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Abstract

Plant tissues are inhabited by a number of bacteria that are not eliminated by
surface decontamination used routinely, before the explants are introduced to in vitro
conditions. During several months of multiplication comes to the disclosure of these
bacteria, which in some circumstances begin to multiply. At this stage bacteria are
often associated with a decrease in the condition of cultures, as well as with difficulty
during acclimatization of microplants. Four bacterial strains were isolated from the
explants of raspberry cultivar ‘Polka’, and one bacterial strain from ‘Polana’. As
a result of removal of apparently contaminated cultures, only one strain remained in
‘Polka’ (Curtobacterium sp.), and one in ‘Polana’ (Luteibacter sp.). The purpose of
experiments was to select biocides that limit the multiplication of bacteria but they
are not harmful to explants. For this purpose, multiplication and rooting of shoots
was carried out on media containing various concentrations of PPM™, NaOCI and
several antibiotics, which in the diffusion tests completely inhibited or significantly
limited the growth of these bacteria. It was shown that rifampicin (50 mg-dm),
erythromycin (50 mg-dm-), cefotaxime (250 mg-dm=) and PPM™ (0.2%) reduced
bacteria multiplication (with minor effect of PPM), i.e. bacteria did not leak and did
not appear in the medium if biocide was included. Bacteria, however, remained alive,
because they grew out from the lower fragments of shoots lined on bacterial medium.
These biocides in the concentrations used did not have a negative effect on raspberry
cultures, and rifampicin, erythromycin and cefotaxime even slightly increased the
plants multiplication coefficient and the condition of plant cultures. It can therefore
be concluded that the above biocides can be safely used in reducing bacterial con-
tamination in raspberry in vitro cultures.
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WSTEP
Owoce maliny sa doceniane przez konsumentow ze wzgledu na
pickny wyglad, dobry smak i wysokg warto$¢ dietetyczng. Owoce maliny
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sg spozywane §wieze, a takze zamrazane, przerabiane na pulpy i soki, ktore
stanowig dodatek do zywnosci, takze dla matych dzieci. Malina jest uznanym
zrodtem wartosciowych zwigzkow prozdrowotnych (Baranowska i in. 2015).
Polska jest jednym z gtéwnych producentéw owocoéw maliny w Europie i na
$wiecie dostarczajac ok. 20% $wiatowe] produkcji malin (FAOSTAT, GUS
2016). Powierzchnia uprawy maliny ma w Polsce tendencje wzrostowsa
(29 282 ha w 2016 roku, o ok. 3 tys. ha wigcej niz w roku 2015). Wiaze sig
to z wigkszym zapotrzebowaniem na sadzonki, ktorych na 1 ha sadzi si¢ ok.
13 000. Sadzonki sg pozyskiwane z plantacji produkcyjnych i ze szkétek po-
lowych. Ze wzgledu na choroby powodowane przez wirusy, z ktorych nie-
ktore catkowicie niszcza owoce (Daubeny iin. 1978), jest wskazane, aby
plantacje matecznikowe (a takze produkcyjne) zaktada¢ z materiatu odwiru-
sowanego i mnozonego w warunkach in vitro.

Pierwsze proby zastosowania kultur in vitro do otrzymania zdrowych
roslin maliny prowadzono juz w latach 60 ubiegtego wieku (Shchelkunova
i Popov 1970). Procedura mikrorozmnazania maliny jest znana od lat 80 ubie-
gltego wieku (Anderson 1980; Snir 1981). W Polsce badania nad rozmnaza-
niem maliny in vitro prowadzita jako pierwsza dr Danuta Sobczykiewicz
(1984; 1992). W nastgpnych latach optymalizowano proces mikrorozmnaza-
nia i regeneracji pedow przybyszowych (Zawadzka i Orlikowska 2006).

W ramach zadan Programu Wieloletniego pracowano nad sposobem
wytwarzania materiatu nasadzeniowego maliny wysokiej jakosci w oparciu
0 metodg in vitro. Najwigckszym problemem w mikrorozmnazaniu wigkszos$ci
odmian maliny jest wystepowanie zanieczyszczen bakteryjnych, wprowadzo-
nych z eksplantatami inicjalnymi. Odkazanie materiatu inicjalnego dotyczy
zazwyczaj tylko powierzchni. Wiele bakterii o charakterze endofitycznym
bytuje w tkankach ro$lin, w tym cze$¢ w stanie utajonym (Orlikowska i Za-
wadzka 2006; Orlikowska i in. 2010). Wiele z nich ujawnia si¢ na pozywce
inicjalnej, szczegolnie takiej, ktora zawiera azot organiczny, ale czgs¢ dopiero
pozniej, po kilku lub kilkunastu pasazach (Leifert i in. 1991). Ujawnieniom
bakterii sprzyjaja warunki stresujace, ktore prowadza do nekrotyzacji tkanek.
Takie okoliczno$ci mogg by¢ spowodowane m.in. zmiang regulatoréw wzro-
stu lub podwyzszong temperaturg w pomieszczeniu wzrostowym. Niektore
bakterie zaczynaja si¢ rozmnaza¢ w czasie dtugotrwatego przechowywania
kultur w niskiej temperaturze (Thomas i in. 2008). Sg one szczegdlnym za-
grozeniem dla kultur dtugotrwale przechowywanych w bankach genow (Reed
i in. 1995; Sarasan i in. 2006). Na og6t w tkankach eksplantatow w kulturach
bytuja bakterie, ktore nie sg patogenami, jednak moga powodowac tzw. wi-
tropatie, ktore najczesciej prowadzg do obnizenia wspdlczynnika namnaza-
nia, ukorzeniania i aklimatyzacji pedéw (Thomas 2004a, b; Quambusch i in.
2014). Catkowite usunigcie bakterii z tkanek roslinnych jest niemozliwe
z powodéw technicznych (Herman 1990). Bakterie kolonizuja nie tylko
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wigzki przewodzace i przestrzenie mi¢dzykomorkowe, ale takze wnetrza ko-
morek (Pirttild i in. 2000), a substancje odkazajace sg czesto toksyczne nie
tylko dla bakterii, ale takze dla komorek roslinnych. W warunkach natural-
nych bakterie endogenne stanowig z ro$ling jeden organizm, udostepniaja
wazne produkty wlasnego metabolizmu i kierujag metabolizmem rosliny, kon-
troluja poziom stresu, indukujg odpornos¢, utatwiaja pobieranie sktadnikéw
pokarmowych ze srodowiska (Rosenblueth i Martinez-Romero 2006; Friesen
i in. 2011). Stwierdzono takze pozyteczny wptyw niektorych bakterii na efek-
tywnos$¢ rozmnazania roslin w kulturach in vitro (Zawadzka i in. 2013; Orli-
kowska i in. 2017).

