
Adres do korespondencji

Teresa Orlikowska, 
Instytut Sadownictwa
1 Kwiaciarstwa
im. Szczepana Pieniążka, 
ul. Pomologiczna 18, 
96-100 Skierniewice.

biotechnologia
2 (89) 57-71 2010

PRACE PRZEGLĄDOWE

Kontrola i zwalczanie zakażeń 
i zanieczyszczeń bakteryjnych 
w kulturach roślinnych in vitro

’Teresa Orlikowska, ’P. Sobiczewski, ’M. Zawadzka,
^Elżbieta Zenkteler
’Instytut Sadownictwa i Kwiaciarstwa im. Szczepana Pieniążka, 
Skierniewice
^Uniwersytet im. Adama Mickiewicza, Zakład Botaniki Ogólnej, Poznań

The control and eradication of bacterial infections and contamina
tions in plant tissue culture

Summary

Bacterial contamination is a serious problem in plant tissue culture. In in vitro 
cultures, bacteria are introduced, with the initial which is most frequently 
explants, but bacterial contamination can also come from the laboratory envi
ronment or from the staff themselves. Exogenous bacteria are easier to deal 
with, but endogenous bacteria remain problematic. Standard sterilization with 
ethanol, NaOCl or HgC^ and with antibiotics can now be enriched with new 
components (NaDCC, AgN03, nano-silver) or sanitation products (PPM™, 
ProClin® 300, Biosept 33 SL, Vitrofural®, Dekaben). Some of these can be incor
porated into a multiplication and rooting medium for one or more passages, if 
they are not phytotoxic to the plant explants. A special problem is presented by 
cryptic or viable but not cultivable bacteria which can be unable to multiply dur
ing many passages, but finally be disclosed in mass. The issue is, therefore, to 
Find and apply tools for detection of selective media and/or molecular markers. 
The above questions are discussed in the present paper based on the literature 
and results of our own study.
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1. Wstęp

Bakterie towarzyszą roślinom, bytując zarówno na ich powierzchni, Jak i we
wnątrz tkanek. Ich wpływ na życie roślin nie zawsze jest możliwy do określenia. 
Najlepiej poznane są bakterie najbardziej szkodliwe, wywołujące choroby roślin. 
Wpływ bakterii niepatogenicznych, żyjących w tkankach lub na powierzchni róż
nych gatunków roślin jest poznany w mniejszym stopniu, a wiele z nich może wspo
magać wzrost roślin w wyniku różnego rodzaju korzystnych oddziaływań (1-5).

Także w kulturach roślin in vitro stwierdzono zarówno pozytywne, jak i negatywne 
oddziaływanie bakterii (6-11). Bakterie mogą istotnie oddziaływać na metabolizm roś
lin. Scherling i wsp. (11) stwierdzili duże zmiany w zawartości jedenastu metabolitów 
w eksplantatach pędowych topoli po zanieczyszczeniu bakterią Paenibacillus sp., a wi
docznym efektem działania tej bakterii była wyższa efektywność ukorzeniania mikro- 
pędów. Thomas i wsp. (12) obserwowali epigenetyczne zmiany morfologiczne w obrę
bie kultur arbuza zasiedlonych przez bakterie utajone (ang. cryptic, covert). Zmiany te 
zanikały po uwolnieniu kultur od bakterii za pomocą odkażania w podchlorynie sodu 
i dodania antybiotyków do pożywki. Brak możliwości jednoznacznego zdefiniowania 
roli bakterii powoduje, że każde zanieczyszczenie należy traktować, jako potencjalny 
induktor zmiany warunków życiowych eksplantatów, w tym także pogorszenia wydaj
ności mikrorozmnażania. W doświadczeniach fizjologicznych zanieczyszczenia bakte
ryjne kultur mogą istotnie fałszować wyniki, w stopniu zależnym od rodzaju interakcji 
bakteria-roślina. Problemy zakażeń i zanieczyszczeń bakteryjnych w kulturach roślin
nych in vitro przedstawione w pracy przeglądowej Orlikowskiej i Zawadzkiej (9) pozo
stają wciąż aktualne. Celem tej pracy jest kolejne przybliżenie tego problemu na pod
stawie publikacji, które ukazały się w wydawnictwach naukowych w latach 2006-2009 
oraz w piśmiennictwie wcześniejszym, uprzednio nie przytoczonym.

