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Bediich Pokorny:

O ZTRAVOVANI CELLULOSY U XYLOPHARNICH LAREV
NEKTERYCH COLEOPTER.

(Z laboratofe ustavu pro systematickou zoologii Karlovy university v Praze.)
Cellulosa jest sloZity polysacharid, ktery jest v organické ©iSi na nadi
zemi rozsifen vice, nez si uvédomujeme. Na pf. mnozZstvi CO,, které jest va-
zano na cellulosu, se odhaduje na 1100 biliont kg. Jest tedy v tomto mnoz-
stvi nejdulezitéjsi organickou latkou a jest proto velmi vyznamné, Ze toto
mnozstvi podléhd opét rozkladnym procestim. _

Nejvétsi podil na tomto rozkladu maji rostlinné organismy, bakterie a
houby. Jak veliky podil na ném maji Zivocichové, jest doposud maélo znidmo.
Znédme sice mmozstvi zvitat, kterd piijimaji cellulosu v podobé rostlinnych
vliken v potravé nebo ve dievé, ale jest dosud jen v malo piipadech bezpecné
zjisténo, do jaké miry mohou ztravovati takové cellulosni kostry. U bylozrav-
cti, ktefi nemaji schopnosti rozrusovati ve svém stfevnim traktu cellulosni
struktury, nastivd pouze extensivni vyuZiti potravy, nebot mohou ztravovati
jen obsah téch bunék, které byly nakousnuty, takze velika Cast potravy pro-
chazi stfevnim traktem nevyuzita. Neéktefi ZivoGichové maji v zazivacich sou-
stavdch rtzné mikroorganismy, které jim rozkladaji cellulosni substance na
nizsi molekuldrni slouceniny, které pak mohou byti vstfebany stfevnimi buii-
kami, Tak na pf. ve stfevé termitd jsou to bidikovei, u pFezvikaved celd Fada
mikroorganismt. Nélezi tedy schopnost rozbourdvati molekuly cellulosy t&mto
mikroorganismtm. Jind zvifata maji k tomu specificky ferment-cellulasu.

U bezobratlych se existence cellulasy v jejich stfevé difve vesm&s popi-
rala. Prvni skupinou, u niz byl tento ferment bezpeén& zjistén, byla Mollusca.
Dokézali jej nejprve Biedermann, pak Bierry a Giaja, ale hlavng
Karrer u r. Heliz. Pozdgji jej nalezli Dore a Miller u Teredo na-
valis.

Velmi zajimavou skupinou v tomto ohledu je hmyz, o jehoZ ztravovani
dfeva jest dosud velmi malo zndmo. V této praci vimneme si xylophagnich
larev nékterych nagich broukf a ukéZeme, v Gem spocivéd jejich schopnost roz-
kladati cellulosu. .

Takovou velikou skupinou fytophagnich Coleopter je fad Lamellicornia.
Ponravovité jejich larvy Zivi se trouchnivéjicim dfevem raznych listnatych
stromti, nékdy trouchem promiSenym s humosnimi ¢isticemi, nebo i zd¥evna-
tujicim, spadalym jehli¢im. Chceme-li zjistiti, zdali néjaka larva ztravuje cel-
lulosu, musime provésti peclivou analysou srovndni cellulosniho obsahu dfe-
va, které larva Zere, a jejiho trusu. V ném pak stanovime procentudlni Gbytek
cellulosy.

Z tohoto hlediska konal W, Ripper pokusy s larvou Lucanida — Dor-
cus parallelopipedus L. Larva mikroorganismy. B uchner nazyvd tyto atva-
ry »Girkammern« a domnivéd se, Ze mikroorganismy v nich obsaZené mohou
ptisobiti na cellulosu. Aviak analysa dfeva a trusu ukdzala negativni vysle-
dek; taktéz zaporné dopadla zkoufka na specificky ferment. Proto s nejvetsi
pravdépodobnosti tato larva mneni schopna vyuzivati cellulosy.

