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S u m m a r y

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. Wstêp

Roœliny syntetyzuj¹ ogromn¹ liczbê aktywnych biologicznie zwi¹zków chemicz-
nych bêd¹cych metabolitami wtórnymi. Substancje te s¹ gatunkowo specyficzne
i nie bior¹ udzia³u w metabolizmie podstawowym, ale maj¹ zasadnicze znaczenie
w przystosowaniu siê roœlin do zmiennych warunków œrodowiska (1). Wœród meta-
bolitów wtórnych wyró¿niamy szerok¹ gamê zwi¹zków takich jak np. alkaloidy,
olejki eteryczne, taniny, sterole, fitoaleksyny, zwi¹zki fenolowe, terpeny, kumaryny
i inne. Metabolity wtórne znalaz³y zastosowanie jako leki, naturalne barwniki, œrod-
ki zapachowe lub pestycydy (2). Do zwi¹zków roœlinnych wykorzystywanych w ce-
lach u¿ytkowych nale¿¹ m.in. stosowane do barwienia ¿ywnoœci betalainy, chinony,
flawonoidy, a tak¿e zwi¹zki zapachowe i olejki eteryczne. W przemyœle kosmetycz-
nym znalaz³y równie¿ zastosowanie metabolity wtórne o w³aœciwoœciach przeciwu-
tleniaczy. Jednak najwa¿niejszymi cechami substancji syntetyzowanych w roœlinach
s¹ ich w³aœciwoœci lecznicze.

Roœliny stanowi¹ niewyczerpane Ÿród³o ró¿norodnych zwi¹zków, które mog¹
byæ potencjalnie wykorzystane jako leki, jednak do tej pory poznano jedynie ich nie-
wielk¹ czêœæ. Obecnie znanych jest oko³o 100 000 substancji bêd¹cych roœlinnymi
metabolitami wtórnymi, a ka¿dego roku odkrywanych jest oko³o 4000 nowych (3).
Mimo znajomoœci ich struktury i w³aœciwoœci, chemiczna synteza takich zwi¹zków,
posiadaj¹cych czêsto niezwykle skomplikowan¹ budowê, jest nieop³acalna lub nie-
mo¿liwa do przeprowadzenia za pomoc¹ dostêpnych metod (3).

Skuteczn¹ metod¹ podnoszenia produkcji metabolitów wtórnych w wielu syste-
mach roœlinnych okaza³a siê elicytacja. Termin „elicytor” zosta³ wprowadzony
w 1975 r. i wtedy te¿ przeprowadzono pierwsze doœwiadczenia z elicytacj¹ w kultu-
rach roœlinnych in vitro (4). Elicytory s¹ fizycznymi lub chemicznymi czynnikami stre-
sowymi stymuluj¹cymi odpowiedŸ obronn¹ roœlin (4). Poniewa¿ szlaki wtórnego
metabolizmu aktywowane s¹ przez czynniki stresowe, elicytory stosowane s¹ do
zwiêkszania syntezy tych substancji w roœlinnych kulturach in vitro. Dodatkowo,
substancje te mog¹ stymulowaæ uwalnianie komórkowych produktów do po¿ywki
(5). Ze wzglêdu na miejsce powstawania, elicytory dzielone s¹ na endo- i egzogen-
ne, z kolei w zale¿noœci od ich pochodzenia rozró¿nia siê: elicytory biotyczne i abio-
tyczne (6). Do abiotycznych elicytorów zalicza siê m.in. promieniowanie UV, sole
metali ciê¿kich, a tak¿e z³o¿one substancje chemiczne jak Regalis® czy BION® (5,7).

Elicytorami biotycznymi s¹ zwi¹zki zarówno pochodzenia roœlinnego (endogen-
ne), jak i produkowane w organizmie patogena (egzogenne) (8). Najczêœciej stoso-
wanymi biotycznymi elicytorami s¹ z³o¿one zwi¹zki chemicznie, o czêsto nie w pe³ni
zdefiniowanym sk³adzie, takie jak ekstrakty grzybowe czy bakteryjne (6). Do elicyto-
rów o zdefiniowanej budowie nale¿¹ substancje o strukturze m.in. wêglowodanów,
bia³ek i steroli. Dok³adny mechanizm dzia³ania elicytorów nie jest do koñca pozna-
ny. Wiadomo, ¿e stymulacja szlaków metabolizmu wtórnego w elicytowanych ko-
mórkach zachodzi w wyniku odpowiedzi roœliny na stres biotyczny, którym w natu-
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ralnych warunkach jest atak patogenów. Aktywacja mechanizmów obronnych, do
których nale¿y produkcja zwi¹zków toksycznych dla czynnika chorobotwórczego,
decyduje o przetrwaniu roœliny i zwalczeniu infekcji (3,4,9). Innymi zwi¹zkami po-
siadaj¹cymi w³aœciwoœci elicytorów, a uczestnicz¹cymi w transmisji sygna³ów w or-
ganizmie roœlinnym i syntetyzowanymi w warunkach naturalnych przez komórki s¹
m.in. kwas jasmonowy (JA) i kwas salicylowy (SA) (5,10).

2. Elicytory biotyczne

Wiele substancji pochodzenia biotycznego posiada w³aœciwoœci elicytora w sto-
sunku do tkanek roœlinnych hodowanych w systemach in vitro. Nale¿¹ do nich m.in.
mieszaniny zwi¹zków o z³o¿onym sk³adzie otrzymywane w wyniku homogenizacji
lub filtracji kultur grzybowych i bakteryjnych. W ostatnich latach wyizolowano tak-
¿e szereg substancji o zdefiniowanej budowie i silnej aktywnoœci elicytorowej. Czê-
œæ z nich najprawdopodobniej stanowi czynnik aktywny elicytorów z³o¿onych. Pro-
wadzone s¹ badania nad mechanizmami dzia³ania tych cz¹steczek oraz ich recepto-
rom w obrêbie komórki roœlinnej (4).

2.1. Elicytory o budowie z³o¿onej

2.1.1. Elicytory grzybowe

Homogenaty i filtraty z kultur wielu gatunków grzybów (g³ównie patogenów roœ-
linnych) znalaz³y zastosowanie jako elicytory metabolitów wtórnych w roœlinnych
kulturach in vitro (4). W wiêkszoœci przypadków preparaty grzybowe powoduj¹ re-
dukcjê wzrostu kultury roœlinnej, a tak¿e stymuluj¹ uwalnianie metabolitów wtór-
nych do po¿ywki.

Elicytor uzyskany z tego samego gatunku grzyba mo¿e w zupe³nie inny sposób
oddzia³ywaæ na komórki ró¿nych gatunków roœlin. Elicytacja zawiesiny komórek
Catharanthus roseus filtratem z patogena grzybowego Pythium aphanidermatum nie
spowodowa³a stymulacji syntezy alkaloidów indolowych (11). Zaobserwowano, co
prawda, znaczne zwiêkszenie aktywnoœci dwóch enzymów szlaku ich syntezy: syn-
tazy kwasu antranilowego oraz dekarboksylazy tryptofanu, ale aktywnoœæ innych
pozosta³a bez zmian lub zmniejszy³a siê pod wp³ywem elicytacji. W rezultacie zaob-
serwowano akumulacjê tryptaminy, prekursora alkaloidów indolowych, natomiast
brak zwiêkszenia zawartoœci ajmalicyny oraz syntezy katarantyny i serpentyny. Ba-
daj¹c ¿ywotnoœæ komórek elicytowanej kultury za pomoc¹ barwienia dioctanem flu-
oresceiny, stwierdzono spadek liczby ¿ywych komórek do 75% wzglêdem kontroli
(11). Bais i in. (12) wykazali natomiast, ¿e filtrat z mycelium tego samego grzyba
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(P. aphanidermatum) stymulowa³ produkcjê kumaryn (eskuliny i eskuletyny) w kultu-
rze korzeni w³oœnikowatych Cichorium intybus, dodatkowo powoduj¹c niewielki
wzrost biomasy hodowli w porównaniu do kontroli.

Homogenat z patogenicznego grzyba Fusarium solani by³ nieskuteczny w elicyta-
cji diosgeniny w zawiesinie komórkowej Dioscorea galeottiana (13), natomiast powo-
dowa³ wzrost aktywnoœci amoniakoliazy fenyloalaniny (PAL) poprzedzony zwiêksze-
niem poziomu PAL mRNA w kulturze zawiesinowej Nicotiana tabacum (10) oraz sty-
mulowa³ ponad 3-krotny wzrost zawartoœci alkaloidów indolowych w kulturze za-
wiesinowej C. roseus (14).

Stwierdzono tak¿e, ¿e w zale¿noœci od gatunku grzyba u¿ytego do elicytacji, re-
akcja komórek roœlinnych mo¿e byæ ró¿na, a tak¿e, ¿e czynniki wp³ywaj¹ce na efek-
tywnoœæ produkcji mog¹ ulec zmianie. Cline i Coscia (15) elicytowali kultury zawiesi-
nowe Papaver bracteatum za pomoc¹ homogenatu z Dendryphion penicillatum, patoge-
na roœlin z rodzaju Papaver oraz preparatu z konidiów Verticillium dahliae, patogena
o szerokim spektrum gospodarzy. Niezale¿nie od obecnoœci hormonów w po¿ywce,
homogenat D. penicillatum powodowa³ wzrost zawartoœci alkaloidu sanguinaryny do
poziomu 460 �g/g œwie¿ej masy (œ.m.) w porównaniu z ok. 40 �g/g œ.m. w kulturze
kontrolnej. Z kolei elicytor z V. dahliae, stymulowa³ produkcjê tego alkaloidu jedynie
na po¿ywce pozbawionej regulatorów wzrostu (uzyskano 4758,8 �g/g œ.m.). Oba
preparaty grzybowe indukowa³y uwolnienie alkaloidu do po¿ywki (15).

Oprócz preparatów z typowych patogenów roœlinnych, tak¿e preparaty uzyska-
ne z gatunków saprofitycznych maj¹ zdolnoœæ do wywo³ywania syntezy metaboli-
tów wtórnych w komórkach roœlinnych. Przyk³adem jest elicytacja kultury korzeni
w³oœnikowatych Artemisia annua preparatem z endofitycznego dla tego gatunku
grzyba Colletotrichum sp. (16). Zaobserwowano wzrost zawartoœci artemizyny w ko-
mórkach A. annua oraz nieznaczny spadek tempa wzrostu korzeni w porównaniu do
kontroli. Nie stwierdzono uwalniania produktu do po¿ywki. Skutecznoœæ elicytacji
zale¿a³a od stê¿enia i czasu dzia³ania elicytora oraz od wieku elicytowanych korzeni.

