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HENRYK URBANEK

KWAS DEZOKSYRYBONUKLEINOWY CHLOROPLASTOW

Do niedawna powszechnie panowal poglad, ze wszystek kwas dezoksyrybo-
nukleinowy (DNA) komérek, zarowno u zwierzat jak i u roslin, jest zlokalizowany
wylacznie w jadrach, a $ciSlej — w chromosomach. DNA ten jako material gene-
tyczny, z ktorego zbudowane sa znajdujace si¢ w chromosomach geny, kieruje
procesami zachodzacymi w calej komorce, determinuje ich charakter, ogranicza
ich zmienno$¢. Zgodnie ze wspolczesnym stanem wiedzy informacja genetyczna
zakodowana w odpowiedniej sekwencji nukleotydow w czasteczkach DNA jest
przenoszona za posrednictwem zsyntetyzowanych pod jego bezposrednia kontrola
kwaséw rybonukleinowych (RNA) do miegjsc biosyntezy biatka w komorce, gdzie
okre$la sekwencje aminokwaséw w tworzacych si¢ lancuchach peptydowych.
W ten sposdb specyficznosé powstajacych bialek w organizmie, a wige i enzymow,
jest kontrolowana przez DNA chromosoméw. W czasie podzialu komérki jadra
potomne zachowuja informacj¢ genetyczna dzigki zdolno$ci czasteczek DNA do
samoreprodukcji. Mutacje moga powsta¢ wtedy, jesli jakie$ czynniki wewngtrzne
lub zewnetrzne wywolaja modyfikacje w sekwencji nukleotydow w czasteczkach
DNA, w wyniku czego nastapi biosynteza zmienionego bialka.

W ostatnich latach zaczgty ukazywaé si¢ w literaturze doniesienia, ktore suge-
ruja, z¢ DNA wystepuje takze w innych strukturach komoérkowych, a mianowicie
w jaderkach (Mc Leish, 1964), w mitochondriach (Gibor, Granick, 1964)
i chloroplastach. W niniejszym artykule zostanie przedstawiony przeglad danych
dotyczacych obecno$ci DNA w chloroplastach. Chloroplasty sa intensywnie ba-
dane ze wzgledu na ich centralng role w fotosyntezie. Dotad jednak nie zostalo
catkowicie wyjasnione, w jaki sposob te wysokozorganizowane struktury komorkowe
sa wytwarzane. Wedlug nowszych danych organelle te nie powstaja de novo, lecz
z uprzednio istniejacych struktur, ktore rosna i dzielg si¢ w cytoplazmie komorek
roslinnych. Poza tym zaobserwowano, ze pewne dziedziczne czynniki rzadzace
wytwarzaniem i funkcja chloroplastow nie sa zwiazane z chromosomowymi genami
(Gibor, Granick, 1964). Wynikaloby stad, ze plastydy posiadaja genetyczna
autonomie, ze maja one wlasna genetyczna informacj¢. Nasuwa si¢ pytanie czy
genetyczny aparat chloroplastow jest zwiazany z kwasami nukleinowymi, czy jego
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mechanizm funkcjonuje podobnie jak mechanizm podstawowego aparatu dzie-
dzicznego komorki umieszczonego w jadrach. Dla ustalenia tego nalezy wykazac,
ze chloroplasty: 1) zawieraja DNA, 2) DNA ten replikuje si¢ w nich oraz kieruje
synteza kwasow rybonukleinowych w tych organellach, a przede wszystkim informa-
cyjnego RNA, 3) informacyjny RNA koduje syntez¢ specyficznych bialek chloro-
plastydowych.

O obecnosci DNA w wyizolowanych preparatach chloroplastow ze szpinaku
i tytoniu donie$li juz w 1957 roku Chiba i Sugahara. Stwierdzili oni, ze w 1 chlo-
roplascie z lisci tytoniu znajduje si¢ okolo 9,7 x 102 mg DNAP, podczas gdy
w jadrze z lidci tytoniu jest 2,4 x10° mg DNAP. Wedlug tych autorow DNA
chloroplastow w poréwnaniu z DNA jadrowym trudniej ekstrahuje si¢ kwasem
nadchlorowym. Do pelnego wyekstrahowania go z badanych plastydéw konieczne
bylo uzycie 2N HCIO,. Liczne prace wykazujace wilaczanie si¢ specyficznego pre-
kursora DNA — tymidyny — w struktury plastydowe dostarczajq dalszych faktow
przemawiajacych za obecnoscia DNA w chloroplastach. Stwierdzono wlaczanie
sie znakowanej tymidyny do chloroplastow Spirogyra, Euglena, Nicotiana, Clivia,
Bilbergia (rys. 1), (Stocking, Gifford, 1959; Sagan, Scher, 1961; Wollgiehn,
Mothes, 1963; Olszewska, Mikulska, 1964). Ris i Plaut (1961) uzywajac
mikroskopu elektronowego zaobserwowali wystgpowanie w chloroplastach Chla-
mydomonas wtokien podobnych do czasteczek DNA, ktore gingly po dzialaniu
dezoksyrybonukleazy (rys. 2).

