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ABSTRACT 

 

Bacterial colonies and other macroscopic formations grown on solid nutrient 

media surface are generally taken to be haphazard aggregations of cells localized on 

a single place growing and multiplying squeezed and crowded hustling and 

competing for place and nutrients. Little attention is paid to their appearance which 

is regarded just a mass of single individuals molded by their immediate surrounding. 

Their size, structure, shape, coloration etc. are at most noticed separately – as handy 

identification markers resulting from he summation of single cells’ properties.  

A closer look soon reveals that these macroscopic properties are not 

cumulative mass phenomena but actually features of a unified autonomous structure 

resulting from controlled and sophisticated morphogenesis 

We present here an introductory study on the morphogenesis of colonies and 

similar in the bacterium  Serratia marcescens. 

We focused our attention not only to colonies – i.e. clonal structures arising 

from a single cell; we also studied structures originating from cell suspensions, 

regenerating after mechanical disruption, resulting from close contacts between 

bodies, interference of close area to the final phenotype and even structures resulting 

from suspensions originating of different strains. 

Our observations and simple experimental setting give evidence that 

formation of multicellular bodies is an elaborated process witch needs complex 

communication capabilities. 
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Motto : „Opouštím tedy methodu vysvětlovat růže z buněk, obratlovce 

z červů, člověka z opice a Boha z instinktů lidských. Vracím se 

k methodě starověké a středověké a chci rozumět živým bytostem, a 

proto si vykládám žábu podle vzoru dokonalého obratlovce, opici podle 

míry člověka a lidi podle obrazu Božího.“ (Rádl, 1946)  
 

 

 

 

 

ÚVOD 
 

 

Tato práce má za cíl studovat morfologickou proměnlivost mnohobuněčných 

těl. 

Pohlížíme na kolonii a její agregáty jako na mnohobuněčné jedince se 

společnou tendencí k vlastnímu vývinu do jednotného tvaru a určité podoby. 

V našem pohledu se bakteriální útvary vyznačují samostatností, svébytností a 

individualitou. Jsou schopné se navzájem odlišit a vydělit, nebo i komunikovat a 

vzájemně spolupracovat v závislosti na okolních podmínkách. 

V práci se snažíme popsat zákonitosti formování jednotlivých 

mnohobuněčných útvarů, rozlišit je od sebe navzájem a definovat podmínky vhodné 

pro jejich plný morfogenetický vývoj. Dále pak určit, za jakých podmínek se 

mnohobuněčná těla vzájemně ovlivňují – komunikují, a jak jsou ovlivňována okolím, 

které těla obklopuje. V neposlední řadě zjistit, zda jsou mnohobuněčná těla schopna 

aktivně reagovat na změny v prostředí způsobené během jejich růstu a vývoje. 

Zkoumaným organismem byla bakterie Serratia marcescens. Vybrána byla 

díky své charakteristické schopnosti tvořit kolonie dvou variant: bílé a červené. 

Jelikož tato práce nebyla zaměřená na zkoumání kolonií na mikroskopické úrovni, 

sloužily změny ve výrazné pigmentaci a celkovém stavebním rozvrhu jako dobrý 

makroskopický marker dějů uplatňujících se při výstavbě kolonie, či jiných 

mnohobuněčných konsorcií, i při reakcích mnohobuněčných těl vyvolaných měnícím 

se okolím.  

Cílem práce pak bylo výše uvedené děje spíše popsat než vysvětlit. 
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 Na četných fotografických tabulích dokumentujeme charakter jednotlivých 

stavebních rozvrhů, jejich svébytnost i individualitu, schopnost spolupracovat na 

společných stavbách, možnost vzájemného ovlivňování a reakce na měnící se 

podmínky okolí. 

 

 

 

 

 

 

 



    - 8 - 

OBSAH 

 

1. Literární úvod ...................................................................................... 11 

1.1. Obecný úvod ................................................................................................... 11 

1.1.1. Taxonomický popis bakterie Serratia marcescens .................................. 11 

1.1.2. Prodigiosin ............................................................................................... 12 

1.1.3. Bakterie a jejich komunikační prostředky a možné využití ..................... 13 

1.1.4. Mezibuněčná komunikace ........................................................................ 14 

1.1.5. Signalizace na dálku ................................................................................. 18 

1.1.6. Quorum sensing ....................................................................................... 18 

1.1.7. Ping pong aneb komunikace kvasinkových kolonií ................................. 19 

1.1.8. Podobnost mezi neživými a živými systémy ........................................... 20 

1.2. Vývoj kolonie .................................................................................................. 22 

1.2.1. Principy sebeorganizace a výhody růstu v kolonii ................................... 23 

1.2.3. Vývoj kolonie mikroskopicky .................................................................. 23 

1.3. Děje, jež mohou ovlivňovat výsledný fenotyp populace bakterií ................... 25 

1.3.1. Diferenciace ............................................................................................. 25 

1.3.2. Epigenetika – typ diferenciace ................................................................. 27 

1.3.3. Transpozice .............................................................................................. 28 

1.3.4. Bakteriální transpozice - základní typy bakteriálních transpozonů ......... 28 

1.4. Mnohobuněčná těla u bakterií ......................................................................... 29 

1.4.1. Fruiting bodies - plodničky ...................................................................... 29 

1.4.2. Biofilmy a plaky ....................................................................................... 31 

1.5. Rezistence proti antibiotikům jako nástroj poznání v oblasti kooperace a 

sebeorganizace ....................................................................................................... 31 

1.6. Fyzikální pohled .............................................................................................. 32 

1.7. Pohyb u bakterií S.m. ...................................................................................... 33 

1.7.1. Swarming a Swimming ............................................................................ 34 

1.8. Závislost morfologie kolonie na hustotě agaru ............................................... 35 

1.9. Sociální inteligence u bakterií (kooperace a střety) ........................................ 36 

2. Materiály a metody ............................................................................. 37 

2.1. Materiály ......................................................................................................... 37 

2.2. Metody ............................................................................................................ 40 



    - 9 - 

3. Experimentální část ............................................................................. 43 

3.1. Popis používaného kmene ............................................................................... 43 

3.2. Definice a rozdělení získaných mnohobuněčných těl ..................................... 45 

3.2.1. Kolonie ..................................................................................................... 45 

3.2.2. Kibuc ........................................................................................................ 46 

3.2.3. Soukolonií ................................................................................................ 49 

3.2.4. Skvrna ...................................................................................................... 51 

3.3. Ovlivňování fenotypu modifikací substrátu .................................................... 53 

3.3.1. Růst na různých kultivačních médiích ..................................................... 53 

3.3.2. Proměnlivost fenotypů mnohobuněčných těl v závislosti na hustotě agaru

 ............................................................................................................................ 54 

3.4. Fenotypová dědičnost...................................................................................... 57 

3.5. Vzájemná komunikace těl ............................................................................... 60 

3.5.1. Efekt blízkého sousedství ......................................................................... 61 

3.5.2. Vliv skvrny na vývoj kibucu .................................................................... 61 

3.5.3. Těsný kontakt mnohobuněčných těl ........................................................ 65 

3.6. Ovlivňování buněčných těl F fenotypu okolím ............................................... 74 

3.6.1. Vliv volného agarového prostoru kolem výsevu ..................................... 74 

3.6.2. Vliv okraje na formování mnohobuněčných těl ....................................... 76 

3.6.3. Efekt živin ................................................................................................ 79 

3.6.4. Vliv obsazeného prostoru ......................................................................... 80 

4. Diskuze ................................................................................................ 83 

4.1. Úvod ................................................................................................................ 83 

4.2. Rozdělení bakteriálních těl ve smyslu osidlování malého prostoru ................ 83 

4.3. Komunikace buněk .......................................................................................... 85 

4.3.1. Vymezování se, nebo spolupráce ............................................................. 88 

4.4. Ovlivňování mnohobuněčných těl .................................................................. 89 

4.4.1. Ovlivňování růstovými podmínkami ....................................................... 89 

4.4.2. Ovlivnění kolonií přítomností jiných těl v okolí ...................................... 90 

4.4.3. Vliv okolního prostoru na výsledný fenotyp mnohobuněčných těl ......... 92 

4.5. Směsné BF kibucy........................................................................................... 94 

4.6. Závěr ............................................................................................................... 95 

4.6.1. Mnohobuněčná těla .................................................................................. 95 



    - 10 - 

4.6.2. Vzájemná komunikace těl ........................................................................ 96 

4.6.3. Ovlivňování mnohobuněčných těl F fenotypu okolím ............................ 97 

5. Souhrn ................................................................................................. 98 

6. Použitá literatura ................................................................................. 99 

7. Seznam zkratek ................................................................................. 105 



    - 11 - 

1. Literární úvod    

      

1.1. Obecný úvod 
 

 

1.1.1. Taxonomický popis bakterie Serratia marcescens 
 

 

Rod Serratia, z rodiny Enterobacteriaceae, z čeledi Klebsielleae, obsahuje 5 druhů. 

Nejčastěji studovaný a nejlépe známý druh je Serratia marcescens. 

Serratia, pojmenovaná po italském fyzikovi, který vynalezl parní člun (Serafino 

Serrati), bývá obecně považována za organismus tvořící červeně pigmentované 

kolonie. Po mnoho let zahrnoval rod Serratia jen jeden druh, Serratia marcescens,  a 

byl odlišován od ostatních enterobakterií díky charakteristické červené pigmentaci 

vyvolané prodigiosinem. Díky mnoha podobnostem s rodem Klebsiella a 

Enterobacter byly nabarvené formy serratií často chybně identifikovány. Od roku 

1972 byla díky pokroku v určování DNA homologů a mnoha dalším biochemickým 

srovnávacím studiím skupin a kultur Enterobakterií možná lepší identifikace od 

ostatních druhů. V roce 1977 byly popsány 4 druhy rodu Serratie: S. marcescens, S. 

plymuthica, S. marinorubra, která koresponduje se S. rubidea a S. liquefaciens. První 

tři produkovaly červený pigment prodigiosin, čtvrtý druh jej neprodukoval. Díky 

studii DNA homologů byl dále popsán pátý druh S. odorifera (von Graevenitz, 

Rubin, 1980).  

Serratia marcescens je typický zástupce rodu Serratia. 

Bylo zjištěno, že poddruh Serratie, jež byl nazván S. sakuensis je schopný tvořit 

endospory (Ajithkumar et al., 2003).  

 

Členové rodu Serratia, stejně jako ostatní bakterie z rodiny Enterobacteriaceae, 

rostou dobře na běžných médiích za podmínek aerobních i anaerobních. Optimální 

pH pro růst je mezi pH 5 a pH 9 (v závislosti na druhu). Optimální teplota růstu je 

mezi 20 a 37 °C (v závislosti na druhu). 

V součastné době se jednotlivé druhy Serratií určují podle Enterotestu 24 či jiných 

testů (Tabulka 1.1). Výsledky těchto testů však nejsou nikdy jednoznačné. 

Výsledkem například bývá, že se zkoumaný vzorek je ze 76 %  Serratia marcescens 

a z 24% Serratia marinorubra (rubidaea).  
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Useful tests in Enterobacteriaceae diferenciation  

Test S. marcescens S. liquifaciens S.marinorubra Enterobacter 

Chitinase 95 37 0 0 

DNAse 97 88 100 0 

Esterase 100 100 91 0 

Gelatinase 87 96 88 0 

Lecithinase 92 71 86 0 

Lipase 99 86 98 0 

Arginine 

dihydrolase 

0 0 0 Variable 

Laktose 2 73 100 Variable 

Malonate 

utilization 

1 0 86 75 

Red pigment 21 0 61 0 

 

Tabulka 1.1: Užitečné testy při diferenciaci rodu Enterobacteriaceae 
Jednotlivá čísla v tabulce ukazují kolika procentně je daný test schopný určit jednotlivé 
poddruhy (von Graevenitz a Rubin, 1980)  
 

 

 

1.1.2. Prodigiosin 
 

Prodigiosin je charakteristický krvavě červený nerozpustný sekundární metabolit 

(pigment) bakterie Serratia marcescens. Jméno prodigiosin pochází od Krafta ze 

studie z roku 1902, který získal červený „prodigiosin“ z Bacillus prodigiosus 

(divotvorná hůlka - dřívější jméno Serratia marcescens). Nejprve byla prokázána 

tvorba prodigiosinu dvěma druhy mořských bakterií (Lewis a Corpe, 1964). Později 

se zjistilo, že prodigiosin, nebo jeho analogy, jsou vytvářeny v rodech Serratia, 

Pseudomonas, Vibrio, Norcardia, Streptomyces a Streptoverticillium. Také se uvádí 

výskyt barviva podobného prodigiosinu v členech rodu Actinomycetales (Gerber a 

Gauthier, 1979). Dokonce i Serratia marcescens produkuje kromě prodigiosinu i 

další jeho analogy. Tvorba prodigiosinu, nebo jemu podobných barviv, se tedy 

vyskytuje i u jiných mikroorganismů a není výlučnou záležitostí členů rodu Serratia. 

Maximální produkce prodigiosinu byla změřena u stárnoucích kultur při 27 °C. 

Pozitivní vliv na tvorbu prodigiosinu má glukóza (Von Graevenitz, Rubin, 1980).  

Růstová kinetika i množství přijímaného kyslíku pigmentovaných a 

nepigmentovaných klonů je stejná (Von Graevenitz , Rubin, 1980). 
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Prodigiosin nemá žádnou dokázanou metabolickou funkci. Jeho předpokládaná 

lokace v buňce je v buněčné stěně. 

V historii bylo navrhováno hned několik funkcí prodigiosinu (např. zdroj energie, 

akceptor autooxidativních elektronů, nebo jako látka, jež zneškodňuje toxické 

metabolity nahromaděné buňkou), ale žádná z nich nebyla dostatečně prokázána.  

Jediná prokázaná funkce prodigiosinu je antibiotická aktivita vůči některým 

prokaryotickým organismům (poprvé zmíněná už roku 1885). Silnější reakce je 

připisována především v kontaktu s Gram-pozitivními bakteriemi. Kromě toho byla 

zmiňována i antimalarická aktivita některých prodigiosinových analogů (Gerber, 

1969). 

Pro možnost využití prodigiosinu v industriálním sektoru (tvorba protilátek) byla 

vypracována studie, jež hledala optimální růstové podmínky pro maximální produkci 

tohoto pigmentu u Serratie marcescens. Optimální půdou byla živná půda 

s přidanými namletými arašídy. Podobné výsledky měly i živné půdy s maltózou či 

s glukózou. Optimální teplota pro maximální produkci prodigiosinu byla určena na 

28 °C (Giri et al., 2004). Tvorba prodigiosinu v bakteriích Serratia marcescens 

podléhá velké variabilitě a je zřejmě vztažená k morfogenezi, jako jeden z jejích 

aspektů. To je také důvod, proč jsme si tuto bakterií pro náš výzkum vybrali. 

 

 

1.1.3. Bakterie a jejich komunikační prostředky a možné využití 
 

Bakterie se v minulosti považovaly za primitivní jednobuněčné mikroorganizmy, 

které žijí samostatně nebo nahromaděny v jednoduše strukturované kolonie, které se 

skládají z identických pasivních partikulí. Tento pohled se však za posledních 

několik desetiletí změnil. Ukázalo se, že bakterie se organizují do složitě 

strukturovaných kolonií s velmi komplexním uspořádáním. Při pozorování kolonií 

začíná být evidentní, že na ně můžeme hledět jako na mnohobuněčné komunity 

(každá s počtem ~ 10
9
 – 10

12
 bakterií), které mají pokročilé možnosti jak přežívat 

v prostředí, včetně rozdělení úkolů, regulace genové exprese, buněčné diferenciace a 

dokonce i vlastní regulace speciálních úkolových skupin (bakterie se speciálními 

genetickými možnostmi, Ben- Jacob, 2003). 

Pro tento účel si bakterie vyvinuly a využívají širokou paletu biochemických 

komunikačních prostředků, jako jsou jednoduché molekuly, polymery, komplexní 
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proteiny, genetické materiály a dokonce celé soubory těchto činitelů (plazmidy, 

viry). Takto je zajištěna horizontální výměna informací v kolonii ale i s jinými 

organizmy (v placích a biofilmech). 

Ben-Jacob navrhuje, aby se celé spektrum bakteriální komunikace dělilo do dvou 

skupin, vyvolávající reakci a informativní (sémantické a smysluplné).  

 

1 - Vyvolávající reakci rozumíme, že buňka po přijetí speciálního signálu spustí 

specifickou, předem determinovanou odezvu. Například přítomnost glukózy 

v prostředí indukuje skrze specifické vnitrobuněčné dráhy expresi souboru genů, 

které kódují změny nutné pro metabolismus glukózy.  

 

2 - Informativními (sémantickými) rozumíme případ, kdy činitel prostředí spouští 

buněčnou odpověď, která není předem definovaná a nemá specifickou dráhu (není 

přesně determinovaná). Smysluplná informace, kterou signál představuje, spustí 

v buňce individuální proces interpretace té konkrétní informace, v závislosti na 

daném stavu buňky a na uložení předchozích smysluplných informací v buňce. 

Poskytuje to buňce svobodu ke zvolení odpovědi na obdrženou zprávu, včetně 

vlastní přestavby a vyslání dané zprávy dalším buňkám, jež pak přestavbu provedou 

také (Ben-Jacob, 2003). 

 

 

1.1.4. Mezibuněčná komunikace 
 

Mezibuněčná komunikace v koloniích je založena jak na difúzi specifických 

chemických signálů včetně nukleových kyselin, tak na přímém kontaktu mezi 

buňkami a poskytuje každé buňce příslušného útvaru informaci o její prostorové a 

funkční orientaci vzhledem k celku (Neubauer, 2002). Díky této mnohaúrovňové 

komunikaci jsou bakterie schopny vystavovat velmi strukturované mnohobuněčné 

útvary (Shapiro, 1998; Greenberg, 2003). 

 

Klasickou signální molekulou je N-acylated homoserine lactone (dále AHL). AHL je 

malá molekula mající i malou hmotnost. Proto mohou AHL molekuly volně 

prostupovat buněčnou membránou. Jejich koncentrace v okolí tak reflektuje totální 

produkci a tím i celkovou denzitu produkující populace. Základní funkcí některých 
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AHL molekul je tzv. quorum sensing (viz níže). Bakterie se při určitém kritickém 

množství signálních molekul v médiu dokážou přepnout na jiný „mód“ fungování 

v systému. U Vibrio fischeri je systém kódován lokusy luxI – luxR: produkují jednak 

enzym zodpovědný za syntézu AHL, jednak receptor této molekuly. Moduly 

homologní se systémem luxI –luxR operují v mnoha různých bakteriálních 

kontrolních okruzích a řídí uspořádávání  různých fenotypů; navíc molekuly AHL 

dokážou regulovat rozdílné funkce u různých bakteriálních druhů. Signální systémy 

(AHL/luxI/luxR) jsou tedy obvykle využívány a inkorporovány do různých 

regulačních okruhů, kdykoliv je kontrola hustoty populace adaptivně užitečná 

(Labbate, et al., 2003, Morohoshi et al., 2007, Shapiro, 1998). 

 

AHL není zdaleka unikátní systém v mezibuněčné signalizaci u bakterií. Souvislost 

mezi denzitou a způsobem růstu je u bakterií známá a její studium vedlo 

k identifikaci mnoha dalších tříd signálních molekul (tabulka 1.2).  

Gama-butyrolactony druhu Streptomyces mohou být považovány za analogy 

homoserinových laktonů, ale jiné signální molekuly patří do jiných tříd molekul, 

včetně látek běžně klasifikovaných jako toxiny (antibiotika a bakteriociny). 

