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S u m m a r y

Bacterial contamination is quite frequent in plant tissue cultures although,
theoretically, cultures have to be axenic. It is their ubiquity and adaptability to
different conditions that enable bacteria to colonize also tissue cultures.
Among them there are not only the typical endo- and egzophytic species con-
nected with the plant kingdom, but also those which are common among peo-
ple. The bacteria species isolated from plant tissue cultures were found to be
vitropathogenic (pathogens facultative to in vitro explants), latent (pathogens
not virulent in vitro), and cryptic (present in tissues but invisible). Some bacteria
produce growth regulators, which can modify the morphogenetic mode of
explants. They are all undesirable ones in cultures, but the explants contami-
nated with pathogenic species should be eliminated obligatorily. Various
groups of bacteria, as well as the techniques of detecting, identifying and elimi-
nating them, are briefly described.
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1. Wstêp

Na upowszechnienie techniki roœlinnych kultur in vitro
z³o¿y³y siê trzy czynniki: poznanie zasad ¿ywienia mineralnego
roœlin i skomponowanie dobrze zbilansowanych po¿ywek, po-
znanie znaczenia i zasad stosowania regulatorów wzrostu i mo¿-
liwoœæ stosowania sterylnych warunków kultury. Brak mikroor-
ganizmów w kulturach jest uwa¿any za jeden z wyznaczników
tej techniki badawczej i produkcyjnej. Poprzez powierzchniowe
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i wewnêtrzne odka¿anie eksplantatów inicjalnych mo¿na wyeliminowaæ wiêkszoœæ
grzybów i bakterii. Inicjacja kultury z merystemów lub mo¿liwie ma³ych wierz-
cho³ków wzrostu, pozwala na pozbycie siê wirusów i fitoplazm. Odka¿anie naczyñ
i po¿ywek w warunkach nasyconej pary wodnej oraz praca pod kamerami z nawie-
wem powietrza oczyszczanego filtrami zatrzymuj¹cymi komórki bakteryjne i grzy-
bowe, wreszcie sterylizacja narzêdzi w temperaturze powy¿ej 200°C powinny teore-
tycznie umo¿liwiæ otrzymywanie sterylnych mikrosadzonek, kalusa lub regeneru-
j¹cych eksplantatów. Jednak z czasem okaza³o siê, ¿e pomimo to kultury bywa³y za-
siedlone przez bakterie. W kilkanaœcie lat po zastosowaniu techniki kultur do pro-
dukcji mikrosadzonek, zaczêto publicznie dyskutowaæ problem zaka¿eñ w warun-
kach in vitro (1,2).

Roœliny s¹ w warunkach naturalnych zasiedlone licznymi mikroorganizmami.
Bakterie znajduj¹ siê na powierzchni, w tkance przewodz¹cej, w przestrzeniach
miêdzykomórkowych, a tak¿e wewn¹trz komórek (3). Czêœæ z nich jest patogenami
roœlin, nadmiernie siê rozmna¿a, niszczy komórki, wydziela substancje toksyczne.
Wiêkszoœæ bakterii to endo- lub egzofity, które wspó³¿yj¹ z roœlin¹ nie wyrz¹dzaj¹c
jej szkody, nie indukuj¹c reakcji nadwra¿liwoœci ani objawów chorobowych. Zazwy-
czaj te bakterie nie rozmna¿aj¹ siê do takiej liczby jak patogeniczne; zajmuj¹ specy-
ficzne nisze, otaczaj¹c siê czêsto zabezpieczeniami w postaci œluzów (4,5). Bakterie
korzystaj¹ ze œrodowiska stworzonego przez roœlinê. Niektóre bakterie pe³ni¹ funk-
cjê „sprz¹taczy” szkodliwych metabolitów roœlinnych, np. etanolu. Jeœli takie bakte-
rie rozmno¿¹ siê w kulturach in vitro mog¹ pe³niæ funkcjê po¿yteczn¹ (6). Niektóre
szczepy bakterii nale¿¹cych do rodzajów Pseudomonas, Enterobacter, Staphylococcus,
Azotobacter i Azospiryllum wytwarzaj¹ regulatory wzrostu – etylen, auksyny i cytoki-
niny (7,8), inne degraduj¹ regulator wzrostu tidiazuron (9), co mo¿e modyfikowaæ
wzrost i rozwój roœlin, tak¿e eksplantatów in vitro. Agrobacterium (10) zmienia infor-
macjê genetyczn¹ komórek roœlinnych, wskutek czego wytwarzaj¹ one regulatory
wzrostu modyfikuj¹ce potencja³ morfogenetyczny tkanek. Zarówno obecnoœæ bak-
terii patogenicznych jak i nie patogenicznych, a nawet po¿ytecznych jest w kultu-
rach roœlinnych niepo¿¹dana. Nale¿y zastosowaæ wszystkie mo¿liwe sposoby, aby
nie wprowadzaæ bakterii z materia³em roœlinnym, a nastêpnie zabezpieczyæ kultury
przed zasiedleniem przez bakterie ró¿nego pochodzenia. Szczególnie istotny jest
problem obecnoœci bakterii w kulturach wieloletnich (11-15).

