Posudek oponenta na disertaéni praci RNDr. Jaroslava Cepla
. VMorfogeneze bakterialnich kolonii‘

Prace autora disertace RNDr. Jaroslava Cepla se zabyva tématem, které je v soudasné
mikrobiologii malo zpracovavané - zkoumanim vyvoje bakterialnich kolonii s neobvyklou a
podle mého s velmi paradoxni morfologii. Zabyva se moznosti jejiho ovliviiovani, pokusem o
vysvétleni sil, které k této morfologii vedou, komunikaci mezi koloniemi, interakénimi
signaly mezi koloniemi, mezidruhovymi interakcemi mezi koloniemi a souvislosti mezi
produkci amoniaku jako néstroje mezibunééné komunikace a rezistenci k antibiotiklim. Prace
je zalozena na tfech ¢lancich — dvou publikovanych (BMC Microbiology a Analyst) a tfetim
ptipraveném k publikaci.

Oponent se nejprve musi vyjadiit kK publikovanym pracim. VétSinou prohlasi (a je to i
muj ptipad), Ze prace posuzovali kvalifikovani oponenti v impaktovaném c¢asopise s dobrym
IF, takZe k ¢lanktm, jejich koncepci, vysledkiim a diskuzi neni co dodat. Oponentovi tedy
nezbyva nez oponovat uvodni text prace samotné a podivat se, jak si doktorand poradil s
digestem publikovanych i nepublikovanych vysledk, ktery by, pokud to jde, mél budit dojem
celku.

Jaroslav Cepl mél to §tésti, Ze pracoval v podstaté monotématicky — pokousel se
vysvétlit morfologické vlastnosti kolonie Serratia marcescens, mezidruhové interakce
S koloniemi jinych organizmd, pouzitelnost analytického sledovani plynnych metabolickych
produktt pro vyzkum mezidruhovych interakci a ddle moznymi dusledky metabolizmu
Serratia pro antibiotika pfitomna v blizkosti kolonii. Jeho prace jsou spole¢né s pracemi jeho
kolegt a ptedchidcti vyvrcholenim snahy vidét vizualné atraktivni kolonie Serratia jako
organizmy a zkoumat je jako celky a vysledky morfogeneze. Tato snaha saha daleko do
minulosti a byla mozna nékdy vnimana jako jakasi libistka vychazejici z atraktivnich a
podivné se v Case chovajicich bakterialnich kolonii Serratia . Musim velmi ocenit, Ze se
autorovi a jeho kolegim podaftilo védecky svét presveédcit, ze mé takovy ptistup
v mikrobiologii misto a Ze 1ze nesmirné jednoduchymi prosttedky zjistit podstatna data.

Je otdzka, jakou ulohu by mél ptesné€ plnit vod k publikovanym pracem. Jaroslav
Cepl se snazil o struény prehled zasadnich pokust, vysvétleni jejich vysledki a o jejich
diskuzi. Musim napsat, Ze se mu to podafilo s ur¢itymi vyhradami a ze je v tvodu hodné
pomérné zkratkovitych a trochu dogmatickych tvrzeni, Ze jde obcas o digest v hor§im smyslu.
Neda se nic délat, ale uvody v ptvodnich publikovanych pracich, tamni popisy experimentd i
diskuze jsou piece jen pojednany na podstatné vétsi plose nebo jsou formulované daleko
piesveédc¢iveé)i nez v ivodu dizertacni prace. Nakonec, ¢tenaf se vzdycky muze podivat do
vychoziho &lanku a posoudit, nakolik Uvod néco opomenul, co zjednodusil az piilis. Nebudu
jako doklad svého tvrzeni davat vice prikladt s cilem poucit autora, protoze jsem nazoru, ze
dalsi Uvod k dizertaci uz doktorand psat nebude a Ze se pii psani vlastnich ¢lanki naugil, co
bylo zapotiebi.

