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Bacteria in plant tissue cultures
Summary

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. Wstep

Na upowszechnienie techniki roslinnych kultur in vitro
zlozyly sie trzy czynniki: poznanie zasad zywienia mineralnego
ro$lin i skomponowanie dobrze zbilansowanych pozywek, po-
znanie znaczenia i zasad stosowania regulatoréw wzrostu i moz-
liwos¢ stosowania sterylnych warunkow kultury. Brak mikroor-
ganizméw w kulturach jest uwazany za jeden z wyznacznikéw
tej techniki badawczej i produkcyjnej. Poprzez powierzchniowe
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i wewnetrzne odkazanie eksplantatéw inicjalnych mozna wyeliminowac wiekszo$¢
grzybow i bakterii. Inicjacja kultury z merystemoéw lub mozliwie matych wierz-
chotkéw wzrostu, pozwala na pozbycie sie wiruséw i fitoplazm. Odkazanie naczyn
i pozywek w warunkach nasyconej pary wodnej oraz praca pod kamerami z nawie-
wem powietrza oczyszczanego filtrami zatrzymujgcymi komorki bakteryjne i grzy-
bowe, wreszcie sterylizacja narzedzi w temperaturze powyzej 200°C powinny teore-
tycznie umozliwi¢ otrzymywanie sterylnych mikrosadzonek, kalusa lub regeneru-
jacych eksplantatéow. Jednak z czasem okazato sie, ze pomimo to kultury bywaty za-
siedlone przez bakterie. W kilkanascie lat po zastosowaniu techniki kultur do pro-
dukgcji mikrosadzonek, zaczeto publicznie dyskutowac¢ problem zakazen w warun-
kach in vitro (1,2).

Rosliny sa w warunkach naturalnych zasiedlone licznymi mikroorganizmami.
Bakterie znajduja sie na powierzchni, w tkance przewodzacej, w przestrzeniach
miedzykomorkowych, a takze wewngtrz komorek (3). Cze$¢ z nich jest patogenami
roslin, nadmiernie sie rozmnaza, niszczy komérki, wydziela substancje toksyczne.
Wiekszos¢ bakterii to endo- lub egzofity, ktore wspotzyja z rosling nie wyrzadzajac
jej szkody, nie indukujac reakcji nadwrazliwos$ci ani objawéw chorobowych. Zazwy-
czaj te bakterie nie rozmnazajg sie do takiej liczby jak patogeniczne; zajmuja specy-
ficzne nisze, otaczajac sie czesto zabezpieczeniami w postaci sluzéw (4,5). Bakterie
korzystaja ze Srodowiska stworzonego przez rosline. Niektore bakterie petnig funk-
cje ,sprzataczy” szkodliwych metabolitow roslinnych, np. etanolu. Jesli takie bakte-
rie rozmnozg sie w kulturach in vitro moga petni¢ funkcje pozyteczng (6). Niektére
szczepy bakterii nalezacych do rodzajow Pseudomonas, Enterobacter, Staphylococcus,
Azotobacter i Azospiryllum wytwarzajg regulatory wzrostu — etylen, auksyny i cytoki-
niny (7,8), inne degraduja regulator wzrostu tidiazuron (9), co moze modyfikowaé
wzrost i rozwdj roslin, takze eksplantatow in vitro. Agrobacterium (10) zmienia infor-
macje genetyczng komorek roslinnych, wskutek czego wytwarzajg one regulatory
wzrostu modyfikujgce potencjal morfogenetyczny tkanek. Zarowno obecno$¢ bak-
terii patogenicznych jak i nie patogenicznych, a nawet pozytecznych jest w kultu-
rach roslinnych niepozadana. Nalezy zastosowac wszystkie mozliwe sposoby, aby
nie wprowadzac bakterii z materialem roslinnym, a nastepnie zabezpieczy¢ kultury
przed zasiedleniem przez bakterie r6znego pochodzenia. Szczegoélnie istotny jest
problem obecnosci bakterii w kulturach wieloletnich (11-15).

W latach 1988 i 1996 odbyly sie w Cork (Irlandia) miedzynarodowe konferencje
poswiecone problemom zakazen w kulturach in vitro, a w roku 1999, w tym samym
miejscu, konferencja na temat probleméw jakoS$ci zwigzanych z produkcjg roslin in
vitro, gdzie tematyce zakazen w kulturach poswiecono oddzielng sesje. Temat ten
jest poruszany wtasciwie na kazdej konferencji dotyczacej kultur roslinnych in vitro.
Pomimo ogromnego postepu w technikach wykrywania i identyfikacji bakterii, pro-
blem nie znika, o czym $wiadczg wcigz drukowane publikacje naukowe o wykrywa-
niu bakterii w kulturach i bardziej lub mniej udanych prébach ich eliminacji. Bakte-
rie sa organizmami o bardzo duzej zdolnosci przystosowawczej. Znajduja sie one
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zarowno w $srodowisku gdzie rosty rosliny donorowe jak i w srodowisku laboratoryj-
nym. Czes¢ tych bakterii moze zasiedla¢ kultury in vitro. Bakterie te sg okreslane
jako bakterie towarzyszace, utajone (ang. covert), latentne, saprofityczne, endo-
i egzofityczne, patogeniczne i witropatyczne.

Spektrum bakterii wnoszonych z eksplantatami inicjalnymi jest bardzo szerokie.
Stwierdzono obecnos$¢, 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
dominujg bakterie G (-). Z kultur starszych niz 12-miesieczne 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 ktérych ok. 75% nalezy do grupy G (+) (16,17). O rozmiarach pro-
blemu moga swiadczy¢ wyniki badan Leifert i wsp. (17), ktérzy zidentyfikowali 293
szczepy bakteryjne w kulturach pochodzacych z dwéch komercyjnych laboratoriow.
Wsréd nich przedstawiciele rodzajow Staphylococcus i Micrococcus stanowili 26%,
Pseudomonas 19%, Bacillus 13%, Enterobacter lub Erwinia 12%, Lactobacillus 11%,
Agrobacterium i Acinetobacter po 3%. Reby (18), analizujgc zakazenia, ktore wystapity
w bardzo zréznicowanym gatunkowo materiale roslinnym w kulturach in vitro, zi-
dentyfikowata 20 rodzajow bakterii, ktorych na ogét nie mozna byto przyporzadko-
wac do okreslonego gatunku rosliny. Autorka stwierdzita takze zakazenia mieszane
réoznymi rodzajami bakterii. W kulturach tkankowych moga takze wystepowac fito-
plazmy (klasa Mollicutes), najmniejsze, samodzielnie replikujgce sie organizmy pro-
kariotyczne, otoczone jedynie btong cytoplazmatyczng (19).

