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Recenzja rozprawy doktorskiej magistra inzyniera Romana Erwina Bathelta

pt. Ocena tolerancji mieszancéw owsa z kukurydzg na stres suszy glebowej.

1. Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Recenzja zostala opracowana na zlecenie Przewodniczacego Rady Naukowej Dyscypliny
Rolnictwo i Ogrodnictwo, Uniwersytetu Rolniczego im. H. Kolgtaja w Krakowie Pana prof.
dr hab. inz. Marcina Rapacza z dnia 5.07.2023 (uchwata nr RD-66/2023).

Przedstawiona praca zostata wykonana w Katedrze Fizjologii, Hodowli Roslin i Nasiennictwa,
pod kierunkiem dr hab. Tomasza Warzechy, prof. URK. Promotorem pomocniczym byla dr
Marzena Warchot.

Przewdd zostal wszczety w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo.

2. Ocena wyboru problematyki badawczej

Problematyka naukowa, ktora podjat w swojej pracy doktorskiej Pan mgr inz. Roman Bathelt
znajduje si¢ w obszarze trudnych badan, z zakresu biotechnologii, o duzych wartosciach
zaréwno poznawczych jak i aplikacyjnych, z proba poznania mechanizméw odpornosci na stres
suszy jak i usprawnienia cyklu hodowlanego owsa. Tematyka podjeta przez Pana Bathelta jest
niezwykle wazna, poniewaz susza, obok powodzi, jest jednym z najbardziej dotkliwych,
ckstremalnych zjawisk naturalnych, oddziatujacych na spoteczenstwo, srodowisko i
gospodarke. Problem deficytu wody i zwigzanego z nim zjawiska suszy poglgbia sig. Wynika
to zaréwno z nasilajacej si¢ antropopresji, jak i zmian klimatu. Skutki suszy mozna fagodzic,

nie tylko stosujac renaturyzacje, czy tez odtwarzanie naturalnych terenow zalewowych i
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przywracanie terendw podmoktych, ale réwniez uprawiajgc rosliny odporne na stres suszy.
Oczywistym jest, ze czasowy brak wody wptywa bardzo niekorzystnie na rosliny, ogranicza
przebieg fotosyntezy, pobieranie sktadnikow pokarmowych, powodujgc zmniejszenie ilosci i
jakosci plonu upraw. Skutki suszy mogg ujawni¢ si¢ z réznym nasileniem, w zaleznosci od
gatunku roslin, rodzaju gleb czy regionu geograficznego. Jak wynika z pracy Pana Bathelta
poznanie genetycznego podtoza odpornosci roslin na stres suszy ma podstawowe znaczenie dla
podniesienia produktywnosci upraw owsa. Otrzymanie nowych odmian, odpornych na
wystepujacg stale lub pojawiajace sie okresowo susze moze przynie$¢ korzysci zardéwno
ekonomiczne jak i spoteczne. Do korzysci tych mozna zaliczyé np. wykorzystanie strefy
tropikalnej, gdzie produkcja z zastosowaniem tradycyjnych gatunkéw i odmian roslin jest
niemozliwa z powodu suszy, mozna réwniez zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z okresowym
wystepowaniem suszy w strefie klimatu umiarkowanego. Ztozono$¢ mechanizméw odpornoscei
roslin na stresy abiotyczne jest powaznym wyzwaniem dla hodowcéw roslin. Programy
hodowlane ukierunkowane na uzyskanie odmian ro$lin uprawnych, lepiej przystosowanych do
uprawy w warunkach odbiegajacych od optymalnych sa zlozonymi przedsigwzieciami
organizacyjnymi. Wymagajg one dtugotrwatych prac przygotowawczych, na ktére sktadaja si¢
poszukiwanie zrodel genetycznej odpornosci i opracowanie metodyki umozliwiajgce]
jednoznaczne odréznienie form odpornych od wrazliwych. Réwniez sam proces hodowlany
komplikuje si¢ z powodu prowadzenia dodatkowej oceny cech zwigzanych z odpornoscig.
Powazne nadzieje na usprawnienie hodowli form odpornych na stres suszy mozna wigzaé z
szerszym zastosowaniem technik kultury in vitro i metod inzynierii genetycznej. Wobec

powyzszego wybranie tej tematyki badan uwazam za bardzo wazne i uzasadnione.

