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TERESA JAROSZYNSKA

ZASTOSOWANIE HODOWLI SYNCHRONICZNEJ DO BADAN
METABOLIZMU CHLORELLA BEYER W JEJ CYKLU ZYCIOWYM

W poszukiwaniu nowych Zrodel wyzywienia dla coraz liczniejszej ludnosci
kuli ziemskiej powazna role odgrywaé zaczyna hodowla glonéw, zwanych czgsto
«pokarmem przysztoscin. Najczgéciej hodowanym organizmem jest Chlorella —
jednokomérkowa ro$lina z grupy zielenic. Rozmnaza si¢ ona do$¢ szybko, dajac
w niedtugim czasie jednolita, intensywnie zielona zawiesing. Cecha ta spowodowala,
7e Chlorella od dawna i powszechnie uzywana jest do doswiadczen z zakresu fizjo-
logii roélin, a zwlaszcza do badan dotyczacych procesu fotosyntezy i oddychania.

Podczas tego typu badan uczeni japonscy pod kierunkiem H. Tamiya zauwa-
zyli w kulturach Chlorella ellipsoidea Gerneck formy komoérek rézniace si¢ pod
wzgledem wielkoéci, intensywno$ci zabarwienia i aktywno$ci fotosyntetycznej.
Komérki mniejsze (2,0p—4,5p), charakteryzujace si¢ duza procentowa zawar-
toscig chlorofilu i.wigksza aktywnoscia fotosyntetyczng, nazwano komoérkami
ciemnymi i oznaczono symbolem D od «Dark cells». Komorki wigksze (4,5 4—6,0 1),
jasniejszej barwy i o mniejszej aktywnosci fotosyntetycznej, nazwano komoérkami
jasnymi i oznaczono symbolem L od «Light cells». Komérki jasne wytwarzaja
droga podziatu pewna liczbe (n) komorek ciemnych. Proces ten mozna wyrazic
. wzorem:

D—L->nD.

Japoniscy uczeni odkryli rowniez pewna cykliczno$¢ rozwoju komoérek Chlorella,
zwana obecnie «cyklem Tamiya» (Zurzycki 1958). W oparciu o te cykliczno$¢
wprowadzili metode hodowli synchronicznej. Istotna jej cecha jest mozno$¢ uzy-
skania populacji, w ktérej 90—99 9%, komoérek znajduje si¢ w tym samym stadium
rozwojowym. Umozliwia to przeprowadzenie analiz dajacych pewne wyobraZenie
o funkcjach pojedynczej komoérki w zalezno$ci od jej stadium rozwojowego.
Poznanie przemiany materii oraz fizjologii wzrostu i rozwoju glonéw staje si¢ pro-
blemem waznym nie tylko z teoretycznego, ale i praktycznego punktu widzenia.

Metoda hodowli synchronicznej, opracowana w 1953 r. przez Tamiya, sto-
sowana jest w pracach szkoly japonskiej dotyczacych fizjologii komoérki. Naj-
czeSciej uzywanym gatunkiem jest Chlorella ellipsoidea.
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Podobne prace prowadzone sa w Niemczech przez Lorenzena i wspdlpra-
cownikéw w oparciu o hodowle Chlorella pyrenoidosa Chick.

W pracowniach japoriskich hodowle prowadzi si¢ w plaskich butlach z Zywicy
akrylowej, o $wietle 2,8 cm i pojemnosci 600 ml. Napelnia si¢ je 500 ml pozywki
o pH 5,2, zawierajacej zaréwno pierwiastki podstawowe (K, N, P, S, Mg), jak
i $ladowe. Naczynie z chlorella umieszcza si¢ w termostacie wodnym z jedna $ciang
szklana i oéwietla z zewnatrz. Swiatlo pada prostopadle do plaskiej powierzchni
butli. O$wietlenie, zaleznie od potrzeb, wynosi 800—15000 Ix, a temperatura
16—25°C. Do kultury doprowadzane jest stale powietrze wzbogacone dwutlenkiem
wegla do 5%. Szybkoéé przypltywu wynosi 200—300 ml/min, przez co uzyskuje si¢
nie tylko przewietrzanie hodowli, ale réwniez ciagle mieszanie zawiesiny komor-
kowej. Gestosé populacji utrzymywana jest ponizej 0,1 ml zwartej objetosci ko-
mérek na litr hodowli, a pozywka jest codziennie od$wiezana.

