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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, AgNO3, 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.

Key words:
biocides, covert or cryptic bacteria, detection of bacteria, identification of
bacteria, disinfection.
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1. Wstep

Bakterie towarzysza roslinom, bytujgc zaréwno na ich powierzchni, Jak i we-
wnatrz tkanek. Ich wptyw na zycie roslin nie zawsze jest mozliwy do okre$lenia.
Najlepiej poznane sa bakterie najbardziej szkodliwe, wywotujgce choroby roslin.
Woplyw bakterii niepatogenicznych, zyjagcych w tkankach lub na powierzchni r6z-
nych gatunkéw roslin jest poznany w mniejszym stopniu, a wiele z nich moze wspo-
magac¢ wzrost roslin w wyniku réznego rodzaju korzystnych oddziatywan (1-5).

Takze w kulturach roslin in vitro stwierdzono zaréwno pozytywne, jak i negatywne
oddziatywanie bakterii (6-11). Bakterie moga istotnie oddziatywaé na metabolizm ros-
lin. Scherling i wsp. (11) stwierdzili duze zmiany w zawartosci jedenastu metabolitow
w eksplantatach pedowych topoli po zanieczyszczeniu bakterig Paenibacillus sp., a wi-
docznym efektem dziatania tej bakterii byta wyzsza efektywnos¢ ukorzeniania mikro-
pedéw. Thomas i wsp. (12) obserwowali epigenetyczne zmiany morfologiczne w obre-
bie kultur arbuza zasiedlonych przez bakterie utajone (ang. cryptic, covert). Zmiany te
zanikaly po uwolnieniu kultur od bakterii za pomocg odkazania w podchlorynie sodu
i dodania antybiotykéw do pozywki. Brak mozliwosci jednoznacznego zdefiniowania
roli bakterii powoduje, ze kazde zanieczyszczenie nalezy traktowac, jako potencjalny
induktor zmiany warunkéw zyciowych eksplantatow, w tym takze pogorszenia wydaj-
nosci mikrorozmnazania. W doswiadczeniach fizjologicznych zanieczyszczenia bakte-
ryjne kultur mogg istotnie fatszowac wyniki, w stopniu zaleznym od rodzaju interakcji
bakteria-roslina. Problemy zakazen i zanieczyszczen bakteryjnych w kulturach roslin-
nych in vitro przedstawione w pracy przegladowej Orlikowskiej i Zawadzkiej (9) pozo-
stajg wcigz aktualne. Celem tej pracy jest kolejne przyblizenie tego problemu na pod-
stawie publikacji, ktére ukazaty sie w wydawnictwach naukowych w latach 2006-2009
oraz w piSmiennictwie wczesniejszym, uprzednio nie przytoczonym.

2. Zanieczyszczenia bakteryjne na etapie inicjacji kultur roslinnych
in vitro

Bakterie sg najczesciej wnoszone do kultur z eksplantatem inicjalnym. Dezynfek-
cja eksplantatow inicjalnych umozliwia usuniecie bakterii z powierzchni, ale catko-
wite odkazenie wewnetrznych tkanek jest wiasciwie niemozliwe z powodu fitotok-
sycznosci srodkéw odkazajgcych. Odkazanie powierzchniowe eksplantatéw, szcze-
g6lnie pobranych z warunkéw naturalnych, jest utrudnione, poniewaz biofilmy,
w ktérych zyjg bakterie, stanowig aktywng bariere dla srodkéw odkazajgcych (13).
Bariere t¢ mozna naruszy¢ przez stosowanie surfaktantéw, np. detergentéw (14), co
zresztg jest powszechnie stosowane w odkazaniu eksplantatow roslinnych. Thakur
i Sood (15) zaproponowali odkazanie wieloweztowych odcinkéw pedéw bambusa,
zamiast jednoweziowych. Ten sposob miat chroni¢ paki boczne przed zamieraniem
i zapobiega¢ przemieszczaniu sie bakterii wraz ze srodkiem sterylizujgcym.
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Przyjmuje sie, ze im mniejszy eksplantat jest wprowadzany do kultur, np. mery-
stem wierzchotkowy lub boczny, tym wieksze prawdopodobieristwo, ze zanieczysz-
czenie bakteriami bedzie mniejsze, poniewaz bakterie przenoszg sie przede wszyst-
kim przez system naczyniowy i znajdujg sie w jego poblizu, a merystem, nie majgc
potaczenia z tkankg przewodzgca, jest najczesciej od nich wolny. Istniejg jednak
udokumentowane przykfady, ze bakterie moga takze bytowa¢ wewnatrz pakow,
w komérkach zewnetrznej warstwy merystemow i w komoérkach otaczajgcych prze-
wody zywicowe, co stwierdzono u Pinus sylvestris (16), a takze wewnatrz komorek
korzeni wiosnikowych Eleutherococciis (17).

