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RECENZJA

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Emilii Moranskiej, pt. ,Biosynteza
galantaminy i likoryny w kulturach in vitro $niezycy letniej (Leucojum aestivum 1..)”
wykonanej w Katedrze Fizjologii, Hodowli Roslin i Nasiennictwa, Uniwersytetu
Rolniczego im. Hugona Koltataja w Krakowie, pod kierunkiem dr hab. Agaty Ptak, prof.
UR i dr inz. Magdaleny Simlat.

Praca doktorska ma ukfad konwencjonalny, rozpoczyna ja Spis tresci, za ktérym
umieszczono Indeks skrétéw. Pierwszy rozdziat Wstep zajmuje 43 strony, co stanowi
niemal 1/3 czg$ci rozprawy doktorskiej. We Witepie opisano i scharakteryzowano rodzine
Amaryllidaceae (amarylkowatych), ze szczegélnym uwzglednieniem $niezycy letniej
(Leucojum aestivum L.), ktorej przedstawiciele stanowili materiat w badaniach. W tej czeéci
pracy zawarto opisy dotyczace charakteru chemicznego i biosyntezy specyficznej grupy
zwigzkOw naleznych do alkaloidow, nazywanych ,alkaloidami Amaryllidaceae™,
nalezgcych do pochodnych izocholiny, ktérych z kolei wspolnym prekursorem jest
norbelladyna. Omowila tez szlaki biosyntezy norbelladyny, uwzgledniajac najnowsze
doniesienia literaturowe dotyczace identyfikacji 1 regulacji ekspresji gendw
zaangazowanych w biosynteze alkaloidow u narcyza trgbkowego (Narcissus
pseudonarcissus L.) 1 Rhodophiala bifida. W czytelny sposéb dokonano przegladu
alkaloidow Amaryllidaceae zestawiajac dane w tabelach 3 i 4 (str. 22-23). Po zapoznaniu
czytelnika z listg alkaloidéw skupiono si¢ na opisie fizjologicznego dziatania tej grupy
zwigzkow, uwzgledniajac rys historyczny badan tychze, tak intensywnie do dzi$ badanych,
z uwagi na ich terapeutyczne zastosowanie. Sposrod wymienionych w pracy typow
alkaloidow (likoryn, krynin, narcyklasyny, tazettyny i innych), szczegélowo opisano

galantaming, ktora przyczynia si¢ do podwyzszania stezenia acetylocholiny, niezbednej dla
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prawidlowego przebiegu procesu uwagi i zapamig¢tywania oraz stymulowania pre- i
postsynaptycznych receptorow nikotynowych, umozliwiajac tym samym uwolnienie
neuroprzekaznikow 1 poprawe funkcjonowania neuronéw oraz bezposredniego dziatania na
centralny uktad nerwowy, jako ze alkaloid ten przenikania przez bariere krew-moézg. Stad
tez zastosowanie galantaminy w terapii choréb neurodegeneracyjnych i schizofrenii czy
paralizu. Z opisu dowiadujemy si¢, ze galantamina wspomaga takze przekaznictwo
nerwowo-mig¢$niowe poprzez regulacj¢ transportu blonowego jonow i posiada whasciwosci
przeciwbllowe. W dalszej czesci pracy szczegdtowo opisano likoryne, inny alkaloid
szeroko rozpowszechniony w obrgbie Amaryllidaceae, wykazujagcy aktywnosé
antyproliferacyjng, antywirusows, antygrzybowa, hamujacy organogeneze i podzialy
komorkowe u glonéw i roélin wyzszych.

W kolejnej czgsei Wstgpu omowiono czynniki wplywajace na biosynteze alkaloidow w
kulturach in vitro. W tej czgéci dowiadujemy si¢ réwniez o sposobach pozyskiwania
alkaloidow, ktore odbywa si¢ poprzez synteze¢ chemiczng lub ekstrakcje z materiatu
roslinnego lub z wykorzystaniem metod biotechnologicznych. Te ostatnie metody, tak
obecnie popularne, wigza si¢ jednak z koniecznos$cig optymalizacji warunkéw procesu
biosyntezy, gdzie istotny jest dobor materiatu roslinnego i typ kultury. Z danych zawartych
w literaturze i z badan opisanych w dysertacji wynika, ze najwyzszg zawarto$¢ alkaloidéw
obserwuje si¢ w cebulach a znacznie nizsza w korzeniach i kalusie. Prosze o komentarz:
Jak wyjasnilaby Pani zréznicowanie zawartoéci alkaloidow w_poszczegdlnych organach
roslin? Jak maja si¢ wyniki badan wlasnych do tych opisywanych w literaturze?

