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O RZĘSKI JAKO MODELOWE ORGANIZMY W BADANIACH 
SPECJACYJNYCH, GENETYCZNYCH I BIOLOGII KOMÓRKI

Orzęski (Ciliophora, Protista) obejmują około 8000 gatunków (Corliss 1979), 
pewne ich rodzaje stały się modelowymi eukariotycznymi organizmami w szeroko 
pojętych badaniach z zakresu genetyki, specjacji i biologii komórki, a to dzięki 
odkryciu u tych jednokomórkowych organizmów systemu typów koniugacyjnych 
i uzyskiwanie w sposób planowy i kontrolowany reakcji płciowych, to jest 
koniugacji i autogamii. Powstały nowe możliwości badań z zastosowaniem tego 
materiału, pozwoliło to też na poznanie złożonej struktury gatunku w niektórych 
rodzajach orzęsków.

CHARAKTERYSTYKA ORZĘSKÓW, SPECYFIKA ICH PROCESÓW PŁCIOWYCH

Orzęski występują we wszystkich typach zbiorników wodnych, są kosmopo
lityczne, mają duże zdolności przystosowawcze, nadto ich hodowla w warunkach 
laboratoryjnych jest tania, co decyduje o wyborze ich do badań naukowych. 
Bardzo charakterystyczną cechą orzęsków jest aparat jądrowy, zbudowany 
z mikrojądra ( lub mikrojąder) i makrojądra (lub makrojąder). Jądra te różnią 
się budową, wielkością i funkcją. Mikrojądro jest głównie jądrem generatywnym, 
jest zasadniczo diploidalne, uczestniczy w podziale mejotycznym i mitotycznym 
z udziałem aparatu podziałowego, zbudowanego z mikrotubul. Wykazuje niską 
transkrypcję lub jej brak. W fazie wegetatywnej życia orzęska odgrywa rolę 
w stomatogenezie.

Makrojądro jest jądrem wegetatywnym, poliploidalnym, a właściwie polige- 
nomowym, zawiera dużo RNA, metaboliczne DNA, kieruje przemianą materii 
w komórce. Po podziale poprzecznym osobników wegetatywnych dzieli się ami- 
totycznie. Jest to kombinacja endomitoz i segregacji genomów, nie ma tu 
wyraźnych chromosomów. Może zawierać podjądra haploidalne lub diploidalne, 
albo zbiorczy chromosom. W interfazie zawiera elementy chromatynowe i jąder- 
ka, jest otoczone podwójną otoczką jądrową.

Charakterystycznym procesem płciowym orzęsków jest koniugacja, osobniki 
reaktywne reprezentujące uzupełniające się typy koniugacyjne (u.t.k.) łączą się 
z sobą, następuje rekonstrukcja aparatu jądrowego. Koniugacja zapewnia two
rzenie rekombinacji, zwiększa żywotność populacji i daje jej przewagę selekcyjną,
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zaczyna też nowy cykl życiowy. Szczegółowe omówienie koniugacji jest w roz
dziale dotyczącym cytologii i kariologii orzęsków.

Autogamia jest procesem płciowym zachodzącym w pojedynczym osobniku — 
zachodzą podziały mejotyczne i mitotyczny mikrojąder i oba pronukleusy zlewają 
się. Autogamia prowadzi do homozygotyczności.

Od czasu pionierskich badań Sonneborna z  1937 roku i Jenningsa z  1938 
roku, które ujawniły istnienie systemu typów koniugacyjnych u Paramecium 
aurelia i odpowiednio u Paramecium bursaria, system ten opisano też poza 
rodzajem Paramecium między innymi u Tokophrya, Tetrahymena, Glaucoma, 
Colpidium, Oxytricha, Stylonychia, Euplotes (Przyboś 1986a).

Okazało się, że taksonomiczne gatunki w obrębie wymienionych rodzajów, 
są zróżnicowane na szereg genetycznych (biologicznych) gatunków. Osobniki 
genetycznego gatunku stanowią grupę populacji, między którymi możliwy jest 
przepływ genów. Genetyczny gatunek stanowi więc pulę genową, wspólną dla 
szczepów wchodzących w jego skład, jednak izolowaną rozrodczo od innych 
takich jednostek przez niemożliwość tworzenia żywotnych rekombinacji mię- 
dzygatunkowych (zgodnie z definicją Mayra  1963). W obrębie genetycznych 
gatunków koniugacja zachodzi jedynie między klonami reprezentującymi uzu
pełniające się typy koniugacyjne (u.t.k.), (Sonneborn 1957). Klony różnych 
gatunków w zasadzie nie koniugują ze sobą. Na tej regule jest oparta metoda 
testów genetycznych, pozwalająca identyfikować gatunki w oparciu o koniugację 
między u.t.k. szczepów standardowych i badanego szczepu. Bliźniacze gatunki, 
genetycznie odrębne, są podobne morfologicznie. Różnią się natomiast specyfiką 
koniugacji, wymaganymi warunkami otoczenia dla uzyskania dojrzałości do 
koniugacji, cechami biometrycznymi, przebiegiem cyklu życiowego, cechami 
fizjologicznymi, a zwłaszcza możliwością życia w określonym zakresie tempera
tur. Z tą ostatnią cechą wiąże się charakterystyczne rozmieszczenie gatunków. 
Gatunki różnią się typem kojarzenia, krzyżują się bowiem z osobnikami o bliskim 
lub odległym pokrewieństwie, to jest wykazują „inbreeding” lub „outbreeding”. 
Ta ostatnia cecha ma zasadnicze znaczenie dla przebiegu specjacji w obrębie 
poszczególnych gatunków (Sonneborn 1975).

