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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pana mgr Sebastiana Burchardta pt. ,,Ocena przydatnosci kwasu poli-y-
glutaminowego (y-PGA) w fagodzeniu skutkow suszy glebowej w korzeniach tubinu zéttego
(Lupinus luteus L.)” wykonanej w Katedrze Fizjologii Ro$lin i Biotechnologii, Wydziatu Nauk
Biologicznych i Weterynaryjnych Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, pod
kierunkiem Dr hab. Emilii Wilmowicz, prof. UMK, oraz Dr Agaty Kucko z Katedry Botaniki
i Fizjologii Roslin Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie (promotor
pomocniczy).

Recenzje wykonano na zlecenie prof. dr hab. Justyny Rogalskiej, Dziekana Wydziatu
Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu w
oparciu 0 uchwale Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu nr 28 z dnia 17.04.2026.

Pan mgr Sebastian Burchardt jest autorem 5 publikacji w czasopismach znajdujacych
si¢ na liscie JCR. W dwoch publikacjach Doktorant jest pierwszym autorem, jak na poczatek
drogi naukowej posiada on dos¢ wysoki indeks Hirsha wynoszacy 4, liczbe cytowan 72, oraz
sumaryczny IF 25,8 — biorgc pod uwagg 5-cio letni IF czasopism (zgodnie z wykazem Web of
Science, dostep w dniu 3.07.2026). Sa to prestizowe wysoko notowane czasopisma takie jak
BMC Plant Biology, IJMS MDPI, czy Environmental and Experimental Botany.

Kandydat aktywnie brat udziat w zdobywaniu funduszy na pokrycie kosztow szkolen oraz
realizacje badan (np. sktadat wnioski o fundusze w ramach dziatalnosci statutowej Szkoty
Doktorskiej Nauk Scistych i Przyrodniczych Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu).
Badania wykorzystane w monografii przedstawionej do recenzji finansowane byly z
nastepujacych zrodet: program Diamentowy Grant 1X, dwa konkursy Grants 4NCU Students
w ramach programu IDUB (Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza na Uniwersytecie
Mikotaja Kopernika w Toruniu), fundusze CExFact w ramach IDUB, minigrantow Szkoty
Doktorskiej Nauk Scistych i przyrodniczych AST na szkolenia specjalistyczne oraz $rodkow
na podstawowg dziatalno$¢ badawczg Katedry Fizjologii Roslin i Biotechnologii UMK (PDB,
lata 2022-2025). Finansowanie obejmowato zaréwno realizacje projektow badawczych, jak i
rozw0] kompetencji doktoranta poprzez udziat w szkoleniach proteomicznych i
chromatograficznych.

Zakres i roznorodnos$¢ zrodet finansowania wskazujg na wysoka aktywno$¢ doktoranta w
pozyskiwaniu §rodkéw oraz jego zaangazowanie w pracg zespotow badawczych (m.in. Zespotu
dr hab. Krzysztofa Zienkiewicza, prof. UMK). Jednocze$nie $wiadcza o umiejetnosci
skutecznego planowania wlasnego rozwoju naukowego, prowadzonego w konsultacji z dr hab.
Emilig Wilmowicz, prof. UMK, oraz dr Agata Kucko — promotorkami rozprawy doktorskiej.

Szczegdlnie wartoSciowe jest uzyskanie Diamentowego Grantu oraz dwukrotne
finansowanie w konkursach Grants 4NCU Students, co wskazuje jednocze$nie na poziom
zgtaszanych projektéw, oraz ich zgodno$¢ z dominujaca tematyka badawcza Katedry.
Wilaczenie doktoranta w zespol CExFact oraz udzial w specjalistycznych szkoleniach



proteomicznych i1 chromatograficznych $wiadcza o konsekwentnej rozbudowie warsztatu
metodycznego kluczowego dla realizacji pracy doktorskiej. Lista zrédel funduszy jest
kompletna, klarownie uporzadkowana i w sposob przekonujacy przedstawia zaplecze
finansowe, na ktoérym opieraty si¢ prowadzone badania.
Tytut rozprawy doktorskiej w petni odzwierciedla zakres przeprowadzonych i1 opisanych
w dysertacji badan.
Rozprawa doktorska mgr Sebastiana Burchardta dotyczy wieloaspektowej analizy roli
kwasu poli y-glutminowego w lagodzeniu stresu abiotycznego jakim jest deficyt wody u
Lupinus luteus. Analizy te dotycza regulacji homeostazy redoks, fitohormonalnej oraz
lipidowej, a takze przebudowy $ciany komoérkowej. Wymienione procesy stabilizuja
metabolizm komorek korzeni lubinu zoéttego. Doktorant w rozdziale Cel pracy stusznie
nawigzuje do tradycji badan i wieloletniego dorobku Katedry Fizjologii Ro$lin i Biotechnologii
UMK, podkreslajac cigglos¢ badan nad reakcjg Lupinus luteus na stres suszy glebowej.
Wskazanie trzech gtéwnych nurtow badawczych — fitohormonalnego, $cian komérkowych oraz
stresu oksydacyjnego — tworzy spdjne tto merytoryczne i dobrze uzasadnia potrzebe
rozszerzenia analiz o wptyw egzogennego kwasu poli y-glutaminowgo na system korzeniowy.