Předávkování těmito signály může být smrtelné, stejně jak je to s savčím hormonem 

inzulínem. Zajímavé je, že bakteriocin nalezený u Rhizobium leguminosarum byl 

nedávno určen jako AHL. U Gram-pozitivních bakterií jsou signálními molekulami 

antimikrobiální peptidy, které také  často stimulují buňku k vlastní tvorbě. 

Oligopeptidy jsou často využívány jako signální molekuly u Gram-pozitivních 

bakterií, stejně tak jako u eukaryot. Oligopeptidní feromony mohou být považovány 

za první třídu molekul, které byly identifikovány v sedmdesátých letech minulého 

století jako komunikační molekuly u prokaryot a to jako faktory kompetence u S. 

pneumoniae a B. subtilis. Obrovská diverzita u oligopeptidů je dělá vhodnými tehdy, 

je-li zapotřebí vysoký stupeň rozlišení, jako je to využíváno u oligopeptidních 

párovacích (konjugačních) feromonů a inhibitorů zapojených do regulace přenosu 

jednoho každého konjugativního plazmidu v Gram-pozitivních kokách. 

Mezi vlastnostmi oligopeptidů a AHL existují důležité rozdíly: oligopeptidy 

nemohou volně prostupovat buněčnou membránou, jako AHL. V zásadě u Gram-

pozitivních bakterií jsou oligopeptidní signální molekuly syntetizovány z velkého 

počtu prekurzorů, a jsou transportovány mimo buňku přenašeči (ABC) a jsou 

detekovány povrchovými receptory, které náleží ke dvousložkovému protein 
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kinázovému systému. Jelikož některé receptory u Gram-pozitivních bakterií vykazují 

podobnost se systémy příjmu oligopeptidů u enterobakterií, nebude překvapivé, 

budou-li objeveny oligopeptidní signální molekuly také u Gram-negativních bakterií. 

Ne všechny malé difuzilní molekuly užívané pro bakteriální komunikaci patří ke 

speciální třídě jmenovaných signálů (tabulka 1.2). Aminokyseliny slouží také jako 

komunikační molekuly v procesu iniciace formování fruiting body (plodničky) u 

Myxoycoccus xanthus a během autoagregace u E.coli. U M. xanthus je extraceluární 

signál směsicí několika aminokyselin generovaných díky povrchové proteázové 

aktivitě. Pokud směsice dosáhne hraniční denzity, aktivuje systém buněčného 

přenosu signálu vedoucí k expresi těch funkcí, jež jsou potřeba pro nastartování 

formování fruiting body - plodničky. Iniciací vývinu fruiting body - plodničky 

začínající až v okamžiku přesáhnutí kritické denzity signálu, plní tento signál AHL 

součastně funkci quorum sensing. Role aminokyselin při chemotaktické autoagregaci 

je jiná. Buňky chemotaktické E. coli vytváří bodové agregace v tekutém 

médiu, často tvoří prostorové shluky bodů, linií, a kruhů. Autoagregace může být 

zablokovaná analogy nebo mutacemi blokujícími chemotaxický Tar receptor a 

exkrece aspartátu a glutamátu, silných chemoatraktantů, se vyskytuje u kultur, jež 

jsou vystaveny stresu. Obě aminokyseliny tak signalizují buňkám E.coli, aby 

pozměnily svou hustotu. 

Naše znalosti vnitrobuněčné signalizace pomocí větších proteinů jsou limitované tím, 

že známe zatím jen pár příkladů (tabulka 1.2). Nejlépe prostudovaný je C faktor u M. 

xanthus. Ačkoliv máme dost informací o pilech a o systému transportu IV typu u 

DNA výměny, role těchto komplexních povrchových organel zajišťujících transport 

makromolekul a role mimobuněčných fibril v mezibakteriální signalizaci si žádá 

dalšího zkoumání. Pili jsou potřebné pro pohyblivost bakterií v populaci, vývoj 

plodniček, a formování spor u M. xanthus. Podobně jsou mutanti M. xanthus defektní 

ve formování extraceluárních fibril neschopní koheze v tekutých suspenzích a jsou 

defektní v pohyblivosti, predaci a ve všech stádiích formování fruiting body. Tyto 

deficity mohou být napraveny přidáním purifikovaných fibril do takto defektních 

kultur. Formování pilů je také důležitý faktor u agregace a celé morfologie kolonií u 

N. gonorrhoeae. Ve skenovacích elektronových mikrografech jsou vidět sítě pilů, jež 

spojují jednotlivé buňky. Dlouho se ví, že existuje souvislost mezi morfologií 
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Bacterial species                signal                  Molecular class                        Phenotyp affected            

Myxococcus xanthus          A factor               Amino acid (mixture)            Fruiting body development 
Escherichia coli                  Aspartate,             Amino acid                           Chemotactic 
autoaggregation 
                                            Glutamate 
Streptomyces griseus          A factor              γ-butyrolactone                    Sporulation, streptomycin 

prod. 
Streptomyces Virginie         VB-A                   γ-butyrolactone                    Virginiamycin production 
Streptomyces sp. FRI-5       IM-2                    γ-butyrolactone                    Staphylomycin production 
Streptomyces sp.                 Butalactin           γ-butyrolactone                    Antibiotic production 

    Y-86,36923 
Streptomyces                       Factor I                 γ-butyrolactone                    Anthracycline production 
   Viridochromogenes 
Streptomyces alboniger       Pamamycin –C      Macrolide                             Aerial mycelium formation 

Streptoverticillium sp.           Carbazomycinal    β-lactam derivatives           Aerial  mycelium formation 

Nocardia sp.                         B-factor                  Adenosine derivative           Rifamycin production 
Cylindrospermum                  unnamed               Fused lactam,                      Akinete formation 
   Licheniforme                                                        thioketon rings                   
Stigmatella aurantica            Lipid pheromone     2,5,8-trimethyl-8-                Fruiting body formation 

                                                                               Hydroxyl-nonan-4-one 
Myxococcus xanthus             E-factor                  Branched-chain fatty           Fruiting body formation 
                                                                               Acids 
Staphylococcus aureus         Rap                         Octapeptide                      Toxic exoprotein, virulence 
                                                                                                                           Factor secretion 
Bacillus subtilis                      ComX                     Decapeptide,modified        Transformation 
competence 
                                                                                Tryptophan 
Bacillus subtilis                      CSF                        Pentapeptide                     Transformation 

competence                                            
                                                                                                                                          Sporulation 

Bacillus subtilis                      Sporulation factor    Oligopeptide                      Sporulation 
Streptococcus                        Com C                      Heptadecapeptide           Transformation 

competence 
    Pneumonie 
Lactococcus lactis                   Nisin                       Oligopeptide                    Nisin(lantibiotic)production 
Lactobacillus  plantarum         Bacteriocin              26 amino acid                  Plantaricin (class II   

                                                 Inducting factor          oligopeptide                       antimicrobial) 
Lactobacillus sake                   Bacteriocin               Oligopeptide                   Sakacin (class  II 
                                                 Inducting factor                                                     antimicrobial) 
Carnobacterium                       Bacteriocin               24 and 49 amino acid      Carnobacteriocin (class II 
   Piscicola                                 inducting factor         oligopeptides                     antimicrobial) 
Enterococcus faecalis              Sex pheromone        Oligopeptides                Agglutination, plasmid 
                                                                                     Plastid-specific                transfer 
Enterococcus faecalis              Sex pheromone         Oligopeptides                Inhibic sex pheromone 

                                                     Inhibitors                     plastid-specific              binding 
Myxococcus xanthus                C factor                      Protein                         Fruiting body formation 
   

 

Tabulka 1.2: Signální látky různých organismů a jejich funkce (Shapiro, 1998). 

 

 

kolonie u N. gonorrhoeae a její virulencí. Dnes rozumíme mezibuněčné komunikaci 

u prokaryotních organismů lépe než rozumíme komunikaci mezi eukaryotními a 

prokaryotními organizmy při symbióze a patogenezi. Díky rostoucí znalosti 

sofistikovaných způsobů, jak používají například hlízkovité bakterie specifické 

exopolysacharidy k nahrazování funkcí rostlinných buněk, můžeme také očekávat, že 

nalezneme takto vysoce diverzifikované chemické struktury používané pro 

mezibakteriální komunikaci. Exopolymery jsou určitě důležité komponenty v mnoha 
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mnohobuněčných populacích, jako u kolonií P. putida a E. coli, kde jsou snadno 

pozorovatelné metodou skenovací elektronové mikroskopie (SEM) a kde hrají 

důležitou roli v kolektivní pohyblivosti (Shapiro, 1998).   

 

 

1.1.5. Signalizace na dálku  
 

Signální molekuly, extraceluární receptory a materiál mezibuněčné hmoty se může 

účastnit v přímé mezibuněčné komunikaci na krátkou vzdálenost a pravděpodobně 

také v diferenciaci buněk do mnohobuněčných komunit (kolonií). Mikroorganizmy 

nicméně mají schopnost vypouštět a přijímat různé signály, ovlivňující jejich chování 

i na delší vzdálenosti (long range). Takové signály také mohou koordinovat chování 

jednotlivých buněk nebo celých kolonií. Zdá se, že je to pro mikroorganismy velmi 

výhodné v přírodních podmínkách, kde mohou díky tomuto typu komunikace lépe 

reagovat na změny v okolí, jako je nedostatek živin nebo zvyšování denzity buněk 

v systému. Long range signály jsou často spojovány s různými aspekty sociálního 

života mikroorganizmů (Palková et al., 1997). 

 

 

1.1.6. Quorum sensing  
 

Nejprostudovanější příklad signalizace na dálku je Quorum sensing, které bylo 

popsáno u mnoha bakterií (Miller a Bassler, 2001; Bassler, 2002). 

Quorum sensing dovoluje mikroorganizmům monitorovat svou denzitu v prostředí a 

vede ke koordinovaným reakcím celé bakteriální populace. Je založeno na principu 

autoindukce díky difuzilním signálním molekulám (známým jako autoinducery a 

feromony), které jsou produkovány bakteriální populací (Suga a Smith, 2003). 

Systém autoindukce dovoluje zvýšit počet signálních složek efektivněji, než jak by 

toho bylo dosáhnuto jednoduchým zvyšováním signálních složek bez možnosti 

autoindukce. Díky tomu může populace změnit svoje chování dříve, než dojde ke 

kritickému zvýšení denzity. Schopnost signalizace Quorum sensing mají obvykle jen 

specifické látky u mikroorganismů, jako jsou N-acyl-homoserine lactony (AHL) u 

Gram-negativních bakterií a posttranslačně modifikované peptidy u Gram-

pozitivních bakterií. Nicméně Chen a jeho kolegové popsali existenci universální 



    - 19 - 

signální molekuly – furanosyl-borate diester, která je používána pro mezidruhovou 

bakteriální komunikaci (Chen et al., 2002).  

Quorum sensing reguluje rozdílné fyziologické procesy jako bioluminescence, 

swarming, syntéza antibiotik, produkce virulentních determinantů u patogenických 

bakterií a formování biofilmů (Rice et al., 2005). Procesem quorum sensing je u rodu 

Serratie kromě výše uvedených procesů regulována také produkce carbapenemových 

antibiotik (Thomson et al., 2000). 

 

 

1.1.7. Ping pong aneb komunikace kvasinkových kolonií 
 

Dalším příkladem autoindukce je „ping – pong” mechanizmus, který může za 

indukci amoniaku u kvasinkových kolonií. Amoniak byl identifikován jako signální 

molekula, která je šířena vzduchem u různých nepříbuzných kvasinek a je důležitá 

pro vývin kolonie a její přežití (Pálková et al, 1997; Pálková a Váchová, 2003). 

Kvasinkové kolonie periodicky mění pH ve svém okolí z kyselého na zásadité a 

naopak. Kolonie rostou v kyselé fázi, kdy také produkují amoniak, a jejich růst je 

přechodně inhibován v zásadité fázi. Amoniak indukuje v koloniích různých 

kvasinek další produkci amoniaku nedbaje na jejich vlastní fázi vývinu. Proto 

všechny kolonie v daném okolí shodně zahájí produkci amoniaku poté, co amoniak 

začne vylučovat nejstarší kolonie. Tato jednoduchá signální molekula může mít 

univerzální funkci jako signál alarmu při stresu, jako je nedostatek živin nebo vysoká 

úroveň toxických látek. Amoniak pak indukuje svou vlastní produkci v okolních 

koloniích a následkem toho se celá populace kolonií přepne na režim působení 

adaptivních mechanismů. Navíc je pozorována přechodná inhibice růstu ve směru 

gradientu amoniaku, což znamená, že kolonie se orientuje na neokupovaná místa, 

kde nehrozí tak vysoká kompetice o potravu (Pálková a Forstová, 2000). 

 

Jak jsme ukázali, je signalizace na dálku většinou založena na produkci chemické 

látky a její rozšíření do tekutiny či do vzduchu. Nicméně byla již popsána signalizace 

mezi bakteriálními koloniemi pomocí nechemického signálu. Tento experiment 

provedl Matsuhashi et al. (1995) když zaznamenal existenci ultrazvukové signalizace 

mezi bakteriálními koloniemi. Využívaje příkladu bakterie Bacillus carbophilus  

rostoucí  v závislosti na aktivním dřevěném uhlí, ukazuje jeho studie, jak bakterie 
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rostoucí v okolí uhlíkových materiálů předávají potenciál k tvorbě kolonií buňkám a 

sporám i do vzdálenějších míst. Dále zjistil, že přenos tohoto signálu nebyl  přerušen 

skleněnými ani plastickými překážkami, což ukazovalo na existenci fyzikálního 

přenosu signálu. Autor ukázal, že signál je předáván i po odstranění uhlíku a i když 

byla B. carbophilus zaměněna za Bacillus subtilis či E. coli (Matsuhashi et al., 

1995). 

 

 

1.1.8. Podobnost mezi neživými a živými systémy 
 

Různorodé otevřené systémy, živé i neživé, reagují na vnější podmínky formováním 

hierarchických časoprostorových útvarů (Ben-Jacob et al., 1992). Již v 17 století si 

Johannes Kepler všiml elegantních tvarů sněžných vloček, které jsou asi  

nejexemplárnějším příkladem formování tvaru a vzorů (pattern) v neživém světě.  

Až po objevení rozrůzňování skrze kompetici (patterning via competition) Alanem 

Turingem v  padesátých letech 19. století se ukázalo, že tyto složité struktury se 

vyvíjejí u otevřených systémů jen tehdy, pokud je přítomna kompetice mezi dvěma 

nebo více tendencemi. U sněhových vloček spolu soutěží dva trendy: difúze vodních 

molekul a jejich snaha o zabudování do krystalu, a mikroskopická dynamika 

rozhraní, která difůzi brání (Ben-Jacob, 2003). V pokusu, při němž Ben-Jacob 

injektoval (vstřikoval) vzduch mezi dvě plexiskla (plotny) vyplněné glycerolem a 

pozoroval, jak se změní výsledný tvar vzduchové „bubliny“, pokud spodní půlku 

plexiskla lehce měnil (otiskoval do glycerolu trojúhelníkovou a čtvercovou mřížku), 

podpořil myšlenku o existenci společných principů v sebe-organizaci neživé hmoty 

(Obr. 1.1). Pro porovnání uvádím obrázek kolonie Paenibacillus dendriformis (Obr. 

1.2). 
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Obr. 1.1: Sebeorganisace neživé hmoty. 
Prostor mezi dvěma plexiskly (plotnami) je vyplněn glycerolem a trubičkou umístěnou 
veprostřed (směrem seshora) je do systému vstříkáván vzduch. Na obrázcích b-d jsou na 
spodní půlku plexiskla obtisknuté různé typy mřížek; a - klasická štěpící se morfologie (tip-
splitting) objevující se za isotropních podmínek; b - anisotropní podmínky (na spodní půlku 
byla obtisknuta čtvercová mřížka; c – anisotropní podmínky (na spodní plexisklo byla 
obtisknutá trojúhelníková mřížka); d – anisotropní podmínky (na spodní plexisklo byla 
obtisknutá neperiodická mřížka (10-fold symmetry)) (Ben-Jacob, 2004). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obr. 1.2: Kolonie bakterie Paenibacillus dendriformis (Ben-Jacob, 2004). 

 
 

Alan Turing tak objevil nový úkaz, sebeorganizaci, a položil jeho první principy. 

Tato kompetice je často považována za stav bytí mezi tendencí směřující ke globální 

rovnováze na jedné straně (globální produkce entropie) a tendencí směřující k lokální 

rovnováze na straně druhé (lokální produkce entropie). Globální kinetika žene 
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systém proti nazdobeným a souměrným tvarům, zatím co lokální dynamika nutí 

systém k charakteristickým všeobecným symetriím (Ben-Jacob, 2003). 

Když je systém vytržen více ze své rovnováhy, tak se globální tendence zvětšují, ale 

ve stejný okamžik se také zvyšují lokální efekty, které pak hrají roli odchylky 

schopné zasáhnout do organizace na úrovni makrosvěta. Stejně tak lze říci, že 

globální tendence, jako jednotná odezva, může sestoupit na úroveň mikrosvěta a 

ovlivnit jej tím, že favorizuje jednu malou strukturu před jinými. Rovnováha 

v kompetici je udržována díky neustálému vzájemnému ovlivňování těchto dvou 

úrovní (Ben-Jacob, 2003). 

 

 

1.2. Vývoj kolonie  
 

Bakteriální kolonie se běžně definují jako viditelná masa mikroorganizmů, kde 

všichni jedinci pocházejí z jediné mateřské buňky, a proto je bakteriální kolonie 

složená z klonů geneticky totožných. 

Rozlišují se základní typy podle charakteristik: jak vypadá kolonie shora, jaký má 

povrch a jaký  má příčný průřez (Obr. 1.3). 

 

 

 

 
 
Obr. 1.3: Základní typy bakteriálních kolonií (Reynolds, 2005, 
www.rlc.dcccd.edu/mathsci/reynolds/micro/lab_manual/colony_morph.html ). 
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1.2.1. Principy sebeorganizace a výhody růstu v kolonii 
 

Tak jako se v neživých systémech vzory a tvary vytvářejí díky souhře mikro a 

makrosvěta (rozrůzňování v kompetici – Turing, viz výše), u živých systémů je tomu 

podobně. Vzory a tvary se v kolonii vytvářejí díky vzájemné souhře mezi jednou 

bakterií (mikrosvět) a celou kolonií (makrosvět). Při růstu kolonie je navíc přítomen 

další stupeň komplexity: stavební kameny jsou samy živými systémy, každý 

s vlastním stupněm svobody, vlastní genetickou informací a možností vlastní 

interpretace této informace. To dává každé bakterii jistou svobodu k reagování a 

vlastní přestavbě, někdy dokonce změnou genové exprese, kterou může daná 

bakterie dále signalizovat ostatním bakteriím díky změně vlastního chování (Ben-

Jacob et al.,1998; Ben-Jacob, 2003). 

Bakterie mají prospěch z mnohobuněčné kooperace v kolonii tím, že si dokážou 

přerozdělit práci, a tím si mohou zpřístupnit zdroje, které by jako samostatné bakterie 

nemohly využít. Společně se mohou úspěšněji bránit proti nepřátelům a 

optimalizovat přežití populace diferencováním se na různé buněčné typy (Shapiro, 

1998). 

Lepší možnosti komunikace v kolonii poskytují bakteriálním koloniím takový stupeň 

plasticity a flexibility, který je potřebný pro lepší přizpůsobivost a schopnost přežití 

kolonie, jako celku vůči okolnímu dynamickému prostředí (Ben- Jakob, 2003). 

