski (Panax quinquefolius L.). Poszczegolne etapy zyciowe
rosliny, od fazy wegetatywnej, przez pregeneratywna do generatywnej, maja bezposredni
wpltyw na jej wlasciwosci farmakologiczne. W szczego6lnosci, czas rozwoju od etapu
wegetatywnego do etapu generatywnego, ktory jest wyjatkowo dhugi w rozwoju zen-
szenia, ma zasadnicze znaczenie dla okreslenia optymalnego czasu uprawy i zbioru
korzeni. Podczas wejscia w etap generatywny dochodzi do znaczacych zmian w skladzie
chemicznym korzenia, co bezposrednio wptywa na jego jakos¢ 1 efektywnos¢ jako
surowca zielarskiego. Wyniki badan wskazuja na zlozono$¢ zmian w skladzie
chemicznym, ktére sg zwigzane z wiekiem ros$lin. Stwierdzono wzrost koncentracji
ginsenozyddéw, kluczowych sktadnikow aktywnych korzeni, ktére nasilajg si¢ z wiekiem
rosliny. Rezultaty badan wskazuja, ze koncentracja ginsenozydow jest stosunkowo niska
przez pierwsze trzy lata zycia rosliny i zaczyna znaczaco wzrasta¢ dopiero w czwartym
roku. Potwierdzaja to rowniez zaawansowane techniki metabolomiczne, takie jak NMR
(ang. Nuclear Magnetic Resonance - Jadrowy rezonans magnetyczny) 1 UPLC-QTOFMS
(ang. Ultra Performance Liquid Chromatography - Quadrupole Time of Flight Mass
Spectrometry - Ultrawydajna Chromatografia Cieczowa - Spektrometria Mas z Czasem
Przelotu 1 Analizatorem Kwadrupolowym), ktore pozwolily na identyfikacje kluczowych
metabolitow zaleznych od wieku rosliny, mogacych stuzy¢ jako biomarkery do okreslenia
jakosci korzeni zen-szenia na podstawie jego wieku. Takie podejécie utatwia
identyfikacj¢ probek zen-szenia i zapewnia ich jako$¢ medyczng (Court i in., 1996; S. O.

Yang i in., 2012).

Innym przykladem rosliny, u ktorej mozna zaobserwowa¢ zmiany jakosci
surowca (liSci) wraz z terminem jego zbioru jest mitorzab dwuklapowy (Ginkgo biloba

L.). Wyniki badan przeprowadzonych przez Ding i in. (2007) wykazaly, ze liscie
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mitorzebu zbierane co miesigc, od czerwca do listopada, wykazuja znaczace zmiany
w zawartos$ci laktonow terpenowych, ktore sg kluczowymi sktadnikami aktywnymi tych
lisci. Analizy wykazaty, ze zawarto$¢ tych zwigzkow na poczatku sezonu wegetacyjnego
stopniowo roslta, osiggajac szczyt w sierpniu, co sugeruje, ze jest to optymalny czas
na zbieranie li§ci mitorzgbu pod katem maksymalizacji ich wlasciwosci leczniczych. Po
sierpniu nastgpowat stopniowy spadek zawartosci tych zwigzkow, co moze wskazywac
na obnizenie potencjatu leczniczego lisci zbieranych pdzniej w sezonie. Dodatkowo,
badania te ujawnity, ze liScie pochodzace z mtodszych drzew charakteryzowaly sig¢
wyzsza zawarto$cig laktonow terpenowych w poroéwnaniu do starszych, a takze, ze liscie
z drzew zenskich posiadajg wiecej tych zwiazkéw niz z drzew mgeskich. Te wyniki
podkreslajg znaczenie zrozumienia cykli biologicznych i ekologicznych mitorzebu
w kontek§cie produkcji  skutecznych 1 standaryzowanych  ekstraktow  fito-

farmaceutycznych.

Istotny wplyw czynnikow ontogenetycznych zostal rowniez stwierdzony
w przypadku miodownika melisowatego (Melittis melissophyllum L.). Szymborska-
Sandhu 1 in. (2020b) zbadali zawartos¢ zwigzkow biologicznie czynnych w zielu tej
rosliny w réznych fazach rozwoju (poczatek kwitnienia, petnia kwitnienia oraz w fazie
zawigzywania nasion). Dodatkowo, autorzy ci sprawdzili réwniez jakos$¢ ziela z roslin
w réznym wieku (od roku do czterech lat). Etap rozwoju rosliny oraz jej wiek w istotny
sposob wplywaty na zawarto$¢ zwigzkow biologicznie aktywnych. Na przyktad w fazie
pelni kwitnienia zaobserwowano najwyzszg zawarto$¢ glikozydu 7-O-luteoliny oraz
kumaryny, podczas gdy kwas chlorogenowy osiggal najwyzsze stezenie w fazie
zawigzywania nasion. Co wigcej, rosliny dwuletnie charakteryzowaty si¢ najwigksza
zawartoscig flawonoidow i1 kwaséw fenolowych w poréwnaniu z roslinami mtodszymi

1 starszymi.

Ad 3 Czynniki srodowiskowe

Czynniki srodowiskowe majg istotny wpltyw na zmienno$¢ chemiczng roslin
leczniczych, co bezposrednio wptywa na ich efektywno$¢ terapeutyczna. Jest to bardzo
szeroka grupa obejmujace miedzy innymi takie czynniki jak: temperatura (zar6wno
wystepowania ekstremow takich jak przymrozki czy fale upaldow, jak réwniez $rednia

temperatura powietrza), intensywnos¢ oswietlenia, dostepnos¢ wody, rodzaj stanowiska,
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agrotechnika czy stosowanie nawozdéw. Czynniki te moga mie¢ znaczny wplyw

na zawartos$¢ aktywnych sktadnikéw w roslinach.

Przyktadowo, zacienienie i intensywno$ci $wiatla stonecznego ma wplyw
na jako$¢ roslin m.in. kawy. Wyniki niektorych badan wykazaly, ze w regionach
o suboptymalnych warunkach dla uprawy kawy, takich jak nisko potozone obszary
o cieplejszym klimacie, drzewa zacieniajace moga polepsza¢ zaréwno fizyczne, jak
1 sensoryczne wlasciwosci ziaren kawy. Glowna zaletg zacienienia jest tu redukcja stresu
cieplnego roslin oraz wydtuzenie okresu dojrzewania owocow kawy, co z kolei zwigksza
rozmiar ziaren i poprawia jakosciowe cechy naparu, takie jak kwasowos¢ i petnos¢ smaku
(Muschler, 2001; Bosselmann 1 in., 2009). Badania przeprowadzone w Kostaryce przez
Muschler (2001) wykazaly, Zze intensywniejsze zacienienie prowadzi do znaczacych
popraw w masie owocOw, rozmiarze ziaren oraz wygladzie zaré6wno zielonych, jak
1 palonych ziaren. Obserwowano takze poprawe¢ cech sensorycznych kawy, w tym
kwasowosci 1 petnosci smaku, cho¢ wptyw na aromat byt rézny w zaleznos$ci od odmiany.
W regionach potozonych na wigkszych wysoko$ciach, gdzie klimat jest naturalnie
chlodniejszy i1 bardziej odpowiedni dla uprawy kawy, korzysci wynikajace z zacienienia
nie s3 jednoznaczne, a czasami zacienienie moze rowniez wykazywac negatywny wplyw.
Badania z potudniowej Kolumbii wykazaty, ze w takich warunkach cien mogl negatywnie
wptywac na cechy sensoryczne, takie jak zapach, kwasowos$¢ 1 petnos$¢ smaku, zwtaszcza
na wyzszych wysoko$ciach. Na nizszych wysoko$ciach natomiast, cien nie wplywat
znaczaco na cechy sensoryczne, ale skutecznie redukowat liczb¢ matych ziaren

(Bosselmann i in., 2009).

W przypadku roslin $cisle cieniolubnych, zacienienie ma kluczowe znaczenie
poprawiajac czesto zaréwno plon, jak réwniez jako$¢ surowca uzyskanego z roslin
leczniczych. Przyktadami takich roélin leczniczych moze by¢ choc¢by turéwka lesna
(Hierochloé australis (Schrad.) Roem. i Schult.) czy marzanka wonna (Galium odoratum
(L.) Scop.). Podyma i in. (2010) w swojej pracy wykazali, ze plon turowki lesnej byt
najwyzszy, gdy rosliny uprawiane byly w czgsciowym zacienieniu (50%). Plon ten byt
istotnie wyzszy od ro$lin uprawianych w pelnym naslonecznieniu oraz roslin
uprawianych w warunkach 70% zacienienia. Z kolei zawarto$¢ kumaryny,
najwazniejszego zwigzku aktywnego turowki, byla najwyzsza u roslin rosnacych
w najwigkszym zacienieniu, natomiast najnizsza u roslin rosnagcych w pelnym stoncu.

Pelne nastonecznienie istotnie zwiekszyto zawartos¢ bergaptenu, dodatkowo zmieniajac
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profil zwigzkéw chemicznych w zielu turéwki. Podobne wyniki uzyskata Wardziak
(2010) dla marzanki wonnej. W tym przypadku jednak, zarowno plon jak 1 zawartos¢
zwigzkow biologicznie czynnych byly wyzsze w warunkach wigkszego zacienienia (pod
podwojna cienidwka) w poréwnaniu do roslin uprawianych pod jedna cieniowka lub
w pelnym naslonecznieniu. Efekt zacienienia, moze mie¢ jednak zaréwno pozytywny jak
1 negatywny wpltyw jednoczes$nie. Tak np. u miodownika melisowatego, zacienienie
mialo negatywny wplyw na plon ro$lin, prawdopodobnie przez zmniejszenie
efektywnosci fotosyntezy, natomiast pozytywnie wplyneto na zawarto§¢ metabolitow
wtornych takich jak kumaryny i kwasy fenolowe, w przypadku ktérych (podobnie jak
u turéwki i marzanki) zawarto$¢ byta wyzsza w przypadku zacienienia 50% w stosunku

do zacienienia 30% czy uprawy na pelnym stoncu (Szymborska-Sandhu i in., 2020a).

Innym przyktadem dotyczacym wptywu czynnikow srodowiskowych na jakosc¢
surowca zielarskiego moze by¢ uprawa Wasabi (Eutrema japonica (Miq.) Koidz.).
Badania przeprowadzone przez Sultana i in. (2003) s3 przyktadem na wplyw §rodowiska,
a w szczeg6lnosci roznic miedzy uprawa wasabi w wodzie a w glebie, na plon oraz sktad
chemiczny klaczy wasabi. Wyniki tych badan pokazuja, ze wasabi uprawiane w wodzie
wykazuje wyzsza zawartos¢ izotiocyjaniandw w pordéwnaniu do roslin uprawianych
w glebie. Szczegolnie zauwazalne jest to, Ze w mniejszych ktaczach roslin uprawianych
w wodzie stwierdzono wyzsze poziomy izotiocyjanianow w porownaniu z podobnymi
rozmiarami ktgczy uprawianymi w glebie. Co istotne, w przypadku wasabi uprawianego
w $rodowisku wodnym obserwowano nieliniowy wzrost Sredniej zawartosci
izotiocyjanianow wraz ze wzrostem rozmiaru ktgcza. Oznacza to, ze mniejsze kilgcza
szybko osiaggaja wysokie stezenie izotiocyjanianéw 1 réznica w wielkos$ci kiacza nie ma
wplywu na jako$¢ tego surowca. Z kolei wasabi uprawiane w glebie charakteryzuje si¢
liniowym wzrostem zawarto$ci izotiocyjanianéw, co oznacza, ze mniejsze rosliny

charakteryzowaty si¢ nizsza jakoscia niz rosliny wigksze.

Réwniez nawozenie ma istotny wplyw na zawarto$¢ metabolitow wtdrnych
w roslinach leczniczych. By¢ moze najlepszym przyktadem, gdzie widoczny jest
bezposredni wptyw nawozenia azotem sg surowce bogate w alkaloidy jak np. lulek czarny
(Hyoscyamus niger L.). W badaniu dotyczacym nawozenia mocznikiem, zwigkszanie
poziomu azotu zwigkszato zawarto$¢ alkaloidow tropanowych (hioscyjaminy
i skopolaminy), ktora byta najwyzsza zaré6wno w liSciach jak i w korzeniach dla

najwyzszej dawki (50 mg N-I'") w poréwnaniu z dawkami nizszymi. Istotne jest rowniez,
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ze cho¢ wysokie nawozenie azotem miato korzystny wptyw na sktad chemiczny surowca
zielarskiego, to jednoczesnie negatywnie wptywato na plon korzeni, ktéry byt najwyzszy

dla nizszych wartoéci nawozenia (16.6 mg N-1"!) (Alaghemand i in., 2013).

Ad 4 Czynniki pozbiorcze

Czynniki pozbiorcze, takie jak suszenie i przechowywanie, odgrywaja kluczowa
role w zachowaniu jakosci surowcow pozyskiwanych z roslin leczniczych.
Nieodpowiednie procesy pozbiorcze moga znacznie obnizy¢ efektywnos$¢ lecznicza
roslin, prowadzac do degradacji kluczowych sktadnikow biologicznie aktywnych w nich
wystepujacych. Wlasciwe suszenie ma na celu zmniejszenie zawartosci wody
do poziomu, ktory zapobiega rozwojowi mikroorganizméw 1 procesom gnilnym,
jednoczesnie zachowujac strukture rosliny oraz jej cenne sktadniki, takie jak olejki
eteryczne, alkaloidy, czy flawonoidy. Z kolei odpowiednie przechowywanie wymaga
zapewnienia warunkow, ktore zabezpieczajg rosliny przed niekorzystnymi wplywami
srodowiskowymi, takimi jak wilgo¢, temperatura czy §wiatto. Dzialania te sg niezbedne,
aby maksymalnie przedluzy¢ czas, w ktorym surowce zachowuja swoje wihasciwosci
lecznicze, co ma fundamentalne znaczenie zarowno dla zastosowan tradycyjnych, jak

1 wspodlczesnych metod fitoterapii.

Temperatura suszenia ma istotny wptyw na jako$¢ surowcoéw olejkowych, ktore
sa wyjatkowo wrazliwe na jej zmiany. Podczas procesu suszenia, zbyt wysoka
temperatura moze prowadzi¢ do parowania olejkéw eterycznych, ktore sa kluczowymi
sktadnikami aktywnymi w wielu ro$linach leczniczych. Utrata tych cennych olejkéw
obniza nie tylko aromat, ale takze efektywno$¢ terapeutyczng surowca. Przyktadowo
badania przeprowadzone przez Blanco i in. (2000) dotyczace wpltywu temperatury
suszenia na zawarto$¢ 1 sktad olejkdw eterycznych z rozmarynu (Rosmarinus officinalis
L.) wykazalo, ze wyzsze temperatury suszenia znaczaco obnizajg ilo$¢ uzyskiwanego
olejku. Przy temperaturze 40°C zawarto$¢ olejku wynosita 2,13%, ktora zmniejszyla si¢
do 1,62% przy 60°C, a nastepnie do 1,09% przy 80°C. Obserwowano rowniez zmiany
w sktadzie chemicznym olejku, gdzie procentowy udzial a-pinenu, f-myrcenu i kamfory
w olejku eterycznym znaczaco spadal w miar¢ wzrostu temperatury z 40°C do 80°C.
Te wyniki podkreslaja, ze wysokie temperatury suszenia moga prowadzi¢ do duzych strat

zarowno w ilosci, jak 1 jakosci olejkow eterycznych.
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Innym przyktadem na wysoki wptyw czynnikéw pozbiorczych na jako$¢ surowca
jest kora kruszyny (Frangula alnus Mill.), ktorej przechowywanie i suszenie odgrywa
kluczowa role w jej wykorzystaniu medycznym, szczeg6lnie ze wzgledu na obecnosé
substancji draznigcych, takich jak antrony i diantrony. Substancje te odpowiedzialne sa
za silne dziatanie przeczyszczajace i potencjalne efekty uboczne kory kruszyny w jej
swiezej formie. Tradycyjne kora kruszyny po wysuszeniu jest przechowywania przez
minimum rok w celu degradacji silnie dzialajacych substancji. Podczas przechowywania
antrony 1 diantrony ulegaja utlenieniu do tagodniejszych form, takich jak antrachinony.
Jednocze$nie glukofranguliny ulegaja przeksztatlceniu do frangulin, a te nastgpnie
do frangulaemodyny, bedacej aglikonem. Mozliwe jest rowniez podgrzanie juz
wysuszonej kory w celu przyspieszenia rozktadu draznigcych substancji. Podgrzewanie
kory do temperatury okoto 100°C przez 1-2 godzin znacznie przyspiesza degradacje¢
draznigcych glikozydow 1 umozliwia zastosowania kory kruszyny jako surowca
leczniczego wczesniej, bez koniecznosci dhugiego jej przechowywania (Alimova S i in.,

2018; Cigek 11n., 2019).

Cho¢ jest to jedynie kilka przykladow na to jak czynniki genetyczne,
ontogenetyczne, srodowiskowe 1 pozbiorcze wyplywaja na jakos$¢, a w zwigzku z tym
rowniez na przydatno$¢ lecznicza, surowcow zielarskich, to wskazuja one jak istotne jest
ich poznanie 1 regulowanie w trakcie uprawy i po zbiorze. Niejednokrotnie, modyfikujac
metode uprawy, modyfikowane jest wiele czynnikow wplywajacych na jako$ roslin

takich jak zacienienie czy konkurencja o wodg lub sktadniki pokarmowe.

3.2. Metody badan zmiennosci chemicznej roslin leczniczych

Mimo, ze podstawy analizy chemicznej roslin sg niezmiennie te same od wielu lat
1 obejmuja, zbior, suszenie, rozdrobnienie, ekstrakcje, analize i interpretacje wynikow
to jednak skala i wydajno$¢ tych proceséw znacznie zmienila si¢ na przestrzeni lat.
Przygotowanie probek jest kluczowym etapem analizy ro$lin leczniczych,
zapewniajagcym, ze probka odzwierciedla rzeczywisty profil chemiczny ro$liny.
Historycznie, proces ten pozostawat stosunkowo niezmienny: pobieranie
reprezentatywnych probek, suszenie lub liofilizowanie, a nast¢gpnie mielenie na drobny
proszek. Jednakze, efektywnos$¢ i skala tych procesow ulegly znaczacej poprawie

na przestrzeni lat. W przesztosci, mielenie probek bylo procesem rgcznym
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i czasochtonnym, czgsto wymagajacym przygotowania jednej probki naraz przy uzyciu
mozdzierza i thuczka lub prostych mechanicznych miynkéw. Wspotczesne osiagnigcia
technologiczne wprowadzily zautomatyzowane urzadzenia do mielenia, zdolne
do jednoczesnego przetwarzania duzej liczby probek. Nowoczesne mtynki zapewniaja
jednolity rozmiar czastek, poprawiaja konsystencje probek i znacznie skracaja czas oraz

naktad pracy wymagany do ich przygotowania (Markert, 1995; Huie, 2002).

Metody ekstrakcji rowniez ewoluowaty znaczaco. Tradycyjnie, ekstrakcja byta
dlugotrwaltym procesem, wymagajacym duzych iloSci rozpuszczalnikow oraz
intensywnej pracy regcznej. Techniki takie jak ekstrakcja aparatem Soxhleta oraz
maceracja wymagaly od kilku godzin do kilku dni oraz znacznych ilo$ci
rozpuszczalnikéw, co czynilo je nieefektywnymi i wymagajacymi wielu zasobow.
Ponadto, do uzyskania odpowiednich wydajnosci ekstrakcji konieczne byly probki
o duzej masie. Wspoiczesne metody ekstrakeji sg szybsze, bardziej efektywne 1 zuzywajg
znacznie mniejsze ilosci rozpuszczalnikow. Techniki takie jak Accelerated Solvent
Extraction (ASE) zrewolucjonizowaty proces ekstrakcji. ASE wykorzystuje
podwyzszone temperatury i ciSnienie, aby zwigkszy¢ penetracje rozpuszczalnika oraz
efektywnos$¢ ekstrakcji, znacznie skracajgc czas ekstrakcji nawet do kilku minut
1 wymaga przy tym znacznie mniejszych ilosci rozpuszczalnikow. Tak zautomatyzowane
systemy pozwalaja jednocze$nie przetwarza¢ wigksza liczbe probek, zwickszajac
przepustowo$¢, minimalizujac ryzyko btedoéw ludzkich i tym samym poprawiajac

powtarzalno$¢ pomiaru (Huie, 2002; Azmir i in., 2013).

Analiza chemiczna ro$lin leczniczych réwniez przeszta ewolucje
od pracochtonnych, jako$ciowych testow do zaawansowanych, wysokoprzepustowych
metod ilosciowych. Historycznie, najczg¢sciej proces analizy roslin leczniczych
rozpoczynal si¢ od analizy jako$ciowej, z zastosowaniem technik pozwalajacych jedynie
na wykrycie czy dana grupa zwigzkéw jest zawarta w roslinie. Rozwdj spektrofotometrii
oraz stosowanie automatycznych, precyzyjnych wag laboratoryjnych pozwolit
na znaczne skrécenie czasu potrzebnego na analize¢ iloSciowg 1 tym samym niemal
catkowite zastgpienie metod czysto jakosciowych metodami ilo§ciowymi. Metody
te s3 wcigz rutynowo stosowane do badania zmienno$ci chemicznej roslin leczniczych
zwlaszcza do okre$lenia catkowitej zawarto$ci takich grup zwigzkow jak flawonoidy,
polifenole czy barwniki fotosyntetyczne. Obecnie, wysokosprawna chromatografia

cieczowa (HPLC) stata si¢ standardowym narzedziem w laboratoriach do analizy
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zwigzkoéw wystepujacych w roslinach. HPLC jest nie tylko szybsze i doktadniejsze, ale
takze zuzywa mniej rozpuszczalnikow w porownaniu do tradycyjnych metod.
Dostgpnos$¢ 1 przystepnos¢ cenowa systeméw HPLC wzrosta, czynigc je podstawowym
wyposazeniem wspotczesnej analizy fitochemicznej. Ponadto, réznica w kosztach
migdzy standardowymi, a bardzo czystymi rozpuszczalnikami (wymaganymi w analizie
chromatograficznej) zmniejszyta si¢, co sprawia, ze rozpuszczalniki o wysokiej czystosci
sg bardziej dostepne i dodatkowo umozliwiajg czgstsze stosowanie analizy HPLC.
Rowniez technologie detekcji ulegly znaczacym postgpom, a spektrometria mas (MS)
stata si¢ obecnie ztotym standardem w wykrywaniu i ilo§ciowym oznaczaniu zwigzkoéw
ro§linnych. Wczesniej, detekcja opierata si¢ w duzej mierze na mniej czulych
1 specyficznych metodach, takich jak spektrofotometria UV-Vis 1 detektory
refraktometryczne. Metody te, cho¢ uzyteczne, posiadajg znacznie mniejsza czuto$¢ i nie
rzadko prawidlowa identyfikacja zwigzkow chemicznych jest z ich pomoca trudna.
Dodatkowo, spektrometria mas pozwala na okreslenie wagowej zawartosci zwigzkow
chemicznych nawet bez ich znajomosci co jest niemozliwe z zastosowaniem detektorow
diodowych czy S$wiatta rozproszonego. Nowoczesne detektory MS zapewniaja
niezrownang czuto$¢ i specyficzno$¢, zdolne do identyfikacji i ilo§ciowego oznaczania
zwigzkéw na poziomie $§ladowym. Integracia MS z HPLC (HPLC-MS) pozwala
na szczegotowe profilowanie sktadnikow roslinnych, oferujac wglad w ich zmiennos¢

chemiczng i potencjalne dziatania biologiczne (Huie, 2002; Fitzgerald i in., 2019).

Pojawienie si¢ technik metabolomicznych i chemometrycznych dodatkowo
rozszerzyto mozliwosci analizy fitochemicznej roslin leczniczych. Metabolomika
obejmuje kompleksowe profilowanie metabolitéw w probee biologicznej, dostarczajac
catosciowego obrazu skladu chemicznego ro$liny. W polaczeniu z analizg
chemometryczng, ktora wykorzystuje metody statystyczne 1 matematyczne
do interpretacji ztozonych danych, badacze moga teraz odstania¢ wzorce i1 korelacje,
ktére wczedniej byly niewidoczne. Rozwdj tych metod znacznie zmienit podejscie
naukowe analizowania zmienno$ci sktadu chemicznego, gdyz pozwolil na holistyczne
analizowanie zmiennosci wszystkich zwigzkdéw w roSlinie w przeciwienstwie
do skupiania si¢ jedynie na kilku zwigzkach. Obecnie, obie metody wykorzystywane

sg czesto komplementarnie (Yi i in., 2016).

Rezonans magnetyczny (NMR) i spektroskopia w podczerwieni z transformacja

Fouriera (FTIR) to potezne narzedzia roéwniez wykorzystywane w analizie
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metabolomicznej. Chociaz techniki te sg dostgpne od dekad, ich popularno$¢ wzrosta
dzigki znacznemu zwigkszeniu mocy obliczeniowej urzadzen wykorzystywanych do
analizy ich wynikéw. Nowoczesne komputery moga obstugiwa¢ duze zbiory danych
generowane przez NMR 1 FTIR, ulatwiajac bardziej efektywne przetwarzanie
iinterpretacje danych. Ta zdolno$¢ uczynita te techniki bardziej dostepnymi
1 praktycznymi do rutynowej analizy w wielu laboratoriach. Cho¢ wynik tych analiz
czesto nie pozwalajg na okreslenie drobnych réznic w sktadzie poszczegdlnych zwigzkow
chemicznych, znalazty one zastosowanie w analizie metabolomicznej przede wszystkim
z uwagi na bardzo szybki czas analizy — trwajacy nawet kilka minut, mozliwo$¢
analizowania skladu chemicznego probek bez ich uprzedniej ekstrakcji, mozliwos¢
szybkiego wykrycia zanieczyszczen w probee oraz fakt, ze probki nie ulegajg zniszczeniu

w tym procesie (Kim i in., 2011; Sahoo i Umashankara, 2022).

Podsumowujgc, metody analizy zmienno$ci chemicznej w roslinach leczniczych
ewoluowaty znaczaco, napedzane postepem technologicznym i moca obliczeniow3.
Od zautomatyzowanego przygotowania probek 1 efektywnych metod ekstrakcji
po zaawansowane techniki analityczne i analiz¢ danych, wspodtczesne podejscie
do analizy fitochemicznej jest szybsze, dokladniejsze i mniej pracochtonne, oferujac
glebszy wglad w zlozong chemie¢ roslin leczniczych. To z kolei umozliwilo analizg

wiekszej liczby probek 1 kombinacji do§wiadczen w badaniach biologicznych.

3.3. Wspolrzedna uprawa roslin

W dobie rosngcych wyzwan zwigzanych ze zréwnowazonym rozwojem
rolnictwa, takich jak zmiany klimatyczne, erozja gleby i utrata bior6znorodnosci, metody
uprawy wspotrzednej zyskuja na znaczeniu jako alternatywa dla tradycyjnych metod
uprawy roslin. Warto przy tym zauwazy¢, Ze termin ,,uprawa wspotrzedna” czgsto
uzywany jest w jezyku polskim do okreslenia upraw wielogatunkowych, niekoniecznie
uprawianych w jednym rzedzie. By¢ moze wynika to z faktu, ze wyrazenie to czesto

uzywane jest jako przeciwienstwo monokultury (Internet 1-3).

Monokultura to praktyka rolnicza polegajaca na uprawie jednego gatunku rosliny
na duzym obszarze przez dluzszy okres czasu. Jest to powszechnie stosowana metoda

w rolnictwie intensywnym, szczego6lnie w produkcji roslin takich jak pszenica, ryz,
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kukurydza czy soja. Monokultura umozliwia mechanizacj¢ procesow rolnych,
co prowadzi do zwigkszenia efektywnosci pracy 1 obnizenia kosztow produkciji.
Jednakze, taka forma uprawy wigze si¢ z wieloma ryzykami ekologicznymi, w tym
z obnizeniem biordéznorodno$ci, wyczerpywaniem sktadnikow odzywczych w glebie
oraz wigkszg podatnos$cia roslin na choroby i szkodniki, co czgsto wymaga stosowania

duzych ilosci srodkow chemicznych (Internet 4-5).

Historycznie, najstarszag metoda radzenia sobie z negatywnymi skutkami
monokultury byl ptodozmian. Ptodozmian, znany rowniez jako rotacja upraw, to metoda
zarzadzania rolniczego polegajaca na systematycznym zmienianiu gatunkow roslin
uprawianych na tym samym polu w kolejnych sezonach rolnych. Praktyka ta ma na celu
zapobieganie wyczerpywaniu skladnikow odzywczych w glebie, ograniczenie

rozprzestrzeniania si¢ chordb roslin i szkodnikow, oraz poprawe struktury gleby.

Plodozmian moze réwniez przyczyniaé¢ si¢ do zwigkszenia wydajnosci upraw
poprzez naturalne zarzadzanie sktadnikami odzywczymi i ochron¢ przed chorobami.
W tym modelu uprawy czgsto stosuje si¢ cykl, ktory obejmuje rozne gatunki roslin, takie
jak rosliny stragczkowe (np. groch, fasola), ktore maja zdolno$¢ wigzania azotu
z atmosfery, zboza oraz rosliny o glebokim systemie korzeniowym, ktére moga poprawic¢
struktur¢ gleby. Plodozmian, jest wigc alternatywa dla monokultury, gdzie r6zne rodzaje
ro§lin uprawiane s3 w roéznym czasie. Wspolczesnie, zwlaszcza w rolnictwie
ekologicznym, coraz czesciej wykorzystywane sg jednak modele upraw, w ktorych kilka
gatunkow uprawianych jest w jednym czasie. Do upraw takich mozna zaliczy¢ np.:

uprawy mieszane, uprawy mi¢dzyplonowe czy uprawy wielowarstwowe.

Uprawy mieszane polegaja na jednoczesnym wzroscie roznych gatunkow roslin
na tym samym polu. Takie podejscie pozwala na wzajemne korzystanie roslin
z dostgpnych zasoboéw — na przyktad w systemie znanym jako "Trzy Siostry", kukurydza,
fasola 1 dynia wzajemnie si¢ wspierajg. Kukurydza dostarcza podpory dla pnacej fasoli,
fasola wzbogaca glebe w azot, ktory jest korzystny dla innych roélin, a dynia ze swoimi
duzymi lis¢mi pomaga zachowac¢ wilgo¢ w glebie i ogranicza rozwoj chwastéw (Ngapo

iin., 2021).

Uprawy miedzyplonowe to metoda, gdzie rosliny o réznych terminach wzrostu
1 zbioru sg sadzone w mi¢dzyrzedziach. Na przyktad pomiedzy rzedami wysokich roslin,

takich jak pomidory, mozna sadzi¢ nizsze rosliny, jak salata. Takie rozmieszczenie
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pozwala na lepsze wykorzystanie $wiatta i przestrzeni oraz pomaga w ochronie przed

erozjg i zmniejsza ryzyko rozprzestrzeniania si¢ chorob.

Uprawy wielowarstwowe polegaja na wykorzystaniu roznych warstw przestrzeni
pionowej na jednym polu. Na przyktad, drzewa owocowe moga by¢ posadzone obok
krzewow jagodowych, a pomigdzy nimi mogg rosng¢ rosliny zielne, takie jak ziota lub
sataty. Taka struktura upraw nie tylko efektywnie wykorzystuje dostgpne $wiatto, ale
takze sprzyja zachowaniu r6znorodnosci biologicznej i tworzy mikroklimat korzystny dla
poszczegolnych roslin. Uprawy wielowarstwowe czgsto okreslane sa terminem systemow
rolno-lesnych, uprawg agrolesng lub po prostu agrolesnictwem (Zajaczkowski 1 in.,

2021).

Agrolesnictwo to zintegrowana praktyka zarzadzania terenami rolnymi, ktora
wlacza drzewa 1 krzewy do krajobrazow rolniczych, przynoszac liczne korzysci
ekologiczne 1 ekonomiczne. Po raz pierwszy termin agrolesnictwo (ang. agroforestry)
zostal uzyty w raporcie IDRC (International Development Research Centre), kiedy
to powolano International Council for Research in Agroforestry, przeksztatcong w 2002
roku w organizacj¢ World Agroforestry. W Europie w 2012 roku powotano Europejska
Federacje Agrolesnictwa (EURAF).

Wyrdznia si¢ m.in. nastgpujace systemy agrolesne:

1. Systemy drzewno-
orne (ang. silvoarable
systems) — te systemy
faczace uprawe drzew
z tradycyjnymi
uprawami rolnymi na
tych samych gruntach.
Drzewa moga by¢

sadzone w regularnych

odstepach migdzy

Rysunek 1 Orzeszki ziemne uprawiane w systemie
- agrolesnym w Senegalu z akacja biala (Faidherbia
rolnych, co umozliwia  glbida). Zrédto: Internet 6

rzedami upraw

rownoczesne

wykorzystanie terenu do produkcji drewna oraz ro$lin rolniczych. Taki uktad
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moze poprawic¢ strukture gleby, zwigkszy¢ bior6znorodnos$¢ i ograniczy¢ erozjg.
Przyktad takiej uprawy przedstawiono na rysunku 1.

2. Systemy les$no-pastwiskowe (ang. silvopastoral systems) — w tych systemach
drzewa sg integrowane z pastwiskami dla zwierzat. Dostarczaja one cienia
i schronienia dla zwierzat, a takze moga przyczynic¢ si¢ do poprawy jakosci pasz.
Drzewa moga pomdc w lepszym wykorzystaniu skladnikéw odzywczych,

co przynosi korzysci zarowno dla drzew, jak i dla traw na pastwiskach (rysunek
2).

Rysunek 2 System le§no-pastwiskowy. Zrodto: Internet 7

3. Rolnictwo lesne (ang. forest farming) — w tym systemie, rolnicy uprawiaja
specjalistyczne rosliny, ktore dobrze rosng w warunkach zacienionych, pod
koronami drzew. Moga to by¢ ro$liny lecznicze, grzyby czy inne rosliny
preferujace zacienione lub pot-zacienione warunki. To pozwala na efektywne

wykorzystanie terenéw lesnych do produkeji roslinnej (rysunek 3).
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Rysunek 3 Uprawa zen-szenia (Panax ginseng C.A. Meyer) w systemie
rolnictwa lesnego. Zrodto: Internet 8

4. Ogrody lesne (ang. forest gardens) — sa to wielowarstwowe, zroznicowane
systemy uprawne, ktore nasladujg naturalne ekosystemy lesne. Ogrody te sktadaja
sie z wielu typéw roslinnosci, w tym drzew, krzewow, roslin pnacych
1 wieloletnich ro$lin zielnych. Takie ogrody zapewniaja zrownowazong produkcje
zywnosci w sposob, ktory takze wspiera lokalng faung i flore (Zajaczkowski i in.,

2021).

Drzewa odgrywaja kluczowa role w systemach agrole$nych, przynoszac korzysci
zaréwno ekologiczne, jak i ekonomiczne. Niezaleznie od konkretnego typu systemu, ich
wptyw na $rodowisko jest nieoceniony. Przede wszystkim, poprawiaja one zdolnos¢
gleby do zatrzymywania wody, co jest szczegdlnie cenne w okresach suszy. Dodatkowo,
wplywaja na tworzenie korzystniejszego mikroklimatu, co sprzyja rozwojowi lokalnej

flory i fauny, tworzac bogate siedliska dla wielu gatunkow (Jose, 2009).

Z punktu widzenia zréwnowazonego rozwoju rolnictwa, drzewa odgrywaja
kluczowa role jako naturalne nawozy, ktore poprawiaja cykl sktadnikéw odzywczych
w glebie. Dzigki glgbokiemu systemowi korzeniowemu, drzewa sg w stanie wykorzystac
nawozy, ktore zostaly wptukane glebiej pod powierzchni¢ gleby, poza zasigg korzeni
roslin nizszych warstw. Ta zdolno$¢ drzew do absorbowania nawozow azotowych

z glebszych warstw gleby przyczynia si¢ do ochrony wod gruntowych przed
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zanieczyszczeniem azotem, co jest korzystne zarowno dla srodowiska, jak i ekonomii

gospodarstwa rolnego (Jose, 2009).

Z ekonomicznego punktu widzenia, agrole$nictwo otwiera przed rolnikami nowe
mozliwo$ci. Integracja drzew z tradycyjnymi uprawami rolnymi moze znaczaco
zdywersyfikowac zrodta dochodow, a takze zwiekszy¢ odpornos¢ gospodarstw na skutki
zmian klimatycznych, ktore staja si¢ coraz bardziej odczuwalne. Dzigki réznorodnym
formom wsparcia oferowanym przez Wspdlna Polityke Rolng UE, rolnicy sa zachecani
do wdrazania i rozwijania praktyk agrolesnych, co moze przynie$¢ dlugoterminowe
korzysci zarowno dla ich gospodarstw, jak i dla srodowiska (Olewnicki i Stangierska,

2020; Zajaczkowski i in., 2021).

