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1. STRESZCZENIE

Niniejsza praca zostala wykonana w ramach projektu Ministerstwva Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego ,,Doktorat Wdrozeniowy” o nr. um. 0060/DW/2018/02. W doswiadczeniu skupiono
si¢ na ocenie preparatu wdrozeniowego Kaoris na tle innych preparatow biostymulujacych
firmy Timac Agro. Badano wplyw réznych nawozow z biostymulacja na plonowanie i jako$¢

owocow, ich wlasciwosci prozdrowotne oraz minimalizowanie stresu abiotycznego roslin.

Badania prowadzono w dwoch etapach. Etap I - badania polowe zostaty przeprowadzone
w latach 2019 — 2020 na krzewach odmiany ‘Bluecrop’, rosngcych na Polu Do§wiadczalnym
Borowek Uprawnych, centralna Polska (51°55'42.7"N 20°5928.7"E). W dos$wiadczeniu
oceniano: plon, mas¢ 100 jagdd, zawigzywanie owocoéw, powierzchnie liSci oraz parametry
jakosciowe owocow takie jak: kwasowos$¢, jedrno$¢, zawarto$¢ ekstraktu, aktywnosé

przeciwutleniajgca, zawarto$¢ polifenoli, zawarto§¢ antocyjanow.

Etap II- badania szklarniowe (2022) wykonano w kontrolowanych warunkach suszy w Centre
Mondial de I’Innovation Roullier (CMI) we Francji. W do$wiadczeniu wykorzystano trzyletnie
krzewy boréwki wysokiej odmiany ‘Brigitta Blue’. Ro$liny uprawiano w szklarni
z fotoperiodem 16h/8h 1 temperatura 25°C/20°C dzief/noc. Polowe roslin co tydzien
opryskiwano preparatem wdrozeniowym Kaoris (1%), trzykrotna aplikacja co tydzien.
W doswiadczeniu oceniano: aktywnos¢ katalazy, aktywno$¢ peroksydazy, zawarto§¢ wolnego

aldehydu malonowego, oraz zawartos$¢ chlorofilu i sktadnikéw mineralnych w lisciach.

Stwierdzono, ze nawozy z biostymulacja zwigkszaja plonowanie i poprawiajg jakos¢ owocow
borowki wysokiej. Nawozy z wyciggami z alg morskich wptywaja na wzrost aktywnosci
przeciwutleniajacej owocow, zawarto$¢ polifenoli ogdtem, a takze maja istotny wpltyw na
zawarto$¢ antocyjanow. Preparat wdrozeniowy Kaoris zwigkszal w warunkach symulowanego

stresu suszy aktywnos$¢ oksyredukujaca enzymow peroksydazy i katalazy.

Stowa kluczowe: biostymulacja, borowka wysoka, ekstrakt z wodorostow, stres abiotyczny,
nawozy.
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SUMMARY

This work was carried out within the framework of the Ministry of Science and Higher
Education project "Implementation Doctorate" with contract no. 0060/DW/2018/02.
The experiment focused on evaluating the Kaoris implementation formulation compared
to other biostimulant formulations from Timac Agro. The effects of different fertilisers with
biostimulation on minimising plant abiotic stress on fruit quality and yield of highbush

blueberries and the effects of applied fertilisers on fruit health-promoting indices were studied.

The research was conducted in two stages. Stage I - field research was conducted
in 2019 - 2020 on bushes of the 'Bluecrop' cultivar, growing at the Blueberry Cultivation
Experimental Field, central Poland (51°55'42.7 "N 20°59'28.7 "E). The experiment evaluated
yield, 100 berry weight, fruit setting, leaf area and fruit quality parameters such as acidity, firm-

ness, extract content, antioxidant activity, polyphenol content and anthocyanin content.

Phase II- greenhouse trials (2022) were conducted under controlled drought conditions at the
Cen-tre Mondial de I'Innovation Roullier (CMI) in France. Three-year-old highbush blueberry
bushes of the cultivar 'Brigitta Blue' were used in the experiment. The plants were grown in
a greenhouse with a photoperiod of 16h/8h and a temperature of 25°C/20°C day/night. Half of
the plants were sprayed weekly with Kaoris implementation (1%), three applications every
week. The following were evaluated in the experiment: catalase activity, peroxidase activity,

free malondialdehyde content, photosynthetic activity and leaf mineral content.

Based on the results obtained in this study, it was concluded that fertilisers with biostimulation
have been found to increase yield and improve fruit quality of highbush blueberries. Fertilisers
with seaweed extracts increased fruit antioxidant activity, total polyphenol content and had
a significant effect on anthocyanin content. The implementation preparation Kaoris increased
the oxidative activity of the enzymes peroxidase and catalase under simulated drought stress

conditions.

Key words: biostimulation, blueberries, seaweed extract, abiotic stress, fertilisers.
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2. OPIS PROJEKTU ,,DOKTORAT WDROZENIOWY”

Niniejsza praca zostala wykonana w ramach projektu ,,Doktorat Wdrozeniowy”
(nr. um. 0060/DW/2018/02) sfinansowanego przez Ministerstwo Nauki i1 Szkolnictwa
Wyzszego. Celem projektu jest tworzenie warunkow do rozwoju wspotpracy miedzy srodowi-
skiem naukowym a $Srodowiskiem spoteczno-gospodarczym. Projekt ,,Doktorat Wdrozeniowy”
wprowadza mozliwos¢ ksztalcenia uczestnika studiow doktoranckich we wspotpracy
z zatrudniajacym go przedsigbiorcg (lub in. podmiotem). Celem projektu jest wdrozenie

opracowanych rozwigzan w rzeczywistych warunkach lub §rodowiskach przemystowych.
Opis sekcji badawczej rozprawy doktorskiej sktada si¢ z dwoch czesci.

Cze$¢ 1 — Ocena wpltywu preparatu wdrozeniowego Kaoris na tle innych preparatow
biostymulujacych oraz nawozenia bez biostymulacji w uprawie boréwki wysokiej. Wyniki

opisano w dwoéch publikacjach:

A. Lenart, A., Wrona, D., Klimek, K., Kaptan, M., Krupa, T. (2022). Assessment of the impact
of innovative fertilization methods compared to traditional fertilization in the cultivation

of highbush blueberry. PLOS ONE, 17(7).

B. Lenart, A., Wrona, D., Krupa, T. (2022). Health - Promoting Properties of Highbush
Blueberries Depending of Type of Fertilization. Agriculture 12(10), 1741.

W publikacjach A 1 B oméwiono wptyw nawozdéw z biostymulacjg na plonowanie 1 jakos¢
owocow borowki wysokiej. W publikacji A opisano efekty stosowania preparatow biostymulu-
jacych zawierajacych prekursory fitohormonow oraz preparatu wdrozeniowego na budowanie
potencjatu plonu oraz jakosci jagod borowki wysokiej. W publikacji B skupiono si¢ na ocenie
wplywu nawozenia z biostymulacjg 1 prekursorami fitohormonéw oraz preparatu wdrozenio-

wego na potencjal przeciwutleniajagcy owocow .

Cze$¢ II — Ocena efektywno$ci niwelowania stresu suszy w uprawie boréwki wysokiej

za pomocg preparatu wdrozeniowego Kaoris.

Wyniki opisane w czesci 11 sg w trakcie procesu publikacji.
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3. WYKAZ PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKLAD ROZPRAWY
DOKTORSKIEJ

Lp. Publikacja IFY Punktacja
MNiSW
A Lenart, A., Wrona, D., Klimek, K., Kaptan, M., 3,57 100

Krupa, T. (2022). Assessment of the impact
of innovative fertilization methods compared
to traditional fertilization in the cultivation
of highbush blueberry. PLOS ONE, 17(7).
B Lenart, A., Wrona, D., Krupa, T. (2022). Health— 3,60 100

Promoting Properties of Highbush Blueberries
Depending on Type of Fertilization. Agriculture,
12(10), 1741.

a—sumaryczny Impact Factor wedtug bazy Journal Citation Reports, zgodny z rokiem ukazania

si¢ publikacji.

14



4. PRZEGLAD LITERATURY
4.1. Informacje na temat borowki wysokiej
4.1.1. Systematyka i charakterystyka

Boréwka wysoka (Vaccinium corymbosum) pochodzi z Ameryki Potnocnej, gdzie jest szeroko
rozpowszechniona w naturalnych siedliskach, takich jak lasy, torfowiska, tereny bagienne.
W stanie dzikim wystepuje w roéznych regionach, od wschodnich obszarow Kanady
po potudniowe czgsci Standéw Zjednoczonych (Luby i in. 1991). Boréwka wysoka jest gatun-
kiem z rodziny wrzosowatych (Ericaceae), rodzaju Vaccinium (Rejman i Pliszka 1991).
Odmiany uprawne borowki wysokiej wywodzg si¢ z dziko rosngcych gatunkéw: Vaccinium
corymbosum, V. australe, V. angustifolium i V. darrowii (Brevis 1 in. 2008). Odmiana ‘Bluecrop’
zostala uzyskana w USA poprzez krzyzowanie odmian (Jersey x Pioneer) x (Stanley x June)
i wprowadzona do uprawy w 1953 roku (Firaiin. 2015; Rejman i Pliszka 1991). Jest to odmiana
charakteryzujaca si¢ silnym wzrostem (do 2 m), wysoka plennoscig i odpornoscia na mroz
(Wach 2012). Owoce o mocnej skorce odznaczaja si¢ malg podatnos$cia na pekanie oraz
doskonatym lekko kwaskowatym smakiem. Owoce tej odmiany dojrzewaja od poczatku lipca

do potowy sierpnia z tendencja do opadania zbyt dojrzalych owocow (Pluta i Seliga 2017).

Odmiana ‘Brigitta Blue’, powstalta w wyniku procesu hodowlanego i selekcji w Australii,
zostata oficjalnie wprowadzona do uprawy w roku 1980 (Bal i in. 2006). ‘Brigitta Blue’
to odmiana o pokroju strzelistym, o dobrym rozgal¢zieniu a owoce sg réwnomiernie
rozmieszczone na calej roslinie (Bal 1 in. 2006). Dojrzewanie jagdd rownomierne, 2 tygodnie
po odmianie ‘Bluecrop’ . Wedlug badan Pluty i Seliga (2017) jest to odmiana o wysokim

plonowaniu i duzych owocach. Owoce utrzymuja bardzo dobra jakos¢ przez 6-7 tygodni

przechowywania (Bal 1 in. 2000).

4.1.2. Informacje o uprawie borowki wysokiej w Polsce 1 na Swiecie

Stale rosngce zapotrzebowanie konsumentow na owoce boréwki sprawia, ze powierzchnia
upraw tego gatunku z roku na rok ros$nie zarowno w Polsce jak i na §wiecie. Borowka wysoka
znajduje si¢ w polskich uprawach od wielu dziesigcioleci. Wprowadzenie tego gatunku
do krajowej hodowli nastgpito po sprowadzeniu z USA interesujacych odmian przez doktora
K. Pliszke ze Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. (Smolarz 2006; Smo-
larz i Pluta 2014) . Wedtug Zmarlickiego 1 Brzozowskiego (2016) uprawa boréwki wysokiej

jest najszybciej rozwijajacym si¢ segmentem produkcji sadowniczej w Polsce. Boroéwka
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wysoka ma bardzo specyficzne wymagania. Najlepiej rosnie na glebach lekkich, ktore sa

dobrze napowietrzone o wysokiej zawarto$ci prochnicy oraz niskim pH (Smolarz i Pluta 2014).

Glownym czynnikiem ograniczajgcym wzrost 1 plonowanie borowki  wysokiej
sa btedy agrotechniczne popetnione przy przygotowaniu stanowiska glebowego (Wach 2004).
Poniewaz boréwka wysoka wytwarza plytki system korzeniowy z licznymi cienkimi
korzeniami, warto zaplanowa¢ nasadzenia wraz z systemem nawadniania (Wach 2004).
Omawiany gatunek nie toleruje zbyt wysokiej wilgotnosci gleby 1 wysokiego podsigku wod
gruntowych. Na plantacji borowki wysokiej woda gruntowa powinna znajdowac
si¢ na wysokosci 60-70 cm (Kawecki i in. 2007). Do prawidlowego wzrostu i plonowania wy-
maga gleb, o kwasnym odczynie: 3,5-4,0 xc1 (Kozinski 2021). Do uprawy tego gatunku polecane
sa gleby torfowe, gleby przepuszczalne, o uregulowanym stosunku powietrzno — wodnym (Sta-
rast i in. 2010). Poniewaz wickszos¢ gleb w Polsce spetnia te kryteria jedynie w czesci, to gleba
pod nowe nasadzania boréwki wysokiej wymaga odpowiedniego przygotowania (Kozinski

2021). Koniecznymi zabiegami agrotechnicznymi do przygotowania podioza sa:

e uzupeinienie sktadnikéw odzywczych w glebie na podstawie badan chemicz-
nych gleby,

e zakwaszanie podtoza,

e odchwaszczanie stanowiska,

e wzbogacenie podtoza w materi¢ organiczng,

e Scidtkowanie.

Borowka wysoka ma stosunkowo mate zapotrzebowanie na sktadniki pokarmowe, szczegodlnie
w porownaniu do innych upraw owocowych (Hanson i1 Hancock 1996). Wymaga jednak
regularnego stosowania nawozow w celu maksymalizacji wzrostu 1 produkcji owocow (Baria-
dos 1 in. 2012). Zalecenia dotyczace zastosowania nawozoéw w uprawie boréwki wysokiej
nalezy dostosowa¢ do wydajno$ci, wieku 1 wigoru ros$lin, rodzaju i zasobnosci gleby, sktadu
mineralnego wody oraz rodzaju stosowanej $cidtki (Hart 1 in. 2006). Dawki azotu wahajg si¢
od 20 do 100 kg-ha™! na sezon (Hart i in. 2006). Nawozenie potasem zalecane jest w dawce
50-75 kg-ha! K,O a dawka fosforu powinna miesci¢ si¢ w granicach 30-60 kg-ha! P»Os
(Krupa 2021).
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4.1.3. Wilasciwosci prozdrowotne owocdéw boréwki wysokiej

Wysoki popyt na owoce boréwki wysokiej wynika z jej walorow prozdrowotnych
1 smakowych, a takze szeroko zakrojonej kampanii promujacej boroéwke jako prozdrowotng
zywno$¢ (Brazelton 2021). Borowki sg uwazane za naturalnie zdrowe i warto$ciowe owoce,
zawierajace szereg roznorodnych zwigzkow bioaktywnych, ktore wykazuja pozytywny wptyw
na zdrowie cztowieka (Strik 2005).Owoce te sg cennym zrodlem zwigzkow takich jak blonnik,
sktadniki mineralne (potas, mangan, zelazo, cynk, wapn, magnez i fosfor), witaminy (C, K, A,
E, i witaminy z grupy B), i zwiagzki fenolowe o wtasciwosciach antyoksydacyjnych (antocyjany,
flawanole, kwas elagowy) (Brazelton 2011). Ze wzgledu na prozdrowotne wtasciwos$ci sg po-
wszechnie spozywane jako owoc deserowy, ale maja réwniez szerokie zastosowanie w prze-
tworstwie jako surowiec suszony i mrozony, do produkcji sokdéw, przecieréw, dzemow a nawet
wina (Behrends i Weber 2017; Mendes-Ferreira i in. 2019). Kehkonen i in. (1999) donosza, ze
to wlasnie owoce jagodowe sg jednym z najbogatszych zrodet przeciwutleniaczy w naszej die-
cie. Przeciwutleniacze w owocach sg gldwnie reprezentowane przez witamine C i polifenole,
takie jak: antocyjany, kwasy fenolowe, flawinowe 1 garbniki (Szajdek 1 Borowska 2008; Prior
1in. 1998). Rashidinejad (2020) opisuje korzystne dziatanie owocdw borowki wysokiej w przy-
padku zapobiegania chorobom przewleklym, w tym nowotworom, zaburzeniom sercowo-na-
czyniowym, cukrzycy i chorobom neurodegeneracyjnym. Hékkinen i Térronen (2000) oraz Ri-
mando 1 in. (2004) donoszg o przeciwrakowym dzialaniu zwigzkow fenolowych zawartych w
owocach jagodowych. Ekstrakty z owocow borowki wysokiej zmniejszaja zwigzany z wiekiem
spadek liczby neuronow i funkcji poznawczych, powszechnych w zaburzeniach takich jak cho-
roba Alzheimera (Hékkinen 1 Térronen 2000). Substancje bioaktywne o wlasciwosciach proz-
drowotnych, pelnig takze wazna funkcje fizjologiczng w roslinach. Wiadomo, Ze chronig one
ro$liny przed szkodnikami, patogenami i promieniowaniem ultrafioletowym, reguluja szlaki
metaboliczne oraz nadajg owocom kolor i smak (Steward 2004). Zgodnie z doniesieniami Pigt-
kowskiej 1 1n. (2011) oraz Khoo 1 in. (2017), kluczowa grupa zwigzkéw fenolowych o znacza-
cym potencjale prozdrowotnym sg antocyjany. Badania przeprowadzone przez Lee i in. (2016)
wskazuja, ze w owocach boréwki wysokiej znajduja si¢ nastepujace antocyjany: cyjanidyny,
delfinydyny, malwinidyny, peonidyny, petunidyny. Wedtug Khoo i innych (2017), antocyjany
sa wykorzystywane jako fitofarmaceutyk pobudzajacy apetyt, Srodek zotciopedny,
a antocyjanina o wysokiej przyswajalnosci skutecznie zmniejsza komorkowa peroksydacje
lipidow. Antocyjany 1 kwasy antocyjaninowo-pirogronowe wykazuja wilasciwosci

przeciwnowotworowe poprzez hamowanie proliferacji komérek nowotworowych oraz dziatajg

17



jako czynniki antyinwazyjne komoérek i chemoinhibitory (Faria i in., 2010). Badania
przeprowadzone przez Bunea i in. (2013) potwierdzaja, ze frakcja bogata w antocyjany
uzyskana z odmiany ‘Toro’, charakteryzowala si¢ najwyzszg zawarto$cig antocyjanow i
aktywnoscig antyoksydacyjng oraz hamowata proliferacj¢ komodrek czerniaka u myszy. Wyniki
badan Bunea i in. (2013) wskazuja, ze antocyjany z owocdéw borowki wysokiej mogltyby by¢
stosowane jako $rodek chemoprewencyjny lub adiuwantowy w kontroli rozprzestrzeniania
si¢ komorek nowotworowych. Miyake 1 in. (2011) potwierdzaja, ze jagody borowki wysokiej

sg bogate w przeciwutleniacze majace korzystny wptyw w leczeniu chordb oczu.

