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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.



Motto : ,,Opoustim tedy methodu vysvétlovat rize z buné€k, obratlovce
z Cerv, cCloveéka zopice a Boha zinstinktd lidskych. Vracim se
k method¢ starovéké a stiedovéké a chci rozumét zivym bytostem, a
proto si vykladam zabu podle vzoru dokonalého obratlovce, opici podle
miry ¢lovéka a lidi podle obrazu Boziho.* (Radl, 1946)

UvVOD

Tato prace ma za cil studovat morfologickou proménlivost mnohobunéénych
tel.

Pohlizime na kolonii a jeji agregaty jako na mnohobunécné jedince se
spole¢nou tendenci k vlastnimu vyvinu do jednotného tvaru a urcit¢ podoby.
V nasem pohledu se bakteridlni Utvary vyznacuji samostatnosti, svébytnosti a
individualitou. Jsou schopné se navzajem odlisit a vyd¢lit, nebo i komunikovat a
vzajemné spolupracovat v zavislosti na okolnich podminkach.

V praci se snazime popsat zdakonitosti formovani jednotlivych
mnohobunécnych ttvari, rozlisit je od sebe navzijem a definovat podminky vhodné
pro jejich plny morfogeneticky vyvoj. Dale pak urcit, za jakych podminek se
mnohobunécna téla vzajemné ovliviuji — komunikuji, a jak jsou ovliviiovana okolim,
které téla obklopuje. V neposledni fadé zjistit, zda jsou mnohobunécna téla schopna
aktivné reagovat na zmény v prostiedi zpiisobené béhem jejich ristu a vyvoje.

Zkoumanym organismem byla bakterie Serratia marcescens. Vybrana byla
diky své charakteristické schopnosti tvofit kolonie dvou variant: bilé a Cervené.
Jelikoz tato prace nebyla zaméfend na zkoumani kolonii na mikroskopické urovni,
slouzily zmény ve vyrazné pigmentaci a celkovém stavebnim rozvrhu jako dobry
makroskopicky marker dé&ji uplatiujicich se pifi vystavbé kolonie, ¢i jinych
mnohobunéénych konsorecii, 1 pfi reakcich mnohobunéénych tél vyvolanych ménicim
se okolim.

Cilem prace pak bylo vySe uvedené déje spiSe popsat nez vysvétlit.



Na cetnych fotografickych tabulich dokumentujeme charakter jednotlivych
stavebnich rozvrhd, jejich svébytnost i individualitu, schopnost spolupracovat na
spolecnych stavbach, moznost vzajemného ovliviiovani a reakce na ménici se

podminky okoli.
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1. Literarni uvod

1.1. Obecny uvod

1.1.1. Taxonomicky popis bakterie Serratia marcescens

Rod Serratia, z rodiny Enterobacteriaceae, z ¢eledi Klebsielleae, obsahuje 5 druh.
Nejcastéji studovany a nejlépe znamy druh je Serratia marcescens.

Serratia, pojmenovana po italském fyzikovi, ktery vynalezl parni ¢lun (Serafino
Serrati), byva obecné povaZzovana za organismus tvofici Cervené pigmentované
kolonie. Po mnoho let zahrnoval rod Serratia jen jeden druh, Serratia marcescens, a
byl odlisSovan od ostatnich enterobakterii diky charakteristické cervené pigmentaci
vyvolané prodigiosinem. Diky mnoha podobnostem srodem Klebsiella a
Enterobacter byly nabarvené formy serratii ¢asto chybné identifikovany. Od roku
1972 byla diky pokroku v ur¢ovani DNA homologli a mnoha dalS$im biochemickym
srovnavacim studiim skupin a kultur Enterobakterii mozna lepsi identifikace od
ostatnich druhd. V roce 1977 byly popsany 4 druhy rodu Serratie: S. marcescens, S.
plymuthica, S. marinorubra, ktera koresponduje se S. rubidea a S. liquefaciens. Prvni
tfi produkovaly Cerveny pigment prodigiosin, ¢tvrty druh jej neprodukoval. Diky
studii DNA homologl byl dale popsan paty druh S. odorifera (von Graevenitz,
Rubin, 1980).

Serratia marcescens je typicky zastupce rodu Serratia.

Bylo zjisténo, ze poddruh Serratie, jez byl nazvan S. sakuensis je schopny tvofit
endospory (Ajithkumar et al., 2003).

Clenové rodu Serratia, stejné jako ostatni bakterie z rodiny Enterobacteriaceae,
rostou dobfe na béznych médiich za podminek aerobnich i anaerobnich. Optimalni
pH pro rist je mezi pH 5 a pH 9 (v zavislosti na druhu). Optimalni teplota rlstu je
mezi 20 a 37 °C (v zavislosti na druhu).

V soucastné dobé¢ se jednotlivé druhy Serratii urcuji podle Enterotestu 24 ¢i jinych
testi (Tabulka 1.1). Vysledky téchto testi vSak nejsou nikdy jednoznacné.
Vysledkem naptiklad byva, ze se zkoumany 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
IDNAse 97 88 1100 0
[Esterase 1100 1100 91 0
\Gelatinase \87 \96 \88 |0
\Lecithinase \92 \71 \86 |0
LLipase 99 86 98 0
Arginine 0 0 0 Variable
dihydrolase

'Laktose 2 73 1100 Variable
Malonate 1 0 86 75
utilization

Red pigment |21 0 61 0

Tabulka 1.1: Uzite€né testy pii diferenciaci rodu Enterobacteriaceae
Jednotliva Cisla v tabulce ukazuji kolika procentné je dany test schopny urcit jednotlivé
poddruhy (von Graevenitz a Rubin, 1980)

1.1.2. Prodigiosin

Prodigiosin je charakteristicky krvavé cerveny nerozpustny sekundarni metabolit
(pigment) bakterie Serratia marcescens. Jméno prodigiosin pochdzi od Krafta ze
studie zroku 1902, ktery ziskal cCerveny ,prodigiosin“ z Bacillus prodigiosus
(divotvorna hilka - dfiveéjsi jméno Serratia marcescens). Nejprve byla prokazana
tvorba prodigiosinu dvéma druhy moftskych bakterii (Lewis a Corpe, 1964). Pozdéji
se zjistilo, ze prodigiosin, nebo jeho analogy, jsou vytvafeny v rodech Serratia,
Pseudomonas, Vibrio, Norcardia, Streptomyces a Streptoverticillium. Také se uvadi
vyskyt barviva podobného prodigiosinu v ¢lenech rodu Actinomycetales (Gerber a
Gauthier, 1979). Dokonce i Serratia marcescens produkuje krom¢ prodigiosinu i
dalsi jeho analogy. Tvorba prodigiosinu, nebo jemu podobnych barviv, se tedy
vyskytuje 1 u jinych mikroorganismu a neni vylu¢nou zalezitosti ¢lenti rodu Serratia.
Maximalni produkce prodigiosinu byla zmétfena u starnoucich kultur pii 27 °C.
Pozitivni vliv na tvorbu prodigiosinu ma glukéza (Von Graevenitz, Rubin, 1980).
Ristovd  kinetika 1 mnozstvi pfijimaného kysliku pigmentovanych a

nepigmentovanych klonti je stejnd (Von Graevenitz , Rubin, 1980).
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Prodigiosin nema zadnou dokdzanou metabolickou funkci. Jeho ptfedpokladana
lokace v buiice je v bunééné sténé.

V historii bylo navrhovano hned nékolik funkci prodigiosinu (napf. zdroj energie,
akceptor autooxidativnich elektront, nebo jako latka, jez zneSkodnuje toxické
metabolity nahromadéné buiikou), ale zadné z nich nebyla dostate¢né prokézana.
Jedind prokazand funkce prodigiosinu je antibioticka aktivita vaci nékterym
prokaryotickym organismim (poprvé zminénd uz roku 1885). Siln¢jsi reakce je
pfipisovana predevsim v kontaktu s Gram-pozitivnimi bakteriemi. Krom¢ toho byla
zminovana 1 antimalarickd aktivita nékterych prodigiosinovych analogii (Gerber,
1969).

Pro moznost vyuziti prodigiosinu v industridlnim sektoru (tvorba protilatek) byla
vypracovana studie, jez hledala optimalni ristové podminky pro maximalni produkci
tohoto pigmentu u Serratie marcescens. Optimalni pidou byla Zivna puda
S pfidanymi namletymi arasidy. Podobné vysledky mély i zivné pidy s maltézou ¢i
s glukdzou. Optimalni teplota pro maximalni produkci prodigiosinu byla urena na
28 °C (Giri et al., 2004). Tvorba prodigiosinu v bakteriich Serratia marcescens
podléha velké variabilité a je zfejmé& vztazena k morfogenezi, jako jeden z jejich

aspektl. To je také divod, pro€ jsme si tuto bakterii pro nas vyzkum vybrali.

1.1.3. Bakterie a jejich komunikacni prostiedky a mozné vyuziti

Bakterie se v minulosti povaZovaly za primitivni jednobunééné mikroorganizmy,
Které Ziji samostatné nebo nahromadény v jednoduse strukturované kolonie, které se
skladaji z identickych pasivnich partikuli. Tento pohled se vSak za poslednich
nekolik desetileti zménil. Ukazalo se, Zze bakterie se organizuji do slozité
strukturovanych kolonii s velmi komplexnim uspofadanim. Pfi pozorovani kolonii
zacind byt evidentni, Ze na né¢ mizeme hledét jako na mnohobunééné komunity
(kazda s poctem ~ 10° — 10% bakterii), které maji pokrocilé moznosti jak ptezivat
Vv prostiedi, véetné rozdeleni tkoli, regulace genové exprese, bunééné diferenciace a
dokonce 1 vlastni regulace specialnich tkolovych skupin (bakterie se specidlnimi
genetickymi moznostmi, Ben- Jacob, 2003).

Pro tento Ucel si bakterie vyvinuly a vyuzivaji Sirokou paletu biochemickych

komunikacnich prostiedkd, jako jsou jednoduché molekuly, polymery, komplexni
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proteiny, genetické materidly a dokonce celé soubory téchto Ciniteld (plazmidy,
viry). Takto je zajiSténa horizontdlni vyména informaci v kolonii ale i s jinymi
organizmy (v placich a biofilmech).

Ben-Jacob navrhuje, aby se celé spektrum bakterialni komunikace délilo do dvou

skupin, vyvolavajici reakci a informativni (sémantické a smysluplné).

1 - Vyvolavajici reakci rozumime, Ze buiika po pfijeti specialniho signalu spusti
specifickou, predem determinovanou odezvu. Napiiklad pfitomnost glukozy
Vv prostiedi indukuje skrze specifické vnitrobunééné drahy expresi souboru gent,

které kdduji zmeény nutné pro metabolismus gluko6zy.

2 - Informativnimi (sémantickymi) rozumime pftipad, kdy Cinitel prostiedi spousti
bunécnou odpoved, ktera neni piedem definovand a nema specifickou drahu (neni
presné¢ determinovand). Smysluplnd informace, kterou signal piedstavuje, spusti
v bunce individudlni proces interpretace té konkrétni informace, v zavislosti na
daném stavu buiiky a na uloZeni piedchozich smysluplnych informaci v buiice.
Poskytuje to bufice svobodu ke zvoleni odpovédi na obdrzenou zpravu, vcetné
vlastni pfestavby a vyslani dané zpravy dalS$im bunkdm, jez pak ptestavbu provedou

také (Ben-Jacob, 2003).

1.1.4. Mezibunécna komunikace

Mezibunééna komunikace v koloniich je zaloZena jak na difuzi specifickych
chemickych signalli vcetné nukleovych kyselin, tak na pfimém kontaktu mezi
buiitkami a poskytuje kazdé buiice prisluSného utvaru informaci o jeji prostorové a
funk¢ni orientaci vzhledem k celku (Neubauer, 2002). Diky této mnohatroviiové
komunikaci jsou bakterie schopny vystavovat velmi strukturované mnohobunécéné

utvary (Shapiro, 1998; Greenberg, 2003).

Klasickou signalni molekulou je N-acylated homoserine lactone (dale AHL). AHL je
mald molekula majici i malou hmotnost. Proto mohou AHL molekuly volné
prostupovat bunéénou membranou. Jejich koncentrace v okoli tak reflektuje totalni

produkci a tim i celkovou denzitu produkujici populace. Zakladni funkci n€kterych
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AHL molekul je tzv. quorum sensing (viz nize). Bakterie se pfi ur¢itém kritickém
mnozstvi signdlnich molekul v médiu dokazou ptepnout na jiny ,,mod“ fungovani
v systému. U Vibrio fischeri je systém kodovan lokusy luxI — luxR: produkuji jednak
enzym zodpovédny za syntézu AHL, jednak receptor této molekuly. Moduly
homologni se systétmem luxI —luxR operuji v mnoha riznych bakteridlnich
kontrolnich okruzich a tidi uspofaddvani rtznych fenotypl; navic molekuly AHL
dokazou regulovat rozdilné funkce u riznych bakteridlnich druht. Signalni systémy
(AHL/luxI/luxR) jsou tedy obvykle vyuzivany a inkorporovany do rGznych
regulacnich okruhti, kdykoliv je kontrola hustoty populace adaptivné uzite¢na

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

AHL neni zdaleka unikatni systém v mezibun&cné signalizaci u bakterii. Souvislost
mezi denzitou a zplisobem ridstu je u bakterii znama a jeji studium vedlo
k identifikaci mnoha dalSich tfid signalnich molekul (tabulka 1.2).
Gama-butyrolactony druhu Streptomyces mohou byt povazovany za analogy
homoserinovych laktont, ale jiné signdlni molekuly patii do jinych tfid molekul,
vcetné latek bézné klasifikovanych jako toxiny (antibiotika a bakteriociny).
Predavkovani témito signaly miize byt smrtelné, stejné jak je to s savéim hormonem
inzulinem. Zajimavé je, ze bakteriocin nalezeny u Rhizobium leguminosarum byl
nedavno urcen jako AHL. U Gram-pozitivnich bakterii jsou signalnimi molekulami
antimikrobialni peptidy, které také Casto stimuluji buiiku k vlastni tvorbé.
Oligopeptidy jsou cCasto vyuzivany jako signalni molekuly u Gram-pozitivnich
bakterii, stejné tak jako u eukaryot. Oligopeptidni feromony mohou byt povazovany
za prvni tfidu molekul, které byly identifikovany v sedmdesatych letech minulého
stoleti jako komunika¢ni molekuly u prokaryot a to jako faktory kompetence u S.
pneumoniae a B. subtilis. Obrovska diverzita u oligopeptidi je déla vhodnymi tehdy,
je-li zapotiebi vysoky stupenn rozliSeni, jako je to vyuZzivano u oligopeptidnich
parovacich (konjuga¢nich) feromonti a inhibitorti zapojenych do regulace pienosu
jednoho kazdého konjugativniho plazmidu v Gram-pozitivnich kokach.

Mezi vlastnostmi oligopeptidi a AHL existuji dulezité rozdily: oligopeptidy
nemohou volné€ prostupovat bunéénou membranou, jako AHL. V zasadé¢ u Gram-
pozitivnich bakterii jsou oligopeptidni signalni molekuly syntetizovany z velkého
po¢tu prekurzordi, a jsou transportoviny mimo builkku pienasec¢i (ABC) a jsou

detekovany povrchovymi receptory, které nalezi ke dvouslozkovému protein
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kindzovému systému. Jelikoz nékteré receptory u Gram-pozitivnich bakterii vykazuji
podobnost se systémy piijmu oligopeptidi u enterobakterii, nebude piekvapivé,
budou-li objeveny oligopeptidni signalni molekuly také u Gram-negativnich bakterii.
Ne vSechny malé difuzilni molekuly uzivané pro bakteridlni komunikaci patii ke
specialni tfidé jmenovanych signall (tabulka 1.2). Aminokyseliny slouzi také jako
komunika¢ni molekuly v procesu iniciace formovani fruiting body (plodnicky) u
Myxoycoccus xanthus a béhem autoagregace u E.coli. U M. xanthus je extraceluarni
signal smésici nékolika aminokyselin generovanych diky povrchové protedzové
aktivité. Pokud smeésice dosahne hrani¢ni denzity, aktivuje systém bunécného
prenosu signalu vedouci k expresi téch funkci, jez jsou potieba pro nastartovani
formovani fruiting body - plodni¢ky. Iniciaci vyvinu fruiting body - plodnic¢ky
zaCinajici az v okamziku pfesahnuti kritické denzity signélu, plni tento signal AHL
soucastné funkci quorum sensing. Role aminokyselin pfi chemotaktické autoagregaci
je jina. Bunky chemotaktické E. coli vytvaii bodové agregace v tekutém

médiu, Casto tvoii prostorové shluky bodu, linii, a kruhli. Autoagregace muize byt
zablokovand analogy nebo mutacemi blokujicimi chemotaxicky Tar receptor a
exkrece aspartatu a glutamatu, silnych chemoatraktantti, se vyskytuje u kultur, jez
jsou vystaveny stresu. Ob¢ aminokyseliny tak signalizuji bunkam E.coli, aby
pozmeénily svou hustotu.