 

1.2.3. Vývoj kolonie mikroskopicky 
 

Shapirova a Hsuova studie, ve které použili časosběrné 

videozáznamy, osvětluje růst kolonie v rané fázi vývoje. Pokud se 

kolonie rozrůstá z jediné buňky, dochází během ranného růstu 

ke zformování symetrické čtveřice buněk (Obr. 1.4). Dále se 

kolonie rozrůstá dalšími děleními. Pokud se při rané fázi růstu 

kolonie potkají dvě buňky, vytvoří spolu opět tuto symetricky 

uspořádanou čtveřici a dál rostou jako v případě kolonie vzniklé 

z buňky jediné (Obr. 1.5)(Shapiro a Hsu, 1989). 

 
Obr. 1.4: Zformování  
symetrické čtveřice 
buněk (Shapiro, 1989). 
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Obr. 1.5: Kolonie vznikající ze tří mateřských buněk.  
Na obrázku uprostřed je patrný v levé části symetrický čtyřbuněčný útvar vzniklý ze dvou 
původních buněk (Shapiro a Hsu, 1989). 

 

 

Shapiro sledoval mikroskopem makrokolonie E. coli vzniklé vykápnutím 1 µl 

bakteriální suspenze na agar s glukózou. Tyto makrokolonie byly rozrůzněny 

v koncentrické kruhy. Uprostřed byl pozorován mělký kruh označující místo 

nakápnutí inokula. Dále byl pozorován vroubkovaný (indentation) kruh, jež se 

rozšiřoval s růstem makrokolonie. Mezi kruhy byla pozorována plošinka, jež se 

během růstu rozšiřovala. Kolem vroubkovaného vnějšího kruhu byl pozorován val a 

na okraji makrokolonie byla plochá vrstva rozšiřující se do okolí, která byla přítomná 

či nepřítomná v závislosti na stáří kolonie (Obr. 1.6 a). Mikroskopicky bylo 

pozorováno mnoho morfotypů. Během prvních 7,5 hodin byly všechny bakterie 

tyčinkovitého tvaru bez viditelného uspořádání. Na okraji makrokolonie bylo po7,5 

hodinách pozorováno značné vyrovnání buněk (Obr. 1.6 b). Po 24,5 hodinách byly 

pozorovány dva druhy buněk: kratší, kulatější a také prodloužené buňky s mnoha 

bičíky. V pozdějších stádiích vývoje makrokolonie se objevily morfologicky 

odlišitelné zóny zahrnující buňky různých tvarů a velikostí. Tyto zóny často 

ohraničovaly makroskopické útvary na kolonii (Obr. 1.7). V koncentrických útvarech 

byly buňky různého původu, ale tím, že zaujímaly v kolonii stejnou pozici, měly i 

podobný fenotyp (Shapiro, 1987). 
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Obr. 1.6: Mikroskopické snímky bakteriální kolonie. 
a - makrokolonie po 68  hodinách růstu; b - Okraj kolonie staré 7,5 hodiny (na okraji kolonie 
je patrná zóna extracelulární hmoty) (Shapiro, 1987). 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obr. 1.7: Dvě dobře odlišitelné zóny buněk s rozdílným morfotypem (Shapiro, 1987) 
 

 

 

 

 

1.3. Děje, jež mohou ovlivňovat výsledný fenotyp populace bakterií 
 

 

1.3.1. Diferenciace 
 

Uvnitř bakteriálních kolonií se bakterie morfologicky i funkčně diferencují podobně 

jako při morfogenezi těl mnohobuněčných eukaryot (Shapiro, 1985 a 1987). 

 

a b 
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Diferenciace je jev, kdy se ve stejnorodém prostředí objevují v populaci stejně 

geneticky vybavených buněk klony buněk s odlišnými vlastnostmi. Tyto klony jsou 

relativně stabilní a s určitou frekvencí mohou opět dávat vznik klonům s původní 

vlastností. Frekvence, s níž tyto klony vznikají, je závislá na aktuálním prostředí a 

předchozí historii populace. Diferenciace je třeba odlišit od jiných změn vlastností, 

od mutace a regulace: 

 

a) Mutace je změna dědičných vlastností v důsledku změny genetické 

informace, systém ztrácí schopnost se chovat určitým způsobem a obnovení 

této schopnosti může nastat pouze v důsledku zpětné mutace, což je dosti 

vzácné. 

b) Regulace je změna vlastností jako reakce na aktuální prostředí; je-li odstraněn 

faktor vyvolávající změnu, systém se vrací do původního stavu; tyto změny 

nejsou dědičné. 

c) Diferenciace je změna vlastností spontánní nebo indukovaná, která na rozdíl 

od mutací není změnou genetické informace, tedy schopnosti vyjádření určité 

vlastnosti systému (v případě indukované diferenciace), ale na rozdíl od 

prosté regulace je vlastností dědičnou. Je to regulační stav, který může být 

vyvolán vnějším podnětem, přetrvává i po vymizení tohoto podnětu a je 

dědičně předáván potomstvu. Takový stabilní regulační stav nemusí být 

vyvolán pouze změnou prostředí, změna vlastností ve smyslu diferenciace se 

v populaci spontánně projevuje s podstatně vyšší frekvencí než spontánní 

mutace a s vyšší frekvencí se objevuje i obnovení původních vlastností 

populace. 

      Diferenciace může být způsobena i epigenetickým umlčením genu. 

 

Změna vlastností v diferenciaci je Monodem a Jacobem vysvětlena jako projev 

vzájemné negativní regulace dvou operonů, kde regulátorový gen jednoho operonu 

negativní regulací řídí expresi operátového genu druhého operonu a naopak. Protože 

genové produkty jsou při dělení předávány dceřiným buňkám s cytoplasmou, je daný 

regulační stav dědičný, ke změně vlastností může dojít pouze tehdy, jestliže 

zablokovaný operon unikne represi. 
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Čechová však ve své práci vedenou profesorem Neubauerem podotýká: „Existuje 

velký počet regulačních okruhů, které jsou navíc hierarchicky uspořádány. Zjistili 

jsme jak diferenciaci v regulaci, tak i diferenciaci stability regulačních fází. 

Vezmeme-li v úvahu, že všechny vlastnosti, jejichž vyjádření podléhá regulaci a 

diferenciaci, jsou kvantifikovány, že jevy jako kvalita zbarvení, stupeň citlivosti 

k vzájemnému ovlivňování barevnosti, specificita a dokonce i průběh šíření 

vzájemného působení představují přenosné rysy (parametry, které jsme sledovali 

jsou více méně náhodně vybrané), dovedeme si těžko představit, že tato úžasná 

variabilita, ať dědičná, či nikoliv by byla vysvětlitelná interakcí regulačních obvodů 

ve smyslu Monodově, ať už je jich jakýkoliv počet a jsou uspořádány v jakémkoliv 

množství úrovní“ (Čechová , 1976) 

 

 

1.3.2. Epigenetika – typ diferenciace 
 

Epigenetická situace nebo proces je taková situace nebo proces, který se přenáší 

z buňky na její potomstvo, aniž by se změnila kódující DNA pocházející ze 

zárodečné linie. Diferencovaný stav buněk, který se přenáší na jejich potomstvo, je 

obecně určován epigeneticky. Epigenetika zahrnuje mechanismy mitotické nebo 

meiotické dědičnosti, které nemají souvislost se změnami v DNA. Epigenetické 

faktory jsou chemicky stabilní a ovlivňují genovou transkripci, modifikují genotyp, 

tím, že umlčují geny bez jakýchkoliv dědičných změn v genotypu. Mohou pomoci 

vysvětlit některé rozdílnosti u jednovaječných dvojčat, například rozdílná citlivost 

k nemocím, ačkoliv zde se musí vzít v úvahu, že epigenetické změny mohou 

způsobovat také faktory z prostředí. 

Existují minimálně tři epigenetické mechanismy, jež ovlivňují vývoj u živočichů a 

zároveň se podrobují kritériu nedědičnosti: metylace DNA, kovalentní modifikace 

histonů a komplex Polycomb-thithorax proteinů (Santos et al., 2005). 

Pojem norma reakce pak definuje soubor všech fenotypů, které mohou být vytvořeny 

jediným genotypem, je-li konfrontován s různými podmínkami prostředí (Schlichting 

a Pigliucci, 1998). U rostlin a bakterií byla popsána další možnost regulace DNA - 

transpozice.  
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1.3.3. Transpozice 
 

Transpozice spočívá v řízeném přemisťování určitého genu (úseku DNA) z jednoho 

místa chromozómu na jiné nebo na zcela jiný chromozóm. Za tuto schopnost, 

vedoucí k vypínání a zapínání genů, případně ke změnám způsobů regulace jejich 

vyjádření na jedné straně a umožňující přemisťování, ztrátu či zmnožování celých 

velkých úseků genetického zápisu (chromosomal rearrangment – přebudování 

chromozomů) na straně druhé, jsou odpovědné úseky, kterým se dnes obecně říká 

inzerční (IS) sekvence („vmezeřovací řetězce“), nebo celé komplexy – transpozony 

(„jumping genes“ – skákající geny), které tato přemisťování IS – sekvencí řídí 

(podle Neubauer, 2002). 

Systematická analýza kukuřičných rostlin, uskutečněná Barbarou McClintockovou 

(McClintoc, 1963), nesoucích mutovatelné lokusy a analýza variant identifikovaných 

novátorským studiem kukuřičných semen i celých rostlin byla zásadní pro revoluční 

objevy mechanismů genové reorganizace, vnitrobuněčné síťové kontroly genové 

exprese a evoluce genetických regulačních systémů (Fedoroff a Botstein, 1992).  

 

 

1.3.4. Bakteriální transpozice - základní typy bakteriálních transpozonů  
 

Tn-elementy: genetická informace transpozonu obsahuje jednak informaci pro 

vlastní transpozici, jednak informaci (strukturní geny) determinující další znaky 

buněčného fenotypu (většinou geny determinující rezistenci k antibiotiku). V 

nukleotidové sekvenci Tn-elementu jsou na obou koncích tzv. obrácené repetitivní 

sekvence.  

Příklad: Tn3-element: přítomnost genů tnpA a tnpR, které kódují transponázu a 

rezolvázu, a dále přítomnost genu bla (β-laktamáza, hydrolyzující β-laktamová 

antibiotika). Transponáza: enzym katalyzující transpozici, rozeznává obrácené 

repetitivní sekvence transpozonu, štěpí specifické sekvence cílového místa a 

následně katalyzuje jejich spojení s koncovými sekvencemi vloženého transpozonu. 

Rezolváza: katalyzuje degradaci meziproduktu, vznikajícího kontaktem donorové a 

recipientní DNA. Produkt genu determinujícího rezolvázu rovněž funguje jako 

regulační bílkovina syntézy rezolvázy a transponázy. 
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IS-elementy: zatím je předpoklad, že genetická informace těchto transpozonů se 

výhradně týká vlastní transpozice. (Přítomnost genu tnp (transponáza). Princip 

stavby-obrácené koncové repetice-zachová, Kombinované (složené) Tn-elementy: 

centrální část tvořena Tn-elementem, koncové části jsou tvořeny IS-elementy. 

Mohou determinovat rezistenci k antibiotiku). Možnost transpozice z plazmidu na 

chromozom v kombinaci s možným (mezibuněčným, konjugativním) přenosem 

plazmidu nesoucího složený Tn-element určuje účast těchto transpozonů na 

mezibuněčné distribuci (bakteriální) rezistence k antibiotikům. 

Předpokládá se, že účast těchto mechanismů není omezena pouze na předávání 

specifické resistence vůči antibiotikům, ale že se tímto způsobem mohou předávat i 

různé jiné informace mezi bakteriemi v populaci (www.vscht.cz/kch/ 

kestazeni/sylaby/genetika.pdf). 

 

 

1.4. Mnohobuněčná těla u bakterií 
 

 

1.4.1. Fruiting bodies - plodničky 
 

Zdá se, jakoby první krok při evoluci mnohobuněčných organismů bylo spojování 

buněk do koloni (rostou-li bakterie na pevných površích). Nejjednodušší způsob jak 

toho dosáhnout, je pro dceřiné buňky zůstat po každém buněčném dělení pohromadě. 

Například myxobakterie žijí v půdě a živí se nerozpustnými organickými 

molekulami, které zpracovávají za pomoci sekrece degradativních enzymů. Vytvářejí 

volné kolonie, kde se enzym sekretovaný každou buňkou shromažďuje, čímž 

zefektivňují zpracovávání organických molekul (efekt smečky). Myxobakterie 

představují však pouze část sociální rafinovanosti mezi prokaryoty. Pokud dojde 

k vyčerpání potravy, buňky se agregují těsně k sobě a vytvoří mnohobuněčné fruiting 

body - plodničky (Obr. 1.8), kde se bakterie diferencují do spor, které dokážou přežít 

i v extrémně nepříznivých podmínkách. Pokud je prostředí příznivější, spory vyklíčí 

a vytvoří novou populaci bakterií (Brun a Shimkets, 2000; Kunert a Kaiser, 1982). 
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Obr. 1.8: Fruiting bodies formované myxobakterií (Chondromyces crocatus) viděna 
elektronovým mikroskopem.  
Každé fruiting body, přeplněné sporami, je tvořeno agregací zhruba milionu diferencovaných 
buněk myxobakterií (Grilione a Pangborn,  1975). 
 

 

 

Další typ mnohobuněčných těl se specifickým způsobem růstu jsou kolonie Bacillus 

mycoides, jež se vyskytují ve dvou formách (jedna se stáčí ve směru hodinových 

ručiček a druhá proti směru) (Di Franco et al., 2002)(Obr. 1.9). 

 

 

Obr. 1.9: Dvě formy kolonií Bacillus mycoides (Di Franco et al., 2002). 
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1.4.2. Biofilmy a plaky 

 

V přírodě jsou bakteriální kolonie dosti vzácné. U Serratia marcescens jsou 

například pozorované v čistých tekoucích vodách (horní toky potoků a řek). Ve 

většině případů se bakteriální populace v přírodě vyskytují ve formě bakteriálních 

plaků a biofilmů. 

Biofilmy a plaky jsou komplexy bakterií jednoho či více druhů (až stovek). Biofilmy 

se vyznačují přilnavostí k povrchu, strukturní heterogenitou (značné množství 

kanálů, výdutí atd.), genetickou diverzitou a složitými mezibuněčnými (i 

mezidruhovými) interakcemi. Biofilmy jsou také schopné velmi pružně reagovat na 

měnící se podmínky prostředí tak, že se samy plasticky přestavují (Shapiro, 1998). 

Při mikroskopickém sledování biofilmu u Serratia liquefaciens jsou popsány 

buněčné agregáty obsahující buněčné řetízky (cell chains) i dlouhé vláknité buňky 

(Labbate et al., 2004). 

Tvorba biofilmu je u Serratia marcescens regulována souhrou procesu quorum 

sensing spolu s nutričními podněty (nutrient cues) (Rice et al., 2005). 

 

 

1.5. Rezistence proti antibiotikům jako nástroj poznání v oblasti 

kooperace a sebeorganizace 

 

Rezistence může vzniknout díky kooperativní odezvě užívající sofistikované 

komunikační možnosti. Bakterie v samoorganizovaných koloniích nebo ve 

speciálních pouzdrech mohou být mnohem více rezistentní k antibiotikům než stejné 

bakterie v suspenzi. V kolonii si utvářejí „genetický web“ tím, jak si předávají 

informaci vedoucí k rezistenci pomocí plazmidů nebo díky virům. Předávají si tuto 

informaci jak mezi sebou tak mezi celými koloniemi a dokonce ji předávají i cizím 

bakteriím (Ben- Jacob et al., 2003). 

 

Studium bakteriální samoorganizace může pomoci vyvinout nové bojové strategie, 

například léky, které narušují možnosti bakteriální komunikace (Ben-Jacob et al., 

2004). Na druhou stranu, zlepšení bakteriální kooperace nám může pomoci při 

lepším využití bakterií v industriálních procesech, jako je rozkládaní odpadních 



    - 32 - 

látek, nebo vytváření léků. Jsou tu také čistě vědecké důvody k úspěšnému rozpletení 

tajemství bakteriální sebeorganizace. Poznatky získané studiem bakterií mohou vnést 

světlo do záhady přírodní sebeorganizace a komplexifikace a možná i na vývoj 

poznávání samého (Ben-Jacob, 2003).  

 

 

1.6. Fyzikální pohled  

 

Jak jsme viděli, bakteriální kolonie nejsou pasivní výslednicí chaotického 

kompetitivního růstu biomasy omezovaného pouze gradienty ubývajících živin a 

hromadění toxických zplodin látkové přeměny, za které je často biologové 

považovali. Pro biologickou interpretaci kolonií existují přesvědčivé doklady jednak 

anatomické, jednak dynamické, kdy přímým sledováním růstu a chování 

bakteriálních buněk při aktivní výstavbě kolonií byly objeveny morfogenetické 

pohyby (snapping či palisading movements) a zjištěna úloha vláknitých forem 

vytvářejících přechodné „lešení“, podle kterého se normální buňky uspořádávají 

(podle Neubauer, 2002). 

Biologické utváření specifických vzorů a tvarů (pattern) na úrovních od nanometrů 

až po kilometry je nyní předmětem intenzivního výzkumu na mnoha úrovních. Stejně 

tak existuje velký počet vědců zabývajících se výzkumem v oblasti tvoření a 

udržování určitých vzorů u neživých systémů, kde byl učiněn velký pokrok 

v identifikování základních fyzikálních mechanismů (schémat), které se snaží 

popisovat pozorované jevy.  

Jako první se musí identifikovat schémata tvorby struktur a na nich můžeme začít 

budovat modely a  vyslovovat předpovědi. První typy, které byly pilně studovány 

byly rozvětvené fraktální struktury hodně připomínající tvary, které můžeme vidět ve 

fyzikálních systémech při podmínkách růstu při limitované difúzi. Nejběžnějším 

příkladem je růst krystalů z přesyceného roztoku, při kterém se pevná složka rozrůstá 

připojováním molekul, které difundují skrze složku tekutou. Difúzní pole žene 

systém k zdobným (na mnoha úrovních) nepravidelným fraktálovým tvarům; díky 

působení Mullins – Sekerkově (MS) nestabilitě jsou vnější výčnělky mnohem 

efektivnější v přitahování toku a molekul, a proto rostou rychleji než jejich okolí. 
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Bylo ukázáno (použitím nejrůznějších modelů), že potřeba živin vede kolonie, které 

mají ostrý okraj, k MS nestabilitě.  

V originálním experimentu Matsushity jsou kolonie Bacillus subtilis dány na misku 

s tvrdým povrchem, takže se nemůžou pohybovat. Pohyb se přesto dostaví tak, že se 

individuální buňky prodlužují a dělí in situ na okraji kolonie. Bakterie Paenibacillus 

dendriformis užívá elegantní trik k dosáhnutí téhož. Vypouští tekuté mazivo, která ji 

dovoluje pohybovat se po substrátu. Přizpůsobí čas potřebný k sekreci této látky, její 

viskozitu, a její poměr absorpce do substrátu tak, aby se efektivní bakteriální difúzní 

konstanta zvýšila (z nuly) s rostoucí bakteriální hustotou. Navíc tam, kde je 

nedostatek potravy, bakterie vstoupí do  předsporulačního stavu, ve kterém se již 

nemůžou pohybovat, ale stále si udržují možnost komunikace díky chemickým 

signálům. Kombinovaný efekt nelineární difúze se změnou v předsporulační stadium 

umožňuje růst - „větví“ kolonie s dobře definovatelnými hranicemi. Tento 

mechanismus může být inkorporovaný do reakčně difúzní soustavy, a tím vede 

k fyzikálně založeném modelu pro pattern větvení (Levine a Ben-Jacob, 2004). 

