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Frakcje fosforanowe w rozwijajacych sie jajach wilczo-
mieczka (Celerio euphorbiae L.).

On the phosphorus compounds in the eggs of Celerio
euphorbiae L, (Lepid.).

napisat

ST. E. KARPIAK

W zwigzku z wieloletnimi badaniami J. Hellera i wspol-
pracownilkow nad rozmieszezeniem frakeji fosforanowych w ré-
znych okresach rozwojowych wilczomleczka Celerio euphorbiae
(2, 3, 4) wysunelo sie zagadnienie skladu jego jaj. Trudnosé
zasadnicza polegata przede wszystkim na braku odpowiedniej ilo-
§ci jajeczek i to mozliwie jednego wieku. W przyrodzie zna-
chodzi sie je jedynie pojedynczo, co przy éredniej wadze jajeczka
ok, 1 mg wyklucza mozliwoé¢ tego rodzaju badan. Dopiero
w roku ubleglym, prowadzona od kilku lat hodowla wilezomlecz-
ka_w Zakladzie Fizjologii Zwierzat, pozwolila na poswiecenie
pewnej ilosci jaj. :

Jaja wilczomleczka sa kuliste, barwy zielonej. Samica sklada
ie zwykle po dolnej stronie lisci wilczomleczu, pojedynczo lub
rieregularnymi grupkami. Sredni ciezar §wiezego jajeczka wy-
nosi prawie dokladnie | mg (ciezar 200 éwiezych jajeczek wahal
sie od 197 do 206 mg).

Badanie skiadu fosforanowego dotyczylo przede wszystkim
fosforu rozpuszczalnych w kwasach zwiazkdw fosforowych,
a wiec fosforu nieorganicznego, fosforu fosfagenu (kwasu ar-
gininofosforowego), fosforu odszczepiajacego sie w czasie
7-minutowej hidrolizy w 1n HCI, oraz fosforu calkowitego, roz-
puszczalnego w kwasach., Powyzsze frakcje oznaczano w wy-
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ciagu kwasu trojchlorooctowego. Ponadto pozostalo$é po eks-
trakeji spalano i oznaczano fosfor nierozpuszezalnych w kwasach
fosforandéw (fosfor nukleinowy, fosfor fosfoproteinowy i fosfor
fosfatydowy). Suma fosforu rozpuszczalnego i nierozpuszczal-
nego w kwasach dawala fosfor catkowity.

Metodyka.

0,2—0,3 g, czyli 200—300 jajeczek rozcierano z 20-krotnag
iloscig 4% kwasu trojchlorooctowego o temperaturze ok, 0°C.
Po min. trzymania w tenip. 0°C przesgczano. W przesgczu ozna-
czano fosfér metodg Fiske-Subbarowa w modyfikacji
Lohmana (1, 5), z ta jedynie rdznica, ze zamiast eikonogenu,
Jjako substancji redukujacej, uzywano amidolu w roztworze spo-
rzadzonym tak samo jak roztwor eikonogenu Lohmana.

Fosfor rozpuszezalny w kwasach: A. Fosfor nieorganiczny
oznaczano wprost w przesgczu; B. Fosfoér kwasu argininofosfo-
rowego oznaczano jako przyrost fosforu nieorganicznego po 2
min. hydrolizie w 100°C (bez dodawania kwasu!); C. Fosfor
7-min, frakcji obliczano z przyrostu fosforanu nieorganicznego
po 7-min. hydrolizie w IN HC1 w temp. 100°C w stosunku do
sumy fosforu fosfagenu i fosforu nieorganicznego. D. Roznica
miedzy catkowitym fosforem rozpuszczalnym w kwasach a 7-min.
frakcja dawala glownie fosfor estrow cukrowych. W celu ozna-
czenia calkowitego fosforu rozpuszczalnego w kwasach spalano
1 ml] przesgczu wdg. metody Lohmana.

