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3.1 Franklin, Gregory

Nazwisko w publikacjach/ Name in Publications: Franklin G., G. Franklin, Gregory Franklin

3.2 Dyplomy i Stopnie naukowe

2014 LLM European and Transglobal Business Law

School of Law, University of Minho, Braga, Portugal

Tytut pracy: Intellectual property landscape of genetically modified plants in Europe.
Supervisors: Dr. Maria Miguel Carvalho (Assistant Professor, School of Law, University of
Minho, Portugal) and Dr. José Antonio Gémez Segade (Professor, Institute of Intellectual
Property Law, University of Santiago de Compostela, Spain)

2001 PhD Botany-Zoology interdisciplinary

Entomology Research Institute, Loyola College, University of Madras, Chennai, India

Tytut pracy: In vitro studies in Pisum sativum L, Vigna mungo L. Hepper and Cajanus cajan L.
Millsp. Supervisor: Rev Fr. Dr. S. Ignacumuthu sj (Director, Entomology Research Institute,
Loyola College)

1997 MPhil Botany

St. Joseph’s College, Bharathidhasan University, Tiruchirappalli, Passed with Distinction and
stood First in the class

Tytut pracy: Callus induction and shoot organogenesis in Cajanus cajan L. Millsp. Supervisor:
Dr. R. Jeyachandran (Associate Professor, Department of Botany, St. Joseph’s College affiliated
to Bharathidhasan University, Tiruchirappalli)

1995 MSc Botany

St Xavier’s College (Affiliated to Manonmanium Sundaranar University), Palayamkottai, India,
First in the class

Tytut pracy: The influence of commercial vitamins and some growth regulators on
regeneration of selected plants in vitro. Supervisor: Dr. D. Patric Raja (Associate Professor,
department of Botany, St Xavier’s College)

1992 BSc Botany
St Xavier’s College (Affiliated to Madurai Kamaraj University), Palayamkottai, India —
Pierwsza lokata w klasie / First in the class
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3.3 Krétki zyciorys (Miejsca i lata pracy)

Polska czerwiec 2015 - obecnie — Present: Doswiadczony Pracownik naukowy (R3)/ Adiunkt;
Kierownik zespotu (Biotalent- EU- FP7), Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk,
Poznan

Portugalia pazdziernik 2013 — maj 2015: Zaproszony naukowiec, Wydziat Biologii, Uniwersytet
Mihno, Braga

Portugalia pazdziernik 2008 — wrzesienn 2013: Ciencia 2008 Investigador Auxiliar/Asystet
naukowy profesora, Wydziat Biologii, Uniwersytet Mihno, Braga

Portugalia listopad 2007 — wrzesiert 2008: Zaproszony asystent profesora / Invited Assistant
Professor, Wydziat Biologii, Uniwersytet Mihno, Braga

Portugal listopad 2004 — pazdziernik 2007: FCT Postdoctoral Fellow, Wydziat Biologii,
Uniwersytet Mihno, Braga

Indie Maj 2004— pazdziernik 2004: Pracownik naukowy, Instytut Hodowli Trzciny Cukrowe;j
(Indyjska Rada Badan Rolniczych), Coimbatore

USA Maj 2002 — marzec 2004: Postdoctoral Fellow, Centrum Badan nad Roslinami, Universytet
w Toledo, Toledo, OH

Arabia Saudyjska Luty 2002 — kwiecien 2002: Specjalista w zakresie biologii molekularnej
roslin, Centrum Badan Palm Daktylowych, King Faisal University, Al-Hofuf

Indie Pazdziernik 2001 — grudzien 2001: Asystent Profesora, Wydziat Biotechnologii, Szkofa
Wyzsza Ayya Nadar Janaki Ammal, Sivakasi, zwigzana z Uniwersytetem w Madurai Kamaraj

Indie pazdziernik 1999 — wrzesien 2001: DBT-1ISc postdoc training fellow, Wydziat
Mikrobiologii i Biologii Komérki, Indyjski Instytut Naukowy, Bangalore
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Poland 2015 June — Present: Senior Researcher/ Group leader (Biotalent- EU- FP7), Institute
of Plant Genetics of the Polish Academy of Sciences, Poznan

Portugal October 2013 — May 2015: Invited Scientist, Department of Biology, University of
Minho, Braga

Portugal 2008 October — 2013 September: Ciencia 2008 Investigador Auxiliar/Research
Assistant Professor, Department of Biology, University of Minho, Braga

Portugal 2007 November — 2008 September: Invited Assistant Professor, Department of
Biology, University of Minho, Braga

Portugal 2004 November — 2007 October: FCT Postdoctoral Fellow, Department of Biology,
University of Minho, Braga

India 2004 May — 2004 October: Research Associate, Sugarcane Breeding Institute (Indian
Council of Agricultural Research), Coimbatore

USA 2002 May — 2004 March: Postdoctoral Fellow, Plant Science Research Center, University
of Toledo, Toledo, OH

Saudi Arabia 2002 February — 2002 April: Plant molecular biology specialist, Date palm
Research Center, King Faisal University, Al-Hofuf

India 2001 October — 2001 December: Assistant Professor, Department of Biotechnology,
Ayya Nadar Janaki Ammal College, Sivakasi, affiliated to Madurai Kamaraj University

India 1999 October — 2001 September: DBT-IISc postdoc training fellow, Department of
Microbiology and Cell Biology, Indian Institute of Science, Bangalore
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3.4 Tytut osiggniecia naukowego / Title of the Achievement

Odkrycie systemu niekompatybilnych interakcji Agrobacterium — Hypericum
perforatum: doskonate narzedzie do badania opornosci roslin wzgledem
transformacji T-DNA

3.5 Lista publikacji wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego z punktami IF i MNiSW /
List of articles for scientific achievement with IF and MNiSW points

Franklin G, Dias ACP (2006) Organogenesis and embryogenesis in several Hypericum
perforatum genotypes. In vitro Cell Dev Biol- Plant 42: 324-330

IF: 1.04

Cytowania/ Citations: 17

MNiSW: 20

Zaplanowatem badania, wykonatem catg prace laboratoryjng, zebratem i przeanalizowatem
dane, wyciggnatem wnioski i napisatem manuskrypt. Méj wktad w powstanie tej publikacji
wynosit 95%.

| designed the experiments, performed all the bench work, collected and analyzed the data,
drawn conclusions and wrote the manuscript. Altogether, | contributed 95% in this article.

Franklin G, Oliveira M, Dias ACP (2007) Production of transgenic Hypericum perforatum plants
via particle bombardment-mediated transformation of novel organogenic cell suspension
cultures. Plant Science 172: 1193-1203

IF: 3.437
Cytowania/ Citations: 19
MNiSW: 30

Opracowatem plan badan i uzyskatem kultury tkankowe, zbadatem Agrobacterium pod
wzgledem transformacji i skutecznosci bombardowania mikroczastkami opfaszczonymi
plazmidem. Zebratem dane, przeanalizowatem je i wyciggnatem wnioski. Zebratem wszystkie
dane, zebratem literature i napisatem manuskrypt. Podsumowujgc, méj wktad w ten artykut
wyniost 90%.

| designed the experiments, and performed the establishment of organogenic nodule culture,
screening of Agrobacterium for transformation and bombardment with plasmid-coated
microparticles. collected the data, analyzed them and drew conclusions. Compiled all the data,
collected literature and wrote the manuscript. In summary, my contribution to this article was
90%.

