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Wptyw cefotaksymu i karbenicyliny
na zywotnosc¢ i rozwoj protoplastow
marchwi

Ewa Grzebelus, Mikotaj Grabka, Rafat Baranski
Katedra Genetyki, Hodowli i Nasiennictwa, Uniwersytet Rolniczy, Krakéw

The effect of cefotaxime and carbenicillin on viability and develop-
ment of carrot protoplasts

Summary

We examined the toxicity of two antibiotics belonging to the betalactam
group, to carrot (Daucus carota L.) protoplasts. Leaf protoplasts were cultured in
the presence of cefotaxime or carbenicillin applied in five concentrations in the
range from 0.1 to 0.5 mg ml . Cell viability, division frequency, and regenera-
tion capacity were assessed to determine the potential toxic effect ofthe antibi-
otics. Both antibiotics significantly reduced protoplast viability and their ability
to divisions. Their toxic effect intensified linearly with increasing antibiotic con-
centrations in the culture medium. More pronounced negative effect exhibited
carbenicillin, which was evident 24 h after protoplast isolation. It also lowered
cell mitotic activity two- to ten-fold, as compared to the control. Despite differ-
ent reaction of cells exposed to carbenicillin and cefotaxime, callus tissue and
somatic embryos were successfully obtained and allowed efficient plant regen-
eration. The comparison of the obtained results indicates that cefotaxime used
in concentrations up to 0.2 mg ml ' can be recommended in carrot cell cultures
to prevent microbial contamination.

Key words;
antibiotics, callus, Daucus carota, in vitro, plant cell culture, somatic
embryogenesis.

1. Wstep
Czestym problemem spotykanym w kulturach in vitro sg przy-

padkowe zakazenia endo- lub egzogennymi mikroorganizmami,
ktére przyczyniajg sie do straty czesci materiatu i generuja do-
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datkowe koszty w stosowanych procedurach. Zastosowanie antybiotykdw o szero-
kim spektrum dziatania jest prewencyjnym dziataniem majgcym na celu zabezpie-
czenie kultur przed wystgpieniem takich zakazen. Wiasciwy dobor antybiotykéow
jest jednak podstawowy dla skutecznosci ochrony i opiera sie na dwéch podstawo-
wych zalozeniach, tj. muszg one ogranicza¢ rozwdj mikroorganizmow i jednoczes-
nie nie dziata¢ toksycznie na komoérki roslinne. W tym celu w roslinnych kulturach in
vitro stosuje sie dwa typy zwigzkow; 1) substancje wplywajace na proces syntezy
Sciany komorkowej bakterii oraz 2) substancje zaburzajace synteze biatek bakteryj-
nych. Do pierwszej grupy zalicza sie m.in. antybiotyki beta-laktamowe (tj. pochodne
penicyliny, np. ampicylina i karbenicylina oraz cefalosporyny, np. cefotaksym), wan-
komycyne oraz aerosporyne, a do drugiej, streptomycyne, kanamycyne, gentamycy-
ne, amikacyne, tobramycyne czy rifampicyne. Antybiotyki pierwszej i drugiej grupy
dziatajg w szerokim zakresie zardwno na bakterie gramdodatnie jak i gramujemne,
niemniej jednak mogg wykazywac dziatanie toksyczne takze dla komérek roslinnych
.

