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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Wal zatytutowanej ,Funkcje reaktywnych form tlenu
i azotu w putapce dzbanecznika brzusznego (Nepenthes x venirata) podczas rozwoju
i frawienia pokarmu® wykonanej w Katedrze Fizjologii Roslin Szkoty Giéwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie, pod kierunkiem dr hab. Urszuli Krasuskiej, prof. SGGW i dr Pawia
Staszka

Zjawiske migsozernosci w Swiecie roslin wyksztalcato sie szereg razy, wsréd przedstawicieli roznych
taksondw, dostarczajac odmiennych rozwigzan w zakresie budowy i funkcjonowania organdw
putapkowych. Ta osobliwa strategia adaptacyjna wyksztafcona w toku ewolucji w odpowiedzi na
deficyty substancji odiywczych wymaga precyzyjnego skoordynowania proceséw rozwojowych,
prowadzgcych do wyksztatcenia wyspecjalizowanych putapek, skutecznego wabienia ofiar,
dekompozycji ich ciat w toku proceséw trawiennych, drég wchianiania uwolnionych sktadnikéw
odzywczych i ich dystrybucji w organizmie roflinnym. Wyksztatcane na koricach nerwu blaszek
lisciowych, charakterystyczne putapki dzbanecznikdéw {Nephentes sp.) sq wysoce wyspecjalizowanymi
organami, ktorych struktura podporzadkowana jest stojgcym przed nimi zadaniom, wabieniu,
chwytaniu, trawieniu pokarmu i wchtanianiu uwolnionych z niego substancji odzywczych. Kluczowg role
w trawieniu pokarmu odgrywa ciecz trawienna wypetniajaca wnetrze dzbanka i zaopatrywana przez
komorki strefy gruczotowej w enzymy trawienne oraz inne zwigzki o aktywnoséci biclogicznej.
Zsynchronizowane dziatanie enzymoéw trawiennych oraz wchtanianie produktéw dekompozycji
pokarmu podlega regulacji. Zrozumienie jej mechanizmu wymaga zidentyfikowania zaangazowanych
w nig czynnikdw i opisania interakeji pomiedzy nimi. Wiedza ta jest wcigz fragmentaryczna. W tym
kontekscie podjecie przez Panig mgr Agnieszke Wal badan nad rolg aktywnych form tlenu i azotu
w putapce dzbanecznika brzusznego (Nepenthes x ventrata) podczas rozwoju i trawienia pokarmu byto

decyzjg w petni uzasadniona.



Ocena formalna

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Agnieszki Wal skiada sig z cyklu czterech
prac opublikowanych w latach 2022-2025 w recenzowanych czasopismach miedzynarodowych,
posiadajgcych tzw. wspdtczynnik wptywu (impact factor). Badania oraz zagadnienia opisane
w rozprawie dotycza funkcji reaktywnych form tlenu (RFT) oraz reaktywnych form azotu (RNS) w
procesie trawienia pokarmu w putapkach roéliny miesozernej, dzbanecznika brzusznego (Nepenthes
X ventrata). Prace zostaty opatrzone wspélnym komentarzem autorskim w jezyku polskim. Ta czes$¢
rozprawy sklada sie z wprowadzenia, prezentacji celéw naukowych opisywanych badan, sformutowania
hipotez badawczych, scharakteryzowania metodyki i wykorzystanych w badaniach ukfadéw
doswiadczalnych, opisania i dyskusji wynikéw. Cato$¢ omodwienia zamykajg podsumowanie i wnioski
oraz obszerna bibliografia. Do rozprawy dofgczono réwniez streszczenia w jezykach polskim
i angielskim, o$wiadczenia wspotautorow publikacji wehodzgeych w je] sktad.
W sktad rozprawy doktorskiej Pani mgr Agnieszki Wal wchodzg cztery, tematycznie spéjne, artykuty
naukowe.

= ROS and RNS alterations in the digestive fluid of Nepenthes x ventrata trap at different developmental
stages. Wal A., Staszek P, Pakula B., Paradowska M., Krasuska U. Plants 2022, 11(23), 3304.