„Inbreeding” prowadzi do homozygotyczności klonów lub populacji orzęsków. 
Linie homozygotyczne są znakomitym materiałem do badań genetycznych, 
ujawniają mutacje po autogamii (Sonneborn 1950).

„Outbreeding”, polegający na możliwości krzyżowania sie klonów o odległym 
pokrewieństwie, pozwala na ujawnienie się rekombinacji. „Outbreeders” są 
mniej wyspecjalizowane pod względem wymagań określonych warunków otocze
nia, mogą dostosować się do zmian.

„Inbreeding” lub „outbreeding”, przejawiany przez różne gatunki, jest zwią
zany z cechującymi je różnymi okresami trwania niedojrzałości i dojrzałości do 
koniugacji, jak też innymi fazami cyklu życiowego.

Biologiczne (genetyczne) gatunki ujawniają po dwa u.t.k. lub też system 
wielokrotnych t.k. w gatunku, który powstał przez duplikację dwóch t.k.
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PARAMECIUM I TETRAHYMENA JAKO SZCZEGÓLNE MODELE W BADANIACH 
STRUKTURY GATUNKU I SPECJACJI

Problem specjacji i struktury gatunku jest opracowany najpełniej w rodza
jach Paramecium i Tetrahymena. Problem ten badano różnymi metodami, sto
sowano analizę genetyczną, cytologiczną, kariologiczną, prowadzono też badania 
biochemiczne, które wykazały zróżnicowanie gatunków bliźniaczych, jak też 
molekularne zróżnicowanie szczepów w obrębie gatunków. Paramecium i Tetra
hymena są rodzajami szczególnie dobrze nadającymi się do badania specjacji, 
nagromadzono bowiem wiele informacji na temat genetyki i struktury gatunków 
w tych rodzajach.

Obecnie znanych 15 biologicznych gatunków zespołu Paramecium aurelia 
oznacza się w oparciu o koniugację ze szczepami standardowymi (Sonneborn  
1975, A ufderheide i współaut. 1983) jak wspomniano, lub w oparciu o wzory 
rozkładu elektroforetycznego enzymów, głównie dehydrogenaz i esteraz (Tait  
1970, Allen  i G ibson  1971, A llen  i współaut. 1973).

Bliźniacze gatunki zespołu Paramecium aurelia poprzednio były zwane syn- 
genami (Sonneborn  1957). Binominalne nazwy gatunkowe (Sonneborn  1975) 
otrzymały wtedy, gdy wprowadzono metodę konserwacji żywych standardowych 
szczepów w płynnym azocie. Opracowano też wówczas alternatywną metodę ich 
oznaczania w oparciu o wzory elektroforetycznego rozkładu ich enzymów. Nazwy 
binominalne otrzymały też gatunki (syngeny) Tetrahymena pyrijormis w 1976 
roku (Nanney i M cCoy), jak również Euplotes vannus w 1982 roku (Machelon ). 
Sonneborn  jednak (1975) uważał, że ostateczną i niezawodną podstawą identy
fikacji gatunków zespołu Paramecium aurelia pozostaje zdolność do koniugacji 
ze szczepami standardowymi i powstanie żywotnych, zrekombinowanych klo
nów F2.

Zespół gatunków Tetrahymena pyriformis jest złożony obecnie z ponad 20 
genetycznych gatunków płciowych, posiadających mikrojądra i 5 gatunków 
bezpłciowych, bezmikrojądrowych. W gatunkach bez mikrojąder można anali
zować mutacje w makrojądrach. Szczepy takie są odróżniane na podstawie 
kryterii biochemicznych (Corliss i Daggett  1983). Poszczególne gatunki są 
całkowicie genetycznie izolowane między sobą (Nanney 1982), są jednak podo
bne morfologicznie, mają też podobne wymagania pokarmowe. Szczepy Tetrahy
mena można hodować aksenicznie bez bakterii w pożywce, co ma wielkie 
zastosowanie w badaniach dotyczących odżywiania, testach farmakologicznych 
i innych.

Wszystkie gatunki Tetrahymena ujawniają „outbreeding” (Sonneborn  1957, 
Nyberg  1974). Prowadzi to do heterozygotyczności lokalnych populacji, homo- 
zygotyczność można osiągnąć metodą „genomie exclusion” (wyłączenia części 
genomu, A llen  1967). Uzyskuje się to przez koniugację szczepu a* (z uszkodzo
nym mikrojądrem) ze szczepem normalnym, powstaje heterokarionidalne po
tomstwo. Nowe mikrojądro tworzy się przez endoreduplikację haploidalnego, 
stare makrojądro dalej funkcjonuje, a genotyp uszkodzonego mikrojądra jest 
eliminowany. Gatunki Tetrahymena mają podobną liczbę chromosomów, to jest
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2n = 10 (Ray 1956), mają też podobną zawartość DNA, od 20 do 50 pg DNA 
w mikrojądrze w fazie G2 cyklu życiowego (Doerder  i współaut. 1981). Gatunki 
zespołu Tetrahymena pyriformis są jednak silnie zróżnicowane na molekularnym 
poziomie. Ujawniła to analiza ich kwasów nukleinowych i białek (Nanney 1982).

Gatunki Tetrahymena różnią się procentową zawartością zasad guaniny do 
cytozyny (od 25% do 33% wg A llen i G ibson 1971). Wykazują różny stopień 
hybrydyzacji DNA (Nanney i M cCoy 1976), różnią się wzorami mitochondrialnego 
i lybosomalnego DNA (Nanney 1984).

