EFFECT OF PLANT DEFENSE ELICITORS ON THE LEVEL
OF PHYTOHORMONES

VLIV ELICITORU OBRANNE REAKCE NA HLADINU FYTOHORMONU

Mareckova M., Havel L.

Ustav botaniky, Agronomicka fakulta, Mendelova zeméd€lska a lesnickd univerzita v Brng,
Zemé&délska 1, 613 00 Brno, Ceska republika.

E-mail: mareckova@seznam.cz, lhavel@mendelu.cz

ABSTRACT

The purpose of my research was to observe the effect of elicitors on the synthesis of plant
hormones cytokinins in tobacco suspension cells. Elicitors are substances that can induce
defense responses when applied to plant tissues or cultured-plant cells. It was used elicitors
ergosterol and cryptogein in my research. Ergosterol is elicitor from plasmatic membrane of
fungi. It was add as complex with 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin. The effect of the
ergosterol was compared with that of cholesterol, which did not activate induce defense
responses. Cryptogein is small protein - elicitin, which is secreted by Phytophthora cryptogea.
Cytokinins are plant regulators, which play a crucial role in various phases of plant growth
and development. All native cytokinins are derivatives of adenine with substituent at N6
position. Cytokinins affect growth and regeneration of plants. Concentration of cytokinins
was determined by high performance liquid chromatography (HPLC) with mass spectrometry
(MS) detection. It was also observed the viability of tobacco suspension cells. The viability
was measured through determination of intracellular esterase activity and through using of
fluorescent colour propidium iodide (PI) and fluorescein diacetate (FDA). Experimental
system was cultures of tobacco suspension cells cv. Xanthi. Added elicitor decreased the
viability of tobacco suspension cells compared with control tobacco culture. The viability of
the cells suspension was extremely decreased by the cryptogein. It was observed that the
concentration of cytokinins increased with increasing concentration of elicitors. This effect
was observed in presence of both elicitors.
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UvVOD

Vmé praci byl sledovan efekt elicitori na syntézu fytohormonid cytokinini u
rostlinnych kalust tabdku. Elicitory jsou biologicky aktivni slou¢eniny, schopné vyvolat u
rostliny obrannou reakci. Jako elicitory mohou slouzit jednak nékteré metabolity vylucované
patogeny, tzv. exogenni elicitory, a slouceniny, které se uvoliiuji naruSovanim bunécné stény
obou organizmtl, tzv. endogenni elicitory (Gloser, Prasil 1998) V praci byly pouzity elicitory
ergosterol a cryptogein. Ergosterol je nizkomolekularni elicitor pochéazejici z plasmatické
membrany hub. Spolu s chitinovymi oligomery byl detekovan ve vodném extraktu z houby
vaclavky (Armillaria ostoyae a A. mellea) (Vite¢ek, Kasparovsky et al. 2005) Ergosterol byl
pfidavan ve formé komplext s 2-hydroxypropyl-f-cyklodextrinem a jeho efekt byl srovnavan
s cholesterolem, ktery reakci nevyvolava. Cryptogein je maly protein, ktery byl izolovan
z houby Phytophthora cryptogea (Zanetti et al.1992).

Cytokininy jsou skupina rostlinnych hormont. Pfirozené cytokininy jsou derivaty
adeninu substituované na aminoskupiné v poloze 6. Ovliviuji rast a vyvoj rostlin, podileji se
na regulaci organogeneze a regeneraci rostlin, spolu s dalsimi fytohormony zprostfedkovavaji
odpoveéd’ rostlin na faktory vnéj$iho prosttedi (Kaminek 1997). Koncentrace cytokininti byla
stanovovana pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci.

Vedle koncentrace cytokinini byla také sledovana Zzivotnost kalusu tabaku pomoci
stanoveni aktivity intracelularnich esteras a barvenim fluorescen¢nimi barvivy propidium
jodidem a fluoresceindiacetatem. K pokusiim byla pouzita kultura bunécné suspenze tabaku
varianty Xanthi.