W zale¿noœci od sposobu przygotowania kultury grzybowej, u¿ytej potem jako
elicytor, otrzymane preparaty wykazywa³y ró¿ny wp³yw, zarówno na przyrost bio-
masy jak i na produkcjê metabolitów wtórnych w hodowlach roœlinnych. Podczas
gdy ekstrakt z grzybni P. aphanidermatum dodany do kultury korzeni w³oœnikowa-
tych Cichorium intybus, powodowa³ spowolnienie wzrostu kultury oraz zmniejszenie
produkcji kumaryn i poliamin, to filtrat z kultury tego samego grzyba stymulowa³
zarówno wzrost hodowli jak i syntezê metabolitów (12). Zhao i in. (14) badali wp³yw
homogenatów grzybni i filtratów kultur 12 gatunków grzybów na produkcjê alkalo-
idów indolowych w zawiesinie komórkowej C. roseus. Wszystkie elicytory spowodo-
wa³y redukcjê ¿ywotnoœci komórek roœlinnych oraz zmianê barwy kultury z ¿ó³tej
na br¹zow¹. Jednak, zarówno intensywnoœæ koloru zawiesiny po elicytacji, ca³kowi-
ta zawartoœæ alkaloidów, odsetek produktu uwalnianego do po¿ywki jak i proporcje
pomiêdzy katarantyn¹, ajmalicyn¹ i serpentyn¹, ró¿ni³y siê w zale¿noœci od gatunku
grzyba oraz rodzaju elicytora (filtrat lub homogenat grzybowy). Skutecznymi elicyto-

Stymuluj¹cy wp³yw elicytorów biotycznych na produkcjê farmakologicznie czynnych metabolitów wtórnych

BIOTECHNOLOGIA 4 (71) 82-108 2005 85



rami by³y homogenaty grzybni F. solani, P. irregulare, Aspergillum niger oraz Ustilaginodia

verens, natomiast nieefektywne okaza³y siê preparaty z grzybów z rodzaju Mucor

(M. fragilis i M. rouxianus). Jedynie 5 filtratów kultur grzybowych skutecznie stymulo-
wa³o syntezê alkaloidów indolowych. Niektóre z nich powodowa³y s³absz¹, inne
wy¿sz¹ akumulacjê produktów ni¿ uzyskane z tych samych gatunków homogenaty.
Homogenat z U. verens, jak siê okaza³o, by³ najbardziej efektywnym i uniwersalnym
elicytorem spoœród badanych. Optymalizuj¹c dawkê elicytora, liniê komórkow¹
C. roseus, wiek kultury i czas elicytacji uda³o siê osi¹gn¹æ 5-krotny wzrost produkcji
alkaloidów (14).

Wiele preparatów grzybowych stymulowa³o uwalnianie wtórnych metabolitów
do po¿ywki. Preparaty z A. niger i Rhizopus oryzae oprócz skutecznej elicytacji pro-
dukcji plumbaginy w zawiesinie Plumbago rosea (ponad 3-krotny wzrost syntezy) po-
wodowa³y wzrost odsetka uwalnianego do po¿ywki produktu o ok. 10% wzglêdem
kontroli (co stanowi³o oko³o 30% ca³kowitej produkcji) (17). Zhao i in. (14) zaobser-
wowali uwolnienie z komórek ponad 80% ca³kowitej iloœci wyprodukowanych alka-
loidów indolowych (ponad 30-krotnie wiêcej ni¿ w kontroli) w wyniku elicytacji kul-
tury zawiesinowej C. roseus homogenatami z U. verens i A. niger.

W wielu przypadkach z³o¿one elicytory grzybowe powodowa³y redukcjê bioma-
sy kultury (11,14,16), a mimo to niektóre z nich, jak siê okaza³o, mia³y korzystny
wp³yw na wzrost hodowli. Bais i in. (12) wykazali, ¿e dodatek ekstraktu lub filtratu
z hodowli patogenicznego grzyba Phytophtora parasitica var. nicotiana do kultury ko-
rzeni w³oœnikowatych Cichorium intybus, poza zwiêkszeniem iloœci produkowanych
kumaryn (ok. 400% w stosunku do kontroli) i poliamin (ok. 130% w stosunku do kon-
troli), wywo³a³ wzrost gruboœci i stopnia rozga³êzienia korzeni. W rezultacie koñco-
wa biomasa elicytowanej hodowli by³a 1,5-krotnie wiêksza ni¿ w kulturze kontrol-
nej (12). Tak¿e w wyniku elicytacji transformowanych korzeni Ocimum basilicum za
pomoc¹ preparatów z P. cinamoni i P. drechsleri, biomasa kultury wzros³a odpowied-
nio o 87 i 28%. Zanotowano równie¿ znaczny wzrost produkcji kwasu rozmarynowe-
go (18).

Na szczególn¹ uwagê zas³uguj¹ grzyby z gatunku Saccharomyces cerevisiae, które-
go ekstrakt posiada aktywnoœæ elicytorow¹ wykazan¹ w wielu systemach roœlinnych.
Wykazano, ¿e w wiêkszoœci przypadków, jego dodatek do po¿ywki nie wp³ywa ne-
gatywnie na wzrost biomasy kultury oraz stymuluje uwalnianie produktów do po-
¿ywki.

Wykazano pozytywny wp³yw ekstraktu dro¿d¿owego (YE) na akumulacjê triter-
penoidów (g³ównie kwasu ursolowego i oleanolowego) w zawiesinie komórkowej
Scutellaria baicalensis (19). Filtrat ekstraktu z S. cerevisiae podzielono na 2 frakcje za-
wieraj¹ce zwi¹zki o ró¿nej masie cz¹steczkowej (YE-1 m.cz. >10,000 Da oraz YE-2
m.cz < 10,000 Da). Skuteczniejszym elicytorem, jak siê okaza³o, by³a frakcja YE-1,
któr¹ stosowano w iloœci 50 mg/l po¿ywki. Zaobserwowano wzrost produkcji triter-
penoidów, z których wiêkszoœæ zosta³a wydzielona do pod³o¿a oraz gwa³town¹
zmianê barwy kultury z jasno¿ó³tej na jasnobr¹zow¹. Udowodniono tak¿e, ¿e elicy-
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tor dzia³a na komórki aktywuj¹c szlak oktadekanoidowy (19). W kulturze zawiesino-
wej C. roseus, elicytor dro¿d¿owy, dzia³aj¹c tak¿e za poœrednictwem jasmonianów,
stymulowa³ syntezê alkaloidów indolowych (20).

Pitta-Alvarez i in. (5) zanotowali wzrost zawartoœci skopolaminy i hioscyjaminy
(o ok. 200% w porównaniu do kontroli) w kulturze korzeni w³oœnikowatych Burgmansia

candida elicytowanej YE. Stwierdzono tak¿e 6-krotnie wiêksze uwalnianie skopola-
miny do po¿ywki, a dodatek elicytora nie wp³yn¹³ negatywnie na wzrost kultury. Po-
zytywny wp³yw preparatu dro¿d¿owego na biomasê hodowli zanotowano w kultu-
rze korzeni w³oœnikowatych Salvia miltiorrhiza (dwukrotnie szybszy wzrost w kultu-
rze z dodatkiem YE). Ponadto w elicytowanej hodowli wzros³a synteza kwasów fe-
nolowych oraz naftochinonów (21). Najprawdopodobniej aktywnymi cz¹steczkami
elicytora s¹ sk³adniki œciany komórkowej posiadaj¹cej z³o¿on¹ budowê.

Hahn i Albersheim (22) stwierdzili, ¿e aktywn¹ substancj¹ ekstraktu dro¿d¿owe-
go by³ obecny w œcianie dro¿d¿y �-(1�3, 1�6) glukan. Wykazano, ¿e stymulowa³
on syntezê gliceoliny w hipokotylach i liœcieniach Glycine max. Autorzy sugeruj¹, ¿e
roœliny rozpoznaj¹ glukany obecne w ró¿nych gatunkach grzybów niezale¿nie od
ich patogenicznoœci. Podobnie jak w przypadku dro¿d¿y, tak¿e œciana Phytophthora

oryzae zbudowana jest z chityny, glukanu oraz proteoheteroglikanu z du¿¹ zawartoœ-
ci¹ mannozy. Wykazano, ¿e aktywnoœæ elicytorow¹ w hydrolizatach œcian tego pato-
gena, badan¹ w zawiesinie komórkowej ry¿u, posiada³a g³ównie frakcja oligogluka-
nowa (23). Równie¿ mieszanina glikoprotein otrzymana z komórek dro¿d¿y sku-
tecznie stymulowa³a syntezê alkaloidów benzofenantrydynowych w kulturze zawie-
sinowej Eschscholtzia californica powoduj¹c 3,5-krotny wzrost ich syntezy. Mo¿e to
sugerowaæ udzia³ tak¿e tej frakcji w procesie elicytacji wywo³anej preparatami grzy-
bowymi (24). Tak¿e ergosterol, zwi¹zek produkowany przez wiêkszoœæ wy¿szych
grzybów i posiadaj¹cy silne w³aœciwoœci elicytorowe w stosunku do zawiesiny ko-
mórkowej Lycopersicum esculentum, jest prawdopodobnie substancj¹ aktywn¹ w grzy-
bowych elicytorach z³o¿onych (25). Inni autorzy przypuszczaj¹, ¿e w³aœciwoœci elicy-
torowe ekstraktu dro¿d¿owego mog¹ byæ spowodowane obecnoœci¹ w po¿ywce jo-
nów: Zn2+, Ca2+ i Co2+ (obecnych w komórkach dro¿d¿y), które mog³yby dzia³aæ
jako elicytory abiotyczne (5).

2.1.2. Elicytory bakteryjne

Zastosowanie elicytorów bakteryjnych pod pewnymi wzglêdami jest korzystniej-
sze ni¿ w przypadku preparatów grzybowych. Czas przygotowania kultury bakteryjnej
maj¹cej pos³u¿yæ do elicytacji jest krótszy i wynosi ok. 2-3 dni w porównaniu z d³u¿sz¹
hodowl¹ grzybów (ok. 7-8 dni). Ponadto otrzymanie elicytora z kultur bakteryjnych
jest ³atwiejsze i nie wymaga homogenizacji komórek. Z tego powodu zastosowanie
preparatów bakteryjnych mo¿e przyczyniæ siê do redukcji kosztów produkcji metabo-
litów wtórnych na du¿¹ skalê (26). Okazuje siê, ¿e oprócz gatunku bakterii, czynni-
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kiem decyduj¹cym o wyniku elicytacji, tak jak w przypadku elicytorów grzybowych,
jest sposób przygotowania elicytora bakteryjnego. Jung i in. (26) stosowali autoklawo-
wane i nieoczyszczone zawiesiny Staphylococcus aureus, Bacillus cereus i Pseudomonas

aeruginosa do elicytacji produkcji alkaloidów tropanowych w korzeniach w³oœnikowa-
tych Scopolia parviflora. Autoklawowane zawiesiny bakteryjne nie wp³ynê³y zarówno na
biomasê hodowli jak i na produkcjê metabolitów. Okaza³o siê, ¿e jedynie preparaty za-
wieraj¹ce ¿ywe bakterie wykazywa³y aktywnoœæ elicytorow¹, ale równoczeœnie silnie
wp³ywa³y na wzrost i ¿ywotnoœæ kultury, powoduj¹c obumieranie komórek korzeni po
48 h od podania elicytora. Preparaty z ¿ywych bakterii gramdodatnich okaza³y siê sku-
teczniejsze, a najefektywniejszy by³ elicytor z S. aureus, który 3-krotnie zwiêkszy³ pro-
dukcjê skopoletyny w kulturze po 12 h elicytacji (26).