W latach 1988 i 1996 odby³y siê w Cork (Irlandia) miêdzynarodowe konferencje
poœwiêcone problemom zaka¿eñ w kulturach in vitro, a w roku 1999, w tym samym
miejscu, konferencja na temat problemów jakoœci zwi¹zanych z produkcj¹ roœlin in
vitro, gdzie tematyce zaka¿eñ w kulturach poœwiêcono oddzieln¹ sesjê. Temat ten
jest poruszany w³aœciwie na ka¿dej konferencji dotycz¹cej kultur roœlinnych in vitro.
Pomimo ogromnego postêpu w technikach wykrywania i identyfikacji bakterii, pro-
blem nie znika, o czym œwiadcz¹ wci¹¿ drukowane publikacje naukowe o wykrywa-
niu bakterii w kulturach i bardziej lub mniej udanych próbach ich eliminacji. Bakte-
rie s¹ organizmami o bardzo du¿ej zdolnoœci przystosowawczej. Znajduj¹ siê one
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zarówno w œrodowisku gdzie ros³y roœliny donorowe jak i w œrodowisku laboratoryj-
nym. Czêœæ tych bakterii mo¿e zasiedlaæ kultury in vitro. Bakterie te s¹ okreœlane
jako bakterie towarzysz¹ce, utajone (ang. covert), latentne, saprofityczne, endo-
i egzofityczne, patogeniczne i witropatyczne.

Spektrum bakterii wnoszonych z eksplantatami inicjalnymi jest bardzo szerokie.
Stwierdzono obecnoœæ, m. in. Agrobacterium radiobacter, Achromobacter sp., Alcaligenes
dinitrificans, Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus subtilis, Erwinia carotovora, E. agglomerans,
Enterobacter cloacae, Flavobacterium spp., Klebsiella oxytoca, Pseudomonas fluorescens,
P. luteola, P. paucimobilis, P. putida, Ralstonia aquatilis, Serratia plymutica. W grupie tej
dominuj¹ bakterie G (-). Z kultur starszych ni¿ 12-miesiêczne izolowano, m.in.
Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus circulans, B. subtilis, B. pumilus, Enterobacter cloacae,
E. agglomerans, Erwinia, Micrococcus kristinae, M. varians, Lactobacillus acidophilis,
L. plantarum, Pseudomonas maltophila, P. paucimobilis, Staphylococcus epidermis, S. warneri,
S. saprophyticus, z których ok. 75% nale¿y do grupy G (+) (16,17). O rozmiarach pro-
blemu mog¹ œwiadczyæ wyniki badañ Leifert i wsp. (17), którzy zidentyfikowali 293
szczepy bakteryjne w kulturach pochodz¹cych z dwóch komercyjnych laboratoriów.
Wœród nich przedstawiciele rodzajów Staphylococcus i Micrococcus stanowili 26%,
Pseudomonas 19%, Bacillus 13%, Enterobacter lub Erwinia 12%, Lactobacillus 11%,
Agrobacterium i Acinetobacter po 3%. Reby (18), analizuj¹c zaka¿enia, które wyst¹pi³y
w bardzo zró¿nicowanym gatunkowo materiale roœlinnym w kulturach in vitro, zi-
dentyfikowa³a 20 rodzajów bakterii, których na ogó³ nie mo¿na by³o przyporz¹dko-
waæ do okreœlonego gatunku roœliny. Autorka stwierdzi³a tak¿e zaka¿enia mieszane
ró¿nymi rodzajami bakterii. W kulturach tkankowych mog¹ tak¿e wystêpowaæ fito-
plazmy (klasa Mollicutes), najmniejsze, samodzielnie replikuj¹ce siê organizmy pro-
kariotyczne, otoczone jedynie b³on¹ cytoplazmatyczn¹ (19).

Przedmiotem tego opracowania jest, sporz¹dzona na bazie literatury, tak¿e z o-
statnich lat, krótka charakterystyka grup bakterii izolowanych z kultur roœlinnych in
vitro, metod ich identyfikacji i detekcji oraz strategia eliminacji lub przynajmniej
ograniczania wielkoœci populacji bakterii w kulturach roœlinnych.

