N, Instytut Hodowli | Aklimatyzacii Rodlin - Pafistwowy instytut Badawery
% % Plant Breeding and Acclimatization Institute - National Research Institute
F  Radzikéw, 05-870 Blonie, Poland
postbox@iharedu.pl | www.iharedu.pl | tel. (+48 22) 7334500 | @PUAP: /IHAR-PIB/SkrytkaESP
NIP: 529 000 70 29 | KRS: 0000074008 | REGON: 000070480 1 BDO: DO00B7815

Poznan, 17.01.2023 r.

Prof. dr hab. Iwona Bartkowiak-Broda
Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin PIB
Oddziat w Poznaniu, Zaktad Roglin Oleistych
ul. Strzeszynska 36
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Recenzja pracy doktorskiej mgr Moniki Markiewicz
pt. ,Identyfikacja genéw zwigzanych z reakejg rolin z rodzaju Brassica na infekcje
przez Plasmodiophora brassicae”

Podstawa wykonania recenzji

Rada Naukowa Instytutu Ogrodnictwa uchwatg nr 33/2022 z dnia 14 wrzeénia 2022 r. powolala mnie
nha recenzenta w przewodzie doktorskim Pani mgr Moniki Markiewicz — pismo z dnia 18 pazdziernika
2022 r. podpisane przez sekretarza Rady Naukowej dr Agnieszke Marasek-Ciotkowska.

Recenzja dotyczy pracy doktorskiej wykonanej w Zaktadzie Biologii Stosowanej Instytutu Ogrodnictwa
— Panstwowego Instytutu Badawczego w Skierniewicach, pod kierunkiem Pani dr hab. Malgorzaty

Podwyszynskiej, prof. IO jako promotora oraz Pana dr. hab. Tadeusza Malinowskiego, prof. IO jako
promotora pomocniczego.

Zrodlo finansowania badan

Praca zostala wykonana w ramach programu badan podstawowych na rzecz postepu biologicznego w
produkcji roélinnej finansowanego przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi, podczas realizacji
zadania badawczego nr 99 pt. ,Badanie molekularne mechanizmu odpornosci na kile kapusty
(Plasmodiophora brassicae) u roslin z rodzaju Brassica” w latach 2015-2020.

Tematyka badawcza rozprawy

Praca miesci sie w obecnie preferowanym nurcie badai na rzecz rolnictwa i ogrodnictwa. Uwaza sie, ze
problemy zwigzane z ostatecznym wynikiem dziatalnosci gospodarczej w tych dziedzinach, tj. wysokim
plonem upraw o dobrej jakogci, powinno rozwigzywa¢ sic w miare mozliwodci metodami
genetycznymi. Wiaze si¢ to ze zmiang filozofii produkcji rolnej poprzez ograniczenie Jjej chemizacji.
Wprowadzenie od 1 stycznia 2014 r. obowigzku integrowanej ochrony roglin przyczynito sie do
obnizenia ilo$ci stosowanych $rodkéw ochrony ro$lin. W ramach Zielonego Ladu Komisja Europejska
20 maja 2020 r. przyjeta dwie strategie ,,0d pola do stolu” oraz ,,Na rzecz bioréznorodnosci”. W tych
strategiach zaleca si¢ obnizenie stosowania $rodkéw ochrony roslin przed agrofagami o 50% w ciagu

10 lat. Nawozenie mineralne powinno zostaé ograniczone 0 20%. Ponadto wycofuje sie wiele zwiazkow




chemicznych dotad dopuszczanych do produkcji $rodkéw ochrony roélin. W zamian proponuje si¢
wykorzystanie w ochronie roélin nowoczesnych srodkéw biologicznych. Przysztoicia sa jednak
odmiany odporne na patogeny i odmiany tolerancyjne. Hodowla takich odmian jesttrudna i dlugotrwata,
wymaga poszukiwania zrédet odpornosci, a nastgpnie wlaczenia ich do programéw hodowlanych.
Ulatwieniem w diugotrwatej selekcji moga by¢ markery genetyczne jednoczesnie przyczyniajace sie do
obnizenia kosztéw hodowli.

Drugim problemem jest bezpieczefistwo zywnosciowe i energetyczne kraju.

