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Abstract

The aim of study was to investigate the possibility of reduction of infection
by Plasmodiophora brassicae on white cabbage by using fertilizers. The experi-
ment was conducted by using two products: Bacphos and Phos 60 EU. The first
product is the formulation of Bacillus amyloliquefaciens, nitrogen and phosphite,
while the second one consisted the compounds of phosphite. The effectiveness of
products against P. brassicae was assessed by observation of macroscopic root
infection in a scale 0-3. The effects of the use of both products were evaluated
by number of roots infected by P. brassicae. Both Bacphos and Phos 60 EU
showed high effectiveness in reducing the prevalence of P. brassicae. The most
effective results in clubroot infection inhibition were obtained after the applica-
tion of Phos 60 EU applied alone (66,7-93%) and with Bacphos applied twice
(71,4-75%). After treating cabbage plants with both products the reduction of
root galls were visible.

Key words: cabbage, clubroot, Plasmodiophora brassicae, Bacillus amylolique-
faciens, phosphite

WSTEP

Kita kapusty stanowi w Polsce powazny problem w rejonach towa-
rowej produkcji warzyw kapustnych, a takze rzepakéw. Sprawcg choroby
jest organizm glebowy, $luzorosle — Plasmodiophora brassicae Wor. Pa-
togen ten moze poraza¢ ponad 200 gatunkow 1 64 rodzaje roslin z rodziny
kapustowatych i innych — zardwno uprawnych, jak i chwastow (Robak
1981; Nowicki 1984). Pierwsze doniesienia o wystgpieniu tej choroby po-
jawiaty si¢ w wieku XIII, ale dopiero w roku 1878 zostata ona doktadniej
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opisana przez rosyjskiego botanika Woronina, ktory okreslit czynnik
sprawczy jako organizm grzybopodobny i dat mu nazwe Plasmodiophora
brassicae (Woronin 1878). Obecnie choroba jest szeroko rozpowszech-
niona na catym $wiecie, szczegolnie w strefie klimatu umiarkowanego (Ji
11in. 2014). Sprawca choroby moze wystepowa¢ endemicznie na glebach
torfowych (torfy niskie), jak rowniez na torfowiskach wysokich, skad po-
zyskuje si¢ torf do produkcji substratow (Robak 1981). Kita kapusty to
glownie choroba gleb zdegradowanych: piaszczystych, kwasnych, ubo-
gich w pozyteczng mikroflore. Pozyteczne mikroorganizmy stajg si¢ bar-
dzo waznym czynnikiem w profilaktyce choroby. Symptomami porazenia
przez P. brassicae sg zgrubienia i wyrosla roznych ksztattow na korze-
niach bocznych i korzeniu gtéwnym, zanikanie wlos$nikow i zwigzane z tym
problemy z pobieraniem i transportem wody i sktadnikow pokarmowych,
a w konsekwencji wiednigcie i zamieranie roslin (Dixon 2006). Zarodniki
przetrwalnikowe P. brassicae posiadaja zdolno$¢ do przezycia w glebie na-
wet do 20 lat, zachowujac przy tym zdolnos¢ do infekeji (Dixon 2009).

Ze wzgledu na to, ze P. brassicae jest pasozytem bezwzglgdnym
zwalczanie powodowanej przez niego choroby jest bardzo trudne. Patogen
ten jest mocno zréznicowany biologicznie i wystepuje w postaci kilkuna-
stu ras (patotypow), ktore réznicuje si¢ przy pomocy zestawow roslin te-
stowych. W Polsce najpowszechniej wystepujacymi sg patotypy 2, 41 7
(Robak 1991; Robak i in. 2013). Obecnie nie ma fungicydow, ktére sku-
tecznie chronityby warzywa kapustne przed kila kapusty. Jednym ze spo-
sobOw ograniczania wystepowania tej choroby jest odpowiedni ptodo-
zmian oraz prawidtowo przeprowadzane zabiegi agrotechniczne.

