Posudek na diplomovou praci KateFiny Voraéové

Isolation of intact plastids of the secondary alga Chromera velia and treatment of the alga
with rifampicin

Diplomovéa prace Katefiny VoraCové se zabyva izolaci chloroplast z fasy Chromera velia a
citlivosti této fasy na antibiotikum rifampicin. Autorka se zhostila zadaného tkolu pe€livé a
s plnym nasazenim. Pfi jeho feSeni si osvojila a modifikovala obvyklé metody, které se pti
izolaci plastidl fas nebo pfi testovani toxicity latek pouzivaji, zvladla i metodiku pfipravy
vzorkl pro elektronovou mikroskopii. Prace mne zaujala a povazuji ji za dobrou a pfinosnou,
i kdyZ obé zvolena experimentalni témata nakonec k pozitivnim vysledktim nevedla. Prace je
pfesto cennad tim, Ze ukazuje vyznamna uskali, kterd experimentdlni price s Chromerou
pfindsi. Prace jasné dokazuje, Ze plivodni olekavani spojend s Chromerou jako moZnym
modelovym organismem pro rychlé testovani novych, napt. antimalarickych latek je tfeba
pfehodnotit, pfinejmensim do té doby, neZ se podati nalézt spolehlivou metodu na rozru$eni
neobycejné pevné a nepropustné bunétné st€ny a izolaci skutedn€ intaktnich a funk&nich
chloroplastti. Myslim, Ze je tfeba vidét pozitivn€ i to, Ze si Katefina na vlastni kizi
vyzkousela, Ze védeckd experimentalni prace cCasto vede do slepych nebo zatim
neprostupnych uli¢ek, aniZ bychom si tohoto bloudéni sami byli dlouho védomi. To, Ze se
izolace chloroplasti nakonec ne zcela zdafila, se totiZ zjistilo az v samém zavéru prace,
kontrolou stavu izolovanych preparatli na elektronovém mikroskopu. Nebyt této kontrolni
metody, byli bychom ziejmé& presvédCeni, Ze ziskané izolaty jsou hledané chloroplasty.
Nasledujici kritické poznamky maji za cil upozornit na nejasnosti nebo chyby, které ale
zasadnim zplsobem nesnizuji trovei préce.

Po formalni strance je prace standardné ¢lenéna. Prace ma 51 stran, véetné€ 21 obrazki, 1
grafu a cca 94 poloZek citované literatury. Na titulni strdnce (ani nikde jinde) jsem ale
nenael, na jaké katedie byla prace vlastné feSena. Uvod pfinasi celou fadu zajimavych
informaci, zejména o poslednim vyvoji voblasti vyzkumu evoluce a diverzity
fotosyntetickych eukaryot. Osobné bych ale volil trochu jiné a podle mne pfehledné;jsi
uspofadani jednotlivych ¢asti Gvodu tak, aby text 1épe gradoval od obecnych informaci
smérem k vice specializovanym a k t€m, které se tykaji vlastni feSené problematiky, tady
Chromery, jejiho plastidu a testovani antimalarik. Lepsi fazeni kapitol ivodu by tedy snad
mohlo byt: Tree of FEukaryotes — Endosymbioses — Alveolata — Photosynthetic
chromalveolates — Malaria — Chromerida.

V metodické ¢asti jsou pomérn€ podrobn€ popsany pouZité metodické postupy tak, aby
ptipadny nasledovnik mohl v préaci snadno pokracovat. Pfesto je tam nékolik nepifesnosti a
opomenuti. Chybi bliZ§i popis pouzitych pfistrojti (Emulsiflex, sonikator — od kterych firem,
jaky model?). V préci se mluvi o ,,Multiflexu® — neni to ale ,,Emulsiflex*“? Autorka piSe o {/2
médiu, ale to neni pfesné, protoZe /2 znaci jen mnoZstvi a sloZeni Zivin (N,P..) pfidanych
k zékladu, kterym v tomto pfipadé¢ byla uméla moiska voda (ASW), ale jindy tim zakladem
miiZe byt i zcela jiny typ média. To by se mélo upfesnit. Chybi také odkaz na praci, kde je
pouzité sloZzeni média (ASW a {/2) popséno. U popisu piipravy vzorkd na TEM (str.19) mi
neni jasné, jak mohl byt vzorek ziskany jako pelet po centrifugaci pfi 45000 RCF po piidani
glutaraldehydu znovu sedimentovan, ale jen pfi 3000 RCF. Velmi nepfesn€ jsou popsany
svételné podminky, za kterych byly fasy péstovany. V celém textu se uvadi hodnoty
v desitkach mol/m2s. Spravné by snad mélo byt desitky mikromoli kvant/m2s. Vlastné cela
kapitolka 7.6 by asi méla byt zaclenéna do 7.1, kde se o svételnych podminkach jiZ jednou
mluvi.