Nase znalosti vnitrobunééné signalizace pomoci vétSich proteinti jsou limitované tim,
Ze zname zatim jen par prikladd (tabulka 1.2). Nejlépe prostudovany je C faktor u M.
xanthus. Ackoliv mame dost informaci o pilech a o systému transportu IV typu u
DNA vymeény, role t€chto komplexnich povrchovych organel zajiStujicich transport
makromolekul a role mimobunéénych fibril v mezibakterialni signalizaci si zada
dal§itho zkoumani. Pili jsou potfebné pro pohyblivost bakterii v populaci, vyvoj
plodnicek, a formovani spor u M. xanthus. Podobn¢ jsou mutanti M. xanthus defektni
ve formovani extraceludrnich fibril neschopni koheze v tekutych suspenzich a jsou
defektni v pohyblivosti, predaci a ve vSech stadiich formovani fruiting body. Tyto
deficity mohou byt napraveny pfidanim purifikovanych fibril do takto defektnich
kultur. Formovani pild je také dalezity faktor u agregace a celé morfologie kolonii u
N. gonorrhoeae. Ve skenovacich elektronovych mikrografech jsou vidét sité pila, jez

spojuji jednotlivé buniky. Dlouho se vi, Ze existuje souvislost mezi morfologii
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Bacterial species

Phenotyp affected

Myxococcus xanthus
Escherichia coli
autoaggregation

Streptomyces griseus
prod.
Streptomyces Virginie
Streptomyces sp. FRI-5
Streptomyces sp.
Y-86,36923
Streptomyces
Viridochromogenes
Streptomyces alboniger

Streptoverticillium sp.
Nocardia sp.
Cylindrospermum
Licheniforme
Stigmatella aurantica

Myxococcus xanthus
Staphylococcus aureus

Bacillus subtilis
competence

Bacillus subtilis
competence

Bacillus subtilis
Streptococcus
competence

Pneumonie
Lactococcus lactis
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus sake

Carnobacterium
Piscicola

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis

Myxococcus xanthus

signal Molecular class
A factor Amino acid (mixture)
Aspartate, Amino acid
Glutamate
A factor y-butyrolactone
VB-A y-butyrolactone
IM-2 y-butyrolactone
Butalactin y-butyrolactone
Factor | y-butyrolactone

Pamamycin —C  Macrolide

Carbazomycinal [B-lactam derivatives
B-factor Adenosine derivative
unnamed Fused lactam,
thioketon rings
2,5,8-trimethyl-8-
Hydroxyl-nonan-4-one

Lipid pheromone

E-factor Branched-chain fatty
Acids
Rap Octapeptide
ComX Decapeptide,modified
Tryptophan
CSF Pentapeptide
Sporulation factor Oligopeptide
ComC Heptadecapeptide
Nisin Oligopeptide
Bacteriocin 26 amino acid
Inducting factor oligopeptide
Bacteriocin Oligopeptide
Inducting factor
Bacteriocin 24 and 49 amino acid

inducting factor
Sex pheromone

oligopeptides
Oligopeptides
Plastid-specific
Oligopeptides
plastid-specific
Protein

Sex pheromone
Inhibitors
C factor

Fruiting body development
Chemotactic

Sporulation, streptomycin

Virginiamycin production
Staphylomycin production
Antibiotic production

Anthracycline production

Aerial mycelium formation

Aerial mycelium formation
Rifamycin production
Akinete formation

Fruiting body formation
Fruiting body formation

Toxic exoprotein, virulence
Factor secretion
Transformation

Transformation

Sporulation
Sporulation
Transformation

Nisin(lantibiotic)production
Plantaricin (class Il
antimicrobial)
Sakacin (class |l
antimicrobial)
Carnobacteriocin (class Il
antimicrobial)
Agglutination, plasmid
transfer
Inhibic sex pheromone
binding
Fruiting body formation

Tabulka 1.2: Signalni latky riznych organismu a jejich funkce (Shapiro, 1998).

kolonie u N. gonorrhoeae a jeji virulenci. Dnes rozumime mezibunééné komunikaci

u prokaryotnich organisma lépe neZ rozumime komunikaci mezi eukaryotnimi a

prokaryotnimi organizmy pifi symbidze a patogenezi. Diky rostouci znalosti

sofistikovanych zplsobi, jak pouZzivaji napfiklad hlizkovité bakterie specifické

exopolysacharidy k nahrazovani funkci rostlinnych bun¢k, mizeme také ocekavat, ze

nalezneme takto vysoce diverzifikované chemické struktury pouzivané pro

mezibakterialni komunikaci. Exopolymery jsou urcité dulezité komponenty v mnoha
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mnohobunéénych populacich, jako u kolonii P. putida a E. coli, kde jsou snadno
pozorovatelné metodou skenovaci elektronové mikroskopie (SEM) a kde hraji

dualezitou roli v kolektivni pohyblivosti (Shapiro, 1998).

1.1.5. Signalizace na dalku

Signalni molekuly, extraceluarni receptory a material mezibunécné hmoty se miize
ucastnit v piimé¢ mezibunééné komunikaci na kratkou vzdalenost a pravdépodobné
také v diferenciaci buné¢k do mnohobunéénych komunit (kolonii). Mikroorganizmy
nicmén¢ maji schopnost vypoustét a ptijimat rizné signaly, ovliviujici jejich chovani
1 na delsi vzdalenosti (long range). Takové signaly také mohou koordinovat chovani
jednotlivych bunck nebo celych kolonii. Zda se, ze je to pro mikroorganismy velmi
vyhodné v pfirodnich podminkéch, kde mohou diky tomuto typu komunikace 1épe
reagovat na zmény v okoli, jako je nedostatek zivin nebo zvySovani denzity bunék
v systému. Long range signaly jsou Casto spojovany s riznymi aspekty socidlniho

Zivota mikroorganizmu (Palkova et al., 1997).

1.1.6. Quorum sensing

Nejprostudovangjsi ptiklad signalizace na dalku je Quorum sensing, které¢ bylo
popsano u mnoha bakterii (Miller a Bassler, 2001; Bassler, 2002).

Quorum sensing dovoluje mikroorganizmim monitorovat svou denzitu v prostiedi a
vede ke koordinovanym reakcim celé bakterialni populace. Je zalozeno na principu
autoindukce diky difuzilnim signalnim molekulam (zndmym jako autoinducery a
feromony), které jsou produkovany bakteridlni populaci (Suga a Smith, 2003).
Systém autoindukce dovoluje zvysit pocet signalnich slozek efektivnéji, nez jak by
toho bylo dosdhnuto jednoduchym zvySovanim signalnich slozek bez mozZnosti
autoindukce. Diky tomu muZe populace zménit svoje chovani diive, nez dojde ke
kritickému zvySeni denzity. Schopnost signalizace Quorum sensing maji obvykle jen
specifické latky u mikroorganismu, jako jsou N-acyl-homoserine lactony (AHL) u
Gram-negativnich bakterii a posttranslacné modifikované peptidy u Gram-

pozitivnich bakterii. Nicméné Chen a jeho kolegové popsali existenci universalni
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signalni molekuly — furanosyl-borate diester, ktera je pouzivana pro mezidruhovou
bakterialni komunikaci (Chen et al., 2002).

Quorum sensing reguluje rozdilné¢ fyziologické procesy jako bioluminescence,
swarming, syntéza antibiotik, produkce virulentnich determinanti u patogenickych
bakterii a formovani biofilmu (Rice et al., 2005). Procesem quorum sensing je u rodu
Serratie kromé vyse uvedenych procest regulovana také produkce carbapenemovych

antibiotik (Thomson et al., 2000).

1.1.7. Ping pong aneb komunikace kvasinkovych kolonii

Dalsim piikladem autoindukce je ,,ping — pong” mechanizmus, ktery miize za
indukci amoniaku u kvasinkovych kolonii. Amoniak byl identifikovan jako signalni
molekula, ktera je Sifena vzduchem u rtuznych neptibuznych kvasinek a je dulezita
pro vyvin kolonie a jeji pteziti (Palkova et al, 1997; Palkova a Vachova, 2003).
Kvasinkové kolonie periodicky méni pH ve svém okoli z kyselého na zasadité a
naopak. Kolonie rostou v kyselé fazi, kdy také produkuji amoniak, a jejich rust je
pfechodné inhibovan v zasadité fazi. Amoniak indukuje v koloniich rGznych
kvasinek dalSi produkci amoniaku nedbaje na jejich vlastni fazi vyvinu. Proto
vSechny kolonie v daném okoli shodn¢ zah4ji produkci amoniaku poté, co amoniak
zacne vylucCovat nejstar$i kolonie. Tato jednoduchd signalni molekula miiZze mit
univerzalni funkeci jako signal alarmu pfi stresu, jako je nedostatek Zivin nebo vysoka
uroven toxickych latek. Amoniak pak indukuje svou vlastni produkci v okolnich
koloniich a nasledkem toho se celd populace kolonii pfepne na rezim plisobeni
adaptivnich mechanismt. Navic je pozorovana pfechodna inhibice ristu ve sméru
gradientu amoniaku, coz znamend, Ze kolonie se orientuje na neokupovana mista,

kde nehrozi tak vysoka kompetice o potravu (Palkova a Forstova, 2000).

Jak jsme ukazali, je signalizace na dalku vétSinou zaloZena na produkci chemické
latky a jeji rozsiteni do tekutiny ¢i do vzduchu. Nicméné byla jiz popsana signalizace
mezi bakteridlnimi koloniemi pomoci nechemického signdlu. Tento experiment
provedl Matsuhashi et al. (1995) kdyz zaznamenal existenci ultrazvukové signalizace
mezi bakterialnimi koloniemi. Vyuzivaje ptikladu bakterie Bacillus carbophilus

rostouci v zavislosti na aktivnim dfevéném uhli, ukazuje jeho studie, jak bakterie
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rostouci v okoli uhlikovych materiali predavaji potencial k tvorbé kolonii buikam a
sporam i do vzdalenéjsich mist. Dale zjistil, ze pfenos tohoto signdlu nebyl pieruSen
sklenénymi ani plastickymi ptfekazkami, coz ukazovalo na existenci fyzikalniho
prenosu signalu. Autor ukdzal, Ze signal je pfedavan i po odstranéni uhliku a i kdyz
byla B. carbophilus zaménéna za Bacillus subtilis ¢i E. coli (Matsuhashi et al.,
1995).

1.1.8. Podobnost mezi nezivymi a zivymi systémy

Riiznorodé oteviené systémy, zivé i nezivé, reaguji na vnéjsi podminky formovanim
hierarchickych ¢asoprostorovych ttvart (Ben-Jacob et al., 1992). Jiz v 17 stoleti si
Johannes Kepler vSiml elegantnich tvari snéZnych vlocek, které jsou asi
nejexemplarnéj$im piikladem formovani tvaru a vzort (pattern) v nezivém svete.

Az po objeveni rozriziiovani skrze kompetici (patterning via competition) Alanem
Turingem v padesatych letech 19. stoleti se ukazalo, ze tyto slozité struktury se
vyvijeji u otevienych systémi jen tehdy, pokud je pfitomna kompetice mezi dvéma
nebo vice tendencemi. U sné¢hovych vlocek spolu soutézi dva trendy: difiize vodnich
molekul a jejich snaha o zabudovani do krystalu, a mikroskopickd dynamika
rozhrani, ktera diftzi brani (Ben-Jacob, 2003). V pokusu, pii némz Ben-Jacob
injektoval (vstfikoval) vzduch mezi dvé plexiskla (plotny) vyplnéné glycerolem a
pozoroval, jak se zméni vysledny tvar vzduchoveé ,,bubliny®, pokud spodni ptilku
plexiskla lehce ménil (otiskoval do glycerolu trojihelnikovou a ¢tvercovou miizku),
podpofil myslenku o existenci spole¢nych principt v sebe-organizaci nezivé hmoty
(Obr. 1.1). Pro porovnani uvadim obrazek kolonie Paenibacillus dendriformis (Obr.
1.2).
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Obr. 1.1: Sebeorganisace nezivé hmoty.

Prostor mezi dvéma plexiskly (plotnami) je vyplnén glycerolem a trubiCkou umisténou
veprostfed (smérem seshora) je do systému vstfikavan vzduch. Na obrazcich b-d jsou na
spodni pllku plexiskla obtisknuté rizné typy mfiZzek; a - klasicka $tépici se morfologie (tip-
splitting) objevujici se za isotropnich podminek; b - anisotropni podminky (na spodni pllku
byla obtisknuta ctvercova mfizka; ¢ — anisotropni podminky (na spodni plexisklo byla
obtisknuta trojuhelnikova mfizka); d — anisotropni podminky (na spodni plexisklo byla
obtisknuta neperiodicka mfizka (10-fold symmetry)) (Ben-Jacob, 2004).

a4

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

Alan Turing tak objevil novy tikaz, sebeorganizaci, a polozil jeho prvni principy.
Tato kompetice je ¢asto povazovana za stav byti mezi tendenci smétujici ke globalni
rovnovaze na jedné strané (globélni produkce entropie) a tendenci sméfujici k lokalni

rovnovaze na strané¢ druhé (lokalni produkce entropie). Globalni kinetika zene
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systém proti nazdobenym a soumérnym tvariim, zatim co lokdlni dynamika nuti
systém k charakteristickym vSeobecnym symetriim (Ben-Jacob, 2003).

Kdyz je systém vytrzen vice ze své rovnovahy, tak se globalni tendence zvétsuji, ale
ve stejny okamzik se také zvySuji lokélni efekty, které pak hraji roli odchylky
schopné zasdhnout do organizace na Urovni makrosvéta. Stejné tak lze fici, ze
globélni tendence, jako jednotna odezva, mlze sestoupit na Uroven mikrosvéta a
ovlivnit jej tim, ze favorizuje jednu malou strukturu pfed jinymi. Rovnovaha
Vv kompetici je udrzovana diky neustalému vziajemnému ovliviiovani téchto dvou

urovni (Ben-Jacob, 2003).

1.2. Vyvoj kolonie

Bakteridlni kolonie se bézn¢ definuji jako viditelnd masa mikroorganizmi, kde
vSichni jedinci pochazeji z jediné mateiské buniky, a proto je bakteridlni kolonie
slozena z klonti geneticky totoznych.

RozliSuji se zakladni typy podle charakteristik: jak vypadéa kolonie shora, jaky ma
povrch a jaky ma pti¢ny prufez (Obr. 1.3).

COLONIAL MORPHOLOGY
SHADE Q? COLOTR :
¥ N = "":'», y
| |3 3 |
N . 1 j-_ "I
\\\_f{_ AL : :
round irregular filamentous rhizoid curled
EDGE /cr‘ H,)
entire filamentous undulate lobate
|rregular
ELENATION g
N I corwromr i B I AU A B s —.

raised flat convex umbonate growth mto
medium

Obr. 1.3: Zakladni typy bakterialnich kolonii (Reynolds, 2005,
www.rlc.dcced.edu/mathsci/reynolds/micro/lab_manual/colony_morph.html ).
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1.2.1. Principy sebeorganizace a vyhody riistu v kolonii

Tak jako se vnezivych systémech vzory a tvary vytvafeji diky souhfe mikro a
makrosvéta (rozriznovani v kompetici — Turing, viz vySe), u zivych systému je tomu
podobné. Vzory a tvary se v kolonii vytvaieji diky vzadjemné souhie mezi jednou
bakterii (mikrosvét) a celou kolonii (makrosvét). Pii ristu kolonie je navic pfitomen
dalsi stupenn komplexity: stavebni kameny jsou samy zivymi systémy, kazdy
s vlastnim stupném svobody, vlastni genetickou informaci a mozZnosti vlastni
interpretace této informace. To dava kazdé bakterii jistou svobodu k reagovani a
vlastni prestavbé, n¢kdy dokonce zménou genové exprese, kterou muze dana
bakterie dale signalizovat ostatnim bakteriim diky zmén¢ vlastniho chovani (Ben-
Jacob et al.,1998; Ben-Jacob, 2003).

Bakterie maji prospéch z mnohobunécéné kooperace v kolonii tim, Ze si dokaZou
prerozdélit praci, a tim si mohou zpfistupnit zdroje, které by jako samostatné bakterie
nemohly vyuzit. Spoleéné¢ se mohou uUspé$néji branit proti nepratelim a
optimalizovat pieziti populace diferencovanim se na riizné bunééné typy (Shapiro,
1998).

Lepsi moznosti komunikace v kolonii poskytuji bakterialnim koloniim takovy stupeni
plasticity a flexibility, ktery je potfebny pro lepsi prizptisobivost a schopnost pieziti

kolonie, jako celku vuci okolnimu dynamickému prostredi (Ben- Jakob, 2003).

1.2.3. Vyvoj kolonie mikroskopicky

9-1-88

Shapirova a Hsuova studie, ve které pouzili Casosbérné ﬁ

videozéznamy, osvétluje rist kolonie v rané fazi vyvoje. Pokud se

: o r . L4 w~ r 7 v 7 o 11:46:37
kolonie rozrista zjediné buiiky, dochdzi béhem ranného ristu
ke zformovani symetrické ¢tvetice bunék (Obr. 1.4). Dale se i

kolonie rozrista dal$imi d€lenimi. Pokud se pfi rané fazi rastu
12:45:18

kolonie potkaji dvé buiky, vytvoii spolu opét tuto symetricky
uspotfadanou ctvefici a dél rostou jako v pfipadé kolonie vznikl¢ 2w

Z buniky jediné (Obr. 1.5)(Shapiro a Hsu, 1989).

13:16:10

Obr. 1.4: Zformovani
symetrické étverice
bunék (Shapiro, 1989).

13:22:50
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4.5 38

Obr. 1.5: Kolonie vznikajici ze tfi matefskych bunék.
Na obrazku uprostfed je patrny v levé €asti symetricky ¢tyfbunéény utvar vznikly ze dvou
puvodnich bunék (Shapiro a Hsu, 1989).

Shapiro sledoval mikroskopem makrokolonie E. coli vzniklé vykapnutim 1 pl
bakterialni suspenze na agar s glukozou. Tyto makrokolonie byly rozriiznény
Vv koncentrické kruhy. Uprostied byl pozorovan mélky kruh oznacujici misto
nakdpnuti inokula. Dale byl pozorovan vroubkovany (indentation) kruh, jez se
rozsifoval s riistem makrokolonie. Mezi kruhy byla pozorovéna ploSinka, jez se
beéhem riistu rozsifovala. Kolem vroubkovaného vnéjsiho kruhu byl pozorovan val a
na okraji makrokolonie byla plocha vrstva rozsitujici se do okoli, kterd byla pfitomna
€1 nepfitomnd v zéavislosti na stafi kolonie (Obr. 1.6 a). Mikroskopicky bylo
pozorovano mnoho morfotypt. Béhem prvnich 7,5 hodin byly vSechny bakterie
ty¢inkovitého tvaru bez viditelného uspofadani. Na okraji makrokolonie bylo po7,5
hodindch pozorovano znacné vyrovnani bunék (Obr. 1.6 b). Po 24,5 hodinach byly
pozorovany dva druhy bunék: kratsi, kulatéjsi a také prodlouzené buiiky s mnoha
biciky. V pozdéjsich stadiich vyvoje makrokolonie se objevily morfologicky
odlisitelné zony zahrnujici buiiky rGznych tvart a velikosti. Tyto zény casto
ohranic¢ovaly makroskopické ttvary na kolonii (Obr. 1.7). V koncentrickych tutvarech
byly bunky rizného piivodu, ale tim, Ze zaujimaly v kolonii stejnou pozici, mely i

podobny fenotyp (Shapiro, 1987).
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Obr. 1.6: Mikroskopické snimky bakterialni kolonie.
a - makrokolonie po 68 hodinach rlstu; b - Okraj kolonie staré 7,5 hodiny (na okraji kolonie
je patrna zéna extracelularni hmoty) (Shapiro, 1987).

Obr. 1.7: Dvé dobre odlisitelné zény bunék s rozdilnym morfotypem (Shapiro, 1987)

1.3. Déje, jez mohou ovliviiovat vysledny fenotyp populace bakterii

1.3.1. Diferenciace

Uvnitt bakterialnich kolonii se bakterie morfologicky i funk¢éné diferencuji podobné

jako pii morfogenezi t€l mnohobunécnych eukaryot (Shapiro, 1985 a 1987).
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Diferenciace je jev, kdy se ve stejnorodém prostiedi objevuji v populaci stejné

geneticky vybavenych bunck klony bun€k s odliSnymi vlastnostmi. Tyto klony jsou

relativné stabilni a s ur¢itou frekvenci mohou opét davat vznik klonim s ptivodni

vlastnosti. Frekvence, s niz tyto klony vznikaji, je zavisla na aktuadlnim prostiedi a

ptedchozi historii populace. Diferenciace je tieba odlisit od jinych zmén vlastnosti,

od mutace a regulace:

a)

b)

Mutace je zména dédicnych vlastnosti v disledku zmény genetické
informace, systém ztraci schopnost se chovat ur¢itym zptisobem a obnoveni
této schopnosti mize nastat pouze v disledku zpétné mutace, coz je dosti
vzacne.

