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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska dotyczy jednego z najbardziej
aktualnych zagadnien, jakim jest nadmierna kumulacja mikroelementéw w roslinach, co ma
negatywny wplyw na ich fizjologi¢, a w konsekwencji redukcje plonéw roslin uprawnych.
Jednym z nich jest mangan (Mn), ktorego rola w podstawowych procesach metabolicznych, w
tym w procesie fotosyntezy, jest nieckwestionowana. Mn jest waznym mikroelementem dla
zbdz, ale jego nadmiar prowadzi do wystapienia defektow morfologicznych i anatomicznych,
ktorych skala zalezy od stopnia tolerancji réznych gatunkéw lub odmian na stres zwigzany z
ponad optymalnym stezeniem tego pierwiastka w Srodowisku ich wzrostu. Doniesienia
literaturowe dokumentujgce dynamiczny wzrost poziomu Mn w $rodowisku naturalnym o
potencjalnie szkodliwym wptywie na wzrost i rozwdj roslin skfonity zapewne Autorke
rozprawy doktorskiej do postawienia hipotezy, ze jego nadmierna akumulacja w
tkankach/komérkach wybranych zb6z wywoluje defekty fenotypowe w zaleznosci od stopnia
tolerancji réznych odmian, przy czym jony selenu (Se) moga niwelowac ten szkodliwy efekt.
Pozwolitam sobie sformulowaé te bardzo ogdlng hipoteze na podstawie lektury pracy
doktorskiej przedstawionej mi do oceny, poniewaz nie odnalaztam jej w tresci dziefa.
Naturalnie nie jest mojg intencjg ingerencja w zakres merytoryczny pracy doktorskiej. Jednak
z obowigzku recenzentki wskazuj¢ na brak tego elementu i oczekuj¢, ze Doktorantka
przedstawi podczas obrony wlasng hipotez¢ badawcza, ktéra weryfikowala w toku badan.
Tym bardziej, ze problem, ktéremu poswigcona jest rozprawa doktorska, jest niezwykle wazny
i warty wnikliwych badan oraz taczy w sobie dwie sciezki badawcze — teoretyczng i aplikacyjng
— obie tak samo istotne dla zywnosciowej przysztosci cztowieka w kontekscie niekorzystnych
zmian bedacych efektem wszelkich dziatan wyniszczajacych srodowisko naturalne.

W pracy doktorskiej nie ma takze wzmianki o tym, ze Doktorantka jest wspotautorka
kilku publikacji w tematyce zbieznej z dysertacjg, a spora cz¢$s¢ wynikow pracy doktorskiej
zostala juz opublikowana, czego przykladem jest choc¢by oryginalna praca badawcza pt.
WSignificance of selenium supplementation in root-shoot reactions under manganese stress in
wheat seedlings — biochemical and cytological studies”, Plant Soil (2021) 468:389-410. Brak
tej informacji uwazam za blad tym bardziej, ze kilka publikacji w dorobku na tym etapie
kariery naukowej to bardzo duze osiggni¢cie.
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Recenzja szczegolowa

Pani mgr Magdalena Skorka przedstawila rozprawe doktorska w tradycyjnej formie
dziela liczacego 124 strony, ktore obejmuje: spis tresci, liste skrotow, streszczenie (w jezyku
polskim i angielskim), wstep, cel pracy, materialy i metody, wyniki, dyskusje, wnioski oraz
literaturg. Wyodrebnienie rozdziatéw i podrozdzialow tematycznych porzadkuje obszerny
material, co utatwia czytelnikowi $ledzenie zamierzen Autorki i etapy realizacji badan. Lista
skrotow jest obszerna ale pomocna, choc¢by ze wzgledu na fakt, ze niekiedy skréty sg stosowane
w tekscie bez stosownego wyjasnienia (np. SOD, POX, CAT, streszczenie, str. 8) lub nie sa
konsekwentnie stosowane od pierwszego ich wprowadzenia (np. mangan/Mn — nazwa
pierwiastka i symbol stosowane wymiennie, wielokrotnie w tekscie pracy).