Franklin G, Conceigao LFR, Kombrink E, Dias ACP (2008) Hypericum perforatum plant cells
reduce Agrobacterium viability during co-cultivation. Planta 227: 1401-1408
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IF: 3.361
Cytowania/ Citations: 18
MNiSW: 40

Opracowatem idee eksperymentu i wykonatem wiekszos¢ prac prowadzacych do
opublikowania niniejszego artykutu. Praca obejmowata wyprowadzenie kultur zawiesinowych
Hypericum peforatum, ich ko-kulture z Agrobacterium, pomiary reaktywnych form tlenu,
ekstrakcje zwigzkow fenolowych, analizy HPLC, testy zywotnosci, izolacje RNA, analize
ekspresji mRNA itp. Napisatem manuskrypt, zgromadzitem i zanalizowatem dane,
zinterpretowatem wyniki i dokonatem przegladu literatury. Mdéj wktad w powstanie pracy
wynosi 85%.

| conceived the idea and performed most of the work for this article. This includes the
establishment of Hypericum peforatum cell suspension culture, co-cultivation with
Agrobacterium, reactive oxygen species measurements, extraction of phenolic compounds,
HPLC analyses, viability assays, RNA isolation, mRNA expression analysis etc. | have also
performed the writing of the article, including the collection of data, analysis of data,
interpretation of the results and literature review. | believe that my contribution is 85%.

Franklin G, Conceicdo LFR, Kombrink E, Dias ACP (2009) Xanthone biosynthesis in Hypericum
perforatum cells provides antioxidant and antimicrobial protection upon biotic stress.
Phytochemistry 70: 65-73

IF: 3.205
Cytowania/ Citations: 50
MNiSW: 35

Opracowatem idee eksperymentu i wykonatem wiekszos¢ pracy. Obejmowata ona uzyskanie
kultur zawiesinowych Hypericum peforatum, ko-kulture z Agrobacterium, dokonatem pomiaru
reaktywnych form tlenu, wykonatem ekstrakcje zwigzkédw fenolowych, analizy HPLC, testy
zywotnosci, izolacje RNA, analize ekspresji mRNA itp. Napisatem artykut, zgromadzitem dane
i dokonatem ich analizy, zinterpretowatem wyniki i dokonatem przegladu literatury.
Opracowatem rowniez model. Méj wktad w te prace wynosi 85%

| conceived the idea and performed most of the work. This includes the establishment of
Hypericum peforatum cell suspension culture, co-cultivation with Agrobacterium, reactive
oxygen species measurements, extraction of phenolic compounds, HPLC analyses, viability
assays, RNA isolation, mRNA expression analysis etc. | have also performed the writing of the
article, including the collection of data, analysis of data, interpretation of the results and
literature review. | have also developed the model and believe my contribution to this work is
85%.

Franklin G, Dias ACP (2011) Chlorogenic acid participates in the regulation of shoot, root and
root hair development in Hypericum perforatum. Plant Physiol Biochem. 49: 835-842
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IF: 3.096
Cytowania/ Citations: 17
MNiSW: 35

Zaprojektowatem eksperymenty, wykonatem wszystkie prace laboratoryjne, zebratem
i przeanalizowatem dane, wyciggnatem wnioski i napisatem manuskrypt. Prace laboratoryjne
obejmujg uzyskanie kultur in vitro, test inhibicji i zywienia roslin; wykonatem tez analizy
histologiczne, izolacje i identyfikacje zwigzkdw. Prowadzitem omdwione kultury, zbieratem
dane, przeproadzitem analizy, wyciggatem wnioski i napisatem manuskrypt. Wykonatem okoto
95% prac prowadzacych do powstania niniejszego artykutu.

| designed the experiments, performed all the bench work, collected and analyzed the data,
drawn conclusions and wrote the manuscript. The bench work includes the in vitro culture,
inhibitor and feeding assays, histological sectioning, isolation and identification of
compounds. Maintained the cultures, collected data, performed analysis, drew conclusions
and wrote the manuscript. Thus, | contributed 95% in this article.

Hou HW, Shakya P, Franklin G (2016) A perspective on genetic transformation of Hypericum
perforatum. Front. Plant Sci. 7:879. doi: 10.3389/fpls.2016.00879 40 (Corresponding author)

IF: 4.29
Cytowania/ Citations: 2
MNiSW: 40

Opracowatem idee doswiadczenia, zebratem informacje, zaprojektowatem grafike i napisatem
manuskrypt. Komunikowatem sie z redakcjg czasopisma jako autor korespondencyjny. Méj
wktad w powstanie tej pracy wynosi 61,5%

| conceived the idea of this article, collected information, designed graphics and wrote the
manuscript. | have also communicated with the journal as the corresponding author. My
contribution is 61.5% in this article.
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Franklin G, Beerhues L and Celldrova E (2016) Editorial: Molecular and biotechnological
advancements in Hypericum Species. Front. Plant Sci. 7:1687. doi: 10.3389/fpls.2016.01687
(Corresponding author)

IF: 4.29
Cytowania/ Citations: 0
MNiSW: 40

Opracowatem pomyst na ten artykut, zebratem informacje i napisatem manuskrypt.
Z redaktorem czasopisma kontaktowatem sie jako autor korespondencyjny. Méj wktad wynosi
67,5% w tym artykule.

| developed the idea of this article, collected information and wrote the manuscript. | have
also communicated with the journal editor as the corresponding author. My contribution is
67.5% in this article.
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3.6 Podsumowanie punktéw IF, MNiSW i Indeks Hirscha

= SCI Journals

= Other Journals

= Book Chapters
Conferences

m First Author
= Corresponding Author
= Co-Author

Joint Impact Factor: 115.22

Suma punktéw MNiSW: 1275
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Web of Science

Citation Distribution by year

Mmmwm

Citations
4

Year

Sum of the Times Cited 537

Average Citations per Article 14.75

h-index 16

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2[)08 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Google scholar

Sum of the Times Cited 1 122

h-index 20

i10-index 27
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3.7 Opis osiggniecia naukowego
3.7.1 Wprowadzenie

»Centralnym dogmatem” doskonalenia roslin uprawnych, genomiki funkcjonalnej, edycji
genomu, biologii syntetycznej i podobnych dziedzin jest umiejetnos$¢ wprowadzania genéw
do roslin (Hwang i in., 2015; Nester, 2015; Sainsbury i Lomonossoff, 2014; Xu i in., 2014). Jest
wiele dostepnych metod wprowadzania genéw do roslin. Wsréd metod biologicznych
wymieni¢ mozna transformacje za pomocg Agrobacterium tumefaciens i za pomocg wiruséw.
Natomiast metody fizyczne obejmujg: mikrowstrzeliwanie, elektroporacje, mikroiniekcje,
nanoczastki czy tez transfekcje wspomagang chemicznie. Pomimo dostepnosci metod
alternatywnych, wprowadzanie genu za pomocg A. tumefaciens jest technikg preferowang ze
wzgledu na swojg prostote oraz czestg integracje pojedynczej kopii transgenu z genomem
zywiciela, co moze zapobiec wyciszeniu transgenu.