Jako maly ptiklad bych dal ¢ast popisu, kterym autor shrnuje a vysvétluje, co je
kritické pro vyvoj tzv. mezikruzi v kolonii S.marcescens morfotypu F.:

Str. 24: ....Poté nasleduje rist struktury mezikruzi, ale pouze v pfipadé, Ze kolonie nebo rostouci Utvar
neprekroci kritickou hodnotu pro rlist mezikruzi a jeji okoli neobsahuje nadkritické mnozZstvi jiného
narudstu nebo signdlu od jinud.

Komentaf: ¢tenar tadu musi dlouho pfemyslet, jak si tyto znaéné€ neurcité vyroky vylozit ve
svétle toho, co uz precetl.

Model morfogeneze na obr. 2.16 by si take zaslouzil podrobnéjsi vysvétleni.

Vcelku ale Givod samoziejmé dava predstavu o tom, co v§echno autor udélal, je
vybaven velmi péknou dokumentaci a ukazuje, ze je téma dobfe a z mnoha stran zpracované a
davéa v mnoha ptipadech odpovédi na otazky, které vyvolava morfogeneze kmene F a ostatni



témata. Naprosto me presveédcil, ze autor predvadi spoustu reprodukovatelnych vysledki a ze
umi postavit zajimavé experimenty.

Pted otazkami pro autora jest¢ par poznamek k tématu prace, do kterého jsem
pronikal, pfiznam se, velmi obtizné. Pokud se v soucasnosti mikrobiologové zabyvaji
fyziologii a komunikaci usedle Zijicich bakterii, tak se soustiedi piedev§im na biofilmy,
pfipadné na souvislost quorum sensingu a biofilmu a vétSinou je nezajimaji vztahy bunék
V plné narostlé kolonii organizmu na Petriho misce. Pro mikrobialniho fyziologa zvyklého na
kulturu rostouci v suspenzi je tu dost diivodii, pro¢ kolonii jako objekt vyzkumu ignorovat. U
star$i a pIn€ vyvinuté kolonie se vzdy nabizi vyhrada, ze jde o arteficialné zbytnélou
mikrokolonii, kterd se zmit4 ve vlastnich problémech, kterymi jsou

1) pfilis pomala difuze Zivin, ktera nestaci zasobit rychle rostouci biomasu

2) V konkrétnim piipadé morfotypu F prechod mezi gluk6zou jako zdrojem C a
aminokyselinami jako zdrojem C po vyCerpani glukézy (moje domnénka)

3) metabolické rozrtiznéni aerobni svrchni ale zivinami hiife zasobené vrstvy kolonie a

spodni anaerobni vrstvy S jinym metabolizmem, ktera je ale ale 1épe zasobena

4) Rust do stran a do vySky mechanickymi tlaky rostoucich bunék, mozna s pohybem
pomoci bi¢ikl po agaru

5) Nestejné faze rustu v riznych oblastech, ristovou fazi ovlivnéna tvorbu
sekundarnich metabolitd.

Je tu smés metabolizmu, ristovych fazi, signalizace, stresi.

Na druhé stran€ je mozné vyslednou morfologii tohoto slozitého ,,téla“ ptijmout jako fakt,
ptipadné vychodisko pro zkoumani, coz ud¢lal autor a jeho kolegové. Je k tomu urc¢ité
zapotiebi odvahy, protoZe nahledy J.A. Shapiro zatim v mikrobiologické komunité
nezdomacnély.

Musim se pfiznat, Ze mi morfotyp F jako model pro vyzkum piipada ptili$ slozity.
Obsahuje totiz paradox, ktery se velmi tézko vysvétluje — jde o to, Ze stied kolonie a okraj
vypadaji stejné. Pokud totiZ pfemyslim jako bakteridlni fyziolog a vychdzim z problému
uvedenych nahote, ptipada mi, ze je F morfotyp vysledkem velmi sloZité nestabilni (ale
reprodukovatelné) situace. Ale autofi praci tento problém presto uspésné uchopili.

K autorovi bych mél nékolik otazek — je to zlomek z toho, co ¢loveka u tohoto tématu
napadne a tyka se vlastn¢ hlavné morfotypu F:

1) Pokud bakterie vyuziva aminokyseliny jako zdroje uhliku, je nutnym produktem
jejich deaminace amoniak. Predpokladate, ze produkce amoniaku je disledkem
vycerpani glukdézy v médiu a prechodu k aminokyselindm jako zdroji C ?