Istotnymi czynnikami wplywajacym na wydajno$¢ pozyskiwania alkaloidow, zwlaszcza w

bioreaktorach sg czynniki fizyczne, modyfikacje sktadnikéw pozywki i elicytacja (poprzez

dodanie elicytoréw abiotycznych czy biotycznych). Odnosnie podzialu czynnikow

przedstawionych na rycinie 11. wérdd elicytoréw biotycznych wymienione sa alginian

sodu, oligosacharydy, pektyny i chitozan. Czy Pani zdaniem to jest wlasciwe podeiscie?

Prosze o komentarz.

Podsumowujac, zawarte we Wstepie informacje sa utozone w logicznej kolejnosci i jasno

wskazuja na wage podjetych badan 1 ich mozliwosc¢ zastosowania w praktyce.
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Rozprawa zawiera poprawnie i jasno sformulowany cel pracy, dotyczacy
opracowania optymalnej biosyntezy galantaminy i likoryny w kulturach in vitro Leucojum
aestivum L., ktory realizowano kilkuetapowo: i. poprzez ocene wplywu wybranych
elicytorow abiotycznych i biotycznych na biosynteze alkaloidéw, ii. ocene dzialania
elicytorow na indukeje stresu w kulturach $niezycy in vitro, iii. identyfikacje molekularna
bakterii endofitycznej pochodzacej z kultur in vitro i sprawdzenie jej pod katem zdolnosci
do wytwarzania alkaloidéw, iv. identyfikacje sekwencji genu N4OMT1 Narcissus
pseudonarcissus L. uczestniczagcego w szlaku biosyntezy alkaloidéow i sprawdzenie
obecnosci jego transkryptow w roslinach.

Kolejny rozdzial Materialy i metody zawarto na 31 stronach (str. 45-75), obejmuje
szczegolowe opisy szeregu metod zastosowanych w badaniach. Opisano tu materiat
badawczy, wykorzystany w badaniach, ktory stanowity w do§wiadczeniach in vitro, zarodki
Sniezycy bialej a w badan molekularnych, liScie roélin z rodziny Amarylidaceae i liscie
roélin uzyskanych w warunkach in vitro. Przedstawione w pracy metody pokazuja, ze
Doktorantka wykazata si¢ znajomoscia wielu technik, zaczynajac od zakltadania i
prowadzenia kultur w warunkach in vitro, w ktérych to przygotowata materiat ro§linny
uzyskany w roznych warunkach temperaturowych, $wietlnych, roznigcy si¢ zawartoscia
Jjonéw metali cigzkich, ekstraktu drozdzowego, elicytorow grzybowych, dekstranu,
alginianu sodu lub obecnoscig zywych lub ekstraktu z zabitych bakterii endofitycznych
Paenibacillus lautus. Poznala takze metody pozwalajace na wykonanie analiz
biochemicznych, ktére wykorzystala do oznaczenia zawartoéci barwnikéw
fotosyntetycznych, cukrow, zwigzkow fenolowych, bialek rozpuszczalnych oraz analiz
aktywnosci peroksydazy askorbinianowej, dysmutazy ponadtlenkowej i katalaz. Do
zrealizowania celow zawartych w dysertacji Doktorantka opanowala takze metody
pozwalajgca na wykonanie analiz fitochemicznych i cytologicznych oraz analiz
chromatograficznych.

Wyrézniajaca si¢ czg$¢ rozdzialu Materialy i metody stanowig techniki stosowane w
biologii molekularnej, ktore Autorka pracy zastosowata do identyfikacji molekularnej

bakterii endofitycznej oraz ustalenia obecnosci transkryptow genu 4’-O-metylotrnasferaze
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norbelladyny N4OMT'1 w badanym materiale. Wydaje si¢, ze w punkcie 3.3.4.6. pracy,
dotyczacym potilosciowej oceny ekspresji N4OMT'1 w opisie zabraklo informaciji na temat

metody zastosowanej do izolacji RNA i iloéci tego kwasu nukleinowego uzvtei do

wykonania odwrotnej transkrypcji oraz danych odnosnie genu/ow__referencyjnych

koniecznych do ustalenia wzglednej iloéci mRNA genu N4OMT1. Prosze o ustne

uzupetnienie tych informacji.
W rozdziale czwartym dysertacji zatytulowanym Wyniki, obejmujacym lgcznie

