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1. Dobor problematyki badawczej i tematu rozprawy

Badania eksperymentalne wchodzace w sktad recenzowanej pracy byly wykonane przez Panig mgr
Magdaleng¢ Kopycinskag w ramach projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (konkurs
OPUS), kierowanego przez promotora Doktorantki Panig prof. dr hab. Monike Janczarek, zatytulowanego
"Mechanizmy adaptacyjne Rhizobium leguminosarum bv. trifolii do warunkéw stresu srodowiskowego i w
symbiozie z koniczyng".

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest cickawg i nowatorskg pracag przedstawiajgcg, W
sposob kompleksowy i szczegdtowy zagadnienia zwigzane z wplywem jondéw cynku na wiasciwosci
fenotypowe oraz symbiotyczne szczepow R. leguminosarum bv. trifolii r6znigcych sie pod wzgledem ilo$ci
wytwarzanego egzopolisacharydu (EPS). Ponadto, Autorka podjeta si¢ trudu okreslenia wydajnosci
biosorpcji jonéw cynku przez EPS wyizolowany z hodowli jednego z analizowanych szczepow.

Wspolczesna nauka coraz wigcej uwagi poswigca monitOrowaniu stanu $rodowiska, w
szczegolnosci na obszarach silnie uprzemystowionych. Intensywny rozwoj przemystu spowodowat, iz
srodowisko glebowe i wodne terenow zindustrializowanych coraz czgsciej charakteryzuje si¢ znaczng
zawartoscig metali cigzkich. W ostatnich latach szczegdlnie duzo uwagi poswieca si¢ migdzy innymi
mozliwo$cig usuwania substancji szkodliwych, w tym metali cigzkich ze §rodowisk zanieczyszczonych na
skutek dziatalnosci antropogenicznej z wykorzystaniem do tego celu metod biotechnologicznych opartych o
wykorzystanie drobnoustrojow charakteryzujacych si¢ odpowiednim potencjalem remediacyjnym.
Zastosowanie biotechnologicznych metod remediacji stanowi istotng alternatywe dla konwencjonalnie
stosowanych fizykochemicznych metod oczyszczania srodowiska.

Do drobnoustrojow o wysokim potencjale bioremediacyjnym mozna zaliczy¢ bakterie z rodzaju
Rhizobium, ktore charakteryzuja sie zdolnosciag do nawigzywania symbiozy z roslinami motylkowatymi, a
takze syntezag duzych ilosci EPS. W naturze, polimer ten stanowi bariere ochronng bakterii przed
niekorzystnymi warunkami panujacymi w glebie. Struktura chemiczna tej substancji umozliwia
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niespecyficzne wigzanie metali ciezkich, w tym np. cynku. Dlatego mozliwo$¢ wykorzystania
drobnoustrojow zdolnych do wytwarzania duzych ilosci EPS charakteryzuje duzy potencjat aplikacyjny w
oczyszczaniu gleb i wod skazonych metalami ciezkimi przy minimalnej ingerencji w srodowisko.
Dotychczas nie przeprowadzono jednak kompleksowych badan dotyczacych wptywu jonéw cynku, na
wiasciwosci fenotypowe oraz zdolnosci symbiotyczne ryzobidéw W powigzaniu z iloScig Wytwarzanego
przez nie egzopolisacharydu. Uzasadnia to tym samym konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan, w celu
poszerzenia wiedzy zwigzanej rola EPS w adaptacji bakterii do warunkoéw stresowych wywotanych
obecno$cig jonow metali cigzkich oraz z czynnikami wptywajacymi na mechanizmy jego biosyntezy, co
nast¢pnie moze zosta¢ wykorzystane W wielu procesach biotechnologicznych, a w szczegélno$ci w
bioremediacji.

Dlatego, z catg pewnos$cig wybor tematu recenzowanej rozprawy nalezy uznac¢ za bardzo trafny i
dotyczacy aktualnego, niedostatecznie zbadanego zagadnienia, a ponadto w znacznym stopniu
wychodzacego naprzeciw oczekiwaniom praktyki. Zagadnienia jakich dotyczy recenzowana rozprawa
doktorska sg ciekawe i wpisuja si¢ W tematyke nurtu badan zwiazanych z wykorzystaniem drobnoustrojow
w biotechnologicznych procesach oczyszczania srodowiska.