4.2. Informacje na temat biostymulatorow
4.2.1. Preparaty o dziataniu biostymulujagcym w produkcji sadowniczej

W dzisiejszych czasach sektor rolniczy napotyka trudnos$ci, dazac do zaspokojenia rosngcych
potrzeb $wiatowej populacji 1 efektywnego wykorzystania zasobdw, przy jednoczesnym
ograniczaniu wplywu produkcji rolnej na ekosystemy i zdrowie ludzi. Uzyskanie plonow
o wysokiej jakosci handlowej jest trudne bez zabiegéw agrotechnicznych, w tym bez ochrony
ro$lin czy nawozenia (Posmyk 2016). Obecnie sadownicy chca produkowac zywno$¢ nie tylko
w odpowiedniej jakosci i ilosci, ale takze zdrowa, wybierajac rozwigzania bezpieczne zardwno
dla konsumentdw jak i dla sSrodowiska (Filipczak i in. 2016). Nawozy odgrywaja kluczowg role
w rolnictwie, stanowigc dla plantatoroéw narzedzie do zwigkszania ilosci i1 jakosci plonow,
zard6wno w warunkach optymalnych, jak i stresowych (Rouphael i in. 2020). W obliczu coraz
wigkszych wymagan sieci handlowych 1 konsumentow, w obliczu zmian klimatycznych cieka-
wym rozwigzaniem moze by¢ uzycie biostymulatoréw roslin (Colla i in. 2015). Du Jardin
w 2015 r. zaproponowatl nastgpujaca definicj¢ biostymulatora: "Biostymulator roslin to do-
wolna substancja lub mikroorganizm stosowany w uprawie roslin w celu zwigkszenia efektyw-
nosci odzywiania, tolerancji na stres abiotyczny i/lub cech jakosciowych upraw, niezaleznie od
zawartosci sktadnikow odzywczych”. Prawna definicja biostymulatora zostata ustanowiona
Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2019/1009, ktore zostalo ustano-
wione dnia 5 czerwca 2019 roku, dotyczy udostgpniania na rynku produktow nawozowych
w Unii Europejskiej. Wprowadza ono nowe przepisy oraz wprowadza zmiany do istniejacych
rozporzadzen (WE) nr 1069/2009 i (WE) nr 1107/2009. Ponadto, rozporzadzenie to uchyla
wczesniejsze rozporzadzenie (WE) nr 2003/2003. Nowe przepisy definiujace produkt jako bio-
stymulator obowigzuja od 16 lipca 2022 roku. Szczegdlnym zainteresowaniem cieszg si¢ na-

wozy z biostymulacjg wykorzystujace ekstrakty z alg morskich (Du Jardin 2015). Ztozony
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sktad chemiczny ekstraktow z wodorostow, ktory obejmuje cenne sktadniki odzywcze i biosty-
mulujace, takie jak makro- i mikroelementy, aminokwasy, witaminy, cytokininy, auksyny, kwas
abscysynowy (ABA) czy prekursory fitohormonow, wptywa na sposob interakcji tych substan-
cji w roslinach. (Khan i in. 2009; Durand i in. 2003). Substancje zawarte w wodorostach zwigk-
szaja tolerancj¢ na stres abiotyczny oraz poprawiaja wydajnos¢ produkcji roslinnej i trwato$¢
owocoOw (Battacharyya i in. 2015; Zodope 1 in. 2010). Charakterystyczne cechy alg morskich
wynikajg z ich dostosowania do specyficznego srodowiska, w ktorym wystepuja. Pomimo,
ze rosng w Srodowisku ekstremalnie niesprzyjajacym (stona woda, niskie temperatury, brak
swiatta, okresowe odplywy 1 wysuszanie) to posiadaja ogromny potencjal plonotworczy prze-
liczany na suchg mase z hektara (Lenart 2021). W przypadku alg Laminaria digitata plon wy-
nosi 250 t suchej masy z hektara i jest az dziesigciokrotnie wiekszy niz w przypadku kukurydzy
— 22 t suchej masy z hektara (Durand i in. 2003). To wlasnie algi morskie zostaty wskazane
przez naukowcow jako najwazniejsza grupa organizmow zywych jakie moga zosta¢ wykorzy-
stane na szerokg skale w rolnictwie zrownowazonym (Tuhy i in. 2013). Algi morskie wykorzy-
stuje si¢ w produkcji rolnej od dziesigcioleci a pierwsze zapisy o ich uzyciu jako nawozu po-

chodza z XVI wieku (Blunden i Gordon 1986; Metting i in. 1988; Temple i Bomke 1988).

Zastosowanie naturalnych biostymulatorow roslin jest przyjaznym dla $rodowiska
rozwigzaniem, ktére wspomaga kwitnienie, wzrost ro$lin, zawigzywanie owocow, plonowanie
1 efektywno$¢ wykorzystania sktadnikow pokarmowych, a takze wptywa na wigksza tolerancje
na szeroki zakres stresorow abiotycznych (Colla 1 in. 2015; Du Jardin 2015; Rouphael 1 Colla
2018). Zwiazki zawarte w algach morskich wplywaja korzystnie na strukture gleby oraz jej
pojemno$¢ wodna (Moore 2004), jak réwniez stymuluja rozwodj pozytecznych
mikroorganizmoéow glebowych (Khan i in. 2009). Ros$liny opryskiwane wyciagami z alg mor-
skich szybciej pobieraja 1 przyswajaja sktadniki pokarmowe w poréwnaniu do nietraktowanych
(Manusco 1 in. 2006), charakteryzuja si¢ silniejszym wzrostem oraz posiadajg dobrze
rozbudowany system korzeniowy z licznymi drobnymi korzeniami bocznymi (Atzmon 1994;
Slavik 2012). Substancje pozyskiwane z alg korzystnie wplywaja na skuteczno$¢ ochrony
roslin przed chorobami i szkodnikami, jak potwierdzaja badania przeprowadzone przez Allen
1 in. (2001) oraz Cluzet i in. (2004). Ponadto, wykazuja zdolno$¢ do zwigkszania tolerancji

ro$lin na warunki suszy i wysoka temperature, zgodnie z ustaleniami Zhanga (2004).

Z perspektywy rosngcych wymagan konsumentdw, przy zmieniajacej si¢ dostepnosci srodkow
ochrony rosliny i1 zmiennych warunkach klimatycznych, stymulowanie naturalnej odpornosci

oraz wydajnosci roslin poprzez zastosowanie naturalnych substancji bioaktywnych moze by¢
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wazng metoda budowy zardwno ilosci jak 1 jakosci plonu (Pruszynski 2008). Oprocz
wlasciwego odzywiania mineralnego, biostymulatory moga zwicksza¢ skutecznosé
konwencjonalnych nawozoéw, zwigkszaja pobieranie oraz zawarto$¢ makrosktadnikow
w lisciach (Manusco i in. 2006). W badaniach Mancuso i in. (2006) ekstrakt IzoPentylu Ade-
niny (IPA) skutecznie wptynal na akumulacj¢ azotu, fosforu i potasu u roslin winorosli. Rola
biostymulatorow w akumulacji sktadnikéw odzywczych na poziomie tkanek jest wcigz badana.
Jak podaje Salat (2004) biostymulatory mogg zawiera¢ zwigzki chelatujace
(np.: mannitol z wodorostéw), ktore mogg zwigksza¢ dostepnos¢ sktadnikow pokarmowych

oraz lepsze wchlanianie zwiazkow chelatowych z powierzchni lisci.

4.2.2. Wplyw preparatow biostymulujgcych na niwelowanie stresu abiotycznego roslin

Stres abiotyczny jest przyczyna ogromnych strat w rolnictwie (Maillard i in. 2018;
Godfray iin. 2010). Postepujace zmiany klimatyczne powoduja wystgpowanie dtugich okresow
suszy badz okresowe anomalie temperatur przyczyniajace si¢ do znacznych strat w produkcji
ro$linnej (Seiler 1 in. 2011). Negatywny wplyw stresu abiotycznego moze generowa¢ nawet do
70% strat w plonie (Kumar i in. 2010; H. Abd El Baky i in. 2016). Racjonalne gospodarowanie
woda w rolnictwie czy poszukiwanie odmian o wigkszej tolerancji na susz¢ stanowi wazny
czynnik zapobiegajacy stratom plonu (Sivritepe 1 in. 2008). Hodowla odmian genetycznie
tolerancyjnych na stres suszy jest trudna i czasochtonna, dlatego wcigz poszukuje si¢
alternatywnych rozwigzan zwigkszajacych tolerancje roslin na niekorzystne warunki
srodowiskowe (Bulgari 1 in. 2019; Drobek 1 in. 2019). System korzeniowy boréwki wysokiej
penetruje glebe do glebokosci 40 cm, nawet krotki okres braku wody powoduje reakcje
stresowg w roslinie ograniczajac fotosynteze 1 hamujac wzrost krzewu (Bryla 2011; Molnar
2022). Jednym ze sposobow podnoszenia tolerancji roslin borowki wysokiej na stres suszy
moze by¢ zastosowanie biostymulatoréw (Irani 1 in. 2021; Bechtold i Field 2018). Zwiagzki
biostymulujace na poziomie komorkowym wptywaja na synteze¢ zwiazkéw osmoregulujacych,
aktywacje enzymow antyoksydacyjnych, zdolno$¢ do kumulacji wody w tkankach roslin czy
stymulacje podziatéw komorkowych (Bulgari i in. 2014; Yakhin i in. 2017; Orddg i in. 2004).
Wedlug Van Oosten 1 in. (2017) biostymulatory wptywaja na lepsze wykorzystanie wody 1 sub-
stancji mineralnych przez rosliny, wspomagaja ich rozwdj oraz niweluja wplyw stresu abio-
tycznego. Kluczowa odpowiedzig roslin na stres suszy jest wytwarzanie substancji takich jak
osmolity, osmoporotektanty czy antyoksydanty (Chan i in. 2013). Stwierdzono, ze podczas

ekspozycji roslin na stres abiotyczny wystepuje w komorkach roslin wzrost produkcji H20,
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(Sharma 1 in. 2012; Chan i in. 2013). Reaktywne formy tlenu (RFT), stanowia element sieci
szlakéw sygnalowych i1 odgrywaja znaczacg role w metabolizmie i starzeniu si¢ komorek ro-
slinnych (Bhattacharjee 2012). Istotnym elementem odpowiedzi rosliny na kumulacje RFT wy-
wotanej sytuacjg stresowa jest aktywnos¢ enzymow oksyredukujacych takich jak katalazy lub
peroksydazy (Bauwe i in. 2012; Voss i in. 2013). Wedlug licznych opracowan, biostymulatory
oparte na wyciagach z alg morskich indukujg aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych (Molnar

11n. 2022; Mansori i in. 2019; Chan i in. 2013).
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5. CEL BADAN I HIPOTEZY BADAWCZE

Celem przeprowadzonych badan byla ocena wplywu preparatu wdrozeniowego Kaoris oraz
nawozow z biostymulacjg na plonowanie 1 parametry jakosciowe owocow boréwki wysokiej.
Analizowano dodatkowo, czy preparat wdrozeniowy Kaoris zawierajacy wyciagi z alg mor-
skich redukuje stres abiotyczny roslin powodowany przez niedobor wody. Rownolegltym celem
badan bylo przygotowanie argumentacji popartej wynikami do§wiadczen z zamiarem wdroze-

nia preparatu Kaoris do obrotu.

Hipotezy badawcze

1. Potencjat plonowania krzewdw borowki wysokiej 1 wlasciwosci fizykochemiczne owo-
cOw sa warunkowane przez nawozenie z biostymulacja zawierajacg prekursory
fitohormonow.

2. Zawartos¢ zwiazkow bioaktywnych 1 wlasciwosci przeciwutleniajagce owocow
sa modyfikowane przez zawigzki aktywne zawarte w preparatach biostymulujacych.

3. Tolerancja ro$lin borowki wysokiej na stres suszy wzrasta po zastosowaniu zwigzkow

biostymulujacych i1 prekursorow fitohormondw .
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Czesé 1

Ocena wplywu preparatu wdrozeniowego Kaoris na tle innych preparatow
biostymulujacych oraz nawozenia bez biostymulacji w uprawie borowki wysokiej
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I.1. MATERIAL I METODY

Pelny opis uzytych materiatow i metod badawczych w czesci I niniejszej pracy doktorskiej
zostal szczegolowo opisany w publikacjach A 1 B stanowiacych czg$¢ rozprawy. W niniejszym
rozdziale zarysowano strukturg realizacji poszczegdlnych etapoéw badan oraz sprecyzowano
ich zakres. W dalszej czg$ci dostarczono krotki opis zastosowanych metod w ramach

przeprowadzonych badan.
Wykaz publikacji:

Lenart, A., Wrona, D., Klimek, K., Kaptan, M., Krupa, T. (2022). Assessment of the impact
of innovative fertilization methods compared to traditional fertilization in the cultivation

of highbush blueberry. PLOS ONE, 17(7).

Lenart, A., Wrona, D., Krupa, T. (2022). Health - Promoting Properties of Highbush
Blueberries Depending on Type of Fertilization. Agriculture, 12(10),1741.

Opis warunkéw doswiadczalnych

Doswiadczenie przeprowadzono w latach 2019 - 2020 na Polu Dos$wiadczalnym Borowek
Uprawnych, Szkoty Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Bloniu koto Prazmowa,

(51°55'42.7"N 20°59"28.7"E).

Krzewy odmiany ‘Bluecrop’ uprawiane na V klasie gleby w rozstawie 3 x 1 m. Na plantacji
wykonano zabiegi cigcia odmtadzajacego oraz ochrony roslin zgodnie z praktykami IPO.
Poletko doswiadczalne bylo nawadniane kroplowo. Zakres pH podloza w trakcie
doswiadczenia miescil si¢ w przedziale 4,5 — 4,8 w H20. W doswiadczeniu wykonywano
badanie gleby w certyfikowanym laboratorium Okregowej Stacji Chemiczno — Rolniczej
w Lodzi (tabela 1). Na podstawie wynikéw uzupelniano sktadniki pokarmowe do warto$ci

zalecanych (Sadowski 1 in. 1990), zgodnie z ukladem doswiadczenia (tabela 2).
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Tabela 1. Sprawozdanie z badan gleby.

Zasolenie pH Zawartos¢ w mg/1
g NaCl/l ;IV 0 Azot Azot Fosfor Potas  Wapn  Magnez Chlorki
2
azota- amo- P K Ca Mg cl
nowy nowy

N-NOs3 N-NH4

0,08 4,9 <10,0* <10,0*  <20,0* <20,0* 245 20 <10,0*

*/ - wynik ponizej dolnego zakresu metody

Tabela 2. Suma sktadnikéw pokarmowych zastosowana w do$wiadczeniu [kg - ha''].

N P->0s K>O SO3 CaCOs

100 30 93 142 64

Materiat badawczy stanowity krzewy oraz jagody boréwki wysokiej odmiany ‘Bluecrop’.
Doswiadczenie przeprowadzono w uktadzie blokow losowych. Uklad doswiadczenia
obejmowat 4 kombinacje nawozowe, po 5 powtdrzen w kombinacji. Powtorzenie stanowito
6 krzewow. W roku 2019 zbiory prowadzono od 01.07. do 10.08. a w 2020 od 05.07. do 05.08.
Zebrane owoce stanowily probe zbiorcza, ktéra zostata usredniona ze wszystkich zbiorow.
Nastepnie wykorzystano je do oceny parametrow jakosciowych owocow. W doswiadczeniu

oceniano wplyw biostymulacji na:

Publikacja A

Plon [kg - krzew']i [t - ha!]

. Masa 100 jagéd [g]

. Zawigzywanie owocow [%]

. Powierzchnig lisci [cm?]

. Kwasowos$¢ [% kwasu cytrynowego]
. Zawarto$¢ ekstraktu [°Brix]

. Jedrnos¢ [N]
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Publikacja B

. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca DPPH™ [uM Trolox-100 g™ ]
. Zawarto$é polifenoli ogotem [mg-100 g §.m.]

. Zawarto$¢ antocyjandéw [mg-100 g™ §.m.]

W doswiadczeniu skupiono si¢ na ocenie preparatu wdrozeniowego Kaoris na tle innych
preparatow biostymulujacych firmy Timac Agro. Uktad doswiadczenia obejmowat

4 kombinacje:

Kombinacja T1 - obejmowata nawozenie posypowe oraz dolistne bez substancji bioaktywnych

(kombinacja kontrolna).

