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ABSTRACT

Horse chestnut (Aesculus hippocastanum L.) belongs to horticulturally valuable woody species. Successfulness of its planting in Europe
has decreased due to a pest invasion, the horse chestnut leaf miner Cameraria ohridella DESCHKA & Dimic, 1986. Research objective of this
work was to induce organogenesis in explants taken from seedlings of horse chestnut individuals. Explants (shoot tips of vegetative buds, petiole
and shoot segments) collected in the winter and the summer were cultured on WPM and MS medium. The endogenous bacterial and yeast
contamination was showed to be limiting factor of regeneration induction in the winter buds. In spite of application of wide—spectrum antibio-
tics (Hygromycin, Timentin, Cefotaxim) into the medium and bud surface treatment using Antibiotic-Antimycotic Stabilized suspension and
Amphotericin B, no viable in vitro culture was derived. However shoot tips of summer buds were found as the most suitable and responsive
explants with none or low rate of microbial infection (13%) and high proliferation rate (up to 80%). Benzyladenine (BA) and naphtylacetic acid

(NAA) were positive factors of organogenesis induction.
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uvob

Jirovec madal (Aesculus hippocastanum L.), ¢eled’ jirovcovi-
té (Hippocastanaceae) pochazi z jihovychodni Evropy (Albanie,
severni Recko). Po mnoho let nebylo misto ptivodu znamé, protoze
byl do evropskych zahrad piivazen z Turecka. V Ceské republice
je vysazovan v lesich, parcich a alejich, ale pomérné Casto také zplaiuje.
V soucasné dobé je rozsiien po celé Evropé, kromé severu, a v celém
mirném pasu Severni Ameriky. Jedna se o evropsky endemit a zaroven
tietihorni relikt.

Z rostlinolékatského hlediska byl jirovec mad’al po dlouha léta
bezproblémovou vitalni a stresim odolnou dievinou dobte vyuzitel-
nou v zatézovém prostfedi. Zménu piinesl prvni vyskyt klinénky
jirovcové (Cameraria ohridella) u Ohridského jezera v Makedonii
(DESCHKA & DiMIC, 1986). Pivod tohoto Skiidce neni doposud objas-
nén (KENIS et al. 2004). V pomérné kratké dobé se klinénka rozsitila
po celé Evropé (SKUHRAVY 1999). V CR byla poprvé zjisténa v roce
1993 na lokalitdch Lednice, Valtice a Bteclav (LISKA 1997). Diky
svému opakovanému pfemnozovani se stala nejvyznamnéj$im skud-
cem jiroveu. Larvy vyziraji parenchym listi a zptisobuji tzv. mino-
vani. Toto vyrazné poskozenti listl v interakci s ostatnimi Skodlivymi
¢initeli zpUsobuje intenzivni nekrdzu, svinovani listi a pfed¢asnou
defoliaci, coz ptedstavuje riziko pro zdravotni stav stromt. Klinén-
ka pfezimuje ve stadiu cca 3 — 4 mm dlouhé, tmavohnédé kukly
uvnitf listu ve formé utvart podobnych kokonu. I kdyz béhem zimni-
ho obdobi miize byt mortalita kukel v opadaném listi pomérné€ vyso-
ka (GIRARDOZ et al. 2004), obecné k vyraznému celkovému snizeni