2. Ocena formalno-redakcyjna pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy 182 strony. Dysertacja posiada bogatg strone
graficzng, zawiera 12 tabel oraz 42 ryciny. Skfada si¢ z 9 zasadniczych rozdzialow, typowych dla prac o
charakterze eksperymentalnym, a ponadto z 3 rozdziatow o charakterze pomocniczym. Rozprawe doktorska
rozpoczyna spis tresci oraz wykaz skrotow. W dalszej kolejnosci Autorka zamiescita streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, w kazdym przypadku konczac je spisem stow kluczowych. Zasadnicza czesé
dysertacji podzielona zostatla na rozdziaty: Wstep, Hipoteza i Cel Pracy, Materialy i Metody, Wyniki,
Dyskusja, Podsumowanie i Whnioski oraz Bibliografie. W koncowej czgséci pracy Autorka zawarta Wykaz
Tabel i Rycin oraz Zyciorys Naukowy, w ktérym poza osiagnieciami naukowymi prezentuje rowniez swoje
dokonania w ramach pracy na rzecz Wydziatu jak i Uczelni.

Oceniajac pracge pod wzgledem redakcyjnym uwazam, ze zasadniczO jest ona napisana jasnym,
zrozumiatym i w wigkszosci poprawnym jezykiem. Stron¢ graficzng dysertacji oceniam rowniez jako
poprawng. Dane zawarte w tabelach, na wykresach i schematach sa czytelne i informatywne. Sekwencja
rozdziatéw jest logiczna, tworza one zwartg harmonijng catos¢. W pracy zachowane zostaly odpowiednie
proporcje miedzy poszczegdlnymi rozdziatami. Struktura wewnetrzna rozdziatow jest dobrze uzasadniona i
podporzadkowana celom badawczym.

Zwracam jedynie uwagg, ze W przypadku dalszego wykorzystania wynikow opisanych w niniejszej
pracy, np. podczas przygotowywania publikacji naukowych warto wziag¢ pod uwage mozliwosé
ujednolicenia stosowanej terminologii i jednostek, co z pewnoscia zwigkszy czytelnos¢ omawianych
zagadnien. Jako przyktad, zarobwno w opisach jak i w tytutach rozdziatow Autorka stosuje kilka roznych
zapisow dotyczacych wykorzystywanego w pracy metalu ciezkiego: ,,cynk”, ,jony cynku”, ,.Zn?" oraz
,»ZNS04” 1,,ZnSO4 X H20”. Czas trwania hodowli lub inkubacji okreslany jest w dniach lub godzinach, np.
72 godziny lub 3 dni, stezenie NaOH wyrazane jest najczegsciej w molach, ale rowniez jako st¢zenie
normalne (dwie ostanie uwagi dotycza tylko pojedynczych przypadkéow).

Drobna uwaga redakcyjna dotyczy rowniez nazwy rozdziatu 6.3. oraz jego podrozdziatu 6.3.3., ktore
sg takie same oraz kolejnosci podrozdzialow w rozdziale Wyniki, ktore nie odpowiadaja kolejnosci
podrozdziatéw w rozdziale Materialy i Metody.



Rozdzial Wyniki zawiera pewng ilos¢ opisow bardziej charakterystycznych dla rozdziatu Dyskusja.
Na przyktad, na stronie 84 Autorka dokonuje interpretacji znaczenia wynikow uzyskiwanych w wyniku
pomiaru OD oraz CFU. Na tej samej stronie, na poczatku rozdziahi 6.1.2. ,,Wplyw jonéw Zn?* na poziom
syntezy EPS przez R. leguminosarum bv. trifolii”, Autorka odnosi si¢ do danych literaturowych, w tym
rowniez do prac zespohu, w ktorym pracowata. Z kolei na stronie 105, Doktorantka dokonuje podsumowania
uzyskanych wynikoéw i przedstawia je w formie wniosku.