Utrzymywanie systemow agrolesniczych wymaga szczegodlnej uwagi i dbatosci,
zwlaszcza w zakresie technik sadzenia drzew i zarzadzania ich koronami. Odpowiednie
zarzadzanie tymi aspektami pozwala unikng¢ problemow takich jak nadmierne
zacienianie upraw rolnych czy konkurencja o zasoby wodne i skladniki odzywcze,
zapewniajac harmonijne wspoétistnienie drzew i upraw. Efektywne zarzadzanie tymi
systemami jest kluczem do uzyskania maksymalnych korzysci zar6wno ekonomicznych,
jak 1 ekologicznych z agrole$nictwa (Zajaczkowski i in., 2021). W ostatnich latach,
rosngca popularnos¢ tego typu upraw w Polsce wplyneta réwniez na zwigkszenie si¢
liczby publikacji naukowych dotyczacych tego tematu. Pawicka-Jézwiak 1 Jozwiak
(2020) w swojej publikacji wskazali mozliwo$¢ wykorzystania obecnych juz
drzewostandw pochodzenia antropogenicznego, takich jak lasy, zadrzewienia §rodpolne
czy sady owocowe. Wykorzystanie juz istniejacych zadrzewien pozwala na latwiejsze
wprowadzenie upraw agrolesnych, gdyz koszt posadzenia drzew zostat juz poniesiony
w przeszlo$ci 1 nie stanowi bariery ekonomicznej. Z kolei Bugajska (2020) wskazuje
na cho¢by takie problemy prawne, jak brak doptat (przyznawanych w ramach jednolitych
ptatnosci obszarowych w Programie Rozwoju Obszaréw Wiejskich) do obszaru
znajdujacego si¢ pod koronami drzew, gdyz nie jest on widoczny na zdjeciach
satelitarnych. Wskazuje przy tym szereg korzysci $rodowiskowych zwigzanych
ze wprowadzeniem do powszechnego uzycia ekstensywnych systeméw lesno-
pastwiskowych w stosunku do intensywnej produkcji zwierzgcej. Systemy takie maja
znacznie nizszy S$lad wodny oraz s3 znacznie wydajniejsze w sekwestracji wegla.

Ponadto, z uwagi na glgboki system korzeniowy, pomagaja na zmniejszenie badz
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wyeliminowanie problemu zanieczyszczenia wod gruntowych zwigzkami azotu.

Waznym aspektem takich systemow jest rowniez korzystny wpltyw na dobrostan zwierzat.

Wiele badan wskazuje rowniez na mozliwos¢ wykorzystania ros$lin leczniczych,
tradycyjnie pozyskiwanych z lasow takich jak np.: przetacznik lesny (Veronica officinalis
L.), dgbréwka roztogowa (A4juga reptans L.), pokrzywa zwyczajna (Urtica dioica L.),
r6za owocowa (Rosa rugosa Thunb), malina moroszka (Rubus chamaemorus L.), bez
czarny (Sambucus nigra L.), miodunka ¢ma (Pulmonaria obscura Dumort.) czy babka

wieksza (Plantago major L.) (Osinska 1 Baj-Wojtowicz, 2020).
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3.4. Charakterystyka wybranych gatunkow roslin leczniczych

3.4.1. Bez czarny (Sambucus nigra L.)

3.4.1.1. Pochodzenie, opis botaniczny i systematyka bzu czarnego

Bez czarny jest rosling glgboko zakorzeniong w kulturze polskiej. Kielak (2024)
badata etnolingwistyczne aspekty nazewnictwa bzu czarnego w jezyku polskim,
odkrywajac, jak te nazwy kumulujg tradycyjna wiedze¢ i odzwierciedlajg fizyczne oraz
kulturowe aspekty tej rosliny. Ponad dwadzieécia réznych nazw uzywanych w r6znych
polskich dialektach $wiadczy o glgbokim zakorzenieniu bzu czarnego w kulturze oraz
jego znaczeniu. Nazwy takie jak "bez S$mierdzacy" akcentujg charakterystyczny,
intensywny zapach rosliny, podczas gdy "czarny bez" wskazuje na ciemne odcienie jego
owocow. "Dziki biaty bez" podkresla naturalne srodowisko wzrostu i barwe kwiatow.
Inne nazwy, takie jak "psi bez", moga sygnalizowa¢ mniej pozadane cechy lub
zastosowania rosliny, w przeciwienstwie do "bez lekarski", ktory eksponuje jego
znaczenie w tradycyjnych praktykach leczniczych. Ro6znorodno$¢ tych nazw,
od opisujacych wyglad po wskazujace na zastosowanie, ukazuje bogaty zasob stow, ktory
wyewoluowal z doswiadczen spotecznosci zwigzanych z tg rosling. W jezyku polskim
czarny bez znany jest przede wszystkim jako bez, cho¢ w réznych dialektach przyjmuje
roznorodne formy, takie jak best, bezd, bezg, besz, bestek, bziak, baznik, bzowka, bzianka
czy bzica. Podobne nazewnictwo wystepuje w innych jezykach stowianskich, takich jak
czeskie bez, rosyjskie i ukrainskie 6e3, bulgarskie Bb3, a takze serbskie i chorwackie
bazga/baza. Stowo to wigze si¢ réwniez z lotewskim buzga, co oznacza "kij” oraz
z litewskimi terminami bezdas, bezas, bezdis, bezdus, ktére rowniez odnoszg si¢ do tego
krzewu. W polskiej tradycji ludowej bez czarny jest czasem postrzegany jako roslina
o demonicznym rodowodzie. Okreslenia takie jak diaboli bez, stosowane na przyktad
w regionie Lubelskim, podkreslaja te wierzenia. Uwazano, ze krzew ten zostat zasadzony
przez diabta, stad nazwy typu diabelskie nasienie. Ludowe podania méwia, ze bzowi
przypisuje si¢ zamieszkiwanie przez r6zne demoniczne istoty, takie jak zte duchy, diabty
czy czarownice. Z tego powodu na wschodzie Polski ludzie unikali zbierania jego
owocow, a dzieciom radzono, aby nie rzucaly jego galeziami, by przypadkiem nie

przyciagnac na siebie nieszczescia.
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Bez czarny (Sambucus nigra L.) zaliczany jest do rodziny pizmaczkowatych
(Adoxaceae), cho¢ dawniej zaliczany by czasem do rodziny przewiertniowatych
(Caprifoliaceae) lub bzowatych (Sambucaceae). Istnieje wiele kontrowersji dotyczacych
systematyki rodzaju Sambucus. Wedhug ré6znych autoréw, rodzaj ten liczy od 9 do ponad
30 gatunkow. Najwazniejsza
reklasyfikacja tego rodzaju nastgpita
na podstawie pracy doktorskiej
Richarda Bolli (1994) pt. ,,Revision
ofthe Genus Sambucus”, w ktorej
zaproponowat on wilaczenie Sambucus
canadensis L., Sambucus cerulea Raf.,
Sambucus peruviana Kunth, Sambucus

maderensis Lowe 1 Sambucus

palmensis Link do gatunku Sambucus

S o nigra jako podgatunki. Sprawe
svys(;lrrrllji A:h];)gvzvi Zazr?g dl((iaﬁi):riL;i g igra L) dodatkowo komplikuje fakt, ze gatunki
te czesto moga si¢ krzyzowac dajac
co prawda plodne potomstwo, ale ptodnos¢ ta jest zwykle zmniejszona. Wszystkie
te rosliny sg niemal nierozroznialne na podstawie budowy kwiatow 1 to wiasnie
to kryterium zawazylo na uznaniu przez Bolli’ego tych gatunkéw za podgatunki. Poza
réznicami w morfologii czg$ci wegetatywnych oraz owocoéw wystepuja rowniez réznice
w liczbie chromosomoéw. 1 tak Sambucus nigra, Sambucus canadensis, Sambucus
maderensis 1 Sambucus palmensis maja liczb¢ chromosomow 2n = 36; Sambucus cerulea
—2n = 38; natomiast Sambucus peruviana 2n =72 i najprawdopodobniej jest tetraploidem
(Ourecky, 1970; Applequist, 2013). W niniejszej pracy, jesli nie bedzie to w jasny sposob
wyrdznione, okreslenie bez czarny odnosi¢ si¢ bedzie do bzu czarnego sensu stricto

okreslanego przez niektérych systematykow jako Sambucus nigra ssp. nigra.

Bez czarny to liSciasty krzew lub niskie drzewo, ktére zwykle osigga wysoko$¢
od 3 do 5 metrow, chociaz w optymalnych warunkach moze dorasta¢ do 7 metrow
(rysunek 4). Ro$lina ta jest rodzima dla szerokiego zakresu regionow w Europie oraz
czgsci Azji, w tym regionu Kaukazu, i zostata szeroko naturalizowana w Ameryce
Potnocnej, Azji Wschodniej, Nowej Zelandii oraz czg$ciach Australii. Bez czarny dobrze

ro$nie w roznorodnych s$rodowiskach od dolin rzecznych po réwniny, regiony
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migdzygorskie. Wystepuje rowniez w regionach gorskich, jednak wysokos¢ do jakiej go

mozna spotka¢ zalezy od regionu. Roézne populacje spotykane byty do 900 m w Tatrach,

1500 m w Alpach, 2200 m w Maroku oraz 1200 m na Kaukazie (Atkinson i Atkinson,

2002; Schmitzer i in., 2012).

Jego obecnos¢ jest widoczna w Europie
Zachodniej i  Srodkowe;j,

Wielkiej

Skandynawii,

Brytanii oraz sigga do Afryki

Potnocnej, gdzie rosnie w  klimatach

oceanicznych do suboceanicznych,
umiarkowanie chtodnych, a takze w klimatach
Roslina

srodziemnomorskich  zachodnich.

ta wystepuje rowniez wzdluz pdinocnego
wybrzeza Turcji 1 az do 63°N szeroko$ci
geograficznej] w

zachodniej  Norwegii,

z populacjami naturalizujagcymi si¢ jeszcze
dalej na potnoc az do 68°N. Bez czarny

preferuje umiarkowanie do wysoko eutroficzne

Rysunek 5 Lis¢ bzu czarnego
(Sambucus nigra L.). Zrédto:
Internet 10

1 zaklocone gleby, czgsto rosnagc na terenach zalewowych, w zaro$lach przybrzeznych,

Rysunek 6 Kwiatostan bzu czarnego (Sambucus
nigra L.). Zrodto: Internet 11

na obrzezach lasow oraz
w miejscach na ktore duzy wplyw
miata dzialalno$¢ czlowieka, takich
jak zywoptoty, opuszczone ogrody,
wokot  gospodarstw  domowych
i na nieuzytkach poprzemystowych.
Roslina ta nie ros$nie typowo
w glebokim cieniu 1 rzadko jest
zwlaszcza

spotykana w lasach,

w Europie Srodkowe;j, gdzie

preferuje dobrze o$wietlone obszary

bogate w sktadniki odzywcze, o odczynie od neutralnego do zasadowego (Atkinson

1 Atkinson, 2002; Schmitzer 1 in., 2012; Hor¢inova Sedlackova i in., 2018; Bizera i in.,

2019).
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Bez czarny ma nieparzysto-
pierzastoziozone liscie, z ktorych
kazdy sklada si¢ typowo z 5 - 7
owalnych, zabkowanych listkow.
Listki te sg jajowato-eliptyczne, ostro
pitkowane, osiaggaja od 3 do 9 cm

dtugosci, przy czym najkrotsze

znajduja  si¢  przy  nasadzie, ¥ A Pracs
. . . ., e S/ 2. AR T e
a najdtuzsze dalej na lisciu (rysunek Rysunek 7 Dojrzate owoce bzu czarnego

(Sambucus nigra L.). Zrédto: Fot. wiasna

5). Pedy sa mocne, z gtadka do lekko
teksturowang kora, ktéra z wiekiem zmienia kolor z zielonego na szary. Kwiaty bzu
czarnego s3 kremowo biate, drobne, zebrane w duze, ptaskie baldachogrona o $rednicy
do okoto 20 cm (rysunek 6) Pojedyncze kwiaty maja $rednice okoto 5—7 mm, posiadaja
krotki kielich z pigcioma trojkatnymi, stgpionymi tatkami oraz bialokremowg korong,
z pigcioma ptatkami zrosnietymi w dolnej czgsci w krotka rurke. Stupek kwiatu jest
pojedynczy z krotka szyjka i 3—5 znamionami, a preciki maja biale nitki i jasnozotte
pylniki. Kwitnie od p6znej wiosny do wczesnego lata. Owoce to migsiste, 1$nigce
pestkowce, ktore po dojrzeniu przyjmujg zwykle fioletowoczarny kolor, cho¢ spotykane
sg rowniez odmiany o owocach biatych. Maja kulisty ksztatt i srednice od 6 do 8 mm,
zawierajac od 3 do 5 nasion (rysunek 7). Nasiona majg jajowaty ksztalt, trojkatny przekroj
z zaokraglonymi kantami, a ich powierzchnia jest falista i jasnobrazowa do zar6zowione;j
(Atkinson i Atkinson, 2002; Schmitzer i in., 2012; Hor¢inova Sedlackova i in., 2018;
Bizeraiin., 2019).
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2.4.1.2. Wymagania klimatyczne i glebowe bzu czarnego

Bez czarny jest gatunkiem charakterystycznym dla zespotu Sambucetum nigrae,
w ktorym osigga optimum rozwoju i1 czesto dominuje. Najczeg$cie] wystepuje
w zbiorowiskach klasy Artemisietea vulgaris, typowych dla terenéw ruderalnych
poro$nigtych roslinnoscig wieloletnia oraz w zbiorowiskach lasow lisciastych rzedu
Fagetalia sylvaticae, szczegdlnie w siedliskach mezo- 1 eutroficznych. Jest waznym
sktadnikiem nitrofilnych zarosli zwiazanych ze zwigzkiem Sambuco-Salicion, ktore
stanowig dalszy etap sukcesji w regenerujacych si¢ lasach (Zarzycki i in., 2002). Bez
czarny jest idealnie przystosowany do klimatéw oceanicznych do suboceanicznych,
a jego optymalne warunki wzrostu obserwuje si¢ w regionach o umiarkowanych zimach
1 tagodnych latach. Roslina ta wykazuje odporno$¢ na niskie temperatury i spotykana jest
na obszarach nawet do strefy mrozoodpornosci 5 (Srednia roczna temperatura minimalna
powyzej -28,9°C). Dane historyczne wskazuja, ze bez czarny najlepiej ro$nie
w miejscach, gdzie $rednie temperatury w pazdzierniku wynosza od okoto 7,2°C
do 15°C, co zaobserwowano w niektorych regionach Szkocji oraz Afryki Péinocnej.
Zakres ten sprzyja odpowiedniej dojrzalosci nasion i rozwijaniu si¢ ro$lin w sezonie
wegetacyjnym (Atkinson i Atkinson, 2002; Finn i in., 2008). Bez czarny charakteryzuje
si¢ takze umiarkowang tolerancjg na zanieczyszczenia miejskie oraz wiatry morskie,
coczyni go odpowiednim do uprawy w przybrzeznych oraz umiarkowanie
zanieczyszczonych srodowiskach miejskich. Jednakze dtugotrwate narazenie na cigzkie
metale i zanieczyszczenia kwasowe moze hamowaé jego wzrost i 10zwOj OwWOCOW.
Rosliny te wymagaja pelnego stonca do czgéciowego zacienienia do optymalnego
wzrostu; nadmierna ilo§¢ cienia moze znaczgco ograniczy¢ kwitnienie 1 owocowanie

(Atkinson 1 Atkinson, 2002).

Bez czarny preferuje przepuszczalne, zyzne gleby bogate w materi¢ organiczng.
Najlepiej rosnie na glebach gliniastych i ilastych, ktore zachowuja wilgo¢, cho¢ roslina
ta nie toleruje dlugotrwatego zalania systemu korzeniowego. Bez czarny moze rosngé
na glebach o pH od kwasnego do zasadowego (pH 4,5 do 8,7), z optymalnym wzrostem
obserwowanym w zakresie pH od 5,5 do 7,5 (Atkinson 1 Atkinson, 2002). Nawozenie jest
kluczowe dla maksymalizacji produkcji bzu czarnego. Nawozy organiczne, takie jak
dobrze roztozony obornik, poprawiaja strukturg¢ gleby, jej zyznos$¢ i zdolno$é

zatrzymywania wody, co jest korzystne dla roslin bzu, szczegdlnie w regionach
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podatnych na okresy suszy. Dodatkowo, mineralne nawozy, zwlaszcza przy nizszej
zyznosci gleby, rowniez moga korzystnie wplyng¢ na plonowanie roslin. W badaniu Mitre
1 in. (2022) stosowanie zbilansowanych nawozow NPK (16:16:16), w polaczeniu
z azotanem amonu i weglanem wapnia, wykazato znaczng poprawe plondw i wzrostu
roslin, z zalecanym stosowaniem 50 kg obornika na drzewo, w potaczeniu z 0,8 kg NPK

16:16:16, 0,8 kg NH4NOs 1 5 kg CaCOs na drzewo.

2.4.1.3. Znaczenie gospodarcze bzu czarnego

Bez czarny, dzigki uznawanym korzysciom zdrowotnym i wszechstronnym
zastosowaniom, zdobywa znaczgcg uwage na globalnym rynku. Polska jest jednym
z wazniejszych producentéw bzu czarnego w Europie. Zaréwno kwiaty jak 1 owoce tego
gatunku sa wysoko cenione za ich wlasciwosci lecznicze, czesto wykorzystywane
w produkcji syropow, herbat i innych produktéow zdrowotnych majacych na celu
wzmacnianie funkcji immunologicznych oraz leczenie objawdw przezigbienia i grypy.
Bez czarny znajduje réwniez zastosowanie w sektorze kulinarnym, gdzie stosuje si¢
go do produkcji dzemoéw, sokéw i win. Szeroko zakrojona uprawa i zbieranie bzu
czarnego w Polsce przyczyniaja si¢ do lokalnej gospodarki, ale takze wspieraja zycie
na wsi 1 tradycyjne praktyki. Brak szczegotowych danych rynkowych dla Polski znacznie
utrudnia petne zrozumienie wptywu ekonomicznego i potencjalnych mozliwos$ci wzrostu

na polskim rynku.

Generalnie na rynku europejskim, Wegry bardzo rozwingly produkcje bzu
czarnego, z szybka ekspansja obserwowang od konca lat 90. Powierzchnia upraw wzrosta
do 4500 hektarow do 2010 roku, inspirowana zapotrzebowaniem na naturalne barwniki
spozywcze oraz niskimi kosztami rozpoczgcia uprawy bzu czarnego. Pomimo
okazjonalnych problemow produkcyjnych spowodowanych czynnikami
srodowiskowymi, takimi jak nadmierne opady deszczu, sektor ten wykazal odpornos¢
i rentownos$¢, oferujac atrakcyjny stosunek zysku do kosztow oraz szybkie zwroty
z inwestycji (Apati, 2014). Corocznie zbiera si¢ okoto 107 milionow kg owocow bzu
czarnego w catej Europie, na czele z Austrig, Wtochami, Czechami, Polska i Wegrami,
ktoére przyczyniaja si¢ do najwickszej czesci produkeji. Tak znaczaca produkcja podkresla
wage bzu czarnego w europejskim krajobrazie rolniczym. Warto$¢ rynkowa bzu czarnego

rézni si¢ znacznie w zaleznosci od formy produktu — od $wiezych owocow
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sprzedawanych na lokalnych rynkach po wysoce przetworzone ekstrakty, na ktore jest

zapotrzebowanie w przemysle nutraceutykow (Gafner i Sudberg, 2021).

W Stanach Zjednoczonych wykorzystanie bzu czarnego wzrasta, szczegolnie
z uwagi na wlasciwos$ci przeciwwirusowe i zastosowanie w roznych produktach, takich
jak wina, dzemy, galaretki i suplementy diety. Popularne w Europie odmiany bzu
czarnego nie sa dobrze przystosowane do warunkdéw w niektdrych stanach, takich jak
Missouri, dlatego wyhodowano tam takie odmiany jak "Wyldewood' i 'Bob Gordon' aby
zwigkszy¢ produkcje i dostosowanie do lokalnych klimatow. Branza stoi przed
wyzwaniami, takimi jak ograniczona skala produkcji komercyjnej 1 potrzeba
specjalistycznej wiedzy uprawowej, co utrudnia szeroka adopcj¢. Jednak istnieja
znaczace mozliwosci ekspansji, szczegdlnie poprzez rozwoéj produktéw o dodanej
wartosci 1 zwickszony nacisk na lokalng produkcje w celu zmniejszenia zaleznosci od

importu, ktory obecnie odbywa si¢ gtownie z Europy (Cernusca 1 in., 2009).

Rynek surowcow pochodzacych z bzu czarnego nie jest wolny od fluktuacji, ktore
czesto sg $cisle zwigzane z zewnetrznymi wydarzeniami zdrowotnymi, takimi jak
nasilenie chorob wirusowych o postaci epidemicznej lub pandemicznej. Na przyktad,
rynek suplementow diety z bzu czarnego odnotowat znaczacy wzrost sprzedazy podczas
pandemii COVID-19, gdy konsumenci szukali produktow przeciwwirusowych oraz
wspomagajacych odpornos¢. Ten wzrost popytu byl kontynuacja trendu obserwowanego
podczas wczesniejszych kryzyséw zdrowotnych, takich jak pandemia grypy HiNi
w 2009 roku, ktéra rowniez spowodowata wzrost sprzedazy bzu czarnego. Za kazdym
razem, gdy pojawialo si¢ nowe zagrozenie wirusowe, zwlaszcza w obecnosci
ograniczonych opcji leczenia czy zapobiegania, rynek produktéw z bzu czarnego rost,
odzwierciedlajgc zaufanie spoteczenstwa do tradycyjnej medycyny w czasach kryzysow
zdrowotnych. Jednak w okresach bez takich kryzysow zdrowotnych, sprzedaz
wykazywata spadki, odzwierciedlajac wrazliwo$¢ rynku na percepcje konsumentow
i zewngtrzne wydarzenia zdrowotne (Blumenthal i in., 2011). Dane ze sprzedazy
w Gléwnych Wielobranzowych Kanatach sprzedazy (ang. Mainstream Multi-Outlet
Channel) obejmujace dane sprzedazy z glownych punktow handlowych, takich jak
supermarkety, sieciowe drogerie, wielobranzowi sprzedawcy detaliczni oraz inne duze
formy sprzedazy obstugujace zréznicowang baz¢ konsumentdw pokazuja, ze przez
ostatnig dekade widoczny jest konsekwentny wzrost sprzedazy suplementéw diety

zawierajacych bez czarny. Analizujac dane od 2011 roku, kiedy to sprzedaz notowana
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byta na okoto 15 milionéow dolaro6w amerykanskich, produkty te cieszyly si¢ coraz
wiekszg popularno$cig notujac state roczne wzrosty do okoto 50 milionow dolaroéw
w 2014 roku. Wzrost ten utrzymywat si¢ na umiarkowanym poziomie, osiggajac okoto
110 milionéw dolaréw w 2018 roku. Dane sprzedazy w 2019 roku byly stosunkowo
stabilne, z niewielkimi zmianami w poréwnaniu z poprzednim rokiem. Jednak w 2020
roku nastapitl znaczny wzrost, gdy sprzedaz wzrosta do okoto 275 milionéw dolarow,
prawdopodobnie dzieki zwigkszonemu zainteresowaniu konsumentow produktami
wzmacniajacymi odporno$¢ w trakcie pandemii COVID-19. W 2021 roku sprzedaz
ustabilizowala si¢, utrzymujac wysoki poziom osiggni¢ty w poprzednim roku. Nawet
wicksze kontrasty zaobserwowano w sprzedazy w kanale naturalnym, obejmujacym
specjalistyczne sklepy ze zdrowa zywnos$cig 1 inne punkty, ktore ktadg nacisk na naturalne
1 ekologiczne produkty. W tym wypadku wartos$¢ sprzedazy w 2011 roku wynosita okoto
5 milioné6w dolaréw amerykanskich i odnotowywata staty wzrost do poziomu okoto 10
milionow dolarow w 2019 roku. Na tym rynku natomiast, w 2020 roku odnotowano
ponad pieciokrotny wzrost zainteresowania konsumentow osiggajac warto$¢ rynku
na poziomie 54 milionéw dolarow. Cho¢ warto$ci te nie utrzymaty si¢ dlugo i w 2021,

warto$¢ ta wyniosta 31 milionow dolaréw, pokazuje to jak cenny jest to surowiec

leczniczy (Gafner i Sudberg, 2021).

W duzo blizszej nam gospodarce, w Czechach, zbieranie bzu czarnego jest czescia
szerszej kategorii produktéw lesnych nie bedacych drewnem, ktore odgrywaja istotng
role spoteczno-ekonomiczng. Zapewniaja one zrddto dochodu i rekreacji, ale takze
przyczyniaja si¢ do dziedzictwa kulturowego obszaréw wiejskich. Cho¢ okoto 50% tych
produktow to grzyby jadalne, pozostate 50% stanowig réznego rodzaju owoce jadalne
takie jak borowka czarna, malina, jezyna czy wlasnie bez czarny. Analizujgc wartos¢
produktow lesnych skupowanych w Czechach w latach 1994 do 2013 wykazano, Ze bez
czarny stanowil okolo 10% wartos$ci zbieranych owocow lub okoto 5% wszystkich

produktow lesnych z pominigciem drewna (Sisak i in., 2016).

2.4.1.4. Zwiqzki biologicznie czynne, wlasciwosci oraz wykorzystanie bzu czarnego

Sktad chemiczny bzu czarnego jest zréznicowany i zalezy od wielu czynnikow,
takich jak odmiana, lokalizacja wystepowania lub uprawy, stadium dojrzatosci oraz

warunki klimatyczne. W kontek$cie zawartosci weglowodanow, owoce bzu zawieraja
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od 7,86 do 11,50% cukrow ogétem, w tym od 2,8 do 8,55% cukréw redukujacych.
Glownymi cukrami sa glukoza (33,33-50,23 g/kg SM — §wiezej masy) i fruktoza (33,99—
52,25 g/kg SM), natomiast sacharoza wystepuje w niewielkich ilosciach (0,47-1,68 g/kg
SM). Owoce bzu czarnego sa rowniez bogate w blonnik pokarmowy, w tym pektyne,
kwas pektynowy, protopektyne, pektynian wapnia oraz celuloze (Veberic i in., 2009;
Mtynarczyk 1 in., 2018).

Zawartos¢ biatka w réznych organach ros$liny ro6zni si¢ — wynosi od 2,7 do 2,9%
w owocach, 2,5% w kwiatach 1 3,3% w liSciach. Biatko to obejmuje szesnascie
aminokwaséw, z ktorych dziewigé jest niezbednych; catkowita zawarto$¢ niezbednych
aminokwasdéw wynosi okoto 9% w kwiatach 1 11,5% w lisciach. Ttuszcze sa gldwnie
akumulowane w nasionach bzu (zawarto$¢ tluszczu: 22,4%) oraz w mace z nasion
(zawartos¢ thuszczu: 15,9%). Dominujacymi kwasami thuszczowymi
sg wielonienasycone kwasy tluszczowe, stanowigce 70,5% wszystkich kwasow
thuszczowych w nasionach. Stosunek kwasow tluszczowych omega-6 do omega-3
wynidst dla oleju z nasion bzu czarnego 1,19:1. Stosunek ten jest jednym z waznych
parametrow wartosci zdrowotnych olejow i tlhuszczow. Bioragc pod uwage zaréwno
stosunek kwasow tluszczowych nienasyconych do nasyconych (84,26%) jak 1 jakosciowa
zawarto$¢ wielonienasyconych kwasow tluszczowych omega-6 do omega-3 mozna
stwierdzi¢, ze olej z nasion bzu czarnego ma jeden z korzystniejszych sktadow sposrod

olejow roslinnych (Fazio i in., 2013; Mtynarczyk i in., 2018).

Owoce bzu czarnego zawieraja rowniez organiczne kwasy takie jak kwas
cytrynowy, kwas jablkowy, kwas szikimowy i kwas fumarowy, ktore stanowig od 0,4
do 0,64 % zawartosci owocoéw. Glownym kwasem organicznym wystepujacym
w owocach jest kwas cytrynowy, ktory moze stanowi¢ nawet 75% wszystkich kwasow
organicznych. Sktadniki mineralne wyste¢puja zaréwno w owocach, jak i w kwiatach bzu,
przy czym zawarto$¢ substancji mineralnych wynosi od 0,90 do 1,55% masy owocow,
w tym potas (2953-5494 mg-kg! §.m.), fosfor (735-1337 mg-kg! §.m.), wapn (574-1528
mg-kg' §.m.), sod (13—146 mg-kg™' §.m.), magnez (396-739 mg-kg! §.m.), zelazo (12,4—
84,7 mg-kg! §.m.), cynk (1,9-11,3 mg-kg! §.m.), mangan (3,6-9,5 mg-kg' $.m.) oraz
miedz (1,7-2,9 mg-kg' $.m.). W wynikach réznych badah podano rézne stezenia
witaminy C, przy czym zawarto$¢ tej witaminy w owocach bzu jest zalezna od odmiany
i lokalizacji wzrostu roslin. Ponadto, nasiona bzu sg rowniez zrédtem witaminy E, w tym

a-tokoferolu i y-tokoferolu. Zawarto$¢ a-tokoferolu wynosi 0,49 pg-g! oleju, natomiast
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y-tokoferolu — 2,63 pg-g’'. Oprocz tego, owoce i kwiaty bzu czarnego zawieraja $ladowe
ilosci olejkéw eterycznych, ktore sktadajg si¢ z okoto 53 zwigzkéw w owocach 1 58

w kwiatach (Veberic i in., 2009; Mtynarczyk i in., 2018).

Dodatkowo, bez czarny zawiera glikozydy cyjanogenne, sambunigryng
1 prunazyne, ktore majg dziatanie toksyczne, a ich stezenie jest najwyzsze w lisciach
1 niedojrzatych owocach, ale ulega degradacji podczas obrobki termicznej (Mtynarczyk

iin., 2018).

Owoc bzu czarnego zawiera szczeg6lnie duzo zwigzkow antocyjanowych, takich
jak cyjanidyna-3-glukozyd i cyjanidyna-3-sambubiozyd, a takze w mniejszych ilo$ciach
cyjanidyna-3,5-diglukozyd oraz cyjanidyna-3-sambubiozyd-5-glukozyd. Antocyjany,
znane ze swoich funkcjonalnych wlasciwosci, sa uzywane jako barwniki spozywcze oraz
przyczyniaja si¢ do redukcji stresu oksydacyjnego poprzez usuwanie wolnych rodnikéw,
co czyni je potencjalnymi §rodkami chemoprewencyjnymi. Zawarto$¢ tych zwigzkow
zalezy od odmiany, etapu dojrzewania, sezonu wegetacyjnego oraz metody i sposobu
ekstrakcji. Ponadto, inne polifenole wystepujace w owocach bzu czarnego to kwas
chlorogenowy, neochlorogenowy, kryptochlorogenowy, kwercetyna, rutyna (kwercetyna-
3-rutynozyd), izokwercytryna (kwercetyna-3-glukozyd), astragalina (kaempferol-3-
glukozyd), oraz izoramnetyna-3-rutynozyd i izoramnetyna-3-glukozyd. Rutyna jest
gléwnym flawonolem w tej roslinie, podczas gdy izokwercytryna i astragalina wystepuja

w mniejszych ilosciach (Veberic i in., 2009; Mtynarczyk i in., 2018).

Kwiaty 1 owoce bzu czarnego sa znane jako tradycyjne $rodki lecznicze
stosowane w réznych dolegliwos$ciach i chorobach, czesto wykorzystywane w medycynie
ludowej. Sa przede wszystkim uzywane do leczenia typowych objawow zwigzanych
z przezigbieniem, goraczka, kaszlem, zatkanym nosem, wydzieling §luzowa oraz grypa,
a takze prewencyjnie do wzmacniania systemu immunologicznego. Oba te surowce byty
w przesztosci surowcami farmakopealnymi, jednakze owoc bzu czarnego (Sambuci
fructus) po raz ostatni opisany byt w Farmakopei Polskiej IV w 1970 r. Jedynie kwiat bzu
czarnego (Sambuci flos) wciaz opisywany jest w Farmakopei Polskiej, wedlug ktorej
sa to wysuszone kwiaty, w ktorych zawarto$¢ flawonoidow wynosi co najmniej 0,80%
w przeliczeniu na izokwercytozyd. Dzigki obecnosci flawonoiddw, kwiaty bzu wykazuja
przede wszystkim wtasciwosci napotne, przeciwgoraczkowe i moczopg¢dne. Ponadto

kwiaty bzu wykazuja wlasciwos$ci przeciwzapalne 1 antybakteryjne, stad sg stosowane
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do plukania gardta lub jako kompresy na zapalenie spojowek. Najczesciej uzywa si¢ ich
W postaci naparow z suszonych kwiatow do stosowania wewnetrznego lub zewnetrznego.
Owoce bzu czarnego, podobnie jak kwiaty, posiadaja witasciwosci napotne,
przeciwgoraczkowe i moczopgdne, ale ponadto dziataja jako $rodek przeczyszczajacy
i detoksykujacy, dlatego czesto sg sktadnikiem ziotowych mieszanek stosowanych jako
srodek na zaparcia lub wspomagajace odchudzanie. Ponadto owoce bzu wykazuja
umiarkowane dziatanie przeciwbolowe 1 moga by¢ uzywane jako srodek wspomagajacy
leczenie migreny, rwy kulszowej 1 b6lo6w nerwowych (Mahboubi i in., 2012; Mtynarczyk
11in., 2018; Mahboubi, 2021; Nurzynska-Wierdak i Krajewska, 2022; Farmakopea Polska
XII1, 2023).

Nie tylko kwiaty i owoce bzu sg korzystne dla zdrowia, ale rowniez kora, korzen,
todyga i licie bzu czarnego byly uzywane, zwlaszcza przez ludno$¢ wiejska, jako
lekarstwo lub pozywienie. Na przyktad, kora bzu jest znana z wtasciwosci moczopednych
1 odchudzajacych, podczas gdy liscie bzu moga pomaga¢ w zwiekszeniu odpornosci
na choroby zakazne. Owoce i kwiaty bzu czarnego, czesto wykorzystywane sa jako
srodki przeciwko przezigbieniu, grypie i innym chorobom zakaznym. Sg one uzywane
jako sktadniki suplementow diety w formie syropow, kropli, tabletek, kapsutek, pastylek
do ssania, aerozoli, emulsji lub zawiesin. W literaturze czesto zglaszana jest
antywirusowa aktywno$¢ owocOw bzu czarnego. Bardzo popularnym suplementem
o takich wtasciwosciach, sprzedawanym jako §rodek profilaktyczny w wielu krajach, jest
preparat Sambucol, opatentowany w Izraclu przez dr Madeleine Mumcuoglu

(Mtynarczyk 1 in., 2018).
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3.4.2. Miodunka migkkowltosa (Pulmonaria mollis Wulfen ex Hornem.)

Miodunka migkkowtosa jest
byling  nalezaca  do  rodziny
ogorecznikowatych  (Boraginaceae)
(rysunek 8). Roslina ta preferuje
cieniste, wilgotne 1 zyzne srodowiska
lesne. Jest gatunkiem rzadkim,
wystepujacym gtownie na wschodzie
1 potudniowo-wschodzie Polski.

Spotykana jest w widnych i suchych

iy # ; vvg \ \ \ lasach (zwlaszcza Swietlistych

i

Rysunek 5 Miodunka migkkowlosa podczas dgbrowach  z  rzgdu  Quercetalia
kwitnienia. Zrodlo: Fot. wlasna pubescenti-petraeae, dla ktorych jest
gatunkiem charakterystycznym),

a takze w zaros$lach; preferuje gleby zasadowe. Typowo osigga wysoko$¢ od 20 do 40 cm.
Wiosna, roslina ta wypuszcza pedy kwiatostanowe, ktore po zapyleniu 1 zawigzaniu
nasion zamieraja, a w ich miejsce pojawiaja si¢ duze liScie 1 ro$lina utrzymuje wzrost
wegetatywny az do jesieni, kiedy liscie te zamieraja. Jej zasigg wystgpowania obejmuje
Europe Srodkowa, jednak jej obecno$¢ odnotowuje si¢ rowniez na rozlegtych terenach
kontynentu euroazjatyckiego. Analizy filogenetyczne sugeruja, ze P mollis
prawdopodobnie wyewoluowata z grupy przodkéw w plejstocenie, migrujac wraz
z biocenozami debowymi z potudniowo-wschodniej do srodkowej Europy. Gatunek ten

wystepuje przede wszystkim na glebach bogatych w wapn 1 sktadniki odzywcze oraz

wilgotnych (Sauer, 1987; Zarzycki i in., 2002).

Gatunek ten nie zostal opisany w farmakopei, cho¢ badania naukowe wskazuja
na miodunk¢ mieckkowtosg jako na istotne zrédto zwiazkow biologicznie czynnych,
takich jak alantoina i kwas rozmarynowy. Dodatkowo, miodunka miekkowtosa zawiera
szerokie spektrum innych zwigzkéw biologicznie aktywnych, w tym polifenole, taniny
oraz flawonoidy. Wysoka zawarto§¢ mikroelementow hematopoetycznych takich jak
zelazo (Fe), mangan (Mn), miedz (Cu) 1 kobalt (Co), bedagca nawet dwukrotnie wyzsza
niz w miodunce ¢mej czy plamistej, moze by¢ zwigzana z jej dziataniem przeciw
niedokrwistos$ci. Te wilasciwosci zostaly potwierdzone w badaniach empirycznych,
w ktorych ekstrakty z miodunki migkkowlosej skutecznie przywracatly poziomy
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hemoglobiny u szczurow cierpiagcych na niedobory zelaza, osiggajac efekty
poréwnywalne z lekami syntetycznymi. Ponadto, gatunek ten odznacza si¢ istotng
aktywnoscia przeciwutleniajaca 1 przeciwzakrzepowa (Kruglov, 2012; Chauhan 1 in.,

2022).

