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Streszczenie

Nawozenie azotem jest kluczowym czynnikiem majagcym wplyw zardwno na
wydajno$¢ prowadzonej produkcji rolnej oraz jakos¢ uzyskanego plonu. Nawozy mineralne sa
gléwnym zrodlem azotu, a ich aplikacja na grunty orne przyczynia si¢ do wzbogacenia gleb
w skladniki pokarmowe, ktore sa niezbgdne do prawidlowego wzrostu uprawianych roslin.
Mocznik jest nawozem mineralnym, ktory zawiera azot w najwyzszym stezeniu — 46%. Szacuje
sie, ze udzial nawozéw mocznikowych w catkowitym, $wiatowym zuzyciu nawozoéw
mineralnych przekracza 50%. Wykorzystanie nawozéw mocznikowych do nawozenia po6l
uprawnych zwigzane jest z niekorzystnym zjawiskiem emisji amoniaku z nawozonej gleby,
ktora skutkuje nieefektywnym wykorzystaniem dostarczonej roslinom dawki azotu, a co za tym
idzie zmniejszeniem efektywnosci ekonomicznej prowadzonych upraw. Dane szacunkowe
dotyczace emisji amoniaku do atmosfery mowig o 60% poziomie strat N, ktory zalezny jest od
wielu czynnikéw glebowych i klimatycznych.

Rozporzadzenie NEC — Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady Unii Europejskiej
2016/2284 z dnia 14 grudnia 2016 r. w sprawie redukcji krajowych emisji niektorych rodzajow
zanieczyszczen atmosferycznych zmienito dyrektywe 2003/35/WE Parlamentu Europejskiego
i Rady z dnia 26 maja 2003 r. i jednoczesnie uchylito dyrektywe 2001/81/WE Parlamentu
Europejskiego i Rady z dnia 23 pazdziernika 2001 r., co doprowadzito do ograniczenia
mozliwos$ci stosowania na terenie Unii Europejskiej zarowno mocznika, jak i nawozéw na nim
opartych, w zwigzku z poziomem emisji towarzyszacych stosowaniu wspomnianych nawozow.

Grupa Azoty Zaktady Azotowe ,,Putawy” S.A., jako glowny producent mocznika,
musiala wigc podja¢ dziatania majace na celu ograniczenie emisji amoniaku do poziomu
akceptowalnego w Rozporzadzeniu NEC. Jednym ze sposobow wprowadzenia w zZycie
wspomnianych wyzej zmian jest zastosowanie inhibitorow ureazy, ktore w potaczeniu
z nawozem datyby gotowy produkt mozliwy do zastosowania w rolnictwie. W zwigzku
z faktem, iz dotychczas nie poznano potencjalnie negatywnych konsekwencji wynikajacych
z dlugotrwatego stosowania komercyjnie dostepnych inhibitoréw ureazy, Grupa Azoty
Zaktady Azotowe ,,Putawy” S.A. rozpoczeta prace nad poszukiwaniami substancji naturalnych,
nieszkodliwych dla srodowiska, ktorych aplikacja razem z wytwarzanymi w Grupie Azoty
produktami nawozowymi umozliwitaby redukcj¢ emisji amoniaku.

Pierwszy etap prac realizowanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej obejmowat
selekcje surowcow roslinnych, ktore zawieratyby w sobie substancje powodujgce zahamowanie

aktywnos$ci ureazy. Nastgpnie, przeprowadzono 2 etapy badan laboratoryjnych, tj. badania



inkubacyjne oraz badania wazonowe. W obu wspomnianych do§wiadczeniach wykorzystano
dwa typy gleby o zroznicowanych wlasciwosciach — glebe plowa o skladzie
granulometrycznym gliny piaszczystej (pH 5,4) oraz glebe bielicowa o skladzie
granulometrycznym piasku gliniastego (pH 7,4). W trakcie trwania obu eksperymentoéw
utrzymywano stalg wilgotnos¢ podtoza odpowiadajaca wartosci sity ssacej gleby (pF) 1,9.

W 14-dniowym dos$wiadczeniu inkubacyjnym zweryfikowano wptyw 6 ekstraktow
roslinnych (otrzymanych z owocow trzech gatunkow roslin: borowki, maliny oraz morwy
czarnej w dwoch stezeniach, tj. 10% i 25%) na emisje amoniaku. Pomiar emisji amoniaku
przeprowadzono z wykorzystaniem analizatora GASMET DX 4040 dzialajacego w oparciu
o metode spektroskopii absorpcyjnej w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR). Dawka
nawozu mocznikowego (granulowany mocznik) zaaplikowana w doswiadczeniu tacznie z
badanymi ekstraktami ro$linnymi wynosita 240 kg N ha®. NiemalZze wszystkie badane
ekstrakty roslinne spowodowaly istotne obnizenie emisji NHs. Ponadto, eksperyment
inkubacyjny dostarczyt informacji na temat wplywu wspomnianych ekstraktow roslinnych na
aktywno$¢ enzymu ureazy oraz zawarto$¢ réznych form azotu (ogdlnego, azotanowego
i amonowego) w glebie. Aktywno$¢ ureazy byta zalezna zardwno od typu gleby wykorzystanej
do przeprowadzenia doswiadczenia, rodzaju aplikowanego ekstraktu, jak 1 terminu poboru
probek. Zaobserwowano roéwniez wpltyw badanych ekstraktow na zawartos¢ azotu
azotanowego i amonowego w glebie. Na podstawie uzyskanych wynikow wytypowano
najbardziej skuteczne ekstrakty roslinne, tj. 25% ekstrakt z borowki (redukcja skumulowanej
emisji NHz w zakresie 49-90% w pordéwnaniu do kontroli, w zaleznosci od typu gleby uzytej
w badaniach) oraz 10% ekstrakt z morwy czarnej (78-87%), ktorych skutecznos$¢ sprawdzono
nastepnie W badaniach wazonowych.

Doswiadczenie wazonowe, w ktorym wykorzystano pszenice jara odmiany Rusatka
prowadzono do fazy ktoszenia pszenicy, przez okres 67 dni. Ilo$¢ azotu zaaplikowana do gleby
w eksperymencie wynosila facznie 140 kg N hal i zgodnie z zaleceniami Kodeksu Dobrej
Praktyki Rolniczej opracowanego przez Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa PIB
zostala podzielona na dwie dawki (aplikowane lacznie z badanymi ekstraktami roslinnymi).
Pierwsza dawka wynoszaca 90 kg N ha zostata zastosowana przedsiewnie, natomiast druga
dawke wynoszaca 50 kg N ha™! zaaplikowano w fazie strzelania w zdzblo. W doéwiadczeniu
wazonowym przeprowadzono 13-dniowy pomiar emisji amoniaku z gleby, co wiecej,
okreslono wplyw badanych ekstraktow na: aktywnos¢ ureazy i zawarto$¢ réznych form azotu
w probkach gleby, zawarto§¢ makroelementdow i chlorofilu w cze$ciach nadziemnych ro$liny

oraz natgzenie procesu fotosyntezy. Dodatkowo przeprowadzono sekwencjonowanie nowej



generacji, ktore dostarczylo informacji nt. wptywu ekstraktow z borowki i morwy czarnej na
mikroorganizmy glebowe (bakterie i grzyby). Wptyw ekstraktow na emisj¢ amoniaku z gleby
w do$wiadczeniu wazonowym uzalezniony byt od typu gleby. Wyniki badan przedstawionych
W niniejszej pracy potwierdzity skuteczno$¢ badanych ekstraktow roslinnych w redukc;ji emisji
NH3 do $rodowiska (zmniejszenie skumulowanej emisji amoniaku 0 31% i 40% w stosunku do
kontroli przy aplikacji odpowiednio 25% ekstraktu z boréwki oraz 10% ekstraktu z morwy
czarnej) w przypadku gleby bielicowej. Zaobserwowano wplyw ekstraktow roslinnych na
zawarto$¢ azotu amonowego w glebie oraz makrosktadnikow w roslinach. Uzyskane wyniki
sekwencjonowania nowej generacji wskazuja na mozliwos¢ modyfikacji struktury i liczebnosSci
mikroorganizméw w glebie za pomocg ekstraktow roslinnych stosowanych 1gcznie

Z mocznikiem.



Abstract

Nitrogen fertilization is a key factor influencing both the efficiency of agricultural
production and the quality of the obtained crop. Mineral fertilizers are the main source of
nitrogen, and their application to arable land contributes to enriching the soil with nutrients that
are necessary for the proper growth of cultivated plants. Urea is a mineral fertilizer that contains
nitrogen in the highest concentration - 46%. It is estimated that the share of urea fertilizers in
the total global consumption of mineral fertilizers exceeds 50%. The use of urea fertilizers to
fertilize agricultural fields is associated with the unfavorable phenomenon of ammonia
emission from the fertilized soil, which results in ineffective use of the nitrogen dose supplied
to the plants, and thus reduces the economic efficiency of the crops. Estimated data of ammonia
emissions into the atmosphere indicate a 60% level of N losses, which depends on many soil
and climate factors.

Directive (EU) 2016/2284 of the European Parliament and of the Council of
14 December 2016 on the reduction of national emissions of certain atmospheric pollutants,
amending Directive 2003/35/EC of the European Parliament and of the Council of 26 May 2003
and repealing Directive 2001/81/EC of the European Parliament and of the Council of
23 October 2001, which led to restrictions on the use of both urea and fertilizers based on it in
the European Union, due to the level of emissions associated with the use of the mentioned
fertilizers.

Grupa Azoty Zakltady Azotowe "Putawy" S.A., as the main producer of urea, had to take
action to reduce ammonia emissions to the level acceptable in the NEC Regulation. One way
to implement the changes mentioned above is to use urease inhibitors, which, combined with
fertilizer, would create a finished product that can be used in agriculture. Due to the fact that
no potentially negative consequences resulting from long-term use of commercially available
urease inhibitors have been identified so far, Grupa Azoty Zaktady Azotowe "Putawy" S.A. has
started to work in order to find out for natural substances that are harmless to the environment,
the application of which, together with fertilizer products manufactured by the Azoty Group,
would enable the reduction of ammonia emissions.

The first stage of work carried out as part of this doctoral dissertation included the
selection of plant raw materials that would contain substances that inhibit the activity of urease.
Then, two stages of laboratory tests were carried out, i.e. incubation tests and pot tests. In both
mentioned experiments, two types of soil with different properties were used - luvisols with
a granulometric composition of sandy clay (pH 5.4) and podzolic soil with a granulometric



composition of clayey sand (pH 7.4). During both experiments, a constant substrate humidity
was maintained, corresponding to the soil suction force (pF) value of 1.9.

In a 14-day incubation experiment, the influence of 6 plant extracts (obtained from the
fruits of three plant species: blueberries, raspberries and black mulberries in two concentrations,
I.e. 10% and 25%) on ammonia emission was verified. Ammonia emissions were measured
using the GASMET DX 4040 analyzer based on the Fourier transform infrared absorption
spectroscopy (FTIR) method. The dose of urea fertilizer (granulated urea) applied in the
experiment together with the tested plant extracts was 240 kg N ha™*. Almost all tested plant
extracts resulted in a significant reduction in NHs emissions. Moreover, the incubation
experiment provided information on the influence of the mentioned plant extracts on the activity
of the urease enzyme and the content of various forms of nitrogen (total, nitrate and ammonium)
in the soil. Urease activity depended on the type of soil used for the experiment, the type of
extract applied, and the date of sampling. The influence of the tested extracts on the content of
nitrate and ammonium nitrogen in the soil was also observed. Based on the results obtained,
the most effective plant extracts were selected, i.e. 25% blueberry extract (reduction of
cumulative NHz emissions in the range of 49-90% compared to the control, depending on the
type of soil used in the research) and 10% black mulberry extract ( 78-87%), the effectiveness
of which was then checked in pot tests.

A pot experiment using spring wheat of the Rusatka variety was conducted until the
earing phase of wheat for a period of 67 days. The amount of nitrogen applied to the soil in the
experiment was a total of 140 kg N ha™ and, in accordance with the recommendations of the
the code of good agricultural and forest practice developed by the Institute of Soil Science and
Plant Cultivation — State Research Institute, it was divided into two doses (applied together with
the tested plant extracts). The first dose of 90 kg N ha* was applied before sowing, while the
second dose of 50 kg N ha* was applied during the shooting phase. In a pot experiment, a
13-day measurement of ammonia emissions from the soil was carried out. Moreover, the
influence of the tested extracts on: urease activity and the content of various forms of nitrogen
in soil samples, the content of macroelements and chlorophyll in the above-ground parts of the
plant and the intensity of the photosynthesis process were determined. Additionally,
next-generation sequencing was performed, which provided information on the impact of
blueberry and mulberry extracts on soil microorganisms (bacteria and fungi). The influence of
extracts on ammonia emission from soil in the pot experiment depended on the soil type. The
results of the research presented in this study confirmed the effectiveness of the tested plant

extracts in reducing NH3z emissions into the environment (reducing the cumulative ammonia



emission by 31% and 40% compared to the control when applying 25% blueberry extract and
10% black mulberry extract, respectively) in the case of podzolic soil. The influence of plant
extracts on the content of ammonium nitrogen in the soil and macronutrients in plants was
observed. The obtained results of next-generation sequencing indicate the possibility of

modifying the structure and number of microorganisms in the soil using plant extracts used
together with urea.
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1. Wstep

Staty przyrost ludnosci na $wiecie niesie za sobg liczne konsekwencje, nalezy wigc
zrobi¢ wszystko co jest mozliwe, aby zwiekszy¢ wydajnos¢ produkeji w takim stopniu, aby
zaspokoila ona stale rosngce zapotrzebowanie zywnosciowe ludzkosci. Ograniczona ilo$¢
uzytkow rolnych wymusza na producentach nawozow konieczno$¢ rozwoju sektora nawozow
mineralnych, ktore sg najchetniej stosowane przez europejskich rolnikow.

Mocznik jest jednym z najbardziej powszechnie stosowanych nawozéw na Swiecie.
W 2021 roku, globalna produkcja tego nawozu osiggneta poziom 180 miliondw ton
(https://www.statista.com/statistics/1287037/global-urea-production-by-region/). Uzycie
nawozOw na bazie mocznika niesie za sobg negatywna konsekwencje, jaka jest emisja
amoniaku do $rodowiska. W zwigzku z tym wprowadzany jest szereg regulacji prawnych,
ktorych nadrzednym celem jest dbanie o $rodowisko naturalne.

Rozporzadzenie NEC - DYREKTYWA PARLAMENTU EUROPEJSKIEGO | RADY
(UE) 2016/2284 z dnia 14 grudnia 2016 r. w sprawie redukcji krajowych emis;ji niektorych
rodzajow zanieczyszczen atmosferycznych, zmiany dyrektywy 2003/35/WE oraz uchylenia
dyrektywy 2001/81/WE prowadza do ograniczenia mozliwo$ci stosowania na terenie Unii
Europejskiej zaréwno mocznika, jak 1 nawozdéw na nim opartych. Jest to zwigzane
z koniecznos$cig bardzo znacznego ograniczenia emisji amoniaku. Rozporzadzenie NEC
wskazuje sposoby redukcji emisji amoniaku z nawozow nieorganicznych, w tym zastgpienie
nawozow na bazie mocznika nawozami na bazie azotanu amonu oraz dopuszczenie do dalszego
stosowania nawozOw na bazie mocznika wylacznie z wykorzystaniem metod stuzacych
zmniejszeniu emisji amoniaku o co najmniej 30% w poréwnaniu do roku 2005. Jedng z metod
obnizenia poziomu emisji amoniaku z nawozOw na bazie mocznika jest zastosowanie
inhibitorow ureazy czy nitryfikacji (dyrektywa NEC).

Inhibitory ureazy zapobiegaja lub hamujg na pewien okres przemiane¢ azotu amidowego
w moczniku do wodorotlenku amonowego i amoniaku poprzez hydrolityczne dzialanie enzymu
ureaza. Poprzez spowolnienie stopnia hydrolizy mocznika w glebie, straty zwigzane
z uwalnianiem si¢ amoniaku sg zredukowane. Dlatego efektywno$¢ mocznika oraz nawozow
azotowych zawierajgcych mocznik jest podwyzszona, a negatywny wplyw na srodowisko,
zwigzany z ich stosowaniem jest zmniejszony.

Zwiazki chemiczne okreslane jako inhibitory ureazy musza spelnia¢ wymagania
nietoksycznosci, skutecznosci przy niskich stezeniach, stabilno$ci oraz kompatybilnosci

z mocznikiem (statym oraz cieklym), a takze musza by¢ degradowalnym w glebie i niedrogim
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komponentem nawozowym. Celem inhibitoréw ureazy jest ograniczenie ilo$ci
uwalnianego amoniaku, co spowoduje wydtuzenie czasu dziatania nawozu na roéliny, a tym
samym zwi¢kszenie jego wydajnosci 1 efektywnosci. Wyniki wigkszosci dotychczas
przeprowadzonych badan dotyczgcych stosowania nawozow azotowych czy nawozow
organicznych zawierajacych inhibitory ureazy wskazujg, ze ich aplikacja do gleby,
w porownaniu z nawozami bez inhibitoréw, charakteryzuje si¢ nizszymi stratami azotu.
Bezposrednio widocznym efektem ich dziatania jest zwiekszenie uzyskanego plonu poprzez
zwickszenie dostepnos$ci azotu (Morales-Morales i in., 2019).

Alternatywa dla syntetycznych, najbardziej popularnych inhibitorow wystepujacych na
rynku takich jak: triamid kwasu N-(n-butylo) tiofosforowego (NBPT), triamid kwasu
N-(n-propylo) tiofosforowego (NPPT) czy fosforan-3,4-dimetylo pirazolu (DMPP) moglyby
by¢ inhibitory pochodzenia naturalnego. Zastosowanie komponentéw naturalnych do
wytworzenia innowacyjnych nawozéw o obnizonej emisji amoniaku pozwolitoby
wyeliminowa¢ zarowno negatywny wplyw nawozow mineralnych, jak réwniez potencjalnie
szkodliwy wptyw inhibitorow syntetycznych na srodowisko (Zanin i in., 2015). Substancje
pochodzenia naturalnego, ktore mogtyby by¢ wykorzystywane jako naturalne inhibitory ureazy
to ekstrakty ro$linne, pozostatlosci po przetwarzaniu, czy produkty metabolizmu
mikroorganizmoéw. Przyktady roslin, z ktorych otrzymano ekstrakty lub wyizolowano
substancje aktywne, co do ktérych udowodniono dziatanie hamujgce procesy przemian azotu
w glebie to: akacja (Acacia decurrens), migdatecznik chebutowiec (Terminalia chebula),
sosna kalifornijska (Pinus radiate), czosnek pospolity (Allium sativum), cebula zéita
i biata (Allium cepa), czy por (Allium porrum).

Producenci nawozéw na bazie mocznika stoja przed nie lada wyzwaniem, ktérego
celem jest opracowanie nowych formulacji nawozoéw, ktére beda charakteryzowaly si¢ nizsza
emisja NHs, a takze wyzsza wydajno$cia stosowanych nawozow. Istniejg komercyjnie dostgpne
substancje, ktore spetniajg te wymogi. Najwigkszg trudno$¢ stanowi opracowanie sposobu
polaczenia nawozu z inhibitorem, tak aby uzyska¢ jak najlepsza formulacje, ktora speini

oczekiwania zardwno producenta, jak i odbiorcow.
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2. Przeglad literatury

2.1. Zrédla azotu w przyrodzie

Azot jest pierwiastkiem niezbednym do zycia, wystepujacym w glebie w réznych
formach, ktore poddawane sg licznym przemianom sktadajacym sie na cykl obiegu azotu w
przyrodzie (Rysunek 1). Pierwotnym zrodtem azotu dla wyspecjalizowanych bakterii i roslin
tworzacych z nimi ukltady symbiotyczne jest atmosfera. Gazowa posta¢ azotu przeksztalcana
jest w zwigzki chemiczne, ktére moga by¢ dalej wykorzystane przez zywe organizmy.
Mikroorganizmy pelnig niebywale wazng role w przebiegu licznych procesow zwigzanych
z przemianami azotu. Bakterie z rodzaju Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium,
Mesorhizobium sg przyktadami bakterii symbiotycznych wigzacych azot. Azot moze by¢
przyswajany rowniez przez zyjace w glebie organizmy niesymbiotyczne, nalezace do zardwno
mikroorganizmow tlenowych, jak i beztlenowych, takich jak: Azotobacter, Azospirillium,
Clostridium, Arthrobacter, Pseudomonas, Aerobacter, Flavobacterium, Azomonas, Bacillus,
Beijerinckia i cyjanobakterie (szczegodlnie z rodzaju Anabaena i Nostoc). Niektore z bakterii
zdolnych do przyswajania azotu czasteczkowego (N2) sa wykorzystywane w bionawozach, jako

zrodto azotu dla upraw (Chittora i in., 2020; Veresoglou i Menexes, 2010).
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Rysunek 1 Cykl obiegu azotu w przyrodzie, T. Uminski ,,Ekologia, srodowisko, przyroda”,

1995.
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Wigkszo$¢ azotu, ktora trafia z atmosfery do biosfery, jest wynikiem dziatalnosci
bakterii azotowych, np. z rodzaju Rhizobium, wystgpujacych w brodawkach korzeni roslin
bobowatych, ktorych charakterystyczng cechg jest to, ze posiadaja enzym nitrogenaze, petniacy
role katalizatora reakcji gazowego azotu z wodorem. Produktami tej reakcji sg amoniak (NH3)
oraz glutamina.

Bakterie nitryfikacyjne utleniaja do azotynow i azotanow czg¢$¢ amoniaku, ktora trafia
bezposrednio do gleby. Systemy korzeniowe roslin sg przystosowane do pobierania aniono6w
azotynowych (NO2’), azotanowych (NOg3") i kationow amonowych (NH4"). Zwierzeta nie sg
zdolne do przeksztatcania azotu z atmosfery, produkuja jednak amoniak, ktory jest uwalniany
do s$rodowiska i wykorzystywany przez bakterie nitryfikacyjne, badz wykorzystywany
W procesie ammonax, w wyniku ktorego amoniak przeksztatcany jest w gazowy azot.

Immobilizacja, czyli konwersja azotu nieorganicznego do organicznego jest
kluczowym procesem zachodzacym podczas obiegu azotu W przyrodzie. Odwrotny proces,
czyli mineralizacja zachodzi w wyniku dziatalno$ci mikroorganizméw. Tempo zachodzenia
obu wspomnianych proceséw wzrasta wraz ze wzrostem temperatury i wilgotnosci gleby. Jony
amonowe, ktore nie zostaly wykorzystane w procesie immobilizacji sg przeksztalcane w jony
azotanowe w dwustopniowym procesie nitryfikacji, ktory opiera si¢ na dziataniu bakterii
z rodzaju Nitrosomonas zamieniajacych jony NH4™ w jony azotynowe oraz bakterii z rodzaju
Nitrobacter, odpowiedzialnych za konwersje jonéw NO2 do NOs'.

Wspomniany cykl biogeochemiczny opisuje cyrkulacje¢ azotu i jego zwiazkow
w biosferze. Atmosfera ziemska sktada si¢ w 78% z azotu 1 jest zaroOwno zrddiem tego
pierwiastka dla biosfery, jak 1 miejscem, do ktorego jest uwalniany. Zwigzki azotu, zarowno
organiczne, jak 1 nieorganiczne uczestnicza we wszystkich wazniejszych procesach
biochemicznych — sa skladnikiem aminokwaséw tworzacych biatka, zasad azotowych
nukleotydow budujacych DNA i RNA, oraz chlorofilu biorgcego udziat w procesie fotosyntezy.

Innym zrédtem azotu w glebie sg nawozy mineralne pochodzace z surowcow kopalnych
lub tez powstajace w wyniku proceséw produkcyjnych, np. w trakcie produkcji amoniaku
w procesie Habera-Boscha, w ktorym azot jest asymilowany z powietrza. Zastosowanie
nawozow mineralnych bedacych zrodtem azotu w rolnictwie jest konieczne do uzyskania
wysokich plonéw, jest rowniez Zrédtem znaczacych zanieczyszczen majacych wplyw na stan
srodowiska naturalnego (Basosi 1 in., 2014). Bioragc pod uwage fakt, iz popyt na nawozy
mineralne stale ro$nie, jest to niewatpliwie szczegdlnie istotne zagadnienie w kontek$cie
zarowno dostarczania azotu do $rodowiska, jak i emisji amoniaku. Organizacja Narodow

Zjednoczonych do spraw Wyzywienia i Rolnictwa (Food and Agriculture Organization of the
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United Nations, FAO) opublikowata dane dotyczace zuzycia nawozdw mineralnych, z ktorych
jasno wynika, ze zuzycie nawozow NPK jest coraz wigksze (FAO, 2019).

Nawozy mineralne mogg by¢ produkowane zarowno z materiatdéw kopalnianych, jak
1 wytwarzane na drodze syntezy chemicznej. Wyrozniamy nawozy jednosktadnikowe oraz
wielosktadnikowe. Do najwazniejszych sktadnikow nawozoé6w mineralnych naleza: azot (N),
fosfor (P), potas (K), wapn (Ca), magnez (Mg) oraz siarka (S). Zrédtem azotu oraz innych
sktadnikow pokarmowych mogg by¢ takze materialy organiczne takie jak: obornik zwierzecy,
odpady organiczne czy resztki pozniwne (Litskas, 2023). Zawarto$¢ azotu rdzni si¢
w zalezno$ci od zroédta pochodzenia resztek pozniwnych, rosliny straczkowe sg bogatsze w azot
niz inne rosliny uprawne (Kalembasa i in., 2020).

Nawozy zawierajg azot wystepujacy w trzech formach — azotanowej (saletrzanej,
N-NOs), amonowej (N-NH4") oraz amidowej (mocznikowej, N-NH>). Sposéb dziatania kazde;j
z nich jest odmienny, a uzycie nawozu bedacego zroédlem konkretnej formy azotu powinno
zosta¢ dostosowane do potrzeb uprawianych roslin.

Azot w formie saletrzanej wystepuje w nawozach w postaci saletry sodowe;j,
magnezowej, wapniowej i potasowej. Stosowany jest poglownie w okresie intensywnego
wzrostu ro$lin. Zastosowanie azotu azotanowego wspomaga pobieranie jonow zasadowych
magnezu (Mg?®"), wapnia (Ca®") i potasu (K*). Forma azotanowa azotu moze by¢ latwo
wymywana w glebsze warstwy gleby, a co za tym idzie moze z latwoscia przedostaé si¢ do
zbiornikow wodnych (Kowal, 2009).

Pobieranie jonéw amonowych przez rosliny opiera si¢ na wymianie jONOWwe].
Wydzielenie do gleby jonéw wodorowych (H") powoduje miejscowe obnizenie pH. Przewagg
jonéw amonowych nad innymi formami azotu jest fakt, iz moga by¢ one bezposrednio
wbudowywane w aminokwasy w korzeniach roslin powodujac ich wzrost oraz to, Ze nie istnieje
ryzyko nagromadzenia si¢ w roslinie jonow amonowych, tak, jak ma to miejsce w przypadku
form azotanowej 1 azotynowej. Istotny jest fakt, iz w glebie o temperaturze przekraczajacej
10°C jony amonowe ulegaja procesowi nitryfikacji, w wyniku ktérego sg przeksztatcane do
formy azotanowej, a ich obecno$¢ sprzyja pobieraniu fosforu.