Lorenzen i wspotpracownicy uzywaja do hodowli rur ze szkia jenajskiego
o pojemnoéci 300 ml, ustawionych na obwodzie kota, ktorego $rodek stanowia
lampy jarzeniowe. O$wietlenie wynosi 9000 Ix, a temperatura 22 lub 30°C. Po-
wietrze przepltywajace przez kultury wzbogacone jest CO, do 1,5 9. Zawiesing
glondéw rozcieficza si¢ pozywka na poczatku kazdego okresu $wietlnego do ste-
zenia 1,56 x 108 komoérek w ml.

Wizrost kultury charakteryzowany jest przez nastgpujace pomiary:

1. Liczba komorek w litrze — liczona w komorze Thoma.

2. Objetos¢ zwartych komorek.

3. Srednia objeto§¢ komérki — iloraz objetoéci zwartych komérek przez liczbe
komoérek. '

4. Procent komorek ciemnych i jasnych.

5. Wzgledna szybko$¢ wzrostu — liczona wedlug wzoru: .

Vs
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tg_ fl Vl

gdzie V = objetoéé zwartych komorek; ¢t = czas w dniach.

6. n = liczba komorek ciemnych wytworzonych w formie autospor przez
jedna komoérke jasna. Wylicza sig¢ ja ze stosunku przyrostu liczby komorek ciemnych
dD
)

W hodowlach prowadzonych przy stalym i umiarkowanym oSwietleniu Znaj-
duje sic 40—80% komorek ciemnych (wigcej przy stabym o$wietleniu). Pozostaty
procent stanowig komorki jasne. Stosujac frakcjonowane wirowanie mozna uzyska¢
material zlozony prawie catkowicie z jednego tylko rodzaju komorek.

Badania mikroskopowe wykazaly, ze wéréd komoérek jasnych mozna wyroznic
dwie grupy:

1. «niezarodnikujace», o jednolitej budowie wewngtrznej;

2. «zarodnikujace», ktére wykazuja przy barwieniu zwigkszong zawartos¢
substancji jadrowej.

Kg =

do zmniejszenia si¢ liczby komorek jasnych (n =
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Grupy te nie daja si¢ rozdzieli¢ wirowaniem.

Podobnie wéréd komoérek ciemnych wyrdzniono:

1. «powstajace» komorki ciemne — Dn;

2. «aktywne» komorki ciemne — Da, o wyzszej od poprzednich aktywnoém
fotosyntetycznej.

Wobec tego schemat cyklu zyciowego Chlorella przyjat nowa postac (Rys. 1).

ORI ¢iemne

Rys. 1. Schemat cyklu rozwojowego komorek Chlorella. Biale strzalki wskazuja procesy zachodzace
na §wietle, czarne — niezalezne od $wiatla. Srednica kolek odpowiada wielkosci komorek, a stopiefi
) zaczernienia — ich aktywnos$ci fotosyntetycznej (Tamiya i wsp. 1953)

Uzyskiwanie komoérek ciemnych. Komérki Dn uzyskuje si¢ prowadzac
hodowle przez kilka dni w $wietle silnym, a nastgpnie w stabym. Iwamura (1955)
stosujac o$wietlenie 10000 Ix przez kilka dni i 800 Ix przez 10 dni otrzymatl po-
pulacje ztozona w 90% z komoérek ciemnych. Podobne wyniki mozna uzyskaé
przenoszac hodowlg zawierajaca zarodnikujace komorki jasne do ciemnosci. Po
uplywie 10—20 godz. niemal wszystkie komérki jasne dziela si¢ na komérki Dn.
Przy inkubacji na $wietle stadium Dn trwa bardzo krétko; komérki te moga wzra-
sta¢ nawet w macierzystych komodrkach Jasnych i uwalmac si¢ z nich jako Da —
aktywne komorki ciemne.

Komoérki Da mozna uzyskaé z komérek Dn po kilkugodzinnym os$wietleniu
150 Ix, przy temperaturze 25°C.

