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Stimulating the effect of biotic elicitors on the production of pharma-
cologically active secondary metabolites in plant in vitro cultures

Summary

Plant secondary products are the substances of great importance in many
spheres of human life. In recent years, many methods have been investigated in
order to increase yield of these compounds, synthesized in plant in vitro cul-
tures — systems, which proved to be very useful and efficient for this purpose.
Among these techniques, biotic elicitation, although not yet applied to a large
scale production, proved to be a very efficient procedure on laboratory scale.
One of the major aims of the studies on biotic elicitation of plants is to identify
universal and effective, but at the same time the cheapest and simplest elicitors
which could be used to increase secondary metabolites’ production in plant in
vitro cultures. This review focuses on different biotic elicitors of complex com-
position (e.g.: fungal culture filtrates and homogenates), as well as those with a
known structure (e.g.: chitosan or ergosterol). The factors influencing the elici-
tation process as well as ways of improving efficiency of this method by combin-
ing it with other techniques, which can also increase plant tissue productivity,
are also discussed.
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1. Wstep

Rosliny syntetyzujg ogromna liczbe aktywnych biologicznie zwigzkéw chemicz-
nych bedacych metabolitami wtérnymi. Substancje te sg gatunkowo specyficzne
i nie biorg udzialu w metabolizmie podstawowym, ale majg zasadnicze znaczenie
w przystosowaniu sie roslin do zmiennych warunkéw srodowiska (1). Wéréd meta-
bolitow wtérnych wyrézniamy szeroka game zwigzkéw takich jak np. alkaloidy,
olejki eteryczne, taniny, sterole, fitoaleksyny, zwiazki fenolowe, terpeny, kumaryny
i inne. Metabolity wtorne znalazly zastosowanie jako leki, naturalne barwniki, srod-
ki zapachowe lub pestycydy (2). Do zwiazkéw roslinnych wykorzystywanych w ce-
lach uzytkowych nalezg m.in. stosowane do barwienia zywnoSci betalainy, chinony,
flawonoidy, a takze zwigzki zapachowe i olejki eteryczne. W przemysle kosmetycz-
nym znalazly réwniez zastosowanie metabolity wtorne o wtasciwosciach przeciwu-
tleniaczy. Jednak najwazniejszymi cechami substancji syntetyzowanych w roslinach
sg ich wlasciwosci lecznicze.

Rosliny stanowig niewyczerpane zrédio réznorodnych zwiazkoéw, ktére moga
by¢ potencjalnie wykorzystane jako leki, jednak do tej pory poznano jedynie ich nie-
wielkg cze$§¢. Obecnie znanych jest okoto 100 000 substancji bedacych roslinnymi
metabolitami wtérnymi, a kazdego roku odkrywanych jest okoto 4000 nowych (3).
Mimo znajomoSci ich struktury i wtasciwosci, chemiczna synteza takich zwigzkéow,
posiadajacych czesto niezwykle skomplikowang budowe, jest nieoptacalna lub nie-
mozliwa do przeprowadzenia za pomoca dostepnych metod (3).

Skuteczng metoda podnoszenia produkcji metabolitéw wtornych w wielu syste-
mach ro$linnych okazala sie elicytacja. Termin ,elicytor” zostal wprowadzony
w 1975 r. i wtedy tez przeprowadzono pierwsze doswiadczenia z elicytacjg w kultu-
rach roslinnych in vitro (4). Elicytory sg fizycznymi lub chemicznymi czynnikami stre-
sowymi stymulujgcymi odpowiedZ obronng roslin (4). Poniewaz szlaki wtérnego
metabolizmu aktywowane sg przez czynniki stresowe, elicytory stosowane sg do
zwiekszania syntezy tych substancji w roslinnych kulturach in vitro. Dodatkowo,
substancje te moga stymulowa¢ uwalnianie komoérkowych produktéow do pozywki
(5). Ze wzgledu na miejsce powstawania, elicytory dzielone sg na endo- i egzogen-
ne, z kolei w zaleznosci od ich pochodzenia rozréznia sie: elicytory biotyczne i abio-
tyczne (6). Do abiotycznych elicytoréw zalicza sie¢ m.in. promieniowanie UV, sole
metali ciezkich, a takze ztozone substancje chemiczne jak Regalis® czy BION® (5,7).

Elicytorami biotycznymi sg zwigzki zarowno pochodzenia roslinnego (endogen-
ne), jak i produkowane w organizmie patogena (egzogenne) (8). Najcze$ciej stoso-
wanymi biotycznymi elicytorami sa ztozone zwigzki chemicznie, o czesto nie w petni
zdefiniowanym sktadzie, takie jak ekstrakty grzybowe czy bakteryjne (6). Do elicyto-
row o zdefiniowanej budowie nalezg substancje o strukturze m.in. weglowodanéw,
biatek i steroli. Doktadny mechanizm dziatania elicytoréw nie jest do konca pozna-
ny. Wiadomo, ze stymulacja szlakéw metabolizmu wtérnego w elicytowanych ko-
moérkach zachodzi w wyniku odpowiedzi rosliny na stres biotyczny, ktérym w natu-
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ralnych warunkach jest atak patogenow. Aktywacja mechanizméw obronnych, do
ktorych nalezy produkcja zwigzkéw toksycznych dla czynnika chorobotworczego,
decyduje o przetrwaniu rosliny i zwalczeniu infekcji (3,4,9). Innymi zwiazkami po-
siadajgcymi wiasciwosci elicytorow, a uczestniczacymi w transmisji sygnalow w or-
ganizmie roslinnym i syntetyzowanymi w warunkach naturalnych przez komoérki sg
m.in. kwas jasmonowy (JA) i kwas salicylowy (SA) (5,10).

2. Elicytory biotyczne

Wiele substancji pochodzenia biotycznego posiada wiasciwosci elicytora w sto-
sunku do tkanek roslinnych hodowanych w systemach in vitro. Naleza do nich m.in.
mieszaniny zwigzkéw o ztozonym skiadzie otrzymywane w wyniku homogenizagji
lub filtracji kultur grzybowych i bakteryjnych. W ostatnich latach wyizolowano tak-
ze szereg substancji o zdefiniowanej budowie i silnej aktywnosci elicytorowej. Cze-
$¢ z nich najprawdopodobniej stanowi czynnik aktywny elicytoréw ztozonych. Pro-
wadzone sg badania nad mechanizmami dziatania tych czasteczek oraz ich recepto-
rom w obrebie komérki roslinnej (4).

2.1. Elicytory o budowie zloZonej

2.1.1. Elicytory grzybowe

Homogenaty i filtraty z kultur wielu gatunkow grzybow (gtownie patogenow ros-
linnych) znalazly zastosowanie jako elicytory metabolitow wtérnych w roslinnych
kulturach in vitro (4). W wiekszos$ci przypadkéw preparaty grzybowe powodujg re-
dukcje wzrostu kultury roslinnej, a takze stymulujg uwalnianie metabolitow wtor-
nych do pozywki.

Elicytor uzyskany z tego samego gatunku grzyba moze w zupetnie inny spos6b
oddziatywa¢ na komérki réznych gatunkéw roslin. Elicytacja zawiesiny komoérek
Catharanthus roseus filtratem z patogena grzybowego Pythium aphanidermatum nie
spowodowata stymulacji syntezy alkaloidow indolowych (11). Zaobserwowano, co
prawda, znaczne zwiekszenie aktywnos$ci dwéch enzymoéw szlaku ich syntezy: syn-
tazy kwasu antranilowego oraz dekarboksylazy tryptofanu, ale aktywno$¢ innych
pozostata bez zmian lub zmniejszyta sie pod wptywem elicytacji. W rezultacie zaob-
serwowano akumulacje tryptaminy, prekursora alkaloidéw indolowych, natomiast
brak zwiekszenia zawarto$ci ajmalicyny oraz syntezy katarantyny i serpentyny. Ba-
dajac zywotnos¢ komérek elicytowanej kultury za pomocg barwienia dioctanem flu-
oresceiny, stwierdzono spadek liczby zywych komérek do 75% wzgledem kontroli
(11). Bais i in. (12) wykazali natomiast, ze filtrat z mycelium tego samego grzyba
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(P. aphanidermatum) stymulowat produkcje kumaryn (eskuliny i eskuletyny) w kultu-
rze korzeni wlosnikowatych Cichorium intybus, dodatkowo powodujac niewielki
wzrost biomasy hodowli w poréwnaniu do kontroli.

Homogenat z patogenicznego grzyba Fusarium solani byt nieskuteczny w elicyta-
¢ji diosgeniny w zawiesinie komorkowej Dioscorea galeottiana (13), natomiast powo-
dowat wzrost aktywnosci amoniakoliazy fenyloalaniny (PAL) poprzedzony zwieksze-
niem poziomu PAL mRNA w kulturze zawiesinowej Nicotiana tabacum (10) oraz sty-
mulowat ponad 3-krotny wzrost zawartos$ci alkaloidéw indolowych w kulturze za-
wiesinowej C. roseus (14).

Stwierdzono takze, ze w zaleznosci od gatunku grzyba uzytego do elicytacji, re-
akcja komérek roslinnych moze by¢ ro6zna, a takze, ze czynniki wplywajgce na efek-
tywno$¢ produkcji moga ulec zmianie. Cline i Coscia (15) elicytowali kultury zawiesi-
nowe Papaver bracteatum za pomoca homogenatu z Dendryphion penicillatum, patoge-
na roslin z rodzaju Papaver oraz preparatu z konidiéw Verticillium dahliae, patogena
o szerokim spektrum gospodarzy. Niezaleznie od obecnosci hormonéw w pozywce,
homogenat D. penicillatum powodowal wzrost zawarto$ci alkaloidu sanguinaryny do
poziomu 460 ng/g Swiezej masy (§.m.) w porownaniu z ok. 40 pg/g §.m. w kulturze
kontrolnej. Z kolei elicytor z V. dahliae, stymulowat produkcje tego alkaloidu jedynie
na pozywce pozbawionej regulatoréw wzrostu (uzyskano 4758,8 pg/g $.m.). Oba
preparaty grzybowe indukowaly uwolnienie alkaloidu do pozywki (15).

Oproécz preparatow z typowych patogendéw roslinnych, takze preparaty uzyska-
ne z gatunkow saprofitycznych majg zdolno$¢ do wywotywania syntezy metaboli-
tow wtérnych w komérkach roslinnych. Przyktadem jest elicytacja kultury korzeni
wlosnikowatych Artemisia annua preparatem z endofitycznego dla tego gatunku
grzyba Colletotrichum sp. (16). Zaobserwowano wzrost zawartosci artemizyny w ko-
morkach A. annua oraz nieznaczny spadek tempa wzrostu korzeni w poréwnaniu do
kontroli. Nie stwierdzono uwalniania produktu do pozywki. Skutecznos$¢ elicytacji
zalezata od stezenia i czasu dziatania elicytora oraz od wieku elicytowanych korzeni.

