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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Emilii Moranskiej,

pt.: ,Biosynteza galantaminy i likoryny w kulturach in vitro $niezycy
letniej (Leucojum aestivum L.)”

Pani mgr inz. Emilia Moranska realizowala swoja prace doktorska w Katedrze
Fizjologii, Hodowli Roslin i Nasiennictwa Wydzialu Rolniczo-Ekonomicznego
Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kollataja w Krakowie pod kierunkiem dr hab. inz.
Agaty Ptak, prof. UR i dr inz Magdaleny Simlat. Od okolo 15 lat promotor pracy
doktorskiej — dr hab. inz. Agata Ptak, prof. UR prowadzi intensywne badania nad rodzina
amarylkowatych w kontekscie kultur in vitro i zastosowan biotechnologicznych.
Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Emilii Moranskiej dotyczaca
biosyntezy metabolitow wtornych ze $niezycy letniej rowniez wpisuje sie w powyzszy
nurt badawczy.

Przedmiotem pracy doktorskiej byla optymalizacja biosyntezy biologicznie czynnych
alkaloidow galantaminy i likoryny w kulturach in vitro Leucojum aestivum L. poprzez
zastosowanie szeregu elicytorow abiotycznych i biotycznych. Dodatkowo dzieki izolacji i
identyfikacji bakterii endofitycznej Paenibacillus lautus zasiedlajacej cebule $niezycy
letniej zbadano jej wplyw na produkcje wyzej wymienionych alkaloidéw w kulturach L.
aestivum L., jak rowniez wykazano zdolnos¢ tej bakterii do biosyntezy alkaloidow.
Ponadto wykorzystujac techniki molekularne oszacowano réwniez poziom transkryptu
genu 4-O-metyltransferazy norbelladyny (N4OMTI) S$ciS§le zwigzanego ze szlakiem
biosyntezy alkaloidow w $niezycy letniej. Nalezy podkresli¢, ze rozprawa doktorska jest
wieloplaszczyznowa, bo obejmuje roslinne kultury in witro, fizjologie roslin,

biotechnologiczne aspekty zwigzane z podwyzszaniem poziomu metabolitow wtérnych,



jak réwniez elementy biologii molekularnej. Temat pracy doktorskiej uwazam za istotny
i ekonomicznie uzasadniony. Poszukiwanie wydajnych metod pozyskiwania cennych
metabolitow wtornych w kulturach in vitro o wilasciwosciach biologicznie czynnych
wykorzystywanych w przemysle farmaceutycznym jest wskazane ze wzgledu na fakt, ze
bardzo czesto synteza chemiczna jest mato wydajna i nieoplacalna, a pozyskiwanie
cennych substancji ze $rodowiska naturalnego powoduje ogromne szkody
ekosystemach.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pani mgr inz. Emilii Moranskiej jest
oryginalnym opracowaniem liczacym 218 stron maszynopisu, ma uktad przyjety dla tego
typu opracowan i obejmuje spis tresci, indeks skrétow, wstep, cel pracy, materialy i
metody, wyniki, dyskusja, wnioski, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, ktére

moim zdaniem powinno by¢ umieszczone przed wstepem oraz bibliografie.

Wstep - w tym rozdziale Doktorantka na 37 stronach wprowadzila czytelnika do
problematyki pracy. W przejrzysty sposéb pokazala dotychczasowe dzialania zZwiazane z
pracami dotyczacymi pozyskiwania alkaloidow ze Sniezycy letniej oraz wyjasnila jakie
znaczenie dla przemystu farmaceutycznego ma szczegélnie galantamina i likoryna, ktére
byly gléwnym tematem jej pracy doktorskiej. Szczegélna uwage Doktorantka zwracila
na charakter chemiczny i biosynteze alkaloidéw roslin z rodziny amarylkowatych. We
wstepie pani mgr inz. Emilia Moranska oméwila réwniez wplyw réznych czynnikow
abiotycznych i biotycznych oraz warunkéw hodowli wplywajacych na biosynteze tych
dwéch cennych alkaloidéw w kulturach in vitro (modyfikacje pozywek, elicytacja,
biotransformacja, transformacja genetyczna).