Przeksztalcanie komérek ciemnych w jasne. Proces ten zachodzi tylko
na $wietle; jego predkos$¢ zalezy tak od sily $wiatla, jak i od temperatury. Przy
o$wietleniu 20000 Ix w temperaturze 10°C czas dzielacy stadium powstajacych

Wiadomo$cl botaniezne t. IX, 2. 1 2



18

komorek ciemnych od stadium dzielgcych si¢ komorek jasnych wynosi 100 godz.
(Tamiya, 1953). Przy o$wietleniu 15000 Ix i temperaturze 16°C — 25—45 godz.
(Iwamura, 1955; Nihei, 1954). Przy o$wietleniu 9000 Ix i temperaturze 22°C —
20 godz. (Lorenzen, 1957). Podczas procesu przeksztalcania si¢ komoérek ciemnych
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.Rys. 2. Zmiany zwartej objetosci komorek, liczby komorek i sredniej objetosci komorki w czasie prze-
ksztalcania komorek ciemnych w jasne (Tamiya i wsp. 1953)

w jasne liczba ich nie ulega zmidnie. Znacznie wzrasta natomiast $rednia objetosé
komorki i objgtosé zwartych komorek (Rys. 2).

Przeksztalcanie komoérek jasnych w ciemne. Komoérki jasne ulegaja
podzialowi niezaleznie od $wiatla. Po 50 godz. inkubacji w temperaturze 10°C
w ciemnosci komérki ciemne stanowia 909, ogélnej liczby komoérek. W tym czasie
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wzrasta liczba komérek i procent komorek ciemnych, a objgtos¢ zwartych komoérek
jest stala lub nieznacznie malejaca skutkiem procesu oddychania. Réwnocze$nie
zmniejsza si¢’ §rednia objeto$¢ komorki. Po przeniesieniu hodowli do warunkow
anaerobowych powyzsze procesy ustaja (Rys. 3).
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Rys. 3. Zmiany zwartej objetosci komorek, sredniej objetosci komérki oraz procentu komérek ciemnych
w czasie przeksztalcania komérek jasnych w ciemne w warunkach aerobowych i anaerobowych (Tamiya
i wsp. 1953)

Lorenzen (1960) uzyskal synchroniczne hodowle Chlorella pyrenoidosa przez -
zastosowanie rytmicznych zmian $wiatla i ciemno$ci. Po przebadaniu licznych
kombinacji czaséw na$wietlenia i zaciemnienia stwierdzil, ze najbardziej jednolita
synchronizacje uzyskuje si¢ rytmem 16 godz. $wiatla i 12 godz. ciemnofci, przy |
o$wietleniu 9000 Ix i temperaturze 30°C. Dane te potwierdzili Pirson i Senger

2‘
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(1961), dodajac, ze przy obniZeniu temperatury do 20°C lub o$wietlenia do 5000 1x
w populacji pozostaje grupa komorek nie dzielacych sig. Ich cykl rozwojowy jest
opdzniony o jeden okres. Podobne zaburzenie synchronizacji nast¢puje przy skré-
conym czasie na$wietlania. Réwniez w hodowlach stale zageszczajacych sig¢ (skutkiem
przyrostu komérek) synchronizacja ulega stopniowemu rozchwianiu. Rozcieficzanie
hodowli pozywka zapobiega temu nie zmieniajac rytmiki podzialéw (Lorenzen,
1957).

Iwamura (1955) zbadal zdolno§¢ komorek jasnych do podziatu w ciemnosci
zaleznie od czasu poprzedniego na$wietlania. Wedlug jego obserwacji komorki
D i D—L nie sa zdolne do podziatu, natomiast komérki L dziela si¢ w réznym
stopniu. Przy dtuzszym wstegpnym na$wietlaniu wzrasta procent komorek zdolnych
do podziatu w ciemnosci oraz §rednia liczba autospor powstajacych z jednej komorki
macierzystej. Dane liczbowe zawarte sa w tabeli I.