W zaleznoS$ci od sposobu przygotowania kultury grzybowej, uzytej potem jako
elicytor, otrzymane preparaty wykazywaty rézny wptyw, zaréwno na przyrost bio-
masy jak i na produkcje metabolitow wtornych w hodowlach roslinnych. Podczas
gdy ekstrakt z grzybni P. aphanidermatum dodany do kultury korzeni wlo$nikowa-
tych Cichorium intybus, powodowat spowolnienie wzrostu kultury oraz zmniejszenie
produkgji kumaryn i poliamin, to filtrat z kultury tego samego grzyba stymulowat
zaréwno wzrost hodowli jak i synteze metabolitéw (12). Zhao i in. (14) badali wptyw
homogenatéw grzybni i filtratow kultur 12 gatunkéw grzybow na produkcje alkalo-
idéw indolowych w zawiesinie komérkowej C. roseus. Wszystkie elicytory spowodo-
waly redukcje zywotnos$ci komérek roslinnych oraz zmiane barwy kultury z zoéltej
na brazowa. Jednak, zaréwno intensywnosc¢ koloru zawiesiny po elicytagcji, catkowi-
ta zawarto$¢ alkaloidow, odsetek produktu uwalnianego do pozywki jak i proporcje
pomiedzy katarantyng, ajmalicyna i serpentyng, roznity sie w zaleznosci od gatunku
grzyba oraz rodzaju elicytora (filtrat lub homogenat grzybowy). Skutecznymi elicyto-
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rami byly homogenaty grzybni F. solani, P. irregulare, Aspergillum niger oraz Ustilaginodia
verens, natomiast nieefektywne okazaly sie preparaty z grzybow z rodzaju Mucor
(M. fragilis i M. rouxianus). Jedynie 5 filtratow kultur grzybowych skutecznie stymulo-
walo synteze alkaloidow indolowych. Niektére z nich powodowaly stabsza, inne
wyzszg akumulacje produktéw niz uzyskane z tych samych gatunkéw homogenaty.
Homogenat z U. verens, jak sie okazatlo, byt najbardziej efektywnym i uniwersalnym
elicytorem sposréd badanych. Optymalizujgc dawke elicytora, linie komérkowa
C. roseus, wiek kultury i czas elicytacji udalo sie osiagna¢ 5-krotny wzrost produkcji
alkaloidow (14).

Wiele preparatow grzybowych stymulowato uwalnianie wtornych metabolitéw
do pozywki. Preparaty z A. niger i Rhizopus oryzae oprocz skutecznej elicytacji pro-
dukgji plumbaginy w zawiesinie Plumbago rosea (ponad 3-krotny wzrost syntezy) po-
wodowaly wzrost odsetka uwalnianego do pozywki produktu o ok. 10% wzgledem
kontroli (co stanowilo okoto 30% catkowitej produkcji) (17). Zhao i in. (14) zaobser-
wowali uwolnienie z komoérek ponad 80% catkowitej ilosci wyprodukowanych alka-
loidéw indolowych (ponad 30-krotnie wiecej niz w kontroli) w wyniku elicytacji kul-
tury zawiesinowej C. roseus homogenatami z U. verens i A. niger.

W wielu przypadkach ztozone elicytory grzybowe powodowaty redukcje bioma-
sy kultury (11,14,16), a mimo to niektére z nich, jak sie okazato, mialy korzystny
wplyw na wzrost hodowli. Bais i in. (12) wykazali, ze dodatek ekstraktu lub filtratu
z hodowli patogenicznego grzyba Phytophtora parasitica var. nicotiana do kultury ko-
rzeni wlo$nikowatych Cichorium intybus, poza zwiekszeniem ilo$ci produkowanych
kumaryn (ok. 400% w stosunku do kontroli) i poliamin (ok. 130% w stosunku do kon-
troli), wywotat wzrost grubosci i stopnia rozgatezienia korzeni. W rezultacie konco-
wa biomasa elicytowanej hodowli byta 1,5-krotnie wieksza niz w kulturze kontrol-
nej (12). Takze w wyniku elicytacji transformowanych korzeni Ocimum basilicum za
pomocg preparatéw z P. cinamoni i P. drechsleri, biomasa kultury wzrosta odpowied-
nio o 87 i 28%. Zanotowano réwniez znaczny wzrost produkcji kwasu rozmarynowe-
go (18).

Na szczeg6lng uwage zastuguja grzyby z gatunku Saccharomyces cerevisiae, ktére-
go ekstrakt posiada aktywnos$¢ elicytorowg wykazang w wielu systemach roslinnych.
Wykazano, ze w wiekszosci przypadkéw, jego dodatek do pozywki nie wplywa ne-
gatywnie na wzrost biomasy kultury oraz stymuluje uwalnianie produktéw do po-
zywki.

Wykazano pozytywny wptyw ekstraktu drozdzowego (YE) na akumulacje triter-
penoidéw (gtéwnie kwasu ursolowego i oleanolowego) w zawiesinie komérkowej
Scutellaria baicalensis (19). Filtrat ekstraktu z S. cerevisiae podzielono na 2 frakcje za-
wierajace zwigzki o ré6znej masie czasteczkowej (YE-1 m.cz. >10,000 Da oraz YE-2
m.cz < 10,000 Da). Skuteczniejszym elicytorem, jak sie okazatlo, byta frakcja YE-1,
ktorg stosowano w ilo$ci 50 mg/l pozywki. Zaobserwowano wzrost produkgji triter-
penoidow, z ktoérych wiekszos$¢ zostata wydzielona do podioza oraz gwaitowna
zmiane barwy kultury z jasnozéttej na jasnobrazowa. Udowodniono takze, ze elicy-
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tor dziata na komérki aktywujac szlak oktadekanoidowy (19). W kulturze zawiesino-
wej C. roseus, elicytor drozdzowy, dziatajac takze za posrednictwem jasmonianow,
stymulowat synteze alkaloidow indolowych (20).

Pitta-Alvarez i in. (5) zanotowali wzrost zawarto$ci skopolaminy i hioscyjaminy
(o ok. 200% w poréwnaniu do kontroli) w kulturze korzeni wito$nikowatych Burgmansia
candida elicytowanej YE. Stwierdzono takze 6-krotnie wieksze uwalnianie skopola-
miny do pozywki, a dodatek elicytora nie wptynat negatywnie na wzrost kultury. Po-
zytywny wplyw preparatu drozdzowego na biomase hodowli zanotowano w kultu-
rze korzeni wiosnikowatych Salvia miltiorrhiza (dwukrotnie szybszy wzrost w kultu-
rze z dodatkiem YE). Ponadto w elicytowanej hodowli wzrosta synteza kwaséw fe-
nolowych oraz naftochinonéw (21). Najprawdopodobniej aktywnymi czasteczkami
elicytora sg sktadniki Sciany komérkowej posiadajacej ztozong budowe.

Hahn i Albersheim (22) stwierdzili, ze aktywna substancja ekstraktu drozdzowe-
go byt obecny w $cianie drozdzy B-(1—3, 1—6) glukan. Wykazano, ze stymulowat
on synteze gliceoliny w hipokotylach i liscieniach Glycine max. Autorzy sugeruja, ze
ro$liny rozpoznaja glukany obecne w r6znych gatunkach grzybéw niezaleznie od
ich patogenicznosci. Podobnie jak w przypadku drozdzy, takze Sciana Phytophthora
oryzae zbudowana jest z chityny, glukanu oraz proteoheteroglikanu z duzg zawartos-
cig mannozy. Wykazano, ze aktywno$¢ elicytorowa w hydrolizatach $cian tego pato-
gena, badang w zawiesinie komérkowej ryzu, posiadata gtéwnie frakcja oligogluka-
nowa (23). Réwniez mieszanina glikoprotein otrzymana z komorek drozdzy sku-
tecznie stymulowata synteze alkaloidow benzofenantrydynowych w kulturze zawie-
sinowej Eschscholtzia californica powodujac 3,5-krotny wzrost ich syntezy. Moze to
sugerowac udzial takze tej frakcji w procesie elicytacji wywotanej preparatami grzy-
bowymi (24). Takze ergosterol, zwigzek produkowany przez wiekszos$¢ wyzszych
grzybow i posiadajacy silne wiasciwosci elicytorowe w stosunku do zawiesiny ko-
morkowej Lycopersicum esculentum, jest prawdopodobnie substancjg aktywna w grzy-
bowych elicytorach ztozonych (25). Inni autorzy przypuszczaja, ze wtasciwosci elicy-
torowe ekstraktu drozdzowego moga by¢ spowodowane obecnoscig w pozywce jo-
noéw: Zn2+, Ca2* i Co2* (obecnych w komorkach drozdzy), ktére mogtyby dziata¢
jako elicytory abiotyczne (5).

2.1.2. Elicytory bakteryjne

Zastosowanie elicytorow bakteryjnych pod pewnymi wzgledami jest korzystniej-
sze niz w przypadku preparatow grzybowych. Czas przygotowania kultury bakteryjnej
majacej postuzy¢ do elicytagji jest krotszy i wynosi ok. 2-3 dni w poréwnaniu z dtuzsza
hodowla grzybéw (ok. 7-8 dni). Ponadto otrzymanie elicytora z kultur bakteryjnych
jest tatwiejsze i nie wymaga homogenizacji komorek. Z tego powodu zastosowanie
preparatéw bakteryjnych moze przyczynic sie do redukcji kosztow produkcji metabo-
litow wtérnych na duzg skale (26). Okazuje sie, ze oprocz gatunku bakterii, czynni-
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kiem decydujagcym o wyniku elicytacji, tak jak w przypadku elicytoréw grzybowych,
jest sposob przygotowania elicytora bakteryjnego. Jung i in. (26) stosowali autoklawo-
wane i nieoczyszczone zawiesiny Staphylococcus aureus, Bacillus cereus i Pseudomonas
aeruginosa do elicytacji produkgji alkaloidéw tropanowych w korzeniach wio$nikowa-
tych Scopolia parviflora. Autoklawowane zawiesiny bakteryjne nie wptynety zaréwno na
biomase hodowli jak i na produkcje metabolitow. Okazato sie, ze jedynie preparaty za-
wierajgce zywe bakterie wykazywaly aktywnosc¢ elicytorows, ale rownoczesnie silnie
wplywaly na wzrost i zywotnos$¢ kultury, powodujac obumieranie komoérek korzeni po
48 h od podania elicytora. Preparaty z zywych bakterii gramdodatnich okazaly sie sku-
teczniejsze, a najefektywniejszy byt elicytor z S. aureus, ktéry 3-krotnie zwiekszyt pro-
dukcje skopoletyny w kulturze po 12 h elicytacji (26).

