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Rozprawa doktorska zatytulowana ”Genetyczna i fizjologiczna charakterystyka endofitow
szczodrzenca zmiennego (Chamaecytisus albus) i ich potencjalne zastosowanie w ochronie
gatunku” zostala przygotowana pod kierunkiem Pana dr. hab. Jerzego Wielbo, prof. UMCS z
Katedry Genetyki i Mikrobiologii UMCS, i Pani dr Moniki Marek-Kozaczuk, promotora
pomocniczego.

Uzasadnienie podjgcia i cele badan, sposob ich przeprowadzenia, otrzymane wyniki oraz ich
omowienie wraz z wnioskami, wykorzystang literaturg i materialami uzupeiajgcymi zostaly
przedstawione w 133-stronicowym opracowaniu przygotowanym w jezyku polskim. Po
wykazie skrotow, streszczeniach w jezykach polskim i angielskim, glowna czg$¢ rozprawy
zostala podzielona na dziewig¢ rozdziatow, z ktorych trzy jeszcze podzielono na podrozdzialy.
Struktura pracy jest przejrzysta i pozwala na fatwe zapoznanie si¢ z jej trescig. Uzyty jezyk jest
na wysokim poziomie.

W rozdziale “Wstep” Autorka wszechstronnie i ze znawstwem omoéwila (i) formy
wystgpowania N na kuli ziemskiej i ich dostgpno$¢ dla organizméw, (i) sposoby
przeksztalcania N zachodzace w przyrodzie i mikroorganizmy uczestniczace w  tych
przemianach, (iii) proces biologicznego wigzania N i jego znaczenie oraz wydajno$¢ w
poréwnaniu do innych sposobéw pozyskiwania N, (iv) symbioze roslin bobowatych z
bakteriami z rodziny Rhizobiaceae, role kazdego z partnerow tej symbiozy, etapy tworzenia
symbiozy 1 cechy jej dwoch najezgsciej wystepujacych form, tj. z brodawkami
zdeterminowanymi oraz niezdeterminowanymi, (v) role i znaczenie flawonoidéw oraz
czynnikow Nod, ktore sg najwazniejszymi molekularnymi sygnalami wykorzystywanymi do
zainicjowania zwigzku symbiotycznego bobowatych z Rhizobiaceae, (vi) ogdlne wlasnosci
bakterii z Rhizobiaceae, cechy dwoch grup tej rodziny (wolno i szybko rosngce) oraz zrodla
informacji genetycznych wykorzystywane w klasyfikowaniu tej grupy mikroorganizmow,
ktora obecnie obejmuje okoto 200 gatunkdéw rozmieszezonych w 19 rodzajach, (vii) wlasnosci
rodzaju Bradyrhizobium, ktorego przedstawiciele wspolzyja z zdecydowang wigkszo$cig (ca.
80%) gatunkow roslin bobowatych z plemienia Gensisteae, (viii) rozmieszczenie geograficzne,
skfad i ogromne znaczenie ro$lin bobowatych z rodziny Fabaceae oraz plemienia Gensisteae
dla srodowiska i jako zrodta wysokowarto§ciowego biatka oraz mikroelementow i (ix) cechy
szczodrzenca zmiennego (Chamaecytisus — albus), jego stanowisko taksonomiczne,
wystepowanie w Europie, w tym w Polsce, gdzie jest obecnie zaklasyfikowany w Polskiej
Czerwonej Liscie Paprotnikow i Ros$lin Kwiatowych z oznaczeniem ,,CR” jako roslina
krytycznie zagrozona wyginigciem. W ostatnim podrozdziale ,,Wstgp” Opiniowana



zdefiniowala i scharakteryzowala bakteryjne endofity oraz ich wplyw na utrzymujace je roliny.
Podkreslila i omowila m.in. powszechno$¢ wystepowania tych mikroorganizmow w roslinach
oraz ich wspomagajgce oddzialywanie na roéliny przez stymulowanie wzrostu wskutek
wigzania N atmosferycznego, zwickszania dostepnosci fosforu i zelaza oraz tworzenia
cyjanowodoru i enzyméw thumigcych lub usmiercajgcych fitopatogeny. Poznanie tych
dobroczynnych oddzialywan spowodowato, ze liczne gatunki tej grupy bakterii sg
wykorzystywane do produkcji biopreparatow zalecanych do uzywania w celu poprawienia
warunkow $rodowiskowych dla roslin i ich plonowania.

