
A V a i}a b }e O n } i门 6 a tW W W
.

S C i6 n C e d i阳 C t
.

C O m

扮、

茸
薪

S c ie n c e D ir e e t
P r o g r e s s in

N a tU r a ! SC ie n C e

P r o g r e s s in N a t u r a l S e ie n e e 1 8 ( 20 0 8 ) 14 7 5一 14 8 3

ww w
.

e ls e v ie r￡ o m /]
o e a t e /P n se

C o lo n y d e v e lo Pm e n t a n d P h y s io lo g ie a l c h a r a e t e r iz a t io n o f th e e d ib le

b lu e
一

g r e e n a lg a ,

NO
s t o e sP h a e r o

ide
s (N o s t o e a c e a e ,

C y a n o P h y t a )

z h o n g y a n g D e n g
“ , c ,

d
, e ,

Q i a n g H u b ,

F a n L u c ,

o u o x i a n g L iu
a ,

z h e n g y u H u “
,
`

a
s za z e K C , L a b o r a ro尽 of rF

e s h、、 a r e r

cE
o

lo 邵
,

a n d B i o t e e h n o h , g J
,

llI
s t i t u ze

可价 dr o
b lo lo 即 hC

; , Ze s e A c a
de

,彬
l

of s c le n c e s
,

腼h a n 4了00 趁
,

Cjl ln a

b n 叩a r z, 、 e n r oj 月朋 lie d 刀l o
l
o g ie a l cS ie n e e s

.

月 r 七 o n a s r a ze

vn i o e r s ;八 尸。
今t e c h 山叩

u s
,

招阳 III, 旋
s a

,

A Z 召j Z z Z
,

v s 月

c
A lga

e n

oC , o r a zio n
,

卯 , 随
s t N o r th ,、

,
e

`、 t B o u
le

o a ,d, “ ;l) 之s r o n

aS le) 月
,

N C 2 7I O I
,

〔百月

D eP a r
tm

e n t of B lo lo 舒
,

刀“ 为e i N o r m a l nU i o e r s ;勺
1 ,

H u a n那 h i 4 3万002
,

hC ln a

Gr
a
du

a t e S e h o o
l ()f t h e

hC ln e s e A c a
de 删 ()j S `

·

ie n `
、

e s B e
ij 加g ] 00 0 4夕 hC 的a

R e c e l v e d 19 F e b r u a r y 2 0 0 8 : r e e e iv e d i n r e v 一s e d fo
r m 17 M a r e h 20 0 8二a c c e P t e

d 17 M a r e h 2 0 0 8

A b s t r a e t

T h e e d i bl e b lu e 一

g r e e n a lg a ,

NO
s ro c 胡h a e r o ide s K it t z i n g

,

15 a b le t o of r m m ic r o e o lo n ie s a n d s Ph e r i e a l m a e r o e o l o n i e s
.

I t h a s b e e n u s e d a s

a Po t e n t h e r b a l m e d ie i n e a n d d ie t a r y s u p P le m e n t of r e e n t u r ie s b e e a u s e o f it s n u t r a e e u ti e a l a n d P h a
rm

a e o 1o g ie a l b e n e if t s
.

H o w e v e r
,

Ii m
-

i te d i n fo rm
a t io n 15 a v a il a b le o n th e d e v e lo Pm e n t o f t h e s P h e r ic a l m a e r o e o lo n ie s a n d t h e e n v ir o

nm
e n t a l fa c t o r s t h a t a

ffe
e t th e i r s t r u e t u r e

.

T h is r e Po r t d e s c r ib e d th e m o r Ph o g e n e s i s o f 汉 毕 h a e r o ide s fr o m s in g le t r ie h o m e s t o m a c r o c o l o n ie s
.

D u r in g t h e p r o c e s s ,

m o s t s t r u c t u r a l

fe a t u r e s o f m a c r o e o lo n ie s o f v a r i o u s s iz e s w e r e d e n s e m a c u la s
,

r in g s ,

t h e c o m Pa e t e o r e a n d t h e of r m a t i o n o f liq u i d c o r e : a n d t h e if l a m e n t s

w i t hi n t h e m a e r o e o lo n ie s s h o w e d di ffe
r e n t le n g t h s a n d a r r a y s d e P e n d i n g o n th e s iz e s o f m a e r o e o lo n ie s

.

M e a n w hi le te m Pe r a t u r e a n d l ig h t

in t e n s i t y a ls o s t r o n g ly a
ffe

c t e d t h e i n t e r n a l s t r u e t u r e o f m a c r o e o lo n ie s
.

A s m i c r o c o lo n i e s fu r t h e r i n e r e a s e d i n s iz e t o of r m 30 m m m a e -

r o e o lo n ie s ,

t h e e o l o n i e s d i ffe r e n ti a t e d in t o d i s t in c t o u t e r ,

m i d d le a n d in n e r la y e r s
.

T h e if la m e n t s o f th e o u t e r la y e r s h o w e d h ig h e r m a x -

im u m P h o t o s y n t h e t ie r a t e s ,

h ig h e r li g h t s a tu r a t i o n P o i n t
, a n d h i g h e r P h o t o s y n t h e t ie e iff e ie n e y t h a n t h o s e o f t h e in n e r la y e r ; w h e r e a s th e

if la m e n t s o f t h e i n n e r la y e r h a d a hi g h e r c o n t e n t o f e h lo r o P h y 1l a a n d P h y c o b il iP r o t e i n s t h a n t h o s e o f th e o u t e r la y e r
.

T h e r e s u l t s o b t a i n e d

in t h i s s t u d y w e r e im Po r t a n t of r t h e m a s s e u lt iv a t io n o f 汉 胡 h a e r o ide s a s a n u t r a c e u t i c a l P r o d u e t
,

。 200 8 N a t i o n a l N a t u r a l S c ie n e e F o u n d a t io n o f C h in a a n d C h l n e s e A e a d e m y o f S e i e n e e s
.

P u b li s h e d b y E ls e v ie r
L im it e d a n d S e ie n c e i n

C h i n a P r e s s
.

A ll r ig h t s r e s e r v e d
.

尤七” 、、 o r击 : M a e r o e o lo n y 二M o r P h o ge n e s is : NO
s t o c sP h a e r o ide s : P h o t o s y n t h e s l s

1
.

In t r o d u e t i o n

NO
s z o c

sP h a e r o

ide
s K it t z i n g 15 a n e d i b l e b l u e 一

g r e e n a l g a

t h a t fo r m s s P h e r ie a l m a e r o e o lo n i e s , a n d h a s b e e n u s e d a s a

p o te n t h e r b a ] m e d ie i n e a n d d i e t a r y s u PP l e m e n t b y t h e C h i
-

n e s e a n d o t h e r in d i g e n o u s P o P u la t i o n s in A s i a ,

E u r o P e ,

a n d S o u t h A m e r ic a of r c e n t u r i e s 【1一 3」
.

H i s t o r ie a ll y
,

t h e

e ffe c t s o f 瓜 LSP h a e r o

ide
s w e r e d e s e r ib e d a s a n t i

一

i n fl a m m a -

t o r y
, a s s i s t in g d ig e s ti o n , e o n t r o l o f h y P e r t e n s i o n ,

im m u n e 一

b o o s t i n g
, a n d g e n e r a l im P r o v e m e n t o f o v e r a l l

C o r r e s p o n d in g a u th o r
.

T e l
.

/ fa x : + 8 6 2 7 6 8 7 80 6 6 8

-E m a i l a J J r e s s : h u z y @ ih b沮 c
.

e n ( 2
.

