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VIZSGALATOK A BALATONI DICEROGAMMARUSOK (CRUSTACEA,
AMPHIPODA) SZENHIDRAT-EMESZTESEVEL KAPCSOLATOSAN

PONYI JENO

Erkezett : 1959. marcius 2.

A balatoni Amphipodikon végzett korabbi vizsgilatok és megfigyelések
(Ponyr 1956, 1957) kimutattak, hogy a Dicerogammarusok 1953-ban a tonak
szinte minden éléhelyén igen nagy tomegben megtaldlhatdk. Balatonba
keriilésiik minden bizonnyal 1950 mdsodik felében torténhetett, amikor a
Limnomysis benedens nevi hasadtlabt rakot betelepitették (WoyNAROVICH
1955). Taplalékuk elsGsorban detritusz (szerves tormelék), melyet nagyobb-
részt végtagjaikkal sziirnek ki a vizb6l. Ennek a tipanyagnak nagy része
celluléz, amely egy vizoldhatatlan, lassan leépiil6, nagy tomegben termel6do
és felhalmozodd poliszaharid. Ezt az anyagot természetes vizeink egyik igen
fontos szénforrasanak tekinthetjik, amely a magasabbrend{i vizinovények,
valamint a planktonszervezetek egy részébi6l szarmaztathaté (FELFOLDY és
F. Kank6 1958). Jelenlegi vizsgélatainknak a célja az volt, hogy eldontsiik,
képesek-e a Dicerogammarusok a celluléz emésztésére, ill. annak felhasz-
nalasara. :

Az irodalom tantsiga szerint a rakok szénhidrit emésztésével kapesola-
tos vizsgalatok kevés kivétellel a folyami rdkon (Astacus) torténtek. Ezen
allat gyomornedvébdl amildz, maltiz, invertiz (KRUGER és GRAETZ 1928,
WIERSMA és VAN DER VEEN 1928, ULrmaxy 1932), tovabba egy hemicelluldz
(BiEDERMANN és MoriTz 1898, BIERRY és GIaga 1912), valamint a lihendz
(JEWELL és LEwis 1918) jelenlétét mutattik ki. Ujabban (RAY és Juriax
1952) egy tengeri dszka (Limnoria lignorum) béltraktusiban mutattak ki
cellulaz enzimet.

A vizsgalatok kevés szdma miatt a fenti fermentek egy részének a jelento-
sége (pl. lihendz) a taplalkozisban egyiltaldn nem ismert, s6t a celluliz
enzim létezését a rikok szervezetében kétkedéssel fogadjak (BIEDERMANN
és Morirz 1898, BUDDENBROCK 1956).

A vizsgalatok moédszerei és a kisérleti anyag elokészitése

A Dicerogammarusok béltraktusaban jelenlevé cellulaz enzim kimutata-
sara lényegében kétféle mdédszert alkalmaztunk. Az egyik a cellulézbontis
(aktivitds) mértékének mérésébll, a mdasik annak bomlésabdl szadrmazd
glukézviltozas vizsgalatabol allt.

1. Az Gn. celluléz-aktivitds mérés nem tjkelet(i, mert mar meglehetGsen
régen hasznéljik talaj, tragya stb. celluléztartalom-valtozasanak vizsgalatira
(BArRTHEL és BENGTSsoN 1924, STEINER 1931). Ezek a mddszerek lényegében
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kétfélék, ugyanis vagy a celluléz hozziadisa utin keletkez CO,-t (FsoDOROV
1952, WaRsMAN 1926), vagy pedig a vizsgidlandé anyagban elhelyezett szfirs-
papiresik stlycsokkenését mérik (RuBENTSCHIK 1928, BAIER 1936, KUzNIAR
1956 stb.). Ujabban (MARKUSNE 1954, FELFOLDY és F. KALr6 1958) a vissza-
maradt celluléz mennyiségét antron reagenssel hatarozzik meg.