TABELA 1

Zdolno$é komérek jasnych do podziatu w ciemnosci (wg Iwamura 1955)

Wiek komoérek jasnych wzrastajacych | Procent komorek jasnycﬁ zdolnych . dD
5 g . L Warto$¢ n = —
na $wietle do podziatu w ciemnosci dL

34 godz. 32% | 1,30

39 godz. 74% | 4,66

42—45 godz. 82% i 5,07

Na podstawie powyzszych danych wyrézniono w rozwoju komérek jasnych trzy
stadia, oznaczajac je odpowiednio symbolami: L;, L, Lj.

Hase i Morimura (1957) wyodrebnili czwarte stadium, nazywajac je L,.
Sa to komérki zbudowane z pewnej liczby komoérek ciemnych, objetych jeszcze
wspdlna blona komoérki macierzystej.

W rezultacie szkota japoriska ustalila siedem stadiow cyklu rozwojowego ko-
moérek Chlorella (Rys. 4):

1. powstajace komérki ciemne (Dn) — komorki miode, Swiezo wytworzone
z macierzystych komorek jasnych,

2. aktywne komorki ciemne (Da) — bogatsze w chlorofil i aktywniejsze foto-
syntetycznie,

3. komérki w stadium przejsciowym (D—L) migdzy komoérkami ciemnymi
a jasnymi,

4, nledOJrzale komorki jasne (L,), ktére maja wigksza od poprzednlch objetosc,
lecz nie sg jeszcze zdolne do podzialu w ciemnosci,

5. pot-dojrzate komorki jasne (L,) — w ciemnosci dziela si¢ tylko czgSciowo,

6. dojrzale komorki jasne (L;) — zdolne do catkowitego podziatu w ciemnosci,

7. komoérki w stadium bezpo$rednio poprzedzajacym podziat (L,).
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Wyrézniono tez fazy cyklu:
I. faza wzrostu, charakteryzujaca si¢ przyrostem masy komodrkowej,
I1. faza dojrzewania, w ktorej zachodza reakcje syntezy przygotowujace ko-

moérki do podziatu,
III. faza dojrzatoéci, prowadzaca do catkowitej dojrzaloSci komorek,

IV. faza podziatu.

DOQRZEWA Nig

Rys. 4. Schemat cyklu rozwojowego Chlorella. Objaénienia w tekécie (Morimura 1959)

Réwniez Lorenzen (1960) badat zdolno$¢ komérek jasnych do podziatu
w ciemnoéci. Stwierdzil, ze 8 godz. wstgpnego naswietlania nie wywoluje podziatu
w ciemnoéci. Okres ten nazywa «pierwszym odcinkiem rozwojowym». Po 9—14 godz.
na$wietlania liczba wytwarzanych autospor wzrasta liniowo zaleznie od diugosci
okresu $wiatta («drugi odcinek rozwojowy»). Do spowodowania podzialu w ciem-
noéci wszystkich komoérek hodowli wystarcza 12 godz. naswietlania. «Trzeci odcinek
rozwojowy» zaczyna si¢ od 14 godz. naswietlania. W tym odcinku liczba autospor
nie zmienia si¢ pomimo dalszego przedluzania inkubacji na $wietle (Rys. 5).

Zalezno$¢ szybkoéci wzrostu od temperatury, o§wietlenia i czasu
na$wietlania. Badania przeprowadzit Tamiya w latach 1953 i 1955. Obserwowat
szybko§¢ wzrostu przy stalym i zmiennym czasie naswietlania, wynoszacym 6, 12
i 18 godz. na dobe. Zastosowal o$wietlenie 50000, 10000, 2000 i 400 Ix oraz tem~-
peraturg 7°C, 15°C i 25°C. W kazdym ukladzie warunkéw hodowla prowadzona
byta 10—14 dni. Pomiary wzglednej szybko$ci wzrostu rozpoczynano po 7 dniach,
gdy populacja osiagn¢la stan réwnowagi (tzn. stala szybko$¢ wzrostu i staly sto-
sunek komorek ciemnych do jasnych). W wyniku obserwacji stwierdzono:

1. $wiatlo moze byé czynnikiem ograniczajacym wzrost masy komorkowej
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Rys. 5. Wplyw czasu naéwictlanﬁ na zdolno$¢é komorek Chlorella pyrenoidosa do podzialn w ciemnoéci.

