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dr hab. inz. Izabela Michalak, prof. uczelni
Politechnika Wroctawska
Wydziat Chemiczny
Katedra Zaawansowanych Technologii Materiatowych

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr inz. Dominiki Matczuk
pt.: ,,Izolacja inhibitoréw urolizy z materiatu rodlinnego i/lub zwierzecego
lub produktéw ich przetwarzania”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Anny Siczek
oraz Opiekuna pomocniczego Pana Tomasza Martyniuka

Recenzja zostala przygotowana na podstawie pisma RN-431-1/23 prof. dr. hab.
Wiestawa Oleszka, czt. koresp. PAN — Przewodniczacego Rady Naukowej Instytutu
Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii Nauk z dnia 14 grudnia
2023 1.

Rozprawa doktorska mgr inz. Dominiki Matczuk dotyczy oceny mozliwosci
zastosowania ekstraktow otrzymanych z surowcoéw ro$linnych tgcznie z nawozem
mocznikowym w celu obniZenia emisji amoniaku z gleby. Wykorzystanie nawozow
mocznikowych do nawozenia pol uprawnych wigze sie z niekorzystnym zjawiskiem
emisji amoniaku z gleby do $rodowiska, ktére skutkuje nieefektywnym
wykorzystaniem dostarczonej roslinom dawki azotu, a co za tym idzie
zmniejszeniem efektywnoéci ekonomicznej prowadzonych upraw. Jednym ze
sposobOéw ograniczenia emisji amoniaku jest zastosowanie inhibitoréw ureazy. W
przypadku aplikacji komercyjnie dostgpnych inhibitoréw ureazy, dotychczas nie s3
poznane negatywne skutki wynikajace z ich dlugotrwalego stosowania. Rozprawa
doktorska wpisuje si¢ wigc w aktualne trendy badaf, majace na celu poszukiwanie
substancji naturalnych, nieszkodliwych dla $rodowiska, ktére moga spowodowac
zahamowanie aktywno$ci ureazy. W rozprawie doktorskiej, Doktorantka
zaproponowata wykorzystanie ekstraktow ro$linnych, zawierajgcych zwiazki
aktywne, ktore moga dzialaé jako inhibitory urolizy. Owoce boréwki, maliny, jezyny
oraz morwy czarnej, bogate w zwiazki polifenolowe zostaty wybrane jako surowiec
do ekstrakcji. Podjeta tematyka rozprawy doktorskiej jest jak najbardziej trafna i ma
duze znaczenie pod wzglgdem naukowym, jak i utylitarnym.

Przedtozona do recenzji praca doktorska Pani Dominiki Matczuk zostata
wykonana w Instytutu Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii
Nauk w Lublinie i byta finansowana z budzetu Ministerstwa Edukacji i Nauki w
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ramach programu ,Doktorat wdrozeniowy” (Projektu Nr DWD/3/51/2019).
Rozprawa doktorska ma charakter aplikacyjny. Otrzymane ekstrakty roslinne beda
mogly by¢ zastosowane razem z mocznikiem produkowanym w Grupie Azoty
Zaktady Azotowe ,Putawy” S.A., ktéra prowadzi prace nad poszukiwaniem
substancji naturalnych, nieszkodliwych dla §rodowiska, zdolnych do redukcji emisji
amoniaku.

Liczaca 131 stron rozprawa doktorska posiada klasyczny uktad dla tego typu
opracowan. Na poczatku rozprawy doktorskiej zamieszono streszczenie w jezyku
polskim oraz angielskim, spis treci, a nast¢pnie opis poszczegdlnych rozdziatow: 1.
Wstep, 2. Przeglgd literatury, 3. Cel pracy i hipoteza badawcza, 4. Metodyka badan,
5. Wyniki, 6. Dyskusja, 7. Wnioski. Na konficu rozprawy doktorskiej zamieszczono
spis rysunkow i tabel, jak rowniez wykorzystane zrodia literaturowe (157 pozycji).
Rozprawa jest starannie przygotowana pod wzglgdem redakcyjnym i jest napisana
poprawnie jezykowo.

