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Streszczenie

Kultury in vitro umozliwiajg produkcje duzej liczby roslin potomnych w krotkim czasie z niewielkiej ilo-
$ci materiatu biologicznego. Powielanie materiatu roslinnego (mikrorozmnazanie) musi odbywac sie z
zachowaniem szczegdlnych warunkéw sterylnosci, zapewniajgcych uzyskanie zdrowego materiatu
rozmnozeniowego. Bakterie endogenne, okre$lane jako bakterie towarzyszgce lub utajone (ang.
covert), stanowig problem dla kultur in vitro niezaleznie od gatunku rosliny. Wigczenie do pozywek, w
ktérych rosng rosliny, zwigzkéw bakteriobdjczych i bakteriostatycznych musi by¢ bezpieczne dla tka-
nek roSlinnych i dlatego wazne sq badania nad ich skutecznoscig i fitotoksycznoscig. W przeprowa-
dzonych badaniach za najbardziej przydatne biocydy uznano Plant Preservative Mixture (PPM™) w
stezeniu 0,4-0,5%, ProClin300® 0,02-0,03% oraz podchloryn sodu (NaClO) 0,001%. CitroseptOrganic
i azotan srebra (AgNO3) nalezy wykluczy¢ ze stosowania ze wzgledu na fitotoksyczno$c¢ oraz nieko-
rzystny wptyw na rozwdj pedoéw i korzeni mikrosadzonek ziemniaka, natomiast preparat Nitrofurazone
— Z powodu braku dziatania bakteriobojczego.

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

Abstract

In vitro cultures enable the production of a large number of offspring plants in a short time from a small
amount of biological material. Reproduction of plant material through micro-propagation must take
place under sterile conditions that ensure obtaining healthy propagating material. Endogenous bacte-
ria, referred to as companion or covert bacteria, are a problem for in vitro cultures regardless of plant
species. The incorporated into the plant growth media bactericidal and bacteriostatic compounds must
be safe for plant tissues, and therefore research on their effectiveness and phytotoxicity is essential. In
the conducted studies, Plant Preservative Mixture (PPM™) at a concentration of 0.4-0.5%, ProC-
lin300® 0.02-0.03%, and sodium hypochlorite (NaCIO) 0.001% were the most useful biocides. Citro-
septOrganic and silver nitrate (AgNOZ) should be excluded from the use due to phytotoxicity and ad-
verse effect on the development of shoots and roots of potato micro-seedlings, while Nitrofurazone -
due to the lack of bactericidal activity.
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enotypy ziemniaka (odmiany i rody
perspektywiczne) gromadzone w
postaci roslin in vitro w Banku Ge-
néw w Boninie sg zrodlem materiatdbw wyj-
Sciowych dla hodowli zachowawczej i twor-
czej ziemniaka oraz dostarczajg materiat
roslinny do badan innym placowkom nauko-
wym. Istotnym elementem utrzymywania i
udostepniania kolekgiji in vitro ziemniaka jest
zapewnienie jej wysokiej zdrowotnosci.
Bakterie endogenne sg problemem, ktéry
pojawia sie systematycznie w kulturach in

vitro niezaleznie od gatunku roslin. Okazato
sie, ze nawet najwieksza starannos¢ w pro-
cesie mikrorozmnazania nie daje pewnosci
otrzymania i rozmnazania roslin bez zanie-
czyszczen. Obecnie trudno powiedzie¢ o
kulturach in vitro, ze sg sterylne. Endofitami
nazywa sie wszystkie organizmy, ,ktére
przez dluzszy lub krétszy okres swojego
zycia kolonizujg bezobjawowo zywe tkanki
wewnetrzne swojego gospodarza” (Aust
2001). Bakterie endogenne znajdujg sie na
powierzchni rosliny, w jej tkance przewodza-
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cej, w przestrzeniach miedzykomorkowych,
a takze wewnatrz komoérek (Pirttila i in.
2000). Endofity mogg oddziatywac na rosliny
w rozny sposob: hamowac ich rozwdj lub
stymulowa¢ badz pozostawac obojetnymi w
stosunku do organizmu gospodarza (Strzel-
czyk 2001). Obecnos¢ bakterii — czy to pato-
genicznych, czy niepatogenicznych, a nawet
pozytecznych — jest w kulturach in vitro nie-
pozgdana.