Thomas i wsp. (18,19) przeprowadzili szczeg6towe badania nad stopniem zasie-
dlenia bakteriami kultur banana, zainicjowanych po intensywnej sterylizacji odro-
stow korzeniowych, obejmujacej wytrzgsanie przez noc w zawiesinie fungicydu
Bavistin (karbendazym) i roztworze antybiotyku streptocykliny, nastepnie po prze-
ptukaniu w wodzie sterylnej i wycieciu wewnetrznych czesci, przez godzine w roz-
tworze preparatu antyseptycznego Cetrimide (alkyltrimethylammonium bromide),
a na koniec, po kolejnym usunieciu zewnetrznych czesci, w 4% roztworze NaOCI lub
0,]% HgCl2. Wypreparowane, po 8-krotnym plukaniu wodg sterylng wierzchotki,
dhugosci 10-12 mm wyktadano na rézne pozywki. Fragmenty pedow byly indekso-
wane na pozywkach bakteryjnych - agarze odzywczym (Nutrient Agar - NA) i 523
(20). Zanieczyszczenia na pozywce do namnazana peddw ujawnialy sie stopniowo.
W pierwszym pasazu wsréd otrzymanych izolatow zidentyfikowano 6 rodzajow
(Enterobacter, Klebsiella, Ochrobactrum, Pantoea, Bacillus, Staphylococcus), po 4-7 pasa-
zach 10 rodzajéw (Brevundimonas, Methylobacterium, Alcaligenes, Ralstonia, Pseudomonas,
Corynebacterium, Microbacterium, Staphylococcus, Oceanobacillus, Bacillus), a po ok. 2 la-
tach (19 pasazach) dalszych 5 rodzajéw (Brachybacterium, Brevibacterium, Kocuria,
Tetraspaera, Staphylococcus). tacznie dokonano identyfikacji 31 izolatéw. Bakterie,
ktore ujawnity sie w 4-7 pasazu i po 19 pasazach nie byly formami bezwzglednie wy-
magajgcymi okreslonych warunkéw do rozmnazania, ale nalezaty do grupy bakterii
zywotnych, nie dajgcych sie hodowaé, a zdolnosci do rozmnazania nabraty po kil-
ku-kilkunastu miesigcach.

Bakterie, ktdre nie rosng na pozywkach, sg trudne do wykrycia, zaréwno meto-
dami mikrobiologicznymi, jak i biologii molekularnej. Stevenson i wsp. (21) propo-
nujg pewne dziatania poprawiajgce skutecznos$¢ wykrywania bakterii nie dajacych
sie hodowac¢. Pozywka powinna zawiera¢ sole mineralne nisko stezone i kompleks
witamin oraz niewielkie ilosci azotu organicznego, ew. dodatek kwasu huminowe-
go, katalazy lub pirogronianu. Kultura powinna by¢ obserwowana przez co najmniej
30 dni. Na tej pozywce kolonie moga by¢ bardzo mate (= 0,2 mm), a zatem kulture
nalezy przeglada¢ w powiekszeniu. Pomocna moze by¢ inkubacja w atmosferze
0 podwyzszonej do 5% zawartosci CO2 lub obnizonej do 2% zawartosci O2 . W przy-
padku detekcji bakterii wolnorosngcych za pomoca markerow DNA mozna zwiek-
szy¢ wykrywalnos¢ przez zwiekszenie ilosci DNA bakteryjnego w wyniku zmywania
koonii z pozywki.
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Wedtug Dahm i Strzelczyka (22) do pojawiania sie bakterii nie rosngcych na po-
zywkach bakteryjnych moga przyczynia¢ sie, m.in. letalne lub subletalne uszkodze-
nia komérek czynnikami chemicznymi lub fizycznymi, starzenie sie, spadek poten-
cjatu replikacyjnego, stres oksydacyjny, podtoza powodujgce metaboliczng destruk-
cje z powodu nadprodukcji rodnikéw tlenowych. Takie zdarzenia moga powstac
w trakcie sterylizacji eksplantatoéw inicjalnych, a brak zdolnosci do wzrostu moze
by¢ odpowiedzig adaptacyjng na zaistniaty stres. Autorzy, jako nastepne mozliwe
powody braku zdolnosci do mnozenia sie bakterii sugeruja takze lizogenie zainicjo-
wang przez bakteriofaga lub odpowiedz na sygnalizacje miedzykomérkowa.

