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Micropropagation of Miscanthus x giganteus (Greef & Deu.) from
inflorescence explants

Summary

2 mm explants of immature inflorescences (0,5-3 cm) produced calluses on
MS medium with 0,5 mg x M BAP and 2,5 mg x M 2,4-D. The surface steriliza-
tion in 10% sodium hypochloride for 20 min was successful in 74%. After 20 days
of incubation, the surfaces of all explants were covered by callus. After 2 months
of culture, from most of calluses embryo-like structures developed. The highest
frequency of fully regenerated plants was observed on MS medium supple-
mented with 1-2 mg X |> BAP. The regeneration rate of the cultured calluses
for the first two weeks in 16 h day fotoperiod was twice as high as the one un-
der a continuous light. Only two out of 6 thousand cultured mature spikelets
produced calluses from which 574 plants were obtained after multiplication.
Most ofthe plants obtained from the explants representing immature as mature
inflorescences survived the transfer into soil in the greenhouses.
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1. Wstep

W ostatnich latach obserwuje sie znaczny wzrost zaintereso-
wania alternatywnymi metodami pozyskiwania energii. Zaintere-
sowanie to dotyczy zwilaszcza szybko rosngcych traw trzcinowa-
tych takich jak Miscanthus x giganteus, Miscanthus sinensis, Sparti-
na pectinata czy Arundo donax. Gatunki te, natezace do roslin szlaku
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C-4, charakteryzuja sie wydajng fotosyntezg czego konsekwencjg jest duzy przyrost
biomasy w jednostce czasu na powierzchnie asymilacyjng (1). Miscanthus x giganteus
sadzony w rozstawie 3 rosliny na produkuje w ciggu roku 15-25 ton suchej masy
z | hektara. Wydajnos$¢ biomasy mozna zwiekszy¢ poprzez stosunkowo proste za-
biegi uprawowe. Wazng cechg tego gatunku jest jego przydatnos¢ do upra’vy na
glebach piatej i sz6stej klasy, a takze na nieuzytkach. Plantacje moga by¢ eksploato-
wane przez 15-20 lat, nie wymagajac dodatkowego nawozenia (2). Miscanthus nie-
zwykle wydajnie wykorzystuje Swiatto, wode i azot, dlatego zyski ze zbiorow prze-
wyzszajg naklady finansowe potrzebne do utrzymywania zalozonej plantacji.
W zwigzku z tym powstajg projekty zastosowania Miscanthus w réznych dziedzinach
gospodarki, np. Europejski Projekt Ulepszenia Miscanthus (EMI), Europejska Sie¢
Produktywnosci Miscanthus (The European Miscanthus Productivity Network) (3).

Miscanthus x giganteus jako allotriploid jest wysoce sterylny (4) i dlatego nie rozmna-
za sie przez nasiona. Natomiast rosline te rozmnaza sie wegetatywnie poprzez podziat
ktaczy, jednak mikrorozmnazanie oferuje najwyzszy wspoétczynnik namnazania (5).

Prace eksperymentalne nad mikrorozmnazaniem gatunkow z rodzaju Miscanthus
sg prowadzone w wielu europejskich uniwersytetach, np. Rolniczy Uniwersytet
w Wageningen (Holandia), Uniwersytet w Kopenhadze, Krélewski Uniwersytet We-
terynarii i Rolnictwa w Frederikberg (Dania) czy tez Uniwersytet Nauk Rolniczych
w Debrecen (Wegry) (2).

W dotychczasowych badaniach nad rozmnazaniem M. x giganteus w kulturach in
vitro jako eksplantatow uzyto fragmentéw zawigzkdw kwiatostanéw (5-8), weztéw
(8,19), apikalnych merystemoéw (5-8,10), lisci (5-8) oraz korzeni (7). Fragmenty nie
w petni rozwinietych kwiatostanéw stanowig jeden z najlepszych epksplantatéw ini-
cjalnych dla mikropropagacji przez embriogenny kalus (7,8,11).

Celem podjetych badan byto opracowanie optymalnych warunkéw dla mikroroz-
mnazania Miscanthus x giganteus z eksplantatéw kwiatowych.

2. Materiaty i metody

Do doswiadczen uzyto fragmenty zawigzkéw kwiatostanéw oraz w peti wy-
ksztatcone ktoski. Materiat pobierano z dziewiecioletniej plantacji znajdujgcej sie
na poletkach dos$wiadczalnych i w szklarniach Instytutu Genetyki Roslin Polskiej
Akademii Nauk w Poznaniu. Badania wykonano od lipca 2001 do grudnia 2002 r.

