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WSTEP

I. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA

RUCHOW ORGANIZMOW JEDNOKOMORKOWYCH
UZALEZNIONYCH OD SWIATLA

UWAGI TERMINOLOGICZNE

Swiatlo jest dla organizméw zywych czynnikiem o podstawo-
wym i wielostronnym znaczeniu. Obok takich procesow jak fotosynteza
czy proces widzenia, §wiatlo wywiera wplyw na szereg innych zjawisk
np. przemieszczanie sie w $rodowisku, ruch organéw roslinnych, pigmen-
tacja itp. Porownujgc efekty wywolane dzialaniem $wiatla z iloScig
energii doprowadzonej do organizmu drogg oswietlenia, mozna podzielié¢
skutki biologiczne oSwietlenia na dwie grupy (Gorski 1962).

Do pierwszej nalezg procesy, w ktérych energia $wietlna i koncowy
efekt energetyczny procesu sg poréwnywalne, Nalezg tu glownie syntezy
pewnych zwigzkow kosztem energii Swietlnej, w ktérych ilos¢ wytwa-
rzanego zwigzku pozostaje w proporcji do ilosci pochlonietej energii pro-
mieniowania. Do tej grupy procesow zaliczy¢ nalezy fotosynteze, czy tez
niedawno odkryte zjawisko fotofosforylacji u Halobacterium (Oester-
helt 1976, Zurzycki 1977).

Druga grupe uzaleznionych od $wiatla proceséw charakteryzuje
dysproporcja miedzy iloscig energii doprowadzonej w formie promienio-
wania a ostatecznym efektem energetycznym. Z reguty organizm wy-
datkuje wlasng energie metaboliczng a $wiatlo jest czynnikiem nie tyle
napedzajacym, co sterujgcym procesem. Swiatlo dziala jako bodziec wy-
zwalajgcy w organizZmie pewne procesy, ktorych przebieg jest juz uza-
lezniony od doplywu energii z metabolizmu. Do tej ostatniej grupy na-
lezg miedzy innymi ruchy organizméw jednokomorkowych uzaleznione
od swiatla.

Wplyw $wiatla na przemieszczanie sie organizméw opisany zostal po
raz pierwszy przez Trevirianusa (1817). Zaobserwowal on, ze
plywki wielu glon6w zbierajg sie na o$wietlonych $cianach naczyn szkla-
nych, w ktérych prowadzono hodowle.

Swobodnie poruszajace sie w Srodowisku organizmy staly sie wdzie-
cznym obiektem dla licznych obserwacji naukowych. Szczegélnie na
przelomie XIX i XX w. pojawilo sie wiele prac, posiadajgcych do dnia
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dzisiejszego znaczne warto$ci naukowe (Strasburger 1878, Engel-
mann 1882, 1883, 1888, Stahl 1880, Klebs 1885 Aderhold
1888, Holmes 1903, Molisch 1907, Buder 1917, Oltmans
1917, Bolte 1920).

Badania z tego okresu doprowadzily do wykrycia kilku réznigcych
sie wzajemnie typow reagowania organizméw na Swiatlo i wprowadzity,
jednakze nie zawsze konsekwentng, terminologie omawianych zjawisk.
W najstarszym ujeciu wszystkie rodzaje ruchéw organizméw jednoko-
morkowych uzaleznione od $wiatla okreslane byly jako fototaksje.
Dos¢ wcezesnie stwierdzono jednak, ze $wiatlo moze wywiera¢ zaréwno
dzialanie przyciggajace, tj. ruch w kierunku miejsc o$wietlonych (foto-
taksja dodatnia) jak i ucieczke od miejsc o§wietlonych (fototaksja nega-
tywna).

W roku 1882 Engelmann opisal u bakterii purpurowej Bacterium
photometricum gwaltowny ruch do tylu, przy naglym zmniejszeniu na-
tezenia $wiatla, okre§lajgc to zjawisko jako reakcje ,,przestrachu”
(,;Schreckbewegung”). Ré6wniez stosunkowo wczesnie, bo w 1878 r., Stras-
burger dostrzegt zwolnienie szybkoSci ruchu zielonych plywek przy
wzrastajgcym natezeniu $wiatla. Odwrotne zjawisko stwierdzil Engel-
mann (1882, 1883) u bakterii purpurowych, ktére nieruchome w cie-
mnosci natychmiast rozpoczynaly intensywny ruch po os$wietleniu. Zja-
wisko to nazwal fotokinezag.

Obydwa wspomniane typy oddzialywania $wiatla na ruch tj.
wochreckbewegung” i fotokineza sg nieco rézne od najczeSciej wystepu-
jacych reakeji plyniecia w kierunku $wiatla, gdyz nie majg charakteru
kierunkowego. Dlatego w obrebie szerokiego pojecia fototaksji zaczeto
wyréznia¢ reakeje ruchowe zwigzane z kierunkiem dzialania §wiatla i nie
zwigzane z nim. Rothert (1901) zaproponowal pierwsze nazwa¢ ,,stro-
phic”, drugie ,apobatic”. Nagel (1901) ograniczy! termin fototaksja
tylko do pierwszej grupy tj. ruchéw, ktérych kierunek zdeterminowany
jest kierunkiem padania $wiatla., Massarat (1902) zaproponowal
termin ,,phobism” zamiast ,,Schreckbewegung”. Prébe uporzgdkowania
terminologii omawianych zjawisk zawdzieczamy Pfefferowi (1904),
ktéry nazwg fototopotaksja objgl ruchy zorientowane w stosunku do kie-
runku padajgcego Swiatla a fotofobotaksja dla reakcji fobicznej wywo-
lanej zmiang natezenia $wiatla. Terminologia Pfeffera byla przez diuzszy
czas obowigzujgca w fotofizjologii, stajac sie podstawg do sklasyfikowa-
nia uzaleznionych od $wiatla ruchow wolno poruszajacych sie organi-
zméw na trzy podstawowe typy:

1) fototopotaksja (dodatnia i ujemna) tj. ruch w kierunku
dziatajgcego Swiatla, lub w kierunku przeciwnym,

2) fotofobotaksja (dodatnia i ujemna) tj. reakcja szokowa
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zwigzana z nagla zmiang kierunku ruchu, przy naglym wzroscie lub
zmniejszeniu intensywnosci o$wietlenia,

3) fotokineza (dodatnia i ujemna) tj. przyspieszenie lub opoznie-
nie szybkosSci ruchu pod wplywem dzialania s$wiatla. W krancowym
przypadku fotokineza dodatnia moze polega¢ na wprowadzeniu w ruch
po oswietleniu organizmu, ktory w ciemnosci byl nieruchomy; a ujemna
na zupelnym zatrzymaniu ruchu po o$wietleniu.

W ostatnim dwudziestoleciu zaznaczytl sie szczegélnie intensywny roz-
wo0j badan had sterowanymi przez $wiatlo reakecjami ruchowymi organi-
zmdéw jednokomérkowych (Bendix 1960, Checcucci 1973, Chec-
cucci iinni 1974, 1976, Clayton 1959, 1964, Diehn 1969, 1970,
Diehn i Tollin 1966, Drews 1957, 1959, Feinleib 1975,
Feinleib i Curry 1971 ab, Forward 1970, Forward i Da-
venport 1968 ab, Halldal 1962, 1964, Haupt 1959, 1965, 1966,
Poff i Butler 1974 ab, Mikolajczyk i Diehn 1975,
Nultsch 1973 ab, 1974 ab, Nultsch i Wanderoth 1970,
Tollin 1969, Wolken i Shin 1958, Wood 1976).

Wykorzystanie nowych mozliwosci techniczno-aparaturowych, opar-
cie badan na precyzyjnych pomiarach rodzaju i natezenia stosowanego
promieniowania, uzycie dobrego sprzetu optycznego oraz elektronicznych
ukladéw pomiarowych, prowadzi do wnikliwych analiz, zar6wno samych
typow ruchéw jak i mechanizméw reakeji. Z drugiej strony nierzadkie
sg proby wprowadzenia modyfikacji terminologicznych. I tak Diehn
(1970, 1973) wracajagc do wczesniejszych propozycji Nagela uwaza, ze
termin ,,fototaksja” winien by¢ zarezerwowany dla ruchéw ukierunko-
wanych, natomiast termin ,fotofobotaksja” — Pfeffera, zastepuje okre-
§leniem reakcja fobiczna (phobic response) wyrdzniajgc w jej obrebie
bezposrednig (direct) i odwrotng (inverse) zamiast odpowiednio dodatniej
i ujemnej. Dla wszystkich typéw dzialania §wiatla na ruch zapropono-
wany zostal termin ,,photomotion” (Wolken i Shin 1958).

Hand i Davenport (1970) rowniez ograniczajg pojecie ,taxis”
do ruchéw ukierunkowanych, proponujac jednocze$nie terminy ,klino-
kinesis” dla reakecji fobicznych oraz ,,orthokinesis” dla kinezy. Wreszcie
Uffen i inni (1971) zaproponowali termin ,,scotophobic” dla pozyty-
wnej reakcji fotofobicznej. Logiczng wydaje sig¢ byé nomenklatura sto-
sowana przez Nultscha (1970, 1975), ktéry opowiada sie za uzywa-
niem terminu ,,taxis” w jego oryginalnym znaczeniu greckim, w wyniku
czego ,,phototaxis” powinno oznacza¢ uporzadkowanie organizméw wy-
wolane dzialaniem $§wiatla, nie ograniczajgc tego uporzadkowania do ru-
chéw ukierunkowanych. Autor ten uwaza, ze przez dodanie przedro-
stkéw ,,topo” i ,phobo” dostarcza sie dalszej informacji o tym, jak to
uporzadkowanie przebiega. Dlatego tez wg Nultscha termin »photo-
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phobotaxis” nie zawiera w sobie zadnej sprzecznosci, jak to sugerujg
Checcucci (1973) i Diehn (1973).

Nultsch (1975) zdaje sobie sprawe z pewnych niedoskonalosci
terminologicznych, stosuje raczej terminologie Pfeffera w opisywa-
niu reakcji ruchowych wywolanych dzialaniem $wiatla, uznajgc za bez-
sporne istnienie trzech zasadniczych typow reakcji. Powyzsza klasyfika-
cja jest stosowana przez licznych badaczy europejskich pracujgcych nad
tym problemem. Zostala ona rowniez przyjeta w niniejszej pracy.

Przed oméwieniem wspomnianych wyzej trzech typéw reakcji orga-
nizmu na $wiatlo nalezy zwrécié uwage na szerszg role $wiatla na orga-
nizm. Wplyw tego czynnika na zywe organizmy jest bardzo zlozony
i réznorodny. Zalezy on np. od tego, jaki organizm bedzie pod tym ka-
tem rozpatrywany, w jakich stadiach rozwojowych i jakich warunkach
zewnetrznego Srodowiska; czy jest to zwierze czy roslina; organizm auto-
troficzny czy heterotroficzny; forma wolnozyjaca lub kompleks symbio-
tyczny itp. W niniejszym opracowaniu niemozliwe jest omowienie tych
wszystkich probleméw — zresztg nie jest to celem autora. Wplyw pro-
mieniowania zar6wno w zakresie widzialnym jak i niewidzialnym dla
oka ludzkiego zaznacza sig szczeg6lnie w przypadku czynnosci fizjologicz-
nych ros$lin zielonych, opierajgcych swdj metabolizm na procesie fotosyn-
tezy. Zaréwno brak §wiatla jak i jego nadmiar “jest odpowiednio przez
takie rosliny odbierany, co ujawnia sie miedzy innymi w procesach wzro-
-stowo-rozwojowych, czesto posiadajgcych charakter adaptacyjny.

FOTOKINEZA

Zjawisko fotokinezy zostalo pierwszy raz opisane przez Stra s-
burgera (1878). Stwierdzil on, ze zielone ptywki Ulotrix zonata, Botry-
dium granulatum i Haematococcus lacustris a takie bezbarwne plywki
takich grzybow jak Chytridium voraxr poddawane dzialaniu $wiatla, po
krotkim czasie stajg sie nieruchliwe. W ciemnosci natomiast ruchliwosé
utrzymuje sie u nich bardzo dlugo, od kilku dni do dwoéch tygodni. Ta-
kie zachowanie sie plywek wg przyjetej nomenklatury jest przykladem
negatywnej fotokinezy. )

Fotokineza pozytywna byla obserwowana przez Engelmanna
(1882, 1883, 1888) u kilku gatunkéw bakterii purpurowych. Organizmy
te przestawaly si¢ poruszaé w ciemnosci i to tym szybciej im nizszy
byl poziom tlenu w $rodowisku. Wystarczyla natomiast krotka ekspozy-
cja Swiatlem, rzedu minut lub nawet sekund, aby organizmy te staly sie
ruchliwe. Autor stwierdzil ponadto, ze szybko$é ruchu wzrasta w miare,
wzrostu natezenia §wiatla. Z chwily wylaczenia $wiatla ruch utrzymuje
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sie jeszcze przez jaki§ czas, po czym bakterie stajg si¢ ponownie nieru-
chome. Na tej podstawie Engelmann (1882) wyciagnal wniosek, ze
w wyniku- na$wietlania powstaje jaki§ zwigzek (substancja), ktéry jest
konieczny dla ruchu, a ktéry zuzywa sie w ciemnosci.

Engelmann (1882) stwierdzit ponadto, ze mozliwa jest zmiana
fotokinezy z pozytywnej na negatywna. Gdy bakterie purpurowe oswie-
tlone zostaly zbyt wysokim natezeniem $wiatla, rowniez stawaly sie nie-
ruchome (negatywna fotokineza).

Pierwsze bardziej szczegélowe badania nad fotokinezg prowadzone
byly przez Bolte (1920), ktéra w przeciwienstwie do Strasburgera nie
stwierdzila zadnego wplywu $wiatla na ruchliwosé bezbarwnych orga-
nizméw takich jak Euglena sp., Polytoma i Chilomans curvata. Euglena
prorima — organizm zielony réwniez wykazywala obojetnosé fotokine-
tyczng. Podobnie tez Haxo i Glendenning (1953) nie zaobserwo-
wali zadnego efektu kinetycznego u gamet Ulva lactuca. Dla wiekszoSci
Flagellata $wiatlo dziala jednak fotokinetycznie w sensie dodatnim. U pe-
wnych gatunkéw Phacus, Lepocinalis, Chlamydomonas nastepowal w
$wietle zanik wici, wobec czego stawaly sie one automatycznie nieruchli-
we. Bolte stwierdzila tez, ze u pewnych badanych organizméw ruchli-
wos¢ zalezala od innych czynnikéw niz $wiatlo. Szczegb6lnie wyraZnie
zaznaczal sie wplyw w tym procesie stezenia CO,. Autorka wyciggnela
wiec wniosek, ze istnieje tu korelacja miedzy pozytywng fotokinezg
a fotosynteza. Ona tez rozrézniajac pozytywna i negatywng fotokineze
podala nastepujgcg definicje: ,,negatywnie fotokinetyczne organizmy sta-
ja sie nieruchome w $wietle, kontynuujg natomiast ruch w ciemnosci, az
do $mierci lub bezruchu z innych powodow. Fotokinetycznie obojetne
organizmy nie wykazujg zadnej zaleznoSci ruchu od s$wiatla” (Bolte
1920).

Badania fotokinezy prowadzone przez Luntza (1931 ab, 1932) dla
Volvox, Eudorina i Chlamydomonas doprowadzilty do okreslenia progu
wrazliwosci tzn. najmniejszego natezenia $wiatla jakie konieczne jest do
wywolania ruchu. Stwierdzono przy tym, ze przy niskich natezeniach
$wiatla efekt fotokinetyczny jest funkcjg ilosci §wiatta (I X t). Jednak
w przypadku cigglego naswietlania efekt fotokinezy zalezy jedynie od
natezenia Swiatla (I).

Fotokineza sinic stwierdzona zostala przez Nultscha (1962 ac)
u kilku gatunkéw Phormidium, ktore sg réwniez ruchliwe w ciemnosci,
predkos¢ ruchu wzrasta u nich jednak ze wzrostem natezenia $wiatla
osiggajgc maksimum przy okolo 2000 1x — (fotokinetyczne optimum),
przy dalszym wzroscie natezenia $wiatla predkosé ruchu maleje, a po-
wyzej 30000 lx wystepuje fotokineza negatywna tzn. predko$é ruchu
w Swietle jest mniejsza niz w ciemno$ci. Zadziwiajgco tez przedstawia
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sie dla tych organizméw prég fotokinetycznej wrazliwosci okreslany
przez autora wartosciami 0,01 — 0,02 Ix.

We wszelkich badaniach dotyczacych reakeji ruchowych mikroorga-
nizmoéw bardzo istotng kwestie stanowi dobér wlasciwych metod. Ogol-
nie rzecz biorgc, metody te mozna podzieli¢ na: populacyjne i indywi-
dualne. Dobor wlasciwej metody zalezy w powaznej mierze od tego, czy
s3 to organizmy wolno, czy szybko poruszajgce sie. Zwykle predkos¢ ru-
chu u drobnych wicioweow, glonéw itp. jest mierzona mikroskopowo
i wowczas latwiej dokonywaé¢ pomiaréow dla indywidualnych komoérek.
W przypadku wolno poruszajgcych sie organizméw jak np. sinice, wy-
godniej jest mierzy¢ predko$¢ ruchu dla calej populacji, rozprzestrze-
niajgcej sie np. na plytce agarowej (Nultsch 1962 a). Doboér odpo-
wiedniej metody zalezy tez od tego, jaki typ reakcji $swietlnej rejestru-
jemy, dlatego rézne metody stosowane sg do badan fotokinezy, fototopo-
taksji czy fotofobotaksji, choé¢ niektére z nich mogg mieé¢ charakter w
miare uniwersalny.

Warto. zaznaczyé¢, ze w czesto stosowanej metodzie ,,pulapki Swie-
tlnej” (,light trap”) skupianie si¢ organizméw w miejscu oSwietlenia
moze by¢ wynikiem pozytywnej fototopotaksji, pozytywnej fotofobo-
taksji, ale i negatywnej fotokinezy. Efekt ten nalezy wziag¢ pod uwage
przy interpretowaniu wynikéw, bowiem o tym, jaki rodzaj reakeji ru-
chowej na $wiatlo decyduje o utrzymaniu populacji organizméw w pla-
mie S$wietlnej rozstrzygna¢ mogg tylko badania ruchu indywidualnych
osobnikow.

FOTOTOPOTAKSJA

Termin fototopotaksja oznacza reakcje ruchowsg, w ktérej orga-
nizm reaguje na kierunek padajgcej wigzki swiatla. Rezultatem fototo-
potaksji jest ruch w kierunku $wiatla (reakcja pozytywna), lub ucieczka
w przeciwnym kierunku (reakcja negatywna). Jako klasyczne przyklady
fototopotaksji traktowane sg ruchy wrazliwych na $swiatlo wiciowcow,
u ktérych oswietlenie boczne w naczyniu jest czynnikiem porzgdkujg-
cym bezkierunkowe ruchy w kierunkowe, zwrocone w strone padania
$wiatla. Jak wykazaly badania Budera (1917) ukierunkowanie naste-
puje nie w stosunku do gradientu natezenia $wiatla w przestrzeni, po-
niewaz reakcja kierunkowa stwierdzona jest takze w stosunku do réwno-
leglej wigzki $wiatla, a nie rozbieznej lub zbieznej. Rozpoznanie kierun-
ku oswietlenia nastepuje wskutek wewngtrzkomérkowych mechanizmoéow
recepcyjnych. W przypadku dokladnie zbadanego obiektu: Euglena,
stwierdzono, ze fotoreceptorem jest cialo bazalne stanowigce podstawe
witki (Vavra 1956, Diehn 1973), ktére moze byé w pewnym polo-
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zeniu komorki ekranowane przed $wiatlem przez stigme. Ruch obroto-
wy komoérki powoduje, ze tylko woéwezas gdy kierunek ruchu zgodny
jest z kierunkiem padania $wiatla fotoreceptor nie jest okresowo zasla-
niany. Szczegélowe badania zachowania sie komérki po rozpoczeciu na-
Swietlania wykazaly, ze wlasciwe ustawienie osi komorki sklada sig
z kilku stopni, z ktéorych kazdy ustawia komoérke w takiej pozycji,
w ktorej kat pomiedzy dlugg osiag a kierunkiem wigzki Swiatla jest
bardziej ostry niz poprzednio. Kazda mata zmiana kierunku ruchu jest
wywolana nieznacznym bocznym uderzeniem witki, ktére pozostaje w
bezposrednim zwigzku z zaciemnianiem ciala paraflagellarnego. Mecha-
nizm ukierunkowania Euglena nie jest na pewno uniwersalny dla wi-
ciowcoéw, z ktéorych wiekszo$é nie posiada stigmy (Halldal 1958). Jak
wykazaly ostatnie badania Throma (1968) bakterie purpurowe, beda-
ce klasycznym przykladem reagowania fobotaktycznego, mogg réwniez
wykazywaé¢ fototopotaksje.

Reakcje fototopotaktyczne stwierdza sie tez u organizméw porusza-
jacych sie po stalym podlozu. Nad organizmami z Desmidiaceae takimi
jak Closterium i Micrasterias pracowali: Stahl (1880), Klebs (1885),
Aderhold (1888). W nowszych badaniach Bendixa (1960) i N e u-
schelera (1967 ab), stwierdzono, ze komorki Micrasterias reaguja-
ce pozytywnie fototopotaktycznie orientujg swojg diugg o$ rownolegle
do kierunku padania wigzki $wiatla. Pionowe usytuowanie komorki
Swiadczy o fototaktycznym zobojetnieniu (niewrazliwosci).

Wyrazna tez jest orientacja w kierunku $swiatla bedgca wynikiem po-
wolnych ruchéw u sinic i okrzemek (Drews 1957, 1959, Nultsch
1956, 1961, 1971). Jej mechanizm tlumaczony jest zasadg ,,préb i ble-
dow”. W rozproszonym $wietle nitki Oscillatoria wykazujg ruch zaréwno
do przodu jak i do tylu nie preferujagc zadnego z tych kierunkow.
Nultsch (1970) porownuje ten ruch z cyklami pracy maszyny paro-
wej. Rewersja ruchu u tych organizméw nastepuje autonomicznie, na-
wet woéwcezas, gdy jego czestotliwosé zalezna jest od réznych czynnikow
zewnetrznych. Orientacja ruchéw u réznych osobnikéw populacji jest
oczywiscie " przypadkowa. Po zadzialaniu $wiatlem jednokierunkowym
nie zachodzi zadna reakcja sterujaca tzn. nie obserwuje sie zadnej aktyw-
nej zmiany w kierunku ruchu. Swiatlo ma jednak wplyw na zmiany w
rytmie rewersji, co wykazali Nultsch (1956)i Drews (1959). W kon-
sekwencji u osobnikow, ktére wczesniej juz byly zorientowane w mniej-
szym lub wiekszym stopniu réwnolegle do kierunku padania wiazki §wia-
tla, drogi ich w kierunku tego Zrédla sg przedluzone, podczas gdy drogi
od $wiatla sg skrocone. Odwrotnie jest w reakcji negatywnej.

Z nowoczesnych metod stosowanych do badan fototopotaksji popula-
cji komérek na szczegdélng uwage zastuguja: kiuweta rotacyjna (F ein-
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leib i Curry 1967) i jej modyfikacja Marbacha i Mayera
(1970), naswietlanie pod katem 45° (Throm 1968) oraz urzadzenie do
automatycznego kontrolowania fototaksji (Nultseh, Throm i w.
Rimisch 1971, Nultsch i Throm 1975), w ktéorym wyelimino-
wane zostaly niedogodnosci metod poprzednich. Metoda ,,pulapki swie-
tlnej” (’light trap”) zastosowana po raz pierwszy w roku 1882 (Engel-
mann), byla kolejno modyfikowana przez Budera (1915), oraz
Bliinninga i Schneiderh6éhna (1956). Lindes i inni (1965),
Diehn (1969) oraz Stavis i Hirschberg (1973) zmodyfikowali
metode pulapki $wietlnej konstruujgc urzgdzenie zwane ,,phototaxigra-
phem”, ktore pozwala rejestrowaé¢ automatycznie iloSciowo fototopotaksje
drogg pomiaru zmian gestosci optycznej zawiesiny organizméow w ,,pu-
lapce”.