Thomas i wsp. (23) przeprowadzili doswiadczenie nad wykrywalnoscia bakterii
w eksplantatach inicjalnych z wierzchotkéw pedoéw papai. Po sterylizacji wg Thomas
i wsp. (18), i umieszczeniu peddw na pozywkach inicjalnych, w 35-50% eksplantatow
ujawnity sie endogenne bakterie. Dodatkowe 14-17% kultur usunieto po indeksacji
na pozywkach mikrobiologicznych. Z pozostatych eksplantatow, wizualnie czystych
przez 8 pasazy, wyizolowano DNA o$miu rodzajow bakterii, nie ujawniajacych sie
réwniez na pozywkach bakteryjnych. Ich obecnos¢ potwierdzono w obrazach mi-
kroskopowych soku wycisnietego z pedéw, po barwieniu negatywnym lub w kontras-
cie fazowym. Bakterie trzech rodzajow rosty na pozywkach po dodaniu tkanek ros-
liny-gospodarza. Te bakterie stymulowaty wzrost siewek papai (24). Pedy papai, in-
deksowane na szesciu pozywkach bakteryjnych, nie wykazaly obecnosci bakterii po
roku kultury, jedynym obserwowanym objawem, mogacym wskazywac na obecnos¢
bakterii w eksplantatach, byta zmieniajgca sie wydajno$s¢ mnozenia i ukorzeniania
peddéw, z tendencjg do obnizania w miare starzenia sie kultur.

Wyniki tych doswiadczen nie sg dostatecznym dowodem, aby sgdzi¢, ze wszyst-
kie kultury rodlinne zawierajg bakterie, ale powinny by¢ ostrzezeniem, ze taka
ewentualno$¢ moze wystapi¢. Staranny i przemyslany wybér eksplantatow inicjal-
nych, poprzedzony prekulturg roslin donorowych w szklarni w szczegélnym rezimie
sanitarnym oraz wybér optymalnego sposobu sterylizacji, powinny prowadzi¢ do
zmniejszenia liczebnosci bakterii zasiedlajgcych te eksplantaty. W wielu publika-
cjach zawarta jest informacja o skutecznosci odkazania standardowego w uwalnia-
niu eksplantatéw inicjalnych od bakterii, jednak okres obserwacji byt krotki i zadne
dodatkowe procedury detekcji oprécz indeksowania na pozywkach bakteryjnych
nie byly stosowane, co moze budzi¢ podejrzenie, ze obecnos¢ bakterii zywych, ale
nie rosnacych na pozywkach nie zostata wykryta.

Najczesciej stosowana procedura odkazania eksplantatow inicjalnych obejmuje
nastepujgce etapy: ptukanie w wodzie biezacej, ptukanie w wodzie z detergentem,
ptukanie w alkoholu, odkazanie zasadnicze sublimatem rteci lub podchlorynem
wapnia lub sodu, zakonczone ptukaniem w wodzie sterylnej. Procedura ta moze byc¢
wzbogacona lub zmodyfikowana przez zastapienie zwigzkéw nieorganicznych chlo-
ru zwigzkami organicznymi o dtuzszej aktywnosci i malej fitotoksycznosci - 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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réw o zréznicowanej kwasowosci (pH 2-3 i 11-12) (26,30, Zenkteler i wsp., dane nie
publikowane), antybiotykéw (31,32), temperatury od 35 do 50°C (33,34), zwiazkéw
nanosrebra (35, Zenkteler i wsp., dane nie publikowane) i innych bakteriobojczych
preparatéw. Boine i wsp. (36) zwracajg uwage na olejki eteryczne, z ktérych dwa -
tymiankowy i z trawy cytrynowej hamowaly rozwoj bakterii na pozywkach bakteryj-
nych na réwni z penicyling. W naszych doswiadczeniach olejek tymiankowy byt sku-
teczny w zwalczaniu bakterii, ale rownoczesnie bardzo toksyczny w stosunku do
eksplantatéw gerbery, maliny, jabtoni i hosty (dane nie publikowane). Eliminacja
bakterii tworzacych endospory wymaga 2 lub 3-krotnego odkazania eksplantatéw
w odstepach 1-2 dni (37).

