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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej
mgr inz. Anety Anny Basinskiej-Barczak
pt. ,,Zmiany zachodzace w roslinach pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) w
wyniku kolonizacji korzeni przez grzyby Trichoderma”
wykonanej pod kierunkiem promotora dr hab. Lidii Blaszczyk

1. Podstawa opracowania recenzji

e Pismo Dyrektora Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu prof. dr hab. Pawta
Krajewskiego z dnia 09 lipca 2021 r., wystosowane w zwigzku z uchwalg Rady
Naukowej Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu, podj¢ta dnia 27 lutego 2018 r.,

e Umowa o dzielo z Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu, reprezentowanym przez
Dyrektora Instytutu Genetyki Rosélin PAN w Poznaniu prof. dr hab. Pawia
Krajewskiego,

e Egzemplarz rozprawy doktorskiej mgr inz. Anety Anny Basinskiej-Barczak pt.
,,Zmiany zachodzgce w roslinach pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) w wyniku
kolonizacji korzeni przez grzyby Trichoderma”

e Ustawa z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki, z p6zniejszymi zmianami,

e Rozporzadzenie Ministra Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w
sprawie szczegdtowego trybu 1 warunkéw przeprowadzania czynnos$ci w przewodzie
doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu
profesora.

2. Ogolna charakterystyka — zasadnos$¢ podjecia tematu

Pszenica zwyczajna (T. aestivum L.) bedac jednym z najczesciej uprawianych zboz na
$wiecie, jest narazona na atak wielu patogenow, powodujgcych powazne straty w jej
produkcji. Obecnie w celu ochrony roslin stosuje si¢ wiele metod, w tym biologiczne, oparte
na stosowaniu mikroorganizméw, na przyklad grzybow strzgpkowych z rodzaju

Trichoderma. Niniejsze drobnoustroje dzigki zdolnosciom antagonistycznym wzglgdem



patogendéw roslinnych, jak rowniez wytwarzaniu wielu metabolitow stymulujg wzrost roslin.
Dane dotyczace pozytywnego wptywu Trichoderma na rosliny dotycza gtownie roslin
dwulisciennych. W dostgpnej literaturze niewiele jest informacji na temat interakcji tych
grzybow z pszenicg. Celowane wykorzystanie pobudzajacych wzrost roslin szczepow
Trichoderma, w postaci biopreparatu w rolnictwie jest obiecujgcg technologia zapewniajaca
skuteczne i1 przyjazne dla $rodowiska rozwigzania, ktére moga zapewni¢ bezpieczenstwo
Zywnos$ciowe.

W przedstawionej do oceny dysertacji Autorka wykazata si¢ kompleksowym podejsciem do
tematu. Wykorzystujac standardowe metody namnazania Trichoderma pozyskata inokulaty,
ktorymi zaszczepita dwie formy pszenicy zwyczajnej (T. aestivum L.), jara — odmiany
Bombona oraz ozimg - odmiany Legenda, uprawiane w warunkach in vitro i in vivo. W trakcie
badan analizowata zdolno$¢ Trichoderma do zasiedlania powierzchni i tkanek korzeni
pszenicy, wptyw inokulacji korzeni niniejszymi grzybami na anatomi¢, morfologi¢ oraz
wybrane parametry fizjologiczne ro$lin, a takze reakcje obronne i odporno$ciowe pszenicy.
Ponadto zbadata zdolnos¢ szczepow Trichoderma do produkcji zwiazkow auksyno-podobnych
oraz ich wptyw na kietkowanie i dalszy rozwoj siewek pszenicy. Pozyskane wyniki badan
pozwolity na stwierdzenie, ze badane mikroorganizmy zasiedlajac Kkorzenie pszenicy,
doprowadzajg do wzmocnienia $ciany komorkowej, co przektada sie¢ na wyzsza odporno$é
roslin na dziatanie patogenow. Niniejsze badania intensywnie wpisujg si¢ w integrowang
ochrone roslin i mogg by¢ punktem zwrotny w rozwoju nowoczesnego, zrOwnowazonego

rolnictwa, z jednoczesng ochrong srodowiska naturalnego.

