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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 endofitów przysługujący 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 pasożyty. Włączono do nich 
nawet patogeny okresowo bezobjawowe lub latentne oraz patogeny nie wykazujące 
powinowactwa do aktualnego gospodarza (1-5). Endofity te, przez całe życie lub 
część cyklu życiowego bytują bezobjawowo wewnątrz rośliny, kolonizują przestrze
nie międzykomórkowe, komory przedechowe, rzadziej komórki miękiszu w liściach, 
pędach i korzeniach, a sporadycznie naczynia ksylemu, floem i korę (4,6,7).

Obecność drobnoustrojów nie powodujących procesów chorobowych, lecz za
bezpieczających rośliny przed patogenami i stresem środowiskowym, budzi zainte
resowanie fitopatologów, a także specjalistów z zakresu uprawy i hodowli roślin, 
którzy dostrzegają możliwość ulepszania zdrowotności roślin poprzez wprowadza
nie do nich wyselekcjonowanych szczepów bakterii (8,9). Problematyka asocjacji 
symbiotycznych miedzy grzybami, promieniowcami, bakteriami i roślinami od daw
na frapowała hodowców. Metody sztucznego indukowania dwu-, trój- i czteroczło- 
nowych symbioz są coraz szerzej badane w aspekcie ich zastosowania aplikacyjne
go w rolnictwie. W badaniach tych wykazano m.in., że w korzeniach łubinów inten
sywnie zasiedlonych przez różne szczepy Rhizobium oraz przez grzyby endomikory- 
zowe, występuje kompleks izoenzymów umożliwiający roślinom tolerowanie obec
ności endofitów w obszarze rozciągającym się poza „strefę symbiozy” (10). Sugeruje 
to możliwość międzykomórkowego bytowania endofitów, u wszystkich gatunków 
mikoryzozależnych. Fakt ten stanowi zagrożenie dla aseptyczności kultur tkanko
wych, zwłaszcza, że jedynie grzyby ujawnią się po wyłożeniu eksplantatów roślin
nych na dowolną pożywkę stosowaną in vitro, natomiast wiadomo już z całą pewno
ścią, że wiele gatunków bakterii, o specyficznych wymaganiach co do podłoża, nie 
utworzy kolonii na pożywkach standardowych (11).

Chociaż metoda kultur tkankowych pozwala sprostać kolejnym, nowym wyzwa
niom, to jednak sprzeczność między faktami, że „nie istnieją tkanki wolne od drob
noustrojów endofitycznych” (12-15), a także, iż „tkanki zawierające drobnoustroje 
nie mogą prawidłowo rozwijać się na pożywce” (11,16,17) pozostaje nadal proble
mem do rozwiązania.

Z przyżycio’A^m badaniem bakterii i grzybów w wegetatywnym aspekcie infekcji 
wewnątrztkankowej wiążą się znaczne trudności metodyczne, spowodowane śla
dową ilością materiału, trudnego do zlokalizowania. Ponieważ bakterie endofitycz- 
ne trudno wykryć ze względu na ograniczoną rozdzielczość mikroskopu świetlnego, 
dla niewielkiej liczby komórek w polu widzenia konieczne jest stosowanie mikro
skopu z kontrastem fazowym lub mikroskopu elektronowego. Równie trudna jest 
ocena ich rozmieszczenia w roślinie bez użycia immunofluorescencji. Dlatego nie
zbędne jest stosowanie najnowszych metod identyfikacji, takich jak porównywanie 
profilów kwasów tłuszczowych - systemem MIDI, porównywanie profilów białek 
- SDS-PAGE, badania spektrometryczne MALDl-TOF-MS, oraz identyfikacja metoda
mi bazującymi na PCR z zastosowaniem 16S rRNA oraz RAPD. Spośród metod wykry
wania wcześniej zidentyfikowanych bakterii, na uwagę zasługują: test ELISA, ampli- 
fikacja DNA oraz FISH, fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (18). Metody te, powoli
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wprowadzane do kultur tkankowych, potwierdzają powszechność występowania 
endofitów w tkankach roślinnych (11,16,17).

