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1. Wstep

Rodzaj jeczmien (Hordeum spp.) nalezacy do plemienia Triticeae obejmuje ponad 30
gatunkéw wystepujacych w klimacie umiarkowanym, a takze w suchych i mato zyznych
regionach $§wiata. Najwazniejszym gospodarczo gatunkiem tego rodzaju jest jeczmien
zwyczajny (Hordeum vulgare L.), ktory nalezy do najwcze$niej udomowionych roslin
rolniczych (10 — 12 tys. lat p.n.e.). Jego rodzimym miejscem pochodzenia jest region Zyznego
Potksiezyca, obejmujacy poludniowo-zachodni Iran, Irak i Turcjg, az po srodkowa Anatolig,
potnocng Syri¢ 1 Palestyne [Dai i in. 2012; Haas i in. 2019]. Jeczmien zwyczajny w
starozytnosci byl gtownym zbozem Egipcjan 1 Grekow, ktorzy uzywali go do produkcji chleba
1 piwa. Byt popularny rowniez w Mezopotamii z uwagi na wigksza od pszenicy tolerancj¢ na
zasolenie gleb. W Europie zaczeto uprawiac¢ go na przetomie XVI i XVII w. p. n. e. Obecnie
nadal stanowi jedna z najwazniejszych gospodarczo upraw polowych na $wiecie, piata po
pszenicy, kukurydzy, ryzu i soi pod wzgledem powierzchni zasiewow, ktora wynosita w 2022
r. 47,1 min ha [FAOSTAT 2023]. W Polsce w 2022 r uprawa tego gatunku obejmowata 639
tys. ha [FAOSTAT 2023], z czego na 320 tys. ha uprawiano forme¢ jarg [COBORU 2023].
Sredni plon jeczmienia zwyczajnego na $wiecie wynosit w 2022 roku 3,28 t ha™t. W Polsce
$rednie plonowanie jeczmienia wynosito w tym samym okresie 4,35t hal. W 2022 r., w
doswiadczeniach porejestrowych plonowanie jgczmienia jarego przy przecigtnym poziomie
agrotechniki wynosilo $rednio dla odmian 7,00 t hat [COBORU 2023].

Jeczmien zwyczajny wywodzi si¢ z jeczmienia dzikiego (Hordeum spontaneum (K.
Koch) Thell). Gatunek ten, bedacy bezposrednim przodkiem jeczmienia uprawnego Stanowi
cenny zasob genetyczny szczegdlnie dla hodowli odpornosciowej. Gatunki jeczmienia sktadaja
si¢ z cytotypow diploidalnych (2n = 2x = 14), tetraploidalnych (2n = 4x = 24) i
heksaploidalnych (2n = 6x = 42) [El-Hashash i in. 2019]. Jeczmien zwyczajny wystepuje
zarowno w formie ozimej jak i jarej. Jego zroznicowanie genetyczne przejawia si¢ m.in. w
rzedowosci (ktos dwu-, lub szeSciorzedowy) i obecnosci plewy (ziarno oplewione lub
nieoplewione) [Gong i in. 2019]. Wérdd genotypow jeczmienia wystepujag rowniez formy
tworzace ktosy bezostne, osciste lub z o$ciami przeksztalconymi w trojdzielne nasadki — tzw.
kaptury (var. furcatum lub trifurcatum). Ziarno jeczmienia moze réwniez roznic¢ si¢ barwa.
Opisane zostaty jak dotad formy tworzace ziarniaki zolte, niebieskie, fioletowe, a nawet czarne
[Gordeeva i in. 2019]. Ciemna barwa ziarna wynika z obecnosci kilku zwigzkoéw chemicznych,
w tym fitomelanin i zwigzkow fenolowych [Shoeva i in. 2016]. Grupa okreslana w literaturze
mianem jeczmienia czarnego obejmuje min. gatunek H. vulgare var. nigricans, znany réwniez
jako H. distichon var. nigricans [Global Biodiversity Information Facility], ktory mozna
znalez¢ w kilku regionach $wiata jako niszowa odmiang lokalng, zwtaszcza w Iraku, Syrii i
Turcji [Ozberk i in. 2015]. Jeczmien kapturkowy H. vulgare var. rimpaui moze réwniez mie¢
czarne ziarna. W Polsce powszechnie uprawiane sg formy jara dwurzedowa oraz ozima dwu-
lub wielorzedowa tworzace klosy osSciste z oplewionymi ziarniakami o z6ltym zabarwieniu,
zakonczonymi dtugimi, zabkowanymi o$ciami.

Ziarno jeczmienia jest wykorzystywane glownie do celow paszowych 1 w przemysle
piwowarskim, ale rowniez w zywieniu ludzi [El-Hashash i in. [2019]. W Azji (gldwnie w
Tybecie, w Chinach) jeczmien jest jednym z podstawowych surowcow spozywczych
[Sakellariou 1 Mylona 2020]. Korzystne wtasciwos$ci dietetyczne 1 prozdrowotne jeczmienia
sprawiaja, ze znaczenie konsumpcyjne tego gatunku wzrasta w ostatnich latach takze w krajach
europejskich. Wysoka jako$¢ dietetyczna ziarna jgczmienia wynika m.in. z zawarto$ci
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substancji bioaktywnych o wlasciwos$ciach przeciwutleniajacych [Horvat i in. 2020; Panizo-
Casado i in. 2020]. Dotychczasowe badania wskazuja, ze zwlaszcza genotypy o ciemnym
zabarwieniu ziarniakdw charakteryzuja si¢ wysokim potencjalem antyoksydacyjnym,
wynikajacym z zawartos$ci przeciwutleniaczy takich jak zwiazki fenolowe [Kim i in. 2007,
Abdel-Aal i in. 2012; Yang i in. 2018]. Genotypy te moga wigc stanowi¢ cenny surowiec do
produkcji zywnosci funkcjonalnej. Przeciwutleniacze redukuja stres oksydacyjny poprzez
wychwytywanie wolnych rodnikéw, dzigki czemu dziatajg ochronnie na komoérki organizmu i
zmniejszaja ryzyko wystapienia chordb neurodegeneracyjnych, np. choroby Alzheimera i
Parkinsona oraz chorob serca. Przeciwutleniacze chronig réwniez komorki organizméw przed
szkodliwym dziataniem metali ciezkich poprzez ich chelatowanie [Kaur i in. 2021].
Antyoksydanty pelniag wazne funkcje obronne w samej roslinie, ograniczajac skutki stresu
abiotycznego 1 biotycznego [Lebudda i in. 2020]. Zmniejszaja mi¢dzy innymi porazenie
jeczmienia przez grzyby chorobotworcze i mogg redukowaé ilo$¢ mykotoksyn wytwarzanych
przez patogeny [Choo i in. 2015].

W rodzinie Poaceae kluczowa rolg odgrywaja fitopigmenty, takie jak karotenoidy i
polifenole. Te zwiazki chemiczne nie tylko odpowiadaja za barwe roslin, ale co wazniejsze,
maja wilasciwosci prozdrowotne. Karotenoidy sa znane ze swojej zdolnosci do nadawania
owocom 1 warzywom pomaranczowego, czerwonego lub zottego koloru [Dang i in. 2022].
Luteina, zeaksantyna oraz o- i B-karoten sg najwazniejszymi karotenoidami [Ficco i in. 2014].
Wsroéd nich o- i B-karoten sa promotorami witaminy A i sa niezbedne w procesach
biochemicznych, bioracych udziat w jej syntezie w organizmach zwierzgcych. Karotenoidy
wykazuja silne wtasciwosci przeciwutleniajace, a takze przeciwzapalne [Linnewiel-Hermoni i
in. 2016]. Badania kliniczne dowiodly rowniez, ze dieta bogata w karotenoidy obniza ryzyko
chorob uktadu krazenia, nowotwordéw, osteoporozy i chordb oczu [Tanumihardjo 1 in. 2013].

Dominujacg grupa metabolitow wtornych u roslin zbozowych sa jednak zwigzki
fenolowe, wsrod ktorych mozemy wyrdzni¢ miedzy innymi takie grupy jak: antocyjanidyny,
flawonoidy 1 kwasy fenolowe [Minkowski 2013]. Substancje te, nazywane rdwniez
polifenolami charakteryzujg si¢ pierScieniem aromatycznym z przylaczong grupa
hydroksylowa, ktorej zawdzigczaja swoje wiasciwosci przeciwutleniajgce. Zwigzki nalezace
do tej grupy sa przedmiotem wielu badan prowadzonych na catym §wiecie, gléwnie w kierunku
doktadnego poznania ich funkcji biologicznych i korzystnego wptywu na zdrowie ludzi i
zwierzat. Antocyjany i flawonoidy maja korzystny wptyw na metabolizm lipidow i cukrow, a
takze zapobiegajg zaburzeniom metabolicznym i sercowo-naczyniowym [Dang i in. 2022].
Ponadto udowodniono, ze polifenole zapobiegaja rozwojowi nowotworow, sa pomocne w
leczeniu alergii, wzmacniajg uklad trawienny, eliminuja infekcje oraz stymuluja wydzielanie
estrogené6w w organizmach kobiet [Grajek 2007]. Ponadto, ze wzglgdu na swqj
przeciwutleniajacy charakter, polifenole odgrywaja istotng rol¢ w ochronie wrazliwych
sktadnikéw odzywczych przed utlenianiem.

Zboza sa takze zrodtem lipidow, ktore obejmujg kwasy ttuszczowe, takie jak nasycone
(SFA), jednonienasycone (MUFA) i wielonienasycone kwasy ttuszczowe (PUFA) [Guo 1 in.
2020]. Catkowita zawartos¢ thuszczu w ziarnach jeczmienia waha si¢ migdzy 3-4% [Geng i in.
2022]. Najcenniejsze s3 wielonienasycone kwasy tluszczowe, zwlaszcza niezbedne
nienasycone kwasy ttuszczowe, m.in. kwasy linolowy i linolenowy [Kaur i in. 2014].
Doniesienia literaturowe wskazujg na korzysci zdrowotne wynikajace ze spozywania PUFA,
takie jak zmniejszenie ryzyka choroby niedokrwiennej serca, udaru moézgu i zawatu migénia
sercowego lub obnizenie poziomu cholesterolu we krwi [Abdelhamid 1 in. 2018]. Wykazano,
ze maja one dzialanie neuroprotekcyjne, zapobiegaja chorobie Parkinsona oraz wspomagaja
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funkcje poznawcze i wzrokowe [Litman i in. 2001]. Nadmierne spozycie nasyconych kwasow
thuszczowych (SFA) moze z kolei wptywac¢ na rozwdj chorob serca i uktadu krazenia [Hooper
I in. 2020].

Sktad chemiczny zielonych cze$ci roslin jgczmienia w okresie wegetacji oraz wielko$¢
plonu i koncowe parametry jakosciowe ziarna zaleza od czynnikow genetycznych,
agrotechnicznych i siedliskowych [Zrckova i in. 2018; Malik 2012]. Dotychczasowe badania
wskazuja, ze alternatywne genotypy jeczmienia wykazujg wigkszg zdolnos¢ do koncentracji
zwigzkow prozdrowotnych, a takze wyzszy potencjat przeciwutleniajacy niz genotypy
standardowe [Jin i in. 2022]. Badania w tym zakresie przeprowadzono na jeczmieniu gorskim
(ang. Highland Barley), rodzimej formy z Tybetu i regionu Qinghai, tworzacego ziarniaki o
ciemnym zabarwieniu. Wedtug Guo i in. [2020] oraz Idehen i in. [2017] jeczmien goérski ma
wyzszg warto$¢ odzywczg niz tradycyjnie uprawiane odmiany jeczmienia zZwyczajnego.
Potwierdzono rowniez, ze zmniejsza on ryzyko cukrzycy, choroby Alzheimera, miazdzycy,
choréb sercowo-naczyniowych oraz moze by¢ przydatny w profilaktyce przeciwnowotworowe;j
[Shen i in. 2016]. Hordeum vulgare var. nigricans i Hordeum vulgare var. rimpaui, z uwagi na
ciemne zabarwienie ziarna, wskazujace na potencjalnie wyzsza zawartos¢ przeciwutleniaczy,
moga wykazywa¢ podobne wlasciwosci.

Wielkos¢ 1 jako$¢ plonu jeczmienia zalezy od systemu gospodarowania. Wedtug Kokare
I in. [2014] plon ziarna tego gatunku uzyskiwany w warunkach ekologicznych jest mniejszy
$rednio o0 25-60% niz w uprawie konwencjonalnej, co wynika glownie z ré6znic w nawozeniu |
odchwaszczaniu. W warunkach uprawy ekologicznej uzyskanie wysokiego plonu nie jest
jednak priorytetem, najwazniejsza jest bowiem wysoka jako$¢ surowca [Ingver i in. 2008].
Istnieje wiele badan, ktore dowodza, ze uprawa ekologiczna stymuluje akumulacje naturalnych
zwigzkoéw bioaktywnych w roslinach. W warunkach uprawy ekologicznej wystepuje bowiem
wysoka ekspozycja roslin na czynniki stresowe, co zwigksza produkcje zwigzkow
bioaktywnych [Asami i in. 2003]. Wedlug Baker i in. [2020] hodowla wysokojako$ciowych
genotypow jeczmienia, przydatnych do uprawy w systemie rolnictwa ekologicznego, jest
bardzo wazna dla rozszerzenia rynkow i zwigkszenia potencjatu jego uprawy.

W uprawie roslin coraz powszechniejsza praktyka staje si¢ aplikowanie substancji
wspomagajacych wzrost tzw. biostymulatoréw. Biostymulatory to produkty pochodzenia
naturalnego, ktére poprawiaja metabolizm roslin [Brown i Saa 2015]. Stosuje si¢ je w celu
intensyfikacji pobierania sktadnikoéw odzywczych, zminimalizowania stresu biotycznego 1
abiotycznego oraz zmniejszenia dawek nawozéw [EBIC 2021]. Wérdd nich znajdujg sig
produkty sktadajace si¢ z aminokwasow, ktore wptywaja na plon, a takze jego jako$¢, w tym
zawarto$¢ zwigzkow prozdrowotnych [Posmyk i Szafranska 2016]. W dotychczasowych
badaniach potwierdzono wptyw stosowania biostymulatorow aminokwasowych na wzrost
zawartosci zwigzkow fenolowych w nasionach soi [Kocira i in. 2018; Kocira 2019], owocach
papryki [Ertani i in. 2014] i lisciach sataty [Mpai i in. 2022]. W literaturze brakuje badan
dotyczacych wplywu stosowania biostymulatorow aminokwasowych na zawarto$¢ i sklad
zwigzkow bioaktywnych, w tym zwigzkow fenolowych, w ziarnie jeczmienia. Brak jest
rowniez badan dotyczacych wpltywu tego czynnika na cechy jako$ciowe ziarna jeczmienia
uprawianego w ekologicznym i konwencjonalnym systemie uprawy. Szczegolnie interesujace
moze okaza¢ si¢ stosowanie tych preparatow w przypadku alternatywnych genotypow
jeczmienia, o podwyzszonym potencjale do syntezy zwigzkow fenolowych.

Czynniki genetyczne 1 agrotechniczne wplywaja na produkcyjnos$¢ roslin poprzez
interakcje¢ z czynnikami siedliskowymi [Zalewski i Liszewski 2016]. Cechy morfologiczne i
fizjologiczne roslin znacznie r6znig si¢ od siebie w optymalnych i1 niekorzystnych warunkach
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wzrostu. Czynniki stresowe takie jak zbyt wysoka lub zbyt niska temperatura powietrza czy
brak opadow powoduja uszkodzenia aparatu fotosyntetyzujacego (zwtaszcza PS 1I),
ograniczajac tym samym proces fotosyntezy, od przebiegu ktdrego zalezy wielkos¢ i jako$¢
plonu [Ashraf i in. 2006]. Fotosynteza to proces syntezy zwigzkow organicznych z prostych
zwigzkéw CO2 i H20, przy udziale aktywnie wykorzystanego promieniowania stonecznego
(PAR), =zachodzacy w ro$linach zielnych. Efektywno§¢ funkcjonowania aparatu
fotosyntetyzujacego przektada si¢ wiec na proces akumulacji biomasy, przez co ksztattuje
cechy morfologiczne roslin oraz wielko$¢ i jako$¢ plonu. Fotosynteza najintensywniej zachodzi
w lisciach, gtownie w lisciu flagowym. Liscie flagowe sg przez rosline stosunkowo wczesnie
wyksztalcane 1 pozostajg aktywne fotosyntetycznie do konca okresu formowania ziarna. Sg
wiec gldownym zrodlem asymilatow dla klosa 1 rozwijajacych si¢ w nim ziarniakow [Starck
2002; Gorny i in. 2004].

Liscie pochtaniaja okoto 70-80% padajacego na nie promieniowania. Pozostala czgsé
promieniowania zostaje utracona w wyniku odbicia $wiatla od li§cia lub wyemitowana w
postaci ciepta i1 promieniowania fluorescencyjnego. Efektywnie funkcjonujacy aparat
fotosyntetyzujacy asymiluje wigksze ilosci promieniowania $wietlnego niz uszkodzony w
wyniku stresu, a ilos¢ usunigtego fluorescencyjnie promieniowania jest odwrotnie
proporcjonalna do intensywnosci fotosyntezy. Dlatego tez fluorescencja chlorofilu a stanowi o
kondycji 1 wydajno$ci aparatu fotosyntetyzujacego [Strasser i in. 2000, Maxwell i Johnson
2000]. Procesy fizjologiczne moga cechowac si¢ duza zmienno$cig w zaleznosci od genotypu
oraz stosowanej agrotechniki [Shangguan i in. 2000]. Czynniki agrotechniczne, a zwlaszcza
odzywienie sktadnikami pokarmowymi wplywaja na produkcje gldéwnego barwnika
fotosyntetyzujacego — chlorofilu [Koztowska i in. 2010]. Zawarto$¢ tego barwnika w lisciach
wplywa na intensywno$¢ procesu fotosyntezy [Starck 2002]. Niedobor sktadnikow
pokarmowych min. azotu wptywa natomiast na intensyfikacje syntezy antocyjanow [Grzys$
2012]. Rosliny w dluzszych okresach czasu dostosowujg rowniez swoj pokroj do panujacych
warunkow srodowiskowych, tak aby wspiera¢ proces fotosyntezy [Glenn 1 in. 2008]. Zar6wno
wskazniki wydajnosci fotosyntezy jak i cech morfologicznych roslin, w tym LAI mogg w
przysztosci stuzy¢ do modelowania fenotypow zb6z dla potrzeb nowoczesnej selekcji 1 hodowli
roslin [Rybka i Nitka 2014]. Jednym ze sposobéw na pozyskanie informacji 0 stanie
fizjologicznym roslin i szybkiego zdiagnozowania zaburzen w funkcjonowaniu aparatu
asymilujacego jest pomiar fluorescencji chlorofilu a. Zjawisko to informuje m.in. 0 zmianach
w efektywnosci funkcjonowania fotosyntezy wynikajacych z oddzialywania stresu
abiotycznego (wysoka lub niska temperatura, niedobdr lub nadmiar wody itp.). Czasteczka
chlorofilu jest fluorescencyjna, co umozliwia okreslenie aktywnosci fotochemicznej rosliny
poprzez wykrywanie rozpraszania fotonow, co jest $cisle zwigzane ze zmianami w transporcie
elektronéw na btonach chloroplastow [Sanchez-Reinoso i in. 2019]. Zaburzenie to powoduje
spadek aktywnos$ci fotosyntezy calej rosliny [Faseela i in. 2019]. Mierzac fluorescencj¢
chlorofilu, mozna wykry¢ zaburzenia aktywnoS$ci fotosyntetycznej rosliny bez naruszania
tkanek badanych ro$lin [Sanchez-Reinoso 1 in. 2019]. Specyfika parametrow opisujacych
fluorescencje chlorofilu, w tym najczesciej stosowanych wskaznikow Fv/Fwm i Fv/Fo, sprawita,
7e sg one coraz czgsciej wykorzystywane w diagnostyce stanu upraw rolniczych [Roostaeia i
in. 2011]. Stosunek Fv/Fm (parametr reprezentujgcy wydajno$¢ konwersji pierwotnej energii
swietlnej w centrum PS 1II) i stosunek Fv/Fo (reprezentujacy fotochemiczne i niefotochemiczne
wykorzystanie energii $Swietlnej w centrum reakcji) s3 waznymi parametrami
wykorzystywanymi jako wskazniki stresu w wielu badaniach fotosyntetycznych. Poniewaz
jednak zaleza one od poczatkowego (Fo) i maksymalnego (Fm) poziomu fluorescencji, moga
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nie by¢ wystarczajaco czute, aby wykry¢ réznice mi¢dzy probkami [Singh i in. 2022]. W wielu
badaniach wskaznik wydajnos$ci (Plass) jest rowniez przedstawiany jako istotny parametr do
pomiaru wydajnosci fotosyntezy. PI jest parametrem integracyjnym obliczanym na podstawie
fotochemii pierwotnej, gestosci aktywnego centrum reakcji W przeliczeniu na chlorofil i
wydajnosci elektronow. [1os¢ biomasy wytworzonej podczas wegetacji i plon uzyteczny roslin
zaleza rowniez od wilasciwego odzywiania, ktore mozna posrednio oceni¢ poprzez pomiar
zawarto$ci chlorofilu w liciach za pomoca miernikéw SPAD, wykorzystujacych absorbcje
$wiatta o r6éznych dlugosciach fal przez li$¢ rosliny [Zhang i in. 2022]. Ostateczna wartos¢
SPAD jest okreslana na podstawie roznicy miedzy absorpcjg fal §wiatla czerwonego i
podczerwonego. Im wyzsza wartos$¢ tego parametru, tym wigcej czasteczek chlorofilu w lisciu
rosliny [Nyi i in. 2012]. Innym parametrem zwigzanym z wielko$cig plonu jest wskaznik
powierzchni lisci (LAI), ktory mowi o powierzchni lisci, ktora przechwytuje energi¢ stoneczng
niezbedna do fotosyntezy roslin [Fang i1 in. 2019]. Wiadomo jednak, Ze na ostateczny plon
ziarna zboz bezposredni wptyw ma wielkos$¢ 1 wspodtzaleznos¢ strukturalnych komponentow
plonowania, takich jak generatywne pedy ptodne na 1 m?, liczba ziaren w klosie i masa 1000
ziaren [Gozdowski i in. 2008].

Przedstawione powyzej kwestie w pelni uzasadniaja zakres rozprawy doktorskiej, w
ktorej analizowano parametry fizjologiczne i morfologiczne alternatywnych genotypow
jeczmienia H. v. var. nigricans i H. v. var. rimpaui w zroéznicowanych w warunkach
hydrotermicznych, a takze oceniano wplyw systemu gospodarowania oraz aplikacji
biostymulatoréw na zawarto$¢ zwigzkow bioaktywnych w ziarnie.
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3. Uzasadnienie spojnos$ci tematycznej cyklu publikacji rozprawy
doktorskiej

Rozprawa doktorska pt. Biologiczne i agrotechniczne uwarunkowania plonowania oraz
warto$ci uzytkowej ziarna alternatywnych genotypow jeczmienia Hordeum vulgare L. var.
nigricans (Ser.) Korn i Hordeum vulgare L. var. rimpaui Wittm sktada si¢ z trzech artykulow
naukowych, opublikowanych w recenzowanych czasopismach przypisanych do dyscypliny
rolnictwo i ogrodnictwo, znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports. Przedmiotem
badan w prezentowanych publikacjach byly alternatywne genotypy jeczmienia Hordeum
vulgare L. var. nigricans (Ser.) Korn i Hordeum vulgare L. var. rimpaui Wittm oraz
wspoélczesna odmiana jeczmienia jarego 'Soldo’, bedaca wzorcem w badaniach rejestracyjnych
Centralnego Osrodka Badan Odmian Roslin Uprawnych (COBORU). Badania mialy na celu
analiz¢ cech fizjologicznych i biometrycznych [P1] oraz plonowania [P1; P3], a takze
zawartos$ci zwigzkow bioaktywnych w ziarnie [P2; P3] alternatywnych genotypow jeczmienia
w zréznicowanych warunkach srodowiskowych oraz agrotechnicznych, a takze poré6wnanie ich
z odmiang wspolczesng jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L.).

W publikacji [P1] opisano wyniki dwuletniego, $cistego doswiadczenia polowego,
majacego na celu identyfikacj¢ cech warunkujacych produktywno$¢ alternatywnych
genotypOw jeczmienia w zrdznicowanych warunkach hydrotermicznych oraz porownanie ich
ze wspotczesng odmiang uprawng jeczmienia o wysokiej plennosci. Eksperyment polowy
przeprowadzono w konwencjonalnym systemie gospodarowania. Dwukrotnie w trakcie sezonu
wegetacyjnego oceniano wspotczynnik powierzchni asymilacyjnej lisci oraz trzykrotnie
efektywnos$¢ funkcjonowania fotosyntezy oraz indeks zielonosci liScia. Opisano rowniez cechy
biometryczne — liczbe klosow ptodnych i plonnych w przeliczeniu na ro$ling i jednostke
powierzchni, plon biomasy roslin, plon stomy, plon ziarna i indeks zniwny.

W pracy [P2] i [P3] opisano natomiast wyniki z pochodzace z dwoch Scistych
doswiadczen polowych, prowadzonych w ekologicznym i konwencjonalnym systemie
gospodarowania, ktorych celem byla ocena wplywu nalistnej aplikacji biostymulatora
aminokwasowego Naturamin WSP na zawarto$§¢ zwigzkow bioaktywnych (o dziataniu
prozdrowotnym) w ziarnie alternatywnych genotypow jeczmienia Hordeum vulgare L. var.
nigricans (Ser.) Korn i Hordeum vulgare L. var. rimpaui Wittm. W artykule [P3] opisano
wplyw czynnikow agrotechnicznych — genotypu i aplikacji nalistnej biostymulatora oraz ich
interakcji na zawarto§¢ karotenoidéw w ziarnie, sktad kwaséw tluszczowych oraz sume
kwasow fenolowych, flawonoidow, antocyjanidyn oraz ogdlng zawartos¢ zwigzkow
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fenolowych. Oceniono roéwniez wpltyw tych czynnikbw na plonowanie jeczmienia, W
konwencjonalnym i ekologicznym systemie gospodarowania [P3]. W pracy [P2]
przedstawiono profil zwigzkéw fenolowych zawartych w ziarnie badanych genotypow, z
wyszczegolnieniem pojedynczych substancji przynaleznych do grupy kwasow fenolowych,
flawonoidow i antocyjanidyn. Oznaczono roéwniez zawarto$¢ ro$linnej melaniny
odpowiedzialnej za czarng barwe ziarniakéw oraz okreslono aktywnos$¢ przeciwutleniajaca
ziarna.

Cykl publikacji wchodzacy w sktad rozprawy doktorskiej stanowi monotematyczny
opis biologicznych podstaw i potencjalu plonowania alternatywnych genotypéw jeczmienia
Hordeum vulgare L. var. nigricans (Ser.) Korn i Hordeum vulgare L. var. rimpaui Wittm, w
zroznicowanych warunkach hydrotermicznych [P1] oraz przedstawia dowody na wysoka
warto$¢ uzytkowa ziarna [P2; P3], wynikajaca z podwyzszonej koncentracji zwigzkow
prozdrowotnych, o dziataniu przeciwutleniajacym oraz wigkszej niz w odmianie wspotczesnej
zawarto$ci wielonienasyconych kwasow thuszczowych. Uzyskane wyniki stanowig podstawy
teoretyczne, niezb¢dne do ustalenia technologii uprawy alternatywnych genotypow jeczmienia

oraz wskazujg na przydatnos¢ ziarna do produkcji zywnos$ci funkcjonalne;.
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4. Hipoteza badawcza, cel i zakres pracy

Celem badan byta ocena stanu fizjologicznego, cech biometrycznych, plonowania roslin
oraz zawartosci zwigzkow bioaktywnych w ziarnie alternatywnych genotypoéw jeczmienia
Hordeum vulgare var. nigricans (Ser.) Korn i Hordeum vulgare var. rimpaui Wittm oraz ich
poréwnanie z odmiang wspolczesng Hordeum vulgare L., w warunkach ekologicznego i
konwencjonalnego systemu gospodarowania.

Szczegotowe cele badawcze:

1. Okreslenie stanu fizjologicznego roslin, cech biometrycznych i plonowania alternatywnych
genotypow 1 odmiany wspodiczesnej jeczmienia w zroéznicowanych w latach badan
warunkach hydrotermicznych.

2. Ocena zawartos$ci zwigzkow bioaktywnych w ziarnie alternatywnych genotypoéw i odmiany
wspotczesnej jeczmienia uprawianych w ekologicznym i1 konwencjonalnym systemie
gospodarowania.

3. Rozpoznanie wplywu nalistnej aplikacji biostymulatora aminokwasowego na plonowanie
oraz zawarto$¢ zwigzkow bioaktywnych w ziarnie badanych genotypdéw jeczmienia
uprawianego ekologicznie i konwencjonalnie.

4. Analiza profilu zwigzkow fenolowych i thuszczowych w ziarnie odmiany wspoélczesnej i
alternatywnych genotypow jeczmienia z uprawy ekologicznej i konwencjonalne;.

Zalozono, ze alternatywne genotypy jeczmienia Hordeum vulgare var. rimpaui Wittm i
Hordeum vulgare var. nigricans (Ser.) Korn begda plonowaly na nizszym poziomie niz
wspélczesna odmiana uprawna j¢czmienia, jednak ziarno tych genotypow bedzie sig
charakteryzowato wieksza zawartoscia zwiazkéw bioaktywnych. Zalozono réwniez, ze
czynniki agrotechniczne takie jak stosowanie biostymulatora aminokwasowego oraz system
gospodarowania, bgda decydowaly o stanie fizjologicznym roslin, przez co wplyna na
plonowanie oraz sktad chemiczny ziarna.
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5. Material i metody
5.1.Material badawczy

Przedmiotem badan byly dwa alternatywne genotypy jeczmienia Hordeum vulgare L.
var nigricans (Ser.) Korn i H. vulgare L. var. rimpaui Wittm oraz konwencjonalna odmiana
uprawna 'Soldo' jeczmienia zwyczajnego (H. vulgare L.). Pierwsze dwa genotypy to formy jare
jeczmienia zwyczajnego, nalezace do podgatunku jeczmienia dwurzedowego - ssp. distichon.
Tworzg one oplewione ziarno, o barwie od ciemnobrgzowej do czarnej, osadzone na luznym i
zwistym ktosie (var. nutans). Hordeum vulgare L. var. nigricans (Ser.) Koérn tworzy klos
o$cisty, natomiast H. vulgare L. var. rimpaui Wittm posiada o$ci przeksztalcone w trojdzielne
nasadki tzw. kapturki (var. furcatum). Odmiana 'Soldo’, traktowana w badaniu jako kontrola,
byta w okresie badan odmiang wzorcowa w badaniach rejestracyjnych COBORU [COBORU
2018]. Jej hodowca jest Saaten Union. Nalezy do odmian oplewionych, polecana jest do uprawy
na cele konsumpcyjne lub paszowe. Charakteryzuje si¢ wysokim i stabilnym plonowaniem w
warunkach wysokiego i1 $redniego poziomu agrotechniki. Charakteryzuje si¢ ona srednim
krzewieniem 1 wysoka masg tysigca ziaren. Jest to odmiana o wysokiej odpornosci na
najwazniejsze choroby [Czembor et al. 2022]. Wykazuje rowniez przydatno$¢ do uprawy w
systemie ekologicznym.

a

Ryc. 1. Ziarniaki badanych genotypow jeczmienia — () Hordeum vulgare L. var. nigricans (Ser.) Korn,
(b) Hordeum vulgare 'Soldo', (¢) H. vulgare L. var. rimpaui Wittm [P2].

5.2.Doswiadczenia polowe

Dwa $ciste, dwuletnie doswiadczenia polowe przeprowadzono w warunkach systemu
gospodarowania ekologicznego i konwencjonalnego, w latach 2021-22, w uktadzie losowanych
podblokow (split-plot), w 4 powtdrzeniach. Czynnikiem pierwszego rzedu byly genotypy
jeczmienia: Al - H. vulgare L. var. rimpaui Wittm, A2 - H. vulgare L. var. nigricans (Ser.)
Korn, A3 - 'Soldo' H. vulgare L. Czynnik drugiego rzgdu stanowily natomiast zabiegi
biostymulujgce: B1 - kontrola bez aplikacji, B2 - nalistna aplikacja biostymulatora
aminokwasowego. Powierzchnia poletka w systemie konwencjonalnym wynosita 24 m? (16 m
x 1,5 m), a w systemie ekologicznym 13,47 m? (7,7 m x 1,75 m). Zastosowany biostymulator
zawierat 12,8% azotu catkowitego w formie organicznej i okoto 80% wolnych aminokwasow,
w tym okoto 8% Asp, 12% Glu, 15% Ser, 8% Gly, 1% His, 6% Arg, 5% Thr, 5% Ala, 13%
Pro, 0,5% Tyr, 6% Val, 0,5% Met, 3% lle, 8% Leu, 6% Phe, 2% Lys, 1% Cys. Biostymulator
zastosowano dwukrotnie w ciggu sezonu wegetacyjnego (pierwsza aplikacja w fazie
wydtuzania todygi (BBCH 32), a druga na poczatku kloszenia (BBCH 53), w dawkach po 0,5
kg hal, w postaci 0,17% wodnego roztworu. Ciecz robocza rozpylano recznie, przy uzyciu
opryskiwacza plecakowego z regulatorem ci$nienia. Do$wiadczenia W  Systemie
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konwencjonalnym zlokalizowano w Minikowie (53°10'02"N, 17°44'22"E), na glebie o pH 4,7
1 nastepujacej zawartosci przyswajalnych form sktadnikow pokarmowych: 7,1 mg P2Os 100 g
! gleby, 17,1 mg K20 100 g* gleby, 4,5 mg MgO 100 g* gleby. Doswiadczenie w systemie
ekologicznym zlokalizowano w miejscowosci Luchowo (53°1540"N, 17°16'26"E), na glebie
o pH 7,7 i zawartoéci 23,7 mg P,0s 100 g gleby, 19,7 mg KO 100 g* gleby, 4,2 mg MgO
100 g* gleby. Gleba, na ktorej byty zatozone oba do$wiadczenia charakteryzowata sie bardzo
niskg zawarto$cig azotu mineralnego. W systemie konwencjonalnym gleba zawiera 25,0 kg
Nmin ha, natomiast w systemie ekologicznym 23,8 kg Nmin ha, w warstwie 0-30 cm. Siew
jeczmienia w systemie konwencjonalnym przeprowadzono migdzy 21 a 31 marca, a w systemie
ekologicznym migdzy 1 a 10 kwietnia. Gegstos¢ siewu w obu doswiadczeniach wynosita 350
ziaren m?, a rozstaw rzedow 12,5 cm. W systemie ekologicznym podczas wzrostu roslin
stosowano wylacznie bronowanie odchwaszczajace w fazie krzewienia oraz aplikacje
biostymulatoréw w wybranych kombinacjach. W systemie konwencjonalnym stosowano
typowa technologi¢ uprawy jeczmienia z nawozeniem mineralnym i ochrong chemiczng.
Materiat siewny zaprawiano tritikonazolem i prochlorazem w dawce 4 g i 12 g s.a. 100g™ kg
ziarna. Nawozenie przedsiewne obejmowato aplikacje 70 kg N ha*; 40 kg P.Osha* i 70 kg
K20 hal. Na poczatku strzelania w zdzbto, w celu ochrony przed chwastami zastosowano
mieszanine 2,4-D, florasulamu i pinoksadenu (180 + 3,75 + 40 g s.a. hal). Ochrona przed
chorobami grzybowymi obejmowata dwa zabiegi - w fazie pierwszego kolanka (BBCH 31)
tiofanat metylowy (700 g s.a. ha*) oraz w fazie grubienia pochwy liscia flagowego (BBCH 41-
49) protiokonazol i tebukonazol (125 + 125 g s.a. ha'l). W fazie liscia flagowego zastosowano
cypermetryne (25 g s.a. hal) w celu zwalczania skrzypionki zbozowej. Zbior przeprowadzono
miedzy 21 a 31 lipca, w fazie pelnej dojrzatosci, przy wilgotnosci ziarna 14%.

5.3.Warunki pogodowe

Warunki pogodowe w okresie wegetacji jeczmienia byty zr6znicowane w latach badan.
Rok 2021 w poréwnaniu do 2022 byt wyraznie chtodniejszy w okresie od 21 kwietnia do 10
maja i cieplejszy w okresach od 1 do 20 czerwca oraz od 1 do 20 lipca (Ryc. 2). W drugiej i
trzeciej dekadzie kwietnia w 2021 roku obserwowano silne spadki temperatury przy gruncie,
siggajace w okresie wschodow do -7,0 °C [P1]. W 2022 r., w tym samym okresie, minimalna
temperatura powietrza przy gruncie oscylowata w granicach od —2,1 do 6,2 °C.

Sumaryczna ilo§¢ opadow w sezonie wegetacyjnym (III — VII) 2021 r. wyniosta 208,5
mm, natomiast w 2022 r. zaledwie 131,7 mm. W marcu 2021 r. suma opadéw wyniosta 21,4
mm, natomiast w tym samym miesigcu 2022 wynosita tylko 0,5 mm. Wyraznym deficytem
opadow charakteryzowat sie rowniez okres od 21 kwietnia do 31 maja 2022 r., w ktorym suma
opadow wynosita zaledwie 25,4 mm. W analogicznym okresie 2021 opad byl prawie 3 razy
wigkszy i wynosit 75,5 mm. Przed zbiorem jgczmienia (21 — 31 czerwca) opady deszczu w obu
latach nie przekroczyty 6 mm.

Na podstawie sumy srednich dobowych temperatur powietrza i sumy opadow obliczono
wspotczynnik hydrotermiczny Sielianinowa (k) [Selyaninov 1928] [P1] dla poszczegdlnych
dekad, wedtug nast¢pujacego wzoru:

gdzie:

e P -suma opadéw w mm;
e Xt - suma $rednich dziennych temperatur powietrza > 0 °C
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Na podstawie warto$ci tego wspotczynnika analizowane okresy zostaty sklasyfikowane
[Kuklik i in. 2016] jako:

e skrajnie suchy lub bardzo suchy - k < 0,7,

e suchy lub dos¢ suchy - 0,7 <k < 1,3;

e optymalny lub dos¢ wilgotny -1,3 <k < 2,0;

e wilgotny, bardzo wilgotny lub ekstremalnie wilgotny - k > 2,0.
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Ryc. 2. Warunki hydrotermiczne (temperatura powietrza i opady deszczu) w okresie wegetacji
jeczmienia jarego w latach 2021-2022 [P1].

5.4.Pomiary cech biometrycznych i fizjologicznych
5.4.1. Fluorescencja chlorofilu

Pomiary bezposredniej fluorescencji chlorofilu a u roslin jgczmienia przeprowadzono w
trzech terminach: 1 — w fazie drugiego liscia wlasciwego (BBCH 12), w trzeciej dekadzie
kwietnia, 2 — w fazie liscia flagowego (BBCH 39), w trzeciej dekadzie maja oraz 3 — w fazie
petni ktoszenia (BBCH 55), w drugiej dekadzie czerwca. Badania wykonano z wykorzystaniem
fluorymetru Pocket PEA (Pocket Plant Efficiency Analyzer) (Hansatech Instruments, United
Kingdom). Pomiary bezposredniej fluorescencji chlorofilu prowadzono na powierzchni 4 mm?
w srodkowej czesci dojrzatej blaszki lisSciowej, na najmtodszym w petni rozwinigtym lisciu tj.
na lisciu pierwszym w fazie BBCH 12, na lisciu podflagowym w fazie BBCH 39 oraz na lisciu
flagowym w fazie BBCH 55. Do wygaszenia fazy jasnej fotosyntezy wykorzystano klipsy,
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ktore blokowaty doptyw $wiatta do badanej probki na okres 30 minut przed pomiarem. Pomiar
wykonano wedtug zalecen producenta aparatu, przy natezeniu impulsu $wiatta 3500 pmol-m™
2.571i czasie jego trwania 1 s. W zaleznosci od terminu wykonano 60-80 pomiaréw dla kazdego
z genotypoéw. Mierzono nastgpujace parametry: Fo — fluorescencj¢ poczatkowa, Fm —
fluorescencj¢ maksymalng, Fv = Fm — Fo — fluorescencj¢ zmienng, Fv/Fm — maksymalng
wydajnos¢ PSII, Plass (Pl) — wskaznik funkcjonowania PSII, Area — pole powierzchni nad
krzywa indukcji fluorescencji chlorofilu. Szczegdlowa analize mierzonych sygnatow
fluorescencji chlorofilu przeprowadzono réwniez wykorzystujac test OJIP, z wykorzystaniem
ktorego oznaczono fenomenologiczne strumienie energii w przeliczeniu na powierzchnie
badanej probki — CS:

e ABS/CS - absorpcja energii wzbudzenia przez probke fotosyntetyzujacg (CS) w
czasie zero (t =0),

e TRo/CS = ¢PO (ABS/CS) - pojemnos¢ zaabsorbowanej energii wzbudzenia przez
probke fotosyntetyzujaca PSII (CS), w czasie zero (t = 0),

e ETo/CS = ¢EO (ABS/CS) - transport elektronéow PSII fotosyntetyzujacej probki
(CS), w czasie zero (t = 0),

e DIo/CS = (ABS/CS) - (TRo/CS) - ilos¢ energii rozproszonej w postaci ciepta przez
PSII fotosyntetyzujacej probki (CS), w czasie t = 0,

e  Plaps - wskaznik funkcjonowania PSII w odniesieniu do absorpcji.

5.4.2. Wskazniki powierzchni asymilacyjnej (LAI) i indeks zielonosci lisci (SPAD)

W okresie wegetacji LAI (wskaznik powierzchni liSci) mierzono dwukrotnie, w fazie
liscia flagowego (BBCH 39) i w fazie pelni kloszenia (BBCH 55), przy uzyciu urzadzenia
SunScan Canopy Analysis System (Delta-T Devices Ltd., Cambridge, Wielka Brytania). Sonda
urzadzenia o dlugosci 1 m, wyposazona w 64 czujniki PAR, zostala umieszczona w tanie
ro§liny tuz nad powierzchnig gleby. W tym samym czasie drugi czujnik mierzacy
promieniowanie bezposrednie 1 rozproszone zostat umieszczony powyzej tanu roslin. Pomiary
promieniowania byly przesytane z sondy 1 czujnika do terminala PDA, ktory konwertowat 1
rejestrowal wartosci kwantowe promieniowania na powierzchnie lisci, wyrazong w m?
powierzchni lisci m™ gleby.

W tych terminach, jak réwniez w fazie drugiego liscia (BBCH 12) indeks SPAD zostat
okreslony na 30 najmtodszych lisciach, w 16 powtorzeniach dla kazdego genotypu, przy uzyciu
urzadzenia Minolta N-tester (Konica Minolta, Osaka, Japonia). Centralna czg¢s¢ blaszki
liSciowej zostata umieszczona w klipsie urzadzenia, ktére bylo wyposazone w zrodto swiatta
po jednej stronie i fotodetektor po drugiej stronie blaszki lisciowej. Gdy klips byt zamkniety,
zrodlo $wiatta Swiecito przez 1i$¢, a ilo§¢ §wiatla o dtugosci fali 650 nm 1 940 nm, ktora przeszia
przez blaszke liSciowa, byla odczytywana przez fotodetektor, ktory wskazywat ilos¢ $wiatta
pochlonigtego przez chlorofil. Na tej podstawie urzadzenie obliczato ilo§¢ chlorofilu w badanej
probce wyrazong w jednostkach SPAD.

5.4.3. Ocena cech biometrycznych i plonowania

W fazie kwitnienia (BBCH 59) okre$lono suchg mas¢ pedow nadziemnych, na kolejnych
ro$linach zebranych z rzedu o dtugoéci odpowiadajacej powierzchni 0,5 m?, na kazdym poletku.
Nastepnie w fazie dojrzalosci petnej (BBCH 89) na kazdym poletku doswiadczalnym
wyznaczono powierzchni¢ 1 m? i okre$lono liczbe ktosow ptodnych (z ziarniakami) i ptonnych
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(ktosy bez ziarniakow). W tej samej fazie rozwojowej z kazdego poletka losowo zebrano 30
ktoséw, na ktérych obliczono liczbe ziaren w klosie. Rosliny z poletek doswiadczalnych
zbierano za pomocg kombajnu poletkowego Winterstaiger Classic (Winterstaiger, Austria).
Plon ziarna oraz plon stomy oznaczono metoda wagowa po zbiorze, nastgpnie na podstawie
tych parametrow obliczono wielkos¢ biomasy nadziemnej w fazie dojrzalosci pelnej oraz
stosunek plonu ziarna do plonu stomy przedstawiony jako indeks zniwny (HI — ang. harvest
index). Masa 1000 ziaren zostata okreslona na podstawie probek pobranych po osiggnigciu
statej wilgotnosci ziarna wynoszacej 12%, na podstawie 500 sztuk, w dwdch powtdrzeniach
kazdego obiektu.

