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Streszczenie

Bakterie endogenne stanowig problem dla kultur in vitro niezaleznie od gatunku ros$liny. Odkazanie
pozywek, naczyn laboratoryjnych oraz praca z zachowaniem rygorow sterylnos$ci powinny teoretycznie
umozliwic¢ otrzymanie sterylnych kultur tkankowych. Jednak po kilku lub kilkunastu pasazach u czesci
kultur in vitro widoczne sq zanieczyszczenia bakteryjne. Na rynku pojawito sie wiele preparatéw bakte-
riob6jezych, jak: Plant Preservation Mixture (PPM), Vitrofural, ProClin, Decaben C. Dlatego podjeto
prace nad ustaleniem stezeri wybranych preparatow w odniesieniu do roslin ziemniaka w hodowli in
vitro.

Stowa kluczowe: bakterie endogenne, biocydy, in vitro, preparaty bakteriobdjcze, ziemniak

Abstract

Endogenous bacteria are a problem for in vitro cultures, regardless of the plant species. Disinfection of
nutrient media, laboratory vessels and work with the rigors of sterility should theoretically enable to
obtain sterile tissue cultures. However, after several passages, bacterial contaminants are still visible
in some in vitro cultures. Many bactericidal preparations appeared on the market, such as: Plant Pres-
ervation Mixture (PPM), Vitrofural, ProClin, Decaben C. Therefore, work was undertaken to determine

the concentrations of selected preparations in relation to potato plants cultured in vitro.
Kaywords: bactericidal preparations, biocides, endogenous bacleria, in vitro, potato

rii towarzyszacych roslinom wskazuje

na to, ze zdrowe rosliny zawierajg ze-
spoty tzw. bakterii endofitycznych. Moga one
wptywacé na rosliny w rézny sposéb: hamo-
wac ich rozwdj, stymulowaé lub pozostawaé
obojetnymi w stosunku do organizmu go-
spodarza. Po raz pierwszy endofity zostaty
zdefiniowane przez Wilsona (1995) jako mi-
kroorganizmy zyjace wewnatrz rosliny. Z
kolei Strobel (2004) dodat, ze endofit (ang.
endophyte) oznacza dostownie ,wewnatrz
rosliny” i kazda roslina jest gospodarzem dla
kilku gatunkéw bakterii i grzybéw, jednak na
ogét jeden lub dwa sg dominujgce. Zanie-
czyszczenia bakteryjne sa duzym proble-
mem w rozmnazaniu in vitro wszystkich ga-
tunkéw roslin, w tym i ziemniaka. Szczegdl-
nie wazne jest to w kulturach wieloletnich,

Zjawisko wystepowania populacji bakte-

ktore stanowig podstawe w bankach genow
in vitro.

Zrédta zanieczyszczen kultur in vitro za-
zwyczaj sg trudne do okreslenia. Bakterie,
ktére zanieczyszczajq kultury, mogg pocho-
dzi¢ z eksplantatu, $rodowiska laboratoryj-
nego, by¢ przeniesione przez roztocze,
weciornastki i przedziorki lub na skutek niedo-
ktadnej sterylizacji podlozy, jak i pola pracy.
Wiasciwie na kazdym etapie mikrorozmna-
zania moze dojs¢ do zanieczyszczenia ho-
dowli in vitro.

W kuiturach tkankowych bakterie endo-
genne sg najczesciej wnoszone z eksplanta-
tem inicjalnym. Juz 3-5. dnia po wszczepie-
niu eksplantatbw na pozywke w niektérych
kulturach u ich podstawy obserwuje sie nie-
znaczne zmetnienie podioza tworzgce ,ha-
lo”. Kontrola wzrokowa pozywki oraz
wszczepionych fragmentdw roslin-moze tylko’
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w czesci wychwyci¢ niektére zanieczyszcze-
nia. Dezynfekcja eksplantatbw umozliwia
usuniecie bakterii jedynie z ich powierzchni.
Catkowite odkazenie wewnetrznych tkanek
jest niemozliwe z powodu fitotoksyczno$ci
Srodkéw odkazajgcych. izolowaé nalezy wiec
jak najmniejsze eksplantaty, np. merystemy,
aby uniknaé wprowadzenia bakterii do kultur
in vitro. Teoretycznie bakterie te nie sg
szkodliwe dla mnozonych ro$lin, czes¢ re-
aguje nawet na nie pozytywnie, jednak ich
obecno$¢ w kulturach roslinnych jest niepo-
zadana. Zdarza sig, ze obecnos¢ bakterii
wywotuje zmiany w podiozu agarowym, co
moze mie¢ negatywny wplyw na proces
namnazania, m.in. na mikrotuberyzacje ro-
§lin ziemniaka.