 

Během vývoje kolonie vytvářejí bakterie hojnost tvaru a vzorů. Některé z nich jsou 

velmi podobné těm, které vidíme v neživých systémech (krystaly, sněhové vločky). 

Proto se můžeme domnívat, že principy sebeorganizace v neživých systémech nám 

mohou pomoci k pochopení bakteriálních kolonií. Měli bychom se však 

vyhnout matematizování živých systémů a mít stále na paměti, že bakterie umí 

předvádět mnohem složitější vzorce chování, které reflektují jejich sofistikované 

možnosti komunikace (Ben-Jacob, 2003).  

 

 

1.7. Pohyb u bakterií S.m. 

 

U bakterií bylo prokázáno několik druhů pohybu, ať se uvažuje bakterie samotná 

(swimming and swarming, palisading movements (zmiňováno Neubauerem 2002), 

gliding, twitching, sliding a darting (Henrichsen, 1972)) nebo bakteriální kolonie 

(rotování kolonií Paenibacillus vortex viz Obr. 1.10)  
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Obr. 1.10: Rotující kolonie Paenibacillus vortex s dírou ve středu rotujícího kruhu 
(Ben-Jacob a Cohen, 2000). 

 

 

Bylo dokázáno, že peritrichálně bičíkaté bakterie, např. Serratia m., se pohybují 

rychleji, pokud je prostředí viskoznější. Každý druh má samozřejmě svojí optimální 

hranici viskozity, při které se pohybuje nejrychleji (Scheider a Doetch, 1974). 

 

 

1.7.1. Swarming a Swimming 
 

U bakterie Serratia marcescens je známo, že vytváří dvě různé formy s různými 

schopnostmi pohybu v závislosti na tom, zda je pěstována v tekutém (plavání - 

swimming), či na pevném médiu (plazivý pohyb mnohobuněčných útvarů bakterií - 

swarming) (Albertit a Harsheyt, 1990). V tekutém prostředí je Serratie 1 až 2 µm 

dlouhá tyčinka s 1 až 5 peritrichálními bičíky. Pokud byly buňky pěstovány na 0,7 – 

0,85% agaru, byly 5 až 100 µm dlouhé a měly stovky bičíků. Tyto bakterie se ve 

skupinách pohybovaly plazivým pohybem (swarming). Typické pro tento pohyb je, 

že bakterie mají před sebou viditelnou vrstvu extracelulárního slizu a pohybují se 

vždy ve „vlnách“. Po každém jasně viditelném pohybu se na několik hodin zastaví a 

poté se opět začnou pohybovat dál (O'Rear et al., 1992). Tento pohyb je stejně jako 

formování biofilmů, či tvorba prodigiosinu aktivován procesem quorum sensing a 

indukován signální molekulou AHL (Morohoshi et al., 2007).  
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1.8. Závislost morfologie kolonie na hustotě agaru 

 

Také byla pozorována závislost morfologie kolonií na koncentraci agaru. Kolonie 

rostoucí na agaru do hustoty 0,4 % (Obr. 1.11 A) rostly jak nad agarem, tak 

prorůstaly do něj. Měly relativně pevnou stavbou a nebyla pozorována swarming 

aktivita. Na agaru o hustotě 0,4 % až 0,6 % (Obr. 1.11 B) byly pozorovány 

ponořující se kolonie, ale již se swarming aktivitou. Na agaru 0,6 % až 1,2 % (Obr. 

1.11 C) byly pozorovány jen povrchové kolonie se swarming aktivitou, a na agaru o 

hustotě 1,2 % a větší (Obr. 1.11 D) byly pozorovány dobře stavěné povrchové 

kolonie bez swarming aktivity (Bees et al., 2002). 

 

 
 
Obr. 1.11: Kolonie rostoucí na různě hustých agarech. 
A – kolonie rostoucí na agaru o hustotě menší nebo rovné 0,4%; B – kolonie rostoucí na 
agaru o hustotě 0,4 % až 0,6 %; C – kolonie rostoucí na agaru o hustotě 0,6 % až 1,2 %; D – 
kolonie rostoucí na agaru o hustotě větší nebo rovné 1,2% (Bees et al., 2002) 
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1.9. Sociální inteligence u bakterií (kooperace a střety) 

 

Pojem sociální inteligence se vztahuje k lidským mentálním dovednostem, které jsou 

spojeny s úspěšným vedením sociálního života. Proto bývá často spojována 

s kognitivními možnostmi člověka, jako je vnímání vlastní i skupinové identity, 

vnímání vlastních i skupinových cílů, zabývání se adaptivními sociálními 

interakcemi a spolupracování za účelem vlastního i společenského prospěchu. 

Bakterie vykazují vzorce kolektivního chování, které reflektuje některé základní 

aspekty sociální inteligence. Například myxobakterie, pokud jsou napadeny virem, 

dokážou vyzrát na narušitele (virus) tím, že kolektivně začnou exprimovat geny, jež 

kódují proteiny s jinými povrchovými antigeny, jež vir nedokáže rozpoznat, a tím 

tyto kooperující bakterie vytvoří nový „dialekt“, který je těžké narušiteli (viry) 

rozluštit, čímž se narušitele zbaví (Dworkin, 1996).  

U multi-koloniálních komunit (jako jsou plaky a biofirmy) je sociální inteligence 

využívána ke kooperaci mezi různými druhy. Každá jednotlivá kolonie v biofilmu se 

soustředí na svůj konkrétní úkol (tok živin, nebo odstranění určité látky z biofilmu) a 

tímto rozdělením práce se úspěšnost a spolupráce celého biofilmu zvyšuje (Ben-

Jacob, 2004).  
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2. Materiály a metody 

 

2.1. Materiály 

 

a) Použité mikroorganizmy 

 

V této práci jsme používali bakterii Serratia marcescens, kmen CNCTC 5965,  který 

jsme obdrželi ze Státního zdravotního ústavu.  

 

b) Média a pufry 

 

Pevná média :  

ŽA + G - obsahuje 40g živného agaru č.2 (Imuna), 5g glukózy (Sigma) v  

              1000 ml destilované vody    

ŽA     - obsahuje 40g živného agaru (Imuna) v 1000 ml destilované vody 

TN    - obsahuje 10g tryptonu (Difco), 5g NaCl, 15g  agaru (Oxoid No.1) 

              v 1000 ml destilované vody 

PY     - obsahuje 10g proteose pepton (Oxoid), 5g NaCl,  

              3g kvasinkový extrakt (Oxoid), 5g glukózy (Sigma), 

              15g agaru (Oxoid No.1) v 1000 ml destilované vody. 

TA     - obsahuje 10g tryptózy (Difco), 5g NaCl , 15g agaru (Oxoid No.1) 

              v 1000 ml destilované vody. 

ŽA + M - obsahuje 40g živného agaru č.2 (Imuna), 5g maltózy (Sigma)  

              v 1000 ml destilované vody 

 

Výše uvedená média obsahují 1,5 % agaru. 

 

ŽB + G (0,5 %) - obsahuje 25 g Živného bujón č.2 (Imuna), 5 g glukózy 

                           (Sigma), 5 g agaru (Oxoid) v 1000 ml destilované vody 

ŽB + G (0,8 %)  - obsahuje 25 g Živného bujón č.2 (Imuna), 5 g 

                            glukózy (Sigma), 8 g agaru (Oxoid) v 1000 ml  

                            destilované vody 

ŽB + G (1,5 %) - obsahuje 25 g Živného bujónu č.2 (Imuna), 5 g  
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                           glukózy (Sigma), 15 g agaru (Oxoid) v 1000 ml 

                           destilované vody 

 

Tekutá média :  

ŽB + G - obsahuje 25g živného bujónu (Imuna), 5 g glukózy (Sigma) v 

              1000 ml destilované vody 

FP        - Fosfátový pufr ( pH 7,2) – obsahuje 17,9 g  Na2HPO4 x 

              12H2O, 3,0 g  KH2PO4, 0,5 g NaCl, 1,0 g  NH4Cl v 1000 ml 

              destilované vody 

ZM       - Zamražovací médium – 15 g Glycerol p.a. (Lachema), 2,5 g 

              Živného bujónu č.2 (Imuna) doplněno destilovanou vodou do  

              konečného objemu 100 ml    

 

 

c) Sklo a pomůcky  

 

 Pro práci s kulturami bakterií 

bakteriologická klička platinová 

bakteriologická jehla platinová 

 

 Laboratorní sklo 

k přípravě a uchovávání pufrů a médií: 

Láhve se šroubovacím uzávěrem zn. Duran – 500ml, 250ml 

odměrné válce - 200 ml 

 

pro práci se suspenzí bakteriální kultury: 

skleněná tyčinka s koncem ve tvaru hokejky ( k roztírání suspenze na plotně) 

skleněná tyčinka s koncem ve tvaru kuličky s průměrem 1mm ( k jemnějšímu 

roztírání suspenze na plotně) 

skleněné kyvety pro Spektrofotometry - 1ml 

 Erlenmeyerovy baňky 100 ml 

 Jiné pomůcky 

Petriho misky polystyrénové – průměr 90 mm, 60 mm (ke kultivaci na tuhém 

médiu) – pokud není uvedeno jinak, byly používány Petriho misky o průměru 

90mm. 
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            Kultivační destičky pro tkáňové kultury s kruhovými otvory o 

            průměru 1,5 a 3,4 cm 

            Stričky s různobarevnými víčky – 500 ml 

Hliníková fólie v roli  

 Mikrozkumavky Eppendorf s bezpečnostním uzávěrem - 1,5 ml  

 Zkumavky zamražovací – 2 ml 

Papírové krabičky do mrazících boxů 

Nastavitelné mikropipety Socorex model 825 (1-10µl, 10 – 100 µl, 

100 – 1000 µl) 

Špičky k pipetám  

Ajatin, Líh 

 Skalpel, pinzeta 

Bakteriální filtry ACRODISK SYRINGE FILTERS   

sterilní injekční stříkačky na jedno použití 

Parafilm 

 

 Přístroje: 

Biological termostat BT 120 

 Spektrofotometr Spekol 11 

 Váhy – ADAM AQT – 200 

 Laminární box GEMINI 

Fotoaparát Olympus C – 5050 ZOOM 

Binokulární lupa Olympus S240 

Kahan na propan-butan Labogaz 206 

 Vortex ZX3 

 Magnetická míchačka 

 Centrifuga Eppendorf Minispin 

 

d) Sterilizace 

 

Pro zajištění sterilní práce byl používán ajatin a denaturovaný líh. Používané sklo, 

laboratorní pomůcky, pufry i kultivační média byly sterilizovány klávováním při 

121°C po dobu 20 minut. 
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2.2. Metody 

 

a) Teplota a doba inkubace Serratia marcescens 

     

Pro běžná sledování experimentů jsme zvolili dobu inkubace v termostatu 48 - 72 

hodin při teplotě 27°C, poté byly misky přeneseny do pokojové teploty do tmy.  

 

b) Měření OD 

 

Optickou denzitu OD jsme měřili na spektrofotometru Spekol 11 ve viditelném 

světle při vlnové délce 450 nm ve skleněných jednomililitrových kyvetách 

v intervalu hodnot OD 0 až 1,0. Takovéto uspořádání zajišťuje lineární závislost OD 

na koncentraci biomasy (zákalu bakteriální suspenze). Kalibrační vztah mezi 

hodnotami OD a množstvím buněk, které po vysetí na agarovou plotnu dají vznik 

koloniím, jsme stanovili experimentálně. V našem uspořádání odpovídá koncentraci 

buněk cca 10
8
/ml optická denzita pohybující se v rozmezí 0,18 až 0,22. 

 

c) Výsev 

  

Buňky byly resuspendovány, naředěny ve FP a vysety na Petriho misky s agarem  

(100 µl na 9 cm P.m., 40 µl na 6 cm P.m.). Na povrchu misky byly buňky 

rovnoměrně rozprostřeny skleněnou hokejkou. 

 

d) Izolace jednotlivých klonů 

 

Vypálenou a vychladlou kličkou jsme nabrali část vybrané kolonie, kterou chceme 

izolovat, a několika tahy kličkou jsme ji rozetřeli po agaru na okraji plotny. Kličku 

jsme vysterilizovali vypálením v plameni, nechali jsme ji vychladnout a rozetřeli 

okraj prvního roztěru do volného prostoru agarové půdy. Toto jsme opakovali 

několikrát a v posledním roztěru jsme získali po inkubaci jednotlivé kolonie. 
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e) Nárůst bakteriální kultury do stacionární fáze 

 

Bakteriální suspenze byla zaočkována do ŽB tak, aby OD byla v rozmezí 0,03 až 

0,05. Dostatečná aerace kultury byla dosažena zaočkováním 10 ml bakteriální 

suspenze v Erlenmeyerově baňce o objemu 100ml. Takto zaočkovaná suspenze byla 

ponechána 24 hod v 27°C.  

   

f) Usmrcování buněk 

 

Suspenze buněk v ŽB o objemu 500µl byla povařena v mikrozkumavce 1 minutu ve 

vodní lázni. Abychom se zbavili malého procenta přeživších bakterií, povařenou 

suspenzi jsme centrifugovali při 10000g po dobu jedné minuty a supernatant 

přefiltrovali. Takto upravený supernatant byl použit k experimentu. 

 

g) Filtrace buněk 

 

Suspenze buněk byla filtrována přes sterilní bakteriální filtry Acrodisc pomocí 

injekční stříkačky. 

 

h) Kondiciované médium 

 

Bakteriální suspenze narostlá do stacionární fáze byla stočena v centrifuze při 10000 

g po dobu jedné minuty, supernatant byl zfiltrován a použit jako kondiciované 

médium. 

 

i) Zamražování bakteriální suspenze 

 

Zamražování: 

Zamražovací médium bylo naváženo a rozmícháno na magnetické míchačce. 

Klávováno bylo 20 minut při 121 °C. Sterilně bylo rozplněno po alikvotech (0,1 – 

1m l)  do sterilních zamražovacích zkumavek a uchováno v –20°C zmrzlé. Do 

vhodného objemu byla přenesena při pokojové teplotě sterilní platinovou kličkou 

jedna kolonie, eventuálně část biomasy z izolované kultury. 

Po resuspendování na Vortexu byl stabilát přenesen do -80°C a tam byl uchován.  
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Rozmražení stabilátů: 

Z -80°C byl stabilát vyjmut a rozmražen při pokojové teplotě. Část stabilátu byla 

naředěna ve FP a vyseta, eventuálně přenesena na Petriho misku a vyčárkována. 

 

j) Fotografování 

 

Fotografovali jsme fotoaparátem Olympus C – 5050 ZOOM za denního světla ze 

vzdálenosti cca. 30 cm nad požadovaným objektem. 

 

k) Fotografování pod lupou 

 

Fotoaparát jsme upevnili na binokulární lupu a fotografovali požadované objekty se 

zvětšením. 

 

 

Všechny výsledky uvedené v Experimentální části jsou podloženy více (min. třema) 

pokusy. 
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3. Experimentální část     

        

3.1. Popis používaného kmene 

 

Z původního zdroje kmene CNCTC 5965, vyčárkovaného na agarové plotně, jsme 

odebrali část bílé biomasy a tu následně vyseli na média ŽA a ŽA + G. Zatímco na 

médiu ŽA narostly červené nestrukturované kolonie, na médiu ŽA + G narostly 

nejen kolonie bílé, nestrukturované, kterých byla většina, ale také strukturované bílé 

kolonie se zvednutým červeným valem bez červeného středu (dále už jen BS) (Obr. 

3.1) a kolonie se zvednutým červeným valem a vystouplým červeným středem (Obr. 

3.2), které jsme nazvali Fontánka (dále jen F) (Obr. 3.1, Obr. 3.2). 

Z dalších pozorování vyplynulo, že na půdě ŽA + G je výše popsaný „fontánkovitý“ 

fenotyp dále udržitelný. 

Pro některé další pokusy se stala důležitá i jeho bílá varianta (B), kterou jsme 

vyizolovali ze stejného původního zdroje (Obr. 3.1). 

 

 

 
 

Obr. 3.1: Tři získané fenotypové varianty.  
Vlevo nahoře je bílá varianta fontánky (B); vpravo nahoře je Fontánka (F); dole je klon bez 
středu (BS) 
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Pro morfologickou netriviálnost (vyvýšený okraj i střed) a barevnou různorodost 

Fontánky jsme tento klon (F) volili jako modelový, druhým naším modelovým 

typem pak byla jeho bílá varianta (B). 

 

 

  
 
Obr. 3.2: Morfologie Fontánky (F) a její bílé varianty (B).  
a - příčný průřez středem klasické Fontánky s vyvýšeným středem i okrajem; b - kolonie typu 
Fontánka; c - bílá varianta kolonie typu Fontánka 

 

 

 

 

a 

b 

c 
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3.2. Definice a rozdělení získaných mnohobuněčných těl  
 

 

Podle způsobu vysévání a počátečního množství buněk ve výsevu jsme opakovaně 

obdrželi  a definovali tyto čtyři dobře odlišitelné morfologické typy: kolonie, kibuc, 

soukolonií a skvrna. 

 

 

3.2.1. Kolonie  
 

Mnohobuněčný útvar narostlý z jediné buňky. Jejich vzhled závisí na hustotě kolonií 

na misce. Pokud vysejeme F bakterie na ŽA + G v počtu přibližně 100 a více na 

misku, narostou malé nestrukturované červené kolonie, které mají průměr 1-2 mm 

(Obr. 3.3 a). Kolonie vyseté na stejné médium ale v menší hustotě (10 kolonií na 

misku), vyrostou po týdnu kultivace do velikosti 7-8 mm v průměru (Obr. 3.3 b). 

Tyto kolonie mají mnohem výraznější zbarvení i diferenciaci: bílé na počátku 

vývoje, později zčervená střed i vyvýšený okraj (Obr. 3.5). Po obvodu kolonie se 

občas vyskytují bílé a červené výhonky (viz šipky na obr. 3.3 b). 

 

 

 

 

        
 

Obr. 3.3: Výsevy F kolonií. 
a - hustý výsev F kolonií na misce; b - řídký výsev F kolonií na misce (šipky ukazují na bílé a 
červené výhonky po obvodu kolonie) 

 

 

 

a b 
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Stejnou závislost vzhledu kolonií na hustém či řídkém výsevu pozorujeme i u bílé 

varianty B (Obr. 3.4) 

 

 

                 

 
 

Obr. 3.4 : Výsevy B kolonií 
a – hustý výsev B kolonií na misce; b – řídký výsev B kolonií na misce 

 

 

 

 

 
 
Obr. 3.5 : Časový vývoj řídkého výsevu F kolonií. 
a - třetí den vývoje; b – sedmý den vývoje; c – desátý den vývoje 

 

 

 

 

3.2.2. Kibuc 
 

Kibucem byl nazván mnohobuněčný útvar narostlý z husté suspenze buněk (více než 

100) aplikované na misku s agarem do malého kruhu s průměrem 1-2 mm. Buňky 

byly aplikovány buďto formou kapky (přibližně 1µl), nebo dotykem, což je přenesení 

a 
b c 

 

 

a b 
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části materiálu, odebraného ze zdrojové kolonie/kibucu sterilní jehlou, na agarovou 

misku. Pro vznik klasického kibucu je zapotřebí okolní volný agarový prostor. 

Vzhled a rozměry (průměr okolo 10 mm) narostlého kibucu (Obr. 3.6) jsou podobné 

jako u jednotlivých kolonií B a F vysetých na P.m. v malé hustotě (cca 10 kolonií na 

misku)(Obr. 3.5 c). O tom, že taková spolupráce většího počtu buněk, které se setkají 

v ranném stadiu množení (tvorby vlastní monofyletické mikrokolonie), 

je morfogenetický výkon, svědčí občasný neúspěch – výskyt ‚roztřepených‘ kibuců 

(Obr. 3.7). Velikost a vzhled kibucu se nemění s různou hustotou buněk (10
2
 – 10

7
) 

ve zdrojové kapce (v případě vykapávání lze tuto hustotu lehce měnit).  