Na Rycinie 25, przedstawiajacej biofilm zwizualizowany za pomoca mikroskopu konfokalnego,
Autorka korzystnie mogtaby zaznaczy¢ opisywane charakterystyczne cechy jego struktury, jak np. kanaty
wodne. Jest to szczegolnie istotne w zwigzku z obnizong jako$cig zdje¢ w wyniku wydruku, ktéra powoduje,
ze elementy te sa w zasadzie niezauwazalne.

3. Ocena merytoryczna pracy

Praca doktorska Pani mgr Magdaleny Kopycinskiej to dobrze zaplanowany i wykonany eksperyment
naukowy z wykorzystaniem bardzo szerokiego wachlarza metod mikrobiologicznych, chemicznych i
biofizycznych, jak réwniez zaawansowanych technik obrazowania z wykorzystaniem mikroskopii
konfokalnej. Ponadto, Autorka przeprowadzita roéwniez liczne do§wiadczenia na materiale roslinnym.

W ramach wykonywanej pracy, Doktorantka podjeta si¢ proby ustalenia roli EPS w adaptacji bakterii
R. leguminosarum bv. trifolii do stresu srodowiskowego wywotanego obecnoscig jonow cynku. Autorka
ustalita miedzy innymi jaki jest wplyw jonoéw cynku na przezywalnos$¢, kinetyke wzrostu, ilos¢ oraz
strukturg tworzonego biofilmu przez analizowane szczepy drobnoustrojéow. Ponadto Doktorantka okreslita
jak obecno$¢ jonow cynku wptywa na poziom syntezy EPS oraz innych polisacharydow powierzchniowych,
agregacjc komorek analizowanych drobnoustrojow, ich ruchliwo$¢ oraz wydajnos¢ oddychania
komorkowego. Przeanalizowata rowniez zmiany we wlasciwosciach powierzchniowych, charakterze
kwasowo-zasadowym, ruchliwosci elektroforetycznej oraz hydrofobowosci, zwilzalnosci, a takze
powierzchniowej energii swobodnej komorek ryzobiow inkubowanych z jonami cynku. W kolejnym etapie
pracy, Autorka przeanalizowata wplyw jondéw cynku na wiasciwosci symbiotyczne analizowanych
szczepow bakterii z koniczyng tgkowa jako gospodarzem roslinnym, analizujgc przy tym adhezj¢ oraz
efektywnos¢ infekcji korzenia koniczyny, a takze kinetyke brodawkowania. Do osiagnigcia powyzszych
celow Doktorantka wykorzystata 5 szczepéw R. leguminosarum bv. trifolii r6znigcych si¢ poziomem
syntezy EPS. W ostatnim etapie, Autorka podjeta si¢ trudu oceny potencjatu bioremediacyjnego
wyizolowanego EPS.

Z calg pewnos$cig wyniki jakie uzyskala i1 zaprezentowala Doktorantka poszerzylty wiedze na temat
roli EPS w adaptacji R. leguminosarum bv. trifolii do stresu srodowiskowego wywotanego obecnos$cia
jonéw cynku. Doktorantce udato si¢ ustali¢c, ze jony cynku hamuja wzrost komoérek analizowanych
szczepOw ryzobiow, ale nie wplywajg istotnie na ich przezywalnos¢. Przy czym, jak ustalita Autorka
toksyczny wptyw jonéw cynku zalezy nie tylko od ich st¢zenia ale rowniez od ilosci produkowanego EPS.
Dodatkowo, Autorka dowiodta, ze jony cynku, jako wynik reakcji obronnej, stymuluja proces syntezy EPS
oraz innych polisacharydéw powierzchniowych, a takze zwigkszajg ilos¢ tworzonego biofilmu. Doktorantka
dowiodta rowniez, ze szczepy nadprodukujace EPS charakteryzuja si¢ znacznie lepsza efektywnosciag
symbiozy z koniczyng w warunkach stresu wywotanego obecnoscig metalu ciezkiego. Waznym
osiggnieciem przeprowadzonych prac badawczych bylo ponadto udowodnienie potencjatu aplikacyjnego
EPS, wynikajacego z wysokiej wydajnosci wigzania jondw cynku przez ten biopolimer.



