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Namnazanie cennego genotypu Aesculus
hippocastanum L. metoda mikropropagacji

Propagation of valuable genotype of Aesculus hippocastanum L.
by micropropagation

Kasztanowiec zwyczajny (desculus hippocastanum L.) jest drzewem lisciastym, wywodzacym si¢
z Potwyspu Batkanskiego. Odkad zostal sprowadzony do Polski stanowi popularne drzewo
wykorzystywane do nasadzen w parkach oraz alejach. Z uwagi na zawarto§¢ escyny o dziataniu
przeciwobrzgkowym, przeciwzapalnym oraz uszczelniajagcym naczynia krwionoéne znalazt rowniez
zastosowanie w medycynie i kosmetyce. W ostatnich latach najwigkszym zagrozeniem dla drzewa jest
motyl — szrotowek kasztanowcowiaczek (Cameraria ohridella). Owad zerujac na liSciach prowadzi
do defoliacji drzewa, a w konsekwencji do powtornego listnienia i kwitnienia na jesien, przez co
drzewo staje si¢ mniej odporne na mrozy. Najczesciej stosowane metody zwalczania szkodnika,
pomimo iz prowadza do zmniejszenia jego liczebnosci, nie chronig drzewa w sposob catkowity.
Przysztoscia w ochronie tego gatunku moze by¢ wykorzystanie nowoczesnych narzedzi biotechnologii
przez zastosowanie mikropropagacji cennych genotypoéw. Celem badan byto opracowanie skutecznej i
wydajnej metody namnazania wyselekcjonowanego genotypu A. hippocastanum, odpornego na
szrotowka kasztanowcowiaczka, metoda mikropropagacji. Kultury zainicjowano poprzez pobranie z
ro$liny matecznej eksplantatow, ktore poddano sterylizacji w 15% roztworze podchlorynu sodu i
umieszczono na pozywce do namnazania — MS Y2 NO3 zawierajaca fitohormon BAP (1 mg/l). Pasaz
na $wieza pozywke odbywat si¢ co 4 tygodnie. Zastosowana do namnazania pozywka przyniosta
satysfakcjonujace wyniki propagacji roslin. Wspodtczynnik namnazania w pigciu kolejnych cyklach
namnozeniowych oscylowat w granicach 3-5. W celu indukcji ukorzeniania rozmnozonych pedow
zastosowano kilka rodzajow pozywek z r6zna kombinacja hormondw i ich stezen. Jednak wszystkie
uzyte na etapie ukorzeniania podloza nie przyniosty oczekiwanych rezultatow, stad prace nad
ukorzenianiem i aklimatyzacja sadzonek 4. hippocastanum wymagaja kontynuacji.

Stowa kluczowe: Aesculus hippocastanum, Cameraria ohridella, kultury in vitro, mikropropagacja

Horse chestnut (desculus hippocastanum L.) is a deciduous tree, native to Balkan Peninsula. It is
one of the most popular ornamental trees in Poland and all over the Europe. Thanks to the aescin, 4.
hippocastanum is widely used for medicinal and cosmetic preparations. The horse chestnut leaf miner
moth (Cameraria ohridella) is the most dangerous parasite for European horse chestnut. The insect
induces tree defoliation. Second leafing and flowering occur, which result in decrease of the frost
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hardiness. The most frequently used control measures, although have impact on the leaf miner
populations, do not protect the tree completely. The use of modern biotechnology to micropropagate
unique genotypes could save this woody plant. The aim of this study was to establish method of efficient
propagation protocol for the A. hippocastanum genotype resistant to the horse chestnut life miner using
micropropagation. Explants from crown branches were used for culture initiation. Explants were
sterilized by rinsing in 15% NaClO and then placed on propagation medium — MS ' NO3
supplemented with (1 mg/l) BAP. Plant material was transferred to a fresh medium every 4 weeks. The
propagation gave satisfying results. The mean number of newly formed shoots was 3-5 during five
multiplication cycles. For root induction different treatments were compared. However, all media which
were used, did not bring expected result. Therefore, research with rooting and acclimatization of A.
hippocastanum needs to be continued.

