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Marek DOROSZEWSKI

Z badan nad dzialaniem fitoncydéw cebuli
na Paramecium caudatum Ehrb.

H sonpocy o peiicrteun dutonungos nyka
Ha Paramecium caudatum Ehrb.

A Study on the action of the phytoncides of onion
on Paramecium caudatum Ehrb.

Zagadnienie fitoncydow (Tokin) jest obecnie szeroko dyskutowane w $wiecie
naukowym. Jego wielkie znaczenie teoretyczne i praktyczne nie ulega zadnej watpli-
wosci. Prowadzone s3 rozlegle badania nad skladem chemicznym i wystepowaniem
fitoncydow w przyrodzie, jednak sprawa mechanizmu ich dzialania na organizm
zywy pozostaje w dalszym ciggu niejasna.

Bardzo wazna jest kwestia doboru odpowiedniego materialu do tych badan.
Do badan nad dzialaniem substancji truigcych sa czesto uzywane (np. przy pra-
cach farmaceutycznych — Jirovec) pierwotniaki jako pewnego rodzaju odczyn-
niki biologiczne. Zalety ich stosowania s3 jasne nawel przy najbardziej powierz-
chownych badaniach, tj. takich, w ktérych chodzi tylko o stwierdzenie toksycznosci
badanych substancji. Ma sie bowiem moznosé¢ dysponowania duza liczha osobnikow,
ktére tatwo jest otrzymaé w krétkim czasie i ktore mozna jednoczesnie obserwowaé.
Jednak zalety pierwotniakéw jako materiatu do badan w jeszcze wigkszym stopniu
uwidoczniaja sie w pracach, majacych na celu glebsze wniknigcie w mechanizm
dzialania czynnikéw toksycznych. Mozemy tu bowiem obserwowaé zmiany w calym
organizmie jednocze$nie. majac go w caloci w polu widzenia, nie potrzebujac
sztucznie wyodrebniaé z organizmu skiadowych clementéw w czasie badania. Tak
wiec mozno$é $ledzenia zmian w calym organizmie-komodrce stanowi o lepszej
przydatnosci pierwotniakow do tych badan niz Mefazoa. Do pewnego stopnia moina
si¢ tez spodziewaé mniejszej zlozonosci elementarnych proceséw zyciowych u pier-
wotniakéw w poréwnaniu z Metazoa. W dazeniu do docierania do zjawisk coraz
prostszych nalezaloby siegnaé az do bakterii czy wiruséw, jednak chcac otrzymaé
wnioski dotyczace komérek zwierzecych (cho¢ wybitnie wyspecjalizowanych) moina
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sie zatrzymaé na pierwotniakach. Dochodzi tu moino§¢ obserwowania zachowania
si¢ organelli komérkowych o duzym zréznicowaniu morfotycznym. Pierwotniaki sa
wdziecznym materialem do badan nad fitoncydami i odwrotnie fitoncydy, a szcze-
gélnie ich lotne frakcje, sa dobrym sSrodkiem do badan nad pierwotniakami. Przy
uzyciu lotnych frakeji substancje, ktérymi si¢ zadzialalo, nie wplywajg (lub wply-
waja w minimalnym stopniu) na uzyte nastepnie odczyniki.

Najwazniejsze prace dotyczace dziatania fitoncydéow na Para-
mecium caudatum E hrb. wykonata A. Kovalenok. Przytaczam
tu jej wyniki. Po zadziataniu fitoncydami na P. caudatum Ehrb.
wykazuje ono najpierw wzmozony ruch. Po minucie 1) ruchy zaczynaja
si¢ zwalnia¢ i w trzeciej lub czwartej minucie wszystkie wymoczki
ging. Przedni koniec ciata staje sie osiro zakoriczony, podczas gdy
tylny zaokragla sie, plazma zaczyna wykazywaé strukture ziarnista,
macronucleus staje si¢ wyraznie widoczny. Po kilku minutach (3—10),
czasem bezposrednio po ustaniu ruchu powierzchnia ciata pokrywa sie
licznymi pecherzykami. Zawarto$¢ pecherzykéw jest zupelnie jedno-
rodna 2).

Autorka wypowiada opinie, ze gdyby zawartoS¢ pecherzykow po-
chodzila z wyprdznienia wodniczki tetnigcej, to wtedy pecherzyki po-
winny by byé mniejsze, gdy tymczasem w rzeczywistosci ich objetosé
przekracza objetos¢ ciala wymoczka. Dziwi jg takze fakt jednorodno$ci
struktury pecherzykéw. Gdyby zachodzilo podniesienie pellikuli w pew-
nym punkcie ciatla i wyplyniecie zawartoSci wodniczki tetniacej, to
nie moglyby dosta¢ si¢ do pecherzyka sasiednie czeSci cytoplazmy
majace strukture ziarnista. Moze zachodzi¢ energetyczna reakcja
miedzy parg fitoncydowa i powierzchniowymi warstwami cytoplazmy.
Tak samo mozliwe, ze polprzepuszczalna pellikula moze by¢ zdolna do
zmieniania fitoncydéw. Wtenczas formowanie si¢ pecherzy mozna by
odnie$é¢ do zjawisk natury plazmolitycznej.

Zjawisk paranekrozy autorka nie obserwowala.

U Spirostomum teres Cl. et L. Kovalenok stwierdza wczesne
zatrzymywanie si¢ wodniczki tetnigcej pod wptywem fitoncydow.

B. Tokin wypowiada poglad co do tworzenia si¢ pecherzy, ze
byé moze pellikula Paramecium sktada si¢ z kilku warstw, przy czym

1) Autorka nie podaje stosowanej tu przez siebie metody dozowania fitoncydéw.

t) Wedlug badain B. Tokina i A Kovalenok pecherze moga
powstawaé pod wplywem fitoncydéw w kazdym miejscu ciala wymoczka, chociaz
cytowane przez Tokina prace C. Childa nad Paramecium dowodza, ze pod
dzialaniem innych czynnikéw szkodliwych zmiany morfologiczne zaczynajg sig
rozchodzi¢ z przedniego konca ciala.
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oddziela si¢ warstwa powierzchniowa. Wysuwa on tei hipoteze, ze
tworzenie si¢ pecherzy moze byé procesem defektywnej incystacji.
Tokin traktuje to jednak jako przypuszczenia nie oparte na do-
Swiadczeniach. W kazdym razie staje sie jasne, ze kwestia zachowania
si¢ pellikuli wymaga doktadniejszego zbadania eksperymentalnego.