Autoklawowany lizat Enterobacter sakazaki zosta³ u¿yty do elicytacji produkcji
kumaryn i furanokumaryn w kulturach Ammi majus (7). Elicytor indukowa³ zwiêk-
szon¹ syntezê umbeliferonu w porównaniu do kontroli w kulturze zawiesinowej
(z 0,1 do 9,6 mg% s.m.) oraz w korzeniach w³oœnikowatych (z 1,9 do 2,3 mg% s.m.),
powodowa³ natomiast spadek jego zawartoœci w kulturze kalusa. Obni¿enie zawar-
toœci umbeliferonu jest prawdopodobnie spowodowane jego przekszta³ceniem
w bardziej skomplikowane strukturalnie furanokumaryny. W elicytowanej kulturze
kalusa A. majus zaobserwowano produkcjê znacznych iloœci skopoletyny, kumaryny
nieobecnej w hodowlach kontrolnych. W wyniku elicytacji korzenie w³oœnikowate
syntetyzowa³y tak¿e niewielkie iloœci furanokumaryny – bergaptenu, substancji nie
wykrytej do tej pory zarówno u A. majus hodowanym in vivo jak i w kulturach tkan-
kowych (7). Ten sam elicytor u¿yty do stymulacji wtórnego metabolizmu w kalusie
A. visnaga stymulowa³ wzrost kultury, natomiast nie wywo³a³ znacz¹cych jakoœcio-
wych i iloœciowych zmian w sk³adzie produkowanych furanochromonów i piranoku-
maryn (27). Traktowanie autoklawowanym lizatem z E. sakazaki kultury zawiesino-
wej A. visnaga równie¿ nie zmieni³o proporcji i iloœci zwi¹zków z grupy furanochro-
monów i piranokumaryn. Zaobserwowano jedynie siln¹ stymulacjê syntezy niezi-
dentyfikowanego zwi¹zku o Rf = 0,8.

Wiêkszoœæ bakterii nie posiada w œcianie frakcji glukanowej podobnej do grzy-
bowej. Prawdopodobnie inne niespecyficzne elicytory bior¹ udzia³ w aktywacji od-
powiedzi obronnej roœlin pod wp³ywem preparatów z patogenicznych i niepatoge-
nicznych bakterii gramujemnych (22). Felix i in. (28) badali w³aœciwoœci elicytorowe
lizatów z bakterii z rodzaju Agrobacterium, Rhizobium oraz Xanthomonas i stwierdzili,
¿e preparaty z tych gatunków nie indukowa³y alkalizacji pod³o¿a ani produkcji reak-
tywnych rodników tlenowych (reactive oxygen species, ROS) w kulturze zawiesinowej
L. esculentum. Przyczyn¹ by³a najprawdopodobniej inna od konsensusowej sekwen-
cja N-terminalna flageliny wystêpuj¹ca u tych bakterii, która nie by³a rozpoznawana
przez komórki roœlinne. Najprawdopodobniej to w³aœnie flagelina odpowiada za
niespecyficzn¹ odpowiedŸ roœliny na patogeny bakteryjne (28).

W wielu przypadkach ekstrakty grzybowe i bakteryjne, jak siê okaza³o, by³y sku-
tecznymi elicytorami, a mimo to ich praktyczne zastosowanie do produkcji metabo-
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litów wtórnych jest powa¿nie ograniczone s³ab¹ powtarzalnoœci¹ i przewidywalno-
œci¹ wyników. Wykazano na przyk³ad, ¿e sk³ad procentowy glukanów, chityny
i mannanów w œcianie komórek dro¿d¿y (a przez to potencjalne w³aœciwoœci elicyto-
rowe) podlega zmianom w zale¿noœci od warunków hodowli, m.in. od pH, tempera-
tury, sk³adu pod³o¿a, a tak¿e od rodzaju kultury (bioreaktor lub kolba) (29). Z tego
wzglêdu okreœlenie stê¿eñ elicytora z³o¿onego (zarówno wyra¿one w %, v/v, jak
i w mg równowa¿ników cukrowych/ml) jest w wielu przypadkach niejednoznaczne.
Ponadto, elicytacja za pomoc¹ kultur ¿ywych mikroorganizmów jest niemo¿liwa do
zastosowania w produkcji metabolitów na du¿¹ skalê z powodu mo¿liwoœci trwa-
³ego zanieczyszczenia bioreaktora. Ró¿norodne efekty wywo³ywane w komórkach
przez grzybowe i bakteryjne elicytory wynikaj¹ ze z³o¿onego sk³adu tych prepara-
tów oraz specyficznoœci oddzia³ywañ pomiêdzy nimi a receptorami komórek roœlin-
nych (14). Prowadzone s¹ badania nad znalezieniem elicytorów o uniwersalnym
dzia³aniu i efektywnie stymuluj¹cych wtórny metabolizm komórek roœlinnych.

2.2. Elicytory o budowie zdefiniowanej

2.2.1. Oligosacharydy

Oligosacharydy s¹ najlepiej scharakteryzowanymi elicytorami reakcji obronnych
u roœlin (30). Cz¹steczki te bior¹ udzia³ w regulacji procesów rozwojowych, symbio-
tycznych oraz odpowiedzi obronnej roœlin. Oligosacharydy mog¹ byæ uwalniane ze
œciany grzyba w wyniku czêœciowego trawienia przez produkowane przez roœlinê
chitynazy i �-glukanazy lub z komórki roœlinnej pod wp³ywem enzymów wydziela-
nych przez patogena. Stanowi¹ one sygna³ do aktywacji mechanizmów obronnych,
które prowadz¹ miêdzy innymi do syntezy fitoaleksyn (31).

2.2.1.1. N-acetylochitooligosacharydy (oligochityna, oligosacharydy chityny)

Oligosacharydy chityny (COs) uwalniane s¹ przez roœlinne chitynazy z chityny,
polimeru N-acetyloglukozaminy, g³ównego sk³adnika œcian wielu grzybów oraz eg-
zoszkieletu stawonogów (32). Oligosacharydy chityny tworz¹ tak¿e szkielet czynni-
ków nodulacji (nodulation factors, Nod) produkowanych przez bakterie wi¹¿¹ce azot
i rozpoznawanych przez roœliny motylkowe (33). Percepcja fragmentów chityny
przez komórki roœlinne odgrywa wa¿n¹ rolê w komórkowej sygnalizacji patogenezy
i stymulacji reakcji obronnych jak równie¿ w procesach rozwojowych – embrioge-
nezie i organogenezie (34).

Vander i in. (35) badali wywo³ywanie reakcji obronnych in vivo pod wp³ywem
dzia³ania chitooligosacharydów wstrzykiwanych do przestrzeni miêdzykomórko-
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wych liœci pszenicy. Zaobserwowano indukcjê aktywnoœci peroksydazy (PO), brak
stymulacji aktywnoœci PAL, a tak¿e brak lignifikacji œcian komórkowych. Do elicyta-
cji in vivo niezbêdne s¹ wysokie (1mg/ml) stê¿enia oligochityny (35), natomiast roœ-
linne kultury zawiesinowe s¹ na COs znacznie bardziej wra¿liwe. Efektywn¹ elicyta-
cjê odpowiedzi obronnych wywo³ywano ju¿ za pomoc¹ nanomolowych stê¿eñ elicy-
tora w kulturach zawiesinowych komórek pszenicy, pomidora (36) oraz ry¿u (23).
Oligochityny wywo³uj¹ w komórkach roœlinnych depolaryzacjê b³ony oraz zwiêkszo-
ny przep³yw jonów przez plazmolemê (37), czego rezultatem jest przejœciowa alkali-
zacja po¿ywki (36). Elicytor ma równie¿ zdolnoœæ do symulacji syntezy ROS i fitoa-
leksyn oraz indukcji zmiany fosforylacji bia³ek, a tak¿e oksydacji lipidów (38).

Aktywnoœæ danego oligosacharydu chityny jako elicytora zale¿y w du¿ej mierze
od stopnia polimeryzacji (degree of polymerization, DP). N-acetylochitooligosacharydy
wiêksze ni¿ heksamery (DP = 7-8) by³y skuteczniejszymi elicytorami w kulturach za-
wiesinowych komórek ry¿u ni¿ oligochityny o DP < 3, które nie wywo³ywa³y w ko-
mórkach reakcji obronnych, nawet podawane w du¿ych stê¿eniach (23). Równie¿
w przypadku elicytacji in vivo w liœciach pszenicy, tylko cz¹steczki COs o DP � 7, jak
siê okaza³o, by³y skutecznymi induktorami aktywnoœci peroksydazy, podczas gdy
krótsze oligosacharydy chityny nie wykazywa³y takich w³aœciwoœci (35). Natomiast
komórki kultury zawiesinowej pomidora by³y wra¿liwe ju¿ na fragmenty chityny
o DP � 4 (36). Sugeruje to istnienie ró¿nej specyficznoœci wi¹zania COs w komór-
kach ró¿nych gatunków roœlin (39). Wykazano, ¿e w b³onie komórkowej komórek
ry¿u znajduje siê bia³ko (75 kDa), selektywnie wi¹¿¹ce oligochitosacharydy (39).
Obecnoœæ bia³ka o podobnej masie i specyficznoœci wi¹zania stwierdzono równie¿
w komórkach soi (40) oraz marchwi (41). Na podstawie przeprowadzonych badañ
b³onowej frakcji mikrosomalnej oraz powierzchni komórek pomidora, dowiedziono
istnienie miejsc wi¹zania chitooligosacharydów o wysokim powinowactwie do COs
o DP � 4, które prawdopodobnie dzia³aj¹ jako receptory dla tych cz¹steczek (32).
Felix i in. (42) za pomoc¹ testu stopnia alkalizacji po¿ywki badali zale¿ne od czasu
i stê¿enia COs, nasycenie miejsc wi¹¿¹cych oligosacharydy chityny na powierzchni
komórek pomidora w hodowli zawiesinowej. Udowodnili oni utratê wra¿liwoœci na
elicytor przy wielokrotnym traktowaniu hodowli oligosacharydami chityny, wyni-
kaj¹c¹ prawdopodobnie z wysycenia miejsc receptorowych.

Elicytacjê oligosacharydami chityny zastosowano w kulturze kalusa Juniperus

chinensis otrzymuj¹c 15-krotny wzrost produkcji podofylotoksyny (43). Dodatek fe-
nyloalaniny, prekursora tego metabolitu, do elicytowanej za pomoc¹ COs kultury,
spowodowa³ dodatkowo 11-krotny wzrost produkcji tego metabolitu.

2.2.1.2. Chitozan

Chitozan jest ca³kowicie lub czêœciowo deacetylowan¹ pochodn¹ chityny zbudo-
wan¹ z N-acetyloglukozaminy oraz reszt 2-amino-2-deoksy-glukopiranozy po³¹czo-
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nych wi¹zaniami 1�4 (35). Terminem „chitozan” okreœla siê zwykle polimery
o wielkoœci od 50 do 2000 kDa i ró¿nym stopniu acetylacji od 2 do 60% (44). Stwier-
dzono wystêpowanie chitozanu o ró¿nym stopniu acetylacji w œcianie komórkowej
niektórych grzybów, a tak¿e w kutikuli stawonogów (35). Chitozan i jego oligomery,
jak siê okaza³o, s¹ skutecznymi elicytorami w stosunku do szerokiej gamy komórek
roœlinnych i w porównaniu do innych elicytorów biotycznych, indukowa³y odpowiedŸ
w najwiêkszej liczbie gatunków (45,46).

Chitozan wp³ywa na komórki roœlinne poprzez interakcjê z b³on¹ komórkow¹,
zmieniaj¹c poziom cytozolowego Ca2+ (47), a tak¿e reaguj¹c z DNA j¹drowym.
Cz¹steczki chitozanu mog¹ przenikaæ przez plazmolemê w wyniku tworzenia po-
³¹czeñ z polarnymi fragmentami cz¹steczek fosfolipidów. Obecnoœæ chitozanu stwier-
dzono w j¹drach komórkowych komórek grochu zainfekowanego F. solani (48). Dziêki
w³aœciwoœciom polikationitu, chitozan indukuj¹c powstawanie por w b³onie komór-
kowej, zwiêksza jej przepuszczalnoœæ (49). Posiada on tak¿e w³aœciwoœci bakterio-
i grzybobójcze (9). Chitozan indukuje w roœlinie zwiêkszon¹ biosyntezê lignin, przy-
spiesza lignifikacjê œcian komórkowych, a tak¿e stymuluje syntezê JA (47).