Streszczenie pracy powinno by¢ krotkie 1 rzeczowe; powinno zawiera¢ najwazniejsze
watki pracy w kolejnosci chronologicznej, takie jak problem naukowy (przedmiot badan),
hipotez¢ badawczg, cel badan (ewentualnie cele szczegdlowe/zadania badawcze), zarys
metodologii, syntetyczne podsumowanie uzyskanych wynikéw zmierzajace do wnioskdéw
koncowych oraz ich znaczenie — wartos¢ naukowg i walor aplikacyjny, jesli taki jest. Sposrod
wymienionych cech zamieszczone streszczenie zawiera tylko dwie — jest krotkie, a pierwszy
akapit nakresla doskonale przedmiot badan. Dalszy opis jest zbyt szczegotowy lub niejasny,
czego przykladem moze by¢ informacja odnoszaca si¢ do 5-metC: . Zmianie kierunku
roznicowania komorek w wierzcholkowej czesci korzenia pod wplywem stresu Mn towarzyszyl
wzrost stgzenia 5-metC” — nie wiadomo, w jakim celu wykonano t¢ analize i o czym $wiadczy
uzyskany wynik (odniose si¢ do tego watku obszerniej w dalszej czgs$ci recenzji). Reasumujac,
streszczenie nie jest najmocniejszym elementem rozprawy, ale rzadko zdarza sig, ze jest
napisane dobrze i1 zachwyca. Poniewaz zwyczajowo jest to rozdzial pracy pisany jako ostatni,
zwykle brakuje nam energii 1 zbyt pochopnie pragniemy postawic ,,ostatnig kropke™ po duzym
wysitku, jakim niewatpliwie jest napisanie rozprawy doktorskiej — doskonale to rozumiem.
Jednak warto pamietaé, ze dobrze zredagowane streszczenie obszernej pracy badawczej, ktore
bez wzgledu na swojg pozycje — na poczatku badz na jej koncu — jest zawsze czytane w
pierwszej kolejnosci 1 moze by¢ kluczowe dla uzyskania pozytywnej oceny recenzentdw
podczas publikacji wynikdéw badan w renomowanych czasopismach naukowych.

W dalszej czesci pracy znajduje sie dobrze przemyslany wstep, sformutowanie celu
badan z wyszczegdlnieniem pytan szczegdtowych oraz rozdzialt metodyczny zawierajacy opis
materiatu roslinnego i metod badawczych. Dalej nastepuje prezentacja uzyskanych wynikow
badan stanowigca obszerny segment pracy (w tym 17 tablic prezentujacych wykresy lub
fotografie 1 3 tabele) oraz ich dyskusja. Zostaly takze przedstawione wnioski koncowe —
sformutowane bardzo dobrze — oraz imponujacy spis literatury obejmujacy az 300 pozycji.
Jezyk dysertacji jest komunikatywny, a sposob podzialu tresci spelnia wymogi stawiane
pracom doktorskim w dyscyplinie nauki biologiczne. Nie uszty mojej uwadze nieliczne bledy
stylistyczne, interpunkcyjne czy ortograficzne, jak chocby blad na stronie tytulowej:
HINSTYTUT BIOLOGII I NAUK O ZIEMII, ale nie maja one istotnego wplywu na
merytoryczng warto$¢ pracy doktorskiej. Autorka zamiescita takze o$wiadczenie, ze prace
napisata samodzielnie bez naruszenia praw autorskich innych osob. Stwierdzam zatem, ze
przedstawiona do oceny dysertacja ma strukture¢ klasyczng i kompletna.
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Wstep jest napisany klarownie i bez zbednego rozmachu. W pierwszej czgsci
Doktorantka opisata Mn i wystepowanie tego pierwiastka w srodowisku (w glebach, wodzie i
powietrzu) oraz sposob pobierania i transportu Mn w roélinach, a takze jego rolg w procesach
metabolicznych. W drugiej czesci omdéwione zostato zagadnienie nadmiernej akumulacji Mn
w tkankach roslin i jej skutki, nastepnie stres oksydacyjny i osmotyczny oraz mechanizmy
obronne komdrek wobec reaktywnych form tlenu wraz z obszerng charakterystyka enzymow
antyoksydacyjnych i antyoksydantow. W ostatniej czesci wstepu Autorka opisata mikro- i
makroelementy niezbedne w metabolizmie roslin w kontekscie morfogenezy wybranych
organdw roslinnych, takich jak korzen i liscie, oraz zarys organizacji przestrzennej komorki
roslinnej w odniesieniu do chloroplastow i procesu fotosyntezy. W mojej ocenie brakuje
logicznego przejscia w opisie pomiedzy podrozdziatami 1.4 1 1.5, ktére uzasadniatoby obszerne
omowienie zagadnienia stresu oksydacyjnego i osmotycznego w kontekscie nadmierne;j
akumulacji Mn w roS$linach. Zakladam, ze podczas prezentacji autoreferatu ten watek
zostanie przedstawiony klarownie. Ponadto Autorka pracy wielokrotnie wspomina o
toksycznym wpltywie nadmiaru Mn na rozwoj roslin, przy czym pomija kwesti¢ organdw
generatywnych skupiajac si¢ glownie na wegetatywnych, co doskonale przedstawia Tabela 1
zamieszczona na str. 21. Jednak plon zboz w istocie zalezy od wytworzenia pylnikow 1 stupkow
w celu uzyskania nasion. Czy istniejg dane odnoszace si¢ do ewentualnych zaburzen w
formowaniu i/lub funkcjonowaniu organéw generatywnych u roslin narazonych na stres
nadmiernej kumulacji Mn? W podrozdziale 1.9 zawarta jest informacja, ze: ,,Rosliny wyzsze
charakteryzujq si¢ budowq biegunowq, kiora jest warunkowana w zygocie, gdzie mozna
wyodrebnié zawiqzek korzenia i pedu”. Prosz¢ o wyjasnienie tego zagadnienia. Zakres
literatury, ktdrg Autorka postuzyla si¢ we wstepie pracy $wiadczy o jej doskonatej orientacji w
obranej przez siebie tematyce badawczej, a zamieszczone ryciny utatwiajg lekture kolejnych
czesci rozprawy. Moja ogolna uwaga odnosnie tego rozdziatu (a takze kolejnych) dotyczy
braku konsekwencji Doktorantki w stosowaniu przyjetych przez nig skrétow i symboli, ktore
od momentu pojawienia si¢ po raz pierwszy w tekscie powinny by¢ konsekwentnie uzywane.

