Posudek na magisterskou diplomovou praci Silvie Svidenské

wlVicotina occidentalis chloroplast ultrastructure imaged with transmission
electron microscopes working at different accelerating voltages“

PiedloZzena magisterska prace rozpracovava unikatni a velmi specifickou problematiku, a to
vyuziti nizkonapétového transmisniho elektronového mikroskopu pro pozorovani
biologickych preparati. Vzhled ultrastruktury je porovnavan mezi nizkonap&fovym 5 kV
TEM a TEM, ktery pracuje pfi napéti 80-100 kV.

Diplomova prace je ¢lenéna obvyklym zpisobem a je psana v angli¢tiné. Hned na prvni strané
je nespravné uveden rok 2009, i kdyZ k odevzdani prace doslo v roce 2010.

Uvodni &ast prace shrmuje informace o konstrukci obou typii transmisnich elektronovych
mikroskopti a pfipravé biologického materidlu. Tato &ast prace je nejzdafilej§i. Nicméné
v textu je celd fada gramatickych a stylistickych chyb, chybé&jicich ¢lenti a pfeklepi. Autorka
se dopousti fady nevhodnych ¢&i nespravnych formulaci, coZ vyvolava dojem nepochopeni.
Neékolik ptikladi ze strany 11: . The own process of sample preparation is as well somewhat
simlified and shortened....“, ., ..the thickness of transmitted sample®, ,, The whole device is
composed of three main parts; small electron and optical microscopes, electronics with
different sources and vacuum system... “, ..... a fluorescent screen which detect the trasmitted
electrons.“ V kapitole 1.2.a. ,Fixation“ na str. 13 autorka uvadi, Ze radiace/ozafovani
(,radiation”) muze zabranit autodegradaci tkani; na str. 14 je uvedeno, Ze pfi fixaci OsO,
dochazi k extrakci mnoha proteinii a RNA. PfestoZe se Silvie v roce 2008 ucastnila kurzu, kde
byla metoda lamani nozi vyucovana, k pfipravé sklenénych noZi pouze uvadi: ,,..pieces of
glass, if freshly broken in a certain way...“. Autorka zvolila pro krajeni 20 nm fezu nespravny
anglicky termin ,extreme ultrathin sections“ a ve vétach pouzivala nespravné slovni spojeni
»extreme thickness“. Zde uvadim pfiklad ze str. 19: ,Secondly, if such an extreme thickness
has to be cut, the embedding material must be very hard“. Navic, ze svych vlastnich
zkuSenosti vim, Ze pro krajeni 20 nm ultratenkych fezii je moZné pouZzit i pryskyfice
stfednich tvrdosti. Kapitola 1.2.i) ma jiz ve svém ndzvu chybu. Misto pouzitého ,Oscillate
diamond knife” by mél byt pouzit termin ,oscillating diamond knife”, ktery autorka dale
v textu pouziva.

V této tvodni kapitole neni uvedeno, zda pfiprava rostlinnych tkani pro TEM ma né&jaka
specifika, chybi jiz znamé udaje o rozsahu extrakce materidlu v prib&hu odvodfiovéani, o
velikosti komprese v pribéhu krajeni, 25° diamantovych nozich atd.

Kapitola II. Materidl a metody je jednou znejméné povedenych. Je zde fada celd fada
pfeklepu, chybné psani indexi, gramatickych chyb a nepfesnych vyjadieni. Uvadim né&kolik
ptikladt: Nicotiana Occidentalis (druhové jméno je napsané s velkym pismenem v celém
textu diplomové prace), cupric grids, formwar membrane; ,,... I obtained four types of grids
in the mean of contrasting“; , No additional changes or modifications in graphical software
were done...“. Chybi zde dilezité informace o sloZeni vypiraciho roztoku, koncentraci
roztoku OsQy4, pouziti vodni 1azné p¥i ozafovani vzorki mikrovlnami, rychlosti krajeni a typu
sitek.

