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WSTEP

Sniezyca letnia (Leucojum aestivum L.) jest wazna roéling lecznicza ze wzgledu na obecno$é alkaloidéw Amaryllidaceae,
m.in. galantaminy 1 likoryny (Ryc. 1, 2). Galantamina wykorzystywana jest w leczeniu choroby Alzheimera. Natomiast
likoryna objeta jest badaniami klinicznymi pod katem zwalczania nowotwordw. Istniejg dwa podstawowe zrodta
galantaminy: synteza chemiczna oraz ekstrakcja z materiatu roslinnego. Jednak ze wzgledu na wysokie koszty produkgji
| pozyskiwania galantaminy, poszukuje sie nowych sposobow otrzymywania tego alkaloidu. Alternatywg moga byc¢
metody biotechnologiczne z wykorzystaniem kultur in vitro. Intensywnos¢ biosyntezy metabolitow wtérnych
w warunkach in vitro, a w efekcie ich akumulacja, moze byc¢ regulowana przez elicytory abiotyczne, np. temperature.

Ryc. 1. Galantamina
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Ryc. 2. Likoryna

CEL PRACY

Celem badan jest okreslenie wptywu temperatury na biosynteze galantaminy i likoryny w kulturach Leucojum aestivum.

MATERIAL I METODY
Materiat roslinny:

rosliny Leucojum aestivum otrzymane na drodze somatycznej embriogenezy (Ryc. 3).

Warunki prowadzenia kultur:

« sktad pozywki: makro- I mikroelementy wg Murashige | Skoog'a (1962), zeatyna (5 uM) (Ptak i in. 2019)

« warunki fizyczne kultury: pozywka stata, Swiatto fluorescencyjne biate, 60 pmol m- s-', 16-godzinny fotoperiod,
wilgotnos¢ 70%, temperatura: 15, 20, 25 i 30 °C

« czas trwania kultury: 4 tygodnie

Analizy fitochemiczne:

ocena zawartosci galantaminy i likoryny w materiale roslinnym przy uzyciu LC-MS (Saliba i in. 2016)

Analizy molekularne:
analizy real-time PCR dla wybranych gendw zaangazowanych w szlak biosyntezy alkaloidéw Amaryllidaceae

Ryc. 3. Materiat wyjsciowy — rosliny Leucojum aestivum

WYNIKI

Przeprowadzone badania wykazaty, iz wzrost i rozwdj roslin Leucojum
aestivum w warunkach in vitro uzalezniony jest od temperatury.
Temperatura 25 °C dziata pozytywnie na przyrost biomasy, liczbe
uformowanych lisci oraz korzeni (Ryc. 4, Tabela 1).

Na podstawie analizy LC-MS stwierdzono, ze zawartosc¢ galantaminy
| likoryny w roslinach Leucojum aestivum roznig sie w zaleznosci od
zastosowanej temperatury (Tabela 2). Najwiekszg ilos¢ galantaminy
odnotowano w  roslinach  rosngcych  w  temperaturze

= ' - =1 I 30 °C i 20 °C. Natomiast temperatury: 30 °C i 15 °C stymulowaty
*@g\ = | | biosynteze likoryny.
- - Tabela 2. Wptyw temperatury na zawartosc galantaminy i likoryny w roslinach Leucojum aestivum
= Temperatura Galantamina Likoryna
[Mg/g s.m.] [Mg/g s.m.]

15 °C 581+ 0,001b 269,50 £ 0,013 a
. 20 °C 107,38 £ 0,02 a 178,53 £ 0,006 b
Imw ) | 25 °C 35,27 £ 0,016 b 209,43 £ 0,016 b
o R AN b .~ Ryc. 4. Wzrost roslin Leucoju aestivum w temperaturze: a) 15 °C, b) 20 °C, 30 °C 104,09 £ 00124 268,75 + 0,002 a

c) 25 °C, d) 30 °C.

Tabela 1. Wptyw temperatury na wzrost roslin Leucojum aestivum

a-b — grupy jednorodne wedtug testu Duncana, p<0,05

LaN4OMT-f2 / r2

LaCYP96T1-f2 /[ r2

i = mnre Temperatura | Przyrost biomasy Liczba lisci Liczba korzeni i: 12 a
: m m 9] | “ a .
_',,,,-7;.'1" [T L ............. 15 °C 0,06 + 0,01 ¢ 1,24 + 0,09 ¢ 1,40 + 0,20 a g D.: g o b
iy 20 °C 0,16 + 0,02 b 232 +0,11b 052+0,10b ~ oe ~ os
e 25 °C 0,43 + 0,05 a 2,68 + 0,10 a 1,28 £ 0,12 a o 04 ‘
30 °C 0,17 +£0,02b 1,24 £ 0,09 ¢ Oc 0.2 - ﬂ 0.2 . '
a-c — grupy jednorodne wedtug testu Duncana, p<0,05 0 e 0
. .o . . o o . . 15 20 25 30 20 25 30
Analizy ekspresji wykazaty, iz najoptymalniejsza dla biosyntezy galantaminy temperatura tamperatus

| likoryny temperatura 30 °C miata istotny wptyw na zwiekszenie akumulagji
transkryptow genu CYP96T77 oraz genu N4OMT. Z kolei optymalna tylko
dla biosyntezy likoryny temperatura 15 °C zwiekszata akumulacje transkryptow
genu CYP96T1, choC prawdopodobnie byt to inny wariant niz w przypadku
temperatury 30 °C (Ryc. 5).
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Ryc. 5. Akumulacja transkryptow

wybranych genow biosyntezy alkaloidow

Amaryllidaceae.

a-d — grupy jednorodne wedtug testu Duncana, p<0,05
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