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1.Wprowadzenie

ostatnim dziesiecioleciu dokonano ogromnego postepu w detekcji i iden-

tyfikacji drobnoustrojéw in vitro dzieki zastosowaniu metod biochemicz-

nych, serologicznych i molekularnych. Przycz3mity sie do tego duze firmy ho-
dowlane, ponoszace znaczne straty z powodu kontaminacji materiatu
roslinnego produkowanego technika mikrorozmnazania. Fiirny te, jak réwniez
pomniejsi producenci, wobec zagrozenia jakie stanowig dla kultur, np. ba-
kterie latentne, nawigzaty wspotprace z placdwkami biotechnologicznymi, za-
checajac je do poszukiwania nowych, szybkich metod testowych, umozliwia-
jacych sprawdzenie czy eksplantat inicjalny, a przede wszystkim produkt
koncowy mikrorozmnazania, sg wolne od drobnoustrojow. Ws$réd dostepnych
obecnie metod, najwyzszg czutoscig i specyficznoscig oraz S2ybkim uzyska-
niem wyniku testu odznaczajg sie metody molekularne. W pracy oméwiono
zastosowanie tych technik podczas mikropropagacji, sytuujac je w kontekscie
pieciu stadiéw mikrorozmnazania, na ktore skladajg sie prekultuiy, stabili-
zacja eksplantatéw, namnazanie tkanek, przygotowanie eksplantatéw do
wzrostu ex vitro oraz aklimatyzacja post vitro. Oczywiscie, tradycyjne metody
detekcji, ktore pozostaty aktualne i sg nadal stosowane w wielu laboratoriach
kultur tkankowych, réwniez zostaty uwzglednione w tym opracowaniu.

2. Prekuitury — ,,stadium O mikrorozmnazania”

w okresie przygotowania roslin lub ich organéw do izolacji eksplantatéw
uwaga hodowcy skoncentrowana jest na utrzymaniu roslin matecznych w
petnej zdrowotnosci, przez stosowanie wiasciwej agrotechniki i ochrony che-
micznej oraz regularnych inspekcji fitosanitarnych upraw, a przy zagrozeniu
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plantacji chorobami wirusowymi — termoterapii roslin matecznych (tab. 1).
Sprawdzianem skutecznos$ci wymienionych dziatan sg wyniki mikrobiologi-
cznej, serologicznej lub immunoenzymatycznej indeksacji donora eksplanta-

tow ().

Tabela |

Cykl mikrorozmnazanla w warunkach aseptycznych kultur

STADIUM 0

PREKULTURY
(przygotowanie roslin
matecznych do izolacji

eksplantatéw)

STADIUM 1

STABILIZACJA EKSPLANTATOW
(uzyskanie eksplantatow
wolnych od obecnosci
drobnoustrojéw oraz akt}rwnych
regeneracj”™nie)

STADIUM 2

NAMNAZANIE EKSPLANTATOW
(rozmnazanie kalusa, pagkéw,
pedéw lub zarodkéw poprzez

szereg subkultur na pozywkach

0 wysokiej zawartosci
regulatoréw wzrostu)

STADIUM 3

PRZYGOTOWANIE
DO WZROSTU
EX VITRO
(elongacja pedéw oraz
rhizogeneza)

STADIUM 4

AKLIMATYZACJA ROSLIN
(hartowanie roslin przed
uprawa w warunkach
szklarniowych)

uprawa elitarnych matecznikéw w petni zabezpieczonych
przed infekcja — uprawa pod folig, podlewanie
kropelkowe, stosowanie systemicznych pestycydéw

selekcja fenotypowa, testowanie obecnosci wiruséw,
bakterii i grzybéw

przygotowanie roslin matecznych do izolacji
eksplantatow — przerwanie okresu spoczynku,
rejuwenacja, wybér organu dla pobrania eksplantatu

dezynfekcja powierzchniowa etanol 70%, NaOCI,
Ca(OCl)2, HgCb, chloramina B, T

przeciwdziatanie brunatnieniu esplantatow; wymywanie
polifenoli i tanin, absorbcja (wegiel aktywowany,
poliwlnylopyrolidon), stosowanie antyutleniaczy,
inaktywacja fenolazy, obnizanie pH pozywki,
zaciemnianie kultur

wybér systemu regeneracji* — organogeneza
bezposrednia, organogeneza posrednia

dobor cytokininy* optymalnie stymulujacej regeneracje
ustalenie parametréw Srodowiskowych hodowli

ustalenie optymalnej liczby subkultur
stymulacja wzrostu elongacyjnego pedéw

indukowanie rhizogenezy in vitro — (dobdr auksyny,
pozywka dwufazowa)

indukowanie rhizogenezy ex vitro — (pozywka ptynna,
substrat mineralny)

odzyskanie samozywnosci — kultury mikso- i
fotoautotroticzne

utrwalanie samozywnosci; wzbogacenie fazy gazowej w CO?2

zabezpieczenie przed stresem wodnym (zamgtawianie,
ostony z folii)

zwiekszenie natezenia Swiatta

w przypadku gatunkéw rozmnazanych po raz pierwszy
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Terminem ,,prekultury” okres$la .sie zespét zabiegdéw, ktdre przygotowujag
organy ros$lin lub wyizolowane eksplantaty tkankowe do wprowadzenia do
kultur in vitro. W wyniku prekultur uzyskujemy m.in. rejuwenacje (odmio-
dzenie) tyeh organéw oraz eliminujemy znaezng ezes¢ zasiedlajgeyeh je drob-
noustrojow. Jednym ze znanych zabiegdw przygotowawczych jest pedzenie
cietych gatgzek (odkazonych w NaOCI z dodatkiem Tweenu 20) w roztworze
cytrynianu 8-hydroksychinoliny (200 ppm) z dodatkiem 2% sacharozy. Paki
roslin drzewiastych izolowane z tak przygotowanego materiatu sg w wysokim
procencie wolne od kontaminacji (2). Mniej znana jest metoda prekultur na
tzw. wysciotce siarczynowej. Inkubacja eksplantatéow przez 24 godziny na
wyscidtce (bibuta, lignina) nasyconej roztworem wodnym metadwusiarczynu
potasu (80g/l), dziesieciokrotnie zmniejszyta ilos¢ drobnoustrojow w dalszej
hodowli (2).

