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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 15" 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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Wstep

Rozwar wielkokwiatowy (Platycodon grandiflorum
Jacq. A. DC) to bylina z rodziny Dzwonkowatych
(Campanulaceae) pochodzaca z péinocno-wschodniej
Azji. Korzenie tego gatunku stosowane sg w tradycyj-
nej medycynie chifiskiej w chorobach gérnych drég
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oddechowych i kaszlu. Gtéwnymi zwigzkami czynnymi
surowca (Platycodi radix) sa saponiny triterpenowe:
kwas polygalowy, platykodigenina, platykodyna A, C,
D iZ (1-3). Ponadto w surowcu tym wystepuja takze
poliacetyleny, inulina, witaminy z grupy B i Sladowe
ilodci alkaloidéw. Rozwar wielkokwiatowy stanowi
cenne zrddlo saponin o dziataniu wykrztusnym (4).
Przypisuje si¢ im réwniez dziatanie przeciwzapal-
ne (5-7), hepatochronne (8), obnizajace st¢zenie
triacylogliceroli i cholesterolu we krwi (9), a takze
przeciwnowotworowe (10).

PiSmiennictwo dotyczace badan tego gatunku
w hodowlach in vitro jest skape, a wigkszo$¢ prac
publikowana jest w jezyku chifiskim lub koreanskim.
Dotychczasowe publikacje wskazuja, ze prowadzone
badania ograniczaly si¢ do mikrorozmnazania (11),
hodowli kalusa w bioreaktorze i biokonwersji zwiaz-
kow taksanowych do nowych taksanoidéw (12) oraz
otrzymywania korzeni transformowanych (13-14).

Cel pracy

Celem prowadzonych badan byto otrzymanie tkanki
kalusowej oraz okreSlenie jej podstawowych parame-
tréw wzrostu.

Materiat i metody

Hodowle kalusowe zainicjowano z eksplantatow
pobranych ze sterylnych siewek. Nasiona pochodzity
z wyselekcjonowanych roSlin o biatych kwiatach, wy-
hodowanych w Ogrodzie Roslin Leczniczych Instytutu
Widkien Naturalnych i Roslin Zielarskich. Nasiona
sterylizowano wg schematu: 70% etanol w czasie
2 min, ACE® zawierajacy 5% podchloryn sodu z do-
datkiem kilku kropel Tweenu 20 (Sigma) w czasie
20 min. Nasiona ptukano pigciokrotnie w sterylnej
wodzie podwdjnie destylowanej i wyktadano na szalki
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Petriego z wilgotna bibuta. Nasiona kietkowaly na
Swietle w ciagu 1-2 tygodni. Uzyskane siewki w wieku
2-3 tygodni cieto na eksplantaty. Korzenie, liScienie,
hypokotyle lub epikotyle o wielkosci okoto 0,5-1,0 cm
wyktadano na podtoza MS lub LS (wg Muraschi-
ge-Skoog’a lub Linsmayera-Skoog’a) (15) z dodat-
kiem regulatoréw wzrostu: kwasu dichlorofenoksy-
octowego (2,4-D), kwasu naftylooctowego (NAA),
6-benzyloaminopuryny (BA) lub chlorku adeniny.
Regulatory wzrostu zastosowano w stezeniach: 1,0-
2,0mg/1 (2,4-D), 2,0 mg/l (NAA iBA), 1,0 mg/ (chlo-
rek adeniny). Doswiadczenia prowadzono na $wietle
(ok. 150 E'MMm-Z‘S-l) z zastosowaniem zmiennego
o$wietlenia (16 godzin naswietlenia i 8 godzin ciem-
nosci) lub w ciemnosci w temperaturze 23(x 2)°C).
Otrzymane hodowle kalusowe pasazowano na §wieze
pozywki co 3-4 tygodnie.

Dla kalusa otrzymanego z eksplantatow korze-
niowych (linia K) przeprowadzono badanie dyna-
miki wzrostu. Pomiary dokonywano w odstepach
5-dniowych przez okres 20 dni, okreslajac mase Swieza
i sucha tkanki, zawarto$¢ suchej masy, przyrost swie-
zej 1 suchej masy oraz wspoétczynnik przyrostu masy
suchej. Wspdtczynnik przyrostu masy obliczono wg
nastepujacego wzoru:

przyrost masy
Wspotczynnik przyrostu masy = ;
masa poczatkowa

gdzie:
masa poczatkowa oznacza mase¢ tkanki w tygodniu 0
(w dniu pasazu).

Pomiary i suszenie kalusa przeprowadzano na wa-
gosuszarkach (HR-73 Mettler Toledo) w tempera-
turze 105°C. Wielko$¢ proby wynosita 10 hodowli
(szalek). Badania wykonano w dwéch powtdrzeniach
dla pasazu 24 i 27.