Rozdzial 4. przedstawia cele pracy. Byly nimi wyizolowanie i scharakteryzowanie bakterii
zasiedlajgcych brodawki korzeni szczodrzefica zmiennego i wyselekcjonowanie szczepow
rizobiowych o najwyzszych zdolno$ciach do promowania wzrostu tej roéliny. Cele te mialy
zostaé osiggniete po utworzeniu kolekcji szczepow wspomnianych wyzej, poznaniu ich
zroznicowania genetycznego i fenotypowego oraz okresleniu charakteru wspoldziatan miedzy
nimi i uwzgledniong roéling gospodarzem. Chociaz przyjecie wskazanego kierunku
badawczego wigzalo si¢ z podjeciem roznorodnych, zwykle bardzo trudnych i czasochtonnych
badan, z dysertacji wynika, ze jej Autorka przyj¢la te wyzwania i doskonale sobie z nimi
poradzita. Omowione rozdzialy pozwalajg czytelnikowi latwo zrozumie¢ i przez to
zaakceptowac przyjety kierunek dziatan, ktory wynikt z bardzo dobrego poznania stanu wiedzy
o endofitach bobowatych.

Rozdziat 5., ,,Material i metody”, rozpoczyna si¢ scharakteryzowaniem materiatu badawczego,
ktérym byly szczepy bakteryjne wyizolowane z brodawek korzeniowych szczodrzenca
zmiennego pochodzgcego z Ogrodu Botanicznego UMCS w Lublinie i naturalnego stanowiska
polozonego w okolicach Grodka. Ponadto badano szczepy zdeponowane w Katedrze Genetyki
i Mikrobiologii UMCS. Nast¢pnie przedstawiono uzyte podloza hodowlane, roztwory,
odczynniki do testow fizjologicznych wraz z ich skladem, startery do rekcji PCR i inne
odczynniki.

Po tych danych Autorka dysertacji opisala zastosowane metody badawcze, ktorych wybor i
mozliwosci dowodzg, ze byly one wszechstronne, nowoczesne oraz powinny pozwoli¢ na
osiggniecie przyjetych celow badan, wspomnianych wczesniej, gdyz:

1. Izolacje i hodowle bakterii brodawkowych oraz do$wiadczenia z roslinami prowadzono
wedlug klasycznych metod zalecanych do stosowania w takich badaniach.

2. Uzyte testy fizjologiczne byly réznorodne i powinny umozliwi¢ poznanie najbardziej
znaczacych cech badanych bakterii, ktére trafnie pozwolilyby wyselekcjonowac sposrod
nich szczepy o najwyzszym potencjale oczekiwanego oddzialywania na szczodrzenca
zmiennego. Badano zdolnoéci do (i) tworzenia kwasu indolilo-3-octowego i indolu, (ii)
rozkladu trifosforanow, (iii) produkcji sideroforow, (iv) syntezy zewnatrzkomorkowych
enzymow celulolitycznych i (v) produkcji cyjanowodoru.

3. Genomowe DNA do sekwencjonowania otrzymywano zgodnie z najbardziej
wymagajagcymi  zaleceniami. O duzej jakosci i sile rozpoznawczej sekwencji
zaplanowanych douzycia w analizach bakterii w przyjetym zakresie §wiadczg m.in. lokusy,
z ktorych te sekwencje pozyskiwano. Bylo ich siedem, w tym cztery geny (atpD, gyrB,
recA, rpoB) kodujgce przebieg podstawowych procesow metabolicznych i trzy (nodA,
nodC, nodZ) odpowiedzialne za utworzenie i funkcjonowanie symbiozy.

4. Otrzymane sekwencje analizowano uzywajgc rdznorodnych i obecnie najczescie]
stosowanych programow, ktore uznaje si¢, ze pozwalaja na wiarygodne wnioskowanie.
Inne dane analizowano za pomocg programu STATISTICA 13.3 PL.