Chociaz A. tumefaciens jest czesto wykorzystywana jako nosnik genu w genomice
funkcjonalnej roslin modelowych i niektérych gatunkéw roslin uprawnych, w przypadku duzej
grupy gatunkow rodlin transformacja za pomocg tej bakterii jest trudna ze wzgledu na
»opornos¢ rosliny”, zjawisko, ktérego istota do tej pory nie zostata catkowicie wyjasniona.
Poniewaz opornos¢ rosliny hamuje postep genomiki funkcjonalnej i mozliwos¢ doskonalenia
istotnych ekonomicznie gatunkdw roslin, wazne jest zrozumienie mechanizmu tego zjawiska.
Badania prowadzone na roslinach podatnych na infekcje A. tumefaciens (np. Nicotiana
tabacum i Arabidopsis thaliana) wzbogacity zaséb wiedzy na temat interakcji pomiedzy
Agrobacterium i rosling (Anand i in., 2008; Ditt i in., 2006; Pruss i in., 2008; Veena i in., 2003;
Yuan i in., 2007). Jednak studia te nie byty w stanie wyjasni¢ mechanizméw opornosci roslin
na poziomie molekularnym, poniewaz prowadzone byty gtéwnie na roslinach podatnych na
zakazenie A. tumefaciens.

Chociaz wyjasnienie reakcji gatunkéw roslin opornych na infekcje A. tumefaciens
przyczynitoby sie do zrozumienia mechanizmdw opornosci roslin na poziomie molekularnym,
badania nad opornoscia roslin ograniczaty sie zwykle do roslin modelowych ze wzgledu na brak
efektywnego systemu roslin opornych. W wyniku pionierskich badan prowadzonych w
ostatnich latach, udato nam sie ustali¢, ze interakcja pomiedzy Hypericum perforatum i A.
tumefaciens jest niekompatybilna (Franklin i in., 2008, 2009a; Franklin i in., 2007; Hou i in.,
2016; Singh i in., 2014). Ten nowy uktad doswiadczalny moze przyczynic sie do zrozumienia
mechanizmdéw zachodzacych na poziomie molekularnym w przypadku opornosci roslin na
transformacje za posrednictwem A. tumefaciens i moze przynie$¢ znaczny postep techniczny
w tej dziedzinie badan. Pokazanie komponentow biorgcych udziat w interakgcji
niekompatybilnej, takich jak elicytory, receptory, czgsteczki sygnalizacyjne, geny obronne itd.,
moze pozwoli¢ na zdefiniowanie nowych strategii opracowywania metod transformacji w
odniesieniu do kilku opornych gatunkéow roslin, a w niedalekiej przysztosci stworzy¢
odmiany odporne na guzowatos¢ i wtosowatos¢ korzeni.
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3.7.2 Transformacja roslin za pomoca Agrobacterium

Agrobacterium jest nazywana ,naturalnym inzynierem genetycznym” ze wzgledu na jej
naturalng zdolnos$¢ do wprowadzania do komérek rosliny fragmentu DNA (przenoszony DNA,
T-DNA) z plazmidu wywotujacego guzy (Ti, z ang. tumour-inducing) lub tworzenie sie korzeni
wtosowatych (Ri, z ang. root inducing). Proces ten znany jest jako ,transfer T-DNA” (Earanna,
2013; Nester, 2015). Kiedy T-DNA znajdzie sie juz w komaérce rosliny, transportowany jest do
jadra rodliny i ulega trwatej integracji z jej genomem. T-DNA koduje geny odpowiedzialne za
synteze auksyny, cytokininy i opiny. Stad integracja T-DNA z genomem oraz nastepujgca po
niej ekspresja kodowanych przez T-DNA gendw auksyny i cytokininy powoduje nieréwnowage
w proporcji tych hormondéw w komoérce rosliny zywiciela. Poniewaz nieréwnowaga ta
powoduje niekontrolowany podziat komdrek, w zainfekowanej roslinie wywotywane sg
choroby neoplastyczne, takie jak guzowatos¢ i wlosowato$é korzeni. Ze wzgledu na to, ze T-
DNA koduje réwniez geny odpowiedzialne za synteze opiny — zwigzku niezbednego do
przezycia Agrobacterium, tkanki guzéw korzeniowych i korzeni witosowatych stuzg
wytwarzania tego zwigzku. T-DNA nie moze by¢ transkrybowane w Agrobacterium, a opina nie
moze by¢ metabolizowana przez rosliny. Oba powyzsze fakty oznaczajg, ze proces transferu T-
DNA jest ,molekularng niszg” dla kolonizacji i przetrwania Agrobacterium. Choroby
neoplastyczne wystepujg naturalnie i sg powszechne w przypadku kilku ekonomicznie
istotnych gatunkéw roélin (takich jak réza, winoros$l, drzewa owocowe, pomidor), co powoduje
ogromne straty plonéw (Kerr, 2016; Kerr i Tate, 2016). Kontrolowanie choréb
neoplastycznych metodami chemicznymi i innymi metodami konwencjonalnymi nadal
stanowi wyzwanie ze wzgledu na to, ze po zintegrowaniu T-DNA z genomem rosliny fizyczne
wystepowanie bakterii nie jest konieczne do dalszego rozwoju choroby .

W wyniku kilku lat intensywnych badan, mechanizm transferu T-DNA wywotujgcego choroby
zostat wykorzystany jako narzedzie wprowadzania pozgdanych genéw do roslin.
Transformacja za pomocg A. tumefaciens jest powszechnie wykorzystywana do ulepszania
upraw i genomiki funkcjonalnej (Earanna, 2013; Nester, 2015), natomiast kultury korzeni
wtosnikowatych wywotywane w wyniku transformacji za pomocg A. rhizogenes sg czesto
stosowane w produkcji metabolitéw wtdérnych przydatnych w przemysle farmaceutycznym
(Georgieviiin., 2012; Oksman-Caldentey i Sévon, 2002).

Skuteczno$é transformacji w warunkach laboratoryjnych w duzej mierze zalezy od dwéch
istotnych parametréw, mianowicie: , efektywnosci wprowadzania genu do komdrek rosliny
docelowej” oraz ,,zdolnosci transformowanych komérek do regeneracji w kompletne rosliny”.
Niepowodzenie w przypadku ktéregos z tych czynnikdw bedzie miato istotny wptyw na
obnizenie skutecznosci transformacji. W przypadku niektérych gatunkéw problem stanowi
wprowadzenie DNA, w przypadku innych trudna jest regeneracja roslin z kultur komoérkowych
lub tkankowych. Pomimo obecnej dostepnosci doskonatych metod regeneraciji,
wyprowadzenie roslin transgenicznych nadal stanowi wyzwanie w odniesieniu do pewnych
gatunkow roslin, w tym Hypericum perforatum.

