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Streszczenie. Rodzi|iscanthuszostat sprowadzony w 1935 roku do Europy z Jappaéz
dunskiego podrénika Olsena. Poatkowo trawy z tego rodzaju, ze wzdl na atrakcyjne kwiatosta-
ny, byty traktowane przede wszystkim jakdalimy ozdobne. Od roku 198®liscanthus x giganteus,
a take Miscanthus sinensi, spostrzegane jako alternatywmédio energii. Bardzo wydajna fotosyn-
teza i wynikajcy z tego duay przyrost biomasy w jednostce czasu na powierzchaymilacyjm
powodug, ze wieloletnie plantacjiscanthusmogy stanowé odnawialne, ekologiczneddio energii.
Podgte badania stanowity e& prac nad udoskonaleniem metody mikrorozzanéa, a take poliplo-
idyzacp gatunkéw z rodzajiliscanthusw warunkachn vitro. Celem poditych badé byto okrele-
nie wptywu éwiatta lasera na proces regeneracji kaMgscanthus x giganteu®o bada uzyto laser
helowo-neonowy przygotowany przez Centrum Techinfigerowej w Warszawie, ktéry emituje fale
o dtugaci 632 nm w przedzial@viatta czerwonego o mocy 24 mW i jednastkocyswiatta na pada-
jacy obiekt wynosaca 1 mW-cm2 Swiatlem lasera rivietlano embriogenny, trzymiesizny kalus
wyprowadzony z fragmentow niedojrzatych kwiatostan8wiatlo lasera helowo-neonowego stymu-
lowato regeneragjpeddw z nawietlonych kaluséw, nie zauwano natomiast jednoznacznego wpty-
wu lasera na licabregenerujcych kaluséw przy nieznacznej redukcji diécioegenerujcych mdow.
Zastosowanie lasera pozwolito 2kézy¢ liczbe zregenerowanycheddw o 26,1-30,1% w stosunku do
obiektu kontrolnego. Efekt stymulacji obserwowatadze podczas dalszego wzrostu i rozwojélino
Miscanthus x giganteus warunkach szklarniowych.

Stowa kluczowe: kalus, kultuip vitro, laser helowo-neonowyliscanthus x gigantepstymu-
lacja

WSTEP

Rasliny z rodzajuMiscanthusnaleza do rodziny Poaceae. Rodzaj ten zastat
sprowadzony do Europy w 1935 roku z Japonii przewskiego podrénika Ol-
sena.Miscanthus »giganteusGreef i Deu. (Greef i Deuter 1993) jest triploidal-
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nym mieszacem (2n = 3x = 57), powstatym na skutek spontanicznep.&veki
miedzy tetraploidalnynMiscanthus saccharifloru@n = 4x = 76) a diploidalnym
Miscanthus sinensi@n = 2x = 38) (Linde-Laursen 1993). Sterdéitego gatun-

ku wymusza jego rozmuanie poprzez podziat 4dzy lub za pomag kultur in
vitro (Deuter i Jeowski 2002). W dotychczasowych badaniach nad rozezna
niem Miscanthus x giganteus kulturachin vitro jako eksplantatéw ayto frag-
mentéw zawizkOw kwiatostanéw (Holme i Petersen 1996, Lewandowski 1997,
Walsh 1997, Glowacka i in. 2004),eméw (Lewandowski 1997), apikalnych
merystemow (Holme i Petersen 1996, Lewandowski 1997, Walsh 19&x), |
(Holme i Petersen 1996, Lewandowski 1997, Walsh 1997) oraz korzeni (Holme
i Petersen 1996). Fragmenty nie w petni rozetyth kwiatostandéw stanowi
jednak jeden z najlepszych eksplantatéw inicjalnych dla mikropemjiggpprzez
kalus (Holme i Petersen 1996, Lewandowski 1997).