Przedmiotem tego opracowania jest, sporzgdzona na bazie literatury, takze z o-
statnich lat, krotka charakterystyka grup bakterii izolowanych z kultur roslinnych in
vitro, metod ich identyfikacji i detekcji oraz strategia eliminacji lub przynajmniej
ograniczania wielkoS$ci populacji bakterii w kulturach roslinnych.

2. Réinorodnos¢ bakterii i ich wplyw na kultury tkanek roSlinnych in
vitro

2.1. Bakterie patogeniczne

Do tej pory zidentyfikowano ponad 30 rodzajow bakterii, w tym fitoplazm,
w kulturach roélin in vitro. Cze$¢ z nich, to bakterie znane jako patogeny okreslo-
nych rodzajow i gatunkéw roslin. Mnozenie roslin w warunkach in vitro jest na-
rzedziem do otrzymywania materialu nasadzeniowego wolnego od patogendw,
w tym bakteryjnych. Postepowanie w tym przypadku obejmuje zainicjowanie kultu-
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ry z wytypowanych roslin wolnych od patogenéw. Jezeli nie jest to mozliwe, kultury
inicjuje sie z merystemow wierzchotkowych izolowanych z szybko rosnacych pedow
po chemo- lub termoterapii. Testowanie na obecnos¢ patogena nalezy wykonac kil-
kakrotnie: w inicjalnym stadium, okresowo w czasie namnazania oraz materiatu wy-
sadzonego do szklarni. Taka procedura byta 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 moga bytowa¢ w sposob 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 wywotujg objawy chorobowe na roslinach na ogoét do-
piero po przeniesieniu do $srodowiska uprawowego. Bezobjawowy sposéb bytowa-
nia jest zwigzany z tym, ze warunki w kulturach in vitro (wysoka warto$¢ osmotycz-
na pozywki i wysokie stezenie sacharozy) zazwyczaj nie sprzyjaja rozmnazaniu bak-
terii i produkcji czynnikéw warunkujacych patogenicznos¢. Wowczas gdy warunki
zmienia sie na korzystniejsze dla bakterii lub bardziej stresujgce dla tkanek roslin-
nych, bakterie zaczynajg sie rozmnazac intensywnie i stajg sie widoczne w pozywce
i/lub na tkankach roslinnych. Dotyczy to, np. zmian temperatury (Wzrost powyzej
30°C), podwyzszenia wartosci pH (26) lub zmian w bilansie hormonalnym, np.
w przypadku Xanthomonas pelargonii po przeniesieniu do pozywki bez cytokininy
(21). Bakterie, nie uznane do tej pory za patogeny, moga rozpocza¢ wytwarzanie
czynnikow warunkujacych patogeneze w wyniku zmiany warunkéw Srodowiska,
ostabienia odpornosci tkanek roslinnych, rozmnozeniu sie do odpowiedniego po-
ziomu (tzw. sygnalizator zageszczenia, ang. quorum sensing) lub przy braku konku-
rencji ze strony innych mikroorganizmow (2). Upowszechnia sie tendencja, aby pro-
dukcja sadzonek w laboratoriach in vitro byta certyfikowana (27), co wymaga stoso-
wania procedur pozwalajacych na wykrycie patogena, zalecanych przez EPPO (ang.
European and Mediterraneus Plant Protection Organization), a organizacja produkcji od-
bywata sie wedlug wytycznych HACCP, ang. Hazard Analysis and Critical Control Point
(26-30), co zwieksza prawdopodobienstwo uzyskania materialu nasadzeniowego
bez szkodliwych mikroorganizmow.

2.2. Bakterie neutralne i wywolujgce witropatie

Wiekszo$¢ bakterii spotykanych w kulturach roélin in vitro, to mikroorganizmy
wspolzyjace z rosling, nie powodujace patogenezy. Cze$¢ bakterii mozna zakwalifi-
kowac do saprobiontéw bytujacych na roslinach, w glebie i na ciele ludzkim, odzy-
wiajgcych sie substancja organiczng z obumartych komorek, ktére czesto rozmna-
Zaja sie intensywnie i stajg widoczne w starzejgcych sie kulturach. W rezultacie ma-
sowego rozmnozenia, bakterie te mogg obniza¢ wydajno$¢ namnazania, ukorzenia-
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nia lub regeneracji przybyszowej. Takie oddzialywanie nazwano witropatig (8). Dla
przyktadu, do bakterii witropatycznych w kulturach podkfadki jabtoni M9 zaliczono
izolaty z rodzajow Erwinia, Corynebacterium, Actinomycetes (31). Lactobacillus
plantarum (uzywana w procesie konserwowania zywnosci) okazata sie witropatoge-
nem dla kultur Hemerocallis. Produkowany przez nig kwas DL-mlekowy zabijat kultu-
ry w ciggu pietnastu tygodni, a poczatkowymi objawami infekgji byta postepujaca
chloroza lisci, zmiana barwy kalusa na szary oraz obnizajgcy sie wspo6tczynnik mno-
zenia pedow (32). Endofityczne bakterie — Pasteurella multocida, Stenotrophomonas
maltophilla i Alcaligenes sp. byly przyczyna nekrozy wierzchotkéw lisci w kulturach
pedowych limonium (33). Przyczyna witropatii moze by¢ oddziatywanie na eksplan-
taty ro$linne takich metabolitow bakteryjnych, jak antybiotyki, cyjanek, metanol
(16,17,32,34-36).