2. Ró¿norodnoœæ bakterii i ich wp³yw na kultury tkanek roœlinnych in
vitro

2.1. Bakterie patogeniczne

Do tej pory zidentyfikowano ponad 30 rodzajów bakterii, w tym fitoplazm,
w kulturach roœlin in vitro. Czêœæ z nich, to bakterie znane jako patogeny okreœlo-
nych rodzajów i gatunków roœlin. Mno¿enie roœlin w warunkach in vitro jest na-
rzêdziem do otrzymywania materia³u nasadzeniowego wolnego od patogenów,
w tym bakteryjnych. Postêpowanie w tym przypadku obejmuje zainicjowanie kultu-
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ry z wytypowanych roœlin wolnych od patogenów. Je¿eli nie jest to mo¿liwe, kultury
inicjuje siê z merystemów wierzcho³kowych izolowanych z szybko rosn¹cych pêdów
po chemo- lub termoterapii. Testowanie na obecnoœæ patogena nale¿y wykonaæ kil-
kakrotnie: w inicjalnym stadium, okresowo w czasie namna¿ania oraz materia³u wy-
sadzonego do szklarni. Taka procedura by³a opisana w odniesieniu do Xanthomonas
campestris pv. pelargonii (20,21), Erwinia chrysanthemii pv. dieffenbachiae (22), Xanthomonas
campestris pv. dieffenbachiae na anturium (23), Erwinia sp. na ziemniaku (24). Bakterie
patogeniczne mog¹ bytowaæ w sposób bezobjawowy (infekcja latentna), jak np.
Xanthomonas campestris pv. dieffenbachiae w kulturach anturium (23), Xanthomonas
begoniae (Hakkart i Versluis, cyt. za 23), Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
lub Erwinia carotovora w kulturach ziemniaka (Schul i wsp., cyt. za 23,25, Weber
i wsp., cyt. za 26). Bakterie te wywo³uj¹ objawy chorobowe na roœlinach na ogó³ do-
piero po przeniesieniu do œrodowiska uprawowego. Bezobjawowy sposób bytowa-
nia jest zwi¹zany z tym, ¿e warunki w kulturach in vitro (wysoka wartoœæ osmotycz-
na po¿ywki i wysokie stê¿enie sacharozy) zazwyczaj nie sprzyjaj¹ rozmna¿aniu bak-
terii i produkcji czynników warunkuj¹cych patogenicznoœæ. Wówczas gdy warunki
zmieni¹ siê na korzystniejsze dla bakterii lub bardziej stresuj¹ce dla tkanek roœlin-
nych, bakterie zaczynaj¹ siê rozmna¿aæ intensywnie i staj¹ siê widoczne w po¿ywce
i/lub na tkankach roœlinnych. Dotyczy to, np. zmian temperatury (wzrost powy¿ej
30°C), podwy¿szenia wartoœci pH (26) lub zmian w bilansie hormonalnym, np.
w przypadku Xanthomonas pelargonii po przeniesieniu do po¿ywki bez cytokininy
(21). Bakterie, nie uznane do tej pory za patogeny, mog¹ rozpocz¹æ wytwarzanie
czynników warunkuj¹cych patogenezê w wyniku zmiany warunków œrodowiska,
os³abienia odpornoœci tkanek roœlinnych, rozmno¿eniu siê do odpowiedniego po-
ziomu (tzw. sygnalizator zagêszczenia, ang. quorum sensing) lub przy braku konku-
rencji ze strony innych mikroorganizmów (2). Upowszechnia siê tendencja, aby pro-
dukcja sadzonek w laboratoriach in vitro by³a certyfikowana (27), co wymaga stoso-
wania procedur pozwalaj¹cych na wykrycie patogena, zalecanych przez EPPO (ang.
European and Mediterraneus Plant Protection Organization), a organizacja produkcji od-
bywa³a siê wed³ug wytycznych HACCP, ang. Hazard Analysis and Critical Control Point
(26-30), co zwiêksza prawdopodobieñstwo uzyskania materia³u nasadzeniowego
bez szkodliwych mikroorganizmów.

2.2. Bakterie neutralne i wywo³uj¹ce witropatie

Wiêkszoœæ bakterii spotykanych w kulturach roœlin in vitro, to mikroorganizmy
wspó³¿yj¹ce z roœlin¹, nie powoduj¹ce patogenezy. Czêœæ bakterii mo¿na zakwalifi-
kowaæ do saprobiontów bytuj¹cych na roœlinach, w glebie i na ciele ludzkim, od¿y-
wiaj¹cych siê substancj¹ organiczn¹ z obumar³ych komórek, które czêsto rozmna-
¿aj¹ siê intensywnie i staj¹ widoczne w starzej¹cych siê kulturach. W rezultacie ma-
sowego rozmno¿enia, bakterie te mog¹ obni¿aæ wydajnoœæ namna¿ania, ukorzenia-
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nia lub regeneracji przybyszowej. Takie oddzia³ywanie nazwano witropati¹ (8). Dla
przyk³adu, do bakterii witropatycznych w kulturach podk³adki jab³oni M9 zaliczono
izolaty z rodzajów Erwinia, Corynebacterium, Actinomycetes (31). Lactobacillus
plantarum (u¿ywana w procesie konserwowania ¿ywnoœci) okaza³a siê witropatoge-
nem dla kultur Hemerocallis. Produkowany przez ni¹ kwas DL-mlekowy zabija³ kultu-
ry w ci¹gu piêtnastu tygodni, a pocz¹tkowymi objawami infekcji by³a postêpuj¹ca
chloroza liœci, zmiana barwy kalusa na szary oraz obni¿aj¹cy siê wspó³czynnik mno-
¿enia pêdów (32). Endofityczne bakterie – Pasteurella multocida, Stenotrophomonas
maltophilla i Alcaligenes sp. by³y przyczyn¹ nekrozy wierzcho³ków liœci w kulturach
pêdowych limonium (33). Przyczyn¹ witropatii mo¿e byæ oddzia³ywanie na eksplan-
taty roœlinne takich metabolitów bakteryjnych, jak antybiotyki, cyjanek, metanol
(16,17,32,34-36).

