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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Andrzeja Brachaczka:

Makroskopowa i molekularna identyfikacja patogenéw oraz dynamika zmian stezen
askospor grzybow Leptosphaeria maculans (Desm.) Ces et de Not. i L. biglobosa
Shoemaker i Brun sp. nov. jako kryteria diagnostyczne w ochronie rzepaku ozimego
przed suchg zgnilizng kapustnych

Rzepak ozimy jest niezwykle wazna gospodarczo rosling uprawng w strefie klimatu
umiarkowanego. Polska jest jednym z najwigkszych producentéw i jednoczesnie eksporterow
rzepaku w Europie. Przejscie w latach osiemdziesiatych ubiegtego wieku na uprawe odmian
o niskiej zawartosci kwasu erukowego i glikozynolanéw oraz znaczne zwiekszenie areatu
uprawy wplyneto negatywnie na zdrowotno$é¢ roélin. Jednocze$nie, w trosce o naturalne
Srodowisko i zdrowie ludzi wprowadzenie w Unii Europejskiej ograniczen dotyczacych
stosowania Srodkow chemicznych, wymusito konieczno$¢ ich stosowania w terminach
umozliwiajagcych uzyskania maksymalnej skutecznosci. Pomimo ciaglego postepu
w badaniach dotyczacych zdrowotnosci rzepaku, nadal patogeniczne grzyby powodujg duze
straty w plonie nasion.

Jedng z najgrozniejszych chordb rzepaku ozimego jest sucha zgnilizna kapustnych
powodowana przez Leptosphaeria maculans (Desm.) Ces et de Not i L. biglobosa Shoemaker
i Brun sp. nov. Patogeny te moga poraza¢ ro$liny juz jesienia, co takze niekorzystnie wplywa
na zimowanie. Jesienig zagrozeniem sg zarodniki workowe (askospory), ktorych zaréwno
termin wystepowania w powietrzu, jak i ich stezenie, zaleza od warunkéw pogodowych.
Najbardziej efektywny zabieg ochronny mozna przeprowadzié¢ znajgc te parametry. Dobrze
wigc si¢ stalo ze Doktorant wraz z zespolem wykonat szereg doswiadczen poszerzajacych
wiedz¢ na temat wystgpowania, szkodliwosci i ustalenia optymalnych terminéw stosowania
skutecznych zabiegow. Dlatego tez temat pracy i tematyke badawcza przedstawiong przez
Doktoranta (juz opublikowang) oceni¢ nalezy, jako bardzo aktualng, niezwykle istotng
poznawczo oraz majaca duze znaczenie i szerokie zastosowanie w praktyce rolnicze;.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest oparta na 7 recenzowanych pracach,
powigzanych tematycznie, z ktorych 5 opublikowanych zostalo w jezyku angielskim, w tym
3 w renomowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, posiadajacych wspotczynnik
wplywu Impact Factor, wynoszacy lacznie 8,188. Wszystkie publikacje dotycza badan nad
suchg zgnilizng kapustnych na rzepaku. Prace sg zespolowe, a w czterech z nich, Doktorant
jest pierwszym autorem. Badania obejmowaly rézne, ale §cisle ze soba potaczone
doswiadczenia polowe i laboratoryjne, w tym takze zmudne i wymagajace dobrego
opanowania roznych technik molekularnych. Wielokierunkowo$¢ wykonanych badan
sprawia, ze nie tylko sg bardziej wiarygodne, ale maja duza wartos¢, zarbwno poznawcza jak
1 praktyczng.
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Publikacja nr 1 jest pracg przegladows, dotyczaca sposobu organizacji systemu
monitoringu aerobiologicznego chorobotworczych dla rzepaku grzybow Leptosphaeria
maculans i L. biglobosa. Pozostate publikacje zawierajg wyniki prac eksperymentalnych
pomystu i wspdt-wykonania Doktoranta lub prac prowadzonych z Jego znacznym udziatem.

Rozprawa doktorska A. Brachaczka obejmuje 158 ponumerowanych stron, w tym (56
stron) spis tresci, liste publikacii, streszczenie, abstract w jezyku angielskim, wykaz
zastosowanych w opracowaniu skrétow, wprowadzenie literaturowe i omowienie
przedstawionych publikacji, hipoteze badawczg, materiat i metody, wyniki, podsumowanie
i wnioski, szeroki wykaz wykorzystanego pismiennictwa oraz przedruk publikacji
stanowigcych dysertacje. Cato$é opracowano zwigzle, przejrzyscie i starannie.