poskozeni listd minovanim nedochézi. Pro piimou ochranu jirovce
je pouzivan systém postiiki insekticidy (SEFROVA 2001) a feromo-
nové lapace (SVATOS et al. 1999), pro nepfimou ochranu metoda
likvidace opadaného listi s kuklami Skidce. Negativa téchto opat-
feni spocivaji v riziku pro zivotni prostiedi, v ekonomické a pra-
covni naro¢nosti a v nékterych piipadech velmi omezené ti¢innosti.
Perspektivni feSeni ochrany novych vysadeb jirovctl spociva v nale-
zeni pfirozené rezistence jirovce madalu k C. ohridella v CR
(MERTELIK et al. 2004) a vyuziti vytvofeného patentovaného klo-
nového materidlu Mertelik-06 s ovéfenym rezistentnim chovanim
(MERTELIK, KLOUDOVA 2006). Tento rostlinny material je udrzo-
van formou roubovanct v matecnici a slouzi jako zakladni material
pro dalsi experimentalni praci. Jednim z cili vyzkumu je vypraco-
vat metody mnozeni klonu Mertelik-06 technikou explantatovych
kultur. Vyhodou in vitro metod je namnozeni vybranych genotypt
dfevin v relativné kratké dobé. Regenerace rostlinného materialu
probihd dvéma zpisoby, bud’ pomoci organogeneze nebo embryoge-
neze. U Aesculus hippocastanum je vétSina praci zaméfena na induk-
ci embryogeneze (GASTALDO et al. 1994, CAPUANA, DEBERGH 1997,
TrocH et al. 2009). RADOJEVIC (1978) obdrzel haploidni embrya
z prasnikovych kultur, DAMERI et al. (1986) i GASTALDO et al. (1996)
indukovali somatickou embryogenezi z listovych explantatd.
PrOFUMO et al. (1991) indukovali regeneraci vyhoni z kotyledo-
nu zralych semen a KAMENICKA a RYPAK (1988) odvodili kaluso-
ktera se osvédcila pro klonové mnozeni zejména listnatych dievin,
je organogeneze (MALA et al. 1999). U jirovce madalu vSak uda-
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je o indukci organogeneze téméf chybi. Byl zjistén stimulacni
vliv cytokininli na iniciaci organogeneze u vegetativnich pupent
(Tripp1 1963, PUDDEPHAT et al. 1997, SAN JOSE et al. 2001, SEDIVA
et al. 2004, MAGNUSSON et al. 2009).

Cilem této prace bylo zjistit podstatné faktory indukce organo-
geneze u vegetativnich pupenti jirovce mad’alu. Byl studovan ucinek
povrchové sterilizace, typu explantatu, rustovych regulatorti a aktivni-
ho uhli na regeneraci vyhont. U explantati byl také vyhodnocen vliv
Sirokospektralnich antibiotik na miru mikrobidlni kontaminace.

MATERIAL A METODY

Rostlinny material, povrchova sterilizace a aplikace antibiotik
Odbér rostlinného materialu byl proveden ze semenact A. hip-

pocastanum (PS 5046/AH) v obdobi leden, tnor, duben, cerve-
nec, srpen 2008 a unor, duben 2009. Terminalni a axilarni pupeny
byly povrchové sterilizovany (po kratkém oplachnuti 70% etanolem,
pfipadné acetonem) 2,5% chlornanem sodnym (50% komer¢ni pii-
pravek Savo) s pfidavkem jedné kapky Tweenu po dobu 20 — 30 min
nebo 0,1 - 0,2% roztokem HgCl, (10 min), poté byly 3 — 5x oplach-
nuty ve sterilni destilované vodé. Ze sterilnich pupent byly vypre-
parované meristémy vzrostnych vrcholti s 1 — 2 listovymi primordii
umistény pifimo na agarové médium nebo na mustky z filtracniho
papiru v tekutém médiu.

Vzhledem k pocéte¢ni vysoké endogenni kontaminaci explan-
tath ze zimnich pupent byly pouzity dva postupy aplikace smési
antibiotik:

1. Antibiotika (Hygromycin, Cefotaxim, Timentin) byla pfidana
do kultiva¢niho média tak, aby zahrnovala §iroké spektrum
proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim. Po tydnu
na kultivaénim médiu s antibiotiky byly explantaty pieneseny
na médium bez antibiotik.

2. Po povrchové sterilizaci byly zimni pupeny oSetieny antibiotiky
(Sigma): Antibiotic-Antimycotic Stabilized suspension po dobu
24 hod. v doporucené (10 mlI") a dvojnasobné davce s adici
Amphothericinu B. Po odstranéni Supin byly pupeny s nékolika
zéklady listt kultivovany ve 100 ml Erlenmayerovych banikach
na pevném médiu bez antibiotik, piekrytém vrstvou tekutého
média s pfidavkem smési antibiotik.