Czes¢ 1 to Wstep, ktory jest krotkim, 2-stronicwoym wprowadzeniem do
omawianego zagadnienia. W sposob zwigzly omdOwiono problem badawczy oraz
obowigzujagce akty prawne w zakresie ograniczania emisji amoniaku (Dyrektywa
NEC - Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2016/2284 z dnia 14 grudnia
2016 r.), ktore wymuszaja podjecie dziatan majacych na celu obniZzenie poziomu
emisji amoniaku z nawozdw na bazie mocznika. Nastgpnie Doktorantka przedstawita
mozliwe rozwigzania zdefiniowanego problemu badawczego. Zaproponowala
zastosowanie syntetycznych lub tez naturalnych (pochodzenia ro$linnego)
inhibitorOw ureazy, aplikowanych podczas nawozenia pol mocznikiem. W tym
miejscu cheialbym nadmienié, iz tytut rozprawy doktorskiej nie jest precyzyjny — w
pracy przebadano ekstrakty otrzymane tylko z surowcow roslinnych jako potencjalne
inhibitory urolizy. Tytul rozprawy doktorskiej sugeruje, iz w ramach
przeprowadzonych badaf, inhibitory te mogly by¢ rowniez wytwarzane z surowcow
pochodzenia zwierzecego. Jakie surowce pochodzenia zwierzgcego lub produkty ich
przetwarzania moglyby stanowi¢ potencjalne inhibitory urolizy?

Cze$é 2 to Przeglgd literatury opisany na 19 stronach, ktory jest zwigztym
wprowadzeniem do omawianej tematyki badawczej. W oparciu o odpowiednie
zrédia literaturowe, Doktorantka przedstawila najwazniejsze informacje dotyczace
zrodet azotu w przyrodzie i jego przemian (cykl biogeochemiczny). Nastgpnie
opisata czynniki warunkujace emisj¢ amoniaku z gleby, charakterystyk¢ enzymu
ureaza oraz dostepne inhibitory tego enzymu, zarOwno syntetyczne, jak i naturalne,
pochodzace z surowcdw roélinnych (np.: czosnek, cebula, rumianek, kora akacji,
kwasy humusowe, etc.). Interesujagcym podrozdzialem jest opis ekstraktow
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ro$linnych, bogatych w zwigzki aktywne, ktére moga wykazywac nie tylko zdolno$é
do hamowania aktywnosci ureazy w glebie, ale réwniez stymulowaé wzrost roslin
oraz wplywac pozytywnie na wasciwosci fizyko-chemiczne gleby i mikroorganizmy
W niej wystepujace. Przedstawiajac aktualny stan wiedzy, nalezy skupi¢ si¢ na
najnowszej literaturze, zazwyczaj z ostatniej dekady, maksymalnie z dwéch dekad.
W rozprawie doktorskiej znalazto si¢ wiele cytowah literaturowych, starszych niz
dwie dekady (nawet z 1976 roku). W tej czesci rozprawy doktorskiej zabraklo mi
rowniez krotkiego podsumowania przegladu literaturowego wskazujgcego na luki
badawcze oraz precyzyjnego okreslenia nowosci tej pracy.

W nastepnej czgéci — 3. Cel pracy i hipoteza badawcza, Doktorantka przedstawita

cel gldwny badan, cele szczegdtowe oraz hipoteze badawcza. Celem gléwnym badan

byla ocena mozliwoéci zastosowania ekstraktow otrzymanych z surowcow

ro$linnych wyselekcjonowanych na podstawie przegladu literatury naukowej, ktore

zaaplikowane Igcznie z nawozem mocznikowym spowodujg obnizenie emisji

amoniaku z gleby. Nasuwa si¢ tutaj pytanie, jakie kryterium zastosowano przy

wyborze boréwki, maliny, jezyny oraz morwy czarnej Jako surowcéow do

wytwarzania ekstraktow roslinnych? W przegladzie literaturowym nie odniesiono sie

do tych surowcow, ich charakterystyki, zawartosci zwigzkéw z grupy polifenoli,

ktore moga odpowiadac za inhibicj¢ aktywnosci ureazy.