Kombinacja T2 - obejmowata nawozenie posypowe oraz dolistne rozszerzone

o preparat Maxifruit zawierajacy prekursory fitohormondéw oraz substancje biostymulujace.

Kombinacja T3 - obejmowata nawozenie posypowe oraz dolistne rozszerzone

o preparat wdrozeniowy Kaoris zawierajacy substancje bioaktywne.

Kombinacja T4- obejmowata nawozenie posypowe i dolistne wytacznie preparatami Timac

Agro zawierajacymi biostymulacje oraz prekursory fitohormonow.

W przeprowadzonym doswiadczeniu, w kazdej kombinacji, suma dostarczanych roslinom
sktadnikow pokarmowych (N, K, P, Mg oraz mikroelementy) byta zblizona. Do nawozenia
posypowego 1 dolistnego wykorzystano preparaty: Rosafert 5-12-24, Rosahumus, Siarczan
amonu, Cynkobor, Bolero Mo, Fostar, Kristalon zielony, Wapnovit (T1). W Kombincji T2
zastosowano te same nawozy co w kombinacji T1 oraz dodatkowo preparat Maxifruit
zawierajacy prekursory fitohormondw 1 biostymulacje. W kombincji T3 zastosowano te same
nawozy co w kombinacji T1 oraz dodatkowo preparat wdrozeniowy Kaoris zawierajacy
wyciagi z alg morskich. W kombinacji T4 zastosowano tylko nawozy z biostymulacja zalecane
przez producenta Timac Agro: Top Horti 5-10-15, Sulfammo 23 Nprocess, Fertiactyl Starter,
Fertileader Leos, Fertileader Gold, Fertileader Axis, Fertileader Vital, Fertileader Elite.
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1.2. WYNIKI I DYSKUSJA

I.2.1. Ocena wplywu preparatow biostymulujacych na budowanie potencjalu plonu

oraz jakosci jagod borowki wysokiej odmiany ‘Bluecrop’ (Publikacja A)

Czynnikiem ocenianym w badaniach byt preparat wdrozeniowy Kaoris oraz biostymulatory
z prekursorami fitohormonéw. Oceniano czy wptywaja tak samo na jako$¢ owocow
i plonowanie boréwki wysokiej co zwykle nawozy bez biostymulacji. W doswiadczeniu
oceniano wplyw nawozenia z biostymulacjg oraz prekursorami fitohormon6éw na: plonowanie,
mase¢ jagdd, zawigzywanie owocdw, powierzchni¢ lici oraz parametry fizykochemiczne
owocow. Niniejsze badanie ma na celu udzielenie producentom informacji dotyczacych
potencjalnego wptywu produktow biostymulujacych na efektywnosé plonowania oraz jakosé
uzyskiwanych owocow borowki wysokiej. W danych literaturowych mozna znalez¢ wiele prac
wskazujacych na pozytywny wplyw preparatow z biostymulacja na ogdlng wydajnosé
biologiczng roslin (Basak i Bielak 2008; Du Jardin 2015; Mansori i in. 2019; Kaptan i in. 2013;
Nagy 1 in. 2019; Khan i in. 2009 ). Powyzsza zaleznos$¢ zostala potwierdzona w niniejszych
badaniach, gdzie nawozy z biostymulacja (T4) wplynety korzystnie na wielko$¢ plonu i stopien
zawigzania owocOw w porownaniu do pozostatych kombinacji. Zalezno$¢ ta moze wynikaé
z faktu, iz rosliny opryskiwane wyciggami z alg morskich szybciej pobierajg i przyswajaja
sktadniki pokarmowe w poréwnaniu do nieopryskiwanych, charakteryzuja si¢ mocniejszym
1 silniejszym wzrostem oraz posiadajg dobrze rozbudowany system korzeniowy z licznymi
drobnymi korzeniami bocznymi zdolny do szerokiego pobierania sktadnikéw pokarmowych.
Ohtaiin. (2004) wykazali, Ze fitoregulatory zastosowane w okresie okoto kwitnienia, wptywaja
na poprawe¢ wydajnosci kwitnienia, zywotno$¢ kwiatéw, zywotnos¢ 1 jako$¢ pyitku,
efektywnos$¢ procesu zapylenia 1 zaptodnienia, co bezposrednio przektada si¢ na poprawe
jakosci 1 1losci owocow. Abetz 1 Young (1983), Featonby-Smith i Van Staden (1987 a, b), Arthur
11n. (2003) podaja, ze aplikacja preparatow opartych na wyciagach z alg morskich przyczynia
si¢ do wczesniejszego kwitnienia, lepszego zawigzania i wyrastania owocoéw wielu roslin
uprawnych. Réwniez w badaniach przedstawianych w niniejszej pracy, udowodniono
pozytywny wptyw preparatow biostymulujacych z prekursorami fitohormondéw na zawigzy-
wanie oraz mas¢ badanych owocow. Stopien zawigzania owocoéw u krzewow traktowanych
nawozami z biostymulacja (T4) byt najwickszy sposrod wszystkich ocenianych kombinacji.
Masa owocow, byta najwigksza w kombinacji w ktorej zastosowano nawozy z biostymulacja

T4. Crouch 1 Van Staden (1992) wykazali, Zze rosliny pomidora opryskiwane wyciggami
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z wodorostow produkowaly $rednio o 30% wigksze i lepszej jako$ci owoce niz rosliny z kom-
binacji kontrolnej. Analogiczne relacje zostaty potwierdzone w badaniach Zadopy 1 in. (2011),
gdzie zastosowanie dolistnych aplikacji nawozéw zawierajacych wyciagi z alg morskich przy-

czynito si¢ do zwigkszenia plonu pomidora o 5% w porownaniu do kombinacji kontrolne;.

W niniejszej pracy, w trakcie badan wykazano korzystny wptyw nawozoéw z biostymulacja
opartych na wyciaggach z alg morskich na poprawg¢ plonu ogélnego. Plon owocoéw borowki
wysokiej w kolejnych latach badan wynosit sie od 12,7 do 23,5t - ha'l. W pierwszym roku
krzewy opryskiwane preparatem wdrozeniowym (T3) plonowaly najstabiej osiagajac 12,7 t -
ha'!, za$ najlepiej opryskiwane nawozami z biostymulacja i prekursorami fitohormonéw (T4)
15,7 t ha™!, w przypadku kontroli (T1) i po zastosowaniu preparatu Maxifruit z biostymulacja
i prekursorami fitohormonéw (T2) plon wyniést 13,0 t - ha'. W 2020 roku krzewy plonowaly
istotniej lepiej niz w 2019 roku. W drugim roku badan zaobserwowano podobna do 2019 roku
zalezno$¢ w rozktadzie wielkos$ci plonu krzewow borowki. Rosliny opryskiwane preparatami
z biostymulacja i prekursorami fitohormonéw (T4) plonowaly najlepiej osiggajac 23,5t - ha™!,
za$ najslabiej opryskiwane preparatem wdrozeniowym (T3) osiggajac  poziom
15,4 t - ha'l. Wptyw ekstraktow z alg morskich na wielko$é plonu i jako$é owocow zwigzany
jest z obecnoscig substancji bioaktywnych, w tym réwniez o charakterze hormonalnym takich
jak cytokininy, ktére sa odpowiedzialne za podzialy komorkowe (Featonby-Smith and Van
Staden 1983 a, b). W ponizszej pracy nie wykazano istotnego wptywu zastosowanych nawozoéw
z biostymulacja na pole powierzchni lisci borowki wysokiej. W badaniach Kaptan 1 in. (2013)
stwierdzono korzystny wplyw biostymulatorow na pole powierzchni lisci jabloni odmiany
‘Szampion’ w drugim 1 trzecim roku badan. Jak podaja Ferrini i Niceise (2002) zastosowanie
biostymulatoréw na sadzonkach Quercus robur miato korzystny wptyw na pole powierzchni
1 suchg mase liSci. Zastosowane w niniejszej pracy nawozy z biostymulacja nie miaty istotnego
wplywu na poziom ekstraktu z owocoOw boréwki wysokiej odmiany ‘Bluecrop’. Podobnie Ka-
ptan i in. (2013), po zastosowaniu nawozow z wyciagami z alg morskich w uprawie jabtoni
odmiany ‘Szampion’ nie wykazali istotnego wptywu nawozdw z algami morskimi na zawarto$¢
ekstraktu w owocach. W badaniach wlasnych wykazano natomiast istotny wptyw roku badan
na oceniany parametr jakosci. W pierwszym roku badan (2019) owoce borowki charakteryzo-
waly si¢ istotnie wigkszym poziomem ekstraktu, niz w 2020 roku. W do§wiadczeniu przepro-
wadzonym przez Yvin i Dufils (2010) wykazano, ze zastosowanie nawozow z biostymulacja

nie miato korzystnego wptywu na jedrno§¢ owocow jabtoni w trakcie zbioru, w porownaniu
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z zastosowaniem chlorku wapnia. W pracy Yvin i Dufils (2010) stwierdzono , Ze owoce opry-
skiwane preparatem wapniowym z biostymulacja po trzech miesigcach przechowywania
charakteryzowaly si¢ mniejsza utratg jedrno$¢ niz kontrolne. Analiza jedrno$ci owocow
borowki w badaniach wlasnych wykazata, ze oceniany parametr zalezal od zastosowanych
nawozow. Wedtug analizy owocdéw z krzewdw opryskiwanych nawozami z biostymulacja

i prekursorami fitohormonow (T4) jagody byty jedrniejsze niz te z kombinacji kontrolnej (T1).

1.2.2. Wplyw nawozow z biostymulacjgq na wlasciwosci prozdrowotne owocow borowki

wysokiej (Publikacja B)

W niniejszej pracy oceniono wplyw preparatu wdrozeniowego na tle innych nawozow
z biostymulacja na wskazniki prozdrowotne borowki wysokiej. W do§wiadczeniu zastosowano
podobny poziom nawozenia mineralnego we wszystkich zabiegach. Badano czy nawozy
z wyciagiem z alg morskich wptywaja tak samo na wtasciwosci prozdrowotne owocow boréwki
wysokiej co zwykle nawozy bez biostymulacji. W badanych owocach oznaczono aktywnos¢
przeciwutleniajaca, zawarto$¢ polifenoli oraz przeprowadzono analizg ilosciowa i jako$ciowq
antocyjanow. Celem niniejszego badania jest dostarczenie producentom i konsumentom
informacji odnos$nie potencjalnego wptywu produktéw biostymulujacych na wilasciwosci
prozdrowotne owocow borowki wysokiej. Jak donoszg Mooney i Van Staden (1986) preparaty
oparte na wyciaggach z alg morskich wptywaja korzystnie na metabolizm roslin, wspieraja
wzrost, odporno$¢ na patogeny oraz zwigkszaja aktywno$¢ przeciwutleniajaca owocow.
Badania przeprowadzone w niniejszej pracy wskazuja na pozytywny wplyw zwiazkow
aktywnych pozyskiwanych z alg morskich na prozdrowotno$¢ owocoéw borowki wysokiej.
Nalezy podkresli¢, ze wysoka aktywnos$¢ przeciwutleniajgca owocoOw borowki wysokiej
potwierdzona w kombinacji T4, moze wynika¢ z uzycia kilku nawozéw z biostymulacja
zawierajagcych zwiazki aktywne pozyskane z alg morskich oraz ro$lin tropikalnych
1 pustynnych. Interesujace wyniki badan prezentuja Graziani i in. (2022). Autorzy podkreslaja
znaczenie zastosowania biostymulatoréw w uprawie Olea europaea w celu tagodzenia skutkow
stresOw abiotycznych (wysokiej temperatury i suszy). W badaniach Graziani i in. (2022)
stwierdzono, Ze zastosowanie preparatow opartych na wyciagach z alg morskich wywotalo
zwigkszenie pola powierzchni liSci, a rtOwnocze$nie obserwowano istotne statystycznie zmiany
w kontekscie aktywnos$ci przeciwutleniajacej oraz zawartos$ci polifenoli. Podobne wyniki

dotyczace owocoéw jabtoni ‘Gala Must’ uzyskali Nagy i in. (2019) wskazujac, Ze preparat
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nawozowy z biostymulacja, zawierajacy wyciagi z alg morskich znaczaco polepszat wiasciwo-
$ci antyoksydacyjne w jabtkach badanej odmiany. Ambroszczyk i in. (2016) udowodnili,
ze owoce pomidora opryskiwane preparatami z biostymulacjg posiadaly istotnie wyzsza
aktywno$¢ antyoksydacyjng w poréwnaniu do owocOw nie traktowanych preparatami
zawierajacymi wyciagi z alg morskich. W doswiadczeniu wlasnym stwierdzono wyzsza
zawarto$¢ polifenoli ogétem w owocach boréwki wysokiej po zastosowaniu preparatow
zawierajacych substancje biostymulujace z prekursorami fitohormonow (T4). Podobng
zaleznos$¢ potwierdzita Mikos-Bielak (2004). Autorzy wykazali, ze zastosowany w uprawie
malin nawo6z z ekstraktem z alg morskich, wptynal na 30% wzrost zawartosci polifenoli
w owocach w stosunku do owocoéw z kontroli. Zgodnie z doniesieniami DeBoer (2005)
polifenole zawarte w roslinach nie tylko wptywaja prozdrowotnie na organizm ludzki,
ale pelnig takze wazne funkcje obronne w organizmach ro$linnych. W pracy badawczej
Paradikovi¢ 1 in. (2011) autorzy oceniali wptyw ekstraktow z alg morskich na aktywnos¢
przeciwutleniajgcg oraz zawarto$¢ polifenoli w owocach. Najbardziej efektywne okazaly sie
nawozy z biostymulacja zawierajace potaczenie kilku substancji biostymulujacych.

Podobne obserwacje uzyskano roéwniez w niniejszej pracy
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Abstract

The aim of the research was to evaluate fertilization technologies for the indicators of the
quality and quantity of highbush blueberry yield. In the experiment, a similar level of mineral
fertilization was used in all treatments. The experiment was to show the differences between
fertilization with biostimulation and without biostimulation. The research was carried out in
two seasons (2019-2020) on ‘Bluecrop’ shrubs growing in the Blueberry Experimental
Field in central Poland (51° 55’42.7 "N 20° 59'28.7" E). Shrubs grow at a distance of 1 x 3 m.
Plants are rejuvenated every year in spring and irrigated by drip. The experiment was car-
ried out in a random block design (4 fertilizer treatments x 5 replications x 6 bushes). The
experiment assessed the effect of fertilization on yield, berry mass, fruit setting, leaf surface
and physicochemical parameters of fruit. Based on the conducted research, it was proved
that the applied fertilization technologies had a significant impact on the size and quality of
the yield of “Bluecrop” highbush blueberry. Particularly noteworthy is the fertilization technol-
ogy with biostimulation (treatment T4), which has a positive effect on the yield, fruit mass,
percentage of setting and firmness of the berries. Analysis of the issue in the light of the
results of the conducted research shows that the use of biostimulated products has an
important impact on the intensification of production while maintaining good quality of fruits.
Through research, the positive effect of fertilization programs with biostimulation (treatment
T4) on the most important production parameters of blueberry fruit from the producer’s point
of view has been proven.

Introduction

Constantly growing consumer demand for blueberry fruit makes the cultivation of this species
expand, year by year, in Poland and around the world. The high demand for highbush
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blueberry fruit is driven by its pro-health and taste values, as well as a wide-ranging campaign
promoting blueberry as superfoods. According to the International Blueberry Organization,
the production of blueberries in 2020 exceeded 1 million tons worldwide [1]. In recent years,
the agricultural sector has faced the challenges of increasing production in order to feed a
growing world population and use resources efficiently, while reducing the impact of agricul-
tural production on ecosystems and human health. Fertilizers and pesticides play a key role in
agriculture, providing growers with a tool to increase and ensure high-quality yield, both
under optimal and stressful conditions [2]. An innovative and environmentally friendly solu-
tion is the use of natural plant biostimulants, which support flowering, plant growth, fruit set-
ting, yielding and nutrient use efficiency, as well as increasing tolerance to a wide range of
abiotic stressors [3]. Substances containing seaweed increase the tolerance to abiotic stress,
and improve plant performance and durability of the fruit, so unique chemical composition of
marine algae is associated with the environment in which they live (salt water, low tempera-
tures, lack of light, the periodic ebb and drying) [4, 5].

