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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr inz. Joanny Bucka-Kolendo
pt. Wptyw wysokiego cisnienia, jako czynnika stresowego, na zmiany zachodzace w
polimorfizmie genetycznym i proteomie bakterii fermentacji mlekowe;j

Opracowanie niniejszej recenzji zostalo wykonane zgodnie z uchwata Rady
Naukowej Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego - Parfistwowego
Instytutu Badawczego w Warszawie z dnia 11.12.2020 r. o powolaniu mnie na recenzenta
rozprawy doktorskiej pani mgr inz. Joanny Bucka-Kolendo, ubiegajacej sie o stopien
naukowy doktora w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie technologia zywnosci i
zywienia. Przedstawiona do recenzji dysertacja doktorska zostata napisana pod kierunkiem
pani dr hab. Barbary Sokolowskiej, prof. IBPRS w Zakiadzie Mikrobiologii IBPRS-PIB z
udziatern promotora pomocniczego w osobie pani dr inz. Anny Otlewskiej z Instytutu
Technologii Fermentacii i Mikrobiclogii PL.

Bakterie fermentacji mlekowej majg bardzo duze znaczenie dla cztowieka,
zaréwno z punktu widzenia funkcjonowania organizmu, utrzymania dobrego stanu zdrowia
jak i szeroko rozumianych aspektéw przemystowych. Organizmy, w toku ewolucii,
wyksztaicity szereg mechanizméw odpowiedzi na czynniki stresowe pojawiajace sie w ich
niszy ekologicznej. Dotyczy to takze adaptacji szczepdw produkcyjnych do warunkéw
panujacych w procesach technologicznych wptywaijacych na ich 2ywotnoéé i wiasciwosci.
Oczekiwania konsumentéw odnoénie produktow spozywczych wymuszaja wprowadzanie
nowych technologii, jak np. wysokiego cisnienia hydrostatycznego (HHP) jako
nietermicznej metody utrwalania. Bakterie fermentacji miekowej, pomimo ze HHP nie
wystgpuje w ich naturalnym Srodowisku sg oporne na ten czynnik stresowy. Poznanie
mechanizmdw odpowiedzi na niego poza wiedza z zakresu badar podstawowych
niewgtpliwie zostanie wykorzystane w praktyce. Dlatego tez nalezy uznadé wybdr tej
tematyki przez doktorantke jako wysoce uzasadniony.

Rozprawa doktorska pani mgr inz. Joanny Bucka-Kolendo, ktéra stanowi podstawe
do ubiegania sie o stopiert naukowy doktora w dyscyplinie technologia zywnoéci i Zywienia,
ma charakter zbioru pieciu publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe. Zostat on
opatrzony monotematycznym komentarzerm zawierajacym wstep z uzasadnieniem
pofaczenia wskazanych publikacji w jeden cykl, okreslenie hipotezy i celu pracy, skrécony
opis przeprowadzonych badan, omowienie gtéwnych osiagnieé, oraz bibliografie. Ponadto
rozprawa zawiera kopie publikacji przedktadanych do oceny i odwiadczenia o wkiadzie
poszczegblnych autoréw w ich powstanie. Przedifozony do oceny zbidr pieciu oryginainych
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recenzowanych publikacji, to prace opublikowane w latach 2017-2022, o tacznym
wspoiczynniku Impact Factor wynoszacym 11,18 oraz facznej punktacji MNiISW o wartosci
195 punktdéw. We wszystkich pracach doktorantka jest pierwszym i korespondencyjnym
autorem, a jej udziat wiasny w opracowaniu przedstawionych do oceny publikacji wynosit
od 80 do 90%. Zaigczone oswiadczenia wspOtautoréw nie budza watpliwosc co do
kluczowej roli doktorantki w publikacjach wchodzacych w skiad rozprawy doktorskie].
Stwierdzam, ?e przediozona do recenzji praca speitnia wymagania formalne stawiane
rozprawom dysertacyjnym na stopiert doktora.

Czesé eksperymentaina pracy jest poprzedzona rozdziatem *Przeglad pismiennictwa’
wprowadzajacym czvtelnika we wszystkie istotne aspekty odnoszace sie do
przeprowadzonych badan. Uzupeinia on pierwsza publikacje z cyklu (Acta Biochim. Pol.
64(3):459-464), bedaca pracg przegladowg, o miodsze doniesienia z zakresu
tematycznego prowadzonych przez autorke badan, ktére pojawity sie po 2017 roku.
Doktorantka omawia w nich dotychczasowy stan wiedzy w zakresie poznanych
mechanizméw zaangazowanych w reakcje bakterii fermentacji mlekowej na rdznego
rodzaju stres. Oba fragmenty pracy doktorskiej stanowig doskonate wprowadzenie
czytelnika w poruszane zagadnienia i $wiadczg o znakomitym przygotowaniu doktorantki
do pracy badawczej.