W tej czesci pracy, Doktorantka zdefiniowala takze cele szczegbdlowe, ktore

obejmowaty:

1. Wybér surowcéw roslinnych oraz weryfikacja ich skutecznosci jako inhibitoréw
ureazy

2. Okreslenie wptywu mocznika z dodatkiem otrzymanych ekstraktow ro$linnych
na emisj¢ amoniaku, aktywno$¢ ureazy a takze zawarto$é form azotu (N ogdlny,
formy amonowa i azotanowa) w glebie w do§wiadczeniu inkubacyjnym

3. Zbadanie wplywu mocznika z dodatkiem otrzymanych substancji pochodzenia
roslinnego na emisj¢ amoniaku, aktywno$é ureazy oraz zawarto$é form azotu w
glebie w doswiadczeniu wazonowym z pszenica jara

4. Oceng wpltywu nawozenia mocznikiem z dodatkiem ekstraktéw z roélin na
wzrost roslin pszenicy (biomasa, zawarto$¢ makrosktadnikéw i chlorofilu,
tempo fotosyntezy)

5. Oceng wplywu mocznika z dodatkiem wyselekcjonowanych ekstraktow
roslinnych na mikroorganizmy glebowe (liczebno$é oraz skiad taksonomiczny
bakterii i grzybow)

Czgs¢ 4 rozprawy doktorskiej to Metodyka badan, ktéra zostala opisana na 14
stronach. Doktorantka opisata sposéb wytwarzania ekstraktow ro$linnych oraz ich
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wlasciwosci — zdolno$é do hamowania aktywnosci ureazy oraz catkowita zawartos¢
zwiazkow polifenolowych. Kolejny opis dotyczyt przeprowadzonych doswiadczen
inkubacyjnych i wazonowych, z uzyciem dwoch typow gleby — gleba ptowa 1
bielicowa, do ktorych zaaplikowano granulowany mocznik oraz wytworzone
ekstrakty ro§linne. Nastepnie dokonano pomiaru emisji amoniaku z gleby,
aktywnosci ureazy w glebie, zawarto$ci azotu ogdlnego i przyswaj alnych form azotu
w glebie. Przeprowadzone przez Doktorantke testy wazonowe na pszenicy polegaty
na oznaczaniu zawarto$ci chlorofilu, pomiarze intensywnosci fotosyntezy,
okre§leniu plonu $§wiezej masy czgSci nadziemnych roslin oraz oznaczeniu
zawartoéci makroskladnikéw w materiale ro§linnym. Finalnie oceniono wpltyw
mocznika z dodatkiem wyselekcjonowanych ekstraktow roslinnych na
mikroorganizmy glebowe. Pani Dominika Matczuk przeprowadzita réwniez analizg
statystyczng otrzymanych wynikow badan z wykorzystaniem odpowiednich testow
statystycznych. Do tej czeSci rozprawy doktorskiej mam kilka uwag oraz
komentarzy.

1. Brak podrozdziatu Aparatura i odczynniki, ktéry bylby przydatny do
odtworzenia opisanych badan, co jest jednym z kryteridw przy ocenie tego
rozdziatu

2. Niektore rozdzialy, jak np.: 4.3.3. — Analiza zawarto$ci azotu w glebie; 4.4.1. —
Analiza gleby; 4.4.3. — Oznaczenie zawartosci makrosktadnikow w materiale
ro§linnym, zostaty opisane bardzo ogdlnie (brak podanych odwazek, objetosci,
stezen uzytych odczynnikow, uzytej aparatury itp.). Proszg o informacje, czy
Doktorantka wykonywata te oznaczenia osobiscie/we wspotpracy, czy byly to
badania zlecone

3. Brak opisu metodyki badawczej uzytej do scharakteryzowania gleby plowe;j 1
bielicowej — str. 37

4. Poddajac surowce pochodzenia ro§linnego procesowi ekstrakcji, warto podac
ich charakterystyke¢ — w jakim miesigcu owoce zostaty zebrane, jaki byt
doktadnie ich gatunek, etc. Ilo$¢ i rodzaj zwigzkéw aktywnych w surowcu
ro§linnym (w tym polifenoli) zalezy od wielu czynnikéw, takich jak gatunek i
rodzaj roéliny, warunki wzrostu, zbioru i przechowywania, warunki
srodowiskowe i klimatyczne oraz wiele innych

