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ORZESKI JAKO MODELOWE ORGANIZMY W BADANIACH
SPECJACYJNYCH, GENETYCZNYCH | BIOLOGII KOMORKI

Orzeski (Ciliophora, Protista) obejmujg okoto 8000 gatunkow (Corliss 1979),
pewne ich rodzaje staty sie modelowymi eukariotycznymi organizmamiw szeroko
pojetych badaniach z zakresu genetyki, specjacji i biologii komorki, a to dzieki
odkryciu u tychjednokomdérkowych organizméw systemu typ6w koniugacyjnych
i uzyskiwanie w sposob planowy i kontrolowany reakcji ptciowych, to jest
koniugaciji i autogamii. Powstaty nowe mozliwosci badan z zastosowaniem tego
materiatu, pozwolito to tez na poznanie ztozonej struktury gatunku w niektérych
rodzajach orzeskéw.

CHARAKTERYSTYKA ORZESKOW, SPECYFIKA ICH PROCESOW PLCIOWYCH

Orzeski wystepujg we wszystkich typach zbiornikéw wodnych, sg kosmopo-
lityczne, maja duze zdolnosci przystosowawcze, nadto ich hodowla w warunkach
laboratoryjnych jest tania, co decyduje o wyborze ich do badann naukowych.
Bardzo charakterystyczng cechg orzeskow jest aparat jadrowy, zbudowany
z mikrojadra ( lub mikrojader) i makrojadra (lub makrojader). Jadra te roznig
sie budowa, wielkoscig i funkcja. Mikrojadro jest gtdwnie jadrem generatywnym,
jest zasadniczo diploidalne, uczestniczy w podziale mejotycznym i mitotycznym
z udziatem aparatu podziatowego, zbudowanego z mikrotubul. Wykazuje niska
transkrypcje lub jej brak. W fazie wegetatywnej zycia orzeska odgrywa role
w stomatogenezie.

Makrojadro jest jadrem wegetatywnym, poliploidalnym, a wlasciwie polige-
nomowym, zawiera duzo RNA, metaboliczne DNA, kieruje przemiang materii
w komorce. Po podziale poprzecznym osobnikow wegetatywnych dzieli sie ami-
totycznie. Jest to kombinacja endomitoz i segregacji genoméw, nie ma tu
wyraznych chromosomoéw. Moze zawiera¢ podjadra haploidalne lub diploidalne,
albo zbiorczy chromosom. W interfazie zawiera elementy chromatynowe i jader-
ka, jest otoczone podwdjna otoczka jadrowa.

Charakterystycznym procesem piciowym orzeskdéwjest koniugacja, osobniki
reaktywne reprezentujgce uzupetniajagce sie typy koniugacyjne (u.t.k.) facza sie
z sobg, nastepuje rekonstrukcja aparatu jagdrowego. Koniugacja zapewnia two-
rzenie rekombinacji, zwieksza zywotnos$¢ populacji i dajejej przewage selekcyjna,



26 Ewa Przybos

zaczyna tez nowy cykl zyciowy. Szczegétowe omdwienie koniugacji jest w roz-
dziale dotyczacym cytologii i kariologii orzeskow.

Autogamia jest procesem piciowym zachodzacym w pojedynczym osobniku —
zachodzg podziaty mejotyczne i mitotyczny mikrojader i oba pronukleusy zlewajg
sie. Autogamia prowadzi do homozygotycznoSci.

Od czasu pionierskich badan sonneborna z 1937 roku i Jenningsa z 1938
roku, ktére ujawnity istnienie systemu typow koniugacyjnych u Paramecium
aurelia i odpowiednio u Paramecium bursaria, system ten opisano tez poza
rodzajem Paramecium miedzy innymi u Tokophrya, Tetrahymena, Glaucoma,
Colpidium, Oxytricha, Stylonychia, Euplotes (Przybo$ 1986a).

Okazalo sie, ze taksonomiczne gatunki w obrebie wymienionych rodzajéw,
sg zréznicowane na szereg genetycznych (biologicznych) gatunkéw. Osobniki
genetycznego gatunku stanowig grupe populacji, miedzy ktorymi mozliwy jest
przeptyw genéw. Genetyczny gatunek stanowi wiec pule genowa, wspolng dla
szczepow wchodzacych w jego skiad, jednak izolowang rozrodczo od innych
takich jednostek przez niemozliwos$¢ tworzenia zywotnych rekombinacji mie-
dzygatunkowych (zgodnie z definicjag Mayra 1963). W obrebie genetycznych
gatunkow koniugacja zachodzi jedynie miedzy klonami reprezentujacymi uzu-
petniajgce sie typy koniugacyjne (u.t.K.), (Sonneborn 1957). Klony réznych
gatunkéw w zasadzie nie koniugujg ze sobg. Na tej regule jest oparta metoda
testow genetycznych, pozwalajgca identyfikowac gatunki w oparciu o koniugacje
miedzy u.t.k. szczepéw standardowych i badanego szczepu. BliZzniacze gatunki,
genetycznie odrebne, sg podobne morfologicznie. R6znig sie natomiast specyfikag
koniugacji, wymaganymi warunkami otoczenia dla uzyskania dojrzatosci do
koniugacji, cechami biometrycznymi, przebiegiem cyklu zyciowego, cechami
fizjologicznymi, a zwlaszcza mozliwoscig zycia w okreslonym zakresie tempera-
tur. Z ta ostatnig cechg wigze sie charakterystyczne rozmieszczenie gatunkow.
Gatunki réznig sie typem kojarzenia, krzyzuja sie bowiem z osobnikami o bliskim
lub odlegtym pokrewienstwie, to jest wykazujq ,inbreeding” lub ,outbreeding”.
Ta ostatnia cecha ma zasadnicze znaczenie dla przebiegu specjacji w obrebie
poszczegélnych gatunkdéw (Sonneborn 1975).

~Inbreeding” prowadzi do homozygotycznosci klonéw lub populacji orzeskow.
Linie homozygotyczne sga znakomitym materiatem do badan genetycznych,
ujawniajg mutacje po autogamii (Sonneborn 1950).

»,Outbreeding”, polegajacy na mozliwosci krzyzowania sie klonéw o odlegtym
pokrewiernistwie, pozwala na ujawnienie sie rekombinacji. ,Outbreeders” sg
mniej wyspecjalizowane pod wzgledem wymagan okreslonych warunkéw otocze-
nia, moga dostosowac sie do zmian.

~Inbreeding” lub ,,outbreeding”, przejawiany przez rézne gatunki, jest zwig-
zany z cechujgcymi je réznymi okresami trwania niedojrzatosci i dojrzatosci do
koniugaciji, jak tez innymi fazami cyklu zyciowego.

Biologiczne (genetyczne) gatunki ujawniajg po dwa u.t.k. lub tez system
wielokrotnych t.k. w gatunku, ktory powstat przez duplikacje dwoéch t.k.
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PARAMECIUM | TETRAHYMENA JAKO SZCZEGOLNE MODELE W BADANIACH
STRUKTURY GATUNKU | SPECJACJI

Problem specjacji i struktury gatunku jest opracowany najpetniej w rodza-
jach Paramecium i Tetrahymena. Problem ten badano r6znymi metodami, sto-
sowano analize genetyczng, cytologiczna, kariologiczna, prowadzono tez badania
biochemiczne, ktore wykazaty zroznicowanie gatunkéw blizniaczych, jak tez
molekularne zréznicowanie szczepOw w obrebie gatunkéw. Paramecium i Tetra-
hymena sg rodzajami szczeg6lnie dobrze nadajgcymi sie do badania specjaciji,
nagromadzono bowiem wiele informacji na temat genetyKi i struktury gatunkow
w tych rodzajach.