Znaczenie prekultnr w mikrorozmnażaniu roślin zasiedlonych przez endofity

2. Charakterystyka endofitów najczęściej wykrywanych w kulturach 
tkankowych

2.1. Wirusy latentne

Dotychczasowe obserwacje wykazały, że wirusy latentne obecne w komórkach 
eksplantatu nie ujawniają swojej obecności ani na pożywce, ani też w tkance roślin
nej. Integrowane do genomu rośliny pozostają w ukryciu, a metod detekcji większo
ści z nich nadal nie opracowano. Na razie możemy zakładać, że na pożywkach za
wierających syntetyczne cytokininy (kinetynę, arabinozyd adeniny, 6-fenyloamino- 
purynę, 2,6-diaminopurynę i 6-metylopurynę w dawkach 0,05-0,1 mg x k^), oraz kwa
sy poliakrylowy, salicylowy i (3-indolilooctowy będzie zachodziło hamowanie repli
kacji wirusów latentnych, podobnie jak to ma miejsce w przypadku wirusów patoge
nicznych (14). W zwalczaniu wirusów in vitro najefektywniejsza jest chemoterapia ri- 
bawiryną - Virazole (analog uracylu), 1-B-D-ribofuranosyl-lH-1,2,4-triazol-3-karbo- 
ksylamid (stosowaną w pożywkach w szerokim zakresie stężeń od 5 do 100 mg X 1'^). 
Skuteczność działania ribawiryny wzrasta po dodaniu 10-35 mg x l ^ DHT [(2,4-diok- 
soheksahydro-1,3,5 triazyny (16,17)].

2.2. Wyspecjalizowane fitoplazmy (MLO)

Fitoplazmy (MLO) z rodzajów; Acholeplasma, Anaeroplasma i Candidatus („Gram -L”) 
występują w elementach łyka, u około 300 gatunków roślin należących do 98 ro
dzin. Te endofityczne organizmy patogeniczne, nie ujawniają się na pożywce, po
wodują natomiast różnorodne deformacje eksplantatów. Skuteczną eliminację fito- 
plazm z tkanek roślin drzewiastych zapewnia terapia antybiotykowa in vitro z zasto
sowaniem tetracykliny w stężeniu 12,5 pg x mM. W ten sposób uwolniono horten
sje od fitoplazmy zielenienia kwiatostanów (HyV - hydrangea virescence phytoplasma) 
oraz od żółtaczki astrów (AsY - aster yellow phytoplasma) (19). Niestety, tetracykliny 
nie mogą być wykorzystywane w praktyce rolniczej, ponieważ powodują szybkie 
uodpornianie się drobnoustrojów. Alternatywną metodą zwalczania fitoplazm in 
vitro może być traktowanie tkanek roztworem polipeptydu PAP - II o stężeniu 
100-260 pgxml'^ w sterylnym PBS. PAP - II (pokeweed antiviral protein) jest białko
wym inaktywatorem rybosomu - RIP, izolowanym z liści Phytolacca americana. Sku
teczność stosowania tego inhibitora wynosi 40-50% (19).
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2.3. Bakterie

Bakterie z rodzaju Rhizobium (Bradyrhizobium \ub Azorhizobium) brodawkujące ko
rzenie roślin motylkowatych, do niedawna uważane były za typowych przedstawi
cieli endofitów bakteryjnych zasiedlających organy podziemne. Obecnie wiemy już, 
że występują one także w brodawkach pędowych, skąd w przypadku starzenia się 
i dezintegracji brodawek przenikają do wyżej położonych tkanek pędu. Intensywne 
tworzenie brodawek przez Rhizobium na całej długości pędu stwierdzono np. u 5es- 
bania rostrata (10). Po utracie symbiotycznego charakteru, bakterie diazotroficzne 
rozpoczynają pasożytniczy etap bytowania, manifestujący się symptomami w posta
ci plam lub smugowatości liści, lecz rzadko wywołują u gospodarza chorobę o typo
wym przebiegu.