Uwagi do wstepu: Wydaje mi sie, Ze wstep méglby byé okrojony o szkodniki
atakujace L. aestivum L. oraz grzyby. Ryc. 9 opisujaca mechanizm dzialania
galantaminy w synapsach jest niepotrzebna i nie wnosi nic istotnego do pracy. Nie
znalazlam odno$nikéw w bibliografii do publikacji: Berkow i in. 2009¢, Codina i in.
2002, Pacific Bulb Society 2002, Kaczkowski 1993, Tarakmeneh i in. 2019. Z kolei w
kilku innych publikacjach jest podany inny rok w cytowaniu i w bibliografii np.:
Laurain-Mattar i Ptak 2016/2018; Szczudlik 2014/2016, czy Georgieva i in.
2007 /2009.

Cel pracy - zostal jasno i precyzyjnie sformulowany przez mgr inz. Emilie Moranska,.
Dwa cele dotyczyly zastosowania roslinnych kultur in vitro do podwyzszenia poziomu
alkaloidow w tkankach Sniezycy letniej oraz oceny reakcji stresowanej rosliny na

zastosowane elicytory abiotyczne i biotyczne. Pozostale dwa cele zwigzane sa z izolacja i
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identyfikacja endofitycznej bakterii zasiedlajacej cebule L. aestivum L. oraz jej zdolnoscia
do biosyntezy alkaloidow, jak réwniez oszacowanie na poziomie molekularnym poziomu
transktyptu homologicznego do genu N4OMT1I, ktory Scisle zwigzany jest ze szlakiem

biosyntezy alkaloidow.

Materialy i Metody. W rozdziale tym Doktorantka szczegélowo opisala materialy i
metody dotyczace hodowli in vitro i stosowanych elicytoréw. Wyszczegolnita analizy
biochemiczne, fitochemiczne i cytologiczne. W kolejnej czesci tego rozdzialu oméwila
izolacje i identyfikacje bakterii endofitycznej oraz jej ocene zdolnosci do biosyntezy
alkaloidow. Ostatnia cze$¢ poswiecona jest technikom biologii molekularnej od izolacji
DNA, RNA, odwrotnej transkrypcji, amplifikacji fragmentéow genu 4’-O-metyltransferazy
norbelladyny, sekwencjonowanie i pélilosciowg ocene ekspresji genu N4OMT].

Do tego rozdzialu mam kilka pytan do Doktorantki:

1. Skad doktadnie pochodzil materiat roslinny do badan?

2. Doswiadczenia dotyczqce badania wplywu elicytoréow na poziom metabolitéw
wtérnych i ogélna kondycje roslin opisane jako Doswiadczenie od I do IX sugeruje, ze
byty wykonane tylko raz. W zwiazku z powyzszym mam pytanie ile byto powtérzen
biologicznych i technicznych tych doswiadczen?

3. Czy byt badany wplyw réznych temperatur hodowli w bioreaktorze RITA® Jesli nie, to
dlaczego zdecydowano sie prowadzi¢ hodowle w bioreaktorze RITA® w 25° C, skoro
optymalna temperatura do wytwarzania alkaloidéw byta 20° C (Tabela 33)?

4. Skad pochodzity cebule L. aestivum L. rosnqce w kulturach in vitro (strona 62) na
ktérych zaobserwowano wzrost kolonii bakteryjnych? Czy byly one uprzednio
sterylizowane i wyktadane na pozywki do hodowli roslin?

5. Dlaczego kolonie bakteryjne (zidentyfikowane w ramach pracy doktorskiej jako
Paenibacillus lautus), ktére wyrosty na cebulach L. aestivum L. hodowano w 37° C,
skoro rosliny hodowano w 20° C? Czy na cebulach wykazano tylko wzrost monokultury
bakteryjnej w postaci P. lautus?

6. lle cykli zastosowano w reakcji RT-PCR? Na jakiej podstawie wyznaczono ze prébki

cDNA nalezy rozciericzyé¢ 70 razy do przeprowadzenia reakcji RT-PCR (strona 70)?