Pro srovnavaci pokusy byly testovany explantaty odebrané z ve-
getativnich pupent jedinci z pokusného pozemku VUKOZ, v. v. i.,
a lokality ve vychodnich Cechach i Brna.

Inicia¢ni Zivna média a kultivaéni podminky
Byla pouzita dvé zakladni média:

1. WPM (LLoyD, MccOwN 1980), médium (Duchefa), které obsaho-
valo plnou koncentraci zakladnich mikro/makroelementt a vita-
mint s piidavkem 0,5 mg.I"' benzyladeninu (BA). Pro zpevnéni
média byl pouzit 7 g.I'" agar (Sigma).

2. MS (MURASHIGE, SKOOG 1962) médium s polovi¢ni koncentraci
soli (kromé CaCl,), obsahujici 2 g.I"" PVP (polyvinylpyrolidon),
2,5 g.I'! aktivniho uhli, 2% sacharézu, 0,5 mg.I"' BA, 0,1 mg.I"!
NAA (kyselina naftyloctova) a 7 g.I'! agar (Sigma).

Pied autoklavovanim bylo pH zivnych médii upraveno na 5,8 — 6,0.
Explantaty byly kultivovany tyden v termostatu (22 + 2 °C) ve tme,
pak v kultiva¢ni mistnosti s fotoperiodou 16/8 h (svétlo/tma) pii tep-
loté 23/19 °C (den/noc) a svételné intenzité 55 pmol.m2.s! (zativky).
Subkultivace na Cerstvda média probihala v intervalu 3 — 6 tydnt.
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VYSLEDKY

Vliv povrchové sterilizace a doby odbéru pupeni na regeneraci
explantati

Hodnoceni u¢innosti pouzitych steriliza¢nich postupi bylo pro-
vedeno bez rozliSeni pouzitych klont (tab. 1). Pii zalozeni primar-
nich kultur ze zimnich pupentl byla mikrobialni kontaminace vysoka
(86 — 100 %) bez ohledu na typ a kombinaci sterilizanich ¢inidel.
V jarnim obdobi (duben) s pouzitim antibiotik poklesla konta-
minace explantatli na 60 % a v letnim obdobi (Cervenec, srpen)
byla kontaminace minimalni (0 — 13 %). Bez ohledu na dobu odbéru
byl vzdy vétsi podil infekce zptisoben endogennimi mikroorganismy
(bakterie, kvasinky). Regenerace explantati v obdobi leden — duben
byla nizka (0 — 17 %) a po dalS§im pfeneseni na Cerstvé zivné médium
doslo k jejich nekréze. Pti odbéru letnich pupent v obdobi Cervenec
— srpen regenerovalo 50 — 80 % explantatd, a to pfedevs§im z dvo-
du nizsi bakteridlni kontaminace. Po pfenosu na cerstvé médium
se stejnym slozenim se vytvoftily nové vyhony (obr. 1).

Vliv testovanych antibiotik na miru mikrobidlni kontaminace
explantati

Vliv antibiotik v médiu na miru kontaminace explantati u zim-
nich pupent jedinct z pokusného pozemku ve VUKOZ, v. v. i.,
a z lokality ve vychodnich Cechach ukazuje tabulka 2. Po 10 dnech

Obr. 1.
Priméarni kultura A. hippocastanum
Primary culture of A. hippocastanum
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Tab. 1.
Vliv doby odbéru a sterilizaénich agens na miru kontaminace a proliferaci explantatd u A. hippocastanum po 20 dnech
Influence of collection time and sterilization agents on contamination rate and explant proliferation in A. hippocastanum after 20 days