Najczestszym Zrédtem bakterii wnoszo-
nych do kultur jest eksplantat inicjalny, czyli
bardzo maty fragment wierzchotka rosliny
zawierajgcy merystem i zawigzki najmtod-
szych lisci (Malepszy 2001). Im mniejsza
sadzonka jest wprowadzana do kultur, np.
merystem wierzchotkowy lub boczny, tym
wieksza szansa, Zze zanieczyszczenie bakte-
riami bedzie mniejsze. Bakterie w roslinie
przenoszg sie przede wszystkim przez sys-
tem naczyniowy, a merystem, nie majgc po-
tgczenia z tkankg przewodzaca, jest na ogét
od nich wolny. Dlatego wazne jest stosowa-
nie skutecznej procedury odkazania eksplan-
tatéw inicjalnych. Obejmuje ona kilka eta-
pow: ptukanie w wodzie biezgcej, ptukanie w
wodzie z detergentem, ptukanie w alkoholu,
odkazanie zasadnicze sublimatem rteci lub
podchlorynem wapnia czy sodu, zakonczone
ptukaniem w sterylnej wodzie (Orlikowska i
in. 2010).

Pomimo stosowania szczegdlnych $rod-
kéw sterylnosci w prowadzeniu kultur in vitro
i utrzymywania sterylnych warunkéw pracy
bakterie mogg ujawnic sie nagle na kazdym
etapie mikrorozmnazania. Istotnie sprzyja
temu wydtuzenie czasu inkubacji na ,starej”
pozywce, a takze zmiany warunkéw prowa-
dzenia kultury: temperatury lub oswietlenia.
Czesto w kulturach in vitro bakterie endo-
genne wystepujg w stanie utajonym w eks-
plantatach, powoli sie namnazajg i mogg
ujawnic sie po kilku lub kilkunastu pasazach.

Objawem obecnosci bakterii w pozywce
sg nacieki, zmetnienia lub przebarwienia pod
eksplantatem, a takze pojawiajgca sie po
kilku dniach po pasazowaniu wodnista ob-
wodka wokot eksplantatu (fot. 1).

.\ 7 = H} -

Fot. 1. Wodnista obwddka (halo)

wokot eksplantatu Swiadczgca o obecnosci
bakterii endogennych w kulturach in vitro

(wszystkie zdjecia D. Michatowska)

Zanieczyszczenia endofitami sg duzym
problemem w rozmnazaniu in vitro wszyst-
kich gatunkéw roslin, w tym i ziemniaka. La-
boratoria mikrorozmnazania roslin na catym
Swiecie probujg opracowaé skuteczng meto-
de eliminacji bakterii endogennych z kultur
tkankowych. Jedng z testowanych metod
jest dodatek do podtozy wzrostowych bakte-
riocydow i bakteriostatykow, ktére majg za
zadanie zahamowa¢ namnazanie bakterii. W
kulturach in vitro wlasciwy efekt leczniczy
zapewni dobrze dobrany biocyd w odpo-
wiednim stezeniu, o dobrej rozpuszczalno-
Sci, stabilny w podtozu, nieindukujgcy odpor-
nosci, bez dziatan ubocznych, nietoksyczny
dla tkanek roslinnych, a jednocze$nie po-
zwalajgcy uzyskaC eksplantaty wolne od
zakazen mikrobiologicznych i o prawidtowe;j
zdolnosSci regeneracyjnej (Falkiner 1997).

W ramach zadania na rzecz postepu bio-
logicznego w produkcji roslinnej w latach
2014-2020 w Pracowni Zasobéw Genowych
i Kultur in vitro w Boninie przetestowano Kil-
ka preparatéw bakteriobéjczych, realizujgc
temat ,Eliminacja patogenéw niekwarantan-
nowych (bakterie endogenne i wirusy) oraz
kontrola zdrowotnosci roslin ziemniaka w
banku in vitro”, finansowany przez MRiIRW w
ramach programu ,Postep biologiczny w
produkcji rodlinnej w latach 2014-2020”. W
badaniach stosowano preparaty, ktére po
dodaniu do podtoza miaty ograniczyé roz-
mnazanie sie bakterii endogennych, nie po-
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wodujgc fitotoksycznego dziatania na rosliny
in vitro. Z dostepnych na rynku przetestowa-
no: Plant Preservative Mixture (PPM™),
ProClin300®, Nitrofurazone, CitroseptOrga-
nic, azotan srebra i podchloryn sodu. Prepa-
raty te sg stosowane z powodzeniem w kul-
turach in vitro innych gatunkéw ro$lin, braku-
je jednak informacji na temat stosowania ich
w kulturach in vitro ziemniaka.