Halldal (1958) opracowal aparature pozwalajacg na dokonywanie
pomiaru widma czynnego w fototopotaksji, gdzie spektrum jest rzucane
(wysSwietlane) na prostokgtng kiuwete z zawiesing komoérek. Badajac
wolno poruszajgce sie organizmy Drews (1959), Stainer i inni
(1971), Pringsheim (1968) i Francis (1964) stosowali naswietla-
nie §wiatlem bocznym jednostronnym w celu zmierzenia aktywnosci fo-
totopotaktycznej organizméw. Metody takie pozwalajg mierzy¢ odleglosci
pokonywane w okreslonym czasie zaréwno do zrodia $wiatla jak i od
niego. Podobnie tez w przypadku wolno poruszajgcych sie organizmoéw
Drews (1959), Nultsch (1961, 1971) mierzyli obszar w jakim roz-
przestrzenialy sie organizmy wzgledem $wiatla.

Zasadnicza zalety wszystkich metod populacyjnych jest to, ze daja
one pojecie o przecietnym zachowaniu sie duzej liczby komoérek. Zacho-
wanie si¢ natomiast pojedynczych osobnikéw odbiegajace od normy nie
posiada wplywu na wynik. Metody takie nie dostarczajg jednak infor-
macji na temat orientacji wzglednie reorientacji komorek wzgledem
dzialajacego swiatla. Z tego wzgledu badania dotyczace zachowania sie
pojedynczych komoérek s bardzo wazne w studiach nad fototaksjg. Jak
wykazaly badania Throma (1968) bakterie purpurowe bedace klasy-
cznym przykladem reagowania fotofobotaktycznego mogg réwniez wy-
kazywa¢ fototopotaksje.

Sposréd nowych metod pozwalajacych na badanie reakeji pojedyn-
czych komorek czesto stosowane sg bezposSrednie obserwacje mikrosko-
powe najczeSciej w polaczeniu z kamerg fotograficzng (Fergusson
1957, Dryl 1958, Pado 1975). Davenport i inni (1962) oraz
Hand i inni (1965) zastosowali do takich badan urzgdzenie skanujgce
pole widzenia mikroskopu. Zmiany natezenia wiazki skanujacej przy
przechodzeniu przez badany organizm, po wzmocnieniu dajg odpowiedni
obraz na oscyloskopie. Daje to mozliwoéé zaréwno obserwacji wzroko-

16



‘wej toréw poruszania sie organizméw jak tez ich rejestracji na materia-
le fotograficznym. System ten zostal ulepszony przez Davenporta
i innych (1970) przez zastosowanie kamery telewizyjnej czulej na wszy-
stkie dlugosci fali. Ruch organizméw moze byé w tym wypadku albo
obserwowany bezposrednio albo zarejestrowany na tasmie telerecordin-
gu. W tej metodzie zastosowano szereg innych dodatkowych, zlozonych
urzadzen elektronicznych pozwalajacych na bardzo dokladng analize pro-
cesu oraz wysoky jako$¢ techniczng otrzymywanej dokumentacji.

FOTOFOBOTAKSJA

Fotofobotaksjg jest zmiana kierunku ruchu spowodowana
gwaltownymi zmianami natezenia $wiatla. Bez znaczenia jest przy tym
kierunek podania wigzki swiatla. Reakcje wywolane naglym spadkiem
natezenia $§wiatla okresla sie jako pozytywne, natomiast wzrostem nate-
zenia $wiatla uznawane sg jako négatywne. W badaniach nad fotofobo-
taksjg muszg by¢ stworzone organizmom takie warunki, aby bodziec
moéglt byé mozliwie szybko percepowany przez wrazliwy organizm. Moze
to mie¢ miejsce wowezas, gdy szybko poruszajacy sie osobnik przecho-
dzi przez ostrg granice ,$wiatlo — ciemno$é”, lub tez miedzy polami
oSwietlonymi §wiattem o réznych natezeniach. Bardzo dogodng do badan
fotofobotaksji jest metoda tzw. ,,pulapki $swietlnej” (,light trap”) zasto-
sowana po raz pierwszy przez Engelmanna a ostatnio przez Hae-
dera (1974). Organizmy reagujgce fotofobotaktycznie pozytywnie(,, )
gromadzg sie w plamie $wietlnej, wyodrebnionej z ciemnego pola lub
strefy, gdzie natezenie Swiatla jest mniejsze. Istota ,,pulapki Swietlnej”
polega na tym, ze organizmy, ktore dostaly sie do niej, bez przeszkod
nie mogg jej opuscié.

Organizmy reagujgce fotofobotaktycznie negatywnie (,,—"’) reagujg
odwrotnie, tzn. opuszczajg pole o$wietlone bez mozliwosci powrotu do
tego obszaru. Strefa o$wietlona staje sie wiec pusta. W tego typu re-
akcjach bardzo istotng sprawg jest odpowiednie zréinicowanie stref
o réznym natezeniu $wiatla. Zréznicowanie to musi osiggngé pewng war-
tos¢, ktorg Clayton (1959) nazywa progiem dyskryminacji, a ktéra
mozna scharakteryzowaé iloSciowo. Rozpatrujgc w czasie przebieg re-
akcji stwierdza sie, ze do zmiany kierunku ruchu konieczny jest pewien
okres czasu miedzy momentem zadzialania bodzca a jego ujawnieniem
si¢ w formie ruchu. Niepozostawienie takiego czasu, np. wskutek dzia-
lania kolejnymi powtarzajgcymi sie bodzcami, nie daje widocznych efe-
ktow.

W pierwszym przyblizeniu moze sie wydawaé, ze fotofobotaksja
i fotokineza maja ze sobg wiele wspoélnego, gdyz zaleza od zmian nate-
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zenia Swiatla i nie majg charakteru kierunkowego w stosunku do kie-
runku padania $wiatla. Fotokineza jest jednak wynikiem dlugotrwalego
dzialania $wiatla, a zmiana predkosci nie zalezy od stosunku natezenia
Swiatla do czasu (dI/dt). Nie ulega tez zmianie kierunek ruchu w cza-
sie zmiany S$wiatla, jezeli nie wywola sie rownoczesnie reakcji foto-
fobotaktycznej. Z drugiej strony reakcja fotofobotaktyczna wywolana
jest krotkotrwalg zmiang w natezeniu Swiatla zalezng od stosunku dI/dt,
w wyniku czego osobniki wykazujg zaledwie chwilowg zmiane predkosci,
ruchu lub zupelne jego wstrzymanie. Zaraz jednak ponownie podejmujg
ruch w przeciwnym kierunku.

II. PARAMECIUM BURSARIA —
KROTKA CHARAKTERYSTYKA BIOLOGICZNA

Paramecium bursaria (Focke) bedgcy obiektem badan w niniej-
szej pracy jest gatunkiem kosmopolitycznym i podobnie jak inne gatunki
z rodzaju Paramecium (P. aurelia, P. caudatum) zyje w wodach slodkich
stojacych lub wolno plynacych. Jego $rodowiskiem sg zatem stawy,
potoki, kaluze i tym podobne stale lub okresowe zbiorniki wodne,
szczegblnie takie, gdzie znalezé mozna duze ilosci bakterii lub malych
wiciowcow, stanowigcych dla Paramecium podstawowy pokarm.

Paramecium bursaria jest gatunkiem rzadkim: odnalezienie go w na-
turalnych zbiornikach jest trudniejsze niz np. Paramecium caudatum,
co bez watpienia nalezy wigzaé z jego dosé specyficznymi wymaganiami
troficznymi, a zwlaszcza duzg wrazliwoscig na pH srodowiska. Jak wy-
nika z badan Loefera (1937) gatunek ten jest wprawdzie zdolny przez
pewien czas przezy¢ w Srodowisku o do$¢ znacznej rozpietosci pH w za-
kresie 4,5—8,5, jednak mozliwo$¢ normalnej egzystencji, wzrostu i roz-
mnazania mieéci sie dla tego organizmu w bardzo waskim zakresie kwa-
sowosci z optimum przy pH=6,5. Poczawszy od tej wartosci, zar6wno
w jedng jak i w drugg strone skali pH intensywnos¢ podzialéw pierwot-
niakéw gwaltownie maleje (ryc. 1).

Loefer stwierdzit tez, ze w skrajnych wartosciach pH, w tym
glownie przy pH=4,6 wystepujag znaczne deformacje morfologiczne.
orzeskow. Ten ogromny wplyw pH srodowiska na organizm $wiadczyé
moze z jednej strony o stosunkowo ograniczonych mozliwosciach adap-
tacyjnych do zmieniajgcego sie Srodowiska, z drugiej za$ strony jest to
bardzo wazne praktyczne wskazanie przy wykonywaniu eksperymentow,
w ktorych warunki hodowli winny byé¢ $cisle kontrolowane, gdyz tylko
utrzymanie standardowych warunkéw hodowli prowadzi do otrzymania
poréwnywalnych wynikéw.

Paramecium bursaria jest mniejszy od swego bliskiego krewniaka
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Paramecium caudatum i posiada nieco inny ksztalt: jest bardziej szeroki,
rozplaszczony, przecigtna dlugos¢ komérki wynosi 85—150 um, ale za-
rowno ksztalt jak i wymiary orzeska moga ulega¢ pewnym wahaniom
w zalezno$ci od rozinych czynnikow: jak np. wspomniana juz kwasowosé
Srodowiska (Bragg 1936, Loefer 1937, Wichterman 1948),
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Ryec. 1. Zalezno§é wzrostu kultury Paramecium bursaria od kwasowoSci §rodowiska,
na pozywce mineralnej z dodatkiem 0,75% proteozy peptonu, w temp, 20°C, 0§ x —
PH, 0§ y — wspélczynnik podzialéw *\x, (wg Loefera 1937).

a takze temperatury, charakteru pozywki, natezenia S§wiatla lub jego
braku w trakcie hodowli itp. (Pado 1965, 1967, 1969).

Zasadniczg jednak cechg wyrdzniajacg ten organizm w obrebie catego
rodzaju Paramecium jest obecno$é we wnetrzu komorki P. bursaria zie-
lonych glonéw — zoochlorelli (ryc. 2).

Zwiazek pierwotniaka z glonami jest bardzo trwaly, dlatego tez sta-
wiany jest czesto jako przyklad endosymbiozy obligatoryjnej. Komorki
endosymbiotycznej Chlorella sa okragle lub owalne o $rednicy 4—9 um,
posiadajag wewngtrz kubkowaty chloroplast zawierajgcy barwniki foto-
syntetyczne o skladzie podobnym do tego, jaki wystepuje u roflin
wyzszych.

Obserwacje przeprowadzone przez Karakashiana, Karakas-
hian i Rudzinskg (1968) przy uzyciu mikroskopu elektronowego
przyniosly informacje odnosnie struktury endosymbiotycznych glonéw
Chlorella i wzajemnego zwigzku anatomicznego z pierwotniakiem jako
partnerem symbiozy. Glony ulokowane sg w calej peryferycznej czeSci
2+
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Ryc. 2. Paramecium bursaria — mikrofotografia z widocznymi endosymbiontami
Chlorella (pow. ok. 1000 x) fot. autor.

cytoplazmy Paramecium bursaria. Pewne obserwacje wskazujg takze na
to, ze endosymbionty, zwlaszcza przy duzej ich liczbie w komérce pier-
wotniaka, moga tez miesci¢ sie w endoplazmie, wykazujac zdolnos$é¢ prze-
mieszczania wraz z ruchami endoplazmy.

Il. WZAJEMNE ODDZIALYWANIE
PARTNEROW SYMBIOZY

Na podstawie dotychczasowych danych z literatury, jak tez
w oparciu o diugoletnie obserwacje i badania wiasne autora nasuwa sie
whniosek, ze w powyzszym kompleksie symbiotycznym Paramecium bur-
saria nie mozna stwierdzi¢ z calg pewnoscig, ktéry z dwdch partnerow
symbiozy sprawuje funkcje nadrzedna nad pozostatym. Wszystkie do-
tychczasowe, nieliczne zresztg doniesienia naukowe, dotyczgce stosunkéw
troficznych w obrebie kompleksu symbiotycznego Paramecium bursaria
pozwalajg przypuszcza¢, ze symbioza, jakg tu obserwujemy, jest bardzo
utrwalona i oparta na prawie roéwnorzednych, obopdlnych korzysciach
dla obu partneréw zwiazku. Fakty te przejawiajg sie w szczegélnie
wyraznej formie, gdy chodzi o mechanizm kontroli podziatéw symbio-
tycznego kompleksu, w ktérych to podziatach na réwnych prawach
uczestniczg obydwa wspoétzyjace organizmy. Okresowa dominacja orzeska
nad glonami lub odwrotnie, glonéw nad orzeskiem, zalezy od aktualnych
warunkow srodowiskowych.



Pringsheim (1928), Karakashian (1963), Pado (1965)
stwierdzili, ze glony hamujg wzrost gospodarza w S$wietle przy ograni-
czeniu pozywienia bakteryjnego. I odwrotnie, gdy bakterii w pozywce
jest pod dostatkiem, orzeski dostarczajg pokarm glonom, przynajmniej
w ciemno$ci. Muscatine i inni (1967) zaobserwowali, ze symbio-
tyczne glony wyizolowane z komoérki gospodarza, lecz hodowane w jego
obecno$ci w pozywce, wydzielajg duze ilosci produktow fotosyntezy do
tego Srodowiska. Dotyczy to zaréwno szczepoéw zoochlorelli wyizolowa-
nych przez tych badaczy z Paramecium bursaria, jak tez i innych, znanych
organizmow symbiotycznych takich jak Spongiella sp. i mutant Chloro-
hydra viridissima. Wszystkie te symbiotyczne szczepy glonéw wydzielaly
glownie rozpuszczalng maltoze lub glukoze w iloSciach od okolo 6 do
okolo 86%9 ich calkowitej produkeji fotosyntetycznej. Dla pordéwnania
w analogicznych warunkach wszystkie z przebadanych przez tych auto-
réw wolno zyjace szczepy wydzielaly tylko. 0,4—7,6%0 swojej calkowitej
produkeji fotosyntetycznej, glownie w postaci kwasu glikolowego. Wy-
zwalanie rozpuszczalnych weglowodanéw przez symbiotyczne glony uznaé
nalezy za przystosowanie do symbiozy. Jezeli podobne zjawisko zachodzi
w przypadku, gdy glony zyjg w komorce gospodarza, to wdowczas tlu-
maczy to zdolno$¢ glonéw do przy$pieszania wzrostu wspolpartnera
symbiozy.

Poréwnujgc normalne szczepy Paramecium bursaria z uzyskanymi
eksperymentalnie szczepami pozbawionymi glonéow Pringsheim
(1928) oraz Siegel i Karakashian (1959) stwierdzili, ze w przy-
padku ograniczonej dostepnosci pokarmu stalego w srodowisku obecnosé
glonéw wplywa hamujgco na szybko$é wzrostu populacji pierwotniakéow.
Natomiast, w warunkach, gdy w pozywce jest pod dostatkiem bakterii,
glony mogg korzysta¢ rowniez z pokarmu udostepnionego im przez gos-
podarza. Ma to miejsce w warunkach slabego o$wietlenia lub w ciem-
nosci. Zdaje sig nie ulegaé¢ watpliwosci, ze odwrotna wymiana pokarmowa
ma réwniez miejsce. O wykorzystywaniu produktow fotosyntezy bedacej
udzialem endosymbiotycznej Chlorelle przez Paramecium bursaria
Swiadczg zaréwno wyniki zaleznosci kinetyki wzrostu populacji od wa-
runkéw Swietlnych, jak i pomiary gazometryczne.

Zaréwno dziedziczenie symbiozy jak i wzajemna pokarmowa zaleznosé
tych dwéch organizméw powoduja, ze istniejagcy zwigzek strukturalny
miedzy obydwoma organizmami ma duze znaczenie — problemom tym
poswiecono kilka prac jak np. Bomford (1965), Ehret i Haller
(1963), Karakashian i inni (1968), Oehler (1922), Schnei-
der (1964 ab), Schulze (1951), Pado (1965, 1967, 1969), Park
iinni (1967), Pietelka (1965). .

Powszechnie przyjmuje sie, ze Paramecium bursaria zawiera kilkaset
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zielonych glonéw z rodzaju Chlorella, ktére zwykle rozmnazajg sie w ta-
kim samym tempie co komorka gospodarza, zapewniajagc w ten sposob
ciaglosé zwigzku symbiotycznego i ustabilizowanie liczby endosymbion-
tow. Dopiero przy zastosowaniu metod eksperymentalnych mozna roz-
dzieli¢ trwaly zwigzek obu partneréw i hodowa¢ je osobno (Karakas-
hian i Karakashian 1965), Karakashian i Siegel (1965),
Pado (1965), Siegel (1960), Siegel i Karakashian (1965).

Pringsheim (1928) uwazal, ze liczba glonow przypadajacych na
jednego orzeska wynosi normalnie okolo 500, natomiast Wichterman
(1953) i Siegel (1960) stwierdzili réznice iloSci endosymbiontow, wig-
zac je jednak z réznicami rasowymi w obrebie tego gatunku.

Z obserwacji autora wynika, ze poszczegdélne rasy, szczepy czy klony
Paramecium bursaria roznig sie istotnie ,,typowa” dla nich $rednig liczbg
endosymbiontéw. Okazuje sie rowniez, iz w obrebie jednega klonu, ktory
zostal wyprowadzony z jednego osobnika Paramecium bursaria liczba
glonéw zalezy zasadniczo od warunkow o$wietlenia. Rezultaty otrzymane
w wyniku hodowli pierwotniakdéw w ciemno$ci-i na $wietle (Pado
1965) wskazuja, ze nie tylko tempo podzialéw, ale i wyglad a nawet
spos6b zachowania sie pierwotniakéw wykazujg w obu przypadkach za-
sadnicze réznice. Swiatlo w wyrazny sposéb przy$piesza tempo podzialow
orzeskow. Paramecium bursaria wyhodowane w $wietle odznaczajg sie
nZywozielonym” zabarwieniem, spowodowanym, jak wykazujg obser-
wacje mikroskopowe, obecnosciag bardzo licznych ro$linnych endosym-
biontéw. Orzeski wyhodowane w $wietle sg znacznie mniej ruchliwe niz
organizmy z kultury ciemniowej, ptywaja bardzo niechetnie, z wyrazng
tendencjg do osiadania na.dnie naczyn hodowlanych lub resztkach waty
badz ligniny obecnych w pozywce i wyraznie przy wyborze miejsca kie-
ruja sie w strone swiatta.

Natomiast pierwotniaki hodowane przez dluiszy czas w ciemnosci
sq bardzo blade, prawie bezbarwne i calymi godzinami aktywnie plywaja
w pozywce. Obserwacje mikroskopowe wskazujg, ze nie sg one jednak
zupelnie pozbawione glonéw (plansza 1 i II), jednak ich endosymbionty
s3 znacznie mniej liczne i wykazujg objawy uwstecznienia przejawiajace
sie w wyraznym zmniejszeniu wymiaréw komorek, czesto ich nieregu-
larnym ksztalcie i blado brgzowo-zielonym zabarwieniu.

Opisane zmiany wywolane $wiatlem i ciemnoscig s3 w obu przypad-
kach odwracalne. Pierwotniaki przeniesione ze $§wiatla do ciemnosci
zyskuja po okolo dwoch tygodniach typowe cechy kultury z ciemnosci -
i na odwr6t — przeniesienie orzeskéw z ciemnosci do §wiatla powoduje
sodradzanie” sie glonéw, zmiany ich ksztaltéow, zabarwienia i liczby
w komoérce pierwotniaka, co w konsekwencji prowadzi do ,,zazieleniania”
sie orzeskow.
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Wyniki dotyczace szybkoSci wzrostu kultur Paramecium bursarie oraz
liczby glonoéw przypadajgcych na jedng komoérke pierwotniaka przedsta-
wiono na ryc. 3 i 4 oraz w tabelach I i II. Warto$¢ X/X, oznacza liczbe
komoérek w czasie ,,t” w stosunku do liczby komoérek inokulum. Wspol-
czynnik szybkosci wzrostu ,,K”, podany przez Meyera (1953), wynosi:

In X(24 godz.)

K= X,

Tabela I

Szybko$¢ wzrostu kultury i liczba glonéw w orzeskach Paramecium
bursaria w zaleznoSci od warunkow swietlnych

Orzeski odzywiane bakteriami (wg Pado 1965)

Natezenie X/X, Srednia liczba
Swiatta o 3 dniach K glonéw w komorce
w luksach P orzeska
2700 150 1.697 1035
900 78 1.444 421
500 56 1.342 284
160 53 1.323 bl
0 33 1.165 111
Tabela II

Szybkosé wzrostu kultury i $rednia liczba glonow u Paramecium bursaria
w zalezno$ci od warunkéw swietlnych

Kultura bezbakteryjna (wg Pado 1965)

Natezenie XI% Srednia liczba
$wiatla 0 K glon6w w komérce
w luksach po 3 dniach orzeska

2700° 6.20 0.2282 783
900 4.30 0.1824 743
500 2.64 0.1213 —_
160 2.30 0.1041 —
0 1.00 0.0000 816

Powyisze wyniki wskazujg, ze nawet jezeli orzeski majg do dyspo-
zycji dostateczng ilos¢ pokarmu bakteryjnego, tempo ich podzialéw jest
jednak wyraznie uzaleznione od natezenia o$wietlenia. Zmniejszenie
intensywnosci swiatla laczy sie ze zmniejszeniem szybkosci podzialow.
Kultury przetrzymywane w ciemnosci wykazuja najwolniejszy wzrost.
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Ryc. 3. Szybko§é wzrostu Paramecium bursaria w zalezno$ci od natezenia §wiatla:
0§ x — natezenie §wiatla w 1x. O§ y — wspéblczynnik szybko$ci wzrostu (K).0——O
kultury niesterylne, ® ——@ kultury sterylne (wg Pado 1965)

Ilosciowe okreSlenie $redniej liczby glonéw obecnych w jednej
komodrce pierwotniaka wykazalo, ze liczba ta jest szczegélnie zalezna od
natezenia o$wietlenia, w jakim odbywala sie hodowla. Pierwotniaki
rosngce w najwyzszym ze stosowanych natezen $wiatla biatego (2700 1x)
odznaczajg sie intensywnie zielonym zabarwieniem i zawieraja czesto
ponad 1000 komorek glonéw. W ciemnosci liczba glondéw spada do ok.
100 (plansze I1i II, tabela I, ryc. 4).

W Srodowisku bezbakteryjnym (pozywka Loefera) orzeski rozmnazajg
sie znacznie wolniej niz w przypadku odzywiania bakteriami, ale i w
tych warunkach szybkos¢ wzrostu kultury jest wyraznie uzalezniona
od Swiatla. Natomiast w przeciwienstwie do poprzedniej serii hodowlanej
liczba glonéw nie wykazuje tu wyraznej zalezno$ci od natezenia swiatla
i utrzymuje sie we wszystkich przypadkach na stosunkowo wysokim
poziomie (tabela II, ryc. 4).

Badania przeprowadzone wcze$niej w naszym laboratorium na Para-
mecium bursaria koncentrowaly sie gléwnie wokoél zagadnien fotobiolo-
gicznych tego gatunku. Orzesek ten stal sie¢ dla autora interesujacy,
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Ryc. 4. Zalezno§é $redniej liczby glondéw w'ystepujacych w jednej komérce pier-
wotniaka Paramecium bursaria od natezenia o$wietlenia kultury: o§ x — inten-
sywno§¢ Swiatlta w 1x, o§ y — S$rednia liczba glonéw (N). @ ——@ pierwotniaki
sterylne, O——O pierwotniaki w kulturze niesterylnej. (wg Pado 1965)

glownie z tego powodu, ze uwzgledniajgc charakter i trwalos¢ symbiozy,
funkcje zielonych glonéw mozna poréwnywaé z fizjologiczng rolg chlo-
roplastow w komorkach roslinnych. Wspomniany obiekt stanowi¢ moze
interesujgcy uklad modelowy wygodny dla studiowania szeregu podsta-
wowych procesow fizjologicznych. Jest to tym cenniejsze, ze orzeski typu
Ciliata sg stosunkowo latwe do hodowli i obserwacji i charakteryzujg sie
duzg wrazliwoscig na roézne czynniki srodowiska.