Obecnie znanych 15 biologicznych gatunkéw zespotu Paramecium aurelia
oznacza sie w oparciu o koniugacje ze szczepami standardowymi (Sonneborn
1975, Aufderheide | wspotaut. 1983) jak wspomniano, lub w oparciu o wzory
rozkladu elektroforetycznego enzymdéw, gtéwnie dehydrogenaz i esteraz (Tait
1970, Atlen i Gibson 1971, Atlen i wspOtaut. 1973).

Blizniacze gatunki zespotu Paramecium aurelia poprzednio byly zwane syn-
genami (Sonneborn 1957). Binominalne nazwy gatunkowe (Sonneborn 1975)
otrzymaty wtedy, gdy wprowadzono metode konserwacji zywych standardowych
szczepow w ptynnym azocie. Opracowano tez wéwczas alternatywnag metode ich
oznaczania w oparciu o wzory elektroforetycznego rozkitadu ich enzyméw. Nazwy
binominalne otrzymaty tez gatunki (syngeny) Tetrahymena pyrijormis w 1976
roku (Nanney i McCoy), jak réwniez Euplotes vannus w 1982 roku (Machelon).
Sonneborn jednak (1975) uwazal, ze ostateczng i niezawodng podstawg identy-
fikacji gatunkow zespotu Paramecium aurelia pozostaje zdolnos¢ do koniugacji
ze szczepami standardowymi i powstanie zywotnych, zrekombinowanych klo-
noéw F2.

Zespot gatunkow Tetrahymena pyriformis jest ztozony obecnie z ponad 20
genetycznych gatunkéw piciowych, posiadajacych mikrojadra i 5 gatunkow
bezptciowych, bezmikrojgdrowych. W gatunkach bez mikrojgder mozna anali-
zowa¢ mutacje w makrojadrach. Szczepy takie sa odr6zniane na podstawie
kryterii biochemicznych (Corliss i Daggett 1983). Poszczegélne gatunki sa
catkowicie genetycznie izolowane miedzy sobg (Nanney 1982), sgjednak podo-
bne morfologicznie, majg tez podobne wymagania pokarmowe. Szczepy Tetrahy-
mena mozna hodowa¢ aksenicznie bez bakterii w pozywce, co ma wielkie
zastosowanie w badaniach dotyczacych odzywiania, testach farmakologicznych
i innych.

Wszystkie gatunki Tetrahymena ujawniajg ,,outbreeding” (Sonneborn 1957,
Nyberg 1974). Prowadzi to do heterozygotycznosci lokalnych populacji, homo-
zygotyczno$¢ mozna osiggna¢ metoda ,genomie exclusion” (wylaczenia czesci
genomu, Arten 1967). Uzyskuje sie to przez koniugacje szczepu a* (z uszkodzo-
nym mikrojadrem) ze szczepem normalnym, powstaje heterokarionidalne po-
tomstwo. Nowe mikrojadro tworzy sie przez endoreduplikacje haploidalnego,
stare makrojadro dalej funkcjonuje, a genotyp uszkodzonego mikrojadra jest
eliminowany. Gatunki Tetrahymena majg podobng liczbe chromosomoéw, tojest
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2n = 10 (Ray 1956), majg tez podobng zawartos¢ DNA, od 20 do 50 pg DNA
w mikrojadrze w fazie G2 cyklu zyciowego (Doerder i wspotaut. 1981). Gatunki
zespotu Tetrahymenapyriformis sgjednak silnie zr6znicowane na molekularnym
poziomie. Ujawnita to analiza ich kwaséw nukleinowych i biatek (Nanney 1982).

Gatunki Tetrahymena réznig sie procentowa zawartoscig zasad guaniny do
cytozyny (od 25% do 33% wg Allen i Gibson 1971). Wykazujg rézny stopien
hybrydyzacji DNA (Nanney i McCoy 1976), roznig sie wzorami mitochondrialnego
i lybosomalnego DNA (Nanney 1984).

W odniesieniu do biatek gatunki zespotu wykazujg zréznicowanie widoczne
na przyktad przy badaniu rozktadu elektroforetycznego enzymoéw, lizosomalnych
esteraz i kwasnych fosfataz, a tez mitochondrialnych dehydrogenaz (Borden
i wspotaut. 1977). Jest on rézny dla poszczegolnych gatunkow, ale tez dla
szczepOw w obrebie jednego gatunku. ROwniez badania antygenow wykazaty
genetyczny polimorfizm gatunkéw (Corliss i Daggett 1983). Gatunki Tetrahy-
menardznig sie tez rodzajem strukturalnych biatek tworzgcych epiplazmatyczny
szkielet (Wiltiams i wspotaut. 1984), jedynie tubulina jest konserwatywnym
biatkiem. Rybosomalne biatka sa tez specyficzne gatunkowo, co znajduje zasto-
sowanie w systematyce bezpiciowych gatunkow (bez mikrojader) (Petridon
i wspétaut. 1983). Analiza cytometryczna wykazala zréznicowanie gatunkow,
cechy mierzalne moga by¢ uzyteczne dla ich oznaczania, jednakze mierzone
osobniki musza by¢ w podobnych fazach cyklu zyciowego, to jest w fazie
logarytmicznej lub stacjonarnej. Wyniki pomiaréw sg zalezne tez od rodzaju
pozywki (aksenicznej lub bakteryjnej) zastosowanej w hodowli (Taytor i wspo6t-
aut. 1976).