3. Formalna ocena rozprawy

Rozprawa doktorska mgr inz. Anety Anny Basinskiej-Barczak zostata przygotowana jako
maszynopis w sposob prawidlowy, typowy dla doktorskich prac eksperymentalnych.
Wykonano jg w ramach dwoch projektow badawczych; PRELUDIUM 10 pt. ,,Analiza zmian
zachodzacych w korzeniach pszenicy zwyczajnej (Tritcum aestivum L.) w wyniku interakcji
tych roslin z grzybami”, 2015/19/N/NZ9/01625 oraz OPUS 10 pt. ,,Molekularne podstawy
reakcji pszenicy (Triticum aestivum L.) na kolonizacje¢ korzeni przez gatunki Trichoderma”,
2015/19/B/NZ9/03083.
Liczy 309 ponumerowanych stron formatu A4, jednostronnie wydrukowanych i oprawionych.
Cechuje jg klasyczny uktad z 14 tabelami, 111 rysunkami oraz 320 fotografiami. Sktada si¢ z:
13 glownych rozdzialow (Wykazu stosowanych skrotow, Wstepu, Hipotezy badawczej, Celu
pracy, Materiatu i metod, Wynikoéw badan, Dyskusji, Wnioskow, Streszczenia w wersji polskiej
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i angielskiej, Suplementu, Dokumentacji fotograficznej i Spisu literatury). Struktura pracy jest
czytelna i poprawna, wtasciwa dla podjetej problematyki i charakteru rozprawy doktorskiej.
Tytul dysertacji ma charakter oryginalny, sformulowano go prawidtlowo, ponadto w pelni

nawigzuje do tresci pracy.

4. Merytoryczna ocena pracy
Rozdziat pierwszy ,,Wykaz stosowanych skrotow’’ zamieszczony na pigciu stronach

utatwia czytelnikowi dalsze studiowanie kolejnych rozdziatow pracy.
W 26-stronnicowym rozdziale ,,Wprowadzenie’’, Doktorantka przedstawita uzasadnienie
podjecia problemu badawczego. Autorka prezentuje synteze wiadomosci, ktore stanowig
doskonate wprowadzenie do zagadnien podjetych w rozprawie. Uktad tresci w rozdziale
uwazam za bardzo logiczny, a poszczegolne tematy ulozone sag w prawidtowej kolejnosci. Za
bardzo przydatne w studiowaniu tej czesci dysertacji uwazam podziat na podrozdziaty, co w
znacznej mierze ulatwilo jej interpretacje.
Poczatkowo Doktorantka wprowadza informacje dotyczace systematyki, pochodzenia i
budowy pszenicy, a nastgpnie poprzez przyblizenie tematyki nawigzujacej do chorob
grzybowych pszenicy, sprawnie opisuje mechanizmy obronne roslin wzglgdem patogenow
ros$linnych. Podczas czytania niniejszego rozdzialu nasuwa mi si¢ sugestia dotyczaca
doktadniejszego wyjasnienie mechanizmu rozpoznawania i réznicowania mikroorganizméw
przez rosling na symbiotyczne oraz patogenne w trakcie wchodzenia z nimi w odpowiednie
interakcje.
W kolejnych podrozdziatach Autorka porusza kwestie systematyki i wystepowania grzybow z
rodzaju Trichoderma oraz ich interakcji z mikroorganizmami oraz roslinami. Poprzez
wskazanie potencjatu zastosowania Trichoderma sp. w promowaniu wzrostu roslin nawigzuje
do zasad integrowanej ochrony roslin.
Na podkreslenie w tej czesci pracy zasluguje fakt wnikliwego przestudiowania przez
Doktorantke literatury krajowej i zagranicznej, co $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci
podjetej tematyki badawczej.
Kolejne dwa rozdziaty dysertacji (trzeci i czwarty) przedstawig jasno i precyzyjnie
sformutowang hipoteze badawczg oraz cel glowny, ktore zmierzaja do wyjasnienia wpltywu
grzybow z rodzaju Trichoderma roznigcych si¢ profilem produkowanych metabolitow i trybem
zycia na wzrost, rozwo6j oraz odpornos$¢ pszenicy zwyczajnej.
Ze wzgledu na kompleksowos¢ podjetej tematyki badawczej oprocz celu gtownego Autorka