Déle konal Ripper tentyZ pokus s larvou druhu Osmoderma eremita,
Scopoli, kterd Zije v odumfelém dievé lip, topolii, vrb a ovocnjch stromd.
Tato larva se obzvlasté dobfe hodi k studiim o fysiologii trdveni, pondvadz
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mé mnoho stievni #tavy a zvldsté veliké ony rektdlni roziifeniny. Avsak ani
tu nebylo lze dokdzati n&jaky specificky ferment. Proto v téchto rektélnich
Atvarech ned&je se rozklad cellulosy v takové mife, kterd by prichazela pro
zvife v tivahu. To tedy odporuje Buchnerov& hypothese o vyznamu jme-
novanych rektalnich rozsifenin.

Podobnym zpfisobem jako larva Osmodermy Zije larva nosorozika —
Oryctes nasicornis, Lin. Samitka klade vajicka do trouchu dubovych pafezi
a larva Zije tu aZ do zakukleni. Zere obyCejné trouchnivéjici dfevo, nebo pidu
promigenou s rostlinnymi soutdstkami. Casto se vyskytuje Gryctes také v t¥is-
le, nebo v hromaddch kompostu. Organické soucdsti potravy tedy poztistavaji
z odumielych, v&tsinou dfevitych, Fasteéné jiz tlejicich €asti rostlinnych, Té-
mito ldtkami nemohlo by se zvife uZziviti, kdyby nemé&lo moZnost ztravovati
hlavni soucast této potravy — cellulosu. Zéhadou ovSem zlstdvd, jakym zpth-
sobem si larva obstardvd potiebny dusik. Rozkladem cellulosy vznika cello-
biosa a glukosa, nikdy se ale nemohou p¥i tomto pochodu tvofiti albumosy
nebo aminokyseliny, z nichZ by Zivo¢ich budoval své télesné bilkoviny.

V tlustém st¥evé larvy nosorozika nachdzime Getné malé Flagellaty, vldk-
na plisni, nékdy kvasinky, ale hlavng veliké mnoZstvi pohyblivych i nepohyb-
livych bakterii, které mohli bychom snad uvadéti v souvislost s vyuZivdnim
produktii cellulosniho rozkladu.

Nejlépe byla v tom ohledu prostudovdna zdsluhou Wernerovou
larva zlatohldavka — Potosia cuprea Fbr. Larva tato Zije v kupdch lesniho
mravence — Formica rufa a Zivi se tu zdfevnatélymi, odum¥elymi jehlicemi,
jimiz jsou tyto kupy tvofeny. Analysy potravy a trusu ukézaly znaény tbytek
cellulosniho obsahu a s nejvétsi pravdépodobnosti bylo tu poéitino na spolu-
ptsobeni mikroorganismd.

Tlusté stievo larvy jest velmi bohaté mikroorganismy. Mezi nimi pfe-
vlddaji jemné Gramm-negativni tyinky, nékdy zakFivené. V mesodeu se na-
1ézaji tyto bakterie jen ojedinélé.

Abychom dokézali, zdali tyto bakterie mohou napadati cellulosu, jest
tfeba je péstovati mimo télo zvifete na Cisté cellulose. K tomu téelu bylo udid-
nc nékolik method pro anorganické kultury, na pf. Khouwinem, ale nej-
lépe se osvedéil zptsob udany Omelianskim. Tato anorganickd Zivni
puda pozistivd z 1 gr K, HPO,, z 1 gr (NH,), SO,, z 0.5 gr. MgSO, a
z trofky soli rozpusténé v 1 1 vody. Pramenem cellulosni vyZivy jsou tu preui-
ky jemného filtraéniho papiru. Takovéto Omelianskiho kultury byly
oznatovany obsahem z tlustého stfeva larvy a chovdny za nepFistupu vzduchu
pii teploté 37° C. Asi za tyden vzniklo v kultufe prudké vyvijeni plynu, které
trvalo asi 50 dni. Za tuto dobu se vytvofilo z 1 gr filtraéniho papiru 112 ccm
plynu, pfi ¢emZ se filtra¢ni papir Gplné rozlozil. Vldkna filtradniho papiru
byla béhem kvaseni husté pokryta bakteriemi, mezi nimiz pfevlddaly Gramm-
negativni tyCinky s ovdlovymi sporami. Pienosem vliken takového rozloZeného
filtraénfho papiru byly zaloZeny subkultury. Inkubaéni doba, t. j. doba od
naockovani az k vystupovani prvnich plynovych bublin, byla stile delsi.