Regulace je zména vlastnosti jako reakce na aktudlni prostiedi; je-li odstranén
faktor vyvolavajici zménu, systém se vraci do piivodniho stavu; tyto zmény
nejsou dédicné.

Diferenciace je zména vlastnosti spontdnni nebo indukovand, kterd na rozdil
od mutaci neni zménou genetické informace, tedy schopnosti vyjadieni urcité
vlastnosti systému (v pfipadé indukované diferenciace), ale na rozdil od
prosté regulace je vlastnosti dédi¢nou. Je to regulacni stav, ktery mize byt
vyvolan vnéjSim podnétem, pretrvava i po vymizeni tohoto podnétu a je
dédicné predavan potomstvu. Takovy stabilni regulacni stav nemusi byt
vyvolan pouze zménou prostiedi, zména vlastnosti ve smyslu diferenciace se
V populaci spontdnné projevuje s podstatné vysSsi frekvenci nez spontanni
mutace a s vyssi frekvenci se objevuje i obnoveni plvodnich vlastnosti
populace.

Diferenciace mize byt zptsobena i epigenetickym uml¢enim genu.

Zmeéna vlastnosti v diferenciaci je Monodem a Jacobem vysvétlena jako projev

vzajemné negativni regulace dvou operontl, kde reguldtorovy gen jednoho operonu

negativni regulaci tidi expresi operatového genu druhého operonu a naopak. Protoze

genoveé produkty jsou pii dé€leni pfedavany dcefinym buiikdm s cytoplasmou, je dany

regulacni stav dédicny, ke zméné vlastnosti miize dojit pouze tehdy, jestlize

zablokovany operon unikne represi.
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Cechova vsak ve své praci vedenou profesorem Neubauerem podotyka: , Existuje
velky pocet regulacnich okruhti, které jsou navic hierarchicky uspotadany. Zjistili
jsme jak diferenciaci v regulaci, tak i diferenciaci stability regulacnich fazi.
Vezmeme-li v avahu, ze vSechny vlastnosti, jejichz vyjadieni podléha regulaci a
diferenciaci, jsou kvantifikovany, ze jevy jako kvalita zbarveni, stupen citlivosti
k vzajemnému ovliviiovani barevnosti, specificita a dokonce i pribéh Sifeni
vzajemného plisobeni predstavuji prenosné rysy (parametry, které jsme sledovali
jsou vice mén¢ ndhodné vybrané), dovedeme si tézko predstavit, Ze tato izasna
variabilita, at’ dédi¢nd, ¢i nikoliv by byla vysvétlitelna interakci regulacnich obvodi
ve smyslu Monodové, at’ uz je jich jakykoliv pocet a jsou uspotadany v jakémkoliv

mnozstvi trovni* (Cechovéa , 1976)

1.3.2. Epigenetika — typ diferenciace

Epigeneticka situace nebo proces je takova situace nebo proces, ktery se prenasi
zbunky na jeji potomstvo, aniz by se zménila kodujici DNA pochazejici ze
zarodecné linie. Diferencovany stav bunék, ktery se pfenasi na jejich potomstvo, je
obecn¢ urcovan epigeneticky. Epigenetika zahrnuje mechanismy mitotické nebo
meiotické dédicnosti, které nemaji souvislost se zménami v DNA. Epigenetické
faktory jsou chemicky stabilni a ovliviiuji genovou transkripci, modifikuji genotyp,
tim, ze umléuji geny bez jakychkoliv dédi¢nych zmén v genotypu. Mohou pomoci
vysvétlit nékteré rozdilnosti u jednovajecnych dvojcat, naptiklad rozdilna citlivost
K nemocim, ackoliv zde se musi vzit v Gvahu, Ze epigenetické zmény mohou
zpiisobovat také faktory z prostiedi.

Existuji minimaln¢ tfi epigenetické mechanismy, jez ovliviiuji vyvoj u zivoCichu a
zaroven se podrobuji kritériu nedédi¢nosti: metylace DNA, kovalentni modifikace
histonti a komplex Polycomb-thithorax proteint (Santos et al., 2005).

Pojem norma reakce pak definuje soubor vSech fenotypti, které mohou byt vytvoreny
jedinym genotypem, je-li konfrontovan s riiznymi podminkami prostiedi (Schlichting
a Pigliucci, 1998). U rostlin a bakterii byla popsana dal$i moznost regulace DNA -

transpozice.
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1.3.3. Transpozice

Transpozice spociva v fizeném premistovani urit¢ho genu (iseku DNA) z jednoho
mista chromozému na jiné nebo na zcela jiny chromozém. Za tuto schopnost,
vedouci k vypinani a zapinani genti, pfipadné¢ ke zméndm zplisobi regulace jejich
vyjadfeni na jedné strané a umoziujici pfemistovani, ztratu ¢i zmnozovani celych
velkych tusekti genetického zapisu (chromosomal rearrangment — piebudovani
chromozomt) na stran¢ druhé, jsou odpoveédné useky, kterym se dnes obecné fika
inzercni (IS) sekvence (,,vmezetovaci fetézce*), nebo celé komplexy — transpozony
(,,jumping genes“ — skakajici geny), které tato premistovani IS — sekvenci fidi
(podle Neubauer, 2002).

Systematicka analyza kukufi¢nych rostlin, uskute¢nénd Barbarou McClintockovou
(McClintoc, 1963), nesoucich mutovatelné lokusy a analyza variant identifikovanych
novatorskym studiem kukufi¢nych semen i celych rostlin byla z4sadni pro revolu¢ni
objevy mechanismi genové reorganizace, vnitrobunééné sitové kontroly genové

exprese a evoluce genetickych regulacnich systému (Fedoroff a Botstein, 1992).

1.3.4. Bakterialni transpozice - zdkladni typy bakteridlnich transpozonti

Tn-elementy: genetickd informace transpozonu obsahuje jednak informaci pro
vlastni transpozici, jednak informaci (strukturni geny) determinujici dal$i znaky
bunééného fenotypu (vétSinou geny determinujici rezistenci k antibiotiku). V
nukleotidové sekvenci Tn-elementu jsou na obou koncich tzv. obracené repetitivni
sekvence.

Piiklad: Tn3-element: pfitomnost genii tnpA a tnpR, které koéduji transpondzu a
rezolvazu, a dale pfitomnost genu bla (B-laktamaza, hydrolyzujici B-laktamova
antibiotika). Transpondza: enzym katalyzujici transpozici, rozezndva obracené
repetitivni sekvence transpozonu, Stépi specifické sekvence cilového mista a
nasledné katalyzuje jejich spojeni s koncovymi sekvencemi vloZeného transpozonu.
Rezolvaza: katalyzuje degradaci meziproduktu, vznikajiciho kontaktem donorové a
recipientni DNA. Produkt genu determinujiciho rezolvazu rovnéz funguje jako

regulacni bilkovina syntézy rezolvazy a transponazy.
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IS-elementy: zatim je predpoklad, Ze geneticka informace téchto transpozond se
vyhradné tyka vlastni transpozice. (Pfitomnost genu tnp (transponaza). Princip
stavby-obracené koncové repetice-zachova, Kombinované (slozené) Tn-elementy:
centralni Cast tvofena Tn-elementem, koncové ¢asti jsou tvofeny IS-elementy.
Mohou determinovat rezistenci k antibiotiku). Moznost transpozice z plazmidu na
chromozom v kombinaci s moznym (mezibunénym, konjugativnim) pifenosem
plazmidu nesouciho slozeny Tn-element uruje ucCast téchto transpozoni na
mezibunécné distribuci (bakterialni) rezistence k antibiotiktim.

Predpoklada se, ze ucast téchto mechanisml neni omezena pouze na predavani
specifické resistence viici antibiotikiim, ale Ze se timto zptisobem mohou predavat i
rizné jiné informace mezi Dbakteriemi v populaci  (www.vscht.cz/kch/

kestazeni/sylaby/genetika.pdf).

1.4. Mnohobuné¢na téla u bakterii

1.4.1. Fruiting bodies - plodnicky

Zda se, jakoby prvni krok pfi evoluci mnohobunéénych organismti bylo spojovani
bun¢k do koloni (rostou-li bakterie na pevnych povrsich). Nejjednodussi zpisob jak
toho doséhnout, je pro dcefiné buiiky zlstat po kazdém bunécném déleni pohromadé.
Napiiklad myxobakterie ziji vpudé a zivi se nerozpustnymi organickymi
molekulami, které zpracovavaji za pomoci sekrece degradativnich enzymt. Vytvareji
volné kolonie, kde se enzym sekretovany kazdou bunkou shromazduje, ¢imz
zefektiviiuji zpracovavani organickych molekul (efekt smecky). Myxobakterie
pfedstavuji vSak pouze €ast socialni rafinovanosti mezi prokaryoty. Pokud dojde
k vyCerpani potravy, bunky se agreguji tésné k sobé a vytvoii mnohobunééné fruiting
body - plodnic¢ky (Obr. 1.8), kde se bakterie diferencuji do spor, které dokazou prezit
I v extrémné nepiiznivych podminkach. Pokud je prostiedi pfiznivéjsi, spory vyklici

a vytvoii novou populaci bakterii (Brun a Shimkets, 2000; Kunert a Kaiser, 1982).
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0.1mm

Obr. 1.8: Fruiting bodies formované myxobakterii (Chondromyces crocatus) vidéna
elektronovym mikroskopem.

Kazdé fruiting body, pfeplnéné sporami, je tvofeno agregaci zhruba milionu diferencovanych
bunék myxobakterii (Grilione a Pangborn, 1975).

Dalsi typ mnohobunéénych tél se specifickym zptisobem rastu jsou kolonie Bacillus
mycoides, jez se vyskytuji ve dvou formach (jedna se sta¢i ve sméru hodinovych

rucicek a druha proti sméru) (Di Franco et al., 2002)(Obr. 1.9).

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

V piirod¢ jsou bakterialni kolonie dosti vzacné. U Serratia marcescens jsou
napiiklad pozorované v Cistych tekoucich vodach (horni toky potokil a fek). Ve
vetsing pripadl se bakterialni populace v pfirodé vyskytuji ve formé bakteridlnich
plakti a biofilmi.

Biofilmy a plaky jsou komplexy bakterii jednoho ¢i vice druhti (az stovek). Biofilmy
se vyznacuji prilnavosti k povrchu, strukturni heterogenitou (znacné mnozstvi
kanalt, vyduti atd.), genetickou diverzitou a slozitymi mezibunéénymi (i
mezidruhovymi) interakcemi. Biofilmy jsou také schopné velmi pruzné reagovat na
meénici se podminky prostiedi tak, Ze se samy plasticky ptestavuji (Shapiro, 1998).
Pfi mikroskopickém sledovani biofilmu u Serratia liquefaciens jsou popsany
bunécéné agregaty obsahujici bunééné tetizky (cell chains) i dlouhé vlaknité bunky
(Labbate et al., 2004).

Tvorba biofilmu je u Serratia marcescens regulovana souhrou procesu quorum

sensing spolu s nutriénimi podnéty (nutrient cues) (Rice et al., 2005).

1.5. Rezistence proti antibiotikiim jako nastroj poznani v oblasti

kooperace a sebeorganizace

Rezistence muze vzniknout diky kooperativni odezvé uzZivajici sofistikované
komunikacni mozZnosti. Bakterie v samoorganizovanych koloniich nebo ve
specidlnich pouzdrech mohou byt mnohem vice rezistentni k antibiotikiim neZ stejné
bakterie v suspenzi. V kolonii si utvareji ,,geneticky web* tim, jak si predavaji
informaci vedouci k rezistenci pomoci plazmida nebo diky viram. Pfedavaji si tuto
informaci jak mezi sebou tak mezi celymi koloniemi a dokonce ji pfedavaji i cizim

bakteriim (Ben- Jacob et al., 2003).

Studium bakterialni samoorganizace miize pomoci vyvinout nové bojové strategie,
naptiklad léky, které narusuji moznosti bakterialni komunikace (Ben-Jacob et al.,
2004). Na druhou stranu, zlepSeni bakteridlni kooperace ndm muze pomoci pfi

lepSim vyuziti bakterii v industridlnich procesech, jako je rozkladani odpadnich
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latek, nebo vytvareni 1ékl. Jsou tu také Cisté védecké diivody k tispéSnému rozpleteni
tajemstvi bakteridlni sebeorganizace. Poznatky ziskané studiem bakterii mohou vnést
svétlo do zahady prirodni sebeorganizace a komplexifikace a mozna i na vyvoj

poznavani samého (Ben-Jacob, 2003).

1.6. Fyzikalni pohled

Jak jsme vid¢€li, bakteridlni kolonie nejsou pasivni vyslednici chaotického
kompetitivniho riistu biomasy omezovaného pouze gradienty ubyvajicich zivin a
hromadéni toxickych zplodin latkové pifemény, za které je casto biologové
povazovali. Pro biologickou interpretaci kolonii existuji ptesvéd¢ivé doklady jednak
anatomické, jednak dynamické, kdy pifimym sledovanim ristu a chovani
bakteridlnich bunék pii aktivni vystavbé kolonii byly objeveny morfogenetické
pohyby (snapping ¢i palisading movements) a zjiSténa uloha vldknitych forem
vytvarejicich ptrechodné ,leSeni®, podle kterého se normalni buiky uspotradavaji
(podle Neubauer, 2002).

Biologické utvareni specifickych vzora a tvarti (pattern) na urovnich od nanometrti
aZ po kilometry je nyni pfedmétem intenzivniho vyzkumu na mnoha trovnich. Stejné
tak existuje velky pocet v&dcli zabyvajicich se vyzkumem v oblasti tvofeni a
udrzovani urcitych vzord u neZivych systémi, kde byl u€inén velky pokrok
Vv identifikovani zakladnich fyzikélnich mechanisml (schémat), které se snazi
popisovat pozorované jevy.

Jako prvni se musi identifikovat schémata tvorby struktur a na nich miizeme zacit
budovat modely a vyslovovat pfedpovedi. Prvni typy, které byly pilné studovany
byly rozvétvené fraktalni struktury hodné pfipominajici tvary, které mizeme vidét ve
fyzikélnich systémech pifi podminkach ristu pii limitované difuzi. NejbéznéjSim
piikladem je rast krystall z pfesyceného roztoku, pii kterém se pevna slozka rozrista
pfipojovanim molekul, které¢ difunduji skrze slozku tekutou. Diftzni pole Zene
systém k zdobnym (na mnoha trovnich) nepravidelnym fraktdlovym tvarim; diky
pusobeni Mullins — Sekerkové (MS) nestabilité¢ jsou vnéjsi vycnélky mnohem

efektivngjsi v pfitahovani toku a molekul, a proto rostou rychleji nez jejich okoli.
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Bylo ukazéano (pouzitim nejriiznéjSich modeltll), Ze potieba Zivin vede kolonie, které
maji ostry okraj, k MS nestabilité.

V originalnim experimentu Matsushity jsou kolonie Bacillus subtilis dany na misku
s tvrdym povrchem, takze se nemtzou pohybovat. Pohyb se ptfesto dostavi tak, ze se
individualni buiiky prodluzuji a dé€li in situ na okraji kolonie. Bakterie Paenibacillus
dendriformis uziva elegantni trik k dosahnuti téhoz. Vypousti tekuté mazivo, ktera ji
dovoluje pohybovat se po substratu. Pfizptsobi ¢as potiebny k sekreci této latky, jeji
viskozitu, a jeji pomér absorpce do substratu tak, aby se efektivni bakterialni difuzni
konstanta zvySila (z nuly) srostouci bakteridlni hustotou. Navic tam, kde je
nedostatek potravy, bakterie vstoupi do ptedsporula¢niho stavu, ve kterém se jiz
nemiizou pohybovat, ale stdle si udrzuji moznost komunikace diky chemickym
signalim. Kombinovany efekt nelinearni difuze se zménou v predsporulaéni stadium
umoziuje rust - ,,vétvi“ kolonie s dobfe definovatelnymi hranicemi. Tento
mechanismus muze byt inkorporovany do reakéné difuzni soustavy, a tim vede

k fyzikalné zaloZzeném modelu pro pattern vétveni (Levine a Ben-Jacob, 2004).

Béhem vyvoje kolonie vytvareji bakterie hojnost tvaru a vzori. N&které z nich jsou
velmi podobné tém, které vidime v nezivych systémech (krystaly, sné¢hové vlocky).
Proto se mlizeme domnivat, Ze principy sebeorganizace v neZivych systémech nam
mohou pomoci k pochopeni bakterialnich kolonii. M¢li bychom se vSak
vyhnout matematizovani zivych systémt a mit stile na paméti, ze bakterie umi

S 24

moznosti komunikace (Ben-Jacob, 2003).

1.7. Pohyb u bakterii S.m.

U bakterii bylo prokazano nékolik druhii pohybu, at’ se uvazuje bakterie samotna
(swimming and swarming, palisading movements (zmiiovano Neubauerem 2002),
gliding, twitching, sliding a darting (Henrichsen, 1972)) nebo bakterialni kolonie

(rotovani kolonii Paenibacillus vortex viz Obr. 1.10)

-33-



Obr. 1.10: Rotujici kolonie Paenibacillus vortex s dirou ve stfedu rotujiciho kruhu
(Ben-Jacob a Cohen, 2000).

Bylo dokézano, ze peritrichalné bic¢ikaté bakterie, napf. Serratia m., se pohybuji
rychleji, pokud je prostiedi viskoznéjsi. Kazdy druh ma samoziejmeé svoji optimalni

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

1.7.1. Swarming a Swimming

U bakterie Serratia marcescens je znamo, ze vytvari dvé rizné formy s rdznymi
schopnostmi pohybu v zavislosti na tom, zda je péstovana v tekutém (plavani -
swimming), ¢i na pevném médiu (plazivy pohyb mnohobunécénych utvara bakterii -
swarming) (Albertit a Harsheyt, 1990). V tekutém prostiedi je Serratic 1 az 2 um
dlouhé tycinka s 1 az 5 peritrichalnimi bi¢iky. Pokud byly bunky péstovany na 0,7 —
0,85% agaru, byly 5 az 100 pm dlouhé a mély stovky biciki. Tyto bakterie se ve
skupinach pohybovaly plazivym pohybem (swarming). Typické pro tento pohyb je,
ze bakterie maji pfed sebou viditelnou vrstvu extracelularniho slizu a pohybuji se
vzdy ve ,,vlnach®. Po kazdém jasn¢ viditelném pohybu se na nékolik hodin zastavi a
poté se opét zaénou pohybovat dal (O'Rear et al., 1992). Tento pohyb je stejné jako
formovani biofilmi, ¢i tvorba prodigiosinu aktivovan procesem quorum sensing a

indukovan signalni molekulou AHL (Morohoshi et al., 2007).
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1.8. Zavislost morfologie kolonie na hustoté agaru

Také byla pozorovéana zavislost morfologie kolonii na koncentraci agaru. Kolonie
rostouci na agaru do hustoty 0,4 % (Obr. 1.11 A) rostly jak nad agarem, tak
prorustaly do n¢j. M¢ly relativné pevnou stavbou a nebyla pozorovana swarming
aktivita. Na agaru o hustoté¢ 0,4 % az 0,6 % (Obr. 1.11 B) byly pozorovéany
ponoftujici se kolonie, ale jiz se swarming aktivitou. Na agaru 0,6 % az 1,2 % (Obr.
1.11 C) byly pozorovany jen povrchové kolonie se swarming aktivitou, a na agaru o
hustoté¢ 1,2 % a vétsi (Obr. 1.11 D) byly pozorovany dobie stavéné povrchové

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

M. A. Bees et al

_‘_ D.

