Ograniczanie zanieczyszczen bakteryjnych w kulturach roslinnych in vitro
InHort,-

K. Nowak, A. Trzewik, E. Gabryszewska, |. Sowik, K. Gorecka, T. Orlikowska
Instytut Ogrodnictwa, 96-100 Skierniewice, ul. Konstytucji 3 Maja 1/3

Nie wszystkie bakterie uposledzajg morfogeneze lub rozmnazanie,
wiec ich radykalne wyniszczenie nie jest konieczne. Istnieje tez
grupa bakterii wykazujgcych dobroczynny wptyw na wzrost rosliny
(tzw. PGPR; plant growth promoting bacteria)

Bakterie zyjg na powierzchni roslin, w przestrzeniach
miedzykomorkowych i w komorkach. Powierzchniowe odkazanie
eksplantatow inicjalnych nie zapewnia wyniszczenia bakterii
endogennych, a wiec kazdy eksplantat wprowadzony do kultur jest
zanieczyszczony bakteriami.

Fot. 1. Brak wzrostu bakterii epifitycznych oraz wzrost
endofitycznych z lisci maliny sterylizowanych
powierzchniowo na pozywce NA —z lewej liscie

Fot. 2. Wptyw rdoznych szczepdw bakteryjnych na kondycje maliny:
nienacinane, z prawej liScie nacinane wzdtuz nerwu

a. neutralny, b-c. dobroczynny, d-e. szkodliwy

Oprocz stwierdzenia wrazliwosci bakterii na czynnik

bakteriobojczy lub bakteriostatyczny, nalezy przebadac fitotoksycznosc

w odniesieniu do konkretnych genotypow roslinnych, poniewaz odmiany
jednego gatunku reagujg réznie na biocydy.
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W zaleznosci od rodzaju interakcji bakteria-roslina,
bakterie mogg namnazac sie masowo na roznym etapie kultury

ograniczanie bakterii w zaleznosci od stadium kultur in vitro

—

etap inicjalny etap stabilizacji kultur i namnazania

Fot. 7. Reakcja kultur
pedowych maImY na
obecnosc 10 mg/l AgNO; w
pozywce’, kontrola bez
AgNO; (po 6 tygodniach)

Fot. 4. Zanieczyszczone
kultury na etapie: z lewej -
inicjalnym, z prawej -
stabilizacji i namnazania

‘Poranna Rosa’
MS + 10'mg/l AgNO,

stosowanie biocydow szerokiego spektrum
lub wyselekcjonowanych w wyniku
antyblogramow

usuwanie eksplantatow
z objawami zanieczyszczenia

I Fot. 8. Reakcja kultur
pedowych maliny ‘Norna’
na obecnosc substancji
przeciwbakteryjnych

w pozywce. Kontrola
powyzej.
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Fot. 6. Antybiogramy dla poszczegdlnych izolatow
bakteryjnych wystepujacych w kulturach in vitro

25 mg/I CuSO,5H,0 10 mg/I AgNO, 0,2% PPM 2% PPM

Fot. 5. Zamieranie zanjeczyszczonych kultur
na roznych etapach inicjacji kultur in vitro

‘Norna’

W ramach realizacji Zadania 1.5 Programu Wieloletniego |0 2015-2020 ,,System oceny jakosci, zdrowotnosci, czystosci odmianowej
| tozsamosci genetycznej roslin ogrodniczych rozmnazanych metodg in vitro” w Instytucie Ogrodnictwa w Skierniewicach prowadzone s3
badania na truskawce (Fragaria x ananassa Duch.) - odm. 'Grandarosa’ i 'Selva‘, malinie (Rubus idaeus L.) - odm. 'Polka’ i 'Polana’, jagodzie kamczackiej
(Lonicera caerulea L. var. kamtschatica Sevast) — odm. '"Wojtek' i 'Zojka‘ oraz czosnku pospolitym (a/ium sativum L.) — odm. 'Ornak’ i 'Jarus'

