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- THE ENZYMES OF CARBOHYDRATES METABOLISM FROM CYSTTIDICOLA
FARIONIS (CYSTIDICOLIDAE)

A b s tract The content of glycogen, glucose and trehalose was measured in larvae and adults of
Cystidicola farionis, the parasite isolated from the swim bladder of Osmerus eperlanus from Vistula
Lagoon. Activity of glycogen phosphorylase, a—amylase, glucoamylase, maltase, trehalase, and
trehalose phosphorylase were measured. The highest activity was recorded for a-amylase 10,07 +
0,97 mw/mg and 7,47 + 0,24 mu/mg, next maltase 1,34 + 0,63 pmol /mg and 2,06 * 1,65 pymol/mg
respectively for larvae and adults. The activity of glucoamylase was nearly the same for adults and
larvae (about 0,20 ymol/mg). The trehalase activity was higher at adults (0,49 + 0,42 pmol/mg) than
at larvae (0,18 + 0,12 ymo1/mg). The activity of glycogen phosphorylase was much higher at larvae
(3,58 £ 1,49 pmol/mg) than at adults parasite (0,10 + 0,02 pmol/mg). The trehalose phosphorylase
was present in both stages of parasite, but its activity was low. The content of glycogen and glucose
was two-times higher in the adults’ body than in larvae. '

WSTEP

Nicieni Cystidicola farionis jest pasozytem pecherza plawnego ryb
tososiowatych i stynkowatych, rzadziej wystepuje u przedstawicieli innych
rodzin. W Europie jego Zywicielem najczgsciej jest tro¢ ( Salmo trutta) i
stynka (Osmerus eperlanus) (MORAVEC 1994). Mimo iz jest pasozytem o
wysokiej prewalencji, powodujacym przy masywnej inwazji zmiany zapalne, a
nawet zniszczenie $ciany pecherza ptawnego, niewiele informacji znaleziono o
jego biochemii i fizjologii (BOGOLEPOVA 1978, 1979, VALTONEN 1978,
CUSACK i CONE 1986, WILLERS i wsp. 1991, OKAKA i KOURA 2000).

W niniejszej pracy postanowiono okresli¢ aktywnosé najwazniejszych
enzyméw rozkladajacych weglowodany u larw i dorostych osobnikow C.
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Jarionis oraz ustalié zawartogé gléwnych cukréw w  ciele pasozyta. Wydaje
sig, ze glukoza i jej Wyzsze polimery jak trehaloza j glikogen beda waznymi
zwigzkami energetycznymi dla tego tkankowego pasozyta, podobnie jak ma to
miejsce u larw innego pasozytniczego nicienia ryb  Anisakis simplex
(ZOLTOWSKA i wsp. 2000). Sprawdzenie tej sugestii stato si¢ celem tej pracy.

'MATERIAL | METODY

Nicienie izolowano z pecherzy ptawnych stynki (Osmerus eperlanus),
odlawianej w Zatoce Gdanskiej od pazdziernika 2000r. do lutego 2001r.
Materialem do badag byly larwy L;, L, , osobniki miodociane i dojrzate
postacie C. farionis. Po oczyszczeniu z resztek tkanki zywiciela i przeptukaniu
w 0.65% roztworze NaCl taczono larwy obu stadigw oraz postacie dojrzate z
mtodocianymi. Wyciagi do badar przygotowywano homogenizujac nawazki z
_ 3 objetosciami 0,65% NaCl. Homogenat wirowano przy 2 000 x g przez 10

min. w temp. 4° C. W uzyskanym supernatancie 0znaczano zawarto$é bialka
wg BRADFORDA (1978), glikogenu Wwg SOLLINGA i ESMANNA (1975), glukoze i
trehaloze metodami enzymatycznymi z uzyciem odpowiednio oksydazy
glukozy lub trehalazy izolowanej z Saccharomyces cerevisige (KIENLE i wsp.
1993). Mierzono w nim rowniez aktywnogé O-amylazy wg Carawaya (za
KARPIAKIEM 1974), wyrazano Ja w milijednostkach migdzynarodowych (mu).
Aktywnosé hydrolityczna 0-glukozydaz glukoamylazy, maltazy i trehalazy
OZnaczano wg DAHLQVISTA (1968). Aktywnosé¢ fosforylazy glikogenowe;j
mierzono w kierunku rozktady glikogenu, mierzac ilo$é tworzonego glukozo-1-
fosforanu metodg enzymatyczng wg MICHALA (1984). Fosforylaze trehalozy

WYNIKI IDYSKUSJA

Stezenie cukréw u C farionis nie bylo wysokie (Tabela 1). Poziom
glikogenu wynosit ok. 2,5% u larw i ok. 5% u dorostych pasozytow. Jest to
zgodne ze spostrzezeniami VON BRANDA (1978) i SELVANA i wsp. (1993), ze
nicienie Zywiace sie krwig lub tkankamj zywiciela znajdujg si¢ W bardziej
stabilnej sytuacji, jesli chodzi o dostepnosé pPozywienia, niz na przyktad
pasozyty jelitowe. Dlatego tez pula ich rezerwowych weglowodanéw nie ,
musi by¢ zbyt wielka. »
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. u stadiéw larwalnych. Réwniez poziom trehalozy byl u nich o prawie 50 %
- wyzszy niz u larw. Roéznice te wynika¢ moga z wiekszego zapotrzebowania
~ energetycznego osobnikéw dojrzatych ptciowo spowodowanego ich funkcjami
. rozrodczymi. |

TABELA 1.