2.1. Detekcja drobnoustrojow w ,,stadium 0”

Indeksacja roslin matecznych, ktérej celem jest eliminowanie wszystkich
patogendw, w tym kwarantannowych, np. Phytophtora, Xanthomonas i inne
(przy uzyciu Plant Disease Detection Kit SIGMA), przez wylozenie na ptynne
lub zestalone pozywki standardowe, jatowo ponakiuwanych lub ponacina-
nych skrawkow z wytypowanej rosliny, zabezpiecza przyszte kultury przed
wprowadzeniem kontaminacji. Zastosowanie zestawu trzech specjalistycz-
nych pozywek bakteriologicznych: 1) ekstraktu drozdzowo-glukozowego,
2) pozywki glukozowej typu Sabouraud, oraz 3) pozywki AC pozwala wykry¢
obecnos$¢ wiekszosci bakterii, drozdzy i grzybéw, po inkubacji skrawkow
w temperaturze 25-30°C przez 28 dni.

Indeksacji eksplantatéw inicjalnych w momencie ich wprowadzania do
hodowli dokonujemy przez umieszczenie skrawkéw w ptynnej pozywce bakte-
riologicznej o pH 6,9 (np. Leifert and Waites Sterility Test Medium SIGMA).
Jesli skrawek zawiera bakterie, to ich zawiesine pasazuje sie na szereg po-
zywek réznicujagcych. Jesli natomiast ujawnig sie grzyby, grzybnie pasazuje
sie na pozywke PDA (ziemniaczano-glukozowsg), SNA (syntetyczna) lub mal-
tozowa (Malt-agar), w celu ich identyfikacji. Zaleca sie powtarzanie testu na
ptynnej pozywce podczas kazdej kolejnej subkultury, w ciggu pierwszego
potrocza hodowli (3).

Dwustopniowos$¢ kontroli (testowanie roslin matecznych i test izolowanych
z nich eksplantatéw) stanowi wystarczajaca bariere, gwarantujgca niedopusz-
czenie do namnazania tkanek zawierajgcych kontaminacje latentne (tab. 2).
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Tabela 2

Kontrola kontaminacxti podczas cyklu mikrorozmnazania

STADIUM 0

PREKULTURY
(redukcja egzo- i endogennych
kontaminantéw)

STADIUM 1

STABILIZACJA EKSPLANTATOW
(detekcja i identyfikacja
kontaminacji)

STADIUM 2

NAMNAZANIE EKSPLANTATOW
(mikrobiologiczne
monitorowanie kultur, detekcja
kontaminacji latentnych)

STADIUM 3

PRZYGOTOWANIE DO
WZROSTU EX VITRO
(mikoryzacja lub bakteryzacja
kultur)

STADIUM 4

AKLIMATYZACJA ROSLIN
(petna ochrona fitosanitarna)

zabezpieczenie roslin przed infekcjg przez patogeny oraz
przed zasiedleniem przez populacje epifitow (ostony z folii,
podlewanie kropelkowe, pestycydy stosowane systemicznie)

indeksacja roslin matecznych; wykrywanie wiroidow,
wiruséw, mykoplazm, bakterii, drozdzy i grzybéw

ustalenie i wyeliminowanie Zrédta kontaminacji

chemo-, termoterapia oraz terapie kombinowane roslin
matecznych i organéw wytypowanych do izolacji eksplantatéw

dezdmfekcja powierzchniowa eksplantatow (wspomagana
przez laser, mikrofale, ultradzwigki), dezynfekcja
podwdjna, dezynfekcja wewnetrzna

indeksacja eksplantatow inicjalnych przy uzyciu
klasycznych metod serologicznych, immunoenzymatycz-
nych oraz zestawow pozywek mikrobiologicznych

identyfikacja kontaminantéw przy zastosowaniu technik
molekularnych (amplifikacja kwaséw nukleinowych PCR,
LCR, TAS, SDA)

odrzucenie kontaminacji pierwotnych i wtérnych
ujawniajacych sie w | i Il pasazu, chemo-, termo-,
antybiotykoterapia in vitro

monitorowanie kultur (testowanie fragmentu tkanek
z kazdego eksplantatu w ptynnej pozywce mikrobiologicznej)

eliminowanie vitropatogenéw (obnizanie pH, eliminowanie
nadmiernego uwodnienia pozywki, modyfikacja fazy gazowej)

detekcja bakterii latentnych i subliminalnych na
ptynnych pozywkach mikrobiologicznych

identyfikacja kontaminacji latentnych, jak w ,,stadium 1"

sukcesywna kontrola standardéw aseptyki laboratoryjnej

kokultury (wprowadzenie mikroflory antagonistycznej dla
patogenow); bakteryzacja i mikoryzacja kultur

detekcja i identyfikacja kontaminacji jak w ,,stadium 1"
kontrola obecnosci wiruséw, testy serologiczne,
immLinoenzymatyczne, mikrobiologiczne (do certyfikatu
zdrowotnosci roslin pochodzacych ze szklg)

termiczna dezynfekcja podloza do wysadzania roslin

chemiczna ochrona wysadzonych roslin
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2.2. Zrodto kontaminacji

Najczesciej kontaminacje wnoszone sg wraz z eksplantatami izolowan3mii
z roslin nietestowanych, lub porazonych bezobjawowo przez grzyby, drozdze,
bakterie, mykoplazmy, riketsje, wirusy lub wiroidy. Zrodto uporczywych kon-
taminacji stanowig rowniez eksplantaty pobierane z roslin uprawianyeh
w polu lub z ich organéw podziemnych, zasiedlonych przez epifity fyllo- i rhi-
zoplany, ktére trudno wyeliminowac¢ podezas dezimfekcji powierzehniowej (3).
Odkazanie moga przetrwa¢ drobnoustroje epifityczne, ktére w przypadku lisei
znalazty schronienie wsréd wioskéw i tusek oraz w pofatdowaniach powie-
rzchni epidermy lezacej nad wigzkami przewodzgeymi, w hydatodach, oko-
licaeh aparatéw szparkowych, zbiorniczkach olejkéw eterycznyeh, w obsza-
rach sluzowaciejgcych czy w strefie starzejgcych sie tkanek. W przypadku
pakéw schronienie to zapewniajg tuski lub przylistki. Miejsca te sa na ogot
niedostepne dla dezynfektantow (4). Endofity przestrzeni miedzykomorko-
wych i endofity komérkowe moga réwniez ukry¢ sie wewnatrz parenchymy
lub tyka, podobnie jak endofity fakultatywne, badz stabe patogeny koloni-
zujgce rany, ktére we wnetrzu tkanek unikajg kontaktu z dezymfektantem
(4). Czestym zrédiem kontaminacji moze by¢ skazona mikrobiologieznie woda
uzywana do podlewania roslin (5).

