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Abstract

We explain the typical shape and appearance of bacterial monocolonies grown on rich
medias as an active effort of cooperating individuals. This puts each colony into the light
of biological aesthetics and shows it as aunique piece of art. We understand the
appearance of colonies as a manifestation of the most general dimension of Life, enabled
by domestification and relaxing of the stress of natural selection. That is, what allows the
colonies to experiment in their morfogeny and to resign on the functional morfogenesis.
When kept in convenient conditions, aerobic bacteria tend to build complex colonies with
strain specific patterns. The colonies are suprisingly well organised considering that they
are built by more than 10 000 times smaller primitive unicellular organisms. In
microbiology the colour and shape pattern of the colonies used to be called ,,the
secondary metabolism*“. Nowadays we consider them to be an effect of the efficient
microbial communication and we know, that bacteria have utilized for communication
hundreds of different biochemical messages. However, we still do not understand the
relevance or the aim of the formation of the colonies and their pattern. Moreover, we are
also able to detect acomplicated intercolonial behaviour including in some cases
cooperation, agressiveness or restraint. The individuality of the colony should be
therefore considered dependent on other colonies nearby, besides the effect of the culture
media. The behaviour of the colony clearly shows an affiliation of the simple unicellular
organism to the whole colony.

We do not need to suggest any environmental function or adressness (in accordance with
A. Portmann, 1960) of the phenomena observed. It is possible to see it as an expression
illustrating the autonomy and authenticity of organisms as tiny as the bacteria. Such an
aesthetical way of view supposes the freedom of expression which can lead to an artistic
ornamentalism, perfectionism, hypertelia or decadence. All these we call aself

representation of an organism.

Bacterial social life is limited to a biofilm cooperation in nature. Despite this, they are
able to build pure monocolonies. Defined laboratory conditions support the research of
morphology and morphogenesis of the colonial body and show us the bacterial
monocolony as an organism which creates complex communication environment of
unicellular organisms resulting in macroscopic pattern objects. On our model organism

Serratia marcescens we would like to demonstrate that bacteria strive to cooperate in



building a colony of a typical shape and appearance and if grown on rich media they
take advantage of relaxing of the nutrition stress and enhance the complexity and
specificity of each colony made. This shows each colony as a unique piece of art. We
understand the appearance of colonies as a manifestation of the most general dimension
of Life, enabled by domestification which also allows the colonies to experiment in their

morphogeny and to partly resign on its functional aspects.



Motto.: ,,...porozumite snadno, jak takova nesmyslna obmezeni asi zdrZela v té dobé
postup pravé vedy, ktera cini své nejvetsi pokroky — jak celé déjiny uci — zjevne
intuitivnimi skoky. Tyto zastaralé ideje nutily badani, aby se plazilo, a nemusim vds
upozornovati, ze plazeni, mezi riiznymi druhy pohybu, je znamenita véc svého druhu, ale
musime ustrihovati orli kridla, protoze Zelva jde bezpecne? “

E. A. Poe, Eureka, 1848

1. Uvod: Serratia - makroskopicky mikroorganismus?

Pfi studiu bakteridlnich kolonii nas zaujala moznost biologicko-estetické interpretace
jejich zjevu jako projevu vyssiho fadu organizace, postaveného na sebevyjadreni, tedy
zcela jiné hodnoté nez je uzitecnost pro preziti. V sebevyjadieni zivého organizmu je
mozné spatfovat projev formy zivota, jez ,,se pozvedla nad makromolekularni uroven a
jejiz vzhled se vcleniuje do oblasti Gstrojného formovani (...), kterd se nejen udrzuje pii
zivot¢ a rozmnozuje svij vlastni druh, nybrz ve svém vzhledu a pocinani
nejrozmanitéj$im zpisobem manifestuje pravé tuto jedinecnou druhovou existenci.*
(Portmann, 1960).

Zaujati predstavou vzhledu bakteridlnich kolonii jako jedine¢nych projevl Zivota jsme se
rozhodli sledovat morfologii a morfogenezi kolonii bakterie Serratia marcescens s cilem
stanovit, zda je mozné na zdklad¢ vysledkli experimentalni prace s témito koloniemi
hovofit o bakteridlni kolonii jako o utvafeném téle a mnohobunééném organizmu, ktery
by se projevoval vyznacnym eidetickym vztahem vici svému okoli a pfipadnou

diferenciaci podob jedinct stejného druhu.

1.1 Taxonomie, nomenklatura a historie zkoumani

1.1.1 Taxonomie a nomenklatura

Serratia marcescens je gram-negativni bakterii fazenou do kmene Klebsielleae z Siroké
rodiny Enterobacteriaceae. Serratia patti do skupiny bakterii, jejichz vzdjemna
piibuznost zaklada vlastni rod s dlouhou, slozitou a nékdy az chaotickou taxonomickou
a nomenklaturni historii. Jest€ v roce 1977 se mezi mikrobiology uvaZovalo o tom, zda
v SirSim pojeti necita rod Serratia az 156 druht (Grimont, 1977). Nejbliz§im ptibuznym

Serratie by vtakovém pfipadé byly bakterie druhii Enterobacter liquefaciens,



Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Erwinia carotovora, Erwinia
chrysanthemi, Erwinia herbicola a Erwinia nimipressuralis. Zavery fady morfologickych
a biochemickych testll nakonec v sedmdesatych letech stanovily ¢tyfi vychozi druhy rodu
Serratia: S. marcescens, S. plymuthica a S. marinorubra, které tvoii u Enterobakterii
mén¢ obvyklé barvivo a antibiotikum prodigiosin adruh S. liquefaciens, ktery
prodigiosin netvoii a je bezbarvy. Dalsi biotypy byly v sedmdesatych letech popisovany
jako poddruhy zminénych druhli Serratie. Zdanlivé jedinym problémem této taxonomie
zustavaji az do devadesatych let divoké typy, netvorici prodigiosin a i jinak fenotypicky
se vyznamn¢ liSici od ¢tyf druh@ vychozich. Urcitd nejistota pii popisu novych
1 stavajicich druhtt Serratii pramenila v minulém stoleti ze spojeni nedokonalych
biochemickych testd anekonzervativniho chovani bakterii rodu Serratia. I proto se
muzeme setkat s n€kolika pfipady mnohonasobného popisu stejného druhu a naopak
ruzné jiné druhy byly nékolikrat vedené ve sbirkach pod stejnym nazvem (napt. Serratia
proteamaculans, pozdéji liquefaciens, Ci tteba Serratia quinovora, pozdé€ji marinorubra,
nyni rubidea, které fadily ndkteré sbirky vedle sebe jako odlisné druhy').

V soucasné dobé& fadi mezinarodn& uznavana klasifikace® do rodu Serratia celkem 15
druhti a poddruhii bakterii. Provedeme-li maly historicko-taxonomicky exkurz do udaji
sesbiranych ve sbirkach ATCC, DSMZ, CCM, WFCC® a casopise IJSEM* a budeme
pritom brat druhy Serratie v abecednim potradi, byl by to druh Serratia entomophila,
popsany jako novy druh vroce 1988 a od té doby stile jako samostatny druh vedeny,
Serratia ficaria, jako novy druh popsdna a vedena od roku 1981, Serratia fonticola,
popsana 1979 a od té doby vedena ve statutu ,,schvdleného” druhu , Serratia grimesii,
od roku 1983 novy druhs, Serratia liquefaciens, popsana Bascombem teprve roku 1971,
1 kdyz byla v minulosti vedena v mikrobiologickych sbirkach, ov§em jako druh totozny
s druhem popsanym jiz v roce 1931 a ptivodné€ pojmenovanym Serratia proteamaculans,
Serratia marcescens subsp. marcescens, podle riznych zdroji popsana bud’ v roce 1819
nebo 1823 italskym farmaceutem Bartolomeem Biziem jako prvni Serratia, Serratia

marcescens subsp. sakuensis, ptedposledni schvaleny popis nového druhu Serratie z roku

"Podle Gidaji v American Type Culture Collection (ATCC)

? Podle némecké sbirky mikroorganismi a bunék DSMZ v roce 2008, viz. www.dsmz.de; Tato sbirka
Serratii koreluje s Gidaji vetejné dostupnymi i v ATCC, www.lgcpromochem-atce.com/

3 CCM — Czech Collection of Microorganisms, WFCC — World Federation for Culture Collections

* International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology

> item, ve sbirce vedeno jako ,,approved* species


http://www.dsmz.de/microorganisms/bacterial_nomenclature_info.php?species=entomophila&bnu_no=2696#2696
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http://www.dsmz.de/microorganisms/bacterial_nomenclature_info.php?species=marcescens%20subsp.%20sakuensis&bnu_no=7993#7993
http://www.dsmz.de/

2003, ktery je zajimavy tim, Ze se jednd o prvni doloZzené¢ pozorovani sporulace
u Serratii. Jde o kmen izolovany z odpadni vody v japonském mésté Saku. DalSimi
popsanymi druhy jsou Serratia odorifera, Serratia plymuthica, popsana roku 1948,
o které bylo pozdé&ji zjisténo, ze je totozna s bakterii popsanou jiz roku 1896, Serratia
proteamaculans, popsana roku 1919 a poté znovu jako novy druh roku 1978, Serratia
quinivorans popsana Grimontem v roce 1983 jako quinivora a poté roku 2002 upravena
v nazvu, pii popisu zdanlivé nového druhu Serratie, podobné jako v ptipad€ Serratia
marinorubra, popsané¢ Stappem vroce 1940, ktera je dnes popsana jako Serratia
rubidaea. Poslednim popsanym druhem Serratii je druh Serratia ureilytica teprve z roku
2005. V literatufe mohou tedy byt obcas zminovany poddruhy S marinorubra a
S quinovora, které jsou ale sbirkami v sou€asnosti brany jako basonyma k S rubidea a
S quinivorans. Dalsi, v neodborné literatufe obCas zminovany druh Serratie, Serratia
cutirubra, je synonymem starSitho néazvu Serratia salinaria, ktera je ovSem dnes
rosea je dnes povazovéna za druh Rhodococcus rhodochorus.® Serratie, vedené dnes ve
sbirkdich ATCC a DMS, jsou vSechny testované na piibuznost 16S RNA sekvence coZ
dava relativni jistotu, Ze jejich pfisluSnost k rodu Serratia a vzajemné piibuznost je jiz
definitivné ovétfend. Systematika postavend na metodé srovnani podobnosti primarni
struktury 16S RNA. Evolu¢né bliz§i druhy by mély mit podobné sekvence RNA
konstruujici malou ribozomalni podjednotku 16S RNA. Lze vypocitat pfiblizny pocet
mutaci, potfebny k tomu, aby (pfi primérné mutacni rychlosti) doslo k rozdilu v téchto
sekvencich u srovnavanych organismi. Metoda 16S RNA umoziuje konstrukci
fylogenetického stromu vSech organismi a byva proto nazyvana univerzalnim evolucnim
chronometrem (Woese, 1990).

Serratia je v souCasnosti stile intenzivnéji zkoumana, zejména kvuli vlastnostem
dilezitym pro biomedicinsky vyzkum. Serrapeptdza, proteolyticky enzym izolovany ze
Serratii, ma vyrazné fibrinolytické, protizanétlivé a antiedematézni vlastnosti
(Panagariya, 1999). Jednou z jeho vlastnosti je 1 tltumeni bolesti diky schopnosti blokovat
uvolnovani histaminil. To je také divodem n¢kolikaletého komeréniho vyzkumu a dnes
prodeje 1é¢iv jako Fytozym ¢i Serrapeptdza. Enzym prodigiosin, vyluCovany Serratiemi,
je také zkouman kvili moznému protinadorovému pusobeni (Montaner, 2001). O faktu,

ze se Serratia pro své proteolytické enzymy stava velmi popularnim mikroorganismem,

¢ ATCC


http://www.dsmz.de/microorganisms/bacterial_nomenclature_info.php?species=odorifera&bnu_no=2703#2703
http://www.dsmz.de/microorganisms/bacterial_nomenclature_info.php?species=plymuthica&bnu_no=2704#2704
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http://www.jcm.riken.go.jp/cgi-bin/jcm/jcm_keyword?AN=Halobacterium&BN=salinarum&CN=&DN=
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svedcCi i ¢lanky o zdzracném enzymu Serrapeptase (Ross, 2005). OvSem Serratia ma i své
zarputilé odptirce (coz také muze sveédCit o jeji atraktivité), tvrdici naptiklad, ze
v padesatych letech minulého stoleti, v rdmci pokust s ovliviiovanim pocasi a regulaci
populace, tajné vypoustéla armada USA na obyvatelstvo San Francisca Serratii

marcescens, aby vyzkousela u¢innost mozného bioteroristického atoku’.

1.1.2 Historie zkoumani

Obr. 1. Katedrala v Orvietu, Italie

Serratia ma schopnost délit se a riist do podoby mnohobunéénych kolonii. V téch mize
tvotit velké mnozstvi specifickych (vySe zminénych) proteinti, zjevnych mimo jiné jako
pouhym okem viditelné, vyrazné, vétSinou Cervené barvivo. Mimo laboratofe je tato jeji
vlastnost ziidkakdy pozorovatelna, nejlépe snad na potravinach obsahujicich skrob (Ania,
2007). Kdyz vroce 1819 (publikace 1823) Bartolomeo Bizio, farmaceut z Italského
mésta Padua apozd¢ji predni benatsky farmaceut achemik a objevitel mnoha
podivuhodnych vlastnosti latky prodigiosinu (Ghiretti, 1994), objevil a pojmenoval prvni
Serratii, S. marcescens, bylo to pii prostudovani skvrn na tradicni italské potraving
obsahujici prave skrob, na kukufi¢né kasi polenta. Jakmile Bizio identifikoval v pivodci
zazratného krvavého zbarveni skvrn bakterii, okamzité byla spojena se slavnym

zazrakem v Bolsené. Tam v roce 1263 Petr Prazsky, knéz na cesté do Vatikanu, kde chtél

7 http://www.osud.cz/cs/clanek.php?id=6383
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1épe porozumét otdzce Kristovy pritomnosti v eucharistiich, rozlomiv béhem bohosluzby
hostii, nalezl na ni jasné Cervené skvrny pifipominajici kapky krve (Ania, 2007). Na
pocatku 13.stoleti pouzivala zipadni eucharistie nekvaseny chléb, podobny dnesnimu
arabskému chlebu®. Bakterialni piisobeni uvnitt dutiny tohoto pe¢iva nemuselo byt nijak
ovlivnéno plisobenim jinych mikrobti — kvasinek. Na pocest této udalosti ustanovil papez
Urban IV. o rok pozdé&ji v ¢ervnu 1264 cirkevni svatek Boziho Téla (Corpus Domini).
Pfedméty bohosluzby byly pozdé€ji preneseny do mésta Orvieta, kde byly ulozeny do
vznikajici katedraly, jejiz stavbé tak bylo mozno cirkevné poZehnat.

Vyklad svétsky obtizné vysvétlitelnych jevi, jako ndhlé objeveni krve (typu stigmat na
obrazech a theofanii krev plac¢icich Madon), kterych je po svété opravdu pozehnané,
muze byt postaven pravé ina tezi o mikrobech vytvaiejicich kolonie a produkujicich
cervené barvivo. Teorie, vykladajici zminéné zazraky jako pusobeni bakteridlniho typu,
popisuji ndhle se objevujici krev jako rostouci biomasu naptiklad pravé Serratii. Nékolik
védcu-mikrobiologii se v minulosti na experimenty s bakteridlnimi koloniemi na hostiich
a obrazech zaméftilo a pokusilo se prokdzat ptisobeni mikrobi jako klicové pro vznik
téchto jevl. Prubeh a vysledky pokust v terénu — na misté zazraku, vSak dopadly vesmes
katastrofaln¢, do velké miry ivlivem faktu, Ze obyvateli v dotenych regionech byl

vyzkum tohoto typu povazovan za zcela nepfijatelny a dokonce p¥imo sabotovan.’

Obr. 2. Zdazrak v Bolsené, Raffaello Sanzio (1483~1520)- ,,Rafael”, Vatikan

Bartolomeo Bizio pojmenoval Serratii na pocest italského fyzika Serafina Serratiho,

ktery vroce 1787 vynalezl parni ¢lun. Adjektivum marcescens (marcesco: vadnu,

¥ (viz. www.getsemany.cz)

? Alix Kirsta, The Crying Game, The Guardian, December, 2000,
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chabnu, mdlim, rozpaddm se) pouzil, protoze barvivo ¢ervené pigmentace — prodigiosin
(Ghiretti, 1994, Graevenitz, 1980, Giri, 2004) — z kolonii na kukuii¢né kasi pomérné
rychle mizelo (Wei, 2006). To, Ze se vlibec objevilo a ze diky jeho vyrazné barvé byla
Serratie studovana jiz pred 190 lety, vSak ukazuje spiSe na schopnost zviditelnit se, nez
rozpadat se. Neni ndhodou, ze prvni popsanou Serratii byl druh marcescens, ktery je
skromny a oportunisticky co do zivotniho prostoru a pfitom az marnivy co do svého
vzhledu. Jak uvidime pozd¢ji, pravé jista marnivost je predpokladem jest¢ vyraznéjSiho

vzhledového projevu za ptiznivych podminek.

1.2 Bakterialni kolonie Serratia marcescens

Obr. 3. Kolonie Serratia marcescens

1.2.1 Fenotyp bakterialni kolonie

Bakterie je tradi¢énim pohledem mikrobiologii organismus jednobunécény. VSechen
biologicky material, ktery potiebuje k tomu, aby si jako zivy systém udrzela schopnost
preziti a mnozeni, je ukryt v malém téle jedné bunky, u Serratia marcescens o délce tii az
Sesti mikrometrd'®. Mnozi se dé&lenim, coZ lze popsat tak, 7e nachézi-li se buiika ve
vhodném prostiedi, naroste a rozdéli se na dva autonomni organismy. Takto se mohou

bakterie v optimalnim prostiedi pomnozit témet nescislnékrat.

' viz. Experimentalni ¢ast,
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Obr. 4. Postupné déleni bakterie E.coli (Shapiro, 1989)

Na agarovych miskach s zivnym médiem'' maji riizné bakterialni druhy tendenci vytvofit
pii ristu adéleni utvary zbiomasy bunck. Rizné druhy vytvareji kolonie riiznych
fenotypti a Casto je lze podle fenotypt téchto kolonii rozlisit. V soucasné dobé je fenotyp
kolonie pouze pomocnym identifikanim znakem. Bakterii je mozné identifikovat
presnéji na zakladé toho, na jakém médiu bakteridlni kolonie roste, nez jak fenotyp
kolonie vypada (Némec, 1999). Charakteristicky tvar kolonii tedy mikrobiologie uziva
jako jeden z prvnich odkazli na mozny druh sledované bakterie, uziva tedy kolonii jako
nastrojii umoziujicich védcim rychle se zorientovat v nékterych vlastnostech bakterii,
projevujicich se pravé pouze v kolonii ¢itajici miliony jedinci. Naptiklad jasné Cervené
barvivo na povrchu kolonie je dilezitym ukazatelem schopnosti tvofit nékteré proteiny,
které mnoho jinych druht bakterii tvotit nedokdze a slouzi tak jako jeden z prvnich znaku
pro zafazeni bakterie do systému. Ukéazku indikace vlastnosti z fenotypu mikrobialni
kolonie Ize najit naptiklad v (Ajithkumar, 2003).

Druhy zptsob vnimani bakteridlnich kolonii muze vychazet z predpokladu nutri¢ni
vyhody existence forem bakteridlni aglomerace a diky tomu efektivngjsi diferenciace do

spor (Grilione, 1975), schopnych pfezit iv extrémnich podminkéch, jako je tomu

""" Pro popisovany rist v laboratofi je dulezité Zivné médium se specifickym zdrojem energie, Zivin,

optimalni pH a teplota, pfi které roste kolonie predvidatelné.
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naptiklad u myxobakterii (Chondromyces crocatus viz. obr. 5). V prizniveéjSim prostiedi

spory znovu vytvoii populaci bakterii (Kunert a Kaiser, 1982).

0.1 mm

Obr. 5. Plodnicky myxobakterii pod elektronovym mikroskopem. (Grilione, 1975)

Nékteré buiiky v kolonii mohou sviij tvar ¢astecné upravit, jako to vidime u bun¢k na
okraji kolonie, které mohou byt az dvakrat vétsi nez buiiky v centru kolonie a ziskévat
vEtsi pocet bic¢ikll nez bunky v centru kolonie (Kohler, 2000). Podle nékterych zdroji se
informuji o svém postaveni vzhledem k ostatnim ¢lentim kolonie vzajemnym kontaktem
(pilus ¢i flagella) (Azakami, 2006) , podle jinych gradientem signalnich molekul a
chemotaxi (Thar, 2005). Bakterie sice méni vzhledem ke své funkci v kolonii svou
velikost ¢i tvar, tak jako bunky ve tkanich mnohobunécnych organismi, ovSem vratné a
navic zastavaji vSak vSechny potencialné na trovni téméi identickych zarodecnych
bunck, které jsou schopné dat opakované¢ vznik celému organismu kolonie vysetim
kterékoliv jednotlivé buiiky na zivnou pidu. Chapeme-li télo celé bakterialni kolonie jako
funkéné komplexni mnohobunéény utvar, mdme na mysli mnohobunécnost zejména ve
smyslu velkého poc¢tu bunék nikoliv typu bunék, tedy fakt, Ze bakterie svou spolupraci
diky vzajemné komunikaci (Greenberg, 2003, Rice, 2005, Labbate, 2004) vytvoii
makroskopicky utvar, nikoliv vS§ak utvar mnohobunéény ve smyslu mnoha nevratné
ruznych typl bunék specifického tvaru a vlastnosti, vytvotenych v rdmci bunééné
diferenciace zpusobujici napiiklad odliSnost kostni butiky od nervové bunky ¢i

epidermalni buiiky okvétnich listkli od bunky primérni kiiry kotene.
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Protoze jedna kolonie mtze vyrlst z jedné bunky, usuzovalo se vzdy z poc¢tu vyrostlych
kolonii na pocet atyp bunék pifitomnych ve vzorku. Kolonie nebyly povazovany za
individudlni seskupeni, spoleCenstvi k sob¢é ndlezejicich jednotlived, ale pouze za
sméstnani ¢i nakupeni délicich se bunck. Vysledek ristu kolonie typu sloZitost ¢i
intenzita zbarveni byl vniman jako jev druhotny, podobné jako teorie komunikace mezi
koloniemi byla povaZzovdna pouze za nadinterpretaci jednoduchych metabolickych
regulaci. Obvyklym vyuzZitim bakterialni kolonie byva tedy pravé jeji vyuZziti jako
nastroje mikrobiologického zkoumani.

Studium mikrobialnich spoleCenstvi pro ekologicky, hygienicky ¢i biomedicinsky
vyznam jejich ucinki, vSak pomalu vede ke zjiSténi slozit¢ mnohavrstevné komunikace
a nejspise 1 délby prace v ramci kolonii (Shapiro, J.A., 1997, 1998; Ben Jakob, E., 2003;
Ben Jakob, E., Shapira, Y., 2003; Greenberg, E.P., 2003). K tomuto poznani
mikrobiology pfivadi az sofistikované metody a technické vybaveni, dostupné

v poslednich desetiletich.

1.2.2 Fenomenologie bakterialnich supertél

., Ze buitky volné Zijici maji schopnost rozhodovat se k iicelnému jedndni, Ze dovedou
Jednat, dokazuji nejlépe jejich cisté kultury. Cisté kultury jednotlivych rodii mikrobielnich
— tedy jednobunécnych tvoru volné Zijicich — nejsou pouhymi jen shluky jedincii
dotycnych, jak by se na prvni pohled zdat snad mohlo, nybrz utvary zameérné
vytvorenymi. Ze tomu tak jest, vyplyva nejjasnéji z fakta, Ze utvary ty maji pro ten ktery
rod mikrobu zcela typicky vzhled. Typicky tak, ze my ze vzhledu utvaru takového, ze
vzhledu pouhého takové Ccisté kultury, miiZeme bezpecné pozmat, o jaky druh tvoru

Jednobunécnych v pripadé daném bézi.** (Samberger, 1936)

V soucasné védé se na bakteriich snazime vidét to neviditelné - studujeme jejich
nitrobunécné procesy, genetiku patologickych jevil a vzdjemnou interakci. Jiz jsme
naznacili vySe, ze jen pomalu dochazi také kchapani bakterii jako primarné
spoleCenskych tvort — mnohobunécnych mikroorganismii. Projevy, které si ukédzeme
v této kapitole, koresponduji s jednobunéénym a Cisté metabolickym vykladem
mikrobialniho Zivota jen obtizné.