Key words: Aesculus hippocastanum, Cameraria ohridella, in vitro culture, micropropagation
WSTEP

Kasztanowiec zwyczajny (desculus hippocastanum L.) jest gatunkiem drzewiastym,
nalezacym do rodziny Sapindaceae. Gatunek ten wystepuje rodzimie w centralnej
i pétnocnej Grecji, Albanii, bylej Jugostawii oraz w ograniczonym zakresie we wschodniej
Butgarii (Avtzis i in., 2007). Do Polski zostat sprowadzony w XVI w. (Piechal i in., 2005).
Ze wzgledu na walory dekoracyjne stanowi popularne drzewo wykorzystywane do
nasadzen w parkach oraz alejach (Russel i in., 2008). Oprécz funkcji rosliny ozdobnej A.
hippocastanum znalazl zastosowanie w medycynie i kosmetyce. Ze wzglgdu na zawarto$¢
escyny kasztanowiec wykorzystywany jest w leczeniu takich schorzen jak: chroniczna
niewydolno$¢ zylna, zapalenie zyt, hemoroidy oraz w preparatach kosmetycznych dla cery
naczynkowej. Escyna jest mieszaning triterpenowych saponin, wykazujaca dzialanie
przeciwobrzgkowe, przeciwzapalne, poprawiajace tonus zylny, zmniejszajace pojemnosc
zyl, przeciwkrzepliwe oraz uszczelniajagce naczynia krwionosne (Piechal i in., 2005).
W ostatnich latach najwickszym zagrozeniem dla drzewa jest motyl — szrotowek
kasztanowcowiaczek (Cameraria ohridella). Defoliacja, czyli pozbawienie rosliny lisci,
spowodowana obecno$cig owada doprowadzita do przypadkoéw zamierania kasztanowcow
w Czechach i na Wegrzech. Czegstym skutkiem defoliacji jest zjawisko powtdrnego
listnienia i kwitnienia drzewa na jesien, przez co nastepuje spadek odpornosci kasztanowca
na mrozy (Kosibowicz, 2005). Zwalczanie szkodnika odbywa si¢ najczesciej z zasto-
sowaniem metod mechanicznych (niszczenie porazonych lisci, lepowanie pni) oraz
chemicznych (m.in. mikroiniekcje insektycydow do pni, opryskiwanie koron drzew
srodkami owadobojczymi oraz iniekcje do gleby) (Glowacka i in., 2009). Stosowane
powszechnie metody, pomimo iz prowadzg do zmniejszenia liczebno$ci owada, nie chronig
drzewa w sposob calkowity.

Celem badan bylo opracowanie skutecznej i wydajnej metody namnazania wy-
selekcjonowanego genotypu A. hippocastanum, odpornego na szrotowka kasztanow-
cowiaczka, metoda mikropropagacji poprzez regeneracje z pakéw bocznych. Zastosowanie
mikrorozmnazania oraz otrzymanie roslin identycznych z genotypem odpornym moze
przyczyni¢ si¢ do ochrony tego gatunku drzewa, poprzez wprowadzanie do nasadzen
osobnikow niewrazliwych na porazenie owadem.
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MATERIALY I METODY

Jako zrédlo materialu roslinnego postuzyt wyselekcjonowany genotyp A. hippoca-
stanum, odporny na szrotowka kasztanowcowiaczka (rys. 1). Drzewo, z ktérego zostat
pobrany materiat zlokalizowane jest na terenie Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu.

Materiat ros§linny, w postaci pedéw, pobranych wczesng wiosng, umieszczono w roz-
tworze 8—hydroksychinoliny. Celem zabiegu byto zwigkszenie efektywnosci sterylizacji
wlasciwej. Po uptywie dwoch tygodni pobrano eksplantaty wyjsciowe, ktorymi byly
fragmenty weztowe pedu, zawierajace komorki merystematyczne. Ze wzgledu na rozmiar
pobieranych eksplantatow, podzielono je na eksplantaty wicksze (2 ¢cm) oraz mniejsze
(1 cm). Do zainicjowania sterylnych kultur testowano dwa roztwory sterylizacyjne (15%
NaClO oraz ACE 1:2) w dwoch kombinacjach czasowych (10’ oraz 15°). Po uptywie
planowego czasu sterylizacji eksplantaty zostaly trzykrotnie optukane ze S$rodka
sterylizujacego poprzez umieszczanie w sterylnej wodzie na okres 5 min (3 X 5 min).
Efektywnos¢ sterylizacji sprawdzano w dwoch doswiadczeniach, wysterylizowano tacznie
300 eksplantatdéw. W celu wybrania najbardziej efektywnej procedury sterylizacji po
uplywie 7 oraz 14 dni przeprowadzono obserwacj¢, w ktorej oznaczono procent roslin
czystych oraz rosnacych.

