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molekularni biologie
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PredloZend prace je sestavena jako kompilat 3 ¢lankd (Jimp z toho 2 prvoautorské) a jednoho rukopisu (také
prvoautorsky), ktery je v recenznim tizeni. Soucasti prace je Uvod, cile, teoreticka ¢ast, experimentalni ¢ast,
zavéry a souhrn literatury. Prace je napsana v anglickém jazyce s ¢eskym abstraktem. Tfi hotové publikace
vysly ve velmi kvalitnich ¢asopisech, a tedy naznacuji i vysokou kvalitu odvedené prace. Prace je po jazykové
i formalni strance v poradku, nejvétsi vytku mam k nepredloZeni Supplementary Material pro rukopis, nebylo
tak mozné dohledat data, na které se autorka v praci odkazuje.

Prace se zabyva vlivem sanacnich technologii na mikrobidlni spole¢enstva v misté kontaminace. Tyto zmény
hodnoti vyuZitim molekularné biologickych technik (sekvenovani nové generace, qPCR). Tato prace rozhodné
pfispiva k pochopeni dynamiky odpovédi zejména bakteridlni slozky mikrobnich spolecenstev v prostredich,
které z divodu dlouhodobé akumulace neZzadoucich kontaminant( (chlorovanych etylen(, CE) prochazeji
sanaci. Molekuldrné-biologické metody maiji urcité potencidl pfinést v tomto ohledu nové poznatky, zejména
monitoring bakterii, které jsou zapojené v degradaci CE, ¢i jinych, podplrnych ¢lend mikrobniho
spolecCenstva. Zejména sledovani relativni abundance funkénich gen(i degradacni drahy (pokud je zndma a
dobie popsdana), Ci jinych genovych marker( (specifické primery pro 16S rRNA gen), mohou v tomto ohledu
plné vyhovovat. Zvolené nastroje molekularni biologie povaZuji za vhodné, nékteré pripominky uvadim nize.

Uvod i cile prace jsou popsdny jasné.

Kapitola 4. Teoretickd cast. Obecné, doporucila bych citovat origindlni prace pred citovanim review
(pfedpokladam, Ze neni definovany rozsah jednotlivych kapitol tak jak v nékterych casopisech).

Ocenuji uvedenda schémata, které urcité prispivaji k porozuméni daného obsahu (Obrazky 1, 2), nicméné
podobnd schémata pro interakci mikroorganizm( s nZVI, nebo podrobny prehled o mikroorganizmech, které
se zapojuji do dechlorinace v rGznych habitatech, o donorech elektronl ¢i zdrojich uhliku, produktech
premény, by byl pro literarni pfehled velmi pfinosny pro ctenare.

Chybélo mi také vice informaci o biologii ORHB. Napfiklad, existuje hraniéni redox potencidly, pH, di
koncentrace CEs, které by inhibovala bakterie odpovédné za dechlorinaci CE, nebo pfimo OHRB konsorcia?
Pripadné existuji (jsou znamé) inhibitory zicastnénych enzym(? Jak se v takovém pfipadé v praxi postupuje?

Poznamky k zvolené metodice:
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Na strance 15 (4.1.1) se ¢tenar dozvidd, Ze studované bakterie (OHRB) vyuZivaji k poslednimu kroku
anaerobni dechlorinace tfi typy VC-reduktaz (kddované tceA, vcrA, bvcA geny). Pro¢ byly tedy ve
vSech studiich sledované jenom dva z téchto tfi genovych markerd? Védéli jste predem, zZe tceA
genové markery se ve vzorcich ze zkoumanych lokalit nevyskytuji?

