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The importance of precultures for micropropagation of explants con-
taining endophytes

Summary

An endophyte is a microorganism that spends most of its life cycle inter-
or intra-cellularily of the host organism without causing its disease. As a result
of the high frequency of endophytes in plants, it is virtually impossible to iso-
late tissue or cell explants free from contaminants. Consequently, preculture
(i.e. “stage 0”) is necessary before disinfecting and stabilisation of in vitro cul-
tures, to eliminate explants that are sources of persistent contamination. Partic-
ularly dangerous are latent bacterial contaminants, which initially do not cause
any symptoms and are propagated with plant material. Their presence becomes
conspicuous after the passage to a sucrose-free medium or after transplantation
to the soil.

This paper reviews the modern methods of treatment that are recom-
mended or have already been widely used to control viruses, phytoplasmas,
bacteria, yeast and other fungi associated with tissues of propagated plants.
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1. Wprowadzenie

Status endofitow przystugujacy dotychczas wyspecjalizowa-
nym grzybom mikoryzowym i bakteriom diazotroficznym roz-
szerzono obecnie na gatunki niesymbiotyczne, a zatem drobno-
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ustroje o charakterze neutralnym oraz niepatogeniczne pasozyty. Wigczono do nich
nawet patogeny okresowo bezobjawowe lub latentne oraz patogeny nie wykazujgce
powinowactwa do aktualnego gospodarza (1-5). Endofity te, przez cate zycie lub
czes¢ cyklu zyciowego bytuja bezobjawowo wewnatrz rosliny, kolonizuja przestrze-
nie miedzykomoérkowe, komory przedechowe, rzadziej komorki miekiszu w lisciach,
pedach i korzeniach, a sporadycznie naczynia ksylemu, floem i kore (4,6,7).

Obecnos¢ drobnoustrojéw nie powodujacych proceséw chorobowych, lecz za-
bezpieczajacych rosliny przed patogenami i stresem Srodowiskowym, budzi zainte-
resowanie fitopatologoéw, a takze specjalistow z zakresu uprawy i hodowli roslin,
ktorzy dostrzegajg mozliwos¢ ulepszania zdrowotnosci roslin poprzez wprowadza-
nie do nich wyselekcjonowanych szczepow bakterii (8,9). Problematyka asocjacji
symbiotycznych miedzy grzybami, promieniowcami, bakteriami i ro$linami od daw-
na frapowata hodowcéw. Metody sztucznego indukowania dwu-, tréj- i czteroczto-
nowych symbioz sg coraz szerzej badane w aspekcie ich zastosowania aplikacyjne-
go w rolnictwie. W badaniach tych wykazano m.in., ze w korzeniach tubinéw inten-
sywnie zasiedlonych przez r6zne szczepy Rhizobium oraz przez grzyby endomikory-
zowe, wystepuje kompleks izoenzyméw umozliwiajacy roslinom tolerowanie obec-
nosci endofitdw w obszarze rozciggajgcym sie poza ,,strefe symbiozy” (10). Sugeruje
to mozliwos¢ miedzykomorkowego bytowania endofitow, u wszystkich gatunkéw
mikoryzozaleznych. Fakt ten stanowi zagrozenie dla aseptycznosci kultur tkanko-
wych, zwiaszcza, ze jedynie grzyby ujawnig sie po wytozeniu eksplantatow roslin-
nych na dowolng pozywke stosowang in vitro, natomiast wiadomo juz z cata pewno-
Scia, ze wiele gatunkow bakterii, 0 specyficznych wymaganiach co do podtoza, nie
utworzy kolonii na pozywkach standardowych (11).

Chociaz metoda kultur tkankowych pozwala sprosta¢ kolejnym, nowym wyzwa-
niom, to jednak sprzeczno$¢ miedzy faktami, ze ,,nie istniejg tkanki wolne od drob-
noustrojéw endofitycznych” (12-15), a takze, iz ,tkanki zawierajace drobnoustroje
nie moga prawidtowo rozwijac sie na pozywce” (11,16,17) pozostaje nadal proble-
mem do rozwigzania.

Z przyzycio’A"m badaniem bakterii i grzybow w wegetatywnym aspekcie infekcji
wewnatrztkankowej wiazg sie znaczne trudnosci metodyczne, spowodowane $la-
dowsg iloscig materiatu, trudnego do zlokalizowania. Poniewaz bakterie endofitycz-
ne trudno wykry¢ ze wzgledu na ograniczong rozdzielczo$¢ mikroskopu $wietlnego,
dla niewielkiej liczby komérek w polu widzenia konieczne jest stosowanie mikro-
skopu z kontrastem fazowym lub mikroskopu elektronowego. Réwnie trudna jest
ocena ich rozmieszczenia w roslinie bez uzycia immunofluorescencji. Dlatego nie-
zbedne jest stosowanie najnowszych metod identyfikacji, takich jak poréwnywanie
profilow kwaséw ttuszczowych - systemem MIDI, poréwnywanie profilow biatek
- SDS-PAGE, badania spektrometryczne MALDI-TOF-MS, oraz identyfikacja metoda-
mi bazujacymi na PCR z zastosowaniem 16S rRNA oraz RAPD. Sposrod metod wykry-
wania wczesniej zidentyfikowanych bakterii, na uwage zastugujg: test ELISA, ampli-
fikacja DNA oraz FISH, fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (18). Metody te, powoli
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wprowadzane do kultur tkankowych, potwierdzajg powszechnos¢ wystepowania
endofitéw w tkankach ro$linnych (11,16,17).