5. Prosze o wyjasnienie, dlaczego zastosowano tak wysokg temperaturg suszenia
owocOw — pierwszy etap obejmowal suszenie w temperaturze 80 °C, drugi w
temperaturze 100 °C (oba etapy trwaty 24 godziny) — str. 35. Suszenie surowcow
ro§linnych w wysokich temperaturach moze prowadzi¢ do zmniejszenia ich
aktywnosci przeciwutleniajacej — zawartosci polifenoli, a to im przypisuje sig
zdolno$¢ do hamowania aktywnosci ureazy
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6. Proszg o wyjasnienie, dlaczego zdecydowano si¢ na uzycie metanolu jako
rozpuszczalnika w  procesie  ekstrakcji. Metanol  jest klasycznym
rozpuszczalnikiem stosowanym do ekstrakcji zwigzkéw aktywnych z biomasy.
Jednakze biorg pod uwage zastosowanie otrzymanych ekstraktéw w rolnictwie,
doglebowo, nalezy uwzgledni¢ toksyczno$é tego rozpuszczalnika. Czy w
ramach przeprowadzonych badan odparowano metanol na wyparce rotacyjnej?
Rekomenduj¢ uwzglednienie innych ,zielonych rozpuszczalnikéw” do
ekstrakeji zwigzkow aktywnych z surowcéw roslinnych

7. Proszg o wyjasnienie, czym jest odczynnik A i w jaki sposéb WwyzZnaczono
stezenie jonéw amonowych w probce na podstawie zmierzonej absorbancji? —
str. 36

8. Proszg o wyjasnienie, dlaczego sposréd wielu dostepnych komercyjnych
inhibitor6w ureazy (wymienione w Tabeli 1 na str. 25), w do$éwiadczeniu
inkubacyjnym zdecydowano sie¢ na zastosowanie triamidu kwasu N-(n-butylo)
tiofosforowego (NBPT) do otoczkowania mocznika — str. 38

9. Proszg o wyjasnienie, dlaczego w do$wiadczeniu wazonowym z uzyciem
pszenicy jarej, nie zastosowano triamidu kwasu N-(n-butylo) tiofosforowego
(NBPT) jako kontroli pozytywnej, tym bardziej, ze ten inhibitor ureazy byl
stosowany we wczesniejszym do§wiadczeniu inkubacyjnym? — str. 43

10. Proszg o informacje, gdzie byly prowadzone badanie inkubacyijne — str. 39 oraz
wazonowe — str. 41? W fitotronie/szklarni?

Czg$¢ 5 w rozprawie doktorskiej to Wyniki, ktore zostaly opisane na 52 stronach.
Otrzymane wyniki badaf zaprezentowano w tabelach oraz na rysunkach w sposéb
logiczny i bardzo staranny. Interpretacja wynikéw nie budzi zastrzezeh. Na
podstawie wynikéw otrzymanych w pierwszym etapie badan, Doktorantka wybrala
stezenia ekstraktow (sposrod badanych 5, 10, 25 i 100%) z owocéw maliny, boréwki,
Jezyny, oraz morwy czarnej, ktore wykazywaty najwieksza zdolno$¢ do hamowania
aktywno$ci ureazy. Na podstawie tych wynikéw, do kolejnego etapu badan
wytypowano ekstrakty otrzymane z owocOw maliny, boréwki i morwy czarnej o
stgzeniach 5, 10 i 25%, dla ktorych przeprowadzono oznaczenie catkowitej
zawartosci zwigzkow polifenolowych. Nastepnie Doktorantka opisata wyniki badan
dotyczace emisji amoniaku z gleby ptowej oraz bielicowej, przeprowadzone zaréwno
w doswiadczeniu inkubacyjnym, jak réwniez wazonowym. W do§wiadczeniu
wazonowym zastosowano 25% ekstrakt z boréwki oraz 10% ekstrakt z morwy
czarnej, ktore zostaty wyselekcjonowane po przeanalizowaniu wynikéw uzyskanych
w toku przeprowadzonego doswiadczenia inkubacyjnego. Wyniki koficowe dla
badanych obiektéw zestawiono w sposéb bardzo czytelny w tabelach jako
skumulowana emisja NH3; [mg NHs m™ h'!]. Nastepnie Doktorantka przeanalizowata
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wplyw wybranych ekstraktow roslinnych na aktywno$¢ ureazy w glebie plowej oraz