Na pierwszy plan wysuwa sig¢ tutaj konieczno$§¢ opracowania
zmian zachodzacych w uktadach srebrochtonnych. Sprawa ta staje sie
aktualna jeszcze z innego wzgledu — mianowicie B. Klein (str.
40 i 41) w swojej pracy stwierdza co nastepuje: ,,na szkodliwe oddzia-
lywanie (tak samo jak i na normalne) reaguje ze wszystkich czesci
sktadowych komorek najpierw zawsze uklad srebrochlonny, tj. gdy
plazma i jadro nie wykazuja jeszcze zadnych zmian, to zmiany te juz
zachodza w ukladzie srebrochlonnym jako naruszenie stanu formy
czy struktury i czesto dochodzg do catkowitego zniszczenia sy-
stemu. System srebrochionny przez ujawnienie dostrzegalnych zmian
jest w ten sposéb najczulszym wskaznikiem najrozmaitszych oddzia-
tywan*.

Klein przebadal dzialanie wielu substancji nieorganicznych
i organicznych i na ich podstawie stworzyl pewng klasyfikacje obrazow
rozpadu uktadu srebrochlonnego. Jednak dzialania fitoncydéw nie
badat.

Badania J. Kamniewa wykazaly, ze dziatlaniem fitoncydéw
na nerwy ssakow mozna powodowa¢ w nich nieodwracalne zmiany —
moze mozna bytoby doszukaé sie tu jakiej$ bardzo odlegtej analogii
z dziataniem fitoncydow na uklad srebrochtonny Ciliata.

Prace B. Tokina, A Kovalenok i Klein’a postuzyly
mi jako podstawa i kontrola dla mojej pracy — praca Tokina
i Kovalenok umozliwita mi ustawienie zagadnienia w nauce
o fitoncydach, a praca Klein'a pozwolila na poréwnanie zachowania
sie¢ ukladu srebrochlonnego przy dzialaniu fitoncydow i innych czyn-
nikéw szkodliwych.

Zadania niniejszej pracy sa nastepujace:

1. wykazanie podobiefistwa efektow dzialania fitoncydéw w sto-

sunku do innych substanc;i;

2. wykazanie zalezno$ci miedzy zmianami morfotycznymi w ukia-

dzie srebrochlonnym powstatymi pod wplywem fitoncydow
a zmianami w zachowaniu sie Paramecium,;

3. wyjasnienie miejsca powstawania i rozchodzenia si¢ zmian

morfotycznych zachodzacych pod wplywem fitoncydéyv.
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Material i technika pracy

1. Doswiadczenia zostaly wykonane na Paramecium caudatum
Ehrb. Zaleta tego obiektu jest przede wszystkim dobre opracowanie
fizjologiczne, a oprocz tego to, ze wigkszos¢ prac nad dzialaniem fiton-
cydéw na pierwotniaki zostala przeprowadzona na tym obiekcie, przez
co uzyskuje sie lepsza porownywalnos¢ wynikow. Jako tlo poréwnaw-
cze moga sluiy¢ badania Tokina nad innymi pierwotniakami.
Zostaly uzyte zarowno czyste linie, jak i hodowle zwykte (jednogatun-
kowe). Stosowanie czystej linii umozliwia lepsza porownywalnosé
wynikow w obrebie klonu — wadj3 jego jest gorsza porownywalnosé
z innymi hodowlami.

Stosowanie hodowli zwyklej bardziej zbliza warunki eksperymen-
tow do warunkow naturalnych, poniewaz dziatamy tu na populacje
w sensie ekologicznym. Umozliwia tez ono ogarniecie ,,rozrzutu* zja-
wisk przez obserwowanie bardziej roznigcych sie od siebie osobnikow,
B. Klein w swojej pracy (4 i 5) stosowal wyhodowane przypadkowo
na pozywkach roslinnych réznogatunkowe hodowle pietrwotniakow.

2. Jako zrddto fitoncydow zostata zastosowana cebula (Allium
cepa L.) — klasyczny material do badan nad fitoncydami. Nie spot-
katem si¢ w dotychczasowych pracach ze stosowaniem okreslonych
odmian cebuli, jednak wydaje sig, ze stosowanie jednej okreslonej
odmiany da rezultaty bardziej wspolmierne. Stosowalem cebule od-
miany ,,zytawska*, zebrang jednego dnia z jednego pola we wsi Za-
wady kolo Wilanowa, przechowywana w jednakowych warunkach.

3. Dla uzyskania wynikéw porownywalnych z pracami Tokina
i innych stosowatem jego metode, ktora tez byta stosowana w pracach
kierowanych przez $p. prof. H. R aabe. Polega ona na tym, ze dziala
sie lotnymi frakcjami fitoncydéw na krople hodowli z pierwotniakami
umieszczong na szkielku przedmiotowym wstawionym do szalki Petri
przykrytej druga szalka. Staratem si¢ o zachowanie jednakowej tem-
peratury przez czas trwania do$wiadczenia.

4. Stosowalem nastepujace rodzaje obserwacji:

a) obserwacje pod lupa preparacyjna,

b) obserwacje pod mikroskopem kontrastowo-fazowym w kropli

wiszacej,

c) obserwacje w ciemnym polu przy zastosowaniu Cardiff-kon-

densora,

d) impregnacja azotanem srebra wedlug metody Klein'a.
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Do suszenia kropli z wymoczkami zastosowalem elektryczny osu-
szacz (fohn). W razie duzego zachmurzenia stosowalem do wyswie-
tlania zwykla lampe (zarowka 100 W), co, jak sie przekonalem, daje
rownie dobre rezultaty, jak naswietlanie sloneczne. Z tego wynika,
ze zalecane w tym wypadku stosowanie lamp kwarcowych nie jest
konieczne.

Procz preparatow z uszkodzonym przez dzialanie fitoncydéw
ukladem srebrochionnym robilem tez przy kazdym doswiadczeniu
preparaty kontrolne, ktére trzymatem przez caly czas eksperymentu

(wraz z barwieniem) w tych samych warunkach co inne, z wyjatkiem
zadzialania cebula.