H u
)

-

w e l l
一

b e in g 〔3
,

4」
.

R e e e n t s t u d i e s h a v e s u g g e s t e d t h a t

.N 切h a e r o

ide
s e o n t a i n s a b r o a d r a n g e o f e o m P o u n d s t h a t

h a v e a n t i
一

m ie r o b i a l
, a n t i

一 v i r a l
, a n t i

一

t u m o r , a n d a n t i
一e a n c e r

a c t i v it ie s , a n d i t h a s b e e o m e a n im P o r t a n t e r o P P la n t w i t h

e c o n o m i c P o t e n t i a l b e c a u s e o f i t s n u t r i t i o n a l a n d Ph a

mr
a -

c e u t ic a l v a l u e 「3
,

5一 7〕
.

T h e m a r k e t d e m a n d fo r h ig h q u a li t y

拟 sP h a e r o i de s h a s i n c r e a s e d d r a s t i c a ll y d u r i n g t h e l a s t d e c -

a d e
.

H o w e v e r ,

th i s af s t g r o w i n g m a r k e t d e m a n d h a s b e e n

m e t w i t h a n i n a d e q u a t e s u P P l y of N
.

sP h a e r o i de s d u e t o

i t s l im i t e d P r o d u c t i o n [4」
.

T h e s Ph e r i c a l m a c r o e o l o n i e s o f 爪 sP h a e r o

dl’) s a r e e o l
-

le e t e d fr o m it s n a t u r a l h a b i t a t s ,

i
.

e
.

w a t e r 一 if ll e d r ic e P a d d i e s

i n s o m e m o u n t a i n a r e a s i n C h i n a d u r i n g w i n t e r a n d s P r i n g

100 2
一

0 0 7 1 /S
一

s e e fr o n t m a t t e r ⑥ 2 00 8 N a t i o n a l N a r u r a l S e ie n c e F o u n d a t io n o f C h in a a n d C h i n e s e A e a d e
m y o f S e ie n c e s

.

P u b lis h e d b y E ]s e v ie r L im i t e d

a n d S c ie n c e zn C h l n a P r e s s
.

A ll r l gh t s r e s e r v e d
.

d o l : 10
.

10 16 j/
.

P n s c 2 0 0 8刀 3
.

0 3 1



14 7 6 2
.

D en g e了 a孟/ P
r o g r e“ nI Na

z u r a l Sc le n e e j s `2 0 08 ) 14乃一 ]4 8了

w it h a lo n g t r a d it io n [4
,

8〕
.

T h i s m e t h o d o f P r o d u e t i o n

r e s u l t e d i n a n u n r e l i a b l e s u P Pl y o f t h i s P r o d u c t t h a t v a r i e d

g r e a t ly in q u a l i t y a n d q u a n t i t y d e P e n d in g o n t h e s e a s o n

a n d c l im a t e c o n d i t i o n s 「2
,

4」
.

In o r d e r t o e s t a b li s h a r e li a b le

s o u r e e o f N
.

sP h a e r o

ide
, ,

m a s s e u lt i v a t i o n o f t h i s e d ib l e

N o s t o e u n d e r e o n t r o l le d e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s 15

n e e d e d
.

H o w e v e r ,

t h i s a P P r o a c h h a s fa il e d d u e t o t h e l a e k

o f a e l e a r u n d e r s t a n d in g o f t h e k e y fa e t o r s e o n t r o ll in g e o l
-

o n y m o r Ph o ge n e s is a n d a fa il u r e t o d e v e lo P a s u i t a b l e Ph o -

t o b i o r e a e t o r fo r l a r g e 一 s c a l e P r o d u c t i o n
.

O u r P r e v io u S r e P o r t s h o w e d t h a t 瓜 sP h a e r o ide s e o u ld

b e e u l t u r e d u n d e r l a b o r a t o r y e o n d i t i o n s 「9」
.

In o r d e r t o

e s t a b li s h a r e li a b l e m e t h o d o lo g y fo r m a s s e u l ti v a t i o n o f

拟 sP h a e r o ide s ,

w e e o n d u e t e d d e t a il e d s t u d i e s o n t h e

Ph y s i o l o g i c a l fa e t o r s t h a t a ffe c t e d t h e fo r m a t io n o f

拟 sP h a e r o

id’. s m a e r o c o l o n ie s
.

T h e s t r u e t u r a l e h a n g e s o f

t h e m a e r o c o l o n i e s d u r i n g t h e m o r Ph o g e n e s i s P r o e e s s o f

.N 胡h a e r o ide s w e r e a l s o e l o s e ly m o n i t o r e d
.

T h i s r e P o r t

d e m o n s t r a t e d t h a t t h e fo r m a t i o n o f .N sP h a e r o ide s m a c -

r o c o l o n ie s w a s s t r i e t ly c o n t r o l le d b y l ig h t a n d t e m P e r a -

t u r e e o n d i t i o n s
.

P e r a t u r e
.

T h e a m b ie n t a i r w a s a e r a t e d
.

T r iP li e a t e c u l t u r e s

w e r e m a d e fo
r e a c h t r e a t m e n t

.

T h r o u g h o u t t h e e u l t i v a t i o n
,

m a c r o e o l o n ie s o f d i ffe
r e n t s iz e s w e r e s e l e e t e d fo r s t r u e t u r e

a n a ly s i s
.

2
.

4
.

L ihs
t a n d j7u

o r e s e e n e e m i e r o s 〔
、

OP y

2
.

M a t e r i a ls a n d m e t h o d s

T h in e r o s s
一 s e e t i o n s (0

.

2一 0
.

5 m m ) o f m a e r o e o lo n i e s e u l
-

t u r e d u n d e r d i ffe r e n t e o n d i t i o n s w e r e o b t a i n e d b y d l s s e e -

t i o n w i t h a r a z o r b la d e
.

E ig h t t o t e n e o lo n i e s w i t h t h e

s a m e s i z e s fr o m e a e h t r e a t m e n t w e r e e x a m i n e d
.

C r o s s 一 s e e -

t i o n s w e r e o b s e r v e d w i t h a L e i e a G Z 6 a n a t o m i e m ic r o
-

s c o P e e q u iPP e d w i t h a N ik o n 4 50 0 c a m e r a a n d a L e i e a

m i c r o s e o P e D M 5 0 0 0 B e q u iP P e d w i t h a d ig i t a l e a m e r a
.

F lu o r e s c e n c e Ph o t o g r a Ph s w e r e o b s e r v e d u n d e r u l t r a v i o l e t

(U V ) l igh t ( 34 0一 3 8 0 n m e x e i t a t i o n if l t e r ,

4 2 5 n m b a r r i e r if l
-

t e r )
.

T h e c e l l s o n t h e s u r af c e o f m a c r o e o lo n i e s s h o w e d r e d

fl u o r e s e e n e e u n d e r U V lig h t
,

i n d ic a t i n g t h e P r e s e n e e o f

c h lo r o Ph y l l a n d Ph y c o b il iP r o t e i n s
.

If t h e e e n t e r o f t h e m a c -

r o c o l o n i e s l a e k e d t h e r e d a u t o fl u o r e s e e n e e
,

b u t s h o w e d a

b l u e a u t o fl u o r e s e e n e e ,

t h e b e g i n n i n g s o f e e l l d e g e n e r a t i o n

w e r e s u g g e s t e d 〔1 1」
·

2
.

1
.

