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Methods of soil sterilization contaminated with spores
of Plasmodiophora brassicae, causal agent of clubroot

Metody sterylizacji gleby zanieczyszczonej
zarodnikami Plasmodiophora brassicae, sprawcy kity kapusty

Agnieszka Perek*, Ewa Jajor, Katarzyna Pieczul, llona Swierczyfiska, Marek Korbas

Summary

Plasmodiophora brassicae, the protozoan pathogen that causes clubroot on cabbage plants, is now a significant problem in oilseed
rape crops. Due to numerous scientific studies in which the soil containing the spores of this pathogen is used, thorough sterilization of
the infected medium has become very important. The aim of the study was to determine the possibility of effective sterilization of the
soil and to define the factors affecting the viability of pathogen spores. The soil contaminated with P. brassicae spores, was subjected
to the following processes: combustion, autoclaving, sterilization in the Koch apparatus, exposure to increased temperature, freezing
at —80°C, disinfection with sodium hypochlorite and fungicides. The study showed that combustion, autoclaving and high temperature
operation were the most effective ways to destroy spores in soil. Heating the soil showed that temperatures already above 70°C affected
spore viability, while deep freezing of infected soil was completely ineffective. The use of Altima 500 SC significantly reduced plant infection.
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Streszczenie

Plasmodiophora brassicae, pierwotniak powodujacy kite kapusty na roslinach z rodziny kapustowatych, stanowi obecnie powazny
problem w uprawach rzepaku. W zwigzku z licznymi badaniami naukowymi, w ktérych wykorzystuje sie glebe zawierajgcg zarodniki tego
patogena bardzo istotna stata sie doktadna sterylizacja zainfekowanego podtoza. Celem pracy byto okreslenie mozliwosci skutecznej
sterylizacji gleby oraz wyznaczenie czynnikdédw wptywajacych na zywotno$¢ zarodnikow patogena. W doswiadczeniu wykorzystano glebe
zanieczyszczong zarodnikami P. brassicae, ktora poddano procesom: spalania, sterylizacji w autoklawie, sterylizacji w aparacie Kocha,
dziataniu podwyzszonej temperatury, mrozenia w temperaturze —80°C, dezynfekcji podchlorynem sodu oraz fungicydami. Doswiadczenie
wykazato, ze najskuteczniejszg metodg niszczenia zarodnikdw jest spalanie gleby, autoklawowanie oraz dziatanie wysokiej temperatury.
Podgrzewanie gleby wykazato, ze juz temperatury powyzej 70°C wptywaty na zywotnos¢ zarodnikdw, natomiast gtebokie mrozenie zain-
fekowanej gleby byto zupetnie nieskuteczne. Zastosowanie fungicydu Altima 500 SC w znacznym stopniu ograniczyto infekcje roslin.
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Wstep / Introduction

Kita kapusty powodowana przez pierwotniaka Plasmo-
diophora brassicae nalezy do najpowazniejszych choréb
rzepaku oraz innych ro$lin z rodziny kapustowatych (Kor-
bas i wsp. 2009; Korbas i Jajor 2013). Dane wskazuja, ze
obecnie okolo 250 tys. ha gleb w Polsce przeznaczanych
pod uprawe rzepaku, jest zanieczyszczonych zarodnikami
tego patogena (Konieczny 2012). Utrudnieniem w walce
z kitg kapusty sa tworzone przez P. brassicae zarodniki
przetrwalnikowe. Charakteryzuja si¢ one duza odpornoscia
zarowno na oddziatywanie niekorzystnych warunkéw $ro-
dowiska, jak rowniez srodkow chemicznych, dzigki czemu
mogg zachowac¢ zywotnos¢ w glebie, nawet powyzej 20 lat
(Wallenhammar 1996; Rimmer i wsp. 2007). Liczne bada-
nia wskazuja, ze w optymalnych dla rozwoju P. brassicae
warunkach juz 1 zarodnik w 10 g gleby wystarczy do zain-
fekowania rosliny (Rod 1996; Rennie i wsp. 2011).

