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ETAPAMI BIOSYNTEZY CHLOROFILU

W roélinach etiolowanych wystepuje barwik, ktory na $wietle przeksztalca sig
w chlorofil . O istnieniu tego barwika wiedziano juz w XIX wieku (Preisser 1844,
Sachs 1859); rézni badacze rdéznie go zreszta nazywali, np. leukofilem, chloro-
forem, etiolina, protofiling i in. (patrz Smith i Young 1956). Obecnie przyjeta
sie nazwa «protochlorofil», ktéra zostala zaproponowana przez Monteverdego
w roku 1893.

Timirjazew byl jednym z pierwszych, ktory badat powstawanie chlorofilu
metoda spektroskopowa. Monteverde 1 Lubimenko (1909, 1911) zwrdcili
uwage, ze protochlorofil w zZywej tkance posiada inne wilasciwosci niz w rozpu-
szczalnikach organicznych. Forme¢ barwiku wystgpujacego w komérce nieuszko-
dzonej nazwali oni chlorofilogenem. Sposréd pdzZniejszych badaczy zajmujacych
si¢ protochlorofilem i jego dalszymi przemianami nalezy wymieni¢ jeszcze Noacka
i Kiesslinga oraz Seybolda i Eglego. Zagadnienie to jest obecnie w centrum
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Rys. 1. Wzory chemiczne: protochlorofilu i chlorofilu a. We wzorze chlorofilu a przylaczone wodory
w procesie fotoredukcji zaznaczono prostokatem (linia przerywana)
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zainteresowania w wielu pracowniach, np. w Instytucie Biochemii Akademii Nauk
ZSSR w Moskwie (Krasnowsky i jego wspotpracownicy), w Instytucie Biologii
BSSR w Minsku (Godniev, Shlyk iich wspotpracownicy), w pracowni Biologii
Instytutu Carnegiego w Standford w USA (French, Smith i in)), w Instytucie
Fizjologii Ro$lin Uniwersytetu w Goteborgu (Virgin) i w szeregu innych pra-
cowniach.

H. Fischer ze swoimi wspotpracownikami (patrz Fischer i Oestreicher
1940) wykazal, ze drobina protochlorofilu ma budowe chemiczna bardzo podobna
do drobiny chlorofilu a@; jest jedynie ubozsza o dwa atomy wodoru i posiada jedno
podwoijne wiazanie wigcej (rys. 1). Jak wykazemy dalej w ro$linach etiolowanych
(i w pewnych przypadkach nie etiolowanych) moze wystgpowac zwigzek(i) o struk-
turze chemicznej podobnej do protochlorofilu (ale nie identycznej), ktory zdolny
jest takze do dalszych przemian w chlorofil . Niektorzy badacze pod pojeciem
protochlorofilu rozumieja kazdy zwiazek tworzacy si¢ w roélinach hodowanych
w ciemnosci, z ktorego moze powstaé chlorofil a.

Powstawanie i wystepowanie protochlorofilu

Jestesmy jeszeze dalecy od dokladnego poznania wszystkich etapéw posrednich
biosyntezy protochlorofilu. Niemniej jednak niektore z nich zostaty juz do$¢ do-
kladnie poznane i mozna przynajmniej w przyblizeniu odtworzy¢ glowny obraz
biosyntezy tego barwika. Wedlug Granicka (1961) schematycznie przedstawia si¢
on jak zaznaczono na str. 5.

Poczatkowe etapy sa wspdlne dla wielu zwiazkéw majacych ukiad porfinowy,
ktore wystepuja zardbwno w $wiecie rolinnym jak i zwierzgcym (cytochromy.
oksydaza cytochromowa, katalaza i in.). Widzimy, ze zwiazkami wyjsciowymi sa:
kwas bursztynowy w polaczeniu z koenzymem A i glicyna. Kwas bursztynowy
laczy wiec ten tarcuch przemian z cyklem kwasow dwu- i tréjkarboksylowych
(cyklem Krebsa). Nie wdajac sig w szczegoly przedstawionego schematu zaznaczymy
tylko, ze nie zawsze wymienione zwiazki posrednie przechodza, wediug zazna-
czonej kolejnosci, bezposrednio jeden w drugi. Pomigdzy niektérymi z nich muszy
istnie¢ jeszcze etapy posrednie, ktore dotychczas nie zostaly jednak poznane. Duze
zashugi w poznaniu chemizmu syntezy zwiazkow majacych ukfad porfinowy poto-
zyly dwie szkoly amerykanskie, mianowicie Shemina i Granicka. Shemin
prowadzit swoje badania na materiale zwierzecym, natomiast Granickowi udato
sic wyekstrahowa¢ niektore zwiazki posrednie z komorek Chlorella, zwtaszcza ze
sztucznie otrzymanych mutantéw majacych zachwiang normalnga drogg biosyntezy
protochlorofilu. Zwiazki posrednie, ktore nie ulegaty dalszej przemianie, nagro-
madzaly sie w wigkszych, wykrywalnych ilo$ciach.

Protochlorofil powstaje wigc jako produkt catego szeregu reakcji o charakterze
enzymatycznym i nagromadza si¢ w etiolowanych roslinach, poniewaz jego dalsze
przemiany uzaleznione sg od reakcji fotochemicznych. W nasionach wiekszosci
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roslin nie wystgpuje on, lecz tworzy si¢ dopiero w czasie ich kietkowania (Smith
i Yang 1956). W etiolowanych ro$linach wystepuje w stosunkowo matych ilosciach,
np. w siewkach kukurydzy w ilosci ok. 0.04 mg/g suchej masy (Koski 1949, cyt. za
“Eglem 1960). W poréwnaniu z ilo$cia chlorofilu, jaka moze nagromadzi¢ si¢ w tej
samej jednostce odniesienia, stanowi to wielko§¢ rzedu 0,1 9. Llosci te uzaleznione
sa zreszta od czynnikow genetycznych (Koski 1949), troficznych (np. odcigcie
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doplywu glukozy lub sacharozy z li§cieni lub z otoczenia do liSci w znacznym
stopniu zmniejsza akumulacj¢ protochlorofilu — Wolff i Price 1960) i szeregu
czynnikéw zewngtrznych, ktére oméwione bedqg w dalszej czesci.