Při vyřeďování zdrojové kapky až na jednotky buněk v 1 µl vzniká po nanesení na 

agar soukolonií (viz níže), od stovek buněk v 1 µl vzniká kibuc. Přechodová stádia 

neexistují. Jde buď o kibuc nebo soukolonií a v případě, že v 1 µl se nachází pouze 

jedna buňka, vzniká po  nanesení na agar výše popsaná kolonie. 

 

 

   

   
 

Obr. 3.6: Kibucy 
a – F kibuc; b – B kibuc 

 

a b 
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Obr. 3.7: Roztřepený F kibuc 
 

 

Pokud se suspenze o stejné hustotě buněk/cm
2
, která je vhodná pro vznik kibucu (viz 

tabulka hustot), aplikuje do většího kruhu (tj. do kruhu o průměru větším než 2 mm), 

dostáváme až do jisté velikosti kruhu (do průměru cca 4 mm) klasický kibuc; kruh o 

průměru 7-8 mm je prostorem hraničním. Tady vzniká útvar svou stavbou 

připomínající buď klasický kibuc nebo skvrnu (viz níže) (Obr. 3.8). Pokud dále 

zvětšujeme průměr kruhu, dostáváme už jen skvrnu. Podobné výsledky dostáváme, 

když rozprostíráme stejné množství buněk vhodných pro vznik kibucu (při 

vykapávání) do stále většího kruhu. I tady je kruh o průměru 7-8 mm hraniční (Obr. 

3.8 a, 3.8 b). 
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Obr. 3.8: Osidlování různě velkých prostorů F variantou. 
 a – suspenze o stejné hustotě buněk v ml rozprostřena do kruhů o průměru 2, 7, 20 a 26 
mm (na misce od nejmenšího po největší); b – suspenze o stejné hustotě buněk v ml 
rozprostřena do kruhů o průměru 2, 4, 8 a 15 mm (na misce od nejmenšího po největší); c – 
suspenze o stejném množství buněk na mm

2
 rozprostřena do kruhů o průměru 2, 4 a 8 mm 

(na misce od nejmenšího po největší) 

 

 

 

3.2.3. Soukolonií 
 

Soukolonií jsme si definovali jako počitatelné množství malých kolonií (cca 10-100 

buněk/cm
2
) vyvinuvších se ze zdrojové suspenze rozprostřené do přibližně 100x 

většího prostoru než v případě kibucu (kruh o průměru 1,5 cm), které spolupracují na 

stavbě mnohobuněčného těla. Při nižší hustotě vysévaných buněk (okolo 10) se 

výsledné tělo vyvine do soukolonií s více červenými (pokud jde o F soukolonií) 

středy (v závislosti na počtu zdrojových buněk) a jedním společným okolním valem 

(Obr. 3.9). Při větší denzitě vysévaných F buněk (okolo 100 buněk/cm
2
) dostáváme 

F soukolonií se spojitým (větším) vystoupnutým červeným centrem 

a 
b 

c 

2 mm 

4 mm 

20 mm 

26 mm 

2 mm 
4 mm 

8 mm 

15 mm 

2 mm 

4 mm 
8 mm 
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obklopeným bílým okrajem, který během stárnutí také červená (Obr. 3.10). Přechody 

mezi dvěma výše uvedenými příklady jsou plynulé. Vysévaný počet buněk je pro 

vznik soukolonií důležitý. Je nutná vhodná vzdálenost mezi vznikajícími koloniemi, 

které se během růstu setkají, vzájemně se nevymezují a vytvoří společnou stavbu. 

Abychom mohli pozorovat pěkné soukolonií, musí být kolem vznikajícího 

soukolonií dostatečně velký volný prostor (viz kapitola 3.6.2.). Je proto nejlepší vysít 

jen jedno takové na misku. Celková morfologie soukolonií připomíná morfologický 

rozvrh kolonií typu Fontánka, tj. červený střed, bílé mezikruží a červený val okolo 

(Obr. 3.9, Obr. 3.10), eventuálně typu B (Obr. 3.9 b). 

 

 

 

  
 

Obr. 3.9: Soukolonií 
 a - F soukolonií z 12 buněk; b - B soukolonií ze 3 buněk 

 

 

 
 

Obr. 3.10: Časový vývoj F soukolonií. 
Soukolonií z cca 100 buněk – časový vývoj (stáří 4, 11, 14 dní) 

 

 

a b 
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3.2.4. Skvrna  
 

Pokud je počet buněk ve vysévaném prostoru větší než hraniční počet vhodný pro 

uspořádání soukolonií (viz tabulka hustot), žádné oddělené kolonie se na začátku 

růstu neobjeví (jen souvislý povlak) a systém se vyvine v útvar, který jsme nazvali 

skvrnou. Jde o homogenní nestrukturovaný nárůst s jasně vyvýšeným okrajem. 

V závislosti na zdrojovém inokulu jsme dostávali F nebo B skvrnu (Obr. 3.11).  

 

      
 

Obr. 3.11: Skvrny 
a - F skvrna; b - B skvrna 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a b 
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Tabulka závislosti výsledného fenotypu na hustotě zdrojové suspenze a prostoru 

do nějž je suspenze aplikovaná 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
1000 - 

10000 (cca 

5000) 

 

kibuc kibuc kibuc kibuc/skvrna skvrna   skvrna   
povlak/ 

kolonie 

100 - 1000 

(cca 500) 

 

kibuc kibuc 
kibuc/ 

soukolonií 

kibuc/ 

soukolonií/ 

skvrna 

soukolonií/ 

skvrna 

soukolonií/ 

skvrna 
kolonie 

10 - 100 (cca 

50) 

kibuc 
kibuc/ 

soukolonií 

kibuc/ 

soukolonií 

kibuc/ 

soukolonií 
soukolonií 

soukolonií/ 

kolonie/ 
kolonie 

               

1 - 10 

(cca 5) 

 

kolonie/ 

soukolonií 

kolonie/ 

soukolonií 

kolonie/ 

soukolonií 

kolonie/ 

soukolonií 

kolonie/ 

soukolonií 

kolonie/ 

soukolonií 
kolonie 

 
2 2-4 4-7 7-12     12-15       15-25 

60mm nebo   

90mm P.m. 

 

Průměr kruhu (v mm) do něhož nanášíme suspenzi 

počet buněk v kruhu 

s volným agarovým 

prostorem kolem 
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3.3. Ovlivňování fenotypu modifikací substrátu 
 

 

3.3.1. Růst na různých kultivačních médiích 
 

Modifikací standardních kultivačních podmínek (viz materiály a metody) jsme 

získali různé fenotypové projevy kolonií (Obr. 3.12). V protikladu ke klasickému 

fenotypu Fontánka na médiu ŽA + G (Obr. 3.12 b), na médiu ŽA (bez přidaného 

cukru) vyrostly v hustém i řídkém výsevu nestrukturované červené kolonie (Obr. 

3.12 a). Podobné výsledky jsme obdrželi i na médiu PY (Obr. 3.12 c). Na TN médiu 

vyrostly bílé kolonie s červeným lemem (Obr. 3.12 d), na médiu TA vyrostly kolonie 

úplně bílé (Obr. 3.12 e). Dále jsme testovali, jaký bude rozdíl ve vlivu na fenotyp 

mezi přidanými cukry maltózou a glukózou (Obr. 3.13). Na médiu s maltózou 

vyrostly kibucy i skvrny podobné těm vyrostlým na médiu ŽA.  

 

 

 
 

 
 

Obr. 3.12: Fenotypový projev F kolonie na různých kultivačních médiích. 
Řídký výsev + detail; a – ŽA (živný agar); b – ŽA + G (živný agar s glukózou); c – PY 
(pepton  s kvasinkovým extraktem); d – TN (trypton); e – TA (tryptóza)  

 

 

 

 

 

 

 

a b c d e 
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Obr. 3.13: Srovnání vlivu maltózy a glukózy na výsledný fenotyp F varianty. 
a – kibucy a skvrny aplikované na médium ŽA + maltóza; b – kibucy a skvrny aplikované na 
médium ŽA; c – kibucy a skvrny aplikované na médium ŽA + G 
 

 

 

Shrnutí: 

Nadále jsme používali médium ŽA + G eventuálně ŽB + G, což je médium, které 

svým složením odpovídá ŽA + G , ale neobsahuje agar. 

 

 

3.3.2. Proměnlivost fenotypů mnohobuněčných těl v závislosti na hustotě 

agaru 
 

Modifikací standartních hustoty agaru (1,5%) jsme získali různé fenotypové projevy 

námi sledovaných mnohobuněčných těl. 

 

 Kolonie:  

Bakterie byly vysety na misky s médiem ŽB+G s třemi různými 

koncentracemi agaru: 1,5% (odpovídá ŽA + G), 0,8% a 0,5%. Na 0,5% agaru 

je nárůst a vybarvování kolonií rychlejší než na 0,8 % a 1,5 % agaru, kolonie 

jsou větší a většinou celé červené. Při řídkém výsevu na 0,5 % agaru je 

„fontánkovitost“ (morfologický typ F) těžko udržitelná, F kolonie mají hodně 

výhonků a veliký piškotovitý červený střed, který časem celou kolonii vyplní 

– kolonie se stává červenou (Obr. 3.14 a, d).  

 

 Kibucy: 

Podobně se na řídkém agaru (0,5 %) v porovnání s agarem hustším (1,5 %) 

chovají i kibucy. Kibuc je na 0,5 % agaru větší než na 1,5% agaru. U obou 

(0,5% i 1,5%) hustot agaru dostáváme roztřepené F kibucy s poměrně velkou 

a b c 
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plochou červené středové oblasti s tím, že na 0,5% agaru jsou červené 

výběžky ze středu do bílého okolí ještě mohutnější než na 1,5 % agaru (Obr. 

3.14 b, e). U B kibuců na 0,5% agaru jsme několikrát pozorovali větvení 

bílého nárůstu buněk do okolí (Obr. 3.15). 

 

 Soukolonií: 

Soukolonií je na řídkém agaru (0,8% a 0,5%) špatně rozpoznatelné, jeho 

„fontánkovitost“ je špatně udržitelná, protože kolonie jsou na takto řídkých 

agarech větší a velmi rychle splývají. Na 1,5% agaru naopak při výsevu 

vhodné hustoty buněk vzniká klasické soukolonií (Obr. 3.14 c, f). 

 

 

 

 
 

Obr. 3.14: F kolonie, kibucy a skvrny na médiích s různou hustotou agaru. 
a – c  0,5%; d – f  1,5% 

 

 

 

 

a b c d e f 
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Obr. 3.15: Větvení bílého kibucu na 0,5% agaru. 

 

 

Shrnutí: 

Pro sledování našeho fontánkového fenotypu se zdá být nejvhodnější koncentrace 

agaru 1,5%, a proto jsme nadále používali už jen tuto koncentraci. 
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3.4. Fenotypová dědičnost 
 

Dědičnost získaných fenotypů byla testována odebíráním inokula sterilní jehlou 

z různých částí námi definovaných objektů (kolonií, kibuců, atd.) a následným 

vysetím (při výsevu se inokulum ředí fosfátovým pufrem FP) daného inokula na 

misku se stejným substrátem jako v případě mateřského objektu. Jako kontrola bylo 

inokulum vzniklé resuspendováním celého testovaného objektu (těla), které bylo 

rozředěno a vyseto na kontrolní misky (se stejným substrátem). Vzorky byly 

zpracovány třemi způsoby: 1) vytečkováním, 2) vykapáním a 3) výsevem. 

   

1) Vytečkování: Buňky byly odebrány z testovaného místa (např. výhonek, 

střed, atd.) mateřského objektu opatrně špičkou sterilní jehly a okamžitě 

přeneseny na povrch nové agarové plotny lehkým dotykem. Tímto způsobem 

se vždy přeneslo dostatečné množství buněk vhodných pro nárůst kibucu. 

2) Vykapávání: Příslušná část (střed, val, atd.) zdrojové kolonie, či kibucu byla 

resuspendována ve FP a naředěna. Různě naředěná suspenze byla vykapána 

po 1µl na misky. Výsledkem byl klasický kibuc (v případě dostatečně husté 

suspenze). Ve vysévané kapce (1µl) může po dalším vyřeďování být jen 

několik bakterií (výsledkem je soukolonií), nebo jen jedna buňka (výsledkem 

je kolonie).  

3) Výsev: Příslušná část byla resuspendována, dostatečně naředěna ve FP a poté 

rozprostřena na agarovou plotnu. Tímto způsobem jsme získali kolonie. 

 

 

  
 

Obr. 3.16: Vyseté potomstvo F varianty. 
a - vyseté potomstvo F kibucu; b – vyseté potomstvo F kolonie 

a 
b 
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Nejrychlejší růst a vybarvení bylo pozorováno u potomstva čerstvého (malého, 

nedávno vyhřezlého) červeného výhonku u roztřepeného F kibucu (Obr. 3.17 c). 

 

 

 
 

Obr. 3.17: Potomstvo F kibucu získané tečkováním. 
a – vytečkované potomstvo červeného středu roztřepeného F kibucu; b – vytečkované 
potomstvo bílého okraje roztřepeného F kibucu; c – vytečkované potomstvo čerstvého 
červeného výhonku roztřepeného F kibucu 

 

 

 

Potomstvo B kolonie nebo B kibucu je po vysetí nebo vykapání vždy B kolonie (Obr. 

3.18) nebo B kibuc.  

 

 

 

 
 

 
Obr. 3.18: Vyseté potomstvo B varianty 
a – vyseté potomstvo B kibucu; b – vyseté potomstvo B kolonie  

 

 

 

 

b a 

a b c 
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Shrnutí: 

 

Potomstvo F, respektive B, kolonie vzniklé odebráním biomasy z různých částí 

kolonie, eventuálně kolonie celé (Obr. 3.16 b), a následným naředěním ve FP a 

vysetím nebo vykapáním, je převážně F kolonie nebo F kibuc, respektive B kolonie 

(Obr. 3.18) nebo B kibuc.  

 

Potomstvo F kibuců (zejména kibuců roztřepených) není tak uniformní jako 

potomstvo F kolonie. Kromě klasických F kolonií se s menší frekvencí objevují 

kolonie BS a celé červené. Hranice mezi fenotypy F kolonie, BS kolonie bez středu, 

a červené nestrukturované kolonie jsou neostré (červený střed jakoby postupně 

vyplňoval celou kolonii).     

 

F kibuc je, co se týká morfogeneze, různorodější než F kolonie, proto i variabilita 

potomstva je vyšší (Obr. 3.16 a). 
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3.5. Vzájemná komunikace těl 
 

Při klasických výsevech jsme zaznamenali, že F kolonie, které vyrůstají v blízkém 

sousedství, se vybarvují rychleji, než kolonie osamocené (Obr. 3.19). Vybarvování se 

poté šíří z takto zbarveného centra do okolí. 

 

 

 

 
 

Obr. 3.19: Urychlené vybarvování F kolonií ve výsevu – časový vývoj  
a -  vývoj F kolonií pátý den; b – vývoj F kolonií šestý den; c – vývoj F kolonií devátý den; d - 
vývoj F kolonií třináctý den 
 

 

 

Abychom zjistili, jakým způsobem se bakteriální těla navzájem ovlivňují, uspořádali 

jsme několik konfigurací těl a sledovali jejich chování během růstu. 

 

 

 

a b 

c d 
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3.5.1. Efekt blízkého sousedství 
 

Jak již bylo řečeno výše, pokud jsou F kolonie na ŽA +G rozprostřeny tak, že se 

nacházejí v těsné blízkosti, urychlí se jejich vybarvování oproti kolonií osamoceným 

(Obr. 3.19); z takto zbarveného centra se vybarvování kolonií šíří do okolí (Obr. 

3.19). Rychlost vývoje výsledného fenotypu je těsným sousedstvím ovlivněna 

pozitivně. Dále jsme zjistili, že kolonie vyrostlé v bezprostřední blízkosti F skvrny se 

vybarvují rychleji, než kolonie od skvrny vzdálenější (Obr. 3.20).  

 

 

 
 

Obr. 3.20: Urychlené vybarvování F kolonií v přítomnosti F skvrny - časový vývoj  
a – vybarvování F kolonií třetí den vývoje; b – vybarvování F kolonií sedmý den vývoje; 
c -  vybarvování F kolonií jedenáctý den vývoje  
 

 

 

3.5.2. Vliv skvrny na vývoj kibucu  
 

 

Schéma níže uvedených experimentů: 

 

 
 

 

dvě různé vzdálenosti  (1cm, 

2cm) vykapaných kibuců (F či 

B) od nanesené suspenze 

rozprostřené do čáry 

 
odstraněný agar (0,5 cm 

široký pruh) 

 

F či B suspenze 

rozprostřená do čáry 5 cm 

dlouhé a 1 cm široké 

 

a b c 
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Inokulum vhodné pro vývoj F skvrny, obsahující 10
8
-10

9
 buněk/30µl, jsme rozetřeli 

do čáry 5 cm dlouhé a 1 cm široké na spodní část agarové plotny a do vzdálenosti 

1cm nebo 2 cm od čáry jsme vykapali F kibucy (Obr. 3.21 a). V porovnání 

s kontrolami (Obr. 3.21 b), které byly udělány stejným způsobem, pouze bez skvrny 

ve spodní části misky, jsme zjistili, že skvrna nanesená v dostatečné blízkosti kibuců 

urychluje jejich vývoj (Obr. 3.21 a). Míra urychlování vybarvování je závislá na 

vzdálenosti F čáry od F kibuců (Obr. 3.21 a). Abychom vyloučili vzájemnou 

komunikaci skvrny a kibuců agarem, vyřízli jsme sterilním skalpelem mezi systémy 

proužek agaru (přerušení v agaru). Výsledky byly podobné, jako v pokusech bez 

přerušení (Obr. 3.21 c). Samostatné přerušení agaru (bez nanesené skvrny) nemá na 

urychlování vybarvování kibuců znatelný vliv (Obr. 3.21 d). Dále jsme pozorovali, 

že kibucy rostou asymetricky směrem od skvrny do volného agarového prostoru 

(Obr. 3.23), zatímco červenání, které se normálně začíná objevovat na středu kibucu, 

začíná na straně přilehlé (přivrácené) ke skvrně (Obr. 3.21 c). Bílá B skvrna má vliv 

na urychlování vybarvování F kibuců podobný jako F skvrna, ačkoliv ve srovnání 

s ovlivňováním F skvrnou ne tak výrazný (Obr. 3.21 e).  

Kombinace F skvrny s B kibucem (Obr. 3.21 g) také ovlivní zbarvení jinak bílého 

kibucu. Pouze s tím rozdílem, že strana kibucu přilehlá ke skvrně zrůžoví a 

nezčervená. 

Růst směrem od skvrny do volného prostoru a nezávislost ovlivňování na přítomnosti 

či nepřítomnosti přerušení v agaru mezi systémy zůstává stejná jako u F kibuců. 

Strukturovanost B kibuců je oproti kontrole potlačena.  

Nízká hustota agaru nemá na ovlivňování vybarvování B kibuců F skvrnou 

rozprostřenou do čáry 5 cm dlouhé vliv. Ovlivnění vybarvování je na 0,5 % a 1,5 % 

agaru srovnatelné. Zrůžovění B kibuců je směrem k čáře intenzivnější. 