Celem gléwnym recenzowanej pracy doktorskiej jest poglebienie wiedzy na temat molekularnych
mechanizméw odpornosci na kitg kapusty i w konsekwencji wytypowanie funkcjonalnych markeréw
odpornosci na kitg kapusty u rolin z rodzaju Brassica. Patogen, nalezacy do krélestwa pierwotniakow
Plasmodiophora brassicae Wor. nalezy do grupy patogenow wywolujacych najwigksze szkody w
uprawach najwazniejszych roslin uprawnych z rodzaju Brassiaca w Polsce i $wiecie, tj. rzepaku i
kapusty glowiastej. Srednio liczy si¢, ze uprawy rzepaku zaatakowane tym patogenem mogg tracié 10-
15% plonu, a przy duzym nasileniu choroby nawet 30%, w ekstremalnych warunkach moze dojsé do
calkowitej utraty plonu. Ponadto w przypadku rzepaku choroba ta moze spowodowaé spadek zawartosci
tluszczu w nasionach o okolo 6%.

Kwestia ochrony plonéw wiaze sie z bezpieczefistwem zywnosciowym kraju. Rzepak jest gtéwna
ro$ling oleista w Polsce i Unii Europejskiej. W Polsce w ostatnich latach wysiewany na powierzchni
ponad Imln ha daje globalny plon 3,2 -3,6 mln ton nasion bedacych zrédlem wartoéciowego oleju i
biatka. Olej wykorzystywany jest na cele spozywcze oraz w technologii produkcji biopaliw plynnych
pierwszej generacji. Okoto 1,1 mIn ton nasion przerabianych jest w celu pozyskania oleju Spozywczego,
a pozostata cz¢s$¢ nasion do produkcji biopaliw ptynnych. Ponad 80% olejéw spozywanych w Polsce
stanowi olej rzepakowy. Natomiast poekstrakcyjna $ruta rzepakowa zawierajaca okoto 40% bialka
surowego jest doskonatym komponentem pasz wysokobiatkowych, przede wszystkim dla duzych
zwierzat gospodarskich i jest dobra alternatywa dla importowanej éruty sojowej. Rzepak jest takze
waznym pozytkiem dla pszczoty miodnej oraz istotnym elementem w plodozmianie. Zatem utrata czesci
plonu wskutek kazdej choroby, takze kily kapusty ma wplyw na wiele elementéw gospodarki.
Wyhodowanie odmian odpornych na patogeny, w zwigzku z tym zmniejszenie wykorzystania
pestycydéw w produkgji rolnej, podobnie ogrodniczej ma pozytywny wplyw na $rodowisko.

Podobnie waznym gatunkiem jest kapusta glowiasta bedaca podstawowym warzywem w kuchni
polskiej. Uprawiana jest na powierzchni okoto 35 tys. ha dajgc og6lny plon ok. 70 mln ton. Zatem kazdy
ubytek plonu tych gatunkéw przektada sie na duze straty.

W powyzsza problematyke wpisuja sie badania podstawowe przedstawione w recenzowanej pracy,
ktére prowadza do poglebienia wiedzy na temat molekularnych mechanizméw odpornosci na kite

kapusty oraz do wytypowania funkcjonalnych markeréw odpornosci na kile kapusty u roslin z rodzaju

Brassica.




Charakterystyka formalna rozprawy

Calos¢ rozprawy miesci si¢ na 180 stronach maszynopisu, jej uklad jest zgodny z normami przyjetymi
dla tego typu opracowan. Recenzowana rozprawa doktorska sklada si¢ z nastepujacych rozdziatow:
streszczenia w jezyku polskim (3'/4 str.) i angielskim (3'/s str.), wstep (2 str.), przeglad literatury
podzielony na tematyczne podrozdziaty (26 str.), cel pracy (1 str.), material i metody podzielony na
tematyczne podrozdzialy (16 str.), wyniki (50 str.), dyskusja (25 str.), wnioski (2 str.), spis literatury (27
str.), spis rycin i tabel (6 str.)

Po streszczeniu zamieszczony jest wykaz 113 stosowanych w pracy skrotow (4 str.).

Wyniki przedstawiono w sumie w 18 tabelach i 64 rycinach.