Do tohoto pravé popsaného zivného roztoku bylo pfidino trochu rozstrou-
hané k¥idy, aby se neutralisovaly kyseliny, tvofici se p¥i kvaSeni. V kultu-
rach, v jichZ Zivném roztoku nebylo kiidy, bylo kvaSen{ velmi slabé, nebo se
viibec neobjevilo. Roztok mél pFi tom kyselou reakci, Wermner urcil v ziv-
ném roztoku kultur bez k¥idy p H = 5.6—6, kdeito pied poditkem pokusu
bylo v tomto roztoku p H:=7.1—7.2. V alkalickém roztoku bylo lze pozo-
rovati kvaSeni filtraéniho papiru jen tehdy, nebylo-li p H vySsi nez 8.3. Zkva-
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Sovéani filtraéniho papiru smési bakterii ze stfeva Potosie postupovalo stejné
za piistupu vzduchu jako za anaerobnich podminek. Tepelné optimum pro
rozklad lezi mezi 33°—37° C. _

Aby Werner zjistil, jak ptisobi smés téchto bakterii na cellulosu z &sti
zdfevnatélou, jakad jest pravé v jehlicich, jimiZ se larva Zivi, naotkoval stfev-
nim obsahem larvy misto filtraéniho papiru vysuSeny a sterilisovany substrat
mravendich kup. Po 2—3 dnech se poCal v kulturdch vyvinovati plyn a kva-
Seni trvalo asi 2—38 tydny, aniZ by bylo tak prudké, jako pIi pouziti filtrag-
niho papiru. Také naotkovanim filtraéniho papiru Cerstvym trusem larvy byl
vyvolan rozklad cellulosy.

Praveé popsané pokusy byly kondny se smési bakterii ze stfeva larvy. Bylo
nyni t¥eba vysvetliti otdzku, zda vSechny bakterie se ztcastiiuji cellulosniho
kvageni, nebo zda bylo vyvoldno jen jednim druhem za spolupiisobeni nékte-
rych jinych bakterii. V zivném roztoku bylo lze zjistiti nékteré zndmé druhy,
jako Bactertum coli a Bacteriusn megatherium, o nichZ s jistotou vime, Ze
nedovedou rozkladat cellulosu,

Po velkych obtizich podafilo se konetné Wernerovi isolovati z této
smsi samotné bakterium rozklddajici cellulosu, jeZ nazval Bacillus cellulo-
sam-fermentans. On také zjistil, Ze v kulturdch Omelianski-ho se roz-
mnozuji nejprve vlastni cellulosni bakterie a teprve, kdyz nastal rozklad cel-
lulosy, mohou se vyvijeti ostatni privodni bakterie, které se Zivi | rdvé témito
rozkladnymi produkty. Ze tyto pruvodnl bakterie podporuji a urychlujl cel-
lulosni kvageni, jest vidéti z toho, Ze rozklad vyvolany ¢istou kulturou Bacillu
cellulosam-fermentans jest méné intensivni a déle trva, neZ kdyZ naotkujeme
filtraéni papir Cerstvym obsahem stfeva.

Isolovany bacillus jsou Gramm-negativni, tzké, mnohdy slabé zakTivené
tyéinky, 1.5—4 u dlouhé a 0.5—0.7 u Siroké. P¥i tvofeni spér se tyGinky
prodluzuji a dosabhuji mnohdy az 7 p délky. Spéry maji pak tvar ovalnych
palitek. Bacillus cellulosam-fermentans, Werner jest obligdtn& anaerobni, je-li
viak smifen s aerobnimi privodnimi bakteriemi, mtZe rusti i za p¥istupu
vzduchu. Neroste na obvyklych zivnych ptidich a napada jen cellulosu za tvo-
Teni CO, a H, ‘

Bacilus tento mé jistou podobnost s Bacillus cellulosae-dissolvens, Khou-
wine a' s bakteriemi, které popsal Omelianski jako bacil kvaSeni vodi-
kového a methanového a které se nachdzeji v Fiénim bahne, v hnoji a ve stfevé
bylozravei.