2.3. Bakterie ingerujace w bilans hormonalny roslin

Obecnos¢ niektérych bakterii w kulturach in vitro w widoczny spos6b wplywa na
zmiany rozwojowe roélin. Dla przyktadu, bakteria Bacillus pumilus przyspieszata uko-
rzenianie in vitro mikrosadzonek winorosli i w konsekwencji sprzyjata wzrostowi pe-
dow (37). Autor nie okreslit przyczyny modyfikacji, ale sugerowal podobienstwo do
dziatania B. putida, ktora stymuluje ukorzenianie dzieki wytwarzaniu IAA (38). Lepsze
ukorzenianie r6znych roslin, m.in. sekwoi (39), sosny (40) i stonecznika (41) zaobser-
wowano w wyniku inokulowania podstawy mikrosadzonek kulturami A. rhizogenes.
Burns i Schwarz (42) stwierdzili obecno$¢ w kulturach niezidentyfikowanej bakterii,
ktora sprzyjata ukorzenianiu podliscieniowych eksplantatéw Pinus elliottii, jednak
w inny sposob niz A. rhizogenes. Stymulacje organogenezy u Spathiphyllum i Anthurium,
prawdopodobnie przez zmiane spektrum gibereliny, powodowatla obecnosé Rhodococcus
fascians (43). Okazalo sie, ze bakterie z tego gatunku wytwarzajg rodestryne, ktéra
wykazuje aktywnos$¢ stabej auksyny (44). Bakteria Bacillus circulans stymulowata wy-
twarzanie zarodkoéw somatycznych Pelargonium x hortorum (45). Szczep Pseudononas
sp. wyizolowany z Origanum vulgare redukowal nadmierne uwodnienie i stymulowat
wzrost pedoéw w kulturach maliny (46). Inny szczep Pseudomonas zwiekszat liczbe ko-
rzeni, suchg mase korzeni i roztogéow i wysokos$¢ pedéw ziemniaka (47). Morfoge-
niczny efekt dzikich szczepoéw Agrobacterium tumefaciens obserwowano w postaci
zwiekszonej aktywnos$ci w tworzeniu pedéw (48). Szczepy Methylobacterium mezophilicum
symulowaly efekt cytokininy w kulturach splagtkéw mchu Funaria (49). Methylobacterium
sp. i Methylophilus glucoseoxidans stymulowaly tworzenie morfogenicznego kalusa
oraz lepsze wyrastanie zregenerowanych roslin pszenicy (50). Stwierdzono, ze bak-
terie z rodzaju Methylobacterium wytwarzaja zeatyne (51). Fitoplazma zéttaczki astra
powodowata tworzenie duzej liczby drobnych pedow katowych Limonium sinuatum
na pozywce bez cytokininy (52). Niektore patowary Pseudomonas syringae wytwarzaja
etylen (53), ktéry moze mie¢ w kulturach wptyw na morfogeneze.
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2.4. Bakterie endo- i egzofityczne

Hallmann i wsp. (7) jako endofity okreslaja bakterie niepatogeniczne, nie powo-
dujace istotnych szkod, ktore sg izolowane lub ekstrahowane z roslin po ich po-
wierzchniowym odkazeniu. Przemieszczajg sie one zarowno w ksylemie, jak tez ak-
tywnie penetrujgc tkanki roslinne z pomocg enzyméw hydrolitycznych, celulaz
i pektynaz. Nalezg tu bakterie z r6znych grup systematycznych. Mogg one pozosta-
wac w stanie utajonym, jak tez aktywnie kolonizowac tkanki. Bakterie te moga prze-
nosic sie przez nasiona, material rozmnazany wegetatywnie, a do wnetrza tkanek
wnika¢ z gleby okotokorzeniowej i z fylosfery przez aparaty szparkowe, komorki
gruczotowe, skaleczenia, wioski i naturalne pekniecia zwigzane ze wzrostem i roz-
wojem rosliny. Najcze$ciej bakterie zasiedlajg przestrzenie miedzykomorkowe, rza-
dziej wnetrza komérek (3). Zrédiem pozywienia sa najczesciej wydzieliny komérko-
we, rzadziej skladniki Scian komérkowych.

Naturalnym srodowiskiem bakterii egzofitycznych sa zewnetrzne powierzchnie
roslin. Do tej grupy nalezg zarowno bakterie patogeniczne jak i saprofity z r6znych
grup taksonomicznych (5,54). Jedne i drugie moga egzystowa¢ w kulturach roslin-
nych. Sg one teoretycznie fatwiejsze do usuniecia w procesie odkazania inicjalnych
eksplantatéow niz endofity, jednak sterylizacja moze nie by¢ skuteczna, poniewaz
rozwinely one strategie przystosowawcze, tworzgc mikrosrodowisko o charakterze
biofilmu, odporne na czynniki fizyczne i chemiczne (4,55). Niektore bakterie zasie-
dlajace fylosfere lisci produkujg witaminy B, auksyny i cytokininy (6). Inne bakterie
wydzielajg gumy, ktére poprawiajg przyczepnos$¢ i chronig je przed wysychaniem
(56).