Doskonalenie metod detekcji drobnoustrojów umożliwiło wykrycie innych en
dofitów symbiotycznych bytujących pozakorzeniowo. Ich lista systematycznie się 
wydłuża, obejmując np. sinice z rodzajów Nostoc i Anabaena wiążące N2 u Cycadales, 
diazotroficzne szczepy bakterii z rodzajów Klebsiella czy Beijerinckia, a także Azospi- 
rillum u Casuarina (10). Spośród bakterii endofltycznych do najlepiej poznanych na
leżą wiążące azot Acetobacter diazotrophicus oraz Herbaspirillum rubrisubalbicans, ko
lonizujące metaksylem i sąsiadujące z nim lakuny w liściach Sorghum, Oryza i Zea (4). 
W pędach niektórych roślin brodawkowanych przez symbiotyczne diazotrofy z ro
dzaju Frankia {Actinomycetes) stwierdzono obecność bakterii „Gram4-”, opornych 
podczas eliminowania w trakcie prekultur. Okazuje się, że promieniowce tworzą 
specyficzne asocjacje aż ze 164 gatunkami roślin różnych stref klimatycznych i róż
norodnych ekosystemów. Nawiązanie aktynorizy np. w tundrze przez Dryas, w la
sach bagiennych przez Alnus, na wydmach nadmorskich przez Hippophae, Myrica czy 
Eleagnus, umożliwia roślinom wegetację w glebach silnie zerodowanych, lub zdegra
dowanych oraz zapewnia wiązanie w warunkach ekstremalnego niedoboru azotu 
około 40-350 kg/ha tego pierwiastka w ciągu roku (5).

U epifitycznej Tillandsia recurvata z Bromeliaceae, tolerującej skrajnie niski po
ziom dostawy składników mineralnych, stwierdzono obecność endogennej bakterii 
Pseudomonas stutzeri wiążącej azot (20). Rzuca to nowe światło na przyczyny powo
dujące trudności z wprowadzeniem bromelii do sterylnej kultury.

Bakterie niepatogeniczne są najczęstszymi przedstawicielami endofitycznej mi
kroflory. Ich populacja może osiągać nawet lO^cfu (colony forming units) w Ig tkanki, 
nie powodując równocześnie objawów chorobowych u donora eksplantatów (7,21). 
O endofitycznych bakteriach „Gram -”, wiemy nadal zbyt mało, mimo powszechno
ści ich występowania i znaczącej roli jaką pełnią w życiu roślin, stymulując mechani
zmy odpornościowe, a także zwiększając tolerancję na niskie temperatury (np. przy
mrozki) oraz na suszę (22,23). W ostatnim dziesięcioleciu powstały nowe dane 
o stymulującym wpływie szczepów bakteryjnych PGPB (plant growth promoting bacte
ria) z rodzaju Pseudomonas (a zwłaszcza wyselekcjonowanego szczepu Ps JN), na 
wzrost i rozgałęzianie się systemu korzeniowego oraz rozwój pędów u ziemniaka.
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pomidora i tytoniu, a także na uodpornienie roślin uzyskanych w kulturach tkanko
wych przeciw Phytophthora infestans i Verticillium alboatrum (24-26).

2.4. Grzyby

Dotychczas zakładano, że endofity mikoryzowe zasiedlają egzodermę lub miękisz 
kory korzenia, znajdujący się w strefie wydłużania lub nieco ponad tą strefą, jednak 
u storczyków stwierdzono aż 5 modeli mikoryz, przy których endofity występowały w: 
1) bulwach pochodzenia pędowego, 2) podziemnych częściach pędów, 3) szyjce korze
niowej, 4) tylko w korzeniach oraz 5) równocześnie w korzeniach i w pędzie (27). Taka 
lokalizacja symbionta mikoryzowego nie jest odosobnionym przypadkiem. Od dawna 
bowiem znane są doniesienia o przerastaniu strzępek grzybów mikoryzowych aż do 
wierzchołków pędów w starych krzewach rododendronów i azalii (28).

W ostatnich latach izolowano mutualistyczne endofity grzybowe z wielu ga
tunków traw uprawnych lub występujących na stanowiskach naturalnych. Były to 
m.in. grzyby z rodzaju Acremonium {A. typhinum, A. chrysogeum), Trityrachium album, 
Aspergillus fumigatus czy Beauveria bassiana. Grzyby te syntetyzują toksyczne metabo
lity (lolitrem B i ergowalinę) zabezpieczające rośliny przed żerowaniem szkodników 
(owady, nicienie). Korzystają one ze związków węgla i azotu gospodarza. Ich strzęp
ki rozgałęziają się w przestworach międzykomórkowych nadziemnych organów traw 
(zwłaszcza w pochwach liściowych), skąd pobierają składniki 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 obecność proteinazy Atl w zasiedlonych roślinach. Enzym Atl nale
ży do grupy związków subtilizynopodobnych, odznaczających się wysoką toksycz
nością w stosunku do nicieni. Enzymy o zbliżonych właściwościach wytwarza rów
nież Acremonium lolii oraz Epichloe festucae (29,30).