Wykazano oddzia³ywanie chitozanu na komórki Rubia tinctorum poprzez aktywa-
cjê fosfolipazy C oraz 3’-OH kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K), które zapocz¹tko-
wuj¹ kaskadê reakcji prowadz¹cych do syntezy antrachinonów w elicytowanych ko-
mórkach (47,50). Jednoczeœnie wykluczono udzia³ w tym procesie kinazy A (PKA) ak-
tywowanej za poœrednictwem cyklazy adenylowej (AC) (50).

Zaobserwowano ró¿nice w odpowiedzi na elicytor w zale¿noœci od stopnia ace-
tylacji (degree of acetylation, DA) cz¹steczki chitozanu. Czêœciowo deacetylowane oli-
gomery chitozanu stymulowa³y aktywnoœæ PAL i PO, a tak¿e powodowa³y lignifika-
cjê i nekrozy komórek liœci pszenicy po podaniu do przestrzeni miêdzykomórko-
wych. Wraz ze wzrostem DA ros³a aktywnoœæ PAL i PO osi¹gaj¹c maksimum przy DA
= 60%, natomiast najsilniejsz¹ lignifikacjê œcian, a tak¿e najwiêksze nekrozy stwier-
dzono przy DA = 35% (35). Ca³kowicie deacetylowany chitozan nie wykazywa³ ak-
tywnoœci elicytora reakcji obronnych w liœciach pszenicy (51). Wraz ze wzrostem DA
cz¹steczek chitozanu ros³y jego w³aœciwoœci permeabilizuj¹ce oraz iloœæ amarantyny
uwalnianej z komórek zawiesiny Chenopodium rubrum do po¿ywki (6).

Chitozan okaza³ siê skutecznym elicytorem wielu metabolitów wtórnych na-
le¿¹cych do alkaloidów, naftochinonów, fenylopropanoidów oraz terpenoidów
w kulturach zawiesinowych, kalusowych i kulturach korzeni w³oœnikowatych
(17,46,47,52). Elicytor ten zastosowany w kulturze zawiesinowej Vanilla planifolia

stymulowa³ aktywnoœæ wszystkich badanych enzymów szlaku fenylopropanoido-
wego: PAL, ligazy kwasu 4-hydroxy cynamonowego (4CL) i dehydrogenazy kwasu
koniferylowego (CAD). Jednak zawartoœæ ekstrahowalnych fenylopropanoidów
(w tym prekursorów waniliny) w elicytowanej kulturze spad³a, poniewa¿ zosta³y
one wykorzystane jako komponenty lignin podczas budowy œciany komórkowej
(46). Chitozan podany w stê¿eniach 0,5 mg/g œ.m. spowodowa³ tak¿e ponad
6-krotn¹ indukcjê aktywnoœci PAL w kulturze zawiesinowej N. tabacum oraz 3-krot-
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ny wzrost zawartoœci alkaloidów: chelerytryny i makarpiny, w hodowli komórek
E. californica (45).

Produkcja plumbaginy w kulturze zawiesinowej P. rosea wzros³a po dodaniu chi-
tozanu w stê¿eniu 150 mg/l ponad 6-krotnie (17). Dodatek elicytora nie spowodo-
wa³ znacznego spadku wspó³czynnika wzrostu (¿ywotnoœæ komórek wynios³a
82,75% kontroli). W kulturze elicytowanej chitozanem ponad 70% plumbaginy zo-
sta³o uwolnione do po¿ywki, podczas gdy w kontroli by³o to zaledwie 18%. Chito-
zan, jak siê okaza³o, by³ skutecznym elicytorem syntezy mentolu w kulturze zawie-
sinowej komórek Mentha piperita (52). W wyniku elicytacji przeprowadzonej chito-
zanem w stê¿eniu 200 mg/l przez 12 dni otrzymano 40-krotny wzrost zawartoœci
produktu w porównaniu do kontroli. Nie zaobserwowano zahamowania wzrostu ko-
mórek spowodowanego dodatkiem elicytora, a spadek iloœci mentolu po 12 dniach.
Na podstawie analizy zawartoœci produktów poœrednich syntezy mentolu wykazano,
¿e chitozan prawdopodobnie stymulowa³ pierwszy etap przemiany pulegonu do
mentonu, który by³ zablokowany w kulturze kontrolnej (52).

Chitozan podany równie¿ w stê¿eniu 200 mg/l znacz¹co zwiêkszy³ produkcjê an-
trachinonu indirubiny w kulturze zawiesinowej Polygonum tinctorum (53). Po 5 dniach
hodowli w obecnoœci chitozanu zawartoœæ tego antrachinonu zwiêkszy³a siê o 72%
w porównaniu do kontroli. Elicytacja chitozanem w stê¿eniu 200 mg/l kultury zawie-
sinowej Rubia tinctorum przez 48 h równie¿ spowodowa³a wzrost produkcji antrachi-
nonów o 100% w porównaniu do kontroli (47). Chitozan by³ aktywny w stê¿eniu
250 mg/l w elicytacji hioscyjaminy w kulturze korzeni w³oœnikowatych Hyoscyamus

muticus (54), natomiast, jak siê okaza³o, by³ on nieskuteczny w kulturach transformo-
wanych korzeni Panax ginseng (55). Dodatek elicytora w takim samym stê¿eniu
(250 mg/l) spowodowa³ znaczny spadek ca³kowitej zawartoœci ginsenozydów, a tak¿e
redukcjê biomasy w porównaniu do kontroli. Dodatek chitozanu ju¿ w stê¿eniu
20 mg/l stymulowa³ produkcjê paklitakselu (wzrost z 89 do 139 �g/g œ.m.) w kultu-
rach kalusowych Taxus × media i T. cuspidata (56). Równie¿ w kulturze zawiesinowej
T. chinesis, jak siê okaza³o, by³ on skutecznym elicytorem syntezy tego taksanu (57,58).

2.2.1.3. Oligoglukany

Najlepiej poznanym oligoglukanem o w³aœciwoœciach elicytora i pierwszym, któ-
ry zosta³ wyizolowany, jest hepta-�-glukozyd. Wyizolowano go ze œciany komórko-
wej patogenicznego grzyba P. megasperma f. sp. glicinea (P. sojae, Pmg). Wykazano,
¿e elicytor ten indukowa³ syntezê fitoaleksyn w siewkach Glycine max (23,59,60).
B³onowe bia³ko (75 kDa) (glucan elicitor binding protein, GEBP) wyizolowane z komó-
rek korzenia G. max i specyficznie wi¹¿¹ce hepta-�-glukozyd z P. sojae jest do tej
pory najlepiej poznanym receptorem �-glukanów (61).

Sharp i in. (59) zidentyfikowali i okreœlili strukturê 8 ró¿nych oligosacharydów
powsta³ych w wyniku czêœciowej, kwaœnej hydrolizy œcian komórkowych Pmg.
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Struktura wszystkich zidentyfikowanych zwi¹zków by³a bardzo podobna, jednak tyl-
ko jeden z nich, jak siê okaza³o by³ efektywnym elicytorem fitoaleksyn w siewkach
soi. Autorzy podaj¹, ¿e zidentyfikowany aktywny �-glukan by³ jedynym skutecznym
elicytorem spoœród ok. 150 heptaglukozydów obecnych w ekstrakcie grzybowym.
Œwiadczy to o niezwykle wysokiej specyficznoœci struktury oligoglukanu wymaganej
do aktywnoœci elicytorowej. Wykazano tak¿e, ¿e aktywny heptaglukan indukowa³
syntezê fitoaleksyn w komórkach liœcieni soi ju¿ w stê¿eniach rzêdu 10-8-10-9 M
(60).

Wyizolowano tak¿e �-glukan ze œcian komórkowych patogena ry¿u, grzyba
Pyricularia oryzae, który silnie indukowa³ syntezê fitoaleksyn w kulturach zawiesino-
wych komórek ry¿u. Wykazano, ¿e aktywnoœæ elicytora posiada³y cz¹steczki o d³u-
goœci wiêkszej ni¿ trimer, a efektywnoœæ elicytacji wzrasta³a wraz z rosn¹c¹ wielkoœ-
ci¹ oligosacharydu. Najsilniejsze w³aœciwoœci posiada³ pentaglukozyd zbudowany
z cz¹steczek glukozy po³¹czonych wi¹zaniami � 1�3 oraz reszty glukozy do³¹czo-
nej wi¹zaniem 1�6 (23).

Dowiedziono, ¿e hepta-�-glukozyd z P. sojae jest w stanie indukowaæ odpowiedŸ
obronn¹ w komórkach innych ni¿ soja gatunków roœlin (62-63), natomiast nie zaob-
serwowano indukcji w kulturze zawiesinowej ry¿u. Jednak¿e pentaglukozyd z P. orizae

nie wykazywa³ aktywnoœci elicytorowej w stosunku do komórek liœcieni soi (23).
Ró¿nice w budowie miêdzy oligoglukanami wywo³uj¹cymi reakcje obronne w soi
i ry¿u œwiadcz¹ o ró¿nej swoistoœci receptorów dla oligosacharydów w komórkach
tych gatunków roœlin (39). Heptaglukan z P. sojae, jak siê okaza³o, by³ równie¿ nie-
skuteczny w elicytacji alkaloidów w kulturze zawiesinowej komórek E. californica

(62) oraz w indukcji aktywnoœci PAL w komórkach N. tabacum (30).
Innymi oligoglukanami posiadaj¹cymi w³aœciwoœci elicytorów s¹ oligosachrydy

laminaryny, liniowego �-1,3 glukanu otrzymanego z brunatnic z gatunku Laminaria

digitata. S¹ to analogi oligosacharydów bior¹cych udzia³ w odpowiedzi roœliny na
patogena. Klarzyñski i in. (30) badali wp³yw laminaryny o DP = 33 na N. tabacum.
Liœcie tych roœlin infiltrowane elicytorem syntetyzowa³y bia³ka zwi¹zane z patoge-
nez¹ (pathogenesis-related, PR) i wykazywa³y odpornoœæ na infekcje bakteryjnym pa-
togenem Erwinia carotovora subsp. carotovora. W kulturze zawiesinowej N. tabacum

laminaryny wywo³ywa³y przejœciow¹ alkalizacjê po¿ywki po 30 sekundach od poda-
nia elicytora, zwiêkszenie aktywnoœci lipooksygenazy (LOX) oraz gwa³towne uwol-
nienie H2O2. Zaobserwowano tak¿e siln¹ indukcjê szlaku syntezy fenylopropano-
idów – wzrost aktywnoœci PAL, O-metylotransferazy kwasu kawowego (COMT)
oraz intensywniejsz¹ produkcjê SA. Elicytor nie indukowa³ uszkodzeñ tkanki ani
œmierci komórek w kulturze zawiesinowej. Nie powodowa³ tak¿e kumulacji typowej
dla tytoniu seskwiterpenoidowej fitoaleksyny: kapsidiolu. Podobnie jak w przypad-
ku �-glukanu bêd¹cego elicytorem w kulturze zawiesinowej ry¿u, najmniejsz¹ cz¹s-
teczk¹ laminaryny indukuj¹c¹ odpowiedŸ w komórkach tytoniu jest pentaglukan
(30). Oligosacharydy laminaryny stymulowa³y równie¿ aktywnoœæ PAL w kulturze
L. esculentum oraz Triticum aestivum, natomiast nieaktywne okaza³y siê w stosunku
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do kultury Petroselinum crispum (30,63). Kobayashi i in. (63) zaobserwowali syntezê
przeciwgrzybowych substancji w Medicago sativa pod wp³ywem elicytacji enzyma-
tycznym hydrolizatem laminaryny. Elicytor ten zosta³ równie¿ zastosowany w kultu-
rze kalusa J. chinesis, gdzie wywo³a³ nieznaczny (3,5-krotny) wzrost zawartoœci podo-
fylotoksyny w elicytowanej kulturze w porównaniu do kontroli (43).