Vyhodnoceni dat ziskanych pomoci PCR v redlném case (real-time PCR, neboli quantitative PCR,
gPCR) pomoci metody relativni kvantifikace je mozna pokud jsou data normalizovana. V praci jsem
se nedocetla, jaky typ normalizace byl pouzit. Klasickym a zavedenym postupem relativni kvantifikace
je metoda AACt, jenZ jste nepouZila, a odkazujete na zpUlsob vyhodnoceni dat s pouZitim metody ACt
(kterd nezohlednuje rozdily v Uspésnosti amplifikace) a je strucné popsany v praci Dolinovd et al.,
2016. V pozdéjsi praci (Czinnerovd et al., 2020 (Environ Sci Eur), dale studie 3) citujete praci
Nechanickd et al., 2018 (odkazujici na nedohledatelny full-text pfispévku z konference — coz mi tedy
prijde dost diskutabilni zdroj). Prosim tedy o podrobné vysvétleni metodiky vyhodnocovani gPCR dat
(které chybi ve velmi obecné pojaté kapitole 4.3.1.). Zajima mne: i) zda jste data normalizovali na
objem vody (mnoZstvi odebirané vody na analyzy se lisi, v posledni praci velmi vyrazné (0.03 — 0.5 L),
nedovedu si predstavit jaka je reprezentativnost tak malého objemu (0.03 L), ii) zda jste provedli
biologické, pripadné technické opakovani a jaké jste méli odchylky, iii) jak se liSily Uspésnosti
amplifikace jednotlivych genovych marker(, kdyZ jste poufZili jednotny cyklus pro amplifikaci a
detekci, pficemz predpokladam, Ze se minimalné Tm pro jednotlivé sady primerd se mohly znacné
lisit a tedy zplsobovat nepfesnosti v amplifikaci, ¢i kvantifikaci téchto genl v komplexnim
environmentalnim vzorku (aspor takova je ma zkusenost).

Kapitola 4.3.2. je podle mé zpracovand nedostatecné a chybi Udaje o bioinformatickém vyhodnoceni
NGS dat v aspon pomoci néjakého obecného prehledu. Chapu, Ze jsou uvedené postupy shrnuty
v publikovanych ¢lancich a v pfilozeném rukopisu (v tom tedy velmi nedostatecné), ale v této kapitole
by mély byt uvedeny spolu s informaci, jaké konkrétni postupy a analyzy si kandidatka béhem studia
osvojila a pouzila (tuto stranku véci tedy nemohu hodnotit). Ve 3. studii je uveden postup
procesovani NGS dat v prostfedi R pomoci DADA2, vegan a phyloseq ,packages”. V predloZzeném
rukopisu (studie 4) citujete pfedchozi praci stim, Ze byl pouZit software Mothur bez dalSich
podrobnosti, to se mi zda nedostatecné a hlavné nepresné (metodika by méla byt publikovana tak,
aby byla opakovatelnd). Prosim o upfesnéni a doplnéni.

To, Ze vysledky gPCR jsou prezentovdna formou relativnich hodnot, znemozZiuje nékteré porovnani
ziskanych vysledkt. Naptiklad v poslednim rukopisu se to vyslovené nabizi: po 2. aplikaci glycerolu
doslo k vyraznému navyseni markerG vcrA, bvcA a Dehalococcoides 200 dni po zacatku sanace (dle
grafu odhaduji ca 400x vyssi hodnoty oproti plvodnim). Nicméné Dehalococcoides i tak nebyl
detekovan pomoci NGS sekvenace. V jakych absolutnich hodnotdach se tedy tyto markery ve vzorcich
vyskytovali? Jaky podil bakterii rodu Dehalococcoides naznaCovaly qPCR data?

Dovolim si upozornit na obecny problém interpretace mol-biol dat v mikrobialni ekologii, Ze samotna
pfitomnost genu, nebo jeho navyseni, neznamena primo navyseni studované funkce. Navazuji timto
na Cast literarni reserse (4.1.1.), ve které mi chybi nové podrobnosti o genetické a funkcni variabilité
druhu Dehalococcoides mccartyi publikované v r. 2018 (bakterie, ktera potencialné provadi posledni,
a zasadni krok degradace CE a to reduktivni dechlorinaci toxického vinylchloridu na ethen), a zapojeni
téchto informaci do interpretace ziskanych vysledkd. Tyto nové studie ukazuji, Ze existuje extrémni
vhitrodruhova variabilita genu vcrA, indikujici, Ze ne vSechny varianty genu jsou jednak pokryté
pouzitymi primery pro amplifikaci vcrA a za druhé, Ze nékteré varianty genu pravdépodobné nekdduji
enzymy provadéjici uvedenou reakci. Testovali jste specificitu pouzitych primerd vzhledem na tyto
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nové informace? Je tedy vibec moZné pomoci pouzité kvantitativni PCR zjistit, jestli dosSlo vlivem
zasahu (sanace) k navySeni organizmu, ktery opravdu degraduje toxicky VC? Prosim o vysvétleni.