W odniesieniu do problemu powstania poszczegélnych gatunkéw zespotu
Tetrahymena pyriformis Nanney (1982) pierwotnie sugerowal, ze nastgpito to
okoto 100 miliondéw lat temu, jednak dane z sekwencjonowania 5S i 5.8S rRNA
wykazaty brak tak duzych réznic miedzy gatunkami zespotu, radiacja gatunkéw
miata miejsce podzniej (Nanney 1989). Budowa Tetrahymena jest stosunkowo
prosta, mégt to by¢ prototypowy orzesek (Nanney 1982), obecnie jest rodzajem
gwattownie ulegajacym specjacji. O jego starozytnosci Swiadczy jego 5S rRNA,
zawiera on sekwencje znalezione w bakteriach, nieobecne w czgsteczkach u eu-
kariontéw. Histony Tetrahymena wykazaty réznice w poréwnaniu z histonami
ssakéw i roslin, Swiadczy to tez o wczesnym oddzieleniu sie orzeskow od
gtébwnego pnia eukariontéw, przed dywergencjg zwierzat i roslin (Hayasnhi
i wspotaut. 1984). Tetrahymena jest nizszym eukariontem, posiada tez cechy
prokariontéw, na przyktad dehydrogenaza jabtczanowa (Fabregat i wspotaut.
1984) tego gatunku jest blizsza enzymowi izolowanemu z bakterii niz z euka-
riontébw pod wzgledem ciezaru czasteczkowego i liczby podjednostek. Cyto-
chrom c Tetrahymena rézni sie (Tarr i FITCh 1976) od znanych mitochondrial-
nych cytochroméw c eukariontéw, jest bardziej podobny do cytochromu c
prokariontéw. Gatunki Tetrahymena, ktore wykazujg tak olbrzymie molekularne
zréznicowanie, sg uwazane za potomkow bardzo starego wspoélnego przodka,
z ktérego oddzielity sie poszczegdlne gatunki. Ich fenotypowy wz6r zostat usta-
lony jeszcze we wspolnym przodku i pozostat niezmieniony, podczas gdy skiad-
niki molekularne zostaty rozrzucone przez procesy mikroewolucji (Nanney 1982).
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Réwniez bardzo czesto uzywanym w badaniach specjacyjnych, genetyce
i biologii komarki jest rodzaj Paramecium. Taksonomiczne gatunki sg zréznico-
wane na szereg genetycznych gatunkow (,sibling species”). Po dwa u.t.k. ujaw-
niajg nastepujace gatunki: zesp6t Paramecium aurelia, P. calkinsi, P. polycaryum
(Sonneborn 1957) i P. arcticum (Jankowski 1962). Wiele t.k. wystepuje u P. bur-
saria i P. trichium (putrinum) (Sonneborn 1957). Najczesciej w badaniach do-
Swiadczalnychjest uzywany zespét P. aurelia, ztozony z 15 gatunkdéw (Sonneborn
1975, Aufderheide i wspotaut. 1983). Ujawniajg one ,inbreeding”,jednak w réz-
nym stopniu (Sonneborn 1957), najsilniej P. tetraurelia, stabiej P. biaurelia
(Landis 1986), najmniej P. novaurelia. Gatunki te przechodza autogamie w okre-
sie starzenia sie klonéw (Dit1er 1936), ktora spetnia odmiadzajaca role, jesli nie
wystepuje zbyt poézno w cyklu zyciowym klonu (Sonneborn 1954). Gatunki
P. aurelia spp. posiadajg cykl zyciowy zréznicowany na poszczeg6lne fazy. Opisat
juz to w XIX wieku Maupas (1889). Wedlug Crippa-Franceschi (1987) t.k.
w gatunku P. primaurelia majg rézne tempo wzrostu i wzgledna autonomie.
Gatunki zespotu P. aurelia sg obiektem wielu badan, sg bowiem pospolite
w przyrodzie, hodowla ich jest tania, poza koniugacja przechodzg autogamie
prowadzacg do homozygotycznosci linii. Jest to bardzo istotne w badaniach
genetycznych czy testowych, poniewaz w potomstwie poautogamicznych linii
(homozygotycznych we wszystkich parach alleli) sg ujawniane mutacje.

Badania wykonane z uzyciem gatunkéw zespotu Paramecium aurelia dotyczg
analizy genetycznej prowadzonej na poziomie komoérki (sg to np. krzyzowki
wykazujace pokrewienstwo genetyczne szczepéw), czy analizy genotypéw prowa-
dzonej na poziomie molekularnym. Badania cytologiczne dotyczg reorganizacji
aparatu jadrowego. Badania kariologiczne dotyczg analizy ksztattu i liczby
chromosomow w mejozie i mitozie. Sg tez prowadzone na tym materiale badania
dotyczace analizy biochemicznej, obejmujacej na przykilad badania enzymoéw
komérkowych, czy tez rozpoznawania komdrek przez dziatanie na ich receptory.

Poszczegodlne gatunki sg piciowo izolowane, reakcje miedzygatunkowe nie
daja zrekombinowanych zywotnych klonow F2, maja tez r6zne wymagania
warunkoéw otoczenia dla uzyskania dojrzatosci do koniugacji (Sonneborn 1975).

Gatunki zespotu Paramecium aurelia ujawniajg trzy grupy dziedziczenia t.k.
(Sonneborn 1966). Tak zwana grupa A przejawia karionidalne dziedziczenie,
naleza tu nastepujace gatunki: P. primaurelia, P. triaurelia, P. pentaurelia,
P. novaurelia, P. undecaurelia, P. guadecaurelia, P. sonneborni. Grupa B ujawnia
cytoplazmatyczne dziedziczenie t.k. Nalezg tu: Paramecium biaurelia, P. tetrau-
relia, P. sexaurelia, P. septaurelia, P. octaurelia, P. decaurelia, P. dodecaurelia. Do
grupy C nalezy P. tredecaurelia, w ktérym t.k. sg determinowane przez 2 allele
w jednym locus.

W gatunkach zespotu wystepuje tez zjawisko ,selfingu”, to jest wewnatrzklo-
nalnej koniugacji. W gatunkach P. pentaurelia i P. septaurelia sg rowniez szczepy
majace tylko jeden t.k. Na podstawie przejawianych przez gatunki zespotu cech
antygenowych mozna rowniez wyodrebni¢ dwie grupy gatunkow. Symbionty
bakteryjne wystepujg gtéwnie w grupie B (Sonneborn 1957).

Analiza mitochondrialnych genoméw gatunkoéw zespotu Paramecium aurelia
pozwala wyodrebni¢ dwie grupy gatunkéw, wczesnie oddzielone w toku ewolucji
(Cummings 1 wspétaut. 1979). Mitochondrialne DNA wykazuje molekularny



30 Ewa Przybos

konserwatyzm, a genom tenjest nietypowy dla eukariontow, jest bowiem liniowy
zar6wno u Paramecium, jak i u Tetrahymena. Mitochondrialne DNA jest auto-
nomiczne w replikacji i ekspresji. Wykazaty to doswiadczenia tyczace opornosci
na erytromycyne i chloramfenikol, ktére hamujg synteze biatka w bakteryjnych
rybosomach. Mozna przenosi¢ mitochondrialne DNA miedzy pokrewnymi gatun-
kami, mDNA pochodzacy z Paramecium primaurelia hybrydyzowat z fragmentami
MDNA P. pentaurelia, wykazywat homologie z fragmentami mDNA P. tetraurelia.
Mozliwo$¢ rozwijania sie mitochondrialnego DNA w obcym gatunku kontrolujg
geny jadrowe.

Rowniez analiza rozkladu elektroforetycznego hemoglobiny w gatunkach
zespotu P. aurelia ujawnia szereg wariantéw o réznej ruchliwosci (Usuki i Irie
1983). Podobnie istnieje duza réznorodnos¢ pod wzgledem wzoru, liczby, ruchli-
wosci, intensywnosci prazkow determinowanych przez geny makrojadra, w roz-
kfadzie elektroforetycznym mitochondrialnych dehydrogenaz, lizosomalnych
esteraz i kwasnych fosfataz. Istniejg réznice miedzy fenotypem wspolnym dla
gatunkow awariantem fenotypu zaleznym od allelicznych réznic w pojedynczym
locus. Réznice szczepowe wystapity gtbwnie w obrebie Paramecium biaurelia. Nie
ma geograficznego zréznicowania szczepoéw pod wzgledem ujawnianych enzy-
méw (Arten i wspétaut. 1983). Prawdopodobnie selekcja dziatata w kierunku
utrzymania dzikiego typu allelu (Sonneborn 1975). ,Inbreeding” w gatunkach
zespotu P. aurelia prowadzi do zroznicowania lokalnych populacji, jednak przy
zachowaniu podobnej morfologii. Potwierdzajg to badania genetyczne (wyniki
krzyzéwek), badania kariologiczne, badania antygenéw. Natomiast lokalne po-
pulacje nie sgzréznicowane pod wzgledem cechujgcychje zymograméw. Gatunki
zespolu P. aurelia réznia sie miedzy soba diugoscia trwania poszczegolnych
etapéw cyklu zyciowego, tempem podziatéw, tolerancja temperatur, réznig sie
promienioczutoscig. Gatunki zespotu P. aurelia wykazujg rozne preferencje
klimatyczne, co wplywa na ich wystepowanie, moga wiec mie¢ szerokie lub
waskie rozmieszczenie (Przybos 1993, PRZYBOSi Komata 1993). Gatunki cechuje
brak cyst, ma to wptyw na ich rozprzestrzenianie. R6znig sie tez wymiarami
komérek, jednak podobne wymiary maja P. primaurelia i P. pentaurelia. Cechuje
gatunki rozna liczba chromosoméw, jednak nie ma jednolitosci w obrebie
gatunku pod tym wzgledem (Sonneborn 1975).