Vlastni vysledky jsou popsany pomérné struné, ale to snad neni na zavadu. Jen mne mrzi,
Ze obrazky nebyly (snad z divodu barevného tisku?) zatazeny pifimo do textu kapitoly a



hlavné Ze nejsou vétsi a 1épe komentovéany. Napiiklad asi ta nejdaleZitejsi ¢ast vysledki, tedy
ono negativni zjisténi z TEM, Ze izolované objekty nejsou chloroplasty neni v textu vysledkt
téméf vysvétleno. Vlastni obrazky, které toto dokazuji (€.14-21) jsou pomémé malé a chybi
podrobnéjsi vysvétleni, co na nich vlastn€ ¢tenaf misto chloroplastt vidi a co je tim dikazem
neuspéchu izolaci. Pfi popisu pozorovani bic¢ikatych stiddii Chromery mi neni ziejmé, zda
80% opravdu znamena, Ze bi¢iky mélo v okamziku pozorovani pres 80% vSech bun€k?

V &asti diskuze mne opét zarazil idaj o metodice ziskani tzv. ,high speed pellet“ — dle
literatury uvedené na str. 27 sta¢i k sedimentaci 3000 RCF po 5-15 min, tak pro¢ bylo pfi
vlastnich izolacich pouZito 45000 RCF po 25 min? Pokud se opravdu pouzilo 45000 RCF,
nemohlo toto vysoké pfetiZzeni zplsobit poSkozeni chloroplastt?

Koneéné mi v diskuzi i zavérech schazi — a to je otazka na autorku k obhajobg, zda si
mysli, Ze se mlZze nékomu podafit intaktni chloroplasty pfipravit pomoci jinych metod?
Existuji viibec je$té néjaké metody rozbijeni bun€k, které by mohly byt Géinngjsi a vést
k puvodnimu cili? Pokud by se takova metoda vyvinula, ma pak cenu jesté stile uvaZzovat o
pouZiti Chromery pro testovani novych protiparazitickych latek? A kone¢né& posledni otazka —
co vime o sloZeni bunééné stény/cytoplasmamtické membrany Chromery, co zptsobuje jeji
mimofadnou pevnost a zda miizeme spekulovat o ekologickém vyznamu této jeji vlastnosti?

Oceriuji, Ze autorka napsala celou préci v angli¢tin€. Pfi tom se ale nevyhnula celé fadé
pteklept a nespravnych tvari, které mohly byt odstranény, pokud by préci pfed tiskem n€kdo
po jazykové strance korigoval. Nemd smysl zde uvadét vSechna mista, kterych se to tyka, jsou
poznafena v mém vytisku préce, ktery rad autorce pfedam a vysvétlim.

Pfes uvedené nedostatky a nepiesnosti vyhovuje prace Katefiny Voracové poZadavkim
kladenym na diplomovou praci. Doporu€uji pfijmout jeji praci k obhajobé a navrhuji
hodnoceni velmi dobre.

V Tieboni, 23.01.2011

prof. RNDr.Ondfej Prasil, PhD.
MBU AV CR, v.v.i.




Posudek oponenta na magisterskou praci Katefiny Voracové nazvanou
»isolation of intact plastids of the secondary alga Chromera velia and treatment
of the alga with rifampicin®.

Magisterska prace Katefiny Voraové je predkladana v rozsahu 41 stran a pod
vedenim Doc. Ing. Miroslava Obornika, Ph.D. se autorka zabyvala izolaci
neporuSenych plastidi z fasy Chromera velia a U¢innosti antibiotika rifampicit na
studovanou Fasu. Rasa Chromera velia byla objevena a popsana jen nedavno a diky
jejimu blizkému vztahu k parazitim zrodu apikomplexa se jevi jako zajimavy
organismus pro zakladni vyzkum.

Po formalni strance je prace Clenéna na 6 kapitol (Introduction, Summary and
Aims of project, Materials and Methods, Results, Discussion, Conclusion) véetné 7
stran odkazl na védeckou literaturu a 2 stran obrazové pfilohy.

Prace ma dobfe sepsanou uvodni kapitolu (15 stran), ktera &tenare prehledné
obeznami s zarazenim taxonu Chromera velia do biologického systému a taky
struéné popisuje dileZitost poznani zastupct kmene apikomplexa. Uvodni kapitola
jesté obsahuje popis plastidd fiSe chromalveolata a taky popis samotné frasy
Chromera velia.

