Oponentsky posudek na disertaéni praci RNDr. Jaroslava Cepla s ndzvem

»Morfogeneze bakteridlnich kolonii”

Usporadani dizertace

Disertaci realizovanou ve studijnim programu Teoreticka a evolucni biologie tvoti vedle pfiloh strukturovany
text v celkovém rozsahu 58 stran zahrnujici abstrakt, dvod, literdrni Uvod, Ctyfi kapitoly vénované vlastnim
vysledkdm disertace a seznam pouZité literatury. Pfilohy tvoti dva ¢lanky in extensa jiz publikované

v zahraniénich recenzovanych ¢asopisech, u nich? je J. Cepl uveden na druhém autorském misté, déle provizorni
rukopis ¢lanku s jeho prvnim autorstvim a Ctyfi posterova sdéleni.

Téma a jeho zpracovani

Disertace se zabyva morfogenezi bakterialnich kolonii, zvlasté morfogenezi kmene (morfotypu) Serratia
marcescens F a bezprostfedné navazuje na predchozi vysledky resitelského pracovisté. Zatimco predchozi prace
se zaméfily na popis a klasifikaci fenoménu morfogeneze, hlavnim cilem predlozené dizertace je identifikace
efektord podilejicich se na morfogenezi. Cile uvedené v abstraktu dizertace jsou: (i) najit faktory ovliviujici
morfogenezi kolonii typu F a pokusit se je blize popsat; (ii) charakterizovat interakce kolonii S. marcescens

s kmeny jinych bakteriadlnich druht (Serratia rubidaea a Escherichia coli) a (iii) prostudovat d¥ive popsany
fenomén indukované resistence k antibiotikim u uvedenych modelovych mikroorganisma.

Prvni kapitola vénovana vlastnim vysledkdm (kapitola 3) studuje vliv pH na morfogenezi kolonii typu F a vede ke
zjisténi, Ze tuto morfogenezi ovliviuji prechody hodnot pH z neutralnich do kyselych a zpét do alkalickych, jez
pravdépodobné moduluji syntézu prodigiosinu a umoZziiuji vznik typického morfotypu F. Zmény pH souviseji

s dynamikou katabolismu bakterie a jsou zjevné vyvolany formovanim fermentacnich produkt( pfi ristu na
komplexnim mediu s glukosou a produkci amoniaku. Kapitoly 4 a 5 se vztahuji ke druhé otazce a sumarizuji
pletoru fenotypl plynoucich z interakci mezi druhy a morfotypy. Nabizi i vysvétleni vysledkd téchto interakci na
zakladé rastovych charakteristik interagujicich organismu a jimi vyvolanych zmén v ristovém mediu. V kapitole
5 jsou téZ shrnuty vysledky SIFT-MS provedené ve spolupraci se skupinou prof. Spanéla z Fyzikalniho Gstavu AV,
jez ukazuji na moznost vyziti této metodiky pro kvantifikaci sloZzek smisenych kultur v redlném ¢ase. To mize
usnadnit studium mezikmenovych interakci v fadé aplikaci napf. pti studiu kompeti¢niho fitness. Posledni
kapitola se zaméruje na analyzu fenoménu snizeni citlivosti na ampicilin a mozZnou roli amoniaku jakozto
pfislusného efektoru. Dimyslna kombinace experiment(l vedla k zavéru, Ze na zdanlivém poklesu citlivosti se
zadsadné podili inaktivace molekul ampicilinu v alkalickém prostfedi vyvolaném produkci amoniaku, byt urcita
role amoniaku jakozto modulatoru citlivosti na celuldrni drovni vyloucena nebyla.

PFipominky k formalni strance dizertace

Zatimco k bezesporu biologicky inspirujicimu a vécné nalezité zpracovanému tématu dizertace nemam,
s vyjimkou niZe uvedenych otdzek, zasadni namitky, fada mych pripominek sméruje k formalni a dilem i
obsahové naplni disertace. Jde zvlasté o:

1. Literarni Gvod (str. 12-15) se témér vyhradné vénuje predchazejicim studiim resitelského pracovisté. Neni
literarnim Uvodem ve smyslu uvedeni do kontextu tematizované problematiky podporeného relevantnimi
literarnimi odkazy, ktery by dolozil Sirsi orientaci v feSené problematice. Absenci této ¢asti povazuji za
nedostatek, byt tim nikterak nesniZuji kvalitu Gdvodniho textu ve smyslu ndzorného uvedeni do
experimentdlniho modelu.