Dalsze etapy pracy obejmowaty namnazanie eksplantatow oraz ukorzenianie pedow.
Wyjsciowa liczba eksplantatéw uzytych w do§wiadczeniu, przed pierwszym pasazem oraz
w kolejnych cyklach namnozeniowych wynosita 250. W celu elongacji pedow i obserwacji
wptywu tego procesu na ukorzenianie, 100 eksplantatow hodowano na modyfikowanych
pozywkach (opisane ponizej). Ukorzenianiu poddano tacznie 500 eksplanatatow.

Dla otrzymania jak najwickszej liczby identycznych pod wzgledem genetycznym
ro$lin, eksplantaty umieszczano na pozywce MS 72 NOs zawierajacej 1 mg fitohormonu
BAP oraz 30 g sacharozy w 1 litrze. Ustalono pH na poziomie 5,6 i zestalono agarem
(7 g/). Przeprowadzono 5 cykli namnozeniowych. Pasaz na Swiezg pozywke odbywat si¢
co 4 tygodnie.

Przed przystgpieniem do ukorzeniania zregenerowanych roslin, badano efekt
oddzialywania na eksplantaty pozywek przygotowujacych do tego etapu. W tym celu
zmodyfikowano pozywke¢ do namnazania. W modyfikacji I zrodto wegla — sacharoze
zastapiono fruktoza (20 g/l). W modyfikacji Il podtoze nie zostalo wzbogacone dodatkiem
fitohormonu. Dokonane zmiany mialy na celu stymulacj¢ elongacji pedow, bedacej
warunkiem koniecznym do ukorzeniania.

W celu indukcji ukorzeniania testowano trzy pozywki: MS %2 NOs, %2 MS oraz /2 MS
% NOs, w kilku kombinacjach, zmieniajac st¢zenie oraz rodzaj zastosowanej auksyny (tab.
5). W przypadku pozywki MS % NO; z 3 mg/l IAA oraz 3 mg/l IBA eksplantaty
kasztanowca po 4 dniach przenoszono na pozywke MS 2 NOs z weglem aktywnym, nie
zawierajacg hormonu. Nastepnie, po uptywie 4 tygodni materiat ro§linny wylozono na
podtoze torf: perlit (1:2).

Podczas etapu namnazania oraz przygotowania do warunkow ex vitro (tj. elongacji oraz
ukorzeniania) prowadzono obserwacje co 2 tygodnie.
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Hodowle prowadzono w fitotronie, w warunkach 33% wilgotnoS$ci, przy szesnasto-
godzinnym fotoperiodzie (16 h dzien / 8 h noc), w temperaturze 23-25°C.

WYNIKI

Sposrod dwoch roztwordw sterylizacyjnych jako roztwor optymalny wybrano 15%
roztwor podchlorynu sodu (tab. 1). Przeprowadzone obserwacje wykazaty, iz najbardziej
odpowiednim czasem sterylizacji jest: 15 min dla eksplantatéw malych oraz 10 min dla
eksplantatow duzych. W obu przypadkach zaobserwowano najbardziej powtarzalne wyniki
zaréwno w odniesieniu do czystosci, jak i procentu eksplantatow rosngcych.

