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Badania nad chondriomem,
wakuolami i tluszczami w ciggu rozwoju
osobnikowego Pilobolus crystallinus Bref.

(Observations sur le chondriome, les vacuoles et les
graisses au cours de 'ontogénie du Pilobolus cristal-

linus Bref.).
(Tablice XII—XIII).

Napisala
HALINA LOPIENSKA.

Pierwsze spostrzezenia moje przy zastosowaniu metod mito-
chondrialnych poczyniltam nad aparatem Pilobolusa wytwarzajgcym
zarodniki. Zgodnie z opisem i rysunkiem podanym przez Harpera'),
mlody trzonek zarodnionosny, nieco tylko na szczycie rozszerzony,
wyslany jest cienka warstwg plazmy z réwnomiernie rozrzuconemi
jadrami; metody mitochondrialne réznicujg tg plazme inaczej, anizeli
zwykle utrwalacze. Przy zastosowaniu metody Regaud widaé na
szaro fioletowym tle plazmy obficie rozrzucone utwory t. zw. chon-
driomu (w sensie Guilliermonda). Metuda rzeczona, nie rézni-
cujaca tluszczéw i jader, niczem nie maskuje tych elementéw. Sg to
na czarno wybarwione hematoksyling ziarnistosci i krétkie pateczki,
czesto dluzsze nitki lekko zgiete; wszystkie one wystepujg w gestych
lub mniej obfitych skupieniach.

Forma zwakuolizowania mlodej zarodni jest odmienna od zwy-
klych form wakuolizacji; sok komérkowy bowiem zawarty jest tu
nie w okraglych wakuolach, lecz w oczkach nieregularnej siatki
plazmatycznej. Obrazy plazmy sa podobne do poprzednich; obecnosé
ziarnistoéci mitochondrialnych ujawniajg preparaty z Flemminga
bez kwasu octowego; styczne ciecia przez zarodnig utrwalong metodg
Regaud w okresie wakuolizacji dajg obrazy wyjatkowo dokladne

) Harper, A. Annals of Botany, 1899.
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i wyraziste. Elementy chondriomu w postaci krotkich lub diuzszych
paleczek prostych lub lukowato zgietych sa rozsiane pojedynczo,
nie wykazujae zadnych skupien; wypelniaja one rownomiernie calg
plaszczyzne przekroju (Tab. XII, 1). Z biegiem czasu warstwa plazmy
zarodnikotwdrcze] grubieje, z piankowate] staje sie gabczastg 1 uwy-
datnia okragle, normalne wakuole. Bogaty chondriom sklada sie
z utwordéw nieco réznych od poprzednich; elementy jego tracg wyra-
zisto$é konturéw, sg malo foremne, wida¢ pewne rozdrobnienia na-
stepujgce wskutek ewentualnych podziatow, czy tez wskutek zage-
szczania sie plazmy tak charakterystycznego dla tego okresu.

Mniej wiece] w tem samem stadjum rozwojowem zaobserwowaé
sie daja elementy chondriomu napeczniale; przy szczegélowem ba-
daniu odrdznia sig pecherzykowate nabrzmienia na koncach i iden-
tyczne niemal pecherzyki leiace opodal w plazmie (Tab. XII, 3a i b).
Przypominaja nam one utwory wydzielnicze opisywane tak dokladnie
w wielu komérkach roslinnych i zwierzecych.

