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roku oraz w zwigzku z art. 190 ustep 2 i art. 183 ustawy z dnia 23 lipca 2018 roku
Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dziennik Ustaw 2023 poz. 742
z pozniejszymi zmianami) o powofaniu mnie na Recenzenta tej pracy. Praca
doktorska mgr inz. Jean de Dieu Muhire zostata napisana pod kierunkiem
dr hab. inz. Dariusza Panki, profesora PBS oraz promotora pomocniczego

dr hab. inz. Jana Muéko profesora PBS.

Problematyka badawcza podjeta przez Autora w przedstawionej do recenz;ji
pracy dotyczy aspektow produkcji traw modyfikowanych symbiotycznie. Jest bardzo
aktualna w dobie rosngacego zapotrzebowania na zywno$¢ oraz zwiekszania
wydajnosci produkcji roslinnej. Z drugiej strony istnieje silna presja ograniczania
negatywnego wplywu $rodkdéw produkcji na jako$¢ produkowanej zywnosci
oraz $rodowisko naturalne. Problematyka ta stanowi ona wazny element
zrownowazonego rozwoju rolnictwa i obszaréw wiejskich w UE. Jej podstawowym
zatozeniem jest redukcja stosowania chemicznych $rodkéw ochrony roslin
oraz szczegolnie niebezpiecznych pestycydéw o 50% do 2030 roku. W zwigzku z
tym, najistotniejszym elementem ochrony bedzie wykorzystanie naturalnego
potencjatu $rodowiska i niechemicznych metod ochrony ros$lin. Uprawa traw,
zwlaszcza zycicy trwatej, ogrywa istotng role w produkcji zywnos$ci oraz wptywa na
utrzymywanie bior6znorodnosci ekosystemow i estetyke terendw zieleni. Dzieki
obecnosci endofitow Epichlog, trawy sa zazwyczaj bardziej odporne na liczne
czynniki stresowe, zarowno abiotyczne, jak i biotyczne. Wybrane izolaty grzybow
endofitycznych z rodzaju Epichlo&/Neotyphodium, tzw. ,novel endophytes”, moga
by¢ wykorzystane do symbiotycznej modyfikacji traw (SMG), zapewniajac roslinom
wiekszg odpornos¢ na czynniki stresowe. Wprowadzenie tych izolatow do rosliny

wymaga jednak wczesniejszego usuniecia dzikich endofitow z odmiany, ktéra ma by¢
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symbiotycznie modyfikowana. Proces eradykacji, przeprowadzany najczesciej przy
pomocy fungicyddw lub wysokiej temperatury, jest trudny i czasochtonny. Wazny jest
to w produkcji materiatu siewnego. Dzieki temu mozna zmniejszy¢ naktady
na ochronge chemiczng zwiekszajac bezpieczenstwo produkcji roslinnej dla
Srodowiska i konsumentow, szczegolnie w kontekscie obligatoryjnego stosowania
zasad integrowanej ochrony roslin obowigzujgcych profesjonalistdw od 1 stycznia
2014 roku.

W tym kontekscie, podjecie przez Doktoranta badan nad oceng nasion traw w
Polsce, nalezy uzna¢ za bardzo trafne i uzasadnione. Zwtaszcza ze wystepujace na
nich symbiotyczne endofity odgrywajg wielka role w rozwoju traw poprzez wptyw na
fotosynteze i inne procesy zwiekszajgc biofortyfikacje roslin dzieki czemu sa one
bardziej odporne na agrofagi. Jednak naturalnie wystepujace endofity mogg przez
swoje metabolity pogarsza¢ jakos¢ trawy i wptywaé negatywnie na zjadajace je
zwierzeta prowadzac do zatru¢. Dlatego czesto prowadzi sie ich usuniecie
wykorzystujgc rézne metody, czesto o niskiej skutecznosci i wprowadza inne.
Wykorzystanie do tego aplikacji plazmy niskotemperaturowej przy pomocy réznych
plazmotronéw oraz ocena procesow fizjologicznych zachodzgcych w tkankach
ogrywa ogromna role zarowno dla badacza jak i praktyka. Dlatego tez uzyskane
wyniki posiadajg nie tylko wysokg wartoscig naukowa, ale takze utylitarna.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska liczy 175 stron tekstu
przeplatanego tabelami (35) oraz rysunkami (36, w tym 10 fotografii). Autor podzielit
prace na 10 ponumerowanych rozdziatdbw: Wprowadzenie, Przeglad literatury,
Hipoteza badawcza, cel i zakres badar, Metodyka badan, Wyniki, Dyskusja, Whnioski,