bielicowej, zawartosé azotu ogdtem oraz azotu w formie azotanowej i amonowe;j. Po

zakonczeniu do$wiadczen wazonowych, Doktorantka przeanalizowata rowniez

wyniki dotyczace uzyskanego plonu biomasy pszenicy, jak rowniez zawartosci

chlorofilu oraz makrosktadnikéw (N, P, K, Ca, Mg) w biomasie oraz intensywnosci

fotosyntezy. Intersujace wyniki przedstawiono w ostatniej czgsci tego rozdziahu,

ktére dotyczyly wptywu ekstraktow roslinnych (25% ekstraktu z borowki i 10% z

morwy czarnej) na mikrobiom gleby ptowej oraz bielicowej — liczebno$¢ i struktura

zbiorowisk bakterii i grzybow w glebie, zroznicowanie gatunkow bakterii 1 grzybow

oraz bioréznorodno$¢ mikroorganizméw, wyznaczona z uzyciem 5 wskaznikow.

Doktorantka wykazata, ze zastosowanie ekstraktow ro§linnych na glebie ptowej

wplynglo na wzrost bioréznorodnosci bakterii w odniesieniu do gleby bez

ekstraktow.

Odnoszac sie do tej czesci rozprawy doktorskiej, prosze o ustosunkowanie si¢ do

nastepujacych kwestii:

1. Prosze o wyjasnienie, dlaczego nie wykonano rozcienczen 100% ekstraktow
ro§linnych w celu oznaczenia catkowitej zawarto$ci zwigzkow polifenolowych?
Jak wskazano na Rysunku 7, 100% ekstrakty roslinne w najwigkszym stopniu
obnizaly stezenie jonéw amonowych w badanych probkach —str. 51

2. W opisie wynikow dotyczacych emisji amoniaku z gleby w do$wiadczeniu
inkubacyjnych nie uwzgledniono ostatniego, 13 dnia. Dodatkowo proszg o
wyjaénienie, z czego moze wynika¢ negatywny wptyw 25% ekstraktu z maliny
na ograniczenie emisji amoniaku z gleby ptowej? Ekstrakt ten zwigkszat emisj¢
amoniaku. Odwrotne wyniki uzyskano dla gleby bielicowej — ekstrakt ten
zmniejszal emisje amoniaku z gleby — str. 53

3. Prosze o wyjaénienie, dlaczego zawarto$¢ makroelementow w ro$linach zostata
wyrazona w g/wazon? Moim zdaniem zawarto§¢ makroelementéw w roslinach
powinna by¢ wyrazona w mg/kg suchej masy ro$liny — str. 78

4. Prosze o wyjasnienie, co oznacza stowo ,,susz” na Rysunku 32 — str. 88

Cze$¢ 6 — Dyskusja zostala opisane na 10 stronach w sposob rzeczowy i
merytoryczny. Doktorantka odniosta otrzymane wyniki badan do danych
literaturowych i prawidlowo je zinterpretowata.

Rozprawe doktorskg koficzy Czg$¢ 7 — Whnioski, w ktorej Doktorantka przedstawita
najwazniejsze efekty zrealizowanych badafn w postaci 8 wnioskow. W czgscei tej
zabraklo mi zweryfikowania przez Doktorantk¢ postawionej w CzgSci 3 rozprawy
doktorskiej hipotezy badawcze;.

Jednakze, wyniki badan przedstawione w niniejszej pracy potwierdzily skutecznos¢
badanych ekstraktow roslinnych w redukeji emisji NH3 do srodowiska (zmniejszenie
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skumulowanej emisji amoniaku o 31% i 40% w stosunku do kontroli przy aplikacji
odpowiednio 25% ekstraktu z boréwki oraz 10% ekstraktu z morwy czarnej) w
przypadku gleby bielicowej. Warto nadmienié¢, iz wplyw ekstraktéw na emisje
amoniaku z gleby w do§wiadczeniu wazonowym uzalezniony byt od typu gleby.