Ocena i uwagi dotyczace poszczegolnych rozdzialow

W otrzymanej do recenzji pracy liczacej 156 stron druku wystepuja wszystkie elementy
typowe dla rozpraw doktorskich zatem speilnia ona wymagania formalne i merytoryczne
stawiane tego typu opracowaniom. Recenzowana rozprawa doktorska zostata napisana w
sposob staranny i przejrzysty do czego poza dobrym odbiorem tekstu przyczyniaja si¢ figury
(22), fotografie (3), schematy (7), Tabele (12). W przypadku figur pojawia si¢ drobna
niespdjnos¢ formatu (figura nr 10: ,,Fig. 10”, zamiast Figura 10). Natomiast wiaczone elementy
graficzne utatwiajg odbior opisu doswiadczen 1 wynikow badan co jest duzym plusem rozprawy
doktorskiej Pana mgr Sebastiana Burchardta.

W przedstawionym opracowaniu Doktorant zamiescit bardzo rozbudowany rozdziat
Literatura obejmujacy 469 pozycji. W spisie dominujg Zrédla angloj¢zyczne 449 (95,7%) ale
mamy tez 20 prac polskoj¢zycznych, ktore zapewniajg kontekst krajowy dla badan nad tubinem
i rolnictwem w Polsce. Literatura jest bardzo aktualna — 31,6% pozycji pochodzi z ostatnich
picciu lat (2021-2026), co oddaje intensywny rozw6j badan nad tolerancjg stresu,
biostymulatorami, y-PGA, mikrobiomem i fizjologig roslin. Zestawienie obejmuje zaréwno
klasyczne prace o znaczeniu fundamentalnym, jak i najnowsze publikacje z wiodacych
czasopism (Nature Climate Change, Plant Physiology, Frontiers in Plant Science, BMC Plant
Biology). Dobor literatury jest szeroki, interdyscyplinarny i1 spdjny z zakresem badan,
obejmujac fizjologie stresu, biochemie, cytologi¢, mikrobiologi¢ glebowa, symbioze z
bakteriami brodawkowymi oraz zagadnienia klimatyczne. Pojawiajg si¢ tu jedynie drobne
niespojnosci typograficzne, ktore nie wptywaja na wysoka oceng catosci rozdziatu Literatura.
Tak rozbudowany wykaz literatury, ktory na pewno wyrdznia prace Pana mgr Sebastiana
Burchardta ma swoj wydzwiek w obszernym 1 wyczerpujacym rozdziale Wstep oraz Dyskusja.
Autor zrezygnowal z typowego rozdziatu przeglad literatury, ale wspomniany wcze$niej
rozdzial Wstep zawiera kilka kluczowych podrozdziatow, do ktérych wroce w dalszej czesci
recenzji.

Po dodatkowych informacjach na temat finansowania badan i rozwoju warsztatu
metodycznego Doktoranta, w rozprawie znajdujmy Spis treSci (str.6-7), nastgpnie Wykaz
stosowanych skrotow (str.8-9), ktory jest pomocny, zwlaszcza w tego typu pracach
zawierajacych tresci molekularne i biochemiczne, dalej Wykaz tacinskich i polskich nazw
gatunkowych stosowanych w pracy (str. 10-11) nastgpnie Streszczenie (Str.12-13) i Abstract
(str. 14-15). W rozdziale 1. Wstep liczacym 25 stron  Autor zamiescit informacje dajace



kompleksowy, aktualny i merytorycznie spojny przeglad literatury dotyczacy problemu suszy,
mechanizméw obronnych ro$lin, znaczenia ro$lin motylkowatych, wigzania azotu
atmosferycznego przez bakterie symbiotyczne i rowniez mozliwosci tagodzeniu skutkow suszy
glebowej w korzeniach tubinu zoéttego dzigki biostymulantom jak y-PGA. W koncowej czeSci
rozdziatu Wstep Doktorant podkreslit luki w wiedzy na temat mechanizméw przeciwdziatania
suszy glebowej w systemie korzeniowym, co dato okazje do ptynnego przej$cia do zalozen
badawczych i celu pracy. Dlatego tez pozwolg sobie o doktadniejsze spojrzenie na rozdziat
Wstep.