O gr a n ls m a n d c u l t u r e e o n id r io n s

NO
s to e sP h a e r o

ide
s w a s i s o la t e d fr o m a r i c e if e ld i n H e仁

e n g C o u n t y
,

H u b e i P r o v i n c e ,

C h in a ( la t i t u d e 2 9
0

3 8
`
N : l o n -

g i t u d e 1 10
0

3 8
`

E )
t r i c h o m e s o f 从

i n M a y 2 0 0 3
.

M a e r o e o lo n ie s

.vP h a e r o

ide
s

W C f C

W e r C

e u lt u r e d i n B G

a fl d
一

110

C|g r o w t h m e d i u m 「10〕
.

C u lt u r e s m a in t a in e d a t 2 5
。

u n d e r e o n t i n u o u s i l lu m in a t i o n o f 5 0 林M p h o t o n s m
一 2 5

2
.

2
.

P r eP a r a z i o n a n d e u l t u r e
oj 户

e e l r ic h o m e s

T r i c h o m e s o f 汉 sP ha e r o ide ` w e r e o b t a i n e d fr o m d i s -

P e r s e d c o l o n ie s u s i n g a s t e r il iz e d g l a s s h o m o g e n i z e r
.

T h e

h o m o g e n a te w a s e e n t r i fu g e d a t 10 0 0 r Pm fo r 5 m i n , a n d

t h e s u P e r n a t a n t w a s d i s e a r d e d
.

F r e e t r ie h o m e s w e r e r e s u s
-

P e n d e d i n 10 m l o f s t e r i l iz e d B G
一

1 10 g r o w t h m e d i u m a n d

t r a n s fe r r e d in t o a 50 0
一

m l E r l e n m e y e r fl a s k e o n t a i n in g

3 0 0 m l B G
一

1 10 g r o w t h m e d i u m
.

T h e s u s P e n s i o n w a s in c u -

b a t e d u n d e r a l o w lig h t i n t e n s i t y o f 50 林M p h o t o n s m 一 2 5一 l

a n d 2 5
O

C fo r fo u r w e e k s
.

D u r i n g t h is P e r i o d
,

fr e e t r i c -

h o m e s u n d e r w e n t t r a n s fo r r n a t i o n t o fo r m m a c r o c o lo n i e s

r a n g i n g i n s i z e fr o m 0
.

1 t o 0
.

5 m m in d i a m e t e r
.

M i e r o c o lo n i e s w e r e d e if n e d a s e o lo n i e s w i t h a d i a m e t e r

le s s t h a n 0
.

2 m m
, a n d m a e r o e o lo n i e s w e r e g r e a t e r t h a n

0
.

2 m m
.

2
.

万
.

P lg m e n ts e o n t e n t m e a s u r e m e n t

W h e n m a c r o c o l o n i e s g r o w n a t 2 0 0 拼M p h o t o n s m
一 2 5 一 l

a n d a t r o o m t e m P e r a t u r e r e a e h e d 3 0 m m i n d i a m e t e r ,

t h r e e

l a y e r s c o u ld b e s e e n i n
.N 胡h a e r o

ide
s : t h e o u t e r la y e r ,

th e

m id d l e la y e r a n d t h e in n e r Ia y e r
.

T h e o u t e r la y e r w a s a b o u t

0
.

3 1l l n l i n t h i e k n e s s o n t h e s u r af e e o f th e 3 0 m m e o lo n i e s

[12 ]
.

T h e m id d le l a y e r w a s e o m p o s e d o f th e m u e i la g i n o u s

e n v e l o P e s r a n g i n g fr o m 2 t o 6 m m
.

T h e c e n t e r o f t h e

3 0 m m c o l o n i e s b e c a m e l iq u i d a n d m a n y fl o e e u l e s e o m
-

P o s e d o f if l a m e n t s a n d m u e i l a g e a P P e a r e d in t h e ll q u i d

in n e r l a y e r
.

T h e o u t e r l a y e r ,

m id d l e l a y e r a n d i n n e r l a y e r

fr o m 3 0 m m c o l o n ie s o f 拟 sP h a e r o i` le s w e r e d i s r u P t e d i n t o

t h e s l u r r ie s , r e s P e e t iv e ly
,

b y a g la s s h o m o g e n iz e r
.

T r iP li c a t e

s a m P le s w e r e P r e P a r e d fr o m e a c h t r e a t m e n t g r o u P in P a r -

a l le l
.

T h e n 5 m l a liq u o t s o f t h e s lu r r i e s w e r e u s e d fo r t h e

m e a s u r e m e n t o f d r y w e ig h t
, e h l o r o Ph y l l ( C h l ) a a n d Ph y

-

e o P i l iP r o t e in
.

C h l a w a s e x t r a e t e d w i t h 10 0
`
洲

、

m e t h a n o l

fo r 3 0 m i n a t 6 0
“

C in t h e d a r k 「8 1
.

T h e c o n t e n t o f e a r o t e n -

o id w a s m e a s u r e d a e e o r d i n g t o R e f 113 ]
.

P h y e o b i li P r o t e in s

w e r e e x t r a c t e d i n 0
.

1 M Ph o s Ph a t e b u ffe r ( P H 7
.

0 )
.

T h e

e x t r a e t w a s fr o z e n a n d t h a w e d s e v e r a l t im e s
.

T h e r e s u lt i n g

e x t r a e t w a s e e n t r i fu g e d a n d t h e s u P e r n a t a n t w a s q u a n t iif e d

〔14」
.

2
.

6
.

llP
o t o sy n th e r ie a e t iv iyt m e a s u r e m e n t

2
.

3
.

uC i ru r e 可
、

m a e r o c o lo n ie s

C o l o n ie s w i t h a d ia m e t e r o f 0
.

1一 0
.

5 m m w e r e u s e d a s

i n o c u l a
.

T h e B G
一

110 g r o w t h m e d i u m w a s r e n e w e d o n e e

O x y g e n e v o l u t i o n o f t h e if l a m e n t s fr o m t h e d i ffe r e n t

l a y e r s o f 30 m m m a e r o e o l o n i e s g r o w n a t 2 0 0 拼M Ph o -

t o n s m 一 2 5一 1 a n d a t r o o m t e m p e r a t u r e w a s m e a s u r e d u s i n g

e v e r y 10 d a y s
.

A l l

il l u m i n a t i o n

t h e e u l t u r e s

o f 2 0
,

2 0 0
,

w e r e c a r r i e d o u t a t c o n t i n u -

o r 5 00 林M p h o t o n s m
一 2 5 一 1

.

a C la r k e 一

t y P e o x y g e n

2 5
o

C u n d e r a s e r ie s

e l e e t r o d e ( H a n s a t e e h L t d
. ,

U K ) a t

o f li g h t i n t e n s i t i e s
.

P h o t o s y n t h e t i c

i n e u b a t i o n t e m P e r a t u r e s w e r e 1 5
,

2 9
O

C
, o r r o o m t e m

-

r a t e s W e r e n o r m a l i z e d t o C h l a c o n t e n t
.

P h o t o s y n t h e ti e
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u r v ce swr e eP lo t t ed fro mP=

P mta n h (
a

·
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.

2
.

. 7Sta r i st ia cla a n
y l

si s

T h em ea na n d sta n da r d d ev ia t io n swr ea e clu ela t edo f
r

a e ch t r ea t mn et
·

o n e
一

way a a n ly o e s sf va r ia n e e( N V A A O)
wr e e emP loy ed to t e sto f r sin gf ii ca n t d iff e

r n e e e swh er e

na e e c s sry
·

3
.

R e su lt s

3
.

1
.