W hodowlach in vitro bakterie endogenne
czesto wystepujg w stanie utajonym w eks-
plantatach, powoli sie namnazajg i moga
ujawnic¢ sie dopiero po kilku lub kilkunastu
pasazach. Z tego wzgledu tak wazne jest
ograniczenie populacji tych bakterii, m.in.
przez bezwzgledne eliminowanie kultur za-
siedlonych bakteriami patogenicznymi, cze-
ste zaktadanie nowych kultur oraz stosowa-
nie bakteriocyddéw i bakteriostatykow. Wia-
czenie do pozywek zwigzkéw bakteriobdj-
czych lub bakteriostatycznych musi by¢ jed-
nak bezpieczne dla tkanek roélinnych i dla-
tego konieczne jest eksperymentalne ustale-
nie stezenia preparatu w odniesieniu do po-
szczegOinych gatunkéw roslin. Na rynku
dostepne sa rézne preparaty bakteriobdjcze,
m.in. PPM, ProClin, Nitrofurazone, Bio-
sept33SI, azotan srebra, podchloryn sodu,
liczne antybiotyki i olejki eteryczne. W Pra-
cowni Zasobow Genowych i Kultur in vitro w
Boninie przetestowano dwa preparaty bakte-
riobéjcze: PPM i ProClin.

Plant Preservative Mixture to biocyd o
szerokim spektrum dziatania, polecany w
hodowli tkanek roslinnych do powszechnego
stosowania. Wykorzystywany jest przeciw
bakteriom i grzybom rosngcym na pozywce,
a takze w zanieczyszczonych tkankach. W
zaleznoSci od dawki i stopnia zakazenia mo-
ze petni¢ funkcje sktadnika biostatycznego,
jak réwniez srodka zapobiegawczego. PPM
zostat przetestowany na wielu gatunkach
roslin, m.in. na cytrusowych, kapustnych,
melonie, petunii, tytoniu (Compton, Koch
2001).

Z kolei ProClin to biocyd oraz konserwant
do odczynnikéw stosowanych w diagnostyce
in vitro. Przedstawiany jest jako wysoce
efektywny Srodek z szerokim spektrum ak-
tywnosci, o doskonatej stabilnosci i niskiej
toksycznosci. ProClin zostat wybrany do
dosSwiadczenia, gdyz w badaniach na eks-
plantatach gerbery, chryzantemy, maliny,
jabtoni i hosty nie byt toksyczny. W stosunku
do roslin ziemniaka w zastosowanych daw-
kach okazat sie jednak bardzo fitotoksyczny.

Oba srodki sg stosowane z powodzeniem
w kulturach in vitro innych roslin, nie ma na-
tomiast informacji na temat ich wykorzysta-
nia w kulturach in vitro ziemniaka.