Przed sterylizacjg, z kwiatostandw usunieto 2-3 zewnetrzne warstwy pochwy lis-
ciowej. Materiat sterylizowano w 70% alkoholu etylowym, \0% podchlorynie sodu
lub/i wodzie chlorowej, po czym trzykrotnie przeptukiwano sterylng wodg destylo-
wang. Najskuteczniejszg metodg sterylizacji powierzchniowej (74% odkazonych eks-
plantatéw) bylo zanurzenie kwiatostanéw w 10% podchlorynie sodu na 20 minut.

Odkazane eksplantaty wyktadano na pozywke Murashige i Skooga MS, (12) z dodat-
kiem czterech r6znych kombinacji auksyn, cytokinin oraz cysteiny. Kwasowos$¢ pozyw-
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ki wahata sie w granicach 5,7-5,75. Pozywki zestalono 0,8% agarem oraz uzupetniano
sacharozg o stezeniu 3% i regulatorami wzrostu. Pozywki sterylizowano w autoklawie
w warunkach: czas - 20 min, temperatura - 121 °C, ciSnienie - 0,8 atmosfery.

Kultury prowadzono w pokoju hodowlanym w temperaturze 25 + 2°C przy
wzglednej wilgotnosci 70-80%. Indukcje i poliferacje tkanki kalusowej stymulowano
W ciemnosci, natomiast regeneracje roslin w warunkach Swiatta ciggtego, o inten-
sywnosci 40 pmol x lem” x s* lub w fotoperiodzie (16 h) przy Swietle o intensyw-
nosci 30 pmol x Icm”® x s/

3. Wyniki

3.1. Kultury in vitro zawigzkéw kwiatostanéw Miscanthus x giganteus

Fragmenty (0,5-2 mm) osi pojedynczych zawigzkéw kwiatostanéw, wykladano
na pozywke MS o zréznicowanych stezeniach regulatoréw wzrostu. Eksplantaty po-
wiekszaly sie po 6 dniach od wytozenia na pozywke MS z dodatkiem 0,5 mg x 1'
BAPi25 mg x 2,4-D. Po dwudziestu dniach na powierzchni wszystkich eksplan-
tatéw byly widoczne mlecznobiate agregaty uwodnionego kalusa (fot. 1). Im mniej-
szy byt eksplantat tym wolniej rozwijat sie kalus. Chociaz eksplantaty wydzielaly do
pozywki ciemniejgce eksudaty, nie mialo to istotnego wplywu na dalszy przebieg
kultur. Dodanie wegla aktywowanego przeciwdziatato brunatnieniu pozywki oraz
stymulowato wytwarzanie korzeni z tkanki kalusowej po ok. 20 dniach.

Podczas dalszych dni kultury agregaty kalusa powiekszaly sie. Kalus zoitawego
koloru byt zwarty. Przedwczesne (ok. 20 dni od rozpoczecia eksperymentu) oddzie-
lenie tkanki kalusowej od eksplantatow inicjalnych i umieszczenie jej na Swietle, na
jednej z regeneracyjnych pozywek, powodowalo regeneracje jedynie korzeni i nie-
licznych zawigzkéw pakéw.

Na powierzchni tkanki kalusowej hodowanej w ciemnosci na pozywce MS
z05mg x f" BAP i 2,5 mg x ¥ 2,4-D po ok. 2 miesigcach pojawiaty sie struktury
embrioidalne, a takze nieliczne paki przybyszowe i zawigzki korzeni (fot. 2). Jasno-
zielone embrioidy, pokryte licznymi wioskami, po 9 dniach ekspozycji na Swietle
przybieraty ciemnozielony kolor (fot. 3). W kolejnych dniach dalsze struktury em-
brioidalne pokrywaty catg powierzchnie kalusa. Obrazy te stwierdzono na pozywce
podstawowej MS z dodatkiem 2,5 mg x 2,4-Di 0,5 mg x | " BAP i na pozywkach
regeneracyjnych MS z dodatkiem 0,1 lub 2 mg x k' BAP oraz MS z dodatkiem
0,1 mg x I'i BAP i 50 mg x 1* cysteiny. Struktury przypominajgce zawigzki lisci po-
jawialy sie juz po 11 dniach od przeniesienia kalusa z ciemnosci na $Swiatto. Z jednej
grudki kalusa o srednicy 2-4 mm po miesiecznej kulturze na pozywce regeneracyj-
nej rozwijato sie od 6 do 13 roslin r6znej wielkosci (fot. 4). Na pozywce MS z dodat-
kiem 0,1 mg x 1" BAP i 50 mg x fi cysteiny w kalusie regenerowaly liczne korzenie.
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Fot. 1. Tkanka kalusowa poliferujaca z zawigzka kwiatowego Miscanthiis xgiganteiis po 23 dniach od
wylozenia na pozywke MS z dodatkiem 0,5 mg X | ' BAP i 2,5 mg x !' 2,4-D (pow. x 18,5).