Fosfér nierozpuszczalny w kwasach., Pozostalo§¢ po eks-
trakeji kwasem trdjchlorooctowym przemywano na sgczku dwu-
krotnie 1% kwasem tréjchlorooctowym i przenoszono do kolbki
Kjeldahla, dodawano 1 ml stezonego kwasu siarkowego oraz Kil-
Ika kropel 60% kwasu nadchlorowego. Nastepnie ogrzewano pod
wyciggiem na do$¢ silnym plomieniu, przy czym, w miarg roz-
kladu kwasu nadchlorowego, dodawano go kroplami az do cal-
kowitego wyjasnienia sie spalanego ptynu. Po ochiodzeniu dole-
wano wody destylowanej i gotowano przez pare minut, w celu
rozlozenia ewentualnie powstalego kwasu metafosforowego.
Po zobojetnieniu i rozcieniczeniu do 20 ml oznaczono fosfor w 3
ml jak wyzej.
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Wyniki.
Wyniki dogwiadczen zebrano w ponizszym zestawieniu.
Tab. 1.
Zawartoié¢ fosforanédw w mg na 100 g jaj.

(N — oznacza fosfér nieorganiczny, A — fosfér kwasu argininofosforo-
wego, 7-min, frakeji, E —fosfér estréw trudnohydrolizujacych).

Fosfor kwasorozpuszcz, suma uwagi
.| ] B nie-
Dosw, N A 7 E Kwas. - ! catkow.
1. | 884 [125 [ 140 | 284 | 1433 751 | 2184 [|éwiere jaja
9. |903 | 11,6 | 296 | 194 | 1509 800 230,9 [2-dniowe jaja
3. |87 |107 | 92 | 155 | 1221 954 | 275 (3 ,
4, 740 | 102 | 138 | 16,7 | 1147| 97,7 ‘ 2124 |5 .

Z powyzszego zestawienia widoczne sg zmiany ilosciowe po-
szczegolnych frakeji w czasie rozwoju jaja. Szczegdlnie jasno
wystepuja roznice, jezeli wyrazi¢ kazda frakcje w procentach
fosforu calkowitego.

Tab, 2.
Sktad fosforanowy w procentach fosforu calkowitego

P nie-
Dosw. N A 7 E P kwasowy v a:clnilvy
1. 40,4 5,7 6,4 13,0 65,6 34,4
9. 39,1 5,0 12,8 8,4 653 34,7
3, 39,8 49 42 7,1 56,0 44,0
4, 34,8 48 6,4 7,8 53,8 46,2

Jak widaé, w miare rozwoju jaja zmniejsza sie ilo§¢ fosforu
rozpuszczalnego a zwieksza sie ilos¢ fosforu mierozpuszczalnego
w kwasach, a wiec zaznacza sig tendencja w kierunku syntezy
cial wielkoczasteczkowych. W obrebie fosforu rozpuszczalnego
w kwasach zmniejsza sie ilo§¢ fosforu nieorganicznego, frakeji
A i E, natomiast frakcja 7-minutowa ulega silnym wahaniom.

13
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Slusznoié wnioskowania potwierdza analiza miodych gasie-
niczek, $wiezo wyklutych z jajeczek, ktdre nie zdazyly pobraé
jeszeze pokarmu. Do analizy wzieto 134 mlodziutkich gasieni-
czek jednego wieku. Laczny ich cigzar wynosit 73 mg, co ozna-
cza strate ciezaru o 45,6% w stosunku do cigzaru odnognej ilosci
jajeczek. Na te strate sklada sie przede wszystkim cigzar lu-
pinki jajowej oraz wyparowana woda. Rzecz jasna, Zze wskutek
duzej straty wagi odpowiednio zmienily si¢ wartosci fosfora-
nowe. Chcac wiec poréwnac¢ wartosci analizy gasieniczek, mu-
siano przeliczyé je na ciezar jajeczek, co tez zrobiono w zesta-
wieniu ponizej. ;

* Tab. 3.
Sklad gasieniczek, w mg9% przeliczony na ciezar
jajeczek.
N ! A 5 | B | DDA
| ’ P kwas. |P niekwas. | P catkow.
95,1 ‘ 42 . 23,8 ‘ 8,9 1320 127,1 ‘ 259,1 ‘
| |
Tab. 3a.
To samo, wyrazone w procentach fosforu catkowitego (258,1)
N A 7 E P kwas, i P niekwas.
| , ;
36,6 1,6 9,1 | 3.4 50,9 g 49,1
i | :