2) Predpokladate, ze acidifikace je disledkem fermentace glukozy v mezikruzi
v disledku vyc€erpani kysliku? Jaké mohou byt diivody toho, Ze se prodigiosin
netvoii v mezikruZi, ale na okraji a ve sttedu ano? Jaké by mohly byt ptedpoklady
jeho tvorby? pH? Stati? Quorum sensing? Pokuste se prosim vysvétlit tento
paradox, ktery mé nejvic zajima.

3) Divali jste se na burniky lemu a stfedu s ohledem na piitomnost pouzdra? Je vyska
stitedu a lemu zptisobena vyssi vrstvou bunék nebo pouzdrem (o kterém jenom
spekuluji, vychazim z rizného charakteru kolonie v mezikruzi, stitedu a okraji).
Mohlo by pouzdro napiiklad zabranit acidifikaci z okoli a napomoci tak tvorbé
prodigiosinu? V praci piSete o tom, Ze je ve stfedu a v lemu ,,hustota kolonie
lokaln€ zvysena® (str. 27)

4) V kapitole “4.1. Zména morfotypu S. marcescens” pro mé trochu nepochopitelné
trapite v tekutém médiu morfotyp F tak dlouho, azZ sice roste na mineralnim médiu,
ale netvoii na komplexnim médiu morfotyp F. Bylo moZzné v pribéhu této selekce
izolovat morfotyp F, ktery roste na mineralnim médiu? Tvofii prototrofni kmeny



Serratia marcescens na mineralnim médiu prodigiosin? Znamenalo by to, Ze by
bunky tvofily amoniak jako signalni molekulu a ne jako metabolicky odpad.

5) Byla kultivace pro “plynné fingerprinty”” anaerobni? Vhanél se vzduch pod hladinu
nebo nad hladinu? V ¢lanku to feceno neni.

Neodpustim si jest¢ poznamku, ktera se tyka tématu jako takového: Prace i Clanky
vychazeji z morfologického a ,,organizmalniho* pohledu na véc, ktery dava predstavy pro mé
obcas ne¢ekané. Napiiklad v zavérech clanku Patkové a kol. (BMC Microbiology, 2010) se
pise: ,,In later stages of their development, colonies maintain their integrity even in inevitable
close encounters, preferring a channel of free space between them, sometimes even “guarded”
by advanced scouts”.

Komentat: Text dava predstavu, ze se kolonie chova jako organizmus, ddva né¢emu piednost.
Pro m¢ je to trochu nepfirozené — “kanal” volného mista mezi koloniemi nepovazuji za
naklonnost kolonie k volnému mistu kolem sebe, ale tfeba za dusledek vycerpani Zivin na
spojnici mezi koloniemi — coz je urcité mozny a tieba jediny divod v nékterych piipadech.
Pomérné ¢asto se v tvodu a ¢lancich mluvi o tom, ze kolonie vytvaii urcitou strukturu, aby se
s né¢im vyrovnala. Autofi zaroven mluvi o tom, Ze morfogenetické zmény kolonie vznikaji
nahodnou kombinaci riznych faktorti pfi ristu a nejsou evolu¢nim ptizptisobenim struktury,
kterou obdivujeme na miskach (ale v ptirodé se nevyskytuje). Formulovat zavéry mezi témito
extrémy neni jednoduché. Nékteré predstavy o organizmalnim charakteru kolonie mi, pokud
nejsou doprovazeny vysvétlenim na fyziologické urovni, prosté néjak “nesedi”. Na druhé
stran¢ uzndvam, ze jde v téchto formulacich piedevsim o produktivni provokaci.

Disertaéni prace Jaroslava Cepla je nepochybné prace objevna, vysledky jsou cenné, autor

urcité prokazal svou kvalifikaci pro védecky zivot a dalsi védeckou kariéru. Proto navrhuji
jeho praci k piijeti jako dizertacni praci.

V Praze dne 4.11.2013 Doc. RNDr. Ivo Konopasek, CSc.