D ev e

lP Omn eta l sta ge s
o f N. P sha eo r 众l e`

Io n r d r eto e sta b l i sha r el ia b l em et ho do loy go f r t h ema s s

u el t ia v t io no f N. P sh
a o r e

d e i
s

,

w e e a r r i e d o u t a d e t a il e d s t u d y

t o e l u c id a t e t h e d e v e lo Pm e n t a l s t a ge s o f .N sP h a e r o ide ` fr o m

t r i e h o m e s t o m a e r o c o l o n i e s
.

C o lo n i e s w i t h a d i a m e t e r o f

3 m m w e r e d i s P e r s e d t o o b t a i n t r i e h o m e s (F ig
.

l a )
,

w h i e h

w e r e t he
n i n o cu l a t e d i n a fr e s h cu l t u er me d iu m a t a lig h t

i n t e n s i t y o f 5 0 “ m o l p h o t o n s m 一 2 5 一 1 a n d 2 5
O

e
.

T h e t r i
-

e h o m e if r s t d e v e lo P e d a s h e a t h a n d b e e a m e a if lam
e n t

( F ig
.

lb ) a ft e r 2 d a y s o f e u l t iv a t i o n
.

A s e e l l d i v i s i o n b e g a n

w i t h i n t h e s h e a t h
,

a g g r e g a t e d e e l l m a s s w a s fo mr
e d a l o n g

t h e if la m e n t (F ig
.

l e ) a n d e x P a n d e d i n t o a s e ir a t e d e o l o n i e s

a n d if n a l ly i n t o s Ph e ir c a l e o l o n i e s ( 50一2 0 0 林m ) t h a t w e r e

e i t h e r e o n n e e t e d b y a h e t e r o c y s t o r s e P a r a t e d ( F ig
.

ld ) a ft e r

15 d a y s
.

C o lo n i e s w i t h a d ia m e t e r o f 0
.

1刃
.

5 r n r n g r o w n

u n d e ; 2 0 0 o M hP o t o n s m 一 2 5 一 ’ a t : o o m t e m p e r a ut r e e o n
-

t i n u o u s ly in e r e a s e d i n s iZ e (F ig
.

l e )
a s t h e c u l t u r e m e d i u m

w a s P e ir o d i e a l ly r e n e w e d
.

T h e l a r ge s t c o lo n y o b t a i n e d w a s

3 3
mmL

i n d i a m e t e r a ft e r 12 0 d a y s o f cu l t iv a t i o n ( F ig
.

l幻
.

T ir c h o m e s o r h o
mr

o g o n i a r e le a s e d fr o m e o lo n i e s i n a n y

s i z e w e r e a b le t o fo mr
n e w c o l o n ie s a g a i n

.

T h e b u d d i n g

fr o m e o l o n i e s a s a m e t h o d o f m u lt iP li e a t i o n w a s a l s o

o b s e vr e d ( d a t a n o t s h o w n )
.

T h e e o lo n y r u P t u er w a s

o b s e vr e d i n e a c h s t a g e o f t h e e o l o n y d e v e l o Pm e n t d u e t o

n u t r i t i o n d e if e ie n e y o r u n af v o r a b l e l ig h t i n t e n s i t y a n d t e m
-

P e r a t u r e
.

H o w e v e r
,

t h e m e e h a n i s m c o n t r o ll in g t h e e o l o n y

r u P t u er 15 n o t e l e a r a t P r e s e n t
.

P r e v e n t i n g t h e c o l o n y

r

uP t u r e r

em
a i n s t o b e a ch a l le n罗 fo r ht e m a s s cu l t i v a t i o n

o f t h i s o r g a n i s m
.

F ig
.

1
.

D e v e lo P m e n t a l s t a
ge

s o f N 明 h
a e or i de s

.

(
a
) T ir e h o m

e : ( b ) if la
m

e n t : (
e
) a s e ir a et d e o lo in e s : (d ) m ic r o e o lo in e s : (

e
) m

a e r o e o lo n i e s o f d i ffe
r e n t si z e s:

(0 ur p t u r e d 3 3
nun

e o lo n y
, o ne g ree

n d o t a p讲
a r e d o n i t s s u r

af
c e

、

rA
r o w i n

( b ) i n

idc ate
s
hte

s
he

a t h
.

R e P re sen at t iv e s o f at le a st l 0 s a m P le
s w e r e e x a m in e d
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3
.

2
.

hC
a n g e s ni th e ni t e

rn
a l s t r u c t u r e

du
r ni g t h e de v e

lPo m e n l

fo m a e r o e o lo n i e s

A s c o l o n ie s g r o w n u n d e r 2 0 0 林M p h o t o n s m一 2 5一 1 a n d

a t r o o m t e m P e r a t u r e in c r e a s e d i n s iz e t o m o r e t h a n 1 m m

in d i a m e t e r
,

s t r u e t u r a l d iffe r e n t i a t i o n o e c u r r e d w i t h in t h e

e o l o n i e s a n d u n e v e n ly d i s t r ib u t e d if l a m e n t s w e r e o b s e r v e d
.

C r o s s
一

s e e ti o n s o f t h e m a e r o e o lo n i e s a t e a e h s t a g e w e r e

e x a m i n e d t o a n a ly z e t h e i n t e r n a l s t r u c t u r e
.

A s s h o w n i n

F ig
.

2 1 m m e o l o n i e s e o m P r i s e d h o m o g e n e o u s ly d i s t r ib u t e d

if la m e n t s t h a t w e r e i r r e g u l a r ly c o n t o r t e d i n b o t h P e r iPh e r a l

r e g i o n ( F ig
.

Z a a n
d b ) a n d e e n t e r (F ig

.

Z e ) o f t h e e o l o n ie s
.

Wh e n m a c r o c o l o n ie s g r e w t o 8 m m in d i a m e t e r ,

t h e d is t r i
-

b u t i o n o f t h e if la m e n t s w a s m o r e e o n e e n t r a t e d i n t h e

P e r iPh e r a l r e g i o n t h a n in t h e c e n t e r ( F ig
.

Z c )
·

T h i s t r e n d

b e e a m e m o r e o b v i o u s w h e n t h e m a e r o e o lo n i e s r e a e h e d

t h e s iz e o f 16 m m i n d ia m e t e r ( F ig
.

Zd
,

g
,

a n d h )
.

T h e if l a
-

m e n t s w e r e d i s t r ib u t e d i n a n o r d e r e d m a n n e r i n t h e P e r iPh
-

e r a l r e g i o n
,

w h i le a m u e h s m a l l e r n u m b e r o f if la m e n t s

r e m a i n e d i n t h e e e n t e r r e g io n
.

In a dd i t i o n ,
a l l if la m e n t s

w e r e a r r a n g e d i n P a r a l le l t o w a r d s t h e o u t s id e o f t h e

m a e r o c o l o n ie s
.

T h e a r r a y o f if la m e n t s o n t h e s u r af e e o f e o l o n ie s (a b o u t

50 0 林m t h ie k fr o m t h e s u r af e e ) w a s v a r i a b l e a s t h e e o l o n i e s

i n e r e a s e d i n d ia m e t e r
.

I n s m a l l e o l o n ie s (e
.

g
.

l一2 m m i n

d i a m e t e r ) t h e if la m e n t s w e r e c o n t o r t e d a n d d i s o r d e r ly

( F ig
.