Azot w formie amidowej, dostarczany z nawozdéw mocznikowych nie wptywa
bezposrednio na zmian¢ pH gleby. Dopiero po procesie hydrolizy mocznika, w wyniku
dziatania ureazy glebowej, dzieki ktorej jest przeksztatcany w forme¢ amonowg moze wptynaé
na miejscowe zakwaszenie gleby.

Mocznik jest najbardziej popularnym nawozem mineralnym, ktory poza szerokim

zastosowaniem w rolnictwie jest rowniez wykorzystywany przy produkcji pasz dla zwierzat
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hodowlanych i w procesach przetwoérczych (Gilbert i in., 2006). Mocznik jest nawozem
0 wysokiej, 46-procentowej zawartosci azotu amidowego. Niewatpliwymi zaletami mocznika
sg jego relatywnie niskie koszty produkcji, dostepnos¢ na rynku oraz tatwa aplikacja. Mocznik
jest uniwersalnym nawozem, ktory moze by¢ wykorzystywany w nawozeniu dolistnym
1 doglebowym. Moze by¢ stosowany w wigkszo$ci upraw roslinnych zarowno pogtéwnie, jak
I przedsiewnie. Proces hydrolizy mocznika prowadzi do wytworzenia formy amonowej azotu,
ktora jest lepiej przyswajalna dla roslin. Hydroliza mocznika zachodzi w obecnosci enzymu
ureaza. Tempo zachodzenia procesu zalezy od aktywnosci enzymu, temperatury i wilgotnosci
gleby. Zakres temperatur migdzy 20 a 25°C sprzyja szybkiemu zachodzeniu procesu hydrolizy.
Wysokie zakwaszenie gleb negatywnie wptywa na pobieranie azotu azotanowego i amonowego
przez rosliny (Pal’ove-Balang i Mistrik, 2007). Nawozenie mocznikiem wigze si¢ z nadmierng
emisja amoniaku, co w konsekwencji prowadzi do nieefektywnego wykorzystania nawozu
i degradacji srodowiska (Chunmei i in., 2020; Drury i in., 2017; Mulyani i in., 2001,
Papangkorn i in., 2008).

Mocznik jest aplikowany w formie granul, ktore w kontakcie z wodg szybko si¢
rozpuszczaja. Szybkos$¢ rozpuszczania si¢ granul zalezy od dwoch parametrow: zawartosci
wody w glebie i temperatury. Reakcja hydrolizy jest katalizowana przez enzym ureaza
(Kissel i Cabrera, 2005). Powstajagcy w glebie amoniak jest podatny na ulatnianie si¢ do
atmosfery.

Niektore zwiazki azotu, takie jak amoniak, moga niekorzystnie wpltywac na zdrowie
ludzi, stanowig réwniez zrodio zanieczyszczen srodowiska (Robertson i Groffman, 2015).
Istniejg czynniki, ktore moga mie¢ dwojaki wpltyw na wystepowanie przemian azotowych.
Czg$¢ z nich stanowiag efekty dziatalnosci czlowieka, np. rodzaj i sktad zastosowanych
nawozOow lub metoda prowadzonej uprawy, podczas gdy inne czynniki s3 zalezne od
srodowiska, np. mikroorganizmy wystepujace w glebie oraz pH, wilgotnos¢ i struktura gleby
(Liin., 2020) .

Obecnie temat emisji amoniaku do $rodowiska jest przedmiotem zainteresowan
Parlamentu Europejskiego. Zwigzane jest to z faktem, ze zbyt wysokie stezenie amoniaku
W powietrzu moze wywierajac negatywny wplyw na rolnictwo, zdrowie ludzi i ekosystemy.
Dlatego wilasnie producentom nawozdéw 1 rolnikom stawiane sg wymagania prowadzace do

zmniejszenia poziomu emisji amoniaku. Ma to na celu ochrong $rodowiska naturalnego.
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2.2. Czynniki warunkujace emisj¢ amoniaku

Sposrod wielu czynnikow, ktdre maja bezposredni wptyw na wielkos$¢ emisji amoniaku
z gleby nie sposob wyrozni¢ jednego, ktory wplywalby na emisje bardziej niz pozostate.
Najistotniejsze czynniki, ktore maja wplyw na wielko$¢ strat gazowych NHs to: pH gleby,
temperatura i stezenie NH4" w glebie, zawarto$¢ wody i struktura gleby (Fenn i Hossner, 1985;
Follet, 2008). Metoda prowadzonej uprawy rowniez wywiera wpltyw na straty amoniaku.
Poziom emisji amoniaku jest zalezny od sposobu zagospodarowania gleby i1 wynosi 11,5%
z gleby uprawnej 1 23% z pastwisk (Wesotowska 1 in., 2021). Co wigcej, zastosowanie
nawozenia azotowego w uprawach bezorkowych, na ktérych zastosowano $cidtkowanie oraz
nawozenie pastwisk moze powodowac wigksze straty azotu, zwlaszcza jesli stosuje si¢
nawozenie na powierzchni¢ gleby (de Campos Bernardi i in., 2014; Sherman i in., 2022)

Zhenghu i Honglang (2000) opisali kilka czynnikow, ktore bezposrednio oddziatujg na
ulatnianie si¢ amoniaku. S3 to: pH, zawartos¢ CaCOs oraz catkowite zasolenie gleby.
Naukowcy w 10-dniowym doswiadczeniu zbadali 22 probki gleby o roéznej wartosci pH
(wartosci z przedzialu 4,32-9,12). Wyzszy poziom emisji amoniaku obserwowali w probkach,
ktore charakteryzowaty si¢ wyzszymi warto$ciami pH. Podobne wyniki dotyczace zaleznoS$ci
migdzy pH gleby a poziomem emisji amoniaku uzyskano w 3-letnich badaniach
(Shan 1 in., 2015). Omawiane zjawisko zwigzane jest z faktem, iz wysokie pH bezposrednio
oddzialuje na rownowage pomiedzy NH4" i NH3z (Gil i in., 2008). Proces konwersji jonow
amonowych w amoniak jest $cisle zalezy od wartosci pH gleby. Nalezy zwrdci¢ uwage na fakt,
ze po aplikacji nawozu mocznikowego pH gleby moze ulec zmianie. W trakcie zachodzenia
procesu hydrolizy mocznika, wydzielany jest wodoroweglan amonu, ktory powoduje nagly
wzrost warto$ci pH wokot granul nawozu (osiaggajac warto$ci powyzej 8), co sprzyja ulatnianiu
si¢ NHas. Straty amoniaku sg réwniez obserwowane w przypadku kwasnych gleb, w ktorych
zachodzi proces transformacji jondw amonowych w lotny amoniak. Nalezy jednak nadmieni¢,
ze s3 one obserwowane na duzo nizszym poziomie niz w przypadku gleb o odczynie
zasadowym (He i in., 1999; Klimczyk i in., 2021). Uzyskane wyniki badan wskazuja na to, ze
wzrost calkowitego zasolenia gleby powoduje zintensyfikowanie negatywnego dla srodowiska
zjawiska towarzyszacego nawozeniu, jakim jest emisja amoniaku (Zhenghu i Honglang, 2000).

Ilo$¢ uwolnionego amoniaku wzrasta proporcjonalnie do wzrostu temperatury gleby
(He, 1999). Whniosek ten potwierdzono w przeprowadzonym 4-dniowym doswiadczeniu
polowym, w ktorym co 3 godziny badano migdzy innymi temperature gleby, potencjat wody

glebowej i emisje amoniaku. Zaobserwowano, ze poziom emisji amoniaku osiaggnat najwyzsze
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wartosci 2 dni po aplikacji mocznika w czasie odpowiadajagcym maksymalnej odnotowanej
temperaturze gleby i malejacej zawartosci wody w glebie (Clay i in., 1990).

Pojemnos$¢ wymiany kationow (CEC) to zdolno$¢ gleby do adsorbowania kationow
w formie, ktora moze zosta¢ tatwo zastgpiona innymi kationami wystepujacymi w roztworze
wodnym. Jest to jeden z podstawowych paramentow charakteryzujacych glebe (Przelaskowska
i Klaja, 2014), ktory wplywa na stabilno$¢ struktury gleby, dostepnos¢ skladnikéw
odzywczych, pH 1 na sposob, w jaki gleba wchodzi w reakcje z nawozami. Wzrost CEC ma
wpltyw na wigksza dostgpnos¢ podstawowych kationow, ktore sg niezbedne dla prawidtowego
wzrostu roslin (Reeza i in., 2009). Przyktadem gleby o wysokiej zdolno$ci wymiany kationéw,
jest gleba z duzg zawartoscig ilu lub o wysokiej zawarto$ci substancji organicznej
(Sidi 1 in., 2015; Zhao 1 in., 2020). Zhenghu i Honglang (2000) zaobserwowali istotng ujemnag
korelacje¢ migdzy CEC 1 ulatnianiem si¢ amoniaku. Wzrost warto$ci CEC w rdéznych rodzajach
gleb powodowat inhibicje¢ ulatniania si¢ amoniaku (Sommer i in., 2004). CEC jest jednym
z najwazniejszych  czynnikow regulujagcych poziom ulatniania si¢ amoniaku
(Pelster i in., 2018).

Kolejnym, bardzo istotnym czynnikiem, ktéry ma bezposredni wptyw na poziom emisji
amoniaku jest sposob aplikacji nawozu. Wyrdzniane sg dwie metody aplikacji nawozow
granulowanych. Pierwsza z nich, cieszaca si¢ najwigksza popularnoscig polega na
rozprowadzaniu nawozu na powierzchni gleby. Taki sposob nawozenia powoduje wysoki
poziom emisji amoniaku do powietrza, ktory obserwowany jest Kilka dni po aplikacji nawozu
mocznikowego. Istnieje jednak mozliwos¢ zredukowania poziomu emisji amoniaku poprzez
przykrycie nawozu cienka warstwa gleby zaraz po jego aplikacji. Takie dziatanie powoduje
obnizenie emisji amoniaku od 50 do 80% i zwigzane jest z wigzaniem NHz przez materi¢
organiczng 1 it koloidalny oraz tworzenie si¢ w glebie nielotnych zwiazkéw organicznych
(Walczak i in. 2019). Zabieg ten jest szczegolnie skuteczny na glebach, ktore charakteryzuja
si¢ wysoka zawarto$cig materii organicznej i/lub itu koloidalnego. Metoda ma jednak pewne
ograniczenia, nie moze by¢ stosowana w nawozeniu pogtownym. Drugi sposob opiera si¢ na
aplikowaniu dawki nawozu pod powierzchnia gleby. Zaleca si¢ aplikacj¢ nawozu na glebokosci
3-5 cm (Cameron i in., 2013), pamigtajac o zastosowaniu odpowiedniej odlegtosci od nasion,
co zapewnia dobre warunki do kietkowania roslin. Zastosowanie tej metody pozwala
zredukowa¢ straty amoniaku do powietrza nawet o 90% (Kodeks dobrej praktyki rolniczej
w zakresie ograniczania emisji amoniaku, 2019). Ta praktyka zapewnia bardziej efektywne

wykorzystanie aplikowanego nawozu. Nalezy jednak pamigta¢ o tym, Ze zle przeprowadzony
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zabieg moze spowodowac niepozadany wzrost warto$ci pH gleby, powodujac nadmierng
emisj¢ amoniaku.

Marchesan i in. (2013) porownali dwa rodzaje systeméw uprawy: konwencjonalny
1 bezorkowy pod katem emisji amoniaku. Rolnictwo konwencjonalne jest ukierunkowane na
maksymalizacje zysku, ktory jest osiggany dzigki duzej wydajnosci prowadzonych upraw
roslinnych 1 hodowli zwierzat. Wydajno$¢ ta jest osiggana w wyspecjalizowanych
gospodarstwach, w ktorych stosowane sg technologie produkcji opierajgce sie¢ na Wysokim
zuzyciu srodkow produkcji przy jednoczesnych niskich naktadach robocizny (Kus$ i Fotyma,
1992). System bezorkowy wykorzystuje mieszanie gleby zamiast jej odwracania (orki). Jest to
uproszczony rodzaj uprawy gleby, ktory ogranicza liczbg zabiegéw uprawowych. W systemie
bezorkowym praca ptuga zastgpiona jest aktywnos$cia dzdzownic i innych organizmoéw zywych,
ktore bytuja w warstwie ornej gleby 1 swoja aktywno$cig naturalnie spulchniaja glebe,
przyczyniajac si¢ do poprawy zyznosci gleby, wspomagajac jej wietrzenie 1 mieszajac
pozostato$ci pozniwne. We wspomnianym wczesniej doswiadczeniu (Marchesan i in., 2013)
zaobserwowano, ze emisje amoniaku uzyskane z pol, na ktorych zastosowano konwencjonalny
system uprawy byly nizsze (wynosily odpowiednio 1,2% zastosowanej dawki azotu
wynoszacej 75 kg N ha przy nawozeniu mocznikiem i 0,014% przy nawozeniu mocznikiem
z dodatkiem NBPT ) niz emisje amoniaku uzyskane z p6l uprawianych metoda bezorkowa
(wynosity analogicznie 11% i 7%). Niewatpliwie jest to zwigzane z faktem, iz obecnos¢ wielu
pozostatosci roslinnych pozostawionych na powierzchni gleby w uprawie bezorkowej
przyczynia si¢ do przyspieszenia przebiegu procesu rozktadu mocznika.

Warto réwniez wspomnie¢ o bioweglu i jego roli w procesie ulatniania si¢ amoniaku
z gleb. Biowegiel to porowaty material bogaty w wegiel, ktéry jest produkowany w procesie
pirolizy biomasy, prowadzonym w temperaturze 350-700°C. Chemiczne i fizyczne wlasciwosci
biowegla sg $cisle skorelowane z parametrami procesu pirolizy 1 wlasciwos$ciami surowca,
z ktorego jest wytwarzany. Ze wzgledu na swoja porowatg strukture i obecno$¢ w niej
roznorodnych grup funkcyjnych, ktére charakteryzuja si¢ duza modyfikalno$cia, biowegiel jest
wykorzystywany do produkcji wegla aktywnego, jako sorbent do oczyszczania wody, surowiec
licznych kataliz oraz jako $rodek poprawiajacy wiasciwosci gleby (Shan i in., 2020).
Przeprowadzono wiele badan ukazujgcych pozytywny wptyw zastosowania biowegla na glebe.
Dotychczasowe badania wskazujg na to, ze wplyw biowegla na emisj¢ amoniaku jest
zrdéznicowany i uzalezniony od takich czynnikow jak warunki glebowe, czy sposdb uprawy.
Zhu i in. (2020) wykazali, ze biowegiel przyspiesza proces ulatniania NH3z z gleb o wysokim

poziomie zasolenia. Wynika to z faktu, ze w przypadku stosowania biowegla na glebach
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o wysokiej zawarto$ci soli mineralnych zdolno$¢ adsorpcyjna NH3/NH4* jest zredukowana
przez jony soli w nich wystepujacych (Zhu i in., 2020). W doswiadczeniu przeprowadzonym
przez Sun i in. (2019) odnotowano mniejszg ilos¢ uwalnianego amoniaku z gleb spod uprawy
ryzu (sg to gleby podmokie ze stojaca woda na polach), na ktore aplikowany byt mocznik
z dodatkiem biowegla w porownaniu do upraw, na ktorych nie stosowano biowegla.
W przeprowadzonym przez wspomnianych naukowcow eksperymencie polowym, ktorego czas
trwania wynosit jeden sezon wegetacyjny ryzu, poroOwnano poziom ulatniania si¢ amoniaku
w trzech przypadkach: przy uzyciu stomy ryzowej i dwoch dawek biowggla otrzymanego ze
stomy ryzowej, ktére aplikowane byly na powierzchni¢ gleby. Zastosowanie biowegla
zaowocowalo nizszym skumulowanym poziomem ulatniania si¢ amoniaku wynoszacym okoto
20% w pordéwnaniu do upraw, w ktorych aplikowano stome ryzowa (Sun i in., 2019).
Wyniki pokazaty, ze pozytywny (zmniejszenie ulatniania si¢ amoniaku) lub niepozadany
(wzrost ulatniania si¢ amoniaku) wplyw biowegla zalezy od rodzaju gleby, na ktorg jest
stosowany (Sha i in., 2019; Zhu i in., 2020).

2.3. Ureaza

Ureaza, amidohydrolaza mocznika jest enzymem z klasy hydrolaz, ktory katalizuje
dwuetapowy proces rozkltadu mocznika do amoniaku 1 dwutlenku wegla (Rysunek 2).
Produktem pierwszego etapu wspomnianego procesu, czyli hydrolizy, jest karbaminian,
natomiast w drugim etapie - dysocjacji, powstaja jony amonowe oraz dwutlenek wegla
(Kissel and Cabrera, 2005).

O
I
H,N —C—NH,+H,0 HCO, 2NH,’

NH,—COOH + NH, 2", 60 + 2 NH,
Rysunek 2 Przebieg reakcji hydrolizy mocznika
Ureaza jest szeroko rozpowszechniona w przyrodzie, wystepuje migdzy innymi

w algach, bakteriach, drozdzach, grzybach oraz ro§linach. W zalezno$ci od pochodzenia, ureaza

wykazuje réznice w swojej budowie strukturalnej (Kafarski i in., 2018). Enzymy pochodzace
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z ro$lin i grzybow przyjmuja posta¢ heksameréw, natomiast enzymy pochodzace z bakterii
majg posta¢ kompleksow sktadajacych si¢ z dwoch lub trzech podjednostek (Olech i in., 2014).

Ureaza byla pierwszym enzymem, ktory udato si¢ uzyska¢ w formie Kkrystalicznej.
Osiggnigcia tego dokonat amerykanski chemik, James Sumner, ktory w 1926 roku wyizolowat
ureaz¢ z nasion kanawalii mieczoksztaltnej (Canavalia ensiformis). Za to osiagnigcie
przyznano Nagrod¢ Nobla.

Charakterystyczna budowa (Rysunek 3), wyrdzniajgca ureaze na tle innych enzymow
wynika z faktu, ze wokét jej centrum aktywnego znajdujg dwa atomy niklu wraz
z koordynujgcymi je czterema resztami histydynowymi, asparaging i mostkujaca lizyng. Jeden
z atomow niklu jest koordynowany przez 3 ligandy, drugi natomiast jest skoordynowany
z 5 ligandami. Oba atomy niklu s3 ze soba pofaczone jonem wodorotlenowym, ktory wraz
z trzema innymi czasteczkami wody tworzy tetraedryczny klaster wody, ktory w miejscu
aktywnym zwigzany jest wigzaniem wodorowym (Kappaun i in., 2018).

NH(Lys)

Rysunek 3 Budowa czgsteczki enzymu ureaza

Badania przeprowadzone w 1975 roku udowodnity, ze to wtasnie atomy niklu obecne
w centrum aktywnym enzymu odpowiadaja za aktywnos$¢ katalityczng ureazy
(Kappaun 1 in., 2018). W procesie hydrolizy mocznik najpierw zajmuje miejsce czasteczek
wody znajdujacych sie w centrum aktywnym enzymu, a nastepnie poprzez tlen karbonylowy
taczy si¢ z jonem niklu. To sprawia, ze wegiel pochodzacy z mocznika zmienia swoj charakter
na bardziej elektrofilowy. Nastepnie, za posrednictwem aminowych atomoéw azotu mocznik

wigze si¢ z drugim jonem niklu tworzgc tym samym dwukleszczowe wigzanie z ureaza.
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Do wegla pochodzacego z mocznika przytaczana jest czasteczka wody. W wyniku tej reakcji

powstaje tetraedryczny zwigzek posredni, z ktorego uwalniane sg amoniak i karbaminian.

2.4. Inhibitory ureazy

Zastosowanie inhibitorow ureazy umozliwia ograniczenie strat azotu w postaci emisji
amoniaku z nawozow mocznikowych, a co za tym idzie bardziej efektywne wykorzystane
nawozOw 1 ograniczenie ich negatywnego wptywu na $rodowisko. Rolg inhibitorow ureazy
stosowanych jako dodatek do nawozow mocznikowych jest spowolnienie lub catkowite
zahamowanie procesu rozktadu mocznika, czyli przemiany azotu amidowego do wodorotlenku
amonowego 1 amoniaku poprzez hydrolityczne dziatanie enzymu. Powoduja one wydtuzenie
dostepnos$ci azotu dla roslin z 6-8 tygodni do 8-16 tygodni (Jarosz i Faber, 2022). Stosowanie
inhibitorow ureazy niesie za soba szereg korzysci. Przede wszystkim spowolnienie procesu
hydrolizy mocznika zawartego w glebie zmniejsza ilo$¢ amoniaku uwalnianego do atmosfery,
ale rowniez czyni nawo6z bardziej wydajnym i ogranicza jego negatywnego wplyw na
srodowisko (Kiss, 2002; Li i in., 2017). Biorac pod uwage te aspekty, zrozumialy jest fakt, ze
producenci nawozdw na bazie mocznika stale daza do polepszenia wlasciwos$ci wytwarzanych
nawozow.

Inhibitory ureazy moga zosta¢ podzielone ze wzgledu na mechanizm dziatania.
Pierwsza grupe¢ stanowia zwiazki, ktore przylaczaja si¢ bezposrednio do jondéw niklu obecnych
w centrum aktywnym enzymu. Przedstawicielami tej grupy zwiazkow sa: triamid kwasu
N-(n-butylo)tiofosforowego (NBPT), triamid kwasu N-(n-propylo) tiofosforowego (NPPT),
triamid kwasu N-(2-nitrofenylo)fosforowego (2-NPT), fosfodiestraza (PPD) oraz
hydroksymocznik. Do drugiej grupy zaliczamy ponadto mi¢dzy innymi hydrochinon i allicyng,
ktére wigzac si¢ z centrum aktywnym enzymu przyczyniaja si¢ do powstania stabilnych
kompleksoéw inhibitorow. Utworzenie tych kompleksow skutkuje zmniejszeniem aktywnosci
enzymu.

Kolejny mechanizm dziatania inhibitoréw ureazy polega na utworzeniu wigzania
miedzy zwigzkami tiolowymi a centrum aktywnym ureazy, co w konsekwencji prowadzi do
utworzenia zwigzkow, ktére zawieraja w sobie reszty cysteiny. Silne utleniacze, takie jak
nadmanganian potasu (KMNOs) wykazujg zdolnos$¢ do reagowania z grupami tiolowymi -SH
(bedacymi sktadnikiem mobilnego biatka ,.flap” zawierajacego reszty cysteiny). Utlenianie
grup tiolowych prowadzi do zmniejszenia aktywnosci enzymu. Nalezy jednak pamigtac o tym,

ze KMnOs moze utlenia¢ nie tylko grupy —SH, ale réwniez inne, co czyni go utleniaczem
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niespecyficznym. Jony metali, np. jony srebra (Ag") majg zdolno$¢ do modyfikowania mobilnej
struktury biatka cysteinowego, maja zatem bezposredni wptyw na budowe enzymu. Jony srebra
przylaczajac si¢ do centrum aktywnego zapobiegaja przemieszczaniu si¢ mobilnego biatka
»flap” hamujac tym samym aktywnos$¢ enzymu.

Ostatnig grupa stanowig przedstawiciele zwigzkow chelatujacych, ktore swoim
dziataniem spowalniajg formowanie centrum aktywnego. W wyniku wigzania, ktore tworzy
sie¢ miedzy jonami niklu (Ni?*) a chelatorami - kwasem wersenowym (EDTA) i kwasem
pentetynowym (DTPA) zachodzi zahamowanie aktywno$ci ureazy (Svane i in., 2020).

Mozna réwniez podzieli¢ inhibitory ureazy ze wzgledu na ich pochodzenie, dzielac je

na inhibitory syntetyczne i naturalne (Tabela 1).

Tabela 1 Podziat inhibitorow ureazy ze wzgledu na ich pochodzenie

Inhibitory ureazy

Inhibitory syntetyczne Inhibitory naturalne
NBPT Allicyna

triamid kwasu N-(n-butylo) tiofosforowego

NPPT Kwercetyna i jej glikozydy
triamid kwasu N-(n-propylo) tiofosforowego
2-NPT Flawonoidy

N-(2-triamid nitrofenylo) fosforowy

HQ Hydrochinon Kwas humusowy

ATS Tiosiarczan amonu

2.4.1. Syntetyczne inhibitory ureazy

Na rynku europejskim dostepne sg rézne substancje, ktore powodujg zmniejszenie
emisji amoniaku uwalnianego do srodowiska. Za najbardziej skuteczny komercyjnie dostepny
syntetyczny inhibitor ureazy uznawany jest triamid kwasu N-(n-butylo)tiofosforowego, NBPT
(Cantarella i in., 2018; Silva i in., 2017). NBPT jest zwigzkiem bezwonnym, nietoksycznym,
ktory moze by¢ aplikowany w formie natrysku formulacji ptynnej na granule nawozu
mocznikowego w koncowej fazie produkcji mocznika lub dodany do stopu mocznika jeszcze
przed etapem granulacji. Istnieje réwniez mozliwos¢ zmieszania NBPT z roztworem
saletrzano-mocznikowym (Klimezyk i in., 2021). Inne, komercyjnie dostepne inhibitory ureazy

to triamid kwasu N-(n-propylo)tiofosforowego oraz tiosiarczan amonu (ATS).
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Z przeprowadzonych do$wiadczen, w ktorych mierzono emisj¢ amoniaku wiadomo, ze
najbardziej efektywnymi inhibitorami enzymu ureaza sa3 NBPT (Cantarella i in. 2018;
Li i in. 2015, Watson i in. 2008) oraz stosowane jednocze$nic NBPT oraz NPPT
(Byrne i in. 2020; Li i in. 2015). NBPT reaguje z ureazg poprzez tworzgace si¢ wigzanie mi¢dzy
dwoma jonami niklu i atomem tlenu pochodzacym z mostku karbaminianowego. Utworzenie
tego wigzania zmniejsza ryzyko potaczenia mocznika z jonami niklu. Liczne badania naukowe,
ktore polegaly na sprawdzeniu efektywnosci NBPT w hamowaniu hydrolizy mocznika
dowodza, ze zastosowanie nawet maltej dawki (500-1200 mg NBPT na kg mocznika) triamidu
kwasu N-(n-butylo)tiofosforowego pozwala uzyska¢ redukcj¢ emisji amoniaku na poziomie
50-60% (Cantarella i in., 2018; Wang i in., 2020). Zastosowanic NBPT w potaczeniu z
mocznikiem powoduje opdznienie pojawienia si¢ piku emisji amoniaku o 3-4 dni
(Cantarellai in., 2018). Ponadto zaobserwowano, ze uzyskana sumaryczna emisja amoniaku ze
wszystkich dni prowadzenia doswiadczenia w obiektach, w ktorych zaaplikowano mocznik w
potaczeniu z NBPT byla nizsza niz w obiektach, w ktérych aplikowano sam mocznik
(Wang i in., 2020). Skutecznos¢ redukcji emisji amoniaku jest zalezna od szeregu czynnikow,
m. in.. typu gleby, stosowanej metody uprawy oraz warunkéw klimatycznych
(Klimezyk 1 in., 2021). Najwyzsza skuteczno$¢ wspomnianej substancji zaobserwowano na
glebie, ktora charakteryzowata si¢ wysokim pH oraz niska zawarto$cig materii organiczne;.
W doswiadczeniu inkubacyjnym, w ktorym stosowano NBPT oraz fosforodiamidan fenylu
(PPDA) razem z mocznikiem w réznych warunkach uwilgotnienia gleby zastosowanie NBPT
spowodowato obnizenie aktywnosci ureazy w ciggu dwoch dni od aplikacji nawozu, a efekt ten
utrzymywal sie¢ do 10 dnia po nawozeniu. Najnizsze stezenie jonow NH4" zaobserwowano
w probkach gleby, w ktorych aplikowano mocznik z dodatkiem NBPT. Ponadto,
zaobserwowano o 75% nizsza aktywnos$¢ ureazy w przypadku gleby, ktora charakteryzowata
si¢ wskaznikiem WFPS (ang. Water Filled Pores Space) o wartosci 60%
(Sanz-Cobena i in., 2013).