= Do reactive oxygen and nitrogen species have 2 similar effect on digestive processes incarnivorous
Nepenthes plants and humans? Krasuska U., Wal A., Staszek P, Ciacka K.,Gniazdowska A. Biology 2023,
12(10), 1356.

« Nitric oxide action in the digestive fluid of Nepenthes x ventrata is linked to the modulation of ROS
level. Wal A., Piekarniak M., Staszek P., Choddr K., Bieniek J., Gniazdowska A., Krasuska U. Plant
Physiology and Biochemistry 2024, 216, 109088.

» Nitric oxide stimulates digestion modifying the nutrient composition of the traps’ fluid of Nepenthes
X ventrata. Wal A., Staszek P, Gniazdowska A., Chrastny V., Sipkové A., Bieniek J., Krasuska U. Plant
Science 2025, 358:112558,

taczny IF tych prac wynosi 19,6. Wysokos¢ punktacji, wedtug ministerialne] listy czasopism
punktowanych z 2024 roku, wynosi 340pkt. W trzech, sposréd czterech artykutéw wchodzacych w skiad
rozprawy Doktorantka jest pierwsza autorky. Ponadto, we wszystkich publikacjach petni ona role
autorki korespondencyjnej {przy czym w artykutach opublikowanych w Plant Physiology and
Biochemistry i Plant Science dzieli funkcje autorki do korespondencji z Panig prof. Urszulg Krasuska).
Jedna sposréd czterech publikacji skfadajgcych sie na osiggniecie naukowe jest pracy przegladowa,
pozostate majg charakter eksperymentalny. Rola Doktorantki w powstanie poszczegéinych prac roznita
sie, w zaleznosci od charakteru pracy. Zaangazowanie w powstanie pracy przeglagdowej opublikowane;j
w czasopi$mie Biology polegato na udziale w opracowaniu koncepcji pracy, napisaniu jej fragmentu
oraz edycji manuskryptu. Udziat Doktorantki w powstaniu publikacji stanowigcych raporty z wiasnych
badan eksperymentalnych, ktére ukazaly sie w czasopismach Plants, Plant Physiology and Biochemistry

| Plant Science, polegat na wykonaniu analiz catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej, pomiarow



aktywnosci enzymdéw oraz szeregu metabolitbw w cieczy trawiennej dzbanecznika, analiz
mikroskopowych i molekularnych, ukierunkowanych na oznaczenie ekspresji genéw. Ponadto, we
wszystkich publikacjach, Doktorantka uczestniczyta w przygotowaniu manuskryptéw i interpretaciji
wyhikow.

Wedtug przedstawionego przez Pania mgr Agnieszke Wal o$wiadczenia, jej udziat w powstaniu
poszczegdinych publikacji wynosi od 40% lub 50%. Zatem istotny, indywidualny wkitad w badania
naukowe, a zazwyczaj wiodgca rola Doktorantki w powstaniu wszystkich prac nie budzi watpliwosci.
Tym samym rozprawa doktorska wypetnia wymagania zawarte w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo

o0 szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z p6Zn. zm.).

Ocena merytoryczna

W badaniach nad obecnosciag RNS w cieczy trawienne] i ich rolg w trawieniu pokarmu zwierzecego
wykerzystywano dwa modele eksperymentalne. Rolg pierwszego_z nich, tzw. modelu ,rezwojowego”
byto rejestrowanie zmian zachodzacych w trakcie poszczegbinych etapdw cyklu rozwojowego liscia
putapkowego oraz wykrywanie zmian badanych parametréw w konsekwencji podania i trawienia
pokarmu. Podejscie uwzgledniajgce dynamike rozwojowa badanego organu bylo uzasadnione
koniecznodcig wykrycia wazinych, dla celdow projektu, parametréw, ktére mogty mieé charakter
przejsciowy, specyficzny dla konkretnych faz rozwoju liécia putapkowego. Specyfika drugiego modelu
eksperymentalnego, tzw. ,modelu z donorem NO,”, bytlo modyfikowanie sktadu cieczy trawiennej
w lisciu putapkowym poprzez dodawanie do niej Zrodta NO i HCl. Tego drugiego zwigzku dodawano
w celu utrzymania statego, zaleznego od etapu trawienia, odczynu cieczy trawiennej. Zastosowanie
w projekcie modelu .z donorem NO,” pozwolito na opisanie roli RNS w procesie trawienia pokarmu.