Obr. 1.11: Kolonie rostouci na rizné hustych agarech.

A — kolonie rostouci na agaru o hustoté mensi nebo rovné 0,4%; B — kolonie rostouci na
agaru o hustoté 0,4 % az 0,6 %; C — kolonie rostouci na agaru o hustoté 0,6 % az 1,2 %; D —
kolonie rostouci na agaru o hustoté vétsi nebo rovné 1,2% (Bees et al., 2002)
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1.9. Socialni inteligence u bakterii (kooperace a strety)

Pojem socialni inteligence se vztahuje k lidskym mentalnim dovednostem, které jsou
spojeny s GspéSnym vedenim socialniho Zivota. Proto byva ¢asto spojovana
s kognitivnimi moznostmi c¢lovéka, jako je vnimani vlastni i skupinové identity,
vnimani vlastnich 1 skupinovych cilli, zabyvani se adaptivnimi socidlnimi
interakcemi a spolupracovani za tucelem vlastniho i1 spoleCenského prospéchu.
Bakterie vykazuji vzorce kolektivniho chovani, které reflektuje nékteré zakladni
aspekty socidlni inteligence. Napiiklad myxobakterie, pokud jsou napadeny virem,
dokézou vyzrat na narusSitele (virus) tim, ze kolektivné zacnou exprimovat geny, jez
koéduji proteiny s jinymi povrchovymi antigeny, jez vir nedokdze rozpoznat, a tim
tyto kooperujici bakterie vytvofi novy ,dialekt”, ktery je téZké naruSiteli (viry)
rozlustit, ¢imz se narusitele zbavi (Dworkin, 1996).

U multi-kolonialnich komunit (jako jsou plaky a biofirmy) je socialni inteligence
vyuzivana ke kooperaci mezi riznymi druhy. Kazda jednotliva kolonie v biofilmu se
soustfedi na sviij konkrétni tikol (tok zivin, nebo odstranéni urcité latky z biofilmu) a

timto rozdélenim prace se uspéSnost a spoluprace celého biofilmu zvySuje (Ben-

Jacob, 2004).
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2. Materialy a metody

2.1. Materialy

a) Pouzité mikroorganizmy

V této praci jsme pouzivali bakterii Serratia marcescens, kmen CNCTC 5965, ktery

jsme obdrzeli ze Statniho zdravotniho ustavu.

b) Média a pufry

Pevna média :

ZA + G - obsahuje 40g Zivného agaru ¢.2 (Imuna), 5g glukozy (Sigma) v
1000 ml destilované vody

ZA - obsahuje 40g zivného 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 kvasinkovy extrakt (Oxoid), 5g glukdzy (Sigma),
159 agaru (Oxoid No.1) v 1000 ml destilované vody.

TA - obsahuje 10g tryptdzy (Difco), Sg NaCl, 15g agaru (Oxoid No.1)
v 1000 ml destilované vody.

ZA + M - obsahuje 40g Zivného agaru &.2 (Imuna), 5g maltozy (Sigma)

v 1000 ml destilované vody

Vyse uvedend média obsahuji 1,5 % agaru.

ZB + G (0,5 %) - obsahuje 25 g Zivného bujén &.2 (Imuna), 5 g glukozy
(Sigma), 5 g agaru (Oxoid) v 1000 ml destilované vody

ZB + G (0,8 %) - obsahuje 25 g Zivného bujon ¢.2 (Imuna), 5 g
glukozy (Sigma), 8 g agaru (Oxoid) v 1000 ml
destilované vody

7B + G (1,5 %) - obsahuje 25 g Zivného bujénu &.2 (Imuna), 5 g
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glukozy (Sigma), 15 g agaru (Oxoid) v 1000 ml

destilované vody

Tekuta média :

7B + G - obsahuje 25g Zivného bujonu (Imuna), 5 g glukdzy (Sigma) v

FP

ZM

1000 ml destilované vody

- Fosfatovy pufr ( pH 7,2) — obsahuje 17,9 g Na,HPO,4 x
12H,0, 3,0 g KH,POy4, 0,5 g NaCl, 1,0 g NH4Cl v 1000 ml
destilované vody

- Zamrazovaci médium — 15 g Glycerol p.a. (Lachema), 2,5 g
Zivného bujénu &.2 (Imuna) doplnéno destilovanou vodou do

konec¢ného objemu 100 ml

¢) Sklo a pomucky

Pro praci s kulturami bakterii
bakteriologicka klicka platinova

bakteriologicka jehla platinova

Laboratorni sklo
k ptipravé a uchovavani pufri a médii:
Lahve se Sroubovacim uzavérem zn. Duran — 500ml, 250ml

odmérné valce - 200 ml

pro préci se suspenzi bakterialni kultury:

sklenéna ty€inka s koncem ve tvaru hokejky ( k roztirani suspenze na plotn¢)

sklenéna tycinka s koncem ve tvaru kulicky s primérem 1mm ( k jemné&jSimu
roztirani suspenze na plotng)

sklenéné kyvety pro Spektrofotometry - 1ml

Erlenmeyerovy baiiky 100 ml

Jiné pomicky

Petriho misky polystyrénové — primér 90 mm, 60 mm (ke kultivaci na tuhém
médiu) — pokud neni uvedeno jinak, byly pouzivany Petriho misky o priméru

90mm.
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Kultivaéni desticky pro tkanové kultury s kruhovymi otvory o
priméru 1,5 a 3,4 cm

Striéky s riznobarevnymi vi¢ky — 500 ml

Hlinikova folie v roli

Mikrozkumavky Eppendorf s bezpe¢nostnim uzavérem - 1,5 ml
Zkumavky zamrazovaci — 2 ml

Papirové krabi¢ky do mrazicich boxi

Nastavitelné mikropipety Socorex model 825 (1-10ul, 10 — 100 pl,
100 — 1000 pl)

Spicky k pipetam

Ajatin, Lih

Skalpel, pinzeta

Bakterialni filtry ACRODISK SYRINGE FILTERS

sterilni injek¢ni stiikacky na jedno pouziti

Parafilm

e Pristroje:
Biological termostat BT 120
Spektrofotometr Spekol 11
Vahy — ADAM AQT - 200
Laminarni box GEMINI
Fotoaparat Olympus C — 5050 ZOOM
Binokularni lupa Olympus S240
Kahan na propan-butan Labogaz 206
Vortex ZX3
Magneticka michacka

Centrifuga Eppendorf Minispin

d) Sterilizace

Pro zajiSténi sterilni prace byl pouzivan ajatin a denaturovany lih. Pouzivané sklo,
laboratorni pomicky, pufry i kultivacni média byly sterilizovany kldvovanim pfi

121°C po dobu 20 minut.
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2.2. Metody

a) Teplota a doba inkubace Serratia marcescens

Pro bézna sledovani experiment jsme zvolili dobu inkubace v termostatu 48 - 72

hodin pii teploté 27°C, poté byly misky pfeneseny do pokojové teploty do tmy.

b) Méfeni OD

Optickou denzitu OD jsme méfili na spektrofotometru Spekol 11 ve viditelném
svétle pfi vlnové délce 450 nm ve sklenénych jednomililitrovych kyvetach
Vv intervalu hodnot OD 0 az 1,0. Takovéto uspotfadani zajist'uje linearni zavislost OD
na koncentraci biomasy (zakalu bakteridlni suspenze). Kalibra¢ni vztah mezi
hodnotami OD a mnozstvim buné¢k, které po vyseti na agarovou plotnu daji vznik
koloniim, jsme stanovili experimentalné. V naSem uspofadani odpovida koncentraci

bundk cca 10%/ml opticka denzita pohybujici se v rozmezi 0,18 az 0,22.

c) Vysev

Bunky byly resuspendovany, nafedény ve FP a vysety na Petriho misky s agarem
(100 ul na 9 cm P.m., 40 pl na 6 cm P.m.). Na povrchu misky byly buiky

rovnomérné rozprostieny sklenénou hokejkou.

d) Izolace jednotlivych klont

Vypalenou a vychladlou klickou jsme nabrali ¢ast vybrané kolonie, kterou chceme
izolovat, a nékolika tahy klickou jsme ji rozetfeli po agaru na okraji plotny. Kli¢ku
jsme vysterilizovali vypalenim v plameni, nechali jsme ji vychladnout a rozetfeli
okraj prvniho roztéru do volného prostoru agarové plidy. Toto jsme opakovali

nékolikrat a v poslednim roztéru jsme ziskali po inkubaci jednotlivé kolonie.
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e) Narust bakterialni kultury do stacionarni faze

Bakterialni suspenze byla zaotkovana do ZB tak, aby OD byla v rozmezi 0,03 az
0,05. Dostatecna aerace kultury byla dosazena zaockovanim 10 ml bakterialni
suspenze v Erlenmeyerové baiice o objemu 100ml. Takto zaoCkovana suspenze byla

ponechéna 24 hod v 27°C.

f) Usmrcovani bun¢k

Suspenze bundk v ZB o objemu 500ul byla povatena v mikrozkumavce 1 minutu ve
vodni lazni. Abychom se zbavili malého procenta ptezivsich bakterii, povafenou
suspenzi jsme centrifugovali pti 10000g po dobu jedné minuty a supernatant

prefiltrovali. Takto upraveny supernatant byl pouzit k experimentu.

g) Filtrace bun¢k

Suspenze bun¢k byla filtrovana pres sterilni bakterialni filtry Acrodisc pomoci

injekéni stiikacky.

h) Kondiciované médium

Bakterialni suspenze narostla do stacionarni faze byla stocena v centrifuze pii 10000
g po dobu jedné minuty, supernatant byl zfiltrovan a pouzit jako kondiciované

médium.

1) ZamraZovani bakterialni suspenze

Zamrazovani:

Zamrazovaci médium bylo navdzeno a rozmichdno na magnetické michacce.
Klavovano bylo 20 minut pti 121 °C. Sterilné bylo rozplnéno po alikvotech (0,1 —
Im 1) do sterilnich zamrazovacich zkumavek a uchovano v —20°C zmrzlé. Do
vhodného objemu byla pienesena pii pokojové teploté sterilni platinovou klickou
jedna kolonie, eventudlné ¢ast biomasy z izolované kultury.

Po resuspendovani na Vortexu byl stabilat pfenesen do -80°C a tam byl uchovan.
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Rozmrazeni stabilati:
Z -80°C byl stabilat vyjmut a rozmraZen pii pokojové teploté. Cast stabilatu byla
nafedéna ve FP a vyseta, eventualné pfenesena na Petriho misku a vycarkovéna.

J) Fotografovani

Fotografovali jsme fotoaparatem Olympus C — 5050 ZOOM za denniho svétla ze

vzdalenosti cca. 30 cm nad pozadovanym objektem.
k) Fotografovani pod lupou
Fotoaparat jsme upevnili na binokularni lupu a fotografovali pozadované objekty se

zveétSenim.

Vsechny vysledky uvedené v Experimentalni ¢asti jsou podlozeny vice (min. tfema)

pokusy.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Popis pouzivaného kmene

Z pivodniho zdroje kmene CNCTC 5965, vy€arkovaného na agarové plotné, jsme
odebrali ¢ast bilé biomasy a tu nasledn& vyseli na média ZA a ZA + G. Zatimco na
médiu ZA narostly &ervené nestrukturované kolonie, na médiu ZA + G narostly
nejen kolonie bilé, nestrukturované, kterych byla vétsina, ale také strukturované bilé
kolonie se zvednutym ¢ervenym valem bez Cerveného stiedu (dale uz jen BS) (Obr.
3.1) a kolonie se zvednutym Cervenym valem a vystouplym cervenym stiedem (Obr.
3.2), které jsme nazvali Fontanka (dale jen F) (Obr. 3.1, Obr. 3.2).

Z dalsich pozorovani vyplynulo, Ze na padé ZA + G je vyse popsany ,,fontankovity*
fenotyp dale udrzitelny.

Pro nékteré dal$i pokusy se stala dulezita i jeho bila varianta (B), kterou jsme

vyizolovali ze stejného piivodniho zdroje (Obr. 3.1).

Obr. 3.1: Tri ziskané fenotypové varianty.
Vlevo nahofe je bila varianta fontanky (B); vpravo nahofe je Fontanka (F); dole je klon bez
stfedu (BS)
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Pro morfologickou netrividlnost (vyvySeny okraj i stied) a barevnou riiznorodost
Fontanky jsme tento klon (F) volili jako modelovy, druhym naSim modelovym

typem pak byla jeho bila varianta (B).

Obr. 3.2: Morfologie Fontanky (F) a jeji bilé varianty (B).
a - priény prarez stfedem klasické Fontanky s vyvySenym stfedem i okrajem; b - kolonie typu
Fontanka; c - bila varianta kolonie typu Fontanka
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3.2. Definice a rozdéleni ziskanych mnohobunécnych tél

Podle zpiisobu vysévani a pocatecniho mnozstvi bunék ve vysevu jsme opakované
obdrzeli a definovali tyto Ctyii dobfe odliSitelné morfologické typy: kolonie, kibuc,

soukolonii a skvrna.

3.2.1. Kolonie

Mnohobunécny ttvar narostly z jediné butiky. Jejich vzhled zavisi na hustoté kolonii
na misce. Pokud vysejeme F bakterie na ZA + G v poétu piiblizng 100 a vice na
misku, narostou malé nestrukturované ¢ervené kolonie, které¢ maji pramér 1-2 mm
(Obr. 3.3 a). Kolonie vyseté na stejné¢ médium ale v mensi hustoté (10 kolonii na
misku), vyrostou po tydnu kultivace do velikosti 7-8 mm v priméru (Obr. 3.3 b).
Tyto kolonie maji mnohem vyrazngjs$i zbarveni i diferenciaci: bilé na pocatku
vyvoje, pozdéji zCervena stied i vyvyseny okraj (Obr. 3.5). Po obvodu kolonie se
obcas vyskytuji bilé a Cervené vyhonky (viz Sipky na obr. 3.3 b).

Obr. 3.3: Vysevy F kolonii.
a - husty vysev F kolonii na misce; b - fidky vysev F kolonii na misce (Sipky ukazuji na bilé a
Cervené vyhonky po obvodu kolonie)
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Stejnou zavislost vzhledu kolonii na hustém ¢i fidkém vysevu pozorujeme i u bilé

varianty B (Obr. 3.4)

Obr. 3.4 : Vysevy B kolonii
a — husty vysev B kolonii na misce; b — Fidky vysev B kolonii na misce

Obr. 3.5 : Casovy vyvoj fidkého vysevu F kolonii.
a - tfeti den vyvoje; b — sedmy den vyvoje; ¢ — desaty den vyvoje

3.2.2. Kibuc

Kibucem byl nazvan mnohobunécny utvar narostly z husté suspenze bunck (vice nez
100) aplikované na misku s agarem do malého kruhu s primérem 1-2 mm. Bunky

byly aplikovany bud’to formou kapky (ptiblizné 1ul), nebo dotykem, coz je pieneseni
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¢asti materialu, odebraného ze zdrojové kolonie/kibucu sterilni jehlou, na agarovou
misku. Pro vznik klasického kibucu je zapotiebi okolni volny agarovy prostor.
Vzhled a rozméry (pramér okolo 10 mm) narostlého kibucu (Obr. 3.6) jsou podobné
jako u jednotlivych kolonii B a F vysetych na P.m. v malé hustoté (cca 10 kolonii na
misku)(Obr. 3.5 ¢). O tom, Ze takova spoluprace vétsSiho poctu bungk, které se setkaji
Vranném stadiu mnozeni (tvorby vlastni monofyletické mikrokolonie),
je morfogeneticky vykon, svéd¢i ob¢asny netspéch — vyskyt ,rozttepenych® kibucti
(Obr. 3.7). Velikost a vzhled kibucu se neméni s riiznou hustotou bungk (10° — 10°)
ve zdrojové kapce (v ptipadé vykapavani lze tuto hustotu lehce ménit).

Pti vyfedovani zdrojové kapky az na jednotky bun€k v 1 pl vznikd po naneseni na
agar soukolonii (viz niZe), od stovek bun¢k v 1 pl vznika kibuc. Pfechodové stadia
neexistuji. Jde bud’ o kibuc nebo soukolonii a v ptipad¢, Ze v 1 pl se nachazi pouze

jedna bunka, vznikd po naneseni na agar vyse popsana kolonie.

Obr. 3.6: Kibucy
a — F kibuc; b — B kibuc
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Obr. 3.7: Roztiepeny F kibuc

Pokud se suspenze o stejné hustoté bundk/cm?, ktera je vhodna pro vznik kibucu (viz
tabulka hustot), aplikuje do vétsiho kruhu (tj. do kruhu o priméru vétsim nez 2 mm),
dostavame az do jisté velikosti kruhu (do priméru cca 4 mm) klasicky kibuc; kruh o
priméru 7-8 mm je prostorem hranicnim. Tady vznik4d Utvar svou stavbou
pfipominajici bud’ klasicky kibuc nebo skvrnu (viz nize) (Obr. 3.8). Pokud dale
zvétSujeme primér kruhu, dostavame uz jen skvrnu. Podobné vysledky dostavame,
kdyz rozprostirame stejné mnozstvi bunék vhodnych pro vznik kibucu (pii
vykapavani) do stale vétsiho kruhu. I tady je kruh o priméru 7-8 mm hrani¢ni (Obr.
3.84a,3.8h).
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Obr. 3.8: Osidlovani riizné velkych prostorti F variantou.

a — suspenze o stejné hustoté bunék v ml rozprostfena do kruh(l o praméru 2, 7, 20 a 26
mm (na misce od nejmensiho po nejvétsi); b — suspenze o stejné hustoté bunék v mi
rozprostfena do kruhd o praméru 2, 4, 8 a 15 mm (na misce od nejmensiho po nejvétsi); c —
suspenze o stejném mnozstvi bunék na mm? rozprostfena do kruhl o priméru 2, 4 a 8 mm
(na misce od nejmensiho po nejvétsi)

3.2.3. Soukolonii

Soukolonii jsme si definovali jako pocitatelné mnozstvi malych kolonii (cca 10-100
bungk/cm?) vyvinuvsich se ze zdrojové suspenze rozprostiené¢ do ptiblizné 100x
vétSiho prostoru nez v ptipadé kibucu (kruh o priméru 1,5 cm), které spolupracuji na
stavbé mnohobunécného téla. Pfi nizs$i hustoté vysévanych bunck (okolo 10) se
vysledné télo vyvine do soukolonii s vice ¢ervenymi (pokud jde o F soukolonif)
stiedy (v zavislosti na poctu zdrojovych buné€k) a jednim spoleénym okolnim valem
(Obr. 3.9). Pti vétsi denzité vysévanych F bunék (okolo 100 bunék/cm?) dostavame

F soukolonii se spojitym (v€tSim) vystoupnutym Cervenym  centrem
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obklopenym bilym okrajem, ktery béhem starnuti také cervena (Obr. 3.10). Pfechody
mezi dvéma vyse uvedenymi piiklady jsou plynulé. Vysévany pocet bunék je pro
vznik soukolonii dulezity. Je nutna vhodna vzdalenost mezi vznikajicimi koloniemi,
které se behem rustu setkaji, vzajemné se nevymezuji a vytvoii spolecnou stavbu.
Abychom mohli pozorovat pékné soukolonii, musi byt kolem vznikajiciho
soukolonii dostatecné velky volny prostor (viz kapitola 3.6.2.). Je proto nejlepsi vysit

jen jedno takové na misku. Celkova morfologie soukolonii pfipomina morfologicky

rozvrh kolonii typu Fontanka, tj. Cerveny stfed, bilé mezikruZzi a Cerveny val okolo

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

Obr. 3.9: Soukolonii
a - F soukolonii z 12 bunék; b - B soukolonii ze 3 bunék

Obr. 3.10: Casovy vyvoj F soukolonii.
Soukolonii z cca 100 bunék — Casovy vyvoj (stéfi 4, 11, 14 dni)
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3.2.4. Skvrna

Pokud je pocet bun€k ve vysévaném prostoru vétsi nez hrani¢ni pocet vhodny pro
uspotradani soukolonii (viz tabulka hustot), zddné oddé¢lené kolonie se na zacatku
ristu neobjevi (jen souvisly povlak) a systém se vyvine v Gtvar, ktery jsme nazvali
skvrnou. Jde o homogenni nestrukturovany narist sjasné vyvySenym okrajem.