Kolejnym przykładem pozytywnego oddziaływania grzybów endofitycznych jest 
chronienie drzew przed niektórymi chorobami. W Europie Południowej lasy dębowe 
zagrożone są przez patogeny z rodzajów Phytophthora, Diplodia, Fusarium i Cytospora, 
których ataki nasilają się w okresach wzmożonej suszy (31). Prawdopodobnie brak 
wody osłabia wówczas wpływ endofitycznych grzybów takich jak Hypoxylon meciite- 
rraneum, Apiognomonia quercina, Colpoma quercinum oraz Aureobasidium apocryptum, któ
re współwystępując z patogenami utrzymują je „w ryzach”. Cykl życiowy wymienio
nych grzybów endofitycznych, nie został do końca zbadany, nie poznano również ich 
ewentualnych przystosowań do pasożytniczego trybu życia, stąd nie ma pewności, czy 
są to wyłącznie nieszkodliwe endofity, których obecność w tkankach kory może zapo
biegać zamieraniu dębów, czy też w jakiś sposób uczestniczą one w patogenezie (31).

W laboratoriach polskich do grzybów najczęściej izolowanych w kulturach tkan
kowych należały: dominanty - 57,19% (Cladosporium sphaerospermum, Acremonium ro- 
seum, Botritis cinerea oraz liczne gatunki z rodzajów Penicillium i Aspergillus), influenty
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- Stanowiące \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 eksplantatów ktączowych paproci wyizolowano ponad 60 gatunków grzybów 
glebowych, wśród których najliczniej występowały: 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. Były to najczęściej rizosferowe grzyby saprofityczne lub niewirulentne 
szczepy grzybów patogenicznych bytujące bezobjawowo w okazałych przestworach 
międzykomórkowych aerenchymy spichrzowej kłącza (33).

3. Metody zwalczania endofitów podczas prekultur

Prekułtury to zespół zabiegów przygotowujących całe rośliny, ich organy lub wy
izolowane eksplantaty do fazy stabilizacji tkanek in vitro. Stosowane są w celu uwol
nienia od drobnoustrojów, a także przeciwdziałania brunatnieniu tkanek (spowodo
wanemu podwyższoną sekrecją polifenoli, utleniających się po zranieniu) oraz od
młodzenia lub przerwania fazy spoczynku eksplantatów (33).

Termin prekułtury {preculture treatments) odnoszący się początkowo do termote- 
rapii eliminującej wirusy (34), z czasem rozszerzono na inne zabiegi przygotowaw
cze w „stadium 1” mikrorozmnażania (35). Ostatecznie, prekułtury uplasowały się 
w „stadium 0” pięciostopniowej skali mikrorozmnażania (12-15 ). Prekułtury prze
prowadzane są ex situ (na roślinach uprawianych w polu, w sadzie lub w szklarni); in 
vivo (na izolowanych liściach, pędach i korzeniach w laboratorium) lub in vitro na 
pożywkach z dodatkiem antybiotyków, fungicydów czy chemoterapeutyków. Rzad
ko stosowane są in situ na stanowiskach natiralnych (14,15,21-23).

W ramach prekultur nadal najważniejsza jest prewencyjna ochrona roślin ma
tecznych, poprzez uprawę w odkażonym termicznie podłożu, osłanianie folią po
wierzchni roślin uprawianych pod szkłem, kropelkowe nawadnianie roślin, stosowa
nie filtrów biologicznych oczyszczających wodę do podlewania, cotygodniowe opry
ski fungicydami, zwalczanie wektorów chorób, stosowanie właściwej agrotechniki 
i regularnych inspekcji fitosanitarnych mateczników, obniżenie wilgotności względ
nej powietrza w szklarniach i tunelach foliowych, etiolację pędów lub pobudzanie 
ich do aktywnego wzrostu przed izolacją eksplantatów (12,26), a także selekcję or
ganów z których będą pobierane eksplantaty, z uwzględnieniem tych, dla których 
istnieje możliwość skutecznej dezynfekcji powierzchniowej.