3. Formalna ocena pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie monografii oraz
pojedynczej publikacji, zgodnie z wymogami stawianymi tego typu opracowaniom. Praca liczy
139 stron i zostata podzielona na 9 rozdziatéw: ,,Wykaz stosowanych skrétow” (1), ,,Wstep”
(2), ,Przeglad literatury” (3), ,,Cel pracy” (4), ,Materiat i metody” (5), ,,Wyniki” (6),
,.Dyskusja” (7), ,,Podsumowanie i wnioski” (8), ,,Spis literatury” (9). W obrgbie rozdziatow:
.Przeglad literatury”, ,Material i metody” oraz ,,Wyniki” Autor wyodrgbnil liczne
podrozdziaty, dzigki ktérym uporzadkowano zakres prowadzonych prac dotyczacych
rozprawy. Przyjety przez Autora podziat jest przejrzysty i spdjny, a wszystkie rozdziaty i

podrozdziaty maja wlasciwe proporcje. ,,Cel pracy” traktuje o giownym zalozeniu rozprawy i
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obejmuje pigé celow szczegdtowych. ,,Przeglad literatury”, ,,Materiat i metody” oraz ,, Wyniki”
zawierajg liczng dokumentacje¢ w formie 49 tabel oraz 26 rycin. Prezentowana praca doktorska
zawiera réwniez bogate, wlasciwie dobrane i aktualne piS$miennictwo (142 pozycije
literaturowe). Podsumowujge uwazam, ze uklad opracowania jest typowy dla rozprawy

doktorskiej, logiczny, bardzo przejrzysty i spelnia wymagania stawiane tego typu pracom.

4. Merytoryczna ocena pracy

Tytutl

»Lytul” rozprawy doktorskiej w pelni odpowiada zakresowi prowadzonych a nastgpnie
opisanych w dysertacji badan.

Wstep

»Wstep” zostal ujety przez Autora w sposoéb syntetyczny. Zawiera wszystkie niezbedne
informacje, pozwalajace zorientowaé si¢ czytelnikowi w tematyce, ktéra dotyczy
prowadzonych badan. Autor scharakteryzowal owies jako gatunek doceniany gospodarczo,
zwrocil roéwniez uwage na jego walory prozdrowotne, w szczeg6lnoéei na sktad chemiczny
ziarna. W rozdziale tym zostal poruszony szeroko dyskutowany obecnie temat suszy jako
zjawiska niekorzystnie wptywajacego na osiagane plony owsa. Magister Bathelt zwrdcit uwagg
na bardzo kosztowne zabiegi interwencyjne, zapobiegajace negatywnym skutkom suszy, do
ktorych zaliczamy deszczowanie. Zdaniem Autora jednym z rozwigzan opisanych problemow
moze byé znalezienie mieszahcoéw z genetycznie uwarunkowang odpornoscig na stres suszy.
Temu tematowi poswigcona jest przedstawiona dysertacja. Magister Bathelt zwraca rowniez
uwage na fakt, ze oprocz odnalezienia wlasciwego genotypu, istotne jest réwniez uzyskanie
homozygotycznosci i utrwalenie pozadanych cech. Mimo poprawnego zredagowania ,,Wstepu”
pojawity si¢ bardzo drobne uchybienia przedstawione ponizej:

Uwagi

1. Na stronie 7 (wiersz 16) znalazlo si¢ niefortunne zdanie ,Niezbedna ilo$¢ opadéw
uzalezniona jest takze miedzy innymi od przebiegu temperatur czy wymagafh wodnych
uprawianych roslin w poszczegolnych okresach wegetacji (Lal i in. 2012).” Ilo§¢ opadéw nie
zalezy od przebiegu temperatur i wymagan wodnych roslin, a na to wskazuje zdanie. By¢ moze
Autorowi chodzilo o to, ze wymagania wodne roélin oraz panujgca w danym okresie
temperatura s3 wskaznikiem jaka ilo$¢ opadéw bylaby potrzebna, aby roslina rozwijata sig
prawidtowo.