Literatura, Streszczenie w jezyku angielskim oraz Streszczenie w jezyku polskim.
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Uwagi szczegotowe

Ponizej zamieszczam gtéwne sugestie i rekomendacje, aby lepiej
usystematyzowac uwagi:

1. Temat pracy. Wprowadzenie.

Temat pracy jest dobrze zdefiniowany i zgodny z przedstawionymi wynikami
badan.

Rozdziat Wprowadzenie wprowadza w tematyke badan, wskazuje na
istotno$¢ problemu oraz identyfikuje luke w literaturze. Autor pokazat role
symbiotycznych endofitow, zwtaszcza tych tzw. nowych oraz zwrécit uwage na
potrzebe wczesniejszego usuniecia toksycznych endosymbiontéw do czego moze
by¢ przydatna plazma niskotemperaturowa (CAP), jako skuteczna alternatywa dla
fungicydow.

2. Przeglad literatury
W rozdziale tym liczacym 22 strony , podzielonym na podrozdziaty, Autor
w obszerny sposéb przedstawit najwazniejsze wyzwania w produkcji zywnosci,
omowit znaczenie traw, zwtaszcza zycicy trwatej uwzgledniajac problemy zwigzane
z jej uprawg a takze bardzo szczegdtowo omoéwit zagadnienie pozytywnej roli
endofitbw powodujacych zwiekszong odporno$¢ na patogeny, owady i nicienie,
poprawiajgcych tolerancje na susze i wpltywajacych na procesy biochemiczne.
Zwrocit tez uwage na problemy z obecno$cig niektorych endofitow a takze sposoby
ich eradykacji i zastgpienia innymi z uwzglednieniem szerokiego zastosowania
aplikacji plazmy niskotemperaturowej jako elementu fizycznej metody ochrony roslin.
Nalezy podkreslic bardzo trafny i umiejetny dobér pozycji bibliograficznych
do skonstruowania tego rozdziatu. Znaczna cze$¢ cytowanych pozycji pochodzi

z ostatnich lat. Dzieki temu rozdziat posiada wysoka warto$¢ merytoryczna.
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Sugestie: omawiajgc dziatanie plazmy niskotemperaturowej wykorzystujgce;
najczesciej powietrze jako gaz roboczy interesujgce moze byé rozwazenie
wykorzystania w badaniach innych gazéw roboczych np. argonu, cho¢ moze byé
zwigzane z duzymi kosztami.
Sugerowatbym bardziej doktadne oméwienie roli reakcji redox w procesach
biochemicznych w komorkach grzyba i zwigzang z tym rolg reaktywnych form tlenu
i azotu (RONS).

3. Hipoteza badawcza, cel i zakres badan.

Sformutowano hipoteze robocza, ze dzieki dziataniu przeciwbakteryjnemu
i przeciwgrzybiczemu plazmy niskotemperaturowej wzrost endofitu Epichloé festucae
moze zosta¢ znaczgco zahamowany po zastosowaniu plazmy DBD (Dielectric
Barrier Discharge) oraz GA (Gliding Arch).