2. Zanieczyszczenia bakteryjne na etapie inicjacji kultur roślinnych 
in vitro

Bakterie są najczęściej wnoszone do kultur z eksplantatem inicjalnym. Dezynfek
cja eksplantatów inicjalnych umożliwia usunięcie bakterii z powierzchni, ale całko
wite odkażenie wewnętrznych tkanek jest właściwie niemożliwe z powodu fitotok
syczności środków odkażających. Odkażanie powierzchniowe eksplantatów, szcze
gólnie pobranych z warunków naturalnych, jest utrudnione, ponieważ biofilmy, 
w których żyją bakterie, stanowią aktywną barierę dla środków odkażających (13). 
Barierę tę można naruszyć przez stosowanie surfaktantów, np. detergentów (14), co 
zresztą jest powszechnie stosowane w odkażaniu eksplantatów roślinnych. Thakur 
i Sood (15) zaproponowali odkażanie wielowęzłowych odcinków pędów bambusa, 
zamiast jednowęzłowych. Ten sposób miał chronić pąki boczne przed zamieraniem 
i zapobiegać przemieszczaniu się bakterii wraz ze środkiem sterylizującym.
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Przyjmuje się, że im mniejszy eksplantat jest wprowadzany do kultur, np. mery- 
stem wierzchołkowy lub boczny, tym większe prawdopodobieństwo, że zanieczysz
czenie bakteriami będzie mniejsze, ponieważ bakterie przenoszą się przede wszyst
kim przez system naczyniowy i znajdują się w jego pobliżu, a merystem, nie mając 
połączenia z tkanką przewodzącą, jest najczęściej od nich wolny. Istnieją jednak 
udokumentowane przykłady, że bakterie mogą także bytować wewnątrz pąków, 
w komórkach zewnętrznej warstwy merystemów i w komórkach otaczających prze
wody żywicowe, co stwierdzono u Pinus sylvestris (16), a także wewnątrz komórek 
korzeni włośnikowych Eleutherococciis (17).

Thomas i wsp. (18,19) przeprowadzili szczegółowe badania nad stopniem zasie
dlenia bakteriami kultur banana, zainicjowanych po intensywnej sterylizacji odro- 
stów korzeniowych, obejmującej wytrząsanie przez noc w zawiesinie fungicydu 
Bavistin (karbendazym) i roztworze antybiotyku streptocykliny, następnie po prze
płukaniu w wodzie sterylnej i wycięciu wewnętrznych części, przez godzinę w roz
tworze preparatu antyseptycznego Cetrimide (alkyltrimethylammonium bromide), 
a na koniec, po kolejnym usunięciu zewnętrznych części, w 4% roztworze NaOCl lub 
0,]% HgCl2. Wypreparowane, po 8-krotnym płukaniu wodą sterylną wierzchołki, 
długości 10-12 mm wykładano na różne pożywki. Fragmenty pędów były indekso
wane na pożywkach bakteryjnych - agarze odżywczym (Nutrient Agar - NA) i 523 
(20). Zanieczyszczenia na pożywce do namnażana pędów ujawniały się stopniowo. 
W pierwszym pasażu wśród otrzymanych izolatów zidentyfikowano 6 rodzajów 
(Enterobacter, Klebsiella, Ochrobactrum, Pantoea, Bacillus, Staphylococcus), po 4-7 pasa
żach 10 rodzajów (Brevundimonas, Methylobacterium, Alcaligenes, Ralstonia, Pseudomonas, 
Corynebacterium, Microbacterium, Staphylococcus, Oceanobacillus, Bacillus), a po ok. 2 la
tach (19 pasażach) dalszych 5 rodzajów (Brachybacterium, Brevibacterium, Kocuria, 
Tetraspaera, Staphylococcus). Łącznie dokonano identyfikacji 31 izolatów. Bakterie, 
które ujawniły się w 4-7 pasażu i po 19 pasażach nie były formami bezwzględnie wy
magającymi określonych warunków do rozmnażania, ale należały do grupy bakterii 
żywotnych, nie dających się hodować, a zdolności do rozmnażania nabrały po kil- 
ku-kilkunastu miesiącach.

