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Klidové formy zastupci rodu Bacillus, spory, predstavuji
jednu z nejodolnéjsSich forem mikrobu vibec. Vytvareji se ve vege-
tativnich burikdch bacilu jako odpovéd na sniZeni hladiny Zivin
v prostredi. Spory jsou Zivotaschopné po nékolik stovek let. Mno-
hostrannd odolnost spor Jje jiZz 2zndma vice neZ sto let. Trvala
vSak tisicileti, neZ lidstvo pochopilo podstatu mnoha nemoci zpu-
sobenych sporulujicimi mikroorganismy, neZ zjistilo, jak se chra-
nit pred sepsi pri chirurgickych zakrocich, jak se chranit pred
kaZenim potravin, a podobné. VSechny moderni sterilizaéni techni-
ky v chirurgii, potravinarském a farmaceutickém prumyslu,
a v poslednich desetiletich pri sterilizaci téles vysilanych do
kosmu, pouzZivaji stdle bakteridlnich spor jako test-organismi na
i¢innost prislusné procedury. Na druhé strané jsou zastupci rodu
Bacillus téZ vyhodnymi producenty prakticky dulezZitych enzymu,
antibiotik, zasobnich latek, entomocidnich toxinu, atd., a to
pravé v predsporulac¢nim nebo sporulacnim stadiu vyvoje kultury.
Povdlecnd vyroba farmaceutickych preparata, urychleny vyvoj kon-
zervarenstvi, ale i jiné aspekty resistence spor bakterii, si vy-
nutily studovat nejen faze vyvoje vegetativnich bunék bacilu, ale
zvlasté podminek urcujicich vytvareni spor, tedy podminek deter-
minujicich represi genomu vegetativniho a derepresi genomu sporu-
lacniho. O vnitrnich, molekuldrné biologickych aspektech téchto
procesu nebylo v 50. a zc¢asti i v 60. letech nic znamo. Studium
spor bakterii se v téchto letech rozdélilo do dvou hlavnich 1li-
nii. Jednou z nich bylo studium vzniku odolnosti prespor, zraji-
cich spor uvnit¥ sporangii a uvolnénych spor vic¢i chemickym
a hlavné fysikdlnim faktorum, nap¥. vysuseni, enormné vysoké tep-
loté, UV-zareni a x-zareni. Neméné dulezZitou byla druha linie
studia kritické faze vyvoje vegetativnich bunék, kdy uzZz jsou
schopny sporulovat. Fysiologicky stav vegetativni bunky ma& beze-
sporu v1liv na tvorbu plnohodnotné spory se vsemi vlastnostmi re-
sistence. Skutec¢nost, Ze v kulturach za laboratornich podminek
dochazelo ke sporulaci az po mnohondsobném déleni bunék, vedla
k hypotese, Ze. pro tvorbu spor je predchazejici faze vegetativni-
ho mnozZeni bunék nezbytna.

Jistym pokrokem v urceni faze vyvoje, kdy kultura bacilu je
jiz schopna vytvaret spory, byl soubor praci o t.zv. "endotrofni
sporulaci". Experimentdlnim principem téchto praci bylo prevadéni
kultur z konce logaritmické faze rustu, pripadné ze zacatku faze
stacionarni, do destilované vody nebo fysiologického roztoku. Au-
tori, kteri tyto pokusy zahajili, dosli k zavéru, Ze po tomto
ndhlém omezeni exogennich Zivin dochdzi k degradaci preexistuji-
cich makromolekul a k vystavbé makromolekul sporangia ze vznik-
lych stépnych produktu (Hardwick W.A., Foster J.W. 1952 : On the
Nature of Sporogenesis in Some Aerobic Bacteria. J.Gen.Physiol.
35 : 907-927, Hardwick W.A., Foster J.W. 1953 : Enzymatic Changes
During Sporogenesis in Some Aerobic Bacteria. J. Bacteriol. 65 :
355-360, Foster J.W., Perry J.J. 1954 : Intracellular Events Oc-
curring During Endotrophic Sporulation in Bacillus mycoides. J.
Bacteriol. 67 : 295-302). Jind, serioznéjsi prace, vsSak soubéziné
ukdzala, Ze po tomto drastickém nutriénim Soku dochazi k lysi
vétsiny buneék, a Ze vytvareni sporangii Jje vysledkem "kanibali-
smu", tedy vyuZiti Stépu rozpadlych bunék pro vegetativni pomno-
Zeni a naslednou sporulaci u bunék preziv$ich nutriéni stress
(Powell J.F., Hunter J.R. 1953 : Sporulation in Distilled Water.
J.Gen.Physiol. 36 : 601-606). VSechny dalsi prace pak byly zamé-




