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Borgis

oddechowych i kaszlu. Głównymi związkami czynnymi 
surowca (Platycodi radix) są saponiny triterpenowe: 
kwas polygalowy, platykodigenina, platykodyna A, C, 
D i Z (1-3). Ponadto w surowcu tym występują także 
poliacetyleny, inulina, witaminy z grupy B i śladowe 
ilości alkaloidów. Rozwar wielkokwiatowy stanowi 
cenne źródło saponin o działaniu wykrztuśnym (4). 
Przypisuje się im również działanie przeciwzapal-
ne (5-7), hepatochronne (8), obniżające stężenie 
triacylogliceroli i cholesterolu we krwi (9), a także 
przeciwnowotworowe (10).

Piśmiennictwo dotyczące badań tego gatunku 
w hodowlach in vitro jest skąpe, a większość prac 
publikowana jest w języku chińskim lub koreańskim. 
Dotychczasowe publikacje wskazują, że prowadzone 
badania ograniczały się do mikrorozmnażania (11), 
hodowli kalusa w bioreaktorze i biokonwersji związ-
ków taksanowych do nowych taksanoidów (12) oraz 
otrzymywania korzeni transformowanych (13-14). 

Cel pracy
Celem prowadzonych badań było otrzymanie tkanki 

kalusowej oraz określenie jej podstawowych parame-
trów wzrostu.

Materiał i metody
Hodowle kalusowe zainicjowano z eksplantatów 

pobranych ze sterylnych siewek. Nasiona pochodziły 
z wyselekcjonowanych roślin o białych kwiatach, wy-
hodowanych w Ogrodzie Roślin Leczniczych Instytutu 
Włókien Naturalnych i Roślin Zielarskich. Nasiona 
sterylizowano wg schematu: 70% etanol w czasie 
2 min, ACE® zawierający 5% podchloryn sodu z do-
datkiem kilku kropel Tweenu 20 (Sigma) w czasie 
20 min. Nasiona płukano pięciokrotnie w sterylnej 
wodzie podwójnie destylowanej i wykładano na szalki 

OBTAINING OF PLATYCODON GRANDIFLORUM JACQ. 
A. DC CALLUS TISSUE AND ITS GROWTH DYNAMIC

SUMMARY
Balloon flower (Platycodon grandiflorum Jacq. A. DC) is a pe-
rennial plant (Campanulaceae family) originated from North-
East Asia, traditionally used in bronchitis, asthma and cough. 
The roots of plant contain triterpenoids saponins – main active 
compounds with wide spectrum of pharmacology activities: expec-
toral, anti-inflammatory, hepatoprotective, anti-hyperlipidemic, 
cholesterol-lowering, and anticancer too. Studies on Platycodon 
grandiflorum in vitro cultures were limited so far to hairy root 
cultures, biotransformation and micropropagation protocols. The 
aim of the study was to obtain and determine growth parameters 
of callus tissue. Callus cultures were initiated from explants 
derived from sterile seedlings on solidified MS and LS medium 
supplemented with 2,4-D, NAA, BA and adenine chloride. Cal-
lus tissue obtained from root explants (line K) and cultured on 
MS medium with BA (2.0 mg/l), NAA (2.0 mg/l) and adenine 
chloride (1.0 mg/l) was chosen as material for growth experiments. 
Measurement of growth parameters (fresh and dried weight, con-
tent of dry weight and growth index) was performed in duplicate 
for 24 and 27 passages. Results indicated an intense growth of 
callus up to the 15th day of culture, after which time tissue was 
growing slowly. The differences in increase of biomass between 
passages were noted. Callus (passage 24) was able to increase 
biomass (fresh weight) up to 7-fold, while passage 27 – 2-fold 
only. The results showed that callus tissue is characterized by good 
growth parameters and can provide adequate source of material 
for suspension culture and further research.
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Wstęp