W odniesieniu do białek gatunki zespołu wykazują zróżnicowanie widoczne 
na przykład przy badaniu rozkładu elektroforetycznego enzymów, lizosomalnych 
esteraz i kwaśnych fosfataz, a też mitochondrialnych dehydrogenaz (Borden  
i współaut. 1977). Jest on różny dla poszczególnych gatunków, ale też dla 
szczepów w obrębie jednego gatunku. Również badania antygenów wykazały 
genetyczny polimorfizm gatunków (Corliss i Daggett 1983). Gatunki Tetrahy- 
menaróżnią się też rodzajem strukturalnych białek tworzących epiplazmatyczny 
szkielet (W illiams i współaut. 1984), jedynie tubulina jest konserwatywnym 
białkiem. Rybosomalne białka są też specyficzne gatunkowo, co znajduje zasto
sowanie w systematyce bezpłciowych gatunków (bez mikrojąder) (Petridon 
i współaut. 1983). Analiza cytometryczna wykazała zróżnicowanie gatunków, 
cechy mierzalne mogą być użyteczne dla ich oznaczania, jednakże mierzone 
osobniki muszą być w podobnych fazach cyklu życiowego, to jest w fazie 
logarytmicznej lub stacjonarnej. Wyniki pomiarów są zależne też od rodzaju 
pożywki (aksenicznej lub bakteryjnej) zastosowanej w hodowli (Taylo r  i współ
aut. 1976).

W odniesieniu do problemu powstania poszczególnych gatunków zespołu 
Tetrahymena pyriformis Nanney (1982) pierwotnie sugerował, że nastąpiło to 
około 100 milionów lat temu, jednak dane z sekwencjonowania 5S i 5.8S rRNA 
wykazały brak tak dużych różnic między gatunkami zespołu, radiacja gatunków 
miała miejsce później (Nanney 1989). Budowa Tetrahymena jest stosunkowo 
prosta, mógł to być prototypowy orzęsek (Nanney  1982), obecnie jest rodzajem 
gwałtownie ulegającym specjacji. O jego starożytności świadczy jego 5S rRNA, 
zawiera on sekwencje znalezione w bakteriach, nieobecne w cząsteczkach u eu- 
kariontów. Histony Tetrahymena wykazały różnice w porównaniu z histonami 
ssaków i roślin, świadczy to też o wczesnym oddzieleniu się orzęsków od 
głównego pnia eukariontów, przed dywergencją zwierząt i roślin (Hayashi 
i współaut. 1984). Tetrahymena jest niższym eukariontem, posiada też cechy 
prokariontów, na przykład dehydrogenaza jabłczanowa (Fabregat i współaut.
1984) tego gatunku jest bliższa enzymowi izolowanemu z bakterii niż z euka
riontów pod względem ciężaru cząsteczkowego i liczby podjednostek. Cyto
chrom c Tetrahymena różni się (Tarr  i FiTCh 1976) od znanych mitochondrial
nych cytochromów c eukariontów, jest bardziej podobny do cytochromu c 
prokariontów. Gatunki Tetrahymena, które wykazują tak olbrzymie molekularne 
zróżnicowanie, są uważane za potomków bardzo starego wspólnego przodka, 
z którego oddzieliły się poszczególne gatunki. Ich fenotypowy wzór został usta
lony jeszcze we wspólnym przodku i pozostał niezmieniony, podczas gdy skład
niki molekularne zostały rozrzucone przez procesy mikroewolucji (Nanney  1982).
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Również bardzo często używanym w badaniach specjacyjnych, genetyce 
i biologii komórki jest rodzaj Paramecium. Taksonomiczne gatunki są zróżnico
wane na szereg genetycznych gatunków („sibling species”). Po dwa u.t.k. ujaw
niają następujące gatunki: zespół Paramecium aurelia, P. calkinsi, P. polycaryum 
(Sonneborn  1957) i P. arcticum (Jankowski 1962). Wiele t.k. występuje u P. bur- 
saria i P. trichium (putrinum) (Sonneborn  1957). Najczęściej w badaniach do
świadczalnych jest używany zespół P. aurelia, złożony z 15 gatunków (Sonneborn  
1975, A ufderheide  i współaut. 1983). Ujawniają one „inbreeding”, jednak w róż
nym stopniu (Sonneborn  1957), najsilniej P. tetraurelia, słabiej P. biaurelia 
(Landis 1986), najmniej P. novaurelia. Gatunki te przechodzą autogamię w okre
sie starzenia się klonów (D iller  1936), która spełnia odmładzającą rolę, jeśli nie 
występuje zbyt późno w cyklu życiowym klonu (Sonneborn  1954). Gatunki 
P. aurelia spp. posiadają cykl życiowy zróżnicowany na poszczególne fazy. Opisał 
już to w XIX wieku Maupas (1889). Według Crippa-Franceschi (1987) t.k. 
w gatunku P. primaurelia mają różne tempo wzrostu i względną autonomię. 
Gatunki zespołu P. aurelia są obiektem wielu badań, są bowiem pospolite 
w przyrodzie, hodowla ich jest tania, poza koniugacją przechodzą autogamię 
prowadzącą do homozygotyczności linii. Jest to bardzo istotne w badaniach 
genetycznych czy testowych, ponieważ w potomstwie poautogamicznych linii 
(homozygotycznych we wszystkich parach alleli) są ujawniane mutacje.

Badania wykonane z użyciem gatunków zespołu Paramecium aurelia dotyczą 
analizy genetycznej prowadzonej na poziomie komórki (są to np. krzyżówki 
wykazujące pokrewieństwo genetyczne szczepów), czy analizy genotypów prowa
dzonej na poziomie molekularnym. Badania cytologiczne dotyczą reorganizacji 
aparatu jądrowego. Badania kariologiczne dotyczą analizy kształtu i liczby 
chromosomów w mejozie i mitozie. Są też prowadzone na tym materiale badania 
dotyczące analizy biochemicznej, obejmującej na przykład badania enzymów 
komórkowych, czy też rozpoznawania komórek przez działanie na ich receptory.