2. Na stronie 8 (wiersz 11) pojawila sie informacja, ze ,,okreslono przydatnos¢ mieszafncoéw do
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poszukiwania zrédet odpornosci na suszg”. Mieszarice nie sg przydatne do poszukiwania zrodet
odpornosci na susze, a raczej same mogg stanowi¢ zrodio tej odpornosci. Ta czgsé zdania
powinna brzmie¢ ,,okreslono przydatnos¢ mieszafncdw jako zrédet genetycznie uwarunkowane;j
odpornosci na suszg”.

3. Tuz zarozdziatem ,,Wstep” zabrakto celu pracy, ktory stanowitby dopetnienie zarysowanego
problemu badawczego i propozycj¢ jego rozwigzania. Oczywiscie cel pracy zostat postawiony
ale za rozdzialem ,,Przeglad literatury”.

Przeglad literatury

W bardzo obszernym rozdziale ,,Przeglad literatury” Autor przedstawia aktualny stan badan w
zakresie zagadnieni dotyczacych prowadzonych analiz. Wyczerpujacy przeglad literatury
udokumentowany jest licznymi doniesieniami (142 pozycje), co wskazuje na bardzo dobre
rozpoznanie tematu i duzg wiedzg. Rozdzial ,,Przeglad literatury” zostal podzielony na
podrozdziaty, co jest zasadne przy wykorzystaniu tak wielu pozycji literaturowych. Dzigki
temu zabiegowi praca jest bardzo czytelna i przejrzysta. W podrozdziale pierwszym Autor
przytacza informacje na temat znaczenia gospodarczego owsa, jego budowy morfologicznej
oraz pochodzenia. Magister wskazuje, ze Polska jest trzecim, najwigkszym s$wiatowym
producentem ziarna owsa oraz najwigkszym w Unii Europejskiej. Podrozdziat ten zawiera
réwniez charakterystyke odmian znajdujacych si¢ w rejestrze COBORU. W podrozdziale tym
Autor scharakteryzowat metody wykorzystywane w hodowli twoérczej owsa migdzy innymi
metode rodowodowg, ramszow oraz pojedynczych nasion. Istotnym elementem w przegladzie
literatury jest podrozdziat drugi, w ktorym zostato opisane znaczenie podwojonych haploidéw
owsa. Jak wiemy metoda hodowli DH jest niezwykle przydatna z technologicznego punktu
widzenia. Uzyskiwanie stabilnych genetycznie odmian zb6z wymaga wielu lat intensywnej
pracy. Linie DH umozliwiaja uzyskanie stosunkowo wysokiej liczby ustalonych genetycznie
osobnikéw. Metody otrzymywania linii DH pozwalajg na skrocenie procesu hodowlanego, co
jest niezwykle istotne dla hodowcoéw, poszukujacych nowych odmian. Linie DH mozna
réwniez uzyskaé metoda krzyzowania oddalonego, na co Autor zwrdcit uwage w podrozdziale
trzecim. W podrozdziale tym wiele miejsca poswigcono réwniez wykrywaniu mieszancow
owsa z kukurydza oraz badaniu introgresji. W konicowych podrozdziatach Autor skupit si¢ na
najwazniejszych kwestiach zawartych w dysertacji, czyli znaczeniu stresu suszy w produkeji
roglinnej, w tym rowniez owsa. Problem zostal omowiony bardzo szczegétowo, migdzy innymi
scharakteryzowano cztery rodzaje suszy, w zaleznodci od dtugosei trwania okresu bez opadow,
opisano straty w plonie oraz reakcjg roslin owsa na stres niedoboru wody. Opisane zostaly

réwniez dzialania prewencyjne oraz sposoby monitorowania suszy glebowej w Polsce.
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Podsumowujac stwierdzam, ze ,,Przeglad literatury” dobrze argumentuje wybor okreslonych
metod postgpowania, stosowanych w czesci eksperymentalnej pracy.

Uwagi

1. W mojej ocenia Autor opisujac reakcje roslin na stres suszy w poszczegélnych okresach
wegetacyjnych zbyt mato uwagi poswieca analizowanemu gatunkowi skupiajae sie na zbozach
ogodtem (strona 25).