A mi vizsgdlati médszeriinket a fenti szerzk alapjan ugy allitottuk
0ssze, hogy lehetdleg egyszerii, gyors és megkozelitGleg pontos legyen, miutin
— eltekintve a folyamatok finomabb részleteitél — csupdn a cellulézbontéis
tényét probaltuk igazolni. Az aktivitds mérésére celofant hasznaltunk, mivel
az konnyen beszerezhetd, viszkézus eljarassal késziil, a tulajdonsiga és ming-
sége azonos, a kisérletek végén veszteség nélkiil moshatd, tisztithatd stb.
(MARgUSNE 1955). Kb. 20 mg-os csikot (48 6ran at exszikkatorban tartott,
4 tizedes pontossiggal lemért) tettiink ki a vizsgilt anyag hatdsinak, majd
bizonyos idé elteltével (6 nap) megfeleld tisztitas (desztillalt vizes fiirddk,
leecsetelés) és szaritas (levegén szaritas + 48 6ra exszikkator) utdn analitikai
mérleggel visszamértiink.

A vizsgélati anyagot a kovetkezoképpen készitettitk el : Megfeleld
szamu (5—20—25) 4llatot homogenizaltunk, majd gumidugéval elzart 100
ml-es ERLENMEYER-lombikokba mostuk &t kiillonboz6 pH-ra beéllitott puffer-
keverékkel. A baktériumok elszaporodisinak meggitlasira toluol kezelést
alkalmaztunk. A vizsgilatok alkalmaval egyediil a citromsavas-foszfatpuffert
hasznaltuk, mert abban gyorsabb a celluléz bomlisa, mint pl. az acetat-
pufferban (MARKUSNE 1955). Ez valészintileg Osszefiigg azzal az éaltalinos
tapasztalattal, hogy az oldhaté foszfittartalom névelése a kedvezd foszfori-
zélasi feltételek miatt fokozza a celluléz bomldsat. Az inkubdlds 28 C°-on
tortént.

2. A celluléz bomlisabdél szarmazé glukédzvaltozas vizsgilatinil az
anyag el6készitése lényegében megegyezik a fentiekkel. A kiilonbség csupin
annyi, hogy egyrészt az allatokat erre a célra megfeleld késziilékben 48 oraig
éheztettiik — ugyanis ennyi id6 alatt a hepatopankreaszban levd glikogén
teljesen eltiinik, igy az abbdl felszabadulé glukéz nem zavarja a vizsgalatot —,
masrészt a celofancsik helyett szlirépapir darabkdikat helyeztiink a készit-
ménybe. A kontroll esetében a szlir6papir berakésat mell6ztiik. A celluléz-
bontéds helyének megallapitisa érdekében kidolgoztunk egy viszonylagosan
gyors és jol bevalt preparaldsi mddszert, melynek alkalmazisiaval konnyfi-
szerrel ki tudjuk venni az allat testébdl a bélesatorndt és az azzal osszefiiggd
majesovet anélkiil, hogy azok megsériilnének. A bélcsatorna és a majesovek
szétvalasztisa utdn a vizsgilati anyagot a fentebb elmondottak szerint
készitettiik eld.

A 2. pontban leirt készitmények mindegyikébdl id6koézonként azo-
nos mennyiségli anyagot vittiink papirra, a szabad glukéz meghatirozasa
céljabol. : ‘

Kiegészitettiik vizsgalatainkat még frissen gytijtott, éheztetett (20 6ra),
valamint éheztetett (20 dra) és utdna (20 érin keresztiil) tiszta cellulézzal ete-
tett allatok szabad glukézvaltozasinak vizsgalatival is. A megfeleld el6készités
utan 709%,-os alkoholban konzervéltuk azokat, majd homogenizalést és tobb-
szori centrifugalast, valamint ismételt alkoholos dtmosést alkalmazva papir-
kromatografikus eljirdssal vizsgiltuk.