3.4.3. Czosnek niedzwiedzi (A/lium ursinum L.)

Czosnek niedzwiedzi nalezy do rodziny amarylkowatych (Amaryllidaceae)
i obejmuje dwa gltoéwne podgatunki réznigce si¢ morfologia i regionem wystepowania:
Allium ursinum L. subsp. ursinum oraz Allium ursinum subsp. ucrainicum (Oksner)
Kleopow. Pierwszy z nich jest rozpowszechniony w Europie Zachodniej, natomiast drugi
gléwnie w FEuropie Wschodniej. Jest to gatunek charakterystyczny dla mezo-
i eutroficznych laséw lisciastych z rzedu Fagetalia sylvaticae. Czosnek niedzwiedzi
posiada szerokie, lancetowate liScie odziomkowe wyrastajace bezposrednio z cebuli
(rysunek 9). Liscie te osiggaja zazwyczaj szerokos¢ od 1,5 do 2,5 cm i wydzielaja
intensywny czosnkowy aromat po zgnieceniu. Roslina tworzy biate, gwiazdkowate
kwiaty zebrane w baldach na bezlistnej todydze, ktora wznosi si¢ bezposrednio z cebuli.
Okres kwitnienia przypada na miesigce od kwietnia do czerwca i zalezy od lokalnych

warunkow klimatycznych 1 geograficznych (Zarzycki i in., 2002; Rola, 2012).

Czosnek niedzwiedzi ceniony jest przede wszystkim ze wzgledu na swoje
wiasciwosci kulinarne 1 lecznicze. Jest popularng rosling dziko rosngcg w wielu czgsciach
Europy, ceniong za liscie o smaku czosnku. Leczniczo stosuje si¢ je ze wzgledu
Ao : na wlasciwosci antybakteryjne
iprzypisuje si¢ im korzysci
w leczeniu nadci$nienia oraz
jako  $érodek  wspomagajacy
detoksykacj¢ organizmu. Mimo
to, surowiec ten nie zostal
opisany w Farmakopei Polskiej

(Sobolewska 1 in., 2015).

Czosnek niedzwiedzi wykazuje

roOwniez  silne  wlasciwosci

Rysunek 6 Czosnek niedzwiedzi tworzacy poszycie
lasu li§ciastego. Zrodto: Internet 12 allelopatyczne, wplywajace
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na bior6znorodno$¢ runa lesnego, szczegdlnie w lasach bukowych i mieszanych. Roslina
ta wydziela réznorodne zwiazki fenolowe do gleby, hamujace kietkowanie nasion
1rozw0j roslin sasiadujacych. Do zwigzkéw tych nalezg migdzy innymi flawonoidy

1 zwigzki siarkowe (Djurdjevic i in., 2004).

3.4.4. Kopytnik pospolity (4sarum europaeum L.)

Kopytnik  pospolity  zaliczany jest do rodziny kielichowcowatych
(Aristolochiaceae) w obrebie rzedu pieprzowcoOw (Piperales), ktory obejmuje rowniez
rodzing pieprzowatych (Piperaceae). Gatunek ten jest szeroko rozpowszechniony
w strefach klimatu umiarkowanego pétkuli pétnocnej, w tym w Europie, Azji i Ameryce
Potnocnej. Roslina jest gatunkiem rodzimym dla wschodniej i potudniowej Europy,

stanowigcym znaczgcy komponent medycyny Unani (Akhlaq i in., 2022).

Kopytnik pospolity
charakteryzuje si¢ rozleglym
podziemnym kigczem 1 lisémi
o nerkowatym ksztalcie (rysunek
10). Tworzy on  ukryte,
dzwonkowate kwiaty o barwie
zazwyczaj  brgzowawej  lub
purpurowej. Typowa wysoko$¢

rosliny wynosi 5-10 cm,

z pelzajaca, owlosiong todyga.
Liscie maja owalny ksztalt,
sg spiczaste 1 pokryte wloskami, co ulatwia adaptacj¢ do zacienionych, wilgotnych

siedlisk lesnych (Saeedi i in., 2020; Akhlaq 1 in., 2022).

Gatunek ten preferuje warunki cieniste pod koronami drzew w lasach lisciastych
1 mieszanych, charakteryzujac si¢ wysokim stopniem adaptacji do ekosystemow lesnych
z minimalng penetracjg $wiatla. Jest to gatunek charakterystyczny dla mezo-

i eutroficznych lasow lisciastych z rzgdu Fagetalia sylvaticae. Kopytnik pospolity jest
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dominujacym gatunkiem w warstwie podszytu, gdzie poziom oswietlenia wynosi zwykle

10% pelnego nastonecznienia (Zarzycki i in., 2002; Kovalenko 1 in., 2017).

Klacze kopytnika pospolitego zawiera olejek eteryczny, w skiad ktérego wchodzi
m.in. azaron. Kfacze posiada takze inne zwigzki takie jak flawonoidy, zwigzki fenolowe
1 seskwiterpeny, ktore odgrywaja kluczowa role w jego dziataniu biologicznym

1 farmakologicznym (Saeedi i in., 2020; Akhlaq 1 in., 2022).

W tradycyjnych systemach medycyny zielarskiej w Europie, kopytnik pospolity
byl stosowany do leczenia szeregu dolegliwosci, od bolow gtowy po niezyt nosa i jako
srodek moczopedny. W tradycyjnej medycynie iranskiej uzywany jest do poprawy
pamieci i funkcji poznawczych. Wspolczesne badania farmakologiczne podkreslaja jego
potencjat w zakresie dziatania neuroprotekcyjnego, przypisywanego inhibicji enzymow
takich jak acetylocholinesterazy, zaangazowanych w rozktad neuroprzekaznikoéw
wmozgu. W medycynie Unani, ro$lina ta stosowana jest w leczeniu chorob
oddechowych, zaburzen zoladkowo-jelitowych, schorzen neurologicznych oraz jako
srodek profilaktyczny przeciwko infekcjom, takim jak ospa wietrzna czy dzuma.
Ponadto, kopytnik pospolity wykorzystywany byt w medycynie Unani, réwniez
w leczeniu takich chordb jak zapalenie oskrzeli, padaczka, zapalenie watroby 1 inne.
Stosowany jest w r6znorodnych formach, w tym proszkéw, odwardéw i olejkow, zard6wno
jako pojedynczy lek, jak i w formulacjach ztozonych z innych ziot, stuzac jako $rodek

profilaktyczny w chorobach wirusowych (Saeedi i in., 2020; Akhlaq 1 in., 2022).

3.5. Wplyw czynnikow abiotycznych na gromadzenie si¢ wybranych grup
zwigzkow chemicznych

Jak omowiono wczesniej, szereg czynnikow, takich jak czynniki genetyczne,
srodowiskowe czy agrotechniczne, majg istotny wptyw na synteze¢ i akumulacj¢ réznych
metabolitow pierwotnych 1 wtoérnych. W niniejszym rozdziale postanowiono
skoncentrowa¢ si¢ na roli czynnikéw abiotycznych, ktore majg znaczacy wpltyw
na akumulacj¢ wybranych grup zwigzkow biologicznie czynnych okreslanych w ramach
tej pracy. Analiza obejmie nastgpujace grupy zwigzkow chemicznych: chlorofil a i b,
karotenoidy, zwiazki polifenolowe (w tym flawonoidy i antocyjany), bialko oraz
zawarto$¢ rozpuszczalnych weglowodanow. Kazda z tych grup zwigzkéw odgrywa

kluczowa role w odpowiedziach roslin na zmieniajace si¢ warunki $Srodowiskowe
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i interakcje z innymi organizmami, co czyni je istotnymi zar6wno z punktu widzenia
biologicznego, jaki potencjalnych aplikacji praktycznych. Celem tego rozdziatu jest
omoOwienie, jak zmienne czynniki biotyczne i abiotyczne wptywaja na te metabolity, oraz

w efekcie, na wlasciwosci prozdrowotne tych roslin.

Barwniki fotosyntetyczne

Dai i1 in. (2009) wykazali, ze r6zne rodzaje nawozow, zard0wno organiczne
(obornik bydlecy, obornik drobiowy), jak i1 nieorganiczne (nawdz NPK), maja istotny
wpltyw na poziomy (zawartos¢) chlorofilu w roslinach uprawnych. Autorzy ci zauwazyli,
ze nawozy organiczne zwigkszaja zawarto$¢ chlorofilu bardziej znaczaco niz nawozy
nieorganiczne, co mozna przypisa¢ poprawie zdrowia gleby oraz lepszej dostepnosci
mikroelementéw niezbednych do syntezy chlorofilu. Jest to zgodne z publikacja Esteban
11in. (2015), ktéra wskazuje, ze nawozy, szczegdlnie te bogate w azot, maja decydujacy
wplyw na proporcje i poziomy tych pigmentéw. Zmiany w dostepnosci skladnikow
odzywczych nie tylko modyfikujg ilo$¢, ale takze jako$¢ tych pigmentdéw, co ma wptyw
na optymalizacj¢ odpowiedzi ro$lin na warunki $wietlne oraz na zwigkszenie ich

odpornosci na uszkodzenia fotooksydacyjne.

Adaptacja barwnikéw fotosyntetycznych, takich jak chlorofile i karotenoidy,
do zréznicowanych warunkow oswietleniowych jest fundamentalnym aspektem badan
nad adaptacjg roslin do ich S$rodowiska. Barwniki te, odpowiedzialne za procesy
fotosyntezy 1 fotoprotekcji, wykazuja zdolno§¢ do dynamicznego dostosowywania
swoich stgzen oraz proporcji w odpowiedzi na zmieniajace si¢ natezenie $wiatla.
W warunkach intensywnego $wiatla, ro§liny zazwyczaj zwigkszaja stosunek chlorofilu a
do chlorofilu b, co ma na celu optymalizacje efektywnosci fotosystemow bezposrednio
zaangazowanych w konwersje energii $wietlnej. Mechanizm ten jest wspierany przez
zmiang sktadu karotenoidow na formy lepiej zaadaptowane do funkcji fotoprotekcyjnych,
takie jak p-karoten i ksantofile, ktore odgrywaja kluczowa role¢ w neutralizacji
reaktywnych form tlenu 1 bezpiecznym rozpraszaniu nadmiaru energii §wietlnej (Esteban

iin., 2015).

Z kolei w warunkach zacienienia, obserwuje si¢ u roslin tendencje do zwigkszania
zawartosci chlorofilu w celu maksymalizacji absorpcji §wiatla, co jest niezbedne
w Srodowiskach o ograniczonym dostepie do $wiatta. Przyktadem moze tu by¢ np.

Tetrastigma hemsleyanum Diels 1 Gilg, pnacze z rodziny winoro$lowatych (Vitaceae),
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cenione w tradycyjnej medycynie chinskiej jako S$rodek przeciwzapalny,
przeciwwirusowy oraz wspomagajacy leczenie uktadu oddechowego. Roslina
ta pochodzi z subtropikalnych lasow Chin, gdzie ro$nie w wilgotnych i cienistych
srodowiskach, osigga najwyzsze st¢zenia chlorofilu a i b w warunkach 90-procentowego
zacienienia, co jest typowym zjawiskiem w niskich warunkach $wietlnych. Ponadto,
liscie adaptujace si¢ do cienia wykazujg modyfikacje w strukturze chloroplastow, ktére
utatwiajg efektywniejszg prace w warunkach zmniejszonego natezenia §wiatla, takie jak

zmiany w konfiguracji gran w chloroplastach (Lichtenthaler i in., 1981; Dai i in., 2009).

Procesy enzymatyczne odpowiedzialne za syntez¢ chlorofilu sg wrazliwe
na zarowno zbyt wysokie, jak 1 zbyt niskie temperatury, co moze prowadzié¢
do hamowania tych reakcji oraz degradacji chlorofilu juz obecnego w tkankach
ro$linnych. Optymalna temperatura dla syntezy chlorofilu, wynoszaca okoto 30°C, jest
istotna dla zachowania wysokiej efektywnosci fotosyntezy (Y. Li 1 in., 2018). Z kolei
niskie temperatury wplywaja na sktad karotenoidow, zwlaszcza na zwigkszenie stosunku
luteiny do chlorofilu, co sugeruje adaptacyjne mechanizmy roslin do ochrony

w chtodniejszych warunkach (Esteban i in., 2015).

Zwiazki polifenolowe

Obserwuje sie, ze nizsze stezenia azotu czgsto koreluja z wyzsza koncentracja
zwiazkow polifenolowych. Taka zalezno$¢ wynika z konkurencji azotu ze szlakami
metabolicznymi fenylpropanoidéw o wspolne substraty. W rezultacie, przy ograniczone;j
dostepnosci azotu, rosliny moga intensyfikowac alokacje zasobow na synteze¢ fenolowa,
peligca funkcje mechanizmu obronnego. Na przykiad, liczne badania dowodza,
ze redukcja nawozenia azotem przyczynia si¢ do zwigkszenia zawartosci polifenoli
w satacie 1 innych warzywach liSciastych. W przeciwienstwie, nadmiar azotu moze
skutkowaé obnizeniem syntezy polifenoli, co jest wynikiem priorytetyzacji proceséw
wzrostu 1 rozwoju nad produkcja metabolitow wtornych (Sofo i in., 2016). Interakcja
azotu z innymi pierwiastkami, takimi jak potas (K) i fosfor (P), réwniez wplywa
na poziomy polifenoli. Przyktadowo, w niektoérych badaniach potas wykazat zdolnos¢
do tagodzenia negatywnych efektow wysokiego stezenia azotu na synteze polifenoli
w winogronach. Pordwnania systemow rolnictwa ekologicznego i konwencjonalnego
czesto wykazuja wyzsza zawartos¢ zwigzkow polifenolowych w roslinach uprawianych

metodami ekologicznymi. Jest to przypisywane indukowanej przez stres syntezie
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polifenoli, spowodowanej nizsza dostgpnoscia mineralnych nawozéw i1 pestycydow

w systemach ekologicznych (Heimler i in., 2017).

Intensywnos$¢ $wiatla bezposrednio wptywa na biosyntez¢ flawonoidow oraz
innych zwiazkow fenolowych, ktore odgrywaja kluczowa role w ochronie roslin przed
promieniowaniem ultrafioletowym 1 atakami patogenéow. Ponadto, zwigzki
te przyczyniaja si¢ do ogolnej kondycji roslin w rdéznorodnych warunkach
srodowiskowych. W przypadku roslin herbaty (Camellia sinensis (L.) O. Kuntze),
zacienienie modyfikuje biosyntez¢ réznorodnych flawonoidéw, w tym katechin oraz
proantocyjanidyn. Obnizenie intensywnosci $wiatla spowodowane zacienieniem
prowadzi do znaczacego zmniejszenia stezenia tych polifenoli, co skutkuje redukcja
cierpkos$ci oraz potencjalng poprawa wlasciwosci sensorycznych herbaty. Badania
wykazaty, ze zacienienie ro$lin herbaty indukuje istotne obnizenie poziomu katechin
1 proantocyjanidyn, odpowiednio o 53,37% 1 43,26% w poroéwnaniu do roslin
uprawianych w pelnym nastonecznieniu. Spadek ten jest $ciSle zwigzany z redukcja
ekspresji gené6w w S$ciezce biosyntezy flawonoidow. Odnos$nie imbiru, zacienienie
wptywa w rozny sposob na akumulacj¢ flawonoidow i kwasoéw fenolowych w zalezno$ci
od czgdci rosliny. Liscie roslin zacienionych w 60% wykazywaly wyzsze stezenie
flawonoidow, takich jak mirycetyna, ktora jest niemal nieobecna w warunkach petlnego
Swiatla stonecznego. Przeciwnie do tego, pewne kwasy fenolowe takie jak kwas kawowy,
wykrywane byty niemal wylacznie w warunkach pelnego nastonecznienia (Ghasemzadeh

i Ghasemzadeh, 2011; Wang i in., 2012).

Wplyw temperatury na zawarto$¢ polifenoli réwniez nie jest jednoznaczny
izalezy bardziej od odchylenia od temperatury optymalnej dla danego gatunku.
W przypadku pomidorow, najwyzsza akumulacja zwigzkow fenolowych zostata
zaobserwowana przy 35°C, co znaczaco przekracza optymalne warunki wzrostu dla tego
gatunku. Jest to skorelowane z maksymalng aktywno$cia enzymu fenylalaniny
amoniolazy (PAL), co sugeruje mechanizm obronny w odpowiedzi na stres termiczny.
W umiarkowanej temperaturze 25°C, zard6wno zawartos¢ fenoli, jak i aktywnos$¢ PAL
osiggaly najnizsze wartosci, natomiast w temperaturze 15°C, chociaz poziomy fenoli
1 aktywno$¢ PAL byty wyzsze niz przy 25°C, nie osiggnety warto$ci zanotowanych przy
35°C, co wskazuje na obecno$§¢ umiarkowanego stresu termicznego. W przypadku
arbuza, odpowiedz na temperatur¢ byta niemal odwrotna, co wynika z ich adaptacji

do wyzszych temperatur optymalnych. Najwyzsze wartosci akumulacji fenoli
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i aktywnos$ci PAL zaobserwowano przy 15°C, podyktowane najprawdopodobniej
intensywng reakcjg obronng w odpowiedzi na niskg temperature. Przy 25°C, obie
te wartosci byly nizsze niz przy 15°C, lecz wyzsze niz przy 35°C, co jest zblizone
do optymalnych warunkéw wzrostu dla tego gatunku. Najnizsze poziomy fenoli
i aktywnos$ci PAL zanotowano przy 35°C, co odpowiada warunkom najblizszym
optymalnemu $rodowisku wzrostu 1 wskazuje na minimalng potrzebe aktywacji

mechanizméw obronnych (Rivero i in., 2001).

Stres wywotany susza lub zasoleniem prowadzi do wzmozonej produkcji
reaktywnych form tlenu w roslinach, co skutkuje wystgpieniem stresu oksydacyjnego.
W odpowiedzi na to zjawisko, ro$liny intensyfikuja syntez¢ antyoksydantéw, w tym
polifenoli. Na przyktad, w przypadku dziurawca oszronionego (Hypericum pruinatum L.)
obserwuje si¢, ze stres zasolenia znaczaco zwigksza poziomy specyficznych zwigzkow
fenolowych, takich jak kwas chlorogenowy 1 kwercetyna, podczas gdy stres
spowodowany suszg nie wptywa w znaczacy sposob na sklad chemiczny tych roslin.
W czosnku rézowym (Allium roseum L.) natomiast, zarbwno susza, jak i stres zasolenia
prowadza do wzrostu poziomdéw ogdlnych polifenoli, cukréw rozpuszczalnych oraz
witaminy C, nie wptywajac jednoczesnie negatywnie na parametry wzrostu, co sugeruje
ogolne zwigkszenie potencjalu antyoksydacyjnego rosliny. Podwyzszenie poziomu
polifenoli jest zwigzane z aktywacja enzymu amoniolaza fenylalaniny, kluczowego
w szlaku fenylpropanoidowym, ktéry odpowiada za produkcj¢ polifenoli. Dodatkowo,
zdolno$¢ polifenoli do eliminacji reaktywnych form tlenu przyczynia si¢ do ich
efektywnosci w zwiekszaniu odpornosci roslin na stres (Reginato i in., 2015; Caliskan

1in., 2017; Najjaa i in., 2018).

Bialka

Nawozenie istotnie wptywa na zawarto$¢ biatka w roslinach, co zostato
zilustrowane np. w badaniu przeprowadzonym na Stewii. W badaniu tym poréwnywano
efekty stosowania nawozoéw mineralnych i organicznych na wzrost i parametry
biochemiczne roslin. Wyniki wskazaty, ze kombinacja obu typéw nawozow nie tylko
zwigkszyta ogdlny wzrost ro§lin, ale réwniez istotnie podniosta poziom biatek
w porownaniu z probami kontrolnymi. Obserwowany wzrost zawartosci biatka mozna

przypisa¢ optymalizacji dostgpnosci sktadnikow odzywczych zaro6wno ze zrodet
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organicznych, jak i nieorganicznych, co sprzyja zwigkszonej aktywnosci metabolicznej
1 syntezie biatek, kluczowych dla rozwoju ros$lin i ich adaptacji do stresu. Szczegolnie
istotny wplyw na zawarto$¢ biatka ma nawozenie azotowe, gdyz ten pierwiastek jest

kluczowy w budowie tych metabolitow (Patil, 2010).

Dostepnos¢ §wiatta ma istotny wptyw na zawarto$¢ biatka w roslinach, przy czym
nastonecznienie zazwyczaj zwigksza syntez¢ biatka dzieki intensyfikacji procesow
fotosyntezy 1 metabolizmu. W przeciwiefistwie do tego, rosliny rosnagce w warunkach
zacienionych charakteryzuja si¢ nizsza zawartoscig biatka, co wynika z ograniczonej
intensywno$ci $wiatla, a co za tym, ograniczajacej dostepnos$¢ energii potrzebnej
do fiksacji wegla i1 syntezy biatek. Rosliny przystosowane do pelnego nastonecznienia
adaptuja swoja strukture liSci i1 $ciezki metaboliczne w celu wsparcia wyzszej aktywnos$ci
enzymow fotosyntetycznych, takich jak RuBisCO, co prowadzi do zwigkszonej produkcji
biatka. Z kolei rosliny przystosowane do cienia kierujg zasoby przede wszystkim
na maksymalizacj¢ efektywnos$ci pochlaniania $wiatla, co skutkuje mniejszym
przydziatem zasobow na synteze biatka i nizszg ogo6lng zawarto$cig biatka (Mathur i in.,

2018).

Cukry

Wplyw czynnikow abiotycznych na zawarto$¢ rozpuszczalnych weglowodandéw
w roslinach jest dobrze udokumentowany przez liczne badania, ktére wskazuja, ze takie
stresy jak susza, zasolenie i niedobor sktadnikow odzywczych zazwyczaj prowadza
do wzrostu stezenia rozpuszczalnych cukrow jako mechanizmu obronnego.
To zwigkszenie jest czgscig procesu adaptacji osmotycznej, w ramach ktérej wyzsze
poziomy cukru pomagajag w utrzymaniu turgoru komoérkowego oraz ochronie struktur
komorkowych. Na przyktad, badania wykazaly, ze stres suszy zwigksza zawartos¢
rozpuszczalnych cukréow w lisciach rumianku uprawianego w Niemczech, szczegdlnie
gdy jest dodatkowo nawozony nawozami organicznymi, takich jak kompost
dzdzownicowy. Analogicznie, niedobor azotu w ro$linach Labisia pumila (Blume) Fern.-
Vill. (roslina tropikalna z rodziny pierwiosnkowatych) skutkowat wyzszym poziomem
weglowodanow niestrukturalnych, w tym cukréw rozpuszczalnych, co jest wynikiem

przekierowania zasobdw z procesOw wzrostu na produkcje wtornych metabolitoéw
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w warunkach ograniczonej dostgpnosci sktadnikow odzywczych (Ibrahim i in., 2011;

Salehiiin., 2016; W. Liiin., 2018).
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4. Material i metody

4.1. Charakterystyka materialu badawczego

Materiat do badan stanowily rosliny bzu czarnego, miodunki mi¢kkowlosej,

kopytnika pospolitego oraz czosnku niedzwiedziego:
Bez czarny

Do badan wykorzystano dwuletnie sadzonki bzu czarnego odmiany ‘Samdal’
zakupione w gospodarstawie znajdujagcym si¢ w Rybczewicach Drugich. Odmiana ta,
wyhodowana zostata w Danii w latach osiemdziesiagtych dwudziestego wieku we
wspotpracy Royal Veterinary and Agricultural University w Kopenhadze i Centrum
badawczym w Arslev. Odmiana ta charakteryzuje si¢ silnym wzrostem i szybkim
wejsciem w okres owocowania, co umozliwia jej uprawe zarowno w formie krzewu, jak
1 drzewa. 'Samdal' wyrdznia si¢ Sredniej wielkosci krzewami z wieloma pgdami, §rednimi
rozmiarami baldachéw i owocow, wysoka zawartoscig antocyjanow i niska zawartoscia
kwasow. Owoce dojrzewaja réwnomiernie w ciggu tygodnia. Ze wzgledu na swoje
wiasciwosci, owoce odm. 'Samdal' sg szczegolnie cenione w produkcji napojow, w tym
win owocowych 1 dzemoéw, dzigki swojemu doskonatemu smakowi i wlasciwosciom

organoleptycznym soku.
Miodunka mi¢kkowlosa

Rosliny miodunki migkkowtlosej zostaly podarowane przez dr Mirostawa
Angielczyka z firmy Dary Natury w Korycinach. Materiat nasadzeniowy stanowity

wyrosnigte, wieloletnie rosliny pochodzace z uprawy.
Kopytnik pospolity

Rosliny kopytnika pospolitego zostaty zakupione w szkoétce roslin ozdobnych
Skalniak w miejscowosci Dobkéw. Rosliny stanowity mlode, ukorzenione sadzonki z 2-

3 1is¢émi.
Czosnek niedzwiedzi

Material nasadzeniowy czosnku niedzwiedziego stanowity cebule zakupione
od prywatnej osoby za posrednictwem internetu. Byly to cebule 2-3 letnich roslin

wykopane w okresie spoczynku.
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4.2. Lokalizacja oraz warunki prowadzenia uprawy

Doswiadczenia przeprowadzono na polu doswiadczalnym Katedry Roslin
Warzywnych 1 Leczniczych w Wilanowie-Zawadach (strefa mrozoodporno$ci roslin
USDA 6b; 80 m n.p.m.; gleba aluwialna — mada wislana). Wiosng 2015 roku na miejscu
prowadzenia uprawy wysiano gorczyce jako nawoéz zielony w dawce 15 kg na hektar,
ktora po osiggnigeciu fazy kwitnienia zostala przyorana. Bezposrednio przed
rozpoczeciem doswiadczenia wykonano nawozenie superfosfatem potréjnym w ilosci 70
kg P20s na hektar oraz siarczanem potasu w ilosci 100 kg K2O na hektar. Dane dotyczace
sredniej miesigcznej temperatury powietrza i opadow w czasie trwania do$wiadczen

przedstawiono na rysunkach 11-12.
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Rysunek 8 Srednie miesieczne temperatury oraz suma opadéw w latach 2016-2019.
Opracowanie wlasne na podstawie danych z European Climate Assessment & Dataset
(ECA&D)
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Rysunek 9 Srednie miesigczne temperatury oraz suma opadéw w latach 1995-2019.
Opracowanie wlasne na podstawie danych z European Climate Assessment & Dataset
(ECA&D)

Badania stanowit cykl trzech doswiadczen realizowany w latach 2015-2019.
Pierwszy cykl doswiadczen dotyczyt plonowania i jakos$ci surowcow zielarskich (kwiatu
1 owocu) z bzu czarnego uprawianych w systemie agrole§nym w poréwnaniu z uprawg
konwencjonalng. Drugi miat na celu scharakteryzowanie surowcodw pozyskanych z roslin
podszytu, w zalezno$ci od warunkow $wietlnych, natomiast trzeci dotyczyt okreslenia
zmienno$ci chemicznej lisci bzu czarnego oraz ich przydatnosci jako surowca

zielarskiego.

4.2.1. Cze$¢ 1 doswiadczen — Uprawa wspotrzedna bzu czarnego (2015-2018)

Jesienig 2015 roku posadzono 100 dwuletnich sadzonek bzu czarnego odmiany
'Samdal' w rozstawie 2m x 2m. Wiosng 2016 roku, rosliny zostaly przycigte tak, aby
pozostat tylko jeden ped, a od tego czasu rosliny byly formowane na ksztalt drzewa
z korong zaczynajaca si¢ na wysoko$ci okoto 2m. Otaczajace 36 roslin wybrano jako
ochron¢ przed nadmiernym nastonecznieniem, ktére mogloby spowodowac efekt
brzegowy, a pozostate 64 wewnetrzne rosliny stanowity materiat roslinny do badan.
Te rosliny podzielono na 16 poletek w uktadzie kwadratu tacinskiego, a wczesng wiosne

2017 roku posadzono na nich rosliny podszytowe w rozstawie 0,3m x 0,3m (miodunka
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mickkowtosa i kopytnik pospolity) lub 0,25m x 0,25m (czosnek niedzwiedzi),
co skutkowato ostatecznymi wymiarami poletek 3m x 3m dla kazdego gatunku rosliny
podszytowej oraz kontrola w 4 powtdrzeniach. Schemat do$wiadczenia przedstawia
rysunek 13, a przyktad poletka z miodunka migkkowtosa rysunek 14. Podczas okresu
ukorzeniania si¢ rosliny byly podlewane w miar¢ potrzeb, aby zapewni¢ wlasciwe

ukorzenienie. Od tego czasu rosliny nie byty ani nawozone, ani podlewane.

A L] L] [ ] [ ] [ ] L] L] [ ] [ ] [ ] B

T‘++++++
+++ A+t
° ° el | o | o | o o +++ A+t
K KP MM CN +H+++ A+ ++
+++
e o o |06 e |06 o | o o I
++++++ A+t
Y [ ) ) ) ) ) ) Y Y ++++++++++
MM | | CN K KP L _OSSReY |
T+ + o+
L ] L ] [ J [ J [ L ] L ] [ [ [ J
o L] [} [ J [ J L ] L ] (] [ J [ J C
KP K CN MM Q<<
X X X X X X X
[ J [ J L ] [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] L ] L] X X X X X XX XXX X
X X X X X XXX XXX
X X X X XXX XXX X
o o [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] L ] [ ] [ ] X X X X XXX XXX X
CN MM KP K X X X X XXX XXX X
X X X X XXX XXX X
° [ J [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] L ] L ] [ ] X X X X X XX XXX X
’xxxxxxx,(
XX X X X X X X X
o [ ] [ ] [ ] [ ] L ] L ] [ ] [ ] [ ]

D [MMTKP TCN [ KP [MM] CN
KP | CN |MM | MM] CN | KP
CN [MM|KP | CN | KP | MM

Rysunek 10 Schemat do$wiadczenia. A — obszar do$wiadczenia, kazda kropka (e)
obrazuje pojedyncza rosling bzu czarnego. Poszczegdlne kwadraty reprezentuja
odpowiednie kombinacje do$wiadczenia w zaleznosci od gatunku towarzyszacego:
Kontrola (K), kopytnik pospolity (KP), miodunka migkkowlosa (MM) i czosnek
niedZzwiedzi (CN). B — pojedyncze poletko miodunki migkkowlosej lub kopytnika
pospolitego, kazdy (+) odpowiada pojedynczej roslinie. C pojedyncze poletko czosnku
niedzwiedziego, kazdy (X) odpowiada jednej roslinie. D — poletka gatunkow
towarzyszacych w pelnym nastonecznieniu (biate tto) oraz pod siatkg cieniujaca (szare
tlo)

59



Rysunek 11 Przyktadowe poletko z miodunka migkkowlosg jako gatunek towarzyszacy.
Zrédto: Fot. wlasna

4.2.2. Cze¢s¢ 11 doswiadczen — Zmienno$¢ chemiczna liSci czosnku niedzwiedziego oraz
miodunki migkkowtlosej w zalezno$ci od warunkéw oswietlenia (2017-2019)

Schemat doswiadczenia przedstawia rysunek 13D. Wiosng 2017 roku zatozono
poletka do$wiadczalne sadzac rosliny gatunkéw podszytowych w ukladzie blokéw

podzielonych (split-plot). Gdzie gtdbwnymi blokami byly warunki swietlne:

e uprawa w pelnym nastonecznieniu
e uprawa pod siatkg cieniujgca — poletka przykryto siatkg cieniujgcg o zacienieniu

50% uzyskujac zacienienie wzglgdne na poziomie 75%

Bloki te zostaly powtorzone trzykrotnie. Kazdy z blokéw zostat nastepnie podzielony

na trzy cze$ci, gdzie posadzono gatunki podszytowe:

e Kopytnik pospolity
e Miodunka migkkowlosa

e (Czosnek niedzwiedzi

Poletka te zostaly zlokalizowane w bezpos$rednim sgsiedztwie uprawy wspotrzednej
z bzem czarnym. Dla kazdego z gatunkéw zostato posadzonych 15 roslin na powtdrzenie

w takiej samej rozstawie jak w uprawie wspotrzednej z bzem czarnym.
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4.2.3. Cze¢$¢ 111 doswiadczen — Zmienno$¢ chemiczna lisci bzu czarnego oraz okreslenie
ich przydatnosci jako surowca leczniczego (2016-2018)

Do czg¢sci III doswiadczen wykorzystano rosliny bzu czarnego z czg¢$ci I doswiadczen.

4.3. Zbior surowca zielarskiego do analiz chemicznych

4.3.1. Bez czarny

Na kazdym poletku z gatunkiem podszytowym w uprawie wspotrzednej bzu
czarnego posadzono cztery drzewa bzu czarnego. Sposrdd nich, dwa drzewa zostaly

wybrane do zbioru kwiatow bzu czarnego, a pozostate dwa do zbioru owocow.
Kwiaty

Z kazdego z wybranych drzew zebrano wszystkie kwiatostany, okreslono ich
liczbe 1 okreslono ich mase z dokladno$cia do 1g. Nastepnie, pobrano prébe
reprezentatywng swiezych kwiatow przez delikatne otrzasanie kwiatostanow. Pozostate
kwiatostany zostaly nastgpnie wysuszone w temperaturze 35°C w ciemnosci.
Po zwazeniu suchych kwiatostanow, kwiaty zostaly oddzielone od baldachow przez

ocieranie na sicie i ponownie zwazone z doktadnoscia do 0,1g.

Kwiaty z probki reprezentatywnej zostaly zwazone z doktadnoscig do 0,001g
po czym zostaly zamrozone w temperaturze -80°C, zliofilizowane oraz zmielone. Przed
zmieleniem, kwiaty zostaty ponownie zwazone w celu okreslenia suchej masy kwiatow
po liofilizacji. Tak przygotowane probki, przechowywano w szczelnych opakowaniach

plastikowych w ciemnosci do czasu wykorzystania ich do analiz chemicznych.

Ostateczny plon kwiatow §wiezych i suchych okreslono z uwzglednieniem préby

reprezentatywnej zebranej do analiz laboratoryjnych.
Owoce

Zbidr owocOw bzu czarnego zostal przeprowadzony w ten sam sposob co zbior
kwiatow. Dodatkowo, w zebranej probie reprezentatywnej owocow przed zmieleniem
okreslono liczbg¢ owocow, ktora nastgpnie wykorzystano do okreslenia Swiezej 1 suchej

masy 1000 owocow.

61



LiScie

Zbidr lisci bzu czarnego przeprowadzony zostal jesienia w 2016 roku oraz
w czterech terminach na rok w latach 2017 - 2018. Terminy te zostaly wybrane

na podstawie faz fenologicznych roslin. Fazy te to:

e Wiosna — liScie zebrane zostaly po spoczynku zimowym roslin. Zbior zostat
dokonany, gdy pierwsze pojawiajace si¢ liscie byly w pelni rozwinigte.

e Kwitnienie — zbidr lisci w tym terminie zostat dokonany podczas petni kwitnienia
bzu czarnego

e Owocowanie — zbior liSci w tym terminie zostal dokonany, gdy owoce bzu
czarnego byty w peini dojrzate

e Jesien — zbior liSci w tym terminie zostat dokonany tuz przed wejsciem roslin

w spoczynek zimowy, jednak kiedy liScie jeszcze samoistnie nie opadaty.

Liscie zebrane zostaly do workéw strunowych, zamrozone w temperaturze -80°C,
a nastepnie zliofilizowane. Po liofilizacji, oddzielono blaszke lisciowa od ogonka

lisciowego 1 gléwnego nerwu. Do analiz wykorzystano jedynie blaszke lisciowa.

4.3.2. Kopytnik pospolity

Z uwagi na bardzo slaby wzrost i rozwdj roslin kopytnika pospolitego nie
dokonano zbioru jego lisci i kiaczy i tym samym nie byly one przedmiotem dalszych
badan.
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4.3.3. Miodunka migkkowlosa

Zbior ziela miodunki odbyt si¢ wiosng 2018 1 2019 roku. Kazda roslina zostata
zebrana oddzielnie do uprzednio oznakowanej torby papierowej, a nastgpnie zwazona
z doktadno$cig do 1g. Z losowo wybranych toreb pobrano prébke reprezentatywna
do analiz laboratoryjnych. Na torbach zanotowano nowa mase, uwzgledniajacg pobranie
cze$Sci materialu do analiz. Nastepnie rosliny zostaly wysuszone, po czym okreslono
powietrznie suchg mase kazdej rosliny z doktadnosci do 0,1g. Probka reprezentatywna
do analiz laboratoryjnych zostata poddana podobnej obrobce jak w przypadku kwiatow,

owocoOw oraz lisci bzu czarnego.

4.3.4. Czosnek niedzwiedzi

Z uwagi na wiosenng susze, rosliny czosnku niedzwiedziego byly drobne co nie
pozwolilo na doktadne okreslenie masy pojedynczych roslin. W celu ustalenia plonu,
zebrano wigc ro$liny z catego poletka 1 podobnie jak w przypadku miodunki
przygotowano probke reprezentatywng do dalszych analiz oraz okreslono powietrznie
suchg masg. Liscie czosnku niedzwiedziego wazone byly z doktadnoscia do 0,1g oraz

0,01g odpowiednio dla $wiezej i powietrznie suchej masy.

4.4. Metody prowadzenia pomiarow oraz analiz chemicznych

4.4.1. Materiat 1 metody prowadzenia ekstrakcji

Materiat do ekstrakcji stanowit zliofilizowany, a nastepnie sproszkowany materiat

ros$linny. W zalezno$ci od gatunku byty to:

e Bez czarny: liScie, kwiaty, owoce
e Miodunka migkkowtosa: ziele

e (Czosnek niedzwiedzi: liscie

Bezposrednio po zbiorze, materiat ro§linny zostal zamrozony w temperaturze -
80°C 1 przechowywany w ten sposob do czasu przeprowadzenia liofilizacji. Bezposrednio
po przeprowadzeniu liofilizacji, material ro$linny zostal zmielony w mtynku

laboratoryjnym IKA M20 z kontrolg przed przegrzewaniem sig¢, a nast¢pnie umieszczany
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w szczelnie zamykanym pojemniku z tworzywa sztucznego do czasu przeprowadzenia

ekstrakcji 1 analiz.