V zavislosti na zdrojovém inokulu jsme dostavali F nebo B skvrnu (Obr. 3.11).

Obr. 3.11: Skvrny
a - F skvrna; b - B skvrna
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Tabulka zavislosti vysledného fenotypu na hustoté zdrojové suspenze a prostoru
do néjz je suspenze aplikovana

pocet bunék v kruhu
S volnym agarovym

prostorem kolem

!

1000 -
10000 (cca
5000)

100 - 1000
(cca 500)

10 - 100 (cca
50)

1-10
(cca 5)

kibuc kibuc kibuc kibuc/skvrna skvrna skvrna povlal_</
kolonie
. kibuc/ ., .,
kibuc Kibuc Kibue/ | ikolonit/ | SOukelonii/ | soukolonii/ {1 1o G
soukolonii skvrna skvrna
skvrna
. kibuc/ kibuc/ kibuc/ ., soukolonii/ .
kibuc ., ., ., soukolonii . kolonie
soukolonii soukolonii soukolonii kolonie/
kolonie/ kolonie/ kolonie/ kolonie/ kolonie/ kolonie/ kolonie
soukolonii soukolonii soukolonii soukolonii soukolonii soukolonii
60mm nebo
2 2-4 4-7 7-12 12-15 15-25 90mm P.m.

Primér kruhu (v mm) do néhoz nanésime suspenzi
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3.3. Ovliviiovani fenotypu modifikaci substratu

3.3.1. Rast na riznych kultivaénich médiich

Modifikaci standardnich kultiva¢nich podminek (viz materidly a metody) jsme
ziskali rGzné fenotypové projevy kolonii (Obr. 3.12). V protikladu ke klasickému
fenotypu Fontinka na médiu ZA + G (Obr. 3.12 b), na médiu ZA (bez ptidaného
cukru) vyrostly v hustém i fidkém vysevu nestrukturované cervené kolonie (Obr.
3.12 a). Podobné vysledky jsme obdrzeli i na médiu PY (Obr. 3.12 ¢). Na TN médiu
vyrostly bilé kolonie s ¢ervenym lemem (Obr. 3.12 d), na médiu TA vyrostly kolonie
uplné bilé (Obr. 3.12 e). Dale jsme testovali, jaky bude rozdil ve vlivu na fenotyp
mezi pfidanymi cukry maltézou a glukézou (Obr. 3.13). Na médiu s maltézou

vyrostly kibucy i skvrny podobné tém vyrostlym na médiu ZA.

a .b . C ‘ d e
Obr. 3.12: Fenotypovy projev F kolonie na riznych kultivaénich médiich.

Ridky vysev + detail; a — ZA (Zivny agar); b — ZA + G (Zivny agar s glukézou); ¢ — PY
(pepton s kvasinkovym extraktem); d — TN (trypton); e — TA (tryptdza)
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Obr. 3.13: Srovnani vlivu maltézy a glukézy na vysledny fenotyp F varianty.
a — kibucy a skvrny aplikované na médium ZA + malt6za; b — kibucy a skvrny aplikované na
meédium ZA; ¢ — kibucy a skvrny aplikované na médium ZA + G

Shrnuti:

Nadéle jsme pouzivali médium ZA + G eventualné ZB + G, coZ je médium, které

svym slozenim odpovida ZA + G , ale neobsahuje agar.

3.3.2. Proménlivost fenotypi mnohobunéénych tél v zavislosti na hustoté

agaru

Modifikaci standartnich hustoty agaru (1,5%) jsme ziskali rizné fenotypové projevy

nami sledovanych mnohobunéénych tél.

Kolonie:

Bakterie byly vysety na misky smédiem ZB+G s tfemi riznymi
koncentracemi agaru: 1,5% (odpovida ZA + G), 0,8% a 0,5%. Na 0,5% agaru
je narust a vybarvovani kolonii rychlejsi nez na 0,8 % a 1,5 % agaru, kolonie
jsou veétsi a vétSinou celé Cervené. Pii fidkém vysevu na 0,5 % agaru je
,fontankovitost™ (morfologicky typ F) tézko udrzitelna, F kolonie maji hodné
vyhonki a veliky piskotovity ¢erveny stied, ktery ¢asem celou kolonii vyplni

— kolonie se stava ¢ervenou (Obr. 3.14 a, d).

Kibucy:
Podobné se na fidkém agaru (0,5 %) v porovnani s agarem hustSim (1,5 %)
chovaji i kibucy. Kibuc je na 0,5 % agaru vétsi nez na 1,5% agaru. U obou

(0,5% 1 1,5%) hustot agaru dostavame roztiepené F kibucy s pomérné velkou
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plochou cervené stiedové oblasti s tim, ze na 0,5% agaru jsou Cervené
vybézky ze stiedu do bilého okoli jest¢ mohutnéjsi nez na 1,5 % agaru (Obr.
3.14 b, e). U B kibucti na 0,5% agaru jsme nékolikrat pozorovali vétveni
bilého nartstu bunék do okoli (Obr. 3.15).

e Soukolonii:
Soukolonii je na fidkém agaru (0,8% a 0,5%) Spatné rozpoznatelné, jeho
,fontankovitost” je Spatn¢ udrzitelnd, protoze kolonie jsou na takto fidkych

agarech vétsi a velmi rychle splyvaji. Na 1,5% agaru naopak pii vysevu

vhodné hustoty bunck vznika klasické soukolonii (Obr. 3.14 c, f).

Obr. 3.14: F kolonie, kibucy a skvrny na médiich s riznou hustotou agaru.
a—-c 0,5%;d-f 1,5%
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Obr. 3.15: Vétveni bilého kibucu na 0,5% agaru.

Shrnuti:
Pro sledovani naseho fontankového fenotypu se zda byt nejvhodnéjsi koncentrace

agaru 1,5%, a proto jsme nadale pouzivali uzZ jen tuto koncentraci.
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3.4. Fenotypova dédi¢nost

Dédicnost ziskanych fenotypi byla testovana odebiranim inokula sterilni jehlou
Zriznych c¢asti nami definovanych objektt (kolonii, kibucii, atd.) a naslednym
vysetim (pfi vysevu se inokulum fedi fosfatovym pufrem FP) daného inokula na
misku se stejnym substratem jako v ptipad¢ matetského objektu. Jako kontrola bylo
inokulum vzniklé resuspendovanim celého testovaného objektu (téla), které bylo
roziedéno a vyseto na kontrolni misky (se stejnym substritem). Vzorky byly

zpracovany tiemi zpusoby: 1) vyte€kovanim, 2) vykapanim a 3) vysevem.

1) VyteCkovani: Bunky byly odebrany z testovaného mista (napf. vyhonek,
stied, atd.) matefského objektu opatrné Spickou sterilni jehly a okamZzité
pfeneseny na povrch nové agarové plotny lehkym dotykem. Timto zplisobem
se vzdy preneslo dostatecné mnozstvi bunék vhodnych pro nartst kibucu.

2) Vykapavani: Pfislusna ¢ast (stied, val, atd.) zdrojové kolonie, ¢i kibucu byla
resuspendovana ve FP a nafedéna. Rizné nafedénd suspenze byla vykapana
po 1ul na misky. Vysledkem byl klasicky kibuc (v ptipadé dostate¢né husté
suspenze). Ve vysévané kapce (1ul) muze po dalsim vyfedovani byt jen
nékolik bakterii (vysledkem je soukolonii), nebo jen jedna buiika (vysledkem
je kolonie).

3) Vysev: Piislusna ¢ast byla resuspendovana, dostate¢né nafedéna ve FP a poté

rozprostfena na agarovou plotnu. Timto zpisobem jsme ziskali kolonie.

Obr. 3.16: Vyseté potomstvo F varianty.
a - vyseté potomstvo F kibucu; b — vyseté potomstvo F kolonie
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Nejrychlejsi riist a vybarveni bylo pozorovdano u potomstva cerstvého (malého,

nedavno vyhtezlého) cerveného vyhonku u rozttepeného F kibucu (Obr. 3.17 c).

Obr. 3.17: Potomstvo F kibucu ziskané te€kovanim.
a — vyteCkované potomstvo Cerveného stfedu roztfepeného F kibucu; b — vyteCkované

potomstvo bilého okraje roztfepeného F kibucu; ¢ — vyteCkované potomstvo Cerstvého
Cerveného vyhonku roztfepeného F kibucu

Potomstvo B kolonie nebo B kibucu je po vyseti nebo vykapani vzdy B kolonie (Obr.
3.18) nebo B kibuc.

a . b .
Obr. 3.18: Vyseté potomstvo B varianty

a — vyseté potomstvo B kibucu; b — vyseté potomstvo B kolonie
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Shrnuti:

Potomstvo F, respektive B, kolonie vzniklé odebranim biomasy z riznych ¢asti
kolonie, eventualné kolonie cel¢ (Obr. 3.16 b), a naslednym nafedénim ve FP a
vysetim nebo vykapanim, je pifevazné F kolonie nebo F kibuc, respektive B kolonie
(Obr. 3.18) nebo B kibuc.

Potomstvo F kibucii (zejména kibuct roztfepenych) neni tak uniformni jako
potomstvo F kolonie. Krom¢ klasickych F kolonii se s mensi frekvenci objevuji
kolonie BS a celé Cervené. Hranice mezi fenotypy F kolonie, BS kolonie bez stiedu,
a cervené nestrukturované kolonie jsou neostré (Cerveny stied jakoby postupné

vyplioval celou kolonii).

F kibuc je, co se tykd morfogeneze, riznorod¢jsi nez F kolonie, proto i variabilita

potomstva je vyssi (Obr. 3.16 a).
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3.5. Vzajemna komunikace tél

Pti klasickych vysevech jsme zaznamenali, ze F kolonie, které vyrustaji v blizkém
sousedstvi, se vybarvuji rychleji, nez kolonie osamocené (Obr. 3.19). Vybarvovani se

poté §ifi z takto zbarveného centra do okoli.

Obr. 3.19: Urychlené vybarvovani F kolonii ve vysevu — éasovy vyvoj
a - vyvoj F kolonii paty den; b — vyvoj F kolonii Sesty den; ¢ — vyvoj F kolonii devaty den; d -
vyvoj F kolonii tfinacty den

Abychom zjistili, jakym zpilisobem se bakterialni téla navzajem ovliviuji, usporadali

jsme nékolik konfiguraci tél a sledovali jejich chovani béhem rtstu.
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3.5.1. Efekt blizkého sousedstvi

Jak jiz bylo feteno vyse, pokud jsou F kolonie na ZA +G rozprostieny tak, Ze se
nachdzeji v té€sné blizkosti, urychli se jejich vybarvovani oproti kolonii osamocenym
(Obr. 3.19); z takto zbarveného centra se vybarvovani kolonii $iti do okoli (Obr.
3.19). Rychlost vyvoje vysledného fenotypu je té€snym sousedstvim ovlivnéna
pozitivné€. Déle jsme zjistili, ze kolonie vyrostlé v bezprostiedni blizkosti F skvrny se

vybarvuji rychleji, nez kolonie od skvrny vzdalenéjsi (Obr. 3.20).

Obr. 3.20: Urychlené vybarvovani F kolonii v pfitomnosti F skvrny - €asovy vyvoj
a — vybarvovani F kolonii tfeti den vyvoje; b — vybarvovani F kolonii sedmy den vyvoje;
¢ - vybarvovani F kolonii jedenacty den vyvoje

3.5.2. Vliv skvrny na vyvoj kibucu

Schéma nize uvedenych experimenti:

dve rizné vzdalenosti (1cm,
2cm) vykapanych kibuct (F ¢i
B) od nanesené suspenze
rozprostifené do cary

odstranény agar (0,5 cm
L) Siroky pruh)

s
N > Fc&iBsuspenze

\\-_,.p/ rozprostfena do ¢ary 5 cm
dlouhé a 1 cm Siroké
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Inokulum vhodné pro vyvoj F skvrny, obsahujici 10%-10° bungk/30ul, jsme rozetteli
do ¢ary 5 cm dlouhé a 1 cm Siroké na spodni ¢ast agarové plotny a do vzdalenosti
lcm nebo 2 cm od ¢ary jsme vykapali F kibucy (Obr. 3.21 a). V porovnani
s kontrolami (Obr. 3.21 b), které byly ud€lany stejnym zptusobem, pouze bez skvrny
ve spodni ¢asti misky, jsme zjistili, Ze skvrna nanesend v dostatecné blizkosti kibucii
urychluje jejich vyvoj (Obr. 3.21 a). Mira urychlovani vybarvovéani je zdvisla na
vzdalenosti F ¢ary od F kibuci (Obr. 3.21 a). Abychom vyloucili vzajemnou
komunikaci skvrny a kibucti agarem, vyfizli jsme sterilnim skalpelem mezi systémy
prouzek agaru (pferuseni v agaru). Vysledky byly podobné, jako v pokusech bez
preruSeni (Obr. 3.21 ¢). Samostatné preruseni agaru (bez nanesené skvrny) nema na
urychlovani vybarvovani kibuct znatelny vliv (Obr. 3.21 d). Déle jsme pozorovali,
ze kibucy rostou asymetricky smérem od skvrny do volného agarového prostoru
(Obr. 3.23), zatimco Cervenani, které se normalné zacina objevovat na stiedu kibucu,
zacina na stran¢ prilehlé (pfivracené) ke skvrné (Obr. 3.21 c¢). Bild B skvrna ma vliv
na urychlovéani vybarvovéani F kibucl podobny jako F skvrna, ackoliv ve srovnani
s ovliviiovanim F skvrnou ne tak vyrazny (Obr. 3.21 e).

Kombinace F skvrny s B kibucem (Obr. 3.21 g) také ovlivni zbarveni jinak bilé¢ho
Kibucu. Pouze stim rozdilem, ze strana kibucu pfilehla ke skvrné zruZzovi a
nezcervena.

Rist smérem od skvrny do volného prostoru a nezéavislost ovliviiovani na pfitomnosti
¢1 nepfitomnosti pieruseni v agaru mezi systémy zastava stejnd jako u F kibuct.
Strukturovanost B kibuci je oproti kontrole potlacena.

Nizka hustota agaru nema na ovliviiovani vybarvovani B kibucu F skvrnou
rozprostfenou do ¢ary 5 cm dlouhé vliv. Ovlivnéni vybarvovani je na 0,5 % a 1,5 %
agaru srovnatelné. Zrizovéni B kibucil je smérem k ¢afe intenzivng;jsi.

Také kombinace vysevu B skvrny v care a B kibuci potlacuje v porovnani
s kontrolami (samotné B kibucy) strukturovanost ovliviiovanych B kibuct (Obr. 3.21
1). Vznikaji hladké B kibucy bez vyrazného stiedu.

Pro doplnéni uvadim, Ze vyseté potomstvo ovliviiovanych a neovliviiovanych bilych

kibuci se nelisi. V obou ptipadech nartstaji bilé¢ kolonie (Obr. 3.22).
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Obr. 3.21: Vzajemné ovliviiovani
mnohobunécnych tél.

Vodorovné dvojice jsou stejného stafi; a - F kibuc
nad F &arou ve vzdalenosti 1 cm a 2 cm; b —
samotné F kibucy jako kontrola k a; ¢ — F kibuc
nad F ¢arou s pfitomnosti pferuseni v agaru; d —
F kibucy nad samotnym pferuSenim agaru; e — F
kibucy nad B Carou ve vzdalenosti 1 cm; f —
samotné F kibucy jako kontrola k e; g — B kibucy
nad F ¢arou; h — samotné B kibucy jako kontrola
ke g; i — B kibuc nad B ¢&arou; | — samotné B
kibucy jako kontrola k i

Obr. 3.22: Vyseté potomstvo ovlivnénych a neovlivnénych B kibucu.
a — potomstvo neovlivhéného B kibucu; b — potomstvo ovlivnéného B kibucu
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Obr. 3.23: Rust F kibuctl smérem od nanesené F cary.
Kibucy a skvrna rozprostfena do ¢ary jsou 31 dnU staré.

Shrnuti:

Blizké sousedstvi F kolonii ve vysevu urychluje jejich vybarvovani.

Vybarvovani F kibucii v sousedstvi skvrny je oproti kontrole urychleno s tim, Ze
rychlost vybarvovani klesd se zvétSujici se vzdalenosti kibucu od nanesené
skvrny.

Preruseni agaru nepatrn¢ snizuje rychlost vybarvovani F kibuct.

Ve vsech étyfech vySe uvedenych piipadech je patrnd tendence mohutnéjsiho
nariistu ovliviiovanych kibucti smérem od skvrny do volného prostoru.

Barevnost kibucii je na strané ptivracené ke skvrné€ intenzivnéjsi.

Strukturovanost B kibuct je v pfitomnosti skvrny potlacena.

V piipad¢ rustu B kibucti v sousedstvi hustého naristu F kolonii dochazi
K rizovéni B kibuct.

Potomstvo ovlivnénych (zartiZovélych) a neovlivnénych B kibucti se nelisi.