Na pierwszy rzut oka wyniki analizy gasieniczek sa nieco
odmienne od wynikéw dla jajeczek. Jest to spowodowane tym,
ze przeliczona analiza gasieniczek, to jakby analiza jajeczek za-
plodnionych i normalnie si¢ rozwijajacych. Przy ocenianiu po-
danych juz wynikéw analiz jajeczek nalezy pamietac, ze jajeczka
wilczomleczka, przynajmniej otrzymane z hodowli, wykazuja
dos$¢ znaczny procent niezaplodnionych, co niewatpliwie odbija
sie na wynikach, szczegdlnie jaj posunietych w rozwoju. Pomi-
mo pozornego odchylenia wynikéw analizy gasieniczek, cyfry
procentowych stosunkow miedzy frakcjami fosforanowymi utwier-
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dzaja w slusznoséci wyciagnietych wnioskéw. Jak widaé, pod
koniec inkubacji ilo§¢ fosforu rozpuszczalnego w kwasach réwna
sig ilosci fosforu nierozpuszczalnego w kwasach, Jest to catko-
wicie zgodne z wynikami analiz gasienic zerujacych.

Rozpatrujac zestawienie analiz jajeczek, zauwaza sie, ze wy-
niki drugiego doswiadczenia dod¢ odbiegaja od pozostalych, co
nasunefo przypuszczenie, czy nie wystepuja dwa rodzaje jaj, byé
moze zwigzane z tempem rozwojowym lub plcig. Do tego skio-
nifa obserwacja A. Moklowskiej-Hellerowej, ktéra
stwierdzitla obecnos$¢ jaj o zabarwieniu bardziej niebieskawym
i 0 odcieniu bardziej zottym (7). Ponad to zauwazono, ze z jaj
niebieskawych wylegaly sie¢ gasieniczki o ciemno zielonym za-
barwieniu, natomiast z zéltawych jaj czarne gasieniczki, z cha-
rakterystycznymi duzymi glowami. R6Znice te zaznaczajy sie
przede wszystkim w pierwszym okresie po wykluciu sie, po czym
w miare dalszego rozwoju zanikaja.

W celu przekonania sie, czy rdznice morfologiczne odb13a1a
sie rowniez i na skladzie fosforanowym, przeanalizowano po 200
sztuk B-dniowych jaj obu barw (ciezar z6ltawych — 0,188 g, nie-
bieskawych jaj — 0,199).

Tab. 4.

Skiad jaj niebieskawych i Zéttawych w mg %.

) P nie- ‘
barwa N A 7 E P kwas, kwas, | P catkow.
niebiesk. 72,1 82| 21,8 | 12,6 114,7 102,1 ! 216,8
|
zoltawe 77,0 68 | 27,7 | 297 | 1412 949 ‘ 236,1
|
Tab. 4a.
Skltad fosforanowy w procentach fosforu catkowitego
T T |
barwa N | A 7 [ E | P kwas. P nieltwas.
|
] [
zéltawe | 332 | 3.7 10,0 ( 5,6 | 52,5 47,5
niebieskc 326 | 29 ‘ 7 126 59,8 40,2

i9*
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Jakkolwiek na podstawie jednej analizy nie mozna wyciggac
pewnych wnioskéw, to jednak wydaje sie, ze zachodzi dos¢ duze
prawdopodobienstwo wystepowania dwoch rodzajow jaj (ré6znice
w barwie, ksztalcie mtodych gasieniczek oraz w skladzie fosfora-
nowym). QOdnoénie roznic w skladzie fosforanowym zaznacza
sie roznica wartosci fosforu kwasowego i niekwasowego; fosfor
zaé calkowity jaj niebieskawych odpowiada wartodci fosforn
calkowitego z 2-go dogwiadczenia, natomiast jaj zéftawych —
pozostalym wartosciem.

Jezeli idzie o sklad wymienionych frakcji, to sprawa nie
przedstawia sie catkowicie jasno. Na podstawie licznych analiz
i prob identyfikacji na materiale pdzniejszych stadiéw rozwo-
jowych wilczomleczka, nie udalo sie w pelni wyja$ni¢ skladu po-
szczegdlnych frakcji. Najbardziej zagadkowo przedstawia sie
7-minutowa frakcja, ktéra liczni autorzy uwazaja za fosfor la-
bilny kwasu adenozynotréjfosforowego. Wyniki jednak wyka-
zuja, ze u motyli kwas adenozynotréjfosforowy stanowi jedynie
czesé tej frakeji. '