W opracowaniu przedstawiono wyniki do§wiadczen prowadzonych nad
wptywem roéznych substancji bakteriobojczych 1 bakteriostatycznych wiacza-
nych do pozywki na ograniczenie mnozenia si¢ bakterii zanieczyszczajacych
kultury maliny, ale nieszkodliwych dla tkanek rosliny.

MATERIALY I METODY

Doswiadczenia wykonywano w latach 2016-2017 na dwoch odmia-
nach maliny — ‘Polka’ i ‘Polana’. Kultury zostaty zainicjowane z wolnych od
wirusow jednorocznych sadzonek rosngcych w pojemnikach wstawionych do
szklarni w lutym 2016, po przejsciu spoczynku zimowego. Wierzchotki pe-
dow byty pobierane sukcesywnie w miare¢ rozwoju i przenoszone w pojem-
niku z wodg do laboratorium, gdzie usuwano rozwinigte liscie, a pedy ptu-
kano pod biezaca woda przez 1-2 godziny. Pedy zanurzano w wodzie z de-
tergentem, potem w 70% alkoholu etylowym, a nastepnie odkazano przez
1,5 minuty w 0,1% wodnym roztworze chlorku rteci. Nastgpnie pedy 3-krot-
nie ptukano po 5 minut w sterylnej wodzie. P¢dy po skroceniu do 5 mm i od-
jeciu rozwinietych W czasie odkazania liSci umieszczano indywidualnie
w probdwkach, na pozywce zawierajacej 2 kompletu soli mineralnych Mu-
rashige i Skooga — MS (1962), z dodatkiem witamin wg Lloyd i McCown
(1980), 0,5mg-dm= benzyloaminopuryny (BAP), 30 g-dm? sacharozy,
250 mg-dm™ albuminy mlecznej. Pozywke zestalano 6 g-dm™ agaru Plant
(Duchefa). Kwasowos$¢ ustalano przed autoklawowaniem na 5,7. Kultury
sukcesywnie przegladano i usuwano zanieczyszczone bakteriami oraz grzy-
bami. Po miesiacu zielone pedy bez oznak zanieczyszczenia mikrobiologicz-
nego przenoszono indywidualnie do kolb Erlenmeyera o pojemnosci 50 ml,
zawierajacych pozywke 0 pH 5,7 i sktadzie: sole mineralne MS + dodatkowo
85,45 mg-dm MgSOs, witaminy wg Lloyd i McCown (1980), 0,6 mg-dm™
BAP, 0,1 mg-dm IBA, 30 g-dm sacharozy, 6 g-dm™ agaru Plant. Wszystkie
odczynniki byly zakupione w firmie Duchefa (Holandia). Proliferujace eks-
plantaty dzielono na pojedyncze pedy i przenoszono co 6 tygodni na Swieza
pozywke, zastepujac FeEDTA rownowazna ilosciag FeEDDHA (50 mg-dm),
wedlug modyfikacji opracowanej przez Zawadzka i Orlikowska (2006). Po
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6-8 pasazach pedy o dtugosci ok. 1,5 cm ukorzeniano na pozywce MS z wi-
taminami (Lloyd i McCown 1980), z dodatkiem 1 mg-dm= IBA, a takze
100 mg-dm ryboflawiny, 30 g-dm= sacharozy i 5,6 g-dm™ agaru Plant.
Przez pierwsze 5 dni kultury przebywaly w ciemnosci, a nastepnie na Swietle.
Warunki w fitotronie byly nastepujace: fotoperiod 16/8 przy oswietleniu lam-
pami fluorescencyjnymi emitujgcymi biate $wiatto (LF 36V, Pila), tempera-
tura 22 °C + 2 °C. Intensywno$¢ oswietlenia w czasie inicjacji wynosita 20—
30 umoli-m?-s, a w czasie namnazania i ukorzeniania 5060 pumoli-m2-s™.,
Po 4 tygodniach ukorzenione pedy wyjmowano z pozywki, optukiwano
z agaru i sadzono w szklarni do skrzynek wypetnionych mieszaning torfu
(Klassman TS1) i perlitu (2 : 1). Co 7 dni aplikowano preparat Rovral Aqua-
flo 500 SC w stgzeniu 0,2 %, w formie opryskiwania dla zapobiegania szarej
plesni. Dla stymulacji wzrostu stosowano preparat Huwa-San TR 50 w stegze-
niu 0,05%. Co 10 dni rosliny nawozono roztworem nawozu wielosktadniko-
wego Kristalon (18 : 18 : 18 : 3 + Micro). Skrzynki z roslinami umieszczano
w szklarni, w foliowych tunelikach zapewniajacych 100% wilgotnosci po-
wietrza przez pierwsze 10 dni. Po tym okresie rozpoczynano obnizanie wil-
gotnos$ci przez stopniowe uchylanie folii, a po okoto 3 tygodniach tuneliki
usuwano.