Protochlorofil tworzy si¢ takze w roSlinach hodowanych na $wictle, lecz nie
nagromadza si¢ w nich w wykrywalnych ilo$ciach poniewaz szybko przechodzi
w chlorofil a (Litwin et al. 1959). Przeniesienie roslin ze $wiatlta do ciemnodci
momentalnie przerywa, u wigkszo$ci roslin, powstawanie chlorofilu a, natomiast
nie zmniejsza tempa syntezy protochlorofilu. Wedlug Virgina (1955b) regene-
racja protochlorofilu w liciach jeczmienia odbywa si¢ w ciggu pierwszych mniej
wiecej 8 godzin (rys. 2); najszybciej w temperaturze 30°C, natomiast w 0°C jest
kompletnie zahamowana. Ponadto autor ten wykazal, Ze zmiany temperatury
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Rys. 2. Wplyw temperatury na akumulacje protochlorofilu w liSciach jeczmienia wtérnie przebywaja-
cych w ciemnosci. Odcigte — czas w godzinach, rzedne — ilo§¢ protochlorofilu w wartoéciach wzglednych
(wg. Virgina 1955b)

w przedziale 0—15°C wywieraja wiekszy wplyw na szybko$¢ powstawania proto-
chlorofilu niz zmiany w zakresie 15—30°C. W podobny sposéb wplyw ten zaznacza
si¢ w li§ciach pszenicy (Virgin 1961a). Wtérna akumulacja jest tym intensywnicj-
sza im liscie s3 mlodsze (rys. 3); nie stwierdzono jej natomiast w lisciach, ktére
zakoniczyly swéj wzrost (Virgin 1961a).

Protochlorofil moze powstawa¢ w zupclnej ciemnosci, lecz Swiatlo stymuluje
jego synteze. Wyraza si¢ to faktem, ze nawet po krotkich impulsach $wietlnych
nagromadza sie w wigkszych ilosciach (Virgin 1958, Wolff er al. 1957, Litwin
et al. 1959, Madsen 1962); na przyklad wg Madsena (1962) regeneracja ilo$ci
protochlorofilu, ktore przeszty w chlorofil @ podczas krotkiego impulsu $wietlnego
(1/1000 sek.), odbywa si¢ w lisciach pszenicy w ciggu pierwszych 12—I13 min.,
a w liSciach jeczmienia w ciagu 19 min. (w temperaturze 20°C). Natomiast po 1 go-
dzinie hodowli w ciemnosci po impulsie §wietlnym tworzy si¢ dwa razy wigcej
protochlorofilu w poréwnaniu z iloScia wytwarzana w roSlinach hodowanych
caly czas w ciemnosci.

Wyniki badan z ostatnich kilkunastu lat wskazuja, ze przynajmniej w niekté-
rych roflinach etiolowanych, jezeli nie we wszystkich, obok wiasciwego proto-
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chlorofilu, wystepuje takze protochlorofilid (Mg winyl feoporfiryna a5) — proto-
chlorofil pozbawiony fitolu. Istnienie tych dwoch barwikéw w etiolowanych siew-
kach jeczmienia wykazal po raz pierwszy Loffler (1955). Wedlug tego autora
po o$wietleniu protochlorofil ma przemienia¢ si¢ w chlorofil @, natomiast proto-
chlorofilid w chlorofilid a. Podobne wyniki otrzymali p6zniej Wolff i Price (1957)
i Smith (1958, cyt. za Virginem 1960). Wedtug Smitha w etiolowanych li§ciach
fasoli protochlorofil stanowi jedynie 209 ogolnej ilosci barwikéw ulegajacych
przemianie po o$wictleniu. Natomiast z cytowanej pracy Wolffa i Price’a wynika,
7e w lisciach fasoli, w pierwszych minutach oswietlenia, wystgpuje praktycznie
tylko chlorofilid . Dopiero po pewnym czasie przemienia si¢ on w chlorofil a by¢
moze przy udziale chlorofilazy (Wolff i Price 1956).

Shibata (1957) stwierdzit takze wystgpowanie dwéch form protochlorofilu
w roélinach etiolowanych, z tym, ze przy udziale $wiatla tylko jedna forma ma by¢
zdolna do przemiany w chlorofil a. Wyr6znit on tzw. forme aktywna (zdolng prze-
mieni¢ si¢ w chlorofil @) i forme¢ nieaktywna (niezdolna do dalszych przemian).
W zywych li§ciach pierwsza posiada maksimum absorpcji w czerwonej czgdci
widma przy 650 my, a druga przy 636 mp. Poniewaz nie mozna bylo wyrézni¢
tych form w roztworach rozpuszczalnikéw organicznych przypuszczano, ze réznig
sic one miedzy soba dofaczona komponenta biatkowa. Virgin (1960) jednak
rozdzielit je na bibule chromatograficznej i wykazal, stosujac odpowiednio czute
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Rys. 3. Powstawanie protochlorofilu podczas pieciogodzinnego przebywania w ciemnosci zielonych

liéci pszenicy roznego wielku. Temperatura 22°C A — dlugosé lisci w cm (lewa skala); B — protochlo-

rofil w mg/g $wiezej masy (prawa skala); C — protochlorofil w mg/10 lici (prawa skala) (wg Virgina
1961a)



metody, pewne roznice we wlasciwosciach tych barwikéw znajdujacych si¢ nawet
w roztworach rozpuszczalnikow organicznych, np. maksimum fluorescencji formy
aktywnej jest przesunigte w kierunku fal kréotszych o okolo 3 mu. Na podstawie
tych badan dochodzi on do wniosku, ze forma aktywna jest przypuszczalnie proto-
chlorofilid, a forma nieaktywna wiasciwy protochlorofil. Rola formy niecaktywnej
bylaby ciagle jeszcze niewyjas$niona.

Réwniez w rodlinach nie ctiolowanych ma odbywac si¢ fotoredukcja proto-
chlorofilidu do chlorofilidu a (Shlyk et al. 1961). Fotoredukcja bylaby wiec nie
ostatnim etapem biosyntezy chlorofilu a, lecz przedostatnim. Przylaczenie bowiem
fitolu do powstatego na §wietle chlorofilidu @ moze zachodzi¢ réwnie dobrze w ciem-
nosci.

Wigksze ilodci protochlorofilu wykryto takze w wewngtrznych ostonkach na-
sion dyni (Monteverde i Lubimenko 1909). Noack i Kiessling (1929)
stwierdzili, ze widmo absorpcyjne barwiku z tych ostonek jest bardzo podobne
do widma absorpcyjnego protochlorofilu z etiolowanych liSci i dlatego wyciagneli
wniosek, ze protochlorofile z tych dwoch zrédel sa identyczne. Protochlorofil
z ostonek nasion jest jednak niezdolny przemieni¢ si¢ w chlorofil ¢ przy udziale
$wiatta. Nie udato si¢ rowniez wykazaé tej przemiany przez potraktowanie ostonek
nasion dyni odpowiednio przygotowanym wyciagiem z roélin etiolowanych (Kra-
snowsky et al. 1953). Inaka i Shibata (1960) poréwnywali in vivo i in vitro
widma absorpcyjne barwikoéw z wewnetrznych ostonek nasion trzech gatunkow
dyni (Cucurbita pepo, C. maxima i C. moschata) i stwierdzili, ze nie sg one iden-
tyczne we wszystkich trzech przypadkach. Widma absorpcyjne C. pepo i C. maxima
roznity sie znacznie od analogicznych widm C. moschata. Dochodza oni do wniosku,
zwlaszcza na podstawie polozenia gitéwnych maksiméw absorpeji, ze w pierw-
szych dwoch gatunkach wystepuje gldwnie protochlorofil albo (i) protochlorofilid
(obecnosé wzglednie nieobecnos¢ fitolu nie wptywa w zasadniczy sposob na wyglad
widm absorpcyjnych) z mala domieszka winyl-feoporfiryny a5 (chlorofilidu pozba-
wionego Mg). Natomiast w ostonkach nasion C. moschata glownym barwikiem
jest winyl-feoporfiryna a5 a sladowym protochlorofil albo (i) protochlorofilid.

