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Zanieczyszczenia bakteryjne sa duzym problemem w rozmnazaniu in vitro wszystkich
gatunkow roslin, w tym i ziemniaka. Szczegélnie wazne jest to w kulturach wieloletnich,
ktére sa podstawa w bankach genéw in vitro. Zrédla bakterii endogennych zazwyczaj sg trud-
ne do okreslenia, wlasciwie na kazdym etapie mikrorozmnazania moze dojs¢ do zanieczysz-
czenia hodowli in vitro. Prawidlowo przeprowadzona dezynfekeja eksplantatow w poczatko-
wej fazie nie wykazuje zanieczyszczen bakteryjnych i moga one nie by¢ zauwazone (Orli-
kowska i in. 2012). Objawem $wiadczacym o obecnosci bakterii endogennych, pojawiajacym
si¢ kilka dni po pasazowaniu, jest zmetnienie podloza pod wyszczepionym eksplantatem i
wydzielajace si¢ wodniste ..halo™. Dezynfekcja eksplantatéw umozliwia usuniecie bakterii
jedynie z ich powierzchni. Catkowite odkazenie wewnetrznych tkanek jest niemozliwe z po-
wodu fitotoksycznosci $rodkéw odkazajacych. Jedynie dodanie do pozywki hodowlanej bio-
cydu moze spowodowac¢ zahamowanie namnazania si¢ bakterii endogennych.

MATERIAL I METODY

Material badawczy stanowily rosliny in vitro 4 odmian: Finezja, Gawin, Harpun i Michalina,
pozyskane z banku genéw in vitro ziemniaka, w ktérych stwierdzono zanieczyszczenia
bakteryjne. Z preparatow dostepnych na rynku wybrano Plant Preservative Mixture™
(PPM™) — miksture, ktora jest biocydem o szerokim spektrum zastosowania i jest polecana w
hodowli tkanek roslinnych. Stosowana jest przeciw bakteriom i grzybom rosnagcym w pozyw-
ce. jak 1 w zanieczyszczonych tkankach. W zaleznosci od dawki i stopnia zakazenia moze
petnic¢ funkcje zardwno skladnika biostatycznego, jak i srodka zapobiegawczego.
Jednowezlowe eksplantaty przeszczepiano na pozywke MS (Murashige, Skoog) z
dodatkiem preparatu bakteriobojczego. Standardowa pozywka MS z dodatkiem witamin,
hydrolizatu kazeiny, myo-inozytolu, sacharozy i zestalona agarem (0,4%) z pH ustalonym na
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poziomie 5.8 zostala poddana sterylizacji para wodng w autoklawie z zachowaniem
parametrow procesu, tj. temp. 121°C, cisnienie 0.2 MPa i czas 15 minut. Do sterylne;
pozywki, za pomocg filtrow strzykawkowych, pod komorg laminarna, dodano ustalone dawki
preparatu: 0,3%, 0,4% i 0,5%.

Kultury in vitro utrzymywano w fitotronie z zachowaniem fotoperiodu 16 godz. dzien w
temp. 22°C, oswietleniu 8 W-m? i 8 godz. noc w ciemnosci w temp. 20°C przez 4 tygodnie.
Pierwszg obserwacje kultur kazdej serii wykonywano trzeciego dnia po wyszczepieniu
eksplantatéw. Do siédmego dnia doktadnie mozna zaobserwowaé wystgpienie mgieltek
wskazujacych na obecnos¢ bakterii endogennych. Przez kolejne tygodnie opisywano wzrost i
rozwoj roslin in vitro, zwracajac szczegdélng uwage na skutecznosé i fitotoksyczne dziatanie
zastosowanego preparatu. Doswiadczenie wykonano w czterech powtérzeniach, kazdorazowo
pasazujac po 15 roslin dla kazdej kombinacji oraz kontrole.

WYNIKI

Dodany do podloza preparat PPM™ w réznych dawkach nie wykazywal fitotoksycznego
wplywu na wyszczepione eksplantaty, ktére rozwijaly si¢ prawidlowo i dobrze sie korzenity.
Nawet najnizsza dawka 0,3% w duzym stopniu eliminowala bakterie endogenne — 78,35%.
Wyzsze dawki — od 0,4% — to 100% kultur wolnych od zanieczyszczefi bakteryjnych (tab. 1).

Tabela 1
Procent kultur in vitro, w ktérych wizualnie nie stwierdzono bakterii endogennych
w zalezno$ci od zastosowanej dawki biocydu (Srednia z 4 cykli)

Biteyd Dawka Procent "czystych” kultur in vitro w odmianach
(%) Finezja Gawin Harpun | Michalina | $rednio
0.0 48 .4 23.8 52,0 16,9 35,28
PPMT™ 0.3 100.0 60,0 66.7 86,7 78.35
0.4 100.0 100,0 100,0 100,0 100,00
0,5 100,0 100,0 100,0 100,0 100,00

Dodatkowo sprawdzono trwalo$¢ efektu zastosowanego we wezesniejszych pasazach
biocydu PPM™ na dalszych etapach mikrorozmnazania. Do badan wykorzystano rosliny in
vitro, w ktérych stwierdzono ograniczenie zanieczyszczen po zastosowaniu preparatu w ba-
danych dawkach. Zaobserwowano, ze tylko fragmenty szczytowe byly wizualnie czyste, tzn.
nie zauwazono zmetnienia podloza. Pozostale fragmenty byly zanieczyszczone bakteriami
endogennymi.

WNIOSKI

1. Preparat PPM™ w badanych dawkach eliminowat zanieczyszczenia bakteryjne w 78,35-
100%, nie wykazujac fitotoksycznego dziatania na rosliny in vitro.

2. Nalezy sprawdzi¢, po ilu pasazach zastosowane dawki PPM™ wyeliminujg bakterie endo-
genne z kultur ziemniaka in vitro.
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