2.3. Bakterie ingeruj¹ce w bilans hormonalny roœlin

Obecnoœæ niektórych bakterii w kulturach in vitro w widoczny sposób wp³ywa na
zmiany rozwojowe roœlin. Dla przyk³adu, bakteria Bacillus pumilus przyspiesza³a uko-
rzenianie in vitro mikrosadzonek winoroœli i w konsekwencji sprzyja³a wzrostowi pê-
dów (37). Autor nie okreœli³ przyczyny modyfikacji, ale sugerowa³ podobieñstwo do
dzia³ania B. putida, która stymuluje ukorzenianie dziêki wytwarzaniu IAA (38). Lepsze
ukorzenianie ró¿nych roœlin, m.in. sekwoi (39), sosny (40) i s³onecznika (41) zaobser-
wowano w wyniku inokulowania podstawy mikrosadzonek kulturami A. rhizogenes.
Burns i Schwarz (42) stwierdzili obecnoœæ w kulturach niezidentyfikowanej bakterii,
która sprzyja³a ukorzenianiu podliœcieniowych eksplantatów Pinus elliottii, jednak
w inny sposób ni¿ A. rhizogenes. Stymulacjê organogenezy u Spathiphyllum i Anthurium,
prawdopodobnie przez zmianê spektrum gibereliny, powodowa³a obecnoœæ Rhodococcus
fascians (43). Okaza³o siê, ¿e bakterie z tego gatunku wytwarzaj¹ rodestrynê, która
wykazuje aktywnoœæ s³abej auksyny (44). Bakteria Bacillus circulans stymulowa³a wy-
twarzanie zarodków somatycznych Pelargonium x hortorum (45). Szczep Pseudomonas
sp. wyizolowany z Origanum vulgare redukowa³ nadmierne uwodnienie i stymulowa³
wzrost pêdów w kulturach maliny (46). Inny szczep Pseudomonas zwiêksza³ liczbê ko-
rzeni, such¹ masê korzeni i roz³ogów i wysokoœæ pêdów ziemniaka (47). Morfoge-
niczny efekt dzikich szczepów Agrobacterium tumefaciens obserwowano w postaci
zwiêkszonej aktywnoœci w tworzeniu pêdów (48). Szczepy Methylobacterium mezophilicum
symulowa³y efekt cytokininy w kulturach spl¹tków mchu Funaria (49). Methylobacterium
sp. i Methylophilus glucoseoxidans stymulowa³y tworzenie morfogenicznego kalusa
oraz lepsze wyrastanie zregenerowanych roœlin pszenicy (50). Stwierdzono, ¿e bak-
terie z rodzaju Methylobacterium wytwarzaj¹ zeatynê (51). Fitoplazma ¿ó³taczki astra
powodowa³a tworzenie du¿ej liczby drobnych pêdów k¹towych Limonium sinuatum
na po¿ywce bez cytokininy (52). Niektóre patowary Pseudomonas syringae wytwarzaj¹
etylen (53), który mo¿e mieæ w kulturach wp³yw na morfogenezê.
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2.4. Bakterie endo- i egzofityczne

Hallmann i wsp. (7) jako endofity okreœlaj¹ bakterie niepatogeniczne, nie powo-
duj¹ce istotnych szkód, które s¹ izolowane lub ekstrahowane z roœlin po ich po-
wierzchniowym odka¿eniu. Przemieszczaj¹ siê one zarówno w ksylemie, jak te¿ ak-
tywnie penetruj¹c tkanki roœlinne z pomoc¹ enzymów hydrolitycznych, celulaz
i pektynaz. Nale¿¹ tu bakterie z ró¿nych grup systematycznych. Mog¹ one pozosta-
waæ w stanie utajonym, jak te¿ aktywnie kolonizowaæ tkanki. Bakterie te mog¹ prze-
nosiæ siê przez nasiona, materia³ rozmna¿any wegetatywnie, a do wnêtrza tkanek
wnikaæ z gleby oko³okorzeniowej i z fylosfery przez aparaty szparkowe, komórki
gruczo³owe, skaleczenia, w³oski i naturalne pêkniêcia zwi¹zane ze wzrostem i roz-
wojem roœliny. Najczêœciej bakterie zasiedlaj¹ przestrzenie miêdzykomórkowe, rza-
dziej wnêtrza komórek (3). �ród³em po¿ywienia s¹ najczêœciej wydzieliny komórko-
we, rzadziej sk³adniki œcian komórkowych.

Naturalnym œrodowiskiem bakterii egzofitycznych s¹ zewnêtrzne powierzchnie
roœlin. Do tej grupy nale¿¹ zarówno bakterie patogeniczne jak i saprofity z ró¿nych
grup taksonomicznych (5,54). Jedne i drugie mog¹ egzystowaæ w kulturach roœlin-
nych. S¹ one teoretycznie ³atwiejsze do usuniêcia w procesie odka¿ania inicjalnych
eksplantatów ni¿ endofity, jednak sterylizacja mo¿e nie byæ skuteczna, poniewa¿
rozwinê³y one strategie przystosowawcze, tworz¹c mikroœrodowisko o charakterze
biofilmu, odporne na czynniki fizyczne i chemiczne (4,55). Niektóre bakterie zasie-
dlaj¹ce fylosferê liœci produkuj¹ witaminy B, auksyny i cytokininy (6). Inne bakterie
wydzielaj¹ gumy, które poprawiaj¹ przyczepnoœæ i chroni¹ je przed wysychaniem
(56).

3. Metody identifikacji i wykrywania bakterii w kulturach in vitro

3.1. Wykrywanie bakterii w po¿ywce i eksplantatach (indeksowanie)

O obecnoœci bakterii w po¿ywce roœlinnej œwiadcz¹ zmêtnienia i przebarwienia
lub nacieki na powierzchni. Mog¹ one mieæ ró¿ny kszta³t, kolor, powierzchniê i tem-
po wzrostu. Najczêœciej objawem zasiedlenia tkanek jest zmêtnienie po¿ywki pod
eksplantatem (2). Niekiedy jedynym objawem jest wodniste halo wokó³ eksplantatu
pojawiaj¹ce siê zaraz po wyszczepieniu (57). Bakterie PPFM (ang. pink pigmentet facul-
tative methylotrophs) – ró¿owo zabarwione metylotrofy fakultatywne (6), których
najwa¿niejszym przedstawicielem jest Methylobacterium mesophillicum by³y izolowane
z ponad siedemdziesiêciu gatunków roœlin, tak¿e z wielu kultur tkankowych. Nie
tworz¹ one kolonii na typowych po¿ywkach bakteryjnych, nawet przy wysokich stê-
¿eniach rzêdu 108 j.t.k. (jednostek tworz¹cych kolonie) na gram œwie¿ej masy. Bakte-
rie te nie ujawniaj¹ siê tak¿e na po¿ywkach roœlinnych. W starych kulturach kalusa
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mog¹ byæ widoczne jako halo – przezroczysta otoczka. Mo¿na je natomiast wykryæ
na po¿ywkach bakteryjnych, w których jedynym Ÿród³em wêgla jest metanol (58).