reny konzervativné na nutriéni depleci v kulturdch aZ v pozdnich
stadiich vyvoje, ktera byla charakterizovdna bud tvorbou zasob-
nich latek (Black S.H., Gerhardt P. 1963 : Endotrophic Sporulati-
on. Annals N.Y. Acad. Sci. 102 : 755-762, Black S.H., Hashimoto
T., Gerhardt P. 1960 : Calcium Reversal of the Heat Susceptibili-
ty and Dipicolinate Deficiency of Spores Formed "Endortrophical-
ly" in Water. Canad. J.Microbiol. 6 : 213-224, Pelcher E.A., Fle-
ming H.P., Ordal Z.J. 1963 : Some Characteristics of Spores of
Bacillus cereus Produced by a Replacement Technique. Canad.
J. Microbiol. 9 : 251-258), nebo objevenim se jakéhosi sporulaé-
niho faktoru (sporogenu) v ur¢ité fazi pozdniho vyvoje kultury
(Srinivasan V.R., Halvorson H.O0. 1963 : "Endogenous Factor" in
Sporogenesis in Bacteria. Nature 197 : 100-101, Srinivasan V.R.
1965 : Intracellular Regulation of Sporulation of Bacteria. Natu-
re 197 : 100-101, Srinivasan V.R. 1965 : Intracellular Regulation
of Sporulation of Bacteria. V knize "Spores III" /ed.L.L.Camp-
bell, H.O.Halvorson/, American Soc. Microbiol., str. 64-74).

Na zakladé molekularné biologickych technik, vypracovanych
v prvé poloviné 60. let v oblasti cytodiferenciace bacilu, se
doslo k zavéru, Ze kazda c¢ast cyklu, tedy postgerminaéni vyvoj,
vegetativni mnoZeni, presporulaéni a sporulaéni obdobi, jsou
presné determinovany tvorbou prislusnych informa¢nich ribonu-
kleovych kyselin. Tyto vysledky byly logické, neotrasly vsak za-
kladni predstavou, Ze sporogenese je uskuteénitelnd azZ po mnoha
délenich bunék. p

Z vlastni prace, ktera se tykala nejen predmétu objevu, ale
téz charakterizace vsSech duleZitych stadii sporogenese, klicéeni
a postgermina¢niho vyvoje spor vcetné rozliseni stadii vyvoje
termo- a radioresistence sporangii (do roku 1965 celkem 27 puvod-
nich praci, viz Vinter V. :"Sporogenese bakterii", doktorska di-
sertaéni prace, Praha 1967) vyplynula zretelné nasledujici fakta.
VSechny zplUsoby kultivace, provadéné na viceméné konvenénich
a definovanych - mediich za optimdlnich podminek, Jjsou umélé
a prizpusobené zajmim mikrobiologu : definovat zmény bunék na vy-
hodnych mediich s vybranymi sloZkami a pouzZivat tato vhodnd media
pro produkci duleZitych metaboliti bacilii. Tento stupenn pohledu
na optimdlni potreby mikroorganismi byl nutny a samozrejmé je vy-
hodny i dnes, protoZe vyhovuje prumyslové praksi ve vsSech oborech
biotechnologie. SoubéZné s touto snahou o maximdlni exploataci
mikroba v prumyslu farmaceutickém, potravindrském a v jinych smé-
rech biotechnologie, ostre kontrastuje skutec¢nost, Ze vime pomér-
né malo o chovani mikroorganismi v jejich prirodnim prostr¥edi, to
jest v pidé. Je to jeden 2z hlavnich divodu, proé vyzkum funkce
a pouziti mikroorganismi v zemédélstvi je dosud prevaziné empi-
ricky. Je 2zndmo, Ze sporulujici bakterie jsou velmi dulezZitymi
slozkami biologického potencidlu v pidé, kde v ekologickém soula-
du s plisnémi, aktinomycetami a dal$imi mikroby uskutec¢rnuji uzi-
teénou preménu vsSech organickych 1latek, které ztratily svou
aktivni funkci, v nové vyuZitelné formé. Aktivni udloha sporulantu
je moZna pouze ve stavu vegetativni buniky. Podminky v ekosystému
pro mnoZeni mikroorganismi jsou prakticky vZdy limitovany hladi-
nou Zivin. Navic se prirodni podminky mohou rychle ménit, na
priklad destém, mrazem, vysusSenim, a podobné. Konkurence s jinymi
pudnimi komensdly o 2iviny v rozpusténé formé na pidnich ¢asti-
cich by za nepriznivych podminek pro sporulanty znamenala, pokud