Z a a n d b ): w h e r e a s i n la r g e r c o l o n ie s (t h e d i a m e t e r

g r e a t e r t h a n 8 m m )
,

t h e if l a m e n t s o n t h e s u r fa c e w e r e

a r r a n ge d i n a n o r d e er d m a n n e r a n d te n d e d t o b e l o e a t e d

t o w a r d t h e e e n t e r o f t h e c o lo n i e s (F ig
.

Ze )
,

a lt h o u g h t h e

i n t e r i o r if l a m e n t s w e r e s t i l l d i s o r d e r ly
.

W i t h i n 16 m m e o l o
-

n i e s
,

t h e in t e r i o r if l a m e n t s w e r e m u c h s h o r te r t h a n t h o s e i n

t h e s u r af e e l a y e r
.

T h e if la m e n t s o f t h e o u t e r la y e r e x e e e d e d

5 0 0 林m i n l e n g t h ( F ig
.

Zd )
,

b u t t h e if l a m e n t s o f t h e i n n e r

Ia y e r w e r e Ie s s t h a n 10 0 林m ( F ig
.

2 9 )
.

S u e h a d i ffe r e n e e i n

t h e if la m e n t le n g t h w a s n o t o b s e r v e d i n t h e s m a ll e r e o lo n i e s

(F ig
.

Z a a n d e )
.

3
.

了
.

P lg ” l e n t e o n t e n t s a n d P h o to sy n rh e t i e a e I i v i t i e s in

成承r e n t aly
e sr of m a c r o e o lo n ie s

T o fu r t h e r e x Pl o r e t h e Ph y s i o l o g ie a l P r o P e r t i e s o f 及

sP h a e r o

ide
s ,

30 m m m a e r o e o l o n ie s g r o w n u n d e r

2 0 0 “m o l p h o t o n s m 一 2 5一 1 a t r o o m t e m p e r a t u r e w e r e fr a e
-

t i o n a t e d i n t o t h e o u t e r ,

m id d l e
,

a n d i n n e r l a y e r s
,

a n d t h e

Ph o t o s y n t h e t i e a e t iv i t i e s a n d P igm
e n t c o n t e n t s o f e a c h

fr a e t i o n w e r e a n a ly z e d
.

A s s h o w n in F ig
.

3
,

t h e h ig h e s t

Ph o t o s y n t h e t i e a c t iv i t ie s m e a s u r e d a s o x y g e n e v o l u t i o n

r a t e s w e r e fo u n d i n th e o u t e r l a y e r ,

w h i l e t h e l o w e s t a e t i v -

i t ie s w e r e o b s e r v e d i n t h e i n n e r l a y e r
.

T h e m a x im a l n e t

Ph o t o s y n t h e t ie r a t e (P m ) i n t h e o u t e r la y e r w a s a b o u t

5 0% a n d 4 0 0% h ig h e r th a n t h a t i n t h e m id d l e la y e r

F i g
.

2
.

Th e s t ur e t u r e o f t h e o u te r la y e r ( to p p a n e
ls ) a n d th e e e n t e r

( lo w e r p a n e ls
) o r N 胡加

e r o ide s e o lo n
i
e s g r o w n a t 2 0 0 阿

0 1 p h o to n s m 一 2 5 一 ’ a n d a t

r o o m t e m P e r a tu r e
.

(
a
) H o m o ge

n e o u s ly d is t r i b u t e d if l a m
e n t s w i th i n 1 m m e o l o n y : (b ) a u t o fl u o r e se e n e e o

f th e o u t e r la y e r s h o w n i n
( a ): (

c
)

o u t e r la y e r o f

s m 们。 e o lo n y ; (d ) o u t e r la y e r o f 16 m m e o lo n y
, th e d is t r ib u t i o n o f if 1a m e n t s in P a r a l1e l t o w a r d s th e o u t s id e o f e o lo n y : (e )

e e n t e r o f l m m
c o l o n ie s ;

(0 a u t o fl u o r e s e e n e e o f th e e e n t e r s h o w n in
(

e
): ( g ) ce n t e r o f l 6 m m

c o lo n ie s sh o w in g s h o r t if la m
e n t s : ( h )

a u t o fl u o r e s c e n e e o f th e e e n t e r s h o w n i n ( g )
.

S
e a le

b a r : 10 0 卜m
.

R e Per s e n t a t i v e s o f a t le a s t l o e o lo n
ie s w e r e e x a

m in e d
.



2 D e ng
e t a .l l rP

o g r e s s in aN
t u ar l Sc ien e e

1 8 2( 0 0 8) 1 4乃
~

1 48 了 1 4 79

一
O u et r la y e r

长长
.

: : ……
))) 一 ”

`̀

了
.

甲
.

助砂
e t s

fo lihs
t in te n s iyt

a n d r e

呷
e ra tu r e o n t he in te r n a l

s rt u e tu r es fo N. Ps ha e r o ied s
八UC曰nUn”Unné八”ē日nuUn`U4山今ǎU夕口̀U

月,l呀气乙,山
1111一二

勺一石O

助任
·

20一。吕二àuollnloA。四O

0 2 0 0 4 0 0 6 00 8 00 10 0 0
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(林m o l Ph o to n s

·

m
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·
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F ig
.

3
.

L ig h t r e s P o n s e e u vr e o f t h e if la m
e n t s i n th e d i ffe

r e n t l a y e r s o f

3 0
一

m m 龙 sP h a e r o

lde
s e o lo n

ie s (
n = 3 o r 4〕

.

(P < 0 0 0 1) a n d in n e r l a y e r (P < 0
.

0 0 1)
,

r e s P e c t iv e ly (T
a b l e

l )
.

T h e a P P a r e n t q u a n t u m y ie ld (以) a n d Iig h t
一

s a t u r a t i n g

(kI ) s h o w e d s im i la r t r e n d s
,

in d i c a t i n g d e e li n e d Ph o t o s y n -

t h e t i e a c t i v i t i e s fr o m t h e o u t e r Ia y e r t o w a r d s t h e e e n t e r o f

t h e m a e r o c o l o n ie s
.

In e o n t r a s t
,

t h e d a r k r e s P i r a t io n ( R d )
a n d e o m P e n s a t i o n P o in t (cI ) w e r e h ig h e r i

n t h e m id d l e l a y e r

t h a n in t h e o u t e r l a y e r a n d i n n e r l a y e r s ( T a b le l )
.

T h e t h r e e l a y e r s o f N sP h a e r o ide s m a e r o e o l o n ie s a l s o

s h o w e d d i ffe r e n t P igln
e n t e o n t e n t s

.

T h e C h l a c o n t e n t

w a s a b o u t 1
.

6
一

fo ld h ig h e r i n t h e i n n e r l a y e r t h a n i n t h e

o u t e r l a y e r
(7I < 0

.

0 0 5) ( T a b l e Z )
.

A t t h e s a m e t im e
,

t h e

e o n t e n t s o f e a r o t e n o id s (e x P r e s s e d a s t h e r a t i o o f e a r o t e -

n o id s t o e h lo r o P h y l l一 C a r/ C h l) a n d p h y e o b i l iP r o t e i n s

(Ph y c o e r y t h r i n ,

Ph y e o e y a n i n
,

a l lo Ph y e o e y a n i n
) s h o w e d

t h e s a m e t r e n d s a s o b
s e vr e d fo

r t h e C h l a e o n t e n t i n

t h e d i ffe r e n t l a y e r s : P igm
e n t e o n t e n t s i n e r e a s e d s ign i if

-

c a n t ly fr o m t h e o u t e r l a y e r t o w a r d s t h e e e n t e r o f t h e

m ac r o e o l o n ie s (P < 0
.

0 5 )
.