Dale pak nasleduji cile prace, které jsou srozumiteiné vytyCeny a odpovidaji
rozsahu magisterské prace.

V kapitole ,Materials and Methods" (5 stran) autorka popisuje kultivaéni podminky
pro péstovani studované fasy. Déale detailné popisuje rizné (EmulsiFlex, Sonikace,
Enzymem) zpusoby rozbijeni nakultivovanych bunék a néslednou izolaci plastidi
pomoci sachardézového a perkolového gradientu. Obsah jednotlivych zén z gradient(
byl identifikovan pomoci elektronové mikroskopie a az na jednu zaménu zalévaciho
média pryskyfice/agar pfi pfipravé vzorku je cely postup pfipravy vzorku pro TEM
hezky popsan. Nicméné popis samotné mikroskopie chybi. Dale autorka popisuje
metody barveni DNA plastidu fluorescenénimi barvickami a aplikaci antibiotika
rifampicinu na fasu Ch.velia.

V kapitole ,Results” (4 strany) autorka srozumitelné shrnuje dosazené vysledky
své prace. Vytku by jsem ale mél k podkapitole LIGHT INTENSITY, SALINITY AND
FLAGELLATES, ktera sama o sebe pusobi bezcilné a jeji vyznam je jasny az po
precteni nasledujici podkapitoly RIFAMPICIN APPLICATION. Pfehlednéjsi by bylo
tyto podkapitoly sloudgit.

Na kapitolu ,Results” logicky navazuje kapitola ,Discussion® (5 stran) kde autorka
vysvétluje duvod pouzitych metod ziskanych z recenzni literatury a také se zabyva
pri¢inami ¢astecnych nedspéchl ve své metodické ¢asti.

Préaci uzavira kapitola ,Conclusion®, kde autorka struéné shrnuje ziskana data a
konstatuje, Ze rozbijeni bunék fasy Chromera velia je velice problematické a také
ucinek antibiotika rifampicin na studovanou fasu neni nijak vysoky. | kdyz vysledky
nepusobi moc optimisticky, jsou hodnotné a jisté budou pouzité k dal§imu studiu fasy
Chromera velia.

Dale musim ocenit, Ze celd prace je napsana v anglickém jazyce, coz u
magisterské prace neni standardni zéleZitosti. Prace je psana dobrou angli¢tinou,
ktera by ovSem v nékterych ¢astech potrebovala zasah rodilého anglického mluv€iho,
ale na druhou stranu pfedstavuje dobry standard védeckého jazyka a vynika
Z hlediska dobré srozumitelnosti.




Formalni nedostatky:

- Chybi seznam zkratek

- Vpraci se Casto pouZiva aktivni pribéh slovesa ,| did, | prepared, | used®,
lepSi je pouzit pasivni pribéh slovesa ,was done* atd.

- Vitextu se pouziva slovo Multiflex, coz je jen slangovy nazev pfistroje
EmulsiFlex a proto by mél byt spiSe pouzit formalni nazev EmulsiFlex.

- Obrazky v pfiloze jsou moc malé a tmavé, coZ zvlast u fotek z mikroskopu
dost zamrzi.

Jako podklad pro diskusi mam k autorce nasledujici dotazy:

- Autorka piSe o problematické separaci vzorku rozbitych bunék fasy Ch. velia na
diskontinualnim gradientu. Byla odzkousena separace vzorku i na kontinualnim
gradientu? Existuji néjaké dalSi metody rozdéleni vzorky rozbitych bunék na
jednotlivé frakce?

- Na fotkach z elektronového mikroskopu (napfiklad obr 14.) je vidét, Ze &ast zalitého
vzorku z pryskyfice ,vypadlo“. Dalo by se vypadavani vzorku pFedchéz_et?

-V zavéru prace se piSe o problematickém rozbijeni bunék Ch. velia. Kolik procent
bunék v jedné izolaci se vlastné povedlo rozbit?

- Proc pfi problematickém pocitani pohyblivych flagelat v Birkerové komlrce nebyl
vzorek pro zjednoduseni prace zafixovan.

- Byl projev rifampicinu na kulturu sledovan jen pogitanim bunék? Jsou i jiné metody?

Zaverem svého posudku konstatuji, Ze pfedkladana prace slpiuje kritéria kladena
na magisterskou praci. Tuto praci proto doporucuji k obhajobé a navrhuji jeji
ohodnoceni zndmkou 2.

V Ceskych Budéjovicich dne 19.1.2011 Ing. Zdeno Gardian, Ph.D.
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