Dla ograniczenia lub eliminacji wzrostu niepozadanych mikroorganizméw anty-
biotyki stosowano w kulturach in vitro réznych gatunkéw m.in. eksplantatéw korze-
niowych zen-szenia (2), pedéw truskawki (3), pedéw orzecha laskowego (4), proto-
plastow stonecznika (5). Wptyw tych substancji na kontrolowanie zakazen zalezy
w duzym stopniu od gatunku rosliny i zastosowanego antybiotyku. Bardzo czesto
dodatek jednego zwigzku jest mniej efektywny w poréwnaniu z kombinacjg kilku
antybiotykéw jednoczesnie (3,4,6). Ponadto antybiotyki, w szczeg6lnosci cefotak-
sym i karbenicylina, sa stosowane po transformacji genetycznej eksplantatow, do
eliminacji z kultury Agrobacterium (7,8). Oprocz ograniczenia zakazen, antybiotyki
moga takze hamowaé lub stymulowaé wzrost i rozwdj eksplantatéw roslinnych
w kulturach in vitro, m.in. w trakcie indukcji i namnazania tkanki kalusowej (9), orga-
nogenezy (7,10) czy somatycznej embriogenezy (11). Ten sam antybiotyk moze
wplywacé pozytywnie na dany proces rozwojowy u jednego gatunku, a negatywnie
u innego. Dlatego konieczne jest sprawdzenie dziatania wybranego antybiotyku na
okreslony eksplantat w kulturze in vitro.

Kultury protoplastéw to technika, ktéra moze by¢ wykorzystana do selekcji in vitro,
transformacji genetycznej czy otrzymywania mieszancow somatycznych. Wszystkie
te metody sa stosunkowo ztozone, czasochtonne i kosztochtonne, dlatego stosowa-
nie antybiotykéw dla ograniczenia czestotliwosci rozwoju mikroorganizmow jest
w petni zasadne. Do tej pory nie monitorowano dziatania antybiotykéw w kulturach
in vitro marchwi. Celem pracy bylo zbadanie wplywu dwdch antybiotykéw beta-lak-
tamowych, tj. cefotaksymu i karbenicyliny na regeneracje protoplastéw marchwi,
a tym samym zweryfikowanie przydatnosci ich stosowania w kulturach tkankowych
tego gatunku.
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2. Materiat i metody

Materiat roslinny do izolacji protoplastéw wyprowadzano w kulturach in vitro
z nasion marchwi (odmiana ‘Dotanka’) dezynfekowanych powierzchniowo w trzyeta-
powej procedurze obejmujgcej ich moczenie przez 30 minut kolejno w wodzie
o temperaturze 40°C, 0,2% roztworze fungicydu Bravo oraz 20" roztworze chlorami-
ny T. Tak przygotowane nasiona kietkowano w ciemnosci na pozywce MS (12), a na-
stepnie siewki przenoszono na pozywke R* (MS z dodatkiem 100 mg ¥ mezo-inozy-
tolu, 3,0 mg 1’ glicyny, 0,5 mg h' kwasu nikotynowego, 0,1 mg H tiaminy, 0,1 mg ¥
pirydoksyny, pH = 5,8) i umieszczano na $Swietle.

Protoplasty izolowano z lisci i ogonkéw lisciowych 3-4-tygodniowych roslin
wg zmodyfikowanej procedury Dirks i wsp. (13). Do trawienia scian komorkowych
zastosowano roztwor zawierajacy: [% celulazy Onozuka RIO (w/v, Duchefa), 0,\%
pektoliazy Y-23 (w/v, Duchefa), 0,6 M mannitol, 20 mM kwas 2-morfolino-etanosulfo-
nowy (MES) oraz 5 mM MgCI2'‘6H20, pH = 5,6. Oczyszczone protoplasty pozyskiwa-
no poprzez wirowanie gradientowe w roztworach sacharozy (0,5 M) i W5 (wg 14).
Przed kulturg w ptynnej pozywce CPP (wg 13) protoplasty immobilizowano w 2,8%
roztworze alginianu sodu uzyskujgc kulture o gestosci 4x10™ protoplastéw w 1 ml
zawiesiny. Po zestaleniu alginianu na pozywce agarowo-wapniowej otrzymane cien-
kowarstwowe ptytki alginianu z unieruchomionymi protoplastami przenoszono do
szalek z ptynng pozywka CPP (kontrola) oraz z pozywka CPP zawierajgcg cefotaksym
lub karbenicyline w pieciu réznych stezeniach, tj. 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 mg ml *. Tak
przygotowane kultury umieszczano w ciemnosci, w temperaturze 25°C. Po okoto
dwbch miesigcach kultury, plytki alginianowe rozpuszczano w cytrynianie sodu,
a uwolniong mase mikrokaluséw i zarodkéw somatycznych przenoszono do stoikéw
na stalg pozywke R* i umieszczano na Swietle dla regeneracji w ro$liny. Badania po-
wtérzono w trzech niezaleznych doswiadczeniach w trzech powtérzeniach kazde.