S u e h a d i s t r i b u t i o n P a t t e ur o f

t h e P ig m e n t s w a s i n o P P o s i t i o n t o t h a t o f Ph o t o s y n th e t i e

a e t i v i t y
, a n d m igh t b e c a u s e d b y t h e a v a i l a b i li t y o f lig h t

w i t h i n t h e c o l o n y
.

In m a e r o e o l o n ie s ,

if la m e n t s w e er

m o s t ly e o n ee n t r a t e d i n t h e o u t e r la y e r ( F ig
.

2 )
,

w h i c h

a b s o r b e d m o s t o f ht e i n e o m in g lig h t
.

T h e fu r t h e r t o w a r d

t h e e e n t e r o f t h e e o lo n i e s w a s ,

t h e l e s s a v a i la b le lig h t

w a s
.

T h e r e fo
r e

,

t h e ee l ls i n s id e t h e e o l o n i e s P r o d u c e d

m o r e a n t e n n a P ig m e n t s (c a r o t e n o id s a n d P h y e o b i l iP r o -

t e i n s ) t o c o P e w i t h t h e lo w lig h t c o n d it i o n
.

L ig h t i n t e n s i t y a n d tem P e r a t u r e P l a y e d im P o r t a n t r o l e s

i n c o n t r o l li n g t h e m o r Ph o g e n e s i s P r o c e s s o f .N sP h a e r o ide s
.

T o u n d e r s t a n d t h e e ffe c t o f lig h t in t e n s i t y o n t h e s t r u e t u r e

o f .N sP h a e r o ide s ,
e o l o n ie s w e r e s u bj e e t e d t o a l o w lig h t

i n t e n s i t y o f 2 0 抖m o l p h o t o n s m 一 2 5 一 1 a n d a h ig h 一ig h t

i n t e n s i t y o f 5 0 0 林M p h o t o n s m 一 2 5一 1 a t 2 5
“
e

.

T h e e r o s s
-

s e e t i o n s o f b
o t h t h e e o lo n i e s w e er e x a m i n e d w i t h Ph a s e

e o n t r a s t m ie r o s c o Py o r a u t o fl u o r e s e e n e e a ft e r 30 d a y s

e x P o s u er w h e n e o l o n i e s i n c er a sde i n s i z e t o a b o u t 3
.

4 m m

( F ig
.

4 )
.

T h e e o lo n i e s g r o w n u n d e r l o w e r l ig h t i n t e n s i t y

w e er m u e h s o ft e r c o m P a er d t o th e e o l o n i e s gr o w n u n d e r

h ig h e r lig h t in t e n s i t y
.

T h e e o l o r o f t h e c o lo n i e s g r o w n a t

50 0 林M p h o t o n s m 一 2 5 一 1 w a s g r ee n ,

w h i一e t h e e o l o n i e s

g r o w n u n d e r l o w e r i r r a d i a n c e a PP e a r e d b la c k
一

g r e e n
.

C o l o
-

n ie s g r o w n u n d e r t h e l o we r lig h t i n te n s i t y s h o we d a m o er

h o m o g e n e o u s in t e r n a l s t ur e t u r e ( F ig
.

4 a ) e o m P a r e d t o

t h e c o l o n i e s g r o w n u n d e r h ig h l ig h t i n te n s i t y ( F ig
.

4 b )
.

R i n g s w e r e o b s e r v e d i n t h e e o l o n i e s g r o w n u n d e r h ig h l ig h t

i n t e n s i t y
,

w h i e h w e r e n o t a PP a r e n t i n c o l o n i e s g r o w n u n d e r

l o w lig h t i n t e n s i t y
.

I n t h e P e r iP h e r a l r e g i o n o f a c o lo n y
,

d e n s e r if la m e n t s w e r e fo u n d i n t h e e o l o n i e s g r o w n u n d e r

h ig h l ig h t i n t e n s i t y ( F ig
.

4 d ) t h a n i n t h e c o l o n i e s g r o w n

u n d e r l o w l ig h t i n t e n s i t y (F ig
.

4 c )
.

H o w e v e r ,

i n t h e e e n t e r

o f a e o l o n y
,

h o m o ge n e o u s ly d i s t ir b u t e d if l a m e n t s w e r e

o b s e vr e d i n e o l o n ie s g r o w n u n d e r l o w Iig h t in t e n s i t y
,

w h i le

o n ly a fe w if l a m e n t s w e r e fo u n d i n t h e c e n t e r o f t h e e o l o
-

n i e s g r o w n u n d e r h ig h l ig h t i n t e n s i t y
.

T h e d i ffe
r e n t d i s t r i

-

b u t i o n P a t t e nr s o f if l a m e n t s b e t w e e n c o l o n i e s w e r e

e o n if mr
e d b y t h e a u t o fl u o r e s e e n ee o b s e vr a t i o n s ( F ig

.

4 e

a n d 幻
.

T h e s e r e s u l t s i n d i e a t e d t h a t l ig h t i n t e n s i t y Pl a y e d

a e r i t i e a l r o l e i n t h e s t r u c t u r a l d e v e l o P m e n t o f .N sP h a e r o -

艺滋 5 e o l o n i e s
.

T h e e ffe
e t o f t e m P e r a t u r e o n c o lo n y s t ur e t u r e w a s a l s o

e x

am i n e d
.

C o l o n ie s o f .N sP h a e r o ide ` w e r e e u l t iv a t e d a t

15 o r 2 9
“

C u n d e r a l ig h t i n t e n s i t y o f 20 0 林M Ph o
-

t o n s m 一 2 5 一 1
.

A ft e r 3 0 d a y s
, e r o s s

一 s e c t i o n s o f t h e 14 a n d

3
.

5 m m e o l o n i e s w e r e e x a

而
n e d a n d c o m P a r e d

.

hT
e

3
.

5 m r n m ac r o e o l o n i e s gr o w n a t 1 5
“

C w e r e m o er e l a s t i e

t h a n t h o s e gr o w n a t 2 9
“

C
,

ht e l a t t e r c o l o n i e s e o n t a i n e d a

l a r ge n u m b e r o f d e n s e m a c u la s i n t h e e e n t e r (F ig
.

s b )
e o m

-

P a r e d t o t h e e o l o n i e s g r o w n a t 15
“

C ( F ig
.

s a )
.

I n a d d it io n
,

t h e c e n t e r o f t h e 14 m m c o l o n i e s b e e a m e l iq u id w h e n

T a b le l

Ph o t o sy n th e t ie P a r a
m e t e r s o f t h e o u t e r ,

m id d le a n
d i n n e r lay

e r s o f 3 0 m m m a e r o c o lo n i e s o f 拟 sP h
a e r o比le

s

C o lo n y s ce t i o n

o u t e r la y e r

M id d le la y e r
、

I n n e r l ay
e r

mP
12 9

.

4 士 12
.

l
a

8 3
.

2 士 4 2 b

3 0
.

1士 .4 c2

几

4 9
.

6 士 8月

3 7
.

5 士 2
.

2

16
.

3 生 3
.

2

凡

1 1
.

5 士 4
.

D

2 7
.

1士 2
.

8

6
.

2 1 夕 6

cI

4
.

5 士 2
.

]

1 2
.

2 士 1
.

0

3
.

3 士 1
.