1. Plant Preservative Mixture (PPM™)
to biocyd o szerokim zakresie zastosowania,
polecany w hodowli tkanek roslinnych, sto-
sowany przeciw bakteriom i grzybom rosna-
cym zaréwno w pozywce, jak i w zanie-
czyszczonych tkankach. Zostat przetestowa-
ny dla wielu gatunkéw roslin, m.in. cytruso-
wych, kapustnych, melona, tytoniu (Comp-
ton, Koch 2001). Badania wykazaly pozy-
tywny wptyw preparatu w ograniczaniu za-
nieczyszczen bakteryjnych. Badacze zwra-
cali uwage, ze musi by¢ on stosowany w
odpowiedniej koncentracji w zaleznosci od
gatunku rosliny, gdyz zbyt wysokie stezenie
moze mieC negatywny wptyw na rozwoj
tkanki roslinnej (Rihan i in. 2012).

2. ProClin300® jest biocydem oraz kon-
serwantem do odczynnikow stosowanych w
diagnostyce in vitro. W literaturze przedsta-
wiany jest jako wysoce efektywny $rodek z
szerokim spektrum aktywnosci, o doskonatej
stabilnosci, a takze niskiej toksycznosci. Nie
wykazywat fitotoksycznosci wobec eksplan-
tatow gerbery, chryzantemy, maliny, jabtoni i
hosty.

3. Nitrofurazone (5-nitro-2furaldehyde-
semicarbazone) jest stosowany m.in. do
rozmnazania in vitro banandéw, ananasa i
trzciny cukrowej. Chemioterapeutyk o dzia-
taniu bakteriostatycznym, a w wiekszych
stezeniach bakteriobdjczym w stosunku do
drobnoustrojow Gram-dodatnich i Gram-
-ujemnych. Réwniez oceniany jest jako pre-
parat bakteriobdjczy o szerokim spektrum.

4. CitroseptOrganic to ekstrakt z pestek
grejpfruta (GSE), s$rodek bakteriobdjczy,
grzybobdjczy i naturalny konserwant. M.in.
wedtug badan opublikowanych w 2002 r.
(Heggers i in. 2002, Reagor i in. 2002) GSE
wykazuje wtasciwosci przeciwbakteryjne dla
wielu bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujem-
nych.

5. Azotan srebra (Ag NO3) to zwigzek
bakteriobdjczy od lat jest stosowany np. do

odkazania wody. Byt uzywany w kulturach in
vitro. Dodatek 10 mg/l azotanu srebra
znacznie ograniczat zanieczyszczenia bakte-
ryine w kulturach pomidora, bez wptywu na
morfogeneze eksplantatéw (Kubota, Tadoko-
ro 1999).

6. Podchloryn sodu (NaClO) to nie-
organiczny zwigzek chloru stosowany za-
rowno do odkazania powierzchniowego ro-
slin, jak i jako dodatek do pozywki przeciw
bakteriom i grzybom.

Materiaty i metody

Materiat badawczy stanowity rosliny in vitro
czterech odmian pozyskane z banku genéw
in vitro ziemniaka, w ktorych stwierdzono
zanieczyszczenia bakteryjne. Jednoweztiowe
fragmenty roslin umieszczano w pozywce
MS (Murashige, Skoog) z dodatkiem wybra-
nych preparatéw bakteriobodjczych. Standar-
dowa pozywka MS z dodatkiem witamin,
hydrolizatu kazeiny, myo-inozytolu, sacharo-
zy i zestalona agarem (0,4%), z pH ustalo-
nym na poziomie 5,8 zostata poddana stery-
lizacji parg wodng w autoklawie z zachowa-
niem parametréw procesu, tj. temp. 121°C,
cisnienie 0,2 MPa i czas 15 minut. Do steryl-
nej pozywki, za pomocg filtréw strzykawko-
wych, pod komorg laminarng, dodano usta-
lone dawki preparatow.