Dla okreslenia wplywu antybiotykéw na protoplasty badano: 1) procent zywot-
nych protoplastéw 24 h i 48 h po izolacji po ich wybarwieniu w 0,3% roztworze
dwLioctanu fluoresceiny (EDA), 2) procent komérek wykazujacych aktywnos¢ po-
dzialowg w dziesigtym i dwudziestym dniu kultury oraz 3) zdolnos¢ do regeneracji
w rosliny poprzez obserwacje tworzenia sie tkanki kalusowej lub zarodkéw soma-
tycznych, a w dalszym etapie konwersje otrzymanego materialu w rosliny. Wszyst-
kie obserwacje mikroskopowe wykonano za pomocg mikroskopu odwrdconego
Axiovert SI00 (Zeiss) z modutem do fluorescenciji i zestawem filtrow do wizualizacji
fluoresceiny (FITC, = 485 nm, = 515 nm). Analize statystyczng przeprowa-
dzono na podstawie analizy regresji ze zmienng grupujgcg za pomocg programu
Genstat v.l 1.
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3. Wyniki

Po 14.-16. godzinach inkubaciji tkanki w roztworze enzymow nastgpito strawie-
nie Sciany komérkowej i uwolnienie protoplastéw zaréwno z mezofilu lisciowego
jak i ogonkéw lisciowych. Oczyszczone protoplasty charakteryzowaty sie sferycz-
nym ksztaltem oraz obecnoscig chloroplastéw. Réznity sie znacznie wielkoscia, osia-
gajac Srednice od 10 do 70 pm. Procent zywotnych protoplastow ksztattowat sie na
poziomie 87° i obnizat sie Srednio do 75% po 48 h kultury. Zastosowanie antybioty-
kéw w réznych stezeniach znaczaco wplyneto na zywotnosSc¢ protoplastéw (rys.).
Toksyczne dziatanie karbenicyliny ujawnito sie juz w pierwszej dobie kultury. W tym
czasie udziat zywotnych protoplastéw obnizyt sie 0 7 do 16% w stosunku do kontro-
li i wahat sie w zakresie od 78,3 do 69,7%, odpowiednio w obecnosci 0,1 mg ml?
i 0,5 mg ml ' karbenicyliny w pozywce (tab. 1). Zywotno$¢ ta byta skorelowana z za-
warto$cia karbenicyliny w pozywce (r = - 0,83) i obnizata sie liniowo wraz ze wzro-
stem stezenia antybiotyku (R* = 0,68; p = 0,04; rys.). Po 48. godzinach kultury ob-
serwowano obumieranie kolejnych komérek. Podobnie jak po 24 h, procent zywotnych
komorek obnizat sie wraz ze wzrostem stezenia karbenicyliny (R* = 0,79; p = 0,02;
rys.), przy czym obserwowano takie samo tempo obumierania niezaleznie od zasto-
sowanego stezenia karbenicyliny (p = 0,401). jedynie dla najnizszych stezeh
(0,1-0,2 mg ml"’) karbenicyliny nie zaobserwowano dalszego negatywnego wptywu
antybiotyku. Efekt dodatku cefotaksymu w pozywce ujawnit sie dopiero po 48 h kul-
tury. Wowczas zywotnos¢ komorek obnizata sie liniowo wraz ze wzrostem stezenia
antybiotyku (R* = 0,84; p = 0,01; rys.) z 77,0 w kombinacji kontrolnej do 63,3%
w obecnosci 0,5 mg ml ' cefotaksymu (tab. 1). Tym samym wplyw cefotaksymu na zy-
wotnos¢ komaérek po 48 h kultury byt mniej szkodliwy niz karbenicyliny (p = 0,014).