Doba odbéru pupenti'’/  Sterilizace?/ Pouziti antibiotik®/ Pocet explantati/ Kontaminace/Contamination (%) Regenerace/
Bud collection time Sterilization ~ Antibiotic application Explant no. F B/K Regeneration (%)
Leden/January S - 50 22 78 0
Unor/February S+H - 22 0 86 14
Duben/April S+H + 30 7 53 17
Cervenec/July S + 30 0 0 80
Srpen/August S + 16 0 13 50

'Kazda hodnota znamena praméry z experimentu v roce 2008 a 2009/Each value represents the means of experiment in 2008 and 2009;

S — 50% Savo/Commercial bleach (30 min) H — 0,2% HgCl, (10 min)

3 Osetfeni explantatt/Explant treatment with Antibiotic-Antimycotic Stabilized suspension (10 ml.I'"); F — plisei/mildew; B/K — bakterie nebo kvasinky/
bacteria or yeast

Tab. 2.
Vliv antibiotik v médiu na miru kontaminace explantati u zimnich pupent A. hippocastanum po 10 dnech
Influence of antibiotics in the medium on contamination rate of explants in A. hippocastanum winter buds after 10 days

Kontaminace/Contamination (%)

Doba odbéru pupent!/Bud collection time

Unor/February Duben/April
1 2 1 2
B/K F B/K F B/K F B/K
A 0 100 0 0 0 100 0 100
B 100 100 0 100 100 100 0 100
C 0 100 0 100 0 100 0 100
D 100 100 100 100 0 100 0 100
E 100 100 100 100 100 100 0 100

'Explantaty z donorovych stromti/Explants from donor trees in the year 2008;

1- pozemek/trial: VUKOZ, v. v. i., 2 — lokalita vychodni Cechy/locality in the eastern Bohemia; A — Hygromycin (40 mg.I") + Timentin (200 mg.1"); B — Hygro-
mycin (40 mg.I'") + Timentin (200 mg.I"") + Cefotaxim (100 mg.I""); C — Hygromycin (40 mg.1"") + Timentin (500 mg.I"") + Cefotaxim (100 mg.I'"); D — Hygromy-
cin (40 mg.I'") + Timentin (200 mg.1"") + Cefotaxim (200 mg.I""); E — kontrola bez antibiotik/control without antibiotics; F — pliseii/mildew; B/K — bakterie nebo
kvasinky/bacteria or yeast

mikrobialni kontaminaci na 50 % a explantaty z 50 % regenerova-
ly. Dlouhodoba kultivace za pfitomnosti dvojnasobnych davek obou
antibiotik ale vedla k nekroze.

se mikrobialni kontaminace neprojevila pouze u explantat jedinct
z lokality ve vychodnich Cechéch oSetfenych smési Hygromycinu
(40 mg.I"") a Timentinu (200 mg.1"); ale po 20 dnech v§echny explan-
taty znekrotizovaly. U pupenti odebranych v dubnu byly vSechny
testované varianty kontaminovany bakteriemi nebo kvasinkami.
Z4adna mikrobialni kontaminace a 100% regenerace (tab. 3)

Vliv typu explantiatu a NAA na indukci organogeneze
Jako nejvice responsibilni primarni explantaty byly zjistény vzrost-

byla pozorovana po 20 dnech u explantatd, které byly izolovany
ze zimnich pupent jedincl ze stanovisté v Brné, které byly oset-
feny po dobu 24 hod. doporuc¢enou (10 ml.1") davkou Antibiotic-
Antimycotic smési (oSetfeni A) a kultivovany na pevném médiu
bez antibiotik, prelitém tekutym médiem s dvojnasobnou davkou A
(20 mLI""). Adice Amphothericinu B v koncentraci 25 mg.1I" (osetieni B),
varianty 2A+B a pak 1A+B nebo 1A+B a nasledné¢ 1A+B, snizila

né vrcholy, u kterych regenerovaly vyhony na médiich s 0,5 mg.l!
BA a 0,1 mgl' NAA (tab. 4). Ve srovnani se samotnym BA,
kdy regenerovalo 20 % explantatl, pfitomnost auxinu NAA rege-
neraci zvysila na 35 %, ale pocet vyhonl neovlivnila. U fapikt
anodalnich segmentt stonku se po 6 tydnech vytvoril kalus, u fapikt
k regeneraci vyhont nedoslo a u nodalnich segmentt se vytvofily
adventivni vyhony.
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Tab. 3.