Zazwyczaj zaka¿enia w kulturach roœlinnych s¹ wypadkow¹ obecnoœci wiêcej ni¿
jednego gatunku bakterii (13,16-18,35,59-61). Dlatego najpierw nale¿y wyizolowaæ
bakterie z pojedynczych kolonii na sta³ej po¿ywce bakteriologicznej, mikroskopo-
wo ustaliæ kszta³t i wielkoœæ komórek bakteryjnych oraz morfologiê i rozmiary kolo-
nii. Czêœæ bakterii dobrze roœnie na po¿ywkach stosowanych do namna¿ania i rege-
neracji kultur in vitro; np. bakteria Bacillus subtilis rozwija siê na po¿ywce zawie-
raj¹cej ½ sk³adników mineralnych Murashige i Skoog (16) i mo¿e byæ w zwi¹zku
z tym szybko wykryta po wprowadzeniu do kultur. W przypadku braku objawów
obecnoœci bakterii na po¿ywce roœlinnej i eksplantatach, fragmenty tkanek i po¿yw-
ki z okolicy eksplantatu nale¿y wyk³adaæ na po¿ywkach specyficznych dla bakterii,
np. YGC, PYA lub PYGA (62), KB, YDC, NGA, TSA (57), po¿ywka 523 opracowana spe-
cjalnie dla bakterii wystêpuj¹cych w kulturach roœlinnych in vitro (Viss i wsp., cyt.
63), i innych. Czasem zaka¿enie bakteryjne jest widoczne na eksplantatach, np.
w postaci br¹zowego nalotu na ogonkach i blaszkach liœciowych (26). Bakterie wpro-
wadzone na tkankach roœlinnych na ogó³ rosn¹ lepiej w obecnoœci tkanek roœlin-
nych. Dla przyk³adu, Pseudomonas maltophilia i Staphylococcus saprophyticus rosn¹ na
po¿ywkach w obecnoœci Delphinium (64). Lactobacillus plantarum i Erwinia carotovora
do ujawnienia siê w kulturach potrzebuj¹ tkanek roœlinnych, np. Hemerocallis lub
Delphinium (17), podobnie Xanthomonas campestris pv. dieffenbachiae nie prze¿yje
w po¿ywce d³u¿ej ni¿ 2 tygodnie bez roœlin (23). Z uwagi na mo¿liwoœæ zasiedlania
ró¿nych tkanek, powinno siê pobieraæ do indeksowania podstawê pêdu, wi¹zki
przewodz¹ce i liœcie lub fragmenty kalusa. Niekiedy wzrost bakterii udaje siê zauwa-
¿yæ dopiero w kolejnych, kilkakrotnie ponawianych testach, prowadzonych na ró¿-
nych po¿ywkach, przy ró¿nych rozcieñczeniach sk³adników po¿ywek (28) i podwy¿-
szeniu wartoœci pH (64). W celu izolacji bakterii z tkanek mo¿na zastosowaæ
wytrz¹sanie eksplantatu w po¿ywce p³ynnej przez kilka, kilkanaœcie godzin, wirowa-
nie albo umieszczanie tkanek w warunkach podciœnienia lub homogenizacjê frag-
mentów, a nastêpnie posiew na sta³e po¿ywki bakteryjne; wa¿na jest tak¿e tempe-
ratura i d³ugoœæ okresu inkubacji. Thomas (63) proponuje wykrywanie 3-etapowe:
obserwacja œwie¿o wyszczepionego eksplantatu, indeksowanie po¿ywki spod eks-
plantatów i indeksowanie fragmentów tkanek na po¿ywkach bakteryjnych. Do in-
deksowania nale¿y u¿yæ co najmniej kilku ró¿nych po¿ywek bakteryjnych, a proces
kontroli prowadziæ w ró¿nych temperaturach i przez ró¿ny okres (65). Fitoplazmy
nie mog¹ byæ utrzymywane i hodowane na pod³o¿ach, poniewa¿, z wyj¹tkiem ro-
dzaju Spirullea (19), na razie nie poznano ich specyficznych wymagañ pokarmowych.
Obecnoœæ fitoplazm w kulturze roœlinnej zdradza nadmierna sk³onnoœæ do proliferacji
pêdów i uniezale¿nienie siê od cytokininy egzogennej (51). Liczebnoœæ i sk³ad bakte-
rii zasiedlaj¹cych kultury jest uzale¿niony od œrodowiska, w którym ros³y roœliny do-
norowe. Kultury za³o¿one z roœlin rosn¹cych w pod³o¿u organicznym by³y bardziej
zaka¿one bakteriami od tych, które ros³y na glebach piaszczystych (66).
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W przypadku wyniku negatywnego (brak wzrostu) na specyficznych po¿ywkach
bakteryjnych, nale¿y, szczególnie w odniesieniu do bakterii patogenicznych, stoso-
waæ metody wykrywania oparte na reakcji PCR ze starterami specyficznymi dla ga-
tunków lub ogólnymi, dla bakterii (25,67,68). Te metody s¹ obecnie najczêœciej u¿y-
wane z uwagi na czu³oœæ, znacznie wy¿sz¹ od metod serologicznych (75). Wykrywa-
nie bakterii w tkankach (indeksowanie) powinno byæ sta³ym elementem procesu mi-
krorozmna¿ania. Zawsze powinna byæ utrzymywana pula tkanek testowanych okre-
sowo, zdefiniowanych jako wolne od bakterii, która jest wprowadzana do produkcji
i/lub doœwiadczeñ na miejsce kultur wykazuj¹cych obecnoœæ bakterii.