Wstep
We Wstepie (str. 15-57), liczacym 43 strony w kompletny sposob przedstawiono zagadnienia

bezposrednio zwigzane z problematyka pracy doktorskiej. Autorka opisata kolejno metale cigzkie w
kontekscie zagrozenia dla srodowiska, toksycznosci oraz funkcji w komorkach organizmow, a nastgpnie
bardziej szczegdtowo scharakteryzowata cynk i jego role w przyrodzie oraz znaczenie biologiczne dla
mikroorganizmow i roslin. W kolejnych rozdziatach tej czesci pracy, Doktorantka dokonata charakterystyki
bakterii z rodzaju Rhizobium oraz wytwarzanych przez nie polisacharydow powierzchniowych. Kolejny
rozdzial po$wigecony zostat czynnikom abiotycznego stresu srodowiskowego i mechanizmom adaptacyjnym
ryzobiow. W ostatnim rozdziale Wstepu scharakteryzowany zostat potencjat aplikacyjny zarowno ryzobiow,
jak i wytwarzanego przez nie EPS w ochronie srodowiska i bioremediaciji.

Podsumowujac, w mojej opinii wszystkie rozdzialy czgsci teoretycznej stanowig duza warto$é
naukowg oraz $wiadcza o wiedzy i dobrym przygotowaniu Autorki do podjetego problemu badawczego.
Rozdziatl ten podaje jasno i wyczerpujaco informacje niezbedne dla zrozumienia i docenienia wynikow
prezentowanych w dalszej czesci pracy. Ta cze$¢ pracy doktorskiej zostata przygotowana przez Autorke
dysertacji z duza staranno$cig i odpowiednio dobranym, aktualnym piSmiennictwem, w pelni
odzwierciedlajagcym stan wiedzy Doktorantki z zakresu podjetego tematu. W rozdziale tym na szczegdlne
docenienie zastuguje doktadna charakterystyka polisacharadyow powierzchniowych produkowanych przez
ryzobia, zamieszczona w rozdziale 3.5. Na podkreslenie i uznanie zasluguje rowniez Starannie wykonana
oprawa graficzna.

Do tej czgsci pracy chciatbym zadaé pytanie, o hipoteze jaka sformutowatby Doktorantka dla
wykonanych badan w $wietle dostgpnych danych literaturowych przedstawionych w omawianym rozdziale.
Pytanie to ma réwniez zwiazek z kolejnym rozdziatem, tj. Hipoteza i Cel, w ktorym Autorka przedstawia
podstawowy cel swoich badan, jak rowniez cele szczegotowe, poprzedzone krotkim wstepem teoretycznym
i zdaniem, ktore wedlug mnie jest powtdrzeniem tematu pracy, natomiast w rozdziale tym nie odnajduje¢
sformutowania, ktére mozna byloby uzna¢ za hipoteze.

Hipoteza i Cel
Przedstawione przez Doktorantke cele pracy (str. 58) sa ambitne i w mojej opinii, w wigkszo$ci

sformutowane zostalty w prawidtowy sposob i uporzadkowane w logiczny cigg. Niemniej jednak, po
doktadnej lekturze pracy, a przede wszystkim biorgc pod uwage liczbg i szczegdtowos¢ wyciggnigtych
wnioskOw uwazam, ze Autorka mogta sprobowac¢ sformutowaé wigcej celow szczegotowych. Na przykiad,
w kontekscie wiasciwosci fenotypowych analizowanych szczepéw, mozna byloby sformutowaé cele
dotyczace wplywu jondow cynku na zywotnos$¢, kinetyke wzrostu, ilos¢ i strukturg wytwarzanego biofilmu,
poziom syntezy EPS oraz innych polisacharydéw, a takze aktywno$¢ enzymoéw wewnatrzkomorkowych. Z
drugiej strony, w obecnym ksztatcie sformutowanych celéw, szczegotowy cel nr 2, dotyczacy whasciwosei
powierzchniowych komorek bakteryjnych, czyli wtasciwosci mieszczacych si¢ w zakresie fenotypu, mozna
bytoby wiaczy¢ do celu pierwszego.