Rozwar wielkokwiatowy (Platycodon grandiflorum 
Jacq. A. DC) to bylina z rodziny Dzwonkowatych 
(Campanulaceae) pochodząca z północno-wschodniej 
Azji. Korzenie tego gatunku stosowane są w tradycyj-
nej medycynie chińskiej w chorobach górnych dróg 
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Petriego z wilgotną bibułą. Nasiona kiełkowały na 
świetle w ciągu 1-2 tygodni. Uzyskane siewki w wieku 
2-3 tygodni cięto na eksplantaty. Korzenie, liścienie, 
hypokotyle lub epikotyle o wielkości około 0,5-1,0 cm 
wykładano na podłoża MS lub LS (wg Muraschi-
ge-Skoog’a lub Linsmayera-Skoog’a) (15) z dodat-
kiem regulatorów wzrostu: kwasu dichlorofenoksy-
octowego (2,4-D), kwasu naftylooctowego (NAA), 
6-benzyloaminopuryny (BA) lub chlorku adeniny. 
Regulatory wzrostu zastosowano w stężeniach: 1,0-
2,0 mg/l (2,4-D), 2,0 mg/l (NAA i BA), i 1,0 mg/l (chlo-
rek adeniny). Doświadczenia prowadzono na świetle 
(ok. 150 E·μMm-2·s-1) z zastosowaniem zmiennego 
oświetlenia (16 godzin naświetlenia i 8 godzin ciem-
ności) lub w ciemności w temperaturze 23(± 2)oC). 
Otrzymane hodowle kalusowe pasażowano na świeże 
pożywki co 3-4 tygodnie.

Dla kalusa otrzymanego z eksplantatów korze-
niowych (linia K) przeprowadzono badanie dyna-
miki wzrostu. Pomiary dokonywano w odstępach 
5-dniowych przez okres 20 dni, określając masę świeżą 
i suchą tkanki, zawartość suchej masy, przyrost świe-
żej i suchej masy oraz współczynnik przyrostu masy 
suchej. Współczynnik przyrostu masy obliczono wg 
następującego wzoru:

Współczynnik przyrostu masy = 
przyrost masy

;
masa początkowa

gdzie:
masa początkowa oznacza masę tkanki w tygodniu 0 

(w dniu pasażu).

Pomiary i suszenie kalusa przeprowadzano na wa-
gosuszarkach (HR-73 Mettler Toledo) w tempera-
turze 105oC. Wielkość próby wynosiła 10 hodowli 
(szalek). Badania wykonano w dwóch powtórzeniach 
dla pasażu 24 i 27. 

Wyniki
Otrzymano 18 linii kalusa rozwaru wielkokwia-

towego z eksplantatów korzeniowych, liścieni i epi-
kotyli. Z linii kalusów pierwotnych wybrano jedną 
linię pochodzącą z korzenia siewki (linia K) do 
badań dynamiki wzrostu (ryc. 1-3, tab. 1). Tkanka 
linii K hodowana była na podłożu wg Murashige-
-Skoog’a z dodatkiem BA (2 mg/l), NAA (2 mg/l) 
i chlorku adeniny (1 mg/l). 

Badania dynamiki wzrostu tkanki kalusowej wska-
zują na intensywny przyrost świeżej i suchej masy 
tkanki do 15 dnia hodowli; po tym terminie tkanka 
rosła wolniej. Największy przyrost suchej i świeżej 

Ryc. 2. Zmiany masy suchej kalusa (linii K) rozwaru wielko-
kwiatowego w trakcie określania dynamiki wzrostu. Doświad-
czenie wykonano dla pasaży 24 i 27. 

Ryc. 1. Zmiany masy świeżej kalusa (linii K) rozwaru wielko-
kwiatowego w trakcie określania dynamiki wzrostu. Doświad-
czenie wykonano dla pasaży 24 i 27. 