Dowodem ostatecznie stwierdzajacym wystgpowaniec DNA w plastydach po-
winno by¢ otrzymanie go z oczyszczonych preparatow tych organelli. Mozliwo$¢
jednak zanieczyszczen tych preparatow jadrami lub fragmentami jadrowymi stwa-
rza gléwna trudno$¢ w rozstrzygnigciu omawianego zagadnienia. Nalezaloby wow-
czas oczekiwaé, ze tego rodzaju zanieczyszczenia beda zaleze¢ od metody uzytej
do izolowania chloroplastow. Zgodnie z tym Pollard (1964) uwaza, ze wykrycie
przez niego obecnosci DNA w preparatach chloroplastow otrzymanych ze szpi-
naku niezaleznie od uzytej metody izolowania, w pewnym stopniu §wiadczy na ko-
rzy$¢ istnienia DNA zwigzanego z tymi strukturami. O obecnosci DNA w prepa-
ratach chloroplastow otrzymanych ze szpinaku roéznymi metodami doniesli takze
Biggins i Park (1964).

W dalszych badaniach stwierdzono, z¢ DNA wykrywany w plastydach rozni
sic od DNA chromosomoéw wlasciwo$ciami fizycznymi i chemicznymi, co powaznie
podwazylo zastrzezenia utrzymujace, ze jego obecno$¢ w omawianych organellach
moze byé spowodowana zanieczyszczeniami pochodzenia jadrowego. Przede
wszystkim ultrawirowanie w gradiencie stgzenn chlorku cezu DNA z lisci szpinaku,
burakéw, komoérek Chlorella (Chun i wspolpr., 1963) Chlamydomonas (Sager,
Ischida, 1964), Euglena (Brawerman, Eisenstadt, 1964) wykazalo, Ze jest
on ztozony z duzego i malego komponentu, rozniacego si¢ migdzy soba gestoscia.
Z reguly maly komponent charakteryzuje si¢ nizsza gestoscia w poréwnaniu z du-
zym komponentem. Podczas gdy preparaty DNA otrzymane z calych komorek
zawieraja nie wiecej niz kilka procent matego komponentu, to w DNA otrzymanym
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Rys. 1. Wihaczanic tymidyny *H do chloroplastow Bilbergia sp. W preparatach poddanych dzialaniu dezo-
ksyrybonukleazy chloroplasty byly nieaktywne (wedlug Olszewskiej i Mikulskiej, 1964).

Rys. 2. Miejsca w chloroplastach Chlamydomonas moewusii zawierajace DNA. CM-zewnetrzna blona
chloroplastow, CL — lamelle chloroplastow, R — rybosomy w cytoplazmie. Pow. ok. 110.000 (wedlug
Ris i Plaut, 1962)

Wiadomosci Botaniczne t, XI, z. 3 ‘.“n”"‘ 14
Qp
o



194

z oczyszczonych chloroplastéw stanowi on kilkadziesigt procent (rys. 3). Jest on
natomiast w ogole nicobecny w komorkach Euglena gracilis, ktore stracity zdolno$¢
do tworzenia chloroplastow (Leff i wspdlpr., 1963). Stad autorzy utrzymuja,
ze ten maly komponent jest DNA specyficznym dla chloroplastow.

Wielu autoréw donositlo o réznicy w skladzie nukleotydowym miedzy DNA
otrzymanym z chloroplastéow i DNA jadrowym. Iwamura (1960) stwierdza, Ze
w wykrytym przez niego w preparatach chloroplastow Chlorella DNA znajduje
si¢ wigcej adeniny i tyminy niz w pozostatym DNA komorki. Kirk (1963a i b)
doniést, ze DNA otrzymany z chloroplastow bobu ma stosunek molarny adeniny
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Rys. 3. Frakcje DNA z Euglena gracilis (hodowanej na $wietle) otrzymane za pomoca ultrawirowania

w gradiencie chlorku cezu. a — DNA z calych komérek, b — DNA z chloroplastow. DNA o gestosci
1.685 jest prawdopodobnie komponentem chloroplastow (wedlug Edelman i wspolpr., 1964).