Tabela 1

Wply™' karbenicyliny i cefotaksymu na zywotno$¢ protoplastow marchwi po 24 h i 48 h od zatozenia kultu-
ry oraz czesto$¢ podziatdbw komorek w 10. i 20. dniu kultury

Zywotno$¢ protoplastow [% =+ bl. std.| Czestosé podziatéw [% = bt, std.|
Stezenie antybiotyku [mg ml ']
24 h 48 h kultura 10-dniowa kultura 20-dniowa
? $ 4 s 6
0,0 855 + 14 722 * 33 80,2 + 29 786 = 124
01 783 + 12 72,6 £ 0,7 78,0 £ 2.2 72,4 £ 156
L 0,2 80,9 + 31 751 * 41 56,5 + 10,9 61,4 = 179
karbenicylina
0,3 82,7 + 27 654 + 111 310 = 161 48,6 + 224
0,4 743 * 6,2 58,5 + 8,9 135 = 11,0 338 = 225
0,5 69,7 = 58 56,6 = 133 30 16 6,6 + 4,8
0,0 86,6 = 0,9 770 £ 40 83,0 = 71 754 = 133
cefotaksym
01 80,5 + 33 775 * 52 75,7 = 10,0 744 = 102
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! 2 3 4 5 6
0,2 776 = 34 75,7 £ 41 705 = 73 69,3 = 9,0
0,3 795 + 29 745 + 8,6 66,0 + 6,1 66,8 + 9,2
cefotaksym
0,4 79,8 + 6,2 67,4 + 7,0 58,8 = 7,8 66,8 + 6,5
0,5 829 = 54 63,3 * 8,2 432 + 130 61,7 = 7,8

Pierwsze podzialy komoérkowe obserwowano juz po pieciu dniach od izolacji
protoplastéw. Kultura dziesieciodniowa charakteryzowata sie licznymi agregatami
dwu-, cztero- i osSmiokomoérkowymi. W tym czasie liczba dzielgcych sie komoérek
w kontroli $rednio wynosita 81,6". Po dwudziestu dniach kultury przewazaly agre-
gaty wielokomorkowe. Wynikato to z faktu, ze zdecydowanie mniej komorek prze-
chodzito swoje pierwsze podzialy, natomiast wczes$niej powstate agregaty powiek-
szaly swoje rozmiary na skutek nowych podziatow.

Zastosowanie antybiotykéw wplyneto takze na aktywnos$¢ mitotyczng komorek.
Dodatek karbenicyliny powodowat znaczne obnizenie czestotliwosci podziatdéw ko-
morkowych, ktéra malata liniowo wraz ze wzrostem stezenia antybiotyku (R* > 0,9;
p < 0,001; rys.) az do praktycznie ich catkowitego zahamowania przy stezeniu
0,5 mg ml ' (tab. 1). Udziat komérek dzielgcych sie pozostawat na takim samym po-

Zywotno$é protoplastow Aktywno$¢ podziatowa komorek
*24h -4811 - 10 dni ® 20 dni
100
80 -
y =068
60 ® R =07<
40
20
R'= 045
Ki=0,07
0
00 01 0.2 0.3 04  OJi 0.6 00 01 0.2 04 04 05 0,6 mg ml’
«24h mw48h * 10 dni = 20 dni
100 100
80 % jfR'=0,0 80
» R'=0.84 ., R"'=0,04
60 6(t
0 0 « R« = 0,05
0
20 20
] 0
0 01 0,2 04 04  oj 0,6 00 01 0.2 04 04 05 0.6 mg ml'