Ryc. 3. Zmiany procentowej zawartości masy suchej kalusa 
(linii K) rozwaru wielkokwiatowego w trakcie określania dyna-
miki wzrostu. Doświadczenie wykonano dla pasaży 24 i 27. 

masy odnotowano między 5 a 10 dniem hodowli 
(tab. 1). Około 5 dnia cyklu odnotowano największą 
procentową zawartość masy suchej – powyżej 4%. 
Od tego dnia zawartość masy suchej systematycznie 
spadała do 2,8 i 2,3%. Maksymalną wartość masy 
świeżej tkanka kalusowa osiągała około 20 dnia dla 
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Dyskusja
Pomimo różnic wartości masy suchej i świeżej oraz 

współczynników przyrostu masy między pasażami, 
dynamika wzrostu tkanki kalusowej jest podobna. 
W fazie początkowej wzrostu (między 0 a 5 dniem) 
komórki przygotowują się do podziałów, następuje 
intensywna produkcja białek, w tym enzymów nie-
zbędnych do podziałów komórkowych, stąd najwyż-

sza procentowa zawartość masy suchej. Następna 
faza wzrostu – ekspotencjalna, trwa od 5 do około 
15 dnia, gdzie komórki intensywnie się dzielą i rosną. 
Po 15 dniach następuje spowolnienie tempa podziałów 
komórkowych i wzrostu. Tkanka kalusowa przechodzi 
w stacjonarną fazę wzrostu między 15 a 20 dniem. 
Osiąga wtedy maksymalne wartości masy świeżej 
i suchej. Kolejny etap to powolne starzenie się i ob-
umieranie tkanek.

Dynamika wzrostu kalusa rozwaru wielkokwiato-
wego odzwierciedla typową krzywą wzrostu charakte-
rystyczną dla wielu hodowli kalusowych. Stwierdzone 
różnice w osiąganych wartościach przyrostu biomasy 
między pasażami mogą wynikać z różnicy w aktywności 
rozwoju pasażowanej tkanki (wraz ze wzrostem liczby 
pasaży aktywność rozwoju tkanki maleje) oraz począt-
kowego inokulum. Zbyt duże inokulum, może przyczy-
niać się do szybszego starzenia się tkanki, ze względu 
na ograniczoną (niewystarczającą) przestrzeń naczynia 
hodowlanego i wyczerpujące się zasoby podłoża.

Wnioski
1. Przeprowadzone pomiary dynamiki wzrostu wyka-

zały, że pożywka wg Murashige-Skoog’a z dodat-
kiem BA (2 mg/l), NAA (2 mg/l) i chlorku adeniny 
(1 mg/l) jest odpowiednią pożywką do wzrostu 
tkanki kalusowej rozwaru wielkokwiatowego.

2. Właściwym terminem pasażowania kalusa jest prze-
łom trzeciego i czwartego tygodnia hodowli, kiedy 
kalus osiąga stacjonarną fazę wzrostu.

3. Tkanka kalusowa linii K charakteryzuje się dobrymi 
parametrami wzrostu i może stanowić źródło od-
powiedniego materiału tkankowego do założenia 
hodowli suspensyjnej i prowadzenia dalszych badań.
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Hodowla (dni)

Przyrost masy 
suchej [g]

Współczynnik 
przyrostu masy 

suchej [g]

24 
pasaż

27 
pasaż

24 
pasaż

27 
pasaż

5 0,0666 0,0242 0,96 0,15

10 0,2969 0,11 4,28 0,70

15 0,3672 0,1887 5,29 1,20

20 0,4099 0,1742 5,91 1,11

Tabela 2. Wielokrotność przyrostu masy świeżej i suchej 
kalusa rozwaru wielkokwiatowego w ciągu 20 dni.

Hodowla
(dni)

Wielokrotność przyrostu 

masy świeżej masy suchej

24 
pasaż

27 
pasaż

24 
pasaż

27 
pasaż

5 1,23 0,8 1,96 1,15

10 4,0 1,43 5,28 1,7

15 5,56 2,02 6,29 2,2

20 7,56 2,27 6,91 2,12
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