Istotnym czynnikiem ograniczającym występowanie zakażeń wśród izolowanych 
eksplantatów jest testowanie roślin matecznych w celu wykrycia patogenów kwa
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rantannowych, takich jak Phytophtora sp., czy Xanthomonas sp. (przy użyciu Plant Di
sease Detection Kit, SIGMA) oraz detekcja patogenów występujących okazjonalnie 
w uprawie, przy wykorzystaniu metod biochemicznych, serologicznych lub moleku
larnych (12,17,36). Pośrednią metodą testowania roślin matecznych jest indeksacja 
eksplantatów w momencie wprowadzania ich do hodowli, przez umieszczenie po- 
nakluwanych lub ponacinanych skrawków (pobranych z każdego eksplantatu) w płyn
nej pożywce bakteriologicznej o pH 6,9, z dodatkiem surowicy bydlęcej (np. Leifert 
and Waites Sterility Test Medium, SIGMA) (11). Testy wymagają inkubacji w tempe
raturze 30-35°C przez minimum 28 dni (16,17). Metodę tę zaleca się przy zagroże
niu kontaminacjami bezobjawowymi, powtarzając testowanie eksplantatów pod
czas kolejnych subkultur, przez pierwsze półrocze. Dwustopniowość kontroli (te
stowanie roślin matecznych i test izolowanych z nich eksplantatów) stanowi barie
rę, nie dopuszczającą do namnażania tkanek zawierających bakterie wolno rosnące 
lub trudne do wykrycia kontaminacje bezobjawowe (11,12). Pojawianie się zakażeń 
w fazie stabilizacji kultur jest ważnym sygnałem informującym o stanie zdrowotno
ści roślin matecznych. Może także wskazać źródło z którego pochodzą zakażenia.

jedną z metod ełiminowania endofitów są znane od dawna kultury semisterylne 
całych roślin lub ich organów prowadzone in vivo, w celu indukowania wzrostu 
pąków (bocznych lub przybyszowych), których endofity w specyficznych warunkach 
prekultLir nie zasiedlają (33).

Stosowanie prekultur jest metodą z wyboru dla roślin, których tkanki są zasie
dlone przez wirusy, wiroidy, mykoplazmy (19,37), bakterie (18,23) czy grzyby strzęp
kowe i drożdżoidalne, których endofityczny charakter potwierdzają badania prze
prowadzone w ostatnich latach (2,4,30). Standardowe metody powierzchniowego 
odkażania eksplantatów zawierających endofity zawodzą, gdyż materiał ten wyma
ga odkażania wewnętrznego, z wykorzystaniem dostępnych technik umożliwia
jących uwolnienie od drobnoustrojów. Do dezynfekcji powierzchniowej materiału, 
przeciętnie zanieczyszczonego mikrobiologicznie, stosujemy podchloryn sodu (NaOCl) 
lub wapnia (Ca (OCl)2) w 30% etanolu; świeżą wodę chlorową; 5-20% wodę utlenioną 
(H2O2), lub 0,01% nadmanganian potasu. Natomiast dla kłączy i części pędów bezpo
średnio stykających się z podłożem zalecane są: HgCl2 (0,1-0,5 g M) lub wodne roz
twory chloroformu czy formaldehydu (16,17). Do eliminowania uporczywych mi
kroorganizmów epifltycznych przed dezynfekcją powierzchniową stosowano laser 
(He-Ne laser 632,8 rim ImW/cm^); mikrofale (260 W przez 5 min) lub ultradźwięki 
wzbudzające intensywną wibrację, niwelującą siły powierzchniowej adhezji drob
noustrojów (38). Zabiegi te poprawiały skuteczność dezynfekcji nawet przy stoso
waniu środków tak łagodnych jak H2O2. Bezpieczną, metodą odkażania bardzo wraż
liwych eksplantatów jest stosowanie kolejno trzech kąpieli w środkach odkaża
jących, radykalnie różniących się kwasowością np. w: 0,01 M HCl (o pH 2,36) przez 
3 min, następnie w 1% Domestosie (o pH 12,38) przez 10 min, po czym w 2,4 mM 
kwasie cytrynowym (o pH 2,89) przez 5 min (39). Niezależnie od rodzaju środka odka
żającego, niezmiernie ważna jest regularna wymiana używanych lub nazbyt rozcień
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czonych preparatów dezynfekcyjnych, na świeżo przygotowane, o właściwej kon
centracji (11).