Do innych �-glukanów stosowanych do elicytacji w roœlinnych kulturach in vitro

nale¿¹: skleroglukan otrzymywany ze œcian nitkowatych grzybów z rodzaju Sclerotina

oraz glukan ze œciany S. cerevisiae. Dro¿d¿owy �-glukan stymulowa³ akumulacjê so-
jowej fitoaleksyny, gliceoliny, w liœcieniach i hipokotylach G. max (22). Skleroglukan
wp³ywa³ korzystnie na wzrost kultury kalusa Ammi visnaga (27,64). Dodatek elicyto-
ra spowodowa³ znaczny (50%) wzrost biomasy hodowli w porównaniu z kontrol¹,
a tak¿e wykaza³ du¿¹ skutecznoœæ w indukcji syntezy furanochromonów (64). Zaob-
serwowano 5-krotny wzrost zawartoœci wisnaginy oraz ponad 2-krotne zwiêkszenie
produkcji keliny w kulturze A. visnaga.

Oligomery �-1,3 glukanów s¹, jak siê wydaje, bardziej uniwersalnymi elicytorami
w przeciwieñstwie do motywu �-1,6-1,3 heptaglukanu, którego aktywnoœæ jako eli-
cytora w wiêkszoœci przypadków ogranicza siê do roœlin motylkowych (Fabaceae)
(30).

2.2.1.4. Oligosacharydy pektyn

Pektyny s¹ zwi¹zkami wchodz¹cymi w sk³ad œciany komórkowej, w której pod-
stawow¹ jednostk¹ strukturaln¹ jest kwas galaktouronowy. Zbudowane s¹ z 3 g³ów-
nych rodzajów struktur: ramnogalaktouronian I (RGI), ramnogalaktouronian II (RGII)
oraz homogalaktouronian (HG) (kwas poligalaktouronowy) (65). Oligosacharydy pek-
tyn uwalniane s¹ z roœlinnej œciany komórkowej przez obecne w komórce enzymy
lub pod wp³ywem m.in. poligalaktouronaz i liaz pektyn wydzielanych przez patoge-
ny (65). Do g³ównych i najlepiej do tej pory poznanych elicytorów pochodz¹cych ze
œciany komórkowej nale¿¹ oligogalaktouronidy (OGA), które kontroluj¹ procesy
wzrostu i rozwoju komórki roœlinnej. Indukuj¹ równie¿ odpowiedzi obronne takie
jak zwiêkszon¹ syntezê PAL, syntazy chalkonowej, chitynaz, �-glukanaz oraz inhibi-
torów proteaz (31). W kulturze zawiesinowej N. tabacum oligogalaktouronidy o DP
= 10 powodowa³y uwolnienie H2O2, stymulowa³y aktywnoœæ PAL, COMT, LOX oraz
syntezê SA. Nie zaobserwowano zmniejszenia ¿ywotnoœci komórek w kulturze ani
akumulacji kapsidiolu (30).

Dörnenburg i Knorr (49) badali wp³yw oligomerów kwasu galaktouronowego
o ró¿nej d³ugoœci na produkcjê antrachinonów w kulturze zawiesinowej komórek
Morinda citrifolia. W³aœciowœci elicytorów posiada³y jedynie oligogalaktouronidy
o DP > 5. Czynnikami warunkuj¹cymi skutecznoœæ elicytacji, jak siê okaza³o, by³y
równie¿: Ÿród³o, z którego izolowano pektyny, stopieñ ich estryfikacji oraz wiek
kultury. Podanie pektyn izolowanych ze œcian komórkowych powodowa³o wzrost
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iloœci produkowanych antrachinonów wraz z wyd³u¿aj¹cym siê czasem hodowli, co
wskazuje na stopniow¹ degradacjê polimerów przez zaindukowan¹ aktywnoœæ poli-
galaktouronazy (6). Po 2 tygodniach inkubacji z pektynami podanymi w stê¿eniu
100 mg/l iloœæ antrachinonów wzros³a 5,6-krotnie w porównaniu do kontroli (49).

2.2.2. Bia³ka i peptydy

2.2.2.1. Harpiny

Harpiny s¹ temperaturo-stabilnymi bia³kami izolowanymi z bakterii z rodzaju
Erwinia, Pseudomonas i Ralstonia. Nale¿¹ one do sytemu niespecyficznie rozpoznawa-
nego przez komórki roœlinne (28), natomiast decyduj¹ o patogenicznoœci bakterii
tych gatunków w stosunku do roœlin ¿ywicielskich (8). Harpiny kodowane s¹ w ze-
spole genów koduj¹cych elementy systemu sekrecyjnego typu III i wydzielane s¹ na
zewn¹trz komórki bakterii (66). Harpina wyizolowana z P. syringae pv. phaseolicola,
jest elicytorem odpowiedzi reakcji nadwra¿liwoœci (hypersensitive response, HR) i na-
byt¹ odpornoœæ systemiczn¹ (systemic acquried resistance, SAR) w tytoniu. Aktywuje
ona równie¿ szlak sygnalizacji z udzia³em kinazy MAP, niezale¿nie od zewn¹trzko-
mórkowego stê¿enia jonów Ca2+ (67). Dowiedziono równie¿, ¿e bia³ko to indukuje
alkalizacjê po¿ywki w zawiesinie N. tabacum, a tak¿e uwalnianie jonów K+ i Cl- z ko-
mórki. Stwierdzono tak¿e istnienie niebia³kowego b³onowego receptora dla tego
elicytora w komórkach N. tabacum (67). Harpina wyizolowana z E. amylovora induko-
wa³a produkcjê ROS oraz zmiany w przep³ywie jonów K+ i H+ przez b³onê w zawie-
sinie komórek tytoniu (68).

2.2.2.2. Flagelina

Felix i in. (28) stwierdzili alkalizacjê po¿ywki w kulturze zawiesinowej komórek
L. esculentum pod wp³ywem elicytacji preparatem z P. syringae pv. tabaci, bakteryjne-
go patogena tytoniu, nie infekuj¹cego roœlin pomidora. Oczyœcili oni peptyd wielko-
œci 33 kDa, posiadaj¹cy aktywnoœæ elicytorow¹, który jak siê okaza³o by³ flagelin¹,
bia³kiem zbudowanym z 282 aminokwasów. Stwierdzono, ¿e komórki pomidora
specyficznie rozpoznaj¹ N-terminalny fragment elicytora o m.cz. < 10 kDa i konser-
watywnej ewolucyjnie sekwencji, wspólnej dla licznych gatunków Eubacterii. Zsynte-
tyzowano na tej podstawie 22-aminokwasowy fragment (flg 22) bêd¹cy skutecznym
elicytorem ju¿ w stê¿eniu ok. 1 fM i wywo³uj¹cym oprócz alkalizacji po¿ywki
i br¹zowienia kultury, tak¿e syntezê ROS i dzia³aj¹cym za poœrednictwem fosfolipa-
zy C (69). Usuwaj¹c z N-koñca kolejne aminokwasy stwierdzono, ¿e najkrótszym
peptydem wywo³uj¹cym reakcjê na podobnym co flg 22 poziomie, by³ flg 15. Zsynte-
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tyzowano równie¿ analogi flg 15 wystêpuj¹ce u innych bakterii takich jak: Escherichia

coli, Bordetella bronchoseptica, Proteus mirabilis, które wykaza³y równie¿ wysok¹ ak-
tywnoœæ elicytorow¹ w stosunku do komórek L. esculentum (28). Okaza³o siê ponad-
to, ¿e zarówno oczyszczona flagelina, jak i flg 22 oraz flg 15 wywo³uj¹ odpowiedŸ
w komórkach N. tabacum, Solanum tuberosum oraz Arabidopsis thaliana, natomiast ¿a-
den z peptydów nie by³ skuteczny w elicytacji zawiesiny komórek Oryza sativa. Prze-
prowadzono tak¿e testy kompetycyjnego wi¹zania flg 15-�4 oraz flg 15-�7, pepty-
dów nie posiadaj¹cych aktywnoœci elicytorowej, natomiast hamuj¹cych wi¹zanie ak-
tywnych flg 22 i flg 15, z preparatami z ró¿nych gatunków bakterii. Stwierdzono, ¿e
flagelina jest g³ównym, je¿eli nie jedynym, czynnikiem w procesie rozpoznawa-
nia bakterii (E. carotovora, ró¿nych patowarów P. syringae, E. coli, P. aeruginosa

i P. fluorescence) przez komórki roœlinne (28).

2.2.2.3. Elicytyny

Elicytyny s¹ rodzin¹ niewielkich bia³ek wydzielanych przez gatunki z rodzaju
Phytophthora i Pythium. Wykazuj¹ wysoki stopieñ homologii (ponad 60%) oraz zdol-
noœæ do indukcji reakcji HR w roœlinach z rodzaju Nicotiana i Brassica (70). W kultu-
rze zawiesinowej tytoniu indukuj¹ gwa³town¹ fosforylacjê bia³ek, nap³yw Ca2+ do
komórki, syntezê ROS, alkalizacjê po¿ywki oraz indukcjê ekspresji genów i mody-
fikacje œciany komórkowej (70). Wszystkie znane elicytyny posiadaj¹ konserwa-
tywn¹ sekwencjê 98 aminokwasów. W zale¿noœci od struktury pierwszorzêdowej
wyró¿nia siê 5 grup tych bia³ek. Elicytyny klasy I-A (�-elicytyny) o kwasowym pI
oraz klasy I-B (�-elicytyny) o pI zasadowym, zbudowane s¹ z 98 aminokwasów i s¹
grup¹ najlepiej poznan¹. Ponadto wystêpuj¹ elicytyny klasy II, kwasowe bia³ka za-
wieraj¹ce oprócz fragmentu 98 aminokwasów kilka dodatkowych reszt na koñcu
C-terminalnym. Do klasy III zalicza siê elicytyny o d³ugim fragmencie C-terminal-
nym (65-101 aminokwasów) i posiadaj¹ce potencjalne miejsca glikozylacji, nato-
miast elicytyny z Pythium spp. klasyfikowane s¹ jako oddzielna, IV grupa lub jako
podklasa I-C (70). W zale¿noœci od ca³kowitego ³adunku cz¹steczki, elicytyny klasy
I dzielone s¹ na: kwaœne i zasadowe. Klasyfikacja ta koreluje z ich w³aœciwoœciami
elicytorowymi zarówno w stosunku do roœlin jak i kultury zawiesinowej N. tabacum

(70-71). Badane elicytyny zasadowe: kryptogeina i cynamomina efektywniej indu-
kowa³y wzrost pH po¿ywki w zawiesinie, ni¿ elicytyny kwaœne (parazytyceina
i kapsyceina) (70). Wszystkie elicytyny powodowa³y nap³yw Ca2+ do komórki, na-
tomiast najintensywniejsz¹ odpowiedŸ wywo³ywa³a kryptogenina (70). Kryptoge-
ina okaza³a siê skuteczniejsza w wywo³ywaniu nekroz w liœciach tytoniu ni¿ kapsy-
ceina, dzia³a³a w 10-krotnie mniejszym stê¿eniu i wywo³ywa³a maksymaln¹ pro-
dukcjê ROS w kulturach zawiesinowych N. tabacum var. xanthi i N. rustica. Nato-
miast produkcja kapsidiolu w kulturze elicytowanej kryptogenin¹ by³a mniejsza
ni¿ po dodaniu kapsyceiny (71).
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Z Phytophtora megasperma izolowane s¹ �- i �- megasperminy nale¿¹ce tak¿e do
klasy I elicytyn. �-magaspermina jest zasadowym bia³kiem, które indukuje nekrozy
tkanek w liœciach oraz œmieræ komórek w kulturze zawiesinowej N. tabacum. Elicytor
ten ma tak¿e zdolnoœæ stymulacji produkcji kapsidiolu, typowej fitoaleksyny tytoniu
(30). Dowiedziono tak¿e, ¿e elicytacja zawiesiny komórek N. tabacum �-megasper-
min¹ w stê¿eniu 50 nM, powoduje gwa³towny wzrost poziomu glukozylotransferazy
fenylopropanoidów (TOGT), enzymu zaanga¿owanego w przemiany m.in. kwasu hy-
droksycynamonowego i hydroksykumaryn zaanga¿owanych w dezaktywacjê ROS
(72). Dorey i in. (73) stwierdzili, ¿e �-megaspermina (kwaœne bia³ko) i �-megasper-
mina w równym stopniu indukowa³y odpowiedŸ HR w liœciach tytoniu, objawiaj¹c¹
siê nekroz¹ liœci. Jednak elicytory te, podane do kultury zawiesinowej N. tabacum,

ró¿ni³y siê wywo³ywan¹ reakcj¹. Zarówno �- jak i �-megaspermina indukowa³y sil-
nie aktywnoœæ PAL oraz syntezê SA, jednak tylko ta ostatnia powodowa³a œmieræ ko-
mórek i gwa³town¹ syntezê H2O2 (73).