W zwigzku z wprowadzeniem od 1 stycznia 2014 r. obowigzku Sto-
sowania zasad integrowanej ochrony roslin w Polsce, wzrasta zainteresowa-
nie stosowaniem $rodkoéw niekonwencjonalnych, tj. biologicznych i bio-
technicznych, w ograniczaniu wystgpowania chordb. Stosowanie tych $rod-
kow zwigksza bezpieczenstwo ludzi i Srodowiska oraz opdznia uodpornia-
nie si¢ patogenow na substancje czynne obecne w srodkach chemicznych.

Celem badan byla ocena skutecznosci nawozu fosforynowego Phos
60 EU stosowanego dolistnie i $rodka biologicznego Bacphos (Bacillus
amyloliquefaciens) stosowanego doglebowo w zwalczaniu kity kapusty
w uprawie kapusty glowiastej bialej ‘Kamienna Gtowa’.

MATERIALY I METODY
W Instytucie Ogrodnictwa przeprowadzono dwa do§wiadczenia: po-
lowe 1 mikropoletkowe na roslinach kapusty glowiastej biatej ‘Kamienna
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Glowa’ w celu oceny skutecznos$ci dziatania dwéch srodkéw: Phos 60 EU
I Bacphos.

Phos 60 EU jest nawozem plynnym zawierajagcym fosforyn potasu
I fosforyn amonu. Latwos¢ absorpcji przez rosliny i przemieszczania si¢
sprawia, ze dziala ukladowo. W jego sktadzie znajduje si¢ 43% fosforu
(P20s), 10% azotu (N) i 5% potasu (K20). Jest $rodkiem dziatajgcym fun-
gistatycznie. Fosforyny wchodzace w sktad nawozu wzmacniajg strukture
bton i $cian komoérkowych, dzigki czemu stanowig one lepsza fizyczng ba-
rier¢ dla wnikania patogenéw. Ponadto sg bardzo tatwo przyswajalne i do-
skonale przemieszczaja si¢ w roslinach poprzez ksylem i floem.

Srodek Bacphos to koformulacja naturalnie wystgpujacych organi-
zmow glebowych Bacillus amyloliquefaciens, azotu oraz fosforynow.
Wprowadzone bakterie B. amyloliquefaciens rozwijaja si¢ przy systemie
korzeniowym i tworzg otoczke chronigcg korzenie przed atakiem patoge-
néw. Korzysci wynikajace ze stosowania Bacphosu to miedzy innymi po-
prawa zdolno$ci kietkowania i rozwoju korzeni, zwigkszona ilo$¢ 1 jakos¢
plondéw oraz poprawa kondyc;ji ro$lin.

Doswiadczenie 1 — mikropoletka

W mikropoletkach o powierzchni 1 m? inokulowano ziemig zawie-
sing spor P. brassicae. Inokulum patogena pozyskano poprzez homogeni-
zacj¢ porazonych korzeni roslin kapusty gtowiastej. Po oczyszczeniu ho-
mogenizatu zageszczenie zarodnikow okreslono przy uzyciu komory
Thoma pod mikroskopem optycznym. Patotyp pozyskanego inokulum
okreslono metoda Williamsa (1966) przez pasazowanie z wykorzystaniem
ro$lin testowych. Do kazdego mikropoletka dodano 2 litry zawiesiny za-
wierajacej 108 spor w 1 ml. Przed wysadzeniem roslin z losowo wybra-
nych mikropoletek pobrano proby gleby do analizy ilosci patogena w celu
oceny skutecznos$ci przeprowadzonej inokulacji. Ilo$¢ patogena P. brassi-
cae w glebie okreslano przez pomiar ilosci DNA patogena metoda qPCR.
Reakcje qPCR z wykorzystaniem sondy Tagman prowadzono zgodnie
z metodyka opisang w pracy Wallenhammar i in. (2012) przy uzyciu ze-
stawu LightCycler 480 Probes Master (Roche). Kontrole negatywng sta-
nowila ziemia dwukrotnie autoklawowana i sterylizowana w temp. 150 °C
przez 2 godz., przy cisnieniu 2,5 atmosfery. Odnoszac si¢ do krzywej stan-
dardowej wyznaczono, ze srednia liczba spor w pojedynczym poletku wy-
nosita okoto 106 spor na 1 g gleby.