Bakterie, które nie rosną na pożywkach, są trudne do wykrycia, zarówno meto
dami mikrobiologicznymi, jak i biologii molekularnej. Stevenson i wsp. (21) propo
nują pewne działania poprawiające skuteczność wykrywania bakterii nie dających 
się hodować. Pożywka powinna zawierać sole mineralne nisko stężone i kompleks 
witamin oraz niewielkie ilości azotu organicznego, ew. dodatek kwasu huminowe- 
go, katalazy lub pirogronianu. Kultura powinna być obserwowana przez co najmniej 
30 dni. Na tej pożywce kolonie mogą być bardzo małe (± 0,2 mm), a zatem kulturę 
należy przeglądać w powiększeniu. Pomocna może być inkubacja w atmosferze 
o podwyższonej do 5% zawartości CO2 lub obniżonej do 2% zawartości O2 . W przy
padku detekcji bakterii wolnorosnących za pomocą markerów DNA można zwięk
szyć wykrywalność przez zwiększenie ilości DNA bakteryjnego w wyniku zmywania 
koonii z pożywki.
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Według Dahm i Strzelczyka (22) do pojawiania się bakterii nie rosnących na po
żywkach bakteryjnych mogą przyczyniać się, m.in. letalne lub subletalne uszkodze
nia komórek czynnikami chemicznymi lub fizycznymi, starzenie się, spadek poten
cjału replikacyjnego, stres oksydacyjny, podłoża powodujące metaboliczną destruk
cję z powodu nadprodukcji rodników tlenowych. Takie zdarzenia mogą powstać 
w trakcie sterylizacji eksplantatów inicjalnych, a brak zdolności do wzrostu może 
być odpowiedzią adaptacyjną na zaistniały stres. Autorzy, jako następne możliwe 
powody braku zdolności do mnożenia się bakterii sugerują także lizogenię zainicjo
waną przez bakteriofaga lub odpowiedź na sygnalizację międzykomórkową.

Thomas i wsp. (23) przeprowadzili doświadczenie nad wykrywalnością bakterii 
w eksplantatach inicjalnych z wierzchołków pędów papai. Po sterylizacji wg Thomas 
i wsp. (18), i umieszczeniu pędów na pożywkach inicjalnych, w 35-50% eksplantatów 
ujawniły się endogenne bakterie. Dodatkowe 14-17% kultur usunięto po indeksacji 
na pożywkach mikrobiologicznych. Z pozostałych eksplantatów, wizualnie czystych 
przez 8 pasaży, wyizolowano DNA ośmiu rodzajów bakterii, nie ujawniających się 
również na pożywkach bakteryjnych. Ich obecność potwierdzono w obrazach mi
kroskopowych soku wyciśniętego z pędów, po barwieniu negatywnym lub w kontraś
cie fazowym. Bakterie trzech rodzajów rosły na pożywkach po dodaniu tkanek roś- 
liny-gospodarza. Te bakterie stymulowały wzrost siewek papai (24). Pędy papai, in
deksowane na sześciu pożywkach bakteryjnych, nie wykazały obecności bakterii po 
roku kultury, jedynym obserwowanym objawem, mogącym wskazywać na obecność 
bakterii w eksplantatach, była zmieniająca się wydajność mnożenia i ukorzeniania 
pędów, z tendencją do obniżania w miarę starzenia się kultur.

Wyniki tych doświadczeń nie są dostatecznym dowodem, aby sądzić, że wszyst
kie kultury roślinne zawierają bakterie, ale powinny być ostrzeżeniem, że taka 
ewentualność może wystąpić. Staranny i przemyślany wybór eksplantatów inicjal
nych, poprzedzony prekulturą roślin donorowych w szklarni w szczególnym reżimie 
sanitarnym oraz wybór optymalnego sposobu sterylizacji, powinny prowadzić do 
zmniejszenia liczebności bakterii zasiedlających te eksplantaty. W wielu publika
cjach zawarta jest informacja o skuteczności odkażania standardowego w uwalnia
niu eksplantatów inicjalnych od bakterii, jednak okres obserwacji był krótki i żadne 
dodatkowe procedury detekcji oprócz indeksowania na pożywkach bakteryjnych 
nie były stosowane, co może budzić podejrzenie, że obecność bakterii żywych, ale 
nie rosnących na pożywkach nie została wykryta.