Materiat i metody

Materiat badawczy stanowity rosliny in vitro
czterech odmian ziemniaka, w ktérych
stwierdzono zanieczyszczenia bakteryjne.
Rosliny pozyskane z banku genoéw in vitro
byty 3-krotnie pasazowane w celu osiggnie-
cia pozadanej liczby 60 sztuk z kazdej od-
miany. Jednoweztowe fragmenty roslin prze-
szczepiono na pozywke Murashige-Skooga
(MS) z dodatkiem wybranych preparatow
bakteriobéjczych. Klasyczna pozywka MS z
dodatkiem witamin, hydrolizatu kazeiny, me-
zoinozytu i sacharozy zostata zestalona aga-
rem i poddana sterylizacji parg wodng
(121°C) przez 15 min, a nastepnie pod ko-
morg laminarng w sterylnych warunkach za
pomocy filtrow strzykawkowych dodano do
niej ustalone dawki preparatow: PPM 0,3%,
0,5% i 0,7%, a ProClin 0,01%, 0,02% i
0,03%. Dawki biocydéw wybrano na pod-
stawie zalecen producentéw oraz w oparciu
o stezenia stosowane przez badaczy dla
innych gatunkéw roslin. Kontrole stanowito
podtoze standardowe MS bez dodatku bio-
cydow.

Kultury in vitro utrzymywano w fitotronie
przez 4 tygodnie w temperaturze 20-22°C,
przy 16-godzinnym dniu i oSwietleniu ok.
8 W-m2. Pierwszg obserwacje kultur kazdej
serii wykonywano trzeciego dnia po wszcze-
pieniu eksplantatow. Do siddmego dnia
mozna byto obserwowac zmetnienie podto-
za, wskazujgce na obecnosé bakterii endo-
gennych. Przez kolejne tygodnie opisywano
wzrost i rozwoj roslin in vitro, tj. stopief uko-
rzenienia, wysoko$¢ roslin i wspdtczynnik
rozmnazania oraz  fitotoksyczne - dziatanie



Ziemniak Polski 2018 nr 3 45
= e e e C e =

zastosowanych preparatow. Dos$wiadczenie
wykonano w 4 powtdrzeniach, kazdorazowo
pasazujac po 15 roslin w kazdej kombinaciji
plus obiekt kontrolny.

Wyniki i dyskusja

Reakcja badanych genotypdw na zastoso-
wane biocydy byta zréznicowana. Eksplanta-
ty wszczepione na podioze z PPM rozwijaly
sie prawidtowo i dobrze sie korzenity (fot. 1).
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Fot. 1. Reakcja roslin in vitro na zastosowane
dawki PPM (wszystkie zdjecia. D. Sekrecka)

—

ProClin (fot. 3) w zastosowanych daw-
kach eliminowat zanieczyszczenia bakteryj-
ne Srednio w 93% kultur — zakres 82-100%
(tab. 1). Jednak w wyzszych dawkach
(0,03%) okazat sie silnie fitotoksyczny w
stosunku do roslin ziemniaka in vitro (fot. 4).

Fot. 3. Reakcja roslin in vitro
na rozne dawki ProClin

Osiagnety wysoko$é ok. 8-10 cm, a wspot-
czynnik rozmnazania, w zaleznosci od geno-
typu, wynosit od 5 do 9 (fot. 2). Tylko naj-
wyzsza dawka (0,7%) nieznacznie wplyneta
na obnizenie do 6 cm wysokosci roslin in
vitro ocenianych odmian. Dodane do pozyw-
ki nawet najnizsze dawki biocydu (0,3%)
eliminowaty zanieczyszczenia bakteryjne w
100% (tab. 1).

Fot. 2. Wptyw dodatku réznych dawek PPM
na wzrost i rozwdj roslin in vitro

W miejscu zetkniecia eksplantatu z pozywkag
nastepowalo bielenie fodygi i powolne jego
zamieranie. Przy nizszych dawkach (0,01%)
czeS¢ eksplantatéw rosta, lecz ro$liny bylty
stabsze od kontrolnych, ktoére rosty na po-
zywce bez dodatku biocydu (fot. 5 i 6).
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Fot. 4. Fitotoksyczny wplyw dawki O, 03_% ProClin
na eksplantaty ziemniaka
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Fot. 5. Reakcja roslin in vitro
na zastosowane dawki ProClin

Fot. 6. Rosliny in vitro
bez dodatku biocyddéw — kontrola

Tabela 1

Procent kultur in vitro, w ktérych wizualnie nie stwierdzono bakterii endogennych
w zaleznos$ci od dawki preparatu bakteriobojczego (Srednia z 4 cykli)