QOkreslenie bezwzglednie suchej masy:

Bezwzglednie sucha mase okreslono z zastosowaniem metody suszarkowe;.
Do szklanych naczynek wagowych odwazono 1g sproszkowanego surowca po liofilizacji
1 suszono w temperaturze 104°C do uzyskania stalej masy. Procentowy udzial
bezwzglednie suchej masy wykorzystano do wyliczenia zawartosci substancji

biologicznie aktywnych we wszystkich wymienionych ponizej analizach.

Sposdb 1 warunki prowadzenia ekstrakcii:

Do ekstrakcji przygotowanych wczes$niej ww. surowcow wykorzystano
przyspieszona ekstrakcje¢ rozpuszczalnikowa (Accelerated Solvent Extraction)
z wykorzystaniem aparatu ASE 350 firmy Thermo Scientific. Nawazka do ekstrakcji
wynosita 500 mg. [lo$¢ uzytego ekstrahenta byla zmienna w granicach 21-23 ml,
natomiast po ekstrakcji kazdy z ekstraktéw zostal uzupetniony metanolem do 25 ml.
Ekstrakcja prowadzona byla w warunkach okolo 10 MPa w komorach ze stali
nierdzewnej wyposazonych w filtr celulozowy. Szklane kulki o $rednicy 1-2 mm zostaty
wykorzystane do wypehienia pustej przestrzeni. Wykorzystano nast¢pujace parametry

ekstrakcji:

e Ekstrahent: metanol 99,8%

e Temperatura: 100°C

e (Czas nagrzewania komory ekstrakcyjnej: 5 min

e (Czas ekstrakcji statycznej: 5 min

e Liczba cykli w ekstrakceji: 3

e Objetos¢ rozpuszcezalnika do przemycia probki po ekstrakcji: 5 ml (50%)

e (Czas wydmuchania probki azotem: 45 sekund
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4.4.2. Analiza profilu zwigzkow chemicznych w lisciach bzu czarnego z zastosowaniem
spektrofotometrii w podczerwieni

Profilowanie zwigzkéw chemicznych wystepujacych w liSciach bzu czarnego
rozpoczeto od analizy zliofilizowanych, a nastepnie sproszkowanych probek lisci
z wykorzystaniem spektroskopii w podczerwieni z transformatg Fouriera przy uzyciu
ostabionego catkowitego odbicia - ATR-FTIR (Attenuated Total Reflectance - Fourier
Transform Infrared Spectroscopy). Technika ta charakteryzuje si¢ czutoscig na szerokie
spektrum zwigzkow chemicznych, jest niedestruktywna oraz jest bardzo szybka
w przeprowadzeniu, przez co stanowi bardzo dobre narzedzie do wstepnej oceny

zrdéznicowania chemicznego pomigdzy wieloma probkami.

W ramach przeprowadzonych badan zastosowano spektrofotometr
w podczerwieni IRSpirit (Shimadzu), wyposazony w nakladke ATR z krysztatem
diamentowym, co pozwolilo na bezposrednig analiz¢ probek bez koniecznosci ich
wczesniejszego przygotowania. Pomiar spektralny przeprowadzono w zakresie od 4000
do 400 cm™ przy rozdzielczo$ci spektralnej wynoszacej 4 cm™'. Dla kazdej
z analizowanych probek wykonano 10 skanéw, majac na celu optymalizacje stosunku
sygnatu do szumu przy zachowaniu efektywnos$ci czasowej procesu badawczego.
Z uwagi na potencjalny wptyw zmian srodowiskowych na wyniki pomiaréw, co dziesiaty
pomiar wykonano jako pomiar bazowy, aby uwzgledni¢ ewentualne zmiany
atmosferyczne w laboratorium. Procedura ta pozwolita na skorygowanie wynikéw pod
katem wplywu temperatury i innych czynnikow s$rodowiskowych, zapewniajac tym
samym wigksza precyzje 1 powtarzalnos¢ otrzymanych danych. Do analizy zebranych
danych spektralnych wykorzystano oprogramowanie LabSolutionsIR firmy Shimadzu
oraz SpectraGryph (wersja 1.2.8; Menges 2018), ktore umozliwity szczegétowa obrobke

1 interpretacje wynikow.

Surowe widmo sproszkowanych lici bzu czarnego przedstawia rysunek 15.
Z uwagi na zastosowanie techniki ostabionego catkowitego odbicia, widmo takie musiato
zosta¢ poprawione, gdyz piki dla krotszych fal (wyzszej liczby falowej) wychodza nizsze
niz dla fal dtuzszych (nizsza liczba falowa). W tym celu zastosowano apodyzacj¢ Happ-
Genzela. Poprawione widmo widoczne jest na rysunku 16. Proces ten powtorzono dla
wszystkich zebranych widm liSci bzu czarnego, dla wszystkich kombinacji

doswiadczenia oraz dla wszystkich terminéw pomiedzy jesienig 2016, a jesienig 2017.
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Wszystkie zebrane widma obrazuje rysunek 17. Po usuni¢ciu regiondw z wysoka
zawartos$cig szumow tj. poczatek 1 koniec widma (rysunek 18), widma zostaly
znormalizowane przy wykorzystaniu techniki PQN (Probabilistic =~ Quotient
Normalization) (rysunek 19). Normalizacja ta pozwolita na wyeliminowanie roznic
w intensywno$ci widm wynikajaca z réznicy w powierzchni jaka miata kontakt
z diamentem w urzadzeniu. Tak przygotowane widma przedstawiajg sume¢ widm dla
poszczegoOlnych zwigzkéw chemicznych wystepujacych w lisciach bzu. Wstepna analiza
widma pozwolita zidentyfikowa¢ celuloze jako gtowny sktadnik badanych proszkow.
Z uwagi na niemal przytlaczajacy wptyw tego zwiazku, dalsza analiza wykonana zostata
na widmach réznicowych, w ktorych od widma po normalizacji (rysunek 19) usunigto
widmo celulozy (rysunek 20). Tak przygotowane widma (rysunek 21) pozwolity
na zaobserwowanie réznic w zawartosci zwigzkOw o mniejszym udziale procentowym.

Szczegoblnie wysoka zmiennos$¢ pomiedzy widmami zaobserwowano dla regionu od 1500

do 1780 cm™ (rysunek 22) i wlasnie ten region zostat wybrany do dalszej analizy.

Rysunek 12 Surowe widmo lisci bzu czarnego
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Rysunek 13 Widmo lisci bzu czarnego po wstepnej obrobce
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Rysunek 14 Wszystkie widma w analizie, przed eliminacja szumo6w i normalizacja
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Rysunek 15 Widma po usunigciu regionéw z duzg ilo$cig szumu
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Rysunek 16 Widma po normalizacji metodg PQN
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Rysunek 17 Spektrum celulozy po wstgpnym oczyszczeniu w ten sam sposob
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Rysunek 18 Spektra po usunigciu widma celulozy
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Rysunek 19 Zblizenie na region o wysokiej zmiennosci

4.4.3. Analiza sktadu chemicznego przy zastosowaniu spektrofotometrii UV-Vis

Zawartos¢ chlorofilu aib

Zawartos¢ chlorofilu a 1 b zostata okre§lona z wykorzystaniem spectrofotometrii
UV-Vis. Pomiar absorbancji dokonano przy dlugosciach fali 652 nm oraz 665 nm
na uprzednio przygotowanych ekstraktach metanolowych. Stezenie chlorofilu a i b
w ekstraktach okreslono na podstawie wzordéw zaproponowanych przez Amin i in.

(2018):
Chlorofil a = 16,29 X A665 — 8,54 X A652

Chlorofil b = 30,68 X A652 — 13,58 X A665

Zawartos¢ karotenoidow ogélem

Zawarto$¢ karotenoidéw ogoélem okreslona zostala za pomocg metody
spektrofotometrycznej. Pomiar wykonany zostat na tych samych ekstraktach, ktore byty
wykorzystane do pomiaru zawartosci chlorofilu a 1 b. Stgzenie karotenoidéw okreslono
na podstawie pomiaru absorbancji przy dtugosci fali 470 nm z korekta na zawarto$¢

chlorofilu a i b (Sumanta i in., 2014)
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Suma karotenoidoéw

1000 x A470 — 1.63 X Chlorofil a — 104.96 X Chlorofil b
N 221

Zawartos¢ flawonoidow

Zawarto$¢ flawonoidéw mierzona byla dwiema metodami, réznigcymi si¢
selektywnos$cia na roézne grupy zwiazkow flawonoidowych (Pekal, 2014). Obie metody
opieraly si¢ na analizie spektrofotometrycznej. Zawarto$¢ flawonoidéw okreslona byta

w ekstraktach metanolowych.
Metoda 1:

W metodzie tej do 50 ul probki dodawano 700 pl wody destylowanej oraz 500 pl
2% roztworu chlorku glinu. Cato$¢ byla mieszana przez trzykrotne przepipetowanie
1 odstawione na 10 minut w ciemno$ci. Pomiar absorbancji zostal mierzony przy dtugosci
420nm a wynik okreslono jako ekwiwalent kwercetyny na podstawie krzywej
kalibracyjnej. Metoda ta pozwala na wykrycie flawanoli (np. kwercetyna, rutyna,
kempferol, moryna), flawonow (np. apigenina, luteolina, chryzyna) oraz flawanonow (np.
naringenina, naringina, hesperetyna, hesperedyna) natomiast nie pozwala na stwierdzenie

flawan-3-oli takich jak np. katechina i epikatechina.
Metoda 2:

W metodzie tej dodano kolejno: 50 pul probki, 300 ul 5% roztworu azotynu sodu.
Po 5 minutach dodano 500 pl 2% roztworu chlorku glinu. Ponownie odstawiono probki
na 6 minut po czym dodano 500 pl roztworu NaOH (1 mol/L). Pomiar absorbancji
mierzono przy dlugosci fali 510nm poniewaz dla tej dtugosci fali metoda ta byla
selektywna dla rutyny w stosunku do kwercetyny, luteoliny w stosunku do apigeniny oraz
pozwolita na wykrycie flawan-3-oli takich jak katechina i epikatechina. Wyniki wyrazono

jako ekwiwalent rutyny na podstawie krzywej kalibracyjne;.

Zawartos¢ zwiazkow polifenolowych

Suma zwigzkéw polifenolowych zostata okreslona w ekstraktach metanolowych

na podstawie metody z odczynnikiem Folina-Ciocalteu. W kuwecie plastikowej
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zmieszano kolejno: 1 ml 10% roztworu odczynnika Folina-Ciocalteu, 25 pl ekstraktu oraz
1,4 ml 5% roztworu weglanu sodu. Uzyskane ekstrakty pozostawiono w ciemnosci przez
noc, po czym dokonano pomiaru absorbancji przy dlugosci fali 725nm. Wynik
przestawiono jako ekwiwalent kwasu galusowego na podstawie krzywej kalibracyjnej

(Vongsak i in., 2013).

Zawartos¢ bialka

Do oznaczenia zawartosci biatka wykonano ekstrakcj¢ w sSrodowisku zasadowym.
Do fiolki typu eppendorf dodano kolejno 10 mg sproszkowanego surowca oraz 1 ml 0,1M
roztworu NaOH. Nastepnie, kazda fiolka zostala doktadnie wymieszana przy uzyciu
mieszadla typu vortex, pozostawiona na noc, ponownie wymieszana z wykorzystaniem
mieszadla typu vortex i zwirowana przez 5 min w temperaturze pokojowej przy 20000
obrotach na minutg. Nastgpnie pobrano 25 pl tak uzyskanego ekstraktu i dodano
w kuwecie plastikowej 2,5 ml odczynnika Bradforda. Pomiar dokonano przy dlugosci fali
595nm po okoto 5-10 minutach od dodania odczynnika. Wynik przedstawiono w mg L!
na podstawie krzywej kalibracyjnej z wykorzystaniem albuminy wolowej jako wzorca

(Jones i 1in., 1989).

Zawartos¢ rozpuszczalnvch weglowodanow

Zawarto$¢ rozpuszczalnych weglowodanow okreslono z wykorzystaniem metody
spektrofotometrycznej. Do kuwety spektrofotometrycznej o pojemnosci 4 ml wykonane;j
z polistyrenu dodano kolejno. 100 pl ekstraktu metanolowego, 100 pl 5% wodnego
roztworu fenolu oraz 3 ml stgzonego kwasu siarkowego. Po 10 minutach mierzono
absorbancje przy dtugosci fali 480nm a wynik przedstawiono w mg L' na podstawie
krzywej kalibracyjnej w ktorej wzorcem byta glukoza (DuBois i in., 1956; Chow
1 Landhausser, 2004).
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4.4.4. Analiza z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej

Analize profilu zwigzkéw polifenolowych przeprowadzono z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) w ekstraktach metanolowych.
Do rozdzialu zwigzkéw wykorzystano jako faz¢ stacjonarng kolumne¢ Kinetex 2,6 um
C18 100A 100 mmx4,6 mm firmy Phenomenex natomiast jako faz¢ ruchomag
wykorzystano gradient wody zakwaszonej kwasem fosforowym 1 acetonitrylu
z przeptywem 1,1 ml/min w temperaturze 40°C. Parametry gradientu przedstawiono
w tabeli 1. Dla wszystkich rozdzielonych pikow wykrytych przez detektor diodowy SPD-
MI10A VP DAD okreslono pole powierzchni oraz wysoko$¢.

Tabela 1 Parametry gradientu fazy ruchomej w analizie HPLC

Czas (min) 7
Woda Acetonitryl

0,01 92 8

0,05 92 8
2 60 40
3 80 20
4 80 20
5,51 50 50
6,5 50 50
7,5 5 95

7,51 92 8

15 92 8

Okreslenie zawartos$ci glukozy, fruktozy i sacharozy zostata przeprowadzona przy
uzyciu kolumny Luna® NH2 (250 x 4,6 mm, S5um) w izokratycznym przeplywie
z mieszaning acetonitrylu i wody (4:1) przy przeptywie 3,0 mL min™'. Calkowity czas
analizy wynosil 5,5 minuty. Do wykrywania cukrow uzyto detektora $wiatla
rozproszonego (ELSD) z temperaturg parowania 80°C i wzmocnieniem 3. Uzyskane piki
zostaly poréwnane do wzorcow pod wzgledem czasu retencji, a stezenie cukrow
w ekstraktach wyznaczono na podstawie krzywej kalibracyjnej na podstawie powierzchni
pikow.
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4.5. Analiza wynikow

4.5.1. Analiza statystyczna wynikow

Liniowe modele mieszane

Analiza statystyczna wynikow zostata przeprowadzona w srodowisku R (wersja
4.3.2.). Do analizy wykorzystano liniowe modele mieszane (LME) za pomocg pakietu
‘nlme’, co pozwolito na uwzglednienie zarowno efektow stalych (traktowanie i rok), jak
i losowych (powtdrzenia) w celu dokladnego modelowania zmiennosci danych.
Parametry modelu byly wyznaczane za pomocg metody REML (Restricted Maximum
Likelihood). Zastosowanie liniowych modeli mieszanych zamiast standardowej w tego
typu badaniach analizy wariancji podyktowane byto kilkoma czynnikami. Po pierwsze,
z uwagi na powtarzanie pomiard0w w czasie na tych samych obiektach (te same rosliny
bzu czarnego) spodziewano si¢ wystepowania wewnetrznej korelacji, na ktorg liniowe
modele mieszane s3 odporne. Ponadto, metoda ta jest bardziej odporna na braki danych.
Cho¢ braki danych nie byly wielkim problemem w przeprowadzonych badaniach,
jednorazowo zdarzyto si¢, ze nie bylo mozliwosci zebrania kwiatow z uwagi

na uszkodzenie drzewa przez warunki atmosferyczne.

Istotno$¢ statystyczng efektow oceniano przy uzyciu standardowego poziomu
istotnosci o = 0.05. W celu dokonania wielokrotnych poréwnan $rednich, zastosowano
test Rozsadnej Istotnej Réznicy Tukeya, wykorzystujac pakiet ‘multcomp’ w potaczeniu

z pakietem ‘emmeans’.

Modelowanie statystyczne

Kazda roslina miodunki zostala zebrana oddzielnie i okreslono jej $wieza
i powietrznie suchg mase. Nastepnie, policzono odlegtos¢ tych roslin do najblizszego
drzewa (odleglto$¢ minimalna) oraz $rednig odlegtos¢ do wszystkich drzew bzu czarnego
w obrgbie polatka (odleglo$¢ sSrednia). Na podstawie obserwacji wykresu rozrzutu
zdecydowano o przetestowaniu modelu funkcji sigmoidalnej pod katem istotnosci
statystycznej oraz wspotczynnika determinacji (R?). Modelowanie statystyczne
przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania STATISTICA (wersja 13.1; Dell Inc.,
Tulsa, OK, USA) wykorzystujac pakiet regresji nieliniowe;.
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4.5.2. Analiza chemometryczna wynikow

Dane wielowymiarowe, a wigc zarOwno pochodzace z analizy spektrum
w podczerwieni, jak i z klasycznej analizy chemicznej oraz analizy chromatograficzne;j,
zostaly przeanalizowane za pomoca analizy sktadowych glownych w $rodowisku R.
Technika ta, stuzy do redukcji wymiarowosci danych poprzez przeksztatcenie wielu
zmiennych w mniejsza liczbe nieskorelowanych skladowych gltownych. Podstawa
zastosowania tej techniki jest fakt, ze kazda zmienna niesie ze sobg informacje wspolng
1 swoista, 1 dzigki wyodrebnieniu czesci wspolnej na podstawie korelacji, mozliwe jest
znaczne zmniejszenie wymiarowosci danych. Dzigki temu, mozliwe jest przedstawienie
danych w przestrzeni dwoch lub trzech sktadowych gtownych bez znacznych strat

w wyjasnianej wariancji.

Na podstawie uzyskanych wynikéw analizy skltadowych gtownych, dane zostaty
przedstawione w postaci biplotow, ktore obrazuja zarowno poszczegodlne probki
(przedstawione w postaci punktéw) jak réwniez oryginalne zmienne uzyte w analizie,

co pozwala na interpretacj¢ wzajemnych zalezno$ci pomiedzy tymi zmiennymi.
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5. Wyniki

5.1. Cze¢$¢ I doswiadczen — Uprawa wspolrzedna bzu czarnego

5.1.1. Kwiat bzu czarnego

5.1.1.1. Plon

Plon kwiatéw bzu czarnego podlegat zmianom w zalezno$ci od zastosowanych
kombinacji doswiadczenia. Stwierdzono istotny wplyw gatunku towarzyszacego, roku
doswiadczenia jak réwniez interakcje obu tych czynnikow, zar6wno na mase kwiatow
swiezych jak i suchych (tabela 2-3). Najwyzszy plon uzyskano, gdy pod korong bzu
czarnego uprawiany byl kopytnik pospolity, cho¢ plon ten roznit si¢ istotnie jedynie
w stosunku do ro$lin bzu uprawianych wraz z miodunka migkkowtosa. Plon kwiatow
(zarbwno S$wiezych jak i suchych) bzu czarnego uprawianego wraz z miodunka

migkkowlosa, nie roznit si¢ istotnie od kombinacji, w ktorej gatunkiem towarzyszacym

byt kopytnik pospolity.

Tabela 2 Plon $wiezych kwiatow bzu czarnego [g-m™] w zaleznosci od gatunku

uprawianego pod korong w latach 2017 - 2018

Rok i
Gatunek towarzyszacy Srednia
2017 2018
Brak (Kontrola) 128,5a 487,5 cd 308 ab
Kopytnik pospolity 175,0 ab 522,5d 3488 b
Miodunka miekkowlosa 81,8 a 330,0 be 205,9 a
Czosnek niedzwiedzi 133,5a 482,5 cd 308 ab
Srednia 129,7 a 455,6 b
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Tabela 3 Plon powietrznie suchych kwiatéw bzu czarnego po otarciu [g-m™]

w zalezno$ci od gatunku uprawianego pod korong w latach 2017 - 2018

Rok B
Gatunek towarzyszacy Srednia
2017 2018
Brak (Kontrola) 13,2 a 50,2 cd 31,7 ab
Kopytnik pospolity 18,5 ab 555 d 37,0 b
Miodunka miekkowlosa 8,5 a 34,1 bce 213 a
Czosnek niedzwiedzi 14,3 a 51,7 cd 33,0 ab
Srednia 13,6 a 479b

5.1.1.2. Zmiennos¢ chemiczna kwiatow bzu czarnego

Gléwnymi zwigzkami chemicznymi odpowiedzialnymi za lecznicze wiasciwosci
kwiatow bzu czarnego sa zwigzki polifenolowe. W zwiazku z tym, w pierwszej kolejnosci
postanowiono przyjrze¢ si¢ ich profilowi w tym surowcu i na tej podstawie okresli¢
zasadno$§¢ wykonania bardziej doktadnych, ale zarazem bardzo kosztownych analiz.
Do tego celu wykorzystano wysokosprawng chromatografie cieczowa (HPLC)
z detektorem PDA bez zastosowania substancji wzorcowych. Dzieki temu mozliwy byt
rozdziat zwigzkéw polifenolowych oraz okreslenie ich wzglednych zawartosci bez
wczesniejszej znajomosci wszystkich zwigzkow polifenolowych znajdujacych sig
w surowcu. Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzono obecno$¢ 20 zwigzkow
polifenolowych, wystepujacych w ilosciach mozliwych do wykrycia zastosowanym
sprzetem. Pomimo zaobserwowanej zmienno$ci pomig¢dzy surowcem pochodzacym
z roznych drzew, przeprowadzona analiza nie pozwala na stwierdzenie istotnych roznic
w profilu zwigzkow polifenolowych pochodzacych z r6znych kombinacji do§wiadczenia.

Tym samym, brak podstaw do stwierdzenia wptywu gatunku uprawianego pod korong

drzew bzu czarnego na jako$¢ surowca — suchych kwiatow bzu czarnego (rysunek 23).

Przeprowadzone badanie pozwolito jednak na stwierdzenie réznicy w profilu
zwigzkow polifenolowych pomiedzy latami doswiadczenia. Na rysunku 24 widoczne sg
dwie, niemal rozdzielone elipsy obrazujace probki pochodzace z roku 2017 1 2018.
Na rysunku tym, wida¢ rowniez, ze elipsa obrazujaca probki zebrane w roku 2018
potozona jest w przeciwnym kierunku niz wskazuja wektory wiekszosci zwigzkow

polifenolowych. Swiadczy to o negatywnej korelacji, a zatem o znacznie nizszej
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zawarto$ci wigkszosci badanych zwigzkow polifenolowych w 2018 roku w stosunku
do roku 2017. Jedyny wyjatek zdaje si¢ tu stanowi¢ zw. polifenolowy 11, ktérego wektor
zdaje si¢ nie wskazywac¢ na obecno$¢ korelacji zarowno z probkami z 2017 jak 1 2018
roku, co w konsekwencji oznacza brak istotnej zmienno$ci w zawarto$ci tego zwigzku

pomigdzy latami doswiadczenia.

Dodatkowo, przeprowadzona analiza pozwolita na okre$lenie czterech grup,

wewnatrz ktoérych zwigzki polifenolowe sg ze sobg silnie skorelowane. Te grupy to:

1. Zwiazek polifenolowy 11
Zwiazki polifenolowe 3, 4, 6, 15120
Zwiazki polifenolowe 1, 2, 5, 7-10, 12-14, 16

i A

Zwiazki polifenolowe 17-19

Istotna jest tu réwniez obserwacja, ze grupa 3, stanowigca najliczniejsza grupe
zwigzkow, nie wykazywata korelacji z Zadng z pozostatych grup. Dodatkowo, grupa 11 2
byty ze sobg stabo pozytywnie skorelowane, natomiast obie te grupy byty negatywnie
skorelowane z grupg 4 (rysunki 23-24).
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—e— Brak (Konftrola)

- Czosnek nisdzwiadzi
~o~ Kopytnik pospolity
=e~ Miodunka migkkowlosa

Sktadowa giowna 2 (19.7% wyjasnionej wariancji)

=10 -5 0 5
Sktadowa gtdwna 1 (49.3% wyjasnionej wariancji)

Rysunek 20 Wykres rozrzutu na podstawie analizy sktadowych gtownych wynikéw
uzyskanych w chromatografii cieczowej kwiatow bzu czarnego. Kolory oznaczaja

kombinacj¢ doswiadczenia
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- 2017
2018

Skiadowa gtowna 2 (19.7% wyjasnionej wariancji)

-10 -5 0 5
Sktadowa gtdwna 1 (49.3% wyjasnione] wariancji)

Rysunek 21 Wykres rozrzutu na podstawie analizy sktadowych gtownych wynikéw
uzyskanych w chromatografii cieczowej kwiatow bzu czarnego. Kolory oznaczaja

termin zbioru kwiatow bzu czarnego

5.1.2. Owoc bzu czarnego
5.1.2.1. Plon

Plon owocow bzu czarnego prowadzonego w formie drzewa w tym
doswiadczeniu podlegat istotnemu wpltywowi gatunkéw uprawianych pod jego korong.
Z uwagi na wzglednie mtody wiek drzew (4 lata, dwa lata po posadzeniu dwuletnich
sadzonek) rok zbioru miat istotny wplyw na niemal wszystkie oceniane parametry,

z wyjatkiem procentowego udzialu suchej masy oraz masy 1000 §wiezych owocow.

Rok prowadzenia badan miat istotny wptyw na plon §wiezych i suchych owocow
bzu czarnego co najprawdopodobniej byto spowodowane bardzo mtodym wiekiem ro$lin.

Plon, zaréwno owocow §wiezych jak i suchych, byt ponad trzykrotnie wyzszy w roku
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2018 w poréwnaniu do roku 2017. Nie zaobserwowano rowniez istotnego wplywu
gatunku towarzyszacego w uprawie bzu, cho¢ wykazano istotng interakcje pomig¢dzy
gatunkiem towarzyszacym, a rokiem do$wiadczenia. Plon owocow z drzew bzu czarnego
pod ktérymi uprawiana byla miodunka migkkowltosa byt w obu latach nizszy
od kombinacji kontrolnej oraz w uprawie z kopytnikiem pospolitym, a w roku 2018
rowniez od kombinacji, w ktorym gatunkiem towarzyszacym byt czosnek niedzwiedzi.
Cho¢ brak statystycznie istotnych roznic pomie¢dzy kombinacjami doswiadczenia
w zadnym z dwoch lat, plon z drzew bzu czarnego pod ktérymi uprawiana byta miodunka
migkkowlosa nie roznit si¢ istotnie statystycznie rowniez od kombinacji kontrolnej

w 2017 roku (tabele 4, 6).

Tabela 4 Plon $wiezych owocow bzu czarnego [g-m] w zaleznoéci od gatunku

uprawianego pod korong w latach 2017 - 2018

Rok

Gatunek towarzyszacy Srednia
2017 2018
Brak (Kontrola) 421 ab 1293 ¢ 857
Kopytnik pospolity 424 ab 1288 ¢ 856
Miodunka miekkowlosa 275 a 970 bc 622
Czosnek niedzwiedzi 269 a 1240 c 755
Srednia 347a  1198b

Nie zaobserwowano statystycznie istotnego wpltywu gatunku uprawianego
z bzem czarnym na mas¢ 1000 §wiezych czy suchych owocoéw bzu zaréwno dla roku
2017 jak 12018, cho¢ masa 1000 §wiezych owocow byta zawsze wyzsza liczbowo w 2018
roku w poréwnaniu do analogicznego wyniku w 2017 roku (tabela 5).
Najprawdopodobniej, efekt ten w przypadku procentowego udzialu suchej masy jak
imasy 1000 §wiezych owocow, nie byt wystarczajaco silny by réwnowazy¢ naturalne
zréznicowanie pomigdzy powtdrzeniami doswiadczenia 1 potrzeba by bylo wigcej
powtorzen by potwierdzi¢ jego istotno$¢. Wplyw ten zostal natomiast zaobserwowany
dla masy 1000 suchych owocow, gdzie wyniki uzyskane w 2018 roku byly istotnie
wyzsze niz w 2017 roku (tabela 7).
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Tabela 5 Masa 1000 §wiezych owocow bzu czarnego [g] w zaleznos$ci od gatunku

uprawianego pod korong w latach 2017 - 2018

Rok

Gatunek towarzyszacy Srednia
2017 2018
Brak (Kontrola) 215 233 224
Kopytnik pospolity 222 224 223
Miodunka mi¢kkowlosa 189 225 207
Czosnek niedZzwiedzi 194 227 210
Srednia 205 227

Tabela 6 Plon owocéw bzu czarnego po wysuszeniu [g-m?] w zaleznosci od gatunku

uprawianego pod korong w latach 2017 - 2018

Rok

Gatunek towarzyszacy Srednia
2017 2018
Brak (Kontrola) 73,6 ab 2245 ¢ 149,1
Kopytnik pospolity 75,7 ab 212,8 ¢ 144,3
Miodunka miekkowlosa 489 a 165,4 bce 107,1
Czosnek niedzwiedzi 46,9 a 2149 ¢ 130,9
Srednia 613 a 204,4 b

Tabela 7 Masa 1000 suchych owocéw bzu czarnego [g] w zaleznos$ci od gatunku

uprawianego pod korong w latach 2017 - 2018

Rok B
Gatunek towarzyszacy Srednia

2017 2018

Brak (Kontrola) 37,7 48,3 43,0

Kopytnik pospolity 39.9 45,8 42,9

Miodunka mi¢kkowlosa 33,5 46,5 40,0

Czosnek niedzwiedzi 33,9 46,5 40,2
Srednia 36,3a  46,8b

Pomimo braku statystycznie istotnych réznic w procentowym udziale suche;j
masy, wszystkie okres$lane parametry byly wyzsze w roku 2018 w pordéwnaniu
do odpowiednich wartosci wynikéw w roku 2017. Dodatkowo, porownujac $rednig

zawarto$¢ suchej masy w owocach pomiedzy latami 2017 i 2018, byta ona podobna
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w przypadku kopytnika pospolitego, czosnku niedzwiedziego i kontroli (18,1-18,4%)
natomiast byla wyzsza (cho¢ nie byla to rdznica istotna statystycznie) dla miodunki

migkkowtosej (20,4%) (tabela 8).

Tabela 8 Sucha masa (%) owocdw bzu czarnego w zalezno$ci od gatunku uprawianego

pod korong w latach 2017 - 2018

Rok B
Gatunek towarzyszacy Srednia

2017 2018

Brak (Kontrola) 17,5 19,2 18,4

Kopytnik pospolity 18,0 18,4 18,2

Miodunka mi¢ekkowlosa 17,7 23,1 20,4

Czosnek niedzwiedzi 17,5 18,6 18,1
Srednia 17,7 19,8

5.1.2.2. ZmiennoS¢ chemiczna owocow bzu czarnego

Podobnie jak w przypadku analizy zmienno$ci chemicznej kwiatéw bzu czarnego,
rowniez w przypadku analizy zmienno$ci owocow bzu czarnego postuzono si¢ analizg
sktadowych gtéwnych na podstawie danych uzyskanych przy pomocy wysokosprawnej
chromatografii cieczowej. W tym przypadku, poza okresleniem zwigzkow
polifenolowych okre§lono roéwniez zawarto$¢ glukozy, fruktozy oraz sacharozy.
Na podstawie przeprowadzonej analizy nie stwierdzono znacznych réznic z skladzie
chemicznym owocoéw bzu czarnego uzyskanych z réoznych kombinacji doswiadczenia
(rysunek 25), natomiast zaobserwowano roznice na podstawie roku do$wiadczenia
(rysunek 26). Brak tutaj jednak jednoznacznych trendow w profilu zwigzkéw
polifenolowych, natomiast owoce zebrane w 2017 roku charakteryzowaly si¢ wyzsza

zawartos$cig sacharozy w stosunku do owocow zebranych w roku 2018.

Biorac pod uwage ogo6t okreslanych zwigzkéw mozna je podzieli¢ na szes¢ grup

pod wzgledem wzajemne;j korelacji, sg to:

1. Sacharoza

2. Fruktoza i glukoza

3. Zwiazki polifenolowe 1-3, 5-6, 9-10, 12
4. Zwiazek polifenolowy 8

5. Zwiazek polifenolowy 7
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6. Zwiazki polifenolowe 41 11

Na podstawie wykresu rozrzutu (rysunki 25-26) mozna zaobserwowac¢ niemal
pelna negatywna korelacje pomigdzy sacharoza, a zwigzkami polifenolowymi 41 11 oraz
silng negatywna korelacje pomiedzy sacharoza, a zwigzkiem polifenolowym 7.
Zawartos¢ zwigzkéw polifenolowych z grupy 3, byla nieskorelowana z zawartoscia
sacharozy, natomiast byla silnie pozytywnie skorelowana z zawarto$cia fruktozy

1 glukozy.

—e— Brak (Kontrola)
Czosnek niedzwisdzi

o= Kopytnik pospolity

—#= Miodunka migkkowlosa

Sktadowa gtéwna 2 (1:3.3% wyjasnionej wariancji)

-4 0 4 8
Sktadowa gtowna 1 (46.1% wyjasnionej wariancji)

Rysunek 22 Wykres rozrzutu na podstawie analizy skltadowych gtownych z wynikow
uzyskanych w chromatografii cieczowej owocoéw bzu czarnego. Kolory oznaczaja

kombinacj¢ doswiadczenia
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- 2017
2ms

Skladowa gldwna 2 (13.3% wyjasnione] wariancji)

-4 0 4 8
Skiadowa gléwna 1 (46.1% wyjasnionej wariancji)

Rysunek 23 Wykres rozrzutu na podstawie analizy sktadowych gltéwnych z wynikow
uzyskanych w chromatografii cieczowej owocoéw bzu czarnego. Kolory oznaczaja

termin zbioru owocow bzu czarnego
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5.2. Czes¢ 1II dosSwiadczen — Zmienno$¢ chemiczna lisci czosnku
niedzwiedziego oraz ziela miodunki miekkowlosej w zaleznosci od warunkow
oswietlenia

5.2.1. Czosnek niedzwiedzi
5.2.1.1. Plon lisci

Plon (zar6wno §wiezy jak i suchy) lisci czosnku niedzwiedziego, podobnie jak
w przypadku masy pojedynczej rosliny, byl najwyzszy w uprawie pod siatka cieniujaca
W porownaniu z uprawg wspolrzedng czy w pelnym nastonecznieniu. Generalnie, plon
byl rowniez wyzszy w 2018 roku niz w roku 2019. Pomimo niesprzyjajacych warunkow
wiosng 2019 roku, plon lisci czosnku niedzwiedziego pod siatka cieniujgcg nie rdznit si¢
istotnie od ro$lin czosnku niedzwiedziego uprawianego wspotrzednie lub w pelnym

nastonecznieniu w 2018 r. (tabele 9-10).

Tabela 9 Plon $wiezych liSci czosnku niedzwiedziego [g-m™] w zaleznosci

od warunkow uprawy w latach 2018 - 2019

Rok B
Warunki uprawy Srednia
2018 2019
Uprawa wspolrzedna 135 b 32 a 9,1 a
Pelne naslonecznienie 14,7 b 44 a 95 a
Uprawa pod siatka cieniujaca 394 ¢ 184 b 289 b
Srednia 21,6 b 8,7a

Tabela 10 Plon suchych lisci czosnku niedzwiedziego [g-m™] w zaleznosci

od warunkow uprawy w latach 2018 - 2019

Rok i
Warunki uprawy Srednia
2018 2019
Uprawa wspotrzedna 1,63 b 0,40 a 1,10 a
Pelne naslonecznienie 1,21 ab 0,63 a 0,92 a
Uprawa pod siatkq cieniujgca 2,89 ¢ 2,19 bce 254 b
Srednia 1,88 b 1,07 a
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Niewystarczajace opady atmosferyczne (rysunek 11-12) wiosng 2019 r. wptynety
na znaczny spadek masy pojedynczej rosliny czosnku niedzwiedziego. Rosliny
uprawiane pod siatkg cieniujacg charakteryzowaly si¢ najwyzsza masg (zardbwno $wieza
jak 1 po wysuszeniu) w poréwnaniu z ros$linami uprawianymi wspoirzednie oraz
w pelnym nastonecznieniu. W przeciwienstwie do surowcoOw pozyskanych z bzu
czarnego, $wieza masa roslin czosnku niedzwiedziego byla niemal o potowe¢ nizsza
w roku 2019 w poréwnaniu do roku 2018. Najwyzsza §wiezg masg charakteryzowaty si¢
rosliny czosnku uprawiane pod siatka cieniujagcg w 2018 roku, natomiast najnizsza swieza

mase posiadaty rosliny uprawiane wspotrzednie z bzem czarnym w 2019 r. (tabela 11).

Podobne trendy mozna zaobserwowano odno$nie suchej masy pojedynczej
ro$liny czosnku niedzwiedziego, z tg rdéznica, ze sucha masa roslin czosnku
niedzwiedziego uprawianego wspotrzednie w 2018 r. nie rdznita si¢ istotnie ani od roslin
uprawianych w pelnym nastonecznieniu, ani od roslin uprawianych pod siatka cieniujaca

(tabela 12).