Traore i wsp. (38) informujg, ze do skutecznego odkazania pgkéw zimowych da-
glezji wystarcza opalanie przez 3-5 sekund pgkoéw zanurzonych uprzednio w 95%
etanolu, a nastepnie wyizolowanie merystemow lub matych wierzchotkéw.

Ujawnianiu obecnosci bakterii w eksplantatach inicjalnych po odkazeniu moze
sprzyja¢ dodatek do pozywki inicjalnej azotu organicznego, np. w formie peptonu,
ekstraktu drozdzowego lub albuminy mlecznej, na ktérej bedg mogty rozmnazac sie
bakterie saprobiontyczne. Chen i Yeh (39) podaja, ze unikniecie zanieczyszczen
bakteryjnych byto mozliwe, w przypadku gdy rosliny donorowe Aglaonema nie byty
podlewane w szklarni przez 2 miesigce.

W celu obnizania kosztéw mikrorozmnazania, mozliwe jest stosowanie che-
micznego odkazania naczyn i pozywki, zamiast energochtonnego autoklawowania
(40,41). Wedtug Teixeira i wsp. (40), autoklawowanie naczyn mozna zastapi¢ ptuka-
niem dejonizowang woda z dodatkiem 10 kropli/l 2% NaClO po umyciu, a bezpo-
Srednio przed uzyciem zastosowac¢ powtdrne plukanie wodg chlorowg, sporzadzo-
ng przez dodatek 2 kropli podchlorynu sodu, co daje stezenie aktywnego chloru
0,0003%. Uzycie do sporzadzenia pozywki wody chlorowej o tej samej zawartosci
aktywnego chloru catkowicie zapobiegato zakazeniom oraz zwiekszalo dwukrotnie
efektywnos¢ mnozenia pedoéw i Swiezg mase eksplantatu ananasa. Te wskazOwki
powinny by¢ przydatne w procedurach mikrorozmnazania opartych na systemie fo-
toautotroficznym, bez cukru i przy wiekszej intensywnosci Swiatta. Fuller i Pizzey
(42) proponujg wdrozy¢ na ¢wiczeniach dla studentéw i uczniéw szkét srednich po-
dobng procedure, w ktérej nie jest wymagane autoklawowanie.

3. Zanieczyszczenia bakteryjne na etapie namnazania ukorzeniania
kultur roslinnych in vitro

Pomimo zastosowania najlepszej praktyki sanitarnej bakterie moga ujawnic sie
nagle w czasie namnazania i/lub ukorzeniania pedéw. Szczegdlnie sprzyja temu
wydtuzanie czasu inkubacji na ,starej” pozywce oraz zmiany warunkéw prowadze-
nia kultury - temperatury lub o$wietlenia. W namnazajacych sie kulturach ro$lin-
nych znajdowano bakterie pochodzace najczesciej ze srodowiska naturalnego ros-
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lin, a takze ze Srodowiska cztowieka, réwniez gatunki, ktére wywotuja choroby lu-
dzi (18). Nie Jest to niczym niezwyklym, poniewaz obecnos$¢ bakterii z rodzajow
Salmonello i Klebsiella stwierdzano w roslinach w uprawie polowej (43,44), skad
mogly by¢ przeniesione do kultur w eksplantatach inicjalnych, ale réwnie prawdo-
podobne Jest wprowadzenie ich do kultur przez personel.

W przypadku zanieczyszczenia kultur roslinnych bakteriami niepatogenicznymi,
ktére w niewielkim lub w niezauwazalnym stopniu obnizajg kondycje eksplantatow,
mozna zastosowal preparaty, ktére, dodane do pozytki, ograniczg rozmnazanie
sie bakterii, a rownoczesnie nie majg dziatania fitotoksycznego (tab.). Preparatem
specjalnie dedykowanym do zastosowania w kulturach roslinnych Jest Plant Prese-
rvation Mixture (PPM)™ (45). O skutecznosci tego preparatu w eliminacji bakterii
i braku fitotoksycznosci w odniesieniu do melona, tytoniu i petunii donosili Comp-
ton i Koch (46), podkreslajac Jednak konieczno$¢ eksperymentalnego ustalenia ste-
zenia preparatu w odniesieniu do rodzaju rosliny. W naszych doswiadczeniach PPM™
zastosowany w stezeniach polecanych przez producenta, nie uszkadzat kultur antu-
rium, chryzantemy, gerbery, hosty, maliny, malwy pensylwanskiej i Jabtoni (dane nie
publikowane). Sharaf-Eldin i Weathers (47) stwierdzili przydatnos¢ PPM™ do catko-
witej eliminacji Bacillus subtilis i Penicillium chrysogenum z kultur Arabidopsis i Artemisia
w bioreaktorze, ktérego dziatanie Jest oparte na wytwarzaniu odzywczej mgty.