5

M a x im a l n e t p h o t o s y n th e t ic r a t e ,

尸m (卜m o l 0 2
m g 一 ’ e h l a h 一 l

)
, a p p a

re
n t q u a n t

um y i e la
, :

(林m o l o : m g一 1 e ih a h 一 ’
)/ (阿

0 1 p h o t o n s m
一 2 5 一 ’

)
,

lig h t
-

s a t u r at in g
,

kI (抖m o l p h
o to n s

m
一2 5一 l

)
, a n d e o m p e n s a t i

o n p o in t s ,

cI (林m o l p h o t o n s
m
一2 5一 1

)
, a n d d a r

k er
s p ir a t i o n ,

凡 (卜m o l 0 2
m g一 ’ e h l a h 一 ’

)
,

d e r iv
树

fr o m th e

--P I e u

vre
s o f t h e ifl a m

e n t s fr o
m th e d i ffe

r e n t la y e r s o
f 3 0

一

mm N sP h
a e r o 比le s

co l o n ie s (
n 二 3 o r 4 )

.

W it h e a c h e o lu
m

n , v a lu e s iw t h d iffe
r e n t

s u p e r sc ir p t le t te r s a r e s ig n iifc
a n t ly d iffe

r e n t a t 夕 = 0刀5 (T
u k e y

’ 5 t e s t)
.
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T a b le Z

Pigm
e n t e o n t e n t a n

d
e a r o t e n o id t o e h lo r o p h y ll

r a t i
o

( C a r/C h l ) o f t h
e o u t e r

,

m id d le a n d i
n n e r l a y e r s o

f 30 m m e o lo n i
e s o f N

.

sP h
a e r o

id 已
j

C o lo n y s e c t io n

e h l
a

( m g g
一 l

d即 w e ig h t )

C
a
r/ C h l ( m g m g

一 l
)

p h y e o e r y t h
r in ( m g g

一 1
d r y w e ig h t)

p h y c o c y a n
i
n

(m g g 一 l
d叮 w e

ig h t)
A llo p h y e o e y a n i

n
(m g g

一 ’
d即 w e

i g h t )

o u te r
l
a y e r

4 2 士 O之b

0
.

1 5 士 0 0 2

2刃 士 0 2
b

3
.

1 士 0 4 b

5
.

1 走 0 7 b

M id d le l
a y e r

6
.

3 士 O
,

l
“

0
.

19 士 0 0 1

2 4 士 0 2 b

3
.

7 士 0 3
b

5月 士 0 6
b

I n n e r
la y e r

6
.

5 士 0 2
a

0 2 6 士 0
.

2

4 2 士 0
.

3
a

6
.

6 士住 s
a

1 1 2 士 0
.

8
` ,

W ith e a e h Ii
n e

,
v a

l
u e s w it h d iffe

r e n t s u P e r s e r
iP t le t te r s a r e si g n iif

c a n t ly d iffe
r e n t a t P = 0

.

0 5 ( T u
k

e y
’

5 te s t )
.

D a t a a r e m e a n s 士 S D (
n = 3 )

.

Fig
.

5
.

E能
c t s o f t e m P e r a t u r e o n th e s t r u e t u re o f d iffe

r e n t ly s讫e
d e o lo n ie s

g r o w n u n
d

e r 2 0 0 “ m o
l p h o r o n s

m
一 2 5一 1

.

(
a

) e
r o s s 一 s e c t i o n o

f 3
.

5 m m

c o lo n
i
e s g r o w n a t 1 5

O

C ; (b )
e r o s s

一
s e e t io n o

f 3
.

5 m m
c o lo n y g r o w n a t

2 9
O

C
, s h o w i

n g a la r g e n u
m b

e r o f d
e n s e m a e u

l
a s in th e e e n t e r o

f t h e

c o lo n y ; (
e
) c r o s s 一 s e c t i o n o f 14 m m

e o l o n y g r o w n a t 15
“

C
,

th
e e e n t e r o

f
e o lo n y r e m a i n in g g e

l
a t in o u s : (d ) e r o s s一 s e e t io n o f 14

111111 e o
l
o n ie s g r o w n a t

2 9
“

C
, s h o w i

n g t h a t th
e c e n t e r o

f t h e e o l
o n y b e c a m e liq u id

.

R e P r e s e n t a -

t i
v e s o f a t le a s t 10 e o l o n ie s w e r e e x a m i

n e
d

.

F ig
,

4
.

E ffe e t s o f lig h t i
n t e n s ity

o n t h e s t r u e t u r e o
f 3

.

4 m m e o lo n ie s g r o w n

a t 2 5
“

C
.

( a ) C r o s s 一s e e t i
o n o f e o lo n ie s g r o w n u n d e r 2 0 林m o l Ph

o -

t o n s m 一 2 5 一 l , s h o w i
n g a h o m o 罗 n e

ou
s i n t e r n a l s t r u 以u r e : 〔b )

r
i

n 邵

a P P e a r
i n g in t h e e r o s s一 s e e t io n o f t h e c o lo n ie s g r o w n u n d e r 5 00 仁m o l Ph o -

to n s m
一 2 5一 ’ : (

e
) of rm

a t io n o f 6 la m e n t s w ith i n t h
e e o lo n

i e s g r o w n u n d e r

2 0 “ m o l p h o to n s
m
一 2 5一 1; ( d ) d e n s e r

6一
a m e n t s e x is t in g w i th i n th

e p e r i p h
-

e r a l re g i o n o
f th e e o l

o n ie s g r o w n u n d e r 5 0 0 “ m o
l p h o t o n s m 一 2 5一 1 t h a n

t h a t g r o w n u n d e r 2 0 o m o 一p h o t o n s m
一 2 5一 ’ ; (

e
) th e s a m e 丘一a m e n t s a s in

(
e
)

,
s h o w i n g r e d a u t o

fl
u o re s e e n e e : ( 0 t h e s a

m e if l
a m e n t s a s

i
n

( d )
, s h

o w i
n g

th a t s o m e in t e r
i
o r if la m e n t s la e k re d a u to fl

u o r e cs e n c e
.

R e P
r e s e n t a t iv e s o

f

a t le a s t 10 c o lo n i e s w e r e e x a m in e d
.

g r o w n a t 2 9
“

C ( F ig
.

s d )
,

b u t r e m a i n e d g e la t i n o u s w h e n

g r o w n a t 15
“

C (F i g
.

s c )
.

4
.

D i解 u ss i o n

A lt h o u g h a n u m b e r o f r e s e a r e h e r s h a v e in v e s t i g a t e d t h e

i n t r i c a e i e s o f t h e li fe c y e l e o r d e v e l o P m e n t o f NO
s to e

【3
,

12
,

l冬 2 0工 t h e s e s t u d i e s w e r e m a in l y fo e u s e d o n t h e fo r -

m a t i o n o f m i e r o e o lo n i e s
,

w i t h l i t t l e a t t e n t io n d e v o t e d t o

t h e d e v e l o Pm e n t o f m a e r o e o l o n i e s 【3
,

2 1
,

2 2〕
.

T h e Ia c k o f

i n fo r m a t io n o n t h e d e v e l o Pm e n t a n d in t e r n a l s t r u c t u r e o f

t h e m a e r o e o l o n ie s w a s P a r t i a l ly d u e t o t h e af e t th a t t h e r e

w a s Iit t le k n o w le d g e a b o u t t h e c u l t i v a t i o n o f m a e r o e o l o n -

ie s u n d e r t h e c o n t r o l l e d Ia b o r a t o r y c o n d it io n s
.