Istnienie w wewngtrznych ostonkach nasion dyni kilku form barwikoéw podobnych
budowa do protochlorofilu wykazali takze Sudyina i Lozovaya (1961). Wedlug
tych autoréw barwiki te nie réznia si¢ migdzy soba widmami absorpcyjnymi. Stwier-
dzili oni réwniez, ze zawarto$¢ tych barwikow wzrasta w czasic dojrzewania nasion,
oraz ze w nasionach niedojrzalych wystepuja $lady chlorofilu g, ktore jednak
zanikaja w ostatniej fazie dojrzewania.

Seybold i Egle (1939) oraz Seybold (1949) réwniez rozdzielili, metoda
chromatograficzna, barwiki zielone z ostonek nasion dyni na dwie glowne frakcje.
Autorzy ci uwazaja jednak, ze w badanym materiale wystgpuja: protochlorofil «
i protochlorofil b — bezposrednie prekursory chlorofilu « i b.

By¢ moze przynajmniej jedna z form protochlorofilu wystgpujaca w wewnetrz-
nych oslonkach nasion dyni jest identyczna z nieaktywna forma protochlorofilu
z etiolowanych lisci.
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Nasuwa si¢ teraz pytanie, czy protochlorofil moze wyst¢gpowaé takze w orga-
nizmach, ktore nie tworza chlorofilu @ (bakterie zdolne do fotosyntezy). Udalo
sie¢ Stanicrowi i Smithowi (1959) uzyska¢ mutanta bakterii purpurowej Rhodo-
pseudonmonas sphaeroides, ktory zamiast bakteriochlorofilu zawierat barwik o wilasci-
wosciach podobnych do protochlorofilu. Widmem absorpeyjnym i polozeniem
maksimoéw absorpcji barwik ten przypominal raczej protochlorofil z ostonek
nasion dyni niz protochlorofil z etiolowanych lisci; jednak byly wigksze roznice
w ich tzw. liczbie HCI. Na podstawie wartosci tej liczby mozna sadzi¢ o ilosci
protochlorofilidu, wzgl. pochodnej, lecz bez dofaczonego fitolu. Z innych bakterii
nie udalo si¢ dotychczas wyizolowaé analogicznego barwika.

Przemiana protochlorofilu w chlorofil a

Po os$wietleniu ro$lin etiolowanych protochlorofil przechodzi w chlorofil «
(doktadnie protochlorofilid w chlorofilid ). Przemiana ta odbywa si¢ tylko w rosli-
nach nicuszkodzonych lub w specjalny sposéb przygotowanych roztworach koloi-
dalnych. Nie zachodzi natomiast w rozpuszczalnikach organicznych. Poniewaz
rozpuszczalniki organiczne rozbijaja kompleks barwik-biatko, nalezy wnioskowac,
7e protochlorofil jest zdolny przej$¢ w chlorofil a tylko wtedy, jezeli jest polaczony
7 komponenta bialkowa. Zreszta juz analiza wilasciwosci fizyko-chemicznych za-
rowno protochlorofilu jak i chlorofilu @ wskazuje, ze barwiki te musza wystgpowac
w rozpuszczalnikach organicznych w innej postaci niz w nieuszkodzonej komorce
czy w woednych roztworach koloidalnych.

W badaniach nad przemiana protochlorofilu w chlorofil a stosuje si¢ dwic
rozne procedury:

I. poréwnuje si¢ sklad i wlasciwosci barwikow wyekstrahowanych rozpuszczal-
nikami organicznymi (najczesciej acetonem) z roéliny przed i po odwietleniu,

2. analizuje si¢ zmiany spektralne zachodzace podczas o$wietlenia badz to
w lisciach nieuszkodzonych. badz tez w specjalny sposoéb przygotowanych roz-
tworach koloidalnych. Przeprowadza si¢ analize widma w czerwieni poniewaz
tylko ten zakres nie jest absorbowany przez towarzyszace zawsze karotenoidy.
Roztwory koloidalne moga by¢ mniej lub bardziej dokladnie oczyszczone.

Powstanie drobiny chlorofilu « jest wynikiem przylaczenia dwoch wodorow
do drobiny protochlorofilu kosztem likwidacji podwdjnego wiazania. Przylaczenie
tych wodoréw odbywa si¢ przy udziale $wiatla. Moéwimy po prostu, ze przy udziale
{wiatla nastepuje redukcja protochlorofilu. Donator wodoru w tej fotoredukcji
jest dotychczas nie znany. Przypuszczenia Rbbelena (1956), ze bierze tu udzial
zredukowany nukleotyd fosfopirydynowy, nie zostaly potwierdzone na szerszym
materiale (Boardman 1962a). Jest rowniez bardzo malo prawdopodobne, aby
przemiana la odbywala si¢ kosztem wodoru pochodzacego bezposrednio z wody
(Smith 1954).

Spektrum czynne powstawania chlorofilu a (rys. 4) pokrywa si¢ ze spektrum
absorpcyjnym protochlorofilu (Frank 1946, Koski er al. 1951), tzn. sa dwa
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gléwne maksima: jedno w czedci czerwonej widma (ok. 650 my) i drugie w czesci
niebiesko-fioletowej (ok. 445 my). Swiatto absorbowane przez barwiki towarzy-
szace (karotenoidy, powstaty chlorofil) nie jest wykorzystywane w tym procesie
(Koski et al. 1951). W innych zakresach spektralnych przemiana ta odbywa sic
z mniejszym lub wigkszym natezeniem, zaleznie od stopnia absorpcji danej czesci
widma przez protochlorofil.