1. sterylizacje powierzchniowg prowadzono metodami:

Rodzaj i liczba
eksplantatow
inicjalnych
(liczba)

3. Uzyskane izolaty bakteryjne
charakteryzowano pod wzgledem
morfologicznym i opornosci na
substancje przeciwbakteryjne

Metody i sSrodki stosowane do odkazania eksplantatow
wyjsciowych

Gatunek
Odmiana

Malina Paki a/Ptukanie w wodzie biezgcej (2h), wytrzasanie w roztworze
'Polka’ wierzchotkowe detergentu (5 min)
'Polana’ i boczne pedéw b/ 70% etanolu (kilka sekund) MM |
Z uprawy c/0,1% HgCl, (3 min) lub 2% roztworze PGM (5 min)’@
polowej (385)  d/ Trzykrotne ptukanie w wodzie sterylnej po 5 min * _ Wyniki
Truskawka Paki a/Ptukanie pod biezgcg woda (2h) : , , : ..
'Grandarosa' wierzchotkowe b/ 70% etanolu (30 s) Liczba uzy_gkanych pakOW/deO_W ocenlonych V\(Stephle jakO wolne
Selva' _ roztogow ¢/ 15% Clorox (z dodatkiem Tween) | | | od bakterii, testowanych na pozywkach mikrobiologicznych oraz
(82) d/ 3-krotne ptukanie fragm. roslin w sterylnej wodzie (10 min) liczba izolatéw bakterii uzyskanych i poddanych testom na opornosé
Materiat roslinny pobrany z pola byt sterylizowany w 0,1% na antvbiotvki
roztworze HgCl, y Y
Jagoda Paki _ . badana roclina mewykEam testowanych
kamczacka wierzchotkowe a/ Ace (5 ml Ace/100 sterylnej wody destylowanej) przez okres 20 uzyskanych tlestowanych Zliliacayss Shmaiodak izolatow
'Zojka' i/lub boczne min. (wytrzgsarka - 90 obr./min) s SE/en bakteriic | bakteryjnych
'Wojtek’ pedow z roslin b/ 0,1% roztworze HgCl, (kilka sekund) czosnek 56 56 19 37 28
ze szklarni (126) jagoda 79 79 7 65
. 2 kamczacka
Czosnek Fragmenty 3 metody odkazania eksplantatow: i 7 7 A c
pospolity fusek z |/ 2 godziny w wodnym roztworze 5% PPM, 3 krotne ptukanie w matind
'Ornak' _____ merystememi wodzie sterylnej
Jarus' S czescig pigtki 11/ 10 min w 5% CaClO, (z dodatkiem Tween 20), 3 krotne ptukanie . - .
N (74) sterylng woda Ocena wrazliwosci bakterii pochodzgcych ze stabilizowanych kultur
. . () . g . . o . o o o
!II/ 2 min t.ra.ktowanla_ 70% etanolem, a nastepnie postepowanie Jagody kamczacklej, czosnku i mahny Nna antyblotykl
jak w drugiej metodzie .
- liczba liczba izolatéw wrazliwych na antybiotyk
el iy X DO J R| N [E | VA
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2. Obecnosc bakterii w tkankaCh iz Sz:z‘;:w 25 | 30/ [ 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 100 | 30 | 30 | 10 | 30 | 3C
]’Eestowar;(’) pOpI:IZ.eZ lelqk{adanle czosnek 28 18 1 15 21 15 21 23 0O nb 2 O 18 19
ra.gmer.] ohl ro§ InnYC e malina 4 3 3 O 4* 3 4* 3 3 3 4* 3 3 0
pozywki bakteriologiczne .
jagoda
7 6 4 6 6 5 7 6 7 7/ 7/ 6 6 7
kamczacka

* wymagane jest wyzsze stezenie antybiotyku

Praca zostata wykonana w ramach Programu Wieloletniego 10 (2015-2020), finansowanego przez MRiRW