Autoklawowany lizat Enterobacter sakazaki zostal uzyty do elicytacji produkcji
kumaryn i furanokumaryn w kulturach Ammi majus (7). Elicytor indukowat zwiek-
szong synteze umbeliferonu w poréwnaniu do kontroli w kulturze zawiesinowej
(z 0,1 do 9,6 mg% s.m.) oraz w korzeniach wio$nikowatych (z 1,9 do 2,3 mg% s.m.),
powodowal natomiast spadek jego zawartosci w kulturze kalusa. Obnizenie zawar-
tosci umbeliferonu jest prawdopodobnie spowodowane jego przeksztatceniem
w bardziej skomplikowane strukturalnie furanokumaryny. W elicytowanej kulturze
kalusa A. majus zaobserwowano produkcje znacznych ilo$ci skopoletyny, kumaryny
nieobecnej w hodowlach kontrolnych. W wyniku elicytacji korzenie wto$nikowate
syntetyzowaly takze niewielkie ilo$ci furanokumaryny — bergaptenu, substancji nie
wykrytej do tej pory zarowno u A. majus hodowanym in vivo jak i w kulturach tkan-
kowych (7). Ten sam elicytor uzyty do stymulacji wtérnego metabolizmu w kalusie
A. visnaga stymulowat wzrost kultury, natomiast nie wywotat znaczgcych jakos$cio-
wych i ilo§ciowych zmian w sktadzie produkowanych furanochromonéw i piranoku-
maryn (27). Traktowanie autoklawowanym lizatem z E. sakazaki kultury zawiesino-
wej A. visnaga rowniez nie zmienito proporgcji i iloSci zwigzkéw z grupy furanochro-
monodw i piranokumaryn. Zaobserwowano jedynie silng stymulacje syntezy niezi-
dentyfikowanego zwigzku o Rf = 0,8.

Wiekszo$¢ bakterii nie posiada w $cianie frakcji glukanowej podobnej do grzy-
bowej. Prawdopodobnie inne niespecyficzne elicytory biorg udzial w aktywacji od-
powiedzi obronnej roslin pod wptywem preparatéw z patogenicznych i niepatoge-
nicznych bakterii gramujemnych (22). Felix i in. (28) badali wtasciwosci elicytorowe
lizatéw z bakterii z rodzaju Agrobacterium, Rhizobium oraz Xanthomonas i stwierdzili,
ze preparaty z tych gatunkéw nie indukowaty alkalizacji podtoza ani produkcji reak-
tywnych rodnikéw tlenowych (reactive oxygen species, ROS) w kulturze zawiesinowej
L. esculentum. Przyczyng byta najprawdopodobniej inna od konsensusowej sekwen-
cja N-terminalna flageliny wystepujgca u tych bakterii, ktora nie byta rozpoznawana
przez komorki roslinne. Najprawdopodobniej to wiasnie flagelina odpowiada za
niespecyficzng odpowiedzZ rosliny na patogeny bakteryjne (28).

W wielu przypadkach ekstrakty grzybowe i bakteryjne, jak sie okazato, byty sku-
tecznymi elicytorami, a mimo to ich praktyczne zastosowanie do produkcji metabo-
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litbw wtérnych jest powaznie ograniczone staba powtarzalnoscig i przewidywalno-
Scia wynikow. Wykazano na przyktad, ze sklad procentowy glukanéw, chityny
i mannanéw w $cianie komoérek drozdzy (a przez to potencjalne wtasciwosci elicyto-
rowe) podlega zmianom w zaleznosci od warunkéw hodowli, m.in. od pH, tempera-
tury, sktadu podtoza, a takze od rodzaju kultury (bioreaktor lub kolba) (29). Z tego
wzgledu okreslenie stezen elicytora zlozonego (zaréwno wyrazone w %, v/v, jak
i w mg rownowaznikéw cukrowych/ml) jest w wielu przypadkach niejednoznaczne.
Ponadto, elicytacja za pomoca kultur zywych mikroorganizmoéw jest niemozliwa do
zastosowania w produkcji metabolitow na duza skale z powodu mozliwosci trwa-
tego zanieczyszczenia bioreaktora. R6znorodne efekty wywotywane w komorkach
przez grzybowe i bakteryjne elicytory wynikajg ze zlozonego sktadu tych prepara-
tow oraz specyficznosci oddzialywan pomiedzy nimi a receptorami komoérek roslin-
nych (14). Prowadzone sg badania nad znalezieniem elicytoréw o uniwersalnym
dziataniu i efektywnie stymulujagcych wtérny metabolizm komoérek roslinnych.

2.2. Elicytory o budowie zdefiniowanej

2.2.1. Oligosacharydy

Oligosacharydy sa najlepiej scharakteryzowanymi elicytorami reakcji obronnych
u ro$lin (30). Czasteczki te biorg udziat w regulacji proceséw rozwojowych, symbio-
tycznych oraz odpowiedzi obronnej roslin. Oligosacharydy moga by¢ uwalniane ze
Sciany grzyba w wyniku cze$ciowego trawienia przez produkowane przez rosline
chitynazy i B-glukanazy lub z komoérki roslinnej pod wplywem enzyméw wydziela-
nych przez patogena. Stanowig one sygnal do aktywacji mechanizméw obronnych,
ktore prowadza miedzy innymi do syntezy fitoaleksyn (31).

2.2.1.1. N-acetylochitooligosacharydy (oligochityna, oligosacharydy chityny)

Oligosacharydy chityny (COs) uwalniane sg przez roslinne chitynazy z chityny,
polimeru N-acetyloglukozaminy, gtéwnego skfadnika §cian wielu grzyboéw oraz eg-
zoszkieletu stawonogow (32). Oligosacharydy chityny tworzg takze szkielet czynni-
kéw nodulacji (nodulation factors, Nod) produkowanych przez bakterie wigzgce azot
i rozpoznawanych przez rosliny motylkowe (33). Percepcja fragmentéw chityny
przez komoérki roslinne odgrywa wazng role w komorkowej sygnalizacji patogenezy
i stymulacji reakcji obronnych jak réwniez w procesach rozwojowych — embrioge-
nezie i organogenezie (34).

Vander i in. (35) badali wywolywanie reakcji obronnych in vivo pod wptywem
dziatania chitooligosacharydéw wstrzykiwanych do przestrzeni miedzykomorko-
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wych lisci pszenicy. Zaobserwowano indukcje aktywnosci peroksydazy (PO), brak
stymulacji aktywnos$ci PAL, a takze brak lignifikacji $cian komoérkowych. Do elicyta-
¢ji in vivo niezbedne sg wysokie (1mg/ml) stezenia oligochityny (35), natomiast ros-
linne kultury zawiesinowe sg na COs znacznie bardziej wrazliwe. Efektywna elicyta-
cje odpowiedzi obronnych wywotywano juz za pomocg nanomolowych stezen elicy-
tora w kulturach zawiesinowych komérek pszenicy, pomidora (36) oraz ryzu (23).
Oligochityny wywotuja w komérkach roslinnych depolaryzacje btony oraz zwiekszo-
ny przeplyw jonow przez plazmoleme (37), czego rezultatem jest przejsciowa alkali-
zacja pozywki (36). Elicytor ma rowniez zdolnos¢ do symulacji syntezy ROS i fitoa-
leksyn oraz indukgcji zmiany fosforylacji biatek, a takze oksydacji lipidow (38).

Aktywnos$¢ danego oligosacharydu chityny jako elicytora zalezy w duzej mierze
od stopnia polimeryzacji (degree of polymerization, DP). N-acetylochitooligosacharydy
wieksze niz heksamery (DP = 7-8) byly skuteczniejszymi elicytorami w kulturach za-
wiesinowych komorek ryzu niz oligochityny o DP < 3, ktore nie wywotywaty w ko-
morkach reakcji obronnych, nawet podawane w duzych stezeniach (23). Réwniez
w przypadku elicytagcji in vivo w lisciach pszenicy, tylko czasteczki COs o DP > 7, jak
sie okazato, byly skutecznymi induktorami aktywnosci peroksydazy, podczas gdy
krétsze oligosacharydy chityny nie wykazywaly takich wiasciwosci (35). Natomiast
komorki kultury zawiesinowej pomidora byly wrazliwe juz na fragmenty chityny
o DP > 4 (36). Sugeruje to istnienie r6znej specyficznosci wigzania COs w komor-
kach réznych gatunkoéw roslin (39). Wykazano, ze w btonie komérkowej komérek
ryzu znajduje sie biatko (75 kDa), selektywnie wiazace oligochitosacharydy (39).
Obecnos¢ biatka o podobnej masie i specyficznos$ci wigzania stwierdzono réwniez
w komorkach soi (40) oraz marchwi (41). Na podstawie przeprowadzonych badan
btonowej frakcji mikrosomalnej oraz powierzchni komoérek pomidora, dowiedziono
istnienie miejsc wigzania chitooligosacharydéw o wysokim powinowactwie do COs
o DP > 4, ktoére prawdopodobnie dziatajg jako receptory dla tych czasteczek (32).
Felix i in. (42) za pomoca testu stopnia alkalizacji pozywki badali zalezne od czasu
i stezenia COs, nasycenie miejsc wigzacych oligosacharydy chityny na powierzchni
komorek pomidora w hodowli zawiesinowej. Udowodnili oni utrate wrazliwo$ci na
elicytor przy wielokrotnym traktowaniu hodowli oligosacharydami chityny, wyni-
kajaca prawdopodobnie z wysycenia miejsc receptorowych.

Elicytacje oligosacharydami chityny zastosowano w kulturze kalusa Juniperus
chinensis otrzymujac 15-krotny wzrost produkgcji podofylotoksyny (43). Dodatek fe-
nyloalaniny, prekursora tego metabolitu, do elicytowanej za pomocg COs kultury,
spowodowat dodatkowo 11-krotny wzrost produkcji tego metabolitu.

2.2.1.2. Chitozan

Chitozan jest catkowicie lub cze$ciowo deacetylowang pochodng chityny zbudo-
wang z N-acetyloglukozaminy oraz reszt 2-amino-2-deoksy-glukopiranozy potaczo-
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nych wigzaniami 1—4 (35). Terminem ,chitozan” okre$la sie zwykle polimery
o wielkosci od 50 do 2000 kDa i r6znym stopniu acetylacji od 2 do 60% (44). Stwier-
dzono wystepowanie chitozanu o réznym stopniu acetylacji w $cianie komérkowej
niektérych grzybow, a takze w kutikuli stawonogow (35). Chitozan i jego oligomery,
jak sie okazato, sg skutecznymi elicytorami w stosunku do szerokiej gamy komorek
roslinnych i w poréwnaniu do innych elicytoréw biotycznych, indukowaty odpowiedz
w najwiekszej liczbie gatunkow (45,46).

Chitozan wptywa na komorki roslinne poprzez interakcje z btong komérkowa,
zmieniajgc poziom cytozolowego Ca%* (47), a takze reagujac z DNA jadrowym.
Czasteczki chitozanu mogg przenika¢ przez plazmoleme w wyniku tworzenia po-
taczen z polarnymi fragmentami czgsteczek fosfolipidéw. Obecnos¢ chitozanu stwier-
dzono w jadrach komérkowych komérek grochu zainfekowanego F. solani (48). Dzieki
wtasciwos$ciom polikationitu, chitozan indukujac powstawanie por w btonie komor-
kowej, zwieksza jej przepuszczalno$¢ (49). Posiada on takze wiasciwosci bakterio-
i grzybobojcze (9). Chitozan indukuje w roslinie zwiekszong biosynteze lignin, przy-
spiesza lignifikacje Scian komérkowych, a takze stymuluje synteze JA (47).

