Tytul badan: Wplyw biostymulatora Agro ECA Protect stosowanego nalistnie w
ograniczaniu stresu wywolywanego zbyt wysoka temperatura u ogorka
Title of the study: The effect of the foliar application of the biostimulant Agro ECA

Protect on mitigating stress caused by high temperature in cacumber

1. Cel badan / Aim of the study

Celem badania jest okreslenie skutecznos$ci dziatania biostymulatora Agro Eca Protect,
stosowanego nalistnie, w ograniczaniu skutkow stresu wywotanego wysokg temperaturg u
ogorka. Doswiadczenie przeprowadzono w warunkach szklarniowych oraz w fitotronie.

The aim of the study is to determine the effectiveness of the biostimulator Agro Eca Protect,
applied foliarly, in reducing the effects of high-temperature stress in cucumber. The experiment

was carried out under greenhouse conditions and in a phytotron.

2. Metody i sposob prowadzenia badan / Material and methods
2.1. Material roslinny i uprawa roslin / Plant material and cultivation

Badania prowadzono na roslinach ogérka gruntowego (Cucumis sativus L.) odmiany
‘Apollo’. Otrzymang od zleceniodawcy rozsad¢ w dniu 31.07.2025 przesadzono do 1,5 L
doniczek wypelionych mieszaning substratu torfowego i perlitu (3:1). Wykorzystano substrat
torfowy o charakterystyce: pH 5,6 - 6,4, EC 1,5 mS/cm oraz perlit o frakcji 1 - 6 mm. Ro$liny
rosty w warunkach szklarniowych przez okres kilku dni, po czym zostaty przeniesione do
komor fitotronowych (temperatura 21/18°C, fotoperiod 17/7 h). Wiasciwe doswiadczenie
rozpoczeto w dniu 12.08.2025 gdy rosliny wyksztalcity 3 - 4 liscie o blaszce umozliwiajacej
przeprowadzenie pomiarow fizjologicznych.

The study was conducted on cucumber (Cucumis sativus L.), cultivar ‘Apollo’. Seedlings
provided by the client were transplanted on July 31, 2025, into 1.5 L pots filled with a mixture
of peat substrate and perlite (3:1). The peat substrate was characterized by pH 5.6—6.4 and EC
1.5 mS/cm, while the perlite fraction size ranged from 1 to 6 mm. The plants grew under
greenhouse conditions for several days and were then transferred to phytotron chambers
(temperature 21/18°C, photoperiod 17/7 h). The main experiment began on August 12, 2025,
when the plants had developed 3—4 leaves with a lamina suitable for physiological

measurements.

2.2. Schemat doswiadczenia / Experimental design

Kombinacje doswiadczalne. Experimental combinations:



1. Rosliny niepoddane dziataniu podwyzszonej temperatury (warunki optymalne),
nietraktowane preparatem.

Plants not exposed to elevated temperature (optimal conditions), not treated with the
biostimulant.

2. Rosliny niepoddane dziataniu podwyzszonej temperatury (warunki optymalne), traktowane
preparatem.

Plants not exposed to elevated temperature (optimal conditions), treated with the biostimulant.

3. Rosliny poddane dzialaniu podwyzszonej temperatury (warunki stresu), nietraktowane
preparatem.

Plants exposed to elevated temperature (stress conditions), not treated with the biostimulant.

4. Rosliny poddane dzialaniu podwyzszonej temperatury (warunki stresu), traktowane
preparatem.

Plants exposed to elevated temperature (stress conditions), treated with the biostimulant.

Kazda kombinacja obejmowata min. 8 roslin.

Each combination included minimum 8 plants.

Warunki wzrostu roslin. Plant growth conditions:

e Warunki optymalne: 21°C przez 17 h (symulacja warunkéw dnia), 18°C przez okres 7 h
(symulacja nocy). Natezenie napromieniowania (PAR) wynosito §rednio 250 pmol/m2/s,
wilgotnos$¢ wzgledna powietrza 60 — 80%.