Of particular interest are fertilizers with biostimulation that are using extracts of marine
algae. The complex chemical composition of seaweed extracts containing valuable nutrients
and biostimulants, i.e. macro and microelements, amino acids, vitamins, cytokinins, auxins,
abscisic acid (ABA) [6-9], determines their way of interaction in plants. The great advantage
of marine algae is their growth power, which is ten times greater than that of maize. About 250
tons of Laminaria Digitata algae are obtained from one hectare of the sea surface, while about
22 tons of dry matter of maize from one hectare of land [10]. Although marine algae have been
used in agricultural production for decades and the first records of their use as a fertilizer are
dated as late as 16th century, [11-13] there is still no legal definition of biostimulation or bios-
timulant. Defining the biological basis of biostimulants as a class of compounds complicates
the variety of biostimulants available on the market. These include bacteria, fungi, sea algae
extracts, telomic plant extracts, raw materials of animal origin. The same is true for the variety
of industrial processes implemented for the preparation of biostimulant products [14]. Du Jar-
din (2015) [15] proposed the following definition: "A plant biostimulant is any substance or
microorganism applied to plants with the aim to enhance nutrition efficiency, abiotic stress
tolerance and / or crop quality traits, regardless of its nutrients content. By extension, plant
biostimulants also designate commercial products containing mixtures of such substances and
/ or microorganisms". Based on this definition, we assume that biostimulants have a beneficial
effect on crop productivity by interacting with plant physiological processes, increasing plant
resistance to stress [16]. Biostimulation in agriculture has been the subject of many recent
studies showing that plants’ stress response is regulated by signaling molecules produced by
the plant or related microorganisms [17-19]. Biostimulants can either directly interact with
signaling molecules generated by plants or stimulate plant-related and beneficial microorgan-
isms [16]. From the perspective of growing consumer demands, with the changing availability
of plant protection products and changing climatic conditions, stimulating the natural resis-
tance and yield of plants using natural bioactive substances [20] is the most effective method
of building both the quantity and quality of the crop. Compounds contained in marine algae,
not only have a positive effect on the soil structure and its water capacity [21], but also stimu-
late the development of beneficial soil microorganisms [13]. Plants treated with sea algae
extracts take up and assimilate nutrients faster than untreated plants [22], are characterized by
stronger growth [13, 22] and have a well-developed root system with numerous fine side roots
[23, 24]. Calvo et al., 2014; Rose et al., 2014 [25, 26] provide evidence that biostimulants can
increase macronutrient uptake and have been attributed to an effect on the absorption activity
or stimulation of nitrogen metabolism. Also, Saa et al., (2015) [27] report that in the experi-
ment with almonds grown in conditions of high nutrient supply, sea algae extracts or products
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Table 1. Test report no. GO / 502/18.

Code Customer’s Salinity
letter- | sample labelling gNaCl/1
digit
sample
GO / 502/ 4 0.08
4/18
Research Procedure / PB02ed. 3
Standard from March

1,2018

of microbial fermentation of cereal grains clearly had a positive effect on shoot growth and leaf
surface. Algae extracts have a positive effect on the effectiveness of plant protection against dis-
eases and pests [28, 29], increase tolerance to drought [30] and high temperature [31-33].

In addition to proper mineral fertilization, biostimulants can increase the effectiveness of
conventional fertilizers [34], absorb and accumulate greater amounts of macronutrients at the
leaflevel [22]. In the studies of Mancuso et al [22], the IPA extract (Adenine Isopentyl) had an
effective impact on the accumulation of nitrogen, phosphorus and potassium in grapevine
plants. The role of biostimulants in the accumulation of nutrients at the tissue level is still
under investigation. According to Salat, [35] biostimulators may contain chelating agents (e.g.
mannitol in seaweed), which can enhance the availability of nutrients and a better absorption
of the chelate from the surface of the leaves. In this manuscript, the authors assessed the impact
of fertilization technology on the quality and yield of blueberries. The aim of the study was to
show the differences between fertilization with and without biostimulation. The purpose of the
research is new, and the products used for the research are innovative. The conducted research
provides knowledge on the use of fertilization with biostimulation in blueberry cultivation.

Research methodology

This work was carried out under the program of the Ministry of Science and Higher Education
"Doktorat Wdrozeniowy" no. um. 0060 / DW / 2018/02. The aim of the program is to create con-
ditions for the development of cooperation between the scientific community and the socio-eco-
nomic community conducted as part of doctoral studies, introducing the possibility of educating
a participant of doctoral studies in cooperation with the entrepreneur (or other entity) employing
him/her. The research was carried out in 2019-2020 at the Experimental Blueberry Field, Warsaw
University of Life Sciences in Blonie near Prazmoéw, central Poland (51° 55'42.7 "N 20° 59'28.7"
E). More than 30-year-old shrubs of the ‘Bluecrop" cultivar grow at a spacing of 1 x 3 m. In accor-
dance with IPO practices, plant protection treatment like rejuvenating pruning is carried out in
the quarters, and in addition to that, the quarters are irrigated by drip. The pH range of the sub-
strate during the experiment was between 4,5 and 4,8. In the experiment, the soil was tested in a
certified laboratory of the Regional Chemical and Agricultural Station in £6dz (Table 1) and, on
account of the results, nutrients were supplemented to optimal values (Table 2). Permission was
obtained from Warsaw University of Life Science to collect plant materials and all study/experi-
mental protocols involving plant materials were conducted in accordance with institutional,
national, and international guidelines and legislation.

The research material consisted of shrubs and blueberries of ‘Bluecrop" highbush cultivar.
The experiment was carried out in a random block system. Four fertilizer treatments were
tested, with five repetitions in each treatment. Each replicate contained six plants. In 2019, the

pH Content inmg /1
in H,O N-NO; N-NH, P K Ca Mg Cl
4.9 <10.0* <10.0* <20.0* <20.0* 245 20 <10.0*

PB 01 ed.2 PB 06 ed.1 PB 69 ed.1 PB 03 ed.2 PB04ed.1 PB04ed.l | PB05ed.1 PB 07 ed.1
from March | from May 28, | from April 3 | from March | from May | from May | from May from May
12018 2004 2017 19, 2007 21,2004 21,2004 28, 2004 28,2004

* /|—result below the lower range of the method.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0271383.t001
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Table 2. Sum of nutrients used in the experiment in all assessed treatment (K,T,M,W).

N [kg/ ha™] P,05 [kg / ha'] KO [kg/ha™] SO; [kg/ha'] CaCO; [kg/ ha™]
100 30 92.5 142 64

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0271383.t002

harvest was carried out from 01.07.2019 to 10.08.2019 and in 2020 from 05.07.2020 to
05.08.2020. Harvested fruit was a collective sample, averaged from all harvests. The experiment
assessed the effect of biostimulation on yield, mass of 100 berries, fruit setting, leaf surface and
quality parameters of fruit.

o "Treatment T1’—included traditional sprinkling and foliar fertilization without bioactive
substances (control treatment).

o "Treatment T2’—included traditional sprinkling and foliar fertilization extended with a
preparation containing phytohormone precursors and biostimulants.

o "Treatment T3’—included traditional sprinkling and foliar fertilization extended with an
implementation preparation (currently ongoing registration studies) containing bioactive
substances.

o "Treatment T4’—soil and foliar fertilization with preparations containing biostimulation was
applied in treatment.

In the performed experiment, in each treatment, the amount of nutrients supplied to the
plants (N, K, P, Mg etc.) was equal or very close. The assessed factor was the method of fertili-
zation and active compounds (biostimulants) occurring in various forms and concentrations.

In treatment T1 traditional sprinkled and foliar mineral fertilizers available on the market
were used (Table 2), containing no additional bioactive or anti-stress substances. Combination
T1 is a control where only mineral fertilization was used, without biostimulation.

Treatment T2 used a biostimulating product (N 3%, P 7%, K 7%, Mn 0,05%, Zn 0,1%) with
complex NMX™ (Patent No. EP 01500090.4) It is a growth stimulating composition for plants
characterized by one or several of the following components: a precursor compound of cyclic
AMP (cyclic adenosine monophosphate) for its transformation in the latter compound in the
interior of the cells, a compound with the capacity to inhibit the activity of the enzymes of the
phosphodiesterases family, a compound with the capacity to stimulate the activity of the
enzymes of the Adenyl- Cyclase family, an agonist compound of the B-adrenergic receptors, a
chosen compound between arachidonic acid or a prostaglandin. According to the producer,
this product is a natural enhancement of all plants’ processes involved in fruit setting, complete
and sustainable action to support the plant from fruit setting to fruit ripening, reinforcement
of the development of the fruits coming from the parthenocarpic.

In treatment T4, the full biostimulation program recommended by the manufacturer of fertil-
izers based on marine algae extracts was used. The complex NMX®) was used as in treatment M,
and biostimulating complex Fertiactyl™ (patent number 945000107) combining 3 active sub-
stances (humic and fulvic acids, glycine-betaine, zeatine) and mineral elements (N 13%, P 5%, K
8%) that work in synergy. According to the producer, it improves abiotic stress resistance to exter-
nal pressures (heat stress and drought stress). When the stress occurs, glycine-betaine complex
stabilizes the balance of water / mineral salts in the leaves, enabling them to keep working. Biosti-
mulation complex improves photosynthesis by protecting the chloroplasts from aging, naturally
stimulates the development of new organs rooting and tillering. Additionally, the Seactiv™
plex (Patent No. EP98400150.3)—contains seaweed extracts and mineral nutrients, whereas the
main components are a hormonal precursor like isopentyl of adenine, natural osmolytes (glycine

com-
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—betaine) and amino-acids. According to the producer, the complex of phytohormones,
increases plant’s tolerance to stresses whilst boosting its physiological processes. It also enhances
root development, nutrient absorption and nutrient movement within the plant, as well as
increases the homogeneity (evenness) of crops through delayed senescence "Stay Green Effect”.
What is more, leaf photosynthesis is optimized, while also ensuring homogenous fertilization,
flowering and quality of fruit / grain yield. Also, soil fertilization was based on a preparation with
biostimulation. Nprocess™ complex (NPK 8-8-17, MgO 3%, SO; 29%, CaCO5 14%, B 0,15%, Zn
0,1%)—allows a constant flow of nitrate with increased absorption (“pump effect”), improves
nitrogen transformation within the plant, therefore generating more protein and Dry Matter
(DM). N-PRO is an Indolic hormone which enhances the action of nitrate reductase and stimu-
lates crop demand for nitrogen, which is essential for fast and effective conversion of nitrates into
useable plant proteins. The Top-Phos® complex (NPK 5-10-15, CaO 10%, MgO 3%, SO 37%, B
0,15%, Zn 0,1%) used, is a new molecule of phosphorus that contains an organic matrix being
immediately available for plant uptake throughout the growing season. Phosphate availability is
combined with a root system stimulator and a biological activity booster.

In treatment T3, a new type of biostimulation was used, based on extracts from the Kaori
tree and sea algae, with bioactive properties, aimed at improving the physiological processes in
crops (preparation under registration studies).

Both the yield of the experiment and the mass of 100 fruits were assessed based on the unit
mass of the fruit harvested within the replication. Measurements were made using a precise
digital scale Elegance (H6ffman, Braunschweig, Germany). Assessment of setting was per-
formed for each treatment on 15 representative perennial shoots (100 flowers were counted in
12 replications for each treatment). Flowers were counted at the beginning of flowering, then
fruit buds were counted 21 days after flowering. Based on the number of flowers in relation to
the number of fruits, the degree of fruit set was calculated. Leaf area was assessed on the
grounds of 1.200 representative leaves within each treatment using the 3100 Area Meter (PG
Debrunner Ing, Bad Homburg, Germany).

Fruit acidity was determined by titration according to PN-EN 12147: 2000 [36] standard.
To determine the acidity, 20 fresh fruits from each replication were used. The juice for the test
was obtained by crushing the fruit with a DI 25 Basic mill (Kika-Werke GMBH and CO, Stau-
fen, Germany) and then the obtained homogenate was centrifuged for 10 minutes at 2° C. The
juice was mixed with distilled water in a ratio of 1:10 (v:v) and titrated with 0,1 M NaOH to
pH 8.1 using TitroLine 5000 (Si Analytics, Mainz, Germany). The amount of NaOH consumed
was then converted to the percentage of citric acid.

Fruit firmness was measured according to the method described by Szpadzik et al [37] on
20 freshly picked fruits from each repetition. The INSTRON 5542 firmness gauge was used for
the analyzes (Instron Corporation, Norwood, Massachusetts USA). A 4.5 mm diameter pin
was used to measure fruit firmness by inserting the pin 5 mm into the fruit pulp. Measure-
ments were made once on each fruit in the vertical part. The results are given in Newtons.

The content of the extract was determined in accordance with the PN-EN 12143: 2000 [38]
standard in the fruit juice of each repetition. The analysis of the extract content was performed
using a PR-32 ALPHA digital refractometer (Atago, Tokyo, Japan). Clear juice for the test was
obtained the same way as in the measurement of titratable acidity.

Statistical analysis

Test results were analyzed statistically using the one-way analysis of variance method. The
inference was based on the significance level <0.05. All statistical analyzes were performed in
the SAS Enterprise Guide 5.1 program (Sas Institute Sp. z 0.0., Warsaw, Poland).
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Results

The yield of ‘Bluecrop' blueberry fluctuated from 4.2 to 5.9 kg'shrub™" i.e. from 14.1 to 19.5
tha™ and significantly depended on the fertilization technology used and the year of research
(Table 3). Shrubs from treatment W yielded significantly lower than those with technology
with biostimulation from treatment T. Regardless of the treatment used, in 2020, the plants
yielded significantly better than in 2019. Statistical analysis showed a significant impact of the
applied fertilization technologies on the mass of highbush blueberries (Table 3). It was found
that the bushes fertilized with the biostimulation technology (T4) had a significantly higher
mass of 100 berries than the control bushes (T1). There was no significant influence of the
study year on the trait studied. The setting degree of “Bluecrop” highbush blueberry was signif-
icantly modified by the fertilization technology (Table 3). The bushes treated with biostimula-
tion preparations (T4) were characterized by a significantly higher level of fruit setting than
those sprayed with the implementation preparation (T3). There was no significant influence of
the study year on the trait studied. The leaf area of highbush blueberry shrubs ranged from
21.5to 22.7 cm” and did not differ significantly between the treatments used and the years of
research (Table 3). The level of acidity of blueberry fruits was significantly influenced by the
fertilization technology, the fruits from the shrubs sprayed with the implementation prepara-
tion (T3) were characterized by a significantly lower level of acidity than the control ones and
treated with the biostimulation technology (T4) (Table 3). There was no significant influence
of the study year on the trait studied. The interaction of the fertilization technology and the
research year was significant for the analyzed parameter. Blueberry fruit extract ranged from
11.6 to 12.1% and did not differ significantly between the assessed treatments (Table 3). A sub-
stantial influence of the study year on the assessed fruit quality parameter was demonstrated.
In the first year of the study, blueberries were characterized by a significantly higher level of
extract than in 2020. The fruit firmness significantly depended on the fertilization technology
used, the shrubs treated with the biostimulation technology (T4) had significantly firmer ber-
ries than the control berries (T1) (Table 3). A major impact of the study year on the assessed
fruit quality parameter was demonstrated, in 2019 blueberries were notably less firm than in
2020 (Table 3).

The yield of highbush blueberries in the subsequent years of research ranged from 12.7 to
23.5t ha'. In the first year, the bushes treated with the implementation preparation (T3)

Table 3. Influence of fertilization technology on the yield and quality of "Bluecrop’ highbush blueberry.

Average yield per
bush [kg / bush™!
T1 -Control 5.1+15AB
T4—Technology with 59+25A
biostimulation
T2- Preparation with 48+ 1.2AB
hormone precursors
T3—Implementation 42+06B
preparation
p-value 0.0574
2019 42+15B
2020 59+ 1.5A
p-value 0.0002
Treatment * YEAR 0.5266
p-value

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0271383.t003

Average yield per | Mass of 100 Average fruit | Leaf area Acidity [% Soluble solids | Firmness
hectare [t/ ha™"! berries [g] setting, [%] [em?] citric acid] [Brix °] [N]
16.9 5.1 AB 200.1+13.9B 83.7+11AB |215+52A | 0.63+0.05B 11.8+12A | 35+03B
19.5+82A 2247 +139A 93.8+7A 227+08A | 059+0.12B 121+11A | 38+03A

15.85 £ 3.8 AB 209.5+9.9 AB 88.7+4 AB 21.7+1,4 | 0.65£0.07AB | 121+13A 3.7+03

A AB
141+21B 210.23 +16.3 AB 83.3+11B 219+15A | 0.73£0.11A 116+ 15A 37+£03
AB
0, 0574 0.0047 0.0308 0.8227 0.0005 0.0773 0.0485
13.6+4.1B 210.1+13.4A 89+8A 22,229 | 0.66+0.01A 131+03A | 34+01B
A
19.5+5.1A 2122+ 184 A 86+ 10 A 21.7+27A | 0.64£0.12A 10.7+0.5B | 39+02A
0.0002 0.6521 0.3207 0.6316 0.4562 <0.0001 <0.0001
0.5266 0.5076 0.9043 0.9926 0.0001 0.1593 0.9559
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Fig 1. Yield of ‘Bluecrop' highbush blueberry in the subsequent years of research depending on the fertilization technologies
used. Error bars indicate standard error.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0271383.9001

yielded the lowest, reaching 12.7 t ha™, while the best treated with the technology with biosti-
mulation (T4) 15.7 t ha™, in the case of control (T1) and after the application of the prepara-
tion with hormone precursors, the yield was 13.0 t ha™ (Fig 1). In 2020, the shrubs yielded
significantly better than in 2019 (Table 3). In the second year of the study, a similar relation to
2019 was observed in the distribution of the yield of blueberry shrubs (Fig 1). Plants treated
with preparations with biostimulation (T4) yielded the best, reaching 23.5 t ha™, while the
least treated with the implementation preparation (T3), reaching the level of 15.4 t ha™.

The Pearson correlation coefficient of the multivariate analysis was performed for individ-
ual treatments, regardless of the year of the study (Table 4). It was shown that in all analyzed
treatments, the level of extract in blueberry fruit decreased with the increase in yield, which
was confirmed by a significant negative correlation. A substantially positive correlation of
firmness with an increase in the yield was demonstrated for the control treatment (T1), with
the preparation with hormone precursors (T2) and the implementation preparation (T3).
Fruit acidity negatively correlated with the yield, with the increase in the yield, the acidity
parameter decreased in the control (T'1) and with the use of biostimulation technology (T4).
The last crucial correlation in the analyzed parameters is the degree of fruit set. It was found
that in the case of the technology with biostimulation (T4) and the implementation prepara-
tion (T3), it strikingly negatively correlated with the fruit yield.