Najczęściej stosowana procedura odkażania eksplantatów inicjalnych obejmuje 
następujące etapy: płukanie w wodzie bieżącej, płukanie w wodzie z detergentem, 
płukanie w alkoholu, odkażanie zasadnicze sublimatem rtęci lub podchlorynem 
wapnia lub sodu, zakończone płukaniem w wodzie sterylnej. Procedura ta może być 
wzbogacona lub zmodyfikowana przez zastąpienie związków nieorganicznych chlo
ru związkami organicznymi o dłuższej aktywności i małej fitotoksyczności - di- 
chloroizocjanuronem sodu (NaDCC) (25-27), zastosowanie preparatu Plant Preserva
tion Mixture - PPM™ (26,28), preparatu ProClin®300 (29), zastosowanie roztwo
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rów o zróżnicowanej kwasowości (pH 2-3 i 11-12) (26,30, Zenkteler i wsp., dane nie 
publikowane), antybiotyków (31,32), temperatury od 35 do 50°C (33,34), związków 
nanosrebra (35, Zenkteler i wsp., dane nie publikowane) i innych bakteriobójczych 
preparatów. Boine i wsp. (36) zwracają uwagę na olejki eteryczne, z których dwa - 
tymiankowy i z trawy cytrynowej hamowały rozwój bakterii na pożywkach bakteryj
nych na równi z penicyliną. W naszych doświadczeniach olejek tymiankowy był sku
teczny w zwalczaniu bakterii, ale równocześnie bardzo toksyczny w stosunku do 
eksplantatów gerbery, maliny, jabłoni i hosty (dane nie publikowane). Eliminacja 
bakterii tworzących endospory wymaga 2 lub 3-krotnego odkażania eksplantatów 
w odstępach 1-2 dni (37).

Traore i wsp. (38) informują, że do skutecznego odkażania pąków zimowych da
glezji wystarcza opalanie przez 3-5 sekund pąków zanurzonych uprzednio w 95% 
etanolu, a następnie wyizolowanie merystemów lub małych wierzchołków.

Ujawnianiu obecności bakterii w eksplantatach inicjalnych po odkażeniu może 
sprzyjać dodatek do pożywki inicjalnej azotu organicznego, np. w formie peptonu, 
ekstraktu drożdżowego lub albuminy mlecznej, na której będą mogły rozmnażać się 
bakterie saprobiontyczne. Chen i Yeh (39) podają, że uniknięcie zanieczyszczeń 
bakteryjnych było możliwe, w przypadku gdy rośliny donorowe Aglaonema nie były 
podlewane w szklarni przez 2 miesiące.

W celu obniżania kosztów mikrorozmnażania, możliwe jest stosowanie che
micznego odkażania naczyń i pożywki, zamiast energochłonnego autoklawowania 
(40,41). Według Teixeira i wsp. (40), autoklawowanie naczyń można zastąpić płuka
niem dejonizowaną wodą z dodatkiem 10 kropli/l 2% NaClO po umyciu, a bezpo
średnio przed użyciem zastosować powtórne płukanie wodą chlorową, sporządzo
ną przez dodatek 2 kropli podchlorynu sodu, co daje stężenie aktywnego chloru 
0,0003%. Użycie do sporządzenia pożywki wody chlorowej o tej samej zawartości 
aktywnego chloru całkowicie zapobiegało zakażeniom oraz zwiększało dwukrotnie 
efektywność mnożenia pędów i świeżą masę eksplantatu ananasa. Te wskazówki 
powinny być przydatne w procedurach mikrorozmnażania opartych na systemie fo- 
toautotroficznym, bez cukru i przy większej intensywności światła. Fuller i Pizzey 
(42) proponują wdrożyć na ćwiczeniach dla studentów i uczniów szkół średnich po
dobną procedurę, w której nie jest wymagane autoklawowanie.

3. Zanieczyszczenia bakteryjne na etapie namnażania 
kultur roślinnych in vitro

ukorzeniania

Pomimo zastosowania najlepszej praktyki sanitarnej bakterie mogą ujawnić się 
nagle w czasie namnażania i/lub ukorzeniania pędów. Szczególnie sprzyja temu 
wydłużanie czasu inkubacji na „starej” pożywce oraz zmiany warunków prowadze
nia kultury - temperatury lub oświetlenia. W namnażających się kulturach roślin
nych znajdowano bakterie pochodzące najczęściej ze środowiska naturalnego roś
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lin, a także ze środowiska człowieka, również gatunki, które wywołują choroby lu
dzi (18). Nie Jest to niczym niezwykłym, ponieważ obecność bakterii z rodzajów 
Salmonello i Klebsiella stwierdzano w roślinach w uprawie polowej (43,44), skąd 
mogły być przeniesione do kultur w eksplantatach inicjalnych, ale równie prawdo
podobne Jest wprowadzenie ich do kultur przez personel.