W obrebie zespotu P. aurelia sa wyodrebnione co najmniej dwie grupy
gatunkow, system charakterystyczny dla grupy B dziedziczenia typéw koniuga-
cyjnych wydaje sie starszy, wystepuje tezw innych taksonomicznych gatunkach,
jak P. multimicronucleatum, P. caudatum i P.jenningsi. Podobnie ,outbreeding”
wystepowat tez prawdopodobnie u przodkoéw ,inbreeders”. Wedtug Sonneborna
(1957) powigzania ewolucyjne gatunkoéw zespotu P aurelia w oparciu o analize
typéw koniugacyjnych przedstawiajg sie nastepujaco: w obrebie gatunkéw grupy
Az P. primaurelia powstaty gatunki: P. triaurelia, P. pentaurelia, P septaurelia,
P. novaurelia i P. undecaurelia. W obrebie grupy B z P. biaurelia powstaty:
P. tetraureliai P. sexaurelicc z P. tetraurelia powstaty: P. octaurelia, P. decaurelia
i P. dodecaurelia. Na podstawie analizy powigzan lizosomalnych esteraz (Atien
i wspotaut. 1982) gatunkdéw zespotu mozna odtworzyé¢ ich ewolucyjne powiaza-
nia. Odrebnie grupuje sie P. tetraurelia, z ktorego powstat P. octaurelia, osobno
P. biaurelia i odrebnie P. primaurelia.
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PROBLEM STARZENIA SIE | DLUGOSCI TRWANIA ZYCIA KLONU

Problem starzenia i dtugosci trwania zycia klonu jest réozny w odrebnych
gatunkach zespolu P. aurelia. Starzenie sie jest zwigzane z ograniczeniem
wzrostu (podziatéw), nastepuje akumulacja toksyn, niszczenie niedzielgcych sie
komoérek. Paramecium nie jest nieSmiertelne, w okresie starosci pantofelki
przechodzg autogamie, bez niej tracg zdolnos¢ do podziatow po uptywie 250 do
300 pokolen komorek (Sonneborn 1954). Nastepuje somatyczne starzenie,
maleje tez catkowita ilos¢ DNA na komérke (Smith-Sonneborn 1979). ,Inbre-
eders” maja krétszy okres trwania zycia klonu, ,outbreeders” dtugi. Mozna
przedtuzy¢ zycie klonu przez zwiekszenie aktywnosci enzymow reperujacych
DNA. Poza somatycznym starzeniem jest tez genetyczne starzenie, ma miejsce
utrata zdolnosci dawania zywotnego potomstwa po koniugacji. Mozna zastoso-
wac zewnetrzne bodzcowe dziatanie, starg komorke przenies¢ do Swiezej pozy-
wki. Nastepuje poczagtkowo zwloka w podziale, potem faza eksponencjalna.
Wyczerpana pozywka powoduje obnizenie dziennego tempa podziatéw (Aufder-
HEIDE 1987).

PROCESY PLCIOWE ORZESKOW

Organizmem modelowym w biologii doswiadczalnej jest réwniez Blepharisma
sp. uzywany w badaniach ptciowych reakcji miedzy komdérkami. Stwierdzono
w organizmach feromony, substancje umozliwiajgce stymulacje partneréw ko-
niugacji w odrebne typy koniugacyjne (Miyake i Beyer 1973, 1974). Przeprowa-
dzono analize chemiczng i molekularna tych substancji, zbadano ich oddziaty-
wanie na receptory, sposob ich genetycznej determinacji. Innym rodzajem,
bedacym obiektem badan z uwagi na posiadanie feromonow, jest Euplotes sp.
cechujacy sie systemem wielokrotnych typow koniugacyjnych w gatunku. Inte-
resujace jest, ze feromony wystepujg u Euplotes raikovi i E. octocarinatus nie
wystepujg u E. crassus (Rosati i Verni 1991).

Interesujgcym zagadnieniem jest koordynacja zjawisk piciowych u orzeskow.
Sygnaty dla osobnikéw reprezentujacych u.t.k. wystepuja na rzeskach u Para-
mecium i Tetrahymena, ale mogg wystepowaé tez w otoczeniu jako feromony
u Euplotes i Blepharisma. Ich wymiana jest konieczna dla wystapienia reakcji
piciowych (Woife 1993).

Reakcje piciowe wystepujace u orzeskéw mozna nazwac za Nanney (1980)
»Cytoplazmatycznymi manewrami”. Koniugacja zostata opisana u Paramecium
juzw 1786 roku przez O.F. Mullera, potem badali ten proces wXIX wieku Hertwig
i Maupas. Rolg koniugacji jest zwiekszenie zmiennosci, odmiadzanie populacji
przez reorganizacje aparatu jadrowego. Stare makrojgadro ulegajgce rozpadowi
akumuluje bowiem zmutowane geny. Koniugacja sktada sie z szeregu etapow,
reaktywne osobniki reprezentujgce u.t.k. tgczg sie ze sobg. Mikrojadro przecho-
dzi zwykle 3 podziaty przedgamiczne (2 mejotyczne i 1 mitotyczny). W 3 podziale
przedgamicznym (mitotycznym) uczestniczy tylko 1 mikrojadro z obszaru blisko
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aparatu gebowego. W wyniku tego podziatu powstajg pronukleusy, wedrujacy,
posiadajacy mikrotubule i stacjonarny. Nastepuje wymiana wedrujacych pro-
nukleuséw miedzy partnerami koniugaciji. Istotnajest tu obecnos¢ biatka ,fene-
strin” zlokalizowanego pod epiplazmag i stuzgcego do przejscia i z kolei zakotwi-
czenia stacjonarnego pronukleusa w rejonie potgczenia (Neisen i wspoélaut.
1994) partneréw koniugacji. Posrednie biatko filamentowe (,intermediate fila-
ment protein”) u Tetrahymena przypomina biatko wystepujace u ssakow, odgry-
wa ono role w morfogenezie aparatu gebowego przed podziatem poprzecznym
komorki, bierze udziat w przemianach jgder w koniugacji. Uczestniczy wiec ono
w powstaniu haploidalnych jader po podziatach mejotycznych, selekcji jednego
z 4jader do dalszego podziatu i powstania pronukleuséw, przeniesieniu wedru-
jacego pronukleusa przez potgczenie miedzykomérkowe i tworzeniu synkarionu
przez zlanie sie pronukleuséw (Numata i wspotaut. 1985, 1991, Takagi | wspot-
aut. 1991). Kolejnym etapem jest kariogamia, w wyniku ktorej powstaje synka-
rion — diploidalne jadro. Nastepuja, z kolei, podziaty pozygotyczne synkarionu,
réznicowanie jader na mikrojadra i makrojadra (przez stadium zawigzkow
makrojader). Liczba powstajacych zawigzkéw jest zmienna, moze by¢ cecha
diagnostyczng. Roéznicowanie sie jader pozostaje pod wplywem cytoplazmy,
zaleznie od usytuowania sie jader w przedniej lub tylnej czesci komorki (Aufder-
heide i wspolaut. 1993). Stare makrojadro ulega rozpadowi w gatunkach rodzaju
Paramecium, wyjatkiem jest gatunek P. bursaria, w ktérym nie ma rozpadu.