Przez pierwsze 3 pasaze W czasie przenoszenia pedow na pozywke pro-
liferacyjna i do ukorzeniania dolne czesci pedéw odcinano i przenoszono na
pozywki bakteryjne Nutrient Agar (NA) i 523 (Viss i in. 1991) w celu wyi-
zolowania bakterii zasiedlajacych wewnetrzne tkanki. Wyrastajace bakterie
oczyszczono i poddano testom antybiogramowym w celu okreslenia ich
wrazliwosci na biocydy. Antybiogramy wykonano na pozywce Mueller-Hin-
ton z wykorzystaniem nastepujacych krazkow antybiotykowych firmy Oxoid:
ampicylina— 25 pg (AMP 25); cefotaksym — 30 pg (CTX 30); chloramfenikol
— 30 pg (C 30); doksycyklina — 30 ug (DO 30); erytromycyna — 30 ug (E 30);
gentamycyna — 30 pg (CN 30); kanamycyna — 30 pg (K 30); karbenicylina —
100 pg (CAR 100); neomycyna — 30 pug (N 30); ryfampicyna — 30 pg (RD
30); streptomycyna — 10 pg (S 10); tetracyklina — 30 pg (TE 30); vankomy-
cyna— 30 pg (VA 30). Do testow z PPM (0,2%, 0,4%, 2,0% i 4,0%) i NaOClI
(2-10%) wykonano krazki wysycone wodnymi roztworami tych biocydow.
Kazdy test powtarzano dwukrotnie.

Inicjacji kultur nie objeto doswiadczeniem ze wzgledu na sukcesywne
pobieranie wierzchotkow inicjalnych i niewielka ich liczbe uzyskang w roz-
nych terminach. Doswiadczenia nad wptywem biocydéw wybranych na pod-
stawie inicjalnie wykonanych testow odpornos$ci wyizolowanych bakterii
prowadzono na etapie namnazania i ukorzeniania pedow pozyskiwanych
z kultur 1- i 2-letnich. Antybiotyki dodawano do pozywki po autoklawowa-
niu, PPM przed autoklawowaniem. Prowadzono takze do$wiadczenia nad
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wplywem zakwaszenia pozywki na wzrost bakterii oraz ograniczaniem za-
nieczyszczen bakteryjnych za pomocg biocydéw w postaci roztworéw wod-
nych w ilosci 5 ml na stoik, podawanych na powierzchni¢ pozywki agarowej
po umieszczeniu w niej pedow. W kazdej kombinacji byto od 5-10 stoikow
0 pojemnosci 330 ml, zawierajacych po 6 pedoéw. Szczegdélowa metodyke po-
szczegbdlnych doswiadczen podano przy tabelach z wynikami. Wyniki pod-
dawano analizie statystycznej Anova, a réznice pomi¢dzy $rednimi oceniano
przy pomocy testu Duncana przy poziomie istotnosci p = 0,05, w uktadzie 1-
lub 2-czynnikowym.

WYNIKI
Inicjacja kultur
Okoto 20% pedow zostato usunigtych na etapie inicjalnym z powodu zanie-
czyszczenia bakteriami lub grzybami. 34% pedow byto wizualnie czystych,
bez nekroz; pedy te przystosowaty si¢ do warunkoéw kultury in vitro, rozpo-
czynajac tworzenie pedow bocznych w 2-3 pasazu.
Izolacja i identyfikacja bakterii
Wiaczenie do pozywki inicjalnej albuminy mlecznej (Zrédia azotu organicz-
nego) spowodowato szybsze ujawnianie si¢ bakterii (wycieki do pozywki,
halo wokot eksplantatu, kolonie rosngce na pozywce) i umozliwito stopniowa
eliminacj¢ zanieczyszczonych kultur. W czasie monitorowania obecnosci
bakterii w wizualnie czystych pedach inicjalnych wyktadano ich dolne od-
cinki na pozywki bakteryjne, jednak na tym etapie nie stwierdzono obecnos$ci
bakterii. Natomiast w kolejnych pasazach uzyskiwano wzrost bakterii z dol-
nych odcinkéw wizualnie czystych pedow na pozywkach NA i1 523. Lacznie
otrzymano cztery morfologicznie rézne izolaty bakterii z odmiany ‘Polka’
i dwa z odmiany ‘Polana’. Konsekwentne prowadzenie selekcji przy kazdym
pasazowaniu spowodowato, ze pozostato tylko po jednym izolacie — Curto-
bacterium sp. w odmianie ‘Polka’ i Luteibacter sp. w odmianie ‘Polana’.
Wrazliwos$¢ bakterii wyizolowanych z podstawy pedow maliny na biocydy
W tabeli 1 przedstawiono wyniki oceny wrazliwos$ci/odpornosci na antybio-
tyki, wyrazone jako $rednica zahamowania wzrostu kolonii po 24 i 48 godzi-
nach. Calkowite zahamowanie wzrostu bakterii wszystkich izolatoéw powo-
dowaty erytromycyna (30 mg-dm3) i rifampicyna (30 mg-dm). W kontakcie
z PPM (0,4%) izolaty 1 i 2 rozpoczynaty wzrost po 24 godzinach. lzolat 3
oraz izolat 5 byly mniej wrazliwe na PPM, natomiast nie rosty w obecnosci
cefotaksymu (30 mg-dm3) i chloramfenikolu (30 mg-dm).
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Tabela 1. Wptyw biocydéw na wzrost kolonii bakterii wyizolowanych z kultur in vi-
tro maliny; (srednica zahamowania w cm, BW — brak wzrostu bakterii)

