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Abstract

DAPI fluorescent staining was used to record cytomorphological changes in cyanophytes
during the process of digestion by some mosquito larvae. Control cells were red due to
fluorescence of chlorophyll and DNA structures (nucleoids) stained with DAPI emitted strong
bluish light. Morphology of Cyanothece, Cyanobacterium, Merismopedia, and all
Synechococcus strains dramatically changed along the gut. In the foregut, cells did not
apparently differ from control. In the hindgut however, no chlorophyll fluorescence was
observed, cells exhibited weakly bluish or yellowish fluorescence (typical for dead cells) and
no DNA material or polyphosphate granules were observed. However the cells were not
apparently broken (except of Cyanothece). The sequence of degradation of the material was
chlorophyll, polyphosphate granules and DNA structures. In the strains of Arthrospira,
Chroococcus, Microcystis and both Synechocystis strains no fundamental morphological
differences were observed among the cells located in fore- and hindgut.

Uvod:

Kokalni transgenni sinice obsahujici BTI geny (kodujici pro hmyz
toxicky delta-endotoxin) jsou stale perspektivnimi organismy pro hubeni larev
komarii ptendSejicich v tropickych oblastech smrtelnou nemoc — malarii
(PORTER et al. 1993). Dobra stravitelnost sinic pro larvy (uvolnéni toxickych
bilkovin) je zakladnim predpokladem pro dobrou ucCinnost geneticky
pozménénych sinic. Jejich stravitelnost je studovdna bud mikroskopicky
(MARTEN 1986) nebo ristovym testem (THIERY et al. 1991). Prvni metoda je
zalozena na sledovani zmén fluorescence chlorofylu, druha pak na mnozstvi
bungk, které jsou schopny déle riist na agarové plotné.

K odhadu stravitelnosti sinic jsme pouzili fluorochrom DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole), ktery barvi DNA a pifi vysSich koncentracich
polyfosfaty (COLEMAN 1978). Tato metoda umoziuje sledovat zmény v obsahu
chlorofylu, polyfosfati a hlavné v morfologii DNA struktur — tzv. nukleoida
(CEPAK 1996). Sledovali jsme tedy cytomorfologické rozdily sinic, které se
nachazely v predni a zadni ¢asti stieva.



Material a metody:

Larvy komart Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus a Anopheles
stephensi pochdzeji ze sbirky Statniho zdravotniho ustavu v Praze. Piivod sinic
je uveden v Tabulce 1. Kmeny jsme péstovali v Zivném roztoku Z8 (STAUB
1961) pii 25°C a intenzité svétla 10 W.m™. K 10 ml suspenze sinic (10° bungk
na ml) jsme piidali DAPI (kone&né koncentrace 10 ug.ml™") a po dvou hodinach
DAPI vymyli. Pfi takové dobé barveni pronikd DAPI do vétSiny sinic 1 bez
pouziti fixace Ci detergentu. Buiiky pak zlstavaji zivé. 10 komafich larev jsme
umistnili do kadinky s obarvenymi sinicemi. Po 4 hodindch jsme odstranili
sttevo a pozorovali sinice pochazeji zjeho ptfedni ¢i zadni Casti ve
fluorescencnim mikroskopu JENALUMAR (Carl Zeiss Jena, Némecko).

Tabulka 1: Pivod studovanych kment
Table 1: The origin of the investigated strains

Organismus Kmen Puvod

Arthrospira sp. LAPORTE 1963/M-132-2b CCAO N
Chroococcus minor CEPAK 1993/1 I N
Cyanothece aeruginosa B 87.79 SAG S
Merismopedia tenuissima CEPAK 1994/1 I S
Microcystis aeruginosa HINDAK 1971/1 CCAO N
Synechococcus cedrorum B 88.79 SAG S
Synechococcus bigranulatus | KOVROV 1972/8 CCAO S
Synechococcus leopoliensis | KRATZ-ALLEN/UTEX652 CCAO S
Synechococcus sp. CEPAK 1994/3 I S
Synechocystis aquatilis VAARA 1978/CB-3 CCAO N
Synechocystis sp CEPAK 1994/2 I N

I = Izolaty z ryZovych poli /Strains isolated from rice fields (Teluk-Dalam, Indonésie)
CCAO = Sbirka autotrofnich organismi / Culture Collection of Autotrophic Organisms,
Ttebon

SAG = Sbirka fasovych kultur / Sammlung von Algenkulturen (Gottingen, Némecko)

S —stravitelny / digestible ; N — nestravitelny / indigestible

Vysledky a diskuse:

Sledovali jsme cytomorfologii sinic po ¢tyfech hodinach pfijmu ¢tvrtym
instarem larev Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus a Anopheles stephensi.
Vzhled Synechocystis v ptedni Casti stieva (zacatek traviciho procesu) se nelisil
ptiliS od vzhledu bun¢k v stiedni a zadni Casti. Polyfosfaty sice postupné
zmizely a fluorescence chlorofylu nebyla tak jasnd, avSak nukleoidy (DNA)
neseznaly Zadné zmény a bunky byly zfeteln€ neposkozeny. Buiiky v zadni ¢asti
stteva (pfed opusténim larvy) byly Zivotaschopné. Stejny vysledek jsme dostali
v pokusech s Arthrospira sp., Chroococcus minor and Microcystis aeruginosa.