12/33



3 OSIAGNIECIE NAUKOWE
3.7.3 Hypericum perforatum jest rosling istotna ze wzgledéw medycznych

Dziurawiec zwyczajny (H. perforatum L.) nalezy do rodziny dziurawcowatych i jest
powszechnie stosowany w ziotolecznictwie. Tradycyjne zastosowanie tej rosliny leczniczej
miato miejsce juz w pierwszym wieku naszej ery, kiedy to greccy zielarze docenili jej
wiasciwosci farmakologiczne w leczeniu kilku dolegliwosci. Od tamtego czasu stosowane sg
wyciagi, napary i wywary z réznych czesci tej rosliny (Franklin i Dias, 2006; Franklin i in., 2007;
Guedes i in., 2012). Farmakologiczne wtasciwosci rosliny H. perforatum sg w duzej mierze
przypisywane jej metabolitom wtérnym (Wang i in., 2015). Analiza fitochemiczna wyciggéw z
H. perforatum ujawnita, ze zawierajg one naftodiantrony (hiperycyne i pseudohiperycyne),
prenylowane acylo-floroglucynole (hyperforyna i adhyperforyna), flawonoidy (kwercetyna,
hiperozyd, rutyna, katechina i izokwercytryna), biflawonoidy (amentoflawon, biapigenina),
zwigzki fenolowe (kwas chlorogenowy, kwas taninowy i kwas kawowy), ksantony (1,3,6,7-
tetrahydroksyksanton), a takze olejek eteryczny bogaty w seskwiterpeny (Bruni i Sacchetti,
2009; Guedesiin., 2012; Tatsis i in., 2007).

R=CH, hypericin .
R=GH,OH pseudohypericin R=CH, hyperforin

R=CH,CH, adhyperforin

H

R=H quercetin

R = a-L-thamnosyl quercitrin

R = B-D-galactosyl hypercside
R = B-D-glucesyl  isoquersitrin
R =p-

rutinosyl rutin oH
13,118-biapigenin amentoflavene
flavonoids biflavonoids
Hi
.
£H, H, H
oH .I OH O & H,
OH 3
1o.
L 00 S PO
HO' o OH HO o o~CHs H H
HO
1,3,6,7- paxanthone chlarogenic acid caffeic acid
tetrahydroxyxanthane
xanthones phenylpropanes

Rysunek 1. Gtéwne klasy metabolitéw wtdérnych znalezionych w H. perforatum (Shakya i in., 2017)

Ostatnie badania i préby kliniczne udowodnity, ze wyciggi z H. perforatum sg tak samo
skuteczne jak ich odpowiedniki farmaceutyczne takie jak fluoksetyna (Prozac), sertralina
(Zoloft) i inne wiodace leki antydepresyjne. Z tego wzgledu zioto to jest szeroko stosowane w
leczeniu tagodnej i umiarkowanej depresji (Oliveira i in., 2016). Szereg badan sugeruje, ze jest
ono nie tylko skuteczne w leczeniu zaburzen neurologicznych, ale moze byé réwniez przydatne
w leczeniu raka, stanéw zapalnych, ran i infekcji (Franchiiin., 2011; Klemow i in., 2011; Olivo
i in., 2012; Silva i in., 2005; Silva i in., 2008; Yadollah-Damavandi i in., 2015). Ze wzgledu na
uznane wiasciwosci medyczne H. perforatum znajduje sie w Farmakopeach kilku panstw w
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Europie, a takze Standéw Zjednoczonych. Zgodnie z amerykanska oraz europejskimi
Farmakopeami, czysty lek sktada sie z suszonych kwiatostandw oraz czesci nadziemnych
rosliny. Ze wzgledu na swojg skuteczno$é i popularnosé, H. perforatum pozostaje jednym z
najlepiej sprzedajgcych sie zidt na rynku. Produkty z H. perforatum sg wydawane w niektérych
krajach UE na recepte, podczas gdy w USA sg sprzedawane bez recepty jako ziotowy suplement
dietetyczny, $Srodek antydepresyjny, uspokajajacy i poprawiajgcy nastréj (Shelton, 2009;
Sirvent i Gibson, 2002). Wykorzystanie tego ziota leczniczego dramatycznie wzrosto w ciggu
ostatniej dekady ze wzgledu na to, ze leczenie ludzi i zwierzat wyciggiem z H. perforatum nie
wykazuje zadnych powaznych, szkodliwych skutkédw ubocznych (Trautmann-Sponsel i Dienel,
2004).

W celu zaspokojenia stale rosngcego zapotrzebowania sektora farmaceutycznego na biomase
H. perforatum, roslina ta jest uprawiana na catym swiecie. Poniewaz gtéwne wtasciwosci
farmakologiczne wyciggdéw z H. perforatum sg zasadniczo okreslone poprzez ogdélny skfad i
proporcje pomiedzy sktadnikami, kazda zmiana w sktadzie lub proporcjach moze mie¢ wptyw
na skutecznosé leczenia tymi wyciggami (Bozin i in., 2013; Marrelli i in., 2014). Ze wzgledu na
to, ze wyciggi pozyskiwane z roslin H. perforatum rosngcych w réznych regionach
geograficznych, o réznych porach roku, w réznych warunkach glebowych itd. znaczgco réznity
sie od siebie pod wzgledem profilu fitochemicznego (Bruni i in., 2005; Murch i in., 2003;
Southwell i Bourke, 2001), kultury in vitro pojawity sie jako alternatywa do upraw polowych
(Murch i Saxena, 2006; Zobayed i in., 2004).

3.7.4 Regeneracja roslin H. perforatum

W ostatnim okresie, podejmowano préby kultury H. perforatum in vitro, koncentrujac sie
gtownie na produkcji biomasy o wysokiej jakosci, odpowiedniej dla przemystu
farmaceutycznego. W szczegdlnosci prowadzono szeroko zakrojone badania nad wptywem
regulatoréw wzrostu roslin (PGR) na koncentracje metabolitéw wtérnych w kulturach komoérek
i tkanek. Ostatecznie badania te doprowadzity do opracowania metod regeneracji roslin
wtasciwych dla H. perforatum. Jednak ich efektywnos¢ byta ograniczona do konkretnych
genotypdéw (Murch iin., 2000; Pretto i Santarem, 2000; Zobayed i in., 2004; Zobayed i Saxena,
2003).