Przeglad literatury jest obszerny, w sumie w pracy cytowanych jest 405 pozycji. W przewadze sa to
prace anglojezyczne, najnowsze. Jednakze zbedne sa prace popularno- naukowe, a nawet ulotka, prace
te nie majg potwierdzonej wiarygodnosci naukowej, a wigc nie powinny znalezé si¢ w tego typu

opracowaniu. W sumie takich pozycji jest co najmniej 17.

Charakterystyka merytoryczna

Streszczenie dobrze wprowadza w problematyke badawcza, cel badaf i uzyskane wyniki. Przeglad
literatury jest obszerny i wyczerpujacy podjeta tematyke badawcza, opiera si¢ przede wszystkim na
najnowszych doniesieniach naukowych; podzielony jest na tematyczne podrozdzialy dotyczace kity
kapusty, zwlaszcza czynnika sprawczego choroby oraz jego rozprzestrzeniania i zwalczania. W
nastgpnym podrozdziale dotyczacym odpornosci roslin szeroko zostalo oméwione zjawisko odpornosci
roslin na patogeny, a nastgpnie genetyczne i molekularne podstawy odpornosci roslin powotujac sie na
znane badania w tym aspekcie. Zwlaszcza cenny jest podrozdziat szeroko opisujacy podloze genetyczne
odpornosci na kile kapusty u roslin z rodzaju Brassica. Dokladnie zostal opisany wtasciwie dobrany
materiat roslinny oraz uzyty do badan izolat patogena Plasmodiophora brassicae Pb2. Tutaj pytanie
dlaczego ten izolat?

Celem gléwnym pracy bylo poglebienie wiedzy na temat molekularnych mechanizméw odpornosci na
kile kapusty. Autorka wyodrebnila 5 celéw szczegdtowych, ktére konsekwentnie realizowata.

Materiat roslinny stanowito siedem genotypéw w gatunkach roélin Brassica napus var. napus (rzepak,
odm. Mendel F1), Brassica napus var. rapifera (brukiew odm. Wilhelmsburger), Brassica rapa subsp.
Dpekinensis (kapusta pekinska, odm. Bilko F1), Brassica oleracea var. capitata (kapusta glowiasta odm.
Kilaton F1, Bindsachsener), Brassica rapa var. capitata (rzepa, ECD03) i Brassica oleracea var.
acephala, subvar. lacinata (jarmuz, odm. Verheul), okreslonych w literaturze jako wysoce odpornych
lub mato podatnych na kile kapusty, wzorzec podatnosci stanowita kapusta chifiska ‘Granaat’, a do
oznaczenia patotypu izolatu Plasmodiophora brassicae wykorzystano trzy genotypy Brassica oleracea
‘Jersey Queen’, Brassica oleracea ‘Budger Shipper’ oraz Brassica napus ‘Mendel F1°.

Metody zostaly dokladnie opisane, od przygotowania materiatu roslinnego, sposobu zakazenia gleby

izolatem Pb2 Plasmodiophora brassicae, uktadu do§wiadczenia po metody badan molekularnych,



metody analiz statystycznych i biostatystycznych. Zwlaszcza szczeg6towy opis metod molekularnych
jest bardzo cenny dla dalszej oceny pracy. Podano sekwencje starteréw rdznicujagcych PCR
wykonanych podczas analiz ¢cDNA-AFLP, jak rowniez wszystkie (256) kombinacje par starterow
roznicujgcych PCR  wykonanych podczas analiz ¢DNA-AFLP oraz sekwencje starterdw
wykorzystanych do analiz real-time PCR.

Opisane wyniki konsekwentnie pokazuja realizacje zalozonych celéw szczegétowych.

W wyniku oceny podatnosci o$miu genotypéw okazalo si¢, ze odmiana rzepaku ozimego Mendel F1
uznawana za odporng na kile kapusty, nie jest wysoce odporna na porazenie patotypem Pb2, indeks
porazenia wynosit az 21%, byl znacznie wyzszy niz u odpornych kapust odmiany Bilko F1 i rzepy
B.rapa var. capitata ECD03. W konsekwencji Autorka zaliczyla t¢ odmiang do genotypéw $rednio
podatnych, jak pokazuja wyniki zamieszczone w tabeli 7. liczba zarodnikéw w korzeniach roslin tej
odmiany w ostatnim terminie do§wiadczenia wzrosta. Podobnie w przypadku jarmuzu, odm. Verheul i
Brassica oleracea var. capitata, odm. Bindsachsener, indeksy porazenia byly na poziomie odpowiednio
70% i 80%, podczas gdy odmiany te byly uwazane za odporne na porazenie przez P. brassicae.