Ve vSeobecné zazité predstavé jsou bakterie par tisicin milimetru dlouha jednotvarna

stvofeni valcovitého tvaru. Takto jsou téla individudlnich bakterii vyznamna nanejvyse
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z hlediska ekologického — viditelné jsou jejich projevy, ze kterych teprve odvozujeme na
jejich pfitomnost — hovotime o nich jako o tvorech, kteti dali planeté Zemi kyslik a stoji
za mnoha podstatnymi jevy v biosféfe a vétSinou primyslové vyznamnych ptirodnich
jevi (Markos, 2007). Bakterie zajistuji zdravé fungovani t€l vysSSich organismli zevniti
(umoznuji ndm efektivné vyuzit mnoho nestravitelnych latek) ina jejich povrchu -
naptiklad povrch lidské kiize ve zdravém stavu pokryvaji asi Ctyti druhy dobrych bakterii
(Sima, 2008). Také tvoii obrovskou pozemskou biomasu a ,,vahové predstavuji asi
polovinu zivé hmoty na Zemi*, (Kapralek, F, Uvod do bakteriologie) nicméné jednotlivé

bakterie nabizeji co do tvaru pfili§ malo a navic nepozorovatelného.

1.2.2.1 Télo bakterialni kolonie

Pojem ,,t¢lo* kolonie pouzivame pro oznaceni spoleCenstvi miliard autonomnich a ve
schopnosti zalozit kolonii nejspi§ rovnocennych bunék, podvolujicich se Zzivotu
v koordinované skupin€é. Barva, tvar avelikost téla bakteridlni kolonie jsou déany
vhodnymi podminkami pro mnozeni jednotlivych bunék a jejich genetickou dispozici —
tedy druhem bakterie, zakladajici kolonii.

Z riaznych fenotypt kolonii 1ze usoudit na odlisné metody stavby kolonie u rtznych
druhil bakterii. Tento fakt by mohl svadét k domnénce, Ze bakterie je svou druhovou
piislusnosti determinovana ke konkrétnimu fenotypovému projevu. Taxonomie vSak
mnohdy tentyz druh bakterie rozliSuje na rtizné klony stejného druhu, které¢ se svymi
vlastnostmi mohou specificky ligit.'> Vedle mnoha jinych jsou to i vlastnosti fyziologické
(Biotyp) a specifické vlastnosti morfologické¢ (Morfotyp), které odliSuji riizné klony
bakterie stejného druhu podle jejich kolonidlni morfologie dané slozenim prostiedi

a dispozici konkrétni bunky zakladajici kolonii.

1.2.2.2 Bakterialni kolonie a komunikace

V ptirod¢ se bakterie bézné¢ stykaji a komunikuji spolu naptiklad pfimou vymeénou
genetického materidlu. Bakteridlni fimbrie kodované konjugativnim plasmidem mohou
slouzit jako duty mustek, kterym se od donorové bunky k buiice recipientni dostane

plasmidova DNA, ¢imz rozSifuje moznosti bunky ke konjugaci a urychluje tvorbu

12 Pojem druh bakterii je kontroverzni uz proto, e biologicky druh byvéa definovéan jako ,,soubor jedinci
schopnych vzajemného plodného ktizeni se vznikem plodnych jedinci* a tedy vazan na sexualitu.( viz

Kapralek, F, Uvod do bakteriologie, Karolinum)
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biofilmi (Ghigo, 2001). Dalsi informace, které pfenesend DNA obsahuje, se pak
pienosem mohou rychle dostat do velké vzdalenosti od pavodniho Sifitele. Bakterie se
casto spojuji na del$i dobu a vytvareji biofilmy, plaky a konsorcia, ve kterych se dé¢li
o ziviny a navzdjem si k nim symbioticky pomahaji, nebo na sobé parazituji (Denis,

2003). Nekdy tak mohou vzniknout prostfedi velmi bohatd na konkrétni druh metabolitu,

bakteriemi houfné vylucovaného.

Obr. 6. Fotosyntetické bakterie v horkém prameni. Bila oblast je pfili§ horka pro jejich preziti, bakterie
si sva konzorcia a plaky buduji v ¢asti, kde je jiz teplota vody nizsi. Zde, v prostiedi termofilnich bakterii,
je fialova barva zptisobena ptitomnosti bakterialniho metabolitu (Todar’s textbook of bacteriology,

internet).

Bakterie maji z mnohobunééné kooperace v kolonii, povlaku ¢i plaku prokazatelny
prospéch. Napftiklad tvorba bakteriocinli, umoziujicich odrazeni nepratelské buiky (¢i
buiiky objevici se v prostiedi jako rival) miize vést (a vétinou vede)' k lyzi buiiky, ktera
bakteriocin do prostfedi produkuje. Pokud je vSak tato buitka na okraji rozsahlejsi
kolonie, mtize vyloucit vétsi mnozstvi latek perforujicich cytoplasmatické membrany,
degradujicich DNA (endonukleazy), zastavujicich proteosyntézu ¢i  syntézu

peptidoglyganu (princip antibiotik ptsobicich na rostouci bunky — pifi pokracujicim

13 Kapralek, F, Uvod do bakteriologie, Karolinum,
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fizeném Stépeni peptidoglykanu dojde k lyzi buiiky) a pfitom zachovat vétSinu bunék ve
sttedu kolonie. Jinou utilitaristickou hypotézu pro vznik kolonie mizeme vidét ve tvorbé
kolonie jako ptipraveé zasob energie a Zivin v buiikach stfedu kolonie, schopnych na dany
signal svym rozpadem poskytnout Ziviny buitkdm na okraji kolonie (Palkova Z., Forstova
J., 2000). Vétsi mnozstvi bunék a navic druhti, vedouci k vytvoteni slozitého systému
biofilmu, muze také bakteriim zpfistupnit zdroje, které by samostatné zijici bakterie
nemohly vyuzit. Diferenciace na rizné typy miize optimalizovat preziti vEtsi Casti
populace (Shapiro, 1998). Moznost komunikace v kolonii navic poskytuje bakteriim
stupen plasticity a flexibility, ktery je potfebny pro lepsi ptizptisobivost a schopnost
preziti kolonie vici okolnimu dynamickému prostiedi (Ben Jakob, 2003). Schopnost
spoluprace, komunikace a organizace Zivota v kolonii je tak dulezitym aspektem
a vyzvou i pro zkoumani bakterialni evoluce. Z vyse uvedeného totiz vyplyva, ze bakterie
schopné zit v koloniich a spolupracovat na jejich rozvoji a obrané¢ maji vétsi Sance na

preziti v ménicim se prostiedi (Palkova, 2004).

Serratie jsou obecné povaZovany za nesporulujici bakterie (Ajithkumar, 2003), nicméné
z teplotnich a biochemickych testi a elektronmikroskopickych snimki, provadénych na
Serratia marcescens subsp. sakuensis, zvetejnénych v (Ajithkumar 2003) vyplyva, ze
nekteré poddruhy Serratie jsou schopné vytvaret endospory. Ke sporulaci dochézi béhem

sedmi dnli od vzniku kolonie a to hromadné na nékterych konkrétnich mistech v kolonii

(obr. 7).
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Obr. 7. Endospory Serratie marcescens. Spory sporulujiciho kmene SM KREDT po 18 dnech inkubace
na nutri¢nim agaru (b), méfitko 1um (d) Spora SM obarvena uranylacetaitem, méfitko 0,1um; zdroj:

Ajithkumar et al, (2003)

1.3 Estetika bakterialnich kolonii

Jak jsme jiz ukézali, bakteridlni kolonie jsou ve vyzkumu obvykle studovany pouze
v ramci instrumentalnich a funkénich predstav. Prozitek vnimdni samotného vzhledu
kolonii by bylo mozno povazovat za druhotné kouzlo nechténého. I pres studium ucelné
spoluprace bakterii na fvorbeé kolonie se koloniim nepfisuzuje samostatna tvarova

hodnota, jelikoZ nenabizi jev, ktery by byl chdpan jako jednotny projev. Neni totiz zndmo
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ani predstavitelné, ze by ,vnimat abyt vniman navenek™ bylo soucasti utilitarni
ekonomie a funk¢ni ekologie téchto spolecenstvi. Zkoumani estetick¢é rozmanitosti
bakteridlnich kolonii jako jejich bytostného sebeprojevu neni obvyklym cilem badatelti.
Veskeré mikrobiologické vyzkumy se dosud pohybuji nanejvys$ v rdmci instrumentélnich
a funk¢nich predstav o vyhod¢ kolonii pro mnozeni, $ifeni a pfezivani mikroorganismi
(Palkova, 2004). Pokud vSak soustfedime na$S pohled na bakteridlni kolonie do jiz
naznac¢ené roviny vnimani samotného vzhledu kolonii, naskytne se nam ptilezitost vidét
v nich nej¢istsi formu sebeprojevu zivota.

Pravé v této kapitole se pokusime vylozit charakteristicky zjev bakteridlni kolonie
bakterie Serratia marcescens jako <inny projev fizeného seskupeni svébytného
spole€enstvi k sobé ndlezicich jednotlivcl. Takto vidéna je bakteridlni kolonie praveé tak
jedine¢ny vysledek jako umélecké dilo. Jevi se primarné jako pfedmét smyslového
vnimani, nikoli jako projev neviditelnych procesit probihajicich v genomu
mikroorganismu tvoficich kolonii. Vzhled kolonie chapeme jako projev zivych bytosti,
které diky uvolnéni ,selek¢éniho tlaku®, tj. konkurence a néarokii prostfedi, opousti ve své
morfogenezi pozadavky funkénosti aukazuji na bytostny aobecny rozmér Zivota.
Ptiznivé podminky dovoli bakteriim ,ndro¢né experimentovat® ake kolonii, jeji
barevnosti, mnohotvarnosti a proménlivosti se pak lze vztahovat jako k pfedmétu

estetické¢ho zajmu.

Uz od antiky poukazovali myslitelé na estetickou stranku Zzivych bytosti (Plotinos,
Augustin). Predmétem zdjmu byly jevy samotné, esteticka stranka zivych bytosti byla
pojimana Cisté jako prozitek, nijak odliSny od prozitku nezivé pifirody (mineraly, krajina
atp.). Na zakladé kvality téchto prozitki byly vyvozovany hodnotici soudy. Estetické
projevy zivota jim tak splyvaly s estetickou strankou ptirody vibec do zobecnéné
estetiky.

Ve snaze objektivizovat estetické hledisko zacali védci hledat vyznam, ktery by se za
témito jevy skryvat. Jevy tedy zacali povazovat za projevy jist¢ho ucelu (napf. pfeziti,
kryti, vystraha, napodoba, pohlavni vybér). Vzhled zivych bytosti byl tedy hodnocen jako
znak, slouzici k vzajemnému dorozumivani, signalizaci a piezivani. Teprve Adolf
Portmann pfiSel s mySlenkou, Ze projevy Zivych bytosti nejsou nutné znaky skrytého
celu, ale Ze jde o sebeprojev, ktery je obecnym rozmérem Zivota. Portmann dokonce
tvrdi, Ze anatomickd a fyziologickd funkénost je podfizena estetickym kvalitdm jevil

(Portmann, 1960).
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Pod bastou estetiky v prirodnich védach si tradicné piedstavujeme obory jako tieba
entomologie, zabyvajici se organizmy mnohobunéénymi, unichZ je mozné snadno
a bezprosttedné sledovat jevy bunécné diferenciace a analyzovat je za pomoci pojmového
aparatu estetiky. Bunéfnou diferenciaci zde rozumime specificky vyvoj bunék,
zpusobujici podstatnou zmeénu jejich charakteru avedouci posléze ke vzniku
mnohobunéénych tvart a vytvorit o mnoha druzich bunék, coz dava vyslednému télu
vlastnosti klicové pro estetické soudy - teprve tehdy muizeme hovofit o velikostech,
barvach, vzorech a tvarech vzniklych shlukovanim urc¢itého typu bunék.

Snad pouze Haeckel (1904) v historii biologické estetiky nepomijel jednobunécna
stvofeni, pozorovatelnd pouze pod mikroskopem a nemajici v estetice okolni ptirody
moznost prosadit se. Dokonce i bakteridlni kolonie stdly vzdy zcela mimo estetiku
neviditelného Zzivota, jejich vznik vSak byl povazovan za pouhé nahromadéni
jednotlivych mikroskopickych tvord, tedy projev majici vztah pouze k typologii
bakteridlnich jedinct. Nebyly tedy vnimany jako jev, ve kterém by bylo rozpoznavéano
spole¢né utvareni vzhledu a vysledné podoby.

Jednou ze schopnosti bakterii v kolonii je komunikace (Wei, 2006) a o kolonii se proto da
hovofit jako o vysledném projevu dorozumivani a spoluvytvareni (Greenberg, 2003,
Bassler, 2002). Makroskopicky tutvar kolonie je tedy vyjadfenim tvarové soundlezitosti
mikroskopickych tvort. Jev, zaloZeny na tak jemné a citlivé komunikaci, jakou vyzaduje
spoluprace mikroskopickych tvord, je vSak velmi citlivy na prostiedi a prostor ve kterém
ke komunikaci dochazi. Aby mohlo dojit alespont k minimélni harmonii a souladu pii
spolupraci na tvorbé kolonie, je tfeba mit k dispozici optimalni prostiedi, které nebude
v zadném ohledu limitovat Zivotni pochody.

Bakterie nejsou schopné tvofit kolonie kdekoliv, nybrz pouze v prostfedi bohatém na
ziviny. Mnoho bakteridlnich druhti tvofi 1vtomto prostfedi kolonie pouze
mikroskopické, pfi tvorbé kolonie tedy nejde pouze o bezuzdné déleni biomasy na
energeticky bohaté pltd¢. Daleko spiSe jde o vyuziti moznosti realizovat schopnost
dorozumivani, signalizace a teleologickych morfologickych funkci. Schopnost
komunikace pfitom pfechazi skrze tvorbu slozittho mnohobunééného téla
z mikroskopického prostfedi do makrosvéta, kde mohou komunikovat celé¢ kolonie
(Palkova, 1997, 2003). Celistvost, dokonalost a plisobivost bakteridlni kolonie je pak

nejvy$§im  naplnénim  smyslu  mikrobidlni komunikace a schopnosti bakterii
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spolupracovat viibec.

Pti estetické analyze sledovanych jevi se ¢astecné opirame o biologicko-estetické teorie
vySe zminéného Adolfa Portmanna (Portmann, 1960), které doplilujeme o uvahy
vychazejici ze zaveri naSich experimentl (experimentalni ¢ast; Rieger, 2008) a uvahy

zalozené na poznatcich Zdetnika Neubauera (Neubauer, 1979).

1.3.3 Portmannovské pojeti

Adolf Portmann (1897-1982) byl vyznamnym Svycarskym biologem. Zabyval se
zivo¢isnou morfologii mimo jiné z hlediska estetické stranky Zivota abyl ideovym
zakladatelem biologické estetiky. Zavedl pro nasi uvahu klicovy pojem ,vlastni jev®,
ktery pouziva k interpretaci biologickych struktur. Vlastni jevy jsou vyjimenymi pro
svlyj vztah ke smyslovému vnimani (C¢loveéka, pripadné i zivoCicht pfichazejicich se
strukturou do styku'*). Jsou to jevy ilustrované distinkei vnitfniho, neviditelného prostoru
tél ZivoCichii a vnéj$itho neprihledného povrchu. Povrch tél je zbarven casto 1
symetrickym charakterem, kdezto jejich vnitfek je zcela nerespektuje jakékoli zakony
jeveni. Je-li télo symetrické a pohledné isvymi vnitinostmi, pak tomu tak byva

u Zivotichi s prisvitnou t&lni schrankou '

ajde tedy opét o podiizeni morfologie
fenoménu jeveni.

Vlastni jevy Portmann d¢li jeSté¢ na adresné aneadresné vlastni jevy. Do oblasti
adresnych vlastnich jevl fadi veskerou fenotypovou komunikaci, ktera je predmétem
zkoumani biosémantiky a etologie. Jde tedy o tvarovou abarevnou rozmanitost
zivocichl, slouzici ke komunikaci a ptedavani signala, vzdy se specifickym
respondentem téchto signalti'®. Neadresné vlastni jevy, kterym se budeme vénovat jeste
dale vtéto kapitole, jsou predmétem dohadii mnoha biologl, protoze jde o jevy
respektujici zadkony vidéni, ale nemajici znamého respondenta, tedy o jevy jsouci
zdanlivé bezdlvodné, ,,jen tak®, a byvaji proto chidpany jako pouhé sekundarni vysledky

metabolické aktivity.

' Pak to mohou byt také adresné viastni jevy, viz nize.

' Kylonozci, kiidlatky, kylnatky.

1 yiz. také Jakob von Uexkull a problematika Umweltu, prosttedi, ve kterém se Zivot pohybuje a orientuje a
kde existuje bez potieby porozuméni podnétu majiciho smysl pro tvora z jiného Umweltu, tudiz podnétim
nespadajicim do svého Umweltu ani nerozumi, ovSem podnétim do néj spadajicim rozumi specifickym a

intenzivnim zptsobem (Uexkull, 1921)
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Portmannovské neadresné vlastni jevy jsou smyslové vnimatelnymi jevy bez znamého
adresata — neni tedy zjevna pficina (selek¢niho charakteru), pro¢ by mél dany organizmus
témito jevy disponovat. Stejn¢ tak bakteridlni schopnost vnitrokolonidlni komunikace
a vytvoreni mnohobunééného utvaru musi byt zalozena jiz v mikroskopické buiice, ktera
vSak po vétSinu své existence nema prilezitost tuto svou schopnost vyuzit. Neviditelny
mikroorganismus v sobé tedy nosi nejspiSe jiz po miliardy let potencial vytvofit
makroskopicky objekt a projevit se ve viditelném svété Casto slozité strukturovanym
télem.

Je-li schopnost vytvorit sledované jevy nutné pfitomna odvekii anavic v bunce
neviditelné, je laboratorni umoznéni tvorby rozlicnych kolonii na zivném médiu v Petriho
misce neadresny vlastni jev par excellence.

V nasich podminkdch mé pozorovany tvor moznost vyjadrit se esteticky vyraznéji nez

v prirod€. Jde totiz o proces energeticky naroc¢ny a riskantni.

Obr. 8. Kolonie bakterii Serratia marcescens; vlevo typ Rwrw pigmentovan prodigiosinem (Thomson,

2000), vpravo Fw, viz experimentalni ¢ast.

Portmannovy predstavy tak doplitujeme o nase pojeti biologické niky, tedy zivotniho
prostoru, ve kterém miiZze zivy tvor rozvijet svlij esteticky potencial. Vlastni jevy mohou
vznikat kdykoliv se naskytne pfilezitost. Nika pro vytvofeni vlastnich jevi se otevird na
plose motylich kiidel i na velké plose dorsa zadozabrych plzi. V ptipadé nami
sledovaného rodu Serratia tvoti idealni zivotni niku Petriho misky. Bakterialni buiika,

jejimz pfirozenym svétem je lidskym okem neviditelny vesmir, dostdvd v nami
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poskytnuté nice prostor zviditelnit se v pribéhu nékolika set generaci (v lidském métitku
nekolik desitek hodin) ve viditelném svéte v Cisté monokolonidlni formé, svou estetickou
povahou jakoby urcené k vnimani. V Ccisté podobé mohou bakterie svilj potencidl
vytvoreni strukturovaného téla s mnoha esteticky poutavymi prvky realizovat v podobé
monokolonii nejlépe v Petriho misce, kterd je unikdtnim prostiedim hojnosti a klidu,
umoziujicim prosperitu kolonie a jeji realizaci v estetickych projevech. Ve srovnani
s lidskou kulturou miizeme vzpomenout na réeni Inter arma silent musae.

Na teorii o bezstarostnosti, vedouci k diferenciaci arozpadu do mnoha barevnych
a tvarovych vyrazli upozornil uz v sedmdesatych letech Neubauer. VSiml si, Ze tvarova
pestrost je charakteristickd pro stabilni a blahobytné ekosystémy jako kordlové tutesy a
destné pralesy proti poldrnim krajim a poustim. Byl inspirovan pestrosti vzhledu
zivociSnych druhti vyskytujicich se v oblastech s velkou saturaci Zivotnich potieb. Zda se,
ze 1bakterie, pokud jsou ve svém zivotnim cyklu podpofeny optimalnim vnéj$im
prostiedim, jsou puzeny k bohatSimu estetickému projevu. Spolecensky zijici bakterie tak

dava kolonii vznik jevoveé vy$simu a bohatSimu celku.

Na =zaklad¢ téchto uvah jsme se rozhodli blize sledovat principy morfogeneze

a diferenciace kolonii Serratia.
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2. Materialy a metody

2.1 Materialy

a) Pouzité mikroorganizmy

Pro na§ vyzkum jsme pouzivali bakterii Serratia marcescens, sbirkovy kmen

z mikrobidlni sbirky katedry genetiky a mikrobiologie PffUK.
b) Média a pufry

Pevna média:

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

ZA : Zivny agar - obsahuje 40g Zivného agaru (Imuna) v 1000 ml destilované vody.

Vyse uvedena média obsahuji 1,5 % agaru.

Tekuta média:

ZB: Zivny bujon s glukézou - obsahuje 25g Zivného bujénu (Imuna), 5 g glukodzy
(Sigma) v 1000 ml destilované vody.

FP: 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.

MM: Minimalni médium — obsahuje 2 g glukédzy, 0,2 g MgSO,, 13,6 g KH,PO4, 2 g
(NH4)2S04, 4,2 g KOH, 0,5 mg FeSO4, v 1000 ml destilované vody.

ZM: Zamrazovaci médium — obsahuje 15 g glycerolu p.a. (Lachema), 2,5 g zivného
bujonu ¢.2 (Imuna). Médium bylo doplnéno destilovanou vodou do kone¢ného objemu
100 ml

Vpichovy agar : Totozny s ZA.

¢) Sklo a pomucky

Pro praci s kulturami bakterii:
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Bakteriologicka klicka platinova, bakteriologicka jehla platinova.
Laboratorni sklo:
K pfipravé a uchovavani pufrti a médii:

Lahve se Sroubovacim uzavérem zn. Duran — 500ml, 250ml; odmérné valce - 200 ml.

Pro praci se suspenzi bakterialni kultury:
Sklenéna tycinka s koncem ve tvaru hokejky ( k roztirani suspenze na plotng), sklenéné

kyvety pro spektrofotometry - 1ml, Erlenmeyerovy batiky 100 ml

Jiné pomtcky:
Petriho misky polystyrénové — primér 90 mm (ke kultivaci na tuhém médiu),
mikrozkumavky Eppendorf s bezpe¢nostnim uzavérem - 1,5 ml, zkumavky zamrazovaci

—2 ml, pH indikacni papirky.

Ptistroje:

Biological termostat BT 120; spektrofotometr Spekol 11; vahy — ADAM AQT — 200;
laminarni box GEMINI; fotoaparat Olympus C — 5050 ZOOM; fotoaparat Canon
Powershot; binokularni lupa Olympus S240; tfepacka Vortex ZX3; nastavitelné
mikropipety Socorex Acura 825, objemy 1 — 5000ul; magneticka michacka; centrifuga
Eppendorf Minispin; mikroskop Zeiss Axioskop s vrchnim aspodnim osvitem a
polariza¢nim filtrem; mikroskop s ¢asosbérnou kamerou; objektivy Zeiss Neofluar 40x,
20x, Zeiss Epiplan 10x, Olympus 100x; mikroskopovaci software Axiovision 4.6 a

Olympus

d) Sterilizace

Pro zajisténi sterilni prace byl pouzivan ajatin a denaturovany lih. Pouzivané sklo,
laboratorni pomucky, pufry 1 kultivaéni média byly sterilizovany klavovanim pii 121°C
po dobu 20 minut. Prace s bakteriemi byly provadény sterilnim nacinim v lamindrnim

boxu.
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2.2 Metody

Teplota a doba inkubace Serratia marcescens:
Pro bézna sledovani experimentl jsme zvolili dobu inkubace v termostatu 48 - 72 hodin

pii teplote 27°C, poté byly misky pfeneseny do pokojové teploty a do tmy.

Mg¢feni OD:

Optickou denzitu OD jsme méfili na spektrofotometru Spekol 11 ve viditelném svétle pfi
vinové délce 450 nm ve sklenénych jednomililitrovych kyvetach v intervalu hodnot OD 0
az 1,0. Takovéto usporadani zajistuje linearni zavislost OD na mnozstvi biomasy
v suspenzi. Kalibracni vztah mezi hodnotami OD a mnozstvim bunék, které po vyseti na
agarovou plotnu daji vznik koloniim, jsme stanovili experimentalng€. V nasem uspoiadani
odpovida koncentraci bun¢k cca 108/ml opticka denzita pohybujici se v rozmezi 0,18 az

0,22. Buniky byly po naméteni OD v suspenzy fedény desitkovou fedici fadou.