Dozowanie lotnych frakcji fitoncydéow

Autorzy prac nad f[itoncydami stosowali odwazong ilo$¢ miazgi
cebuli, polozone; w zamknietej szalce Petri danej objetosci. Jest jednak
rzecza jasng, ze ilo$¢é parujacych substancji lotnych jest zalezna nie
tylko od wagi miazgi, z ktorej pochodza, ale przede wszystkim od jej
powierzchni. Poniewaz uzyskanie jednolitej powierzchni miazgi jest
praktycznie niewykonalne, wiec zastosowalem sok cebuli jako Zrédio
lotnych frakeji. Okreslong objetosé soku wkraplalem pipetg na okreslong
powierzchnie¢ (obramowang parafing) na szkielku przedmiotowym,
ktore nastepnie wstawialem do szalki Petri. W kazdym doswiadczeniu
stosowalem tez okreslong objetos¢ i powierzchni¢ kropli z kulturg,
rozlang na szkielku. Przy poréwnywaniu obserwacji nad dziataniem
par soku i par miazgi nalezy mie¢ na uwadze, ze wyniki moga by¢
nieco odmienne.

Niewatpliwie podana wyzej metoda dozowania nie jest Scista —
nalezatoby stosowaé naczynia lepiej uszczelnione przy Scistej kontroli
ciénienia i temperatury — jednak zostala ona zastosowana z powodu
swej prostoty i mozliwosci poréwnywania wynikéw z wynikami uzy-
skanymi przez B. Tokina. Autor ten zresztg podaje, ze on sam po-
rzucil metody bardziej skomplikowane dla swojej metody szalki Petri.

Zreszta zasadnicze trudnosci w dozowaniu wynikaja przede
wszystkim z niejednakowego reagowania poszczegolnych osobnikow
(zalezno$¢ od stadium rozwoju ontogenetycznego — A. Kovale-
nok) i z niejednakowych wiasciwosci soku jednej cebuli. Ulepszenie
metody dozowania niewiele zmieniloby postaé rzeczy.
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Wazne bylo tez ustalenie momentu $mierci hodowli Paramecium.
Za moment $mierci hodowli na szkietku przyjmuje chwile zatrzymania
si¢ ruchu obrotowego i postepowego 500/, osobnikéw — a nie jak to
dotychczas robiono u wszystkich osobnikéw — co sprowadzalo sie do
okreslenia chwili $mierci jednego, a mianowicie ostatniego z nich.
Doswiadczenia z dozowaniem.

Dla opracowania dozowania lotnych frakcji fitoncydéw wykona-
lem nastepujace doSwiadczenia:

1.

Dla stwierdzenia wplywu powierzchni parujacej soku na czas
umierania Paramecium zastosowano sok z jednej cebuli o roz-
nych powierzchniach (tab. I, II, III).

Dla stwierdzeina wplywu jakosci soku zastosowano sok z roz-
nych cebul o réwnej powierzchni (tab. I, II, III).

Dla stwierdzenia mozliwych odchylei w do$wiadczeniach za-

stosowano sok z jednej cebuli o réwnych powierzchniach
(tab. 1V).

Tabela I.

Jeden sok o réznych powierzchniach, temp. 21°C.

Pow. szalki 9 cm!? 4 cm? 2 cm? 0,25 cm?
0’ i | U ot et PO O N B U s U | 0
10° =gl Dy, fiineesl g, 1] 2= y180 s 0 ‘+_ T
18' ——1 70 — —1 50 100 - = 0 [ AF 0
3s’ 100 |[— -] 70 -~ 50 | + 0
40’ 100 ——1 90 + 0
45' 100 - 0
73 | £t g - - 30
80’ o | 50
90’ 100
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Tabela 1L
Jeden sok o r6znych powierzchoiach, temp. 21,5°C,
9 cm? 4 cm? 2 cm? 1 cm? 0.5 cm?
0’ i | 0 | ++ ‘ 0 |+ + ' 0 + | 0 5t |
- 5 ~ 5 50" S 0TI 10 gEE {10
25’ 100 | — —| 50 — 0 + 0 = 1
36° —— 1100 | — —| 20 i 0 aF
44 K —=1 s | + o e —
53’ 00 | — 0| —
66’ = s —— | 40 |— —| 40
71’ Ty ——| 490 |——| 50
76’ ——1| 50 100
110’ 100
Tabela 111
Jeden sok o réinych powierzchniach, temp. 22°C.
9 cm? 4 cm? 2 cm? 1 cm? | 0.5 em*® | 0,25 cm*
0 Hrar 0]++ ORI T il ROR T 0| + 0| + 0
30’ el SQmbilec Ollpe—ailm 0ualitmale 0 |+ | onfedaih 0
30’ 100 | — o [F 2~k + ! L o b L)
50’ -—| 50 |-—| 30 | — 0| + 0| + 0
LY 10| ——| %0 |--—|20 ] =| o| + | o
63’ 100 | -—| 80 | —— | 30 | + 0
69’ 100 |[——| 80| + | o
73'_— 100 — 0
123’ —-—1 50
135 100
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Tabela IV.
Powierzchnia parujgca 2 cm® 0,5 ml soku temp. 21°C.

Nr Czas % Cz. % Cz. %
szalki| zamkn. gingcych zamka. ginacych zamkn. gingcych
1 42 10% 47 50% 55 1004
P 44 109 48 60% 60 100%
3 36 10% 45 70% 31 100%
4 35 25¢ 42 50% 50 100
5 30 10% 44 50 ¢ 45 100 ¢
[ 25 5% 40 50% 48 100%
7 23 10 31 50¢ 47 100 %
8 25 409% 29 50% 39 100§

OBJASNIENIE TABEL

Tablice ilustrujg zaleznos¢ czasu umierania i zmian w ruchu Paramecium
caudatum od powierzchni parujacego soku cebuli. Sok rozlany na szkietkach po-
krytych parafing z wycieciami o danej powierzchni w objetosci 0,25 ml na 1 cme.
Kropla z kultura o objetosci 0,25 ml, powierzchni 4 cm® umieszczona na drugim
szkietku obok soku. Calos¢ zamknigta w szalce Petri. Pierwsza rubryka od lewa
oznacza czas trwania doSwiadczenia w godzinach i minutach. Pierwsza rubryka
kazdej pory oznacza charakter ruchu, druga procent ginacych wymoczkéw.