Rozwijajac gtobwny cel badawczy podano szczegdtowe cele, ktére zostaty

sformutowane w celu osiggniecia celu gtéwnego:

(i)  zebranie genotypow traw i izolatdw grzybow endofitycznych
zasiedlajgcych rézne genotypy dostepne komercyjnie, jak rowniez
ekotypy i scharakteryzowanie genotypow zasiedlonych przez endofity
na podstawie wybranych parametrow,

(i) identyfikacja  zebranych  izolatow  endofittw i  okreslenie
ich zréznicowania genetycznego,

(i)  okreslenie granicznych i optymalnych parametrow pracy generatora
plazmy DBD i plazmy GA zapewniajgcych najwyzszy poziom
eradykacji endofitow,

(iv) poréwnanie efektywnosci plazmy DBD i plazmy GA,

(v) okreslenie wptywu zimnej plazmy atmosferycznej (plazmy DBD i GA)

na kontaminacje nasion grzybami mikroskopowymi,
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(vi) okreslenie wptywu plazmy DBD i GA na aktywno$¢ wybranych
enzymow biatek zwigzanych z patogenezg (PRP),
(vi) zaproponowanie wytycznych dla prototypu projektu technologii
eradykacji endofitéw przy uzyciu zimnej plazmy.

Sugestie: podczas przygotowania pracy do druku zaleca sie uzupetnienie o bardziej
bezposrednie sformutowanie hipotezy alternatywnej wobec hipotezy zerowe;.

4. Metodyka badan.
Rozdziat ten liczacy 18 stron, podzielony na 9 podrozdziatéw, zawiera szczegotowy
opis wykorzystanego materialu badawczego oraz zastosowanych metod
badawczych, w tym statystycznych. Autor oméwit sposoby wykrywania endofitow
roznymi metodami, takze z wykorzystaniem ich identyfikacji molekularnej, metoda
Real-Time PCR oraz testy molekularne z wykorzystaniem analizy sekwencji regionu
ITS dotyczace réznorodnosci genetycznej izolatéw endofitow pobierajgc fragmenty
pochew lisSciowych oraz przeprowadzit charakterystyke genotypéw kolekcji traw
w warunkach doniczkowych oceniajgc wybrane parametry cech morfologicznych
oparte na protokotach UPQOV i CPVO i wymaganiach hodowcéw. Doktadnie omowit
podajac schematy budowy generatorow plazmy DBD i GA, tacznie z panelem
sterujgcym umozliwiajacym aplikacje plazmy niskotemperaturowej przy odpowiedniej
mocy i szybkosci. Urzadzenie umozliwiato precyzyjny dobor dawki energii potrzebnej
do przetwarzania materiatu biologicznego. Nasiona zycicy byly traktowane
5 poziomami mocy przy uzyciu plazmotromu DBD oraz 1 przy uzyciu plazmotronu
GA. Uzyto 3 czasy ekspozycji i co najmniej 100 nasion w kombinacji. Plazma
traktowano réwniez wcze$niej odkazone siewki i oceniano obecno$¢ endofitu.
Traktowano réwniez plazmag zanieczyszczone przez grzyby nasiona i umieszczano
na szalkach Petriego na agarze PDA. Wybrane probki nasion zycicy traktowane

plazmg wysiewano do doniczek z torfem by po 30 dniach zebra¢ materiat roslinny
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I poddac ekstrakcji i analizie biatek zwigzanych z patogeneza. Analiza wariancji
i inne metody statystyczne sg wtasciwie dobrane. Zostaty one prawidtowo dobrane
do zakresu przeprowadzonych badan i nie budza zastrzezen. Autor opisat
je starannie i precyzyjnie. Rozdziat posiada bardzo rozbudowang strukture
podrozdziatéw, co z jednej strony porzadkuje doskonale informacje w nich zawarte
z drugiej jednak, nieco utrudnia czytelnikowi Sledzenie watkéw badawczych. Cato$é
potwierdza  bardzo dobre przygotowanie Doktoranta do prowadzenia prac
badawczych oraz solidny warsztat metodyczny. Niedociggniecia, jak np. brak
umieszczenia metody statystycznej w spisie literatury (str. 51) nie zmniejszajg
wartosci tego rozdziatu.
5. Wyniki