Bakteriobdjczy badz bakteriostatyczny wptyw AgNo3 Jest znany, a zwigzek ten
Jest od dawna stosowany, np. do odkazania wody (48). AgNo3 byt uzywany takze
w kulturach roslinnych in vitro. Kubota i Tadokoro (49) donosili, ze dodatek 10 mg/l
azotanu srebra znacznie ograniczat zanieczyszczenia bakteryjne w fotoautotroficz-
nych kulturach pomidora, bez wpltywu na morfogeneze eksplantatéw. Azotan srebra
dodany do pozywki w stezeniu 10 mg/l zastepowat toksyczng dla kultur rézy kar-
boksyline, uzyta w celu eliminacji Agrobocterium tumefaciens po kokultywacji (50).
Azotan srebra moze Jednak wptywac na bilans hormonalny eksplantatéw z powodu
znoszenia wrazliwosci tkanek roslinnych na etylen, co w zaleznosci od gatunku ros-
liny, etapu wzrostu kultury i rodzaju pozywki moze mie¢ wptyw pozytywny lub ne-
gatywny na morfogeneze. Stosowanie tego zwiazku w kazdym pasazu w kulturach
gerbery (51), klonu ozdobnego i maliny (Orlikowska i wsp., dane nie publikowane)
powodowato wystepowanie nadmiernego uwodnienia pedoéw (szklistosci), nato-
miast wigczanie go do pozywki, co dwa lub trzy pasaze, podtrzymywalo potencjat
regeneracyjny bez niekorzystnego wptywu na Jako$¢ kultur. Nalezy podkresli¢, ze
zwigzki zawierajace grupe tiolowg, np. L-cysteina, inaktywujg antybakteryjne dzia-
tanie AgNo3 (52). Przysztoscig moga by¢ preparaty nanosrebra, ktére sg szeroko po-
lecane do dezynfekcji i zabezpieczania przed ponownymi zakazeniami r6znych pro-
duktéw i przedmiotow stosowanych w gospodarstwie domowym, medycynie, bu-
downictwie, ubran i in. (www. nanoco.eu).

Gonzalez-Olmedo i wsp. (53) polecali Vitrofural (G-1) do stosowania w kulturach
ptynnych ananasa w bioreaktorze o dziataniu opartym na okresowym zanurzaniu
eksplantatéw (RITA®, ang. Temporary Immersion System). Vitrofural Jest biocydem po-
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chodzenia roslinnego (opracowanym i produkowanym na Kubie), i pono¢ powszech-
nie stosowanym w kulturach roslinnych w krajach Ameryki Potudniowej.

W poszukiwaniu srodka pomocnego w ograniczaniu bakterii w mnozacych sie
kulturach warto wyprébowac wyciag z nasion grejpfruta, sprzedawany w Polsce pod
nazwa Biosept 33SL. Srodek ten jest polecany, jako do$¢ wszechstronny biocyd wo-
bec mikroorganizméw i owadéw, a takze Srodek o dziataniu przeciwrakowym |54).
W Polsce jest polecany do ochrony niektérych gatunkéw roslin przeciwko choro-
bom grzybowym (55). W naszych doswiadczeniach okazat sie obiecujacy, poniewaz
w stezeniach bakteriob6jczych (0,5 i %) nie byt toksyczny dla eksplantatéw gerbe-
ry, chryzantemy, maliny, jabtoni i hosty (dane nie publikowane).

Do preparatéw bakteriobéjczych, przydatnych w zastosowaniu do kultur roslin-
nych in vitro, mozna zaliczy¢ r6zne srodki przeciwbakteryjne stosowane w medycynie,
kosmetologii i konserwacji zywnosci, np. rézne formy Dekabenu oraz ProClin®300,
pod warunkiem sprawdzenia ich fitotoksycznosci w odniesieniu do rodzajéw i ga-
tunkéw rozmnazanych in vitro. Na przyktad, w naszych do$wiadczeniach, ProClin®300
nie byt fitotoksyczny dla pieciu rodzajéw wymienionych roslin, a inny preparat, Tri-
closan, stosowany jako dodatek do kosmetykow (56), zabijat wszystkie badane kul-
tury roslinne, natomiast Dekaben C nie byt toksyczny tylko dla kultur gerbery (dane
nie publikowane).