+ + ruch ozywiony
+ ruch normalny
— ruch zwolniony
— — ruch bardzo zwolniony, obroty.

EXPLANATION OF TABLES

The tables illustrate the dependence of the period of dying and ol the modi-
fications of the movement of Paramecium caudatum on one side and of the surface
of the evaporating onion juice on the other. The juice is extended on slides covered
with paraffin in the surface of which were made incisions of definite dimensions,
0,25 ml on 1 cme of the surface. The drop with the culture, of 0,25 ml and having
the surface of 4 cm2 was placed on another slide near the juice. Both slides were
dosed in a Petri dish.

The first column from the left gives the duration of the experiment in hours
and minutes. The first column in each pair contains characieristics of the motion,
the second one — the percentage of dying ciliates.

+ + increased motion
+ normal motion
— slow motion
— — very slow motlon, rotations.



Dzialanie fitoncydéw na Paramecium 75

Z powyzszych danych widaé, ze daje sie stwierdzi¢ pewna zalez-
nos$¢ czasu umierania od powierzchni parujacej soku, jednak nie otrzy-
muje sie SciSle poréwnywalnych wynikow. Staje sie konieczne dozo-
wanie nie na czas, ale na efekt. Np. wlasciwe bedzie nie robienie pre-
paratow po uptywie dwdch godzin od zadziatania dwdch centymetrow
kwadratowych soku, ale robienie ich wtedy, kiedy ustanie ruch rzesek
u wszystkich wymoczkéw z zanotowaniem czasu, kiedy to nastapito.
Wynika z tego, ze istnieja pewne trudnosci w bezwzglednym okresleniu
zmian w danych warunkach i w danym czasie — jednak mozliwa jest
przyblizona orientacja w tych sprawach i zawsze mozna ustali¢ na-
stepstwa czasowe zmian wzgledem siebie.

Opis spostrzezen

I. W pierwszej fazie dzialania lotnych frakcji fitoncydow cebuli
daje si¢ zauwazyé, zgodnie ze sposirzezeniami A. Kovalenok,
wzmozony ruch wymoczkow.

2. Nastepnie ruch staje sie coraz wolniejszy, przy czym poza
zmniejszeniem sie jego predkosci dodatkowe efekty nie wystepuja.

3. W dalszym etapie dzialania fitoncydow zaznaczaja sie przy
zwolnionym ruchu postepowym zaklocenia w ruchu obrotowym. Za-
chodza czesto nieregularne obroty dookota przemieszczajace) sie osi
obrotéw, ktéra moze zajmowaé polozenie pionowe, poziome, badz
jakiekolwiek inne. Jak wykazuja obserwacje w ciemnym polu, ruchy
takie sa3 wynikiem braku koordynacji ruchu catych partii rzesek.

Niekiedy wystepuje typ ruchu, ktéry mozna byloby okresli¢ jako
.karykaturalna nutacje* tj. nulacje o wigkszej amplitudzie wahan niz
normalnie. Niekiedy cialo wygina sie lukowato, czasem pozostajac
pewien czas w tej pozycji, procz tego obracajac sie.

Bardzo wcze$nie, w stosunku do dzialania innych trucnzn ustaje
dzialalno$é¢ wodniczki tetnigcej, bo jeszcze przy poczatkach zakidcen
w ruchu obrotowym. Zbiorniki wodniczek znacznie powigkszaja swoje
rozmiary.

4. Po ustaniu ruchow catego ciata, gdy wymoczek juz stoi w miej-
scu, mozna zaobserwowaé przy zastosowaniu ciemnego pola zupelnie
nie skoordynowane, drigce wahadlowe ruchy pojedynczych rzesek.
Czesto zupelny zanik ruchu rzesek postepuje od przodu, przy czym —
rzecz ciekawa — w zanikaniu ruchu mozna si¢ dopatrywaé pewnej
koordynacji, ktérej juz brak w samym ruchu. Zanikanie nieregularnych
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ruchéw rzesek robi wrazenie pewnego postepujacego, jakby kierowa-
nego procesu. Podczas kiedy nieregularne ruchy rzesek moga irwaé
czasem godzing i wigcej, zanikanie ich przewaznie trwa kilkadziesiat
sekund.

Jeszcze przed ustaniem ruchu (zgodnie ze spostrzezeniami
A. Kovalenok) ksztalt ciata Paramecium zaczyna si¢ zaokraglaé
i macronucleus staje si¢ widoczny. W jednym wypadku zobaczylem
tez i micronucleus.

5. Po ustaniu ruchu rzesek ksztalt ciala ulega dalszym zmia-
nom — oprocz zaokraglania sie tworza sie czesto duze nabrzmienia
w roznych miejscach ciala. Jak to widoczne w ciemnym polu, uktad
srebrochlonny 8) pozostaje jeszcze na powierzchni tych obrzekow.
W tych wypadkach widywalem wzniesiony ukiad powierzchniowy lub
subpellikularny. Oczywiscie jezeli byl wzniesiony uktad subpelliku-
larny, to i powierzchniowy, ale w wypadkach, gdy byt widoczny uktad
powierzchniowy, mogtaby zachodzi¢ mozliwo$¢ oddzielenia sie¢ go od
ukladu subpellikularnego. Jednak takie oddzielenie sie nie wydaje sie
w ogole mozliwe na podstawie licznych doswiadczen m. in. szkoly
J. Gelei. :

6. Plazma wyplywa z obrzekow 4) (czesto zreszta wyplywa bez
ich pojawienia sig, bezposrednio z nabrzmialego ciala). Niekiedy wi-
da¢ peknigcie w pellikuli w obu ukladach przez ktére wylewa sige
plazma (ryc. lc). Plazma tworzy krople przylegajace do powierzchni
ciala. Po wyplynigciu ich na powierzchni¢ nabrzmienia nieco opadaja
(rys. 2 abc). Nastepnie cialo kurczy si¢ przybierajac ksztalt butelki
lub gruszki (jak to obserwowata i A. Kovalenok). Krople w wo-
dzie si¢ nie rozpuszczaja, zachowuja swoja odrebnosé, w ciemnym
polu maja zielonkawy odcien i s3 optycznie jednorodne, co tez obser-
wowali inni badacze. Wiele kropel po pewnym czasie odrywa sie przy-
bierajgc ksztalt dokladnie kulisty (rys. | d). Mozna sztucznie spowo-

3) W utworach impregnujacych si¢ srebrem u Paramecium naleiy wyréznié
dwa zespoly: a) ukiad powierzchniowy widoczny jako system pdl wielokatnych
nazwany przez B. Klein'a ,niebezposrednim ukladem srebrochlonnym®, a przez
E. Chalton'a i A ILwoffa ,argyromem", b) uklad subpellikularny sklada-
jacy sie m. in. z cialek bazalnych rzesek i laczacych je fibrylli nazwany przez
Klein'a ,bezposrednim ukladem srebrochlonnym®, a przez Chatton'a
i Lwoffa ,infraciliatura".