Vysledky a diskuze jsou $patné srozumitelné. Text neodpovida gramatické spravnosti, je zde

fada pfeklepu a nespravnych anglickych termint a formulaci: ,,In the aim to study... .. Dy
leaves exposed to a standart protocol...“; ,Starch grains are not very electro-dense and




therefore they are bright“; ... .extra ordinal view of chloroplast's and plant cell
ultrastructures®.

Literatura, ze které autorka Cerpala v uvodu, obsahuje spi§e uéebnice nez puvodni anglickou
literaturu. Mnoho informaci neni podloZeno citacemi a neni tedy jasné nejde-li o vlastni
pozorovani. Navic velmi asto pouZiva at al. (misto zkratky et al.). Jednou z vyjimek je citace
autora H. Haglera, kterého zna autorka dokonce osobné&. Pfesto je citovan jako Haglar a citace
Haglar 2005 (str. 17) se v soupisu literatury viibec nenachazi.

V textu postradam fadu dilezitych informaci a proto prosim o jejich doplnéni:
Otazky:

Uvadite dikazy o tom, Ze tyto struktury nevznikaji artificialné pii krajeni tenkych fezt a jsou
pozorovatelné pouze u fezi 40 nm a tenéich. Nicméné nejmensi primér stromul, ktery uvadite
v ivodu, je mezi 0.4- 0.8 um a délka 65 pm. Jaka je velikost stromul, které jste pozorovala?
MiiZete sva pozorovani s t€émito udaji porovnat. Jsou stromuly obklopené membranou?

Vzhled 3krobovych zrn v LVTEM je odli$ny od pozorovani v HV TEM. Na obrazcich 11 a 12
je kolem $krobovych zrn vidét prazdna mista a néktera granula se zdaji byt posunuta. O tomto
faktu neni nic uvedeno. Pozorovala jste rozdil v ultrastruktufe materialu bez a po fixaci OsOj.
Zamyglela jste se nad ponékud artificialnim vzhledem $krobovych zm v obou typech TEM?
Mate pfedstavu o tom, jak je obsah Skrobovych zrn stabilizovan b&hem fixace a co se s timto
materialem déje béhem odvodiiovani? V Gvodu neni uvedeno také jaké metody nebo zpusoby
pfipravy materidlu byly pouzity pro vizualizaci stromul ve fluorescen¢nim, svételném a
elektronovém mikroskopu. Nabizi se moznost, ze ,stromuly” vznikaji jako artefakt b&hem
piipravy preparatu.

Tuto praci doporuduji k obhajobg, protoZze z vlastni praxe vim, jak obtizné je ziskat obrazky
pomoci LVTEM. Cile, které si Silvie stanovila, byly vice méné splnény, i kdyZ k formulacim
zaveéru mam také vyhrady.

V Ceskych Budé&jovicich 21.1. 20010 RNDr. Marie Vancova, PhD./




Posudek na magisterskou diplomovou prici Silvie Svidenské: Nicotiana Occidentalis
Chloroplast Ultrastructure Imaged with Transmission Electron Microscopes Working
at Different Accelerating Voltages

Prace kolegyné Svidenské mne zaujala, protoze se tyka problematiky mné blizké —
ultrastruktury rostlinnych bunék, pfedev§im chloroplasti, a transmisni elektronové
mikroskopie (TEM) jako metody studia této problematiky. PfedloZena prace se zabyva
pfedevsim touto metodou, konkrétné& srovnanim nizkonapéfové (LV) TEM nepostfixovaného
a nekontrastovaného rostlinného materialu s konvenéni TEM téhoZ materialu. Prace je psana
anglicky, ma 51 ¢&islovanych stranek a je rozdélena béznym zptusobem. VSechny
elektronmikroskopické snimky jsou v§ak zafazeny na jejim konci jako pfiloha.

V préci jsem vyznacil tuzkou v8echna podle mého nazoru problematicka mista (chyby), zde
se soustfedim na podstatné pfipominky. Ne pfili§ dobra angli¢tina bohuzel ¢asto znesnadiuje
¢teni a pochopeni textu.