Dale jsme zkouseli, zda rychlost vybarvovani F kibuct ovlivni :

1) suspenze bakteridlni kultury ve stacionarni fazi (resuspendovana fontdnka byla

zao¢kovana do 6 ml ZB a ponechana 1 den v termostatu)

2) promyté buniky z kultury ve stacionarni fazi (suspenze byla sto¢ena v centrifuze a
K supernatantu bylo pfidano 500ul FP a znovu sto¢eno — opakovano 3x)

3) kondiciované médium (viz Materialy a metody)

4) usmrcené bunky
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Zjistili jsme, ze zivé builky péstované v kultivaénim médiu a buinky zbavené
kultivaéniho média (promyté) ovliviiuji vybarvovani kibucii rychleji nez bunky
usmrcené varem nebo samotné kondiciované médium. Nicméné ve vSech piipadech
doslo k vybarvovani rychleji nez u kibucii neovlivnénych. Tento typ pokusu nebyl

dale rozpracovan.

3.5.3. Tésny kontakt mnohobunéénych tél

e Kibuc x kibuc
Pokud jsou dva, ¢i tfi kibucy (je jedno zda jsou ze stejného klonu, ¢i nikoliv)
na misce umistény tak, ze se béhem svého rlstu setkaji, udrzuji si i nadale
svoji identitu. Nespoji se, zlistadva mezi nimi patrna hranice (Obr. 3.24 a). Dva
kibucy patfici ke dvéma jinym klonim (B a F) ukazuji svoji rozdilnost
vyrazn&ji. (Obr. 3.24 b). B kibuc v misté¢ kontaktu s F kibucem zrazovi
podobng, jak jsme to pozorovali u ovlivilovani B kibuci F skvrnou. Oba

kibucy poté rostou mohutnéji na stran€ odlehlé smérem do volného prostoru.

Obr. 3.24: Kontakt kibucu.
a — 3 F kibucy nanesené tak, aby se béhem rustu setkaly; b — F a B kibucy aplikované tak,
aby se béhem rustu setkaly

e Kolonie x kolonie
V piipadé setkani kolonii je situace odliSna: pokud se béhem riistu setkaji
kolonie patfici ke stejnému klonu, spoji se a vytvori soukolonii (s tolika

sttedy kolik bylo pivodné kolonii)(Obr. 3.25 a). B klon se chovd podobné
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jako F klon (Obr. 3.25 c¢). Pokud se kolonie pattici k jinym klonim dorostou
béhem svého vyvoje, nespoji se v soukolonii, nybrz si udrzi svoji vlastni
identitu (suspenzi B a F bun¢k jsme vyiedili a vyseli tak, aby se pfi ristu B a
F kolonie vzajemné setkaly) (Obr. 3.25 b).

. b. ‘
Obr. 3.25: Kontakt kolonii.

a — dvé F kolonie, které se béhem rustu setkaji; b — B a F kolonie, které se béhem rlstu
setkaji; ¢ — tfi B kolonie, které se béhem ristu setkaji

e Skvrnax skvrna
Pokud je v rané fazi vyvoje (nejlépe ihned po rozprostieni B skvrny) do B
skvrny (cca 3 x 10° bun&k v 3,3 pl rozprostiené do kruhu o priméru 15mm)
doprostfed nakapnuto srovnatelné mnozstvi F bungk (1 x 10° bungk v 1 pl),
vytvoii se uprostfed bilé skvrny Cerveny teréik (Obr. 3.26 a). Pti pokusu
opacném (F skvrna snanesenou B skvrnou doprostied) vyrostla skvrna

S rizovym stfedem (Obr. 3.26 b).

. .
Obr. 3.26: Kombinace F a B skvrn.

a - do B skvrny obsahujici cca 3 x 10° bunék bylo nakapnuto 1 x 10° F bunék; b - do F
skvrny obsahujici cca 3 x 10° bunék bylo naképnuto 1 x 10° B bunék
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Zaroven plati, ze pokud jsou skvrny obou klonii umistény v té€sné blizkosti,
navzajem se ovliviluji. Jestlize je F skvrna rozprostiend do ¢ary a prekryva
podobnou B skvrnu rozprostienou do ¢ary, je v misté prekiizeni na B skvrné
slaba rizova zona (Obr. 3.27 a). Pokud jsou skvrny piektizeny naopak (vespod F

skvrna, navrch B skvrna), je na F skvrné patrna zona zesvétleni (Obr. 3.27 b).

Obr. 3.27: Kontakt skvrn.

a — na F skvrnu rozprostfenou do ¢ary je aplikovana B skvrna rozprostfena do ¢ary; b —na B
skvrnu rozprostfenou do Cary je aplikovana F skvrna rozprostfena do ¢ary

Shrnuti:

Kolonie 2 riznych kloni pfi vzajemném setkani si udrzuji svoji identitu.

Kibucy stejnych i rtiznych klont si pii setkdni udrzuji svoji identitu a nevytvari
spole¢né struktury.

Skvrny rGznych klond se pii kontaktu navzajem barevné ovliviiuji. V misté
kontaktu zpusobuje F skvrna zrizovéni B skvrny a B skvrna naopak zptsobuje

zesvétleni F skvrny. Je patrné, Ze si vSak zachovavaji svoji identitu.
¢ Smésné kibucy (BF)
— udrzovani identity

Suspenze bunék, ptipravend resuspendovanim F a B kolonii ve FP a jejich

smichanim vpoméru 1 : 1, byla vykapana (po 1ul) v koncentracich
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zaruCujicich vyvoj kibuct. Vysledkem byl smésny BF kibuc s ¢ervenym
sttedem, nepravidelnymi ¢ervenymi vybézky do bilého okoli a bilym okolim
vytvofeny cca po 7 dnech zrani (Obr 3.28 a). Velikost BF kibucu byla
srovnatelnd s normdlni velikosti F ¢i B kibucu. Zjistili jsme, ze pomér
velikosti ¢erveného stiedu ku bilému okoli zavisela na pocate¢nim mnozstvi

F bun¢k ku B buikam v matetské suspenzi (Obr. 3.28 b, c).

Obr. 3.28: Smésné BF kibucy.
a — smésné BF kibucy s obsahem F a B suspenze v poméru 1 : 1; b — smésné BF
kibucy s obsahem F a B suspenze v poméru 1 : 2; c - smésné BF kibucy s obsahem
F a B suspenze v poméru1:3

Vyseté (Obr. 3.29 b — d), vykapané, ¢i vyteCkované (Obr. 3.29 a) potomstvo
BF kibucu fenotypové vzdy odpovidd mistu, odkud byla biomasa

Z matefského BF kibucu odebrana.
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Obr. 3.29: Vykapané a vyseté potomstvo BF kibucu (pomér B slozky ku F
slozce je 1:1).

a — nahofe vyteCkovany bily okraj, dole Cerveny stfed; b — vyseté potomstvo
Cerveného stfedu BF kibucu; ¢ — vyseté potomstvo bilého okraje BF kibucu; d —
vyseté potomstvo celého (resuspendovaného) BF kibucu

Pii vysevu (vykapani, vyteckovani) na fidkém agaru (0,5%) je u BF kibuctu
zietelna vétsi velikost i zakulaceni ve srovnani s riistem na 1,5% agaru.
Cervené vybézky do bilého okoli jsou na 0,5% agaru velmi mohutné,

V porovndni s vybézky na 1,5% agaru (Obr. 3.30).
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Obr. 3.30: BF kibucy vykapané v poméru 1:1 na rtzné husté agary.
a — BF kibuc na 1,5 % agaru; b — BF kibuc na 0,5 % agaru

Pokud je smésna suspenze F a B bunék nanesena do kruhu o priméru 1.5 cm
v koncentraci odpovidajici vyvoji soukolonii, soukolonii nevznikd, F a B
kolonie nesplyvaji (Obr. 3.31a).

Pokud BF suspenzi, o hustoté zaruujici vznik skvrny (cca 3 x 107 bungk),
smichanou v poméru 1:1 aplikujeme do kruhu o priméru 1,5 cm, vyroste BF
skvrna (Obr. 3.31 b) s Cervenym stiedem, ktery vypliuje takika celou skvrnu,
a bilym okolim. Stavebni rozvrh je srovnatelny se stavebnim rozvrhem BF

kibucu.

Obr. 3.31: Fenotypové projevy BF smésnych suspenzi.
a — B a F kolonie nevytvafi spole¢ny stfed ani val; b - BF skvrna s Cervenym
stfedem a bilym lemem
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- Rekonstituce fenotypu (pattern) u rozrusenych smésnych kibucu

Smésné BF kibucy, jejichz pomér smichani F a B bun¢k v pocatecnim
inokulu je 1:1, jsme vykapali na misku a v riznych ¢asech (po 1 dni, po 2
dnech, po 4 dnech a po 7 dnech) jsme je mechanicky rozrusili
(homogenizovali) in situ sklenénou kuli¢kou namocenou ve FP (smichani
sttedové a okrajové zony BF kibucu). V ¢ase prvniho a druhého poruseni
nebyl stfed BF kibucu odliSen od okraje barevné, ale jen povrchovou
strukturou. Po 2-4 dnech po rozruSeni se puvodni vzhled obnovil
(rekonstituoval), takze Cervené centrum bylo viditelné oddéleno od bilého
okoli. Cim je smésny kibuc v moment& rozrueni (homogenizovani) mladsi,
tim 1épe se tato rekonstituce zdatfila (Obr. 3.32). Pokud BF smésny kibuc
rozrus§ime po 7 dnech (bylo potieba ptidat 10 ul FP, aby se viibec podatilo
BF kibuc rozrusit), je uz rekonstituce nejednoznacna a kibuc tuto schopnost
ziejme& ztraci. Tato ztrata rekonstituce miize byt zplsobena jak stafim
smésného kibucu, tak 1 zvySenou rigiditou povrchu kibucu, ktera zabraiiuje

dobré homogenizaci téla smésného kibucu.
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Obr. 3.32: Porusené a nasledné rekonstituované BF kibucy.

a — BF kibucy rozrusené po 1 dni rlstu (kibuc napravo je neporusena kontrola);

b — BF kibucy rozrusené po 2 dnech ristu (kibuc napravo je neporusena kontrola);
¢ — BF kibucy rozrusené po 4 dnech rustu (kibuc napravo je neporusena kontrola);
d — BF kibucy rozrusené po 7 dnech ristu (kibuc napravo je neporusena kontrola)

Kviili zjiSténi, zda tato rekonstituce spociva ve zméné fenotypu bunék (zména
barvy z ¢ervené na bilou a naopak), ¢i v migraci bunék zpatky na svoje
ptvodni misto, jsme vyteCkovali ¢ervené a bilé Casti smésného kibucu po
rekonstituci. Barevnost potomstva rekonstituovanych smésnych kibucii
korespondovala s mistem, ze kterého byly kousky biomasy pii teCkovani
odebirany (Obr. 3.33). Pokud jsme vyteckovali potomstvo ze smésného BF
kibucu rozruSené¢ho po 4 dnech a nésledné rekonstituovaného, bylo ve
vyteCkovanych potomstvech z ¢ervenych regionii pozorovéna i pfitomnost
bilych segmentil. Potomstvo ze smésnych neporusenych BF kibucii (uvedené

na Obr. 3.32 jako kontrola) odpovidalo mistu, odkud byla ¢ast biomasy
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odebrana. Z biomasy z bilého okraje naroste B kibuc a z biomasy z ¢erveného

sttedu vznika rozttepeny F kibuc (podobné¢ jako je uvedeno na Obr. 3.29 a).

Obr.3.33: Potomstvo vyteCkované z porusenych a nasledné rekonstituovanych
BF kibuc.

Pro vSechny misky plati: horni fada — kibucy vyteCkované =z bilého okraje,
spodni fada — kibucy vyte¢kované z €erveného stfedu; a — potomstvo vyteCkované
z BF kibucu poruseného po 1 dni a nasledné rekonstituovaného; a” — paralela k a; b
- potomstvo vyteCkované z BF kibucu poruseného po 2 dnech a nasledné
rekonstituovaného; b” - paralela kb; ¢ - potomstvo vyteCkované z BF kibucu
poruseného po 4 dnech a nasledné rekonstituovaného; ¢’ - paralela k ¢

Shrnuti:

Smésné kibucy potvrzuji zjisténi o zachovani identity 2 navzajem riznych klont (F a
B klon). Po cca 7 dnech zrani se vytvofi smésny kibuc s ¢ervenym stiedem a bilym
okolim. Velikost BF kibucu je srovnatelna svyse uvedenymi kibucy. Riizné
mnozstvi F a B bun¢k smichanych ve zdrojové suspenzi se projevi v riizném pomeéru
velikosti ¢erveného stiedu a bilého okoli.

Rekonstituce porusenych smésnych kibuct je zdafila, pokud porusovany kibuc neni
star$i nez cca 4 dny.

Potomstvo rekonstituovaného BF smésného kibucu koresponduje s mistem, ze

kterého byly kousky biomasy pfi te€Ckovani odebrany.
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3.6. Ovliviiovani bunéénych tél F fenotypu okolim

Pti definovani bunécného téla soukolonii (viz kapitola II., odstavec 3) jsme
zdaraziovali vhodny pocet bunék pii vysevu do kruhu a umisténi pouze jednoho
soukolonii na misku. Tato tvrzeni jsme v niZe uvedenych experimentech déle
rozpracovali a sledovali jsme, jak bude vyvoj F soukolonii (eventualné¢ F kibucii)

ovliviiovan bezprostfednim okolim.

3.6.1. Vliv volného agarového prostoru kolem vysevu

e Vysev o hustot¢ bakterii vhodny pro vznik soukolonii (desitky kolonii na
cm?) aplikovany na celou misku s ZA + G vytvoi populaci malych
oddélenych kolonii. Toto bylo pozorovano (pfi zachovani stejnych pomért
bun¢k na sz) 1 na plochach kruhu o primérech 1,5 cm, 3,4 cm (tkdnové
desticky o priméru 15 mm, eventualné 34 mm s ZA + G), i na Petriho

miskach (s primérem 60 mm a 90 mm s ZA +G)(Obr. 3.34).

Obr. 3.34: Husty vysev F kolonii v razné velikych prostorech.

a - husty vysev aplikovany do dulku o priméru 1,5 cm; b - husty vysev aplikovany do
dllku o priméru 3, 4 cm; ¢ - husty vysev aplikovany na misku o praiméru 6 cm; d -
husty vysev aplikovany na misku o priiméru 9 cm

e Pokud je stejna hustota kolonii (viz vyse) vyseta do kruhu o priméru 1.5 cm
obklopeného volnym prostorem s zivnym agarem, vznika klasické soukolonii

(Obr. 3.10). Spoluprice mezi koloniemi (stejnd hustota kolonii na cm? ) je
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pozorovand i v prostoru kruhu o priméru 2,5 cm obklopeného volnym

agarovym prostorem (Obr.3.35).

Obr. 3.35: Soukolonii vzniklé po aplikaci bunék doprostied misky s volnym
agarovym prostorem do kruhu o priiméru 2,5 cm.

Soukolonii, eventudlné skvrna, vznikd ipo pifeneseni Casti vysevu rizné
starych kolonii. Vysev o vhodné hustoté¢ (viz vySe) pro vznik malych
oddélenych kolonii je proveden na celou P.m. Poté steriln¢ vyfizneme a
pteneseme tercik o priméru 1,5 cm (s malymi oddélenymi koloniemi) na
pfedem pfipravenou agarovou plotnu, z jejihoz sttedu jsme vytizli kruh o
stejném prameéru, jako prenaSeny tercik. Pivodné malé odd€lené kolonie se
po pfeneseni zaCnou vyvijet a vytvari soukolonii popt. skvrnu (Obr. 3.36).
Toto je pozorovano 1S prenesenymi koloniemi 24 dny starymi. Vysychani
ter¢iku s koloniemi umisténého uprostied prazdné misky jsme zabranili

pridanim zvlhéenych vati¢ek (Obr. 3.36 c).
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Obr. 3.36: Prenos terciku s koloniemi starymi 4 dny (fotografovano 12. den).

a — miska s hustym vysevem F kolonii (a patrnymi vyfezy kruhd); b — miska s
kruhem z vysevu pfenesenym doprostfed volného agarového prostoru; ¢ — kontrola
pfenesena na misku bez okolniho agarového prostoru

3.6.2. Vliv okraje na formovani mnohobunéénych tél

e Pokud je volny prostor s Zivnym agarem obklopujici buniky aplikované na
plochu kruhu o priméru 1,5 cm odstranén, soukolonii nevznika (Obr. 3.37 b).
Malé kolonie ziistavaji nadale oddélené. Toto plati i pro buiiky aplikované na
plochu kruhu o priméru 2,5 cm (Obr. 3.37 d). Lze srovnat s vysledky
uvedenymi na Obr. 3.34 a Obr. 3.35.

Obr. 3.37: Vliv okraje na vznik soukolonii.

a - soukolonii (1,5 cm) aplikované doprostfed misky s volnym agarem okolo; b - viz
a, ale s odstranénym (ihned po aplikaci) agarem okolo; ¢ - soukolonii (2,5 cm)
aplikované doprostfed misky s volnym agarem okolo; d - viz ¢, ale s odstranénym
(ihned po aplikaci) agarem okolo

e [Efekt okraje se projevi i piiodstranéni pouze ¢&asti (vyseCe) agaru
obklopujiciho bunky aplikované do kruhu (Obr. 3.38). Do sméru volného
agaru roste ucelené soukolonii, do sméru odstranéného agaru narostou malé

oddélené kolonie (Obr 3.39).
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Obr. 3.38: Odstranovani ¢asti agaru kolem soukolonii.
a — klasické soukolonii jako kontrola; b — d — rdzné odstranény agar (ve stejny den)
Vv blizkosti soukolonii

Obr. 3.39: Vliv agaru odstranéného kolem spodni poloviny vznikajiciho
soukolonii (fotografovano 36. den).

Pro zjisténi, na jakou vzdalenost je vytizly agar schopen ovlivnit vysledny
fenotyp soukolonii, jsme odstrafiovali agar pod soukoloniim v nasledujicim
uspofadani. Prvni misku jsme ponechali jako kontrolu. V druhé misce, poté
co jsme nanesli vhodnou suspenzi doprostfed misky do kruhu o priméru 1,5
cm, jsme odfizli agar ve spodni poloviné misky (kruh uprostied jsme

obfezali). Ve tfeti misce jsme odfizli agar od spodniho okraje kruhu

-77 -



S nanesenou suspenzi nize. A ve ctvrté a paté misce jsme odfizli agar ve

vzdalenosti 0,5 a 1,5 cm od spodniho okraje kruhu s nanesenou suspenzi
(Obr. 3.40).

Obr. 3.40: Soukolonii s vodorovné odfiznutym agarem v riznych
vzdalenostech.

a — kontrola; b — soukolonii s odfiznutym agarem v plice; ¢ — soukolonii
s odfiznutym agarem tésné pod spodnim okrajem; d — soukolonii s odfiznutym
agarem ve vzdalenosti 0,5 cm pod spodnim okrajem soukolonii; e — soukolonii
s odfiznutym agarem ve vzdalenosti 1,5 cm pod spodnim okrajem soukolonii

Zjistili jsme, ze zralé soukolonii ma na okraji odfiznutého agaru malé kolonie
(Obr. 3.39, Obr. 3.40 b). Postupné se tento vliv odstraniovani agaru (tj.
vytvareni okraje) v zavislosti na vzdalenosti od vysetych bun€k na vysledny
fenotyp soukolonii ztraci. Pokud agar odfizneme ve vzdalenosti 1,5 cm od
nanesené¢ho vysevu, uz zadné ovlivnéni nepozorujeme a vznikne klasické

soukolonii (Obr. 3.40 e).