Czy jest to silna reakcja specyficzna wywolana tylko patotypem Pb2, czy na ten wynik moglo wplyngé
duze stgzenie zarodnikow patogena, czy moze material siewny byl zanieczyszczony?

Dalsze wyniki badafi molekularnych, weryfikuja wezesniejsze przyporzadkowanie genotypow do form
odpornych, srednio odpornych i podatnych na infekcje P. brassicae,

Podstawg do tych analiz byto przeprowadzona analiza cDNA-AFLP za pomocg 256 kombinacji par
starter6w w wyniku czego uzyskano 12500 amplikonéw.

Dla poszczeg6lnych genotyp6w uzyskano zréznicowang liczbe amplikonéw zaréwno wyciszajacych jak
i ulegajgcych nadekspresji. Co ciekawe u odmiany rzepaku Mendel wykazujacej w przedstawionych
badaniach srednig podatnos¢ na P. brassicae procentowa liczba amplikonow ulegajacych nadekspresji
i wyciszeniu byta podobna. Sposréd amplikonéw wyselekcjonowano 150, ktére wystepowaly we
wszystkich roslinach porazonych. Uznano, ze reprezentowane przez nie geny uczestnicza w procesie
patogenezy i reakcjach odpornosciowych. Z tego wzgledu amplikony te poddano sekwencjonowaniu i
zbadano ich podobienistwo do sekwencji znanych genéw znajdujacych sie w bazie danych GenBank
(NCBI). W wyniku tej analizy stwierdzono, ze 69,3% EST (specyficzne znaczniki gendéw) wykazalo
podobiefistwo do sekwencji genéw kodujacych biatka zwiazane z regulacja gendéw kodujgcych biatka
odpowiedzialne za regulacje ekspresji genéw, reakcjami odpornosciowymi, transportem komoérkowym,
budowa cytoszkieletu, transdukcja sygnatu, regulacja cyklu komérkowego lub potranslacyjnymi
modyfikacjami biatek. Pozostate grupy EST: 8% wykazywalo podobiefistwo do gendéw kodujacych
biatka o nieznanej funkcji, dla 18,7 % nie znaleziono podobiefistwa do zadnej z sekwencji genow
znajdujacych si¢ w bazie danych GenBank, a 4% prawdopodobnie pochodzito od patogena, a nie od
roliny.

Co wazne zidentyfikowano 21 EST — fragmentéw genéw wykazujacych podobiefistwo do genow

kodujacych biatka zaangazowane w reakcje odpornoéciowe, w tym biatka biorace udzial w syntezie



metabolitow wtérnych dzialajacych przeciwdrobnoustrojowo oraz owadobdjczo. W sumie Autorka
przeanalizowala wszystkie mozliwe fragmenty gendéw kodujacych biatka o roznych funkcjach.
Wynikéw tych bylo bardzo duzo ale wytypowano 45 EST homologicznych do genéw, ktére
prawdopodobnie s3 zaangazowane w rozwdj choroby i reakcje odpornosciowe roéliny. Zostaly one
uporzadkowane w 10 grupach w zaleznosci od funkcji. Wykonano takze analize ilosciowa ekspresji
wybranych EST wykazujacych pododobienstwo do genéw zwiazanych z reakcjg roslin na infekcje
przez P. brassicae. Wyniki tych analiz zaprezentowano na rycinach 13 — 57 oraz rycinie 58
przedstawiajacej zbiorczo zmiany poziomu ekspresji badanych EST u o$miu genotypéw z rodzaju
Brassica. Ten spos6b prezentacji pozwolil na §ledzenie reakcji poszczegdlnych genotypéw rézniacych
si¢ poziomem odpornosci na kitg kapusty. Generalnie najwyzszy poziom ekspresji poszczegdlnych
gendéw odpowiedzialnych za odpornosé wykazywaly genotypy malo podatne na porazenie przez P.
brassicae oraz $rednio podatna odmiana rzepaku ‘Mendel F1°. Ponadto wykonano obliczenia
wspétezynnikow korelacji Pearsona pomigdzy wartosciami wzglednymi ekspresji badanych genéw i
indeksem porazenia ocenianych genotypéw, wyniki przedstawiono na mapach cieplnych.
Przedstawiono takze analize funkcjonalng dla genéw kandydujacych zwigzanych z odpornoscia
badanych genotypoéw na P.brassicae.