Vysev:

Bunky byly resuspendovény, nafedény ve FP a vysety na Petriho misky s agarem (100 pl
suspenze na 9 cm P.m.). Na povrchu misky byly buiiky rovnomérné rozprostieny
sklenénou hokejkou.

Takto jsme ziskali prostfedi s rostoucimi monokoloniemi, tedy bakteridlnimi koloniemi
vzniklymi délenim jedné matefské bunky. V nékterych experimentech jsme pouzivali
biomasu vétstho mnozstvi bunék, které byly ve skupiné vysazeny na agarovou plotnu a
délenim a rastem vytvotily tzv. kibuc. V drtivé vétSin€é piipadl neni podstatny
morfologicky rozdil mezi monokolonii a kibucem. Pokud to neni pro interpretaci
vysledku nezbytné nutné, pouzivame v praci pro oba typy bakterialnich aglomeraci vyraz

,.kolonie*.

a) Izolace jednotlivych klonii a zdkladni metodicky postup experimentu

Vypalenou a vychladlou kli¢kou jsme nabrali ¢ast vybrané kolonie urc¢ené k izolaci,
an¢kolika tahy klickou jsme ji rozetfeli po agaru na okraji plotny. Klicku jsme

vysterilizovali vypalenim v plameni, nechali jsme ji vychladnout a rozetieli okraj prvniho

roztéru do volného prostoru agarové plidy. Toto jsme opakovali n€kolikrat a v poslednim
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roztéru jsme ziskali po inkubaci jednotlivé kolonie.

Purifikace — reselekce a pasdZovani klonti, probihala opakovanym vysévanim a
péstovanim bunék, ziskanych zkolonii konkrétni pozadované morfologie. Pfi
opakovaném péstovani jsme sledovali procentudlni obsazeni misky koloniemi
udrzujicimi pozadovany morfotyp. Z téchto kolonii byla vZzdy znovu odebrana a vyseta
biomasa, ¢imz jsme u mnoha klonii po nékolika takovychto pasazich ziskali purifikovany

klon se stabilni morfologii kolonie — stabilni koloniovy fenotyp Serratia marcescens.

Izolace klonli urcenych k purifikaci aulozeni jako stabilat specifického fenotypu
probihala v nékolika krocich. Nejprve napéstovavanim konkrétnich kultur v Zivném
bujonu, fosfatovém pufru a minimalnim médiu az do stacionarni faze. Poté byly kultury
v urcitych intervalech vysévany vzdy v nékolika rGznych hustotach. Pfi vysevech jsme
sledovali zivotnost bakterii pochazejicich z riiznych zao¢kovani a diferenciacni tendence

fenotypu.

Zdrojova kultura bakterii Serratia marcescens byla do poc¢atku naseho experimentu po 4
meésice ulozena v -80 °C jako stabilat 1/1 vysevu kolonii fenotypu Rmi. Pro nas
experiment byla mikrobialni biomasa nejprve na ZA+G namnoZena a po 48mi hodinach
ve 27 °C v termostatu a dalSich dvou dnech rlstu pii pokojové teploté vyseta ve 100
ul suspenzich rtizné hustoty na ZA+G. Po dalsich 48mi hodinach pii teploté 27 °C a 48
hodinach v pokojové teploté jsme si ovéfili, Ze ziskany fenotyp se nelisi od fenotypu

kultury, ze které stabilat pochéazi. Tim jsme dostali vétsi mnozstvi Rmi monokolonii.

Z vysevl jsme vybrali monokolonie ndmi pozadovaného tvaru a jejich biomasu pouzili
k zaotkovani do Erlenmayerovych banék s ZB+G. Vysledna opticka hustota této
suspenze byla 0.04. Z roztoku zivného bujonu byly pfipraveny tii bakteridlni zao¢kovani
po 10 ml roztoku Zivného bujéonu — A, B aC. Vzorky A, B 1C stily 48 hodin
v termostatu pti 27 °C.

Inokulum jsme zao&kovali do riznych médii (ZB, MM, FP) tak, aby hodnota OD byla
0,045. Pro ptevadéni bunék do MM a FP jsme suspenzi centrifugovali pii 10 000 G.

Pro vysévani na P.m. byla pouzita desitkova fedici soustava.

Pti objeveni diferenciacnich projevii kolonii ve vysevu — tedy rdstu kolonii jiného
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fenotypu, nez zjakého pochézela biomasa k vysévani ¢i nez jaky byl puvodné
inokulovéan, byly vybrané diferujici kolonie spolu s koloniemi bez zjevnych znédmek
zmén fenotypu znovu vysety. Sledovali jsme tendence k rozpadu fenotypu a tendence
k udrzeni zménéného fenotypu. Pti zfetelném vzniku nového fenotypu byly kolonie, které
jej nesly, postupnym pasazovanim purifikovany. Ve vétsiné pripadti se podarilo ziskat
alespon z jedné kolonie nesouci novy fenotyp takovy vysev, ktery tento fenotyp udrzel ve
trech pasazich po sobé€ totoZzny a zahrnujici vice 85% vysetych kolonii. Biomasa kolonii,
udrzujicich totozny fenotyp v takovém méftitku i po druhé paséazi, byla vzdy ulozZena jako

stabilat do -80 °C a ptipadné do vpichu.

b) Dalsi metody

Pulzni gelova elektroforéza:

Metoda i materialy modifikovano podle (Birren, 1993). Provedeno na pracovisti Statniho
zdravotniho tstavu laboratofi bakterialni genetiky Centra mikrobiologie a epidemiologie.
Princip analyzy byl zaloZzen na lyze DNA, Stépeni agardézovych diskd restrikénim

enzymem Spel a sledovani separace vzorkt na pulzni gelové elektroforéze.

Nartst bakteridlni kultury do stacionarni faze:

Bakterialni suspenze byla zaotkovana do ZB tak, aby OD byla v rozmezi 0,03 az 0,05.
Dostate¢na aerace kultury byla dosazena zaockovanim 10 ml bakteridlni suspenze
v Erlenmeyerové banice o objemu 100ml. Takto zaockovana suspenze byla ponechana 24

hod v 27°C.

¢) Zamrazovani a rozmrazovani bakteridlni suspenze, ukladani do vpichti, dokumentace

Zamrazovani:

Bezpecné dlouhodobé uchovdvani mikroorganizmli pii fenotypové a genotypové
neménnosti jak pro veédecké, tak pro technologické ucely, je jednim z nejvétSich
problému soucasného mikrobiologického vyzkumu. Pro rizné druhy mikroorganizmt se
osvedcily rizné techniky, pficemz obecné nejspolehlivéjsim zpisobem, jak zachovat po
dlouhou dobu genetickou totoznost a zivotaschopnpost mikroorganizmii je zamrazeni
audrzovani pii ultra nizkych teplotach -60 °C az -80 °C anebo v kryogenickych

zafizenich pii méné nez -140 °C. Tyto metody jsou celosvétove stale pouzivanéjsi
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(Hubalek, 1996) v mikrobiologickych a mykologickych sbirkach i genovymi inZenyry
v biotechnologickych laboratofich. Nejefektivnéjsi zpilisob zamrazeni je u vSech
mikroorganizmi spojen s nalezenim odpovidajiciho média, se kterym v suspenzy bunky
po zamrazeni sice zastavi své zivotni pochody, ale pfitom udrzi svou Zivotaschopnost.
Protoze mikroorganizmy obsahuji velké mnozstvi vnitrobunééné vody (Serratia
marcescens kolem 70%) je tfeba aby médium podporovalo jeji Castecné vylouceni
z bunky a tim zabranilo jejimu osmotickému poskozeni, zarovein by vSak nemélo vést
bunku k osmotické dehydrataci a srazeni. Za timto ucelem byla také vyvinuta technika
ultrarychlého zmrazeni, které nedovoli butikdm vSechnu vodu vyloucit.

Serratia marcescens byla jako testovaci organismus kryoprezervace pouzita vicekrat
v suspenzi s ruznymi médii a pfi rliznych teplotach. Naptiklad (Harrison, 1956) pfi
teplotach kolem -22 °C v roztoku soli a v roztoku peptonu s vysledky hor§imi nez pfti
uchovavani v destilované vodé, pficemz tyto roztoky jinym prokaryotnim organismim
vyhovovaly. Nicméné nejuspésnéjsi pii udrzeni vysokého procenta zivotaschopnosti
zmrazené Serratie marcescens byli mikrobiologové, pouzivajici kjejimu zmraZeni
tekuty dusik a ptipadné ultrarychly pokles teploty (Hubalek, 1996). Pro udrZeni
rustovych charakteristik Serratie marcescens (83% buné€k preziva bez jakékoli zmény
v rustové charakteristice) byli uspésné také pokusy s glycerolem (Hubalek, 1996), ktery
jsme v mnozstvi 15g/100ml média pouzivali pfi zamrazovani i1 v nasi laboratofi.

Médium bylo nejprve navazeno a rozmichdno na magnetické michacce, poté 20 minut
klavovano bylo pfi 121 °C a nakonec po alikvotech (0,1 — 1ml) sterilné rozplnéno do
zamrazovacich zkumavek auchovano v-80 °C zmrzlé. Do zkumavky s vhodnym
objemem byla pfi zamrazovani mikroorganizmii pienesena sterilni platinovou klickou pfi
pokojové teplot¢ jedna konkrétni kolonie ¢i smés biomasy dvou kolonii stejného
fenotypu. Pied ulozenim do boxu s -80 °C, byla vznikld smés resuspendovéna na tiepacce

Vortex.

RozmraZeni stabilati:
Z -80 °C byl stabilat vyjmut arozmraZen pii pokojové teploté. Cast stabilatu byla

nafedéna ve FP a vyseta, eventualné prenesena na Petriho misku a vyc¢arkovana.

N&které ze stabilati byly ulozeny do 4 ml ZA+G do vpichovych konzerv.
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Fotografovani:

Fotografovali jsme fotoaparatem Olympus C — 5050 ZOOM za denniho svétla ze
vzdalenosti cca. 30 cm nad pozadovanym objektem.

Fotoaparat Olympus jsme pfipadn€¢ upevnili na binokuldrni Iupu a fotografovali
pozadované objekty se zvétSenim. Fotoapardt Canon byl uchycen do redukce
fotografického tubusu mikroskopu Axioskop a ptipojen k pocitaci, na kterém byl spustén
snimaci program AxioVision. Fotografovani ¢asosbérnych snimkt a filmovéni probihalo

CCD kamerou.

Vsechny vysledky uvedené v experimentalni ¢asti jsou podloZzeny vice (min. dvéma)
pozorovanimi. Kazdy pokus ¢i pozorovani ma chronologicky zpracovanou fotografickou
dokumentaci po dobu 10 — 20 dnd podle typu sledovaného dé&je. Fotografie uvedené
v obrazkovych tabulich Experimentalni ¢asti jsou vybranymi soubory, které dany dgj
vtom jistém case nejlépe dokumentuji. Fotodokumentace obsahuje témér 4000

fotografii, prezentované vysledky jsou demonstrativnim vzorkem.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Fenotypova diferenciace a variabilita

Pro sledovéani fenotypové diferenciace bakteridlnich kolonii Serratia marcescens jsme
pouzili kmen z mikrobidlni sbirky katedry genetiky a mikrobiologie, u které¢ho jsme sice
v minulosti diferencia¢ni déje nesledovali, nicméné predpokladali jsme, ze pokud
zvolime odpovidajici zplsoby kultivace, budeme casem jejich svédky. Klon kmene
z mikrobidlni sbirky katedry genetiky a mikrobiologie byl ziskdn jako biomasa
nize).

V pokusu jsme sledovali rozriznéni fenotypu bakteridlnich kolonii, zplsobené
diferencia¢nimi procesy. Diferenciace se ve vétSiné piipadii odvijela pifimo od vysevil
biomasy inokulované do médii bohatych ¢i chudych na Ziviny. Sledované fenotypy
prochézely i diferenciaénimi zménami, tykajicimi se inokulace jen nepiimo. Napiiklad
pochazely ze zdrojt, ziskanych diferenciaci pti vysevu inokulované suspenze ale sami se
diferencovaly bez potieby inokulace.

Diferenciacni déje byly analyzovany z hlediska procentudlniho obsazeni a rozriznéni
fenotyptl ve sledovanych vysevech. Spolu s tim byly klony zaroven sledovany z hlediska
své schopnosti byt donory riznych fenotypi, ve smyslu:

R donor W— W donor P — P donor G — G donor Y ...

nebo

R donor W, P, G, Y...

ptipadné donory pro fenotypy opakujici celou sekvenci a vykazujici diferenciaci v kruhu
- kruhovy diferenciacni spad ve smyslu:

R donor W— W donor P — P donor R — R donor W ...

nebo

R donor W — W donor R — R donor W ...

Reselekce, tedy opakovany vybér fenotypt s nejsilnéji vyjadienymi pozadovanymi znaky
za ucelem doslechténi nékterych znakii diferencovanych kolonii, probihala v souladu
snasimi zkuSenostmi ze spolecenského Zivota (Rieger, 2007) bakterie Serratia
marcescens. Naptiklad snahy ziskat stabilizované fenotypy mikrokoloniového typu ¢i

nekonecné rostouciho typu atypl vybarvujicich konkrétnim zplGsobem svij lem
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vychazely zejména ze zkuSenosti s chovanim kolonii. Téméf vSechny fenotypy méni az
po urcitou fenotypové specifickou velikost sviij dospély primér podle mnozstvi kolonii
v jejich okoli. V hustém vysevu byla vétsina kolonii malych, 1 kdyz se jednalo o typy pii
meSim poctu kolonii na Petriho misku s normélni velikosti (cca 50 — 100 kolonii na

misku).

Obr. 9. Reselektovani a pasaZovani mikrokolonii a makrokolonii. Vybirali jsme kolonie rostouci
v malém poctu na misce s mensim primérem tél kolonii nez je normalni pramér pii vétsim poctu kolonii na
misku, tedy rostouci obracené k nasim zkuSenostem spolecenského zivota kolonii. Tim jsme ziskali typy

s tendenci tvorit malé kolonie.

Stejn¢ tak vybarvovani nékterych fenotypii nebylo znakem diferenciace, nybrz
spolecenského chovani. Nékteré fenotypy pigmentuji postupné, dominovym efektem od
jedné kolonie dozrévajici jako prvni vétSinou v oblasti stfedu misky (Rieger, 2007).
U jinych je pigmentace potlacena ¢i naopak indukovéna pfitomnosti odliSné¢ho fenotypu
(viz. ¢ast ,Morfogeneze bakteridlnich kolonii*). Na zdklad¢ rizné pigmentace nemusi
tedy vzdy jit o rizné fenotypy, pouze o fenotypy nalézajici se na misce v pfitomnosti
riznych odlisnych klonii. Ke zjisténi vlastnosti fenotypu je tieba jej pasazovat a pii rastu

udrZovat v ur€itém poctu kolonii v konstantnich podminkéch.
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Obr. 10. TFi vysevy stejného stari. Misto vysevu ,,A“ obsahuje kolonie fenotypu F, misto vysevu ,,B*
obsahuje kolonie fenotypu W, misto vysevu ,,C*“ obsahuje smés kolonii obou fenotypt, coz zplsobuje

diivéjsi pigmentaci kolonii fenotypu F.

3.1.1 Rozdéleni ziskanych fenotypt a popis morfologie kolonii

Pfi diferenciacnich procesech se nam podafilo ziskat vice nez 35 riiznych fenotypt,
z ¢ehoz 21 bylo ulozeno do -80°C a 10 paralelné také do vpichovych konzerv. Celkem 20
z téchto fenotypti bylo ulozeno do -80°C jako stabilizované fenotypy, které jsou nyni
vedeny pod eviden¢nimi Cisly jako klony Serratia marcescens, udrzujici si po vyseti na
specifické zivné médium specificky fenotyp (vSechny klony byly dokumentovény na
médiu ZA+G, nékteré prosly pasazi pres médium ZA). Jeden klon (18/5) byl ulozen do -
80°C jako typ s nestalym fenotypem a piimy zdroj nékolika riznych ustalenych fenotypt.
Nové fenotypy, ziskané z fenotypt s vysokou frekvenci variability, mély tendenci udrzet
v rlizné mife ptivodni fenotyp donoru a pfitom davat vznik i novym fenotyptim. Cim dale
od ptivodniho fenotypu donoru jsme se dostavali reselekci, tim méné€ pevné byly poméry
vzniklych novych fenotypti k pivodnimu fenotypu donoru a tim méné se také pfi
opakovaném vysevu stejného fenotypu dalo urcit, jaké nové fenotypy vzniknou.

U vétSiny fenotypii jsme vSak reselekci pouze nové diferencovaného fenotypu (pro
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selekci jsme vybirali pouze kolonie nejpodobnéjsi tomuto diferenciaci ziskanému
fenotypu) vyrazné upevnili jeho procentualni zastoupeni ve vysevech. U klont, které
nebyly stabilizovany, k tomu dochazelo také, ovSem pfi druhé ¢i tieti pasdzi se reselekci -
purifikaci dosud zvySované procento obsazeni vysevu diferencovanym fenotypem nahle

zhroutilo k 0% (viz klony Grey ¢i mikrokolonie W).
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Obr. 11a (viz obr. 11b)
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Obr. 11b. Priklad ziskani novych fenotypu z fenotypu Rmi. V levém dolnim rohu kazdého obrazku
znézorfiujictho konkrétni fenotyp je nazev fenotypu. Sipka znaéi smér vyvoje ve vztahu donor diferenciace
— novy diferencovany fenotyp. Zkratky u téchto Sipek a barva Sipek znaci typ kultivacniho média, ve
kterém byl donor p&stovan & uchovavan (ZB = Zivny bujon s glukézou, FP = fosfitovy pufr, MM =
minimalni médium, ZA = péstovani na Zivném agaru, ZA+G = péstovani na Zivném agaru

obsahujicim glukozu; viz ,,Materialy a metody*), ¢islo znaci pocet dni kultivace v médiu.
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3.1.1.1 Stabilizované fenotypy

Stabilizované fenotypy byly ziskany z vysevi selekci a Slechténim plynule proménnych
znaki, v nékterych ptipadech (R- W, W~ R, Wr> 18/5) ndhodnym objevenim nového
fenotypu ve vysevu a jeho pasazovanim. PasdZzovani kolonii, jako metoda pro zvySeni
fenotypu bakterialnich kolonii (Cechova, 1976), opakovana reselekce jako metoda
vedouci ke zdlraznéni a extremizaci fenotypovych znaka vSak pfiili§ rozsifena nebyla,
kvili nestabilnimu chovani takto ziskanych fenotyp ve sbirkach. Nasiln€, za ucelem
zesileni nékterych fenotypovych znakl vyslechtény klon, mél tendenci k vétsi mutabilité
a pfi uchovani ve vpichové sbirce k rychlému rozpadu fenotypu'’. Uchovavani reselekei
vyslechténych fenotypt Serratii pfinizkych teplotich se ukazalo jako mnohem
spolehlivéjsi metoda pro udrzeni fenotypu nez vpichové konzervy. Nase soucasnd sbirka
v -80°C obsahuje vSechny niZe popsané stabilizované fenotypy a jejich stabilita v Case
byla opakovan¢ ovéfena. Oproti tomu pii vysevech ze vpichovych konzerv po dobé delsi
nez dva mésice jsme ziskali ulozeny fenotyp pouze ve 30% vysevu. Nicmén¢ stale je
tteba ovéfit stabilitu nékterych reselekei ziskanych fenotypti uloZenych v -80 °C
atozejména z hlediska moZznosti dlouhodobého péstovani za podminek obsazenosti
vysevu jinymi fenotypy ¢i v prostiedi se stfidavou hustotou vysevu. U klonii stabilnich
pfed zmrazenim, jsme poté, co byly vysety z-80°C avysevy mély 100% obsazeni
puvodniho pasdZzovaného fenotypu, zjistili pii zvySenych ndrocich na udrzeni fenotypu
(naptiklad vytvafreni kibucli) postupnou tendenci k navratu k plivodnimu matetfskému
fenotypu, ze kterého byli reselekci do stabilnich fenotypt vyslechtény (konkrétné fenotyp
Fmi ziskany reselekci fenotypu vzniklého nahodné z fenotypu 18/5, se pii vytvareni
kibuct Casto navraci k fenotypu Rmi). Z fenotypti inokulovanych do chudych a bohatych
médii byly pofizovany opakované vysevy. Vzniklé kolonie byly dokumentovény,
pasazovany asledovany zhlediska morfologickych zmén interpretovatelnych jako
diferenciacni projevy. Nékteré vysevy vSak neobsahovaly zadné nové fenotypy ¢i zddné
takové fenotypy, které by se pasdZovanim podafilo stabilizovat. Mapa znazornujici
genezi fenotypl, které se podafilo stabilizovat, tak obsahuje pouze ty nové vzniklé
fenotypy, které jsou schopné si dlouhodobé udrzet svou kolonialni morfologii a jde s nimi

pracovat jako se specifickymi morfotypy.

7 Podle vysledkil Z. Neubauera, ktery v Bull.&s.spol.mikrobiol. 1979 (viz. Biomoc 2002) dokonce pise, Ze

klony vyslechténé v plynule proménnych znacich udrzovat ve sbirce nelze.
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Obr. 12. Mapa geneze stabilati. V levém dolnim rohu kazdého obrazku znazoriujiciho konkrétni fenotyp
je nazev piislugného fenotypu. Sipka znali smér vyvoje ve vztahu donor diferenciace — novy
diferencovany fenotyp. Zkratky u téchto Sipek a barva Sipek znaci typ kultivaéniho média, ve kterém byl
donor udrovan (ZB = Zivny bujon s glukézou, FP = fosfatovy pufr, MM = minimalni médium, ZA =
péstovani na zivném agaru, ZA+G = péstovani na Zivném agaru obsahujicim glukézu; viz , Materialy
a metody®), Cislo znaci pocet dni kultivace v médiu. Totoznost klon Rmi, R2, W2 a Wpsurround byla

ovétena metodou makrorestrikéni analyzy na PFGE.

Nasledujici vycet obsahuje evidencni Cislo stabilatu ulozeného v -80 °C, nazev fenotypu,
oznaceni fenotypu (kurzivou), fotografii fenotypu, popis morfologie a popis diferenciace
vysevl. Vysevy oznacené jako husté obsahovaly 450 kolonii na Petriho misku, vysevy
oznacené jako tidké obsahovaly 100 kolonii na Petriho misku. Velikost konkrétniho

fenotypu byla naméfena z mnozstvi 10 kolonii alespori tii vysevi.
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9/4 Cervena zdrojova - Rmi

Cervena kolonie kulatého tvaru, stied miize po 14 dnech
ziskavat svétlejsi barvu a fialovy odstin. Je celistva
aleskla, od pocatku ristu zvySené¢ho az konvexniho
profilu. Kolonie v hustém vysevu (450 kolonii na
Petriho misku) i v fid§Sim vysevu (100 kolonii na Petriho

misku) jasn€ vymezuji svlij prostor vici okolnim

koloniim avdrtivé vétSiné piipadi nedojde ke

vvvvvv

mohou mit polomér o vice nezZ 50% mensi nez v fidkém vysevu. Riist kolonie se béhem

starnuti kolonie zpomaluje.

Primér kolonie Rmi fenotypu v fid§Sim vysevu

Stati kolonie v hodinach | Velikost v milimetrech
(dnech)

120 (5) 6

336 (14) 7

720 (30) 9

Vysevy zkolonii fenotypu Rmi péstovaného na ZA+G byly variaéné jednotné. Pii
opakovanych vysevech jsme ziskavali fenotyp shodujici se se zdrojovym klonem 9/4.

Po 80 hodinach kultivace v ZB+G jsme ve vysevu 450 kolonii na misku nalezli jednu
bilou kolonii (fenotyp W, stabilat 10/4). Vysevy kolonie fenotypu W méli zastoupeni
fenotypu W 100%.

Po 80 hodinach kultivace ve FP jsme ziskali 100% klon Rmi.

Po 19 dnech kultivace v ZB+G jsme ziskali klon Or (stabilat 11/4) ve 47% vysevu a klon
Ror ve 2% vysevu, ostatni kolonie byly fenotypu Rmi.