Analyzed irrespective of the treatments used and the year of the study, Pearson correlation
coefficient showed a substantial correlation between acidity, extract and firmness in relation to
the fruit yield, and showed a strong negative correlation between the extract and firmness
(Table 5).

Cluster analysis (Fig 2) showed a division into three main clusters, with each cluster relating
to individual fruit quality parameters. The first cluster consisting of individual treatmensts of
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Table 4. Pearson’s correlation coefficients for multivariate analysis of the impact of fruit yield, tha™ for blueberry fruit parameters.

Treatments Mass of 100 berries | Average fruit setting, |Leaf area Acidity [% citric Soluble solids Firmness
(g] [%] [em’] acid] [Brix’] [N]

Control-T1 0.18171 -0.23407 -0.29665 -0.61421 -0.79708 0.57718

0.6154 0.5151 0.4052 0.0589 0.0058 0.0806
Technology with biostimulation-T4 0.26522 -0.47290 -0.07315 -0.41364 -0.51991 0.13284
0.4589 0.1675 0.8408 0.2347 0.1235 0.7145
Preparation with the precursors of the -0.30462 0.25847 0.09849 -0.22662 -0.49771 0.64642
hormones-T2 0.3921 0.4709 0.7866 0.5289 0.1432 0.0434
Implementation preparation-T3 -0.25648 -0.49720 -0.33165 0.30559 -0.71724 0.69862
0.4744 0.1437 0.3492 0.3905 0.0195 0.0246

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0271383.t1004

the firmness parameter showed a division into two subsequent clusters, of which the first
group is the technology with biostimulation (T4) and the preparation with hormone precur-
sors (T2), whereas the second group is the implementation preparation (T3) and control (T1).
In the case of firmness, similarities were demonstrated between the technology with biostimu-
lation (T4), the preparation with hormone precursors (T2) and the implementation prepara-
tion (T3), while the deviating object is the control (T1). The acidity parameter showed
similarity between the control (T1), the preparation with hormone precursors (T2) and the
biostimulating technology (T4), whereas the deviating object was the implementation prepara-
tion (T3) (Fig 2).

The sum of PC (PC1 and PC2) of the total variable of traits for the fruit of “Bluecrop” high-
bush blueberry was 48.96% (for PC1 31.63% and for PC2 17.33%, respectively) (Fig 3). When
considering the analysis of the parameters of the yield size and quality in 2019, a similarity
between specific parameters that formed four groups was observed. The first group is the rela-
tionship between the yield and the leaf area, the second is the relationship between the acidity
and the mass of 100 berries. The third group is the degree of fruit set and firmness, and the
fourth is the extract, which is independent of other parameters (Fig 3).

The sum of the PC of the total variable for the analyzed traits for “Bluecrop” highbush blue-
berry fruit was 57.05% (36.69% for PC1 and 20.36% for PC2, respectively) (Fig 4). When

Table 5. Pearson’s correlation coefficient for the parameters of yield size and quality.

Fertilizer treatments | Average yield per hectare |Mass of 100 Average fruit Leaf area Acidity [% citric | Soluble solids Firmness
[t/ha™] berries [g] setting, [%] [cm? acid] [Brix °] [N]
Average yield per 1 0.1787 -0.0672 -0.0954 -0.4103 -0.4530 0.3585
hectare t/ ha 0.2699 0.6805 0.5580 0.0085 0.0033 0.0231
Mass of 100 berries g 0.1787 1 0.0778 0.0047 -0.2420 -0.0089 0.1272
0.2699 0.6333 0.9770 0.1325 0.9568 0.4343
Average fruit setting,% -0.0672 0.0778 1 0.1859 -0.2245 0.2583 -0.0860
0.6805 0.6333 0.2509 0.1638 0.1076 0.5979
Leaf area cm? -0.0954 0.0047 0.1859 1 0.0517 0.0892 -0.1378
0.5580 0.9770 0.2509 0.7515 0.5843 0.3965
Acidity% citric acid -0.4103 -0.2420 -0.2245 0.0517 1 - 0.1523 -0.1221
0.0085 0.1325 0.1638 0.7515 0.3482 0.4528
Soluble solids Brix -0.4530 -0.0089 0.2583 0.0892 -0.1523 1 -0, 7298
0.0033 0.9568 0.1076 0.5843 0.3482 <0.0001
Firmness N 0.3585 0.1272 -0.0860 -0.1378 -0.1221 -0.7298 1
0.0231 0, 4343 0.5979 0.3965 0.4528 <0.0001

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0271383.t005
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Fig 2. Branching-tree diagram for the extract, firmness and acidity of ‘Bluecrop" highbush blueberry fruit.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0271383.g002

analyzing the assessed parameters in 2020, three groups of clusters were found. The first and
second are independent parameters: acidity and yield. The third and largest group of depen-
dent features are firmness, leaf surface, degree of fruit set, mass of 100 berries and extract

(Fig 4).

Discussion

Bioactive substances influence several physiological processes taking place in the plant at the
cellular level. This improves the efficiency and functioning of the entire plant organism [39].

There are many studies in the literature showing the positive effect of biostimulation prepara-
tions on the overall biological performance of plants [40, 41]. The above dependence was con-
firmed in the present study, where the biostimulating program had a positive effect on the
yield and the degree of fruit set in comparison to the other treatments, in the case of the imple-
mentation preparation (T3) this effect was significant. This dependence may result from the
fact that plants treated with sea algae extracts not only take up and assimilate nutrients faster
compared to untreated ones [22], they are also characterized by more robust and stronger
growth [9, 21] and finally, have a well-developed root system with numerous small side roots
[23, 24] capable of wider nutrient uptake. Ohta et al. (2004) [42] showed that phytoregulators
used around flowering, improve flowering efficiency, flowers vitality, pollen vitality and qual-
ity, and the efficiency of the pollination and fertilization process, which directly translates into
improved fruit quality and quantity. Abetz and Young (1983) [43], Featonby-Smith and Van
Staden (1987 a, b) [44, 45], Arthur et al. (2003) [46] report that applications of preparations
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Fig 3. PCA analysis of blueberry fruit in terms of yield size and quality parameters in 2019.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0271383.9003

based on sea algae extracts contribute to earlier flowering, better setting and fruit development
of many crops. Also, in the research presented in this paper, the positive effect of biostimulat-
ing preparations on the setting and mass of the tested fruit was proved. The degree of fruit set
in shrubs treated with the biostimulating program (T4) was the highest among all the assessed
treatments, compared to the implementation preparation (T3), this effect was significant. A
substantially better degree of fruit setting in treatment T4 is associated with the beneficial effect
of sea algae extracts on reducing biotic and abiotic stresses—on the effectiveness of plant pro-
tection against diseases and pests [28, 29], drought tolerance [30] and high temperature [31-
33]. The size of the fruit determined by the mass of 100 berries in the treatment with the biosti-
mulating program was the highest among all the assessed treatments, these differences were
significant compared to the control. Crouch and Van Staden (1992) [47] showed that tomato
plants treated with seaweed extracts produced on average 30% larger and better-quality fruit
than the control. Similar dependencies were proved in the work of Zadope et al. (2011) [48],
foliar fertilizer application with sea algae extracts improved the tomato yield by 5% in relation
to the control treatment. The beneficial effect of Ascophyllum nodosum (L.) algae on the size
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and quality of the grapevine yield of "Thompson Seedless’ was demonstrated by Norrie and
Keathley (2006) [49]. In the course of the three-year study, plants sprayed with sea algae
extracts yielded an average of 60,4% better, producing larger fruit and with a greater number
of clusters on the bush than the control shrubs. A highly favorable effect of algae on the size
and quality of the yield was also shown by: Crouch et at. (1992) [50], Aldworth and Van Staden
(1987) [51], Abetz and Young (1983) [43], Featonby-Smith and Van Staden (1983) [45] and
Arthur et at. (2003) [46]. The above dependencies were confirmed in this study, and during
the research, the beneficial effect of fertilization technology based on sea algae extracts on the
total yield was shown, compared to the implementation preparation, this effect was statically
significant.

The effect of sea algae extracts on the yield and quality of the crop is related to the presence
of bioactive substances, including those of a hormonal nature, such as cytokinins, which are
responsible for cell division (Featonby-Smith and Van Staden 1983 a, b) [44, 45]. Nooden and
Leopold (1978) [52] report that in plants treated with marine algae extracts, a number of sub-
stances responsible for growth and development are shifted from the vegetative organs, i.e.
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roots, shoots and young growths, to the fruit and used for their development. In studies by
Featonby-Smith and van Staden (1983) [45] it was proved that the fruits of tomatoes from the
combination treated with preparations based on sea algae have a higher content of cytokinins
than tomatoes from the control treatment. The positive effect of the technology with biostimu-
lation, based on seaweed extracts, on the percentage of large fruits, i.e. those with a diameter of
more than 7,5 cm, and on the commercial yield in individual years of research, was demon-
strated by Kaplan et al. (2013) [53]. Apple trees of the ’Szampion’ variety were assessed. A simi-
lar effect of biostimulation was demonstrated in the studies conducted on the ’Golden
Delicious’ cultivar. Kaptan (2018) [54] showed in the above experiment the highest share of
apples above 7,5 cm in a treatment, where the trees were sprayed four times with the prepara-
tion with the Maxifruit phytohormone precursors and the gibberellin program. In addition,
the preparation with Maxifruit phytohormone precursors in treatment with the ’gibberellin’
program, similarly to the experiments from previous years, had a very positive effect on the
quality and shape of fruit, socket cavities, and the number and size of apple seeds of the
assessed apple variety.

The study did not show any significant influence of the applied fertilization programs on
the leaf surface of the highbush blueberry. In the studies, Kaplan et al. (2013) [53] found a
highly beneficial effect of biostimulants on the leaf surface area of apple trees of the ’Szampion’
cultivar in the second and third years of the study. According to Ferrini and Niceise (2002)
[55] the use of biostimulants in Quercus robur seedlings had a favorable impact on the surface
and dry mass of leaves but did not affect the fresh / dry leaf mass ratio.

The applied fertilization programs did not have a notable effect on the level of blueberry
fruit extract of the “Bluecrop” variety. Similarly, Kaptan et al. (2013) [53], after using the tech-
nology based on sea algae extracts in the cultivation of apple trees of the *Szampion’ variety,
they did not show a considerable impact of the above-mentioned technology on the content of
the extract. A significant influence of the research year on the assessed quality parameter was
demonstrated, and in the first year blueberries had a much higher level of extract than in 2020.
The analysis of the blueberry fruit firmness level in this study showed that the assessed parame-
ter highly depended on the applied fertilization technology, the bushes treated with the biosti-
mulation technology (T4) had notably firmer berries than the control ones (T1). The study
year also showed a remarkable impact on the assessed fruit quality parameter, and in the first
year of the study blueberries were characterized by a strikingly higher level of extract than in
2020. An experiment carried out by Yvin and Dufils (2010) [56] showed that the use of Seactiv
technology in the form of three Fertileader Elite applications had no beneficial effect on apple
fruit firmness during the harvest of the Pink Lady® Cripps Pink Cov. variety compared with
three times the use of calcium chloride. It was found that the fruits treated with Fertileader
Elite after three months of storage showed less loss of firmness than the controls. In the experi-
ment of Kaplan et al. (2013) [53], it was presented that the use of the technology with biostimu-
lation had a slight effect on the firmness of apple fruit of the ’Szampion’ variety. The fruit
treated with the above-mentioned technology were firmer than the control, but these differ-
ences were insignificant. On the basis of this work and published reports, the hypothesis that
sea algae extracts have a positive effect on vigor, growth and yielding of plants can be con-
firmed. This is not only due to a better plant nutrition, but also to a positive physiological reac-
tion to the applied bisotimulation. It is worth noticing that the effect obtained in this study
indicates the best parameters obtained in the T4 combination, where a full biostimulating pro-
gram was applied. In combinations where only single biostimulation complexes were used,
such spectacular increases were not observed, e.g. for the yield (T2, T3). This allows the con-
clusion that the various sea algae extracts work synergistically with each other.
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Conclusion

Based on the conducted research, it was proved that the applied fertilization technologies had
a significant impact on the size and quality of the yield of “Bluecrop” highbush blueberry. Par-
ticularly noteworthy is the fertilization technology based on biostimulating products, which
has shown a beneficial, but not always considerable effect on the yield, fruit mass, degree of set-
ting and firmness of the berries. The applied fertilization technologies had no serious effect on
the leaf surface and the level of blueberry fruit extract. The performed statistical analysis
showed a major influence of the year of the research on the yield, extract level and fruit firm-
ness, in the case of other parameters, the above relationship was not observed.
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Abstract: The purpose of the experiment was to demonstrate a comparison of fertilization with
and without biostimulation. A study was carried out in an experimental blueberry field in central
Poland (51°5542.7” N 20°59'28.7” E) during the three growing seasons of 2019, 2020 and 2021,
on ‘Bluecrop’ shrubs growing at a distance of 1 x 3 m. The plants were re-planted in the spring
of each year and irrigated using drip irrigation. The experiment was conducted using a random
block design (four fertilizer treatments x five replications x six bushes). The fruits were tested for
antioxidant activity and amount of total polyphenols. Additionally, anthocyanin quantitative and
qualitative analysis was performed. The results indicated a significant effect of fertilizer combinations
on the values of the evaluated parameters. The positive effect of biostimulants on the content of
antioxidant compounds in highbush blueberry fruit was significant. In most of the combinations
in which additional biostimulants were used, higher values of the analyzed indicators (antioxidant
activity and polyphenol content) were observed. The most noteworthy was the T4 fertilization
program, where during treatment, soil and foliar fertilization were carried out with preparations that

contained biostimulants.

Keywords: biostimulation; seaweed extract; blueberries; polyphenols; antioxidants; anthocyanins;

fertilization

1. Introduction

The ever-increasing consumer demand for blueberries means that the cultivation of
this species in Poland, and around the world, rapidly rises each year. In addition to its
health-promoting and flavorsome qualities, blueberry fruit is highly sought after due to the
widespread marketing campaign promoting blueberries as superfoods [1-6]. Blueberries
are considered a natural source of health-promoting substances, containing a diverse
group of bioactive compounds that show positive effects on human health [7]. Beneficial
elements such as fiber, minerals, vitamins, and phenolic compounds with antioxidant
characteristics can be found in abundance in these fruits [8,9]. Blueberry fruits are widely
consumed as a dessert fruit, but they are also commonly used in processing as a dried
or frozen raw material, for juices, purees, jams, and even wine [10-12]. Berry fruits,
distinguished by their antioxidant richness, also include blueberry (Vaccinium myrtillus),
blackberry (Rubus fruticosus), chokeberry (Aronia melanocarpa), black currant (Ribes
nigrum), cranberry (Vaccinium macrocarpon), raspberry (Rubus idaeus), grape (Vitis
vinifera), and strawberry (Fragaria x ananassa) [13]. Antioxidants in the fruit are mainly
represented by vitamin C and polyphenols such as anthocyanins, phenolic acids, flavanols
and tannins [13]. Kehkonen et al. [14] reported that berries are one of the richest sources of
antioxidants in our diet. According to Prior et al. [15], in particular, the fruits of highbush
blueberries deserve attention due to the high level of plant phenolic compounds which
determines the high antioxidant activity.

Rashidinejad [7] described the beneficial effects of highbush blueberry fruit for the
prevention of chronic diseases, including cancer, cardiovascular disorders, diabetes, and
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neurodegenerative diseases. Hakkinen and Torroénen [16] and Rimando et al. [17] reported
on the antioxidant and anti-cancer effects of phenolic compounds contained in berries.
Blueberry extracts reduce age-related decline in neurons and cognitive function, common
in disorders such as Alzheimer’s disease [18]. Bioactive substances with antioxidant
properties have hydroxyl groups (-OH) on aromatic rings. These are components produced
by secondary metabolism in plants. In addition to their health-promoting properties,
they have an important physiological function in plants. They are known to protect
plants from pests, pathogens and ultraviolet radiation, to regulate metabolic pathways
and impart to color and flavor to the plant [19]. According to Piatkowska et al. [20] and
Khoo et al. [21], anthocyanins are a group of phenolic compounds of very high health-
promoting importance. A study by Lee et al. [22] indicated that the following anthocyanins
are found in highbush blueberry fruit: cyanidins, delphinidins, malvinidins, peonidins, and
petunidins. According to Khoo et al. [21], anthocyanins are used as an appetite-stimulating
phytopharmaceutical, a cholagogue, and the highly bioavailable anthocyanin effectively
reduces cellular lipid peroxidation. Tsuda et al. [23] indicated that anthocyanins extracted
from beans (Phaseolus vulgaris) have antioxidant properties. The authors showed that a
‘purple corn color’ (PCC) diet rich in cyanidin 3-O-3-D-glucoside significantly inhibited
the development of obesity and alleviated hyperglycemia in mice induced by a high fat
(HF) diet. The PCC diet reduced mRNA levels of enzymes involved in fatty acid and
triacylglycerol synthesis. The decrease in enzyme levels as a result of the PCC diet may
contribute to a decrease in triacylglycerol accumulation in WAT (white adipose tissue).
Tsuda et al. [23] also pointed to the use of anthocyanins as a functional food factor, which
may have important implications in the prevention of obesity and diabetes. Numerous
scientific studies have proved the anticancer effects of anthocyanins [24]. Anthocyanins
and anthocyanin-pyruvic acids exhibit anticancer properties by inhibiting tumor cell
proliferation and act as anti-cell invasion agents and chemo-inhibitors [25]. A study by
Buena et al. [26] confirmed that the anthocyanin-rich fraction obtained from the Toro variety
had the highest anthocyanin content and antioxidant activity, and inhibited melanoma
cell proliferation in mice. The results of [26] indicated that anthocyanins from highbush
blueberry fruit could be used as a chemopreventive or adjuvant agent in controlling the
spread of cancer cells. Miyake et al. [27] confirmed that berries of the Vaccinium genus
are rich in anthocyanins that have beneficial effects in the treatment of eye diseases. They
showed that oral administration of blueberry extract to six-week-old mice prevented
photoreceptor cell dysfunction during retinitis pigmentosa.