3. Metody identifikacji i wykrywania bakterii w kulturach in vitro

3.1. Wykrywanie bakterii w poiywce i eksplantatach (indeksowanie)

O obecnos$ci bakterii w pozywce roslinnej $wiadcza zmetnienia i przebarwienia
lub nacieki na powierzchni. Mogg one mie¢ rézny ksztalt, kolor, powierzchnie i tem-
po wzrostu. Najczes$ciej objawem zasiedlenia tkanek jest zmetnienie pozywki pod
eksplantatem (2). Niekiedy jedynym objawem jest wodniste halo wokét eksplantatu
pojawiajgce sie zaraz po wyszczepieniu (57). Bakterie PPFM (ang. pink pigmentet facul-
tative methylotrophs) — r6zowo zabarwione metylotrofy fakultatywne (6), ktérych
najwazniejszym przedstawicielem jest Methylobacterium mesophillicum byty izolowane
z ponad siedemdziesieciu gatunkow roslin, takze z wielu kultur tkankowych. Nie
tworzg one kolonii na typowych pozywkach bakteryjnych, nawet przy wysokich ste-
zeniach rzedu 108 j.t.k. (jednostek tworzgcych kolonie) na gram $wiezej masy. Bakte-
rie te nie ujawniajg sie takze na pozywkach roslinnych. W starych kulturach kalusa
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mogg by¢ widoczne jako halo — przezroczysta otoczka. Mozna je natomiast wykry¢
na pozywkach bakteryjnych, w ktorych jedynym zrédtem wegla jest metanol (58).
Zazwyczaj zakazenia w kulturach roslinnych sg wypadkowa obecnosci wiecej niz
jednego gatunku bakterii (13,16-18,35,59-61). Dlatego najpierw nalezy wyizolowa¢
bakterie z pojedynczych kolonii na statej pozywce bakteriologicznej, mikroskopo-
wo ustali¢ ksztatt i wielko$¢ komoérek bakteryjnych oraz morfologie i rozmiary kolo-
nii. Czes$¢ bakterii dobrze ro$nie na pozywkach stosowanych do namnazania i rege-
neracji kultur in vitro; np. bakteria Bacillus subtilis rozwija sie na pozywce zawie-
rajgcej '2 sktadnikow mineralnych Murashige i Skoog (16) i moze byé w zwigzku
z tym szybko wykryta po wprowadzeniu do kultur. W przypadku braku objawow
obecnosci bakterii na pozywce roslinnej i eksplantatach, fragmenty tkanek i pozyw-
ki z okolicy eksplantatu nalezy wyktada¢ na pozywkach specyficznych dla bakterii,
np. YGC, PYA lub PYGA (62), KB, YDC, NGA, TSA (57), pozywka 523 opracowana spe-
cjalnie dla bakterii wystepujgcych w kulturach roslinnych in vitro (Viss i wsp., cyt.
63), i innych. Czasem zakazenie bakteryjne jest widoczne na eksplantatach, np.
w postaci bragzowego nalotu na ogonkach i blaszkach lisciowych (26). Bakterie wpro-
wadzone na tkankach roslinnych na ogét rosng lepiej w obecnosci tkanek roslin-
nych. Dla przyktadu, Pseudomonas maltophilia i Staphylococcus saprophyticus rosng na
pozywkach w obecnos$ci Delphinium (64). Lactobacillus plantarum i Erwinia carotovora
do ujawnienia sie w kulturach potrzebuja tkanek roslinnych, np. Hemerocallis lub
Delphinium (17), podobnie Xanthomonas campestris pv. dieffenbachiae nie przezyje
w pozywce dtuzej niz 2 tygodnie bez roslin (23). Z uwagi na mozliwos¢ zasiedlania
roznych tkanek, powinno sie pobiera¢ do indeksowania podstawe pedu, wigzki
przewodzgce i liscie lub fragmenty kalusa. Niekiedy wzrost bakterii udaje sie zauwa-
zy¢ dopiero w kolejnych, kilkakrotnie ponawianych testach, prowadzonych na roz-
nych pozywkach, przy réznych rozcienczeniach sktadnikow pozywek (28) i podwyz-
szeniu wartosci pH (64). W celu izolacji bakterii z tkanek mozna zastosowaé
wytrzgasanie eksplantatu w pozywce piynnej przez kilka, kilkanascie godzin, wirowa-
nie albo umieszczanie tkanek w warunkach podcisnienia lub homogenizacje frag-
mentow, a nastepnie posiew na state pozywki bakteryjne; wazna jest takze tempe-
ratura i dfugos¢ okresu inkubacji. Thomas (63) proponuje wykrywanie 3-etapowe:
obserwacja swiezo wyszczepionego eksplantatu, indeksowanie pozywki spod eks-
plantatoéw i indeksowanie fragmentéw tkanek na pozywkach bakteryjnych. Do in-
deksowania nalezy uzy¢ co najmniej kilku ré6znych pozywek bakteryjnych, a proces
kontroli prowadzi¢ w réznych temperaturach i przez r6zny okres (65). Fitoplazmy
nie mogg by¢ utrzymywane i hodowane na podiozach, poniewaz, z wyjatkiem ro-
dzaju Spirullea (19), na razie nie poznano ich specyficznych wymagan pokarmowych.
Obecnos¢ fitoplazm w kulturze roslinnej zdradza nadmierna sklonno$¢ do proliferacji
peddéw i uniezaleznienie sie od cytokininy egzogennej (51). Liczebnos¢ i sktad bakte-
rii zasiedlajacych kultury jest uzalezniony od srodowiska, w ktorym rosty rosliny do-
norowe. Kultury zatozone z ro$lin rosngcych w podtozu organicznym byly bardziej
zakazone bakteriami od tych, ktére rosty na glebach piaszczystych (66).
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W przypadku wyniku negatywnego (brak wzrostu) na specyficznych pozywkach
bakteryjnych, nalezy, szczegélnie w odniesieniu do bakterii patogenicznych, stoso-
waé¢ metody wykrywania oparte na reakcji PCR ze starterami specyficznymi dla ga-
tunkow lub ogélnymi, dla bakterii (25,67,68). Te metody sa obecnie najczeSciej uzy-
wane z uwagi na czuto$¢, znacznie wyzsza od metod serologicznych (75). Wykrywa-
nie bakterii w tkankach (indeksowanie) powinno by¢ staltym elementem procesu mi-
krorozmnazania. Zawsze powinna by¢ utrzymywana pula tkanek testowanych okre-
sowo, zdefiniowanych jako wolne od bakterii, ktéra jest wprowadzana do produkgji
i/lub doswiadczen na miejsce kultur wykazujacych obecnos¢ bakterii.

3.2. Identyfikacja bakterii

Identyfikacja do gatunku jest potrzebna w celu okreslenia potencjalnego zrodia
zakazenia oraz celowanego uzycia Srodkéow bakteriobojczych (69). Proces identyfi-
kacji polega na zdobywaniu kolejnych informacji o izolacie i poré6wnywaniu z cecha-
mi zgromadzonymi w kluczach do oznaczania (70-72). Podstawowym badaniem jest
poznanie struktury $ciany komoérkowej, ktéra moze by¢ zbudowana z wielu (Gram +)
lub zaledwie kilku warstw (Gram -) polimeru mureiny. Nastepne etapy, to okreslenie
zdolnos$ci do tworzenia endospor — organéw przetrwalnikowych, zabarwienia na
pozywce zawierajacej ekstrakt drozdzowy i dekstroze, tworzenia barwnika fluores-
cencyjnego na pozywce KING B, aktywnosci ureazy, uplynniania zelatyny, wykorzy-
stania argininy i betainy, wzrostu w réznych temperaturach i in. Opracowano po-
zywki selekcyjne i wybiorcze, zawierajace zréznicowane zrodla wegla i substancji
odzywczych. Okreslenie przynaleznosci rodzajowej bakterii nastepuje na podstawie
obserwacji zdolnosci do wykorzystania charakterystycznych sktadnikow pozywek.
Za pomoca specyficznych pozywek, mozna np., wykry¢ Methylobacterium (73), fluory-
zujace formy Pseudomonas (74) i inne. Szeroki wybér pozywek wybiorczych dla bak-
terii patogenicznych dla roslin zamieszczajg Schaad i wsp. (72).

Komercyjne testy biochemiczne, takie jak API i Biolog oparte na wymaganiach
pokarmowych bakterii lub inne, oparte na analizie profili kwasow ttuszczowych, zo-
staly opracowane przede wszystkim dla potrzeb medycyny i przemysiu spozywcze-
go, a takze dla patogendw roslin; do identyfikacji bakterii w kulturach maja mniej-
sze zastosowanie (75). Do wykrywania i identyfikacji bakterii stosuje sa rowniez
techniki oparte na reakgcji serologicznej — test ELISA (75) i enzymatycznej — testy
immunofluorescencyjne IF, IFAS (76).