Wykazano oddzialywanie chitozanu na komorki Rubia tinctorum poprzez aktywa-
cje fosfolipazy C oraz 3’-OH kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K), ktére zapoczatko-
wuja kaskade reakcji prowadzacych do syntezy antrachinonéw w elicytowanych ko-
moérkach (47,50). Jednoczes$nie wykluczono udziat w tym procesie kinazy A (PKA) ak-
tywowanej za posrednictwem cyklazy adenylowej (AC) (50).

Zaobserwowano réznice w odpowiedzi na elicytor w zalezno$ci od stopnia ace-
tylacji (degree of acetylation, DA) czasteczki chitozanu. Czesciowo deacetylowane oli-
gomery chitozanu stymulowaly aktywnos$¢ PAL i PO, a takze powodowaly lignifika-
cje i nekrozy komorek lisci pszenicy po podaniu do przestrzeni miedzykomorko-
wych. Wraz ze wzrostem DA rosta aktywno$¢ PAL i PO osiagajgc maksimum przy DA
= 60%, natomiast najsilniejszg lignifikacje Scian, a takze najwieksze nekrozy stwier-
dzono przy DA = 35% (35). Calkowicie deacetylowany chitozan nie wykazywat ak-
tywnosci elicytora reakcji obronnych w lisciach pszenicy (51). Wraz ze wzrostem DA
czasteczek chitozanu rosty jego wtasciwos$ci permeabilizujgce oraz ilo§¢ amarantyny
uwalnianej z komérek zawiesiny Chenopodium rubrum do pozywki (6).

Chitozan okazat sie skutecznym elicytorem wielu metabolitéw wtérnych na-
lezacych do alkaloidéw, naftochinondéw, fenylopropanoidéw oraz terpenoidow
w kulturach zawiesinowych, kalusowych i kulturach korzeni wtosnikowatych
(17,46,47,52). Elicytor ten zastosowany w kulturze zawiesinowej Vanilla planifolia
stymulowat aktywnos$¢ wszystkich badanych enzyméw szlaku fenylopropanoido-
wego: PAL, ligazy kwasu 4-hydroxy cynamonowego (4CL) i dehydrogenazy kwasu
koniferylowego (CAD). Jednak zawartos¢ ekstrahowalnych fenylopropanoidow
(w tym prekursoréw waniliny) w elicytowanej kulturze spadfa, poniewaz zostaty
one wykorzystane jako komponenty lignin podczas budowy $ciany komorkowe;j
(46). Chitozan podany w stezeniach 0,5 mg/g §.m. spowodowal takze ponad
6-krotna indukcje aktywnosci PAL w kulturze zawiesinowej N. tabacum oraz 3-krot-

BIOTECHNOLOGIA 4 (71) 82-108 2005 91



Anna Szpitter, Aleksandra Krélicka

ny wzrost zawartos$ci alkaloidéw: chelerytryny i makarpiny, w hodowli komérek
E. californica (45).

Produkcja plumbaginy w kulturze zawiesinowej P. rosea wzrosta po dodaniu chi-
tozanu w stezeniu 150 mg/l ponad 6-krotnie (17). Dodatek elicytora nie spowodo-
wal znacznego spadku wspéiczynnika wzrostu (zywotno$¢ komoérek wyniosta
82,75% kontroli). W kulturze elicytowanej chitozanem ponad 70% plumbaginy zo-
stalo uwolnione do pozywki, podczas gdy w kontroli bylo to zaledwie 18%. Chito-
zan, jak sie okazato, byt skutecznym elicytorem syntezy mentolu w kulturze zawie-
sinowej komoérek Mentha piperita (52). W wyniku elicytacji przeprowadzonej chito-
zanem w stezeniu 200 mg/l przez 12 dni otrzymano 40-krotny wzrost zawarto$ci
produktu w poréwnaniu do kontroli. Nie zaobserwowano zahamowania wzrostu ko-
moérek spowodowanego dodatkiem elicytora, a spadek ilo$ci mentolu po 12 dniach.
Na podstawie analizy zawartos$ci produktéw posrednich syntezy mentolu wykazano,
ze chitozan prawdopodobnie stymulowal pierwszy etap przemiany pulegonu do
mentonu, ktéry byt zablokowany w kulturze kontrolnej (52).

Chitozan podany rowniez w stezeniu 200 mg/l znaczaco zwiekszyl produkcje an-
trachinonu indirubiny w kulturze zawiesinowej Polygonum tinctorum (53). Po 5 dniach
hodowli w obecno$ci chitozanu zawarto$¢ tego antrachinonu zwiekszyta sie o 72%
w poréwnaniu do kontroli. Elicytacja chitozanem w stezeniu 200 mg/l kultury zawie-
sinowej Rubia tinctorum przez 48 h rowniez spowodowata wzrost produkgji antrachi-
nonéw o 100% w poréwnaniu do kontroli (47). Chitozan byt aktywny w stezeniu
250 mg/l w elicytagji hioscyjaminy w kulturze korzeni wto$nikowatych Hyoscyamus
muticus (54), natomiast, jak sie okazato, byt on nieskuteczny w kulturach transformo-
wanych korzeni Panax ginseng (55). Dodatek elicytora w takim samym stezeniu
(250 mg/l) spowodowat znaczny spadek catkowitej zawartosci ginsenozydoéw, a takze
redukcje biomasy w poréwnaniu do kontroli. Dodatek chitozanu juz w stezeniu
20 mg/l stymulowatl produkcje paklitakselu (wzrost z 89 do 139 pg/g s.m.) w kultu-
rach kalusowych Taxus X media i T. cuspidata (56). Rowniez w kulturze zawiesinowej
T. chinesis, jak sie okazato, byt on skutecznym elicytorem syntezy tego taksanu (57,58).

2.2.1.3. Oligoglukany

Najlepiej poznanym oligoglukanem o wtasciwosciach elicytora i pierwszym, kté-
ry zostat wyizolowany, jest hepta-B-glukozyd. Wyizolowano go ze Sciany komérko-
wej patogenicznego grzyba P. megasperma f. sp. glicinea (P. sojae, Pmg). Wykazano,
ze elicytor ten indukowat synteze fitoaleksyn w siewkach Glycine max (23,59,60).
Btonowe biatko (75 kDa) (glucan elicitor binding protein, GEBP) wyizolowane z komo-
rek korzenia G. max i specyficznie wigzgce hepta-B-glukozyd z P. sojae jest do tej
pory najlepiej poznanym receptorem B-glukanéw (61).

Sharp i in. (59) zidentyfikowali i okreslili strukture 8 r6znych oligosacharydéw
powstalych w wyniku czesciowej, kwasnej hydrolizy $cian komérkowych Pmg.
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Struktura wszystkich zidentyfikowanych zwigzkéw byta bardzo podobna, jednak tyl-
ko jeden z nich, jak sie okazalo byt efektywnym elicytorem fitoaleksyn w siewkach
soi. Autorzy podaja, ze zidentyfikowany aktywny B-glukan byt jedynym skutecznym
elicytorem sposréd ok. 150 heptaglukozydéw obecnych w ekstrakcie grzybowym.
Swiadczy to o niezwykle wysokiej specyficznosci struktury oligoglukanu wymaganej
do aktywnosSci elicytorowej. Wykazano takze, ze aktywny heptaglukan indukowat
synteze fitoaleksyn w komorkach liscieni soi juz w stezeniach rzedu 108-10° M
(60).

Wyizolowano takze B-glukan ze $cian komoérkowych patogena ryzu, grzyba
Pyricularia oryzae, ktéry silnie indukowat synteze fitoaleksyn w kulturach zawiesino-
wych komérek ryzu. Wykazano, ze aktywnos¢ elicytora posiadaly czasteczki o dtu-
gosci wiekszej niz trimer, a efektywnos$¢ elicytacji wzrastata wraz z rosnacg wielkos-
cig oligosacharydu. Najsilniejsze wtasciwosci posiadat pentaglukozyd zbudowany
z czasteczek glukozy potaczonych wiazaniami f 1—-3 oraz reszty glukozy dolgczo-
nej wiazaniem 1—-6 (23).

Dowiedziono, ze hepta-B-glukozyd z P. sojae jest w stanie indukowac¢ odpowiedz
obronng w komérkach innych niz soja gatunkéw roslin (62-63), natomiast nie zaob-
serwowano indukgji w kulturze zawiesinowej ryzu. Jednakze pentaglukozyd z P. orizae
nie wykazywatl aktywnosci elicytorowej w stosunku do komoérek liscieni soi (23).
Réznice w budowie miedzy oligoglukanami wywolujacymi reakcje obronne w soi
i ryzu $wiadcza o réznej swoistosci receptoréw dla oligosacharydéw w komérkach
tych gatunkéw roslin (39). Heptaglukan z P. sojae, jak sie okazato, byt réwniez nie-
skuteczny w elicytacji alkaloidow w kulturze zawiesinowej komoérek E. californica
(62) oraz w indukcji aktywnos$ci PAL w komoérkach N. tabacum (30).

Innymi oligoglukanami posiadajagcymi wlasciwosci elicytorow sg oligosachrydy
laminaryny, liniowego B-1,3 glukanu otrzymanego z brunatnic z gatunku Laminaria
digitata. Sg to analogi oligosacharydéw biorgcych udziat w odpowiedzi rosliny na
patogena. Klarzynski i in. (30) badali wplyw laminaryny o DP = 33 na N. tabacum.
Liscie tych roslin infiltrowane elicytorem syntetyzowaly biatka zwigzane z patoge-
neza (pathogenesis-related, PR) i wykazywaly odpornos$¢ na infekcje bakteryjnym pa-
togenem Erwinia carotovora subsp. carotovora. W kulturze zawiesinowej N. tabacum
laminaryny wywotywaly przejsciowa alkalizacje pozywki po 30 sekundach od poda-
nia elicytora, zwiekszenie aktywnosci lipooksygenazy (LOX) oraz gwaltowne uwol-
nienie H,0,. Zaobserwowano takze silng indukcje szlaku syntezy fenylopropano-
idow — wzrost aktywnosci PAL, O-metylotransferazy kwasu kawowego (COMT)
oraz intensywniejszg produkcje SA. Elicytor nie indukowat uszkodzen tkanki ani
$mierci komorek w kulturze zawiesinowej. Nie powodowat takze kumulacji typowej
dla tytoniu seskwiterpenoidowej fitoaleksyny: kapsidiolu. Podobnie jak w przypad-
ku B-glukanu bedgcego elicytorem w kulturze zawiesinowej ryzu, najmniejsza czgs-
teczka laminaryny indukujaca odpowiedZ w komérkach tytoniu jest pentaglukan
(30). Oligosacharydy laminaryny stymulowaty réwniez aktywnos$¢ PAL w kulturze
L. esculentum oraz Triticum aestivum, natomiast nieaktywne okazaty sie w stosunku

BIOTECHNOLOGIA 4 (71) 82-108 2005 93



Anna Szpitter, Aleksandra Krélicka

do kultury Petroselinum crispum (30,63). Kobayashi i in. (63) zaobserwowali synteze
przeciwgrzybowych substancji w Medicago sativa pod wptywem elicytacji enzyma-
tycznym hydrolizatem laminaryny. Elicytor ten zostat rowniez zastosowany w kultu-
rze kalusa J. chinesis, gdzie wywotatl nieznaczny (3,5-krotny) wzrost zawartos$ci podo-
fylotoksyny w elicytowanej kulturze w poréwnaniu do kontroli (43).