Optimal conditions: 21°C for 17 h (day simulation) and 18°C for 7 h (night simulation).
The average photosynthetically active radiation (PAR) intensity was 250 umol/m?/s, and
relative air humidity ranged from 60 to 80%.

e Warunki stresu podwyzszonej temperatury: 32°C przez 17 h (symulacja warunkow dnia),
18°C przez okres 7 h (symulacja nocy). Pozostate parametry jak dla warunkoéw
optymalnych.

High-temperature stress conditions: 32°C for 17 h (day simulation) and 18°C for 7 h (night

simulation). Other parameters were identical to those under optimal conditions.

Sposob aplikacji biostymulatora. Biostimulator application method.:
Biostymulator Agro Eca Protect (AEP) byt uzywany w formie oprysku o stezeniu 2,5%.

Roséliny nietraktowane preparatem byty opryskiwane woda.



The biostimulator Agro ECE Protect (AEP) was applied as a foliar spray at a concentration

of 2.5%. Control plants (untreated) were sprayed with water.

Szczegotowy schemat doswiadczenia. Detailed experimental procedure:

1. Pierwsza aplikacja preparatu AEP (w formie oprysku).

First application of AEP (foliar spray).

2. Po tygodniu druga aplikacja preparatu AEP.

Second application of AEP after one week.

3. Po dobie od drugiego oprysku ros$liny z grupy stresowanej zostaty poddane dziataniu stresu
zwigzanego z wysoka temperatura przez dwie doby.

Twenty-four hours after the second spray, plants in the stress group were exposed to high-
temperature stress for two days.

4. Analiza fizjologiczna ro§lin — pierwszy termin pomiaréw (natgezenie fotosyntezy oraz
transpiracji).

Physiological analysis — first measurement (photosynthesis and transpiration rate).

5. Trzeci oprysk preparatem AEP.

Third application of AEP.

6. Ponowne oddziatlywanie wysokiej temperatury wedtug schematu z punktu 3 przez okres
dwoch dob.

Re-exposure to high-temperature stress according to the scheme described in point 3, for two
days.

7. Ocena fizjologiczna roslin (drugi termin pomiaréw), stanu uszkodzenia roslin, masy roslin,
analiza zawartosci pierwiastkow w liSciach roslin.

Final assessment: physiological measurements (second term), evaluation of plant damage,

determination of plant biomass, and analysis of nutrient content in leaves.
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Pomiary i obserwacje. Measurements and observations:

1. Pomiary natgzenia wymiany gazowej roslin (fotosynteza, transpiracja) prowadzono za
pomoca analizatora LCpro (ADC BioScientific, UK) na 8 lisciach z kazdej kombinacji
doswiadczalnej. Parametry wewnatrz komory liSciowej ustawiono tak, aby symulowaty
warunki panujace podczas wzrostu ro$lin.

Gas exchange measurements (photosynthesis and transpiration) were performed using an
LCpro gas exchange analyzer (ADC BioScientific, UK) on eight leaves from each
experimental combination. The parameters inside the leaf chamber were adjusted to
simulate the environmental conditions during plant growth.

2. Masa roslin. Po zakonczeniu oddzialywania stresu okreslono $wieza i suchg mase¢ roslin
(cze¢$¢ nadziemng). Suchg mas¢ uzyskano suszac roS$liny w temperaturze 60°C do
uzyskania stabilnego wyniku.

Plant biomass. After the stress treatment, fresh and dry plant mass were measured (above-
ground part). Dry mass was determined after drying the plants at 60°C until a constant
weight was obtained.

3. Uszkodzenia ro$lin oceniono wizualnie pordéwnujac stan roslin z poszczegdlnych
kombinacji. Wynik wyrazono w procentach (0% - brak uszkodzen, 100% - catkowite
zniszczenie roslin).

Plant damage assessment was carried out visually by comparing the condition of plants from
individual combinations. The results were expressed as percentages (0% — no damage,
100% — complete plant destruction).