Materialy i Metody

Rozdziat ten (str. 25-38) obejmuje opis stosowanych w pracy szczepow bakterii R. leguminosarum
bv. trifolii z uwzglednieniem ich zdolnosci do wytwarzania EPS, szczegotowy opis odczynnikow
wykorzystywanych do poszczegdlnych analiz, a takze podtoz do hodowli bakterii oraz roslin, a w dalszej
czesci pracy odpowiednio szczegdtowy opis przeprowadzanych analiz badawczych.

Uwazam, ze rozdzial Materiat i Metody jest napisany w prawidlowy sposob, ktory przede wszystkim
pozwala na odtworzenie doswiadczen na podstawie przedstawionych opisow. Zastosowane metody zostaty
wiasciwie dobrane do realizacji zatozonych celéw badawczych. Nalezy tu podkresli¢ szeroki zakres metod
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stosowanych w pracy przez Doktorantke, co z calg pewnoscia wymagato bardzo duzego zaangazowania i
naktadu pracy, a przede wszystkim dzigki czemu przedstawione w Kkolejnym rozdziale wyniki sg
przekonujgce. Metodyczne zroznicowanie wykonanych badan naukowych oraz ich prawidlowe
dostosowanie do postawionego celu badawczego $wiadczy o profesjonalnym i wszechstronnym
przygotowaniu Autorki do samodzielnego wykonywania cz¢éci do§wiadczalnej pracy.

Na szczegblne docenienie zastuguje wykonanie badan zwigzanych z okresleniem wpltywu jondéw
cynku na kinetyke wzrostu analizowanych bakterii z wykorzystaniem, nie tylko testow posrednich, jak np.
pomiar gestosci optycznej, ale rowniez poprzez wykonanie posiewow powierzchniowych w celu ustalenia
jednostek tworzacych kolonie (CFU) w przeliczeniu na 1 ml hodowli. Biorgc po uwage liczbe
analizowanych wariantow, zdecydowanie si¢ na tak preCyzyjng ale przy tym niezwykle pracochtonng
metode analiz, swiadczy 0 wyjatkowej determinacji Doktorantki w skrupulatnym dazeniu do wypehienia
postawionych sobie celow badawczych w trakcie wykonywanej pracy doktorskiej.

Uwagi do rozdziatu Materiaty i Metody:

Chociaz Autorka utworzyla osobny rozdziat, w ktérym bardzo doktadnie przedstawia wszystkie
odczynniki wykorzystane do poszczegélnych testow i analiz, to nie zauwazytem zeby wymieniony zostat
zwigzek stanowigcy zrédto jondw cynku.

Ustalenie liczby drobnoustrojow wyrazonej w jednostkach tworzacych kolonie - jtk (ang. cfu -
colony forming units) poprzez posiew na podloze state, zakladajac, ze liczba powstajacych kolonii
odpowiada liczbie zywych komorek w badanej probie, nie jest réwnoznaczne z okresleniem, jak to podaje
Autorka miana bakterii w hodowli (miano bakterii to najmniejsza objetos¢ badanego materiatu, w ktorym
znajduje si¢ przynajmniej jedna zywa komorka mikroorganizmu wskaznikowego).

Badanie struktury biofilméw z zastosowaniem mikroskopii konfokalnej oraz barwnikow Syto-9 i
jodek propidyny jest mocno organiczne poniewaz nie umozliwia zaobserwowania tzw. macierzy biofilmu, a
jedynie komorki. Nie mniej jednak, zgodnie z informacjami podanymi przez Doktorantk¢ w opisie
uzyskanych rezultatow, wykorzystujac mikroskop konfokalny mozliwe jest 0szacowanie pokrycia
powierzchni dna dotka oraz grubosci biofilmu, a takze stosunku liczby zywych do martwych komorek
bakterii.