Wykorzystujgc model ,rozwojowy” wykazano obecnoé¢ zaréwno ROS jak i RNS w cieczy
trawiennej dzbanecznika, przy czym w odniesieniu do RNS byfo to pierwsze doniesienie o obecnosci
tych substancji w lisciach putapkowych, nie tylko dzbanecznika, lecz i wszystkich roslin miesozernych.
O ile produkcja ROS, reprezentowanych przez O, najwyisze wartosci przyjmowata w mtodych,
nieotwartych putapkach, to poziomy RNS osiggaly maksima w dojrzatych putapkach. Wprowadzenie
pokarmu do putapek byto powigzane z jednoczesnym wzrostem emisji NO, znaczacym spadkiem
stgzenia ONOO" i Oy, przy osiagnigciu maksymalnej zdolnosci do neutralizowania ROS. Istotng role
w tym procesie mogq odgrywac, znane z silnych wtasciwosci antyoksydacyjnych, zwigzki fenolowe,
ktérych maksimum obserwowano w dojrzatych putapkach, a ktérych zawartoéé spadata po podaniu
pokarmu. Moina podejrzewat, ze wskutek reakcji z ROS. Te dane wskazuja, Ze proces trawienia
pokarmu wymaga regulacji poziomow ROS i RNS w cieczy trawiennej. Czy regulacja poziomu ROS
wcieczy trawienne] ma charakter enzymatyczny czy nieenzymatyczny? Jlakie enzymy

antyoksydacyjne mogtyby by¢ zaangazowane w ten proces?
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W publikacji z 2024 roku Doktorantka wykazata, ze podanie pokarmu powoduje znaczny wzrost
tempa produkcji O w cieczy trawiennej. Efekt ten utrzymywat sie do 4 dnia po karmieniu,
a suplementacja donorem NOy obnizata produkcje tej ROS, jednak dopiero po czerech dniach od
karmienia. Jednoczeénie stezenia H.0, w cieczy trawiennej pozostawaly niskie i nie ulegaty znacznym
zmianom w okresie nastepujgcym po podaniu pokarmu. Moze to sugerowac, ze konwersja O; do H,0;
zachodzi z niewielkg lub wrecz $ladowg efektywnoscig. By¢ moie Oy jest efektywnie wymiatany,
funkcjonujg mechanizmy chronigce przed niekontrolowanym utlenianiem tej ROS. Swiadczy¢ o tym
moze wzrost zdolnosci redukujacej w cieczy trawiennej obserwowany w warunkach kontrolnych od
drugiego dnia po karmieniu a w obecnosci donora NOy, juz po pierwszym dniu, Jakie mechanizmy moga
by¢ zaangazowane w te procesy? Posrednio, o znaczeniu ochrony antyoksydacyjnej podczas
dekompozycji pokarmu i pobierania substancji odzywczych moze swiadczy¢ spadek stezenia tlenu
w cieczy trawiennej nastepujacy w poczatkowej fazie trawienia oraz cztery dni po podaniu pokarmu.