Po 19 dnech kultivace ve FP jsme ziskali 100% klon Rmi

Po 31 dnech kultivace v ZB+G jsme ziskali klony wR (18%, nestabilni), Rkov (6%,
stabilat 13/4) Or (27%, totozny s 11/4) a Violcentre (4%, stabilni v 10% ale pouze v 1.
vysevu, poté Rmi) Tyto klony se pfi vysevech objevily vzdy v kombinaci s koloniemi
fenotypu Rmi (45%).

Po 31 dnech kultivace ve FP jsme ziskali klon W (1%), Or (1%) a Wr (2%, stabilat 14/4),
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Ostatni kolonie byly fenotypu Rmi (84%).

Po 60 dnech kultivace v ZB+G jsme ziskali klony Viol (10%, nestabilni), Rkov (25%,
totozny s 13/4) Or (23%, totozny s 11/4) a Grey (12%, nestabilni), vzdy v kombinaci
s koloniemi fenotypu Rmi (45%).

Po 60 dnech kultivace ve FP jsme ziskali klon W (4%), Wr (4%, totozny se 14/4) a Rmi
(92%).
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10/4 Bila— W

Bila kolonie kulatého tvaru. Je celistva aleskla, od
pocatku ristu konvexniho profilu. Kolonie v hustém
vysevu 1 v fidSim vysevu méné jasné vymezuji svij
prostor vici okolnim koloniim a pfiblizn€ v poloviné
pripadil dojde ke vzajemnému dotyku ale ne splynuti.

V hustém vysevu ziidka dochazi k dfivéjSimu

zastaveni rastu. Rust kolonie se béhem starnuti

kolonie zpomaluje a kolonie ma tendenci vytvaret z biomasy lem s vys§si prisvitnosti.

Priimér kolonie W fenotypu v fidSim vysevu

Stafi kolonie v hodinach | Velikost v milimetrech
(dnech)

120 (5) 5

336 (14) 8

720 (30) 10

Vysevy z kolonii fenotypu W byly variaéné jednotné. Pti opakovanych vysevech jsme
ziskavali fenotyp shodujici se se zdrojovym klonem W 10/4 se 100% cetnosti. Ani pfi
mnohonasobném vysévani na ZA+G se nam nepodaiilo z tohoto fenotypu ziskat jiny
fenotyp.

Pii zaotkovani klonu W do ZB+G a nasledném pievedeni do MM (viz. metodika) jsme
pti vSech ptimych vysevech ziskavali pouze klon W, teprve po 113 dnech kultivace a poté
dalsich 140 dnech rastu na ZA + G jsme ziskali ve vysevu z W biomasy 8% jasné
ervenych kolonii Rmi (stabilat R2), které byly pii péstovani na ZA+G opét donorem W.
Pti kultivaci v MM jsme ve vSech vysevech a pasaZovanich vyseté biomasy ziskavali
pouze klon W. Teprve po 168 dnech kultivace v MM obsahoval vysev nasledujici po
dvou pasazich fenotypu W na ZA + G klon Wstar (30%, stabilat 19/5). Vysevy piimo
z MM obsahovaly vzdy 100% W.

Po 195 dnech kultivace jsme pii vysevu ziskali klon Fwdouble (30%, stabilat 26/5)
a pasazovanim a néaslednou opakovanou reselekci nékolika kloni W ve zbylych 70%

vysevu klon Wunlimited (stabilat 28/5) a klon Wpink (stabilat 23/5).
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11/4 OranZova - Or

Oranzova kolonie kulatého tvaru s nepravidelnym
okrajem, celistvd aleskla, od pocatku rustu lehce
zvysend. Kolonie v hustém vysevu i v fidSim vysevu
nevymezuji svlj prostor vic¢i okolnim koloniim
acasto dojde ke vzijemnému dotyku a splynuti.
V hustém vysevu zfidka dochazi k diivéjSimu
zastaveni rastu. Rast kolonie se béhem starnuti

kolonie zpomaluje a kolonie ma tendenci o nékolik

stupniit ztmavnout k cervenooranzovému odstinu.

Primér kolonie Or fenotypu v fid$Sim vysevu

Stafi kolonie v hodinach

Velikost v milimetrech

(dnech)

120 (5) 6
336 (14) 7
720 (30) 12

Vysevy z kolonii fenotypu Or byly variaéné jednotné. Pii opakovanych vysevech jsme

ziskavali fenotyp shodujici se se zdrojovym klonem Or 11/4 s vice nez 80% cetnosti

v kombinaci s R (1 — 5%) a Rkov (15 — 19%)).
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13/4 Cervena s kovové zelenym leskem - Rkov

Tmaveé Cervena kolonie kulatého tvaru. Je celistva,
konvexni a leskld, od pocatku rastu s jasné zelenym
nadechem  viditelnym  zejména v kruhu

. koncentrickému ke stfedu kolonie a vzdalenému od

n¢j u 30 dni staré kolonie cca 2mm. Kolonie v hustém
_ M vysevu 1 v fidSim vysevu jasn€ vymezuji svlj prostor
vici okolnim koloniim a v 80% ptipadt nedojde ke vzajemnému dotyku. Riist kolonie se

béhem starnuti kolonie zpomaluje.

Primér kolonie Rkov fenotypu v fidSim vysevu

Stari kolonie v hodinach | Velikost v milimetrech
(dnech)

120 (5) 5

336 (14) 8

720 (30) 11

Vysevy z kolonii fenotypu Rkov byly varia¢n¢ jednotné. Pii opakovanych vysevech jsme
ziskavali fenotyp shodujici se se zdrojovym klonem 13/4 pfi vice nez 75% obsazeni
vysevu (zejména v kombinaci s klonem fenotypu R a Or). Reselekci jsme b&hem dvou
pasazi ziskali 100% obsazeni vysevu fenotypem Rkov.

Pti zaotkovani klonu Rkov do ZB+G jsme ziskali po 15 dnech kultivace klon Wr (5%,
totozny se stabilatem 11/4), W (37%), Viol (9%) a Pink (2%), ostatni kolonie byly
fenotypu Rkov (47%).

Po 15 dnech kultivace v MM jsme ziskali 18% W, 1% Wr, 81% Rkov a po jedné kolonii
fenotypu Pink a wR.

Po 45 dnech kultivace v ZB+G jsme ziskali 29% Pink, 29% W a 42% Rkov.

Po 45 dnech kultivace v MM jsme ziskali 3% Pink, 37% W a 60% Rkov.

Po 93 dnech kultivace v ZB+G 100% klon DarkrR (nestabilni).

Po 113 dnech kultivace v ZB+G jsme ziskali klony 33% DarkrPw a 67% Rpink.

Po 113 dnech kultivace v MM klony 83% W a 17% Rkov.

Po 168 dnech kultivace v MM jsme ziskali Ror (6%, stabilat 22/5) a 94% W.
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14/4 Bila s ¢ervenym lemem - Wr

Bila kolonie kulatého tvaru, okraj po 6ti dnech ziska na
okraji Cerveny odstin. Je celistva, hladka a leskla, od
pocatku ristu konvexni. Kolonie v hustém vysevu
1vfidSim vysevu jasné¢ vymezuji svij prostor vuci
okolnim koloniim jiného fenotypu. S koloniemi stejného

fenotypu pomérné casto tvoii snadno rozliSitelné

T . soukolonii. Rist kolonie se béhem starnuti kolonie
zpomaluje. Rychlost nastupu cervené barvy okraje kolonie je vzdy dana barevnym

trendem v jejim bezprostiednim okoli.

Primér kolonie Wr fenotypu v fid§Sim vysevu

Stari kolonie v hodinach | Velikost v milimetrech
(dnech)

120 (5) 6

336 (14) 7

720 (30) 11

Vysevy z kolonii fenotypu Wr byly variaéné jednotné. Pfi opakovanych vysevech jsme
ziskavali fenotyp shodujici se se zdrojovym klonem 14/4 pii vice nez 85% obsazeni
vysevu.

Pii zaotkovéni klonu Wr do ZB+G jsme ziskali po 15 dnech kultivace 4% W, 2% Pink,
76% wR, 9% Wr a 9% Wyellow.

Po 15 dnech kultivace v MM jsme ziskali 100% Wr.

Po 45 dnech kultivace v ZB+G jsme ziskali 65% Pink a 35% W.

Po 45 dnech kultivace v MM jsme ziskali 20% W a 80% Wr.

Po 93 dnech kultivace v MM jsme ziskali 25% W a 75% Wr.

Po 113 dnech kultivace v ZB+G jsme ziskali 57% W, 3% ragged, 3% Wpink a 37% Wr.
Po 113 dnech kultivace v MM jsme ziskali 19% W, 11% wRor a 70% Wr. Jedina kolonie
fenotypu W bila s krouzkem byla uloZena do stabilatu pod Cislem /8/3, protoze vysevy
z této kolonie neobvyklého fenotypu byly velmi variabilni a diferenciaéné bohaté.

Po 168 dnech kultivace v ZB+G jsme ziskali 100% W.

Po 168 dnech kultivace v MM jsme ziskali 20% W, 13% Wor, 6% Wviol a 1% yellow.

45



Po 195 dnech kultivace v MM byl proveden pokusny vysev, ktery obsahoval velmi maly
pocet svétlych kolonii, ovSem ze kterého se nam podatilo vypurifikovat klon se zcela
normalni Zivotnosti a nezvykle zbarvenym — prouzkovanym — télem kolonie, stabilat
WpinkOran 24/5 .

Pi#i mnohonasobném vysévani neinokulované biomasy na ZA+G se nam nepodafilo

z fenotypu Wr ziskat jiny fenotyp.
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16/4 Oranzoveé svitici kolonie - Orshine

Oranzova kolonie kulatého tvaru. Jiz v pribéhu prvnich dvou dnl se svitivé jasnymi
dostfednymi pruhy. Je celistva a leskla, od pocatku ristu mirné konvexni az vyvysena.
Kolonie v hustém vysevu iv fidSim vysevu jasné¢ vymezuji svij prostor vici okolnim

koloniim stejného i jiného fenotypu. Rust kolonie se béhem starnuti kolonie zpomaluje.

Primér kolonie Orshine fenotypu v fid§im vysevu

Stari kolonie v hodinéach | Velikost v milimetrech
(dnech)

120 (5) 5

336 (14) 8

720 (30) 10

Vysevy z kolonii fenotypu Orshine byly variacné jednotné. Pfi opakovanych vysevech
jsme ziskavali fenotyp shodujici se se zdrojovym klonem 16/4 pfti vice nez 85% obsazeni

vysevu.
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17/5 Fontanka - Fmi

Bilo-Cervena az ruzovo-Cervena leskla kolonie kulatého

puklicového tvaru se stfedem aokrajem jasné
vypouklymi. Kolonie maji nepravidelny profil. Kolonie
v hustém vysevu 1 v fid§im vysevu jasné vymezuji svij
prostor vic¢i okolnim koloniim stejného 1 jiného
fenotypu. Pfi mnoZstvi 10 a mén€ na 9cm misku tvori
vyhfezky smérem do volného prostoru ik sousednim
koloniim, podobné jako klon 20/5. Rist kolonie se
beéhem starnuti kolonie rychle zpomaluje. Rychlost nastupu Cervené barvy do okraje
a stfedu kolonie je dana barevnym trendem v jejim bezprostfednim okoli. I samostatné
kolonie béhem 3 dnii zriizovi v oblasti stiedu a lemu kolonie a béhem dalsiho tydne v této
oblasti zCervenaji. Pravé oblast stfedu a lemu vytvari zvlaStni profil kolonie (obr. nize
vlevo), ktery nas vedl k jejimu pojmenovani. Kibucy tohoto klonu, mohou mit tendenci

okrajovy lem zcela ztracet (obr. vpravo).

A

8 mm

Pfi hustém vysevu mohou tyto kolonie sviij profil ztracet a jsou pak pouze hladké a
konvexni. Pokud jsou pfesazeny do volného prostoru, opét Clenity profil ziskaji. Kolonie

Fmi také ztraceji svij typicky profil pfi péstovani na ZA (bez glukozy).

Primér kolonie Fmi fenotypu v fidSim vysevu

Stati kolonie v hodinach | Velikost v milimetrech
(dnech)

120 (5) 5

336 (14) 7

720 (30) 8
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Vysevy z kolonii fenotypu F byly variaéné jednotné. Pti opakovanych vysevech jsme
ziskavali fenotyp shodujici se se zdrojovym klonem 17/5 pfi vice nez 95% obsazeni
Vysevu.

Pii vyseti na ZA jsme ziskali malé procento kolonii fenotypu W. Ty jsme purifikovali na
ZA a pii 100% obsazeni vysevu koloniemi fenotypu W jsme ziskanou biomasu vyseli na
ZA+G, kde se tentokrat bily fenotyp vratil k fontankovitému profilu, ¢imz jsme ziskali

fenotyp Fw (stabilat 25/5).
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18/5 Bild s krouikem

Bila kolonie kulat¢tho puklicového tvaru jasnym

sttedovym kruhem. Je celistvd, hladka a leskl4, od pocatku

-

rastu mirné konvexni. Rust kolonie se béhem starnuti

kolonie rychle zpomaluje.

Pramér kolonie fenotypu Bild s krouzkem v tid$im vysevu

Staii kolonie v hodinach | Velikost v milimetrech
(dnech)

120 (5) 5

336 (14) 8

720 (30) 10

Vysevy z kolonii fenotypu Bila s krouzkem byly variaéné nejednotné. Pii opakovanych
vysevech jsme ziskdvali fenotyp shodujici se klonem Fmi 17/5 pti vice nez 60% obsazeni
Vysevu.

Opakované vysevy ze stiedu kolonie byly zdrojem pouze pro fenotyp Fmi, nékolik
opakovanych vysevi z jejiho okraje vSak pii vysevu alespont 50 cfu na misku dalo vznik
alespon jedné kolonii fenotypu Wpsurround, ta byla pasaZzovéana a ulozena jako stabilat
27/5.

Dalsi pasaze fenotypu Fmi vytvorily jako vedlejsi produkt reselekce stabilni fenotyp
Fshoot (stabilat 20/5). Vysevy z 18/5 byly pozd&ji znovu reselektovany na ZA+G, kde
jsme takto vypurifikovali fenotyp PinkW (stabilat 21/5).

18/5 byla také zdrojem nékolika purifikacnich linii, které obsahovaly fenotypy s tendenci
k nepravidelnému rastu. Nepravidelnost vSak nebyla reselekci rozsifitelna na vice nez

10% vysevu a ve vice nez poloving piipadl se po vyseti neobjevila vibec.
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19/5 Hvézdicovité kolonie - Wstar

Bild kolonie kulaté¢ho tvaru sjasnymi dostfednymi vlnami vystupujicimi nizko nad
povrchem kolonie a vytvéiejicimi vzor hvézdy. Je celistva aleskld, od pocatku rlstu
mirné vystoupla. Kolonie v hustém vysevu i v fidSim vysevu jasné vymezuji svlij prostor
vici okolnim koloniim stejného ijiného fenotypu. Rust kolonie se béhem starnuti

kolonie zpomaluje.

Primér kolonie fenotypu Wstar v fidSim vysevu

Stari kolonie v hodinach | Velikost v milimetrech
(dnech)

120 (5) 6

336 (14) 10

720 (30) 14

Vysevy z kolonii fenotypu Wstar byly variaéné€ jednotné. Pti opakovanych vysevech jsme
ziskavali fenotyp shodujici se se zdrojovym klonem 19/4 pii vice nez 95% obsazeni

vysevu.

51



20/5 Rozlézavé vvhonkovité F kolonie - Fshoot

Bilo-Cervena aZz razovo-Cervend leskld kolonie
nekulatého puklicového tvaru se stfedem a okrajem
jasné vypouklymi. Je roztrhaného tvaru, od pocatku
ristu na stfedu mirné konvexni. Kolonie v hustém
vysevu 1 v fidSim vysevu jasn¢ vymezuji svlij prostor
vici okolnim koloniim stejného 1 jiného fenotypu.

Intenzivné a jiz od €asného stadia ristu (3 dny) tvoii

vyhtezky, coz zpusobuje jeji necelistvost. Rust kolonie se béhem starnuti kolonie

zpomaluje. Rychlost nastupu cervené barvy okraje a stfedu kolonie neni déna barevnym

trendem v jejim bezprostfednim okoli tak silné¢ jako u klonu 17/5. I samostatné kolonie

béhem 2 dnd rlstu rizovi a béhem d¢tyt dnil rlstu z€ervenaji. I star§i n€kolikatydenni

kolonie v§ak maji po obvodu mnozstvi bilych vyhtezkd.

Priimér kolonie fenotypu Fshoot v fidSim vysevu

Stafi kolonie v hodinach

Velikost v milimetrech

(dnech)

120 (5) 6
336 (14) 7,4
720 (30) 7,5

Vysevy z kolonii fenotypu Fshoot byly variacné jednotné. Pfi opakovanych vysevech

jsme ziskavali fenotyp shodujici se se zdrojovym klonem 20/5 pfti vice nez 95% obsazeni

vysevu.
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21/5 Rostouci - PinkW

Bila, na stiedu svétle riZzova kolonie kulatého tvaru. Je
celistvd aleskld, od pocatku ristu lehce vystoupla,
nekonvexni. Kolonie v hustém vysevu iV fidSim
vysevu si prili§ nevymezuji sviij prostor vici okolnim
koloniim stejného fenotypu. Rist kolonie se b&hem
starnuti  kolonie pfiliS nezpomaluje akolonie ma

tendenci k nekoneénému rustu v nizké kobercovité

biomase.

Primér kolonie fenotypu PinkW v fid$Sim vysevu

Stari kolonie v hodinach | Velikost v milimetrech
(dnech)

120 (5) 6

336 (14) 10

720 (30) 16

Vysevy z kolonii fenotypu PinkW byly variacné jednotné. Pti opakovanych vysevech
jsme ziskavali fenotyp shodujici se se zdrojovym klonem 21/5 pfi vice nez 75% obsazeni

Vysevu.
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22/5 Roranzokraj - Ror

Cervena kolonie nekulatého tvaru se svitivé jasnym
pruhem na okraji. Je celistvd s dostfednymi vlnami
amatnd, od pocatku rdstu mirné¢ konvexni. Rust

kolonie se béhem starnuti kolonie zpomaluje.

Primeér kolonie fenotypu Ror v #idSim vysevu

Stafi kolonie v hodinach | Velikost v milimetrech
(dnech)

120 (5) 5

336 (14) 9

720 (30) 11

Vysevy z kolonii fenotypu Ror byly variaéné jednotné. Pti opakovanych vysevech jsme
ziskavali fenotyp shodujici se se zdrojovym klonem 22/5 pii vice nez 85% obsazeni

vysevu.

54



23/5 Spinavé bila s rizovym okrajem - Wpink

Svétla az bila kolonie s rizovym okrajem, kulatého
tvaru. Je celistva aleskld, od pocatku ristu mirné
konvexni. Kolonie v hustém vysevu i v fidSim vysevu
si prili§ nevymezuji svij prostor viéi okolnim
koloniim stejného fenotypu. Rist kolonie se béhem

starnuti kolonie zpomaluje.

Primér kolonie fenotypu Wpink v fidSim vysevu

Staii kolonie v hodinach | Velikost v milimetrech
(dnech)

120 (5) 5

336 (14) 9

720 (30) 10

Vysevy z kolonii fenotypu Wpink byly variaéné jednotné. Pti opakovanych vysevech
jsme ziskavali fenotyp shodujici se se zdrojovym klonem 23/5 pii vice nez 85% obsazeni

Vysevu.
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24/5 Wpink oranZlem

Svétla az bila kolonie srizovym a oranZovym okrajem, kulatého tvaru. Je celistva
aleskla, od pocatku ristu mirné¢ konvexni. V kolonii jsou jasné viditelné riizoveé
dostfedné pruhy ana jejim okraji Casté klinovité nepravidelnosti lemované Cervenou
biomasou. Kolonie v hustém vysevu i v fidSim vysevu jasn€¢ vymezuji svlij prostor vici

okolnim koloniim stejného fenotypu. Rist kolonie se béhem starnuti kolonie zpomaluje.

Pramér kolonie fenotypu Wpink oranzlem v tidSim vysevu

Stati kolonie v hodindch | Velikost v milimetrech
(dnech)

120 (5) 6

336 (14) 10

720 (30) 14

Vysevy z kolonii fenotypu Wpink oranzlem byly variaéné jednotné. Pii opakovanych
vysevech jsme ziskdvali fenotyp shodujici se se zdrojovym klonem 24/5 pfi vice nez 90%

obsazeni vysevu.
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25/5 — bila F kolonie — Fw

Bila kolonie kulatého tvaru s jasné viditelnym Sir§im
sttedovym puklicovym nartstem a oddélenym valem. Je
celistva a leskla, na pocatku ristu spojend v bilou
biomasu, ktera se béhem tfi dnti pti velikosti 4-5mm
zaCne diferencovat. Kolonie v hustém vysevu 1 v fid§im
vysevu jasn€é vymezuji sviyj prostor viici okolnim

koloniim stejného fenotypu. Rist kolonie se béhem

starnuti kolonie zpomaluje.
Béhem sedmi dnii se v nejhustSim vysevu méni barva celé kolonie na rizovou. Rychlost
nastupu rizové barvy kolonie je vZdy déna barevnym trendem v jejim bezprostiednim
okoli.
Pii vysévani Fmi na padu chudsi na Ziviny (ZA bez glukdzy) jsme ziskali svétlé a pozd&ji
purifikaci az bilé konvexni kolonie, které po pieseti na ptdu s glukézou udrzely bily

barevny fenotyp a okamzité ziskali tvarovy fenotyp Fontanek Fmi.

Primér kolonie fenotypu Fw v fidSim vysevu

Stari kolonie v hodinéach | Velikost v milimetrech
(dnech)

120 (5) 5

336 (14) 7

720 (30) 7,6

Vysevy z kolonii fenotypu Fw byly variacné jednotné. Pfi opakovanych vysevech jsme

ziskavali fenotyp shodujici se se zdrojovym klonem 25/5 pii 99% obsazeni vysevu.
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26/5 Bila Fdvojlem — Fwdouble

L —

Bild kolonie kulatého tvaru sjasné viditelnym S$irSim stfedovym valem a oddélenym
okrajovym valem. Je celistva a leskld, na pocatku rlstu spojend v bilou biomasu, ktera se
béhem tii dnd pii velikosti 4-5mm zac¢ne diferencovat. Rust kolonie se béhem starnuti
kolonie zpomaluje. Profil této kolonie je podobny profilu Fmi, jen sttedovy vystupek
nema tvar homole, nybrz krouzku. Celou kolonii tak pifi pohledu shora tvoii dva

koncentrické plastické kruhy.

Pramér kolonie fenotypu Fwdouble v fid$Sim vysevu

Stari kolonie v hodinach | Velikost v milimetrech
(dnech)

120 (5) 5

336 (14) 7

720 (30) 9

Vysevy z kolonii fenotypu Fwdouble byly variacné jednotné. Pfi opakovanych vysevech
jsme ziskavali fenotyp shodujici se se zdrojovym klonem 26/5 piti vice nez 85% obsazeni

vysevu.

58



27/5 Bila obklopujici — Wpsurround

Bila kolonie kulatého tvaru, celistva aleskla, od
pocatku rlstu konvexni. M4 tendenci obristdnim
obklopovat objekty abiomasu kolonii jinych
fenotypti ve svém okoli. Rust se béhem starnuti
kolonie ve vSech jejich ¢astech — v matetském téle

puvodni kolonie iv biomase obklopujici okolni

objekty — zpomaluje akolonie ma tendenci
vypoustét z biomasy svého okraje krats$i lem s vyssi prisvitnosti. Pfi péstovani klont
pouze tohoto fenotypu na jedné misce v fidSim a v hustSim vysevu, nedochézi k obrtstani
kolonii. Kolonie star§i nez 60 dni obsahuji vyrazné vétSi mnozstvi bradavicovitych

vyrastkl a krystalkl nez jiné klony.

Pramér kolonie fenotypu WPsurround v fid§im vysevu

Stafi kolonie v hodinach | Velikost v milimetrech
(dnech)

120 (5) 5

336 (14) 7

720 (30) 8

Vysevy zkolonii fenotypu WPsurround byly variacné jednotné. Pii opakovanych
vysevech jsme ziskavali fenotyp shodujici se se zdrojovym klonem 27/5 pti vice nez 85%

obsazeni vysevu.
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28/5 Bila nekonecné rostouci - Wunlimited

Bila kolonie kulatého tvaru, celistva a matna, od
pocatku ristu mirné¢ vystoupld. Kolonie v hustém
vysevu 1 v fid§im vysevu jasn¢ vymezuji sviij prostor
vici okolnim koloniim stejného fenotypu, ovSem pfi
f1dSim vysevu obsazuji nejvétsi moznou plochu agaru
ve svém okoli. Riist se béhem starnuti kolonie pfili§
nezpomaluje akolonie mé& tendenci vytvéfet

z biomasy po dlouhou dobu lem s vyssi priisvitnosti.