Fot. 2. Kultury embriogennej tkanki kalusowej Miscanthus x giganteiis uzyskane w ciemnosci po
2,5 miesigca (pow. X 18,5).
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Fot. 3. Struktury embrioidalne w kalusie regenerujacym z zawiazkéw kwiatostanéw po 9 dniach kul-
tury na Swietle. Pozywka MS z dodatkiem 0,5 mg x |' BAP i 256 mg x 1' 2,4-D (pow. x 18,5).

Fot. 4. Regeneracja roslin po miesigcu od pasazu tkanki kalusowej na pozywke MS z dodatkiem
1 mg x 1' BAP.

Fot. 5. Struktury zarodkopodobne regenerujace po 2 miesigcach kultury Miscanthus x giganteus
(przekroj podituzny, pow. x 175).
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Natomiast na pozywce MS z dodatkiem 2 mg x I'i BAP, cze$¢ wyksztatconych pe-
déw nie tworzyta systemu korzeniowego. Dla ukorzenienia roslin zastosowano
pozywke MS z dodatkiem 2 mg x I IAA; 2 mg x |’ IBA lub 2 mg x 1' NAA. Catko-
wita regeneracja roslin z zawigzkéw kwiatostanoéw trwata od 2,5 do 3,5 miesigca.
W petni wyksztatlcone rosliny o wysokosci 3-5 cm przenoszono do doniczek z zie-
mia. Wiekszos¢ zregenerowanych roslin przekazano do dalszych badan w instytucie
Genetyki Roslin PAN w Poznaniu.

W przeprowadzonej analizie anatomicznej katusujgcych zawigzkéw kwiatosta-
now wykazano, ze indukcja kalusa zachodzita w miekiszu osi zawigzka. W czesci pe-
ryferycznej trzytygodniowej tkanki kalusowej obserwowano szeroki pas komorek
merystematycznych, a w gtebiej potozonych warstwach stwierdzono elementy prze-
wodzace, czesto pozostajace w potaczeniu z wigzkami przewodzgcymi eksplantatu.
Struktury zarodkopodobne obserwowane na powierzchni kalusa po ok. 2 miesigcach
od rozpoczecia kultur zbudowane byly z wydtuzonych, silnie zwakuolizowanych ko-
mérek z ziarnami skrobi (fot. 5). Z tkanki kalusowej regenerowaty réwniez liczne
struktury, ktére we wczesnej fazie rozwoju przypominaty paki pedowe lub korze-
nie.

3.2. Kultury in vitro dojrzatych kioskéw Miscanthus x giganteus

Pojedyncze kioski wyizolowane z dojrzatych kwiatostanéw (zamknietych w po-
chwach lisciowych) regenerowaty stabiej w poréwnaniu do eksplantatéw izolowa-
nych z zawiazkéw kwiatostanowych. Po miesiecznej kulturze na pozywce MS z do-
datkiem 2,5 mg x Il 24D i 0,5 mg x f* BAP oraz na pozywce MS wzbogaconej
w6 mg x Il 2,4-D, 6 mg x 1" 2,45,-Ti 0,5 mg x 1' BAP z 6 tysiecy izolowanych
eksplantatéw tylko 2 eksplantaty kalusowaly. Nieprzezroczysty, biaty lub miejscami
lekko z6tty, grudkowaty kalus bardzo dobrze proliferowat w ciemnosci. Po trzymie-
siecznym namnazaniu wyrézniono cztery typy tkanki kalusowej: ryzogenng, embrio-
idalna, morfogenna i niemorfogenna. Kalus namnazano przez rok, przeprowadzajac
3 pasaze po trzech; jednym oraz péttora miesigca.

Regeneracje roslin uzyskano na pozywce MS o zr6znicowanych dodatkach regu-
latorow wzrostu. Do kazdej probowki wykladano 4-6 grudek kalusa o Srednicy
3-5 mm. Pozywka MS wzbogacona w 0,1 mg x 1' BAP oraz 50 mg x fi cysteiny
w znacznym stopniu indukowata regeneracje korzeni. Zawigzki pedéw pojawity sie
w kalusie po okoto 10 dniach w 40% kultur. Na pozywce o zwiekszonej dawce BAP,
tji. 2 mg x 1" (bez dodatku cysteiny) regenerowato 70% roslin. W ciggu potrocznej
regeneracji z namnozonego kalusa otrzymanego z dwoch kioskow, uzyskano
574 roSliny.