2.3. Prewencja

Przestrzeganie proeedury zapobiegajacej kontaminacjom obowigzuje na kaz-
dym etapie hodowli. W ,,stadium 0" najwiekszy naeisk kladzie sie wiasnie na
prewencje. Skladaja sie na nig: specjatne traktowanie roslin matecznych re-
dukujace populacje epifitow (podlewanie kropelkowe, filtrowanie wody do pod-
lewania, ostanianie folig powierzchni roslin w uprawach pod szkiem, regularne
opryski fungicydami lub antybiotykami, uprawa w odkazon3mi termicznie pod-
tozu, obnizenie wilgotnosci wzglednej powietrza, walka z wektorami chorob, etio-
lacja pedéw i pobudzanie ich do aktywnego wzrostu). Kolejnym sposobem zapo-
biegania jest selekcja eksplantatow, uwzgledniajgca wytgcznie te, dla ktdiyeh ist-
nieje gwarancja tatwego przeprowadzenia dezynfekcji powierzchniowej, skutecznie
eliminujacej populacje mikroorganizmoéw zasiedlajgcych ich powierzchnie (6).
Istotnym elementem profilaktyki jest réwniez diagnostyka bakterii fitopatogeni-
eznych), izolowanyeh z eksplantatow i roslin zainfekowanych bezobjawowo,
przy w\*korzystaniu metod biochemicznych, serologicznych (ELISA) lub mole-
kularnych (PCR). Zwiaszcza podstawowe testy bioehemiezne, ze wzgledu na
ich prostote i niski koszt, zastuguja podczas prekultur na szczegélng uwage.

3. Stabilizacja eksplantatow — ,,stadium | mikrorozmnazania”
Uzyskanie aseptycznego eksplantatu przy zachowaniu jego petnej zdolno-

Sci regeneracyjnej jest trudnym zadaniem. Dezynfekcja powierzchniowa przy
uzyciu podchlorynéw sodu (NaOCIl) i wapnia (Ca(OCl)2), azotanu srebra
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(AgNOs), wody chlorowej, wody utlenionej H202 (5-20%), nadmanganianu
potasu (0,01%) ezy HgCI2 (tab. 1) nie zawsze okazuje sie skuteczna przy
eliminowaniu mikroorganizméw epifitycznych, a w przypadku endofitow cat-
kowicie zawodzi. Poprawe rezultatbw odkazania zapewnia wspomaganie de-
zynfekeji technikami prezentowanymi w kompendium E.B. Hermana (2),
a zatem traktowaniem kultur laserem (25-50 impulséw po 30 s XeCl), lub
dziataniem ultradzwiekéw. Intensywna wibraeja przy zastosowaniu ultradzwie-
kéw obniza sity powierzehniowej adhezji drobnoustrojow, co pozwala na uzy-
cie fagodniejSi~*eh Srodkéw odkazajgcyeh.

Nadal praktykuje sie wstepne odkazanie nasion, bulw, kigczy i cebul go-
ragcg wodg (50-54°C przez | godzine), dezynfekcje podwdjng organdw pozo-
stajgcych w kontakcie z glebg (dwukrotne odkazanie w 3,5% NaOCI, kolejno
przez 15 i 5 min) oraz dezynfekcje wewnetrzng. Ten ostatni zabieg, poprze-
dzajgey dezynfekeje powierzchniows, polega na wstawieniu pedéw na 24-36
godzin do roztwordw: tiosiarczanu srebra (818 mg | %), siarczanu 8-hydro-
ksychinoliny (800 mg 1), siarczanu potasu lub siarczanu aluminium (600
mg 17 ), a nastepnie na izolaeji pgkéw, do ktdiyeh systemem waskularnym
dotarty juz substancje odkazajgce (2).

Czesto dziatanie dezynfektantdéw kojarzone jest z uzyciem fungicydéw
(Benlate, Dithane M-45, Kaptan). Bentate dodawany jest niekiedy do pozywki
we wstepnym etapie hodowli. Okazato sie jednak, ze jego diugotrwate od-
dziatywanie na eksplantaty jest fitotoksyczne, jesli nie bedzie on rozpusz-
ezany w DMSO (2).

Do roztworu dezynfekcyjnego dodaje sie rOwniez pojedyncze antybiotyki
(np. karbenieyline, eefotaksim, penicyline G lub siarczan streptomycyny).
Oprécz antybiotykéw stosowanych indywidualnie, praktykuje sie uzycie go-
towych zestawow antybiotykéw (Antibiotie-Antimycotic Solution SIGMA) (6).

3.1. Wykrywanie i identyfikacja drobnoustrojow w ,stadium |”

W przypadku nieskutecznej dezynfekcji powierzchniowej, lub zasiedlenia
tkanek przez endofity, juz po kilku dniach od wytozenia eksplantatéw, na
poz}rwce ukazuja sie kolonie bakterii, drozdzy tub grzybéw. Czesto wystepuja
infekcje mieszane, bakteryjno-gr25ybowe. Na podstawie kontroli makroskopo-
wej te kontaminaeje pierwotne sg eliminowane i przekaz}wane do identyfi-
kacji. Po wyprowadzeniu z nich czystych kultur wg standardowych metod
bakteriologieznych, izolaty np. bakterii sg barwione metodg Grama; a na-
stepnie poddawane testom bioehemieznym, wykrywajacym obecnos¢ enzy-
mow takich jak zelatynaza, oksydaza; testom O/F (na utlenianie lub fer-
mentaeje glukozy), na utylizacje metyl-a-d glikozydu, tworzenie barwnika
fluoreseeneyjnego na pozywce King B, tworzenie indolu oraz testowi ruchli-
wosci. Testy te wymagajg ezasu oraz nakiladu pracy, tecz ich zaletg jest
prostota i mozliwos¢ przeprowadzenia w przecietnych warunkach laborato-
ryjnych (7). Wyniki testow wsparte charakterystyka bakterii (8), umozliwiajg
identyfikacje wyizolowanych szczepow do rodzaju i gatunku. Specjalistyczne
laboratoria mikrobiologiczne identyfikujg bakterie na podstawie gotowego ze-
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stawu pozywek testowych (np. BHI, Chapman Agar, Levine EMB Agar, SS
Agar, TCBS Medium) (rys. 1). Obecnie preferuje sie testy, ktérych wyniki
mozna uzyska¢ w ciagu 24-48 godzin, a stopien oczyszczenia kultur bakte-
ryjnych nie ma wpltywu na odczyt. Sg to testy ujawniajgce zrédio utylizacji
wegla na podstawie zmiany zabarwitmia tetrazoliny redukowanej podczas
utleniania komoérkowego oraz testy identyfikacyjne API 20 E, API 20 NE
(réwniez opierajgce sie na detekcji utylizowanego wegla). Z metod moleku-
larnych do detekcji zalecane sag testy na bazie markerow chemotaksonomi-
cznych, poréwnywanie fenotypowych profili biatek i kwaséw ttuszczowych,
a takze genotypowych profili, z wigczeniem restrykcji lub amplifikacji frag-
mentoéw polimorficznych DNA (RFLP lub AFLP). Natomiast do identyfikacji
drobnoustrojow stosuje sie reakcje tancuchowa potimerazy (PCR) w wersji
podstawowej i licznych modyfikacjach; inne metody amplifikacji kwaséw nu-
kleinowych (SDA, TAS, NASBA) oraz analize sekwencji 16S rRNA (9-11) (tab.
2). Metody te, odznaczajace sie wysoka czuloscig i precyzja, sa tatwe do
stosowania w przypadku znanych juz gatunkow bakterii (np. w medycynie,
weterynarii). Natomiast, korzystanie z PCR w rolnictwie i hodowli roslin wy-
maga opracowania oligonukleotydowych starteréw dla mato znanych gatun-
kow bakterii roslinnych czy glebowych oraz wigze sie z koniecznoscig po-
wtarzania testow, nieodzowng przy diagnozowaniu po raz pierwszy rzadziej
spotykanych drobnoustrojow (10).