Primér kolonie fenotypu Wunlimited v fidSim vysevu

Stafi kolonie v hodinach

(dnech)

Velikost v milimetrech

120 (5)

336 (14)

720 (30)

Vysevy zkolonii fenotypu Wunlimited byly variacné jednotné. Pii opakovanych

vysevech jsme ziskdvali fenotyp shodujici se se zdrojovym klonem 28/5 pfi vice nez 90%

obsazeni vysevu.
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29/5 Cervena kolonie z W (navrat) — R2

b

o

R2 je klasickd cervena kolonie fenotypu totozného s Rmi, po opakovaném vysevu drzi

fenotyp 1500 Rmi ku 50 W koloniim.

Geneze

Mateiska kolonie Rmi byla tfi dny kultivovana v ZB+G. Ve vysevech se objevily velmi
tidce W kolonie (W/Rmi = 1/200). Vyseti téchto kolonii dalo opakované 100% W kolonii
a jako stabilni klon byl tento W fenotyp ulozen pod cCislem 10/4. Dalsi vyseti stabilatu
dala vzdy ve 100% fenotyp W bez jakychkoliv variaci. Kolonie W byla poté na 113 dni
zaotkovana do ZB+G s vyslednym vysetim 100% kolonii W fenotypu na ZA+G.
Biomasa jedné z takto ziskanych kolonii byla nanesena v linkdch na ZA+G a zde se

v narlstu objevilo ¢ervené mramorovani.

V¢Etsi mnozstvi biomasy obou barev z mramorovani bylo vyseto v hustém fedéni na
misky a ziskali jsme ptes 100 bilych W, jednu riZovou (pfedek P2) a sedm klasickych
syté cervenych Rmi kolonii. Ty byly nasledné purifikovany, pficemz nedoslo k variaénim

zménam.
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30/5 Riuzova kolonie z W (navrat) — P2

31/5 Bila kolonie z W (navrat) — W2
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Vysevy zkolonii fenotypu P2 byly
varia¢n¢ jednotné. Pti opakovanych
vysevech tohoto fenotypu jsme ziskavali
fenotyp shodujici se se zdrojovym
klonem 30/5 zvice nez 99% obsazeni

vysevu

Vysevy zkolonii fenotypu W2 byly
varia¢n¢ jednotné. Pti opakovanych
vysevech  jsme  ziskdvali  fenotyp
shodujici se se zdrojovym klonem 31/5

pii 100% obsazeni vysevu.



3.1.1.2 Prehled nékterych dalSich fenotypii, ziskanych pri Kkultivaci
v podminkach bohatych a chudych na Ziviny

.,V armadach i mezi namornictvem, v meéstech nebo v rodindach — i v samé prirodé — nic

tak neuvolnuje patricny rad jako krajni nouze. “ ( Melville, 1978)

Zde jsou zdokumentovany né€které Casté fenotypy, které se opakované alespont v malém
procentu vysevi objevily ale nepodatilo se ndm je stabilizovat. Nazvy fenotypt podléhaji
v drtivé vétsiné jednotné nomenklatuie, kdy pismena jsou zkratkou anglického nazvu
barvy (R- red, W- white...), jejich potadi znaci posloupnost od stfedu kolonie a velikost

znaci velikost plochy, kterou zabiraji.

|olcentre

yellow
Nékteré z opakované se objevujicich fenotypu. Pod kazym jednim ¢i dvéma snimky je nazev, ktery pro

oznaceni tohoto fenotypu pouzivame.
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3.1.2 Makrorestrik¢ni analyza na pulzni gelové elektroforéze

Ve spolupraci s Laboratofi bakteridlni genetiky Centra mikrobiologie a epidemiologie
Statniho zdravotniho ustavu (SZU), jsme provedli restrikéni analyzu fenotypu, ktera
ukazala genetickou podobnost vybranych fenotypl Wpsurround, W2, R2 a zdrojové Rmi
a jejich pfislusnost k jednomu laboratornimu klonu. U klonli Zdrojova Rmi 9/4, R2 29/5,
W2 31/5 a Wpsurround 27/5 nebyla prokazana srovnatelnost s klonem Bila fontanka 42/2
a kontrolnim klonem Serratia marcescens (ziskanym pro tento pokus jako klinicky
izolat). V tomto sméru budeme pokrafovat v analyzach, zvlasté proto, Ze predbéZné
biochemické testy na rozklad sorbitolu naznacuji, Ze nami studovana bakterie by
nemusela byt druhem Serratia marcescens ale spise Serratia rubidea.

1 2 3 4 5 606

D ey

Obr.13 Mapa PFGE. Vzorky | — P. aeruginosa, pouzita jako referencni bakterialni klon, u kterého bylo
znamo rozvrzeni PFGE mapy, 2 - Bila fontanka 42/2 je klonem, se kterym jsme nepracovali, 3 - Zdrojova
Rmi 9/4, 4 - R2 29/5, 5 - W2 31/5, 6 - Wpsurround 27/5, 7 - Serratia marcescens, pouzita jako kontrolni
referenéni bakterialni klon, u kterého bylo znamo, ze jde o druh Serratia marcescens. Analyza byla

provedena v SZU pod vedenim doc. RNDr. Alexandra Némce, PhD.
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3.1.3 Diferenciace cfu podle médii

Bakteridlni biomasa pochazejici zkolonii riznych fenotypli byla zaockovana do
fosfatového pufru, zivného bujonu ¢i minimalniho média. Pocatecni optickd hustota (OD)
inokula bakteridlni suspenze byla upravena na 0,045. Pfi dlouhodobém uchovavani
v suspenznich kulturach jsme sledovali zménu OD a cfu (mnozstvi bunék schopnych

vytvorit kolonii). Pfed vysévanim suspenzi a métenim OD byly kultury homogenizovany.

10+
9
8
74
6
0 Wr - MM
OD 5+ B Wr - ZB
O Rkov - MM
4 O Rkov - ZB
BW-MM
34
2
1
o4
0. den 15. den 45. den 113. den
n=4

Z hlediska OD dlouhodobé 1épe prospivala bakterialni suspenze v ZB. MnoZstvi bungk
schopnych tvofit kolonie vSak bylo vy$si v MM, coz jsme prokazali opakovanymi vysevy
z obou médii. Velikost namétené OD v ZB byla ovlivnéna jiz mrtvou biomasou, ktera na

rozdil od biomasy v MM nebyla Zijicimi buiikami rozloZena a vyuzita jako prekurzory

biosyntetickych reakci.
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3x 10°
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2x 10°

1,5x 10°

5x 10°

cfu/ml

A/

6x 10’
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4x 10" |

3x 10" 1

2x10" |

1x10" -

EWr - MM
EWr-2ZB
ORkov - MM
ORkov - ZB
EW - MM

Obr. 14 Hodnoty cfu/ml v konkrétni den od inokulace
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Experimentalné jsme si definovali mnozstvi cfu v Iml suspenze pri jeji optické hustoté

0,2. Pro popis pouzivame jednotku OD = Jpp. Poté jsme vytvotili grafy vztahu Jop ke

vvvvv

péstovanych v minimalnim médiu nez bunék v Zivném médiu.

Jop. / den od zaockovani

Grafy vyjadfuji hodnotu Jod x 107

0,5

0,4
3 0,3 1 EWr - MM
S 0,2 EWr-2ZB

0,1+

0 w1 n =
0 15 45 113 168
den
0,25

02 H |}

0.15 ORkov - MM
b-ah BRkov - ZB
= 0,11

0,05 +

o T . T I—-_'_zh_'_:_
0 15 45 113 168
den
0,5
0,4
- 031 OWr - MM
<) aOw - MM
] 0,2 -+
T ORkov - MM
0,1 H -
0 . . | | |—| . [ i S
0 15 45 113 168
den
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3.1.4 Diferenciace kloni v riznych médiich

V kolacovych grafech je piehledné zndzornéna zména, probihajici pii inokulaci klonu do
7B (zivného bujonu s glukézou), FP (fosfatového pufru) a MM (minimalniho média) pii

vysevu po urcitém case.

Diferenciace Rmi kKlonu

ZB 3 dny FP 3 dny

ow
Rmi; B Rmi
99%

Vidime, Ze po prvnich dnech v bohatém médiu jiz doslo k diferenciaci na 2 fenotypy.

Rmi; 51% ZB 19 dni
Ror; 2% FP 19 dni

\ or; 47% Bor

B Rmi
ORor

Po dalSich cca 2 tydnech se klon v bohatém médiu diferencuje na tii a celkova

diferenciace zasahuje polovinu cfu.

68



Rmij;
45%

Violcentr
e; 4%

—

ZB 31 dni

Or; 27%

Rkov;

|Wr; 2%| FP 31 dni

Or; 1% W; 1%

O Rkov

B Rmi
OViolcentre
Oor

1 EwR
6% wR; 189

Rmi;
84%

aow
B Rmi
Oor
BWr

Po mésici uchovavani v suspenzich se jiz diferencuje i klon v chudém médiu a to

dokonce do nékolika fenotypti, procento diferenciace s klonem v bohatém médiu je vSak

nesrovnatelné.

Rkov;
25%

Grey;
12%

Rmi; ZB 60 dni
/' 30%
| | Viol;
10%
O Rkov ERmi

Or; 239
oot wor

O Grey

FP 60 dni

W; 4%

Rmi;
92%

ow
B Rmi
BWr

Po 60 dnech uchovéavani klonu Rmi v bohatém a chudém médiu jsme ziskali jasné

diferencovany klon v bohatém médiu, kde kazdy z fenotypl obsahoval piez 10% vysevu

a nové fenotypy celkem 70% vysevu. Oproti tomu v chudém médiu jsme ziskali 8%

diferencovaného vysevu obsahujiciho pouze dva nové klony.
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Diferenciace Rkov klonu

ZB 15 dni

. 0I\‘I;M 15 dni W; 18%
Wr; 5% Pink: 2% WRK; 0%
\ S Wr; 1%
/-W; 37% ow ow
Viol; 9% ORkov Pink; 0%
O Viol B Rkov
Owr B wR
EPink O Pi
RKov: in Pink
47% Rkov; | | Wr
81%

Po dvou tydnech jsme ziskali témét polovinu vysevu z bohatého média diferencovanu,
chudy vysev neobsahuje nové fenotypy ani z 20%. 18% tvoii bily fenotyp W, zbylé

fenotypy jsou spiSe ndhodné a na misce obtizné nalezitelné jednotlivé kolonie.

Pink; ZB 45 dni Pink; MM 45 dni
29% /—W; 29% 39,
ow
O Rkov ow
O Pink B Rkov
Rkov;_‘ O Pink
60% W; 37%
Rkov;
42%

Po Sesti tydnech jsme ziskali z obou médii stejné jasné definovatelné fenotypy, pficemz

z bohatého média jiz obsahovali tyto diferencované typy piez polovinu vysevu.

ZB 93 dni

Darkr R;
100%

Po tfech mésicich byl vysev klonu Rkov z bohatého média 100% diferencovan, ovSem

vS§e pouze v jednom fenotypu.
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ZB 113 dni MM 113 dni

DarkrP Rkov:
(w;33% 17% W; 83%
= DarkrPw
" Rp ow
Rp; 67 O Rkov

Po 113 dnech jsme ziskali z bohatého média dva velmi zajimavé fenotypy, pfi¢emz vysev

byl 100% diferencovan, z chudého média jsme ziskali novy fenotyp pouze opét v podobé

W fenotypu.

Rkov MM 168 dni

A

O Rkov

w;
4%
Po 168 dnech byl v chudém médiu stale jesté pritomen ptivodni fenotyp Rkov.

Diferenciace Wr klonu

ZB 15 dni .
Wyellow; MM 15 dni

W; 4% Wr; 9%
% \ ] } rPink; 2% _
aow
OWr / \
OPink

OwR

kJ I:IWyeIIow WI’; 510; K/
100%

wR; 76%

Po dvou tydnech jsme dostali diferencovany vysev pouze zbohatého média a to ve

étvrtiné obsazeni.
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ZB 45 dni MM 45 dni

/-W; 35% ow
O Wr
ow / \
Pink; Pink W; 20%
o T~
65% Wr; 80%—

Po Sesti tydnech uchovavani fenotypu Wr v bohatém médiu jsme ziskali 100% vysevu

diferencovaného.

MM 93 dni
/-W; 25%

\g ow
OWr
Wr; X\J
—
75%

Po 93 dnech se diferencoval vysev z chudého média pouze ze Ctvrtiny.

Wpink; ZB 113 dni MM 113 dni
3%
ragged; Wr; 37% wRor; :
3% | / 1% | —W; 19%
O Wr ow
w Owr

W ragged COwRor
O Wpink o

W; 57%—— Nr; 70%~_

Po 113 dnech jsme ziskali z bohatého média nckolik neobvyklych fenotypii, chudé

médium obsahovalo pouze 2 pficemz vétSina vysevu byl stale ptivodni klon.
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ZB 168 dni MM 168 dni
yel; 1%

/ ‘ \ Wor; 13%—
K / -m ow
O Wviol
W: 100% \ / O Wor

Wviol; Oyel
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Po 168 dnech péstovani obsahovalo chudé médium stale piivodni Wr klon, z bohatého

jsme ziskali jen bilé kolonie.
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3.2 Ontogeneze kolonii: diferenciace, morfogeneze, komunikace
3.2.1 Diferenciace bunék v kolonii

3.2.1.1 Déleni buriky zakladajici kolonii

Na sterilni podlozni skli¢ko pokryté 3mm vrstvou tuhého ZA + G jsme pipetou umistili
10ul suspenze obsahujici 10-100 cfa bunck Serratii. Pii 100x zvétSeni jsme sledovali
déleni bun&k. VSechny pozorované buniky prochézely nejprve vice nez dvouhodinovou
aklimatizaci lag fazi. Teprve poté doSlo k pozorovatelnému prodlouzeni a déleni. Pfi
déleni prvnich buiick jsme naméfili dobu zdvojeni T=130 minut. Zivotni cyklus druhé
generace trval jiz pouze T=90 minut. Po 12 d¢€lenich, se Zivotni cyklus bunky zkratil jesté
o polovinu na 40 minut.

Na snimcich pofizovanych s desetiminutovym intervalem (obr. 15 a 16) mizeme sledovat
jedno takové déleni bunék, porovnat velikost bunék s velikosti celého vznikajiciho
objektu a sledovat formovani uzavieného utvaru. Zadné z pozorovanych patnacti az
dvaceti déleni bunky zakladajici kolonii neprobihalo takovym zplisobem, Ze by se
rozdélené bunky vazaly do fetizku za sebe (obr. 18), ackoli tento zplsob déleni je
u bakterii Serratie mozny a sledovali jsme jej u kolonii starych 3 a vice dni. Déleni a rtst
bakterii zvétSuje mnozstvi biomasy a usti ve vznik okem viditelné kolonie o priméru
nékolika milimetrli aZ nckolika desitek milimetri. Velikost kolonie se odviji od dvou
proménlivych faktort: je dana jednak vnéjSim prostfedim a jeho podminkami, napiiklad
prostorem, zivinami a signaly, jednak genetickou dispozici bakterie zakladajici kolonii.
U vétsiny klonti Serratii 1ze predpovédet dospélou — konecnou velikost rostouci kolonie,
vCetné Casu, za ktery kolonie (za konstantnich podminek) této velikosti dosdhne. Na
obrazku 19 je graf znazoriiujici praimér z dat popisujicich rist kolonie klonu Fshoot
zaznamenavanych denné v prubéhu dvou mésicti. Na obrazku 20 je graf rlstu vice
riznych kolonii, z dat namétenych v sedmi Casech od vysazeni. Z vysledku je patrné, ze
déleni bakterii nezplisobuje ani na zivné pid¢ a za vhodnych podminek nekonecny rlst

biomasy.
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Obr. 15 10.-120. minuta po umisténi buiiky Serratie na agar, interval 10 minut. Velikost je naméfena

programem AxioVision Rel. 4.6.
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Obr. 16 130.-140. minuta po umisténi buiiky Serratie na agar, interval 10 minut.
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Obr. 17 Shluk délicich se bunék. A — 350, B — 360, C — 370, D — 470, E — 570 minut od vysazeni buiky
Serratie na agar

Obr. 18 Retizky Serratii. Na levém obrazku vidime fetizky bakterii Sm pozorované ve t¥idenni kolonii

Pravé schéma ukazuje predpokladany mozny zptsob déleni bakterii Serratia.
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Obr. 19 Riist méieny od druhého dne po umisténi buiiky na agar. Rist kolonie je nejintenzivngjsi

v prvnich deseti dnech od vyseti zdrojové buniky na zivnou pidu. Graf za¢ina druhym dnem rastu.
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Obr. 20 Priméry kolonii riznych typi v ¢ase.
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3.2.1.2 Sporulace

Pfi praci v laboratoii jsme se nesetkali sjevy, které by nasvédCovaly sporulaci
v koloniich a uvoliiovani spor z kolonii Serratii (napt. bakteriadlni kontaminace bakteriemi
Serratif). Zivotnost bakterii v kolonii malokdy pfesahla hranici 6ti mésicti a pouze 10x
fedéné suspenze z biomasy starSich kolonii obsahovaly ve vysevech jen né€kolik bunék
schopnych vytvofit kolonii. Provedli jsme podrobnou analyzu SEM snimkt 7 dni staré¢
kolonie Serratii, potizenych RNDr. O. Benadou v laboratofi MBU AV. Na jedné
fotografii povrchu jsme po zvétSeni skute¢né nalezli oblast (obr. 21), ktera by svym
zjevem odpovidala popisu casti kolonie se sporulujicimi buiikami jak je uveden
v (Ajithkumar, 2003). Soucasti dalsiho vyzkumu bude naptiklad analyza na ptitomnost

kyseliny dipikolinové.

ol

Obr. 21 Razné typy bunék v kolonii. Na EM fotografii ¢tyfi dny staré kolonie fenotypu Rmi rostouci na
celofanu na ZA+G jsou pozorovatelné dva druhy bunék ¢&i dva typy organizace bunék, podlouhlé buiiky
(délka 3-6um) a kulovité utvary (délka 0,5-1pm) (velikost méfitka = 6pum ), autorem SEM snimku je
RNDr. O.Benada, MBU AV.
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3.2.2 Diferenciace funkci — stavba kolonie

Obr. 21 Rist a vybarovani. Rust kolonii klonu WpinkOran starych 3,4,7 a 11 dni.

3.2.2.1 Barvivo v kolonii

Barevné kolonie Serratie, byvaji na mnoha mistech barevn¢ diferencované casto
v korespondenci se svym tvarovym rozvrhem. Srovname-li velikost bunck Serratie
formujicich kolonii a velikost kolonie Serratie, ziskame pomér 1:10000, coz vede spolu
se zjevem kolonie k otazce, jakym zpiisobem je barevné segregace docileno a zda se
barvivo objevuje na konkrétnich mistech kolonie pouze jako vnitini soucast bun¢k (je
lokalizovano v bunééné sténé) ¢i zda je produkovano také vramci extracelularniho
matrixu kolonie (obr. 31). Centrifugaci suspenze FP a biomasy z barevnych mist kolonie
po dobu 2 minut pfi 10 000 G jsme ziskali supernatant svétlé barvy a vyrazné tmavé
zabarveny sediment, coz by nasvédCovalo barevné segregaci umoznéné barevnym
odliSenim buné€k spiSe nez barevnym odliSenim extracelularni matrix, do které by bylo
barvivo bunkami vylucovano. Mikroskopickd pozorovani vSak umoznuji u barevnych
kolonii v oblastech se zvySenou pigmentaci sledovat mnoZzstvi krystalki a kulovitych
utvar velikosti nékolika mikrometrti (obr. 29). Tyto utvary je n€kdy mozné tlakem
narusit.

Barevné biokrystalické utvary v koloniich nejsou co do své barvy zpiisobené ¢isté vlivem
média a pfipadné barvy média. Za ucelem sledovéani vlivu média na barevnou odliSnost
utvart jsme v mikroskopu pii 100x zvétSeni analyzovali objekty v koloniich netvofticich
a v koloniich tvoficich ¢ervené barvivo, péstovanych na médiich klasickych a médiich
obarvenych bromthymolovou modii. Kolonie rostouci na modrozelen¢ obarveném médiu
obsahuji vnéjaké formé =zelené barvivo, nebot je na nich v mistech obvykle
nepigmentovanych viditelny zeleny odstin ato na pigmentujicich inepigmentujicich

koloniich (obr. 30). Z makroskopického hlediska jsou na obarveném médiu tmavé zelené,
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pod mikroskopem vSak v pigmentujicich ani nepigmentujicich koloniich nenalezneme
zadné zelené ¢i viibec barevné tmavsi biokrystalické utvary, ani zelené ¢i viibec barevné
tmavsi kulovité objekty. V ¢ervené pigmentujicich koloniich péstovanych na obarveném
médiu vSak pod mikroskopem zlstdvaji ve strukturné barevné diferencovanych
a v makroskopickém meéfitku Cervené pigmentujicich oblastech jasn¢ cervené tmavsi
utvary a kulovité¢ objekty (obr. 30b). Ke zbarveni kolonii péstovanych na médiu
obsahujicim bromtymolovou modi tedy nedochazi stejnym zptsobem jako ke zbarveni
u prirozen¢ barevnych kolonii péstovanych na neobarvenych médiich, u kterych zbarveni
pfimo souvisi se vznikem pod mikroskopem viditelnych barevnych utvart,
detekovatelnych na vSech pigmentujicich ¢astech biomasy.

20 dni starou kolonii fenotypu Fmi jsme hluboce zmrazili a oddélili od povrchu agaru.
Kolonii jsme poté zlomili a pozorovali vertikélni distribuci barviva. Barvivo se zdalo byt
koncentrovano v horni poloviné (misty v horni tfetin€) pigmentujiciho lemu, zatimco

spodni polovina byla bez pigmentace (obr. 33).

Obr. 22 Pomér kolonie a buiiky. Méftitko na levém obrazku je cca 10 000um.
""f 'ﬂ.
@ 289 a

Obr. 23 Zména pigmentace kolonii fenotypu Fmi. Snimky po 3, 4 a 7 dnech rlstu. Na tfetim obrazku je

miska s koloniemi podsvétlena, takze jsou na ném viditelné jemné barevné struktury i mimo lem a stied.
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Obr. 24 Struktury pigmentu. Na levém obrazku jsou patrné pasy pigmentu, slabnouci smérem k okraji

kolonie, métitko 100pum; na pravém obrazku je celd kolonie fenotypu Fmi o praiméru 1,4 cm.

Obr. 25 Pas pigmentu. Zde s viditelnymi shluky kulovitych utvart (viz Sipka), métitko 100pm.
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Obr. 26 Pigmentové shluky. Kulovité Gtvary v kolonii klonu Rmi, na stfedu obrazku je vidét shluk ttvart.

Obr. 27 Kulovité tutvary v kolonii klonu Rmi,. Leva fotografie byla vytvofena s dolnim osvitem
preparatu, prava fotografie reflektovanym svétlem a ptes polarizacni filtr, totoznost na rozlozeni bodu.
Metitko 10pm.
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Obr. 28 Pigmentové shluky v koloniich se rozpoustéji a roztiraji. Kulovité Gtvary v kolonii typu Rmi,

na fotografiich je patrny jejich rozpad, métitko 10um.

Obr. 29 Pigmentové shluky v koloniich. Kulovité Gtvary v kolonii typu Rmi, na fotografiich je oblast

s vyrazng¢ veétsi koncentraci, métitko 10pm

Obr. 30a Kolonie rostouci na obarveném a neobarveném médiu (métitko = 4cm).
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Obr. 30b Mikroskopicky snimek: Cervené pigmentujici kolonie péstovana na obarveném médiu. I tyto

kolonie obsahuji ve svych tmavych pasazich ervené objekty. Obrazek je zesvétlen. (méfitko = 10 um)

Obr. 31 Extracelulirni hmota — pladt® kolonie. Cést plasté kolonie (viz. nasledujici kapitola) se zbytky

shlukti kulovitych utvart, méfitko 10pum.
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Obr. 32 Distribuce pigmentu u fenotypu klonu Fmi. Zména fenotypu probiha pii vysevu zakladajici

buiiky na jiné médium, zde je fenotyp vznikly pii riistu na ZA (vlevo) a na ZA+G (vpravo).