Tytut pracy wiasciwie odzwierciedla Jjej tres¢. We wprowadzeniu autor zwiezle
omawia znaczenie gospodarcze rzepaku i zwigzany z tym wzrost arealu uprawy, a co za tym
idzie, wzrost zagrozenia patogenami, szkodliwosé i czynniki chorobotworcze suchej zgnilizny
kapustnych. Z uwagi na opublikowanie czgsci prac znacznie wezeéniej, autor stusznie zresztg,
badane czynniki chorobotworcze okresla nie Plenodomus lingam i P.biglobosum, a wedhug
wcezesniejszego nazewnictwa, nadal dopuszczanego w $rodowisku fitopatologow -
Leptosphaeria maculans i L. biglobosa. Pi§miennictwo w liczbie 228 (oraz 15 stron
internetowych) zostato dobrane starannie i dotyczy bezposrednio tematyki rozprawy.

Cel badan i hipoteza badawcza zostaty sformutowane jednoznacznie. Celem bylo
okreslenie zaleznoéci wielkosci i jakoéci zebranego plonu nasion rzepaku od terminu
stosowanego zabiegu chemicznego, wykonanego przy réznym stezeniu askospor
Leptosphaeria maculans i L. biglobosa w powietrzu. W ustaleniu tego optymalnego terminu
zabiegu moze by¢ pomocna znajomosé zagrozenia, okreslona wystepowaniem i stezeniem
W powietrzu inokulum patogenéw w postaci askospor. Obecnos¢ tych zarodnikow moze by¢
badana metoda mikroskopowsg i/lub molekularng. Wybodr whasciwego terminu zabiegu
chemicznego moze byé czynnikiem decydujagcym o skutecznosci ochrony przed
wystgpowaniem suchej zgnilizny kapustnych.



Wyznaczono nastepujace zadania badawcze.

L. Okreslenie stezenia w powietrzu askospor Leptosphaeria maculans i L. biglobosa
z zastosowaniem mikroskopu $wietlnego oraz metoda molekularng.

IL. Okreslenie sktadu populacji tych patogenow na rzepaku w roznych rejonach kraju.

IIL  Charakterystyka podatnosci odmian rzepaku na suchy zgnilizng kapustnych po
zastosowaniu  ochrony chemicznej, w terminach wyznaczanych wedlug Systemu
Prognozowania Epidemii Choréb (SPEC).

IV. Okreslenie wplywu chemicznej ochrony rzepaku w terminach o zréznicowanym stezeniu
askospor Leptosphaeria maculans i L. biglobosa na wysokosé plonu nasion.

V. Charakterystyka jakosci nasion przy ochronie chemicznej, w terminach wyznaczonych
wedlug system SPEC.

VI. Okreslenie wpltywu warunkow pogodowych na nasilenie i szkodliwo$é suchej zgnilizny
kapustnych oraz skutecznoéé chemicznej ochrony rzepaku.

Material i metody badan Doktorant w opracowaniu przedstawit przejrzyscie,
wyodrebniajac odpowiednie podrozdziaty. Material biologiczny, ktéry stanowily zarodniki
workowe, pozyskiwano stosujac putapki wolumetryczne typu Hirsta (Burkard Manufacturing
Inc. (Wielka Brytania), rozmieszczone w 3 roznych regionach kraju; woj. pomorskim -
Zaklad Doswiadczalny Oceny Odmian w Radostowie, dolno$laskim - (ZDOO Kroscinie
Matej k/Trzebnicy i $laskim - IOR-PIB Oddzial w Sosnicowice. Obecnoéé zarodnikow
badano technika mikroskopows oraz molekularng LAMP (Loop-mediated TIsothermal
AMPlification). Trzyletnie doswiadczenia tanowe obejmujace 28 odmian rzepaku, w tym 13
populacyjnych i 15 mieszancowych, wykonano w ZD w Pawlowicach Instytutu Zootechniki-
PIB.

Wyniki obserwacji polowych poddano obliczeniom statystycznym, wykorzystujgc
analiz¢ wariancji, test Tukeya i wspotezynnik korelacji liniowej. Obliczenia wykonano
z uzyciem pakietu statystycznego GenStar Release 12.1 i Statistica 7.0.

W przedstawionej do oceny rozprawie Doktorant opracowat opublikowane wczesniej
wyniki, wyodrebniajac 6 najwazniejszych zagadnien.

1. Nowatorski system monitoringu stezenia zarodnikow grzybow L. maculans i L. biglobosa
omowiony na podstawie publikacji nr 1, ktora opublikowana w 2008 roku byta jedna
z pierwszych prac przegladowych, dotyczgcych wykorzystania Systemu Prognozowania
Epidemii Chorob (SPEC) napisanych w jezyku angielskim, co umozliwito promocje tego
systemu w skali migdzynarodowej. Opracowany system umozliwia monitorowanie stezenia
zarodnikow Leptosphaeria spp. w powietrzu, co utatwia podjecie decyzji wykonania zabiegu
chemicznego w najwlasciwszym terminie. Szerokie i bezplatne rozpowszechnienie tego
systemu (strona internetowa, SMS, e-mail) wsrod szerokiej praktyki rolniczej, dzialajacego
corocznie bezplatnie przez 6 miesiecy, zmienito podejscie producentéw do koniecznosci
i terminu aplikacji zabiegow, co potwierdzity badania ankietowe.