Poszczególne gatunki są płciowo izolowane, reakcje międzygatunkowe nie 
dają zrekombinowanych żywotnych klonow F2, mają też różne wymagania 
warunków otoczenia dla uzyskania dojrzałości do koniugacji (Sonneborn 1975).

Gatunki zespołu Paramecium aurelia ujawniają trzy grupy dziedziczenia t.k. 
(Sonneborn  1966). Tak zwana grupa A przejawia karionidalne dziedziczenie, 
należą tu następujące gatunki: P. primaurelia, P. triaurelia, P. pentaurelia, 
P. novaurelia, P. undecaurelia, P. ąuadecaurelia, P. sonneborni. Grupa B ujawnia 
cytoplazmatyczne dziedziczenie t.k. Należą tu: Paramecium biaurelia, P. tetrau
relia, P. sexaurelia, P. septaurelia, P. octaurelia, P. decaurelia, P. dodecaurelia. Do 
grupy C należy P. tredecaurelia, w którym t.k. są determinowane przez 2 allele 
w jednym locus.

W gatunkach zespołu występuje też zjawisko „selfingu”, to jest wewnątrzklo- 
nalnej koniugacji. W gatunkach P. pentaurelia i P. septaurelia są również szczepy 
mające tylko jeden t.k. Na podstawie przejawianych przez gatunki zespołu cech 
antygenowych można również wyodrębnić dwie grupy gatunków. Symbionty 
bakteryjne występują głównie w grupie B (Sonneborn  1957).

Analiza mitochondrialnych genomów gatunków zespołu Paramecium aurelia 
pozwala wyodrębnić dwie grupy gatunków, wcześnie oddzielone w toku ewolucji 
(Cummings i współaut. 1979). Mitochondrialne DNA wykazuje molekularny
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konserwatyzm, a genom ten jest nietypowy dla eukariontów, jest bowiem liniowy 
zarówno u Paramecium, jak i u Tetrahymena. Mitochondrialne DNA jest auto
nomiczne w replikacji i ekspresji. Wykazały to doświadczenia tyczące oporności 
na erytromycynę i chloramfenikol, które hamują syntezę białka w bakteryjnych 
rybosomach. Można przenosić mitochondrialne DNA między pokrewnymi gatun
kami, mDNA pochodzący z Paramecium primaurelia hybrydyzował z fragmentami 
mDNA P. pentaurelia, wykazywał homologię z fragmentami mDNA P. tetraurelia. 
Możliwość rozwijania się mitochondrialnego DNA w obcym gatunku kontrolują 
geny jądrowe.

Również analiza rozkładu elektroforetycznego hemoglobiny w gatunkach 
zespołu P. aurelia ujawnia szereg wariantów o różnej ruchliwości (Usuki i Irie

1983). Podobnie istnieje duża różnorodność pod względem wzoru, liczby, ruchli
wości, intensywności prążków determinowanych przez geny makrojądra, w roz
kładzie elektroforetycznym mitochondrialnych dehydrogenaz, lizosomalnych 
esteraz i kwaśnych fosfataz. Istnieją różnice między fenotypem wspólnym dla 
gatunków a wariantem fenotypu zależnym od allelicznych różnic w pojedynczym 
locus. Różnice szczepowe wystąpiły głównie w obrębie Paramecium biaurelia. Nie 
ma geograficznego zróżnicowania szczepów pod względem ujawnianych enzy
mów (Allen i współaut. 1983). Prawdopodobnie selekcja działała w kierunku 
utrzymania dzikiego typu allelu (Sonneborn 1975). „Inbreeding” w gatunkach 
zespołu P. aurelia prowadzi do zróżnicowania lokalnych populacji, jednak przy 
zachowaniu podobnej morfologii. Potwierdzają to badania genetyczne (wyniki 
krzyżówek), badania kariologiczne, badania antygenów. Natomiast lokalne po
pulacje nie są zróżnicowane pod względem cechujących je zymogramów. Gatunki 
zespołu P. aurelia różnią się między sobą długością trwania poszczególnych 
etapów cyklu życiowego, tempem podziałów, tolerancją temperatur, różnią się 
promienioczułością. Gatunki zespołu P. aurelia wykazują różne preferencje 
klimatyczne, co wpływa na ich występowanie, mogą więc mieć szerokie lub 
wąskie rozmieszczenie (Przyboś 1993, PRZYBOŚi Komala 1993). Gatunki cechuje 
brak cyst, ma to wpływ na ich rozprzestrzenianie. Różnią się też wymiarami 
komórek, jednak podobne wymiary mają P. primaurelia i P. pentaurelia. Cechuje 
gatunki różna liczba chromosomów, jednak nie ma jednolitości w obrębie 
gatunku pod tym względem (Sonneborn  1975).

W obrębie zespołu P. aurelia są wyodrębnione co najmniej dwie grupy 
gatunków, system charakterystyczny dla grupy B dziedziczenia typów koniuga- 
cyjnych wydaje się starszy, występuje też w innych taksonomicznych gatunkach, 
jak P. multimicronucleatum, P. caudatum i P. jenningsi. Podobnie „outbreeding” 
występował też prawdopodobnie u przodków „inbreeders”. Według Sonneborna  
(1957) powiązania ewolucyjne gatunków zespołu P aurelia w oparciu o analizę 
typów koniugacyjnych przedstawiają się następująco: w obrębie gatunków grupy 
A z  P. primaurelia powstały gatunki: P. triaurelia, P. pentaurelia, P septaurelia, 
P. novaurelia i P. undecaurelia. W obrębie grupy B z P. biaurelia powstały: 
P. tetraurelia i P. sexaurelicc z P. tetraurelia powstały: P. octaurelia, P. decaurelia 
i P. dodecaurelia. Na podstawie analizy powiązań lizosomalnych esteraz (Allen  
i współaut. 1982) gatunków zespołu można odtworzyć ich ewolucyjne powiąza
nia. Odrębnie grupuje się P. tetraurelia, z którego powstał P. octaurelia, osobno 
P. biaurelia i odrębnie P. prim aurelia.
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PROBLEM STARZENIA SIĘ I DŁUGOŚCI TRWANIA ŻYCIA KLONU