Rozdziat ten liczacy 86 stron zawiera bogatg dokumentacje ztozong z tabel,
wykresow i fotografii. Uzyskane wyniki wykazaty, ze plazma DBD istotnie hamowata
wzrost Epichloé festucae var. lolii w badanych genotypach zycicy trwatej. Kolonizacja
zebranej kolekcji genotypdw zycicy trwatej przez endofita wyniosta $rednio 36,2%,
a kolonizacja kolekcji genotypow kostrzewy takowe] 29,6%. Sita asocjacji
endofit/zycica trwata w kolekcji genotypdéw, wyrazona jako gesto$¢ grzybni
w pochwach lisciowych wahata sie od 4,8 do 20,8 strzepek na 1 mm szerokosci
pochew lisciowych. Analiza molekularna metodg Real-Time PCR potwierdzita
obecnos¢ E. festucae var. lolii w 10 genotypach zycicy trwatej. Na podstawie testow
molekularnych dwa wyizolowane izolaty endofita nie wykazaly zmiennosci
w sekwencji ITS i byly identyczne z niektérymi sekwencjami grzyba zdeponowanymi
w Banku Genéw NCBI, a z innymi sekwencjami wykazywaty podobienstwo powyzej
99%.

Nalezy podkreslic, ze w kolekcji genotypdw zycicy trwatej zasiedlonych przez

endofita, siedem wybranych genotypéw wykazato stosunkowo wysokg warto$¢
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uzytkowa, okreslong na podstawie wybranych cech i moze stanowi¢ materiat
wyjsciowy w hodowli nowych odmian.

Kolejne uzyskane wyniki wskazujg, ze genotyp zycicy trwatej, poziom mocy (od 200
W do 600 W) plazmy DBD oraz czas ekspozycji nasion (10 s, 20 s i 30 s)
na dziatanie plazmy miaty istotny wplyw na zageszczenie grzybni endofita w
roslinach. Dla wiekszosci genotypow, zwiekszenie mocy znaczgco zmniejszyto
zawartos¢ grzybni w roslinach. Czas ekspozycji plazmy miat jednak mniejszy wptyw.
Podkreslic nalezy, ze ogélng tendencjg byt spadek zawartosci grzybni endofitéw
w roslinie wraz ze wzrostem czasu ekspozycji na plazme. Plazma DBD miata
najwiekszy efekt hamujacy na rozwoj endofitbw w roslinach w zakresie mocy 300 -
600 W. Genotyp zycicy trwatej, poziom mocy (200-400 W) plazmy DBD oraz czas
ekspozycji siewek (10 s, 20 s i 30 s) rowniez miaty istotny wptyw na zageszczenie
grzybni endofitow w roslinach.

Zwréci¢ uwage nalezy, ze genotyp miat najwiekszy wptyw na rozwdj endofitow
w roslinie. Poziom mocy i czas ekspozycji mialy znacznie mniejszy wplyw
na zageszczenie grzybni. Zastosowanie plazmy GA (200 W) przez 10s,20si30 s
na nasiona zycicy trwatej nie miato istotnego efektu hamujgcego rozwéj symbionta
w ro$linie. W przypadku plazmy DBD jej aplikacja na nasiona zycicy trwatej miato
istotnie wiekszy efekt hamujacy na rozwdj grzybni endofittw w roslinie niz
zastosowanie plazmy DBD na 3-dniowe siewki lub zastosowanie plazmy GA
na nasiona.

W kolejnym dos$wiadczeniu wykazano, ze procentowa redukcja kontaminacji nasion
zycicy trwatej grzybami mikroskopowymi po zastosowaniu plazmy DBD (300 W, 400
W, 500 W, przez 10 s, 20 s, 30 s) na nasiona byta wysoka dla wiekszosci
testowanych genotypoéw zycicy trwatej, siegajac prawie 80%, chociaz w niektorych