Kotka wskazuja przebieg zmiany liczby komérek w normalnej hodowli, punkty — ostateczne liczby

komdrek w probkach pobranych w danym czasie, liczone po 24 godz. zaciemnienia (Lorenzen i Ruppel
1960)

"

i fotosynteze, zalezacych od niego liniowo, jezeli o$wietlenie jest stabe, czas na-
$wietlania kroétki, a temperatura wysoka (Rys. 6). Szybkosci wzrostu i fotosyntezy
sa wtedy zgodne;
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Rys. 6. Zaleznosé szybkosci wzrostu od dlugosci dnia i temperatury przy réznych oéwietleniach (Tamiya
i wsp. 1955) .



23

2. w warunkach nasycenia $wiatlem szybko$é fotosyntezy i wzrostu zalezy
od temperatury, przy czym wzrost jest wolniejszy niz fotosynteza i mniej zalezny
od temperatury; :

3. przy silnym oswietleniu, dlugim dniu i niskich temperaturach wystgpuje
wzrost «przesycony przez dzier». Szybko§¢ wzrostu maleje, komorki bledna cal-
kowicie (nawet gina), a komorki jasne nie ulegaja podzialom. Objawy te ustepuja,
jezeli podwyzszona zostanie temperatura nocy (Rys. 7).
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Rys. 7. Zaleznos$¢ szybkosci wzrostu od dhigosci dnia i intensywnosci o$wietlenia w réznych tempera-
turach nocy przy tej samej temperaturze dnia (Tamiya i wsp. 1955)

W wysokich temperaturach szybciej przebiega faza niezalezna od Swiatia
(podziatu), w niskich — fazy zalezne (wzrostu i dojrzewania). Dlatego komoérki
jasne gromadza si¢ w hodowli w tym wigkszym procencie, im silniejsze jest o$wie-
tlenie i nizsza temperatura.

Jak wynika z powyzszych badan, stosujac rézne metody (frakcjonowane wiro-
wanie, zmiany rytmu na$wietlania itp.) mozna uzyska¢ populacje, w ktérych ko-
morki jednocze$nie przechodza przez omdwione stadia rozwojowe (tzw. hodowle
synchroniczne). Pozwala to uzyska¢ odpowiednia ilo$¢ materialu doswiadczalnego
do badan metabolizmu komorki w poszczegdinych stadiach cyklu rozwojowego.

Zaleino$¢ zawartosci witamin w komoérkach Chlorella od ich stadium rozwojowego

W zwiazku z projektami zuzytkowania glonéw jako pozywienia lub paszy
zbadano (Morimura 1959) zawarto$¢ réznych witamin w suchej masie komorek
w kolejnych stadiach rozwojowych. Stosujac chemiczne i mikrobiologiczne metody
analizy stwierdzono, ze (Rys. 8):

1. ilo$¢ niacyny, biotyny, inozytolu i choliny nie zmienia si¢ w czasie cyklu —
sq one wytwarzane rownolegle z przyrostem masy komorkowej;

2. kompleks witamin By, kwas pantotenowy, kwas foliowy, tiamina i rybo-
flawina wyst¢gpuja w mniejszych iloSciach w komérkach Da i w poczatkowych
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stadiach komérek L — wytwarzanie ich zwigzane jest z procesem dojrze-
wania;
3. kwas p-aminobenzoesowy powstaje w wigkszych ilo§ciach w stadiach L, do L
4. zawarto$¢ kwasu askorbinowego zwieksza sie w komorkach od stadium Da
i osiaga maksimum w stadiach L, do L;. W okresie dojrzewania i podziatu (stadia
L, i Dn) ilo§¢ jego znacznie maleje.
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Rys. 8. Zmiany zawartoéci réznych witamin w cyklu rozwojowym komérek Chlorella

Ciekawe jest, Ze kwas p-aminobenzoesowy i kwas foliowy, biorace udziat w syn-
tezie puryn i pirymidyn, tworza si¢ gléwnie w procesie dojrzewania. Podobnie
kompleks witamin By dzialajacy w metabolizmie aminokwasow.