postawita dziesi¢¢ celow posrednich i1 czastkowych. Ulozone sg one chronologicznie w
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stosunku do wykonywanych prac badawczych, jednakze ze wzgledu na ich obj¢tos¢ sugeruje
ich polaczenie, przyktadowo celu piatego z szostym, czy drugiego z dziesigtym.

Pomimo powyzszej uwagi pragne zauwazyC, ze przestawione w dysertacji cele w pelni
korespondujg z tematem pracy oraz z zastosowang metodyka badan.

W liczacym dwadzieScia osiem stron rozdziale ,,Materiat i metody’” Autorka
szczegotowo opisata przeprowadzone eksperymenty, a takze przedstawita szczepy
Trichoderma zastosowane w doswiadczeniu. Na uznanie zastuguje bardzo ztozony warsztat
metodyczny Doktorantki, obejmujgcy rozne metody i techniki badawcze.

Material badawczy stanowity dwie formy pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.).
Odmiana jara pozyskana zostala z firmy Danko, Hodowla Roslin sp. z 0.0. w Choryni,
natomiast ozima z Poznanskiej Hodowli Roélin sp. z 0.0. Materiat grzybowy wykorzystany do
badan sktadat si¢ z trzydziestu jeden szczepdéw, nalezacych do rodzaju Trichoderma,
zdeponowanych w kolekcji IGR PAN w Poznaniu.

Plan badan obejmowal uprawe roslin zainokulowanych dwoma szczepami Trichoderma (T.
atroviride AN35 oraz T.cremeum AN392) w roéznych warunkach: w polptynnym agarze, w
piasku kwarcowym w komorze fitotronowej oraz w warunkach polowych.

Dzieki logicznemu przestawieniu schematow obrazujacych liczne uktady eksperymentalne
fatwo mozna zrozumie¢ przebieg doswiadczen.

Doktorantka przejrzyscie opisata rowniez metody przygotowania roslin do wzrostu w
warunkach kontrolowanych i polowych oraz sposob ich inokulacji szczepami Trichoderma.
Inokulum zarodnikow dla wszystkich wariantow do$wiadczalnych przygotowano z
siedmiodniowej kultury grzybow, wzrastajacych na podtozu PDA. Rosliny uprawiane w piasku
kwarcowym i warunkach polowych zaszczepiano zawiesing zarodnikéw o zageszczeniu 10° na
1ml. Prosz¢ jednakze o wyjasnienie, jakie zageszczenie zarodnikow zastosowano w przypadku
hodowli ros$lin w warunkach in vitro, na agarze polptynnym oraz jakie ilosci niniejszej
zawiesiny wprowadzano w stref¢ korzeniowg ro$lin uprawianych w warunkach
kontrolowanych. Ponadto brakuje takze wskazania, w ilu powtérzeniach zostata
przeprowadzona uprawa roslin w warunkach in vitro.

Zakres badan obejmowal ponadto odpowiednie utrwalenie i przygotowanie materiatu
roslinnego zainokulowanego Trichoderma, przeznaczonego do okreslenia zdolnosci grzybow
do kolonizacji korzeni pszenicy, nastepnie S$rednicy korzeni, perycyklu, centralnego
metaksylemu, czy szerokosci lisci w skaningowym mikroskopie elektronowym. Jak réwniez

obecno$ci 1 rozmieszczenia pektyn, ksylandw, a takze bialek arabinogalaktanowych oraz



wolnej auksyny z zastosowaniem mikroskopu konfokalnego, ponadto zageszczenia aparatow
szparkowych w roslinach przy uzyciu mikroskopu optycznego.