2. W tej czgsci pracy pojawily sie drobne bledy interpunkcyine.

Cel pracy

Cel gitéwny pracy, ktérym bylo ,zbadanie wybranych parametréw fizjologicznych,
biochemicznych oraz agronomicznych linii OMA owsa powstatych na drodze krzyzowania
oddalonego z kukurydza w warunkach suszy glebowej i na tej podstawie wytypowanie linii
najlepiej przystosowanych do wzrostu i rozwoju w warunkach niedoboru wody” zostat
poprawnie sformulowany. W rozdziale czwartym poprawnie wyodrebniono cele szczegétowe,
ktore sg przypisane do poszczegdlnych zadan badawczych.,

Material i metody

Rozdzial ,,Material i metody” zostal opracowany wiasciwie i czytelnie. Charakterystyka
materialu roslinnego przeznaczonego do badan zostata przedstawiona w formie opisu oraz
tabeli. Material stanowito 120 linii podwojonych haploidow owsa, uzyskanych metoda
krzyzowania oddalonego mieszancoéw wewngtrzgatunkowych owsa z kukurydzg. Z opisu
wynika, ze w przypadku analiz molekularnych jako kontroli pozytywnej uzyto odmiany
kukurydzy Waza, natomiast jako kontroli negatywnej odmiany owsa Stoper.

Uwagi

1. Poprosze o wyjasnienie co bylo kryterium wyboru konkretnych linii DH? Czy mieszarnce
wewngtrzgatunkowe owsa, z ktérych otrzymano linie DH byly oceniane pod kontem
odpornosci na stres suszy?

2. W mojej opinii przy opisie materialu rodlinnego (strona 35), wykorzystanego w
poszczegblnych doswiadczeniach zabraklo wydzielonego punktu pt. ,,Materiat ro§linny”, gdzie
zostatby on przedstawiony w catodci, w syntetycznej formie. Poczatkowo w pracy jest mowa o
Pokoleniu F2, w miar¢ jak czytelnik zagl¢bia sig w kolejne rozdziaty pracy pojawiajg sig
informacje np. o pokoleniu F3, ktére bylo analizowane w szklarni co wprowadza trochg
zamieszania.

3. W opisie materiatu roslinnego nie podano pochodzenia kukurydzy, ktéra postuzyta jako

zapylacz.
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Metodyka w pracy zostata opisana bardzo skrupulatnie, szczegétowo przedstawiono wszystkie,
metody badawcze. Na pochwale zastuguje fakt, ze realizujge zatozenia pracy doktorskiej Autor
przeprowadzit liczne dos$wiadczenia takie jak: do$wiadczenie szklarniowe, do§wiadczenie
tunelowe, analizy molekularne (identyfikacja linii OMA), test utraty wody, analize parametréw
biochemicznych, analizy fluorescencji chlorofilu a, analizy wybranych elementéw sktadowych
plonu oraz analizy statystyczne. Przeprowadzenie tak wielu analiz wymagalo duzego
zaangazowania doktoranta. W doswiadczeniu szklarniowym precyzyjnie opisano warunki
panujgce w szklami oraz indukcje stresu suszy, jezeli natomiast chodzi o materiat roglinny
pojawito si¢ pokolenie F3, o ktérym nie wspomniano w punkcie dotyczacym materiatu
roslinnego (uwaga ponizej). Ponadto podrozdziat 3 opisano bardzo dobrze. W podrozdziale 4
opisano do$wiadczenie tunelowe. Precyzyjnie scharakteryzowano warunki panujgce w tunelu
oraz wywolanie stresu suszy. Test utraty wody zostat przeprowadzony zgodnie z powszechnie
stosowang metodologig i szczegétowo opisany w podrozdziale 5. Niewatpliwie na pochwale
zashuguje zaangazowanie doktoranta i ogromna ilo§¢ pracy wiozona zardwno w do§wiadczenie
szklarniowe jak i tunelowe. Oba doswiadczenia zostaly udokumentowane na fotografiach
zamieszczonych w pracy. Na szczegdlng uwage zastuguje podrozdzial 6, w ktoérym
przedstawiono caty wachlarz metod stuzacych analizom parametréw biochemicznych. Do
okreslenia sumarycznej ilosci cukrow wykorzystano metode fenolows, do oszacowania
zawartosci zwigzkéw fenolowych wykorzystano metode Folina i Ciocalteu, zawarto$é
barwnik6w oznaczono zmodyfikowang metoda spektrofotometryczng wedtug Lichtenthaler i
Wellburn. Oprécz analiz biochemicznych wykonano réwniez analizy fluorescencji chlorofilu a
opisane szczegdtowo w podrozdziale 7. Pomiary kinetyki fluorescencji chlorofilu a wykonano
za pomocg specjalnego fluorymetru. Ponadto w podrozdziale 8 opisano metody analizy
wybranych elementow skladowych plonu. Analizie poddano rosliny z doswiadczenia
szklarniowego oraz tunelowego. Pomiary prowadzono dla wszystkich wazonéw z obu
dos$wiadczen. Holistyczne podejscie Autora do problemu, zwigzanego z tolerancja mieszancow
owsa z kukurydza na stres suszy glebowej, znalazlo wyraz w doborze réznych metod
badawczych niezbgdnych do prawidlowego wnioskowania. Autor analizujgc problem
wieloptaszczyznowo ma szansg na znalezienie i wprowadzenie nowych rozwigzan do hodowli
owsa.