W ,,stadium I” rozpoczyna sie rutynowe wykrywanie bakterii latentnych,
poprzez wytrzgsanie eksplantatow inicjalnych w ptynnej pozywce mineralno-
glukozowej, wzbogaconej ekstraktem drozdzowym, hydrotizatem kazeiny tub
peptonem (w itosci 250-500 mg b”"). Po uptywie 14 dni uzyskujemy infor-
macje czy eksplantat zawiera mikroorganizmy i czy nadaje sie, badzZ nie, do
przeniesienia na wiasciwag pozywke hodowlang. Nieujawnianie sie pewnych
gatunkéw bakterii, nawet na tak starannie dobranych pozywkach testowych,
moze by¢ spowodowane; 1) sekrecja przez eksplantaty zwigzkéw o charakte-
rze antybakteryjnym (m.in. polifenoli), ktére inhibujg wzrost bakterii unie-
mozliwiajac ich wykrycie, 2) spowolnieniem adaptacji metabolicznej i ener-
getycznej bakterii na pozywce nieodpowiedniej dla ich rozwoju (cukrowcowa
represja kataboliczna), 3) diugotrwalym oddziatywaniem pozostatosci niedo-
statecznie wyptukanego srodka odkazajacego, co powoduje powolny wzrost
i rozmnazanie, np. bakterii saprofitycznych, (ktére nie majg charakteru la-
tentnego) (2).

W przeprowadzonych prébach oszacowania skfadu gatunkowego populacji
bakteryjnych, izolowanych w ,,stadium I" wykazano, ze do najczesciej wyste-
pujacych rodzajow nalezaly; Acinetobacter, Agrobacterium, Bacillus, Coryne-
bacterium, Enterobacter, Flauobacterium, Micrococcus, Pseudomonas, Staphy-
lococcus i Xanthomonas (13), Ostatnio dokonano pionierskiej analizy czestot-
liwosci wystepowania grzybow strzepkowych, izolowanych z eksplantatow li-
cznych gatunkow roslin rozmnazanych in vitro. W$réd oznaczonych gatun-
kow wyrézniono grupe dominantow (57,17%), influentéw (37,76%) oraz ga-
tunkéw akcesorycznych (7,05%). W grupie dominantow najwyzsza frekwencje
wykazywaty saprofityczne epifity z rodzajéow Aspergillus, Acremonium, Botry-
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Rys. 1. Detekcja, identyfikacja i zwalczanie Bacillus cereus podczas mikrorozmnazan;a Dief-
fenbachia pieta (wg Zenkteler, Wiodarczak i Ktosowskiej, 1996).
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tis, Cladosporium i Penicilliwn. W grupie influentbw pojawiaty sie niektore
endofity z rodzajow Alternaria, Chaetomiwn, Epicoccum, Fusanum, Humicola
i Mortierella (12).

3.2. Zrodto kontaminacji

W ,stadium 1" ujawnia sie okoto 50-70% kontaminacji o charakterze
pierwotnym, wniesionych z eksplantatem inicjalnym, oraz 30-50% kontami-
nacji wtérnych, spowodowanych nieprzestrzeganiem aseptyki laboratoryjnej
(13). W kazdej pracowni moga pojawiac sie inne, unikatowe niekiedy ,kon-
taminacje wewnatrzlaboratoryjne” (m.in. zwigzane ze specyfikg rozmnazane-
go materiatu), ktére wymagajg indywidualnego opracowania procedury ich
eliminowania (13).

3.3. Prewencja

Wiasciwa sterylizacja pozywek (tylko mate objetosci przy traktowaniu, np.
mikrofalami), aseptyczne pasazowanie i namnazanie tkanek, wymiana sta-
rych lub nazbyt rozcieiiczonych srodkow odkazajacych na swiezo przygoto-
wywane, zachowanie aseptycznosci kultur podczas catego okresu trwania
hodowli, utrzymanie czystosci pomieszczen laboratoryjnych, autoklawowanie
naczyn zawierajacych kontaminacje bez uprzedniego ich otwierania, regular-
na wymiana filtrow w stolach z laminarnym przeptywem powietrza, czeste
szkolenia pracownikdw w aseptycznej metodyce pracy; to reguty, ktorych
przestrzeganie jest szczegOlnie istotne podczas stabilizacji kultur (3). Z za-
biegéw prewencyjnych w ,stadium 1" wspomnie¢ nalezy o termo-, chemo- i
antybiotykoterapii eksplantatobw na pozywce.

Czestokro¢ terapeutyczny efekt wywiera wylozenie zainfekowanej tkanki
na pozywke. Tak dzieje sie w przypadku niektorych wiruséw, inaktywowa-
nych po izolacji i wytozeniu na pozywke merystemow wierzchotkowych zawi-
rusowanych roslin.

3.3,1. Termoterapia in vitro

Traktowanie eksplantatow (np. merysteméw wierzchotkowych lub kalusa)
podwyzszong temperatura (36°C podczas dnia i 30°C w nocy przez 4 do 8
tygodni) eliminuje wiele wiruséw, a takze bakterie systemicznie zasiedlajgce
tkanki przewodzace roslin. Dobierajac eksperymentalnie rezim terapeutyczny
dla konkretnego gatunku rosliny i rodzaju wirusa nalezy uwzgledni¢ zakres
temperatur pomiedzy optimum stymulujgcym wzrost a maksimum tolerowa-
nym jeszcze przez eksplantat (6). Interesujgca mozliwos¢ eliminowania wi-
rusbw stwarza krioprezerwacja merystemow. Na niskie temperatury szcze-
goélnie wrazliwe sg wiroidy. Traktowanie kultur niskg temperaturg (1-5°C)
przy niedostatku sSwiatta jest efektywng metodg zwalczania tej grupy pato-
genow.
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3.3.2. Chemoterapia in vitro

Pozytywne efekty chemoterapii bakterii z rodzajow Bacillus, Micrococcus
i Staphylococcus uzyskano po wprowadzeniu do pozywki bakteriostatyku
ASA (kwas acetylosalicylowy) w stezeniu 20-50 pM.

