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RECENZJA
rozprawy doktorskiej

Pana mgr. Marcina Kamila Tymifiskiego

rros

pt. , Tlenek azotu - czasteczka modyfikujaca ilosé, jakosé i fankcjonalnosé biatek osi

zaredkowych nasion jabloni (Malus domestica Borkh.) poddanych starzemiu”
przygotowanej pod kierunkiem dr hab. Urszuli Krasuskiej, prof. SGGW
Katedra Botaniki i Fizjologii Roélin, Instytut Biologii

Szkeola Gléwna Gospedarstwa Wiejskiego w Warszawie

Wprowadzenie

Starzenie si¢ stanowi nicodlaczny etap ontogenezy kazdego organizmu. Jest to naturalny proces,
uwarunkowany czynnikami genetycznymi, regulowany hormonalnie oraz modyfikowany przez
warunki Srodowiskowe, prowadzacy do stopniowego pogorszenia funkcjonowania komorek,
tkanek i organdw, a ostatecznie do ich obumarcia. Przebieg oraz znaczenie biologiczne procesu
starzenia r1Oznig si¢ istotnie pomig¢dzy organizmami zwierzecymi i ro$lionymi. W
przeciwiefistwie do zwierzat wiele gatunkéw roélin zachowuje przez cale zycie zdolnogé do
wytwarzania nowych organéw, w zwiazku z czym proces starzenia obejmuje najczeiciej
poszezegolne organy lub ich czedci, takie jak liScie, kwiaty czy owoce, a nie caly organizm
jednoczes$nie. Tym samym nie jest to proces wylacznie degradacyjny, lecz stanowi wazny
element ich programu rozwojowego i adaptacyjnego.

Szczegblnego znaczenia proces starzenia nabiera w odniesieniu do nasion, poniewaz prowadzi
do stopniowej utraty ich Zywotnodcei i wigoru, czego konsekwencja jest obniZenie zdolnosci
kietkowania oraz pogorszenie jakosci rozwijajacych sie siewek. Z punktu widzenia rolnictwa

zjawisko to obniza warto$¢ materiahu siewnego, wplywa niekorzystnie na efektywno$é produkeji
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roélinnej oraz zmniejsza wielko$¢ i jako$¢ uzyskiwanych plonéw, powedujac wymierne straty
ekonomiczne. W konsekwencji badania nad mechanizmami starzenia sie nasion stanowig istotny
kierunek badan zaréwno w aspekeie poznawczym, jak i aplikacyjnym. Lepsze poznanie
czynnikéw odpowiedzialnych za utratg zywotnosci nasion oraz mechanizmow regulujacych
proces ich starzenia stwarza podstawy do doskonalenia metod przechowywania i oceny jakosci
materiatu siewnego, a takie opracowania strategii ograniczajacych procesy degradacyjne.
Drzialania te maja kluczowe znaczenie zaréwno dla zwickszenia efektywnosci produkcji
rolniczej, jak i dlugoterminowego zachowania zasobow genetyczaych ro$lin.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska wpisuje si¢ w aktualny i istotny nurt badaf
dotyczacych mechanizméw starzenia si¢ nasion oraz mozliwoéci ograniczania negatywnych
skutkéw tego procesu. W zwigzku z rosngcym znaczeniem badah nad zachowaniem zywotno$ci
materialu siewnego podczas przechowywania, problematyka podjeta przez Mgr Marcina

Tyminskiego zastuguje na szczegdlng uwage.

Ocena formalna

Rozprawa doktorska Mgr. Marcina Tyminskiego ma formeg spdjnego tematycznie cyklu
publikacji, obejmujacego cztery oryginalne prace opublikowane w uznanych ¢zasopismach
naukowych o zasiggu migdzynarodowym, zaliczanych do pierwszego kwartylu (Q1) w
dyscyplinie nauk o roélinach (Planis, Frontiers in Plant Science, Planta oraz Plant Science).
Laczny wspblezynnik oddziatywania (Impact Factor, zgodnie z rokiem opublikowania prac)
wynosi 18,158, natomiast suma punktow wedlug obowiazujacego wykazu ministerialnego
wynosi 370. W trzech publikacjach Doktorant jest pierwszym autorem, natomiast w jedne;
zajmuje drugg pozycje. Uwzgledniajac wieloantorski charakter publikacji oraz dotaczone
o§wiadczenia wspotautoréw, nalezy stwierdzi¢, ze udzial Doktoranta w opracowaniu

przedstawionych prac byl znaczacy i w petni uzasadnia wigczenie ich do rozprawy doktorskiej.