Uwagi

1. W opisie metody izolacji DNA (strona 37) brakuje informacji czy dla kazdego genotypu
pobierano jeden li$¢ z jednej rosliny, czy moze byta to préba zbiorcza z kilku roslin?

2. Nie podano informacji na temat czystosci wyizolowanego DNA przy absorbancji 260/280
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oraz 260/230 (strona 38). Zanieczyszczenia w znacznym stopniu wptywajg na jako$é reakcji
PCR, co przektada si¢ na czytelnosé obrazéw elektroforetycznych.

3. Przy opisie sktadu mieszaniny PCR (strona 38) podano tylko objetoéci poszczegdlnych
sktadnikéw, brakuje natomiast iloéci substancji wyrazonych w molach.

4. W opisie na stronie 40 znalazto si¢ niefortunne zdanie ,,Doswiadczenie szklarniowe
prowadzono na dwéch pokoleniach (F2 1 F3) i 14 liniach OM ..... oraz odmianie owsa Bingo.”
Spéjnik ,,i” wskazuje, ze analizowano ,jakie$ genotypy” F2 i F3 i 14 linii OMA, a takze
odmiang Bingo. Rozumiem, ze analizowano 14 linii OMA oraz odmian¢ Bingo pokolenia F2 i
F3? Woéwczas bedzie to tozsame z ponizszym opisem do$wiadczenia zlozonego z 240
wazonow.

Wyniki

Obszerne wyniki badan zostaty przedstawione na 63 stronach. Rozdziat ten zostal podzielony
na trzy podrozdzialy, w ktérych bardzo szczegélowo i przejrzyscie przedstawiono wyniki
prowadzonych analiz. W podrozdziale pierwszym zatytulowanym ,,Badania molekularne”
Autor przedstawil wyniki analiz dotyczacych identyfikacji linii OMA z wykorzystaniem
tancuchowej reakcji polimerazy (PCR). W celu zobrazowania wynikéw Doktorant przedstawit
ryciny przedstawiajace rozdziaty elektroforetyczne produktow reakcji PCR. Z opisu wynika, ze
introgresj¢ materialu genetycznego kukurydzy stwierdzono w przypadku 15 ze 120 linii DH.
Autor przedstawil réwniez wyniki identyfikacji chromosoméw kukurydzy w liniach OMA.
Wyniki te rowniez zostaly zobrazowane za pomocg rycin. Wedlug autora najczesciej u
badanych linii OMA obserwowano chromosom kukurydzy nr 9 (wystepowat u 10 z 14
badanych linii), stwierdzenie to jest jednak niespdjne z tym co autor podaje w rozdziale
,Podsumowanie i wnioski” — uwaga ponizej. W kolejnym bardzo obszernym podrozdziale
.Dos$wiadczenie szklarniowe” Doktorant bardzo precyzyjnie i szczegélowo przedstawil
interesujgce wyniki dotyczace testu utraty wody, licznych analiz parametréw biochemicznych
oraz analizy fluorescencji chlorofilu a. Wszystkie wyniki zostaly umieszczone w czytelnych
tabelach i drobiazgowo opisane. Autor wykorzystujac analiz¢ wariancji wykazal istotny wptyw
suszy glebowej na ksztaltowanie sie 8 parametrow biochemicznych juz w pierwszym dniu
suszy glebowej i wszystkich 11 parametréw w 14 dniu suszy w doswiadczeniu szklarniowym.
Pojawila si¢ réznica pomigdzy doswiadczeniem szklarniowym a tunelowym, poniewaz w tym
drugim po 14 dniach odnotowano wplyw suszy na 7 parametréw biochemicznych. Podobne
zaleznosci zauwazono dla parametréw fluorescencji chlorofilu — pytanie ponizej. Aby