Ze wzgledu na fakt, iz regeneracja roslin jest jednym z gtéwnych warunkéw skutecznej
transformacji, na podstawie obserwacji roznych parametréw opracowaliSmy protokét
regeneracji roslin H. perforatum niezalezny od genotypu (Franklin i Dias, 2006).Wyniki naszej
pracy pokazaty, ze jesli chodzi o regeneracje roslin, genotypy rdznig sie od siebie w niewielkim
stopniu. Z drugiej strony typ eksplantatu (hipokotyl, lis¢ lub korze) w znacznym stopniu
wptywat na regeneracje rosliny (Rysunek 2). W zwigzku z tym wykazano, ze w przypadku H.
perforatum proces regeneracji jest kontrolowany przez regulatory wzrostu roslin i zalezny od
eksplantatu.
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Wiek Zrédta eksplantatu w znacznym stopniu wptywat na potencjat regeneracyjny liscia,
hipokotylu i eksplantatu pochodzacego z ptatkdw kwiatowych (Franklin i Dias, 2006; Goel i in.,
2008). Z drugiej strony wiek nie wptywat na potencjat morfogenetyczny segmentéw korzenia
(Franklin i Dias, 2006). Brak zaleznosci potencjatu regeneracyjnego segmentow korzenia od
wieku obserwowany w naszych badaniach mozna przypisa¢ wysokiej aktywnosci
metabolicznej i szybszym podziatom komodrkowym korzeni. Utozenie eksplantatu
pochodzacego z liscia na pozywce réwniez miato wyrazny wptyw na regeneracje. Liscie utozone
na pozywce powierzchnig doosiowg wykazywaty wysokg czestotliwos$¢é regeneracji, natomiast
liscie dotykajgce medium drugg strong nie wykazywaty zadnej reakcji.

Chociaz w przypadku wiekszosci gatunkéw roslin gtdwnym warunkiem regeneracji pedéw jest
wysoka zawartos¢ cytokininy w stosunku do auksyny, H. perforatum wykazywato skuteczng
regeneracje pedéw bezposrednich przy niskim stosunku cytokininy wzgledem auksyny
(Franklin and Dias, 2006). Z drugiej strony, do regeneracji pedéw za pomocg kalusa H.
perforatum potrzebny byt wysoki stosunek cytokininy do auksyny. Interesujgce jest to, ze
rosliny regenerowaty sie réwniez skutecznie na medium podstawowym z eksplantatéw
korzeniowych (Franklin i Dias, 2006).
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Rysunek 2. Wydajna metoda regeneracji roslin H. perforatum z réinych eksplantatéw opracowana w naszym
laboratorium (Franklin i Dias, 2006)

Regeneracja roslin z eksplantatéw uzyskanych w okreslonych warunkach mogta nastgpic¢ za
pomocg organogenezy lub embriogenezy somatycznej. Organogeneza jest procesem, w
ktorym tworzy sie organ, natomiast proces rozwoju zarodka z komédrek somatycznych
nazywany jest embriogenezg somatyczng. Powstanie jednobiegunowego zawigzku i
dwubiegunowego zarodka to cechy charakterystyczne odpowiednio organogenezy i
embriogenezy somatycznej. Jesli podczas tych procesdw ma miejsce dedyferencjacja (formuje
sie tkanka kalusowa), to nazywa sie je regeneracjg posrednia. Wykazalismy, ze regeneracja H.
perforatum moze nastepowac zarowno przez embriogeneze jak i organogeneze w tej samej

16/33



3 OSIAGNIECIE NAUKOWE

kulturze jak pokazano na Rysunku 3 (Franklin i Dias, 2006). Odkrylismy, ze grupa komoérek
merystematycznych uformowanych w warstwie podnaskérkowej rozwijata sie rownoczesnie w
dwie globularne struktury, odrebne funkcjonalnie. Te struktury, ktére byly zwigzane z
eksplantatem rozwinety sie w pedy, natomiast struktury z nim nie zwigzane przeszty proces
embriogenezy. Embriogeneza postepowata od stadium globularnego zarodka do liscienia
poprzez stadia zarodka sercowatego i torpedowatego.

Rysunek 3. Regeneracja rosliny H. perforatum poprzez organogeneze i embriogeneze (Franklin i Dias,
2006). A, formowanie sie masy proembriogenicznej (PEM) w wyniku mitozy w komdrkach
podnaskdérkowych i nastepujgcy po nim rozwdj komorek naskorkowych (EPI) (pasek skali=100pm); B,
wczesne stadium globularne zarodka bez prokambium (pasek skali=100 um); C, obraz z mikroskopu
elektronowego pokazujgcy rozwdj lisci pierwotnych po 12 dniach kultury; D, obraz z mikroskopu
elektronowego pokazujgcy rozwdj pgkéw peddw po 20 dniach kultury.

Oprécz ustalenia powyzszej metody szybkiej regeneracji poprzez organogeneze i
embriogeneze, stworzyliSmy réwniez dla H. perforatum system regeneracji za pomoca
kultury cienkowarstwowej (ang. thin cell layer, TCL) z posrednig fazg kalusa (Franklin i Dias,
2011). W skrdcie, zielone organogeniczne agregaty zebrane z zawiesiny komorkowej zostaty
pokrojone na okragte TCL o grubosci okoto 0,5-1,0 mm i uprawiane in vitro na pozywce MS
zawierajagcej 0,1 mg/I 6-benzyloaminopuryny (BAP) i 0,1 mg/l kwasu naftylooctowego (NAA).
Na kazdg ptytke zawierajgcg 25 ml medium regeneracyjnego wyszczepiano 10-15 eksplantatow
TCL (Rysunek 14B) i pozostawiono w ciemnosci w temperaturze 25°C. Gdy zaobserwowano
pojawienie sie charakterystycznych czerwonych pakdéw peddéw, kultury byty przenoszone do
srodowiska o fotoperiodzie 16-8 godzin w celu uzyskania zielonych peddw. Nastepnie kultury
z zielonymi pgkami przenoszone byty na podstawowg pozywke MS w celu uzyskania elongacji
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pedéw. Z kolei pedy byty ukorzeniane i jak sie wzmocnity — skutecznie przenoszone do
warunkow naturalnych. Ogélnie, posrednia metoda regeneracji jest najlepsza w przypadku
regeneracji roslin transgenicznych, poniewaz wybdr transgenicznego kalusa jest zwykle prosty
i umozliwia efektywne wzbogacenie transformowane] tkanki przed regeneracjg. Z drugiej
strony regeneracja bezposrednia po transformacji czesto skutkuje powstaniem chimer
roslinnych.