Wszystkie zaprezentowane w pracy wyniki zostaly oméwione w dyskusji, ktéra podzielona zostata na
odpowiadajace wynikom podrozdzialy na tle szerokiej literatury. Cenne, jest krotkie podsumowanie
pracy.

Na koniec Autorka przedstawita pigé wnioskéw. Pierwszy wniosek niejako weryfikuje dotychczasowe
przyporzadkowanie badanych genotypéw do poszczegdlnych klas odpornosci na P. brassicae, ale jest
oparty tylko na badaniach reakcji na jeden patotyp Pb2. Weryfikacja dotyczy genotypu odmiany rzepaku
ozimego ‘Mendel F1°, dotad uwazanej za odporng, w wyniku przeprowadzonych badan zostala
sklasyfikowana jako tolerancyjna/$rednio podatna. Podobnie odmiany kapusty glowiastej ‘Verheul’ i
‘Bindsachsener’ zostaty zweryfikowane jako wysoce podatne na porazenie przez patogena.

Tutaj pytanie: Czy przeprowadzenie podobnych badai z innymi patotypami moze zmienié Ig
Klasyfikacje genotypow, jak wazne jest poznanie reakcji genotypow na poszczegdlne patotypy?

W pozostatych wnioskach podkreslono zlozono$é mechanizmu odpornosci na kife kapusty roslin z
rodzaju Brassica. Zwlaszcza wazine sa dwa ostatnie wnioski dotyczace wytypowanych genéw
kandydatéw na funkcjonalne markery odpornosci na kite kapusty, ktére moga okazaé si¢ przydatne w u

hodowli wspomaganej markerami molekularnymi.

Ocena rozprawy

Przedstawiona do recenzji pracg doktorska oceniam bardzo wysoko. Dobrze zaplanowany cykl
kompleksowych badan przeprowadzony za pomoca nowoczesnych narzedzi badawczych stanowi
istotny wkiad w badania nad reakcja roélin z rodzaju Brassica na infekcje przez Plasmodiophora

brassicae. Zakres przedstawionych badan nad kila kapusty sklania do zaliczenia ich do badan



pionierskich w Polsce. Wartoscia dodana tej pracy jest wytypowanie genow kandydatéw na
funkcjonalne markery odpornosci na kilg kapusty roslin z rodzaju Brassica. Na podkreslenie zastuguje
fakt, ze te diugotrwale prace badawcze zostaly wykonane na roslinach uprawnych ogrodniczych i
rolniczych, gospodarczo waznych, a nie na ro$linach modelowych.

Praca doktorska Pani Moniki Markiewicz stanowi takze ciekawe opracowanie problematyki zwigzanej
z kita kapusty dotyczacej czynnika sprawczego choroby jakim jest Plasmodiophora brassicae oraz
odpornosci roslin, zwtaszcza molekularnych podstaw odpornosci na tego patogena. Przeglad literatury
idyskusja opierajg si¢ na licznych, najnowszych doniesieniach naukowych (ponad 400 pozycji), a takze
na wynikach wilasnych. Uzyskane wyniki zostaly opracowane wszechstronnie. Liczne ryciny ulatwiajg
sledzenie uzyskanych wynikéw.

Praca zostala zredagowana bardzo starannie, poprawnym jezykiem, poszczegdlne rozdzialy sg
kompatybilne. Praktycznie nie znajduje si¢ w niej nawet literéwek. Sporadycznie znajduje sie¢ drobne
potknigcia w tekscie. Z obowigzku recenzenta przytocze przyklady:

W wykazie skrétéw na stronie 16 jest hasto PAN — Pafistwowa Akademia Nauk, a oczywiscie powinna
by¢ Polska Akademia Nauk. Na stronie 140 pozostato niedokoficzone zdanie. Niektore ryciny sg mato

czytelne z powodu zbyt matych czcionek.