V Uvodu na str. 6 chybi vysvétleni symboli v rovnicich 1.2 a 1.3 a na str. 21 je nespravné
tvrzeni, Ze na rozdil od mitochondrii chloroplasty maji dvé obalové membrany — mitochondrie
je maji také. V Materialu a metodach postradam na str. 23 pfesnéjsi ureni stafi listd, z nichz
byly odebirany vzorky pro studium, je pfi sledovani ultrastruktury chloroplastu dulezité.
Kolik list bylo pouzito? Pochazeji viechny v praci uvedené a hodnocené snimky z lista
rostlin, které nebyly infikovany virem mozaiky jetele? Jaka byla pfi eventualni postfixaci
koncentrace kyseliny osmicelé? Jak byly vzorky zalévany do pryskyfice (str. 24,
pfedpokladam, ze $lo o Spurrovo médium), co znamena ,resin curing“? Vysledky prace
pomérné piesvédCivé ukazuji, Zze nizkonap&tovy TEM, konkrétné LVEMS navrzeny prof. A.
Delongem, dokaze pfi urychlovacim napéti 5 kV zobrazit se sluSnym kontrastem
ultrastrukturu rostlinné buiiky u materialu klasicky fixovaného glutaraldehydem, ale bez
postfixace kyselinou osmi¢elou a bez kontrastovani fezii uranylacetatem a citratem olova,
tedy patrné ve stavu bliz§im stavu za Ziva, viz napf. obr. 6 (a obr. 8, ktery je jeho vice
zvétSenou verzi). Toto neni mozné v bézném TEM s urychlovacim napé&tim 80 kV, viz napf.
obr. 9 a 10. Kli¢ové pro pouZiti LVEM jsou oviem extrémné ultratenké fezy, které ziejme
neni snadné pfipravit. V té souvislosti ocefiuji upfimnost diplomantky, kdyZ v Diskusi na str.
35 pfiznava, Ze se ji idedlni, 20 nm , tlusté“ fezy nafezat nepodafilo a zustala odkazana na
velmi zku$enou pracovnici v EM mikrotechnice, ktera to dokaze. Hlavniho cile diplomové
prace bylo v$ak dosaZeno. Pifesto jsem na zakladé mnohaleté prace v oblasti ultrastruktury
chloroplasti ve vztahu k jejich fotosyntetickym funkcim skepticky k moZnosti vyuzivat
metodiku LV TEM ,nekontrastovanych feziu“ ke smysluplnému studiu ultrastruktury
rostlinnych bunék, pfinejmensim ultrastruktury chloroplasti. Zde se v poslednich letech
nabizi EM tomografie, pracujici s kryofezy, bez chemické fixace, odvodnéni a zalévani
objektu do pryskyfice, tedy za stavu velmi blizkého nativnimu a pfi velkém zvétSeni. Tato
metoda je ovSem pro svoji naro¢nost extrémné nakladna a v tom se zasadné& 1i§i od LV TEM.
Naprosto skepticky jsem k ,,nové ultrastruktufe ¢i ,tubulamim atvaram® v buiikach, které
jsou v praci popisovany, a byt jsem je nevidél , Zivé“ v elektronovém mikoskopu, povazuji je
za artefakt, spojeny, jak diplomantka spravn& vypozorovala, s fezanim extrémné ultratenkych
fezi pro TEM. Podotykam, Ze plastidové stromuly, se kterymi je autorka srovnava (str. 36),
nelze povaZzovat za organely. Nakonec autorku vyzyvam, aby si dukladné prohlédla exemplaf
prace s mymi poznamkami, protoZe jsem nechtél obt&€Zovat auditorium pfili§ dlouhym
posudkem.




Zavérem navrhuji, s pfihlédnutim ke zmifiovanym i dal§im nedostatkim diplomové prace
kolegyné& Svidenské, ale také s ptihlédnutim k jeji naro€nosti a prikopnickému charakteru,

aby byla pfijata k obhajobé a po jejim usp&$ném prubéhu klasifikovana stupném ,,velmi
dobie®.

V Praze dne 21. 1. 2010 doc. RNDr% mir Kutik, CSc