Ze wzgkdu na aktywné&t fotosyntetycza miskanty klasyfikowaneasjako
rosliny grupy C-4, ktore lepiej wykorzyswjCO, niz roslin cyklu C-3 (Deuter
i Jezowski 2002). Niezwykle wydajna fotosynteza sprawiazyski ze zbioréw
przewy:szap naktady finansowe potrzebne do utrzymywania zaiej plantacji
(Lewandowski i Kicherer 1997). Powsze cechy sprawityziMiscanthus x gigan-
teusuwaza sk za potencjalnerddio energii odnawialnej w Europie. Dla celéw
energetycznych biomasa tego gatunkwenby¢ bezpdrednio spalana w postaci
sieczki lub w formie sprasowanej w celu otrzymatigpta i energii elektryczne;j
(El Bassam i Dambroth 1991). M®by¢ rowniez przetwarzana w gazy palne, CO
i CH4, poprzez termo-gazyfikagjlub fermentag (Walsh 1997). Jest bardzo
prawdopodobneze taki rodzaj surowca me sk sta& w przyszigci alternatyvy
dla paliw kopalnianych w Europie.

Badania nad wptywerswiatta na przebieg procesawciowych w rglinach
mayja scisty zwiazek ze zwgkszeniem produkcjtywnosci. Okazuje sj, ze rasliny
wykorzystup w procesie fotosyntezy tylko okoto 0,3% energii stonecznej docie-
rajacej na nasza plargea sredni wspoétczynnik wykorzystania tegaiatta wynosi
okoto 1%, w szczegdllnych wypadkach do 5% (Koper i Kornas-Czuczwar 1994).
Powodem tego stanu rzeczy iroby¢ specyfika chlorofilu wyrzajaca st jego
wybidrczaicia w odniesieniu do pochtaniandaviatta, ktérego maksimum absorp-
cji przypada midzy innymi dla czerwonej eci widma. Ponadtgwiatto sto-
neczne charakteryzujesdirakiem polaryzacji w jednej ptaszénye i duzej spoj-
nosci energii. Wzmocnienie efektGéwiatta na ukfady biologiczne nme by
modyfikowane przy pomocy odpowiednio dobranych parametrow jak @tugo
fali, gestos¢ energii, czas riavietlania oraz frakcjonowanie dawkirodiem tego
typu swiatta maze by laser emitujcy swiatto w zakresie od ultrafioletu (porij
diugasci fali 400 nm), zieleni (okoto 500 nm), czerwieni (600 nm) i podczemwi
(powyzej 850 nm). W badaniach nad efektami dzialdmimtta lasera po réavie-
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tleniu obiektow biologicznych najegciej stosuje &i laser dziatajcy w zakresie
Swiatta czerwonego do ktorych nalelaser helowo-neonowy wybrany do reali-
zacji celu prezentowanej pracy.

Intensywne napromieniowanie laseremzmanie& charakter uszkodzeniowy
wywotujac zmiany na poziomie DNA (Rafalski i in. 2001). W przedzialet-kré
szych czasOw ekspozydgjiviatto lasera wywotuje efekt biostymulacji, co wyka-
zano w licznych opracowaniach dotgcgch medzy innymi tubinu (Podlény
1997a), traw (Sawicki 1995), bobiku (Paglg 1997b), fasoli (Szyrmer i Kli-
momt 1999), kukurydzy (Gieroba i in. 1995), psaga (Szajsner i Drozd 2001),
jeczmienia (Drozd i Szajsner 2003) a#akburaka cukrowego (Koper i Wojcik
1995). Wyniki bada wskazug, ze efekt biostymulacji obserwujec§uz od roz-
poczcia proceséveyciowych w nasionach wyranych zwekszeniem podziatéw
komorek mitotycznych (merystematycznych) i indeksu mitotycan@pbrzya-
ski i R&anowski 2000) poprzez wzrost energii i zddkiokietkowania (Lasz-
kiewicz 2001), prz§pieszenie wzrostu koleoptyli i korzonkéw zarodkowych
(Drozd i in. 2001), rownomieré wschodéw (Dziamba i Dziamba 2001), przy-
$pieszenie wzrostu siewek (Szajsner i Drozd 2001), dojrzewaslia (Lipski
2001) oraz zwikszenia plonowania (Koper 1997). Obecnie stymgkijwigci-
wosci $wiatta lasera wykorzystujeesjuz w rolnictwie na skal komercyjm dzieki
skonstruowanemu i opatentowanemuadezniu do stymulacji laserowej nasion
rolin uprawnych (Koper 1997). Mimo prowadzenia bada licznych, popular-
nych gatunkach &in uprawnych wspomnianych povsj, brak jest danych lite-
raturowych w odniesieniu do traw z rodzafliscanthus Ponadto z reguly na-
swietlaniu laserowemu poddawano nasiona. Z uwagi na triploidalny ktbara
trawy Miscanthus x giganteusie wytwarzajcych nasion, navietlaniu poddawa-
no embriogenny kalus, co jest unikalnym pédieim metodycznym w pracach
nad ndwietlaniem laserowym obiektow biologicznych. Za wyborem obiektu
badawczego przemawia fakke obecnie z uwagi na wzrasgaj rolg wykorzy-
stania energii odnawialnej w skdliviatowej trawy z rodzajMiscanthusmog
by¢ istotnym elementem krajowej polityki energetycznejpdSbadania nad tym
gatunkiem, zwlaszcza dotyge jego efektywnego namrmia (0 czym traktuje
migdzy innymi prezentowana praca) ngleuwaza za wartéciowy wkiad
w rozwdj rodzimychzrédet energii odnawialne;.