Zawarto$é weglowodanéww ciele Cysttidicola farionis (mg/g)
TABLE 1.

The concentration of carbohydrates in Cysttidicola farionis body (mg/g)

Skifadnik Larwy Doroste
Compounds Larvae Adults
Glikogen
- Glycogen 25,33 £20,10 50,37 £ 33,78
Trehaloza
~ Trehalose 2,07 £1,25 2,97 £2,48
Glukoza
Glucose 0,66 + 0,34 1,36 £ 1,24

) Wyzsze stezenie glikogenu u postaci dorostych pasozyta wynikac moze
réwniez z nizszej aktywnosci enzyméw rozkladajacych ten polisacharyd u
dorostych C. farionis niz u larw (Tabela 2). U stadiow larwalnych pasozyta
aktywnosé fosforylazy glikogenowej byta prawie 35-krotnie wyZsza niz
dorostych osobnikéw. Roéwniez aktywno$é drugiego z najwazniejszych
enzyméw katabolizmu glikogenu — o-amylazy byla u nich prawie o 25%
wyzsza. Natomiast aktywnosé glukoamylazy w materiale pochodzacym z obu
grup rozwojowych, byla podobna. Z kolei posrdéd disacharydaz maltaza
wyraznie przewyzszata aktywno$¢ trehalazy zaré6wno u larw jak i dorostych
pasozytdw. Oba poréwnywane enzymy wykazywaly wyzsza aktywnos¢ u
dorostych C. farionis niz u stadiéw larwalnych (Tabela 2).

Stwierdzono, ze w- wyciagach z C. farionis jest obecny enzym
rozkfadajacy na drodze fosforolitycznej trehalozg - fosforylaza trehalozy. Po
raz pierwszy u nicieni opisano jej wystgpowanie u Ascaris suum (DMITRYJUK
i wsp. 2000). Jest to wiec kolejny przedstawiciel gromady Nematoda, u ktérego
wykazano obecnoéé fosforylazy trehalozy. Aktywno$¢ tego enzymu w ciele
osobnikéw dorostych C. farionis byla o potowe wyzsza niz u larw. -

Poréwnanie aktywnosci enzymow obu toréw katabolizmu glikogenu -
hydrolitycznego i fosforolitycznego, obecnych u larw pasozytow ryb z rzedu
Clupeiformes, nicieni nalezacych do rodzin Anisakidae i Cystidicolidea
pozwala zauwazyé pewne ich odrgbnosci. Aktywnos¢ enzymow
hydrolizujacych glikogen, to jest a-amylazy i glukoamylazy, u larwy C
farionis byla zdecydowanie nizsza w poréwnaniu z wystgpujaca u trzeciego
stadium larwalnego A. simplex.
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TABELA 2.
Aktywnos¢ enzyméw katabolizmu cukrowego z Cystidicola farionis ( umol/mg)
v TABLE 2.
The activity of enzymes of carbohydrate metabolism from Cysttidicola farionis (umol/mg)
Enzym Larwy Doroste
The enzyme Larvae Adult
o-Amylaza -
o-Amylase 10,07 £0,97* 7.47 £0,24*
Glukoamylaza
Glucoamylase O,_20 +0,09 0,22 £ 0,09
Maltaza
- Maltase ‘ 1,34 £ 0,63 2,06 £ 1,65
Trehalaza
Trehalase ~0,18%0,12 ‘ 0,49 + 0,42

- Fosforylaza trehalozy ,
Trehalose phosphorylase 0,067 £0,013 0,091 £0,011

Fosforylaza glikogenowa _
Glycogen phosphorylase 3,58 + 1,49 0,10 +0,02

* Aktywnos¢ a-amylazy podano w mu/mg.
* The activity of a-amylase was expressed in mu/mg

Z kolei aktywno$é enzymu toru fosforolitycznego - fosforylazy glikogenowej
byta u nich o rzad wielkosci wyzsza (3,58 £ 1,49 pmol/mg ) niz u larw A.
simplex (0,18 + 0,03 umol/mg ) (ZOLTOWSKA i wsp. 2000). Réznice te wigzad
mozna z odmiennymi warunkami bytowania obu pasozytéw, ich lokalizacja w
organizmie ryb. C. farionis zyje i rozwija si¢ w pecherzu ptawnym, w
warunkach tlenowych, gdy larwy A. simplex spotyka sie w ukladzie
pokarmowym lub jamie ciata, gdzie ilo$é tlenu Jest zdecydowanie nizsza.

Podzigkowania: Autorzy dzigkuja Dr. Haraldowi Zghringerowi z Institute fiir Biochemie
und Molekularbiologie z Freiburg Universitit za cenne rady oraz Dr. Stefanowi
Hohmannowi z Institute for Cell and Molecular Biology/ Microbiology z Goteborg
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