Obszar wystgpowania choroby z roku na rok si¢ po-
wicksza. Jest to zwigzane z duza mobilno$ciag wytwarza-
nych przez P. brassicae zarodnikéw przetrwalnikowych.
Moga si¢ one rozprzestrzeniaé na wiele sposobow, np. przez
wody gruntowe i opadowe, na cze¢sciach roboczych i ko-
fach maszyn rolniczych, odnozach zwierzat czy na obuwiu
pracownikow. Dlatego bardzo istotne sg dziatania majace
na celu ograniczanie dalszej ekspansji patogena, do ktérych
mozemy zaliczy¢ np. usuwanie resztek gleby oraz dezyn-
fekcje maszyn rolniczych (Howard i wsp. 2010; Hwang
i wsp. 2014).

Obecnie P. brassicae jest obiektem wielu prac nauko-
wych. Prowadzone sg liczne badania migdzy innymi nad
podatnoscig odmian, uzyskaniem odmian o podwyzszonej
odpornosci, ograniczaniem wystepowania kity kapusty, czy
tez analizy gleby na obecnos$¢ zarodnikow. Wymagaja one
wykonania wielu do$wiadczen, zarowno szklarniowych,
jak i laboratoryjnych. W zwigzku z tym powstaje problem
pozostawania zainfekowanego materialu roslinnego oraz
zanieczyszczonej zarodnikami gleby. Sg to pozostatosci, na
ktoére nalezy zwrécic szczegdlng uwage, poniewaz poddane
utylizacji w nieodpowiedni sposob, moga stanowi¢ kolejne
zrédto choroby.

W ramach niniejszej pracy podjeto probe okreslenia
czynnikdw wptywajacych na zywotno$¢ zarodnikdéw pato-
gena w glebie.

Celem pracy byta ocena skutecznosci metod steryliza-
cji, wykorzystywanej w do$wiadczeniach szklarniowych
i laboratoryjnych gleby, zanieczyszczonej zarodnikami
przetrwalnikowymi P. brassicae.

Materialy i metody / Materials and methods

W doswiadczeniu wykorzystano inokulat, ktory przygo-
towano z wyrosli na korzeniach porazonych roslin rzepaku

pochodzacych z obszaru potudniowo-zachodniej Polski.

Dojrzale narosle korzeniowe doktadnie oczyszczono i ho-

mogenizowano za pomocg blendera. Uzyskang zawiesing

przefiltrowano przez kilkuwarstwowa gaze, a nastgpnie roz-
cienczono w celu uzyskania pozadanego stezenia. Zagesz-
czenie zarodnikow P. brassicae w uzyskanym inokulacie
obliczano pod mikroskopem optycznym za pomoca komo-
ry zliczeniowej wedlug Neubauer-improved o glebokosci

0,1 mm (Marienfeld-Superior).

W doéwiadczeniach, w ktorych przeprowadzono test
biologiczny wykorzystano gleb¢ polowa, pochodzaca
z obszaru, na ktorym nie wystepuje kita kapusty. Proby gle-
by o objetosci 1 litra inokulowano zawiesing zarodnikow
P, brassicae o stezeniu 1 x 107 zarodnikéw na 1 g gleby,
a nastepnie poddawano procesom:

— spalania — za pomoca palnika gazowego,

— sterylizacji w autoklawie — w dwodch temperaturach:
121°C (przy ci$nieniu 205 kPa) oraz 136°C (przy cisnie-
niu 320 kPa) w czasie: 30 min i 2 % 30 min,

— sterylizacji w aparacie Kocha — do proby gleby dodano
1 1 destylowanej wody i sterylizowano w czasie: 30 min,
2 x 30 min oraz 3 x 30 min,

— dziatania podwyzszonej temperatury — do proby gle-
by dodano 1 1 destylowanej wody i ogrzewano w tem-
peraturze: 100°C, 90°C, 70°C, 50°C, 40°C w czasie
3 x 30 min,

— mrozenia — w temperaturze —80°C nieprzerwanie
w okresie 2 dni oraz 6-krotne zamrazanie i odmrazanie,

— dezynfekcji — 3-krotne zanurzenie badanej proby gleby
w roztworze dezynfektanta o stgzeniu 1% lub 0,5% 1 1%
(w przypadku ACE).

