Streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku polskim

Zwiazki fenolowe stanowig jedna z najliczniejszych grup roslinnych metabolitéw
wtornych, ktére syntetyzowane sg przez rosliny w warunkach stresu srodowiskowego. Ze
wzgledu na swoja budowe chemiczng niektore zwigzki fenolowe cechuje szerokie spektrum
wlasciwos$ci biologicznie czynnych, wsrdd ktorych jedng z najwazniejszych w konteks$cie
probleméw wspotczesnej medycyny jest aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Ze wzgledu na
rosngcg lekoopornos$¢ bakterii poszukuje si¢ nowych zrédet zwigzkow chemicznych, w tym
roOwniez metabolitéw wtornych zawartych w tkankach roslinnych, ktore posiadaja potencjat

przeciwbakteryjny i nie indukuja opornosci wsrod zwalczanych mikroorganizmow.

Muchotowka amerykanska (Dionaea musipula J. Ellis) jest rosling migsozerna, ktora jest
monotypowym rodzajem w obrgbie rodziny rosiczkowatych (Droseraceae). Z uwagi na swoje
specyficzne przystosowanie do Srodowiska mucholowka amerykanska ma zdolnos¢ do
syntezy 1 akumulacji bardzo duzych ilosci rdéznych pochodnych fenolowych:
fenyloproponaoidow, flawonoidéw, antocyjanéw czy 1,4-naftochinonow. Z tego wzgledu
stanowi ona uzyteczny model do badan nad synteza zwigzkéw fenolowych w warunkach

stresu oraz ich wilasciwos$ciami biologicznie czynnymi.

Prezentowana praca doktorska sklada si¢ z cyklu trzech powigzanych tematycznie,
oryginalnych publikacji naukowych. Tematem przewodnim opublikowanych prac byta
synteza zwigzkow fenolowych w kulturach tkankowych roslin muchotowki amerykanskiej,
ktore poddano elicytacji i transformacji genetycznej. Rownoczesnie przedmiotem badan byto
zbadanie odpowiedzi fizjologicznej roslin D. muscipula na transformacj¢ genetyczng oraz
okreslenie wtasciwosci  biologicznie czynnych metabolitow wtornych  zawartych

w ekstraktach uzyskanych z roslin w procesie elicytacji i transformacji.

Glownymi celami pracy doktorskiej byto: (1) opracowanie efektywnej metody elicytacji
zwigzkéw fenolowych w  kulturach tkankowych muchotowki amerykanskiej, w celu
podwyzszenia aktywnosci przeciwutleniajacych 1 antybakteryjnych ekstraktow uzyskanych
z badanych ro$lin, (2) uzyskanie transformowanych roslin D. muscipula dzigki wykorzystaniu
transformacji wektorowej — Rhizobium rhizogenes, (3) ocena transformowanych klonow

muchotéwki amerykanskiej pod katem akumulacji zwigzkoéw fenolowych 1 ich wlasciwosci



antybakteryjnych, (4) zbadanie wybranych parametrow fizjologicznych odpowiedzi ro$lin

mucholoéwki amerykanskiej na transformacj¢ genetyczng.

Aby zrealizowa¢ postawione cele badawcze, zastosowano elicytor biotyczny w postaci
lizatu z bakterii Cronobacter sakzakii, o stezeniu: 1,5, 25 i 5% w hodowli plynnej
D. muscipula. Transformacj¢ genetyczna wykonano przy uzyciu trzech szczepdéw bakterii
R. rhizogenes LBA 9402, ATCC 15834 i A4, ktore posiadajg naturalng zdolno$¢ inkorporacji
fragmentu DNA plazmidowego (T-DNA) do genomu ro$linnego. Rosliny muchotowki
amerykanskiej poddane elicytacji i transformacji badano w kontekscie akumulacji biomasy,
zwigzkow fenolowych (metodami spektrofotometrycznymi i wysokosprawnej chromatografii
cieczowej) oraz ich wlasciwosci antyoksydacyjnych i antybakteryjnych w stosunku do
antybiotykoopornych patogenéow bakteryjnych: Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa. Transformacj¢ genetyczng D.
muscipula potwierdzono na poziomie molekularnym dzigki zastosowaniu reakcji PCR.
Wykazano obecno$¢ genu rolB w DNA uzyskanych teratomoéw (transformowanych pedow)
muchotdéwki amerykanskiej. Dodatkowo z uzyciem hybrydyzacji typu Southern wykazano, ze
bakteryjny gen rolB zostat wbudowany do DNA klonow D. muscipula w jednej kopii.
Transformowane klony muchotowki amerykanskiej zbadano pod katem ich zmian w
akumulacji aldehydu dimalonowego (markera stresu oksydacyjnego), proliny, karotenoidow,
kwasow fenolowych, glutationu 1 aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych w pordwnaniu do
roslin nietransformowanych. Ponadto w teratomach oznaczono zawartos¢ lipidéow i cukrow,

bedacych sktadowa metabolizmu pierwotnego.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze: (1) efektywno$¢ elicytacji zwiazkow fenolowych
w kulturach tkankowych muchotowki amerykanskiej z uzyciem lizatu z bakterii C. sakazakii
jest zalezna od stgzenia 1 czasu dziatania elicytora, (2) zastosowana strategia elicytacyjna
skutecznie podnosi wlasciwosci przeciwutleniajace | przeciwbakteryjne roslin muchotowki
amerykanskiej, (3) bakteryjny gen rolB w DNA genomowym roslin muchotowki moze
dziata¢ jak endogenny elicytor zwigzkow fenolowych i tym samym prowadzi¢ do zwickszenia
wlasciwosci przeciwbakteryjnych ekstraktow uzyskanych z roslin transformowanych,
(4) transformacja roslin D. muscipula wywotuje efekt plejotropowy, prowadzac do zmian
w gospodarce reaktywnych form tlenu, metabolizmie pierwotnym i wtérnym roslin, (5)
stabilne genetycznie organizmy transformowane mogg stanowi¢ dobry model do badan nad

syntezg i akumulacjg zwigzkoéw fenowych w roslinach leczniczych.