2.2.2.4. Enzymy

Patogeny roœlinne wydzielaj¹ szerok¹ gamê enzymów hydrolizuj¹cych œciany ko-
mórkowe, co umo¿liwia im wnikniêcie do organizmu gospodarza. W toku ewolucji
roœliny wykszta³ci³y system percepcji i reagowania na produkty degradacji œcian
oraz najprawdopodobniej tak¿e na same cz¹steczki enzymów (74).

Ksylanazy s¹ enzymami produkowanymi przez grzyby, bakterie, glony, pierwot-
niaki i stawonogi. Grzyby i bakterie wydzielaj¹ ksylanazy i od¿ywiaj¹ siê produktami
rozpadu ksylanów, które s¹ g³ównym sk³adnikiem hemiceluloz w roœlinnej œcianie
komórkowej (75). Wyizolowano i scharakteryzowano endo-�-1,4-ksylanazy z ró¿-
nych gatunków grzybów i stwierdzono w³aœciwoœci elicytorowe kilku z nich. Najlepiej
poznanym enzymem z tej rodziny jest ksylanaza wyizolowana z grzyba Trichoderma

viridae (74). Ksylanaza ta okaza³a siê aktywnym elicytorem w stosunku do komórek
pomidora (36) i tytoniu (76). Enzym powodowa³ doœæ trwa³¹ (2 h) alkalizacjê po¿yw-
ki w kulturze zawiesinowej pomidora, której towarzyszy³y zmiany w fosforylacji
bia³ek. Ksylanaza stymulowa³a tak¿e syntezê etylenu oraz aktywnoœæ PAL w komór-
kach pomidora (36). Dok³adny mechanizm elicytacji ksylanaz¹ nie jest znany, ale
przypuszczalnie enzym ten posiada w³aœciwoœci elicytora, natomiast nie s¹ nimi
produkty rozpadu ksylanów œciany komórkowej. Wykazano, ¿e aktywnoœæ enzyma-
tyczna ksylanazy nie jest konieczna do jej aktywnoœci elicytorowej (74). Grzybowa
ksylanaza prawdopodobnie zmienia funkcjonowanie b³ony komórkowej (76).

Pektynazy s¹ mieszanin¹ enzymów m.in. poligalakturonaz, metyloesteraz, liaz
kwasu poligalaktouronowego i liaz pektyn. S¹ one produkowane przez komórki roœ-
linne i bior¹ udzia³ w dojrzewaniu owoców, a tak¿e s¹ wydzielane przez patogeny
roœlinne (np. E. carotovora), umo¿liwiaj¹c degradacjê roœlinnej œciany komórkowej
i wnikanie do jej wnêtrza bakterii (65). Maceraza (Calbiochem) jest mieszanin¹ enzy-
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mów otrzyman¹ z Rhizopus sp., zawieraj¹c¹ w swoim sk³adzie ró¿ne pektynazy.
Tong i in. (77) badali wp³yw macerazy oraz fragmentów powsta³ych w wyniku tra-
wienia œcian komórkowych na komórki gruszy. W obu przypadkach zaobserwowano
wzrost poziomu syntazy kwasu 1-aminocyklopropano-1-karboksylowego oraz in-
dukcjê syntezy etylenu. OdpowiedŸ by³a silniejsza w przypadku produktów trawie-
nia maceraz¹ ni¿ pojedynczych enzymów, co sugeruje, ¿e dzia³a ona na komórki za
poœrednictwem elicytorów uwalnianych ze œcian komórkowych (77).

Mieszanina celulaz z T. viridae – Cellulysin (Sigma) wywo³ywa³a, za poœrednic-
twem szlaku oktadekanoidowego, produkcjê etylenu w liœciach kukurydzy, fasoli
i tytoniu (78). Celulaza powodowa³a gwa³town¹ akumulacjê seskwiterpenoidów,
a tak¿e dwóch innych, nie zidentyfikowanych fitoaleksyn oraz produkcjê acetosyrin-
gonu w kulturze zawiesinowej komórek N. tabacum. Dodatek elicytora silnie hamo-
wa³ wzrost kultury (79).

2.2.2.5. Peptydy

Zidentyfikowano 13-merowy oligopeptyd z P. megasperma f. sp. glicinea (Pep-13),
bêd¹cy fragmentem glikoproteiny ze œciany tego patogena o m.cz. 42-kDa (80).
Pep-13 indukowa³ zmiany przep³ywu jonów przez b³onê, syntezê ROS, ekspresjê ge-
nów zwi¹zanych z patogenez¹, a tak¿e akumulacjê fitoaleksyn w kulturze zawiesi-
nowej P. crispum. Stwierdzono tak¿e, ¿e receptorem dla Pep-13 w b³onie komórko-
wej komórek pietruszki jest bia³ko o m. cz. 91 kDa. Nie wykryto jego homologów na
powierzchni komórek A. thaliana, a tak¿e w plazmolemie Daucus carota (80).

Fellbrich i in. (81) wyizolowali Pep-25, proteinê bêd¹c¹ fragmentem bia³ka
(42 kDa), wystêpuj¹cego w œcianie P. sojae. Dowiedziono ¿e elicytor ten, w stê¿eniu
300 nM, indukuje alkalizacjê pod³o¿a, wzrost stê¿enia cytozolowego Ca2+ oraz
zmiany przepuszczalnoœci b³ony komórkowej: zwiêkszony nap³yw Ca2+ i H+ oraz
odp³yw jonów K+ i Cl- z komórek w kulturze zawiesinowej P. crispum. W kulturze
protoplastów P. crispum elicytor powodowa³ stymulacjê syntezy furanokumaryn (81).

2.2.3. Sterole

Granado i in. (25) badali proces elicytacji kultury zawiesinowej L. esculentum za-
wiesin¹ spor patogenicznego grzyba Cladosporium fulvum. Czynnikiem odpowiedzial-
nym za w³aœciwoœci elicytora, jak siê okaza³o, by³ ergosterol – zwi¹zek wystêpu-
j¹cy w grzybni wiêkszoœci grzybów wy¿szych, niewytwarzany natomiast w komór-
kach roœlinnych. Czysty ergosterol posiada³ w³aœciwoœci elicytora ju¿ w stê¿eniach
subnanomolarnych. Indukowa³ on przejœciow¹ alkalizacjê pod³o¿a zale¿n¹, jak
w przypadku innych elicytorów (42), od dzia³ania bia³kowych kinaz. Za pomoc¹ po-
miaru wzrostu pH po¿ywki autorzy okreœlili tak¿e aktywnoœæ elicytorow¹ steroli
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i steroidów pochodzenia roœlinnego oraz zwierzêcego w kulturze zawiesinowej
L. esculentum.

System percepcji steroli jest zarówno niezwykle czu³y jak i bardzo selektywny.
Jedynym zwi¹zkiem, który posiada³ zbli¿on¹ aktywnoœæ do ergosterolu by³ dehydro-
ergosterol. Inne sterole (steroidowe hormony zwierzêce oraz sterole roœlinne) nie
wykazywa³y takich w³aœciwoœci, z wyj¹tkiem preparatów witaminy D2, stigmasterolu
i 7-dehydrocholesterolu, które jednak do aktywnoœci potrzebowa³y dawki co naj-
mniej 100 000 razy wiêkszej ni¿ ergosterol (25).

3. Czynniki wp³ywaj¹ce na skutecznoœæ elicytacji biotycznej w kulturach
in vitro

Oprócz rodzaju elicytora, na wynik procesu elicytacji wp³yw ma szereg innych
czynników. Warunki hodowli, gatunek roœliny, rodzaj kultury, linia komórkowa lub
stê¿enie elicytora decyduj¹ zarówno o rodzaju i iloœci produkowanych metabolitów,
¿ywotnoœci komórek hodowli jak i o iloœci metabolitów wtórnych uwalnianych do
pod³o¿a (82).

3.1. Rodzaj kultury

W zale¿noœci od rodzaju kultury (kalus, zawiesina komórkowa, kultury roœlin,
pêdów i korzeni) inne s¹ zarówno poziom organizacji komórkowej, odpornoœæ na
stres, zawartoœæ hormonów wzrostu jak i zawartoœæ i rodzaj konstytutywnie produ-
kowanych metabolitów wtórnych. Czynniki te w znacznym stopniu wp³ywaj¹ na po-
datnoœæ komórek na elicytacjê biotyczn¹.

Staniszewska i in. (7) stosowali autoklawowany lizat E. sakazaki do elicytacji za-
wiesiny komórkowej, kalusa i korzeni w³oœnikowatych A. majus. W przypadku kultu-
ry zawiesinowej oraz korzeni w³oœnikowatych zaobserwowano zwiêkszenie produk-
cji wystêpuj¹cego w hodowli kontrolnej umbeliferonu. W kulturze kalusa jego iloœæ
spad³a poni¿ej poziomu wykrywalnoœci, natomiast produkowane by³y znaczne iloœci
skopoletyny (12 mg% s.m.), której nie wykryto w zawiesinie i korzeniach w³oœniko-
watych. Korzenie w³oœnikowate A. majus syntetyzowa³y pod wp³ywem elicytora nie-
wielkie iloœci bergaptenu (0,3 mg% s.m.), furanokumaryny niewystêpuj¹cej zarówno
w kulturach kontrolnych jak i w elicytowanej zawiesinie i kalusie (7).

Zaobserwowano ró¿nice w odpowiedzi na elicytor dro¿d¿owy miêdzy kultur¹
korzeni w³oœnikowatych a hodowl¹ tumorowych naroœli S. miltiorrhiza (21). Dodatek
ekstraktu z S. cerevisiae stymulowa³ wzrost biomasy i indukowa³ produkcjê naftochi-
nonów i kwasu rozmarynowego (RA) w kulturze korzeni transformowanych. Nato-
miast w przypadku kultur naroœli tumorowych przyrost suchej masy oraz synteza RA
uleg³y ograniczeniu po dodaniu elicytora, a poziom naftochinonów w kulturze by³
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wy¿szy ni¿ w kontroli. Autorzy przypuszczaj¹, ¿e ró¿nice w odpowiedzi na elicytor
wynikaj¹ z ró¿nej zawartoœci endogennych cytokinin w obu kulturach (w komórkach
korzeni w³oœnikowatych stwierdzono du¿o ni¿szy poziom ni¿ w hodowli tumoru)
(21).