Dysertacja zostala przygotowana zgodnie z wymaganiami stawianymi rozprawom doktorskim,
opartych na cyklu publikacji naukowych. Opréez kopii artykuléw stanowiacych podstawe
osiagniecia rozprawa zawicra autorskie opracowanie, obejmujace spis tresci, streszczenia W
jezyku polskim i angielskim, wykaz stosowanych skrétow oraz wykaz publikacji wchodzacych
w sklad rozprawy. Kolejne czgéci obejmuja wprowadzenie do problematyki badawczej, hipotezy
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badawcze, syntetyczne omowienie najwazniejszych wynikow wraz z ich dyskusjg, a takze
podsumowanie i wnioski. Calo&¢ uzupehiaja spisy rycin i tabel, wykaz wykorzystanej literatury,
zestawienie dorobku naukowego Doktoranta oraz ofwiadczenia .

Pod wzgledem formalnym rozprawa zostala przygotowana starannie i zgodnie z obowigzujgcymi
standardami. Uk}ad pracy jest przejrzysty 1 logiczny, a poszczegolne czesei tworzg spojna catosé.
Autor w syntetyczny sposob przedstawil aktnalny stan wiedzy, uzasadnit podjecie problematyki
badawczej oraz wiaSciwie osadzil wiasne wyniki w kontekécie dotychczasowych badah. W tej

czgscl rozprawy nie zglaszam uwag natury formalne;j.

Ocena merytoryczna

Problematyka podjeta w rozprawie doktorskiej wpisuje si¢ w wieloletni nurt badari nad fizjologia
nasion prowadzonych w Katedrze Botaniki i Fizjologii Roslin Szkoly Glownej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie. Mgr Marcin Tymifiski podjat probe wyjadnienia mechanizmow
odpowiedzialnych za ochronne dziatanie tlenku azotu (NO) w procesie starzenia nasion jabloni
domowej (Malus domestica Borkh.). Tematyka ta jest aktualna i naukowo uzasadniona, gdyz
laczy =zagadnienia fizjologii nasion, biologii stresu oksydacyjnego oraz molekularnych
mechanizméw regulujacych utrate Zywoino$ci materialu siewnego. Szczegélnie wysoko
oceniam fakt, Ze Doktorant nie ograniczyl sie do opisowej charakterystyki zmian
towarzyszacych starzeniu nasion, lecz podjal prébe wyjasnienia ich podioza biochemicznego i
molekularego oraz okreslenia mechanizinéw odpowiedzialnych za ochronne dziatanie NO.
Takie podejscie znaczgco zwieksza warto§é poznawczg rozprawy.

Celem rozprawy bylo okre§lenie, czy egzogenna aplikacja tlenku azotu moze ograniczaé
negatywne skutki starzenia nasion poprzez modulowanie proceséw zwigzanych z homeostaza
reaktywnych form tlenu i azotu, reakcjami redoks oraz iloScig, jakoécig i funkcjonalno$cig biatek
osi zarodkowych. Realizacja tego celu wymagata weryfikacji hipotez badawczych dotyczacych
wplywu starzenia nasion jabloni na zawarto$¢ meta-tyrozyny (m-Tyr) oraz okreélenia, czy
krétkotrwale traktowanie izolowanych zarodkéw tlenkiem azotu wplywa na wybrane procesy
biochemiczne i molekularme zachodzace w osiach zarodkowych. Przyjete hipotezy pozostajg w
Scistym zwiazku z celem rozprawy, a ich weryfikacja umozliwila wieloaspekiowe spojrzenie na

mechanizmy odpowiedzi nasion na starzenie oraz dziatanie NO.
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Przedstawiona rozprawa nie stanowi prostego zestawienia wynikéw uzyskanych w kolejnych
publikacjach, lecz tworzy spojna i konsekwentnie realizowang koncepcje badawcza,
ukiernnkowana na wyjasnienie mechanizméw ochrornego dzialania tlenku azotu w procesie
starzenia nasion. Poszczegdine publikacje odpowiadaja kolejnym etapom realizacji tego celu, a
uzyskane wyniki wzajemnie si¢ uzupelniajg, prowadzac do sformutowania spdjnych i dobrze
undokumentowanych wnioskow.