Pomimo tego, ze metodyka hodowli laboratoryjnej wymienionego
organizmu zostala juz dos¢ wcze$nie opisana (Pringsheim 1915,
Parker 1926, Loefer 1934, 1936 abc, 1937, Sonneborn 1950),
w praktyce okazalo sie konieczne wprowadzenie szeregu modyfikacji
1 udoskonalen, jak roéwniez pokonanie szeregu trudnos$ci w uzyskaniu
kultur bezbakteryjnych (Pado 1965).

Poza opisang po raz pierwszy w literaturze zalezno$cig tempa wzrostu
i liczby endosymbiontéw od warunkéw $wietlnych hodowli scharakte-
ryzowano tez kinetyke i mechanizmy regulacji liczby glonéw przez
orzeska, w szczegdlnosci za$ procesy adaptacyjne polegajace na redukcji
liczby glonéw podczas hodowli w ciemnosci i na odwrét — szybkim po-
wigkszaniu liczby glondw po przeniesieniu z ciemnosci-do §wiatla.

25



=7
x.10 pl 02

0~

A L

0 5000 10000 15000 Lx

Ryc. 5. Krzywe $wietlne fotosyntezy endosymbiontéow Chlorella z orzeskdéw hodo-
wanych w réznych warunkach o$wietlenia (01x — krzywa 1, 9001x — krzywa 2,
27001x — krzywa 3.

0O$ x — intensywnoéé¢ $wiatla w 1x podczas pomiardéw fotosyntezy. O§ y — foto-
syntetyczna aktywno$é komoérek endosymbiotycznej Chlorella wyrazona w 1077 ul
0s/komoérke Chlorella i 10 min. (wg Pado 1967).

Stosunki troficzne w omawianym kompleksie symbiotycznym oparto
na badaniach wymiany gazowej przy zastosowaniu metody mikrorespiro-
metrycznej (Zurzycki 1955). Stwierdzono przy tym, ze organizmy
Paramecium bursaria, zawierajgce dostateczng liczbe glondéw, tj. pocho-
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Ryc. 6. Krzywe $§wietlne fotosyntezy dla Paramecium bursaria hodowanych w roz-
nych warunkach of§wietlenia i ciemnoéci.' 1 — pierwotniaki z ciemno$ci (01x),
2 — pierwotniaki ze §redniego $wiatta (900 1x), 3 — pierwotniaki z silnego §wiatta

(2700 1x). )
O§ x -— intensywno$§é Swiatla w 1x podczas pomiaré6w fotosyntezy, o§ y —

fotosynteza i oddychanie wyrazone w 105 ul O, (1 komérke Paramecium bursaria
i 10 minut. (wg Pado 1967).
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dzgce z hodowli, na Swietle moga odzywia¢ sie¢ w sposob autotroficzny.
Bylo to jedno z pierwszych stwierdzen wskazujacych na autotrofizm
organizméw zwierzecych wspo6lzyjacych z roslinnymi endosymbiontami
(Pado 1967). Krzywe S$wietlne fotosyntezy dla endosymbiotycznej
Chlorella, jak i dla calego kompleksu symbiotycznego Paramecium bur-
saria przedstawiono na ryc. 51i 6.

Nastepnym etapem w okrefleniu wzajemnych relacji miedzy komodrkg
zwierzecg a roSlinnymi endosymbiontami bylo wyizolowanie endosym-
biontow — Chlorella i zbadanie ich wymagan pozywkowych. Niespo-
dziewanie stwierdzono, ze wyizolowany z pierwotniaka glon nie rosnie
na pozywce mineralnej, co pozornie przeczyloby stwierdzonej poprzednio
autotrofii kompleksu symbiotycznego. Blizsze badania nad wymaganiami
pozywkowymi doprowadzily jednak do stwierdzenia, ze endosymbio-
tyczny szczep jest auksotrofem, naturalnym mutantem wymagajacym
dodania z zewnatrz witaminy B, — tiaminy, dla osiggniecia wzrostu,
rozwoju i pelnienia funkeji zyciowych.

Tego typu auksotroficzne zielone glony sg znane, natomiast nie znano
dotychczas podobnych przypadkéw u organizmoéw roslinnych wchodzg-
cych w symbioze z komoérkami zwierzecymi. Okazalo sie, ze badany
szczep Chlorella syntetyzuje cze§¢ witaminy B;, a mianowicie pierScien
pirymidynowy, natomiast nie posiada zdolnosci do syntezy drugiej czesci
tej witaminy — tiazolu (Pado 1969). Rezultaty te sugerujg, iz na
drodze kontrolowanej przez pierwotniaka syntezy witaminy B; nalezy
doszukiwaé sie mechanizméw regulujacych liczbe glonow.

IV. PROBLEM PRACY

Jak wynika z przegladu przedstavs./ionego w poprzednim roz-
dziale, Paramecium bursaria jest interesujgcym modelem ukladu sym-
biotycznego: komérka zwierzeca — glony. W tym kompleksie symbio-
tycznym istnieje Scisla wspolzalezno$é obu partneréw symbiozy a pro-
dukcja fotosyntetyczna ma dla jego odzywiania istotne znaczenie. Jak
z kolei wynika z wielu prac nad fototaksjg glonéw, fotoreceptorami swia-
tla w reakcjach ruchowych sg barwniki fotosyntetyczne zlokalizowane
w chloroplastach. W przypadku Paramecium bursaria fizjologiczng role
chloroplastow spelniajg symbiotyczne glony. Zachodzi pytanie, czy
zmiany w fotosyntezie glonéw mogg wplywaé¢ na reakcje ruchowe, jezeli
glony te sg jednak odrebnymi organizmami. Wydaje sie, ze blizsze po-
znanie uzaleznionych od $§wiatta reakcji ruchowych Paramecium bursaria
moze rzuci¢ nowe $wiatlo zaré6wno na mechanizm symbiozy jak i ewo-
lucje procesow fototaktycznych.

28



Podjecie badan nad fototaksjg Paramecium bursaria bylo uzasadnione
kilkoma wzgledami.

1. Organizm ten jest do$¢ dobrze poznanym ukladem symbiotycznym,
w ktéorym zwigzki fizjologiczne obu partneréow zostaly opisane lepiej niz
w jakimkolwiek innym ukladzie: komérka zwierzgca — glon.

2. Dotychczasowe informacje o reakcji na $wiatlo Paramecium bur-
saria s3 znikome. Autorowi nie udalo sig znalezé¢ w literaturze prac do-
tyczacych zjawiska fototaksji u tego organizmu, poza krotka notatkg
Wichtermana (1948), ktory stwierdzil, ze organizm ten jest fototaktycznie
dodatnio wrazliwy na $wiatlo widzialne, podczas gdy inne gatunki Para-
mecium takiej wrazliwosci nie wykazuja.

3. Paramecium bursaria daje sie hodowaé¢ w ustabilizowanych kul-
turach na duza skale, a jego wymiary i charakter ruchu umozliwiaja
zastosowanie metod badania fototaksji, zaréwno dla populacji komérek
jak i indywidualnych organizmow.

4. Wieloletnia hodowla w naszym laboratorium czystych linii Para-
mecium bursaria pozwolila na zaobserwowanie pewnych réznic w zacho-
waniu sie tych organizméw w zaleznoSci od natezenia $wiatla bialego
i kierunku' jego padania. Miedzy innymi stwierdzono, ze pierwotniaki
w naczynku szklanym, zaciemnionym masks z ciemnego papieru fotogra-
ficznego z wycietymi otworami, gromadzg sie w miejscach naswietlonych
§cian naczynka — wykazujge tym samym dodatnig reakcje na Swiatlo.

Celem podjetych badan bylo zgromadzenie mozliwie wszechstronnych
informacji o reakcjach ruchowych Paramecium bursaria, wywolanych
dzialaniem $§wiatla. W szczeg6lnosci chodzi o odpowiedzi na pytania:

a) czy stwierdzone w obserwacjach wstepnych zjawisko gromadzenia
si¢ osobnikéw w pulapce $wietlnej jest powtarzalne, jak przebiega
w czasie, jaka jest jego zalezno$¢ od natezenia s$wiatla i jego skladu
spektralnego;

b) czy w dzialaniu $wiatla na ruch Paramecium bursaria wystepuje
typowa fototopotaksja, fotofobotaksja czy fotokineza, wzglednie jaki jest
udzial poszczegdlnych typow reakecji w ogélnym zachowaniu sie orga-
nizmu; '

c) czy w reakcjach fototaktycznych ujawnia sie¢ udzial symbiotycz-
nych glonéw.

W dalszym rozwoju badan dane przynoszgce odpowiedzi na powyzsze
pytania postuzy¢ powinny do poznania mechanizméw reakcji ruchowych
Paramecium bursaria sterowanych dzialaniem $wiatla.
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MATERIAL I METODYKA

Symbiotyczny pierwotniak Paramecium bursaria (Focke) sta-
nowiacy przedmiot niniejszych badan, zebrany zostal w warunkach natu-
ralnych w roku 1967 w Miejskim Parku w Lesznie Wlkp. i od tej pory
jest hodowany w naszym laboratorium. Celem uniknigcia wszelkich
ewentualnych réznic genetycznych klon doswiadezalny wyprowadzono
na poczatku z jednego osobnika. Kultura ta od tego czasu utrzymywana
jest do dzi$§ w laboratorium, wykazujgc normalny cykl rozwojowy.

I. METODYKA HODOWLI PARAMECIUM BURSARIA

Orzeski hodowane sg w termostatach $wietlnych w $wietle
sztucznym, bialym jarzeniowym o natezeniu okolo 10001x, w temp.
20—22°C. Zarowno kultura podstawowa jak i kultury doswiadczalne
prowadzone byly na pozywce z salaty Lactuca sativa o skladzie podanym
przez Sonneborna (1950) — 1,5g suszonych w temp. 80°C lisci salaty
gotowano przez 5 minut w 1 litrze wody destylowanej z niewielks iloscig
CaCO;. Dla doswiadczen nad fototaksjag pomijano dodatek CaCO; do po-
zywki. Po odsgczeniu na filtrach szklanych Schotta i bibulowych ustalano
pH pozywki w granicach 6,5—86,7 przy uzyciu 1N NaOH.

W ciggu wieloletniej hodowli Paramecium bursaria wystepowaly
okresy, w ktorych obserwowalo sie wyrazne ,zalamanie” kultury. Droga
zmudnych zabiegéw i prob uchwycono jedng z podstawowych, jak sie
wydaje, przyczyn tego zjawiska. Okazalo sie bowiem, ze salata do spo-
rzadzania pozywek, pochodzaca z upraw wzbogacanych nawozami mine-
ralnymi, prawie zawsze byla nieodpowiednia, gdyz orzeski wcze$niej
czy pdzniej ginely. Natomiast stosowanie salaty hodowanej wylacznie
przy uzyciu nawozow naturalnych dawalo bardzo dobre rezultaty.

Do szybkiego namnazania kultur pierwotniakéw uzywano pozywki
sporzadzonej w sposoéb podany powyzej, czesto jg jednak zmieniajge
w trakcie hodowli. Konieczno§¢ wymiany pozywki zuzytej na nowg
okreslano na podstawie zmian pH. Warto$¢é te kontrolowano dwukrotnie
w ciggu doby przy pomocy pH-metru LBS-63A produkecji ,,Eureka”
Warszawa, z elektrodsg szklang S-60 i kalomelowg K-60. Jezeli wartosci
pH spadaly ponizej 6,1 lub wzrastaly powyzej 7,0, zmieniano pozywke
na nowa po uprzednim zageszczeniu pierwotniakéw. Do zageszczania
orzeskow wykorzystano ich wlasciwosci geotaktycznego gromadzenia sie
na dnie naczyn hodowlanych, jak réwniez fototaktycznie pozytywng
reakcje na $wiatlo. W tym celu naczynia hodowlane przenoszono do ciem-
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nego termostatu i ustawiano na specjalnej podstawie — podswietlonej
od dolu. Zawarto$¢ naczynia hodowlanego byla dokladnie wymieszana,
a po uplywie 3—4 godzin pierwotniaki gromadzily si¢ niemal w 100%
na dnie takiego naczynia. Nastepnie delikatnie usuwano starg pozywke,
odlewajgc gorng jej warstwe i pozostawiano tylko niewielka jej czese¢
na dnie naczynia, ktéra wraz z orzeskami stanowila zwykle 1/10—1/12
cze$¢ dodawanej nowej pozywki. W poczatkowej fazie eksperymentow
prébowano zageszczaé kultury pierwotniakow metods wirowania, pow-
szechnie stosowana przy tego typu czynnosciach. Metoda ta w praktyce
jednak okazala sie¢ nieprzydatna do tego celu. Wirowanie z maltymi pred-
kosciami obrotowymi bylo nieskuteczne, natomiast zastosowanie zbyt
szybkich obrotow powodowalo pewne deformacje komodrek Paramecium
bursaric wywolane wewnetrznymi przemieszczeniami endosymbiontow
Chlorella w wyniku dzialania sily odsrodkowej, co w pewnych przy-
padkach prowadzilo nawet do nieodwracalnych uszkodzen komoérki pier-
wotniaka. Dodatkowo orientacyjnym wskaznikiem sugerujacym ko-
niecznos¢ wymiany starej pozywki na nowg bylo zachowanie sie samych
pierwotniakow. Calkowite niemal ich opadniecie na dno naczyn hodow-
lanych stanowilo sygnal do odnowienia pozywki. Przed zalaniem  nowsg
pozywka kultury Paramecium bursaric namnazano w niej bakterie, sta-
nowigce pokarm dla pierwotniakéw. W tym celu po ustaleniu pH pozywki
na zgdanym poziomie szczepiono jg zawiesing bakterii (Aerobacter) i po-
zostawiano na 24 godziny w temp. 37°C w termostacie ciemnym, stwa-
rzajgc w ten sposdb odpowiednie warunki do rozwoju bakterii. Nastepnie
usuwano gorng warstwe pozywki i jeszcze raz korygowano pH. Dopiero
tak przygotowana pozywke stosowano do odzywiania kultur Paramecium
bursaria. Ta szczegélna dbalo$é o odezyn srodowiska, konieczna zwlaszeza
w poczatkowym okresie hodowli pierwotniakow, byla podyktowana tym,
ze jak wynika zaréwno z badan Loefera (1937) jak i obserwacji autora,
dla Paramecium bursaria istnieje bardzo waski zakres optymalnego pH
(ryc. 1).

Masowe namnazanie orzeskow przeprowadzano w prostopadloscien-
nych naczyniach szklanych wysokich na 240 mm, o pojemno$ci 600 ml
wystawionych na ciggle dzialanie §wiatla bialego jarzeniowego o nate-
zeniu 17001x w temp. 20—22°C. Zawarto$é naczyn hodowlanych mie-
szano kilkakrotnie w ciggu doby.

Dla kazdej serii do$wiadczalnej stosowano nowo przygotowany ma-
terial, przy czym dla pierwotniakéw przed ich zageszczeniem i przenie-
sieniem na nows ubozszg pozywke sprawdzano czas podwajania (doubling
time), ponadto kontrolowano dla kazdej serii §rednig zawarto$é glonéw

endosymbiotycznej Chlorella przypadajacych na jedng komérke pier-
wotniaka.
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II. REJESTRACJA RUCHU POPULACJI ORGANIZMOW

Podstawowsg aparature uzytg w niniejszych badaniach dla
okreslenia reakcji na $wiatto populacji pierwotniakéw Paramecium bur-
saria przedstawia ryc. 7.

Komore dla zawiesiny pierwotniakéw stanowi prostopadloscienna prze-
zroczysta kiuweta szklana (A) o wymiarach 120 mm 70 mmX40 mm i po-
jemnoS$ci 250 ml. Kiuwete do do$wiadczen napelniano zawiesing pierwot-
niakéw o objetosci 200 ml i zamykano od géry plaskim szkielkiem. Nastep-
nie kiuwete z pierwotniakami umieszczano w $wiatloszczelnej ostonie (B)
dokladnie wyczernionej od wewnatrz, w ktérej znajdowaly sie okragle
otwory (1 i 2) lezace na tej samej osi.

S k= zl 20V
722222227777,

Ryc. 7. Schemat aparatury uzytej do na$wietlania i pomiaréw dla populacji ko-
mérek Paramecium bursaria: A — kiuweta szklana o pojemnosci 250ml, B —
§wiatloszczelna ostona, F — fotoogniwo selenowe, G — galwanometr skalowy,
C — uchwyt do filtr6w interferencyjnych i neutralnych (siatkowych), Z — 1000
Watowa zaré6wka projekcyjna, T — autotransformator z kontrolg napiecia, S —
stabilizator pradu, P — filtr plynny absorbujacy podczerwien, H — soczewki
szklane, 1 i 2 okragle otwory

Kiuwete umieszczano w pozycji pionowej. W jednym z otworéw (2) na
tylnej S$cianie ostony $wiatloszczelnej (B) tkwilo ogniwo selenowe (F)
o dobranej odpowiednio czulto$ci. Fotoogniwo polaczone jest z galwano-
metrem skalowym (G) prod. Carl Zeiss Jena.

Na przedniej $cianie oslony przed otworem (1) zastosowano uchwyt
(C) do zamocowywania i zmiany filtréw interferencyjnych oraz neutral-
nych filtréw siatkowych. Strumien $wiatla przechodzi przez $ciane
kiuwety z zawiesing pierwotniakéw i pada na fotoogniwo pod katem
prostym. Zrédlem $wiatla zaréwno do celow testowych jak i pomiaro-
wych jest ta sama zaréwka wléknowa projekcyjna (Z), Narva 110 Volt,
1000 Wat ustawiona w pozycji pionowej z regulatorem napigcia (T) sta-
bilizowanym przy uzyciu stabilizatora (S) duzej mocy.
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Wigzka $wiatla jest kierowana przy pomocy zestawu soczewek (H)
i pada réwnolegle do osi otworéw w obudowie. Przy do$wiadczeniach
w $wietle bialym uzywana byla ta sama aparatura z tg zmiang, ze miedzy
soczewki wprowadzono filtr wodny do podczerwieni (P) wypelniony
czystg wodg destylowang bez dodatku CuSO,. Srednica fotoogniwa sele-
nowego wynosita 22 mm, co odpowiada $rednicy otworéw w obudowie.

Rejestracja gestosci optycznej kiuwety w miejscu przechodzenia przez
nig wigzki $wiatla moze sie odbywa¢ w sposéb ciggly po podigczeniu
aparatury do samopisu lub tez drogg okresowych odczytow wskazan
galwanometru. Bardziej uniwersalne okazalo si¢ odnotowywanie zmian
optycznych w pewnych odstepach czasu np: co 5, 10 lub 15 minut.
W eksperymentach ze §wiatlem barwnym stosowano w tym celu krétko-
trwale o$wietlenie na okres pomiaru $wiatlem bialym o stosunkowo
slabym natezeniu. Wigzke pomiarows uzyskuje sie z tej samej zaréwki
(Z) po odpowiednim zmniejszeniu jej napiecia do pozgdanej wartosci wg
wskazan woltomierza. Na czas pomiaru usuwany jest uchwyt (C) wraz
z calym kompletem filtréw interferencyjnych i neutralnych.

W czasie nasSwietlania materialu doswiadczalnego wigzka testowa,
fotoogniwo selenowe bylo zasloniete specjalng przestons, usuwang tylko
na czas pomiaru. Kiuweta w czasie do$wiadczenia pozostawala w pozycji
pionowej. Szczegdlng uwage zwracano na zabezpieczenie jej przed mini-
malnymi nawet wstrzgsami.

Dla uzyskania barwnego $wiatla testowego uzywane byly filtry inter-
ferencyjne, prod. Carl Zeiss Jena (szeroko$¢ polowkowa 6—10 nm), ktoére
mocowano w uchwycie (C) na przedniej §cianie $wiatloszczelnej oslony.
Energia $wiatla stosowana w do$wiadczeniach okre§lona zostala w kwan-
tach a pomiaréw jej dokonywano przy zastosowaniu termostosu Kipp
i Zonen.

Dla $wiatla barwnego zbadano zakres od 375 nm do 750 nm. Potrzebna
gestosé kwantows Swiatla testowego uzyskiwano przez regulacje napiecia
zarzenia zastosowanej zaréwki przy uzyciu autotransformatora.

Pozytywna reakcja odnotowywana jest woweczas, gdy pierwotniaki
zbierajg sie w czeSci o$wietlonej, badZ osiadajg na $cianach kiuwety lub
tez plywajg w strefie oSwietlenia. Prawdopodobnie pierwotniaki dostajg
sie w strefe oswietlenia reagujac na gradient swiatla rozproszonego, ale
tez trudno wykluczyé¢, ze czeé¢ z nich wplywa w te strefe przez przy-
padek i zostaje w niej zatrzymana.

W miare uplywu czasu w trakcie dzialania $§wiatla na tak przygoto-
wang kulture pierwotniakéw w miejscu oSwietlonym zaczyna sig¢ poja-
wiaé¢ ,,plama” koloru zielonego, ktérej intensywnosé¢ stopniowo wzrasta,
az do momentu, kiedy proces ten ulegnie stabilizacji.

Obraz tworzacych sie ,,plam” przedstawiono na planszy III, gdzie
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widoczne sg wyrazne zmiany gestosci ,,tla” w stosunku do strefy, w kto-
rej gromadza sie orzeski. ’

W eksperymentach tych pomiary fototaksji dokonywane byly na
specjalnie przygotowanym materiale. W tym celu swiezo zageszczone
pierwotniaki Paramecium bursaria z hodowli masowej przenoszono przed
do$wiadczeniem do nowej, ,,ubogiej” pozywki z salaty uzyskanej przez
zmieszanie pozywki podstawowej z wodg przegotowang (nie destylowang)
w stosunku 1 : 3. Kazda seria doSwiadczalna byla doprowadzana do odpo-
wiedniej gestosci optycznej. Uzyskiwana w taki sposoéb zawiesina pier-
wotniakow zawiera * jednakows liczbe osobnikéw w 1 ml objetosci, co
uprzednio sprawdzano metodg liczenia pierwotniakow pod mikroskopem
stereoskopowym. 200 ml tak przygotowanej zawiesiny w plaskosciennej
kiuwecie umieszczano nastepnie na 24 godziny w ciemnym termostacie
o temp. 22°C. Jak wykazaly wczeéniejsze badania takie traktowanie
zapewnia niezbedna adaptacje, wyréwnanie warunkéw w pozywce a po-
nadto wzmaga ruchliwo$é i fototaktyczng wrazliwo$é organizmow.

Stosunkowo duze rozcienczenie pozywki wodg powodowalo, ze w ta-
kich warunkach znacznie slabiej rozwijaly sie bakterie bedace natural-
nym stalym pokarmem pierwotniakow, co stwarzalo dla tych ostatnich
stan pewnego deficytu pokarmowego. Po odczekaniu 1—2 godzin dokony-
wano pomiaru gestosci optycznej, wynik stanowil tzw. ,,tlo” i byl wskaz-
nikiem aktualnego stanu rozproszenia pierwotniakéw w ciemnosci dla
danej serii. Pomiar powtarzano kilkakrotnie w odstepach 10-minutowych
do czasu, gdy w trzech kolejnych pomiarach uzyskiwano takie same
wartosci. Wartos¢ ,,tla” stanowila nastepnie punkt odniesienia dla wy-
nikow uzyskiwanych dla danej serii doswiadczalnej.

III. REJESTRACJA RUCHU
POJEDYNCZYCH OSOBNIKOW

Na podstawie metody przedstawionej powyzej nie mozna
uzyskaé¢ odpowiedzi odnoénie zachowania sig pojedynczych komoérek
w trakcie trwania eksperymentu. Celem, jaki sobie postawiono w nastgp-
nej czesci pracy bylo przeSledzenie i zarejestrowanie ruchu pojedynczych
osobnikéw Paramecium bursaria w kolejnych etapach reakeji swietlnej.
W realizacji tego celu postuzono sie sposobem pozwalajacym na fotogra-
ficzng rejestracje toréw pojedynczych komorek mikroorganizméw w za-
wiesinie. Odpowiednig do tego celu okazala si¢ metoda Fergussona (1957)
w modyfikacji Dryla (1958) z tym jednak, iz stosowano tu kiuwete cylin-
dryczng wysokg na 60 mm. Podstawowg zaleta tej metody jest réwno-
czesne zapisanie znacznej liczby toréw, ktérymi poruszajg sie badane
organizmy.
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W powyzszych eksperymentach dla kazdej serii do§wiadczalnej uzy-
wano niezbyt gestej zawiesiny, gdzie Srednia liczba osobnikéw osiggala
wartosci 2200—2500/1 ml pozywki (wartos¢ te nastawiono przy pomocy
kontrolnego ukladu fotometrycznego i mikroskopu stereoskopowego).
Zbyt duza liczba osobnikow w takich eksperymentach powoduje, ze
uzyskany w koncowym etapie zapis tor6w jest malo czytelny ze wzgledu
na ich wzajemne nakladanie sie.