Jest nyni otdzka, na co se cellulosa pfi bakterlelnlm kvaseni rozklada,
aby mohla byti resorbovéna sténou stievni. Skrob byl dokézén jen velmi z¥id-
ka, a to v téle bakterii,nikdy ne v dutiné stfeva. Byl by také pro zvife neztra-
vitelny, ponévadZ postradd amylasy, Zkougka na rizné cukry dopadla taktéz
negativné. Je jasné, Ze i kdyby se rozklad cellulosy dal pfes n&jaky cukr, byl
by tento velmi téZce dokazatelny, anebo vibec nedokazatelny. Viechny pro-
dukty cellulosniho rozkladu, jak bylo vySe uvedeno, se ihned spotfebuji na
vyménu latek pravodnich bakterif. RozmnoZovaci schopnost t&chto bakterii
jest tak velika, Ze se jejich pocet vidy pFizplsobi pfitomnym Zivindm, a proto
neni tu prebytku produktd, vznikajicich rozkladem cellulosy. Na zikladé
toho nemfize Zivodich resorbovati bezprostfedné vytvofeny cukr a ztravovéni
cellulosy se nemiize diti timto zpisobem.

U pravé popsanych druhdéi byl rozklad cellulosy podmindn pFitomnosti
mikroorganismi v jejich stfevnim traktu. Ale u larev ngkterych xylophag-
nich Coleopter lze dokédzati ferment, pfimo §tépici tento polysacharid. Tak
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konal Ripper pokusy o ztravovani dfeva u druhu Xestobium rufovillosum
Deg. z Geledi Anobiidae. Larvy tohoto druhu Ziji ve dfevé listnatych stromd,
bukf a dubl. Maji ve sténé stfevni velké mycetocyty, v nichZ ziji symbiotické
kvasinky. Analysa dfeva a frusu udala znaény tbytek cellulosnfho obsahu.
Proto tu Ripper nepochybuje o pritomnosti fermentu-cellulasy.

Zkougime-li stfevni §tdvu na pritomnost cellulasy, musime z ni nejprve
centrifugovdnim odstraniti €dstecky dreva, mikroorganismy a buiiky stfevni
a pak peclivé filtrovati, Musime také dbati toho, aby se do ni nedostaly jiné
mikroorganismy S§tépici celullosu. Pritomnost cellulasy pak dokdZeme nésledu-
jici mikromethodou: na vybrouSené, sterilisované podlozni sklicko poloZime
zmrzlé fezy néjaké rostlinné tkdné. Na né vneseme kapku filtrované, mnezfe-
déné stfevni stdvy, priddme malou kapicku toluolu a vSe pokryjeme sterili-
sovanym krycim sklickem. Cely tento preparat vlozime do vlhké komtrky,
v niZ jsou pary thymolu a v8e potom do thermostatu chovaném pii teplotd
30—37° C. Pritomnost cellulasy se projevi rozruSenim bun&énych stén, = kte-
rych zbudou posléze jen zdfevnatéld vlakna. PY¥i vétSim mnoZzstvi stfevni stavy
lze pouzivati jako podkladu pro pokus jemného filtraéniho papiru nebo ba-
vlny, pFirozené to cellulosy. '