5.5. Analiza skladu chemicznego ziarna

5.5.1. Oznaczenie kwasow fenolowych

Zawartos¢ kwasoéw  fenolowych: kwasu galusowego (GA), kwasu 2,5-
dihydroksobenzoesowego (2. 5-DHBA), kwasu 4-dihydroksobenzoesowego (p-HBA), kwasu
protokatechowego (PCA), kwasu syringowego (SYA), kwasu p-kumarowego (p-CA), kwasu
chlorogenowego (CGA), kwasu kawowego (CA), kwasu synaptycznego (SA), kwasu
ferulowego (FA), oznaczono zgodnie z opisem Stuper-Szablewskiej i in. [2019]. Zmielone
probki ziarna o masie 0,2 g poddano hydrolizie alkalicznej w 4 ml 2M wodnego roztworu
wodorotlenku sodu, a nastepnie hydrolizie kwasowej w 2 ml 6M wodnego roztworu kwasu
solnego. Kwasy fenolowe ekstrahowano z fazy nieorganicznej eterem dietylowym (2 x 2 ml).
Nastepnie przeprowadzono hydrolize kwasowa ekstraktow eterowych w 3 ml 6M wodnego
roztworu kwasu solnego. Otrzymane ekstrakty eterowe odparowano do sucha w strumieniu
azotu, a nastepnie rozpuszczono w 1 ml metanolu. Analiz¢ chromatograficzng przeprowadzono
przy uzyciu wysokosprawnego chromatografu cieczowego Waters SDS 501 (Waters, Milford,
MA, USA) z detektorem Waters 486 Tunable Absorbance Detector (Waters, Milford, MA,
USA). Rozdzial chromatograficzny przeprowadzono na kolumnie RP C-18, 250 x 4 mm X 5
um. Jako fazg elucyjng zastosowano mieszaning acetonitrylu 0,2% (v/v) HCOOH w H-0
(gradient). Pomiar przeprowadzono przy dlugosci fali A = 320 i 280 nm. Identyfikacja
zwigzkow polegata na pordwnaniu czasu retencji badanego piku z czasem retencji wzorca
(Sigma-Aldrich, Poznan, Polska). Analizowano tylko zwigzang frakcje kwasow fenolowych.

5.5.2. Oznaczanie flawonoidow

Sktad flawonoidéw oznaczono metoda opisang w pracy Kobus 1 in. [2022].
Wyekstrahowane flawonoidy rozdzielono i1 zidentyfikowano za pomoca Agilent UPLC
wyposazonego w kolumne z odwroconymi fazami Nova-Pak C18 (3,9 x 150 mm, rozmiar
czastek 5 pm; obie firmy Waters, Milford, MA, USA). Rozpuszczalnikiem A byt 0,3% (v/v)
HCOOH w H>0, natomiast rozpuszczalnikiem B byt acetonitryl o czystosci HPLC. Szybkos¢
przeplywu rozpuszczalnikow utrzymywano na poziomie 1 ml/min. Profil gradientu byt
nastepujacy: 85% A w 0 minucie 1 25% A w 40 minucie. Faza ruchoma elucji gradientowe;j
byla nastepujaca: A, acetonitryl z 0,1% kwasem mrowkowym; i B, 1% wodna mieszanina
kwasu mréwkowego (pH = 2). Chromatogramy rejestrowano przy uzyciu detektora UV-Vis
przy A =370 nm. Rozdzielone zwigzki zidentyfikowano na podstawie mapowania czasu retencji
przy uzyciu zestawu wzorcoOw. Ilo$¢ nastepujacych flawonoidow oznaczono przy uzyciu
roztworéw wzorcowych (0,001-0,01 ug ml?t) poszczegélnych zwigzkéw (Sigma-Aldrich,
Poznan, Polska). Oznaczono siedem flawonoidow: naringening, witaksyne, rutyne, kwercetyne,
apigening, kampferol i luteing.
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5.5.3. Oznaczenie karotenoidow

Ekstrakty karotenoidow otrzymano ze zmielonych nasion (0,4 mg), ktore rozcierano
mieszaning acetonu i eteru (1:1). Nast¢pnie, po oddzieleniu tkanki roslinnej, aceton i frakcje
hydrofilowa usuni¢to z ekstraktu przez przemywanie woda. Wynikiem byt ekstrakt eterowy z
mieszaning pigmentow karotenoidowych. Tak przygotowany ekstrakt zatgzano w wyparce
proézniowej w temperaturze 35°C do uzyskania oleistej pozostatosci, a nastepnie trawiono w 2
ml metanolu (Merck, Rahway, NJ, USA) i poddawano analizie chromatograficznej. Luteing,
zeaksantyne 1 B-karoten oznaczono przy uzyciu Acquity UPLC (Waters, Milford, MA, USA) z
detektorem Waters Acquity PDA (Waters, USA). Rozdziat chromatograficzny
przeprowadzono na kolumnie Acquity UPLC® BEH C18 (100 mm X 2,1 mm, wielko$¢ czastek
1,7 um) (Waters, Milford, MA, USA). Elucj¢ przeprowadzono przy uzyciu rozpuszczalnika -
metanolu, wody i eteru tert-butylowo-metylowego (TBME). Zastosowano gradient przy
przeptywie 0,4 ml min?. Kolumna i probki byly termostatowane, temperature kolumny
wynosita 30°C, a temperature testowa 10°C. Podczas analizy roztwory byly odgazowywane w
aparacie Waters. Objetos¢ iniekcji wynosita 10 L. Odczyt przeprowadzono przy dtugosci fali
A =445 nm. Identyfikacj¢ zwigzkdéw oparto na widmach w zakresie od 200 do 600 nm, a czasy
retencji porownano ze standardami.

5.5.4. Oznaczenie wolnych kwasow tluszczowych

Probki (100 mg) umieszczono w probdéwkach hodowlanych o pojemnosci 17 ml,
zawieszono w 2 ml metanolu, potraktowano 0,5 ml 2 M wodnego wodorotlenku sodu i szczelnie
zamknieto. Proces zmydlania przeprowadzono przy uzyciu promieniowania mikrofalowego o
czestotliwosci 2450 MHz 1 maksymalnej mocy wyjsciowej 900 W. Probki napromieniowywano
(370 W) przez 20 s, a po ok. 5 min. przez kolejne 20 s. Po 15 min. zawartos¢ proboéwek
neutralizowano 1 M wodnym kwasem solnym, dodawano 2 mL MeOH i przeprowadzano
ekstrakcje pentanem (3-4 mL) wewnatrz probowek. Ekstrakty pentanu odparowano do sucha
w strumieniu azotu. W kolejnym etapie ekstrakty poddano metylacji przy uzyciu mieszaniny
bezwodnego metanolu 1 kwasu siarkowego (1:5, v/v). Do ekstraktu zawierajacego lipidy
dodano 0,5 ml metanolu, a nastepnie 0,15 ml mieszaniny metanolu i kwasu siarkowego (1:5,
v/v). Probki ogrzewano w temperaturze 70 °C przez 15 minut. Po schtodzeniu roztworu dodano
0,5 ml n-heksanu, a nastgpnie dodano wystarczajaca ilo§¢ wody, aby utworzy¢ dwie warstwy.
Goérna warstwe heksanu usunigto i poddano analizie w systemie UPLC klasy Acquity H
wyposazonym w detektor Waters Acquity PDA (Waters, USA). Rozdzial chromatograficzny
przeprowadzono na kolumnie Acquity UPLC® BEH C18 (150 mm % 2,1 mm, wielko$¢ czastek
1,7 um) (Waters, Irlandia). Elucj¢ przeprowadzono jako gradient przy uzyciu nastgpujacego
sktadu fazy ruchomej: A: acetonitryl; B: 2-propanol, przeptyw 0,17 mL min™. Pomiary stezen
steroli przeprowadzono przy uzyciu zewngtrznego wzorca przy dlugosci fali A = 195-300.
Zwiazki identyfikowano na podstawie poréwnania czasOw retencji badanego piku z czasem
retencji wzorca oraz poprzez dodanie okreslonej ilosci wzorca do badanej probki i powtdrzenie
analizy.

5.5.5. Oznaczenie antocyjanidyn

Ekstrakty antocyjanidyn otrzymano ze zmielonych nasion (5 g), ktore rozcierano z
mieszaning roztworu etanolowego (70%) 1 acetonu (1:1). Nastepnie, po oddzieleniu tkanki
ro$linnej poprzez filtracj¢ i odwirowanie, antocyjanidyny zostaty oddzielone od pozostatych
barwnikow na kolumienkach SPE. Tak przygotowany ekstrakt zatezono w wyparce prozniowe;j
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w temperaturze 35°C, rozpuszczono w 1 ml metanolu (Merck) i poddano analizie
chromatograficznej.  Analizowano nastepujace zwigzki: delfinidyne, luteolinidyng,
malwinidyne, peonidyne, petunidyne, rosiniddyne, aurantinidyne, cyjanidyne. Antocyjanidyny
oznaczono przy uzyciu Acquity UPLC (Waters, USA) z detektorem Waters Acquity PDA
(Waters, USA). Rozdzial chromatograficzny przeprowadzono na kolumnie Acquity UPLC®
BEH C18 (150 mm x 2,5 mm, wielko$¢ czastek 1,8 um) (Waters, Irlandia). Elucje
przeprowadzono przy uzyciu rozpuszczalnika A - metanolu, wody B i acetonitrylu C. Jako faze
elucyjng zastosowano mieszaning acetonitrylu 0,2% (v/v) HCOOH w H20O (gradient). Gradient
stosowano przy przeptywie 0,4 ml/min. Kolumna i probki byly termostatowane, temperatura
kolumny wynosita 30°C, a temperatura testu 10°C. Podczas analizy, roztwory byly
odgazowywane w aparacie Waters. Zwiazki zidentyfikowano na podstawie widm w zakresie
od 200 do 600 nm i czaséw retencji w porownaniu do wzorcow.

5.5.6. Oznaczenie fitomelaniny

Analize zawarto$ci fitomelaniny przeprowadzono w oparciu o protokdt analityczny
zaproponowany przez firm¢ Merck [https://www.sigmaaldrich.com], z wilasnymi
modyfikacjami. Ekstrakty fitomelaniny otrzymano ze zmielonych nasion (5 g), ktore rozcierano
z wodnym roztworem alkoholu etylowego (60%). Nastepnie, po oddzieleniu tkanki roslinnej
poprzez filtracje 1 odwirowanie, separacj¢ fitomelaniny od pozostatych barwnikéw
przeprowadzono na kolumienkach SPE. Tak przygotowany ekstrakt zatezano w wyparce
prézniowej w temperaturze 35°C, rozpuszczano w 1 ml metanolu (Merck) i poddawano analizie
chromatograficznej. Fitomelaning oznaczano przy uzyciu Acquity UPLC (Waters, USA) z
detektorem Waters Acquity PDA (Waters, USA). Rozdzial chromatograficzny
przeprowadzono na kolumnie Acquity UPLC® BEH C18 (250 mm x 2,5 mm, wielkos$¢ czastek
1,5 um) (Waters, Irlandia). Elucje przeprowadzono przy uzyciu rozpuszczalnika A - metanolu,
wody B 1 acetonitrylu C. Zastosowano gradient przy przeptywie 0,4 ml/min. Zwigzek
zidentyfikowano na podstawie czasOw retencji w pordéwnaniu do wzorcow.

5.5.7. Ocena potencjal antyoksydacyjnego

Zmiatanie wolnych rodnikow przy uzyciu stabilnego rodnika ABTS™ (kwas 2,2'-azyno-
bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy)) przeprowadzono zgodnie z modyfikacja ulepszone;j
metody ABTS" opisanej przez Zhou i wsp. [2018]. Test spektrofotometryczny przeprowadzono
na 96-dotkowych ptytkach. Ekstrakt (10 ul) lub etanol (10 ul, kontrola) dodawano do 195 ul
roztworu rodnika ABTS" i pozostawiano na 30 minut, az do uzyskania stabilnego odczytu
absorbancji. Spadek absorbancji przy 734 nm mierzono wzgledem proby Slepej (etanol).

5.6. Analiza statystyczna

Wyniki przedstawione w publikacji [P1] i [P3] analizowano za pomocg jednowymiarowej
dwuczynnikowej, a w publikacji [P2] tr6jczynnikowej analizy wariancji. R6znice pomiedzy
srednimi testowano za pomocag testu HSD Tucke'a przy p = 0,05. Wykres radarowy
przedstawiony w publikacji [P1] opracowany zostat w programie Grapher (Golden Softwear,
USA). Wszystkie wyniki przedstawiono jako $rednie =+ odchylenie standardowe.
Przeprowadzono réwniez analiz¢ korelacji prostej Pearsona, hierarchiczng analiz¢ skupien [P2]
1 analize glownych sktadowych (PCA). Wszystkie obliczenia wykonano przy uzyciu pakietu
statystycznego Statistica PL 13.0 (StatSoft, Krakow, Polska) [P2].
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6. Wyniki
6.1.Cechy fizjologiczne
6.1.1. Fluorescencja chlorofilu

Pierwszy pomiar fluorescencji chlorofilu przeprowadzony na siewkach jeczmienia w
stadium BBCH 12 wykazal istotne rdéznice w efektywnosci funkcjonowania aparatu
fotosyntetyzujagcego pod wplywem interakcji roku badan i genotypu (p < 0,05) [P1]. W
pierwszym sezonie badan, dla wigkszoSci parametrow oznaczanych w stadium siewki, nie
odnotowano istotnych réznic pomiedzy H. vulgare a alternatywnymi genotypami jeczmienia
(H. v. var. nigricans i H. v. var. rimpaui). Istotne réznice zaobserwowano jedynie w indeksie
ETo/CSo, ktory byt istotnie wyzszy u H. v. var. rimpaui niz u pozostalych genotypow.
Dodatkowo genotypy alternatywne roznity si¢ od siebie w 2021 roku pod wzgledem
parametrow ABS/CSo i TRo/CSo, ktore byly istotnie wigksze u H. v. var. rimpaui niz u H. v.
var. nigricans (Ryc. 3).

Legend
- A- H. v. nigricans 2021 H. v. nigricans 2022
®——® H.v. rimpaui 2021 4—— H.v. rimpaui 2022
@—® H. vulgare 2021 W F H. vulgare 2022

PIABS

3.00

Ryc. 3. Parametry fluorescencji chlorofilu w lisciach siewek Hordeum vulgare var. nigricans, H.
vulgare var. rimpaui, and H. vulgare. a—d — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami r6znig si¢
istotnie przy p < 0,05 [P1].

W drugim roku badan obserwowano znacznie wigksze zrdoznicowanie miedzy
genotypami. Wigksze wartosci wskaznikow Fv/Fo, Fy/Fm 1 Plags w 2022 r. odnotowano u H. v.
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var. rimpaui. Pierwsze dwa parametry byly istotnie wigksze u H. v. var. rimpaui niz u
pozostatych genotypoéw, podczas gdy Plags byt istotnie wigkszy u H. v. var. rimpaui tylko w
poréwnaniu z H. v. var. nigricans. W drugim roku badan genotyp jeczmienia wspolczesnego
charakteryzowat si¢ istotnie wyzszg powierzchnig (Area), ETo/CSo I TRo/CSo niz genotypy
alternatywne. H. v. var. nigricans w 2022 r. wykazywatl najwigksze wartosci wskaznikow
DIo/CSo i ABS/CSp w porownaniu z pozostatymi genotypami. Wartosci tych parametréw byty
istotnie wigksze dla tego genotypu o 42,1% i 10,2% w poréwnaniu z H. vulgare oraz 90,3% i
24,5% niz u H. v. var. rimpaui (Ryc. 3).

Tabela 1. Parametry fluorescencjia chlorofilu lisci podflagowego i flagowego Hordeum vulgare var.

nigricans, H. vulgare var. rimpaui i H. vulgare [P1].

Rok Genotyp Fv/Fm FvlFo Plags
Lis¢ podflagowy
H. v. nigricans 0,789 ¢ £+ 0,007 3,78 ¢+ 0,172 2,05d+0,163
2021 H. v. rimpaui 0,789 ¢ £ 0,013 3,84 ¢+ 0,183 1,93 d+0,266
H. vulgare 0,806 ab + 0,014 4,25 ab+0,176 3,96 ¢+ 0,518
H. v. nigricans 0,815 a+ 0,004 4,42 a+0,118 5,14b+0,635
2022 H. v. rimpaui 0,797 bc + 0,013 3,96 ¢ + 0,288 4,04 c+0,714
H. vulgare 0,806 ab + 0,009 4,18b+0,234 582a+1,28
Lis¢ flagowy
H. v. nigricans 0,835a+0,015 4,94 a+ 0,076 5,10 ¢ +£ 0,583
2021 H. v. rimpaui 0,827 ab + 0,006 4,79 a+ 0,188 5,90 be £ 1,09
H. vulgare 0,805 cd + 0,009 4,16 ¢+ 0,234 4,84 ¢c+0,422
H. v. nigricans 0,808 cd + 0,007 4,25 bec + 0,220 6,36 b+ 1,06
2022 H. v. rimpaui 0,790 d + 0,029 3,71d+0,421 5,08c+1,44
H. vulgare 0,811 bc + 0,026 4,47 b+ 0,250 7,51 a+1,39

a-d - érednie warto$ci w kolumnach oznaczone réznymi literami rdznig si¢ istotnie przy p < 0,05; "+" odnosi sig
do odchylenia standardowego.

Na fluorescencj¢ chlorofilu w lisciach podflagowym 1 flagowym, opisang parametrami
takimi jak Fv/Fm, Fv/Fo, lub Plags, miata wptyw interakcja roku badan i genotypu (p < 0,05)
[P1]. W 2021 r. wartosci Fv/Fm | Fv/Fo oceniane na lisciu podflagowym byly znacznie wigksze
u H. vulgare niz u alternatywnych genotypow jeczmienia (H. v. var. nigricans i H. v. var.
rimpaui) (Tabela 1). W 2022 tylko Fv/Fo miatl wigkszg wartos¢ u H. vulgare niz u H. v. var.
rimpaui. W 2021 r. wskazniki Fv/Fm | Fv/Fo pierwotnych genotypow byty podobne, podczas
gdy w 2022 r. H. v. var. nigricans charakteryzowat si¢ wigkszymi warto$ciami tych parametrow
w poréwnaniu z H. v. var. rimpauli.

Analiza wskaznikoéw Fv/Fm | Fv/Fo wskazuje na odmienng reakcje badanych genotypow
niz wezesniej opisang dla parametrow mierzonych na lisciu podflagowym (Tabela 1). W 2021
r. alternatywne genotypy jeczmienia charakteryzowaly si¢ wigkszymi warto§ciami parametrow
Fv/Fm 1 Fv/Fo niz jeczmien zwyczajny (H. vulgare). W 2022 r. wartosci tych wskaznikow byty
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podobne u H. v. var. nigricans i H. vulgare. W tym samym roku warto$¢ parametru Fv/Fo w
jeczmieniu kapturkowym (H. v. var. rimpaui) byta najmniejsza wsroéd badanych genotypow, a
warto$¢ wskaznika Fv/Fm byta znacznie mniejsza tylko w porownaniu z H. vulgare (Tabela 1).

Pomiary wskaznika witalno$ci PSII (Plags) na liSciu podflagowym w 2021 r. oraz
lisciach podflagowym i flagowym w 2022 r. wykazaty wigkszong warto$¢ tego wskaznika w
jeczmieniu zwyczajnym (H. vulgare) w poréwnaniu z alternatywnymi genotypami jeczmienia
(H. v. var. nigricans i H. v. var. rimpaui) (Tabela 1). H. v. rimpaui charakteryzowatl sig¢
mniejszymi warto§ciami Plags liscia podflagowego i flagowego w 2022 roku. Nie byto réznic
w parametrze Plass migdzy genotypami w analizie lisci flagowych 2021.

6.1.2. Wskaznik powierzchni asymilacyjnej liSci (LAI) i indeks zielonoSci liScia
(SPAD)

Pomiary LAI prowadzone w fazach BBCH 35 i BBCH 57 wskazuja, ze wskaznik ten
byl $rednio dla badanych genotypéw odpowiednio o 71,4 i 19,9% wickszy w 2021 r. w
poréwnaniu z 2022 r. (Tabela 2). Obserwowany byt rowniez istotny wptyw interakcji rok x
genotyp w ksztattowaniu wskaznika powierzchni lisci (LAI).

Tabela 2. Wskaznik powierzchni lici (LAI) Hordeum vulgare var. nigricans, H. vulgare var. rimpaui i
H. vulgare w fazie liscia podflagowego (BBCH 35) i w fazie ktoszenia (BBCH 57) [P1].

Rok Genotyp LAl w BBCH 35 LAl w BBCH 57
H. v. nigricans 3,49b+0,733 3,00 b+ 0,515

2021 H. v. rimpaui 4,51 a+ 0,516 3,14 a+ 0,598
H. vulgare 2,50 ¢+ 0,539 2,34 ¢+ 0,268
H. v. nigricans 1,76 de £ 0,261 2,44 ¢+ 0,530

2022 H. v. rimpaui 2,03d+0,382 2,55bc+0,421
H. vulgare 1,46 ¢ £ 0,253 2,08 ¢ + 0,560

a-d - $rednie wartosci w kolumnach oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie przy p < 0,05; "+" odnosi si¢
do odchylenia standardowego

W 2021 r. wskaznik LAI jeczmienia kapturkowego (H. v. var. rimpaui) byt wiekszy w
porownaniu z H. v. nigricans i H. vulgare zarowno w fazie liscia flagowego, jak i ktoszenia. W
2022 r. warto$¢ LAI H. v. var. rimpaui byta znacznie wigksza tylko w poréwnaniu do 'Soldo’
H. vulgare w fazie liscia podflagowego (Tabela 2). W 2022 roku LAI poréwnywanych
genotypOw czarnego jeczmienia nie roéznito si¢ znaczaco w obu analizowanych fazach rozwoju
jeczmienia.

Wskaznik zielonosci liscia (SPAD), srednio dla badanych genotypow byt wigkszy w
2022 r. niz w 2021 r., 0 10,3% w fazie siewki, 0 36,1% na fazieliscia podflagowego i 0 38,1%
w fazie ktoszenia (Tabela 3).

Zarébwno w 2021 r. jak i w 2022 r. H. vulgare w fazie siewki (BBCH 12)
charakteryzowatl si¢ wyzszymi wartosciami wskaznika SPAD niz H. v. var. rimpaui. W fazie
liscia podflagowego (BBCH 35) 1 w fazie ktoszenia (BBCH 57) wykazano istotny wpltyw
interakcji genotyp x rok badan na ten parametr. W 2021 r. SPAD w fazie li$cia podflagowego
(BBCH 35) byt on istotnie wigkszy u jeczmienia zwyczajnego (H. vulgare) w poréwnaniu z H.
v. var. nigricans i H. v. rimpaui (Tabela 3). Z kolei pomiar w tym samym roku w BBCH 57
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wskazywal na mniejsze wartosci tego wskaznika u H. vulgare w poréwnaniu z H. v. var.
nigricans. Analiza SPAD w 2022 r. w obu fazach rozwoju roslin (BBCH 35 i BBCH 57) nie
wykazala znaczacych réznic migdzy genotypami.

Tabela 3. Indeks zielonosci liscia (SPAD) w fazie siewki (BBCH 12), li$cia podflagowego (BBCH 35)
i w ktoszenia (BBCH 57) Hordeum vulgare var. nigricans, H. vulgare var. rimpaui i H. vulgare [P1].

Rok Genotyp SPAD BBCH 12 SPAD BBCH 35 SPAD BBCH 57
H. v. nigricans 3459b+ 75,6 310,3 ¢+ 7,83 4574b+21,76
2021 H. v. rimpaui 285,6 ¢ + 53,13 324,0c+13,4 470,9 b +20,7
H. vulgare 3814b+524 4044b+13,1 370,8c£85,1
H. v. nigricans 383,1b+37,6 470,7a+25,1 590,9 a + 59,00
2022 H. v. rimpaui 3523b+46,4 456,7a+29,4 571,5a+47,1
H. vulgare 465,9 a+35,9 486,3 a+ 56,3 590,1 a +48,9

a-d - érednie warto$ci w kolumnach oznaczone réznymi literami rdznig si¢ istotnie przy p < 0,05; "+" odnosi sig
do odchylenia standardowego

6.2.Cechy biometryczne i plonowanie roslin

W 2021 r. ilo$¢ suchej masy pedéow w fazie kwitnienia wszystkich analizowanych
genotypéw byla podobna i znacznie wicksza (o 28,5%) w pordéwnaniu z 2022 r. Ilosé
skumulowanej masy pedow alternatywnych genotypow jeczmienia (H. v. var. nigricans i
Hordeum v. var. rimpaui) w 2022 r. byta na ogét wieksza niz biomasa pedow H. vulgare, przy
czym roznica byta statystycznie istotna tylko dla H. v. rimpaui (Tabela 4).

Tabela 4. Sucha masa pedow nadziemnych w fazie kwitnienia, liczba ktosow ptodnych i ptonych H.
vulgare var. nigricans, H. vulgare var. rimpaui i Hordeum vulgare [P1].

Rok Genotyp Sucha masa pedow Liczba ktosow Liczba ktosow
nadziemnych ptodnych ptonnych
(gm? (szt. ro$lina™t) (szt. m?)
2021 H. v. nigricans 728,2a+98,5 2,05 bc £ 0,217 8,06 ¢ + 8,13
H. v. rimpaui 776,8a+129,5 2,16 ab £ 0,250 2,56 ¢+ 3,27
H. vulgare 7752a+111,0 2,36 a+ 0,192 1,75¢+1,57
H. v. nigricans 575,1 bc £ 79,4 1,68 d £0,208 103,44 a + 46,32
2022 H. v. rimpaui 678,2 ab+ 1459 1,87 ¢cd £0,271 68,88 b+ 31,73
H. vulgare 558,0c+127,4 1,77d+0,278 75,63 b +26,75

a-d - érednie warto$ci w kolumnach oznaczone réznymi literami rdznia si¢ istotnie przy p < 0,05; "+" odnosi si¢
do odchylenia standardowego.

W 2021 r. liczba ktoséw ptodnych z rosliny u badanych genotypow byta wieksza niz w
2022 r. (Tabela 4). Analiza interakcji genotyp x rok wykazata, ze w 2021 r. odmiana 'Soldo’ H.
vulgare wyksztalcita istotnie wiecej ktosow ptodnych z rosliny w poréwnaniu z H. v. var,
nigricans, podczas gdy w 2022 r. parametr ten byt podobny u wszystkich poréwnywanych
genotypow.
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Liczba pedéw generatywnych na powierzchni 1 m? u poszczegdlnych genotypow byta
podobna w obu latach badan i wynosita §rednio 684 w przypadku H. v. var. nigricans, 685 u H.
v. var. rimpaui i 695 u H. vulgare (Ryc. 4). Analiza interakcji genotyp x rok wykazala, ze w
2021 roku wspotczesna odmiana jeczmienia rozwingta wiecej pedow generatywnych na 1 m?
w poréwnaniu z H. v. var. nigricans.

W 2021 r. prawie wszystkie pedy generatywne (Srednio 99,4%) rozwingly klosy z
ziarnami. W 2022 r. niektore pedy generatywne (Srednio 11,4%) mialy klosy ptonne (bez
ziarna). Wzrost liczby takich pedow (sterylnych pedow generatywnych) w 2022 r. odnotowano
u kazdego genotypu. H. v. var. nigricans zazwyczaj miat ich wiecej niz inne genotypy, ale
rdznica byla statystycznie istotna wytgcznie w 2022 roku (Tabela 4).

Liczba ziaren w klosie byta istotnie mniejsza w 2022 r. niz w 2021 r. (§rednio o 15,6%
dla genotypow). W 2021 r. liczba ziaren w ktosie H. v. var. rimpaui i odmiany 'Soldo' H. vulgare
byta podobna i istotnie wigksza w poroéwnaniu z H. v. var. nigricans (Ryc. 4). Jednak w 2022
roku oba alternatywne genotypy jeczmienia (H. v. var. nigricans i H. v. var. rimpaui)
wytworzyly mniej ziaren w klosie w porownaniu z H. vulgare.

Masa tysigca ziaren (MTZ) byta mniejsza dla kazdego z testowanych genotypéw w
2022 r. w porownaniu zZ 2021 r. ($rednio o 15,6%) [P1]. W 2021 r. masa tysigca ziaren H. v.
var. nigricans byta wigksza niz u H. v. var. rimpaui, z kolei w 2022 r. zalezno$¢ ta byta
odwrotna. W obu latach badan MTZ odmiany 'Soldo’ H. vulgare byla wigksza niz
alternatywnych genotypow jeczmienia (H. v. var. nigricans i H. v. var. rimpaui) (Ryc. 4).

W przypadku kazdego z badanych genotypow plon ziarna w 2021 r. byt mniejszy
($rednio o 34%) w poréwnaniu z plonem w 2022 r. W 2021 r. odmiana 'Soldo’ H. vulgare data
znacznie wigkszy plon ziarna w poréwnaniu z alternatywnymi genotypami jeczmienia. Jednak
w 2022 r. plony ziarna H. v. var. rimpaui i H. vulgare byty podobne i znacznie wigksze niz
plony H. v. var. nigricans (Ryc. 4).

Plon badanych genotypow jeczmienia W Systemie konwencjonalnym w latach 2021-
2022 wynosit $rednio 4,92 t ha w konwencjonalnym systemie gospodarowania. W systemie
ekologicznym byt on znacznie mniejszy i wynosit 1,74 t ha® [P3]. Plon ziarna jeczmienia
zwyczajnego H. vulgare byt istotnie wigkszy niz H. vulgare var. nigricans i H. vulgare var.
rimpaui [P3]. Nalistna aplikacja biostymulatora aminokwasowego nie miala istotnego wplywu
na plon ziarna badanych genotypow jeczmienia w zadnym z systemow gospodarowania [P3].

Plony stomy, jak rowniez ziarna kazdego genotypu byly mniejsze w 2022 r. w
porownaniu z 2021 r. ($rednio o 28%). W 2021 r. masa stomy H. v. var. rimpaui byta wigksza
niz H. v. var. nigricans; jednak w 2022 r. nie bylo znaczacych r6znic pomigdzy genotypami
alternatywnymi. W kazdym z ocenianych lat badan plon stomy byl najmniejszy u wspolczesne;j
odmiany 'Soldo' H. vulgare.
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Ryc. 4. Plon ziarna i elementy strukturalne plonowania Hordeum vulgare var. nigricans, H. vulgare var.
rimpaui i H. vulgare. Stupki btedéow wskazuja odchylenie standardowe. a-e-srednie warto$ci oznaczone

roéznymi literami wskazujg na istotne réznice (p < 0,05) [P1]

Wykazano wpltyw interakcji genotyp x rok na warto$¢ indeksu zniwnego. W 2021 r. byt
on wigkszy w porownaniu z 2022 r. w H. vulgare cv. 'Soldo' i H. v. var. nigricans (Tabela 5).
W obu latach indeks zniwny H. vulgare cv. 'Soldo’ byt istotnie wigkszy niz w przypadku
genotypow pierwotnych. W 2021 r. H. v. var. nigricans wykazywat istotnie wigksza warto$¢

tego wskaznika niz H. v. rimpaui.

Tabela 5. Plon stomy i indeks zniwny Hordeum vulgare var. nigricans, H. vulgare var. rimpaui i H.

vulgare [P1].

Rok Genotyp Plon stomy Indeks Zniwny
(that)
2021 H. v. nigricans 5,35b+ 0,549 0,510 ¢ +0,028
H. v. rimpaui 5,87 a+ 0,415 0,478 d £ 0,015
H. vulgare 4,69 c+ 0,511 0,591 a+ 0,028
2022 H. v. nigricans 3,84 d + 0,268 0,484 d £ 0,032
H. v. rimpaui 4,22 d + 0,357 0,481 d+0,018
H. vulgare 3,35¢+0,334 0,555b+0,013

a-d - érednie warto$ci w kolumnach oznaczone réznymi literami roznig si¢ istotnie przy p < 0,05; "+" odnosi si¢

do odchylenia standardowego.
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6.3. Zaleznosci pomiedzy cechami fizjologicznymi, biometrycznymi i
plonowaniem

Obliczono wspotczynnik korelacji prostej Pearsona migdzy parametrami fluorescencji
chlorofilu (Fv/Fm, Fy/Fo, i1 Plass) a indeksem chlorofilu (SPAD) (Tabela 6). Wspotczynnik
korelacji dla SPAD i parametru Plags, zarowno w BBCH 35, jak i BBCH 57, dla wszystkich
trzech genotypoéw byt dodatni, z wyjatkiem H. v. rimpaui na etapie BBCH 57, dla ktérego
korelacja nie byla istotna. Zalezno$¢ pomiedzy parametrami Fv/Fm i Fv/Fo oraz SPAD byla
rézna w zalezno$ci od genotypu. W obu genotypach jeczmienia czarnego, W fazie BBCH 57
korelacja dla Fv/Fm i Fv/Fo oraz SPAD byta ujemna (Tabela 6). Jednak pomiar we
wczesniejszym etapie wzrostu (BBCH 35) wskazywal na istotng, pozytywna korelacje
pomiedzy tymi wskaznikami tylko u H. v. nigricans.

Tabela 6. Zalezno$ci migdzy indeksem zielonosci liscia (SPAD) w fazie liscia podflagowego (BBCH
35) i w fazie ktoszenia (BBCH 57) a parametrami fluorescencji chlorofilu (Fv/Fm, Fu/Fo i Plags) dla
Hordeum vulgare var. nigricans, H. vulgare var. rimpaui i H. vulgare (wspoétczynniki korelacji prostej
Pearsona) [P1].

Faza Cecha H. v. nigricans H. v. rimpaui H. vulgare
SPAD
Fv/Fm 0,902 * 0,292 —0,007
BBCH 35 Fv/Fo 0,884 * 0,261 —0,275
Plags 0,925* 0,853 * 0,381 *
FviFm —0,585 * —0,620 * 0,240
BBCH 57 Fv/Fo -0,738 * -0,752 * 0,615 *
Plags 0,488 * —0,314 0,677 *

* - istotne przy p < 0,05

Obliczono réwniez wspotczynniki korelacji dla wskaznika powierzchni lisci (LAI),
cech biometrycznych i agronomicznych oraz plonu ziarna kazdego genotypu (Tabela 7).
Parametr LAI, oznaczony w fazie licia podflagowego (BBCH 35), wykazat istotnie silna,
pozytywna korelacje¢ z wydajnos$cig ziarna wszystkich analizowanych genotypow. Jednak na
pozniejszym etapie rozwoju roslin (BBCH 57) korelacja ta byla istotna tylko dla
alternatywnych genotypow jeczmienia.

Tabela 7. Zalezno$ci migdzy plonem ziarna a wskaznikiem powierzchni lisci (LAI) oraz cechami
biometrycznymi i agronomicznymi Hordeum vulgare var. nigricans, H. vulgare var. rimpaui i H.
vulgare (wspotczynniki korelacji prostej Pearsona).

Cecha H. v. nigricans H. v. rimpaui H. vulgare
LAl w BBCH 35 0,779 * 0,917 * 0,737 *
LAl w BBCH 57 0,469 * 0,561 * 0,221
Sucha masa pedow w fazie 0,667 * 0,378 * 0,711 *
kwitnienia
Liczba ktoséw ptodnych na 1 m? —0,248 -0,011 0,364 *
MTZ 0,917 * 0,852 * 0,827 *
Liczba ziaren w klosie 0,834 * 0,722 * 0,915 *

* - istotne przy p < 0,05
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Wykazano pozytywna korelacje pomigdzy biomasa pedow w fazie kwitnienia a
koncowym plonem ziarna, zarowno dla jeczmienia czarnego, jak i H. vulgare (Tabela 7).
Obliczone wspotczynniki korelacji dla gtéwnych sktadowych plonu, takich jak MTZ i liczba
ziaren w klosie dla H. v. var. nigricans, H. v. var. rimpaui i H. vulgare, wskazuja na istotnie
silny lub bardzo silny, pozytywny zwiazek migdzy tymi parametrami a plonem ziarna (Tabela
7).

Przeprowadzono rowniez analiz¢ skltadowych gltownych (PCA) dla cech
biometrycznych fizjologicznych i plonowania. Calkowita wariancja dla parametrow
agronomicznych i biometrycznych zostata opisana w 100% przez dwie gtéwne sktadowe - PC1
(67,11%) i PC2 (32,89%) (Ryc. 5). Przeprowadzona analiza wskazuje na silny zwigzek
pomiedzy plonem ziarna a masg tysigca ziaren, liczbg ziaren w ktosie oraz indeksem zniwnym.
Cechy te byly zalezne u odmiany wspotczesnej jeczmienia. Po przeciwleglej stronie wykresu
dla indeksu zniwnego oraz MTZ znalazty si¢ plon stomy oraz sucha masa pedéw nadziemnych,
co wskazuje na ujemng korelacje tych cech. Plon stomy i sucha masa p¢dow nadziemnych byty
najsilniej zwigzane z H. v. rimpaui. Analiza wskazata rowniez na zwigzek liczby kloséw
ptonnych z H. v. var. nigricans. Wsroéd badanych cech liczba ktosow ptodnych byta w
najmniejszym stopniu réznicowana przez genotyp.
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Ryc. 5. Wyniki analizy sktadowych gtownych (PCA) dla parametréw biometrycznych i plonowania
Hordeum vulgare var. nigricans, H. vulgare var. rimpaui i H. vulgare [P1].

6.4. Zawartos¢ i kompozycja zwiazkow bioaktywnych w ziarnie
6.4.1. Zawartos$¢ i kompozycja kwaséw fenolowych

W ziarniakach jeczmienia z obu systemow uprawy dominujacg grupg zwigzkéw fenolowych
byty kwasy fenolowe. W obu systemach gospodarowania $rednia ich zawarto$¢ byla wigksza
w genotypach alternatywnych niz u H. v. vulgare [P3]. Dominujagcym genotypem pod
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wzglgdem zawartosci tych zwigzkéow byt H. v. rimpaui, zwlaszcza poddany aplikacji
biostymulatora (Tabela 8). Biostymulator bardzo silnie oddziatywal na kwasy fenolowe,
ktorych zawarto$¢ po jego aplikacji wzrosta srednio dla wszystkich genotypow prawie o 41%
w systemie konwencjonalnym oraz o 38% w ekologicznym (Tabela 8). Jednak analiza
interakcji wykazata stymulujacy wpltyw biostymulatora na koncentracj¢ kwasoéw fenolowych
jedynie w genotypach pierwotnych jeczmienia, natomiast nie bylo takiego wplywu u H. v.
vulgare (Tabela 8).

Tabela 8. Zawartos¢ zwiazkow fenolowych w ziarnie badanych genotypdw jeczmienia uprawianych w
konwencjonalnym i ekologicznym systemie gospodarowania [P3]

Genotyp Czynnik  Kwasy fenolowe Flawonoidy Antocyjanidyny Zwigzki
ogolem ogotem ogolem fenolowe ogotem
(mg kg™) (mg kg™) (mg kg™) (mg kg™)
System konwencjonalny
H. v. nigricans B 1137 b+ 40,1 427b+3,19 1,43 ¢+ 0,015 1565b+43,9
K 856 ¢ + 24,3 381 ¢+9,40 1,78 b+ 0,035 1239c¢+33/4
H. v. rimpaui B 1371 a+ 54,5 555a+33,7 1,89 a+ 0,053 1928 a+ 80,6
K 777 c¢+57,1 397 bc £ 18,7 1,23 d+ 0,044 1175 ¢+ 60,5
H. vulgare B 566d=+11,0 115d+4,89 0,00 e + 0,00 681d=+15,8
K 552 d+5,03 86,6 d + 5,07 0,00 e £ 0,00 639 d+ 8,29
System ekologiczny
H. v. nigricans B 1437b £ 81,4 584b+15,8 1,59¢+0,118 2023 b+70,2
K 1199 ¢ + 18,2 604 ab + 22,2 2,03b+0,231 1805 c+22,8
H. v. rimpaui B 2102 a+ 63,3 689 a+75,8 2,54 a+ 0,156 2794 a+ 136,4
K 1176 ¢ + 80,2 637 ab + 14,6 1,74 bc +£ 0,231 1815 bc+ 75,2
H. vulgare B 845d=+50,8 228 c+ 124 0,00 d 0,00 1073 d £ 63,2
K 795 d+ 58,6 184 c+ 14,1 0,00d +0,00 978 d+57,9

a-e - $rednie wartosci w kolumnach oznaczone réznymi literami r6éznia si¢ istotnie przy p < 0,05; znak + odnosi
si¢ do odchylenia standardowego
B — aplikacja nalistna biostymulatora aminokwasowego; K — kontrola bez aplikacji

Sposrod kwasow fenolowych zidentyfikowanych w analizowanym ziarnie dominowat
kwas ferulowy, nieco mniej byto kwasu 2,5-hydroksybenzoesowego, syryngowego i
kawowego, natomiast najmniejsza zawarto§¢ w ziarniakach stwierdzono dla kwasu
synapowego oraz 4-hydroksybenzoesowego (Tabele 9 i 10). Ziarno H. v. rimpaui cechowato
si¢ najwyzsza, wsrod badanych genotypow zawartoscig kwasu 2,5-hydroksybenzoesowego,
protokatechowego, syryngowego, kawowego, synapowego oraz ferulowego. H. v. nigricans w
porownaniu z H. v. rimpaui zawieral istotnie mniej wymienionych fenolokwasoéw
(odpowiednio o 19,3%, 18,3%, 19,9%, 37,5%, 61,2% i 12,3%). Genotypy 0 czarno
zabarwionym ziarnie zawieraly blisko dwukrotnie wiecej kwasu 2,5-hydroksybenzoesowego,
protokatechowego, kawowego i ferulowego oraz ponad o$miokrotnie wigcej kwasu
syryngowego niz odmiana 'Soldo' H. vulgare (Tabele 9 i 10). Z kolei wspotczesna odmiana
jeczmienia zawierata istotnie wigcej kwasu galusowego i chlorogenowego.
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Tabela 9. Zawartos¢ kwasow fenolowych - pochodnych kwasu hydroksybenzoesowego w ziarnie

jeczmienia [P2].
Genotyp Czynnik GA 2,5-DHBA 4-p-HBA PCA SYA
(mg kg) (mg kg) (mg kg) (mg kg™ (mg kg™
System konwencjonalny
Hov. B 10,2d +0,58  40,1cd +1,50 15,4a-¢ +0,82 18,4cd +2,16 51,3b 40,88
rigricans K 12,9d £0,12 44,5b-d +2,63 15,3a-c +0,70 5,9ef +0,61 49,4b +1,04
Hov. B 18,7¢ +0,36 65,1a+3,09 18,2a +1,94 16,2c-e +1,83  64,4ab+11,38
rimpatt K 12,3d +0,93 46,0b-d 1,72 11,7bc £1,68 21,3bc +1,02 60,4ab +1,05
H. vulgare B 26,2ab 31,5de £0,99 15,4a-c +1,33 5,3f 0,46 6,6¢ £0,40
K 16,?272?,47 20,5¢ +1,03 10,9¢ +0,34 3664039  58c+0,53
System ekologiczny
_ H._ V. B 18,1¢ +0,23 46,4a-d £0,73 16,1ab +0,25 31,2ab +0,36 54,4b £2,07
nigricans K 18,9¢ +0,76 51,6a-c £2,17 16,6ab +0,66 34,0a+1,41 58,9ab +1,88
H.v. B 26,4ab 61,4ab +15,01 18,32 +3,88 38,1a+11,88  76,1a+16,98
rimpaui +1,53
K 16,9¢ £2,50 53,9a-c +2,97 14,2a-c +2,87 34,0a +0,60 66,4ab +4,74
H. vulgare B 29,6a +1,53 38,0de £2,71 15,5a-c +1,34 7,4ef £0,95 8,9¢ £0,95
K 23,351b 31,1de +11,60 16,3ab £2,67 8,0d-f+1,03 6,8¢c +1,37
+1,64

a-f - $rednie wartosci w kolumnach oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie przy p < 0,05; znak + odnosi
si¢ do odchylenia standardowego

B — aplikacja nalistna biostymulatora aminokwasowego; K — kontrola bez aplikacji; GA — kwas galusowy, 2,5-
DHBA - kwas 2.5-dihydroksobenzoesowy, p-HBA — kwas 4-dihydroksobenzoesowy, PCA — kwas
protokatechowy, SYA — kwas syryngowy

Zawartos¢ analizowanych  kwasow fenolowych (z  wyjatkiem  4-
dihydroksybenzoesowego) byta istotniec wigksza w ziarnie pochodzgcym z ekologicznego
systemu uprawy w poroOwnaniu do konwencjonalnego (Tabela 1 i1 2). Najwigkszy wzrost
zawartosci kwasow fenolowych w ziarnie ekologicznym w poréwnaniu do ziarna z systemu
konwencjonalnego odnotowano dla kwasu syryngowego, ferulowego, oraz protokatechowego,
odpowiednio 0 32,2%, 50,6% i116,1%. Reakcja na system gospodarowania roznita si¢ jednak
w zalezno$ci od genotypu. Odmiana 'Soldo' w warunkach uprawy ekologicznej gromadzita w
ziarnie istotnie wigcej kwasu ferulowego natomiast H. v. nigricans i H. v. rimpaui kwasu
protokatechowego w poréwnaniu do uprawy konwencjonalnej (Tabele 9 i 10).