Dane liczbowe (w mikrogramach na gram suchej masy) dotyczace ogélnej za-
warto$ci witamin w komorkach Chlorella podane sa w tabeli II.
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TABELA 11
Zawarto$¢ witamin w komoérkach Chlorella ellipsoidea (wg Morimura 1959)

Witamina vele Witamina velg
Biotyna 0,19— 0,23 Niacyna 122— 125
Kw. pantotenowy 3,50— 8,60 Kw. askorbinowy 1000—3200
Tiamina 10,0 —23,0 Inozytol 1600—2100
Kw. p-aminobenzoesowy 12,0 —24,0 Cholina 2200—2500
Ryboflawina 23,0 —27,0
Zwiazki kwasu foliowego 22,0 —47,0

Zmiany zawartosci kwasu rybonukleinowego i dezoksyrybonukleinowego*

Zagadnieniem tym zajmowali si¢ Iwamura i Lorenzen. Pierwszy z nich
(1955) podaje, ze stezenie kwasu rybonukleinowego w litrze hodowli wzrasta réwno-
legle z przyrostem zwartej masy komoérkowej. Na tej podstawie mozna twierdzic,
ze RNA wytwarzany jest, podobnie jak biatko, prawie natychmiast po fotosyntezie
(Rys. 9). Wyniki badan Lorenzena (1960) r6znia si¢ nieco od wynikéw Iwamura.
Stwierdza on staly wzrost zawarto§ci RNA tylko w czasie 10—12-tu poczatkowych
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Rys. 9. Zmiany ilosci RNA i DNA w cyklu Chlorella ellipsoidea. Otwarte kola i trojkaty przedstawiaja

wartoéci uzyskane z hodowli na $wietle, pelne — po przeniesieniu kultury w odpowiednim stadium do
ciemnoéci (Iwamura 1955)

* Badania szkoly japonskiej dotyczace fotosyntezy, asymilacji azotu i zawartoéci kwaséw nukleino-
wych w cyklu zyciowym Chlorella ombéwione zostaly dokladniej w «Cykl Tamiya» J. Zurzyckiego
(1958).
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godzin na$wietlania (odpowiada to w przyblizeniu stadiom Da do L,—L;). Przy dal-
szym na$wietlaniu zawarto$¢ tego zwiazku utrzymuje si¢ na statym poziomie (Rys. 10). -
Wyniki obu autoréw sa jednak mato por6wnywalne, z uwagi na uzycie przez nich
réznych gatunkéw Chlorella i stosowanie odmiennych metod synchronizacji.
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Rys. 10. RNA (___.) i DNA (.— _ _.) w ¥y/ml zawiesiny komérkowej w calkowicie synchronicznej
hodowli Chlorella pyrenoidosa (Lorenzen i Ruppel 1960)
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Rys. 11. Ilo§¢ DNA zawartego w komorce oraz srednia liczba autospor — n (paski czarne) wytworzonych

w ciemnosci w réznych stadiach rozwoju komoérek. Paski biale i kreskowane przedstawiaja odpowiednie

wartosci uzyskane przed i po inkubacji w ciemnosei. n = 1 oznacza, ze komorki nie dziela si¢ (Iwamura

i wsp. 1955)
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Dane dotyczace zmian zawarto$ci kwasu dezoksyrybonukleinowego sa u obu
autor6w zgodne. Stezenie DNA w jednostce objetosci zawiesiny komoérkowej
wykazuje niewielki wzrost w fazie poczatkowej (Da do L,—L,;) i znaczny, szybki
. przyrost w okresie wytwarzania autospor (Rys. 9 i 10). Obaj autorzy stwierdzili
réowniez, ze zawarto§¢ DNA w komoérkach zdolnych do podziatu jest proporcjo-
nalna do liczby wytworzonych przez nie autospor (Rys. 11).

Zawarto$¢ réznych pierwiastkow w komoérkach Chlorella
i objawy ich niedoboru w pozywce

Zagadnienie to opracowywal Hase z wspolpracownikami (1957) oraz, w pewnym
stopniu Lorenzen (1957). Zawarto§¢ podstawowych pierwiastkéw w odniesieniu
do suchej masy komoérek obrazuje Rys. 12.
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Rys. 12. Procentowa zawarto$¢ niektorych pierwiastkow w suchej masie komorek (Hase i wsp. 1957)

Azot. Procent azotu w suchej masie komorek, oraz stosunek azotu catkowitego
do azotu biatkowego nie ulega zmianom ani na $wietle, ani pod wplywem inkubacji
w ciemno$ci. Zawarto$¢ biatka jest rowniez prawie niezmienna. Stwierdzono, ze
asymilacja azotu i synteza biatka dokonywane sa bezposrednio po fotosyntezie
pierwotnej, rownolegle ze wzrostem masy komoérkowej (Rys. 13).

