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TERESA JAROSZYNSKA

SIARKA W CYKLU ROZWOJOWYM KOMOREK
CHLORELLA ELLIPSOIDEA GERNECK

Od roku 1953 do chwili obecnej ukazato si¢ szereg prac dotyczacych zaobserwo-
wanego przez badaczy japoniskich cyklu rozwojowego u Chlorella, ktéry nazwano
cyklem Tamiya *. Jak wynika z tych obserwacji komorki Chlorella w czasie swego
rozwoju, poczawszy od momentu wydostania si¢ autospory z ciala komérki ma-
cierzystej, przechodza nastgpujace stadia (Rys.2):

1. powstajace komoérki ciemne (Dn) — komorki mlode, $wiezo wytworzone
z komoérek macierzystych,

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

3. komérki w stadium przejéciowym (D-L) miedzy komoérkami ciemnymi
a jasnymi,

4. niedojrzale komérki jasne (L,), ktoére maja wigksza od poprzednich objetosc,
lecz nie sa jeszcze zdolne do podziatu w ciemnosci,

5. pot-dojrzale komoérki jasne (L,) — w ciemnodci dziela sig tylko czgdciowo,

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

7. komérki jasne (L,) w stadium bezposrednio poprzedzajacym podzial.

Stosujac synchroniczne hodowle tych glonéw zbadano przebieg szeregu proceséw
metabolicznych w poszczegdlnych stadiach rozwojowych. W Instytucie Tokugawa
(Tokio) E. Hase i wspolpracownicy (1957) przeprowadzili do§wiadczenia dotyczace
zmian zawartosci podstawowych pierwiastkow N, P, K, Mg i S w komérkach oraz
ich znaczenia dla cyklu rozwojowego Chlorella. Wsréd tych pierwiastkow szcze-
g6Ina role nalezy .przypisaé siarce. Mimo, ze stanowi ona tylko 0,59 suchej masy
okazala si¢ waznym czynnikiem ograniczajacym. Z tego wzgledu podjeto szczegdltowe
badania majace na celu dokladniejsze poznanie roli siarki w procesie rozwoju ko-
moérek Chlorella. Zastosowano rézne metody hodowli, a uzyskany material komor-
kowy poddano analizom chemicznym.

* Dotychczas w piSmiennictwie polskim ukazaly si¢ dwie prace przegladowe na temat cyklu roz-
wojowego Tamiya u glonéw: J. Zurzycki (1958) i T. Jaroszynska (1965).
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Metody hodowli i analizy

Do do$wiadczen uzyto komorek Da pochodzacych z hodowli synchronicznej
w pelnej pozywece wg. Tamiya (1953) *. Material komérkowy potrzebny do analiz
uzyskiwano przy zastosowaniu nastgpujacych metod hodowli:

1. hodowla synchroniczna w pozywce pelnej

2. hodowla synchroniczna w pozywce pelnej zawicerajacej S*

3. hodowla synchroniczna w pozywce bezsiarkowej (siarczany zastapiono azo-
tanami)

4. hodowla synchroniczna w roztworze siarczanu znaczonego S* przy stalym
na$wietlaniu i przewietrzaniu powietrzem wzbogaconym w CO,

5. hodowla synchroniczna w roztworze siarczanu znaczonego S* przy stalym
na$wietlaniu i przewietrzaniu powietrzem pozbawionym CO,

6. hodowla synchroniczna w mieszaninie siarczanu znaczonego S* i azotanu.

Zawiesing komorek pochodzacych z kolejnych stadiow rozwojowych ekstraho-
wano roéznymi zestawami rozpuszczalnikow, jak etanol, kwas trdjchlorooctowy
(TCA), eter i kwas nadchlorowy (PCA). Uzyskane odrgbne frakcje poddano naste-
pnie analizie.

Do rozdzielenia i identyfikacji zwiazkow zawartych w poszczeg6lnych ekstrak-
tach i frakcji pozostatosci zastosowano dwukierunkowa chromatografi¢ bibutowa,
chromatografi¢ z wymiana aniondw, elektroforez¢ oraz proby radioaktywnosci
i reakcji z ninhydryna.