W podrozdziale 1.1., pt. ,,Susza w warunkach zmian klimatycznych” Doktorant opisuje
rodzaje suszy (glebowa, atmosferyczna, hydrologiczna) oraz podaje przyczyny ich
wystepowania (hydrologiczne, atmosferyczne, klimatyczne, antropogeniczne). Zwraca uwage
na wplyw suszy na fizjologie roslin (szereg proceséw biochemicznych ale rowniez dostepnosc
sktadnikoéw odzywczych pobieranych w formie rozpuszczonej w wodzie, poza samym brakiem
wody w strefie korzeniowej to réwniez czynniki wplywajace na ograniczenie plonowania
ro$lin, plonowanie jest tez redukowane z powodu skracania kresu wegetacji z powodu deficytu
wody. Ze wzgledu na zmiany klimatyczne problem suszy w przyszto$ci moze si¢ nasila¢, juz
w tym momencie dotyczy krajow strefy subtropikalnej a od wielu juz lat jest to coraz
powszechniejszy problem w Polsce. Od poczatku XXI wieku wzrasta czestotliwose
wystepowania suszy glebowej, szczeg6élnie w centralnej i zachodniej czesci Polski. Doktorant
zwraca uwag¢ na straty w plonowaniu strategicznych dla polskiej gospodarki roslin jak
pszenica, kukurydza, rosliny okopowe. W kolejnym podrozdziale 1.2. ,,Mechanizmy
adaptacyjne ro$lin do stresu suszy” Kandydat opisuje mechanizmy przystosowawcze roslin do
stresu suszy. Susza glebowa wywoluje u roslin kaskade zaburzen obejmujacych ograniczenie
wzrostu, uszkodzenia aparatu fotosyntetycznego, zaklocenia proceséw generatywnych oraz
glebokie zmiany w funkcjonowaniu korzeni, ktore decyduja o tolerancji na deficyt wody.
Niedobor wody prowadzi do zamykania aparatow szparkowych, spadku fotosyntezy i
nadprodukcji reaktywnych form tlenu, inicjujacych stres oksydacyjny, degradacje
makroczasteczek 1 peroksydacje lipidow. W odpowiedzi ro$liny aktywuja systemy
antyoksydacyjne (SOD, CAT, APX, GWPX) oraz syntetyzuja osmoprotektanty, zwtaszcza
proling, ktora stabilizuje struktury komodrkowe, reguluje potencjat wody i1 peni funkcje
antyoksydantu. Jednoczesnie susza modyfikuje metabolizm lipidow (NAE/FAAH),
przebudowuje $ciang komorkowa poprzez zmiany w celulozie, hemicelulozach 1 pektynach
oraz wplywa na architekturg systemu korzeniowego 1 aktywnos$¢ akwaporyn, co umozliwia
utrzymanie transportu wody i minimalizacj¢ strat hydraulicznych. Cato$¢ tych procesow
odzwierciedla ztozong, wielopoziomowa adaptacje roslin do deficytu wody. Kolejnym waznym
zagadnieniem prezentowanym we Wstepie jest ,,Rola mikroorganizméw ryzosferowych
promujacych wzrost roslin”. Bakterie ryzosferowe PGPR wspierajg ro§liny w warunkach stresu,
zwigkszajac dostepnos¢ sktadnikow mineralnych poprzez wigzanie azotu 1 solubilizacje
fosforu, potasu czy cynku, a takze modulujac gospodarke hormonalng roslin dzigki produkcji
auksyn (IAA) oraz enzymu ACC-deaminazy, ktory ogranicza stresowe podwyzszenie etylenu.
Dodatkowo PGPR syntetyzuja siderofory ulatwiajace pobieranie zelaza 1 jednocze$nie
hamujace rozwdj patogenéw. Wplywaja réwniez na ekspresje genow zwigzanych z
odpornoscig i rozwojem korzeni poprzez aktywacje szlakéw JA 1 ET, uruchamiajgc mechanizm
indukowanej odpornosci systemicznej (ISR). Dzigki tym wielokierunkowym dzialaniom PGPR
poprawiajg wzrost, funkcjonowanie i tolerancje roslin na susze. Bardzo trafnym okazat sig¢
kolejny podrozdziat Wstepu 1.3. ,,Ro$liny straczkowe”, w ktérym Doktorant przedstawit tg
grupe roslin w aspekcie ich znaczenia gospodarczego i sSrodowiskowego. Rosliny stragczkowe
(Fabaceae) maja kluczowe znaczenie gospodarcze i srodowiskowe dzieki wysokiej zawartos$ci
biatka w nasionach, szerokiemu wykorzystaniu w zywieniu ludzi 1 zwierzat oraz wyjatkowe;j
zdolnosci do biologicznego wigzania azotu, ktdra poprawia Zyzno$¢ gleby i ogranicza potrzebe
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stosowania nawozow mineralnych. Wilaczane do ptodozmianu zwickszaja produktywnos¢
ro$lin nastepczych, poprawiaja strukturg, retencj¢ wody i aktywno$¢ mikroflory glebowe;j, a
takze redukujg emisje gazow cieplarnianych. Szczegodlnie istotna jest ich symbioza z bakteriami
Rhizobium, umozliwiajaca redukcje azotu atmosferycznego do amoniaku, co wzbogaca
ryzosfere w przyswajalne formy azotu na poziomie 100-300 kg N-ha™' rocznie. Dzi¢ki tym
wlasciwo$ciom ro$liny straczkowe stanowig fundament zrownowazonych agroekosystemow i