Efekt dvou naslednych oSetieni pupenti antibiotiky na miru kontaminace explantatii u A. hippocastanum po 20 dnech
Effect of two successive bud treatments using antibiotics on contamination rate of explants in A. hippocastanum after 20 days

Osetieni pupentl'/Bud treatments Kontaminace/Contamination (%) Regenerace/Regeneration (%) Nekroza/Necrosis (%)
1. 2. F B/K
1A 1A 0 0 0 100
1A 2A 0 0 100 0
1A 2A+B 0 0 0 100
1A 1A+B 0 0 0 100
2A 1A 0 0 0 100
2A 2A 0 100 0 100
2A 2A+B 0 100 0 100
2A 1A+B 0 0 0 100
2A+B 1A 0 100 0 100
2A+B 2A 0 100 0 100
2A+B 2A+B 0 100 0 100
2A+B 1A+B 0 50 50 50
1A+B 1A 100 0 0 100
1A+B 2A 0 100 100
1A+B 2A+B 0 50 100
1A+B 1A+B 0 50 50 50

"Explantaty z donorovych stromt v Brné/Explants from donor trees in Brno;

1A - 10 mLI" Antibiotic-Antimycotic Stabilized suspension; 2A — 20 mL.I"'; IA+B —10 mlL.I"" +25 mg.I"" Amphotericin B; 2A + B — 20 mLI"' + 25 mg.I'" Ampho-

tericin B; F — pliseni/mildew; B/K — bakterie nebo kvasinky/bacteria or yeast

Vliv aktivniho uhli na regeneraci vyhoni

Pfi polovi¢nim zasobeni zivin v MS médiu s obsahem aktiv-
niho uhli nebyla pozorovana vyssi regenerace vyhont, ale jejich
pramérny pocet na explantat se zvysil (tab. 5) a doslo také k tvorbé
kotent (obr. 2).

Obr. 2.
Tvorba kotentd u A. hippocastanum
Root formation in A. hippocastanum
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DISKUSE A ZAVER

Cilem prace bylo zjistit podstatné faktory indukce organoge-
neze u vegetativnich pupent jirovce madalu. Mikropropagacni
technologie 1ze s uspéchem vyuzit u fady druha listnatych dievin
a na uspésné zalozeni primarnich kultur ma podstatny vliv fada fak-
toru, jako je zajisténi vhodnych kultivacnich podminek (chemické
slozeni zivného média, teplota, vlhkost a svételny rezim). Vyznamné
ovliviiuje Gispésnost organogeneze i staii a fyziologicky stav darcov-
ského jedince, doba sbéru, zpusob a délka skladovani zdrojového
materialu, povrchova sterilizace a technika preparace explantatl
(MALA et al. 1999). V naSich experimentech jsme se zaméfili na vybér
vhodné povrchové sterilizace explantatt, odstranéni bakterialni a kva-
sinkové kontaminace a vlivu nekterych slozek zivného média na rege-
neraci vyhond.

U jirovce mad’alu neexistuje mnoho tdaji o indukci organoge-
neze, vétSina praci se zabyva somatickou embryogenezi (GASTAL-
DO et al. 1994, CAPUANA, DEBERGH 1997, TROCH et al. 2009) nebo
studiem produkce sekundarnich metabolitii (GASTALDO et al. 1996).
Z tohoto déivodu jsme navézali na nase pedchozi vysledky (SEDIVA
et al. 2004) a pouzili jsme jako zakladni primarni explantaty meristé-
my vzrostného vrcholu. Soucasné byly testovany nodalni segmenty
stonku a ¢asti fapiku. Protoze v zimnim a jarnim obdobi byly explan-
taty po 20 dnech silné¢ kontaminovany bakteriemi i kvasinkami
(bez ohledu na vysoké koncentrace pouzitych steriliza¢nich ¢inidel
a délku povrchové sterilizace pupent), byly vyzkouseny dva zpuso-
by aplikace antibiotik: v prvnim byla pfidana do kultiva¢niho média,
v druhém byly pupeny povrchové oSetfeny riznymi koncentracemi
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Tab. 4.