Wyniki badan

Komérki Da przeniesione do pozywki bezsiarkowej osiagaja jedynie wezesne stadia
komoérek jasnych, lecz nie sa zdolne do wytworzenia autospor (Rys. 1). Nie odzys-
kuja one zdolnoséci do podzialu mimo przeniesienia do roztworu siarczanu potasu.
Réwniez w petnej pozywee, w ciemnosci, nie dziela si¢. Komorki ulegaja podziatowi
dopiero po pewnym okresic hodowli w pelnej pozywce, w warunkach fotosyntezy.
Zmieniajac w pozywkach zwiazki towarzyszace siarce stwierdzono, ze do wywolania
podzialu komérek hodowanych przez pewien czas w warunkach glodu siarkowego
konieczne jest jednoczesne dostarczenie siarki w formie siarczanu i azotu w formie
azotanu. Podzialy komérkowe mozna osiagnaé rowniez droga hodowli na Swietle
w czystym siarczanie, przy stalym przewietrzaniu bez CO,.

Przez odpowiednio dozowane dostarczanie soli S i N do pozywki mozna uzyskac
kontrolg nad podzialem komorek i rozdzielenie w czasie procesu kario- i cytokinezy
(Hase i wsp. 1958). Jezeli komorki Da wyroste w pelnej pozywce poddane zostang
synchronizacji w §rodowisku bezsiarkowym z zachowaniem warunkow fotosyntezy,
nastgpuje pewien przyrost zawartosci DNA. Prowadzi to do podziatu jadra, lecz
cytokineza nie nastepuje. Po przeniesieniu komoérek do roztworu siarczanu ma

*Skiad pozywki wg. Tamiya: na 11 aq. dest. 5, 0g. KNO;,; 2,5 g MgSO,7H,0;:1,25 g K,HPO,;
0,003 g FeSO,- 7H,0; mikroelementy Ag i B wg. Arnona (1938) po 1 ml
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miejsce dalsza synteza DNA i dalszy podzial jadra, lecz rowniez bez podzialu

komorkowego. Cytokineza zachodzi dopiero po dodaniu do pozywki azotanu
(Rys. 2).
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Rys. 1. Przebieg cyklu rozwojowego
(Hase i wsp. 1957).
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Rys. 2. Schematy cyklu rozwojowego w pozywce pelnej i z kontrolowanym dostarczaniem siarki i azotu
(Hase i wsp. 1959).

Zawarto$¢ siarki w komorkach zmienia si¢ znacznie w ich cyklu rozwojowym.
Zarowno w odniesieniu do suchej masy, jak i w przeliczeniu na jedna komorke,
najnizszy procent siarki maja komorki w fazie wzrostu (od stadium D-L do L,).
W fazie dojrzewania (L,-L,) i podziatu (L,-D) ilo$¢ siarki raptownie wzrasta (Rys. 3).
Siarka jest wigc asymilowana w do$¢ pdznym okresie rozwoju, kiedy aktywnos$é
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Rys. 3. Zmiany zawartosci siarki w odniesieniu do suchej masy i jednej komorki w cyklu rozwojowym
Chlorella (Hase i wsp. 1957).
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Rys. 4. Zmiany zawartosci DNA w odniesieniu do suchej masy i jednej komoérki w cyklu rozwojowym
Chlorella (Iwamura 1955).

fotosyntetyczna jest juz znacznie stabsza, a komorki przygotowuja si¢ do podziatu.
Zmiany zawartosci siarki sa analogiczne do zmian zawarto$ci DNA (Rys. 4), kt6-
rego rola w procesie podziatu jest, jak wiadomo, decydujaca.

Przy analizie komérek wzrastajacych w pelnej pozywce, zawierajacej siarczany
znaczone S% okazalo si¢, ze wzrost zawartosci siarki dotyczy glownie zwigazkow
rozpuszczalnych w etanolu i TCA. Procent siarki zawartej w zwiazkach, nie podle-
gajacych ekstrakcji wymienionymi rozpuszczalnikami, jest wzglednie staly i wynosi
60—709%, zwiazanej siarki. Droga analizy chromatograficznej obu ekstraktoéw i fra-
kcji pozostatoci wykryto zwiazki podane w tabeli 1. Précz nich w ekstrakcie eta-
nolowym komorek L, i L, stwierdzono obecno$¢ bezsiarkowego zwiazku o charak-
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terze peptydowym (po hydrolizie daje na chromatogramie zamiast jednej — dwie
plamy), ktérego nie udalo si¢ oznaczy¢.