The purpose of this study was to evaluate the effect of different fertilizer and biostim-
ulant combinations on the level of antioxidant activity, and polyphenol and anthocyanin
content in highbush blueberry fruit.

2. Materials and Methods
2.1. Location and Layout of the Study

This work was completed as part of a Ministry of Science and Higher Education
program “Doktorat Wdrozeniowy” no. um. 0060/DW /2018/02. The program’s goal is to
introduce, as part of doctoral studies, the possibility of developing cooperation between
the scientific and socioeconomic communities by introducing the possibility of educating a
doctoral student in collaboration with the entrepreneur (or other entity) employing them.
The experiment was conducted at the Warsaw University of Life Sciences” Experimental
Blueberry Field in Bonie, central Poland (51°55'42.7"" N 20°59'28.7" E), over a three-year
period from 2019 to 2021.

In the experimental field, the ‘Bluecrop’ shrub cultivar was spread outinal x 3m
spacing, and the quarters were drip-irrigated. The highest average monthly air tempera-
tures and total rainfall, throughout the three-year field experiment, were noted in 2019 and
2021, respectively (Table 1).
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Table 1. Average air temperature and total rainfall recorded during the described experiment.

2019 2020 2021
Month Total Rainfall Average Temp.  Total Rainfall Average Temp.  Total Rainfall Average Temp.
(mm-m~2) Q) (mm-m~2) “O (mm-m~2) W)
March 25.1 6.8 13.2 5 18.3 4
April 22 10.7 7.4 9 55.3 6.5
May 77.8 14.1 65.2 11.9 62.3 12.4
June 16 22.7 140.9 19.6 69.2 19.7
July 34.8 19.5 459 19.1 118.8 21.7
August 34.4 21.1 83.1 20.7 140.1 17.2
A Davis Vantage Pro weather station was used at the experimental field to conduct the
measurements. The substrate’s pH during the experiment ranged from 4.5 to 4.8. In order
to conduct the experiment, the soil was examined in a licensed laboratory of the Regional
Chemical and Agricultural Station in £6dz (Table 2), and based on the findings, nutrients
were added to the soil at the proper levels (Table 3).
Table 2. Soil testing report no. GO/502/18.
Salinity pH Content in mg/L
g NaCI/L in H,0 N-NO; N-NH,4 P K Ca Mg cl
0.08 49 <10.0 * <10.0* <20.0 % <20.0* 245 20 <10.0*
PB 02 ed.3 PB 01 ed.2 PB 06 ed.1 PB 69 ed.1 PB 03 ed.2 PB 04 PB 04 PB 05 PB 07
. ed.lfrom ed.lfrom ed.lfrom ed.lfrom
from 1 March  from 1 March from 28 from 3 April from 19 21 Ma 21 Ma 28 Ma 28 Ma
2018 ** 2018 ** May 2004 ** 2017 ** March 2007 ** Y Y Y Y

2004 ** 2004 ** 2004 ** 2004 **

*/—result below the lower range of the method. **/—Research standard.

Table 3. Sum of nutrients used in the experiment in all assessed treatments (T1,T2,T3,T4).

CaCO

-1 -1 -1 -1 3

N (kg/ha—1) P,05 (kg/ha—1) KO (kg/ha—1) SO; (kg/ha=1) (kg/ha~1)
100 30 92.5 142 64

All study/experimental protocols involving plant materials were carried out in ac-
cordance with institutional, national, and international rules and regulations, and with
permission from the Warsaw University of Life Sciences.

The research subject was ‘Bluecrop” highbush cultivar blueberries, using a random
block mechanism to conduct the experiment. Five repetitions of each of the four fertilizer
treatments were examined. Six plants were present in each replicate. The harvest was
conducted in 2019 from 1 July to 10 August; in 2020 from 5 July to 5 August; and in 2021
from 10 July to 10 August, respectively. Harvested fruit samples were averaged-out. The
experiment evaluated how biostimulation affected antioxidant activity, polyphenol content,
and quantitative and qualitative anthocyanin analyses. The following treatment scenarios
were used:

- ‘Treatment T1'—consisted of standard fertilization and foliar sprinkling without the
use of bioactive components (control treatment);

- ‘Treatment T2'—included foliar fertilization and typical sprinkling in addition to a
solution containing phytohormone precursors and biostimulants;
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- 'Treatment T3’—comprised traditional foliar fertilizing and sprinkling, with a new
method of biostimulation based on extracts from various plants and sea algae, with
bioactive qualities intended to improve the physiological processes in crops;

- 'Treatment T4'—biostimulant-containing formulations were used to fertilize the soil
and the leaves.

In their study, Lenart et al. [28] provided a thorough explanation of the combination of
nutrients provided in each treatment option used in their study; the amount of nutrients (N,
K, P, Mg, etc.) given to plants in each treatment of our experiment was equal or very close
to it. Our study evaluated the impact of several fertilization methods on plants’ capacity to
promote health and how the bioactive substances employed in biostimulant formulations
affected the nutritive value of the plants.

2.2. Research Methods

All reagents used for HPLC were of HPLC grade and purchased at Sigma-Aldrich
(Poznan, Poland) and Merck (Warsaw, Poland). Other chemicals were of analytical purity
grade and purchased at Alchem (Warsaw, Poland).

The phenolics were isolated by solid-phase extraction as described by Latocha et al. [29].
The total phenols content (TPC) was determined by the spectrophotometric method de-
scribed by Singleton et al. [30] by applying Folin & Ciocalteu’s reagent. The absorbance of
the solution was measured using a Marcel 330S PRO spectrophotometer (Marcel, Zielonka,
Poland) at the wavelength A = 700 nm. The result was expressed in milligrams of gal-
lic acid equivalent (GAE) per 100 g of fresh weight (FW). The antioxidant activity (AA)
was determined according to Saint Criq de Gaulejac et al. [31] using DPPH free radical
(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine). The AA was calculated on the basis of absorbance mea-
surements for the sample (0.75 mL diluted fruit extract + 0.75 mL DPPH) performed after
10 min at A = 517 nm in relation to the control sample (0.75 mL H,O + 0.75 mL DPPH).
The results were expressed in milligrams of ascorbic acid equivalent (AAE) per gram of
FW. The identification and quantitative analysis of anthocyanins were conducted sepa-
rately using the HPLC technique described by Szpadzik et al. [32], performed by means
of a PerkinElmer series 200 HPLC with a diode array detector (Perkin Elmer, Krakow,
Poland), using a LiChroCART® 125-3 (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) column with a
1.0 mL/min flow rate, detected at 520 nm. The mobile phase was a mixture of water (A),
20% formic acid (B), and acetonitrile (C), with variable parameters of the gradient (A) and
(C). The anthocyanin content was given as milligrams per 100 g of fresh weight of fruit as
cyanidin-3-glucoside equivalent.

2.3. Statistical Analysis

The results were analyzed statistically in Statistica 13.3 (StatSoft Polska, Krakow,
Poland), using the two-way analysis of variance. Tukey test was used for evaluation of the
significance of differences between the means, accepting the significance level as 5%.

3. Results

The fertilizer combinations used in the experiment influenced the level of antioxidant
activity (DPPH) in the fruits studied. Fruits from the control combination, where fertilizers
with bioactive substances were not applied, showed significantly lower levels of antioxidant
activity (Table 4). In the combinations in which additional biostimulants were applied, a
higher value of the analyzed index was observed, and the T4 and T3 fertilization programs
deserve special mention (Figure 1).
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Table 4. Influence of fertilization technology on antioxidant activity—data averaged over the years of
the study. * Data followed by the same letter are not significantly different.

3 Years Average

Combination Year ?nl\t/io,l)frl ;11::: 1A0(c)t1\:137 Antioxidant Activity
H & [uM Trolox-100 g—1]
2019 0.356 ab *
T1 2020 0.356 ab 0.375a
2021 0.414 bc
2019 0.241 a
T2 2020 0.430 be 0.381 a
2021 0.472 ¢
2019 0.481 ¢
T3 2020 0.413 bc 0.437 ab
2021 0.416 bc
2019 0.517 ¢
T4 2020 0.487 ¢ 0.489b
2021 0.463 bc
p-value <0.01 <0.01
0.60
0.55 T
E‘ 0.50 T (=]
B 045
g : ;
> A
o 040
[
b- l
2 035t o
2
£ 030 -
=
|
© 025¢
3
< 020
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0.10 = = - :
T1 T2 T3 T4 o Mediana
Combination 025-75

Figure 1. Influence of fertilization technology on antioxidant activity—average per harvest year, and
three year average.

The antioxidant capacity in each year of the study ranged from the lowest in the T1
combination in 2019 and 2020 at 0.356 uM Trolox-100 g’l FW, to the highest at 0.517 uM
Trolox-100 g*1 FW in the T4 combination in 2019 (Table 1).

The fertilizer combinations used in the experiment influenced the polyphenol content
of the fruits studied (Table 5). Fruits from the control combination, where products with
biostimulants were not used, had a significantly lower content of total polyphenols. In
most of the combinations in which additional biostimulants were applied, a higher value
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of the analyzed index was observed, and the most noteworthy was the T4 fertilization
program (Figure 2). Fertilization with the several biostimulants used in the T4 combination
caused a significantly higher content of total polyphenols in the fruit. The application of
biostimulation increased the content of total polyphenols by 13% in blueberry fruit, on
average, for the year of the study.

Table 5. Influence of fertilization technology on amount of polyphenols—data averaged over the
years of the study. * Data followed by the same letter are not significantly different.

e Amount of Polyphenols 3-Year Average
Combination Year [mg 100 g1 FW] [mg 100 g1 FW]
2019 659 a*
T1 2020 766 ab 742 a
2021 801 bc
2019 759 ab
T2 2020 845 bc 802 ab
2021 802 bc
2019 859 be
T3 2020 752 ab 820 ab
2021 848 be
2019 759 ab
T4 2020 878 ¢ 837 b
2021 875 ¢
p-value <0.01 <0.01
040
920 - 1
900 | 1
880 T 1
HE 860 & - 1
‘e
2 840 1
—
D 4
.E. 820 T
% 800 1
= —
2 7180 4
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2 760 o — ]
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=
3 720
: |
s
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640 . - . -
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Figure 2. Influence of fertilization technology on amount of polyphenols, expressed as
mg 100-g~! FW; average per year and over three years of research.

As a result of qualitative studies, ten compounds from the anthocyanin group were de-
termined in highbush blueberry fruit, including compounds from the delphinidin, petunidin,
peonidin and malvinidin groups. The applied fertilization combinations had a significant
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effect on the content of individual compounds isolated during the study (Table 6). In the del-
phinidin group, delphinidin-3-glucoside (Dp-3-glu), delphinidin-3-galactoside (Dp-3-gal) and
delphinidin-3-arabinoside (Dp-3-ara) were identified. Of the three delphinidins mentioned,
only Dp-3-ara was not determined by the biostimulants used in the fertilization programs.
Fruit from the T4 combination, in which fertilization with a range of different complementary
biostimulants was applied, recorded higher contents of Dp-3-glu and Dp-3-gal than the other
combinations. For the other combinations, the effect of the applied preparations was similar,
and there were no significant differences between the evaluated fertilization programs on the
content of anthocyanins of the group in question (Table 6).

Table 6. Content of anthocyanin group active compounds in relation to fertilizer combination
(mg-100 g~! FW). * Data followed by the same letter are not significantly different.

Dp-3-glu Dp-3-gal Dp-3-ara Pt-3-glu Pt-3-gal Pt-3-ara  Pn-3-glu  Mv-3-glu Mv-3-gal Mv-3-ara
g T1 19.83 ab * 10.58 a 18.53 a 10.76 a 7.36a 642a 1.88b 265a 26.08 a 19.00 a
‘é T2 18.88 ab 11.18 a 2022 a 10.98 a 7.56 a 6.50 a 2.0ab 36.73b 26.40 a 19.09 a
-g T3 17.19a 10.38 a 21.10a 1136 a 790 a 7.51a 2.36 b 28.62a 27.52a 2279 a
S T 21.78b 1296 b 22.88a 12.74 a 10.31a 8.04a 1.38a 26.16 a 28.84a 2343 a
p-value <0.0001 <0.0001 0.0816 0.0816 0.0816 0.0816 <0.0001 <0.0001 0.0816 0.0816

The preparations and biostimulants used in the study had no significant effect on the
content of anthocyanins from the petunidin group. The study isolated petunidin-3-glucoside
(Pt-3-glu), petunidin-3-galactoside (Pt-3-gal) and petunidin-3-arabidoside (Pt-3-ara). Although
no significant correlations were shown when evaluating petunidins, it was notable that, as
in the case of delphinidins, the content of individual petunidins was higher in fruit from the
T4 fertilization combination (in which the full range of products with biostimulation was
applied), compared with T1, T2 or T3. The control combination in which no biostimulants
were applied (T1) had a slightly lower petunidin content in the fruit. The study highlighted
the significant effect of the tested fertilizer combinations on peonidin-3-glucoside (Pn-3-glu)
content. Its content ranged from 1.38 mg cy-3-gl -100 g-1 FW in the T4 combination, to 1.88 mg
cy-3-gl-100 g-1 FW in the T1 control combination, and significantly depended on the type of
fertilization used. Unexpectedly, statistical evaluation proved a significantly higher content
of Pn-3-glu in fruit from the control combination, where only conventional fertilization was
applied, compared to T2, T3 or T4. In the fruits studied, malvinidins were the largest group
and also the least active, and the fertilization combinations used slightly determined the
content of these anthocyanins. Malvinidin-3-glucoside (Mv-3-glu), malvinidin-3-galactoside
(Mv-3-gal) and malvinidin-3-arabidoside (Mv-3-ara) were identified; the Mv-3-glu content in
blueberry fruits was highest using the T2 combination, while the other combinations showed
no significant effect. The other two anthocyanins, Mv-3-gal and Mv-3-ara, also showed no
significant effect of the treatment combinations.

4. Discussion

Growing consumer demand for highbush blueberry fruit causes producers to look
for modern agrotechnical solutions to ensure high yields and high quality of the obtained
fruits [33,34]. Information campaigns promoting the health-promoting qualities of berries
determine not only an increased awareness of consumers on this topic, but also the deci-
sions of producers to cultivate in a sustainable manner. Seaweed-based products are of
particular interest to growers [28,35]. Seaweed extracts often form the basis of fertilization
programs with biostimulation [36,37]. According to Du Jardin [38], a biostimulant can be
defined in the following manner: “A plant biostimulant is any substance or microorganism
applied to plants with the aim to enhance nutrition efficiency, abiotic stress tolerance and /or
crop quality traits, regardless of its nutrients content. By extension, plant biostimulants also
designate commercial products containing mixtures of such substances and/or microorgan-
isms.” Numerous scientific studies have reported positive effects of seaweed extracts on
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plants, including improved yield and yield quality, and increased resistance to biotic and
abiotic stresses [39]. As reported by Mooney and Van Staden [40], formulations based on
seaweed extracts have beneficial effects on plant metabolism, promote growth, resistance
to pathogens and increase antioxidant activity. Additionally, the studies conducted in this
paper indicated the positive effect of active compounds extracted from marine algae. It
should be noted that the high antioxidant activity of highbush blueberry fruit confirmed
in the T4 combination may be due to the use of several active compounds obtained from
marine algae and tropical and desert plants in the fertilization program. Interesting research
results were presented by Grazani et al. [41], where the authors stressed the importance
of using biostimulants in the cultivation of Olea europaea to mitigate the effects of abiotic
stresses (high temperature and drought). The effect of preparations with seaweed extracts
was confirmed by higher values in leaf number growth and leaf area, as well as the same
treatments showing positively significant values for antioxidant activity and polyphenol
content. Similar results for ‘Gala Must’ apple fruit were obtained by Nagy et al. [42] indi-
cating that a biostimulant fertilizer formulation containing seaweed extracts significantly
improved antioxidant properties in the studied variety of apples. Ambroszczyk et al. [43]
proved that tomato fruits treated with biostimulation preparations had significantly higher
antioxidant activity compared with fruits not treated with preparations containing marine
algae extracts. In our own experiment, we found a higher content of total polyphenols
in highbush blueberry fruits after application of preparations containing biostimulants
(T4). A similar relationship was confirmed by Mikos-Bielak [44]. The author showed that a
biostimulant obtained from seaweed extracts, when applied to raspberry crops, resulted in
a 30% increase in the polyphenol content of fruits, compared with the control group. As
reported by DeBoer [19], polyphenols in plants not only have a health-promoting effect on
the human body but also perform important defined functions in plant organisms. Many
authors have reported that the use of programs based on seaweed extracts increases the
biological performance of plants, has an anti-stress effect on plants, and strengthens the
defined functions of plant organisms [28,45,46]. In a research paper by Sylvia et al. [47], the
authors evaluated the effects of seaweed extracts on the antioxidant activity and polyphenol
content of fruit, and found a program containing a combination of several biostimulants
to be the most effective. Similar observations were also obtained in the present study.
Mukherjee [48] reported that seaweed is a source of elicitors due to the presence of sev-
eral different polysaccharide compounds they take a direct part in the activation of plant
secondary metabolism pathways and the mobilization of signaling molecules to trigger a
defined response in the plant to a stress factor (biotic or abiotic). Higher concentrations of
health-promoting components and nutrients in agri-horticultural crops following use of
products containing seaweed extracts were found in maize [49], broccoli [50], Arabidop-
sis [51], strawberry [52], grape [53], and spinach [54]. Fan et al. [54] reported that the total
content of phenols, flavonoids and antioxidant compounds in spinach was significantly
higher after treatment with a marine algae extract, as a result of increased activity of, among
other things, chalcone isomerase, which is a key enzyme in the biosynthesis of flavanone
precursors and triggers activation of plant defined compounds. The effect of biostimulant
extracts on the antioxidant properties of highbush blueberry fruit, proven in the present
study, was also confirmed by Bi et al. [55] and Vera et al. [56]. The authors indicated that
the use of brown algae extracts in agricultural crops influenced better assimilation and
concentration of nutrients, increased plant metabolism, the rate of cell division and the
photosynthetic index, which ultimately increased the physiological performance of plants.