Vliv typu explantatu na regeneraci vyhont u A. hippocastanum po 6 tydnech
Influence of explant type on shoot regeneration in A. hippocastanum after 6 weeks

Regenerace vyhont/ Primérny pocet vyhonii na explantat/

Varianty/Treatments Typ explantatu/Explant type Shoot regeneration (%) Mean shoot no /explant
BA \'AY% 20 2
SR K -
NS K 2
BA +NAA \'AY% 35 2
SR K -
NS K 3
0,5mgl BA;0,1 mgl'NAA; % MS medium

VV — vzrostny vrchol/shoot tip of summer buds, SR — segment fapiku/petiole segment, NS — nodalni segment/nodal segment, K — kalus/callus

Pocet explantatl tvoficich vyhony je vyjadieny jako procento z celkového poctu explantatl (25)/The number of explants forming shoots is expressed as percentage

of total number of explants used.

Tab. 5.

Efekt aktivniho uhli na regeneraci vyhont u vzrostnych vrcholu letnich pupent A. hippocastanum po 6 tydnech
Effect of activated charcoal on shoot regeneration of summer bud shoot tips in A. hippocastanum after 6 weeks

Regenerace vyhont/ Primémy pocet vyhont na explantat/

Varianty/Treatments Shoot regeneration (%) Mean shoot no./explant
BA + PVP 50 2
BA + PVP + aktivni uhli/activated charcoal 50 3
BA + NAA+PVP 80 5
BA + NAA + PVP + aktivni uhli/activated charcoal 80 6

0,5 mg "' BA; 0,1 mg I NAA; 2 g I'' PVP; 2,5 g I activated charcoal; %2 MS medium
Primarni explantat/Primary explant — vzrostny vrchol letniho pupenu/shoot tip of summer bud

ptipravku Antibiotic-Antimycotic Stabilized suspension a Ampho-
thericinu B. Tento zpiisob osSetfeni pupenti se ukazal jako vhodnéjsi,
byla zjisténa nizka mira kontaminace a zvySené procento prolifera-
ce v zavislosti na koncentraci antibiotik. Uginné byly doporugené
zakladni koncentrace, dvojnasobné davky vedly k nekroze explanta-
ta. Pfestoze doslo k potlaceni mikrobialni kontaminace explantati,
regenerace vyhont byla nizka a pozdéji doslo k jejich nekroze.

Protoze se u zimnich pupenti nepodatilo aplikaci riznych smé-
si antibiotik spolehlivé odstranit mikrobialni infekci, provedli jsme
dalsi pokusy v letnim obdobi (Cervenec — srpen). Zde byla zjisténa
minimalni bakterialni kontaminace a nejvys$si regenerace vyhont
byla vyhodnocena u vzrostnych vrchold letnich pupent. Pti pouZi-
ti axilarnich pupent se nepodatilo odvodit Zadnou kulturu in vitro
na rozdil od termindlnich pupent, kdy regenerovalo az 80 % explan-
tatt. Stonkové a fapikové segmenty vytvofily kalus s nizkym ¢i
zadnym regenera¢nim potencialem. Autorim DAMERI et al. (1986)
se podafilo indukovat kalus a embryogenni masu u listovych explan-
tatt A. hippocastanum.