Przedstawione w drugiej pracy z cyklu {Microorganisms 8:813), rezuitaty badan
dotyczg wptywu wysokiego cisnienia hydrostatycznego na proteom bakterii fermentacji
mlekowej, co jak wykazano znaczaco warunkuje mozliwosci identyfikacyjne w oparciu o
ten typ analitu. Wyniki tych badan stanowig bardzo istotny wkiad w rozwdj nauki, zaréwno
w zakresie badafd podstawowych jak i aplikacyjnych, ze wzgledu na przedstawienie
dowoddw na wplyw czynnikéw stresowych na wyniki taksonomicznej identyfikacji
mikroorganizméow metoda MALDI-TOF MS. Ma to istotne znaczenie w odniesieniu do
zyskujacych coraz wieksza popularnosé technologii ‘omicznych’ (z ang. Omic, np.
proteomika, metabolomika) wskazujac na koniecznoéé krytycznego spojrzenia na
otrzymane wyniki. W odniesieniu do analiz organizméw wystawionych na dziatanie
czynnikéw stresowych techniki wysokoprzepustowe moga by¢é obarczone, poza
niepewnoscia wskazan wynikajaca z uwarunkowan technicznych, btedami pochodzacymi z
zmiennosci biologicznej oznaczanych analitéw. Doktorantka trafnie wskazuje na
koniecznosé weryfikacji uzyskiwanych wynikdéw innymi metodami (np. poprzez analize
sekwencji 16S rDNA) pomimo uzyskania wysokich wspétczynnikéw identyfikacji (Score
value > 2,3) w analizie chemotaksonomicznej. A zarazem ograniczone mozliwosci
wykorzystania tej metody do identyfikacji mikroorganizmméw bezposrednio ze srodowiska
produktu lub zaktadu produkcyjnego.

Kolejna publikacja z cyklu (ZNTJ 28(2):49-60) rozszerza badania o wyniki analizy
poréwnawczej sekwencji kolejnego markera taksonomicznego (pheS). Uwzglednienie tych
dodatkowych informacji nie przynosi jednoznacinego rozstrzygniecia w  kwaestii
identyfikacji badanych szczepéw, ale potwierdza bardzo duiy zakres rdznorodnosci
genetycznej istniejacej w domenie bakterii. Wskazuje, ze nawet powszechnie uznawane
markery genetyczne nie sg doskonate. Dodatkowym osiagnieciem, cho¢ zbyt stabo w mojej
ocenie zasygnalizowanym, jest konieczno$¢ ustalenia standardow metodycznych. Na
przykiadzie obu publikacji (drzewa filogenetyczne podobienstwa sekwencji 165 rDNA)
stwierdzi¢ mozna, ze sama zmiana wersji oprogramowania zastosowanego do analizy
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sekwencji (MEGA7 i MEGAX) powoduje wykazanie innego zakresu podobienstw pomiedzy
tymi samymi szczepam.

Najbardziej wartosciowymi, w mojej ocenie, sg wyniki zawarte w czwartej publikacji
z cyklu (Genes 12:1720). Dotycza one analizy zmian ekspresji wybranych gendéw (dnak,
hrcA i ctsR), kodujacych biatka uczestniczace w odpowiedzi na stres, nastepujacej po
dziataniu wysokiego cisnienia hydrostatycznego o sile (300 MPa, 5 min, 20 °C) dobranej w
sposéb istotnie obnizajacy zywotnos$é (> 2 log) a zarazem utrzymuiacych funkcjonowanie
komorek. Wynika z nich, Zze zaréwno wrazliwoéé jak i wzorce odpowiedzi na stres majg
charakter, nie tyfko gatunkowo-, ale takze szczepozalezny. Badania te stanowig istotny
wkiad w zakresie dyscypiiny nauki technologia zywnosci i zywienia gdyz pozwolily lepiej
pozna¢ molekularne mechanizmy odpowiedzi na stres bakterii fermentacji mlekowej.
Bakterie z tej grupy majq fundamentalne znaczenie w przetworstwie zywnosci ze wzgledu
na ich istotny udziat w procesach technologicznych, ale takze jako bakterie niepozadane.
Dlatego tez poznanie mechanizméw odpowiedzi na stres jest tak istotne ze wzgledu na
optymalizacje procesdéw przetworstwa zywnosci jak i produkcji biomasy bakteryjnej do
zastosowan probiotycznych.