Rys. Wptyw karbenicyliny i cefotaksymu na zywotno$¢ protoplastéw marchwi i ich aktywnos$é po-
dziatowg (R2 = wspéiczynnik determinaciji).
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ziomie po dziesieciu i dwudziestu dniach od zatozenia kultury. Cefotaksym nie po-
wodowat tak drastycznego obnizenia aktywnosci podziatowej jak karbenicylina,
chociaz réwniez wywierat silniejszy, negatywny efekt gdy byt stosowany w wyz-
szych stezeniach. Zaobserwowano takze, ze dla wyzszych stezen cefotaksymu tok-
sycznosé tego antybiotyku zmalata wraz z okresem trwania kultury, co objawito sie
wiekszg czestotliwoscia dzielacych sie komérek po dwudziestu dniach kultury w po-
réwnaniu z kulturg dziesieciodniowa (p = 0,001).

W ciggu dwéch miesiecy prowadzenia kultury obserwowano dalszy, systema-
tyczny wzrost agregatdw komérkowych w alginianie wapnia, w efekcie ktérego po-
wstawaly minikalusy lub zarodki somatyczne. Powstawanie tkanki kalusowej byto
charakterystyczne dla wszystkich zastosowanych stezen cefotaksymu i karbenicyli-
ny. Zarodki somatyczne pojawity sie w kulturze traktowanej cefotaksymem, ale tyl-
ko przy jego matych stezeniach (0,1 - 0,2 mg ml”’) (tab. 2). W pozywkach z karbe-
nicyling zarodki tworzyly sie takze przy wyzszych stezeniach antybiotyku. Otrzyma-
na tkanka kalusowa i zarodki somatyczne z tatwoscig regenerowaly w prawidiowo
wyksztatcone rosliny. EfektywnosSc¢ regeneracji byla jednak mniejsza w kulturach
z wyzszymi stezeniami antybiotykdw, w szczegolnosci nizszg efektywnos$c¢ regene-
racji obserwowano dla protoplastéw traktowanych karbenicyling w stezeniach po-
wyzej 0,2 mg mf, co bylo zwigzane z nizszg frekwencjg dzielacych sie komorek, jak
wczesniej przedstawiono.

Tabela 2

Wptyw karbenicyliny i cefotaksymu na regeneracje roslin i protoplastow marchwi

Karbenicylina Cefotaksym
Stezenie antybiotyku
[mg ml u] wzrost lkc.)mt'ﬁrek Wydajnos’_(? wzrost I_(o_m(’?rek wydajnosé regeneraci
w alginianie* regeneracji** w alginianie

0,0 K, Z ++ ' K, Z

01 K, Z K, Z -l--1--1-

0,2 K, Z -k-f-1- K, Z

0,3 K, Z -M- K -l-I- +

0,4 K. Z -f-1- K

0,5 K 4 K «
* K - regeneracja poérednia przez kalus, Z - rozwdj roslin na drodze konwersji zarodkéw somatycznych;

** wydajno$¢ regeneracji: (-I-) < 5 roslin/szalke, (-1-+) 5-20 ro$lin/szalke, (-I--M-) > 20 roslin/szalke.

W niektérych z zalozonych doswiadczen wystgpity zakazenia bakteryjne (tab. 3).
Poréwnanie liczby zakazonych szalek wyraznie wskazuje, ze karbenicylina mato
skutecznie hamowata wzrost mikroorganizméw, jedynie kultury zawierajace 0,5 mg
ml ' tego antybiotyku byly wolne od patogenéw. Natomiast na podkreslenie zastu-
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guje fakt, ze w wiekszosci przypadkéw dodatek do kultury juz 0,1 mg ml ' cefotak-
symu efektywnie ograniczat rozwdj bakterii.