W ostatnich pietnastu latach do wykrywania i identyfikacji bakterii coraz szerzej
stosowane sg metody oparte na analizie DNA (75,77-79). Ze wszystkich znanych,
jest to metoda najbardziej uniwersalna, poniewaz wykrywany jest bardzo stabilny
zwiazek chemiczny obecny w kazdej komérce. NajczeSciej stosowane i najprostsze
sg techniki oparte na reakcji PCR. Identyfikacji mozna dokona¢ na poziomie grupy
systematycznej Bacteria (80), rodzaju (25,81,82), gatunku (83,84) i patowaru (85),
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przy uzyciu specyficznych starteréw, powielajacych pojedyncze fragmenty DNA lub
za pomocg starteréw uniwersalnych dla bakterii i fitoplazm, pozwalajacych na am-
plifikacje fragmentow, ktére po trawieniu enzymami restrykcyjnym tworza na obra-
zie rozdziatu elektroforetycznego profile, charakterystyczne dla rodzaju lub gatun-
ku (67,86,87). Budowa wymienionych starteréw jest oparta na sekwencji 16S rDNA.
Sa takze metody identyfikacji oparte na starterach opracowanych na bazie sekwen-
cji genow funkcjonalnych, np. fusA — fus AF i fusAR lub gyrB — gyrBBAUP2
i gyrBBNDN1 (88,89). Przy braku odpowiednich starteréw specyficznych dla gatunku
mozna postuzy¢ sie analizg petnej sekwencji fragmentu (najczesciej 16S rDNA),
otrzymanego za pomoca amplifikacji ze starterami dla rodzajéw lub ogd6lnymi dla
bakterii, przez poréwnanie z sekwencjami zgromadzonymi w bazach danych (15,90,
91). Zaprojektowano takze startery dla specyficznego wykrywania grup bakterii
gramdodatnich i gramujemnych (92). Techniki identyfikacji na bazie markeréw DNA
maja takze zastosowanie w detekcji, kiedy brak jest wizualnych oznak obecnosci
bakterii na eksplantatach lub pozywce roslinnej. Stosuje sie wowczas najpierw izo-
lowanie bakterii na selekcyjna pozywke bakteryjng, a DNA otrzymuje sie z kultury
bakteryjnej. Ekstrakcja DNA bezposrednio z materiatu ros$linnego lub pozywki nie
zawsze pozwala na wykrywanie metodg PCR z powodu zbyt matej iloSci badanego
DNA Iub obecnosci inhibitoréw reakcji PCR. Izolacja DNA z pozywki selekcyjnej
(ang. enrichment) ma takze te zalete, ze wykrywa DNA z zywych komoérek, co ma
szczegolne znaczenie przy wykonywaniu testow po sterylizacji materialu. W uzyciu
sg juz testy, ktore pozwalaja na iloSciowe wykrywanie DNA bakterii (tzw. PCR w cza-
sie rzeczywistym — ang. Real Time-PCR), a takze wykrywanie wielu organizmow
rownoczes$nie za pomoca techniki Multiplex PCR lub bardziej ztozonej i znacznie
drozszej techniki mikromacierzy (ang. chip DNA lub microarrays), jednak sg one do-
stepne gtownie w celu detekcji bakterii chorobotwoérczych dla ludzi i zwierzat lub
waznych dla proceséw technologicznych i srodowiska (79). Innym sposobem wykry-
wania bakterii jest badanie przewodnosci elektrycznej pozywki selekcyjnej. Dla tej
metody dostepny jest zautomatyzowany system o nazwie RABIT, uzywany do oceny
mikrobiologicznej zywnosci gotowej do spozycia (93).

4. Zwalczanie i ograniczanie populacji bakterii w kulturach roslinnych

O czystosci mikrobiologicznej kultur in vitro decydujg: uprawa roslin donoro-
wych w szczegélnie ostrym rezimie fitosanitarnym, staranne odkazanie eksplanta-
tow inicjalnych, zachowanie wysokich standardéw fitosanitarnych w czasie prowa-
dzenia kultur oraz czeste testowanie na obecno$¢ mikroorganizmoéow. Podstawowe
substancje odkazajace powierzchnie eksplantatéw, to zwigzki nieorganiczne wy-
zwalajace aktywny chlor (podchloryny wapnia i sodu) oraz sublimat rteciowy. Ten
ostatni jest coraz rzadziej uzywany ze wzgledu na szkodliwos¢ dla personelu i $ro-
dowiska. Ponadto, stwierdzono, ze ten zwigzek nie dziata bakteriobéjczo, a tylko
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bakteriostatycznie (94). Lepsze efekty uzyskiwano przy odkazaniu organicznym
zwigzkiem chloru — dichloroisocyjanuratem sodowym (NaDCC), ktory byl mniej
toksyczny wobec Spathiphyllum, a bardziej skuteczny w eliminacji bakterii z rodzaju
Xanthomonas, Psuedomonas i Actinomycetes (95) oraz PPM, ang. Plant Preservation
Mixture™, zawierajgcym komponenty izotiazolowe. Preparat ten jest stabilny w wy-
sokich temperaturach i w niewielkim stopniu fitotoksyczny (96,97). Stezenia oraz
czas dziatania srodkow sterylizujgcych nalezy ustali¢ eksperymentalnie dla typu
eksplantatu, warunkéw wzrostu rosliny donorowej, pory roku, itp. Bakterie endo-
genne mozna eliminowac stosujgc odkazanie wewnetrzne, najlepiej eksplantatow
inicjalnych, za pomoca systemicznych srodkéw odkazajgcych, np. cytrynianu (62,
98,99) i innych zwiazkow 8-hydroksychinoliny (29). Stosowanie antybiotykéw na
tym etapie jest niezasadne, chyba, ze wcze$niej zostanie poznana przynaleznos$¢
systematyczna bakterii zasiedlajgcych eksplantaty inicjalne i ich wrazliwos¢ na an-
tybiotyki (36). W uporczywych zakazeniach bakteryjnych odkazanie nalezy pona-
wiaé, stosujac rozne techniki i preparaty w celu stopniowego wyniszczania popu-
lacji lub zniszczenia wszystkich kietkujacych zarodnikéw, za pomoca, np. trakto-
wania pulsowego srodkami odkazajgcymi (100), w podcis$nieniu, z uzyciem sonikacji
iinnych (98,102). Odkazanie mozna ponawiaé w odstepach dobowych lub kilkudnio-
wych.

Bakterie endogenne, ktére w stanie latentnym lub utajonym pozostaly w eks-
plantatach, beda, z duzym prawdopodobienstwem, namnazac¢ sie i ujawnia po kilku,
kilkunastu pasazach w fazie intensywnego namnazania lub ukorzeniania. Jest to bar-
dzo trudny problem i zdecydowanie jednoznaczny tylko w odniesieniu do patoge-
noéw, poniewaz kultury nimi zakazone trzeba usuwac. W przypadku, gdy kultury sa
zakazone innymi bakteriami nalezy przystosowaé warunki kultury do ograniczania
populacji bakterii, za pomoca czynnikéw chemicznych, takich jak antybiotyki, azo-
tan srebra, PPM, Vitrofural, olejki eteryczne i inne bakteriocydy i bakteriostatyki.
Preparaty te mozna dodawac¢ do pozywki lub stosowac kapiele odkazajace dla cze-
Sci eksplantatéw przeznaczonych do dalszego mnozenia. Pomocne moze by¢ obni-
zenie kwasowosci pozywki lub obnizenie temperatury.