Profaza pierwszego podziatu mejotycznego jest charakterystyczna dla orze-
skéw, wedtug Berar (1926) jest pierwotnym typem mejozy. Profaza moze wyste-
powa¢ w formie stadium potksiezyca, na przykiad u Paramecium aurelia spp.
lub jako stadium spadochronowe u wielu rodzajow orzeskéw. Stadia te odpo-
wiadajg zygotenowi (z biwalentami) i pachytenowi (z tetradami chromosomowy-
mi). W kolejnym stadium — diakinezie ma miejsce skracanie sie mikrojadra.
Weczesniej, mikrojadro odsuwa sie od makrojadra, powieksza, staje sie stabo
wybarwione, przechodzi w profaze. Mejoza orzeskéw odpowiada zasadniczo
klasycznemu schematowi, wjej wyniku powstajgjgdra gametyczne, a ilos¢ DNA
odpowiada stosunkowi liczbowemu 4:2:1. Chromosomy sg widoczne jako biwa-
lenty w profazie lub tetrady w metafazie mejozy. W profazie mozna obserwowac
kompleksy synaptonemalne z chiazmami (Przybos 1986b).

U Tetrahymena pyrtformis w pachytenie i wczesnym diplotenie profazy
wystepuje 5 par biwalentéw, ktére znajdujg sie w réwniku komoérki w stadium
metafazy (Tiedtke 1982).

U wielu gatunkow Paramecium badano chromosomy. U P. bursaria obserwo-
wano polimorfizm mikrojader i ich poliploidalno$¢ w profazie mejozy I. Poliploi-
dalno$¢ obserwowano tez u P. polycaryum, P. aurelia spp., P. multimicronucle-
atum, P. caudatum. U P. aurelia spp. juz w 1936 roku Diller obserwowat
w trakcie mejozy w autogamii 30 do 40 chromosomoéw. W gatunku P. tetraurelia
Dippell (1954) okreslita w réznych szczepach n = 33-51 chromosoméw. Kosciu-
szko (1965) badata chromosomy u P. primaurelia, a Jones (1956) poza tym
gatunkiem tezw innych gatunkach zespotu P. aurelia. W szczepie 324 P. triaurelia
(Przybos i wspotaut. 1979) obserwowano 2n = 160.

Ze wzgledu na ogromna zmiennos¢ zjawisk orzeski moga by¢ obiektem
badania ewolucji mitozy, mejozy, poliploidyzacji, politenizacji chromosomow.
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Jest interesujace, ze podziaty mikrojader odbywajg sie z zachowaniem otoczki
jadrowej, wewnatrzjadrowo.

Innym procesem ptciowym, poza koniugacja, jest autogamia, rekonstrukcja
aparatu jadrowego zachodzi w pojedynczym osobniku. Cytogamia jest autoga-
mig wystepujaca u partneréw koniugacji. W trakcie regeneracji makrojadra jest
ono odtwarzane z fragmentow starego.

Specyficznie przebiega rozwéj makrojgdra u Hypotrichida Po wymianie
pronukleusoéw i utworzeniu synkarionu w trakcie rozwoju zawigzkéw makroja-
der powstajg chromosomy politeniczne, potem nastepuje eliminacja duzej czesci
chromatyny z makrojadra i druga poliploidyzacja. Dojrzate makrojadro zawiera
wolne geny, sg one wtasciwie fragmentami chromosoméw o dtugosci paru genéw.
W mikrojadrze tez nastepuje amplifikacja i przegrupowanie wiekszych sekwencji
genomu (Prescott 1994). Mikrojgdro moze by¢ pecherzykowate z endosomem
(u P. aurelia spp., P. rmiltimicromicleatiim, P.jenningsi) lub zbite (u P. bursaria
czy P. caudatum). Mikrojadra zbite wykazujg duzy polimorfizm i poliploidie.

Obajadra, jak zaznaczono, sg rézne funkcjonalnie i strukturalnie. W makro-
jarze mozna tez obserwowac wyrzucanie pewnej ilosci chromatyny (,chromatin
exclusion” ) w celu regulacji ilosci DNA (Bodenbender i wspotaut. 1992). Moze
mie¢ miejsce amplifikacja genomu, szczegdlnie sekwencji kodujacych rRNA. Te
ostatnie sekwencje wystepuja jako izolowane, wolne palindromy. Nie ulega
amplifikacji tRNA i 5SrRNA (Yao i wspotaut. 1978). U Tetrahymena thermophila
w makrojadrze ma miejsce fenotypowe sortowanie 45 tworzacych je losowo
wybranych elementéw. Ujawnia sie to w heterozygotach, takie klony z dominu-
jacym allelem poczatkowo ujawniajg go, potem dajg podlinie z recesywnym
allelem (Nanney 1963, 1980). Zawartos¢ DNA w makrojadrze jest ekwiwalentem
45 haploidalnych uktadéw.

U orzeskow, jak wspomniano, istnieje tez proces koniugacji w obrebie klonu
zwany ,selfingiem”. Mechanizm tego procesu jest inny u Paramecium i u Tetra-
hymena U Paramecium polega on na zmianie kontroli transkrypcji w stadium
wegetatywnym oraz ma miejsce miedzyalleliczna represja, to jest represja i od-
blokowanie allelu. Natomiast u Tetrahymena zachodzi swobodne sortowanie
alleli w trakcie podziatu, ,, selfing” wystepuje przed ukonczeniem sortowania
alleli (Nanney 1980).

Aparat podziatowy orzeskow jest bardzo charakterystyczny, podziat zachodzi
z zachowaniem otoczki jadrowej, jest to podziat acentryczny. Otoczka jadrowa
moze by¢ centrum organizacyjnym dla mikrotubul, ma miejsce kontrola ich
liczby, orientacji, utozenia przestrzennego i biegunowosci. Natomiast centroso-
my moga by¢ rozproszone (holocentryczne), a ich budowa ujawnia ewolucyjne
powigzania orzeskéw. Na przyktad Paramecium bursaria nie ma typowych
centrosomoéw, wystepuja mikroptytki, mikrowtékna, mikrotubule. P. multimicro-
nucleatum ma rozproszone centromery, P. aurelia spp. ma centrosomy wyrazne
lub rozproszone (Raikov 1978).