Wyniki

Otrzymano 18 linii kalusa rozwaru wielkokwia-
towego z eksplantatéw korzeniowych, liScieni i epi-
kotyli. Z linii kaluséw pierwotnych wybrano jedna
lini¢ pochodzaca z korzenia siewki (linia K) do
badan dynamiki wzrostu (ryc. 1-3, tab. 1). Tkanka
linii K hodowana byta na podtozu 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-
Zuja na intensywny przyrost Swiezej i suchej masy
tkanki do 15 dnia hodowli; po tym terminie tkanka
rosta wolniej. Najwigkszy przyrost suchej i Swiezej
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Ryc. 1. Zmiany masy $wiezej kalusa (linii K) rozwaru wielko-
kwiatowego w trakcie okreslania dynamiki wzrostu. Doswiad-
czenie wykonano dla pasazy 24 i 27.
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Ryc. 2. Zmiany masy suchej kalusa (linii K) rozwaru wielko-
kwiatowego w trakcie okreslania dynamiki wzrostu. Do$wiad-
czenie wykonano dla pasazy 24 i 27.
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Ryc. 3. Zmiany procentowej zawarto$ci masy suchej kalusa
(linii K)) rozwaru wielkokwiatowego w trakcie okreSlania dyna-
miki wzrostu. Do$wiadczenie wykonano dla pasazy 24 i 27.

masy odnotowano miedzy 5 a 10 dniem hodowli
(tab. 1). Okoto 5 dnia cyklu odnotowano najwicksza
procentowa zawarto$¢ masy suchej — powyzej 4%.
Od tego dnia zawarto§¢ masy suchej systematycznie
spadata do 2,8 i 2,3%. Maksymalna warto$¢ masy
Swiezej tkanka kalusowa osiagata okoto 20 dnia dla
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Tabela 1. Przyrost masy suchej i wspotczynnik przyrostu
masy suchej kalusa (linia K) rozwaru wielkokwiatowego
w ciagu 20 dni.

Wspotczynnik
Przyrost mas'
:xchei [] y przyrostt_: masy
Hodowla (dni) suchej [g]
24 27 24 27
pasaz pasaz pasaz pasaz
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

obu pasazy. W przypadku masy suchej, maksimum
dla pasazu 27 przypadato okoto 15 dnia, a dla pasazu
24 — 20 dnia hodowli. Warto$ci maksymalne masy
suchej, jak i §wiezej dla obu pasazy (24 i 27), r6znily
sie i wynosily odpowiednio 18,751 11,98 g dla masy
Swiezej 1 0,48 g i 0,35 g dla masy suche;j.
Stwierdzono, ze w trakcie doSwiadczenia tkanka ka-
lusowa (pasaz 24) zwickszyla swoja mase sucha niemal
siedmiokrotnie, a mase §wiezg ponad 7 razy (tab. 1
i 2). Pasaz 27 charakteryzowal si¢ duzo mniejszym
przyrostem — odnotowano tylko dwukrotny przyrost
masy $wiezej i suchej w ostatnim dniu doS§wiadczenia.

Tabela 2. WielokrotnoS§¢ przyrostu masy $wiezej i suchej
kalusa rozwaru wielkokwiatowego w ciagu 20 dni.

Wielokrotnos$¢é przyrostu
Hodowla masy $wiezej masy suchej
(dni)
24 27 24 27
pasaz pasaz pasaz pasaz
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
Dyskusja

Pomimo réznic wartoSci masy suchej i Swiezej oraz
wspOtczynnikéw przyrostu masy miedzy pasazami,
dynamika wzrostu tkanki kalusowej jest podobna.
W fazie poczatkowej wzrostu (miedzy 0 a 5 dniem)
komorki przygotowuja sie do podzialéw, nastepuje
intensywna produkcja bialek, w tym enzymdéw nie-
zbednych do podziatéw komoérkowych, stad najwyz-

sza procentowa zawartoS¢ masy suchej. Nastepna
faza wzrostu — ekspotencjalna, trwa od 5 do okoto
15 dnia, gdzie komorki intensywnie sie dziela i rosna.
Po 15 dniach nastepuje spowolnienie tempa podziatoéw
komorkowych i wzrostu. Tkanka kalusowa przechodzi
w stacjonarng faze wzrostu miedzy 15 a 20 dniem.
Osiaga wtedy maksymalne wartoSci masy Swiezej
i suchej. Kolejny etap to powolne starzenie si¢ i ob-
umieranie tkanek.

Dynamika wzrostu kalusa rozwaru wielkokwiato-
wego odzwierciedla typowa krzywa wzrostu charakte-
rystyczna dla wielu hodowli kalusowych. Stwierdzone
réznice w osiaganych wartoSciach przyrostu biomasy
miedzy pasazami moga wynikac z r6znicy w aktywnosci
rozwoju pasazowanej tkanki (wraz ze wzrostem liczby
pasazy aktywnos¢ rozwoju tkanki maleje) oraz poczat-
kowego inokulum. Zbyt duze inokulum, moze przyczy-
niac si¢ do szybszego starzenia si¢ tkanki, ze wzgledu
na ograniczong (niewystarczajaca) przestrzen naczynia
hodowlanego i wyczerpujace si¢ zasoby podtoza.

Wnhioski

1. Przeprowadzone pomiary dynamiki wzrostu wyka-
zaly, ze pozywka wg Murashige-Skoog’a z dodat-
kiem BA (2 mg/l), NAA (2 mg/l) i chlorku adeniny
(1 mg/l) jest odpowiednig pozywka do wzrostu
tkanki kalusowej rozwaru wielkokwiatowego.

2. Wiasciwym terminem pasazowania kalusa jest prze-
fom trzeciego i czwartego tygodnia hodowli, kiedy
kalus osiaga stacjonarng fazg wzrostu.

3. Tkanka kalusowa linii K charakteryzuje si¢ dobrymi
parametrami wzrostu i moze stanowi¢ zZrédto od-
powiedniego materiatu tkankowego do zatozenia
hodowli suspensyjnej i prowadzenia dalszych badan.
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