Nieco inaczej (niz na str. 30) zageszczano pierwotniaki do doswiadczen.
Byly one uzyskiwane z kultur masowych przez zageszczenie materialu
w 100 mililitrowych kolbach miarowych za pomocg 1 mM buforu
,Tris” o pH=17,1. Pierwotniaki zawieszone w tym buforze majg tenden-
cje do gromadzenia sie w szyjce kolby, skad przenoszone byty pipeta do
odpowiednich kiuwet pomiarowych na §wiezg pozywke zmieszang z bu-
forem ,,Tris” 1 mM w stosunku 3:1. Kiuwete nastepnie zamykano od
gory szkielkiem szlifowanym i pozostawiano w stabym $§wietle (ok. 300 Ix)
przez okres 18—24 godz. celem zaadaptowania materialu do nowych
warunkow Srodowiska. Pozostawienie takiego okresu adaptacji wplywalo
korzystnie na pierwotniaki, zwiekszajge w pozgdany sposob ich wrazli-
wos¢ na swiatto.

Podstawowg aparaturg stosowang w tych eksperymentach byl rejes-
trator, przedstawiony na ryc. 8. Sklada si¢ on z obrotowej kiuwety po-
miarowe]j, ktérg w tym przypadku stanowila odpowiednio zaadaptowana
cylindryeczna kiuweta o $rednicy wewnetrznej=25mm i wysokosci
60 mm. Kiuweta pomiarowa (A) z zawiesing pierwotniakéw oslonieta jest
szczelnie przylegajacg do niej masks z czarnego papieru fotograficznego,
w ktérej, na calym obwodzie, znajduje sie szczelina o szerokosci 1,5 mm,
na wysokosci 41 mm, liczagc od podstawy kiuwety, wstawiona dokladnie
w bieg Swiatla. Dodatkowo kiuweta pomiarowa wraz z podstawg obro-
towa (R) znajduje sie¢ w wiekszej oslonie $wiatloszczelnej (B) wykona-
nej z rury winidurowej o $rednicy 100 mm, dokladnie od $rodka zaczer-
nionej sadzg. Oslona ta w swej gbrnej czeSci posiada miekkie gumowe.
zlacze, ktore obejmuje obiektyw kamery fotograficznej (F), w ten spo-
s6b caly uklad zabezpieczony jest przed wnikaniem $wiatla rozproszo-
nego z zewnatrz. W przedniej czesci ostony (B) w osi padajgcego Swiatla
znajduje sie¢ okragly otwor (O) o $rednicy 10 mm. W tym samym miej-
scu na ostonie zamocowano réwniez uchwyt (C) do umieszczania i zmia-
ny filtrow. '

Wigzka Swiatla, kierowana przez system soczewek (H), wnika przez
otwor (O) i oSwietla kiuwete pomiarowsg w miejscu szczeliny — w ten
sposéb uzyskuje sie strefe o§wietlenia okre$lonej gruboséci 1,5 mm. Zré-
dlem s$wiatla zaréwno dla celow testowych jak i pomiarowych byla ta
sama zaréwka wloknowa (Z) ,Narva” 110V 750 W ustawiona w pozycji
3¢
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Ryc. 8. Schemat aparatury uzywanej do na$wietlen i wykonywania pomiaréw foto-
kinezy u pierwotniakéw Paramecium buirsaria wg Pado (1975). A — cylindryczna
kiuweta pomiarowa oslonigeta maska, B — ostona $wiattoszczelna, C — uchwyt
filtréw, F — kamera fotograficzna, H — system soczewek, P — wodny filtr do
podczerwieni, R — podstawa obrotowa, S — stabilizator pradu, T — transformator,
Z — zar6wka 750 W, O — okragly otwoOr w $wiattoszczelnej ostonie

pionowej i polaczona z regulatorem napiecia (T) stabilizowanym przy
uzyciu stabilizatora duzej mocy (S). W bieg §wiatla miedzy soczewkami
ustawiono filtr wodny do podczerwieni (P) wypelniony czysta woda
destylowang bez dodatku CuSO,. W powyzszym ukladzie stosowano na-
tezenia Swiatla bialego w zakresie od O do 50 000 1x.

Kamera fotograficzna (F) znajdowala sie na specjalnym statywie, po-
nad kiuwetg pomiarows. Obraz fotografowany obejmowal caly przekroj
kiuwety pomiarowej. Jako materiatu fotograficznego uzyto filmu wyso-
.kiej czulosci (ORWO — NP 27). Czas ekspozycji wynosit 5 sekund. Pier-
wotniaki, znajdujgce sie¢ w strefie osSwietlonej, rozpraszajg Swiatlo i z go-
ry wygladaja jak jasne punkty na ciemnym tle. Podczas ruchu w trakcie
eksponowania orzeski pozostawiajg na kliszy fotograficznej obraz s$ladu
swej drogi. Przy 5-sekundowym czasie ekspozycji wiekszosé toréow zna-
lazla sie na calej swej dlugosci w polu fotografowanym.

Pomiary reakcji na $wiatlo pojedynczych komérek Paramecium bur-
saria przeprowadzano w nastepujgcy sposob. Kiuwete ze standardowsg
liczbg orzeskow po 24-godzinnej adaptacji w slabym swietle umieszczano
w aparacie pomiarowym na obrotowej podstawie (R). Nastepnie wpra-
wiano jg w ruch obrotowy z predkoscig 24 obroty/minute przez okres
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3 min. dla dokladnego wymieszania zawarto$ci w kiuwecie. Po wylgcze-
niu silnika kiuweta pozostawala w spoczynku przez kolejne 5 minut,
w tym czasie pierwotniaki ulegaly segregacji na takie, ktore osiadly na
$cianach i dnie naczynia oraz te, ktore plywalty w pozywce. Tory ruchu
orzeskow swobodnie plywajacych w pozywce byly nastepnie rejestro-
wane fotograficznie. Czynno$Sci zwigzane z mieszaniem orzeskéw jak
i okres spoczynku przeprowadzano w zupelnej ciemnos$ci. Powtdrne serie
eksponowano na tej samej zawiesinie po dokladnym wymieszaniu.

Promieniowaniem dzialajacym bylo $wiatlo biale o réznej intensy-
wnosci (0O—50 000 1x), wzglednie Swiatlo monochromatyczne uzyskiwa-
ne przy uzyciu filtrow interferencyjnych. Natomiast rejestracja foto-
graficzna odbywala sie okresowo zawsze przy oswietleniu §wiatlem bia-
tym o stalej intensywnosci 1500 lx, przechodzacym przez filtr fotogra-
fiezny — éredni GG-6.

IV. ILOSCIOWA INTERPRETACJA PARAMETROW RUCHU
INDYWIDUALNYCH KOMOREK

Uzyskane przy pomocy opisanej powyzej metody negatywy
wyswietlano nastepnie za pomocg czytnika pisma (prod. Carl Zeiss Jena)
i rysowano na kalce technicznej na duzym ekranie, interpretujgc na tej
podstawie parametry ruchu. Zazwyczaj brano pod uwage te tory pierwo-
tniakéw, ktore co najmniej w 3/s+ swej dlugosci znalazly sie w centralnej
czesci kiuwety (plansze X—XVI). Analiza zdje¢ pozwolita okre$li¢ na-
stepujgce wielkosci:

1. Dystans pokonany przez komorke w trakcie jej ruchu w $rodowi-
sku (1); wielkos¢ te oznaczano empirycznie przy pomocy krzywomierza
lub linijki w przypadku prostej drogi. Znajgc czas ekspozycji i wielkosé
powiekszenia mozna okresli¢ Srednig szybko$é poruszania sie pojedyn-
czych komérek w Srodowisku.

2. Charakter toru. Analiza zdje¢ wykazala, ze tory mogg byé rdzne,
od rozwinietej bardzo wydluzonej helisy do helisy zwartej (ryc. 9 i 10).

3. Dlugos¢ calkowitej drogi ruchu (L) obliczona jest z wymiaréw toru,
traktujagc droge ruchu jako helise o okreslonej liczbie zwojow i §rednicy.
Im wiekszy jest stopien skrecenia helisy tym wieksza dysproporcja mie-
dzy drogg ruchu komorki a dystansem pokonanym w §rodowisku (1).

4. Kat plyniecia w stosunku do kierunku padania $wiatla. Statystycz-
nie wielko$¢ te przedstawiano jako udzial procentowy kierunku ruchu
poszczegblnych organizméw w okreslonych sektorach katowych (ryc. 18).

Rejestracje ruchu Paramecium bursaria przeprowadzanb w nastepujg-
cych intensywnosciach $wiatla biatego: 150, 300, 1500, 2600, 3500, 7000,
10 000, 14 000, 35000 i 50 000 1x oraz 0 1x (ciemno$é).
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Kierunek padania Swiatta
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Ryc. 9. Charakterystyka ruchu pojedynczych komérek Paramecium bursaria w ujg-
ciu graficznym. L — catkowita dlugoéé toru, 1 — przebyta droga (dystans), n —
liczba zwojéw helisy, a — kat, jaki tworzy tor w stosunku do kierunku padania
§wiatta. Kierunek padania §wiatta pokazuje strzalka

(LY 3

Ryc. 10. Rézne typy toréw, po ktérych poruszaja sie orzeski Paramecium bursaria

w zawiesinie: 1 — tor rozwiniety, 2 — helisa luZno skrecona, 3 — helisa mocno
skrecona o malym skoku, 4 — tor obrazujacy ruch wertykalny wzgledem strefy
o$wietlenia

WYNIKI

I. EFEKTY SWIATELA STUDIOWANE NA POPULACJI
PARAMECIUM BURSARIA

W celu uzyskania wstepnych danych o zachowaniu sie popu-
lacji Paramecium bursaria w kiuwecie czeSciowo oswietlonej przepro-
wadzono rejestracje zmian gestoSci optycznej ,,plamy fototaktycznej”
w czasie i przy zastosowaniu réznych intensywnosci $wiatla bialego.
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Ryc. 11. Wplyw roéznych intensywno$ci $§wiatla bialego na akumulacje orzeskéow
Paramecium bursaria: o§ x — czas w godzinach, o§ y — fototaktyczna reakcja
mierzona przez zmiane gestoSci optycznej, jaka zachodzi w ,plamie fototakty-
cznej” — cyfry przy odpowiednich wykresach oznaczaja odpowiednie intensyw-

no$ci $§wiatla w 1x.

Wyniki przedstawione na ryc. 11, jak réwniez opis metody (na str.
32—34), pozwalajg stwierdzi¢, ze w ciemnosci (0 1x) gestos¢ optyczna
zawiesiny powoli ale stopniowo ulega zmniejszeniu. Jest to wyrazem
tendencji pierwotniakéw do opadania na dno kiuwety, wskutek czego
ich liczba w objetosci mierzonej wigzkg $wiatla pomiarowego sie zmniej-
sza. Wystarcza juz bardzo slabe natezenie stale dzialajacego $wiatla bia-
tego (90 Ix), aby zmniejszy¢ tempo rejestrowanych zmian, to znaczy,
aby przynajmniej cze$¢ pierwotniakéw, ktére w ciemnosci przesunely
sig blizej dna kiuwety utrzymaé¢ w polu oswietlonym. Tak wiec prog
czulosci Paramecium bursaria na $wiatlo biale lezy w granicach 0—90 Ix.
Dla utrzymania stalej gestos$ci optycznej konieczne jest o$wietlenie cig-
gle wyzszg intensywno$cig okolo 250 Ix. W tych warunkach tendencja
do opadania orzeskow jest rownowazona tendencjg do ich gromadzenia
sie w polu oswietlonym. Im wyzsze natezenie $wiatla, tym wyrazniejszy
jest wzrost gestosSci optycznej, spowodowanej gromadzeniem sie orze-
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Ryc. 12. Wplyw intensywno$ci na$wietlania przy diugosciach fali 425 i 500 nm na
fototaktyczny efekt u Paramecium bursaria (powyzej poziomej linii podwdéjnej
reakcja jest pozytywna — ponizej negatywna). O§ x — gesto§é kwantowa -w kwan-
tach cm=2 s-1, 0§ y — efekt fototaksji po 3 min.

skow w ,,plamie fototaktycznej”’. Np. dla okolo 4000 lx proces ten jest
bardzo wyrazny, przy czym przebieg zmian w czasie wskazuje, ze po />—
stajace w miare przediuzania o§wietlenia. .vatomiast przekroczenie opty-
malnych natezen §wiatla prowadzi najpierw do oslabienia reakcji pozy-
tywnej a nastepnie do reakcji negatywnej. Np. dla 15000 1x po krotko-
trwalej (ok..30 minutowej) i slabej tendencji do skupiania sie w plamie
Swietlnej nastepuje bardzo szybki spadek gestosci optycznej, -znacznie
przewyzszajacy -odpowiedni spadek dla ciemno$ci. Swiadezy to o czyn-
nym uciekaniu pierwotniakéw od miejsc o$wietlonych — a wiec o- foto-
taksji negatywnej.

Eksperymenty ze §wiatlem barwnym, ktorych ostatecznym celem bylo
okre§lenie widma dzialania promieniowania na opisany powyzej proces,
rozpoczeto od okreslenia wplywu natezenia promieniowania na proces
akumulacji pierwotniakéow dla dwoch diugosci fali 425 i 500 nm. Zasto-
sowano gestosci kwantowe promieniowania od 6000 do 95000 kwantow
cm~2 s, Wyniki przedstawiono na ryc. 12. Otrzymane rezultaty zgodne
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sa ze stwierdzonym poprzednio charakterem dzialania $wiatla -biatego.
Po przekroczeniu intensywnosci kryty’cznej utrzymany jest stan réwno-
wagi w iloSci pierwotniakow w plamie $wietlnej (stan zaznaczony na
ryc. 12 podwojng linig poziomg), widoczny jest narastajgcy wraz z inten-
sywnoscig efekt fototaksji pozytywnej, ktorej wielko$¢ stopniowo male-
je po przekroczeniu natezen optymalnych. W obu przypadkach zastoso-
wane natezenia $wiatla barwnego nie wystarczaly do wywolania foto-
taksji negatywnej. Dla dalszych eksperymentéw wybrano na$wietlenie
przy zastosowanii gesto$ci kwantowej 10 000 kwantow cm=2 s7!, z kil-
ku wzgledow. W tym zakresie krzywe wykazujg bardzo wyrazng za-
leznoée reakcji od natezenia promieniowania (ryc. 12). Mozliwo$ci tech-
niczne pozwalaly przy tym uzyska¢ wybrane gestosci kwantowe dla
wszystkich stosowanych filtréw interferencyjnych.

Zarejestrowane efekty $wiatla barwnego okazaly sie wybitnie uza-
leznione od czasu trwania naswietlania oraz dlugosci fali dzialajacego
$wiatla. Pozwolilo to wyrozni¢ w reakeji pierwotniakéw Paramecium
bursaria dwa etapy fototaksji.

2A7 — fototaksja krétkoterminowa’”. Zachodzi bardzo szybko w cza-
sie i calkowity okres kumulacji komorek do osiggniecia stanu stacjonar-
nego wynosi okolo 10" minut. Dla okreslenia widma dzialania tego typu
reakcji pomiary byly dokonywane po 10 minutach naswietlania.

»B” — ,fototaksja dlugotrwala”, w ktorej caltkowity czas przegrupo-
wania i osiggniecie stanu stacjonarnego nastepuje po okolo 3,5 godzinie.
Pomiary widma dzialania tego procesu byly dokonywane po 3,5 godzin-
nym naswietlaniu.

Okazuje sie, ze ,fototaksja krotkoterminowa” ujawnia sie bardzo
szybko w czasie, niemal natychmiast po wlgczeniu o$wietlenia, ale obser-
wowaé jg mozna tylko przy promieniowaniu krétkofalowym w zakresie
miedzy 375 nm a 475 nm. Dla tych dlugosci fali pierwsze mierzalne
efekty uzyskuje sie zwykle juz po dwoéch pierwszych minutach dziala-
nia $wiatla, przy czym maksimum reakcji przypada na czas miedzy
7 a 10 minutg. Dlugosciami fali najbardziej aktywnymi w pierwszej fa-
zie procesu okazaly sie 436 nm i 450 nm. Pewng aktywnos$é¢ stwierdzo-
no takze w ultrafiolecie. Efekt wywolany dzialaniem $wiatla niebieskie-
go utrzymuje sie przez dluzszy czas. W okresie pierwszych 45 minut
naswietlania widoczne jest jedynie dzialanie $wiatla niebieskiego, nato-
miast inne dlugosci fali w tym czasie nie ujawniaja swego dzialania
(ryc. 13). Dopiero po 90 minutach obserwujemy pierwsze oznaki dzia-
tania $wiatla czerwonego. Obok utrzymujacej sie aktywnoéci fototakty-
cznej promieniowania krétkofalowego wystepuje wyraznie drugie ma-
ksimum aktywnosci w zakresie czerwonym. Jezeli reakcje fototaktyczng
orzeskow badamy po dluzszym okresie czasu (3,5 godziny), wéwczas wi-
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Ryc. 13. Widmo dzialania §wiatla w akumulacji pierwotniakéw Paramecium bur-
saria: o8 x — dlugo$é fali w nm, o§ y — gesto§é ,,plamy fototaktycznej” a) wykres
przedstawiajacy stan po 10 min. dzialania $§wiatta, b) po 90 minutach, ¢) po 3,5
godzinie
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dmo dziatania swiatta dla tego procesu przedstawia sie odmiennie. Obok
ciagle utrzymujgcego sie efektu Swiatla niebieskiego wzrasta udziat pro-
mieniowania czerwonego z maksimum przy 680 nm.

ii. wptyw Swiatta
NA RUCH POJEDYNCZYCH KOMOREK

DZIALANIE SWIATLA BIALEGO
WPLYW CZASU NASWIETLANIA

W omawianej serii eksperymentéw celem badari byto okresle-
nie zmian charakteru ruchu, jakie wystepuja w trakcie naswietlania.
Zastosowano statg intensywnos¢ sSwiatta biatego 2600 Ix, ktora, jak
wynika z poprzednich badan (por. ryc. 11), wywotuje typowa i silng
fototaksje dodatnig w catej populacji organizmoéw. Analiza zdje¢ obrazu-

Tabela Il

Liczbowy wudziat poszczegdlnych typéw torow Paramecium bursaria
w zaleznosci od czasu trwania naswietlania

Poszczegblne rodzaje ptywania

Czas 1 2 3 4 5
trwania

reakcji

Swietlnej

5s 27 0 0 2 0
10 s 49 3 0 19 0
15 s 36 5 0 5 0
20 s 19 4 0 1 12
30 s 8 0 0 3 31
40 s 3 1 0 2 35
50 s 3 21 1 3 14
1 min 4 47 0 5 4
2 min 5 51 1 9 6
5 min 9 38 4 5 5
10 min 7 42 8 2 2
15 min 3 8 15 2 3
20 min 1 1 20 1 1
30 min 6 2 16 1 2

Objasnienia do tabeli I11I:

1. Helisa rozwinieta, dtuga, niekierunkowa.

2. Helisa luzno zwinigta o duzym skoku.

3. Helisa zwarta o bardzo matym skoku lub szeroka linia prosta.

4. Helisa typu 2 lub 3 — wertykalnie.

5. Helisa rozwinieta z wyrazng orientacja kierunkowa wzgledem S$wiatta.
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Ryec. 14. Liczbowy udzial poszczegélnych typdéw plywania (toréw) podczas reakcji
§wietlnej, zaleznie od czasu dzialania §wiatlem bialym: 0§ x — czas reakcji swietlnej
w sekundach, o§ y — liczba w % A — tory, helisy krétkie zorientowane kierun-
kowo w stosunku do Zr6dia $wiatla, B — tory dlugie rozwiniete w plaszczyznie
$§wiatla, C — pierwotniaki plynace po helisie prostopadle do géry / do dolu w kie-
runku ,strefy oSwietlenia’”” — wertykalnie. Wykres A — odpowiada typom 2 i 3,
B — typowi §, C — typowi 4.

jacych ruch pojedynczych komoérek wykonanych w czasie od 5 sekund
do 30 minut trwania naswietlania (plansze IV—VII), pozwala na spre-
cyzowanie pewnych prawidlowosci.

a) Typ toréw ruchu. Przyklad analizy typowej serii doswiad-
czalnej przedstawia tabela III i ryc. 14.

W kolejnych kolumnach pionowych tabeli III wyodrebniono pieé
typéw ruchu (torow), ktére wyraznie roéznig sie miedzy sobg oraz liczbo-
wy udzial poszczegélnych rodzajow toréow w roznych okresach czaso-
wych tej reakcji. Z zestawienia tego widaé¢, ze w pierwszej fazie ekspe-
rymentu (0 do ok. 20 s.) pierwotniaki bardzo szybko plywaja, porusza
jgc sie torami wydluzonymi. Plyngc zakreslajg tory w postaci dlugich
helis luzno rozwinietych lub linii prawie prostej. Taki sposéb plywania,
charakterystyczny dla ciemnosci, daje pierwotniakom mozliwo$é¢ szybkie-
go pokonywania dystansu (ryc. 14 i plansze IV ab, V a). '

Omowione powyzej tory ukladajg sie w polu widzenia w poczgtkowej
fazie reakcji pod réznymi katami w stosunku do kierunku padania §wia-
tla. Wraz z uplywem czasu i narastaniem tendencji do ruchu ukierunko-
wanego wystepuje zmiana spiralizacji toru. Tory, po ktérych poruszaja
sie teraz orzeski przybieraja posta¢ bardzo krotkich i zarazem mocno
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zwinietych helis. Niekiedy kolejne zwoje takiej helisy lezg tak bli-
sko, ze wzajemnie na siebie zachodza, co na fotografii uwidacznia sie
w formie pogrubionego odcinka linii prostej (3 typ ruchu). Na planszy IX
starano sie przedstawi¢ kolejne fazy przejsciowe, prowadzgce do wspo-
mnianego typu ruchu. Plywanie wg przytoczonego typu ruchu (tabela
III, 3), jest by¢ moze swoiste dla gat. Paramecium bursaria, cho¢ nalezy
bra¢ pod uwage i takg mozliwo$é, ze ruch orzeska odbywa sie skosnie
w stosunku do pionu. W rezultacie na kliszy fotograficznej sg w tym
przypadku rejestrowane nie rzeczywiste tory, lecz ich rzuty na plasz-
czyzne pozioma, to za§ obarcza pomiar pewnym bledem.

Porownujac ze sobg tory orzeskow, ktére z chwilg zadzialania Swia-
tla znalazly sie w ciemnym polu z tymi, ktére w tym samym czasie by-
ly w strefie o$wietlenia, obserwuje sie dos¢ istotne réznice..Pierwotnia-
ki, bedgce w momencie wlgczenia swiatta w ciemnosci, starajg sie prze-
dosta¢ do miejsc oSwietlenia mozliwie jak najszybciej, z tych tez powo-
déw plywanie ich odbywa sie torami rozwinietymi, a wigc najbardziej
ekonomicznymi z punktu widzenia dlugosci pokonywania dystansu. Na-
suwa sie pytanie, co decyduje o tym, ze organizm bezblednie odréznia
strefe jasng od miejsc ciemnych. Widocznie mimo pozornie ostrego ogra-
niczenia strefy oswietlenia wystepuje w tej strefie rozproszenie swiatla
powodujgce jego gradient na granicy. Mozna zalozy¢, ze w tej sytuacji
pierwotniaki plywajace bezladnie zupelnie przypadkowo docierajg do
miejsc, gdzie $wiatlo jest dla nich wyczuwalne. Znikoma nawet ilosé
Swiatla wystarcza, aby organizm zaczal na ten czynnik reagowaé. Dalszg
konsekwencjg jest plyniecie w kierunku wzrastajgcego gradientu $wia-
tla, co w koncu doprowadza go do strefy o$wietlenia.