Biocydy, uzywane w medycynie i produktach kosmetycznych do zapobiegania
i ograniczania zanieczyszczern mikrobiologicznych, w odrdznieniu od wielu antybio-
tykOw sg mniej specyficzne, a zatem zwalczajg szersze spektrum mikroorganizmow
(57). Sa one na ogo6t mniej fitotoksyczne od antybiotykdw i moga by¢ stosowane
przez caly okres prowadzenia kultury, takze w bioreaktorach. Pojawito sie jednak
doniesienie, ze wspoétdziatajgc z roslinnymi fltoaleksynami mogg powodowac efekt
fitotoksyczny, co stwierdzono w stosunku do Arabidopsis (58) i mszakéw (59). Przy
dluzszym okresie stosowania, moga takze stymulowac niektore mikroorganizmy do
wytwarzania szczep6w opornych (13,59,60).

Specjalnej uwagi wymaga likwidacja kultur roslinnych zanieczyszczonych bakte-
riami tworzgcymi endospory. Autoklawowanie szkla zanieczyszczonego bakteriami
nalezy wykonywac¢ dwukrotnie (61).

Bakterie i grzyby moga by¢ rozwlekane w kulturach ro$linnych przez przedziorki
i wciornastki, z ktorymi nalezy walczy¢, stosujac gazowanie pomieszczen odpo-
wiednimi preparatami. West i Preece (62) podaja, ze skuteczng metodg ,ratowania”
kultur Hibiscus moscheiitos zasiedlonych przez roztocze, byto zamykanie 1-wezto-
wych odcinkéw peddw w otoczce z alginianu sodu, sporzadzonej na bazie pozywki
roslinnej z dodatkiem fungicydu Benlate (benzimidazol) i Srodka przedziorko-
bojczego Orthene®.
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4. Diagnostyka - wykrywanie i identyfikacja zanieczyszczen bakteryjnych

Proces inicjacji kultury in vitro i dalsze etapy mikrorozmnazania, powinny obej-
mowac¢ mozliwos¢ zastosowania sposobow ujawniania obecnosci bakterii w tkan-
kach eksplantatow, a w uporczywych przypadkach ich identyfikacji. Omowienie
wszystkich metod, ktére moga by¢ stosowane do wykrywania i identyfikacji zanie-
czyszczen bakteryjnych w kulturach in vitro przekracza zakres tego artykutu. Mozna
w tym celu oprzec sie na opracowaniu Stead i wsp. (63). W ostatnim dziesiecioleciu
opisano wiele ulepszerh wymienionych tam metod i technik, jednak dotyczg one na
ogot identyfikacji bakterii zagrazajgcych cztowiekowi i zwierzetom. Dla tych mikro-
organizmow i dla bakteryjnych patogenéw roslinnych opracowano testy masowe,
czesto zaawansowane technologicznie. Omawiane tu bakterie towarzyszace rosli-
nom nie byly przedmiotem takich opracowan.