Wplyw na zawarto$¢ kwasow fenolowych w ziarnie miata takze nalistna aplikacja
biostymulatora na bazie aminokwaséw w okresie wegetacji jeczmienia (Tabele 9 i 10). Srednio
dla badanych genotypdw ziarno po aplikacji biostymulatora zawierato istotnie wigcej kwasu
galusowego, 2,5-hydroksybenzoesowego, 4-hydroksybenzoesowego, chlorogenowego,
kawowego i ferulowego (odpowiednio o 32,4%, 14,2%, 16,3%, 28,0%, 24,7% i 39,8%) w
porownaniu z kontrola. Reakcja na biostymulator byla odmienna u genotypéw jgczmienia.
Zarowno w ekologicznym jak 1 konwencjonalnym systemie uprawy zastosowanie
biostymulatora spowodowato zwigkszenie koncentracji kwasu galusowego u odmiany 'Soldo’,
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oraz kwasu kawowego i ferulowego w genotypach pierwotnych jeczmienia (H. v. nigricans i
H. v. rimpaui). Biostymulator miat korzystny wptyw na koncentracj¢ kwasu synapowego w
ziarnie H. v. nigricans wytacznie w uprawie konwencjonalnej, natomiast H. v. rimpaui w
uprawie ekologicznej.

Tabela 10. Zawarto$¢ kwaséw fenolowych - pochodnych kwasu hydroksycynamonowego w ziarnie

jeczmienia [P2].
Genotyp Czynnik p-CA CGA CA SA FA
(mg kg*) (mg kg*) (mg kg) (mg kg) (mg kg)
System konwencjonalny

- H: V. B 26,5a+ 0,69 14,8cd +0,36 61,1c +0,83 7,00b-d +£0,61 889¢ +38,2
nigricans K 21,4a+0,94 13,1cd £0,86 15,7¢ £0,84 1,96f +0,55 677d £24.4
_H. V. B 30,3a £1,02 17,4bc £3,71 123a +3,17 7,72b-f £1,52 1010bc +1,5
rimpatt K 29,6a +0,64 15,3cd £2,43 11,5¢ £0,91 13,7b £1,67 555de +59,6

H. vulgare B 32,1a+5,71 23,7ab £3,07 31,1d £2,97 2,16£+0,36 3921 +3,7
K 25,52 +0,84 10,3d +£0,94 31,0d £5,67 12,4b-d +1,08 415ef+6,6

System ekologiczny

_ H._ V. B 29,4a +0,32 15,8¢cd £0,26 74,6b £5,86 5,46ef £0,46 1146b +80,6
nigricans K 31,1a+1,32 16,3cd +0,64 18,7e +0,75 4,63ef+0,42 948c +£23,7
_H.V. _ B 353a=+11,5 17,9bc £3,84 121a+4,19 21,1a+3,19 1686a £27,3
rimpadt K 31,6a+0,68  13,9cd 2,92 16,6¢ +2,54 6,59d-f +4,54 922¢ £74,6
H. vulgare B 34,6a 43,40 30,0a +0,68 38,3d 0,84 9,29b-¢ +0,94 633d +37,1
K 37,1a£12,3 24,5a +1,05 35,6d +1,08 12,8bc +1,40 599d +£72,8

a-f - érednie wartoéci w kolumnach oznaczone r6znymi literami r6znig si¢ istotnie przy p < 0,05; znak + odnosi
si¢ do odchylenia standardowego

B — aplikacja nalistna biostymulatora aminokwasowego; K — kontrola bez aplikacji; p-CA — kwas p-kumarowy,
CGA — kwas chlorogenowy, CA — kwas kawowy, SA — kwas synapowy, FA — kwas ferulowy

6.4.2. Zawartos¢ i kompozycja flawonoidow

Zawartos¢ flawonoidéw byta wigksza w jeczmieniach pierwotnych niz w odmianie
wspotczesnej, a najwigkszg ich zawartoscia w obu systemach gospodarowania cechowat si¢ H.
v. rimpaui (Tabela 11). Genotyp ten w uprawie konwencjonalnej gromadzit ponad 4 razy, a w
uprawie ekologicznej ponad 3 razy wigcej flawonoidéw niz H. v. vulgare. Tylko w uprawie
konwencjonalnej, $rednio dla genotypdéw biostymulator korzystnie wptywal na koncentracje
flawonoidow. W tym systemie uprawy H. v. rimpaui traktowany biostymulatorem gromadzit
nawet wigcej flawonoidow niz H. v. nigricans (Tabela 11).

Dominujacymi flawonoidami w ziarniakach H. v. nigricans i H. v. rimpaui byly
naringenina, kwercetyna, apigenina, kampferol i luteolina. Sposrod flawonoidéw oznaczonych
w ziarniakach H. v. 'Soldo' najwigcej bylo witaksyny (Tabela 11). Badane genotypy byly
podobne tylko pod wzglgdem zawartosci rutyny. Ziarno H. v. rimpaui w poréwnaniu do H. v.
nigricans charakteryzowato si¢ istotnie wicksza koncentracja naringeniny, witaksyny i
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apigeniny (odpowiednio o 37,6%, 38,5%, 52,1%) i istotnie mniejsza kwercetyny i kampferolu
(odpowiednio 0 13,2% i 9%) .

Srednio dla genotypdéw ziarniaki pochodzace z systemu ekologicznego zawieralty w
stosunku do systemu konwencjonalnego istotnie wigcej naringeniny o 20,7%, kwercetyny o
35,3%, apigeniny o 84,4%, kampferolu o 129%, luteoliny o 134% oraz witaksyny o 256,8%.
Jednak poszczegoélne genotypy w rézny sposob reagowaty na systemy gospodarowania. U
wspolczesnej odmiany 'Soldo’ ekologiczny system uprawy sprzyjal koncentracji witaksyny, w
przypadku H. v. nigricans apigeniny i luteoliny a w genotypie H. v. rimpaui kampferolu
(Tabela 11).

Tabela 11. Zawartos¢ flawonoidéw w ziarnie jeczmienia [P2].

Genot T NGN VIT RU QU API KPF LU
P mg kg* mg kg™ mg kgt mg kg™ mg kg* mg kg* mg kg*

System konwencjonalny
ni;'ic"éns B 1754%+616 2,87+092 19224068 14599476 147%f+£21 37,09+1,3 31,99+14
K 150,7¢48,6 4,6°+0,44  16,82+047 12239426  304°+1,0  17,6+1,3 29,5941,
H.v.rimpaui B 270504237 1644395 165%+6,06 124,69435  77,6°+1,6  155¢+0,6 33,7°+2.9
K 193,8°¢+88 6,7+£030 16,22+1,01 12649295  288%+14  7,2f+12 17,4% +0.8

H.vulgare B 284f+1,2 13,39 +£0,80 22,02+1,56  28,2°43,4 3,57+0,3 18,07 +1,7  1,8°+0,1

K 1497422 10,0 +£0,80 15,62+2,20  15,7¢43,9 5,2¢F+1,1 24,1% 30  1,17+0,03

System ekologiczny

H.v.

L B 209,6¢+9,0 17,0°+024 17,98+0,23 181,1*°+43 555°%1,0 47,5 +0,8  55,8°+1,0
nigricans

K 183,6%+4,4 17,6°+0,70 18,72+0,75 206,7%48.,9 62,0426 52,8022 624%426
H.v.rimpaui B 304,5*+18,8 19,7°+4,03 17,8°+9,17 13324246 753%+16,9 63,12+152 75,8°+16,9
K 23294287 154>94271 16,6242,53 1852%1492 657446 5530132  66,1% 44,7

H.vulgare B 4537435 67,00+1,61 23,3*+1,80 32,9¢+1,4 175°f£16 364%+1,6 5,8F+1,0

K 4157+125 5584331 20,92+8,05 22,6°49,2 19,4%¢£1,2  194%+34  4,16710,8

a-f - érednie wartoéci w kolumnach oznaczone r6znymi literami r6znig si¢ istotnie przy p < 0,05; znak + odnosi
si¢ do odchylenia standardowego

T — zabieg; B — aplikacja nalistna biostymulatora aminokwasowego; K — kontrola bez aplikacji; NGN -
naringenina, VIT - witaksyna, RU - rutyna, QU - kwercetyna, API - apigenina, KPF - kampferol, LU - luteolina

Aplikacja biostymulatora, S$rednio dla badanych genotypow istotnie zwickszyta
zawarto$¢ wiekszosci flawonoidow (luteoliny o 13,5%, apigeniny o okoto 15,3%, witaksyny o
20,2%, kampferolu o0 23,2% i naringeniny o 25,1%) (Tabela 11). Reakcja roznita si¢ jednak od
genotypu i systemu gospodarowania. H. v. nigricans w uprawie ekologicznej nie wykazywat
reakcji zawarto$ci flawonoidow na aplikacj¢ biostymulatora, natomiast w systemie
konwencjonalnym aplikacja preparatu powodowata istotnie zwigkszenie zawartos¢
kampferolu. Przeciwnie odmiana 'Soldo’ H. vulgare wykazywata pozytywng reakcje
koncentracji flawonoidow (witaksyny 1 kampferolu) na biostymulator wytacznie w uprawie
ekologicznej. H. v. rimpaui wykazywat najsilniejszg reakcj¢ na biostymulator. W systemie
konwencjonalnym powodowal on zwigkszenie koncentracji naringeniny (0 39,6%), witaksyny
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(2,5 razy), apigeniny (2,7 razy) i luteoliny (1,9 razy), a w systemie ekologicznym wylacznie
naringeniny (o 30,7%).

6.4.3. Zawartos¢ antocyjanidyn, fitomelaniny i polifenoli ogotem oraz aktywnos¢
przeciwutleniajaca ziarna

Antocyjanidyny byty gromadzone jedynie w genotypach pierwotnych H. v. nigricans i
H. v. rimpaui, (Tabela 8 i 12). W uprawie ekologicznej H. v. rimpaui, niczaleznie od aplikacji
biostymulatora gromadzit wigcej anthocyanidins niz H. v. nigricans. Jednak warto zauwazyc¢,
ze genotyp ten, zarowno uprawiany ekologicznie jak 1 konwencjonalnie, gromadzit najwiecej
antocyjanidyn, jezeli byt poddany dziataniu biostymulatora (Tabela 8 i 12).

Analogicznie do kwasoéw fenolowych, flawonoidow oraz antocyjanidyn, zawarto$é
polifenoli ogotem byta istotnie wicksza w pierwotnych genotypach niz odmianie wspotczesnej,
uprawianych zaro6wno ekologicznie, jak i konwencjonalnie. Biostymulator, bez wzglgdu na
system uprawy, $rednio dla genotypow istotnie podwyzszat koncentracje polifenoli ogdtem
[P3]. Genotyp H. v. rimpaui, pochodzacy z obu systemow gospodarowania, cechowal si¢
istotnie wicksza od pozostatych genotypow zawartoscig polifenoli ogdtem, ale tylko gdy byt
poddany dziataniu preparatu aminokwasowego. Podobnie jak dla poszczegdlnych zwiazkow
fenolowych, H. v. vulgare w Zadnym z systemow gospodarowania, nie zareagowat
zwickszeniem ilosci polifenoli ogdtem po aplikacji biostymulatora [P3].

Tabela 12. Zawartos¢ barwnikow roslinnych w ziarnie i aktywno$¢ przeciwutleniajaca (ABTS)
jeczmienia [P2].

Genotyp Czynnik Dph Lut PhM ABTS*
(mg kg™) (mg kg?) (mg kg?) %
HL V. nigri B 1.17de +0.02 0.26¢d +0.02 149.6b +5.82 90.1a+0.49
. V. nigricans
g K 1.26¢-e £0.02 0.52b +0.02 34.7d +4.19 87.3a+2.54
) ) B 1.72b +0.05 0.17d £0.02 129.0c +4.12 79.4a+11.52
H. v. rimpaui
K 1.07e +0.03 0.16d £0.02 46.0d +3.18 86.9a +1.92
H vl B 0.00f 0.00e 0.00e 61.4a+2.77
. vulgare
J K 0.00f 0.00e 0.00e 72.7a+5.21
HL V. nigri B 1.37cd £0.10 0.22cd +0.02 171.9a+5.76 87.8a+1.75
. V. nigricans
g K 1.39¢cd +0.20 0.64a +0.04 40.7d £7.01 86.7a+£6.68
) ) B 2.27a+0.18 0.28¢ +0.08 163.5a +3.32 89.8a+0.73
H. v. rimpaui
K 1.48bc +0.16 0.26¢d +0.08 39.7d £2.46 90.6a +0.37
H B 0.00f 0.00e 1.2e £0.10 58.3a£13.00
. vulgare
J K 0.00f 0.00e 0.00e 75.8a+4.16

a-f - $rednie wartosci w kolumnach oznaczone réznymi literami réznig si¢ istotnie przy p < 0,05; znak + odnosi
si¢ do odchylenia standardowego

T — zabieg; B — aplikacja nalistna biostymulatora aminokwasowego; K — kontrola bez aplikacji; Dph - delfinidyna,
Lut - luteolinidyna, PhM — fitomelanina, ABTS" - potencjat antyoksydacyjny

Barwniki antocyjanowe (delfinidyna, luteolinidyna) oznaczono wylacznie w
ziarniakach genotypow pierwotnych (Tabela 12). Zaréwno stosowanie biostymulatora jak i
uprawa w systemie ekologicznym wptywaly istotnie na zwigkszenie zawartosci delfinidyny w
ziarnie. Biostymulator ograniczal natomiast zawarto$¢ luteolinidyny w ziarnie.
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Fitomelanina (Tabela 12) znajdowala si¢ w znacznych ilosciach w ziarniakach o czarnej
barwie (H. v. nigricans i H. v. rimpaui). Wspoétczesna odmiana 'Soldo', o z6tym ziarnie na ogot
nie zawierala fitomelaniny. Jej §ladowe ilo$ci wykryto jedynie w ziarniakach tej odmiany
pochodzacych z uprawy konwencjonalnej. Srednio dla badanych genotypdw ziarno z systemu
ekologicznego zawierato istotnie wigcej fitomelaniny (o 16%) niz z systemu
konwencjonalnego. Bardzo silny wptyw na koncentracj¢ tego zwigzku w ziarniakach miata
réwniez aplikacja biostymulatora aminokwasowego. W ziarnie pochodzacym z ro$lin
traktowanych biostymulatorem byto 3.8 razy wigcej fitomelaniny niz w kontroli.

Aktywno$¢ przeciwutleniajgca ABTS' byta istotnie zrdznicowana w zaleznos$ci od
genotypu jeczmienia [P2]. Najwyzszym potencjalem do usuwania wolnego rodnika ABTS™*
cechowaly si¢ genotypy alternatywne, ktore miaty o okoto 20 punktow procentowych wyzszy
potencjal do usuwania wolnego rodnika niz odmiana wspolczesna o ziarnie zottym [P2].
Nalistna aplikacja biostymulatora aminokwasowego stosowana w trakcie sezonu
wegetacyjnego nie miata istotnego wptywu na potencjat przeciwutleniajacy ziarna niezaleznie
od systemu gospodarowania (Tabela 12).

6.4.4. Zawarto$¢ i kompozycja karotenoidow

Aplikacja biostymulatora miata istotny wplyw na zawarto$¢ B-karotenu, luteiny i
zeaksantyny w ziarnie [P3]. Srednio dla genotypow istotnie zwickszata zawarto$é tych
zwigzkéw, a takze karotenoidéw ogolem, zaré6wno w uprawie konwencjonalnej jak i
organicznej. Biostymulator najsilniej oddziatywat na luteing, ktorej ilo$¢ po aplikacji preparatu
wzrosta ponad trzykrotnie w obu systemach gospodarowania, natomiast najmniejszy efekt
odnotowano dla zeaksantyny.

Tabela 13. Zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych w ziarnie badanych genotypow jeczmienia uprawianych
w konwencjonalnym i ekologicznym systemie gospodarowania [P3]

Genotyp Czynnik Luteina Zeaksantyna B-karoten Karotenoidy
(mg kg™) (mg kg) (mg kg™) ogoétem (mg kg)
System konwencjonalny

H. v. nigricans B 0,066 b+ 0,004 0,035 c+ 0,002 0,253 b+ 0,015 0,354 b+ 0,015
K 0,016 e+0,001 0,029 d+ 0,001 0,190 ¢ + 0,010 0,235 d + 0,009

H. v. rimpaui B 0,087 a+ 0,005 0,043 b+ 0,002 0,387 a+ 0,015 0,516 a+ 0,015
K 0,026 d+0,003 0,015 e+ 0,002 0,160 d = 0,010 0,201 e + 0,009

H. vulgare B 0,035¢+0,002 0,081 a=+ 0,002 0,217 be + 0,006 0,333 b+ 0,004
K 0,011 f+0,001 0,089 a=+ 0,002 0,163 d +0,015 0,263 ¢ + 0,015

System ekologiczny

H. v. nigricans B 0,075a+0,011 0,043 b+ 0,002 0,307 ab + 0,015 0,424 ab + 0,025
K 0,019 ¢+0,002 0,033 ¢+ 0,002 0,241 be + 0,027 0,293 ¢d + 0,020

H. v. rimpaui B 0,108a+0,012 0,051 b+ 0,006 0,393 2+ 0,074 0,553 a+0,070
K 0,034b+0,003 0,018 d=+0,002 0,210 ¢ + 0,020 0,262 d +0,021

H. vulgare B 0,028 b+0,003 0,084 a+ 0,007 0,287 abc + 0,025 0,398 b+ 0,018
K 0,017 ¢+0,002 0,090 a=+ 0,003 0,248 be + 0,040 0,354 be + 0,041

a-e - $rednie wartosci w kolumnach oznaczone r6znymi literami rdznig si¢ istotnie przy p < 0,05; znak + odnosi

si¢ do odchylenia standardowego

B — aplikacja nalistna biostymulatora aminokwasowego; K — kontrola bez aplikacji
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Sposrod analizowanych karotenoidow najwigkszy udziat w ziarnie miat -karoten [P3].
W uprawie konwencjonalnej srednia zawarto$¢ [B-karotenu byta wieksza w genotypach
pierwotnych (H. v. nigricans, H. v. rimpaui) w porownaniu z H. v. vulgare . Jednak analiza
interakcji genotypu i biostymulatora wskazuje, ze tylko H. v. rimpaui gromadzit istotnie wigcej
B-karotenu w poréwnaniu z H. v. vulgare, a nawet wigcej niz H. v. nigricans, ale tylko wtedy,
jesli w trakcie wegetacji byt traktowany biostymulatorem (Tabela 13).

Srednia zawarto$¢ luteiny byla istotnie wigksza w genotypach pierwotnych w
poréwnaniu z H. v. vulgare, i jednoczesnie najwicksza u H. v. rimpaui, zarowno w
konwencjonalnym jak i ekologicznym systemie gospodarowania [P3]. Jednak podobnie jak w
przypadku [B-karotenu zawarto$¢ luteiny w genotypach pierwotnych byla wigksza niz w
odmianie wspoélczesnej tylko w wariancie z biostymulatorem (Tabela 13).

Jeczmien zwyczajny H. vulgare o ziarnie zottym charakteryzowat si¢ najwyzszym
udzialem zeaksantyny, zaréwno w uprawie konwencjonalnej jak i ekologicznej [P3]. Warto
zauwazyC, ze aplikacja biostymulatora nie miata wplywu na zawarto$¢ tego zwigzku w
odmianie wspotczesnej jeczmienia, ale powodowata jego zwigkszenie w genotypach
pierwotnych (Tabela 13).

6.4.5. Kompozycja wolnych kwasow tluszczowych

Tabela 14. Zawarto$¢ wolnych kwasoéw thuszczowych w ziarnie badanych genotypow jeczmienia [P3].

Genotyp Czynnik SFA MUFA PUFA
(%) (%) (%)
System konwencjonalny
- B 20,5 a+ 0,34 19,0 a+ 0,44 605b+0,11
H.v. nigricans K 19,8 ab + 0,41 17,4 be + 0,40 62,8 2+ 0,30
o B 20,6 a+ 0,61 18,4 ab + 0,55 61,0 b+ 0,85
H.v. rimpaui K 18,8b+0,22 16,9 ¢ 0,77 64,4 a+ 0,67
B 21,0 a+ 0,81 19,6 a + 0,55 50.4b+0.26
H. vulgare K 19,7 ab + 0,85 19,6 a + 0,088 60,7 b+ 0,91
System ekologiczny
- B 19,70+ 0,73 13,0037 673 ax 1,04
H.v. nigricans K 19,9 b+ 0,54 12,6 ¢ +0,13 67,6 a+ 0,46
o B 24.8 a+ 0,24 19,9 a+ 0,66 553 ¢+ 0,54
H.v. rimpaut K 19,7b+1,11 15,5b+ 0,89 64,9 b + 1,20
B 24.52+0,17 14,6 b+ 0,38 60,9 ¢ = 0,26
H. vulgare K 22,8a+1,38 13,1 ¢+ 0,49 64,1 b+ 1,36

a-c - $rednie wartosci w kolumnach oznaczone r6znymi literami roznig si¢ istotnie przy p < 0,05; znak + odnosi
si¢ do odchylenia standardowego

B — aplikacja nalistna biostymulatora aminokwasowego; K — kontrola bez aplikacji; SFA — nasycone kwasy
thuszczowe, MUFA — jednonienasycone kwasy tluszczowe, PUFA — wielonienasycone kwasy tluszczowe

Sposrod analizowanych wolnych kwasow ttuszczowych, najwiekszy udziat w thuszezu
magazynowanym w ziarnie mialy kwasy ttuszczowe wielonienasycone (PUFA), $rednio 60%
[P3]. W uprawie konwencjonalnej $rednia zawartos¢ PUFA byta najwigksza w H. v. rimpaui,
natomiast w ekologicznej w H. v. nigricans [P3]. Srednio dla genotypéw biostymulator
zmniejszat udziat PUFA, zaréwno w uprawie konwencjonalnej jak i ekologicznej, jednak u
niektorych genotypow (H. v. vulgare 1 H. v. nigricans, odpowiednio w uprawie
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konwencjonalnej i ekologicznej) udziat PUFA po aplikacji biostymulatora i bez zabiegu byt
podobny (Tabela 14).

W uprawie konwencjonalnej najwigkszym udzialem jednonienasyconych kwaséw
thuszczowych (MUFA) cechowat si¢ H. v. vulgare, natomiast w ekologicznej H. v. rimpaui
[P3]. Srednio dla genotypdw, biostymulator istotnie zwiekszat udziat MUFA w tluszczu ziarna
jeczmienia z obu systemow gospodarowania. Brak reakcji zawartosci MUFA na biostymulator
odnotowano jedynie u H. v. vulgare w uprawie konwencjonalnej (Tabela 14) i H. v. nigricans
w uprawie organicznej (Tabela 14).

Sredni udziat nasyconych kwasow ttuszczowych (SFA) byt najwickszy w ziarnie H. v.
vulgare, uprawianego ekologicznie, natomiast w uprawie konwencjonalnej genotypy
jeczmienia pod wzgledem tej cechy byly do siebie podobne [P3]. Srednio dla genotypow,
biostymulator zwigkszat udzial SFA, jednak analiza interakcji genotypu i biostymulatora
wykazata, ze jedynie H. v. rimpaui reagowat istotnym wzrostem koncentracji SFA po aplikacji
preparatu, zarbwno w systemie konwencjonalnym jak i ekologicznym (Tabela 14).

6.4.6. Analizy wielowymiarowe i korelacje dla cech jakosciowych ziarna

¢ - . - . . - - . 4

[Hirimpaur™g]
i
2
.
| .
Lo S| | 2 H vilgare " B
1 i SFAs| +--{H. vulgare * B
_ Ta - WUFAS —— .
Totalphenolicacids|— """%y | -t H.v. rimpaui * B| S
o Total flavonoids} ~- -.. . -~ [Zeaxanthin] 2 1 . SFAs|
50 . % Rcarotene] -
g 3 |
] Total anthocyanins| »---1H. vulgare * C 3 MUFAs \
A 8 i
o Lutein]---
9 - g0 utein]---..
- -
. Al henoic a0
- - -={PUF,
z . Total anthocyanins: ;
S ;
w Total flavonoids|  ,»
3 H.v. fimpaul* C
2 i
LI
2 *
4 H.v. nigricans * C

2 -1 0 1 2 3 4 5 6 5 -4 3 2 A 0 1 2 3
a
(@) PC1: 53.83% ) PC1: 55.46%

IS
&

Ryc. 6. Analiza glownych sktadowych (PCA) parametrow biochemicznych w ziarnie H. v. nigricans,
H. v. rimpaui i H. vulgare z: (a) systemu konwencjonalnego i (b) ekologicznego, w zaleznosci od
nalistnej aplikacji biostymulatora. B — nalistna aplikacja biostymulatora, C — kontrola bez zabiegu. Znak
"*" odnosi sie do interakcji dwoch czynnikow: genotyp * zabieg biostymulujacy.

W celu doktadniejszego przeanalizowania wptywu genotypu, biostymulatora i systemu
gospodarowania na stezenie analizowanych parametréw biochemicznych, przeprowadzono
analize gtownych sktadnikow (PCA). W systemie konwencjonalnym analiza (PCA) wyjasnita
53,83% dla pierwszej gtdéwnej sktadowej (PC1) 1 40,96% dla drugiej gldwnej sktadowej (PC2)
co dato razem 94,79% catkowitej wariancji, a dla systemu ekologicznego PC1 definiowat
55,46%, a PC2 36,94% catkowitej wariancji (razem 92,40% catkowitej wariancji). Oznacza to,
ze zmienne prezentowane w obu biplotach sg silnie reprezentowane przez te sktadowe (Ryc.
6).

Na obu wykresach katy miedzy prostymi dla antocyjanow i flawonoidow, a takze fenoli,
luteiny i karotenu sg bardzo waskie, co wskazuje, ze cechy te sg silnie skorelowane. Pozostate
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kierunki i szerokie katy miedzy zeaksantyng i PUFA wskazuja na niewielka ich zaleznos¢. W
analizie PCA dla systemu konwencjonalnego i ekologicznego, catkowite antocyjanidyny i
catkowite flawonoidy, jak réwniez catkowite fenole, luteina i karoten wraz z nasyconym
kwasem tluszczowym sg lepiej opisane przez PC2 w przeciwienstwie do wielonienasyconych
kwasow thuszczowych (PUFA), ktore sa reprezentowane przez PC1. Poréwnanie analizy PCA

dla kazdego systemu gospodarowania wykazato, ze tylko zeaksantyna, w obu biplotach,
znajduje si¢ po stronie dodatniej PC1 1 PC2 (Ryc. 6).

Genotyp H. v. vulgare niezaleznie od czynnikow agrotechnicznych charakteryzowat si¢
najwyzszym poziomem luteiny. Jak mozna bylo zaobserwowaé¢ na schemacie, tylko
konwencjonalne i niepoddane zabiegowi rosliny H. v. rimpaui i H. v. nigricans powodowaty
oddalenie PUFA od innych zmiennych. Po stronie negatywnej dla PC1, znajdowatly sie
traktowane biostymulatorami alternatywne genotypy jeczmienia - H. v. rimpaui i H. v.
nigricans z systemu konwencjonalnego oraz ekologicznego i charakteryzowaty si¢ wysoka
zawartoscig P-karotenu, luteiny, kwaséw fenolowych ogotem, flawonoidow ogétem i
antocyjanidyn ogétem. Zwigzek pomiedzy SFA, MUFA 1 genotypami z lub bez zastosowania
aminokwasow rozni si¢ w zaleznosci od systemu gospodarowania (Ryc. 6).
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Ryc. 7. Hierarchiczna analiza skupien z wykorzystaniem miary odleglosci Euklidesowej dla
testowanych kombinacji [P2].

Przeprowadzona hierarchiczna analiza skupien (Ryc. 7) podzielita analizowane przypadki na 3
skupienia. Do skupienia 1 zostaly zaklasyfikowane wszystkie kombinacje z H. vulgare 'Soldo'.
Skupienie 2 bylo ztozone z kombinacji, ktoére obejmowaty H. v. nigricans i H. v. rimpaui poddany
dziataniu biostymulatora. W skupieniu 3 znajdowaly si¢ natomiast kombinacje z genotypami
czarnoziarnistymi nie poddanymi biostymulacji. Przeprowadzona analiza potwierdzita, ze najwigkszy
wplyw na koncentracje zwigzkow fenolowych w ziarnie wywarla interakcja genotypu i zabiegu
biostymulujacego, a dopiero potem system uprawy.

38
38:10459650



CA SYA 2,5-DHBA FA NGN VIT QU LU PhM ABTS"
CA 0.0793 0.2486 0.5782* 0.2256 0.2134 -0.0264 0.157 0.3824* -0.0571

SYA 0.0793 PO 07220+ -0.3739%

25DHBA 0248  [ORETEEN 07032 -0.0091 073725 04397
FA 0.5782* 0.7220* 0.7032* 0.0598 0.5171*
NGN 02256 09621F 087 07967% 0277 0.6961*
vIT 02134  03739¢ 0091 0098 0277 035045 01838 04148 -0.4619*
Qu 0.0264 0709+ 0.6200¢ 03504+ 0.7120¢
LU 0.157 -0.1838 07054
PhM 0.3823* 0.7372% -0.4148* L 0.6959*
ABTS* 0.0571 04307¢  05171%  0.6961%  -04619¢  07120% 07054  0.6958*

Red - positive relation, blue-negative relation between compared factors. The color intensity indicates strength of correlation.

Significant effects: p < 0,05 (*)

Ryc. 8. Macierz korelacji zwiazkow fenolowych i ABTS* [P2].

Analiza korelacji prostej Pearsona wykazala bardzo silng korelacje z wysokim
wspotczynnikiem determinacji pomigdzy kwasem syryngowym, a najwazniejszymi flawonoidami —
naringening (r=0,9621; r>=0,9257), kwercetyna (r=0,9020; r?>=0,8136) i luteoling (r=0,9241; r>=0,8539).
Rowniez zawarto$¢ fitomelaniny silnie zalezata od kwasu syryngowego oraz naringeniny. ABTS*
wykazywala najsilniejszg korelacj¢ z zawarto$cia kwasu syryngowego, naringeniny, kwercetyny,
luteoliny i fitomelaniny (Ryc. 8).
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7. Dyskusja

Przeprowadzone badania wykazaly zroéznicowang reakcje wskaznikow fluorescencji
chlorofilu na warunki hydrotermiczne sezonoéw wegetacyjnych. Ocena tych parametrow w fazie
siewki wykazata nizsza wydajnos$¢ fotosyntezy jeczmienia w 2021 r. Moglo to wynikaé z
ujemnych temperatur podczas kietkowania i wschodéw [P1]. Wszystkie parametry zwigzane z
efektywnoscig funkcjonowania fotosystemu Il (PS 1), w tym Fv/Fm, Fv/Fo, 1 Plags,
wskazywatly na stres roslin. Nie stwierdzono istotnych r6znic pomiedzy genotypami w zakresie
tych parametréw. Wedtug Elakhdara i in. [2023], mtode rosliny jeczmienia wystawione na
dziatanie ujemnych temperatur wykazywaty znacznie zmniejszong wydajnos¢ PS II, co
objawialo si¢ nizszymi wartosciami Fv/Fo i Fv/Fm. W warunkach niskiej temperatury
obserwowanej w 2021 roku H. v. var. rimpaui charakteryzowal si¢ wyzszymi warto$ciami
ETo/CSo, TRo/Cso i ABS/CSo (wskazniki zwigzane z fotosyntetycznym transportem elektronow
i absorpcjg) niz H. v. var. nigricans. Moze to wskazywa¢ na nieco wyzsza tolerancje tego
genotypu na stres zwigzany z wystepowaniem ujemnych temperatur. Efektywny transport
elektrondow moze zmniejszy¢ ryzyko uszkodzen spowodowanych nadmiernym wzbudzeniem
centrow reakcji ze wzglgedu na mniejsza ilos¢ chlorofilu antenowego [Watanabe i in. 1995].

W 2022 r. , w okresie pomiarow na siewkach (BBCH 12), temperatury powietrza nie
byly tak niskie jak w 2021 r. , co wykluczato wystepowanie Stresu termicznego u roslin. Jednak
siewki jeczmienia mogty by¢ narazone na stres zwigzany z bardzo matymi opadami deszczu
(Ryc. 1). Na wystepowanie suszy w tym okresie wskazywal rowniez bardzo niski wspotczynnik
hydrotermiczny Sielianinowa w kwietniu [P1]. Warunki hydrotermiczne w 2022 r. nie
zaktocity funkcjonowania PS 11 tak silnie jak w 2021 r., na co wskazuja znacznie wigksze
warto$ci wigkszosci parametréw fluorescencji chlorofilu. Jednak odpowiedZz roslin w
znacznym stopniu zalezala od genotypu. Parametry $§wiadczace o efektywnosci
funkcjonowania PS Il wskazaly, ze H. v. rimpaui moze cechowac si¢ wigkszg tolerancjg na
niedobor wody w fazie siewki niz pozostate badane genotypy. Charakteryzowat si¢ on znacznie
wyzszymi wartosciami parametrow Fv/Fo, Fv/Fm 1 Plags. Podobne wyniki pod wzglgdem
wydajnosci PS 1T w siewkach jeczmienia poddanych stresowi suszy uzyskali Oukarroum et al.
[2007]. Zgodnie z tym badaniem, wskaznik PIags byt zroznicowany poprzez zmiang warunkow
wilgotnosci, poniewaz susza moze wptywac na rdzne etapy procesu fotosyntezy.

W badaniach wtasnych warto$ci Fv/Fwm i Fv/Fo lisci podflagowego i flagowego znacznie
si¢ roznity w zaleznosci od genotypu i roku badania (Tabela 1). Zauwazono jednak, ze
wszystkie wyniki oscylowaly wokol wartoSci uwazanych za odpowiednie dla roslin
niepoddanych warunkom stresowym [Luo i in. 2016]. Podczas analizy Plags lisci
podflagowego i flagowego (Tabela 1), wigksze wartosci byly zwykle obserwowane w 2022 niz
w 2021 roku, chociaz 2022 byt mniej korzystny dla wzrostu i wydajnosci jeczmienia [P1].
Wigksze warto$ci Plags w 2022 r. byly najprawdopodobniej spowodowane warunkami
hydrotermicznymi w dniach pomiaréw. W 2022 r., w pierwszym i drugim terminie pomiaru (3
tydzien maja dla liscia podflagowego 1 2 tydzien czerwca dla liScia flagowego), warunki
pogodowe byty optymalne lub bliskie optymalnym dla roslin (wspotczynnik Sielianinowa
odpowiednio 1,16 i 1,32) [P1]. Jednak w 2021 r. wspotczynniki Sielianinowa w obu terminach
pomiaru (1 tydzien czerwca dla liscia podflagowego i 2 tydzien czerwca dla liscia flagowego)
wskazywaly na wystgpowanie stresu wodnego (wspotczynnik Sielianinowa odpowiednio 0,50
i 0,46) [Kuklik i in. 2016].

Wskaznik chlorofilu (wartos¢ SPAD) zalezal gléwnie od fazy rozwojowej roslin 1
warunkéw hydrotermicznych sezonu wegetacyjnego. Pomiary wykonane w fazie siewki,
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wykazaly nizszg warto$¢ niz pomiary wykonane na lisciu flagowym (Tabela 3). Parametr ten
roznit si¢ w zaleznos$ci od genotypu, ale rok badania wydawat si¢ mie¢ wickszy wptyw na
warto$¢ SPAD, ktéra byta wyzsza w 2022 niz w 2021 roku. W 2022 r., gdy warunki pogodowe
podczas sezonu wegetacyjnego byly mniej korzystne, rosliny produkowatly mniejsza
powierzchnig lisci (Tabela 2) i biomas¢ pedow (Tabela 4), co z kolei przyczynito si¢ do
wickszego stezenia czasteczek chlorofilu w lisciach i wyzszych wartosci SPAD. Podobny
poglad przedstawil Hasanuzzamana et al. [2022] w swoich badaniach nad jeczmieniem i
stresem suszy.

W niniejszych badaniach przedstawiono analiz¢ korelacji pomiedzy parametrami SPAD
1 fluorescencji chlorofilu (Tabela 6), ktora jest nowatorskim podejsciem 1 jak dotad nie jest
powszechnie prezentowana w literaturze. Ogdlnie stwierdzono znaczacg, pozytywng zaleznos¢
mi¢dzy wskaznikiem Plags a wartoScig SPAD dla trzech analizowanych genotypow w obu
mierzonych etapach wzrostu (BBCH 35 1 BBCH 57). Zwiazek ten pozwolit stwierdzi¢, ze wraz
ze wzrostem stezenia czgsteczek chlorofilu na powierzchni lisSci wzrasta jednostkowa
wydajno$¢ fotosyntezy, co jest opisane przez parametr Plass, powszechnie stosowany wskaznik
podczas stresOw abiotycznych [Arab i in. 2023].

W latach, w ktorych warunki pogodowe sprzyjaja produktywnosci roslin (w badaniach
wilasnych - 2021 rok) (Rysunek 1), zawartos¢ chlorofilu moze by¢ nizsza, jednak jest ona
zazwyczaj kompensowana przez wigkszg powierzchni¢ liSci, co pozwala na utrzymanie
wysokiej produktywnosci [Elis i in. 2023]. Uzyskane wyniki sa zgodne z tym pogladem,
poniewaz zaobserwowaliSmy wyzszy wspotczynnik powierzchni lisci (LAI) w 2021 r. niz w
2022 r. dla analizowanych genotypow (Tabela 2).

W 2021 r. w obu fazach rozwojowych (BBCH 37 i 57) jeczmien zwyczajny 'Soldo’
miat nizszy wskaznik LAI niz H. v. var. rimpaui i H. v. var. nigricans. Potwierdzajg to ustalenia
Alqudah et al. [2015], zgodnie z ktérymi nizsze warto$ci LAI we wspotczesnych odmianach
zb6z sg wynikiem hodowli roslin. Jednym z celéow tych proceséw byla uprawa roslin, ktore
wytwarzajg krotsze 1 wezsze liscie, aby lepiej dostosowaé si¢ do réznych warunkow
srodowiskowych. H. v. rimpaui i H. v. nigricans, jako przedstawiciele pierwotnych zb6z, nie
ulegly Zadnej poprawie w procesach hodowlanych i charakteryzuja si¢ wyzszym LAI,
zwlaszcza jeczmien kapturkowy. Jednak w mniej sprzyjajacych warunkach pogodowych (jak
w 2022 r. w badaniach wtasnych) jeczmien czarny nie rozwija znaczaco wigkszej powierzchni
lisci (LAI), co w stresie suszy pozwala na ograniczenie transpiracji [Jia i Wang 2021].

Wskaznik powierzchni lisci (LAI), czyli powierzchnia liSci na jednostke powierzchni,
na poziomie agronomicznym, jest analizowany przede wszystkim pod katem jego wplywu na
koncowy plon [Liu i in. 2018]. Badania wlasne wykazaly znaczaca silng korelacje migdzy
wskaznikiem powierzchni lisci a wydajnoscig ziarna dla wszystkich trzech badanych
genotypow jeczmienia, gldéwnie na etapie intensywnego rozwoju organoéw fotosyntetyzujacych
i akumulacji biomasy nadziemnej (BBCH 35). Z drugiej strony brak zwigzku mie¢dzy
wydajnoscig ziarna a LAI w pdzniejszych stadiach rozwoju jeczmienia zwyczajnego mozna
rowniez wyjasni¢ procesem hodowli. Jednym z najwiekszych kamieni milowych w hodowli
zbo6z byla introgresja genow Rht, ktore odpowiadajg za skrocenie wysokosci stomy [Wu i in.
2020]. W poprzednich badaniach zaobserwowano, ze zboza z aktywnymi genami Rht
(wigkszo$¢ wspotczesnych genotypow pszenicy 1 jeczmienia) majg mniejsze powierzchnie
lisci, ale zdolno$¢ fotosyntezy jest jeszcze wigksza niz wsrdod genotypow pierwotnych
[Moregan i in. 1990]. Implementacja tych genow w roslinach wptyneta takze na inne cechy.
Jednym z gléwnych efektéw byto zmniejszenie plonu stomy 1 biomasy pedow, co byto zgodne
z wynikami uzyskanymi w niniejszym badaniu (Tabela 4 i Tabela 5). Uwaza si¢ roOwniez, ze
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geny Rht maja wplyw na ziarniaki poprzez zwigkszenie ich masy, co z kolei zwigksza
ostateczng wydajnos$¢ ziarna. Efektem zwickszenia plonu ziarna i zmniejszenia plonu stomy w
efekcie prac hodowlanych byt wzrost indeksu zniwnego (ang. Harvest index, HI) [Ukozehasi i
in. 2022]. W niniejszym badaniu HI byt znacznie wigkszy dla H. vulgare niz dla alternatywnych
genotypoéw jeczmienia (Tabela 5). Ponadto niektorzy autorzy wskazuja, ze geny Rht wptywaja
na liczbe ziaren w klosie, zmniejszajac zapotrzebowanie na asymilaty przez pedy 1 zwigkszajac
transport asymilatow z pedow do rozwijajacych si¢ ktoséw, co skutkuje wiekszg ptodnoscia
kwiatow [Youssefian i in. 1992]. Jednak w 2021 r. nie bylo znaczacej rd6znicy w liczbie ziaren
w klosie miedzy jeczmieniem zwyczajnym a H. v. var. rimpaui (gléwna forma jeczmienia).
Wskazuje to na zdolnos¢ niektérych pierwotnych genotypow do produkcji podobnej liczby
ziaren w klosie, co wspotczesny jeczmien.

Jeczmien pospolity ma w wiekszym stopniu zdeterminowany genetycznie potencjat
produkcyjny w sprzyjajacych warunkach pogodowych (2021), gtownie ze wzgledu na wzrost
MTZ w poréwnaniu z obydwoma pierwotnymi genotypami oraz liczbe ziaren w ktosie i liczbe
ptodnych ktoséw na 1 m? w poréwnaniu z H. v. var. nigricans. Warto zauwazy¢, ze przy
niesprzyjajacych warunkach pogodowych (2022 r.) nie stwierdzono réznic migdzy zadnym z
analizowanych genotypow (pierwotnym i wspotczesnym) w liczbie ptodnych ktoséw na 1 m?.
Jest to zgodne z Yessen et al. [1995], ktorzy twierdzili, ze czarny jeczmien rosnacy w
warunkach gleby o niskiej zdolnosci do retencji wody (co wskazuje na niskg dostepno$¢ wody
dla roslin) plonuje na wigkszym poziomie niz H. vulgare.

W badaniach wtasnych niektore pedy rozwingty ktosy bez ziaren (ktosy ptone). Liczba
takich pedow byta Scisle zwigzana z warunkami srodowiskowymi. Najwigksza liczba pedow
generatywnych pozostata bezproduktywna przy deficycie opadéow w 2022 r. Jest to zgodne z
wczesniejszymi badaniami [Szczepanek i in. 2022], ktore wykazaly wzrost liczby klosow
ptonych w pszenicy jarej w wyniku wystepowania suszy w okresie wegetacji. W niniejszym
badaniu zaobserwowano, ze H. v. var. nigricans ma najwiekszg liczbe ktosow ptonych sposrod
badanych genotypow (Tabela 4). W badaniach Pecio i Wach [2015], genotypy jgczmienia
jarego r6znily si¢ pod wzgledem reakcji na niedobor wody, co skutkowato r6zng liczbg ktosow
z wyksztalconymi ziarnami.

Najwigksze zroznicowanie W plonowaniu miedzy genotypem wspotczesnym a
alternatywnymi obserwowano w konwencjonalnym systemie gospodarowania w 2021 r. o
wigksze] sumie opadow w okresie wegetacji. Wskazuje to na wigkszy potencjat produkcyjny
wspoélczesnej odmiany w pordwnaniu z alternatywnymi genotypami, zwtaszcza w warunkach
sprzyjajacych wysokim plonom, takich jak wigksza dostepno$¢ wody 1 intensywna
agrotechnika. Wielu badaczy uwaza, ze pierwotne formy jeczmienia sg bardziej tolerancyjne
na niekorzystne warunki srodowiskowe niz nowoczesne odmiany uprawne [Lakew i in. 2011;
Chen i in. 2019]. Jednak wspodtczesne odmiany charakteryzuja si¢ wysokim indeksem
zniwnym, ktory wedhug Simpsona i Siddique [1994] zwigksza transport wody i sktadnikéw
odzywczych do ktosa, co skutkuje wigkszymi plonami. Cechy te moga wyjasnia¢ zwigkszone
réznice w plonach miedzy genotypami przy potencjalnie lepszej dostepnosci skladnikow
odzywczych 1 wody, wynikajacej z warunkdéw uprawy.