Badania cytologiczne i kariologiczne moga wyjasni¢ ewolucyjne powiazania
orzeskow i ich filogeneze. Mozna wyodrebni¢ pare etapow ewolucji. Poczgtkowo
miato miejsce przeksztatcenie makrojgdra od poziomu diploidalnego do poliploi-
dalnego, potem nastgpito zréznicowanie Kkariologiczne i genetyczne szczepéw
w obrebie biologicznych gatunkow Paramecium aurelia spp. przez aberracje
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chromosoméw w mikrojadrach (translokacje, duplikacje). Zréznicowanie to
zostato utrwalone w populacjach ,inbreeders” przez autogamie. Wystepuje wiec
rézna zawarto$¢ eu- i heterochromatyny, wieksza u ,inbreeders”, mniejsza
u ,outbreeders”. Ewolucja przebiegata w oparciu o poliploidy u P. caudatum,
P. bursaria, P. putrinum, P.jenningsi lub aneuploidy u pP. aurelia spp. (Przybos
1986 b).

DZIEDZICZENIE CYTOPLAZMATYCZNE

Innym zagadnieniem badanym u orzeskéw jest problem dziedziczenia cyto-
plazmatycznego. Klasycznymi przykiadami byty: zabijanie szczepow wrazliwych,
typy antygenowe, typy koniugacyjne. Okazato sie, ze tymi zjawiskami kierujg
genyjadrowe, atak zwane szczepy zabijajgce ,killers” majg symbionty bakteryj-
ne. Cecha zabijania ujawniana przez ,killers”jest zwigzana z ginieciem szczepéw
wrazliwych pod wptywem toksycznego oddziatywania szczepdw zawierajgcych
bakteryjne endosymbionty, gtéwnie z rodzaju Caedobacter, wystepujace u Para-
mecium w cytoplazmie, mikroigdrze lub makroigdrze (Gortz 1988, Quacken-
bush 1988).

Interesujacym zagadnieniem sg tak zwane ,corticogenes”. U orzeskéw wyste-
puje genetyczna specjalizacja rejonéw powierzchni komdérki oparta na prze-
strzennej informacji, jest to wynik poprzedniego zréznicowania funkcji. Organi-
zacja powierzchni ,corteksu” wykazuje tendencje do powielania sie. Organizmy
uzywaja struktur poprzednio istniejacych jako rusztowarn w procesie wzrostu
(Beisson i Ruiz 1992).

W ,,corteksie” nie majednak DNA, a RNAjest zwigzane z ciatkami podstawo-
wymi. Czes¢ informacji moze by¢ zakodowana w ukitadach metabolicznych
i agregatach wielkoczasteczkowych (Iftode i wspétaut. 1989). Sonneborn i Dip-
pell (1960) opisali u P. aurelia spp. mutanty struktur kortikalnych, w ktérych
te zmutowane cechy utrzymywaty sie i byly dziedziczone mimo identycznego
genotypu partneréw po koniugacji, czy karionid po autogamii. Na przyktad po
koniugacji osobnika podwojnego (dublet) z osobnikiem normalnym (pojedyn-
czym) — z podwdjnego zawsze powstaje podwojny, a z pojedynczego pojedynczy
w Fi, cecha ta utrzymuje sie tez w F2 uzyskanym droga autogamii. Struktury
powierzchniowe sg wiec trwate, nowe powstajg pod kontrolg poprzednio istnie-
jacych (,, cytotaksja” — termin Sonneborna). Ciatka podstawowe sg homologicz-
ne z centriolami, nowe powstajg w Scistym zwigzku z poprzednio istniejgcymi
(Nanney 1975). Stara strukturajest zrodtem architektonicznej informacji (Hyver
i Le Guyader 1995). Powierzchnia komorki kontroluje podziat ciatek podstawo-
wych, makrojadra i komorki (De Terra 1974). By¢ moze synteza DNA w makro-
jadrze moze by¢ kontrolowana przez informacje z ,corteksu” naptywajaca do
jadra przez system kanatdéw reticulum endoplazmatycznego. Powierzchnia wig-
cza mechanizmy rozprzestrzeniajgce zmiane strukturalng. Nowe badania (Cur-
TENAZ i wspétaut. 1994) wykonane z zastosowaniem techniki przeciwciat mono-
klonalnych wykazaty, ze epiplazma (czyli szkielet btonowy lezacy pod btong
kortikalng) u réznych gatunkow orzeskéw wykazuje r6znorodnosé w odniesieniu
do rozmiaru i liczby biatek szkieletowych. Epiplazma jest odpowiedzialna za
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utrzymanie ksztattu komorki, okreslenie utozenia ciatek podstawowych i zako-
twiczenie mikrotubul w korteksie (Curtenaz i wspotaut. 1994).

Innym zagadnieniem jest tak zwane obopodlne wykluczanie (,mutual exclu-
sion”) przejawiane przez system determinujacy antygeny powierzchniowe (unie-
ruchamiajace) u Paramecium. U P. primaurelia antygeny dziatajg w okreslonej
temparaturze od 10°C do 40°C, odpowiednio ujawniajg sie antygeny S, G, D. Sg
determinowane przez szereg niesprzezonych loci, powigzanych w system wzaje-
mnego wykluczania. Orzeski przystosowuja sie do zmian otoczenia przez zmiane
swojej aktywnosci. W okreslonej temperaturze jest syntetyzowane odpowiednie
biatko antygenowe (Beale 1954).

W determinowaniu cech u orzeskéw ujawnia sie tez wspoétdziatanie jadrowo-
-cytoplazmatyczne, widoczne w réznicowaniu makrojadra czy losowej determi-
nacji karionid. W zaleznosci od lokalizacji w komorce produktéw podziatu
synkarionu (diploidalnego jgdra powstatego po zlaniu sie pronukleusa stacjo-
narnego z wymienionym od partnera pronukleusem wedrujgcym) przeksztatcajg
sie one w mikrojadro lub w makrojadro. Typy koniugacyjne sa determinowane
przez makrojadro w karionidach (produktach pierwszego podziatu komoérkowego
bytego partnera koniugacji). Istotng role odgrywa temperatura — w nizszej
czestsze sa typy nieparzyste. Determinacja typéw koniugacyjnych jest wyborem
dwdch stanow jadrowych. Wybér moze pozostawaé pod wptywem temperatury
otoczenia. Stanwybranyjest potem powielany przez linie karionid. Determinacja
karionid moze by¢ skoordynowana. Takim przykiadem jest determinacja t.k.
u Paramecium tetraurelia i w tak zwanej grupie B zespotu P aurelia. Istotng role
odgrywa tu cytoplazma kontrolowana przez stare makrojadro, jeszcze nie ulegte
rozpadowi, istniejgce w cytoplazmie, jednakze w ktorej juz jest nowe makroja-
dro (Butzel 1974). W podobny sposéb odbywa sie dziedziczenie cechy wyrzuca-
nia lub nie wyrzucania trichocyst w grupie B zespotu P. aurelia (Nyberg 1978).