I n o u r P r e -

v i o u s w o r k 〔9〕N sP h a e r o

ide
s c o l o n i e s w e r e s u e e e s s fu l ly

c u lt i v a t e d u P t o 33 m m i n d i a m e t e r u n d e r l a b o r a t o r y c o n -

d i t i o n s
,

P r o v id i n g u s a u n iq u e o P P o r t u n i t y t o s t u d y t h e

m o r Ph o g e n e s i s a n d i n t e r n a l s t r u c t u r e o f m a e r o c o l o n ie s
.

T h e e u r r e n t s t u d y P r e s e n t e d t h e d e t a i le d in fo
r m a t i o n o n

t坛 i n t e r n a l s t r u e t u r e o f m a e r o e o l o n i e s d u r i n g t h e d e v e l o P
-

m e n t a l s t a g e s o f .N sP h a e r o i`le ` a s w e ll a s t h e e ffe c t s o f

e n v i r o n m e n t a l af e t o r s o n t h e i n t e r n a l s t r u e t u r e o f m a c r o
-

e o l o n i e s
.

B a s e d o n t h e r e s u l t s o b t a i n e d i n t h i s s t u d y
,

w e

P r o P o s e t h e d e v e l o P m e n t o f t h e i n t e r n a l s t r u e t u er fo
r t h e

N sP h a e r o

ide
s a s i l l u s t r a t e d i n F ig

.

6
.

M i e r o e o l o n ie s w e r e if r s t d e v e l o P e d fr o m t r i e h o m e s a ft e r

a s e r i e s o f e e l l d iv i s i o n s a n d t h e
fo

r l l l a t i o n o f s h e a t h

( F ig
.

l a we d )
.

A t t h i s s t a g e ,

t h e if la m e n t s W e r e h o m o g e -

n e o u s ly d i s t r ib u t e d w i t h i n a e o lo n y ( F ig
.

Za a n d e )
.

T h e
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m ie r o c o lo n ie s c o n t in u e d to in c r e a s e in s iz e a e c o m P a n i e d b y

t h e d ieff r e n t ia t io n in th e ir in te r n a l s t r u e tu r e
、 e

.

g
.

fi lam e n t s

w e r e m o r e e o n e e n t r a te d in th e P e r iP h e r a l r e g io n o f a e o l
-

T h e r u P tu r e o f a e o lo n y c o u ld

m a e r o e o lo n y d e v e lo Pm e n t d u e t o

ta k e P la e e a t a n y s ta g e o f

u n af v o r a b le g r o w th c o n
-

o n y (F ig s
.

Z d a n d g: 4d a n d 0
u n d e r e e r ta in g r o w t h e o n d i

-

d z t l o n s, s u e h a s

t e m P e r a t u r e , o r

一n a d e q u a t e lig h t i n t e n s i t y
, u n fa v o r a b le

t i o n s a n d v a r i o u s r in g s t r u e t u r e s s t a r t e d t o

n u t r i e n t d e if e i e n c y
.

T h e r u P t u r e u s u a l ly

0
.

O t h e r s t r u e t u r a l fe a t u r e s o f

a PP e a r ( F ig
.

6 e一 Ie a d s t o d i s in t e g r a t i o n

m a c r o e o lo n ie s

o f a c o l o n y a n d t h e r e l e a s e o f t r i e
-

d e n s e m a e u l a s
, r in g s

,

c o m P a e t e o r e a n d Iiq u id
h o m e s o r h o

mr
o g o n i a ,

w h ie h of r m n e w m i c r o e o l o n ie s
.

t h e e e n t e r ,

d e v e l o P e d g r a d u a l ly a s t h e d i a m e t e r

, s u e h a s

s Ph e r e i n

in e r e a s e d
.

B u d d i n g fr o m a e o l o n y 15 o e e a s i o n a l ly o b s e r v e d

o f r e P r o d u e t io n ; h o w e v e r ,

t h e e x a e t e o n d i t i o n s

i t a t e t h e b u d d i n g P r o e e s s a r e n o t e le a r
.

a s a w a y

A s t h e e o l o n y s i z e
fu

r t h e r i n e r e a s e d
,

t h e e e n t e r b e e a m e

g e la t i n o u s o r liq u id d u e t o t h e d e g r a d a t i o n o f t h e if la m e n t s
.

T h e P e r iPh e r a l r e g i o n o r m id d le l a y e r o f t h e e o l o n i e s w a s

if r nn a n d 50 ! id b e e a u s e o f t h e c o n c e n t r a t e d if la m e n t s

(F ig
.

6--e g )
.

U n d e r af v o ar b le g r o w t h c o n d i t i o n s ,

t h e m a c r o -

e o l o n i e s m a i n t a i n e d t h e s e s t r u e t u r e s i n t a e t a n d c o n ti n u e d

t o i n e r e a s e i n s i z e
.

T h e l a r g e s t m a c r o e o lo n ie s o b t a i n e d w e r e

3 3 m m i n d i a m e t e r ( F ig
.

6 9 )
.

t h a t P r e c iP
-

In la r ge e o lo n i e s ,

t h e d i ffu
s i o n o f m a t e r i a l s in t o

a w a y fr o m t h e c e n t e r o f t h e m a c r o c o lo n i e s 15 d i iff e u l t

a n d

C O I刀
-

P a r e d t o s m a l l e o l o n i e s
.

Iig h t 15 a b s o r b e d w i t h in
N i n e t y P e r e e n t o f t h e i n c o m i n g

o f 从乃 z o c 〔1〕
.

C e ll s

10 0 拼m o f t h e s u r fa c e o f a c o l o n y

lig h t le v e l s a n d

s m a l le r o n e a s a

w i t h i n a l a r ge r e o l o n y c o u ld e x P e r i e n e e

w a v e l e n g t h s d i ffe r e n t ly fr o m t h o s e w i t h i n a

r e s u l t o f t h e s h a d i n g a n d a b s o r P t i o n b y th e

F ig
.

6
.

C
r o s s

一
se e t io n s o f e o lo n ie s w 一r h d jffe er n 士d ja m e t e r s ( e u l t u l℃ d a t 2 00

c h a n g e s I n t h e e r o s s
一

s e e t l o n o f (a ) t h e l

mxn
“ m o l p h o t o n s m 一 2 5

e o lo n y
,

s h o w in g a lo n g s h e a th h o m o g e n e o u s ly

a n d a t r o o m t e m P e r a t u r e ) s h o w in g a s e r ie s o f s t r u e t u r a l

s h o w : n g d e n s e m a e u la s I n r h e e e n t e r : (
e j 3

.

e n t a n g le d a n d e n w r a P P e d

t h e c e n t e r ; (幻 16 m m e o lo n y
,

n o e o r e

e o l o n l e s w e r e e x a m in e d
_

4 m m e o lo n y
,

s h o w in g o n e r in g : ( d ) s m m e o lo n y
,

a P P e a r e d i n t h e e e n t e r : (g ) 2 8 m m
c o lo n y

,

t h e

s h o w in g tw o r in g s : (e ) 16

I n a s
h

e a th : (b ) 2 m m e o lo n y
,

m m e o lo n y
,

o n e e o r e a P P e a r e d in

c e n t e r a P P e a r e d t o b e jn a ]i q u i d s t a t e
.

R e P r e s e n 之a t jv es o f a t )e a s t 10
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th e e y a n o b
a e t e r iu m

,

No
s zo e c o m m u n e V a u e

h
,

fr o m th e Ph iliPP in e s 〔2 6」T a la r ic o L
,

M a r a n z a n a G
.

L ig h t a n d a d a P t iv e r e s P o n s e s in r e
d

a n d J a P a n
.

J A P P I P h y e o l 20 0 7 : 19 : 67 5一 8 3
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