Do innych B-glukanéw stosowanych do elicytacji w roslinnych kulturach in vitro
naleza: skleroglukan otrzymywany ze $cian nitkowatych grzybow z rodzaju Sclerotina
oraz glukan ze $ciany S. cerevisiae. Drozdzowy B-glukan stymulowal akumulacje so-
jowej fitoaleksyny, gliceoliny, w liScieniach i hipokotylach G. max (22). Skleroglukan
wptywat korzystnie na wzrost kultury kalusa Ammi visnaga (27,64). Dodatek elicyto-
ra spowodowat znaczny (50%) wzrost biomasy hodowli w poréwnaniu z kontrola,
a takze wykazat duzg skuteczno$¢ w indukcji syntezy furanochromonéw (64). Zaob-
serwowano 5-krotny wzrost zawartosci wisnaginy oraz ponad 2-krotne zwiekszenie
produkgji keliny w kulturze A. visnaga.

Oligomery 3-1,3 glukanow sg, jak sie wydaje, bardziej uniwersalnymi elicytorami
w przeciwienstwie do motywu B-1,6-1,3 heptaglukanu, ktérego aktywnos¢ jako eli-
cytora w wiekszosci przypadkow ogranicza sie do roslin motylkowych (Fabaceae)
(30).

2.2.1.4. Oligosacharydy pektyn

Pektyny sa zwigzkami wchodzacymi w sktad Sciany komorkowej, w ktérej pod-
stawowa jednostka strukturalng jest kwas galaktouronowy. Zbudowane sg z 3 gléw-
nych rodzajéw struktur: ramnogalaktouronian I (RGI), ramnogalaktouronian Il (RGII)
oraz homogalaktouronian (HG) (kwas poligalaktouronowy) (65). Oligosacharydy pek-
tyn uwalniane sg z roslinnej $ciany komoérkowej przez obecne w komoérce enzymy
lub pod wplywem m.in. poligalaktouronaz i liaz pektyn wydzielanych przez patoge-
ny (65). Do gtownych i najlepiej do tej pory poznanych elicytoréw pochodzacych ze
Sciany komorkowej naleza oligogalaktouronidy (OGA), ktére kontroluja procesy
wzrostu i rozwoju komorki roslinnej. Indukuja réwniez odpowiedzi obronne takie
jak zwiekszong synteze PAL, syntazy chalkonowej, chitynaz, -glukanaz oraz inhibi-
torow proteaz (31). W kulturze zawiesinowej N. tabacum oligogalaktouronidy o DP
= 10 powodowaly uwolnienie H,0,, stymulowaly aktywnos$¢ PAL, COMT, LOX oraz
synteze SA. Nie zaobserwowano zmniejszenia zywotnosci komérek w kulturze ani
akumulacji kapsidiolu (30).

Dornenburg i Knorr (49) badali wpltyw oligomerow kwasu galaktouronowego
o roznej dtugosci na produkcje antrachinonéw w kulturze zawiesinowej komoérek
Morinda citrifolia. Wtasciowsci elicytorow posiadaly jedynie oligogalaktouronidy
o DP > 5. Czynnikami warunkujgcymi skuteczno$c¢ elicytagji, jak sie okazato, byty
rowniez: zrodlo, z ktorego izolowano pektyny, stopien ich estryfikacji oraz wiek
kultury. Podanie pektyn izolowanych ze $cian komoérkowych powodowato wzrost
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ilosci produkowanych antrachinonéw wraz z wydtuzajacym sie czasem hodowli, co
wskazuje na stopniowa degradacje polimeréw przez zaindukowang aktywnos$c¢ poli-
galaktouronazy (6). Po 2 tygodniach inkubacji z pektynami podanymi w stezeniu
100 mg/l ilo$¢ antrachinonéw wzrosta 5,6-krotnie w poréwnaniu do kontroli (49).

2.2.2. Biatka i peptydy

2.2.2.1. Harpiny

Harpiny sa temperaturo-stabilnymi biatkami izolowanymi z bakterii z rodzaju
Erwinia, Pseudomonas i Ralstonia. Naleza one do sytemu niespecyficznie rozpoznawa-
nego przez komorki roslinne (28), natomiast decyduja o patogenicznoS$ci bakterii
tych gatunkéw w stosunku do roslin zywicielskich (8). Harpiny kodowane sg w ze-
spole genéw kodujgcych elementy systemu sekrecyjnego typu Il i wydzielane sa na
zewnatrz komorki bakterii (66). Harpina wyizolowana z P. syringae pv. phaseolicola,
jest elicytorem odpowiedzi reakcji nadwrazliwosci (hypersensitive response, HR) i na-
bytg odpornos$¢ systemiczna (systemic acquried resistance, SAR) w tytoniu. Aktywuje
ona rowniez szlak sygnalizacji z udziatem kinazy MAP, niezaleznie od zewnatrzko-
moérkowego stezenia jonoéw Ca2* (67). Dowiedziono réwniez, ze biatko to indukuje
alkalizacje pozywki w zawiesinie N. tabacum, a takze uwalnianie jonéw K* i CI z ko-
moérki. Stwierdzono takze istnienie niebiatkowego blonowego receptora dla tego
elicytora w komorkach N. tabacum (67). Harpina wyizolowana z E. amylovora induko-
wata produkcje ROS oraz zmiany w przeplywie jonéw K* i H* przez bfone w zawie-
sinie komorek tytoniu (68).

2.2.2.2. Flagelina

Felix i in. (28) stwierdzili alkalizacje pozywki w kulturze zawiesinowej komérek
L. esculentum pod wplywem elicytacji preparatem z P. syringae pv. tabaci, bakteryjne-
go patogena tytoniu, nie infekujgcego roslin pomidora. Oczyscili oni peptyd wielko-
$ci 33 kDa, posiadajacy aktywnos¢ elicytorowa, ktory jak sie okazato byt flagelina,
biatkiem zbudowanym z 282 aminokwaséw. Stwierdzono, ze komérki pomidora
specyficznie rozpoznajg N-terminalny fragment elicytora o m.cz. < 10 kDa i konser-
watywnej ewolucyjnie sekwencji, wspélnej dla licznych gatunkéw Eubacterii. Zsynte-
tyzowano na tej podstawie 22-aminokwasowy fragment (flg 22) bedgcy skutecznym
elicytorem juz w stezeniu ok. 1 fM i wywolujacym oprocz alkalizacji pozywki
i brazowienia kultury, takze synteze ROS i dziatajgcym za posrednictwem fosfolipa-
zy C (69). Usuwajac z N-konca kolejne aminokwasy stwierdzono, ze najkrotszym
peptydem wywolujacym reakcje na podobnym co flg 22 poziomie, byl flg 15. Zsynte-
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tyzowano réowniez analogi flg 15 wystepujace u innych bakterii takich jak: Escherichia
coli, Bordetella bronchoseptica, Proteus mirabilis, ktore wykazaty réwniez wysoka ak-
tywnos¢ elicytorowa w stosunku do komoérek L. esculentum (28). Okazato sie ponad-
to, ze zaréwno oczyszczona flagelina, jak i flg 22 oraz flg 15 wywotuja odpowiedz
w komérkach N. tabacum, Solanum tuberosum oraz Arabidopsis thaliana, natomiast za-
den z peptydéw nie byt skuteczny w elicytacji zawiesiny komérek Oryza sativa. Prze-
prowadzono takze testy kompetycyjnego wigzania flg 15-A4 oraz flg 15-A7, pepty-
dow nie posiadajgcych aktywnosci elicytorowej, natomiast hamujgcych wiazanie ak-
tywnych flg 22 i flg 15, z preparatami z r6znych gatunkéw bakterii. Stwierdzono, ze
flagelina jest gtéwnym, jezeli nie jedynym, czynnikiem w procesie rozpoznawa-
nia bakterii (E. carotovora, r6znych patowaréw P. syringae, E. coli, P. aeruginosa
i P. fluorescence) przez komorki roslinne (28).

2.2.2.3. Elicytyny

Elicytyny sg rodzing niewielkich biatek wydzielanych przez gatunki z rodzaju
Phytophthora i Pythium. Wykazuja wysoki stopien homologii (ponad 60%) oraz zdol-
nosc¢ do indukgcji reakcji HR w roslinach z rodzaju Nicotiana i Brassica (70). W kultu-
rze zawiesinowej tytoniu indukujg gwaitowng fosforylacje bialek, naptyw Ca2* do
komorki, synteze ROS, alkalizacje pozywki oraz indukcje ekspresji genow i mody-
fikacje $ciany komorkowej (70). Wszystkie znane elicytyny posiadaja konserwa-
tywna sekwencje 98 aminokwasow. W zaleznos$ci od struktury pierwszorzedowe;j
wyréznia sie 5 grup tych biatek. Elicytyny klasy I-A (a-elicytyny) o kwasowym pl
oraz klasy I-B (B-elicytyny) o pl zasadowym, zbudowane sg z 98 aminokwaso6w i sg
grupa najlepiej poznang. Ponadto wystepujg elicytyny klasy I, kwasowe biatka za-
wierajgce oprocz fragmentu 98 aminokwasow kilka dodatkowych reszt na koncu
C-terminalnym. Do klasy Il zalicza sie elicytyny o dtugim fragmencie C-terminal-
nym (65-101 aminokwaséw) i posiadajgce potencjalne miejsca glikozylacji, nato-
miast elicytyny z Pythium spp. klasyfikowane sg jako oddzielna, IV grupa lub jako
podklasa I-C (70). W zaleznosci od catkowitego tadunku czasteczki, elicytyny klasy
I dzielone sg na: kwasne i zasadowe. Klasyfikacja ta koreluje z ich wtasciwo$ciami
elicytorowymi zaré6wno w stosunku do roslin jak i kultury zawiesinowej N. tabacum
(70-71). Badane elicytyny zasadowe: kryptogeina i cynamomina efektywniej indu-
kowaty wzrost pH pozywki w zawiesinie, niz elicytyny kwasne (parazytyceina
i kapsyceina) (70). Wszystkie elicytyny powodowaly naplyw Ca2* do komérki, na-
tomiast najintensywniejszg odpowiedz wywotywata kryptogenina (70). Kryptoge-
ina okazata sie skuteczniejsza w wywolywaniu nekroz w lisciach tytoniu niz kapsy-
ceina, dziatala w 10-krotnie mniejszym stezeniu i wywotywata maksymalna pro-
dukcje ROS w kulturach zawiesinowych N. tabacum var. xanthi i N. rustica. Nato-
miast produkcja kapsidiolu w kulturze elicytowanej kryptogening byta mniejsza
niz po dodaniu kapsyceiny (71).
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Z Phytophtora megasperma izolowane s3 o- i 3- megasperminy nalezace takze do
klasy I elicytyn. B-magaspermina jest zasadowym biatkiem, ktore indukuje nekrozy
tkanek w lisciach oraz $mier¢ komoérek w kulturze zawiesinowej N. tabacum. Elicytor
ten ma takze zdolno$¢ stymulacji produkgcji kapsidiolu, typowe;j fitoaleksyny tytoniu
(30). Dowiedziono takze, ze elicytacja zawiesiny komoérek N. tabacum [-megasper-
ming w stezeniu 50 nM, powoduje gwattowny wzrost poziomu glukozylotransferazy
fenylopropanoidéw (TOGT), enzymu zaangazowanego w przemiany m.in. kwasu hy-
droksycynamonowego i hydroksykumaryn zaangazowanych w dezaktywacje ROS
(72). Dorey i in. (73) stwierdzili, ze a-megaspermina (kwasne biatko) i f-megasper-
mina w rownym stopniu indukowaty odpowiedz HR w lisciach tytoniu, objawiajaca
sie nekrozg lisci. Jednak elicytory te, podane do kultury zawiesinowej N. tabacum,
roznity sie wywolywang reakcjg. Zaréwno a- jak i f-megaspermina indukowaly sil-
nie aktywnos¢ PAL oraz synteze SA, jednak tylko ta ostatnia powodowata $mier¢ ko-
morek i gwattowng synteze H,0, (73).