Rysunek 4. Stworzenie metody regeneracji za pomocg kultury cienkowarstwowej (ang. thin cell layer, TCL) dla H.
perforatum (Franklin i Dias, 2011). A, zawiesina komdrkowa H. perforatum zawierajgca zielone organogeniczne
brytki; B, cienkie warstwy komadrek wycietych z zielonych brytek organogenicznych na medium regeneracyjnym;
C, indukcja rozrosnietego kalusa z cienkich warstw po 30 dniach kultury na pozywce regeneracyjnej w ciemnosci;
D, regeneracja charakterystycznych czerwonych pakdw peddw z kalusa w ciemnosci; E, zblizenie eksplantatu
pokazujgce zréznicowane czerwone paki peddw; F, kultura z wydtuzonymi zielonymi pedami po przeniesieniu do
warunkow fotoperiodycznych. (Paski skali A-D, F =1 cm, E = 0,25 cm).
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3.7.5 H. perforatum jest rosling oporna wzgledem transformacji za pomoca Agrobacterium

Przedmiotem zainteresowan w dziedzinie biotechnologii H. perforatum jest stymulacja
produkcji dotychczas znanych metabolitéw wtérnych a takze wytwarzania zwigzkéw o nowych
wtasciwosciach biologicznych (Shakya i in., 2017). Ostatnie osiggniecia w dziedzinie systemoéw
kultury komodrek roslinnych takie jak wybodr linii komérkowej, immobilizacja komérek,
permeabilizacja, suplementacja prekursorami, sekrecja produktu, biotransformacja,
elicytacja, inzynieria bioreaktoréw, biologia syntetyczna czy inzynieria metaboliczna mogtyby
by¢ stosowane w tym celu (Rao i Ravishankar, 2002; Trosset i Carbonell, 2015; Wilson i
Roberts, 2012). Wsrdéd nich atrakcyjng strategig produkcji interesujgcych zwigzkéw jest
inzynieria metaboliczna roslin, technologia oparta na mozliwosci wprowadzania do roslin
gendéw zwigzanych ze szlakami metabolicznymi. Chociaz dla réznych gatunkéw donoszono o
uzyskaniu na drodze inzynierii metabolicznej roslin o poprawionej wydajnosci wytwarzania
zwigzkow bioaktywnych (Lu i in., 2016; Tatsis i O’Connor, 2016), zastosowanie tego narzedzia
ciggle przysparza trudnosci w przypadku takich gatunkéw jak H. perforatum. lJest to
spowodowane brakiem informacji genetycznych o szlakach biosyntetycznych i metod
skutecznej transformacji (Franklin i in., 2016; Hou i in., 2016).

W celu ustalenia metod transformacji dla H. perforatum, jako pierwsi dokonalismy ewaluacji
systemow transformacji za pomocy A. tumefaciens, A. rhizogenes i wstrzeliwania
biolistycznego (Franklin i in., 2007).

Prowadzono kokulture réznych eksplantatéw (fragmenty blaszki lisciowej, ogonka liscia,
todygi i korzenia) razem ze szczepami A. tumefaciens i A. rhizogenes niosgcymi wektor binarny
pCAMBIA1301, ktéry w rejonie T-DNA zawiera gen fosfotransferazy hygromycyny (HPT) jako
marker selekcji i gen reporterowy kodujacy beta-glukuronidaze (GUS) z intronem
eukariotycznym (Rysunek 5). Kiedy eksplantaty te zostaty poddane inkubacji z substratem dla
GUS, nie stwierdzono akumulacji niebieskiego barwnika bedgcego produktem reakcji
enzymatycznej, co wskazywato na to, ze zaden z nich nie ulegt transformac;ji (Franklin i in.,
2007). Podobny rezultat osiggnieto bez wzgledu na tto chromosomowe szczepdw
Agrobacterium, indukcje genu Vir i obecnos$¢ w pozywce antyoksydantu, cysteiny, inhibitoréow
etylenu itd.
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Rysunek 5. Region T-DNA binarnego wektora pCAMBIA1301 pokazujgcy miejsca restrykcji (Franklin i
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in., 2007).

Poniewaz przypuszczaliémy, ze by¢ moze Agrobacterium nie jest w stanie zainfekowac
eksplantatéw z powodu przeciwbakteryjnego dziatania metabolitéw wtérnych H. perforatum
(np. hiperycyny), przetestowalismy organogeniczne brytki otrzymane z kultury zawiesiny
komodrkowej, w ktérej nie ma gruczotdw hiperycyny i ktére nie sg w stanie syntetyzowac tego
zwigzku (Franklin i in., 2007). Eksplantaty te w kokulturze z A. tumefaciens lub A. rhizogenes
stawaty sie rowniez bragzowe w ciggu 24 godzin, a nastepnie nekrotyczne w ciggu 15 dni.
Poddane barwieniu GUS, eksplantaty te rowniez nie wykazywaty ognisk GUS, co swiadczyto o
tym, ze nie ulegly transformacji na skutek Agrobacterium. Zgodnie z oczekiwaniami po
przeniesieniu na medium zawierajgce antybiotyk selektywny hygromycyne, nie
zaobserwowano formowania sie kaluséw. Jednak w warunkach nieselektywnych, tzn. bez
hygromycyny, eksplantaty te wytwarzaty kalusy poréwnywalne do tych w kulturze kontrolne;.
Pomimo brgzowego zabarwienia pojawiajgcego sie po kokulturze z Agrobacterium,
eksplantaty te nie wykazywaty fragmentacji DNA, wskazujac na fakt, ze niekompatybilno$¢
transformacji H. perforatum za pomocg Agrobacterium nie wynikata z nekrozy spowodowanej
przez zaprogramowang $Smieré komoérki, tak jak to stwierdzono w przypadku kukurydzy
(Hansen, 2000).

Kilka eksplantatéw wykazywato jedng lub dwie plamy GUS po wspdlnej kokulturze z bakterig
na pozywce zawierajacej silny antyoksydant (BHT). Jednak zaden eksplantat uprawiany in vitro
w obecnosci innych antyoksydantdw i inhibitoréw etylenu nie wykazywat ognisk GUS. Chociaz
mnozenie sie peddw z kaluséw otrzymanych w warunkach nieselektywnych byto
poréwnywalne do kultury kontrolnej, zaden z nich po zabarwieniu GUS nie okazat sie
transgeniczny bez wzgledu na sktad zastosowanej pozywki. Szereg gatunkdow roslin wczesniej
uwazanych za oporne na A. tumefaciens ulega transformacji po suplementacji pozywki
antyoksydantami (Das i in., 2002; Frame i in., 2002) i/lub inhibitorami etylenu (Han i in., 2005;
Petri i in., 2005; Seong i in., 2005) ze wzgledu na ich zdolno$¢ do ttumienia/wymiatania
wolnych rodnikdw lub hamowania produkcji etylenu podczas interakcji roslina—
Agrobacterium. Jednak w przypadku H. perforatum ani antyoksydanty ani inhibitor etylenu
obecne w pozywce nie zapobiegly zbrgzowieniu tkanki i nie sprzyjaty transformacji. Zaréwno
A. rhizogenes jak i A. tumefaciens nie byly w stanie zainfekowac¢ tkanek H. perforatum
(Franklini in., 2007).

3.7.6 Transformacja H. perforatum za pomoca mikrowstrzeliwania

Mikrowstrzeliwanie jest metodg, ktérg mozna zastosowa¢ do wprowadzenia genu do rosliny
w przypadku gatunkdow opornych na transformacje za pomocg Agrobacterium. W tej
procedurze mikronosniki optaszczone DNA s3g wstrzeliwane do tkanki rosliny w wyniku
procesu fizycznego. Ze wzgledu na fakt, iz nie zachodzi tutaj zadna interakcja biologiczna, geny
mogg zosta¢ wprowadzone do dostownie kazdego typu komérki lub gatunku rosliny i jest to
druga najszerzej stosowana technika transformacji roslin. Za pomoca tej techniki
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dokonali§my uwienczonej powodzeniem transformacji H. perforatum przy uzyciu wektora
ekspresji pPCAMBIA1301 (Franklin i in., 2007; Franklin i in., 2009b).