Na szczegdlne podkreélenie zastuguje szeroki i nowoczesny warsztat badawczy wykorzystany
przez Doktoranta. Badania przeprowadzono na zarodkach izolowanych z nasion jabloni
domowej poddanych zabiegowi szfucznego prZyspieszonego starzenia. Zastosowano
komplementarne metody fizjologiczne, biochemiczne, molekularne i proteomiczne, obejmujace
wysokosprawng chromatografig  cieczows (HPLC), analizy spektrofotometryczne i
spektrofluorymetryczne, analizg ekspresji genéw metodg RT-qPCR oraz spektrometri¢ mas
MALDI-TOF MS. Polaczenie tych technik umozliwito oceng badanego procesu na kilku
poziomach organizacji biologicznej. Dobér metod byt przemy$lany i adekwainy do
postawionych hipotez, a uzyskane wyniki wzajemnie sie uzupelniaja, zwigkszajac wiarygodno$c
wyciagnigtych wnioskow.

Pewnym ograniczeniem przyj¢tego modelu badawczego jest wykorzZystanie izolowanych
zarodk6éw, a nie catych nasion z zachowanymi okrywami nasiennymi. Zasiosowanie takiego
materiatu bylo uzasadnione z punktu widzenia prowadzonych analiz, gdyz pozwalato ograniczy¢
wpltyw tkanek okrywajacych i bezposrednio oceni¢ odpowiedz osi zarodkowych. Jednoczesnie
utrudnia ono bezposrednie przelozenie uzyskanych wynikéw na warunki praktycznego
przechowywania materiatu siewnego. Kwestia ta zasluguje nia dyskusje, zwlaszcza w kontekscie
potencjalnego zastosowania NO w technologii nasiennej. Wyniki uzyskane przez Doktoranta
wykazaly, ze odpowiedZ osi zarodkowych na starzenie ma charakter dynamiczny i zalezy od
stopnia zaawansowania zmian zachodzacych w nasionach. Wraz z wydtuzaniem czasu starzenia
obserwowano postepujaca utratg Zywotno$ci zarodkéw oraz wzrost liczby siewek wykazujacych
nieprawidlowosci rozwojowe. Jednoczesnie zastosowanie ecgzogennego NO poprawiato
zdolnoéé kietkowania izolowanych zarodkdw, jednak skutecznos¢ tego dziatania malala wraz z
postepem starzenia. Wynik ten wskazuje, Ze ochronne dziatanie tlenku azotu nie ma charakteru

bezwzglednego, lecz zalezy od zachowania przez komorki ckreslonego potencjalu naprawczego.
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Cykl publikacji tworzacych rozprawe zostat zaplanowany w sposob logiczny i konsekwentny.
Poszczegolne artykuly stanowia kolejne etapy realizacji jednego programu badawczego,
obejmujacego zagadnienia stresu oksydacyjnego, metabolizmu meta-tyrozyny, homeostazy
glutationowej, ekspresji gendw, potranslacyjnych modyfikacji bialek oraz systemow
odpowiedzialnych za kontrolg jakos$ci proteomu. Wyniki kolejnych prac uzupelniajg sig i
prowadza od charakterystyki wybranych markeréw starzenia do wyjanienia bardziej ztozonych

mechanizmow dziatania NO.

Pierwsza publikacja, zatytutowana ,, Toxicity of meta-Tyrosine” i opublikowana w czasopi$mie
Plants, ma charakter przegladowy. Autor dokonat w niej krytycznej analizy aktualnego stanu
wiedzy dotyczacego powstawania meta-tyrozyny, jej wladciwosci biologicznych oraz
mechanizméw odpowiedzialnych za jej toksyczne dzialanie w komorkach ro$linnych i
zwierzgcych. Praca ta stanowi warto§ciowe wprowadzenie do dalszych badad
eksperymentalnych, poniewaz porzadkuje wiedze dotyczaca m-Tyr i uzasadnia jej wybor jako
jednego z analizowanych wskaZnikéw zmian towarzyszacych starzeniu nasion.