Také kombinace výsevu B skvrny v čáře a B kibuců potlačuje v porovnání 

s kontrolami (samotné B kibucy) strukturovanost ovlivňovaných B kibuců (Obr. 3.21 

i). Vznikají hladké B kibucy bez výrazného středu. 

Pro doplnění uvádím, že vyseté potomstvo ovlivňovaných a neovlivňovaných bílých 

kibuců se neliší. V obou případech narůstají bílé kolonie (Obr. 3.22). 
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Obr. 3.21: Vzájemné ovlivňování 
mnohobuněčných těl. 
Vodorovné dvojice jsou stejného stáří; a - F kibuc 
nad F čárou ve vzdálenosti 1 cm a 2 cm; b – 
samotné F kibucy jako kontrola k a; c – F kibuc 
nad F čárou s přítomností přerušení v agaru; d – 
F kibucy nad samotným přerušením agaru; e – F 
kibucy nad B čarou ve vzdálenosti 1 cm; f – 
samotné F kibucy jako kontrola k e; g – B kibucy 
nad F čarou; h – samotné B kibucy jako kontrola 
ke g; i – B kibuc nad B čárou; j – samotné B 
kibucy jako kontrola k i  
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

     
 

Obr. 3.22: Vyseté potomstvo ovlivněných a neovlivněných B kibuců. 
a – potomstvo neovlivněného B kibucu; b – potomstvo ovlivněného B kibucu  

 

j 

a b 

i 

a b 

c d 

g h 

e f 



    - 64 - 

  
 

Obr. 3.23: Růst F kibuců směrem od nanesené F čáry.  
Kibucy a skvrna rozprostřená do čáry jsou 31 dnů staré. 

 

 

 

Shrnutí: 

       

Blízké sousedství F kolonií ve výsevu urychluje jejich vybarvování. 

Vybarvování F kibuců v sousedství skvrny je oproti kontrole urychleno s tím, že 

rychlost vybarvování klesá se zvětšující se vzdáleností kibucu od nanesené 

skvrny. 

Přerušení agaru nepatrně snižuje rychlost vybarvování F kibuců. 

Ve všech čtyřech výše uvedených případech je patrná tendence mohutnějšího 

nárůstu ovlivňovaných kibuců směrem od skvrny do volného prostoru. 

Barevnost kibuců je na straně přivrácené ke skvrně intenzivnější. 

Strukturovanost B kibuců je v přítomnosti skvrny potlačena.  

V případě růstu B kibuců v sousedství hustého nárůstu F kolonií dochází 

k růžovění B kibuců.  

Potomstvo ovlivněných (zarůžovělých) a neovlivněných B kibuců se neliší. 

 

 

Dále jsme zkoušeli, zda rychlost vybarvování F kibuců ovlivní :  

1) suspenze bakteriální kultury ve stacionární fázi (resuspendovaná fontánka byla 

zaočkována do 6 ml ŽB a ponechána 1 den v termostatu) 

2) promyté buňky z kultury ve stacionární fázi (suspenze byla stočena v centrifuze a  

    k supernatantu bylo přidáno 500µl FP a znovu stočeno – opakováno 3x) 

3) kondiciované médium (viz Materiály a metody) 

4) usmrcené buňky 
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Zjistili jsme, že živé buňky pěstované v kultivačním médiu a buňky zbavené 

kultivačního média (promyté) ovlivňují vybarvování kibuců rychleji než buňky 

usmrcené varem nebo samotné kondiciované médium. Nicméně ve všech případech 

došlo k vybarvování rychleji než u kibuců neovlivněných. Tento typ pokusu nebyl 

dále rozpracován. 

 

 

3.5.3. Těsný kontakt mnohobuněčných těl 
 

 Kibuc x kibuc 

Pokud jsou dva, či tři kibucy (je jedno zda jsou ze stejného klonu, či nikoliv) 

na misce umístěny tak, že se během svého růstu setkají, udržují si i nadále 

svojí identitu. Nespojí se, zůstává mezi nimi patrná hranice (Obr. 3.24 a). Dva 

kibucy patřící ke dvěma jiným klonům (B a F) ukazují svojí rozdílnost 

výrazněji. (Obr. 3.24 b). B kibuc v místě kontaktu s F kibucem zrůžoví 

podobně, jak jsme to pozorovali u ovlivňování B kibuců F skvrnou. Oba 

kibucy poté rostou mohutněji na straně odlehlé směrem do volného prostoru.  

 

 
 

Obr. 3.24: Kontakt kibuců. 
a – 3 F kibucy nanesené tak, aby se během růstu setkaly; b – F a B kibucy aplikované tak, 
aby se během růstu setkaly 
 

 

 Kolonie x kolonie 

V případě setkání kolonií je situace odlišná: pokud se během růstu setkají 

kolonie patřící ke stejnému klonu, spojí  se a vytvoří soukolonií (s tolika 

středy kolik bylo původně kolonií)(Obr. 3.25 a). B klon se chová podobně 

a b 
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jako F klon (Obr. 3.25 c). Pokud se kolonie patřící k jiným klonům dorostou 

během svého vývoje, nespojí se v soukolonií, nýbrž si udrží svojí vlastní 

identitu (suspenzi B a F buněk jsme vyředili a vyseli tak, aby se při růstu B a 

F kolonie vzájemně setkaly) (Obr. 3.25 b).   

    
 

Obr. 3.25: Kontakt kolonií. 
a – dvě F kolonie, které se během růstu setkají; b – B a F kolonie, které se během růstu 
setkají; c – tři B kolonie, které se během růstu setkají 
 

 

 

 Skvrna x skvrna 

Pokud je v rané fázi vývoje (nejlépe ihned po rozprostření B skvrny) do B 

skvrny (cca 3 x 10
5
 buněk v 3,3 µl rozprostřené do kruhu o průměru 15mm) 

doprostřed nakápnuto srovnatelné množství F buněk (1 x 10
5 

buněk
 
v 1 µl), 

vytvoří se uprostřed bílé skvrny červený terčík (Obr. 3.26 a). Při pokusu 

opačném (F skvrna s nanesenou B skvrnou doprostřed) vyrostla skvrna 

s růžovým středem (Obr. 3.26 b). 

 

 

 
 
Obr. 3.26: Kombinace F a B skvrn. 
a - do B skvrny obsahující cca 3 x 10

5
 buněk bylo nakápnuto 1 x 10

5
 F buněk; b - do F 

skvrny obsahující cca 3 x 10
5
 buněk bylo nakápnuto 1 x 10

5
 B buněk 

a b 

a b c 
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Zároveň platí, že pokud jsou skvrny obou klonů umístěny v těsné blízkosti, 

navzájem se ovlivňují. Jestliže je F skvrna rozprostřená do čáry a překrývá 

podobnou B skvrnu rozprostřenou do čáry, je v místě překřížení na B skvrně 

slabá růžová zóna (Obr. 3.27 a). Pokud jsou skvrny překříženy naopak (vespod F 

skvrna, navrch B skvrna), je na F skvrně patrná zóna zesvětlení (Obr. 3.27 b). 

 

 

 
 
Obr. 3.27: Kontakt skvrn. 
a – na F skvrnu rozprostřenou do čáry je aplikovaná B skvrna rozprostřená do čáry; b – na B 
skvrnu rozprostřenou do čáry je aplikovaná F skvrna rozprostřená do čáry 

 

 

Shrnutí: 

Kolonie 2 různých klonů při vzájemném setkání si udržují svoji identitu. 

Kibucy stejných i různých klonů si při setkání udržují svoji identitu a nevytváří 

společné struktury. 

Skvrny různých klonů se při kontaktu navzájem barevně ovlivňují. V místě 

kontaktu způsobuje F skvrna zrůžovění B skvrny a B skvrna naopak způsobuje 

zesvětlení F skvrny. Je patrné, že si však zachovávají svoji identitu.  

 

 Směsné kibucy (BF)  

 

– udržování identity 

Suspenze buněk, připravená resuspendováním F a B kolonií ve FP a jejich 

smícháním v poměru 1 : 1, byla vykapána (po 1µl) v koncentracích 

a b 
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zaručujících vývoj kibuců. Výsledkem byl směsný BF kibuc s červeným 

středem, nepravidelnými červenými výběžky do bílého okolí a bílým okolím 

vytvořený cca po 7 dnech zrání (Obr 3.28 a). Velikost BF kibucu byla 

srovnatelná s normální velikostí F či B kibucu. Zjistili jsme, že poměr 

velikosti červeného středu ku bílému okolí závisela na počátečním množství 

F buněk ku B buňkám v mateřské suspenzi (Obr. 3.28 b, c). 

 

 

 

 

 
 

Obr. 3.28: Směsné BF kibucy. 
a – směsné BF kibucy s obsahem F a B suspenze v poměru 1 : 1; b – směsné BF 
kibucy s obsahem F a B suspenze v poměru 1 : 2; c - směsné BF kibucy s obsahem 
F a B suspenze v poměru 1 : 3 

 

 

 

 

Vyseté (Obr. 3.29 b – d),  vykapané, či vytečkované (Obr. 3.29 a) potomstvo 

BF kibucu fenotypově vždy odpovídá místu, odkud byla biomasa 

z mateřského BF kibucu odebrána. 

 

 

a 
b 

c 
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Obr. 3.29: Vykapané a vyseté potomstvo BF kibucu (poměr B složky ku F 
složce je 1:1). 
a – nahoře vytečkovaný bílý okraj, dole červený střed; b – vyseté potomstvo 
červeného středu BF kibucu; c – vyseté potomstvo bílého okraje BF kibucu; d – 
vyseté potomstvo celého (resuspendovaného) BF kibucu 

 

 

 

Při výsevu (vykapání, vytečkování) na řídkém agaru (0,5%) je u BF kibuců 

zřetelná větší velikost i zakulacení ve srovnání s růstem na 1,5% agaru. 

Červené výběžky do bílého okolí jsou na 0,5% agaru velmi mohutné, 

v porovnání s výběžky na 1,5% agaru (Obr. 3.30). 

 

a b 

c d 
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Obr. 3.30: BF kibucy vykapané v poměru 1:1 na různě husté agary. 
a – BF kibuc na 1,5 % agaru; b – BF kibuc na 0,5 % agaru 

   

 

Pokud je směsná suspenze F a B buněk nanesená do kruhu o průměru 1.5 cm 

v koncentraci odpovídající vývoji soukolonií, soukolonií nevzniká, F a B 

kolonie nesplývají (Obr. 3.31a). 

Pokud BF suspenzi, o hustotě zaručující vznik skvrny (cca 3 x 10
7
 buněk), 

smíchanou v poměru 1:1 aplikujeme do kruhu o průměru 1,5 cm, vyroste BF 

skvrna (Obr. 3.31 b) s červeným středem, který vyplňuje takřka celou skvrnu, 

a bílým okolím. Stavební rozvrh je srovnatelný se stavebním rozvrhem BF 

kibucu. 

  

 

   
  

Obr. 3.31: Fenotypové projevy BF směsných suspenzí. 
a – B a F kolonie nevytváří společný střed ani val; b - BF skvrna s červeným 
středem a bílým lemem 

 

 

 

a 
b 

a b 
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- Rekonstituce fenotypu (pattern) u rozrušených směsných kibuců  

  

Směsné BF kibucy, jejichž poměr smíchání F a B buněk v počátečním 

inokulu je 1:1, jsme vykapali na misku a v různých časech (po 1 dni, po 2 

dnech, po 4 dnech a po 7 dnech) jsme je mechanicky rozrušili 

(homogenizovali) in situ skleněnou kuličkou namočenou ve FP (smíchání 

středové a okrajové zóny BF kibucu). V čase prvního a druhého porušení 

nebyl střed BF kibucu odlišen od okraje barevně, ale jen povrchovou 

strukturou. Po 2-4 dnech po rozrušení se původní vzhled obnovil 

(rekonstituoval), takže červené centrum bylo viditelně odděleno od bílého 

okolí. Čím je směsný kibuc v momentě rozrušení (homogenizování) mladší, 

tím lépe se tato rekonstituce zdařila (Obr. 3.32). Pokud BF směsný kibuc 

rozrušíme po 7 dnech (bylo potřeba přidat 10 µl FP, aby se vůbec podařilo 

BF kibuc rozrušit), je už rekonstituce nejednoznačná a kibuc tuto schopnost 

zřejmě ztrácí. Tato ztráta rekonstituce může být způsobena jak stářím 

směsného kibucu, tak i zvýšenou rigiditou povrchu kibucu, která zabraňuje 

dobré homogenizaci těla směsného kibucu. 
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Obr. 3.32: Porušené a následně rekonstituované BF kibucy. 
a – BF kibucy rozrušené po 1 dni růstu (kibuc napravo je neporušená kontrola);  
b – BF kibucy rozrušené po 2 dnech růstu (kibuc napravo je neporušená kontrola);  
c – BF kibucy rozrušené po 4 dnech růstu (kibuc napravo je neporušená kontrola); 
d – BF kibucy rozrušené po 7 dnech růstu (kibuc napravo je neporušená kontrola) 

 

 

 

Kvůli zjištění, zda tato rekonstituce spočívá ve změně fenotypu buněk (změna 

barvy z červené na bílou a naopak), či v migraci buněk zpátky na svoje 

původní místo, jsme vytečkovali červené a bílé části směsného kibucu po 

rekonstituci. Barevnost potomstva rekonstituovaných směsných kibuců 

korespondovala s místem, ze kterého byly kousky biomasy při tečkování 

odebírány (Obr. 3.33). Pokud jsme vytečkovali potomstvo ze směsného BF 

kibucu rozrušeného po 4 dnech a následně rekonstituovaného, bylo ve 

vytečkovaných potomstvech z červených regionů pozorována i přítomnost 

bílých segmentů. Potomstvo ze směsných neporušených BF kibuců (uvedené 

na Obr. 3.32 jako kontrola) odpovídalo místu, odkud byla část biomasy 

a b 

c d 
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odebrána. Z biomasy z bílého okraje naroste B kibuc a z biomasy z červeného 

středu vzniká roztřepený F kibuc (podobně jako je uvedeno na Obr. 3.29 a).  

 

 

 
  

Obr.3.33: Potomstvo vytečkované z porušených a následně rekonstituovaných 
BF kibuců.  
Pro všechny misky platí: horní řada – kibucy vytečkované z bílého okraje,                                                                      
spodní řada – kibucy vytečkované z červeného středu; a – potomstvo vytečkované 
z BF kibucu porušeného po 1 dni a následně rekonstituovaného; a´ – paralela k a; b 
- potomstvo vytečkované z BF kibucu porušeného po 2 dnech a následně 
rekonstituovaného; b´ - paralela k b; c - potomstvo vytečkované z BF kibucu 
porušeného po 4 dnech a následně rekonstituovaného; c´ - paralela k c 

   

  

 

 

Shrnutí:  

Směsné kibucy potvrzují zjištění o zachování identity 2 navzájem různých klonů (F a 

B klon). Po cca 7 dnech zrání se vytvoří směsný kibuc s červeným středem a bílým 

okolím. Velikost BF kibucu je srovnatelná s výše uvedenými kibucy. Různé 

množství F a B buněk smíchaných ve zdrojové suspenzi se projeví v různém poměru 

velikostí červeného středu a bílého okolí.  

Rekonstituce porušených směsných kibuců je zdařilá, pokud porušovaný kibuc není 

starší než cca 4 dny.  

Potomstvo rekonstituovaného BF směsného kibucu koresponduje s místem, ze 

kterého byly kousky biomasy při tečkování odebrány. 

a b c 

a´ b´ 
c´ 
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3.6. Ovlivňování buněčných těl F fenotypu okolím 
 

Při definování buněčného těla soukolonií (viz kapitola II., odstavec 3) jsme 

zdůrazňovali vhodný počet buněk při výsevu do kruhu a umístění pouze jednoho 

soukolonií na misku. Tato tvrzení jsme v níže uvedených experimentech dále 

rozpracovali a sledovali jsme, jak bude vývoj F soukolonií (eventuálně F kibuců) 

ovlivňován bezprostředním okolím.  

 

 

3.6.1. Vliv volného agarového prostoru kolem výsevu 
 

 Výsev o hustotě bakterií vhodný pro vznik soukolonií (desítky kolonií na 

cm
2
) aplikovaný na celou misku s ŽA + G vytvoří populaci malých 

oddělených kolonií. Toto bylo pozorováno (při zachování stejných poměrů 

buněk na cm
2
)
 
i na plochách kruhu o průměrech 1,5 cm, 3,4 cm (tkáňové 

destičky o průměru 15 mm, eventuálně 34 mm s ŽA + G), i  na Petriho 

miskách (s průměrem 60 mm a 90 mm s ŽA +G)(Obr. 3.34). 

 

 

  
 

Obr. 3.34: Hustý výsev F kolonií v různě velikých prostorech. 
a - hustý výsev aplikovaný do důlku o průměru 1,5 cm; b - hustý výsev aplikovaný do 
důlku o průměru 3, 4 cm; c - hustý výsev aplikovaný na misku o průměru 6 cm; d - 
hustý výsev aplikovaný na misku o průměru 9 cm 

 

 

 Pokud je stejná hustota kolonií (viz výše) vyseta do kruhu o průměru 1.5 cm 

obklopeného volným prostorem s živným agarem, vzniká klasické soukolonií 

(Obr. 3.10). Spolupráce mezi koloniemi (stejná hustota kolonií na cm
2
 ) je  

a 

b 
c 

d 
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pozorovaná i v prostoru kruhu o průměru 2,5 cm obklopeného volným 

agarovým prostorem (Obr.3.35). 

 

 

 
 

Obr. 3.35: Soukolonií vzniklé po aplikaci buněk doprostřed misky s volným 
agarovým prostorem do kruhu o průměru 2,5 cm. 
                

                

 

 

 Soukolonií, eventuálně skvrna, vzniká i po přenesení části výsevu různě 

starých kolonií. Výsev o vhodné hustotě (viz výše) pro vznik malých 

oddělených kolonií je proveden na celou P.m. Poté sterilně vyřízneme a 

přeneseme terčík o průměru 1,5 cm (s malými oddělenými koloniemi) na 

předem připravenou agarovou plotnu, z jejíhož středu jsme vyřízli kruh o 

stejném průměru, jako přenášený terčík. Původně malé oddělené kolonie se 

po přenesení začnou vyvíjet a vytváří soukolonií popř. skvrnu (Obr. 3.36). 

Toto je pozorováno i s přenesenými koloniemi 24 dny starými. Vysychání 

terčíku s koloniemi umístěného uprostřed prázdné misky jsme zabránili 

přidáním zvlhčených vatiček (Obr. 3.36 c). 
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Obr. 3.36: Přenos terčíku s koloniemi starými 4 dny (fotografováno 12. den). 
a – miska s hustým výsevem F kolonií (a patrnými výřezy kruhů); b – miska s  
kruhem z výsevu přeneseným doprostřed volného agarového prostoru; c – kontrola 
přenesená na misku bez okolního agarového prostoru 

 

 

3.6.2. Vliv okraje na formování mnohobuněčných těl 
 

 Pokud je volný prostor s živným agarem obklopující buňky aplikované na 

plochu kruhu o průměru 1,5 cm odstraněn, soukolonií nevzniká (Obr. 3.37 b). 

Malé kolonie zůstávají nadále oddělené. Toto platí i pro buňky aplikované na 

plochu kruhu o průměru 2,5 cm (Obr. 3.37 d). Lze srovnat s výsledky 

uvedenými na Obr. 3.34 a Obr. 3.35. 