Wizrost zawartoéci NO, nastepujacy w cieczy trawiennej po podaniu pokarmu do putapki, nie
dowodzi jeszcze regulacyjnej roli tej substancji w procesie trawienia. Aby wykaza¢ je zaangazowanie
w procesie trawienia pokarmu w liéciach putapkowych wymagane bylo zastosowanie techniki
pozwalajgcej na eksperymentalne regulowanie jej poziomu w cieczy trawiennej. W tym celu
wykorzystano model ,,z donorem NO,” pozwalajacy na eksperymentalne zwickszenie zawartosci NO.
Poréwnujgc profile elektroforetyczne biatek dostarczanych z pokarmem do putapek kontrolnych
i traktowanych donorem NO, dowiedziono, ie eksperymentalne zwigkszenie zawartoéci NO w cieczy
trawiennej zwigksza intensywnoé¢ procesdOw trawiennych, przyspieszajac degradacje biatek
pochodzacych z pokarmu. Przy$pieszenie procesdéw trawiennych bylo konsekwencjg zwigkszenia
aktywnoéci proteolitycznej nastepujgcej po podaniu NO.. Wysoko$¢ tego parametru korelowata
zwysokim stezeniem NO. Skutkiem podania irédta NO. byt takie wzrost tempa pozyskiwania
sktadnikéw odizywczych z cieczy trawiennej. Prawidlowo$¢ ta dotyczyta zwlaszcza NH,*. Wzrost steZzenia
tych jonéw zaobserwowano pierwszego dnia po karmieniu z suplementacjg NOy. Po dwéch dniach,
wtym wariancie eksperymentalnym, stezenia jondw amonowych obniialy sie do poziomu
niekarmionej kontroli. Pod nieobecno$é 2rédta NO, okres pobierania NHs* z cieczy trawiennej wydtuzat
sie do czterech dni. Czy zdaniem Doktorantki wzrost wydajnosci pobierania NH4* z cieczy trawiennej,
nastepujacy pod wptywem NO, jest prosty konsekwencja szybsze] dekompozycji pokarmu, czy
wchodzi tu w gre inny, niezalezny mechanizm?

Stymulujgcy wplyw NO na aktywno$¢ enzyméw trawiennych w lisciach putapkowych moze byc
nastepstwem zaleznych od NO modyfikacji struktury biatek obecnych w dostarczanym pokarmie lub
enzymdw trawiennych wydzielanych w strefie gruczotowej liscia. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze
Doktorantka po raz pierwszy wykryla w lisciach dzbanecznika obecnos¢ biatek zawierajgcych 3-NT,

a takze biatek z grupami karbonylowymi. Jednak na obecnym etapie badan nie jest jasny mechanizm
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lezgcy u podstaw stymulujgcego dziatania NO na procesy trawienne. W pracy zawarto informacje, ze
zmiany posttranslacyjne enzyméw wywotane przez RNS moga obnizaé ich aktywnosé {np.
peroksydaz) lub przeciwnie, zwigksza¢ ja (proteazy, np. katepsyna). Czy wiadomo od czego zalety
kierunek zmian aktywno$ci biatka nastepujacy wskutek S-nitrozacji lub nitrowania?

Wykazano takie, ie wprowadzenie NOx obniiatlo wytwarzanie O w cieczy trawiennej
dzbanecznika, prawdopodobnie poprzez obnizenie aktywnosci Rboh lub/i POX, nastepujace na skutek-
S-nitrozacji lub nitrowania polipeptydéw tych enzyméw. Jednoczesnie, dodanie NOx zapobiega
obnizeniu produkcji niskoczasteczkowych antyoksydantéw oraz flawonoidow o aktywnosci
antyoksydacyjnej, ktéra nastepuje po wprowadzeniu pokarmu do putapki. Sumarycznym skutkiem
zmian nastepujacych na skutek zwiekszenia zawartosci NO w cieczy trawiennej moze by¢ obnizenie
tempa produkcji ROS co tagodzi skutki stresu oksydacyjnego.