Cel pracy zostal jasno sformulowany, a wynikajace z niego kolejne pytania
szczegotowe sg wobec niego adekwatne. Moja uwaga — by¢ moze dyskusyjna — dotyczy jedynie
watpliwosci, czy w kontekscie braku hipotezy badawczej nie zastapit jej po czesci cel pracy?
Ot6z brzmi on nastepujaco: .,...celem podjetych badan bylo wykazanie roznic w dzialaniu
jonow Mn w dawce toksycznej na siewki jarych zboz roznigce sie wrazliwoscig na czynniki
stresowe”. Zatem w celu badan zawarta jest teza, ze takie réznice istniejg, a cho¢by nie istnialy
lub nie byty az tak istotne, nalezy je wykaza¢, bo taki jest cel badan. Oczywiscie w oparciu o
literaturg przedmiotu zalozenie to jest jak najbardziej stuszne, ale w mojej opinii cel badan nie
zostal dobrze sformutowany. Konsekwentnie, niektdre pytania szczegotowe zawieraja w sobie
réwniez element tezy, np. w pytaniu i) Autorka pracy z gory zaklada, ze w warunkach nadmiaru
jondéw Mn zmieniaja si¢ wartosci swiezej 1 suchej masy koleoptyli zboz (pszenicy, jeczmienia
i owsa), poniewaz to pytanie brzmi: ,.Jak zmieniajg si¢ wartosci... ", a powinno brzmie¢: ,,Czy
zmieniajq si¢ wartosci...”. Natomiast dodatkowy aspekt badan, odnoszgcy si¢ do potencjalnie
protekcyjnych wlasciwosci Se w warunkach ekspozycji roslin na zwigkszone stezenia Mn, jest
sformutowany bardzo dobrze, podobnie jak pytania szczegotowe w odniesieniu do wybranych
odmian pszenicy.
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Material roslinny do badan zostal wybrany wilasciwie, poniewaz do analiz
podstawowych wykorzystano trzy gatunki zbdz — pszenice, jeczmien i owies — w kazdym
przypadku co najmniej dwie rézne odmiany zbdz charakteryzujace si¢ roznym stopniem
tolerancji na toksyczne dziatanie Mn. Natomiast w drugim etapie badan, obejmujacym bardziej
szczegotowe analizy, w tym badania immunocytochemiczne, wybrano pszenice (dwie rézne
odmiany Nimfa i Alibi) jako najbardziej odporna na wysokie stezenia Mn, co jest uzasadnione.
Tak dobrany material badawczy gwarantuje otrzymanie wiarygodnych wynikow badan o
wysokiej wartosci poznawczej. Na szczegolna uwage zastuguje zlozony warsztat metodyczny
Doktorantki, ktora wykorzystata szereg metod biochemicznych, ale takze barwienia
histo/cytochemiczne dla obserwacji mikroskopowych skrawkow potcienkich utrwalonego
materiatu roslinnego (korzenie i liscie) oraz technike immunofluorescencyjng w celu
identyfikacji miejsc lokalizacji 5-metC w komorkach korzeni 1 lisci dwoch odmian pszenicy w
zroznicowanych wariantach eksperymentalnych. Ta czes¢ dysertacji doktorskiej swiadezy o
bardzo dobrym przygotowaniu Doktorantki do prowadzenia wnikliwych badan. Korzystajac z
przywileju recenzentki prosze, aby w trakcie dyskusji Autorka pracy ustosunkowala si¢
do kilku kwestii metodycznych. Z opisu w podrozdziale 3.15. (str. 54) wynika, ze do barwien
histo/cytochemicznych zastosowano blekit metylenowy, co pozostaje w sprzecznosci z opisem
wynikow odnoszacych si¢ do obserwacji mikroskopowych preparatow barwionych ,.bl¢kitem
tolouidynowym™ (str. 79), przy czym zapewne mowa o blekicie toluidynowym — wkradla si¢
Lliterowka”.  Analogiczng niescisto$¢ odnalazlam takze w publikacji  wspotautorstwa
Doktorantki (Plant Soil, 2021, 468:389-410), w odniesieniu do tych samych wynikoéw badan.
Czy wykonano analize¢ Western blot w celu weryfikacji specyficznosci komercyjnego
przeciwciala pierwszorzedowego anty-5-metC (monoklonalne mysie, Abcam) dla roznych
odmian pszenicy? W jakim celu wykonano immunolokalizacje 5-metC? Do tego pytania
powrdce jeszeze w dalszej czgsei recenzji odnoszacej si¢ do wynikow badan.