2. Charakterystyka endofitow najczesciej wykrywanych w kulturach
tkankowych

2.1. Wirusy latentne

Dotychczasowe obserwacje wykazaly, ze wirusy latentne obecne w komérkach
eksplantatu nie ujawniajg swojej obecnosci ani na pozywece, ani tez w tkance roslin-
nej. Integrowane do genomu roséliny pozostajg w ukryciu, a metod detekcji wiekszo-
$ci z nich nadal nie opracowano. Na razie mozemy zaktada¢, ze na pozywkach za-
wierajacych syntetyczne cytokininy (kinetyne, arabinozyd adeniny, 6-fenyloamino-
puryne, 2,6-diaminopuryne i 6-metylopuryne w dawkach 0,05-0,1 mg x k*), oraz kwa-
sy poliakrylowy, salicylowy i (3-indolilooctowy bedzie zachodzito hamowanie repli-
kacji wirusow latentnych, podobnie jak to ma miejsce w przypadku wiruséw patoge-
nicznych (14). W zwalczaniu wiruséw in vitro najefektywniejsza jest chemoterapia ri-
bawiryng - Virazole (analog uracylu), 1-B-D-ribofuranosyl-IH-1,2,4-triazol-3-karbo-
ksylamid (stosowana w pozywkach w szerokim zakresie stezerh od 5 do 100 mg x 1)
Skutecznos$¢ dziatania ribawiryny wzrasta po dodaniu 10-35 mg x | * DHT [(2,4-diok-
soheksahydro-1,3,5 triazyny (16,17)].

2.2. Wyspecjalizowane fitoplazmy (MLO)

Fitoplazmy (MLO) z rodzajéw; Acholeplasma, Anaeroplasma i Candidatus (,,Gram -L”)
wystepujg w elementach tyka, u okoto 300 gatunkow roslin nalezacych do 98 ro-
dzin. Te endofityczne organizmy patogeniczne, nie ujawniajg sie na pozywce, po-
wodujg natomiast roznorodne deformacje eksplantatéw. Skuteczng eliminacje fito-
plazm z tkanek ro$lin drzewiastych zapewnia terapia antybiotykowa in vitro z zasto-
sowaniem tetracykliny w stezeniu 12,5 pg x mM. W ten sposéb uwolniono horten-
sje od fitoplazmy zielenienia kwiatostanéw (HyV - hydrangea virescence phytoplasma)
oraz od zéhaczki astrow (AsY - aster yellow phytoplasma) (19). Niestety, tetracykliny
nie moga by¢ wykorzystywane w praktyce rolniczej, poniewaz powodujg szybkie
uodpornianie sie drobnoustrojow. Alternatywng metodg zwalczania fitoplazm in
vitro moze by¢ traktowanie tkanek roztworem polipeptydu PAP - Il o stezeniu
100-260 pgxml'~ w sterylnym PBS. PAP - |l (pokeweed antiviral protein) jest biatko-
wym inaktywatorem rybosomu - RIP, izolowanym z lisci Phytolacca americana. Sku-
tecznos¢ stosowania tego inhibitora wynosi 40-50% (19).
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2.3. Bakterie

Bakterie z rodzaju Rhizobium (Bradyrhizobium \ub Azorhizobium) brodawkujace ko-
rzenie roslin motylkowatych, do niedawna uwazane byly za typowych przedstawi-
cieli endofitow bakteryjnych zasiedlajacych organy podziemne. Obecnie wiemy juz,
Ze wystepujg one takze w brodawkach pedowych, skad w przypadku starzenia sie
i dezintegracji brodawek przenikajg do wyzej potozonych tkanek pedu. Intensywne
tworzenie brodawek przez Rhizobium na catej dtugosci pedu stwierdzono np. u 5es-
bania rostrata (10). Po utracie symbiotycznego charakteru, bakterie diazotroficzne
rozpoczynajg pasozytniczy etap bytowania, manifestujgcy sie symptomami w posta-
ci plam lub smugowatosci lisci, lecz rzadko wywotujg u gospodarza chorobe o typo-
wym przebiegu.