2.2.2.4. Enzymy

Patogeny roslinne wydzielajg szeroka game enzymoéw hydrolizujgcych $ciany ko-
moérkowe, co umozliwia im wnikniecie do organizmu gospodarza. W toku ewolugji
rosliny wyksztalcity system percepcji i reagowania na produkty degradacji $cian
oraz najprawdopodobniej takze na same czasteczki enzyméw (74).

Ksylanazy sg enzymami produkowanymi przez grzyby, bakterie, glony, pierwot-
niaki i stawonogi. Grzyby i bakterie wydzielajg ksylanazy i odzywiaja sie produktami
rozpadu ksylanow, ktore sg gléwnym skiadnikiem hemiceluloz w roslinnej $cianie
komorkowej (75). Wyizolowano i scharakteryzowano endo-f-1,4-ksylanazy z roz-
nych gatunkow grzybow i stwierdzono wiasciwosci elicytorowe kilku z nich. Najlepiej
poznanym enzymem z tej rodziny jest ksylanaza wyizolowana z grzyba Trichoderma
viridae (74). Ksylanaza ta okazafa sie aktywnym elicytorem w stosunku do komoérek
pomidora (36) i tytoniu (76). Enzym powodowat dos¢ trwata (2 h) alkalizacje pozyw-
ki w kulturze zawiesinowej pomidora, ktérej towarzyszyly zmiany w fosforylacji
bialek. Ksylanaza stymulowata takze synteze etylenu oraz aktywnos¢ PAL w komoér-
kach pomidora (36). Doktadny mechanizm elicytacji ksylanazg nie jest znany, ale
przypuszczalnie enzym ten posiada wtasciwos$ci elicytora, natomiast nie sg nimi
produkty rozpadu ksylanéw $ciany komérkowej. Wykazano, ze aktywno$¢ enzyma-
tyczna ksylanazy nie jest konieczna do jej aktywnosci elicytorowej (74). Grzybowa
ksylanaza prawdopodobnie zmienia funkcjonowanie btony komoérkowej (76).

Pektynazy sa mieszaning enzyméw m.in. poligalakturonaz, metyloesteraz, liaz
kwasu poligalaktouronowego i liaz pektyn. Sg one produkowane przez komorki ros-
linne i biorg udzial w dojrzewaniu owocow, a takze sa wydzielane przez patogeny
ro$linne (np. E. carotovora), umozliwiajac degradacje roslinnej Sciany komoérkowe;j
i wnikanie do jej wnetrza bakterii (65). Maceraza (Calbiochem) jest mieszaning enzy-
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mow otrzymang z Rhizopus sp., zawierajgca w swoim skladzie rézne pektynazy.
Tong i in. (77) badali wplyw macerazy oraz fragmentéw powstatych w wyniku tra-
wienia Scian komoérkowych na komoérki gruszy. W obu przypadkach zaobserwowano
wzrost poziomu syntazy kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego oraz in-
dukgcje syntezy etylenu. Odpowiedz byta silniejsza w przypadku produktow trawie-
nia maceraza niz pojedynczych enzymow, co sugeruje, ze dziata ona na komorki za
posrednictwem elicytoréw uwalnianych ze $cian komérkowych (77).

Mieszanina celulaz z T. viridae — Cellulysin (Sigma) wywolywata, za posrednic-
twem szlaku oktadekanoidowego, produkcje etylenu w lisciach kukurydzy, fasoli
i tytoniu (78). Celulaza powodowata gwaltowna akumulacje seskwiterpenoidow,
a takze dwoch innych, nie zidentyfikowanych fitoaleksyn oraz produkcje acetosyrin-
gonu w kulturze zawiesinowej komoérek N. tabacum. Dodatek elicytora silnie hamo-
wal wzrost kultury (79).

2.2.2.5. Peptydy

Zidentyfikowano 13-merowy oligopeptyd z P. megasperma f. sp. glicinea (Pep-13),
bedacy fragmentem glikoproteiny ze $ciany tego patogena o m.cz. 42-kDa (80).
Pep-13 indukowal zmiany przeptywu jonéw przez btone, synteze ROS, ekspresje ge-
néw zwiazanych z patogenezg, a takze akumulacje fitoaleksyn w kulturze zawiesi-
nowej P. crispum. Stwierdzono takze, ze receptorem dla Pep-13 w btonie komérko-
wej komérek pietruszki jest biatko o m. cz. 91 kDa. Nie wykryto jego homologéw na
powierzchni komoérek A. thaliana, a takze w plazmolemie Daucus carota (80).

Fellbrich i in. (81) wyizolowali Pep-25, proteine bedacg fragmentem biatka
(42 kDa), wystepujgcego w Scianie P. sojae. Dowiedziono ze elicytor ten, w stezeniu
300 nM, indukuje alkalizacje podioza, wzrost stezenia cytozolowego Ca2* oraz
zmiany przepuszczalnosci btony komérkowej: zwiekszony naplyw Ca2* i H* oraz
odptyw jonow K* i Cl- z komérek w kulturze zawiesinowej P. crispum. W kulturze
protoplastow P. crispum elicytor powodowat stymulacje syntezy furanokumaryn (81).

2.2.3. Sterole

Granado i in. (25) badali proces elicytacji kultury zawiesinowej L. esculentum za-
wiesing spor patogenicznego grzyba Cladosporium fulvum. Czynnikiem odpowiedzial-
nym za wilasciwosci elicytora, jak sie okazalo, byl ergosterol — zwiazek wystepu-
jacy w grzybni wiekszosci grzybow wyzszych, niewytwarzany natomiast w komoér-
kach roslinnych. Czysty ergosterol posiadal wlasciwosci elicytora juz w stezeniach
subnanomolarnych. Indukowat on przejSciowa alkalizacje podioza zalezng, jak
w przypadku innych elicytoréw (42), od dziatania biatkowych kinaz. Za pomocg po-
miaru wzrostu pH pozywki autorzy okreslili takze aktywnosc¢ elicytorowg steroli
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i steroidow pochodzenia roslinnego oraz zwierzecego w kulturze zawiesinowej
L. esculentum.

System percepcji steroli jest zarowno niezwykle czuly jak i bardzo selektywny.
Jedynym zwiazkiem, ktéry posiadat zblizona aktywno$¢ do ergosterolu byt dehydro-
ergosterol. Inne sterole (steroidowe hormony zwierzece oraz sterole roslinne) nie
wykazywaty takich wlasciwosci, z wyjatkiem preparatow witaminy D,, stigmasterolu
i 7-dehydrocholesterolu, ktére jednak do aktywnosci potrzebowaty dawki co naj-
mniej 100 000 razy wiekszej niz ergosterol (25).

3. Czynniki wplywajace na skutecznos¢ elicytacji biotycznej w kulturach
in vitro

Oprécz rodzaju elicytora, na wynik procesu elicytacji wplyw ma szereg innych
czynnikow. Warunki hodowli, gatunek rosliny, rodzaj kultury, linia komoérkowa lub
stezenie elicytora decyduja zaréwno o rodzaju i ilosci produkowanych metabolitow,
zywotnosci komoérek hodowli jak i o iloSci metabolitow wtornych uwalnianych do
podloza (82).

3.1. Rodzaj kultury

W zalezno$ci od rodzaju kultury (kalus, zawiesina komérkowa, kultury roslin,
pedoéw i korzeni) inne sg zarébwno poziom organizacji komérkowej, odpornosc na
stres, zawartoS¢ hormonéw wzrostu jak i zawartosc¢ i rodzaj konstytutywnie produ-
kowanych metabolitow wtornych. Czynniki te w znacznym stopniu wptywaja na po-
datno$¢ komoérek na elicytacje biotyczna.

Staniszewska i in. (7) stosowali autoklawowany lizat E. sakazaki do elicytacji za-
wiesiny komérkowej, kalusa i korzeni wiosnikowatych A. majus. W przypadku kultu-
ry zawiesinowej oraz korzeni wiosnikowatych zaobserwowano zwiekszenie produk-
¢ji wystepujacego w hodowli kontrolnej umbeliferonu. W kulturze kalusa jego ilos¢
spadta ponizej poziomu wykrywalnosci, natomiast produkowane byly znaczne iloSci
skopoletyny (12 mg% s.m.), ktérej nie wykryto w zawiesinie i korzeniach wto$niko-
watych. Korzenie wiosnikowate A. majus syntetyzowaly pod wptywem elicytora nie-
wielkie ilo$ci bergaptenu (0,3 mg% s.m.), furanokumaryny niewystepujacej zaré6wno
w kulturach kontrolnych jak i w elicytowanej zawiesinie i kalusie (7).