A glukoéz vizsgalatat 4ltalinosan ismert médszer szerint (CRAMER 1954,
LiNnskENs 1955) butanol-etanol-viz (4 : 1 :5) olddszerrel, az el6hivist pedig
acetonos AgNO, oldattal végeztiik.
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A vizsgalatok eredményei

A Dicerogammarus cellulézbonté képességét tanulmanyozva lényegében
hasonlé lefutdsti gorbét kaptunk (1. dbra), mint MARKUSNE (1955), aki a
esigikon végzett hasonld vizsgilatokat. A t6bb mint 10 kisérleti sorozat

%

1. dbra. A Dicerogammarus cellulé6zbonté képessége kiilonbozé pH-ja foszfatpufferben,
a celofanbomlas 9% -aban
Abb. 1. Zelluloseabbauende Fahigkeit des Dicerogammarus in Phosphatpuffern von
verschiedenem pH, im Prozentsatz des Zellophanzerfalles

eredménye azt mutatja, hogy a vizsgilt allatnadl a cellulézbonté képesség
optimélis pH-ja 5,25—5,5 kozott van és a bevitt celofan mennyiségének meg-
kozelitéen 30%,-a bomlik le.

A glukéz vizsgilatok elsd részének eredményeit a 2., 3., 4. dbra szemlél-
teti. A 4-es pH-ra‘beéllitott készitményeknél a glukéz foltsornak csak kis
intenzitastt novekedése allapithaté meg, az 5,5 pH-nal a legerdsebb, mig a
6,5 pH esetében mar nem beszélhetiink foltsorrél, mert az els6 6raban
tapasztalt glukézképzidés utan a tovabbiakban az csak nyomokban mutat-
haté ki. Mindhdrom esetben tapasztalt viszonyokat a foltok nagysiginak
osszehasonlitdsa igen j6l szemlélteti (1. tdblazat).

1. tdbldzat

id6 1h 13h 26h 37h 51h
pH
4 0,8 ecm? 1,8 em?2 2,7 cm?2 3,1 ecm? —_
515 1;3 3 3,2 3 3:8 EE) 4:8 E2) 5;1 sz
6,5 3,2 — = — —

A kontrolok teljesen negativ eredményt mutattak.

Ha ezen adatokat, ill. eredményeket Osszehasonlitjuk az 1. dbrdn szem-
16ltetett vizsgalatokkal, akkor minden kiilonosebb magyardzat nélkiil érthetd,
hogy az 5,5 pH-ju készitményekben a glukéz novekedése, helyesebben kép-
z8dése a legnagyobb, mert ezen pH feltételek sziikségesek a celluldz enzim
optimalis m{ikodéséhez. A kapott foltsorok tehat egyediil a celluléz lebonté-
s4bdl szdrmaznak.
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A celluléz bontdsidnak ténye azokhbdl a kisérletekbdl is kittinik, amikor
a frissen gyfijtott, az éheztetett, valamint ugyancsak éheztetett, de utdna
tiszta cellulézzal etetett 4llatoknél a szabad glukézt megvizsgiltuk. Erre a
célra a Dicerogammarus mellett a Gammarus roeseli-t is felhasznaltuk. Mindkét
allatndl a 20" éhezés alatt a szabad glukéz megkozelitGen a felére csokken,
tiszta cellulézzal etetve ujra felemelkedik elérve kb. a normal allatnal tal4l-
haté6 mennyiséget (5. dbra).
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5. dbra. Gammarus roeseli és Dicerogammarus villosus szabad glukéz tartalma normaél,
éheztetett, valamint éheztetett és uténa tiszta cellulézzal etetett allatoknal

Abb. 5. Freier Glukoscgehalt von Gammarus roeseli und Dicerogammarus villosus bei
normalen, bei hungernden sowie bei hungel’"lr‘lden und nachher mit reiner Zellulose gefiit-
terten Tieren

Tovabbi vizsgilataink sordn megillapitottuk a bontési folyamatok
helyét, ugyanis erre nézve 3 lehetGség adédott : a bélesatorna, a méijesovek
vagy mindkettd. A bélesatornabdl elcallitott készitmények glukézkeletkezés
szempontjiabol teljesen negativok voltak, mig a méjesovekbsl készitetteké
igen szépen mutattak a névekvé foltsort (6. dbra). A cellulézbontési folyama-
tok kétségteleniil az utébbiban jatszédnak le.