Na planszach V b, VI ab, VII ab, VIII ab przedstawiono zachowanie sie
pierwotniakéw Paramecium bursaria poddanych dzialaniu $wiatla biatego
2600 1x w czasie dluzszym niz 40 sekund. Obok istniejgcych wcigz je-
szcze toréw dlugich (plansza V b), ktore odnoszg sie do organizmow
sukcesywnie wplywajgcych w strefe oswietlenia, zaczynajg sie pojawiaé
w znacznej liczbie tory krotkie, proste. Ulozenie ich na zdjeciach jest
rownolegle do kierunku padania wigzki testowej §wiatla biatego. Po-
wyzsza tendencja jest jeszcze wyrazniej uwidoczniona na nastepuja-
cych ilustracjach (plansze VI ab, VII ab), gdzie wzrasta udzial torow
krétkich zorientowanych kierunkowo.

b) Szybkos§é¢ ruchu. Szybkosé z jakg poruszajg sie orzeski w
pierwszej fazie reakcji jest wieksza niz w pdzniejszym okresie (ryc. 15
i16). ) .

W pierwszej fazie (0—20 sekund) organizm ten zdolny jest plynaé
z szybko$cig ok. 1 mm s™1, pokonujgc tym samym dystans ponad 1}0-kro-
tnie wiekszy w stosunku do swej wlasnej dlugosci. W wielu seriach re-
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Ryec. 15. Sprawno§¢é w pokonywaniu odleglo§ci w mm/l sek. przez pojedynczg ko-
moérke Paramecium bursaria zaleznie od lgcznego czasu reakcji §wietlnej. O§ x —

czas reakcji Swietlnej w sekundach, o§ y — mm pokonanego dystansu (odleglo$ci)
w ciggu 1 sekundy.

Y
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Ryc. 16. Plywanie orzeskéw Paramecium bursaria w $wietle bialym (26001x) wyra-
zone stosunkiem przebytej drogi do pokonanego w tym samym czasie dystansu.
L — pokonany dystans, 1 — przebyta droga, o§ x — czas reakcji w s; o§ y —
stosunek 1/L.

jestrowano przypadki jeszcze ‘wiekszych szybkos$ci plywania, dochodzg-
ce do 2 mm s,

W poézniejszej fazie obserwuje sie zmiane spiralizacji, w efekcie cze-
go coraz wiecej pierwotniakéw zaczyna plynaé¢ torami po spirali o ma-
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Ryc. 17. Schemat drogi spiralnej o 1jcznej diugosci ,,L”. Rozwiniecie jednego zwo-
ju helisy o $rednicy ,d” daje rzeczywista droge organizmu w stosunku do $rodo-
wiska ,,1”.

lym skoku. U pierwotniakéw, ktore od wlgczenia $wiatlta znajdowaly sie
w strefie oSwietlonej nastepuje to wczesniej, u tych, ktore wplywaja do
strefy o$wietlenia z warstw graniczacych, z pewnym opdznieniem. Ko-
morki Paramecium bursaria, ktore znalazly sie juz w strefie oswietle-
nia, zwalniajg tempo ruchu. Reakcja ta nabiera w tym czasie cech typo-
wej ortokinezy tj. zmniejszenia szybko$ci ruchu pod wplywem bodzca.
Osiggane szybkosci przy takim sposobie plywania lezg w granicach od
0,2 do 0,3 mm s™1,

Jak wynika z wykresu (ryc. 15) przedstawiajacego Srednig szybkosé
ruchu w $rodowisku tj. wielkosci pokonywanego dystansu w mm s w
poréwnaniu ze zmiang typu toréw (ryc. 14) gwaltowny spadek sredniej
szybkosci wigze sie z pojawieniem sie i ilosciowym dominowaniem toréw
typu helisy. Ten typowy dla Paramecium bursaria ruch stwarza pewne
trudnosci w sposobie jego interpretacji, a $ci$lej, szybkosci ruchu. O ile
przy prostolinijnym lub prawie prostolinijnym torze (rozwinieta helisa),
szybko$é ruchu komoérki w stosunku do osrodka jest réwnoznaczna
z wielko$cig pokonywanego dystansu w $rodowisku, o tyle w typie skre-
conej helisy te dwie wielko$ci mogg byé¢ bardzo rézne. Analiza obu war-
tosci jest mozliwa drogg pomiarow dla indywidualnych komorek dystan-
su pokonanego w jednostce czasu, liczby zwojow helisy i jej $rednicy
(ryc. 17).

Na ryc. 16 przedstawiono wykres odpowiednich obliczen wskazujg-
cych, ze w czasie 0—20 s, tj. w okresie, kiedy dominujg tory typu linii
prostych lub bardzo rozwinietych spiral stosunek 1/L jest praktycznie
réowny 1. Natomiast w poézniejszym czasie stosunek ten spada ostatecznie
do okolo 0,2, co oznacza, ze przemieszczanie sie¢ komoérki w Srodowisku
(L) jest b-krotnie mniejsze niz wynosi szybko§¢é ruchu komérki w sto-
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Ryec. 18. Liczbowy udzial orzesk6w w populacji Paramecium bursaria, plyngcych
w okreSlonym kierunku w stosunku do kierunku z jakiego pada $§wiatlo, po roz-
nym czasie dzialania $wiatla. Na rysunku katy plyniecia w stosunku do kierunku
padania §wiatla oznaczono od 0° — 90°, A — czas 0 s, B — czas 5 s, C — czas 20s,
D — czas 40 s, E — czas 1 min., F — czas 2 min.

sunku do otaczajacego jg bezposrednio oSrodka (1). Jak wynika z poprze-
dnio przedstawionych danych (ryc. 15) Srednia sprawno$¢ w pokonywa-
niu dystansu (L) maleje w trakcie oswietlenia ok. 10-krotnie.

Zestawiajagc powyzsze dane stwierdzi¢ mozna, iz w badanej inten-
sywnosci $wiatla nastepuje w pierwszej fazie jego dzialania nie tylko
zmiana typu toru, ale i (ok. 2-krotne) zmniejszenie szybkosci ruchu po-
jedynczych komodrek w stosunku do osrodka.

¢) Kierunek ruchu. Kierunkowos$é ruchu oznaczono ilosciowo
obliczajge 1gczng liczbe komorek, ktorych tory mieszczg sie w okreslo-
nych sektorach katowych w stosunku do kierunku padania $§wiatla (0°).
Uzyskane tg drogg dane przedstawione zostaly graficznie na rye. 18.

Z wykresu (ryc. 18) mozna stwierdzi¢, ze w pierwszej fazie procesu
(czas 0—20 s), orzeski plywajg pod réznymi katami w stosunku do kie-
runku padania §wiatla. Poczynajgc od okolo 40 sekundy obserwuje sie
u nich wyrazng tendencje do plyniecia w kierunku padania $wiatla. To
uporzadkowanie toré6w nasila sie w czasie i jest wyraznie widoczne po
jednej i dwoch minutach dzialania swiatla (ryc. 18). W tym czasie ok.
80%0 komorek plynie pod katem w granicach 0° do £5° w stosunku do
kierunku padania $wiatla. Dalsze przedluzanie czasu reakcji $wietlnej
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ponad 30 minut nie zmienia jej charakteru. Wraz ze wzrostem ogoélnego
czasu ekspozycji w materiale doswiadczalnym utrwala sie ostatecznie
kierunkowos¢ w plynieciu.

W niektorych seriach doswiadczalnych, gdzie celowo do kiuwet po-
miarowych brano wieksze niz normalnie ilosci pierwotniakéw Parame-
cium bursaria, kierunkowos$¢ plyniecia poszczegélnych komoérek w stro-
ne zrodla $wiatla jest tak dalece regularna, ze do zludzenia przypomina
efekty uzyskane przez Dryla (1963) w procesie normalnej galwano-
taksji katodowej dla Paramecium caudatum (plansza VIII).

W stosowanym ukladzie pomiarowym analizie podlegajg zaréwno te
komoérki Paramecium bursaria, ktére od poczatku znajdowaly sie w stre-
fie oSwietlenia, jak i te, ktére w roznych okresach czasu naptynely do
tej strefy z zaciemnionych czesci kiuwety, stwarzalo to pewng niejedno-
rodnoé¢ czasu dzialania $§wiatla na poszczegdlne komorki, jednakze z prze-
prowadzonej analizy wynikajg wyraznie pewne cechy ogoélne reagowania
na $wiatlo oparte na zachowaniu sie pojedynczych komorek. Wydaje sig,
ze reakcja na stosowane oswietlenie jest 2-fazowa. W fazie pierwszej
(0—20 s) typ ruchu nosi w sobie jeszcze cechy ruchu w ciemnosci tj.
dominuje ruch szybki bez przewagi jakiegokolwiek kierunku o torach
typu rozwinietej helisy. W okresie przejSciowym (20—40 s) znaczna cze$é
pierwotniakow wykazuje juz ruch ukierunkowany w strone $wiatla torem
rozwinietej helisy (tabela III). Réwniez zaczyna narastaé¢ liczba komo-
rek poruszajgcych sie zwinietg i coraz bardziej zwartg helis3. W dru-
giej fazie reakcji (powyzej 1 min. naswietlania) typowym sposobem ply-
wania jest ruch $cisle ukierunkowany w strone $wiatla, o zwinietych
torach i mniejszej szybkosci, zarowno komoérek w stosunku do bezpo-
Srednio z nimi sie stykajgcego osrodka (1), jak i szczegolme przemie-
szczanie sie w Srodowisku (L).

DZIALANIE SWIATEA BIALEGO — WPLYW INTENSYWNOSCI

Majgc obraz reakcji ruchowej indywidualnych komoérek Pa-
ramecium bursariac w jednym natezeniu $wiatla bialego (2600 1x), inte-
resujacg kwestig logicznie z tego wyplywajacg bylo zbadanie, czy wy-
stepujg jakies zmiany w charakterze ruchu pojedynczych komorek, je-
zeli te poddane zostang dzialaniu $§wiatla bialego o roznej intensywnosci.

Szczegblnie waznym problemem na tym etapie badan bylo okresle-
nie charakteru reakcji ruchowej w tym sensie, czy niezaleznie od nate-
zenia Swiatla jest ona zawsze pozytywna, czy tez organizm ten reaguje na
Swiatlo ucieczky, jezeli jego natezenie jest odpowiednio duze. Rowniez
przy tej okazji podobnie jak w rozdziale poprzednim starano sie okresli¢
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takie parametry ruchu pojedynczych komoérek Paramecium bursaria jak:
szybko$¢ plynigcia, rodzaj spiralizacji, kat zakreslanego toru w stosunku
do kierunku padania wigzki testowej, co daje pojecie o orientacji kie-
runkowej komorki w procesie fototaksji. '

W celu mozliwie dokladnego przesledzenia reakcji Paramecium bur-
saria w roznych warunkach o$wietlenia $wiatlem bialym zastosowano 11
réznych intensywno$ci §wiatla w zakresie od 0 do 50 000 lx oraz kontro-
le ciemniows (0 1x). Natezenia $§wiatla zostaly tak dobrane, aby nawigzy-
waly do rezultatow jakie wcze$niej otrzymano dla fototaksji catej popu-
lacji orzeskow. W tym celu obok kontroli ciemniowej 0 1x, uzyto na-
stepujacych natezen $wiatla biatego: 150, 300, 900, 1500, 2600, 3500,
7000, 10 000, 14 000, 35000 i 50 000 1x. We wszystkich tych wartoSciach
fototaksja rejestrowana byla w ciggu 5 sekund (czas otwarcia migawki
kamery fotograficznej), po 30 sek. dzialania $wiatla testowego o okre-
§lonej intensywnosci — tj. miedzy 30 a 35 sekundg reakcji fototaktycz-
nej.

Na podstawie bezposrednich obserwacji fototaksji jak i w oparciu
o analize bardzo szerokiej dokumentacji fotograficznej (co najmniej 20
serii dla kazdej intensywnosci), stwierdzi¢ mozna, ze w calym przeba-
danym zakresie intensywno$ci §wiatla bialego 0—»50 000 1x, obraz reakcji
Paramecium bursaria na $wiatlo zmienia sie bardzo wyraznie, przy
czym mozna zauwazyé pewne ,zwrotne” natezenia $wiatla, gdzie obraz
reakcji zmienia si¢ w zasadniczy sposéb. Zjawisko to przedstawiono na
ryc. 19 i 20 oraz na planszach X—XVI, ktore starano sie tak dobrag,
aby byly mozliwie najbardziej reprezentatywne dla okre$lonych inten-
sywnosci $wiatla bialego.

W niniejszych eksperymentach starano sie stwierdzi¢, czy istnieje
jaka$ zalezno$¢ miedzy sumaryczng dlugoscig toréw wszystkich analizo-
wanych osobnikéw a okreslonym zakresem katowym. W tym celu usta-
lono 9 klas katowych w zakresie 0°—90° przeliczajgc sumaryczng wartosé
drogi (L) dla kazdej klasy kgtowej. Konicowe wartosci graficznie ilustru-
ja rysunki (20 a—k).

Z rycin tych widaé, ze w wyzszych intensywnosciach $§wiatla bia-
tego (powyzej 2600 1x) najdluzsza lgczna droga wykonana zostala przez
te komorki, ktore plyng prawie réwnolegle do kierunku padajgcej wig-
zki $wiatla. Dotyczy to osobnikéw reagujgcych fototopotaktycznie, za-
réwno pozytywnie jak i negatywnie. Natomiast wraz ze wzrostem kata
plyniecia maleje sumaryczna wartos¢ odpowiadajgca pokonanej drodze
(cdlegtlosci).

Z poprzedniego rozdzialu pracy wynika, ze pierwotniak, ktoéry zna-
lazt sie w strefie o$wietlenia reaguje prawie natychmiast kierunkowo,
natomiast w charakterze jego ruchu mozna wyrézni¢ dwie fazy:
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a) pierwszg, trwajacg Srednio okolo 20 sekund, w ktorej charakter
ruchu (pod wieloma wzgledami) jest taki sam jak w ciemnosci.

b) drugg, w ktérej nastepuje mniej lub bardziej gesta spiralizacja
toru, z czym wigze sie narastajaca stopniowo w czasie kierunkowo$é
w plynieciu do Zrédla $wiatla.

Istnienie takiej dwufazowosci jest bardzo korzystne w zwigzku ze
stosowang w powyzszych eksperymentach metodg rejestracji ruchu.
Dotyczy zwlaszcza mozliwosci fotograficznej rejestracji kontroli cie-
mniowej (0 1x) przy zastosowaniu slabego $wiatla bialego, gdzie 5-se-
kundowy czas ekspozycji materiatu fotograficznego nie wywiera wplywu
na charakter ruchu. -

Stwierdzono tez na podstawie innych eksperymentéw (ktére w przy-
szlo$ci stang sie przedmiotem odrebnych badan), ze najprawdopodobniej
w dzialaniu $wiatla na orzeska Paramecium bursaria wystepuje pewien
i to dos¢ dlugi zresztg okres latencji, jaki uplywa od momentu zadziala-
nia $wiatla do okreslonego behawiorystycznego objawu reakcji. Okres
latencji jest szczegélnie wyraznie zauwazalny w niskich intensywno-
Sciach $wiatla.

W niniejszych eksperymentach obserwowano i rejestrowano cechy
ruchu Paramecium bursaria w drugiej fazie ,,b”, tzn. po 30 sekundach
dzialania $wiatla, na zawiesine w kiuwecie, uznajac ten okres za naj-
bardziej interesujacy, gdyz w tym czasie efekt swiatla jest wyraznie wi-
doczny.

Obserwujgc zachowanie sie orzeskéw w kontroli ciemniowej (0 1x) —
plansza Xa, stwierdzamy, ze ruch orzeskéow odbywa sie torami, w po-
staci bardzo dlugich rozwinietych helis (typ 1 wg tabeli III), ruchy te sg
bardzo szybkie i efektywno$¢ w pokonywaniu dystansu jest bardzo du-
za. Tory w polu widzenia ukladajg sie roznokierunkowo, co jest zupel-
nie oczywiste i dodatkowo potwierdza wcze$niej wprowadzong uwage,
ze na tym etapie reakcji nie dziala na orzeski slabe $wiatlo stosowane
do fotografii. W kontroli ciemniowej (0 1x) wystepuje niemal jednorodny
typ toru ,,1” — tzn. helisa rozwinieta dluga. Jedynie w minimalnym
procencie (1—2%0) dostrzega sie tu tory wg typu 2, tj. helisa luzno zwi-
nieta o duzym skoku. Ten typ charakterystyczny dla ciemnosci wystepuje
takze przez caly czas o$wietlania swiatlemi o dlugosciach fali, ktére sg
nieaktywne.

Natomiast zastosowanie bardzo slabego $wiatla bialego rzedu 150 lx
(plansza XDb) wydaje sie na pierwszy rzut oka by¢ bez wplywu na ruch.
W obrazie reakcji mozna znalezé wiele podobienstw do omoéwionej kon-
troli ciemniowej (0 1x), obserwuje sie wyrazng dominacje torow wg
typu 1. Wida¢ jednak, ze obraz reakcji nie jest juz tak jednolity jak to
ma miejsce w przypadku kontroli ciemniowej. Po pierwsze, daje sie tu
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zauwazy¢é pewns, choé slabg jeszcze tendencje do ,zwijania toru”, po
drugie, zaczynajg sie pojawiaé¢ tu i owdzie helisy wg typu 4, co $wiad-
czy o ruchu wertykalnym w stosunku do istniejgcej strefy o$wietlenia
w kiuwecie. Takie zachowanie si¢ orzeskéw Paramecium bursaria wska-
zywaé moze, iz zastosowane tu intensywnosci Swiatla bialego (150 1x)
leza na granicy ich fototaktycznej wrazliwosci. Pozostaje to w zgodnos$ci
z rezultatami, jakie otrzymano w badaniach nad tworzeniem sie ,,plam
fototaktycznych” dla calych populacji Paramecium bursaria (ryc. 11).
Tak wiec prog czulo$ci Paramecium bursaria na $wiatlo biale okreslony
poprzednio na ok. 90 lx wydaje sie byé¢ bardzo prawdopodobny.

Interesujgcym problemem stalo sie wiec uchwycenie kinetyki ruchu
pojedynczych komérek Parameciurh bursaria i powigzanie otrzymanych
ta droga informacji z wczes$niej przeprowadzonymi eksperymentami dla
populacji orzeskéw. Badania jakie przeprowadzono dla jednej intensyw-
nosci $wiatla biatego — 2600 1x na przestrzeni dluzszego czasu pozwala-
ly przypuszczaé, ze orzeski Paramecium bursaria reagujg w pierwszej
chwili na ,strefe o§wietlenia” — starajac sie do niej doplyngé jak naj-
szybciej, na nastgpnym za$ etapie odnajduja dopiero kierunek, z jakie-
go pada s$wiatlo i w tym kierunku plyng. Stwierdzenie to nie dawalo
podstaw do wyciggania wnioskéw na temat zachowania sie orzeskéw w
innych a zwlaszcza wyzszych intensywnos$ciach $wiatla biatego.

Przedstawione rezultaty wydajg sie wyjasnia¢ ten problem lub przy-
najmniej w jakim$ stopniu wypelniajg luke, porzadkujac wczesniejsze
informacje, jakie w tym przedmiocie zostaly zgromadzone,

Na tym tle rowniez interesujgco prezentujg sie rezultaty otrzymane
dla niskich intensywnosci $wiatta: 300, 900 i 1500 1x. Sg to wartosci
$§wiatla, w ktorych zanikajg prawie zupelnie tory typu 1, natomiast
pojawiajg sie w duzym procencie tory typu 2, 3, 4, a wiec takie, gdzie
helisa ulega ,zacie$nieniu”. Potwierdzona tu zostala wczesniej doko-
nana obserwacja, ze reagowaniu orzeska na Swiatlo towarzyszy
,wzmozenie” spiralizacji — przynajmniej w stabym $wietle. Na szcze-
gélng jednak uwage przy tych intensywnosciach $wiatla zastugujg, zda-
niem autora, tory typu 4, tj. helisa skrecona, widoczna ponizej lub po-
wyzej strefy o$wietlenia, $wiadczgca o wertykalnym ruchu orzeska w
stosunku do tej strefy. Taki obraz reakcji (ryc. 19 i plansze XI ab XII a)
mozna wiec tlumaczyé¢ tym, iz stosowane tu wartosci §wiatla bialego w
zakresie 300—1500 1x sg juz na tyle silne, ze orzeski wyraZznie na ten
czynnik reagujg, starajgc sie aktywnie dotrze¢ do miejsca oSwietlenia.

Ciekawie tez wypada poréwnanie miedzy sobg trzech kolejnych in-
tensywnosci swiatta 300, 900, 1500 1x (pl. XI ab i XII a).
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Ryec. 19. Procentowy udzial réznych typéw plywania Paramecium bursaria w §wie-
tle bialym o réznych intensywno$ciach, po 30-sekundowej ekspozycji §wiattem.
O§ — x — natezenie §wiatla w 1x, 0§ y — 9%, tor6w plywania, 1 — wykres dla ty-
pu 1, 2 — wykres dla typu 2, 3 — wykres dla typu 4.

Wszystko wskazuje na to, iz uwidacznia sie tu wyraznie wplyw ,,po-
ziomego gradientu” $wiatla jaki wytworzony by¢ musi w tym typie kiu-
wety pomiarowej jaksg zastosowano w niniejszych eksperymentach. Jest
to zupelnie oczywiste, ze Wystepujg pewne réznice w natezeniu $wiatla
na stronie zblizonej do zrédla §wiatla w poréwnaniu ze Sciang przeciw-
legla. Analizujac obrazy reakcji ze Swiatla 300 1x stwierdzi¢ mozna, ze
tory poruszania sie orzeskéw sg rozmieszczone réwnomiernie (w sensie
ilosciowym) w obrebie przyjetego do analizy sektora (prostokat na zdje-
ciu) patrz pl. XI a. W miare wzrostu natezenia swiatla 900 Ix — pl. XI b
i 1500 1x — pl. XII a, stwierdzi¢ mozna, ze wiekszos¢ torow grupuje sie
jednak blizej §ciany kiuwety zwréconej do zrédla $wiatla, Wplyw tego
poziomego gradientu Swiatla uwidacznia sie zresztg jeszcze wyrazZniej w
wyzszych intensywno$ciach $wiatla, a zwlaszcza wtedy, gdy reakcja
nabiera negatywnego charakteru.

Kolejna, jak gdyby wyodrebniajacg sie wyraznie grupe intensywnosci
stanowia: 2600, 3500 i 7000 1x, gdzie w zasadzie reakcja przebiega w bar-

’
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Ryc. 20. Graficzna ilustracja zalezno$ci pomiedzy sumaryczng diugo$cig toru (L)
a okreSlona klasg katowa w plynieciu orzeska Paramecium bursaria, dla réznych
intensywno$ci §wiatta biatego (blizsze obja$nienia w tek$cie).

Rye. 20 a — O Ix (kontrola), 20 b — 150 1x, 20 ¢ — 300 1x, 20 d — 900 1x, 20 e —
15001x, 20f — 26001x, 20g — 35001x, 20h — 70001x, 20 i — 100001x, 20j —
14000 1x, 20 k — 35 000 1x, 20 1 — 50 000 1x.

dzo podobny sposéb. We wszystkich tych intensywno$ciach daje sie za-
uwazy¢ niemal identyczne w swej formie tory — sg to helisy zwiniete.
Jezeli przy tym uwzglednimy kierunkowos¢ w plynieciu, ktéra jest tu
bardzo wyraznie zaznaczona, to niemal w 100% sg to tory typu 5, tj.
helisa wg typu 2 lub 3 (zwinieta) z orientacjg kierunkowsg (patrz tabela
ITI, 5). Poré6wnujgc te trzy intensywno$ci $wiatla z kontrolg (0 I1x),
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stwierdzi¢ mozna, ze orzeski w tych warunkach o$wietlenia poruszajg
sie znacznie wolniej niz w ciemnoSci i jest to wyraznie widoczne zaré6w-
no dla wartosci ,,1” jak i ,,L”. Podczas gdy w ciemnosci (ryc. 21) orzeski
plywaja uzyskujac Srednig wartos¢ pokonanego dystansu (1) ok. 1,6 mm
s71, a w wielu przypadkach nawet ponad 2,0 mm s, to w swietle 2600—
7000 Ix efektywnos¢ w pokonywaniu dystansu jest §rednio 3—4 razy
mniejsza i wynosi 0,3 — 0,5 mm s, niemal wszystkie komérki plyng
zgodnie z kierunkiem padajgcego $wiatla. Taki sposob reagowania nosi
w sobie oznaki typowej ortokinezy — tj. zwolnienie szybkosci ruchu pod
wplywem dzialajacego bodzca.