Tabela 1

Wyniki analizy chromatograficznej komoérek wzrastajacych w pelnej pozywce zawierajacej S*

Ekstrakt
Etanolowy TCA Pozostalos¢
Przed Analiza radiografi- | Cysteina
hydroliza czna Nieznany zwiazek | Nieznany zwiazek
o0 wysokiej warto- ninhydryno-ujemny!
! $ci Rp [
| Proba Glicyna
ninhydrynowa Alanina
Seryna
Kw. asparaginowy
| Kw. glutaminowy
Po hydrolizie  [Proba ' Glicyna Cystyna
ninhydrynowa Alanina Metionina
Seryna
Cystyna
Kw. asparaginowy
Kw. glutaminowy
Arginina

Po przeniesieniu komorek Da do pozywki bezsiarkowej, juz po 20 godz. hodowli
90 % zwiazanej uprzednio siarki przechodzi do zwiazk6w proteinowej frakcji pozo-
stalo$ci. Frakcja TCA wykazuje przyrost zawartosci zwiazkéw siarkowych w okre-
sie podzialu jadra i chloroplastow (Rys. 5).

Komorki hodowane w roztworze siarczanu wigza siark¢ w substancje wykry-
wane we frakcji etanolowej, z ktorych przechodzi ona nastgpnie do zwiazkéw pro-
teinowej frakcji pozostatosci. )

Po przeniesieniu komorek z czystego siarczanu do mieszaniny siarczanu i azo-
tanu, wiaza one siark¢ w cysteing i nast¢gpnie w nieznany zwiazek o wysokiej
wartosci Ry, wykrywany w ekstrakcie etanolowym. Ekstrakt TCA daje na chro-
matogramie jedng radioaktywna plamke, zmniejszajaca si¢ w miar¢ przyrostu masy
komoérkowej. Frakcja pozostalosci wykazuje dopiero w pdzniejszych stadiach obec-
noé¢ siarki, poczatkowo w formie cystyny a nast¢gpnie metioniny.

Dokladniejszej obserwacji poddano nieznany, bezsiarkowy zwiazek, wystepu-
jacy w ekstrakcie etanolowym. Stwierdzono, ze ma on charakter peptydowy. W ko-
moérkach hodowanych w $rodowisku czystego siarczanu, ktore wykazuja juz
wewnetrzny podziat jadra i chloroplastow, nie wykrywa si¢ go. Zwiazek ten po-
jawia si¢ po uplywie okoto 25 godz. od chwili dodania do pozywki azotanu. Ilo§é
jego wzrasta do$¢ szybko, lecz w okresie podzialu komérkowego zmniejsza si¢ pra-
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Rys. 5. Zmiany zawartodci zwigzkow siarki w normainvch komoérkach Da hodowanych w warunkach
glodu siarkowego (Hase i wsp. 1959).

wie do zera. Mimo, ze substancja ta nie zawiera siarki, do jej wytworzenia konieczne
sa zaréwno siarka jak i azot. ‘

Przy analizie eluatéw 0,01n, 0,In i 1n HCI, otrzymanych z chromatogramu
z wymiana anionu ekstraktu TCA, stwierdzono, ze wszystkie frakcje zawieraja ade-
ning wolng lub polaczona z uracylem, uracylem i guanina, lub z jakas nieznana sub-
stancja (Rys. 6). Procz tego zawieraja one jeszcze cukier o typie rybozy. Wskazuje
to na nukleotydowy charakter zawierajacego siarke zwiazku rozpuszczalnego w TCA.
W tabeli 11 podane sa aminokwasy uzyskane po hydrolizie poszczegdlnych frakcji.