Zdaniem Harpera') proces odcinania sie t. zw. kolumelli sta-
nowi skutek miejscowej wakuolizacji plazmy. Proces ten widoczny
jest na wielu moich preparatach i przebiega zgodnie z opisem i rysun-
kami Harpera. We wczesnych stadjach widaé szereg wakuol, leza-
cych na przyszle] kopule podsadki; w miarg swego wzrostu wakuole
splaszczajg sie znacznie i zlewaja brzegami. W tym czasie powstaje,
zaczynajgc od brzegéw trzonka zarodnionosnego, wazka wakuola
idgca ku gorze; zlewa sie¢ ona z gérnemi wakuolami, tworzac ciggla
szczeline. Podzial plazmy zarodnikotworcze] na terytorja rozpoczyna
sie szybko po utworzeniu podsadki w postaci brézd na brzegach
zarodni. Zgodnie ze spostrzezeniami Harpera') lamania plazmy
odbywaija sie¢ po linjach wakuol wydluzonych, kanciastych lub troj-
ramiennych, ktére wskutek ucisku mas protoplazmatycznych, stanowia
wazkie przestrzenie miedzy segmentami podzialowemi; w ten sposéb
powstaja nieregularne masy plazmatyczne, w ktérych liczba jader
bywa bardzo rézna. Naogél biorac jadra w tym momencie rozwoju
zarodni sa o wiele wieksze od jader z faz poprzednich. Widaé¢ to
wyraznie na takich skrawkach, ktére objely brzeg i centralne czesci
zarodni; w jej glebi, gdzie rozpadu plazmy jeszcze niema, z trud-
noscig dopatrzyé¢ sie mozna malenkich jader, podczas gdy na brze-
gach gesta plazma obfituje w jadra duze i wyrazne. Struktura jader
widoczna na rysunkach Harpera? nie uwydatnia si¢ na moich

YHarper, A. . c, pag. 496.
) Harper, A. L. c., pag. 499.
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preparatach z przyczyn czysto technicznych. Czas odbarwiania,
stosowany dla zréinicowania utworéw chondriomu, byl niewystar-
czajacy dla uwydatnienia budowy jader; to tez preparaty wykazujgce
chondriom, ujawniajg jadra w postaci czarnych plam, rzadko kiedy
ukazujac jaderko. Podobnie, jak w poprzednich, tak réwniez i w tym
okresie rozwoju mitochondrialne metody stwierdzajg istnienie chon-
driomu; najwyrazZniejszy jest on przy stosowaniu metody Regaud
(Tab. XII, 4).

Ostatnim* etapem rozpadéw podluinych i poprzecznych plazmy
jest podzial wielojgdrowych blokéw na pojedyncze elementy z jednym
jadrem w srodku; jednostki te inaczej protospory (Harper)!) nie
maja blon, nie sg ostatecznemi zarodnikami Pilobolus, lecz stanowig
tylko przeisciowq forme rozwojowa. Protospora wyksztalcona stanowi
grudke lekko zaokraglonej plazmy z jadrem w $rodku i z kilkunastoma
elementami chondriomu, wystepujacego w pewnej odleglosci od jadra
(Tab. XII, 5). Protospory utrwalone metodg Regaud nie ujawniajg
jader; czasem blado wybarwione pecherzyki wskazujg miejsce, gdzie
ono spoczywalo.

Stadjum nastepne, zwane przez Harpera!) embrjonalnem, cha-
rakteryzuje si¢ przez wzrost i pierwszy podzial jgdra w protosporze.
Podzialowi temu towarzyszy tworzenie sig jednej wiekszej wakuoli
lub dwéch mniejszych. Zachowanie si¢ chondriomu w powyze] wy-
mienionym okresie, zaréwno jak w nastepnych tak szczegélowo opi-
sanych przez Harpera, o ile chodzi o jgdro, pozostalo dla mnie
sprawa niezupelnie jasng. Preparaty wszakie z Regaud zdajg sig
przemawiaé za sluszno$cig spostrzezen Lewitzkyego, albowiem
i u Pilobolus, podobnie jak sie to dzieje w konidjach u Albugo Bliti,
wokél jader umiejscowiajg sie ziarniste i paleczkowate utwory mito-
chondrialne, tworzgce nieregularne rozwichrzone skupienia (Tab. XII, 6).
Zarodnik o dwdéch ostatecznych jadrach posiada chondriom w po-
staci krotkich paleczek i form ziarnistych rozsianych w plazmie
(Tab. XIII, 7).

Co do chondriomu aparatu wyrzutowego, to najlepiej zorjento-
waé si¢ mozna w jego charakterze nie na skrawkach mikrotomowych,
lecz na preparatach utrwalonych i barwionych w calosci; dajg one
nienaruszong warstwe plazmatyczng i pozwalaja na szczegélowa ana-
lizg jej zawartosci. Waskie strumyki plazmy wypelniajg diugie, zlekka
faliste, powyginane pafeczki, nie ujawniajace zgrubien na koncach —

YHarper, A. I c, pag. 499.
7‘?
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typowe chondriokonty; $cielg sig one wzdluz strumieni plazmy i sa
odzwierciadleniem jej ruchu i kierunku (Tab. XIII, 8).