Biocyd Dawka (%) | Odmiana 1 | Odmiana 2 | Odmiana 3 | Odmiana 4 | Srednia (%)
0,00 45,57 16,10 20,57 28,90 27,79
PPM 0,30 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
0,50 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
0,70 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
0,00 45,57 16,10 20,57 28,90 27,79
ProClin 0,01 75,57 82,23 68,90 77,77 76,12
0,02 100,00 100,00 84,43 73,33 89,44
0,03 100,00 95,567 95,57 82,23 93,34

Podsumowanie

Wykazano pozytywny wpltyw PPM i ProClin
na redukcje zanieczyszczen bakteryjnych w
kulturach in vitro ziemniaka. Jednak szcze-
golnie wazne jest, aby preparaty bakterio-
béjcze stosowaé w odpowiedniej koncentra-
cji, poniewaz przy wysokich stezeniach mo-
gq by¢ szkodliwe dla materiatu roslinnego.
Dlatego w celu okreslenia optymalnych da-
wek PPM i ProClin, ktére jednoczesnie wy-
eliminujg bakterie endogenne z pozywki i
beda bezpieczne dla tkanek roslinnych, pro-
wadzone sg dalsze badania, rozszerzone 0
obserwacje trwatosci efektu bakteriobojcze-
go biocyddw w kolejnych pasazach roslin in
vitro.
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Streszczenie

Ziemniaki byly waznym, powszechnym i produkowanym na duzg skale produktem rolniczym. Zdawa-
no sobie sprawe z réznic odmianowych oraz wplywu terminu zbioru na ich jako$c i skfad chemiczny.
Byly uzytkowywane przez caly rok, dlatego problem wtasciwego ich przechowywania byt bardzo istot-
ny. Poszukiwano sposobdw stworzenia jak najlepszych warunkéw do przechowywania bulw, celem
unikniecia strat wywofanych przez przemarzanie, kietkowanie czy porazenie chorobami. Przeciwko
kietkowaniu polecano zanurzanie bulw we wrzgcej wodzie na 4 sekundy i po osuszeniu przechowy-
wanie w piwnicach, dofach i kopcach. Wiedziano juz, ze wysuszone ziemniaki mozna fatwiej i diuzej
przechowywac niz $wieze, stad opisy wytwarzania roznego rodzaju suszéw. Susze przechowywano w
postaci plackow z wysuszonej miazgi ziemniaczanej, kostki lub ,kaszy z kartofli”.

Stowa kluczowe: XIX w., sposoby przechowywania, sposoby uzytkowania, ziemniak

Abstract

In the XIX century potatoes were significant, widespread and large-scale agricultural products. Both,
the differences between cultivars and the impact of the harvest date on tubers quality and their chemi-
cal composition were known. Potatoes were used throughout the year, and the problem of proper
storage was significant. Therefore, the best conditions for storing tubers to avoid losses caused by
freezing, sprouting or diseases were sought. To prevent sprouting, it was recommended to drench the
tubers in boiling water for 4 seconds and after drying store in basements, pits, and mounds. It was
already known that dried potatoes could be stored easier and longer than fresh ones, hence descrip-
tions of the production of various types of dehydrated potato wares. They were stored in the form of
cakes made of dried potato pulp, cubes or as "potato groats”.

Keywords: methods of use, XIX century, potato, storage methods

iemniaki byly, sg i bedg waznym pro-
duktem rolniczym, znajdujacym szero-
kie zastosowanie w zywieniu ludzi i
zwierzat oraz przetwoérstwie przemystowym

ze wzgledu na swoje walory uzytkowe i po-
karmowe. Juz 200 lat temu, na poczatku XIX

wieku, opisywano ich sktad chemiczny w
sposdb nastepujacy:

Kanofle sq Izeyszg i delikatnieyszq potrawg,
niz chleb, iako naydelikatnieysze materye
pozywne maki: krochmal, kley i biaftko znowu
sie w kartoflach znayduig, a przéciwnie bra-