Biocydy dodano w stezeniach:

¢ Plant Preservative Mixture (PPM™): 0,3,
0,41 0,5% + obiekt kontrolny;

e ProClin300®: 0,02, 0,03 i 0,04% + obiekt
kontrolny;

e Nitrofurazone: 0,4, 0,5 i 0,6% + obiekt
kontrolny;

e CitroseptOrganic: 0,2%, 0,3% i 0,4% +
obiekt kontrolny;

e azotan srebra (AgNO3): 0,05, 0,11 0,15%
+ obiekt kontrolny;

e podchloryn sodu (NaClO): 0,0002, 0,0005
i 0,001% + obiekt kontrolny.

Dawki preparatow wybrano na podstawie
zalecen producentéw oraz stezen stosowa-
nych w przypadku innych gatunkoéw roslin.
Prébe kontrolng stanowity rosliny przeszcze-
pione na standardowe podioze MS bez do-
datku preparatow bakteriobdjczych. Kultury
in vitro utrzymywano w fitotronie przez 4
tygodnie z zachowaniem fotoperiodu 16
godz. dzien w temp. 22°C i o$wietleniu 8
W/m? oraz 8 godz. noc w ciemnosci w temp.
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20°C. Pierwszg obserwacje kultur kazdej
serii wykonywano 3. dnia po przeszczepieniu
eksplantatéw. Do 7. dnia dokfadnie mozna
zaobserwowac wystgpienie mgietek wskazu-
jacych na obecnos¢ bakterii endogennych.
Przez kolejne tygodnie opisywano wzrost i
rozwoj roslin in vitro, zwracajgc szczegoding
uwage na skutecznos¢ i fitotoksyczne dzia-
tanie zastosowanych preparatéw. Doswiad-
czenie wykonano w czterech powtérzeniach,
kazdorazowo pasazujgc po 15 roslin kazdej
kombinacji oraz obiekt kontrolny.

Wyniki i dyskusja

W zaleznosci od zastosowanego biocydu
eliminacja bakterii endogennych byta zrézni-
cowana. Dodany do podtoza PPM™ nie miat
fitotoksycznego wptywu na rosliny, ktore
rozwijaty sie prawidtowo i dobrze sie korzeni-

ty. Osiaggnetly wysoko$¢ ok. 8-10 cm, a
wspotczynnik rozmnozenia, w zaleznosci od
genotypu, wynosit od 5 do 9. Najnizsza daw-
ka, 0,3%, w duzym stopniu eliminowata bak-
terie endogenne — 88,9% czystych kultur. Po
zastosowaniu wyzszych dawek — 0,4 i 0,5%
— wolnych od zanieczyszczenh bakteryjnych
byto 100% kultur (fot. 2).

Dodatek do pozywki ProClin300® w daw-
kach 0,02 i 0,03% eliminowat bakterie endo-
genne w 74,5-93% i jednoczesnie nie zaob-
serwowano fitotoksycznego dziatania prepa-
ratu na wzrost i rozwoj roslin in vitro (fot. 3).
Natomiast najwyzsza dawka — 0,04% — wy-
eliminowata catkowicie zanieczyszczenia
bakteryjne. Jednak przy wyzszej dawce ro-
Sliny stabiej sie korzenity i rosty nizsze w
stosunku do obiektu kontrolnego.

Fot. 2. Reakcja ro$lin na dawke 0,4% PPM

Dodanie do pozywki Nitrofurazone nie
miato wplywu na eliminacje bakterii endo-
gennych z kultur in vitro. Biocyd nie miat
negatywnego wptywu na wzrost i rozwoj
roslin (fot. 4).

CitroseptOrganic w dawce 0,2% elimino-
wat zanieczyszczenia bakteryjne w 40%,
natomiast w wyzszych dawkach — 0,3 i 0,4%
— uzyskiwano ok. 60% czystych kultur, ale
znacznie sftabsze rosliny in vitro. Stwierdzo-
no toksyczne oddziatywanie biocydu na eks-

Fot. 3. Reakcja roslin na dawke 0,03%
ProClin

plantaty na etapie nhamnazania i ukorzenia-
nia. Objawy wystgpity w postaci deformaciji
roslin (fot. 5).