W mlodej grzybni chondriom staje si¢ wprost niedostrzegalnym,
pomimo, ze wystepowal wyraznie w zarodnikach, w starszych nato-
miast odnogach metoda Regaud uwidocznia liczne chondriokonty
rozmieszczone w plazmie doéé nieregularnie: sa miejsca w strzepkach
grzybni, w ktérych chondriokonty lezg po kilka obok siebie, widaé
je jak grupami wkraczajg do bocznych rozgalezien; sa jednak miejsca
od nich wolne. Mitochondria ziarniste stanowiag nieliczne wyjatki.
Plazma grzybni powyiszg metodg dobrze sie utrwala, ukazujgc nie-
wyrazne zarysy wakuol, blade kontury jader i ziarna celluliny
(Tab. XIII, 9).

Dodaé wreszcie musze, ze beczutkowate wyrosty pojawiajgce sig
na grzybni przed utworzeniem si¢ lodyzki zarodnionosnej, zapelnia
obficie plazma zasobna w utwory chondriomu z wyraing przewaga
elementéw wydluzonych nad ziarnistemi.

Z powyzszego widaé, iz wystepowanie chondriomu daje sig stwier-
dzié¢ zaréwno w czeSciach wegetatywnych grzyba, jako tez i we
wszystkich niemal momentach rozwoju zarodni i zarodnikéw.

System wakuol (inaczej ,vacuome“ Dangearda) Pilobolus cry-
stallinus badalam, stosujgc barwienie przyzyciowe czerwienia neu-
tralng (1:10000).

Konce mlodych strzepek grzybni Filobolus w okresie wzrostu
ujawniajg, zgodnie z tem co obserwowal Guilliermond')?)
u Saprolegnia, Achlea i Leptomitus, drobne kuleczki lub wydluzone
utwory o bardzo silnej czerwonej barwie, znacznie mocniejszej niz
wakuole, lezace dalej od miejsca wzrostu nitki (Tab. XIII, 10).

W czeSci grzybni nieco starszej wyréznia sie kilka wiekszych
okraglych wakuol, ktére bezwatpienia stanowia rezultat zlania sig
mniejszych analogicznych elementéw. Barwa wakuol zazwyczaj bywa
jednakowa, czasem jednak kolory ich sg réine, co jak wiemy na
zasadzie badan Ruhlanda?) S§wiadezy o réinym odczynie zawar-
tego w nich plynu. Przy zastosowaniu barwnikéw przyzyciowych,
oprécz wakuol i widocznych w nich osadéw, w grzybni Pilobolus
wystepujg na jaw ciala rozrzucone w plazmie niejednakowej wiel-
kosci, znacznie wieksze od jader i barwiace si¢ na kolor rézowy.
W utworach tych wyréznia sig ciemniejszy punkt w srodku i wy-
razne koncentryczne nawarstwienia. Ciala te nie redukujg kwasu

) Guilliermond, A. C. R. Ac. Sc., 1920.

?) Guilliermond, La Cellule, 1922.
3 Ruhland, W. Handbuch der biologischen Arbeitsmethoden, Heft 2, 1921.
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osmowego, jod w jodku potasu nie barwi ich zupelnie, zasady i kwasy
dzialania nie wykazujg, metody mitochondrialne utworéw tych nie
niszcza, hematoksylina wybarwia jednolicie, tuszujgc nawarstwienia.
Poniewaz ziarna, zawarte w plazmie grzybni Pilobolus, wykazuja te
same cechy mikrochemiczne co ziarna opisane przez Pringsheima?)
i Guilliermonda?, przeto uwazam je za ziarna celluliny. Zarod-
nik Pilobolus crystallinus w stadjum spoczynkowem, barwiony przy-
zyciowo, ujawnia w samym S$rodku plame o nieregularnych kontu-
rach; plama ta poczatkowa daje wrazenie ciala stalego barwy kar-
minowej. Niekiedy, oprécz silnie wybarwionego utworu centralnego,
zaznaczajg sie w plazmie mniejsze podobne utwory (Tab. XIII, 11 a, b).
W okresie pgcznienia zarodnik wybarwia sie inaczej; pojawiajg sie
w jego wnetrzu 2, 3, 4 wakuole, w ktorych wystepula ziarnistosci
w rozaej liczbie, ksztalcie i rozmiarach (Tab. XlI, 11 ¢, d). Zarodnik,
silnie napecznialy przed momentem kielkowania, traci swoj zarys
owalny, staje sie okraglym. Wypelnia go zwykle jedna duza srodkowa
wakuola, wyladowana ziarnami stracen powstalych pod wplywem
barwnika, stosowanego przyiyciowo. Czasem sa one tak liczne, ze
maskuja teren, na ktérym powstaly (Tab. XIII, 11 e).