W celu osiggniecia transformacji H. perforatum za pomoca wstrzeliwania biolistycznego,
zoptymalizowalismy ci$nienie przyspieszenia, odlegtosci pomiedzy dyskiem wyzwalajgcym,
makronos$nikiem, dyskiem zatrzymujgcym i ptytka docelowa, cisnienie prézni w komorze,
liczbe wstrzeliwan oraz wielkos$¢ i gestosé mikronosnikdéw. Rodzaj eksplantatu, okres kultury
przed i po wstrzeliwaniu, sktad pozywki i warunki osmotyczne zostaty zoptymalizowane dla tej
rosliny. Ekspresja GUS w eksplantatach byta widoczna po trzech dniach od wprowadzenia
plazmidu metoda mikrowstrzeliwania (Rysunek 5). Po trzech miesigcach ciagtej selekcji na
pozywce zawierajgcej 20 mg/l hygromycyny, wygenerowano kultury kaluséw transgenicznych
oporne na hygromycyne a nastepnie rosliny transgeniczne (Rysunek 6). Transgenicznosc¢ tych
roslin zostata potwierdzona w drodze analiz molekularnych DNA, takich jak reakcja
taricuchowa polimerazy (PCR) oraz hybrydyzacja metodg Southerna, ktére ujawnity obecnos¢
zaréwno genéw GUS jak i HPT.

¢ F

Rysunek 6. Transformacja H. peforatum za pomoca mikrowstrzeliwania (Franklin i in., 2007). A, kalus rozwijajacy
sie z ostrzeliwanych eksplantatéw po 10 tygodniach selekcji hygromycyna; B, szybkie namnazanie sie zéttawych
kaluséw o charakterystycznej czerwonej pigmentacji z ostrzeliwanych eksplantatow w warunkach
nieselektywnych po 6 tygodniach inkubacji w ciemnosci; C, kultura albinotycznych i zielonych pedéw w pdzniej
selekcji (3 miesigce) kultur trzymanych poczatkowo w warunkach nieselektywnych; D, organogeniczne
eksplantaty brytkowe ostrzeliwane DNA pCAMBIA1301 przy uzyciu dysku wyzwalajgcego 1100 psi (funty na cal
kwadratowy) z odlegtosci 9,0 cm — wiele eksplantatow ma charakterystyczny niebieski kolor po zabarwieniu GUS,
co wskazuje na ekspresje genu GUS i inne bez ekspresji; E, organogeniczny eksplantat brytkowy wskazujacy na
aktywnos$¢ GUS ograniczong do nowo powstatych kaluséw we wczesnej selekcji po wstrzeliwaniu; F, lisé
transgenicznej rosliny H. perforatum pokazujgcy aktywnos¢ GUS i lis¢ kontrolny po prawej.

Chociaz nie udato nam sie dokonac transformacji H. perforatum przy uzyciu Agrobacterium
przenoszacej pCAMBIA1301, wprowadzenie T-DNA z tego samego plazmidu do H. perforatum
okazato sie mozliwe metoda biolistyczng (Franklin i in., 2007; Franklin i in., 2009b), co
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wskazuje na fakt, ze biologiczna interakcja pomiedzy bakterig a rosling moze ogranicza¢
przyjecie T-DNA przez komorki H. perforatum.

3.7.7 Reakcja obronna H. perforatum wobec Agrobacterium

W celu zbadania interakcji pomiedzy H. perforatum i Agrobacterium, wykorzystaliémy kultury
komoérkowe (Franklin i in., 2008, 2009a). Zawiesiny komdrkowy H. perforatum zostaty
zaszczepione A. tumefaciens (szczep EHA105) oraz A. rhizogenes (szczep A4), ktére w obu
przypadkach zawieraty plazmid pCAMBIA1301. Komorki rosliny i bakterie byty zbierane i
analizowane w réznych okresach po inokulacji (0, 6, 12 i 24 godziny). Zanotowalismy typowy
dwufazowy wybuch reaktywnych form tlenu (RFT) i nastepujace po nim Sciemnienie
komorek H. perforatum po kokulturze z Agrobacterium (Rysunek 7A). Pomimo produkcji RFT,
komorki H. perforatum pozostaty zywotne i nie ulegty apoptozie. Chociaz $miertelnos¢
zarowno A. tumefaciens jak i A. rhizogenes osiggneta 99% w ciggu 12 godzin kokultury z
komodrkami H. perforatum (Rysunek 7B), ich zywotnos$¢ nie byta zaktécona w przypadku kultury
z komérkami tytoniu BY2 prowadzonej w takich samych warunkach (Rysunek 8).
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Rysunek 7A. Wewnatrzkomérkowa produkcja RFT w komdrkach H. perforatum podczas kokultury z
Agrobacterium (Franklin i in., 2008). HP, kontrolne komodrki H. perforatum bez bakterii; HP+AT, komorki H.
perforatum w kokulturze z A. tumefaciens; HP+AR, komorki H. perforatum w kokulturze z A. rhizogenes; AT,
kontrolne A. tumefaciens bez komédrek H. perforatum. Rysunek 7B. Spadek zawartosci zywych bakterii A.
tumefaciens i A. rhizogenes po 0, 6, 12 i 24 godz. od zaszczepienia komérek H. perforatum. W celu oszacowania
liczby zywotnych komérek bakterii 100 pl kultury H. perforatum rozcieficzono do 107 i (zawierajgcych okoto 250
komorek bakterii) rozprowadzono na ptytkach hodowlanych i inkubowano w ciemnosci w 28°C.
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Rysunek 8. Zywotnos¢ A. tumefaciens po kokulturze z komérkami H. perforatum i komdrkami tytoniu (Franklin i
in., 2008). Pasek skali = 25 um. A, obraz mikroskopowy kultur kontrolnych A. tumefaciens; B, kultura po 24
godzinach kokultury z komérkami H. perforatum; C, kultura po 24 godzinach kokultury z komdrkami tytoniu BY2;
po prawej stronie (A1, B1i C1) odpowiednie obrazy z mikroskopu epifluorescencyjnego. .