W badaniach wykazano, ze zastosowanie fotoperiodu (16 h) wptyneto bardzo
korzystnie na przebieg regeneracji roslin z kalusa, juz po uptywie 2 tygodni doswie-
tlania kultur - 100% kaluséw regenerowato pedy.
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Po przeprowadzonej analizie anatomicznej kalusujacych kioskéw wykazano, ze
kalus poliferowat z dna kwiatowego.

4. Dyskusja

Metoda mikrorozmnazania w szkle umozliwia namnazanie roslin niezaleznie od
sezonu wegetacyjnego, a takze otrzymanie z jednego eksplantatu duzej liczby ros-
lin.

W pracy tej prébowano rozmnozy¢ w warunkach in vitro Miscanthus x giganteus.
Do tego celu wykorzystano zawigzki kwiatostanéw oraz dojrzate kioski. Poréwna-
nie zdolnosci regeneracyjnej obu typow eksplantatdw pokazato jak wazny jest wy-
bor obiektu i organu przeznaczonego do rozmnazania w warunkach in vitro. Wyzsza
zdolno$¢ do odtworzenia calego organizmu posiadajg komadrki mtodych organdw
(13). Embriogenny kalus z tatwoscig powstaje z zawigzkéw kwiatostanéw, niedoj-
rzalych zarodkéw, miodych lisci, pgkéw szczytowych i stozkéw wzrostu korzeni
(14) . Rézne typy eksplantatow pochodzacych z roslin o tym samym genotypie wyka-
zuja czesto odmienne zdolnosci do tworzenia tkanki kalusowej i regeneracji roslin
(15).

Zawigzki kwiatostanéw Miscanthus x giganteus, podobnie do innych gatunkéow
traw np. Triticum aestivum x Leymus angustus (15), Sorghum bicolor (16), najlepiej re-
generowaly kalus. Duza potencja regeneracyjna zawigzkéw kwiatostanéw jest spo-
wodowana obecnoscig merystematycznych komérek w rejonach rozwijajacych sie
kwiatostandw (17). Wspotczynnik indukcji kalusa i regeneracji roslin byt najwyzszy
i zjednego pocietego zawigzku kwiatostanu otrzymywano az do 280 eksplantatéw.

We wczesniejszych badaniach nad mikropropagacjg Miscanthus x giganteus
stwierdzono, ze fragmenty o dlugosci 0,1-2 mm kwiatostanéw tworzg niewiele em-
briogennego kalusa w przeciwienstwie do wiekszych fragmentow (11). Z zawigzkow
kwiatostanow o dtugosci od 2,5 do 8 mm cietych na fragmenty 1-2 mm uzyskiwano
najwiecej embriogennego kalusa. Kalus otrzymany z zawigzkéw kwiatostanéw wy-
kazywat najwieksze zdolnosci do wytwarzania roslin, gdyz charakteryzowat sie luzng
strukturg w przeciwienstwie do zwartego kalusa otrzymanego z innych rodzajow
eksplantatéw. Zwarta struktura byla czynnikiem nie sprzyjajacym rdznicowaniu sie
zarodkéw somatycznych (7).

W badaniach wtasnych uzyskano wyniki podobne do osiggnie¢ Lewandowskiej
(8), Petersen, Hansen i Krogstrup (11), Holme i Petersen (7). Fragmenty (0,5-2 mm)
zawigzkéw kwiatostanéw M. x giganteus o dilugosci pomiedzy 0,5-3 cm byly najak-
tywniejszymi eksplantatami, regenerujacymi kalus z miekiszu osi zawigzkéw kwia-
tostanow.

Kalus stabiej proliferowaly kioski z w petni rozwinietych, ale zamknietych w po-
chwach kwiatostanéw Miscanthus x giganteus. Na 6 tysiecy izolatbw regenerowaty
tylko 2 kioski. Stwierdzono, ze elementami, z ktdrych w tym przypadku poliferowat
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kalus byty stupki i preciki oraz dno kwiatowe. Tak niskg zdolno$¢ regeneracji kalusa
otrzymang dla kioskdw mozna ttumaczy¢ zbyt duzg dojrzaloscig wyktadanych tka-
nek. Z danych literaturowych (8) wynika, ze najodpowiedniejszym podtozem dla mi-
kropropagacji Miscanthus x giganteus jest pozywka MS i J25-8.