¢) W jednym wypadku obserwowalem jej wyplynigcie przed ustaniem ruchu.
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Rys. 1. Schematyczny rysunek P. caudatum po zadzialaniu fitoncydami w okresie
po ustaniu ruchu. Ciggla linia oznacza pellikule, przerywana — wylew hyoplazmy.
a) Widoczne nabrzmienie subpellikularne i wylew na jego powierzchni. b) Tworze-
nie sig wylewéw hyaloplazmy zaréwno na powierzchni nabrzmienia subpellikular-
nego jak i w innym miejscu ciala. c) Widoczne pekniecie w pellikuli, z ktérego
wypltywa hyaloplazma. d) Ten sam osobnik po obréceniu go przez tracenie szkielka
nakrywkowego. Krople hyaloplazmy odrywaja sie.
Fig. 1. Schematic figure of Paramecium caudatum subjected to action of phyton-
cides. The figure presents the individuals just after cessation of movement. Con-
tinuous lines represent the pellicle, dotted ones the hyaloplasmic vesicles.
a) Subpellicular swelling and vesicles on its surface are vesible. b) Formation of
tyaloplasmic vesicles both on the surface of the subpellicular swelling and on
other parts of the body. c) Rupture of the peiiicic giving out of the hyaloplasm.
d) The same individual turned over by a light push of the cover-glass. The.hyalo-
plasmic drops are separating themselves.

Rys. 2. Ten sam osobnik rysowany w odstepach 15-to minutowych. a) Widoczne
nabrzmienie subpellikularne i niezaleznie od niego wylewy hyaloplazmy. b) Wylew
hyaloplazmy na powierzchni nabrzmienia. c) Powigkszenie si¢ wylewu przy opadaniu
nabrzmienia.
Fig. 2. Aspects of the same individual drawn at 15 min. intervals. a) Subpellicular
swelling and vesicles independent of it are visible. b) Hyaloplasmic vesicles
appearing on the surface of the swelling. c) Growth of the vesicles corresponding
to shrimping dawn of the swelling.
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Rys. 3. Widoczne male nabrzmienie subpellikularne oraz wylew hyaloplazmy
z poczatku wzrastajace (a, b, c), nastepnie odrywajace sig¢ (d, e, f). Pierwszy
rysunek — zrobiony w jedenastej minucie dzialania lotnych frakeji fitoncydéw,
nastepne wykonane w odstepach 10 minutowych. Obserwacja w kropli wiszace;j.

Fig. 3. Small subpellicular swelling and hyaloplasmic vesicles at first increasing
(a, b, c), then separating themselves (d, e, f). First figure drawn in the eleventh

minute of the action of the vapours of the phytoncides, following ones at 10 minute
interwals. Observed in a hanging drop.

dowaé ich oddzielanie si¢ przez posunigcie szkietka nakrywkowego
tak, by wymoczek obrocil si¢ dokola osi poziome;j. ;

7. Obraz $mierci na preparatach z uwidocznionym ukladem sre-
brochlonnym. '

Widoczne sg perforacje w ksztalcie okraglawych dziur w obu
uktadach, powierzchniowym i subpellikularnym (mikrolotografia 2).
Zanikajg fibrylle migdzy ciatkami bazalnymi rzesek, same ciatka gru-
bieja i staja si¢ wyraznie widoczne. Postugujac sie klasyfikacja
B. Klein’a obrazy {e nalezy zaliczy¢ do frakturowego typu rozpadu.

Dyskusja

Przy rozwazaniu mechanizmu dziatania fitoncydéw na Paramecium
na pierwszy plan wysuwa si¢ zagadnienie specyficznoSci zmian po-
wodowanych przez fitoncydy i mozliwosci ewentualnego nawigzania
do zmian powodowanych przez substancje o lepiej znanym skladzie
chemicznym niz fitoncydy.

a. Co do zmian w ruchu Paramecium to nieregularne obroty wy-
stepuja rowniez przy dzialaniu wielu substancji szkodliwych, np. soli.

Jednak przy dziataniu fitoncydéw obroty te s3 szczegodlnie chao-
tyczne i wykazuja podobienistwo do ruchow wymoczkow przy zadzia-
laniu kofeing opisanym przez B. Klein’a.

b. Weczesne zatrzymanie sie wodniczek tetnigcych jest bardzo
charakterystyczne dla dzialania fitoncydow. Zachodzi réwniez przy
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bezposrednim dzialaniu soku kruszyny (Rhammus frangula L.) i przy
dzialaniu olejku eterycznego z Dracephalum moldavicum L. — B. T o-
kin (8).

Okres ruchu wodniczek zmienia sie wydatnie w Srodowiskach
o roznym cisnieniu osmotycznym, jednak ustanie ruchu wodniczek
tetnigcych zachodzi pod wpltywem czesci uzywanych odczynnikéw do-
piero w dalszych stadiach umierania.

Wedtug I. Kono kofeina w stezeniu 1,25: 1000 nie jest dla
Paramecium trujaca, ale wstrzymuje dziatanie wodniczek tetnigcych
i wywoluje skulanie sig.

c. Co do powstawania wylewéw plazmy, to tworza sie one pod
wplywem dzialania bardzo wielu czynnikéw.

Bungenberg de Jong i Hartkamp podajg naste-
pujace: wzrost temperatury, ucisk szkielka nakrywkowego, promienie
ultrafioletowe i Roentgena, zranienie igla mikromanipulatora, hipo-
toniczne Srodowisko, dodanie do pozywki bardzo réznych substancji,
zarowno elektrolitow jak i nieelektrolitow.