W prezentowanej pracy okreslono réwniez zdolno$¢ grzyboéw Trichoderma do produkcji
zwigzkow auksyno-podobnych oraz do zasiedlania powierzchni i tkanek korzeni pszenicy.
Przedmiotem badan byta réwniez ocena wplywu testowanych grzybow na kietkowanie nasion
pszenicy, parametry fluorescencji chlorofilu zawartos¢ wybranych hormonéw roslinnych,
takich jak giberelina, cytokininy, czy kwasoéw: absycynowego, salicylowego, benzoesowego
jasmonowego, jak rowniez na ekspresje dwoch genow: f-1,3-glukanazy oraz dysmutazy
ponadtlenkowej zwigzanych z reakcjami odporno§ciowymi roslin.

Przedstawiona metodyka dotyczaca oceny zmian zachodzacych w roslinach pszenicy w

wyniku kolonizacji korzeni przez grzyby Trichoderma jest przystepnie i jasno przedstawiona.
Wystepujac w roli Recenzenta zalecatabym jednakze podanie zrodet literatury, z ktorych
poszczegolne metody badawcze zastosowane w pracy zostalty zaczerpnigte. Sugerowalabym
rébwniez stworzenie dodatkowego podrozdziatlu zatytutlowanego ,,Analizy statystyczne
zastosowane w doswiadczeniach’, zamiast ich opisywania osobno w poszczegdlnych
podrozdziatach dotyczacych analiz wybranych parametrow roslin.
Reasumujac uwazam, ze Doktorantka wykazata wysoka umiejetno$¢ wyboru i laczenia
konwencjonalnych 1 nowoczesnych technik badawczych. Na tej podstawie moge stwierdzi¢, ze
w stopniu bardzo dobrym opanowata warsztat badawczy, wymagajacy bardzo duzego naktadu
pracy. Dobor metod zapewnit przeprowadzenie kompleksowych badan, w wyniku ktorych Pani
mgr Aneta Basinska-Barczak otrzymata szereg wartosciowych wynikow.

W rozdziale szostym ,,Wyniki’’ (s. 79-174) Autorka w sposob syntetyczny opisala
wyniki badan uzyskane w ramach prowadzonych eksperymentéw. W tej czesci Doktorantka
wyodrebnita, az dwanascie podrozdziatow. W pierwszym omoéwita wyniki dotyczace zdolnosci
dwoch szczepow Trichoderma (T. atroviride AN35 oraz T. cremeum AN392) do kolonizacji
korzeni pszenicy zwyczajnej, uprawianej w warunkach kontrolowanych i polowych. Wykazata
na obecnos¢ niniejszych mikroorganizmow nie tylko na powierzchni korzeni, ale rowniez w
apoplascie oraz w §wietle komorek miekiszu i1 ryzodermy ro$lin uprawianych zaréwno w
warunkach in vitro, jak réwniez in vivo.

W podrozdziale drugim prezentujacym wyniki badan dotyczace rozmieszczenia pektyn,
ksylanow oraz biatek arabinogalaktanowych w korzeniach pszenicy bardzo czytelnie
zaprezentowanych w postaci ryciny nr 13, Autorka stwierdza ze Trichoderma sp. wptywa na
zmiany jakosciowe wyzej wymienionych zwigzkow, przyczyniajac si¢ do wzmocnienia $ciany

komoérkowej korzeni.



W kolejnych szcze$ciu podrozdziatach (6.3.-6.8.) Pani mgr Aneta Basinska-Barczak omowita
wplyw wyzej wymienionych szczepdéw Trichoderma sp. m.in. na parametry morfologiczne
pszenicy, fluorescencje chlorofilu, zawarto$¢ zwigzkéw fenolowych w lisciach siewek, zmiany
zawartosci hormondéw roslinnych w korzeniach, rozmieszczenie wolnej auksyny we
wierzchotku korzenia, jak rdéwniez zmiany ekspresji wybranych gendéw, zwigzanych z
mechanizmami odpornosci u pszenicy. Zaleta tych podrozdziatow jest logiczne przedstawienie
uzyskanych wynikéw badan w postaci licznych rycin, ktore utatwiaja studiowanie tekstu.