Tabela 1
Inicjacja sterylnych kultur in vitro Aesculus hippocastanum
Initiation of sterile in vitro culture of Aesculus hippocastanum

Powtorzenie [ Powtorzenie 11
) Experiment no. I Experiment no. II
s telrzy?izzt;i(;gny Czas s}c?ryl%zacji Wielko$é eksplantaty — explants
Sterilization Sterl.llzatlon eksplantqtu czyste (%) rosngce (%) czyste (%) rosngce (%)
. time Explant size pure vigorous pure vigorous
solution - -
obserwacja — observation no.
I [ o] 1] o] 1 ] u ] 1] 1
10 min mate (small) 66,7 100 16,7 87,5 100 100 100 100
ACE (12) duze (big) 36,4 100 0 100 0 — 0 —
15 min mate (small) 75 100 333 55,6 100 100 100 100
duze (big) 83,3 100 25 90 90,9 11,1 90,9 66,7
10 min mate (small) 83,3 100 50 80 100 100 100 80
15% NaClO duze (big) 83,3 100 75 80 100 100 100 100
15 min mate (small) 66,7 100 58,3 100 75 100 100 100
duze (big) 58,3 85,7 50 85,7 429 — 57,1 —
Tabela 2
Namnazanie Aesculus hippocastanum na pozywce MS % NOs zawierajacej 1 mg/l BAP
Propagation of Aesculus hippocastanum on MS 2 NO3 medium containing 1 mg/l BAP
Eksplalnltaaty — Explants WN
Pasas czyste (%) rosngce (%) sta 0(5/(3 )S nace obumariev (%) zeszklone (%) Shpots per
Passage no. pure growing weakly growing necrotic hyperhydrated |reactive explant
obserwacja — observation no.
I | o] 1 [ ol 17T o] 1] ol 1 [ ol 1] mn
nl 98,45 97,05 71,71 73,84 2519 13,92 3,10 12,24 1,94 2,95 2,11 3,27
n2 99,32 9895 9795 93,68 1,37 4,74 0,68 1,58 0,00 1,05 225 5,15
n3 98,86 95,13 92,78 89,82 6,08 7,52 1,14 2,65 0,76 1,33 2,75 520
n4 99,38 96,13 80,00 82,90 1531 806 469 9,03 0,31 1,61 1,97 3,11
ns 100,00 93,23 86,36 87,97 947 4,89 4,17 7,14 4,53 3,01 1,68 3,05

Zastosowana do namnazania pozywka przyniosta satysfakcjonujace wyniki propagacji

roslin (tab. 2). Wspdlczynnik namnazania, wyrazony jako ilos¢ pedow przybyszowych
przypadajacych na jeden eksplantat, w pigciu kolejnych cyklach namnozeniowych
oscylowal w granicach 3-5. Przy zastosowanej skali do$wiadczenia, umozliwilo to
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otrzyma¢ w przeciagu 4 tygodni, od 750 do 1250 roslin, z 250 eksplantatoéw. Procent
eksplantatow rosngcych utrzymywal si¢ na wysokim poziomie i wynosit maksymalnie
97,95% po 2 tygodniach oraz 93,68% po 4 tygodniach prowadzenia kultury. Usredniona
warto$¢ strat materiatu roslinnego zwigzanych z obumarciem eksplantatow nie prze-
kraczata 2,76% (obserwacja I) oraz 6,53% (obserwacja II).

Zmodyfikowanie pozywki podstawowej poprzez zmiane zrodta wegla w modyfikacji [
oraz brak dodatku fitohormonu w modyfikacji II nie przyniosto pozadanego efektu w
postaci zwigkszonej elongacji pedow. W porownaniu do pozywki podstawowe]j wartosci
wspotczynnikow namnazania oraz zywotnos¢ eksplantatow byty nizsze. Zastosowanie
fruktozy znacznie obnizylo zdolno$¢ do wytwarzania nowych pedow (wspdlczynnik
namnazania 1-3), straty zwigzane z obumarciem materiatu nie przekraczaty jednak 12,77%
(tab. 3). Najgorzej rosliny regenerowaly na pozywce niezawierajgcej cytokininy, gdzie
procent eksplantatow obumartych, po 4 tygodniach wynidst maksymalnie 77,42% (tab. 4).