Nalistna aplikacja biostymulatora nie miata wpltywu na plon ziarna badanych
genotypow. Podobne wyniki uzyskali Staugaitis i wsp. [2017], gdzie zastosowanie
biostymulatora aminokwasowego istotnie zwigkszyto plon ziarna pszenicy tylko w jednym z
pieciu lat badan. Nalistna biostymulacja roslin aminokwasami zwigksza natomiast zawarto$¢
makro- i mikroelementéw w liSciach, a takze zawarto$¢ zwigzkéw bioaktywnych, takich jak
peroksydaza gwajakolowa, majacych niwelujacy wpltyw na skutki stresu srodowiskowego
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[Harizanova i in. 2022]. Efekt plonotworczy takiego zabiegu moze zatem wynika¢ gtéwnie z
fagodzenia stresu. W niniejszych badaniach ros$liny traktowano biostymulatorem w koncowe;j
fazie strzelania w zdzblo oraz w fazie kloszenia. Wyzej wymienione fazy rozwojowe wystapity
W maju i czerwcu, przy czym w obu latach badan miesigce te byly nie byty bardzo suche, co
samo w sobie mogto mie¢ stymulujacy wptyw na ro$liny i zatrze¢ plonotworczy efekt aplikacji
biostymulatora. Pomimo braku efektu plonotworczego, zastosowanie biostymulatora miato
pozytywny wptyw na jakos¢, a zwlaszcza na wlasciwosci prozdrowotne ziarna jeczmienia.

W naszych badaniach stezenie poszczegolnych zwigzkow karotenoidowych zalezato od
genotypu jeczmienia. Zétte ziarno H. vulgare charakteryzowato sie najwyzszym stezeniem
zeaksantyny, ktora jest pigmentem nadajacym z6ity kolor organom ros§linnym [Dufossé i in.
2018]. Genotyp H. v. rimpaui uprawiany w obu systemach gromadzil najwiecej luteiny.
Zawarto$¢ B-karotenu byta wigksza w ciemno wybarwionych ziarnach H. v. nigricans i H. v.
rimpaui w porownaniu do H. vulgare. Réznice w zawarto$ci poszczegodlnych karotenoidow
pomiedzy genotypami jeczmienia o roznej barwie ziarna wykazali rowniez lannucci i in.
[2021].

Sposrod oznaczanych karotenoidow najwyzsza zawartos¢ B-karotenu stwierdzono w
ziarnie H. v. nigricans, H. v. rimpaui i H. vulgare, uprawianych konwencjonalnie i
ekologicznie. Inni badacze wskazuja, ze dominujagcym karotenoidem w jeczmieniu jest
zeaksantyna [Siebenhandl i in. 2007; Masisi i in. 2015]. Znaczaca akumulacja B-karotenu w
ziarnie jeczmienia, wykazana w niniejszych badaniach, moze by¢ cenna dla konsumentow,
poniewaz jest prekursorem syntezy witaminy A, ktora jest niezbedna do prawidlowego
funkcjonowania organizmu [Linnewiel-Hermoni i in. 2016].

W warunkach dos$wiadczalnych nie zaobserwowano istotnych réznic w stezeniu
karotenoidéow  ogotem pomigdzy genotypami jeczmienia uprawianego  zardwno
konwencjonalnie, jak 1 ekologicznie. Warto jednak zwroci¢ uwage na tendencje do akumulacji
wigkszej ilosci karotenoidow ogotem w ziarnie odmiany H. v. rimpaui. Wyniki
dotychczasowych badan nad koncentracjg karotenoidéw ogotem w ziarnach o r6znych kolorach
sg niejednoznaczne. Wielu badaczy wskazywato, ze genotypy o ciemnej barwie ziarna
gromadzity wigksze ilosci karotenoidow ogotem niz genotypy tworzace ziarniaki O
zwyczajowym — zottym wybarwieniu. Zaobserwowano te zaleznosci u fioletowej pszenicy
(mieszaniec miedzygatunkowy) [Guo i in. 2013], a takze u pszenicy (Triticum aestivum) o
innych kolorach ziaren [Saini i in. 2021]. Przeciwnie, Bassolino i in. [2022] wskazali, ze
jeczmien i pszenica 0 tradycyjnej barwie ziarna maja wigksze catkowite stezenie karotenoidéow
niz genotypy tworzace ziarniaki o ciemniejszym zabarwieniu. Potrzeba wigc dalszych badan,
aby wyjasni¢ w pelni to zagadnienie.

W  ziarniakach  wszystkich  badanych  genotypéw  jeczmienia  stezenie
wielonienasyconych kwasoéw thuszczowych (PUFA) bylo wieksze niz jednonienasyconych
(MUFA) i nasyconych kwaséw tluszczowych (SFA) [P2]. PUFA obejmowaly takie wolne
kwasy tluszczowe, jak kwas linolowy, kwas linolenowy lub kwas y-linolenowy. Drugie pod
wzgledem udziatu w strukturze kwasoéw tluszczowych bylty kwasy nasycone (SFA), wsrod
ktorych dominowat kwas palmitynowy i stearynowy. Najmniej wsrod kwasow thuszczowych
bylo kwasow MUFA, takich jak np. kwas oleinowy. Dane te sa zgodne z wczes$niejszymi
badaniami Liu [2011], w ktorych rézne genotypy jeczmienia ("Baronesse" i "Merlin")
charakteryzowaly si¢ najwyzsza zawartoScia kwasu linolowego, nastepnie kwasu
palmitynowego i najmniejszg iloscig kwasu oleinowego. Potwierdzono to rowniez w innych
badaniach, w ktérych dominowat kwas linolowy, a kwas palmitynowy zajmowat drugie miejsce
[Qian i in. 2009]. Podobne zaleznosci obserwowano W U alternatywnego genotypu jeczmienia
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(H. v. var. nudum Hook.) [Xu i in. 2016]. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze kwas linolowy,
linolenowy, palmitynowy, stearynowy i oleinowy stanowig ponad 90% wszystkich wolnych
kwasow tluszczowych w zbozach, ale ich sktad moze si¢ r6zni¢ w zaleznosci od gatunku, a
nawet odmiany [Relina i in. 2020]. Badania wtasne wykazaty, ze H. v. rimpaui z uprawy
konwencjonalnej i H. v. nigricans z obu systemow uprawy gromadzity wigksza ilo§¢ PUFA niz
H. vulgare [P2]. Mozna stwierdzi¢, ze niektore alternatywne formy jeczmienia mogg by¢ lepsze
pod wzgledem warto$ci odzywczej, zwlaszcza gdy sa uprawiane ekologicznie.

Badania wlasne wskazuja, ze genotypy o czarnej barwie ziarniakéw (H. v. nigricans, H.
V. rimpaui) charakteryzuja si¢ wyzsza zawarto$cig polifenoli ogoétem niz jeczmien zotty (H.
vulgare). Podobnie, w badaniu Abdel-Aal i in. [2012], wig¢ksze catkowite st¢zenie polifenoli
ogotem stwierdzono w ziarnach jeczmienia czarnego ("Hongqingluo") 1 niebieskiego
("Huiligingluo") w poréwnaniu z jeczmieniem zwyczajnym. W badaniach wtasnych wigkszos¢
polifenoli w ziarnie kazdego z analizowanych genotypow stanowity kwasy fenolowe. Ge i in.
[2021], analizujac jeczmien o roéznych kolorach ziaren, rowniez zauwazyli, ze czarny jeczmien
zawierat najwigcej polifenoli, w tym kwasoéw fenolowych i flawonoidow. W przeprowadzonym
doswiadczeniu pierwotne genotypy H. v. nigricans i H. v. rimpaui gromadzity antocyjanidyny
w ziarnie, podczas gdy nie potwierdzono obecnos$ci tych zwigzkéw w zottych ziarniakach
odmiany wspotczesnej H. vulgare [P2]. Podobnie w badaniu Pereira-Caro i in. [2013]
stwierdzono wysokie stezenie antocyjanidyn w ryzu (Oryza sativa L.) o czarnych ziarnach
('Artemide'), ale nie wykryto ich w ryzu biatym. Wielu badaczy twierdzi, ze kolorowe genotypy
zboz, ze wzgledu na wigksze stgzenie réznych zwigzkow fenolowych, majg silniejsze dziatanie
przeciwutleniajace niz tradycyjne formy tych gatunkow [Ge i in. 2021; Bellido 2009].
Polifenole wykazuja aktywno$¢ przeciwutleniajagca, m.in. w ochronie thuszczu, w tym
nienasyconych kwasow ttuszczowych, przed wolnymi rodnikami [Shen i in. 2016], co moze
thumaczy¢ istotng korelacje zaobserwowang w naszym doswiadczeniu pomiedzy zwigzkami
fenolowymi a kwasem linolowym dla roslin uprawianych konwencjonalnie 1 kwasem
linolenowym dla jgczmienia ekologicznego [P3]. Dodatnia korelacja migdzy fenolami,
karotenoidami i SFA a sktadowg PC2 oraz silniejsza korelacja PUFA ze sktadowg PC1 moze
wynika¢ z negatywnych skutkow srodowiskowych 1 wskazywac, ze ro§liny doswiadczajg stresu
oksydacyjnego podczas wegetacji. Zarowno zwigzki fenolowe [Dang i in. 2022], jak i
karotenoidy [Ficco i in. 2014] sa znane ze swoich wilasciwosci przeciwutleniajacych i
ochronnych, a ich metabolizm w ro$linach jest indukowany przez stres oksydacyjny. Badania
przeprowadzone na pszenicy przez Ullah i in. [2022] pokazuja, ze podczas stresu suszy rosliny
wprowadzaja zmiany rowniez w profilu kwasow ttuszczowych, zwigkszajac zawarto$¢ kwasu
palmitynowego (SFA) kosztem kwasow linolowego i linolenowego, podczas gdy po okresie
suszy, podczas odbudowy, wzrasta udzial kwaséw laurynowego, mirystynowego,
palmitynowego i stearynowego nalezacych do grupy kwasdéw nasyconych (SFA). Rosliny
probuja naprawi¢ oksydacyjne uszkodzenia bton plazmatycznych poprzez regulacje proporcji
kwasow ttuszczowych, ktore petnig rézne funkcje w metabolizmie.

Wplyw roéznego rodzaju biostymulatorow na plonowanie i cechy ilosciowe zboz jest
stosunkowo dobrze zbadany, ale brakuje szczeg6towych badan nad ich wptywem na parametry
jakosciowe ziarna. W naszych badaniach, ktére dotycza tego malo poznanego obszaru,
wykazano istotny wplyw biostymulatora aminokwasowego na zawarto$¢ karotenoidow,
wolnych kwasow tluszczowych 1 polifenoli. Aminokwasy zawarte w zastosowanym
biostymulatorze sg prekursorami i1 aktywatorami wielu proceséw biochemicznych, modulujac
tym samym ilo$¢ poszczegolnych zwigzkow bioaktywnych zawartych w roslinie [Rouphael i
in. 2021]. Zjawisko to potwierdza szereg badan przeprowadzonych na réznych roslinach, np.
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w uprawie pszenicy [Szpunar-Krok i in. 2021]. W badaniach wiasnych zaobserwowano istotny
wzrost zawarto$ci karotenoidow po zastosowaniu biostymulatora [P3]. Nalistna aplikacja
biostymulatora aminokwasowego w uprawie soi, oprocz zwigkszenia zawartosci B-karotenu,
spowodowata wzrost zawartosci flawonoidow, antocyjanow i kwasow fenolowych [Kocira i in.
2020], co zaobserwowano rowniez w naszym badaniu. Biostymulatory moga rowniez wplywac
na wolne kwasy tluszczowe, poniewaz aminokwasy sa niezbednym substratem w ich
biosyntezie [Kocira i in. 2020]. Zastosowanie biostymulatora z dodatkiem aminokwasow
zmienito stosunek wolnych kwaséw tluszczowych na korzy$¢ kwasow wielonienasyconych w
rzepaku [He i in. 2020] i soi [Petrova i in. 2023]. Jednak w badaniach wtasnych i eksperymencie
przeprowadzonym na orzechu laskowym [Szparaga i in. 2021] zauwazono, ze biostymulator
zmniejszyt ilo§¢ PUFA przy jednoczesnym zwigkszeniu zawarto$ci nasyconych i
jednonienasyconych kwasow ttuszczowych. Uzyskane roznice mogg wynika¢ z odmiennego
sktadu zastosowanych biostymulatorow. Preparat zastosowany w badaniach wlasnych,
podobnie jak na orzechu laskowym, bazowal na czystych aminokwasach roslinnych, podczas
gdy pozostate preparaty zawieraly rowniez mikroelementy. Zelazo jest dodatkiem do wielu
biostymulatoréw. Jest niezbedne do tworzenia ferredoksyny, ktéra odgrywa wazna role w
NADPH jako donor elektronéw dla desaturazy stearylowej, enzymu niezbednego do tworzenia
nienasyconych kwasoéw thuszczowych [Pascoalino i in. 2021]. Mozna zatem przypuszczac, ze
same aminokwasy wplywaja na zmiang sktadu wolnych kwasow thuszczowych, natomiast na
kierunek zmian: nasycone-nienasycone, wigkszy wplyw majg inne sktadniki, np. zelazo. Tezg
te potwierdzajg badania Tousi i in. [2014], w ktorych zawarto$¢ nienasyconych kwasow
thuszczowych w soi istotnie wzrosla po zastosowaniu preparatu z zelazem, podczas gdy po
zastosowaniu czystych aminokwasow takiej reakcji nie udowodniono. System gospodarowania
(ekologiczny, konwencjonalny) ma wplyw na akumulacj¢ zwigzkéw biochemicznych w
roslinach. Porownywalne do otrzymanych w badaniach wiasnych wyniki dla karotenoidow
opisano dla lokalnych odmian jeczmienia ("Naket") w pracy Hussain i in. [2021], a takze
genotypow pszenicy ("Andriolo", "Gentil rosso", "Palesio") wedtug Di Silvestro i in. [2017].
Zmiana systemu uprawy na ekologiczny zwigkszyla stezenie zwigzkow fenolowych w pszenicy
durum [Pandino i in. 2020], orkiszu [Fares i in. 2019] lub pszenicy twardej czerwonej [Tian i
in. 2022]. Niektorzy badacze ttumaczg zwigkszone zawartosci tych roslinnych zwigzkow w
ziarnach organicznych zmianami w metabolizmie, ktore wynikaja z dostgpnosci azotu i innych
waznych makroelementow w glebie oraz ich wzajemnego stosunku [Gatazka i in. 2011].
Niedoboér azotu zwigksza aktywnos$¢ enzymu liazy L-fenyloalaniny, ktory eliminuje amoniak z
aminokwasoéw aromatycznych i prowadzi do syntezy kwasu cynamonowego, ktory jest
prekursorem wielu zwigzkéw fenolowych w ro$linach [Gatazka 1 in. 2011]. Zawartos¢
nienasyconych kwaséw thuszczowych réwniez wzrasta z powodu ograniczonej dostgpnosci
azotu [Abd El-Satar i in. 2017]. Ponadto wiele metabolitéw wtornych bierze udziat w reakcjach
obronnych ro$lin na stresy biotyczne i abiotyczne. Grupa ta obejmuje rowniez fenole,
karotenoidy 1 wolne kwasy tluszczowe, ktore biorg udzial w procesach odpornosciowych roslin,
a ich synteza jest zwigkszona w odpowiedzi na atak patogenow [Buczek i in. 2023;
Bhattacharya i in. 2010; Swapnil i in. 2021]. W uprawach ekologicznych, gdzie pestycydy nie
sg stosowane do zwalczania szkodnikow, wyzsza akumulacja takich zwigzkow jest wysoce
pozadana. Z drugiej strony, istnieje wiele badan, ktore nie potwierdzajg wzrostu stezenia
fitochemikaliow w roslinach uprawianych ekologicznie. Badania Stracke i in. [2009] oraz
Konopka i in. [2012] nie wykazaly statystycznej roznicy w zawarto$ci karotenoidow migdzy
pszenicg uprawiang ekologicznie 1 konwencjonalnie.
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Wsrod oznaczonych kwasoéw fenolowych dominujacym byt kwas ferulowy, bedacy
pochodna kwasu hydroksycynamonowego. Podobnie inni badacze [Cai i in. 2015; Zhu i in.
2015] wskazuja na najwyzszy udziat kwasu ferulowego w sktadzie kwaséw fenolowych w
ziarnie jeczmienia. Synteza i akumulacja kompozycji fitochemicznych w tkankach roslinnych
zalezy od genotypu, srodowiska uprawy i ich interakcji [Kiani i in. 2021]. W badaniach Jin i
in. [2022] genotypy jgczmienia o czarnym ziarnie charakteryzowaly si¢ istotnie wyzszym
stezeniem zwigzkéw fenolowych ogétem i kwasow fenolowych ogdtem w poréwnaniu do
genotypow o zOttym ziarnie. Podobnie w niniejszym badaniu profil kwaséw fenolowych
zalezatl od genotypu jeczmienia. Kwasy galusowy i chlorogenowy wystepowaty najobficiej w
z6Oltym ziarnie odmiany 'Soldo'. W porownaniu do ziarna tej odmiany, czarno zabarwione
ziarno genotypow pierwotnych (H. v. nigricans i H. v. rimpaui) zawierato istotnie wigcej
kwasow fenolowych, takich jak kwas 2,5-hydroksybenzoesowy, kwas protokatechowy, kwas
kawowy, kwas ferulowy i kwas syryngowy.

Wsréd oznaczonych w ziarniakach jeczmienia flawonoidow, najwiekszy iloSciowy
udzial miaty naringenina i kwercetyna. Byto ich istotnie wigcej niz w zottych ziarniakach
odmiany wspotczesnej. Wedlug Glagoleva i in. [2017] szlaki metaboliczne odpowiedzialne za
czarny kolor ziaren wynikaja z obecnosci genu Blp, ktory wptywa na zwiekszona syntezg
zwigzkow fenolowych, ktére z kolei tworzg czarng pigmentacje ziaren w procesie utleniania.
W niniejszych badaniach, oprocz czynnikéw genetycznych, na koncentracje kwasow
fenolowych i1 flawonoidow wplywaly rowniez czynniki agrotechniczne. Uzyskane wyniki
wyraznie wskazuja na korzystny wplyw systemu uprawy ekologicznej na zawarto$¢ kwasow
fenolowych w ziarnie. Genotypy alternatywne zwigkszyly stezenie kwasu protokatechowego
w ziarnie, natomiast H. vulgare 'Soldo' zareagowat wzrostem zawartosci kwasu ferulowego. W
badaniach Ostrowskiej-Kotodziejczak i in. [2016] ziarno mieszanki zbozowej owsa, pszenicy i
jeczmienia uprawiane] w systemie ekologicznym zawieralo istotnie wigce] kwasow
fenolowych, w szczego6lnosci kwasu ferulowego 1 p-kumarowego. Wplyw rolnictwa
ekologicznego na zawarto$¢ zwigzkow fenolowych w produktach rolnych stat si¢ przedmiotem
metaanalizy przeprowadzonej przez Baranskiego i in. [Baranski i in. 2014]. Autorzy ci na
podstawie 343 recenzowanych publikacji wskazali, ze stezenie kwasow fenolowych w
zywnosci pochodzacej z rolnictwa ekologicznego jest o 19% wigksze w poréwnaniu do systemu
konwencjonalnego. Wicgksze stezenie zwigzkow fenolowych w uprawach ekologicznych moze
by¢ wynikiem zwigkszonego stresu biotycznego i1 abiotycznego wystgpujacego w takim
systemie rolnictwa, poniewaz wiele zwigzkow fenolowych jest gromadzonych przez rosliny w
odpowiedzi na warunki stresowe. Zwiazki fenolowe, w tym flawonoidy, odgrywaja wazna rolg
biochemiczng i fizjologiczng w komorkach roslinnych, szczegdlnie pomagajac w tagodzeniu
stresu Srodowiskowego [Kiani i in. 2021]. Ekspresja genu HvVPAL, ktory koduje enzym
amoniaku fenyloalaniny, byta zwigkszona w jgeczmieniu tolerujacym sol, podczas gdy byta
zmniejszona W jeczmieniu wrazliwym na stres solny [Garaghanipor i in. 2022]. Wedlug
Przybylskiej-Balcerek i in. [2022] kwas ferulowy ma wlasciwosci przeciwutleniajace,
przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze, a efekt ten jest zwigkszony w wyniku synergii
potaczenia tego kwasu z kwasami synapowym i galusowym oraz niektérymi flawonoidami. Nie
ma jednak jednoznacznych dowoddéw na zwigzek miedzy presja szkodnikoéw a stgzeniem
polifenoli w uprawach ekologicznych. Z drugiej strony ros$nie liczba doniesien dowodzacych,
ze roéznice w systemach nawozenia, zwlaszcza nawozenia azotem, miedzy ekologicznymi i
konwencjonalnymi systemami rolniczymi sg waznym czynnikiem wpltywajacym na stezenie
zwigzkoéw fenolowych w uprawach ekologicznych [Baranski i in. 2014]. W niniejszym badaniu
stwierdzono réwniez istotne roznice w sposobie nawozenia pomig¢dzy poroOwnywanymi
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systemami uprawy. W produkcji konwencjonalnej stosowano dawke 60 kg N ha w postaci
saletry amonowej, natomiast w uprawie ekologicznej nie stosowano zadnych nawozow, nawet
organicznych, przed uprawa jgczmienia. Spowodowato to widoczne oznaki niedoboru azotu w
okresie wegetacji. Potencjalnie moglo to przyczyni¢ si¢ do wzrostu roznic w stezeniu zwigzkow
fenolowych pomiedzy poréwnywanymi systemami uprawy. Szlak metabolizmu
fenylopropanoidow i réznorodno$¢ czynnikow indukujacych ich synteze w roslinach jest
regulowany przez ekspresje wielu rodzin genéw kodujacych enzymy uczestniczace w tym
szlaku — amoniakoliazy L-fenyloalaniny (PAL) i syntazy chalkonu (CHS). Rézne czynniki
biotyczne i abiotyczne dziatajace na rosliny wplywaja na poziom transkrypcji genow
kodujacych enzymy szlaku syntezy fenylopropanoidow [Matsumoto i in. 2012]. Wedtug Ma i
in. [2019] zréznicowane genotypy jeczmienia pod wplywem stresu wykazujg zmiany w
poziomie akumulacji biatek zaangazowanych w metabolizm wtorny - glownie liazy
amoniakalnej fenyloalaniny (PAL), reduktazy izoflawonowej i O-metylotransferazy kwasu
kawowego, enzymu odpowiedzialnego za przeksztatcanie kwasu kawowego w kwas ferulowy.
Aminokwasy z kolei charakteryzuja si¢ wysoka mobilnoscig i tatwym transportem w roslinach.
Dzigki temu oraz swojej aktywnosci biologicznej wptywaja na synteze substancji biatkowych
w roslinach, co przektada si¢ rowniez na wzrost aktywnosci enzyméw 1 produkcje zwigzkow
fenolowych [Hammad i Ali 2014].

Ciemne ziarna zawieraly réwniez znaczne ilosci fitomelaniny. Oprocz czynnikow
genetycznych wpltyw na zawarto$¢ tego zwiazku miaty rowniez czynniki rolnicze. Ziarno
pochodzace z rolnictwa ekologicznego zawierato o 16% wiecej tego zwiazku w porownaniu z
konwencjonalnym  systemem. Jednakze  zastosowanie  nalistne  biostymulatora
aminokwasowego mialo znacznie silniejszy wplyw na zawarto$¢ fitomelaniny, ktorej
zawartos$¢ Kilkukrotnie zwickszyta si¢ w ziarnach H. v. nigricans i H. v. rimpaui. Melanina jest
biopolimerem o ciemnej pigmentacji, ktory jest szeroko rozpowszechniony wsrod organizmow
zywych i nadaje im ciemny kolor [Shoeva i in. 2020]. Fitomelaniny sg syntetyzowane przez
enzymatyczne utlenianie prostych prekursoréw fenolowych, takich jak tyrozyna, kwas
cynamonowy i pochodne kwasu cynamonowego [Glagoleva i in. 2022]. Biosynteza
fitomelaniny jest kontrolowana przez gen Blp1 zlokalizowany w locus 0,8 Mb na chromosomie
1H [Glagoleva i in. 2017]. Badane czynniki agrotechniczne wptynety na zawartosc
fitomelaniny w podobny sposob jak stezenie kwasow fenolowych, co zdaje si¢ potwierdzaé
doniesienia o syntezie tego zwiazku z pochodnych kwasu cynamonowego. Twierdzenie to jest
réwniez poparte wysokim wspotczynnikiem korelacji pomigdzy zawartoscig fitomelaniny a
stezeniem kwasow fenolowych i flawonoidow. Aktywnos$¢ antyoksydacyjna ABTS* w
znacznym stopniu zalezala od czynnika genetycznego. Genotypy alternatywne
charakteryzowatly si¢ wicksza zdolno$cig do usuwania wolnych rodnikéw niz H. vulgare, co
wynikato ze znacznie wigkszego stezenia zwigzkow bioaktywnych. Wykazano silng pozytywna
korelacje pomiedzy aktywnos$cig antyoksydacyjng ABTS™ a stezeniem kwasu Syryngowego,
naringeniny, kwercetyny, luteoliny i fitomelaniny. Wedlug innych badaczy [Glagoleva i in.
2022], kwasy hydroksycynamonowe  charakteryzuja si¢ wyzszag  aktywnoscia
przeciwutleniajaca niz kwasy hydroksybenzoesowe. Wedlug Chen i in. [2020], oprocz
podstawowej struktury, na moc wychwytywania wolnych rodnikow przez poszczegolne kwasy
fenolowe wptywa réwniez ich struktura, w szczegdlnosci obecnos¢ grup hydroksylowych i
metoksylowych. W badaniu Chen i wsp. [2020] dihydroksykwasy (kwas kawowy i
protokatechowy) mialy wyzszg aktywno$¢ przeciwutleniajaca niz inne kwasy fenolowe, z
wyjatkiem kwasow o najwigkszej liczbie grup metoksylowych (kwas synapowy i syryngowy).
Wedlug tych autorow, w grupie pochodnych kwasu benzoesowego najwiekszg zdolno$¢ do
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usuwania wolnych rodnikéw ma kwas syryngowy, ktorego potencjal antyoksydacyjny jest
dziesiatki tysiecy razy wiekszy niz w przypadku kwasu 4-hydroksybenzoesowego. Raporty te
wyjasniaja silng korelacj¢ pomigdzy zawartoscig kwasu syryngowego, a aktywnoscig
przeciwutleniajaca obserwowanga w badaniach wlasnych. Sposréd kwasow fenolowych
wystepujacych w ziarnach, kwasy syryngowy i kawowy sg zwigzkami o najwigkszej zdolnosci
do usuwania wolnych rodnikéw. Tylko kwas synapowy ma wigkszy potencjal, ale byl obecny
w ziarnach w ilosci kilkakrotnie mniejszej od kwasow syryngowego i kawowego. Jego
szczegblnie wysokie stgzenie stwierdzono w ziarnach genotypow alternatywnych. Ziarniaki te
zawieraly rOwniez znacznie wiecej innych kwasow o silnym dziataniu antyoksydacyjnym
(kawowy i protokatechowy) niz H. vulgare 'Soldo’ .

W niniejszym badaniu analiza korelacji wykazata rowniez silny zwigzek migdzy
aktywno$cig antyoksydacyjng ABTS" a zawartoscig flawonoidéw (naringeniny, kwercetyny i
luteoliny) w  ziarnach. Flawonoidy charakteryzuja si¢ wysokim potencjatem
antyoksydacyjnym, co wynika z ich struktury chemicznej [Pietta i in. 2000]. Kwercetyne i
luteoling mozna wskazac jako najsilniejsze przeciwutleniacze spo$rod zwigzkow wykrywanych
w badanych ziarnach jeczmienia. W badaniu Chena i in. [2022] na kolorowych odmianach ryzu
aktywno$¢ przeciwutleniajaca byla silnie skorelowana z zawarto$cig naringeniny. Jesli chodzi
o0 kwasy fenolowe i flawonoidy, niniejsze badanie wykazato rowniez silny pozytywny zwigzek
miedzy ABTS" i zawarto$cig fitomelaniny. Jednakze w literaturze brakuje informacji na temat
wlasciwo$ci przeciwutleniajacych tego zwigzku. Potwierdzono réwniez zwigzek migdzy
zawartoscig fitomelaniny a zawarto$cia kwasu syryngowego, kwercetyny, naringeniny i
luteoliny. Wiadomo réwniez, ze fitomelanina powstaje z utlenionych zwigzkow fenolowych
[Glagoleva i in. 2022]. Korelacja pomiedzy zawarto$cig fitomelaniny a aktywnoscia
przeciwutleniajagcg byla wigc prawdopodobnie zwigzana ze stezeniem 1 utlenianiem
wspomnianych zwigzkow fenolowych. W badaniach Yang i in. [2022] ciemno zabarwione
genotypy jeczmienia charakteryzowaly si¢ wyzszym potencjalem antyoksydacyjnym, co
wigzalo si¢ z zawartoscig zwigzkéw fenolowych. Wielu autoréow uzyskato podobng wysoka
korelacje aktywnos$ci antyoksydacyjnej i zawartoSci zwigzkow fenolowych w genotypach
barwnego jeczmienia [Lin i in. 2018; Suriano i in. 2018; Dang i in. 2022]. Wyniki te wskazuja
zatem, ze oprocz catkowitej zawartosci kwasow fenolowych, sktad zwigzkéw fenolowych ma
réwniez duze znaczenie dla aktywno$ci przeciwutleniajacej ziarna. Podobienstwo dwoch
badanych czarnych genotypow (H. v. nigricans i H. v. rimpaui) oraz rdéznica migdzy
wspélczesna odmiang zotto-ziarnista pod wzgledem sktadu zwiazkéw bioaktywnych i
aktywnosci antyoksydacyjnej zostata rowniez potwierdzona przez analiz¢ skupisk aglomeracji.
Rownie silnym czynnikiem roznicowania warto$ci tych zmiennych bylo zastosowanie
biostymulatora.
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8. WhniosKi

1. W warunkach suszy w okresie poczatkowego wzrostu ro$lin (faza siewki) Hordeum
vulgare var. rimpaui Wittm charakteryzowal si¢ istotnie wickszymi wartosciami
wskaznikow $wiadczacych o efektywnosci funkcjonowania fotosyntezy w porownaniu
z odmiang wspotczesng 'Soldo' oraz Hordeum vulgare var. nigricans (Ser.) Korn, co
moze wskazywac na genetycznie uwarunkowang, zwigkszong tolerancj¢ tego genotypu
na niedobdr wody.

2. Odmiana wspoélczesna 'Soldo’ jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L.) w
wickszym stopniu wykorzystywata swoj potencjal genetyczny do wysokiego
plonowania w optymalnych warunkach pogodowych; przy dtugotrwatym niedoborze
wody plon ziarna tej odmiany byt istotnie wigkszy jedynie w poréwnaniu z H. v. var.
nigricans.

3. Wigkszy potencjat produkcyjny odmiany wspotczesnej jeczmienia W stosunku do obu
genotypow alternatywnych wynikat z wigkszej masy tysigca ziaren oraz istotnie
wigkszej w poréwnaniu z H. v. var. nigricans liczby ziaren w ktosie oraz ptodnych
pedéw generatywnych na 1 m?.

4. W roku o optymalnych warunkach hydrotermicznych alternatywne genotypy
jeczmienia tworzyty wigksza powierzchnig asymilacyjng (LAI) w fazie liscia flagowego
i kloszenia w poréwnaniu z odmiang 'Soldo’, ale charakteryzowaty si¢ jednoczes$nie
mniejszymi warto$ciami wskaznikow funkcjonowania PSII i indeksem zielonosci
(SPAD) liscia podflagowego. W roku suchym wartosci LAI i SPAD byty zblizone u
wszystkich badanych genotypow.

5. Ziarno genotypow alternatywnych H. v. var. rimpaui i H. v. var. nigricans zawierato
istotnie wigcej zwiazkow fenolowych (kwaséw fenolowych, flawonoidéw i
antocyjanidyn) a takze wielonienasyconych kwasow tluszczowych w poroéwnaniu z
odmiang wspoélczesng 'Soldo' H. vulgare.

6. Genotypy alternatywne charakteryzowaty si¢ istotnie wigkszg koncentracja luteiny i f3-
karotenu w ziarnie w poréwnaniu z odmiana wspotczesna. Nie wykazano jednak roznic
w zawarto$ci karotenoidow ogotem, z uwagi na wyzszg koncentracje zeaksantyny w
ziarniakach odmiany 'Soldo'.

7. Aplikacja nalistna biostymulatora aminokwasowego zwigkszyla koncentracje
karotenoidéw w ziarnie wszystkich badanych genotypow, a takze zawarto$¢ zwigzkow
fenolowych, w tym kwasow fenolowych i flawonoidow w ziarnie H. v. var. rimpaui i
H. v. var. nigricans. Ziarno roslin nie poddanych aplikacji charakteryzowato si¢ jednak
wiekszym udziatlem wielonienasyconych kwasow tluszczowych w ogoélnej sumie
kwasow thuszczowych.

8. Produkcyjnos¢ wspotczesnego jak i alternatywnych genotypdw jeczmienia byta
wigksza w uprawie konwencjonalnej. Ekologiczny system uprawy sprzyjat jednak
wigksze] koncentracji zwigzkéw bioaktywnych 1 wielonienasyconych kwasow
thuszczowych w ziarnie.

9. Analizowane genotypy jeczmienia roznity si¢ migdzy sobg pod wzgledem profilu
zwigzkéw fenolowych. Odmiana 'Soldo' zawierata istotnie najwigcej kwasu
galusowego i chlorogenowego oraz witaksyny. H. v. var. rimpaui charakteryzowat si¢
natomiast wigksza niz pozostale  genotypy koncentracja kwasu  2,5-
dihydroksybenzoesowego, protokatechowego, syryngowego, kawowego, synapowego
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10.

11.

12.

i ferulowego, a takze naringeniny i apigeniny. Genotyp ten zawieral takze wigcej
luteoliny niz odmiana wspotczesna.

Najsilniejszy wplyw nalistnej aplikacji biostymulatora aminokwasowego na
akumulacje zwigzkoéw bioaktywnych w ziarnie obserwowano u H. v. var. rimpaui, w
ktorym zabieg ten stymulowal synteze fitomelaniny i flawonoidow (naringeniny,
witaksyny, apigeniny, kampferolu i luteoliny), a takze kwasow fenolowych —
kawowego i ferulowego.

Ziarno alternatywnych genotypow jeczmienia w poréwnaniu z odmiang wspotczesng
charakteryzowalo sie¢ wicksza aktywnoS$cig przeciwutleniajagcg ABTS®, ktdra byla
dodatnio skorelowana z zawarto$cig kwasu syryngowego, naringeniny, kwercetyny
luteoliny 1 fitomelaniny, co potwierdza silne wilasciwosci przeciwutleniajgce tych
zwiazkow.

Wykazana w badaniach podwyzszona koncentracja zwigzkéw bioaktywnych w ziarnie
alternatywnych genotypow jeczmienia H. v. var. rimpaui i H. v. var. nigricans wskazuje
na ich przydatno$¢ do produkcji zywnos$ci funkcjonalnej. Dalsze prace badawcze
powinny by¢ ukierunkowane na rozpoznanie molekularnych podstaw zwigkszonej
syntezy zwiazkow fenolowych w ziarnie oraz odpornosci na abiotyczne czynniki
stresowe.
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STRESZCZENIE

Biologiczne i agrotechniczne uwarunkowania plonowania oraz wartosci uzytkowej
ziarna alternatywnych genotypow jeczmienia Hordeum vulgare L. var. nigricans (Ser.)
Korn i Hordeum vulgare L. var. rimpaui Wittm

mgr inz. Rafal Nowak

Stowa kluczowe: biologia plonowania, plon ziarna, genotypy jeczmienia, zwigzki

bioaktywne, systemy gospodarowania, aplikacja biostymulatorow

Wiasciwosci  dietetyczne 1 prozdrowotne spowodowaly wzrost znaczenia
konsumpcyjnego ziarna jeczmienia. W zwigzku z tym poszukuje si¢ genotypow 1 metod uprawy
gwarantujacych wysoka warto$¢ uzytkowa ziarna. Alternatywne genotypy jeczmienia tworzace
ziarniaki o ciemnym zabarwieniu, z uwagi na zwigkszong zawarto$¢ zwigzkow bioaktywnych
mogg by¢ cennym surowcem do produkcji zywnosci funkcjonalnej. Przywrocenie ich do
uprawy powinno by¢ jednak poprzedzone identyfikacja cech determinujacych produktywnos¢
oraz wartos¢ uzytkowa ziarna, rozumiang jako przydatno$¢ do produkcji Zywnosci
prozdrowotnej oraz nutraceutykow. Przeprowadzono dwa Sciste dwuletnie doswiadczenia
polowe, w warunkach ekologicznego i konwencjonalnego systemu gospodarowania.
Czynnikami do$wiadczalnymi byly trzy zréznicowane genotypy jeczmienia oraz aplikacja
nalistna biostymulatora aminokwasowego w trakcie wegetacji. Celem pracy byta identyfikacja
parametréw biometrycznych i fizjologicznych decydujacych o plonowaniu alternatywnych
genotypow jeczmienia Hordeum vulgare var. nigricans i H. v. var. rimpaui oraz porownanie
ich z odmiang wspotczesng jeczmienia zwyczajnego (H. vulgare), w zrdéznicowanych
warunkach hydrotermicznych dwoch sezonow wegetacyjnych 2021 i 2022. Ziarno zebrane z
poletek doswiadczalnych poddano laboratoryjnej analizie sktadu chemicznego w celu oceny
zawarto$ci zwigzkow fenolowych, barwnikow roslinnych 1 kwasow tluszczowych, a takze
aktywnosci przeciwutleniajacej ziarna tych genotypoéw. Badania wykazaly, ze poszczegolne
genotypy roznig si¢ od siebie pod wzgledem parametrow fizjologicznych i biometrycznych w
ocenianych etapach rozwoju i w zréznicowany sposob reaguja na stres abiotyczny. H. v.
rimpaui wykazywal wigksze wartoSci parametrow wskazujgcych na efektywnos¢
funkcjonowania fotosyntezy (Fv/Fm, Fv/Fo 1 Plags) w fazie siewki podczas suszy, a H. v.

nigricans wykazywat w takich warunkach wigksze wartosci Fv/Fm 1 Fv/Fo w fazie liscia
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flagowego. Ponadto H. v. var. rimpaui wyrdznial si¢ wysoka biomasa pedéw (726 g m™) i
plonem stomy (5,04 t hal), a H. v. var. nigricans wykazywatl duza sktonno$é¢ do tworzenia
ktosow ptonnych (103 szt. m? w suchym roku 2022). Alternatywne genotypy wytworzyly, w
korzystnym pod wzgledem warunkow hydrotermicznych roku istotnie wigkszg powierzchnig
asymilacyjng od odmiany 'Soldo', ale charakteryzowatly si¢ mniejszymi warto§ciami wskaznika
SPAD i Plags, mierzonymi na lisciu podflagowym. H. v. rimpaui i H. v. nigricans, zarowno w
ekologicznym jak i konwencjonalnym systemie plonowaly na istotnie nizszym poziomie niz
odmiana wspotczesna, szczegdlnie w roku o optymalnych opadach. W roku suchym rdznice
pomigdzy H. v. rimpaui, a odmiang 'Soldo' nie byly istotne. Wyzszy potencjatl produkcyjny
odmiany wspotczesnej byt zwigzany z wickszg masg tysigca ziaren (MTZ), a takze wigksza w
porownaniu z H. v. var. nigricans liczba ziaren w ktosie i ptodnych pedow generatywnych na
1 m2. Ciemno zabarwione ziarno genotypéw alternatywnych zawierato istotnie wiecej kwasow
fenolowych i flawonoidow oraz wigcej nienasyconych kwasow thuszczowych w poréwnaniu z
zO6tym ziarnem odmiany wspoélczesnej. Zastosowanie biostymulatora istotnie zwigkszyto
stezenie zwigzkow fenolowych w ziarnach, zwlaszcza genotypdéw alternatywnych, ale nie
miato wptywu na wielko$¢ plonu. Wyniki wskazuja rowniez na wigksza aktywnosé
przeciwutleniajagca 1 wigksze stezenie fitomelaniny w ziarnie genotypdéw alternatywnych.
Aktywno$¢ przeciwutleniajgca byta skorelowana z zawarto$cig kwasu syringinowego,
naryngeniny, kwercetyny, luteoliny i fitomelaniny. Uprawa ekologiczna i nalistna aplikacja
biostymulatora aminokwasowego poprawily wiasciwosci uzytkowe ziarna jeczmienia, w
szczegblnosci genotypow alternatywnych. Dalsze badania powinny by¢ ukierunkowane na
szczegdlowe rozpoznanie reakcji alternatywnych genotypow jeczmienia na stresy abiotyczne.
Celowe jest rowniez okre$lenie sposobow zwiekszenia liczby ziaren w klosie i masy 1000

ziaren genotypow alternatywnych w celu zwigkszenia ich potencjatu plonotworczego.
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ABSTRACT

Biological and agrotechnical determinants of productivity and utility value of grain of
alternative barley genotypes Hordeum vulgare L. var. nigricans (Ser.) Korn i Hordeum
vulgare var. rimpaui Wittm

mgr inz. Rafal Nowak

Key words: Yield biology, grains yield, barley genotypes, bioactive compounds, farming

systems, aminoacids biostimulant

The dietary and health-promoting properties of barley grain have led to an increase in
its importance for consumption. Consequently, genotypes and cultivation methods are being
sought to guarantee a high utility value of the grain. Alternative barley genotypes that form
black-coloured grains, due to their increased content of bioactive compounds, can be a valuable
raw material for the production of functional foods. However, their reintroduction into
cultivation should be preceded by the identification of traits determining the productivity and
use value of the grain, understood as suitability for the production of health-promoting foods
and nutraceuticals. Two-year field experiments were conducted, under organic and
conventional farming system conditions. The experimental factors comprised three different
barley genotypes and the foliar application of an amino acid biostimulant during vegetation
period. The aim of this study was to identify the biometric and physiological parameters
determining the yield of alternative barley genotypes Hordeum vulgare var. nigricans and H.
v. var. rimpaui and to compare them with a modern variety of barley (H. vulgare), under varying
hydrothermal conditions of the two growing seasons of 2021 and 2022. The grain collected
from the experimental plots was subjected to laboratory analysis of chemical composition in
order to assess the content of phenolic compounds, plant pigments and fatty acids, as well as
the antioxidant activity of the grain of these genotypes. The study demonstrated that the various
genotypes differed in their physiological and biometric parameters at the developmental stages
assessed, and exhibited divergent responses to abiotic stress. H. v. rimpaui showed higher
values for parameters indicative of the efficiency of photosynthetic function (Fv/Fm, Fv/Fo and
Plags) at the seedling stage during drought, while H. v. nigricans demonstrated higher Fv/Fm
and Fv/Fo values at the flag leaf stage under such conditions. Furthermore, H. v. var. rimpaui
was distinguished by its high shoot biomass (726 g m) and straw yield (5.04 t ha*), while H.

v. var. nigricans exhibited a high proclivity for the formation of waste ears (103 pcs m in the
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dry year 2022). In a hydrothermally favorable year, alternative genotypes produced a
significantly higher assimilative area than 'Soldo’, but were characterized by lower SPAD and
Plags index values measured on the subflag leaf. H. v. rimpaui and H. v. nigricans, cultivated
in organic and conventional systems, yielded at a significantly lower level than the modern
variety, particularly in the year with optimal rainfall. In the dry year, the differences between
H. v. rimpaui and the cultivar 'Soldo’ were not significant. The higher production potential of
the modern variety was associated with a higher thousand-grain weight (TGW), as well as a
greater number of grains per spike, and fertile generative shoots per 1 m? compared to H. v. var.
nigricans. The black-coloured grain of the alternative genotypes exhibited significantly higher
levels of phenolic acids and flavonoids and a greater proportion of unsaturated fatty acids
compared to the yellow grain of the modern variety. The application of the biostimulant resulted
in a notable increase in the concentration of phenolic compounds in the grains, with the greatest
impact observed in alternative genotypes. However, no discernible effect of the treatment on
yield was observed. Furthermore, the outcomes revealed elevated antioxidant efficacy and a
higher concentration of phytomelanin in the grain of the alternative genotypes. The antioxidant
activity was found to be correlated with the content of syringic acid, naringenin, quercetin,
luteolin and phytomelanin. Organic cultivation and foliar application of an amino acid
biostimulant has been demonstrated to enhance the functional properties of barley grain,
particularly in alternative genotypes. Further research should be directed towards the detailed
identification of the responses of alternative barley genotypes to abiotic stresses. It is similarly
recommended to identify strategies for enhancing the number of grains per ear and the
thousand-grain weight of alternative genotypes in order to increase their yield potential.
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Abstract: Black-seeded barley can be a valuable raw material for functional food. However, its
restoration to cropping should be preceded by the identification of the characteristics determining
productivity. The field study was conducted to identify specific parameters of the black-seeded barley
genotypes (Hordeum vulgare var. nigricans and H. v. var. rimpaui) and compare them with common
barley (H. vulgare) under the different hydrothermal conditions of the two growing seasons of 2021
and 2022. Our research has shown that each genotype has a set of specific characteristics that best
describe it at a given developmental stage. H. v. rimpaui was well characterized by chlorophyll
fluorescence parameters such as Fy /Fy, Fy/Fo, and Plags at the seedling stage and H. v. nigricans by
Fy/Fym and Fy /Fy at the flag leaf stage. Moreover, H. v. var. rimpaui was distinguished by a high
biomass of shoot (726 g m~2) and straw yield (5.04 t ha—1) but H. v. var. nigricans by a high number of
sterile generative tillers (103 m~2in the dry year 2022). Further research should focus on the response
of black-seeded barley genotypes to abiotic stresses, while in agronomic practice, efforts should be
made to increase the number of grains per ear and 1000-grain weight.