by nemély ¢as vysporulovat, zanik populace. I kdyZ v loZisku bo-
hatém na rozpusténé Ziviny dojde k prechodnému pomnoZeni bunék
a k nasledné produkci relativné nadbyteéného mnozstvi spor, je
toto "plytvani" tvorbou klidovych a rozmnoZovacich forem, spor,
bohaté vyvazZeno jejich vysokou mortalitou po vykliéeni. Schopnost
bakteridlnich spor vyklic¢it i ve velmi jednoduchém prostredi, na
priklad v pritomnosti nékterych L-aminokyselin, monosacharidu,
adenosinu, atd. (Sussman A.S., Halvorson H.O. 1966, v monografii
"Spores, Their Dormancy and Germination", Harper & Row, Publi-
shers, New York and London, 354 stran), je velmi riskantni biolo-
gicky jev; v plvodnich podminkdch pri ném c¢asto dochdazi zrejmé ke
smrti vétsSiny sporové populace. Postgerminaéni vyvoj spory je to-
tiZz relativné velmi naroény, 2zv1lasté na aminokyseliny a nukleové

baze (Vinter V. 1965 : Commencement of Synthetic Activities of
Germinating Bacterial Spores and Changes in Vulnerability of Cel-
1ls During Growth. V Kknize "Spores III" /ed.L.L.Campbell,

H.O0.Halvorson/, American Soc. Microbiol., str. 25-37, Vinter V.
1966 "Spores of Microorganisms XX. Changes in the Rate of Incor-
poration of Praecursors of Macromolecules During Postgerminative
Development of Bacterial Spores. Folia Microbiol. 11 : 392-398,
Skoda J., Blazkova L., Dyr J., Honzova H., Vinter V. 1967 : Spo-
res of Microorganisms XXII. Inhibition of the Postgerminative De-
velopment of Spores of Bacillus cereus by 6-Azauracil. Folia Mic-
robiol. 12 : 557-561, Primus G., Setlow P. 1975 : Protein Degra-
dation and Amino Acid Metabolism During Germination of Bacillus

megaterium Spores. V Kknize "Spores VI" /Jed. P. Gerhardt,
R.N.Costilow, H.L. Sadoff/, American Soc. Microbiol., str.
451-457/). :

S prihlédnutim k prirozenym moZnostem spory v prirodnim
prostredi pudy bylo nutno najit to stadium postgermina¢niho vyvo-
je spory (depolymerizacéni obdobi, hydratace, elongace bunky), kdy
uz bude schopna po nahlém nutric¢nim stressu vysporulovat. Tento
postup znamenal zasadni rozdil od shora jmenovanych postupu, ve
kterych byla schopnost vytvorit sporu hleddna aZz na konci mnozZeni
bunék. K simulaci prileZitostné dostupnosti Zivin v prostrfedi pro
kli¢eni a postgerminac¢ni vyvoj spory, byla provedena serie poku-
su, Kkteré postupné vedly k predmétu objevu. Cilem priace bylo
zjistit, zda nutriéni stress muZe vést u bunky v postgerminac¢nim
obdobi pouze ke smrti, nebo 2zda se v prubéhu fylogenese mohly
vytvorit téZ Jjiné moZnosti preziti. Pracovnimi modely byly 2za-
stupci druhi Bacillus cereus a Bacillus megaterium a pro jejich
kultivaci byla pouzZita tekutd 2Zivnd media obsahujici baktopepton
nebo kaseinovy hydrolysat (0,3 %), glukosu (0,1 %), fosfat (0,34
% KH,PO,) a stopové prvky (Vinter V. 1956 : Sporulation of Ba-