Dokonujac oceny rozprawy doktorskiej nasungty mi si¢ pewne drobne uwagi i

spostrzezenia:

1. Str. 16 — prosze stosowa¢ wlasciwe nazewnictwo: powinno by¢ jon azotanowy
(IIT) dla NO2" oraz jon azotanowy (V) dla NOs

2. Str. 35 — niekompletne nazwy lacinskie surowcéw roélinnych uzytych do
wytwarzania ekstraktow roslinnych — malina (Rubus L.), boréwka (Vaccinium
L.), jezyna (Rubus L.). Nalezalo wskazaé pelne nazwy uzytych gatunkéw roélin

3. Str. 38 — ppm nie jest jednostka w uktadzie SI, prosze stosowaé mg/1 lub mg/kg

4. Str. 50 — powinno by¢ pug zamiast ug

5. Str. 89 — sekcja ,,5.4.3. Zréznicowanie gatunkéw bakterii i grzybow” powinna
mie¢ numer 5.4.2. (réwniez w Spisie tresci)

6. W przypadku stosowanych skrotow w jezyku angielskich, np.: ,,CEC” — str. 20;
HATS” —str. 25; ,HQ” —str. 27; ,,CFA” —str. 41; ,,NGS” - str. 83 powinny byé
rowniez podawane pelne wyjasnienia tych skrotow w tym jezyku

7. Przygotowany spis literatury nie jest jednolity. W niektérych pozycjach
stosowane sg skroty tytuléw czasopism naukowych, a w niektérych pete
nazwy;, numer DOI w pozycji [5] powinien byé w pozycji [4]; [16] —
niekompletne cytowanie, brak nazwy czasopisma; pelne nazwy lacifiskie
powinny by¢ pisane kursywa [27], [41], [137]; cytowanie [56] i [57] jest takie
samo, analogicznie cytowanie [69] 1 [70] oraz [119] i [120].

Rozprawa doktorska napisana jest poprawnym jezykiem polskim, jednakze mozna w

ni¢j znalez¢ drobne uchybienia. Z obowigzku recenzenta chciatabym przetoczyé

niektére z nich:

1. str. 53 — powinno by¢ ,,boréwka 25” nie ,,boréwka 2%”;

2. str. 60 — na wykresie powinno byé ,mg kg h'!”

3. Btedy stylistyczne: str. 37 — , Pierwszy, gleba....”; str. 39 —, jakii...”; str. 42 —
.»dla gleby ptowa...”, str. 51 — wykres ,,zawarto$¢” nie ,,zawartosc”;

Pomimo powyzszych uwag, pozytywnie oceniam przedstawiong do recenzji
rozprawe doktorskg, a wspomniane uchybienia nie obnizajg jako$ci prezentowanych
wynikéw. Uwazam, Ze tematyka podj¢ta w ocenianej rozprawie doktorskiej jest
bardzo wazna i moze by¢ inspiracja do dalszych badan zmierzajacych do
opracowania skutecznych i bezpiecznych dla $rodowiska naturalnego inhibitoréw
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ureazy. Prowadzone badania maja charakter aplikacyjny i wpisujg si¢ dzialania
podejmowane przez producentow nawozow mineralnych, takich jak mocznik.

Biorgc pod uwage powyzsze fakty stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa
doktorska mgr inz. Dominiki Matczuk pt.: ,,Izolacja inhibitoréw urolizy z materiatu
ro$linnego i/lub zwierzecego lub produktow ich przetwarzania” spetnia ustawowe i
zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z ustawg z dnia 20
lipca 2018 1. — Prawo o szkolnictwie wyzszym. Wobec powyzszego, wnoszg do Rady
Naukowej Instytutu Agrofizyki im. Bohdana Dobrzanskiego Polskiej Akademii
Nauk o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie mgr inz. Dominiki Matczuk
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego o nadanie stopnia doktora w dziedzinie
nauk rolniczych w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo.
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