Tabela 3

Udzial zakazen bakteryjnych [%] w kulturach protoplastow marchwi w obecnosci cefotaksymu i karbenicyliny

Stezenie antybiotyku [mg ml ']

Antybiotyk
0,0 01 0,2 0,3 0,4 0,5
karbcnicylina 20,8 12,5 20,8 20,8 20,8 0,0
cefotaksym 28,6 48 0,0 0,0 0,0 0,0
4. Dyskusja

Procedura izolacji protoplastow jest czesto wykorzystywana w badaniach obej-
mujacych selekcje komérek w warunkach in vitro, transformacje genetyczng czy fu-
zje protoplastéw. Wymienione metody pozwalajg na poszerzenie zmiennosci gene-
tycznej gatunkoéw uprawnych i sg coraz czesciej istotnym elementem programéw
hodowlanych (15,16). Wieloetapowos¢ tych technik naraza prowadzone kultury ko-
moérkowe i tkankowe na przypadkowe kontaminacje grzybowe i bakteryjne, jak
réwniez sprzyja rozwojowi mikroorganizméw endogennych. Stosowanie antybioty-
kéw jako procedura uzupetniajgca zasady poprawnej techniki pracy w warunkach
jatowych moze by¢ skutecznym elementem prewencji przed zakazeniami.

Na przestrzeni ostatnich trzech dekad przebadano w aspekcie ochrony przed za-
kazeniami bakteryjnymi lub ich eliminacji w roslinnych kulturach in vitro wiele anty-
biotykdéw o r6znych mechanizmach dziatania, jak i ich kombinacji, stosujac stezenia
w zakresie od 0,25 do 1000 pg mf' (1,2,4,5,17). W kulturach protoplastow stonecz-
nika dla prewencji kontaminacji skuteczne okazato sie dodanie do pozywki 250 pg ml '
cefotaksymu (5), a w kulturach pedéw orzecha laskowego konieczne bylo stosowa-
nie az 500-1000 pg ml ' timentinu i 1000 pg ml ' streptomycyny jednoczesnie (4).
Bardzo niskie dawki mieszaniny dwoch antybiotykéw (po 5 pg mf kazdy), tj. imipe-
nemu/ampicyliny oraz imipenemu/penicyliny G efektywnie ograniczaly wzrost bak-
terii w kulturach wierzchotkéw pedéw, m.in. Spatiphyllum sp. i Syngonium sp. (17).
Natomiast dla eliminacji Agrobactefuni z kultury po transformacji hypokotyli Astragalus
stopniowo redukowano zawartos¢ cefotaksymu w pozywce z poziomu od 500 pg mf,
poprzez 250 pg mf i 100 pg mf do 0 pg mf (8). W Swietle cytowanych wynikow
zastosowane w tej pracy stezenia antybiotykdw w przedziale od 100 pg mf do
500 pg mf sg wystarczajgce dla ograniczenia wzrostu niepozgdanych mikroorgani-
zmow w kulturach tkankowych marchwi. Uzycie w tym celu cefotaksymu okazato sie
zdecydowanie efektywniejsze w poréwnaniu z karbenicylina.