osiemdziesigt jeden stron (str. 76-156), zaprezentowano etapy somatycznej embriogenezy
Leucojum aestivum L. (ryc. 14, str. 76) oraz wyniki oceny wplywu testowanych czynnikéw,
elicytorow abiotycznych i biotycznych na biomase materiatu roslinnego, zawarto$é
barwnikéw fotosyntetycznych, fenoli i cukréw i aktywnos$¢ enzymow stresu oksydacyjnego
(CAT, POD, SOD) oraz biosyntezg galantaminy i likoryny.

Wykazano, ze spo$réd analizowanych elicytorow, to zastosowanie $wiatla
niebieskiego podczas prowadzenia kultury in vitro Leucojum aestivum L. ma wplyw na
najwydajniejszg biosynteze galantaminy. Z kolei w temperaturze 20°C i przy zastosowaniu
ekstraktu z zabitych komérek bakterii endofitycznej Paenibacillus lautus dochodzi do
stymulacji biosyntezy obu alkaloidow, galantaminy i likoryny oraz, ze inne czynniki, takie
Jak: obecno$¢ w podtozu ekstraktow z Aspergilus niger i Botrytis cinerea oraz dekstranu i
alginianu sodu pozytywnie oddziatujag powodujac promowanie biosyntezy galantaminy.
Ponadto, zaobserwowano, ze licytacja ekstraktem drozdzowym (w steZeniu 2g/l) w
poréwnaniu z innymi badanymi czynnikami powodowala najwyzszy wzrost biomasy
Leucojum aestivum L. a w stezeniu 3g/l najwyzszy poziom chlorofilu a i karotenoidow.
Pokazano takze, ze analizowane elicytory nie powodowaly zmian zawartosci cukrow oraz
zwigzkow fenolowych, z wyjatkiem wariantu roslin rosngcych w temperaturach 5, 15 i
30°C. Wazng informacj¢ stanowig wyniki dotyczace analizy zawarto$ci enzymow stresu
oksydacyjnego w roslinach poddanych dziataniu réznych elicytorow. Wykazano, ze
dochodzi do reakcji stresowej w kulturach in vitro badanej ro$liny w obecnosci elicytorow

abiotycznych.
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Bardzo prosz¢ Doktorantke o odpowiedz na pytanie: zawarto$é ktérego/ych z badanych
enzymow ulegala najczedeie) zmianom? Czy tylko w warunkach stresu aktywowane sa
enzymy antyoksydacyjne?

Ciekawg czg$¢ Wynikéw stanowia efekty badan dotyczacych identyfikacji i charakterystyki
bakterii endofitycznej Paenibacillus lautus. Wykazano, ze dodanie bakterii endofitycznej
do kultur in vitro Leucojum aestivum L. powodowato wzrost lub spadek biomasy ro§linnej,
a uzaleznione to bylo ilo$cig zastosowanego inokulum bakteryjnego. Przeprowadzono
ocen¢ aktywnosci metabolicznej bakterii endofitycznej i wykazano jej zdolno$é do
biosyntezy alkaloidow Amaryllidaceae (az dziesigciu, w tym galantaminy i likoryny).
Eksperymenty te oczywiscie wymagaja powtorzenia, gdyz dane te oparte s na badaniach
wstepnych. Uzyskane informacje rodzg olbrzymie nadzieje na mozliwo$¢ rozwijania metod
biotechnologicznych w celu wydajnego pozyskiwania alkaloidow. Jak Pani zdaniem

wyglada¢ moze kontynuacja badan w tym kierunku?

W ostatniej czgsci Wynikéw, pos§wigconej biosyntezie alkaloidéw u wybranych gatunkéw i
odmian Amaryllidaceaec zawarto informacje dotyczgce obecnosci transkryptow
zidentyfikowanego genu $niezycy letniej oraz zawarto$ci galantaminy i likoryny u siedmiu
przedstawicieli tych roslin. Pokazano rdznice w zawarto$ci tych alkaloidow u
porownywanych roslin z rodziny Amaryllidaceae. Kontrowersje budzg obrazy produktow
reakcji RT-PCR (Ryc. 101, 102 i 108, 109), na ktérych nie sg pokazane produkty PCR dla
genu referencyjnego. W takiej sytuacji niepoprawnie podpisano wykresy (ryciny 103, 104
i 110 1 111) jako akumulacja transkryptow. W takiej sytuacji mozemy méwié jedynie o
obecnosci transkryptu badanego genu, pod warunkiem, ze produkty PCR uzyskane dla
roznych odmian i gatunkow zostaly takze zsekwencjonowane (co dopiero potwierdza
poprawno$¢ wykonanego eksperymentu), gdyz jak wiadomo nie mozna jedynie na
wielkosci produktu PCR. Aby mowi¢ o akumulacji mRNA konieczne jest réwniez
przeprowadzenie reakcji RT-PCR dla genéw referencyjnych. O wzglednym poziomie
ekspresji genéw mozemy mowi¢ w momencie odniesienia wyniku uzyskanego dla