Dorobek naukowy Doktorantki

Pani mgr Monika Markiewicz jest wspétautorka 11 publikacji w czasopismach z listy JCR o Iacznej
sumie IF = 31,811 oraz dwéch prac opublikowanych w czasopismach krajowych. Dla tych publikacji
suma punktéw MEiN=1235. Publikacje te zostaly wydane w takich czasopismach jak: Agronomy,
Applied Soil Ecology, European Journal of Plant Pathology, Horticultural Science, Journal of Plant
Pathology, International Journal of Molecular Sciences, Experimental and Applied Acarology.

W dwéch publikacjach jest pierwszym autorem. Tematyka tych prac to przede wszystkim reakcja drzew
owocowych (sliwy, jablonie) na infekcj¢ przez patogeny — badania na poziomie molekularnym.
Pozostate prace dotycza réznych gatunkéw roslin, prezentuja wyniki badan prowadzonych przy
wykorzystaniu metod biotechnologicznych i molekularnych.

Z prac tych takie wynika, 7e gléwnym zainteresowaniem naukowym Pani mgr Moniki
Markiewicz jest identyfikacja markeréw molekularnych do oceny podatnosci réznych gatunkéw
roslin ogrodniczych i uprawnych na infekcje przez patogeny.

Jest takze wspdlautorka dwoch publikacji popularnonaukowych, wyglosita dwa doniesienia na
krajowych konferencjach oraz zaprezentowata jako wspélautor 38 doniesien, w tym 16 jako pierwszy
autor, w formie plakatéw na konferencjach krajowych i migdzynarodowych,

Brata udziat jako wykonawca, w jednym przypadku jako kierownik, w realizacji siedmiu projektéw
badawczych, byly to projekty MRiRW: (i) na rzecz postepu biologicznego w produkcji roslinnej, (ii)
program wieloletni IO; projekty statutowe IO, projekty finansowane przez MEiN, NCBiR oraz przez
Komisje Europejska.



Badania dotyczyly wytwarzania nowej zmiennoéci ro$lin ogrodniczych i sadowniczych, badan
mechanizméw odpornosci na patogeny, poszukiwania markeréw molekularnych odpornosci wybranych
gatunkéw ro$lin sadowniczych i warzywniczych z wykorzystaniem sekwencjonowania nowej generacji
(NGS).

Byta wspotautorem nagrodzonego doniesienia w formie plakatu pt. ,,Phenotypic and genetic evaluation
of apple neotetraploids obtained by in vitro method” podczas The fourth International Horticulture
Research Conference w 2017 r. w Wielkiej Brytanii. Nagroda byl sekwenator MinION™ ufundowany
przez firmg¢ Oxford Nanopore Technologies.

Pani mgr Magdalena Markiewicz jest aktywna takze na niwie popularyzacji i upowszechnienia wynikéw
badan poprzez opracowania broszur, poradnikéw, organizowanie warsztatéw i szkolef.

Zatem zainteresowania i warsztat badawczy Pani mgr Magdaleny Markiewicz jest szeroki,
dotyczy réznych gatunkéw sadowniczych i ogrodniczych, posluguje si¢ roznymi metodami
badawczymi z zakresu biotechnologii roslin i biologii molekularne;j.

Zaréwno dorobek naukowy jak i przedstawiona do recenzji praca doktorska Swiadcza, Ze jest juz

dojrzalym badaczem.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Moniki Markiewicz pt. »ldentyfikacja genow
zwigzanych z reakcja roSlin z rodzaju Brassica na infekcje¢ przez Plasmodiophora brassicae”
spelnia warunki wymagane ustawa z dnia 14.03.2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595) z pézniejszymi zmianami (Dz. U. z 27. 09. 2017 .
poz. 1789). W zwigzku z powyzszym z calym przekonaniem wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu
Ogrodnictwa — Panistwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenie Pani mgr Moniki Markiewicz do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego, a jednoczesnie wnosze o wyréznienie pracy doktorskiej

stosowng nagroda, uzasadnienie w oddzielnym wniosku.
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