Przy wylaczeniu azotu z pozywki, komorki rozwijaja si¢ normalnie tylko w czasie
pierwszych dziesigciu godzin naswietlania. PéZniej ujawnia si¢ ujemny wplyw
niedoboru tego pierwiastka. Komorki nie osiagaja wlasciwych rozmiaréw. Srednia
liczba wytworzonych przez nie autospor (n). jest mniejsza i wynosi 2,4 (w kon-
troli 6—6,5). Wytworzone autospory sa mniejsze, etiolowane i niezdolne do
wzrostu i nastgpnego podzialu. Po dodaniu azotu do pozywki wzrost i rozwoj
komoérek wraca do normy.

Fosfor. Zawarty jest w komoérkach w mniejszym procencie niz azot. Ilos¢
jego zmniejsza si¢ w stadiach Da i D—L, a wzrasta w stadiach L, i L,. Przy braku
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fosforu w §rodowisku, podobnie jak przy braku azotu, komoérki s mniejsze, a $red-
nia liczba autospor (n) wynosi 3,5. Potomne komérki D sa wprawdzie normalnej
.wielko$ci i barwy, lecz nie sa zdolne do wzrostu i nastgpnego podziatu.

Potas. Przy braku tego pierwiastka przeksztalcanie komoérek D w L jest zwol-
nione. Komérki zaczynaja si¢ dzieli¢ wcze$niej od kontrolnych, nie osiagnawszy
normalnej wielkosci. Podzial ten nie jest jednoczesny. Liczba autospor jest nieco
mniejsza, wzrastaja one stabo i nie dzielg sie.
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Rys. 13. Zmiany w zawartoéci bialka w synchronicznej hodowli Chlorella pyrenoidosa przy rytmie $wiatlo—
ciemno$é 16 : 12, 30°C, 9000 Ix (Lorenzen i Ruppel 1960)

Magnez. Przeksztalcanie komérek D w L, w $rodowisku pozbawionym mag-
nezu, zachodzi normalnie. Podzialy komérkowe sa nieco opdznione, lecz liczba
autospor jest taka, jak w probie kontrolnej. Komoérki potomne sa normalnej wiel-
kosci, jednak silnie etiolowane i niezdolne do nastgpnego podzialu. Dane te po-
twierdzit Lorenzen (1957) dodajac jednocze$nie, ze brak magnezu nie narusza
synchronizacji — po dodaniu brakujacych jonéw podzialy zachodza rytmicznie.

Ogdlnie daje si¢ zauwazy¢, ze objawy niedoboru ktérego$ z oméwionych wyzej
pierwiastkOw sa tym wyrazZniejsze, im wigcej go wchodzi w sklad normalnych
komorek.

Siarka nie podlega podanej prawidlowosci. Wystgpuje ona w komorkach
w iloéci niewielkiej, bo okoto 0,5% suchej masy. W przebiegu cyklu rozwojowego
komoérek obserwuje si¢ powolny wzrost jej procentu w stadiach L, i L i nagly
w stadium L,. Przyrost procentu siarki przy przejsciu komoérek Ly w L, wskazuje,
7e asymilacja tego pierwiastka nastepuje pozno po fotosyntezie i zwigzana jest
z podzialem . komoérki. Obserwacje hodowli prowadzonych na pozywkach bez-
siarkowych potwierdzaja to przypuszczenie. Przy braku siarki komérki dorastaja
jedynie do wczesnego stadium L nie osiagajac zdolnosci do podziahu.
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Zwiazki siarki wystepujace w komorkach Chlorella i ich losy w przebiegu cyklu
rozwojowego byly przedmiotem dokladniejszych badan. Ze wzglgdu na ich szcze-
gblny charakter zostana oméwione w nastgpnym artykule.
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