Tabela 3

Hodowla in vitro kasztanowca na pozywce MS 2 NOs zawierajacej 20 g/l fruktozy

Horse chestnut in vitro culture on MS 2 NO3 medium containing 20 g/l fructose
eksplantaty — explants
WN
czyste rosnace stabo rosnace obumarte zeszklone Shoos per
Pasaz (%) (%) (%) (%) (%) oonp
: . . reactive explant
Passage no. pure growing weakly growing necrotic hyperhydrated
obserwacja — observation no.

I [ o] 1 ] o] 1t ] o] 1] nmnl 1 [ ol 1] n
nl 100,00 100,00 81,63 6596 1429 21,28 4,08 12,77 0,00 0,00 1,32 1,18
n2 100,00 100,00 97,50 85,00 2,50 12,50 0,00 2,50 2,50 5,00 3,55 3,51
n3 100,00 96,67 84,62 9333 12,31 333 308 3733 9,23 11,67 1,74 2,19

Tabela 4
Hodowla in vitro kasztanowca na pozywce MS 2 NOs nie zawierajacej BAP
Horse chestnut in vitro culture on MS %2 NO3 medium without BAP
Eksplantaty — Explants
WN
Pasaz czyste rosnace stabo rosnace obumarte zeszklone Shoofs per
(%) (%) (%) (o) (%) N
Passage : . . reactive explant
o pure growing weakly growing necrotic hyperhydrated
’ obserwacja — observation no.

I ] o [ 1 [ ol 1] o] 1 [ nul 1 [ ol 1 n
nl 100,00 100,00 41,27 2581 5556 74,19 3,17 0,00 0,00 0,00 1,32 1,18
n2 100,00 96,77 22,58 3,23 77,42 19,35 0,00 77,42 0,00 0,00 0,97 1,38
n3 100,00 100,00 0,00 0,00 44,44 38,89 5556 61,11 0,00 0,00 1,00 4,00

W celu indukcji ukorzeniania rozmnozonych peddéw zastosowano kilka rodzajow
pozywek z r6zna kombinacja hormonow 1 ich stezen. Jednak wszystkie uzyte na etapie
ukorzeniania podtoza nie przyniosty oczekiwanych rezultatow (tab. 5). Wszystkie
eksplantaty wylozone na pozywki ukorzeniajgce charakteryzowaly si¢ wysoka zywot-
noscia (70-100%) oraz calkowitym brakiem lub bardzo niskim procentem (3,33%) kalusa.
Nie doszto jednak do ukorzeniania pedoéw i tym samym niemozliwa byta ich aklimatyzacja.
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Tabela 5
Ukorzenianie w kulturach in vitro Aesculus hippocastanum
Rooting of Aesculus hippocastanum in in vitro culture
Eksplantaty — Explants
Hormon zywotne ukorzenione kalus Jakazone
0, 0, 0,
Pozywka Growth regulator . (%) (Af) (%) (%) contaminated
. vigorous rooting callus
Medium — : -
typ stezenie hormonu obserwacja — observation no.
concentration
type (mgl) 1 I I I 1 i I i
brak AC (31AA) 100,00 98,81 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
brak AC (31BA) 100,00 98,15 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,85
0,05 100,00 96,67 0,00 0,00 0,00 3,33 0,00 1,67
MS 172 NO; IBA 0,1 100,00 98,18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,2 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3,33
0,5 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,69
12 MS 1AA 0,3 90,00 70,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00
NAA +IBA 04 +0,2 98,18 94,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00
Il\]/éMS 12 1AA 3 94,67 80,26 0,00 0,00 0,00 000 0,00 0,00
3

AC (3 IAA) — Eksplantaty na pozywce z weglem aktywnym przetozone z pozywki z 3 mg/l IAA
AC (3 IAA) — Explants transferred from 3 mg/l IAA medium to the medium containing active carbon