zwickszy¢ prawdopodobiefistwo poprawnego wnioskowania Autor wykonat réwniez analizy
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2. Jak wspomniano juz przy okazji omawiania ,,Wynikéw” w pracy pojawila si¢ niespojnosé.
W rozdziale ,,Podsumowanie i wnioski” (stronal24) Doktorant pisze ,,Zastosowane analizy
SSR-PCR pozwolito na stwierdzenie, ze u badanych linii OMA najczesciej wystepowat
chromosom nr 10 (u 5 linii), .....” natomiast na stronie 58 (,, Wyniki”) Autor pisze ,,Najczesciej
u badanych linii OMA obserwowano chromosom kukurydzy nr 9, wystepowat on w genomie
10 z 14 badanych linii.”. Proszg o zweryfikowanie tych informacji.

Spis literatury

Prezentowana praca doktorska zawiera bogate, wlasciwie dobrane i aktualne pi$miennictwo
(142 pozycje literaturowe).

Whiosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr. inz. Romana Bathelta pt.” Ocena
tolerancji mieszafic6w owsa z kukurydza na stres suszy glebowej.” zostata wykonana w oparciu
o starannie dobrang metodyke badan. Solidne wyniki zostaty bardzo dobrze udokumentowane.
Bardzo obszerny zakres badafn szklarniowych, tunelowych, analiz statystycznych,
laboratoryjnych (w tym analiz molekularnych oraz analiz biochemicznych) wskazuje na bardzo
dobre przygotowanie Autora do prowadzenia interdyscyplinarnych prac naukowych. Na
podkreslenie zastuguje zastosowanie réznorodnych metod badawczych adekwatnych do
rozwiazywanego problemu. Recenzowana praca wnosi nowe elementy utylitarne i poznawcze
do zagadnien zwigzanych z suszg glebows pojawiajaca si¢ w uprawie wielu roslin rolniczych,
w tym owsa. Ponadto Doktorant posiada duze umiejgtnosei stosowania ztozonych i trudnych
procedur metodycznych, niezbednych do badania genomu rodlinnego na poziomie
molekularnym. Posiada réwniez szeroka wiedze genetyczng i hodowlang. Drobne, wrecz
kosmetyczne uwagi pojawiajace si¢ przy omawianiu poszczegdlnych rozdzialéw pracy, w

zaden sposob nie umniejszajg jej wartosci.

Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Romana Bathelta spelnia
wszystkie wymagania okreslone w art. 187, Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742,). Tresé¢ rozprawy doktorskiej
miesci si¢ w obszarze nauk rolniczych, leSnych i weterynaryjnych, w dziedzinie nauk
rolniczych, w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo. Wnioskuj¢ o dopuszczenie Autora
rozprawy Pana mgra Romana Bathelta do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie, bioragc pod uwage wysoki poziom naukowy rozprawy, szeroki zakres

prowadzonych badan, holistyczne podejScie do problemu suszy glebowej i bardzo duze
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zaangazowanie Doktoranta wnioskuje¢ o wyréznienie Autora stosowng nagroda.
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