Umiejetne stosowanie antybiotykéw ma podstawowe znaczenie. Stwierdzono
wielokrotnie ich skuteczno$¢ w odkazaniu (102). Stosowanie antybiotykow musi
by¢ poprzedzone ustaleniem odpornosci szczepéw, minimalnego stezenia bakterio-
bojczego i czasu dziatania (29,69). Przy porazeniach mieszanych, a na og6t z takimi
mamy do czynienia w kulturach rozmnazanych przez dtuzszy czas, nalezy stosowac
antybiotyki w precyzyjnie skomponowanych mieszankach (17,59,64), poniewaz po-
jedynczy antybiotyk zazwyczaj nie wyeliminuje wszystkich bakterii. Cze$¢ antybio-
tykoéw ma dzialanie tylko bakteriostatyczne. W takim przypadku, po usunieciu czyn-
nika ograniczajacego bakterie mogg sie znéw namnazac (69). Jednoczesnie, dtugo-
trwate stosowanie antybiotykéw powoduje selekcje szczepéw odpornych na anty-
biotyk (69). Preparaty inne niz antybiotyki dzialajg wielotorowo, a zatem proces
przystosowawczy bakterii moze by¢ bardziej skomplikowany. Inng strona stosowa-
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nia niektérych antybiotykéw jest ich fitotoksycznos¢ (15,60,64) oraz wptyw na mor-
fogeneze (102-105).

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

5. Uwagi koficowe

Kulturom roslinnym in vitro towarzysza bardzo czesto bakterie nalezace do réoz-
nych grup, rodzajow i r6znego pochodzenia. Sa one wnoszone z inicjalnym mate-
riatem ros$linnym albo wprowadzane do kultur ze $rodowiska laboratoryjnego
w trakcie pracy. Zagrazajg one nie tylko kulturom, ale takze pracownikom, ponie-
waz moga by¢ zrédtem rozprzestrzeniania patogenow ludzkich i bakterii psujacych
zywno$¢, np. Trichophyton, Candida albicans, Staphylococcus aureus (28), Escherichia
coli, Serratia marcescens (106), Bacillus cereus (65). Zakazenia wnoszone z materiatem
ro$linnym sa spowodowane niewtasciwa procedurg sterylizacji lub zasiedleniem
tkanek roslinnych bakteriami endogennymi, co mozna zminimalizowaé poprzez
prekulture roslin donorowych w zaostrzonych warunkach sanitarnych oraz pobiera-
nie mozliwie malych eksplantatéw, a takze przez bardzo skrupulatne testowanie
obecnosci bakterii w tkankach. Zakazenia moga rozprzestrzeniac sie pomiedzy na-
czyniami za posrednictwem roztoczy lub wciornastkéw, moga by¢ wynikiem niedo-
statecznej dbatos$ci o stan sanitarny pomieszczen laboratoryjnych i nieprzestrzega-
nia procedur przy pracy lub tez moga by¢ spowodowane przez dysfunkcje kamer do
prac sterylnych.

Zakazenia bakteryjne w kulturach tkanek roslinnych sa niekorzystne nawet,
wowczas gdy nie sg to bakterie patogeniczne, a takze, jesli sprzyjaja one niektérym
procesom rozwojowym. Bakterie zasiedlajgce bezobjawowo kultury in vitro moga
ujawni¢ swe wlasciwosci patogeniczne po przeniesieniu do warunkow szklarni lub
pola, poziom wirulencji bakterii moze wzrosnag¢ w wyniku zmian mutacyjnych, ob-
nizonej odpornosci tkanek roslinnych lub zmiany warunkéw fizykochemicznych
(107). Upowszechnia sie ostatnio odejscie od okreslania kultur roslinnych jako ste-
rylne (ang. axenic), bo wiadomo obecnie, jak trudno spelni¢ ten postulat (108,109).
Niektorzy badacze podaja w watpliwos¢é mozliwos¢ catkowitej eliminacji bakterii
z kultur in vitro (8,110,111), dlatego nalezy by¢ przygotowanym na to, aby tak, jak
w przypadku produkcji materialu rozmnozeniowego w warunkach in vivo, utrzymy-
wac populacje bakterii neutralnych w réownowadze, na poziomie niewywotujacym
witropatii, poprzez wilaczanie do pozywki preparatéow i zwigzkéow bakteriob6jczych
lub bakteriostatycznych nieszkodliwych dla tkanek roslinnych oraz czesto zakfadaé
nowe kultury, a bezwzglednie eliminowac kultury zasiedlone bakteriami patoge-
nicznymi.

74 PRACE PRZEGLADOWE



Bakterie w kulturach tkanek roslinnych in vitro

Literatura
1. Knauss J. F., Knauss M. E., (1979), Proc. Fla. State Hort. Soc., 92, 341-343.
2. Debergh P., Maene L., (1984), Parasitica, 40, 69-75.
3. Pirttild A.M., Laukkanen H., Pospiech H., Myllyld R., Hohtola A., (2000), Appl. Environm. Microbiol.,
66, 3073-3077.
4. Gilbert P., Allison D. G., McBain A. J., (2002), J. Appl. Microbiol. Symp. Suppl., 92, 98S-110S.
5. Lindow S. E., Brandl M. T., (2003), Appl. Environm. Microbiol., 69,1875-1883.
6. Holland M. A., Polacco J. C., (1994), Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 45, 197-209.
7. Hallmann J., Quadt-Hallmann A., Mahaffee W. F., Kloepper J. W., (1997), Can J. Microbiol., 43,
895-914.
8. Herman E. B., (1990), Acta Horticult., 280, 233-238.
9. Benezet H. J., Knowles C. O., (1982), Archives Environmental Contamination and Toxicology, 11,
107-110.

10. Sledgehammer A., Tackhammer A., (1990), Plant Physiol., 92, 281-285.

11. Reed B. M., (1992), Fruit Variety Journal, 46, 98-102.

12. Pence V. C., Sandoval J. A., (2002), in: In vitro collecting techniques for germplasm conservation, Eds.
Pence V. C., Sandoval . A., Vilalobos V. M., Engelman F., IPGRI technical bulletin No. 7. Rome, Inter-
national Plant Genetic Resources Institue, 30-40.