Podobn¢ Ize sledovat vysev na misce, kde uprostied byl agar vyfiznutim
odstranén a po obvodu misky byl ponechan prazdny prostor s zivnym agarem
(Obr. 3.41). Smérem k agarovému prostoru kolonie splyvaji, do sméru

odstranéného agaru rostou oddé¢lené kolonie.
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Obr. 3.41: Miska s odstranénym agarem uprostied a vysevem bunék ve
vymezeném prostoru.

3.6.3. Efekt zivin

e Pokud byl odstranény agar kolem vysevu nahrazen tekutym mediem
odpovidajicim svym slozenim Zivnému agaru, soukolonii nevznikd (Obr.
3.42).

Obr. 3.42: Vliv Zivin.

a - vysev bunék (10 — 20) aplikovany do kruhu o priiméru 1,5 cm; b - odstranény
agar byl nahrazen tekutym mediem odpovidajicim svym slozenim Zivnému agaru; c
- do prostoru odstranéného agaru byla vloZzena sterilni vata zvihéena destilovanou
vodou
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3.6.4.

Vliv obsazeného prostoru

Pokud je suspenze vyhovujici svoji hustotou vzniku skvrny (tj. vice nez 100
kolonii v sz) umisténa na misku spoleéné¢ s vysevem piiblizné stovky
kolonii, vyvine se pouze rizova skvrna postradajici strukturu klasické skvrny
— chybi val. S vice nafedénou suspenzi aplikovanou na misku spolecné se

stejn¢ hustym vysevem (viz vyse) je to jesteé patrnéjsi (Obr. 3.43).

Obr. 3.43: Vliv obsazeného prostoru na vyvoj skvrn.
a — cca 1000 bunék aplikovanych do kruhu o prdméru 1,5 cm na pozadi vysevu cca
100 bunék; b — cca 100 bunék aplikovanych do kruhu o priméru 1,5 cm na pozadi
vysevu cca 100 bunék; ¢ — kontrola k a; d — kontrola k b

Efekt obsazeného prostoru Ize predvést i umisténim podobné husté suspenze
vhodné pro vznik skvrny na rozhrani vysevu kolonii a volného zivného agaru
(Obr. 3.44). Smérem do volného agaru se vyviji skvrna se svym typickym

valem, ktery se v sousedstvi vysevu kolonii ztraci.
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Obr. 3.44: Skvrna aplikovana ¢astecné na pozadi hustého vysevu.

Podobné je silné¢ potlaten az zastaven vyvoj kibucli umisténych na pozadi

vysevu stovek kolonii (Obr. 3.45).

Obr. 3.45: Vliv obsazeného prostoru na vyvoj kibuci.
a — kibucy (kibuc nahofe obsahuje cca 2500 bunék, kibuc dole obsahuje cca 250
bunék) jsou vykapany na pozadi vysevu cca stovky kolonii; b — kontroly k a
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Shrnuti:

Pro vznik soukolonii je nutny volny agarovy prostor kolem vznikajiciho téla.
Vysev s hustotou bun¢k vhodnych pro vznik soukolonii umistény do dilku
tkanové desticky vznik soukolonii neumoziuje.

Pokud je volny prostor szivnym agarem obklopujici vysev odstranén,
soukolonii do sméru odstranéného agaru nevznika.

Pokud je odstranény agar kolem vysevu nahrazen tekutym médiem
odpovidajicim svym slozenim zivnému agaru, soukolonii nevznika.
Soukolonii, eventudlné skvrna, vzniké i po pfeneseni terciku s rtizné starymi
koloniemi z pivodni misky na novou misku s Zivnym agarem.

Vyvoj skvrn i kibuci je negativné ovlivnén vyskytem narustu kolonii v jejich
bezprostiedni blizkosti.

Vyvoj muze byt vhodné volenou hustotou kolonii obklopujicich skvrnu

eventualné kibuc zastaven.
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4. Diskuze

4.1. Uvod

Rist bakteridlnich kolonii je vSeobecné zndmym projevem bakterii, obzvlaste pii
péstovani v laboratofich na pevnych ptdach. Rist bunék formou kolonie je na jedné
stran¢ zplisoben omezenou moznosti pohybu bakterii na pevné pad¢, ale na druhé
stran¢ asi 1 vyhodnosti této formy ristu ve smyslu pfeziti populace v nezndmém
prostiedi. Je zndmo, ze jednotlivé druhy bakterii dokézi pfi rGznych podminkach
tvotit vice morfogenetickych typa spolecnych staveb pii nezménéném kdédu DNA.

Podobné¢ vysledky jsme obdrzeli i v nasich pokusech.

4.2. Rozdéleni bakterialnich tél ve smyslu osidlovani malého
prostoru

Spoluprace bunck v rdmci kolonie i v rdmci bakteridlnich mikrokolonii (biofilm) na
spole¢nych strukturach je pro jejich prospivani v dynamicky se ménicim prostiedi
zfejm¢ vyhodna. Tato tendence je pozorovatelna i v laboratornich podminkach, které
jsou od reédlné¢ho svéta dosti odlisné. Predpoklad bakterialni spoluprace dokazuji
studie zabyvajici se jak ranym rustem bakterialni kolonie (Shapiro and Hsu, 1989),
tak 1 vytvarenim biofilmi (spolupraci jednoho ale i nékolika desitek druhii bakterii).
Béhem formovani biofilmu dochdzi k tvorbé velmi komplexnich struktur, coz je
spojené s vysokou bakteridlni diferenciaci a rozsahlymi moznostmi mezibunécné
komunikace (Shapiro, 1998, Labbate et al., 2004, Rice et al., 2005). Dobie
prostudovany jsou zejména komplikované vrstvy zubniho plaku, které obsahuji
mnoho druhli bakterii, eukaryot a sit¢ organickych i anorganickych latek (March,

2004).
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Jednotlivé bakterie maji tedy tendenci tvofit vicebunécné struktury na stale vyssich
urovnich (kolonie — biofilm). Tato snaha zavisi na prostorovych moznostech ve
smyslu vzajemného kontaktu jednotlivych bakterii. Pokud se na pevném povrchu
ocitne ur¢ité mnozstvi bunék jednoho klonu dostate¢né blizko sebe, dojde k navazani
komunikace mezi jednotlivymi bakteriemi, vedouci k vystavbé spolecného

mnohobunécného téla (viz Obr 1.5 1 Obr.3.9).

Klasickym ptikladem mnohobunécného téla je kolonie, jez byva definovana jako
utvar vznikly zjediné buiky postupnym délenim. Shapiro a Hsu ale ukazali, Ze
stejnocennd kolonie miize pochazet i z vice bunék rozprosttenych na pevném médiu,
pokud se nahodou nachazeji v bezprostiedni blizkosti (Shapiro and Hsu, 1989).

Nami vybrana modelova kolonie Fontanka (viz vyse) se vyznacuje svym stavebnim
rozvthem (vyvySenym stiedem 1 okrajem), ktery si udrzuje i pii stavbé
mnohobunécnych tél. Kolonie maji riizny vysledny fenotyp v zavislosti na hustoté
bakterii ve vysevu na misku. Pfi hustém vysevu narostou jen malé nestrukturované
ale oddélené kolonie, zatimco pfi vysevu fidkém (okolo 15 bun€k na misku) narostou
plnohodnotné kolonie typu Fontdnka (viz Obr.3.3). Fontanky ziejmé ke svému
uplnému fenotypickému vyvoji potiebuji dostatecny volny prostor v bezprostiednim
okoli (viz dale). U kolonii 1 kibucti byly Casto pozorovany mohutné vyhiezky
bakterialni hmoty do okoli kolonie. Tyto masivni nartisty mohou byt potomky jediné
spolecnému kontextu se vymykajici bakterie, jez napiiklad diky mutaci zméni sviij
fenotypovy stavebni plan. Vyseté potomstvo z téchto vyhtezki vykazovalo vysokou
variabilitu. Formovani vyhtfezku jde zfejmé srovnat se zhroucenim normalniho

stavebniho planu bun¢k pfi rakoviné (Ron, et al.,2003)
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Dalsim podobnym utvarem je Kibuc, jehoz fenotypovy projev je ve vétsiné piipadt
K nerozeznani od fenotypového projevu kolonie a ktery vznika spolupraci stovek az
miliont bakterii (102 — 10" bun&k ve vykapané suspenzi), pokud jsou vysety
(vyteCkovany, vykapany) na malém prostoru (Obr.3.6). Vysledna velikost kibucu
nezavisi na poctu bunc¢k ve zdrojové suspenzi a je srovnatelna s velikosti zralych
kolonii pti fidkém vysevu. Pohybuje se mezi 7 a § mm v priméru.

To, ze oba jmenované mnohobunécné utvary, maji li dostatek mista, dortstaji jedné
konkrétni velikosti, kterou vétSinou nepiekracuji, naznacuje piitomnost vnitiniho
standardu pro formu, strukturu i velikost kolonie, vlastni kazdé jednotlivé bakterii

klonu Serratia marcescens.

4.3. Komunikace bunék

Je zfejmé Ze, pokud se ma tisic bakterii synchronizovat na spole¢né stavbé, kde je
zapotiebi spoluprace vétsiho poctu potomstev ndhodné se potkanych v ranném stadiu
mnozeni (tvorby vlastni monofyletické mikrokolonie, Shapiro a Hsu, 1989), museji
ovladat slozité komunikacni prostiedky, jez jsou pii vystavbé spolecného téla hojné
vyuzivany. O tom, Ze jde o morfogeneticky vykon, svéd¢i obCasny nelspéch, tj.
vyskyt ,,roztiepenych® kibuct (Obr.3.7).

O Sirokych komunikac¢nich moznostech dobfte referuje ve své praci Shapiro (Shapiro,
1998) a naSe pozorovani tento dobfe fungujici komunikacni aparat potvrzuji.

Velkou vyhodou kibucu pro dalsi experimentéalni praci byla zejména jeho fenotypova
udrzitelnost a moznost snadné manipulace s kibucem v prostoru ($lo vlastn€ o jakési

sdzeni) béhem dalSich experimentd.
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Dale bylo zajimavé, Ze pokud jsme suspenzi obsahujici miliony bakterii rozprostreli
do kruhu s primérem vétsim nez 7 mm, kibuc nevznikal, ale systém se zacal vyvijet
V utvar, ktery jsme si pojmenovali SKVrnou a jez se vyznacuje nestrukturovanym
homogennim nartistem bakterii s lehce vyvySenym okrajem (Obr.3.8). Zde byla
nejspis prekrocena limitni hranice pro moznost vzniku kibucu, bud’ z divodu selhani
zdarné kolektivni komunikace na takovou vzdalenost pii budovani spolecné stavby,
anebo pro celkovou neudrzitelnost stavebniho rozvrhu Fontanka za danych rozmért
vysevu. Tato limitni hranice (8 mm) az népadné koresponduje s finalni velikosti
kibucu, ¢i kolonie, pokud rostou bez omezeni okolim. O tom, jestli je pro zdarny
vyvoj] mnohobunéénych tél limitni velikost, do které je pfi aplikaci rozprostirame,

shodna s velikosti jejich tél pii neomezeném ristu, mizeme jen spekulovat.

V naSich pokusech jsme zjistili, Ze pokud je suspenze bakterii o relativné malé
hustoté¢ (do nékolika stovek bakterii ve vysévané suspenzi) vyseta do kruhu o
primé&ru 15 mm a v ném rovnomeérné rozprostiena, bakterie spolupracuji na spole¢né
stavbé, jeZ svym rozvrhem opét pfipomind stavebni rozvrch fontanky (patrny stied 1
val) a které jsme si pojmenovali Soukolonii.

Soukolonii se vyznacuje spolupraci bunék na stavbé spole¢ného valu okolo
vyrazného stfedu, jez se skladd vétSinou z vice patrnych mikrokolonii. Pokud je
V nasem vysetém prostoru bun¢k jen nékolik, pocet odlisitelnych stfedti odpovida
pocatenimu poctu bunek ve vysevu (Obr. 3.9).

Soukolonii tedy vznika jen tehdy, jsou-li buiiky na pevném médiu rozprostieny tak
daleko od sebe, ze se nedokazi zkoordinovat na spole¢né stavbé hned od zacatku
(ptipad kolonie a kibucu), ale zase nejsou od sebe ani tak daleko, aby se v momenté

setkani béhem rlstu od sebe viditelné distancovaly (vymezily), coZ bylo pfi urcitych
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vzajemnych vzdalenostech rostoucich kolonii pozorovéano (cca 10 mm) a kde pak
kolonie rostou oddélené bez naznaku spoluprace. Pokud je bun€k v rozprostfeném
kruhu vice nez nékolik set, zadné soukolonii nevznikne a systém se opét vyvine do
skvrny. Zasadni pro vznik soukolonii je volny agarovy prostor okolo (viz nize). Pro
vznik soukolonii jsme proto vysévali vzdy mezi 20 a 150 bun¢k do kruhu o praiméru
15 mm, jez byl umistén uprostfed volné agarové plotny. Spoluprace bunck na stavbé
soukolonii byla pozorovana i ve vysevu vhodného inokula do kruhu o primeéru 25
mm S volnym agarovym prostorem kolem (Obr. 3.35). To by mohlo ukazovat na
schopnost komunikace bun¢k na zna¢nou vzdalenost.

Skvrna je utvar, ktery vznika vzdy, kdyz je piekrocena jista hranice poctu bunék ve
vetsim vysévaném prostoru (vetsi nez je kruh o priiméru cca 8§ mm pfi poctu statisict
bun¢k). Domnivame se, Ze za neschopnost Uspésné komunikace na stavbé
diferencovaného = mnohobunééného téla mulze v piipad¢é skvin  pocet
dorozumivajicich se bakterii v omezeném prostoru. Dochazi tu nejspi$ k jakémusi
komunika¢nimu Sumu coz vede k degenerovanému utvaru — skvrné. Existuji tedy
pomérné jasné piedély mezi fenotypovymi projevy mnohobunécnych konsorcii
aplikovanych za rtiznych prostorovych podminek na pevné médium. Kolonie a
Kibuc se nejspi$ daji povazovat za totozny fenotypovy projev, vznikly pokazdé
z jiného poctu ptivodnich bun¢k rostoucich v tésné blizkosti. Za jinych podminek
vysevu (viz vySe) vznikd Soukolonii, které miize byt narostlé ze dvou, ale také ze
stovky bunék. Pokud je ale piekroCena hranice, budto mnozstvi bunék, jako
v ptipad¢ soukolonii, nebo prostorova, jako v ptipad¢ kibucii rozprostiranych do

vétsich rozméra, naroste Skvrna.
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Pro nazorn&jsi orientaci mezi riznymi druhy mnohobunéénych tél viz Tabulka
zavislosti vysledného fenotypu na hustoté zdrojové suspenze a prostoru, do néjz je

suspenze aplikovana (str. 55).

Je potteba zminit, ze pokud se béhem rlstu setkaji dva a vice kibucti, dorostou
k sob¢, ale nespoji se a spole¢nou stavbu nevytvofi. Z toho usuzujeme, ze vhodna
vzdalenost na propojeni nestaci pokud se maji propojit dva celky obsahujici veétsi
pocet (miliony) bakterii. Stejné tak se pfi setkdni chovaji dvé kolonie riznych klont
(B a F). Tady je to ale zapfi¢inéno rozdilnosti kment (Obr. 3.24 a Obr. 3.25). Také je
zde pozorovéano ovlivnéni barevnosti (zrizovéni piilehlych casti bilych kibucii a

skvrn) jednotlivych tél (viz dale) (Obr. 3.27).

4.3.1. Vymezovani se, nebo spolupréace

Jak uz bylo zminéno, sesterské bakterie se mohou na misce po vysevu ocitnout
Vv takové pozici, ze po n€kolika dnech zrani, se dv€ kolonie setkaji béhem ristu.
Zavisi na pocatecni vzajemné vzdélenosti a Case setkani od vysevu, jestli se tyto dvé
kolonie vii¢i sob& navzajem vymezi nebo nevymezi.

Pokud se nevymezi, spoji se a vyvijeji se dal jako soukolonii se spolecnym valem a
dvéma patrnymi stfedy (Obr. 3.25 a). Vzdalenost dvou stfedli spolupracujicich
bakterii je zavisla na plvodni vzdalenosti bakterii ve vysevu. Bylo pozorovano
nékolik takovych soukolonii se stiedy v rtizné vzajemné vzdalenosti (Obr. 3.19). Zda
se, jakoby se Cervené stfedy k sobé béhem zrani pfiblizovaly, jakoby vyhledavaly

spolecné téziste.
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Pokud se bakterie vyskytnou po vysevu v takové pozici, ze se po vzajemném setkani
uz vymezi, nespolupracuji na spole¢né stavbé, ale naopak vystavi si jasny val

(hradbu), jakoby chtély dat najevo svoji suverenitu (Obr. 3.19 d).

4.4. Ovliviiovani mnohobunécnych tél

4.4.1. Ovliviiovani ristovymi podminkami

Bohatost média

Nami vybrany klon dava na chudé padé (ZA) vzniknout dervenym nestrukturovanym
koloniim. Po pfidani cukru do média jsme pozorovali narast fontdnkovitych kolonii
se svou slozitou strukturou i jasnym barevnym odliSenim jednotlivych zén. Zda se,
ze na komplexnéj$im médiu jsou struktury vystavované mnohobunécnymi tély také

komplexnéjsi (Obr. 3.12).

Hustota agaru

Pokud byl nami pouzivany klon bakterii (jeZ tvoii kolonie typu fontanka), vysety na
pevné médium s obsahem agaru 0,5%, vyrostly kolonie vétsi, méné strukturované a
majici kulatéj$i vzhled neZ kolonie vyrostlé na agaru 1,5%. Jejich strukturovanost a
schopnost tvofit klasické mnohobunééné utvary, byla v porovnani s kontrolami
rostoucimi na médiu s obsahem agaru 1,5% vyrazn¢ mensi (Obr. 3.14). To je
v souladu s praci Beese et al. (2002), ktery popisuje vliv hustoty agaru na vysledny
fenotyp (rizné zanofené kolonie do agaru). Tyto zmény ve fenotypu kolonie
pfisuzuje lepSim moznostem pohybu bakterii na mékéim (vlacnéjSim) podkladu
(swarming). Kolonie jsou proto vétsi, kulatéjsi, ale zaroven se na meék¢éim povrchu

htife vystavuji slozitd mnohobunécna téla.
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Tyto dva ptiklady dokazuji, jak je vysledny fenotyp mnohobunécného téla variabilni
vzhledem k ménicimu se substratu a nejen k nému (viz nize).