Zastosowanie NPPT zwigksza efektywnos$¢ nawozow zawierajacych mocznik poprzez
zmniejszenie emisji amoniaku. Zaaplikowanie go razem z mocznikiem przyczynilo si¢ do
uzyskania o 50% nizszej emisji amoniaku niz w przypadku aplikacji samego mocznika
(Modolo i in., 2018).

Inny zwigzek o zdolno$ci hamowania ureazy to N-(2-triamid nitrofenylo) fosforowy.
Niewatpliwa przewaga 2-NPT nad NBPT jest jego stabilnos¢ w wysokich temperaturach,
w ktorych rozktada si¢ NBPT. Zastosowanie 2-NPT powoduje zauwazalng redukcje¢ emis;ji

amoniaku. Z przeprowadzonego doswiadczenia inkubacyjnego, ktorego czas trwania wynosit
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19 dni wiadomo, ze zastosowanie 2-NPT w polagczeniu z mocznikiem spowodowato
zmniejszenie poziomu emisji amoniaku o 89% w poroéwnaniu do mocznika (Ni i in., 2018).

Hydrochinon (HQ) to zwigzek organiczny, ktory w swojej budowie posiada pierscien
benzenowy 1 przytaczone do niego dwie czasteczki hydroksylowe. Powstaje w wyniku redukcji
chinonu. Mechanizm hamowania aktywnos$ci ureazy przez hydrochinon polega na utworzeniu
wigzania kowalencyjnego pomigdzy z grupa tiolowa nalezaca do A cysteiny, ktora jest sktadowa
mobilnego biatka ,.flap”. Zahamowanie aktywno$ci enzymu nast¢puje w wyniku dziatania
rodnikoéw, ktére poprzez utworzenie wigzania kowalencyjnego blokuja mobilne biatko ,,flap”
W pozycji otwartej. Proces inaktywacji jest nieodwracalny (Mazzei i in., 2022). O skuteczno$ci
hydrochinonu jako inhibitora ureazy pisali Zhao i Zhou juz w 1991 roku. W do$wiadczeniu
wazonowym opisywanym przez Xu i in. (2020) wykazano, ze najnizsza emisj¢ amoniaku
uzyskano z obiektow, do ktorych zaaplikowano hydrochinon razem z dicyjanodiamidem
(DCD, inhibitorem nitryfikacji). Aplikacja HQ z DCD spowodowata takze wzrost poboru azotu
przez rosliny. Junejo (2013) wykazat redukcje emisji amoniaku o 25% w wyniku zastosowania
mocznika otoczkowanego hydrochinonem. Ponadto wykazano, ze HQ wplywa na emisje N2O.
W trakcie 6-letniego doswiadczenia polowego, w ktorym badano emisje N2O z zaaplikowanego
mocznika w potaczeniu z dicyjanodiamidem odnotowano zmniejszenie emisji N2O z obiektow,
w ktorych aplikowano mocznik w potgczeniu z HQ i DCD o 26,4% (Dong i in., 2018).
W dos$wiadczeniu przeanalizowano wiele czynnikow, ktore mogly mie¢ wptyw na uzyskane
wyniki. Byly to migdzy innymi: zastosowana dawka nawozu, zawarto$¢ materii organicznej
w glebie, wilgotnos¢ gleby, temperatura oraz cykl naprzemiennego zamrazania i rozmrazania
gleby (Qin i in., 2021). Nie zauwazono, aby zastosowanie HQ i DCD wptyneto na wzrost
biomasy kukurydzy. Nie zaobserwowano, réwniez wptywu uzytych inhibitorow na zawarto$¢
réznych from azotu w glebie (NHs"-N, NO3-N) oraz na plonowanie roslin. Podobne
doswiadczenie zostalo wczesniej opisane przez Wanga i jego wspOtpracownikéw (2015),
woweczas uzyskano redukcje emisji N2O z gleby z dodatkiem inhibitorow o 16%.

Uzycie tiosiarczanu amonu (ATS) z nawozem RSM (roztwor saletrzano-mocznikowy)
spowodowato zahamowanie aktywnos$ci ureazy na ré6znych poziomach, od 18 do 48%, zaleznie
od takich parametrow gleby jak: pH, zawarto$¢ itu, wegla organicznego oraz weglandw
(Sullivan i Havlin, 1992). Zauwazono, ze wyzsza temperatura gleby, niska wilgotnos¢ oraz
mata zawarto$¢ itu w glebie sprzyjaty zahamowaniu aktywnosci ureazy w glebie, w ktorej uzyto
ATS w potaczeni z RSM.

Warto wspomnie¢ o tym, ze niewlasciwe uzywanie komercyjnie dostgpnych

syntetycznych inhibitorow ureazy niesie za sobg negatywne konsekwencje zarowno dla
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srodowiska, jak 1 prowadzonych upraw. Moga by¢ one toksyczne dla mikroorganizmow
glebowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem tych mikroorganizmow, ktére towarzysza
przemianom wchodzgcym w cykl obiegu azotu w przyrodzie. Wptyw inhibitorow ureazy na
mikroorganizmy moze obejmowa¢ zmniejszenie ich aktywnos$ci oraz zmiany w strukturze
mikrobiomu (Li i in., 2019). Wspomniani autorzy wykazali, ze stosowanie inhibitorow ureazy
(NBPT 1 hydrochinon) moze zwigksza¢é grupe mikroorganizméw prokariotycznych
wykazujacych aktywno$¢ ureolityczng, utrudniajac w ten sposob ograniczanie strat azotu
w wyniku ulatniania si¢ amoniaku. Niektore inhibitory ureazy, np. NBPT oraz NPPT moga
w trakcie rozktadu uwalnia¢ do gleby zwigzki o charakterze zakwaszajagcym, co moze
prowadzi¢ do nadmiernego obnizenia pH gleby oraz negatywnego wplywu na prowadzone
uprawy (Zanin i in., 2015). Ponadto, Syntetyczne inhibitory ureazy moga pozostawaé¢ w glebie
przez dhlugi czas, co moze prowadzi¢ do ich akumulacji 1 w perspektywie dlugoczasowej
wywiera¢ negatywny wpltyw na srodowisko (Byrne i in., 2020). Biorac pod uwage potencjalne
zagrozenia, jakie niesie za sobg dlugofalowe uzywanie syntetycznych inhibitoréw ureazy,
rozpoczeto poszukiwania inhibitoréw ureazy pochodzenia naturalnego, ktorych uzytkowanie

powinno nie$¢ za soba mniejsze zagrozenia.

2.4.2. Naturalne inhibitory ureazy

Inhibitory ureazy pochodzenia naturalnego to substancje lub zwiazki wystepujace
w przyrodzie, ktore wykazujg zdolno$¢ hamowania aktywnosci enzymu ureazy. Przyktadami
inhibitorow ureazy, ktore moga by¢ pozyskane z surowcoOw roslinnych sg: allicyna
pozyskiwana z czosnku, kwercetyna i jej glikozydy, ktore mogg by¢ pozyskane z cebuli oraz
powszechnie obecne flawonoidy. Obecnie prowadzone sg liczne badania nad wspomnianymi
inhibitorami. Maja one na celu lepsze zrozumienie ich mechanizmoéow dziatania i potencjatu
zastosowan, szczegdlnie w kontekscie zwigzanym z rolnictwem i ochrong srodowiska.

Fernando 1 Roberts (1976) donosza o niemalze catkowitej inhibicji aktywnos$ci ureazy
dzieki zastosowaniu ekstraktu z nasion migdatecznika chebutowca (Terminalia chebula) oraz
ekstraktu z kory akcji (Accacia decurrens). Uznaje si¢, ze za opisane wyzej wlasciwosci
odpowiedzialne sg zwiazki z grupy polifenoli.

Allicyna jest siarkoorganicznym zwigzkiem chemicznym o charakterystycznym
zapachu, ktory jest pozyskiwany z czosnku. Enzym allinaza przeksztalca alling w allicyne
w momencie uszkodzenia tkanki czosnku. Allicyna wykazuje wilasciwosci bakteriobojcze
przeciwko licznym bakteriom, zaré6wno gram-ujemnym, jak i gram-dodatnim, a takze

przeciwgrzybiczne oraz antywirusowe (Ankri i Mirelman, 1999). Budowa strukturalna allicyny
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umozliwia jej wchodzenie w reakcje z grupami -SH pochodzacymi od réznych enzymow.
Dlatego wiasnie podejrzewano, ze allicyna moze by¢ skutecznym inhibitorem ureazy.
Zalozenie to zostalo potwierdzone w doswiadczeniu, w ktorym zastosowano mocznik, trzy
rozne stgzenia allicyny (5, 10, 15% wagowych allicyny wzgledem mocznika) oraz NBPT.
Sposrod zastosowanych stezen allicyny najwyzsza skuteczno$cia w hamowaniu aktywnosci
ureazy charakteryzowat si¢ 5% roztwor. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na fakt, ze NBPT
wykazat si¢ 0 75% lepszg skutecznoscig (Mathialagan i in., 2017).

W doswiadczeniu opisanym przez Shabana i1 in. (2010) wykazano skuteczno$¢
metanolowego ekstraktu otrzymanego z cebuli w inhibicji aktywnos$ci ureazy (wyizolowanej
z nasion kanawalii mieczoksztattnej). Po wyizolowaniu kwercetyny oraz jej glikozydow z
cebuli, zbadano ich wptyw na aktywno$¢ ureazy. Zauwazono, ze aktywno$¢ enzymu spadta
0 53% w przypadku zastosowania kwercetyny, oraz o 48% w przypadku zastosowania
awikularyny. Oba te zwigzki naleza do grupy flawonoidow.

Wybrane, komercyjnie dostgpne flawonoidy (w opisywanym do$wiadczeniu
przebadano 9 naturalnie wystepujacych flawonoidow) zostaly przebadane przez
Awllia i in. (2016). Badaczom udato si¢ uzyska¢ obiecujace wyniki badan, ktoére wskazywaty
na to, ze trzy z badanych substancji charakteryzowaly si¢ zdolno$ciami do hamowania
aktywnosci enzymu ureazy (w zakresie od 86,9 do 88,8%, przy czym kwas
acetohydroksamowy, zastosowany jako odniesienie wykazal 76% inhibicji ureazy).
Flawonoidy to zwigzki chemiczne zawierajace w swojej strukturze grupy wodorotlenowe
(-OH). Najprawdopodobniej, to wiasnie grupy hydroksylowe oddziatujg z atomami niklu
obecnymi w centrum aktywnym ureazy powodujac ich dezaktywacje. Zarowno ilo$¢ grup -OH,
jak i ich umiejscowienie w strukturze zwigzkow flawonowych wplywa na zdolno$¢ do
hamowania aktywnosci ureazy.

W publikacji Wang 1 in. (2023) opisano skuteczno$¢ zwigzku organicznego
2-cyklopent-1-enu (CCO) pochodzacego z rumianku (Chamomila recutita L.), ktory moze
hamowaé¢ aktywno$¢ ureazy w glebie, a takze proces nitryfikacji. Pozyskany z rumianku
zwigzek chemiczny moze zatem dziata¢ jako dwufunkcyjny inhibitor, ktéory powoduje
zmniejszenie strat azotu (w omawianym dos$wiadczeniu o 32,5%) bedacych konsekwencja
stosowania nawozow, a takze zwigkszenie efektywnos$ci wykorzystania azotu. Co wiece;,
zastosowanie CCO znaczaco zmniejszylo liczebno$¢ archeonow i bakterii utleniajacych
amoniak w glebie.

Naukowcey stale poszukuja nowych zrodet inhibitoréw ureazy. Z ekonomicznego

punktu widzenia, najlepiej byloby wykorzysta¢ w tym celu pozostatosci z przetwoérstwa
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ros$linnego i /lub zwierzgcego lub odpady powstajace w procesie przetwarzania. W wyniku
przeprowadzonych badan, w ktorych zbadano wlasciwosci skorki z jabtek zauwazono, ze
poziom inhibicji ureazy ro$nie wprost proporcjonalnie do zawartosci polifenoli w skorkach
(Pastene 1 in., 2009). Podobny wniosek wysnuli Fernando 1 Roberts (1976), ktorzy w badaniach
ekstrahowali zwiazki fenolowe z czarnej herbaty, korzenia akacji oraz otoczki nasion
Terminalia chebula.

Innym przyktadem substancji, ktorych stosowanie wykazuje pozytywny wplyw na
glebe 1 rosliny, 1 ktore moga by¢ stosowane jako inhibitor ureazy, sa kwasy humusowe.
Kwasy humusowe sg zwigzkami organicznymi, ktore powstaja w wyniku rozktadu resztek
ro$linnych, pozostalo$ci zwierzat i mikroorganizmow, a takze sa produktami aktywnosci
metabolicznej mikroorganizméw wykorzystujacych powyzsze substraty. Kwasy humusowe,
ktore stanowig podstawowy skladnik materii organicznej gleby sa bardzo bogate w cukry,
mineraly, biatka, aminokwasy i hormony ro$linne, ktorych obecno$¢ zwigksza zdolno$¢
sorpcyjng gleby, utatwiajac tym samym dostep roslinom do wody i sktadnikéw pokarmowych
1 stymulujac ich wzrost. Ponadto, kwasy humusowe przyczyniajg si¢ do utrzymania statego pH
gleby. Budowa strukturalna kwasé6w humusowych charakteryzuje si¢ obecnoscig wielu grup
funkcjonalnych, ktérych obecno$¢ przyczynia si¢ do wysokiej pojemnos$ci wymiany
kationowej oraz do hamowania aktywnosci ureazy w glebie (Liu i in., 2019; Zhang 1 in., 2019).
Zastosowanie kwasow humusowych nie tylko wzbogaca gleb¢ w substancje organiczne
i mineralne, zwigksza pobieranie azotu przez rosliny, zatrzymuje rozpuszczalne w wodzie
nawozy mineralne w strefie korzeniowej 1 zmniejsza ich wyplukiwanie, ale tez poprawia
dostepnos¢ sktadnikoéw pokarmowych 1 wody dla roslin, a co za tym idzie stymuluje wzrost
ro$lin (wyzsza produkcja biomasy) poprzez przyspieszanie podziatow komorek, zwigkszenie
stopnia rozwoju systemu korzeniowego i zwiekszenie suchej masy plonu i zwieksza naturalng
odporno$¢ roslin na choroby i szkodniki (Atiyeh i in., 2002; Olaetxea i in., 2021,
Rose i in., 2014). Co wigcej, zastosowanie kwaséw humusowych w roli biostymulatorow
skutkowalo poprawg struktury gleby, mozliwosci zatrzymywania wody w glebie, a takze
zwigkszeniem CEC oraz liczebno$ci mikroorganizméw glebowych (Cataldo i in., 2022).
Wzrost CEC gleby obserwowany po powierzchniowej aplikacji plynnych kwasow
humusowych przyczynit si¢ do zmniejszenia strat azotu (Kasim 1 in., 2009. Niewatpliwg zaleta
wynikajacg z zastosowania kwaséOw humusowych jest fakt, iz moga by¢ pozyskiwane
z obornika, kompostu, ze zlozy wydobywanych w kopalniach odkrywkowych,
czy z pozostatosci pozostatych z wydobycia wegla (Ampong i in., 2022; Garcia i in, 2019;
Pereiraiin., 2021; Rose i in., 2014).
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Tematyka naturalnych inhibitorow ureazy jest w fazie rozkwitu. Prowadzonych jest
wiele nadan naukowych, ktoére maja na celu znalezienie substancji pochodzenia naturalnego,
ktorych uzycie w potaczeniu nawozem na bazie mocznika pozwolitoby uzyskac nizszg emisj¢
amoniaku do srodowiska. Co ciekawe, naturalne inhibitory ureazy znajduja zastosowanie nie
tylko w sektorze rolnictwa, a rowniez w medycynie (Biglar i in., 2012; Golbabaei i in., 2013;
Mahernia in., 2015; Modolo i in., 2015).

2.5. Wplyw ekstraktow roslinnych na wzrost roslin i mikroorganizmy glebowe

Ekstrakty roslinne majg znaczacy wptyw na mikroorganizmy glebowe, wzrost i choroby
roslin. Sg one pozyskiwane z roznych czesci roslin, zarowno nadziemnych - takich jak liscie,
lodygi oraz kwiaty, jak i z czeéci podziemnych. Zastosowanie wyciaggow z roslin w rolnictwie
przynosi wiele korzysci, przez co staje si¢ coraz bardziej powszechne (Ahmad i in., 2022;
Godlewska i in., 2021). W doswiadczeniu, w ktorym sprawdzono wpltyw ekstraktu z trawy
morskiej na rosliny winoro$li udowodniono, Ze aplikacja wspomnianego ekstraktu wptyneta na
lepszy wzrost korzeni, zwigkszenie dlugos$ci i powierzchni li§ci winorosli, a takze polepszenie
jakosci 1 wielkosci plonu o 14,7% (Cataldo i in., 2022).

Ekstrakty roslinne poprawiaja wtasciwosci fizyczne i chemiczne gleby, co prowadzi do
zwigkszenia mozliwosci produkcyjnych prowadzonej uprawy. Przyktadem substancji, ktora
wplywa na poprawg stanu gleby jest ekstrakt z liSci miodly indyjskiej
(Azadirachta indica, neem). Wyniki doswiadczenia, ktore przeprowadzono z wykorzystaniem
sataty jako rosliny testowej wykazaty, ze zastosowanie ekstraktu z liSci neem prowadzito do
zwigkszenia stezenia makrosktadnikéw (fosforu, potasu, wapnia i magnezu) oraz jonow
amonowych w glebie. Zaobserwowano réwniez spowolnienie tempa przebiegu nitryfikacji oraz
spadek stezenia jonow azotanowych w poréwnaniu z kontrolg. Ekstrakty z liSci neem istotnie
zmniejszyly $wiezg i suchg mase pedoéw (i suchg mase¢ korzeni) w poréwnaniu z kontrola, co
zwigzane bylo ze znacznym zmniejszeniem zawarto$ci jonow NO3” w tkance peddw i znacznym
wzrostem zawarto$ci jonow NHs" w tkankach, a takze ze wzrostem zawartosci glinu w glebie
(Sriraj i in., 2022).

Choroby ros$lin sg bardzo istotnym zagrozeniem dla produkcji rolnej. Moga by¢ one
wywolywane przez fitopatogenne grzyby nalezace do réznych rodzajow, powodujac straty
ekonomiczne w rolnictwie. Udowodniono skutecznos$¢ ekstraktow otrzymywanych z roslin,
ktorych zastosowanie w uprawach moze przyczyni¢ si¢ do zmniejszenia strat spowodowanych
przez porazenie roslin szkodliwymi gatunkami grzybow. Kurkuma (Curcuma longa) jest

uznawana za bardzo warto$ciowa rosling zielng stosowang w tradycyjnej medycynie chinskiej.
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Wykazano, ze ekstrakty z kurkumy hamujg aktywnos¢ patogendéw przenoszonych przez glebe,
takich jak Fusarium graminearum i Alternaria alternate (Chen i in., 2018).

Flawonoidy to zwiazki polifenolowe obecne w roslinach, ktére znane sg ze swoich
réznorodnych funkcji biologicznych. Zwigzki te mozna znalezé w nasionach, korzeniach,
kwiatach, warzywach i owocach, a takze w barwnikach obecnych w roslinach - chlorofilu
I karotenoidach (Dias i in., 2021; Roy i in., 2022). Udowodniono ich korzystny wptyw na wzrost
aktywnosci  dehydrogenazy, a takze na regulacj¢ spolecznosci drobnoustrojow
(Siczek 1 in., 2014). Flawonoidy moga korzystnie wplywaé na ryzosfere, przyciagajac
pozyteczne mikroorganizmy z rodzajow Pseudomonas i Bacillus, a tym samym poprawiajac
produktywnos¢ plondéw i jakos¢ gleby (Bag i in., 2022), a takze chronigc rosliny przed
szkodnikami i chorobami. Wykazano, ze w zaleznos$ci od struktury flawonoidy moga zardwno
stymulowac, jak i hamowa¢ ekspresj¢ genow Rhizobium, posredniczy¢ w oddziatywaniach
allelopatycznych migdzy roslinami, a takze chelatowaé skladniki odzywcze w glebie
(Hassan i Mathesius, 2012). Zwigzki te pelnig bardzo zlozone funkcje w interakcjach
zachodzacych migdzy ro$linami a mikroorganizmami glebowymi. Flawonoidy moga
wykazywa¢ wiasciwosci inhibujace aktywno$¢ enzymow glebowych. Istnieja doniesienia
naukowe moéwigce zardéwno o stymulujagcym (luteolina wydzielana przez korzenie lucerny
dziata jako induktor Rhizobium meliloti, a hesperetyna wydzielana przez korzenie grochu dziata
stymulujgco na Rhizobium leguminosarum, zaobserwowano rowniez dziatanie flawonoidow na
zwigkszenie poziomu kolonizacji mikoryzowej w korzeniach melona, poprawe sporulacji,
zwigkszenie wzrostu strzgpek i szybkosci kietkowania arbuskularnych grzybow mikoryzowych
Gigaspora margarita, Gigaspora macrocarpum oraz Gigaspora etunicatum), jak i hamujgcym
(zahamowanie sporulacji Glomus etunicatum i Glomus macrocarpum przez formonetyne oraz
zahamowanie wzrostu strzgpek przez galanging) wptywie flawonoidow na mikroorganizmy
glebowe (Bag i in.,2022; Jacoby i in., 2017; Jain i Nainawatee, 2002; Shah i Smith, 2020;
Wang i in., 2022). Wiadomo, ze zwigzki te mogag wplywaé na liczebnos$¢, aktywno$é
1 r6znorodno$¢ bakterii (Cesco 1 in., 2012).

Co wigcej, wykazano, ze zastosowanie ekstraktow roslinnych ma réwniez wplyw na
zawarto$¢ barwnikow fotosyntetycznych, np. chlorofilu, ktére odgrywaja kluczowa role
w procesie fotosyntezy. Zastosowanie bionawozu fosforowego w polaczeniu z ekstraktem
z wodorostow spowodowato zwigkszenie plonow o 8,04% w pierwszym i 6,96% w drugim
sezonie trwania do$wiadczenia w poréwnaniu do kontroli, do ktdrej nie aplikowano dodatkoéw

w postaci bionawozow i ekstraktu z wodorostow. Ekstrakt z wodorostow, ktory stosowany jest
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jako nawdz organiczny wplywa na zwigkszenie odpornosci roslin na stres abiotyczny
(Vafaiin., 2022; Sharmai in., 2019).

Oceniono wplyw wyciggu z alg morskich na wzrost i plonowanie truskawek oraz
spoteczno$¢ drobnoustrojow W uprawach polowych i szklarniowych roéznych odmian
truskawki. Zastosowanie ekstraktu przyczynito si¢ do zwigkszenia liczebnos$ci i aktywnosci
metabolicznej bakterii w uprawach polowych. Zaobserwowano wzrost wskaznikow
biordéznorodno$ci: bogactwa gatunkowego, rdéznorodno$ci i rownocennosci Shannona.
Co wigcej, zaobserwowano polepszenie wzrostu korzeni i cze$ci nadziemnych truskawek,
a takze zwigkszanie plonu owocoOw po zastosowaniu ekstraktu (Alam i in., 2012).

Zastosowanie wyciggow roslinnych ma znaczacy wpltyw na glebg i jej mikrobiom,
a takze na wzrost 1 kondycje ro§lin. Wspomniane efekty sa najprawdopodobniej spowodowane
obecnos$cig zwiagzkéw bioaktywnych w surowcach, z ktérych pozyskiwane sg ekstrakty.
Ekstrakty roslinne stanowig obiecujaca droge rozwoju zréwnowazonych i przyjaznych dla

srodowiska praktyk rolniczych.
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3. Cel pracy i hipoteza badawcza

Cel badan: Ocena mozliwo$ci zastosowania ekstraktow otrzymanych z surowcow
roslinnych wyselekcjonowanych na podstawie przegladu literatury naukowej, ktore
zaaplikowane tgcznie z nawozem mocznikowym spowodujg obnizenie emisji amoniaku
z gleby. Otrzymane ekstrakty roslinne bedg mozliwe do zastosowania wspolnie z mocznikiem

produkowanym w Grupie Azoty PULAWY.

Cele szczegolowe obejmowaly:

1. Wybdr surowcow roslinnych oraz weryfikacja ich skutecznosci jako inhibitoréw
ureazy.

2. Okres$lenie wptywu mocznika z dodatkiem otrzymanych ekstraktow roslinnych na
emisj¢ amoniaku, aktywnos$¢ ureazy a takze zawarto$¢ form azotu (N ogdlny, formy
amonowa i azotanowa) w glebie w do§wiadczeniu inkubacyjnym.

3. Zbadanie wptywu mocznika z dodatkiem otrzymanych substancji pochodzenia
roslinnego na emisj¢ amoniaku, aktywno$¢ ureazy oraz zawarto$¢ form azotu
w glebie w doswiadczeniu wazonowym z pszenicg jarg.

4. Ocen¢ wptywu nawozenia mocznikiem z dodatkiem ekstraktow z ro$lin na wzrost
ro$lin pszenicy (biomasa, zawarto§¢ makroskladnikéw 1 chlorofilu, tempo
fotosyntezy).

5. Ocene wplywu mocznika z dodatkiem wyselekcjonowanych ekstraktéw roslinnych
na mikroorganizmy glebowe (liczebno$¢ oraz sktad taksonomiczny bakterii

i grzybow).

Hipoteza badawcza: Zastosowanie ekstraktow roslinnych razem z mocznikiem pozwoli

na redukcje emisji amoniaku o co najmniej 20% w poréwnaniu do kontroli — nawozu bez
dodatku substancji pochodzenia roslinnego. Efekt na plonowanie roslin po zastosowaniu
ekstraktow roslinnych razem z mocznikiem bedzie co najmniej taki sam, jaki uzyskuje si¢ po
aplikacji samego mocznika. Aplikacja ekstraktow roslinnych wraz z mocznikiem do gleby
wpltywa na zmiany liczebnosci 1 sktadu taksonomicznego oraz biordznorodnosci bakterii

1 grzybow.
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4. Metodyka badan

4.1. Ekstrakty roslinne badane w doswiadczeniach

Do badan wytypowano nastepujace owoce, ktore zgodnie z informacjami uzyskanymi
z dostepnej literatury naukowej charakteryzowaly si¢ wysoka zawartoscig zwigzkow
polifenolowych: malina (Rubus L.), borowka (Vaccinium L.), jezyna (Rubus L.) oraz
morwa czarna (Morus nigra L.) (Awllia i in., 2016; Li i in., 2017; Lopez-Corona i in., 2022).
Swieze owoce maliny, borowki i jezyny zostaly zakupione od lokalnego producenta, zostaty
one zamrozone w temperaturze -18°C i w takiej formie byly przechowywane przez okres
3 miesiecy do czasu rozpoczecia badan. Morwa czarna zostala zakupiona w formie suszonych
owocow (BioPlanet, Polska). Dodatkowo, w przeprowadzonych badaniach przetestowano
dziatanie allicyny, ktora byta wykorzystana w opisanych w literaturze naukowej badaniach
poswigconych inhibitorom ureazy (Mathialagan i in., 2017). W tym celu wykorzystano
komercyjnie dostgpny suplement diety ALLICIN MAX (Allimax International Limited,
Wielka Brytania) w postaci kapsutek (180 mg allicyny w 1 kapsulce). Zawarto$¢ jednej
kapsutki preparatu ALLICIN MAX zostata rozpuszczona w 20 ml mieszaniny ekstrakcyjnej
(16 ml metanolu 1 4 ml wody, tak aby zachowa¢ stosunek metanol:woda 8:2).