Tabela 11 Swieza masa pojedynczej rosliny czosnku niedzwiedziego [g] w zaleznosci

od warunkow uprawy w latach 2018 - 2019

Rok i
Warunki uprawy Srednia
2018 2019
Uprawa wspotrzedna 1,72 b 0,68 a 1,27 a
Pelne naslonecznienie 1,79 b 1,12 ab 1,46 a
Uprawa pod siatkq cieniujgca 394 ¢ 1,95 b 2,94 b
Srednia 2,41 b 1,25a

Tabela 12 Sucha masa pojedynczej rosliny czosnku niedzwiedziego [g] w zaleznosci

od warunkow uprawy w latach 2018 - 2019

Rok i
Warunki uprawy Srednia
2018 2019
Uprawa wspolrzedna 0,21 be 0,09 a 0,16 a
Pelne naslonecznienie 0,14 ab 0,16 ab 0,15 a
Uprawa pod siatkq cieniujgca 0,29 ¢ 0,23 bc 0,26 b
Srednia 0,21b 0,16 a
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Warunki uprawy, rok dos§wiadczenia oraz interakcja tych dwoch czynnikéw miata
istotny wptyw na wszystkie badane parametry czosnku niedzwiedziego. Najwyzsza sucha
mas¢ posiadaly liscie czosnku niedzwiedziego uprawiane pod korong bzu czarnego
(uprawa wspoéirzedna). Nie zaobserwowano istotnych réznic pomiedzy czosnkiem
niedzwiedzim uprawianym wspotrzednie, a uprawianym w petlnym nastonecznieniu,
natomiast czosnek uprawiany wspotrzednie mial istotnie wyzsza sucha masg
w poréwnaniu do czosnku uprawianego pod siatkg cieniujacg. Rosliny zebrane wiosng
2019 roku miaty istotnie wyzsza suchg mas¢ od roslin zebranych wiosng 2018 r.
Analizujac interakcje czynnikdw, wszystkie kombinacje doswiadczenia w 2019 roku nie
roznity si¢ istotnie od uprawy wspotrzednej w 2018 r., natomiast réznity si¢ istotnie
zardwno od roslin uprawianych pod siatka cieniujaca, jak réwniez od ro$lin uprawianych
w petnym nastonecznieniu w 2018 r. Rosliny z uprawy wspotrzednej charakteryzowaty

si¢ najbardziej wyro6wnang suchg masg lisci w obu latach do§wiadczenia (tabela 13).

Tabela 13 Sucha masa (%) liSci czosnku niedzwiedziego w zaleznos$ci od warunkow

uprawy w latach 2018 1 2019

Rok i
Warunki uprawy Srednia
2018 2019
Uprawa wspolrzedna 12,1 b 12,5 b 123 b
Pelne naslonecznienie 7,6 a 14,1 b 10,9 ab
Uprawa pod siatka cieniujaca 7,3 a 12,0 b 9,7 a
Srednia 9,3 a 12,8 b

5.2.1.2. Zmiennos¢ chemiczna

5.2.1.2.1. Zawartos¢ chlorofilu a i b

Warunki uprawy miaty istotny wptyw na zawarto$¢ chlorofilu a i b w lisciach
czosnku niedzwiedziego. Ogdlnie, zawarto$¢ chlorofilu a byla pozytywnie skorelowana
z natgzeniem $wiatla stonecznego, natomiast zawarto$¢ chlorofilu b byta z tg samg cechg
skorelowana negatywnie. Efekt ten byt bardziej widoczny dla chlorofilu b, gdzie
najnizsze wartosci uzyskano dla roslin uprawianych w pelnym nastonecznieniu, nieco

wyzsze dla roslin uprawianych wspoirzednie z bzem czarnym, natomiast najwyzsze — dla
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roslin uprawianych pod siatka cieniujacg. W przypadku chlorofilu a, nie zaobserwowano
istotnych réznic pomiedzy roslinami uprawianymi wspotrzednie z bzem czarnym,
a roslinami uprawianymi w pelnym nastonecznieniu, cho¢ oba te wyniki byty istotnie
wyzsze w porownaniu do zawarto$ci chlorofilu a w roslinach uprawianych pod siatkg
cieniujacg. Nie stwierdzono istotnej réznicy w zawartosci chlorofilu a pomiedzy latami
do$wiadczenia. Zaobserwowano natomiast, ze rosliny uprawiane pod siatka cieniujgca
w 2018 roku charakteryzowaty si¢ istotnie nizszg zawartoscig chlorofilu a od wszystkich
pozostatych kombinacji w obu latach do§wiadczenia. Zawarto$¢ chlorofilu b byta istotnie
wyzsza w lisciach czosnku niedzwiedziego w roku 2018 w poréwnaniu z rokiem 2019.
Ponadto, zawarto$¢ ta byla w obu latach wyzsza w ro$linach uprawianych pod siatka
cieniujagcag w poréwnaniu do pozostatych kombinacji do$§wiadczenia. Czosnek
niedzwiedzi, uprawiany wspotrzednie z bzem czarnym, charakteryzowat si¢ réwniez
wyzsza zawarto$cig chlorofilu b w stosunku do roslin uprawianych w pelnym
nastonecznieniu, cho¢ jedynie w 2018 roku byta to rdznica istotna statystycznie (tabele

14-15).

Tabela 14 Zawarto$é chlorofilu a [mg-g' s.m.] w li$ciach czosnku niedzwiedziego

w zaleznos$ci od warunkow uprawy w latach 2018 - 2019

. Rok . )
Warunki uprawy Srednia

2018 2019

Uprawa wspolrzedna 3.13b 3.12b 3.12b

Pelne naslonecznienie 3.19b 3.1b 3.14Db

Uprawa pod siatka 2.83a 3.1b 2.97a

cieniujaca

Srednia 3.05a 311a

Tabela 15 Zawarto$é chlorofilu b [mg-g™' s.m.] w liéciach czosnku niedzwiedziego

w zaleznos$ci od warunkow uprawy w latach 2018 - 2019

Rok

Warunki uprawy 2018 2019 Srednia
Uprawa wspolrzedna 1,96 b 1,52 a 1,74 b
Pelne naslonecznienie 1,47 a 1,19a 1,33 a

Uprawa pod siatka 390c  231b  3lc
cieniujaca
Srednia 2,45b 1,67 a
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5.2.1.2.2. Ogolna zawartos¢ karotenoidow

Zawarto$¢ karotenoidow w lisciach podlegata podobnym zmianom co zawartos¢
chlorofilu b. Najwyzsza zawarto$¢ zwigzkoéw karotenoidowych stwierdzono w roslinach
uprawianych pod siatka cieniujaca i byt to wynik istotnie wyzszy w stosunku do roslin
uprawianych wspoétrzednie lub w pelnym nastonecznieniu. W 2018 roku okreslono
roOwniez istotnie wyzsza zawarto$¢ karotenoidow w porownaniu z rokiem 2019 1 cho¢
trend ten widoczny byt we wszystkich kombinacjach dos$wiadczenia, jedynie
w przypadku ro$lin uprawianych pod siatka cieniujaca byla to rdznica istotna

statystycznie (tabela 16).

Tabela 16 Zawarto$é karotenoidow ogétem [mg-g™! s.m.] w lisciach czosnku

niedzwiedziego w zaleznos$ci od warunkow uprawy w latach 2018 - 2019

. Rok . ]
Warunki uprawy 2018 2019 Srednia
Uprawa wspolrzedna 1,01 ab 0,98 a 0,99 a
Pelne naslonecznienie 0,98 a 0,96 a 0,97 a
Uprawa pod siatka 122¢ 1,006  1,15b
cieniujaca
Srednia 1,07 b 1,01 a

5.2.1.2.3. Zawartos¢ flawonoidow

W zalezno$ci od zastosowanego sposobu uprawy, zaobserwowano znaczng
zmienno$¢ w zawarto$ci flawonoidow, cho¢ efekt ten wydaje si¢ by¢ bardziej
podyktowany zmiennoscig osobniczg lub warunkami mikroklimatu niz badanymi
kombinacjami do$wiadczenia. Istotnie wyzsza zawarto$¢ flawonoidéw (stwierdzonych
przy wykorzystaniu metody 1.) zaobserwowano w roku 2018 w poréwnaniu z rokiem
2019. Brak jednoznacznego trendu w zawartosci flawonoidow wrazliwych na t¢ metode
mozna wytlumaczy¢ obecno$cig istotnej interakcji pomigdzy warunkami uprawy,
arokiem doswiadczenia. Rosliny czosnku niedzwiedziego uprawiane wspotrzednie
z bzem czarnym w roku 2018 charakteryzowaly si¢ najnizsza zawarto$cia flawonoidow
w poréwnaniu z tymi z pozostalych kombinacji do§wiadczenia. Rosliny z tej same;j

kombinacji do$§wiadczenia w roku 2019 charakteryzowaly si¢ najwyzsza zawartoscig
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flawonoidow, cho¢ istotng roznice stwierdzono jedynie w pordwnaniu z roslinami

uprawianymi pod siatkg cieniujacg (tabela 17).

Wysoka zmienno$¢ pomiedzy roslinami czosnku niedzwiedziego nie pozwolita
na stwierdzenie istotnego wptywu zaréwno warunkow uprawy jak i roku do§wiadczenia
na zawarto$¢ flawonoidow okreslanych metoda 2. Mimo to mozna stwierdzi¢, ze czosnek
niedzwiedzi uprawiany wspoéirzednie z bzem czarnym charakteryzowat si¢ liczbowo
nizszg zawarto$cia flawonoidow w obu latach do§wiadczenia. Podobnie, w roku 2019
ilo$¢ flawonoidéw mierzona metoda 2. byta wyzsza niz w roku 2018. Przeprowadzona
analiza statystyczna, nie pozwolila jednak na potwierdzenie wystepowania tych trendow

(tabela 18).

Tabela 17 Zawarto$é zwiazkéw flawonoidowych ogdtem [mg-g!'s.m.] w lisciach
czosnku niedzwiedziego w zaleznosci od warunkow uprawy w latach 2018 - 2019

okreslona metoda 1

] Rok . .
Warunki uprawy 2018 2019 Srednia
Uprawa wspoélrzedna 2243 a 2531b 23,87 a
Pelne naslonecznienie 26,32 b 24,01 ab 25,16 a
Uprawa pod siatka 2649b  2277a  24,63a
cieniujaca
Srednia 2508b  24,03a

Tabela 18 Zawarto$é¢ zwigzkow flawonoidowych ogdtem [mg-g!' s.m.] w lisciach
czosnku niedzwiedziego w zaleznosci od warunkéw uprawy w latach 2018 - 2019

okres§lona metoda 2

] Rok ‘ .
Warunki uprawy Srednia
2018 2019
Uprawa wspolrzedna 50,94 a 61,26 a 56,10 a
Pelne naslonecznienie 52,24 a 135,32 a 93,78 a
Uprawa pod siatka 9627a 104,532 1004 a
cieniujaca
Srednia 66,48a 100,37 a
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5.2.1.2.4. Zawartos¢ zwigzkow polifenolowych ogotem

Analizujagc  zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych w  liSciach czosnku
niedzwiedziego stwierdzono statystycznie istotny wplyw warunkéw prowadzenia
uprawy, natomiast nie stwierdzono istotnosci wptywu roku doswiadczenia. Pomimo tego,
okreslono istotng interakcje obu tych czynnikow. Czosnek niedzwiedzi uprawiany
wspotrzednie z bzem czarnym lub tez w pelnym nastonecznieniu charakteryzowat si¢
wyzsza zawartoscig zwigzkoéw polifenolowych w porownaniu do roslin uprawianych pod
siatkg cieniujaca. Analizujac interakcje warunkéw uprawy oraz roku do$wiadczenia
mozna zaobserwowac, ze jedynie w roku 2018 zawarto$¢ zwiagzkow polifenolowych byta
istotnie wyzsza w ro$linach uprawianych wspoéirzednie 1 w pelnym nastonecznieniu
w stosunku do ro$lin uprawianych pod siatka zacieniajaca. W 2019 roku podobna r6znice
stwierdzono jedynie pomig¢dzy roslinami uprawianymi wspolrzgdnie, a ro$linami
uprawianymi pod siatkg cieniujgcg, natomiast rosliny uprawiane w pelnym

nastonecznieniu nie rdznity si¢ istotnie od obu tych kombinacji (tabela 19).

Tabela 19 Zawarto$é zwigzkéw polifenolowych ogétem [mg-g™! s.m.] w liciach

czosnku niedzwiedziego w zalezno$ci od warunkéw uprawy w latach 2018 - 2019

. Rok . .
Warunki uprawy Srednia
2018 2019
Uprawa wspolrzedna 54,51 be 59,01 ¢ 56,76 b
Pelne naslonecznienie 58,77 ¢ 52,67 abc 55,72 b
Uprawa pod siatka 4853a  50,58ab 49,552
cieniujaca
Srednia 5394a  54,09a

5.2.2. Miodunka mi¢kkowtosa

5.2.2.1. Plon ziela

W przeciwienstwie do roslin czosnku niedzwiedziego, w przypadku ktérego
znacznie zmienila si¢ liczba 1 zageszczenie ro$lin, liczba ro§lin miodunki migkkowtose;j
oraz jej zaggszczenie nie zmienita si¢ pomigdzy latami doswiadczenia. W zwigzku z tym
nie przedstawiono wynikéw dla masy pojedynczej rosliny, a jedynie plonu z powierzchni.
Analizujac plon $wiezy 1 suchy ziela miodunki mickkowtosej nie stwierdzono istotnych

réznic pomiedzy roznymi warunkami uprawy ani latami. Pomimo suchej wiosny, plon
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ziela miodunki migkkowtosej zwickszyt si¢ w roku 2019 w poréwnaniu z rokiem 2018,
najprawdopodobniej z uwagi na starszy wiek roslin. W przeciwienstwie do czosnku
niedzwiedziego, ktory jest geofitem 1 wchodzi w spoczynek na poczatku lata, rosliny
miodunki rosng przez caty okres wegetacyjny. W zwigzku z tym, pomimo suchej wiosny
w 2019 roku, dobre warunki wegetacyjne w 2018 roku wplynetly na korzystny rozwoj
roslin (tabele 20-21). Analizujac plon suchego ziela miodunki migkkowtosej osobno dla
roku 2018 1 2019, stwierdzono istotne roznice jedynie w roku 2018, kiedy to najwyzszy

plon ziela uzyskano dla roslin rosngcych w petnym nastonecznieniu (rysunek 27).

Tabela 20 Plon $wiezego ziela miodunki mickkowtosej [g-m™] w zaleznoéci

od warunkow uprawy w latach 2018 - 2019

Rok

Warunki uprawy Srednia
2018 2019
Uprawa wspoélrzedna 884 892 887
Pelne naslonecznienie 1668 1709 1688
Uprawa pod siatka cieniujaca 1032 2745 1889
Srednia 1195 1863

Tabela 21 Plon suchego ziela miodunki miekkowtlosej [g-m™] w zaleznos$ci od

warunkow uprawy w latach 2018 - 2019

Rok i
Warunki uprawy Srednia
2018 2019
Uprawa wspolrzedna 95,2 147,3 117,6
Pelne naslonecznienie 177,2 255,0 216,1
Uprawa pod siatka cieniujgca 74,9 305,3 190,1
Srednia 1158 243,9
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Rysunek 24 Plon suchego ziela miodunki miekkowtosej [g-m™] w roku 2018

Podobnie jak w przypadku czosnku niedzwiedziego, rosliny miodunki
migkkowlosej charakteryzowaly si¢ wyzsza sucha masg w 2019 roku w poréwnaniu
do roku 2018. Rosliny uprawiane wspoirzednie posiadalty w obu latach najwyzszy
procent suchej masy. Wynik ten réznit si¢ istotnie od roslin uprawianych pod siatka
cieniujgca, natomiast nie roéznit si¢ od roslin uprawianych w pelnym nastonecznieniu

(tabela 22).

Tabela 22 Sucha masa (%) ziela miodunki migkkowlosej w zalezno$ci od warunkow

uprawy w latach 2018 - 2019

Rok i
Warunki uprawy Srednia
2018 2019
Uprawa wspolrzedna 10,7 b 16,7 ¢ 133 b
Pelne naslonecznienie 10,6 ab 143 ¢ 124 b
Uprawa pod siatka cieniujaca 7,3 a 9,7 ab 85 a
Srednia 9,5a 13,3 b
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5.2.2.2. Wptyw odlegtosci od pnia bzu czarnego na mas¢ pojedynczych roslin miodunki
migkkowtlosej

Odleglo$é od pnia bzu czarnego miata znaczacy wplyw na $wieza mase (SM)
ro$lin miodunki. Chociaz odlegto$§¢ minimalna (odlegtos$¢ do najblizszego drzewa) nie
byta dobrym miernikiem odlegtosci do przewidywania wzrostu ro§lin miodunki (wartosci
R? na poziomie 0,07), uzywajac $rednig odlegto$é od wszystkich czterech roslin bzu
czarnego w obrebie poletka pozwolilo na wyjasnienie 54% wariancji masy roslin
miodunki za pomocg funkcji sigmoidalnej z ogélnym réwnaniem: SM = A +

B . . . . _
—opieaose (tabela 23). Poniewaz parametr C miat wysokg wartos¢, a wynikajgca

1+CXxe

funkcja nie byla wygodna w uzyciu, réwnanie zostalo uproszczone do SM = A +

B
1+eC—DXODLEGLOSC"

Zmiana rownania zmienila optymalne wartosci parametréw, ale nie

miata wplywu na % wyjasnionej wariancji. W przypadku obu rdwnan parametry A 1 B
byly statystycznie istotne, podczas gdy parametry C i D byly od siebie zalezne,
co oznacza, ze po zmianie jednego z nich na statg warto$¢, drugi byt statystycznie istotny.
W tym drugim réwnaniu parametr A reprezentuje najnizsze wartosci $wiezej masy
pojedynczej rosliny miodunki (asymptota pozioma po lewej), parametr B reprezentuje
réznice miedzy najwyzszymi, a najnizszymi wartosciami $wiezej masy pojedynczej
ro$liny miodunki (A+B jest asymptota pozioma po prawej), parametry C i D
sa odpowiedzialne za ksztatt krzywej (C/D jest wartoscia ODLEGELOSCI w punkcie
przegigcia krzywej, a 1/D jest parametrem skali na osi x). Zgodnie z wykresem

obserwowanych warto$ci $§wiezej masy miodunki migkkowtlosej z przewidywang

53.35

1+20.99-9.49X0ODLEGLOSC mozna

warto$cia na podstawie réownania SM = 81.38 +

zauwazy¢, ze rosliny miodunki wykazywaly wigksza zmienno$¢ i oznaki silnego
zahamowania wzrostu (zmniejszenie $wiezej masy roslin) do okolo 2m $redniej
odlegtosci od drzew bzu (wzrost §wiezej masy pojedynczej rosliny z 81,38g dla Om
do 87,68g dla 2m) z dodatkowym umiarkowanym hamowaniem wzrostu na kolejnym
0,4-0,5m (wzrost $§wiezej masy ro$liny z 87,68g dla 2m do 127,07g i1 131,48g
odpowiednio dla 2,4m i 2,5m) (rysunek 28).
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Tabela 23 Parametry rownania (A, B, C i D) dla odleglosci do najblizszego drzewa oraz
sredniej odlegtosci do wszystkich 4 drzew na poletku oraz ich R i1 utamek wyjasnione;j

wariancji (R?) uzywane w modelowaniu $redniej masy miodunki mickkowtosej

Parametry rownania
Miara R R
odleglosci A B C D

Odleglos¢ 6831 26,76 18,54 9,36 0,27 0,07
minimalna

Odleglos¢ 8138 5334 133x10° 9,50 0,74 0,54
srednia

SM — Swieza masa
Odleglos¢ minimalna — odlegtos¢ do najblizszego drzewa
Odleglos¢ srednia — $rednia odlegtos¢ do wszystkich czterech drzew

w obrebie poletka
160
140 ¢
. e ®
*
¥ -
120 .
. )

5
= & .
g 100 g . ¢ .
g . . .

g f *y *. o

*e * *
*
+ . $
60 ¢ , 5335
* SM = 8138+ T 7555 9a9xani
R* = 0.54
40
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Odlegtosé [m]

Rysunek 25 Zaobserwowane (#) i przewidywane wartosci (- - -) na podstawie modelu
sigmoidalnego §wiezej masy miodunki w odniesieniu do $redniej odlegltosci do roslin bzu
czarnego w obrebie poletka
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5.2.2.3. Zmiennos¢ chemiczna

5.2.2.3.1. ZawartoS¢ chlorofilu a i b

Przeprowadzona analiza chemiczna pozwolita na stwierdzenie istotnego wptywu
warunkow uprawy, roku doswiadczenia jak rowniez interakcji obu tych czynnikow
na zawarto$¢ chlorofilu a i b w zielu miodunki mi¢kkowlosej. Najwyzsza zawartos¢
chlorofilu a zaobserwowano w przypadku roslin uprawianych pod siatkg cieniujaca
w porownaniu do ro$lin uprawianych wspoétrzednie z bzem czarnym lub w pelnym
nastonecznieniu. Wieksza ilo$¢ chlorofilu a wystepowata w roslinach zebranych w roku
2018 niz w 2019. Analizujac interakcje tych czynnikéw mozna zauwazy¢, ze istotnie
mniej chlorofilu a wystgpowata w roslinach uprawianych wspotrzednie lub w pelnym
nastonecznieniu w roku 2019 (tabela 24). Podobnie jak w przypadku chlorofilu a,
najwyzsza zawarto$¢ chlorofilu b stwierdzono u ro$lin miodunki migkkowtosej
uprawianej pod siatkg cieniujgcg w stosunku do roslin uprawianych wspoétrzednie z bzem
czarnym lub w pelnym nastonecznieniu. W przeciwienstwie natomiast do chlorofilu a,

trend ten utrzymywal si¢ w obu latach do§wiadczenia (tabela 25).

Tabela 24 Zawartoéé chlorofilu @ [mg-g' s.m.] w zielu miodunki mickkowlose;

w zalezno$ci od warunkow uprawy w latach 2018 - 2019

. Rok ‘ .
Warunki uprawy Srednia
2018 2019
Uprawa wspolrzedna 2,67b 1,51 a 2,09 a
Pelne naslonecznienie 2,66 b 1,29 a 1,98 a

Uprawa pod siatkg
cieniujaca
Srednia 2,79 b 1,86 a

3,04 b 2,76 b 2,90 b

Tabela 25 Zawarto$¢ chlorofilu b [mg g s.m.] w zielu miodunki migkkowtosej

w zaleznos$ci od warunkow uprawy w latach 2018 - 2019

. Rok . .
Warunki uprawy Srednia
2018 2019
Uprawa wspotrzedna 0,90 ab 0,50 a 0,70 a
Pelne naslonecznienie 0,83 ab 0,43 a 0,63 a

Uprawa pod siatkg
cieniujaca
Srednia 1,10b 0,72 a

1,58 ¢ 1,24 be 141b
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5.2.2.3.2. Ogoblna zawarto$¢ karotenoidow

Zawarto$¢ karotenoidow w zielu miodunki migkkowltosej podlegata podobnym
trendom co zawarto$¢ chlorofilu a. Najwyzszg zawarto$¢ karotenoidow stwierdzono
w zielu miodunki migkkowlosej zebranym z uprawy pod siatkg cieniujaca. Réwniez
ro$liny miodunki migkkowlosej zebrane w roku 2018 charakteryzowaly si¢ wyzsza
zawarto$¢ karotenoidow w poréwnaniu do ro$lin zebranych w roku 2019, jednak
podobnie jak w przypadku zawarto$ci chlorofilu a, statystycznie istotnie wyzsza
zawarto$¢ karotenoidow w roslinach uprawianych pod siatkg cieniujgcg stwierdzono

jedynie w 2019 roku (tabela 26).

Tabela 26 Zawarto$¢ karotenoidow ogdtem [mg-g™! s.m.] w zielu miodunki

migkkowtosej w zalezno$ci od warunkow uprawy w latach 2018 - 2019

. Rok ‘ .
Warunki uprawy Srednia
2018 2019
Uprawa wspotrzedna 0,67b 0,42 a 0,54 a
Pelne naslonecznienie 0,67b 0,36 a 0,52 a

Uprawa pod siatkg
cieniujaca
Srednia 0,74 b 0,52 a

0,87b 0,79 b 0,83 b

5.2.2.3.3. Zawartos¢ flawonoidow

Na podstawie przeprowadzonych analiz nie stwierdzono istotnego wptywu
warunkow uprawy na zawarto$¢ flawonoidow, cho¢ zawartos¢ tych zwigzkow podlegata
istotnemu wptywowi roku do$wiadczenia. Obie zastosowane metody analizy zgodnie
wykazaly wyzszg zawarto§¢ flawonoidow w zielu miodunki zebranej w 2018 roku
w porownaniu do ziela zebranego w roku 2019. Nie stwierdzono istotnego wptywu
interakcji pomiedzy warunkami uprawy, a rokiem do$wiadczenia na podstawie metody
1. Metoda 2, pozwolita na wykazanie interakcji obu tych czynnikow jednak jedyna
réznica wykryta tu byla istotnie wyzsza zawarto$¢ flawonoidow w zielu miodunki
uprawianej w petnym nastonecznieniu w roku 2018 w poréwnaniu do ziela miodunki

uprawianej pod siatkg cieniujagca w roku 2019 (tabele 27-28).
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Tabela 27 Zawarto$¢ zwiagzkow flawonoidowych ogdétem [mg-g! s.m.] w zielu miodunki

migckkowlosej w zaleznosci od warunkow uprawy w latach 2018 - 2019 oznaczona

metoda 1

Warunki Rok Sredni
arun ra rednia

Hit uprawy 2018 2019 '

Uprawa wspoélrzedna 1491 a 13,77 a 14,34 a

Pelne naslonecznienie 14,58 a 12,64 a 13,61 a

Uprawa pod siatka 15442 12,132 13,782

cieniujaca
Srednia 14,97 b 12,85 a

Tabela 28 Zawarto$¢ zwiazkow flawonoidowych ogdtem [mg-g™! s.m.] w zielu miodunki

migkkowlosej w zalezno$ci od warunkéw uprawy w latach 2018 - 2019 oznaczona

metoda 2
] Rok ‘ .
Warunki uprawy Srednia
2018 2019
Uprawa wspolrzedna 128,93 ab 86,24ab 107,58 a
Pelne naslonecznienie 133,51 b  85,47ab 109,49 a
Uprawa pod siatka 128,73ab  75.85a  102,29a
cieniujaca
Srednia 130,39b  82,52a

5.2.2.3.4. Zawarto$¢ zwiazkow polifenolowych ogdtem

Zarowno warunki prowadzenia uprawy, rok doswiadczenia jak réwniez interakcja
obu tych czynnikéw mialy istotny wplyw na ogolng zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych
w zielu miodunki migkkowtosej. Ro$liny uprawiane wspotrzednie z bzem czarnym lub
w pelnym nastonecznieniu miaty istotnie wyzszg zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych
w poréwnaniu z roslinami uprawianymi pod siatka cieniujaca. Zawarto$¢ ta, byta réwniez
istotnie wyzsza w roku 2018 w poroéwnaniu do roku 2019. Analizujgc interakcje obu tych
czynnikow zaobserwowano, ze jedynie w 2018 roku rosliny miodunki migkkowtlosej
uprawianej wspotrzednie lub w pelnym nastonecznieniu istotnie réznity si¢ zawartoscia
tych zwigzkow w pordwnaniu z roslinami uprawianymi pod siatkg cieniujgca. Cho¢ trend

byl podobny w roku 2019, réznica ta nie byla statystycznie istotna (tabela 29).
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Tabela 29 Zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych ogotem [mg-g! s.m.] w zielu miodunki

migkkowlosej w zalezno$ci od warunkéw uprawy w latach 2018 - 2019

. Rok . .
Warunki uprawy Srednia
2018 2019
Uprawa wspolrzedna 89,12 ¢ 17,48 a 53,30 b
Pelne naslonecznienie 85,81 ¢ 16,59 a 51,20 b
Uprawa pod siatka 6245b  1572a  39,09a
cieniujaca
Srednia 79,13b 16,59 a
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5.3. Czesé 111 doswiadczen — Zmienno$¢ chemiczna liSci bzu czarnego oraz
okreslenie ich przydatnosci jako surowca leczniczego

5.3.1. Okreslenie zré6znicowania chemicznego lisci bzu czarnego przy uzyciu
spektrometrii w podczerwieni z transformata Fouriera

Do analizy wynikow spektometrii w podczerwieni wykorzystano analize
sktadowych gtownych, technik¢ chemometryczng, ktéra pozwala na zredukowanie
wymiarowos$ci danych. Z uwagi na wysoka korelacj¢ absorbancji obserwowanej przy
zblizonych liczbach falowych, wyodrebniono trzy sktadowe gtowne pozwalajace tacznie
wyjasni¢ 98,54% wariancji. Pierwsza sktadowa gléwna pozwolita na wyjasnienie 86,21%
wariancji, druga sktadowa gtoéwna wyjasnita dodatkowe 9,33% wariancji, natomiast
trzecia sktadowa gtowna wyjasnita dodatkowe 3% wariancji. Wykres rozrzutu punkow
na przestrzeni sktadajacej si¢ z pierwszej 1 drugiej sktadowej gtownej przedstawiono
na rysunku 29. Na rysunku tym zaznaczono réwniez kolorami probki lisci, w zaleznosci
od kombinacji doswiadczenia tj. gatunku uprawianego pod korong bzu czarnego. Cho¢
zaobserwowano grupowanie si¢ probek w trzy klastry, nie zaobserwowano by wptyw ten
powodowany byt przez gatunek towarzyszacy w uprawie wspotrzednej bzu czarnego.
Dalsza analiza pozwolila na zidentyfikowanie czasu zbioru lisci bzu czarnego jako
czynnika rdznicujgcego rézne grupy (rysunek 30). Szczegodlnie w tym wzgledzie
wyrdzniaty si¢ probki zebrane jesienig 2017 roku (grupa fioletowa) oraz probki zebrane
wiosng tego samego roku (grupa zoOltozielona). Pozostate probki, zebrane podczas
kwitnienia (grupa zielona), owocowania (grupa niebieska) oraz te zebrane jesienig 2016
roku (grupa czerwona) roéwniez grupowaly si¢ razem jednak réznica odlegtosci pomigdzy
tymi trzeba grupami byla do$¢ niewielka. Pierwsza sktadowa gléwna bardzo dobrze
roznicowala probki zebrane jesienig 2017 roku od wszystkich pozostalych probek,
natomiast druga sktadowa gtowna bardzo dobrze rozdzielata probki zebrane wiosng 2017
roku od wszystkich pozostatych probek. Rysunek 31 przedstawia tadunki poszczegdlnych
sktadowych glownych. Wida¢ na nim, ze piki absorbancji pomiedzy 1700 a 1770 ¢cm’!
wplywaty dodatnio na warto$ci pierwszej skladowej glownej, natomiast wartosci
absorbancji pomiedzy 1500 a 1700 cm™ mialy negatywny wptyw. Na warto$ci drugiej
sktadowej glownej pozytywny wptyw miaty warto$ci absorbancji przy liczbie falowej
pomiedzy 1500 a 1560 cm™ oraz 1620-1700 cm™, natomiast negatywny wplyw miata
absorbancja dla liczb falowych w przedzialach 1560-1620 cm™ oraz 1700-1780 cm™.
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Warto$ci trzeciej sktadowej gltownej byly negatywnie skorelowane z warto$ciami

absorbancji dla niemal calego badanego zakresu poza pasmem pomig¢dzy 1550 a 1610
1

cm™,
Wykres wynikéw analizy skladowych gtownych
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Rysunek 26 Wykres wynikow analizy sktadowych gtownych dla lisci bzu czarnego.

Kolory oznaczajg gatunek towarzyszacy
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Wykres wynikéw analizy skladowych gtownych
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Rysunek 27 Wykres wynikow analizy sktadowych gtéwnych. Rozne kolory oznaczaja

terminy zbioru lisci
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Rysunek 28 Wykres tadunkow sktadowych gtownych 1-3
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Powyzsze informacje pozwalaja na wysunigcie pewnych wnioskow dotyczacych
zmienno$ci chemicznej w analizowanych roslinach bzu czarnego. Jak wspomniano
wyzej, pierwsza sktadowa gléwna byla pozytywnie skorelowana z absorbancja przy
liczbie falowej pomiedzy 1700 a 1770 cm'. W tym zakresie wystepuja pasma drgan
rozciggajacych wigzania C=0. W szczegblnosci w zakresie 1735-1750 cm™ wystepuje
pasmo drgan rozciaggajacych dla estrow nasyconych, wchodzacych w sktad ttuszczy czy
woskow roslinnych. Podobnie, druga sktadowa gldéwna wykazywata pozytywna korelacje
z warto$ciami absorbancji w zakresie liczby falowej 1500-1560 cm™ oraz 1620-1700 cm”
. W tych zakresach, pasmo 1500-1560 cm™ odpowiada pasmu Amid II, ktére jest
zwigzane glownie z drganiami zginajacymi N-H oraz rozciggajacymi C-N w grupach
amidowych, charakterystycznymi dla biatek. To pasmo dostarcza informacji o zawartosci
i strukturze biatek. Zakres 1620-1700 cm™ obejmuje pasmo Amid I, przypisywane
drganiom rozciggajacym wigzanie C=O w amidach, bioracego udzial w budowie
wtornych struktur biatek. Negatywny wplyw na druga sktadowa gtéwna mialy wartosci
absorbancji w zakresach liczby falowej 1560-1620 cm™! oraz 1700-1780 cm™. Zakres
1560-1620 cm™ moze byé¢ zwigzany z drganiami charakterystycznymi dla zwigzkow
aromatycznych, podczas gdy zakres 1700-1780 cm™' zazwyczaj obejmuje drgania
rozciggajace wigzania C=0 w roznych zwigzkach organicznych, takich jak ketony,
aldehydy czy kwasy karboksylowe. Wskazuje to na wrazliwo$¢ drugiej skladowe;j
gléwnej na zmiany w zawarto$ci i strukturze biatek, a takze na obecno$¢ innych
zwigzkow organicznych z wyraznie zdefiniowanymi grupami funkcyjnymi. Wartosci
trzeciej sktadowej gtownej byly negatywnie skorelowane z wartosciami absorbancji dla
niemal calego badanego zakresu, poza charakterystycznym pasmem pomigdzy 1550
a1610 cm. Obecno$¢ tego szerokiego pasma w analizie spektroskopowej moze
wskazywac na kilka r6znych zjawisk. Po pierwsze, dolna czg¢s¢ tego zakresu, okoto 1550
cm’!, moze odpowiada¢ pasmu Amid II, ktére jest zwigzane z biatkami. Jednakze
szeroko$¢ tego pasma sugeruje roOwniez obecno$¢ innych struktur, takich jak drgania
pierScieni aromatycznych, ktoére obejmuja drgania rozciagajace wigzan C=C. Moze
to wskazywac na istotng role zwigzkow aromatycznych w badanych prébkach. Po drugie,
mozliwa jest takze obecno$¢ ukladéw sprzezonych, charakteryzujacych sig
naprzemiennymi podwdjnymi 1 pojedynczymi wigzaniami, co moze prowadzi¢
do poszerzenia obserwowanych pikow. Ztozonos¢ tego pasma moze wigc odzwierciedlac
interakcje mi¢dzy réznymi trybami drgan lub obecno$¢ roznorodnych grup funkcyjnych

w probkach.
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Rysunki 32-35 przedstawiaja widma lisci bzu w zalezno$ci od terminu zbioru.
Na rysunku 32 widoczne s3 charakterystyczne dwa piki w okolicach 1540 cm™! oraz 1630
cm!'. Widma te tworzyly oddzielng grupe na rysunku 30 i jak wspomniano wyzej, grupa
ta mozliwa byta do rozdzielenia dzigki drugiej sktadowej gtéwnej. Te piki, tak jak
w przypadku tadunkéw drugiej skladowej glownej zwigzane sa najprawdopodobniej
zpodwyzszong zawarto$cig bialek. Kolejne dwa wykresy (rysunek 33-34),
przedstawiajgce widmo podczas kwitnienia i owocowania roslin bzu, rowniez posiadaja
piki charakterystyczne dla biatek, natomiast pojawit si¢ na nich réwniez dodatkowy pik,
zwigzany najprawdopodobniej z podwyzszong zawarto$cig zwigzkéw aromatycznych,
na co wskazywala rowniez trzecia sktadowa gtowna. Rysunek 35 przedstawia widma lisci
bzu zebranych jesienia, tuz przed wejsciem roslin w spoczynek zimowy. Na tym rysunku
widoczne s3 dwie grupy widm przedstawionych oddzielnie na rysunku 36 (dla probek
zebranych jesienig 2016 roku) oraz rysunku 37 (dla probek zebranych jesienig 2017
roku). Tak wigc mozna zauwazy¢, ze widmo probek zebranych w roku 2016 byto podobne
do probek zebranych podczas owocowania bzu w roku 2017, natomiast widmo probek
zebranych jesienig 2017 roku jest zupetlnie rézne od pozostatych widm. To wlasnie
te widma tworzyly odrebng grupe po prawej stronie na rysunku 30, rozdzielone przy
udziale pierwszej skladowej gltownej. Rysunek 37 przedstawia réwniez
charakterystyczny pik zlokalizowany okolo 1740 cm', ktory najprawdopodobnie;
symbolizuje podwyzszong zawarto$¢ thuszczy 1 woskéw w probkach zebranych w tym

terminie.