wazny komponent produkcji rolniczej. Kolejny logiczny element Wstepu zamieszczony przez
Doktoranta dotyczy symbiozy roslin straczkowych z bakteriami brodawkowymi. Polega ona
na tworzeniu brodawek korzeniowych, w ktorych bakterie Rhizobium/Bradyrhizobium
przeksztalcaja si¢ w bakteroidy zdolne do redukcyjnego wigzania azotu dzigki nitrogenazie
dziatajgcej w warunkach kontrolowanego stezenia tlenu regulowanego przez leghemoglobing.
Proces nodulacji jest inicjowany przez wymiang sygnatéw: ros§linne flawonoidy aktywuja
bakteryjne geny nod poprzez regulator NodD, co prowadzi do syntezy czynnikow Nod
rozpoznawanych przez receptory korzeniowe 1 uruchamiajgcych kaskade sygnatowa
obejmujaca naptyw Ca**, reorganizacj¢ cytoszkieletu oraz ekspresj¢ wczesnych i1 pdznych
gendw nodulinowych odpowiedzialnych za formowanie nici infekcyjnych, rozwoj brodawek i
funkcjonowanie nitrogenazy. Efektywno$¢ wigzania azotu jest silnie zalezna od warunkow
srodowiskowych — susza, wysoka temperatura, podwyzszone pH oraz niedobdr zelaza
ograniczaja aktywno$¢ nitrogenazy, transport asymilatow 1 stabilno§¢ brodawek, czynigc ten
proces najbardziej wrazliwym na stres u straczkowych. Inokulacja nasion odpowiednimi,
host-specyficznymi szczepami Bradyrhizobium znaczaco zwigksza liczbe i mase brodawek,
aktywno$¢ nitrogenazy oraz plon, szczegolnie na glebach ubogich w autochtoniczne rizobia.
Brodawki Lupinus luteus maja forme¢ nieokreslong, lupinoidalng, z merystemem
umozliwiajacym ich wzrost i wysoka aktywno$¢ metaboliczng na korzeniu gléwnym, co
zapewnia efektywny transport zwiazkéw azotowych do czesci nadziemnych. Doktorant opisat
réwniez role tubinu zoéttego (Lupinus luteus) jako cennego gatunku strgczkowego o wysokiej
wartos$ci paszowej 1 duzej zawarto$ci biatka, ktory poprawia zyznos$¢ gleb dzigki efektywnemu
wigzaniu azotu, lecz jego uprawe ogranicza silna wrazliwo$¢ na susze. Deficyt wody hamuje
wzrost korzeni, redukuje liczbg brodawek 1 aktywnos$¢ nitrogenazy, a takze zaburza gospodarke
hormonalng poprzez indukcje biosyntezy ABA (LIZEP) i etylenu (LIACS, LIACO), co prowadzi
do akumulacji ACC 1 spadku zawarto$ci zelaza, pogarszajac funkcjonowanie brodawek. W
procesie organogenezy brodawek kluczowa role odgrywa gen LIBOP, ktorego ekspresja
koreluje z aktywnoscig leghemoglobiny i1 prawidlowym réznicowaniem tkanek. Susza, wysoka
temperatura 1 podwyzszone pH gleby silnie obnizajg efektywnos¢ symbiozy, czynigc wigzanie
azotu najbardziej wrazliwym procesem fizjologicznym u tubinu. Mimo licznych zalet
agronomicznych, podatno$¢ na stres wodny stanowi gtdwne ograniczenie jego uprawy i
uzasadnia potrzebg intensywnych badan nad mechanizmami tolerancji suszy. W kolejnym
podrozdziale Wstepu 1.4., ,,Biologiczne metody tagodzenia stresu” Doktorant przedstawia
znaczenie naturalnych biopolimerdow, ktore moga stanowi¢ obiecujace narzgdzie tagodzenia
stresOw abiotycznych, poprawiajac wzrost roslin, wiasciwosci gleby 1 funkcjonowanie
mikrobiomu ryzosfery. Chitozan wzmacnia fotosynteze i systemy antyoksydacyjne, alginiany
poprawiajg retencj¢ wody 1 umozliwiaja immobilizacj¢ PGPR, a egzopolisacharydy
mikroorganizmow zwigkszaja porowato$¢ gleby i tworza hydrofilowa mikrosfere wokot
korzeni. Szczegdlne znaczenie ma kwas poli-y-glutaminowy (y-PGA), naturalny biopolimer
Bacillus, ktorego unikalne wtasciwosci hydrofilowe, chelatujace i strukturalne wynikaja z
obecnosci wigzah y-amidowych oraz zmiennej konformacji zaleznej od pH 1 stezenia. Kwas
poli-y-glutaminowy poprawia pojemnos¢ wodna gleb, stabilizuje agregaty, zwigksza
efektywnos¢ wykorzystania wody 1 plonowanie wielu gatunkdéw, wzmacnia fotosynteze,
aktywno$¢ enzyméw antyoksydacyjnych, akumulacj¢ proliny oraz regulacj¢ hormonalng
(ABA). Dziata takze jako nosnik sktadnikow nawozowych, ograniczajgc ich wymywanie i
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zwiekszajac dostepnos¢, co podnosi plony o 10-30% przy jednoczesnej redukcji zuzycia
nawozow mineralnych. Ponadto moduluje mikrobiom ryzosfery, stymulujac PGPR i
poprawiajac pobieranie sktadnikow pokarmowych, produkcje fitohormondéw oraz odpornos¢
na susze. Dzigki temu y-PGA stanowi wszechstronny biopolimer o duzym potencjale
aplikacyjnym w rolnictwie zrOwnowazonym.