Obr. 33 Rez kolonii fenotypu Fmi. Spodni schéma piehledn&ji znézoriiuje svrchni ¢ast lemu (A) a lemu
v fezu (Ar) a spodni ¢ast lemu (B) a lemu v fezu (Br). Pfi pohledu shora, tvofi ¢ast B se Sipkou plochu
sttedového nepigmentovaného prstence uvnitt kolonie fenotypu Fmi (viz obr. 32 vpravo). Cast Br se ipkou
reprezentuje i na obrazku viditelny fez stfedovym nepigmentovanym prstencem uvniti kolonie. Vyrazné
nejveétsi pigmentaci 1ze pozorovat v oblastech svrchni ¢asti lemu, oznafenych na obrazku jako A a Ar.

Meétitko = 500 pm.
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3.2.2.2 Diferenciace funkci pri formovani tvaru kolonie

»atada

Obr. 34 Riist kolonii klonu s tendenci k nepravidelnému tvaru, 3,4, 7, 11 dni

Kolonie studovana pod mikroskopem se ukazuje jako morfologicky slozity utvar, ktery
obsahuje riizné typy buné€k projevujici se funkéni specializaci (Shapiro 1985, 1987, 1988,
1994). Naptiklad na povrchu kolonie jsme pozorovali bunky rizného typu a velikosti,
které se pravdépodobné ucastni procesu tvorby oplasténi, které kolonii v riizné silnych
vrstvach pokryva. Toto oplasténi, jehoz stopy lze nalézt az témét na okraji kolonie (v
oblasti mén¢ nez 1mm od okraje), je mozné shrnout a pod mikroskopem sledovat jeho
kompaktni a viditelné tuhou strukturu (tab. 1, obr. D, E).

Okraje kolonie jsou pii 100x zvétSeni viditelné jako netrividlni soustava diferencovanych
bunék, obklopujicich kolonii rozsitujicich ji swarming pohybem (organizovany pohyb ve
velkych skupinach jednim smérem, pravdépodobné zefektiviiujici energetickou spotiebu,
popsali jej Albertit, 1990; Fraser and Hughes, 1999; Harshey, 2003 a c¢astecné
Henrichsen, 1972; video znaSeho pozorovani je na piilozeném CD). U rtiznych
kolonialnich fenotypti je mozné najit riznym zptsobem diferencované fenotypy bunck
tvoticich pasy na okraji kolonie. Naptiklad u fenotypu Rmi jsou tyto pasy casto viditelné
1 ve vzdalenosti az 100um od kolonie a tvofi tak kolem kolonie prstenec bunék (tab. 1,
obr. B, C). U fenotypu Wmi jde o pas okraje kolonie o $ifce cca 20pum, v némz probiha
rychlejsi pohyb nez na jinych pozorovatelnych mistech kolonie a ktery je slozen pouze
z jedné vrstvy bungk (tab. 1, obr. A).

V makroskopickém meéftitku je okraj kolonii nékterych fenotypl prostorové oddélen od
vnitini ¢asti kolonie a vytvaii jasny vysoky lem (klon Fmi, viz obr. 32 vpravo, obr. 36 a

seznam stabilizovanych kloni).

Na lemu astfedu kolonie klonu Fmi je moZzné snadno sledovat funkéni bunécnou
diferenciaci vedouci ke vzniku naddiferenciacnich jevi. U dvou ¢i vice kolonii stejného
fenotypu vyrostlych zaroveinn v dostatecné blizkosti (Rieger, 2007) je mozné sledovat
spojeni lemti vedouci ke vzniku soukolonii (obr. 35) u kterého je pfinalezitost konkrétni

casti spole¢ného lemu ke konkrétni kolonii témét neurcitelnd a oddé€leni jednotlivych
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kolonii skrze lemy nepostichnutelné. V jedné jediné monokolonii pfitom muze nékdy

dojit ke strukturné chybné bunécné diferenciaci pii stavbé téla kolonie, vedouci ke vzniku

vice stfedl s vlastnimi lemy atim k jevu stavebni naddiferenciace a nepravidelnosti

vzniklé¢ kolonie (obr. 36).

Obr. 35 Soukolonii fenotypu Fw, kolonie jsou 3 dny staré, soukolonii bylo vytvofeno biogenni cestou

(méfitko = Smm).

Obr. 36 Diferenciace a naddiferenciace stavby. Vievo strukturné naddiferencovana monokolonie klonu

Fmi se dvéma stiedy. Levy, pozd¢ji vytvoreny stied (Sipka), vytvaii nepravidelny ¢aste¢né autonomni lem.

Vpravo obrazek pravidelného fenotypu té¢hoz klonu. (métitko = Smm).
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Tab. 1 Diferencované bunéc¢né fenotypy na okraji 2 dny staré kolonie a obal na popvrchu kolonie. Na

snimku A vidime jednovrstevny pas bunék na okraji kolonie fenotypu Wmi, Sipky lemuji hranici, od které
jsou bunky az k uplnému okraji kolonie formovany pouze do jedné vrstvy. Na snimku B a C prstenec
diferencovanych bunék ve vzdalenosti az 100um od okraje kolonie fenotypu Rmi. Na snimku D naruseny
pigmentovany plast extracelularni matrix kolonie Rmi pod svételnym mikroskopem, na snimku E pod
elektronovym mikroskopem (autor EM snimku RNDr. Oldfich Benada, méfitko D a E = 10um). Lem

kolonie i staticky plast’ jsou pozorovatelné na ptilozeném CD.
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3.2.2.3 Kibuc ve vztahu ke stavebni diferenciaci

Vedle monokolonii, vzniklych nartistem biomasy celé kolonie z jediné pivodni buiky, je
mozn¢é ziskat kolonie typu kibucu, tedy kolonie vzniklé nartistem biomasy z pocatecnich
bunck, umisténych na jedno misto na pevné médium ve vétSim mnozstvi (Materidly a
metody; Rieger, 2007). Fenotyp kibucu je ve vétSiné piipadi podobny fenotypu
monokolonie (¢i kibucu), ze které pochazi biomasa bun¢k pouzitd pii vysazeni kibucu.
Je-li vSak zdrojova biomasa pro vysazeni kibucu odebirdna ze specifickych mist kolonie,
je mozné najit drobné odliSnosti ve struktufe takto vzniklého kibucu oproti struktute
monokolonie. Kibuc, vznikly z vétsiho mnozstvi bunék, tvoficich ve zdrojové kolonii
tvarovou ¢i barevnou diferenciaci specificky oddil, miize mit ve statisticky vyznamném
mnozstvi pfipadl fenotyp specificky odlisSny od fenotypu monokolonie, vzniklé z jedné
buiiky z téze specificky diferencované oblasti zdrojové kolonie. Provedli jsme vysev
z kolonie fenotypu Rkov apii sbéru biomasy jsme se soustfedili pouze na zelené
fosforeskujici prstenec koncentricky se stiedem kolonie ve vzdalenosti 2 mm (obr. 37).
Vysev obsahoval 100% kolonii fenotypu Rkov, které se tvarem ¢i barvou neliSily od
zdrojové kolonie (obr. 38). Z téze kolonie jsme klickou odebrali mal¢ mnozstvi biomasy
zeleného prstence apouzili ji k vysazeni kibuct. VSech osmnact kibucti vzniklych
z biomasy zelené¢ho prstence obsahovalo vétSi ¢i mensi bilé a svétlé plastické useky,
zadny nemél zcela hladky povrch (tab. 2 obr. B, D). Z dalSich osmnécti kibuct, vzniklych
z biomasy jinych ¢asti kolonie (pfi sbéru této biomasy jsme se pokusili vyhnout oblasti

zeleného prstence) obsahovalo bilé ¢i svétlé plasticke tseky jen 6 (tab. 2 obr. A, C).

Vliv prostiedi, ze kterého pochdzi zdrode¢na biomasa, se pravdépodobné odrazi na stavbe
kibucu (z hlediska struktury vznikajicitho utvaru) spiSe negativné. Zda se, Ze buiky
zakladajici monokolonie, jsou schopné oprostit se od funkéni diferenciace ziskané
pobytem ve skupiné bun¢k na konkrétnim misté ve zdrojové kolonii a jsou schopné dat
vznik kolonii s normalnim stavebnim rozvrhem, zatimco bunky, zakladajici kibuc ve
velké skupiné - vétSim mnozstvi jedincl se stejnou stavebni diferenciaci ze zdrojové
kolonie, se nemohou tak snadno jako jedina butika zbavit diferenciaéniho kontextu, coz
muze vést ke stavebni deformaci vznikajiciho kibucu.

Dalsim faktorem ovliviiujicim stavbu vysledného kibucu miize byt i mnozstvi (Rieger,
2007) atvar nanosu zdrojové biomasy. U kibucu, rostouciho z biomasy umisténé na

ZA+G do tvaru podélného nanosu o délce 0,5mm, jsme na dvaceti snimcich sledovali
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postupny rust kibucu s nepravidelnym vychlipenim Kkopirujicim orientaci osy
zakladajiciho nanosu biomasy. V dospélosti obsahoval kibuc v ose orientace zakladajici

biomasy vysek nepravidelného zbarveni (obr. 39). Tento aspekt ristu kibuct vSak

vyzaduje jesté dalsi zkoumani.

Obr. 37 Klon Rkov se zelenym prstencem, prstenec ma tvar kruhu a jekoncentricky ke stfedu kolonie.

Obr. 38 Dva z vysevii ze zeleného prstence klonu Rkov. Z nékolika set kolonii vyrostlych z vysevu byla
pouze jedna kolonie bil4, ostatni fenotypu Rkov. Zadna z kolonii neobsahovala bilé & svétlé plastické

useky.
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Tab. 2 Kibucy z riiznych &asti Rkov kolonie. obr. Na miskach A a C je 18 kibuct z riznych mist Rkov
monokolonie. Povrch je u dvanacti hladky, uSesti s jednoznaénymi bilymi vyseky. V pravé ¢asti, na
miskach B a D je biomasa ze zelenych ¢asti. Na spodnich vyfezech jsou zvétSené kibucy - E reprezentujici

A a C (vlevo) a F reprezentujici B a D (pravé misky). Praimér vSech kibucii je 0.9 — 1.2mm
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Obr. 39 Kibuc z orientovaného vysazeni. Od levého hornih obrazku rist kibucu po 2 a 8, od levého

dolniho po 11, 38 hodinach od vysazeni na agar, méfitko 0,5 mm; Sestisckundové timelapse movie

predstavujici dvanact hodin ristu tohoto kibucu ve stafi dvou dni je spustitelné na prilozeném CD.
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3.2.2.4 Identita a mezikolonialni komunikace

Ve WTaywa
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Obr. 40 Rist koloniels fenotypem s tendenci k neomezenému ristul (viz. Sipka) ve 3, 4, 7 a 11ti dnech

na 9cm misce.

Monokolonie nékterych klont Serratii maji tendenci k neomezenému ¢i kobercovitému
rustu. Z kolonii kobercovitého riistu se nam nepodatilo vytvoftit stabilat. Vznikly fenotyp
muze byt vysledkem Spatné fungujici schopnosti komunikace mezi bunikami tvoficimi
kolonii. Pfesto maji tyto bunky relativné diskrétni interkolonialni rast a jsou schopné
rozlisit prostor obsazeny jinou kolonii od volného prostoru. Dokonce je mozné u nich
konstatovat schopnost rozliSit biomasu rostouci z jiné kolonie od vlastni biomasy. Na
tab. 3 miiZzeme pozorovat rist takové monokolonie. Na Petriho misce obsahujici vice
kolonii rizného fenotypu vcetné kolonie s tendenci ke kobercovitému ristu je mozné
dobfe sledovat interakci vyvinutych kolonii s touto rostouci kolonii. Na tab. 3 obr. A, B
vidime vzajemny odstup udrZzovany mezi koloniemi s normalnim rastem a kolonii
s nekone¢nym ristem, v pravé horni ¢asti misek a na obr. E je jeSté po 3 dnech od vyseti
viditelny vznik vyhonkl na jedné z kolonii s norméalnim ristem. V detailu je mozné
sledovat spojovani biomasy téchto vyhonkt, stejné jako spojovani biomasy vybézkl
z nekone¢né rostouci kolonie, pficemz ke vzdjemnému spojeni mezi témito vybézky ze
dvou rtiznych kolonii nedochazi. Pod mikroskopem je mozné sledovat jejich ptibliZzeni
a opétné odklonéni pii ristu po Ctyfech a péti dnech (tab. 4 obr. A, B; vpravo kobercovity
fenotyp). Ke vzdjemnému kontaktu dochéazi pouze v jednom misté, ovSem nedochézi zde
k prolnuti biomasy, pouze k doteku vnéjsitho okraje kolonie (tab. 4, obr. C, D, E)
a rostouci biomasa vybézkil se v patém dni rastu od tohoto mista maximaln¢ odklani,
¢imz vzniké kontakt o délce 50 — 100 pm a vySce cca 20um, tedy vzadjemném odstupu
hlavni ¢asti biomasy cca 30 um v misté kontaktu.

Na fotografiich je také patrna odlisna struktura biomasy obou kolonii. Rozdil je viditelny
mikroskopem u vybézka kolonii pfi spodnim osvitu pohledem odspodu (tab.4 obr. C)
a pii bocnim osvitu pohledem svrchu (tab.4 obr. D) a na stfedech kolonii pii prichozim

svétle pohledem svrchu (tab.4 obr. G - stfed kobercovitého fenotypu, H — stfed fenotypu

94



Wr s normalnim riistem). Z biomasy vybézki i stfedd obou kolonii sledovanych v této
misce byly opakované odebrany vzorky, které byly vyseté na stejnou pudu jako kolonie

v této misce. VSechny takto ziskané vzorky davali vznik koloniim s normalnim rtstem.

Pti pokusech s koloniemi s viditelnou pigmentaci v hustych vysevech jsme pozorovali
dalsi jev typu mezikolonidlni komunikace ato fetézové zbarvovani kolonii. NasSe
pozorovani odpovidala vysledkiim popsanym v (Rieger, 2007). Zbarvovani kolonii mize
byt vyvolano zbarvenim jinych kolonii a tato indukce se $iii od zbarvenych kolonii jinak

nez dotekem, tedy nejspise vzduchem v Petriho misce (obr. 23, 41).
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Legenda k tabuli €. 3

Na obrazku A vidime Sipkou oznacenou kolonii s tendenci ke kobercovitému ristu. Tato
kolonie dosahuje vice nez trojnasobné¢ho praméru oproti jinym koloniim jiz po 24
hodinach rustu. Na obrazku B je jasné viditelny odstup této kolonie od kolonii Wr
rostoucich zcela pravidelné. Odstup je patrny i1 po tydnu a vice nez tfech tydnech ristu
(obrazky C a D). Vzijemny odstup udrZzovany na misce mezi koloniemi s normalnim
rustem a kolonii s nekonecnym ristem je pozorovatelny ve vsech pripadech rlstu
nepravidelnych kolonii (kromé fenotypu Wpsurround).

Na obrazku E je viditelny vznik vyhonki na kolonii s pravidelnym ristem po tfech dnech
ristu na misce.

Meéfitko u obrazku E = 5 mm, vSechny misky maji primér 90 mm.
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Tab. 3
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Legenda k tabuli ¢. 4

Pod mikroskopem pfi zvétSeni 20x (A,B) a 40x (C — H) je viditelny detail spoje biomasy
vyhonkl z obrazku E tabule 3. Snimky A a B jsou pofizeny reflektovanym svétlem
s naklonénou osou a na obou je patrny rozdil ve struktufe biomasy vybeézkti kobercovité
kolonie vpravo dole a hladsich indukovanych vybézkl z kolonie Wr s normalnim rastem
vlevo nahote.

Na obrazku C je pfi pohledu odspodu misky v prichozim svétle 60x zvétseni viditelna
zvlastni struktura krystalkii, objevujicich se v obou koloniich. V kolonii s kobercovitym
rustem vSak ve vyrazné niz$i koncentraci. Krystalky jsou pozorovatelné pii prichozim
svétle 1 na stfedech kolonii.

Na obrazku G je stied kolonie s kobercovitym a na obrazku H s normalnim rastem. Pfi
srovnani snimk je rozdil v hustoté krystalii zjevny.

Na obrazku F vidime vyézky obou kolonii rostouci ve vzdalenosti 30 um od sebe a na
obrazku D a E vidime misto spojeni biomasy vybézkl. SpiSe nez o spoojeni vSak jde o
letmy dotyk, ktery vede k odklonéni vybézkl a dal§imu ristu smérem od sebe za sristu
pouze nékolik malo mikrometri vysoké vrstvy biomasy na okrajich vybézki. Pfitom na
obrazku B vpravo je viditelné uplné sristdni mezi vybézky biomasy kolonie
s kobercovitym fenotypem..

Mg¢titko u obrazkdt A a B =100 pm, u obrazkti C — H =100 pm
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Obr. 41 Sifeni zbarveni mezi koloniemi, staii: 3, 4, 7, 11 dni

3.2.2.5 pH aktivita v koloniich

Na agarovych miskach obsahujicich bromthymolovou modf jsme sledovali zmény pH
v okoli rostoucich kolonii. Pokus vychazi z predpokladu, ze aktivita bakterii v Zivych
koloniich by mohla vést ke zméndm kyselosti v bezprostiednim okoli kolonii a tim
pusobit na ostatni kolonie jako ur€ity typ signalu o obsazenosti prostiedi. Podle nasich
pokusii je pH aktivita kolonii Serratii kontinudlni a intenzivni (obr. 42). V okoli kolonii
klonu Rmi i W je na tmavém agaru od vysazeni po cca 14 dni riistu stale viditelna svétla
oblast indikujici niz§i pH. Pokud jsme na kontrolni misku umistili 10 ul HCI, zbarvila se
v oblasti o priméru 0,5 cm do svétlé az zZluté barvy, ovSsem béhem hodiny se tato svétla
skvrna rozpustila a ztratila (obr. 43), zatimco svétlé az zluté halo v okoli kolonii je stale
viditelné po celou dobu ristu kolonie. Indikuje tedy opravdu nejspise trvalé snizeni pH.
Je u n¢j sice pozorovatelny vykyv v podobé zeslabeni ve 3.-4. a 8.-9. dni rlstu, nicméné

az do 14. dne rGstu je jasné rozlisitelné.

Obr. 42 Zména pH u kibucu starého 1-2-3-5-9-12 dni, nékteré oblasti niz§iho pH jsou oznaceny Sipkou.
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Obr . 43 . Misky s pH indikatorem. Na vsech snimcich je v levém hornim rohu zelena miska se Zlutou
teckou- obnovovana kontrola s HCI. neobarvené misky jsou kontrolami rstu biomasy, Na miskach A a D

roste biomasa a kibucy fenotypu Rmi, na miskach C a B biomasa a kibucy fenotypu W.

3.2.2.6 Vzajemna diferenciace mezi riiznymi fenotypy

Podatilo se ndm izolovat nékolik klonti (Or, Wpsurround, viz. Fenotypova diferenciace),
majicich sniZzenou citlivost na obsazenost prostiedi jinymi koloniemi. Pfi vysevu 100
a vice kolonii na misku je unich patrna indiskrétni tendence spojovat se. V piipadé¢
klonu Or jsme dokonce sledovali postupny riist fenotypové shodnych kolonii smérem
k sob¢é a navazovani spojeni (obr. 44). Takovéto chovani kolonii Serratii je vSak velmi
vyjimecné a v drtivé vétsiné pripadi je u kibucti i monokolonii patrny vzajemny odstup.
Pti vysevech 100 a vice kolonii na 9cm misku je pozorovatelné diskrétni chovani vedouci
k udrzeni mensi dospélé velikosti vyslednych kolonii, nez je velikost, které tyto kolonie
dosdhnou v ptipadé, ze jsou vyseté do velkého prostoru v mensim poctu. Kromé
zvlastnich ptipadt klont s tendenci k neomezenému rastu, dosahuji kolonie vSech kloni
kolem desatého dne od vyseti na misky kone¢né velikosti, kterd se jiz neméni, prestoze
z vysoké cfu u takto starych kolonii i kolonii starych mésic a vice je jasné, ze vétSina

bunck je v desetidennich koloniich stale ziva a schopna dé€leni a rastu.
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Obr. 44 Srustajici kolonie klonu Or

Morfogeneze kolonii zaklada jejich vyslednou morfologii a u riiznych klonti se muze
lisit. Tim vznikaji nejen odlisSné fenotypy ale iodliSny zplisob vzajemné interakce
ruznych fenotypli béhem jejich ristu. Béhem prace s kulturou Serratii se ndm podaftilo
ziskat né€kolik klonl, majicich vyjimecnou morfogenezi, obecné vSak pro interakce
kolonii riznych fenotypt plati, ze se kolonie ve své morfogenezi v pfitomnosti dal§ich
kolonii jinych fenotypt fidi blizkosti téchto fenotypii, v prostfedi hustého vysevu
zmenSuji svou dospélou velikost a v pfipadé¢ vzajemného kontaktu zlstavaji kolonie
odlisnych fenotypi/klonii z makroskopického pohledu oddélené.

V pokusu zaméteném na vlastnosti biomasy kolonii v misté jejich doteku, jsme sledovali
dv¢ kolonie fenotypu Wmi a Rmi (tab. 5 obr. B) se stfedy biomasy 6 mm vzdalenymi,
vyristajici tedy v takové blizkosti, v jaké by se dvé dospélé kolonie tohoto fenotypu
nutné museli prekryvat (tab. 5 obr. A). K dotyku téchto kolonii doSlo pfiblizné tiicet
hodin od vysazeni na agar, pficemz pii analyze fotografii jejich ristu jsme nenalezli
zpomaleni rtistu ve sméru k sobé az do okamziku spojeni (ani pii tak detailnim rozliseni,
v jakém jsme riist pod mikroskopem monitorovali — rozliSeni na cca 2 um), kolonie
k sob¢ stale pfirtistaly konstantni rychlosti cca 4 um za minutu (ptiklad dvou ze snimki
prirtstani: tab. 5 obr. C, D).

Kolonie se navzajem prorostly na ose spojujici jejich stfedy do hloubky 150 pm.
Biomasa v této oblasti se stala nerozliSitelnou smési bunék podle barvy pochazejicich
pravdépodobné od obou kolonii. Na snimcich E,F a J tab. 5 je viditelné prolnuti biomasy
obou kolonii. Pfi zkoumani mista srdstu jsme proostfenim na povrch kolonie v zadbéru
oblasti 50 — 100 od okraje srastu kolonii nalezli slabé viditelny pruh o Sifce nékolika um.
Tento pruh se ndm pozdéji podatilo vysledovat podél celého sristu kolonii (snimky H,
I a K). Porovname-li strukturu povrchu kolonie Rmi (na vSech snimcich vpravo) s kolonii

Wmi, zda se, ze hrubsi povrch kolonie Rmi je znatelny na povrchu mista sristu kolonii
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nikoliv pouze do tohoto mista, ve kterém by mohlo byt mozné nalézt promisenou
biomasu obou klont, jak je tomu na mnoha zabérech ostienych o nékolik pm hloubéji
pod povrch sriistu (tab. 5 obr. E, F, J), nybrz Ze povrch je kompaktni struktury az po
zminény slabé viditelny né€kolik pm silny pruh na povrchu kolonii v misté srastu (nejlépe

viditelny na tab. 5 obr. K).

Legenda k tabuli €. 5

Na obrazku A vidime celé srostlé¢ kolonie z tohoto pokusu, na obrazku B zdrojova misku
kolonii Wmi a Rmi z tohoto pokusu.

Na obrazku C a D je patrné srastani kolonii, vpravo fenotyp Rmi, vlevo Wmi. E a F jsou
snimky nerozliSitelné biomasy kolonii v mist¢ jejich sristu pii ostfeni pod povrch srustu.
Na snimku G je viditelné sriistdni kolonii pfi ostfeni n€kolik pm pod povrch a zaméteni
na sristani v misté osy stfedd srustajicich kolonii. Na obrazku H je viditelné srastani
s ostfenim na lem - hranu sristu (ozna¢ena ,.colony border”). Sipkami je pro$patnou
viditelnost oznacena ta pravad hrana srastu, cca 50 um od nejsilnéjsi ¢erveno-zluté linie.

Snimky C az F jsou fotografovany jinym mikroskopem neZ snimky G az K.
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200 pm
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colony border

Tabule ¢. 5b obr. I - K

Na snimku I vidime srustani s ostfenim na lem - hranu sristu (oznacena ,,colony border®), J — srdstani
dalsich dvou Rmi a Wmi kolonii s ostfenim pod povrch sristu, K — sristani dalSich dvou Rmi a Wmi
kolonii s ostfenim na povrch srustu s viditelnym lemem — hranou sristu. Lemy jsou pro lepsi viditelnost
oznaceny Cernymi a zlutymi Sipkami. Viditelné jsou nejlépe v digitalni verzi snimku, tedy na pfilozeném
CD.