Doswiadczenie zalozono w uktadzie blokow losowanych w 4 powto-
rzeniach. Na pojedyncze poletko o powierzchni 1 m? wysadzano 10 roslin
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kapusty. Zabiegi wykonywano wedlug schematu zamieszczonego w ta-
beli 1. Srodkiem poréwnawczym byt fungicyd Altima 500 SC (fluazynam).

Oceng stopnia porazenia korzeni przez kite kapusty przeprowadzono
dwukrotnie, pierwsza po 5 tygodniach po sadzeniu roslin i drugg po kolej-
nych 5 tygodniach z wykorzystaniem skali bonitacyjnej 0-3 (EPPO PP
1/39 (2), gdzie: 0 — brak wyrosli na calym systemie korzeniowym rosliny;
1 — pojedyncze zgrubienia na korzeniach bocznych; 2 — liczne zgrubienia
na korzeniach bocznych i delikatne zgrubienie korzenia gtéwnego; 3 —
Znieksztalcenie calego systemu korzeniowego, jednolite wyrosle na korze-
niu gldéwnym. Za kazdym razem ocenie poddawano 5 losowo wybranych
ro$lin.

Doswiadczenie 2 — pole

Doswiadczenie zatozono w uktadzie blokoéw losowanych w 4 powto-
rzeniach na polu naturalnie zasiedlonym przez P. brassicae. Powtorzenie
stanowito jedno poletko o powierzchni 5 m?. Na kazdym poletku wysa-
dzano 30 roslin. Przed wysadzeniem roslin z kazdego poletka pobrano
probe gleby do analizy ilo$ci patogenu. Kazda z préb sktadata si¢ z dzie-
sigciu podprobek losowo pobranych z catego poletka. Przeprowadzona
izolacja DNA 1 qPCR byla analogiczna, jak w doswiadczeniu 1. Ustalony
stopien porazenia gleby przez patogena wykorzystano do zmapowania
pola (rys. 1), na ktéorym prowadzone byto dos§wiadczenie.

Zabiegi wykonywano wedhug schematu zamieszczonego w tabeli 1.
Srodkiem poréwnawczym byt fungicyd Altima 500 SC (fluazynam).

Ocene¢ zdrowotnosci systemu korzeniowego przeprowadzono po-
dobnie jak w doswiadczeniu 1. Do oceny pobierano 10 i 20 roslin z kaz-
dego poletka, odpowiednio po 5 i 10 tygodniach od posadzenia roslin. Po
zakonczonym do$wiadczeniu pobrano proby korzeni do okreslenia pato-
typu patogena wedlug metody Williamsa (1966).

Wyniki opracowano statystycznie za pomocg analizy wariancji. Do
oceny istotno$ci roznic pomigdzy $rednimi uzyto testu Newmana-Keulsa.
Skuteczno$¢ srodkow obliczono za pomocg wzoru Abbotta (Abbott 1925).
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Tabela 1. Schemat doswiadczenia
Table 1. Scheme of trials

Stezenie $rodka;

Badane $rodki;  Product concen- Uwagi;
Treatments tration Details
(%)

1. Kontrola (con-
trol)

. Bacphos podle-

zabieg jednokrotny w paletkach;

wanie (watering) 0,42 single treatment in multipallet
. Bacphos podle- 0.42 zabieg jednokrotny w paletkach;
wanie (watering) ’ single treatment in multipallet
opryskiwanie 2x po posadzeniu co 2 ty-
Phos 60 EU 0,33 godnie; .
spraying after planting 2x, every two
weeks
4. Bacphos podle- zabieg 2—I§rotny: .l..W pale%tk‘ach, 2. po
wanie 0,42 posadzenlu n_a mlejs:t:e state; )
(watering) treéatment 2 times: in multlpallet,_
2" after planting at the permanent site
zabieg 2-krotny: 1. w paletkach, 2. po
5. Bacphos podle- 0.42 posadzeniu na miejsce state;
wanie (watering) ’ treatment 2 times: 1% in multipallet,
2" after planting at the permanent site
opryskiwanie 2x po posadzeniu co 2 ty-
Phos 60 EU 033  9odnie; _
spraying after planting 2x, every two
weeks
opryskiwanie 2x po posadzeniu co 2 ty-
6. Phos 60 EU 033  9odnie; _
spraying after planting 2x, every two
weeks
7 Altima 500 SC 0,33 aplikacja doglebowa przed sadzeniem;