Table 1. Effect of biocides on the growth of bacteria isolated from in vitro raspberry
cultures (diameter of inhibition in cm, BW — no bacterial growth)

‘Polka’ izolat1 . ) . - . . ‘Polana’ izolat 5
(G+) (Curtobac- Polka’ izolat 2 ‘Polka’ izolat 3 ‘Polka’ izolat 4 G9)

: - G-) G-) G-) :
Biocyd teriumsp.) . s atpain 9 ¢ s arpain 2 ¢ s . (Luteibacter sp.)
Biocide  ‘Polka’ strain 1 Polka’ strain 2 ‘Polka’ strain 3 ‘Polka’ strain 4 “Polana’ strain 5

(mg-dm3) po24hpo72hpo24hpo72hpo24hpo72hpo24hpo72hpo24hpo72h
after  after after after after after after after after after
24h  72h  24h 72h 24h 72h 24h 72h 24h 72h

PPM 0,4% BW 3,7 BW 41 25 2,5 BW BW 2,7 2,7

C30 4,1 4,1 BW 29 BW BW 3,7 3,7 BW BW
CAR 100 2,5 2,3 2,5 2,1 2,5 2,1 2,5 19 2,5 2,1
CN 10 2,5 BW 2,7 2,7 2,3 2,7 2,1 1,7 2,3 2,7
CTX 30 2,9 2,9 2,5 2,1 BW BW 2,9 31 BW BW
DO 30 31 3,3 31 3,7 2,9 29 31 31 2,9 2,9
E 30 BW BW BW BW BW BW BW BW BW BW
K30 2,7 2,7 2,7 2,7 2,1 2,7 2,1 2,1 2,1 2,7
RD 30 BW BW BW BW BW BW BW BW BW BW
TE 30 2,7 2,5 2,7 2,7 2,7 2,7 29 29 2,5 2,3
VA 30 3,7 4,5 31 2,5 3,1 2,7 3,1 3,3 3,1 2,7

W dos$wiadczeniu, ktorego wyniki przedstawiono w tabeli 2, poréwny-
wano wptyw biocydow na kultury maliny w czasie namnazania pgdow. Eks-
plantaty do pasazu I pochodzity z kultur matecznych mnozonych na standar-
dowej pozywce, bez dodatku biocydéw. Materiat do pasazu II 1 III pochodzit
z wielopedow otrzymanych w pasazu 1 i II, a wigc eksplantaty pasazowano
na takich samych biocydach dwukrotnie. Pozywka w pasazu Il nie zawierata
biocydéw. PPM wlaczony do pozywki zmniejszat namnazanie pgdow ‘Polki’
tylko w I pasazu. W drugim pasazu nie stwierdzono roznic, co prawdopodob-
nie jest wynikiem przystosowania kultur do PPM. Parametry mnozenia pe-
doéw na pozywce z rifampicyng byty podobne, jak w kontroli. W III pasazu
nie stwierdzono nastgpczego wptywu biocydow na namnazanie. Pedy ‘Po-
lany’ reagowaty podobnie, cho¢ negatywny wpltyw PPM na liczbg pedéw
W | pasazu dotyczyl tylko wyzszego stezenia. Liczba pedow ‘Polany’ byla
najwyzsza na pozywce z rifampicyng, cho¢ istotne réznice wystgpity tylko
w [ pasazu.
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W doswiadczeniu, ktorego wyniki przedstawiono w tabeli 3, testowano
takze inne biocydy, uznane za skuteczne. Jednak tobramycyna i cetrimid oka-
zaty si¢ toksyczne dla maliny, catkowicie hamowaty wzrost i namnazanie pg-
dow oraz powodowaty nekroze 18% i 60% pedow ‘Polki’ i 51% i 83% pedow
‘Polany’. Wykazano, ze korzystny wptyw na namnazanie pgdéw obu odmian
miala erytromycyna. Pomimo najwigkszej liczby nowych pedow, co najmnie;j
50% byto dtuzszych od 1 cm, a wigc moglo by¢ przeznaczonych do ukorze-
niania. Tworzenie nowych pedow stymulowat takze dodatek do pozywki
NaOCl, ale tylko 30% pedow ‘Polki’ byto dtuzszych niz 1 cm, u ‘Polany’ —
12%, a czg¢$¢ pedow miata objawy nadmiernego uwodnienia. W tym do-
swiadczeniu dodatek do pozywki 0,2% PPM nie spowodowat obnizenia pa-
rametréw namnazania w poréwnaniu do kontroli.