BADANIA BIOCHEMICZNE | FIZJOLOGICZNE

U orzeskow, zwhaszcza u Paramecium i Tetrahymena, mozna badac¢ podstawy
genetyczne wielu istotnych zjawisk zachodzgcuch u eukariontow zwigzanych
z cyklem komorkowym. Istotne jest, na przykiad, poznanie drogi przekazywania
sygnatow z receptorow do wnetrza komoérki. Insulina powoduje aktywacje i sku-
pianie cGMP i cAMP na rzeskach i koto btony komorkowej u Tetrahymena.
Poprzednia ekspozycja na hormon zwieksza zdolno$é jego wigzania (KovAcs
i Csaba 1994). Po zetknieciu sie komdrki z hormonem ma miejsce diugotrwata
zmiana w btonowych receptorach; nastepuje zmiana ptynnosci. Tetrahymena
ma wiec struktury podobne do receptoréw hormonalnych wystepujacych w bto-
nach komaérkowych wyzszych kregowcéw.

Tetrahymena moze by¢ modelem w wielu badaniach biologicznych, organizm
ten mozna hodowac na pozywkach o okreslonym skladzie chemicznym (Wheat-
ley i wspotaut. 1994), do ktorych mozna dodawac rozne badane substancje, na
przyktad substancje powodujgce proliferacje wzrostu, substancje toksyczne.
Organizm ten jest wiec uzywany w badaniach dotyczacych wzrostu, regulacji
cyklu komérkowego, odzywiania. Tetrahymena moze by¢ organizmem stuzacym
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do testowania skazenia srodowiska. Moze tez by¢ uzyta w réznych biotechnolo-
giach, na przyktad do produkcji enzymow hydrolitycznych, wydzielanych potem
do pozywki. Jest tez organizmem testowym do badania lekéw, na przykiad
uzywanych w leczeniu raka u ludzi, podobnie jak antybiotyk adriamycyna
(Soose iwspotaut. 1994). Co ciekawe, Tetrahymena moze rozpoznawac¢ substan-
cje o stezeniach nizszych niz te, ktore sg efektywne u glonéw przy badaniu
hamowania wzrostu (Paulti i wspotaut. 1994). Podobnie Parameciumjest bardzo
wartosciowym organizmem eukariotycznym stuzacym jako model do badania
chemicznych substancji czy adaptacji na nie (Hennessey i wspétaut. 1994). Na
przyktad Paramecium primaurelia z zepotu P. aurelia ma zastosowanie jako
organizm testowy w badaniach pestycydéw, czy wplywu skazenia srodowiska
(Komala 1992, 1994). Paramecium caudatum byto na przykiad modelem dzia-
tania niedotlenienia na organizmy eukariotyczne (Maivin i Wood 1992). Zwykle
niedotlenienie powoduje przemieszczanie sie zwierzat wielokomdérkowych w zi-
mniejsze strefy (hypotermia). Réwniez P. caudatum wybiera nizszg temperature
w takich warunkach, co jest istotne dla przezycia. P. caudatum moze by¢ wiec
modelem w badaniach dotyczacych adaptacji termoregulacyjnych, prowadzo-
nych na poziomie komorki i na poziomie molekularnym.

INZYNIERIA GENETYCZNA U ORZESKOW

Szereg problemow inzynierii genetycznej moze by¢ badanych z zastosowa-
niem orzeskéw. W pewnym sensie inzynierie genetyczna in vivo u Tetrahymena
prowadzili B runs i wspotpracownicy (1982), wykorzystujac mozliwos¢ konstruo-
wania homozygotycznych linii tych organizméw poprzez genomowe wytgczanie.

Mozna tworzy¢ szczepy nullisomiczne z wyeliminowanymi chromosomami
z mikrojadra z brakujaca kopiajednego lub wiecej chromosoméw. Tak uzyskane
szczepy umozliwiajg mapowanie genéw w chromosomach. Jesli skrzyzuje sie
nullisomicznego osobnika z diploidalnym, powstanie osobnik monosomiczny.
Jezeli mapowany gen znajduje sie na brakujacym chromosomie w organizmie
nullisomicznym, to potomstwo bedzie miato jedng kopie genu (bedzie hemizygo-
tyczne) i ujawni zmutowany fenotyp. Jesli badany gen jest na chromosomie
obecnym w organizmie nullisomicznym, to potomstwo bedzie miato kopie genu
od kazdego z rodzicow, bedzie heterozygotyczne i poczgtkowo ujawni dominujgcy
fenotyp. Jesli mapowana mutacja jest dominujaca, wtedy homozygota i hetero-
zygota beda miaty poczatkowo ten sam fenotyp. Tetrahymena przechodzi feno-
typowe sortowanie, a wiec w wegetatywnym potomstwie heterozygot ujawni sie
fenotyp jednego z rodzicéw. Heterozygoty beda sortowac linie ujawniajace rece-
sywny fenotyp.

Przykiadem inzynierii genetycznej jest proces dojrzewania makrojgder
u orzeskow. W dojrzatym makrojgdrze u Hypotrichida wystepujg czasteczki DNA
o wymiarach genéw, po uprzednich przemianach polegajacych na fragmentacji
chromosomow, eliminacji z nich wiekszosci, to jest okoto 95% DNA, dodaniu
telomerow z powtérkami C4A4 i G4T4 (Prescott 1993). Chromosomy o wymia-
rach gendéw przechodzg liczne replikacje, na przyktad u Oxytricha nova wyste-
puje 1000 kopii 2000 réznych genéw. Makrojadro Paramecium czy Tetrahymena
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przechodzi mniejsze zmiany w trakcie swego rozwoju, jednak majg miejsce
wyciecia i przylgczania sekwencji, dodawanie telomeréw z charakterystycznymi
powtérkami (C4A2 i G4T2), ktore sg dodawane kolejno w niematrycowy sposéb
(Gar1 1984).

Zainteresowanie budzg problemy tasowania DNA, struktury telomeréw, czy
tez samosktadania pre rRNA u Tetrahymena thermophila. Ten ostatni problem
zostanie tu omowiony. Geny u orzeskéw sg, jak wiadomo, podzielone na egzony
i introny, podobniejak u innych Enkariota, zaréwno w jadrach, mitochondriach
(jednakze tylko na mRNA, rRNA, nie na tRNA) i w chloroplastach (tu na mRNA,
rRNA i tRNA). Sensacyjne odkrycie Cech’a (1987) ujawnito, ze sktadanie, to jest
wycinanie intronéw in vivo zachodzi bez udziatu biatek enzymatycznych i zrédta
energii z zewnatrz. Funkcje enzymu petni intron, reszta guanozyny jest przyia-
czana do granic egzonu\intronu. Z kolei, intron jest uwalniany jako kolista
czgsteczka a egzony sa potlaczone. Nastepuje seria transestryfikacji, dzieki
czemu nie jest potrzebna energia z zewnatrz (np. z ATP). Guanozyna spetnia role
akceptora fosforanu w pierwszej transestryfikacji. Intron jest centrum katality-
cznym, jego aktywnos¢ jest powodowana Il i Ill rzedowag strukturg (McConnell
i wspotaut. 1993). Czasteczki RNA dziatajace jak enzymy zostaly nazwane
rybozymami (Barinaga 1993), moga niszczy¢ rRNA, na przykiad wirusa HIV.