Na kultury embriogennego kalusa wielu gatunkéw traw duzy wptyw wywiera do-
danie do pozywek regulatoréw wzrostu, weglowodanéw i aminokwaséw (18,19).
Prolina wprowadzona do kultur zwiekszata wytwarzanie kalusa kukurydzy (20) po-
dobnie jak w przypadku Miscanthus x giganteus (6). Dodanie do pozywki proliny
(12,5-25 pM) wraz z wysokg dawka 2,4-D (22,6 pM) zabezpieczalo eksplantaty przed
ciemnieniem. Natomiast cysteina w ilosci 50 mg x 1' zmniejszata wydzielanie przez
eksplantat ciemnych eksudatéw (8).

W badaniach wtasnych dodanie do pozywek 50 mg x h' cysteiny zmniejszato
W nieznacznym stopniu ich brgzowienie. Z obserwacji wynika, ze dyfundujgce do
pozywki eksLidaty nie hamowaty rozwoju kultur zawigzkéw kwiatostanéw oraz
kioskéw Miscanthus x giganteus.

Poréwnujgc kombinacje regulatorow wzrostu: 2,4-D z BAP i 2,4,5-T z kinetyng na
powstawanie embriogennego kalusa wykazano bardziej stymulujace dziatanie niz
kombinacja 2,4-D z kinetyng i 2,4-D z zeatyng (21). Z kolei optymalnymi stezeniami
regulatoréw wzrostu dla regeneracji kalusa z eksplantatéw byto 4-8 mg x k' 2,4-D
z 0,5-2 mg X h' BAP oraz 4-8 mg X pi 2,4,5-T z 2 mg x k' Kkinetyny (8). Podobnie
Walsh i McCarthy zastosowali pozywke MS wzbogacong 2,5 mg x k* 2,4-D
i 0,5 mg x 11 BAP (5).

Podobnie jak w wynikach Lewandowskiej (8) embriogenny kalus najobficiej po-
wstawat z zawigzkéw kwiatostanéw M. x giganteus na pozywce MS wzbogacong
0,5 mg X pi BAP i 2,5 mg x pi 2,4-D.

W pracy Lewandowskiej (8) wykazano, ze regeneracja roslin M. x giganteus przez
somatyczng embriogeneze przebiegata najlepiej na pozywce MS z dodatkiem cyto-
kininy (0-0,1 mg x k' BAP) i cysteiny (50 mg x k'). Natomiast Holme, Krogstrup
i Hansen (6) uzyskali regeneracje tego samego mieszarica przez embriogenny kalus
przy zastosowaniu MS z dodatkiem zaréwno cytokininy (22,3 pM BA) jak i auksyny
(4,5 pM 2,4-D) oraz aminokwasu (12,5 mM proliny).

W pracy wiasnej regeneracje roslin poprzez kalus uzyskiwano na kilku rodzajach
pozywek. Dodatek wysokiej dawki BAP w pozywce regeneracyjnej wptywat na liczbe
roslin regenerujgcych z tkanki kalusowej szczegodlnie, gdy kalus pochodzit z w petni
wyksztatlconych ktoskéw. Wowczas gdy mikropropagacje Miscanthus x giganteus pro-
wadzono z kalusa otrzymanego z zawigzkéw kwiatostandw regeneracja ros$lin prze-
biegata juz po kilku dniach po przeniesieniu kalusa z ciemnosci na Swiatto ciggte na-
wet na wyjsciowej pozywce z niewielkg iloscig BAP (0,5 mg X L’) oraz dodatkiem
2,4-D. Zbyt wysoka dawka BAP (2 mg x 1") w pozywce regeneracyjnej dla embrio-
gennego kalusa hamowata rozwoj korzeni u czesci regenerujacych roslin.
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Whnioski

1. Najlepszymi eksplantatami dla rozmnazania Miscanthus x giganteus w kultu-

rach in vitro byly fragmenty 0,5-2 mm pobrane z osi kwiatostandéw, ktore osiggnety
dtugos¢ 0,5-3 cm.

2. Optymalng pozywka dla indukcji kalusa byta pozywka MS z dodatkiem

25 mg x fi 24-D i 0,1 mg x f* BAP.

3. Indukcja i proliferacja tkanki kalusowej przebiegata najlepiej w ciemnosci.
4. Traktowanie eksplantatéw podczas pierwszych dwéch tygodni fotoperiodem

(16-godzinny dzien) zwiekszato dwukrotnie wydajnos¢ regeneracji roslin.

5. Regeneracja ros$lin przebiegata najwydajniej na pozywce MS zawierajgcej

2 mg x fi BAP.
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