KAMENICKA a RYPAK (1988) ziskali kalusovou kulturu na MS
médiu v piitomnosti BA a kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové (2,4-D).
V nasich experimentech se podafilo organogenezi stimulovat bud’
samotnym BA v koncentraci 0,5 mg.I"" nebo v kombinaci s NAA
(0,1 mg.l""). Adice aktivniho uhli do média vyrazné regenera-

ci explantati neovlivnila. Pozitivni vliv aktivniho uhli je potieba
vyhodnotit z dlouhodobéjsiho hlediska vcetné jeho potencialniho
stimulaéniho vlivu na multiplikaci kultur (pokusy probihaji) a zako-
fenovani vyhond.

Vysledky lze shrnout do nasledujicich zavéri:
Rozhodujicim faktorem indukce organogeneze byla doba odbéru
vegetativnich pupend.
Nejvhodnéjsim obdobim pro regeneraci primarnich explan-
tata bylo letni obdobi z divodu nizké kontaminace explantati
a snizené produkce fenoll.
Jako ucinné sterilizacni agens se osveédcil 2,5% chlornan sodny
(50% komer¢ni ptipravek Savo) s dobou ptisobeni 20 — 30 min.
Kontaminace endogennimi mikroorganismy (bakterie a kvasin-
ky) byla po 20 dnech potlac¢ena povrchovym oSetienim zimnich
pupeni smési Antibiotic-Antimycotic Stabilized suspension
a Amphothericin B v doporucenych zakladnich koncentracich.
Nejvyssi regenerace vyhont byla vyhodnocena u vzrostnych
vrchold letnich apikalnich pupeni v pfitomnosti BA (0,5 mg.1")
aNAA (0,1 mg.1").
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Podékovani:
Vysledky byly ziskany za finanéni podpory MZe CR v ramci
projektu NAZV ¢. QH81101.
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ORGANOGENESIS INDUCTION IN HORSE CHESTNUT (AESCULUS HIPPOCASTANUM L.)

SUMMARY

Horse chestnut (Aesculus hippocastanum L.) belongs to horticulturally valuable woody species. Successfulness of its planting in Europe
has decreased due to a pest invasion, the horse chestnut leaf miner Cameraria ohridella DEscHkA & Dimic, 1986. Research objective of this
work was to induce organogenesis in explants taken from seedlings of horse chestnut individuals. Shoot tip meristems with 1 — 2 leaf primor-
dia were isolated from surface sterilized vegetative buds and were placed onto WPM (LLOYD, MCCOWN 1980) and MS (MURASHIGE, SKOOG
1962) medium containing a half salt concentration and benzyladenine (BA) and naphthylacetic acid (NAA). Subcultivation onto medium
with an identical composition was performed every 3 — 6 weeks. In winter buds, where a high microbial contamination (bacteria and yeasts)
was observed, two methods of antibiotic treatment were used: i), antibiotics (Hygromycin, Timentin, Cefotaxim) were added into cultiva-
tion medium; ii) the buds were surface-treated with various concentrations of Antibiotic-Antimycotic Stabilized suspension (treatment A)
and Amphothericin B (treatment B) as provided by Sigma. This technique of bud treatment showed to be more effective, decreased conta-
mination rate and increased proliferation were found depending on antibiotic concentration. Recommended basic amounts of A (10 ml.I"")
and 25 mg.l"' B were efficient, twofold doses induced explant necrosis. In spite of efficient explant decontamination demonstrated
after 20 days, no viable in vitro culture was derived.

In summer buds, a low bacterial infection (13%) and the highest shoot regeneration (up to 80%) were ascertained in shoot tips. Nodal
stem and petiole segments formed calli with low or none regeneration capacity. A critical factor in organogenesis induction was the collection
time of vegetative buds. A suitable time for explant regeneration was July — August when the explants showed low microbial contamination
and decreased phenol production. Sterilizing method, 2.5% calcium hypochlorite with 20 — 30 min bud treatment, showed to be suitable.
The highest shoot regeneration was observed in the presence of BA in concentration of 0.5 mg.I"" and 0.1 mg.I"' naphthylacetic acid (NAA).
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