Problem starzenia i długości trwania życia klonu jest różny w odrębnych 
gatunkach zespołu P. aurelia. Starzenie się jest związane z ograniczeniem 
wzrostu (podziałów), następuje akumulacja toksyn, niszczenie niedzielących się 
komórek. Paramecium nie jest nieśmiertelne, w okresie starości pantofelki 
przechodzą autogamię, bez niej tracą zdolność do podziałów po upływie 250 do 
300 pokoleń komórek (Sonneborn 1954). Następuje somatyczne starzenie, 
maleje też całkowita ilość DNA na komórkę (Sm ith-Sonneborn  1979). „Inbre- 
eders” mają krótszy okres trwania życia klonu, „outbreeders” długi. Można 
przedłużyć życie klonu przez zwiększenie aktywności enzymów reperujących 
DNA. Poza somatycznym starzeniem jest też genetyczne starzenie, ma miejsce 
utrata zdolności dawania żywotnego potomstwa po koniugacji. Można zastoso
wać zewnętrzne bodźcowe działanie, starą komórkę przenieść do świeżej poży
wki. Następuje początkowo zwłoka w podziale, potem faza eksponencjalna. 
Wyczerpana pożywka powoduje obniżenie dziennego tempa podziałów (Aufder- 
HEIDE 1987).

PROCESY PŁCIOWE ORZĘSKÓW

Organizmem modelowym w biologii doświadczalnej jest również Blepharisma 
sp. używany w badaniach płciowych reakcji między komórkami. Stwierdzono 
w organizmach feromony, substancje umożliwiające stymulację partnerów ko
niugacji w odrębne typy koniugacyjne (M iyake i Beyer  1973, 1974). Przeprowa
dzono analizę chemiczną i molekularną tych substancji, zbadano ich oddziały
wanie na receptory, sposób ich genetycznej determinacji. Innym rodzajem, 
będącym obiektem badań z uwagi na posiadanie feromonów, jest Euplotes sp. 
cechujący się systemem wielokrotnych typów koniugacyjnych w gatunku. Inte
resujące jest, że feromony występują u Euplotes raikovi i E. octocarinatus nie 
występują u E. crassus (Rosati i V erni 1991).

Interesującym zagadnieniem jest koordynacja zjawisk płciowych u orzęsków. 
Sygnały dla osobników reprezentujących u.t.k. występują na rzęskach u Para
mecium i Tetrahymena, ale mogą występować też w otoczeniu jako feromony 
u Euplotes i Blepharisma. Ich wymiana jest konieczna dla wystąpienia reakcji 
płciowych (Wolfe 1993).

Reakcje płciowe występujące u orzęsków można nazwać za Nanney (1980) 
„cytoplazmatycznymi manewrami”. Koniugacja została opisana u Paramecium 
już w 1786 roku przez O.F. Müllera, potem badali ten proces wXIX wieku Hertwig 
i Maupas. Rolą koniugacji jest zwiększenie zmienności, odmładzanie populacji 
przez reorganizację aparatu jądrowego. Stare makrojądro ulegające rozpadowi 
akumuluje bowiem zmutowane geny. Koniugacja składa się z szeregu etapów, 
reaktywne osobniki reprezentujące u.t.k. łączą sie ze sobą. Mikrojądro przecho
dzi zwykle 3 podziały przedgamiczne (2 mejotyczne i 1 mitotyczny). W 3 podziale 
przedgamicznym (mitotycznym) uczestniczy tylko 1 mikrojądro z obszaru blisko
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aparatu gębowego. W wyniku tego podziału powstają pronukleusy, wędrujący, 
posiadający mikrotubule i stacjonarny. Następuje wymiana wędrujących pro- 
nukleusów między partnerami koniugacji. Istotna jest tu obecność białka „fene- 
strin” zlokalizowanego pod epiplazmą i służącego do przejścia i z kolei zakotwi
czenia stacjonarnego pronukleusa w rejonie połączenia (Nelsen i współaut. 
1994) partnerów koniugacji. Pośrednie białko filamentowe („intermediate fila
ment protein”) u Tetrahymena przypomina białko występujące u ssaków, odgry
wa ono rolę w morfogenezie aparatu gębowego przed podziałem poprzecznym 
komórki, bierze udział w przemianach jąder w koniugacji. Uczestniczy więc ono 
w powstaniu haploidalnych jąder po podziałach mejotycznych, selekcji jednego 
z 4 jąder do dalszego podziału i powstania pronukleusów, przeniesieniu wędru
jącego pronukleusa przez połączenie międzykomórkowe i tworzeniu synkarionu 
przez zlanie się pronukleusów (Numata i współaut. 1985, 1991, Takagi i współ
aut. 1991). Kolejnym etapem jest kariogamia, w wyniku której powstaje synka- 
rion — diploidalne jądro. Następują, z kolei, podziały pozygotyczne synkarionu, 
różnicowanie jąder na mikrojądra i makrojądra (przez stadium zawiązków 
makrojąder). Liczba powstających zawiązków jest zmienna, może być cechą 
diagnostyczną. Różnicowanie się jąder pozostaje pod wpływem cytoplazmy, 
zależnie od usytuowania się jąder w przedniej lub tylnej części komórki (Aufder- 
heide i współaut. 1993). Stare makrojądro ulega rozpadowi w gatunkach rodzaju 
Paramecium, wyjątkiem jest gatunek P. burs aria, w którym nie ma rozpadu.