Doskonalenie metod detekcji drobnoustrojéw umozliwito wykrycie innych en-
dofitdbw symbiotycznych bytujacych pozakorzeniowo. Ich lista systematycznie sie
wydtuza, obejmujac np. sinice z rodzajow Nostoc i Anabaena wigzace N2 u Cycadales,
diazotroficzne szczepy bakterii z rodzajow Klebsiella czy Beijerinckia, a takze Azospi-
rillum u Casuarina (10). Sposrod bakterii endofltycznych do najlepiej poznanych na-
lezg wigzace azot Acetobacter diazotrophicus oraz Herbaspirillum rubrisubalbicans, ko-
lonizujace metaksylem i sasiadujace z nim lakuny w lisciach Sorghum, Oryza i Zea (4).
W pedach niektorych roslin brodawkowanych przez symbiotyczne diazotrofy z ro-
dzaju Frankia {Actinomycetes) stwierdzono obecno$¢ bakterii ,,Gram4-”, opornych
podczas eliminowania w trakcie prekultur. Okazuje sie, ze promieniowce tworzg
specyficzne asocjacje az ze 164 gatunkami roslin réznych stref klimatycznych i réz-
norodnych ekosystemow. Nawigzanie aktynorizy np. w tundrze przez Dryas, w la-
sach bagiennych przez Alnus, na wydmach nadmorskich przez Hippophae, Myrica czy
Eleagnus, umozliwia roslinom wegetacje w glebach silnie zerodowanych, lub zdegra-
dowanych oraz zapewnia wigzanie w warunkach ekstremalnego niedoboru azotu
okoto 40-350 kg/ha tego pierwiastka w ciggu roku (5).

U epifitycznej Tillandsia recurvata z Bromeliaceae, tolerujacej skrajnie niski po-
ziom dostawy sktadnikow mineralnych, stwierdzono obecno$¢ endogennej bakterii
Pseudomonas stutzeri wigzacej azot (20). Rzuca to nowe $wiatto na przyczyny powo-
dujace trudnosci z wprowadzeniem bromelii do sterylnej kultury.

Bakterie niepatogeniczne s najczestszymi przedstawicielami endofitycznej mi-
kroflory. Ich populacja moze osigga¢ nawet 10”cfu (colonyforming units) w Ig tkanki,
nie powodujac réwnoczesnie objawow chorobowych u donora eksplantatéw (7,21).
0 endofitycznych bakteriach ,,Gram -”, wiemy nadal zbyt mato, mimo powszechno-
$ci ich wystepowania i znaczacej roli jakag petnig w zyciu roélin, stymulujgc mechani-
zmy odpornosciowe, a takze zwigkszajgc tolerancje na niskie temperatury (np. przy-
mrozki) oraz na susze (22,23). W ostatnim dziesiecioleciu powstaty nowe dane
o stymulujagcym wplywie szczepdw bakteryjnych PGPB (plant growth promoting bacte-
ria) z rodzaju Pseudomonas (a zwilaszcza wyselekcjonowanego szczepu Ps JN), na
wzrost i rozgatezianie sie systemu korzeniowego oraz rozw0j peddw u ziemniaka.
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pomidora i tytoniu, a takze na uodpornienie roslin uzyskanych w kulturach tkanko-
wych przeciw Phytophthora infestans i Verticillium alboatrum (24-26).

2.4. Grzyby

Dotychczas zakfadano, ze endofity mikoryzowe zasiedlajg egzoderme lub miekisz
kory korzenia, znajdujacy sie w strefie wydtuzania lub nieco ponad tg strefg, jednak
u storczykdw stwierdzono az 5 modeli mikoryz, przy ktdrych endofity wystepowaty w:
1) bulwach pochodzenia pedowego, 2) podziemnych czesciach pedéw, 3) szyjce korze-
niowej, 4) tylko w korzeniach oraz 5) réwnoczesnie w korzeniach i w pedzie (27). Taka
lokalizacja symbionta mikoryzowego nie jest odosobnionym przypadkiem. Od dawna
bowiem znane sg doniesienia o przerastaniu strzepek grzybow mikoryzowych az do
wierzchotkéw peddw w starych krzewach rododendronéw i azalii (28).