Zarodnik kielkujagcy w momentach poczatkowych ujawnia tg sama
duzg $rodkowa wakuole z licznemi cialami stracen. Wakuola rzeczona
przy wzroscie grzybni powigksza swa objetosé, traci ziarna strgcen
i wypycha prawie zupelnie zawarto$é plazmatyczng (Tab. XIII, 12).

Wakuole lodyzki zarodnionosnej i aparatu wyrzutowego Pilobolus
barwniki przyzyciowe wybarwiajg bardzo slabo, nie dajac zadnych
osadow.

Tluszcze.

Grzybnia Pilobolus crystallinus badana przyzyciowo, ujawnia
male, okragle kuleczki silnie odbijajagce Swiatto, obdarzone ruchem
Browna, przemieszczajace sig¢ szybko w strumieniach plazmy. Za-
stosowanie préb mikrochemicznych (kwas osmowy, Soudan lll)
wykazuje niezbicie charakter tluszczowy tych elementow. llos¢ i wiel-
kosé kulek tluszczowych, zalezy od miejsca w grzybni; mlode strzepki
zawieraja kuleczki male i w znikomej iloSci starsze, a szczegdlniej
konce strzepek sg bardziej w nie zasobne.

Plazma mlodej todyzki zarodnionosénej u Pilobolus, zupelnie ana-
logicznie do tego, co sig dzieje u Saprolegnia, Leptomitus (Guillier-

) Pringsheim, A. Ber. Deut. Bot. Ges., 1883.
2, Guilliermond, A. La cellule, 1922.
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mond)?') i Achlea (Guilliermond, Meyer, Rudolph)?), jest
tak tluszczami wypelniona, Ze nawet przy przyzyciowym badaniu
maskujg one wszelkie utwory w plazmie zawarte.

Zarédz mlodej zarodni, jeszcze przed pojawieniem sig brozd
podzialowych, wykazuje obfitos¢ malenkich kuleczek tluszczowych
(mniejszych od  mitochondriéw ziarnistych), ukladajacych sig bez-
tadnie lub tworzacych lancuszkowe lub groniaste skupienia.

~ Obrazy wakuolizujgcej si¢ plazmy, protospor i dojrzewajgcych
zarodnikow noszg ten sam charakter. Plazma wypelniona kuleczkami
tluszczowemi zaznacza tylko jasne pola, stanowigce terytorja jgdrowe.

Wyniki przeto mych badan streszczajg sig jak nastepuje:

1. T. zw. ,chondriom“ Guilliermonda, ew. ,plastidom®
i ,cytom“ Dangearda (ojca), stanowig staly skladnik plazmy
Pilobolus. ‘

2. W mlodym trzonku, na ktérym tworzy sie zarodnia, chon-
driom sklada sie z utworéw ziarnistych (chondriosoméw) i paleczko-
watych (chondriokontow)

3. Z biegiem czasu chondriokonty tworza nabrzmienia pelne lub
pecherzykowate, izolujgce si¢ poéiniej.

4. W okresie tworzenia sie¢ brézd w zarodzi przewazajg chondrio-
konty o formie falistej nad ziarnistemi. Najpiekniej wyksztalcone ele-
menty tej wlaénie postaci wystepuja w plazmie aparatu wyrzutowego.