Konieczno$¢ $wiatta do przejscia protochlorofilu w chlorofil « sugeruje istnienie
tu typowej reakcji fotochemicznej. Gdyby tak bylo, to przemiana ta powinna
odbywa¢ si¢ niezaleznic od temperatury. Istotnic wykazano (Smith i Beni-
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Rys. 4. Poréwnanie aktywnego spektrum przemiany protochlorofilu w chlorofil a (ciagh krzywa) w nor®
malnych (norm.) i albinotycznych (alb.) siewkach kukurydzy ze spektrum absorpcyjnym protochlorofiiu
w roztworze metanolu (przerywana krzywa). Widmo absorpcyjne protochlorofilu jest podobne do spek-
trum czynnego; sa jedynie pewne przesunigcia w polozeniu maksiméw absorpcji (wynikaja one z faktu,
ze spektrum czynne okreslono w materiale zywym, a absorpcyjne w roztworze metanolu). Aktywnosé
$wiatla czerwonego jest identyczna w siewkach normalnych i albinotycznych, natomiast stabsza aktywnosc
$wiatla niebieskiego w roslinach normalnych jest wynikiem absorpcji czgéci tych promieni przez karo-
tenoidy (w siewkach albinotycznych karotenoidy wystepuja tylko w sladach) (wg Koski et al. 1951).

tez 1954, Boardman 1962b), ze zachodzi ona w bardzo szerokim zakresie tempe-
ratur, mianowicie od okofo — 70 do +40°C (rys. 5). Jest jednak zup=inie zahamo-
wana w temperaturze — 195°C. Ponadto w temperaturze — 77 °C tempo tej reakeji
jest bardzo powolne; roénic w miare podwyzszania temperatury. Zahamowanie
w temperaturze powyzej -+ 40°C zwigzane jest z denaturacja biatka. Fakty te wska-
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zuja. ze obok reakcji typowo fotochemicznej musi istnie¢ jakas reakcja termo-
chemiczna.

Z badan Smitha i Beniteza (1954) oraz Virgina (1955a) wynika, ze przejscie
protochlorofilu w chlorofil @ jest w zasadzie zgodne z réwnaniem reakcji 11 rzedu.
Natomiast ostatnie badania Boardmana (1962b) wskazuja na istnienie dwoéch
reakcji [ rzedu rozniacych si¢ migdzy soba szybkoscia przebiegu. Szybkos§¢ prze-
miany protochlorofilu ma by¢ wypadkowa tych dwoch reakeji i tym tez ttumaczy
sie obserwowane odchylenia cd krzywej teoretycznej.

Wielu autoréw wykazalo (Withrow et al. 1956, Virgin 1958, Mitrakos 1961),
7e synteza chlorofilu @, po o$wietleniu ro$lin etiolowanych przechodzi przez trzy
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Rys. 5. Wplyw temperatury na przemiang protochlorofilu w chlorofil @ po oswietleniu etiolowanych
fici jeczmienia (10 min. o$wietlenia $wiatlem o intensywnosci ok. 1000 lukséw). Odcigte — temperatura
w °C, rzedne — % przemiany. Pewne odchylenia obserwowane w temperaturach tuz ponizej 0° sa wyni-
kiem cze$ciowego zniszczenia tkanki przez wolno powstajace krysztaty lodu. (wg Smitha i Beniteza 1954).

ctapy r16znigce si¢ szybkoécia (rys. 6). W ciagu pierwszych kilku minut proto-
chlorofil znajdujacy si¢ w tkance ulega przemianie na chlorofil @ (rys. 7). Proces
ten jest w szerokim zakresie niezalezny od intensywnosci $wiatta (patrz: Smith
i Young 1956). W tkance roélinnej gromadzi si¢ tym wiecej chlorofilu @ im wigcej
byto protochlorofilu (Smith 1948). W drugim ectapic trwajacym okolo 2 godzin
synteza chlorofilu a, jezeli w ogéle odbywa sig, jest bardzo powolna. Wreszcie
w trzecim etapie akumulacja jest znéw bardzo intensywna. Powstawanie chlorofilu
w trzeciej fazie jest w duzym stopniu uzaleznione od intensywnosci $wiatta; na
przyktad wg Virgina (1956) w lisciach pszenicy odbywa si¢ ono tylko w zakresie
intensywnosci $wiatla od 0.8 luksa do okoto 50 000 luksow, z tym, ze w miarg wzrostu
intensywnosci powyzej 1000 luksow jest coraz wolniejsze.

Wyzsze intensywno$ci §wiatla zmniejszaja takze ilos¢ powstatego chlorofilu
w pierwszej fazie. Obnizenic jednak tej akumulacji nie jest zwigzane ze zmniejszo-
nym tempem przemiany protochlorofilu, lecz z destrukcja cz¢sci powstatego chloro-
filu a (Madsen 1960).
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Rys. 6. Powstawanie chlorofilu a, w ciagu pierwszych 6 godzin o$wictlenia $wiatlem czerwonym (przery-

wana krzywa) i nicbieskim (ciagla krzywa), w etiolowanych lisciach pszenicy. Swiatlo czerwone

(610—690 um) o intensywnosci 420 erg/cm?®-sek: $wiatlo niebieskie (410—550mp) o intensywnosci
410 erg/cm*- sek. (wg. Virgina 1958)

Interesujace bylo odkrycie, ze krotkie o$wietlenie (okolo 4 min.) przerywajace
okres ciemnosci a stosowane na kilka godzin przed cigglym o$wietleniem, Jikwi-
duje, lub przynajmniej w znacznym stopniu redukuje, faze zwolnionej syntezy
chlorofilu («lag phase»). Powstawanie chlorofilu w tym przypadku jest bardzo
intensywne od samego poczatku ciaglego o$wietlenia. Wykazano dalej, ze naj-
intensywniej przebiega synteza chlorofilu, jezeli pomiedzy 4 min. o$wietleniem
a ciaglym oswietleniem jest czterogodzinny okres ciemnoéci, w przypadku siewek
Lepidium sativam (Mitrakos 1961), lub szesciogodzinny w przypadku nszenicy
(Virgin 1957). Najaktywniejsze sa promienie czerwone w likwidacji tej fazy
(Withrow er al. 1956, Virgin 1958). Wedlug Virgina (1958) $wiatto niebieskie
(410—550 my) dziala okolo 22x stabiej niz $wiatlo czerwone (610—690 my.)
0 tej samej intensywno$ci. Virgin (1961) wyznaczyt réwniez aktywne spektrum
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likwidacji «lag phase» w lisciach pszenicy. Spektrum to posiada gléwne maksimum
"przy 660 nip. oraz mniejsze przy 540 i 600 my i bardzo male przy ok. 700 mp.

Aktywno$¢ $wiatta czerwonego moze by¢ ostabiona krotkim oswietleniem
Swiatlem dalekiej czerwieni (Withrow et al. 1956, Virgin 1961b, Mitrakos 1961,
Price i Klein 1961). Jednak efekt §wiatta czerwonego (660 my) nigdy nie zo-
staje catkowicie zniwelowany dzialaniem dalekiej czerwieni (730 my). Poniewaz
istnienie «lag phase» zwiazane jest z bardzo powolna biosynteza protochlorofilu
lub innych prekursorow (Virgin 1958) dlatego nalezy wnioskowac, ze system R —
FR (czerwien — daleka czerwien) reguluje powstawanie protochlorofilu w pewnym
stopniu podobnie jak przebieg szeregu innych procesow fizjologicznych czy foto-
morfotycznych, takich jak: kietkowanie nasion, wzrost migdzywezli siewek, ruchy
chloroplastow, synteze antocyjanu itp. (patrz: Czopek 1963 i cyt. tam litera-
tura).