Na snimcich J a K je viditelné spojeni jinych dvou W a R kolonii nez na ostatnich snimcich.
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3.2.2.7 Fenotyp WPsurround

U vétsiny klond riznych fenotypt 1ze sledovat podobné zpiisoby vzdjemné diferenciace
a vzajemné komunikace mezi koloniemi jednoho i odliSnych fenotypli ve spole¢ném
prostfedi misky. Napftiklad oproti priméru kolonie na misce s jednou az deseti koloniemi
je pri péstovani v hustych vysevech o poctu 200 a vice kolonii na misku pozorovatelné
vyrazné zmensSeni dospélého priméru kolonie u vétSiny fenotypti. Pii vysevech fenotypu
Rmi jsme zaznamenali rozdil ve velikostech vice nez pétinasobny. Pasdzovanim
nejmensich kolonii nalezenych v hustych vysevech fenotypu W, se nam podafilo ziskat
fenotyp, udrzujici (po nekolik dalSich pasazi) malou velikost i na volném prostoru (tab. 6
obr. A). Z tohoto fenotypu jsme sice neziskali klon, ovSem z kolonii stejného ptvodu,
u kterych jsme pozorovali mensi tendenci k udrzovani diskrétniho odstupu od kolonii
stejné¢ho 1 jiného fenotypu, jsme ziskali klon s vyrazné vétSim primérem nez je u kolonii
stejného staii obvyklé (tab. 6 obr. B). Slechténim a pasazovanim se nam podafilo tento
klon udrzet. Na obrazcich A a B tabule ¢.6 je viditelny rozdil ve velikostech stejné
starych kolonii vySlechténych z jednoho zdroje a vlivem Slechténi rostoucich na B jako
vetsi kolonie v hust§im vysevu nez na A, tedy oproti bézné pozorovatelnym trendim

rastu kolonii.

Indiskrétnost jako vlastnost diferenciace od kolonii odlisSnych fenotypli se projevila
u klonu Wpsurround, vzniklého zcela nahle pti vysevu z atypické kolonie vyrostlé na
ZA+G zvysevu klonu Wr drzeného 113 dni v MM. Klon Wpsurround mé extrémné
silnou tendenci vyuzivat objektd vcetn¢ fenotypové odlisnych kolonii ve svém okoli
k rozristani biomasy svych kolonii. Vyuzivani objekti v okoli jako leSeni usnadiujici
rozrustani biomasy je pozorovatelné na agarovych miskéch s vyssi vlhkosti a to u kolonii
vétSiny fenotyptl (do stari 10 dnit). Tuto vlastnost miizeme pozorovat na misce pii vysevu
koloni pfili§ blizko ke sténé ale ina stfedu misky, postavime-li kolonii do cesty maly
predmét. Na obrazku C tab. 6 je vidét tfi dny stara kolonie fenotypu Wor, ke které byl dva
dny po vyseti lcm od jejiho stfedu polozen na agarovou plotnu kus syntetické Ziné
o tloustce cca 15 pm a délce cca 5 mm. Sledovana kolonie na snimku C ma pramér 7
mm. Na mikroskopickych snimcich D a E je viditelny nartst biomasy v bezprostiednim
okoli zin¢ vznikly béhem jediného dne. Obrustani zin¢ biomasou neni interpretacné
v rozporu s nasimi dosavadnimi zkuSenostmi s rastem kolonii (také Shapiro, 1997).

Morfogeneze zminéného fenotypu Wpsurround se vSak témto zkuSenostem zcela
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vymyké. Pokud naneseme cistou kulturu klonu Wpsurround v silné vrstvé mnoha tisic
bunék do linie na agarovou plotnu, ziskdme po tfech dnech vrstvu biomasy, srovnatelnou
svou morfologii se stejnym zpisobem vzniklou vrstvou jakéhokoliv jiného klonu. Na
snimku F tabule ¢.6 mizeme porovnat biomasu klonu R2 (Cerveny nanos), W2 (bily
nanos) a Wpsurround (dva spodni ndnosy). V utvaru biomasy vzniklém z mnoha tisic
zakladajicich bunék nejsou pozorovatelné zvlastni projevy indiskrétniho chovani.
Miuizeme vSak konstatovat vétSi tendenci k rozristdni biomasy — na obou koncich
kazdého z nanosti biomasy Wpsurround je pramér nanosu témet dvakrat vétsi nez primér
koncii nanosti biomasy R2 a W2. Charakteristicky a u jinych klontt méné obvykly, je také
vznik mozaiky uvnitt nanosu cCisté kultury z jedné monokolonie fenotypu Wpsurround.

Pti vyseti 1 — 5 CFU fenotypu Wpsurround na husty vysev jiného fenotypu je mozné
sledovat vznik monokolonii fenotypu Wpsurround, vykazujicich zminénou tendenci
obristat okolni kolonie jinych fenotypi. Tohoto jevu lze dosdhnout i vysazenim kibucu
Wpsurround do vysevu jiného fenotypu. Na snimcich A aB tabule ¢.7 vidime
monokolonii fenotypu Wpsurround rostouci v hustém vysevu Rw kolonii. Vysev je stary
osm dni, béhem nichz kolonie Wpsurround nejprve béhem ctyt dnli obriistdnim pohltila
tfi nejbliz§i monokolonie a riistem pies jednu znich se poté dostala k dalsim dvéma
monokoloniim. Na snimku C a D je vidét biomasa Wpsurround s hrubym okrajem (C
vlevo) obristajici kolonii Rw (D, vpravo nahote a vlevo dole jsou kolonie Rw, mezi

kterymi je viditelny pas biomasy rostouci z kolonie Wpsurround vpravo dole).
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Tab. 6 Na ilustrativnich obrazcich A a B tabule je rozdil ve velikostech stejn¢ starych kolonii fenotypu W
z jednoho zdroje rostoucich vlivem S$lechténi na B jako vétsi kolonie v hustSim vysevu nez na A, tedy
oproti bézné pozorovatelnym trendim. Na obrazku C je tfi dny stard kolonie fenotypu Wor, ke které byl
dva dny po vyseti 1cm od stfedu polozen na agarovou plotnu kus syntetické zin¢ o tloustce cca 15 pm
a délce cca 5 mm. Sledovana kolonie na snimku C ma primér 7 mm. Na snimcich D a E je viditelny narust
biomasy v bezprostfednim okoli zin¢ vznikly béhem jediného dne. Méfitko na snimku D — 300 pum, na
snimku E — 50 pm. Na snimku F je viditelny zvlastni charakter biomasy Wpsurround (dva spodni

mozaikovité narusty), délka vSech nartsti (i R2 a W2) je 7— 9 cm.
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Tab. 7 Na snimcich A a B vidime monokolonii fenotypu Wpsurround rostouci v hustém vysevu Rw kolonii.
Kolonie Wpsurround nejprve béhem ¢ty dnti obruistanim pohltila tfi nejbliz§i monokolonie a ristem pies
jednu znich se poté dostala k dalsim dvéma monokoloniim (obr. A). Na snimku C je ¢ast kolonie
Wpsurround - s hrubym okrajem (C vlevo) a kolonie Rw (C vpravo). Na snimku D vpravo nahofe a vlevo
dole jsou kolonie Rw, mezi kterymi je viditelny pas biomasy rostouci z kolonie Wpsurround vpravo dole.
Na snimku E je ¢asovy vyvoj obristani kolonie Wpsurround ve vysevu F v €ase 1, 3, 5 a 14 dni od vyseti.
Snimky F a G ukazuji mikroskopicky zabér na ¢ast biomasy kolonie Wpsurround (svétla biomasa, Sipky)
obrustajici kolonie Rmi. na snimku H vidime totéz ve vétsim zvétSeni. Na zadném z téchto snimkt neni
viditelna kolonie Wpsurround. Mg¢titko na snimku A— 5 mm; C, D — 400 pm; na snimku E — 1 cm; G, F —
1000 pm; H — 800 um
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Pti praci s kibucy fenotypu Wpsurround jsme nalezli souvislost mezi stafim vysevu, do
kterého je kibuc tohoto klonu umistén a velikosti, jaké v ném mutze dosdhnout. Umistili
jsme ctyii kibucy Wpsurround do 24 hodin starého vysevu 300 kolonii Fmi. VSechny
¢tyti kibucy rostly do velikosti 2 — 4 mm (tab. 8 obr A) a v ptipadé, ze byly vysazeny do
tésné blizkosti kolonii Fmi, obklopily tyto kolonie béhem 24 hodin ristu v termostatu
tenkou vrstvou biomasy (tab. 7 obr F, G a H, tab.8 obr. B). To vSak byl ptipad pouze
jednoho z kibucii, umisténého do vzdalenosti mensi nez 1 mm od nejblizsi kolonie. Dalsi
dva byly umistény do vzdélenosti 1 — 5 mm od nejblizsich kolonii a jeden kibuc byl
umistén do vzdalenosti veétsi nez S mm od nejblizsich kolonii.

Na dalsi plotnu jsme vyseli cca 300 cfu klonu Fmi a namatkou umistili ¢tyii kibucy
v podobé stejného mnozstvi biomasy Wpsurround jako u pfedchoziho pokusu. Po 12
hodinach rastu v termostatu bylo v misté vysazeni biomasy jednoho z kibucli zietelné
vice prostoru neobsazené¢ho vysevem Fmi nez v mistech ostatnich kibucii, vSechny
pfitom dosahovaly velikosti 4 — 5 mm. Béhem dalsich 12 hodin r@stu v termostatu se
vSechny kibucy rozrostly do velikosti 7 — 8 mm (tab.8 obr.C) a obklopily nebo zcela
pohltily okolni kolonie (tab.8 obr. D).

Zcela odlisné chovani kolonii fenotypu Wpsurround lze pozorovat pti kombinovanych
vysevech vét§iho mnozstvi cfu. Na plotnu jsme vyseli kombinaci 150 cfu klonu
Wpsurround spolu se stejnym mnoZzstvim cfu klonu Fmi. A¢koli §lo o fenotyp, u kterého
pozorujeme pii kazdém kontaktu s kolonii odlisSného fenotypu stejné chovani, totiz
obklopovani kolonii ave zminénych vysevech bylo velké mnozstvi kolonii obou
fenotypt ve vzajemném kontaktu, v zadném z vysevl jsme nenalezli ani jeden piipad
zminéného chovani (shodné vysledky jsme ziskali jeSté pti mnoZzstvi 50 ctu Wpsurround
spolu s 50 cfu Fmi na 9 cm Pm). To mohlo byt dano i faktem, Ze na ptipadnych
obklopenych koloniich Fmi by nemusel byt vidét svétly lem biomasy kolonii
Wpsurround, protoze vSechny kolonie na miskach mély Cervené pigmentujici pouze stied
a bézné€ pigmentujici lem zGstal bily. Ovlivnéni dozravani kibuct i kolonii klonu Fmi,
vysazenych do prostoru s vysevem Wpsurround, je viditelné na monokoloniich Fmi
rostoucich i mimo piimy kontakt s koloniemi Wpsurround (kolonie Fmi na obrazku G
tab. 8 oproti koloniim rostoucim na misce bez vysevu Wpsurround na obrazku H tab. §).
Nepigmentujici zde zlstaly lemy kolonii, které rostly ve vzdalenosti az 5 mm od biomasy
Wpsurround (tab. 8 obr. G). Naopak kolonie Wpsurround ziskaly v téchto vysevech

s Fmi mnohem tmavéji Cerveny odstin svého okraje apohled na misky s témito
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kombinovanymi vysevy tak byl Cerveno-bile inverzni k vyseviim obsahujicim malé
mnozstvim kolonii Wpsurround, kde jsou kolonie Fmi jasn¢ Cervené a Wpsurround bilé
(tab. 8 obr. A a C oproti obr. E). Pokud jsme umistili do ¢erstvého vysevu Wpsurround
kibuc ze suspenze bun¢k fenotypu Fmi a 1 um FP, vznikl kibuc se strukturni podobou
koloniim Fmi, ktery vzdy vyrostl a obsahoval jasny lem a stiedovou vystouplou biomasu,
nikdy vSak u né¢j nedoslo k obvyklému vybarveni obvodového lemu ani stiedu, ten byl
pouze svétle rizovy (tab. 8 obr. F), oproti béznému vybarveni stejné starého kibucu (tab.
8 obr. I).

Biomasa kolonii klonu Wpsurround vypousti po péti az Sesti tydnech ristu do okoli
prihledny lem a to do vzdalenosti az /2 poloméru kolonie (tab. 8 obr. K + schéma). Lem
vznikd ve stejném obdobi uvSech monokolonii Wpsurround, ale 1iu biomasy
Wpsurround obklopujici kolonie jiného fenotypu ve vétsi vzdalenosti od matefské
kolonie. Na tab. 8 obr. J a ptilehlém schématu miizeme srovnat lem (Cerna linka) v okoli
obklopenych kolonii Fmi v sedmém tydnu od vyseti. Kolonie neobklopené (na schématu
zelené) zadny lem podobného typu nevytvareji. Stav pied vypusSténim lemu je viditelny

na snimku B tab. §.
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Tab. 8 (popis na prot&jsi stran¢), méfitko B =5 mm; D, F, G =5 mm
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Tab. 8 obr. A, B — kibucy Wpsurround vysazené do 24 hodin staré¢ho vysevu Fmi,

C, D — kibucy Wpsurround vysazené do Cerstvého vysevu Fmi,

E — vysev Fmi na pozadi vysevu Wpsurround,

F — kibuc Fmi ve vysevu Wpsurroud, G — kolonie Fmi ve vysevu Wpsurroud, H — kolonie Fmi bez pozadi
vysevu Wpsurround, 1—kibuc Fmi bez pozadi vysevu Wpsurround,

J — Wpsurround obklopujici kolonie Fmi vypousti po péti az Sesti tydnech rtstu do okoli prithledny lem,

K — samotna monokolonie Wpsurround vypousti po péti az Sesti tydnech ristu do okoli prihledny lem;

Meéfitko H, I, J= 10 mm, K = 5mm.
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3.2.2.8 Krystalogeneze v koloniich

,»Once we learn to know what to look for, important insights should be forthcoming from

this approach
Jack Dunitz, 1991

Obr. 45 Krystal v kolonii fenotypu Rmi. Na pozadi jsou vidét téla bakterii Sm. Autorem EM snimku je
RNDr. O. Benada, MBU AV

Krystalizace je dileZitym ptirodnim procesem, ¢lovéku znamym napiiklad z odpafovani
moii ¢i mrznuti vody. V biomediciné achemii je hojné¢ vyuZivdna k separacnim
a Cisticim ucelim. Krystalizace je vzdy spojena bud’ s pfechlazenim a nebo s pfesycenim
roztoku, coZz vyvold zménu orientace molekul z ndhodné do uspotfddané. Uspotradana
soustava molekul se pak nazyva supramolekulou ¢i krystalem (Dunitz, 1991).

Stejné jako v jakémkoli jiném prostiedi je i v koloniich Serratie prvnim impulzem pro
krystalizaci zména. V koloniich, svou vysokou vlhkosti podobnych husté suspenzi,
mohou byt spojeny se zménou vedouci k nukleaci (vzniku krystalizacnich zarodki)
faktory a fyzikalni fenomény jako naptiklad teplota, tlak, rychlost ochlazovani c¢i
odpatfovani, stupenn piesyceni suspenze, koncentracni a teplotni gradienty ¢i pfitomnost
necistot (teoreticky i ultrazvukové, mikrovinné, akustické ajiné razy). Za vhodnych

podminek vznikne krystaliza¢ni zarodek (C¢i nukleacni jadro), ktery je zakladem pro
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vznikajici krystal. Krystal mtize ¢i nemusi podle podminek v roztoku dosdhnout velikosti
nuklea. Pokud ji dosdhne, jiz se nerozpada a je schopen rist i za podminek pro vznik
krystalu méné vhodnych.

VétSina klond Serratii vytvaii krystalizaéni jadra, ze kterych vyristaji makroskopicky
viditelné krystaly nejdiive po tfech tydnech riistu na agaru, pficemz u nékterych klona
(Fmi) 1 pozdéji nez po péti tydnech ristu na agaru. Tyto krystaly dosahuji velikosti 1-5
mm. Mikroskopovanim kolonii pfi zvétSeni 60x a 100x jsme nalezli v koloniich u vSech
studovanych klonii velké mnoZstvi krystalti uvniti i na povrchu biomasy. Tyto krystaly
dosahovaly velikosti 5-100 um a byly viditelné uz po tiech dnech rdstu na agaru. Pii
srovnani jejich velkého mnozstvi s relativné malym poctem pozdéji  vyrostlych
makroskopicky viditelnych krystali je jasné, Ze tyto mikrokrystaly nejsou nuklei
makrokrystall a k jejich vzniku dochdzi bud’ krystalizaci jiné latky nez je tomu v ptipadé
makrokrystalli, nebo z nich dosahne velikosti nuklea makrokrystalii pouze maly pocet.
Béhem rustu kolonie se vSak mikrokrystaly nerozpoustéji aje mozné je ve velkém
mnozstvi najit i na nékolik mésict starych koloniich. Mikrokrystaly se na rozdil od
makrokrystali nevétvi anemaji stromeckovitou strukturu. U mnoha mikrokrystali
vzniklych v kolonii je periodicita sloZeni a pravidelnost tvaru pfitomna pravdépodobné
v celém objemu krystalu (tab. 9 obr. C a D). Krystaliza¢ni jadra pro vznik makrokrystalt
se nachazeji po obvodu kolonie v oblasti vzdalené 0,8 — 1,2 mm od okraje (tab. 9 obr. A,
G, H). Z téchto center vyrustaji krystaly v drtivé vétsiné ptipadl ve sméru ven z kolonie,
ziidkakdy a i1 tehdy pouze svym krat$im koncem smérem ke sttedu kolonie.

Pti 60x - 100x zvétSeni jsme v oblasti 50 — 100 um v okoli né€kterych mikrokrystala
1 makrokrystalt sledovali tmavsi lemy, ohranicujici v oblasti smérem ke krystalu biomasu
odlisné struktury, nez jsme pozorovali v jinych castech kolonie. Pokud jsme
mikroskopovali tuto biomasu lemujici krystal vkolonii se 100x zvétSenim
a reflektovanym svétlem piez polarizacni filtr, byla jasné viditelna, na rozdil od biomasy
mimo oblast krystalu, ktera pii tomto nastaveni mikroskopovaci techniky viditelna neni
(tab. 9 obr. E a F).

Nékteré klony Serratii maji vétsi tendenci tvofit krystaly v biomase svych kolonii nez
jiné klony. Pravé vySe zminény klon Wpsurround obsahuje v biomase kolonii starych
vice nez osm tydnt az 10x vice krystal o velikosti 0,3-0,6 mm nez stejné staré kolonie

jinych klonil.
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Tab. 9 (popis v kapitole ,,Krystalogeneze...*), métitko A, B=1 mm; C — F = 50 pm
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Tab. 9 (popis v kapitole ,,Krystalogeneze v koloniich*), métitko G, H = 1mm
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4. Diskuze

4.1 Vznik makroskopickych kolonii

Poskytneme-li bakterii vhodnou, energeticky bohatou Zivnou ptdu, a vysadime ji tak do
prostiedi, ve kterém nebude nucena syntetizovat zakladni slozky svého t¢la a nebude
vystavena narokiim nedostatku zZivotniho prostoru a konkurence, vyuzije své schopnosti
exponencialné¢ se délit a béhem nckolika dni se rozmnozi na miliardy geneticky
identickych jedinctli, tvoficich dohromady pies sviij pocet slozité diferencovanou
a orientovanou strukturu bakteridlni biomasy. Rust takovéto kolonie trva fadové stovky
generaci. Z lidského meétitka je tedy bakteridlni kolonie srovnatelnd s celou lidskou
kulturou. Existuje tedy zplsob, jak umoznit i nejjednodussim jednobunéénym tvorim
projevit schopnost Zit jako barevné itvarové slozitd mnohobunécna téla ato dokonce
s vyrazné esteticky ptisobivym dojmem. Z jedné bunky tak dostaneme bakterialni kulturu
v podobé az nékolikacentimetrového mnohobunééného bakteridlniho organismu — téla

monokolonie.

Bakterialni kolonie Serratia marcescens; klon rWr (F), primér 12mm; tato monokolonie je
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mnohobunéénym ttvarem,ktery zalozila pouze jedna matefska burka.

Vzniklé t¢lo monokolonie sestava z n¢kolika miliard bakteridlnich bunék, potomki jedné
bunky, funkéné¢ se ziejmé diferencujicich podobné jako builky mnohobunécénych
organismi  (Shapiro, 1997, 1998). Rozdil mezi mnohobunéénymi organismy
a bakterialnimi koloniemi spoc¢ivd v tom, ze konkrétni bakterie se podle své pozice
v kolonii orientuje na konkrétni funkci, kterou je vSak schopna vykonavat bez potieby
nevratného zasahu do genotypického a fenotypického charakteru své bakterialni buiiky'®.
Jde nejspiSe o pouze docasnou upravu genové exprese za ucelem tvorby poZadované
latky, vyuzité naptiklad v extracelularnim prostfedi v kolonii jako stavebni material obalu
kolonie (viz. Experimentalni cast, elektronmikroskopické snimky kolonie Serratia
marcescens ukazuji obal na povrchu kolonie — str. 85, 89), jako latka urychlujici pohyb
bunck na okraji kolonie (swarming na okraji kolonie ale ne v nejkrajné&jSim prstenci, viz.
ptiloha) ¢i jako komunikaéni molekula.

Z naseho sledovani morfotypu Serratie marcescens vime, ze tento druh je co do svych
morfologickych vlastnosti extrémné bohaty aje schopen vytvaiet rozmanité kolonie,
které se svym fenotypem od nejcasteji popisovanych kolonii tohoto druhu (jednoduché
hladké bilé, rizové) podstatné 1isi (v mensi mite viz. Horkd, 1975). Tato vlastnost, spolu
se sklony k diferenciaci'® je idealni pro ilustraci chovéani bakterii v rameci kolonie a pro
demonstraci organizace stavby kolonidlnich tél. Napiiklad ndpadnd symetrie bakterialni
kolonie vede ¢asto k domnénce, ze kolonie je jednoduSe vysledkem spontdnniho rdstu
bakterii vSemi sméry. Nami sledované fenotypy aizolované klony s tendenci tvofit
kolonie nepravidelné vSak ukazuji, ze pravidelnost je vykon a tudiz vyzaduje zifejmé
komunikaci jako modulator schopnosti dohody jedinci napii¢ celou rostouci kolonii.
Serratie  dovede existovat v klonech majicich kolonie rizn€ barevné, Zzihané,
nepravidelné, ploché, konvexni ané€kdy irostouci neomezené do volného prostoru,
naprosto netvofici jakékoli kontury vymezujici obvod kolonie, ¢imz vznika namisto
barevného knofliku bezbarvy a neforemny koberec. U vSech typii kolonii pfitom miizeme
provadét vysevy jejich jednotlivych bunék, zakladajicich vétSinou kolonie fenotypu

matetfského, n€kdy kolonie fenotypu nového, nékdy pivodniho, nékdy opakujiciho

'8 Oproti podstatnému rozdilu mezi leukocytem, osteoblastem, neuronem. ..
' Rozriiznéni fenotypu kolonii svysokou procentudlni variabilitou vysevu a tendencemi
k predpovéditelnym fenotypovym fadam — diferenciacnim spadiim (viz kapitola ,,Fenotypova diferenciace

a variabilita®). Diferenciaci odliujeme od mutace podle (Rieger, 2007; Cechova, 1976)
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fenotyp ojevujici se o nékolik generaci vysevi kolonii diive a navracejici kolonie za které
byly odebrany. Valnd vétSina kolonii vytvoii kolonie stejné. U kolonii, pii rastu
kobercovité a neomezené rostoucich do prostoru plati, ze jednotlivé bakterie pfi odebrani
z kolonie tento kobercovity fenotyp neudrzi a v novém vysevu jsou vzdy zakladem pro
pravidelnou kolonii. Nejde tedy o klony, nybrz o nahodile vzniklé fenotypy (fenotyp
Wunlimited je klonem, netvoii ale kolonie s typicky kobercovitou morfologii, rostouci
extrémni rychlosti ithned po vyseti na Zivnou pudu). Z toho lze usoudit na selhdni
schopnosti kontroly riistu napti¢ kobercovitou kolonii, tedy na moznost udrzovéani chybné
mezibun&éné komunikace i bakteriemi jinak schopnymi pravidelného ristu®®. Tendence
vetsiny kolonii o udrZeni tvarové a barevné struktury se projevuje i pii ristu v blizkosti
kolonii jinych. Kolonie udrzuji dostateCny odstup, coz patrné umoziiuje komunikace
bun¢k, vedouci posléze k tomu, ze jejich vysledny tvar vykazuje urcitou pravidelnost

i v hustém vysevu, kde voli naptiklad mensi vyslednou velikost'.