Keywords: chlorophyll fluorescence; black barley; PCA; LAIL; SPAD; grain yield; yield components

1. Introduction

Barley, like emmer or einkorn wheat, is one of the earliest domesticated species
(12,000 BC). Its native place of origin is the Fertile Crescent region, spanning southwest-
ern Iran, through the Zagros and Taurus Mountains in Iran, Iraq, and Turkey to central
Anatolia, northern Syria, and Palestine [1,2]. The genus barley (Hordeum spp.) includes
over 30 species found in temperate, tropical, and equatorial climate zones. Currently,
it is one of the most important field crops. The global sown area of barley in 2021 was
48.9 million hectares, which gives it fifth place after wheat, rice, corn, and soybeans [3]. The
most important species of the genus Hordeum is common barley (Hordeum vulgare). This
species occurs in both winter and spring forms. Its genetic diversity is manifested, among
others, in rowing (two-, four-, or six-row spike) or hulling (husked or naked grain) [4].
Among the genotypes of barley, there are also forms with awns transformed into hoods
(hooded barley). Barley grain can be yellow, blue, purple, and even black [5]. The color
of grains results from plant pigments accumulated in the aleurone layer of the grain [6].
The black color of grain is due to the presence of several chemical compounds, including
phytomelanins and phenolic compounds [7]. The black barley group includes the species
H. vulgare var. nigricans, also known as H. distichon var. nigricans (Global Biodiversity
Information Facility), which can be found in several regions of the world as a niche local
variety, especially in Iraq, Syria, and Turkey [8]. Hooded barley H. vulgare var. rimpaui.
may also have black-colored grains.
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Barley grain is used for the production of fodder and alcoholic beverages [9]. How-
ever, in Asia (mainly Tibet, China), barley is one of the basic food raw materials [10]. The
beneficial dietary and health-promoting qualities of barley have influenced the increasing
consumption importance of this species in recent years. The high dietary quality of barley
grain results, among others, from the content of bioactive substances with antioxidant prop-
erties [11,12]. Previous research indicates that some primary barley genotypes (especially
those with dark-colored grains) have particularly high antioxidant potential [13-15]. These
genotypes are characterized by a higher antioxidant activity and higher concentration
of phenolic acids, flavonoids, phytomelanin, lutein, and anthocyanidins than common
barley and can be valuable raw materials for the production of functional food [16,17]. The
condition for the implementation of these valuable genotypes for cultivation and further
consumption use is the recognition of characteristics determining growth, development,
and yield in various agroclimatic conditions.

Proper growth and development of plants can be inhibited by biotic and abiotic
stresses. Ongoing monitoring of the physiological state of plants and diagnosis of the
impact of stresses on plant growth is possible thanks to the use of chlorophyll fluorescence.
This phenomenon informs, among other things, the physiological state of plants under
abiotic stress conditions (high or low temperature, water shortages or excesses, etc.) at an
early stage of their occurrence. The chlorophyll molecule is fluorescent, making it possible
to determine the photochemical activity of the plant by detecting photon scattering, which
is closely related to changes in electron transport on chloroplast membranes [18]. This
disturbance causes a decrease in the photosynthesis activity of the whole plant [19]. By
measuring chlorophyll fluorescence, disturbances in the photosynthetic activity of the
plant can be detected without disturbing the tissues of the tested plants [18]. The specific
features of the parameters describing the fluorescence of chlorophyll, including the most
widely used indices Fy /Fy; and Fv/Fj, have made them more and more popular in the
diagnosis of the condition of agricultural crops [20]. The Fy/Fy ratio (a parameter that
represents the conversion efficiency of primary light energy in the center of PS II) and
Fy /Fy ratio (which represents the photochemical and non-photochemical use of light energy
in the reaction center) are the important parameters used as stress indicators in a large
number of photosynthetic studies. However, because they depend on the initial (Fp) and
maximum (Fy) levels of fluorescence, they may not be sensitive enough to detect variation
between samples [21]. In many studies, the performance index (PIsps) is also presented
as a relevant parameter to measure photosynthesis efficiency. The PI is an integrative
parameter calculated based on primary photochemistry, the density of the active reaction
center per chlorophyll, and the efficiency of electron. As a result, if any of these components
is affected by stress, the effect will be visible in the PI[19,21]. For many different plants, the
parameters Fy /Fy and Fy /Fj as measured under non-stress conditions are almost constant
and amount to 0.80-0.83 and 4-6, respectively [22]. However, PI does not have a specific
value, but it is assumed that for plants subjected to stress, the values of this parameter are
much lower than for plants free from abiotic stresses [23,24].

The amount of biomass produced during vegetation and the useful yield of plants also
depend on proper nutrition, which can be indirectly assessed by measuring leaf chlorophyll
content by SPAD meters using the emission of light of various wavelengths through the
plant leaf [25]. The final SPAD value is determined on the basis of the difference between
the absorption of red and infrared light waves. The higher the value of this parameter, the
more chlorophyll molecules in the plant leaf [26]. Another parameter related to the size
of the yield is the leaf area index (LAI), which tells about the leaf area that captures the
solar energy that is necessary for plant photosynthesis [27]. It is well known, however, that
the final yield of cereal grains is directly influenced by the size and interdependence of
structural yielding components such as generative fertile tillers per m?, number of grain
per spike, and 1000-grain weight [28].

The aim of the research was to identify the physiological and agronomic parameters
of the alternative black barley genotypes (H. v. var. nigricans and H. v. var. rimpaui) and
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compare them with common barley (H. vulgare) under the different hydrothermal condi-
tions of the growing seasons. The results of our study can be used as a theoretical basis for
the growing management of black-seeded barley and indicate further research directions.

2. Materials and Methods
2.1. Site Description

Field experiments were conducted in Minikowo, Kuyavian-Pomeranian Voivodeship,

central Poland (53°10"2” N 17°44/22" E), over two growing seasons (2021 and 2022). The
soil at the experimental site is characterized by an acidic soil pH of 4.7 and has a content of
7.1 mg P,0s5 100 g~ ! soil, 17.1 mg K,0 100 g~! soil, and 4.5 mg MgO 100 g~ soil.

Weather conditions during the barley-growing period varied in the years of the study.
It was noticeably cooler in the period from 21 April to 10 May and warmer in the periods
from 1 June to 20 and from 1 July to 20 in 2021 compared to 2022 (Figure 1). In the 2nd
and 3rd ten-day periods of April 2021, strong drops in temperature at the ground were
observed, reaching —7.0 °C during emergence (Supplementary Materials, Table S2). In
2022, in the same period, the minimum air temperature near the ground oscillated between

—2.1and 6.2 °C.

- _
- l gy
’:— —::, \::{’ /’..
Lo e 1--1
II. zzzz
o
/s
A /
7 “ad 4
B PAS.
-/ i
— ”’ II/ —
- 7
y | 2
.
f’ I’
- B
AN o
\\\ Pad
/, \\\ 4
't r 4
7 N
4
o - o < o = = = c c c = = =
] ] S S o @ © © 5 5 S = 3 =
b= = < < < = = = = = = o o —
= = o =} =} =] Q I — N o
§ o T o8 @2 2 & & T % 9 L 4 4
v L — — — ' ' [ — — —
— — — — o~
— ~ - o~ o m — ~
12021 - Rainfall (mm) 12022 - Rainfall (mm)

--@-- 2021 - Mean of temperature (°C)

--4-- 2022 - Mean of temperature (°C)

Figure 1. Hydrothermal conditions (air temperature and rainfall) during spring barley-growing

seasons, 2021 and 2022.

The total amount of precipitation in the growing season (March-July) in 2021 amounted
to 208.5 mm, while in 2022, it was only 131.7 mm. In March 2021, the total precipitation
amounted to 21.4 mm, while in the same month of 2022, it was only 0.5 mm. The period
from 21 April to 31 May 2022 was also characterized by a clear rainfall deficit in which the
total precipitation amounted to only 25.4 mm. In the same period of 2021, the precipitation
was almost three times higher and amounted to 75.5 mm. Before the harvest of barley

(21-31 June), rainfall in both years did not exceed 6 mm.

66:95326276
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The hydrothermal conditions of the growth season (March-July) were developed on
the basis of precipitation sums and air temperature in the years 2021-2022. The sum of
average daily air temperatures and the sum of precipitation for individual decades were
calculated, which were used to calculate the Sielianinov coefficient (k) [29] for individual
years (Supplementary Materials, Table S1) according to the following formula:

_P-10

k 2t

where:

P—total precipitation in mm for a decade;
Yt—sum of average daily air temperatures > 0 °C for the ten-day period.

The hydrothermal coefficient (Sielianinov coefficient) determines the relationship
between precipitation and evaporation and characterizes the moisture conditions for plant
growth. Based on the value of the coefficient, the periods were classified in four groups
after Kuklik et al. [30]:

Extremely dry or very dry—k < 0.7;

—  Dry or quite dry—0.7 <k < 1.3;

—  Optimal or quite moist—1.3 <k < 2.0;

— Humid, very humid, or extremely humid—k > 2.0.

2.2. Subject of Research and Agronomic Practice

Two primary barley (H. vulgare L. var. nigricans (Ser.) Korn (H. v. nigricans) and
H. vulgare L. var. rimpaui Wittm (H. v. rimpaui)) and one common barley (H. vulgare var.
vulgare (H. vulgare) cultivar ‘Soldo’) were studied. The first two genotypes are two-rows,
spring, and are characterized by dark pigmentation of husk, fruit, and seed coat of grain.
The common barley ‘Soldo’, being a modern, spring, two-row variety with yellow grains,
served as a comparative genotype for two primary forms. H. v. rimpaui is also distinguished
by reduced awns, i.e., the so-called hoods (hooded barley), while H. nigricans and H. vulgare
have spikes with fully developed awns.

The experiment was conducted in a completed randomized block design in three
replications in plot areas of 24 m?. Barley was sown with a row spacing of 12.5 cm and a
density of 350 grains m~2 in the 3rd week of March in both years. The fertilizer was applied
before sowing at rates of 70 kg N ha~!, 40 kg P,Os ha~!, and 70 kg K,O ha~!. The weeds
were chemically controlled using a mixture of 2,4-D, florasulam, and pinoxaden at rates
of 180 g, 3.75 g, and 40 g a.i. ha~! at the end of tillering. Fungicides were applied twice:
tiophanate-methyl in a dose of 700 g a.i. ha~—! at the beginning of the stem-elongation
stage and a mixture of tebuconazole and prothioconazole in doses 125 g a.i. and 125 g
a.i. ha~! respectively, at the flag leaf stage. The cereal leaf beetle was controlled with
cypermethrin in a dose of 25 g a.i. ha~! at the flag leaf stage. Grain was harvested in both
years between 21st and 31st of July when the grain had 14% of water content.

2.3. Measurement of Physiological, Biometric, and Agronomic Features
2.3.1. Chlorophyll Fluorescence

Measurements of direct fluorescence of chlorophyll in barley plants were carried out
at three dates: I—at the second true leaf stage (BBCH 12) in the third decade of April; II—at
the flag leaf stage (BBCH 39) in the third week of May; and III—at full heading (BBCH 55)
in the second week of June. The tests were performed using the Pocket PEA fluorimeter
(Pocket Plant Efficiency Analyzer) (Hansatech Instruments, Norfolk, UK). Measurements
of direct chlorophyll fluorescence were carried out on samples with an area of 4 mm?
on the middle part of the mature leaf blade; on the youngest fully developed leaf, i.e.,
the first leaf at the BBCH 12 stage; on the subflag leaf at the BBCH 39 stage; and on
the flag leaf at the BBCH 55 stage. Special clips were used to extinguish the light phase
of photosynthesis and blocked the light supply to the test sample for 30 min before the
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measurement. The measurement was carried out according to the recommendations of the
device manufacturer, with a light pulse intensity of 3500 umol-m~2-s~! and a duration of 1 s.
The fluorescent signal was initially sampled at 10 ps intervals for the first 300 ps. Depending
on the date, 60-80 measurements were made in a series for each genotype. The following
parameters were measured: Fo—initial fluorescence; Fy;y—maximum fluorescence; Fy =
Fyi—Fo—uvariable fluorescence; Fy /Fyj—maximum PSII performance; PIaggs (P1)—PSII
functioning index; Area—surface area above the chlorophyll fluorescence induction curve.
A detailed analysis of the measured chlorophyll fluorescence signals was also carried out
using the OJIP test, which was used to determine phenomenological energy fluxes per
excited cross section (CS):

e ABS/CSo—energy absorption by excited photosynthesizing sample (CS) at time zero
(t=0);

e TRp/CSo = @Po(ABS/CSx)—capacity of absorbed excitation energy by PSII photo-
synthesizing sample (CS) at time zero (t = 0);

e ETp/CSo = @Ep(ABS/CSx)—electron transport of PSII of photosynthesizing sample
(CS) at time zero (t = 0);

e DIp/CSo= (ABS/CS0)—(TRO/CSo)—energy amount dissipated as heat by PSII pho-
tosynthesizing sample (CS) at t = 0;

e  Plabs—an indicator of the functioning of PSII in relation to absorption.

2.3.2. Leaf Area Index (LAI) and Chlorophyll Index (SPAD)

During the growing period, the LAI (leaf area index) was measured twice, at the flag
leaf stage (BBCH 39) and at the full heading stage (BBCH 55), using the SunScan Canopy
Analysis System device (Delta-T Devices Ltd., Cambridge, UK). The device’s 1 m long probe
of the device, equipped with 64 PAR sensors, was placed in the plant canopy just above the
soil surface. At the same time, a second sensor measuring direct and diffuse radiation was
placed above the plant canopy. The radiation measurements were transmitted from the
probe and sensor to a PDA terminal, which converted and recorded the radiation quantum
values into leaf area, expressed in m? of leaf area m~2 of soil.

On these dates as well as at the second true leaf stage (BBCH 12), the SPAD index
was determined on the 30 youngest leaves in 16 repetitions for each genotype, using the
Minolta N-tester (Konica Minolta, Osaka, Japan). The central part of the leaf blade was
placed in the clip of the device, which was equipped with a light source on one side and
a photodetector on the other side of the leaf blade. When the clip was closed, the light
source shone through the leaf, and the amount of light at 650 nm and 940 nm that passed
through the leaf blade was read by the photodetector, which indicated the amount of light
absorbed by chlorophyll and other components of the system. On this basis, the instrument
calculated the amount of chlorophyll in the test sample expressed in conventional units.

2.3.3. Biometric and Agronomic Features

At the flowering stage (BBCH 59), the dry weight of shoots was determined on
subsequent plants collected in a row with a length corresponding to an area of 0.5 m? in
each plot. Then, at the full maturity stage (BBCH 89), an area of 1 m? was marked on
each experimental plot, and the number of fertile generative spikes (with kernels) and
sterile generative spikes (without kernels) was determined. At the same development stage,
30 spikes were randomly collected from each plot, and the number of grains per spike was
calculated. Plants from experimental plots with an area of 24 m? were harvested using a
Winterstaiger Classic plot harvester (Winterstaiger, Ried im Innkreis, Austria). Grain yield
and straw yield were determined using the weighing method after harvest, and then, based
on these parameters, the above-ground biomass at full maturity stage and the ratio of grain
yield to above-ground biomass yield were calculated, presented as the harvest index (HI).
The 1000-grain weight was determined on samples taken after achieving constant grain
moisture of 12%, based on 500 grains, in two repetitions of each treatment.
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2.4. Statistical Analysis

The results were analyzed using a two-way analysis of variance. Differences between
means were tested using Tuckey’s HSD test at p = 0.05. Pearson’s simple correlation analysis
was also performed within each genotype, as was the principal component analysis. All
statistical calculations were performed in the Stastistica 13.0 PL statistical package (Statsoft,
Krakoéw, Poland). The radar plot was prepared using the Grapher 21 (Golden Softwear,
Golden, CO, USA).

3. Results
3.1. Physiological Features
3.1.1. Chlorophyll Fluorescence

The first measurement of chlorophyll fluorescence carried out on barley seedlings at
the BBCH 12 stage indicated significant differences in the efficiency of the photosynthetic
apparatus influenced by the interaction of year and genotype (p < 0.0005; Supplementary
Materials, Table S3). In the first season of the study, for most parameters determined at the
seedling stage, no significant differences were noted between H. vulgare and alternative
barley genotypes (H. v. var. nigricans and H. v. var. rimpaui). Significant differences were
observed only in the ET/CSj index, which was significantly higher in H. v. var. rimpaui
than in the other genotypes. Additionally, black-seeded genotypes differed from each other
in 2021 in terms of ABS/CSy and TRy /CSy parameters, which were significantly higher in
H. v. var. rimpaui than in H. v. var. nigricans (Figure 2).

In the second year of the study, much greater variation between genotypes was
observed. Higher values of Fy /Fy, Fy/Fy, and PIaps indices in 2022 were noted in H. v.
var. rimpaui. The first two parameters were significantly higher in H. v. var. rimpaui than
in the other genotypes, while PIops was significantly higher in H. v. var. rimpaui only in
comparison with H. v. var. nigricans. In the second year of the study, the conventional
barley genotype was characterized by significantly higher area, ET(/CSp, and TRy /CSy
than the black-seeded genotypes. H. v. var. nigricans in 2022 showed the highest values of
the DIy/CSg and ABS/CSy indices compared with the other genotypes. The values of these
parameters were significantly higher for this genotype by 42.1% and 10.2% compared to H.
vulgare and 90.3% and 24.5% than in H. v. var. rimpaui (Figure 2).

The chlorophyll fluorescence of subflag and flag leaves, described by parameters such
as Fy /Fy, Fv/Fo, or Plags, was influenced by the year-genotype interaction (p < 0.0005;
Supplementary Materials, Table S4). In 2021, the Fy /Fy and Fy /Fj values assessed on the
subflag leaf were significantly higher in H. vulgare than in alternative barley genotypes (H.
v. var. nigricans and H. v. var. rimpaui) (Table 1). In 2022, only Fy /Fj had a significantly
higher value in H. vulgare than in H. v. var. rimpaui. In 2021, the Fy /Fy and Fy /Fj indices
of the primary genotypes were similar, while in 2022, H. v. var. nigricans was characterized
by higher values of these parameters compared to H. v. var. rimpaui.

Analysis of the Fy /Fyy and Fy /Fj indices on the flag leaf showed a different ranking
of genotypes than previously described for the parameters measured on the subflag leaf
(Table 1). In 2021, black-seeded barley genotypes were characterized by higher values of
the Fy /Fy and Fy /Fy parameters than common barley (H. vulgare). In 2022, the values of
these indices were similar in H. v. var. nigricans and H. vulgare. In the same year, the value
of the Fy /Fy parameter in hooded barley (H. v. var. rimpaui) was the lowest, and the value
of the Fy /Fy1 index was significantly lower only when compared to H. vulgare (Table 1).
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Figure 2. Chlorophyll fluorescence at seedling stage of Hordeum vulgare var. nigricans, H. vulgare var.
rimpaui, and H. vulgare. a—d—the mean values with different letters are significantly different at the
significance level p < 0.05.
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Table 1. Chlorophyll fluorescence on subflag and flag leaf of Hordeum vulgare var. nigricans, H. vulgare

var. rimpaui, and H. vulgare.

Fy/F Fy/F PI
Year Genotype Mean + SD Mean = SD Mean £ SD
Subflag leaf
H. v. nigricans 0.789 € £ 0.007 3.78¢£0.172 2.059 +0.163
2021 H. v. rimpaui 0.789 € + 0.013 3.84¢+0.183 1.934 +0.266
H. vulgare 0.8062P +0.014  4.252P £+ 0.176 3.96 ¢ + 0.518
H. v. nigricans 0.8152 + 0.004 4422 +0.118 5.14° 4 0.635
2022 H. v. rimpaui 0.797 b + 0.013 3.96 € + 0.288 404¢+0.714
H. vulgare 0.806 @b + 0.009 4187 +0.234 5.823 +1.28
Flag leaf
H. v. nigricans 0.835% £0.015 4942 £+ 0.076 5.10°¢+£0.583
2021 H. v. rimpaui 0.827 2 4 0.006 4792 +0.188 5.90b¢ 4+ 1.09
H. vulgare 0.805 ¢4 + 0.009 416+ 0.234 4.84°¢+ 0422
H. v. nigricans 0.808°4 +0.007  4.25°° +0.220 6.36 > +1.06
2022 H. v. rimpaui 0.790 9 + 0.029 3714 + 0421 5.08°¢ + 1.44
H. vulgare 0.811 b¢ +0.026 447% 4 0.250 7512 +1.39

a-d__the mean values in columns with different letters are significantly different at the significance level p < 0.05.

“+” relates to the standard deviation.

Performance index (PIgs) measurements on the subflag leaf in 2021 and the subflag
and flag leaves in 2022 showed an increased value of this index in common barley (H.
vulgare) compared to alternative barley genotypes (H. v. var. nigricans and H. v. var. rimpaui)
(Table 1). H. v. rimpaui was characterized significantly by the lowest PIops values of the
subflag and flag leaves in 2022. There were no differences in the PIops parameter between
genotypes in the 2021 flag leaf analysis (Table 1).

3.1.2. Leaf Area Index (LAI) and Chlorophyll Index (SPAD)
Our study showed that LAI tested at the BBCH 35 and BBCH 57 stages was on
average 71.4 and 19.9% higher, respectively, in 2021 compared to 2022 (Table 2). Thus, we

observed the influence of year—genotype interaction for leaf area index (LAI) (p < 0.0001;
Supplementary Materials, Table S5).

Table 2. Leaf area index (LAI) of Hordeum vulgare var. nigricans, H. vulgare var. rimpaui, and H. vulgare
at subflag leaf stage (BBCH 35) and heading stage (BBCH 57).

Y Genotvoe LAI at BBCH 35 LAI at BBCH 57
ear typ Mean + SD Mean + SD
H. v. nigricans 3.49° +0.733 3.00° +0.515
2021 H. v. rimpaui 4512 +0.516 3.142 4+ 0.598
H. vulgare 2.50 ¢ + 0.539 2.34° +0.268
H. v. nigricans 1.76 9¢ + 0.261 2.44 ¢ 40530
2022 H. v. rimpaui 2.039 +0.382 2.55b¢ +0.421
H. vulgare 1.46 ¢ £ 0.253 2.08 ¢ = 0.560

2~—the mean values in columns with different letters are significantly different at the significance level p < 0.05.
“+£” relates to the standard deviation.

In 2021, the LAI of hooded barley (H. v. var. rimpaui) was higher compared to H. v.
nigricans and H. vulgare at the subflag leaf stage (BBCH 35) as well as at the heading stage
(BBCH 57) (Table 2). In 2022, the LAI value of H. v. var. rimpaui was significantly higher
only when compared to ‘Soldo’ H. vulgare at the subflag leaf stage (BBCH 35) (Table 2). In
2022, the LAI of the compared black barley genotypes did not differ significantly in both
analyzed development stages of barley.



Agriculture 2023, 13, 2033

9 of 20

The chlorophyll index (SPAD) measured in 2022 was, on average for genotypes, higher
than in 2021 by 10.3% at the seedling stage, 36.1% at the subflag leaf stage, and 38.1% at the
heading stage (Table 3).

Table 3. Chlorophyll index (SPAD) at seedling stage (BBCH 12), subflag leaf stage (BBCH 35), and
heading stage (BBCH 57) of Hordeum vulgare var. nigricans, H. vulgare var. rimpaui, and H. vulgare.

Y Genotvoe SPAD at BBCH12 SPAD at BBCH35 SPAD at BBCH 57
ear YP Mean £+ SD Mean + SD Mean £+ SD
H. v. nigricans 3459b + 756 310.3¢ + 7.83 457.4° +21.76
2021 H. v. rimpaui 285.6 ¢ + 53.13 324.0¢ + 134 4709° +20.7
H. vulgare 381.4b +524 404.4% +13.1 370.8¢ + 85.1
H. v. nigricans 383.1P° +37.6 470.73 4+ 25.1 590.9 2 + 59.00
2022 H. v. rimpaui 352.3P + 464 456.72 +29.4 57152 4+ 47.1
H. vulgare 46592 + 359 486.32 + 56.3 590.12 + 48.9

3~°—the mean values in columns with different letters are significantly different at the significance level p < 0.05.
“+” relates to the standard deviation.

In both in 2021 and 2022, H. vulgare at the seedling stage (BBCH 12) was characterized
by higher values of the SPAD parameter than H. v. var rimpaui (Table 3). At the subflag
leaf stage (BBCH 35) and the heading stage (BBCH 57), a genotype-year interaction was
demonstrated (p < 0.0001; Supplementary Materials, Table S5). In 2021, SPAD at the subflag
leaf stage (BBCH 35) was significantly higher in common barley (H. vulgare) as compared
to H. v. var. nigricans and H. v. rimpaui (Table 3). In turn, measurement in the same year at
BBCH 57 indicated significantly lower values of this index in H. vulgare as compared to
black-seeded barley. SPAD analysis in 2022 at both plant development stages (BBCH 35
and BBCH 57) showed no significant differences between genotypes.

3.2. Biometric and Agronomic Features

In 2021, the amount of dry matter of shoots at the flowering stage of all analyzed
genotypes was similar and significantly higher (by 28.5%) compared to 2022. The amount
of accumulated shoot mass of alternative black barley genotypes (H. v. var. nigricans and
Hordeum v. var. rimpaui) in 2022 was generally higher than the shoot biomass of H. vulgare
cv. ‘Soldo’, the difference being statistically significant only for H. v. rimpaui (Table 4).

Table 4. Shoot biomass at the flowering stage, number of generative tillers, and sterile generative
tillers of H. vulgare var. nigricans, H. vulgare var. rimpaui, and Hordeum vulgare.

Y Genotvpe Dry Matter of Shoot Generative Tillers Sterile Generative Tillers
ear yp gm—2 No Plant—1 No m—2

H. v. nigricans 72822 +98.5 2.05b¢ +0.217 8.06 ¢ +8.13
2021 H. v. rimpaui 776.8 % +129.5 2.16 2 +0.250 2.56 ¢ 4 3.27

H. vulgare 77522 £ 111.0 2.362 +£0.192 1.75¢ £ 1.57

H. v. nigricans 575.1b¢ +79.4 1.68 9 4+ 0.208 103.44 2 + 46.32
2022 H. v. rimpaui 67822 4 145.9 1.87 4 +0.271 68.88° +31.73

H. vulgare 558.0 € & 127.4 1.779 £ 0.278 75.63° £ 26.75

a-d

72:24258146

—the mean values in columns with different letters are significantly different at the significance level p < 0.05.
“+” relates to the standard deviation.

There were more generative tillers from plants of individual genotypes in 2021 than
those in 2022 (Table 4). The analysis of the genotype x year interaction (p = 0.0152; Sup-
plementary Materials, Table S6) showed that in 2021, cultivar ‘Soldo” H. vulgare developed
significantly more generative tillers per plant compared to H. v. var. nigricans, while in
2022, they were similar in the three compared genotypes.
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The number of fertile generative tillers per m? in individual genotypes was similar

in both years of the study and was an average of 684.2 in H. v. var. nigricans, 684.9 in H.
v. var. rimpaui, and 695.3 in H. vulgare cv. ‘Soldo’ in the two years of the study (Figure 3).
The analysis of the genotype X year interaction (p = 0.0194; Supplementary Materials,
Table S6) showed that in 2021, the modern barley cultivar developed significantly more
fertile generative tillers per m~2 compared to H. v. var. nigricans.
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Figure 3. Grain yield and yield components of Hordeum vulgare var. nigricans, H. vulgare var. rimpaui,
and H. vulgare. Error bars indicate standard deviation. a—e—mean values followed by different letters
indicate significant differences p < 0.05.

In 2021, almost all generative tillers (99.4% on average) developed spikes with grains.
In 2022, some of the generative tillers (11.4% on average) had empty spikes (without grains).
An increase in the number of such tillers (sterile generative tillers per m?) in 2022 compared
to 2021 was recorded for each genotype. Primary barley H. v. var. nigricans usually
developed more such tillers than other genotypes, but the difference was statistically
significant only in 2022 (Table 4).

Dry matter of shoot and the number of generative tillers of H. v. nigricans, H. v. rimpaui,
and H. vulgare showed lower variability in 2021 than in 2022 (Table 4). The coefficients
of variation of the number of sterile generative tillers per m? were high, especially in
2021, when plants produced a small number of such tillers. In both years, alternative
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barley genotypes were characterized by much greater variability in the number of sterile
generative tillers than H. vulgare.

The number of grains per spike was significantly lower in 2022 than in 2021 (by 15.6%
on average for genotypes). The genotype X year interaction (p < 0.0001; Supplementary
Materials, Table S6) indicates that in 2021, the number of grains per spike of H. v. var.
rimpaui and the modern cultivar ‘Soldo” H. vulgare was similar and significantly higher
compared to H. v. var. nigricans (Figure 3). However, in 2022, both alternative black barley
genotypes (H. v. var. nigricans and H. v. var. rimpaui) developed significantly fewer grains
per spike compared to H. vulgare.

The 1000-grain weight was lower for each of the tested genotypes in 2022 compared to
that in 2021 (by 15.6% on average). A genotype-year interaction was thus demonstrated
(p < 0.0001; Supplementary Materials, Table S6). In 2021, the 1000-grain weight of H. v. var.
nigricans was higher than in H. v. var. rimpaui; in contrast, in 2022, the grain of H. v. var.
rimpaui was characterized by a higher weight. In both years of the study, the 1000-grain
weight in the modern cultivar ‘Soldo” H. vulgare was higher than that of the alternative
black barley genotypes (H. v. var. nigricans and H. v. var. rimpaui) (Figure 3).

For each genotype, the grain yield in 2021 was lower (by 34% on average) compared
with that in 2022. The genotype x year interaction (p < 0.0001; Supplementary Materials,
Table S6) indicated that in 2021, the modern cultivar ‘Soldo” H. vulgare produced a signifi-
cantly higher grain yield compared to the alternative black barley genotypes. However,
in 2022, the grain yields of H. v. var. rimpaui and H. vulgare were similar and significantly
higher than that of H. v. var. nigricans (Figure 3).

The straw yield as well as the grain yield of each genotype were lower in 2022 com-
pared to that in 2021 (on average by 28%). In 2021, the straw mass of H. v. var. rimpaui
was significantly higher than that of H. v. var. nigricans; however, in 2022 there were no
significant differences in primary genotypes. In each year of the study, the straw yield was
the lowest in the modern cultivar ‘Soldo” H. vulgare.

A genotype—year interaction was demonstrated (p = 0.0027; Supplementary Materials,
Table S6) as affecting the harvest index value. In 2021, it was significantly higher in
comparison with 2022 in H. vulgare cv. ‘Soldo” and H. v. var. nigricans (Table 5). In both
years, the harvest index value in H. vulgare cv. ‘Soldo” was significantly higher than in the
primary genotypes. Only in 2021 was it significantly higher in H. v. var. nigricans than in
H. v. rimpaui. There were no major genotypic differences in the coefficient of variation of
straw yield or harvest index.

Table 5. Straw yield and harvest index of Hordeum vulgare var. nigricans, H. vulgare var. rimpaui, and

H. vulgare.
Straw Yield
Year Genotype r:\ ;va,lle Harvest Index
H. v. nigricans 5.35P 4 0.549 0.510 ¢ £ 0.028
2021 H. v. rimpaui 5.872 +0.415 0.478 4 £+ 0.015
H. vulgare 4.69 ¢ £+ 0.511 0.591 2 +0.028
H. v. nigricans 3.844 4+ 0.268 0.484 9 4+ 0.032
2022 H. v. rimpaui 4224 4 0.357 0.481 4 4+ 0.018
H. vulgare 3.35¢+0.334 0.555° + 0.013

2~¢—the mean values in columns with different letters are significantly different at the significance level p < 0.05.
“+£” relates to the standard deviation.

3.3. Relationship of Physiological, Biometric, and Agronomic Features

In our research, the correlations (Pearson’s coefficient) between chlorophyll fluores-
cence parameters (Fy /Fyy, Fy/Fp, and Plaps) and chlorophyll index (SPAD) were calculated
(Table 6). The correlation coefficient for the SPAD and the PIaps parameter, both at the
BBCH 35 and BBCH 57 stages, for all three genotypes was positive except for H. v. rimpaui
at the BBCH 57 stage, for which the correlation was not significant.
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Table 6. Relationship between chlorophyll index (SPAD) at subflag leaf stage (BBCH 35) and at head-
ing stage (BBCH 57) and chlorophyll fluorescence parameters (Fy /Fyy, Fy /Fg, and PIags) for Hordeum
vulgare var. nigricans, H. vulgare var. rimpaui, and H. vulgare (Pearson’s correlation coefficients).

Traits H. v. nigricans H. v. rimpaui H. vulgare
SPAD
Fy/Fm 0.902 * 0.292 —0. 007
BBCH 35 Fy/Fy 0.884 * 0.261 —0. 275
Plags 0.925 * 0.853 * 0.381 *
SPAD
Fv/Fm —0.585 * —0.620 * 0.240
BBCH 57 Fy/Fy —0.738 * —0.752 * 0.615*
Plaps 0.488 * —0.314 0.677 *

*—significant at the level of p < 0.05.

The relationship between the Fy /Fy; and Fy /Fy parameters and SPAD varied among
genotypes. In both black-seeded barley genotypes at the BBCH 57 stage, the correlation for
Fv/Fym and Fy /Fy and SPAD was negative (Table 6). However, measurement at the earlier
stage (BBCH 35) indicated a significant, positive correlation between these indices only in
H. v. nigricans.

Correlation coefficients were also calculated for the leaf area index (LAI), biometric
and agronomic features, and grain yield of each genotype (Table 7). The LAI parameter,
determined at the subflag leaf stage (BBCH 35), showed a significantly strong, positive
correlation with the grain yield of all analyzed genotypes. However, at the later stage
of plant development (BBCH 57), this correlation was significant only for alternative
barley genotypes.

Table 7. Relationship between grain yield and leaf area index (LAI) and biometric and agronomic
features of Hordeum vulgare var. nigricans, H. vulgare var. rimpaui, and H. vulgare (Pearson’s correla-
tion coefficients).

Traits H. v. var. nigricans H. v. var. rimpaui H. vulgare
LAI at BBCH 35 0.779* 0917 * 0.737 *
LAI at BBCH 57 0.469 * 0.561 * 0.221
Shoot biomass at
the flowering stage 0.667 * 0.378 * 0.711*
(gm~2)
Fertile generative
tillers —0.248 —0.011 0.364 *
(Nom~2)
1000-grain weight (g) 0917* 0.852 * 0.827 *
Number of grains
per spike 0.834 * 0.722% 0915 *

(No spike_l)
*—significant at the level of p < 0.05.

A positive correlation between the shoot biomass at the flowering stage and the
final grain yield was shown for both black-seeded barley and H. vulgare, although these
relationships were moderately strong (Table 7). Calculated correlation coefficients for the
main yield components, such as 1000-grain weight and the number of grains per spike
for H. v. var. nigricans, H. v. var. rimpaui, and H. vulgare show a significantly strong or
very strong positive relationship between these parameters and grain yield. The number of
fertile generative tillers per m?, for which the only significant, weak correlation with grain
yield was shown for common barley;, is distinctive among the yield structure components
(Table 7).
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3.4. Principal Component Analysis (PCA)

In order to evaluate the correlations between genotypes and analyzed parameters such
as chlorophyll fluorescence, LAI, SPAD, or agronomic and biometric parameters, a principal
component analysis (PCA) was conducted. For the seedling stage (BBCH 12) analysis, the
biplot PCA explained 76.32% of the first principal component (PC1) and 23.68% of the
second principal component (PC2) from 100% of total variance. For the analysis at subflag
leaf stage (BBCH 35) and heading stage (BBCH 57) from the 100% of total variance, the PC1
defined 74.66% and PC2 25.34% (Figure 4A,B). The variances obtained for PC2, both in the
seedling stage and in BBCH 35 or BBCH 57, were influenced to the greatest extent by the
PI parameter (Figure 4A,B). During the analyses of plants in the seedling stage, the area
parameter had the greatest impact on the PC1 variance, while in the later measurements,
the parameters Fy /Py gpcr 57) and Fy/Fy gpch 57) had the greatest contribution to the
variance for PC1 (Figure 4A,B).
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Figure 4. Biplot principal component analysis (PCA) of fluorescence parameters LAI and SPAD of
Hordeum vulgare var. nigricans, H. vulgare var. rimpaui, and H. vulgare at (A) seedling stage (BBCH 12),
(B) subflag leaf stage BBCH (35), and heading stage BBCH (57).

In both biplots, the angles between Fy /Fy and Fy /Fj at each measurement time are
very narrow, which indicates their strong correlation (Figure 4A,B). In Figure 4A, narrow
angles can also be observed between TRy/CSy, ET(/CSy, and area, but in Figure 4B a
strong correlation appears between PIsps measured in BBCH 35 and Plaps in BBCH 57.
The other directions and wide angles between DIy/CSy and ABS/CS or LAlgpcH 35) and
SPADgpcH 35) suggest they are not correlated with the rest of the dependents.

In the PCA analysis, most parameters (Fy/Fy, Fyv/Fo, PIags, TRo/CSy, ETy/CSp, and
area) at the seedling stage (BBCH 12) and SPAD ggcH 35), Fv/Fwm, Fv/Fo, and Plaps all in
both growing stages (BBCH 35 and BBCH 57) are better described by PC1. On the contrary,
DI()/CSO and ABS/CSQ at BBCH 12 as well as LAI(BBCH 35)/ LAI(BBCH 57) and SPAD(BBCH 57)
are better represented by PC2.

At the seedling stage, H. v. var. rimpaui was characterized well by Fy/Fy, Fyv/Fy,
and Plsps and the common barley by TRy/CSp, ETy/CSy, and area. On the other hand,
at subsequent measurement dates, the biplot had a different layout. Hooded barley was
distinguished only by LAI at BBCH 35 Common barley was characterized well by SPAD
at the subflag leaf stage and slightly by PIsgg at the subflag and flag leaf stages; however,
H. v. nigricans was mainly described by Fy/Fy, Fy/Fg, and SPAD at the flag leaf stage
(BBCH 57).

The total variance of PCA for agronomic and biometric parameters was described
100% by PC1 (67.11%) and PC2 (32.89%). The variance obtained for PC2 was influenced
to the greatest extent by the parameter of number of grains per spike and the variance for
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PC1 by dry matter of shoot (Figure 5). Very narrow angles between grain yield, 1000-grain
weight, and harvest index of the fertile generative tillers and generative tillers per plant
indicated their high correlation (Figure 5).
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Figure 5. Biplot principal component analysis (PCA) of agronomic and biometric parameters of
Hordeum vulgare var. nigricans, H. vulgare var. rimpaui, and H. vulgare.

The wide angles and other directions between straw yield and dry matter of shoot
or sterile generative tillers suggested they had no relationship with other dependents
(Figure 5). Straw yield and sterile generative tillers were the only dependents described
better by PC1; the rest of the analyzed parameters were described mainly by PC2. In the
PCA, it was shown that H. vulgare was characterized by the high grain yield, 1000-grain
weight, and harvest index. However, H. v. var. nigricans was distinguished by high dry
matter of shoot and straw yield and H. v. var. rimpaui by the increased number of sterile
generative tillers.

4. Discussion

Our research showed a diverse response of chlorophyll fluorescence indicators to the
hydrothermal conditions of the growing seasons. The assessment of these parameters at
the seedling stage indicated the lower-efficiency photosynthesis of barley in 2021. This
could have resulted from negative temperatures during germination and emergence (Sup-
plementary Materials, Table S2). All parameters related to the performance of photosystem
II (PS 1), including Fy /Fy, Fy /Fo, and Plags, were indicative of plant stress. There were
no significant differences between genotypes in these parameters. According to Elakhdar
et al. [31], young barley plants exposed to negative temperatures exhibited significantly
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reduced PS II performance, which was manifested by lower Fy/Fy and Fy/Fy values.
However, our research showed that in 2021, H. v. var. rimpaui was characterized by higher
values of ET/CSy, TRy/Csp, and ABS/CSy (indices related to photosynthetic electron
transport and absorption) than H. v. var. nigricans. This might indicate a slightly higher
tolerance of this genotype to stress associated with the occurrence of negative temperatures.
Efficient electron transport may reduce the risk of damage from the overexcitation of centers
and due to a lower amount of antenna chlorophyll [32].

In 2022, during the period of measurements on seedlings (BBCH 12), air temperatures
were not as low as in 2021, which excluded the occurrence of strong thermal stress in
plants. However, barley seedlings could have been exposed to water stress associated
with extremely low rainfall (Figure 1). The occurrence of drought in this period was also
indicated by the very low hydro-thermal coefficient of Sielianinow in April (Supplementary
Materials, Table S1). Hydrothermal conditions in 2022 did not disturb the functioning
of PS II as strongly as those in 2021, which is indicated by the much higher values of
most chlorophyll fluorescence parameters. However, the response of the plants depended
significantly on the genotype. Parameters showing the function of PS II indicated that
H. v. rimpaui showed greater tolerance to water deficiency at the seedling stage than the
other genotypes. This genotype was characterized by significantly higher values of the
Fv /Fo, Fy/Fm, and Plsps parameters. Similar results in terms of PS II efficiency in barley
seedlings subjected to drought stress were obtained by Oukarroum et al. [33]. According to
that study, the PI5ps index was differentiated by changing humidity conditions, as drought
could affect various stages of the photosynthesis process.

In our research, values of the Fy/Fy and Fy /Fy for the subflag and flag leaves sig-
nificantly differed depending on the genotype and year of the study (Table 1). However,
it was noticed that all the results oscillated around the values considered appropriate for
non-stressed plants [24]. When analyzing the PIsgg of the subflag and flag leaves (Table 1),
higher values were usually observed in 2022 than in 2021, although 2022 was less favorable
for the growth and yield of barley (Figures 1 and 3; Supplementary Materials, Table S1).
Higher PIaps values in 2022 were most likely due to the hydrothermal conditions at the
dates of the measurements. In 2022 (Supplementary Materials, Table S1), at the first and
second measurement dates (3rd week of May for subflag leaf and 2nd of June for flag leaf),
the weather conditions were optimal or close to optimal for plants (Sielianinov coefficient
1.16 and 1.32, respectively). However, in 2021, the Sielianinov coefficients at both measure-
ment dates (1st week of June for subflag leaf and 2nd of June for flag leaf) indicated the
occurrence of water stress (Sielianinov coefficient 0.50 and 0.46, respectively) [30].

In our study, the chlorophyll index (SPAD value) depended mainly on the development
phase of plants and the hydrothermal conditions of the growing season. Measurements
taken at the seedling stage, when the young leaves were starting to develop, showed a
lower value than measurements taken on the flag leaf (Table 3). This parameter varied
depending on the genotype, but the year of study seemed to have a greater impact on
the SPAD value, which was higher in 2022 than in 2021. In 2022, where the weather
conditions during the growing season were less favorable, plants produced less leaf area
(Table 2) and total biomass (Table 4), which in turn contributed to a higher concentration of
chlorophyll molecules in leaves and higher SPAD values. A similar view was presented by
Hasanuzzama et al. [34] in their research on barley and drought stress.