4. Analiza zawarto$ci pierwiastkow w lisciach roslin. Analiza zostata wykonana po wysuszeniu
i zmieleniu roslin. Wykonano jedng $rednig proébe z 8 roslin w kazdej kombinacji.
Oznaczanie zawartosci fosforu (P), potasu (K), wapnia (Ca), magnezu (Mg), siarki (S),
chloru (Cl), manganu (Mn), zelaza (Fe), miedzi (Cu), cynku (Zn), krzemu (Si) zostalo
wykonane metoda fluorescencji rentgenowskiej (XRF). Oznaczanie zawartosci azotu (N)

zostato wykonane metoda spektroskopii w srodkowej podczerwieni (MIR).



Analysis of nutrient content in plant leaves. The analysis was performed after drying and
grinding the plant material. A single composite sample was prepared from eight plants for each
treatment combination. The contents of phosphorus (P), potassium (K), calcium (Ca),
magnesium (Mg), sulfur (S), chlorine (Cl), manganese (Mn), iron (Fe), copper (Cu), silicon
(Si), and zinc (Zn) were determined using X-ray fluorescence (XRF). Nitrogen (N) content was

determined using mid-infrared spectroscopy (MIR).

Wyniki masy ro$lin 1 analiz fizjologicznych zostaly opracowane statystycznie przy
wykorzystaniu analizy wariancji. Srednie w tabelach i na wykresach oznaczone tymi samymi
literami nie ro6znig si¢ istotnie na poziomie prawdopodobienstwa a = 0,05 wedlug testu
Duncana.

The results of biomass and physiological analyses were statistically processed using
analysis of variance. Means in tables and figures marked with the same letters do not differ

significantly at the probability level of a = 0.05 according to Duncan’s multiple range test.

3. Wyniki. Results.
Pierwszy termin pomiaréw (po drugim oprysku i dwoch dobach oddziatywania stresu)

First measurement term (after the second foliar application and two days of exposure to heat
stress)

Tab. 1. Nat¢zenie wymiany gazowej ogorka.
Table 1. Leaf gas exchange of cucumber plants.

Warunki optymalne Stres termiczny
Optimal conditions Stress conditions
Agro Eca kontrola (woda) Agro Eca Kontrola
Protect control (water) Protect control
Natezenie fotosyntezy 6,33 b* 5,27b 5,36 b 1,97 a

Photosynthetic rate

(umol CO, m?2s™")

Natezenie transpiracji 2,66 b 2,65b 2,52b 1,75 a

Transpiration rate

(mmol H;O m? s™)
* - §rednie w rzedach oznaczone tymi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie na poziomie
prawdopodobienstwa a = 0,05 wedtug testu Duncana. Means within rows followed by the same
letters do not differ significantly at the probability level of a = 0.05 according to Duncan’s
multiple range test.

Po dwoch dniach oddziatywania stresu wysokiej temperatury stwierdzono istotne rdznice
W natezeniu wymiany gazowe] ro$lin (fotosyntezy 1 transpiracji). Rosliny traktowane
biostymulatorem charakteryzowaty si¢ wyzszymi warto$ciami. Wyzsze wartosci transpiracji

wskazuja, ze Agro ECA Protect stymuluje otwieranie aparatow szparkowych. W warunkach



optymalnych nie zaobserwowano istotnych réznic w natezeniu wymiany gazowej roslin.
Widoczny jest natomiast trend wskazujacy na wyzsze warto$ci fotosyntezy roslin traktowanych
preparatem.

After two days of exposure to high-temperature stress, significant differences in gas
exchange intensity (photosynthesis and transpiration) were observed. Plants treated with the
biostimulant exhibited higher values. Higher transpiration values indicate that Agro ECA
Protect stimulates stomatal opening. Under optimal conditions, no significant differences in gas
exchange intensity were recorded; however, a trend was observed indicating higher

photosynthetic rates in plants treated with the biostimulant.

Drugi termin pomiardéw (po trzecim oprysku i sumarycznie czterech dobach oddziatywania
stresu)

Second measurement term (after the third foliar application and four days of exposure to heat
stress)
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Rys. 1. Natezenie fotosyntezy roélin ogérka (umol CO, m™2 s™!).