przypadkach zastosowanie plazmy stymulowato wzrost grzyboéw.
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Ze wzgledu na duze zréznicowanie pomiedzy kombinacjami réznych pozioméw mocy
| czasow ekspozycji, niemozliwe jest okreslenie jednoznacznej zaleznosci i wptywu
kazdego czynnika na kontaminacje nasion grzybami.
Analizujgc procesy biochemiczne, uzyskane wyniki wskazuja, ze genotyp zycicy
trwatej i poziom mocy (200 - 400W) plazmy DBD miat istotnie najwiekszy wplyw
na stymulacje aktywnosci glukanaz, chitynaz i peroksydazy gwajakolowej w roslinach
po zaaplikowaniu na nasiona. Czas ekspozycji nasion na dziatanie plazmy miat
mniejszy wptyw na aktywnos¢ tych enzymow.
Pod koniec rozdziatu Autor przedstawit bardzo interesujacy projekt prototypu
urzgdzenia do traktowania nasion plazma DBD uwzgledniajac metode termiczna
lub wykorzystanie fungicydu co wybitne podnosi aplikacyjny charakter pracy.
Wyniki zostaty dobrze przedstawione, obejmujac zaréwno aspekty ilosciowe,
jak i jakosciowe. Wyniki s3g logiczne i zgodne z oczekiwaniami.
Sugestie: Warto rozwazy¢ zwiekszenie czasu aplikacji plazmy na nasiona czy tez
wykorzystania innych gazéw roboczych pomimo obaw zwigzanych z ryzykiem
fitotoksycznosci.
Warto tez zwréci¢ uwage na proponowane fungicydy, zwlaszcza ze corocznie ubywa
dopuszczonych do stosowania substancji czynnych (np. polecany czesto tiuram).

6. Dyskusja
Wyniki niniejszych badan potwierdzaja, ze plazma niskotemperaturowa
atmosferyczna (CAP) moze skutecznie redukowac liczebno$¢ grzybowych endofitow
w nasionach zycicy trwatej, przy czym efekt ten jest silnie zalezny od zastosowanych
parametrow ekspozycji oraz od genotypu rosliny. Zaobserwowane zmniejszenie
liczby strzepek endofitu wskazuje, ze CAP moze stanowi¢ obiecujgce narzedzie
w procesie eradykacji endofitow przed introdukcjg nowych, nietoksycznych szczepow

symbiotycznych.
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Mechanizm dziatania CAP wobec mikroorganizméw  grzybowych  jest
wieloczynnikowy i obejmuje przede wszystkim fizyczne oraz chemiczne uszkodzenia
struktur komérkowych. Generowane w trakcie obrobki reaktywne formy tlenu i azotu
(RONS) prowadzg do zaburzen integralnosci $ciany i blony komérkowej, deformacji
komorek oraz wycieku sktadnikow cytoplazmatycznych, co skutkuje zahamowaniem
wzrostu grzybni lub jej catkowita inaktywacja. Mechanizmy te sg zgodne
z wczesniejszymi doniesieniami dotyczgcymi inaktywacji bakterii i grzybéw przy
uzyciu plazmy typu DBD. Uzyskane w niniejszej pracy poziomy redukcji
mikroorganizmoéw, siegajace do 75% w wybranych genotypach, sg porownywalne z
wynikami uzyskiwanymi w badaniach nad innymi gatunkami roslin, w tym pszenica,
bazylig czy gryka. W literaturze wykazano, ze CAP moze powodowaé redukcje
obcigzenia mikrobiologicznego w zakresie od 1 do 5 jednostek logarytmicznych, bez
negatywnego wptywu na zdolnos¢ kietkowania nasion ani kondycje siewek, co czyni
te technologie atrakcyjng alternatywa dla chemicznych metod dezynfekcji.
Jednoczesnie nalezy podkreslic, ze odpowiedz na obrobke plazmg byta
zréznicowana pomiedzy badanymi genotypami. W niektorych kombinacjach mocy
i czasu ekspozycji obserwowano brak istotnej redukcji, a nawet wzrost liczby
mikroorganizmow. Zjawisko to moze by¢ zwigzane z dziataniem subletalnych dawek
CAP, ktére indukujg tagodny stres oksydacyjny, aktywujgc mechanizmy
kompensacyjne lub systemy antyoksydacyjne grzyboéw. Podobne efekty opisywano
wczesniej w odniesieniu do innych mikroorganizméw poddawanych krotkotrwatej
ekspozycji plazma.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze skutecznos¢ CAP jako narzedzia eradykacji endofitow
wymaga precyzyjnej optymalizacji parametréow obrébki, uwzgledniajacej specyfike
genotypowg roslin. Pomimo tych ograniczen, technologia CAP wykazuje duzy