In our study, an analysis of the correlation between SPAD and chlorophyll fluorescence
parameters was presented (Table 6), which is a novel approach and not commonly presented
in the literature so far. Generally, a significant, positive relationship was found between the
PIsps index and the SPAD value for the three analyzed genotypes in both measurement
growing stages (BBCH 35 and BBCH 57). The relationship allowed the conclusion that
with an increase in the concentration of chlorophyll molecules on the leaf surface, the
unit efficiency of photosynthesis increases, which is described by the Plspg parameter, a
commonly used indicator during abiotic stresses [35].
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In years with favorable weather conditions for plant productivity (in our study, 2021)
(Figure 1), the chlorophyll content may be lower; however, it is usually compensated by a
larger leaf area, which allows to maintain high productivity [36]. Our results are in line
with this view, as we observed a higher leaf area ratio (LAI) in 2021 than in 2022 for the
genotypes analyzed (Table 2).

In 2021, at both stages of development (BBCH 37 and 57), common barley cv. ‘Soldo’
had a lower LAI than H. v. var. rimpaui and H. v. var. nigricans (Table 2). This finding
corroborated with Alqudah et al.’s [37] findings that lower LAI values in modern cereal
varieties were due to plant breeding. One of the goals of these processes was to grow plants
that produce shorter and narrower leaves for better adaptation to different environmental
conditions. H. v. rimpaui and H. v. nigricans, as representatives of ancient cereals, have not
undergone any improvement and are characterized by a higher LAI, especially hooded
barley. However, under less favorable weather conditions (as in 2022 in our study), black-
seeded barley does not develop a significantly larger leaf area (LAI), which in drought
stress allows for reducing evapotranspiration [38].

The leaf area index (LAI), which is the area of green leaves per unit area, on the
agronomic level, is analyzed primarily in terms of its impact on the final yield [39]. Our
study showed a significant strong correlation between the leaf area index and grain yield
for all three barley genotypes tested (Table 7), mainly at the stage of intensive development
of photosynthetic organs and accumulation of aboveground biomass (BBCH 35). On the
other hand, the lack of a relationship between grain yield and LAI in the later stages of
common barley development may also be explained by the breeding process. One of
the biggest milestones in cereal breeding was the introgression of Rht genes, which are
responsible for shortening the height of the straw [40]. In previous studies, it was observed
that cereals with active Rht genes (the majority of modern wheat and barley genotypes)
have smaller leaf areas, but the photosynthetic capacity is even higher than among wild
grains [41]. The implementation of these genes into plants also affected other traits. One
of the primary effects was a reduction in straw yield and shoot biomass, which agreed
with our results (Tables 4 and 5). It is also believed that Rkt genes have an influence on
kernels by increasing their weight, which in turn increases the final grain yield. Besides
the higher grain yield and lower straw yield, the harvest index (HI) is also a parameter
that benefited from the shortening process [42], which in our research was significantly
higher for H. vulgare than for alternative genotypes of barley (Table 5). In addition, some
studies indicated that the Rt genes affected the number of grains per spike by reducing
the demand for assimilates by shoots and by increasing the transport of assimilates from
shoots to developing spikes, resulting in the higher fertility of florets [43]. However, in 2021,
there was no significant difference in the number of grains per spike between common
barley and H. v. var. rimpaui (the primary form of barley) (Figure 3). This indicated the
ability of some primary genotypes to produce a similar number of grains per spike as the
modern barley.

Common barley to a greater extent has genetically determined production potential
in favorable weather conditions (2021), mainly due to the increase in 1000-grain weight
compared to both primary genotypes as well as the number of grain per spike and fertile
generative tillers per m? compared to H. v. var. nigricans (Figure 5). In turn, no differences
in grain yield in 2022 between H. v. var. rimpaui and H. vulgare were found, which might be
related to the number of fertile generative tillers per m? and indirectly through generative
tillers per plant (Table 4, Figures 4 and 5). It is worth noticing that in unfavorable weather
conditions (2022), no differences were found between any of the analyzed genotypes
(primary and modern) in the number of fertile generative tillers per m?. This is in line
with Yessen et al. [44], who claimed that black barley growing under low soil matric
potential (which points to low water availability for plants) produced even more tillers
than H. vulgare.

In our research, some generative tillers developed spikes without kernels (sterile
generative tillers) (Table 4). The number of such tillers was closely related to environmental
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conditions. The largest number of generative tillers remained unproductive under the
rainfall deficit in 2022. This is in line with previous research [45], which showed an increase
in the number of sterile generative tillers in spring wheat under drought during the growing
season. In the current study, H. v. var. nigricans was observed to have the largest number
of spikes without kernels (Table 4, Figure 5). According to Pecio et al. [46], spring barley
genotypes differed in their responses to water deficiency, resulting in a different number of
spikes with fully developed grains.

5. Conclusions

At the seedling stage, H. v. var. rimpaui was characterized by higher chlorophyll
fluorescence parameters such as ET/CSp, TRy/CSp, and ABS/CSy than H. v. var. nigricans.
This may indicate greater tolerance to stress associated with negative temperatures. More-
over, seedlings of this barley genotype had increased parameters, showing the functioning
of PSII (Fy /Fy, Fy/Fnm), which might indicate increased tolerance to water deficiency. In
turn, in the flag leaf stage, under conditions of periodic water shortages, higher abiotic
stress indicators (performance index (PIsps) and Fy /F0) were shown in H. v. var. nigricans
compared to H. v. var. rimpaui.

Common barley made greater use of its genetically determined production potential
in favorable weather conditions (2021), mainly due to the increase in 1000-grain weight
compared to both black barley genotypes as well as the number of grain per spike and
fertile generative tillers per m? compared to H. v. var. nigricans.

Further studies should focus on the response of black barley genotypes to induced
abiotic stresses at the seedling stage of H. v. var. rimpaui and at the flag leaf stage of H.
v. var. nigricans. However, in agronomic practice, the number of grains per spike and
1000-grain weight should be increased.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/agriculture13102033/s1, Table S1: Sielaninov index (hydrothermal
coefficient) from April to June 2021 and 2022 (recorded at the agrometeorological station in Minikowo,
Poland); Table S2: Meteorological data from 11 to 30 of April 2021 and 2022; Table S3: Analysis of
variance ANOVA for chlorophyll fluorescence at seedling stage of barley genotypes (H. vulgare var.
nigricans, H. vulgare var. rimpaui, and H. vulgare), growing in 2021 and 2022; Table S4: Analysis of
variance ANOVA for chlorophyll fluorescence at subflag leaf stage (BBCH 35) and heading stage
(BBCH 57) of barley genotypes (H. vulgare var. nigricans, H. vulgare var. rimpaui, and H. vulgare),
growing in 2021 and 2022; Table S5: Analysis of variance (ANOVA) for SPAD and LAI at seedling
stage (BBCH 12), at subflag leaf stage (BBCH 35), and heading stage (BBCH 57) of barley genotypes
(H. vulgare var. nigricans, H. vulgare var. rimpaui, and H. vulgare), growing in 2021 and 2022; Table Sé:
Analysis of variance (ANOVA) for grain yield, straw yield, harvest index, shoot biomass at the
flowering stage, number of grains per spike, 1000-grain weight, generative tillers (No Plant '), fertile
generative tillers (No m~2), and sterile generative tillers (No m~2) of barley genotypes (H. vulgare
var. nigricans, H. vulgare var. rimpaui, and H. vulgare), growing in 2021 and 2022.
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Abstract

Beneficial dietary and pro-health values, have resulted in the increasing consumption impor-
tance of barley. Therefore, genotypes and cultivation methods are sought that guarantee
high functional value of grain. The aim of the study was to assess the content of phenolic
acids, flavonoids, chlorophylls, anthocyanidins, phytomelanin and antioxidant activity of
grain of three barley genotypes depending on agricultural technology. Two of them are pri-
mary genotypes with dark grain pigmentation Hordeum vulgare L. var nigricans and H. vul-
gare L. var. rimpaui, the third is a modern cultivar ’Soldo’ H. vulgare with yellow grain, which
is the control sample. Evaluated the effect of foliar application of a amino-acids biostimulant
on the functional properties of grain under the conditions of organically and conventionally
cultivations. The results indicated a higher antioxidant activity and the concentration of phe-
nolic acids, flavonoids and phytomelanin in the black-grain genotypes. Organic cultivation
and application of amino acids had increased the content of phenolic compounds in grain.
The antioxidant activity was correlated with the content of syringic acid, naringenin, querce-
tin, luteolin and phytomelanin. Organically cultivation and the foliar application of an amino
acid biostimulant improved the functional properties of barley grain, in particular the original,
black-grained genotypes.

Introduction

The genus barley (Hordeum spp.) belonging to the tribe Triticeae includes more than 30 spe-
cies found in temperate climate as well as dry and low-fertile regions of the world. The most
economically important species of this genus is common barley (Hordeum vulgare). It is the
fourth crop after wheat, rice and maize in terms of economic importance. It is used for fodder
purposes, in the brewing industry and in human nutrition [1]. In recent years, the
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consumption importance of barley has increased due to its health-promoting properties. The
high dietary values of barley grain result, among other things, from the content of bioactive
substances with antioxidant properties, mainly phenolic compounds such as phenolic acids,
flavonols or anthocyanins [2]. Antioxidants reduce oxidative stress by scavenging free radicals,
thanks to which they have a protective effect on the body cells and reduce the risk of neurode-
generative diseases, e.g. Alzheimer’s and Parkinson’s and heart diseases. Antioxidants also pro-
tect the cells of organisms from the harmful effects of heavy metals by chelating them [3].
Antioxidants also have a protective effect on the plant itself, limiting the effects of abiotic and
biotic stress [4]. For example, they reduce the infestation of barley by pathogenic fungi and
can reduce the amount of mycotoxins produced by pathogens [5]. The concentration of anti-
oxidants in the green parts of plants, as well as in the cereal grain itself, depends on environ-
mental and genetic factors as well as cultivation technology [6]. Some primary or close to
primary barley genotypes show high antioxidant potential, especially those with black-colored
grains [7]. Barley grain can be yellow, purple, blue or black. The first three colors result from
the content of flavonoids, while the black color is caused by phytomelanins which are formed
from oxidized and polymerized phenolic compounds [8]. It can therefore be assumed that the
black-colored seed of the primary barley genotypes: Hordeum vulgare L. var nigricans (Ser.)
Kérn and H. vulgare L. var. rimpaui Wittm. can be a valuable raw material for the production
of functional food.

According to Baker et al. [9], breeding and development of high-quality barley, especially
useful for cultivation in an organic farming system, is very important for expanding the mar-
kets and increasing the potential of barley cultivation. In the conditions of organic cultivation,
there is a high exposure of plants to stress factors, which increases the production of bioactive
compounds [10]. Many researchers have also proven the effect of the application of amino
acid biostimulants on the increase in the content of phenolic compounds in plants, for exam-
ple in soybean seeds [11, 12], pepper fruits [13] and lettuce leaves [14]. Phenolic compounds
are formed in the phenylpropanoid pathway from amino acids [15]. However, the literature
lacks studies on the effect of use of amino acid biostimulants on the content and composition
of bioactive compounds, including phenolic compounds, in barley grain. There are also no
studies on the impact of this factor on the quality characteristics of barley grain grown in
organic and conventional farming systems.

Previous research on the genotypes of black-coloured barley has generally focused on the
influence of genetic factors on the quality characteristics of the grain [8]. However, the impact
of agrotechnical factors such as the management system and the application of biostimulants
on the bioactive compound content of the grain was not considered. As suggested by the litera-
ture [7, 8, 16] it can be considered that these genotypes, due to their potentially high health
value, may show great suitability for organic cultivation.

The aim of this study was to determine the differences in the profile of phenolic compounds
and the antioxidant potential of barley between the primary black-grain genotypes of barley
and the modern yellow-grain cultivar. The study was also to show whether the use of a biosti-
mulant consisting of free amino acids would affect the content of phenolic compounds and the
antioxidant potential of barley grain under the conditions of organic and conventional farm-
ing systems.

This research will expand the knowledge about the impact of the farming system and the
application of amino acid biostimulant on the quality characteristics of barley grain. The
response of the original Hordeum vulgare L. genotypes to agrotechnical factors will also be rec-
ognized, in the context of the quality characteristics of the grain.
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Material and methods
Plant materials

The research material consisted of dark colored grain of two primary barley genotypes Hor-
deum vulgare L. var nigricans (Ser.) Korn and H. vulgare L. var. rimpaui Wittm and yellow
grain of the modern cultivar ’Soldo’ of common barley (H. vulgare L.) (Fig 1). The first two
genotypes are spring forms of common barley, belonging to the subspecies of two-row barley-
ssp. distichon. They form hulled grains, dark brown to black in color, set on a loose and droop-
ing spike (var. nutans). Hordeum vulgare L. var nigricans (Ser.) Korn forms the awned spike,
while H. vulgare L. var. rimpaui Wittm has awns transformed into hoods—beardless barley
(var. trifurcatum or furcatum). The cultivar Soldo’, treated in the study as the control for the
two previous genotypes, is one of the very popular cultivars of spring, two-rowed barley in
Europe. Its breeder is Saaten Union. It belongs to hulled cultivars, it is recommended for culti-
vation for consumption or fodder purposes. It is characterized by high and stable yields in con-
ditions of high and medium level of agricultural technology. It is characterized by medium
tillering and high thousand grain weight. It is a cultivar with high resistance to the most impor-
tant diseases [17]. It shows also suitability for cultivation in an organic system.

Field experiments

The grain of three tested barley genotypes subjected to analyses came from strict field experi-
ments, established in a randomized sub-blocks design (split-plot) in 3 replicates, in which the
response of barley to the foliar application of an amino acid biostimulant Naturamin WSP
(Daymsa, Spain) was assessed. The main plots consisted of barley genotypes: i) H. vulgare L.
var. rimpaui Wittm, ii) H. v. L. var. nigricans (Ser.) Korn, iii) ‘Soldo’ H. vulgare, and the sub-
plots were biostimulant treatments: i) control without application, ii) a foliar application of
amino acid biostimulant twice a season. The plot area in the conventional system was 24 m”
(16 m x 1.5 m) and in the organic system the plot was 13.47 m” (7.7 m x 1.75 m). A 40 cm gap
was applied between the plots to avoid contamination of the control objects with biostimulant.
Applied biostimulant contained 12.8% of total nitrogen in organic form and about 80% of free
amino acids, including about 8% Asp, 12% Glu, 15% Ser, 8% Gly, 1% His, 6% Arg, 5% Thr, 5%
Ala, 13% Pro, 0.5% Tyr, 6% Val, 0.5% Met, 3%lle, 8% Leu, 6% Phe, 2% Lys, 1% Cys. The biosti-
mulant was applied twice during the growing season (the first application at stem elongation
stage (BBCH 32) and the second at the beginning of ear emergence (BBCH 53), in rates of 0.5
kg/ha each, in the form of a 0.17% final concentration of the applied solution. The working

Fig 1. Grains of the barley genotypes evaluated in the research—(a) Hordeum vulgare L. var. nigricans (Ser.) Korn, (b) Hordeum vulgare ’Soldo’, (c) H. vulgare

L. var. rimpaui Wittm.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0288428.9001
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liquid was sprayed manually, using a plots backpack sprayer with pressure regulator. Field
experiments were conducted in 2021, in a conventional and organic systems, in the central
part of Poland. Conventional experiments were located in Minikowo (53°10'02"N, 17°
44'22"E), in soil with pH 4.7 and the following content of absorbable forms of nutrients: 7.1
mg P,05/100 g of soil, 17.1 mg K,0/100 g of soil, 4.5 mg MgO/100 g of soil. The experiment in
the organic system was located in Luchowo (53°1540"N, 17°16/26"E), in soil with pH 7.7 and
the content of 23.7 mg P,0s/100 g of soil, 19.7 mg K,0/100 g of soil, 4.2 mg MgO/ 100 g of
soil. The soil under the experiment was characterized by a very low mineral nitrogen content.
In the conventional system, the soil contains 25.0 kg Nyyin/ha in a layer 0-30 cm, while in the
organic system it is 23.8 kg Ny,;,/ha in a layer 0-30 cm. Barley sowing in the conventional sys-
tem was made between the 21st and 31st of March, and in the organic system between the 1st
and 10th of April. The sowing density in both experiments was 350 grains/m* and the row
spacing was 12.5 cm. No cultivation practices were performed in the organic system during
growth (except for the biostimulant application in selected combinations). The conventional
system, however, involved the use of typical barley cultivation technology with mineral fertili-
zation and chemical protection. The seed was treated with triticonazole and prochloraz seed
dressing in a dose of 4 g and 12 g a.i./100 kg of grain. Pre-sowing fertilization included: N- 70
kg/ha; P,05—40 kg/ha; K,O- 70 kg/ha. At the stem elongation stage, a mixture of 2,4-D, flora-
sulam and pinoxaden (180 + 3.75 + 40 g a.i./ha) was applied to protect against weeds. Protec-
tion against fungal diseases included two treatments—at the first nodule stage (BBCH 31)
tiophanate-methyl (700 g a.i./ha) and at the flag leaf sheath thickening (BBCH 41-49) prothio-
conazole and tebuconazole (125 + 125 g a.i./ha). At the flag leaf stage, cypermethrin (25 g a.i./
ha) was used to control the cereal leaf beetle. Harvest was made between the 21st and 31st July,
at the full maturity stage, with grain moisture below 14%.

Determination of chlorophylls

Grain chlorophyll content was determined using the method describe earlier [18]. Chlorophyll
extracts were obtained from ground grains (5 g), which were triturated with a mixture of etha-
nolic solution (70%). Then, after separation of the plant tissue by filtration and centrifugation,
the separation of chlorophylls from the remaining dyes was carried out on solid-phase extrac-
tion (SPE) columns. The extract prepared in this way was concentrated in a vacuum evapora-
tor at 35°C, dissolved in 1 ml of methanol (Merck) and subjected to chromatographic analysis.
Chlorophyll a and chlorophyll b were determined using Acquity UPLC (Waters, USA) with a
Waters Acquity PDA detector (Waters, USA). Chromatographic separation was performed on
an Acquity UPLC® BEH C18 column (100 mm x 2.1 mm, particle size 1.7 um) (Waters, Ire-
land). Elution was carried out using solvent A-methanol and water B. A gradient (mixture of
acetonitrile 0.2% (v/v) HCOOH in H,0) was used as the eluting phase was used at a flow of
0.4 ml/min. The column and samples were thermostated, the column temperature was 30°C,
the test temperature was 10°C. During the analysis, the solutions were degassed in the Waters
apparatus. The compounds were identified based on spectra ranging from 200 to 600 nm and
retention times compared to standards.

Determination of anthocyanidins

Grain anthocyanidins content was determined using the method describe earlier [19]. Antho-
cyanidin extracts were obtained from ground seeds (5 g) which were triturated with a mixture
of ethanolic solution (70%) and acetone (1:1). Then, after separation of the plant tissue by fil-
tration and centrifugation, anthocyanidins were separated from the remaining dyes on SPE
columns. The extract prepared in this way was concentrated in a vacuum evaporator at 35°C,
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dissolved in 1 ml of methanol (Merck) and subjected to chromatographic analysis. The follow-
ing compounds were analysed: delphinidin, luteolinidin, malvidin, peonidine, petunidin, rosi-
nidin, aurantinidin, cyanidin. Anthocyanidins were determined using Acquity UPLC (Waters,
USA) with a Waters Acquity PDA detector (Waters, USA). Chromatographic separation was
performed on an Acquity UPLC® BEH C18 column (150 mm x 2.5 mm, particle size 1.8 pm)
(Waters, Ireland). Elution was carried out using solvent A—methanol, water B and acetonitrile
C. A mixture of acetonitrile 0.2% (v/v) HCOOH in H,O (gradient) was used as the eluting
phase. A gradient was used at a flow of 0.4 ml/min. The column and samples were thermo-
stated, the column temperature was 30°C, the test temperature was 10°C. During the analysis,
the solutions were degassed in the Waters apparatus. The compounds were identified on the
basis of spectra in the range of 200 to 600 nm. and retention times compared to standards.

Phytomelanin analysis

The analysis of phytomelanin content was carried out based on the analytical protocol pro-
posed by Merck (https://www.sigmaaldrich.com), with own modification. Phytomelanin
extracts were obtained from ground seeds (5 g), which were triturated with a water solution of
ethyl alcohol (60%). Then, after separation of the plant tissue by filtration and centrifugation,
the separation of phytomelanin from the remaining dyes was carried out on SPE columns. The
extract prepared in this way was concentrated in a vacuum evaporator at 35°C, dissolved in 1
ml of methanol (Merck) and subjected to chromatographic analysis. Phytomelanin was deter-
mined using Acquity UPLC (Waters, USA) with a Waters Acquity PDA detector (Waters,
USA). Chromatographic separation was performed on an Acquity UPLC® BEH C18 column
(250 mm x 2.5 mm, particle size 1.5 um) (Waters, Ireland). Elution was carried out using sol-
vent A—methanol, water B and acetonitrile C. A gradient was used at a flow of 0.4 ml/min.
The compound was identified by retention times compared to standards.

Antiradical capacity

Free radical scavenging using ABTS™ (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid))
stable radical was performed according to a modification of the improved ABTS* method
described by Zhou et al. [20]. The spectrophotometric assay was performed in 96-well plates.
Extract (10 pl) or ethanol (10 pl, control) was added to 195 pl of the ABTS" radical solution
and left for 30 min until a stable absorbance reading was obtained. The decrease in absorbance
at 734 nm was measured relative to the blank test (ethanol).

Determination of phenolic acids

Contents of 10 phenolic acids: gallic acid (GA), 2.5- dihydroxobenzoic acid (2.5-DHBA),
4-dihydroxobenzoic acid (p-HBA), protocatechuic acid (PCA), syringic acid (SYA), p-couma-
ric acid (p-CA), chlorogenic acid (CGA), caffeic acid (CA), synaptic acid (SA), ferulic acid
(FA), were determined as described by Stuper-Szablewska et al. [21]. Ground grain samples of
0.2 g were subjected to alkaline hydrolysis in 4 mL of 2M aqueous sodium hydroxide solution,
followed by acid hydrolysis in 2 mL of 6M aqueous hydrochloric acid solution. Phenolic acids
were extracted from the inorganic phase with diethyl ether (2 x 2ml). Acid hydrolysis was then
carried out on the ether extracts in 3 mL of 6M aqueous hydrochloric acid solution. The result-
ing ether extracts were evaporated to dryness in a stream of nitrogen and then dissolved in 1ml
of methanol. Chromatographic analysis was performed using a Waters SDS 501 (Waters, Mil-
ford, MA, USA) high-performance liquid chromatograph with a Waters 486 Tunable Absor-
bance Detector (Waters, Milford, MA, USA). Chromatographic separation was performed on
an RP C-18, 250 x4 mm x 5 um column. A mixture of acetonitrile 0.2% (v/v) HCOOH in H,O
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(gradient) was used as the eluting phase. Measurement was performed at wavelength A = 320
and 280 nm. Identification of the compounds consisted of comparing the retention time of the
tested peak with that of the standard (Sigma-Aldrich, Poznan, Poland). Analysed only bound
fraction of phenolic acids.

Determination of flavonoids

Composition of flavonoids was determined using a method described by [22]. The extracted
flavonoids were separated and identified by an Agilent UPLC equipped with a Nova-Pak C18
reversed-phase column (3.9 x 150 mm, 5-pm particle size; both from Waters, Milford, MA,
USA). Solvent A used was 0.3% (v/v) HCOOH in H,O, while solvent B used was acetonitrile of
HPLC purity grade. The flow rate of the solvents was maintained at 1 mL/min. The gradient
profile was as follows: 85% of A at 0 min and 25% of A at 40 min. The mobile phase of the gra-
dient elution was as follows: A, acetonitryl with 0.1% formic acid; and B, 1% aqueous formic
acid mixture (pH = 2). Chromatograms were recorded using a UV-Vis detector at A = 370
nm. The separated compounds were identified based on retention time mapping using a set of
standards. The quantity of the following flavonoids was determined using standard solutions
(0.001-0.01 pg/mL) of individual compounds (Sigma-Aldrich, Poznan, Poland). Was deter-
mined of seven flavonoids: naringenin, vitaxin, rutin, quercetin, apigenin, kaempferol and
lutein.

Statistical analysis

The results were subjected to multivariate ANOVA statistical analysis. according to a fixed
model with three experimental errors appropriate for the split-block system. Differences
between means were compared using Tuckey’s HSD test at p = 0.05. Pearson’s simple correla-
tion analysis was also performed. Hierarchical cluster analysis and principal component analy-
sis (PCA) were also performed. All calculations were performed using the statistical package
Statistica PL 13.0 (StatSoft, Cracow, Poland).

Results
Composition of phenolic acids

Among the phenolic acids identified in the analysed grain, ferulic acid was dominant. Syringic,
caffeic and 2.5-hydroxybenzoic acids were present in significantly lower amounts, while sina-
pic and 4-hydroxybenzoic acids were the least present (Tables 1 and 2).

H. v. rimpaui grain was characterized by the highest content of 2,5-hydroxybenzoic, proto-
catechuic, syringic, caffeic, sinapic and ferulic acids among the tested genotypes. H. v. nigri-
cans, compared to H. v. rimpaui, contained statistically significantly less of these phenolic
acids (by 19.3%, 18.3%, 19.9%, 37.5%, 61.2% and 12.3%, respectively). Genotypes with black
coloured grain contained nearly twice as much 2,5-hydroxybenzoic acid, protocatechuic acid,
caffeic acid and ferulic acid, and more than eight times as much syringic acid than H. vulgare
’Soldo’ (Tables 1 and 2). On the other hand, the modern cultivar of barley contained signifi-
cantly more gallic and chlorogenic acids.

The content of the analysed phenolic acids (with the exception of 4-dihydroxobenzoic acid)
was significantly higher in grain from the organic cultivation system compared to the conven-
tional one (Tables 1 and 2). The highest increase in the content of phenolic acids in organic
grain was recorded for syringic, ferulic and protocatechuic acids, by 32.2%, 50.6% and 116.1%,
respectively. However, the response to the farming system varied according to the genotype.
The cultivar "Soldo’ accumulated significantly more ferulic acid in grain under organic
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Table 1. Content of phenolic acids—derivatives of hydroxybenzoic acid in barley grain.

Farming System (FS) Genotype (G)

Con H. v. nigricans

H. v. rimpaui

H. v.’Soldo’

Org H. v. nigricans

H.v. rimpaui

H. v.’Soldo’
Con
Org
H.v. nigricans
H. v. rimpaui
H. v.’Soldo’
p-value 1N
G
T
FSxGxT

Treatment (T) | GA mg/kg 2,5-DHBA mg/kg p-HBA mg/kg PCA mg/kg SYA mg/kg

B 10.24+0.58 40.1°¢ +1.50 15.4%° +0.82 18.4°4 +2.16 51.3° +0.88
12.99+0.12 4454 42,63 15.3%° +0.70 5.9% +0.61 49.4° +1.04

B 18.7° +0.36 65.1* +3.09 18.2% +1.94 16.2°° +1.83 64.4%° +11.38

C 12.34+0.93 46.0°4 +1.72 11.7°° +1.68 21.3% +1.02 60.4*° +1.05

B 26.2*° +0.95 31.5% +0.99 154 +1.33 5.31+0.46 6.6° £0.40

C 16.7° +1.47 20.5¢ +1.03 10.9° +0.34 3.6"+0.39 5.8°+0.53

B 18.1°+0.23 46.44 +0.73 16.1%* +0.25 31.2% +0.36 54.4° +2.07

C 18.9°+0.76 51.6%° +2.17 16.6® +0.66 34.0° +1.41 58.9°° +1.88

B 26.4% +1.53 61.4* +15.01 18.3% +3.88 38.1* +11.88 76.1° +16.98

C 16.9°+2.50 53.9%° +2.97 14.2%° +2.87 34.0* £0.60 66.4%° +4.74

B 29.6% +1.53 38.0% +2.71 155 +1.34 7.4%+0.95 8.9°+0.95

C 23.34° +1.64 31.19 +11.60 163 +2.67 8.0 +1.03 6.8 +1.37
16.2° +5.52 41.3° +14.22 14.5% +2.76 11.8° +7.31 39.6° +25.21
22.2* +4.96 47.1* +12.36 16.2% +2.34 25.4% +13.71 45.2% +28.76
15.0° +3.81 45.7° +4.60 15.8% +0.78 22.4° +11.74 53.5° +4.00
18.6° +5.50 56.6% +10.20 15.6* +3.73 27.4* +10.70 66.8* +10.80
24.0 +5.12 30.3¢ +8.30 14,5 +2.62 6.1°+1.93 7.0° +1.42

B 22.0° £6.07 47.1* £13.75 16.5% +2.12 19.4* +12.91 43.6* +28.24

C 16.4° +4.59 413 +12.87 14.2° +2.70 17.8*+13.13 41.3* +26.05
0.0003 0.0009 0.1185 0.0001 0.0581
0.0000 0.0000 0.2145 0.0000 0.0000
0.0000 0.0046 0.0008 0.0061 0.2136
0.0106 0.4458 0.2177 0.0001 0.4565

FS-farming system, G-genotype, T-treatment, GA-gallic acid, 2.5-DHBA- 2.5- dihydroxobenzoic acid, p-HBA—4-dihydroxobenzoic acid, PCA-protocatechuic acid,

SYA-syringic acid, Org/Con-two farming systems (Org-organic farming, Con-conventional farming), B/C-two biostimulant treatments (B-Biostimulant, C-control);

a-f-mean values in column with common letters are not significantly different (ANOVA at the significance level p = 0.05); data = mean + SD (standard deviation).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0288428.t001

cultivation conditions, while H. v. nigricans and H. v. rimpaui accumulated more protocate-
chuic acid in comparison to conventional cultivation (Tables 1 and 2).

The content of phenolic acids in the grain was also influenced by the foliar application of a
biostimulant based on amino acids during the barley growing period (Tables 1 and 2). On
average, for the studied genotypes, grain after biostimulant application contained significantly
more gallic, 2,5-hydroxybenzoic, 4-hydroxybenzoic, chlorogenic, caffeic and ferulic acids (by
32.4%, 14.2%, 16.3%, 28.0%, 24.7% and 39.8%, respectively) compared to the control sample.
The response to the biostimulant was different in barley genotypes. Both in the organic and
conventional cultivation systems, the use of the biostimulant resulted in an increase in the con-
centration of gallic acid in the cultivar *Soldo’, and of caffeic and ferulic acid in the primary
genotypes of barley (H. v. nigricans and H. v. rimpaui). The biostimulant had a beneficial effect
on the concentration of sinapic acid in the grain of H. v. nigricans only in conventional cultiva-
tion, while H. v. rimpaui in organic cultivation.

Composition of flavonoids

The dominant flavonoids in grains of H. v. nigricans and H. v. rimpaui were naringenin, quer-
cetin, apigenin, kaempferol and luteolin. Among the flavonoids determined in grains of H. v.
"Soldo’, the most abundant was vitexin (Table 3). The tested genotypes were similar only in
terms of rutin content. The grain of H. v. rimpaui compared to H. v. nigricans was
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Table 2. Content of phenolic acids—derivatives of hydroxycinnamic acid in barley grain.

FS G T
Con H. v. nigricans B
C
H.v. rimpaui B
C
H.v.’Soldo’ B
C
Org H. v. nigricans B
C
H. v. rimpaui B
C
H. v.’Soldo’ B
C
Con
Org
H. v. nigricans
H.v. rimpaui
H.v.’Soldo’
B
C
p-value ES
G
T
FSxGxT

p-CA mg/kg CGA mg/kg CA mg/kg SA mg/kg FA mg/kg
26.5% + 0.69 14.8°4 £0.36 61.1° +0.83 7.00°4 +0.61 889° +38.2
21.4° +0.94 13.1°4 +0.86 15.7° £0.84 1.96" +0.55 6774 +24.4
30.3* +1.02 17.4% +3.71 123*+3.17 7.72°F +1.52 1010 +1.5
29.6* +0.64 1534 +2.43 11.5°+0.91 13.7° +1.67 555% +59.6
32.1* +5.71 23.7% +3.07 31.14 42,97 2.161 +0.36 392437
25.5 +0.84 10.34+0.94 31.0% +5.67 12.4°¢ +1.08 415 +6.6
29.4* +0.32 15.8°4 +0.26 74.6° +5.86 5.46° +0.46 1146° +80.6
31.1° +1.32 16.3° +0.64 18.7° +0.75 4,631 +0.42 948° +23.7
353 +11.5 17.9°° +3.84 121% +4.19 21.1* +3.19 1686% +27.3
31.6* +0.68 13.94 +2.92 16.6° +2.54 6.59%f +4.54 922°+74.6
34.6* +3.40 30.0° £0.68 38.39 +0.84 9.29°°° +0.94 6334 +£37.1
37.1% £12.3 24.5* +1.05 35.69 +1.08 12.8% +1.40 5999 +72.8
27.6° +4.21 15.7° +4.68 45.6" +39.2 7.49° +4.72 657° +239
33.3* +6.48 19.7* +6.08 50.8* +37.9 9.98% +6.19 989* +378
27.3° +4.14 14.98° +1.38 42.5° 27.0 4.77° +1.97 915 +179
31.8% +5.44 16.09° +3.26 68.1° +56.5 12.3 £6.55 1043° +429
32.3" +7.46 22.11° +7.71 34.0° +4.3 9.15" +4.56 510° +117
31.4% +5.54 19.91° +5.88 74.8* £37.4 8.80% £6.26 959° +422
29.5% +6.66 15.55° +4.76 21.5° +9.22 8.67* +4.96 686° +202
0.0008 0.0147 0.0068 0.0009 0.0000
0.0916 0.0014 0.0197 0.0000 0.0000
0.1285 0.0000 0.0000 0.9219 0.0000
0.3222 0.0037 0.0151 0.0001 0.0085

FS-farming system, G-genotype, T-treatment, p-CA-p-coumaric acid, CGA-chlorogenic acid, CA-caffeic acid, SA-synaptic acid, FA-ferulic acid, H. v. nigricans / H.

v. rimpaui [ H. v.’Soldo’-three genotypes of barley, Org-organic farming, Con-conventional farming, B-biostimulant, C-control; a-f~-mean values in column with

common letters are not significantly different (ANOV A at the significance level p = 0.05).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0288428.t1002

characterized by a significantly higher concentration of naringenin, vitexin and apigenin (by
37.6%, 38.5%, 52.1%, respectively) and significantly lower concentration of quercetin and
kaempferol (by 13.2% and 9%, respectively).

On average for genotypes, grains from the organic system contained significantly more nar-
ingenin by 20.7%, quercetin by 35.3%, apigenin by 84.4%, kaempferol by 129%, luteolin by
134% and vitexin by 256.8% compared to the conventional system. However, different geno-
types responded differently to farming systems. In the modern cultivar "Soldo’, the organic cul-
tivation system favoured the concentration of vitexin, in H. v. nigricans, apigenin and luteolin,
and in the genotype of H. v. rimpaui, kaempferol (Table 3).

The application of the biostimulant, on average for the tested genotypes, significantly
increased the content of most flavonoids (luteolin by 13.5%, apigenin by about 15.3%, vitexin
by 20.2%, kaempferol by 23.2% and naringenin by 25.1%) (Table 3). The response, however,
differed by genotype and farming system. H. v. nigricans in organic cultivation did not show
any response with the flavonoid content to the biostimulant application, while in the conven-
tional system the application of the preparation significantly increased the content of kaemp-
terol. In contrast, the H. vulgare cultivar "Soldo’ showed a positive response with flavonoid
concentration (vitexin and kaempferol) to a biostimulant only in organic cultivation. H. v. rim-
paui showed the strongest response to the biostimulant. In the conventional system, it caused
an increase in the concentration of naringenin (by 39.6%), vitexin (2.5 times), apigenin (2.7
times) and luteolin (1.9 times), and in the organic system, only naringenin (by 30.7%).
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Table 3. Content of flavonoids in barley grain.

FS G

Con H. v. nigricans
H. v. rimpaui
H.v.’Soldo’
Org H. v. nigricans
H.v. rimpaui
H. v.’Soldo’
Con
Org
H. v. nigricans

H. v. rimpaui
H.v.’Soldo’

p-value FS
G
T

FSxGxT

—

Ol 0O|/mw O 0O = 0w 0w

NGN mg/kg VIT mg/kg RU mg/kg QU mg/kg API mg/kg KPF mg/kg LU mg/kg
175.4% +6.16 2.87+0.92 19.2% +0.68 145.9°4 +7.6 1474121 37.09+1.3 31.9 +1.4
159.7° +8.6 4.6 +0.44 16.8% +0.47 12234426 30.4° £1.0 17.6%+1.3 295 +1.0
270.5% +23.7 16.4% +3.95 16.5% +6.06 124.64 3.5 77.6" £1.6 15.5% +0.6 33.7°+2.9
193.8° +8.8 6.7 £0.30 16.2* +1.01 126.4%+9.5 28.8° +1.4 720412 17.4% +0.8
28.4'+1.2 13.3°4 £0.80 22.0* +1.56 28.2°+3.4 357403 18.0C +1.7 1.8 +0.1
1495422 10.0% +0.80 15.6% +2.20 15.7°+3.9 52411 24.1%° 3.0 1.15+0.03
209.6°4 +9.0 17.0%¢ +0.24 17.9° +0.23 181.1%° +4.3 55.5° +1.0 47.5%+0.8 55.8° +1.0
183.6% +4.4 17.6% +0.70 18.7° +0.75 206.7* +8.9 62.0° +2.6 52.8%° 422 62.4%° +2.6
304.5* +18.8 19.7° +4.03 17.8% +9.17 133.2°4 +24.6 75.3* +16.9 63.1 +15.2 75.8* +16.9
232.9% +28.7 15494271 16.6% +2.53 185.2%% +49.2 65.7° +4.6 55.3% 32 66.1%° +4.7
453f+35 67.0° +1.61 23.3* +1.80 32.9°+1.4 17.5F+1.6 36.4°9+1.6 58%+1.0
4155 +125 55.8 +3.31 20.9° +8.05 22.6°+9.2 19.4°°+1.2 19.4° +3.4 4.1%7+0.8
140.4° +94.1 9.0° +5.14 17.7a +3.26 93.8° +53.3 26.7° +25.8 19.9° +9.5 19.2° +14.1
169.6* +100.1 32.1° £21.73 19.2a +4.90 127.0° +78.1 49.2* +24.0 45.8*+15.7 45.0* +30.4
182.1° +19.8 10.5° +7.14 18.2% +1.05 164.0° +34.2 40.7° £20.0 38.8% +14.1 44.9% +15.1
250.4% +46.9 14.6° +5.69 16.8%+4.87 142.3° +35.3 61.9* +21.8 35.3% +26.2 48.3*+25.9
32.5°+13.7 36.5" +26.38 20.5" +4.80 24.9°+8.4 1145475 24.5°+7.9 322420
172.3* +108.0 22.7" 21.22 19.4% +4.60 107.6* £59.7 40.7* +31.4 36.3" +17.68 34.15" +27.4
137.7° +83.9 18.4° £17.90 17.5% +3.55 113.2° +77.1 353 +22.6 29.4* +18.80 30.10° +26.7
0.0021 0.0000 0.2128 0.0041 0.0004 0.0001 0.0000
0.0000 0.0000 0.2242 0.0000 0.0001 0.0000 0.0000
0.0000 0.0056 0.1791 0.7777 0.0466 0.0000 0.0001
0.4897 0.0029 0.7446 0.3001 0.0018 0.0000 0.0422

FS-farming system, G-genotype, T-treatment, NGN-naringenin, VIT-vitaxin, RU-rutin, QU—quercetin, API-apigenin, KPF-kaempferol, LU-luteolin, H. v. nigricans

/ H.v. rimpaui [ H. v.’Soldo’-three genotypes of barley, Org-organic farming, Con-conventional farming, B-biostimulant, C-control; a-f-mean values in column with

common letters are not significantly different (ANOV A at the significance level p = 0.05).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0288428.t003

Plant pigments

Chlorophyll a and chlorophyll b (Table 4) were present only in the grains of black-grained cul-
tivars, and their concentration was significantly higher in the H. v. nigricans genotype. Organic
farming had a positive effect on the average concentration of chlorophyll b and a negative
effect on the content of chlorophyll a. The biostimulant application significantly increased the
content of chlorophyll b while reducing the content of chlorophyll a in grains.

As in the case of chlorophylls, anthocyanin pigments (delphinidin, luteolinidin) were
detected only in grains of primary genotypes (Table 4). Both the use of the biostimulant and
cultivation in the organic system significantly increased the content of delphinidine in grain.
The biostimulant, however, limited the content of luteolinidine in grain.

As in the case of chlorophylls, phytomelanin (Table 4) was found in significant amounts in
black grains (H. v. nigricans and H. v. rimpaui). The modern cultivar *Soldo’, with yellow
grain, generally did not contain phytomelanin. Its trace amounts were detected only in grains
of this cultivar from conventional cultivation. On average, for the tested genotypes, grain from
the organic system contained significantly more phytomelanin (by 16%) than that from the
conventional system. The application of an amino acid biostimulant also had a very strong
effect on the concentration of this compound in grains. There was 3.8 times more phytomela-
nin in grain from plants treated with the biostimulant than in the control.
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Table 4. Content of plant colour substances in grain and antioxidant activity (ABTS") of barley.

FS G T Chla Chlb Dph Lut PhM ABTS*
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg %
Con H.v. nigricans | B 0.65% £0.04 0.08" +0.01 1.17% £0.02 0.26° +0.02 149.6" +5.82 90.1° +0.49
C 2.87* +0.07 0.00° 1.265° +0.02 0.52 +0.02 3479 +4.19 87.3 +2.54
H. v. rimpaui B 0.82¢ +0.05 0.06" +0.01 1.72° +0.05 0.17% +0.02 129.0° +4.12 79.4% +11.52
C 2.14° +0.03 0.00° +0.00 1.07° £0.03 0.16 £0.02 46.09 +3.18 86.9" +1.92
H. v.Soldo’ B 0.00° 0.00° 0.00 0.00° 0.00° 61.4* +2.77
C 0.00° 0.00° 0.00°f 0.00° 0.00° 72.7* +5.21
Org H. v. nigricans | B 0.56% +0.09 0.12* +0.02 1.37°4 0.10 0.22°¢ +0.02 171.9% +5.76 87.8*+1.75
C 2.66™ +0.48 0.00° +0.00 1.39°¢ +0.20 0.64* +0.04 40.7% +7.01 86.7° +6.68
H.v.rimpaui | B 0.47% +0.03 0.11* +0.02 2.27°+0.18 0.28°+0.08 163.5% +3.32 89.8 +0.73
C 2.19°¢ +0.14 0.00° +0.00 1.48% +0.16 0.26°¢ +0.08 39.79 +2.46 90.6* +0.37
H. v.Soldo’ B 0.00¢ 0.00° 0.00°f 0.00° 1.2°+0.10 58.3 +13.00
C 0.00¢ 0.00° 0.00°f 0.00° 0.00° 75.8* +4.16
Con 1.08* £1.10 0.02° +0.03 0.87° +0.67 0.18° +0.18 59.9° +60.7 79.6° +11.30
Org 0.98" +1.10 0.04* £0.06 1.08% +0.87 0.23* +0.22 69.5% +73.5 81.5* +12.92
H. v. nigricans 1.68% +1.15 0.05% +0.06 1.30° +0.13 0.41* +0.18 99.2% +65.0 88.0* +3.43
H. v. rimpaui 1.40 +0.81 0.04" +0.05 1.63" +£0.46 0.22° +0.07 94.5" £55.6 86.7" +6.80
H. v.Soldo’ 0.00° 0.00° 0.00° 0.00° 0.3 +0.54 67.0° +9.98
B |0.42°+0.32 0.06* +0.05 1.09° +0.87 0.15° +0.12 102.5% +75.5 77.8° +14.90
C | 1.64°+1.23 0.00 +0.00 0.87° +0.65 0.26* +0.25 26.8° +20.1 83.3* +7.62
p-value FS 0.0031 0.0002 0.0060 0.0214 0.0040 0.5234
G 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
T 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0172
FSxGxT 0.0121 0.0013 0.1968 0.1704 0.0193 0.4378

FS-farming system, G-genotype, T-treatment, Chl a-chlorophyll a, Chl b-chlorophyll b, Dph-delphinidine, Lut-luteolinidine, PhM-phytomelanin, H. v. nigricans / H.
v. rimpaui [ H. v.’Soldo’-three genotypes of barley, Org-organic farming, Con-conventional farming, B-biostimulant, C-control; a-f-mean values in column with

common letters are not significantly different (ANOV A at the significance level p = 0.05).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0288428.t1004

ABTS" antioxidant activity was significantly differentiated depending on barley genotype.
The highest ABTS" value was found in black-grained forms, which had about 20 percentage
points higher potential for free radical removal than the modern yellow-grained cultivar
(Table 4).