W przypadku zanieczyszczenia kultur roślinnych bakteriami niepatogenicznymi, 
które w niewielkim lub w niezauważalnym stopniu obniżają kondycję eksplantatów, 
można zastosować preparaty, które, dodane do pożytki, ograniczą rozmnażanie 
się bakterii, a równocześnie nie mają działania fitotoksycznego (tab.). Preparatem 
specjalnie dedykowanym do zastosowania w kulturach roślinnych Jest Plant Prese
rvation Mixture (PPM)™ (45). O skuteczności tego preparatu w eliminacji bakterii 
i braku fitotoksyczności w odniesieniu do melona, tytoniu i petunii donosili Comp
ton i Koch (46), podkreślając Jednak konieczność eksperymentalnego ustalenia stę
żenia preparatu w odniesieniu do rodzaju rośliny. W naszych doświadczeniach PPM™ 
zastosowany w stężeniach polecanych przez producenta, nie uszkadzał kultur antu
rium, chryzantemy, gerbery, hosty, maliny, malwy pensylwańskiej i Jabłoni (dane nie 
publikowane). Sharaf-Eldin i Weathers (47) stwierdzili przydatność PPM™ do całko
witej eliminacji Bacillus subtilis i Penicillium chrysogenum z kultur Arabidopsis i Artemisia 
w bioreaktorze, którego działanie Jest oparte na wytwarzaniu odżywczej mgły.

Bakteriobójczy bądź bakteriostatyczny wpływ AgN03 Jest znany, a związek ten 
Jest od dawna stosowany, np. do odkażania wody (48). AgN03 był używany także 
w kulturach roślinnych in vitro. Kubota i Tadokoro (49) donosili, że dodatek 10 mg/l 
azotanu srebra znacznie ograniczał zanieczyszczenia bakteryjne w fotoautotroficz- 
nych kulturach pomidora, bez wpływu na morfogenezę eksplantatów. Azotan srebra 
dodany do pożywki w stężeniu 10 mg/l zastępował toksyczną dla kultur róży kar- 
boksylinę, użytą w celu eliminacji Agrobocterium tumefaciens po kokultywacji (50). 
Azotan srebra może Jednak wpływać na bilans hormonalny eksplantatów z powodu 
znoszenia wrażliwości tkanek roślinnych na etylen, co w zależności od gatunku roś
liny, etapu wzrostu kultury i rodzaju pożywki może mieć wpływ pozytywny lub ne
gatywny na morfogenezę. Stosowanie tego związku w każdym pasażu w kulturach 
gerbery (51), klonu ozdobnego i maliny (Orlikowska i wsp., dane nie publikowane) 
powodowało występowanie nadmiernego uwodnienia pędów (szklistości), nato
miast włączanie go do pożywki, co dwa lub trzy pasaże, podtrzymywało potencjał 
regeneracyjny bez niekorzystnego wpływu na Jakość kultur. Należy podkreślić, że 
związki zawierające grupę tiolową, np. L-cysteina, inaktywują antybakteryjne dzia
łanie AgN03 (52). Przyszłością mogą być preparaty nanosrebra, które są szeroko po
lecane do dezynfekcji i zabezpieczania przed ponownymi zakażeniami różnych pro
duktów i przedmiotów stosowanych w gospodarstwie domowym, medycynie, bu
downictwie, ubrań i in. (www. nanoco.eu).

Gonzalez-Olmedo i wsp. (53) polecali Vitrofural (G-1) do stosowania w kulturach 
płynnych ananasa w bioreaktorze o działaniu opartym na okresowym zanurzaniu 
eksplantatów (RITA®, ang. Temporary Immersion System). Vitrofural Jest biocydem po-
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chodzenia roślinnego (opracowanym i produkowanym na Kubie), i ponoć powszech
nie stosowanym w kulturach roślinnych w krajach Ameryki Południowej.

W poszukiwaniu środka pomocnego w ograniczaniu bakterii w mnożących się 
kulturach warto wypróbować wyciąg z nasion grejpfruta, sprzedawany w Polsce pod 
nazwą Biosept 33SL. Środek ten jest polecany, jako dość wszechstronny biocyd wo
bec mikroorganizmów i owadów, a także środek o działaniu przeciwrakowym |54). 
W Polsce jest polecany do ochrony niektórych gatunków roślin przeciwko choro
bom grzybowym (55). W naszych doświadczeniach okazał się obiecujący, ponieważ 
w stężeniach bakteriobójczych (0,5 i ]%) nie był toksyczny dla eksplantatów gerbe
ry, chryzantemy, maliny, jabłoni i hosty (dane nie publikowane).