Do najwazniejszych osiagni¢¢ naukowych niniejszej czesci dysertacji zaliczam wykazanie, ze
traktowanie korzeni pszenicy grzybami Trichoderma sp. doprowadza do zmiany zawartos$ci
hormonéw ro$linnych, zwigzkéw fenolowych, peroksydazy, oksydazy polifenolowej, czy
amoniakoliazy fenyloalaninowej, jak rowniez zmian w ekspresji wybranych gendw, CO
Swiadczy o roli obu gatunkéw w indukcji reakcji odporno$ciowych pszenicy. Ponadto do
odpowiedzi roslin dochodzi juz w pierwszej dobie po inokulacji Szczepami zastosowanych
grzybow.

W podrozdziale 6.9. dotyczacym oceny zdolnosci trzydziestu jeden szczepoéw Trichoderma do
produkcji zwigzkow auksyno-podobnych na podtozu SNA z dodatkiem L-tryptofanu lub
tryptaminy, Autorka wytypowata od dziewigciu do dwunastu izolatow, ktore charakteryzowaty
si¢ wysokg wydajnoscig w produkcji zwigzkéw auksyno-podobnych.

Wybrane szczepy na podstawie roznej ich zdolnosci do produkcji zwigzkéw auksyno-
podobnych w kolejnych dwoch podrozdziatach (6.10.-6.11.) testowano pod katem wptywu na
proces kietkowania ziarniakow pszenicy, na dtugos$¢ korzeni, pgdu oraz ilo§¢ wytworzonych
korzeni w siewkach.

W podrozdziale 6.12. Doktorantka zaprezentowala natomiast wyniki badan, dotyczace
zdolnosci porastania ziarniakow pszenicy przez dwa szczepy Trichoderma sp., wykazujac ich
charakterystyczny wzrost zarowno na powierzchni ziarniakéw, jak rowniez pod okrywa
OWOCOWO-nasienng oraz wytwarzanie struktur podobnych do appresorium w przypadku T.
atroviride AN35.

Wszystkie podrozdziaty rozdziatu ,, Wyniki’” zawieraja syntetycznie zaprezentowane w postaci
rycin wyniki badan, co znacznie utatwia $ledzenie poszczegolnych osiagnie¢ uzyskanych w
ramach prowadzonych do$wiadczen. Pomimo bardzo wielu wynikéw Doktorantce udato si¢
stworzy¢ spdjny opis, tworzacy logiczng 1 bardzo przejrzystg catosé. Jest to czgs$¢ pracy, w
ktorej prawidlowo scharakteryzowano efekty badan, uzyskujac istotne informacje na temat

reakcji pszenicy na kolonizacje¢ grzybami Trichoderma sp.



W rozdziale siodmy ,,Dyskusja’® (s. 175-196) Pani mgr Aneta Basinska-Barczak
przeprowadzita wnikliwa dyskusje uzyskanych wynikéw, odnoszac si¢ do rezultatow badan
innych badaczy. Autorka przedstawita ten rozdziat w postaci o$miu podrozdziatow,
korespondujacych z przedstawionymi wynikami pracy, w ktorych sposob ich interpretacji
wskazuje na wysoki poziom Jej dojrzatosci naukowej. Autorka podkreslita, ze zakres i
roznorodnos¢ zmian zachodzacych w pszenicy, w wyniku interakcji z grzybami Trichoderma
sp. i ich zalezno$¢ od genotypu i warunkoéw uprawy roslin, a takze gatunku grzyba, wskazuje
na konieczno$¢ przeprowadzania selekcji tych mikroorganizmow przed przystgpieniem do ich
wykorzystania w poprawie wydajnosci upraw pszenicy. Ponadto udowodnita, iz celowane
wykorzystanie wybranych gatunkéw Trichoderma sp. w rolnictwie jest obiecujacg technologia
pozwalajaca na wprowadzenie efektywnych i bezpiecznych dla srodowiska upraw roslin o
znaczeniu gospodarczym.