6. Autorka v zdvéru prdce uvadi, ze ,| focused my studies on establishing reliable and easy-to-use
molecular biology methods for monitoring autochtonous bacteria populations and their enzymes at
polluted sites.” Ktomu mam nékolik dotazll. V ¢em spociva vase presvédceni, Zze tyto metodiky
(mysleno asi gPCR a NGS) jsou ,easy-to-use“? Z uvedeného by c¢lovék pochopil, Ze je to jednoducha
véc, nicméné mam k tomu nékolik podrobnych dotazd, které spise potvrzuji opak (jiz uvedeny dfive).

Zajimal by mé Vas nazor. Pomohla by opakovana aplikace nZVI-AC (studie 3), naptiklad po 40 dnech, vytvofit
pfiznivé podminky pro efektivni reduktivni dechlorinaci v daném systému?

Stanovené specifické cile prace byly splnény sjednou pfipominkou. V zavérech je mj. popsano, Ze se
studentka sousttedila na optimalizaci extrakce DNA z komplikovanych vzorkd z prostredi a pak se soustredila
na zavedeni spolehlivych metodik (reakéni podminky) pro qPCR analyzy jednotlivych genetickych marker(.
Nicméné v textu se ¢tenar na toto téma nic nedozvi, takZze nemohu hodnotit a prosim o objasnéni (viz i muj
predchozi komentar).

Zavérem chci vyjadrit své presvédceni, Zze mgr. Marie Czinnerova odvedla velmi hodnotnou préci v oblasti
aplikovanych véd a urcité bude posilou kazdé laboratofe a vyzkumného tymu. V predlozené préci jsem
nenasla zdvazné nedostatky, prdce splnila vytycené cile, a proto doporucuji komisi, aby tuto praci pfijala
k obhajobé.

V Ceskych Budéjovicich, dne 7. 3. 2022
RNDr. Alica Chroridkova, PhD.

Biologické centrum AV CR, v. v. i., Ustav pGdni biologie

370 05 Ceské Budéjovice



VYSOKA SKOLA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE
Fakulta potravinarské a biochemické technologie
Ustav biochemie a mikrobiologie

prof. Ing. Ondrej Uhlik, Ph.D.

VEDOUCI USTAVU

Posudek oponenta dizertacni prace

Uchazecka Mgr. Marie Czinnerova

Hodnoceni vlivu sanace chlorovanych etylend na
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Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze,

Pracoviste oponenta Ustav biochemie a mikrobiologie

Marie Czinnerova se ve své dizertacni praci zabyva aplikaci molekularné-biologickych metod
v monitoringu bioremediace. Specifickym cilem jeji prace bylo zhodnotit vliv riznych sanacnich
technik na autochtonni mikrobialni populace, které se podili na biodegradaci CE.