Tabela II

Aminokwasy ekstraktu TCA komorek Chlorella rozdzielone metoda chromatografii z wymiang anionu

Frakcija

1 1I | 1L
0,0ln HCI 0,1n HCI 1,0n HCI
Cystyna-cysteina Cystyna-cysteina Cystyna-cysteina
Dwa niezidentyfikowane zwia- | Arginina Kwas glutaminowy
zki siarki Kwas glutaminowy Kwas asparaginowy
Glicyna Alanina Seryna
Kwas asparaginowy Zwiazek niezidentyfikowany
Seryna

Otrzymane wyniki nasunely przypuszczenie, ze aminokwasy i nieznana substancja
tworza peptyd (-y) polaczony z nukleotydem (-ami). MozZe to by¢ prosty zwiazek
kompleksowy rozktadany przy chromatografii na mniejsze jednostki.

Badania Hase i wspotpracownikow (1959 b) oparte na elektroforezie przy pH
3.6 potwierdzily to przypuszczenie. Stwierdzono, ze zarowno substancje zawierajace
siarke, jak i pochlaniajace promienie UV, przesuwaja si¢ razem ku katodzie tworzac
pojedynczy szczyt (Rys. 7). W tym samym segmencie wystgpowala rowniez najwie-
ksza ilo$¢ substancji peptydowych. Zwiazkami siarkowymi sa cystyna lub cysteina.
Jako glowne skladniki substancji pochlaniajacych UV wykryto adening, uracyl
i kilka niezidentyfikowanych jeszcze zwiazkow.
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Jezeli elektroforeza prowadzona jest przy pH 5,0, substancje siarkowe i pochia-
niajace UV rozpadaja si¢ na kilka frakcji, co wskazuje na stabe wiazania migdzy
sktadnikami tego peptydowo-nukleotydowego zwiazku.

Poniewaz omawiany kompleks jest bardzo nietrwaly, poréwnano wyniki uzy-
skane przy zastosowaniu roznych metod ekstrakcji materiatu komoérkowego (Hase
i wsp. 1959 c). Substancje zawarte w wyciagu TCA wytracano etanolem lub wytrza-
sano z eterem i poddawano liofilizacji. Przy zastosowaniu etanolu znaczny procent
substancji siarkowych i pochlaniajacych UV ulegal rozpuszczeniu. Przy uzyciu
metody liofilizacji okazalo sig, ze prawie wszystkie zwiazki siarkowe i pochlaniajace
UV pozostaja w polaczeniu, tworzac pojedynczy zwiazek kompleksowy, latwo
dysocjujacy pod wplywem etanolu.
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Rys. 6. Chromatogram z wymiang anionow ekstraktu TCA komorek Chlorella. A-adenina, U-uracyl,
G-guanina, y-nieznana substancja (Hase i wsp. 1959).
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Rys. 7. Wynik elektroforezy ekstraktu TCA komorek Chlorella. Srodowisko — skrobia o pH?, 6;
temperatura -1-3°C; czas — 40 godz. Strzalka wskazuje micjsce naniesienia probki. Segmenty Nr 0 i 41
odpowiadaja pojemnikom buforowym (Hase i wsp. 1959).

W 1960 r. Hase i wspolpracownicy powtorzyli badania dotyczace zmian zawar-
tosci zwigzkow siarki w komorkach w czasie ich cyklu rozwojowego. Materiat ko-
moérkowy z réznych stadiow ekstrahowano kolejno: 1. zimnym kwasem nadchlo-
rowym, 2. mieszanina etanol-eter, 3. goracym kwasem nadchlorowym.

Stwierdzono, ze siarka asymilowana jest bardzo szybko i prawie calkowicie
w zwiazkach frakcji rozpuszczalnej w zimnym PCA osiagajac maksimum w szostej
godzinie eksperymentu. Od tej chwili ilo$¢ jej stale si¢ zmniejsza, podczas gdy za-
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warto$¢ siarki w innych frakcjach wzrasta. W 69-tej godzinie (koncowa faza po-
dzialu) polowa zasymilowanej S* przypada na frakcj¢ rozpuszczalng w goracym
PCA (Rys. 8).