U Tetrahymena thermophila locus rRNA w mikrojadrze o dtugosci 10,3 kb
przechodzi dramatyczny proces podczas przeksztatcania w makrojgdro. Jest
ciety na 200 odcinkéw, do ktérych dodawane sa telomery; sekwencje flankujace
i wewnetrzne sg wycinane. Nastepuje zwielokrotnianie do 10 000 kopii (Kapler
1993), ktére maja forme palindroméw. Dodawanie telomeréw ma tez miejsce
u Paramecium, badano to metodg mikroiniekcji (Gittey i wspotaut. 1988).
Telomery sg kompleksami niejgderkowymi, ztozonymi z biatka i DNA, stabilizujg
konce chromosoméw. Chromosomy makrojadra segreguja losowo w czasie
wegetatywnego wzrostu, maja u Tetrahymena ploidalno$é 45°C. Chromosom na
rRNA (17S, 5,8S, 26S) jest dalej zwielokrotniany.

Interesujace jest, ze kodony orzeskdéw sa nieco inaczej uzywane niz u innych
Eukariota. Paramecium, Tetrahymena, Stylonychia i Oxytricha uzywaja dla
translacji glutaminy kodonéw UAA i UAG bedacych uniwersalnymi kodonami
stop. Jako jedynego kodonu stop uzywajg UGA. Ten ostatni kodon jest uzywany
przez Euplotes do kodowania cysteiny. Z kolei, Blepharisma i Euplotes uzywajg
UAA jako kodonu stop. By¢é moze, te r6znice moga odzwierciedla¢ ewolucyjne
powigzania orzeskéw. Rodzaj Blepharisma mogt by¢ wczesnie oddzielony od
Hypotrichida, sa tez roznice miedzy Euplotes, Stylonychia i Oxytricha. Kodon
UAA, oznaczajacy stop u Euplotes i Blepharisma, niezwykle uzywany u innych
orzeskow, ewoluowatl po oddzieleniu sie orzeskéw od gtéwnej linii Eukariota
(Liang i Heckmann 1993).

Problemem, ktéry moze by¢ badany na Tetrahymena, jest regulacja dziatania
genow u Eukariota. Mozna badac¢ fosforylacje histonu HI (Lu i wspotaut. 1994)
w okresie syntezy DNA w mitozie, bowiem wzrasta poziom fosforylacji (katalizo-
wanej przez konserwatywng kinaze MPF); po ukonczeniu mitozy nastepuje
defosforylacja. Fosforylacja histonu H 1 powoduje dekondensacje chromosoméw,
aktywacje gendw i replikacje DNA. U Paramecium mozna tez badac regulacje
poszczegblnych faz cyklu zyciowego, na przyktad wptyw cytoplazmy przeszcze-
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pianej technikga mikroiniekcji na diugos¢ trwania okresu niedojrzatosci do
autogamii (Kosciuszko i Prajer 1990).

Orzeskéw mozna uzywaé do tworzenia transgenicznych organizméw, po-
wstatych przez przenoszenie DNA i mMRNA na réznych poziomach, Prokariota-Eu-
kariota, Eukariota nizsze i wyzsze. Uzyskano ekspresje genu opornosci na
antybiotyki, pochodzgcego z Escherichia coli w makrojgdrze Stylonychia (Me-
yers | Helftenbein 1988). Wektorem byt liniowy plazmid z genem opornosci na
neomycyne z E. coli, pozostajacy pod kontrolg promotora genu aktyny z Dietyo-
steliumdiscoideum, powigzany z fragmentami amplifikowanego makrojgdrowego
DNA Stylonychia. U bakterii E. coli ulegt ekspresji gen Paramecium kodujacy
kalmoduline (biatko wigzace jony wapnia) po czterech zmianach TAA na CAA
poprzez serie PCR (Kink i wspoOtaut. 1991). Zmieniono kodonTAA — u wigkszosci
orzeskow kodujacy glutamine — na kodon CAA, kodujacy kalmoduline.

Ze wzgledu na inny spos6b uzywania uniwersalnych kodondéw stop u orze-
skoéw, tojest UAA i UAG do kodowania glutaminy, geny orzeskéw nie moga by¢
ujawnione w heterologicznych organizmach, takich jak E. colt Dla pokonania
tej bariery opracowano system supresji do czytania kodonéw UAA i UAG,
mianowicie silny supresor tRNA do UAA. Ta metoda otwarta droge do klonowania
gendéw orzeskéw i dla ekspresji poszczegdlnych sekwencji (Conhen i wspétaut.
1990).

Podobnie u E. coli klonowano plazmid z DNA czastek kappa [Caedibacter sp.),
odcinek kodujacy R ciata (do reprodukcji); uzyskano translacje 3 biatek kodo-
wanych przez nie (Quackenbush 1988).

Fragmenty DNA bakteriofaga replikujg sie w makrojgdrze Paramecium po
mikroiniekcji jako liniowe czgsteczki. Sg one substratami do przediuzania
telomeréw Paramecium przez endogenna telomeraze. Wszczepione DNA jest
replikowane raz w ciggu podziatu komoérki. Jest to system przeciwdziatania
powtdrnej replikacji. Moze taki jest mechanizm regulowania ilosci DNA w ma-
krojadrze, tojest liczby kopii, ktérych u Parameciumjest 1000 do 15000 kazdego
genu pochodzacego z diploidalnych kopii obecnych w mikrojadrze (Kim i wspo6t-
aut. 1992).

Dokonano réwniez transformacji Tetrahymena genem rRNA opornosci na
eykloheksimid (Yao iYao 1991) pochodzgcym z drozdzy. Transformacja zachodzi
przez specyficzne zastgpienie sekwencji gospodarza, ale nie wszystkich kopii
genu w poliploidalnym makrojgdrowym genomie. Wszczepione zmutowane geny
moga stuzy¢ jako dominujgce markery transformacji w tym organizmie.

Innym przyktadem jest wprowadzenie mRNA z Paramecium determinujgcego
antygeny powierzchniowe do oocytéw Xenopus metodg mikroiniekcji. Uzyskano
w oocytach translacje biatek antygenowych (Sommervitte 1983).

Orzeski jako eukarionty o poznanych czesciowo genotypach moga by¢ sto-
sowane w wielu jeszcze innych dziedzinach zoologii doswiadczalnej jako organi-
zmy modelowe obok szeregu innych organizmoéw (Drosophila, drozdze i inne).
Wydaje sie celowe przyblizenie tych mozliwosci.
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CILIATES AS MODEL ORGANISMS IN THE STUDIES ON SPECIATION, GENE-
TICS AND CELL BIOLOGY

Summary

The discovery of the system of mating types in some ciliate genera (e. g. Tetrahymena,
Paramecium, Oxytricha, Stylonychia, Euplotes) initiated and stimulated rapid development of proto-
zoan genetics, especially in the genera Paramecium and Tetrahymena. The latter two can be used as
model eukaryote organisms in genetic, cytological, karyological and biochemical analysis as well as
in genetic engineering and in studies on speciation. Both organisms are also used in testing toxic
substances, thus they are useful for medicine and for evaluation of environmental pollution.
Tetrahymena s also applied in different biotechnological procedures. Itis worth mentioning that the
organism can be cultivated on a large scale to suit laboratory or commercial purpose. Work on the
ciliates (mainly Paramecium and Tetrahymena} has extended our understanding of different prob-
lems, such as structure of species, different aspects of growth, cell cycle control, cytokinesis,
intercellular signalling, and, particularly in the work on Tetrahymena, the problem of self splicing
of mMRNA.
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