3.2. Wiek hodowli

Elicytacja przeprowadzana na ró¿nych etapach rozwoju hodowli komórkowej,
podczas których zmienia siê stan fizjologiczny komórek, prowadzi do ró¿nych od-
powiedzi obronnych. Zmianie mo¿e podlegaæ zarówno ca³kowita produkcja jak
i profil produkowanych metabolitów (17). W przypadku hodowli zawiesiny komór-
kowej wyró¿niamy 4 fazy wzrostu komórek: spoczynkowego, wyk³adniczego, linio-
wego i zwolnionego. W wiêkszoœci przypadków, najbardziej optymalnym okresem
do elicytacji, jak siê okaza³o, by³ czas, w którym kultura znajdowa³a siê w fazie
wzrostu logarytmicznego, a komórki by³y najbardziej podatne na elicytacjê (83). Ist-
niej¹ tak¿e doniesienia o skutecznej elicytacji w pocz¹tkowej fazie stacjonarnej
(17). Zhao i in. (14) badali produkcjê alkaloidów indolowych w komórkach C. roseus

w zale¿noœci od wieku kultury zawiesinowej, któr¹ elicytowano homogenatem grzyb-
ni U. verens. Maksymaln¹ zawartoœæ produktu zanotowano w elicytowanej 7-dniowej
kulturze, w tym czasie hodowla by³a w fazie wzrostu logarytmicznego. Tak¿e kultu-
ry zawiesinowe Gossypium hirsutum elicytowane preparatem grzybowym w siódmym
dniu hodowli, znajdowa³y siê w fazie logarytmicznego wzrostu i wykazywa³y naj-
wiêksz¹ produkcjê fitoaleksyn w porównaniu do kultur elicytowanych w fazie spo-
czynkowej lub w fazie wzrostu zwolnionego (83).

Wiek elicytowanej kultury mia³ du¿e znaczenie w przypadku elicytacji korzeni
w³oœnikowatych A. annua preparatem z Colletotrichum sp. (16). Najwiêksz¹ zawartoœæ
artemizyny stwierdzono w kulturze elicytowanej w 23 dniu hodowli (póŸna faza lo-
garytmicznego wzrostu), podczas gdy korzenie znajduj¹ce siê w innych stadiach
wzrostu produkowa³y znacznie mniejsze jej iloœci. Wiek kultury, któr¹ traktowano
elicytorem wp³ywa³ tak¿e na tempo wzrostu hodowli (16).

3.3. Regulatory wzrostu

Roœlinne regulatory wzrostu maj¹ szeroki zakres oddzia³ywania na fizjologiê ko-
mórek w hodowli in vitro, zale¿ny od stê¿enia i wspó³dzia³ania z innymi zwi¹zkami
endo- i egzogennymi. Dowiedziono, ¿e rodzaj regulatorów wzrostu dodawanych do
po¿ywki mo¿e determinowaæ wynik elicytacji biotycznej w danej kulturze.

Rodzaj i poziom stosowanych regulatorów wzrostu mia³ znacz¹cy wp³yw na me-
tabolizm fenylopropaniodów w kulturze zawiesinowej V. planifolia elicytowanej chi-
tozanem (46). W kulturze hodowanej na po¿ywce Murashige-Skoog (MS) z dodat-
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kiem kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego (2,4-D) poziom zwi¹zków fenolowych by³
du¿o ni¿szy ni¿ w hodowli kontrolnej bez dodatku auksyny. Zahamowanie produk-
cji mog³o byæ czêœciowo odwrócone przez dodanie cytokininy (6-benzyloadeniny –
BA). Wówczas gdy 2,4-D zosta³ zast¹piony kwasem 3-naftylooctowym (NAA), zano-
towano znaczny wzrost zawartoœci ekstrahowalnych fenylopropanoidów. Kultury
rosn¹ce na pod³o¿u zawieraj¹cym cytokininy (BA lub kinetynê – KIN) produkowa³y
znaczne iloœci lignin. Najbardziej optymalnym wariantem, jak siê okaza³o, by³a po-
¿ywka z dodatkiem 1,0 mg/l NAA, w której komórki produkowa³y du¿e iloœci wol-
nych fenylopropanoidów i niewiele lignin (46). Inn¹ zale¿noœæ stwierdzono w kultu-
rze zawiesinowej M. piperita elicytowanej chitozanem. Wy¿sz¹ zawartoœæ mentolu
zanotowano na pod³o¿u Linsmaier i Skoog z dodatkiem 2,0 mg/l 2,4-D, w porówna-
niu do po¿ywek zawieraj¹cych 2,0 mg/l NAA lub 2,0 mg/l KIN (52).

Udowodniono, ¿e w niektórych przypadkach prowadzenie hodowli na po¿ywce
pozbawionej regulatorów wzrostu, mo¿e przyczyniæ siê do znacznego wzrostu pro-
dukcji metabolitów wtórnych. Kultura komórek Papaver bracteatum hodowana na
pod³o¿u MS bez hormonów produkowa³a 7-krotnie wiêcej alkaloidu – sanguinary-
ny, ni¿ ta sama kultura na po¿ywce z dodatkiem 0,1 mg/l 2,4-D i 0,5 mg/l BAP. Kiedy
oba rodzaje kultur elicytowano autoklawowan¹ zawiesin¹ z Dendryphion penicillatum,
iloœæ sanguinaryny produkowanej przez zawiesinê na po¿ywkach z hormonami lub
bez, by³a porównywalna. Natomiast, gdy do elicytacji zawiesiny P. bracteatum u¿yto
Verticillium dahliae, poziom sanguinaryny w kulturze hodowanej bez regulatorów
wzrostu osi¹gn¹³ 500-krotnie wy¿szy poziom od zanotowanego w hodowli z hor-
monami (15).

3.4. Stê¿enie elicytora biotycznego

Wzrostowi stê¿enia elicytora w kulturze towarzyszy nasilenie odpowiedzi ko-
mórkowej. Efektem jest rosn¹ca akumulacja metabolitów wtórnych w pocz¹tkowej
fazie wzrostu kultury. Zwi¹zki te mog¹ byæ toksyczne dla produkuj¹cych je komó-
rek. Ponadto uruchamiane s¹ mechanizmy obronne, które po przekroczeniu pewne-
go progu stymulacji, prowadz¹ do reakcji nadwra¿liwoœci i œmierci komórek (24).
Brodelius i in. (45) wykazali, ¿e wraz ze wzrostem stê¿enia chitozanu, którym trak-
towano zawiesiny komórek E. californica i N. tabacum, nastêpowa³a redukcja suchej
masy komórek, obni¿enie aktywnoœci PAL, a tak¿e ca³kowitej zawartoœci alkalo-
idów: chelerytryny i makarpiny w kulturach E. californica. Autorzy opisuj¹ metodê
monitorowania stê¿enia chitozanu przez pomiar przewodnictwa po¿ywki, którego
gwa³towny wzrost pokrywa siê ze spadkiem ¿ywotnoœci komórek, obni¿eniem ak-
tywnoœci PAL oraz zmniejszeniem ca³kowitej zawartoœci alkaloidów w kulturze. Au-
torzy sugeruj¹, ¿e zbyt wysokie stê¿enie elicytora prowadzi do ca³kowitej perme-
abilizacji b³on, wycieku jonów i metabolitów komórkowych do po¿ywki, a w efekcie
do spadku ¿ywotnoœci komórek. Chitozan stosowany w mniejszych stê¿eniach po-
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wodowa³ ponad 6-krotn¹ stymulacjê aktywnoœci PAL w komórkach N. tabacum oraz
3-krotny wzrost zawartoœci alkaloidów w kulturze E. californica (45).

Równie¿ wp³yw z³o¿onych elicytorów grzybowych na poziom metabolitów jest
zale¿ny od ich stê¿enia w kulturze. W kulturze korzeni w³oœnikowatych A. annua eli-
cytowanych preparatem z endofitycznego grzyba Colletotrichum sp. wraz ze wzro-
stem stê¿enia elicytora nastêpowa³o obni¿enie suchej masy hodowli. Jednoczeœnie
wzrasta³a zawartoœæ artemizyny osi¹gaj¹c maksymalny poziom przy stê¿eniu elicy-
tora wynosz¹cym 0,4 mg/ml. Wiêksze iloœci preparatu powodowa³y spadek zawarto-
œci artemizyny (16). Podobn¹ zale¿noœæ zaobserwowano w elicytowanej kulturze za-
wiesinowej C. roseus. Wraz z dodatkiem homogenatu grzybni U. verens w stê¿eniu
równym 10 mg/ml zanotowano najwy¿sz¹ akumulacjê produktu w komórkach, nato-
miast dodatek elicytora w iloœci 20 mg/ml spowodowa³ uwolnienie wiêkszej czêœci
alkaloidów do pod³o¿a oraz ich maksymaln¹ ca³kowit¹ produkcjê (14).

Produkcja sanguinaryny w kulturze zawiesinowej Papaver bracteatum ros³a wraz
ze zwiêkszaj¹cym siê stê¿eniem homogenatu grzybni Dendryphion penicillatum i osi¹g-
nê³a maksimum, gdy stê¿enie elicytora wynosi³o 1,7 mg œ.m./ml kultury. Iloœci elicy-
tora poni¿ej tej wartoœci nie powodowa³y znacznego spadku œwie¿ej masy kultury,
jednak efektem podania stê¿eñ wy¿szych od wymienionych by³ spadek produkcji,
br¹zowienie kultury oraz drastyczne zahamowanie wzrostu hodowli (15).

Preparat glikoprotein dro¿d¿owych podany w iloœci � 2 g/l nie powodowa³ re-
dukcji wzrostu kultury zawiesinowej E. californica, natomiast przy stê¿eniu 5 g/l za-
notowano zaledwie 15% spadek intensywnoœci wzrostu. Maksymaln¹ zawartoœæ al-
kaloidów w hodowli zanotowano przy podaniu elicytora w iloœci 1 g/l (24).

3.5. Czas elicytacji

Czas oddzia³ywania elicytora na komórki decyduje o poziomie stresu biotyczne-
go, który z kolei determinuje odpowiedŸ komórkow¹ i wynik elicytacji. Po przekro-
czeniu pewnego progu stymulacji (zbyt d³ugi okres elicytacji) nastêpuje œmieræ ko-
mórek w wyniku reakcji HR.

Korzenie w³oœnikowate A. annua elicytowane preparatem z Colletotrichum sp. wyka-
zywa³y najwy¿szy poziom artemizyny, gdy hodowano je w obecnoœci elicytora przez
4 dni. Po tym czasie iloœæ produktu mala³a (16). Podobn¹ zale¿noœæ zaobserwowano
w kulturze zawiesinowej C. roseus elicytowanej homogenatem grzybni U. verens. Naj-
wy¿sz¹ zawartoœæ ajmalicyny i katarantyny zaobserwowano po 4 dniach elicytacji (14).
Zawartoœæ kwasu ursolowego i oleanolowego w kulturze zawiesinowej Scutellaria

baicalensis osi¹gnê³a maksimum po 40 h od podania elicytora dro¿d¿owego. Po tym
czasie poziom triterpenoidów w kulturze zacz¹³ gwa³townie spadaæ (19).