2. Ve vlastnim textu dizertace chybéji precizné definované cile, standardni soucéast disertace, které umozni
Ctenafi orientaci ve strukture ndsledujiciho textu a kterad obvykle nasleduje za literarnim Uvodem popisujicim
kontext feSené problematiky a vytycujicim otdzky k feSeni. V tomto pfipadé na Uvod ptfimo, bez ndlezitého
propojeni, navazuje text komentujici vysledky vlastni disertace.



3.V ¢asti vénované vysledkdm vlastni disertace postradam podrobny popis pouZitych experimentalnich metod
véetné charakterizace kmend, pouZitych chemikalii a sloZeni roztok(. Jde opét o standardni ¢ast
mikrobiologické studie umoznujici opakovani provedenych experimentll. Pokud jsou vSechny tyto naleZitosti
uvedeny v prilohach, je vidy nutno uvést nalezity odkaz. Pfikladem muze byt formulace ,Pokusili jsme se
plsobit na kolonie roztokem ¢pavku pres prepdzku. Pri koncentraci 0,1 % roztoku ¢pavku jsme pozorovali, (str.
26). Podobné nasledujici odstavec odkazuje na vysledky SIFT-MS, avsak bez upresnéni metodiky nebo
naleZitého odkazu na vysvétlujici text (str. 42). Podobné neduslednosti lze nalézt i v nasledujicim textu.

4. K jazykové kvalité textu disertace Ize mit téz radu pripominek, coZz muze prekvapit v situaci, kdy Skolicim
mistem je pracovisté s vyznamnym prinikem do humanitné védnich oborud. Na nékteré zjevné chyby
a problematické formulace upozoriuji v elektronické verzi rukopisu.

5. Chybi seznam pfiloh. Ctenar tak musi patrat, jaky je jejich obsah a relevance k disertaci. Zatimco smysl|
publikovanych ¢lank( je zjevny, vyznam nedokonéeného textu dal$iho rukopisu je nejasny. Posterova sdéleni se
vzhledem ke své predbéznosti a nedplnosti obvykle neuverejiuji (zvlasté jsou-li jiz zahrnuty publikace
obsahujici tytéz vysledky) a pokud ano, nutno uvést abstrakta poster( a jejich citace ve sborniku nebo ¢asopisu.

6. ZpUsob citovani referenci v nepublikovanych ¢astech textu je neobvykly a dle mého soudu nespravny. Napfr.
(str. 13) ,,jsou bliZze popsdny v (Patkova et al. 2012, str. 3-5)“ ... pfi tzv. plnych citacich se autofi bézné uvadéji
pred zavorkou.

7. Za urcity nedostatek téz povazuji chybéjici seznam dokladajici dosavadni publikac¢ni aktivitu autora, ktery
obvykle byva soucast dizertace nebo autoreferatu.

Zavér

Lze shrnout, Ze ve své dizertaci se J. Cepl naleZité vénuje pozoruhodnému jevu morfologie bakterialnich kolonii
a to ve snaze identifikovat faktory tento jev ovliviiujici. Jeho praci Ize kladné hodnotit z hlediska zvoleného
tématu, zpracovani experimentalni ¢asti, objemu vysledk i grafické ndzornosti a srozumitelnosti vétsiny
hlavniho textu dizertace. Jak je vSak vySe uvedeno, k vlastnimu textu dizertace, zvlasté jejimu formalnimu
zpracovani, Ize mit fadu kritickych pfipominek, u nichz si nejsem jist, Ze je Ize feSit pouhou typografickou
korekci predloZzeného textu. Posouzeni relevance téchto pripominek nechdvam na hodnotici komisi.