3.2. Identyfikacja bakterii

Identyfikacja do gatunku jest potrzebna w celu okreœlenia potencjalnego Ÿród³a
zaka¿enia oraz celowanego u¿ycia œrodków bakteriobójczych (69). Proces identyfi-
kacji polega na zdobywaniu kolejnych informacji o izolacie i porównywaniu z cecha-
mi zgromadzonymi w kluczach do oznaczania (70-72). Podstawowym badaniem jest
poznanie struktury œciany komórkowej, która mo¿e byæ zbudowana z wielu (Gram +)
lub zaledwie kilku warstw (Gram -) polimeru mureiny. Nastêpne etapy, to okreœlenie
zdolnoœci do tworzenia endospor – organów przetrwalnikowych, zabarwienia na
po¿ywce zawieraj¹cej ekstrakt dro¿d¿owy i dekstrozê, tworzenia barwnika fluores-
cencyjnego na po¿ywce KING B, aktywnoœci ureazy, up³ynniania ¿elatyny, wykorzy-
stania argininy i betainy, wzrostu w ró¿nych temperaturach i in. Opracowano po-
¿ywki selekcyjne i wybiórcze, zawieraj¹ce zró¿nicowane Ÿród³a wêgla i substancji
od¿ywczych. Okreœlenie przynale¿noœci rodzajowej bakterii nastêpuje na podstawie
obserwacji zdolnoœci do wykorzystania charakterystycznych sk³adników po¿ywek.
Za pomoc¹ specyficznych po¿ywek, mo¿na np., wykryæ Methylobacterium (73), fluory-
zuj¹ce formy Pseudomonas (74) i inne. Szeroki wybór po¿ywek wybiórczych dla bak-
terii patogenicznych dla roœlin zamieszczaj¹ Schaad i wsp. (72).

Komercyjne testy biochemiczne, takie jak API i Biolog oparte na wymaganiach
pokarmowych bakterii lub inne, oparte na analizie profili kwasów t³uszczowych, zo-
sta³y opracowane przede wszystkim dla potrzeb medycyny i przemys³u spo¿ywcze-
go, a tak¿e dla patogenów roœlin; do identyfikacji bakterii w kulturach maj¹ mniej-
sze zastosowanie (75). Do wykrywania i identyfikacji bakterii stosuje s¹ równie¿
techniki oparte na reakcji serologicznej – test ELISA (75) i enzymatycznej – testy
immunofluorescencyjne IF, IFAS (76).

W ostatnich piêtnastu latach do wykrywania i identyfikacji bakterii coraz szerzej
stosowane s¹ metody oparte na analizie DNA (75,77-79). Ze wszystkich znanych,
jest to metoda najbardziej uniwersalna, poniewa¿ wykrywany jest bardzo stabilny
zwi¹zek chemiczny obecny w ka¿dej komórce. Najczêœciej stosowane i najprostsze
s¹ techniki oparte na reakcji PCR. Identyfikacji mo¿na dokonaæ na poziomie grupy
systematycznej Bacteria (80), rodzaju (25,81,82), gatunku (83,84) i patowaru (85),
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przy u¿yciu specyficznych starterów, powielaj¹cych pojedyncze fragmenty DNA lub
za pomoc¹ starterów uniwersalnych dla bakterii i fitoplazm, pozwalaj¹cych na am-
plifikacjê fragmentów, które po trawieniu enzymami restrykcyjnym tworz¹ na obra-
zie rozdzia³u elektroforetycznego profile, charakterystyczne dla rodzaju lub gatun-
ku (67,86,87). Budowa wymienionych starterów jest oparta na sekwencji 16S rDNA.
S¹ tak¿e metody identyfikacji oparte na starterach opracowanych na bazie sekwen-
cji genów funkcjonalnych, np. fusA – fus AF i fusAR lub gyrB – gyrBBAUP2
i gyrBBNDN1 (88,89). Przy braku odpowiednich starterów specyficznych dla gatunku
mo¿na pos³u¿yæ siê analiz¹ pe³nej sekwencji fragmentu (najczêœciej 16S rDNA),
otrzymanego za pomoc¹ amplifikacji ze starterami dla rodzajów lub ogólnymi dla
bakterii, przez porównanie z sekwencjami zgromadzonymi w bazach danych (15,90,
91). Zaprojektowano tak¿e startery dla specyficznego wykrywania grup bakterii
gramdodatnich i gramujemnych (92). Techniki identyfikacji na bazie markerów DNA
maj¹ tak¿e zastosowanie w detekcji, kiedy brak jest wizualnych oznak obecnoœci
bakterii na eksplantatach lub po¿ywce roœlinnej. Stosuje siê wówczas najpierw izo-
lowanie bakterii na selekcyjn¹ po¿ywkê bakteryjn¹, a DNA otrzymuje siê z kultury
bakteryjnej. Ekstrakcja DNA bezpoœrednio z materia³u roœlinnego lub po¿ywki nie
zawsze pozwala na wykrywanie metod¹ PCR z powodu zbyt ma³ej iloœci badanego
DNA lub obecnoœci inhibitorów reakcji PCR. Izolacja DNA z po¿ywki selekcyjnej
(ang. enrichment) ma tak¿e tê zaletê, ¿e wykrywa DNA z ¿ywych komórek, co ma
szczególne znaczenie przy wykonywaniu testów po sterylizacji materia³u. W u¿yciu
s¹ ju¿ testy, które pozwalaj¹ na iloœciowe wykrywanie DNA bakterii (tzw. PCR w cza-
sie rzeczywistym – ang. Real Time-PCR), a tak¿e wykrywanie wielu organizmów
równoczeœnie za pomoc¹ techniki Multiplex PCR lub bardziej z³o¿onej i znacznie
dro¿szej techniki mikromacierzy (ang. chip DNA lub microarrays), jednak s¹ one do-
stêpne g³ównie w celu detekcji bakterii chorobotwórczych dla ludzi i zwierz¹t lub
wa¿nych dla procesów technologicznych i œrodowiska (79). Innym sposobem wykry-
wania bakterii jest badanie przewodnoœci elektrycznej po¿ywki selekcyjnej. Dla tej
metody dostêpny jest zautomatyzowany system o nazwie RABIT, u¿ywany do oceny
mikrobiologicznej ¿ywnoœci gotowej do spo¿ycia (93).