W pracy opublikowanej w 2025 roku, w czasopismie Plant Science, Doktorantka doprecyzowata
opis mechanizmu lezgcego u podstaw stymulujgcego wplywu NO na tempo trawienia pokarmu
w lisciach putapkowych dzbanecznika. Regulacyjny wptyw NO na aktywnosé enzymoéw trawiennych
manifestowat sie poprzez zwiekszenie poziomu ekspresji gendw kodujgcych enzymy degradujace
biatka, RNA oraz uwalniajace grupy fosforanowe. Zalezny od NO wzrost ekspresji genéw miat miejsce
w strefie gruczotowej liscia putapkowego. Analiza obejmowata pomiar poziomu transkryptow
obejmujacych proteazy aspartylowe Nep I i Nep Ji. Stymulujgcy efekt suplementacji NOx na ekspresje
genéw Nep I i Nep Il odnotowano pierwszego dnia po podaniu pokarmu, jednak zwiekszony poziom
obydwu transkryptéw utrzymywat sie w takze w drugim, a w wypadku Nep I, w trzecim dniu po
karmieniu. Eksperymentalne zwiekszenie stezenia NOy w cieczy trawiennej putapki dzbanecznika
powodowalo takie wzrost ekspresji genu Pap kodujacego kwasng fosfataze oraz RNaz typu S-like.
Zwiekszony poziom transkryptow kodujgcych te enzymy wykrywano w tkance licia putapkowego po
upfywie jednego dnia od daty karmienia. Obserwowany efekt byi znacznie zwigkszany przez
suplementacje NO, i miat charakter przej$ciowy. Jest interesujace, ze zwiekszenie ekspresji genéw RNaz
nastepowato po dostarczeniu pokarmu niezawierajgcego RNA, biatka jaja kurzego. Sugerowac to moze
funkcjonowanie mechanizmu uruchamianego przez dostarczenie pokarmu i synchronizujgcego
ekspresje gendéw kodujacych enzymy trawienne. Pozwolitoby to na jednoczesne wydzielanie do
cieczy trawlennej koktajlu enzyméw o réinej aktywnosci, pozwalajgce na sprawne trawienie
pokarmu o ztozonej naturze chemicznej. Czy dostepna wiedza o dziataniu mechanizmu trawiennego
u dzbanecznika wspiera te tezg, czy wrecz przeciwnie?

Z przywotanymi faktami korelujg zwiekszone aktywnosci kwasnych fosfataz oraz przejéciowy
wzrost stezenia P w cieczy trawiennej. Wzrost stezenia P w soku trawiennych nastepujacy po karmieniu
jest przej$ciowo, ale za to bardzo znaczgco stymulowany przez NO. Dodatek donora NO znacznie

zwiekszat takie aktywnosci kwasnej fosfatazy. Obserwacje te sugerujg, ie wywotane przez NO
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przyépieszenie pozyskiwania zwigzkéw odzywczych obejmuje takie poprawe wydajnosci uwalniania
fosforu z pokarmu i, jak wskazujg wyniki pomiaréw catkowitego P w cieczy trawiennej, zwigkszenie
dostepnosci tego skfadnika odzywczego stanowigcego Zrédio kluczowego makroelementu limitujgcego
wzrost roslin migsozernych.

Rozpatrywanie roli ROS w trawieniu pokarmu w putapkach dzbanecznika wymaga
uwzglednienia potencjalnego udziatu tych substancji w nieenzymatycznym uwalnianiu z niego
substancji odzywczych. Zdaniem niektérych autorow, ROS mogg wplywaé na trawienie pokarmu
w organach putapkowych ro$lin migsozernych poprzez modyfikowanie bialek na drodze oksydacyjnej.
Tego rodzaju modyfikacje mogga utatwiac trawienie pokarmu przez proteazy, powodujac destabilizacje
struktury przestrzennej polipeptydow, co moze zwiekszaé dostepno$é miejsc rozpoznawanych przez
enzymy trawienne. Jednak, z drugiej strony, zmiany oksydacyjne mogg utrudnia¢ dezintegracje biatek
w procesie trawienia jezeli ich nastepstwem jest agregacja biatek lub powstawanie dodatkowych
potaczer pomiedzy taricuchami polipeptydowymi. Zmiany te mogg maskowa¢ miejsca rozpoznawalne
przez proteazy, zmniejszajac wydajnosé dekompozycji biatek. Modyfikacje oksydacyjne biatek
pokarmowych, takie jak karbonylacja, moga zachodzi¢ po umieszczeniu pokarmu w puiapce ale
karbonylowane biatka mogg takie dostawa¢ sie do cieczy trawiennej wraz z pokarmem. Tak sytuacja
miata miejsce w ukfadach doéwiadczainych stosowanych przez Doktorantke, gdyz roztwor biatka jaj
kurzego zawierai liczne biatka z grupami karbonylowymi. Jednocze$nie, w pewnym zakresie,
modyfikacje tego typu byly obecne takie w putapkach niekarmionych. W kolejnych dniach po karmieniu
zmniejszata sie liczba karbonylowanych biatek wprowadzanych wraz z pokarmem, co moie wskazywac,
ze s one skutecznie trawione i wchianiane. W publikacji z 2025 roku Doktorantka zaktada, ie
karbonylowane peptydy stymuluja aktywnos¢ proteolityezng poprzez aktywacje proteasomu 208, co
jednak wymaga weryfikacji eksperymentalnej. Ponadto Doktorantka spekuluje o moiliwej roli
karbonylacji, w regulacji aktywnoéci natywnych biatek cieczy trawiennej o czym moze swiadczy€ ich
obecnoéé w niekarmionych pufapkach. Postawiona zostata teza, e wprowadzenie biatek
karbonylowanych wraz z pokarmem moze stanowi¢ sygnat do rozpoczecia procesu trawienia. W jaki
sposéb mozna zweryfikowac ta teze oraz zatozenie, ze karbonylacja rzeczywiscie usprawnia trawienie
biatek?