13. Thomas P., (2004), Plant Cell Tissue Organ Culture, 77, 173-179.

14. Thomas P., Prakash G. S., (2004), In Vitro Cell Dev. Biol.-Plant, 40, 603-607.

15. Wojtania A., Pufawska J., Gabryszewska E., (2005), J. Fruit and Ornamental Plant Research, 13,
101-108.

16. Leifert C., Waites W. M., Nicholas J. R., (1989), J. Appl. Bacteriol., 67, 353-361.

17. Leifert C., Camotta H., Wright S. M., Waites B., Cheyne V. A., Waites W. M., (1991), J. Appl. Bacte-
riol., 71, 307-330.

18. RebyE., (2001), Zakazenia powodowane przez bakterie i grzyby w kulturach in vitro i mozliwosci ich ogra-
niczania, praca doktorska, Akademia Rolnicza, Krakow.

19. Bové J. M., Garnier M., (1998), Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 52, 7-16.

20. Reuther G., (1988), Acta Hort., 225, 139-152.

21. Cassels A. C., Carney B. F., Harmey M. A., (1988), Acta Horticulturae, 225, 153-161.

22. Knauss J. F., (1976), Proc. Fla. State Hort. Soc., 89, 293-296.

23. Norman D. J., Alvarez A. M., (1994), Plant Cell, Tissue Organ Culture, 39, 55-61.

24. Cassels A. C., (1997), in: Pathogen and microbial contamination management in micropropagation, Ed.
Cassels A. C., Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 1-13.

25. Toth I. K., Hyman L. J., Wood J. R., (1999), J. Appl. Microbiol., 87, 158-166.

26. Leifert C., Cassels A. C., (2001), In Vitro Cell Dev. Biol.-Plants, 37, 133-138.

27. van der Linde P.C.G., (2000), Acta Horticult., 530, 93-101.

28. Leifert C., Woodward S., (1998), Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 52, 83-88.

29. Zenkteler E., (2001), w: Biotechnologia roslin, red. Malepszy S., PWN, Warszawa, 273-291.

30. Cassels A. C., O'Herlihy E. A., (2003), Acta Horticulturae, 616, 105-114.

31. Hennerty M. J., Upton M. E., Harris D. P., Eaton R. A., (1988), Acta Horticult., 225, 129-137.

32. Leifert C., Waites W. M., Camotta H., Nicholas J. R., (1989a), J. Appl. Bacteriol., 67, 363-370.

33. Liu, Tsu-hwie A., Hsu, Nai-wen, Wu, Rey-yuh, (2005), In Vitro Cel. Dev. Biol.—Plant, 41, 546-549.

34. Debergh P. C., Vanderschaeghe A. M., (1988), Acta Horticulturae, 225, 77-81.

35. Leifert C., Ritchie J. Y., Waites W. M., (1991b), J. Microbiol. Biotechnol., 7, 452-469.

36. Tanprasert P., Reed B. M., (1998), Plant Cell, Tissue Organ Culture, 52, 53-55.

37. Thomas P., (2004b), J. Appl. Microbiol., 97, 114-123.

38. Patten C. L., Glick B. R., (2002), Appl. Environm. Microbiol., 68, 3795-3801.

39. Mihajlevic¢ S., Katavi¢ V., Jelaska S., (1999), Plant Sci., 141, 73-80.

40. Villalobos-Amador E., Rodriguez-Hernandez G., Pérez-Molphe-balch E., (2002), Plant Cell Reports,

20, 779-785.

BIOTECHNOLOGIA 4 (75) 64-77 2006 75



Teresa Orlikowska, Marta Zawadzka

41.
42.
43.

44,
45,

46.
47.
48.
49.
50.

51.
52.

53.

54.
55.
56.

57.

58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.

66.
67.

68.
69.

70.

71.
72.

73.
74.
75.
76.

77.
78.
79.

76

Devi P., Rani S., (2002), Sci. Hortic., 93, 179-186.

Burns J. A., Schwarz O. J., (1996), Plant Cell Rep., 15, 405-408.

Werbrouck S., Goethals K., van Montagu M., Debergh P., (1999), in: Plant Biotechnology and In Vitro
Biology in the 21t Century, Eds. Altman et al., Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 667-672.
Sunayana M. R., Sasikala Ch., Ramana Ch. V., (2005), Biotechnol. Letters, 27, 1897-1900.
Murthy N. S., Vettakkorumakankav N. N., Raj K., Odumeru J., Saxena P. K., (1999), Plant Cell Rep.,
18, 607-613.

Ueno K.-i., Cheplick S., Shetty K., (1998), Process Biochemistry, 33, 441-445.

Frommel M. 1., Nowak J., Lazarovits G., (1991), Plant Physiol., 96, 928-936.

Smigocki A. C., Hammerschlag F. A., (1991), J. Am. Sco. Hort. Sci., 116, 808-811.

Hornschuh M., Grotha R., Kutschera U., (2002), Development Plant Biol., 4, 682-687.

Kalyaeva M. A., Ivanova E. G., Doronina N. V., Zakcharchenko N. S., Trotsenko Yu. A., Buryanov Ya.
A., (2003), Russ. J. Plant Physiol., 50, 313-317.

Lidstrom M. E., Chistoserdova L., (2002), J. Bacteriol., 184, 1818.

Gabryszewska E., Kaminska M., Korbin M., Rudzinska-Langwald A., (2000), Acta Soc. Bot. Poloniae,
69, 109-113.

Sato M., Watanabe K., Yazawa M., Takikawa Y., Nishiyama K., (1997), Phytopathology, 87, 1192-
-1196.

Mercier J., Lindow S. E., (2000), Appl. Environ. Microbiol., 66, 369-374.

Beattie G. A., Lindow S. E., (1999), Phytopathology, 89, 53-359.

Epton H. A. S., (1997), in: Pathogen and Microbial Contamination Management in Micropropagation, Ed.
Cassels A. C., Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 299-308.

Tahmatsidou V. 1., Caseels A. C., (1997), in: Pathogen and microbial contamination management in
micropropagation, Ed. Cassels A. C., Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 175-181.

Widholm J. M., (1996), Plant Cell, Tissue Organ Culture, 45, 201-205.

Reed B. M., Mentzer J., Tanprasert P., Yu X., (1998), Plant Cell, Tissue Organ Culture, 52, 67-70.
Seyring M., (1998), Gartenbauwissenschaft, 63, 27-33.

Birmeta G., Passoth V., Roos S., Welander M., (2004), Biotechnology Letters, 26, 1867-1872.
Zenkteler E., (1998), Biotechnologia, 1(40), 149-166.

Thomas P., (2004), Current Sci., 87, 67-72.