Tabela 2. Wptyw biocydow na namnazanie pedow maliny odm. ‘Polka’ i ‘Polana’.
Analiza statystyczna zostata wykonana oddzielnie dla odmian i pasazy, n = 36

Table 2. Effect of biocides on the shoot multiplication of ‘Polka’ and ‘Polana’ rasp-
berries. Statistical analysis was done separately for cultivars and passages, n = 36

Pasaz I; Passage | Pasaz II; Passage 11 Pasaz III; Passage IlI
o % pedow % pedoéw % pedow
Kombinacja liczba >1cm liczba >1cm liczba >1cm
Treatment pedow % of pedow % of pedow % of
shoot no. shoots shoot no. shoots shoot no. shoots
>1cm >1cm >1cm
‘Polka’
Kontrola 39a* 488ab  50a* 238a 47a  24l1a
Control
leamplcy_ga 38a 63,3a 47a 275a 4,7a 41,1a
50 mg dm
PPM 0,2% 2,4b 18,2 ¢ 41a 30,8a 51a 43,8 a
PPM 0,4%** 20b 39,0 bc 40a 29,2 a 4,5a 353a
‘Polana’
Kontrola 41bc*  42.0ab 49a 405 a 41a 41,5 ab
Control
leamplcy_ga 50a 60,0 a 50a 45,7 a 59a 515a
50 mg dm
PPM 0,2% 4.8 ab 30,2 be 4.6a 225a 53a 42,7 ab
PPM 0,4%** 37¢c 13,3¢ 49a 26,0 a 49a 29,2 b

* widoczny wyciek bakterii w pozywce; visible bacteria leakage in the medium

** zdrobniale liscie; leaf miniaturization

Srednie oznaczone ta sama litera nie roznig sig istotnie przy p = 0,05; Mean values marked
with the same letter do not differ at the significance level p = 0.05
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Tabela 3. Wptyw biocydéw na namnazanie p¢déw maliny odmiany ‘Polka’ i ‘Po-
lana’. Analiza statystyczna wykonana oddzielnie dla odmian, n = 36
Table 3. Effect of biocides on the shoot multiplication of ‘Polka’ and ‘Polana’ rasp-
berries. Statistical analysis was done separately for cultivars, n = 36

‘Polka’ ‘Polana’
% pedow ) % pedow .
Biocydy liczba >1lcm o pedow liczba >1lcm o pedow
Biocides dow % of zamarlych dow % of zamartych
Pe % ofdied P¢ % of died
shoot no. shoots Shoots shoot no. shoots shoots
>1lcm >1cm
Kontrola 54b 65,6 a 0 45¢  524b 0
Control
PPM 0,2% 59b 66,0 a 0 45¢ 66,2 a 0
NaOCI
0,4 ml-dm? 59b 344D 0 56b 12,0c 1
Tobramycyna 11c 6,4 C 18 1,1d Oc 51
50 mg-dm
Cetrymid 10¢ 0c 60 10d  Oc 83
1g-dm
Erytromycyna 572 69,0a 0 68a  532b 0
50 mg-dm

Uwaga: patrz Tabela 2; Note: see Table 2

Tabela 4. Wplyw biocydow na namnazanie pedow maliny odmiany ‘Polka’ i ‘Po-
lana’. Analiza statystyczna wykonana oddzielnie dla odmian i pasazy, n = 25

Table 4. Effect of biocides on the shoot multiplication of ‘Polka’ and ‘Polana’ rasp-
berries. Statistical analysis was done separately for cultivars and passages, n = 25

Pasaz I; Passage | Pasaz II; Passage Il
‘Polka’ ‘Polana’ ‘Polka’ ‘Polana’
Biocydy % pedow % pedow % pedow % pedow
Biocides liczba >1cm  liczba >1cm  liczba  >1cm liczba  >1cm

pedow % of  peddw %of  pedow % of pedow % of
shoot no. shoots shootno. shoots shootno. shoots shootno. shoots
>1cm >1cm >1cm >1cm

Konola - 45pe 256bc 45b 302a 58a  394bc  41b  37.0a
Control

PPM20% 41c 208bc 36c 126bc 43b 340c  46b 442a
CTX 48bc 37.4ab 46ab 190ab 44b 474abc 48b 424a
100 mg-dm

CTX

100mg-dm® 55b 156c 52a 142bc 50ab 610a 43b 406a
+ PPM 0,2%

CTX

250 mg-dm? 69a 446a 53a 50c 52ab 520ab 57a 332a

Uwaga: patrz Tabela 2; Note: see Table 2
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Tabela 5. Wptyw pH pozywki i zalewania pozywki agarowej wodnymi roztworami
biocydoéw na namnazanie pedéw maliny odmiany ‘Polka’ i ‘Polana’. Analiza staty-
styczna wykonana oddzielnie dla odmian, n = 42

Table 5. Effect of medium pH and pouring of agar medium with biocide solutions
on shoot multiplication of ‘Polka’ and ‘Polana’ raspberries. Statistical analysis sep-
arately for cultivars; n = 42. Medium for shoot multiplication

Zalewanie pozywki  pH po- ‘Polka’ “Polana’
- . . . % pedow % pedow
agarowej zywki liczba >1¢em liczba peds >1 cm
Pouring of agar medium pedow 0 1czba pedow
. % of shoots  shoot no. % of shoots
medium pH shoot no.
>1cm >1cm
Woda 5,7 4,7 ab 85,3 a 4,2 ab 59,7 abc
Water 4,0 53a 829 a 38b 66,9 ab
Rifampicyna 5,7 54a 66,1 b 52a 71,3 a
50 mg-dm= 4,0 3,9 bc 60,6 b 39b 60,4 abc
57 4,1 bc 56,7 b 4,8 ab 57,1 bc
0 Ll L L L 1
PPM 0,2% 4,0 35¢ 67.0b 47 ab 63,3 abc
Rifampicyna 5,7 4,2 bc 51,1b 4,7 ab 60,6 abc
50 mg-dm= + PPM
0,2% 40 39¢c 619b 4,7 ab 51,4c
H 57 46 A 65,0 A 47 A 62,2 A
P 4,0 42 B 68,1 A 43 A 60,5 A

Uwaga: patrz Tabela 2; Note: see Table 2

W doswiadczeniu, ktorego wyniki przedstawiono w tabeli 4, w I pasazu
wykorzystano pedy z kultur matecznych, rosnace na standardowej pozywce
do namnazania, a w II — pedy pobrane z | pasazu. 0,2% PPM w pozywce
hamowat namnazanie p¢dow ‘Polany’, ale nie wplywat na ten parametr u ‘Po-
1ki’. Cefotaksym (250 mg-dm=) i cefotaksym (100 mg-dm>) w potaczeniu
z PPM stymulowal mnozenie pedow obu odmian maliny 1 wykazal pozy-
tywny nastepczy wpltyw w pasazu prowadzonym na pozywce bez biocydow.