Jednak najwiekszg popularnosé¢ wsréd chemoterapeutykéw zyskata riba-
wiryna (Virazole), ktora nie tylko przeciwdziata replikacji wiruséw, lecz takze
degraduje ich czasteczki (6). Ribawiryna jest skuteczna przy szerokim za-
kresie stezen (5-100 mg pi) i nie wykazuje fitotoksycznego dziatania na tkan-
ki roslin. W terapii kombinowanej (1) ptynna pozywka z dodatkiem ribawi-
ryny, 2) termoterapia 32°C przez 25 dni, 3) izolacja meiysteméw, jej skute-
czno$¢ znacznie wzrasta (2).

Z preparatow dawniej stosowanych, warto wspomnie¢ 2-tiouracyl (inhi-
bujacy synteze wirusowego RNA) oraz zielen malachitowa, jednak brakuje
zgodnej opinii co do ich skutecznosci w warunkach in vitro (6,16).

Do testowania zdrowotnosci roslin uzyskanych z eksplantatéw poddanych
chemo- lub termoterapii, stosuje sie rosliny wskaznikowe, surowice poli-
i monoklonalne, test ELISA oraz analize kwaséw nukleinowych (dsRNA,
c-DNA).

3.3.3. Antybiotykoterapia in vitro

Antybiotykoterapia jest jedng z nielicznych metod postepowania leczni-
czego w prz}~adku bakterii endogenicznie zasiedlajacych tkanki. Wiasciwie
dobrany antybiotyk, o dobrej rozpuszczalnosci, stabilny w pozywece, nie ina-
ktywujacy sie pod wpltywem Swiatla i temperatury, niewrazliwy na pH, kom-
patybilny z innymi antybiotykami, nie indukujacy odpornosci, bez dziatan
ubocznych, tani, nietoksyczny dla ludzi — gwarantuje peiny efekt leczniczy
(14). Po zidentyfikowaniu bakterii, testuje sie ich wrazliwos$¢ na zestaw anty-
biotykéw metodg dyfuzji w zelu agarowym Bauer-Kirby. Dla potrzeb hodowli
tkankowych szczego6lnie zalecane sg: ampicylina, karbenicylina, cefotaksim,
gentamycyna, polimyksyna, rifampicyna, siarczan streptomycyny oraz timen-
tin, z ktérych kazdy ma stosunkowo waskie spektrum dziatania (15). Nadal
pozostaje otwarta kwestia czy antybiotyki oddziatujg stymulujgca na wzrost
tkanek i przebieg organogenezy w trakcie dalszej hodowli, czy tez ich wplyw
ma charakter posredni, poprzez wyeliminowanie kontaminacji (2,14). Z uzy-
skanych danych z przeprowadzonych badan wynika, ze niektére z nich (np.
cefotaksim) stymulujg embriogeneze lub proliferacje tkanki kalusowej, a na-
wet moga zastgpic¢ takie regulatory wzrostu jak 2,4-D.

W przypadku zasiedlenia eksplantatu dwoma lub trzema kontaminantami
(bakterie gram gram lub grzyby), najkorzystiriejsze jest stosowanie
kombinacji kilku antybiotykéw, zwlaszcza kiedy dajg one tzw. efekt syner-
gistyczny, ktory umozliwia znaczne obnizenie dawki kazdego z komponentow
zestawu, w poroéwnaniu z wysokoscig dawki stosowanej indywidualnie (16).
Amfoterycyna B, nystatyna, carbendazim oraz fenbendazol nalezg do anty-
biotykéw wykazujgcych wiasciwosci fungicydoéw i sa preparatami czesto wia-
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czanymi do ,,koktailu” terapeutycznego w przypadku kontaminacji bakteryj-
no-grzybowych,

Duzg pomocg w antybiotykoterapii jest dokladne ustalenie minimalnej
dawki inhibujgcej wzrost okre$lonego gatunku bakterii (MIC — minimum
inhibition concentration) oraz minimalnej dawki skutecznej przy jej zwalcza-
niu (MBC — minimum bactericidal concentration). OkreSlenie poziomu fito-
toksycznosci (ptynna pozywka o pH 6,5-7,5; z r6znymi stezeniami antybio-
tyku), stanowi zabezpieczenie przed mozliwym uodpornieniem sie bakterii.
Ten antybiotyk, ktéry niszczy bakterie przy dawce 50 ag ml'i, a nie jest
szkodliwy dla eksplantatu nawet przy dawce 100 gg mT” moze by¢ bezpie-
cznie stosowany w kulturach tkanek (16). Nalezy przy tym uwzglednié, ze
dawka terapeutyku efektywna w stosunku do wyizolowanego szczepu w wa-
runkach in vitro, czesto okazuje sie nieskuteczna przy bezposrednim zasto-
sowaniu na uprawiang ro$line. Powaznym bledem jest réwniez ,profilakty-
czne” stosowanie niewielkich dawek antybiotykéw, ktéryeh dziatanie tylko
okresowo ogranicza rozwéj drobnoustrojéw. Przedtuzanie terapii tego rodzaju
prowadzi do uodporniania sie bakterii na dany preparat (1).

4. Namnazanie eksplantatow — ,,stadium Il mikrorozmnazania”

To okres namnazania kalusa, zarodkéw, pakéw, sadzonek weztowych lub
wieloros$linek. W czasie tym dysponujemy juz aseptyeznym materiatem, ktéry
nalezy starannie zabezpieczaé przed wtdérng kontaminacjg (tab. 1).