potencjat aplikacyjny jako metoda przyjazna $rodowisku, umozliwiajgca kontrole
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mikroorganizmow endofitycznych bez stosowania fungicydow. Dalsze badania
powinny koncentrowaé¢ sie na okresleniu progéw subletalnych oraz
dtugoterminowych skutkdéw obrébki plazma dla stabilnosci symbiozy roslina—endofit.
Rozdziat jest konfrontacjg otrzymanych rezultatéw z dostepng na ten temat literaturg
przedmiotu. Napisany jest poprawnie z wykorzystaniem aktualnej i prawidtowo
dobranej literatury. Zagadnienia podjete w dyskusji doskonale korespondujg ze
sformutowanymi wcze$niej celami, tworzac logiczng catoS¢ z pozostatymi
rozdziatami. Potwierdza to umiejetno$¢ prawidtowe] syntezy uzyskanych wynikow
bedac jednoczesnie Swiadectwem dojrzatodci badawczej Autora i syntetycznego
prezentowania wynikéw wskazuje na ugruntowany warsztat badawczy.

7. Wnioski
Whioski z pracy s3 istotnym elementem oceny cato$ci badan, poniewaz stanowig
podsumowanie gtébwnych wynikéw i odpowiadajg na pytania badawcze lub hipotezy
postawione na poczatku. zawiera 14 wyodrebnionych akapitow. Stanowig one bardzo
dobre podsumowanie rezultatow przeprowadzonych eksperymentow.
Sugestie: W zwigzku z bardzo obszernymi badaniami wykonanymi przez Autora,
rozdziat ten jest bardzo obszerny Czesc¢ akapitow, jednak, ma charakter wynikowy
i utrudnia czytelnikowi klarowng ocene. Dlatego tez, sugeruje ich przeredagowanie
(skrocenie, pogrupowanie) w trakcie przygotowywania pracy do opublikowania.

8. Literatura
Zamieszczona literatura przedmiotu stanowi bardzo bogatg liste, starannie
dobranych 221 pozycji bibliograficznych oraz 15 pozycji danych internetowych.
Znaczna wiekszo$¢ wszystkich pozycji stanowig opracowania z ostatnich lat.
Na podkreslenie i uznanie zastuguje réwniez fakt wykorzystania przez Autora prawie
wytacznie prac angielskojezycznych.
Sugestie: Pozycja Miller J.L. 2019 nie jest cytowana w tekscie.
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9. Streszczenie w jezyku angielskim

10. Streszczenie w jezyku polskim

11. Podsumowanie
Oceniajac oryginalno$¢ pracy, jest to pierwsze badanie w celu okreélenia wptywu
plazmy niskotemperaturowej DBD i GA na nasiona traw, grzyby endofityczne
| procesy biochemiczne. Na szczegdine podkreslenie i jednoczesnie uznanie
zastuguje bardzo wysoki poziom jezykowy i edytorski pracy. Btedy literowe czy brak
spacji wystepujg rzadko. Praca jest innowacyjna zaréwno pod wzgledem tematyki,
jak i metodologii i posiada dodatkowo wyjatkowa warto$¢ aplikacyjng. Dysertacja
przedstawiona przez Autora stanowi spoéjng i logiczng cato$é. Jest dobrze
przygotowana, przedstawia wysoki poziom naukowy oraz wnosi istotny wktad w dziat
szeroko rozumianej dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo. Spetnia réwniez wymogi
okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym
i Nauce stawiane kandydatom do stopnia doktora. Whnioskuje, zatem do cztonkéw
Szanownej Rady Naukowej dyscypliny rolnictwo i ogrodnictwo Politechniki im. Jana
i Jedrzeja Sniadeckich w Bydgoszczy o podjecie uchwaty zawierajgcej opinie
popierajacg o nadanie mgr inz. Jean de Dieu Muhire stopnia naukowego doktora
nauk rolniczych w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo, a jednoczes$nie wnosze prosbe

o wyrdznienie Go stosownym wyréznieniem/nagroda.
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