Cho¢ analiza probek z wykorzystaniem spektrometrii w podczerwieni nie
dostarcza w pelni jednoznacznych odpowiedzi, stanowi ona skuteczne narzedzie
do wstgpnego badania zmienno$ci chemicznej surowca. Jej zasadnicza przewaga nad
klasycznymi technikami laboratoryjnymi oraz wysokosprawng chromatografig cieczowa
lezy w mozliwosci analizy niemal wszystkich zwigzkéw obecnych w probee bez potrzeby
ich uprzedniej ekstrakcji. To eliminuje ryzyko pominig¢cia kluczowych skladnikow
ze wzgledu na dobdr niewtasciwego rozpuszczalnika lub warunkow ekstrakcji. Ponadto,
spektrometria w podczerwieni jest technika komplementarng, ktora pozwala z duzym
prawdopodobienstwem okresli¢, ktore zwigzki chemiczne rdznicuja badane probki.
Dzigki temu mozliwe jest przeprowadzenie ukierunkowanej ekstrakcji i dalszej analizy

tych specyficznych sktadnikow.
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Rysunek 30 Widma FTIR lisci bzu czarnego zebranych podczas kwitnienia
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Rysunek 32 Widma FTIR lisci bzu czarnego zebranych jesienia
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Rysunek 33 Widma FTIR lisci bzu czarnego zebranych jesienig 2016
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Rysunek 34 Widma FTIR lisci bzu czarnego zebranych jesienig 2017

108



5.3.2. Okreslenie zroéznicowania chemicznego lisci bzu czarnego przy uzyciu
spektrofotometrii UV-Vis

5.3.2.1. Analiza sktadowych gléwnych na podstawie analiz spektrofotometrycznych

Na wykresie rozrzutu na podstawie analizy skladowych gléwnych (rysunek 38)
mozna zaobserwowac, ze dwie gldwne osie - sktadowa gtowna 1 i sktadowa gtéwna 2 -
wyjasniaja tacznie 73,8% catkowitej zmienno$ci chemicznej posrod wszystkich
analizowanych probek. Pierwsza sktadowa gltéwna, pozwolila na wyjasnienie 52,0%
zmiennosci. Wartosci pierwszej sktadowej gtownej byty silnie negatywnie skorelowane
z zawarto$cig chlorofilu a 1 b, natomiast silnie pozytywnie skorelowane z zawartoscia
zwigzkow polifenolowych ogdtem. Sktadowa ta byta rowniez pozytywnie skorelowana
z zawartoscig biatka oraz z zawarto$cig flawonoidow mierzonych metoda 2. Druga
skladowa glowna, wyjasniajaca dodatkowe 21,8% zmiennosci w analizowanych
probkach, byta negatywnie skorelowana z zawartoscig flawonoidow mierzonych metoda
1 oraz pozytywnie skorelowana z zawartos$cig biatka. Dodatkowo, na wykresie mozna
zaobserwowac, ze zawartos¢ obu chlorofili byta ze sobg silnie skorelowana (pozytywnie),
natomiast zawarto$¢ obu tych zwigzkow byla negatywnie skorelowana z zawartoscia
zwiazkéw polifenolowych oraz flawonoidéw mierzonych metoda 2. Zawartosé
zwigzkow flawonoidowych mierzonych metoda 1 byla negatywnie skorelowana
z zawarto$cig bialtka. Zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych ogoétem wykazywata dosé
silng korelacje z zawartoscig flawonoidow mierzonych metoda 2, nie wykazywata

natomiast korelacji z zawarto$cig flawonoidéw mierzong metoda 1.

Potaczenie wynikéw z obu gltownych skladowych na wykresie umozliwito
wizualizacj¢ zréznicowania probek zebranych w rdéznych sezonach i latach. Elipsy
prawdopodobienstwa, otaczajace klastry punktow, informuja o rozprzestrzenieniu
1 konsystencji grup probek. Szerokos¢ elips wskazuje na zmienno$¢ wewnatrzgrupowa,
a ich orientacja odzwierciedla relacje miedzy sktadnikami chemicznymi, a zmiennoscig
sezonowa. Mozemy tu zaobserwowac, ze wickszos$¢ probek grupuje sie¢ do$¢ dobrze na
podstawie terminu zbioru. Cho¢ wigkszo$¢ grup wydaje si¢ grupowac blisko siebie, dwie
grupy odstaja. Sg to probki zebrane wiosng i jesienig 2017 roku. Obie te grupy wydaja
si¢ charakteryzowa¢ wyzszg zawartoscig zwigzkow polifenolowych, przy czym probki

wiosenne charakteryzujg si¢ wyzszg zawarto$cig biatka 1 nizszg zawartoscig flawonoidow
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mierzonych przy uzyciu metody 1, natomiast probki jesienne charakteryzuja si¢ niska

zawartoscig biatka oraz wysoka zawartosciag flawonoidéw okres§lanych metoda 1.

Wartos$ci tfadunkéw dla réznych metod analizy flawonoidow réwniez zastuguja
nauwage, gdyz roézne metody moga dostarcza¢ informacji o réznych frakcjach
flawonoidow w lisciach. W szczegdlnosci metoda druga wykazuje specyficznos¢
w stosunku do flawan-3-oli (do ktorych zaliczane sa katechiny) jak rowniez luteoliny
i rutyny. Metoda pierwsza natomiast, w dobry sposob oznacza zawarto$¢ flawonoidow
z grup flawonoli, flawonow i flawanonow cho¢ nie wykrywa, badz tez wykrywa stabo,
flawan-3-oli (P¢kal, 2014).
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Rysunek 35 Wykres rozrzutu na podstawie analizy sktadowych gtéwnych z wynikow

analiz spektrofotometrycznych lisci bzu czarnego
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5.3.2.2. Zawartos¢ chlorofilu a

Zawarto$¢ chlorofilu a w liSciach bzu czarnego podlegata zmianom w czasie
trwania do§wiadczenia. Najnizsze warto$ci zaobserwowano dla lisci zebranych wiosng
2017 roku ($rednio 1,24 mg-g™! s.m) natomiast najwyzsze warto$ci obserwowano wiosng
2018 roku (5,85 mg-g! s.m.). Najwiecksza zmienno$¢ pomiedzy kombinacjami
do$wiadczenia wystgpita jesienig 2017 oraz wiosng 2018 roku. Zmienno$¢ pomigdzy
terminami zdaje si¢ mie¢ charakter kierunkowy. Generalnie, liScie mlodsze
charakteryzuja si¢ wyzsza zawartoscig chlorofilu a i w miarg starzenia si¢ lisci, zawarto$¢
chlorofilu a spada. Wida¢ to bardzo dobrze, gdy liscie zebrane byty w 2018 roku, gdzie
zebrane wiosna odznaczaja sie najwyzsza iloscia chlorofilu a (5,85 mg-g' s.m.),
nastepnie mniej zebrane odpowiednio podczas kwitnienia, owocowania oraz jesienig.
Podobny trend mozna zaobserwowa¢ dla lisci zebranych w roku 2017 pozyskanych

podczas kwitnienia, owocowania oraz jesienig (rysunek 39).

Na podstawie przeprowadzonej analizy statystycznej nie zaobserwowano rdznic
w zawarto$ci chlorofilu a pomigdzy kombinacjami do§wiadczenia dla probek zebranych
wiosng (tabela 30), podczas kwitnienia (tabela 31), podczas owocowania (tabela 32) oraz
jesienig (tabela 33). Dla wszystkich tych faz rozwojowych zaobserwowano natomiast
statystycznie istotng roznice w zawartosci chlorofilu a pomigdzy latami do§wiadczenia.
Dla terminu wiosennego, podczas kwitnienia i owocowania byla to réznica pomigdzy
lis¢émi zebranymi w roku 2017 i 2018. W przypadku terminu jesiennego nie
zaobserwowano réznic pomigdzy lis§¢mi zebranymi w latach 2017 1 2018, r6znity si¢ one

natomiast zawarto$cig chlorofilu a od tych zebranych w roku 2016.
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Tabela 30 Zawarto$¢ chlorofilu a [mg-g!' s.m.] w li§ciach bzu czarnego zebranych wiosng

w latach 2017 - 2018

Rok
2017 2018
Brak (Kontrola) 1,21 b 6,03 a 3,62 a
Kopytnik pospolity 1,27b 558a 3,43a

Srednia

Gatunek towarzyszacy

Miodunka
mickkowlosa 1,21 b 5,61 a 3,41 a
Czosnek niedzwiedzi 1,25b 6,18 a 3,71 a
Srednia 1,24 b 5.85a
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Tabela 31 Zawarto$¢ chlorofilu a [mg-g! s.m.] w lisciach bzu czarnego zebranych

podczas kwitnienia w latach 2017 - 2018

Rok
2017 2018
Brak (Kontrola) 3,43 b 5,19 a 4,31 a
Kopytnik pospolity 3,18b 5,26a 4,22 a

Gatunek towarzyszacy Srednia

Miodunka 352b  499a 4725a
mi¢kkowlosa
Czosnek niedzwiedzi 3,53b 5,30 a 4,41 a
Srednia 341b 5,18a

Tabela 32 Zawarto$¢ chlorofilu a [mg-g”! s.m.] w lisciach bzu czarnego zebranych

podczas owocowania w latach 2017 - 2018

Rok
2017 2018
Brak (Kontrola) 2,73 b 423 a 3,48 a
Kopytnik pospolity 2,86 b 4,38 a 3,62 a

Srednia

Gatunek towarzyszacy

Miodunka 264b  426a 345a
mi¢kkowlosa
Czosnek niedzwiedzi 2,86 b 439 a 3,63a
Srednia 2,77b  4,32a

Tabela 33 Zawarto$¢ chlorofilu a [mg-g! s.m.] w liSciach bzu czarnego zebranych

jesienig w latach 2016-2018

Rok

Gatunek towarzyszacy Srednia
2016 2017 2018
Brak (Kontrola) 3,78 a 2,61b 247b 295a
Kopytnik pospolity 3,74 a 2,21Db 2,51b 2,82a
Miodunka 346a  2,02b  243b  2,64a
mi¢kkowlosa

Czosnek niedzwiedzi 3,59 a 2,63 b 2,53b 292a
Srednia 3,64 a 2,37b 2,49 b
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5.3.2.3. Zawartos¢ chlorofilu b

Jak wynika z analizy sktadowych gléwnych (rysunek 38), zawartos¢ chlorofilu a
1 b byta ze sobg silnie skorelowana co najprawdopodobniej oznacza znacznie wigksza
zmienno$¢ w liczbie chloroplastow, nie za§ w samej proporcji chlorofilu a i b. Podobnie
jak w przypadku chlorofilu a, mozna zaobserwowac, ze dla chlorofilu b najwyzsze
wartosci uzyskiwane byty w przypadku zbioru wiosennego i ulegaly zmniejszeniu wraz
z uptywem czasu. W przeciwienstwie natomiast do chlorofilu a, zaobserwowaé¢ mozna
tu nieco inny przebieg. Szczegdlnie dla 2018 roku, chlorofil a miat wzglednie podobne
tempo spadku pomigdzy wiosng, a owocowaniem, ktore nastepnie przyspieszyto dopiero
na jesieni. W przypadku chlorofilu b natomiast, zaobserwowa¢ mozna obecnos¢ ,,garbu’.
Spadek zawartosci chlorofilu b pomigdzy wiosna, a kwitnieniem byt stabszy niz
pomiedzy kwitnieniem a owocowaniem, a najszybsze tempo spadku zaobserwowano
pomigdzy owocowaniem, a jesienig. Warto rowniez zwroci¢ uwage, ze inng dynamika
zmian charakteryzowaty si¢ rosliny bzu w ktérych gatunkiem towarzyszacym byt
kopytnik pospolity. W tym przypadku mozliwy byt do zaobserwowania wzrost zawartosci
chlorofilu b pomigdzy kwitnieniem, a owocowaniem w 2017 roku oraz pomi¢dzy wiosng

a kwitnieniem w roku 2018 (rysunek 40).

Podobnie jak w przypadku zawarto$ci chlorofilu a, nie zaobserwowano rdznicy
zawartosci chlorofilu b pomig¢dzy kombinacjami dos§wiadczenia w zadnym z terminow,
natomiast zaobserwowano roéznice pomiedzy lisémi zebranymi w réznych latach (tabele
34-37). W szczeg6lnosci, zauwazono réznice pomigdzy lis¢mi zebranymi na jesieni
kazdego roku. Liscie zebrane jesienig 2016 roku miaty najwyzsza zawarto$¢ chlorofilu b,

natomiast najnizszga zawarto$¢ odnotowano dla tych zebranych w roku 2017 (tabela 37).
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Tabela 34 Zawarto$¢ chlorofilu b [mg-g™!' s.m.] w liSciach bzu czarnego zebranych wiosng

w latach 2017 - 2018

Rok .
Gatunek towarzyszacy 2017 2018 Srednia
Brak (Kontrola) 0,15b 1,45a 0,80 a
Kopytnik pospolity 0,16 b 1,29 a 0,73 a
mﬁ‘li’lf:v‘v‘ﬁa 015b  132a 0,74a
Czosnek niedzwiedzi 0,16 b 1,46 a 0,81 a
Srednia 0,16b 1,38a

Tabela 35 Zawarto$¢ chlorofilu b [mg-g”! s.m.] w lisciach bzu czarnego zebranych

podczas kwitnienia w latach 2017 - 2018

Rok .
Gatunek towarzyszacy 2017 2018 Srednia
Brak (Kontrola) 0,82 b 1,35a 1,09 a
Kopytnik pospolity 0,74 b 1,34 a 1,04 a
m“é‘l:’l?:v‘v‘ﬁa 087b 126a 1,07a
Czosnek niedzwiedzi 0,84 b 1,40 a 1,12 a
Srednia 082b 1,34a
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Tabela 36 Zawarto$¢ chlorofilu b [mg-g! s.m.] w liSciach bzu czarnego zebranych

podczas owocowania w latach 2017 - 2018

Gatunek towarzyszacy Srednia
2017 2018
Brak (Kontrola) 0,75b 1,13 a 0,94 a
Kopytnik pospolity 0,79 b 1,18 a 0,98 a
m“l/;‘lflf:v‘v‘l'ia 0,73b 1,132  0,93a
Czosnek niedzwiedzi 0,77b 1,19a 0,98 a
Srednia 0,76b 1,162

Tabela 37 Zawarto$¢ chlorofilu b [mg g s.m.] w liSciach bzu czarnego zebranych

jesienig w latach 2017 - 2018

Gatunek towarzyszacy Rok Srednia
2016 2017 2018
Brak (Kontrola) 0,93 ab 0,69 cde 0,77 abcd 0,80 a
Kopytnik pospolity 0,96 a 0,61 de 0,77 abed 0,78 a
Miodunka mi¢kkowlosa 0,85 abc 0,55¢ 0,74 bede 0,71 a
Czosnek niedzwiedzi 0,98 a 0,69 cde 0,80 abcd 0,82 a
Srednia 0,93 a 0,63 ¢ 0,77 b
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5.3.2.4. Zawartos¢ biatka

Zawarto$¢ biatka w lisciach bzu czarnego podlegata zmianom w trakcie trwania
doswiadczenia. Generalnie, zawarto$¢ bialka byla najwyzsza, gdy liscie zbierano wiosna
1 systematycznie spadata az do zbioru jesiennego. Najszybszy spadek ilosci biatka byt
zawsze obserwowany pomiedzy lisS¢émi zebranymi wiosng, a tymi zebranymi podczas
kwitnienia. Zawarto$¢ bialka obserwowana w przypadku roku 2018 byta nizsza niz
w roku 2017. Generalnie, ilo$¢ biatka w liSciach byta wyzsza u roslin bzu czarnego
uprawianych wraz z czosnkiem niedZwiedzim a najnizsza dla ro$lin uprawianych
z miodunka mickkowlosa, cho¢ réznice te byly obserwowane jedynie pomigdzy

owocowaniem w 2017 roku a wiosng roku 2018 (rysunek 41).

Analizujac liscie zebrane wiosng, zawartos$¢ biatka byla istotnie wyzsza w lisciach
zebranych w 2017 roku w stosunku do 2018 r. W przeciwienstwie do zawarto$ci
chlorofilu, stwierdzono istotny wplyw kombinacji do$§wiadczenia oraz interakcji
pomiedzy kombinacja doswiadczenia a rokiem. Liscie roslin bzu czarnego uprawianego
wraz z miodunka migkkowtosg charakteryzowatly si¢ nizszg zawarto$cig biatka. Wplyw
ten widoczny jest jednak tylko dla roku 2018, gdyz liscie zebrane w roku 2017 nie r6znity
si¢ istotnie co do zawartosci biatka (tabela 38). Cho¢ ilos¢ biatka w lisciach bzu ulegta
zmniejszeniu w stosunku do tych zebranych wiosna, obserwowane sa jedynie istotne
réznice pomigdzy latami doswiadczenia 1 nie stwierdzono réznic pomigdzy
kombinacjami doswiadczenia w tym terminie (tabela 39). Zawarto$¢ biatka w lisciach
bzu czarnego zebranych podczas owocowania roznita si¢ istotnie pomiedzy rokiem 2017
a 2018. Pomimo braku stwierdzenia istotno$ci roznic pomie¢dzy kombinacjami
doswiadczenia, mozna zauwazy¢ interakcj¢ pomiedzy kombinacja doswiadczenia
arokiem. Wszystkie licie zebrane w 2017 roku istotnie rdznity si¢ od tych samych
kombinacji z roku 2018, zaobserwowano ponadto, ze li§cie zebrane w 2017 roku z poletek
w ktorych gatunkiem towarzyszacym byta miodunka migkkowtosa nie rdznity si¢ istotnie
od poletek kontrolnych oraz w kombinacji z kopytnikiem pospolitym w 2018 roku (tabela
40). Patrzac na zawarto$¢ biatka w lisciach zebranych jesienia, zaobserwowano istotny
wptyw roku doswiadczenia oraz interakcji pomiedzy rokiem dos$wiadczenia,
a kombinacjg do$wiadczenia. Nie stwierdzono natomiast istotnego wptywu same;j
kombinacji doswiadczenia. Liscie zebrane na jesieni w latach 2016 1 2017 nie r6znity si¢
istotnie od siebie, natomiast r6znity sig¢ istotnie od tych zebranych w roku 2018. Zaréwno
kombinacja kontrolna, kombinacja z kopytnikiem pospolitym oraz kombinacja

117



z miodunkg migkkowtosg nie r6znity si¢ istotnie pomi¢dzy rokiem 2016 a 2017. Jedynie
kombinacja z czosnkiem niedzwiedzim wykazywata roznice w zawartosci biatka
pomiedzy rokiem 2016 a 2017. Wszystkie liscie z roku 2016 oraz 2017 istotnie rdznity
si¢ od lisci zebranych w 2018 roku w obrgbie kombinacji (tabela 41).
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Tabela 38 Zawarto$¢ biatka [mg-g' s.m.] w lidciach bzu czarnego zebranych wiosng

w latach 2017 - 2018

Gatunek towarzyszacy Rok Srednia
2017 2018
Brak (Kontrola) 215,07 a 181,00 b 198,03 a
Kopytnik pospolity 220,23 a 174,51 b 197,37 a
Miodunka miekkowlosa 212,10 a 153,90 ¢ 183,00 b
Czosnek niedzwiedzi 211,98 a 180,86 b 196,42 a
Srednia 214,85a 172,57b

Tabela 39 Zawarto$¢é biatka [mg-g™! s.m.] w liéciach bzu czarnego zebranych podczas

kwitnienia w latach 2017 - 2018

Gatunek towarzyszacy Rok Srednia
2017 2018
Brak (Kontrola) 15451a 99,96b 127,24 a
Kopytnik pospolity 152,75a 102,66 b 127,71 a
Miodunka mi¢kkowlosa 154,00 a 97.35b 125,67 a
Czosnek niedzwiedzi 153,03a 100,93b 126,98 a
Srednia 153,57a 100,23 b

Tabela 40 Zawarto$¢é biatka [mg-g™! s.m.] w liéciach bzu czarnego zebranych podczas

owocowania w latach 2017 - 2018

Gatunek towarzyszacy Rok Srednia
2017 2018
Brak (Kontrola) 133,06 a 77,88 bc 105,47 a
Kopytnik pospolity 160,81a  76,70bc 118,75 a
Miodunka miekkowlosa 120,99 ab 77,14 ¢ 99,06 a
Czosnek niedzwiedzi 154,79 a 76,34¢c 115,57 a
Srednia 14241a  77,01b
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Tabela 41 Zawarto$¢ biatka [mg-g! s.m.] w li§ciach bzu czarnego zebranych jesienig

w latach 2017 - 2018

Gatunek towarzyszacy Rok Srednia
2016 2017 2018
Brak (Kontrola) 104,87 ab 113,81 ab 48,64 ¢ 89,10 a
Kopytnik pospolity 104,39 ab 99,84 ab 49,99 ¢ 84,74 a
Miodunka miekkowlosa 98,72 b 92,72 b 48,74 ¢ 80,06 a
Czosnek niedzwiedzi 95,65b 123,25 a 48,06 ¢ 88,98 a
Srednia 100,91 a 107,4 a 48,86 b

5.3.2.5. Zawartos¢ rozpuszczalnych weglowodanow

Catkowita zawarto$§¢ weglowodanow okreslana byta w lisciach bzu czarnego
jedynie w trakcie owocowania. Nie zaobserwowano statystycznie istotnych roznic
pomigdzy kombinacjami do$wiadczenia, zauwazono natomiast statystycznie istotne
roznice pomiedzy lis§¢mi zebranymi w roku 2017 w poréwnaniu z rokiem 2018. Istotna
byta rowniez interakcja czynnikow: roku i kombinacji dos§wiadczenia. W roku 2017 liscie
zebrane z ro$lin kontrolnych mialy istotnie wyzsza zawarto$¢ rozpuszczalnych
weglowodanéw w poroéwnaniu z kombinacja, w ktorej gatunkiem uprawianym pod
korong drzew byl czosnek niedzwiedzi. Dodatkowo, liScie z 2017 roku dla kombinacji
kontrolnej oraz kombinacji, w ktorej gatunkiem towarzyszacym byt kopytnik pospolity,
byly istotnie rézne od tych wystepujacych we wszystkich kombinacjach w roku 2018
(rysunek 42, tabela 42).
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zebranych podczas owocowania roslin w latach 2017 - 2018

Tabela 42 Zawarto$é rozpuszczalnych weglowodanéw [mg-g™! s.m.] w liéciach bzu

czarnego zebranych wiosng w latach 2017 - 2018

Rok .
Gatunek towarzyszacy 2017 2018 Srednia
Brak (Kontrola) 57,83 a 29,18 ¢ 43,51 a
Kopytnik pospolity 54,95 ab 28,42 ¢ 41,69 a
Miodunka mi¢kkowlosa 41,58 abc 32,48 ¢ 37,03 a
Czosnek niedzwiedzi 40,17 be 29,79 ¢ 34,98 a
Srednia 48,64 a 29,97 b
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5.3.2.6. Zawartos¢ zwigzkow polifenolowych ogotem

Analiza zmienno$ci chemicznej lisSci bzu czarnego w czasie nie wykazata
wyraznego trendu zmian ogdlnej zawartosci zwiazkdéw polifenolowych w lisciach bzu
czarnego w trakcie trwania badan. Zaobserwowano, ze najnizsza ilo$¢ zwigzkow
polifenolowych wystepowata podczas kwitnienia roslin bzu czarnego. Poczawszy
od wiosny 2018 roku, rosliny bzu czarnego w ktorych gatunkiem towarzyszacym byta
miodunka miekkowtosa miaty liczbowo wyzsza zawartos¢ zwigzkoéw polifenolowych.
Cho¢ trend ten utrzymywat si¢ przez wszystkie cztery pomiary w roku 2018,
przeprowadzona analiza statystyczna nie stwierdzila wystepowania statystycznie

istotnych roznic (rysunek 43).

Przeprowadzona analiza statystyczna nie pozwolila réwniez na stwierdzenie
istotnego wptywu gatunku podszytu na zawartos¢ zwigzkéw polifenolowych w lisciach
bzu czarnego zebranych wiosng. Zaobserwowano natomiast istotny wpltyw roku
doswiadczenia. Liscie bzu czarnego zebrane wiosng charakteryzowaly sie¢ wyzsza
zawartos¢ zwigzkéw polifenolowych w roku 2017 w poréwnaniu z rokiem 2018.
Dodatkowo, cho¢ zmiana ta nie byta istotna statystycznie, liScie bzu uprawianego bez
gatunku podszytu w 2018 roku miaty najnizsza zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych,
natomiast te, w ktorej gatunkiem towarzyszacym byla miodunka migkkowlosa —
najwyzszg (tabela 43). W przypadku li§ci zebranych podczas kwitnienia bzu czarnego nie
zaobserwowano istotnego wpltywu gatunku towarzyszacego, natomiast istotny wpltyw
mial rok uprawy. Liscie te charakteryzowaly si¢ rOwniez najnizszg zawartoscig zwigzkow
polifenolowych, ktéra wyniosta $rednio 27,62 — 28,79 mg-g! s.m. w pordwnaniu
do pozostatych terminow, gdzie warto$¢ ta wyniosta 33,8 — 40,46 mg-g™' s.m. (tabela 44).
W lidciach bzu czarnego zebranych podczas owocowania réwniez nie stwierdzono
istotnego wptywu kombinacji doswiadczenia, natomiast wplyw roku doswiadczenia byt
istotny statystycznie. Zaobserwowano rdwniez istotny wplyw interakcji kombinacji
doswiadczenia oraz roku uprawy. LiScie bzu czarnego zebrane z kombinacji kontrolnej
oraz z kombinacji, w ktorej kopytnik pospolity uprawiany byt jako gatunek towarzyszacy,
mialy istotnie wyzszg zawartos¢ zwigzkoéw polifenolowych podczas owocowania w 2017
roku w porownaniu z rokiem 2018. Réznicy tej, nie zaobserwowano dla kombinacji,
w ktorej gatunkiem uprawianym pod korong bzu czarnego byta miodunka migkkowtosa

lub czosnek niedzwiedzi (tabela 45). W lisciach zebranych jesienig, réwniez jedynym
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istotnym czynnikiem byt rok ich zbioru. Liscie bzu pozyskane jesienig roku 2017
charakteryzowaty si¢ najwyzsza zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych, natomiast
te zebrane jesienig roku 2018 — najnizsza. Dla wiekszos$ci kombinacji do$wiadczenia,
liscie zebrane jesienig 2016 1 2018 roku nie réznity si¢ istotnie statystycznie. Jedynym
odstepstwem byla tutaj kombinacja, w ktdérej gatunkiem towarzyszacym byt czosnek
niedzwiedzi, w ktoérej to wystepowaly statystycznie istotne réznice pomigdzy wszystkimi

latami do§wiadczenia (tabela 46).
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Rysunek 40 Zmiany w zawartosci zwigzkow polifenolowych w lisciach bzu w latach

2016-2018

Tabela 43 Zawarto$é zwigzkow polifenolowych [mg-g' s.m.] w lisciach bzu czarnego

zebranych wiosng w latach 2017 - 2018

Rok

Gatunek towarzyszacy Srednia
2017 2018
Brak (Kontrola) 4772 a 29.80b 38,76 a
Kopytnik pospolity 47,06 a 31,59 b 39,32 a
Miodunka miekkowlosa 46,49 a 34,43 b 40,46 a
Czosnek niedzwiedzi 4792 a 32,11b 40,01 a
Srednia 47,29 a 31,98 b
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Tabela 44 Zawarto$é zwigzkéw polifenolowych [mg-g! s.m.] w liSciach bzu czarnego

zebranych podczas kwitnienia w latach 2017 - 2018

Rok . .
Gatunek towarzyszacy Srednia
2017 2018
Brak (Kontrola) 3245a 25,13 b 28,79 a
Kopytnik pospolity 32,48 a 24,60 b 28,54 a
Miodunka miekkowlosa 31,15a 25,68 b 28,41 a
Czosnek niedzwiedzi 30,45 a 2479 b 27,62 a
Srednia 31,64 a 25,05 b

Tabela 45 Zawarto$é zwiazkéw polifenolowych [mg-g' s.m.] w liSciach bzu czarnego

zebranych podczas owocowania w latach 2017 - 2018

Gatunek towarzyszacy Rok Srednia
2017 2018
Brak (Kontrola) 39,59 a 30,30 ¢ 3495 a
Kopytnik pospolity 38,22 ab 29,55 ¢ 33,88 a
Miodunka mi¢kkowlosa 38,98 a 31,99 abc 35,48 a
Czosnek niedzwiedzi 36,53 abc 31,07 be 33,80 a
Srednia 38,33a 30,73 b

Tabela 46 Zawarto$é zwiazkéw polifenolowych [mg-g' s.m.] w liSciach bzu czarnego

zebranych jesienig w latach 2017 - 2018

Gatunek towarzyszacy Rok Srednia
2016 2017 2018
Brak (Kontrola) 30,46 b 45,12 a 25,86 bc 33,81a
Kopytnik pospolity 28,69 be 47,03 a 25,70 be 33,81a
Miodunka miekkowlosa 29,51 be 46,65 a 27,24 be 34,46 a
Czosnek niedzwiedzi 30,59 b 46,36 a 24,70 ¢ 33,88 a
Srednia 29,81b 46,29 a 25,87 ¢
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5.3.2.7. Zawartos¢ flawonoidow

Zawarto$¢ flawonoidow w lisciach bzu czarnego okre$lana byla dwiema
metodami charakteryzujacymi si¢ rézng wrazliwoscia na rozne grupy flawonoidow.
Ogodlnie, metoda 1 pozwolita stwierdzi¢ nizszg zawarto$¢ flawonoidoéw (6,00 — 12,33
mg-g! s.m. ekwiwalent kwercetyny) w porownaniu do metody 2 (58,35 — 143,36 mg-g’!
s.m. ekwiwalent rutyny). Cho¢ przebieg zmiennosci zawarto$ci flawonoidow byt
podobny dla obu metod, metoda 1 okazata si¢ lepsza w réznicowaniu pomiedzy réznymi
kombinacjami doswiadczenia. Poczynajac od jesieni 2017 roku, liscie bzu czarnego z
kombinacji, w ktorej gatunkiem towarzyszacym byla miodunka migkkowtosa
charakteryzowaty si¢ najwyzsza zawartos$cig flawonoidow okreslanych metodg 1.

(rysunki 44-45).

Przeprowadzona analiza statystyczna pozwolita na stwierdzenie istotnego
wpltywu gatunku towarzyszacego, roku oraz interakcji tych czynnikéw na zawarto$¢
flawonoidow w liSciach zebranych wiosng okreslanych metoda 1, podczas gdy
na podstawie metody 2 jedynie rok okazatl si¢ istotnym czynnikiem. Wyniki uzyskane
metodg 1 wykazaly, ze ilo$¢ flawonoidéw byta wyzsza w roku 2018 w porownaniu
do roku 2017. Zawarto$¢ ta byta rowniez istotnie wyzsza dla kombinacji, w ktorej
gatunkiem uprawianym byta miodunka migkkowlosa w poréwnaniu z kombinacja
kontrolng. Roznica ta byta jedynie obserwowana w 2018 roku. Na podstawie metody 2
okreslajacej ilos¢ zwigzkow flawonoidowych w liciach bzu czarnego, jedynie rok byt
czynnikiem istotnie roznicujacym liscie bzu czarnego. W tym przypadku jednak, to liscie
zebrane w 2017 roku mialy istotnie wyzsza zawarto$¢ flawonoidow w pordwnaniu

do tych zebranych w 2018 roku (tabele 47-48).

Liscie bzu czarnego zebrane podczas kwitnienia charakteryzowaty si¢ duzo
mniejszg zmiennoscig zawartosci zwiazkéw flawonoidowych. Na podstawie analizy
metoda 1, stwierdzono istotny wptyw roku na zawarto$¢ tych zwigzkow i tak liscie
zebrane w 2018 roku mialy istotnie wyzsza zawarto$¢ flawonoidow w pordéwnaniu
do roku 2017. Tlos¢ flawonoidow okreslona metodg 2 nie pozwolita na stwierdzenie
istotnego wptywu zardwno kombinacji do§wiadczenia, jak rowniez roku. Warto jednak
zwrdci¢ uwage, ze w tym przypadku niemal dla wszystkich kombinacji wyzsza zawartos$¢

flawonoidow okreslono w przypadku lisci zebranych w roku 2017. Jedynga kombinacja,
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w ktorej stwierdzono wyzsza zawartos¢ flawonoidow mierzonych tg metoda byla ta,

w ktorej gatunkiem towarzyszacym byta miodunka migkkowtosa (tabele 49-50).

Przeprowadzona analiza statystyczna nie pozwolita na stwierdzenie istotnego
wplywu roku czy kombinacji doswiadczenia na zawartos$¢ tych zwigzkéw w lisciach bzu
czarnego zebranych podczas owocowania. Warto jednak zwroci¢ uwage,
ze w przeciwienstwie do dwoch poprzednich termindéw zbioru lisci, obie metody analizy
wykazaly wyzsza zawarto$¢ flawonoidow w lisciach w roku 2018 w poréwnaniu z rokiem
2017. W przypadku obu tych metod, w roku 2017 najwyzsza zawartos¢ flawonoidow
charakteryzowaty si¢ liscie roslin zebrane z bzu czarnego uprawianego bez gatunku

towarzyszacego, natomiast w 2018 roku — w kombinacji z miodunka migkkowlosa (tabele

51-52).

Liscie bzu czarnego zebrane jesienig charakteryzowaty si¢ duzg zmiennos$cig pod
wzgledem zawarto$ci flawonoidéw. Cho¢ na podstawie przeprowadzonych analiz nie
mozna byto stwierdzi¢ istotnego wplywu kombinacji do$wiadczenia, stwierdzono
natomiast istotny wptyw roku oraz interakcji roku oraz kombinacji do$wiadczenia.
Wyniki uzyskane przy zastosowaniu obu metod analizy, zgodnie wskazaty, ze najwyzsza
zawarto$¢ flawonoidéw miaty li§cie zebrane w roku 2017 i roznily si¢ one od pozostalych
lat. Na podstawie metody 1, okre§lono istotnie wyzszg zawarto$¢ flawonoidow w roku
2016 w poréwnaniu do roku 2018, natomiast na podstawie metody 2, to w roku 2018 byta

istotnie wyzsza zawarto$¢ flawonoidow w porownaniu z rokiem 2016 (tabele 53-54).
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Tabela 47 Zawarto$¢ flawonoidéw [mg-g™! s.m. ekwiwalent kwercetyny] w lisciach bzu

czarnego zebranych wiosng w latach 2017-2018 okre$lanych metoda 1

Rok

Gatunek towarzyszacy Srednia
2017 2018
Brak (Kontrola) 7,57 ¢ 8,47 be 8,02b
Kopytnik pospolity 7,86¢c  9,12ab 8,49 ab
Miodunka 771c  951a  86la
mi¢kkowlosa
Czosnek niedzwiedzi 7,84 ¢ 8,95ab 8,40 ab
Srednia 7,75 b 9,01 a
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Tabela 48 Zawarto$é flawonoidow [mg-g™!' s.m. ekwiwalent rutyny] lisciach bzu czarnego

zebranych wiosng w latach 2017-2018 okreslanych metodg 2

Gatunek towarzyszacy Rok Srednia
2017 2018
Brak (Kontrola) 130,71 a 87,38 b 109,04 a
Kopytnik pospolity 128,93 a 91,63 b 110,28 a
Miodunka mi¢kkowlosa 134,32 a 94,32 b 114,32 a
Czosnek niedzwiedzi 137,43 a 89,21 b 113,32 a
Srednia 132,852 90,64 b

Tabela 49 Zawarto$¢ flawonoidéw [mg g™ s.m. ekwiwalent kwercetyny] w liéciach bzu

czarnego zebranych podczas kwitnienia w latach 2017-2018 okreslanych metoda 1

Gatunek towarzyszacy Rok Srednia
2017 2018
Brak (Kontrola) 8,15b 8,85 ab 8,50 a
Kopytnik pospolity 8,34 ab 8,74 ab 8,54 a
Miodunka miekkowlosa 7,95b 9,42 a 8,69 a
Czosnek niedzwiedzi 8,20 b 8,29 ab 8,25a
Srednia 8,16 b 8,83 a

Tabela 50 Zawarto$¢ flawonoidéw [mg-g! s.m. ekwiwalent rutyny] w lidciach bzu

czarnego zebranych podczas kwitnienia w latach 2017-2018 okres$lanych metoda 2

Gatunek towarzyszacy Rok Srednia
2017 2018
Brak (Kontrola) 96,94 a 96,43 a 96,69 a
Kopytnik pospolity 95,97 a 93,39 a 94,68 a
Miodunka miekkowlosa 96,50 a 98,26 a 97,38 a
Czosnek niedzwiedzi 96,01 a 93,80 a 94,90 a
Srednia 96,35 a 95,47 a
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Tabela 51 Zawarto$é flawonoidéw [mg-g' s.m. ekwiwalent kwercetyny] w lisciach bzu

czarnego zebranych podczas owocowania w latach 2017-2018 okreslanych metoda 1

Gatunek towarzyszacy Rok Srednia
2017 2018
Brak (Kontrola) 11,91 a 9,68 a 10,79 a
Kopytnik pospolity 8,95 a 9,85a 9,40 a
Miodunka mi¢kkowlosa 9,80 a 10,44 a 10,12 a
Czosnek niedzwiedzi 6,00 a 9,58 a 7,79 a
Srednia 9,16 a 9,89 a

Tabela 52 Zawarto$é flawonoidow [mg-g' s.m. ekwiwalent rutyny] w lisciach bzu

czarnego zebranych podczas owocowania w latach 2017-2018 okreslanych metoda 2

Rok

Gatunek towarzyszacy 2017 2018 Srednia
Brak (Kontrola) 125,13 a 108,41 a 116,77 a
Kopytnik pospolity 88,69 a 110,62 a 99,65 a
Miodunka miekkowlosa 92,41 a 113,55a 102,98 a
Czosnek niedzwiedzi 58,35 a 108,89 a 83,62 a
Srednia 91,15 a 110,37 a

Tabela 53 Zawarto$é flawonoidéw [mg-g' s.m. ekwiwalent kwercetyny] w lisciach bzu

czarnego zebranych jesienig w latach 2017-2018 okreslanych metoda 1

Gatunek towarzyszacy Rok Srednia
2016 2017 2018
Brak (Kontrola) 8,36 b 10,83 a 7,58b 8,92 a
Kopytnik pospolity 8,21 b 11,30 a 7,67 b 9,06 a
Miodunka miekkowlosa 8,35b 12,33 a 8,10b 9,60 a
Czosnek niedzwiedzi 8,21b 11,01 a 6,99 b 8,74 a
Srednia 8,28 b 11,37 a 7,59 ¢
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Tabela 54 Zawarto$é flawonoidéw [mg-g' s.m. ekwiwalent rutyny] w lisciach bzu

czarnego zebranych jesienig w latach 2017-2018 okreslanych metoda 2

Rok .
Gatunek towarzyszacy 2016 2017 2018 Srednia
Brak (Kontrola) 92,05 be 132,16 a 107,69 be 110,63 a
Kopytnik pospolity 89,26 ¢ 135,65 a 107,47 be 110,79 a
Miodunka miekkowlosa 92,28 be 137,03 a 110,59 b 113,30 a
Czosnek niedzwiedzi 93,43 bc 143,36 a 105,34 be 114,04 a
Srednia 91,75 ¢ 137,05 a 107,77 b

5.3.3. Analiza metabolomiczna lisci bzu czarnego

Réwniez w przypadku lisSci bzu czarnego postanowiono, jak w przypadku
kwiatow 1 owocow, sprawdzi¢ zmiany w profilu zwigzkéw polifenolowych
z wykorzystaniem  analizy  sktadowych glownych na  podstawie  danych
z wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Przeprowadzony rozdziat
chromatograficzny pozwolit na okreslenie wzglednych ilosci 22 zwigzkow

polifenolowych.