Touto methodou byly kondny pokusy o fysiologii trdveni u larev velké
celedi phytofagnich Coleopter — u Cerambycidd. Vhodnym objektem k tomu
byla larva velikého tesatika Cerambyz cerdo Lin. VySe popsanou mikrometho-
dou dokdzal Ripper ve stfevé této larvy piitomnost enzymu Stépiciho cel-
lulosu. On ué&inil i kvantitativni pokus. P¥i teploté 32° C nechal piisobiti peé-
livé filtrovanou a odstfedénou stfevni §tdvu na prouZek sterilisovaného fil-
tra¢niho papiru. Zdroven zaloZil stejny pokus s nezfedénou &tdvou ze stfeva
Helixe, Po 50 hod. se v obou pokusech filtraéni papir rozlozil ve vldkna.
Kdyz zvazil cellulosu po pokuse, zjistil Cerambyx cerdo tGbytek o 4%
proti 9 u Helixe. Pfed pokusem i po ném musi se ovSem zjistiti nepFitom-
nost bakterii.
~ Vysledky mikromethody, rozklad filtra¢niho papiru, vahové stanoveni
Ubytku cellulosy a konetné vytvofeni osazonu bezpeénd ndm dokazuji p¥itom-
nost cellulosy.

Larvy rodu Leptura a r. Ehagium maji ve svém stfeveé ho;]ne mikroorga-
nismy. Lalvy tyto nachdzime hojné v pafezech, jejichZ dievo po¢ina trouchni-
véti. Mél jeem svého Gasu k disposici hojné larev druhu Rhagium bifasciatum
Fbr. Pritomnost symbiontd a bakterii v jejich stfevé vedla mne k domnénce,
zda nepoméhaji zvifeti v rozkladu cellulosy. Naotkoval jsem profo prouzky
filtra¢niho papiru v Omelianski-ho anorganickem Zivném roztoku s kii-
dou obsahem stfeva larev a choval tyto kultury p¥i rfizné teplots, jez ale me-
piesahovala 37° C. Ale jak v kulturach aérobnich, tak v kulturdch chovanych
za nepfistupu vzduchu nemohl jsem ani po 60 dnech pozorovah nejmensiho
rozkladu. NejvySe nastalo tu slabé zhn&dnuti filtragniho papiru tam, kde se
dotykal povrchu tekutiny. Mezi tim publikoval svou praci W, Ripper, v niZ
ve stievé larev r. Leptura a Rhagmm dokézal mikromethodou i quantltatlv-
nimi pokusy cellulasu. Nélezi tedy ji ukol rozklddati cellulosu, ne p¥itomné
mikroflo¥e, coz potvrzuje mé pokusy.

Stejny pokus se stfevni mikroflorou jako u r. Rhagium konal Jsem
s larvou velikého tesaiika — Ergates faber Lin. Mohutné. jeho larva Zije
v hnijicim vlhkém dfevs borovych pafezi. Filtraéni papir v rourkdch jsem na-
ockoval jednak obsahem proctodea, jednak obsahem mesodea a choval opdt pti
riznych teplotdch. AvSak ani tu nenastalo kvaSeni filtra®niho papiru. Pong-
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vadZ jsem nemél dostatek larvového materidlu, nemohl jsem v téchto pokusech
pokracovati.

Pritomnost cellulasy dokdzal déle Falk ve stfevé larvy druhu Hylotru-
pes bajulus Lin.

7 tohoto ptehledu jest patrno, Ze celé Fadé hmyzi, ktef{ jsou méné pfi-
zpiisobeni k Zrdni dfeva, chybi enzym stépici cellulosu, zatim co jiné hmyzi
larvy, vice specialisované na dfevitou potravu, maji cellulasu. Ve stfevé téchto
hmyzt nalézdme déale proteasy a lipasy, aby mohli &tépiti bilkoviny a tuky,
které jsou obsazeny v kazdém dievé, Nizké, rozpustné cukry mohou byti snad-
no resorbovany sténou stfevni. Ale jakou mérou mohou byti vyuzity hemicel-
lulosy, neni dosud dostateéné vysvétleno. Obsah hemicellulos jest v rtznych
dfevech odligny. D¥evo stromt jehliénatych obsahuje vice hexosanu, ale méné
xylanu, nez dfevo stromt listnatych. Cellulosa jest pfistupnd jen nékterym
skupindm hmyzim, z nichz z broukd lze doposud jmenovati Lamellicornia,
Cerambycidae a Anobiidae. E

Résumé.