5. Podobne elementy wlasciwe sq réwniez protosporom.

6. W trakcie powstawania zarodnikéw elementy chondriomu
tworzg rozwichrzone skupienia przyjadrowe.

7. Wyksztalcone dwujadrowe zarodniki rozporzadzajg chondrio-
mem w postaci utworéw ziarnistych i pateczkowatych.

8. W strzepkach kielkujgcego zarodnika chondriom traci na
wyrazistosci, lecz odzyskuje wiasciwe sobie elementy w miarg wzrostu
grzybni z przewagg zawsze chondriokontéw nad formami ziarnistemi.

9. Wsréd systemu wakuol, mozna wyrdznié u Pilobolus, w r6z-
nych okresach jego rozwoju, wakuole elementarne Dangearda
i wakuole zwykle. Pierwsze majg czesto — w zarodnikach i na szczy-
tach strzepek — postaé mitochroméw (,mitochromes* P. A. Dan-
gearda, 1925).

10. Tluszcze stanowig staly element plazmy Pilobolus. Wystepuja
w postaci kropli obfitych w zarodnikach, w grzybni, masowo poja-
wiajg si¢ w trzonku zarodniotwérczym i licznie w plazmie zarodni.

) Guilliermond, A. C. R. Ac. Sc., 1920.
) Meyer, A. Bot. Zeit. 1904; Rudolph, B. d. D. Bot. Ges., 1912.
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Praca niniejsza zostala wykonana w Zakladzie Botaniki Ogdlnej
Uniwersytetu Warszawskiego, pozostajgcym pod kierunkiem Prof.
Zygmunta Woycickiego, ktéremu na tem miejscu skladam
serdeczne podziekowanie za cenne rady i wskazéwki w toku badan.

Zaktad Botaniki Ogolnej Uniwersytetu Warszawskiego.
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Objasnienie tablic XII i XIIL

Fig. 1 @. Plazma zwakualizowana z wyraZnemi elementami chondriomu (metoda
Regaud, pow. 900); b. Te same utwory chondriomu znacznie powigkszone (rys.
schematyezny).

Fig. 2. Plazma wypelniona izolowanemi wakuolami; utwory chondriomu roz-
sypane w plazmie (metoda Re gaud, pow. 900).

Fig. 3 a. Elementy chondriomu z wyrainemi nabrzmieniami i pecherzykami na
koncach (metoda Regaud, pow. 900); b. Te same utwory chondriomu znacznie
powiekszone (rys. schematyczny).

Fig. 4 a. Pierwsze brézdy podzialowe idace od brzegéw zarodni. Plazma wy-
petniona chondriomem (metoda Regaud, pow. 900); b. Plazma, zawierajaca chon-
driom, podzielona na nieregularne bloki (metoda Regaud, pow. 900).

Fig. 5. Protospory z elementami chondriomu (Flemming slaby, pow. 900).

Fig. 6. Skupienia utworéw chondriomu w miejscach podzialéow jadrowych
(metoda Regaud, pow. 900).

Fig. 7. Krétkie paleczki i ziarna chondriomu w zarodnikach dojrzatych (me-
toda Regaud, pow. 900).

Fig. 8. Chondriokonty w strumieniach plazmy aparatu wyrzutowego, (Flem-
ming slaby, pow. 900).

Fig. 9. Grzybnia z utworami chondriomu (metoda Regaud, pow. 900

Fig. 10. Zakonczenie mlodej nitki grzybni, barwione przyiyciowo czerwienig
neutralna, ukazujace liczne male wakuole silnie wybarwione (a) i kropelki tluszczu (b).
Pow. 900.

Fig. 11 a, b. Zarodnik spoczynkowy, barwiony przyiyciowo czerwienig neu-
tralna; wakuole centralne i barwne majg postaé cial o karminowej barwie; ¢, d za-
rodnik peczniejgcy, barwiony przyiyciowo czerwienig neutralna; wakuole na rézowo
wybarwione ujawniaja wewnatrz t. zw. ziarna metachromatynowe (a); e zarodnik
przed momentem kietkowania, barwiony przyiyciowo czerwienig neutralng. Duza
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centralna wakuola wypelniona ziarnami metachromatynowemi (a). W plazmie ziarna
celluliny (b).