Multivariate analysis

The hierarchical cluster analysis performed divided the analysed cases into 3 clusters (Fig 2A).
All combinations with H. vulgare ’Soldo’ were classified in cluster 1. Cluster 2 was composed
of combinations that included H. v. nigricans and H. v. rimpaui treated with the biostimulant.
In cluster 3, there were combinations with black-grained genotypes not subjected to
biostimulation.

In the analysis of principal components, two components were indicated, describing a total
of 67.4% of the variance (Fig 2C). The graphs show the relationships between these compo-
nents and cases grouped by clusters and qualitative variables. Lines corresponding to positively
correlated variables point in the same direction, while lines corresponding to negatively corre-
lated variables point in opposite directions. The length of the lines indicates the effect on the
respective components (Fig 2B). The strongest effect on the components was exerted by narin-
genin, quercetin, lutein, delphinidin, syringic acid, phytomelanin, ferulic acid and gallic acid.
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Fig 2. (a) Euclidean distance projection of the tested H. vulgare L. genotype, (b) principal scatter diagram of the tested
parameters, and (c) principal scatter diagram of trials tagged by clusters.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0288428.9002

PLOS ONE | https://doggrga#RtBgtrjournal.pone.0288428  July 12, 2023 11/20


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0288428.g002
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0288428

PLOS ONE

Phenolic compounds and antioxidant activity of black-grain barley genotypes

CA
SYA
2,5-DHBA
FA

NGN

VIT

QU

LU

PhM
ABTS*

CA SYA  25DHBA FA NGN VIT QU LU PhM ABTS*
0.0793 02486  0.5782% 02256 02134 00264 057  03824*  -0.0571
0.0793 oS 0.7220¢ -0.3739+
02486  [NORAIEN 0.7032% 200091 0.7372%  0.4397*
0.5782% 07220  0.7032* 0.0598 0.5171%
022%  09621% 08754 0797 -0.277 0.6961%
02134  -03739*  -0.0091  0.0598 0277 03504%  -0.1838  -0.4148%  -0.4619%
-0.0264 0.7096% 06200 -0.3504 0.7120%
0.157 -0.1838 - 0.7054*
0.3823* 0.7372* -0.4148* L 0.6959*
20,0571 04397% 05171 0.6961%  -0.4619%  0.7120%  0.7054*  0.6958*

Red - positive relation, blue-negative relation between compared factors. The color intensity indicates strength of correlation.
Significant effects: p < 0.05 (¥)

Fig 3. Correlation matrix of phenolic compounds and ABTS". Red—positive relation, blue-negative relation between compared factors. The color intensity
indicates strength of correlation. Significant effects: p < 0.05 (*).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0288428.g003

Qualitative variables clearly formed two negatively correlated groups with strong, internal
dependencies. The first group consisted of gallic acid (GA), chlorogenic acid (CGA), vitexin
(VIT) and rutin (RU), while the second group consisted of naringenin (NGN), lutein (LU),
quercetin (QU), syringic acid (SYA), phytomelanin (PhM) and delphinidin (Dph). The scat-
terplot of the cases on the plane of two principal components indicates that the content of GA,
CGA, and VIT is related to cluster 1 describing H. vulgare Soldo’. A higher content of NGN,
LU, QU, SYA, PhM and DpH was found in cases from clusters 2 and 3 describing black-
grained genotypes subjected and not subjected to the application of the amino acid biostimu-
lant. The biostimulant application (cluster 2) resulted in an increased share of phenolic acids
(FA, PCA, p-HBA, 2,5-DHBA, CA), kaempferol and chlorophyll b in the grain of primary
genotypes.

Pearson’s simple correlation analysis (Fig 3) showed a very strong correlation with a high
coefficient of determination between syringic acid and the most important flavonoids-narin-
genin (r = 0.9621; r* = 0.9257), quercetin (r = 0.9020; r* = 0.8136) and luteolin (r = 0.9241; r* =
0.8539). Also, the content of phytomelanin strongly depended on syringic acid and naringenin.
ABTS" showed the strongest correlation with the content of syringic acid, naringenin, querce-
tin, luteolin and phytomelanin.

Discussion

The grain of the tested barley genotypes contained the most phenolic acids derived from
hydroxycinnamic acid, in particular ferulic acid. Similarly, other researchers [23, 24] indicate
the highest share of ferulic acid in the composition of phenolic acids in barley grains. The syn-
thesis and accumulation of phytochemical compositions in plant tissues are influenced by
genotype, growing environment and their interaction [25]. In studies by Jin et al. [26] barley
genotypes with black grains were characterized by a significantly higher concentration of total
phenolic compounds and the total phenolic acids compared to genotypes with yellow grain.
Similarly, in the present study, the profile of phenolic acids depended on the genotype of bar-
ley. Gallic and chlorogenic acids were the most abundant in the yellow grains of H. vulgare cul-
tivar ’Soldo’. Compared to this cultivar, the black-coloured grain of the primary genotypes (H.
v. nigricans and H. v. rimpaui) contained from a few to dozen times more phenolic acids, such
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as 2,5-hydroxybenzoic acid, protocatechuic acid, caffeic acid, ferulic acid and syringic acid.
The concentration of flavonoids was also related to the genotype. The grain of the primary
genotypes contained more flavonoids, mainly naringenin and quercetin, than the modern yel-
low barley cultivar. According to Glagoleva et al. [27] the metabolic pathways responsible for
the black colour of the grains result from the presence of the Blp gene, which affects the
increased synthesis of phenolic compounds (ferulic acid in particular), which, in turn, create
black pigmentation of the grains through the oxidation process.

In the present research, apart from genetic factors, the concentration of phenolic acids and
flavonoids was also affected by agrotechnical factors. The obtained results clearly indicate the
beneficial effect of the organic farming system on the content of phenolic acids in grain. In
grains of primary genotypes, the concentration of protocatechuic acid increased, while the H.
vulgare ’Soldo’ responded with an increase in the content of ferulic acid. When analysing the
impact of the tested farming systems, attention should also be paid to the differences in the
content of available phosphorus and soil reaction in both locations of field experiments. Under
conventional farming system, low P content and acidity were observed, while in the organic
system the soil was characterized by high P content and alkaline soil reaction. According to
many researchers [28-31], the content of phenolic compounds in plants is negatively corre-
lated with the pH of the soil. The acidic reaction of the soil creates a stressful environment for
plants, which in turn stimulates the synthesis of phenolic compounds in plants. According to
Wright et. al. [32] and Abbas et. al. [33], the P content in the soil does not affect the concentra-
tion of phenolic compounds in plants. In turn, Wang et. al. [34] and Corte-Baptistella et. al.
[35] reported reduced accumulation of phenolic compounds under high phosphorus availabil-
ity. These studies would therefore indicate that the soil conditions under conventional farming
are more favourable to synthesising phenolic compounds than under organic. Nevertheless,
significantly higher content of these metabolites were observed under organic farming system,
which may further indicate a beneficial effect of such cultivation methods on the phenolic con-
tent. Maver et al. [36], by examining the concentration of secondary metabolites in barley
roots proved that phosphorus deficiency results in an increased accumulation of phenylpropa-
noids, including flavonoids. Differing strategies in soil nutrient management cause soil condi-
tions in organic and conventional farming systems to differ from each other, as indicated by
Mader et al. [37], Stockdale et al. [38] and Montgomery and Bikle [39]. These authors unani-
mously report that the soil in the organic farming system contains significantly more organic
matter and microorganisms compared to conventional system, which affects the sorption
capacity as well as the transformation and availability of soil nutrients. According to Mader
[37] soil with an organic farming system is characterized by a higher activity of dehydrogenase,
protease and phosphatase, which accelerates the decomposition of protein and organic phos-
phorus in the soil, thus affecting the availability of these components for plants. The varied
availability of soil nutrients, which differs between the farming systems compared, may there-
fore be one of the components affecting the content of secondary metabolites in barley grains.
In a study by Ostrowska-Kotodziejczak et al. [40], the grain of a cereal mixture of oats, wheat
and barley grown in an organic system contained significantly more phenolic acids, in particu-
lar ferulic and p-coumaric acids. Effect of organic farming on the content of phenolic com-
pounds in agricultural products became the subject of a meta-analysis conducted by Baranski
et. al. [41]. These authors, based on 343 peer-reviewed publications, indicated that the concen-
tration of phenolic acids in food from organic farming is 19% higher compared to the conven-
tional system. Higher concentrations of phenolic compounds in organic crops may be the
result of increased biotic and abiotic stress occurring in such a farming system, as many phe-
nolic compounds are accumulated by plants in response to stress conditions. Phenolic com-
pounds, including flavonoids, play important biochemical and physiological roles in plant
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cells, particularly helping to alleviate environmental stress [25]. Expression of the HYPAL
gene, which encodes the phenylalanine ammonia enzyme, was increased in salt-tolerant bar-
ley, while it was decreased in salt-stress-sensitive barley [42]. According to Przybylska-Balcerek
et al. [43], ferulic acid has antioxidant, antibacterial and antifungal properties, and this effect is
increased as a result of the synergy of combining this acid with sinapic and gallic acids and
some flavonoids. However, there is no unequivocal evidence of the relationship between the
pressure of pests and the concentration of polyphenols in crops from organic farming. On the
other hand, there is an increasing number of reports proving that the differences in fertiliza-
tion systems, especially nitrogen fertilization, between the organic and conventional farming
systems are an important factor influencing the concentration of phenolic compounds in
organic crops [41]. Also, in the present study, there were significant differences in the method
of fertilization between the compared cultivation systems. In conventional production, a rate
of 60 kg N/ha was applied in the form of ammonium nitrate, while in organic cultivation, no
fertilizers, even organic ones, were used before barley cultivation. This resulted in visible signs
of nitrogen deficiency during the growing season. Potentially, this could have contributed to
the increase in differences in the concentration of phenolic compounds between the farming
systems compared. Under conditions of prolonged nitrogen deficiency, there is a significant
increase in the activity of L-phenylalanine ammonia lyase (PAL), the enzyme responsible for
the catalysis of the reaction of ammonia elimination from aromatic amino acids (phenylala-
nine and tyrosine) in the phenylpropanoid pathway, leading to the formation of cinnamic acid
which is a substrate in the biosynthesis of many phenolic compounds [44].

In the present study, the application of a biostimulant based on amino acids during the bar-
ley growing period had a positive effect on the content of phenolic acids and flavonoids in the
harvested grain, with the primary genotypes with black grain, especially H. v. rimpaui respond-
ing most often. In studies of other species, foliar application of the amino acid phenylalanine
increased the activity of L-phenylalanine ammonia lyase PAL and the content of ferulic acid in
pea plants [45]. The pathway of phenylpropanoid metabolism and the variety of factors induc-
ing their synthesis in plants is regulated by the expression of multigene families encoding
enzymes participating in this pathway—phenylalanine ammonia lyase (PAL) and chalcone
synthase (CHS). Various biotic and abiotic factors acting on plants affect the level of transcrip-
tion of genes encoding enzymes of the phenylpropanoid synthesis pathway [46]. According to
Ma et al. [47], varied genotypes of barley under the influence of stress show changes in the
level of accumulation of proteins involved in secondary metabolism—mainly phenylalanine
ammonia lyase (PAL), isoflavone reductase and caffeic acid O-methyltransferase, the enzyme
responsible for converting caffeic acid into ferulic acid. Amino acids, in turn, are characterized
by high mobility and easy transport in plants. Thanks to this and their biological activity they
affect the synthesis of protein substances in plants, which also translates into increased enzyme
activity and the production of phenolic compounds [48].

Chlorophyll pigments and anthocyanins were determined only in black-coloured grains
(H. v. nigricans and H. v. rimpaui). Dark grains also contained significant amounts of phyto-
melanin. In addition to genetic factors, agricultural factors also had an impact on the content
of this compound. Grain from organic farming contained 16% more of this compound com-
pared to the conventional system. However, the foliar application of an amino acid biostimu-
lant had a much stronger effect on the content of phytomelanin, which increased the content
of this compound in H. v. nigricans and H. v. rimpaui grains several times. Phytomelanin is a
biopolymer with dark pigmentation, which is widespread among living organisms and gives
them a dark colour [8]. Phytomelanins are synthesized by enzymatic oxidation of simple phe-
nolic precursors such as tyrosine, cinnamic acid and cinnamic acid derivatives [49]. Phytome-
lanin biosynthesis is controlled by the Blp1 gene located in the 0.8 Mb locus on chromosome
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1H [27]. The examined agricultural factors affected the content of phytomelanin in a similar
way as the concentration of phenolic acids, which seems to confirm the reports on the synthe-
sis of this compound from cinnamic acid derivatives. This claim is also supported by a high
correlation coefficient between the content of phytomelanin and the concentration of phenolic
acids and flavonoids.

The ABTS" antioxidant activity significantly depended on the genetic factor. The black
grain genotypes were characterized by a higher ability to scavenge free radicals than the H. v.
’Soldo’, which resulted from a much higher concentration of bioactive compounds. A strong
positive correlation between the ABTS" antioxidant activity and the concentration of syringic
acid, naringenin, quercetin, luteolin and phytomelanin was demonstrated. According to other
researchers [49], hydroxycinnamic acids are characterized by higher antioxidant activity than
hydroxybenzoic acids. According to Chen et al. [50], in addition to the basic structure, the
power of scavenging free radicals by individual phenolic acids is also affected by their struc-
ture, specifically the presence of hydroxyl and methoxy groups. In a study by Chen et al. [50],
dihydroxy acids (caffeic and protocatechuic acids) had higher antioxidant activity than other
phenolic acids, except for the acids with the largest number of methoxyl groups (synapic and
syringic acids). According to these authors, in the group of benzoic acid derivatives, the free
radical scavenging capacity of syringic acid is tens of thousands of times greater than that of
4-hydroxybenzoic acid. These reports explain the strong correlation between syringic acid and
antioxidant activity observed in the present study. Among the phenolic acids found in grains,
syringic and caffeic acids are compounds with the highest ability to scavenge free radicals. Only
sinapic acid has greater potential, but it was present in grains in an amount several times lower
than syringic and caffeic acids. Its particularly high concentration was determined in grains of
black-grained genotypes. The grain of these genotypes also contained much more other acids
with a strong antioxidant effect (caffeic and protocatechuic acids) than H. v. ’Soldo’. In the pres-
ent study, the correlation analysis also showed a strong relationship between the ABTS™ antioxi-
dant activity and the content of flavonoids (naringenin, quercetin and luteolin) in grains.
Flavonoids are characterized by high antioxidant potential, which results from their chemical
structure [51]. Quercetin and luteolin can be indicated as the strongest antioxidants among the
compounds detected in the tested barley grains. In a study by Chen et. al. [52] on coloured rice
cultivars, antioxidant activity was strongly correlated with naringenin content.

As for phenolic acids and flavonoids, the present study also showed a strong positive rela-
tionship between ABTS" and the content of phytomelanin. However, the literature lacks infor-
mation on the antioxidant properties of this compound. Correlation analysis and principal
component analysis (PCA) also showed a relationship between the content of phytomelanin
and the contents of syringic acid, quercetin, naringenin and luteolin. It is also known that phy-
tomelanin is formed from oxidized phenolic compounds [49]. It can therefore be assumed that
the correlation between the phytomelanin content and the antioxidant activity was related to
the concentration and oxidation of the mentioned phenolic compounds. In studies by Yang
et al. [26], dark-coloured barley genotypes were characterized by a higher antioxidant poten-
tial, which was associated with the content of phenolic compounds. Many authors obtained
similar high correlation for antioxidant activity and phenolic compounds content in coloured
barley genotypes [53-55]. These results therefore indicate that, apart from the total content of
phenolic acids, the composition of phenolic compounds is also of great importance for the
antioxidant activity of grain. The similarity of the two tested black-grained genotypes (H. v.
nigricans and H. v. rimpaui) and the difference of the modern yellow-grained cultivar in terms
of the composition of bioactive compounds and antioxidant activity was also confirmed by the
agglomeration cluster analysis. The biostimulant application was an equally strong factor dif-
ferentiating the values of these variables.
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Conclusions

The analysis of the original genotypes of black grain barley (H. v. rimpaui, and H. v. nigricans)
and the modern yellow grain cultivar (H. v. ’Soldo’) showed the effect of the studied factors:
genotype, cultivation system (organic and conventional) and foliar application of the biosti-
mulant on the profile of phenolic compounds and the antioxidant potential of grain. The high-
est content of most phenolic acids and flavonoids was found in the grain of H. v. rimpaui,
followed by H. v. nigricans, and the lowest in H. v. ’Soldo’. The primary genotypes with black
grain were the only ones that contained small amounts of anthocyanin and chlorophyll pig-
ments, while they were distinguished by an extremely high concentration of phytomelanin.
Cultivation of barley in an organic system as well as the application of the biostimulant gener-
ally had a positive effect on the content of phenolic compounds; however, the interaction of
cultivation factors and barley genotype was significant in shaping the content of certain pheno-
lic acids (gallic, protocatechuic, chlorogenic, caffeic, synaptic, and ferulic) and flavonoids
(vitexin, apigenin, kaempferol, and luteolin). The strongest positive response with the concen-
tration of phenolic compounds to the application of the biostimulant was shown in cultivars
with black grain, mainly H. v. rimpaui in conventional cultivation. The biostimulant stimu-
lated the synthesis of phytomelanins to the greatest extent in black-grain genotypes, cultivated
both in a conventional and organic system. ABTS" antioxidant activity of grain of primary bar-
ley genotypes was higher than that of the modern cultivar. The ABTS" value was strongly cor-
related with the content of syringic acid, naringenin, quercetin, luteolin and phytomelanin,
which confirms the strong antioxidant properties of these compounds.
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S1 Table. Combined analysis of variance based on a fixed effect model for phenolic com-
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Abstract: Barley (Hordeum vulgare) grain stands out among other cereals due to its high nutritional value.
It results mainly from the high content of fiber and antioxidants, such as phenolic compounds. Barley
grains can also be an important source of unsaturated fatty acids and carotenoids that are beneficial
to health. This study assessed the effect of the foliar application of an amino-acid biostimulant on
the content of phenolic compounds, carotenoids, and the composition of fatty acids in the grain of
alternative, black-grain barley genotypes, and the commonly used ‘Soldo’ cultivar, grown in conventional
and organic farming systems. The dark-pigmented grains contained significantly more phenolic acids
and flavonoids than the yellow seed of the traditional cultivar and were characterized by a significantly
higher proportion of unsaturated fatty acids. The application of the biostimulant significantly increased
the concentration of phenolic compounds in grains, especially of alternative genotypes.

Keywords: black barley; Hordeum vulgare; farming system; health-promoting substances; PCA;
UPLC method

1. Introduction

Barley (Hordeum vulgare) has been considered a staple food for a long time, providing
consumers with a good amount of proteins, carbohydrates, fiber, or vitamins [1]. In the
last decade, a growing interest in foods with higher nutritional value has contributed to an
intensification of research on minor bioactive compounds accumulated in barley grains [2].
Among the biochemicals that have attracted scientists” attention, we can distinguish, for
instance, carotenoids, polyphenols, or free fatty acids.

In the Poaceae family, phytopigments such as carotenoids and polyphenols play a
key role. Those chemicals not only correspond to the plants” color, but more importantly,
they have health-promoting properties. Carotenoids are famous for their ability to give
fruits and vegetables orange, red, or yellow color [3]. Lutein, zeaxanthin, and «- and
[3-carotene are the most important carotenoids [4]. «- and (3-carotene are referred to as
provitamin A, which is essential for the biochemical processes synthesizing vitamin A in
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animal organisms. In the body, carotenoids function as antioxidants and anti-inflammatory
compounds [5]. Clinical studies also proved that a diet rich in carotenoids lowers the risk
of cardiovascular disease, cancer, osteoporosis, and eye disease [6].

Other important plant substances—polyphenols include such groups as anthocyanins,
flavonoids, and phenolic acids [7]. Polyphenols are characterized by an aromatic ring with
an attached hydroxyl group, to which they owe their antioxidant properties.

All phenols are studied in terms of their biological functions and their beneficial effects
on human and animal health. Anthocyanins and flavonoids have a beneficial effect on
lipid and sugar metabolism and also prevent metabolic and cardiovascular disorders [3].
Moreover, it was proven that polyphenols prevent the development of cancer, are helpful
in the treatment of allergies, strengthen the digestive system, eliminate infections, and stim-
ulate the secretion of estrogens in female bodies [8]. Furthermore, due to their antioxidant
nature, polyphenols play a vital role in protecting susceptible nutrients against oxidation.

Barley is also a source of lipids, which include fatty acids (FAs), such as saturated
(SFAs), monounsaturated (MUFAs), and polyunsaturated fatty acids (PUFAs) [9]. The total
value of lipids in the grains of various forms varies between 3—4% [10]. The most valuable
are polyunsaturated fatty acids, especially essential FA, which must be provided by foods,
where linoleic and linolenic acids belong [11]. Several studies reported the health benefits of
PUFAs such as reducing the risk of ischemic heart disease, stroke, and myocardial infarction
or lowering blood-cholesterol levels [12]. They were shown to have many other properties,
such as neuroprotective effects, preventing Parkinson’s disease, and supporting cognitive
and visual functions [13,14]. It was also reported that the excessive intake of saturated fatty
acids could affect the development of heart and circulatory disease [15].

An assortment and concentration of phytonutrients could vary among genotypes of
barley [16]. The particular forms of barley can be distinguished based on the grain color,
which is a function of pigments (e.g., carotenoids, polyphenols) that are accumulated in
them [17]. However, some landraces have their specific color due to a combination of a
few different chemicals, not only one dye group [18]. In general, together with common
barley, genotypes with deep yellow, blue, purple, or black seeds were described [19].
Several studies were conducted among pigmented cereals or pseudocereals to assess
the composition of carotenoids, polyphenols, and other important compounds such as
FAs [20,21]. In the majority of the research, colorful landraces were characterized by
higher concentrations of those compounds than common genotypes [22,23]. Overall,
it is believed that alternative genotypes present a higher ability to concentrate health-
promoting compounds, as well as higher antioxidant potential than standard genotypes [24].
Intriguing findings in that area were reported for Highland Barley (HB), the native form
of Tibet and the Qinghai region. According to Guo et al. [9] and Idehen et al. [25], the
HB has a higher nutritional value than normal grains. It was confirmed that Highland
Barley lessens the risk of diabetes, Alzheimer’s disease, atherosclerosis, cardiovascular
disease, has anticancer potential, and much more [26]. Hordeum vulgare var. nigricans
(Hordeum distichon var. nigricans) seems to have a comparable potential, likewise, Hordeum
vulgare var. rimpaui. Both of them are representatives of black-seeded barley. Additionally,
H. v. rimpaui belongs to hooded barley, which refers to spikes with reduced awns. However,
little is known about these genotypes. H. v. nigricans can be found as a niche, local genotype
in regions that are described as a fertile crescent, but more detailed information is limited [27].

The earlier studies report that the concentration of phytochemicals could be influ-
enced not only by genotype but also by climatic, soil, and weather conditions, agronomic
management, or the farming system [28,29]. From the consumer’s point of view and
the growing demand for organic food, the influence of the farming system seems to be
crucial. There are many studies that report that organic cultivation stimulated a higher
accumulation of various chemicals. Nonetheless, some analyses showed no significant
differences between the cultivation system and the nutritional value of plants [30,31]. These
differences can be caused by treatments performed during the growing seasons of plants,
e.g., the use of biostimulants, the popularity of which is growing in both organic and
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conventional agriculture. Biostimulants are products with a natural origin that enhance the
plant metabolism without changes in those processes [32]. They are applied to intensify the
uptake of nutrients, minimize the biotic and abiotic stress, and reduce the rates of fertiliz-
ers [33]. Among them, there are products composed of amino acids that affect the yield,
as well as the quality and content, of the health-promoting compounds that are currently
being studied [34]. The numerous studies have revealed that amino acids contribute to a
higher accumulation of carotenoids, polyphenols, total chlorophyll, macronutrients, and
micronutrients [35,36]. The effect of an amino-acid biostimulant was carefully examined in
vegetables or fruits [37,38], but the effect on the quality of grains is still not well recognized.
The aim of the study was to evaluate the differences in the content of carotenoids,
free fatty acids, and polyphenols in alternative genotypes (Hordeum vulgare L. var nigricans
(Ser.) Korn and H. vulgare L. var. rimpaui Wittm) and common barley (H. vulgare L.), grown
organically and conventionally, with the foliar application of an amino-acid biostimulant.
It was assumed that the alternative genotypes with black grain differ from the modern
cultivar of the barley with yellow grain and that organic cultivation and the use of a
biostimulant stimulate the accumulation of health-promoting components in the grain.

2. Materials and Methods
2.1. Plant Material

The study was carried out on grains of three different genotypes of barley grown in
organic and conventional farming systems. The first two genotypes are two-row, spring
forms of common barley Hordeum vulgare L. var nigricans (Ser.) Kérn and H. vulgare L. var.
rimpaui Wittm; they are primary or similar to primary forms. The third genotype, ‘Soldo” H.
vulgare L., treated as comparative to the two previous ones, is a modern cultivar of two-row
spring barley, commonly cultivated in Europe. The primary forms are formed by grains
with dark pigmentation of the husk and fruit and seed coat, while the ‘Soldo’ variety forms
grains with a yellow color typical for barley. H. vulgare var. nigricans and the ‘Soldo’ variety
form the awned spike, while the inflorescence of H. vulgare var. rimpaui has reduced awns,
the so-called hoods (hooded barley).

2.2. Field Experiments

The barley grain came from two field experiments, conducted in a split-plot design
in three replicates, under organic and conventional cultivation conditions in Luchowo
(53°15'40” N, 17°16'26” E) and Minikowo (53°10'02" N, 17°44/22" E) in central Poland
in 2021 and 2022. The first-order factor was the different genotypes of barley: Hordeum
vulgare L. var nigricans (Ser.) Korn and H. vulgare L. var. rimpaui Wittm and the modern
cultivar ‘Soldo’. The second-order factor was the foliar application of the amino acid bios-
timulator Naturamin WSP (Supplementary Materials, Table S1), applied twice during the
growing season in the BBCH 32 and BBCH 53 phases at a dose of 0.5 kg ha—! in the form of
an aqueous solution. The amount of the working liquid was 300 L ha~!; the treatments
were performed in the early morning or evening, so as to obtain good assimilation of the
preparation by plants. The control plots were not subjected to biostimulant application.
The area of the experimental plots was 24 m? in the conventional system and 13.47 m?
in the organic system. A 40 cm gap was used between the treatments to avoid contami-
nation with the working liquid. The soil in Lochow was characterized by the content of
23.7 mg P»,05/100 g soil, 19.7 mg K,O/100 g soil, 4.2 mg MgO/100 g soil, and pH 7.7 and,
in Minikowo, 7.1 mg P,O5/100 g soil, 17.1 mg K,0/100 g soil, 4.5 mg MgO/100 g soil, and
pH 4.7. The barley was sown in the conventional farming system between the 21st and 31st
of March and in the organic system between the 1st and 10th of April with a row spacing
of 12.5 cm and a density of 350 grains m 2. The fertilization of plants in the conventional
system was applied only before sowing in rates of 70 kg N ha~?, 40 kg P,Os ha~!, and
70 kg K,O ha~!. In this system, the weeds were chemically controlled using a mixture
of 2,4-D, florasulam, and pinoxaden at rates of 180 g, 3.75 g, and 40 g a.i. ha~! at the
stem elongation stage. Fungicides were applied twice—tiophanate-methyl—in a dose of
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700 g a.i. ha~! at the beginning of stem elongation stage, and a mixture of tebuconazole
and prothioconazole in doses 125 g a.i. and 125 g a.i. ha~! was applied in the flag leaf
stage. The cereal leaf beetle was controlled with cypermethrin at the flag leaf stage in a
dose of 25 g a.i. ha~!. In the organic farming system, no natural or mineral fertilizers were
applied, and no plant protection methods were used. The only treatment performed during
cultivation was the use of an amino-acid biostimulant (excluding control treatments). Grain
from both experiments was harvested at less than 14% water content between 21st and 31st
July. The yield for each combination was calculated as a mean of three separate replications.
The meteorology data were collected from the Polish Institute of Meteorology and Water
Management. The biochemical composition of the barley grains was evaluated from grains
harvested in 2021.

2.3. Determination of Carotenoids

The carotenoid extracts were obtained from ground seeds (0.4 mg) that were triturated
with a mixture of acetone and petroleum ether (1:1). Then, after separation of the plant
tissue, the acetone and hydrophilic fraction were removed from the extract by washing
with water. The result was an ether extract with a mixture of carotenoid pigments. The
extract prepared in this way was concentrated in a vacuum evaporator at 35 °C until an
oily residue was obtained and then digested in 2 mL of methanol (Merck, Rahway, NJ,
USA) and subjected to chromatographic analysis. Lutein, zeaxanthin, and (3-carotene were
determined using Acquity UPLC (Waters, Milford, MA, USA) with a Waters Acquity PDA
detector (Waters, USA). The chromatographic separation was performed on an Acquity
UPLC® BEH C18 column (100 mm x 2.1 mm, particle size 1.7 um) (Waters, Milford, MA,
USA). Elution was carried out using a solvent—methanol, water, and tert-butyl methyl
ether (TBME). A gradient was used at a flow of 0.4 mL/min. The column and samples
were thermostated, the column temperature was 30 °C, and the test temperature was
10 °C. During the analysis, the solutions were degassed in a Waters apparatus. The injection
volume was 10 pL. The recording was carried out at the wavelength of A = 445 nm. The
identification of compounds was based on spectra in the range from 200 to 600 nm, and the
retention times were compared to standards.

2.4. Determination of Free Fatty Acids

The samples (100 mg) were placed into 17 mL culture tubes, suspended in 2 mL
of methanol, treated with 0.5 mL of 2 M aqueous sodium hydroxide, and tightly sealed.
The saponification process was carried out assisted by microwave radiation operating at
2450 MHz and 900 W maximum output. The samples were irradiated (370 W) for 20 s
and, after approx. 5 min, for an additional 20 s. After 15 min, the contents of the culture
tubes were neutralized with 1 M aqueous hydrochloric acid; 2 mL. MeOH was added, and
extraction with pentane (3—4 mL) was carried out within the culture tubes. The pentane
extracts were evaporated to dryness in a nitrogen stream. In the next step, the extracts
were methylated using a mixture of anhydrous methanol and sulfuric acid (1:5, v/v). The
extract containing lipids was added with 0.5 mL of methanol, followed by the addition of a
0.15 mL methanol/sulfuric acid mixture (1:5, v/v). The samples were heated at 70 °C for
15 min. After the solution was cooled, 0.5 mL of n-hexane was added, followed by the
addition of sufficient water to form two layers. The upper hexane layer was removed and
analyzed on an Acquity H class UPLC system equipped with a Waters Acquity PDA detec-
tor (Waters, USA). The chromatographic separation was performed on an Acquity UPLC®
BEH Cjg column (150 mm x 2.1 mm, particle size 1.7 pm) (Waters, Ireland). The elution
was carried out as a gradient using the following mobile phase composition: A:acetonitrile;
B:2-propanol, flow 0.17 mL/min. The measurements of the sterols concentrations were
performed using an external standard at wavelengths A = 195-300. The compounds were
identified based on a comparison of the retention times of the examined peak with that of
the standard and by adding a specific amount of the standard to the tested sample and
repeated analyses [39].
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2.5. Determination of Polyphenols

The phenolic compounds in the samples were analyzed after alkaline and acidic
hydrolysis [40,41]. The analysis was performed using an Acquity H class UPLC system
equipped with a Waters Acquity PDA detector (Waters, USA). The chromatographic sepa-
ration was performed on an Acquity UPLC® BEH C18 column (100 mm x 2.1 mm, particle
size 1.7 um) (Waters, Ireland). The elution was carried out as a gradient using the following
mobile phase composition: A: acetonitrile with 0.1% formic acid, B: 1% aqueous formic acid
mixture (pH = 2). The concentrations of the phenolic compounds were determined using an
internal standard at wavelengths A = 320 nm and 280 nm. The compounds were identified
based on a comparison of the retention time of the analyzed peak with the retention time of
the standard and by adding a specific amount of the standard to the analyzed samples and
repeated analysis. The detection levelis 1 g g~

2.6. Statistics

The experimental data were analyzed using the Statistica 13.3 (TIBCO). All the results
are shown as the means & standard deviation from three replications. The general linear
model (GLM) was used to determine the significant differences between combinations at
p < 0.05. For correlation between the chosen polyphenols and free fatty acids, Pearson’s
correlation was used. Principal component analysis (PCA) was conducted to represent the
variation in the set of data using a minimal number of factors.

3. Results
3.1. Yields of Barley

The yield of tested barley genotypes was an average of 4.92 t ha~! in the traditional
system and 1.74 t ha~! in the organic system in 2021-2022 (Figures 1 and 2). The highest
grain yield in both farming systems was obtained for the genotype H. vulgare, which
has a yield significantly higher than H. vulgare var. nigricans and H. vulgare var. rimpaui
by 36.1% and 37.6% in the organic system and by 18.4% and 18.6% in the conventional
system (Figures 1 and 2). The yield of genotypes also differed in the years of study. In
the conventional system, in 2021, the highest grain yield was produced by H. vulgare,
which yielded 21.8% higher than H. vulgare var. nigricans and 25.6% higher than H. vulgare
var. rimpaui, while in 2022, these differences were not significant (Figure 1). Similarly, in
the organic system in 2021, the highest grain yields were obtained from H. vulgare. The
genotypes of H. vulgare var. rimpaui and H. vulgare var. nigricans obtained a significantly
lower yield under these conditions, by 38.7% and 33.9%, respectively. In 2022, organically
grown H. vulgare yielded a significantly higher yield than H. vulgare var. rimpaui by
29.2% (Figure 2). The meteorology data for 2021 and 2022 are listed in the Supplementary
Materials Table S2.

The foliar application of the amino acid biostimulant had no significant effect on the
grain yield of the barley genotypes tested (Figures 1 and 2). However, significant differences
in grain chemical composition were observed.

3.2. Composition of Carotenoids

The research showed the influence of the barley genotype, as well as the application of the
biostimulant, on the content of 3-carotene, lutein, and zeaxanthin in the grain (Figures 3 and 4).
The biostimulant application, on average for genotypes, significantly increased the content of
these compounds, as well as total carotenoids, both in conventional and organic cultivation.
The biostimulant had the strongest effect on lutein, the amount of which, after application of the
preparation, increased more than three times in both farming systems, while the smallest effect
was noted for zeaxanthin.
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tional farming system, presented as: (a) the mean for genotype and (b) the mean for treatment. The
error bars indicate standard deviation. a, b, c—the mean values followed by different letters indicate

significant differences p < 0.05.
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Figure 4. The content of lutein, zeaxanthin, -carotene, and total carotenoids in the grain of
H. v. nigricans (H. v. nig.), H. v. rimpaui (H. v. rim.), and H. vulgare (H. vul.), from the organic
farming system presented as: (a) the mean for genotype and (b) the mean for treatment. The error
bars indicate standard deviation. a, b, c—the mean values followed by different letters indicate

significant differences p < 0.05.



Agronomy 2023, 13, 1852 8 of 21

Among the analyzed carotenoids, 3-carotene had the largest share in the grain
(Figures 3 and 4). In conventional farming, the average content of 3-carotene was higher
in the primary genotypes (H. v. nigricans, H. v. rimpaui) compared to H. vulgare (Figure 3).
However, the analysis of genotype-biostimulant interactions indicates that only H. v. rim-
paui accumulated significantly more (3-carotene compared to H. vulgare, and even more than
H. v. nigricans, but only if, during the growing season, it was treated with a biostimulant
(Table 1).

Table 1. The content of carotenoids in barley grain from the conventional system.

Lutein Zeaxanthin 3-Carotene Total Carotenoids

Genotype (G) Treatment (T) mg kg1 mg kg1 mg kg1 mg kg1
Hordeum vulgare Biostimulant 0.066 © =+ 0.004 0.035 © £ 0.002 0.253° +0.015 0.354® +0.015
var. nigricans Control 0.016 € £ 0.001 0.029 4 + 0.001 0.190 € + 0.010 0.2359 + 0.009
Hordeum vulgare Biostimulant 0.087 @ + 0.005 0.043° + 0.002 0.387 2 £ 0.015 0.516 * +0.015
var. rimpaui Control 0.026 4 + 0.003 0.015 € £ 0.002 0.160 4 + 0.010 0.201 € £ 0.009
Hordewm vuleare Biostimulant 0.035 © + 0.002 0.081 2 £+ 0.002 0.217 b¢ 4 0.006 0.333° + 0.004
g Control 0.011 f + 0.001 0.089 @ & 0.002 0.163 4 £ 0.015 0.263 ¢ £ 0.015

p-value GxT 0.03 <0.01 <0.01 <0.01

abc
;o

... —the mean values in columns with different letters are significantly different (ANOVA at the significance

level p < 0.05). The sign = relates to the standard deviation.

The average lutein content was significantly higher in the primary genotypes com-
pared to H. vulgare and, at the same time, the highest in H. v. rimpaui, both in the conven-
tional and organic farming systems (Figures 3 and 4). However, as in the case of 3-carotene,
the lutein content in the primary genotypes was higher than in the modern cultivar only in
the variant with the biostimulant (Tables 1 and 2).

Table 2. The content of carotenoids in the barley grain from the organic system.

Genotype (G)

Treatment (T)

Lutein
mgkg!

Zeaxanthin
mg kg1

B-Carotene
mg kg1

Total Carotenoids
mgkg!

Hordeum vulgare Biostimulant 0.075% £0.011 0.043 " + 0.002 0.307 2 + 0.015 0.424 20 +0.025
var. nigricans Control 0.019 € = 0.002 0.033 € 4 0.002 0.241 b¢ + 0.027 0.293 <d 4+ (0.020
Hordeum vulgare Biostimulant 0.108 # + 0.012 0.051® + 0.006 0.3932 + 0.074 0.553 @ 4+ 0.070
var. rimpaui Control 0.034b 4 0.003 0.018 4 + 0.002 0.210 © + 0.020 0.262 4 +0.021
Hordeum vuleare Biostimulant 0.028  ++ 0.003 0.084 2 + 0.007 0.287 ab¢ + 0,025 0.398 " + 0.018
8 Control 0.017 € 4 0.002 0.090 @ + 0.003 0.248 bc 4 0.040 0.354 b + 0.041
p-value GxT <0.01 <0.01 0.03 <0.01
a,b ¢ .. —the mean values in columns with different letters are significantly different (ANOVA at the significance

level p < 0.05). The sign = relates to the standard deviation.

Common barley H. vulgare with yellow grain was characterized by the highest content
of zeaxanthins, both in conventional and organic farming (Figures 3 and 4). The application
of the biostimulant had no effect on the zeaxanthin content in the modern barley variety
but increased it in the primary genotypes (Tables 1 and 2).

3.3. Composition of Free Fatty Acids

Among the analyzed free fatty acids, polyunsaturated fatty acids (PUFAs) had the
largest proportion in the fat stored in the grain with an average of 60% (Figures 5 and 6).
In conventional farming, the average content of PUFAs was the highest in H. v. rimpaui
(Figure 5), while in organic farming, it was highest in H. v. nigricans (Figure 6). On average,
for genotypes, the biostimulant reduced the proportion of PUFAs, both in conventional and
organic cultivation. However, in some genotypes (H. v. vulgare and H. v. nigricans, in con-
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ventional and organic cultivation, respectively), the proportion of PUFAs after biostimulant
application and without treatment was similar (Tables 3 and 4).
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Figure 5. The content of saturated fatty acids, monounsaturated fatty acids, and polyunsaturated
fatty acids in the grain of H. v. nigricans (H. v. nig.), H. v. rimpaui (H. v. rim.), and H. vulgare (H. vul.),
from the conventional farming system, presented as: (a) the mean for genotype and (b) the mean for
treatment. The error bars indicate standard deviation. a, b, c—the mean values followed by different
letters indicate significant differences p < 0.05.
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Figure 6. The content of saturated fatty acids, monounsaturated fatty acids, and polyunsaturated
fatty acids in the grain of H. v. nigricans (H. v. nig.), H. v. rimpaui (H. v. rim.), and H. vulgare
(H. vul.), from the organic farming system presented as: (a) the mean for genotype and (b) the mean
for treatment. The error bars indicate standard deviation. a, b, c—the mean values followed by
different letters indicate significant differences p < 0.05.
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Table 3. The content of free fatty acids in barley grain from the conventional system.

Saturated Fatty Monounsaturated Polyunsaturated
Genotype (G) Treatment (T) Acids (%) Fatty Acids (%) Fatty Acids (%)
Hordeum vulgare var. Biostimulant 205 +£0.34 19.02 £ 0.44 60.5° 4+ 0.11
nigricans Control 19.82P 4 0.41 17.4°¢ +0.40 62.82 +0.30
Hordeum vulgare var. Biostimulant 20.6 % £ 0.61 1847 4 0.55 61.0° +0.85
rimpaui Control 18.8P +0.22 16.9¢ £ 0.77 6442 £ 0.67
Hordewm vuloare Biostimulant 21.02 £0.81 19.6 @ £ 0.55 59.4° 4+ 0.26
8 Control 19.73 +0.85 19.6 2 4+ 0.088 60.7 £ 091
p-value GxT 0.34 0.04 0.03
a,b c__the mean values in columns with different letters are significantly different (ANOVA at the significance
level p < 0.05). The sign = relates to the standard deviation.
Table 4. The content of free fatty acids in barley grain from the organic system.
Saturated Fatty Monounsaturated Polyunsaturated
Genotype (G) Treatment (T) Acids (%) Fatty Acids (%) Fatty Acids (%)
Hordeum vulgare var. Biostimulant 19.7b +0.73 13.0¢ £ 0.37 6732 +1.04
nigricans Control 19.9° +0.54 126 £0.13 67.62 +0.46
Hordeum vulgare var. Biostimulant 2482 £0.24 19.92 £ 0.66 55.3 ¢+ 0.54
rimpaui Control 19.7b £ 1.11 15.5b +0.89 649° +1.20
Hordewm vuloare Biostimulant 2452 +0.17 14.6® +0.38 60.9 € £0.26
8 Control 2282 +£1.38 13.1¢£0.49 64.1° +1.36
p-value GxT <0.01 0.13 <0.01

a,b, c_the mean values in columns with different letters are significantly different (ANOVA at the significance

level p < 0.05). The sign = relates to the standard deviation.

In conventional cultivation, the highest proportion of monounsaturated fatty acids
(MUFAs) was found in H. vulgare, while in organic cultivation, it was found in H. v. rimpaui
(Figures 5 and 6). On average for genotypes, the biostimulant significantly increased the
proportion of MUFAs in barley grain fat from both farming systems (organic and conventional).
No effect of the biostimulant on the content of MUFAs was found in H. vulgare in conventional
cultivation (Table 3) and in H. v. nigricans in organic cultivation (Table 4).

The average proportion of saturated fatty acids (SFAs) was the highest in the H. vulgare
grain cultivated organically, while in conventional cultivation, the barley genotypes were
similar in terms of this trait (Figures 5 and 6). On average for genotypes, the biostimulant
increased the proportion of SFAs; however, the analysis of genotype and biostimulant
interactions showed that only H. v. rimpaui responded with a significant increase in SFA
concentration after application of the preparation, both in the conventional and organic
systems (Tables 3 and 4).

3.4. Comparsion of Polyphenols

In barley grains, the dominant group of polyphenols was phenolic acids, the propor-
tion of which was, on average, 69-85% (Figures 7 and 8). In both farming systems, the
average content of phenolic acids was higher in the primary genotypes than in H. vulgare
(Figures 7 and 8). The dominant genotype in terms of the content of these compounds was
H. v. rimpaui, especially when subjected to the application of a biostimulant (Tables 5 and 6).
The biostimulant had a very strong effect on phenolic acids, the content of which, after
its application, increased on average for all genotypes by almost 41% in the conventional
system and by 38% in the organic system (Figures 7 and 8). However, the interaction
analysis showed a stimulating effect of the biostimulant on the concentration of phenolic
acids only in primary genotypes of barley, while there was no such effect in H. vulgare
(Tables 5 and 6).

113:68706362
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Figure 7. The content of total anthocyanidins, total flavonoids, total phenolic acids, and total
polyphenols in the grain of H. v. nigricans (H. v. nig.), H. v. rimpaui (H. v. rim.), and H. vulgare (H. vul.),
from the conventional farming system presented as: (a) the mean for genotype and (b) the mean for
treatment. The error bars indicate standard deviation. a, b, c—the mean values followed by different
letters indicate significant differences p < 0.05.

Table 5. The content of polyphenols in barley grain from the conventional system.