5. Conclusions

The experiment showed that fertilizers with biostimulation have a significant effect
on increasing the antioxidant activity of highbush blueberry fruit and the content of total
polyphenols, and also have a significant effect on the content of anthocyanins. A notable
result of the study was the fertilizer program in which various bioactive substances derived
from marine algae and desert plants were used. Therefore, it can be concluded that
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the synergistic effect of the interaction of several biostimulants more effectively affects
the mechanisms regulating plant metabolism, supports physiological functions and, in
particular, activates defined mechanisms. Based on the present study, it can be concluded
that the use of biostimulated products in horticulture has a significant positive impact on
the health-promoting properties of fruits. The mechanisms affecting the concentration
of antioxidants in plant fruits treated with seaweed extracts or bioactive substances still
require further research.
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Czesce 11

Ocena efektywnoS$ci niwelowania stresu suszy w uprawie borowki wysokiej za pomoca
preparatu wdrozeniowego Kaoris
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I1.1. MATERIAL I METODY — OPRACOWANIE DOTYCZACE BADAN
SZKLARNIOWYCH

I1.1.1. Lokalizacja i uklad doswiadczenia

Do$wiadczenie przeprowadzono w 2022 roku w warunkach kontrolowanych (szklarniowych)
w Centre Mondial de I’Innovation Roullier we Francji w Saint Malo.

W doswiadczeniu wykorzystano trzyletnie krzewy boréwki wysokiej ‘Brigitta Blue’. Rosliny
posadzono w plastikowych doniczkach o pojemnosci 10 dm® zawierajacych kwasne podloze
(torfowiec Sphagnum bez nawozdéw, pH (H20) 3,5-4,5, Klasmann-Deilmann GmbH, Geeste,
Niemcy), umieszczonych w szklarni z fotoperiodem 16h/8h (dzien/noc), kontrolowanym przez
dodatkowe o$wietlenie z wysokopreznych lamp sodowych i temperaturg 25°C/20°C dzien/noc.
Podtoze w doniczkach utrzymywano na poziomie 80% wodnej pojemnos$ci polowe]j poprzez
r¢czne podlewanie i1 cotygodniowe dostarczanie pozywki (Tabela 3) przez 5 tygodni do mo-

mentu wprowadzenia deficytu wody.

Tabela 3. Sktad mineralny pozywki

Sktad mineralny pozywki uzywanej do nawadniania

Skladnik  Produkt Sktadnik/doniczka/uzycie

(2
N Siarczan amonu 0,307
P>0s Fosforan potasu 0,231
K>0O Siarczan potasu 0,538
Mg MgSO4, TH20 0,153
Mn MnSO4, HO 0,006
Zn ZnS04, SH20 0,009
B H3BO3 0,001
Cu CuS0q4, 5H,0 0,000
Fe EDTA, 2NaFe, H,O 0,011
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Potowa roslin byta co tydzien opryskiwana preparatem wdrozeniowym Kaoris w st¢zeniu 1%,
trzy razy w odstgpie 1 tygodnia (1 aplikacja tygodniowo). Biostymulator byl rownomiernie
nanoszony na catg rosling. Siedem dni po trzeciej aplikacji produktu, potowa nieopryskiwanych
1 opryskiwanych ro$lin zostala poddana stresowi deficytu wody poprzez zatrzymanie
podlewania do osiggnigcia 40% wodnej pojemnosci polowej (WPP). Uktad doswiadczenia

obejmowat 4 kombinacje:

C - Kontrola - bez biostymulacji, bez deficytu wody;

CS - Stres kontrola - deficyt wody do 40% WPP , bez biostymulacji;

B — Biostymulator, preparat wdrozeniowy Kaoris - bez deficytu wody, biostymulacja;

BS — Stres plus biostymulator, preparat wdrozeniowy Kaoris - deficyt wody do 40% WPP ,

biostymulacja.

I1.1.2. Metody badawcze

I1.1.2.1. Pobieranie materiatu do badan

Analiz¢ aktywnosci katalazy i peroksydazy, zawartosci diladehydu malonowego, wykonano
w mrozonym materiale roslinnym. Przed wprowadzeniem ro$lin w deficyt wody (dzien 0),
pobrano 10 lisci z kazdej rosliny, zamrozono w ciektym azocie, a nast¢pnie przechowywano
w temperaturze -80°C do czasu dalszych analiz. Te procedure powtérzono po 2, 8, 121 15

dniach od wprowadzenia deficytu wody (dzien 0).

I1.1.2.2. Analiza aktywnosci fotosyntetycznej SPAD

Oceng przeprowadzono na materiale §wiezym.

Przed pobraniem materiatu do analiz laboratoryjnych przeprowadzono pomiary losowe aktyw-
nosci fotosyntetycznej SPAD (ang. Soil-Plant Analysis Development, MC-100 Chlorophyll
Meter, Apogee Instruments, Inc.). Pomiar wykonano na 10 li$ciach z jednej ro$liny. Pomiar

SPAD wykonano w dniu 0 oraz po 2, 8, 12 1 15 dniach od wprowadzenia deficytu wody.
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I1.1.2.3. Aktywno$¢ katalazy i peroksydazy

Ekstrakcja: W celu oznaczenia aktywno$ci enzymatycznej, 200 mg sproszkowanej tkanki liscia
ekstrahowano w 100 mM buforze fosforanowym - pH 7 uzupelnionym PVP. Ekstrakt
homogenizowano, a nastepnie wirowano przy 12 000 obrotéw przez 20 minut w temperaturze
4°C. Supernatant zebrano do nowej proboéwki i wykorzystano do kolorymetrycznego

oznaczenia aktywnosci katalazy i1 peroksydazy.

Test katalazy: 50 pL ekstraktu enzymatycznego i 100 uL 10 mM nadtlenku wodoru dodano do
96-dotkowej ptytki. Pltytke mieszano i inkubowano w temperaturze 37°C przez 2 minuty,
a nastepnie dodano roztwor roboczy sktadajacy sie z kobaltu (II), heksametafosforanu sodu
1 weglanu sodu. Plytke ponownie mieszano i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10
minut w ciemnosci, az do uzyskania zielonego koloru. Zmiany absorbancji rejestrowano przy
440 nm wzgledem proby S$lepej. Dysocjacja nadtlenku wodoru jest proporcjonalna

do aktywnoéci enzymu katalazy w uzytej probce. Wyniki podano w pmol/min/g™ §.m.

Test peroksydazy: 10 uL ekstraktu i 100 pL roztworu roboczego (50 mM bufor fosforanowy,
20 mM nadtlenek wodoru i 0,05% gwajakol) dodano do 96-dotkowej plytki. Zmiany
absorbancji rejestrowano przy dtugosci fali 470 nm przez 2 minuty (jeden odczyt co 15 sekund).
Aktywno$¢ peroksydazy mierzono jako utlenianie gwajakolu (g = 26,6 mm™' cm™') w obecnosci

nadtlenku wodoru w ciggu 2 minut. Wyniki podano w pmol/min/g™ §.m.

II.1.2.4. Pomiar dialdehydu malonowego (MDA)

100 mg swiezo zmielonej tkanki liScia ekstrahowano 0,1% rozpuszczalnikiem ekstrakcyjnym
TCA 1 mieszano przez 20 minut w niskiej temperaturze (chronigc przed swiattem). Ekstrakt
odwirowano przy 10000 obrotéw przez 15 minut w temperaturze 4°C, a supernatant oddzielono
1 przefiltrowano przy uzyciu filtra 0,2 um. Przesacz przeniesiono do nowej probowki 1 dodano
I ml odczynnika TBA (kwas tiobarbiturowy), wymieszano 1 inkubowano przez 15 minut
w tazni wodnej w temperaturze 95°C, a nastepnie przez 5 minut w lodzie. Po odwirowaniu przy
10 000 obrotow przez 10 minut w temperaturze 4°C, supernatant przeniesiono na 96-dotkowa
ptytke 1 zarejestrowano zmiany absorbancji przy 440 nm, 532 nm i 600 nm. Ilo§¢ kompleksu
MDA-TBA obliczono przy uzyciu wspétczynnika ekstynkcji 155 mM™' e¢m. Wyniki podano

wmg/g! §.m.
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I1.1.2.5. Analiza sktadnikéw mineralnych w lisciach

Zwartos¢ C, N 1 S oceniano przy uzyciu analizatora elementarnego FLASH 2000 CHNS
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Stany Zjednoczone) zgodnie z instrukcjami

producenta z 2,5 mg homogenizowanego i liofilizowanego materiatu roslinnego.

W przypadku pozostatych pierwiastkow analize¢ przeprowadzono przy uzyciu optycznej
spektrometrii emisyjnej z plazmg indukcyjnie sprzezong (ICP-OES, 5110 VDV, Agilent, CA,
Stany Zjednoczone) z uprzednim trawieniem mikrofalowym probki kwasem
(Multiwave Pro, Anton Paar, Les Ulis, Francja) [8 ml stezonego HNO3, 2 ml H>O2 i 15 ml wody
Milli-Q na 100 mg suchej masy (SM)]. Oznaczenie ilosciowe kazdego pierwiastka przeprowa-
dzono za pomoca zewnetrznej standardowej krzywej kalibracyjnej. Wyniki podano

wmg/g! s.m..

II.1.2.6. Analiza statystyczna

Wyniki  badan  poddano  analizie statystycznej z  wykorzystaniem  metody
jedno- 1 dwuczynnikowej analizy wariancji. Wnioskowanie oparto na poziomie istotnosci
a = 0,05. Wszystkie analizy statystyczne wykonano w programie SAS Enterprise Guide 5.1

(Sas Institute Sp. z 0.0., Warszawa, Polska).
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I1.2. WYNIKI

Wplyw zastosowanych kombinacji nawozowych na aktywnos$¢ enzyméw katalazy i peroksy-
dazy oraz poziom dialdehydu malonowego (MDA) bez czynnika suszy przedstawiono w tabeli
5. Poziom aktywnos$ci katalazy w przeprowadzonym badaniu byl wyzszy po zastosowaniu
preparatu wdrozeniowego Kaoris (kombinacja B) w poréwnaniu do kontroli (kombinacja C),
w wigkszo$ci termindw badania, z wyjatkiem terminu 0. Aktywno$¢ katalazy w roslinach kon-
trolnych wzrosta jedynie w 8 dniu pomiaroéw. Natomiast zastosowanie preparatu Kaoris spo-

wodowato wzrost aktywnosci katalazy w 2, 8 1 12 dniu badan (tabela 5).

Zastosowany w do$wiadczeniu preparat wdrozeniowy Kaoris nie wptynal na poziom dialde-
hydu malonowego (MDA) w badanym materiale roslinnym (tabela 5). Poréwnujac terminy
analiz zanotowano spadek poziomu MDA w 12 dniu badan w roslinach kontrolnych. Natomiast
zawarto$¢ MDA w lisciach roslin opryskiwanych preparatem wdrozeniowym Kaoris zmieniata
si¢ w czasie trwania analiz. Najnizszg wartoscig badanego wskaznika oznaczono w 12 dniu
pomiardéw, zas najwyzsza w terminie 0. Ponadto pomiary w dniu 2, 8 1 15 charakteryzowaty sie

warto$ciami posrednimi dla badanego wskaznika.

Aktywnos¢ peroksydazy nie zmieniata si¢ istotnie po wykonaniu zabiegu preparatem wdroze-
niowym Kaoris (tabela 5). Stwierdzono natomiast réznice zarowno u roslin kontrolnych jak
1 w kombinacji z preparatem wdrozeniowym Kaoris w zaleznosci od terminu pomiaru. Anali-
zujac poszczegdlne terminy badan, najnizszg wartos¢ aktywnos$ci peroksydazy zanotowano
w 15 dniu testow za$ najwyzsza w 12 dniu badan u roslin kontrolnych. Aktywnos¢ peroksydazy
w lisciach ros$lin opryskiwanych preparatem wdrozeniowym Kaoris byta nizsza w 21 15 dniu

za$ wyzsze warto$ci stwierdzono w pozostatych terminach badan.

Wplyw zastosowanego preparatu wdrozeniowego Kaoris na aktywnos$¢ enzymow katalazy
i peroksydazy oraz poziom dialdehydu malonowego (MDA) z czynnikiem suszy przedstawiono
w tabeli 6. Poziom aktywnosci katalazy byt wyzszy w liSciach roslin opryskiwanych prepara-
tem wdrozeniowym Kaoris (kombinacja BS) w porownaniu do roslin kontrolnych (kombinacja
CS), we wszystkich terminach badania. Oceniajgc aktywnos$¢ katalazy w roslinach kontrolnych
stwierdzono nizsze warto$ci badanego wskaznika w 15 dniu testow, niz w pozostatych termi-
nach . Aktywno$¢ katalazy w roslinach traktowanych preparatem wdrozeniowym Kaoris w
okresie trwania do§wiadczenia byta zmienna. Najwyzszg warto$¢ aktywnosci katalazy zanoto-

wano w 12 dniu badania a najnizszg w 15.
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Zastosowane w dos§wiadczeniu zabiegi preparatem Kaoris wptynelty na poziom MDA w bada-
nym materiale roslinnym (tabela 6). Wartos¢ MDA w lisciach, byla wyzsza po zastosowaniu
preparatu wdrozeniowego Kaoris w 2 1 8 dniu pomiaru niz w liSciach kontrolnych. Natomiast
w 15 dniu pomiaru poziom MDA byt o 37% wigkszy w roslinach kontrolnych w stosunku
do krzewéw opryskiwanych preparatem Kaoris. Porownujac poziom MDA w ro§linach nie
traktowanych preparatem Kaoris najwyzsza warto$¢ wskaznika stwierdzono w 15 dniu pomia-
row za$ najnizszg w terminie 0. W roslinach opryskiwanych preparatem wdrozeniowym Kaoris
zawartos¢ MDA zmieniala si¢ w trakcie badan. Wyzsza koncentracje MDA zanotowano w 8

1 15 dniu badania, za$ nizszag w 2 1 12 dniu.

Aktywnos$¢ peroksydazy w roslinach traktowanych 1 nie traktowanych preparatem Kaoris byta
zblizona do 12 dnia badan. Réznice migdzy kombinacjami do§wiadczenia odnotowano jedynie
w 15 dniu badan, stwierdzajac wyzsza aktywnos$¢ peroksydazy w roslinach z kombinacji kon-
trolnej w poréwnaniu do roslin traktowanych preparatem wdrozeniowym. Aktywnos$ci perok-
sydazy w poszczeg6lnych terminach badan nie zmieniala si¢ za wyjatkiem terminu 0, w ktorym
to stwierdzono wyzszg warto$¢ wskaznika niz w pozostatych terminach. W trakcie prowadzo-
nych badan stwierdzono obnizenie si¢ aktywnos$ci peroksydazy w roslinach traktowanych Kao-

ris.
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Tabela 5. Wptyw preparatu wdrozeniowego Kaoris na aktywnos$¢ enzymow oksyredukujacych
oraz na poziom markera stresu oksydacyjnego dialdehydu malonowego (MDA). Kombinacje

bez czynnika suszy.

Kombi- Terminy testow
nacja 0 2 8 12 15 p-value

C 176,62 201,8% 2827 163,6% 162.84% 0.0001
Aktywnos¢ katalazy B 182,44 352,65°  347.4B% 32558  219.5%  0.0001
(umol/min/g"' §.m.)  p-value 0,9733  0,0332  0,0155 0,01048  0.0461

C_ 0,051"° 0,057°° 0,046"° 0,033%%  0.048%° 0.0430
MDA B 0,0484° 0,045 0,0424%®  0,034%*  0.0374%°  0.0767
(mg/g’ §.m.) p-value 09581  0,2407  0,5517  0,5011  0.1344

Akt . C 0,0434% 0,047 0,047%°  0,067%¢  0.0294%  0.0001
yWROSC per- Aa Ab Aa Ab Aa

oksydazy B 0,036 0,063 0,032 0,055 0.021 0.0013
(umol/min/g” §m.) p-value 0,1641 08611  0,0671 00719  0.8391

Objasnienie: duze litery w kolumnie oznaczajg porownanie kombinacji, mate litery w wierszu

oznaczaja porownanie poszczegdlnych dni doswiadczenia.
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Tabela 6. Wptyw preparatu wdrozeniowego Kaoris na aktywno$¢ enzyméw oksyredukujacych
oraz na poziom markera stresu oksydacyjnego dialdehydu malonowego (MDA). Kombinacje z

czynnikiem suszy.