Virgin et al. (1963) dopatruja si¢ pewnego zwiazku pomigdzy istnieniem trzech
faz w tempie akumulacji chlorofilu @ i zmianami zachodzacymi w strukturze chloro-
plastow. Plastydy w etiolowanych lisciach fasoli zawieraja grupy jakby «rur».
Po krotkim o$wietleniu «rury» te przemieniaja si¢ w «pecherzyki», ktore nastgpnie
przeksztalcaja sie w pierwotne warstwy i dalej w grana. Pierwsza faza akumulacji

mg/g swieiej masy

J ! 1 1 1 1 1 L L
2 6 10 14 min.

Rys. 7. Pordéwnanie ilosci powstajacego chlorofilu @ (ciagla krzywa) z iloscia zanikajacego protochlorofilu
(przerywana krzywa) w pierwszych minutach o$wietlenia etiolowanych siewek kukurydzy (wg Koski 1950)

chlorofilu pokrywa si¢ mniej wigeej z faza przemiany «rur», natomiast trzecia
faza z powstawaniem gran.

Badania przeprowadzone przez wielu autorow na liciach nie uszkodzonych
oraz na wodnych lub glicerolowych roztworach koloidalnych wykazaly, ze przejécie
protochlorofilu w chlorofil a nie jest procesem tak prostym jak to przedstawiono
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wyzej. Tak na przyktad wg. Krasnowskiego i Kosobutskiej (1953) w koloi-
dalnych roztworach z protochlorofilu, z maksimum absorpcji przy 635 my., powstaje
w pierwszych sekundach o$wietlenia chlorofil @ z maksimum absorpcji przy 670 mu
(chl. 670), wykazujacy do$¢ intensywna fluorescencje. Forma ta, po kilku godzi-
nach o$wietlenia, przemienia si¢ w inng forme¢ z maksimum absorpcji w czerwonej
czg$ci widma przy 677—678 my. (chl. 677), ktora posiada znacznie stabsza fluorescen-
cje. Po 16 godzinach o$wietlenia chl. 670 stanowi zaledwie 3%, ogdlnej ilosci chlo-
rofilu. Autorzy (Krasnowsky, Kosobutskaya i Vojnowskajal953) uwazaja,
ze chl. 670 jest jedynie aktywny w fotosyntezie (jest on prawdopodobnie w postaci
monomerycznej). Chl. 677 ma by¢ nie aktywny w fotosyntezie. Wystepuje on w for-
mie spolimeryzowanej, tworzac pewnego rodzaju agregaty. Dalsze badania (Litwin
i Krasnowsky 1957) wskazuja, Ze istnieja roznice pomiedzy tymi formami nie
tylko w polozeniu maksimoéw absorpcji w czerwonej czeSci widma, ale rowniez
w polozeniu gléwnych maksiméw fluorescencji.

Roéwniez z badan Smitha (1954) wynika, ze zaraz po osw:etlemu nie tworzy
si¢ ostateczna forma chlorofilu. Wedlug tego autora w pierwszych minutach o§wietle-
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Rys. 8. Zmiany spektralne w czerwonej czeci widma zachodzace in vive po o$wietleniu etiolowanych

lici fasoli. Pchl — widmo absorpcyjne protochlorofilu (przed ofwietleniem); Chl 682 — spektrum

absorpcyine chlorofilu @ powstajacego bezposrednio po oéwietleniu; Chl. 670 — spektrum absorpcyjne

chlorofilu @ w lisciach przebywajacych 30 min. w ciemnosci po krétkim o$wietleniu (wg Smitha, cyt.
za Frenchem 1961)

nia powstaje chlorofil, ktory jest nie aktywny w fotosyntezie. Forma aktywna ma
powstawaé po nieco dluzszym o$wietleniu. Wniosek ten wysuwa on z faktu, ze
zaraz po o$wietleniu synteza chlorofilu odbywa si¢ bardzo szybko, natomiast
zdolnos$ci do wydzielania tlenu wzrastaja bardzo powoli. Dopiero po kilkunastu
minutach o$wietlenia szybko$¢ wydzielania tlenu wzrasta wprost proporcjonalnie
do szybko$ci nagromadzania si¢ chlorofilu. Dalsze badania (Shibata 1957,
Smith 1957 cyt. za French 1961) wykazaly, Ze bezpo$rednio po o$wietleniu
etiolowanych liSci fasoli tworzy si¢ forma chlorofilu posiadajaca maksimum ab-
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sorpcji przy okoto 682 mu, a dopiero po dalszych kilkunastu minutach forma
z maksimum absorpcji przy okoto 670 my (rys. 8). Ta ostatnia tworzy si¢ rOwniez
w ciemnosci po krotkim oswietleniu. By¢ moze chl. 682 jest po prostu chlorofilidem.
Warto od razu wspomnie¢, Ze moga wystepowaé pewne zaburzenia w tej prze-
mianie. Na przyktad stwierdzono (Koski et a/ 1951, Smith et al. 1959), ze w pew-
nych albinotycznych mutantach kukurydzy chl. 670 jest specjalnie fotolabilny
i dlatego nie moze nagromadzi¢ si¢ w wiekszych iloSciach, chociaz wczesniejsze
ctapy jego syntezy odbywaja sie podobnie jak w roslinach normalnych. Tak wigc
nietrwalo$§¢ podznicj powstajacej formy chlorofilu jest przyczyna wystepowania
albinizmu u tego mutanta. Dgjrzale zielone ro§liny zawieraja obie formy w réznym
stosunku, dlatego wypadkowe maksimum absorpcji miesci si¢ zazwyczaj w grani-
cach 675--680 my. Wedlug Frencha (1961) potozenie maksimow absorpcji po-
szczegdlnych form moze si¢ nieco rézni¢ w zaleznosci od gatunku rosliny; réznice
te moga dochodzi¢ do-+-2 myp.

W wielu glonach (np. Euglena gracilis, Ochromonas donica i in.) i by¢ moze
w roslinach wyzszych wystepuje jeszcze trzecia forma chlorofilu ¢ z maksimum
absorpcji w czerwieni przy 695 mp (Brown i French 1959, French 1961,
Brown 1 French 1961, Brown 1963). Forma 695 moze wystgpowa¢ w ilosci
3—209% ogdlnej ilosci chlorofilu i jest najbardziej fotolabilna (Brown i French
1961).