badanego genu do genu/éw referencyjnego/ych. Dlatego tez w $wietle przedstawionych
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danych nie jestem w stanie stwierdzi¢ poprawnosci uzyskanych wynikéw. Prosze o
doprecyzowanie. Czy takie reakcje byly przeprowadzone? Zaktadam Zeytak.

W rozdziale Dyskusja stanowigcym tacznie 33 strony (str. 157-189) szczegdtowo
omowiono wyniki uzyskanych badan, co wskazuje na doglebne zapoznanie si¢ Doktorantki
z omawianymi zagadnieniami. Tak szeroko zakrojone badania zaprezentowane w
rozprawie doktorskiej wymagaly zapoznania si¢ z literaturg z rdznych zakresow
tematycznych, o czym $wiadcza licznie cytowane pozycje pi$miennicze, ktorych w
dysertacji zawarto 240. Z uwagi na nieprecyzyjne opisanie metody analizy ekspresji
analizowanego genw/éw nalezy z ostroznoécia podejé¢ do fragmentu dyskusji, w ktorym
omoéwiono wyniki dotyczace obecnosci transkryptow genu $niezycy letniej
homologicznego do genu N4OMT'1 narcyza.

Jednym z ostatnich rozdzialow dysertacji stanowia Wnioski, ktére zredagowano
poprawnie, cho¢ czes¢ zawartych tu informacji stanowi podsumowanie wynikow. W
rozprawie doktorskiej zawarto takze streszczenia pracy napisane w jezyku polskim i

angielskim.

Uwagi szczegolowe

Na str. 5 (Indeks skrétow) i str. 127 niewlasciwie rozszerzono nazwe NCBI jako National
Center of Biotechnology Information, poprawne rozwinecie skrotu to: The National Center
for Biotechnology Information.

Na stronach 6, 32, 37 zacytowano publikacj¢ Codina i in. 2002, ktorej nie zawarto w
rozdziale Bibliografia.

Na str. 6, 32 w tekscie zacytowano publikacj¢ Berkov i in. 2009¢, ktorej nie ma w spisie
literatury; natomiast w Bibliografii prawdopodobnie niewltasciwie oznaczono kolejne
publikacje autorow Berkov i in. 2009, 2009a, 2009b; powinno by¢ 2009a, 2009b i 2009¢ —
zgodnie z innymi wczesnie) cytowanymi publikacjami innych autorow. W Bibliografii
prace np. El Tahchy i in. 2011a, El Tahchy i in. 2011b s3 opatrzone kolejnymi literami
alfabetu.
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Na stronach 15, 45 z kolei wymieniono publikacje, Ptak i in. 2013, chociaz zgodnie z
wezesnie] przyjeta zasada cytowania, powinno by¢ Ptak i in. 2013a; podobnie na stronach
32 i 33 podana jest publikacja autoréw El Tahchy i in. 2011 a powinna by¢ wymieniona
jako El Tahchy i in. 2011a.

Na str. 6 w tekscie dwukrotnie niewlasciwie zacytowano Garyali i in. 2013, w Bibliografii
podana jest publikacja: Garyali 2013. Taxol production by an endophytic fungus, Fusarium
redolens, isolated from Himalayan Yew. Journal of Microbiology and Biotechnology 23,
1372-1380.

Podobna sytuacja ma miejsce na stronach 23 i 24, gdzie zacytowano publikacje: Mucke i
in. 2015, a powinna by¢ podane cytowanie: Mucke 2015, zgodnie z informacjg zawartg w
Bibliografii).

Na str. 10 wymieniono pozycj¢: Laurain-Mattar, Ptak 2018 a w Bibliografii blednie padano:
Laurain-Mattar, Ptak 2016.