3.1. Dezynfekcja podwójna i wewnętrzna

W rzadkich przypadkach praktykuje się powtórne odkażanie szczególnie cen
nych, a przy tym wytrzymałych eksplantatów, które zyskują kolejną szansę na wpro
wadzenie do kultur (tzw. dezynfekcja podwójna). Zapoczątkowuje ją dezynfekcja 
trwająca 5-8 min, a po 30 min następuje druga, trwająca o połowę krócej, w świe
żym preparacie odkażającym, o tej samej koncentracji.

Wysoką skutecznością w stosunku do drobnoustrojów zasiedlających wiązki prze
wodzące odznacza się dezynfekcja wewnętrzna, metodą pędzenia ciętych pędów 
w roztworze 2% sacharozy z dodatkiem 200 mg f cytrynianu 8-hydroksychinoliny. 
Dobre efekty uzyskuje się również wykładając eksplantaty na półpłynną pożywkę 
z dodatkiem zieleni malachitowej 0,5 mgf’ (silny bakteriostatyk) (38).

W ostatnich latach osiągnięciem jest dezynfekcja wewnętrzna, metodą krótko
terminowej (30 min) infiltracji próżniowej eksplantatów płynną pożywką o pH 3,0 
z dodatkiem antybiotyków. Metodę tę opracowano dla eliminowania Agrobacterium 
z transformowanych roślin, kiedy okazało się, że EHA 101 - superwirulentny, naj
bardziej przydatny do transformacji szczep A. tumefaciens, jest wektorem niezmier
nie opornym na eliminowanie z tkanek transformantów (40). Cefotaksyna, jak do
tychczas najbardziej skuteczny antybiotyk w eliminowaniu EHA 101, nie może być 
stosowana in vitro, ponieważ silnie hamuje wzrost i regenerację tkanek. Inne anty
biotyki okazały się nieskuteczne, ponieważ szczep EHA 101 pozostawał latentny 
podczas wzrostu roślin transformowanych i utrzymywał się w tkankach w stężeniu 
SLibliminalnym (poniżej 10^ cfu X g'^ tkanki), niewykrywalnym nawet przy stosowa
niu metody PCR. Wysokie ryzyko przeniknięcia do środowiska A. tumefaciens 
„zbiegłego” z roślin transformowanych i potencjalne zagrożenie transmisją hory
zontalną genów, przyśpieszyło prace nad doskonaleniem metod zwalczania Agro- 
bacterium oraz wykrywaniem jego obecności już na poziomie pojedynczych komó
rek. Z tego względu zastosowano infiltrację próżniową eksplantatów jabłoni zakwa
szoną pożywką N6, która zredukowała populację A. tumefaciens o 35% już po 0,5 go
dzinie. Bakterię wyeliminowano po wprowadzeniu do zakwaszonej pożywki N6 
200 mg X fi karbenicyliny lub mefoksyny (40). Metoda dezynfekcji wewnętrznej 
znalazła już zastosowanie przy odkażaniu eksplantatów innych gatunków roślin (23).

3.2. Termoterapia

Prekultury roślin zawirusowanych obejmują termoterapię roślin matecznych 
(w temp. 36-45°C przez 6 tygodni), z których następnie izolowane są bardzo małe
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(0,1-0,3 mm) merystemy wierzchołkowe pędów. Dla gatunków tolerujących podwyż
szoną temperaturę in vitro zalecana jest termoterapia (36°C przez 6 tygodni) wy
łożonych na pożywkę pąków wierzchołkowych (0,5-0,9 mm), po czym przeniesienie 
ich na pożywkę indukcyjną z dodatkiem 100 mg X ł'’ ribawiryny. Pozostałe inhibi
tory namnażania wirusów (np. analogi zasad, niecykliczne azyny) mimo wysokiej 
skuteczności nie znalazły zastosowania, ponieważ poważnie zakłócają metabolizm 
eksplantatów in vitro.