Poniewaz w ekstraktach rozpuszczalnikow organicznych wystgpuje tylko jedna
forma chlorofilu @, nalezy przypuszczaé, ze roznia si¢ one dolaczona komponenta
biatkowa.

Z wyzej przedstawionych prac wynika, Ze zaraz po o$wietleniu roslin etiolo-
wanych nie powstaje ostateczna forma chlorofilu. Wydaje si¢ natomiast, ze okresle-
nie czasu powstawania formy najbardziej aktywnej w fotosyntezie wymaga dal-
szych badan. .

Na specjalng uwage zastuguja studia nad wlasciwos$ciami barwikoéw oraz prze-
miany protochlorofilu w chlorofil @ poza komoérka w specjalnie oczyszczonych
wyciggach. Przemiana protochlorofil -~ chlorofil ¢« w odpowiednio przygotowanym
roztworze (bufor fosforanowy) z ctioclowanych lisci byla po raz pierwszy dokfadnie
badana przez Krasnowskicgo i Kosobutskaja (1952). Autorzy ci stwier-
dzili, Z¢ odbywa si¢ ona w taki sam sposob jak w komoérce nieuszkodzonej. Dalsze
badania tego typu byly podjete miedzy innymi w Instytucie Carnegiego przez
J. H. C. Smitha i jego wspolpracownikow..

Jak juz powiedziano chlorofil @ moze powstawac tylko z protochlorofilu nie
oddzielonego od komponenty biatkowej. Kompleks protochlorofil-biatko zostat
nazwany przez Smitha i Younga (1956) «protochlorofil-holochrom». Jest to
odpowiednik chlorofilogenu Lubimenki. Boardman (1962a) uwaza jednak, ze
protochlorofil-holochrom w roztworze koloidalnym nawet najdokladniej oczy-
szczonym nie jest substancja jednolita i dlatego proponuje, aby po prostu mowic
o kompleksie protochlorofil-biatko.
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Do ekstrakcji uzywa Smith buforu glicynowego o pH 9.5 (Smith 1958).
Wyciag ten zawiera jeszcze szereg innych substancji absorbujacych miedzy innymi
promienie w ultrafiolecie. W dalszych pracach (patrz: Smith 1961, Boardman
1962 a) starano si¢ otrzymaé mozliwie czyste preparaty protochlorofil-holochromu.
Chodzilo mianowicie o uzyskanie najmniejszej jednostki, ktora bylaby jeszcze
zdolna przejs¢ w chlorofil @ holochrom. W celu doktadnego oczyszczenia stosowano
rozne metody jak stracanie siarczanem amonu, wirowanie w ultrawirowce, elektro-
foreze, rozdzielanie na kolumnie chromatograficznej itp.

W oczyszczonym kompleksie protochlorofil-biatko (zdolnym jeszcze do prze-
miany w kompleks chlorofil ¢ — biatko) znajduja si¢ zawsze pewne ilosci (niestale)
karotenoidow. Na podstawie wygladu krzywych absorpcji i polozenia glownych
maksimow absorpcji Smith (1961) przypuszeza, ze znajduje sie tam ester epoksydu
luteiny, luteina, izoluteina i wiolaksantyna b. Przypuszcza on takze, ze karotenoidy
te ochraniaja drobiny chlorofilu przed fotooksydacja. Kwasy nukleinowe i lipidy.,
jezeli wystepuja, to w bardzo matych ilosciach (Kupke i French 1960).

Oczyszczona «drobina» protochlorofil-holochromu ma ksztalt sferoidalny
o $rednicach 218, 193 1 93 A (Smith 1961), Fotografia spod mikroskopu elektro-
nowego tego kompleksu podana jest w pracy Boardmana (1962 a). Na diagramach
z ultrawirowania aktywne kompleksy protochlorofil-bialko maja swoje wierz-
chotki sedymentacji przy 16—17S (Smith i Kupke 1956) lub 18S (Boardman
1962 a). Po wyznaczeniu wspélczynnika dyfuzji (2.70 < 1077 cm?/sek.) i czastko-
wej objetosci wiasciwej (0.73 ml/g) Boardman (1962 a) obliczyt cigzar drobi-
nowy protochlorofil-holochromu; ma on wynosi¢ 600 000--50 000. Wartos¢
ta jest podobna do wczesniej obliczonej przez Smitha i Coombera (1959).

Oczyszczony kompleks protochlorofil-biatko o wspdleczynniku sedymentacji 18 S
nie jest zdolny w calodci przemieni¢ si¢ w kompleks chlorofil a-biatko. Board-
man (1962a) rozdzielit go'jeszcze (metoda elektroforezy) na kilka frakcji. Przy-
puszcza on, ze w kompleksie tym znajduje si¢ protochlorofil aktywny i nie aktywny.
Z dalszej pracy tego samego autora (Boardman 1962b) wynika, ze aktywny
protochlorofil znajduje si¢ prawdopodobnie jeszcze w dwoch formach. Obie formy
sa zdolne przemieni¢ si¢ w chlorofil a, lecz w niejednakowym tempie.

Spektrum absorpcyjne protochlorofil-holochromu wykazuje cztery wyrazne
maksima (rys. 9): a. silna absorpcja w ultrafiolecie przy 280 mp, b. slabsza przy
441 my, ¢. maksimum przy 485 my i d. przy 637,5 mu. Po krotkim o$wietleniu
nastgpuje zmiana polozenia maksimow absorpcji przy 441 i 637.5 mp. Maksimum
absorpcji przy 637.5 mp zostaje szybko przesuniete do 675 my (Smith i Coom-
ber 1959, Boardman 1962). Absorpcj¢ promieni w ultrafiolecie przypisuje sig
obecnos$ci tryptofanu i tyrozyny w komponencie biatkowej (Smith i Coomber
1959). W tym przypadku nie tylko promieniowanie absorbowane przez proto-
chlorofil, lecz rowniez przez czeg$¢ biatkowa jest czynne w przemianie protochlo-
rofil-holochrom w chlorofil @ — holochrom. W ultrafiolecic powyzej 366 myu
protochlorofil-holochrom ulega w duzo wigkszym stopniu przemianie niz pod
dziataniem krotszych dlugosci fal (McLeod i Coomber 1960). Badano rowniez
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wpltyw pH w zakresie alkalicznym na omawiana przemian¢ (Smith i Coomber
1960). Zmiany pH w zakresie 7—9.16 sa bez wigkszego znaczenia. Natomiast
wzrost alkaliczno$ci powyzej tego zakresu dziala hamujaco, np. przy pH 11.92
juz po uptywie 15 min. zachodzi kompletna inhibicja. Wyzsza alkaliczno$¢ powo-
duje przede wszystkim zmiany w ultrafioletowej czgsci widma, co jest przypu-
szczalnie zwigzane z jonizacja grupy hydroksylowej tyrozyny.