W ostatnich latach izolowano mutualistyczne endofity grzybowe z wielu ga-
tunkéw traw uprawnych lub wystepujacych na stanowiskach naturalnych. Byly to
m.in. grzyby z rodzaju Acremonium {A. typhinum, A. chrysogeum), Trityrachium album,
Aspergillusfumigatus czy Beauveria bassiana. Grzyby te syntetyzujg toksyczne metabo-
lity (lolitrem B i ergowaling) zabezpieczajgce rosliny przed zerowaniem szkodnikéw
(owady, nicienie). Korzystajg one ze zwigzkéw wegla i azotu gospodarza. Ich strzep-
ki rozgateziajg sie w przestworach miedzykomérkowych nadziemnych organéw traw
(zwihaszcza w pochwach lisciowych), skad pobierajg sktadniki pokarmowe poprzez
kontakt z apoplastem gospodarza (29). W modelowym systemie interakcji trawa/grzyb
badanym dla Poa ampla Merr. cv ‘Service' i Acremonium strictum Morgan-jones and
Gams wykazano obecno$¢ proteinazy Atl w zasiedlonych roslinach. Enzym Atl nale-
zy do grupy zwigzkow subtilizynopodobnych, odznaczajgcych sie wysoka toksycz-
noscig w stosunku do nicieni. Enzymy o zblizonych wtasciwosciach wytwarza row-
niez Acremonium lolii oraz Epichloe festucae (29,30).

Kolejnym przyktadem pozytywnego oddziatywania grzybéw endofitycznych jest
chronienie drzew przed niektérymi chorobami. W Europie Potudniowej lasy debowe
zagrozone sg przez patogeny z rodzajow Phytophthora, Diplodia, Fusarium i Cytospora,
ktorych ataki nasilajg sie w okresach wzmozonej suszy (31). Prawdopodobnie brak
wody ostabia woéwczas wptyw endofitycznych grzybéw takich jak Hypoxylon meciite-
rraneum, Apiognomonia quercina, Colpoma quercinum oraz Aureobasidium apocryptum, kto-
re wspotwystepujac z patogenami utrzymuja je ,,w ryzach”. Cykl zyciowy wymienio-
nych grzybow endofitycznych, nie zostat do korica zbadany, nie poznano réwniez ich
ewentualnych przystosowan do pasozytniczego trybu zycia, stad nie ma pewnosci, czy
sg to wytgcznie nieszkodliwe endofity, ktérych obecno$¢ w tkankach kory moze zapo-
biega¢ zamieraniu debow, czy tez w jaki$ spos6b uczestniczg one w patogenezie (31).

W laboratoriach polskich do grzybow najczesciej izolowanych w kulturach tkan-
kowych nalezaty: dominanty - 57,19% (Cladosporium sphaerospermum, Acremonium ro-
seum, Botritis cinerea oraz liczne gatunki z rodzajow Penicillium i Aspergillus), influenty
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- Stanowigce \1% kontaminacji {Acremonium furcatum, A. kiliense, Alternaria alternata,
Chaetomium globosum, Cladosporium cladosporioides, C. herbarum, C. macrocarpum, Epi-
coccuin purpurascens, Fusarium solani, Cliocladium roseum, Huinicola fuscoatra, Mortierel-
la isabelina, Mucor hiemalis, Penicillium citrinum, P. expansum, P. herque oraz P. lano-
sLim), oraz gatunki akcesoryczne (izolowane tylko jeden raz) - 25,81" (32).

Z eksplantatow ktaczowych paproci wyizolowano ponad 60 gatunkéw grzybow
glebowych, wsrdd ktorych najliczniej wystepowaty: Acremonium strictum, Cladospo-
rium cladosporioides, Cylindrocarpon destructans, Cliocladium roseum, Fusarium oxyspo-
rum, F. avenaceum, Mycellium radicis atrovirens, Penicillium vinaceum, Phialophora cycla-
minis, Rhizoctonia solani, Sclerotinia scierotiorum, Sesquicillium candelabrum, Verticillium
albo-atrum. Byly to najczesciej rizosferowe grzyby saprofityczne lub niewirulentne
szczepy grzybOw patogenicznych bytujace bezobjawowo w okazatych przestworach
miedzykomorkowych aerenchymy spichrzowej kigcza (33).

3. Metody zwalczania endofitéw podczas prekultur

Prekuttury to zespdt zabiegdw przygotowujacych cate rosliny, ich organy lub wy-
izolowane eksplantaty do fazy stabilizacji tkanek in vitro. Stosowane sg w celu uwol-
nienia od drobnoustrojéw, a takze przeciwdziatania brunatnieniu tkanek (spowodo-
wanemu podwyzszong sekrecjg polifenoli, utleniajacych sie po zranieniu) oraz od-
mitodzenia lub przerwania fazy spoczynku eksplantatow (33).

Termin prekuttury {preculture treatments) odnoszacy sie poczatkowo do termote-
rapii eliminujacej wirusy (34), z czasem rozszerzono na inne zabiegi przygotowaw-
cze w ,stadium 1" mikrorozmnazania (35). Ostatecznie, prekuttury uplasowaty sie
w ,,stadium 0" pieciostopniowej skali mikrorozmnazania (12-15 ). Prekultury prze-
prowadzane sg ex situ (na roslinach uprawianych w polu, w sadzie lub w szklarni); in
vivo (na izolowanych lisciach, pedach i korzeniach w laboratorium) lub in vitro na
pozywkach z dodatkiem antybiotykoéw, fungicyddéw czy chemoterapeutykéw. Rzad-
ko stosowane sg in situ na stanowiskach natiralnych (14,15,21-23).