W doswiadczeniu, ktorego wyniki przedstawiono w tabeli 5, obnizenie
pH nie byto korzystne dla namnazania pedéw. Rdznice byly istotne w przy-
padku zalewania powierzchni roztworem rifampicyny. Najwigcej pedow uzy-
skano na pozywce o pH 5,7 zalewanej roztworem rifampicyny.

Dodatek PPM w stezeniu 0,4% hamowat ukorzenianie i wydtuzanie pe-
dow, a takze w mniejszym stopniu tworzenie korzeni odmiany ‘Polka’ (tab.
6). Z tego powodu kombinacja ta nie byta brana pod uwage w dalszych do-
swiadczeniach. Wyraznie korzystny byl wplyw rifampicyny, poniewaz w tej
kombinacji ukorzeniato si¢ najwiecej pedow, tworzylo si¢ najwigcej korzeni
1 pedy byty najdtuzsze, cho¢ rdznice byly najczesciej nieistotne.

Zastosowane biocydy nie mialy decydujacego wptywu na ukorzenianie
maliny. Potwierdzit si¢ korzystny wpltyw rifampicyny, chociaz tylko w 11 serii
liczba ukorzenionych pedow byl istotnie wyzsza dla ‘Polki’ (tab. 7). Na
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pozywce z tym biocydem ukorzenito si¢ najwigcej pedow (do 100%) i pedy
wytworzyly najwiecej korzeni (do 7,5). Istotnie dluzsze pedy stwierdzono
tylko u odmiany ‘Polka’ w pierwszej serii.

Tabela 6. Wplyw biocydow na ukorzenianie pedow maliny ‘Polka’ i ‘Polana’. Ana-
liza statystyczna byta wykonana oddzielnie dla odmian, n = 36

Table 6. Effect of biocides on rooting of ‘Polka’ and ‘Polana’ raspberries. Statistical
analysis separately for cultivars; n = 36

‘Polka’ ‘Polana’
0, - 0, -
Biocydy d)o'/w liczba ko- pedu (ecm) d()')/w liczba ko- pedu (cm)
Biocides p; of rzeni shoot poq/ of rzeni shoot
0 root no. length 0 root no. length
rooted (cm) rooted (cm)
shoots shoots
gg;‘tt:gl'a 915a  65a 45a  778a* 44b 53b
PPM 0,2% 75,2 ab 55a 4,7a 89,0 a 2,6b 27¢c
PPM 0,4 % 69,7b 4,7 a** 3,7a 94,3 a 3,4 b** 26¢C
Eﬁ}”&?&%’ﬂa 91,7a  69a***  50a  100a 71a**  46a

* bakterie widoczne pod pedem i wokot pedu; bacteria below and around shoot base

** cze$¢ korzeni nekrotycznych, wzrost mokrego kalusa u podstawy pedéw; necrotic roots
and wet callus at the shoot base

*** biate korzenie i duze, zielone liscie; white roots and green large leaves

Srednie oznaczone ta samg literg nie réznig sie istotnie przy p = 0,05; Mean values marked
with the same letter do not differ at the significance level p = 0.05

Tabela 7. Wpltyw biocydéw na ukorzenianie pedow maliny odm. ‘Polka’ i ‘Polana’. Ana-
liza statystyczna wykonana oddzielnie dla odmian, n = 60 seria | oraz n = 36 seria Il
Table 7. Effect of biocides on rooting of ‘Polka’ and ‘Polana’ raspberries. Statistical
analysis separately for cultivars;n=60S landn=36 S I

Biocydy % ukorzenionych pgdow Liczba korzeni Dlugos¢ pedu (cm)
Biocides % of rooted shoots Root no. Shoot length (cm)
seria | seria Il seria | seria Il seria | seria Il
‘Polka’
Kontrola 88,8 a 88,3 b 6,6 a 49a 4,1b 45a
PPM 0,2% 94,3a 83,2Db 6,5a 58a 40b 49a
Rif. 50 mg-dm® 100 a 98,3 a 6,9a*** 6,3a*** 5]1la 49a
‘Polana’
Kontrola 88,8 a 93,2a 6,4a 6,4a 55a 6,0a
PPM 0,2% 94,3 a 93,2a 6,9a 6,0a 43b 54a
E&ngdmﬁ 100 a 100 a 758 70a*** 56a 56a

Uwaga: patrz Tabela 6; Note: see Table 6
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W doswiadczeniu, ktorego wyniki przedstawiono w tabeli 8, zastoso-
wano kombinacje obydwu biocydow, a podano je zaré6wno do pozywki aga-
rowej, jak i w postaci roztworu na powierzchni¢ pozywki. Nie stwierdzono,
aby dodatek wody lub roztworu biocydow zmieniat istotnie wyniki ukorze-
niania. Jedyny istotny wptyw biocydéw stwierdzono dla dlugosci pedow od-
miany ‘Polka’.