Do otrzymania ekstraktow roslinnych z owocow zastosowano ekstrakcje¢ alkoholows,
ktora jest wiodacg metoda ekstrakcji stosowang w przypadku owocow o wysokiej zawartosci
zwigzkéw polifenolowych (Bar i in., 2022). Wybor ekstrakcji alkoholowej jako metody
ekstrakcji  stosowanej w prowadzonych badaniach podyktowany byt doniesieniami
literaturowymi mowiacymi o tym, ze w celu wyekstrahowania jak najwickszej ilosci zwigzkow
polifenolowych z surowca nalezy uzy¢ metanolu badz etanolu jako ekstrahenta
(Al.-Mamun i in. 2016; Bar i in. 2022; Budiman i in., 2017). Réwniez Rana (2021) rozwazat
stuszno$¢ wyboru metanolu jako ekstrahenta w prowadzonym eksperymencie. Przed procesem
ekstrakcji swieze owoce zostaly poddane suszeniu. Owoce suszono w suszarce w dwoch
etapach: pierwszy etap obejmowat suszenie w temperaturze 80°C, drugi w temperaturze 100°C
(oba etapy trwaly 24 godziny). Suszone owoce morwy czarnej nie byly poddawane procesowi
dodatkowego suszenia. Zgodnie z metodyka ekstrakcji alkoholowej do naczyn ekstrakcyjnych
nawazono 1 g suchych i rozdrobnionych owocow i zalano mieszaning ekstrakcyjng — metanol
: woda (zmieszanymi w stosunku objetosciowym 8:2). Zachowano przy tym proporcjg, tak aby
na kazde 0,5 g suszonych owocow  przypadalo 10 ml mieszaniny ekstrakcyjnej
(Mahernia i in., 2015). Naczynie, w ktorym prowadzono proces ekstrakcji uszczelniono

parafilmem i inkubowano w cieplarce w temperaturze 25+1°C przez 24 godziny. Po tym czasie
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ekstrakt przesgczono przy uzyciu zestawu sktadajacego si¢ z pompy prézniowej oraz lejka
Buchnera w celu oddzielenia 2 frakcji: stalej i cieklej. Do saczenia wykorzystano sgczki
Sartolon Polyamid (Sartorius, Niemcy) o wiclkosci porow 0,45 um. Otrzymane ekstrakty

przechowywano w temperaturze 5+1°C do czasu ich dalszego wykorzystania.

4.1.1. Analizy ekstraktow roslinnych

Uzyskane ekstrakty roslinne w stezeniach: 5%, 10%, 25% i 100% oraz allicyna
(preparat ALLICIN MAX) zostaty przebadane pod katem zdolnosci do hamowania aktywnosci
enzymu ureaza. W tym celu do proboéwki dodano 1,35 ml buforu fosforanowego (pH 7,4),
nastepnie dodano 0,05 ml ureazy (10U) (Sigma-Aldrich, USA) oraz 0,1 ml ekstraktu
w badanych st¢zeniach lub roztworu allicyny. Mieszaning inkubowano w 37°C przez 5 min. Po
tym czasie do roztworu dodano 0,5 ml 0,72 M roztworu mocznika. Mieszaning reakcyjna
inkubowano w 37°C przez 30 min. Do nowej probéwki pobrano 1 ml mieszaniny reakcyjnej
i dodano kolejno 9 ml wody, 5 ml odczynnika A, 2 ml roztworu dichlorocyjanuranu sodu.
Catos¢ inkubowano w 37°C przez 30 min. W probie $lepej 1 ml mieszaniny reakcyjnej
zastgpiono 1 ml wody destylowanej. Zmierzono absorbancje probek na spektrometrze UV-Vis
przy dlugosci fali A=690 nm. Oznaczenie wykonano w 3 powtorzeniach.

Dodatkowo, w przypadku ekstraktow o stezeniach: 5%, 10% i 25% otrzymanych
z owocOw morwy, maliny, jezyny i borowki oznaczono catkowita zawarto$¢ zwiazkoéw
polifenolowych przy wykorzystaniu odczynnika Folina-Ciocalteu. W tym celu do kolb
miarowych o pojemnosci 10 ml dodano 4 ml wody destylowanej i 0,5 ml badanych ekstraktow.
Nastgpnie do  kazdej kolby dodano 0,5 ml odczynnika  Folina-Ciocalteu
1 wymieszano. Po uptywie 2 minut dodano 2 ml 20% roztworu weglanu sodu. Kolby
uzupelniono wodg destylowang do objetosci 10 ml, wymieszano, a nast¢pnie inkubowano w
temperaturze 40°C przez 30 min. W probie Slepej 0,5 ml badanego ekstraktu zastgpiono 0,5 ml
wody destylowanej. Zmierzono absorbancje probek przy dtugosci fali A=760 nm. Oznaczenie
wykonano w 3 powtorzeniach. Catkowitg zawarto$¢ zwiazkéw polifenolowych wyznaczono na
podstawie krzywej wzorcowej dla kwasu galusowego. Roztwory do wykonania krzywej
wzorcowej przygotowano na bazie roztworu roboczego kwasu galusowego (w wodzie)

o stezeniu 2 g 1,
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4.2. Charakterystyka gleb uzytych w doswiadczeniu

W przeprowadzonych doswiadczeniach (inkubacyjnym i wazonowym) wykorzystano
dwa typy gleby. Pierwszy, gleba plowa o sktadzie granulometrycznym gliny piaszczystej
pochodzit z pola doswiadczalnego znajdujacego si¢ na terenie Instytutu Agrofizyki
im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk w Lublinie (IA PAN), wojewddztwo
lubelskie. Gleba charakteryzowata si¢ odczynem kwasnym (pH w KCI 5,4 ), bardzo wysoka
zawartoscig przyswajalnych form fosforu (20,4 mg P2Os/100 g gleby), $rednig zawarto$cig
potasu (11,8 mg K20/100 g gleby) i bardzo wysoka zawartoscig magnezu (7,3 mg K-0O/100 g
gleby), zawarto$¢ substancji organicznej wynosita 1,64% powietrznie suchej masy gleby,
a zawarto$¢ azotu ogdlnego 0,82 mg kg™

Drugi typ gleby, gleba bielicowa o sktadzie granulometrycznym piasku gliniastego
zostal pobrany z p6l doswiadczalnych Rolniczego Zaktadu Doswiadczalnego Instytutu Uprawy
Nawozenia i Gleboznawstwa Panstwowego Instytutu Badawczego w Grabowie nad Wista
(RZD IUNG-PIB), wojewddztwo mazowieckie. Gleba charakteryzowata si¢ odczynem
zasadowym (pH w KCI 7,4), éredniag zawartoscig przyswajalnych form fosforu
(14,8 mg P20s/100 g gleby), niska zawartoscig potasu (8,2 mg K20/100 g gleby) oraz $rednia
zawartoscig magnezu (4,1 mg K>0/100 g gleby), zawartoscia substancji organicznej wynosita
2,24% powietrznie suchej masy gleby, a zawarto$é azotu ogdlnego na poziomie 0,80 mg kg™

Glebg pobrano wiosng z warstwy 0-20 cm. Material glebowy przed wykorzystaniem
w doswiadczeniach zostat przesiany przez sita o Srednicy oczek 2 mm w celu usunigcia
drobnych kamieni, a takze niepozadanych pozostatosci roslinnych, takich jak korzenie oraz

zeschte czesci roslin.

4.3. Doswiadczenie inkubacyjne

Do$wiadczenie inkubacyjne prowadzono przez 14 kolejnych dni w Instytucie
Agrofizyki PAN. Przygotowano cylindry wykonane z poli(chlorku winylu) (PVC) o $rednicy
15 cm i wysokosci 30 cm, ktore wypetniono gleba o gestosci 1,3 g cm™ i wilgotnosci wagowej:
gleba ptowa 18% 1 gleba bielicowa 14% do wysokosci 20 cm. Dodatkowo przygotowano
cylindry przeznaczone do poboru gleby do oznaczen enzymatycznych. Doswiadczenie
przeprowadzono w nast¢pujacych terminach  12.04 — 25.04.2021 na glebie plowe;,
29.03-11.04.2021 na glebie bielicowej. W doswiadczeniu zbadano tacznie 8 obiektow, kazdy
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w 4 powtorzeniach (tabela 2). Kazdy z 8 obiektow byt testowany zar6wno na glebie ptowej, jak

I bielicowej.

Tabela 2 Obickty w doswiadczeniu inkubacyjnym

Nazwa obiektu
1 kontrola
2 NBPT
3 borowka 10%
4 borowka 25%
5 malina 10%
6 malina 25%
7 morwa 10%
8 morwa 25%

Do kazdego wazonu zaaplikowano granulowany mocznik. W przeprowadzonym
doswiadczeniu inkubacyjnym zastosowano stosunkowo wysoka dawke azotu, co umozliwito
zaobserwowanie roznic w emisji NHz pomiedzy poszczegdlnymi obiektami. Nawoz
aplikowano w maksymalnej dopuszczalnej dawce 240 kg N ha™t. Do wazonoéw zaaplikowano
ekstrakty roslinne uzyskane z owocow borowki, maliny 1 morwy czarnej, kazdy w dwodch
stezeniach: 10% 1 25% 1 objgtosci 45 ml. Wyboru ekstraktow (oraz ich stgzen) uzytych
w doswiadczeniu inkubacyjnym dokonano na podstawie wynikow uzyskanych z wczesniej
przeprowadzonej oceny zdolno$ci do hamowania aktywnos$ci enzymu ureaza. Dodatkowo,
przygotowano  wazony, do  ktorych  zaaplikowano  mocznik  otoczkowany
triamidem kwasu N-(n-butylo) tiofosforowego (NBPT) w stezeniu 680 ppm, dzigki czemu
mozliwe bylo poréwnanie wilasciwosci badanych ekstraktow roslinnych z komercyjnie
dostgpnym inhibitorem ureazy NBPT.

Najpierw z cylindra zebrano 2-centymetrowa warstwe gleby 1 mozliwie rownomiernie
rozprowadzono granule mocznika, ktore przykryto cienkg warstwa uprzednio zebranej gleby.
Nastepnie zaaplikowano 45 ml ekstraktu i przykryto pozostata glebg. W obiektach, do ktérych
zaaplikowano sam mocznik (obiektach kontrolnych) oraz mocznik z dodatkiem NBPT,

zaaplikowano dodatkowo po 45 ml wody.
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W trakcie prowadzenia dos$wiadczenia utrzymywano stalg wilgotno$¢ podloza
odpowiadajacg wartos$ci sily ssacej gleby (pF) 1,9. Pomiaru sity ssacej gleby dokonano przy
uzyciu tensjometru. Kontrola wilgotnosci polegata na utrzymywaniu stalej masy wazonu
i uzupetnianiu jej ubytkow wodg co 48 godzin. Temperatura otoczenia mieScita si¢ w zakresie

19-23°C.

4.3.1. Pomiar emisji amoniaku z gleby

Pomiar emisji amoniaku przeprowadzono w ukladzie zamknigtym, ktory sktadat si¢ z
wazonu wypelnionego gleba do 20 cm wysokosci oraz koputy pomiarowej o $rednicy 15 cm
i wysokosci 15 cm. Pomiary prowadzono codziennie o tej samej porze przez 13 kolejnych dni.
Komora pomiarowa byta wyposazona w termometr, koncowke sondy pomiarowej analizatora
GASMET DX4040 (ENVAG, Niemcy) oraz wentylator, ktory wymuszat ujednorodnienie
sktadu powietrza wewnatrz komory. Zard6wno wazon, jaki i komora pomiarowa wykonane byly
z poli(chlorku winylu) (PVC). Uktad uszczelniono za pomocg gumowej uszczelki. Przewody
faczace komor¢ pomiarowa z analizatorem GASMET DX4040 wykonane byly z teflonu,
dodatkowo wyposazono je w filtr dyskowy, ktory stanowit zabezpieczenie przed przedostaniem

si¢ niepozadanych drobnych czastek statych do komory pomiarowej aparatu.

Rysunek 4 Analizator gazow GASMET DX 4040
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Analizator gazow GASMET DX4040 (Rysunek 4) umozliwia pomiar stezenia NH3
w zakresie od 0 do 100 ppm. Zasada jego dziatania opiera si¢ na zdolnosci wieloatomowych
czastek gazu do pochlaniania promieniowania podczerwonego. Aparat wykorzystuje metode
FTIR (ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy), czyli spektroskopi¢ fourierowska
w podczerwieni. Urzadzenie prowadzi jednoczesny pomiar calego spektrum gazéw, ktore
nastgpnie poddawane sg analizie przez komputer wyposazony w oprogramowanie CALCMET.
W bibliotece urzadzenia znajdujg si¢ widma poszczegdlnych gazéw, do ktorych pordownywane
sg obrazy uzyskane w wyniku prowadzonych pomiarow (Daéid, 2005).

Uktad pomiarowy wykorzystany w doswiadczeniu inkubacyjnym umozliwiat
prowadzenie pomiarOw w czasie rzeczywistym. Pomiar z kazdego wazonu trwal niecate
4 minuty 1 obejmowat 15 odczytdéw, kazdy co 15 sekund. Odczyty uzyskane w toku pomiaré6w

zostaly przeliczone na strumienie emisji amoniaku wyrazone w jednostce mg m2 h.

4.3.2. Analiza aktywnosci ureazy w glebie

Aktywnos¢ enzymu ureaza oznaczono spektrofotometrycznie metoda Zantua i Bremner
(1977). W tym celu nawazono 5 g uprzednio przesianej na sicie o $rednicy 2 mm gleby.
Do kazdej probki dodano 0,75 ml toluenu i odczekano 15 minut. Po tym czasie do probek
badanych dodano 5 ml roztworu mocznika, a do probek kontrolnych 5 ml wody destylowane;.
Probki inkubowano przez 18 godz. w temperaturze 37°C. Do probek dodano 25 ml 0,03 M
kwasu octowego 1 najpierw je wytrzasano przez 20 minut, a nast¢pnie wirowano z predkoscia
4000 obr/min przez 10 min. Pobrano 1 ml przesaczu, do ktorego dodano 1 ml winianu
sodowo-potasowego, 1 ml odczynnika Nesslera i uzupelniono woda destylowana do objetosci
50 ml. W probie Slepej 1 ml przesaczu zastagpiono 1 ml winianu sodowo-potasowego.
Zmierzono absorbancj¢ probek przy diugosci fali A=410 nm, a wyniki przeliczono na mg
N-NH4 kg suchej masy gleby h™.

Gleba do analizy aktywnosci ureazy zostala pobrana w terminach, kiedy odnotowano
wysoka emisje amoniaku. Probki do analizy zostaty pobrane z warstwy 0-5cmw 2,6, 7, 8112
dniu trwania do§wiadczenia z glebg ptowg oraz w 3, 4, 6, 8 1 12 dniu trwania do§wiadczenia z
gleba bielicowa. Przesunigcie terminéw poboru probek miedzy oboma doswiadczeniami
wynikaly z obserwowanych w trakcie prowadzenia pomiar6w réznic emisji amoniaku. Analizy

przeprowadzono w trzech powtorzeniach.
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4.3.3. Analiza zawartoS$ci azotu w glebie

Z kazdego wazonu pobrano probki gleby z dwoch warstw profilu (0-10 cm i 10-20 cm).
W celu oznaczenia zawarto$ci azotu ogélnego metoda Kjeldahla w pobranych probkach gleby
przeprowadzono mineralizacj¢ na gorgco w stezonym kwasie siarkowym z dodatkiem
perhydrolu. Dodatkowo, w pobranych probkach gleby przeprowadzono oznaczenie zawartosci
przyswajalnych form azotu (N-NHs i N-NOs) metoda ciaglej analizy przeptywowej (CFA)
z detekcjg spektrofotometryczng, ktore zostato poprzedzone ekstrakcja 1% roztworem K>SOa.
Opisane wyzej analizy zawartosci azotu w probkach gleby zostaly wykonane w Okregowe;j

Stacji Chemiczno-Rolniczej w Lublinie.

4.4, Doswiadczenie wazonowe

Doswiadczenie wazonowe prowadzono w Instytucie Agrofizyki PAN w Lublinie przez
okres 67 dni w okresie od czerwca do sierpnia 2022, do fazy kloszenia pszenicy. Cylindry
wykonane z PVC o $rednicy 15 cm i wysokosci 30 cm wypetniono glebg do wysokosci 27 cm.
W doswiadczeniu wykorzystano opisane wczesniej (podrozdz. 3.2.) dwa typy gleby o gestosci
1,3gcm,

Przed siewem pszenicy zastosowano nawozenie uzupehiajgce makrosktadnikami
(K, P, Mg) majace na celu uzupetnienie niedoborow wystepujacych w wykorzystywanym do
doswiadczenia materiale glebowym. Dawki ustalono na podstawie przeprowadzonych
wczesniej analiz zawarto$ci przyswajalnych form tych sktadnikow w glebie. Odczyn gleby
doprowadzono do pozadanego poziomu (zgodnie z zaleceniami, pH gleby przygotowanej pod
wysiew pszenicy powinien si¢ miesci¢ w zakresie 6,5-7,0). W tym celu zaaplikowano wapno
granulowane firmy SUMIN, w ktorym wapn wystepuje w postaci CaCOz. Rosling testowa byta
pszenica jara odmiany Rusatka uzyskana z Hodowli Roslin Strzelce Sp. z o0.0., Grupa IHAR.
Charakterystycznymi cechami tej odmiany pszenicy sa stabilne plonowanie oraz wczesny
termin kloszenia. Ilo$¢ ziaren zostatla wyliczona na podstawie optymalnej gesto$ci Siewu
zalecanej przez Producenta wynoszacej od 450 do 550 kietkujacych ziaren na m?. Ziarna
(w ilosci 13 na kazdy wazon) zaaplikowano na gltgbokos¢ 3 cm i przykryto gleba. Po wschodach
usunig¢to nadmiarowg ilos$¢ siewek, pozostawiajac 8 w kazdym z wazonow.

W doswiadczeniu wazonowym zastosowano nawozenie mocznikiem w iloSci
140 kg N ha, ktére podzielono na 2 dawki. Pierwsza dawka azotu (90 kg N ha) zostata

zaaplikowana przedsiewnie tacznie z badanymi ekstraktami ros§linnymi 25% ekstraktem
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z borowki suszonej oraz 10% ekstraktem z morwy czarnej suszonej (objetos¢ ekstraktu
wynosila 17,5 ml), druga dawke nawozu (50 kg N ha?) zaaplikowano w fazie strzelania
w zdzblo tacznie z ekstraktem (10 ml). Aplikacja pierwszej dawki ekstraktow zostata
przeprowadzona w analogiczny spos6b jak miato to miejsce w do$wiadczeniu inkubacyjnym.
Z cylindra zebrano 2-centymetrowa warstwe gleby i rownomiernie rozprowadzono granule
mocznika, ktére przykryto cienka warstwg uprzednio zebranej gleby. Nastepnie zaaplikowano
17,5 ml ekstraktu i1 przykryto pozostala gleba. Druga dawke nawozu oraz ekstraktu
zaaplikowano na powierzchni gleby. W wazonach kontrolnych (nawozonych mocznikiem)
zastgpiono ekstrakty rownowazng objetoscia wody. Wybdr ekstraktow  uzytych
w do$wiadczeniu wazonowym zostal dokonany po przeanalizowaniu wynikow uzyskanych
w doswiadczeniu inkubacyjnym. Wybrano 25% ekstrakt z borowki, ktorego zastosowanie
spowodowato najwigksze obnizenie skumulowanej emisji amoniaku na glebie ptowej oraz
10% ekstrakt z morwy czarnej, ktory okazat si¢ najbardziej efektywny na glebie bielicowe;j.
Doswiadczenie prowadzono w kontrolowanych warunkach temperatury i o§wietlenia.
W terminie 5.06-29.06.2022 temperatura w ciggu dnia utrzymywana byta na poziomie 22°C,
w ciggu nocy wynosita 16°C. W tym terminie dlugo$¢ dnia i nocy wynosita 12 godzin. Przez
okres kolejnych 42 dni temperatura w ciggu dnia wynosita 24°C, a w nocy 18°C. Dlugos¢ dnia
1 nocy wynosita odpowiednio 14 godzin 1 10 godzin. Wilgotno$¢ gleby utrzymywana byta na
statym poziomie (wilgotno$¢ wagowa dla gleby ptowa 18% i gleby bielicowej14%,
analogicznie jak w doswiadczeniu inkubacyjnym), co kontrolowano poprzez uzupetnianie
wodg ubytkow masy poszczegdlnych wazondéw co 48 godzin. Dodatkowo, w celu zapewnienia
jednorodnego wplywu ewentualnych zmian parametréw o$wietlenia i temperatury co 48 godzin
w sposob losowy zmieniano potozenie wazonéw. W doswiadczeniu wazonowym zbadano

tacznie 6 obiektow, kazdy w 4 powtdrzeniach (Tabela 3).
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Tabela 3 Obiekty w doswiadczeniu wazonowym

Nazwa obiektu

Gleba ptowa
1 kontrola
2 boréwka 25%
3 morwa czarna 10%

Gleba bielicowa

4 kontrola
5 borowka 25%
6 morwa czarna 10%

Dodatkowo przygotowano wazony do poboru probek glebowych przeznaczonych do

oznaczen aktywnosci ureazy.

4.4.1. Analizy gleby

Pomiar emisji amoniaku

Pomiary emisji amoniaku rozpoczeto 06.06.2022 i prowadzono je zgodnie z metodyka

opisang w podrozdziale 3.3.1 przez okres 13 dni.

Aktywnos$¢ ureazy

Oznaczenie przeprowadzono zgodnie z metodyka opisang w podrozdz. 4.3.2. Probki
gleby pobrano w 4, 9, 18, 47 i 76 dniu trwania do$wiadczenia wazonowego. Analizy

przeprowadzono w trzech powtorzeniach.

Oznaczenia zawartosci azotu w glebie

Oznaczenie zawarto$ci azotu ogolnego, azotu azotanowego 1 amonowego w probkach
gleby przeprowadzono w Okregowej Stacji Chemiczno-Rolniczej w Lublinie zgodnie z
metodyka opisang w podrozdz. 4.3.3. Probki gleby zostaly pobrane bezposrednio po
zakonczeniu doswiadczenia, z trzech warstw: 0-6 ¢cm, 6-11 cm oraz 11-27 cm. Analizy

przeprowadzono w czterech powtdrzeniach.
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4.4.2. Analizy mikrobiomu

Probki gleby przeznaczone do analizy mikrobiomu (bakterie i grzyby) pobrano
ostatniego, 67. dnia doswiadczenia wazonowego, z warstwy 0-10 cm i przechowywano je
w temp -20°C przed rozpoczgciem analiz. Wszystkie wymienione nizej analizy mikrobiomu
(izolacja DNA, NGS, analiza bioinformatyczna) zostaty przeprowadzone przez Genomed S.A.

w Warszawie.

Izolacja DNA
DNA z probek gleby zostalo wyizolowane przy uzyciu zestawu do izolacji DNA

genomowego Fast DNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, USA). Wyizolowane DNA
zawieszono w wodzie wolnej od nukleaz, a nastepnie oczyszczonO za pomocg zestawu
Anty-Inhibitor Kit (A&A Biotechnology, Polska). Stezenie DNA zmierzono fluorymetrycznie

z uzyciem barwnika PicoGreen w probkach o objetosci 45 pl.

Sekwencjonowanie nowej generacji (Next Generation Sequencing, NGS)

Sekwencjonowanie nowej generacji (ang. Next Generation Sequencing, NGS)
umozliwia wyodrebni¢ 1 porownaé zbiorowiska bakterii i grzyboéw. Analize metagenomiczng
bakterii i grzybéw przeprowadzono na bazie odpowiednio hiperzmiennego regionu V3-V4
genu 16S rDNA oraz ITS1. Do amplifikacji regionu V3-V4 16 S rDNA uzyto starteréw
341F (5 — TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG CCT ACG GGN GGC
WGC AG) oraz 785R (5 — GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA
GGA CTA CHV GGG TAT CTA ATC C), a do amplifikacji regionu ITS1 uzyto starteréw
ITS1FI2 (5~ TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG GAA CCW GCG GAR
GGA TCA) oraz 5.8S (5 — GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA
GCG CTG CGT TCT TCA TCG). Te specyficzne sekwencje primerow zostaty réwniez
wykorzystane do przygotowania biblioteki, a do przeprowadzenia reakcji PCR uzyto Q5 Hot
Start High-Fidelity 2X Master Mix (Biolabs, Nowa Anglia). Warunki reakcji PCR obejmowaty
etap poczatkowej denaturacji w 95°C przez 3 minuty, nastepnie 25 cykli: 95°C przez 30 sekund,
55°C przez 30 sekund i 75°C przez 30 sekund i ostatni etap w temperaturze 72°C trwajacy
5 minut. Sekwencjonowanie wykonano na aparacie MiSeq przy uzyciu zestawu v3 Illumina
(lllumina, USA) stosujac technologi¢ odczytow sparowanych (ang. paired-end, PE) 2 x 300 par

zasad. Przeprowadzono rowniez automatyczng wstepng analiz¢ danych na sekwenatorze MiSeq
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przy uzyciu oprogramowania MiSeq Reporter (MSR) v2.6, ktora obejmowata automatyczne

demultipleksowanie probek oraz wygenerowanie plikow fastq zawierajacych surowe odczyty.

Analiza bioinformatyczna

Przeprowadzono analiz¢ bioinformatyczng, ktéora umozliwila sklasyfikowanie
odczytow do odpowiednich pozioméw taksonomicznych. W tym celu wykorzystano
oprogramowanie QIIME (grzyby) oraz QIIME 2 (bakterie) wraz z baza sekwencji
referencyjnych UNITE v8.2 (grzyby) i Silva 138 (bakterie), dodatkowo w przypadku analizy
bakterii wykorzystano pakiet DADA2, dzigki ktoremu udato si¢ zarowno wyszczegdlnié
sekwencje pochodzenia biologicznego od tych, ktore nowo powstaly w procesie
sekwencjonowania, jak i wyodrgbni¢ unikalne sekwencje biologicznego pochodzenia
ASV (ang. amplicon sequence variant). W przypadku grzybow wyodrebniono
OTU (operacyjne jednostki taksonomiczne, ang. operational taxonomic units).

Specyficzne 1 wspdlne dla badanych obiektow doswiadczalnych —gatunki
mikroorganizmow przedstawiono na wykresach Venn. Wyniki zostaly wygenerowane na
podstawie procentu udziatu liczby zliczen danego taksonu w stosunku do sumy zliczen
wszystkich taksonéw w danej probee (relative abundance). Dane do analizy musiaty spetniaé
nastepujace Kryteria:

- probki, ktorych warto$¢ relative abundance byla nizsza niz 0,1% nie zostaly
uwzglednione w analizie,

- zalozenie, ze aby zaklasyfikowa¢ dang grupe doswiadczalng do danego taksonu,

dwa z trzech powtdrzen musiaty wykazywaé obecno$¢ tego taksonu.