Rozdziat pigty, ,,Wyniki”, jest najobszerniejszy, 42-stronicowy, i sklada si¢ z pigciu

podrozdzialow przedstawiajacych (i) zréznicowanie genetyczne szczepow  bakterii
wyizolowanych z brodawek korzeniowych szczodizenca zmiennego, (ii) podobienstwa



sekwencji genow aipD, gyrB, recA, rpoB), (iii) pokrewienstwa otrzymanych izolatow bakterii
brodawkowych badanej rosliny okreslone na podstawie analiz filogenetycznych sekwencji
genow nodA, nodC i nodZ, (iv) fizjologiczne charakterystyki tych izolatow i (v) wlasnosci
symbiotyczne endofitow szczodrzefica zmiennego.

Zawarto$¢ kazdego podrozdziatu $wiadczy o jego duzej wiarygodnosci naukowej wynikajacej
z dociekliwosci, umiejetnosci obserwowania 1 wnioskowania Doktorantki oraz o znaczacym
wktadzie do wiedzy o skladzie i ro6znorodnosci genetycznej oraz fizjologicznej bakterii
wspolzyjacych z szczodrzeficem zmiennym, gdyz:

1.

2.

3.

4.

Wychodzac naprzeciw stusznej zasadzie, ,,od ogotu do szczegoh”, Opiniowana najpierw
pogrupowala 92 otrzymane izolaty bakterii korzeniowych na podstawie ich roznic
genetycznych, uzywajgc techniki BOX-PCR, i po wygenerowaniu dendrogramu
ilustrujagcego podobienstwo genetyczne tych izolatow. Dendrogram ten sktadat si¢ zdwoch
ktadow glownych, kladu 1. z 82 szczepami i kladu 2. z 8 szczepami. Pozostale szczepy
utworzyly grupe autonomiczng. Zdecydowana wigkszo$c szczepow (52) charakteryzowala
sie unikatowymi profilami amplifikacyjnymi.

Nastepnie  porownano podobienstwo sekwencji  wygenerowanych z  czterech
uwzglednionych w badaniach genow (appD, gyrB, recA, rpoB) odpowiedzialnych za
metabolizm podstawowy i na podstawie tych sekwencji oraz sekwencji szczepOw
referencyjnych otrzymanych z bazy GenBank zrekonstruowano filogenezg analizowanych
izolatéw bakterii. W porownaniu do drzew z sekwencjami gendw aipD, gyrB i rpoB, ktore
zawierajg 9 rodzajow bakterii, drzewo recd ukazuje 10 rodzajow. Co wigcej, w drzewie
rpoB nie ma rodzaju Pararhizobium, ktory jest obecny w pozostatych drzewach. Ponadto
w drzewach afpD i gyrB nie ma rodzaju Allorhizobium, ktory jest w drzewach recD 1rpoB,
a w drzewie rpoB brak jest rodzaju Pararhizobium, ktory zostal ujawniony w analizach
sekwencji pozostatych dwoch genow. A wigc zrekonstruowane filogenezy nie byly spojne.
Dlatego Opiniowana stusznie, zgodnie z aktualnymi zaleceniami, a nawet wymogami,
okreslifa filogenez¢ badanych szczepow bakterii na podstawie powigzanych sekwencji
kazdego z genow wymienionych wyzej. Filogeneza ta wyroznita 9 rodzajow, ktore byly
tozsame z rodzajami ujawnionymi po analizach genu rpoB i ukazata obecno$¢ kilku grup o
znacznym  odchyleniu  genetycznym od sekwencji rodzajow  Allrhizobium i
Phyllobacterium, co sugerowato obecnos¢ gatunkow nieopisanych.

Podobne analizy do tych omowionych wyzej przeprowadzono uzywajac sekwencji trzech
gendw (nodZ, nodC, nodA) odpowiedzialnych za przebieg procesow symbiotycznych.
Uwzgledniono 34 szczepy, ktorych podobienstwo sekwencyjne okreSlone we
weczesniejszych analizach, $wiadczylo o przynaleznosci do rodzaju Bradyrhizobium.
Wszystkie analizy przeprowadzone zard6wno oddzielnie z sekwencjami kazdego z tych
gendw, jak rowniez po ich powigzaniu potwierdzily, Ze reprezentuja one rodzaj
Bradyrhizobium. Co wigcej, zrekonstruowane filogenezy, dokonane porownania sekwencji
i otrzymane warto$ci wsparcia ujawnionych ugrupowan, zwlaszcza tych przedstawionych
w drzewie z powigzanymi sekwencjami, przekonywujgco wykazaly, ze badane szczepy
prawdopodobnie reprezentujg nowy takson, co najmniej w randze gatunku.