MATERIAL A METODIKA
Rostlinny material

Pro pokusy byla pouzita kultura bunééné suspenze tabdku Nicotiana tabacum
var. Xanthi kultivovanda na médiu Murashige & Skoog. Byla umisténa v 250 ml
Erlenmeyerovych baiikach na tfepadce pii 27 + 1 °C a 135 ot.min” ' na svétle. Pasaz byla
provadéna po 3 az 4 dnech v poméru 1:6.

Stanoveni Zivotnosti bunééné suspenze tabaku pomoci barveni fluorescencnimi
barvivy propidium jodidem a fluoresceindiacetatem

Propidium jodid je propoustén pies cytoplazmatickou membranu dovniti bunky a
zpusobuje ve fluorescenénim mikroskopu v piipadé mrtvé buiiky cervené fluorescencni
zbarveni. Fluoresceindiacetat je v zivych bunkach Stépen na octan a fluorescein, ktery zelené
fluoreskuje. Pozorovani bylo provadéno pomoci inverzniho fluorescenéniho mikroskopu.
Celkova zivotnost je pak dana poctem zivych bunék v preparatu (Vitecek et al. 2004).



Stanoveni Zivotnosti bunéfné suspenze tabaku pomoci stanoveni aktivity
intracelularnich esteras

Stanoveni esteras je zalozeno na fluorimetrické detekci produkti hydrolyzy
fluoresceindiacetatu. Fluoresceindiacetat hydrolyzuje jak plisobenim esteras, tak i samovolné.
Aby bylo mozno vypocitat ,,Cistou enzymovou hydrolyzu“ odectenim blanku, je nutné provést
vSechny inkubace ve stejném cCase. Protoze po poruseni celistvosti bun¢k dochézi k postupné
degradaci bunééného obsahu plisobenim lytickych enzymi, které snizuji vytézek esteras, musi
se cela izolace provadét na ledové lazni a po co nejkratsi dobu (Vitecek et al. 2005).

Stanoveni celkového obsahu cytokinind v bunééné suspenzi tabaku pomoci HPLC
s MS detekci.

Pro izolaci cytokinind byla pouzita kyselé izolace cytokininl. Jedna se o extrakci 4 %
kys. trichloroctovou. Jako posledni krok ¢isténi vzorku byla pouzita vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie na reverzni fazi, ktera krom¢ odstranéni necistot umoziuje také separaci
jednotlivych cytokininti a jejich nésledné stanoveni. Jako detektor byl pouzit hmotnostni
spektrometr. V HPLC na reverzni fazi se jednotlivé latky eluuji postupné v potadi snizujici se
polarity, tzn. Ze v tomto chromatografickém systému byly latky polarni eluovany z kolony
diive nez latky méné polarni, pfipadné¢ nepolarni. Byly detekovany tyto cytokininy:
benzyladenin-7-glukosid, benzyladenin-9-ribosid a benzyladenosin-5-monofosfat.