Rozdzial Wyniki, ktory zawiera 81 stron to dokladny opis rezultatow, ktore uzyskata
mgr inz. Emilia Moranska w ramach realizacji pracy doktorskiej. W pierwszej czesci
Doktorantka pokazata wyniki dotyczace wplywu elicytoréw abiotycznych (temperatura,
Swiatlo LED niebieskie, czerwone lub mieszane czerwone : biale w stosunku 1 : 11

metale cigzkie: chlorek kobaltu, siarczan miedzi) na wytwarzanie galantaminy i likoryny
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w kulturach in vitro L. aestivum L. W dalszej kolejnosci omoéwita ona dziatanie elicytorow
biotycznych (ekstrakt drozdzowy, ekstrakt grzybowy z Aspergillus niger, Aspergillus
flavus i Botrytis cinered), dekstran oraz alginian sodu). W tej czesci pracy zabraklo
ogolnego podsumowania dziatania w/w elicytorow na wytwarzanie alkaloidow w
kulturze $niezycy letniej. Pomocna jest tutaj tabela 33, ktéra znajduje sie w sekcji
dyskusja. Biorac pod uwage uzyskane wyniki Doktorantka rekomenduje zastosowanie
Swiatla niebieskiego LED, ktére 3,5-krotnie zwieksza poziom galantaminy w tkankach
L. aestivum L. i temperature 20° C, ktéra w poréwnaniu do 25° C powodowata
podwyzszenie poziomu likoryny 3,23-krotnie. W tej czesci omawiania wynikéw mgr inz.
Emilia Moranska opisata rowniez wplyw elicytacji na 0go6lng kondycje rosélin (morfologia,
aparaty szparkowe, zawarto$¢ chlorofilu, akumulacja cukréw, zawarto§é zwigzkow
fenolowych) oraz reakcje stresowe (aktywnosé katalazy, peroksydazy askorbinianowe;j i
dysmutazy ponadtlenkowej). Sa to bardzo wazne parametry, ktore Doktorantka powinna
uwzgledni¢ w opisie podrozdzialéow.

Najbardziej interesujaca cze§¢ wynikéw dotyczy izolacji i identyfikacji bakterii
endofitycznej, ktorej wplyw zbadano rowniez na poziom galantaminy i likoryny w
tkankach L. aestivum L. Dzieki zastosowaniu genu podjednostki 16S rRNA oraz
sekwencjonowaniu wykazano, ze bakterie zasiedlajace cebule Sniezycy letniej to
Paenibacillus lautus, ktéry moze wywolywaé oportunistyczne zakazenia u ludzi. Wzrost
zawartosci obu alkaloidéw (galantaminy - 1,23-krotnie, likoryny - 1,54-krotnie w
poréwnaniu do kontroli) pod wplywem tej bakterii wykazano tylko po zastosowaniu
autoklawowanego lizatu przez 4 tygodnie kultury. W tym miejscu mam dwa pytania do
Doktorantki:

1. Czy roczne cebule pochodzqce z kultur in vitro na ktérych obserwowano kolonie
bakteryjne pochodzity z kultur in vitro (strona 124)?

2. Czy Doktorantka sprawdzata poziom obu alkaloidéw réwniez po 1 tygodniu, 2 i 3-ech
tygodniach hodowli. Dane literaturowe wskazujq bowiem, ze ogromne znaczenie ma
czas stosowania elicytoréw. Poziom metabolitow wtérnych moze na przyktad po 7

dniach, badz 14 byé rézny i niekoniecznie wyzszy w poréwnaniu do kontroli.

Bardzo trafionym posunieciem bylo sprawdzenie przez mgr inz. Emilie Moranska CcZy
P. lautus posiada zdolno$¢ do syntezy alkaloidéw. Dzieki zastosowaniu chromatografii
gazowe] sprzezonej ze spektrometrem mas z elektrojonizacjg (GC-EI-MS) wykazala ona,
ze bakteria ta jest zdolna do biosyntezy 10 zwiazkéw z grupy alkaloidéw (w tym
galantaminy i likoryny).



Rozdzial 4.3. ,Biosynteza alkaloidéw u wybranych gatunkéw i odmian roslin z
rodziny Amaryllidaceae” powinien by¢ nieco inaczej sformulowany skoro dwa
podrozdziaty 4.3.1. 1 4.3.2. zwiazane sa z identyfikacja i ekspresja genu N4OMT1. Do
tego rozdzialu mam tez kilka pytan do Doktorantki:

1. Na jakiej podstawie stwierdzono, ze produkty PCR ze starterami N4OMT1-1F/R maja
1850, 2080, 2500, 2220 1 4890 pz, skoro uzyty marker wielkosci jest tylko do 1000 pz
(Rycina 96)? Analogiczne pytanie jest do Ryciny 99, gdzie z kolei z jeszcze wieksza
doktadnoscia oszacowano produkty na 1210 1460 i 1770 pz. Na kilku rycinach z kolei
w ogole nie umieszczono markera wielkosci (np.: Ryc. 100, 101, 102, 1 07).