Do preparatów bakteriobójczych, przydatnych w zastosowaniu do kultur roślin
nych in vitro, można zaliczyć różne środki przeciwbakteryjne stosowane w medycynie, 
kosmetologii i konserwacji żywności, np. różne formy Dekabenu oraz ProClin®300, 
pod warunkiem sprawdzenia ich fitotoksyczności w odniesieniu do rodzajów i ga
tunków rozmnażanych in vitro. Na przykład, w naszych doświadczeniach, ProClin®300 
nie był fitotoksyczny dla pięciu rodzajów wymienionych roślin, a inny preparat, Tri- 
closan, stosowany jako dodatek do kosmetyków (56), zabijał wszystkie badane kul
tury roślinne, natomiast Dekaben C nie był toksyczny tylko dla kultur gerbery (dane 
nie publikowane).

Biocydy, używane w medycynie i produktach kosmetycznych do zapobiegania 
i ograniczania zanieczyszczeń mikrobiologicznych, w odróżnieniu od wielu antybio
tyków są mniej specyficzne, a zatem zwalczają szersze spektrum mikroorganizmów 
(57). Są one na ogół mniej fitotoksyczne od antybiotyków i mogą być stosowane 
przez cały okres prowadzenia kultury, także w bioreaktorach. Pojawiło się jednak 
doniesienie, że współdziałając z roślinnymi fltoaleksynami mogą powodować efekt 
fitotoksyczny, co stwierdzono w stosunku do Arabidopsis (58) i mszaków (59). Przy 
dłuższym okresie stosowania, mogą także stymulować niektóre mikroorganizmy do 
wytwarzania szczepów opornych (13,59,60).

Specjalnej uwagi wymaga likwidacja kultur roślinnych zanieczyszczonych bakte
riami tworzącymi endospory. Autoklawowanie szkła zanieczyszczonego bakteriami 
należy wykonywać dwukrotnie (61).

Bakterie i grzyby mogą być rozwlekane w kulturach roślinnych przez przędziorki 
i wciornastki, z którymi należy walczyć, stosując gazowanie pomieszczeń odpo
wiednimi preparatami. West i Preece (62) podają, że skuteczną metodą „ratowania” 
kultur Hibiscus moscheiitos zasiedlonych przez roztocze, było zamykanie 1-węzło
wych odcinków pędów w otoczce z alginianu sodu, sporządzonej na bazie pożywki 
roślinnej z dodatkiem fungicydu Benlate (benzimidazol) i środka przędziorko- 
bójczego Orthene®.
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4. Diagnostyka - wykrywanie i identyfikacja zanieczyszczeń bakteryjnych

Proces inicjacji kultury in vitro i dalsze etapy mikrorozmnażania, powinny obej
mować możliwość zastosowania sposobów ujawniania obecności bakterii w tkan
kach eksplantatów, a w uporczywych przypadkach ich identyfikacji. Omówienie 
wszystkich metod, które mogą być stosowane do wykrywania i identyfikacji zanie
czyszczeń bakteryjnych w kulturach in vitro przekracza zakres tego artykułu. Można 
w tym celu oprzeć się na opracowaniu Stead i wsp. (63). W ostatnim dziesięcioleciu 
opisano wiele ulepszeń wymienionych tam metod i technik, jednak dotyczą one na 
ogół identyfikacji bakterii zagrażających człowiekowi i zwierzętom. Dla tych mikro
organizmów i dla bakteryjnych patogenów roślinnych opracowano testy masowe, 
często zaawansowane technologicznie. Omawiane tu bakterie towarzyszące rośli
nom nie były przedmiotem takich opracowań.