Ten podrozdzial wyraznie przywotuje duzy aplikacyjny potencjat badan podjetych
przez Doktoranta. Mamy tu wyrazne logiczne powigzanie zagadnienia podstawowego jak rola
v-PGA w procesach fizjologicznych towarzyszacych suszy glebowej, wigzaniu azotu przez
bakterie symbiotyczne a stad wyplywa aspekt aplikacyjny w postaci zabezpieczenia
plonowania roslin na odpowiednim poziomie pomimo stresu suszy glebowej.

Doktorant po przeanalizowaniu dost¢pnych informacji na temat y-PGA, trafnie zwraca
uwage na duza luke informacyjng zwigzang ze stabo poznanym wptywem tego biostymulatora
na system Kkorzeniowy zwlaszcza w odniesieniu do Lupinus luteus. PodkreSla, ze
dotychczasowe badania nad y-PGA koncentrowaly si¢ gléwnie na gatunkach modelowych
takich jak kukurydza, czy rzepak w aspekcie funkcjonowania cz¢sci nadziemnych roslin.
Brakuje danych dotyczacych molekularnych mechanizméw dziatania y-PGA w korzeniach,
jego wpltywu na sygnalizacje hormonalng, ekspresj¢ gendéw stresowych, aktywnos$¢ biatek
obronnych, metabolizm oraz ksztattowanie brodawek korzeniowych. Ta luka badawcza
uzasadnia podjecie analiz obejmujacych trzy hipotezy: (1) skutecznos$¢ biostymulacji zalezy od
dawki i1 terminu aplikacji y-PGA, (2) polimer stabilizuje strukture¢ brodawek, wzmacnia
potencjat antyoksydacyjny i modyfikuje Sciany komoérkowe, zmniejszajac podatnos¢ na susze,
(3) zwigkszona tolerancja wynika z regulacji hormonalnej, lipidowej i zmian w profilu
biatkowym korzeni. Wyniki takich badan moga mie¢ znaczenie zarowno poznawcze, jak 1
aplikacyjne, wspierajac rozwoj biostymulatorow dla straczkowych w warunkach nasilajacych
si¢ zmian klimatycznych. W tekscie Wstepu pojawiajg si¢ drobne niuanse terminologiczne jak
np. okreslenie ,,hodowli zwierzecej” (str. 26), cho¢ kontekst dotyczy zywienia 1 wartosci
pokarmowej pasz. Hodowla odnosi si¢ do dziatalno$ci tworczej opartej na zasadach genetyki,
ukierunkowanej na doskonalenie i tworzenie nowych ras zwierzat, dlatego w tym miejscu
wlasciwszym terminem bylby ,,chow zwierzat”. Ale nie wptywaja one istotnie na wysoka
warto$s¢ merytoryczng tego rozdziatu.

Wstep zostat opracowany w sposob klarowny, logiczny 1 dobrze oddajacy
wielopoziomowy charakter odpowiedzi roslin na deficyt wody. Doktorant umiej¢tnie integruje
kluczowe procesy fizjologiczne, biochemiczne 1 molekularne, przedstawiajac zaroéwno
bezposrednie skutki stresu suszy, jak i wtérne mechanizmy adaptacyjne obejmujace systemy
antyoksydacyjne, syntez¢ osmoprotektantow, przebudowe Sciany komorkowej oraz zmiany w
metabolizmie lipidéw 1 architekturze systemu korzeniowego. Podobnie syntetycznie i
poprawnie hierarchizuje zagadnienia dotyczace dziatania bakterii PGPR, roli roslin
straczkowych w agroekosystemach oraz ztozonej biologii nodulacji.

Nastepnie w rozdziale 2. Cel pracy Kandydat prawidlowo przedstawil hipoteze
badawcza i cel pracy doktorskiej. Nawigzuje do prowadzonych badan w Katerze Fizjologii
Roslin i Biotechnologii nad wptywem suszy na funkcjonowanie systemu korzeniowego w
aspekcie fitohormonalnym, modyfikacji struktury i funkcji $cian komorkowych oraz stresu
oksydacyjnego. Ogoélnie rzecz ujmujgc Doktorant postawit sobie za cel sprawdzenie czy
egzogenny Y-PGA moze tagodzi¢ negatywne skutki suszy glebowej w systemie korzeniowym
i w brodawkach korzeniowych tubinu zéttego (Lupinus luteus). Aby zrealizowac ten cel ogolny
zaplanowal nastgpujace cele szczegotowe:

1. Ocena dzialania y-PGA obejmujaca analize wzrostu 1 nodulacji (pokroj roslin), kondycji
fotosyntetycznej (Fv/Fm), gospodarki wodnej korzenia oraz poziomu proliny jako kluczowego
osmoprotektanta.



2. Ocena ultrastruktury brodawek, ekspresji genéow (LILOX, LIACS, LIACO, LIZEP, LILOX,
LILBOP, LILbI) w reakcji na suszg, funkcjonowania systemu antyoksydacyjnego (H202, ASC,
SOD, CAT, APX, GWPX), poziomu MDA jako markera peroksydacji lipidow, zmian w
sktadzie i estryfikacji pektyn oraz akumulacji ksyloglukanow.

3. Ocena wplywu y-PGA na homeostaz¢ hormonalng brodawek poprzez immunolokalizacj¢
ABA, ACC i JA.

4. Ocena wptywu y-PGA na metabolizm kwasow tluszczowych poprzez oznaczenie poziomu
LOX oraz lokalizacj¢ FAAH.

5. Ocena odpowiedzi tubinu zoéttego na y-PGA na poziomie proteomu poprzez identyfikacje
biatek.

Cele szczegdtowe sg kompletne, poprawnie pogrupowane i obejmujg wszystkie istotne
aspekty funkcjonowania korzenia oraz brodawek korzeniowych w warunkach stresu. Ich
struktura jest przejrzysta, cho¢ momentami bardzo rozbudowana; mimo to zachowujg logiczna
sekwencj¢ od poziomu morfologicznego, przez fizjologi¢ i biochemie, az po proteom. Taki
uktad dobrze odzwierciedla kompleksowy charakter pracy.

Tu mam jednak uwage redakcyjna. W przedstawionym celu szczegélowym pojawia si¢
sformulowanie ,,zbadanie wptywu y-PGA na strukture komorek”, ktore w swojej obecnej
formie moze by¢ odebrane jako nieco zbyt ogolne. Poniewaz dalsza czes$¢ celu jednoznacznie
wskazuje, ze analizie poddano komorki brodawek korzeniowych, warto byloby rozwazy¢
doprecyzowanie tego juz w pierwszym zdaniu, aby od poczatku zachowa¢ petng klarownos¢ i
spdjnos$¢ opisu. Drobna korekta mogtaby polega¢ na zmianie pierwszego zdania na bardziej
precyzyjne, np..,, Zbadanie wpbywu y-PGA na strukture komorek brodawek korzeniowych oraz
na przemiany zachodzqce na poziomach genetycznym i biochemicznym w oparciu o wyniki
analiz:...”. Takie doprecyzowanie nie zmienia tresci merytorycznej celu, lecz podnosi jego
przejrzystos¢ 1 utatwia odbidr calego zestawu analiz. Sugestia ta ma charakter redakcyjny —
sama koncepcja badawcza jest logiczna i dobrze umotywowana, a rozwinigcie celu jasno
pokazuje, ze doktorant skupit si¢ na strukturze brodawek oraz procesach molekularnych i
biochemicznych w tych organach.