Nastepny podrozdziat informuje o fizjologicznych wilasnosciach wszystkich szczepow
bakterii wyizolowanych z brodawek korzeniowych badanej rosliny. Uwzgledniono
zdolno$¢ syntetyzowania i uwalniania kwasu indolilo-3-octowego (IAA), rozktadania
trudno rozpuszczalnych fosforanéw oraz produkowania sideroforéw, enzymow
celulolitycznych i cyjanowodoru (HCN). Szczegodlnie interesujagce sa wyniki poréwnan
uwzglednionych wlasnosci z wynikami badan omowionych w nastgpnym podrozdziale, w
ktorym przedstawiono potencjal symbiotyczny testowanych szczepow. Okazalo sig, ze
rthizobia zdolne do brodawkowania korzeni wyrdéznialy si¢ rzadszym wystgpowaniem
wlasnosci fizjologicznych wspomnianych wyzej w porownaniu do endofitow niezdolnych



do brodawkowania. We wielu przypadkach roznice te byly bardzo duze, np. tylko 3%
szczepow indukujgcych tworzenie brodawek uwalniato fosfor z trudno rozpuszczalnych
fosforanow, podczas gdy te zdolno$¢ mialo 36% endofitow nie indukujgcych
brodawkowania.

5. W podrozdziale wspomnianym wyzej, zatytulowanym ,Badania wlasciwosci
symbiotycznych endofitow Chamaecytisus albus”, wykazano, ze tylko 28 sposrod 92
wyizolowanych szczepéw mialo zdolnos¢ brodawkowania korzeni. Nastepnie, po
przetestowaniu tych 28 szczepoéw pod wzgledem efektywnosei symbiotycznej, wybrano
szczep KW98, ktory, na podstawie liczby brodawek utworzonych po inokulacji korzeni
szczodrzenca zmiennego, uznano za potencjalnie najbardziej efektywny i przez to stosowny
do badan wplywu tego szczepu na wzrost testowanej rogliny. Wyboér okazat sie trafny. Po
12 tygodniach po inokulacji roéliny szczodrzenca mialy dhuzsze o 84% i szersze o 42%
blaszki lisciowe w poréwnaniu do roslin nie zainokulowanych. W konsekwencji rogliny te
przekazano do Ogrodu Botanicznego UMCS w celu ich wykorzystania w odbudowie
populacji tego zagrozonego gatunku, co nalezy uznaé za bardzo wartosciowy efekt badan
Opiniowane;j.

W rozdziale siodmym, ,,Dyskusja”, Doktorantka przedyskutowala wyniki badan wiasnych, w
tym umiejgtnie, z stosowng powsciggliwoscia, poréwnala i ocenila je z wynikami juz
opublikowanymi. Stusznie podkreslita nowo$¢ zgromadzonych danych, poniewaz wczeéniej
nie znano zbiorowisk bakterii zasiedlajacych brodawki korzeniowe szczodrzenca zmiennego.
Co wigcej wykazala, Ze ujawnienie 65 unikatowych genotypéw wérdd 92 zgromadzonych
izolatow $wiadczy o wysokiej biordznorodnodci tej grupy bakterii wigzgcych sie z testowang
ro$ling i ze ta roznorodnos¢ jest podobna do biordznorodnoséci zbiorowisk bakterii
brodawkowatych gatunkow roslin spokrewnionych ze szczodrzeficem.

Szcezegblnie wartoSciowymi efektami przeprowadzonych badafn byly poznanie wyraZnie
wigkszego  zroznicowania  taksonomicznego  wyodrebnionych  zbiorowisk  bakterii
brodawkowatych szczodrzefica w poréwnaniu do takich zbiorowisk stwierdzonych u gatunkoéw
pokrewnych i rozpoznanie potencjalnie nowych taksonéw tej grupy mikroorganizméow. Co
wigcej przeprowadzone testy wykazaty, ze sposrod 92 otrzymanych szczepow bakterii tylko 28
indukowalo tworzenie brodawek korzeniowych. Wéréd nich byl szczep KW98, ktéry, jak
ukazaly nastgpne badania, byt wysoko wyspecjalizowany: zdolny do brodawkowania korzeni
wylgcznie szczodrzefica zmiennego, bez takiej mozliwosci w odniesieniu do czterech innych
spokrewnionych gatunkéw roslin.