cill. Consumption of Calcium by the Cells and Decrease in the
Proteolytic Activity of the Medium During Sporulation of Bacillus
megaterium. Folia biologica (Prague) 2 : 216-226). Kultury byly

pri 30 ©c vzdusnény na trepac¢ce. Jednou z cest jak simulovat nu-
triéni 1limit bylo zfedovani tohoto media (5x aZ 50). Druhou
cestou bylo vynechdni jedné slozZky media, pri ¢emZ se osvédéilo
zvlasté vynechani nebo sniZeni hladiny fosfatu. Tretim smérem by-
la centrifugace kultury po vyklic¢eni spor a preneseni do stejného
objemu fysiologického roztoku a dalsi trepani suspense. Ve vsech
téchto pripadech se v kulture vytvorily po 10 - 15 hodindch elon-
gované buriky se sporami (asi 20 %), oznacené na konci puvodnimi




obaly spory. Sporogenesi v primdrni vegetativni bunice jsme ozna-
¢ili terminem "mikrocyklovd sporogenese". V kulturfe byly vsak da-
le pritomny i vykliéené spory, které zastavily vyvoj a malé mnoz-
stvi dvojic. Vzhledem ke zna¢né heterogenité kultury bylo nutno
vyvinout dokonalejs$i techniku vymény media.

Nicméné bylo prokdzano, Ze pri vhodné limitaci Zivin nebo
nékteré slozZky media, vytvari ¢ast primdrnich elongovanych bunék,
vzniklych z vyklic¢ené spory, nové sporangium. Tento zpusob sporo-
genese predstavuje nejjednodussi model cytodiferenciace u bacilu,
nebot nedo$lo k rozdéleni bunék. Tento novy jev byl oznaden ter-
minem "mikrocyklova sporogenese".

Novou techniku rychlé ndahrady Zivného media, umozZnujiciho
vykli¢eni vsSech spor, za medium neZivné, bylo prokazano, Ze vét-
Sina elongovanych primarnich bunék je schopna vytvorit novou spo-
ru bez rozdéleni. Byla provedena vyména tekutého Zivného media
(0,3 % baktopeptonu DIFCO, 0,1 % glukosy, 0,34 % KH,PO,, stopové

prvky /Vinter V. 1956 : Sporulation of Bacilli. Consumption of
Calcium by the Cells and Decrease in the Proteolytic Activity of
the Medium During Sporulation of Bacillus megaterium. Folia bio-
logica (Prague) 2 : 216-226) za predehraty fysiologicky roztok,
a to ve specialné upravenych sklenénych kultivaénich zarizenich.
Vlastni kultivace probihala ve valcovych komoradch s fritovym dnem
(frita odpovidala nasemu G 5) se zapusténou vzdusnici fritou (od-
povidala nasemu oznaceni G 3). Dno téchto komor bylo napojeno na
vyvéru ; bylo tak moZno odsdat béhem 5 minut pivodni medium a pru-
béZné nahradit stejnym objemem fysiologického roztoku. Hustoty
frit jsou uvedeny pribliZné, nebot tyto pokusy byly provedeny
v USA, kde 2znaceni hustot filtrid Jjsou jind. Vliastni kultivaéni
komora byla opatrena sklenénou pritavenou kyvetou pro méreni ab-
sorbance na kolorimetru Klett-Summerson s filtrem ¢&¢. 66. Jako
inokulum byly pouZity promyté volné spory Bacillus cereus NCIB

8122 predem aktivované tepelnym Sokem (65 °C / 15 min.), takiZe
jak vyklic¢eni, tak postgerminaéni vyvoj spor probihaly synchron-

né. Kultivaéni teplota byla 30 °C. Popis kultivaéniho zarizeni je
uveden v prioritni prdci (Vinter V., Slepecky R.A. 1965 : Direct
Transition of Outgrowing Bacterial Spores to New Sporangia
Without Intermediate Cell Division. J.Bacteriol. 90 : 803-807).
Na téchto kultivacénich zarizenich byla soubézZné provedena rada
prenosi v ruzném stadiu vyvoje kultury. Nejvhodnéjsim pro produk-
ci sporangii bez rozdéleni se ukdzalo stadium zbotndni (swelling)
spory, pri kterém burnka zcela vyplnila vnéjsi obal spory, exospo-
rium. Po 12 hodinach kultivace prevazZovaly v Kulturfe primdrni ve-
getativni buriky se zralou termoresistentni sporou. Na obr. 1 jsou
uvedeny zakladni uddaje jednoho z téchto pokusu, kdy byly bunky,
plné zbotnalé do exosporia, preneseny do fysiologického roztoku.
Popis jednotlivych krivek:

—’ - procento turbidity kultury (hodnota po naoc¢kovani byla
brana jako 100 %),

(::}——‘<:>- celkovy poc¢et bunék, zjistény poc¢itanim v komurce,

‘ . - celkovy pocet Zivych bunék zjistény vysevem na Petriho

misky s Difco agarem,



———.- pocet spor (procento-bunék prezivsich zahrati na 65'°C
/ 15 minut z celkového poétu 2Zivych bunék tvoricich

kolonii),
Zf};————z{}&- procento sporangii ze vSech elongovanych bunék,
E:r————i:]- procento dvojic ze vsSech elongovanych utvaru.
Krivky spojené prerusovanymi carami:

._-_. - procento prespor v elongovanych burnkdach (jako prespory
jsou oznaceny svétlolomné udtvary s dosud nekompletnimi
plasti a kortikdalni strukturou),

//\Y;"'7/\\- procento vyklicenych spor barvitelnych 1 %ni methyle-
novou modri.

V tomto pokusu byla nové vznikla sporangia zahrata na 15 mi-

nut pri 65 °C. U Bacillus cereus se termoresistence pfi maturaci
spor ve sporangiu dale zvysuje (Vinter V. 1962 : Spores of Micro-
organisms IX. Gradual Development of the Resistant Structure of
Bacterial Endospore. Folia Microbiol, 7 : 115-120). Po 2zahrati
kultury v tomto pokusu ve 20. hodiné kultivace na 15 minut na

80 °C bylo 2zjisténo 82 % termoresistentnich sporangii. Pritomna
mala frakce rozdélenych bunék mezitim lysovala a v kulture byly
pritomny jen obrysy stén se zrny bez cytoplasmy (ghosts). Tyto
doplnujici udaje nejsou v prioritni praci uvedeny. Jen nepatrna
¢ast dvojic vytvorila morfologicky témér normalni spory. Bacillus
cereus byl pro toto studium vhodny proto, Ze po tvorbé prvni ve-
getativni buriky zustdvaji na jejim konci pripojeny puvodni obaly
spory, plasté a exosporium. Vysporulovanda primdarni burika tak ne-
sla znaky tri generaci : novou sporu, jeji materskou bunku (spo-
rangium) a relikty pivodni spory, plastové struktury a exospo-
rium. Prehledné schema téchto bunéénych typu (Vinter V. 1967 :
Developmental Cycle of Sporeformers : A Cellular Type of Diffe-
rentiation in Bacteria. Folia Microbiol. 12 : 89-100) je uvedeno
na obr. 2. Je zde 2znazornéna naslednost bunéénych forem p¥i spo-
rulaci primarni bunky po vyklic¢eni spory :

A - volna klidova spora Bacillus cereus s exosporiem,

B - primarni vegetativni bunka vysunutd z obalu spory,

C - primarni bunka se sporou, oznac¢end na Jjednom konci pu-
vodnimi sporovymi obaly : plasti a exosporiem,

D - uvolnéna spora vznikla v prvni nerozdélené vegetativni
bunce.

Na obr. 3, jsou fotografie sporangii Bacillus cereus (fazovy
kontrast, zvétSeno 3.500x), vzniklych z elongované bunky po vy-
klic¢eni spory : ‘

A - primarni bunka s presporou,

B - F = zrald sporangia. Plasté a exosporia puvodni spory

jsou oznacena Sipkami.

Vysledky tohoto pokusu ukazuji, Ze prakticky vsSechny jed-
notlivé elongované buriky vzniklé primo ze spory vVytvorily za
téchto podminek nova sporangia a do 14. hodiny kultivace termore-




sistentni spory.