Mocna strong rozdziatu Cel pracy jest syntetyczne przedstawienie hipotez badawczych,
ktore sg logicznie powiagzane z wykazang przez Doktoranta luka badawcza i obejmujg zar6wno
aspekty aplikacyjne (dawka, termin stosowania — tu zwracam uwagg na znaczenie wynikow dla
praktyki rolniczej co potencjalnie wzmacnia warto$¢ aplikacyjng badan), jak i poznawcze
(homeostaza strukturalna, regulacja hormonalna, profil lipidowy i biatkowy).

Rozdzial Materialy 1 metody (rozdzial 3.) zostal opracowany wiasciwie i czytelnie.
Rozdzial ten podzielona na dwa moduty, Materiaty (3.1.) liczacy 3 podrozdzialy oraz
rozbudowany modut Metody (3.2.), liczacy 10 podrozdziatow, co przy tak rozbudowanej
problematyce badawczej jak najbardziej uzasadnione. Charakterystyka materiatu roslinnego
przeznaczonego do badan zostala przedstawiona w formie opisu, material stanowita odmiana
tubinu Zottego Taper. Zostata wyhodowana przez Poznanska Hodowle Roslin sp. z 0.0. (z
siedzibg w Tulcach). Byta to ceniona, wczesna odmiana samokonczgca, wpisana do polskiego
Krajowego Rejestru w 2002 roku. W tym module przedstawiono sposob przygotowania
doswiadczenia (gleba, siew, traktowanie nasion, warunkow wzrostu, aplikacja y-PGA).

Do tej czeSci mam dwie drobne uwagi, ktore sa réwniez motywem do rozwinigcia dla
Doktoranta podczas prezentacji.

1. W opisie odmiany ‘Taper’ wspomniano o jej ,,wyzszej odpornosci na antraknozg”. W
dostgpnych charakterystykach hodowlanych odmiana ta nie jest jednak klasyfikowana jako
odporna, lecz raczej jako umiarkowanie podatna. Warto rozwazy¢ doprecyzowanie tego
fragmentu, aby opis cech odmiany byt w pelni zgodny z danymi literaturowymi. Jednoczes$nie
warto podkresli¢, ze rzeczywista cecha wyrdzniajaca ‘Taper’ jest jej samokonczacy typ



wzrostu, jako pierwszej takiej odmiany zarejestrowanej w Polsce. A zagadnienie to rozwinigcia
przez Doktorant moze dotyczy¢ kwestii jakie odmiany mozna wskaza¢ jako odporne na
antraknoze?

2. Kolejna drobna niescistos¢ dotyczy aplikacji y-PGA. W opisie metodyki podano, ze roztwor
v-PGA aplikowano ,,po 15 ml na rosling”. Sformutowanie to jest poprawne ilosciowo, jednak
nie precyzuje miejsca aplikacji. Poniewaz y-PGA moze by¢ stosowany zarowno doglebowo -
wptywa gltownie na korzen, brodawki, gospodarke wodna, jak i bezposrednio na rosling:
nadziemne organy roslin - wplywa na sygnalizacje, hormony, stres oksydacyjny, okolice szyjKi
korzeniowej — efekt posredni. W przypadku zwigzkéw mogacych by¢ stosowanych zarowno
doglebowo, jak 1 bezposrednio na rosling, moze prowadzi¢ do niejednoznacznosci. Dla pelnej
klarowno$ci metodycznej warto bytoby doprecyzowac, ze roztwor podawano do gleby w strefie
korzeniowej, moge si¢ domysla¢, ze roztwér tak byl podawany biorgc pod uwage cel
opracowania.

Drobna uwaga dotyczy Schematu 6., str.45. W schemacie pojawia si¢ skrot ,,PGA”, ktory w
praktyce komercyjnej bywa stosowany zamiennie z ,,y-PGA”, jednak w ujeciu chemicznym nie
sa to pojecia rownowazne. PGA jest nazwa ogdlng dla polimerow kwasu glutaminowego,
natomiast y-PGA oznacza konkretng, naturalng forme¢ polimeru o wigzaniach peptydowych w
pozycji vy, stosowang w rolnictwie 1 kosmetyce. Dla zachowania pelnej precyzji
terminologicznej w pracy doktorskiej zasadne byloby konsekwentne uzywanie oznaczenia
»Y-PGA”.

