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Nawet najwigksza staranno$¢ w procedurze mikrorozmnazania roslin nie daje pewnosci
otrzymania i rozmnazania kultur bez zanieczyszczen. Zauwazono, ze na etapie inicjacji
kultury mozna wprowadzi¢ bakterie endogenne zasiedlajace tkanki roslinne, ktére moga
ujawni¢ si¢ dopiero po wielu miesiacach pasazowania (Orlikowska 2010). Obecno$¢ bakterii,
czy to patogenicznych, czy niepatogenicznych, a nawet pozytecznych, jest w kulturach in
vitro niepozadana. Szczegdlnie wazne jest to w kulturach wieloletnich, ktore stanowia pod-
stawe w bankach genow in vitro. Dlatego nalezy szuka¢ réznych rozwiazan, aby po pierwsze,
nie wprowadza¢ bakterii z eksplantatem inicjalnym, a po drugie — zabezpiecza¢ kultury przed
zasiedleniem przez bakterie r6znego pochodzenia (Orlikowska, Zawadzka 2006).

Pierwszym sygnalem §wiadczacym o obecno$ci bakterii w kulturach in vitro jest
zmgetnienie pozywki pod eksplantatem, a takze pojawiajace si¢ po kilku dniach po wyszcze-
pieniu wodniste ,,halo” wokoét eksplantatu. Po raz pierwszy endofity zostaty zdefiniowane
przez Wilsona (1995) jako mikroorganizmy zyjace wewnatrz organizmu ro$liny. Z kolei
Strobel (2004) okreslit, ze endofit (ang. endophyte) oznacza dostownie ,,wewnatrz rosliny” i
kazda roslina jest gospodarzem dla kilku gatunkéw bakterii 1 grzybow, jednak zazwyczaj je-
den lub dwa sa dominujace.

W kulturach in vitro bakterie endogenne czgsto wystepuja w stanie utajonym w eksplanta-
tach, powoli si¢ namnazaja i moga si¢ ujawni¢ dopiero po kilku lub kilkunastu pasazach. Dla-
tego tak wazne jest ograniczanie populacji tych bakterii, m.in. przez bezwzgl¢dne eliminowa-
nie kultur zasiedlonych bakteriami patogenicznymi, czgste zaktadanie nowych kultur oraz
stosowanie bakteriocydoéw i bakteriostatykow. Z kolei wiaczenie do pozywek zwiazkow bak-
teriobojczych lub bakteriostatycznych musi by¢ bezpieczne dla tkanek roslinnych i dlatego
powinny by¢ prowadzone badania nad ich skutecznoscia 1 fitotoksycznoscia dla poszczegol-
nych gatunkéw roslin.

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowity roéliny in vitro 5 odmian pozyskane z Banku Gendéw in vitro
ziemniaka, w ktorych stwierdzono zanieczyszczenia bakteryjne. Z preparatow dostgpnych na
rynku wybrano dwa: Plant Preservative Mixture (PPM) i ProClin 300. Oba sa stosowane z
powodzeniem w kulturach in vitro innych ros$lin, brak jest natomiast informacji na temat ich
wykorzystania w kulturach in vitro ziemniaka. Plant Preservative Mixture PPM, produkowa-
ny w USA (Plant Cell Technology, Inc), jest biocydem o szerokim spektrum zastosowania,
polecanym w hodowli tkanek roslinnych do powszechnego stosowania. Wykorzystywany jest
przeciw bakteriom i1 grzybom rosnacym zarOwno w pozywce, jak 1 w zanieczyszczonych
tkankach. W zaleznos$ci od dawki i stopnia zakazenia moze petni¢ funkcje sktadnika biosta-
tycznego, a takze Srodka zapobiegawczego. ProClin 300 to biocyd oraz konserwant do od-
czynnikow stosowanych w diagnostyce in vitro. Przedstawiany jest jako wysoce efektywny
biocyd z szerokim spektrum aktywnosci, o doskonalej stabilnos$ci, a takze niskiej toksyczno-
Sci. Nie wykazywat fitotoksycznosci dla eksplantatow gerbery, chryzantemy, maliny, jabloni i
hosty (Orlikowska i in. 2010).
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Jednoweztowe fragmenty roslin in vitro umieszczano pojedynczo w probowkach zawiera-
jacych 2-3 ml pozywki MS z dodatkiem tiaminy, kwasu nikotynowego, pirydoksyny, glicyny,
myo-inozytolu, hydrolizatu kazeiny, sacharozy i agaru. Odczyn pH pozywki ustalono na po-
ziomie 5,8, poddano sterylizacji para wodna (121°C) przez 15 min, a nastgpnie za pomoca
filtréw strzykawkowych dodano ustalone dawki preparatow. Preparaty dodano do pozywki
MS w dawkach zalecanych przez producenta w 3 st¢zeniach: PPM 0,05; 0,125 i 0,2%, Pro-
Clin 300 - 0,02; 0,05 1 0,07%.

Wszystkie kultury in vitro prowadzono przez 4 tygodnie w fitotronie w temperaturze 20-
18°C, przy 16-godzinnym dniu i o$wietleniu ok. 8 W.m?. Pierwsze obserwacje kultur wyko-
nano po 3 dniach od wyszczepienia eksplantatow. Obecno$¢ bakterii oceniano na podstawie
pojawiajacego si¢ zmgtnienia pozywki pod eksplantatem. Nastgpnie co 7 dni analizowano
wzrost 1 rozw0j roslin in vitro, tj. stopien ukorzenienia, wysokos$¢ roslin i wspotczynnik roz-
mnazania.

WY NIKI

Reakcja badanych genotypow na zastosowane w pozywce biocydy byta zroznicowana. Eks-
plantaty wyszczepione na pozywke z PPM tadnie rosty i dobrze si¢ korzenity. W 4. tygodniu
utrzymywania kultur osiagaly ok. 8-10 cm, a wspdiczynnik rozmnazania, w zalezno$ci od
genotypu, ksztattowat si¢ od 5 do 9. Preparat PPM w dawce 0,2% dosy¢ skutecznie (79-92%)
wyeliminowal bakterie w kulturach in vitro. Przy nizszych dawkach PPM eliminacja bakterii
endogennych byla stabsza 1 wynosita 15-80%. Jednoczes$nie nie zaobserwowano reakcji fito-
toksycznej na zastosowany preparat.

Z kolei eksplantaty wytozone na pozywke z ProClin300 juz na 2-3. dzien zamieraty. W
miejscu zetknigcia eksplantatu z pozywka nastgpowato bielenie todygi i powolne jego zamie-
ranie. Tylko przy najnizszej dawce ProClin300 czg$¢ eksplantatow rosta, ale rosliny byly
stabsze od kontrolnych. W wyzszych dawkach (0,05 i 0,07%) ProClin300 wykazat silna fito-
koksycznos¢ w stosunku do ziemniaka. Preparat ProClin300 bardzo skutecznie, prawie w
100%, wyeliminowat bakterie endogenne, niszczac jednoczesnie wyszczepione eksplantaty.
Preparat zostat wybrany do do§wiadczenia, gdyz w badaniach dla eksplantatow gerbery, chry-
zantemy, maliny, jabtoni i1 hosty nie byt toksyczny i1 byt wg Orlikowskiej i innych (2010) bar-
dzo obiecujacy. W stosunku do roslin ziemniaka, w zastosowanych dawkach, okazat si¢ fito-
toksyczny 1 w kolejnych latach zostana przebadane nizsze dawki tego biocydu.
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