Ostatnio Ramsay (8) oglosil wyniki badan fosforanéw
w czasie rozwoju jaja kurzego, z ktorych wynika, Ze w czasie
inkubacji znikajg fosfatydy i fosfoproteidy, a natomiast rosnie
ilog¢ fosforu nieorganicznego i nukleinowego. Nasze wyniki sg
zgodne jedvnie w wypadku fosforu nukleinowego, ktdry, na pod-
stawie wynikéw badan pézniejszych okresow rozwojowych wil-
czomleczka, stanowi giéwnag mase fosforu nierozpuszczalnego
w kwazach. Poniewaz Ramsay podaje wyniki w wartodciach bez-
wzglednych, a frakcjonuje przy pomocy soli barowych (zwiazki
barowe nierozpuszczalne w wodzie, rozpuszczalne i nierozpusz-
czalne w etanolu) nie mozna przeprowadzi¢ dokladniejszego po-
rownania jego wynikow z naszymi. Pordwnanie mozna jedynie
sprowadzi¢ do ogdlnego pordéwnania zachowania sie fosforu
nieorganicznego i calkowitego fosforu rozpuszczalnego w kwa-
sach. [ tak, fosfér nieorgamiczny w czasie inkubacji wzrasta
10-krotnie, bo z 5,2 mg przed inkubacja zwicksza sie do ilosci
50—60 mg na 21 dzied. Rzuca sie w oczy stosunkowo niewielka
ilo§¢ pozostalych frakcji fosforu kwasorozpuszczalnego, ktora
na poczatku inkubacji réwna sig¢ 2,1 mg, by pod koniec jej
wzrosé do 10 mg, wskutek czego fosfor nieorganiczny stanowi
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na poczatku inkubacji ok. 71% catego fosforu rozpuszczalnego
w kwasach, a na koricu jej ok. 87%. Niestety Ramsay nie
podaje wartosci dla fosforu calkowitego, wskutek czego nie
mozna mie¢ obrazu ogélnego zachowania sie fosforu mnieroz-
puszczalnego w kwasach.

Latwiej porownywalne z naszymi, bo wyrazone w mg%,
sa wartos$ci podawane przez Needham’a (6) dla wartosci fo-
sforu rozpuszczalnego w kwasach w zarodku kurzym po 5-citt
dniach inkubacji. Charakterystyczna jest tu niska zawartosc
calkowiteigo fosforu rozpuszczalnego w kwasach, bo wynoszgca
zaledwie 30—40 mg%, co tlumaczy sig duza zawarto$cig sub-
stancji odzywczych, w ktére jaja wilczomleczka, jak i innych
owadéw, sg ubogie.

~ Pordwhnujac wyniki analiz jaj wilczomleczka z niekomplet-
nymi danymi dla jaj kurzych, widzimy, ze jaja wilczomleczka
sa stosunkowo bogate w zwiazki fosforowe. W czasie rozwoju
zarodka wzrasta kosztem pewnej ilosci fosforu rozpuszczalnego
w kwasach ilo§¢ fosforu nierozpuszczalnego w kwasach, prze-
ciwnie niz to odbywa sie w jajach kurzych, przy czym stosunek
obu rodzajéw zwiazkow fosforowych ustala si¢ pod Kkoniec
rozwoju jak 1:1.

Instytut Zoologiczny Uniwersytetu we Wroclawiu;
Zaktad Fizjologii Zwierzat, Kierownik: Prof. Dr Jézef Heller.
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Summary

200 — 300 eggs of Celerio euph. L. (Lepid.) weighing
0,2—0,3 g were ground with 2 or 3 ml. of 4% trichloracetic
acid in 0°C. In the filtrate the phosphorus compounds were
estimated after the method of Fiske-Subbarow.

Freshly laid eggs contain 88,4 mg% of orthophosphate —
P, 12,5 mg% of labile phosphate (arginine-phosphate) — P, 14,0
mg% of P hydrolysable in 7 min. in 1 N HC and 100°C and
28,4 mg% P of other compounds. The total acid-soluble P
amounts 143,3 mg%. The insoluble phosphorus — content was 75
mg%, the total being 218 mg%.

During the embryonic ‘development there is a rise in the
acid-insoluble P, paralleled by a diminution of the acid-soluble
fraction. In the young caterpillars just after hatching the par-
tition of phosphorus between acid-soluble and acid-insoluble
fractions is 50 : 50.