Poza drobnymi uwagami Metodyka zostala w pracy opisana bardzo skrupulatnie, a
Autor szczegotowo przedstawit wszystkie zastosowane procedury badawcze. Na wyrdznienie
zashuguje szeroki zakres przeprowadzonych przez Doktoranta doswiadczen, obejmujacy
kompleksowg oceng reakcji roslin: analiz¢ pokroju, parametry biometryczne i fizjologiczne, w
tym maksymalng wydajno$¢ fotosystemu II oraz wzgledna zawarto§¢ wody w korzeniach.
Oznaczono poziom markerow stresu i pektyn, wykonano analizy molekularne (izolacj¢ RNA,
oceng jakosci 1 ilosci RNA, qRT-PCR, analizy biatek oraz spektrofotometryczne oznaczenie
aktywno$ci peroksydazy gwajakolowej). Przygotowano rowniez material do badan
mikroskopowych, obejmujacych krojenie polcienkich skrawkoéw, analize histologiczna,
immunofluorescencyjng lokalizacje zwigzkow (3 hormony stresowe - kwas abscysynowy
ABA, 1-aminocyklopropano-1-karboksylowy ACC jako prekursor etylenu, kwas jasmonowy
JA, enzym lipidowy - FAAH, odpowiadajacy za hydrolize amidow kwasow tluszczowych.)
oraz ocen¢ ultrastruktury (ocena subkomorkowa organizacji brodawek korzeniowych w
mikroskopii TEM).
Tu rowniez drobna uwaga dotyczaca  przejrzystosci. W  opisie  procedury
immunofluorescencyjnej (3.2.9. str. 64) przedstawiono szczegdtowy przebieg reakcji, jednak
zabrakto krotkiej listy zwigzkow, ktére byly lokalizowane ta metoda. Informacja ta pojawia si¢
dopiero w Tabeli 11, dlatego warto byloby rozwazy¢ jej wyrazne wyszczegolnienie w tekscie,
aby utatwi¢ czytelnikowi szybkie zorientowanie si¢, jakie epitopy byly przedmiotem analizy.
Rozdziat 4. Wyniki jest obszernym rozdzialem co jest konsekwencjg rozbudowanego i
kompleksowego programu badawczego. Wyniki zostaty przedstawione na 30 stronach,
podzielono je na osiem podrozdziatléw: 4 .1 ,,Optymalizacja dawki oraz czasu aplikacji y-PGA”,
4.2. ,,Wptyw y-PGA na struktur¢ brodawek korzeniowych L. luteus uprawianego w warunkach
suszy glebowej”, 4.3. ,,Gospodarka redoks w korzeniach L. luteus w warunkach suszy i po
zastosowaniu y-PGA”, 4.4. ,Wpltyw y-PGA na struktur¢ $cian komorkowych brodawek
korzeniowych L. luteus w warunkach suszy glebowej”, 4.5. ,,Wptyw suszy glebowej i y-PGA
na czynniki molekularne regulujace powstawanie i funkcjonowanie brodawek korzeniowych”
4.6. ,,Wptyw y-PGA na przemiany hormonalne zachodzace w brodawkach korzeniowych L.
luteus uprawianego w warunkach deficytu wody w glebie”, 4.7. ,,Wptyw y-PGA na przemiany



lipidowe zachodzace w brodawkach i korzeniach L. luteus uprawianego w warunkach deficytu
wody w glebie”, 4.8. ,,Susza i y-PGA modyfikujg profil biatek w korzeniu L. luteus.

Zakres przedstawionych wynikow, zawierajacy analizy fizjologiczne, cytochemiczne,
molekularne, hormonalne, lipidowe i proteomiczne, $wiadczy o wyjatkowo duzym naktadzie
pracy doktoranta oraz o jego umiejetnosci prowadzenia badan o wysokim stopniu ztozonosci
ale jest dowodem, ze Pan Sebastian Burchardt bardzo efektywnie wykorzystal wiedze¢ i
praktyczne umiejetnosci zdobyte na szkoleniach w 2023 1 2025 roku. Uzyskane dane sg spojne,
wielopoziomowe i wzajemnie si¢ uzupeltniaja, co znaczaco podnosi warto$¢ naukowa dysertacji
1 stanowi bardzo mocny wkiad w zrozumienie mechanizmoéw odpowiedzi roslin
motylkowatych na stres suszy oraz roli y-PGA jako czynnika tagodzacego skutki tego stresu.

W rozdziale 5. ,,Dyskusja” Autor na 27 stronach, prawidtowo opisuje wyniki swoich
badan, konfrontujgc je z dokonaniami innych pracownikéw naukowych. Doktorant odnosi si¢
do licznej literatury gtéwnie zagranicznej i bardzo aktualnej oraz polskiej aby zaznaczy¢ role
gatunku w naszym Kraju. Sposéb przygotowania rozdziatu Dyskusja $wiadczy o bardzo
dobrych  kompetencjach Doktoranta do wykonanych badan i znajomos$ci zagadnien
zwigzanych z réznorodnos$cig proceséw fizjologicznych, biochemicznych, regulacji ekspresji
gen6éw, rownowagi hormonalnej i zmianami proteomu ale tez ultrastrukturami komorki
poddanej stresowi suszy. Kandydat wybral do testowania hipotez badawczych tubin zotty
bedacy gatunkiem o duzym potencjale pod katem zastosowania gospodarczego. Ten fakt
podnosi warto$¢ opracowania przedstawionego przez Pana mgr Sebastiana Burchardta gdyz
poza aspektem poznawczym wnosi roéwniez aspekt spoteczny, ekologiczny (ro$lina
poprawiajaca strukture gleby i wzbogacajaca w azot) i aplikacyjny gdyz przed postgpem
biologicznym w branzy hodowlanej i nasiennej tubinu staje ogromne wyzwanie dopasowania
uprawianych odmian do wymagan spotecznych (np. alergie pokarmowe jak celiakia — a tubin
jest sktadnikiem wielu bezglutenowych mieszanek), rynkowych oraz do zmieniajacych si¢
warunkow $rodowiskowych (np. globalne ocieplenie i okresy suszy). Doktorant w dyskusji
wspomina o wysokiej wartosci gospodarczej Lupinus luteus, a mimo tego jego uprawa w Polsce
ma wciaz niszowy charakter, gtéwnie ze wzgledu na wysoka wrazliwo$¢ na deficyt wody w
glebie. Wskazana w tekscie wrazliwo$¢ tubinu zo6ttego na niedobdr wody jest istotnym
ograniczeniem produkcyjnym, jednak niszowy charakter gatunku wynika rowniez z innych
czynnikdw. Prosze o rozwinigcie, jakie to czynniki? W aspekcie gospodarczego znaczenia
tubinu zo6ttego istotna bylaby ocena plonowania tej rosliny w trzech analizowanych wariantach
(optymalny — 70% WHC, susza — 25% WHC oraz susza + y-PGA). Z powodu rozbudowane;j
czesci eksperymentalnej nie uwazam, aby byt to element zmniejszajacy warto$¢ pracy. Moje
pytanie jest nast¢pujace: czy planowane sg badania dotyczace okreslenia bezposredniego
wptywu y-PGA na plon tubinu w wariantach analizowanych w obecnej rozprawie doktorskiej?
Doktorant w rozdziale Wstep powotuje si¢ na prace przegladowa Al-Wahili 1 wsp. (2023), gdzie
mozna znalez¢ informacje o 10-30% wzroscie plonowania po aplikacji y-PGA, jednak nie sg
to dane uwzgledniajace stres suszy glebowej. Stad takie bezposrednie badania miatyby duzy
potencjal aplikacyjny w uprawie nie tylko tubinu, ale roéwniez innych gatunkow
motylkowatych. Jaka jest opinia Doktoranta? Czy zastosowanie y-PGA moze zwigkszy¢
tolerancj¢ tubinu z6ttego na susz¢ w warunkach polowych i poprawi¢ stabilnos¢ plonowania na
glebach lekkich?