4.4.3. Analizy roslin

Oznaczenie zawarto$ci chlorofilu w probkach roslinnych

Zawarto$¢ chlorofilu w liciach pszenicy oznaczono spektrofotometrycznie przy uzyciu
aparatu CCM 300 (OPTI-SCIENCES, USA). Urzadzenie (Rysunek 5) przeprowadza pomiar
fluorescencji chlorofilu przy dtugosci fal 735 nm i 700-710 nm. Zakres pomiarowy urzgdzenia
zawiera si¢ miedzy 41 a 675 mg m? Aparat CCM 300 umozliwia przeprowadzenie

natychmiastowych, nieinwazyjnych pomiarow.
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Rysunek 5 Chlorofilomierz CCM 300

Pomiary zawarto$ci chlorofilu przeprowadzono w 2 terminach: w 24. dniu
doswiadczenia, w fazie krzewienia pszenicy (BBCH 20-29) oraz w 67 dniu. eksperymentu,
w fazie kloszenia pszenicy (BBCH 50-59), na drugim w pelni wyksztalconym lisciu.

Kazdy pomiar przeprowadzono w 4 powtorzeniach.

Pomiar intensywno$ci fotosyntezy

Pomiar intensywno$ci fotosyntezy zostal przeprowadzony przy uzyciu zestawu
pomiarowego DualPAM 100 i GFS-300 (Heinz Walz GmbH, Niemcy) przedstawianego na
Rysunku 6. Pomiary wymiany gazowej opieraly si¢ na zasadzie, zgodnie z ktorg zmiany st¢zen
COz2 i H20 sa okreslane gdy powietrze przechodzi przez komore pomiarowa, wewnatrz ktorej
znajduje sie¢ li§¢. Zastosowanie przenosnego systemu wymiany gazowej 1 fluorescencji
GFS-300 umozliwiato doktadng kontrole warunkow prowadzonych pomiarow. Mozliwe byto
kontrolowanie takich parametrow jak: CO2, H20, temperatura, §wiatto, wentylacja i przeptyw.

Pomiary przeprowadzono w fazie kloszenia pszenicy, tj. w 67 dniu trwania
do$wiadczenia. Pomiary prowadzone byly przy stezeniu CO2 wynoszacym 440 ppm, stezeniu
H20O wynoszacym 16000 ppm 1 strumieniu $wiatta aktywnego fotosyntetycznie na poziomie
150 pE. Wilgotnos¢ powietrza wynosita ok. 60%, a temperatura w komorze pomiarowej
wynosita 22°C. Seria pomiarowa dla kazdej probki trwata okoto 130 sekund i obejmowata
10 pomiaréw. Wykonano 3 serie pomiarowe dla kazdego badanego obiektu. Uktad pomiarowy
byl przeptukiwany migdzy kolejnymi seriami pomiarowymi przez okres 60 sekund. Kazdy

pomiar przeprowadzono w 4 powtorzeniach.
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Rysunek 6 Zestaw pomiarowy DualPAM 100 i GFS-300 do pomiaru intensywnosci fotosyntezy

Oznaczenie masy roslin

Po zakonczeniu do$§wiadczenia wazonowego okre§lono plon $wiezej masy czgsci
nadziemnych roslin oraz zawarto$¢ suchej masy ro$lin z wykorzystaniem metody

suszarkowo-wagowej (70°C).

Oznaczenie zawarto$ci makrosktadnikéw w materiale ro$linnym

Zawarto$¢ makrosktadnikéw (N, P, K, Ca i Mg) w materiale stanowigcym czgsci
nadziemne ro$lin oznaczono po mineralizacji na mokro w stezonym kwasie siarkowym
z dodatkiem utleniacza w postaci nadtlenku wodoru. Do oznaczen zawarto$ci azotu
wykorzystano metoda Kjeldahla, fosfor oznaczono spektrofotometrycznie metodg wanadowo-
molibdenowa, potas i wapn oznaczono przy wykorzystaniu metody emisyjnej spektrofotometrii
atomowej, a magnez metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowej. Oznaczenia zostaly

przeprowadzone w Okregowej Stacji Chemiczno-Rolniczej w Lublinie.
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4.5. Analiza statystyczna

W celu analizy i oceny uzyskanych wynikow wykorzystano podstawowe metody
statystyczne. Zastosowano jednoczynnikowa analize wariancji (ANOVA). W celu sprawdzenia
normalnosci rozktadu wykorzystano test Shapiro-Wilka, test Levene’a przeprowadzono w celu
sprawdzenia jednorodnoséci wariancji. Do okreslenia istotnosci réznic (p<0,05) pomig¢dzy
poszczego6lnymi obiektami zastosowano test Tukeya.

W celu okreslenia wptywu zastosowanych ekstraktow roslinnych na zréznicowanie
zbiorowisk drobnoustrojow obliczono nastepujace wskazniki bioréznorodnosci: bogactwo
gatunkdéw, rownosci Pielou, odrgbno$¢ taksonomiczng oraz wskazniki Margalefa,
Shannona 1 Simpsona. Ponadto przeprowadzano analize skupien (Cluster analysis)
z zastosowaniem metody S$rednich potaczen. W tym celu dane dotyczace liczebnosci
mikroorganizmow (bakterii i grzybow) uprzednio standaryzowano i transformowano
(pierwiastek kwadratowy), a nastgpnie utworzono macierz podobienstwa Braya-Curtisa.
Ponadto przeprowadzono test SIMPROF aby oceni¢, ktore z utworzonych na dendrogramie
skupien roznig sig¢ istotnie (p<0,05) (Clarke i in., 2014). Przeprowadzono rowniez permutacyjng
wieloczynnikowa analiz¢ wariancji (PERMANOVA) (podano wartosci F 1 p) aby oceni¢, czy
zastosowane ekstrakty oraz typ gleby miaty istotny wptyw na sktad zbiorowisk bakterii
1 grzybow.

Analizy statystyczne wynikow przedstawionych w  rozprawie wykonano
z wykorzystaniem programow Statistica ver. 10 (StatSoft, Polska), PRIMER 7
z PERMANOVA+ (PRIMER-e, Nowa Zelandia) oraz RStudio (RCore Team, Austria)
(pakiety: eulerr, microbiome, microbiomeutilities oraz phyloseq).
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5. Wyniki

5.1 Badania wstepne — pomiar inhibicji ureazy oraz zawartosci zwiazkow polifenolowych

Po zapoznaniu si¢ z dostepng literaturag naukowa poruszajaca tematyke inhibitoréw
enzymu ureazy pochodzenia ro§linnego przeprowadzono badania wstepne z wykorzystaniem
wybranych ekstraktow pochodzenia roslinnego majace na celu sprawdzenie ich zdolnosci do
hamowania aktywnos$ci ureazy. W tym celu przeprowadzono oznaczenie z wykorzystaniem
metody opisanej w podrozdz. 4.1.1. Wyniki zaprezentowano na Rysunku 7. Pozadanym
efektem wynikajacym z zastosowania ekstraktow otrzymanych z suszonych roslin byto
uzyskanie nizszego st¢zenia jonéw amonowych w badanych probkach w poréwnaniu do
stezenia uzyskanego w probkach kontrolnych (mocznik bez dodatku ekstraktow). Istotnie
nizsze stezenie jonéw amonowych uzyskano w wigkszosci probek, z wyjatkiem probek
z ekstraktem z jezyny (wszystkie analizowane stezenia) oraz w probkach z ekstraktem z morwy
czarnej w stezeniu 10%. Najwigkszy poziom redukcji stezenia jonéw amonowych w badanych
probkach wzgledem kontroli zaobserwowano w 100% ekstrakcie z maliny, wynosit on 52%.
Kolejno, najbardziej efektywnymi ekstraktami owocowymi okazaty si¢ borowka 100% i malina
25% (redukcja o 45%), malina 10% i morwa czarna 100% (odpowiednio 39% i 38%).
Pozostatymi ekstraktami, ktore wykazywaly zdolno$ci do hamowania aktywno$ci ureazy
byly: malina 5% (34%), borowka 5%, 10% 1 25% (odpowiednio 24%, 20% 1 25%), morwa
czarna 25% (35%) oraz komercyjnie dostepny preparat zawierajacy allicyng ALLICIN MAX
we wszystkich badanych stezeniach (19-21%). Ekstrakty z maliny (10-100%), borowki (100%)
1 morwy (100%) wykazaty wigksza (statystycznie istotng) efektywno§¢ w hamowaniu ureazy

niz allicyna.
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Rysunek 7 St¢zenie jonow amonowych w probkach z dodatkiem mocznika i badanych ekstrakt
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Stupki pionowe oznaczajg odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczajg istotne statystycznie réznice pomigedzy badanymi obiektami.
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W ekstraktach otrzymanych z owocéw maliny, bordwki i morwy czarnej (5, 10 1 25%),
ktore wykazaly skuteczno$¢ w hamowaniu aktywnos$ci enzymu ureazy, przeprowadzono
oznaczenie calkowitej zawartoSci zwigzkow polifenolowych. Zweryfikowano zalezno$¢
zawartosci zwigzkow polifenolowych od rodzaju badanego ekstraktu 1 jego st¢zenia.
W zaprezentowanych wynikach (Rysunek 8) zauwazono wyrazne zréznicowanie W uzyskanych

poziomach zawarto$ci zwigzkow polifenolowych w badanych ekstraktach.

Calkowita zawartosc zwigzkow
polifenolowych
[mg ml]

oy
(= (=)
malina 10% -40

malina 5% . =

malina 25%
borowka 5%

borowka 25%
morwa czama 5% ' &

borowka 10% - g
o
53
morwa czarmma 10% - =2

morwa czarna 25%

Rysunek 8 Calkowita zawarto$¢ zwigzkow polifenolowych w ekstraktach otrzymanych
Z owocow maliny, borowki i morwy czarnej.

Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczaja istotne statystycznie réznice

pomiedzy badanymi obiektami.

Na Rysunku 8 nie przedstawiono wynikéw catkowitej zawartosci zwigzkow
polifenolowych w ekstraktach o stgzeniu 100% ze wzgledu na bardzo wysokg ich zawartosé,
ktora przekraczata zdolno$¢ rozdzielcza spektrofotometru uzywanego do oznaczen. W licznych
publikacjach naukowych opisano do$wiadczenia majace na celu sprawdzenie czy rozmaite
substancje pochodzenia roslinnego wykazuja cechy biostymulatoréw (Abbas 1 in., 2013;
Mohamed i in., 2021; Rouphael i Colla, 2020; van der Watt i Pretorius, 2011). W zwiazku
z tym, ze wysokie st¢zenie substancji aktywnych obecnych w roslinach moze stanowi¢
zagrozenie dla upraw (Plaskova i Micek, 2023), w realizowanych badaniach testowano
skutecznos$¢ rozcienczonych ekstraktow roslinnych. Najczesciej stosowane stezenia ekstraktow
to te do 10% (Godlewska i in., 2021). Kolejnym powodem, dla ktérego zrezygnowano
z wykorzystania 100% ekstraktow w kolejnych etapach badan sa wzgledy ekonomiczne.
Potencjalna produkcja rozcienczonych ekstraktéw generowataby zdecydowanie nizsze koszty,
a co za tym idzie produkt oferowany dla Klienta mialby zdecydowanie bardziej przystgpna

ceng.
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Zauwazono, ze zawarto$§¢ zwigzkow polifenolowych w badanych ekstraktach
ro§linnych ro$nie proporcjonalnie do ich stg¢zenia. Najwigkszg zawarto$¢ polifenoli
zaobserwowano w 25% ekstraktach otrzymanych z owocow maliny oraz borowki, istotnie
mniejsza w 25% ekstrakcie z morwy. W 5% ekstraktach oznaczono najnizszg zawarto$é
zwigzkdéw polifenolowych.

Analiza uzyskanych wynikow z przeprowadzonych badan wstgpnych pozwolila
wytypowa¢ ekstrakty do doswiadczenia inkubacyjnego. Wybrano 10% 1 25% ekstrakty
z owocOw borowki, maliny i morwy czarnej, gdyz te ekstrakty obnizaly aktywnos$¢ ureazy oraz
charakteryzowaly si¢ wyzszg zawartoscig catkowita zwigzkow polifenolowych niz ekstrakty

o stezeniu 5%.

5.2. Doswiadczenie inkubacyjne

W przeprowadzonym doswiadczeniu inkubacyjnym zbadano szesnascie obiektow,
kazdy w czterech powtdrzeniach, z wykorzystaniem dwoéch typow gleby (gleba plowa
i bielicowa): kontrolg, NBPT, boréwke 10% i 25%, maling 10% i 25% oraz morwg czarng 10%
i 25%.

5.2.1. Emisja amoniaku z gleby w dos§wiadczeniu inkubacyjnym

Emisja amoniaku uzyskana z gleby, do ktorej zaaplikowano badane ekstrakty,
wykazywala istotne roznice, ktore wynikaty zarowno ze sktadu zaaplikowanej formulacji, jak
i typu gleby uzytej w doswiadczeniu oraz terminu, w ktérym prowadzono pomiary emis;ji.
Na Rysunku 9 przedstawiono emisj¢ amoniaku z poszczegolnych obiektow podczas
dwutygodniowego doswiadczenia inkubacyjnego prowadzonego na glebie ptowej. Trzeciego,
czwartego i pigtego dnia pomiaréw, najwyzszg emisje uzyskano z obiektu kontrolnego, a emisje
uzyskane z obiektow, na ktére zaaplikowano badane ekstrakty roslinne byly na ogot istotnie
nizsze. Analizujac dynamike zmian emisji amoniaku obserwowanych w toku prowadzonego
doswiadczenia zauwazono, Ze emisje amoniaku z obiektu, na ktérym zaaplikowano
25% ekstrakt z maliny, poczawszy od szostego dnia byly istotnie statystycznie wyzsze niz
z pozostatych obiektach do§wiadczalnych. Co wigcej, szdstego 1 siodmego dnia doswiadczenia
zaobserwowano, ze emisje uzyskane z obiektow, na ktérych zastosowano mocznik
otoczkowany NBPT oraz mocznik z dodatkiem 10% 1 25% ekstraktow z boréwki,

10% ekstraktu z maliny oraz 10% 1 25% ekstraktow z morwy byly nizsze niz emisje uzyskane
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z obiektu kontrolnego. Emisje uzyskane z obiektow: NBPT, borowka 10% i 25%, malina 10%
1 morwa czarna 10% w dniu 6smym byly istotnie nizsze od emisji uzyskanych z obiektu
z mocznikiem. Dziewigtego dnia istotnie nizsze straty amoniaku zauwazono z obiektow po
aplikacji NBPT, obu badanych ekstraktéw z boréwki oraz 10% ekstraktow z maliny oraz
morwy czarnej w poréwnaniu do strat amoniaku obserwowanych z obiektu kontrolnego
1 obiektow po aplikacji 25% ekstraktow z maliny i morwy czarnej. W dziesigtym dniu istotnie
nizsze warto$ci emisji amoniaku uzyskano z obiektow po aplikacji NBPT, 25% ekstraktu
z borowki oraz 10% ekstraktu z morwy czarnej w poréwnaniu do emisji uzyskanych z obiektu
kontrolnego. W dniu 11. straty amoniaku z obiektéw: NBPT, boréwka 2%, malina 10% i morwa
czarna 10% Dbyly istotnie nizsze niz straty uzyskane z obiektu kontrolnego.
Natomiast dwunastego dnia eksperymentu najnizszg emisj¢ amoniaku uzyskano z obiektu po
aplikacji NBPT.

W przypadku wszystkich badanych obiektow z gleba ptowa maksymalng emisje
amoniaku zaobserwowano mi¢dzy 6. a 8. dniem do§wiadczenia. Maksimum emisji amoniaku
dla proby kontrolnej (mocznika) zaobserwowano w 6. dniu doswiadczenia, pik emisji osiagnat
warto$¢ 272 mg NHs m2 h'l, Pozostate obiekty, dla ktérych rowniez zaobserwowano pik emisji
amoniaku w 6. dniu doswiadczenia to mocznik z dodatkiem 10% ekstraktow z morwy czarnej
(pik emisji 7 razy mniejszy od piku uzyskanego na obiekcie kontrolnym) oraz boréwki 10%
(pik 4 razy mniejszy). W 7. dniu zarejestrowano najwyzsze warto$ci emisji z obiektow,
do ktorych aplikowano mocznik z dodatkiem 25% ekstraktu z maliny oraz NBPT. Maksymalng
emisj¢ amoniaku z pozostatych obiektow, tj. z mocznika z dodatkiem 25% ekstraktow
z borowki oraz morwy, a takze mocznika z dodatkiem 10% ekstraktu z maliny zaobserwowano
w 8. dniu. Nie zaobserwowano wyraznych przesunig¢ pikow emisji amoniaku z badanych

obiektow w porodwnaniu do obiektu kontrolnego.
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Rysunek 9 Emisja amoniaku z badanych formulacji zaaplikowanych na glebie ptowej

Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rézne litery oznaczajg istotne statystycznie roznice pomigdzy badanymi obiektami w danym dniu doswiadczenia inkubacyjnego.
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Z wynikoéw zaprezentowanych w Tabeli 4 wynika, ze najwyzsza skumulowang emisja
amoniaku charakteryzowatl si¢ obiekt z mocznikiem z dodatkiem 25% ekstraktu z maliny.
Najnizszy skumulowany poziom emisji amoniaku zaobserwowano w przypadku zastosowania
mocznika z dodatkiem 25% ekstraktu z borowki (prawie dziesi¢ciokrotnie nizszy od emisji
uzyskanej z obiektu kontrolnego). Zblizone wyniki (nie roznigce si¢ statystycznie od obiektu
z 25% ekstraktem z borowki) uzyskano po zastosowaniu ekstraktow z maliny
1 morwy o stezeniu 10% oraz NBPT. Uzyskane wyniki pozwolily stwierdzi¢, ze wszystkie
badane ekstrakty z wyjatkiem 25% ekstraktu z maliny wptynety istotnie na obnizenie emisji
amoniaku z badanych obiektéow (w zakresie od 45 do 90%) w poréwnaniu z obiektem

kontrolnym.

Tabela 4 Skumulowana emisja amoniaku z gleby plowej po aplikacji ekstraktow w

doswiadczeniu inkubacyjnym

Zmiana skumulowanej

Skumulowana emisja NH3 emisji w stosunku do

Obiekt o
mg NHa m= ] kontroli [%]
d -
kontrola 889
NBPT 1158 -87
bc '62
borowka 10% 338
a -90
borowka 25% 87
a -83
malina 10% 155
malina 25% 2069° +133
ab -78
morwa czarna 10% 200
493¢ -45

morwa czarna 25%

Rozne litery oznaczajg istotne statystycznie réznice pomi¢dzy badanymi obiektami.

Na Rysunku 10 przestawiono emisj¢ amoniaku z poszczegdlnych obiektow podczas

doswiadczenia inkubacyjnego prowadzonego na glebie bielicowej. Trzeciego dnia trwania

55



doswiadczenia emisje uzyskane z obiektow: NBPT, borowka 10% i1 25%, malina 25% oraz
morwa czarna 10% i 25% byty istotnie nizsze od emisji uzyskanych z obiektu kontrolnego oraz
obiektu, na ktory zaaplikowano mocznik z dodatkiem 10% ekstraktu z maliny (Rysunek 10).
W przypadku préby kontrolnej pik emisji amoniaku uzyskany z gleby bielicowej
zaobserwowano w 4. dniu doswiadczenia, osiagnat on wartos¢
732 mg NHz m2 h'l, W 4. dniu do$wiadczenia zaobserwowano rowniez najwyzsza wartosé
emisji amoniaku z obiektu nawozonego mocznikiem z dodatkiem 10% ekstraktu z maliny.
W 5. dniu eksperymentu zaobserwowano piki emisji z obiektow: mocznik z dodatkiem
25% ekstraktu z owocow maliny oraz 10% i 25% ekstraktow z borowki i morwy czarnej.
Pigtego 1 szostego dnia doswiadczenia aplikacja obu ekstraktow z morwy czarnej oraz
25% ekstraktu z maliny spowodowata istotne obnizenie emisji NHz wzgledem kontroli.
Siédmego dnia do$§wiadczenia najnizsza emisj¢ amoniaku uzyskano z obiektéw NBPT oraz
morwa czarna 10%. Co wiecej, uzyskane warto$ci emisji ze wspomnianych obiektow byty
istotnie nizsze od emisji uzyskanych z obiektu kontrolnego. W 6smym dniu najwigksza
redukcje emisji amoniaku w poréwnaniu do kontroli zaobserwowano z obiektow po aplikacji
NBPT, 10% ekstraktow z owocoéw maliny i morwy czarnej oraz 25% ekstraktu z morwy
czarnej. Dziewigtego dnia obnizenie emisji wzgledem kontroli zaobserwowano z obiektow
morwa czarna 10% 1 borowka 10%.. Co wigcej, zaobserwowano przesuni¢cie piku emisji
amoniaku z gleby nawozonej mocznikiem z dodatkiem NBPT w poréwnaniu do obiektu
kontrolnego, ktory wystapit w 10. dniu do§wiadczania. Poczawszy od 9. a skonczywszy na
ostatnim, 13. dniu do$wiadczenia istotnie wyzsze straty amoniaku w odniesieniu do
pozostatych obiektow obserwowano z obiektu, na ktory zaaplikowano mocznik z dodatkiem

NBPT.
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Rysunek 10 Emisje amoniaku z badanych formulacji zaaplikowanych na glebe bielicowa

Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rézne litery oznaczajg istotne statystycznie roznice pomig¢dzy badanymi obiektami w danym dniu doswiadczenia inkubacyjnego.
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Najwigksza skumulowang emisj¢ amoniaku uzyskano z proby kontrolnej, osiaggneta ona
warto$¢ 2517 mg NHs m h'! (Tabela 5). Redukcje (statystycznie istotng) emisji amoniaku
w poréwnaniu do obiektu kontrolnego zaobserwowano we Wwszystkich obiektach
doswiadczalnych. Najbardziej korzystne pod wzgledem ograniczenia emisji amoniaku wyniki
uzyskano w obiektach, do ktorych zaaplikowano mocznik z dodatkiem 10% 1 25% ekstraktow
z morwy (redukcja o odpowiednio 87% i1 71% w poréwnaniu do mocznika), 25% ekstraktu
z maliny (72%) oraz mocznik z dodatkiem NBPT (70%). Natomiast najnizszy poziom redukcji
emisji amoniaku w poréwnaniu do mocznika (istotny statystycznie) odnotowano z obiektu,
do ktérego zaaplikowano 10% ekstrakt z maliny suszonej (27%). Ponadto analiza statystyczna
wykazala, ze zaden z analizowanych ekstraktow nie byt bardziej skuteczny w ograniczeniu

emisji amoniaku od komercyjnego inhibitora NBPT.

Tabela 5 Skumulowana emisja amoniaku z gleby bielicowej po aplikacji ekstraktow w

doswiadczeniu inkubacyjnym

Zmiana skumulowanej

Skumulowana emisja NH3 emisji w stosunku do

e [mg NHo m ] kontroli [%]

kontrola 2517¢ -
NBPT 7622b¢ -70
boréwka 10% 1180 -53
boroéwka 25% 1271° -49
malina 10% 1843¢ -27
malina 25% 6352 75
morwa czarna 10% 316° -87
72420 71

morwa czarna 25%

Rozne litery oznaczajg istotne statystycznie réznice pomi¢dzy badanymi obiektami.
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Porownujac emisje amoniaku uzyskane na obu typach gleby uzytych w trakcie
doswiadczenia inkubacyjnego mozna zauwazy¢ wyrazne roznice w  poziomach
obserwowanych emisji oraz w tempie zachodzenia procesu hydrolizy mocznika. Maksymalna
wielko$¢ strumieni emisji amoniaku odnotowana w trakcie doswiadczenia prowadzonego na
glebie bielicowej byla wyzsza (w zakresie 45-98%) od maksymalnej wielkosci strumienia
emisji odnotowanej w trakcie eksperymentu prowadzonego na glebie ptowej. Wyjatek stanowit
obiekt malina 25%, ktory na glebie ptowej generowat istotnie wyzsze straty amoniaku (o 172%)
niz na glebie bielicowej. Co wigcej, zauwazono, ze gleba bielicowa charakteryzowata si¢
wlasciwosciami, ktére wptyngty na przyspieszenie tempa hydrolizy mocznika, a co za tym idzie
szybsze odnotowanie maksymalnych warto$ci emisji amoniaku z badanych obiektow

w poréwnaniu do gleby ptowe;.

5.2.2. Aktywnos$¢ ureazy w glebie

Glebe do oznaczen aktywnos$ci enzymu ureaza w doswiadczeniu z glebg ptowa pobrano
w 2., 6., 7.,8.112. dniu trwania eksperymentu. W przypadku do§wiadczenia z glebg bielicowg
poboru probek dokonano w dniach 3., 4., 6., 8. i 12. Roznica w terminach poboru probek
przeznaczonych do badan aktywnos$ci ureazy wynikata z rdznic obserwowanych w emisjach
amoniaku uzyskanych w prowadzonym do$wiadczeniu. Dynamika zmian aktywno$ci ureazy
w glebach ptowej i bielicowej zostata przedstawiona na Rysunkach 11. i 12.

Analizujgc wyniki uzyskane z oznaczen enzymatycznych przeprowadzonych na glebie
plowej zaobserwowano zrdznicowanie w aktywnosci ureazy dla badanych ekstraktow.
W 2.1 6. dniu do$wiadczenia istotnie nizsze warto$ci aktywno$ci enzymu w poréwnaniu do
probki kontrolnej zaobserwowano w probkach z ekstraktem z boréwki 10% (odpowiednio
0 90 i 91%). W przypadku wszystkich obiektow najwyzsze warto$ci aktywnosci ureazy
zaobserwowano w 7. dniu. Wowczas nie zaobserwowano, zeby w ktorejkolwiek probee

otrzymano istotnie nizsze warto$ci aktywnosci ureazy w poréwnaniu do kontroli. W ostatnim
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dniu pomiaréw aktywno$¢ ureazy w glebie z mocznikiem byla istotnie nizsza niz w glebie

z dodatkiem ekstraktow roslinnych.
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Rysunek 11 Aktywnos$¢ enzymu ureazy w glebie ptowej

Stupki pionowe oznaczajg odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczajg istotne statystycznie réznice

pomigdzy badanymi obiektami w danym dniu do$wiadczenia inkubacyjnego.

W glebie bielicowej trzeciego dnia eksperymentu zaobserwowano istotnie nizsza
aktywno$¢ ureazy we wszystkich badanych probkach w poréwnaniu do kontroli (Rysunek 12).
Najwigksza inhibicje aktywnosci enzymu zaobserwowano po zastosowaniu 25% ekstraktu
z morwy czarnej — redukcja o 79%. Zastosowanie 10% ekstraktu z morwy czarnej
spowodowato obnizenie aktywno$ci ureazy o 58%, natomiast pozostale ekstrakty
spowodowaty obnizenie aktywnoS$ci ureazy w zakresie od 26% do 31%. W pozostatych dniach
pomiaréw aktywnos$¢ ureazy po zastosowaniu ekstraktow nie roéznita sie od kontroli, badz tez
w przypadku niektorych obiektow byla istotnie wyzsza (np. po zastosowaniu 25% ekstraktu

z boréwki).
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aktywno$¢ enzymu ureaza [mg kg h'!]

dzien doswiadczenia

m kontrola m borowka 10% ® borowka 25% m malina 10%

mmalina 25% ®morwa czarna 10% m morwa czarna 25%

Rysunek 12 Aktywnos$¢ enzymu ureazy w glebie bielicowej

Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczaja istotne statystycznie roznice

pomiedzy badanymi obiektami w danym dniu do§wiadczenia inkubacyjnego.