W Kkilu miejscach opisu metod Autorka podaje, ze wykorzystane stezenie jonéw cynku wynosito 0
mM. W mojej opinii, w takim wypadku lepiej jest poda¢ informacje 0 braku obecno$ci jonéw cynku w
analizowanej probie.

W podrozdziale 5.2.1. ,,Hodowla szczepow Rhizobium leguminosarum bv. trifolii”, omoéwiona
zostala rowniez analiza wptywu jonéw cynku na kinetyke wzrostu badanych szczepdéw bakterii, ktora
moglaby zosta¢ wyodrebniona do osobnego podrozdziatu.

Ostatni podrozdziat rozdziatu 5.2.14. ,,Badanie wlasciwosci fizykochemicznych komoérek szczepow
R. leguminosarum bv. trifolii 7, dotyczacy analiz z wykorzystaniem wyizolowanego EPS powinien stanowi¢
0sobng czegsé pracy, gdyz nie dotyczy on whasciwosci fizykochemicznych komorek.

Podrozdziat 5.2.17.4., dotyczacy analiz wlasciwosci symbiotycznych Autorka zatytulowata ,,Testy
probéwkowe”, o nie wigze si¢ z zakresem wykonywanych analiz.

Pytania do rozdzialu Materiaty i Metody:

Dlaczego w poszczegdlnych analizach wykorzystywano rézny zakres stgzen lub rézne stezenia
ZnS0O4? Na przyktad, w oznaczaniu kinetyki wzrostu bakterii zakres stosowanych st¢zen wynosit od 0,05 do
5 mM (w sumie stosowano 5 roéznych stezen), w okreslaniu przezywalnos$ci, zakres stgzen wynosit od 0,01
do 10 mM (stosowano 7 roznych stezen), podczas oznaczania ilosci tworzonego biofilmu zakres
stosowanych stezen wynosit od 0,1 do 1 mM (stosowano 3 rézne stezenia), do okreslenia Struktury
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biofilméw wykorzystano tylko st¢zenie wynoszace 1 mM, a w przypadku oznaczania hydrofobowosci
komorek ryzobiow zakres stezen wynosit od 0,1 do 50 mM, zastosowano az 16 réznych st¢zen.

Czy metody opisane w rozdziale 5.2.5. ,lzolacja polisacharydow rizobiowych” zostaty
zweryfikowane co do rodzaju faktycznie izolowanego polisacharydu? Chociaz Autorka podaje cytowania
Autoréw, ktorzy opracowali zatozenia metodyczne dla poszczegdlnych procedur, to jednak stopien
podobienstwa pomiedzy niektorymi z nich wydaje si¢ bardzo duzy, np. w przypadku izolacji polisacharydu
kapsularnego (CPS) oraz cyklicznych B-glikanéw jedynymi roznicami sg ilo$¢ i stezenie koncowe
dodawanego NaOH (40 ml 1IN NaOH i 20 ml 1IN NaOH + 20 ml H20). Ponadto, w jaki sposob
potwierdzana byla czystos¢ wyizolowanych polisacharydow (w szczegdlnos$ci brak komorek bakterii)?

Wyniki

Uzyskane rezultaty badan opisane w rozdziale Wyniki (str. 39-67) przedstawione zostaly w sposob
staranny, klarowny i uporzadkowany. Pomimo duzej liczby wynikow uzyskanych przez Autorke zostaty one
opisane w doktadny sposob, ponadto konsekwentnie i logicznie uktadaja si¢ w ciag ilustrujacy dazenie
Autorki do rozwiktania postawionego problemu. Poza opisem, wyniki doswiadczen zostaty réwniez
zaprezentowane zarowno w formie numerycznej, w czytelnych tabelach jak i obrazowej, na przejrzystych
rycinach.