Fig. 1.Photosynthetic rate of cucumber plants (umol CO2 m? s™!).

Srednie oznaczone tymi samymi literami nie réznia si¢ istotnie na poziomie
prawdopodobienstwa a = 0,05 wedlug testu Duncana. Means followed by the same letters do
not differ significantly at a = 0.05 according to Duncan’s multiple range test.
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Rys. 2. Natezenie transpiracji roslin ogérka (mmol HoO m™ s™).
Fig. 2. Transpiration rate of cucumber plants (mmol H>O m™ s™).

Po czterech dniach oddziatywania stresu wysokiej temperatury stwierdzono wyzsze
(istotnie statystycznie) warto$ci natezenia fotosyntezy oraz transpiracji w przypadku roslin
traktowanych biostymulatorem w stosunku do kontroli. W warunkach optymalnych
zarejestrowano nieco wyzsze nate¢zenie fotosyntezy w przypadku roslin traktowanych
preparatem, ale nie stwierdzono roznic istotnie statystycznie.

After four days of exposure to high-temperature stress, significantly higher photosynthetic
and transpiration rates were recorded in plants treated with the biostimulant compared to the
control. Under optimal conditions, a slightly higher photosynthetic rate was observed in plants

treated with the biostimulant, although the difference was not statistically significant.
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Rys. 3. Swieza masa roslin ogorka (g).

Fig. 3. Fresh weight of cucumber plants (g).

Srednie oznaczone tymi samymi literami nie rdznig si¢ istotnie na poziomie
prawdopodobienstwa a = 0,05 wedtug testu Duncana, ni.- rézZnice nieistotne statystycznie.
Means followed by the same letters do not differ significantly at the probability level of o =
0.05 according to Duncan’s multiple range test; ns — differences not statistically significant.
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Rys. 4. Sucha masa roslin ogorka (g).
Fig. 4. Dry weight of cucumber plants (g).



Po 12 dniach od rozpoczecia doswiadczenia wykonano ocene zaréwno $wiezej, jak 1 po
wysuszeniu — suchej masy roslin ogorka.

W warunkach stresu §wieza masa roslin traktowanych biostymulatorem byta o ponad 20%
wyzsza w poroOwnaniu z kontrolg, jednak rdéznica ta nie byta statystycznie istotna. Podobng
tendencje zaobserwowano w przypadku suchej masy — rosliny rosngce w warunkach stresu i
traktowane preparatem charakteryzowaty si¢ o okoto 17% wyzsza masa w stosunku do kontroli,
lecz réznice nie osiggnely poziomu istotno$ci statystyczne;.

Twelve days after the start of the experiment, fresh and dry biomass of cucumber plants
was evaluated (dry weight after drying the plant material). For fresh weight, plants treated with
the biostimulant under stress conditions showed over 20% higher biomass compared to the
control, although the difference was not statistically significant. For dry weight, stressed plants
treated with the preparation exhibited approximately 17% higher biomass compared to the

control; however, no statistically significant differences were observed.

Tab. 2. Obserwowane uszkodzenia ro$lin (ocena wizualna, %).
Table 2. Visual assessment of plant damage.

Warunki optymalne
Optimal conditions

Stres termiczny
Stress conditions

Agro Eca Kontrola Agro Eca kontrola
Protect Control Protect
0 0 10% 20%

Obserwowano mniejsze uszkodzeniu u roslin (w warunkach stresu) traktowanych

biopreparatem.

Lower damage was observed in plants subjected to stress conditions that were treated with

the biostimulant.