Pecherzyki powstajace przy dzialaniu fitoncydéw odznaczaja sie
jednak duza wielkoscig, choé np. pecherzyki powstajace przy dzialaniu
xylenu sg wigksze 3).

d. Obrazy rozpadu uktadu srebrochlonnego uzyskiwane na pre-
paratach po zadzialaniu fitoncydami cebuli s3 podobne do obrazow
rozpadu uzyskiwanych innymi czynnikami jak np. réine sole, kofeina.
Co do perforacji widocznych w ukfadzie srebrochtonnym, to Klein
ich nie opisuje w zadnym wypadku, z czego jednak nie wynika, ze ich
nie widzial.

Zagadnienie mechanizmu dziatania
fitoncydow na Paramecium

Za porazeniem przez fitoncydy ukladu srebrochlonnego przema-
wiajg nastepujace argumenty:

1. Cytowane wyzej stwierdzenie B. Klein'a, ze wszystkie
czynniki szkodliwe dzialajg najpierw na ukiad srebrochionny.

8) Pewne dane poréwnawcze zawdzieczam uprzejmosci kol. mgr. Slawomira
Koztowskiego, ktéry podzielil si¢ ze mng swymi nie publikowanymi obser-
wacjami.
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2. Zachowanie si¢ Paramecium Swiadczace o zanikaniu koordy-
nacji ruchu rzesek. Zmiana fizjologiczna winna mie¢ swdj aspekt mor-
fologiczny.

Poniewaz stwierdzono (W.Milicer), brak roli neuromotorium
w koordynacji ruchu rzesek calego ciala u Puramecium, nalezy wiec
szuka¢ zrodla zaklocen ich ruchu w ukladzie srebrochionnym.

3. Powstawanie pecherzy i wylewow cytoplazmy inusi z natury
rzeczy by¢ zwigzane ze zmianami w ukladach pellikulinarnym i srebro-
chlonnym.

4. Zanikanie fibrylli miedzy ciatkami bazalnymi i perforacje w obu
ukladach bezposrednio dowodza wpltywu fitoncydéw na ukiad srebro-
chlonny. Jednak zachodzi to dopiero w ostatnim stadium, przed sama
Smiercig (przy ruchu pojedynczych rzesek) i niedlugo po niej. Mozna
jednak przypuscié, ze zmiany fizjologiczne nastepuja w fibryllach
wczesniej od morfologicznych i tlumaczg brak koordynacji ruchu partii
rzesek.

Mozliwe, ze dzialanie na uktad srebrochtonny nie jest bezposred-
nie i ze fitoncydy dzialaja najpierw na jakie$ inne elementy, ktore
z kolei powodujg zmiany w uktadzie srebrochionnym.

Zatrzymanie sie wodniczki tetnigcej moze datoby sie nawigzaé do
uszkodzenia uktadu powierzchniowego — moze np. jego rozpad mégiby
spowodowaé¢ zablokowanie ujscia jej zbiorniczka. Mozliwe réwniez
bytoby porazenie jakich$ nieznanych osrodkow zawiadujacych dzia-
talnoscia wodniczki tetnigcej. Nalezy jednak zaznaczyé, ze zatrzy-
manie si¢ wodniczki zachodzi na dlugo przed ujawnieniem si¢ zmian
morfologicznych w uktadzie srebrochlonnym. Mozliwe, ze zachowanie
sie wodniczki tetnigcej jako m. i. organelli wydalania ukladu oddecho-
wego, nalezaloby interpretowa¢ w mys$l przypuszczenia B. Tokina
o dzialtaniu fitoncydow na oddychanie.

Przy rozwazaniu mechanizmu dzialania fitoncydow nie mozna
tez pomina¢ faktu uwidoczniania sig makronucleusa, ktére musi réw-
niez oznaczac jakie$ zmiany fizjologiczne.

Tworzenie sie pecherzy
na powierzchni Paramecium

Jak wspomnialem wyzej, tworzenie si¢ wylewow plazmy nie jest

dla fitoncydow specyfliczne i rozwazania na ich temat maja znacze-
nie ogdlne.
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Child i E.Deviney dochodzg do wniosku, ze w wielu
wypadkach pecherzyki zawieraja plynne czesSci endoplazmy, ktore zo-
staly przepchnigte przez mechanicznie slabsze czeSci ektoplazmy.
W niektorych wypadkach widzieli, ze pellikula byla podniesiona i obser-
wowali, ze Scianki pecherzykow w sposéb ciagly w niag przechodzity.
. W zastosowaniu tej hipotezy do zjawisk spowodowanych fitoncy-
dami natrafiamy jednak na pewne trudnosci. Pecherzyki sg optycznie
jednorodne, a endoplazima Paramecium przeciez taka nie jest. Mozna
byloby jednak przyja¢ pewne odfiltrowywanie si¢ elementow gestszych.
Tak samo na podstawie ohserwacji w ciemnym polu i analizy prepa-
ratow z uwidocznionym ukladem srebrochlonnym nie mozna stwier-
dzié, zeby pecherzyki przechodzily w sposob ciagly w pellikule. Za-
rowno uklad pellikularny, jak i srebrochionny maja okre$long strukture
i trudno byloby sobie wyobrazi¢, zeby w sposob ciagly przechodzily
w pecherzyki plazmatyczne. Robi wrazenie, ze te pecherzyki przedo-
stawaly sig¢ przez miejsca w pellikuli, miejsca o zmniejszonym oporze.

Bungenberg de Jong i Hartkamp no pod-
stawie licznych do$wiadczenn wysuwaja hipoteze objasniajacg fizyko-
chemiczny mechanizm powstawania tych pecherzykow: , W nie na-
ruszonej komorce istnieje tendencja od elektroendosmotycznego trans-
portu wody w konsekwencji réznicy potencjaléow miedzy wnetrzem
komorkia Srodowiskiem zewnetrznym. Ten f{ransport wody stanie
sig jednak mozliwy jezeli nastapi krotkie spigecie przez zranienie
btony (prady lokalne). Kierunek elektro-endosmotycznego transportu
wody zalezy od znaku tadunku elektrycznego w bionie komodrkowej.
Jesli ten jest ujemny, to plyn poplynie do bieguna ujemnego, tj. do
wnetrza komorki. Kiedy blona ma dostateczny stopien wytrzymalosci,
to mozna sobie wyobrazi¢, ze nie uszkodzone czesci s3 podnoszone
przez wchodzacy plyn. Badacze ci podajg na podstawie doswiadczer,
ze pecherzyki tworza wlasng blonke na powierzchni (Surface film).
H. Bundenberg de Jong i J. Hartkamp wiazg zacho-
wanie si¢ blony komorkowej z zachowaniem sig fosfatydowych koacer-
watow, co potwierdzaja tworzeniem sztucznych modeli fosfatydowych
tych zjawisk.