DYSKUSJA

Uzyskiwanie ro$lin poprzez rozmnazanie wegetatywne w kulturach in vitro jest szybka
i wydajng metodg, ktéra moze zastgpowaé konwencjonalne metody namnazania, do
ktorych naleza m.in. wysiew nasion oraz szczepienie (Kiss i in., 1992). Wigkszo$¢ prac
opisujgcych namnazanie kasztanowca zwyczajnego skupia si¢ na zagadnieniu
embriogenezy somatycznej (Bergmann i in., 1996). Wielu badaczy pracuje nad udoskona-
laniem jej procedury (Cali¢-Dragosavac i Radojevi¢, 2010; Capuana i Debergh, 1997;
Troch i in., 2009). Naukowcy badaja wpltyw réznych czynnikow, np. wiek drzewa, jego
genotyp na indukcje embriogenezy (Cali¢-Dragosavac i in., 2010; Radojevié i in., 2000)
oraz wykorzystuja jako zrodlo eksplantatow fragmenty pochodzgce z rdéznych tkanek
(Gastaldo 1 in., 1994; Gastaldo i in., 1996; Profumo i in., 1991). W poréwnaniu do
regeneracji poprzez zarodki somatyczne relatywnie malo jest informacji w literaturze
tematu badan nad uzyskiwaniem A. hippocastanum na drodze morfogenezy bezposrednie;.
Dlatego tez, otrzymanie skutecznej metody powielania genotypu odpornego jest wazne
oraz interesujace.

Prowadzone badania wykazaty, iz najskuteczniejsza metoda sterylizacji wlasciwej jest
zastosowanie 15% roztworu podchlorynu sodu. Zastosowane st¢zenie podchlorynu,
skuteczne w przypadku eksplantatow pochodzacych ze zdrewniatych gatezi kasztanowca,
byto wyzsze w pordwnaniu z innymi badaniami (Jain i Higgman, 2007; Sanchez i in.,
1997). W badaniach wlasnych po 14 dniach od sterylizacji odsetek eksplantatow czystych,
w dwoch powtorzeniach wyniost 100%. Z kolei srednia warto$¢ eksplantatow rosnacych
wynosita odpowiednio, dla eksplantatow matych 100%, dla eksplantatow wigkszych 90%.
W badaniach przeprowadzonych przez Vejsadova i in. (2009), w celu sterylizacji sadzonek
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A. hippocastanum, w poczatkowym etapie przemywano eksplantaty 70% etanolem,
nastepnie przez 10 min wytrzasano je w 2,5% podchlorynie sodu z dodatkiem 0,1-0,2%
HgCl,. W wyniku zastosowanych procedur otrzymano 14% eksplantatow czystych oraz
14% eksplantatow regenerujacych. Przedstawione wyniki dotyczyly eksplantatow
pobranych w lutym, podobnie jak w IWNiRZ.

W badaniach wlasnych hodowle prowadzono na pozywce MS '2 NO; zawierajacej
1 mg/l BAP, z wylozonych eksplantatow, po 4 tygodniach powstawaty liczne pedy boczne
(3-5). Pozywka ta byta wykorzystywana rowniez przez innych badaczy (Soylu i Ertlirk,
1999; Vieitez i in., 1983). Namnazane ro$liny charakteryzowaty si¢ wysokg zywotnoscig
(87,76%—98,42%) oraz niskim procentem eksplantatow zeszklonych (1,05%-3,01%).
Zastosowana pozywka zostala uznana za efektywna réwniez w propagacji kasztana
jadalnego (Castanea sativa Mill.) (Osterc i in., 2005). Wartosci $rednie wspolczynnika
namnazania oraz zywotnosci eksplantatow C. sativa Mill. byly nizsze niz eksplantatow
A. hippocastanum L. 1 wynosity odpowiednio 2,1 oraz 84%. Problemem namnazania
A. hippocastanum zajmowali si¢ takze naukowcy czescy (Vejsadovd, i in., 2009).
Zastosowane przez nich dwa warianty pozywki %2 MS: wariant I z 0,5 mg/l BAP oraz
wariant I1I z 0,5 mg/l BAP i 0,1 mg/l NAA, daly odpowiednio 20% oraz 35%
regenerujagcych  pedow.  Wspolczynnik  namnazania w  obu  przypadkach
wynosit 2.