Rysunek 46 przedstawia wykres rozrzutu na podstawie analizy sktadowych
gléwnych. Nie stwierdzono grupowania si¢ punkow na podstawie kombinacji
doswiadczenia, a wigc gatunku towarzyszacego uprawianego pod korong drzew. Tym
samym, brak podstaw do potwierdzenia tezy jakoby gatunek towarzyszacy miat znaczny

wpltyw na profil zwigzkéw polifenolowych w lisciach bzu czarnego.

Dalsza analiza wykresu pozwolita na okreslenie terminu zbioru jako gtéwnego
czynnika powodujacego grupowanie si¢ probek na podstawie profilu zwigzkow

polifenolowych (rysunek 47). Na tej podstawie wyodrebniono cztery grupy:

1. Liscie zebrane w 2018 roku — charakteryzujace si¢ negatywnymi wartosciami
sktadowej gtownej pierwsze;.

2. Liscie zebrane podczas kwitnienia i owocowania w 2017 roku — zlokalizowane
w okolicy $rodka uktadu, a zatem przy wartosciach sktadowej gtdéwnej pierwszej
i drugiej bliskich zeru.

3. Liscie bzu zebrane jesienig 2016 i 2017 roku — charakteryzujace si¢ dodatnimi

wartosciami sktadowej gtownej pierwszej i drugie;.
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4. Liscie bzu zebrane wiosng 2017 roku — charakteryzujace si¢ dodatnimi
wartosciami sktadowej gtownej pierwszej oraz ujemnymi warto$ciami sktadowej

gtéwnej drugiej.

Wyodrgbnione grupy roznity si¢ profilem zwigzkéw polifenolowych.
Na podstawie rysunku 48 mozna stwierdzi¢, ze grupa pierwsza, a wigc wszystkie liscie
zebrane w 2018 roku miaty wyzsza zawarto$¢ zwiazkoéw polifenolowych 5,9 1 10. Grupa
trzecia (liScie zebrane jesienig 2016 i 2017) charakteryzowata si¢ wyzsza zawartoscia
zwiazku polifenolowego 3, natomiast grupa czwarta (liScie zebrane wiosng 2017 roku)
charakteryzowata si¢ podwyzszong zawartos$cig zwigzkow polifenolowych 1, 4 1 6.
Dodatkowo, zarowno grupa trzecia jak 1 czwarta charakteryzowaly si¢ wyzsza

zawartoscig zwigzkow polifenolowych 7, 15, 16, 18-22.

Wykres analizy sktadowych gtownych
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Rysunek 43 Wykres rozrzutu uzyskany z analizy sktadowych gléwnych na podstawie
zwigzkow stwierdzonych z wykorzystaniem chromatografii cieczowej w zaleznosci

od kombinacji do§wiadczenia
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Wykres analizy sktadowych gtéwnych
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Rysunek 44 Wykres rozrzutu uzyskany z analizy sktadowych gléwnych na podstawie
zwigzkow stwierdzonych z wykorzystaniem chromatografii cieczowej w zaleznosci

od terminu zbioru lisci
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2016 Jesien

2017 Wiosna
2017 Kwitnienie
2017 Owocowanie
2017 Jesien

2018 Wiosna
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Rysunek 45 Wykres rozrzutu uzyskany z analizy sktadowych gtownych na podstawie
zwigzkow stwierdzonych z wykorzystaniem chromatografii cieczowej z liSci bzu

czarnego. Kolory oznaczaja termin zbioru lisci bzu czarnego
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5.4 Pozostale wyniki

W niniejszym rozdziale opisano dodatkowo uzyskane wyniki: analize warto$ci
plonu w uprawie agrolesnej oraz obserwacje dotyczace konkurencji roslin miodunki

migkkowlosej z chwastami.

5.4.1. Analiza wartos$ci plonu

Dane uzyskane z niniejszych do$wiadczen nie sg wystarczajace, aby mozliwe
byto wykonanie wnikliwej analizy ekonomicznej oplacalnosci  produkcji.
Z najwazniejszych czynnikOw uniemozliwiajacych taka analizg jest przede wszystkim
wielko$¢ produkcji, ktora byta za mata by mozliwe bylo wnioskowanie o optacalnosci
uprawy wielkoobszarowej. Dodatkowo, z uwagi na niszowo$¢ takich gatunkow jak
miodunka, czosnek niedzwiedzi czy kopytnik pospolity, trudno jest uzyska¢ duza liczbe
taniego materialu rozmnozeniowego czy chocby oszacowaé koszt takiej produkcji.
Niewatpliwie, dodatkowy koszt zwigzany z zakupem lub wyprodukowaniem sadzonek
czy rozsady roslin podszytu, zwiekszatby poczatkowe koszty produkcji. Z drugiej strony,
do korzysci z takiej uprawy nalezy wliczy¢ wczesniejszy plon, gdyz zwlaszcza
w przypadku miodunki migkkowtosej juz w drugim roku uzyskano wysoki plon surowca.
Dodatkowo, zaobserwowano rowniez znacznie nizszg liczbe chwastéw obecnych
w uprawie wspotrzednej miodunki i bzu czarnego, co niewatpliwie wptynetoby
na zmniejszenie kosztow sity roboczej, potrzebnej do r¢cznego usuwania ich. Analizujac
jednak jedynie warto$¢ plonu uzyskanego z takich upraw na podstawie cen surowcow
zielarskich oferowanych w skupach, mozna zaobserwowac¢ ze uprawa taka moze by¢
optacalna, gdyz warto$¢ produkcji uzyskanej z uprawy wspotrzednej bzu czarnego wraz
z miodunkg miekkowlosg wyniosta 5,66 zt-m™ w poréwnaniu do 4,49 zt-m dla uprawy
bzu czarnego w monokulturze i to pomimo znacznie wyzszego plonu samego bzu
czarnego w monokulturze w poréwnaniu z uprawg wspotrzedng (rysunek 49). W analizie
tej wykorzystano jedynie dane dostepne ze skupow roslin zielarskich dostepnych w 2024
roku, kiedy to cena suchego ziela miodunki, suchych lisci czosnku niedzwiedziego oraz
suchych i otartych kwiatéw bzu czarnego wyniosta 25 zt-kg™! natomiast dla §wiezych

owocow bzu czarnego 2,50 zt-kg™! (na podstawie rozmow telefonicznych).
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Rysunek 46 Warto$¢ plonu uzyskanego z upraw jednogatunkowych bzu czarnego,

miodunki migkkowtosej i czosnku niedzwiedziego oraz upraw wspotrzednych

5.4.2. Wplyw uprawy miodunki migkkowtosej na chwasty

W uprawie wspotrzednej bzu czarnego z miodunkg migkkowtosg zaobserwowano
znaczne zahamowanie wzrostu chwastow. Efekt ten byt zapewne potaczeniem znacznego
zacienienia gleby (wpierw przez kwitngce ziele, a nastepnie przez rozety lisci
wegetatywnych), konkurencji o wodg i sktadniki pokarmowe oraz allelopatii. Na rysunku
50 przedstawiono jak dobrze miodunka migkkowlosa jest w stanie zacieni¢ glebe
na wiosn¢. Na zdjeciu tym widoczne jest niemal catkowite pokrycie poletka roslinami

miodunki, podczas gdy pozostate poletka maja niemal w petni odstonieta glebe.

Widok wegetatywnych rozet lisSciowych miodunki mickkowtosej zaprezentowano
na rysunku 51, natomiast na rysunku 52 pokazano jak wiasciwosci hamujace wzrost
1 kietkowanie chwastow przez miodunke migkkowlosa zanikajag wraz z odlegloscia

od granicy poletka.
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Rysunek 47. Zacienienie gleby przez kwitnaca ziele miodunke mickkowlosg

Warszawa, 16 kwietnia 2018 r. Zrodto: Fot. wlasna

Rysunek 48. Zacienienie gleby przez rozety lisci wegetatywnych miodunki

migkkowlosej Warszawa, 2 pazdziernika 2018. Zrodto: Fot. wtasna
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Rysunek 49. Zblizenie na prawdopodobng strefe¢ oddzialywania allelopatycznego

miodunki migkkowtosej Zrédto: Fot. wlasna
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6. Dyskusja wynikow

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie mozliwosci prowadzenia uprawy
w systemie agrolesnym z wykorzystaniem cieniolubnych gatunkow ro$lin leczniczych
jako podszytu. RoSliny te, przystosowane do wzrostu w cieniu drzew, wydaja si¢ by¢
naturalnym wyborem przy rozwazaniu uprawy agrolesnej. Dodatkowo, w tego typu
uprawach, z uwagi na wystepowanie dwoch warstw roslin, nastepuje wigksze zacienienie
gleby co wptywa hamujaco na rozwdj chwastow 1 w konsekwencji, zmniejsza
zapotrzebowanie na chemiczng badZz mechaniczng walke¢ z nimi. Cho¢ agrolesnictwo,
zwlaszcza w ostatnich latach, jest przedmiotem wielu publikacji naukowych, to jednak
literatura w zakresie wykorzystania w nich ros$lin cieniolubnych badz tez roslin
leczniczych jest do$¢ uboga. Z tego powodu uzyskane w niniejszej pracy wyniki czesto
mozna poréwnac jedynie z rezultatami z innych upraw agrolesnych oraz z publikacjami

dotyczacymi plonowania i jako$¢ roslin leczniczych w warunkach zacienienia.

Waznym aspektem niniejszej pracy bylo sprawdzenie czy uprawa roslin
cieniolubnych pod korong drzew moze mie¢ wptyw na jako§¢ chemiczng surowca
leczniczego (kwiatdw i owocow) bzu czarnego. Jest to o tyle wazne, ze grupa ktora
najszybciej moglaby wprowadzi¢ tego typu uprawe sg sadownicy juz uprawiajacy bez
czarny 1 ewentualna zmiana jakos$ci surowca leczniczego, cho¢ mato prawdopodobna,
mogltaby spowodowa¢ znaczng utrate wartosci plonu. Analiza dotyczaca zawartosci
zwigzkoéw polifenolowych w kwiatach bzu czarnego wykazata znaczng réznorodnosé
oraz zmienno$¢ tych zwigzkdéw w surowcu pochodzacym z réznych lat uprawy i1 réznych
drzew. Nie stwierdzono jednak istotnych réznic w zalezno$ci od gatunku roslin
uprawianych pod korong drzew bzu czarnego. Dzigki zastosowaniu wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z detektorem PDA, bez uzycia wzorcow, udalo si¢ stwierdzi¢
obecnos¢ 20 zwigzkoéw polifenolowych w kwiatach bzu czarnego. Z cata pewnoscia nie
obejmuje to calego spektrum tych zwigzkow. Uzlasir i in. (2021) stwierdzili 16 zwigzkow
fenolowych w wodnych, metanolowych i1 etanolowych ekstraktach z kwiatow bzu
czarnego. Inne badania, takie jak te prowadzone przez Vujanovi¢ i in. (2019), ujawnity
jeszcze wigksza liczbe zwigzkow — 23, podczas gdy Mikulic-Petkovsek i1 in. (2015b)
zidentyfikowali az 33 zwigzki polifenolowe, cho¢ 5 z nich zostato zidentyfikowanych
podwojnie, co sugeruje, ze moga to by¢ izomery, roznigce si¢ czasem retencji. Mimo
zauwazalnych réznic w zawartos$ci polifenoli miedzy surowcem pozyskanym z r6znych
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drzew, analiza chemometryczna nie wykazala znaczacych roznic w profilach
polifenolowych w zaleznosci od gatunku roslin uprawianych pod drzewami bzu. Sugeruje
to, ze mikroklimat pod korong drzew bzu czarnego ma minimalny lub nieistotny wptyw
na zawarto$¢ polifenoli w ich kwiatach bzu czarnego. Literatura dotyczaca wptywu
zabiegOw agrotechnicznych na jako$¢ kwiatow bzu czarnego jest dos¢ uboga. Wigkszo$¢
publikacji koncentruje si¢ na zabiegach pozbiorczych 1 metodach ekstrakcji.
Papagrigoriou 1 in. (2023) zauwazyli, ze genotyp ma znacznie wigkszy wpltyw niz
nawozenie na catkowita zawarto$¢ flawonoidéw w owocach. Tym bardziej ttumaczy
to brak wptywu sprawdzanych kombinacji do$wiadczenia, na jako$¢ surowca

uzyskanego z bzu czarnego, gdzie wszystkie rosliny byly jednolite genetycznie.

Analiza profili polifenolowych kwiatow bzu czarnego wykazala réznice migdzy
rokiem 2017 a 2018. Kwiaty zebrane w 2018 roku charakteryzowaty si¢ generalnie nizsza
zawarto$cig wiekszosci zwigzkow polifenolowych w porownaniu do 2017 roku, co moze
sugerowa¢ wpltyw specyficznych warunkéw s$rodowiskowych lub agronomicznych
w danym roku. Wyjatkiem byl zwigzek polifenolowy oznaczony jako 11, ktéry nie
wykazywat istotnej zmiennos$ci migdzy latami. Brak korelacji tego zwigzku z innymi
moze wskazywac, ze jego zawartos¢ jest mniej podatna na zmiany warunkow uprawy lub
srodowiskowych, co czyni go potencjalnie bardziej stabilnym markerem jako$ci surowca.
Drapeau 1 Charlebois (2012) réwniez zauwazyli, Ze genotyp, rok uprawy i lokalizacja
majg znaczny wplyw na zawarto$¢ antocyjandéw w owocach bzu czarnego, co podkresla
znaczenie zmian temperatury, nastonecznienia i innych warunkéw atmosferycznych

na jako$¢ owocow.

Podobnie jak w przypadku kwiatow bzu, w ocenie chemicznej owocoOw nie
stwierdzono znaczacego wplywu gatunku roslin uprawianych pod korong drzew na ich
sktad chemiczny. Zauwazono natomiast réznice w profilu polifenolowym owocow
migdzy rokiem 2017 a 2018, cho¢ efekt ten nie byt tak wyrazny jak w przypadku kwiatow.
W owocach okreslono 12 zwigzkow fenolowych. Podobnie jak w kwiatach, w owocach
roOwniez wystepuje znaczna rozbiezno$¢ w liczbie wykrytych zwigzkow fenolowych.
Dominguez i in. (2020) zidentyfikowali 13 zwigzkéw polifenolowych w owocach bzu,
podczas gdy Mikulic-Petkovsek 1 in. (2015a), analizujac rézne gatunki i mieszance
migdzygatunkowe, stwierdzili lacznie 54 zwiazki polifenolowe, z czego 22 w bzie

czarnym.
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Zawartos¢ fruktozy i glukozy w owocach byla znacznie wyzsza niz sacharozy,
co jest zgodne z danymi uzyskanymi przez innych autoréw (Veberic i in., 2009). Te dwa
cukry proste byly ze sobg rowniez bardzo silnie skorelowane. Wykazywaly takze silng
korelacje ze zwigzkami polifenolowymi oznaczonymi jako 1 i 3, ktore na podstawie
widma zostaty zidentyfikowane jako antocyjany. Jest to zgodne z wynikami badan
na owocach winogron, gdzie wyzsza zawarto§¢ cukrow pozytywnie koreluje

z zawartoscig 1 kumulowaniem si¢ zwigzkéw antocyjanowych (Zheng i in., 2009).

Uprawa gatunkéw towarzyszacych pod korong bzu czarnego istotnie wplyneta
na plon uzyskanego z niego surowcow. Statystycznie istotnie nizszy plon stwierdzono dla
kwiatow (§wiezych i suchych) uprawianych z miodunka migkkowtosg. Réwniez
w przypadku owocow plon byt liczbowo nizszy dla tej kombinacji do$wiadczenia
co sugeruje negatywny wpltyw. W tym przypadku jednak, znaczna wariancja w wynikach

sprawita, ze nie mozna stwierdzi¢ statystycznej istotnosci tych roznic.

Plonowanie $wiezych kwiatow bzu czarnego ulegalo zmianom w zalezno$ci
od gatunkow towarzyszacych. Najwyzsze plony uzyskano, gdy pod koronami drzew
uprawiano kopytnik pospolity, cho¢ plon ten roéznit si¢ statystycznie istotnie jedynie
w stosunku do kombinacji, w ktorej uprawiano miodunke¢ migkkowlosg. Rok
doswiadczenia mial istotny wptyw na plon $wiezych kwiatow, ktory byl wyzszy w 2018
roku niz w 2017, co zwigzane jest z wiekiem roslin. Podobnie jak w przypadku §wiezych
kwiatow, zaobserwowano istotne roznice w plonie suchych kwiatow bzu czarnego
w zalezno$ci od gatunku towarzyszacego. W tym przypadku réwniez jedyna istotna
réznica byta stwierdzona pomig¢dzy roslinami bzu uprawianymi wraz z kopytnikiem
pospolitym a tymi uprawianymi z miodunkg migkkowtosa. Uzyskane w tej pracy wyniki
wskazuja, ze rowniez plon suchych kwiatow byt wyzszy w roku 2018 w poroéwnaniu
z rokiem 2017, potwierdzajac obserwacje dotyczace plonow §wiezych kwiatow. Pomimo
tego, zauwazy¢ mozna pewien trend, w ktorym plon kwiatow bzu czarnego byt liczbowo
nizszy dla kombinacji, w ktorej gatunkiem towarzyszacym byta miodunka mickkowtosa.
Plon ten (zarowno §wiezych jak i suchych kwiatow) byt §rednio nizszy o 33% biorac pod
uwage oba lata doswiadczenia. Analizujac t¢ r6znic¢ oddzielnie dla roku 2017 i 2018

zaobserwowa¢ mozna, ze plon byt odpowiednio nizszy o 36% 1 32%.

Obserwacje te nie dziwig, zwlaszcza, ze plon miodunki migkkowtosej byt

znacznie wyzszy niz czosnku niedzwiedziego, natomiast kopytnik pospolity nie rost
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w ogole. Wskazuje to na prawdopodobng konkurencje o wode i sktadniki pokarmowe
pomigdzy bzem czarnym, a miodunkg mi¢kkowlosg. Efekt ten, wptywajacy obnizajaco
na plon kwiatdow bzu czarnego moght si¢ dodatkowo natozy¢ z oddziatywaniem
allelopatycznym kopytnika pospolitego. Cho¢ rosliny kopytnika, nie rozwijaty si¢ zbyt
dobrze i nie wykazywaly wzrostu wegetatywnego, to sama ich obecnos$¢ mogla
doprowadzi¢ do zmniejszenia liczby obecnych chwastow, co ttumaczyloby liczbowo
wyzszy plon w stosunku do kombinacji kontrolnej, gdzie stosowany byl ugér
herbicydowy. Nalezy przy tym przypuszczaé, ze wpltyw allelozwiagzkéw wydzielanych
przez kopytnika pospolitego miat wptyw jedynie na kietkujace chwasty i nie oddzialywat
negatywnie na wieloletnie ro$liny takie jak bez czarny. Cho¢ niewiele jest badan na temat
allelopatii kopytnika pospolitego, Marian 1 in. (2011) wykazali, ze gatunek ten
ma potencjat do hamowania kietkowania nasion roslin dwulisciennych bardziej niz roslin

jednoli$ciennych i ma rowniez negatywny wplyw na wzrost siewek.

W przeciwienstwie do kwiatow bzu czarnego, w przypadku plonu owocoéw nie
wykazano statystycznie istotnego wplywu gatunku towarzyszacego na plon $wiezych
i suchych owocow bzu czarnego, mase 1000 owocdw czy procentowy udziat suchej masy.
Stwierdzono natomiast statystycznie istotny wptyw roku uprawy na plon $wiezych
i suchych owocéw bzu czarnego oraz na mas¢ 1000 suchych owocow. Plonowanie
swiezych owocow bzu czarnego bylo ponad trzykrotnie wyzsze w roku 2018
w poréwnaniu z rokiem 2017. Wzrost ten wyniost odpowiednio 345% 1 333% dla plonu
owocow swiezych i suchych. Silny wzrost produkcyjnosci bzu czarnego pomigdzy latami
jest normalnym procesem, tym bardziej, ze korona drzew zostala wyprowadzona dopiero
w 2016 roku. W 2018 roku rosliny byly zatem w drugim roku owocowania, a bez czarny
uzyskuje pelni¢ owocowania (przynajmniej w tradycyjnej produkcji) w trzecim lub
czwartym roku (Schmitzer i1 in., 2012). Podobnie jak w przypadku plonu kwiatow,
rowniez w przypadku owocoOw bzu czarnego, stwierdzono najnizsze ich plony dla
kombinacji, w ktorej bez czarny uprawiany byt wraz z miodunka migkkowlosa. Plon ten
byt 0 25% nizszy w stosunku do kombinacji kontrolnej dla owocow $wiezych oraz o0 26%
nizszy w przypadku owocow suszonych. Dodatkowo, nie zaobserwowano korzystnego
wptywu kopytnika pospolitego na plon owocdéw bzu i1 plon ten byt niemal identyczny dla
tej kombinacji w stosunku do kontroli. Nie zaobserwowano rowniez istotnego wptywu
zardwno na mas¢ 1000 $wiezych i suchych owocow jak rdwniez na procentowy udziat

suchej masy.
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Cho¢ bez czarny jest czasem polecany do systemow agrolesnych, brakuje danych
dotyczacych wptywu gatunkoéw podszytowych na uzyskane z niego plony surowcow
(Nerlich 1 in., 2013). Na podstawie wynikéw doswiadczen upraw agrolesnych innych
gatunkéw mozna wnioskowac, ze pomniejszenie ich plonu czgsto wynika z konkurencji
o wode i sktadniki pokarmowe. W do§wiadczeniu Zuazo i in. (2008), w ktorym uprawiano
migdaty (Prunus dulcis [Miller] D.A. Webb) wraz z takimi ro$linami leczniczymi jak
szalwia, rozmaryn oraz tymianek stwierdzono redukcje plonu migdatéw w poréwnaniu
z konwencjonalng metoda uprawy. Ta obnizka plonu byla zalezna od gatunku
uprawianego w podszycie drzewa i wyniosta od 16% dla tymianku, przez 29% dla
rozmarynu, do 47% dla szatwii. Cho¢ w kazdym z tych przypadkéw spadek plonu
migdatow byt znaczacy, to w konsekwencji zysk z hektara byt o 59% wyzszy dla uprawy
migdalow wraz z tymiankiem 1 0 32% wyzszy dla uprawy migdalow wraz z rozmarynem
w stosunku do konwencjonalnej uprawy, z uwagi na drugi plon z tej samej powierzchni.
Z kolei badania innych autoréw nie wskazujg na istotny wptyw uprawy tymianku na plon
migdatéw, a w przypadku uprawy granatu (Punica granatum L.) zauwazono nawet
wzrost plonu handlowego spowodowany zmniejszeniem pg¢kania owocdw, co z kolei
najprawdopodobniej bylo powodowane wyzsza wilgotno$cia powietrza w uprawie
wielogatunkowej (Elmasry i Abdelkader, 2019; Sanchez-Navarro i in., 2022; Almagro
11n., 2023; Marotti i in., 2023). Wyniki tych autoréw sg zbiezne z wynikami uzyskanymi
w ramach niniejszej pracy, gdzie plon uzyskany z uprawy agrolesnej bzu czarnego
z miodunka migkkowtosg charakteryzowat si¢ najwyzsza wartoscia uzyskanego plonu
z powierzchni. Niewatpliwg zaleta jednak, jest rowniez dywersyfikacja produkcji
co znacznie zmniejsza ryzyko uzyskania bardzo niskiej ceny za pozyskane surowce
z kilku gatunkéw ro$lin w tym samym roku uprawy. Ponadto, z uwagi na rdézny czas
zbioru ziela miodunki, kwiatow bzu czarnego i owocoOw bzu czarnego poprawieniu moze
ulec rowniez ptynnos¢ finansowa gospodarstwa, poniewaz nie musi ono polegaé jedynie
na wplywie w jednym okresie w roku (Zuazo i in., 2008; T. Yang i in., 2019). Warto przy
tym réwniez zaznaczy¢, ze z tych samych roslin mozliwy jest zbior zardwno kwiatow jak
1 owocow. Jak wykazaty badania Mcgowan (2017) zbior do 39% kwiatow nie obnizat
plonu owocdw bzu z rosliny, cho¢ wbrew przypuszczeniu autordéw, nie wptywal rowniez

pozytywnie na wielko$¢ pojedynczych owocow.

Zaréwno w przypadku czosnku niedzwiedziego jak i miodunki migkkowlosej

uprawa w systemie agrolesnym z bzem czarnym nie stanowita optymalnych warunkow
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wzrostu tych roslin. Czosnek niedzwiedzi rést znacznie lepiej pod siatkg cieniujaca,
natomiast miodunka migkkowlosa wykazywata najwyzszy plon w pelnym

nastonecznieniu.

Analizujagc plon surowcow z gatunkéw podszytu mozna zaobserwowac,
ze przynajmniej liczbowo, plon ten byl najnizszy w uprawie wspotrzednej zaréwno dla
czosnku niedzwiedziego jak i miodunki migckkowtosej, w poréwnaniu z uprawa w petnym
nastonecznieniu i uprawg pod siatkg cieniujacg. Sugeruje to, ze konkurencja o wodg
1 sktadniki pokarmowe miata znaczacy wplyw na obnizenie plonu, poniewaz zacienienie
w uprawie wspotrzednej bylo nizsze niz pod siatkg cieniujaca natomiast zdecydowanie
wyzsze, niz w uprawie w pelnym naslonecznieniu. Rosliny kopytnika pospolitego
catkowicie wypadtly z uprawy na poletkach z pelnym nastonecznieniem i miaty niemal
catkowicie zahamowany wzrost w uprawie wspotrzednej. Jedynie w uprawie pod siatka
cieniujaca, rosliny tego gatunku rosly w zadowalajagcym tempie. Z uwagi na obecnos¢
roslin kopytnika pospolitego w uprawie wspotrzednej, zar6wno plonowanie jak i sktad
chemiczny surowca uzyskanego z bzu czarnego byl analizowany z uwzglednieniem tej
kombinacji. Gatunek ten nie byt jednak analizowany pod wzgledem plonowania i sktadu
chemicznego, poniewaz surowcem w tym przypadku jest kigcze, a jego zbior, biorac pod
uwage staby stan roslin, doprowadzitby do catkowitego zniszczenia poletek. Nalezy
przypuszczaé, ze stopien zacienienia, jaki byl wytworzony przez miode drzewka bzu
czarnego byl niewystarczajacy. O ile rosliny tego gatunku rosly w zadowalajacym tempie
w warunkach 75% zacienienia, to zgodnie z literaturg radza sobie najlepiej w warunkach

90% zacienienia (Kovalenko 1 in., 2017).

Czosnek niedzwiedzi uprawiany pod siatka zacieniajaca charakteryzowat sig
ponad trzykrotnie wyzszym plonem w poréwnaniu z uprawg wspotrzedng lub w pelnym
nastonecznieniu, co prawdopodobnie w duzym stopniu wigzato si¢ nie tylko z lepszymi
warunkami $wietlnymi, ale rowniez ze znacznie wyzsza wilgotnoscia gleby. Siatka
cieniujaca, tradycyjnie uzywana w rolnictwie i ogrodnictwie do ograniczania ilo$ci
swiatta stonecznego, moze réwniez stuzy¢ do zbierania mgly. Kiedy mgta przechodzi
przez drobng strukture siatki, jej czasteczki osadzaja si¢ na powierzchni, kondensujac si¢
w krople wody. Te krople stopniowo tacza sie¢ w wigksze strugi, ktére spltywaja na dot
siatki 1 wsigkaja w glebg. Takie metody zbierania mgly wykorzystywane
sa do efektywnego pozyskiwania wody w regionach, gdzie mgta jest powszechna, ale

dostep do innych zrodet wody jest ograniczony jak wysoko polozone tereny pustynne.
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Cho¢ wspotczesnie siatki tworzone do zbierania mgly sa wykonane nieco inaczej
to jednak historycznie do tego celu wykorzystywane byly rowniez siatki cieniujgce
uzywane w rolnictwie (Ghosh 1 Ganguly, 2018). Lepsze warunki wodne tym bardziej
thumacza bardzo duza roéznice w plonie czosnku niedzwiedziego, poniewaz zardwno
w roku 2018 jak rowniez w 2019 kwiecien byl miesigcem bardzo suchym, w ktérym suma
opadow wyniosta jedynie 2-3 mm. Jest to tym bardziej istotne, ze najwazniejsze fazy
wzrostu czosnku niedzwiedziego przypadaja witasnie na kwiecien 1 brak wody w tym
terminie wplywa nie tylko na przezywalno$¢ nowych siewek, ale roéwniez na stabsze
tworzenie cebul oraz na stabe kwitnienie 1 pdZzniejsze zawigzywanie nasion (Oborny i in.,
2011). Niskie warto$ci opadow w kwietniu 2018 roku miaty rowniez wysoce negatywny
wptyw na plonowanie roslin czosnku niedzwiedziego w 2019 roku, ktére w porownaniu

z rokiem 2018 spadto o 60% dla lisci $wiezych 1 43% dla liSci suszonych.

Miodunka mig¢kkowlosa rowniez charakteryzowata si¢ najnizszym plonem, gdy
uprawiana byta wspétrzednie z bzem czarnym. Srednio pomiedzy latami 2018 i 2019 plon
swiezego ziela z uprawy wspotrzednej byt okoto dwukrotnie nizszy w poréwnaniu
z uprawg w petnym nastonecznieniu lub pod siatkg cieniujaca. Cho¢ nie ma podstaw
do stwierdzenia statystycznie istotnych roznic, to plon $wiezego ziela liczbowo byt
najwyzszy dla kombinacji, w ktérej miodunka uprawiana byta pod siatka cieniujaca.
Podobnie, plon suchego ziela miodunki migkkowtosej dla uprawy wspotrzednej byt
najnizszy, cho¢ w tym przypadku, to plon z uprawy w pelnym nastonecznieniu byt
najwyzszy. Tak samo jak w przypadku plonu $wiezego ziela, roznice migdzy
powtorzeniami byty na tyle duze, ze nie pozwolity na stwierdzenie statystycznie istotnych
réznic. Zamian¢ w kombinacji, dla ktorej uzyskano najwyzszy plon w roznych latach
doswiadczen, pomigdzy miodunka uprawiang pod siatka cieniujaca, a miodunka
uprawiang w pelnym nastonecznieniu thumaczg znaczne réznice w procentowym udziale
suchej masy, ktory dla miodunki uprawianej pod siatka cieniujacg wynidst tylko 8,5%.
Wynik ten istotnie odbiegal od zawarto$ci suchej masy w $wiezym zielu miodunki
migkkowlosej uprawianej wspoOtrzednie lub w pelnym nastonecznieniu. Najwicksze
roznice pomigdzy latami stwierdzono zaréwno dla §wiezego jak i suchego ziela miodunki
migkkowtlosej uprawianej pod siatkg cieniujaca, ktory byt odpowiednio ponad dwa i pot
oraz ponad cztery razy wyzszy w 2019 roku w pordéwnaniu z rokiem 2018. Dla
poréwnania, plon §wiezego ziela byl duzo bardziej stabilny w uprawie wspotrzednej

1 w pelnym nastonecznieniu i réznica pomi¢dzy latami wyniosta jedynie 1-2%. Z uwagi
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na réznice w procentowej zawartos$ci suchej masy, plon suchego ziela nie byt juz tak
stabilny pomiedzy latami i r6znice wyniosty odpowiednio 31% 1 35%. Badania dotyczace
miodunki plamistej (Pulmonaria officinalis) przez Szoke (1988) wykazaly znaczne
zmiany w budowie oraz ultrastrukturze chloroplastow, zaleznie od pory roku
iintensywno$ci $wiatla. Wiosenne liscie wystawione na pelne $wiatto sloneczne
rozwijaly chloroplasty typu stonecznego, charakteryzujace si¢ niewielkimi granami,
rzadkim systemem bton oraz wyrazng akumulacjg skrobi 1 lipidow. W miar¢ zmniejszania
si¢ intensywno$ci S$wiatta, chloroplasty przeksztalcaly si¢ w forme¢ cieniolubng,
zmniejszg liczba, lecz szerszymi granami i ggstszym uktadem bton. Letnie liscie
w odmienny sposob dostosowywaly si¢ do wysokich 1 $rednich natgzen S$wiatla,
rozwijajac duze globule plazmatyczne, zmieniajgc konfiguracje gran i tylakoidow wraz
z obnizaniem intensywno$ci $wiatta. Liscie letnie, wykazujace tolerancj¢ na cien,
posiadaly szersze grana o zwigkszonej liczbie tylakoidow w poréwnaniu do lisci
wiosennych, co bylo podyktowane ich morfologiczng adaptacja do niskiego poziomu
swiatta. Ultrastruktura chloroplastow wyraznie zmienia si¢ w zaleznosci od nat¢zenia
Swiatla, prezentujac zwigkszong objetos¢ chloroplastow, zageszczone systemy
tylakoidowe oraz szersze grana w warunkach cienistych, co umozliwia efektywniejsza
fotosynteze. Wyzsza intensywnos$¢ swiatla sprzyja wzmozonemu procesowi fotosyntezy,
skutkujgc bujnym wzrostem i zwigkszong zawartoscig suchej masy, podnoszac wskaznik
fotosyntezy do okreslonego progu, co prowadzi do wyzszej produkcji biomasy. Miodunka
plamista ro$nie w bardzo zblizonych warunkach co miodunka migkkowtosa i cho¢
brakuje doktadnych badan przeprowadzonych na miodunce mickkowtosej,
to na podstawie bliskiego pokrewienstwa miedzy tymi roslinami mozna wnioskowac,
ze wyzsza akumulacja suchej masy w ro$linach uprawianych w pelnym nastonecznieniu
oraz wspotrzednie, jest wlasnie spowodowana wyzsza wydajnoscig fotosyntezy (Szoke,

1988; Chauhan i in., 2022).

Odleglo$é od pnia bzu czarnego znaczaco wplywata na §wieza mase (SM) roélin
miodunki. Chociaz minimalna odlegto$¢ do najblizszego drzewa nie byta dobrym
wskaznikiem wzrostu (R? = 0,07), to $rednia odlegltos¢ do wszystkich czterech roslin bzu
w obrebie poletka wyjasniala 54% wariancji masy miodunki. Uzyskana na podstawie
badan funkcja sigmoidalna pozwalata na przewidzenie warto$ci masy w zalezno$ci
od $redniej odlegtosci do wszystkich drzew w obrebie poletka. Analiza wykazata,

ze miodunka wykazuje zahamowanie wzrostu do ok. 2 m $redniej odleglosci
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do wszystkich drzew bzu w obrgbie poletka, po czym §wieza masa rosliny ro$nie nawet
0 66%. Taki wptyw konkurencji pomigdzy roslinami w systemach agrolesnych byt juz
obserwowany przez innych autorow. W systemie agrolesnym ztozonym z drzew jujube
1 pszenicy, plon pszenicy znacznie réznil si¢ w zaleznosci od odleglosci od drzew.
Pszenica posadzona najblizej linii drzew (90 cm) charakteryzowata si¢ najnizszym
plonem ziarna, gtéwnie z powodu mniejszej liczby klosoéw, liczby ziaren w klosie oraz
masy tysigca ziaren. Wraz ze zwigkszaniem si¢ odlegtosci od drzew do 110 cm 1 130 cm,
plony pszenicy rosty. Najwyzszy plon uzyskano jednak w przypadku pszenicy uprawiane;j
w monokulturze, niezaleznej od konkurencji ze strony drzew. Pomimo tych spadkow
plonow w poblizu drzew, ogdlny system upraw mieszanych okazal si¢ korzystny,
osiggajac wyzszg efektywnos¢ uzytkowania ziemi niz monokultura (T. Yang i in., 2019).
W innych europejskich systemach rolno-lesnych réwniez wykazano, ze plony upraw
maleja wraz ze zmniejszajaca si¢ odlegtoscia od linii drzew, szczegdlnie w systemach
alejowych (ang. alley cropping). Tradycyjne systemy Dehesa w Europie Poludniowej,
charakteryzujace si¢ nizsza gestoscig drzew, nie wykazaty jednak negatywnego wptywu
na plony, prawdopodobnie ze wzgledu na korzystne interakcje migdzy drzewami,

a uprawami (Ivezi¢ i in., 2021).