Profaza pierwszego podziału mejotycznego jest charakterystyczna dla orzę
sków, według Belär  (1926) jest pierwotnym typem mejozy. Profaza może wystę
pować w formie stadium półksiężyca, na przykład u Paramecium aurelia spp. 
lub jako stadium spadochronowe u wielu rodzajów orzęsków. Stadia te odpo
wiadają zygotenowi (z biwalentami) i pachytenowi (z tetradami chromosomowy
mi). W kolejnym stadium — diakinezie ma miejsce skracanie się mikrojądra. 
Wcześniej, mikrojądro odsuwa się od makrojądra, powiększa, staje się słabo 
wybarwione, przechodzi w profazę. Mejoza orzęsków odpowiada zasadniczo 
klasycznemu schematowi, wjej wyniku powstają jądra gametyczne, a ilość DNA 
odpowiada stosunkowi liczbowemu 4:2:1. Chromosomy są widoczne jako biwa- 
lenty w profazie lub tetrady w metafazie mejozy. W profazie można obserwować 
kompleksy synaptonemalne z chiazmami (Przyboś 1986b).

U Tetrahymena pyrtformis w pachytenie i wczesnym diplotenie profazy 
występuje 5 par biwalentów, które znajdują się w równiku komórki w stadium 
metafazy (Tiedtke  1982).

U wielu gatunków Paramecium badano chromosomy. U P. bursaria obserwo
wano polimorfizm mikrojąder i ich poliploidalność w profazie mejozy I. Poliploi- 
dalność obserwowano też u P. polycaryum, P. aurelia spp., P. multimicronucle- 
atum, P. caudatum. U P. aurelia spp. już w 1936 roku D iller  obserwował 
w trakcie mejozy w autogamii 30 do 40 chromosomów. W gatunku P. tetraurelia 
D ippell (1954) określiła w różnych szczepach n = 33-51 chromosomów. Kościu
szko (1965) badała chromosomy u P. primaurelia, a J ones (1956) poza tym 
gatunkiem też w innych gatunkach zespołu P. aurelia. W szczepie 324 P. triaurelia 
(Przyboś i współaut. 1979) obserwowano 2n = 160.

Ze względu na ogromną zmienność zjawisk orzęski mogą być obiektem 
badania ewolucji mitozy, mejozy, poliploidyzacji, politenizacji chromosomów.
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Jest interesujące, że podziały mikrojąder odbywają się z zachowaniem otoczki 
j ądrowej, wewnątrzj ądrowo.

Innym procesem płciowym, poza koniugacją, jest autogamia, rekonstrukcja 
aparatu jądrowego zachodzi w pojedynczym osobniku. Cytogamia jest autoga- 
mią występującą u partnerów koniugacji. W trakcie regeneracji makrojądra jest 
ono odtwarzane z fragmentów starego.

Specyficznie przebiega rozwój makrojądra u Hypotrichida Po wymianie 
pronukleusów i utworzeniu synkarionu w trakcie rozwoju zawiązków makroją- 
der powstają chromosomy politeniczne, potem następuje eliminacja dużej części 
chromatyny z makrojądra i druga poliploidyzacja. Dojrzałe makrojądro zawiera 
wolne geny, są one właściwie fragmentami chromosomów o długości paru genów. 
W mikrojądrze też następuje amplifikacja i przegrupowanie większych sekwencji 
genomu (Prescott 1994). Mikrojądro może być pęcherzykowate z endosomem 
(u P. aurelia spp., P. rmiltimicromicleatiim, P. jenningsi) lub zbite (u P. bursaria 
czy P. caudatum). Mikrojądra zbite wykazują duży polimorfizm i poliploidię.

Oba jądra, jak zaznaczono, są różne funkcjonalnie i strukturalnie. W makro- 
jąrze można też obserwować wyrzucanie pewnej ilości chromatyny („chromatin 
exclusion” ) w celu regulacji ilości DNA (Bodenbender i współaut. 1992). Może 
mieć miejsce amplifikacja genomu, szczególnie sekwencji kodujących rRNA. Te 
ostatnie sekwencje występują jako izolowane, wolne palindromy. Nie ulega 
amplifikacji tRNA i 5SrRNA (Yao i współaut. 1978). U Tetrahymena thermophila 
w makrojądrze ma miejsce fenotypowe sortowanie 45 tworzących je losowo 
wybranych elementów. Ujawnia się to w heterozygotach, takie klony z dominu
jącym allelem początkowo ujawniają go, potem dają podlinie z recesywnym 
allelem (Nanney  1963, 1980). Zawartość DNA w makrojądrze jest ekwiwalentem 
45 haploidalnych układów.

U orzęsków, jak wspomniano, istnieje też proces koniugacji w obrębie 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 międzyalleliczna represja, to jest represja i od
blokowanie allelu. Natomiast u Tetrahymena zachodzi swobodne sortowanie 
alleli w trakcie podziału, „ selfing” występuje przed ukończeniem sortowania 
alleli (Nanney 1980).

Aparat podziałowy orzęsków jest bardzo charakterystyczny, podział zachodzi 
z zachowaniem otoczki jądrowej, jest to podział acentryczny. Otoczka jądrowa 
może być centrum organizacyjnym dla mikrotubul, ma miejsce kontrola ich 
liczby, orientacji, ułożenia przestrzennego i biegunowości. Natomiast centroso- 
my mogą być rozproszone (holocentryczne), a ich budowa ujawnia ewolucyjne 
powiązania orzęsków. Na przykład Paramecium bursaria nie ma typowych 
centrosomów, występują mikropłytki, mikrowłókna, mikrotubule. P. multimicro- 
nucleatum ma rozproszone centromery, P. aurelia spp. ma centrosomy wyraźne 
lub rozproszone (Raikov  1978).