Za vhodnych rastovych podminek (po opusténi stfev) mtze byt chlorofyl stejné
jako zasoby fosforu (polyfosfaty) obnoveny. K tomu vSak nemtze dojit
v pripadé destrukce genetického materidlu.

Zmény cytomorfologie ostatnich kmend byly znacné. V nejnapadnéjSim
ptipadé¢ Cyanothece aeruginosa zmizely polyfosfaty kratce po pozieni (na
zaCatku stteva), fluorescence chlorofylu zesldbla a v bunkach stfedniho stieva
fluorescence vyhasla uplné. Morfologie nukleoidu se ménila pomaleji, ale
v zadni Casti stfeva nebyla viditelna jiz zddna vldkna DNA. Zmény byly
zavrSeny rozkladem bun€k. Osud ostatnich kment uvedenych v tabulce 1 byl
stejny s tim rozdilem, Ze nedosSlo k rozruseni bunék. Rozstépeni DNA bylo tedy
nejnapadnéjsi znakem té€sné pred rozpadem buiiky.

Otazka tedy zni: Co mliZzeme povazovat za znak stravitelnosti bunék
sinic? Myslime si, ze destrukce genetického materidlu je explicitni znak mrtvé
buiiky. Bunky, ze které se pak muze uvolnit delta-endotoxin, pfindsejici smrt
svému hostiteli.

Dalsi otazkou je, pro¢ né€které sinice jsou a jin€ nejsou stravitelne?
MARTEN (1986) uvadi, Ze nestravitelnost fas pifimo souvisi s pfitomnosti
houZevnaté sporopoleninové vrstvy. Jak jsme jiz diive zjistili, tato vrstva,
vyskytujici se u nékterych zelenych kokélnich tas, obecné brani vstupu velkého
mnoZstvi latek ¢ vnéj§ich podnétd do buiiky, véetné napf. DAPI. Rasy se
sporopoleninem (Scenedesmus ¢i Chlorella) jsou velice obtizné barvitelné a je
nezbytné¢ dramatickymi zasahy poskodit sténu bunck (Castecnd desintegrace
bunééné stény zmrazenim, balotinou ¢i hydroxidem). Slozeni bunécéné stény
bude tedy hlavni ptic¢inou toho, zda je ¢i neni fasa stravitelnd. Sinice maji jiné
slozeni bunécné stény nez vysSe zminéné zelené tasy. DREWS & WECKESSER
(1982) uvadi, ze stavba stény sinic je vice mén¢ totozna pro riizné druhy, coz je
v posledni dobé stile ¢astéji vyvraceno (GROMOV et al. 1986, SMARDA et al.
1996).

Zjistili jsme, ze buiitku miZe chrénit silnd slizovita pochva, jak je tomu
v ptipad¢ vlaknité sinice Arthrospira ¢i kokalni Chroococcus. Zbyvajici dva
rody (Synechocystis a Microcystis) vSak sliz nevytvatreji a presto stravitelné
nejsou. SCHWIEGER & JONAS (1977) nalezli u Synechocystis aquatilis S-vrstvu
(krystalickd bilkovinna vrstva), ktera ptedstavuje az 10% podil (MESSNER &
SLEYTER 1988). SMARDA et al. (1996) uvadéji, Zze hexagonalni S-vrstva (p6) je
Casta u rodt Synechocystis a Microcystis. S-vrstva tedy muze byt tou barierou,
ktera zplsobuje rezistenci proti stfevnim travicim enzymim larev komari.
Vedle hexagonalni vrstvy jesté existuje tetragonélni (p4) a strip-latticed S-vrstva
(p2), jejichz struktura je odliSnd od hexagonalni. Vzhledem ktomu, ze
Cyanothece obsahuje p2 vrstvu je pravdépodobné, ze v piipadé S-vrstvy bude
zalezet na jeji struktufe. V literatufe se vSak objevuji kontroverzni udaje.
KHAWALED et al. (1989) udavaji nestravitelnost jednoho kmene Synechocystis,
zatimco THIERY et al. (1991) udavaji stravitelnost rodu izolovaného z mokitadi.
Nasi hypotézu bude tedy nutné dale zevrubné zkoumat.

Ptedbézné se ukazuje, Ze metoda fluorescencniho barveni pomoci DAPI
je perspektivni pro studium stravitelnosti bunék sinic.
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