Kombi- Terminy testow

nacja 0 2 8 12 15 p-value

CS 250,4%% 317,24% 29894 2523Ab 199 942 (0004

Aktywnoé¢ katalazy ~ BS  292,1%° 357,080 324,85 374284 234,0%  0,0001
(umol/min/g” §.m.)  p-value 0,0087 0,0419  0,0428  0,0267  0,0366

CS 00324 0,053%  0,043%° 0,042%°  0,097%¢  0,0001
MDA BS  0,055%" 0,053% 0,056 0,048% 0,061""  0,1365
(mg/g"! $.m.) p-value 0,0289 04611  0,0709  0,9436  <0,001

. CS 0,0354°  0,028% 0,019  0,026%%  0,024%%  0,0030
Aktywno$¢ per-
oksydazy BS 0,0454¢ 0,022 0,0354%¢  0,024%°  0,0154*  0,0164
(umol/min/g* §m.) p-value 0,8783  0,8102 0,1436 0,3451 0,0164

Objasnienie: duze litery w kolumnie oznaczajg porownanie kombinacji, mate litery w wierszu

oznaczaja poroOwnanie poszczegdlnych dni doswiadczenia.

Wplyw preparatu wdrozeniowego Kaoris (w kombinacji z czynnikiem suszy i bez) na zawar-
to$¢ azotu 1 wegla w liSciach badanych roslin przedstawiono w tabeli 7. Zastosowany w do-
swiadczeniu preparat Kaoris nie wplynal na zawartos$¢ azotu i wegla. Rowniez w trakcie badan

nie stwierdzono zmian w zawartosci omawianych sktadnikow w czasie.
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Tabela 7. Wptyw preparatu wdrozeniowego Kaoris na zawarto$§¢ azotu i wegla w liSciach

badanych roslin.

Terminy testow

Kombinacja 0 2 8 12 15 p-value

C 21,9%  22,5% 24,148 22,6 A8 24,18 0,4234

Azot B 21,68 2420 23,94 24,45 24,65 0,6353
(mg/g! s.m.) p-value 0,8858  0,3645 0,9833 0,2769 0,8027

C 492,18 499,542 491,28 489,74 492,94 (,2983

Wegiel B 492,68 495,54 490,48 488,54 498,04 0,1150
(mg/g! s.m.) p-value 0,9292  0,1943 0,8462 0,7902 0,1179

CS 22,98 2420 23,344 25,208 23.4% 04315

Azot BS 23,28 2437 24,94 26,748 27,58 0,3346
(mg/g' s.m.) p-value 0,9284  0,9747 0,4348 0,2761 0,225

CS 496,28 495,942 492,98 497242 490,54 0,7723

Wegiel BS 489,74 486,34 495,18 489,142 491,94 0,2152
(mg/g! s.m.) p-value 0,101 0,304 0,6861 0,361 0,8703

Objasnienie: duze litery w kolumnie oznaczajg poréwnanie kombinacji, mate litery w wierszu

oznaczaja poroOwnanie poszczego6lnych dni do§wiadczenia.

W przeprowadzonych badaniach nad wplywem preparatu wdrozeniowego Kaoris na zawarto$¢

chlorofilu w liSciach borowki wysokiej nie wykazano istotnych rdznic pomigdzy badanymi

kombinacjami (tabela 8). W lisciach roslin traktowanych preparatem Kaoris (bez czynnika su-

szy) poziom chlorofilu istotnie wzrdst w 12 1 15 dniu pomiaréw. Podobne relacje obserwowano

w ros$linach poddanych stresowi suszy 1 nietraktowanych preparatem Kaoris. Natomiast w po-

zostatych kombinacjach doswiadczenia nie odnotowano istotnych réznic pomiedzy poszcze-

g6Ilnymi terminami badan.
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Tabela 8. Wptyw preparatu wdrozeniowego Kaoris na zawartos¢ chlorofilu w lisciach badanych

ro$lin wyrazony indeksem intensywno$ci zabarwienia liSci SPAD (Soil Plant Analysis

Development).
Terminy testow
- Kombinacja 0 2 8 12 15 p-value
C 27,34 21,34 30,64 30,142 30,67 0,0550
B 17,848 2434 23 gAa 31,08 36,7A° 0,0198
A p-value 0,8315  0,0532 0,9701 0,5416  0,2461
é CS 21,94 20,048 24440 31,6%° 2824 0,0110
BS 26,244 2794 30448 30,54 247 0,8443
p-value 0,8714  0,7619 0,5779 0,4276  0,5208

Objasnienie: duze litery w kolumnie oznaczaja poréwnanie kombinacji, mate litery w wierszu

oznaczajg porownanie poszczegolnych dni doswiadczenia.

Wplyw zastosowanego preparatu wdrozeniowego Kaoris na akumulacje sktadnikow

mineralnych w li§ciach badanych roslin przedstawiono w tabeli 91 10.

W przeprowadzonych do$wiadczeniu nie wykazano wptywu traktowania preparatem Kaoris na
akumulacje sktadnikéw pokarmowych w li§ciach boréwki wysokiej niezaleznie od wprowa-
dzenia roslin w stres suszy. Jedynie poziom K wzrdost w 121 15 dniu pomiaréw w lisciach roslin

poddanych stresowi suszy i opryskiwanych preparatem wdrozeniowym Kaoris.
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Tabela 9. Wplyw preparatu wdrozeniowego Kaoris na zawartos¢ sktadnikéw mineralnych

w lisciach badanych roslin [mg - g'! s.m.]. Kombinacje bez wptywu suszy.

Kombina- Terminy testow

cja 0 2 8 12 15 p-value
K C 5,694 5,884 6,7942 7,174 6,594 0,3399
B 5,674 6,644 5,894a 6,864 6,4848 0,1796

p-value 0,9751 0,1556 0,3784 0,5651 0,8721
Ca C 7,184 7,2548 5,874a 5,947 6,014 0,2903
B 6,724 6,064 43148 4,274 4,654 0,126

p-value 0,3074 0,399 0,2931 0,442 0,0686
Mg C 2,1642 2,194 1,8042 1,8548 1,93 42 0,2886
B 1,9642 1,8348 1,46 A 1,484 1,344 0,0504

p-value 0,0679 0,0791 0,335 0,1296 0,0566
P C 1,8542 1,784a 1,794a 1,814a 1,664 0,4641
B 1,7442 1,844a 1,814a 1,854a 1,774a 0,9139

p-value 0,5641 0,4813 0,8909 0,6675 0,3411
B C 0,06548 0,0642 0,0543 0,06%2 0,0642 0,8273
B 0,0642 0,06%2 0,0543 0,0543 0,04 42 0,2902

p-value 0,6164 0,3037 0,5974 0,1131 0,0921
Fe C 0,2748 0,324a 0,35%3 0,362 0,344a 0,8405
B 0,2843 0,344a 0,3243 0,3443 0,2243 0,8387

p-value 0,9231 0,8946 0,7533 0,7747 0,2071
Mn C 0,1748 0,184a 0,1742 0,174a 0,163 0,9893
B 0,1843 0,16%2 0,13%8 0,1448 0,114 0,4733

p-value 0,8247 0,6663 0,4842 0,2901 0,1567
S C 3,04 42 2,944a 2,844a 2,994a 2,8542 0,9432
B 2,344a 2,484 2,0742 2,0942 1,9242 0,1373

p-value 0,368 0,1106 0,172 0,122 0,0655
Na C 0,3148 0,3148 0,268 0,3148 0,25%8 0,5613
B 0,2548 0,2542 0,2148 0,19%8 0,164 0,3985

p-value 0,2297 0,1381 0,3321 0,1023 0,2206

Objasnienie: duze litery w kolumnie oznaczajg porownanie kombinacji, male litery w wierszu

oznaczaja porOwnanie poszczegolnych dni do§wiadczenia.
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Tabela 10. Wptyw preparatu wdrozeniowego Kaoris na zawarto$¢ sktadnikdw mineralnych

w lisciach badanych roélin [mg - g s.m.]. Kombinacje z czynnikiem suszy.

Terminy testow

Kombinacja 0 2 8 12 15 p-value

K CS 5,261 5,894a 5,824 6,474 6,465 0,8187
BS 6,874 7,6348 7,728 8,424 9 D7Ab 0,0407
p-value 0,1543 0,1696 0,0978 0,0712  0,0615

Ca CS 5,494 4,9442 3,984 4,584 51148 0,3572
BS 5,454 5,4248 3,961 3,614 3967 0,1519
p-value 0,9625 0,4933 0,9807 0,2796  0,3033

Mg CS 1,724a 1,554a 1,414a 1,514 1,594 0,7064
BS 2,044a 1,964a 1,624a 1,544 1,574 0,2728
p-value 0,3241 0,0813 0,5153 0,8617  0,9484

P CS 1,744a 1,814a 1,794a 1,724 1,514 0,3007
BS 1,744a 1,824a 1,874a 1,944 11,8443 0,9016
p-value 0,9903 0,9703 0,5352 0,4001  0,0562

B CS 0,0543 0,054a 0,0343 0,054 0,054 0,1345
BS 0,0443 0,054a 0,0443 0,0443 0,044 0,2563
p-value 0,3534 0,6887 0,5272 0,3878  0,0571

Fe CS 0,1243 0,224a 0,25%3 0,254 0,314 0,0034
BS 0,2148 0,324a 0,3148 0,264 0,274 0,3411
p-value 0,0914 0,1217 0,5667 0,8629  0,6917

Mn CS 0,164 0,16%2 0,13%8 0,164 0,174 0,7089
BS 0,19%8 0,18%a 0,14%8 0,134 0,154 0,5438
p-value 0,5892 0,5423 0,7204 0,4077  0,4184

S CS 2,044a 2,124a 1,834a 2,024a 1,974 0,6547
BS 2,4942 2,604 2,194a 2,184 2,167 0,7905
p-value 0,1946 0,1718 0,3684 0,7193  0,6477

Na CS 0,2248 0,254a 0,18%8 0,23A 0,277 0,8211
BS 0,3248 0,344a 0,2448 0,24Aa 0,294 0,3896
p-value 0,1866 0,3704 0,3571 0,9545  0,7591

Objasnienie: duze litery w kolumnie oznaczajg porownanie kombinacji, mate litery w wierszu

oznaczajg porownanie poszczegolnych dni doswiadczenia.
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I1.3. DYSKUSJA

Obnizenie poziomu MDA, wzrost H>0, wzrost aktywnosci enzymow oksyredukujacych,
zwiazkow fenolowych 1 kwasu abscysynowego (ABA) nalezg do gldownych mechanizmow
obronnych ros$lin podczas ekspozycji na stres suszy (Min i in. 2019; Cramer 2011). Stres suszy
W znaczny sposOb ogranicza plonowanie roslin uprawnych i jakos¢ owocow a biostymulatory
wydajg si¢ by¢ skutecznym narzedziem do niwelowania wplywu stresu abiotycznego roslin
(Drobek 1 in. 2019). Uzyty w doswiadczeniu preparat wdrozeniowy Kaoris zawiera wyciagi
z alg morskich. Ekstrakty z wodorostow zawieraja skladniki odzywcze, stymuluja wzrost
ro$lin, fotosynteze oraz tolerancje na stresory a tym samym poprawiaja plonowanie i jakos¢
owocow (Sharma i in. 2013). Katalaza oraz peroksydaza sg neutralizatorami reaktywnych form
tlenu (RFT) powstatych na skutek stresu suszy (Molassiotis 2006). Nagromadzenie RFT
w komorkach roslinnych prowadzi do peroksydacji lipidéw i trwalego uszkodzenia $ciany
komoérkowej (Ashraf 2009; Hosseini i in. 2022). W wyniku przeprowadzonego badania
stwierdzono znacza akumulacje markera stresu oksydacyjnego (MDA) w komorkach roslin nie
opryskiwanych biostymulatorami. W poréwnaniu do kombinacji, w ktorej czynnika suszy nie
zastosowano, wartos¢ tego parametru byta o potowe mniejsza. Badanie potwierdza pozytywny
wplyw preparatu wdrozeniowego Kaoris na zmniejszenie poziomu zawartosci szkodliwego
MDA w komorkach roslinnych. W badaniach przeprowadzonych przez Mansori
11in. (2019) odnotowano korzystny efekt zastosowania ekstraktow z alg morskich na obnizenie
stezenia MDA w liSciach roslin poddanych stresowi suszy. Wedlug licznych opracowan,
biostymulatory oparte na wyciggach z alg morskich indukujg aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych (Mansori i in. 2019; Molnar 1 in. 2022). Wedtug wynikow badan wtasnych
poziom aktywnosci katalazy byl wyraZznie wyzszy w kombinacji, w ktdrej wprowadzono czyn-
nik stresu oraz preparat wdrozeniowy Kaoris, w stosunku do kombinacji kontrolnej. Tg sama
zalezno$¢ zaobserwowano w kombinacjach, gdzie nie wprowadzono czynnika suszy. Rosliny
opryskiwane biostymulatorem mialy wyzszy potencjal aktywnosci oksyredukujacej niz te w
ktérych zastosowano jedynie sktadniki pokarmowe bez biostymulacji. ZaleznoS$ci tej nie po-
twierdzono w przypadku aktywnosci peroksydazy, jej poziom wzrastat wraz z okresem trwania
eksperymentu cho¢ poziom aktywnosci tego enzymu byt podobny w obu kombinacjach z i bez
preparatu wdrozeniowego Kaoris. Zaréwno katalaza 1 peroksydaza sg dobrym markerem stre-
sow roslinnych, jednak warto zauwazy¢, ze aktywno$¢ zaréwno katalazy jak i peroksydazy w

ros$linach moze rozni¢ si¢ w zaleznosci od gatunku, warunkéw $Srodowiskowych i typu stresu
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(Spann i Little 2011). Stres suszy moze powodowac zotknigcie liSci poprzez degradacj¢ chlo-
rofilu (Baker 1996). Wedtug Goiii i in. (2018), rosliny uprawne poddane stresowi suszy i
opryskiwane wyciggami z alg morskich, odznaczaly si¢ wyzszym poziomem chlorofilu. Bada-
nia wykonane w niniejszej pracy nie wskazuja na wpltyw zastosowanego preparatu wdrozenio-
wego Kaoris na zawarto$¢ chlorofilu w lisciach (SPAD). Khan i in. (2009) donosza, ze dolistne
zabiegi wyciggami z alg morskich wplywaja na wzrost plonowania i jako$ci owocoéw w takich
gatunkach jak winorosl, truskawka, pomidor czy kukurydza, co autorzy tacza z wyzszg zawar-
toscig sktadnikéw pokarmowych w liSciach. Mancuso 1 in. (2006) wykazali, ze zastosowanie
ekstraktu z wodorostow na winorosli zwickszyto akumulacj¢ N, P, K, Zn i Mg. Wptyw zasto-
sowanego w do§wiadczeniu wlasnym preparatu wdrozeniowego Kaoris na zawarto$¢ sktadni-
kéw pokarmowych w lisciach borowki wysokiej w warunkach szklarniowych, nie zostat
potwierdzony. Skuteczno$¢ dziatania preparatow biostymulujacych jest zalezna od warunkow
srodowiskowych, w jakich rosliny rosng (Singh 2014). Pomi¢dzy warunkami polowymi
a warunkami w szklarni mogg wystepowac réznice wptywajace na efektywno$¢ dziatania bio-
stymulatorow. Warunki klimatyczne w szklarni sa kontrolowane, co ogranicza wystgpowanie
stresOw Srodowiskowych. W warunkach polowych ro$liny sg bardziej narazone na zmienne
warunki pogodowe, takie jak nastonecznienie o rdéznej intensywnosci, zmienne i ekstremalne
temperatury, brak opadéw deszczu. Biostymulujace zwiagzki aktywne dziatajg jako wsparcie dla
ros$lin w okresach stresu, dlatego efekty ich dzialania moga by¢ bardziej dostrzegalne w uprawie

ros$lin w warunkach polowych.
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7. WNIOSKI

W 2022 roku wprowadzono do obrotu handlowego preparat wdrozeniowy Kaoris.

Na podstawie uzyskanych w niniejszej pracy wynikéw, sformutowano nastepujace wnioski,

bedace odpowiedzig na postawione hipotezy badawcze.
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1.

Zastosowanie preparatow z biostymulacja zwigksza plonowanie i jako$¢ owocow
borowki wysokiej.

Pojedynczo stosowany w doswiadczeniu polowym preparat Kaoris na roslinach
wieloletnich, dziata na podobnym poziomie jak preparat Maxifruit.

Najwyzsze plonowanie i jako$¢ owocow uzyskuje si¢ po zastosowaniu peilnego
programu nawozenia z biostymulacja.

Aktywno$¢ przeciwutleniajgca i zawarto$¢ polifenoli ogétem wykazuje tendencje
wzrostowa w owocach po zastosowaniu preparatu wdrozeniowego Kaoris.

Potencjal przeciwutleniajagcy owocoéOw zwicksza si¢ po zastosowaniu pelnego
programu biostymulacji.

Preparat wdrozeniowy Kaoris redukuje negatywne skutki stresu, poprzez wzrost
aktywnosci katalazy 1 peroksydazy w lisciach.

Zastosowanie preparatu wdrozeniowego Kaoris nie wptywa na zawarto$¢ chlorofilu

oraz skladnikow mineralnych w lisciach.
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