W ramach prekultur nadal najwazniejsza jest prewencyjna ochrona roslin ma-
tecznych, poprzez uprawe w odkazonym termicznie podtozu, ostanianie folig po-
wierzchni roslin uprawianych pod szktem, kropelkowe nawadnianie roslin, stosowa-
nie filtrow biologicznych oczyszczajacych wode do podlewania, cotygodniowe opry-
ski fungicydami, zwalczanie wektoréw choréb, stosowanie wiasciwej agrotechniki
i regularnych inspekcji fitosanitarnych matecznikéw, obnizenie wilgotnosci wzgled-
nej powietrza w szklarniach i tunelach foliowych, etiolacje pedéw lub pobudzanie
ich do aktywnego wzrostu przed izolacjg eksplantatow (12,26), a takze selekcje or-
ganéw z ktérych bedg pobierane eksplantaty, z uwzglednieniem tych, dla ktérych
istnieje mozliwos¢ skutecznej dezynfekcji powierzchniowej.

Istotnym czynnikiem ograniczajgcym wystepowanie zakaze wsréd izolowanych
eksplantatow jest testowanie roslin matecznych w celu wykrycia patogenéw kwa-
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rantannowych, takich jak Phytophtora sp., czy Xanthomonas sp. (przy uzyciu Plant Di-
sease Detection Kit, SIGMA) oraz detekcja patogendw wystepujacych okazjonalnie
w uprawie, przy wykorzystaniu metod biochemicznych, serologicznych lub moleku-
larnych (12,17,36). Posrednig metodg testowania roslin matecznych jest indeksacja
eksplantatbw w momencie wprowadzania ich do hodowli, przez umieszczenie po-
nakluwanych lub ponacinanych skrawkow (pobranych z kazdego eksplantatu) w pyn-
nej pozywce bakteriologicznej o pH 6,9, z dodatkiem surowicy bydlecej (np. Leifert
and Waites Sterility Test Medium, SIGMA) (11). Testy wymagajg inkubacji w tempe-
raturze 30-35°C przez minimum 28 dni (16,17). Metode te zaleca sie przy zagroze-
niu kontaminacjami bezobjawowymi, powtarzajac testowanie eksplantatow pod-
czas kolejnych subkultur, przez pierwsze pétrocze. Dwustopniowosé kontroli (te-
stowanie roslin matecznych i test izolowanych z nich eksplantatéw) stanowi barie-
re, nie dopuszczajacg do namnazania tkanek zawierajgcych bakterie wolno rosngce
lub trudne do wykrycia kontaminacje bezobjawowe (11,12). Pojawianie sie¢ zakazen
w fazie stabilizacji kultur jest waznym sygnatem informujacym o stanie zdrowotno-
sci roslin matecznych. Moze takze wskazac zrodto z ktérego pochodzg zakazenia.

jedna z metod etiminowania endofitdw sg znane od dawna kultury semisterylne
catych roslin lub ich organéw prowadzone in vivo, w celu indukowania wzrostu
pakdw (bocznych lub przybyszowych), ktérych endofity w specyficznych warunkach
prekultLir nie zasiedlajg (33).

Stosowanie prekultur jest metoda z wyboru dla roslin, ktorych tkanki sa zasie-
dlone przez wirusy, wiroidy, mykoplazmy (19,37), bakterie (18,23) czy grzyby strzep-
kowe i drozdzoidalne, ktorych endofityczny charakter potwierdzajg badania prze-
prowadzone w ostatnich latach (2,4,30). Standardowe metody powierzchniowego
odkazania eksplantatow zawierajgcych endofity zawodzg, gdyz materiat ten wyma-
ga odkazania wewnetrznego, z wykorzystaniem dostepnych technik umozliwia-
jacych uwolnienie od drobnoustrojéw. Do dezynfekcji powierzchniowej materiatu,
przecietnie zanieczyszczonego mikrobiologicznie, stosujemy podchloryn sodu (NaOCl)
lub wapnia (Ca (OCl)z) w 30% etanolu; $wiezg wode chlorowa; 5-20% wode utleniong
(H=202), lub 0,01% nadmanganian potasu. Natomiast dla ktgczy i czesci pedow bezpo-
$rednio stykajacych sie z podtozem zalecane sa: HgCl- (0,1-0,5 g M) lub wodne roz-
twory chloroformu czy formaldehydu (16,17). Do eliminowania uporczywych mi-
kroorganizméw epifltycznych przed dezynfekcjg powierzchniowg stosowano laser
(He-Ne laser 632,8 rim ImW/cm”); mikrofale (260 W przez 5 min) lub ultradzwigki
wzbudzajace intensywng wibracje, niwelujgcg sity powierzchniowej adhezji drob-
noustrojow (38). Zabiegi te poprawiaty skuteczno$¢ dezynfekcji nawet przy stoso-
waniu srodkow tak tagodnych jak H=02. Bezpieczng, metoda odkazania bardzo wraz-
liwych eksplantatéw jest stosowanie kolejno trzech kapieli w $rodkach odkaza-
jacych, radykalnie rézniacych sie kwasowoscig np. w: 0,01 M HCI (o pH 2,36) przez
3 min, nastepnie w 1% Domestosie (0 pH 12,38) przez 10 min, po czym w 2,4 mM
kwasie cytrynowym (o pH 2,89) przez 5 min (39). Niezaleznie od rodzaju $rodka odka-
zajacego, niezmiernie wazna jest regularna wymiana uzywanych lub nazbyt rozcien-
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czonych preparatéw dezynfekcyjnych, na Swiezo przygotowane, o wiasciwej kon-
centracji (11).