Vzhledem k tomu, Ze sporulace vznikla v takto zkraceném cy-
klu bez vegetativniho mnoZeni bunék, byl nazvdn tento model cyto-
diferenciace "mikrocyklova sporogenese" (v prioritni praci "mic-
rocycle sporogenesis"). Podobné pokusy byly na uvedenych kulti-
vaénich zarizenich provedeny téZz u Bacillus megaterium. Také
v tomto pripadé se po prenosu vyklicéenych spor na zaddtku prodlu-
Zovani bunky (elongation) vytvorila do 12. hodiny kultivace pre-
vazné jednotliva sporangia s plné svétlolomnymi a termoresistent-
nimi sporami (Vinter V., Slepecky R.A. 1965 : Direct Transition
of Outgrowing Bacterial Spores to New Sporangia Without Interme-
diate Cell Division. J.Bacteriol. 90 : 803-807). U Bacillus mega-
terium existuje jiny zpusob vysouvdni (emergence) primdrni bunky
ze sporovych oball, nicméné i 2zde byly pritomny pfi centralni
casti bunky zbytky puvodniho plasté. Sledovani a zduraznéni pri-
tomnosti zbytkd puvodni spory u nové vzniklého sporangia bylo pro
tento zkraceny cyklus sporogenese vyznamné, nebot, kromé prubéz-
ného mikroskopického sledovani kultury, vylucovalo mozZnost tvore-
ni dvojic a jejich nasledny rozpad.

Vyznamna skutecnost, Ze ke sporulaci primdrni bunky u obou
zadstupcu rodu Bacillus doslo az po 10 - 14 hodinadch, sveédci
o tom, Ze tyto bunky prosly urcitou prestavbou a teprve pak byl
dereprimovan sporovy genom. Pr¥i Kkonvenc¢ni kultivaci v komplexnim
mediu, kde dochazi k mnoZeni bunék, se obvykle definuji stadia
diferenciace bunky ve sporangium a sporu od casu to, tedy od
okamZiku, kdy kultura zastavila mnoZeni. Tato stadia trvaji ob-
vykle 7 - 8 hodin. ProdlouzZeni doby tvorby spor pri "mikrocyklové
sporulaci" tedy ukazuje, Ze do celkové faze vyvoje se pricitaji
zrejmé i zmény typické pro vegetativni bunky "makrocyklové sporu-
lace" (sporulace po mnoha délenich), i kdyZ k Jjejimu rozdéleni
nedoslo. Tato skutec¢nost byla pozdéji mnoha zahranic¢nimi autory,
kteri navdzali na tuto praci, prokdzana. Vytvorenim zjednodusené-
ho experimentdlniho modelu "mikrocyklové sporogenese" byl tak
vytvoren predpoklad pro primé studium tvorby prakticky dulezitych
metabolitl v relativné homogennim systému jednotlivych bunék. Za-
razenli jevu mikrocyklové sporogenese do celkového cytodiferen-
ciacéniho cyklu bacill je zndzornéno na obr. 4, (Vanék Z., Vinter
V. 1977 : Mikrobna diferenciacija sporulacija i utvorenia metabo-
litiv. Mikrobiologiénij Zurnal (Kijev) XXXIX, str. 275-280). Ve
schematu jsou uvedeny tyto procesy:

- Vykliceni klidové spory,

- elongace vyklicené spory (primdrni vegetativni bunka),
- déleni vegetativnich bunék,

sporulace bunék po nékolikandsobném rozdéleni,

- uvolnéni zralych spot ze sporangii,

- vytvoreni sporangia z primdrni vegetativni burnky.

(o )G I S PV I S I
|

Pri dalsich podrobnych studiich "mikrocyklové sporogenese"
bylo dulezZité co nejpresnéji definovat stadium, ve kterém prenos
vyklic¢enych spor ze Zivného do neZivného media povede k maximal-
nimu vytézku tvorby spor v primdrnich bunkdch. K nejvyssi tvorbé
"mikrocyklovych sporangii" doslo tehdy, JjestliZe byly burnky pre-
neseny Vv prubéhu prvni duplikace desoxyribonukleové kyseliny
(Vinter V., Chaloupka J. 1967 : Differentiation of bacterial Cell