Azotan srebra (AgNO3) dodany do po-
zywKi nie miat wptywu na eliminacje bakterii
endogennych z kultur in vitro ocenianych
odmian. Dodatkowo przeszczepione frag-
menty rodlin zareagowaty na niego, tworzac
stabe roslinki (jedno miedzywezle), czesto z
mikrobulwkami (fot. 6).
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Fot.4. Reakcja roslin na dawke 0,6%
Nitrofurazone

Podchloryn sodu (NaClO) dodany do po-
zywki w nizszych dawkach - 0,0002-
-0,0003% - eliminowat bakterie endogenne
u ok. 50% roslin, natomiast najwyzsza daw-

Fot. 6. Tworzenie sig b-ulw po zastosowaniu
dawki 0,15% azotanu srebra (AgNO3)

Fot. 5. Reakcja roslin na dawke 0,2%
CitroseptOrganic

ka, 0,001%, catkowicie wyeliminowata en-
dofity. Jednocze$nie nie zaobserwowano
szkodliwego dziatania na wzrost i rozwoj
roslin in vitro (fot. 7).

Fot. 7. Reakcja roslin na dawke 0,001%
podchlorynu sodu (NaClQO)
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Tabela 1
Procent kultur in vitro, w ktérych wizualnie nie stwierdzono bakterii endogennych
w zaleznosci od zastosowanej dawki biocydu (Srednia z 4 cykli)
Procent "czystych” kultur in vitro w odmianach
Biocyd Dawka (%) | odmiana | odmiana | odmiana | odmiana | $rednia
1 2 3 4 (%)
0 28,4 17,4 16,8 10,7 18,3
PPM™ 0,3 100,0 100,0 69,0 86,4 88,9
0,4 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
0,5 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
0 33,4 20,8 15,5 8,6 19,6
. 0,02 75,5 68,9 77,3 76,12 74,5
ProClin 300® 0,03 100,0 82,2 100,0 89,6 93,0
0,04 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
0 0 0 0 0 0
Nitrofurazone 0.4 0 0 3,33 0 0.87
0,5 0 0 0 0 0
0,6 0 0 1,67 0 0,42
0 45,57 16,1 20,57 28,9 27,79
CitroseptOrganic 0,2 88,9 32,23 23,33 13,33 39,45
0,3 68,87 55,57 68,63 64,43 64,38
0,4 88,9 63,33 42,77 57,77 63,19
0 45,57 46,9 30,0 16,9 34,84
0,05 13,3 0 13,3 0 6,65
AGNO3 0,1 13,3 6,7 20,0 0 10,0
0,15 53,3 6,7 20,0 6,7 21,67
0 30,5 17,7 33,2 20,0 25,4
NaClO 0,0002 45,5 50,7 68,0 55,7 55,0
0,0005 40,8 60,4 57,0 39,0 49,3
0,001 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Podsumowanie

Za najbardziej przydatne biocydy w mikro-
rozmnazaniu ziemniaka uznano: Plant Pre-
servative Mixture (PPM™) w stezeniu 0,4-
-0,5%, ProClin300® 0,02-0,03% oraz pod-
chloryn sodu (NaClO) 0,001%. Jednoczes$nie
nalezy sprawdzi¢ trwatos¢ efektu zastoso-
wanych preparatdw na dalszych etapach
mikrorozmnazania.

Wykazano, ze CitroseptOrganic i azotan
srebra (AgNO3) nalezy wykluczy¢ ze stoso-
wania w kulturach in vitro ziemniaka ze
wzgledu na fitotoksyczno$¢ i niekorzystny
wplyw na rozwdj pedow i korzeni mikrosa-
dzonek ziemniaka. Z kolei brak dziatania
bakteriobdjczego preparatu Nitrofurazone
eliminuje go ze stosowania jako srodka do
uwalniania roslin in vitro ziemniaka od bakte-
rii endogennych.

Przeprowadzone badania wskazujg, ze
przy stosowaniu preparatow bakteriobdj-
czych w kulturach tkankowych konieczny jest
dobdr biocydu umozliwiajgcego namnazanie
sterylnych eksplantatéw, charakteryzujgcych
sie korzystnymi parametrami wzrostu i roz-
Woju.
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