Do dezynfekcji wykorzystano preparaty: ACE (s.cz.
podchloryn sodu), Pest-Aut (s.cz. podchloryn sodu), Al-
tima 500 SC (s.cz. fluazynam 500 g/l — zwiazek z grupy
pochodnych aniliny), Topsin M 500 SC (s.cz. tiofanat me-
tylowy 500 g/l — zwiazek z grupy benzimidazoli). Kon-
trolg¢ stanowita inokulowana gleba niepoddana zadnym
zabiegom.

Proby gleb poddane sterylizacji oraz kontrolg miesza-
no z podtozem do wysiewu (Kronen) w stosunku 2 : 1.
W przypadku procesu spalania, popiét mieszano z podto-
zem w stosunku 1 : 5. Proby umieszczano w doniczkopa-
letach, do ktorych wysiano nasiona rzepaku odmiany Mo-
nolit wrazliwej na porazenie przez P. brassicae (8 powto-
rzen po 5 roslin dla kazdej badanej proby). Doswiadczenie
przeprowadzono w dwoch seriach w kabinach szklarnio-
wych o $cisle kontrolowanych warunkach w temperatu-
rze 20°C przy fotoperiodzie: 14 godzin $wiatta/10 godzin
ciemnosci.

Stopien porazenia ro§lin oceniano po 6 tygodniach
w 4-stopniowe;j skali (Vigier i wsp. 1989), gdzie:

0 — oznacza ro$ling o zdrowym systemie korzeniowym,

1 — niewielkie guzy na korzeniach bocznych (1 do 10%),
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2 — objawy porazenia wystepuja na 11 do 50% systemu ko-
rzeniowego,
3 — objawy porazenia wystepuja na 51 do 100% systemu
korzeniowego.
Z uzyskanych wynikow obliczono procent porazonych
ro$lin oraz indeks porazenia (ID) wedtug wzoru (Strelkov
i wsp. 2006):

ID = (0n0 + 1nl + 2n2 + 3n3) x 100/3Nt

n0 —n3 — liczba roslin porazonych w danym stopniu,
Nt — catkowita liczba badanych roslin.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystyczne;j.
Poréwnania $rednich dokonano za pomoca testu t-Studenta,
wyznaczajac najmniejszg istotng réznic¢ na poziomie istot-
nosci 5%.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Zanieczyszczona gleba oraz materiat roslinny, pozostate
po badaniach i doswiadczeniach naukowych i hodowlanych,
mogg stanowi¢ zrodto inokulum, szczegdlnie niebezpieczne
w przypadku tak trudnego w zwalczaniu patogena, jakim
jest P. brassicae. Aby tego unikna¢ wazna jest prawidlowo
przeprowadzona sterylizacja tych materiatdéw. Warunki i ro-
dzaj sterylizacji powinny uwzgledniaé¢ rodzaj struktur pato-
gena, poniewaz fazy spoczynkowe sg zwykle mniej wraz-
liwe na ciepto niz aktywnie rosngcy patogen (McGovern
i McSorley 1997).

Przeprowadzone doswiadczenie wykazato zrdznico-
wany wplyw zastosowanych metod sterylizacji gleby na
porazenie ro$lin przez P. brassicae (tab. 1). W wariancie
doswiadczenia, w ktorym rosliny hodowano na podtozu
z dodatkiem popiotu uzyskanego ze spalenia zainokulowa-
nej proby gleby, warto$¢ ID oraz procent porazonych roslin
wynosit 0%.

Proces autoklawowania gleby z zarodnikami prze-
trwalnikowymi P. brassicae przeprowadzony w 2 réznych
temperaturach oraz 4 wariantach czasowych, pozwolil na
uzyskanie zadowalajacych efektow sterylizacji, jednak nie
zawsze zniszczeniu ulegly wszystkie zarodniki patogena.
Pojedyncze rosliny z objawami kity kapusty zaobserwo-
wano na glebie autoklawowanej w temperaturze 136°C
(2 x 30 min), mimo to r6znice w uzyskanych wynikach 1D
nie byly statystycznie istotne.

Wariant do$wiadczenia, w ktoérym rosliny hodowa-
ne byly na glebie poddanej procesowi sterylizacji w apa-
racie Kocha wykazal, ze nie tylko wysoka temperatura
ma wplyw na niszczenie zarodnikow P. brassicae, ale
rowniez czas, w ktorym ta temperatura dziata na patoge-
na. Warto$¢ ID oraz procent porazonych ro$lin uzyskane
w tej wersji dos§wiadczenia byty odwrotnie proporcjonalne
do czasu trwania zabiegu. W wariancie, w ktorym proces

trwat najdluzej (3 % 30 min) porazeniu uleglto tylko 1,3%
wszystkich badanych roslin (ID 0,8%), natomiast przy goto-
waniu gleby przez 30 minut porazonych byto 88,5% roslin,
a ID wyniosto 76,8% (tab. 1).