Zaobserwowano wyzszy poziom aktywnosci enzymatycznej gleby bielicowej

w poréwnaniu do gleby ptowe;.

5.2.3. Zawartosci azotu w glebie

Zawarto$¢ azotu ogélem oraz form azotu: azotanowej i amonowej w dwoch badanych
warstwach gleby, tj. 0-10 cm oraz 10-20 cm przedstawiono na Rysunkach 13A-C i 14A-C.
W kazdym z badanych przypadkéw zaobserwowano rdznice W poziomach zawartoSci
badanych form azotu mie¢dzy poszczegdlnymi warstwami gleby ptowej. Nie zauwazono
natomiast istotnego wptywu badanych ekstraktow roslinnych na zawarto$¢ azotu ogdlnego
w obu badanych warstwach gleby ptowej (Rysunek 13A) i bielicowej (Rysunek 14A).

Stezenie formy azotanowej (Rysunek 13B) w obu warstwach gleby ptowej byto istotnie
nizsze w obiektach, do ktorych zaaplikowano mocznik z dodatkiem ekstraktow niz w glebie
z samym mocznikiem. W gdrnej warstwie gleby obnizenie st¢zenia jondw azotanowych wahato
si¢ od 31% po zastosowaniu 10% ekstraktu z malin do 78% po zastosowaniu 25% ekstraktu
z malin. W dolnej warstwie gleby zastosowanie ekstraktow prowadzitlo do obnizenia

zawarto$ci N-NO3 w zakresie od 40% do 80%.

61



Zawarto$¢ azotu amonowego byta istotnie zroznicowana pomig¢dzy obiektami jedynie
w gornej warstwie gleby (Rysunek 13C). Najnizszg zawarto$¢ azotu amonowego odnotowano
w probkach kontrolnych. Istotnie wyzszg zawarto$¢ tego sktadnika wzgledem obiektu
kontrolnego zarejestrowano w glebie ptowej z dodatkiem 25% ekstraktéw z boréwki czarnej
I maliny oraz 10% ekstraktu z morwy czarnej. Najwyzsze stgzenie formy amonowe]j azotu
oznaczono w obiektach, do ktérych zaaplikowano mocznik z dodatkiem ekstraktu z morwy
czarnej o stezeniu 10%, co wigcej, odnotowana zawarto$¢ jonow amonowych w tych probkach

byta dwukrotnie wyzsza od zawartosci jonéw amonowych w kontroli.

62



0,16 A

&)
o
j=+]
o

0,12

d

0,08
0,04
0,00

[s=]

=

=

g

—-

m warstwa gleby 0-10 cm mwarstwa gleby 10-20 cm

I
i
I ~
'l
¢

O —

/.

zawarto$¢ N ogodlnego [%]

I H =
NBPT
mMorwa czama |-
morwa czarna I ~
j=+]

o o

uy =

] —

] « e =X
g £ £ :7

—

. <

S =

o —

=t

__ 140 B
o) % 120 d
Z g 100 —cd
Z g 80 b be
:éj -~ 60 o c be
= [=10]
. ;Ig i i ab a ab a by .
T o~
NE 5 i= 00 i. Wi &-
o — ) o -0 o o] o
° o =) & =) @~ £ g
= % — ol — ] g g
g g = © © o oF
= é '§ = E =2 zv
2 & = = g7 g
= o = 5 2 2
) =) = g
mwarstwa gleby 0-10 cm  mwarstwa gleby 10-20 em
600 cd bed —d C
;% 500 abe abed abed
. °V 400 ab
= a
% # 300
s
§ 86200
on
g 100 a a a a 1 a a a
= 0 - [ | _ [ | = = & =
= — o ~0 -2 ~9 [ [
s =8 ) s s « £ =
= % — ol — ol S S
g ) ) = « o o=F
= T & & g2 g%
5 % § 0§ £ &
e 2 = = g =
S =) =] =
mwarstwa gleby 0-10 cm  mwarstwa gleby 10-20 cm

Rysunek 13 Zawarto$¢ azotu ogodlnego (A), formy azotanowej (B) i amonowej (C) w glebie
ptowej w dos§wiadczeniu inkubacyjnym

Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczaja istotne statystycznie roznice

pomiedzy badanymi obiektami. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona oddzielnie dla obu warstw gleby.
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W glebie bielicowej nie zaobserwowano statystycznie istotnych roznic w zawartosciach
azotu amonowego (Rysunek 14C) pomig¢dzy poszczegdlnymi obiektami.

Wyniki analiz zawartosci formy azotanowej azotu zaprezentowano na Rysunku 14B.
Wierzchnia warstwa gleby (0-10 cm) byta wyraznie bardziej zasobna w te form¢ azotu.
Najwyzsza zawarto$¢ jondw azotanowych w gbérnej warstwie gleby zaobserwowano

w probkach gleby pobranych z obiektu kontrolnego, a poréwnywalne wartosci (wykazujace
brak statystycznie istotnych roznic) odnotowano w obiektach, do ktorych dodano NBPT,
ekstrakty z morwy, maliny 1 boréwki o st¢zeniu 10%. Zawarto$ci azotanow w warstwie gleby
0-10 cm byly istotnie nizsze w probkach gleby z dodatkiem 25% ekstraktoéw borowki, maliny
i morwy czarnej w poréwnaniu do kontroli o okoto 78%. W dolnej warstwie gleby (10-20 cm)
uzycie wigkszosci badanych ekstraktow ro§linnych spowodowato istotne obnizenie zawartosci
jonéw NOs w porownaniu do kontroli w zakresie od 50% do 83% (wyjatek stanowity obiekty

z 10% bordéwka i maling).
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m warstwa gleby 10-20 cm
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B warstwa gleby 0-10 cm
Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczaja istotne statystycznie roznice
pomiedzy badanymi obiektami. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona oddzielnie dla obu warstw gleby.

Rysunek 14 Zawarto$¢ azotu ogoélnego (A), formy azotanowej (B) i amonowej (C) w glebie

bielicowe] w do§wiadczeniu inkubacyjnym



5.3. Doswiadczenie wazonowe

W dos$wiadczeniu wazonowym przetestowano wplyw 25% ekstraktu z borowki oraz
10% ekstraktu z morwy czarnej na emisj¢ amoniaku, aktywno$¢ ureazy, a takze wzrost
1 biomas¢ ro$lin. Obiektem kontrolnym byt mocznik. Wspomniane ekstrakty zostaty
wyselekcjonowane po przeanalizowaniu wynikow uzyskanych w toku przeprowadzonego

doswiadczenia inkubacyjnego.

5.3.1. Emisja amoniaku z gleby w dos§wiadczeniu wazonowym

Obserwowana dynamika strat azotu z badanych obiektow na glebie ptowej wykazywata
wyrazne roznice w poszczegélnych dniach trwania do$wiadczenia. Maksymalne wartosci
emisji amoniaku zaobserwowano w czwartym, dwunastym i trzynastym dniu eksperymentu,
zaleznie od obiektu (Rysunek 15). W ciggu calego okresu pomiarowego emisja amoniaku
z obiektu kontrolnego utrzymywata si¢ na porownywalnym poziomie, a pik emisji odnotowano
w ostatnim dniu do$§wiadczenia. Po zastosowaniu 25% ekstraktu z borowki, miedzy trzecim
a siddmym dniem pomiardw, zarejestrowano wzrost poziomu emisji amoniaku, w kolejnych
dniach emisja amoniaku miata zmienny charakter, az do dnia 12., kiedy zarejestrowano
najwyzszg warto$¢ strat azotu. Maksymalng emisje amoniaku z obiektu po aplikacji
10% ekstraktu z morwy czarnej zaobserwowano 4. dnia trwania do§wiadczenia. W kolejnych
dniach emisja stopniowo malata.

Jedynie trzeciego i jedenastego dnia eksperymentu zastosowanie 25% ekstraktu
z borowki spowodowato istotne obnizenie poziomu emisji amoniaku (odpowiednio
0 85% 149%) w poréwnaniu do kontroli, natomiast w dniach: trzecim, dziesigtym, jedenastym
1 trzynastym zaobserwowano istotnie nizsza emisje amoniaku po aplikacji 10% ekstraktu
z morwy czarnej w poréwnaniu do obiektu nawozonego samym mocznikiem (odpowiednio
0 32%, 41%, 60% 1 84%). W dniach od czwartego do 6smego zaobserwowano istotnie wyzsze

emisje amoniaku z obiektu z dodatkiem morwy czarnej w poréwnaniu do obiektu kontrolnego.
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Rysunek 15 Emisja amoniaku z badanych ekstraktow zaaplikowanych na glebe ptowa

Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczaja istotne statystycznie roznice pomigdzy badanymi obiektami w danym dniu doswiadczenia

wazonowego.
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Zaobserwowano wzmozenie emisji amoniaku po zastosowaniu ekstraktu z morwy
czarnej o stezeniu 10% (Tabela 6). Skumulowana emisja amoniaku uzyskana ze wspomnianego
obiektu byla niemalze 3-krotnie wicksza od skumulowanej emisji uzyskanej z obiektu
kontrolnego. Nie obserwowano istotnego wptywu 25% ekstraktu otrzymanego z owocow

boréwki na skumulowang emisj¢ amoniaku.

Tabela 6 Skumulowana emisja amoniaku z gleby ptowej po aplikacji ekstraktow

w doswiadczeniu wazonowym

Zmiana skumulowanej
Obieki Skumulowana emisja NH3 emisji w stosunku do
ie )
[mg NFs =] kontroli [%]
a -
Kontrola 132
2 -2
Borowka 25% 129
b +179
Morwa czarna 10% 369

Roézne litery oznaczajg istotne statystycznie réznice pomiedzy badanymi obiektami

Emisja amoniaku z gleby bielicowej zostala przedstawiona na Rysunku 16.
W poszczegblnych dniach prowadzenia pomiaréw rejestrowano istotne réoznice w poziomach
emisji pomigdzy obiektami. W 4. dniu zaobserwowano najwigksze réznice emisji pomiedzy
poszczegolnymi obiektami, ponadto tego dnia zaobserwowano pik emisji z obiektu kontrolnego
i z obiektu, do ktorego zaaplikowano 25% ekstrakt z borowki. Generalnie od 4. dnia
doswiadczenia warto$ci emisji amoniaku rejestrowane z obiektu kontrolnego oraz z obiektu
z 25% ekstraktem z borowki byly coraz nizsze. W przypadku tych obu obiektow odnotowano
drastyczny spadek emisji miedzy dniami 4. a 5. Doglebowa aplikacja 10% ekstraktu z morwy
czarnej spowodowala poczatkowy wzrost emisji amoniaku (do pigtego dnia eksperymentu,
kiedy obserwowano najwyzsze straty azotu). W kolejnych dniach dos$wiadczenia emisja
amoniaku po aplikacji ekstraktu z morwy czarnej malata do dnia 8., od ktorego zaczeto
obserwowac ustabilizowanie emisji, a rejestrowane poziomy emisji amoniaku wykazywaty

niewielkie roznice.
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Rysunek 16 Emisja amoniaku z badanych ekstraktow zaaplikowanych na gleba bielicowa

Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rdzne litery oznaczaja istotne statystycznie roznice pomigdzy badanymi obiektami w danym dniu doswiadczenia wazonowego.
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W przypadku gleby bielicowej warto$ci skumulowanej emisji amoniaku byty najwyzsze
dla obiektu kontrolnego (Tabela 7), a istotnie nizsze warto$ci uzyskano po aplikacji obu

ekstraktow roslinnych (redukcja o 40 i 31% w przypadku odpowiednio morwy i borowki).

Tabela 7 Skumulowana emisja amoniaku z gleby bielicowej po aplikacji ekstraktow

w doswiadczeniu wazonowym

o Zmiana skumulowanej
] Skumulowana emisja NHs .
Obiekt emisji w stosunku do

[mg NHs m2h?] _
kontroli [%]

Kontrola 309° -
Borowka 25% 2132 -31
Morwa czarna 10% 1852 -40

Rdzne litery oznaczajg istotne statystycznie réznice pomie¢dzy badanymi obiektami.

5.3.2. Aktywnos¢ ureazy w glebie

Probki gleby przeznaczone do oznaczenia aktywno$ci enzymu ureazy pobrano
w 5 terminach. Trzy pierwsze terminy (4., 9. 1 18. dzien) mialy miejsce po aplikacji pierwszej
dawki, a probki z 47. dnia doswiadczenia zostaly pobrane po aplikacji drugiej dawki nawozu.
Ostatni pobor probek wykonano w dniu zakonczenia eksperymentu.

W przypadku gleby plowej nie zaobserwowano zrdznicowania aktywnosci ureazy
w badanych probkach pobranych w pierwszym i ostatnim terminie (Rysunek 17).
W pozostatych terminach na og6t aktywno$¢ ureazy utrzymywatla si¢ na wyzszym poziomie po
zastosowaniu ekstraktow w poréwnaniu do obiektu kontrolnego. Niezaleznie od obiektu,
zaobserwowano znaczny wzrost aktywno$ci ureazy po aplikacji drugiej dawki nawozu
(47 dzien). Wysoki poziom aktywno$ci ureazy utrzymywat si¢ do konca trwania do§wiadczenia

wazonowego.
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aktywnos¢ enzymu ureazy [mg kg! h'l]

4 9 18 47 76
dzien doSwiadczenia

m kontrola m borowka 25% = morwa czarna 10%

Rysunek 17 Aktywnos$¢ enzymu ureazy w glebie ptowej

Stupki pionowe oznaczajg odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczajg istotne statystycznie roznice

pomiedzy badanymi obiektami w danym dniu do§wiadczenia wazonowego.

W glebie bielicowej zaobserwowano inng dynamike aktywnos$ci ureazy niz w przypadku gleby
ptowej (Rysunek 18). W glebie nawozonej mocznikiem oraz w glebie z dodatkiem
10% ekstraktu z morwy czarnej odnotowano najwyzsze warto$ci aktywno$ci enzymu
W pierwszym terminie poboru probek, tj. w 4 dniu doswiadczenia. W obiekcie z dodatkiem
25% ekstraktu z boréwki najwyzsza warto$¢ aktywnosci ureazy odnotowano w 47. dniu, czyli
po aplikacji drugiej dawki nawozu. We wszystkich obiektach najnizsza warto$¢ aktywnosci
ureazy zaobserwowano 9. dnia eksperymentu. Statystyczne roznice w aktywnosci ureazy
pomiedzy badanymi obiektami odnotowano w 4., 9., 18. i 47. dniu. W czwartym dniu
eksperymentu aktywnos$¢ ureazy byla zredukowana przez oba ekstrakty w poroéwnaniu do
kontroli (réznice istotne statystycznie), natomiast w kolejnych dniach na ogo6t aktywnos¢ byta

wieksza po aplikacji ekstraktu z boréwki w odniesieniu do kontroli.
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Rysunek 18 Aktywnos$¢ enzymu ureazy w glebie bielicowej

Stupki pionowe oznaczajg odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczajg istotne statystycznie réznice

pomiedzy badanymi obiektami w danym dniu do$§wiadczenia wazonowego.

9.3.3. ZawartoSci azotu w glebie

Na Rysunkach 19A-C przedstawiono zawarto$ci azotu ogotem, azotu azotanowego oraz
azotu amonowego we wszystkich trzech badanych warstwach profilu gleby plowej. Zawartos¢
azotu ogotem utrzymywala si¢ na zblizonym poziomie zarowno we wszystkich obiektach, jak
i we wszystkich trzech badanych warstwach profilu (Rysunek 19A). Nie zaobserwowano
réwniez zré6znicowania pomiedzy obiektami w st¢zeniu jondw azotanowych w glebie plowej
(Rysunek 19B). Stezenie jonow amonowych bylo istotnie zréznicowane jedynie w gornej
warstwie profilu glebowego (Rysunek 19C). Najwigksza (istotnie wigkszag w porownaniu do
pozostalych obiektéw) zawarto$cig tej formy azotu charakteryzowat si¢ obiekt, do ktorego
zaaplikowano 25% ekstrakt otrzymany z owocow borowki (ponad 2-krotnie wyzsze stezenie

niz w obiekcie kontrolnym).
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Rysunek 19 Zawarto$¢ azotu ogotem (A), formy azotanowej (B) i amonowej (C) w trzech
warstwach gleby plowej

Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczajg istotne statystycznie réznice

pomigdzy badanymi obiektami w danej warstwie gleby.
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W przypadku gleby bielicowej zawarto$¢ azotu ogdtem oraz jondw azotanowych utrzymywata
si¢ na zblizonym poziomie we wszystkich badanych obiektach, niezaleznie od rozpatrywane;j
warstwy gleby (Rysunek 20A-B). Nie zaobserwowano zroéznicowania w zawarto$ciach
wymienionych wyzej form azotu w analizowanych probkach gleby. Zauwazono istotne rdznice
w zawarto$ciach azotu amonowego w warstwach 0-6 c¢cm oaz 6-11 cm (Rysunek 20C).
W gbrnej warstwie gleby znajdowalo si¢ istotnie wigcej jonow NHa4" w glebie kontrolnej niz
w obiekcie, do ktorego zaaplikowano 10% ekstrakt z morwy czarnej, a w srodkowej warstwie

najwieksza zawarto$¢ jonow amonowych zaobserwowano w obiekcie kontrolnym.
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Rysunek 20 Zawarto$¢ azotu ogotem (A), formy azotanowej (B) i amonowej (C) w trzech
warstwach gleby bielicowej

Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczaja istotne statystycznie roznice

pomiegdzy badanymi obiektami w danej warstwie gleby.
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5.3.4. Plon biomasy oraz zawarto$¢ makroskladnikéw w roslinach

W celu zebrania informacji nt. wplywu badanych ekstraktoéw roslinnych na wzrost
i rozw6j roslin porownano wielkosci plonow $wiezej i suchej biomasy (Rysunek 21A-B),
a takze zawarto$ci makrosktadnikow w roslinach.

W przypadku gleby ptowej nie zauwazono zrdéznicowania $wiezej masy roslin miedzy
obiektami (Rysunek 21A). Zaobserwowano jednak istotne statystycznie roéznice w plonie
suchej masy (Rysunek 21B). Najwigkszy plon suchej masy uzyskano z obiektu kontrolnego,
byl on o 14% wyzszy od plonu suchej masy uzyskanego z obiektu nawozonego mocznikiem
z dodatkiem 25% ekstraktu z borowki oraz o 8% wyzszy od plonu suchej masy z obiektow

nawozonych mocznikiem z dodatkiem 10% ekstraktu z morwy czarnej.
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Rysunek 21 Plon $wiezej (A) i suchej masy (B) roslin w glebie ptowej
Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczaja istotne statystycznie réznice

pomiedzy badanymi obiektami
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W glebie bielicowej nie zaobserwowano zrdéznicowania w plonie $wiezej

(Rysunek 22A) oraz suchej masy ro$lin (Rysunek 22B) pomi¢dzy badanymi obiektami.
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Rysunek 22 Plon $wiezej (A) i suchej masy (B) roslin w glebie bielicowe;j
Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczaja istotne statystycznie roznice

pomigdzy badanymi obiektami

Zauwazono, ze aplikacja badanych ekstraktow otrzymanych z owocow maliny i morwy
czarnej wplynela na istotne zmniejszenie zawartoSci potasu w roslinach (Rysunek 23).
Nie zaobserwowano roznic w zawartos$ciach pozostatych makrosktadnikéw w roslinach migedzy
obiektami, na ktore zaaplikowano badane ekstrakty roslinne a obiektem kontrolnym (na glebie
ptowej). Nawozenie mocznikiem oraz ekstraktem z morwy czarnej prowadzito do wzrostu
zawarto$ci potasu i wapnia w roslinach w poréwnaniu z nawozeniem mocznikiem w obiektach

przygotowanych z wykorzystaniem gleby bielicowej (Rysunek 24). Ponadto zastosowanie
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ekstraktu z morwy przyczynito si¢ do zwiekszenia zawartosci azotu w roslinach w poréwnaniu

do obiektu, w ktorym zastosowano mocznik z dodatkiem ekstraktu z borowki (gleba bielicowa).
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Rysunek 23 Zawarto$¢ makroelementow w suchej masie roslin w glebie ptowej
Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczaja istotne statystycznie roznice

pomigdzy badanymi obiektami
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Rysunek 24 Zawarto$¢ makroelementow w suchej masie roslin rosngcych w glebie bielicowe;j
Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczaja istotne statystycznie roznice

pomigdzy badanymi obiektami
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5.3.5 ZawartoS$¢ chlorofilu w liSciach

W celu okreslenia stanu odzywienia rosliny azotem przeprowadzono pomiar zawarto$ci
chlorofilu w lisciach. Glowna funkcja chlorofilu jest absorpcja $wiatla stonecznego podczas
fotosyntezy.

W przypadku gleby ptowej, jak i bielicowe nie zaobserwowano statystyczne istotnych
réznic w zawarto$ci chlorofilu po zastosowaniu badanych ekstraktow roslinnych
(Rysunki 25 i 26).
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Rysunek 25 Zawarto$¢ chlorofilu w lisciach pszenicy rosngcej na glebie ptowe;j

Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczaja istotne statystycznie roznice

pomigdzy badanymi obiektami
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Rysunek 26 Zawarto$¢ chlorofilu w lisciach pszenicy rosnacej na glebie bielicowe;j

Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczaja istotne statystycznie roznice

pomiedzy badanymi obiektami
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5.3.6. Intensywnos¢ fotosyntezy

W celu okreslenia wptywu badanych ekstraktow roslinnych na rosliny przeprowadzono
pomiary nat¢zenia fotosyntezy i okre§lono stosunek natezenia fotosyntezy do transpiracji.
Fotosynteza ma wiele znaczacych skutkow dla zycia na Ziemi. Po pierwsze, jest gléwnym
zrodtem tlenu w atmosferze, a co wigcej jest kluczowym procesem w tancuchu pokarmowym,
poniewaz rosliny sa podstawowym zrodtem pozywienia dla wigkszo$ci organizmow na Ziemi.
Transpiracja jest procesem, w ktorym rosliny tracg wode w postaci pary wodnej przez aparaty
szparkowe znajdujace si¢ gldwnie na powierzchni lisci. Jest to kluczowy proces, umozliwiajacy
ro$linom pobieranie wody i ich chlodzenie. Istotnym faktem jest to, ze transpiracja moze by¢
réwniez zwigzana z pewnymi niekorzystnymi skutkami. Jesli roslina traci zbyt duzo wody
przez transpiracj¢, moze dojs¢ do przesuszenia i uszkodzenia ro$liny. Dlatego regulacja
transpiracji jest waznym mechanizmem dla roslin, a mechanizm dziatania aparatéw
szparkowych moze by¢ kontrolowany zaleznie od warunkow $rodowiskowych, takich jak
dostepnos¢ wody i $wiatta.

Analiza statystyczna wynikow natezenia fotosyntezy roslin rosngcych na glebie ptowej
wykazata brak istotnych rdéznic pomiedzy badanymi obiektami (Rysunek 27A).
Zaobserwowano jednak wyzsza warto$¢ (0 26%) stosunku natezenia fotosyntezy do transpiracji
w obiektach nawozonych mocznikiem z dodatkiem 25% ekstraktu z borowki w porownaniu do

kontroli (Rysunek 27B).
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Rysunek 27 Natezenie fotosyntezy (A) oraz stosunek nat¢zenia fotosyntezy do transpiracji
(B) w pszenicy rosnacej na glebie plowej
Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczaja istotne statystycznie roznice

pomiedzy badanymi obiektami

W glebie bielicowej nie zaobserwowano zréznicowania wynikow natezenia fotosyntezy
po zastosowaniu ekstraktow otrzymanych z owocow borowki i morwy czarnej (Rysunek 28A).
Najwyzsza warto$¢ natezenia fotosyntezy odnotowano w obiektach, do ktorych zaaplikowano
25% ekstrakt z borowki. W przypadku stosunku natezenia fotosyntezy do transpiracji
zaobserwowano, ze aplikacja ekstraktu z morwy czarnej spowodowata istotny wzrost wartosci

tego parametru w poréwnaniu do obiektu z ekstraktem z borowki (Rysunek 28B).
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Rysunek 28 Nate¢zenie fotosyntezy (A) oraz stosunek natgzenia fotosyntezy i transpiracji (B)
W pszenicy rosngcej na glebie bielicowe;j
Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczaja istotne statystycznie roznice

pomiedzy badanymi obiektami
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5.4. Wplyw ekstraktow roslinnych na mikrobiom gleby

5.4.1. Liczebnos¢ i struktura zbiorowisk bakterii i grzybow w glebie

Wyniki przeprowadzonego sekwencjonowania nowej generacji (NGS) umozliwity
zobrazowac strukture mikroorganizméw glebowych. Na Rysunkach 29A i 29B przestawiono
roznice w sktadzie bakterii na obu typach gleby w zalezno$ci od uzytych ekstraktéw roslinnych.

Dominujacymi typami bakterii w obu badanych typach gleby byly Actinobacteriota
(23,5-29,8%, zaleznie od obiektu) oraz Proteobacteria (24,1-31,7%, w zaleznosci od obiektu).
W glebie ptowej zaobserwowano istotne statystycznie réznice w liczebnosci Myxococcota,
liczebnos$¢ bakterii nalezacych do tego typu byla istotnie wicksza w glebie z dodatkiem
ekstraktu z boréwki niz w glebie pobranej w obiektu kontrolnego. Zastosowanie 25% ekstraktu
z borowki na glebie plowej wplynelo na 2-krotne zmniejszenie liczebno$ci Patescibacteria
w poréwnaniu do kontroli (Rysunek 30). Nie zaobserwowano wplywu uzytych ekstraktow
ro§linnych na liczebno$¢ pozostalych zidentyfikowanych typow bakterii w glebie.
W glebie bielicowej jedynym istotnym zaobserwowanym efektem wynikajacym z aplikacji
ekstraktow otrzymanych z owocow borowki byt 4-krotny wzrost liczebnosci Bdellovibrionota
oraz 1,4-krotny wzrost liczebnos$ci Patescibacteria w poréwnaniu do obiektu z mocznikiem

(Rysunek 31).
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Rysunek 29 Udziat (%) poszczegolnych typow bakterii w glebie ptowej (A) i bielicowej (B).

Bakterie, ktorych wzgledna obfitos¢ wynosita ponizej 1% umieszczono w grupie ,,inne”
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Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczaja istotne statystycznie roznice pomigdzy badanymi obiektami
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Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczaja istotne statystycznie roéznice pomi¢dzy badanymi obiektami
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Analizujac Rysunek 32 (A-B) zaobserwowano, ze wsrod zidentyfikowanych grzybow
dominowat Ascomycota (61,6-81,5%). Udziat bakterii nalezacych do tego typu byl wyzszy
w przypadku gleby kontrolnej niz w obu glebach z ekstraktami, szczegolnie z ekstraktem
z boroéwki. Drugi pod wzgledem obfitosci typ stanowit Mortierellomycota (11,83-20,54%),
ktorego udzial w glebie kontrolnej byl znacznie nizszy niz po zastosowaniu ekstraktu z

boroéwki.
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Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata istotny wzrost liczebno$¢ grzybow
nalezacych do typu Zoopagomycota w glebie ptowej po zastosowaniu ekstraktu z boréwki
(Rysunek 33A). W glebie bielicowej zaobserwowano wzrost liczebnoSci grzybow
Rozellomycota w wyniku zastosowania nawozenia mocznikiem z dodatkiem 10% ekstraktu

z morwy czarnej (Rysunek 33B).