Leifert C., Waites W. M., (1992), J. Appl. Bacteriol., 72, 460-466.

Zenkteler E., Wlodarczak K., Klossowska M., (1997), in: Pathogen and microbial contamination mana-
gemant in micropropagation, Ed. Cassels A. C., Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 183-191.
Cassells A. C., Tahmatsidou V., (1996), Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 47, 15-26.
Isenegger D. A., Taylor P. W., Mullins K., McGregor G. R., Barlass M., Hutchinson J. F., (2003), Plant
Cell Rep., 21, 814-820.

Khoodoo M. H. R., Sahin F., Jaufeerally-Fakim Y., (2005), Eur. J. Plant Pathol., 112, 379-390.
Falkiner F. R., (1997), in: Pathogen and microbial contamination management in micropropagation, Ed.
Cassells A. C., Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 155-160.

Fahy P. C., Hayward A. C., (1983), in: Plant Bacterial Diseases. A Diagnostic Guide, Eds. Fahy P. C.,
Persley G. J., Academic Press, Australia, 337-377.

Bradbury J. F., (1988), Acta Horticulturae, 225, 27-37.

Schaad N. W, Jones J. B., Chum W., (2001), Laboratory Guide for Identification of Plant Pathogenic Bacte-
ria, 34 ed., APS Press, St. Paul, Minnesota.

Corpe W. A., (1985), J. Microbiol. Methods, 3, 215-221.

King E. O., Ward M. K., Raney D. E., (1954), . Lab. Clin. Med., 44, 301-307.

Stead D. E., Elphinstone 1.G., Weller S., Smith N., Hennessy J., (2000), Acta Horticult., 530, 45-55.
Wullings B. A., van Beuningen A. R., Janse J. D., Akkermans A. D. L., (1998), Appl. Environm. Micro-
biol., 64, 4546-4554.

Stead D. E., Hennessy J., Wilson J., (1998), Plant Cell, Tissue Organ Culture, 52, 17-25.

Louws F. J., Rademaker J. L. W., de Bruijn F. J., (1999), Annu. Rev. Phytopathol., 37, 81-125.
Alvarez A. M., (2004), Annu. Rev. Phytopathol., 42, 339-366.

PRACE PRZEGLADOWE



Bakterie w kulturach tkanek roslinnych in vitro

80.

81.
82.

83.
84.

85.
86.
87.
88.
89.

90.

91.

92.

93.
94.

95.
96.
97.
98.
99.
100.

101.
102.

103.
104.
105.
106.
107.
108.

109.
110.
111.

Marchesi J. R., Sato T., Weightman A. J., Martin T. A., Fry J. C., Hiom S. J., Wade W. G., (1998),
Appl. Environm. Microbiol., 64, 795-799.

Haas J. H., Moore L. W., Ream W., Manulis S., (1995), Appl. Environm. Microbiol., 61, 2879-2884.
Widmer F., Seidler R. J., Gillevet P. M., Watrud L. S., Giovanni G. D., (1998), Appl. Environm.
Microbiol., 64, 2545-2553.

Cubero J., Martinez M. C., Llop P., Lopez M. M., (1999), J. Appl. Microbiol., 86, 591-606.
Taylor R. K., Guilford P. J., Clark R. G., Hale C. N., Foster R. L. S., (2001), New Zealand J. Crop and
Hortic. Sci., 29, 35-43.

Sulzinski M.A., (2001), J. Phytopathol., 149, 45-49.

Lee I.-M., Hammond R. W., Davis R. E., Gundersen D. E., (1993), Molec. Plant Pathol., 83, 834-842.
Guo Y., Cheng Z., Walla J. A., (2003), HortScience, 38, 1134-1136.

Santos S. R., Ochman H., (2004), Environm. Microbiol., 6, 754-759.

de Clerck E., Vanhoutte T., Hebb T., Geerinck J., Devos J., de Vos P., (2004), Appl. Environm.
Microbiol., 70, 3664-3672.

Lane D. J., Pace B., Olsen G. J., Stahl D. A., Sogin M. L., Pace N. R., (1985), Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 82, 6955-6959.

Sacchi C. T., Whitney A. M., Mayer L. W., Morey R., Steigerwalt A., Boras A., Weyant R., Popovic
T., (2002), Emerging Infectious Diseases, 8, 1117-1122.

Klausegger A., Hell M., Berger A., Zinober K., Baier S., Jones N., Sperl., Kofler B., (1999), J. Clin.
Microbiol., 37, 464-466.

Ribeiro T., Romestant G., Depoortere J., Pauss A., (2003), Appl. Microbiol. Biotechnol., 63, 35-41.
Rézanski S., (2005), Srodki antyseptyczne i odkazajgce stosowane w medycynie, http:/luskiewnik.web-
park.pl/antisepticum2002.htm.

Parkinson M., Prendergast M., Sayegh A. J., (1996), Plant Growth Regulation, 20, 61-66.

Niedz R. P., Balsher M. G., (2002), In Vitro Cell. Dev. Biol.-Plant, 38, 468-471.

Fuller M. P., Pizzey T., (2001), Acta Hortic., 560, 567-570.

Zenkteler E., (2001), Biotechnologia, 4 (55), 67-99.

Read P. E., Qiguang Y., (1985), Acta Horticult., 212, 55-58.

Szendrak E., Read P. E., Yang G., (1997), in: Pathogen and microbial contamination manaement in
micropropagation, Ed. Cassels A. C., Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, 233-236.

Teng W.-L., Nicholson L., (1997), Plant Cell Reports, 16, 531-535.

Herman E. B., (2004), Microbial “contaminants” in plant tissue cultures: solutions and opportunities
1996-2003, Agritech Consultants, Inc. Shrub Oak.

Holford P., Newbury H. J., (1992), Plant Cell Reports, 11, 93-96.

Nakano M., Mii M., (1993), J. Plant Physiol., 141, 721-725.

Lin J.-J., Assad-Garcia N., Kuo J., (1995), Plant Sci., 109, 171-177.

Rafferty S. M., Williams S., Falkiner F. R., Cassels A. C., (2000), Acta Horticult., 530, 145-152.
Falkiner F. R., (2000), Acta Hortic., 530, 83-86.

Cassels A. C., (1991), in: Micropropagation, Eds. Debergh P. C., Zimmerman R. H., Kluwer Acade-
mic Publishers, Dordrecht, 31-44.

Ewald D., Zaspel I., Naujoks G., Behrendt U., (2000), Acta Hortic., 530, 137-144.

Holland M. A., (1997), Plant Physiol., 115, 865-968.

Leifert C., (2000), Acta Hortic., 530, 87-91.

BIOTECHNOLOGIA 4 (75) 64-77 2006 77