4. Zwalczanie i ograniczanie populacji bakterii w kulturach roœlinnych

O czystoœci mikrobiologicznej kultur in vitro decyduj¹: uprawa roœlin donoro-
wych w szczególnie ostrym re¿imie fitosanitarnym, staranne odka¿anie eksplanta-
tów inicjalnych, zachowanie wysokich standardów fitosanitarnych w czasie prowa-
dzenia kultur oraz czêste testowanie na obecnoœæ mikroorganizmów. Podstawowe
substancje odka¿aj¹ce powierzchnie eksplantatów, to zwi¹zki nieorganiczne wy-
zwalaj¹ce aktywny chlor (podchloryny wapnia i sodu) oraz sublimat rtêciowy. Ten
ostatni jest coraz rzadziej u¿ywany ze wzglêdu na szkodliwoœæ dla personelu i œro-
dowiska. Ponadto, stwierdzono, ¿e ten zwi¹zek nie dzia³a bakteriobójczo, a tylko
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bakteriostatycznie (94). Lepsze efekty uzyskiwano przy odka¿aniu organicznym
zwi¹zkiem chloru – dichloroisocyjanuratem sodowym (NaDCC), który by³ mniej
toksyczny wobec Spathiphyllum, a bardziej skuteczny w eliminacji bakterii z rodzaju
Xanthomonas, Psuedomonas i Actinomycetes (95) oraz PPM, ang. Plant Preservation
Mixture™, zawieraj¹cym komponenty izotiazolowe. Preparat ten jest stabilny w wy-
sokich temperaturach i w niewielkim stopniu fitotoksyczny (96,97). Stê¿enia oraz
czas dzia³ania œrodków sterylizuj¹cych nale¿y ustaliæ eksperymentalnie dla typu
eksplantatu, warunków wzrostu roœliny donorowej, pory roku, itp. Bakterie endo-
genne mo¿na eliminowaæ stosuj¹c odka¿anie wewnêtrzne, najlepiej eksplantatów
inicjalnych, za pomoc¹ systemicznych œrodków odka¿aj¹cych, np. cytrynianu (62,
98,99) i innych zwi¹zków 8-hydroksychinoliny (29). Stosowanie antybiotyków na
tym etapie jest niezasadne, chyba, ¿e wczeœniej zostanie poznana przynale¿noœæ
systematyczna bakterii zasiedlaj¹cych eksplantaty inicjalne i ich wra¿liwoœæ na an-
tybiotyki (36). W uporczywych zaka¿eniach bakteryjnych odka¿anie nale¿y pona-
wiaæ, stosuj¹c ró¿ne techniki i preparaty w celu stopniowego wyniszczania popu-
lacji lub zniszczenia wszystkich kie³kuj¹cych zarodników, za pomoc¹, np. trakto-
wania pulsowego œrodkami odka¿aj¹cymi (100), w podciœnieniu, z u¿yciem sonikacji
i innych (98,102). Odka¿anie mo¿na ponawiaæ w odstêpach dobowych lub kilkudnio-
wych.

Bakterie endogenne, które w stanie latentnym lub utajonym pozosta³y w eks-
plantatach, bêd¹, z du¿ym prawdopodobieñstwem, namna¿aæ siê i ujawni¹ po kilku,
kilkunastu pasa¿ach w fazie intensywnego namna¿ania lub ukorzeniania. Jest to bar-
dzo trudny problem i zdecydowanie jednoznaczny tylko w odniesieniu do patoge-
nów, poniewa¿ kultury nimi zaka¿one trzeba usuwaæ. W przypadku, gdy kultury s¹
zaka¿one innymi bakteriami nale¿y przystosowaæ warunki kultury do ograniczania
populacji bakterii, za pomoc¹ czynników chemicznych, takich jak antybiotyki, azo-
tan srebra, PPM, Vitrofural, olejki eteryczne i inne bakteriocydy i bakteriostatyki.
Preparaty te mo¿na dodawaæ do po¿ywki lub stosowaæ k¹piele odka¿aj¹ce dla czê-
œci eksplantatów przeznaczonych do dalszego mno¿enia. Pomocne mo¿e byæ obni-
¿enie kwasowoœci po¿ywki lub obni¿enie temperatury.