Rozwazane powyzej obrazy rozpadu ukladu srebrochionnego
w kazdym razie nie bylyby w sprzecznosci z takg interpretacja —
obserwujemy tu zaréwno wzniesienie pellikuli jak i perforacji w ukla-
dzie powierzchniowym i rozluznienia ukladu srebrochionnego.
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Nalezy jednak wzig¢ pod uwage mozliwos¢ roli wodniczki tetnia-
cej w tworzeniu si¢ pecherzy, np. przez wypychanie cytoplazmy.

W konkluzji mozna powiedzie¢, ze przy dzialaniu fitoncydéw
mamy do czynienia z procesami zachodzacymi w komodrce jako pewnej
calodci i podejscie do lych spraw od strony tylko jednej organelli
byloby niewtasciwe, ale mozna stwierdzi¢, ze w tych procesach wazing

role odgrywa zachowanie sie uktadu srebrochlonnego i wodniczki
tetnigce;j.

Nawiazanie do warunkow naturalnych

Niewatpliwie warunki eksperymentéw nad dzialaniem fitoncydow
na Paramecium zarowno w niniejszej pracy jak i w innych s3 sztuczne.
Jednak obserwowanie zmian cytologicznych w Srodowisku naturalnym
jest bodajze niemozliwe — samo wziecie kropli pod mikroskop juz
zmienia warunki obserwacji.

Z drugiej strony warunki doswiadczen — cho¢ celowo przejaskra-
wiajg warunki naturalne, jednak nie s3 absurdalne — w przyrodzie
Paramecium ma do czynienia z fitoncydami w rozmaitych formach.

Podaje tu wykaz roslin o wiasciwosciach zabojczych dla pierwotnia-
kéw, z ktorymi Paramecium moze mie¢ w przyrodzie do czynienia,
wybranych ze spisu B. Tokinas).

Ros$liny wodne:

Polygonum amphibium L. 71) Potamogeton perfoliatus L. 169
Potamogeton natans L. y 130 Utricularia vulgaris L. 330

Ros$liny rosnagce na mokrym podiozu, ktérych czesci moga okresowo znaj-
dowa¢ si¢ pod woda:

Acorus celamus L. 20 Menyanthes trifoliata L. 13
Arum elongatum Stev. 25 Gliceria aquatica (L.) Wahb. 100
Sambucus ebulus L. 40 Hippuris vulgaris L. 49
Viburnum opulus L. 15 Lisimachia numularia L. 105
Scirpus lacustris L. 17 Ribes nigrum L. 10
Equisetum heleocharis Ehr. 43 Ribes saxatile Pall. 12
Oxicoccus palustris Pers 8 Cicuta virosa L. 24

Nalezy sie liczyé z faktem, ze w warunkach naturalnych dziatanie
fitoncydéw moze si¢ przedstawia¢ odmiennie niz w warunkach do-
$wiadczen i stad ich wzgledne wlasnosci toksyczne moga byé inne

) Wybranie tych roélin ze spisu B. Tokina zawdzigczam kol Alinie Michal-
skiej, asystentce Ogrodu Botanicznego.

7) Liczby podane oznaczaja czas ekspozycji w minutach, w ktérych — w wa-
runkach eksperymentu — nastgpuje $mieré pierwotniakéw.



Dzialanie fitoncydéw na Paramecium 83

niz w podanym spisie. U wielu roslin wodnych nie wykryto w ogéle
wlasciwosci pierwotniakobojczych — ciekawe byloby zbadanie, jaki ma
wplyw sklad gatunkowy flory zbiornika wodnego na jego mikrofaune.

Rosliny wodne, u ktérych nie wykryto wiasnosci fitoncydéw:

Sagittaria sagittifolia L. Lemna minor L.
Ceratophyllum demersum L. Nymphaea alba L.

Elodea canadensis Rich. Nuphar luteum (z.) S m.
Hydrocharis morsus-ranae L. Polygonum scrabum Hoench.

Streszczenie

1. Badano wplyw lotnych frakeji fitoncydow, wydzielanych przez
okreslone powierzchnie soku cebuli.

2. Stwierdzono, ze przy dzialaniu fitoncydéw zachodzi rozpad
ukladu srebrochlonnego wedtug typu frakturowego i ze w ukta-
dzie powierzchniowym i subpellikalarnym powstaja liczne per-
foracje.

3. Stwierdzono, ze przy dzialaniu lotnych frakcji fitoncydéw bar-
dzo wczesnie nastepuje zatrzymanie sie wodniczki tetniacej.

Na zakonczenie chciatbym wyrazi¢ wdzigcznoséé tym wszystkim,
ktérzy pomogli mi przy wykonaniu niniejszej pracy. Przede wszystkim
winien jestem wdzigczno$é $p. Proi. dr. Henrykowi R a ab e, z ktorego
inicjatywy i pod kitérego kierunkiem zaczynatem te prace, Prof.
dr. Zdzislawowi Raabe, ktory to kierownictwo podjat w dalszym
ciggu oraz Prof. Janowi Dembowskiemu, ktory zechcial moja
prace przeczyta¢ przed drukiem i udzieli¢ mi cennych wskazowek.
Skiadam tez podzigkowanie Prof. dr. Tadeuszowi Jaczewskiemu,
w ktorego Zakladzie praca ta byta wykonana. Dzigkuje¢ tez Prof. dr.
Zygmuntowi Kraczkiewiczowi oraz Prof. dr. Jozeiowi
Szulecie i asystentom w Ich Zakladach za pomoc w mikrofoto-
grafiach i udoslepnienie aparatury.
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PE3IOME

ABTOD mDeNupHHAN 3Ty paboTy, 4TOOBI MOJYYHTh HHOBBIE KCIIE-
PHMMeHTalblible JHaliHbie, OTHOCALIMEeCA K MexaHnamy HeliciBua ¢u-
TOnuMnoB Ha Paramecium caudatum Ehrbg. n onpenenuTh CBA3B
mMopdosiornyeckux HaMeHeHUll, NPOACXONALINX B apPreHTOPHIbLHOMN
cHCTeMe, C M3MEHEHNAMHU B JABUFREHHII pecHUYEK.