Otazky

1. Prvni otazka se tyka terminu mnohobunécnost bakterii, ktery se dnes bézné pouziva v souvislosti s morfologii
a morfogenezi bakteridlnich kolonii na pevnych kultivacnich ptdach. Jde vSak o termin opravdu naleZity a
nematouci? Vzdyt i tradiéni mnohobunééné organismy mohou vytvaret kolonie nebo uspofadani na vyssi
urovni, které mohou mit rodové (genetické) pozadi, jeZ se vyvijeji podle urcitych pravidel, u nichZ se uplatriuje
komunikace, sebevztaznost, diferenciace (str. 9) a dalSi zminéné jevy (str. 10) a v nichzZ jedinci (v tomto pfipadé
opravdu mnohobunééni) kooperuji zptisobem analogickym komunikaci bunék v bakteridlni kolonii.
Strukturovana klonalni kolonie jednobunécného organismu prece nemusi byt ekvivalentem epifenoménu
hromadéni se jednotlivych bakterii (str. 9). Prosim o definici bakterialni mnohobunécnosti, respektive
protomnohobunécnosti (str. 9) v tomto ohledu.

2. Dalsi otazky se tykaji vyskytu ¢ervenych skvrn na potravindch nebo hostiich. Zajimalo by mé, ve kterém ze
svych text(l se Aristoteles zmiriuje o tomto fenoménu. Cervené skvrny na potravindch mohou pravdépodobné
zpUsobovat i jiné organismy, napf. kvasinky rodu Rhodotorula. Pfedpoklada se néco o tom, do jaké miry je za
historicky doloZené fenomény opravdu zodpovédna S. marcescens/S. rubidea? Za nezdarilou vétu povazuji “Za
plivodce podobného zdzraku byla v roce 1823 urcena bakterie Serratia marcescens, nebo drive také Bacillus
prodigiosus” (str. 8). Jde o dobu o pUlstoleti pfedchazejici objevy Pasteura a Kocha (!). Znamena to téz, ze jiz
pred zminénym objevem byla tato bakterie znama pod synonymem Bacillus prodigiosus?

3. Vyznamnym zavérem prdce je konstatovdni, Ze za spousténim zdanlivé komplikovanych a esteticky
pUsobivych jevl stoji hra jednoduchych fyzikéalnich a fyziologickych faktor(. Jde o faktory znamé a
ocekavatelné, at uz jde o chemickou nestabilitu antibiotika nebo zmény v pH rlstového media. Ty jsou u
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fakultativné anaerobnich organismu ze skupiny enterobakterii bézné znamé mikrobiologlim pracujicim

s tradi¢nimi diagnostickymi ptidami obsahujicimi fermentovatelny substrat a acidobazicky indikator. V téchto
pripadech tudiz nejde o sofistikovany a pro urcity organismus specificky typ regulace jako je napf. quorum
sensing (str. 9). Myslite si, Ze jde o vyluény nebo prevazujici charakter morfogen( uplatiiujicich se pfi vyvoji
bakterialnich kolonii? Pokud ano, neni tudiz pochopitelny pohled na morfologii kolonii jako na epifenomén
hromadéni se jednotlivych bakterii?

4.V kapitole 4 se naznacuje, Ze kmen F je auxotrofni a mlzZe revertovat na prototrofii. Pokusili jste se
identifikovat rlistovy faktor za auxotrofii zodpovédny, coz by umozZnilo provadét experimenty v chemicky
definovaném rlistovém mediu bez nutnosti reverze? Byly prototrofni klony s morfologii F po opakovanych
pasazich na komplexnim mediu stabilni?

5. Metoda SIFT-MS (kapitola 5) byla pouZita pro studium interakci mezi kmeny rGznych druhd, u nichz Ize
predpokladat jasné odlisné profily VOC. Byla ziskdna experimentalni data ukazujici na moznost resp. nemoznost
pouZiti této metody k odliseni klon(/morfotypd téhoz kmene?

6. Na str. 21 se uvadi ,, Takto kondiciovany a o Ziviny ochuzeny agar byl doplnén pfiddnim 50 % Zivin ptvodniho
Zivného agaru. Kontrolou predstavuje Cisty agar doplnény na 50 % Zivin standardniho Zivného agaru pomoci
Zivného bujonu (viz. DP autora; str. 72-74).” Jak se tento krok technicky provadi?

7. Prosim o vysvétleni vyznamu spojeni ,,gnotobiologické” (obvykle chapano jako ,germ free”) v pfipadé
interakci mezi bakteriemi (,,germs”).

8. Jak si vysvétlujete kvantitativné vysoky rozdil mezi MIK pro ampicilinu mezi kmeny Serratia F a R?

V Praze, dne 5. 11. 2013
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