4.1. Detekcja kontaminacji

w ,.stadium II” mikrorozmnazania jedynie wielkotowarowa produkcja moze
by¢ rygorystycznie monitorowana mikrobiologicznie. W tym celu z kazdego
eksplantatu® pobierane sg skrawki, ktoére testuje sie w ptynnej pozywee (Bae-
teria Serening Medium SIGMA). Do wykrywania bakterii latentnych zalecane
sg pozywki: YGC (ekstrakt drozdzowy, glukoza, weglan wapnia), PYA (pepton,
ekstrakt drozdzowy, agar), PYGA (pepton, ekstrakt drozdzowy, glukoza, agar)
i wiele innych, o recepturach poszerzonych o komponenty mineralne (16). Ze
wzgledu na wybitng wybiérczo$s¢ wymagan niektérych bakterii, konieczne jest
przetestowanie szeregu pozywek (np. Cassells — zaleca do tego celu 11 po-
zywek o réznych skiadach), co umozliwi ,trafienie” na pozywke promujgca
wzrost identyfikowemej bakterii (17). Opracowano kilka nieskomplikowanych
procedur metodycznych, umozliwiajacych detekcje niektorych bakterii laten-
trrych wystepujacych w kulturach (13,17,18). W analizie w}mikéw identddrkacji
mikroorganizméw, wykazano, ze spektrum gatunkowe kontaminacji zmienia
sie wraz z wiekiem kultury, (stopniowo przeehodzac od najwczesniej wykry-
wanych gatunkéw typowo epifitycznych dla danej rosliny, poprzez latentne
endofity, czy tez tzw. ,,kontaminaeje laboratoryjne” az do incydentalnie zawle-
czonyeh mikroorganizméw bytujgcyeh na skoérze cztowieka {Lactobacillus aci-
dophilus, Micrococcus kristinae. Staphylococcus epidermidis) (3).
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Wiele saprofityeznych gatunkéw bakterii, drozdzy czy grzybéw (tzw. kon-
taminanty pierwotne), w specyficznych warunkach kultur tkankowych (,,préz-
nia ekologiczna”, peitna dostepnos¢ substratu) oraz pod wptywem szczegol-
nego stanu fizjologicznego w jakim znajduje sie eksplantat, zachowuje sie
jak tzw. ,vitropatogeny”. Ich metabolity zmieniajg pH i potencjat osmotyczny
pozywki, toksyny zatruwaja eksplantat, a enzymy macerujg jego tkanki (3).
CzesSciowo mozna ograniczy¢ rozwoj, np. grzybdéw, redukujac wilgotnos¢ wzgled-
ng fazy gazowej w naczyniach hodowlanych oraz zwiekszajac stezenie agaru
do 0,9- 1,5%. Z kolei obnizenie pH pozywki hamuje rozwoj bakterii. Kroét-
kotrwata ekspozycja na pozywke o pH 3,5 (juz po godzinie) zabija wiekszos¢
bakterii, a niekiedy takze grzyby i drozdze, nie szkodzac przy tym eksplan-
tatom (3).

Kolejng mozliwos¢ znacznego zredukowania populacji saprofitycznych kon-
taminantéw (az do poziomu nieszkodliwego dla kultur tkankowych) stwarza
system hodowli w bioreaktorze. Zainstalowane tam filtry membranowe o Sred-
nicy poréw 0,2 am eliminowaty zawiesine bakteryjng, np. Bacillus z ptynnej,
ratowanej pozywki, w ktdrej namnazane bylo Syngonium (24). Jednak uzy-
skanie ukorzenionych pedéw na pozywece zestalonej, wymagato ostony z anty-
biotyku (rifampicyna w dawce 30 mg h”). Pozytywny wynik tego ekspery-
mentu jest kolejnym potwierdzeniem spotykanych w kulturach in vitro przy-
padkéw rozmnozenia tkanek zawierajgcych kontaminanty subliminalne.

4.2. Zrodto kontaminacji

Pojawianie sie w ,stadium 11" kontaminacji wtérnych, moze by¢ spowo-
dowane m.in. niedostateczng znajomoscig zasad profilaktyki oraz nieprze-
strzeganiem aseptyki laboratoryjnej. Moga im sprzyja¢ incydenty, takie jak
defekt stotu z nawiewem, niedoktadna sterylizacja instrumentéw i pozywek,
nieznajomo$¢ faktu, ze np. drozdze wykazujg znaczng odpornos¢ na dezyn-
fekcje przy uzyciu alkoholu, a endospory Bacillus odznaczajg sie wytr/*yma-
toscig na wysokie temperatury, np. opalanie). Ciggle jeszcze niewystarczajgca
jest wiedza o przenoszeniu kontaminacji z naczynia do naczynia przez roz-
tocza laboratoryjne (2).

W ,stadium II" wraz z namnazaniem tkanek moga by¢ powielane pier-
wotne kontaminacje latentne, spowodowane przez bakterie endofityczne, nie
zawsze patogeniczne, ktore nalezg do rodzajow Lactobacillus, Staphylococcus,
Micrococcus, Pseudomonas, Enterobacter, Serratia i Methylobacterium Jed-
nym z sygnatéw ich obecnosci moze by¢ spowolnienie tempa wzrostu na-
mnazanych kultur (3). Ta gmpa bakterii o stabo poznanej ekologii, bytuje
bezobjawowo w przestworach miedzykomaérkowych tkanki miekiszowej i prze-
wodzacej wielu roslin. Po umieszczeniu eksplantatow na pozywce endofity
potrzebujg czasu (niekiedy nawet Kkilku miesiecy), by zaadaptowac sie do
warunkow in vitro. Obecnos¢ kontaminacji latentnych czesto ujawnia sie
dopiero po pasazowaniu tkanki na pozywke o skfadzie faworyzujgcym wzrost
bakterii.
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4.3. Prewencja

Zabezpieczenie kultur przed kontaminacjami laboratoryjnymi wymaga sta-
tej kontroli czystosci powietrza w pomieszczeniach pracowni i testowania
sterylnosci stotéw z nawiewem. Najczesciej stosuje sie do tego celu metode
wyktadania otwartych ptytek Petriego. Ponadto kontrotg natezy objaé pra-
widtowos$¢ funkcjonowania autoklawéw i urzadzeri do sterylizacji drobnego
sprzetu (3). Bezwzglednie nalezy zwalcza¢ roztocza, wykladajgc potki papie-
rem nasgczonym akarycydem (pirydaben, difocot), stosujac putapki samo-
przytepne oraz repetenty (np. mentot) (18).

5. Przygotowanie do wzrostu ex vitro ,,stadium |l
mikrorozmnazania”

w fazie przygotowania rostin do wzrostu ex vitro stymutuje sie pedy do
etongacji, a nastepnie do ukorzenienia sie. W tym cetu paki, pedy tub zarodki
pasazowane sg nha pozywke o zredukowanym poziomie cukrowcéw, soti mi-
nerainych i regutatoréw wzrostu. W miare potrzeby wycofuje sie tub wpro-
wadza do pozywek skiadniki niezbedne na danym etapie hodowtii (tab. 1).