[Tpenverom nccienoBaHuaA OblIM aprenToPUIKRHAA CHCTEMA M CO-
KpaTUTelLHble Bakyoiau. ABTOp mnojr3oBajicAa MeTonoM Huaeitna
3aKNI0YAIOMHMCA B MMNPErHUPOBAHMM aAPreHTOPUIBHON CHCTEMH
npu MOMONM a30THOKMCIOro cepebpa.

B rayecTBe MCTOYHMKA QUTOHIMAOB OLIIM HCNONbL30BaHH Maphl
aykoBoro coka. HaGaloneunn nom nymnoii MPOBOXMJINCHL MO METORY
Toxkuna. Kpome Toro asTop mNoib30BajJCA KOHTPAaCTHO-(a30BbIM
MHMKPOCKOMOM M MHMKpocikonoM ¢ KoHaeHcopom Hapmudpda nna tem-
HOTO TO0JIA.

[Monyyensl HHARE clenyloude peayabTaThl:

1. VYcraHoBlIeHO, YTO NMpH Bo3feficTBMM PUTOHUMIOB MPOUCXO-
nua  pacnag apreHtouabHOR cucTeMbl MO (GpaKTypHOMY
tiuny HKaeiina, npnyem B Heli BO3HMKAIM MHOrOYMCIIEHHEE
nepdopauun;

2. Ilpm pmeitcTBuM jnerTyuyux ¢ppaxumit ¢guroununos oyeHb Gmic-
TpO npeKpaulaeTca AeATCNbIOCTh COKPATHTENILHBIX BAKYOIeid;

3 3aBUCHMOCTb BPEMEHH yMHUPaHHUA MapaMelUUyM OT BEIMUYIHBI
110Bep HOCTH MCNAPAIONIEr0CA J1YKOBOro COKa MIIIOCTPHPY -
10T COOTBETCTBYWOLIME TAbINLBI;

4. flcuo Ha6mionaemMoe pacTpOCTBO KOOpAMHAUMK ABMKEHUH
pechHYeK W MOABNAKLICECA BCIEACTBAE ITOro HernpaBHIIb-
Hoe BpallleHWe HMH(]Y30pHit, aBTOpP NPUMNUCHIBAET H3MEHE-
HUAM, MPOMCXONALLMM B apreHTopUIBHOK cucTeMe ITH U3-
MellenHsi aRTOpP CYNTAeT OJHMM M3 OCHOBHBIX MOCIENCTBHH
Bo3eficTBUA QHTOHLMI0B HA MapaMeunyM.
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OB'bACHEHUWE TABJIIIL

Tabauuu MANOCTPHPYIOT 3aBUCHMOCTb MEPHOAA YMHDANMA H TOABICHHA M3Me-
HeHMA B QABMIKeNUH Paramecium caudatum OT MNOBEPXHOCTH MKCNapAKUIEroCH
aykonoro coka. Cok pasiHMT Ha CTEKJIMIIKAX 3aTAHYTHX napa)MHOM B MOBep-
XHOCTH KOTOpOro 6uJiM nMpojiesiaHul onpefesieliiknXx pa3aMepon oTnepcTHA 0,25MM
Ha 1 cm noBepxuoctu. Hanaa c kyabrypoit o6bema 0,25 MJI. M DOBEPXHOCTH
4 cm? HaxXoAMJIACh HA PYrOM CTEKJHIIKe Bodje coka O6a CTeKJIHIIKA MoMema-
auch b yamedke Iferpn.
Ileppan py6puka cieBa COAEp!KUT NAHHLE OTHOCAIIMECHA K BPEMEHH ONHTA —
B uyacax n muHyrax. [leppaa py6Gpuka kamno#i mapu OTHOCHTCA K XapaKrepy
RBHXKEHUA, BTOPaA K MPOUEHTY FMOHYWMX uudyaopu.

~++ oMBIEHHO® ABHIKEHHE
+ uopMmanbHOE RABMIKEHME
—  3aMe[JIeHHOe [BHMKeHHe
— — oveub MeqJEHHOE JBHKeHHe

®or 1. ApredTopunbHaa cucrema P. caudatum (HOpMaiabHaA)

®@or. 2. ApredtoduabHaAa cucreMa P. caudatum -~ MOBpEMAEHHOTV RelcCTBHEM
aderyuux Ppakumi GUTOHIHMIOB NyKa.
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SUMMARY

The main purpose of the present investigation was to gel new
experimmental data concerning the mechanism of the action of phyton-
cides on Paramecium caudaturm and to state the connection between
morphological changes occuring in the argentophil system and modi-
fications of the ciliar motion.

In particular the argentophil system and the contractile vacoulae
were iinvestigated. Klein's method of impregnating the argentophil
system with silver nilrate was applied. As phytoncides were used
vapours of the onion juice. Observations were made under a magnify-
ing glass in the Petri dish method which was used by Tokin. Besides
a microscope and a cardiff-condensor for the dark field were used.

The results obtained were as follows:

1)

4)

it was staled that the action of the phytoncides was [ollowed
by a desintegration of the argentophil system corresponding
to what was called by Klein ,,Frakturtypus* and by numerous
perforations of the mentioned system.

The contractile vacuolae stop their motion at a very early stage
of the action of the phytoncides.

The relation between the surface of the onion juice producing
vapours and the time at which death of Paramecium occurs is
shown on the enclosed tables. ,
Coordination disturbances in the motion of the cilia and the
irregular rotations of the ciliates are explained as being due
to changes in the argentophil system. These changes are con-
sidered as one of the main effects of the action of phytoncides
on Paramecium.
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Fot. 1. Uktad srebrochlonny P. caudatum — normalny, pow. ok. 1550 x.
Phot. 1. Argentophil system of Paramecium caudatum, normal.

Fot. 2. Uklad srebrochlonny P. cuudatum — uszkodzony dziataniem lotnych
frakcji fitoncydéw cebuli, pow. ok. 1550 x
Phot. 2. Argentophil system of Paramecium caudatum damaged by the action of
vapours of phytoncides of onion.

Marek Doroszewski. ' auctor phot.
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