3.1. Dezynfekcja podwdjna i wewnetrzna

W rzadkich przypadkach praktykuje sie powtdrne odkazanie szczegOlnie cen-
nych, a przy tym wytrzymatych eksplantatow, ktére zyskujg kolejng szanse na wpro-
wadzenie do kultur (tzw. dezynfekcja podwdjna). Zapoczatkowuje ja dezynfekcja
trwajagca 5-8 min, a po 30 min nastepuje druga, trwajaca o potowe krécej, w Swie-
zym preparacie odkazajacym, o tej samej koncentracji.

Wysokg skutecznoscig w stosunku do drobnoustrojow zasiedlajacych wigzki prze-
wodzgce odznacza sie dezynfekcja wewnetrzna, metoda pedzenia cietych pedow
w roztworze 2% sacharozy z dodatkiem 200 mg ¥ cytrynianu 8-hydroksychinoliny.
Dobre efekty uzyskuje sie rowniez wyktadajgc eksplantaty na potptynng pozywke
z dodatkiem zieleni malachitowej 0,5 mgf (silny bakteriostatyk) (38).

W ostatnich latach osiggnieciem jest dezynfekcja wewnetrzna, metoda krétko-
terminowej (30 min) infiltracji prozniowej eksplantatéw ptynng pozywka o pH 3,0
z dodatkiem antybiotykéw. Metode te opracowano dla eliminowania Agrobacterium
z transformowanych roélin, kiedy okazato sie, ze EHA 101 - superwirulentny, naj-
bardziej przydatny do transformacji szczep A. tumefaciens, jest wektorem niezmier-
nie opornym na eliminowanie z tkanek transformantéw (40). Cefotaksyna, jak do-
tychczas najbardziej skuteczny antybiotyk w eliminowaniu EHA 101, nie moze by¢
stosowana in vitro, poniewaz silnie hamuje wzrost i regeneracje tkanek. Inne anty-
biotyki okazaly sie nieskuteczne, poniewaz szczep EHA 101 pozostawat latentny
podczas wzrostu roslin transformowanych i utrzymywat sie w tkankach w stezeniu
SLibliminalnym (ponizej 10" cfu x g tkanki), niewykrywalnym nawet przy stosowa-
niu metody PCR. Wysokie ryzyko przenikniecia do $rodowiska A. tumefaciens
»Zbiegtego” z roslin transformowanych i potencjalne zagrozenie transmisjg hory-
zontalng gendéw, przyspieszyto prace nad doskonaleniem metod zwalczania Agro-
bacterium oraz wykrywaniem jego obecnosci juz na poziomie pojedynczych komo-
rek. Z tego wzgledu zastosowano infiltracje prézniowg eksplantatdw jabtoni zakwa-
szong pozywka N6, ktora zredukowata populacje A. tumefaciens o 35% juz po 0,5 go-
dzinie. Bakterie wyeliminowano po wprowadzeniu do zakwaszonej pozywki N6
200 mg x fi karbenicyliny lub mefoksyny (40). Metoda dezynfekcji wewnetrznej
znalazta juz zastosowanie przy odkazaniu eksplantatow innych gatunkoéw roslin (23).

3.2. Termoterapia

Prekultury roslin zawirusowanych obejmuja termoterapie roslin matecznych
(w temp. 36-45°C przez 6 tygodni), z ktérych nastepnie izolowane sg bardzo mate
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(0,1-0,3 mm) merystemy wierzchotkowe pedéw. Dla gatunkéw tolerujacych podwyz-
szong temperature in vitro zalecana jest termoterapia (36°C przez 6 tygodni) wy-
tozonych na pozywke pakdw wierzchotkowych (0,5-0,9 mm), po czym przeniesienie
ich na pozywke indukcyjng z dodatkiem 100 mg x ¥ ribawiryny. Pozostate inhibi-
tory namnazania wiruséw (np. analogi zasad, niecykliczne azyny) mimo wysokiej
skutecznosci nie znalazty zastosowania, poniewaz powaznie zaki6cajg metabolizm
eksplantatéw in vitro.