Antybiotyki mogg by¢ takze wykorzystywane w ro$linnych kulturach in vitro
w celu regulacji proceséw wzrostu i rozwoju. Ich dziatanie hormonalne wynika naj-
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prawdopodobniej z faktu, ze komérki metabolizujg antybiotyki w zwigzki o dzia-
taniu analogicznym do fitohormondw, ktére hamujac biosynteze etylenu w kulturze
pozytywnie wplywaja na réznicowanie sie roslin (2,7,10). Stymulacje proceséw re-
generacji rodlin z roznych eksplantatéw wyjsciowych obserwuje sie takze po zasto-
sowaniu cefotaksymu i karbenicyliny. Takie dziatanie cefotaksymu w dawce 500 pg ml '’
wykazano w trakcie namnazania i elongacji pedoéw dla kilku genotypéw buraka cu-
krowego (10). Z kolei mniejsza dawka cefotaksymu (100 pg ml ’) byta optymalna dla
indukcji embriogenicznego kalusa w kulturach dojrzatlych zarodkéw pszenicy, pod-
czas gdy dodatek karbenicyliny w kazdym z wybranych stezen (tj. od 40 do 80 pg ml ’)
nie podnosit wydajnosci tego procesu. Przypuszcza sig, ze jest to wynikiem po-
wstajgcej w wyniku metabolizowania karbenicyliny fizjologicznie aktywnej auksyny,
tj. NAA, ktéra zaburzajgc prawidiowg réwnowage auksynowo-cytokininowg w eks-
plantatach obniza ich podatnos¢ na regeneracje (7). Obecnos$¢ cefotaksymu w po-
zywce w dawkach od 50 pg ml ' do 400 pg ml’ byla niezbedna do podjecia po-
dziatdbw komorkowych przez protoplasty Passiflora ediilis, ale juz niekonieczna na
etapie namnazania tkanki kalusowej i regeneracji z niej pedéw (18). Odmienng reak-
cje tkanki na antybiotyki w kulturach liscieni buraka cukrowego zaobserwowat Ca-
tlin (9). Zastosowane przez niego w roznych dawkach kanamycyna, gentamycyna,
genetycyna, hygromycyna i phleomycyna redukowaly zdolnos¢ eksplantatéw do ka-
lusogenezy, a tym samym wydajnos$¢ regeneracji z tkanki kalusowej. Na podstawie
otrzymanych przez nas wynikdw mozna przypuszczac, ze zaréwno cefotaksym, jak
i karbenicylina dziataly raczej negatywnie na procesy rozwojowe komérek marchwi.
Dlatego wraz ze wzrostem ich stezenia w pozywce widoczne byto najpierw obnize-
nie zywotnosci protoplastéow, a w konsekwencji takze czestosci podziatow komo-
rek. Bardziej toksyczny wptyw na tym etapie wzrostu przejawiata karbenicylina. jed-
noczesnie analizujac wyniki dotyczace efektywnosci regeneracji roslin mozna przy-
puszczac, ze w poréwnaniu z cefotaksymem, wyzsze dawki karbenicyliny nie hamo-
waly catkowicie somatycznej embriogenezy, ktora jest bardziej pozadanym proce-
sem uzyskiwania roslin.

5. Podsumowanie

Pomimo hamujacego wplywu stosowanych antybiotykéw na zywotno$¢ proto-
plastéw, zdolnos¢ podzialowa komoérek marchwi i liczbe tworzacych sie zarodkéw
somatycznych oraz tkanki kalusowej, zastosowanie cefotaksymu i karbenicyliny
w badanych stezeniach pozwolito uzyska¢ prawidtowo wyksztatlcone rosliny. Zatem
aplikacja tych zwigzkéw do kultury protoplastéw marchwi dla zabezpieczenia przed
kontaminacjami bakteryjnymi wprawdzie obniza potencjat regeneracyjny komorek,
ale pozostawia go na poziomie wystarczajacym dla efektywnej regeneracji roslin.
Stabszy negatywny efekt dziatania na komérki marchwi wykazywat cefotaksym, kto-
ry moze byé z powodzeniem stosowany w kulturach protoplastéw tego gatunku
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w Stezeniu do 0,2 mg ml ~ Konsekwencjg takiego doboru antybiotyku jest niewiel-

kie

ograniczenie rozwoju protoplastoéw przy zachowaniu zdolnosci kultury do two-

rzenia zarodkéw somatycznych i wysokiej wydajnosci regeneracji roslin oraz efek-
tywna prewencja przed zakazeniami bakteryjnymi. Zastosowanie karbenicyliny po-
cigga za sobg silniejszy efekt toksycznego dziatania na komérki roslinne i niebezpie-
czenstwo znacznego ograniczenia ich populacji w kulturze, zwtaszcza jesli bedzie
stosowana w stezeniu powyzej 0,2 mg mf’.
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