VYSLEDKY A DISKUZE

Vliv elicitoru ergosterolu na tabak var. Xanthi

K pokusu bylo pouzito ¢tyt riznych koncentraci ergosterolu a to 5 nM, 10 nM, 20 nM,
50 nM. Jako kontrola byl pouZit cholesterol ve stejnych koncentracich jako ergosterol. Efekt
byl sledovan po dobu sedmi dnii, vzorky byly odebirany po 2, 4 a 7 dnech kultivace. Vzdy
byla jeSté soucasn¢ s variantami s ergosterolem a cholesterolem kultivovana kontrolni
varianta bez ptidavku. Byl potvrzen vliv ergosterolu na tabdk var. Xanthi. Vysledky se
shodovaly jak u stanoveni Zivotnosti pomoci esteras, tak i pomoci barveni fluorescen¢nimi
barvivy PI a FDA (graf 1, 2 a 3). Varianty, kde byl pfidan ergosterol, mély zivotnost nizsi nez
varianty kontrolni. Naproti tomu v praci Kasparovského (2004), kde byla stanovovana
zivotnost kultury tabdku v zéavislosti na koncentraci ergosterolu, nebyl zaznamenan pokles
zivotnosti viuci kontrole. VI1iv na vétsi citlivost bunék tabaku viici elicitoru ergosterolu mohly
mit rozdilné podminky kultivace, a to pfedev§im rozdil v dobé osvétleni. Dale mohla byt
kultura ovlivnéna také latkou pomoci, které byl ergosterol rozpustén. V ptipadé préci
Ka$parovského (2004) byl jako rozpoustédlo pouzZit methanol. Je tedy mozZné, Ze
2 hydroxypropyl-f-cyklodextrin, pomoci které¢ho byl ergosterol a cholesterol rozpustén, mohl
ovliviiovat zivotaschopnost bunék, a v ptipad¢ ergosterolu jesté nasobit jeho tc¢inek.



Graf 1, 2 a 3 : Zavislost Zivotnosti kultury na jednotlivych variantach po dvou, ¢tyfech a sedmi
dnech kultivace.
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Stanoveni cytokinini potvrdilo pfitomnost derivati benzyladeninu. Byl stanoven
celkovy obsah cytokininii na g vzorku. Bylo potvrzeno, Ze pfitomnost elicitoru zvysuje
koncentraci cytokininl v tabaku var. Xanthi. Nejvétsi rozdily byly pozorovany po dvou dnech
kultivace. V nasledujicich dnech uz nebyl rozdil obsahu cytokinini mezi variantami
s ergosterolem a kontrolou tak vyrazny. To mize byt zpiisobeno poklesem zivotnosti u variant
s ergosterolem a tim sniZzeni poctu zivych bunék s cytokininy ve vzorku odebraném na
stanoveni cytokininll. Proto byl celkovy obsah cytokinini vztazen na 1 % Zzivych bunck v
kultufe. V grafu 4 je vidét, Ze pfitomnost ergosterolu vyrazné zvySovala koncentraci
cytokininii v tabdku var. Xanthi, a to béhem vSech sedmi dnt kultivace. Dale bylo
pozorovano, Ze se zvysujici se koncentraci ergosterolu se zvySovala 1 koncentrace cytokinint.
Vyrazné vySeni obsahu cytokininli v buiitkach tabdku mize byt pravdépodobné zplisobeno
tim, Ze bunky tabaku reaguji na stres vyvolany ergosterolem zvysenym piijmem cytokininil z
média. Cytokininy totiz mimo jiné zvySuji toleranci vii¢i extrémnim podminkdm prostiedi
(Machackova 1998).



Graf 4: Obsah cytokinint v zavislosti na Zivotnosti kultury.
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Vliv elicitoru cryptogeinu na tabak var. Xanthi

Jako dalsi elicitor byl pouzit cryptogein, jako kultura byl opét pouzit tabak var. Xanthi.
Protoze cryptogein patii mezi [I-elicitiny, které jsou hodné nekrotizujici (Zanetti et al.1992),
byly pouzity nizké koncentrace 1nM, 2nM, 3nM, 5nM, a jeho efekt byl sledovan pouze
po dobu tii dnli po 1, 2 a 3 dnech kultivace. Vlivem pfidavku cryptogeinu dochazelo k
vyraznému snizeni zivotnosti kultury tabaku vi¢i kontrole. Se zvySuji se koncentraci
cryptogeinu se snizovala Zivotnost kultury. Toto potvrdilo jak stanoveni Zivotnosti pomoci
esteras tak 1 pomoci barveni fluorescencnimi barvivy Pl a FDA. Tyto vysledky se shoduji
s literaturou (Kasparovsky 2004). I zde bylo pozorovdno snizeni zivotnosti po ptidavku
cryptogeinu ke kultufe tabaku var. Xanthi.