Interpretacja tego typu reakcji nie jest latwa i czesto nie jest jedno-
znaczna, w wielu przypadkach mogg sie na siebie nakladaé rézne skladni-
ki, zaré6wno taksji jak i kinezy. Biorgc za punkt odniesienia kontrole
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Ryc. 21. Srednia szybko$§é poruszania sie orzeska Paramecium bursaria w mm s-!
zaleznie od natezenia §wiatla wyrazona wartoscia przebytej odleglo$ci (1). O§ x —
natezenie $§wiatla w 1x, w skali logarytmicznej, 0§ y — mm s przebytej drogi

ciemniowg (0 1x) lub slabe natezenie 150 lx — zwolnienie szybkosci
ruchu w wyzszych intensywnosciach $wiatla rzedu 300—7000 1x moze
by¢ uznawane jako negatywna fotokineza.

W badanym zakresie natezen $wiatla bialego 0—10 000 1x wystepuje
pozytywna fototopotaksja, o czym $wiadczg badania nad zachowaniem
sie populacji Paramecium bursaria jak tez bezposrednie obserwacje w
niniejszych eksperymentach oraz zaljczone plansze, na ktérych wsze-
dzie w koncowym etapie orzeski grupujg sie blizej sciany w przedniej
czgSci kiuwety pomiarowej.

Odrebnego potraktowania i omoéwienia w tych eksperymentach wy-
maga intensywnos$é 10 000 lx (patrz pl. XIV ab i XVI ab). Wprawdzie
po 30 sekundach dzialania swiatla o tym natezeniu obserwuje sie pozy-
tywna fototaksje, w wyniku czego orzeski grupujg sie w przedniej cze-
Sci kiuwety (od strony zrodla swiatla) i czeSciowo na niej osiadajg, two-
rzgc fragment zielonego pierScienia, jednak, jak udalo sie stwierdzié po
uplywie czasu rzedu kilku minut, miejsce to opuszczaja, przenoszgc sie
zarOwno na $ciany boczne jak i na $ciane przeciwleglg (na strone od-
Swietlng). Przeprowadzane przy tym natezeniu $wiatla bardziej wnikli-
we obserwacje orzeskow pozwalajg wnioskowaé, ze oszacowana inten-
sywno$¢ bliska jest natezeniu rewersji (problem ten zostanie dokladniej
omoéwiony w ,,Dyskusji”).

Obserwacje zachowania sie orzeskéw Paramecium bursaria w inten-
sywnosciach $wiatla bialego 10000 lx trwajgce diuzej niz przyjete 30
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sekund, pozwolily na zaobserwowanie pewnego do$¢ interesujgcego zja-
wiska zilustrowanego na planszach XIV a i XVI ab. Zarejestrowany na
pl. XVIa obraz ukazuje reakcje fototaktyczng po uplywie 3 minut dzia-
tania $wiatla 10 000 1x. W obrazie tej reakcji uderza bardzo duza liczba
orzeskéw znajdujgcych sie w strefie o$Swietlenia. Plywajg one gléwnie
torami typu 1 (rozwinieta diuga helisa); na pierwszy rzut oka upodabnia
sie je do tych, jakie obserwowano w kontroli ciemniowej (0 1x), jednak
przy dokladnym pordéwnaniu dostrzec mozna nieco inng spiralizacje (jest
to znacznie lepiej widoczne na pl. XIV a), ponadto tory te sg na og6l
nieco krotsze.

W miare przedluzania sie czasu dzialania $wiatla na zawiesine pier-
wotniakéw — dostrzega sie jak gdyby przesuwanie sie strefy reakcji
w kierunku malejgcego gradientu $wiatla w poziomie. Na planszy XVI b
zarejestrowany zostal obraz reakcji po uplywie 5 minut. Orzeski gru-
puja sie teraz po stronie przeciwleglej od zrddia $wiatta. Tory, po jakich
poruszajg sie komorki, nie sg wprawdzie rownolegle do kierunku pada-
nia $wiatla, jednak polozenie, jakie zajmujg na przekroju kiuwety po-
zwala im na zajecie miejsca na stronie od$wietlnej.

Eksperyment ten nawigzuje wyraznie do badan przeprowadzonych
dla populacji Paramecium bursaria (str. 38) w procesie akumulacji orze-
skéw w ,,plamie fototaktycznej”’, wowczas podobne zachowanie orzeskow
rejestrowano w $wietle rzedu 14 000—15 000 Ix (ryc. 11), rozbieznos¢ ta
nie jest jednak zbyt duza i tlumaczyé jag mozna zaré6wno czuloScig sa-
mych metod, jak tez i mozliwoscia wplywu wielu czynnikéw zaréwno
natury zewnetrznej jak i wewnetrznej. Bylo to podkreslane przez réz-
nych autoréw w trakcie wykonywania podobnych do$wiadczen z innymi
organizmami.

Poréwnujge wplyw s$wiatla 10000 1x z innymi natezeniami (2600,
3500, 7000 Ix) stwierdzi¢ nalezy, ze w tych warunkach obserwujemy
przySpieszenie szybkosSci ruchu (pozytywna fotokineza), tory ulegaja
,rozprostowaniu — rozwinieciu” jednak w stosunku do tych nizszych
intensywnos$ci pewnemu ,,pogorszeniu” ulega kierunkowo$é plyniecia.
By¢ moze jest to wynik specyficznego, swoistego dzialania $wiatla wia-
$nie na granicy natezenia rewersji, co wigze si¢ by¢ moze z pewnym
stanem zobojetnienia komérki. Plywanie natomiast torami typu 1 i to
bardzo rozciggnietymi, utrzymuje sie w wyzszych intensywno$ciach, tam
gdzie reakcja jest juz bardzo wyraZnie negatywna. Wydaje sig, ze ten
typ toru jest charakterystyczny zaréwno dla ciemnosci jak i dla reakeji
negatywnych, wywolanych silnym $wiatlem.

Informacje, jakich dostarcza nam dzialanie §wiatla ok. 10 000 1x, mo-
ga mie¢ rowniez jeszcze inng dodatkows warto$¢é. Interesujagcym bo-
wiem zagadnieniem jest to, czy $wiatlo moze dzialaé¢ na orzeski Para-
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mecium bursaria na zasadzie ,pulapki §wietlnej” (,light trap”). Problem
ten moze by¢ rozstrzygniety za pomocg innych metod stosowanych w
badaniach fotofobotaksji. Jezeli §wiatlo dziata pulapkowo, woéwczas oso-
bniki, ktére przedostaly sie w pole o$wietlone, nie mogg go opuscié.
Przeprowadzone te oraz inne obserwacje wskazujg, ze orzeski Parame-
cium bursaria, ktore weszly w pole oswietlone mogg je opuszczaé bez
przeszkod, wobec czego nalezy przypuszczaé, ze Swiatlo takie nie dziala
na nie pulapkowo. Mozna przy tej okazji wzigé pod uwage inng mozli-
wos¢, ktorg stwierdzono u wielu organizméw wykazujgcych negatywng
fotokineze — u takich form ruch moze usta¢ w jasnym polu swiatla
symulujac pozytywng fotofobotaksje.

Stosowanie $wiatla bialego o wysokich intensywnosciach rzedu
14 000—50 000 1x daje w kazdym przypadku reakcje negatywna. Anali-
zujgc obraz fototaksji Paramecium bursaria w kolejnych intensywno-
Sciach $wiatla bialego: 14 000, 35000, 50 000 1x, stwierdzamy wszedzie
ucieczke od Swiatta. Ruch orzeskow we wszystkich tych intensywnosciach
a zwlaszcza 35000 i 50 000 1x odbywa sie torami typu 1, tj. rozwinietych
dlugich helis, z tym jednak, ze stopien rozwinigcia helisy jest znaczniej-
szy niz to ma miejsce w kontroli ciemniowej, tor zakre$lany przez orze-
ski w tych warunkach jest w wielu przypadkach zblizony do linii pro-
stej. Pokonywany dystans przez pojedyncze komoérki Paramecium bur-
saria jest tez na ogdél mniejszy niz przez osobniki w kontroli ciemnio-
wej. Obok wyraznie zaznaczonej kierunkowoéci w plynieciu (wiekszosé
toréw mieéci sie w granicach katowych 0°—15°, ryc. 20), na uwage za-
stuguje fakt, iz szybko$¢ ruchu orzeskéw jest rézna zaleznie od poloze-
nia na przekroju kiuwety. Mozna to zauwazy¢ na poszczegélnych zdje-
ciach (pl. XIV b, XV ab), wskazujacych, ze dluisze tory zakreSlane sg
przez te komorki, ktére znajdujg sie w strefie oSwietlenia blizej zrédla
S§wiatla, natomiast orzeski znajdujgce sie po stronie przeciwnej porusza-
jg sie torami krotszymi, tzn. ptywajg wolniej.

DZIALANIE SWIATLA BARWNEGO

W kolejnym etapie badan zajeto sie wplywem $§wiatla barwne-
go na ruch pojedynczych komérek Paramecium bursaria. Do tych celow
uzyta zostala ta sama aparatura (ryc. 8), jakg stosowano w poprzednich
eksperymentach, z mozliwoscig mocowania filtréw interferencyjnych.

We wstepnej fazie przebadano szereg dtugosci fal stosujge filtry inter-
ferencyjne, a do koncowej interpretacji wybrano tylko filtry o nastepu-
jacej maksymalnej przepuszczalnosci: 450, 550, 675 i 750 nm. Energie
Swietlng stosowang w dos$wiadczeniach wyrazono w kwantach cm=2 s,
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Reakcje rejestrowano w 5 warto$ciach kwantowych: 104, 106, 108, 1010
i 102 po uplywie 60 sekund dzialania $wiatla barwnego tj. miedzy 60
a 65 sekundy. Dwukrotnie' wydluzony czas w stosunku do eksperymen-
tow ze Swiatlem bialym podyktowany byl tym, Ze reakcja taka. jest
wowczas lepiej uchwytna i bardziej czytelna, zwlaszcza w nizszych war-
toSciach kwantowych. Stosowanie wyzszych wartos$ci kwantowych éwiatta
jak 102 kwantéw cm™2 s bylo utrudnione ze wzgledow technicznych,
zresztg na obecnym etapie badan uznano to za niekonieczne, zwtlaszcza,
ze badania przeprowadzone w niniejszym rozdziale uwazaé nalezy za
sondazowe.

Zestawiajgc otrzymane wyniki stwierdzi¢ nalezy, iz dlugoscig fali
aktywng w tym procesie okazala sie jedynie 450 nm. Natomiast w pozo-
statych dlugosciach fali 550, 675 i 750 nm, obraz reakcji nie odbiega od
tego, jaki zostal zarejestrowany w kontroli (01x). Rezultaty tych obser-
wacji zostaly przedstawione na rye. 22 oraz kolejnych planszach XVII—
XXIII, uznanych za najbardziej reprezentatywne dla danej grupy ekspe-
rymentalnej.

Obserwujgc wplyw $wiatla niebieskiego 450 nm na kineze orzeskow
Paramecium bursaria w odniesieniu do kontroli ciemniowej, stwierdzamy,
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Ryc. 22. Procentowy udzial réinych typéw plywania orzeskéw Paramecium bursa-
ria w $wietle niebieskim 450 nm o réinych gestoSciach kwantowych. O§ x — na-
tezenie Swiatla w kwantach em= s, o§ y — % poszczegblnych typéw toréw.
1. wykres odpowiadajacy typowi 1, tj. helisa rozwinieta diluga, 2. wykres odpowia-
dajacy typom 2 i 3 tgcznie, tj. helisa skrecona kierunkowa i bezkierunkowa. 3. wy-

kres odpowiadajacy: typowi 4, tj. ruch wertykalny orzeska wzgledem strefy o$wie-
tlenia
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ze wplyw ten jest wyraznie zaznaczony. W przypadku kontroli (pl. XVIIa)
obserwujemy typowe dla ciemnosci poruszanie sie orzeskow wzdluz
tor6w diugich, rozwinietych (typ 1) i pokonywanie bardzo duzych odle-
glosci dochodzgeych do 2 mm st

Swiatlo niebieskie 10¢ kwantow cm™2 s™! wywoluje reakcjg orzeskow,
ktéra przejawia sie w tym, ze tory ulegajg wyraznemu skroceniu a wigk-
szo$¢ z nich przybiera posta¢ typu 2 i 3, tj. helisy zwartej. Pojawiajg sie
tez tory typu 4, co $wiadezy o wertykalnym ruchu orzeska wzgledem
strefy o$wietlenia. Rozmieszczenie toréw w polu widzenia jest dosé row-
nomierne na calym przekroju kiuwety. Wydaje sie tez, ze orzeski, ktore
wykazujg kierunek zgodny z kierunkiem padajacego $wiatla, ptyng to-
rami bardziej skréoconymi niz te komoérki, ktére poruszajg sie niezgodnie
z kierunkiem przebiegu $wiatla. Jest to zgodne z ogdlng tendencjg kie-
runkowego ruchu u Paramecium bursaria w $wietle bialym o niezbyt
wysokiej intensywnosci, gdzie kierunkowemu plynieciu towarzyszy za-
cie$nianie helisy. W tej gestosci kwantowej obserwuje sie jeszcze dosé
duzo (ok. 62%0) toréw rozwinietych, prostych (ryc. 22), co moze §wiadczyé¢,
ze natezenie $swiatla lezy blisko granicy fototaktycznej czuloSci orzeska
Paramecium bursaria na te dtugosé fali.

W  wyzszych intensywnosciach $wiatla niebieskiego 450 nm przy
gestosciach kwantowych 108 i 108 kwantéw cm=2 s! reakcja przebiega
bardzo podobnie. W obydwu tych zakresach obserwujemy przewage
toréw typu 4, tj. helisy skreconej, obrazujgcej ruch orzeska wertykalnie
w stosunku do strefy o$wietlenia, lub tez tory w postaci bardzo krotkich,
mocno zwinietych helis zorientowanych kierunkowo (typ 5). Obok tych
organizméw znalazly sie w plaszezyznie $wiatla takie komoérki, ktére
plyna torem typu 1, charakterystycznym dla ciemnos$ci, prawdopodobnie
s to te, ktore w chwili wykonywania zdjecia odbywaly juz ruch w ciem-
noéci i przypadkowo wplynely badz ,,przepltywaly” strefe o$wietlenia:
ten typ toru jest tez widoczny w minimalnym procencie ré6wniez w in-
nych gestosciach kwantowych.

W wyzszych natezeniach $wiatla niebieskiego tj. przy 101 i 1012 kwan-
tow m=2 s! zasadniczo charakier reakcji nie ulega zmianie, wszedzie
plywanie komoérek odbywa sie wg tego samego typu 4, natomiast obser-
wuje sie ilosciowy wzrost reakeji, przejawiajacy sie w tym, ze wiecej
komérek przedostalo sie w tym samym czasie do strefy o$wietlenia.
Pokazujg to przykladowo kolejne zdjecia na planszach XIX ab. Zaréwno
w przypadku' dzialania §wiatla bialego jak i niebieskiego na ruch Para-
mecium bursaria obserwuje sie wiele podobienstw w poruszaniu sie
pojedynczych komoérek, ale tez i uderzaja pewne roéznice. Wydaje sie,
ze $wiatlo niebieskie ,naprowadza” jak gdyby orzeska w strefe o$wiet-
lenia, ale tez jednocze$nie ulatwia odnalezienie kierunku zrédla $wiatla
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w rezultacie czego orzeski plyngce z miejsc ciemnych kierujg sie naj-
prawdopodobniej od poczatku w te strone kiuwety, ktéra jest zwrdcona
w strone $wiatla i tu ostatecznie osiadajg. Taks interpretacje ruchu po-
twierdzaja dwa dostrzegalne momenty. Po pierwsze, obszar, gdzie wi-
doczna jest wyraznie dodatnia fototopotaksja znajduje sie w przedniej
czesci kiuwety. Po drugie, orzeski, ktére plywajg po torach innych niz
typ 4 wykazujg zorientowanie niezgodne z kierunkiem padania $§wiatla.

Dzialanie §wiatla niebieskiego uznaé¢ nalezy za bardzo efektywne w
procesie pozytywnej fototopotaksji, co zresztg pozostaje w pelnej zgod-
nosci z rezultatami otrzymanymi w badaniach nad tworzeniem sie ,,plam
fototaktyczrfych” oraz wykreslonym widmem dzialania (ryc. 13), z kto-
rego wynika silne dzialanie $swiatla niebieskiego w procesie akumulacji
orzeskow w miejscu o$wietlenia.

Do poprzednich badan nawigzujg réwniez rezultaty,. jakie otrzymano
dla innych dlugosci fali (550, 675, 750 nm); wszystkie w badanym okresie
i stosowanych intensywnosciach okazaly sie bez wplywu na ruch poje-
dynczych komoérek Paramecium bursaria. W calym badanym zakresie
ruch orzeskow jest poréwnywalny z kontrolg (01x), wszedzie w tych
dlugosciach fali orzeski poruszajg sie torami typu 1, charakterystycznymi
dla ciemnosci.

_W przeprowadzonej analizie ruchu Paramecium bursaria w $wietle
barwnym zrezygnowano z ograniczenia analiz do $rodkowego pola
kiuwety, jakie stosowano przy opisywaniu reakcji w $wietle bialym,
poniewaz reakcja ma w tym przypadku nieco inny obraz przestrzenny,
najbardziej interesujgce zjawiska przebiegaja w poblizu przedniej czesSci
kiuwety tzn. zwréconej w strone swiatla.

Niejako na marginesie omawianego problemu, autora zainteresowal
blizej ruch typu 4, odnoszgcy sie do wertykalnego plywania orzeska
w stosunku do strefy os$wietlenia. Stosowana w tej metodzie kiuweta
pomiarowa, praktycznie rzecz biorgc, daje orzeskom duze mozliwosci
ruchéw wlasnie wg tego typu 4, w przeciwienstwie do kiuwet plaskich,
ktore z powodzeniem mogg byé¢ stosowane w badaniach innych taksji,
gdzie wertykalne ruchy organizméw sg bardzo ograniczone. Autor posta-
wil wiec sobie pytanie, do jakiego stopnia na ten typ ruchu ma wpltyw
stosowany rodzaj $wiatla, a o ile zalezy on od ksztaltu samej kiuwety.
W tym celu wykonano dodatkowe eksperymenty, ktorych wyniki starano
si¢ zilustrowaé na planszy XXIII. Zawiesine orzeskéw w kiuwecie pod-
dano dzialaniu $wiatla niebieskiego 450 nm 10!2 kwantéw cm=2 s! w
ciggu 10 minut. W rezultacie takiego naswietlania na przedniej Scianie
kiuwety utworzyl sie fragment ,zielonego pierscienia” wielkosci zasto-
sowanej szczeliny. Nastepnie odwrécono o 180° kierunek padania $wiatla
niebieskiego, pozwalajac orzeskom na wtdérne zareagowanie na nowy

62



kierunek padania Swiatla. W efekcie tego, po uptywie ok. 12 minut,
orzeski ,przewedrowaly” na nowe miejsce, tj. na Sciane kiuwety, ktéra
teraz zwrocona byla.w strone $wiatla. Obraz ruchu, jaki udato sie w tych
warunkach zarejestrowa¢ byl wrecz zaskakujgcy, a jednoczesnie zgodny
z obrazem przedstawionym na planszy XIX b. Po jednej minucie dzia-
lania $wiatla niebieskiego, padajacego z nowego kierunku, stwierdzono
juz przeptywanie orzeskéw reagujgcych na ten czynnik, na przeciwlegly
$ciane, zwrécong teraz blizej zrodla swiatta (plansza XXIII a). Ruch ko-
moérek niemal w 100% odbywa sie bardzo regularnymi, zacie$nionymi
helisami typu 5. Eksperyment wydaje sie potwierdza¢ specyficzng role
Swiatla niebieskiego w kinezie Paramecium bursaria.

Jednoczes$nie tez jako kontrole przeprowadzono analogiczny ekspe-
ryment, zmieniajgc nie tylko kierunek padania $wiatla, ale tez i jego
jako$¢. W tym celu, po 10 minutach dzialania $wiatla niebieskiego 1012
kwantéw cm=2 s7!, na wytworzony fragment ,zielonego pierscienia”,
w ktorym skupione byly pierwotniaki, podzialano ze strony przeciwnej
swiatlem bialym 35001x. Po pewnym czasie stwierdzono sukcesywne
przeplywanie orzeskdw w strone zrodla swiatla — plansza XXIII b. Ruch
komorek wykazujgcy bardzo duzg zgodnos$é¢ z kierunkiem padania $wiatla
odbywatl sie wprawdzie po helisach, jednak zupelnie inaczej skreconych
niz to mialo miejsce w przypadku dzialania $§wiatla niebieskiego. Ksztalt
i wielko$é toréw w tym przypadku sg porownywalne z rezultatami, jakie
uzyskano dla ruchéw komoérek Paramecium bursaria w $wietle bialym
3500 1x (pl. XIII a).

DYSKUSJA

Endosymbiotyczny pierwotniak Paramecium bursaria, stano-
wigcy obiekt badan niniejszej pracy nie moze byé¢ poréwnywany pod
wzgledem fototaktycznych wlasciwo$ci z innymi organizmami wrazli-
wymi na $wiatlo, takimi np. jak bakterie purpurowe, sinice czy zielone
glony. Zlozony mechanizm ruchu u Paramecium bursaria trudny jest
nawet do porownania z tak wyjatkowym organizmem, jakim jest
Euglena.

Glownie za odrebnoscig pierwotniaka przemawia fakt, ze jest to uklad
ztozony z dwodch zasadniczo réznych komponentow tj: organizmu zwie-
rzecego i roSlinnych endosymbiontéow — glonéw z rodzaju Chlorella.
W $wietle takich faktéow nalezy, by¢é moze, oczekiwaé¢, ze obraz reakcji
na bodzce zewnetrzne, w tym rowniez i na $wiatlo, bedzie sumg lub tez

63



wypadkows reakeji poszczegdlnych partneréw zwigzku symblotycznego
na dany czynnik.

Badania przeprowadzone nad Paramecium bursaria dotyczgce wza-
jemnej zaleznoSci pokarmowej wspolpartneréw symbiozy wskazujg na,
bardzo istotne znaczenie zwigzku pomiedzy tymi partnerami (Ehret
i Haller 1963, Pietelka 1965, Schneider 1964 ab, Park
i inni 1967, Karakashian i inni 1968, Pado 1965, 1967, 1969).
Na podstawie tych badan, biorgc pod uwage charakter i trwalos¢ sym-
biozy, role Chlorella u tego gatunku mozna poréwnywaé z fizjologiczng
rolg chloroplastow w komorkach roslinnych. W takim wiec ujeciu kom-
pleks symbiotyczny ,Paramecium bursaria — glony” stanowi ciggle
jeszcze malo poznany a jednocze$nie bardzo interesujgcy uklad modelowy,
wygodny dla studiowania szeregu podstawowych proceséw fizjologicz-
nych, tym cenniejszy, ze stosunkowo latwy w hodowli i obdarzony
jak wszystkie orzeski typu Ciliata duzg wrazliwos$cig na rézne czynniki
srodowiska.

Ruch organizméw fotosyntetyzujacych moze zaleze¢ od $wiatla w
rézny sposéb. Réznorodnosé ta i zwigzane z nig problemy terminologiczne
przedstawiono we wstepie pracy.

Ostatnio podejmowane sg konkretne przedsiewziecia majgce na celu
uporzagdkowanie stosowanej terminologii, zwlaszcza ze z kazdym rokiem
przybywa coraz wiecej nowych pojeé i terminéw w opisywaniu reakeji
ruchowych. W koncowej fazie redagowania niniejszej pracy, autor
otrzymat maszynopisy prac z tego zakresu (Diehn i inni 1977,
Diehn 1978), ktore niebawem zostang opublikowane. Z otrzymanych
tg droga informacji wynika, ze powstal ,,Ad Hoc Committee on Beha-
vioral Terminology”, ktory opracowal zalecenia i wytyczne odno$nie
nazewnictwa, bardzo przydatne w badaniach nad reakecjami ruchowymi
mikroorganizmow.

Stosowana w niniejszych badaniach terminologia oparta zostala w za-
sadzie na podziale sugerowanym przez Biinninga i Nultscha
a stosowanym powszechnie przez wielu badaczy europejskich.