Boardman (1962a) badal takze wplyw réznych zwigzkéw chemicznych na
omawiang przemiang i stwierdzil, ze tylko zwiazki powodujgce denaturacj¢ biatka
(6 M mocznik, tioetanol w stezeniu powyzej 0.5 M i siarczan sodowo-dodecylowy)
hamuja ja.

Barwiki nie odlaczone od komponenty biatkowej maja réwniez zdolnosci depo-
laryzacji §wiatla spolaryzowanego (Latimer i Smith 1958, Goedheer i Smith
1959, Smith 1961). Jezeli $wiatto monochromatyczne, liniowo spolaryzowane pada
na barwiki zdolne do fluorescencji to reemitowane $wiatlo fluorescencyjne jest
w mniejszym lub wigkszym stopniu zdepolaryzowane. Stopien depolaryzacji za-
lezy od szeregu czynnikéw, miedzy innymi od wielkosci drobin, stezenia tych dro-
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Rys. 9. Widmo absorpcyjne protochlorofilu-holochromu. Wartosci gornej krzywej przedstawiaja odpo-
wiednie wartosci dolnej krzywej powigckszone 2,5x (wg Smitha i Coombera 1959).

bin i od lepkosci srodowiska (Geodheer i Smith 1959). Swiatto fluorescencyjne
w zywych roslinach ulega depolaryzacji w bardzo duzym stopniu; w duzo wigkszym
niz w przypadku depolaryzacji $§wiatla fluorescencyjnego emitowanego przez bar-
wiki znajdujace si¢ w roztworach koloidalnych. Wedlug Geodheera i Smitha
(1959) im wigksza jest akumulacja chlorofilu tym wigkszy jest stopieni depolaryzacji.

Synteza chlorofilu w ciemnosci

W niektorych roslinach chlorofil moze powstawa¢ w zupelnej ciemnosci przy
udziale enzymoéw (patrz: Smith i Young 1956, Egle 1960). Dotyczy to szczegol-

Wiadomosgei botaniczne t. VIII, z. 1 2
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nie niektérych glonéw. Powstajace w ciemno$ci barwiki nie réznig si¢ swoimi
wlaéciwosciami od analogicznych barwikéw wytwarzanych przy udziale $wiatta
(Myers 1940 i in.). W tych warunkach powstawanie chlorofilu jest modyfikowane,
zwlaszcza przez temperature i przez czynniki troficzne. Wplyw temperatury zazna-
cza sic podobnie jak w innych procesach enzymatycznych. Sposréd czynnikow
troficznych wybitna role odgrywaja te skiadniki, ktére sa niezbedne dla rozwoju
danego organizmu. Na przykiad Artari (1902) stwierdzil, Ze rézne Zrédla wegla
i azotu w rézny sposéb wplywaja na zazielenienie si¢ hodowanego w ciemnosci
Stichococcus bacillaris. Jezeli Zrédlem wegla byt erytryt i dulcyt glon ten rozwijat
sie stabo i uzyskiwatl bardzo stabe zielone zabarwienie. Rowniez slabiej wytwarzat
sie chlorofil, jezeli jako Zrodlo azotu stuzyt azotan potasu. Natomiast sprzyjaly
ogblnemu rozwojowi i syntezie chlorofilu takie Zrédia wegla i azotu jak mannit,
maltoza, sacharoza, glukoza (wegiel) oraz pepton, asparagina, winian amonu (azot).

Od czaséw Sachsa wiadomo jest takze, ze w liScieniach i zarodkach roSlin
iglastych powstaje chlorofil w ciemnosci. Izolowane zarodki nie zazieleniaja si¢
jednak w tych warunkach (Schmidt 1924, Bogorad 1950. Schou 1951). Nato-
miast uzyskuja zielone zabarwienie jezeli stykaja si¢ chocby z malym fragmentem
endospermu lub liscieni (Schmidt 1924), wzglednie jezeli z zewnatrz dostarczy
si¢ im glukozy lub sacharozy w nieznacznych ilosciach (Schou 1951). Wyizolo-
wanym zarodkom brak jest prawdopodobnie cukréw i pewnych innych substancji,
ktére tatwo dyfunduja z liScieni i ktére sa niezbgdne do syntezy chlorofilu bez
udzialu §wiatla. Zazielenianie przy udziale enzyméw odbywa si¢ tylko w miodych
siewkach, natomiast szpilki wyroste na galazkach lub drzewkach przeniesionych
do ciemnoéci nie wytwarzaja chlorofilu (patrz: Smith i Young 1956).

Wedtug niektérych autoréw (Seybold i Egle 1938, Robbelen 1956, Good-
win i Owens 1947, Godniev et al, 1959) przynajmniej niektore rodliny okryto-
nasienne (np. liécie fasoli, siewki owsa, siewki Arabidopsis thaliana, Ceratophyllum
demersum i in.) tez sa zdolne wytwarza¢ nieznaczne ilo$ci chlorofilu w zupelnej
ciemnosci. Chlorofil w tych warunkach ma takze powstawa¢ na drodze enzyma-
tycznej. Godniev i Tierentieva (1953) wykazali dalej, ze przemiana proto-
chlorofilu w chlorofil a zachodzi takze bez udzialu §wiatla w etiolowanych liciach
kukurydzy po infiltracji tych lisci odpowiednio przygotowanym ekstraktem z wy-
rostych w ciemnosci siewek $wierka. Powstaje w tych warunkach zaréwno chlorofil a
jak i chlorofil b.

Przypuszcza si¢ (Godniev et al. 1959), ze rosliny pierwotne byly zdolne wytwa-
rzaé chlorofil w ciemnosci. Jednak w miarg rozwoju utracily te zdolnosci; pozostaly
one tylko w roslinach stojacych nizej systematycznie i w szczatkowej formie w nie-
ktorych roélinach wyzszych.

Synteza chlorofilu b

Nasze wiadomosci dotyczace powstawania chlorofilu b sa bardzo skape. Ta
staba znajomo$é jest spowodowana pewnymi trudno$ciami w prowadzeniu badan.
Badania in vivo nie moga byé wykonane w takim zakresie, w jakim to jest mozliwe.
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dla chlorofilu @, poniewaz nie ma okresu w powstawaniu tego barwika, w ktérym
jego widmo absorpcyjne nie byloby maskowane przez analogiczne widmo chloro-
filu a. Ponadto chlorofil b wystepuje w znacznie mniejszych ilo§ciach niz chlorofil a
i stabiej absorbuje §wiatto w czerwonej czg$ci widma.

Wiadomo, ze w roélinach wyzszych wystepuja zawsze obydwa barwiki. Zwykle
na 1 drobine chlorofilu b przypadaja 3—4 drobiny chlorofilu a. Otrzymano jednak
pewne mutanty jeczmienia (Highkin 1950, 1962) i Arabidopsis (Robbelen 1957),
ktére nie zawieraja w og6le chlorofilu b. Barwik ten nie wystgpuje takze w stor-
czyku Neothia (French 1960). Nie znane sa natomiast przypadki wystgpowania
tylko chlorofilu b.