soil application before planting

WYNIKI | DYSKUSJA
W badaniach mikropoletkowych najwyzsza skuteczno$¢ ochrony
kapusty glowiastej biatej przed kila kapusty uzyskano na poletkach trak-
towanych nawozem Phos 60 EU (93%) 1 srodkiem Bacphos zastosowa-
nymi jednokrotnie w formie podlewanie (89,3%). Réwnie wysoka sku-
teczno$¢ uzyskano po zastosowaniu obydwu preparatow przemiennie —
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71,4%, przy czym Bacphos zastosowano dwukrotnie (tab. 2). Wyniki te
potwierdzito doswiadczenie polowe. Poletka traktowane nawozem Phos
60 EU w potgczeniu ze srodkiem Bacphos stosowanym dwukrotnie wyka-
zaly najwyzsza skuteczno$¢ w ochronie kapusty przed kita kapusty (75%).

Tabela 2. Skutecznos¢ srodkoéw biologicznych w ochronie roslin kapusty glowia-
stej przed kilg kapusty (P. brassicae) w do§wiadczeniu polowym — mi-
kropoletka w 2015 roku

Table 2. Evaluation of the efficiency of biological agents in protecting cabbage
plants against clubroot (P. brassicae) in fields experiment — microplots

in 2015
Stopler'_l Skutecz- Stopief.l Skutecz-
porazenia n0§6:* porazenia NOSE:*
Stezenie ska_la 0-3; Effective- ska_la 0-3; Effective-
. Disease Disease
srodka, index scale ness index scale ness
Badane $rodki; Product 0.3 (%) 0.3 (%)
Treatments concen-
tration 28.07.2015 10.09.2015
| ocena 5 tygodni .
(%) o sadzeniu Il ocena przed zbiorem
P Il assessment before
| assessment 5 weeks h
. arvest
after planting
1. Kontrola - 2,8a - 2,8a -
2. Bacphos  podle- 0,2e 930  03b 89,3
wanie (watering)
3. Bacphos podle- 0,42
wanie (watering) 25a 10,7 2,8a -
Phos 60 EU 0,33
4.Bacphos  podle- 2.1b 250 22 a 21,4
wanie (watering)
5. Bacphos podle- 0,42
wanie (watering) 0,7d 75,0 0,8b 71,4
Phos 60 EU 0,33
6. Phos 60 EU 0,33 Oe 100 0,2b 93,0
7. Altima 500 SC 0,33 12c 57,1 2,7a 3,6

Wartosci w kolumnach oznaczone takimi samymi literami nie r6znig si¢ istotnie miedzy
soba przy poziomie p = 0,05, test Newmana-Keulsa

Newman-Keuls test, means in columns followed by the same letter are not significantly
different at p = 0.05

*skuteczno$¢ obliczona za pomoca wzoru Abbotta; the efficacy of product calculated by
Abbott’s formula
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Tabela 3. Skuteczno$¢ srodkow biologicznych w ochronie roslin kapusty glowia-
stej przed kitg kapusty (P. brassicae) w doswiadczeniu polowym
w 2015 roku

Table 3. Evaluation of the efficiency of biological agents in protecting cabbage
plants against clubroot (P. brassicae) in fields experiment in 2015

Stopleg Skutecz- Stopler.l Skutecz-
porazenia o6 porazenia Ho&6:*
. . skala0-3; ] skala 0-3; ]
St¢zenle Disease Effective- Disease Effective-
Srodka; index scale ness index scale NEss
Badane $rodki; Product 0.3 (%) 0.3 (%)
Treatments concen-
tration 02.07.2015 10.09.2015
0 I ocena 5 tygodni .
(%) . Il ocena przed zbiorem
po sadzeniu