W komdrkach H. perforatum po zaszczepieniu Agrobacterium produkowane byty RFT, a
ponadto obserwowano podwyzszong ekspresje genéw kodujgcych wazne enzymy Sciezki
fenylopropanoidowej, takich jak amoniako-liaza fenyloalaniny (PAL), ligaza 4-kumaroilo-CoA
(4CL) i syntaza benzofenonu (Rysunek 9B). Analizy rozpuszczalnej frakcji zwigzkéw fenolowych
z komérek H. peforatum zaszczepionych Agrobacterium (Franklin i in., 2009a), wykazaty
znaczacy (12-krotny) wzrost zawartosci ksantonu i pojawienie sie wielu nowych ksantondw,
natomiast zawartos$¢ flawonoidéw pozostata niezmieniona (Rysunek 9A). Z drugiej strony,
kiedy analizowano frakcje zwigzkéw fenolowych $ciany komdrkowej (Singh i in., 2014),
zaobserwowano znaczny wzrost zawartosci ligniny i flawonoidow (np. kwercetyny,
kwercetryny i innych). Stad wniosek, ze ksantony pozostawaty we frakcji fenoli
rozpuszczalnych, natomiast flawonoidy byty inkorporowane do sciany komérkowej. Wszystkie
te obserwacje jasno sugerowaty, ze H. perforatum mogta wzmocnic swojg Sciane komadrkowa
jako mechanizm ochronny przed infekcjg A. tumefaciens. Szybka zmiana biosyntezy
metabolitéw wtérnych w komdédrkach roslin odgrywa podwdjng role: — tworzenie
antyoksydantow chronigcych komérki przed uszkodzeniami oksydacyjnymi oraz tworzenie
fitoaleksyn majacych zahamowac wzrost Agrobacterium.
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Rysunek 9. Reakcja komodrek rosliny H. perforatum na hodowle z A. tumefaciens (Franklin i in., 2009a). A,
chromatogramy HPLC pokazujgce gtéwne zwigzki fenolowe (F- flawonoidy; X- ksantony, M- mangiferyna) w
préobce kontrolnej; B, chromatogramy HPLC pokazujace gtéwne zwigzki fenolowe (F- flawonoidy; X- ksantony, M-
mangiferyna) w komadrkach H. perforatum hodowanych z A. tumefaciens przez 24 godziny; C, analiza metoda
northern catkowitego RNA wyizolowanego z prébki kontrolnej komérek H. perforatum i z komérek hodowanych
z A. tumefaciens pokazujgca wzrost ekspresji gendw PAL, 4CL i BPS w zaleznosci od czasu. Uwaga: Wierzchotki 1,
2, 3 i 4 zostaty zidentyfikowane odpowiednio jako: 1,3,6,7-tetrahydroksy-8-prenyloksanton, 1,3,6,7-
tetrahydroksy-2-prenyloksanton, 1,3,7-trihydroksy-6-metoksy-8-prenyloksanton i paksanton.

Chociaz A. rhizogenes nie indukowata korzeni witosnikowatych z zadnego z testowanych
eksplantatéw H. perforatum i doznata 99% redukcji zywotnosci po hodowli z zawiesing
komdrkowa (Franklin i in., 2008; Franklin i in., 2007), w literaturze mozna znalez¢ kilka
artykutéw donoszacych o produkcji kultur korzeni wtosnikowatych H. perforatum przy
wykorzystaniu tej bakterii. Paradoksalnie, szczep A. rhizogenes A4, ktorego $miertelnos¢ w
naszych badaniach osiggata 99% w ciggu 12 godzin wspdtkultury, (Franklin i in., 2008), wedtug
innych badaczy miat indukowa¢ powstawanie korzeni witosnikowatych z epikotyli H.
perforatum (Vinterhalter i in., 2006) i segmentow korzeni H. perforatum (Tusevski i in., 2014;
Tusevski i in., 2013). Oprdcz tego, ze te korzenie wtosnikowate wykazywaty wysoki potencjat
do spontanicznej regeneracji w kompletne rosliny, wytwarzaty one kilka metabolitéw
wtornych, takich jak kwasy fenolowe, glikozydy flawonolowe, aglikony flawonoidowe, flawan-
3-ole i ksantony (Tusevski i in., 2014; Tusevski i in., 2013). Ze wzgledu na to, ze podczas
kokultury H. perforatum z A. tumefaciens i A. rhizogenes réwniez dochodzito do akumulacji
wspomnianych wyzej metabolitow wtérnych (Franklin i in., 2009a; Tusevskiiin., 2015), mozna
zatozyé, ze obserwowane zjawisko nie wymaga integracji gendw Agrobacterium z genomem
roslinnym. Poziom hiperycyny byt zwiekszony w przypadku korzeni przybyszowych H.
perforatum w kokulturze ze szczepem A. rhizogenes K599 nawet bez integracji T-DNA i
produkcji korzeni wtosnikowatych (Santarem i in., 2010; Santarem i in., 2008), ktéra to
obserwacja rowniez potwierdza naszg hipoteze. Zaskakujgce byto rowniez doniesienie (Bertoli
i in.,, 2008), ze kultury korzeni wiosnikowatych H. perforatum wykazywaty podwyzszony
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poziom zawartosci hiperycyny, zwigzku fotoaktywnego, ktéry moze sie akumulowac tylko w
ciemnych gruczotach, ktérych nie ma w korzeniach.

Ze wzgledu na to, ze integracja transgendw z genomem zywiciela uwidoczniono jedynie
metodg PCR sie w tym badaniu tylko poprzez amplifikacje genéw ro/ w DNA wyizolowanym z
korzeni wtosnikowatych, mozna podaé alternatywne wyjasnienia dotyczace wynikéw. Przy
interpretacji danych na temat kultur korzeni witosnikowatych H. perforatum, powinno sie bra¢
pod uwage nastepujace fakty: 1. Korzenie przybyszowe moga by¢ fatwo indukowane z kazdego
eksplantatu H. perforatum na podstawowej pozywce hodowlanej, 2. Ze wzgledu na wysoka
aktywnos¢ metaboliczng korzeni H. perforatum tatwo dochodzi do regeneracji z nich roslin
(Franklin i Dias, 2006) i 3. Agrobacteria mogqa zy¢ w tkankach roslin hodowanych wspdlnie
przez wiele pokolen, co moze prowadzi¢ do fatszywych wynikéw dodatnich w badaniach
amplifikacji DNA genomu metodg PCR.

Podsumowujac, dostarczyliSmy pierwszego dowodu na indukcje typowego dwufazowego
wybuchu tlenowego RFT w komdrkach H. perforatum przy interakcji z Agrobacterium, co jest
cecha charakterystyczng niekompatybilnej interakcji roslina — patogen. Wykazali$my réwniez,
ze antybakteryjna i antyoksydacyjna reakcja obronna skumulowana ze wzrostem ekspres;ji
gendw Sciezki fenylopropanoidowej w H. perforatum moze mieé wptyw zaréwno na zywotnos¢
Agrobacterium jak i na transformacje. Zanotowano réwniez wzrost ekspresji gendow
zwigzanych z patogeneza (z ang. pathogenesis-related — PR) w H. perforatum w hodowli z A.
tumefaciens (Kosuth iin., 2013; Sliwiak i in., 2015). Opierajac sie na powyzszych informacjach,
uwazamy, Ze oporne rosliny mogg mobilizowa¢ swoje mechanizmy antyoksydacyjne,
antybakteryjne i obronne zwigzane z genami PR do walki z Agrobacterium i zapobiega¢ w
ten sposdb transferowi T-DNA do swoich komérek (Rysunek 10).
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Rysunek 10. Model podsumowujacy obrone rosliny H. perforatum w interakcji z Agrobacterium (Hou i in., 2016)
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