 

 

 
  

Obr. 3.37: Vliv okraje na vznik soukolonií. 
a - soukolonií (1,5 cm)  aplikované doprostřed misky s volným agarem okolo; b - viz 
a, ale s odstraněným (ihned po aplikaci) agarem okolo; c - soukolonií (2,5 cm) 
aplikované doprostřed misky s volným agarem okolo; d - viz c, ale s odstraněným 
(ihned po aplikaci) agarem okolo  

 

 

 

 Efekt okraje se projeví i při odstranění pouze části (výseče) agaru 

obklopujícího buňky aplikované do kruhu (Obr. 3.38).  Do směru  volného 

agaru roste ucelené soukolonií, do směru odstraněného agaru narostou malé 

oddělené kolonie (Obr 3.39). 

a b c d 

a b c 
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Obr. 3.38: Odstraňování částí agaru kolem soukolonií. 
a – klasické soukolonií jako kontrola; b – d – různě odstraněný agar  (ve stejný den) 
v blízkosti soukolonií  

 

 

 

 

 
 
Obr. 3.39: Vliv agaru odstraněného kolem spodní poloviny vznikajícího 
soukolonií (fotografováno 36. den). 
 

 

Pro zjištění, na jakou vzdálenost je vyřízlý agar schopen ovlivnit výsledný 

fenotyp soukolonií, jsme odstraňovali agar pod soukoloniím v následujícím 

uspořádání. První misku jsme ponechali jako kontrolu. V druhé misce, poté 

co jsme nanesli vhodnou suspenzi doprostřed misky do kruhu o průměru 1,5 

cm, jsme odřízli agar ve spodní polovině misky (kruh uprostřed jsme 

obřezali). Ve třetí misce jsme odřízli agar od spodního okraje kruhu 

a b 

c d 
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s nanesenou suspenzí níže. A ve čtvrté a páté misce jsme odřízli agar ve 

vzdálenosti  0,5 a 1,5 cm od spodního okraje kruhu s nanesenou suspenzí 

(Obr. 3.40).  

 

 

 
 

Obr. 3.40: Soukolonií s vodorovně odříznutým agarem v různých 
vzdálenostech. 
a – kontrola; b – soukolonií s odříznutým agarem v půlce; c – soukolonií 
s odříznutým agarem těsně pod spodním okrajem; d – soukolonií s odříznutým 
agarem ve vzdálenosti 0,5 cm pod spodním okrajem soukolonií; e – soukolonií 
s odříznutým agarem ve vzdálenosti 1,5 cm pod spodním okrajem soukolonií 
 

 

Zjistili jsme, že zralé soukolonií má na okraji odříznutého agaru malé kolonie 

(Obr. 3.39, Obr. 3.40 b). Postupně se tento vliv odstraňování agaru (tj. 

vytváření okraje) v závislosti na vzdálenosti od vysetých buněk na výsledný 

fenotyp soukolonií ztrácí. Pokud agar odřízneme ve vzdálenosti 1,5 cm od 

naneseného výsevu, už žádné ovlivnění nepozorujeme a vznikne klasické 

soukolonií (Obr. 3.40 e). 

 

 

 Podobně lze sledovat výsev na misce, kde uprostřed byl agar vyříznutím 

odstraněn a po obvodu misky byl ponechán prázdný prostor s živným agarem 

(Obr. 3.41). Směrem k agarovému prostoru kolonie splývají, do směru 

odstraněného agaru rostou oddělené kolonie. 

 

a b c 

d e 

../../Diplomová%20práce/diplomka%20finále/obrazky/P3100051.JPG
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Obr. 3.41: Miska s odstraněným agarem uprostřed a výsevem buněk ve 
vymezeném prostoru. 

 

 

 

 3.6.3. Efekt živin 
 

 Pokud byl odstraněný agar kolem výsevu nahrazen tekutým mediem 

odpovídajícím svým složením živnému agaru, soukolonií nevzniká (Obr. 

3.42). 

 

 

 

 
  

Obr. 3.42: Vliv živin. 
a - výsev buněk (10 – 20) aplikovaný do kruhu o průměru 1,5 cm; b - odstraněný 
agar byl nahrazen tekutým mediem odpovídajícím svým složením živnému agaru; c 
- do prostoru odstraněného agaru byla vložena sterilní vata zvlhčená destilovanou 
vodou   
 

 

 

 

 

 

a b c 
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3.6.4. Vliv obsazeného prostoru 
 

 Pokud je suspenze vyhovující svojí hustotou vzniku skvrny (tj. více než 100 

kolonií v cm
2
) umístěna na misku společně s výsevem přibližně stovky 

kolonií, vyvine se pouze růžová skvrna  postrádající strukturu klasické skvrny 

– chybí val. S více naředěnou suspenzí aplikovanou na misku společně se 

stejně hustým výsevem (viz výše) je to ještě patrnější (Obr. 3.43). 

 

 

 
 
Obr. 3.43: Vliv obsazeného prostoru na vývoj skvrn. 
a – cca 1000 buněk aplikovaných do kruhu o průměru 1,5 cm na pozadí výsevu cca 
100 buněk; b – cca 100 buněk aplikovaných do kruhu o průměru 1,5 cm na pozadí 
výsevu cca 100 buněk; c – kontrola k a; d – kontrola k b 
 

 

 

 Efekt obsazeného prostoru lze předvést i umístěním podobně husté suspenze 

vhodné pro vznik skvrny na rozhraní výsevu kolonií a volného živného agaru 

(Obr. 3.44). Směrem do volného agaru se vyvíjí skvrna se svým typickým 

valem, který se v sousedství výsevu kolonií ztrácí. 

 

a b 

c 
d 
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Obr. 3.44: Skvrna aplikovaná částečně na pozadí hustého výsevu. 

 

 

 

 Podobně je silně potlačen až zastaven vývoj kibuců umístěných na pozadí 

výsevu stovek kolonií (Obr. 3.45). 

 

 

 
 
Obr. 3.45: Vliv obsazeného prostoru na vývoj kibuců. 
a – kibucy (kibuc nahoře obsahuje cca 2500 buněk, kibuc dole obsahuje cca 250 
buněk) jsou vykapány na pozadí výsevu cca stovky kolonií; b – kontroly k a 
 

 

 

 

 

 

a b 
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Shrnutí:  

 

Pro vznik soukolonií je nutný volný agarový prostor kolem vznikajícího těla. 

Výsev s hustotou buněk vhodných pro vznik soukolonií umístěný do důlku 

tkáňové destičky vznik soukolonií neumožňuje.  

Pokud je volný prostor s živným agarem obklopující výsev odstraněn, 

soukolonií do směru odstraněného agaru nevzniká. 

Pokud je odstraněný agar kolem výsevu nahrazen tekutým médiem 

odpovídajícím svým složením živnému agaru, soukolonií nevzniká. 

Soukolonií, eventuálně skvrna, vzniká i po přenesení terčíku s různě starými 

koloniemi z původní misky na novou misku s živným agarem.  

Vývoj skvrn i kibuců je negativně ovlivněn výskytem nárůstu kolonií v jejich 

bezprostřední blízkosti. 

Vývoj může být vhodně volenou hustotou kolonií obklopujících skvrnu 

eventuálně kibuc zastaven. 
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4. Diskuze 

 

4.1. Úvod 
 

Růst bakteriálních kolonií je všeobecně známým projevem bakterií, obzvláště při 

pěstování v laboratořích na pevných půdách. Růst buněk formou kolonie je na jedné 

straně způsoben omezenou možností pohybu bakterií na pevné půdě, ale na druhé 

straně asi i výhodností této formy růstu ve smyslu přežití populace v neznámém 

prostředí. Je známo, že jednotlivé druhy bakterií dokáží při různých podmínkách 

tvořit více morfogenetických typů společných staveb při nezměněném kódu DNA. 

Podobné výsledky jsme obdrželi i v našich pokusech. 

 

4.2. Rozdělení bakteriálních těl ve smyslu osidlování malého 

prostoru 
 

Spolupráce buněk v rámci kolonie i v rámci bakteriálních mikrokolonií (biofilm) na 

společných strukturách je pro jejich prospívání v dynamicky se měnícím prostředí 

zřejmě výhodná. Tato tendence je pozorovatelná i v laboratorních podmínkách, které 

jsou od reálného světa dosti odlišné. Předpoklad bakteriální spolupráce dokazují 

studie zabývající se jak raným růstem bakteriální kolonie (Shapiro and Hsu, 1989), 

tak i vytvářením biofilmů (spoluprací jednoho ale i několika desítek druhů bakterií). 

Během formování biofilmu dochází k tvorbě velmi komplexních struktur, což je 

spojené s vysokou bakteriální diferenciací a rozsáhlými možnostmi mezibuněčné 

komunikace (Shapiro, 1998, Labbate et al., 2004, Rice et al., 2005). Dobře 

prostudovány jsou zejména komplikované vrstvy zubního plaku, které obsahují 

mnoho druhů bakterií, eukaryot a sítě organických i anorganických látek (March, 

2004).  
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Jednotlivé bakterie mají tedy tendenci tvořit vícebuněčné struktury na stále vyšších 

úrovních (kolonie  biofilm). Tato snaha závisí na prostorových možnostech ve 

smyslu vzájemného kontaktu jednotlivých bakterií. Pokud se na pevném povrchu 

ocitne určité množství buněk jednoho klonu dostatečně blízko sebe, dojde k navázání 

komunikace mezi jednotlivými bakteriemi, vedoucí k výstavbě společného 

mnohobuněčného těla (viz Obr 1.5 i Obr.3.9). 

 

Klasickým příkladem mnohobuněčného těla je kolonie, jež bývá definována jako 

útvar vzniklý z jediné buňky postupným dělením. Shapiro a Hsu ale ukázali, že 

stejnocenná kolonie může pocházet i z více buněk rozprostřených na pevném médiu, 

pokud se náhodou nacházejí v bezprostřední blízkosti (Shapiro and Hsu, 1989). 

Námi vybraná modelová kolonie Fontánka (viz výše) se vyznačuje svým stavebním 

rozvrhem (vyvýšeným středem i okrajem), který si udržuje i při stavbě 

mnohobuněčných těl. Kolonie mají různý výsledný fenotyp v závislosti na hustotě 

bakterií ve výsevu na misku. Při hustém výsevu narostou jen malé nestrukturované 

ale oddělené kolonie, zatímco při výsevu řídkém (okolo 15 buněk na misku) narostou 

plnohodnotné kolonie typu Fontánka (viz Obr.3.3). Fontánky zřejmě ke svému 

úplnému fenotypickému vývoji potřebují dostatečný volný prostor v bezprostředním 

okolí (viz dále). U kolonií i kibuců byly často pozorovány mohutné výhřezky 

bakteriální hmoty do okolí kolonie. Tyto masivní nárůsty mohou být potomky jediné 

společnému kontextu se vymykající bakterie, jež například díky mutaci změní svůj 

fenotypový stavební plán. Vyseté potomstvo z těchto výhřezků vykazovalo vysokou 

variabilitu. Formování výhřezku jde zřejmě srovnat se zhroucením normálního 

stavebního plánu buněk při rakovině (Ron, et al.,2003) 
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Dalším podobným útvarem je kibuc, jehož fenotypový projev je ve většině případů 

k nerozeznání od fenotypového projevu kolonie a který vzniká spoluprací stovek až 

milionů bakterií (10
2
 – 10

7
 buněk ve vykapané suspenzi), pokud jsou vysety 

(vytečkovány, vykapány) na malém prostoru (Obr.3.6). Výsledná velikost kibucu 

nezávisí na počtu buněk ve zdrojové suspenzi a je srovnatelná s velikostí zralých 

kolonií při řídkém výsevu. Pohybuje se mezi 7 a 8 mm v průměru.  

To, že oba jmenované mnohobuněčné útvary, mají li dostatek místa, dorůstají jedné 

konkrétní velikosti, kterou většinou nepřekračují, naznačuje přítomnost vnitřního 

standardu pro formu, strukturu i velikost kolonie, vlastní každé jednotlivé bakterii 

klonu Serratia marcescens.  

 

4.3. Komunikace buněk 
 

Je zřejmé že, pokud se má tisíc bakterií synchronizovat na společné stavbě, kde je 

zapotřebí spolupráce většího počtu potomstev náhodně se potkaných v ranném stadiu 

množení (tvorby vlastní monofyletické mikrokolonie, Shapiro a Hsu, 1989), musejí 

ovládat složité komunikační prostředky, jež jsou při výstavbě společného těla hojně 

využívány. O tom, že jde o morfogenetický výkon, svědčí občasný neúspěch, tj. 

výskyt „roztřepených“ kibuců (Obr.3.7).  

O širokých komunikačních možnostech dobře referuje ve své práci Shapiro (Shapiro, 

1998) a naše pozorování tento dobře fungující komunikační aparát potvrzují.  

Velkou výhodou kibucu pro další experimentální práci byla zejména jeho fenotypová 

udržitelnost a možnost snadné manipulace s kibucem v prostoru (šlo vlastně o jakési 

sázení) během dalších experimentů. 
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Dále bylo zajímavé, že pokud jsme suspenzi obsahující miliony bakterií rozprostřeli 

do kruhu s průměrem větším než 7 mm, kibuc nevznikal, ale systém se začal vyvíjet 

v útvar, který jsme si pojmenovali skvrnou a jež se vyznačuje nestrukturovaným 

homogenním nárůstem bakterií s lehce vyvýšeným okrajem (Obr.3.8). Zde byla  

nejspíš překročena limitní hranice pro možnost vzniku kibucu, buď z důvodu selhání 

zdárné kolektivní komunikace na takovou vzdálenost při budování společné stavby, 

anebo pro celkovou neudržitelnost stavebního rozvrhu Fontánka za daných rozměrů 

výsevu. Tato limitní hranice (8 mm) až nápadně koresponduje s finální velikostí 

kibucu, či kolonie, pokud rostou bez omezení okolím. O tom, jestli je pro zdárný 

vývoj mnohobuněčných těl limitní velikost, do které je při aplikaci rozprostíráme, 

shodná s velikostí jejich těl při neomezeném růstu, můžeme jen spekulovat.   

 

V našich pokusech jsme zjistili, že pokud je suspenze bakterií o relativně malé 

hustotě (do několika stovek bakterií ve vysévané suspenzi) vyseta do kruhu o 

průměru 15 mm a v něm rovnoměrně rozprostřena, bakterie spolupracují na společné 

stavbě, jež svým rozvrhem opět připomíná stavební rozvrch fontánky (patrný střed i 

val) a které jsme si pojmenovali Soukolonií.  

Soukolonií se vyznačuje spoluprací buněk na stavbě společného valu okolo 

výrazného  středu, jež se skládá většinou z více patrných mikrokolonií. Pokud je 

v našem vysetém prostoru buněk jen několik, počet odlišitelných středů odpovídá 

počátečnímu počtu buněk ve výsevu (Obr. 3.9).  

Soukolonií tedy vzniká jen tehdy, jsou-li buňky na pevném médiu rozprostřeny tak 

daleko od sebe, že se nedokáží zkoordinovat na společné stavbě hned od začátku 

(případ kolonie a kibucu), ale zase nejsou od sebe ani tak daleko, aby se v momentě 

setkání během růstu od sebe viditelně distancovaly (vymezily), což bylo při určitých 
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vzájemných vzdálenostech rostoucích kolonií pozorováno (cca 10 mm) a kde pak 

kolonie rostou odděleně bez náznaku spolupráce. Pokud je buněk v rozprostřeném 

kruhu více než několik set, žádné soukolonií nevznikne a systém se opět vyvine do 

skvrny. Zásadní pro vznik soukolonií je volný agarový prostor okolo (viz níže). Pro 

vznik soukolonií jsme proto vysévali vždy mezi 20 a 150 buněk do kruhu o průměru 

15 mm, jež byl umístěn uprostřed volné agarové plotny. Spolupráce buněk na stavbě 

soukolonií byla pozorována i ve výsevu vhodného inokula do kruhu o průměru 25 

mm s volným agarovým prostorem kolem (Obr. 3.35). To by mohlo ukazovat na 

schopnost komunikace buněk na značnou vzdálenost. 

Skvrna je útvar, který vzniká vždy, když je překročená jistá hranice počtu buněk ve 

větším vysévaném prostoru (vetší než je kruh o průměru cca 8 mm při počtu statisíců 

buněk). Domníváme se, že za neschopnost úspěšné komunikace na stavbě 

diferencovaného mnohobuněčného těla může v případě skvrn počet 

dorozumívajících se bakterií v omezeném prostoru. Dochází tu nejspíš k jakémusi 

komunikačnímu šumu což vede k degenerovanému útvaru – skvrně. Existují tedy 

poměrně jasné předěly mezi fenotypovými projevy mnohobuněčných konsorcií 

aplikovaných za různých prostorových podmínek na pevné médium. Kolonie a 

Kibuc se nejspíš dají považovat za  totožný fenotypový projev, vzniklý pokaždé 

z jiného počtu původních buněk rostoucích v těsné blízkosti. Za jiných podmínek 

výsevu (viz výše) vzniká Soukolonií, které může být narostlé ze dvou, ale také ze 

stovky buněk. Pokud je ale překročena hranice, buďto množství buněk, jako 

v případě soukolonií, nebo prostorová, jako v případě kibuců rozprostíraných do 

větších rozměrů, naroste Skvrna. 

 



    - 88 - 

Pro názornější orientaci mezi různými druhy mnohobuněčných těl viz Tabulka 

závislosti výsledného fenotypu na hustotě zdrojové suspenze a prostoru, do nějž je 

suspenze aplikovaná (str. 55). 

 

Je potřeba zmínit, že pokud se během růstu setkají dva a více kibuců, dorostou 

k sobě, ale nespojí se a společnou stavbu nevytvoří. Z toho usuzujeme, že vhodná 

vzdálenost na propojení nestačí pokud se mají propojit dva celky obsahující větší 

počet (miliony) bakterií. Stejně tak se při setkání chovají dvě kolonie různých klonů 

(B a F). Tady je to ale zapříčiněno rozdílností kmenů (Obr. 3.24 a Obr. 3.25). Také je 

zde pozorováno ovlivnění barevnosti (zrůžovění přilehlých částí bílých kibuců a 

skvrn) jednotlivých těl (viz dále) (Obr. 3.27). 

  

4.3.1. Vymezování se, nebo spolupráce  
 

Jak už bylo zmíněno, sesterské bakterie se mohou na misce po výsevu ocitnout 

v takové pozici, že po několika dnech zrání, se dvě kolonie setkají během růstu. 

Závisí na počáteční vzájemné vzdálenosti a čase setkání od výsevu, jestli se tyto dvě 

kolonie vůči sobě navzájem vymezí nebo nevymezí.  

Pokud se nevymezí, spojí se a vyvíjejí se dál jako soukolonií se společným valem a 

dvěma patrnými středy (Obr. 3.25 a). Vzdálenost dvou středů spolupracujících 

bakterií je závislá na původní vzdálenosti bakterií ve výsevu. Bylo pozorováno 

několik takových soukolonií se středy v různé vzájemné vzdálenosti (Obr. 3.19). Zdá 

se, jakoby se červené středy k sobě během zrání přibližovaly, jakoby vyhledávaly 

společné těžiště.    
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Pokud se bakterie vyskytnou po výsevu v takové pozici, že se po vzájemném setkání 

už vymezí, nespolupracují na společné stavbě, ale naopak vystaví si jasný val 

(hradbu), jakoby chtěly dát najevo svoji suverenitu (Obr. 3.19 d).  

 

4.4. Ovlivňování mnohobuněčných těl 

 

4.4.1. Ovlivňování růstovými podmínkami 
 

Bohatost média 

 

Námi vybraný klon dává na chudé půdě (ŽA) vzniknout červeným nestrukturovaným 

koloniím. Po přidání cukru do média jsme pozorovali nárůst fontánkovitých kolonií 

se svou složitou strukturou i jasným barevným odlišením jednotlivých zón. Zdá se, 

že na komplexnějším médiu jsou struktury vystavované mnohobuněčnými těly také 

komplexnější (Obr. 3.12).  