Genotype (G) Treatment (T) Total Phenolic1 Acids Total Flavo:mds Total Anthocyﬁmdms Total I’olypfllenols
mg kg mg kg mg kg mg kg
Hordeum vulgare var. Biostimulant 1137° +40.1 427° +£3.19 1.43° £0.015 1565 +43.9
nigricans Control 856 ¢ +24.3 381¢49.40 1.78% +£0.035 1239 € +£33.4
Hordeum vulgare var. Biostimulant 13712 £ 545 5552 +33.7 1.89 2 £ 0.053 1928 2 £ 80.6
rimpaui Control 777 € £57.1 397 b +18.7 1.234 +0.044 1175 £ 60.5
Hordewm ouleare Biostimulant 566 9 £ 11.0 1159 + 4.89 0.00 ¢ + 0.00 6814 +15.8
8 Control 5524 +5.03 86.64 +5.07 0.00 ¢ = 0.00 6394 +8.29
p-value GxT <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
a b ¢ . —the mean values in columns with different letters are significantly different (ANOVA at the significance

114:13011443

level p < 0.05). The sign = relates to the standard deviation.

As in the case of phenolic acids, the content of flavonoids was higher in the primary barley
than in the modern cultivar, and the highest content in both farming systems was found in H. v.
rimpaui (Figures 7 and 8). This genotype accumulated more than four times more flavonoids
in conventional cultivation and more than three times in organic cultivation compared to H.
vulgare. In conventional cultivation only, on average for genotypes, the biostimulant had a
positive effect on the concentration of flavonoids. In this farming system, H. v. rimpaui treated
with the biostimulant accumulated even more flavonoids than H. v. nigricans (Table 5).

Anthocyanidins were only accumulated in the primary genotypes H. v. nigricans
and H. v. rimpaui, (Figures 7 and 8, Tables 5 and 6). In organic cultivation, H. v. rimpaui
accumulated more anthocyanidins than H. v. nigricans, regardless of the biostimulant
application (Figure 8). This genotype, both organically and conventionally cultivated,
accumulated the most anthocyanidins when treated with a biostimulant (Tables 5 and 6).
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Table 6. The content of polyphenols in barley grain from the organic system.
Genotype (G) Treatment (T) Total Phenolic1 Acids Total Flavgr;mds Total Anthoczf&;mdms Total Polypfllenols
mg kg mg kg mg kg mg kg
Hordeum vulgare var. Biostimulant 1437° + 81.4 584° +15.8 1.59 € £0.118 2023° +70.2
nigricans Control 1199 € £18.2 60420 4+ 222 2.03° +0.231 1805 € £22.8
Hordeum vulgare var. Biostimulant 21022 +£63.3 689 2 + 75.8 2542 +£0.156 27942 + 136.4
rimpaui Control 1176 © 4+ 80.2 6372 +14.6 1.74b¢ 4+ 0.231 1815b¢ + 752
Hordeum vuleare Biostimulant 8459 +50.8 228° +12.4 0.00 9 + 0.00 10739 £ 63.2
3 Control 7954 +58.6 184 ¢ £ 14.1 0.00 9 + 0.00 9784 £57.9
p-value GxT 0.03 0.22 <0.01 <0.01
a,b ¢ —the mean values in columns with different letters are significantly different (ANOVA at the significance

115:48991329

level p < 0.05). The sign = relates to the standard deviation.

5.00 5.00 1000 1000
4.50 450 900 900
400 400 800 800
2 350 2 350 o % 700
) F) "9 700 a ‘2
2 300 o 300 2 0l ® 2 600
5 5 2 2
£ 250 5 € 250 3 500 S 500
g g g S
£ 200} P £ 200 S 40 & 400
s s a 5 k5
T 150 T 150 a S 300 S 300
= e c
1.00 1.00 200 200
0.50 0.50 100 100
c
0.00 0.00 0 0
@ Hov.nig. Hv.rim. Hoval | () Control Biostimulant () Hv.nig. Hv.rim.  H. vul. ®) Control Biostimulant
Genotype Treatment Genotype Treatment
3000 3000 3000 3000
2800 2800 2800 2800
2600 2600 2600 2600
2400 2400 2400 a 2400
B 2200 B 2200 £ 2200 ~ 2200 .
b >
> 2000 > 2000 < 2000 < 2000
2 2 ° o
1800 a % 1800 £ 1800 £ 1800
b=l 2 @2 @ b
S 1600 S 1600 a S 1600 S 1600
s s § g
2 1400 t © 2 1400 2 1400 2 1400
o ° 2 S
& 1200 & 1200 b 3 1200 c 3 1200
2 2 g g
2 1000 ¢ 2 1000 T 1000 T 1000
k] s 3 5
S 800 5 800 = 800 = 800
600 600 600 600
400 400 400 400
200 200 200 200
0 0 0 0
H.v.nig. Hv.rim.  H. vul. Control Biostimulant Hv.nig. Hv.rim.  H. vul. Control Biostimulant
(a) (b) (a) (b)
Genotype Treatment Genotype Treatment

Figure 8. The content of total anthocyanidins, total flavonoids, total phenolic acids, and total
polyphenols in the grain of H. v. nigricans (H. v. nig.), H. v. rimpaui (H. v. rim.), and H. vulgare
(H. vul.), from the organic farming system presented as: (a) the mean for genotype and (b) the mean
for treatment. The error bars indicate standard deviation. a, b, c—the mean values followed by
different letters indicate significant differences p < 0.05.

Similarly to phenolic acids, flavonoids, and anthocyanins, the content of total polyphe-
nols was significantly higher in the primary genotypes than in the modern cultivar cul-
tivated both organically and conventionally. The biostimulant, regardless of the farming
system, on average for genotypes, significantly increased the concentration of total polyphe-
nols (Figures 7 and 8). The genotype of H. v. rimpaui, originating from both farming systems,
was characterized by the significantly highest content of total polyphenols, but only when it
was treated with an amino-acid preparation. Similarly to individual phenolic compounds,
H. v. vulgare did not respond with an increase in the total amount of polyphenols after
application of the biostimulant in any of the farming systems (Tables 5 and 6).

Pearson’s correlation analysis was additionally performed for phenolic compounds
and free fatty acids. In conventional barley grains, a positive, moderately strong correlation
was noted between phenolic acids, flavonoids, anthocyanins, and linoleic acid (C18:2). On
the other hand, for genotypes cultivated organically, a relationship was found between the
listed phenolic compounds and y-linolenic acid (C18:3, n6) (Table 7).



Agronomy 2023, 13, 1852

13 of 21

Table 7. Pearson’s correlation for phenolic acids, flavonoids, anthocyanidins, total phenols, and
chosen PUFA from barley grains.

Linoleic Acid (C18:2) v-Linolenic Acid (C18:3, n6)

Phytochemicals Conventional Organic Conventional Organic
Phenolic acids 0.565 * —0.269 —0.203 0.565 *
Flavonoids 0.578 * —0.034 —0.200 0.663 *
Anthocyanidins 0.617 * —0.101 —0.324 0.583 *
Total phenols 0.584 * —0.342 —0.109 0.615*

*—Significant at the p < 0.05 level.

3.5. Principal Component Analysis (PCA)

In order to understand the impact of genotype and biostimulant on the concentration
of the analyzed biochemical parameters and how plants respond to different growing
systems, a principal component analysis (PCA) was conducted. For the conventional
system, the biplot (PCA) explained 53.83% of the first principal component (PC1) and
40.96% of the second principal component (PC2) from 94.79% of the total variance, and
for the organic farming system, PC1 defined 55.46% and PC2 defined 36.94% from the
total 92.40% of the total variance, which means that the variables in both biplots are highly
represented by those two components (Figure 9a,b).
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Figure 9. Biplot principal component analysis (PCA) of biochemical parameters in grains of
H. v. nigricans, H. v. rimpaui, and H. vulgare from: (a) conventional and (b) organic systems, de-

1y

pending on the foliar biostimulant application. B—biostimulant, C—control. The sign “*” relates to

coexistence of two factors: genotype * treatment.

In both biplots, the angles between total anthocyanins and total flavonoids, as well
as total phenolics, lutein, and p-carotene, are very narrow, which indicates that they are
highly correlated. The other directions and wide angles between zeaxanthin or PUFA
suggest they both are not correlated with the rest of the dependents. In the PCA analysis for
conventional and organic farming, total anthocyanins and total flavonoids, as well as total
phenolics, lutein, and B-carotene, together with saturated fatty acids, are better described
by PC2; on the contrary, the polyunsaturated fatty acids (PUFA) are represented by PC1.
The comparison of PCA for each farming system indicated that only zeaxanthin, in both
biplots, is located in the positive PC1 and PC2 side (Figure 9a,b).

H. vulgare, treated or non-treated with the biostimulant and from organic and conven-
tional farming, was characterized by the highest concentration of zeaxanthin. H. v. rimpaui
and H. v. nigricans, untreated with the biostimulant in conventional and organic farming sys-
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tems, separated the PUFAs from other variables. On the negative side of PC1, the alternative
genotypes of barley treated with the biostimulant (H. v. rimpaui and H. v. nigricans) from
conventional farming, as well as organic, were characterized by high contents of (3-carotene,
lutein, total phenolic acids, total flavonoids, and total anthocyanidins. The relationship be-
tween SFAs, MUFAs, and genotypes with or without the biostimulant application varies
between farming systems (Figure 9a,b).

4. Discussion

The black-grain genotypes H. v. rimpaui and H. v. nigricans generally gave lower yields
than the modern yellow-grain barley H. vulgare, but the significance of these differences
depended on the year of the study (Figures 1 and 2). A significantly greater variation
between the modern genotype and the alternative genotypes was noted, especially in the
conventional system and especially in 2021, which was characterized by slightly higher
rainfall totals during the growing season (Table S2). This indicates a higher production
potential of the modern variety compared to the alternative genotypes, especially under
conditions that favor high yields, such as greater water availability and intensive farming.
Many researchers believe that wild forms of barley are more tolerant of adverse environ-
mental conditions than modern cultivated varieties [42,43]. However, modern varieties
are characterized by a high harvest index, which, according to Simpson and Siddique [44],
increases transport of water and nutrients to the ear, resulting in higher yields. These traits
may explain the increased differences in yields between genotypes at the potentially better
availability of nutrients and water, resulting from the year and cultivation conditions.

The foliar application of the biostimulant had no effect on the grain yield of the geno-
types tested. Similar results were obtained by Staugaitis et al. [45], where the application of
an amino-acid biostimulant significantly increased the yield of wheat grain only in one of
the five years of the study. Under the influence of the foliar biostimulation of plants with
amino acids, the macro- and micronutrient content of leaves increased [46] as well as the
content of bioactive compounds such as guaiacol peroxidase, having a levelling effect on
the effects of environmental stress [47]. The yield-forming effect of such a treatment may,
therefore, be mainly due to stress mitigation. During the present study, the plants were
treated with the biostimulant at the full stem elongation stage and at ear emergence. The
above-mentioned developmental stages occurred in May and June, where in both years of
the study, these months were quite heavy with rainfall, which, in itself, may have had a
stimulating effect on the plants and obliterated the yield-forming effect of the biostimulant
application. Despite the lack of yield-forming effect, the application of the biostimulant
had a positive effect on the quality and, especially, the health-promoting characteristics of
the barley grain.

In our research, the concentration of individual carotenoid compounds depended on
the genotype of the barley. The yellow grain of H. vulgare was characterized by the highest
concentration of zeaxanthin, which is the pigment that gives the yellow color to plant organs [48].
The H. v. rimpaui genotype, grown in both systems, accumulated the most lutein. The content of
dominant 3-carotene was higher in the dark grains of H. v. nigricans and H. v. rimpaui compared
to H. vulgare (Figures 3 and 4). The differences in the content of individual carotenoids among
barley genotypes with the different grain colors were also demonstrated by Iannucci et al. [49].

Among the determined carotenoids, the highest content of 3-carotene was found
in the grain of H. v. nigricans, H. v. rimpaui, and H. vulgare, grown conventionally and
organically (Tables 1 and 2). Other researchers indicate that the dominant carotenoid in
barley was zeaxanthin [1,50]. The high accumulation of (3-carotene in barley grain, shown
in our research, may be valuable for consumers as it is a precursor to the synthesis of
vitamin A, which is essential for the proper functioning of the body [6].

Under experimental conditions, no significant differences in total carotenoid concentra-
tions were observed between the genotypes of barley cultivated both conventionally and
organically. However, it is worth noting the tendency to accumulate more total carotenoids
in the grain of H. v. rimpaui (Tables 1 and 2). The results of the previous research on the
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concentration of total carotenoids in the grains of different colors are ambiguous. Many
researchers have indicated that genotypes with colorful grains accumulated higher amounts
of total carotenoids than genotypes with common grains. It was observed in purple wheat (in-
terspecific hybrid) [51], as well as in wheat (Triticum aestivum) with other colors of grains [52].
On the contrary, Bassolino et al. [53] indicated that common barley and wheat have higher
total carotenoid concentrations than barley or wheat with colorful grains. It follows from the
above that more comprehensive research would be needed to clarify this issue.

In all studied barley genotypes, the concentration of PUFAs was higher than MUFAs
and SFAs (Figures 5 and 6). PUFAs included such free fatty acids as linoleic acid, linolenic
acid, or y-linolenic acid. The second was SFAs, where palmitic and stearic acid are consid-
ered. The least share was obtained for MUFAs such as, e.g., oleic acid. These data are in
accordance with Liu’s previous research, in which different genotypes of barley (‘Baronesse’
and ‘Merlin’) were characterized by the highest content of linoleic acid, then palmitic acid,
and the lowest amount of oleic acid [54]. It was also similar to other research, where linoleic
acid dominated and palmitic acid scored second place [55]. The same pattern could be
observed in the study of alternative barley genotypes (H. v. var. nudum Hook.) [56]. In gen-
eral, scientists state that linoleic, linolenic, palmitic, stearic, and oleic acid represent above
90% of the total free fatty acids in cereals, but the composition could differ among cereals
and their species or varieties [57]. In our research, it was demonstrated that H. v. rimpaui
from conventional farming and H. v. nigricans from both farming systems accumulated
a higher amount of PUFAs than H. vulgare (Tables 4 and 5). It could be concluded that
some alternative forms of barley can be better in terms of nutritional value, especially when
grown organically.

In our study, it was found that black-grain genotypes (H. v. nigricans, H. v. rimpaus)
are characterized by a higher content of total polyphenols than yellow barley (H. vulgare)
(Figures 7 and 8). Similarly, in the study by Abdel-Aal et al. [58], higher total concentrations
of total polyphenols were found in black (‘Honggingluo’) and blue (‘Huiligingluo’) barley
grains compared to common barley. In our study, the majority of the polyphenols in the
grain of each of the analyzed genotypes were phenolic acids. Ge et al. [59], while analyzing
barley with different colors of kernels, also noticed that black barley concentrated the most
polyphenols, including phenolic acids and flavonoids. In our experiment, the primary
genotypes H. v. nigricans and H. v. rimpaui accumulated anthocyanidins, while in the
modern cultivar H. vulgare, the presence of these compounds was not found (Tables 5 and 6).
Similarly, the study by Pereira-Caro et al. [60] found a high concentration of anthocyanidins
in rice (Oryza sativa) with black grains (‘Artemide’), but they were not detected in white
rice. Many researchers claim that the colorful genotypes of cereals, due to the higher
concentration of various phenolic compounds, have a stronger antioxidant effect than the
traditional forms of these species [59,61]. Polyphenols exhibit their antioxidant activity,
e.g., in the protection of fat, including unsaturated fatty acids, against free radicals [26],
which may explain the significant correlation observed in our experiment between phenolic
compounds and linoleic acid for conventionally cultivated plants and linolenic acid for
organic barley (Table 7).

A positive correlation between phenols, carotenoids, and SFAs with the PC2 compo-
nent and a stronger PUFA correlation with the PC1 component may result from negative
environmental effects and indicate that plants experience oxidative stress during vegeta-
tion. Both phenolic compounds [3] and carotenoids [4] are known for their antioxidant and
protective properties, and their metabolism in plants is induced by oxidative stress. Studies
on wheat by Ullach et al. [62] show that during drought stress, plants introduce changes
also in the fatty acid profile by increasing the content of palmitic acid (SFA) at the expense
of linoleic and linolenic acids, while after the drought period, during reconstruction, the
proportion of lauric, myristic, palmitic, and stearic acids belonging to the group of satu-
rated acids (SFA) increases. Plants try to repair oxidative damage to plasma membranes by
regulating the proportion of fatty acids that perform different functions in the metabolism.
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The effect of various types of biostimulants on the yield and quantitative characteristics
of cereals is relatively well researched, but there is no detailed research on their impact on
grain quality parameters. In our study, which concerns this little-known area, a significant
effect of the amino-acid biostimulant on the content of carotenoids, free fatty acids, and
polyphenols was demonstrated. The amino acids contained in the applied biostimulant are
precursors and activators of many biochemical processes, thus, modulating the amount of
individual bioactive compounds contained in the plant [37]. This phenomenon is confirmed
by a number of studies conducted on various plants, e.g., in the cultivation of wheat [63]. In
soybeans, the application of amino acids contributed to the change in the concentration of
carotenoids and the ratio of unsaturated to saturated fatty acids [64] or phenolic acids and
flavonoids [65]. In our experiment, a significant increase in the content of carotenoids was
observed after the application of the biostimulant (Tables 1 and 2). The foliar application
of an amino-acid biostimulant in bean cultivation, in addition to increasing the content
of -carotene, resulted in an increase in the content of flavonoids, anthocyanins, and
phenolic acids [65], which was also observed in our study. Biostimulants can also affect
free fatty acids because amino acids are a necessary substrate in their biosynthesis [65]. The
application of a biostimulant with the addition of amino acids changed the ratio of free
fatty acids in favor of polyunsaturated acids in rapeseed [66] and soybean [67]. However,
in our own study and an experiment conducted on a hazelnut [68], it was noticed that a
biostimulant reduced the amount of PUFAs while increasing the content of saturated and
monounsaturated fatty acids (Tables 3 and 4). The obtained differences may result from a
different composition of the biostimulants used. The preparation applied in our study, as
well as on hazelnut, was based on pure plant amino acids, while the other preparations
also contained microelements. Iron is an addition to many biostimulants. It is necessary
for the formation of ferredoxin, which plays an important role in NADPH as an electron
donor for stearyl desaturase, an enzyme necessary in the formation of unsaturated fatty
acids [69]. It can, therefore, be assumed that amino acids themselves affect the change in
the composition of free fatty acids, while the direction of changes: saturated—unsaturated,
is more significantly affected by other components, e.g., iron. This thesis is confirmed
by the study by Tousi et al. [70], where the content of unsaturated fatty acids in soybean
significantly increased after the application of a preparation with iron, while after the
application of pure amino acids, such a reaction was not proven.

The farming system (organic, conventional) has an impact on the accumulation of
biochemical compounds in plants. Although, in our experiment, the content of individual
chemical compounds in barley grain from the conventional and organic systems was not
subject to a joint statistical analysis, when comparing the effects of different farming systems,
a tendency to accumulate larger amounts of carotenoids, phenols, and polyunsaturated
fatty acids in grain from organic cultivation can be observed. Comparable results to our
own for carotenoids were obtained for local varieties of barley (‘Naket’) [71], as well
as genotypes of colored wheat (“Andriolo’, ‘Gentil rosso’, ‘Palesio’) [72]. Changing the
farming system to organic increased the concentration of phenolic compounds in durum
wheat [73], spelt and emmer [74], or Hard Red Wheat [75]. Scientists explain the increased
values of phytochemicals in organic grains by changes in metabolism that result from the
availability of nitrogen and other important macro-elements in the soil and their mutual
ratio [76]. Nitrogen deficiency increases the activity of L-phenylalanine lyase, an enzyme
that eliminates ammonia from aromatic amino acids and leads to the synthesis of cinnamic
acid, which is a precursor of many phenolic compounds in plants [77]. The content of
unsaturated fatty acids also increases due to the limited availability of nitrogen [78].

In addition, many phytochemicals are involved in plant defense responses to biotic
and abiotic stresses. This group also includes phenols, carotenoids, and free fatty acids,
which are involved in the immune processes of plants, and their synthesis is enhanced
in response to the attack of pathogens [79-81]. In organic crops, where pesticides are not
used to control pests, a higher accumulation of such compounds is highly desirable. On
the other hand, there are many studies that do not prove an increase in the concentration of
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phytochemicals in organically grown plants. Studies by Stracke et al. [82] and Konopka
et al. [83] showed no statistical difference in carotenoid content between organically and
conventionally farmed wheat. In other studies, the type of wheat protection against
pathogens (organic or conventional) slightly differentiated the concentration of phenolic
compounds or free fatty acids in spelt, maize, and buckwheat [84]. There are also reports of a
more favorable effect of conventional cultivation on the content of phenolic acids compared
to organic cultivation [85]. However, the higher concentration of bioactive compounds and
unsaturated fatty acids in the organic system, which is reported by the meta-analysis of
Barariski et al. [86], may be the result of the lack of use of industrial production means, which
are intended to reduce stress factors for plants. Under the conditions of the limited negative
impact of environmental factors, plants are more involved in the production of asymilates,
such as proteins, than in the synthesis of bioactive compounds of a defensive nature.
The differences in the literature may be due to genotypic, agronomic, or agrotechnical
factors [87], which influence the synthesis of biochemical compounds in plants, regardless
of the system in which they are grown.

5. Conclusions

The black-grain alternative genotypes (Hordeum vulgare L. var. nigricans (Ser.) Kérn
and H. vulgare L. var. rimpaui Wittm) and common barley (H. vulgare L.) differ in the
accumulation of phytochemicals such as carotenoids, fatty acids, and polyphenols in grain.
They also dissimilarly react to the foliar application of an amino-acid biostimulant. The
composition of health-promoting substances seems to depend also on the farming system.

The biostimulant applied in the black-grain barley genotypes had a beneficial effect on
the content of lutein and (3-carotene, while without the treatment, they accumulated higher
amounts of polyunsaturated fatty acids. In both farming systems, the highest content of
these compounds was found in grain H. v. rimpaui treated with a biostimulant. In turn,
common barley (H. vulgare), both treated with a biostimulant and untreated, concentrated
the highest amounts of zeaxanthin.

It can be concluded that alternative genotypes of black-grain barley could show a
higher ability to concentrate health-promoting substances (lutein, total phenolic acids,
flavonoids, and anthocyanidins) than common barley and may be a valuable source of
health-promoting substances, especially if they are grown organically, but more broad
research should be carried out to elucidate that point. The alternative genotypes yielded
significantly lower than common barley; the magnitude of the differences, however, de-
pended on the year of cultivation. The biostimulant treatment had no significant effect on
the grain yield of the barley genotypes tested.

The obtained results indicate prospects for further studies in the scope of the influence
of agrotechnical and environmental factors on the content of bioactive compounds in
alternative barley genotypes and clarify the role of fatty acids and phenolic compounds in
the defense mechanisms of these plants.
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Btaszczyk K. Profile of phenolic compounds and antioxidant activity of organically and
conventionally grown black-grain barley genotypes treated with biostimulant, PLOS ONE,
2023 18, 7, https://doi.org/10.1371/journal.pone.0288428, 100 pkt. MNiSW, IF 3,7.

Wykonane zadania w ramach artykutu:

Wspoétudziat w opracowaniu metodologii badan — wspotudzial w doborze whasciwego uktadu
do$wiadczenia i wyznaczenia termindw zabiegow agrotechnicznych, wspotudzial w przegladzie
i edycji pracy, co stanowi 15% indywidualnego udziatu w przygotowaniu wyzej wymienionej
publikacji.

Nowak R., Szczepanek M., Btaszczyk K., Kobus-Cisowska J., Przybylska-Balcerek A., Stuper-
Szablewska K., Poberezny J., Hassanpouraghdam MB., Rasouli F. Impact of the Farming
System and Amino-Acid Biostimulants on the Content of Carotenoids, Fatty Acids, and

“ W przypadku prac dwu- lub wieloautorskich wymagane sq oswiadczenia kandydata do stopnia doktora oraz wspélautoréw, wskazujgce na
ich merytoryczny wktad w powstanie kazdej pracy (np. tworca hipotezy badawczej, pomystodawca badan, wykonanie specyficznych badan —
np. przeprowadzenie konkretnych doswiadczen, opracowanie i zebranie ankiet itp., wykonanie analizy wynikow, przygotowanie manuskryptu
artykutu i inne). Okreslenie wkitadu danego autora, w tym kandydata do stopnia doktora, powinno by¢ na tyle precyzyjne, aby umozliwié¢
dokiadng ocene jego udziatu i roli w powstaniu kazdej pracy.

127:97086639


https://doi/

Polyphenols in Alternative and Common Barley Genotypes. Agronomy, 2023, 13, 7, 1852.
https://doi.org/10.3390/agronomy 13071852, 140 pkt. MNiSW, IF 3,7.

Wykonane zadania w ramach artykutu:

Wspotudziat w opracowaniu koncepcji pracy, wspotudzial w opracowaniu i walidacji metod
badawczych w zakresie prowadzenia doswiadczen polowych, wspétudzial w prowadzeniu
badan i analizie wynikéw, wspotudziat w pisaniu i edycji pracy, co stanowi 5% indywidualnego
udziatu w przygotowaniu wyzej wymienionej publikacji.

Jednoczesénie wyrazam zgode na przedlozenie wyzej wymienionych prac przez mgr inz. Rafala
Nowaka jako czes¢ rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opublikowanych i powigzanych
tematycznie artykulow naukowych.

miiejscowos¢, data podpis Wspdlautora
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Oswiadczenie Wspolautora

mgr inz. Karolina Blaszczyk

(tytul zawodowy, imiona i nazwisko wspotautora)

Politechnika Bydgoska

Im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich,

Wydzial Rolnictwa i Biotechnologii,

Katedra Agronomii

Al. Prof. Sylwestra Kaliskiego 7, 85-796 Bydgoszcz

(miejsce pracy/afiliacja)

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, iz mdj wklad autorski w nize] wymienionym/wymienionych artykule/artykutach
naukowym/naukowych byt nastepujacy:

1.

Szczepanek M., Nowak R., Blaszczyk K. Physiological and Agronomic Characteristics of
Alternative Black Barley Genotypes (Hordeum vulgare var. nigricans and H. v. var. rimpaui) under
Different Hydrothermal Conditions of the Growing Seasons. Agriculture, 2023, 13, 2033.
https://doi.org/10.3390/agriculture13102033pkt., 140 pkt. MNiSW , IF 3,6.

Wykonane zadania w ramach artykutu:

Wspotudziat w pisaniu 1 edycji pracy w zakresie przegladu literatury, wizualizacja wynikéw, co
stanowi 15% indywidualnego udziatu w przygotowaniu wyzej wymienionej publikacji.

Nowak R, Szczepanek M., Kobus-Cisowska J., Stuper-Szablewska K., Dziedzinski M.,
Btaszczyk K. Profile of phenolic compounds and antioxidant activity of organically and
conventionally grown black-grain barley genotypes treated with biostimulant, PLOS ONE,
2023 18, 7, hitps://doi.org/10.1371/journal.pone.0288428, 100 pkt. MniSW, IF 3,7.

Wykonane zadania w ramach artykutu:

Wspdétudziat w przeprowadzeniu badan — udzial w zbiorze ziama i przygotowaniu préb do
analizy laboratoryjnej, co stanowi 5% indywidualnego udzialu w przygotowaniu wyzej
wymienionej pracy.

Nowak R., Szczepanek M., Blaszczyk K., Kobus-Cisowska J., Przybylska-Balcerek A., Stuper-
Szablewska K., Poberezny J., Hassanpouraghdam MB., Rasouli F. Impact of the Farming
System and Amino-Acid Biostimulants on the Content of Carotenoids, Fatty Acids, and
Polyphenols in Alternative and Common Barley Genotypes. Agronomy, 2023, 13, 7, 1852.
https://doi.org/10.3390/agronomy13071852, 140 pkt. MNiSW, IF 3,7.

Wykonane zadania w ramach artykutu:

* W proypadiu prac dwu- lub wieloautorskich wymagane sg oswiadezenia kandydata do stopnia doktora oraz wspolautorow, wskazujgce na
ich merytoryczny wkiad w powstanie kazdej pracy (np. tworca hipotezy badawczej, pomystodawca badar, wykonanie specyficznych badar —

np. przeprowadzenie konkretnych doswiadczen, opracowanie i zebranie ankiet itp., wykonanie analizy wynikéw, przygotowanie manuskryptu

artykutu i inne). Okreslenie wkiadu danego autora, w tym kandydata do stopnia doktora, powinno byé¢ na tyle precyzyjne, aby umozliwié

dokladng oceng jego ud=iatu i roli w powstaniu kazdef pracy.

129:54339923



Wspdtudzial w pisaniu i edycji pracy w zakresie przegladu literatury, wizualizacja wynikéw, co
stanowi 5% indywidualnego udzialu w przygotowaniu wyzej wymienionej publikacji.

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na przedlozenie wyzej wymienionych prac przez mgr inz. Rafala
Nowaka jako czg$¢ rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opublikowanych i powigzanych
tematycznie artykutléw naukowych.

ﬁgaﬁgﬂszcz 2004 AR, Bloseco k. Kevoling...

miejscowos¢, data pédpis Wspdtautora
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Oswiadczenie Wspolautora

Prof. dr hab. inz. Kinga Stuper-Szablewska

(tytul zawodowy, imiona i nazwisko wspélautora)

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
Wydziat Lesny i Technologii Drewna
Katedra Chemii

Ul Wojska Polskiego 75, 60-625 Poznafi

(miejsce pracy/afiliacja)

OSWIADCZENIE

O$§wiadczam, iz mdj wkiad autorski w nizej wymienionych artykulach naukowych byl nastgpujacy™:

Wykonane zadania w ramach artykulu:

Nowak R, Szczepanek M., Kobus-Cisowska J., Stuper-Szablewska K., Dziedzifiski M.,
Blaszczyk K. Profile of phenolic compounds and antioxidant activity of organically and

conventionally grown black-grain barley genotypes treated with biostimulant, PLOS ONE,
2023 18, 7, htips://doi.org/10.1371/journal.pone.0288428, 100 pkt. MNiSW, IF 3,7.

Wykonane zadania w ramach artykutu:

Wspdtudziat w walidacji metod badawczych w zakresie analiz chromatograficznych i
wsp6tudzial w wykonaniu badaf tymi metodami, co stanowi 5% indywidualnego wkiadu
wlashego w przygotowaniu wyzej wymienionej pracy.

Nowak R., Szczepanek M., Blaszcezyk K., Kobus-Cisowska J., Przybylska-Balcerek A., Stuper-
Szablewska K., Poberezny J., Hassanpouraghdam MB., Rasouli F. Impact of the Farming
System and Amino-Acid Biostimulants on the Content of Carotenoids, Fatty Acids, and
Polyphenols in Alternative and Commen Barley Genotypes. Agronomy, 2023, 13, 7, 1852.
https://doi.org/10.3390/agronomy 13071852, 140 pkt. MNiSW, IF 3,7.

Wykonane zadania w ramach artykutu:
Wspotudziat w walidacji metod badawczych w zakresie analiz chromatograficznych oraz opisie

tych metod w pracy, co stanowi 5% indywidualnego udzialu w przygotowaniu wyzej
wymieniongj publikacji.

Jednocze$nie wyrazam zgodg na przedloZenie wyiej wymienionych prac przez mgr inZ. Rafala
Nowaka jako czg§¢ rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opublikowanych i powiazanych
tematycznie artykutdéw naukowych.

* W przypadku prac dwu- lub wicloautorskich wymagane sq oswiadczenia kandydata do stopria doktora oraz wspblautoréw, wskazujgee na
ich merytoryczny wklad w powstanie kazdej pracy (np. tworca hipotezy badawczej, pomystodawca badas, wykonanie specyficznyveh badar —
np. przeprowadzenie konkretnych do$wiadezen, opracowanie i zebranie ankiet itp., wykonanie analizy wynikow, przygotowanie manuskryptu
artykutu i inne). Okreslenie whkiadu danego autora, w tvin kandvdata do stopnia doktora, powinno byé na tyle precyzyjne, aby umozliwié
doktadng ocene jego udziatu i roli w powstaniu kazdej pracy. ) '

131:76046412



miejscowosc, data ] podpis Wspotautora
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Oswiadczenie Wspélautora

Prof. dr hab. inz. Joanna Kobus-Cizowska

(tytut zawodowy, imiona i nazwisko wspdtautora)

Uniwersytet Preyrodniczy w Pozmaniu

Wydziat Nauk o Zywnosci i Zywieniu

Katedra Technologii Gastronomicznej i Zywnosci Funkcjonalnej
Ul Waojska Polskiego 31, 60-624 Poznat

(migjsce pracy/afiliacja)

OSWIADCZENIE

Ogdwiadczam, iz mdj wklad autorski w nizej wymienionych artykutach naukowych byt nastepujacy™:

Wykonane zadania w ramach artykuhu:

MNowak R, Szczepanek M., Kobus-Cisowska J., Stuper-Szablewska K., Dziedzifiski M.,
Blaszezyk K. Profile of phenolic compounds and antioxidant activity of organically and
conventionally grown black-grain barley genotypes treated with biostimulant, PLOS ONE,
2023 18, 7, hups://doi.org/10.1371/journal. pone. 0288428, 100 pkt. MNiSW, IF 3.7.

Wykonane zadania w ramach artykubu:

Wspdtudziat w opracowaniu metodologii badan w zakresie aktywnoéci przeciwutleniajacej
ziama 1 opisie tej metody w pracy, co stanowi 5% indywidualnego wkladu wlasnego w
przygotowaniu wyiej wymieniongj publikacii.

Nowak R., Szczepanek M., Blaszezyk K., Kobus-Cisowska 1., Przybylska-Balcerek A., Stuper-
Szablewska K., Pobereimy J., Hassanpouraghdam MB., Rasouli F. Impact of the Farming
System and Amino-Acid Biostimulants on the Content of Carotenoids, Fatty Acids, and
Polyphenols in Altemative and Common Barley Genotypes. Agronomy, 2023, 13, 7, 1852,
https://doi.org/10.3390/agronomy 13071852, 140 pkt. MNiSW, IF 3,7.

Wykonane zadania w ramach artykuhu:
Wspohudziat w walidacji metod badawczych w zakresie oceny polifenoli oraz opisie te] metody

W pracy, co stanowi 5% indywidualnego udzialn w przygotowaniu wyze] wymieniongj
publikacji.

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na przedlozenie wyze] wymienionych prac przez mgr inz. Rafala
Nowaka jako cegsé rozprawy doktorskiej opartej na zbmrze opublikowanych i powigzanych

tematycznie artykutdéw naukowych.

JBG. RO

" W przypadhu prac dwu- fub wieloautorskich wymagane 5q ofwiadczenia kandydata do stopnie doktora oraz wipdlautordw, wskazujgee na
ich merytoryezay wilad w powstanie kiddej pracy (np. tworca hipotezy badawezef, pomyslodawea badas, wykonanic specyficenych badmi —
np. prreprowadrenie onkretnych dodwindeen, apracowanie i rebranie ankiet ftp., wykoranie analizy wynikdéw, proypotowanie manuskrypi
artykufu i inng). Okredlenie whiady danego autora, w tym kandydata do stapnia dokiora, powirne byé ra tle precyzyine, aby wmoilinic
dokladng oceng jego udriafu | roli w powstaniu kaefdef pracy.
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Co-author's Declaration

Mohammad Bagher Hassanpouraghdam Phi

(Professional title. nan ‘ﬂ) and surmame ol the Co-author)

/t&c\\mm a: f\?}wf Hassanpuwaulin 5 4 5o /- oy

University of Maragheh,

Faculty of Agriculture.

Department of Horticultural Science
Maragheh SS181-83111. lran

(Workplace afiliation) lﬂ V\,\‘WJ/ 533 Df MO\VWU v jﬂi)’\

DECLARATION

I declare that my author's contribution to the journal article mentioned below was as follows ™

I. Nowak R., Szczepanck M., Blaszezyk K.. Kobus-Cisowska J.. PrzybyIska-Balcereh AL Stuper-
Szablewska K., Poberesny ., Hassanpouraghdam MB.. Rasouli F. Impact of the Farming
System and Amino-Acid Biostimulants on the Content of Carotenoids. Faty Acids. and
Polyphenols in Alternative and Common Barley Genotypes. Agronomy. 2023, 13. 7. 1852,
https://doi.org/10.3390/agronomy 13071852, 140 pkt. MNISW_ IF 3.7.

Tasks completed as part of the article:

Contribution in the validation in laboratory methods of determination of carotenoids and
contribution to the description of the method in this aspects in the paper. accounting for 3% of the
individual contribution to the above-mentioned publication.

At the same time. | hereby agree to the submission of the above-mentioned paper by mgr inz. Ratal
Nowahk as part of the doctoral dissertation based on a collection of published and thematically related
scientific papers.

Place, date Co-author'signature

/lnr’l‘ ) 23,&94 /(,(,E W

* In the case of nwo- or multi-author papers. declarations of a candidate for the doctoral degiee and co-authors are vequired mdicatmg then
substantive contribution 1o the creation of each paper (¢ g. the creator of the research hvpothesis. the oviginator of the research, per forman e
of specific research e carrving oul particular experunents. developng and collecing quesnomianes ete - analvses of the results
preparation of the artcle manuscript and otherss Ldentfication of the contribution of a wnven audhor i ludhnge accandickae tor the dogroral
degree. should be precise enough to allow for an accwrare assessment of s e partrcypration and role o e creanon of cach papes
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Co-author's Declaration

Farzad Rasouli PhD

(Professional title, name(s) and sumame of the Co-author)

University of Maragheh,
Faculty of Agriculture,
Department of Horticultural Science

Maragheh 55181-83111, Iran

(Workplace/affiliation)

DECLARATION

[ declare that my author's contribution to the journal article mentioned below was as follows":

A

1. Nowak R., Szczepanek M., Btaszczyk K., Kobus-Cisowska J., Przybylska-Balcerek A., Stuper-
Szablewska K., Poberezny J., Hassanpouraghdam MB., Rasouli F. Impact of the Farming
System and Amino-Acid Biostimulants on the Content of Carotenoids, Fatty Acids, and
Polyphenols in Alternative and Common Barley Genotypes. Agronomy, 2023, 13, 7, 1852.
https://doi.org/ 10.3390/agronomy 13071852, 140 pkt. MNiSW, IF 3,7.
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; Place, date Co-author'signature
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OSwiadczenie Wspélautora

Dr hab. inz. Jarostaw Poberezny Prof. PBS

(tytul zawodowy, imiona i nazwisko wspétautora)

Politechnika Bydgoska

Im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich,

Wydziat Rolnictwa i Biotechnologii,

Katedra Mikrobiologii i Technologii Zywnosci

Al Prof. Sylwestra Kaliskiego 7, 85-796 Bydgoszcz

(miejsce pracy/afiliacja)

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, iz m6j wkiad autorski w nizej wymienionym artykule naukowym byt nastgpujacy”:
Wykonane zadania w ramach artykutu:

1. Nowak R., Szczepanek M., Blaszczyk K., Kobus-Cisowska J., Przybylska-Balcerek A., Stuper-
Szablewska K., Poberezny J., Hassanpouraghdam MB., Rasouli F. Impact of the Farming
System and Amino-Acid Biostimulants on the Content of Carotenoids, Fatty Acids, and
Polyphenols in Alternative and Common Barley Genotypes. Agronomy, 2023, 13, 7, 1852.
https://doi.org/10.3390/agronomy 13071852, 140 pkt. MNiSW, IF 3,7.

Wykonane zadania w ramach artykutu:

Wspotudzial w walidacji metod badawczych w zakresie oceny zawartos$ci karotenoidéw oraz
opisie tej metody w pracy, co stanowi 5% indywidualnego udziatu w przygotowaniu wyzej
wymienionej publikacji.

Jednoczesnie wyrazam zgodg¢ na przediozenie wyzej wymienionej pracy przez mgr inz. Rafala
Nowaka jako czgs¢ rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opublikowanych i powiazanych
tematycznie artykutéw naukowych.

miejscowosé, data // podpis Wspétautora

':bL/Dé/)SZ(Z ?5 C‘C;'?"ZL, //761‘71/“er %ﬂf&{’]\vj

" W przypadku prac dwu- lub wieloautorskich wymagane sq oswiadczenia kandydata do stopnia doktora oraz wspotautoréw, wskazujgee na
ich merytoryczny wktad w powstanie kazdej pracy (np. tworca hipotezy badawczej, pomystodawca badan, wykonanie specyficznych badar —
np. przeprowadzenie konkretnych doswiadczen, opracowanie i zebranie ankiet ip., wykonanie analizy wynikéw, przygotowanie manuskryptu
artykutu i inne). OkreSlenie wkladu danego autora, w tym kandydata do stopnia doktora, powinno by¢ na tyle precyzyjne, aby umozliwi¢
dokiadng oceng jego udzialu i roli w powstaniu kazdej pracy.
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Oswiadczenie Wspélautora

Dr inz. Anna Przybylska-Balcerek

(tytut zawodowy, imiona i nazwisko wspétautora)

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
Wydziat Lesny i Technologii Drewna
Katedra Chemii

Ul Wojska Polskiego 75, 60-625 Poznan

(miejsce pracy/afiliacja)

OSWIADCZENIE
Os$wiadczam, iz mo6j wktad autorski w nizej wymienionym artykule naukowym byt nastgpujacy:

Wykonane zadania w ramach artykutu:

Nowak R., Szczepanek M., Blaszczyk K., Kobus-Cisowska J., Przybylska-Balcerek A., Stuper-
Szablewska K., Poberezny J., Hassanpouraghdam MB., Rasouli F. Impact of the Farming
System and Amino-Acid Biostimulants on the Content of Carotenoids, Fatty Acids, and
Polyphenols in Alternative and Common Barley Genotypes. Agronomy, 2023, 13, 7, 1852.
https://doi.org/10.3390/agronomy13071852, 140 pkt. MNiSW, IF 3,7.

Wykonane zadania w ramach artykutu:

Wspétudziat w walidacji metod badawczych w zakresie oceny zawartosci kwasow
ttuszczowych w ziamie oraz opisaniu tej metody w pracy, co stanowi 5% indywidualnego
udziatlu w przygotowaniu wyzej wymienionej publikacji.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przediozenie wyzej wymienionej pracy przez mgr inz. Rafala
Nowaka jako cze$¢ rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opublikowanych i powigzanych
tematycznie artykutow naukowych.

Oormont 5% 04 2024

miejscowosé, data

* W przypadku prac dwu- lub wieloautorskich wymagane sq oswiadczenia kandydata do stopnia doktora oraz Wspclautoréw, wskazijace na
ich merytoryczny wklad v powstanie kazdej pracy (np. tworca hipotezy badawczef, pomystodawca badar, wykonanie specyficznych badan —
np. przeprowadzenie konkretnych doswiadczeri, opracowanie i zebranie ankiet iip,, wykonanie analizy wynikow, preygotowanie manuskrypid
artykubu i inne). Okreslenie wkiadu danego autora, w. tym kandydata do stopnia doktora, powinno by¢ na tyle precyzyjne. aby umozliwic
dokladng oceng jego udziatu i roli w powstaniu kazdej pracy.
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Oswiadczenie Wspolautora

[

Dr inz. Marcin Dziedziniski

(tytul zawodowy, imiona i nazwisko wspolautora)

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

Wydziat Nauk o Zywnosci i Zywieniu

Katedra Technologii Gastronomicznej i Zywnosci Funkcjonalnej
Ul. Wojska Polskiego 31, 60-624 Poznan

(micjsce pracy/afiliacja)

OSWIADCZENIE
Oswiadczam, iz m6j wklad autorski w nizej wymienionym artykule naukowym byl nastepujacy
Wykonane zadania w ramach artykutu:

| p ) P — ~ L1 N Y oy e ~ £ yaminalls
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conventionally grown black-grain barley genotypes treated with bicstimulant,
2023 18, 7, hitps://doi.org/i0.1371/journai.pone.0288428, 100 pkt. MNiSW, IF 3,

Wykonane zadania w ramach artykufu:

i. Nowak R, Szczepanek M., Kobus-Cisowska J., Stuper-Szabiewska K., Dziedzinski M.,

Wspotudzial w przeprowadzeniu badan w zakresie oceny aktywnosci przeciwutleniajace)
ziarna, co stanowi 5% indywidualnego wkiadu wilasnego w przygotowaniu wyzej

wymienionej pracy.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie wyzej wymienionej pracy przez mgr inz. Rafala
Nowaka jako czgsé rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opublikowanych i powigzanych

tematycznie artykulow naukowych.
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mlejscowosc, data podpis Wspolautora

"W przypadiu prac dwu- lub wieloautorskich wymagane sq oswiadczenia kandydata do stopnia doktora oraz wspdtautoréw, wskazujgce na
ich merviorvezny wkiad w powstanie kazdej pracv (np. twérca hipotezv badawczei. pomvstodawca badan. wyvkonanie specvficznveh badarn —
np. przeprowadzenie konkretnych doswiadezet, epracowanie i zebranie ankiet itp., wykonanie analizy wynikéw, przygotowanie manuskryptu
artykutu i inne). Okreslenie wktadu danego autora w tym kandydata do stopnia doktora, powinno by¢ na tyle precyzyjne, aby umozliwic¢
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