W testach, w ktorych rosliny rosty w glebie poddane;j
dziataniu podwyzszonych temperatur 40°C oraz 50°C, uzy-
skany procent porazonych roslin oraz indeks porazenia byt
taki sam, jak w obiektach kontrolnych (100%). Natomiast
w przypadku gleb traktowanych wyzsza temperatura (po-
wyzej 70°C), zaobserwowano stopniowy spadek wartosci
wyzej wymienionych parametrow. W wariancie, w ktorym
zastosowano temperatur¢ 100°C nie zaobserwowano roslin
z objawami porazenia (tab. 1). Wedlug danych przedstawio-
nych przez Bollen (1985), temperatura letalna dla P. bras-
sicae jest nizsza i wynosi 50-60°C przy stosowaniu przez
30 minut, jednak w przeprowadzonym doswiadczeniu nie
udato si¢ tego catkowicie potwierdzic.

Przeprowadzone badanie wykazalo bardzo duza trwa-
1o$¢ zarodnikoéw przetrwalnikowych P. brassiceae w eks-
tremalnie niskich temperaturach. W obu wariantach do-
$wiadczenia, w ktorych zastosowano glebokie mrozenie
zainfekowanych prob gleb w temperaturze —80°C zaobser-
wowano, podobnie jak w kontroli, 100% porazenie roslin,
jak rowniez warto$¢ ID rowna 100% (tab. 1).

Wsrod srodkdw chemicznych zastosowanych w do-
$wiadczeniu, najwigksza skutecznos$ciag sterylizacji gleby
charakteryzowat si¢ $rodek Altima 500 SC, zawierajacy
substancje czynng — fluazynam. Srodek ten jest obecnie za-
rejestrowany w Polsce do stosowania w ochronie przed kitg
kapusty wylacznie w uprawach kapusty bialej i pekinskie;j.
Producent zaleca stosowanie 0,05% roztworu preparatu
w przypadku podlewania ro$lin oraz dawki 2 1/ha do polo-
wej sterylizacji gleby. W do$wiadczeniu zastosowano 1%
roztwor tego fungicydu, co pozwolito na obnizenie warto-
$ci indeksu porazenia roslin do 0,3% przy 0,77% porazo-
nych roslin. Duzg skuteczno$¢ Altima 500 SC w zwalczaniu
P. brassicae w warunkach polowych potwierdzaja rowniez
liczne badania, w tym Robaka (2001), Kurowskiego i Bru-
derka (2004) oraz Kurowskiego i wsp. (2008, 2009).

Drugi badany fungicyd Topsin M 500 SC, zastosowany
w do$wiadczeniu w stezeniu 1%, wykazat bardzo niska sku-
tecznos$¢. Indeks porazenia oraz procent porazonych roslin
przekraczaly 96% i byly zblizone do wynikow uzyskanych
w kontroli. Topsin M 500 SC jest zarejestrowany do ograni-
czania rozwoju kity kapusty w rzepaku ozimym i jego pozy-
tywne dziatanie w uprawach polowych oraz szklarniowych
potwierdzaja badania Jajor i wsp. (2009) oraz Kurowskiego
(2015). Brak skutecznosci w dezynfekcji gleby w przepro-
wadzonym do$wiadczeniu moze by¢ spowodowany zasto-
sowaniem bardzo wysokiego stezenia inokulum patogena,
ktére w naturalnych warunkach polowych wystepuje rzadko
lub na ograniczonym obszarze pola.
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Tabela 1. Indeks porazenia (ID) oraz procent porazonych roslin w poszczegdlnych wariantach doswiadczenia [%]
Table 1. Index of disease (ID) and the percentage of infected plants in each experimental treatment [%]