Przedstawione w niniejszej pracy badania dotyczgce fototaksji u Para-
mecium bursaria majg charakter behawiorystyczny. Do tej pory zagad-
nienia fototaksji u Paramecium bursaria byly prawie nieznane. Wich-
terman (1948) stwierdzit jedynie, ze organizm ten jest wrazliwy na
$wiatlo w sensie pozytywnym. Nastepne badania Pado (1972) byly
pierwszymi tego rodzaju probami okreSlenia wplywu $wiatla bialego
i monochromatycznego na ruch tych organizméw w sensie iloSciowym.
Saji i Oosawa (1974), studiowali reakeje osiadlych orzeskow wywo-
lane zmianami w natezeniu $wiatla oraz plywajacych w gradiencie
oSwietlenia.
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Badania niniejsze sg wiec pierwszg probg okreslenia reakeji zaré6wno
populacji komoérek jak i ruchéw pojedynczych organizméw Paramecium
bursaria na kierunek, natezenie i dlugosé fali promieniowania. Dopiero
porownanie danych dla calej populacji i pojedynczych osobnikéw po-
zwala na okreslenie sposobu reagowania na $§wiatto.

Fotokineza. Paramecium bursaria jest, jak sie okazuje, orga-
nizmem szybko plywajacym. Szybko$é poruszania sie organizméw jedno-
komérkowych a zwlaszcza wiciowcoéw i orzeskéw jest bardzo duza, przy
zalozeniu, ze rozpatrujemy wzgledng predkos$é ruchu wyrazajacy sie wie-
lokrotnoscig dlugosSci ciala na jednostke czasu i tak np. Amoeba sp. po-
rusza sie z szybkoscig 0,5—5,5 um s71, co daje wspélezynnik wielokrot-
nosci dlugosci ciala zaledwie 0,02. Euglena plynie z szybkoScig 115—235
pm s1 — wsp. 3—5, inny wiciowiec Peridium thorianum ok. 0,2 mm
st — wsp. ok. 3, plywki $luzowca Fuligo varians nawet 1 mm st —
wspélezynnik wielokrotnosci ciala ponad 100. Paramecium caudatum
1,3mm s — wsp. 6,0, natomiast Paramecium bursaria bedgcy obiektem
badan, zaleznie od warunkéw oswietlenia plywa z szybkoscig 0,2—2,0
mm s71, co daje w przeliczeniu na wspélczynnik wielokrotnosci ciata od-
powiednio 0,2—20,0. Wplyw os$wietlenia na szybko$¢ poruszania sig
orzeska nie ulega watpliwosci. Z danych eksperymentalnych przedsta-
wionych w niniejszej pracy (por. ryc. 21) wynika, ze szybko$é porusza-
nia si¢ w ciemnosci, stosunkowo duza, bo wynoszaca $rednio 1,6 mm s},
jest bardzo silnie zredukowana w zakresie slabych i $érednich natezen
Swiatla (300—7000 1x). Predko$¢ ruchu zmniejsza sie od 3—10-krotnie
i pomimo wystepujgcej réwnoczeénie ciasnej spiralizacji torow, roéwniez
i szybko$é komorki w stosunku do S$rodowiska maleje (por. str. 47).
W zakresie wysokich intensywnosci oswietlenia (35 000—50 000 1x) na-
stepuje odwrotne przyS$pieszenie szybkosci ruchu w stosunku do ciem-
nosci. Poniewaz tory ruchu sg w tych warunkach niemal proste, podobne
do bardzo rozwinietych helis typowych dla ciemnosci — stwierdzié
mozna, ze przysSpieszenie dotyczy zaréwno wielkosci pokonywanego przez
komoérke dystansu w jednostce czasu jak i predko$ci w stosunku do
ofrodka.

Termin ,fotokineza” jak stwierdzit Haupt (1959) uzywany jest
przez licznych badaczy w réznym znaczeniu. Wbrew definicji pierwotnej
(Bolte 1920) wiekszo$é z nich okresla pozytywng fotokineze jako wzrost
predkosci liniowej w $wietle, natomiast negatywng fotokineze jako
spadek predkosci wywolany przez $wiatlo. Nultsch (1962 a) stwier-
dzil natomiast, ze okreSlenia ,,przy$pieszenie” i ,,opdinienie” zalezg od
punktu odniesienia. W stosunku np. do ,fotokinetycznego optimum”,
gdzie osiggana jest predko$¢ maksymalna, wplyw jakiegokolwiek wyz-
szego lub nizszego natezenia $wiatla bylby ,negatywny”, dlatego tez
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Nultsch stosowal predko$¢ w ciemnosci jako warto$¢ odniesienia. Analo-
giczne warto$ci odniesienia przyjeto w niniejszej pracy, uznajagc, ze
zwolnienie szybko$ci ruchu w $wietle w stosunku do szybkosci odnoto-
wanej dla kontroli z ciemnosci (01x) bedzie fotokinezg negatywng, nato-
miast przySpieszenie ruchu w stosunku do ciemnos$ci uznane byé musi
jako fotokineza pozytywna. W takim rozumieniu $wiatlo dziala na orze-
ski Paramecium bursaria dajgc efekt zaréwno negatywnej jak i pozy-
tywnej fotokinezy w zaleznoSci od swego natezenia.

Fototopotaksja. Pierwszg wskazowkg sugerujgcg wystepowa-
nie pozytywnej fototopotaksji byly rezultaty badan populacji komoérek
wskazujgce na wytwarzanie ,plam fototaktycznych”. Grupowanie sie
organizméw w plamie Swietlnej nie jest jednak bezspornym dowodem
istnienia fototopotaksji, poniewaz podobne efekty wynika¢é mogg nie
tylko z wplywu $wiatla na kierunek ruchu, ale rowniez z wplywu na
szybkosé (negatywna' fotokineza), wzglednie z reakcji szokowej (fotofobo-
taksja i efekt pulapki Swietlnej). Bezspornym dowodem na istnienie
u Paramecium fototopotaksji jest analiza kierunkéw ruchu pojedynczych
komorek (por. ryc. 20), i jak wykazano w zaleznosci od intensywnosci
oSwietlenia wystepuje zaréwno fototopotaksja dodatnia (2600—7000 1x)
jak 1 ujemna (14 000—50 000 1x).

-Fotofobotaksja. Rodzaj przeprowadzonych eksperymentéw nie
pozwala na szczegbélows analize tego ostatniego procesu. Na podstawie
obserwacji, ze orzeski mogg bez przeszkod opuszczaé pole oswietlone,
wydaje sie, ze istnienie fotofobotaksji jest malo prawdopodobne i wplyw
y,pulapkowania” w wytwarzaniu ,,plamy fototaktycznej” jest znikomy.
Zagadnienie fotofobotaksji wymaga jednak dalszych badan w innym
ukladzie doswiadczalnym.

Zalezno$¢ wymienionych typéw reagowania na $wiatlo od natezenia
tego czynnika mozna zestawi¢ w sposdb nastepujacy:

Tworzenie ,,plamy — intensywnos¢ progowa 90 Ix
fototaktycznej” — optimum reakcji pozytyw-

(ryc. 11) nej 3000 lx
— reakecja negatywna wiegcej

iz 15000 Ix

Typy torow — pojawienie sie spiralizacji 300—500 1x

(ryc. 19) — zanik spiralizacji 10 000—14 000 1x

Kierunkowo$¢ ruchu| — dotyczy kierunku ,,+” 2600—7000 1x

(ryc. 20) — dotyezy kierunku ,,—” 14 000—50 000 1x
Szybkosé — prog zmniejszenia .szyb-

(ryc. 21) kosci 100 1x
— prog zwiekszenia szyb-

kosci 10 000 1x
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Poszczegolne serie eksperymentow wykonywane byly w ciggu szeregu
lat, w réznych porach roku. Nawet przy uzyciu jednakowego materiatu
stwarza to mozliwos$é wystepowania pewnych roznic iloSciowych miedzy
poszczegdlnymi seriami. Biorge powyzsze pod uwage mozna jednak ogél-
nie oszacowaé, Ze progowe natezenia Swiatla wywolujace pozytywne
efekty lezag w granicach 100—300 Ix, optimum fototaksji dodatniej miesci
sie w zakresie 3000—6000 1x, zmiana charakteru dzialania $wiatla na
negatywng rozpoczyna sie przy ok. 10 000 Ix.

Oszacowana intensywnosé progowa jest wyzsza od podawanej dla
innych organizméw. I tak Nultsch (1962 ab) okresla jg dla kilku
sinic z rodzaju Phormidium na 0,01—0,02 luksa. Podobny rzad wielko$ci
podawany jest dla bakterii purpurowych i wynosi 0,03—0,051x, dla in-
nych gatunkéw Phormidium Drews (1959)i Nultsch (1956, 1962 c,
1971) okre$lajg te warto$¢ na poziomie 1—30 1x, podobnie Heindings-
feld (1943) dla okrzemki Navicula radiosa okresla te wartosé na 50 lx,
podczas gdy Nultsch dla podobnych form Navicula, Nitschia i Amphora
tylko 3—b51x, Feinleib i Curry (1971 b) — 1 erg cm™2 s},
Neuscheler (1967 b) dla Micrasterias — 104 do 10-5 luksa.

Z przedstawionego powyzej zestawienia wida¢, ze -wartoSci progu
zerowego fototaksji majg charakter indywidualny wlasciwy dla badanego
gatunku, a by¢ moze i szczepu. Nie bez znaczenia jednak wydaje sie
budowa samych $cian komérkowych danego organizmu. Znacznie wigksze
ilosci §wiatla potrzebne do wywolania reakeji fototaktycznej u okrzemek
Navicula sg przypuszczalnie zwigzane z malg przepuszczalnoscig $wiatla
przez krzemionkowy pancérzyk tego organizmu. Stosunkowo niskie war-
tosci progowe podawane dla bakterii i sinic (0,01—0,05 1x) by¢ moze wigzg
sie ze specyficzno$cig strukturalng komoérek prokariotycznych.

Stosunkowo wysokg wartosé ,,progu zerowego” bedaca u Paramecium
bursaria w granicach ok. 150—250 1x by¢ moze da sie wytlumaczyé choé
czeSciowo tym, ze bodziec $wietlny zanim dotrze do fotoreceptora musi
pokonaé¢ do$¢ grubg i gesto orzesiong pelikule pierwotniaka, a by¢ moze
musi on nawet wnikngé¢ do komérki glonu Chlorella. Wigze sig to z trzy-
krotng zmiang osrodka o réznej gestosci i przepuszczalnosci optycznej.

Wraz ze wzrostem natezenia Swiatla, wzrasta reaktywnos$é fototak-
tyczna wyrazona iloScia pozytywnie reagujacych komoérek albo przez
kierunkowo§¢ plywania, albo tez obu tych wartosci jednoczesnie.
W takich przypadkach wykres, wyrazajacy stosunek: pomiedzy nateze-
niem bodZca a reakcjg jest zwykle wykladniczy. Jak wykazali Fein-
leib i Curry (1971 a) dla Chlamydomonas oraz Diehn i Tollin
(1966) dla Euglena, reakcje fototaktyczne w pewnym zakresie natezen
przebiegajg zgodnie z prawem Weber-Fechnera. _

Fototopotaktyczne optimum a jednoczesnie punkt wysycenia dla Para-
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mecium bursaria w Swietle bialym s osiggane réwniez w do$¢é wysokim
zakresie intensywnosci (miedzy - 3500 a 7000 1x), powyzej tych wartosci
obserwuje sie juz czesciowo hamujgce dzialanie §wiatla na proces wytwa-
rzania ,,plam fototaktycznych”, a przy natezeniu rzedu 14 000 1x i wyz-
szych reakcja nabiera ujemnego charakteru.

Dla réznych organizméw podane zostaly natezenia wywolujace re-
wersje, co jest réwnoznaczne ze zmiang reakcji fototopotaktycznej
z pozytywnej na negatywna. NateZenie rewersji, zwane inaczej nateze-
niem zwrotnym, wyznaczone dla sinic przez Nultscha (1961, 1962 c)
wynosi 1000—10 000 1x, dla Rhodospirillum rubrum — 18 000 1x (Throm
1968) a dla Micrasterias — 4000 1x (Neuscheler 1967 b).

Na podstawie badan przeprowadzonych w réznych intensywnoSciach
Swiatla bialego udalo sie stwierdzi¢ zjawisko fototopotaksji ujemnej,
nie znane dotychczas u Paramecium bursaria. Dane z tego zakresu byly
w ogble bardzo skromne i jak juz wspomniano z uwag Wichtermana
(1953) wynika jedynie, ze organizm ten jest fototaktycznie wrazliwy
w sensie pozytywnym. Ograniczenie tej informacji jedynie do pozytyw-
nego charakteru reakeji jest obecnie o tyle zrozumiale, iz zjawisko
rewersji u tego organizmu wystepuje przy stosunkowo wysokich nate-
zeniach $wiatla ok. 10 000 1x.

Kilku autoréow stwierdzilo (Buder 1917, Clayton 1959, Fein-
leib i Curry 1971 b), ze niektére organizmy reagujg pozytywnie
w $Swietle slabym a negatywnie w $wietle silnym. Zwykle tak przeciw-
stawne reakcje sg od siebie oddzielone wezszymi lub szerszymi zakresami
natezen, w ktéorych komorki nie reagujg w ogoéle. Jest to zwlaszeza dobrze
widoczne w badaniach populacji organizméw, gdzie takie stadium obojet-
nosci jest wyraznie wyodrebnione.

W przypadku Paramecium bursaria wyznaczenie natezenia rewersji
przy ok. 100001x pozostaje w zgodnoSci z przytoczonymi rezultatami
dla innych organizméw. Réwniez przej$ciu z pozytywnej do negatywnej
fototopotaksji towarzyszy stadium zobojetnienia, ktére mozna tez w ja-
kim$ stopniu rozumieé jako okresowg niewrazliwosé komorki. Posrednio
ten stan potwierdzajg zarejestrowane tory w 10 000 Ix (pl. XIV a); sg one
bardzo podobne do rejestrowanych w kontroli ciemniowej.

Jednakze dla wielu organizméw, nawet przy stosowaniu bardzo wy-
sokich natezen $wiatla, nie udalo sie uzyska¢ reakcji negatywnej. Jak
wynika z badan Nultscha (1956) Nultsch i inni (1971) i Fein-
leib i Curry (1971 b) u niektérych okrzemek jak i u Chlamydomo-
nas reinhardtii nie uzyskano negatywnej topotaksji nawet powyzej 104
erg cm? sl Zagadnienia zwigzane z rewersjg u organizméw fototak-
tycznie wrazliwych sg jednak bardzo skomplikowane i wyznaczane dla
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niej granice s3 do$¢ labilne, gdyz wigze si¢ to z wplywem wielu czyn-
nikoéw zarowno wewnetrznej jak i zewnetrznej natury. Zlozonosé¢ tego
problemu zostala wykazana w pracy Feinleib i Curry (1967).

Efekty dzialania $§wiatla na ruch Paramecium bursaria nie sg natych-
miastowe i w zbadanych reakcjach potrzebny jest co najmniej czas 10 s.,
aby uzyskaé wlasciwe zauwazalne efekty. Ogolnie sposéb reagowania
w czasie mozna podzieli¢ na dwa rodzaje procesow:

a) procesy szybkie, do ktérych nalezg:

Zmiana typu toru (ryc. 14) 30s.

Zmiana szybkosci (ryc. 151 16) 30s.

Ukierunkowanie toréw (ryc. 18) 1 min.

Poczatki pojawiania sie ,plamy fototaktycznej” w s$wietle niebie-
skim (ryc. 11) 10 min.

b) procesy powolne:

Poczatek pojawiania sie ,,plamy fototaktycznej” w zakresie dlugo-
falowym (ryc. 13) >90 min.

Jest rzecza charakterystyczng, ze obie grupy proceséw wykazujg inng
wrazliwos¢ spektralng. Widmo dzialania efektéow szybkich lezy w gra-
nicach 375—475 nm, z maksimum aktywnosci przy 450 nm, natomiast
procesy powolne posiadajg dwa maksima aktywnosci, w zakresie krotko-
falowym i przy 680 nm.

Taka reakcja pierwotniakéw Paramecium bursaria na $wiatlo o roz-
nych dlugosciach fali wydaje sie wskazywa¢ na istnienie dwoch wyraznie
wyodrebniajgcych sie systemow sterujacych fototaksja.

I — system krotkofalowy. Fotoreceptorem w tym systemie moze byé
ryboflawina lub karotenoidy. System ten jest szybkodzia-
lajacy i bardzo czuly. Mozna oczekiwa¢, ze sluzy do szybkiego napro-
wadzania orzeska w strefe o§wietlong tzn. tam, gdzie zielone endosym-
bionty roslinne mogg uruchomié swojg produkcje fotosyntetyczng. Zostalo
to réwniez potwierdzone w badaniach nad fotokinezg tych organizmow
poddanych dzialaniu $wiatla o réznej barwie.

IT — system dlugofalowy. Ujawnia sie znacznie poézniej w czasie
a jego widmo dzialania pokrywa sie z widmem absorbcji chlorofilu
(ryc. 13), ten system moze byé okreSlany jako fotosyntetyczny.

Wzajemne dzialanie tych dwoch systemow wydaje sie byé zupelnie
logiczne, zwazywszy specyficzny charakter badanego obiektu, jakim jest
endosymbiotyczny pierwotniak Paramecium bursaria.

System flawinowy, regulujgcy reakcjami ruchowymi, stwierdzony
zostal w przypadku fototropizmu roslin a takze jako system sterujgcy
przemieszczeniami chloroplastow (Haupt i Schoenfeld 1962,
Zurzycki 1962 ab, 1967). Wyijgtkowo ‘u niektorych obiektow (Elodea
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i Vallisneria) daje sie zauwazy¢ dodatkowy, lecz drugorzedny, udzial
komponenty diugofalowej w sterowaniu fotodinezg i przemieszczeniami
chloroplastow (Seitz 1964, 1967).

Wspoéldziatanie systemu krétkofalowego i fotosyntetycznego wystepuje
takze u bardzo wyspecjalizowanego pod wzgledem reakecji fototaktycz-
nych organizmu, jakim jest Euglena (Wolken i Shin 1958), a takze
zostalo stwierdzone dla fototaktycznych ruchéw glonéw przez Nult-
scha (1970). .

W celu stwierdzenia natury .chemicznej fotoreceptora czynnego w za-
kresie kréotkofalowym zbadano widmo dzialania dla réznych organizmow.
Pomimo wystepowania pewnych rozbiezno$ci wigkszos¢ widm dzialania
posiada jedng wspdlng ceche — jedynie Swiatlo widzialne w krotszych
dlugoéciach fali (az do 550 nm), a u niektérych gatunkéw nawet bliski
UV sg aktywne.

Maksimum aktywnosci u form Flagellata jest zwykle pomiedzy 470
a 500 nm. Efektywno$¢ krotszych dlugosci fali doprowadzila do tego, ze
ostatnio zaczeto uwazaé¢ zdlte pigmenty (karotenoidy oraz flawiny) jako
potencjalne fotoreceptory. Maksymalna aktywnos¢ dilugosci fali ok. 500
nm u wiekszosci Flagellata potwierdza poglad, ze karoterioidy lub karo-
tenoproteidy sg barwnikami fotoreceptorowymi (Binning i Schnei-
derhéhn 1956, Halldal 1961, 1963, Forward 1973). Jednakze
w widmie dzialania Nitschia communis Nultsch (1971) stwierdza silng
aktywno$é promieniowania pomiedzy 370 a 380 nm, poniewaz maksima
pomiedzy 370 a 380 nm zbiegajg sie z maksimum absorpeji ryboflawiny.
Diehn (1962) zaproponowal flawiny lub flawoproteiny jako pigmenty
fotoreceptorowe, przy czym karotenoidy mogg pelni¢ funkcje pigmentu
ocieniajgcego.

Interesujgcg kwestie stanowig tez badania nad bezbarwnymi pseudo-
plazmodiami Dictyostelium discoideum (Francis 1964, Poff i inni
1973). Wychodzac z zalozenia, ze karotenoidy lub flawiny sg jedynymi
pigmentami fotoreceptorowymi, wyniki jakie otrzymali ci autorzy tru-
dne sg do zinterpretowania. By¢ moze, reakcje fototaktyczne Dictyoste-
lium kontrolowane sg przez zlozony system skladajgecy sie z pigmentu
fotoreceptorowego, by¢ moze flawiny, ktéra absorbuje maksymalnie przy
465 nm oraz dodatkowego pigmentu ,,dopelniajgcego”, byé moze cyto-
chromu ,,b”, ktory odpowiedzialny jest za zmiany absorpcyjne wykryte
przy 4281445 nm (Poff i Butler 1974).

"W niniejszych eksperymentach stwierdzono tez bardzo wyrazny
wplyw $wiatla niebieskiego na fototaksje Paramecium bursaria i to za-
réwno w badaniach dla calej populacji jak i dla indywidualnych komé-
rek. Okazuje sie, ze w poczatkowym okresie reakcji dziala tylko $wia-
tlo niebieskie z maksimum przy 450 nm, powodujgc przemieszczanie sie
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organizméw z miejsc ciemnych do strefy o§wietlenia. Badania wykonane
dla indywidualnych komoérek pozwalajg stwierdzié¢, ze tory orzeskéw sg
glownie typu 4, Swiadczace o wertykalnym ruchu w stosunku do strefy
oSwietlonej Swiatlem niebieskim (plansze XVII b, XVIII ab, XIX ab).
Reaktywnos¢ komorek, wyrazajgca sie procentem orzeskéow wplywaja-
cych w strefe dzialania §wiatla niebieskiego jest tym wyzsza im wieksza
jest intensywno$¢ stosowanego swiatla. Taki sposob reagowania Para-
mecium bursaric umacnia poglad, ze fotoreceptorem czynnym w prze-
mieszczaniu sie komoérek wzgledem $wiatla jest ryboflawina lub karote-
noidy uczestniczgce w systemie krotkofalowym (str. 69), jak rowniez
i to, ze system ten jest bardzo czuly i szybko dzialajacy a ulatwia ,na-
prowadzanie” orzeska w strefe o$wietlenia. W tej poczatkowej fazie
reakcji na $wiatlo, inne dlugosci fali sg nieaktywne. Dopiero w znacznie
pézniejszym okresie daje sie zauwazy¢ aktywno$¢ systemu fotosynte-
tycznego. Aktywnos$¢ barwnikow fotosyntetycznych w sterowaniu pro-
cesami ruchowymi ujawnia sie przede wszystkim u prokariontow. Wy-
kazane to zostalo przez Nultscha (1962 b) dla Phormidium uncina-
tum oraz przez Throma (1968) dla bakterii fotosyntetyzujgcych oraz
dla szeregu innych organizmow. Nultsch (1970) podaje widmo dzia-
lania fotokinezy dla Phormidium uncinatum, ktére zawierajg fikoerytry-
ne, jak tez dla gatunkéw Phormidium sp. zawierajacych tylko fikocy-
anine. Obydwie formy tych sinic reagujg podobnie w zakresie $wiatla
widzialnego, wykazujac bardzo waskie maksima wrazliwosci, wyzsze w
Swietle niebieskim miedzy 430 a 440 nm oraz w $wietle czerwonym, przy
dlugosciach fali 670 i 680 nm.

Przytoczone powyzej maksima pokrywajg sie maksimum absorpcji
chlorofilu ,,a” wewnatrz zywych komorek. W oparciu o takie rezultaty
Nultsch (1970) wyciagnal wniosek, ze u badanych organizméw w za-
kresie widzialnym glownym fotoreceptorem w fotokinezie jest-chlorofil
,a”. Poniewaz jednak ultrafiolet jest rowniez fotokinetycznie czynny. —
aktywnos¢ ta wg Nultscha musi byé spowodowana jakims innym
fotoreceptorem o nieznanym skladzie chemicznym.

Podobnie przedstawia sie widmo dzialania fotokinezy wyznaczone
przez Nultscha dla okrzemek, wskazujac réwniez chlorofil ,,a” jako
glowny fotoreceptor. Réwniez Throm (1968) wyznaczajage widmo dzia-
lania fotokinezy u bakterii purpurowych stwierdza, ze obserwowane
przez niego wyzsze maksimum przy 510 nm i spadek przy 550 nm wska-
zujg wiekszy udzial spirylloksantyny w fotokinezie niz w fotosyntezie.

