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Rosliny majg zdolno$¢ do syntezy wielu metabolitow wtornych, ktore biora udziat w odpowiedzi obronnej
na abiotyczne i biotyczne bodzce stresowe, pochodzace ze $rodowiska naturalnego. Wsrdéd wtornych
metabolitow na szczegdlng uwage zastuguja zwiazki fenolowe, ktore stanowig duza i roéznorodng grupe
substancji biologicznie czynnych pochodzenia ro$linnego. Ze wzgledu na swoj wysoki potencjat redox
i wlasciwosci oksydo-redukcyjne, zwiazki fenolowe moga by¢ wykorzystywane w terapii chorob zakaznych,
jako substytut dla antybiotykow, a przede wszystkim w zwalczaniu bakterii chorobotwoérczych, ktore
wykazuja si¢ wysoka antybiotykooporno$cig. Jednakze, szlaki syntezy zwigzkow fenolowych w ro$linach
nie zostaty dotychczas w pelni opisane.

Cickawym przykladem rosliny, ktora syntezuje w swoich tkankach wiele pochodnych zwigzkow
fenolowych, jest muchotowka amerykanska (Dionaea muscipula J. Ellis), nalezaca do rodziny Droseraceae
(rosiczkowatych). Ze wzgledu na swoja biologie, roslina ta ma zdolno$¢ do akumulacji flawonoidéw,
kwasow fenolowych i rzadko spotykanych pochodnych 1,4-naftochinonéw, takich jak plumbagina czy
3-chloroplumbagina. Wspdltczesna biotechnologia wykorzystuje roézne narzedzia w celu badania
1 powickszania puli zwigzkéw biologicznie czynnych w ro$linach. Jednym z nich jest transformacja
genetyczna z uzyciem dzikich szczepow bakterii Rhizobium rhizogenes, ktore maja zdolnos¢ do
wbudowywania swojego DNA plazmidowego (T-DNA) do genomu ro$linnego. Prowadzi to do zmian
w fizjologii funkcjonowania calej rosliny i moze objawiaé si¢ poprzez zwigkszenie przyrostu biomasy, czy
tez zmiany w szlakach syntezy metabolitow wtornych. Transformowane ro$liny stanowig wartoSciowy
model w badaniach nad synteza biologicznie czynnych metabolitéw wtornych. Nalezy podkresli¢ fakt, ze
transformacja muchotowki amerykanskiej za pomoca R. rhizogenes nie zostata dotychczas opisana
w literaturze naukowej.

W prezentowanym projekcie, nadrzednym celem jest opisanie szlakow syntezy zwigzkoéw fenolowych i ich
akumulacji w transformowanych tkankach muchotowki amerykanskiej oraz zbadanie wlasciwosci
antybakteryjnych ekstraktow uzyskanych z transformowanych roslin w stosunku do czterech patogennych
gatunkow bakterii: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa i Escherichia
coli. Dodatkowo uzyskane wyniki pozwola na weryfikacje nastgpujacych hipotez: (1) transformacja
muchotoéwki amerykanskiej spowoduje zwigkszenie przyrostu jej biomasy i zmiany w profilu metabolicznym
zwigzkow fenolowych, (2) doprowadzi do wystgpienia reakcji stresowej, ktora manifestowaé bedzie sie
poprzez intensywne dziatanie antyoksydantow i zwickszong produkcje niektorych pochodnych fenolowych
dzigki dziataniu enzymow katalizujacych szlaki ich produkcji, (3) ekstrakty uzyskane z transformowanych
ro$lin beda posiadaty wysoka aktywnos¢ przeciwbakteryjna.

Do realizacji celow i weryfikacji postawionych hipotez, w prezentowanym projekcie wykorzystane zostana
rézne techniki molekularne i analityczne: reakcja tancuchowa polimerazy w celu potwierdzenia
transformacji na poziomie molekularnym, wysokosprawna chromatografia cieczowa do o0znaczenia
zawarto$ci zwigzkow fenolowych, metody spektrofotometryczne do zbadania aktywnosci enzymow
zaangazowanych w szlaki syntezy zwiazkéw fenolowych i antyoksydantéw drobnoczasteczkowych, natywna
elektroforeza bialek w zelach poliakrylamidowych do oznaczenia aktywno$ci poszczegdlnych izoform
enzyméw antyoksydacyjnych i metoda pomiaru minimalnych stgzen bakteriobdjczych do zbadania
aktywnosci przeciwbakteryjnej transformowanych roslin.

Zaplanowane dziatania doprowadza do opisania uzytecznego modelu do badan nad syntezg biologicznie
czynnych zwigzkow fenolowych, jakim bedzie stransformowana muchotowka amerykanska. Dodatkowo
przyczynia si¢ takze do poszerzenia wiedzy w obszarze fizjologii i biotechnologii roslin leczniczych oraz
pozwola na poznanie oddziatywania bogatych w zwigzki fenolowe ekstraktow roslinnych na patogenne
i antybiotykooporne gatunki bakterii.