W doswiadczeniu, ktorego wyniki przedstawiono w tabeli 9, badano
wplyw biocydow oraz oddziatywanie kwasowosci pozywki. Nie stwierdzono
wplywu pH pozywki na parametry ukorzeniania. Natomiast powtorzyt si¢ po-
zytywny, cho¢ nieistotny statystycznie, wptyw rifampicyny na ukorzenianie.
Na pozywkach z dodatkiem rifampicyny ukorzeniaty si¢ wszystkie pedy, za-
réwno odmiany ‘Polka’, jak 1 ‘Polana’, a odmiana ‘Polka’ tworzylta takze naj-
wigcej korzeni na pozywce o pH 4,0 z dodatkiem rifampicyny.

Ukorzenione mikrosadzonki dobrze aklimatyzowaly si¢ w szklarni (80—
100%, w zaleznosci od stopnia ukorzenienia). Mikrosadzonki ukorzenione na
pozywce z dodatkiem rifampicyny wyrozniaty si¢ wiekszymi li§¢mi i czesto
dhuzszymi pedami. Jednak po 1-2 miesigcach roznice zacieraly si¢ (szczegod-
towych danych nie zbierano).

Tabela 8. Wplyw biocydow na ukorzenianie pedow maliny odm. ‘Polka’ i ‘Polana’ po-
danych w pozywce agarowej i w roztworze na pozywke agarowa przed wylozeniem pe-
dow, n =42

Table 8. Effect of biocides in the agar medium and poured on the agar medium on rooting
of ‘Polka’ and ‘Polana’ raspberries. Statistical analysis separately for cultivars; n = 42

‘Polka’ ‘Polana’
% pedow . % pedow o
Kombinacje ukorzenio- liczba ko- d?g?csl;) ukorzenio- liczba ko- dzug?csr;)
Treatments nych rzeni qsi:loot nych rzeni pqs;lloot
% of rooted  root no. % of rooted root no.
shoots length (cm) shoots length (cm)
Bez biocydow
No biocides 976a 6,3a 42b 951a 56a 46a
Bez biocydow + woda na
powierzchnig pozywki 951a 66a 43b  931la 56a  52a

No biocides + water on the
medium surface

Rif. 50 mg-dm= + PPM

0,2% w pozywce agarowej —_— —
Rif. 50 mg-dm® + PPM 976a 65a 55a 95,1a 6,0a 47 a

0.2% in the agar medium

Jak wyzej + 5 ml Rif.

50 mg-dm + PPM 0,2% na

powierzchni¢ pozywki i i

As above + 5 ml Rif. 100 a 6,6 a 55a 100a 6,0 a 55a
50 mg-dm + PPM 0.2%

on the medium surface

Uwaga: patrz Tabela 2; Note: see Table 2
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Tabela 9. Wptyw pH pozywki oraz biocydow na ukorzenianie pedow maliny odm.
‘Polka’ i ‘Polana’, n = 36

Table 9. Effect of medium pH and biocides on rooting of ‘Polka’ and ‘Polana’ rasp-
berries, n = 36

Kombinacje

Treatments ‘Polka’ ‘Polana’
% ukorze- dhugos¢ % ukorze- dhugosé
Biocvd nionych pe- liczba pedu (cm) nionych pg- liczba pedu (cm)
Bioci%ie)g pH dow korzeni  shoot dow korzeni  shoot
% of rooted rootno. length % of rooted rootno. length
shoots (cm) shoots (cm)
Bez biocydow 9,7 88,8 a 6,5a 45a 88,0 a 6,4 a 6,0 a
No biocides 4,0 97,2a 79a 47a 88,1a 70a 50a
5,7 943 a 6,5a 49a 95,1a 6,9 a 54 a
PPM 0,2%
4,0 915a 6,1a 48a 95,1a 7,0a 52a
Rifampicyna 5,7 100 a 6,9a 49a 100 a 7,5a 56a
50mgdm® 40  983a  92a 48a 100 a 70a 56a

Uwaga: patrz Tabela 2; Note: see Table 2

DysKusJA

Curtobacterium (G+) nalezy do bardzo zr6znicowanej morfologicznie
1 funkcjonalnie grupy systematycznej, ktorej przedstawiciele sg saprofitami
lub patogenami roslin i czlowieka. Bakteria byta izolowana z kultur roslin-
nych i stwierdzono, ze nie jest odporna na rifampicyng (np. Buckley i in.
1995). Jeden z izolatow tego gatunku otrzymany w minionych latach z kultur
maliny okazat si¢ pozyteczny dla kultur pedowych innych roslin (Zawadzka
i in. 2013). Bakteria Luteibacter spp. (G-) byta izolowana wcze$niej z rizos-
fery jeczmienia i byta takze spotykana w kulturach roslinnych in vitro i okre-
Slona jako wrazliwa na rifampicyne (Wakil 1 Mbah 2012).