Opiniowana bardzo rozsgdnie omowila wyniki zrdéznicowania filogenetycznego badanych
szczepow, ktore ujawniono po analizach gendow odpowiedzialnych za procesy symbiotyczne.
Trafnie wywnioskowala, Zze duze odchylenic sekwencji tych genow od sekwencji
referencyjnych sugeruje, ze otrzymane szczepy bakterii nie reprezentowaly symbiowaru
brodawkujgcego rosliny z plemienia Gensiteae, do ktorego nalezy testowana roélina. A wicc
jest to znaczgce odkrycie, ktore w przyszlosci moze zosta¢ wykorzystane w ochronie
szczodrzefica. Innym pozytywnym skutkiem przeprowadzonych badan bylo ukazanie
mozliwosci wykorzystania w ochronie szczodrzenca rowniez szczepoéw nieindukujgcych
tworzenia brodawek, poniewaz w licznych przypadkach szczepy te byly wyraznie Iub
zdecydowanie bardziej efektywne pod wzgledem wszystkich analizowanych zdolnosci
fizjologicznych.

W konicu badania Opiniowanej zaowocowaty udowodnieniem mozliwoéci i potrzeby uzycia
rozpoznanego szczepu KW98 w wspomaganiu funkcjonowania szczodrzenca w warunkach
naturalnych. Inokulacja roélin tym szczepem w warunkach zblizonych do naturalnych istotnie
zwigkszyla biomas¢ i dlugos¢ sadzonek oraz powierzchnig blaszki lidciowej. Zdaniem
Opiniowanej szczep ten moglby byé wykorzystany do produkcji  biopreparatu
wyspecjalizowanego wzgledem szczodrzenca.



Czgs¢ analityczng rozprawy konczy rozdziat 8. zatytutlowany ,,Wnioski”, ktorych jest pigc.
Przedstawiajg one stwierdzenia Doktorantki, ktore we wiekszosci omowiono we
weczesniejszych czesciach niniejszej recenzji. Kazdy z tych wnioskow wyrdznia klarowno$¢ i
zwieztos¢, co §wiadczy o umiejetnosci przekazywania przez Doktorantke bardzo duzej ilosci
danych w sposob skondensowany i przekonywujgcy, a zatem zgodnie z zasadami jezyka
naukowego.

Rozdzial ,Literatura” zawiera 169 prawidlowo wybranych publikacji. Swiadczy to o
dociekliwosci 1 szerokiej wiedzy Doktorantki oraz Jej umiej¢tnoéci wyboru danych
literaturowych do racjonalnego konfrontowania wynikow badan wlasnych.

Omowione wyzej czgsci rozprawy zawicrajg nieliczne bledy, zbedne tresci i braki, ktore
nalezaloby wyeliminowa¢ podczas przygotowywania pracy do opublikowania. Sg nimi m.in.:

1. Bledne lub niewlaéciwe uzycie stow w rozdziale 2., ,,Summary”. Na przyklad, w pierwszym
akapicie stowo ,,specimen” powinno by¢ zastgpione przez ,,species”. W drugim akapicie,
,»The 92 bacterial strains ...” nalezy napisac ,,A total of 92 bacterial strains ...”. W trzecim
akapicie rozpoczynajgcym si¢ “The in vitro ...”, “The” jest zbedne.

2. Zbyt obszerne informacje przedstawione we wszystkich podrozdzialach rozdziatu ,,Wstep”,
ktore czesto nie sg zwigzane bezpo$rednio z celami podjetych badan. Na przyklad, w
podrozdziale zatytulowanym ,Obieg azotu w przyrodzie” Opiniowana m.in.
poinformowata o formach azotu wystgpujacych w atmosferze i szczegélowo omoéwita
sposoby przeksztalcania N, w tym amonifikacje, nitryfikacje, denitryfikacje itd. Wszystkie
te dane zostaly zaopatrzone w zbyt liczne cytowania, ktére pogarszajg czytelnos¢ tekstu i
niepotrzebnie znaczaco zwigkszaja objetos¢ pracy. Zawartos¢ wstepu powinna ujawnic
braki, niejasno$ci lub spizecznosci we wiedzy, ktore spowodowaly obranie kierunku
badawczego okre$lonego w celach pracy.