Wyniki przeprowadzonych badan sa w zdecydowanej wigkszosci dobrze
udokumentowane zestawem przejrzystych wykresow, fotografii i tabel zamieszczonych
kolejno w tekscie, co znacznie ulatwia jego lekture. W toku badan Doktorantka uzyskata wiele
ciekawych wynikow, ktore zebrala w postaci wnioskow przedstawionych w skrocie ponizej:

e odmiany zboz wrazliwe na stres oksydacyjny akumulujg wyzsze ilosci Mn w poréwnaniu
do odmian tolerancyjnych, czego fizjologicznym efektem jest m.in. zahamowanie wzrostu;

e aplikacja Mn w stezeniu toksycznym uruchamia enzymatyczne reakcje ochronne o réznej
intensywnosci u roznych zbdz;

e stres Mn powoduje zaburzenia osmotyczne (wzrost syntezy rozpuszczalnych cukrow i
proliny), przy czym poziom ochrony jest zalezny od genotypu;

e zaburzenia metabolizmu komorkowego w warunkach stresu Mn powoduja defekty
w strukturze plastydow oraz gromadzenie zwigkszonych ilosci skrobi;

e nadmierna akumulacja Mn przez system korzeniowy prowadzi do powstania zaburzen w
jego strukturze, zwlaszcza w czgsciach wierzchotkowych korzeni;

e Se moze stymulowa¢ mechanizmy ochronne roslin w warunkach stresu Mn, ktdére nie sa
zwigzane z bezposrednim blokowaniem doplywu Mn do komorek;