60000
a
i a
Z 50000
o
i~
& 40000
&
% 30000
[=]
=
= 20000
8 aa kontrola
= 10000 a
da Hwlka 75%
aaa aaa A4aa gaa aaa aaa gaaa Ili aaa aaa aaa 2“ aba  Wborowka 25%
0 === _ P _ ) o
- - - - - - - « = « - = o = B morwa czarna 10%
© T © T ©° ® © © ® © T © g ®
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 = 2
E'\ E'\ E\ E'\ E\ E'\ E\ E\ E\ E\ E'\ E\ 5 E\
g g 5] g 3 g 2 2 g 2 g 3 3
= 2] = = = = o =] = = = = = on
= @ 2 = = = 1 E 7] S = 7] = ]
T < 2 & 5 E B2 & 8 2 & & § ¢®
= =] fas) S 2 - 7] = = &) ~ - &
Z -ﬁ 2 © © B & = =09
< & z © R o
‘ < = g = 2
M m é =
p=
60000 g
£ 50000
S
b~
& 40000 a
&
o A
2 30000
=]
g a
2 20000 |
B kontrola
2 10000 aag a
da owka 25%
aaa aaa 438 333 aaa aaa aaa Iii aaa aaa aab gig 2aa ® borowka 25%
— - —_—— _——— —_— — — - . 0/
= = = = = = = = = = = 5 v s B morwa czarna 10%
[=] =] =] =] (=] =} o (o] =} [=] =] =] ;‘ =}
2 o o o o 2 o Q 2 2 o o = 2
E\ E\ E\ E\ y:’\ E\ E\ E\ E\ E'\ E\ r:’\ 5 E\
= £ 2 &8 & g 8 &8 8 &8 &8 2 = =&
- = = - = - = = = - = = — -
= S = = = = = 5 = = = = = 9
= 7 = g = ) s o) = o 2 =
= - 2 n ] = =] = = 2 = N =1 Zu
(3] ' =] < ) £ = = [ = — o] o o)
= - m & Zn = L = = o o~ = =)
=7 = = = G} = = - = N
< & z © s 2 N
v = g = K3
M m 3 g
]
=

Rysunek 33 Liczebnos¢ poszczegolnych typow grzybow w glebie ptowej (A) 1 bielicowej (B)
Stupki pionowe oznaczaja odchylenie standardowe, natomiast rozne litery oznaczaja istotne statystycznie roznice

pomigdzy badanymi obiektami.

5.4.3. Zroznicowanie gatunkow bakterii i grzybow

Informacje nt. gatunkéw bakterii i grzybow wystepujacych w glebie sg niezwykle
istotne dla prawidtowego zrozumienia funkcjonowania ekosysteméw. Na Rysunkach 34 i 35

przedstawiono zroéznicowanie gatunkow bakterii obecnych w glebie ptowej i bielicowej
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nawozonych mocznikiem (kontrola) oraz mocznikiem z dodatkiem obu badanych ekstraktéw
roslinnych.

W przypadku gleby ptowej najwiecej charakterystycznych bakterii  (18)
zidentyfikowano w probach gleby kontrolnej (nawozonej mocznikiem), najmniej po
zastosowaniu ekstraktu z morwy (10). Jak przedstawiono na Rysunku 34 dla stosowanych
strategii nawozenia zaobserwowano 114 gatunkéw bakterii wystepujacych we wszystkich
wariantach do§wiadczenia. W glebie bielicowej (Rysunek 35) wigkszg liczbe gatunkow bakterii
specyficznych odnotowano w probkach gleby, do ktorych zaaplikowano 10% ekstrakt
z borowki (15) niz w pozostatych obiektach. Zidentyfikowano 113 wspolnych gatunkéw
bakterii wystgpujacych jednocze$nie we wszystkich badanych probkach gleby bielicowe;.
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SM2D12, unidentified Nitrospira, unidentified
Hanthobacteraceae, env.OPS_17, unidentified
Methyloligellaceas, unidentified Alphaprotecbacteria,
unidentified Diplorickettsiaceas, vnidentified
Fimbriimonadaceae, unidentified Latescibacterota,
Arenimonas daejeonensis

14

%,

\C

unidentified Pzeudoxanthomonas, unidentified
Acidibacter, unidentified Pedosphaeraceae,
unidentified Planctomycestales, unidentified
Pirellula, KD4-96, unidentified Methylobacillus,
unidentified Bryobacter, unidentified
Lapillicoccus, PIOB-42, unidentified
Chthonicbacter, 67-14, unidentified
Gemmatimonadaceae, Agoregicoccus edonensis

114

Gleba plowa

|
|
|~

-*'} Kontrola

! 18

umidentified Candidatus Udaeobacter,
unidentified Ehodopirellula, type IIL
unidentified Gemmatimonas, unidentified
Gammaprotecbacteria Incertae Sedis,
unidentified Etedonobacteraceas, unidentified
Pseudolabrys, unidentified Occallatibacter,
unidentified Luedemannella, uvnidentified
Marmoricola, unidentified Pasudonocardia,
JGI0-KF-CM45, WWH3E, Ellin316,
Ehodancbacter sp., Luteclibacter gellanilyticus,
Flavobacteriia bacterium, bacterium Ellin334

Rysunek 34 Diagramy Venna ilustrujace liczb¢ wspolnych i charakterystycznych dla

poszczegblnych obiektéw wariantow sekwencji amplikonu (ASV) bakterii zidentyfikowanych

na poziomie gatunku w glebie plowej
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unidentified Lysobacter, unidentified Massilia,
mnidentified Gemmatimonas, unidentified TE 10,
unidentified LW QS, unidentified Luteolibacter,
unidentified KT4-96, unidentified Pseudolabrys,
pnidentified Candidatus unidentified
Alysiosphaera, unidentified IMCC26236,
unidentified Acidimicrobiia, unidentified
Fimbritmonadaceae, unidentified ED4-96

Gleba bielicowa

Morwa e
/ o .
I q 8 ,/ E “, & :\‘\
/ \ \
.‘. 113 '.::I JI_-'.I
N | i .
| \Ii. /) A |
Boréwka | | Kentrola
15 L | 13
LY _r'.:
x\ LY G rd (__z
, \\\H. #f{_,,.-"{- ,.-/

o unidentified Gaiella, unidentified
unidentified Methylobacillus, unidentified i&fﬂmﬂmﬁffmﬂe d“”Himf’;m
Flavisolibacter, unidentified Blastocatellia, e m-icagiz it
unidentified Acidobacteriota, unidentified _ . ’
Fimbriimonadaceas. unidentified umidentified JGI0-EF-CMG6,
Dehalococcoidia, ut;identi:ﬁed EEE:S ,IG.:E?&EE&?
Sericytochromatia, unidentified Bhizobiales snidentified Gaiellales ’
Iffmﬂs;g:;;m@u“;‘;fﬂﬁﬂ 4 e pmidentified S085, unidentified
~upaapt L ) : Cemmatimonadaceae,
unidentified Vicinamibacteria, Terrabacter sp., unidentified Psvehroslaciecola.
unidentified Peredibacter, unidentified e = 'mcv':lcus .
Fhizobacter, Flavobacterinm Luteolibacter gellanilyti

Rysunek 35 Diagramy Venna ilustrujgce liczbe wspélnych i charakterystycznych dla
poszczegbdlnych obiektow wariantow sekwencji amplikonu (ASV) bakterii zidentyfikowanych

na poziomie gatunku w glebie bielicowej
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Na Rysunku 36 przedstawiono liczbe gatunkéw grzyboéw wystepujacych w probkach
pobranych z poszczegdlnych obiektow prowadzonego doswiadczenia wazonowego.
W przypadku gleby ptowej zidentyfikowano 4 wspolne gatunki grzybow, wystepujace
niezaleznie od rodzaju aplikowanego nawozu. Zastosowanie zardwno mocznika w potaczeniu
z 10% ekstraktem z morwy czarnej, jak i mocznika w potaczeniu z 25% ekstraktem z boréwki
spowodowato pojawienie si¢ specyficznych gatunkéow grzybow. W glebie bielicowej
zidentyfikowano 15 wspolnych gatunkéw grzybow, a najwiecej gatunkéw specyficznych

zaobserwowano w glebie kontrolnej.
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Brunneodinemasporitum
brasiliense

Arthrininum obovatm
Gleba ptowa  Acremonium tubakii

Kontrola
0

Penicillium subrubescens

Trichoderma straminenm

Gleba bielicowa

Kontrola
4

Trichoderma stellatum
Ochroconis icarus
Chloridinm aseptatum

Chaetomium globosum

Rysunek 36 Diagramy Venna ilustrujace liczb¢ wspolnych i charakterystycznych dla poszczegdlnych obiektow operacyjnych jednostek

taksonomicznych (OTU) gatunkow grzybow zidentyfikowanych w glebie ptowej 1 bielicowe;j



5.4.3. Bioréznorodno$¢ mikroorganizmow

Zaprezentowane w tabelach 8 i 9 wskazniki bior6znorodnosci pozwalajg na
kompleksowg analiz¢ réznorodnosci biologicznej w danym ekosystemie, co jest istotne w
zrozumieniu  jego struktury i funkcjonowania. Wskaznik bogactwa  gatunkéw
(ang. Species Richness, S) jest miarg zidentyfikowanych gatunkéw obecnych w probce.
Nie uwzglednia ilosci osobnikow danego gatunku ani ich rownomierno$ci w populacji.
Wskaznik rownosci Pielou (ang. Pielou's Evenness Index, J’) informuje nas o tym w jaki sposob
rozmieszczone s3 liczebno$ci migdzy roznymi gatunkami w danym zbiorowisku czy populacji.
To dodatkowy wskaznik, ktory uzupenia informacje¢ o ré6znorodnosci danej probki. Wskaznik
ten zalezy od ilo$ci osobnikéw kazdego gatunku i ich rozktadu liczebno$ci. Wskaznik Pielou
przyjmuje wartosci od 0 do 1, gdzie 0 oznacza brak rownomiernosci (jeden gatunek dominuje),
a 1 oznacza pelng réwnomierno$¢ (wszystkie gatunki majg taka samg liczebnos¢). Odrgbnosé
taksonomiczna (Delta*) wyraza, ile nowych jednostek taksonomicznych (np. gatunkéw) mozna
doda¢ do zbioru, zanim ten zbidr nie osiggnie 100% odrgbno$ci. Wskaznik Margalefa (d) jest
stosowany do mierzenia réznorodnos$ci gatunkow w probce. Warto$¢ tego wskaznika zalezy od
liczby gatunkéw obecnych w probce i liczby osobnikow kazdego z tych gatunkow.
Wskaznik ten pozwala porownywac roéznorodnos¢ w roznych populacjach lub srodowiskach.
Wskaznik Shannona (H(log e)) jest miara réznorodnosci informacyjnej w zbiorowoS$ciach
biologicznych, takich jak populacje czy ekosystemy. Wyzsza warto$¢ wskaznika Shannona
wskazuje na wigksza ro6znorodnos¢ gatunkéw lub rownomierne rozktady liczebnosci miedzy
réznymi gatunkami. Wskaznik Simpsona (oznaczany jako 1-Lambda') jest miarg dominacji
gatunkéw w zbiorowos$ci. Oznacza prawdopodobienstwo, ze dwa losowo wybrane osobniki
nalezag do rdéznych gatunkéw. Warto$¢ wskaznika Simpsona maleje wraz z wzrostem
réznorodno$ci gatunkéw, co oznacza, ze im wyzsza warto$¢ tego wskaznika, tym mniejsza

roznorodnos$¢ w populacji.
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Tabela 8 Wskazniki bior6znorodnosci bakterii w glebie

Wskaznik | Wskaznik | Wskaznik | Wskaznik | Wskaznik | Odrebno$¢
bogactwa | Margalefa, | rownosci | Shannona, | Simpsona, | taksonomiczna,
gatunkow, |d Pielou, J’ H'(log e) 1-Lambda' | Delta*
S
Gleba ptowa
kontrola 8192 73,02 0,853? 5,722 0,9922 94,62
boréwka 25% 9252 81,8° 0,865° 5,91° 0,994 95,0°
morwa czarna 10% 869° 77, 7% 0,863° 5,84° 0,994 95,1°
Gleba bielicowa
kontrola 10122 89,9? 0,875? 6,052 0,995? 95,22
boroéwka 25% 10502 93,02 0,8732 6,072 0,995? 95,48
morwa czarna 10% 9622 86,12 0,8732 6,002 0,9952 95,22

Roézne litery oznaczaja istotne statystycznie roznice pomigdzy badanymi obiektami.
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Tabela 9 Wskazniki bior6znorodnosci grzybow w glebie

Wskaznik | Wskaznik | Wskaznik | Wskaznik | Wskaznik | Odrebnos¢
bogactwa | Margalefa, | rownosci | Shannona, | Simpsona, | taksonomiczna,
gatunkow, |d Pielou,J” | H'(log e) 1-Lambda’ | Delta*
S
Gleba ptowa
kontrola 1712 15,92 0,318% 1,642 0,514% 92,02
borowka 25% 1772 16,72 0,450? 2,332 0,7372 92,8?
morwa czarna 10% 1852 16,92 0,358% 1,872 0,583% 92,42
Gleba bielicowa
kontrola 1992 18,42 0,511° 2,702 0,7452 90,1%
borowka 25% 1812 17,62 0,663? 3,452 0,908% 90,12
morwa czarna 10% 186% 18,02 0,5872 3,072 0,8572 90,6%

Roézne litery oznaczaja istotne statystycznie roznice pomigdzy badanymi obiektami.
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Zastosowanie ekstraktow roslinnych spowodowato wzrost warto$ci wskaznikow
biordéznorodnosci dla zbiorowisk bakterii w glebie ptowej. Zaobserwowano istotny wzrost
wskaznikow réwnosci Pielou, Shannona, odrgbnosci taksonomicznej oraz Margalefa
(roznorodnosci gatunkéw) po zastosowaniu zarowno 25% ekstraktu z borowki, jak
1 10% ekstraktu z morwy (oprocz wskaznika Margalefa) w poréwnaniu do gleby nawozone;j
tylko mocznikiem. W glebie bielicowej nie zaobserwowano, aby dodatek ktoregokolwiek
z badanych ekstraktéw roslinnych spowodowal zmiang wartosci ktéregokolwiek
z przedstawionych wskaznikow bior6znorodnosci.

Nie zaobserwowano wptywu badanych ekstraktow roslinnych na zmiang wartosci
wskaznikow bior6znorodnosci grzybow zarowno na glebie ptowej, jak i bielicowej.

Sktad zbiorowiska bakterii byt w gtownym stopniu determinowany przez typ gleby,
co potwierdzity wyniki analizy skupien. Badane gleby wykazaty 54% podobiefistwa pod
wzgledem sktadu gatunkow bakterii (Rysunek 37). W glebie bielicowej oraz na ogot w glebie
ptowej powtdrzenia z kazdego obiektu tworzyly jedng grupe (istotnie r6zng od pozostatych),
przy czym w glebie bielicowej wigksze podobienstwo wykazal obiekt kontrolny z obiektem
zawierajacym ekstrakt z morwy niz obiektem zawierajacym ekstrakt z borowki, natomiast w
glebie ptowej obiekt kontrolny utworzyt oddzielng grupe a probki gleby zawierajace ekstrakty
tworzyty druga grupe (przy czym wewnatrz tej grupy roznily si¢ migdzy sobg istotnie).
Co wazne, analiza PERMANOVA wykazata istotny wplyw zarowno typu gleby, jak

1 ekstraktow na zbiorowisko bakterii.
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PERMANOVA

50+
Gleba F=56,65, p=0,001
604 Ekstrakt F=3 34, p=0.001
o GxE F=2,28, p=0,001
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A gleba bielicowa — boréwka
¥ gleba ptowa — bordwka
gleba bielicowa — kontrola
® gleba plowa — kontrola
gleba hielicowa — morwa czarna
-+ gleba plowa — morwa czarna
Rysunek 37 Analiza skupien (metoda Srednich potaczen) dla gatunkow bakterii w glebach
bielicowej 1 pltowej nawozonych mocznikiem 2z dodatkiem ekstraktow roslinnych

(przedstawiono po trzy powtdrzenia dla kazdego obiektu)

Czerwone linie wskazuja skupiska, ktore nie r6znig si¢ istotnie (p<0,05) wedhug testu SIMPROF (999 permutac;ji).
Zaltaczono wyniki analizy wielowymiarowej PERMANOVA (wartosci F i p) dla typu gleby, rodzaju ekstraktu
oraz interakcji migdzy tymi czynnikami (GXE).

Podobnie jak w przypadku analizy sktadu gatunkowego bakterii, tak tez pod wzgledem
sktadu gatunkowego grzybow probki dwoch analizowanych typow gleby wykazaty niskie
podobienstwo (54%) i1 tworzyty dwie oddzielne grupy na dendrogramie (Rysunek 38). Probki
gleby bielicowej tworzyly dwa skupienia (roznigce si¢ statystycznie): obiekt z dodatkiem
ekstraktu z boréwki tworzyt jedno skupienie, a w drugim znalazly si¢ obiekty kontrolny
1 z dodatkiem ekstraktu z morwy. Jezeli chodzi o glebg ptowa, to probki z poszczegolnych
obiektow nie tworzyly tak wyraznych skupisk. Wyniki analizy PERMANOVA potwierdzaja
istotny wptyw typu gleby i ekstraktow na sktad gatunkowy grzybow.
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Rysunek 38 Analiza skupien (metoda $rednich potaczen) dla gatunkow grzybow w  glebach
bielicowej 1 plowej nawozonych mocznikiem z dodatkiem ekstraktow roslinnych

(przedstawiono po trzy powtdrzenia dla kazdego obiektu)

Czerwone linie wskazuja skupiska, ktore nie r6znia sie istotnie (p<0,05) wedtug testu SIMPROF (999 permutacji).
Zaltaczono wyniki analizy wielowymiarowej PERMANOVA (wartosci F i p) dla typu gleby, rodzaju ekstraktu
oraz interakcji migdzy tymi czynnikami (GXE).
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6. Dyskusja

Uzycie nawozdéw na bazie mocznika stale ros$nie, w zwiazku z czym nalezy dotozy¢
wszelkich staran, aby zredukowaé¢ negatywny wplyw wynikajacy ze stosowania nawozow
mineralnych na srodowisko zwigzany z emisjg amoniaku. Prace nad poszukiwaniami substancji
wykazujacych wiasciwos$ci hamujgce aktywno$¢ enzymu ureazy sg przysztoscig rozwoju
przemystu zwigzanego z segmentem rolnictwa. Dotychczas, najbardziej powszechnie
stosowanymi inhibitorami ureazy byly NBPT oraz NPPT, ktore wykazuja bardzo wysoka
efektywnos¢. Nalezy mie¢ jednak na uwadze fakt, ze do tej pory nie poznano konsekwencji dla
srodowiska wynikajacych z dlugoterminowego stosowania wspomnianych inhibitoréw (Zanin
i in., 2015).

Obserwujac obecnie obowigzujace trendy w rolnictwie nietrudno zauwazy¢, ze
poszukiwane sg biokomponenty do juz istniejagcych nawozdéw, badz tez podejmowane sg proby
zastosowania substancji pochodzenia naturalnego, ktére wykazywatyby zblizone, badz nawet
lepsze dziatanie przy ich tacznej aplikacji z obecnie stosowanymi nawozami. Istniejg
doniesienia literaturowe mowigce o mozliwosci wykorzystania ekstraktow roslinnych jako
komponentow nawozowych (Chojnacka i in. 2014, Hamidi i in. 2022, Michalak i in. 2016,
Zhang i in. 2016).

6.1. Substancje aktywne wystepujace w roslinach i ich dzialanie na ureaze

Polifenole stanowia grupe potencjalnych inhibitorow ureazy (Al-Rooqi i in., 2023;
Samori 1 in. 2019; Xiao i in., 2007), ktore dzieki swoim wiasciwosciom przeciwutleniajacym
sg stosowane jako biologicznie aktywne dodatki do zywnosci (Macegoniuk, 2013). W ramach
niniejszej rozprawy do wstepnego etapu badan wybrano owoce o wysokiej zawartosci
zwigzkéw polifenolowych, tj. maling, boréwke, jezyne i morwe czarng (Alvarez i in., 2016)
oraz allicyng, substancj¢ aktywng wystepujaca w czosnku.

Flawonoidy sg dotychczas najbardziej poznanymi przedstawicielami grupy zwigzkow
polifenolowych. Wczesniejsze badania wykazaty, ze ekstrakty uzyskane z réznych czesci roslin
(lisci, owocow, skorki owocow, cebulkach, korze, czy nasionach), ktére zawieraja polifenole,
wykazuja si¢ wlasciwosciami hamujagcymi aktywno$¢ ureazy (Awllia 1 in., 2016;
Fernando 1 Roberts, 1976; Pastene 1 in., 2009; Shabana 1 in, 2010) Zakres inhibicji enzymu byt
zrdéznicowany 1 wahat si¢ od 12% do nawet 100%. Najprawdopodobniej grupy hydroksylowe
—OH obecne w strukturze flawonoidow oddzialuja z jonami niklu obecnymi w centrum

aktywnym ureazy powodujac ich dezaktywacj¢. W doswiadczeniu prowadzonym przez Awllia
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(2016) najbardziej efektywnymi inhibitorami enzymu ureazy okazaty si¢ ekstrakty pozyskane
z morwy czarnej (86,9-88,8% inhibicji). Wyniki badan wilasnych wykazaly, ze najwigkszg
skuteczno$¢ wykazaty owoce maliny (52% 1 45% inhibicji przy zastosowaniu odpowiednio
100% 1 25% ekstraktow otrzymanych z malin), jednak poziom redukcji stezenia jondw
amonowych obserwowany przy zastosowaniu pozostalych badanych ekstraktow byl roéwnie
obiecujacy (4-39%).

Allicyna jest organicznym zwigzkiem siarki, ktéry jest pozyskiwany z czosnku.
Przeprowadzone w laboratorium GA ZAP wlasne badania wstepne potwierdzity wlasciwosci
allicyny opisane przez Mathialagan (2017). Przy zastosowaniu roztworoéw otrzymanych
z suplementu diety ALLICIN MAX wykazano redukcje ilosci jonow amonowych powstajacych
w wyniku reakcji mocznika z ureazg w zakresie od 18% do 21%, zaleznie od st¢zenia. Budowa
strukturalna czasteczki allicyny umozliwia jej wejscie w reakcj¢ z grupami tiolowymi
nalezacymi do réznych enzymow, m.in. ureazy, powodujac dezaktywacj¢ centrum aktywnego
enzymu. W badaniach wlasnych nie odnotowano istotnego wptywu stezenia ekstraktu allicyny
otrzymanego z komercyjnie dostgpnego suplementu diety ALLICIN MAX na hamowanie
aktywnosci ureazy. Tymczasem w wyniku prowadzonego przez Mathialagan (2017)
doswiadczenia zauwazono, ze sposrod przebadanych ekstraktow  otrzymanych
z allicyny pochodzacej z preparatu ALLICIN MAX najbardziej efektywnym roztworem
noszacym cechy inhibitora ureazy okazat si¢ ten w najnizszym stezeniu (5%). Odmienne
wyniki dotyczace wpltywu stezenia allicyny na skuteczno$¢ hamowania aktywnosci enzymu
z przeprowadzonych badan wilasnych niz badan opisanych we wspomnianej publikacji
naukowej mogg wynika¢ z zastosowania r6znych metod badawczych. W badaniach wtasnych

uzyto czysty enzym ureaze, a badacze oznaczali aktywno$¢ enzymu obecnego w probkach

gleby.

6.2. Emisja amoniaku z gleby

Amoniak, ktory jest uwalniany do $rodowiska w wyniku stosowania nawozow
mineralnych ma negatywny wpltyw zaro6wno na srodowisko naturalne, jak i ludzkie zdrowie.
Szacuje sig, ze zrodtem 19,0-20,3% catkowitej emisji amoniaku z rolnictwa sa nawozy
mineralne, a w glownej mierze mocznik (Skorupka i Nosalewicz 2021). Mocznik jest jednym
z najbardziej powszechnie stosowanych nawozow mineralnych, a straty w postaci emisji
amoniaku, ktére towarzysza jego aplikacji si¢gaja nawet 40% (Cantarella i in. 2018).

Powszechno$¢ jego stosowania wynika zaré6wno z wysokiej zawartosci azotu (46%),
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jak 1 stosunkowo niskiej ceny. W zwigzku z tym, Zze obserwowany jest wysoki poziom strat
azotu z mocznika, a zarazem zmniejszenie jego dostgpnosci dla roslin, niezwykle istotne jest
poszukiwanie rozwigzan, ktére umozliwig redukcj¢ poziomu emisji amoniaku. Wymogi
legislacyjne stawiane przez Uni¢ Europejska wymuszaja na producentach nawozéw
mineralnych obniZenie poziomu emisji amoniaku o co najmniej 30% do 2030 roku
(Dyrektywa (UE) 2016/2284). Jednym z mozliwych rozwigzan jest zastosowanie inhibitoréw
ureazy, np. NBPT, ktorego uzycie w znaczacym stopniu redukuje ilos¢ uwalnianego amoniaku
(Cantarella i in. 2018, Mira i in. 2017, Sanz-Cobena i in. 2010).

W przeprowadzonych w ramach tej pracy doswiadczeniach inkubacyjnym
I wazonowym zaobserwowano straty azotu w postaci emisji amoniaku ze wszystkich badanych
obiektow. Zaobserwowano, ze zastosowanie NBPT powoduje redukcj¢ poziomu
skumulowanej emisji amoniaku na poziomie 87% dla obiektow z glebg plowa
(pH 5,4 i zawartos¢ materii organicznej 1,64% ) i 70% dla obiektow z glebg bielicowa
(pH 7,4 1 zawarto$¢ materii organicznej 2,24% ) w doswiadczeniu inkubacyjnym.
Zaobserwowane rdéznice w emisji NHz miedzy badanymi typami gleb mogly cze$ciowo
wynika¢ z r6znic w ich odczynie. Efektywno$¢ nawozu modyfikowanego NBPT w bardzo
duzym stopniu zalezy od odczynu gleby. Z danych opracowanych przez Rzad Australijski
wynika, ze potowiczny czas hydrolizy NBPT w srodowisku wodnym o odczynie silnie
kwasnym (pH 3) wynosit ok. 60 minut, tymczasem w srodowisku charakteryzujacym si¢ silnie
zasadowym odczynem (pH 11) potowiczny czas hydrolizy wynosit 16 dni
(Secondary Notification Assessment NA/467S for N-(n-butyl) thiophosphoric triamide
(NBPT), 2011). Zwiazane jest to z faktem, iz niski odczyn $rodowiska, do ktorego aplikowany
jest NBPT moze spowodowac proces degradacji wigzan amidowych obecnych w NBPT oraz
zmniejszenie mozliwos$ci zablokowania aktywnosci ureazy. We weze$niejszych badaniach czas
degradacji praktycznie catej zaaplikowanej dawki NBPT w glebie charakteryzujacej si¢
odczynem lekko kwasnym (pH 6,2) wyniost 5-6 dni (Engel i in., 2015). Tymczasem w glebie
0 odczynie zasadowym (pH 8,2) zaobserwowano akumulacje NBPTo, zwigzku, ktéry powstaje
w pierwszym etapie hydrolizy triamidu kwasu N-(n-butylo) tiofosforowego, czyli w trakcie
jego utleniania. NBPTo wykazuje wlasciwosci silnie hamujace aktywno$¢ ureazy
(Byrne i in., 2020). Skuteczno$¢ NBPT w ograniczaniu emisji amoniaku jest opisana w licznych
publikacjach naukowych. Najbardziej rozbudowang metaanaliz¢ wptywu NBPT na ulatnianie
amoniaku oraz wydajno$¢ produkcji roslinnej przedstawili Silva i in. (2017). Zauwazyli oni, ze
zastosowanie NBPT opoznito pojawienie si¢ maksimum emisji amoniaku oraz zwigkszenie

uzyskanych plonow. Wedlug innych danych literaturowych NBPT moze op6zni¢ hydrolize
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mocznika od 7 do 10 dni (Zaman i in. 2008).Zr6znicowana zawarto$¢ materii organicznej w
badanych w ramach tej rozprawy glebach mogty by¢ kolejnym czynnikiem przyczyniajacym
si¢ do roznic w emisji amoniaku. Zgodnie z doniesieniami Mikkelsen (2009) wyzsza zawarto$¢
materii organicznej] w glebach ilastych sprzyja utrzymywaniu statego pH gleby,
co w konsekwencji zmniejsza ryzyko wystapienia strat azotu.