Na podstawie rezultatéw otrzymanych w niniejszej pracy mozna
stwierdzi¢ podobienstwo uzyskanego widma dzialania w fototaksji Pa-
ramecium bursaria do omawianych powyzej rezultatow Wolkena
iShina (1958), Nultscha (1962 ab) jak tez Throma (1968).
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W przypadku innych wolno zyjacych bezbarwnych orzeskéw z rodza-
ju Paramecium, §wiatlo nie wywiera zadnego wplywu na ich ruch. Ply-
wanie u tych organizmow odbywa sie z reguly po torach dlugich, wypro-
stowanych. U Paramecium caudatum w normalnych warunkach spirali-
zacja jest lewoskretna. Przy pomocy wielu czynnikOw mozna wywolaé
u tego organizmu rewersje rzesek w réznej postaci, co prowadzi do zmian
w charakterze ruchu (Brutkowska 1967, Dryl 1961, 1963 ab, 1970,
Dryl i Bujwid-Cwik 1972 ab, Dryl i Grebecki 1966
Dryl i Mehr 1976, Grebecki i inni 1967 b, Kuznicki 1963,
1968). Podobnie rézne zmiany toréw otrzymano w procesie inwersji u te-
go organizmu (Grebecki iinni 1967 a).

W dostepnej literaturze dotyczacej mechanizméw ruchu wrazliwych
na $wiatlo organizmoéw, autor nie spotkal sie z podobng zmiang charakte-
ru ruchu, jakie zaobserwowano u Paramecium bursaria. Orzeski te w
ciemno$ci ptywajg najczesciej torami dlugimi w postaci bardzo rozwi-
nietych helis, prawie linii prostych, natomiast w $wietle w zasadniczy
sposOb zmieniajg typ toru. Plywanie orzeskéow, zwlaszeza w stabym
$wietle po torach w postaci helis 0 malym skoku jest chyba swoiste dla
tego gatunku i byé moze, ma to jaki§ zwigzek z obecnoscig endosymbio-
tycznych glonéw w komorce orzeska lub tez moze to byé¢ zwigzane z od-
powiednig lokalizacjg fotoreceptora lub fotoreceptoréw czynnych w pro-
cesie fototaksji i fotokinezy. Nastepng interesujgcg kwestie, ktéra wy-
plywa z niniejszych spostrzezen stanowig przyczyny powodujace stosun-
kowo szybkg zmiane charakteru ruchu u Paramecium bursaria podda-
nego dzialaniu $wiatla bialego o niezbyt wysokich natezeniach. Przy-
puszczalnie moze to mie¢ zwigzek z mechanizmem przewodzenia samego
bodzca wywolujgcego reakcje ruchowa.

Zaobserwowano, ze w ciggu kilkunastu sekund moze dokonaé sie
zmiana w sposobie poruszania sie orzeska w $wietle, podczas gdy w cie-
mnos$ci i pierwszych sekundach po wilgczeniu $wiatla pierwotniaki ptyng
torami wydluzonymi, ale juz po nastepnych sekundach ruch jest wolniej-
szy, natomiast wyraznie wzrasta spiralizacja. Przypuszcza¢ mozna, ze ma
to zwigzek z powstawaniem potencjalow czynnosciowych, co bylo obser-
wowane u Paramecium caudatum przez Kinosita, Dryl i Nai-
toch (1964 abc).

Dzialanie $wiatlem moze polegaé na lokalnej i narastajgcej depola-
ryzacji blony pierwotniakéw Paramecium bursaria, co objawia sie w
zwolnieniu ruchu postepowego i prowadzi do zwiekszonej spiralizacji.
Za taka mozliwoscig dzialania $wiatla na blone komoérkows przemawia-
ja badania Okumury (1964), ktory wykazal, ze oporno$¢ blony ko-
moérkowej jak i rewersja ruchu rzeskowego pojawily sie pod wplywem
draznienia bodzcem S$wietlnym bezbarwnego orzeska P. caudatum.

72



Zagadnienie, gdzie zlokalizowany jest krétkofalowy fotoreceptor i jak
nastepuje przekazanie z niego informacji do efektoréw ruchowych, pozo-
staje problemem otwartym.

Lokalizacja systemu fotosyntetycznego w procesach powolnych nie
jest dyskusyjna. Jest to system mieszczgcy sie w endosymbiontach. Na-
tomiast sposéb przekazywania informacji nie jest jasny. Malo prawdo-
podobne wydaje sie, aby mechanizm ten polegal na wzmozeniu pro-
dukcji ATP, czy zmianach w transporcie elektronéw w lancuchu foto-
syntetycznym, jak to ma miejsce u prokariontéw. Nie mozna natomiast
wykluczy¢ dzialania fotosyntezy glonéw na $rodowisko wewnetrzne i ze-
wnetrzne Paramecium bursaria polegajgcego np. na produkeji weglo-
wodanow czy tlenu.

Eksperymentujac na organizmach symbiotycznych, takich jak Para-
mecium bursaria, nalezy réwniez powaznie liczyé¢ sie z mozliwoscig du-
2ej aktywnosci fotosyntetycznej, zwlaszcza przy stosowaniu wysokich
natezen $wiatla, na granicy punktu wysycenia fotosyntezy. W takich wa-
runkach fotosyntetyczna aktywnos$¢ bedzie znacznie wyzsza w polu o$wie-
tlonym niz na zewngtrz. W wyniku wzmozonej fotosyntezy bardzo szybko
moze rosng¢ koncentracja (przynajmniej lokalnie) tlenu O,, a jednocze-
$nie zmniejsza sie koncentracja CO,, co prowadzi do powstawania chemi-
cznych gradientow w ukladzie zamknietym, to za§ moze dawaé migracje
organizméw do, lub od Swiatla, jako wynik pozytywnej lub negatywnej
chemotaksji. Ewentualny wplyw chemotaksji jest tym bardziej prawdo-
podobny, gdy czas ekspozycji §wiatlem jest odpowiednio diugi. Natomiast
w przypadku reakcji zamykajgcej sie w kilkudziesieciu sekundach udzial
chemotaksji wydaje sie byé bardzo malo prawdopodobny. Na przemie-
szczanie sie orzeska Paramecium bursaria pod wplywem Swiatla wply-
wajg zmiany zachodzace w kinezie. Nalezy sie liczyé z tym, iz mogg sie
na to naklada¢ pewne skladniki taksji, a wowczas kazdy z tych skladni-
kow moze mie¢ rézne mechanizmy komoérkowe. Podobne wnioski zosta-
ly wysuniete w badaniach nad przemieszczaniem sie otwornic (Forami-
nifera) z rodzaju Amphistegina pod wplywem dzialania takich czynni-
kow jak $wiatto i temperatura (Zmiri i inni 1974).

Niniejsza praca nad fototaksjg Paramecium bursaria jest pierwszg
proba okreslenia reakcji fototaktycznych w szerszym zakresie z uwzgle-
dnieniem iloSciowych danych reakcji. Otrzymanych rezultatéw nie da
sie, niestety, wprost poréownywaé¢ z rezultatami badan nad fototaksjg
innych organizmoéw zwierzecych wspolzyjacych z endosymbiotycznymi
glonami, ze wzgledu na brak danych tego rodzaju w literaturze. Przypi-
sywaé to nalezy bez watpienia trudnosciom, jakie wylaniajg sie juz w
trakcie laboratoryjnej hodowli takich organizméw, jak tez i ze wzgledu
na zlozonos$¢ budowy symbiotycznych organizmoéw..
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Ciagle jeszcze istnieje bardzo wiele pytan bez odpowiedzi w dziedzi-
nie ruchow zwigzanych ze $wiatlem, a szereg proponowanych mechani-
zmoéw stanowi jedynie hipotezy robocze. Przekaz pobudzenia od recep-
tora do efektora pozostaje problemem nie rozwigzanym niemalze we wszy-
stkich dotychczas badanych systemach. Poniewaz jest wiele réznych
mechanizméw uczestniczacych w ruchu i fototaksji, nie mozna oczekiwaé
uniwersalnego modelu przekazu pobudzenia (Creutz i Diehn 1976,
Diehn 1978, Hildebrandt i Dancher 1975, Nultsch 1975).

Prowadzone badania na tych samych organizmach pod réznym ka-
tem jak i przy zastosowaniu coraz to nowszych metod oraz stosowanie
do badan organizmoéw, ktére nie byly dotychczas opracowywane, prowa-
dza do znacznego postepu i dajg mozliwosci zaproponowania wielu obie-
cujgcych modeli, ktore na ten postep wplywaja.

Ciggle aktualne hipotezy o symbiotycznym pochodzeniu chloropla-
stobw drogg ewolucyjnych przeksztalcen endosymbiotycznych sinic, ktérg
to hipoteze po raz pierwszy wysungt Mereszkowsky (1905), pozwa-
laja przypuszczaé, ze z zachowania sie pierwotniakéw zawierajgcych
endosymbiotyczne glony mozna bedzie wyciggnaé¢ wartosciowe dane o fo-
totaksji, zarowno glonéw jak i chloroplastow.

STRESZCZENIE

Badania podjete w niniejszej pracy dotyczyly fototaksji i foto-
kinezy u orzeska Paramecium bursaria. Organizm ten przytaczany jest
czesto jako przyklad endosymbiozy obligatoryjnej, gdzie wspolzycie
przebiega miedzy orzeskiem a zielonymi glonami z rodzaju Chlorella.
W ramach bardzo $cislej wspdlzaleznosci obu partneréw symbiozy orze-
ska i glonéw, produkcja fotosyntetyczna tych ostatnich ma istotne zna-
czenie w bilansie pokarmowym calego kompleksu symbiotycznego.

Jak wynika z licznych prac nad fototaksja glonéw, fotoreceptorami
Swiatla w reakcjach ruchowych sg barwniki fotosyntetyczne zlokalizo-
wane w chloroplastach. W przypadku Paramecium bursaria fizjologiczng
role chloroplastéw spelniajg endosymbiotyczne glony. Stad tez powsta-
walo pytanie, czy zmiany w fotosyntezie glondéw mogg wplywaé na re-
akcje ruchowe, jezeli glony te sg jednak odrebnymi organizmami.

Studiowane byly efekty $wiatla, zar6wno na populacje komérek jak
tez i na pojedyncze organizmy. Stosowano §wiatlo biale oraz monochro-
matyczne. Stwierdzono, ze orzesek ten moze reagowaé fototaktycznie
pozytywnie i negatywnie zaleznie od zastosowanego natezenia $wiatla,

Eksperymenty ze $wiatlem barwnym, ktérych ostatecznym celem by-
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lo okreSlenie widma dzialania promieniowania w procesie tworzenia sie
»plam fototaktycznych” doprowadzily do wyodrebnienia w reakecji pier-
wotniakow Paramecium bursaria dwoch etapow fototaksji.

A — | fototaksja krotkoterminowa” — zachodzi bardzo szybko w cza-
sie i catkowity okres akumulacji komoérek do osiggniecia stanu stacjonar-
nego wynosi okolo 10 min.

B — ,fototaksja dlugotrwala” — w ktorej calkowity czas przegru-
powania i osiggniecie stanu stacjonarnego nastepuje po okolo 3,5 godz.

Okazuje sie, ze ,fototaksja krotkoterminowa” ujawnia sie¢ bardzo
szybko w czasie, ale obserwowaé¢ jg mozna tylko w promieniowaniu
krotkofalowym w zakresie 375 do 475 nm. Pewna aktywno$é stwierdzo-
no tez w UV. Dopiero po 90 min. wystepujg pierwsze oznaki dzialania
Swiatla czerwonego z maksimum okolo 680 nm.

Taka reakcja pierwotniakéw Paramecium bursaria na $wiatlo o roz-
nych dlugosciach fali wydaje sie wskazywaé na istnienie u nich dwéch
wyraznie wyodrebniajgcych sie systemoéw sterujgcych fototaksja.

I — system kroétkofalowy. Fotoreceptorem w tym systemie moze byé
ryboflawina lub-karotenoidy. System ten jest bardzo czuly
i szybko dzialajgcy, mozna oczekiwaé, ze stuzy on do szybkiego napro-
wadzania orzeska w strefe o$§wietlenia tzn. tam, gdzie roslinne endosym-
bionty mogg uruchomié swojg produkcje fotosyntetyczng.

IT — system dlugofalowy. Ujawnia sie znacznie p6zniej w czasie a je-
go widmo dzialania pokrywa sie z widmem absorpcji chlorofilu, ten sy-
stem moze by¢ okreslony jako fotosyntetyczny. _

Dzialanie tych dwéch systeméw wydaje sie byé zupelnie logiczne,
zwazywszy specyficzny charakter badanego obiektu, jakim jest endo-
symbiotyczny pierwotniak Paramecium bursaria.

Sledzac ruch pojedynczych komérek Paramecium bursaric w stosun-
kowo slabym s$Swietle bialym (2600 1x), stwierdzi¢ mozna, ze orzeski w
pierwszej chwili reagujg na strefe o$wietlenia starajgc sie mozliwie
szybko do niej doplyngé. Dopiero w drugiej fazie nastepuje ukierunko-
wanie ruchu wzgledem $wiatla. Kierunkowemu plynieciu orzeskéw to-
warzyszy wzmozenie spiralizacji z jednoczesnym zwolnieniem szybko-
$ci ruchu.

Stwierdzono tez, ze charakter ruchu zalezy od natezenia $wiatla bia-
lego. W ciemnosci (0 1x) jak i w bardzo stabym §wietle (150 1x) orzeski
plywaja torami wg typu 1, tj. dlugiej rozwinietej helisy i te tory w za-
sadniczy spos6b dominuja w obrazie reakcji. Blizsza analiza swiatla 150
Ix wskazuje jednak, ze w tym natezeniu zaczyna sie juz zaznaczaé pewna
tendencja .do ,,zwijania” toru, co jest juz zupelnie wyraznie widoczne
w wyzszych intensywnos$ciach $wiatla, ponadto tu i 6wdzie zaczynaja
sie pojawiaé¢ tory typu 4, §wiadczgce o wertykalnych ruchach orzeskow
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wzgledem strefy oSwietlenia. W tych wiec granicach ok. 150 lx lezy
najprawdopodobniej prog fototaktycznej wrazliwosci orzeskéw Parame-
cium bursaria. W intensywno$ciach $wiatta bialego 300 — 1500 lx zani-
kajg prawie zupelnie tory typu 1. W miare wzrostu natezenia $wiatla
az do 10000 1x obserwuje sie ptywanie torami w postaci mniej lub bar-
dziej zwinietych spiral, a w Swietle 2600 — 7000 lx obserwuje sie nega-
tywng fotokineze.

Obserwacje zachowania sie orzeskow Paramecium bursaria w $wie-
tle 10000 1x wskazuja, ze w tej wartosci mieSci sie natezenie rewersji.
Po przekroczeniu tego natezenia $wiatla reakcja zmienia sie z pozyty-
wnej na negatywna.

Stosujac $wiatlo barwne o roznych dlugosciach fali: 450, 550, 675
i 750 nm, reakcje rejestrowano w 5 warto$ciach kwantowych: 10¢, 108,
108, 1010, 1012 kwantéw cm~2 s1, Stwierdzono, ze jedynie $wiatlo niebie-
skie (450 nm) wywiera wplyw na kineze orzeskow Paramecium bursa-
ria. Pozostale dlugosci fali w tych eksperymentach okazaly sie bez
wplywu. Tak wiec dzialanie $wiatla niebieskiego uzna¢ nalezy za bardzo
efektywne w procesie pozytywnej fototopotaksji, co pozostaje w pelnej
zgodnosci z rezultatami otrzymanymi w eksperymentach nad tworze-
niem sie ,,plam fototaktycznych” oraz wykreSlonym widmem dzialania,
z ktérego wynika silne dzialanie $wiatla niebieskiego w procesie aku-
mulacji orzeskow w miejscu oswietlenia.

SUMMARY

»  The investigations presented in this paper deal with phototaxis
and photokinesis in the ciliate Paramecium bursaria. This organism has
often been cited as an example of obligatory endosymbiosis, where there
is co-existence between the ciliate and the green algae of the order
Chlorella. Within a very close correlation of the two partners of symbio-
sis — the protozoan and the algae, the photosynthetic production of the
latter is of great significance in the balance of food of the whole symbio-
tic complex.

As it results from numerous papers on phototaxis in algae, photosyn-
thetic pigments placed in chloroplasts function as the photoreceptors of
light in locomotive reactions. In case of Paramecium bursaria, endosym-
biotic algae play the physiological role of the chloroplasts. Hence a ques-
tion has arisen if the changes in the photosymbiosis of algae, can effect

the locomotive reactions, since these algae are seperate organisms after
all.
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The effects of light on the population of cells as well as on single
organisms were examined. White light, as well as monochromatic, was
applied. It has been found out that Paramecium bursaria can react pho-
totactically in a positive or negative way, depending on the applied in-
tensity of light.

The experiments with colour light, whose final aim was to define the
“action spectrum” of radiation in the process of the appearance of "pho-
totactic spots”, have brought to distinguish two phases of phototaxis in
the reaction of Paramecium bursaria:

A — "short-time” phototaxis — occurring very quickly; the whole
period of the accumulation of cells to attain the stationary state is ca.
10 min.

B — ”long-time” phototaxis — in which alle the regrouping and
attaining the stationary state come after ca. 3 hrs 30 min.

It becomes evident that the “short-time” phototaxis manifests itself
very soon, but it can be observed only in the short-wave-length radiation
of 375 — 475 nm. Some activity has also been found in u. v. light. The
first symptoms of the acting of red light with a maximum of 680 nm
come after 90 min.

This kind of response of Paramecium bursaria to the light of diffe-
rent wavelengths seems to suggest the existence of two clearly distin-
guishable systems steering the phototaxis:

(I) — a short-wave system. Riboflavin or carotenoids may
function here as a photoreceptor. This system is very sensitive and it
works fast; we may expect that it serves to conduct the ciliate quickly
to the illuminated zone where the plant endosymbionts can start their
photosynthetic production.

(2) — a long-wave system. It occurs much later in time and its action
spectrum can be identified with the chlorophyll absorption spectrum;
this system may be called photosynthetic,

The action of these two systems seems to be quite logical in view of
the specific character of the examined object, as the endosymbiotic pro-
tozoan Paramecium bursaria appears to be..

Watching the movement of single cells of Paramecium bursaria in
a relatively weak white light (2600 lux), we may state that the ciliates
are affected at first by the illuminated zone, which they try to reach as
quickly as possible; the orientation of the movement towards the light
comes only in the second phase. The directionally oriented ,swimming”
of the ciliates is accompanied by intensified spiralling with a reduction
in the speed of the movement at the same time.

It has also been found out that the character of the movement de-
pends on the intensity of white light. In darkness (O lux), as well as in
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very weak light (150 lux), the ciliates follow the paths according to type
I (i. e. a long uncoiled helix) and these paths dominate mostly in the
picture of the reaction. A closer analysis of the light (150 lux) shows, ho-
wever, that there begins a certain tendency to "coil” the path, which
is clearly visible in higher light intensities. Moreover, testyfying to the
vertical movements of the ciliates towards the illuminated zone, the
paths of type 4 begin to appear here and there. Most probably then,
within the range of about 150 lux lies the phototactic threshold of sensi-
tivity in Paramecium bursaria. The paths of type I disappear almost com-
pletely in the white light intensities of 300 — 1500 lux. As the intensity
of light increases up to 10000 lux, we can observe the movements of
the protozoans following the paths in the form of more or less coiled
spirals, whereas in the light of 2600 — 7000 lux a negative photokinesis
can be observed. .

Observations of the behaviour of Paramecium bursaria in the light of
10 000 lux show that in this value the intensity of reversion is enclosed;
after exceeding this intensity of light the reaction changes from positive
to negative.

Applying colour light of different wave-lengths: 450, 550, 675, 750 nm,
the reaction has been recorded in the five quantum values: 104, 108, 108,
1019, 1012-quantum cm™2 sec”l. It has been found out that only blue light
(450 nm) effects the kinesis of Paramecium bursaria. We can accept
then the action of blue light as very effective in the process of positive
phototopotaxis. This remains in accordance with the results obtained
from the experiments on the formation of ,,phototactic spots”, as well
as with the defined action spectrum from which arises a strong influence
of blue light in the accumulation process of the ciliates in the illuminated
place.
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OBJASNIENIE PLANSZ I—XXIII

PLANSZA 1. Mikrofotografie orzesk6w Paramecium bursaria hodowanych na
wyciagu z liSci salaty (Lactuca sativa) w réznych warunkach o$wietlenia §wiatiem
biatym, cigglym. Ia — orzesek ze S§wiatla 27001x, Ib — orzesek ze §wiatta 900 lx,
Ic — orzesek hodowany w ciemno$ci (0 1x)., pow.X1000

PLANSZA II. Komérki endosymbiotycznej Chlorella uwolnione 2z jednego
osobnika Paramecium bursaria. Ia — orzesek hodowany w cigglym $wietle bialym
2700 1x, Ib — orzesek ze Swiatta 9001x, Ic — orzesek z kultury ciemniowej (01x).,
pow. X600

PLANSZA III. ,,Plamy fototaktyczne” wytworzone w miejscu na$wietlania
przez komérki Paramecium bursaria. Ia — obraz calkowitej ,,plamy fototaktycznej”
pow.X3, Ib — fragment ,plamy fototaktycznej” z zaznaczong wyraZnie granicg
tla (czeSci nieo§wietlonej) i miejscem gromadzenia sie orzesk6w w czeSci o§wietlo-
nej, pow.X30

PLANSZE IV—VIII. Obraz reakcji na $§wiatlo biale u Paramecium bursaria
w réinych okresach czasowych, rejestracja technikg fotograficzng, (strzaltka na
zdjeciu pokazuje kierunek padania wigzki stymulujacej reakcja). PI. IVa — 0 s,
Pl 1IVb—5 s, Pl. Va—20 s, P. Vb—40 s, Pl. VIa—1 min, Pl. VIb—2 min,,
Pl. ViIa— 5 min,, Pl VIIb— 10 min., Pl. VIIIa— 10 min., Pl. VIIIb — 10 min.

PLANSZA IX. Kolejne fazy przejSciowe prowadzace do powstawania toru
krétkiego zwartego o orientacji kierunkowej, pow.X60

PLANSZE X—XV. Obraz reakcji orzeska Paramecium bursaria na S§wiatlo
biate o réznej intensywno$ci, po 30 sekundach jego dzialania na zawiesine pier-
wotniaké6w. Pl. Xa—kontrola (01x).,, Pl. Xb—1501x., Pl. XIa— 3001x., Pl. XIb—
9001x., Pl. XII—15001x.,, Pl XIIb—26001x., Pl. XIIIa—35001x., Pl. XIIIb—
7000 1x., P1. XIVa—100001x., Pl. XIVb—140001x., Pl. XVa—350001x., Pl. XVb—
50 000 1x

PLANSZA XVIa. 100001x po 3 min. dzialania $wiatla na zawiesine orzeskéw.
Pl. XVIb. 10 0001x po 5 min. na§wietlania

PLANSZE XVII—XXII. Obraz reakcji orzeska Paramecium bursaria na §wiatlo
barwne o okreflonych gestoSciach kwantowych po 1 minucie jego dzialania na
zawiesine pierwotniakéw. Pl. XVIIa — kontrola (0 1x)., P1. XVIIb — 450 nm 104 kwan-
téw cm=2 s-1, Pl. XVIIIa— 450 nm 10® kwantéw ecm-2 st Pl. XVIIIb— 450 nm 108
kwantow cm=? s1, Pl. XIXa—450nm 101° kwantéw cm2 s-., Pl. XIXb —450nm
102 kwantéw cm-? s, Pl. XXa — 550 nm 108 kwantéw cm=2 s, Pl. XXb— 550 nm
1012 kwantéw cm=2 s-1,, Pl. XXIa—675nm 10° kwantéw cm=2 s, Pl. XXIb-—675
nm 1022 kwantéw cm-2 s-1, Pl. XXIIa— 750 nm 10° kwantéw cm-2 s-1,, Pl. XXIIb —
750 nm 102 kwantéw cm2 s-1

PLANSZA XXIIIa. Swiatlo 450 nm 10!2 kwantéw cm-2 s1. Pl. XXIIIb. Swiatlo
biale 35001x. Blizsze obja$nienia planszy XXIII w tek§cie na str. 80—81
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PLANSZA VI
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