Autor na podstawie swoich badan w rozdziale 6. Wnioski sformutowat najistotniejsze
konkluzje wynikajace z tak obszernych badan. Mozna je przedstawi¢ w syntetycznej formie w
nastgpujacy sposob:

a) y-PGA efektywnie ostabia skutki suszy glebowej w korzeniach L. luteus, wptywajac na
stabilizacje metabolizmu podstawowego, gospodarke wodng oraz funkcjonowanie brodawek
korzeniowych



b) biopolimer ten podnosi tolerancje roslin na stres suszy glebowej, wzmacnia potencjal
antyoksydacyjny a poprzez modyfikacje sktadnikow budulcowych chroni integralnos$¢ $cian
komorkowych oraz lipidow

¢) ogranicza rownocze$nie aktywacje szlakow hormonalnych zwiazanych ze stresem i
dokonuje przeprogramowania proteomu w kierunku generowania zwigzkow ochronnych.
Dzigki uruchomieniu szeregu procesow ochronnych kwas poli-y-glutaminowy podtrzymuje
aktywnos¢ brodawek korzeniowych i stabilnos¢ symbiozy w warunkach stresu suszy.

Whioski zostaly sformutowane prawidlowo i pozostaja w peinej zgodnosci z zakresem oraz
wynikami przeprowadzonych analiz. Zwrdce uwage na zamieszczony schemat ktory w
niezwykle syntetyczny i ciekawy graficzny sposob przedstawia hipotetyczny model dzialania
y-PGA.

Whiosek koncowy

Praca doktorska Pana mgr Sebastiana Burchardta zostala wykonana poprawnie pod
wzgledem metodycznym, a warto$é jej wynikow oceniam bardzo wysoko. Uzyskane wyniki
wnoszg nowe oryginalne warto$ci poznawcze w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w
dyscyplinie nauki biologiczne. Autor posiada umiej¢tnosci wykorzystania zaawansowanych
metod molekularnych i wiasciwego ich zastosowania w wieloaspektowych badaniach wptywu
suszy glebowej na funkcjonowanie brodawek korzeniowych i korzeni Lupinus luteus — od
zaburzen gospodarki wodnej, silnego stresu oksydacyjnego, przebudowy sciany komérkowej,
zmian w metabolizmie lipidow, glebokich przesunie¢ hormonalnych i spadku ekspresji genow
symbiotycznych, az po wyrazne przeprogramowanie proteomu. Doktorant przedstawil rOwniez
wyniki potwierdzajace protekcyjnie dzialanie biostymulantow takich jak y-PGA w warunkach
deficytu wody. Doktorant wykazal sie umiejetnosciami wiasciwej interpretacji uzyskanych
wynikow. Prezentowane wyniki badan spelniajg rowniez wazny formalny wymog spojnosci
tematycznej, gdyz oscyluja wokot analiz morfologicznych, fizjologicznych, molekularnych i
anatomicznych tubinu zottego (glownie systemu korzeniowego) prowadzonego w warunkach
optymalnej wilgotnosci gleby, poddanego stresowi suszy glebowej, oraz suszy z wigczonym
biostymulantem w postaci y-PGA. Poziom edytorski rozprawy jak rowniez jej styl,
poprawnosc¢, przejrzystosé i jednoznaczno$¢ oceniam pozytywnie.

Praca doktorska Pana mgr Sebastiana Burchardta speinia zatem warunki stawiane
pracom. doktorskim okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (tekst jednolity Dz. U. z 2021 r., poz. 478) i wnosz¢ do Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie
Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczednie biorgc pod uwage
wysokg warto§¢ naukowg prezentowanego opracowania oraz potencjalne znaczenie
aplikacyjne prezentowanych wynikéw wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
Uzasadnienie zostatlo dofaczone do recenzji w osobnym wniosku do prof. dr hab. Justyny
Rogalskiej, Dziekana Wydziatlu Nauk Biologicznych i Weterynaryjnych Uniwersytetu
Mikolaja Kopernika w Toruniu.
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