Pierwsza praca clksperymentalna, , Nitric oxide - an antidote to seed aging modifies meta-
tyrosine content and expression of aging-linked genes in apple embryos”, opublikowana w
Frontiers in Plant Science, dotyczylta wplywu krotkotrwalego dziatania NO na zawarto$¢ m-Tyr
oraz ckspresje 18 wybranych gendw potencjalnie zwigzanych z regulacja starzenia i zywotnoéci
nasion, ochrong i naprawg biatek oraz autofagia. Doktorant wykazal, ze post¢pujacemu starzeniu
towarzyszylo obnizepie poziomu transkryptéw wigkszosci analizowanych gendw, natomiast
odpowiedz na dziatanie NO byla zaleina zardwno od czasu starzenia, jak i funkeji badanego
genu. Jednoczesnie wyniki nie potwierdzily, aby ochronny efekt NG wynikal z ograniczenia
akumulacji m-Tyr. Zawarto§¢ m-Tyr wzrastala wraz ze starzeniem, a wysoki stosunek m-
Tyr/Tyr wiazat si¢ z obnizeniem Zywotnoéci materiatu.

Za mocng strong tej pracy uwazam probe¢ powigzania zmian ekspresji genow z fizjologicznymi
skutkami starzenia. Pewien niedosyt pozostawia jednak ograniczenie analizy do wczesniegj
wytypowanej grupy genow. W zwigzku z tym zasadne jest pytanie, jakimi kryteriami kierowat
si¢ Doktorant przy ich wyborze oraz w jakim stopniu obejmowaly one najwazniejsze szlaki
odpowiedzi na starzenie i NO. Interesujgcym rozwinieciem badafi byloby zastosowanie

podejscia transkryptomicznego, takiego jak RINA-seq, ktore pozwolitoby zidentyfikowaé takze
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wezedniej nieprzewidziane geny i szlaki regulacyjne. Nie traktuje braku takich analiz jako
uchybienia, lecz jako element potencjalnej dyskusji.

W kolejnej publikacji, ,,Reactive nitrogen species act as the enhancers of glutathione pool in
embryonic axes of apple seeds subjected to accelerated ageing”, opublikowanej w czasopismie
Planta, Doktorant skoncentrowal si¢ na metabolizmie glutationu i aktywno$ci enzymow
antyoksydacyjnych. Oceniono poziom zredukowanego i utlenionego glutationu, aktywnos¢
reduktazy glutationowej oraz enzyméw typu peroksydazy glutationowej. Wraz z postigpem
starzenia aktywno$é analizowanych enzyméw ulegata obnizeniu, co wskazywalo na stopniowe
oslabienie sprawno$ci systemu antyoksydacyjnego. Zastosowanie NO prowadzito na ogét do
zwickszenia catkowitej puli glutationu, zwlaszcza jego formy zredukowanej, oraz do
zwiekszenia ekspresji wybranych genéw i aktywnosci enzyméw typu GPX-like. Szczegolnie
interesujaca jest obsem%acja, ze wptyw NO zmienial si¢ wraz z czasem starzenia. Do okolo 14.
dnia zabiegu tlenek azotu zwigkszat aktywnos¢ zaréwno reduktazy glutationowe;j, jak i enzymow
typu GPX-like, natomiast po 21 dniach utrzymywat wptyw na GPX-like, lecz nie przywracat
aktywnoéci reduktazy glutationowej, mimo wzrostu poziomu jcj transkryptow. Towarzyszylo
temu gromadzenie utlenionego glutationu. Wyniki te wskazuja na narastajaca wraz ze starzeniern
rozbieznoéé pomigdzy odpowiedzig na poziomie transkrypcyjnym a zdolno$cig komorki do
odtworzenia sprawnego ukladu enzymatycznego.