Podczas prekultLir stosowana jest terapia peddw, ktgczy, bulw i nasion gorgcym
powietrzem (36-40°C), eliminujgca wirusy, bakterie, grzyby, nicienie, roztocza i owa-
dy. W przypadku cebul Liliuni speciosum ! godz. traktowania gorgcg wodg o temp.
45-55°C redukuje kontaminacje mikrobiologiczne z 60 do S%. jesli zabieg przepro-
wadzany jest w okresie spoczynku cebul, wysoka temperatura nie wywiera szkodli-
wego wptywu na poOzniejszy przebieg regeneracji (41). Skuteczno$¢ terapii antywi-
rusowej sprawdza sie testem ELISA przy uzyciu poliklonalnych lub monoklonalnych
przeciwciat, a weryfikuje metodg immunosorpcyjnej mikroskopii elektronowej ISEM.

3.3. Terapia antybiotykowa

Endofity bakteryjne powodujg 20-25" strat w fazie stabilizacji eksplantatow (11).
S to jednak szkody o skutkach natychmiastowych, dotyczacych indywidualnego
eksplantatu, w poczatkowej fazie kultur. Natomiast endoflty latentne, wolno ros-
nace, nie ujawniajace sie na okreslonej pozywce i rozmnozone wraz z proliferujaca
tkanka, sg przyczyng szkod na ogromng skale, zwlaszcza gdy ujawnig sie dopiero
w fazie aklimatyzacji, w catym rozmnazanym materiale (42). Aby jak najwcze$niej
wykry¢ ich obecnosc testuje sie eksplantaty inicjalne na pozywce NA (Nutrient Agar,
Sigma) o pH 7, z dodatkiem ekstraktu drozdzowego (0,5 mg V) i glukozy (10 g '),
inkubujgc kultury w temp. 27-35°C przez dwa miesigce, poniewaz kolonie bakterii
»Gram-t-" rosng wolno, jak np. mykobakterie (Mycobacterium avium-intracellulare i M. ha-
emophiliim (21,22). Wczesnemu ujawnianiu sie kontaminacji sprzyja takze wytozenie
eksplantatéw na pozywke zestalong transparentnym gerlite, na ktdrym kolonie bak-
teryjne sg lepiej widoczne niz na matowym agarze (11,12).

Przeciw bakteriom ,,Gram +" (Bacillus subtilis, B. pumilus, Lactobacillus plantarum,
Micrococcus kristinae, Staphylococcus saprophyticus) zalecane jest stosowanie karbeni-
cyliny, bacitracyny, chloramfenikolu, streptomycyny, doksycykliny w HCI, rifampicy-
ny, trimetoprimu, erytromycyny lub penicyliny w dawce 25-200 mg f”.

Warunkiem skutecznej terapii antybiotykowej jest uprzednia identyfikacja bak-
terii (,,Gram-E”, ,,Gram-"), przetestowanie ich wrazliwosci na zestaw antybiotykow,
oraz ocena fitotoksycznosci najskuteczniejszego preparatu. Wybrany antybiotyk do-
zowany jest na bazie ustalonej wczes$niej dawce MBC (minimum bactericidal concen-
tration), a czas trwania terapii jest $cisle limitowany i nie moze przedtuzac sie na kil-
ka kolejnych pasazy (43,44).
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Stosowanie pojedynczych preparatow antybakteryjnych lub fungicydéw o naj-
szerszym nawet spektrum dziatania nie wyeliminuje réwnocze$nie wszystkich endofi-
tow zasiedlajacych tkanki, dlatego korzystne jest taczenie 2-3 antybiotykow, w kom-
binacji 0 synergistycznym dziataniu, umoztiwiajgcym stosowanie nizszych, a przy
tym skutecznych stezen (16,17,43,44). Zalecane jest taczenie aminoglikozydéw
(gentamycyna, streptomycyna) z p-laktamami (karbenicylina, cefalotyna) oraz z ri-
fampicyng lub polimiksyng (11,22).