3. Podanie btgdnej informacji o prowadzonych analizach. W rozdziale ,,Cel pracy”, w drugim
celu stowo ,fenotypowego” powinno zosta¢ zastgpione stowem , fizjologicznego”,
poniewaz Doktorantka nie badala cech fenotypowych wyizolowanych bakterii.

4. Zbedne podanie sktadowych uzytych podlozy hodowlanych, roztworow i odczynnikow
fizjologicznych. Wystarczyloby podaé zrodla, ktore zawierajg takie dane, poniewaz
dotyczyly one substancji standardowych. Podanie skiadu np. podtoza hodowlanego bytoby
uzasadnione w przypadku wprowadzonych modyfikacji.

5. Liczne powtorzenia danych we wszystkich podrozdzialach rozdziatu ,,Wyniki”, ktore
zajmujg si¢ podobienstwem sekwencji i filogenezg otrzymanych szczepow bakterii. Dane
te scharakteryzowano wczesniej w rozdziale ,,Material i metody”. Dotyczyly one np.
uzytych starteréw do amplifikacji uwzglednionych gendéw i tego, ze oczyszczano otrzymane
produkty reakcji PCR. Zawarto$¢ rozdziatu ,,Wyniki” nie moze dekoncentrowac uwagi
czytelnika, ale powinna wylacznie zwigzle i1 klarownie przedstawia¢ otrzymane
charakterystyki oraz ujawnione relacje.

6. Niezgodno$¢ liczby rodzajow zidentyfikowanych po analizie genu recd z rodzajami

wymienionymi na stronie 73. Poinformowano o 10 rodzajach, a wymieniono 9. Podobny
blad popehiono na stronie 81.

7. Mata czytelno$¢ nazw gatunkow i numerow sekwencji we wiekszosci filogramow z powodu
uzycia zbyt matych liter i liczb.

8. Brak spojnosci migdzy tytutem podrozdziatu 6.4. (strona 94) rozpoczynajacego si¢ od slowa
,Biochemiczna” i tytutem Tabeli 14. (strona 98), w ktorym uzyto stowa ,.fizjologiczna”.

9. Brak informacji o wynikach przeprowadzonych testow fizjologicznych w rozdziale 8.,
,,Posumowanie 1 wnioski”.



Podsumowujgc, przedstawione uwagi negatywne nie obnizajg warto$ci merytorycznej
ocenianej rozprawy. Zostaly wymienione w celu poprawienia wysokiej jako$ci materiatu, ktory
koniecznie powinien zosta¢ opublikowany.

Biorge pod uwage liczne zalety recenzowanej rozprawy wymienione wyzej, w tym przede
wszystkim to, ze praca ta (i) wprowadza duzo nowych i bardzo warto$ciowych danych do
wiedzy o wiasnoéciach genetycznych i fizjologicznych endofitow szczodrzenca zmiennego, (ii)
zawiera cenng rekomendacje o charakterze aplikacyjnym, ktorg sformulowano w wyniku
przeprowadzonych analiz, (iii) jest efektem intensywnych i trudnych badan laboratoryjnych
oraz (iv) Swiadczy o pracowitosci, wiedzy i intuicji badawczej Autorki rozprawy, jak rowniez
o Jej dobrej predyspozycji do kontynuowania badan naukowych uwazam, ze opracowanie Pani
mgr Karoliny Wlodarczyk zatytutowane “Genetyczna i fizjologiczna charakterystyka
endofitow szczodrzenca zmiennego (Chamaecytisus albus) i ich potencjalne zastosowanie w
ochronie gatunku” calkowicie spelia wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Dlatego,
stosownie do odpowiednich przepisow ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r.,
poz. 1789), przedstawiam Wysokiej Radzie Instytutu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie wniosek o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Wiodarczyk
do dalszych etapow przewodu doktorskiego i publicznej obrony przedstawionej rozprawy.
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