Dodatek biocydow, przede wszystkim antybiotykow, do pozywek do
mnozenia pedow in vitro byt badany i wdrazany od dawna (Phillips i in. 1981;
Pollock i in. 1983; Young i in. 1984; Leifert i in. 1992; Guri i Patel 1998).
Dobér biocydow zalezy z jednej strony od wrazliwosci dominujacych w ro-
slinach bakterii, a z drugiej od braku toksycznos$ci dla roslin. Zastosowanie
biocydow w celach praktycznych na duza skal¢ powinno by¢ poprzedzone
okresleniem ich bakteriobojczosci i fitotoksycznosci. Wptyw biocydoéw na
bakterie jest najczeSciej sprawdzany w testach antybiogramoéw, gdzie miarg
wrazliwosci na biocyd jest wielko$¢ srednicy zahamowania wzrostu bakterii.
W przypadku bakterii wyizolowanych z kultur pgdowych maliny ich wzrost
byt catkowicie zahamowany przez rifampicyng i erytromycyng, a na krotko
takze przez PPM, a wzrost Luteibacter hamowat takze cefotaksym. Te wita-
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$nie biocydy zostaly wybrane do badania fitotoksyczno$ci. Najbardziej zna-
nym biocydem wigczanym do pozywek jest PPM (George i Tripeppi 2001;
Compton i Koch 2001). Jest on na ogot nietoksyczny dla roslin, chociaz nie-
liczne rosliny sg wrazliwe, np. Arabidopsis (Paul i in. 2001) i chryzantema
odmiany ‘Ludo’ (Orlikowska i in. 2012). Malina odmiany ‘Beskid’ takze re-
agowala na ten preparat mniejszg zdolnoscig do namnazania, a przy wyzszych
dawkach takze ukorzeniania (Orlikowska i in. 2012). Ten preparat jest pole-
cany przede wszystkim dla zabezpieczania kultur przed zakazeniem, nato-
miast nie zwalcza juz istniejacych zanieczyszczen bakteryjnych. W tej pracy
wykazano w niektorych doswiadczeniach jego niewielki negatywny wptyw
na namnazanie i ukorzenianie pedow ‘Polki’ i ‘Polany’. Mozna zatozy¢, ze
bedzie przydatny jako dodatek do pozywek w mikrorozmnazaniu maliny
(moze nie w kazdym pasazu), w stezeniu 0,2%. Jego wadg jest wysoka cena,
wiec celowe jest wyprobowanie innych biocydow, przede wszystkim anty-
biotykow, ktdrych cena jest niska, wadg natomiast jest konieczno$¢ podania
ich do stygnacej pozywki po autoklawowaniu. W przeciwienstwie do PPM
wiele antybiotykow wykazuje dziatanie fitotoksyczne, np. cefotaksym,
w przeciwienstwie do karbenicyliny, byt szkodliwy dla kultur pelargonii
(Wojtania i in. 2005). W naszych doswiadczeniach nie byt toksyczny dla ma-
liny, a w stezeniu 250 mg-dm nawet stymulowat namnazanie pedow. Innym
zagadnieniem jest skuteczno$¢ antybiotykow. Najczesciej majg one charakter
bakteriostatyczny, a nie bakteriobojczy, dodatkowo, w niewielkim stopniu
przemieszczaja si¢ do gornych czesci pedu, Co o0znacza, ze bakterie nie sa
widoczne w pozywce, ale pojawia si¢ w nastgpnych pasazach, po wylaczeniu
biocydoéw z pozywki. W odniesieniu do kultur gerbery stwierdzili to m.in.
Podwyszynska i Hempel (1987). Misra i in. (2010) donosili natomiast, ze 2—
3-krotne pasazowanie kultur Jatropha na pozywce z augmentyng powodo-
wato trwate ograniczenie wzrostu bakterii Enterobacter ludwigii. W tej i in-
nych pracach obserwacje najczesciej dotyczg jednego lub dwoch pasazy po
antybiotykoterapii. W zadnym z naszych do$wiadczen nie obserwowano bak-
terii, jesli w pozywce byly biocydy, natomiast w nast¢gpnych pasazach bakte-
rie wyciekaly z pedéw do pozywki, czasem w niewielkim stopniu. Jednak
nawet w pozywce z biocydami pedy po wylozeniu na pozywki bakteryjne
wykazywaty obecnos$¢ bakterii. Nie stwierdzono skutecznosci obnizenia pH
pozywki w ograniczaniu wzrostu bakterii, cho¢ w badaniach Leiferta i in.
(1994) niskie pH hamowato wzrost bakterii w kulturach Delphinium.
Obecnos¢ bakterii endogennych w tkankach roslin mnozonych in vitro
jest konsekwencja tego, ze tkanki roslinne sg ich naturalnym $rodowiskiem
I nie da si¢ tego uniknaé. Ich wspotzycie z ro§linami ma rézny charakter. Sg
wsrod nich takie, ktére nie sg w stanie rozmnazac si¢ bez obecnos$ci tkanek
roslinnych i takie, ktére moga rozmnazac si¢ np. na pozywkach do mnozenia
ro$lin. Takie bakterie moga niekiedy rozmnaza¢ si¢ nadmiernie i1 szkodzi¢
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eksplantatom roslinnym. Jest to szczegdlnie czgste w dhugo eksploatowanych
kulturach. Aby mozna byto takie mocno skolonizowane eksplantaty w dal-
szym ciggu rozmnazaé, trzeba ograniczaé ilo$¢ bakterii przez stosowanie bio-
cydow W potgczeniu z ostrg selekcjg kultur szczegolnie porazonych (Thomas
2004 a,b; Thomas i Prakash 2004).

WNIOSKI

1. PPM w stezeniu 0,2%, rifampicyna w stezeniu 50 mg-dm3, erytromycyna
w stezeniu 50 mg-dm™ oraz cefotaksym w stezeniu 250 mg-dm™ wigczone
do pozywki do namnazania lub ukorzeniania p¢déw maliny ‘Polka’ i ‘Po-
lana’ nie sg fitotoksyczne i moga by¢ polecane w mikrorozmnazaniu tych
odmian.

2. Powyzsze biocydy miaty charakter bakteriostatyczny. Ograniczaty nam-
nazanie si¢ bakterii Curtobacterium sp. i Luteibacter sp., powodujac, ze
nie byly one widoczne w pozywce z biocydami, ale po przeszczepieniu
pedow na pozywke bez biocydéw bakterie namnazaty si¢ i bylty widoczne
W pOZywce.

3. Obnizenie pH pozywek z 5,7 do 4,0 nie miato wptywu na ukorzenianie.
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