Podsumowujac naleZy stwierdzi¢, ze badania zrealizowanie przez Panig mgr Agnieszke Wal
dostarczyly nowej wiedzy o regulacji trawienia pokarmu w putapkach dzbanecznika, w kontekscie
zaangazowania w ten proces reaktywnych form tlenu i azotu. Szczegélnie istotnym osiggnigciem byto
zademonstrowanie, ze NOx stymuluje aktywnos$¢ enzymoéw zaangaiowanych w trawienie pokarmu,
poprzez zwiekszenie poziomu ekspresji kodujacych je genéw. Duza warto$§¢ poznawcza ma opis
relacji pomiedzy RNS i ROS zawarty w publikacjach skiadajacych sie na przedstawiong do oceny
rozprawe doktorska. Zaleta projektu doktorskiego Pani mgr Agnieszki Wal byto kompleksowe ujecie
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badanego zagadnienia poprzez umieszczenie roli RSN | ROS w szerokim kontekscie badawczym
obejmujacym analizy licznych parametréw biochemicznych cieczy trawiennej takich jak zawartosé
fenoli, flawonoidéw, zwigzkéw z grupami -SH, skiad pierwiastkéw, czy aktywnosc peroksydaz.
Doktorantka dysponuje takie umiejetnoicia dokonywania syntezy zgromadzonej wiedzy © czym
$wiadczy artykut przegladowy wilaczony do rozprawy oraz dobrze napisany komentarz autorski.
Stwierdzam, ze mgr Agnieszka Wal wykazata sie umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia pracy

naukowej i doskonalenia warsztatu badawczego w zakresie biologii eksperymentalnej roslin.

Whiosek koricowy

Podsumowujgc, wysoko oceniam przedstawiona do oceny rozprawe doktorska oraz stwierdzam, e
w petni spetnia ona wymogi okreélone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZszym
i nauce {Dz. U. z 2024 . poz. 1571 z p6in. zm.), w trybie okreslonym Uchwatg Nr 89-2022/2023 Senatu
SGGW z dnia 26 czerwca 2023 roku w sprawie uchwalenia Regulamindéw przeprowadzania postepowari
w sprawie nadania stopnia doktora w Szkole Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie. Dlatego
tez z petnym przekonaniem przedktadam wniosek do Rady Naukowe] w Dyscyplinie Nauki Biologiczne
Szkoty Gtdwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Wal do
dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie, z uwagi na wysokg warto$¢ prowadzonych badan, w tym rdéznorodnosé
zastosowanych metod badawczych, walory poznawcze uzyskanych wynikéw opublikowanych

w renomowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, wnioskuje o wyréznienie niniejszej

rozprawy doktorskiej.
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