e biofortyfikacja Se wobec toksycznych stezen Mn zwigksza aktywacje uktadow ochronnych
w komorkach pszenicy przed wzmozonag generacja RFT w tych warunkach;
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e stymulowany przez Se wychwyt jonow Ca wydaje si¢ by¢ waznym elementem reakcji
ochronnych, umozliwiajgcym m. in. regeneracj¢ tkanek korzeni;

e strefa merystematyczna korzeni ma potencjalng zdolno$¢ do modyfikowania wzorca
roznicowania pod wplywem stresu Mn, zwlaszcza w przypadku silnego uszkodzenia
komorek merystematycznych;

e stres Mn powoduje podwyzszenie poziomu metylacji DNA mierzone globalnym poziomem
5-metC wskazujac na prawdopodobng inicjacje apoptozy w komoérkach i obumieranie
gtownego wierzchotka wzrostu.

Co do trafnosci niektérych wnioskow mam pewne watpliwosci, ktore przedstawie ponize;.

Podsumowujgc ten rozdzial rozprawy stwierdzam, ze Doktorantka przeprowadzita dobrze

zaplanowane i przemyslane eksperymenty, ktore udokumentowata w postaci wartosciowych

wynikéw badan nie budzacych wigkszych watpliwosci. Sa one dobrym przykladem
obiektywnej i uzasadnionej naukowo metodologii badawczej, co sprawia, ze rozprawa Pani mgr

Magdaleny Skorki ma duzg wartos¢ poznawczg. Niemniej, mam kilka pytan i uwag w

odniesieniu do tego rozdzialu, w szczegdlnosci do obserwacji mikroskopowych.

Po pierwsze, dlaczego dokumentacja barwien histo/cytochemicznych (Fig. 19, str. 79)
jest przedstawiona w postaci czarno-biatych fotografii zamiast w kolorze oddajacym charakter
barwienia bfekitem metylenowym (toluidynowym)? Przez to zdjecia mikroskopowe tracg na
jakosci i trudniej zweryfikowaé rdznice w strukturze komorek opisywane przez Autorke.
Dostrzegam tylko jedno zdjecie dokumentujace warunki kontrolne dla jednej odmiany
pszenicy, podczas gdy w opisie mowa o dwoch. Ponadto rozwazania na temat dynamicznych
zmian w akumulacji skrobi w plastydach w okreslonych warunkach eksperymentalnych sg nie
do konca uprawnione bez wykonania barwien cytochemicznych stosowanych standardowo dla
skrobi — dlaczego ich nie wykonano? Niezabarwione bi¢kitem metylenowym (toluidynowym)
obszary plastydow, definiowane przez Autorke jako ziarna skrobi, moga odzwierciedla¢ w
istocie degradacje tylakoidow, co byloby rownie interesujacg obserwacja. Mam tez watpliwosci
co do objasnienia skrotu ,.e”; w moim przekonaniu to epiderma (skorka), a nie naskorek.

Po drugie, ponawiam pytanie odnosnie celu wykonania immunolokalizacji 5-metC w
komorkach korzeni i lisci dla dwoch odmian pszenicy (Nimfa i Alibi) w zrdéznicowanych
wariantach eksperymentalnych — nie znajduj¢ jasno sformulowanego uzasadnienia dla
wykonania tych analiz, chociaz zapewne takie istnieje. Co wigcej, wniosek koncowy odnoszacy
si¢ do tych wynikéw w brzmieniu: ,,stres Mn powoduje podwyzszenie poziomu metylacji DNA
mierzone globalnym poziomem 5-metC wskazujgc na prawdopodobng inicjacje apoptozy w
komorkach....” jest spekulacjg, poniewaz nie przedstawiono wystarczajacych dowoddéw na
poparcie tej tezy. W publikacji wspotautorstwa Doktorantki (Plant Soil, 2021, 468:389-410), w
odniesieniu do tych samych wynikow badan, przedstawiono analize poréwnawcza poziomu 5-
metC bazujaca na pomiarze intensywnosci fluorescencji, ktorej brak w pracy doktorskie;j.
Dlaczego? Natomiast w zadnej z tych prac (ani w publikacji, ani w pracy doktorskiej) nie
odnalaztam dowoddéw na poparcie tezy o wzmozonej apoptozie w warunkach stresu Mn.
Dlatego prosze Doktorantke, aby wyjasnita ten problem podczas obrony i wskazata, jakie
analizy powinny by¢ wykonane, aby wniosek byt potencjalnie uprawniony. Powigkszenia zdjec
dokumentujgcych immunofluorescencje powinny by¢ wieksze, w szczegdlnosci fragmenty
fotografii obrazujace barwienie jader komorkowych, co zdecydowanie podniostoby jakosé
dokumentacji fotograficznej. Na zdjeciach z mikroskopu fluorescencyjnego zamieszczonych w
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pracy (jak i w publikacji) nie wida¢ niestety opisywanych defektow w strukturze chloroplastow.
Aby je zweryfikowaé, nalezaloby wykona¢ analize ultrastrukturalng z wykorzystaniem
transmisyjnej mikroskopii elektronowej, do czego goraco zachecam Doktorantke, jesli bedzie
kontynuowac te badania w przysztosci.