Podczas prekultLir stosowana jest terapia pędów, kłączy, bulw i nasion gorącym 
powietrzem (36-40°C), eliminująca wirusy, bakterie, grzyby, nicienie, roztocza i owa
dy. W przypadku cebul Liliuni speciosum 1 godz. traktowania gorącą wodą o temp. 
45-55°C redukuje kontaminacje mikrobiologiczne z 60 do S%. jeśli zabieg przepro
wadzany jest w okresie spoczynku cebul, wysoka temperatura nie wywiera szkodli
wego wpływu na późniejszy przebieg regeneracji (41). Skuteczność terapii antywi
rusowej sprawdza się testem ELISA przy użyciu poliklonalnych lub monoklonalnych 
przeciwciał, a weryfikuje metodą immunosorpcyjnej mikroskopii elektronowej ISEM.

3.3. Terapia antybiotykowa

Endoflty bakteryjne powodują 20-25^ strat w fazie stabilizacji eksplantatów (11). 
Są to jednak szkody o skutkach natychmiastowych, dotyczących indywidualnego 
eksplantatu, w początkowej fazie kultur. Natomiast endoflty latentne, wolno ros
nące, nie ujawniające się na określonej pożywce i rozmnożone wraz z proliferującą 
tkanką, są przyczyną szkód na ogromną skalę, zwłaszcza gdy ujawnią się dopiero 
w fazie aklimatyzacji, w całym rozmnażanym materiale (42). Aby jak najwcześniej 
wykryć ich obecność testuje się eksplantaty inicjalne na pożywce NA (Nutrient Agar, 
Sigma) o pH 7, z dodatkiem ekstraktu drożdżowego (0,5 mg f^) i glukozy (10 g f'), 
inkubując kultury w temp. 27-35°C przez dwa miesiące, ponieważ kolonie bakterii 
„Gram-t-” rosną wolno, jak np. mykobakterie (Mycobacterium avium-intracellulare i M. ha- 
emophiliim (21,22). Wczesnemu ujawnianiu się kontaminacji sprzyja także wyłożenie 
eksplantatów na pożywkę zestaloną transparentnym gerlite, na którym kolonie bak
teryjne są lepiej widoczne niż 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 HCl, 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 wrażliwości na zestaw antybiotyków, 
oraz ocena fitotoksyczności najskuteczniejszego preparatu. Wybrany antybiotyk do
zowany jest na bazie ustalonej wcześniej dawce MBC (minimum bactericidal concen
tration), a czas trwania terapii jest ściśle limitowany i nie może przedłużać się na kil
ka kolejnych pasaży (43,44).
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Stosowanie pojedynczych preparatów antybakteryjnych lub fungicydów o naj
szerszym nawet spektrum działania nie wyeliminuje równocześnie wszystkich endofi- 
tów zasiedlających tkanki, dlatego korzystne jest łączenie 2-3 antybiotyków, w kom
binacji o synergistycznym działaniu, umożłiwiającym stosowanie niższych, a przy 
tym skutecznych stężeń (16,17,43,44). Zalecane jest łączenie aminoglikozydów 
(gentamycyna, streptomycyna) z p-laktamami (karbenicylina, cefalotyna) oraz z ri- 
fampicyną lub polimiksyną (11,22).