Najłatwiejsze do wykrycia są bakterie zdolne do wzrostu na pożywkach roślin
nych. Wzrostowi i ujawnianiu bakterii sprzyja dodatek do pożywki azotu organicz
nego. Dla bakterii nie rosnących na pożywkach roślinnych należy stosować pożywki 
bakteriologiczne, poczynając od tych najbardziej uniwersalnych, jak Agar odżywczy 
(Nutrient Agar - NA), Bulion odżywczy (Nutrient Broth - NB) lub Agar tryptono- 
wo-sojowy (Tryptic Soya Agar - TSA) (64) aż do specjalistycznych, np. dla rodzaju 
Pseudomonas (65), Methylobacterium (66-67), 20E - ubogi agar dla Rhizobiaceae (68), 
Rozcieńczony bulion odżywczy (Diluted Nutrient Broth) (69), pożywki dla bakterii 
Gram- (70) lub R2A (71). Viss i wsp. (20) opracowali pożywkę 523 do detekcji bakte
rii endogennych zasiedlających rośliny drzewiaste. Najczęstszym sposobem indek
sowania jest wykładanie na wymienione pożywki bakteryjne dolnych odcinków pę
dów lub liści i/lub płynu spod eksplantatów lub też umieszczanie ich w bakteryjnych 
pożywkach płynnych, gdzie istnieje możliwość wypłukania bakterii. Innym sposo
bem jest homogenizowanie tkanek, rozcieńczanie homogenatu w 0,85% NaCl i po
siew na pożywki. Kultury bakteryjne powinny być inkubowane w różnych tempera
turach oraz w ciemności i na świetle, a w przypadku bakterii wolno rosnących czas 
inkubacji powinien być przedłużony do czternastu, a nawet trzydziestu dni. Wiedza 
na temat bakterii endogennych wskazuje na potrzebę dużej pomysłowości w stwa
rzaniu bakteriom środowiska, w którym mogłyby się ujawnić, w wyniku intensywne
go namnażania. Najbardziej tradycyjne i absolutnie niezbędne postępowanie podał 
Thomas (72). Obejmuje ono trójstopniowe indeksowanie, polegające na ocenie wi
zualnej badanych eksplantatów i sprawdzeniu każdego przypadku nietypowego 
wzrostu i morfologii oraz występowania nekroz, posiewu pożywki spod eksplanta
tów nie wykazujących zanieczyszczeń oraz indeksowanie fragmentów eksplanta
tów, na przynajmniej dwóch pożywkach - Bulion odżywczy i 523. Bakterie mogą 
wymagać specyficznych warunków do namnażania. Panicker i wsp. (73) donosili, że 
różne morfotypy endofitu Curtobacterium citreum ujawniały się na pożywce do 
namnażania chryzantemy tym obficiej, im większe było stężenie cytokininy, ale tyl
ko w obecności tkanek roślinnych, co także należy rozważyć przy wykrywaniu za-
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nieczyszczeń. W przypadku podejrzenia obecności bakterii metylotroficznych nale
ży stosować indeksujące pożywki zawierające metanol, jako źródło węgla. Wykry
wanie wszystkich bakterii można prowadzić w mikroskopie świetlnym w kontraście 
fazowym lub po barwieniu negatywnym oraz w mikroskopie elektronowym transmi
syjnym (74).

Obecność DNA bakteryjnego można wykazać w reakcji łańcuchowej reakcji poli- 
merazy (PCR, ang. Polimerase Chain Reaction), stosując startery uniwersalne do ge
nów podjednostki rybosomalnej 16S rRNA (75,76) lub specyficzne dla bakterii naj
częściej występujących w kulturach, jak Bacillus (77), Pseudomonas (78), Xanthomonas 
(79), Methylobacterium (74,80,81).

Markery DNA są przydatne do wykrywania obecności bakterii nie dających się 
hodować na pożywkach bakteryjnych. Obecność żywych bakterii może być wykryta 
na podstawie obecności mRNA bakteryjnego, przez zastosowanie technik odwrot
nej transkrypcji wraz z łańcuchową reakcją polimerazy (RT-PCR, ang. Reverse Trans
cription Polimerase Chain Reaction) (22). Metoda RT-PCR powinna być także stosowana 
dla oceny skuteczności odkażania. Przez zastosowanie tylko techniki PCR można 
otrzymać wynik fałszywie pozytywny z powodu dużej trwałości DNA.