Temperatura orazzﬁ)c:lrlltroélin
Proces / §rodek chemiczny (ci$nienie) Czas Stezenie P Pecmnta . ID
Process / chemical agent Temperature Time Concentration . g [%]
(pressure) of infected plants
p [%]
Spalanie
Combustion a B B 0 0
121°C 30 min - 0 0
(205 kPa) .
Autoklawowanie 2% 30 min - 0 0
Autoclaving .
136°C 30 min - 0 0
(320 kPa) 2 x 30 min - 13 0.6
>100°C 30 min - 88,5 76,8
Sterylizacja w aparacie Kocha
Sterilization in the Koch >100°C 2 x 30 min - 12,7 7,14
apparatus
>100°C 3 x 30 min - 1,3 0,8
100°C 3 x 30 min - 0 0
Dziatanie podwyzszonej 90°C 3 x 30 min - 48,8 382
temperatury 70°C 3 % 30 min - 53,8 32,5
Operation of increased
temperature 50°C 3 x 30 min - 100 100
40°C 3 x 30 min - 100 100
-80°C 22 dda‘;ls - 100 100
Zamrazanie 6-krotne odmrazanie
Freezing 5 i zamrazanie
—80°¢ 6-times defrosting a 100 100
and freezing
- - 0,5% 92,7 91,3
ACE 3 B 1% toksyczny dla roslin
’ toxic to plants
Pest-Aut - - 1% 99,1 97,2
Altima 500 SC - - 1% 0,77 0,3
Topsin M 500 SC - - 1% 97,7 96,2
Kontrola — Control - - - 100 100
NIR (0,05) — LSD (0.05) 2,984

Badania skutecznosci chemicznych $rodkow dezynfek-
cyjnych przeciwko P. brassicae prowadzone przez Howard
i wsp. (2014) pod katem oczyszczania maszyn i pojazdow
rolniczych wskazuja, ze najskuteczniejsze sa preparaty za-
wierajace: podchloryn sodu, nadtlenek wodoru, kwas octo-
wy 1 peroksymonosiarczan potasu. Jednak zastosowane
w przeprowadzonym doswiadczeniu preparaty zawierajace
podchloryn sodu byly nieskuteczne w dezynfekcji gleby.

Rosliny hodowane w glebie traktowanej 1% roztworem pre-
paratu Pest-Aut, jak rowniez 0,5% roztworem ACE uzyska-
ty wartos$ci ID oraz procent porazonych roslin przekracza-
jace 90%. Ponadto zastosowanie ACE w stezeniu 1% bylo
toksyczne dla roslin, co uniemozliwito uzyskanie wyniku
w zastosowanym tescie biologicznym.

Przeprowadzona analiza statystyczna potwierdzila,
7e najwyzsza skuteczno$ciag wsrod analizowanych metod
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sterylizacji charakteryzowaty si¢ procesy: spalania, auto-
klawowania, dziatania wysokiej temperatury (minimum
100°C) w czasie 3 x 30 minut oraz zastosowanie fungicydu
Altima 500 SC.

Spalanie pozwala na catkowite zniszczenie zawartej
w glebie materii organicznej, a zatem mozna mie¢ pewnosc,
ze prawidlowo wykonane, zniszczy wszystkie zarodniki
przetrwalnikowe patogena. Niestety w zwigzku z brakiem
mozliwosci przeprowadzenia tej metody sterylizacji w wa-
runkach laboratoryjnych, jest ona trudna w realizacji. Stoso-
wane powszechnie w laboratoriach autoklawowanie lub ste-
rylizacja w aparacie Kocha zanieczyszczonego patogenami
materiatu, w przypadku P. brassicae miato wysoka skutecz-
nos¢, jednak nie zawsze pozwalato na catkowite zniszczenie
wszystkich zarodnikow. Niewatpliwg zaletg tych metod jest
niski koszt, dostgpno$¢ aparatury oraz tatwo$¢ wykonania.
Na uwage zashuguje rowniez fungicyd Altima 500 SC. Me-
toda sterylizacji gleby roztworem tego preparatu moze sta-
nowi¢ dobra alternatywe w przypadku koniecznosci szyb-
kiej dezynfekcji matej partii materiatu, jednak stosowanie
go na wigkszg skalg moze by¢ pracochtonne i kosztowne.

W zwigzku z réznymi metodami prowadzenia dos-
wiadczen, rodzajem dostgpnego sprzetu i poziomem zanie-
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