Za jedno z wazniejszych osiggnigé tej czgsci badah uwazam wykazanie, Z¢ ochronne dzialanie
NO ma wyrazna granice zalezna od stopnia zaawansowania starzenia. Jednoczeénie nie mozna
uznaé, ze po najdhizszym okresie starzenia NO pozostawat catkowicie nieskuteczny, poniewaz
nadal zwickszal aktywnos¢ GPX-like i wywolywal czgsc korzystnych odpowiedzi
fizjologicznych. Wynik ten rodzi pytanie, ktore kieruj¢ do Doktoranta, jaki parametr
fizjologiczny, biochemiczny lub molekularny najlepicj wyznaczalby moment, w ktoérym
zastosowanie NO nie moze juz przywrécié pelnej Zywotnosci nasion. Czy taka funkcje moglby
pemié stosunek GSH/GSSG, aktywnosé reduktazy glutationowej, stopien karbonylacji bialek,
poziom m-Tyr, zdolnoé¢ kielkowania, czy raczej zestaw kilku wskaznikdw?

Ostatnia publikacja, ,,NO freatment of embryos isolated from artificially aged apple seeds
modifies the pattern of nitrated and carbonylated proteins”, opublikowana w Plant Science,

dotyczyta wplywu NO na profil biatek karbonylowanych i nitrowanych oraz na funkcjonowanie
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systemoOw kontroli jakoéci 1 degradaciji biatek. Doktorant wykazal zmiany modyfikacji biatek
zapasowych i ochronnych, w tym biatek LEA, biatek szoku cieplnego i innych skladnikoéw
istotnych dla utrzymania zywotnoéci nasion. Wykazal rowniez, ze zastosowanie NO zwickszalto
aktywnos¢ proteasomu 208, odpowiedzialnego za usuwanie biatek uszkodzonych oksydacyjnie.
Publikacje te oceniam jako szczegdlnie warto$ciowa, poniewaz rozszerza interpretacje dzialania
NO poza klasycznie rozumiang regulacje rownowagi oksydoredukcyjngj. Uzyskane wyniki
wskazuja, Ze tlenek azotu uczestniczy réwniez w regulacji jakosci proteomu poprzez wpltyw na
potranslacyjne modyfikacije bialek i mechanizmy ich degradacji. Pozwala to lepiej zrozumieé, w
jaki sposob NO moze sprzyjac¢ aktywacji metabolizmu, czeSciowemu znoszeniu spoczynku
zarodka oraz uruchamianiu proceséw naprawczych. W tym kontek§cie istotne jest pytanie, czy
aktywacja proteasomu 208 stanowi warunek konieczny dla ochronnego dziatania NO, czy tez
jest jednym z kilku réwnolegle uruchamianych mechanizméw. Prosze doktoranta o analize tego

problemu.

Calos¢ uzyskanych wynikéw wskazuje, ze tlenek azotu nie pelni wylacznie funkcji
antyoksydacyjnej. Drziala jako regulator wielopoziomowej odpowiedzi komorkowej,
obejmujgcej zmiany ekspresji gendw, metabolizmu glutationu, potranslacyjnych modyfikacji
biatek oraz mechanizmdw ich naprawy i degradacji. Dziatanie to pozostaje jednak §ci§le zalezne
od etapu starzenia. Przy umiarkowanym poziomie uszkodzefi NO moze aktywowacé mechanizmy
naprawcze i przyczyniaé sig do poprawy zywotnoéci zarodkéw, natomiast przy zaawansowanym
starzeniu potencjal naprawczy komorek staje si¢ ograniczony.

Na pozytywna oceng wszystkich prac zashiguje sposéb interpretacji uzyskanych wynikow.
Autor prowadzi dyskusje w sposdb rzeczowy i wywazony, konsekwentnie odnoszgc wlasne
obserwacje do aktualnego stanu wiedzy. Formulowane wnioski s3 logiczne, dobrze uzasadnione
i znajduja pelne potwierdzenie w przedstawionych wynikach badan, Nalezy podkresli¢, ze
Doktorant unika nadinterpretacji uzyskanych danych, co $wiadczy o jego dojrzalosci naukowej
i umiejetnoéei krytycznej analizy rezaltatéw badah.