Najtatwiejsze do wykrycia sa bakterie zdolne do wzrostu na pozywkach roslin-
nych. Wzrostowi i ujawnianiu bakterii sprzyja dodatek do pozywki azotu organicz-
nego. Dla bakterii nie rosngcych na pozywkach roslinnych nalezy stosowac¢ pozywki
bakteriologiczne, poczynajgc od tych najbardziej uniwersalnych, jak Agar odzywczy
(Nutrient Agar - NA), Bulion odzywczy (Nutrient Broth - NB) lub Agar tryptono-
wo-sojowy (Tryptic Soya Agar - TSA) (64) az do specjalistycznych, np. dla rodzaju
Pseudomonas (65), Methylobacterium (66-67), 20E - ubogi agar dla Rhizobiaceae (68),
Rozcienczony bulion odzywczy (Diluted Nutrient Broth) (69), pozywki dla bakterii
Gram- (70) lub R2A (71). Viss i wsp. (20) opracowali pozywke 523 do detekcji bakte-
rii endogennych zasiedlajacych rosliny drzewiaste. Najczestszym sposobem indek-
sowania jest wykladanie na wymienione pozywki bakteryjne dolnych odcinkéw pe-
dow lub lisci i/lub ptynu spod eksplantatéw lub tez umieszczanie ich w bakteryjnych
pozywkach plynnych, gdzie istnieje mozliwos¢ wyptukania bakterii. Innym sposo-
bem jest homogenizowanie tkanek, rozciericzanie homogenatu w 0,85% NaCl i po-
siew na pozywki. Kultury bakteryjne powinny by¢ inkubowane w réznych tempera-
turach oraz w ciemnosci i na Swietle, a w przypadku bakterii wolno rosngcych czas
inkubacji powinien by¢ przedtuzony do czternastu, a nawet trzydziestu dni. Wiedza
na temat bakterii endogennych wskazuje na potrzebe duzej pomystowosci w stwa-
rzaniu bakteriom srodowiska, w ktérym mogtyby sie ujawni¢, w wyniku intensywne-
go namnazania. Najbardziej tradycyjne i absolutnie niezbedne postepowanie podat
Thomas (72). Obejmuje ono tréjstopniowe indeksowanie, polegajgce na ocenie wi-
zualnej badanych eksplantatéw i sprawdzeniu kazdego przypadku nietypowego
wzrostu i morfologii oraz wystepowania nekroz, posiewu pozywki spod eksplanta-
tow nie wykazujgcych zanieczyszczen oraz indeksowanie fragmentéw eksplanta-
téw, na przynajmniej dwéch pozywkach - Bulion odzywczy i 523. Bakterie moga
wymagaé specyficznych warunkéw do namnazania. Panicker i wsp. (73) donosili, ze
r6zne morfotypy endofitu Curtobacterium citreum ujawnialy sie¢ na pozywce do
namnazania chryzantemy tym obficiej, im wieksze bylo stezenie cytokininy, ale tyl-
ko w obecnosci tkanek roslinnych, co takze nalezy rozwazy¢ przy wykrywaniu za-
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nieczyszczen. W przypadku podejrzenia obecnosci bakterii metylotroficznych nale-
zy stosowac indeksujgce pozywki zawierajgce metanol, jako zrodio wegla. Wykry-
wanie wszystkich bakterii mozna prowadzi¢ w mikroskopie $Swietinym w kontrascie
fazowym lub po barwieniu negatywnym oraz w mikroskopie elektronowym transmi-
syjnym (74).

Obecnos¢ DNA bakteryjnego mozna wykaza¢ w reakcji tancuchowej reakcji poli-
merazy (PCR, ang. Polimerase Chain Reaction), stosujgc startery uniwersalne do ge-
noéw podjednostki rybosomalnej 16S rRNA (75,76) lub specyficzne dla bakterii naj-
czesciej wystepujacych w kulturach, jak Bacillus (77), Pseudomonas (78), Xanthomonas
(79), Methylobacterium (74,80,81).

Markery DNA sg przydatne do wykrywania obecnosci bakterii nie dajgcych sie
hodowac¢ na pozywkach bakteryjnych. Obecnos¢ zywych bakterii moze by¢ wykryta
na podstawie obecnosci mRNA bakteryjnego, przez zastosowanie technik odwrot-
nej transkrypcji wraz z tancuchowg reakcjg polimerazy (RT-PCR, ang. Reverse Trans-
cription Polimerase Chain Reaction) (22). Metoda RT-PCR powinna by¢ takze stosowana
dla oceny skutecznosci odkazania. Przez zastosowanie tylko techniki PCR mozna
otrzymac¢ wynik falszywie pozytywny z powodu duzej trwatosSci DNA.

Istotng cechg zanieczyszczer bakteriami kultur roslinnych jest ich r6znorod-
nos¢, takze w jednym eksplantacie (74). Detekcja DNA bakteryjnego starterami nie-
specyficznymi (75) nie da wskazéwek odnosnie do ich przynaleznosci gatunkowej,
Cco jest wazne, poniewaz znajgc gatunek, mozna wytypowacé prawdopodobne Zrddto
zanieczyszczen - wniesienie z eksplantatem roslinnym lub z powietrza w laborato-
rium, zlej pracy autoklawu lub rozsiewania przez personel. Okres$lenie przynalezno-
sci rodzajowej, a zwlaszcza gatunkowej, moze by¢ trudne przy zastosowaniu metod
mikrobiologicznych, opisanych przez Bradbury (82). Nalezy raczej poszuka¢ pomocy
w specjalistycznych laboratoriach mikrobiologicznych, gdzie powszechnym sposo-
bem staje sie identyfikacja na bazie sekwencji DNA, otrzymanego z czystych kultur
bakterii. Muller i Déring (17) dla zidentyfikowania r6znych gatunkéw bakterii w jed-
nym eksplantacie zastosowali technike pobierania z tkanek pojedynczych kolonii
przy uzyciu mikromanipulatora 3D i zastosowaniu techniki izotermalnego powiela-
nia DNA. Dzieki tej metodzie mozna otrzymac dajacy sie obserwowac produkt am-
plifikacji na bazie niewielkiej liczby kopii matrycy.