Badania cytologiczne i kariologiczne mogą wyjaśnić ewolucyjne powiązania 
orzęsków i ich filogenezę. Można wyodrębnić parę etapów ewolucji. Początkowo 
miało miejsce przekształcenie makrojądra od poziomu diploidalnego do poliploi- 
dalnego, potem nastąpiło zróżnicowanie kariologiczne i genetyczne szczepów 
w obrębie biologicznych gatunków Paramecium aurelia spp. przez aberracje
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chromosomów w mikrojądrach (translokacje, duplikacje). Zróżnicowanie to 
zostało utrwalone w populacjach „inbreeders” przez autogamię. Występuje więc 
różna zawartość eu- i heterochromatyny, większa u „inbreeders”, mniejsza 
u „outbreeders”. Ewolucja przebiegała w oparciu o poliploidy u P. caudatum, 
P. bursaria, P. putrinum, P. jenningsi lub aneuploidy u P. aurelia spp. (Przyboś 
1986 b).

DZIEDZICZENIE CYTOPLAZMATYCZNE

Innym zagadnieniem badanym u orzęsków jest problem dziedziczenia cyto- 
plazmatycznego. Klasycznymi przykładami były: zabijanie szczepów wrażliwych, 
typy antygenowe, typy koniugacyjne. Okazało sie, że tymi zjawiskami kierują 
geny jądrowe, a tak zwane szczepy zabijające „killers” mają symbionty bakteryj
ne. Cecha zabijania ujawniana przez „killers” jest związana z ginięciem szczepów 
wrażliwych pod wpływem toksycznego oddziaływania szczepów zawierających 
bakteryjne endosymbionty, głównie z rodzaju Caedobacter, występujące u Para
mecium w  cytoplazmie, mikroiądrze lub makroiądrze (Gortz  1988, Quacken- 
bush 1988).

Interesującym zagadnieniem są tak zwane „corticogenes”. U orzęsków wystę
puje genetyczna specjalizacja rejonów powierzchni komórki oparta na prze
strzennej informacji, jest to wynik poprzedniego zróżnicowania funkcji. Organi
zacja powierzchni „corteksu” wykazuje tendencję do powielania się. Organizmy 
używają struktur poprzednio istniejących jako rusztowań w procesie wzrostu 
(Beisson  i Ruiz 1992).

W „corteksie” nie ma jednak DNA, a RNAjest związane z ciałkami podstawo
wymi. Część informacji może być zakodowana w układach metabolicznych 
i agregatach wielkocząsteczkowych (Iftode i współaut. 1989). S onneborn  i D ip- 
pell (1960) opisali u P. aurelia spp. mutanty struktur kortikalnych, w których 
te zmutowane cechy utrzymywały się i były dziedziczone mimo identycznego 
genotypu partnerów po koniugacji, czy karionid po autogamii. Na przykład po 
koniugacji osobnika podwójnego (dublet) z osobnikiem normalnym (pojedyn
czym) — z podwójnego zawsze powstaje podwójny, a z pojedynczego pojedynczy 
w Fi, cecha ta utrzymuje się też w F2 uzyskanym drogą autogamii. Struktury 
powierzchniowe są więc trwałe, nowe powstają pod kontrolą poprzednio istnie
jących („ cytotaksja” — termin Sonneborna). Ciałka podstawowe są homologicz
ne z centriolami, nowe powstają w ścisłym związku z poprzednio istniejącymi 
(Nanney 1975). Stara struktura jest źródłem architektonicznej informacji (Hyver  
i Le Guyader 1995). Powierzchnia komórki kontroluje podział ciałek podstawo
wych, makrojądra i komórki (De T erra  1974). Być może synteza DNA w makro- 
jądrze może być kontrolowana przez informację z „corteksu” napływającą do 
jądra przez system kanałów reticulum endoplazmatycznego. Powierzchnia włą
cza mechanizmy rozprzestrzeniające zmianę strukturalną. Nowe badania (Cu r - 
TENAZ i współaut. 1994) wykonane z zastosowaniem techniki przeciwciał mono- 
klonalnych wykazały, że epiplazma (czyli szkielet błonowy leżący pod błoną 
kortikalną) u różnych gatunków orzęsków wykazuje różnorodność w odniesieniu 
do rozmiaru i liczby białek szkieletowych. Epiplazma jest odpowiedzialna za
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utrzymanie kształtu komórki, określenie ułożenia ciałek podstawowych i zako
twiczenie mikrotubul w korteksie (Curtenaz i współaut. 1994).

Innym zagadnieniem jest tak zwane obopólne wykluczanie („mutual exclu
sion”) przejawiane przez system determinujący antygeny powierzchniowe (unie
ruchamiające) u Paramecium. U P. primaurelia antygeny działają w określonej 
temparaturze od 10°C do 40°C, odpowiednio ujawniają się antygeny S, G, D. Są 
determinowane przez szereg niesprzężonych loci, powiązanych w system wzaje
mnego wykluczania. Orzęski przystosowują się do zmian otoczenia przez zmianę 
swojej aktywności. W określonej temperaturze jest syntetyzowane odpowiednie 
białko antygenowe (Beale 1954).