MATERIAL | METODY

Materiat badawczy stanowit embriogenny, trzynmgesiny kalusMiscanthus x
giganteuswyprowadzony z eksplantatéw wgjowych, ktére stanowity fragmen-
ty niedojrzatych kwiatostanéw. Indukcja kalusa zachodzita ngvpce wedtug
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Murashige i Skooga (MS 1962) z dodatkiem 2,4-D (kwas dwuchlorofgnoks
octowy) i BAP (6-benzyloaminopuryna) w ciensnd

Do nawietlen obiektéw wyto laser helowo-neonowy przygotowany przez Cen-
trum Techniki Laserowej w Warszawie. Laser ten ejifale o dtugéci 632 nm
w przedzialeswiatta czerwonego o mocy 24 mW i jednastkocy swiatla na
padajcy obiekt wynoszca 1 mW:cni?,

Zastosowano cztery czasysnéetlen: 30, 45, 60 i 90 minut. Naietlano 1 mm
grudki kalusa w sterylnych, zamkhych, szklanych szalkach. W 2dym warian-
cie déwiadczenia #yto 10 kaluséw. W celu zregenerowanidliroz nawietlo-
nego kalusa wyktadano go nazgwke MS z dodatkiem BAP i savietlano 16
godzin na dof Obiektem kontrolnym w daviadczeniu byly nie traktowane
laserem kalusy przetone bezpérednio z paywki indukujacej kalus na poywke
regeneracyjg

Po 8 tygodniach regeneracji liczono liezbregenerowanych kaluséw oraz
liczbe i dtugas¢ zregenerowanycheddw. Z kadej wersji déwiadczenia wybra-
no losowo 30 pddéw, ktére nagpnie wyktadano na pywke MS z dodatkiem
NAA (kwas naftylo-1-octowy). Po 2 tygodniach ukorzenione, w petnisatdd-
cone rgliny przenoszono do ziemi w celu dalszej ich obserwacji. Wzrost iGjozw
roslin w kombinacji kontrolnej (bez saietlania laserem) oraz pochagygch
z réznych czasow navietlania embriogennego kalusa obserwowano w szklarni.

WYNIKI I DYSKUSJA

Mimo nielicznych danych literaturowychwiatto lasera wykorzystuje i
w pracach, w ktérych korzystagst technik kulturin vitro. Z powodzeniem sto-
sowano je do podniesienia efektywnob uzyskiwanych haploidéwegzmienia
w metodzie bulbosowej, w ktorej niedojrzate zarodki uzyskanezgzéwania
Hordeum vulgarez Hordeum bulbosunmodowano w kulturzén vitro. Naswie-
tlaniu poddawano ziarniaklordeum vulgardAdamski i in. 1997), wykladane na
pozywke niedojrzate zarodki (Ryhski i Adamska 1997) oraz pyledordeum
bulbosum ktérym zapylano kwiatyHordeum vulgare(Rybinski i in. 2002).
W prezentowanej pracy fsietlaniu laserowemu poddawano nie cytowanealot
w literaturze w tym kontedcie embriogenne kalusy. Uzyskane wyniki wskazuj
(tab. 1) na niejednoznaczny wphéwiatta lasera na liczbregenerujcych kalu-
séw. Ich liczba przy czasach ekspozycji lasera 30, 45 i 60 minupbsgitzbna jak
w obiekcie kontrolnym (bez saietlania), a jedynie przy najdtazym nawietla-
niu laserem (90 minut) liczba éwietlanych kaluséw rownatagliczbie kaluséw
regenerujcych. W badaniach nad pszgtem (Kataiska i in. 2003), w ktérych
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45 min