Optymalny czas inkubacji zale¿y od rodzaju stosowanego elicytora. Kultury za-
wiesinowe P. rosea traktowano dawkami elicytorów powoduj¹cymi najwiêksz¹ pro-
dukcjê plumbaginy. Optymalny czas elicytacji wyniós³: 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 dro¿-
d¿owego oraz elicytorów izolowanych z P. aeruginosa i Rhizopus oryzae (17). Ró¿nice
w szybkoœci wywo³ywanych reakcji mog¹ byæ spowodowane ró¿n¹ dyfuzj¹ elicyto-
rów przez œcianê komórkow¹ jak i szybkoœci¹ aktywacji przez nie szlaków przekazy-
wania sygna³u prowadz¹cych do syntezy metabolitów wtórnych.

4. Mo¿liwoœci regulacji dzia³ania elicytorów biotycznych przez inne
czynniki

4.1. Elicytacja z³o¿ona (dodatek tzw. combined elicitors)

W celu zwiêkszenia produkcji cennych metabolitów prowadzi siê badania nad
zastosowaniem biotycznych elicytorów w kombinacji z innymi procedurami stymu-
luj¹cymi metabolizm wtórny i syntezê po¿¹danych zwi¹zków w roœlinnych kulturach
in vitro. Skuteczne okaza³o siê ³¹czenie elicytorów biotycznych z prekursorami,
a tak¿e elicytorami abiotycznymi. Wykazano, ¿e wymienione czynniki stosowane
w ró¿nych kombinacjach dzia³aj¹ synergistycznie i pozwalaj¹ na uzyskanie wielo-
krotnie wy¿szego poziomu syntetyzowanych metabolitów ni¿, wtedy gdy stosowa-
ne s¹ pojedynczo. Takie podejœcie mo¿e okazaæ siê skuteczne tak¿e przy zwiêksza-
niu skali produkcji (14). Zhang i in. (57) zastosowali ³¹czon¹ elicytacjê w kulturze za-
wiesinowej T. chinesis. Dodatek 50 mg/l chitozanu, 60 �M estru metylowego kwasu
jasmonowego (MJ) i 30 �M soli srebra spowodowa³ ponad 40-krotny wzrost produk-
cji paklitakselu w porównaniu z kontrol¹. Syntetyzowana iloœæ (25 mg/l) by³a wiêk-
sza ni¿ w kulturach traktowanych ka¿dym ze zwi¹zków oddzielnie. Dodatkowo
zwiêkszono produkcjê paklitakselu ³¹cz¹c elicytacjê chitozanem, JM oraz jonami
Ag+ z ekstrakcj¹ in situ, otrzymuj¹c 48 mg/l tego zwi¹zku (58). Kombinacja synchro-
nizacji wzrostu kultury zawiesinowej T. chinesis z równoczesn¹ elicytacj¹ prepara-
tem z endofitycznego grzyba A. niger (50g/l) oraz MJ (60 �M) umo¿liwi³a stabiln¹
produkcjê paklitakselu zarówno na ma³¹ skalê (stê¿enie produktu: 27 mg/l) jak
i w bioreaktorze o objêtoœci 10 l (24 mg/l) (84).

Zhang i Wu (85) badali wp³yw abiotycznych elicytorów bêd¹cych jednoczeœnie
inhibitorami syntezy etylenu i szlaków 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 jonów Co2+ (20 �M) i Ag+ (30 �M) wp³ywa³
korzystnie na biomasê kultury, a tak¿e zwiêksza³ akumulacjê paklitakselu o 100%
w przypadku T. yunnanensis i o oko³o 50% w pozosta³ych hodowlach (85).

Nie wszystkie kombinacje elicytorów biotycznych i abiotycznych wp³ywaj¹ ko-
rzystnie na produkcjê danego metabolitu. Elicytacja kultur zawiesinowych C. roseus

homogenatem z A. niger (20 �g/ml) oraz bromkiem tetrametyloamonowym
(100 mg/l) spowodowa³a znaczny wzrost produkcji ajmalicyny oraz katarantyny
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w hodowli. Jednak preparat grzybowy i malonian nie wykazywa³ takiego synergi-
stycznego efektu. Produkcja alkaloidów indolowych wywo³ana podaniem obu elicy-
torów by³a du¿o s³absza, ni¿ po traktowaniu ka¿dym z nich oddzielnie (14).

4.2. Niskocz¹steczkowe zwi¹zki organiczne

Elicytacja kultur roœlinnych preparatami grzybowymi prowadzi do inicjacji od-
powiedzi nadwra¿liwoœci i gwa³townej redukcji biomasy kultury w wyniku nekro-
tycznej œmierci komórek. Eliminacja tego negatywnego zjawiska jest niezbêdna do
zastosowania biotycznej elicytacji w stymulacji produkcji metabolitów wtórnych
w hodowlach na du¿¹ skalê. Zmniejszenie dawki elicytora redukuje spowolnienie
wzrostu, ale powoduje tak¿e obni¿enie produkcji po¿¹danych metabolitów wtór-
nych. Rozwi¹zaniem mo¿e byæ kontrola procesów przekazywania sygna³u elicyta-
cji w komórkach i „kierowanie” odpowiedzi w kierunku syntezy po¿¹danych meta-
bolitów.

Zaobserwowano, ¿e pewne zwi¹zki o niewielkiej masie cz¹steczkowej (np.
szczawian, cytrynian, kwas salicylowy) wp³ywaj¹ na indukcjê syntezy metabolitów
wtórnych w obecnoœci niewielkich dawek elicytora. Szczawian i salicylan maj¹ zdol-
noœæ do aktywacji SAR w roœlinach, natomiast cytrynian hamuje dzia³anie elicytora
(83). Szczawian (0,2-2 mM) dodany wraz z preparatem z grzybowego patogena
V. dahliae (0,66 �g/ml hodowli) do kultury zawiesinowej G. hirsutum stymulowa³ syn-
tezê fitoaleksyn (hemigosypolu i pochodnych) powoduj¹c 6-krotny wzrost ich pro-
dukcji wzglêdem kontroli. Ponadto niwelowa³ on negatywny wp³yw elicytora na
tempo wzrostu hodowli, a tak¿e obni¿a³ dawkê preparatu z V. dahliae niezbêdn¹ do
efektywnej elicytacji (83). Sam szczawiooctan nie posiada³ zdolnoœci do indukcji
syntezy metabolitów, podobnie jak elicytor, który podany oddzielnie w takim sa-
mym (niskim) stê¿eniu, nie powodowa³ stymulacji produkcji fitoaleksyn. Aby osi¹g-
n¹æ optymalny rezultat, dodatek szczawiooctanu musia³ nast¹piæ w przeci¹gu 30 mi-
nut od podania preparatu grzybowego, co mo¿e œwiadczyæ o tym, ¿e zwi¹zek ten,
dzia³a przez modyfikacjê oddzia³ywania elicytora ze œcian¹ komórkow¹ (83). Dzia-
³anie hamuj¹ce na proces uwalniania aktywnych rodników tlenowych okaza³o siê
niezale¿ne od rodzaju aplikowanego elicytora i obserwowano je zarówno w kultu-
rach elicytowanych harpin¹ z E. amylowora, oligogalaktouronidami jak i elicytorem
z Verticillim sp., natomiast stopieñ inhibicji by³ ró¿ny w zale¿noœci od elicytora. S³ab-
sze zahamowanie syntezy ROS w kulturze elicytowanej harpin¹ mo¿e œwiadczyæ
o istnieniu drugiej drogi transmisji sygna³u, na któr¹ szczawian nie ma wp³ywu (86).

Wydaje siê, ¿e zastosowanie szczawioctanu i innych substancji hamuj¹cych
wywo³ywan¹ przez elicytacjê biotyczn¹ reakcjê HR (niekorzystn¹, z punktu widzenia
produkcji metabolitów wtórnych w kulturach in vitro), a aktywuj¹cych dodatkowo
szlaki syntezy metabolitów wtórnych, mo¿e okazaæ siê korzystnym rozwi¹zaniem
umo¿liwiaj¹cym zwiêkszenie produkcji tych substancji na du¿¹ skalê.

Anna Szpitter, Aleksandra Królicka

104 PRACE PRZEGL¥DOWE



4.3. Kokultury

Jedn¹ ze stosunkowo nowych metod wykorzystywanych do podniesienia wydaj-
noœci produkcji metabolitów wtórnych w roœlinnych kulturach in vitro s¹ hodowle
kokultur dwóch rodzajów tkanek roœlinnych (pochodz¹cych z tego samego gatunku
jak równie¿ nale¿¹cych do ró¿nych gatunków, a nawet rodzajów) w jednym naczy-
niu hodowlanym. Zak³adaj¹c, ¿e komórki jednego gatunku roœlin produkuj¹ zwi¹zki
bêd¹ce prekursorami metabolitów wytworzonych przez komórki drugiego gatunku,
prowadzi siê kokultury w celu uzyskania wysokiego poziomu po¿¹danego produk-
tu. Przyk³adem zastosowania takiego systemu jest hodowla korzeni w³oœnikowatych
A. majus (Umbelliferae) uzyskanych w wyniku transformacji bakteri¹ Agrobacterium

rhizogenes oraz pêdów Ruta graveolens (Rutaceae) w jednym naczyniu hodowlanym
w celu uzyskania farmakologicznie czynnych metabolitów wtórnych z grupy furano-
kumaryn (87). Za³o¿ono, ¿e produkowane w tkankach A. majus kumaryny (umbelife-
ron), bêd¹ wykorzystane przez tkanki R. graveolens jako substrat do syntezy furano-
kumaryn: psolarenu, bergaptenu i ksantotoksyny. W wymienionym systemie wyka-
zano, ¿e w warunkach kokultury akumulacja metabolitów wtórnych z grupy furano-
kumaryn w tkankach R. graveolens jest wy¿sza ni¿ w przypadku pêdów tego gatunku
pochodz¹cych z monokultur (akumulacja bergaptenu wzros³a oko³o pó³torakrotnie,
a ksantotoksyny trzykrotnie) (87).

5. Podsumowanie

Roœlinne metabolity wtórne znajduj¹ ci¹gle nowe zastosowania w wielu dziedzi-
nach ¿ycia cz³owieka i aby sprostaæ ci¹gle rosn¹cemu zapotrzebowaniu na te sub-
stancje, istotne jest opracowanie technologii pozwalaj¹cych na ich produkcjê w kul-
turach roœlinnych in vitro. Jedn¹ z mo¿liwoœci podnoszenia wydajnoœci syntezy meta-
bolitów wtórnych jest zastosowanie elicytorów biotycznych. Metoda biotycznej eli-
cytacji okaza³a siê niezwykle skuteczna w stymulacji produkcji metabolitów wtór-
nych w kulturach wielu gatunków roœlin. Z przegl¹du literatury oraz wyników badañ
w³asnych wynika, ¿e elicytory biotyczne wykazuj¹ zró¿nicowan¹ aktywnoœæ w sto-
sunku do tkanek roœlinnych. Ponadto efekt dzia³ania elicytorów mo¿e byæ wspoma-
gany b¹dŸ os³abiany przez inne czynniki takie jak: faza wzrostu i wiek kultury oraz
rodzaj i stê¿enie stosowanych zwi¹zków abiotycznych.

Prowadzone obecnie intensywne badania nad mechanizmami molekularnymi
warunkuj¹cymi dzia³anie elicytorów powinny w dalszej perspektywie zaowocowaæ
opracowaniem ulepszonych procedur elicytacji. Celem tych badañ jest identyfikacja
bardziej skutecznych, uniwersalnych, najprostszych i najtañszych elicytorów meta-
bolitów wtórnych w roœlinnych kulturach in vitro.
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