3.4. Terapia fungicydami

Do najskuteczniejszych fungicydów należą Benlate i Dithane M-45, stosowane 
łącznie z antybiotykami (np. karbenicyliną, cefotaksyną, penicyliną G lub siarczanem 
gentamycyny) (13,14). Popularność zyskały gotowe zestawy do odkażania eksplan- 
tatów, np. Antibiotic-Antymycotic Solution SIGMA (22,23). W wielu laboratoriach te
stowany był PPM {Plant Preservative Mixture), zawierający 1,25 g x f' metylchloro- 
izotiazoliny oraz 0,50 g ł ’ metylizotiazoliny, który okazał się skuteczny do dezyn
fekcji nasion i eksplantatów tkankowych, przez moczenie w wodnym roztworze za
wierającym 10-30 ml X ł 1 PPM. Odkażone eksplantaty wykładano na uproszczoną 
pożywkę zawierającą od 10 do 16 ml x I 'l tego preparatu na 1-4 dni, po czym pasa- 
żowano na pożywkę z dodatkiem 0,5-2 ml x 1 ’ PPM, na której pozostawały 3-4 ty
godnie. Po tym okresie eksplantaty wykładano na właściwą pożywkę bez PPM. Pre
parat całkowicie hamował kiełkowanie zarodników bakterii i grzybów oraz elimino
wał lub redukował kontaminacje endogenne, nie zakłócając prołiferacji kałusa lub 
regeneracji pąków (17). Inną nowością jest preparat DPC - diethylpyrocarbonate 
(CeHioOs), sterylizujący pożywki bez autoklawowania (45). Preparat dodany do do
wolnej pożywki rozkłada się na etanol i dwutlenek węgla w okresie od 30 do 60 
min. Po tym czasie, pod wpływem 1000 mg x 1 ' DPC giną wszystkie komórki i za
rodniki bakterii i grzybów, znajdujące się w pożywce (45). Z obserwacji własnych 
wynika, że preparat ten może być z powodzeniem stosowany w prekulturach, do 
odkażania delikatnego, niezbyt silnie zanieczyszczonego materiału roślinnego.

4. Perspektywy

Coraz większe znaczenie zyskują wprowadzane do praktyki metody indukowa
nia systemicznej odporności poprzez immunizację roślin określonymi szczepami 
PGPR (plant growth promoting rhizobacteria) (46). Badania biochemiczne bakteryzowa- 
nych roślin wykazały obecność wielu zmian metabolicznych, indukujących reakcje 
obronne komórek. Immunizowanie goździków szczepem WCS 417r Pseudomonas 
zwiększyło odporność roślin na Fusarium oxysporum poprzez kumulację fitoaleksyn. 
Ochronę pomidorów przed zainfekowaniem przez Fusarium oxysporum f. sp. radicis
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lycopersici zapewnia Pseudomonas fhiorescens szczep 63-28. Obecność bakterii induku
je tworzenie barier strukturalnych (depozyty kalozowe w ścianie) oraz chemicznych 
(akumulacja i polimeryzacja fenoli oraz flawonoidów), co zwiększało odporność po
midora na fuzaryjne więdnięcie (46). Podobne działanie zabezpieczające ogórki 
przed Phytium ultimum wykazała bakteria Serratia plymuthica, która również induko
wała tworzenie barier strukturalnych poprzez odkładanie w ścianie kalozy, pektyn 
i fenoli, a następnie lignifikację i suberynizację ściany, skutkującą odizolowaniem 
patogena. Przytoczone fakty z oczywistych względów spowodują wyłączenie z mi- 
krorozmnażania roślin immunizowanych metodą wprowadzania endofitycznych ga
tunków bakterii, w celu zwiększenia ich odporności na patogeny grzybowe.

Kolejnym przyszłościowym trendem, interesująco się zapowiadającym może bę
dzie metoda inokulacji pędów i liści roślin niemotylkowatych (trzcina cukrowa, ryż, 
sorgo) kompatybilnymi szczepami bakterii diazotroficznych Acetohacter diazotrophi- 
cus, Herbaspirillum rubńsubalbicans i H. seropedicae. Osiedlają się one w ksylemie liści 
i pędów, co stwarza dogodne warunki dla wymiany metabolitów między gospoda
rzem a endofltami. Chociaż proces wiązania N2 jest tutaj znacznie zmodyfikowany 
w porównaniu z mechanizmem typowym dla Rhizobium u motylkowatych, to tworze
nie sztucznych asocjacji miedzy roślinami zbożowymi i bakteriami wiążącymi azot 
ma ogromną przyszłość (4,47).

Opisane eksperymenty, łącznie z transformowaniem roślin przyczyniły się do 
wzrostu liczby gatunków roślin zawierających nie tylko populacje endofitów „na
turalnych”, ale przede wszystkim endofitów „introdukowanych”. Stwarza to ko
nieczność nasilenia prac nad doskonaleniem kultur autotroficznych, bez elimino
wania drobnoustrojów koegzystujących z organizmem roślinnym, by móc bez prze
szkód rozmnażać in vitro rośliny prezentujące nową jakość, z wykorzystaniem kul
tur in vitro.
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