2. Termin uwalniania zarodnikéw, a skutecznosé ochrony chemicznej (Kaczmarek,
Brachaczek, Jedryczka 2014, Brachaczek i in. 2016, Brachaczek i in. 2021),
W dos$wiadczeniach polowych, zlokalizowanych w réznych regionach kraju wykazano, ze
najlepsze efekty w ochronie przed tymi patogenami mozna uzyskaé stosujac zabieg
w terminie 10 -12 dni od stwierdzenia najwigkszego stezenia ich zarodnikéw w powietrzu.

3. Termin uwalniania zarodnikow a plon i jako$¢ nasion (Kaczmarek, Brachaczek, Jedryczka
2014, Brachaczek 2010, Brachaczek i in. 2013, Brachaczek i in. 2016, Brachaczek i in.
2021). W licznych doswiadczeniach polowych wykazano, ze stosowanie zabiegu
chemicznego istotnie zwigksza plon nasion. Jednakze ta zwyzka dotyczyta 87% badanych
obiektow. W pozostatych, pomimo opryskiwan na podstawie monitoringu stezenia askospor,
roznice nie byly statystycznie istotne, Jest to niezwykle wazne stwierdzenie wskazujace,
ze nie zawsze zabieg chemiczny jest niezbedny. Dokorant wraz z zespolem wykazat,



ze stosowany zabieg chemiczny moze istotnie zwigkszaé zawartodé pozgdanych
glukozynolanéw indolowych, a zmniejsza¢ zawartos¢ niekorzystnych glukozynolandéw
alkenylowych, przy czym ta pozytywna modyfikacja wystgpowata gléwnie po zastosowaniu
zabiegu w okresie maksymalnego stezenia zarodnikow.

4. Identyfikacja gatunkow grzybow rodzaju Leptosphaeria izolowanych z roslin rzepaku
(Brachaczek i in. 2012, Jedryczka i in. 2013, Brachaczek i in. 2016, Brachaczek i in. 2021).
Z zebranych w okresie czterech sezonéw wegetacyjnych prob lisci i pedéw z czterech
miejscowosci uzyskano 1 548 izolatow. Proporcje pomiedzy gatunkami zalezaly od organu
rosliny, z ktorego pochodzity, lokalizacji jak i sezonu wegetacyjnego. Jesienig zdecydowanie
przewazal gatunek L. maculans, wiosna L. biglobosa. W tych badaniach wykazano, ze do
identyfikacji gatunkéw mozna wykorzysta¢ takze metode LAMP.

5. Podatnos¢ odmian i odpornosé na sucha zgnilizng kapustnych uwarunkowana genem Rim?7
(Brachaczek i in. 2010, Brachaczek i in.2012). W badaniach 15 odmian mieszancowych
1 6 odmian populacyjnych wykazano istotne zréznicowanie wystepowania objawow
chorobowych i istotny wplyw nasilenia tych objawéw na zmniejszenie plonu nasion.
Zdrowotno$¢ poszczegolnych odmian rzepaku moze by¢ zréznicowana, pomimo stosowania
zabiegu chemicznego w tym samy terminie. Badania odpornosci warunkowanej genem Rl 7
prowadzono na odmianie Extend F1. Wykazano, ze ro§liny w niewielkim stopniu ulegaty
porazeniu, a z nielicznych objawow chorobowych izolowano wylacznie gatunek L. biglobosa.
Jednak odmiana ta, w warunkach do$wiadczenia, ulegata silnemu porazeniu przez Sclerotinia
sclerotiorum, co powodowalo, ze uzyskany plon nie roznit si¢ istotnie od innych odmian nie
posiadajgcych genu odpornosci Rim?7.

6. Warunki meteorologiczne, a porazenie roslin i plon nasion (Brachaczek i in. 2021). Ciepty
i wilgotny sezon wegetacyjny jesienia stanowi wicksze zagrozenie dla rozwoju suchej
zgnilizny kapustnych, a zaniechanie stosowania zabiegu chemicznego powoduje spadek
plonu.