avsorpcia

do guaniny 1,67, podczas gdy odpowiednia warto$¢ dla DNA jadrowego bobu
wynosi 1,54. Edelman i wspolpr. (1964) wykazali u Euglena znacznie wigksza
réznicg w sktadzie nukleotydowym, a mianowicie DNA chloroplastow zawiera
wedtug nich okoto 729 pary zasad adenina -+ tymina i 28 9 pary zasad guanina -
cytozyna, a DNA jadrowy odpowiednio 509 i 50%,. Brawerman i Eisenstadt
(1964) donieéli, ze DNA chloroplastow Euglena nie tylko charakteryzuje si¢ obni-
zong zawartoscia pary zasad guanina — cytozyna, ale takze w przeciwienistwie
do DNA jadrowego nie wykryto w nim 5-metylocytozyny. Ponadto wykazano
duzo szybsze wlaczanie sie 2P w DNA chloroplastow Chlorella hodowanej na
swietle (Iwamura, 1960 i 1962) oraz w DNA chloroplastow tytoniu w czasie
wzrostu liscia (Shipp, Kieras, Kaselkorn, 1965) w poréwnaniu z DNA
jadrowym. y

Uzycie do badan bezjadrowych fragmentow Acetabularia mediterranea catko-
wicie wykluczylo mozliwo$¢ zanieczyszczenia preparatow plastydowych jadrami.
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Dlatego tez Gibor i Izawa (1963) oraz Baltus i Brachet (1963) stwierdzajac
obecno$¢ DNA w chloroplastach wyizolowanych z komoérek Acetabularia, z kto-
rych uprzednio usunigto «chirurgicznie» jadra, wyeliminowali:wszelkie watpliwosci.
Gibor i Izawa (1963) oznaczyli w chloroplastach Acetabularia 0,2 pg DNA
w stosunku do 1 mg biatka i na podstawie tego wyliczyli, Zze jego ilo$¢ przypada-
jaca na 1 plastyd wynosi 6 x 107 g, co odpowiada okoto 1,8 x10* nukleotydom.
Przyjmujac tripletowy typ kodu i podwdjnie spiralng budowe DNA ilo$¢ ta jest
wystarczajaca do kodowania syntezy Kilkuset réznych bialek o przecigtnym cig-
zarze czasteczkowym 20 tysigcy. Nieco wigksza ilo§¢ DNA przypadajaca na 1 chlo-
roplast u Euglena, a mianowicie 1x 1071 g wyliczyli Brawerman i Eisenstadt
(1964), jest to w przyblizeniu tyle ile zawiera 1 komorka Escherichia coli. Dla po-
robwnania mozna jeszcze przytoczy¢, ze zawarto§¢ DNA w diploidalnym jadrze
bobu okreSlona przez Rasch i wspolpr. (1959) wynosi 1,8 x10-* g. Edelman
i wspolpr. (1964) doniesli, z2 DNA chloroplastowy u Euglena stanowi okolo 3%,
catkowitego DNA komodrkowego. Autorzy dalej wyliczyli, ze jezeli wszystek DNA
danego chloroplastu tworzy jedna czasteczke, to jej masa wynosi nie mniej niz
7,2 x 108, co stanowi rzad odpowiednich wielkosci wykrytych dla DNA jadrowego.
Poza tym stwierdzono, ze DNA chloroplastow podobnie jak DNA jadrowy posiada
dwuspiralng budowg¢ (Chun i wspélpr., 1963).

Interesujaca jest rola i pochodzenie DNA chloroplastow. Czy speinia on czynna
genetyczna funkcje, czy tez jest zmagazynowanym materialem. Jezeli spetnia ge-
netyczng funkcjg, to czy wykonuje to w sposéb analogiczny jak DNA jadrowy.
Odpowiedz na te pytania posrednio juz otrzymano. Stwierdzono bowiem, ze dezo-
ksyrybonukleaza i aktynomycyna D (antybiotyk blokujacy syntez¢ RNA zalezng
od DNA) hamuja wlaczanie si¢ znakowanego uracylu i urydyny w RNA chloro-
plastow otrzymanych z bezjadrowych fragmentéw Acetabularia (Schweiger,
Berger, 1964, Kirk 1964, Shephard, 1965). Podobnie wykazano, ze aktynomy-
cyna D blokuje takze wlaczanie si¢ znakowanych aminokwaséw w biatka w prepa-
ratach chloroplastow otrzymanych z tejze Acetabularia (Goffeau, Brachet,
1965, Shephard, 1965). Badania powyzej przytoczone wyraznie wigc sugeruja,
ze synteza bialek w chloroplastach jest kierowana przez RNA tych struktur ko-
morkowych, ktéry jest wytwarzany w nich na matrycy DNA.