Dizerta¢ni prace se opird o 4 publikace v renomovanych védeckych ¢asopisech z rozmezi let
2016-2022 (jedna publikace je ve stavu odesldno do redakce), pficemz dizertantka je prvni
autorkou u 3 téchto ¢&lankd. Urover Easopistl, kde publikace vysly, poukazuje na kvalitu
vysledkl, kterych bylo autorkou dosazeno. Vybér prezentace dizertaéni prace formou
sumarizace a komentovani vybranych praci tak hodnotim jako velmi vhodny a patfi¢ny, uz jen
proto, Ze experimentalni ¢ast prace prosla nékolika nezavislymi recenznimi Fizenimi. Je tfeba
rovnéz podotknout, Ze dizertantka je spoluautorkou nékolika dalSich publikaci, coz svéd¢i o jeji
schopnosti samostatné védecké prace. Na druhou stranu Ize autorce vytknout, Ze samotné
dizertacni praci mohla vénovat vice péce — prace je sice psana velmi péknou anglic¢tinou,
obsahuje minimum chyb ¢i preklepl, zédroven je ale v nékterych pasazich pomérné povrchni
(napf. kapitola zamérend na molekularné-biologické metody hovofi pouze o gPCR a v ramci
NGS jen o jedné platformé), fada tvrzeni neni podlozena literarnim zdrojem (napf. informace
na zacatku kapitoly o molekuldrné-biologickych metodach nebo v kapitole 5), ¢i nepresnosti
(napf. mikrobiom/komunita; vodikovy proton; VcrA, BvcA...). Je i Skoda, Ze autorka v ramci
prace nevypracovala jakousi zavérecnou diskuzi, kde by diskutovala vSechny ziskané vysledky
(ze vSech publikaci).



K autorce mam nasledujici dotazy a pfipominky:

1. Jiz vySe jsem uvadél, Ze forma sumarizace a komentovani vybranych praci je v pfipadé
autorcinych publikaci velmi vhodnd. Co ale v kapitole 5 postradam, je popis pfispévku
autorky ke kazdé z publikaci. Vzhledem k tomu, Ze je autorka u 3 publikaci prvni autorkou,
predpokladam, ze jeji pfispévek ke vSem publikacim je vyznamny, presto bych ale rad
pozadal o doplnéni, zda byla autorka zodpovédna za experimentalni design, provedeni
experimentd, analyzu a interpretaci dat, psani publikaci atp.

2. VytyCenym cilem dizertacni prace bylo sice pomérné jednoznacné zhodnotit vliv riznych
sanacnich technik na autochtonni mikrobidini populace, které se podili na biodegradaci CE,
ale zaroven i pomérné vagni popsat zdkladni principy a vyvodit obecné zdvéry — mize byt
autorka specifi¢téjsi a upresnit, co tim vlastné myslela?

3. V souvislosti s vyse zminénou absenci jakési zavérecné/celkové diskuze bych rad pozadal
autorku o srovnani aplikace laktdtu a glycerolu z hlediska propagace reduktivni
dehalogenace, rlstu OHRB, ekonomického hlediska atd.

4. Nastr. 12 jsou definovany molekularné-biologické metody. Definice se mi nejevi pfesna a
je jiz spiSe aplikovana na oblast bioremediace. Jak by autorka definovala molekularné-
biologické metody obecné?

5. Na str. 25 se uvadi, Ze pfi PCR dochazi teoreticky ke zdvojeni poctu molekul DNA pfi
kazdém cyklu PCR — jak je to ve skutecnosti? Lze pfi PCR dosahnout efektivity 100 %?

6. Na str. 27 se uvadi, Ze 16S rRNA, respektive jeji hypervariabilni Useky, lze pouZit
k identifikaci bakteridlnich druh(. Ja s tvrzenim ne zcela souhlasim a prosim autorku o
revizi tvrzeni.

7. Na str. 32 se uvadi, Zze mikrobiom (radéji bych volil slovo komunita) byl obnoven po 15
dnech. Byla komunita obnovena do pUvodni podoby z hlediska struktury i mnoZstvi
biomasy?

Zavérem konstatuji, Ze pfedlozena dizertalni prace je zpracovana dobfe a ma jasny informacni
potencidl. Autorka splnila cile, které si vytycila, a ziskané vysledky povaZzuji za pfinosné pro dalsi
rozvoj poznani v oblasti aplikované mikrobiologie.

Marie Czinnerova prokdazala schopnost samostatné védecké prace. Pfedlozena prace dle mého
nazoru splfiuje kritéria a pozadavky kladené na dizerta¢ni praci vdaném oboru. Na zakladé této
predloZené prace a po jeji Uspésné obhajobé komisi doporucuji Mgr. Marii Czinnerové udéleni
titulu Ph.D.

V Praze dne 4. 3.2022 prof. Ing. Ondrej Uhlik, Ph.D.
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