Tab. 3. Zawartos$¢ pierwiastkow w lisciach ogorka.
Table 3. Nutrient contents in cucumber leaves.
Stres termiczny / High temperature conditions

Pierwiastek Kontrola Kontrola
Nutrient £LBlE Control BLE Control

N 5,91 5,85 101% 100%

P 1,32 1,35 98% 100%

K 4,05 3,97 102% 100%

Ca 3,44 3,62 95% 100%
Mg 0,45 0,45 100% 100%

S 0,80 0,87 92% 100%
Mn 100 103 97% 100%
Fe 174 136 128% 100%
Cu 13,5 11,5 117% 100%
Zn 183 175 105% 100%

Si 1,13 1,10 103% 100%

Cl 1,10 1,14 96% 100%

Warunki optymalne / Optimal conditions

Pierwiastek Kontrola Kontrola
Nutrient ADE Control SO Control
N 6,90 6,26 110% 100%

P 1,26 1,33 95% 100%

K 3,50 3,49 100% 100%
Ca 3,28 3,46 95% 100%
Mg 0,49 0,43 114% 100%

S 0,80 0,87 92% 100%
Mn 122 101 121% 100%
Fe 182 144 126% 100%
Cu 12,5 10,5 119% 100%
Zn 209 223 94% 100%

Si 1,07 0,95 113% 100%

Cl 1,06 0,90 118% 100%

Z uwagi na wykonanie jednej analizy z wszystkich roslin w kombinacji, nie prowadzono
oceny statystycznej wynikow. Poréwnujac wartosci bezwzgledne mozna zaobserwowaé w
warunkach stresu tendencj¢ wskazujaca na lepsze wykorzystanie Fe i Cu z podtoza przez
ro§liny traktowane biostymulatorem w poréwnaniu do kontroli. Wyniki wykazuja wyzsza
zawarto$¢ tych sktadnikow pokarmowych w roslinach od 17% do 28% w pordéwnaniu do
kontroli. W przypadku warunkow optymalnych widoczna jest tendencja wskazujaca na lepsze

wykorzystanie N, Mg, Mn, Fe, Cu z podioza przez rosliny traktowane preparatem (od 10% do
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26%). Ponadto w warunkach optymalnych mozna zaobserwowac tendencje wskazujaca na
wyzsze zawarto$ci Si i Cl w ro$linach traktowanych biostymulatorem w poréwnaniu do
kontroli. Podwyzszona zawarto$¢ tych pierwiastkow prawdopodobnie wynika z ich obecnosci
w sktadzie produktu.

As only one composite sample per treatment combination was analyzed, no statistical
evaluation was conducted. When comparing absolute values, a trend was observed under stress
conditions indicating more efficient uptake of Fe and Cu from the substrate by plants treated
with the biostimulant compared to the control. The results showed 17-28% higher contents of
these nutrients in treated plants relative to the control. Under optimal conditions, a trend was
also noted suggesting improved uptake of N, Mg, Mn, Fe, and Cu from the substrate in plants
treated with the preparation (10-26% higher). Additionally, under optimal conditions, plants
treated with the biostimulant exhibited a trend toward higher Si and Cl contents compared to
the control. The increased content of Si and Cl is most likely due to the presence of these

elements in the product.

Tab. 4. Analiza natezenia transpiracji ro$lin (mmol H>O m™ s') w warunkach optymalnych.
Srednia z 4 gatunkow: kapusta, ogorek gruntowy, satata, truskawka).

Table 4. Analysis of plant transpiration rate (mmol H,O m™? s™) under optimal conditions. Mean
value calculated for four species: cabbage, cucumber, lettuce, and strawberry.
Czas po aplikacji preparatu (h)

Time after biostimulant application (h)

3h 24 h 48 h
Agro Eca Protect 4,53 b 1,32 b 2,04 a
Woda / Water 348 a 0,94 a 1,85a

Srednie oznaczone tymi samymi literami nie roznig si¢ istotnie na poziomie
prawdopodobienstwa a = 0,05 wedlug testu Duncana. Means followed by the same letters do
not differ significantly at the probability level of o = 0.05 according to Duncan’s multiple range
test.

Ro$liny traktowane biostymulatorem charakteryzowaly si¢ wyzszymi warto$ciami
natezenia transpiracji po 3 1 24 h od przeprowadzenia oprysku. Po 48 h od aplikacji preparatu
obserwowano podobny trend, chociaz wystepujace rdznice nie byly statystycznie istotne. Na
podstawie przeprowadzonych analiz mozna stwierdzi¢, ze najwigkszy wplyw biostymulatora
na zwigkszenie natezenia transpiracji (otwieranie aparatow szparkowych) wystepuje w
pierwszej dobie po aplikacji. Po 48 godzinach efekt byt nadal zauwazalny, cho¢ juz stabszy.