Na zakonczenie autor przedstawia syntetycznie ujete wnioski. Wprawdzie waioski
dotycza opublikowanych juz prac, wiec ich forma nie ma wigkszego znaczenia. Jednak
z obowiazku recenzenta chciatbym zwrocié uwage na niezreczne sformutowanie we wniosku
4 (.. ,, zastosowanie zabiegow chemicznych jest uzasadnione przy silnym porazeniu, a przy
niewielkim mozna je pomingc, chronigc srodowisko™). Zapewne chodzilo o wykonanie
zabiegu przy silnym zagrozeniu. Wykonanie zabiegu przy silnym porazeniu byloby spéznione
i nie daloby oczekiwanych rezultatow. Zagadnienie to w pracach stanowigcych rozprawe
omowione jest wlasciwie.

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji rozprawa stanowi oryginalne dokonanie
Doktoranta, $wiadczace o dojrzatosci naukowej i opanowaniu warsztatu badawczego.
W' przedstawionej rozprawie badania obejmowaly rozne, ale $cisle ze sobg polaczone
doswiadczenia polowe i laboratoryjne, w tym takze zmudne i wymagajgce dobrego
opanowania roznych technik molekularnych. Czgé¢ z nich Doktorant wykonat osobiscie,
Wielokierunkowos¢ wykonanych badan sprawia, ze nie tylko sa bardziej wiarygodne, ale
majg duzg warto$¢ zarbwno poznawczg jak i praktyczna. Uzyskane wyniki poddano analizie
statystycznej i stosowano odpowiednie do badan testy, co umozliwilo ustalenie istotnosci
zroznicowania wynikow. Zastosowane metody badan i techniki molekularne pozwalajg
stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska Pana mgra A. Brachaczka reprezentuje bardzo nowoczesny
kierunek wspolczesnej fitopatologii.

Wykazano przydatno$¢ monitorowania w powietrzu stezenia zarodnikéw workowych
Leptosphaeria  maculans i L. biglobosa metoda mikroskopows lub molekularng
z zastosowaniem technik Loop-mediated isothermal DNA amplification, LAMP oraz Real
Time PCR do okreslenia zagrozenia dla rzepaku ozimego. Przedstawione w rozprawie wyniki
badafi przy wykorzystaniu nowoczesnych narzedzi badawczych poszerzajg wiedze zarowno



0 wystepowaniu i szkodliwosci tych grzybow, jak i mozliwosci ich ograniczenia. Ustalenie
wiasciwego terminu ochrony chemicznej lub brak tej koniecznosci w danych warunkach,
wpisuje si¢ w nurt Unii Europejskiej odno$nie ochrony srodowiska naturalnego i prowadzenia
zintegrowanej produkcji. W tym przypadku tylko tam, gdzie s3 niezbedne i w terminie ich
najwigkszej skutecznosci,

Na podkreslenie zastuguje takze faczny dorobek naukowy mgr inz. A, Brachaczka.
Jest On wspétautorem 25 publikacji naukowych, w tym 5 w czasopismach posiadajacych
wspotczynnik wptywu Impact Factor (Iacznie IF= 13,217), wspotautorem ksigzki/atlasu
»Zboza. ldentyfikacja agrofagow i niedoboréw pokarmowych oraz 20 publikacji
W czasopismach branzowych i popularnonaukowych. Wspétautorskie prace Swiadcza
0 umiejetnosci pracy zespolowej, co na obecnym etapie badah naukowych jest niezwykle
pozadane. Publikacje branzowe i popularnonaukowe Swiadczg o przekazywaniu najnowszych
osiggniec¢ nauki szerokiej praktyce rolniczej.

Nalezy podkresli¢, ze Doktorant realizowal badania pod kierunkiem Pani Profesor

Matgorzaty Jedryczki - niekwestionowanego eksperta, zaréwno w skali ogolnopolskiej,
europejskiej jak i Swiatowej, w zakresie choréb grzybowych rzepaku, aktualnie kierownika
Zakladu Genetyki Patogenéw i Odpornosci Roslin w Instytucie Genetyki Roslin PAN.
Wysoki poziom naukowy i ranga Instytutu, w ktérym Doktorant realizowat swoje badania sa
gwarancjg rzetelnosci naukowej i poprawnosci badawczej.
Forma rozprawy doktorskiej zostata przygotowana zgodnie z wytycznymi zawartymi
w ,,Regulaminie postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora, doktora habilitowanego
i tytulu w Instytucie Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu, Tryb II”
(Zatgcznik do Uchwaly Nr 5K/2019 Rady Naukowej IGR PAN z dnia 30 wrze$nia 2019 r.).

Przedstawiona do oceny praca catkowicie spelnia wymogi formalne, stawiane
rozprawom doktorskim w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule
naukowym (Dz.U. z 2007r. poz. 1789) w zwigzku z art. 179 z dnia 3 lipca 2018r. Przepisy
wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018r), wobec
czego, w pelnym przekonaniu przedktadam wniosek do Rady Naukowej Instytutu Genetyki
Roslin PAN w Poznaniu, o dopuszczenie Pana mgra Andrzeja Brachaczka do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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