W detekcji molekularnej istotna jest czuto$¢ metody. Amplifikacja DNA metodg
reakcji tancuchowej (PCR) jest bardziej czuta niz techniki immunologiczne, ale ampli-
fikacja z analiza ilosci produktu w czasie rzeczywistym (RT-PCR, ang. Real Time-PCR)
jest 100 x bardziej czuta (83). Ostatnio rozwijane techniki detekcji patogenéw za-
pewniajg dalsze zwiekszenie czutosci detekcji (84). Dla przykiadu, technika oparta
na nanoczasteczkach krzemu, skoniugowanych z przeciwciatami dla bakterii i da-
jacych silny sygnat fluorescencyjny, pozwala na wykrycie pojedynczych komoérek bak-
teryjnych (85). Zaawansowane techniki detekcji i identyfikacji moga by¢ obecnie sto-
sowane do bakterii szczegdlnie groznych dla zycia i zdrowia, w kontroli zywnosci,
wody, diagnostyki klinicznej i terapii oraz w przypadkach aktéw bioterroryzmu.
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5. Podsumowanie

Powszechne wystepowanie bakterii w kazdym Srodowisku powoduje, ze nawet
najwieksza starannos$¢ w procedurze mikrorozmnazania roslin nie daje pewnosSci
otrzymania i rozmnazania kultur bez zanieczyszczen. Najwazniejszy jest etap inicja-
cji kultury, podczas ktérego mozna wprowadzi¢ bakterie endogennie zasiedlajace
tkanki roslinne, ktére moga ujawniac sie dopiero po wielu miesigcach pasazowania.
Obecno$¢ bakterii w tkankach roslin ma ogromne znaczenie, nawet, jesli nie roz-
mnazajag sie masowo i nie wydostajg sie do pozywki. Biorgc udziat w metabolizmie
rosliny tworzg jakby nowy organizm, o odrebnych wymaganiach co do skfadnikow
pozywki. Catkowicie uwolnione od bakterii eksplantaty mogg mie¢ zupetnie inne
wymagania niz zanieczyszczone. Zréznicowane i nieprzewidywalne bakteryjne za-
nieczyszczenia wewnetrzne, nie pozwalajg czesto na wystandaryzowanie procedur,
sg takze powodem braku powtarzalnosci wynikéw w poszczegolnych laboratoriach,
jak i pomiedzy laboratoriami. Problem ten zostanie przezwyciezony, wtedy gdy be-
dzie mozliwe stosowanie odkazania za pomoca zwigzkéw lub preparatow wybior-
czo eliminujgcych bakterie endogenne, bez niszczenia tkanek rosliny.

Opanowanie zanieczyszczeh wchodzacych do kultur roslinnych in vitro ze Srodo-
wiska laboratoryjnego jest znacznie tatwiejsze przy zachowaniu restrykcyjnych pro-
cedur wykonywania pozywek, pasazowania kultur, monitorowania czystosci powie-
trza i kultur. W przypadku stwierdzenia zanieczyszczen mozna doda¢ do pozywek
sprawdzone eksperymentalnie biocydy, ktére zahamujg namnazanie bakterii.

W czasie ostatniej dekady dokonat sie ogromny postep w dziedzinie technik de-
tekciji i identyfikacji bakterii, szczeg6lnie w zakresie markeréw molekularnych i bio-
sensorow, co pozwala na postuzenie sie zestawami diagnostycznymi. Nie dotyczy to
jednak bakterii zanieczyszczajacych kultury roslinne, dlatego w przypadku koniecz-
nosci zdiagnozowania gatunku bakterii nalezy korzysta¢ z procedur ogélnych i iden-
tyfikacji na podstawie sekwencji DNA.

Praca zrealizowana w ramach grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego 2 PO6A 026 30.
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