Umiejêtne stosowanie antybiotyków ma podstawowe znaczenie. Stwierdzono
wielokrotnie ich skutecznoœæ w odka¿aniu (102). Stosowanie antybiotyków musi
byæ poprzedzone ustaleniem odpornoœci szczepów, minimalnego stê¿enia bakterio-
bójczego i czasu dzia³ania (29,69). Przy pora¿eniach mieszanych, a na ogó³ z takimi
mamy do czynienia w kulturach rozmna¿anych przez d³u¿szy czas, nale¿y stosowaæ
antybiotyki w precyzyjnie skomponowanych mieszankach (17,59,64), poniewa¿ po-
jedynczy antybiotyk zazwyczaj nie wyeliminuje wszystkich bakterii. Czêœæ antybio-
tyków ma dzia³anie tylko bakteriostatyczne. W takim przypadku, po usuniêciu czyn-
nika ograniczaj¹cego bakterie mog¹ siê znów namna¿aæ (69). Jednoczeœnie, d³ugo-
trwa³e stosowanie antybiotyków powoduje selekcjê szczepów odpornych na anty-
biotyk (69). Preparaty inne ni¿ antybiotyki dzia³aj¹ wielotorowo, a zatem proces
przystosowawczy bakterii mo¿e byæ bardziej skomplikowany. Inn¹ stron¹ stosowa-
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nia niektórych antybiotyków jest ich fitotoksycznoœæ (15,60,64) oraz wp³yw na mor-
fogenezê (102-105).

Zawsze zalecanym postêpowaniem jest czêste inicjowanie kultur i wymiana kul-
tur starych na nowe w cyklach rocznych lub dwuletnich.

5. Uwagi koñcowe

Kulturom roœlinnym in vitro towarzysz¹ bardzo czêsto bakterie nale¿¹ce do ró¿-
nych grup, rodzajów i ró¿nego pochodzenia. S¹ one wnoszone z inicjalnym mate-
ria³em roœlinnym albo wprowadzane do kultur ze œrodowiska laboratoryjnego
w trakcie pracy. Zagra¿aj¹ one nie tylko kulturom, ale tak¿e pracownikom, ponie-
wa¿ mog¹ byæ Ÿród³em rozprzestrzeniania patogenów ludzkich i bakterii psuj¹cych
¿ywnoœæ, np. Trichophyton, Candida albicans, Staphylococcus aureus (28), Escherichia
coli, Serratia marcescens (106), Bacillus cereus (65). Zaka¿enia wnoszone z materia³em
roœlinnym s¹ spowodowane niew³aœciw¹ procedur¹ sterylizacji lub zasiedleniem
tkanek roœlinnych bakteriami endogennymi, co mo¿na zminimalizowaæ poprzez
prekulturê roœlin donorowych w zaostrzonych warunkach sanitarnych oraz pobiera-
nie mo¿liwie ma³ych eksplantatów, a tak¿e przez bardzo skrupulatne testowanie
obecnoœci bakterii w tkankach. Zaka¿enia mog¹ rozprzestrzeniaæ siê pomiêdzy na-
czyniami za poœrednictwem roztoczy lub wciornastków, mog¹ byæ wynikiem niedo-
statecznej dba³oœci o stan sanitarny pomieszczeñ laboratoryjnych i nieprzestrzega-
nia procedur przy pracy lub te¿ mog¹ byæ spowodowane przez dysfunkcjê kamer do
prac sterylnych.

Zaka¿enia bakteryjne w kulturach tkanek roœlinnych s¹ niekorzystne nawet,
wówczas gdy nie s¹ to bakterie patogeniczne, a tak¿e, jeœli sprzyjaj¹ one niektórym
procesom rozwojowym. Bakterie zasiedlaj¹ce bezobjawowo kultury in vitro mog¹
ujawniæ swe w³aœciwoœci patogeniczne po przeniesieniu do warunków szklarni lub
pola, poziom wirulencji bakterii mo¿e wzrosn¹æ w wyniku zmian mutacyjnych, ob-
ni¿onej odpornoœci tkanek roœlinnych lub zmiany warunków fizykochemicznych
(107). Upowszechnia siê ostatnio odejœcie od okreœlania kultur roœlinnych jako ste-
rylne (ang. axenic), bo wiadomo obecnie, jak trudno spe³niæ ten postulat (108,109).
Niektórzy badacze podaj¹ w w¹tpliwoœæ mo¿liwoœæ ca³kowitej eliminacji bakterii
z kultur in vitro (8,110,111), dlatego nale¿y byæ przygotowanym na to, aby tak, jak
w przypadku produkcji materia³u rozmno¿eniowego w warunkach in vivo, utrzymy-
waæ populacje bakterii neutralnych w równowadze, na poziomie niewywo³uj¹cym
witropatii, poprzez w³¹czanie do po¿ywki preparatów i zwi¹zków bakteriobójczych
lub bakteriostatycznych nieszkodliwych dla tkanek roœlinnych oraz czêsto zak³adaæ
nowe kultury, a bezwzglêdnie eliminowaæ kultury zasiedlone bakteriami patoge-
nicznymi.
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