Mikropropagacja gatunkow drzewiastych, do ktorych zalicza si¢ m.in. kasztanowiec
zZwyczajny wigze si¢ z pewnymi ograniczeniami. W przypadku drzew dojrzatych,
odpowiedz tkanek na zmieniajace si¢ warunki w kulturach in vitro jest znacznie mniejsza
niz form mlodocianych (Ahuja, 1993). Dlatego tez, waznym aspektem mikropropagacji
dojrzatych drzew jest wybdr eksplantatu, poniewaz tylko niektore tkanki wykazuja
tendencje do pozadanej odpowiedzi. Wedlug Bonga i von Aderkas (1992) stopien
mtodociano$ci merystemu wierzchotkowego zalezy od odleglosci merystemu od miejsca
styku pnia z korzeniem (ang. root-shoot junction). Badania prowadzone przez Sanchez i
Vieitez (1991) wykazaty roéznice w formowaniu pedu wierzchotkowego u C. sativa.
Eksplantaty pochodzace z korony drzewa wykazywaly znacznie mniejszg elongacj¢ pedu
w porownaniu do eksplantatow pobranych z mtodych pedow, wyrostych po Scigciu drzewa.
Zastosowanie fruktozy jako zrddta wegla w mikropropagacji C. sativa (Chauvin i Salesses,
1988) stymuluje wydtuzanie pedow tylko w przypadku form mtodocianych (Bonga i von
Aderkas, 1992). Ze wzgledu na wiek drzewa A. hippocastanum, z ktérego pobrano
eksplantaty, zmiana sacharozy na fruktoz¢ (modyfikacja I), jak rowniez usuniecie z
pozywki do namnazania hormonu BAP (modyfikacja II) nie wywotalo elongacji pedu.
Skutkiem catkowitej eliminacji fitohormonu byl jedynie spadek wspotczynnika
namnazania oraz zwigkszenie procentu eksplantatow obumartych (Vieitez, 1986). W
badaniach wtasnych podobne modyfikacje majace na celu elongacje pedéw nie przyniosty
satysfakcjonujacych rezultatow.

Brak elongacji pedéw oraz mniejszy potencjat rozwojowy eksplantatow, wynikajacy z
utracenia juwenalnos$ci tkanek stat si¢ przyczyna nie wytworzenia korzeni na wszystkich
testowanych pozywkach (Bonga i von Aderkas, 1992). Potwierdzeniem jest fakt uzyskania
przez LiiXiuLi i Shi JiSen (2004) wysokiego odsetka ukorzenionych eksplantatow A.
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hippocastanum, dzigki zastosowaniu pozywki Y2 MS wzbogaconej o 0,4 mg NAA/litr oraz
0,2 mg IBA/litr, w przypadku gdy zrodtem eksplantatow byty mtode rosliny macierzyste.
Gongalves i in., (1998) rowniez uzyskali wysoki poziom ukorzenienia C. sativa x C.
crenata, dzigki zastosowaniu trojetapowej procedury (MS %2 NOs z 3 mg/l IBA; MS %2 NOs
z weglem aktywnym; torf : perlit). Zrodtem eksplantatéw w prowadzonych badaniach byty
mlode pedy, wyroste po $cieciu dojrzatego drzewa. W pracy wilasnej najprawdopodobniej
ze wzgledu na wiek drzewa, ktory poshuzyt jako zrodto materiatu roslinnego nie udato si¢
uzyska¢ ukorzenionych sadzonek.

Rys. 1. Aesculus hippocastanum odporny na szrotéwka kasztanowcowiaczka
Fig. 1. Aesculus hippocastanum resistant on horse chestnut leaf miner

PODSUMOWANIE

Przeprowadzone badania pozwolity na opracowanie skutecznej procedury sterylizacji
materialu roslinnego oraz szybkiej i wydajnej metody namnazania genotypu
A. hippocastanum odpornego na C. ohridella. Etap przygotowania do warunkow ex vitro
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nie przynidst oczekiwanych rezultatow, gdyz nie udato si¢ uzyska¢ ukorzenionych
sadzonek. Z tego wzgledu prace nad ukorzenianiem i aklimatyzacjg sadzonek
A. hippocastanum wymagajg kontynuacji, przy czym znaczacy jest fakt uwzglednienia
wieku rosliny macierzyste;j.
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