Rysunki robione z imm. Reich. |5 i komp. okul. 6. Do reprodukecji powigk-
szono trzykrotnie.

Fig. 12. Zarodnik w okresie kietlkowania, barwiony przyzyciowo czerwienia
neutralng. W wybarwionym systemie wakuol widaé ziarna metachromatynowe (a);
w plazmie ziarna celluliny (b) i kuleczki ttuszczowe (c). Do reprodukeji powiekszono
dwukrotnie.

Résumé. .

Le plasma du Champignon Pilobolus crystallinus Bref., étudié
au moyen des méthodes mitochondriales, abonde en éléments du
chondriome aussi bien dans ses parties végétatives qu’a tous les
moments du développement des sporanges et des spores. Les amas
primitifs du plasma destiné pour la formation des spores présentent
de nombreux éléments du chondriome: des granulations, de courts
petits batonnets et des filaments plus ou moins longs, légérement
recourbés.

Le réseau irrégulier du plasma vacuolisé, au moment de la
vacuolisation du jeune sporange, présente un tableau extrémement
net et précis: dans ce cas le chondriome ne forme point de ramas;
il est dispersé sous forme de batonnets plus ou moins allongés, pliés
ou courbés en arcs, a contours trés distincts (pl. Xll, 1 a).

Si le plasma posséde une structure spongieuse, comme il arrive
par exemple au moment de fractionnement du plasma en blocs
irréguliers, son chondriome prend un aspect un peu différent du
précédent: ses éléments perdent la netteté des contours, s’émiettent
probablement par la division ou bien peut-étre sous 'influence de la
condensation du plasma. C'est & la méme phase, que l'on peut
observer des éléments du chondriome gonflés, possédant des renfle-
ments vésiculeux aux extrémités (pl. XII, 3).

L’'aspect de ces formes nous rappelle le tableau des formes
sécrétoires étudiées si minutieusement dans diverses cellules des plantes
vertes et des animaux.

Au moment du démembrement du plasma sporogéne en blocs
polynucléés et de la division de ces blocs en éléments simples —
protospores, les méthodes mitochondriales nous révélent de nom-
breux éléments du chondriome disséminés dans le plasma: de nom-
breux batonnets plus ou moins longs et des granulations qui sont
moins nombreuses (pl. XIl, 4, 5). La fine couche du plasma qui
tapisse l'appareil projectif du sporange est remplie d’éléments longs,
étroits, onduleux, légérement recourbés et ne possédant point de
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renflements aux extrémités — chondriocontes typiques. Ces éléments
d’'une netteté extraordinaire et aux formes accomplies suivent les
courants du plasma (pl. XIII, 7).

Quant au mycélium, la méthode de Regaud nous a permis
de constater, dans ses embranchements plus anciens, de nombreux
chondriocontes dispersés confusément dans le plasma (pl. XIII, 9).

Un chondriome abondant remplit aussi les tonnelets fusiformes
du jeune mycélium.

Le systéme vacuolaire a été étudié par la coloration vitale (le
rouge neutre a 1:10.000). Le plasma des jeunes filaments du mycélium
offre de petits globules ou des éléments allongés, fortement teintés
de rouge; dans les parties plus anciennes du mycélium on distingue
plusieurs vacuoles plus grandes, résultant de la réunion des éléments
analogues plus petits. Ces vacuoles sont remplies d’une solution
colloidale plus ou moins concentrée de ,métachromatine”. Cette
solution dans les vacuoles des spores et des jeunes filaments est telle-
ment concentrée, qu’elle semble un corps solide, absorbant fortement
les colorants vitaux (pl. XIlII, 10, 11, 12).

Les granulations intravacuolaires, qui sous l'influence des colo-
rants vitaux présentent des corps précipités, sont parfois nombreuses
et atteignent souvent des dimensions considérables, surtout aux
phases précoces de la germination des spores, ainsi que dans les
vacuoles finales du mycélium.

Les globules de graisses remplissent en profusion le plasma sporo-
géne, gardant leur aspect morphologique au cycle du développement
jusqu'au moment de la formation des spores adultes.

Institut de Botanique Générale de I'Université de Varsovie.

(Wplyneto do redakeji 24 marca 1926).
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