Rozdziat ten Doktorantka rozpoczyna od ogélnej charakterystyki wptywu jonow cynku na parametry
zwigzane z kinetyka wzrostu, przezywalnoscig oraz iloscig i strukturg wytwarzanego biofilmu. Nast¢pnie
przedstawione zostaty wyniki zwigzane z wptywem jondéw cynku na ilo$¢ syntezowanego EPS, jak réwniez
pozostatych polisacharydow. W kolejnych podrozdziatach przedstawione zostaty wyniki badan zwigzanych
z wplywem jondéw cynku na agregacje, ruchliwos¢ oraz zuzycie tlenu przez bakterie poddane czynnikowi
stresowemu. W dalszej czgéci opisu Wynikdéw, przedstawione zostaly zmiany W aktywnoSCi enzymow
bioracych udziat w mechanizmach antyoksydacyjnych oraz wtasciwosciach powierzchniowych komorek
analizowanych szczepoéw bakterii inkubowanych w obecnosci réznych stezen jonéw cynku. W ostatnich
rozdziatach Doktorantka dokonata szczegétowej analizy wpltywu jondéw cynku na efektywnos¢ infekcji
korzenia i symbiozy z koniczyng tgkowa, W tym w obecnosci jonow cynku oraz charakterystyki procesu
sorpcji jonow cynku przez EPS wyizolowany z hodowli dzikiego szczepu R. leguminosarum bv. trifolii.

W rozdziale Wyniki, na szczegélne docenienie zastuguje oprawa graficzna, na ktora sktadaja si¢
m.in. liczne zdj¢cia wykonane w trakcie przeprowadzanych eksperymentow, jak rowniez czytelne wykresy,
na ktorych prezentowane sa wyniki uzyskiwane w kolejnych eksperymentach. W sumie, wyniki badan
zostaly zobrazowane na 24 czytelnych rycinach, w tym 6, na ktorych prezentowane sg zdjecia oraz w 4
tabelach.

W mojej opinii jest to bardzo dobrze napisany rozdziat, a szerokie wykorzystanie metod badawczych
w charakterystyce badanych szczepdéw, pozwolito Autorce na zebranie waznych informacji w aspekcie
znaczenia EPS w adaptacji bakterii R. leguminosarum bv. trifolii do warunkow stresowych wywotanych
obecnoscig jondw cynku. Uzyskane wyniki majg nowatorski charakter, sg znaczgce poznawczo 0raz wnosza
istotne elementy o znaczeniu nie tylko naukowym, ale rowniez praktycznym.

Do tej cze$ci pracy chcialbym zadaé pytanie dotyczace analizy wplywu jonow cynku na ruchliwo$¢
analizowanych szczepow ryzobiow. Brak widocznej kolonii bakteryjnej przy stezeniu jonéw cynku
wynoszacym 0,1 mM Autorka interpretuje jako zahamowanie ruchliwosci bakterii. Zastanawia mnie jednak,
na ile ten wynik moze mie¢ rowniez zwigzek z zahamowaniem wzrostu drobnoustrojow?



Dyskusja
Kolejnym rozdziatlem recenzowanej rozprawy doktorskiej jest Dyskusja (str. 125-140). Rozdziat ten

liczy 16 stron. Doktorantka w sprawny sposob oméwita w nim swoje wyniki w konfrontacji z dostepnymi
danymi innych zespotow. Jest to dobrze napisany rozdziat z odniesieniami do aktualnej i adekwatnej
literatury cytowanej w bibliografii. W mojej opinii, zaréwno rozdziat Wyniki jak i Dyskusja, $wiadcza o
opanowaniu nowoczesnego warsztatu badawczego i dojrzatego podejscia Doktorantki do osiagni¢é swojej
pracy.

Podsumowanie i Whnioski

Rozprawe konczy rozdzial Podsumowanie i Wnioski (str. 82), w ktorym Doktorantka przedstawita
najwazniejsze osiggnigcia swojej pracy oraz konkluzje ptynace z przeprowadzonych badan. Sformutowane
Whioski sa poprawne i oparte na uzyskanych wynikach, chociaz w mojej opinii niektére z nich maja
bardziej charakter do$¢ szczegotowego podsumowania uzyskanych wynikow, niz typowych wnioskow 0
nieco wickszym stopniu uogdlnienia.