Analiza elektroforetyczna frakcji rozpuszczalnej w zimnym PCA wykazala,
ze poczatkowo (do 15-tej godz.) S wigzana jest gléwnie w substancje nieorganiczne
i niewielkie ilosci zwiazkow organicznych. Wsrod tych ostatnich znajduje si¢ zwiazek
peptydowo-nukleotydowy, zidentyfikowany na podstawie absorbcji UV i dodatnie;
reakcji ninhydrynowej. W miarg rozwoju komorek, ilo§¢ siarki nieorganicznej
zmniejsza si¢ na korzy$¢ S zawartej w zwigzku peptydowo-nukleotydowym. Osiaga
ona 509 calkowitej iloéci S* w 60-tej godzinie eksperymentu.

Omawiana frakcja wykazuje obecno$¢ zwiazkéw pochlaniajacych UV jeszcze
przed dostarczeniem S%. Sa to nukleotydy identyczne z wystgpujacymi w zwigzku
peptydowo-nukleotydowym, lecz nie zawierajace wykrywalnej ilosci skadnika pep-
tydowego. Dostarczenie siarki powoduje tworzenie si¢ peptydu, ktory laczy si¢
z istniejacymi juz nukleotydami. Maksymalna zawarto$¢ zwigzku peptydowo-
-nukleotydowego wykrywa si¢ w komoérkach miedzy 20-ta a 26-ta godzina ekspery-
mentu, po czym ilo$¢ jego zmniejsza si¢.
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Rys.' 8. Zmiany zawartosci zwigzkdéw siarki w réznych ekstraktach materialu komorkowego uzyskanego
z hodowli w siarczanie potasu znaczonym S%. Wzrost liczby komorek (dolna czg$¢ wykresu) wskazuje
moment podzialu (Hase i wsp. 1960).

Badajac proces wlaczania S* do frakcji DNA i RNA stwierdzono, ze substancje
zawierajace siarke naleza w wigkszosci do DNA. Frakcja ta zawiera siarkg zwigzang
W nieorganicznym siarczanie i w substancjach wystepujacych tacznie z pochodnymi
puryny i pirymidyny. Czynnikami wiazacymi wprowadzong w tych badaniach siarkg
nie jest jednak ani cystyna ani metionina.
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Wnioski

Siarka i azot odgrywaja podstawowa role w procesie podzialu jadrowego i ko-
morkowego.

Podzial jadra poprzedzony jest nagromadzeniem w komorce substancji azoto-
wych zawierajacych siarke. Maja one charakter nukleotydowy i sa rozpuszczalne
w 109 kwasie tréjchlorooctowym i goracym kwasie nadchlorowym.

Podzial komorki poprzedzony jest nagromadzeniem substancji azotowych nie
zawierajacych siarki, jednak wytwarzanych jedynie przy jej obecno$ci w §rodowisku.
Substancje te maja charakter peptydowy i sa rozpuszczalne w etanolu i zimnym kwa-
sie nadchlorowym.

Obie te substancje tworza zwiazek kompleksowy o bardzo stabych wiaza-
niach.

W czasie cyklu rozwojowego komoérki wiaza siarke poczatkowo w zwiazki
niecorganiczne, z ktorych nastgpnie przechodzi ona do zwiazku peptydowo-nu-
kleotydowego. W trakcie dalszego metabolizmu zwiqzanego z podzialem, zawarto$¢
tego zwiazku w komorkach malejc a obie jego czgsci przeksztalcaja si¢ w inne sub-
stancje.

Rola siarki w procesie podziatu polega na jej roli w tworzeniu kompleksu pepty-
dowo-nukleotydowego bioracego udzial w syntezie kwaséw nukleinowych i nukleo-
proteidow.

Nalezy z duzym prawdopodobiefistwem przypuszczaé, ze rola ta nie ogranicza
si¢ jedynie do badanego materiatu, o czym $wiadcza takze wyniki badan nad droz-
dzami, uzyskane przez tych samych autorow. W takim wypadku wartos¢ tych ba-
dan i uzyskanych danych nabiera znaczenia bardziej ogdlnego.
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