Fot. 1. Stymulupcy wptyw lasera na wysoké oraz liczle pedéw raslin regenerujcych z kaluséow
poddanych navietleniu przez: (A) 30 min, (B) 45 min, (C) 60 nonaz 90 min (D) w poréwnaniu

z raslinami kontrolnymi — K

Photo. 1. Stimulating influence of laser on the height amdhber of plant shoots regenerated from
callus irradiated for (A) 30 min, (B) 45 min, (CD 6nin and 90 min (D) in comparison with con-
trol plants — K
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dziataniuswiatta lasera poddawano wyktadane naypde pylniki liczba uzyski-
wanych kaluséw na 100 wytonych pylnikéw byfa istotnie wigza (4,4) arkeli
w kombinacji kontrolnej (23,0), przy 15 minutowej ekspozycji lase@miany
Kazo. Z kolei u ziemniaka gaietlanie laserem przez 15 i 20 minakpw kwia-
towych shizacych do kultur pylnikowych (prowadzonych przy 14-godzin-nym
oswietleniu i temperaturze 24°C) stymulowato w poréwnaniu z aéekkontrol-
nym procent dzigkych st mikrospor, liczle pylnikbw tworzcych struktury
makroskopowe oraz licztzregenerowanych §tin (Przewdny i Rybinski 1994).
Dzigki stymulupcemu dziataniwiatta lasera uzyskano zregenerowandimg
ziemniaka u tak zwanych rodoéw ,upartych” nieadgch we wczéniejszych ba-
daniachzadnej pozytywnej reakcji androgenetyczne;.

Oprocz oceny liczby regenesigych kalusow analizowano rowaigredni
liczbe zregenerowanychedow z jednego kalusa oraz iétedni dtugasé (tab. 1).
Srednia diugéé regenerujcych mdow dla wszystkich czasow svaietlania wyno-
sita 4,1 cm a w kombinacji kontrolnej 4,7 cm. Idexziy, dtugas¢ pedow (4,7 cm)
jak w kombinacji kontrolnej obserwowano przy 60 niowej ekspozycjiwiatta
lasera. W pozostatych kombinacjach z lase¢erdnia dtugé¢ pedow byta nisza
anizeli w obiekcie kontrolnym. Odwrotrtendencgi obserwowano w odniesieniu do
liczby zregenerowanychegddw. W tym wypadku liczbagoléw byta bez wyjtku
wyzsza w kombinacjach z laseremz niv kombinaciji kontrolnejSrednia liczba
pedow dla zastosowanych czasOwswigetlania hcznie wynosita 14,1 przy 10,2
pedach w kombinacji kontrolnej. Najugz stymulacg tej cechy (30,2%) w po-
rownaniu z kontral uzyskano przy 30 minutowym $wietlaniu embriogennego
kalusa. Zastosowanie lasera pozwalaloeks#y¢ liczbe zregenerowanychepgéw
0 26,1-30,2% w stosunku do kontroli, co stanowit®@dio 57 pdéw z 10 nawie-
tlanych grudek kalusa po 8 tygodniach regeneracji. Efekt ofiditagasci pedow
po dziataniuswiatta lasera w poréwnaniu z efektem stymulacji ich liczlyzen
wynika¢ z faktu,ze okré&lony potencjat embriogenezy ogniskowat sia wzro-
scie liczby mdéw wptywahc tym samym na ob#eénie ich dtugéci. W badaniach
nad nawietlaniem laserowym ziaren pszenicy wybrane daimkatta lasera he-
lowo-neonowego stymulowaty nie tylko enerdiietkowania, ale tate liczke
korzonkéw zarodkowych (Drozd i in. 2001).