3.4. Terapia fungicydami

Do najskuteczniejszych fungicydéw naleza Benlate i Dithane M-45, stosowane
facznie z antybiotykami (np. karbenicylina, cefotaksyng, penicyling G lub siarczanem
gentamycyny) (13,14). Popularno$¢ zyskaty gotowe zestawy do odkazania eksplan-
tatéw, np. Antibiotic-Antymycotic Solution SIGMA (22,23). W wielu laboratoriach te-
stowany byt PPM {Plant Preservative Mixture), zawierajacy 1,25 g x f' metylchloro-
izotiazoliny oraz 0,50 gt ' metylizotiazoliny, ktory okazat sie skuteczny do dezyn-
fekcji nasion i eksplantatéw tkankowych, przez moczenie w wodnym roztworze za-
wierajgcym 10-30 ml x + | PPM. Odkazone eksplantaty wyktadano na uproszczong
pozywke zawierajagcg od 10 do 16 ml x |'l tego preparatu na 1-4 dni, po czym pasa-
zowano na pozywke z dodatkiem 0,5-2 ml x | ' PPM, na ktdrej pozostawaty 3-4 ty-
godnie. Po tym okresie eksplantaty wyktadano na wiasciwg pozywke bez PPM. Pre-
parat catkowicie hamowat kietkowanie zarodnikéw bakterii i grzybow oraz elimino-
wat lub redukowal kontaminacje endogenne, nie zaktocajac protiferacji katusa lub
regeneracji pakow (17). Inng nowoscig jest preparat DPC - diethylpyrocarbonate
(CeHio0s), sterylizujagcy pozywki bez autoklawowania (45). Preparat dodany do do-
wolnej pozywki rozktada sie na etanol i dwutlenek wegla w okresie od 30 do 60
min. Po tym czasie, pod wptywem 1000 mg x | ' DPC ging wszystkie komorki i za-
rodniki bakterii i grzybéw, znajdujace sie w pozywce (45). Z obserwacji wiasnych
wynika, ze preparat ten moze by¢ z powodzeniem stosowany w prekulturach, do
odkazania delikatnego, niezbyt silnie zanieczyszczonego materiatu roslinnego.

4. Perspektywy

Coraz wieksze znaczenie zyskujg wprowadzane do praktyki metody indukowa-
nia systemicznej odpornosci poprzez immunizacje ro$lin okre$lonymi szczepami
PGPR (plant growth promoting rhizobacteria) (46). Badania biochemiczne bakteryzowa-
nych roslin wykazaty obecno$¢ wielu zmian metabolicznych, indukujacych reakcje
obronne komorek. Immunizowanie gozdzikéw szczepem WCS 417r Pseudomonas
zwiekszyto odpornosé roslin na Fusarium oxysporum poprzez kumulacje fitoaleksyn.
Ochrone pomidoréw przed zainfekowaniem przez Fusarium oxysporum f. sp. radicis
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lycopersici zapewnia Pseudomonasfhiorescens szczep 63-28. Obecnos¢ bakterii induku-
je tworzenie barier strukturalnych (depozyty kalozowe w Scianie) oraz chemicznych
(akumulacja i polimeryzacja fenoli oraz flawonoidéw), co zwiekszato odpornos$¢ po-
midora na fuzaryjne wiedniecie (46). Podobne dziatanie zabezpieczajgce ogorki
przed Phytium ultimum wykazata bakteria Serratia plymuthica, ktéra rowniez induko-
wata tworzenie barier strukturalnych poprzez odkfadanie w Scianie kalozy, pektyn
i fenoli, a nastepnie lignifikacje i suberynizacje Sciany, skutkujaca odizolowaniem
patogena. Przytoczone fakty z oczywistych wzgledéw spowodujg wytgczenie z mi-
krorozmnazania roslin immunizowanych metoda wprowadzania endofitycznych ga-
tunkow bakterii, w celu zwiekszenia ich odpornosci na patogeny grzybowe.

Kolejnym przysztosciowym trendem, interesujaco sie zapowiadajacym moze be-
dzie metoda inokulacji peddw i lisci roslin niemotylkowatych (trzcina cukrowa, ryz,
sorgo) kompatybilnymi szczepami bakterii diazotroficznych Acetohacter diazotrophi-
cus, Herbaspirillum rubnsubalbicans i H. seropedicae. Osiedlajg sie one w ksylemie lisci
i pedéw, co stwarza dogodne warunki dla wymiany metabolitéw miedzy gospoda-
rzem a endofltami. Chociaz proces wigzania N: jest tutaj znacznie zmodyfikowany
w poréwnaniu z mechanizmem typowym dla Rhizobium u motylkowatych, to tworze-
nie sztucznych asocjacji miedzy roslinami zbozowymi i bakteriami wigzacymi azot
ma ogromng przyszto$¢ (4,47).

Opisane eksperymenty, tgcznie z transformowaniem ro$lin przyczynity sie do
wzrostu liczby gatunkow roslin zawierajacych nie tylko populacje endofitow ,,na-
turalnych”, ale przede wszystkim endofitéw ,,introdukowanych”. Stwarza to ko-
nieczno$¢ nasilenia prac nad doskonaleniem kultur autotroficznych, bez elimino-
wania drobnoustrojow koegzystujacych z organizmem roslinnym, by moc bez prze-
szkdd rozmnazac in vitro rodliny prezentujace nowg jakosé, z wykorzystaniem kul-
tur in vitro.
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