Vznik kolonii s ustdlenym fenotypem néarocného tvaru jako je klon F, na prvni pohled
déla dojem, ze je podminén schopnosti komunikace mezi bakteriemi v riznych ¢astech
kolonie, nedovolujicich si navzajem rist v oblasti stfedniho prstence a produkujicich
¢ervené barvivo prodigiosin pouze v uritych c¢astech kolonie. Na kolonii se pfitom
muzeme divat z riiznych hledisek. Jako na objekt, jehoz vznik je umoznén komunikaci
jednobunéénych tvori, ktery je tedy zvlastnim typem plaku ¢i bakteridlniho konsorcia
potomstva jedné buiiky, nebo jako na mnohobunécné télo, ve kterém neprobihd slozita
komunikace jednoduchych bun¢k jenom proto, aby mélo né&jaky tvar. Vymistovani
bunék z kibuct a jejich zakladani nepravidelnych kibuct (viz. ,,Diferenciace kolonii*)
umoznuje vidét v kolonii télo, kterému se bakterie ptizpisobuji a kterym jsou ovlivnény.
Pritom se zd4, ze kazda jednotlivad buiika rostouci na jakémkoli misté v kolonii je pfi
presazeni do volného prostoru schopna zalozit novou kolonii stejného fenotypu. Z
jakéhokoliv mista v kolonii jsme schopni izolovat cfu, z ehoz se da usuzovat, ze
jednotlivé buiiky jsou zivé a svou povahu v koloniich neztraceji, pouze ptizbisobuyji.
Vice buné€k, odebranych z jakéhokoliv mista kolonie je pfi hromadném pfesazeni na

novou zivnou pudu casto také schopno zachovat specifickou morfologii pivodni

2 nagich pokusech rostou ve vysevu obsahujicim kobercovité kolonie i kolonie pravidelné, coz vylutuje
moznost, ze kobercovita kolonie je vysledkem vnéjsich vlivii typu zplisobu piipravy zivné pudy.

*! viz experimentalni ¢ast, kapitola morfogeneze bakterialnich kolonii
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kolonie**. Podobnost fenotypu F monokolonie s fenotypem vzniklym z vice mateiskych
bun¢k, ukazuje na velmi slozity komunikacni aparét, informujici builky o procesu

morfogeneze bakteridlni. Tim padem je moZzno definovat kolonii morfogeneticky, cozZ je

myslitelné jako doklad, ze v ptipadé kolonii jde o t€lo.

Kolonie Serratii; uprostied obrazku je vidét typ WR, udrzujici si odstup od typu W s vlastnosti

kobercovitého ristu, tedy riistu po celé Petriho misce.

Kazda jednotliva bakterie v kolonii vystupuje jednak jako svébytny jedinec s vlastnim
z4jmem v kolonii, jednak jako uvédomély spolutviirce vysledného makroskopického jevu
jednotné organizované ornamentalni struktury. Prestoze jsou jednotlivé bakterie
geneticky identické, interpretuji své postaveni v ramci kolonie asvou situaci pfi
zakladani nové monokolonie svébytnym a navzdjem odliSnym zplGsobem. Tim davaji
vzniknout vysledné morfologické bohatosti.

Ve velmi specifickém prostiedi, ve kterém s bakteriemi pracujeme, dochézi
k nejriiznéjSim zplisobiim, kterymi povstavaji zivé tvary. AC jde o biologicky identicky

organismus, disponuji tvary, kterych v tomto prostfedi nabyva, stale novymi a ptivodnimi

2V nauce Hanse Driesche (1914) jsou to komplexni ekvipotencidlni systémy s prospektivni potenci.
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vyrazovymi prvky. Tim lze hodnotit toto vyjadiovani a sledovani jeho svébytnosti.
Soucésti vjemu bakterialnich kolonii je jejich podoba (Neubauer, 2002). Ta je vyjadiena
tvarem, na jehoZz tvorb¢ bakterie pracuji a ktery vyjadiuje také zéklad identity bakterialni
kolonie. Identita se projevuje v diskrétnim chovéni a stoji u zékladu tvorby individuality,
na kterou usuzujeme zmnoha pozorovani spolecenského chovani kolonii (viz
Experimentalni ¢ast, ,,Fenotypova diferenciace a variabilita®).

Divame-li se na bakterialni kolonie Serratii jako na mnohobun&tné organismy, jejichz
barvy atvary nejsou projevem nahodilého spojeni metabolitl individudlnich
mikroorganisml, nybrz projevem jednoty a celistvosti organismu tvofeného mnoha
bakterialnimi bunikami, miZzeme ve zjevu kolonie vysledovat zplsob sebevyjadieni
tohoto organismu. Tento zplUsob pak mize uriznych klonl jednoho druhu ziskavat
drobné ¢i podstatnéjsi obmény, které dohromady tvoii variabilitu vzhledu druhu Serratie

marcescens.
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4.2 Estetické a teleologické otdazky

., Pulchrum est quod visum placet” T.Akvinsky™

Existuji estetické predpoklady k rozpoznani estetické stranky jako bytostni dimenze
Zivota. Estetické projevy, mohou piinaset esteticky soud vnimajicimu. Pfesto jsou jako
hodnoty podob, jednani a chovani zjevujiciho hledicimu smysl stale ptrehlizeny. Zjev
kolonii ajejich tvar byva stidle povazovan za projev mechanickych metabolicko-
genetickych déji bez hlubSiho smyslu. Pokud vSak pfijmeme Portmannovo hledisko
neadresnych jevl a sebevyjadieni organismu ve svém prostiedi, ziskdme v koloniich

Serratie naprosto Cisty esteticky projev.

Portmannovsk4 interpretace povrchu kolonii

“The eye you see is not an eye because you see it; it is an eye because it sees

you. “ A.Machado®*

Zbarveni kolonii neni pfimo souvisejici se zbarvenim média, ikdyz slozeni média
(zejména jeho bohatost - obr.32) s barevnym rozvrhem pigmentujicich kolonii souvisi.
Zieym¢e vsak souvisi spiSe se schopnosti tvorby a distribuce tvorby barevnych castic,
zatimco zelené zbarveni kolonii péstovanych na obarveném médiu je vysledkem
pasivniho pronikani mikroskopickych barevnych ¢astic do téla kolonie.

Barvivo prodigiosin, popisované jako latka tvofici v bakteridlnich koloniich Serratia
marcescens cervené odstiny, stoji pouze za malou casti morfogeneze podob kolonii
Serratii. Piesto zUstava zbarveni kolonii tim prvnim vjemem, ktery nas vede

k soustfedéni na bakteridlni kolonie jako na jedinecny projev Zivota.

Na koloniich S. marcescens sledujeme tendenci se do urcité faze rustu nijak vyrazné
esteticky neprojevovat. Zprvu je kolonie nebarevnd a soustifedi svou energii na obsazeni
zivotniho prostoru. Ve fézi ristu, ve které je jiz kolonie jasn¢ viditelnd, ptipadné

strukturovand, dochédzi ndhle k vyraznéjSimu tvarovému a barevnému projevu. (viz.

3 Krasné je to, co potési oko*, Akvinsky, T., Summa theologiae, 1,5,4
24 Oko neni okem protoze jej vidis, je okem protoze ono vidi Tebe.“, Times Alone: Selected Poems of

Antonio Machado, Wesleyan University Press, 1983
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»Experimentalni ¢ast®, Casosbérové snimky obr. 21, 41). Ve stacionarni ristové fazi, kdy
jiz celéd kolonie dosdhne velikosti zajistujici prostor pro neseni barevného a tvarového
vyrazu, dojde k uskuteénéni tohoto projevu, ktery jak jsme zminili nema jasné evolucné
selek¢éni vysvétleni. Na téle bakteridlni kolonie mizeme nahle sledovat ornamentalni
struktury, které nemaji smysluplné fyziologické vysvétleni, zato odpovidaji zakonim
vidéni — barevné, lesklé tvary, jsou formovany zejména na povrchu kolonie, nikoliv
uvniti (viz Experimentalni ¢ast, obr. 33), pigmentace kolonii probiha nejintenzivnéji ve
svrchni ¢asti biomasy a celkovy profil kolonie dodrzuje ur¢itou pravidelnost. Navic je

toto utvareni ¢asové vymezené specifickou zivotni fazi.

Ptfi mikroskopii plasth dvou srlstajicich kolonii rtznych fenotypli jsme sledovali
zietelnou tendenci udrzet identitu povrchl kolonii. Lesk povrchu dokladal, ze u riiznych
fenotypti Slo o eideticky odlisné struktury. Pod mikroskopem je mozné pozorovat
vzajemny respekt na povrchu kolonii, ktery je prostorem pro mozné estetické tvoreni,
oproti tém castem kolonii, které tuto potencialitu nenesou. Ostrd hranice mezi plasti —
Stity kolonii oproti prorostlym oblastem biomasy pod povrchem kolonii ukazovala, ze na
povrchu kolonii dochazi k mnohem vétSimu vzdjemnému kolonidlnimu vymezeni a
bunééné komunikaci nez v téch castech, které nejsou na pohled viditelné. Jasné se zde
formuloval portmannovsky fenomén distinkce vnittku a vnéjSku. Bunécna komunikace
vytvortila Cisté oddélené povrchy, udrzujici obé sledované kolonie na pohled odd¢lené,
zatimco pod témito jevy probihala intenzivni spoluprdce. MiZeme zde konstatovat
existenci Stitu s ostrou kresbou. Vzhled kolonie tak Ize povazovat za ,,projev, klamouci
pozorovatele®.

Variabilita vn¢jSiho povrchu, tedy vyrazovych prostiedkl a vlastnich jevl bakteridlnich
kolonii, je ilustraci Portmannovy pfedstavy odliSnosti pravidel konstruujicich vnitfek
organismu od pravidel stojicich u zédkladu konstrukce jeho vnéjsku. Zda se, ze vnitiek
biomasy kolonii Serratie je stale stejny, malokdy s lehce odliSnym odstinem téze
nacervenalé nebo svétlé barvy, zatimco vnéjSek kolonii je u kazdé kolonie — kazdého
Jjedince — jedine¢ny. Obdobné pozorovani popisuje Portmann pii vykladu vlastnich jeva
na vyssich vyvojovych stupnich takto: ,,Zkoumame-li jatra deseti antilop nebo kachen
a srovname-li takovou monotonni fadu s vyraznymi rozdily v celkovém vzhledu téchze
zvitat, pak vidime ostry protiklad vnéjSiho a vnitfniho. Stavba vnéjSku se na vySSich

vyvojovych stupnich fidi jinymi pravidly nez stavba nitra.” (Portmann, 1960).
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V knize Biomoc (Neubauer, 2002), uvadi Zdené¢k Neubauer namitku proti ndamitce
antropomorfismu v Portmannové uceni. Ukazuje, ze krom¢ myslenky, ze se zivé bytosti
obraceji ve svém zivotnim prostiedi svym zjevem i k lidem, obsahuje Portmannovo uceni
i myslenku, ze se ¢lovék obraci svymi smyslovymi organy k estetickym jeviim ve svém
okoli. Neubauer se taze, zda nemiize byt nejdulezitéjsi funkei lidského zraku byt vnimavy
k sebevyjadieni zivych bytosti a zda interpretace spoleCenského svéta jevi neni zakladni

kulturni dimenzi ¢lovéka.

Zména morfologie kolonii

Kolonie Serratie jsou ve své vyrazovosti stejné jako jiné bakterie limitovany prostfedim,
ve kterém se nachazeji anachazeji-li se v prostiedi pfiznivém, je jejich variabilita
a vyrazova bohatost extrémné Sirokd. Kolonie, vytvofené bakteriemi mimo prostfedi
laboratote, nemohou na pohled dosahnout takové velikosti a dokonalosti, jsou-li viibec
lidskym okem zaznamenatelné. Vhodnost prostfedi pfitom neni k velikosti ¢1 rychlosti
naristu kolonie v jednoduchém piimoumérném vztahu. Napiiklad bohatstvi Zivin
nepusobi tak, ze by umoznily bakteriim — buitkdm tvoficim kolonii — vytvofit objekt
vétsi, €1 ze by urychlily zmnozeni bakerialni biomasy aumoznily vytvofit kolonii
rychleji, nybrz spiSe naopak. Kolonie muze byt imensi, ovSem prostiedi dovoluje
vyrazova témata kolonidlniho fenotypu ¢i vyraznéj$imi fenotypovymi vlastnostmi (jako
napiiklad zeleny odlesk u klonu Rkov, svitivost klonu Orshine ¢i za vSechny typicky
slozit¢ diferencovany prstencovy tvar kolonie klonu F, pokud roste na médiu

obohaceném o glukozu).

Na zadklad¢ srovnani diferenciacnich d&ji probihajicich ubunék péstovanych
v suspenzich bohatého média a miniméalniho média lze fici, Ze suspenze bohatého média
byly diferenciaéné bohat§i. Ze suspenzi minimalniho média jsme sice ziskdvali méné
novych fenotypl a zejména zjevové méné variabilni fenotypy, to nam ovSem umoznilo
tyto fenotypy vétSinou snadnéji stabilizovat a vytvoftit z nich klony s vysokym procentem
dédivosti.

Také s tim souvisejici disociacni déje jsme pozorovali Castéji u fenotypl prochéazejicich

bohatym médiem. Disociace viak probihala vzdy az pfi ristu kolonii na ZA+G. Nelze
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zcela jednoznacné vyloucit moznost, ze ukloni ziskanych ze suspenzi minimalniho
média by dochazelo na chud$im pevném médiu také k disociaci.

Stafi kolonii s nejvetsi disociaci bylo vyssi neZ mésic. Nejptekvapivéjsi disociace, kterd
spustila repetitivni diferenciacni spdd R donor W — W donor R — R donor W ... byla
pozorovana u klonu W, péstovaného na ZA+G po dobu 140 dni. Z mladsich vysevil téze
biomasy (stati 30, 80 a 100 dni) jsme zadné jiné nez W fenotypy neziskali.

Zména fenotypu byva unékterych klonl reprodukovatelnd ato v piiblizné stejném
procentualnim obsazeni vysevu, tykajicim se az mnoha desitek procent vysevu (klon Rmi
¢i Rkov). Frekvence, s jakou se zména ve fenotypovém projevu objevuje, spolu s jeji
reprodukovatelnosti a repetitivnosti, nas vede k presvédceni, ze je tfeba rozumét tomuto
fenoménu variability odlisné¢ od bézné genové mutace. Proto pouzivame pojem
,fenotypova diferenciace“* bakterialnich kolonii.

Potvrzeni naSi domnénky, Ze s optimalnimi podminkami roste u bakterii bohatost
uméleckého vyjadieni, nachdzime pravé v jevu fenotypové diferenciace. Vedle fakth
vedoucich k presvédCeni, ze mikroorganismy jsou tvory principidlné schopnymi
spoluprace zaloZzené na urcité bunééné speciaci, stoji vnaSem vyzkumu jesté
nepochopitelnéjsi fakt diferenciace - jevové speciace na urovni celych kolonii, ktera je

zdrojem fenotypové variability ndmi sledovaného druhu Serratia.

Podafilo se nam izolovat klony Serratie, tvofici kolonie fenotypu diferencovaného
povazujeme za projev fenotypové diferenciace zalozené na schopnosti individuace.
Buiiky odebrané ze dvou fenotypove shodnych kolonii 1 dvé rizné buiiky z jedné kolonie,
mohou davat vznik koloniim zcela odlisného fenotypu a neni ptitom rozhodujici, z jaké
¢asti kolonie byla odebrana zdrojova bunka. Bakterie pfitom schopnost individuace
nesporné nepotiebuji za celem preziti. Jde spiSe o projev podstaty vzniku fenotypového
vyjadfeni v idedlnich podminkach.

Fenotypovy projev jako neadresny vlastni jev nemajici zfejmou selekéni vyhodu se stava
estetickym tématem a souhrn vSech fenotypovych podob Serratie tak odkryva jeji

specifickou estetiku. Vznikd vSak otdzka, zda mutzeme hledat motivy, aspekty a

» Tento pojem vychazi z pojmu ,diferenciace” ve smyslu rozriiznéni klond, jak jej pouzil Zdengk
Neubauer v textu ,,Diferenciace a variabilita u mnohobunéénych bakterialnich systémia‘ , Bull. ¢s. spol.

mikrobiol. 20(6), 2-7, 1979; Biomoc, Malvern, Praha 2002.
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morfologické rysy, spolecné vétsing fenotypl a snazit se orientovat se v krajiné rtiznych
podob aurcovat, které fenotypy tam patii méné a které naopak piesn¢ odpovidaji

eidetické povaze Serratie.

Vyvoj raznych fenotypt kolonii neusmériiujeme a nevynucujeme, nybrz poskytujeme mu
prilezitost a bakteriim tak davdme moznost projevit se. Miizeme sledovat jevy, jejichz
obsahu se snazime porozumét z mnoha hledisek, mimo jiné i jako nabidce estetického
zéazitku. Miizeme v nich vidét ptipady estetickych projevl jako tvofeni a zdobeni, tedy
ornamentalismus. Kolonie se poté stavaji medidtorem ¢i jakymsi oknem, nabizejicim
vykladu asmyslu zjevii a podob jako zdkladnich principii skuteCnosti a byti. Tento
piistup nevyzaduje predpokladat ekologické funkce ¢i adresnosti sledovanych jevi. U
kolonii bakterii je navic mozné spekulovat o zdobeni. Samy jsou totiz pfedmétem
ornamentalismu i objektem ornametu. Neni zde zadny dalsi Zivot, ktery by se zdobil.
Ackoli nase experimenty ukazuji na mozny vyklad povrchu kolonie jako klicové slozky
jeji podoby, kterou si 1 samy bakterie h4ji, bylo by mozné uvazovat o kolonii jako o Cisté
formé estetického vyjadrovani. Serratia by pak pfi vykladu svych kolonii dovolila jit az
za Portmannovi antropomorfni vyklady povrchii zivych tvori a prohloubit povahu Zivota

za estetické vyjadfovani na Cisté estetické byti.

Setkavame se Casto se vznikem fenotypu, ktery jiz zndme z historie geneze fenotypu
(atavismus). Mezi mnoha podobami fenotypu, které nam fenotypova diferenciace
odhalila, nachazime opakujici se motivy*® (RdonorW » WdonorR » RdonorW), fenotypy
plodné na dalsi varianty (Rmi, 18/5) i fenotypy, ze kterych jiz zddné nové varianty bez
inokulace neziskdme (tedy pouze vysévanim: Fw, Or, Wr a W). Pfi dalSim vysévani
a sledovani nové vzniklych fenotypi mizeme nékdy konstatovat jisté sméfovani,
naptiklad ze v potomstvu urc¢itého klonu se objevuje vice novych typt kolonii, nebo ze je
tento matetsky fenotyp velmi stabilni a nové kolonie z jeho vysevu vzniknou jen zfidka.
Obcas narazime na vznik fenotypu, ktery jiz zname z jinych matetskych kolonii. Wr je
praveé takovy archetyp, ktery se obCas objevuje jako potomek kolonii jinych a pro nas
tteba i novych, které svou strukturou tento archetypalni fenotyp vibec neptfipominaly.

Rkov fenotyp je jakysi kuin Prevalského, pred triceti lety (Neubauer, osobni sdéleni) $lo

%8 kapitola ,,Rozd&leni ziskanych fenotypt“
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o klasického, matefského a fenotypove typického zastupce ve fenotypalni tvorbé Serratii,

dnes jsme jej museli ziskat prostiednictvim diferenciacnich procesu.

Sledujeme-li podminky, za kterych Serratii péstujeme, miizeme nejen pozorovat nékteré
prechody ve variabilité fenotypu kolonii opakovang, ale navozenim spravného prostiedi
¢1 vysevem z kolonie urc¢it¢ho fenotypu specifického piechodu docilit. Pro spusténi
takovych diferenciacnich déji, ze kterych je mozné ziskat stabilni fenotyp, se nam
nejvice osvédcilo péstovani v chudych médiich a poté vyseti na bohatou zivnou ptdu ¢i
pestovani az 140 dni na a poté husté vysevy biomasy na bohaté zivné ptidé. Zatim se nam
tedy podatfilo ¢astecné ovladnout principy tektonickych posunti, které mohou byt zdrojem
novych fenotyp.

Tyto zkuSenosti nas vedou k tvahdm o sméru, jakym se diferenciace vyviji, které
fenotypy stoji na pocatku diferenciac¢nich dé&ju, které fenotypy z nich lze ziskat a také
jestli je opravdu fenotypova diferenciace déjem, vyvijejicim se vzdy néjakym smérema
zda by bylo mozné sestavit mapu krajiny, teritoria, po kterém se diferenciacni déje
pohybuji. Pokud by takovy prostor diferenciac¢nich déji byl uzavieny (fenotypy by vzdy
skoncily ve slepém rameni nebo se vratily na pocatek diferenciacnich d&ju a tim utvoftily
kruh) bylo by mozné zmapovat potencidlni fenotypové realizace atim ziskat skrytou

podobu fenotypu Serratie marcescens — jeji skrytou estetiku.
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5. Souhrn

V naSich experimentech ukazujeme, Ze je mozné pozorovat mnohotvarnost, fizenou
diferenciaci, narocnou vystavbu a eidetickou tviir¢i variabilitu kolonii a je mozné na tyto
fenomény aplikovat Portmannovské hledisko, ¢imz se =znich stavd projev
sebeuskutec¢néni.

Néami studovany model je vhodny pro sledovéni pravé téchto fenoménid. Pochopeni
procesu samoorganizace a povstavani zivého tvaru na urovni bakterialnich kolonii mtze
pomoci 1épe pochopit nékteré aspekty tohoto procesu u jinych organismui i celych

ekosystémd.

Ugelna regulace bundnych projevii v koloniich je nepopiratelnou skutenosti. Je-li
bakterie stavéna proti zvifatim a rostlindm jako tvor, ktery nedokdze vzijemnou
spolupraci dat vznik sofistikovanéjsi struktute, pak nepravem. V koloniich nevidime jen
utvar tvoreny z tél, ale vytvor spoluprace a zkuSenosti generaci, otevieny i z hlediska
vzhledu a pohlednosti novym udélostem. Pravé pii tvorb& vzhledu jsou ptitom Serratie

podivuhodné tviir¢i a vynalézavé.

Z mikroskopického pozorovani povrchu sristajicich kolonii je zjevné, ze ackoliv bunky
uvniti kolonii se pii sristu promichaji a jiz pfi doteku dvou sriistajicich kolonii nelze
jejich buiiky vzajemné od sebe odlisit, na povrchu kolonii se butiky nesmisi.

Pii mikroskopovani povrchu srostlych dospélych kolonii majicich z makroskopického
pohledu odlisny fenotyp je mozné v téch Castech sristu kolonii, které jsou fenotypové
jasné odlisné (cca 50 -100 um od okraje) nalézt mezi koloniemi jednoznac¢nou hranici.
Buniky povrchu obou kolonii mezi sebou vzajemné komunikuji mnohem intenzivnéji nez
bunky uvnitf biomasy a vytvoii jasnou hranici v oplasténi obou kolonii. Tento poznatek
bychom mohli interpretovat jako funkci povrchu kolonie zachovat identitu kolonie ¢i

alespoii udrzet dojem o jeji identité pro pohled svrchu.

Diferenciacni projevy jsou spojeny s piistupem bakterii k zivindm v tekutém médiu ve
form¢é homogenni suspenze, ovSem také s morfogenezi kolonii a tedy situaci, ve které se
bakterie v kolonii nachazi. Tato situace nemusi byt ptimo ovlivnéna pfistupem k Zivinam,

ale spiSe metabolickymi jevy spojenymi s komunika¢nimi signdly uvnitf kolonie.
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7. Seznam zKratek

AHL ... N-acylated homoserine lactone

CFU...colony forming unit, bunka schopna vytvofit kolonii
FP ... fostatovy pufr

Jop...Jednotka optické denzity, hodnota cfu pro OD 0,2
MM...minimalni médium

OD .... optické denzita

P.m. ... Petriho miska

SEM ... skenovaci elektronova mikroskopie

S.m. ... Serratia marcescens

ZM ... zamrazovaci médium

ZA ... zivny agar

ZA + G ... zivny agar + glukoza

7B, ZB + G... zivny bujén + glukéza
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