Causeed by the Changes in Nutrition. Acta Facult. Med. Univ. Bru-
nensi 29 : 63-67). Zavislost mikrocyklové sporogenese na zahajeni
syntézy deoxyribonukleové kyseliny (DNA) potvrdili pozdéji tez
americ¢ti autori (Mychajlonka M. Slepecky R.A. 1974 : Requirement
of Deoxyribonucleic Acid Synthesis for Microcycle Sporogenesis in
Bacillus megaterium. J. Bacteriol. 120 : 1331-1338). Burikky prene-
sené po prvni duplikaci DNA lysovaly, vyklic¢ené spory prenesene
pred botndnim se dale nevyvijely, pripadné jen obnovily svou
svétlolomnost a vytvorily silnosténné cystovité formy (Vinter V.,

Chaloupka J., S&tastnad J., Caslavskd J. 1972 : Possibilities of
Cellular Differentiation of Bacilli into Different Hypometabolic
Forms (v knize "Spores V" /ed. H.O.Halvorson, R.Hanson,

L.L.Campbell/, American Soc.Microbiol., str. 390-397).

Celkové predstavuje zkraceny cytodifferenciacni cyklus mi-
krocyklové sporogenese novy biologicky jev, vyuZitelny pri de-
tailnim biochemickém i genetickém studiu produkénich fazi baci-
larni bunky Vv prumyslové vyrobé, i pri studiu etap vyvoje jed-
notlivych typu odolnosti sporangii vu¢i chemickym a fysikalnim
inaktivaénim faktorum. I kdyZz metody indukujici mikrocyklovou
sporogenesi nejsou metodami synchronizace kultury, je vyhodou, Ze
v tomto systému odpadaji balastni biochemické procesy typické pro
déleni bunék. Cast kultury, kterd byla zastavena ve vyvoji ve
stadiu vyklic¢enych spor nebo silnosténnych "cystovitych" bunék,
je biologicky inertni a neinterferuje tedy pri urcovani morfolo-
gické a biochemické charakteristiky sporulujicich primarnich bu-
nék. Bylo jiZz uvedeno, Ze na predlozZenou prioritni praci o dosud
neznamém jevu mikrocyklové sporogenese navazali ihned dalsi veédci
v zahraniénich laboratorich, zabyvajici se problematikou sporula-
ce bacilu. JiZ v roce 1966 se objevil prvni souhrn vysledku toho-
to studia (Holmes P.K., Levinson H.S. 1966 : Microcycle Sporoge-
nesis of Bacillus megaterium in Chemically Defined Media.
Bacteriol.Proc., str. 16) a v dalsich letech se rada jednotlivcu
a kolektivl studujicich mikrocyklovou sporogenesi dale rozrostla.
Tento jev byl opakované prokazan u Bacillus cereus a Bacillus me-
gaterium, ale i u Bacillus subtilis a Bacillus brevis. Termin
"mikrocyklova sporogenese" byl obecné prijat pro zastupce rodu
Bacillus. Jev zkracené cytodiferenciace vsak zaujal i mikrobiolo-
gy pracujici v jinych odvétvich. Termin mikrocyklové sporogenese
byl prijat i pro dalsi mikroorganismy a témér ve vsSech pracich je
citovana predloZend prioritni prédce. Na studium mikrocyklové spo-
rogenese navazali nejprve védci v USA, pozdéji v SSSR, Anglii,
Francii, Indii a Mexiku. Dnes je zndamo jiZ znac¢né mnozZstvi praci
o mikrocyklové sporogenesi dalsSich mikroorganismi : Azotobacter
vinelandii, Streptomyces viridochromogenes, Streptomyces granati-
color, Aspergillus niger, Penicillium digitatum, Penicillium ur-
ticae, Neurospora crassa, Blastocladiella emersonii a Claviceps
purpurea. Nelze jiZz poridit uplny seznam téchto desitek praci
o mikrocyklové sporogenesi a z technickych divodu nelze také ci-
tace wuvadét. U aspergillu a penicillii se wujal logicky néazev
"mikrocyklova konidiace", nicméné prvni autori, kteri u téchto
vlaknitych mikroorganismi tento ndzev zavedli (Smith J. E. 1978
: Chapter 11. Asexual Sporulation in Filamentous Fungi. V knize
"The Filamentous Fungi", Vol. 3, Developmental Mycology,
/ed.J.E.Smith, D.R.Berry/, str. 214-239, Edward Arnold Publishers
Ltd., Smith J. E., Anderson J. C., Kristiansen B., Al-Rowi A.,
Yahya A.G. 1981 : Microcycle conidiation. V knize "The Fungal