Pigta publikacja z cyklu (Qual. Assur. Saf. Crop. Foods 14(4):54-66) stanowi
kontynuacje badan opisanych we wczesniejszej. Stanowi prébe wyjasnienia, czy
zaobserwowana réznorodnosc ekspresiji badanych genéw wynika z polimorfizmu sekwencji
kodujacych te geny u badanych szczepdw i powstawaniu mutacji adaptacyjnych w wyniku
dziatania wysokiego cidnienia hydrostatycznego. Uzyskane wyniki wskazaly, ze oba te
czynniki wystepuja i moga miec znaczenie, otwierajac zarazem kolejne bardzo interesujace
watki badawcze.

Przedtozony do recenzji cykl publikacji przeczytatem z duzym zainteresowaniem.
taczy sie on w spdjna cato$C i przedstawia wyniki dokumentujace petna realizacje
zatozonych celow. Na szczegolng uwage zastuguje bardzo rozbudowany warsztat badawczy
pani mgr inZ. Joanny Buckiej-Kolendo. Posiada ona szerokie umiejetnosci w zakresie
mikrobiologii klasycznej jak i molekularnej, analizy poziomu ekspresji genéw na poziome
mRNA, oraz analiz statystycznych i bioinformatycznych. Dodatkowo nalezy zwracié uwage
na jej umiejetnosé analizy i interpretacji wynikdw oraz ich doglebnej dyskusii w odniesieniu
do danych literaturowych.

Podsumowujac, pani mgr inz. Joanna Bucka-Kolendo przeprowadzita cykl badari
dotyczacych analizy mechanizmdw odpowiedzi bakterii fermentacji miekowej na czynnik
stresowy jakim jest wysokie ciénienie hydrostatyczne. Ten typ czynnika stresowego nie
wystepuje naturalnie w niszach ekologicznych typowych dla badanych bakterii, dlatego tez
reakcia na jego wystapienie zachodzi¢ musi z wykorzystaniem niespecyficznych szlakdw
sygnalizacyjnych. Wykazata, ze czynnik ten wywotuje znaczne zmiany w proteomie bakterii
prowadzac do Dbtednej identyfikacji gatunkowej z wykorzystaniem technik
chemotaksonomicznych (MALDI-TOF MS). Na podstawie analizy zmian pozioméw ekspresii
wybranych gendw kodujacych biatka uczestniczace w odpowiedzi na stres doktorantka
wykazata, Ze typ reakcji ma charakter wrecz szczepozalezny. Stad tez uzasadnionym
krokiem byta analiza polimorfizmu sekwencji badanych gendw oraz wystapienia mutacji o
charakterze adaptacyjnym. Przedstawiony cykl badan stanowi nowe i znaczace osiggniecie
naukowe, ktore nalezy uznaé za istotny wkiad w badang dziedzine nauki. Jednoczeénie
wskazuje liczne sciezki badawcze wynikajgce z uzyskanych przez nig wynikow.
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Stwierdzam, ze uzyskane przez panig mgr inz. Joanng Bucka-Kolendo wyniki badan
i ich interpretacja stanowig nowos¢ i znaczny wkiad w dyscypling nauk o zywnosci |
zywieniu. Maja one duze znaczenie dla zrozumienia procesow zwigzanych z mechanizmami
odpowiedzi na stres bakterii fermentacji mlekowej. Bardzo ciekawa i dogtgbna dyskusja
potwierdza szeroka, wiedze doktorantki w poruszanej przez nig tematyce. Przedtozong do
recenzji prace doktorska pani mgr inz. Joanny Bucka-Kolendo przeczytatem z duzym
zainteresowaniem. UwaZzam, ze spetnia ona wymagania formalne stawiane rozprawom
dysertacyjnym na stopien doktora okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.). W zwiazku z tym wnosze do Rady Naukowej Instytutu
Biotechnologii Przemysiu Rolno-Spozywczego - Panstwowego Instytutu Badawczego o
przyjecie pracy | dopuszczenie pani mgr inz. Joanny Bucka-Kolendo do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

prof. UPP dr lpab argin Schmidt

b Gl

up.poznan.pl/kbimz