2. Dlaczego pani mgr inz. Emilia Moranska zdecydowalta sie na pét-ilosciowy (semi-

quantitative) RT-PCR, a nie iloSciowy (quantitive) RT-PCR?

Dyskusja. W rozdziale pracy ,Dyskusja” na 32 stronach tekstu Doktorantka
obszernie przedyskutowata wyniki swojej pracy w kontekscie dostepnej literatury
swiatowej. Pani mgr inz. Emilia Moranska przedyskutowala wszystkie watki poruszane
w pracy doktorskiej, a na uwage zastuguje fakt, ze na koncu dyskusji Doktorantka w
oparciu o wyniki swojej pracy napisala jakie sg dalsze perspektywy zwiazane z
wytwarzaniem galantaminy i likoryny w roslinnych kulturach in vitro, jak réwniez z

wykorzystaniem systemu bakteryjnego.

Whnioski, ktore pani mgr inz. Emilia Moranska ujela w postaci 12 punktéow
podsumowuja najwazniejsze wyniki jej pracy, a Streszczenie w jezyku polskim i

angielskim zawiera zwiezle podsumowanie pracy.

Pani mgr inz. Emilia Moranska w swojej pracy doktorskiej umiescita 33 tabele i az
111 rycin, co wskazuje na ogrom pracy wlozonej przez Doktorantke w trakcie
wykonywania szeregu doswiadczen. Bibliografia zawierajaca 240 cytowan stanowi
ogromna baze prac dotyczacych tematu zwiazanego z wytwarzaniem alkaloidéow w
roslinnych kulturach in vitro. Praca napisana jest poprawnym jezykiem i co wiecej,

Doktorantka uniknetla zargonu laboratoryjnego, co jest obecnie rzadko spotykane.

Podsumowujac, przedstawione przez pania mgr inz. Emilie Moranska wyniki badan
stanowia wazny wklad w poszerzenie wiedzy dotyczacej wytwarzania dwoch cennych dla
przemystu farmaceutycznego alkaloidow: galantaminy i likoryny z wykorzystaniem
potencjatu L. aestivum L. Pierwszy z wymienionych alkaloidéw ma ogromne znaczenie w

terapii choroby Alzheimera, paralizu i schizofrenii. Drugi z kolei jest badany jako
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potencjalny lek w terapii antynowotworowej. Po zapoznaniu sie z pracg doktorska
stwierdzam, ze pani mgr inz. Emilia Moranska wykazata sie umiejetnym planowaniem
eksperymentéw i zdolnoscia wykorzystania technik z zakresu biotechnologii ros$lin,
fizjologii roslin, fitochemii i biologii molekularne;j. Za osiagniecie jej pracy uwazam:

1. Zidentyfikowanie Paenibacillus lautus zasiedlajacego cebule Sniezycy letniej i
wykazanie Ze jest on zdolny do biosyntezy alkaloidéw Amaryllidaceae — w tym
galantaminy i likoryny.

2. Wykazanie, ze w Leucojum aestivum L. znajduje sie transkrypt homologiczny do
genu 4’-O-metyltransferazy norbelladyny, ktéry zaangazowany jest w biosynteze
alkaloidow.

3. Wskazanie optymalnych parametréw hodowli do uzyskania podwyzszonego

poziomu galantaminy i likoryny w kulturach in vitro Sniezycy letniej.

Recenzowana rozprawa doktorska spelnia wszystkie wymogi stawiane
rozprawom doktorskim (okreslone w Art. 13 punkt 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. 2003 Nr 65 poz. 595 i test jednolity Dz. U. 2016, pozycja 882, 1311),
stanowi oryginalne rozwiazanie problemu badawczego i wykazuje ogolna wiedze
teoretyczna i praktyczna Doktorantki w dyscyplinie naukowej, w zwiazku z
powyzszym, zwracam sie do Rady Dyscypliny Rolnictwo i Ogrodnictwo
Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie o dopuszczenie Pani mgr inz. Emilii
Moranskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego o nadanie stopnia
naukowego doktora nauk rolniczych w dziedzinie: nauki rolnicze, dyscyplinie:

rolnictwo i ogrodnictwo.
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