Zaobserwowano réznice w odpowiedzi na elicytor drozdzowy miedzy kultura
korzeni wto$nikowatych a hodowla tumorowych naroéli S. miltiorrhiza (21). Dodatek
ekstraktu z S. cerevisiae stymulowat wzrost biomasy i indukowat produkcje naftochi-
nonéw i kwasu rozmarynowego (RA) w kulturze korzeni transformowanych. Nato-
miast w przypadku kultur narosli tumorowych przyrost suchej masy oraz synteza RA
ulegly ograniczeniu po dodaniu elicytora, a poziom naftochinonéw w kulturze byt
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wyzszy niz w kontroli. Autorzy przypuszczajg, ze réznice w odpowiedzi na elicytor
wynikajg z r6znej zawartosci endogennych cytokinin w obu kulturach (w komoérkach
korzeni wiosnikowatych stwierdzono duzo nizszy poziom niz w hodowli tumoru)
(21).

3.2. Wiek hodowli

Elicytacja przeprowadzana na roznych etapach rozwoju hodowli komérkowej,
podczas ktérych zmienia sie stan fizjologiczny komorek, prowadzi do r6znych od-
powiedzi obronnych. Zmianie moze podlega¢ zaréwno catkowita produkcja jak
i profil produkowanych metabolitéw (17). W przypadku hodowli zawiesiny komér-
kowej wyrézniamy 4 fazy wzrostu komérek: spoczynkowego, wyktadniczego, linio-
wego i zwolnionego. W wiekszosci przypadkéw, najbardziej optymalnym okresem
do elicytagji, jak sie okazalo, byl czas, w ktérym kultura znajdowata sie w fazie
wzrostu logarytmicznego, a komorki byly najbardziej podatne na elicytacje (83). Ist-
niejg takze doniesienia o skutecznej elicytacji w poczatkowej fazie stacjonarnej
(17). Zhao i in. (14) badali produkcje alkaloidow indolowych w komorkach C. roseus
w zaleznosci od wieku kultury zawiesinowej, ktorg elicytowano homogenatem grzyb-
ni U. verens. Maksymalng zawarto$¢ produktu zanotowano w elicytowanej 7-dniowe;j
kulturze, w tym czasie hodowla byta w fazie wzrostu logarytmicznego. Takze kultu-
ry zawiesinowe Gossypium hirsutum elicytowane preparatem grzybowym w si6dmym
dniu hodowli, znajdowaly sie w fazie logarytmicznego wzrostu i wykazywaly naj-
wieksza produkgje fitoaleksyn w poréwnaniu do kultur elicytowanych w fazie spo-
czynkowej lub w fazie wzrostu zwolnionego (83).

Wiek elicytowanej kultury mial duze znaczenie w przypadku elicytacji korzeni
wlosnikowatych A. annua preparatem z Colletotrichum sp. (16). Najwiekszg zawartosc¢
artemizyny stwierdzono w kulturze elicytowanej w 23 dniu hodowli (p6zZna faza lo-
garytmicznego wzrostu), podczas gdy korzenie znajdujace sie w innych stadiach
wzrostu produkowaly znacznie mniejsze jej ilosci. Wiek kultury, ktérg traktowano
elicytorem wptywal takze na tempo wzrostu hodowli (16).

3.3. Regulatory wzrostu

Roslinne regulatory wzrostu majg szeroki zakres oddziatywania na fizjologie ko-
moérek w hodowli in vitro, zalezny od stezenia i wspétdziatania z innymi zwigzkami
endo- i egzogennymi. Dowiedziono, ze rodzaj regulatoréw wzrostu dodawanych do
pozywki moze determinowa¢ wynik elicytacji biotycznej w danej kulturze.

Rodzaj i poziom stosowanych regulatoréw wzrostu miat znaczacy wptyw na me-
tabolizm fenylopropaniodéw w kulturze zawiesinowej V. planifolia elicytowanej chi-
tozanem (46). W kulturze hodowanej na pozywce Murashige-Skoog (MS) z dodat-
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kiem kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D) poziom zwigzkéw fenolowych byt
duzo nizszy niz w hodowli kontrolnej bez dodatku auksyny. Zahamowanie produk-
¢ji mogto by¢ czesciowo odwrocone przez dodanie cytokininy (6-benzyloadeniny —
BA). Wowczas gdy 2,4-D zostat zastapiony kwasem 3-naftylooctowym (NAA), zano-
towano znaczny wzrost zawartos$ci ekstrahowalnych fenylopropanoidéw. Kultury
rosngce na podtozu zawierajacym cytokininy (BA lub kinetyne — KIN) produkowaty
znaczne ilosci lignin. Najbardziej optymalnym wariantem, jak sie okazato, byta po-
zywka z dodatkiem 1,0 mg/l NAA, w ktorej komorki produkowaly duze ilosci wol-
nych fenylopropanoidéw i niewiele lignin (46). Inng zaleznosc¢ stwierdzono w kultu-
rze zawiesinowej M. piperita elicytowanej chitozanem. Wyzszg zawarto$¢ mentolu
zanotowano na podtozu Linsmaier i Skoog z dodatkiem 2,0 mg/l 2,4-D, w poréwna-
niu do pozywek zawierajacych 2,0 mg/l NAA lub 2,0 mg/l KIN (52).

Udowodniono, ze w niektérych przypadkach prowadzenie hodowli na pozywce
pozbawionej regulatoré6w wzrostu, moze przyczynic sie do znacznego wzrostu pro-
dukgcji metabolitow wtornych. Kultura komorek Papaver bracteatum hodowana na
podtozu MS bez hormonéw produkowata 7-krotnie wiecej alkaloidu — sanguinary-
ny, niz ta sama kultura na pozywce z dodatkiem 0,1 mg/l 2,4-D i 0,5 mg/l BAP. Kiedy
oba rodzaje kultur elicytowano autoklawowang zawiesing z Dendryphion penicillatum,
ilos¢ sanguinaryny produkowanej przez zawiesine na pozywkach z hormonami lub
bez, byta poré6wnywalna. Natomiast, gdy do elicytacji zawiesiny P. bracteatum uzyto
Verticillium dahliae, poziom sanguinaryny w kulturze hodowanej bez regulatorow
wzrostu osiagnal 500-krotnie wyzszy poziom od zanotowanego w hodowli z hor-
monami (15).

3.4. Steienie elicytora biotycznego

Wzrostowi stezenia elicytora w kulturze towarzyszy nasilenie odpowiedzi ko-
mérkowej. Efektem jest rosngca akumulacja metabolitow wtérnych w poczatkowej
fazie wzrostu kultury. Zwigzki te moga by¢ toksyczne dla produkujacych je komé-
rek. Ponadto uruchamiane sg mechanizmy obronne, ktére po przekroczeniu pewne-
go progu stymulacji, prowadzg do reakcji nadwrazliwos$ci i $mierci komoérek (24).
Brodelius i in. (45) wykazali, Ze wraz ze wzrostem stezenia chitozanu, ktérym trak-
towano zawiesiny komorek E. californica i N. tabacum, nastepowata redukcja suchej
masy komorek, obnizenie aktywnosci PAL, a takze catkowitej zawartos$ci alkalo-
idéw: chelerytryny i makarpiny w kulturach E. californica. Autorzy opisujg metode
monitorowania stezenia chitozanu przez pomiar przewodnictwa pozywki, ktérego
gwattowny wzrost pokrywa sie ze spadkiem zywotnosci komoérek, obnizeniem ak-
tywnosci PAL oraz zmniejszeniem catkowitej zawartosci alkaloidow w kulturze. Au-
torzy sugeruja, ze zbyt wysokie stezenie elicytora prowadzi do catkowitej perme-
abilizacji bton, wycieku jonow i metabolitéw komorkowych do pozywki, a w efekcie
do spadku zywotnosci komérek. Chitozan stosowany w mniejszych stezeniach po-
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wodowat ponad 6-krotna stymulacje aktywnos$ci PAL w komérkach N. tabacum oraz
3-krotny wzrost zawartosci alkaloidow w kulturze E. californica (45).

Rowniez wplyw ztozonych elicytoréow grzybowych na poziom metabolitow jest
zalezny od ich stezenia w kulturze. W kulturze korzeni wtosnikowatych A. annua eli-
cytowanych preparatem z endofitycznego grzyba Colletotrichum sp. wraz ze wzro-
stem stezenia elicytora nastepowalo obnizenie suchej masy hodowli. Jednoczes$nie
wzrastata zawarto$¢ artemizyny osiggajac maksymalny poziom przy stezeniu elicy-
tora wynoszacym 0,4 mg/ml. Wieksze iloSci preparatu powodowaly spadek zawarto-
Sci artemizyny (16). Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w elicytowanej kulturze za-
wiesinowej C. roseus. Wraz z dodatkiem homogenatu grzybni U. verens w stezeniu
rownym 10 mg/ml zanotowano najwyzszg akumulacje produktu w komoérkach, nato-
miast dodatek elicytora w ilosci 20 mg/ml spowodowatl uwolnienie wiekszej czesci
alkaloidéw do podtoza oraz ich maksymalng catkowita produkcje (14).

Produkcja sanguinaryny w kulturze zawiesinowej Papaver bracteatum rosta wraz
ze zwiekszajacym sie stezeniem homogenatu grzybni Dendryphion penicillatum i osiag-
neta maksimum, gdy stezenie elicytora wynosito 1,7 mg $.m./ml kultury. lloSci elicy-
tora ponizej tej warto$ci nie powodowaly znacznego spadku $wiezej masy kultury,
jednak efektem podania stezen wyzszych od wymienionych byt spadek produkgji,
brazowienie kultury oraz drastyczne zahamowanie wzrostu hodowli (15).

Preparat glikoprotein drozdzowych podany w ilosci < 2 g/l nie powodowat re-
dukcji wzrostu kultury zawiesinowej E. californica, natomiast przy stezeniu 5 g/l za-
notowano zaledwie 15% spadek intensywnos$ci wzrostu. Maksymalng zawartos$¢ al-
kaloidéow w hodowli zanotowano przy podaniu elicytora w ilosci 1 g/l (24).

3.5. Czas elicytacji

Czas oddziatywania elicytora na komérki decyduje o poziomie stresu biotyczne-
g0, ktory z kolei determinuje odpowiedz komoérkowa i wynik elicytacji. Po przekro-
czeniu pewnego progu stymulacji (zbyt diugi okres elicytacji) nastepuje $mier¢ ko-
moérek w wyniku reakcji HR.

Korzenie wlo$nikowate A. annua elicytowane preparatem z Colletotrichum sp. wyka-
zywaly najwyzszy poziom artemizyny, gdy hodowano je w obecnosci elicytora przez
4 dni. Po tym czasie ilo§¢ produktu malafa (16). Podobng zalezno$¢ zaobserwowano
w kulturze zawiesinowej C. roseus elicytowanej homogenatem grzybni U. verens. Naj-
wyzsza zawarto$¢ ajmalicyny i katarantyny zaobserwowano po 4 dniach elicytacji (14).
Zawarto$¢ kwasu ursolowego i oleanolowego w kulturze zawiesinowej Scutellaria
baicalensis osiggneta maksimum po 40 h od podania elicytora drozdzowego. Po tym
czasie poziom triterpenoidow w kulturze zaczat gwattownie spadac(19).