Az eredmények megheszélése

Véleményiink szerint elegend6nek latszanak ezek a tények annak a
bizonyitasara, hogy a vizsgalt dllatok képesek a cellulézt bontani. Ez azért is
volt fontos, mert egyes kutatéknak az a nézete (BIEDERMANN és MoRITZ
1898, OpPENHEIMER 1925), hogy a rédkokban csupin hemicelluldz talalhaté.
Az ujabb kutatdsok (RAY és JULIAN 1952) egy tengeri dszkdban (Limnoria),

6 Tihanyi Evkényv
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a mi vizsgalataink pedig az Amphipodikhoz tartozd Dicerogammarushan
igazoljak a cellulaz jelenlétét.

Az enzim eredetére vonatkozélag a buvéirok allasfoglaldsa igen kiilon-
boz6. FLORKIN és Lozer (1949) kutatdsaik alapjin azt a nézetet valljak,
hogy a cellulaz minden esetben bakterialis eredetti. Ray és Jurianx (1952)
szerint, az dltaluk vizsgdlt Limnoria lignorum énmaga, a mikroorganizmusok-
t6l fiiggetleniil képes a szébanforgé enzimet termelni. Megemlitjiik, hogy ezzel
kapcsolatosan is végeztiink vizsgialatokat, azonban az eddigi adatokat nem
taldljuk elegenddnek a kérdés eldontéséhez.

Ugy gondoljuk, hogy az ilyen irdnya vizsgilataink fontos kiinduldsi
alapot szolgéltatnak arra vonatkozélag, hogy a rekuperild szervezetek milyen
szerepet toltenek be a vizi élettérben lejitszodé bonyolult atépiilési folya-
matokban. A kés6bbi kutatésaink olyan lehetdségekkel kecsegtetnek, melyek
szerint fényt derithetiink arra vonatkozdlag, hogy ezek az édllatok mennyi
collulézhoz kotott energiat képesek pl. a Balaton szamdra visszamenteni
(rekuperdlni). Mindenesetre azt mar tudjuk, hogy 100 db 4llat (é16stlyban 66 g)
enzimje 6 nap alatt — in vitro — 13—14 mg tiszta cellulézt képes elbontani.

ﬁsszefoglalés

Az Amphipoda rikokhoz tartozé Dicerogammarus villosusrél megillapi-
tottuk, hogy képes cellulézt bontani. Ennek bizonyitésa celluliz-aktivitas
méréssel, tovabbid a celluléz lebontésibél szdrmazéd glukéz kimutatisival
tortént. -

Az enzim legaktivabb 5,25—5,5 pH mellett.

A bontasi folyamatok a hepatopankreaszban zajlanak le.
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UNTERSUCHUNGEN AN DICEROGAMM ARUS ARTEN (CRUSTACEA, AMPHI-
PODA) AUS DEM BALATONSEE BEZUGLICH DEREN KOHLEHYDRATEN-
VERDAUUNG SR

Jendé Ponyi

Zusammenfassung

Beziiglich des, zu den Amphipoden Krebsen gehérigen Dicerogammarus villosus
wurde festgestellt, dass er imstande ist, Zellulose abzubauen. Der Beweis hiefiir wurde
durch Zellulose-Aktivitits-Messungen sowie durch den Nachweis von, aus dem Abbau
von Zellulose herstammender Glukose erbracht.

Das Ensim ist bei 5,25—5,6 pH am meisten aktiv.

Die Zersetzungsvorginge erfolgen im Haepatopankreas.
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