Plants treated with the biostimulant exhibited higher transpiration rates at 3 and 24 hours

after foliar application. A similar trend was observed 48 hours after application, although the

11



differences were not statistically significant. Based on the analyses, it can be concluded that the
greatest effect of the biostimulant on increasing transpiration (stomatal opening) occurs within
the first 24 hours after application. After 48 hours, the effect was still noticeable, although

weaker.

4. Podsumowanie

1. Biostymulator stosowany dolistnie ograniczal negatywne skutki stresu spowodowanego
podwyzszong temperatura, co potwierdzaja wyzsze warto$ci nat¢zenia fotosyntezy oraz
transpiracji u ro$lin traktowanych preparatem w stosunku do kontroli. Efektem tego jest
widoczna tendencja wskazujaca na wyzsze wartosci $wiezej i suchej masy ro$lin
traktowanych biostymulatorem w warunkach stresu (w poréwnaniu do kontroli).

2. Wyniki badan sugeruja rowniez pozytywny wplyw preparatu na lepsze wykorzystanie Fe i
Cu z podtoza w warunkach stresowych.

3. Wyniki badan wskazuja, ze dzialanie Agro ECA Protect w ograniczaniu skutkow stresu
wywotywanego wysoka temperaturg wynika ze stymulowania otwierania aparatow
szparkowych. Dzieki temu zwigksza si¢ natezenie transpiracji, co pozwala utrzymac nizsza
temperature lisci i ogranicza uszkodzenia roslin (pod warunkiem dostgpnosci wody).
Obserwowane wyzsze natezenie fotosyntezy umozliwia utrzymanie optymalnej kondycji
ro$lin oraz korzystnie wptywa na ich wzrost w warunkach stresu termicznego.

4. Wyniki badan wskazuja, ze najwigkszy wplyw na otwieranie aparatow szparkowych
(zwigkszenie natezenia wymiany gazowej lisci) utrzymuje si¢ do 2 dni po zastosowaniu

Agro ECA Protect.

Summary

1. The foliar-applied biostimulant mitigated the negative effects of elevated temperature, as
evidenced by higher photosynthetic and transpiration rates in treated plants compared to
the control. As a result, a trend was observed toward increased fresh and dry biomass in
plants treated with the biostimulant relative to the control.

2. The research results also suggest a positive effect of the preparation on the more efficient
uptake of Fe, and Cu from the substrate under stress conditions.

3. The results of the study indicate that the action of Agro ECA Protect in mitigating the effects
of heat stress is due to the stimulation of stomatal opening. This increases transpiration,
which helps maintain lower leaf temperatures and reduces plant damage, provided that

water is adequately available. The observed higher photosynthetic rate allows the plants to

12



maintain optimal condition and positively influences their growth under heat stress
conditions.
4. The results of the study indicate that the greatest effect on stomatal opening (increasing gas

exchange) persists for up to 2 days after the application of Agro ECA Protect.

5. Zdjecia / Photographs

Rozsada ogorka. Cucumber seedlings.
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Ogorek podczas uprawy. Plant cultivation.

Rosliny ogorka po zakonczeniu doswiadczenia: od lewej warunki optymalne - roslina
traktowana preparatem, warunki optymalne - roslina kontrolna, warunki stresu - roslina
traktowana preparatem, warunki stresu - ro§lina kontrolna.

Cucumber plants at the end of the experiment (from left to right): treated plant under optimal
conditions, control under optimal conditions, treated plant under stress conditions, control
under stress conditions.
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Rosliny ogérka poddane dziataniu stresu po zakonczeniu do$wiadczenia: od lewej roslina
traktowana preparatem, roslina kontrolna.

Cucumber plants under stress at the end of the experiment (left: treated with biostimulant; right:
control).
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