Po trzecie, jakkolwiek dokumentacja analizy mikroskopowej struktury korzeni po
barwieniu blekitem metylenowym jest bardzo dobra, poniewaz zdecydowanie widoczne sg
defekty bedace skutkiem toksycznego wptywu Mn oraz efekt protekcyjnych wlasciwosci Se,
na zamieszczonych zdjeciach nie wida¢ degeneracji jader komorkowych, opisywanych jako
zanik chromatyny albo wyzszy stopien jej kondensacji — aby to stwierdzi¢ niezbe¢dne jest inne
podejscie metodyczne. Prosz¢ o zaproponowanie przynajmniej jednego z mozliwych.

Dojrzata dyskusja wzbogaca rozprawe doktorskg. Autorka umiejetnie konfrontuje
wyniki swoich prac eksperymentalnych z osiggni¢ciami innych badaczy oraz formutuje $miate
lecz w znakomitej wiekszosci uzasadnione wnioski. Sposdb prowadzenia dyskusji Swiadczy o
dojrzatosci naukowej Doktorantki oraz doskonatej orientacji w najnowszych kierunkach badan,
ktére stanowig przedmiot jej naukowych zainteresowan. Zdecydowanie podkreslam, ze
wszystkie moje uwagi i sugestie wynikajg nie tyle z przywileju, co z obowigzku recenzentki.
Nie majg one istotnego wplywu na warto$¢ merytoryczng pracy doktorskiej zastugujacej na
uznanie, gléwnie ze wzgledu na umiejetne wykorzystanie wybranych metod
eksperymentalnych oraz kompetentng interpretacje interesujagcych wynikéw badan, ktore sg
oryginalne, rzetelne i w znakomitej wigkszosci dobrze udokumentowane.

Whiosek koncowy

Rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Skérki ma duza warto$¢ poznawcza i
niewatpliwie wzbogaca dotychczasowa wiedze w temacie badan. Praca jest spdjna tematycznie
7 wyraznie postawionym celem i wlasciwie weryfikowang hipotezg, ktorej co prawda brak, ale
ktora pojawia si¢ w pracy w sposdb nieoczywisty. Kolejne rozdzialy sa zwarte, a gldéwny
problem badawczy znajduje w kazdym z nich wlasciwe miejsce. Obszerny materiat
doswiadczalny, bogaty warsztat metodyczny oraz oryginalne wyniki badan swiadcza o dobrym
przygotowaniu Autorki do samodzielnej pracy naukowej, umiejetnosci zdefiniowania
problemu badawczego 1 jego rozwigzania, a takze o znajomosci piSmiennictwa w literaturze
przedmiotu i zdolnosci krytycznej dyskusji wlasnych wynikow badan w jego kontekscie.

W $wietle powyzszej oceny nie mam watpliwosci, ze rozprawa doktorska Pani mgr
Magdaleny Skorki pt. ,, Analiza zmian biochemiczno-strukturalnych pomiedzy wrazliwymi i
tolerancyjnymi odmianami zboz pod wplywem toksycznosci jonow Mn~ spelnia wszystkie
wymogi ustawowe stawiane rozprawom doktorskim.

W zwiazku z tym wnosz¢ do Rady Naukowej w Dyscyplinie Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Pedagogicznego im. Komisji Edukacji Narodowej w Krakowie o
dopuszczenie pracy doktorskiej do publicznej obrony.

Torun, 27 lipca 2023 1.
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