Graf 5: Zavislost Zivotnosti kultury na jednotlivych variantach po jednom, dvou a tfech dnech
kultivace.
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Dale byl stanoven celkovy obsah cytokininti na g vzorku. Po prvnim dnu kultivace
dochazelo se zvysujici se koncentraci cryptogeinu k vyraznému snizovani obsahu cytokinini
v tabdku. V dalSich dnech uz nebyly tak vyrazné rozdily mezi kontrolni variantou a
variantami s riznou koncentraci cryptogeinu. I zde byl obsah cytokininii vztazen na 1 %
zivych bun€k v kultuie, aby byl eliminovan vliv poklesu Zivotnosti bunék tabdku ve vzorku
odebraném na stanoveni cytokininti (graf 6). Prvni den byl obsah cytokininii vztazeny na
zivotnost kultury u variant s cryptogeinem o koncentraci 1 a 2 nM vys$i nez u kontrolni
varianty, naopak u variant s cryptogeinem o koncentraci 3 a 5 nM byl obsah cytokinintl nizsi
nez u kontrolni varianty. To miize byt zplisobeno rozdilnou dobou adaptace na nové
podminky po pfeneseni bunék do nového média. U variant s cryptogeinem je pravdépodobné
vlivem stresu tfeba delsi doba na adaptaci bun€k na nové podminky, tim je mozné vysvétlit
nizsi pfijem cytokinini z média. Po dvou a tfech dnech kultivace dochdzelo k vyraznému
zvySovani obsahu cytokinini u jednotlivych variant s cryptogeinem oproti kontrole.
S rostouci koncentraci cryptogeinu v médiu se zvySoval i obsah cytokinind, tak jak tomu bylo
i v pfipad¢ pouziti elicitoru ergosterolu. Z toho vyplyva, ze ptitomnost elicitoru zvySuje
koncentraci cytokinint. NejvyS$si nartst cytokininli byl zaznamenan po dvou dnech kultivace
u varianty s cryptogeinem o koncentraci 5 nM a po tfech dnech kultivace u varianty
s cryptogeinem o koncentraci 3 a 5 nM. Tedy u variant, kde byla zivotnost neniz$i. Vlivem
velmi nizké zivotnosti, a tedy velkého poctu mrtvych bunck, by mohl byt v téchto piipadech
celkovy obsah cytokininli ovlivnén i cytokininy, které by mohly jesté zlstavat v mrtvych
buiikach v kalusu. Tim by mohlo dochazet ke zvySovéani jejich celkového obsahu ve vzorcich
s velmi nizkou Zivotnosti. To by mohlo ¢aste¢né vysvétlit vyrazné zvyseni obsahu cytokininti
u variant s koncentracemi cryptogeinu 3 a 5 nM. Pro pfesné rozliSeni jaky obsah cytokinini je
pouze v zivych buiikéch a kolik jich zistalo v mrtvych buiikach, by se muselo pravdépodobné
vyuzit néjaké molekularné-biologické metody.

Graf 6: Obsah cytokinint v zavislosti na zivotnosti kultury.
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ZAVER

Byl prokazan vliv elicitoru ergosterolu a cryptogeinu na zivotnost a obsah cytokinint
v kultufe bunécné suspenze tabdku var. Xanthi. Vlivem piidavku elicitoru ke kultuie
dochazelo ke snizeni Zivotnosti kultury tabdku. To bylo potvrzeno jak stanovenim zivotnosti
pomoci esteras tak 1 pomoci barveni fluorescen¢nimi barvivy propidium jodidem a
fluoresceindiacetatem. Déle byl stanoven celkovy obsah cytokinind. V bunécné suspenzi
tabaku var. Xanthi byly detekovany tyto cytokininy: benzyladenin-7-glukosid, benzyladenin-
9-ribosid a benzyladenosin-5-monofosfat. Pfitomnost elicitoru zvysSuje koncentraci cytokininii
v tabdku var. Xanthi.
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