I assesment before

| assesment 5 weeks
harvest

after planting
1. Kontrola - 14a - 1,2 ab -

2. Bacphos podle_— 042 0,1 bc 93,0 0,7 bed 41,7
wanie (waternig)

3. Bacphos podle- 0,42
wanie (watering) 0,3 bc 78,6 1l4a -
Phos 60 EU 0,33

4. Bacphos podle-

; . 0,42 0,2 bc 85,7 0,8 bc 33,3
wanie (watering)

5. Bacphos podle- 0,42
wanie (watering) 0,1 bc 93,0 0,3 cd 75,0
Phos 60 EU 0,33
6. Phos 60 EU 0,33 0,4 bc 71,4 0,4 cd 66,7
7. Altima 500 SC 0,33 Oc 100 0,7 bed 83,3

Objasnienie patrz tabela 2; Note see Table 2

Roéwnie wysoka skutecznos¢ (66,7%) uzyskano na poletkach trakto-
wanych nawozem Phos 60 EU (tab. 3). W literaturze podaje si¢ informacje
o pozytywnym wplywie bakterii B. amyloliquefaciens na ograniczenie
wzrostu niektorych patogenow glebowych w badaniach in vitro (Yuan i in.
2012; Jiiin. 2013).

Ocena skuteczno$ci dziatania badanych srodkow Phos 60 EU i Bac-
phos wskazuje na mozliwos¢ zwalczania P. brassicae w uprawie kapusty
glowiastej biatej. Srodki naturalne stanowig alternatywe dla chemicznych
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srodkdéw ochrony roslin, sg mato szkodliwe dla ludzi 1 srodowiska oraz zwie-
rzat 1 mikroorganizmoéw pozytecznych. Powyzsze cechy pozwalaja na ich
wykorzystanie w integrowanych programach ochrony warzyw kapustnych.

Badania molekularne wykazaty mniejsze zaggszczenie zarodnikow
na polu do$wiadczalnym w poréwnaniu do mikropoletek. Srednia liczba
spor na polu do$wiadczalnym wahata si¢ od 10 do 10° spor/g ziemi (rys.
1). Na mikropoletkach $rednia liczba spor wynosita 108 spor/g ziemi. Réz-
nice w ilo$ci zarodnikow patogena w ziemi mogly przyczynic¢ si¢ do zaist-
niatych r6znic w skutecznosci badanych srodkow.

I >7x10° spor/g gleby
1x10* = 7x10° spor/g
3x10° - 1x10¢ spor/g gleby
< 3x107 spor/g gleby

Rys. 1. Rozmieszczenie iloci spor patogena P. brassicae wykrytych przy po-
mocy reakcji qPCR w probkach gleby pobranych z pola do§wiadczalnego
przed wysadzeniem ro$lin.

Fig. 1. Arrangement the amount of spores of the pathogen P. brassicae detected

using gPCR in soil samples collected from the experimental field before
planting.

Testy pozwolily stwierdzi¢, ze patotyp pozyskanego inokulum wy-
korzystany do inokulacji mikropoletek to ‘4’. Patotyp uzyskany z korzeni
pobranych z pola do§wiadczalnego to mieszanina patotypow ‘4’1 7’. Uzy-
skane patotypy najczesciej wystepuja w Polsce (Robak 1991). Wysoka
skuteczno$¢ badanych srodkow w stosunku do tych patotypow pozwoli na
ich zastosowanie w ochronie warzyw kapustnych przed kita kapusty.

WNIOSKI
1. Srodki Phos 60 EU i Bacphos wykazuja wysoka skuteczno$é w ochro-
nie kapusty glowiastej biatej przed patogenem glebowym — Plasmo-
diophora brassicae.
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2. Srodki Phos 60 EU i Bacphos nie wykazuja fitotoksycznosci dla kapu-
sty glowiastej biatej ‘Kamienna Glowa’.

3. Srodki Phos 60 EU i Bacphos daja nowe mozliwosci ochrony kapusty
glowiastej biatej przed kita kapusty w systemie integrowanej ochrony.
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Zadanie 2.3 — Analiza mozliwosci integrowanej ochrony wybranych roslin ogrodniczych
dla upraw matoobszarowych