Po o$wictleniu roélin etiolowanych $lady chlorofilu & mozna wykry¢é dopiero
po 2—3 godzinach (patrz: Blaauw-Jensen et al. 1950, Egle 1960). Synteza
tego barwika rozpoczyna si¢ wigc znacznie pézniej niz chlorofilu a. Duza warto$é
stosunku chlorofilu @ do b po 2 godzinach o$wietlenia spada jednak do$¢ szybko
do stalego poziomu (Seybold i Egle 1938, Blaauw-Jensen ef al. 1950 i in.
patrz rys. 10).

Ostatnie etapy powstawania chlorofilu b s3 nie znane. Przypuszczamy, Ze drogi
syntezy tych dwoch barwikéw rozchodza si¢ dopiero w konicowej fazie. Godniev
et al. (1957) i Shlyk et al. (1957) rozpatruja cztery mozliwosci:

1. chlorofil a i b powstaja z réznych bezposrednich prekursoréw;

2. obydwa chlorofile powstaja ze wspolnego bezpoérednlego prekursora;

3. chlorofil b powstaje z chlorofilu a;

4. chlorofil a powstaje z chlorofilu 2.

Na podstawie dotychczasowych badan dochodza oni do wniosku, ze najbardziej
prawdopodobna jest mozliwo$¢ 3, tzn. chlorofil b mialby powstawa¢ z chloro-
filu a. Hipoteze te Shlyk stara si¢ rozbudowaé w nastgpnej pracy (Shlyk i Frad-
kin 1962). Z innej pracy (Shlyk i Stanieszewskaja 1962) wynika, Ze w ostatnim
etapie biosyntezy chlorofilu b nie jest konieczne §wiatlo. Wykazali oni bowiem,
ze akumulacja tego barwika (mierzona wzrostem radioaktywnosci) miala miejsce
w zaciemnionych liSciach jeczmienia, podczas gdy zawarto$¢ chlerofilu @ w tym
czasie malata. Autorzy ci sugeruja, ze w tych warunkach pewne drobiny chloro-
filu a sa zdolne przej$¢ w chlorofil b. Wyniki Sironvala et al. (1961) wskazuja
takze na mozliwc$¢ fotooksydacji czgéci drobin chlorofilu a do chlorofilu & wywo-
lancj zmiana dlugosci dnia. Potwierdzeniem tej hipotezy bylyby réwniez wyniki
badan Robertsa i Perkinsa (1962) ze znaczonymi pierwiastkami.

Wedtug innego pogladu chlorcfil b nie powstaje z chlorofilu a, lecz z proto-
chlorofilu 4. Hipoteza istnienia dwoch protochlorcfiléw wysunigta przez Seybolda
i Eglego (Seybold i Egle 1939, Seybold 1949) nie zostala jednak potwier-
dzona na szerszym materiale,

Wzajemnej przemiany chlorofilu @ i b nie wykazano przy uzyciu pierwiastkéw
radioaktywnych w komoérkach Chlorella (Brzeski i Riicker 1960, Brzeski 1960,
Della Rosa et al. 1953, Blass et al. 1959) i Scenedesmus (Blass et al. 1959).

2¢
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Wyniki te potwierdzaja raczej koncepcje, Ze drobiny chlorofilu b nie powstaja
z drobin chlorofilu a.

Z drugiej strony uzyskano pewne dane (Wigckowski 1960, 1963, Kupke
i Dorrier 1962, Kupke i Huntington 1963) wskazujace na mozliwo$¢ przemiany czg-
§ci drobin chlorofilu b w chlorofil a po zaciemnieniu mtodych rosnacych lisci fasoli.
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Rys. 10. Powstawanie chlorofilu @ i b (mierzone w mg/100 roélin) oraz zmiany stosunku chlorofilu @
do b (Qa/b) po oswietleniu etiolowanych lisci Phaseolus multifforus (wg Seybolda i Eglego 1938).

Na podstawie przedstawionych danych nie mozna jeszcze powiedzie¢, jakie sa
ostatnie etapy biosyntezy chlorofilu b, oraz ktéra z przedstawionych hipotez jest
blizsza prawdy. Wydaje si¢ jednak, ze coraz wigcej danych przemawia za pierwszym
oméwionym pogladem, wedlug ktorego chlorofil » ma powsta¢ z chlorofilu a
(patrz rowniez Michel-Wolwertz 1963).

Renowacja drobin chlorofilu

Stosujac znaczone pierwiastki wykazano, ze drobiny chlorofilu @ 1 b ulegaja
ustawicznemu odnawianiu (Roux i Husson 1952, Shlyk 1959 i cyt. tam litera-
tura). Procesowi temu ulegaja zaréwno cale drobiny, jak i poszczegdlne czgici.

Jezeli ro§lina pobiera przez pewien czas radioaktywny wegiel w postaci
CO,, wbudowywuje go w rézne zwiazki, migdzy innymi w chlorofil, tworzace
si¢ nie tylko de novo, ale juz istnicjace. U Ceratophyllum demersum maksi-
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mum akumulacji radioaktywnego wegla w czeSci fitolowej chlorofilu @ przypada
mniej wigcej piatego dnia od chwili wprowadzenia tego pierwiastka do organizmu,
natomiast w feoforbidzie mniej wigcej 10 dnia. Odpowiednie maksima radioaktyw-
nosci w fitolu i feoforbidzie chlorofilu b pojawiaja si¢ nieco pozZniej i sa mniej wigcej
3 nizsze (Shlyk et al. 1957, Shlyk i Kukhtenko 1961 i cyt. tam literatura).
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Rys. 11. Zmiany wlasciwej aktywnosci wegla (imp./min pgC) fitolu (1) i feoforbidu (2) chlorofilu a (a)
i chlorofilu b (b). Gorne (A) i dolne (B) partie Ceratophyllum demersum (wg Shlyka i Kukhtenki 1961)

Wyniki te oznaczaja, ze renowacja czesci fitolowej odbywa si¢ szybciej niz czgsci
feoforbidowej, oraz ze drobiny chlorofilu b ulegaja wolniej renowacji niz drobiny
chlorofilu a. Szybkos$é tego procesu uwarunkowana jest zreszta szeregiem czynni-
kéw, np. polozeniem danego organu na lodydze (rys. 11), w przypadku Cera-
tophyllum demersum w gérnych czeéciach todygi przebiega szybciej niz w dolnych
(Shlyk et al. 1960). Przecietnie od kilku do kilkunastu procent chlorofilu ma ule-
gaé renowacji w ciagu 24 godzin (patrz: Kuturin 1956, Krasnowsky 1960).
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