Na str. 14 jako cytowanie wymieniono nazwe¢ organizacji: Pacific Bulb Society 2002,
jednak do tej informacji nie ma odniesienia w Bibliografii. Poprawne byloby podanie
odniesienia do strony internetowej (https://www.pacificbulbsociety.org).

Na str. 30 niewlasciwie zacytowano publikacj¢ Ramachandra Rao i Ravishankar 2002, a
nalezato oddzieli¢ nazwiska autorow przecinkiem (Ramachandra Rao, Ravishankar 2002).
Na str. 33 zacytowano publikacj¢ Tarakmeneh i in. 2019, ktorej brak jest w rozdziale
Bibliografia.

Na str. 37 wymieniono dwukrotnie cytowanie: (Codina 2002), ktérego brak w spisie
literatury.

Na str. 46 w opisie podano jedynie skrot i rok: MS (1962), nalezatoby rozwing¢ skrot MS:
(Murashige, Skoog 1962) co uzupetnitoby informacje.

Na str. 53 podano informacj¢ odno$nie ggstosci optycznej (OD) bakterii, ale brakuje

dlugosci fali w nm, przy ktorej mierzono OD.
Pomimo pewnych niejasnosci, ktdre pojawity sie w rozprawie, to jednak z uwagi na

znikomag ilo$¢ informacji na temat genéw biosyntezy tych alkaloidéw i olbrzymie znaczenie
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galantaminy 1 likoryny w medycynie, wyniki te wnosza nowe i cenne informacje a takze
stwarzaja kolejne mozliwosci rozwoju tych waznych badan z punktu widzenia zdrowia

cztowieka 1 moim zdaniem powinny by¢ kontynuowane.

Uwazam, ze przedstawiona przez Panig mgr inz. Emilie¢ Moranskg badania zostaly
przeprowadzone w oparciu 0 nowoczesne metody badawcze i analityczne, w tym metode
hodowli in vitro, analizy biochemiczne aspektow stresu, zwlaszcza stresu oksydacyjnego
oraz metod badan molekularnych. Godna podkreélenia jest szczegélowa analiza
uzyskanych wynikow, takze prawidlowa i kompleksowa analiza statystyczna oraz
szczegOtowa 1 doglebna dyskusja wynikéw. Wysoki poziom naukowy badan oraz ich
aktualny charakter, daja szerokie mozliwosci publikacyjne w uznanych czasopismach

miedzynarodowych.

Bardzo wysoko oceniam warto$¢ uzyskanych wynikow. Za najwazniejsze osiggniecia
uwazam ustalenie czynnikow, ktore najskuteczniej zwiekszajacych elicytacje alkaloidow u
Leucojum aestivum L., zidentyfikowanie bakterii endofitycznej tego gatunku oraz
wykazanie jej potencjalu do wytwarzania alkaloidéw, identyfikacje fragmentu genu
homologicznego do genu 4’-O-metylotransferazy norbelladyny narcyza i wykazanie jego
obecnosci w lisciach tego gatunku. Nadal w literaturze niewiele mozna znalez¢ informacji
na temat genow zaangazowanych w szlak biosyntezy alkaloidow. Wartosc
przeprowadzonych badan podnosi fakt, ze na chwile obecng w banku genéw NCBI (The
National Center for Biotechnology Information) znajduja si¢ jedynie 33 sekwencje

nukleotydowe $niezycy letniej.

Praca doktorska mgr inz. Emilii Moranskiej spelnia wszystkie kryteria stawiane
pracom doktorskim (okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
1 tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki; Dz. U. z 2003 r., nr 65, poz.
595, z pozniejszymi zmianami) a rozmiarem przedstawionych wynikéw i merytoryczng
waga wiekszosci z nich, plasuja ja w szeregu najlepszych prac. Wysoko oceniam sposob

poradzenia sobie i zapanowanie nad catoscig detalicznych wynikow i1 wpasowanie ich w
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konkretne podsumowanie i wnioski. Dlatego tez, stawiam wniosek do Wysokiej Rady
Wydzialu Rolniczo-Ekonomicznego Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona Kolataja w
Krakowie o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw postepowania w przewodzie
doktorskim. Biorgc pod uwage warto$¢ naukows recenzowanej pracy wnioskujg rowniez o

wyroznienie powyzZszej rozprawy.

Torun, 17 wrzeénia 2020 r.

(\. \
dr hab. Grazyna B. Dgbrowska, prof. UMK
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