Istotną cechą zanieczyszczeń bakteriami kultur roślinnych jest ich różnorod
ność, także w jednym eksplantacie (74). Detekcja DNA bakteryjnego starterami nie
specyficznymi (75) nie da wskazówek odnośnie do ich przynależności gatunkowej, 
co jest ważne, ponieważ znając gatunek, można wytypować prawdopodobne źródło 
zanieczyszczeń - wniesienie z eksplantatem roślinnym lub z powietrza w laborato
rium, złej pracy autoklawu lub rozsiewania przez personel. Określenie przynależno
ści rodzajowej, a zwłaszcza gatunkowej, może być trudne przy zastosowaniu metod 
mikrobiologicznych, opisanych przez Bradbury (82). Należy raczej poszukać pomocy 
w specjalistycznych laboratoriach mikrobiologicznych, gdzie powszechnym sposo
bem staje się identyfikacja na bazie sekwencji DNA, otrzymanego z czystych kultur 
bakterii. Muller i Dóring (17) dla zidentyfikowania różnych gatunków bakterii w jed
nym eksplantacie zastosowali technikę pobierania z tkanek pojedynczych kolonii 
przy użyciu mikromanipulatora 3D i zastosowaniu techniki izotermalnego powiela
nia DNA. Dzięki tej metodzie można otrzymać dający się obserwować produkt am- 
plifikacji na bazie niewielkiej liczby kopii matrycy.

W detekcji molekularnej istotna jest czułość metody. Amplifikacja DNA metodą 
reakcji łańcuchowej (PCR) jest bardziej czuła niż techniki immunologiczne, ale ampli
fikacja z analizą ilości produktu w czasie rzeczywistym (RT-PCR, ang. Real Time-PCR) 
jest 100 X bardziej czuła (83). Ostatnio rozwijane techniki detekcji patogenów za
pewniają dalsze zwiększenie czułości detekcji (84). Dla przykładu, technika oparta 
na nanocząsteczkach krzemu, skoniugowanych z przeciwciałami dla bakterii i da
jących silny sygnał fluorescencyjny, pozwala na wykrycie pojedynczych komórek bak
teryjnych (85). Zaawansowane techniki detekcji i identyfikacji mogą być obecnie sto
sowane do bakterii szczególnie groźnych dla życia i zdrowia, w kontroli żywności, 
wody, diagnostyki klinicznej i terapii oraz w przypadkach aktów bioterroryzmu.
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5. Podsumowanie

Powszechne występowanie bakterii w każdym środowisku powoduje, że nawet 
największa staranność w procedurze mikrorozmnażania roślin nie daje pewności 
otrzymania i rozmnażania kultur bez zanieczyszczeń. Najważniejszy jest etap inicja
cji kultury, podczas którego można wprowadzić bakterie endogennie zasiedlające 
tkanki roślinne, które mogą ujawniać się dopiero po wielu miesiącach pasażowania. 
Obecność bakterii w tkankach roślin ma ogromne znaczenie, nawet, jeśli nie roz
mnażają się masowo i nie wydostają się do pożywki. Biorąc udział w metabolizmie 
rośliny tworzą jakby nowy organizm, o odrębnych wymaganiach co do składników 
pożywki. Całkowicie uwolnione od bakterii eksplantaty mogą mieć zupełnie inne 
wymagania niż zanieczyszczone. Zróżnicowane i nieprzewidywalne bakteryjne za
nieczyszczenia wewnętrzne, nie pozwalają często na wystandaryzowanie procedur, 
są także powodem braku powtarzalności wyników w poszczególnych laboratoriach, 
jak i pomiędzy laboratoriami. Problem ten zostanie przezwyciężony, wtedy gdy bę
dzie możliwe stosowanie odkażania za pomocą związków lub preparatów wybiór
czo eliminujących bakterie endogenne, bez niszczenia tkanek rośliny.

Opanowanie zanieczyszczeń wchodzących do kultur roślinnych in vitro ze środo
wiska laboratoryjnego jest znacznie łatwiejsze przy zachowaniu restrykcyjnych pro
cedur wykonywania pożywek, pasażowania kultur, monitorowania czystości powie
trza i kultur. W przypadku stwierdzenia zanieczyszczeń można dodać do pożywek 
sprawdzone eksperymentalnie biocydy, które zahamują namnażanie bakterii.

W czasie ostatniej dekady dokonał się ogromny postęp w dziedzinie technik de
tekcji i identyfikacji bakterii, szczególnie w zakresie markerów molekularnych i bio- 
sensorów, co pozwala na posłużenie się zestawami diagnostycznymi. Nie dotyczy to 
jednak bakterii zanieczyszczających kultury roślinne, dlatego w przypadku koniecz
ności zdiagnozowania gatunku bakterii należy korzystać z procedur ogólnych i iden
tyfikacji na podstawie sekwencji DNA.

Praca zrealizowana w ramach grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyższego 2 P06A 026 30.
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