5.1. Detekcja kontaminacji

Dysponujemy stosunkowo skagpa ticzbg danych na temat wykrywania kon-
taminacji w tym stadium. Na podstawie titeratury wiadomo, ze pasaz eks-
ptantatow na pozywke o zmienionym skiadzie sprzyja ujawnieniu sie laten-
tnych dotychczas kontaminacji (3,6). Oczywisty przykiad péznego wykrycia
utajonych kontaminacji opisano, np. dla nieukorzeniajagcych sie sadzonek
weztowych czeres$ni, ktdére poza tym nie wykazywaty zadnych objawow infe-
kcji. Dopiero podczas izolowania z nich protoplastow w plynnej pozywce
stwierdzono obecnos¢ wolno rozwijajacych sie bakterii. W testach identyfi-
kacyjnych wykazano, ze byly to Pseudomonas syringae oraz Agrobacterium
rhizogenes (19). Fakt nieukorzeniania sie pedéw od dawna uwazany jest za
jeden z przejawow tatentnej kontaminacji. Podobnie dzieje sie w przypadku
drobnoustrojéw wystepujacych w ilosciach niewykrywalnych (koncentracja
subliminalna 107-10™" cfu/cm-"), ktore rrie ujawniajg sie na ptynnej pozywce
bakteriotogicznej. Mozna je zlokalizowac¢ jedynie przy uzyciu immunotiuore-
scencji lub mikroskopu elektronowego, co z uwagi na wysoki koszt i ogra-
niczong dostepno$¢ do urzadzen jest rzadko stosowane (2).

Wysoce niepokojaca, jak sie wydaje, jest mozliwos¢ udanego rozmnozenia,
ukorzenienia uzyskanych pedoéw, a nawet wysadzenia ich do szklarni, po-
mimo Zze sg one zainfekowane przez bakterie latentne. Propagacja zainfeko-
wanych kultur obarczona jest ryzykiem zwiekszenia wirulencji rozmnazanego
in vitro szczepu lub mozliwoscia jego przeksztatcenia sie w szczep patogeni-
czny, ktéry dopiero podczas szkilamiowej uprawy rostin moze spowodowacé
znaczne straty.
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5.2. Zrodto kontaminacji

Tkanki eksplantatow bezobjawowo zasiedlonych przez patogeniczne ba-
kterie takie jak: Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter michiganense, Erwi-
nia carotovora var. atroseptica, oraz Xanthomonas campestris przez caty okres
namnazania in vitro zachowujg te latentne kontaminanty. Przyczyny latencji
pozostaja, jak dotad, stabo wyjasnione. Wysoce prawdopodobne wydaje sie
przypuszczenie, ze pod wpltywem regulatoréw wzrostu zawartych w poZ3wce
znaczaco wzrasta koncentracja biatek warunkujacych odpornosé rosliny na
patogeny. Innym aspektem tego zjawiska moze by¢ wzmozenie produkcji me-
tabolitow o znacznej aktywnosci, np. przeciwwirusowej, czy przeciwbakteryj-
nej. Wymienione mechanizmy z pewnoscig moga wptywac¢ na nieujawnianie
sie licznych patogendw in vitro. Po wysadzeniu ro$lin, okresowe dziatanie
mechanizmow odpornosci stabnie, a patogeny atakujg swoich dotychczaso-

wych zywicieli (3).

5.3. Prewencja

Obecnie wzrasta zainteresowanie wykorzystaniem drobnoustrojéw produ-
kujacych substancje antybakteryjne lub fungistatyczne podczas hodowli za-
wiesinowej. Interesujacym tego przykladem moze by¢ wytwarzanie przez Ba-
cillus subtilis fungistatyku przeciw Cryptonectria parasitica (2).

Nowy poglad na zagadnienie kontroli kontaminacji daty prace dotyczace
poszukiwania elicytorow (molekut sygnalnych do wzbudzania reakcji obron-
nych rosliny na czynniki chorobotworcze), ktore stymulujg wytwarzanie fi-
toaleksyn. Przykiadem elicytora biotycznego jest, np. chitozan (odacetylowa-
na pochodna chityny), natomiast abiotycznego jest fosetyl glinu — substan-
cja aktywna o charakterze fungicydu, na bazie ktérej opracowano preparat
Aliette 80WP.

6. Aklimatyzacja roslin — ,,stadium IV mikrorozmnazania”

Woysadzanie roslin do podioza jest najbardziej krytycznym okresem, pod-
czas ktorego nasila sie zagrozenie zwigzane z ujawnianiem sie kontaminacji
latentnych oraz z atakiem drobnoustrojow glebowych (tab. 1). Wirusy, wi-
roidy, mykoplazmy, riketsje czy spiroplazmy, ktérych obecnos$¢ nie dawata
zadnych objawéw podczas hodowli tkanek, mogag odzyska¢ lub wzméc swojag
wirulencje po wysadzeniu roslin. Jednakze nieaktywny czynnos$ciowo system
korzeniowy miodych roslinek, zle funkcjonuje w $srodowisku glebowym i z ta-
twoscig ulega infekcjom. Dotyczy to réwniez epidermy lisci i pedéw, o skgpo
wyksztatconej kutykuli i nieakt)rwnych aparatach szparkowych. Ostabione
stresem wilgotnosciowym rosliny, nie tolerujg zabiegéw chemicznej ochrony,
co stanowi dodatkowe zagrozenie dla uprawy.
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6.1. Detekcja kontaminacji

W dostepnej literaturze znajduje sie? sporo danych dotyczacych wykrywa-
nia drobnoustrojow we wczesnych stadiach (0, | i Il) mikrorozmnazania.
Natomiast, niewiele prac dotyczy ujawniania obecnosci drobnoustrojéw
w okresie ukorzeniania i aklimatyzacji, kiedy najczesciej uaktywniajg sie ba-
kterie latentne (tab. 2) oraz pewne wirusy, ktére réwniez nagromadzity sie
w namnazanej tkance. Wzrost ich koncentracji pozwala na detekcje przy
zastosowaniu metod serologicznych. Wykrycie wszystkich kontaminacji
w ostatnim stadium mikrorozmnazania jest nieodzowne przed wystawieniem
certyfikatu zdrowotnosci i dopuszczeniem do obrotu rozmnozonego materiatu
rostinnego.

Obieg informacji dotyczacych najnowszych metod wykrywania drobnou-
strojow (2,20,21), a takze szybko$¢ wdrazania tych metod przez firmy ko-
rzystajagce z mikrorozmnazania oraz instytucje powotane do wydawania $wia-
dectw zdrowotnosci dla materiatu roslinnego (pochodzacego ze szkia), maja
decydujace znaczenie dla skutecznosci zwalczania kontaminacji w kulturach
in vitro.