Optymalny czas inkubagji zalezy od rodzaju stosowanego elicytora. Kultury za-
wiesinowe P. rosea traktowano dawkami elicytorow powodujgcymi najwiekszg pro-
dukcje plumbaginy. Optymalny czas elicytacji wyniést: 48 h dla chitozanu i prepara-
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tu z Aspergilus niger, 24 h dla homogenatu z B. subtilis oraz 60 h dla ekstraktu droz-
dzowego oraz elicytoréw izolowanych z P. aeruginosa i Rhizopus oryzae (17). R6znice
w szybkosci wywolywanych reakcji moga by¢ spowodowane rézna dyfuzja elicyto-
row przez Sciane komérkowa jak i szybkoscia aktywacji przez nie szlakow przekazy-
wania sygnafu prowadzgcych do syntezy metabolitow wtérnych.

4. MoiliwoSci regulacji dzialania elicytoréw biotycznych przez inne
czynniki

4.1. Elicytacja ztoiona (dodatek tzw. combined elicitors)

W celu zwiekszenia produkcji cennych metabolitéw prowadzi sie badania nad
zastosowaniem biotycznych elicytoré6w w kombinacji z innymi procedurami stymu-
lujgcymi metabolizm wtérny i synteze pozgdanych zwigzkéw w roslinnych kulturach
in vitro. Skuteczne okazalo sie fgczenie elicytorow biotycznych z prekursorami,
a takze elicytorami abiotycznymi. Wykazano, ze wymienione czynniki stosowane
w réznych kombinacjach dziataja synergistycznie i pozwalaja na uzyskanie wielo-
krotnie wyzszego poziomu syntetyzowanych metabolitow niz, wtedy gdy stosowa-
ne sg pojedynczo. Takie podejscie moze okazac sie skuteczne takze przy zwieksza-
niu skali produkgcji (14). Zhang i in. (57) zastosowali faczong elicytacje w kulturze za-
wiesinowej T. chinesis. Dodatek 50 mg/l chitozanu, 60 uM estru metylowego kwasu
jasmonowego (M]) i 30 uM soli srebra spowodowat ponad 40-krotny wzrost produk-
¢ji paklitakselu w poréwnaniu z kontrola. Syntetyzowana ilo$¢ (25 mg/l) byta wiek-
sza niz w kulturach traktowanych kazdym ze zwigzkéw oddzielnie. Dodatkowo
zwiekszono produkcje paklitakselu taczac elicytacje chitozanem, JM oraz jonami
Ag™ z ekstrakcjq in situ, otrzymujac 48 mg/l tego zwigzku (58). Kombinacja synchro-
nizacji wzrostu kultury zawiesinowej T. chinesis z rownoczesng elicytacjg prepara-
tem z endofitycznego grzyba A. niger (50g/l) oraz MJ (60 uM) umozliwita stabilng
produkcje paklitakselu zaré6wno na mata skale (stezenie produktu: 27 mg/l) jak
i w bioreaktorze o objetosci 10 | (24 mg/l) (84).

Zhang i Wu (85) badali wptyw abiotycznych elicytorow bedacych jednoczesnie
inhibitorami syntezy etylenu i szlakow aktywowanych przez etylen na kultury za-
wiesinowe T. chinesis, T. chinesis var. mairei i T. yunnanensis elicytowane ekstraktem
z grzybni A. niger (100 mg/l). Dodatek jonéw Co2* (20 uM) i Ag* (30 uM) wptywat
korzystnie na biomase kultury, a takze zwiekszal akumulacje paklitakselu o 100%
w przypadku T. yunnanensis i o okoto 50% w pozostalych hodowlach (85).

Nie wszystkie kombinacje elicytoréow biotycznych i abiotycznych wptywajg ko-
rzystnie na produkcje danego metabolitu. Elicytacja kultur zawiesinowych C. roseus
homogenatem z A. niger (20 pg/ml) oraz bromkiem tetrametyloamonowym
(100 mg/l) spowodowata znaczny wzrost produkcji ajmalicyny oraz katarantyny
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w hodowli. Jednak preparat grzybowy i malonian nie wykazywat takiego synergi-
stycznego efektu. Produkcja alkaloidow indolowych wywotana podaniem obu elicy-
torow byta duzo stabsza, niz po traktowaniu kazdym z nich oddzielnie (14).

4.2. Niskoczgsteczkowe zwiazki organiczne

Elicytacja kultur roslinnych preparatami grzybowymi prowadzi do inicjacji od-
powiedzi nadwrazliwosci i gwattownej redukcji biomasy kultury w wyniku nekro-
tycznej Smierci komdrek. Eliminacja tego negatywnego zjawiska jest niezbedna do
zastosowania biotycznej elicytacji w stymulacji produkcji metabolitow wtornych
w hodowlach na duzg skale. Zmniejszenie dawki elicytora redukuje spowolnienie
wzrostu, ale powoduje takze obnizenie produkcji pozadanych metabolitow wtor-
nych. Rozwigzaniem moze by¢ kontrola proceséw przekazywania sygnatu elicyta-
¢ji w komorkach i, kierowanie” odpowiedzi w kierunku syntezy pozadanych meta-
bolitéw.

Zaobserwowano, ze pewne zwigzki o niewielkiej masie czasteczkowej (np.
szczawian, cytrynian, kwas salicylowy) wplywaja na indukcje syntezy metabolitéw
wtérnych w obecnosci niewielkich dawek elicytora. Szczawian i salicylan majg zdol-
nos¢ do aktywacji SAR w roslinach, natomiast cytrynian hamuje dzialanie elicytora
(83). Szczawian (0,2-2 mM) dodany wraz z preparatem z grzybowego patogena
V. dahliae (0,66 pg/ml hodowli) do kultury zawiesinowej G. hirsutum stymulowat syn-
teze fitoaleksyn (hemigosypolu i pochodnych) powodujac 6-krotny wzrost ich pro-
dukcji wzgledem kontroli. Ponadto niwelowat on negatywny wplyw elicytora na
tempo wzrostu hodowli, a takze obnizal dawke preparatu z V. dahliae niezbedng do
efektywnej elicytacji (83). Sam szczawiooctan nie posiadal zdolnosSci do indukgji
syntezy metabolitow, podobnie jak elicytor, ktéry podany oddzielnie w takim sa-
mym (niskim) stezeniu, nie powodowat stymulacji produkgji fitoaleksyn. Aby osiag-
na¢ optymalny rezultat, dodatek szczawiooctanu musiat nastgpi¢ w przeciggu 30 mi-
nut od podania preparatu grzybowego, co moze $wiadczy¢ o tym, ze zwigzek ten,
dziata przez modyfikacje oddziatywania elicytora ze $ciang komérkowa (83). Dzia-
tanie hamujgce na proces uwalniania aktywnych rodnikéw tlenowych okazato sie
niezalezne od rodzaju aplikowanego elicytora i obserwowano je zaréwno w kultu-
rach elicytowanych harping z E. amylowora, oligogalaktouronidami jak i elicytorem
z Verticillim sp., natomiast stopien inhibicji byt r6zny w zalezno$ci od elicytora. Stab-
sze zahamowanie syntezy ROS w kulturze elicytowanej harping moze $wiadczy¢
o istnieniu drugiej drogi transmisji sygnatfu, na ktorg szczawian nie ma wpiywu (86).

Wydaje sie, ze zastosowanie szczawioctanu i innych substancji hamujacych
wywolywang przez elicytacje biotyczng reakcje HR (niekorzystna, z punktu widzenia
produkcji metabolitow wtérnych w kulturach in vitro), a aktywujgcych dodatkowo
szlaki syntezy metabolitow wtérnych, moze okazac sie korzystnym rozwigzaniem
umozliwiajacym zwiekszenie produkgcji tych substancji na duzg skale.
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4.3. Kokultury

Jedna ze stosunkowo nowych metod wykorzystywanych do podniesienia wydaj-
nosci produkcji metabolitow wtérnych w roslinnych kulturach in vitro sg hodowle
kokultur dwoch rodzajéw tkanek roslinnych (pochodzacych z tego samego gatunku
jak réwniez nalezacych do réznych gatunkéw, a nawet rodzajéw) w jednym naczy-
niu hodowlanym. Zakfadajac, ze komoérki jednego gatunku roslin produkujg zwigzki
bedace prekursorami metabolitow wytworzonych przez komorki drugiego gatunku,
prowadzi sie kokultury w celu uzyskania wysokiego poziomu pozadanego produk-
tu. Przyktadem zastosowania takiego systemu jest hodowla korzeni wto$nikowatych
A. majus (Umbelliferae) uzyskanych w wyniku transformacji bakterig Agrobacterium
rhizogenes oraz pedéw Ruta graveolens (Rutaceae) w jednym naczyniu hodowlanym
w celu uzyskania farmakologicznie czynnych metabolitéw wtérnych z grupy furano-
kumaryn (87). Zalozono, ze produkowane w tkankach A. majus kumaryny (umbelife-
ron), beda wykorzystane przez tkanki R. graveolens jako substrat do syntezy furano-
kumaryn: psolarenu, bergaptenu i ksantotoksyny. W wymienionym systemie wyka-
zano, ze w warunkach kokultury akumulacja metabolitow wtérnych z grupy furano-
kumaryn w tkankach R. graveolens jest wyzsza niz w przypadku pedéw tego gatunku
pochodzgcych z monokultur (akumulacja bergaptenu wzrosta okotfo péttorakrotnie,
a ksantotoksyny trzykrotnie) (87).

5. Podsumowanie

Roslinne metabolity wtérne znajduja ciggle nowe zastosowania w wielu dziedzi-
nach zycia cztowieka i aby sprostac ciggle rosngcemu zapotrzebowaniu na te sub-
stancje, istotne jest opracowanie technologii pozwalajacych na ich produkcje w kul-
turach roslinnych in vitro. Jedna z mozliwo$ci podnoszenia wydajnosci syntezy meta-
bolitéw wtornych jest zastosowanie elicytoréw biotycznych. Metoda biotycznej eli-
cytacji okazata sie niezwykle skuteczna w stymulacji produkcji metabolitéw wtér-
nych w kulturach wielu gatunkoéw roslin. Z przegladu literatury oraz wynikéw badan
wtlasnych wynika, ze elicytory biotyczne wykazuja zréznicowana aktywnos$¢ w sto-
sunku do tkanek roslinnych. Ponadto efekt dzialania elicytoré6w moze by¢ wspoma-
gany badzZ ostabiany przez inne czynniki takie jak: faza wzrostu i wiek kultury oraz
rodzaj i stezenie stosowanych zwiazkéw abiotycznych.

Prowadzone obecnie intensywne badania nad mechanizmami molekularnymi
warunkujgcymi dziatanie elicytorow powinny w dalszej perspektywie zaowocowac
opracowaniem ulepszonych procedur elicytacji. Celem tych badan jest identyfikacja
bardziej skutecznych, uniwersalnych, najprostszych i najtanszych elicytoréw meta-
bolitéw wtornych w roslinnych kulturach in vitro.
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