Le présent travail est consacré & Détude de la digestion, chez les larves
xylophages, de quelques-uns de nos Coléoptéres. Il faut noter que I’étude du
problgme en tant qu’il s’'agit des Insectes en général, n’est actuellement
qu'au stade de début et toute une série de questions reste encore & résoudre. Le
bois est en effet une substance tres pauvre en maitieres nutritives, notamment
lorsqu’il est en putréfaction ou déja pourri, Chaque espgce de bois contient
des protéines et des graisses mais les hydrates de carbone dans une forme di-
rectement absorbable y font défaut. La cellulose dans ce cas se présente com-
me le seul polysaccharide composé de sorte que le probléeme de I’alimentation
par le bois se réduit & celui de savoir comment les insectes en question décom-
posent la cellulose pour la rendre absorbable par les cellules intestinales.

Certaines larves d’insectes hébergent dans le tube digestif divers micro-
organismes qui décomposent la cellulose en combinaisons moléculaires infé-
rieures. Chez d’autres la tdche en question revient a un ferment spécifique qui
disloque directement la cellulose — la cellulase. '

Dans la premiére catégorie nous devons ranger les Lamellicornes. En ce
qui touche ce groupe les expériences portant sur la digestion ont été faites par
W. Ripper avec les larves des espgces suivantes: Dorcus parallelopipedus
L., Osmoderma eremita Scopoli, Oryctes nasicornis Lin. ainsi que par Wer-
ner qui expérimenta avec lespéce Potosia cuprea Fbr. Chez les trois pre-
mieres espgces on trouve dans le tube digestif de nombreux microorganismes
symbiotiques se trouvant soit librement dans la lumiére de Dintestin, soit
agglomérés dans les formations spéciales (»Gérkammern« — Buchner). Chez
Dorcus parallelopipedus il n’a pas été possible de prouver la dislocaticn de la
cellulose, chez Osmoderma et Oryctes le processus en question était peu pro-
noncé. Chez la larve de Potosia suprea la dislocation de la cellulose est condi-
tionnée par la présence de bactéries dans le tube digestif. Wermner a cultivé
ces bactéries en dehors du corps de l'animal, dans le milieu nutritif anorga-
nique d’Omelianski (Ig K, HPO,, Ig [NH,],S0O,, 0.5g M g8 O,, traces
de sel de cuisine) avec de la chaie. En qualité de source de cellulose l'auteur
s’est servi de bandelettes de fin papier a filter. Une semaine aprgs 1 ensemen-
sement on a observé dans culture un fort dégagement de gaz durant 50 jours.
Pendant ce laps de temps le papier a filter s’est entiérement désagrégé.
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Werner a réussi 4 isoler du mélange des bactéries en question un bacille
spécial dédoublant la cellulose et auquel il a donné le nom de Bacillus cellu-
losam fermentens. Ce bacille ne prend pas le Gramm et se présente comme un
mince baton formant des spores ovales, C’est un anaérobe obligatoire ne pous-
sant pas sur les milieux de culture ordinaires et n’attaquant que la cellulose
quil disloque avec la formation de C O, et de H,.

A DPheure actuelle nous ne savons encore d'une facon précise quelles sont
les transformations chimiques que subit la cellulose attaquée par les bactéries.

L’intestin des larves de certaines Coléoptéres xylophages présente, outre
les protéases er les lipases, un ferment spécifique pour la cellulose, ferment
nommé la cellulase. W. Ripper en a prouvé la présence chez les larves de
Xestobium rufovillosum Deg. (Anobiidae), et chez celles de Cerambyax cerdo
Lin., Leptura et Rhagium (Cerambycidae).

Joai effectué des expériences avec la microflore intestinale des larves de
Rhagium bifasciatum Fbr. et Hrgales faber Lin. Jai signalé que les micro-
organismes en qustion sont incapables de digérer la cellulose. Cette tiche re-
viendrait donc & la cellulase dont nous devont supposer la présence chez les
espéces en question. L’existence de ce ferment a été aussi prouvée par Falk
dans lintestin de la larve de Hylotrupes bajulus Lin.