 

Hustota agaru  

 

Pokud byl námi používaný klon bakterií (jež tvoří kolonie typu fontánka), vysetý na 

pevné médium s obsahem agaru 0,5%, vyrostly kolonie větší, méně strukturované a 

mající kulatější vzhled než kolonie vyrostlé na agaru 1,5%. Jejich strukturovanost a 

schopnost tvořit klasické mnohobuněčné útvary, byla v porovnání s kontrolami 

rostoucími na médiu s obsahem agaru 1,5% výrazně menší (Obr. 3.14). To je 

v souladu s prací Beese et al. (2002), který popisuje vliv hustoty agaru na výsledný 

fenotyp (různě zanořené kolonie do agaru). Tyto změny ve fenotypu kolonie 

přisuzuje lepším možnostem pohybu bakterií na měkčím (vláčnějším) podkladu 

(swarming). Kolonie jsou proto větší, kulatější, ale zároveň se na měkčím povrchu 

hůře vystavují složitá mnohobuněčná těla.  
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Tyto dva příklady dokazují, jak je výsledný fenotyp mnohobuněčného těla variabilní 

vzhledem k měnícímu se substrátu a nejen k němu (viz níže). 

Na řídkém agaru byl pozorován zvláštní fenotypový projev B kibucu (Obr. 3.15). 

Fenotyp tohoto výhřezku (viz výše) se velmi podobá fenotypu růstu bakteriálních 

kolonií Paenibacillus dendriformis popisovaného Ben-Jacobem, který ho 

pojmenoval Dense branching growth (Ben-Jacob, 2004). O tomto fenotypovém 

projevu bakterií Serratia marcescens jsem nenalezl v literatuře žádnou zmínku. 

Mohlo by jít o způsob růstu za vhodných podmínek společný pro různé druhy 

bakterií.  

 

4.4.2. Ovlivnění kolonií přítomností jiných těl v okolí 
 

Při běžných výsevech F klonu jsme si povšimli, že v případě, kdy jsou na misce 

kolonie rozmístěné nerovnoměrně, což je dost časté, dochází k vybarvování kolonií 

nejdříve v místech s vyšší hustotou kolonií v daném prostoru (Obr. 3.19). Stejně tak 

se F kolonie vybarvovaly rychleji pokud se nacházely v blízkosti skvrny. Toto jsme 

pozorovali i pokud jsme vykapali (vysázeli) F kibucy nad skvrnu rozprostřenou ve 

spodní části misky (Obr. 3.21). 

Jedna z dokázaných funkcí prodigiosinu (červený pigment) je antibiotická aktivita 

vůči některým prokaryotickým organismům (Williams a Hearn, 1967, Gerber, 1975). 

Předpokládali jsme tedy, že pokud bakteriální kolonie, která se nachází v blízké 

přítomnosti jiných těl, tvoří více prodigiosinu, dělá tak z důvodu obranného. Bylo 

nasnadě, že bakteriální kolonie dokáže vycítit přítomnost jiných bakteriálních útvarů.    

Vyslovili jsme proto hypothézu, že existuje signál, jež se uvolňuje z kolonií do 

prostředí. Ostatní kolonie jsou zřejmě schopné tento signál zaregistrovat a jsou také 

schopné reagovat obranným krokem, tj. urychlením svého vybarvování. Jelikož naše 
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studie nebyla zaměřena na molekulárněbiologickou úroveň, nepátrali jsme po 

chemismu tohoto signálu, pouze jsme zdokumentovali, jestli se signál šíří agarem, 

nebo vzduchem. Pro toto zjištění jsme vyřízli proužek agaru mezi skvrnou a 

ovlivňovanými kibucy (v těchto pokusech se uplatnila snadná manipulace s kibucy) a 

sledovali, zda skvrna i přesto bude stimulovat vybarvování. Z našich pokusů zřetelně 

vyplývá, že se tento signál šíří vzduchem, což je v rozporu se studií Čechové, která 

uvádí, že se signál pro urychlené vybarvování u bakterie Serratia marcescens šíří 

agarem (Čechová, 1976). Z těchto pokusů také vyplývá, že se síla tohoto signálu se 

zvětšující vzdáleností ovlivňovaného kibucu od ovlivňující skvrny zmenšuje, což 

naznačuje postupné vyřeďování signálu ve vzduchu obsaženém v misce, přičemž od 

určité nízké hustoty signálu už kolonie není schopna tento signál identifikovat a 

následně na něj reagovat. Tyto výsledky jsou v souladu se studiemi Palkové, jež 

dokázala, že kvasinkové kolonie uvolňují do vzduchu plynný amoniak, který u 

kvasinek slouží jako signální molekula (Palková et al., 1997). O povaze tohoto 

signálu můžeme jen spekulovat. Mohlo by jít například o bakteriální feromon, který 

dokáží bakterie v prostředí identifikovat a na který dokáží společně reagovat. 

Při působení blízké skvrny na fenotyp B kibucu dochází ke ztrátě strukturovanosti 

kibucu a to jak v případě růstu blízko F skvrny, tak  i B skvrny. Tato ztráta 

strukturovanosti může být u B kibuců, jež zřejmě nedokážou syntetizovat 

prodigiosin, obrannou reakcí. Strukturovanost je nejspíš výdobytek 

(morfogenetickým výkonem) mnohobuněčných těl v prostředí bez přítomnosti 

okolního omezení. Bylo také pozorováno slabé zrůžovění okraje B kibucu přilehlého 

k F skvrně. Zde by mohlo jít o specifickou indukci tvorby pigmentu bakterií v bílém 

těle signálem pocházejícím od bakterií z těla červeného.  
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Ve všech těchto případech byl po dozrání pozorován růst ovlivňovaného kibucu 

směrem od skvrny do volného prostoru (Obr. 3.23).  

   

4.4.3. Vliv okolního prostoru na výsledný fenotyp mnohobuněčných těl 
 

Jak jsme již zmínili, pokud je na misku aplikovaný hustý výsev kolonií, tak narostou 

jen malé oddělené nestrukturované kolonie. Je to zřejmě způsobeno tím, že pokud 

nemají kolonie ve svém okolí vhodné prostředí (viz níže) pro tvorbu společných 

struktur, ale zároveň jsou vysety příliš blízko sebe, neumožní jim to tvorbu 

klasického F fenotypu, ale přepnou na jiný fenotyp, který je kompatibilní s danou 

prostorovou situací na misce, tzn. malé oddělené kolonie na celém povrchu misky.  

Naproti tomu v případě řídkého výsevu, kde je zrušen tlak bezprostředního 

zaplněného okolí, narostou kolonie plnohodnotné s výše popsanou profilací. Za 

těchto podmínek si mohou dovolit dospět do svého plného fenotypového projevu. Na 

základě těchto pozorování jsme se začali důkladněji zaobírat vlivem okolního 

prostoru na výsledný fenotyp mnohobuněčných těl.  

V našich pokusech jsme dokázali, že soukolonií nevzniká v přítomnosti okraje 

misky, prázdného agarového prostoru okolo aplikovaného výsevu ani v případě, kdy 

je tento prázdný prostor nahrazen tekutým médiem podobným svým složením 

pevnému médiu odstraněnému (Obr. 3.42). Takto jsme se ujistili, že neschopnost 

tvorby soukolonií za těchto podmínek není zapříčiněna nouzí o živiny. 

Pro vznik soukolonií je zapotřebí mimo vhodné hustoty buněk ve vysévaném prostoru 

(viz výše) také prázdný agarový prostor okolo výsevu.  

Z toho vyplývá, že bakteriální kolonie dokáží rozpoznat nejen okolní živé organismy 

(viz výše) a příslušně na ně potom reagovat, ale také dokáží zjistit, jaký prostor je 

k dispozici v jejich blízkém okolí; pokud vyhovuje podmínkám pro výstavbu 
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mnohobuněčného těla, vystaví tuto strukturu, jinak přechází na jiný stavební režim. 

Zdá se, že dokáží navíc určit orientaci tohoto signálu v prostoru (Obr. 3.41).  

Toto vyhodnocování provádí každá mikrokolonie ve vysévaném prostoru sama za 

sebe , a pokud ho vyhodnotí jako nevhodný, na společné stavbě se nepodílí. Když je 

na začátku růstu odstraněn agar jen kolem poloviny vznikajícího soukolonií, vyroste 

„soukolonií“ jen směrem do půlky volného agarového prostoru. Směrem 

k prázdnému prostoru vzniknou malé oddělené kolonie (Obr. 3.39), což souvisí 

s hustým výsevem do nevhodné plochy pro společnou stavbu (viz výše). 

Identifikovat odstranění agaru, což je pro společnou stavbu nepříznivé prostředí, 

dokáží bakteriální mikrokolonie jen na určitou vzdálenost. Pokud je agar přerušený 

ve vzdálenosti 15 mm od okraje vznikajícího soukolonií, nereagují už a staví klasické 

soukolonií. Pokud vzdálenost okraje výsevu a přerušení v agaru zvětšujeme 

postupně, zjišťujeme, že vliv přerušení na soukolonií se také postupně ztrácí (Obr. 

3.40). O způsobu vnímání tohoto prostoru lze jen spekulovat. 

Na pokusu s přeneseným terčíkem obsahujícím hustý výsev kolonií jsme ukázali, že 

vyhodnocování okolního prostoru mikrokoloniemi není jednorázové, ale že jde o 

nepřetržitý proces (po 24 dnech vycítily změnu) (Obr. 3.36).  

Podobný efekt na společnou stavbu, jako má odstraněný agar v bezprostředním okolí 

mnohobuněčných těl, má také hustý výsev kolonií na misku, do níž aplikujeme výsev 

vhodný pro vznik soukolonií, či kibucu. V závislosti na hustotě základního výsevu je 

soukolonií nebo kibuc na misce lépe či hůře pozorovatelný (Obr. 3.43 a Obr. 3.45). 

Pokud bylo soukolonií aplikováno jen z poloviny na hustý výsev kolonií, ucelený 

vývoj je pozorován jen směrem do volného prostoru (Obr. 3.44). Nutná 

mezikoloniová komunikace, která provází každou společnou stavbu je zde patrně 

přehlučena informačním šumem ostatních kolonií.    
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4.5. Směsné BF kibucy 

 

Vykapaná směs F a B buněk, vhodná pro vznik kibucu, se vyvine v útvar 

s koncentrickým rozčleněním (podle poměru směsi), kde F buňky zůstávají vždy ve 

středu (Obr. 3.28). Navíc se tento útvar dokáže po homogenizaci rekonstituovat (Obr. 

3.32). Nebylo prokázáno, zda se bakterie po homogenizování přemisťují zpět na své 

původní místo (nebo aspoň do své části BF kibucu), nebo podle své nové aktuální 

pozice změní svůj fenotyp. Částečně na tuto otázku odpověděl fenotyp 

vytečkovaného potomstva z různých regionů (červená část nebo bílá část) BF kibucu 

po rekonstituci. Vždy barevně odpovídal místu, ze kterého byla biomasa při 

tečkování odebrána (Obr. 3.33). 

Když byl BF kibuc homogenizován po čtyřech dnech růstu, rekonstituce se již zcela 

nevydařila. Může to být zaviněno špatným zhomogenizováním těla BF kibucu (při 

homogenizování se musel kibuc zvlhčovat fosfátovým pufrem), nebo tím, že buňky 

ve starších kibucech už přestávají mít schopnost pohybovat se v rámci kolonie. 

Směs BF buněk vhodná pro vznik skvrny dává vzniknout skvrně s velkým červeným 

prostředkem a světlejším malým okrajem. 

Směs BF buněk vhodná pro vznik soukolonií vykazuje spíše BF trend, než kooperaci 

na tvorbě společné stavby.  
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4.6. Závěr 
 

Jako modelový fenotypový typ jsme si vybrali kolonii s koncentrickým uspořádáním 

a dobře strukturovaným tělem (vyvýšený střed i okraj), kterou jsme získávali ve dvou 

barevných formách (F a B). 

 

 

4.6.1. Mnohobuněčná těla 

 

 

Typy mnohobuněčných těl:  

 

1 - Kolonie je mnohobuněčný útvar v ideálním případě vzniklý z jediné buňky jejím 

postupným dělením. Pro růst a výše popsanou morfologii kolonií je zapotřebí během 

růstu dostatečný prostor na misce;  

 

2 - Kibuc 

Kibuc je mnohobuněčný útvar vzniklý z husté suspenze (10
2
 – 10

7
)  buněk 

nanesených do malého prostoru kapkou 1 µl suspenze, nebo dotykem hrotu jehly, na 

kterém je malé množství odebraného materiálu ze zdrojové kolonie nebo kibucu.  

Tvar a velikost kibucu je srovnatelný s tvarem a velikostí kolonie (kruh o průměru 7 

– 8 mm) a jeho velikost se nemění s různým množstvím mateřských buněk;  

 

3 - Soukolonií je mnohobuněčný útvar vzniklý ze dvou až stovek mateřských buněk, 

které se při výsevu nacházejí ve vhodné vzdálenosti na vhodném prostoru. Pro 

soukolonií je typická koloniová spolupráce, při stavbě společného valu a několika 

středů;  

 

4 – Skvrna je velmi hustý nestrukturovaný nárůst bakterií s jasně vyvýšeným valem.  

 

Přechody mezi výše definovanými mnohobuněčnými těly jsou plynulé. 

 

Pro výše uvedené typy mnohobuněčných těl je nejvhodnější kultivační médium ŽA + 

G a hustota agaru 1,5%.   
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Potomstvo F, respektive B, kolonie vzniklé odebráním biomasy z různých částí 

kolonie, eventuálně kolonie celé, a následným naředěním ve FP a vysetím nebo 

vykapáním, je převážně F kolonie nebo F kibuc, respektive B kolonie nebo B kibuc.  

Fenotyp potomstva F kibuců (zejména kibuců roztřepených) není tak uniformní jako 

potomstvo F kolonie. Kromě klasických F kolonií se s menší frekvencí objevují 

kolonie BS a celé červené. Hranice mezi fenotypy F kolonie, BS kolonie bez středu, 

a červené nestrukturované kolonie jsou neostré (červený střed jakoby postupně 

vyplňoval celou kolonii).     

Fenotyp potomstva B kibuců je převážně B kolonie nebo B kibuc. 

F kibuc je, co se týká morfogeneze, různorodější než F kolonie, nejspíše proto je i 

variabilita potomstva vyšší. 

 

  

4.6.2. Vzájemná komunikace těl 

 

Blízké sousedství F kolonií ve výsevu, či blízké sousedství hustého nárůstu F i B 

buněk urychluje vybarvování F kolonií v závislosti na konkrétní vzdálenosti těl. 

Přerušení agaru mezi hustým nárůstem a kibucy vybarvování zpomalí jen nepatrně. 

V případě růstu B kibuců v sousedství hustého nárůstu B i F kolonií dochází 

k růžovění B kibuců v přítomnosti hustého nárůstu F kolonií a v obou případech k 

potlačení strukturovanosti B kibuců. Není rozdíl mezi potomstvem ovlivněných a 

neovlivněných kibuců.  

Ve všech případech je patrná tendence mohutnějšího nárůstu ovlivňovaných kibuců 

směrem od skvrny do volného prostoru. 

Pokud se kibucy během růstu setkají, udržují si nadále svoji identitu, nevytváří žádné 

společné stavby, na rozdíl od dvou a více kolonií, které když se během růstu setkají, 

tak spolupracují na společných stavbách (val, středy).  

Když se kolonie dvou různých klonů (B a F) během růstu setkají, udržují si 

svojí identitu, společnou stavbu nevytvářejí. 

Skvrny různých klonů se při kontaktu navzájem barevně ovlivňují. Zachovávají si 

však svoji identitu. 

Směsné (BF) kibucy potvrzují zjištění o zachování identity 2 navzájem různých 

klonů (F a B klon). Vytvářejí stavbu s červeným středem a bílým okolím o velikosti 
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srovnatelné s výše uvedenými kibucy. Různé množství F a B buněk smíchaných ve 

zdrojové suspenzi se projeví v různém poměru velikostí červeného středu a bílého 

okolí. Rekonstituce porušených směsných kibuců je zdařilá, pokud porušovaný kibuc 

není starší než cca 4 dny. Fenotyp potomstva rekonstituovaného BF směsného 

kibucu koresponduje s místem, ze kterého byly kousky biomasy při tečkování 

odebrány. 

 

4.6.3. Ovlivňování mnohobuněčných těl F fenotypu okolím 
 

Pro vznik soukolonií je nutný volný agarový prostor kolem vznikajícího těla. 

V případě obklopení okrajem misky, prázdným prostorem, či prázdným prostorem 

vyplněným živným médiem soukolonií nevzniká. 

Soukolonií, eventuálně skvrna, vzniká i po přenesení terčíku s různě starými 

koloniemi z původní misky na novou misku s živným agarem.  

Vývoj skvrn i kibuců je negativně ovlivněn výskytem nárůstu kolonií v jejich 

bezprostřední blízkosti. 
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5. Souhrn 

 

1) Studovali jsme morfogenezi mnohobuněčných těl u bakterií Serratia marcescens. 

 

2) U fenotypu nazvaného Fontánka (F) jsme definovali 4 typy mnohobuněčných těl 

(kolonie, kibuc, soukolonií, skvrna) se základním stavebním trendem – tendencí 

k centrickému uspořádání s odlišeným středem, mezikružím a obklopujícím valem. 

Nalezli jsme optimální médium, na kterém je fenotyp F kolonií morfologicky 

nejvýraznější. Dědičnost získaných fenotypů byla v potomstvu nadále udržována. 

 

3) Mnohobuněčná těla se v závislosti na vzájemné vzdálenosti ovlivňují – 

komunikují. Přerušení agaru mezi těly vzájemnou komunikaci nezruší. Kolonie i 

kibucy dvou různých klonů si při setkání během růstu udržují svojí identitu, nemísí 

se. Podobně se při setkání chovají i dva kibucy stejného klonu. 

 

4) Směsné kibucy dvou klonů F a B potvrzují zjištění o zachování identity těchto 

klonů (červený segment uprostřed, bílý po obvodu) a jsou schopny se po 

mechanickém porušení rekonstituovat.  

 

5) Výsledný fenotyp u mnohobuněčných těl je ovlivněn jejich bezprostředním 

okolím.  

- Soukolonií vzniká, pokud je výsev obklopen volným prostorem s živným agarem 

(neobsazený prostor). 

- Soukolonií, eventuálně skvrna, vzniká i po přenesení terčíku s různě starými 

koloniemi z původní misky na novou misku s živným agarem.  

- Soukolonií nevzniká, pokud je výsev obklopen polystyrénem (okraj misky), 

prázdným prostorem, tekutým živným médiem.  

- Soukolonií, eventuálně kibuc, nevzniká pokud je výsev obklopen agarem s hustým 

nárůstem kolonií.  
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7. Seznam zkratek 

 

AHL … N-acylated homoserine lactone 

B … bílá varianta F 

BF … směs fontánkovitého a bílého klonu 

BS … klon bez středu 

F … fontánka 

FP … fosfátový pufr 

IS … inzerční sekvence 

MS nestabilita … Mullins – Sekerkova nestabilita 

OD …. optická denzita  

P.m. … Petriho miska 

PY … kvasinkový extrakt  

SEM … skenovací elektronové mikroskopie 

S.m. … Serratia marcescens 

TA … tryptóza  

TN … trypton  

ZM … zamražovací médium  

ŽA … živný agar 

ŽA + G … živný agar + glukóza 

ŽA + M … živný agar + maltóza 

ŽB … živný bujón 

ŽB + G… živný bujón + glukóza 

 

 

 

 
 