Odrebnym zagadnieniem wymagajacym dyskusji jest znaczenie dawki tlenku azotu. Efekt
biologiczny NO zalezy bowiem nie tylko od czasu jego podania, lecz takze od osiagnigtego
stgzenia, czasu ekspozycji i warunkow aplikacji. Z tego wzgledu prosze Doktoranta o odpowiedz

na pytanie, jakie stezenie NO faktycznie osigganc w ukladzie cksperymentalnym oraz czy
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analizowano zaleino§¢ dawka - odpowiedZ. Ustalenie optymalnego zakresu stezen mogioby
mieé¢ kluczowe znaczenie dla rozrdznicnia efektu sygnalowego, ochronnego i potencijalnie
toksycznego.

Drugim waznym problemem jest mozliwos¢ praktycznego wykorzystania wynikéw. Badania
wykonano na izolowanych zarodkach, natomiast w technologii nasiennej stosuje si¢ cale
nasiona, w ktérych okrywy nasienne moga ograniczaé dyfuzje NO i modyfikowaé jego
oddziatywanie. Warto zatem rozwazy¢, w jakim stopniu uzyskane wyniki mozna przenies¢ na
zabiegi prowadzone na calych nasionach oraz jakie rozwigzania technologiczne moglyby
znaleZ¢ zastosowanie praktyczne.

Podsumowujac, za najwazniejsze osiagnigcie rozprawy uwaZam wykazanie, ze ochronne
dzialanie egzogennego tlenku azotu wobec starzejacych sig nasion ma charakter
wielopoziomowy i obejmuje regulacje ekspresji gendw, metabolizmu glutationu, potranslacyjng
modyfikacje biatek oraz mechanizméw odpowiedzialnych za kontrolg jakoéci proteomu. Rownie
istotne jest wykazanie, ze skuteczno$¢ tego dziatania zalezy od stopnia Zaawansowania procesu
starzenia i maleje wraz z narastaniem nieodwracalnych uszkodzef komérkowych. Ponadto,
wyniki przedstawione w rozprawie maja znaczacg warto$¢ poznawczg. Poszerzaja wiedz¢ na
temat molekularnych i biochemicznych mechanizmdw utraty Zywotnosci nasion oraz wskazuja,
e NO nalezy traktowaé jako czasteczke sygnalowa koordynujaca wiele elementéw odpowiedzi
naprawczej, a nie jedynie jako prosty czynnik antyoksydacyjny. Uzyskane rezultaty wyznaczajg
takze interesujgce kierunki dalszych badan dotyczacych identyfikacji granic skutecznoéci NO,
optymalizacji jego dawki oraz mozliwosci zastosowania w ochronie jakosci materiatu siewnego.
Caloé¢ badan oceniam wysoko zaréwno pod wzgledem koncepeji, zastosowanego warsztatu, jalk

i warto$ci uzyskanych wynikow.

Whniosek kosicowy

Na podstawie analizy przedstawionej rozprawy doktorskiej oraz publikacji stanowigcych jej
podstawe stwierdzam, ze praca doktorska Mgr. Marcina Tyminskiego stanowi oryginalne
rozwiazanie istotnego problemu badawczego dotyczacego molekularnych i biochemicznych
mechanizméw ochronnego dzialania tlenku azotu w procesie starzenia nasion. Uzyskane wyniki

wnosza istotny wikiad w rozwéj wiedzy z zakresu fizjologii nasion. W zwigzku z POWYZSZym

UNSAERSYTET WHKOLATA FOPERMIKS W TORUNES Wydziat Mouk Biotogicznych i We tervnaryinych ui. Lwowska 5,
87-100 Torun, Folska, tel. #48 56 611 25 05 , fax +48 56 611 47 72, email dwbios@umk g, el gl



LINIWERSYTET
MIKOLATA KOPERMNIKA

W TORUNIL

Wdziat Nauk Biotugiczaych
i Wetarynaryinych

stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska speinia wymagania okreslone w art.
187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jedn. Dz.U. z
2024 r. poz. 1571, z pézn. zm.). Zwracam si¢ zatem do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Szkoly Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie z wnioskiem o dopuszczenie Mgr.
Marcina Tyminskiego do dalszych etapdw postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Bioragc pod uwagg oryginalno§¢ uzyskanych wynikow, spojnosé cyklu publikacji, wysoki

poziom zastosowanego warsztatu badawczego oraz znaczenie poznawcze rozprawy, wnioskuje
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réwniez o jej wyrbznienie.
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