Miodunka migkkowtosa okazala si¢ najlepszym z testowanych gatunkéw
do uprawy agrolesnej z bzem czarnym. Wegetatywne pedy miodunki migkkowtlosej
szybko wyrastaja wczesng wiosna, gdy drzewa nie maja jeszcze lisci. Jest
to przystosowanie do wzrostu w lasach lisciastych, gdzie bardzo ograniczone jest $wiatlo
stoneczne w ciggu roku. Rosliny te sg w stanie zakwitng¢ 1 w duzej mierze zawigzac
nasiona jeszcze przed warunkami wysokiego zacienienia w lesie. W pdzniejszym okresie,
ro$liny te przechodza we wzrost wegetatywny i wytwarzaja duze rozety liSciowe mogace
pozyskiwac energi¢ stoneczng nawet w warunkach duzego zacienienia (Gaberscik i in.,
2001). Cho¢ brak doniesien o wlasciwosciach allelopatycznych miodunki miekkowtosej
to aktywno$¢ ta zostata okreslona dla blisko spokrewnionego gatunku — miodunki pstrej
(Pulmonaria saccharata Mill.) czasami uznawanego za podgatunek miodunki plamiste;.
Dla tego gatunku stwierdzono dziatanie allelopatyczne zwiazkéw fenolowych
wymywanych z liSci przez deszcz. Zwigzki te stymulowaty kietkowanie chwastow,
natomiast pozniej znacznie ograniczaly wzrost siewek wplywajac na ich obumarcie

1w efekcie, dlugotrwale zmniejszajac presje chwastow (Chernyaeva i Viktorov, 2022).
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Thumaczy to, czemu na poletkach z bzem czarnym i miodunka migkkowtosg niemal nie

wystepowaly chwasty.

Analiza laboratoryjna pozyskanych surowcoéw wykazata, Zze warunki uprawy maja
istotny wplyw na zawarto$§¢ roznych zwigzkow chemicznych w lisciach czosnku
niedzwiedziego, w tym chlorofilu, karotenoidow, flawonoidow i polifenoli. Zawartos¢
chlorofilu a w lisciach byla pozytywnie skorelowana z intensywnos$cig $wiatla
stonecznego. Rosliny uprawiane w pelnym nastonecznieniu oraz wspotrzednie z bzem
czarnym posiadaty wyzsze ilo$ci chlorofilu a w poréwnaniu do roslin uprawianych pod
siatkg cieniujgcg. Nie stwierdzono znaczacych réznic w zawartosci chlorofilu a pomiedzy
latami prowadzenia dos§wiadczen, z wyjatkiem nizszych wartosci w 2018 roku dla roslin
uprawianych pod siatka cieniujacg. Chlorofil b wykazywal odwrotng zalezno$¢
wzgledem intensywnos$ci §wiatla, z wyzszymi warto$ciami w warunkach ograniczonego
swiatta, takich jak pod siatkg cieniujaca. Najwyzsze ilosci chlorofilu b stwierdzono
w ro§linach uprawianych pod siatka cieniujaca, podczas gdy najnizsze w pelnym
nastonecznieniu. Ponadto, zawarto$§¢ chlorofilu b byla wyzsza w 2018 roku
w poréwnaniu do 2019 roku. Uzyskane wyniki dotyczace zawartosci chlorofilu b
sa w zgodzie z badaniami Huang i in. (2016), ktorzy wykazali znacznie wyzszg zawartos¢
chlorofilu b w ro$linach uprawianych w cieniu w stosunku do kontroli. Autorzy
ci zaobserwowali jednak réwniez wzrost, cho¢ minimalny, rowniez zawarto$ci chlorofilu
a. Jest to jednak w zgodzie z badaniami Lichtenthaler i in. (2007), ktérzy zaobserwowali
znaczne zmniejszenie stosunku zawartosci chlorofilu a do chlorofilu b oraz zwigkszenie
ogolnej zawartos$ci chlorofili w lisciach zacienionych w stosunku do lisci wystawionych

na petne stonce.

Podobne zmiany zaobserwowano w przypadku karotenoidow. Najwyzsza
zawarto$¢ tych zwiazkéw stwierdzono w ro$linach uprawianych pod siatka cieniujaca,
a zawarto$¢ tych zwigzkow byta rowniez wyzsza w 2018 roku w poréwnaniu do 2019
roku. Trendy te byly zblizone do obserwacji dotyczacych chlorofilu b, co sugeruje,
ze ograniczone S$wiatlo sprzyja wyzszej zawartosci zaré6wno chlorofilu b, jak
1 karotenoidow. Lichtenthaler 1 in. (2007) réwniez zaobserwowali znaczne zwi¢kszenie
ilosci karotenoidow w lisciach zacienionych. Pomimo tego, ro$liny zacienione
wykazywaty si¢ wyzszym stosunkiem chlorofili do karotenoidow, co nie dziwi biorac pod
uwage, ze autorzy ci stwierdzili wickszy wzrost chlorofilu a + b niz karotenoidow

ogotem.
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Badania dotyczace ilosci flawonoidow wykazaly znaczng zmienno$¢ wynikow
w zaleznos$ci od metody pomiaru oraz roku badan. Przy wykorzystaniu metody 1, w 2018
roku okreslono istotnie wyzsza zawarto$¢ flawonoidow w poréwnaniu do 2019 roku.
Rosliny uprawiane wspotrzednie z bzem czarnym w 2018 roku miaty najnizsza zawartos$¢
flawonoidow, natomiast w 2019 roku odznaczatly si¢ najwyzszg zawartoscia, co wskazuje
na znaczng zmienno$¢ i interakcje pomigdzy rokiem badan a warunkami uprawy.
Natomiast gdy zastosowano metod¢ 2 nie stwierdzono istotnych réznic w zaleznosci
od warunkow uprawy, cho¢ zaobserwowano liczbowo wyzsza zawarto$¢ flawonoidow
w ro$linach uprawianych pod siatka cieniujaca w obu latach. Song i in. (2012) stwierdzili
wyzsza zawarto$¢ katechin (co do ktorych metoda 2 jest bardziej selektywna) w lisciach
herbaty uprawianej w warunkach wyzszego zacienienia w stosunku do kontroli, cho¢ nie
zawsze mozliwa byta do ustalenia jednoznaczna korelacja. W tych samych badaniach
autorzy wykazali, ze cho¢ umiarkowane zacienienie powodowato wzrost zawarto$ci
katechin, to nadmierne zacienienie bylo pozbawione tego efektu. By¢ moze ttumaczy
to réwniez znaczne roéznice w zawartosci flawonoidow pomiedzy latami do§wiadczenia,

gdzie zacienienie w roku 2019 bylo wyzsze niz w roku 2018.

Analiza dotyczaca zawartosci zwigzkow polifenolowych wykazata, ze warunki
uprawy majg znaczacy wptyw na ich ilos¢ w surowcach. Ros$liny uprawiane w pelnym
nastonecznieniu oraz wspoOtrzednie z bzem czarnym posiadaly wyzsza zawarto$é
polifenoli niz te uprawiane pod siatkg cieniujagcg. W 2018 roku rdéznica ta byla bardziej
wyrazna, podczas gdy w 2019 roku istotna roéznica wystepowata tylko pomigdzy
roslinami uprawianymi wspohrzednie a pod siatkg cieniujaca. Rosliny uprawiane
w pelnym nastonecznieniu nie réznity si¢ istotnie od pozostalych kombinacji. Te wyniki
sa w zgodzie z badaniami przeprowadzonymi na czterech populacjach czosnku
niedzwiedziego w Chorwacji, gdzie autorzy stwierdzili wyzszg zawarto$¢ polifenoli

ogotem na stanowiskach z wyzszg liczbg dni stonecznych (Voca i in., 2022).

Badania dotyczace miodunki migkkowlosej wykazaty istotny wplyw warunkéw
jej uprawy, roku do$wiadczenia oraz interakcji tych czynnikéw na zawarto$¢ chlorofilu,
karotenoidéw, flawonoidow 1 polifenoli w zielu tej ro§liny. Analiza chemiczna dotyczaca
zawarto$ci chlorofilu a 1 b wykazala, Ze najwyzsza zawarto$cig chlorofilu a
charakteryzuja si¢ rosliny uprawiane pod siatka cieniujaca. Byta ona znacznie wyzsze niz
w ro$linach uprawianych wspotrzednie z bzem czarnym lub w pelnym nastonecznieniu.

Dodatkowo, ros§liny zebrane w 2018 roku miaty wigcej chlorofilu a w poréwnaniu do tych
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z 2019 roku. W przypadku chlorofilu b, rowniez rosliny uprawiane pod siatka cieniujaca
posiadaty wiecej tego zwigzku, a trend ten utrzymywat si¢ w obu latach prowadzenia
badan. Jest to zgodne z badaniami Huang i in. (2016), ktoérzy réwniez zaobserwowali
wzrost zar6wno chlorofilu a jak i chlorofilu b w roslinach uprawianych w cieniu.
Najwigcej karotenoidow w zielu miodunki migkkowtosej byto w roslinach uprawianych
pod siatkg cieniujgcg. Rosliny zebrane w 2018 roku mialy wyzsza zawarto$¢
karotenoidéw niz te z 2019 roku, jednak wiecej karotenoidéw bylo w roslinach
uprawianych pod siatka cieniujaca i byta to ilo$¢ statystycznie istotna tylko w 2019 roku.
Podobny trend zostat zaobserwowany w przypadku czosnku niedzwiedziego oraz jest

w zgodzie z badaniami Lichtenthaler i in. (2007).

Jesli chodzi o flawonoidy, nie stwierdzono istotnego wptywu warunkdéw uprawy
na ich zawarto$¢, chociaz wyraznie zauwazono wptyw roku prowadzenia doswiadczen.
Obie metody pomiaru tych zwigzkow wykazaly wyzsza zawarto$¢ flawonoidow
w ro$linach zebranych w 2018 roku niz w 2019 roku. Nie zaobserwowano istotnych
interakcji miedzy warunkami uprawy a rokiem do$wiadczenia na podstawie metody 1,
ale zastosowana metoda 2 wykazata, ze rosliny uprawiane w petnym nastonecznieniu
w 2018 roku charakteryzowatly si¢ wyzszg iloscig flawonoidow niz te uprawiane pod
siatkg cieniujacg w 2019 roku. Metoda 2 jest nie tylko bardziej wrazliwa na zawarto$¢
katechin, ale rowniez jest bardziej selektywna w stosunku do rutyny w poréwnaniu
z metoda 1. By¢ moze ttumaczy to réznice pomi¢dzy uzytymi metodami, tym bardziej
ze rutyna byla stwierdzona jako jeden z glownych flawonoidow wystepujacych
w miodunce, a badania nad zawartos$cig tego flawonoidu z uprawie szparagow wskazujg
na korzystny wptyw $wiatta stonecznego na biosynteze rutyny (Kohmura i in., 2008;

Chauhan i in., 2022).

Analiza laboratoryjna zwigzana z okresleniem zawartosci zwigzkoéw
polifenolowych pokazata, Zze zaréwno warunki uprawy, rok do$wiadczenia, jak
i interakcja tych czynnikow miaty znaczacy wptyw na ich zawarto$¢ w zielu miodunki
migkkowlosej. Podobnie jak w czosnku niedzwiedzim, réwniez rosliny miodunki
migkkowlosej uprawiane wspoirzednie z bzem czarnym lub w pelnym nastonecznieniu
posiadaty wyzsza zawarto$§¢ zwigzkéw polifenolowych niz te uprawiane pod siatkg
cieniujgcg. Cho¢ brakuje badan dotyczacych wplywu zacienienia na rosliny miodunki,
to badania w tym zakresie na innych roslinach cieniolubnych s3 zgodne

z prezentowanymi tu wynikami (Voca i in., 2022). Zawarto$¢ polifenoli w zielu byta takze
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wyzsza w 2018 roku niz 2019 roku. Interakcje migdzy warunkami uprawy a rokiem
do$wiadczenia wykazaty, ze w 2018 roku rosliny uprawiane wspétrzednie lub w pelnym
nastonecznieniu odznaczaly si¢ istotnie wyzsza zawarto$cig zwigzkdéw polifenolowych
niz te uprawiane pod siatkg cieniujgcg. Cho¢ trend ten byt widoczny réwniez w 2019

roku, réznice nie byty statystycznie istotne.

W badaniach nad chemicznym sktadem lisci bzu czarnego analizowano wptyw
réznych czynnikow, takich jak czas ich zbioru oraz obecno$¢ roslin towarzyszacych,
na zawarto$¢ kluczowych zwiazkow chemicznych w tych liSciach. Analiza
ta obejmowata spektrometri¢ w podczerwieni z transformata Fouriera (FTIR),
chromatografi¢ cieczowa (HPLC) oraz klasyczng analizg fitochemiczng. ZatoZzeniem tych
badan byto regularne sprawdzanie sktadu chemicznego liSci bzu czarnego w celu
monitorowania stanu roslin, podobnie jak to ma miejsce w przypadku regularnych badan
krwi u cztowieka oraz okreslenie przydatnosci lisci bzu czarnego jako potencjalnego

surowca leczniczego.

Spektrometria w podczerwieni z transformata Fouriera pozwolila na zbadanie
szerokiego zakresu zwigzkow chemicznych obecnych w lisSciach bzu czarnego bez
potrzeby ich uprzedniej ekstrakcji. W badaniach zastosowano analize skladowych
gtéwnych (PCA), aby zredukowaé¢ wymiarowos¢ danych i lepiej zrozumie¢ zmienno$¢
chemiczng probek. Analiza PCA ujawnita, ze trzy sktadowe gtowne wyjasniaja tacznie
98,54% wariancji w danych, przy czym pierwsza sktadowa gtowna tlumaczy 86,21%
wariancji, druga 9,33%, a trzecia dodatkowe 3%. Wykorzystanie spektrometrii
w podczerwieni, nie jest nowg technikg i czesto wykorzystywana jest do rutynowych
analiz paszy, w celu okreslenia procentowego udziatu biatek, weglowodanéw i thuszczow
(Berauer 1 in., 2020). Wykorzystane jest w tym przypadku pasmo bliskiej podczerwieni
(powyzej 4000 cm™), w ktérym absorbancja pewnych regionéw widma bardzo dobrze
koreluje z grupami funkcyjnymi tych grup zwigzkéw. Innym regionem,
wykorzystywanym w analizie FTIR, jest region grup funkcyjnych (4000 cm™ — 1500 cm™
1) oraz region odcisku palca (1500 cm™ — 500 cm™). Regiony te, cho¢ nie daja tak duzych
mozliwo$ci w doktadnym okresleniu ilo§ciowym roéznic w poszczegolnych zwigzkach,
to moga by¢ wykorzystane do analizy wzglednych roznic i ich niewatpliwg zaletg jest
bardzo szybki czas analizy (od kilkunastu sekund do kilku minut) oraz wrazliwos¢

na wszystkie zwigzki organiczne wystgpujace w probce jednoczesnie, dlatego jest
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wykorzystywane do holistycznego badania roznic pomiedzy probkami, w tym réwniez

do stwierdzenia wystepowania oddziatywania pomigdzy roslinami (Gidman i in., 2003).

Uzyskane w tej pracy wyniki pokazaty, ze licie bzu czarnego pod wzgledem
chemicznym grupowaty si¢ w trzy klastry, ktére nie byly bezposrednio zwigzane
z obecnoscig gatunkoéw towarzyszacych w uprawie wspotrzednej. Zamiast tego,
kluczowym czynnikiem roznicujacym okazal si¢ termin zbioru liSci. Szczegdlnie
widoczne bylo rozréznienie lisci odno$nie sktadu chemicznego zebranych wiosng oraz
jesienig 2017 roku. Pierwsza sktadowa gtéwna (PC1) r6znicowata probki zebrane jesienia
od wszystkich innych, natomiast druga sktadowa giéwna (PC2) skutecznie oddzielata
probki wiosenne. Analiza tadunkéw sktadowych glownych wykazata, ze wartosci
absorbancji pomigdzy 1700 cm™ a 1770 cm™ mialy dodatni wplyw na wartosci PCl1,
co wskazuje na obecno$¢ wigzan C=0O, charakterystycznych dla tluszczy i woskow
roslinnych. Z kolei wartosci absorbancji pomiedzy 1500 a 1700 cm™ byly zwiazane
zpasmem Amid I i Amid II, ktére sga charakterystyczne dla bialek. Absorbancja
w zakresie 1560-1620 cm™ mogta by¢ powigzana z drganiami zwigzkow aromatycznych,

podczas gdy zakres 1700-1780 cm

obejmowat drgania wigzan C=0 w roéznych
zwiazkach organicznych, takich jak ketony i aldehydy. Analiza skladowych giéwnych
umozliwita takze zidentyfikowanie innych pasm absorbancji, ktore moglty wskazywaé
na obecnos¢ ztozonych struktur, takich jak uktady sprzgzone, charakteryzujace sig
naprzemiennymi podwojnymi i pojedynczymi wigzaniami. W ten sposob spektrometria
FTIR okazala si¢ skutecznym narz¢dziem do analizy chemicznej zmiennos$ci w lisciach
bzu czarnego, pozwalajac na zidentyfikowanie kluczowych zmian w ich skladzie
chemicznym w zalezno$ci od terminu zbioru. Wyniki spektrometrii FTIR w potaczeniu
z analizg sktadowych gltéwnych wykazaly wyrazne réznice w skladzie chemicznym lisci
bzu czarnego w zalezno$ci od czasu zbioru. Probki zebrane wiosng 2017 roku
wykazywaty wysoka zawarto$¢ biatek, co potwierdzaly piki absorbancji zwigzane
z pasmem Amid I 1 Amid II. Jesienne probki z tego samego roku, jak i1 probki zebrane
w okresie kwitnienia 1 owocowania, mialy zwigkszong zawartos¢ zwigzkow
aromatycznych i thuszczow, co mogto by¢ wynikiem akumulacji tych zwigzkéw w miarg
dojrzewania lisci. Analiza spektrometrii FTIR dostarczyla szczegdétowych informacji
na temat zmian chemicznych zachodzacych w lisciach bzu czarnego w r6éznych okresach
ich rozwoju, co ma kluczowe znaczenie dla oceny ich potencjalnych wilasciwosci

leczniczych. Wyniki te zgadzaja si¢ z badaniami innych autoréw. Zhang i in. (2021)
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wykazali zwickszong zawarto$¢ woskow jesienig w liSciach debu ostrokrzewolistnego
(Quercus aquifolioides Rehder 1 E.H.Wilson) natomiast Vesela i in. (2021) zaobserwowali
wyzsze stezenie biatka w liSciach roslin wiosennych, ktére wraz z uptywem sezonu

wegetacyjnego malalo.

Analiza laboratoryjna zwigzkéw chemicznych w li§ciach bzu czarnego wykazata
znaczacg zmienno$¢ w zaleznos$ci od roznych czynnikow. Zawarto$¢ chlorofilu a i b byta
najwyzsza w liSciach mtodych, a nastgpnie spadata w miar¢ starzenia si¢ lisci, co jest
czesto obserwowanym trendem w wielu badaniach (Veseld i in., 2021). W szczegdlnosci,
liscie zebrane wiosng 2018 roku mialy najwyzszg zawarto$¢ chlorofilu a, ktoéra
sukcesywnie malala podczas kwitnienia, owocowania i jesienig. Podobne trendy
zaobserwowano dla chlorofilu b, cho¢ spadek jego zawartosci byl bardziej wyrazny
w niektérych fazach fenologicznych. Zawarto$¢ biatka w lisciach réwniez podlegata
sezonowym zmianom, z najwyzszymi warto§ciami wiosng i systematycznym spadkiem
do jesieni. Potwierdzaja to rowniez opisane wyzej badania z uzyciem spektrometrii FTIR
oraz badania innych autoréw (Vesela i in., 2021). LiScie bzu czarnego uprawianego
z czosnkiem niedzwiedzim charakteryzowaly si¢ wyzsza zawarto$cig biatka
w porownaniu  do tych uprawianych z miodunka migkkowlosg. Zawartos¢
rozpuszczalnych weglowodandw byla mierzona podczas owocowania i wykazata
wyrazne roznice pomiedzy rokiem 2017 a 2018, z wyzszymi warto$ciami w liSciach
zebranych w 2017 roku. Analiza zwigzana z zawarto$cig zwigzkow polifenolowych
i flawonoidéw pokazala, ze te zwiazki chemiczne roéwniez podlegaja znacznym zmianom
w zalezno$ci od terminu zbioru i roku badan. Zawarto$¢ polifenoli byta najnizsza podczas
kwitnienia bzu czarnego, a najwyzsza jesienig, natomiast zawarto$¢ flawonoidéw réznita
si¢ w zalezno$ci od zastosowanej metody pomiaru i byta wyzsza w probkach zebranych
w roku 2017 wedtug jednej z metod. Badania Kiprovski i in. (2021) réwniez potwierdzity
znacznie obnizong zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych w lisciach zebranych podczas
kwitnienia, natomiast autorzy ci stwierdzili najwyzszg zawartos¢ tych zwigzkow w fazie
dojrzewania owocow, ktora nie byla badana w ramach niniejszej pracy. Przeciwnie
Nurzynska-Wierdak 1 in. (2022a) stwierdzili najwyzsza zawarto$¢ zwigzkow
polifenolowych w liciach bzu na poczatku kwitnienia roslin, cho¢ zawarto$¢ zaréwno
flawonoidow jak i kwasow fenolowych w lisciach byta w tym badaniu najwyzsza przed

kwitnieniem po czym systematycznie spadata az do fazy owocowania.
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Analiza metabolomiczna z uzyciem wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) pozwolita na doktadne zbadanie zmiennosci poszczegélnych zwigzkow
chemicznych w lisciach bzu czarnego. Chromatografia cieczowa umozliwita rozdzielenie
i identyfikacje 22 réznych zwiazkéw polifenolowych obecnych w probkach. Jest
to podobna warto$¢ do wczesniej prowadzonych prac, gdzie wykryto 20 zwigzkow
polifenolowych (Kiprovski i in., 2021). Analiza sktadowych gtéwnych (PCA) wykazata,
ze gtownym czynnikiem réznicujacym profile zwigzkéw polifenolowych w lisciach byt
czas zbioru, a nie obecno$¢ roslin towarzyszacych, co znajduje potwierdzenia zar6wno
w przeprowadzonej wczesniej analizie spektrometrii w podczerwieni jak rowniez badan
laboratoryjnych. Liscie zebrane w 2018 roku charakteryzowatly si¢ wyzszg zawartoscia
niektorych zwigzkoéw polifenolowych. Probki zebrane podczas kwitnienia 1 owocowania
w 2017 roku znajdowaly si¢ blisko §rodka uktadu, co sugeruje, ze mialy one bardziej
zréwnowazony profil chemiczny. Cho¢ na podstawie przeprowadzonych analiz nie
mozna okresli¢, jakimi dokladnie zwigzkami chemicznymi te probki si¢ roznity,
to badania te wskazujg, ze sktad lisci bzu czarnego podlega ogromnym zmianom
sezonowym 1 jesli ten surowiec zostalby wlaczony do powszechnego uzycia
w praktykach zielarskich, konieczne by byto okreslenie rowniez optymalnego czasu

zbioru.

Na podstawie uzyskanych wynikéw cyklu doswiadczen niniejszej pracy mozna
stwierdzié, ze uprawa agrole$sna w oparciu o bez czarny oraz cieniolubne gatunki roslin
leczniczych moze stanowi¢ bardzo dobrg okazje dla rolnikow specjalizujacych sie
w uprawie ro$lin leczniczych. O ile w przypadku roslin cieniolubnych o wysokiej
wartosci surowca mozliwe jest wykorzystanie albo potuprawy lesnej lub siatek
zacieniajacych, o tyle w przypadku mniej warto§ciowych roslin leczniczych nie jest
to ekonomicznie optacalne. W takim wypadku agrole$nictwo jest w stanie umozliwic¢
uprawe tych gatunkow w sposob optlacalny, a przy tym z dodatkowymi korzysciami
takimi jak zadarnienie gleby co znacznie ogranicza wystepowanie chwastow, poprawia
mikroklimat, a takze chroni glebe przed erozja (Burgess i in., 2022). Uprawy tego typu
wcigz wymagaja wielu dodatkowych badan majacych na celu przede wszystkim
okreslenie innych gatunkow kompatybilnych z uprawami. Konieczne jest réwniez
sprawdzenie mozliwo$ci uprawy tych gatunkoéw w sadach owocowych wykorzystujacych
gatunki wazne ekonomicznie w Polsce takie jak jabton, wiénia, czere$nia czy $liwa, tym

bardziej, ze obecnie w sadownictwie stosuje si¢ zywe $ciotki jako alternatywe dla ugoru
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herbicydowego (Licznar-Matanczuk, 2020). Wykorzystanie w tym celu roslin
leczniczych mogloby pomoc uzyska¢ wyzsza optacalnos¢ takich upraw jak rowniez

zdywersyfikowa¢ zrodta dochodu.
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7. Wnioski

l.

Uprawa cieniolubnych gatunkéw ro$lin leczniczych takich jak miodunka
migkkowlosa, czosnek niedzwiedzi czy kopytnik pospolity wspédtrzednie z bzem
czarnym nie ma wplywu na jakos$¢ kwiatdw i owocdw bzu czarnego.

Uprawa wspotrzedna bzu czarnego z miodunka migkkowlosg istotnie zmniejszyta
plon kwiatéw i owocoOw bzu czarnego, cho¢ warto$¢ plonu uzyskanego z uprawy
dwoch gatunkow jednoczesnie byta wyzsza.

Uprawa miodunki migkkowlosej 1 czosnku niedzwiedziego w systemie
agroleSnym nie zapewnia optymalnych warunkow do wzrostu tych roslin
w porownaniu do uprawy pod siatka cieniujacg lub w pelnym nastonecznieniu.
Miodunka migkkowlosa okazala si¢ najlepszym gatunkiem do uprawy
wspotrzednej z bzem czarnym

Analiza FTIR pozwala na szybka analiz¢ sktadu chemicznego lisci i moze
postuzy¢ do okreslenia jako$ci surowca.

Sktad chemiczny liSci bzu czarnego podlega istotnym zmianom sezonowym
1 pomiedzy latami uprawy w wyzszym stopniu niz z uwagi na gatunek uprawiany
z nim wspoéirzednie

Lis¢ bzu czarnego charakteryzuje si¢ wysoka jako$cia pod wzgledem substancji

biologicznie aktywnych.
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9. Aneks

Tabela A1 Stwierdzone zwigzki w ekstraktach z kwiatéw bzu czarnego przy

wykorzystaniu wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j

Wykryty zwiazek  Kolumna Czas Dhugosé fali przy oznaczaniu Maksima absorpcji

retencji (nm) (nm)
Zw. Polifenolowy 1  Kinetex 0.877 254 248
Zw. Polifenolowy 2  Kinetex 1.171 315 195, 324
Zw. Polifenolowy 3  Kinetex 1.686 320 217,325
Zw. Polifenolowy 4 Kinetex 1.851 320 324
Zw. Polifenolowy 5 Kinetex 2.294 225 195, 225
Zw. Polifenolowy 6 Kinetex 2.483 315 224,311
Zw. Polifenolowy 7 Kinetex 2.847 350 254, 349
Zw. Polifenolowy 8 Kinetex 3.446 254 190, 264
Zw. Polifenolowy 9  Kinetex 3.522 254 190, 252
Zw. Polifenolowy 10 Kinetex 3.685 350 203, 255, 353
Zw. Polifenolowy 11 Kinetex 3.981 350 200, 255, 352
Zw. Polifenolowy 12 Kinetex 4.449 254 264, 344
Zw. Polifenolowy 13 Kinetex 4.615 350 202, 254, 353
Zw. Polifenolowy 14 Kinetex 4.746 325 217,326
Zw. Polifenolowy 15 Kinetex 4.941 350 254,352
Zw. Polifenolowy 16 Kinetex 5.249 325 215, 243, 326
Zw. Polifenolowy 17 Kinetex 5.506 190 190
Zw. Polifenolowy 18 Kinetex 5.712 190 190
Zw. Polifenolowy 19 Kinetex 5.827 190 190
Zw. Polifenolowy 20 Kinetex 5.972 320 190, 317
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Tabela A2 Zwiazki stwierdzone w ekstraktach z owocow bzu czarnego przy

wykorzystaniu wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j

Wykryty zwigzek  Kolumna Czas" Dlugo$¢ fali przy oznaczaniu Maksima absorpcji
retencji (nm) (nm)

Zw. Polifenolowy 1  Kinetex 1.241 515 196, 278, 513

Zw. Polifenolowy 2  Kinetex 1.769 220 196, 280

Zw. Polifenolowy 3  Kinetex = 2.148 515 203, 280, 516

Zw. Polifenolowy 4  Kinetex 2.17

Zw. Polifenolowy 5  Kinetex 2.996 220 204,279

Zw. Polifenolowy 6 Kinetex 4.234 355 208, 248, 336

Zw. Polifenolowy 7  Kinetex 4438 355 202, 255, 353

Zw. Polifenolowy 8 Kinetex  4.762 355 205, 253, 347

Zw. Polifenolowy 9  Kinetex 5.459 220 203, 277

Zw. Polifenolowy 10 Kinetex 5.638 280 190, 317

Zw. Polifenolowy 11 Kinetex 5.844 203 190

Zw. Polifenolowy 12 Kinetex 6.778 355 190, 336

Fruktoza NH2 2.655

Glukoza NH2 3.302

Sacharoza NH2 4.891
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Tabela A3 Zwiazki stwierdzone w ekstraktach z lici bzu czarnego przy wykorzystaniu

wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j

Wykryty zwigzek  Kolumna Czas  Dlugos¢ fali przy oznaczaniu Maksima absorpcji

retencji (nm) (nm)
Zw. Polifenolowy 1  Kinetex 0.703 198 198, 280
Zw. Polifenolowy 2 Kinetex 1.045 325 200, 285
Zw. Polifenolowy 3  Kinetex 1.15 325 196, 289, 323
Zw. Polifenolowy 4  Kinetex 1.394 225 197, 216, 282
Zw. Polifenolowy 5  Kinetex 1.491 325 190, 325
Zw. Polifenolowy 6  Kinetex 1.589 278 197,278
Zw. Polifenolowy 7  Kinetex 1.662 325 217,325
Zw. Polifenolowy 8 Kinetex 2.023 310 308
Zw. Polifenolowy 9  Kinetex 2.142 366 315
Zw. Polifenolowy 10 Kinetex 2.749 225 190
Zw. Polifenolowy 11 Kinetex 2.836 225 190
Zw. Polifenolowy 12 Kinetex 3.659 366 203, 255, 353
Zw. Polifenolowy 13 Kinetex 3.958 366 254,351
Zw. Polifenolowy 14 Kinetex 4.422 366 264, 347
Zw. Polifenolowy 15 Kinetex 4.74 325 190, 327
Zw. Polifenolowy 16 Kinetex 4.998 198 190
Zw. Polifenolowy 17 Kinetex 5.339 310 190, 308
Zw. Polifenolowy 18 Kinetex 5.499 198 190
Zw. Polifenolowy 19 Kinetex 5.636 198 190
Zw. Polifenolowy 20 Kinetex 5.702 198 190
Zw. Polifenolowy 21 Kinetex 5.814 198 190
Zw. Polifenolowy 22 Kinetex 6.9 240 190, 238
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Tabela A4 Pole pod powierzchnig piku w stwierdzonych zwigzkach chemicznych w
ekstraktach z kwiatdw bzu czarnego w zaleznosci od kombinacji do§wiadczenia w

chromatografii cieczowej. Wynik przedstawia $rednig zawarto$¢ z lat 2017-2018

Gatunek Brak Czosnek Kopytnik Miodunka Wartos¢
towarzyszacy (Kontrola) niedzwiedzi pospolity mieckkowlosa p
Zw. Polifenolowy 1 37923 38242 36860 35850 0.65
Zw. Polifenolowy 2 33397 48225 44623 51748 0.199
Zw. Polifenolowy 3 432872 377394 ab 354081 b 415381 ab 0.008
Zw. Polifenolowy 4 7159 5895 b 5653 b 6621 ab 0.003
Zw. Polifenolowy 5 43405 43465 38448 41775 0.463
Zw. Polifenolowy 6 437102 39018 a 37981 a 42136 a 0.066
Zw. Polifenolowy 7 16156 15625 15068 16314 0.878
Zw. Polifenclowy 8 4741 4118 4342 4439 0.617
Zw. Polifenolowy 9 5029 3994 4175 4573 0.564
f;v - Polifenolowy 5,/ 348180 320550 356797 0.152
IZIW - Polifenolowy 5 ¢, 53241 54632 54811 0.943
IZZW - Polifenolowy /5,4 92492 88104 93311 0.393
1Z3W - Polifenolowy ¢, 119312 106994 117124 0.529
ﬁv' Polifenolowy /5,55 436790 397013 429098 0.492
fsw - Polifenolowy 53 4¢ 40405 38687 42223 0.479
Ing - Polifenolowy 55924 55820 52817 51504 0.832
1Z7W - Polifenolowy 14368 1155644 1171477 1162113 0.693
Ing - Polifenolowy ¢ ¢c97 774096 787530 773511 0.632
fgw - Polifenolowy 7575 260323 264500 258804 0.49
ggv - Polifenolowy 535055 41, 29911 b 31193 ab 38170 a 0.017

* Wartosci w rzgdzie oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie statystycznie przy poziomie istotnosci p < 0.05
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Tabela A5 Pole pod powierzchnig piku w zwigzkach chemicznych w ekstraktach z
owocoOw bzu czarnego w zaleznosci od kombinacji do§wiadczenia w chromatografii

cieczowej. Wynik przedstawia §rednig zawartos¢ z lat 2017-2018

Gatunek Brak Czosnek Kopytnik Miodunka Wartos$¢
towarzyszacy (Kontrola) niedzwiedzi pospolity mi¢ckkowlosa p
Zw. Polifenolowy 1 201638 178982 213425 182129 0.518
Zw. Polifenolowy 2 413885 264162 300273 228003 0.508
Zw. Polifenolowy 3 1583585 1421725 1632032 1433463 0.57
Zw. Polifenolowy 4 182268 174108 177529 192526 0.682
Zw. Polifenolowy 5 127639 125106 128918 129555 0.915
Zw. Polifenolowy 6 24688 25665 25725 24887 0.848
Zw. Polifenolowy 7 195172 202709 182062 209580 0.273
Zw. Polifenolowy § 94254 93435 90161 100090 0.409
Zw. Polifenolowy 9 88025 87965 92459 87470 0.819
f;v - Polifenolowy 749 17723 17594 17939 0.881
IZIW - Polifenolowy 155793 173490 175539 170644 0.945
IZZW - Polifenolowy 5509 16971 17649 16381 0.63
Fruktoza 1570371 1541166 1592978 1504177 0.802
Glukoza 1782533 1714469 1794233 1725461 0.835
Sacharoza 87289 84866 97492 83870 0.686

* Wartosci w rzgdzie oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie statystycznie przy poziomie istotnosci p < 0.05
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Tabela A6 Pole pod powierzchnig piku w zwigzkach chemicznych w ekstraktach z lisci
bzu czarnego w zaleznosci od kombinacji do§wiadczenia w chromatografii cieczowe;.

Wynik przedstawia $rednig zawartos$¢ z lat 2016-2018

Gatunek Brak Czosnek Kopytnik Miodunka

towarzyszacy (Kontrola)  niedzwiedzi pospolity mi¢kkowlosa Wartosé p
Zw. Polifenolowy 1 533552 537311 514986 515515 0.96
Zw. Polifenolowy 2 5433 5182 5830 6382 0.171
Zw. Polifenolowy 3 20813 19824 20779 21782 0.812
Zw. Polifenolowy 4 18371 16325 16881 21196 0.526
Zw. Polifenolowy 5 23926 25251 25942 26442 0.885
Zw. Polifenolowy 6 82426 74162 102717 101155 0.656
Zw. Polifenolowy 7 ~ 401631 464308 479385 490984 0.81
Zw. Polifenolowy 8 6081 5951 6098 6085 0.977
Zw. Polifenolowy 9 2721 2710 2798 2891 0.802
Zw. Polifenolowy 10 5930 5254 6350 6512 0.387
Zw. Polifenolowy 11 4579 ab 3647b 4894 ab 5400 a 0.064
Zw. Polifenolowy 12 119006 ab 114822 b 126911 ab 133978 a 0.008
Zw. Polifenolowy 13 5491 ab 4621 b 6086 ab 7328 a 0.002
Zw. Polifenolowy 14 16722 ab 15895b 17612 ab 18568 a 0.039
Zw. Polifenolowy 15 2056 a 1849 a 2289 a 2822 a 0.095
Zw. Polifenolowy 16 338710 340324 339978 342128 0.997
Zw. Polifenolowy 17 2222 2064 2250 2382 0.682
Zw. Polifenolowy 18 628075 628906 629820 635611 0.993
Zw. Polifenolowy 19 83430 83667 84066 85122 0.973
Zw. Polifenolowy 20 436804 437636 438850 442563 0.987
Zw. Polifenolowy 21 170483 169744 169336 171417 0.988
13272 13250 13361 13526 0.988

Zw. Polifenolowy 22

* Wartosci w rzedzie oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie statystycznie przy poziomie istotnosci p < 0.05
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