Na fidkém agaru byl pozorovan zvlastni fenotypovy projev B kibucu (Obr. 3.15).
Fenotyp tohoto vyhtezku (viz vyse) se velmi podoba fenotypu ristu bakterialnich
kolonii  Paenibacillus dendriformis popisovaného Ben-Jacobem, ktery ho
pojmenoval Dense branching growth (Ben-Jacob, 2004). O tomto fenotypovém
projevu bakterii Serratia marcescens jsem nenalezl v literatufe Zadnou zminku.
Mohlo by jit o zplsob ristu za vhodnych podminek spolecny pro rizné druhy

bakterii.

4.4.2. Ovlivnéni kolonii pfitomnosti jinych tél v okoli

Pii béznych vysevech F klonu jsme si povS§imli, ze v ptipadé€, kdy jsou na misce
kolonie rozmisténé nerovnomérnég, coz je dost Casté, dochazi k vybarvovani kolonii
nejdiive v mistech s vySsi hustotou kolonii v daném prostoru (Obr. 3.19). Stejné tak
se F kolonie vybarvovaly rychleji pokud se nachéazely v blizkosti skvrny. Toto jsme
pozorovali 1 pokud jsme vykapali (vysazeli) F kibucy nad skvrnu rozprostfenou ve
spodni ¢asti misky (Obr. 3.21).

Jedna z dokazanych funkci prodigiosinu (Cerveny pigment) je antibioticka aktivita
vuci nekterym prokaryotickym organismiim (Williams a Hearn, 1967, Gerber, 1975).
Predpokladali jsme tedy, Ze pokud bakteridlni kolonie, ktera se nachazi v blizké
pfitomnosti jinych tél, tvoii vice prodigiosinu, déla tak z divodu obranného. Bylo
nasnadé, Ze bakterialni kolonie dokéze vycitit pfitomnost jinych bakterialnich atvart.
Vyslovili jsme proto hypothézu, ze existuje signal, jeZ se uvoliiuje z kolonii do
prostfedi. Ostatni kolonie jsou zifejmée schopné tento signal zaregistrovat a jsou také

schopné reagovat obrannym krokem, tj. urychlenim svého vybarvovani. JelikoZ nase
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studie nebyla zaméfena na molekularnébiologickou uroven, nepatrali jsme po
chemismu tohoto signalu, pouze jsme zdokumentovali, jestli se signal Siii agarem,
nebo vzduchem. Pro toto zjiSténi jsme vyfizli prouzek agaru mezi skvrnou a
ovlivilovanymi kibucy (v téchto pokusech se uplatnila snadna manipulace s Kibucy) a
sledovali, zda skvrna i pfesto bude stimulovat vybarvovani. Z nasich pokust zfeteln¢
vyplyva, Ze se tento signal §ifi vzduchem, coZ je v rozporu se studii Cechové, ktera
uvadi, Zze se signal pro urychlené vybarvovani u bakterie Serratia marcescens Siii
agarem (Cechova, 1976). Z téchto pokusi také vyplyva, Ze se sila tohoto signalu se
zvétsujici vzdalenosti ovliviiovaného kibucu od ovlivilujici skvrny zmenSuje, coz
naznacuje postupné vyred’'ovani signdlu ve vzduchu obsazeném v misce, pticemz od
ur¢ité nizké hustoty signdlu uz kolonie neni schopna tento signal identifikovat a
nasledné na néj reagovat. Tyto vysledky jsou v souladu se studiemi Palkové, jez
dokazala, ze kvasinkové kolonie uvoliiuji do vzduchu plynny amoniak, ktery u
kvasinek slouzi jako signalni molekula (Palkova et al., 1997). O povaze tohoto
signalu miZeme jen spekulovat. Mohlo by jit naptiklad o bakterialni feromon, ktery
dokazi bakterie v prostfedi identifikovat a na ktery dokdzi spole¢né reagovat.

Pii piisobeni blizké skvrny na fenotyp B kibucu dochézi ke ztraté strukturovanosti
Kibucu a to jak v pfipadé rustu blizko F skvrny, tak i B skvrny. Tato ztrata
strukturovanosti muze byt u B kibuci, jez zfejmé nedokazou syntetizovat
prodigiosin, obrannou reakci.  Strukturovanost je nejspi§  vydobytek
(morfogenetickym vykonem) mnohobunéénych tél v prosttedi bez ptitomnosti
okolniho omezeni. Bylo také pozorovano slabé zrizovéni okraje B kibucu ptilehlého
k F skvrn€. Zde by mohlo jit o specifickou indukci tvorby pigmentu bakterii v bilém

téle signdlem pochdzejicim od bakterii z téla cerveného.
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Ve vsech téchto piipadech byl po dozrani pozorovan rast ovliviiovaného kibucu

smérem od skvrny do volného prostoru (Obr. 3.23).

4.4.3. Vliv okolniho prostoru na vysledny fenotyp mnohobunéénych tél

Jak jsme jiz zminili, pokud je na misku aplikovany husty vysev kolonii, tak narostou
jen malé oddélené nestrukturované kolonie. Je to ziejm¢e zplsobeno tim, ze pokud
nemaji kolonie ve svém okoli vhodné prosttedi (viz nize) pro tvorbu spole¢nych
struktur, ale zdroven jsou vysety pfili§ blizko sebe, neumozni jim to tvorbu
klasického F fenotypu, ale piepnou na jiny fenotyp, ktery je kompatibilni s danou
prostorovou situaci na misce, tzn. malé¢ oddélené kolonie na celém povrchu misky.
Naproti tomu v pfipadé¢ ftidkého vysevu, kde je zrusen tlak bezprostitedniho
zaplnéného okoli, narostou kolonie plnohodnotné s vySe popsanou profilaci. Za
téchto podminek si mohou dovolit dospét do svého plného fenotypového projevu. Na
zakladé téchto pozorovani jsme se zacali dikladnéji zaobirat vlivem okolniho
prostoru na vysledny fenotyp mnohobunéénych tél.

V naSich pokusech jsme dokézali, Ze soukolonii nevznikd v pfitomnosti okraje
misky, prazdného agarového prostoru okolo aplikovaného vysevu ani v ptipadé, kdy
je tento prazdny prostor nahrazen tekutym médiem podobnym svym sloZenim
pevnému médiu odstranénému (Obr. 3.42). Takto jsme se ujistili, ze neschopnost
Pro vznik soukolonii je zapotfebi mimo vhodné hustoty bun¢k ve vysévaném prostoru
(viz vySe) také prazdny agarovy prostor okolo vysevu.

Z toho vyplyva, Ze bakterialni kolonie dokaZzi rozpoznat nejen okolni Zivé organismy
(viz vyse) a pfislusné na né potom reagovat, ale také dokazi zjistit, jaky prostor je

k dispozici Vv jejich blizkém okoli; pokud vyhovuje podminkdm pro vystavbu
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mnohobunécného téla, vystavi tuto strukturu, jinak ptfechazi na jiny stavebni rezim.
Zda se, ze dokazi navic urcit orientaci tohoto signalu v prostoru (Obr. 3.41).

Toto vyhodnocovani provadi kazdd mikrokolonie ve vysévaném prostoru sama za
sebe , a pokud ho vyhodnoti jako nevhodny, na spole¢né stavbé se nepodili. Kdyz je
na zacatku rustu odstranén agar jen kolem poloviny vznikajiciho soukolonii, vyroste
»soukolonii“ jen smérem do pllky volného agarového prostoru. Smérem
K prazdnému prostoru vzniknou malé odd¢lené kolonie (Obr. 3.39), coz souvisi
S hustym vysevem do nevhodné plochy pro spole¢nou stavbu (viz vyse).
Identifikovat odstranéni agaru, coz je pro spolecnou stavbu nepfiznivé prostiedi,
dokazi bakteridlni mikrokolonie jen na urcitou vzdalenost. Pokud je agar pieruSeny
ve vzdalenosti 15 mm od okraje vznikajiciho soukolonii, nereaguji uz a stavi klasické
soukolonii. Pokud vzdalenost okraje vysevu a piferuSeni v agaru zvétSujeme
postupné, zjistujeme, ze vliv preruseni na soukolonii se také postupné ztraci (Obr.
3.40). O zpusobu vnimani tohoto prostoru lze jen spekulovat.

Na pokusu s ptenesenym teréikem obsahujicim husty vysev kolonii jsme ukazali, Ze
vyhodnocovani okolniho prostoru mikrokoloniemi neni jednorazové, ale Ze jde o
nepretrzity proces (po 24 dnech vycitily zménu) (Obr. 3.36).

Podobny efekt na spolecnou stavbu, jako ma odstranény agar v bezprostfednim okoli
mnohobunécnych t€l, mé také husty vysev kolonii na misku, do niz aplikujeme vysev
vhodny pro vznik soukolonii, ¢i kibucu. V zavislosti na hustoté zdkladniho vysevu je
soukolonii nebo kibuc na misce Iépe Ci hiife pozorovatelny (Obr. 3.43 a Obr. 3.45).
Pokud bylo soukolonii aplikovano jen z poloviny na husty vysev kolonii, uceleny
vyvoj je pozorovan jen smérem do volného prostoru (Obr. 3.44). Nutna
mezikoloniova komunikace, kterd provazi kazdou spole¢nou stavbu je zde patrné

pfehluc¢ena informa¢nim Sumem ostatnich kolonii.
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4.5. Smésné BF kibucy

Vykapana smés F a B bunck, vhodnd pro vznik kibucu, se vyvine v utvar
s koncentrickym rozc¢lenénim (podle poméru smési), kde F bunky zistavaji vzdy ve
stfedu (Obr. 3.28). Navic se tento utvar dokaze po homogenizaci rekonstituovat (Obr.
3.32). Nebylo prokazano, zda se bakterie po homogenizovani pfemistuji zpét na své
puvodni misto (nebo asponi do své Casti BF kibucu), nebo podle své nové aktualni
pozice zméni svij fenotyp. Caste¢né na tuto otazku odpovédél fenotyp
vyte¢kovaného potomstva z riznych regiond (¢ervena ¢ast nebo bila ¢ast) BF kibucu
po rekonstituci. VZdy barevné odpovidal mistu, ze kter¢ho byla biomasa pfi
teCkovani odebrana (Obr. 3.33).

Kdyz byl BF kibuc homogenizovan po ctyfech dnech riistu, rekonstituce se jiz zcela
nevydafila. MiZe to byt zavinéno Spatnym zhomogenizovanim téla BF kibucu (pfi
homogenizovani se musel kibuc zvlh¢ovat fosfatovym pufrem), nebo tim, zZe bunky
ve starSich kibucech uz pfestavaji mit schopnost pohybovat se v ramci kolonie.

Smés BF bun€k vhodna pro vznik skvrny dava vzniknout skvrné s velkym Cervenym
prostiedkem a svétlejSim malym okrajem.

Smés BF bunék vhodna pro vznik soukolonii vykazuje spiSe BF trend, neZ kooperaci

na tvorbé spolecné stavby.
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4.6. Zavér

Jako modelovy fenotypovy typ jsme si vybrali kolonii s koncentrickym uspotradanim
a dobfe strukturovanym télem (vyvyseny stfed i okraj), kterou jsme ziskavali ve dvou

barevnych formach (F a B).

4.6.1. Mnohobunécéna téla

Typy mnohobunéénych tél:

1 - Kolonie je mnohobuné¢ny utvar v idealnim piipadé vznikly z jediné buiky jejim
postupnym délenim. Pro rlst a vySe popsanou morfologii kolonii je zapotfebi béhem

rustu dostate¢ny prostor na misce;

2 - Kibuc

Kibuc je mnohobun&ény ttvar vznikly zhusté suspenze (10 — 10") bungk
nanesenych do malého prostoru kapkou 1 pl suspenze, nebo dotykem hrotu jehly, na
kterém je malé mnozZstvi odebraného materialu ze zdrojové kolonie nebo kibucu.
Tvar a velikost kibucu je srovnatelny s tvarem a velikosti kolonie (kruh o priméru 7

— 8 mm) a jeho velikost se neméni s riznym mnoZstvim matetskych bunék;

3 - Soukolonii je mnohobunéény utvar vznikly ze dvou az stovek matefskych bunék,
které se pfi vysevu nachazeji ve vhodné vzdalenosti na vhodném prostoru. Pro
soukolonii je typicka koloniova spoluprace, pii stavbé spole¢ného valu a nékolika

stredu;
4 — Skvrna je velmi husty nestrukturovany narust bakterii s jasné vyvysenym valem.
Prechody mezi vyse definovanymi mnohobunécnymi tély jsou plynulé.

Pro vyse uvedené typy mnohobundénych &l je nejvhodngjsi kultivaéni médium ZA +

G a hustota agaru 1,5%.
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Potomstvo F, respektive B, kolonie vzniklé odebranim biomasy z riznych casti
kolonie, eventudln¢ kolonie celé, a ndslednym natfedénim ve FP a vysetim nebo
vykapanim, je pievazné F kolonie nebo F kibuc, respektive B kolonie nebo B kibuc.
Fenotyp potomstva F kibucti (zejména kibucii roztiepenych) neni tak uniformni jako
potomstvo F kolonie. Krom¢ klasickych F kolonii se s mensi frekvenci objevuji
kolonie BS a celé Cervené. Hranice mezi fenotypy F kolonie, BS kolonie bez stiedu,
a Cervené nestrukturované kolonie jsou neostré (Cerveny stied jakoby postupné
vypliloval celou kolonii).

Fenotyp potomstva B kibucii je ptevazné B kolonie nebo B kibuc.

F kibuc je, co se tyka morfogeneze, riznorod¢jsi nez F kolonie, nejspise proto je i

variabilita potomstva vyssi.

4.6.2. Vzajemnd komunikace t&l

Blizké sousedstvi F kolonii ve vysevu, ¢i blizké sousedstvi hustého nartstu F i B
bunék urychluje vybarvovani F kolonii v zavislosti na konkrétni vzdalenosti t&l.
PferuSeni agaru mezi hustym nartistem a kibucy vybarvovani zpomali jen nepatrné.
V ptipadé ristu B kibucl v sousedstvi hustého naristu B i F kolonii dochazi
k rizovéni B kibucti v pfitomnosti hustého nartistu F kolonii a v obou pfipadech k
potlaceni strukturovanosti B kibucti. Neni rozdil mezi potomstvem ovlivnénych a
neovlivnénych kibuct.

Ve vSech pfipadech je patrna tendence mohutnéjSiho nértstu ovliviiovanych kibuct
smérem od skvrny do volného prostoru.

Pokud se kibucy béhem rustu setkaji, udrzuji si nadale svoji identitu, nevytvari zadné
spole¢né stavby, na rozdil od dvou a vice kolonii, které kdyz se béhem ristu setkaji,
tak spolupracuji na spolecnych stavbach (val, stiedy).

KdyzZ se kolonie dvou riiznych kloni (B a F) béhem ristu setkaji, udrzuji si
svoji identitu, spolecnou stavbu nevytvareji.

Skvrny riznych klonti se pfi kontaktu navzajem barevné ovliviiuji. Zachovavaji si
vSak svoji identitu.

Smésné (BF) kibucy potvrzuji zjiSténi o zachovani identity 2 navzdjem raznych

klonl (F a B klon). Vytvafeji stavbu s Cervenym stfedem a bilym okolim o velikosti
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srovnatelné s vySe uvedenymi kibucy. Rizné mnozstvi F a B bun¢k smichanych ve
zdrojové suspenzi se projevi v rizném poméru velikosti ¢erveného stfedu a bilého
okoli. Rekonstituce porusenych smésnych kibuct je zdatila, pokud porusovany kibuc
neni star§i nez cca 4 dny. Fenotyp potomstva rekonstituovaného BF smésného
kibucu koresponduje s mistem, ze kterého byly kousky biomasy pii teckovani

odebrany.

4.6.3. Ovliviilovani mnohobunécnych tél F fenotypu okolim

Pro vznik soukolonii je nutny volny agarovy prostor kolem vznikajiciho téla.

V ptipad€ obklopeni okrajem misky, prdzdnym prostorem, ¢i prazdnym prostorem
vyplnénym Zivnym médiem soukolonii nevznika.

Soukolonii, eventudlné¢ skvrna, vznikd i po pieneseni terciku s rizné starymi
koloniemi z pivodni misky na novou misku s Zivnym agarem.

Vyvoj skvrn i kibucli je negativné ovlivnén vyskytem nartustu kolonii v jejich

bezprostiedni blizkosti.
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5. Souhrn

1) Studovali jsme morfogenezi mnohobuné¢nych tél u bakterii Serratia marcescens.

2) U fenotypu nazvaného Fontdnka (F) jsme definovali 4 typy mnohobunécnych tél
(kolonie, kibuc, soukolonii, skvrna) se zékladnim stavebnim trendem — tendenci
k centrickému uspofadani s odliSenym stfedem, mezikruzim a obklopujicim valem.
Nalezli jsme optimalni médium, na kterém je fenotyp F kolonii morfologicky

nejvyrazngj$i. Dédicnost ziskanych fenotypti byla v potomstvu nadale udrzovana.

3) Mnohobunééna téla se v zavislosti na vzdjemné vzdalenosti ovliviuji —
komunikuji. PferuSeni agaru mezi tély vzajemnou komunikaci nezrusi. Kolonie i
kibucy dvou riznych klont si pii setkani béhem rlstu udrzuji svoji identitu, nemisi

se. Podobné se pfi setkdni chovaji 1 dva kibucy stejného klonu.

4) Smésné kibucy dvou kloni F a B potvrzuji zjisténi o zachovani identity téchto
klonii (Cerveny segment uprostfed, bily po obvodu) a jsou schopny se po

mechanickém porusSeni rekonstituovat.

5) Vysledny fenotyp u mnohobunéénych tél je ovlivnén jejich bezprosttednim
okolim.

- Soukolonii vznika, pokud je vysev obklopen volnym prostorem s Zivnym agarem
(neobsazeny prostor).

- Soukolonii, eventudlné skvrna, vznikd 1 po preneseni terCiku s rlzné starymi
koloniemi z pivodni misky na novou misku s Zivnym agarem.

- Soukolonii nevznikd, pokud je vysev obklopen polystyrénem (okraj misky),
prazdnym prostorem, tekutym Zivnym médiem.

- Soukolonii, eventualng kibuc, nevznikd pokud je vysev obklopen agarem s hustym

narastem kolonti.
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7. Seznam zkratek

AHL ... N-acylated homoserine lactone

B ... bila varianta F

BF ... smés fontankovitého a bilého klonu
BS ... klon bez stiedu

F ... fontanka

FP ... fosfatovy pufr

IS ... inzer¢ni sekvence

MS nestabilita ... Mullins — Sekerkova nestabilita
OD .... optickd denzita

P.m. ... Petriho miska

PY ... kvasinkovy extrakt

SEM ... skenovaci elektronové mikroskopie
S.m. ... Serratia marcescens

TA ... tryptoza

TN ... trypton

ZM ... zamraZovaci médium

ZA ... zivny agar

ZA +G ... zivny agar + glukdza

ZA +M ... zivny agar + maltéza

7B ... zivny bujén

7B+ G... zivny bujon + glukoza
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