6.2. Prewencja

Poszukiwanie metod ulepszajgcych system mikrorozmnazania zaowocowato
nowg technika jaka jest kokultywacja tkanek roslinnych i drobnoustrojow.
Pozytywne wyniki prac nad stymulowaniem tkanek eksplantatow do organo-
genezy pod wptywem drobnoustrojéw otwierajg nowe perspektywy w tej dzie-
dzinie (2). Cassells i wsp., badajgc interakcje miedzy drobnoustrojami rhizo-
sferowymi a roéling, w krytycznym dla niej okresie aklimatyzacji, stwierdzili,
ze zasiedlenie systemu korzeniowego (jeszcze w probdwce) przez symbionta
skutecznie zabezpiecza rosline przed atakiem patogendéw glebowych, po wy-
sadzeniu do podtoza (22). Najnowszym osiagnieciem tego zespotu jest opra-
cowanie tréjcztonowego systemu prewencji, ktoiy rozpoczyna sie mikoryzacjag
korzeni (np. truskawki) sterylnym izolatem VAM Glomus intraradices, a kon-
czy — bakteiyzacja catej asocjacji. Zabieg ten nie nalezy do tatwych w wa-
runkach kultur heterotroficznych, charakteryzujgcych sie wysoka koncentra-
cja soli mineralnych i cukréw, ktére inhibujg kietkowanie zarodnikow grzyba
mikoiyzowego. Rowniez uzyskanie aseptycznego, odpowiednio rozciehczonego
inokulum mikoiyzowego nastreczato wiele trudno$ci. Mikoryzacja w kultu-
rach autotroficznych (poz}rwka Hoaglanda, 4 zarodniki grzyba na 1 eksplan-
tat) przebiegata natomiast bez zaktécen. W warunkach systemu autotroficz-
nego, préby wiaczenia do asocjacji takze tzw. ,,bakterii wspomagajacych” row-
niez zakonczyty sie powodzeniem. Otrzymany zespo6t ,,roélina — VAM — ba-
kterie” wykazywat wysoka odporno$¢ na stres wilgotnosciowy (m.in. poprzez
redukcje potencjatu osmotycznego tkanek rosliny oraz rozbudowe jej systemu
korzeniowego, jeszcze w warunkach in vitro) (22).

Pozytywne rezultaty uzyskano réwniez z ziemniakami, prowadzac je w ko-
kulturze z wyselekcjonowanymi szczepami symbiotycznych bakterii. Byly to
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niepatogeniczne szczepy Pseudomonas lub Xanthomonas, introdukowane do
pozywki ukorzeniajacej dla ziemniakéw. Bakteryzacja w sposéb istotny ljwie-
kszyla odpornosc¢ roslin na stres aklimatyzacyjny (23). Ten rodzaj ,,induko-
wanej symbiozy”, usprawniat szybkosé reakcji roslin na stres. Obecnos$¢ ba-
kterii stymulowata wzrost elongacyjny pedu, silniejsze rozgatezianie sie ko-
rzeni, wzmozona produkcje wiosnikow oraz przyspieszata tuberyzacje (two-
rzenie sie mini-bulwek). Ponadto aktywizowata funkcjonowanie aparatéw szpar-
kowych i przyczyniata sie do prawidtowej tignifikacji wigzek przewodzacych.
W efekcie bakteryzacji, ziemniaki wysadzone do gruntu predzej tworzyty sto-
lony i bylty dwukrotnie odporniejsze na Verticillium albo-atrum niz rosliny nie
bakteryzowane (23).

7.Podsumowanie

Alternatywny system mikrorozmnazania w przypadku uporczywych, trud-
nych do wyeliminowania (wytacznie niepatogenicznych) drobnoustrojow moze
stanowiC niesterylna propagacja (25,26). Jej poczatki datujg sie od czasow
automatyzacji mikrorozmnazania, co pociggneto za sobg prawdziwa rewolucje
w wielkotowarowej produkcji roslin klonowanych. Odrzucenie ograniczen ja-
kie naktadat wymog aseptycznosci kultur heterotroficznych (pozywka zawie-
rala zwigzki organiczne i cukrowce), stalo sie najwazniejszg zaletg metody,
a zarazem zrédiem kolosalnych oszczednosci. W alternat3rwnym systemie foto-
autotroficznym, rosliny moga by¢ prowadzone niesterylnie, w kontenerach
z tworzywa, na podtozu z pianki poliuretanowej, wysyconej przeptywajaca
pozywka, nie zawierajgca zwigzkéw organicznych. System oparty jest na ga-
tunkach roslin charakteryzujacych sie wysokim poziomem chlorofilu w licz-
nych chloroplastach. Rosliny rozwijajg sie ,,samozywnie” w atmosferze wzbho-
gaconej w CO2, przy doswietlaniu Swiattem o wysokim natezeniu oraz w wa-
runkach petnej klimatyzacji (25,26). Najwyzszg rentownos¢ w systemie foto-
autotroficznym uzyskuje jedna z najprostszych, a zarazem najstarszych te-
chnik mikrorozmnazania — sadzonkowanie segmentéw weztowych peddw,
dowolnego gatunku, ktéry nadaje sie do tego sposobu propagacji.

Omowiony system jest pozytywnym przyktadem catkowitej zmiany podej-
Scia do problemu kontaminacji in vitro. Mozemy przesta¢ sie ich obawiac
poniewaz potrafimy skutecznie (i tanio) ich unika¢. Natomiast w systemach
~wWysrubowujgcych” aseptyke pracy i zwiekszajgcych czestotliwos¢ testow
i kontroli, koszty uzyskania ! rosliny beda stale wzrastac. W kontekscie
stale pojawiajgcych sie prac, w ktérych dowodzi sie, ze nierealne sg wszelkie
proby otrzymania roslin catkowicie wolnych od wszystkich drobnoustrojéw,
jest to niezmiernie stresujgce. W tej sjduacji, w systemie alternatywnym
(przy calym szeregu ograniczen) stwarza sie mozliwos¢ opuszczenia tego
»btednego kota” i proponuje sie nowe perspektyrwy na przyszios¢.
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Modern approaches to the elimination of contaminants in micropropaga-
tion

Summary

For efficient in vitro multiplication of plants, every step of micropropagation should be taken
care at in order to prevent contamination. Indexation of stock plants, explants and cultures for
contaminants is based on a series of morphological, physiological and biochemical tests, which
can be supplemented with modem methods. To ensure that the material is free from the major
pathogens, rapid, sensitive and specific diagnostic methods are required. The identification met-
hods used for diagnosis and detection of plant tissue contaminants are based on two main
strategies:

1) for identification of new species of contaminants it is recommended to use:

— serological tests, nutritional Kits, tests incorporating chemotaxonomic markers (based on
proteins and fatty acids),

— a comparison of phenotypic or genetic profiles including those based on restriction or
amplification of fragment length polymorphism of DNA:

2) for classification of new species it is recommended to use:

— reagents (as antisera, nucleic acids probes, oligonucleotide primers) for polymerase chain
reaction (PCR);

— general methods of comparison of the test strain with a reference strain.

Antibiotics or fungistatics should be applied in tissue culture to eliminate identified conta-
minants. Treatment of index-negative explants with combinations of antibiotics is the most
effective method to eliminate contaminents from plant tissue culture. Because of high costs of
treatment and their phytotoxicity, antibiotics should only be used against identified contaminants
from valuable mother plants.
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