Uzyskane w ramach niniejszej rozprawy wyniki potwierdzaja fakt, ze poziom
obserwowanej emisji amoniaku jest zalezny od typu i struktury gleby, na ktoéra zastosowano
nawo6z mocznikowy. W badaniach wlasnych zaobserwowano istotnie wyzszg skumulowang
emisj¢ amoniaku z gleby bielicowej (o pH 7,4) niz z gleby ptowej (pH 5,4), co znalazto
potwierdzenie w literaturze (Sangoi i in. 2003). Gleba ptowa ma bardziej zwartg strukturg gliny
piaszczystej od gleby bielicowej, w ktérej dominujaca frakcja jest piasek gliniasty. Nalezy
wzig¢ pod uwage fakt, ze im wigksza zawarto$¢ frakcji piasku w strukturze gleby, tym mniejsza
zdolno$¢ do wymiany kationéw. Gleby o wyzszej zawartosci frakcji ilastej s3 mniej narazone
na starty azotu w postaci emisji amoniaku (Adegoke i in. 2022).

W doswiadczeniu inkubacyjnym zbadano wpltyw stezenia ekstraktu na skutecznosé
redukcji emisji amoniaku. W przeprowadzonych wiasnych doswiadczeniach zaréwno
inkubacyjnym, jak i wazonowym udalo si¢ potwierdzi¢ skuteczno$¢ niemalze wszystkich
badanych ekstraktow z suszonych owocow w redukcji emisji amoniaku. Uzyskany poziom
inhibicji byt bardzo zréznicowany i miescit si¢ zakresie 30-88%. Uzyskane wyniki
w doswiadczeniu nie s3 jednak jednoznaczne. W przypadku gleby ptowej zaobserwowano
niemalze dwukrotnie wigkszg skuteczno$¢ 10% ekstraktu z morwy czarnej w porownaniu do
25% ekstraktu z morwy czarnej. W przypadku gleby bielicowej bardziej skuteczny okazat si¢
10% ekstrakt z morwy czarnej. Podobne wyniki uzyskat Mathialagan (2017), ktory
zaobserwowat najwigksze tempo przebiegu reakcji hydrolizy mocznika po aplikacji roztworéw
allicyny w najwyzszym z badanych stezen. Najbardziej skuteczng inhibicj¢ ureazy spowodowat
dodatek 5% roztworu allicyny (najnizszego badanego stezenia).

W doswiadczeniu wazonowym zastosowano mocznik w dwoch dawkach
(90 kg N hali50 kg N ha'l). Celem takiego dziatania byto wdroZenie rozwigzania majacego na
celu ograniczenie strat azotu w postaci emisji amoniaku. Takie rozwigzanie jest opisane w
Kodeksie Dobrej Praktyki Rolniczej. Terminy nawozenia zostaly dobrane w taki sposéb, aby
zapewni¢ roslinom zrodlo azotu w krytycznych fazach wzrostu roslin, tj. w fazie krzewienia
1 kloszenia. Wg. informacji podanych przez Instytut Uprawy Nawozenia 1 Gleboznawstwa to
wlasnie w tych fazach wzrostu pszenicy roslina wykazuje najwicksza dynamike pobierania

sktadnikéw pokarmowych. Lacznie zaaplikowano 140 kg N ha?, a dawka nawozu zostala
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dobrana w taki sposob, by nie przekroczono maksymalnej dopuszczalnej dawki nawozenia
azotem w uprawie pszenicy jarej zalecanej przez IUNG PIB w Putawach. O mniejszej emisji
amoniaku towarzyszacej aplikacji nawozu z podzialem na dawki pisali m.in.: Piwowar (2020),

Skorupka i Nosalewicz (2021) i Watson i in. (2008).

6.3. Aktywnos$¢ ureazy

Polifenole to zwiazki wystepujace w wielu roslinach, ktére znajdujg zastosowanie
w medycynie oraz przemysle spozywczym. Do zwigzkéw polifenolowych zalicza si¢
m.in. flawonoidy 1 izowflawonoidy. Przeprowadzono wiele badan naukowych
z wykorzystaniem polifenoli, dzigki czemu zdobyto informacje na temat ich bardzo duzej
aktywnos$ci biologicznej. Zwiagzki te wykazuja dziatanie hamujace enzymy, antybakteryjne,
przeciwzapalne, a nawet antynowotworowe (Bag i in., 2022; Mierziak i in., 2014;
Siczek i in., 2017; Shah i Smith, 2020; Xiao i in. 2007). Z przegladu literatury wynika, ze na
aktywno$¢ ureazy wptywa wiele substancji aktywnych pochodzenia ros§linnego. Skutecznos¢
flawonoidéow jako inhibitorow enzymu ureazy zostata potwierdzona w dos$wiadczeniu
przeprowadzonym przez Awlia (2016). W opisanym eksperymencie zbadano wplyw
9 komercyjnie dostepnych flawonoidéow na aktywnos¢ enzymu ureazy. Sposrod przebadanych
przez Awlia (2016) zwigzkéw chemicznych najbardziej skutecznym okazaly si¢ te, ktore
otrzymano z morwy czarnej (Morus mesozygia). W doswiadczeniu uzyto 3 zwiazki, pozyskane
z morwy czarnej. Uzyskany stopien inhibicji aktywno$ci enzymu wahal si¢ w zakresie
86,9-88,8% 1 byl zalezny od uzytego zwigzku. Kazdy ze wspomnianych zwigzkow
charakteryzowal si¢ innym mechanizmem inhibicji aktywno$ci enzymu. Skutecznosé
wspomnianych zwigzkow byta najprawdopodobniej zwigzana z obecnoscia 2 lub wigcej grup
hydroksylowych w budowie ich czasteczki, ktére przylaczaty sie¢ do centrum aktywnego
enzymu dezaktywujac go.

Amidohydrolaza mocznika, czyli ureaza jest kluczowym enzymem biorgcym udziat
w obiegu azotu w przyrodzie, ktory wystepuje zarowno w bakteriach, grzybach, jak i roslinach.
Cechuje ja zdolno$¢ do przyspieszenia przebiegu hydrolizy mocznika o sto bilionow razy
(Modolo 1 in. 2015). Szybkos$¢ przebiegu reakcji katalizowanej enzymatycznie jest mierzona
poprzez zmian¢ stgzenia substratu w czasie (Harris i Keshwani, 2009). Aktywno$¢ ureazy
glebowej ocenia si¢ na podstawie przyrostu stezenia jondw amonowych, ktore sa produktem

rozpadu mocznika w czasie.
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W ramach prac realizowanych w trakcie doktoratu przeprowadzono doswiadczenie
inkubacyjne, ktére miato na celu sprawdzenie, czy badane ekstrakty roslinne zastosowane
w dwoch stezeniach, tj. 10% 1 25% spowoduja zmniejszenie aktywno$ci ureazy oraz
zaobserwowanie jak wyglada dynamika tego procesu. W doswiadczeniu zbadano wpltyw
wybranych ekstraktow roslinnych na aktywno$¢ enzymu ureazy. Wyniki przeprowadzonych
badan wskazuja na obnizenie aktywnos$ci ureazy po zastosowaniu 10% ekstraktu z boréwki
suszonej na glebie ptowej w 2. i 6. dniu trwania do$wiadczenia. W glebie bielicowej
zaobserwowano obnizenie aktywno$ci ureazy po zastosowaniu wszystkich badanych
ekstraktow w 3. dniu trwania do$§wiadczenia, co sugeruje opdznienie przebiegu hydrolizy
mocznika.

W zwiazku z tym, Ze istnieja doniesienia literaturowe mowigce o tym, ze odmienne
wlasciwosci gleby moga warunkowac tempo zachodzenia procesu hydrolizy mocznika
(Cabrera 1991, Zhao 2022), doswiadczenie przeprowadzono z wykorzystaniem dwoch typow
gleby. W przypadku gleb o wyzszym pH i wysokiej zawarto$ci frakcji piasku tempo
zachodzenia procesu jest szybsze, przez co uwalniana jest wicksza ilo§¢ amoniaku (Diaz 2021).
Przeprowadzone badania wlasne wykazaly, Zze aktywno$¢ ureazy w glebie bielicowej
charakteryzujacej si¢ wyzsza wartoscia pH byla na ogdt wyzsza niz w glebie ptowe;.
Maksymalna aktywno$¢ ureazy odnotowana dla proby kontrolnej (zaréwno w doswiadczeniu
inkubacyjnym, jak i wazonowym) na glebie bielicowej byta ponad dwukrotnie wigksza od
maksymalnej aktywno$ci enzymu na glebie pltowej. W przypadku préby kontrolnej
zaobserwowano réwniez szybsze pojawienie si¢ maksimum aktywno$ci enzymu. W glebie
ptowej wykazano hamujacy wptyw 10% ekstraktu z borowki suszonej w 2. 1 6. dniu trwania
doswiadczenia. W przypadku gleby bielicowej aplikacja wszystkich badanych ekstraktow
spowodowata istotne obnizenie aktywnosci enzymu w 3. dniu trwania do§wiadczenia.

Wyniki przeprowadzonego doswiadczenia wazonowego potwierdzily, ze aktywnos¢
ureazy w glebie bielicowej byta wyzsza niz w glebie ptowej. Co wigcej, zaobserwowano
wyrazny wzrost aktywnos$ci ureazy po aplikacji drugiej dawki nawozu, co oczywiscie byto
zwigzane z dodaniem substratu w postaci mocznika. W do§wiadczeniu wazonowym na glebie
bielicowej zaobserwowano obnizenie aktywnosci ureazy po aplikacji obu badanych ekstraktow

ros§linnych w czwartym dniu eksperymentu.
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6.4. Zawartos¢ azotu w glebie

W zwiazku z tym, ze dzialanie inhibitorow ureazy moze regulowac przemian¢ mocznika
do amoniaku, a nastgpnie amoniaku do azotanéw (Fu, 2019), po zakonczeniu do$wiadczen
inkubacyjnego 1 wazonowego pobrano probki z roznych warstw gleby 1 oznaczono w nich
zawarto$¢ azotu ogolnego, a takze =zawartosci jonow azotanowych 1 amonowych.
Nie zaobserwowano wplywu badanych ekstraktow ros§linnych na zawarto$¢ azotu ogélnego w
badanych probkach. W doswiadczeniu inkubacyjnym zaobserwowano tendencj¢ do wyzszej
zawarto$ci azotu ogolnego w goérnej warstwie gleby w pordwnaniu do warstwy dolnej w obu
badanych glebach.

W toku przeprowadzonych wiasnych badan inkubacyjnych odnotowano zmniejszenie
zawarto$ci azotanow w obu badanych typach gleb po aplikacji ekstraktow z borowki (dla obu
stezen w przypadku gleby ptowej i 25% ekstraktu w przypadku gleby bielicowej) oraz 25%
ekstraktow z maliny i morwy czarnej. Podobne wyniki otrzymali Al Ansari i Abdulkareem
(2013), ktorzy zaobserwowali spadek zawartosci jonow NO2  w probkach gleby po aplikacji
ekstraktow roslinnych w poréwnaniu do probek gleby do ktorych zaaplikowano DCD.
Naukowcy tlumaczyli, Zze obserwowane zjawisko moze by¢ zwigzane z procesami wigzania
azotu, ulatnianiem amoniaku oraz procesami nitryfikacji spowodowanymi m.in. przez zwiazki
polifenolowe i inne substancje aktywne, ktore sg uwalniane do gleby (Al Ansari i Abdulkareem,
2013).

W doswiadczeniu inkubacyjnym zauwazono wzrost st¢zenia jonow amonowych
w gornej warstwie gleby ptowej po zastosowaniu 25% ekstraktéw z owocow borowki i maliny,
a takze 10% ekstraktu z morwy czarnej w porownaniu do gleby z samym mocznikiem. Mogto
to by¢ zwiazane z faktem, iz nastgpito ograniczenie emisji amoniaku po aplikacji ekstraktow.
Tymczasem w do$wiadczeniu wazonowym zaobserwowano zmniejszenie zawarto$ci jonow
amonowych w §rodkowej warstwie gleby pobranej z obiektow po aplikacji obu badanych
ekstraktow w poréwnaniu do obiektu kontrolnego. Podobnie Al Ansari i Abdulkareem (2013)
obserwowali zjawisko akumulacji jondéw NHa" i spadku zawarto$ci jonow NO3” w glebie po
aplikacji ekstraktow wodnych otrzymanych z kaparéw, ostropestu, trawy Imperata cylindrica
oraz granatu.

Zauwazono wyrazne zroéznicowanie w poziomach zawartos$ci jonéw azotanowych
1 amonowych pomigdzy doswiadczeniem inkubacyjnym a wazonowym. W doswiadczeniu
wazonowym poziom zawartosci jonéw azotanowych i amonowych w glebie byt 1-2 rzedy

wielko$ci mniejszy. Zwigzane to bylo z faktem, iz w doswiadczeniu wazonowym rosliny
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pobieralty azot z gleby niezbedny do przebiegu proceséw metabolicznych 1 wzrostu

(Modolo i in. 2015).

6.5. Analiza roslin

Na podstawie uzyskanych wynikow badan nie stwierdzono istotnego zréznicowania
Swiezej biomasy pszenicy jarej nawozonej mocznikiem z dodatkiem badanych ekstraktow
roslinnych w przypadku obu badanych gleb. Zauwazono jednak zmniejszenie suchej masy
roslin rosnacych na glebie ptowej z dodatkiem 25% ekstraktu z borowki. Nie zaobserwowano
réwniez zroéznicowania zawartosci chlorofilu i natezenia fotosyntezy pomigdzy obiektami
doswiadczalnymi. Nalezy nadmieni¢, ze wzrost ros$lin w do$wiadczeniu wazonowym
prowadzono do fazy kloszenia pszenicy, a przeprowadzenie do$wiadczenia do fazy pelnej
dojrzatosci datoby zapewne bardziej petny obraz tego, w jaki sposob zastosowanie ekstraktow
z mocznikiem wptywaja na wzrost roslin i plon ziarna pszenicy. Doktadne zrozumienie wpltywu
badanych ekstraktow na wzrost i plonowanie roslin wymagaloby przeprowadzenia dalszych
badan, w tym badan polowych. Wyniki otrzymane przez innych autoréw dotyczace wzrostu
roslin po zastosowaniu substancji ro§linnych sa zréznicowane. Sriraj (2022) opisat badania,
w ktoérych zastosowanie ekstraktu z lisci neem wptynelo na zmniejszenie §wiezej 1 suchej masy
pedoéw salaty. Godlewska i1 in. (2021) nie zaobserwowali wplywu niektorych badanych
ekstraktow roslinnych na wielko$¢ plonu rzodkiewki oraz zawartos$¢ chlorofilu w jej liSciach.
W innych pracach naukowych stwierdzono przyspieszenie rozwoju korzeni, poprawe
pobierania skladnikow mineralnych, a takze wzrostu wegetatywnego okreSlonego przez
dtugos¢ 1 powierzchnig lici winogron, co wigcej zaobserwowano rowniez zwigkszenie plonu
o 14,7% 1 polepszenie jako$ci winogron po przeprowadzeniu nawozenia dolistnego za pomoca
ekstraktu z trawy morskiej (Cataldo 1 in., 2022). Réwniez Ertani (2011) w doswiadczeniu
z kukurydza zaobserwowatl wptyw ekstraktu z borowki na wzrost korzeni 0 15% oraz suchej
masy lisci w zakresie 38-80%. Wzrost biomasy kukurydzy zaobserwowano takze po
zastosowaniu biostymulatora na bazie lucerny siewnej (Medicago sativa L.). Stwierdzono,
ze biostymulator otrzymany z lucerny indukowat aktywno$§¢ enzymoéw zwigzanych
z metabolizmem azotu, co skutkowato bardziej efektywnym przyswajaniem azotu i lepszym
wzrostem uprawianych ro$lin (Ertani 1 in., 2012). W innym dos$wiadczeniu biostymulatory
otrzymane z lucerny siewnej i skorki czerwonych winogron przyczynily si¢ do wzrostu §wiezej
masy lisci i plonu papryki Habanero (Capsicum chinensis L.). Zauwazono, ze biostymulatory

sprzyjaly wzrostowi roslin i1 produkcji metabolitéw wtornych, np. fenoli (Ertani in., 2014).
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W innym dos$wiadczeniu opisano wplyw wyizolowanych sktadnikow aktywnych z mango
(Mangifera indica) na polepszenie wzrostu pomidoréw (Etaware i in., 2015).

W toku przeprowadzonych badan zaobserwowano wpltyw badanych ekstraktow
roslinnych na spadek zawartosci potasu w roslinach pszenicy na glebie ptowej oraz na wzrost
zawarto$ci potasu i wapnia W pszenicy rosngcej na glebie bielicowej. Nie zaobserwowano
istotnego wptywu ekstraktow ro§linnych na zawarto$¢ pozostatych oznaczonych
makroelementow (N, P, K i Mg) w roslinach w poréwnaniu do nawozenia mocznikiem bez
ekstraktow. W opracowaniu May 1 in. (2021), ktore mialo na celu zweryfikowanie wptywu
ekstraktow pozyskanych ze zdrowych roslin soi zaaplikowanych na ro$liny tego samego
gatunku uprawiane w poézniejszym terminie wykazal, ze sposréd wszystkich badanych
makroelementéw (N, P, K, Ca, Mg i S) zaobserwowano istotne roznice jedynie w przypadku
zawarto$ci potasu w ziarnach soi. Zwigzane jest to z faktem, iz mikroorganizmy stymulujace
wzrost roslin moga réwniez korzystnie wplyna¢ na kietkowanie, wzrost sadzonek, a takze

pobieranie potasu przez soje (May i in., 2021).

6.6. Wplyw ekstraktow roslinnych na mikrobiom gleby

Zastosowanie metody sekwencjonowania nowej generacji umozliwito okreslenie
struktury zbiorowisk mikroorganizmow wystepujacych w glebie. Opracowane wyniki wlasne
dostarczyly informacji na temat roéznic wystepujacych w sktadzie taksonomicznym bakterii
1 grzybow, ktére byly obserwowane w zaleznos$ci od uzytych w do§wiadczeniu wazonowym
ekstraktow roslinnych.

Analiza przeprowadzonych badan wiasnych wykazata wptyw badanych ekstraktow
ro$linnych otrzymanych z owocdéw boréwki na wzrost liczebno$ci bakterii nalezacych do typow
Bdellovibrionota (w glebie bielicowej), Myxococcota (w glebie ptowej) i Patescibacteria
(w obu badanych typach gleby). Nie zaobserwowano wptywu badanych ekstraktow roslinnych
na liczebnos$¢ pozostatych zidentyfikowanych typow bakterii. Zaobserwowano rowniez istotny
wptyw badanych ekstraktow ro§linnych na wzrost liczebnos$ci grzybow nalezacych do typow
Rozellomycota (po aplikacji 10% ekstraktu z morwy czarnej na glebie bielicowej) oraz
Zoopagomycota (po aplikacji 25% ekstraktu z morwy czarnej na glebie ptowej). W toku
przeprowadzonych badan wlasnych zaobserwowano takze wzrost wartosci wskaznikow
biordéznorodnos$ci bakterii wystepujacych w glebie plowej po aplikacji zaréwno 25% ekstraktu
z borowki, jak 1 10% ekstraktu otrzymanego z morwy czarnej, przy czym ekstrakty nie

wptywaty istotnie na warto$ci wskaznikéw biordéznorodnosci grzybow. Na podstawie
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przeprowadzonych analiz (analiza skupien, PERMANOVA, wskazniki bior6znorodnosci)
wynika, ze zbiorowisko bakterii byto bardziej podatne na dziatanie ekstraktoéw niz zbiorowisko
grzyboéw. Ponadto warto podkresli¢, ze typ gleby w znacznie wigkszym stopniu ksztattowat
mikrobiom gleby (dotyczy to zaréwno bakterii i grzybow) niz ekstrakty roslinne (co wyraznie
wykazata analiza skupien).

Otrzymane wyniki w ramach niniejszej rozprawy sa zgodne w wynikami
dotychczasowych badan, ktére rowniez wykazaty zmiany w strukturze mikroorganizméw
glebowych wskutek zastosowania ekstraktow ro$linnych. Wplyw ekstraktow roslinnych
otrzymanych z uboczki (Larrea spp.) na struktur¢ zbiorowisk bakterii i grzybéw wystepujacych
w glebie zostat opisany w publikacji del Mar Montiel-Rozas i in. (2020), gdzie zaobserwowano
wzrost wskaznika Shannona po aplikacji ekstraktu z uboczki. Etaware i in. (2019)
w przeprowadzonych badaniach laboratoryjnych opisali wptyw surowych ekstraktow
roslinnych otrzymanych z mango indyjskiego (Mangifera indica) oraz jatrofy
przeczyszczajacej (Jatropha curcas) na zahamowanie wzrostu patogennych grzybow
z gatunkéw Aspergillus sclerotirium, Aspergillus glaucus oraz Aspergillus terreus, ktore
wywotywatly powazne choroby upraw pomidoréw w Nigerii. Co wigcej, w opisanych wyzej
doswiadczeniach naukowcy zauwazyli wptyw wspomnianych ekstraktoéw roslinnych na
zwigkszenie obwodu todygi oraz powierzchni liSci uprawianych pomidorow
(Etaware 11n., 2019). Rowniez Paul i Sharma (2002) opisali skutecznos¢ ekstraktow roslinnych
pozyskanych z lisci neem w walce z patogenem grzybowym wywotujacym plamisto$¢ lisci
u jeczmienia. Skuteczno$¢ ekstraktu z neem byta poréwnywalna do skutecznosci komercyjnie
dostgpnego fungicydu Bavistin przeznaczonego do walki z chorobg jeczmienia.

Warto doda¢, ze obserwowano tez niekorzystny wplyw niektorych ekstraktow na
mikroorganizmy glebowe, co dowodzi, ze jakos¢, sktad chemiczny ekstraktow roslinnych
decyduje w gltéwnej mierze o kierunku ich oddzialywania na mikrobiom gleby. Ekstrakt
otrzymany z kory Pinus radiata prowadzit do zmniejszenia biomasy mikroorganizméw
w glebie (Suescun i in., 2012), co zwigzane bylo z wysokg zawartoscig fenoli
I skondensowanych tanin w ekstrakcie, ktore najprawdopodobniej wykazuja wlasciwosci
bakteriobojcze i grzybobdjcze. W innej pracy Schiitz i in. (2021) obserwowali zmniejszenie
wartosci  wskaznikéw bioréznorodnosci po aplikacji kwercetyny 1 benzoksazolinonu
w poréwnaniu do kontroli. Ponadto, zauwazono istotne rdéznice w strukturze bakterii miedzy
badanymi probkami zalezne od rodzaju zaaplikowanego metabolitu roslinnego. Wykazano, ze
kwercetyna istotnie wplywata na zbiorowiska bakterii wystepujace w badanych probkach,

podczas gdy wptyw benzoksazolinonu i graminy byt mniejszy (Schiitz i in., 2021).
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7. Whnioski

Na podstawie wynikow uzyskanych z przeprowadzonych badan mozna sformutowaé

nastepujace wnioski:

1. Wybrane na podstawie przegladu literatury ekstrakty roznity si¢ miedzy sobg
zdolnoscig do hamowania aktywno$ci ureazy w zalezno$ci od uzytego do ekstrakceji
materiatu i stezenia ekstraktu w przeprowadzonych badaniach w roztworze wodnym.

2. Zardwno w doswiadczeniu inkubacyjnym, jak i wazonowym uzyskano znaczacg
redukcje emisji amoniaku z gleby nawozonej mocznikiem z dodatkiem wigkszo$ci
otrzymanych ekstraktow roslinnych w poréwnaniu do gleby nawozonej samym
mocznikiem. Sposrdd ekstraktow analizowanych w dos$wiadczeniu inkubacyjnym,
najlepsze efekty uzyskano po zastosowaniu 25% ekstraktu z boréwki na glebie ptowej
oraz 10% ekstraktu z morwy czarnej na glebie bielicowej. W doswiadczeniu
wazonowym dodatek badanych ekstraktow roslinnych spowodowal znaczne obnizenie
emisji amoniaku z gleby bielicowej, natomiast w przypadku gleby ptowej aplikacja
mocznika z ekstraktem z morwy skutkowata zwigkszeniem strat N w poroéwnaniu z
obiektem kontrolnym.

3. Ograniczenie strat azotu w postaci emisji amoniaku z gleby po aplikacji ekstraktow
roslinnych z mocznikiem bylo poréwnywalne lub mniejsze (zaleznie od uzytego
ekstraktu 1 typu gleby) niz po zastosowaniu komercyjnego inhibitora ureazy NBPT
w doswiadczeniu inkubacyjnym.

4. Wielko$¢ emisji amoniaku uzalezniona byta od typu gleby. W doswiadczeniu
inkubacyjnym na glebie bielicowej (o odczynie zasadowym) zaobserwowano istotnie
wiekszg emisj¢ amoniaku niz na glebie ptowej (o odczynie kwasnym).

5. W doswiadczeniu inkubacyjnym zastosowanie ekstraktow roslinnych lacznie
z mocznikiem spowodowalo zmniejszenie st¢Zenia jonOw azotanowych w obu
badanych warstwach gleby ptowej. Ponadto zaobserwowano wzrost st¢zenia jonow
amonowych w gornej warstwie gleby plowej po zastosowaniu 25% ekstraktow z
borowki i maliny oraz 10% ekstraktu z morwy czarnej.

6. Nawozenie mocznikiem oraz ekstraktem z morwy miato korzystny wptyw na zawarto$¢
potasu i wapnia w ro$linach pszenicy rosngcej na glebie bielicowej. W przypadku gleby
ptowej] nawodz z ekstraktami przyczynial si¢ do zmniejszenia zawarto$ci potasu
w ros$linach. Zastosowanie ekstraktow nie wplywato na intensywno$¢ fotosyntezy oraz

zawarto$¢ chlorofilu w pszenicy.
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7. Glownym czynnikiem warunkujagcym mikrobiom gleby byt typ gleby a nie rodzaj
uzytego ekstraktu roslinnego.

8. Wykazano, ze badane ekstrakty ros$linne w wigkszym stopniu oddziatywaly
na zbiorowisko bakterii niz grzybow w glebie. Zastosowanie ekstraktoéw roslinnych
na glebie ptowej wptyneto na wzrost bioréznorodnosci bakterii w odniesieniu do gleby

bez ekstraktow.
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