Spore : Morphogenetic Controls" /ed. Turian. G., Hohl H. G./,
str. 627-650, Academic Press, New York), jednoznac¢né potvrdili
podobnost tohoto jevu s cytodiferenciaci bycilu a prioritni préci
citovali. Jednotlivé skupiny autoru studovaly nejen teoretické
aspekty mikrocyklové sporogenese, ale tento novy zkrdceny model
cytodiferenciace umoZnil i studium tvorby prakticky dalezitych
metabolitd v jednotlivych fazich tohoto cyklu. Lze konstatovat,
Z2e jev zkracené cytodiferenciace, spoc¢ivajici v konversi klidové
formy (spory, konidie, cysty) do primdrni bunééné formy (elongo-
vané primdarni bunky bakterii, primdrni hyfy) a ddle za nutriéniho
limitu opét do klidové, vice nebo méné resistentni formy (spory,
konidie, cysty), je obecnym biologickym procesem. Je mozZno uvazZo-
vat, Ze 2za vhodnych experimentdlnich podminek je uskuteénitelny
u vSech mikroorganismi vytvarejicich hypo-nebo ametabolické bu-
nééné formy, urcené k prezZiti druhu a/nebo k rozmnozZovani.

Vznika otazka, zda jev mikrocyklové sporogenese, vyvolany
v laboratornich optimdlnich podminkdch v tekutém prostredi, mize
-gistovat v prirodé. JiZ v uvodu bylo zminéno, 2Ze duvodem, proé
bylo pristoupeno k pokusim s 1limitaci Zivin u bunék v postgermi-
naénim stadiu, byla snaha simulovat rychle se ménici nutriéni
podminky v pudé, kde vycerpdni Zivin je zfejmé dominantnim jevem.
V této souvislosti lze uvést pokusy sovétskych autorui (Gashinskij
V.V., Voitsekhovskij V.G. 1977 : Heterogeneity of Microcyclic De-
velopment of Bacillus cereus 504. Mikrobiologiényj Zurnal 22 :
353-354, Gashinskij V.V., Voitsekhovskij V.G. 1978 : Repeated
Microcycle of Bacillus cereus. Mikrobiologija 47 : 373-375). Na
pevnych pudach v komirkdch prokazali u kmeni Bacillus cereus mi-
krocyklovou sporogenesi. Pokusy na pevnych piddch se znac¢né pri-
bliZily podminkdam platnym pri existenci mikrobui na pevnych casti-
cich v pidé. Z oblasti vyzkumu streptomycet se lze zminit v této
souvislosti o nékolikaletych studiich kolektivu profesora
R.Locciho na katedre mykologie University v Udine v Italii, ktery
porovnaval rastrovacim elektronovym mikroskopem vyvoj kultur na
pevnych laboratornich mediich a hlavné na pudnich ¢asticich. Do-
Sel k zavéru, Ze vyvoj aktinomycet za obou podminek je stejny. Ze
souhrnu jeho prednasky v Tokyu (Locci R. : 1988 : Comparative
Morphology of Actinomycetes in Natural and Artificial Substrata,

7t0 International Symposium on Biology of Actinomycetes, Tokyo,
Japonsko, Abstracts. str. 79) lze citovat jeho slova o vyvoji
aktinomycet v pudé : "When development takes place, streptomyce-
tes usually show a "microcycle" type of growth, i. e. scarce ve-
getative development with immediate spore formation. The micro-
cycle appears to be dependent on conditions approaching starva-
tion, a situation reproducible on laboratory media, with carbon
and nitrogen as limiting factors". Ve své prednasce profesor Loc-
ci dokonce zdiraznil (osobni sdéleni RNDr. Z. Vanka DrSc, MBU
CSAV, ucéastnika symposia), Ze cytodiferenciace typu mikrocyklové
sporogenese (konidiace) zrejmé v prirodé prevazuje, a Ze ke vét-
Simu pomnoZeni vegetativnich forem mikroorganismi dochdzi méné
¢asto. I kdyZ tento zavér svéd¢éi pro znac¢ny vyznam mikrocyklové
sporogenese, je nutno poctivé ¢ekat na dalsi seriosni vysledky
praci puidnich mikrobiologl, ziskané se sporulujicimi mikroorga-
nismy v podminkdch vyskytujicich se v prirodé.
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