Nasuwa si¢ pytanie czy ten genetycznie czynny DNA wystepujacy w plastydach
replikuje si¢ w nich i niezaleznie od jadra czy tez w jadrze. Przede wszystkim wyka-
zano, z¢ DNA w chloroplastach jest metabolicznie aktywny, przy czym wlaczanie
si¢ w niego znakowanych prekursoréw jest stymulowane przez §wiatlo (Iwamura,
1962, Olszewska, Mikulska, 1965, Shipp i wspolpr. 1965). Podobnie Janowski
(1965) i De Vitry (1965) utrzymuja, ze w chloroplastach zachodzi synteza DNA.
Na uwage zastuguja do$wiadczenia nad wywolaniem mutacji plastydow u Euglena
za pomoca na$wietlania promieniami UV o dlugosci fali 260 mp.. Mutacyjne dzia-
lanie ultrafioletu o tej dlugosci fali przypisuje si¢ gtownie jego zdolnosci do wywo-
tywania dimeryzacji tyminy w czasteczkach DNA (Bollum i Setlow, 1963).
Naswietlano mikrowigzka UV oddzielnie cytoplazme i jadro. Chloroplasty rozwi-
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jaly si¢ normalnie przy naswietlaniu jadra. Naswietlanie natomiast samej tylko
cytoplazmy powoduje nieodwracalne uszkodzenie zielenienia si¢ chloroplastow.
Takie zmienione przez UV komorki nie odzyskuja nigdy w nastgpnych generacjach
zdolnoSci do zielenienia. Zmienione w nich plastydy rozmnazaja si¢ z pokolenia na
pokolenie z zachowaniem mutacji. Jezeli DNA cytoplazmy wrazliwy na UV bylby
tworzony przez jadro, wtedy mozna by bylo oczekiwaé, ze nowy DNA z igder
powinien zastapi¢ DNA uszkodzony. Poniewaz obecno$¢ nienaswietlonych jader
w komorce nie usuwa mutacyjnych zmian chloroplastow, wnioskuje si¢, z2 DNA
cytoplazmy, prawdopodobnie chloroplastow, nie jest syntetyzowany w jadrze
(Lyman i wspodlpr., 1961, Gibor, Granick, 1964). Ostatnio Shephard (1963)
wykazal, Ze obecno$¢ jadra ma maly wplyw na wlaczanie si¢ tymidyny w DNA
i leucyny w biatka chloroplastow Acetabularia oraz wcale nie wplywa na wilaczanie
si¢ urydyny w RNA tych organelli.

Reasumujac mozna uwaza¢ za udowodnione, Zze chloroplasty zawieraja swoj
wlasny DNA, ktory replikuje si¢ w nich, kieruje synteza RNA, a ten z kolei jest
wzorem dla syntezy plastydowych bialek. Jest on wigc odpowiedzialny przynajmniej
czeSciowo za specyficzne whasciwosci tych organelli.

Aczkolwiek dowody przedstawione na omawiany temat w literaturze sa czesto
posrednie i nie wszystkie wyniki sa przekonywajace, w sumie jednak zdecydowanie
podtrzymuja one hipotez¢, Zze chloroplasty posiadaja przynajmniej w pewnym
stopniu autonomiczny genetyczny aparat, ktorego DNA zawiera genetyczng in-
formacj¢ niezbedna dla ich reprodukcji. Replikacja plastydow wydaje sie wigc
zachodzi¢ bez kodowania informacji od jadra.

Jaki jest sens biologiczny, aby kazdy plastyd posiadal DNA jako swoja wlasna
dziedziczng jednostke odpowiedzialna za replikacje organelli jak rowniez za inne
zachodzace w niej procesy biochemiczne. Z jednej wigc strony chloroplasty moga
samoodtwarza¢ si¢ z ich wlasnym wyspecjalizowanym ukladem syntetyzujacym
biatka, co zwigksza ich stabilno$¢ genetyczna dzigki ograniczeniu mutacji, jakie
moglyby zachodzi¢ przypadkowo na drodze przekazywania informacji z jadra.
Z drugiej znéw strony mutacje moga zachodzi¢ pod wplywem réznych czynnikow
niezaleznie w DNA kazdego chloroplastu i te liczne organelle, ktore podlegly
mutacjom, moga przyspiesza¢ zmiany ewolucyjne.

Wydaje si¢ jednak malo prawdopodobne, aby autonomia chloroplastow byla
calkowita. Geny jadrowe decydujace o specyfice Zywego organizmu moga sprawo-
wa¢ jaka$ nadrzedna kontrolg nad aparatem genetycznym plastydow, miedzy
innymi za pomoca specyficznych inhibitoréw czy aktywatoréw. W jakim stopniu
autonomia chloroplastow jest ograniczona przez jadro, wykaza dalsze badania *.

Katedra Biochemii Uniwersytetu Lédzkiego

* Pani Doc. W. Potapczyk skladam serdeczne podzigkowania za szereg cennych uwag,
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