Merytoryczng czgs¢ rozprawy koncza wnioski (s.203-205). W tej cze$ci Doktorantka
podsumowata wyniki badan, formutujac siedemnascie wnioskow. Do najwazniejszego wniosku
w przeprowadzonych badaniach, o charakterze aplikacyjnym zaliczam wniosek nr 16.

Na koncu pracy znajduje si¢ bibliografia, obejmujaca trzysta osiemdziesigt dwie pozycje
literaturowe.

Oceniana rozprawa doktorska prezentuje wysoka warto$¢ naukowa ze wzgledu na
kompleksowe podejscie do realizowanej problematyki badawczej. W trakcie czytania niniejszej
dysertacji nasun¢to mi si¢ kilka uwag i sugestii, ktore nie wptywaja na warto$¢ ocenianej pracy,
a jedynie maja shuzy¢ lepszemu przygotowaniu wynikow badan do publikacji:

e Dyskusyjne wydaje si¢ nazewnictwo niektorych okreslen uzytych w pracy, zamiast
,Stezenie zarodnikdw’’ proponuj¢ ,,zageszczenie zarodnikOw’’, zamiast ,,grzyby
mikoryzowe’’ - ,,grzyby mykoryzowe’’. Proponuje réwniez zmieni¢ opisy zdjec
zamieszczonych w pracy z ,,ryciny’’ na ,,fotografie’’.

e Rozdziat ,,Material 1 metody’’, strona 57 w opisie uktadu doswiadczalnego btednie
wprowadzono nazewnictwo testowanych szczepow.
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e Rozdziat ,,Materiat 1 metody’’ strona 60 nie objasniono niewiadomych we wzorze
stuzacym do obliczenia liczby zarodnikow Trichoderma sp. w 1ml zawiesiny.

o W spisie tresci brakuje podrozdziatu 6.1.

e W rozdziale ,Bibliografia’> niektorych pozycji nie zamieszczono w ukladzie

alfabetycznym (strona 286, 288).



5. Wnhiosek koncowy

Doktorantka w przedstawionej rozprawie podjeta si¢ bardzo kompleksowego podejscia
do tematu z zakresu wykorzystania potencjatu grzyboéw z rodzaju Trichoderma do stymulacji
reakcji odpornosciowych pszenicy. Przedstawiona do oceny dysertacja zawiera bardzo szeroki
zakres tematyczny trudny do oceny w jednej rozprawie doktorskiej. Autorka wykazata si¢
ogromnym potencjatem analitycznym 1 dojrzalo$ciag w ocenie uzyskanych wynikéw oraz ich
prezentacji. Bylo to niezwykle trudne przy tak duzej liczbie danych. Pragng réwniez nadmienic,
ze Doktorantka w pelni zrealizowata postawione w pracy cele 1 wskazala oryginalne
rozwigzania. Na wysoka ocene zastuguje duzy potencjat aplikacyjny przeprowadzonych badan.
Autorka wskazata na mozliwosci celowanego zastosowania wybranych szczepoéw Trichoderma
sp. w rolnictwie jako obiecujacej technologii pozwalajacej na wprowadzenie efektywnych i
bezpiecznych dla $rodowiska rozwigzan, dotyczacych produkeji ro$lin o znaczeniu
gospodarczym.

Reasumujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr inz. Anety Anny Basinskiej-
Barczak spetnia warunki wymagane Ustawg z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2003r. Nr 65 poz. 595 z
poézn.zm.), w zwigzku z artykutem. 179 ust. 3 Ustawy z dnia 3 lipca 2018r. i przepisach
wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz.U. z 30 sierpnia 2018r.
poz. 1669) i wnioskuj¢ o jej dopuszczenie do publicznej obrony.

Biorac pod uwagg warto$¢ naukowa recenzowanej dysertacji, aktualnos¢ podjetej problematyki
oraz wysoka warto$¢ merytoryczng i aplikacyjna uzyskanych wynikow badan wnioskuje o

wyroznienie niniejszej rozprawy doktorskiej stosowng nagroda.
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Poznan, dnia 3 wrzesnia 2021 r. Prof. UPP dr hab. inz. Agnieszka Wolna-Maruwka