Bibliografia
Do zredagowania pracy Autorka wykorzystata 342 pozycje literaturowe,

w wiekszosci napisane w jezyku angielskim i opublikowane w renomowanych czasopismach, ktore ukazaty
sie¢ w ostatnich latach. Wykaz cytowan zawiera rowniez publikacje pracownikow Katedry Genetyki i
Mikrobiologii UMCS oraz prace, w ktorej Doktorantka jest pierwszym autorem i ktora dotyczy tematyki
zbieznej z praca doktorska.

4. Podsumowanie i konkluzja koncowa

Calosciowa ocena recenzowanej pracy doktorskiej jest w petni pozytywna. Do najwazniejszych
mocnych stron dysertacji nalezy zaliczy¢ trafny i aktualny dobor problematyki badawczej, niezwykle
kompleksowy program badan empirycznych, biegte postugiwanie si¢ literaturg przedmiotu oraz umiejgtne
prowadzenie analizy uzyskanych wynikéw. Doktorantka udowodnita, ze dysponuje dobrym warsztatem
badawczym, ktory umozliwit jej uzyskanie oryginalnych wynikéow o duzej wartosci, zarowno w aspekcie
teoretycznym, jak i aplikacyjnym, w szczego6lnosci w kontekscie poszerzenia wiedzy o roli EPS w ochronie
przed toksycznym dziataniem jonéw cynku zaréwno wolnozyjacych bakterii R. leguminosarum bv. trifolii,
jak rowniez podczas ich interakcji z gospodarzem roslinnym, a takze mozliwosci zastosowania tego
polimeru w procesach bioremediacji.

Na podkreslenie zastuguje rowniez bardzo dobry dorobek naukowy doktorantki, na ktory sktada sie
m.in. sze$¢ publikacji naukowych opublikowanych w czasopismach z wysokim IF, w tym dwoch, w ktorych
Doktorantka jest pierwszym autorem. Ponadto Doktorantka jest autorem Kilkunastu rozdziatow w
monografiach oraz kilkudziesi¢ciu doniesien konferencyjnych. W trakcie wykonywania pracy doktorskiej
Doktorantka brala réwniez czynny udziat w wielu wydarzeniach i1 warsztatach promujacych i
popularyzujacych wiedze o biologii i biotechnologii.

Przedstawione przeze mnie drobne uwagi nie zmieniajg mojej bardzo wysokiej oceny recenzowanej
pracy. Zamieszczone komentarze i pytania nie pomniejszaja Osiggnig¢ Doktorantki, co do uzyskanych
warto§ciowych wynikéw, lecz wynikajg z ciekawo$ci naukowej i maja by¢ pomocnymi wskazéwkami w
realizacji przysztych przedsigwzig¢ naukowych.

Reasumujac, Doktorantka udowodnita swojg dojrzatos¢ intelektualng jako mtody badacz i naukowiec
oraz W mojej opinii jest w stanie podja¢ si¢ kolejnych wyzwan naukowych. Recenzowana praca pt. ,,Rola
egzopolisacharydu w adaptacji bakterii Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
do warunkéw stresowych wywotanych obecno$cig jondw cynku” wykonana w Katedrze Genetyki i
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Mikrobiologii, Wydziatu Biologii i Biotechnologii, Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie pod
opicka naukowsg prof. dr hab. Moniki Janczarek (promotor) oraz dr hab. Jolanty Ciesli (promotor
pomocniczy) spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz. U. z 2017 r., poz.
1789), zgodnie z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo 0
szkolnictwie wyzszym (Dz.U. z 2018 1. poz. 1669).

Biorac powyzsze pod uwage wnioskuje 0 dopuszczenie Pani mgr Magdaleny Kopycinskiej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Doceniajac kompleksowos¢ badan przeprowadzonych przez Pania mgr Magdalene
Kopycinska, a takze wysoka warto$¢ naukows i aplikacyjna uzyskanych przez nia wynikéw, zglaszam
takze wniosek o wyro6znienie Jej pracy.
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dr hab. inz. Karol Fijatkowski, prof. ZUT