Wozrost i rozwéj zregenerowanychslio obserwowano w warunkach szklar-
niowych. Przeprowadzone obserwacje udokumentowane materialem fotografic
nym (fot. 1) wskazuwj, ze stymulujcy efekt wyraony wysokdcia roslin w po-
réwnaniu do kontroli utrzymuje sw stadium siewki oraz stadium rozwojulio
prezentowanym na fotografiach, a wielkostymulacji ma zwizek z czasami
nawietlania laserem. Przyspieszenie wzrostu siewek pszeicgziataniuswia-
tta laserowego na ziarniaki obserwowali réwnigrozd i in. (2001), a zwksze-
nie dtugdci korzenia i wysokéci siewek gczmienia Ryhiski i in. (1993).
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Tabela 1. Wptyw czasu n@wietlania laserem na liczbregenerujcych kaluséw oraz liczbi dtu-
gos¢ zregenerowanychepgdw z nawietlanego kalusa po 8 tygodniach od zeftia déwiadczenia
Table 1. Influence of laser irradiation time on number ofererated calli and on length and num-
ber of regenerated shoots from irradiated caliragight weeks from experiment beginning

Srednia liczba* zregene- Srednia diugé¢*

Czas . . . ;
L : Liczba Liczba rowanych pdow regenerujcych

nawietlania , : ) .

laserem nawietlanych  regenerujcych z Jednego_ kalus_a pedow
. kaluséw kalusow (zakres zmiennii) (cm)
(minuty)

L Number Number Average number Average length
aser expo- SO f d shoot f ted
sure time oflrrad!ated of regen_erated of regenerate shoots  of regenerate

. calli calli from one calli shoots
(minutes) o
(range of variation) (cm)
30 10 7 14,6 (1-25) 4,1
45 10 8 13,8 (1-36) 3,6
60 10 8 14,3 (6-21) 47
90 10 10 13,9 (1-20) 4,0
Kontrola
Control 10 8 10,2 (1-20) 4,7

*Wynik po uwzgkdnieniu tylko zregenerowanych kaluséw — The resafer to regenerated calli only.

WNIOSKI

1. Nie wykazano jednoznacznego wplywu zastosowanych czasémiena
tlania laserowgo na licebregenerujcych kaluséw. Ich liczba byta na poziomie
kombinacji kontrolnej z niewielk tendencj do stymulacji wartéci tej cechy
obserwowanej przy 90 minutowymduwdetlaniu.

2. Swiatto lasera w poréwnaniu z kombinadjontrolrm, redukowato diugée
zregenerowanychepdw przy jednoczesnej stymulacji ich liczby w przeliczeniu
na jeden kalus. Najwgz, 30% stymulagj liczby zregenerowanycheddéw ob-
serwowano przy najkrétszym z czasow ekspozycji lasera wyeyasz30 minut.

3. Efekt stymulacji utrzymywat si na dalszych etapach rozwojuslin
w warunkach szklarniowych, co przejawiatQ gih wysokdacia i bujnascia w po-
rownaniu z rélinami uzyskanymi z kombinacji kontrolnej.
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REGENERATION ORMISCANTHUS X GIGANTEUS
CALLI WITH USE OF STIMULATION EFFECT
OF HELIUM-NEON LASER LIGHT

Katarzyna Glowacka, Wojciech Rybki, Stanistaw J®wski

Institute of Plant Genetics, Polish Academy of 8ces, ul. Strzesagka 34, 60-479 Pozha
e-mail: kglo@igr.poznan.pl

Abstract. In 1935 the genddiscanthuswas introduced, by the Danish traveller Olsenmfro
Japan to Europe. In the beginning grasses frongérats were treated as ornamental plants because
of their attractive inflorescence. Since the yeg82Miscanthus x giganteusnd alsoMiscanthus
sinensishave been seen as an alternative source of enéegy effective photosynthesis with high
biomass growth in time unit per assimilation a@ahat causes those pereniiiscanthusplanta-
tions to be a potential renewable ecological soofcenergy. The experiments were a part of the
research work on micropropagation methods improwtraed polyploidization in cultures vitro
of Miscanthusspecies. The present experiments were performedainate the effect of laser light
on theMiscanthus x giganteusalli regeneration. In the research a helium-nkeser was used,
prepared by The Laser Technology Centre in Warszaivich emits red light of the wave-length of
632 nm with 24 mW power and power density of 1 miW?c The embryogenic, three-month old
calli from inflorescence fragments were irradiatath laser light. The He-Ne laser light had a stimu
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lated effect on shots regeneration from irritatedli,cwhile there was not observed any clear laser
effect on the number of regenerated calli. A sligittuction of shoots length was also observed. The
use of laser increased the number of regeneratamtshy26.1-30.1% in comparison to the control.
The biostimulation effect was also observed dufimther growth ofMiscanthus x giganteydants
in greenhouse conditions.

Keywords: calli, helium-neon lasén,vitro culture,Miscanthus x giganteustimulation effect