W determinowaniu cech u orzęsków ujawnia się też współdziałanie jądrowo- 
-cytoplazmatyczne, widoczne w różnicowaniu makrojądra czy losowej determi
nacji karionid. W zależności od lokalizacji w komórce produktów podziału 
synkarionu (diploidalnego jądra powstałego po zlaniu się pronukleusa stacjo
narnego z wymienionym od partnera pronukleusem wędrującym) przekształcają 
się one w mikrojądro lub w makrojądro. Typy koniugacyjne są determinowane 
przez makrojądro w karionidach (produktach pierwszego podziału komórkowego 
byłego partnera koniugacji). Istotną rolę odgrywa temperatura — w niższej 
częstsze są typy nieparzyste. Determinacja typów koniugacyjnych jest wyborem 
dwóch stanów jądrowych. Wybór może pozostawać pod wpływem temperatury 
otoczenia. Stan wybrany jest potem powielany przez linie karionid. Determinacja 
karionid może być skoordynowana. Takim przykładem jest determinacja t.k. 
u Paramecium tetraurelia i w tak zwanej grupie B zespołu P aurelia. Istotną rolę 
odgrywa tu cytoplazma kontrolowana przez stare makrojądro, jeszcze nie uległe 
rozpadowi, istniejące w cytoplazmie, jednakże w której już jest nowe makroją
dro (Butzel 1974). W podobny sposób odbywa się dziedziczenie cechy wyrzuca
nia lub nie wyrzucania trichocyst w grupie B zespołu P. aurelia (Nyberg  1978).

BADANIA BIOCHEMICZNE I FIZJOLOGICZNE

U orzęsków, zwłaszcza u Paramecium i Tetrahymena, można badać podstawy 
genetyczne wielu istotnych zjawisk zachodzącuch u eukariontów związanych 
z cyklem komórkowym. Istotne jest, na przykład, poznanie drogi przekazywania 
sygnałów z receptorów do wnętrza komórki. Insulina powoduje aktywację i sku
pianie cGMP i cAMP na rzęskach i koło błony komórkowej u Tetrahymena. 
Poprzednia ekspozycja na hormon zwiększa zdolność jego wiązania (KovÄcs 
i Csaba  1994). Po zetknięciu się komórki z hormonem ma miejsce długotrwała 
zmiana w błonowych receptorach; następuje zmiana płynności. Tetrahymena 
ma więc struktury podobne do receptorów hormonalnych występujących w bło
nach komórkowych wyższych kręgowców.

Tetrahymena może być modelem w wielu badaniach biologicznych, organizm 
ten można hodować na pożywkach o określonym składzie chemicznym (Wheat
ley i współaut. 1994), do których można dodawać różne badane substancje, na 
przykład substancje powodujące proliferację wzrostu, substancje toksyczne. 
Organizm ten jest więc używany w badaniach dotyczących wzrostu, regulacji 
cyklu komórkowego, odżywiania. Tetrahymena może być organizmem służącym



36 Ew a  Przyboś

do testowania skażenia środowiska. Może też być użyta w różnych biotechnolo
giach, na przykład do produkcji enzymów hydrolitycznych, wydzielanych potem 
do pożywki. Jest też organizmem testowym do badania leków, na przykład 
używanych w leczeniu raka u ludzi, podobnie jak antybiotyk adriamycyna 
(Soose i współaut. 1994). Co ciekawe, Tetrahymena może rozpoznawać substan
cje o stężeniach niższych niż te, które są efektywne u glonów przy badaniu 
hamowania wzrostu (Pauli i współaut. 1994). Podobnie Paramecium jest bardzo 
wartościowym organizmem eukariotycznym służącym jako model do badania 
chemicznych substancji czy adaptacji na nie (Hennessey i współaut. 1994). Na 
przykład Paramecium primaurelia z zepołu P. aurelia ma zastosowanie jako 
organizm testowy w badaniach pestycydów, czy wpływu skażenia środowiska 
(Komala  1992, 1994). Paramecium caudatum było na przykład modelem dzia
łania niedotlenienia na organizmy eukariotyczne (Malvin  i Wood 1992). Zwykle 
niedotlenienie powoduje przemieszczanie się zwierząt wielokomórkowych w zi
mniejsze strefy (hypotermia). Również P. caudatum wybiera niższą temperaturę 
w takich warunkach, co jest istotne dla przeżycia. P. caudatum może być więc 
modelem w badaniach dotyczących adaptacji termoregulacyjnych, prowadzo
nych na poziomie komórki i na poziomie molekularnym.

INŻYNIERIA GENETYCZNA U ORZĘSKÓW

Szereg problemów inżynierii genetycznej może być badanych z zastosowa
niem orzęsków. W pewnym sensie inżynierię genetyczną in vivo u Tetrahymena 
prowadzili B runs i współpracownicy (1982), wykorzystując możliwość konstruo
wania homozygotycznych linii tych organizmów poprzez genomowe wyłączanie.

Można tworzyć szczepy nullisomiczne z wyeliminowanymi chromosomami 
z mikrojądra z brakującą kopią jednego lub więcej chromosomów. Tak uzyskane 
szczepy umożliwiają mapowanie genów w chromosomach. Jeśli skrzyżuje się 
nullisomicznego osobnika z diploidalnym, powstanie osobnik monosomiczny. 
Jeżeli mapowany gen znajduje się na brakującym chromosomie w organizmie 
nullisomicznym, to potomstwo będzie miało jedną kopię genu (będzie hemizygo- 
tyczne) i ujawni zmutowany fenotyp. Jeśli badany gen jest na chromosomie 
obecnym w organizmie nullisomicznym, to potomstwo będzie miało kopię genu 
od każdego z rodziców, będzie heterozygotyczne i początkowo ujawni dominujący 
fenotyp. Jeśli mapowana mutacja jest dominująca, wtedy homozygota i hetero- 
zygota będą miały początkowo ten sam fenotyp. Tetrahymena przechodzi feno- 
typowe sortowanie, a więc w wegetatywnym potomstwie heterozygot ujawni się 
fenotyp jednego z rodziców. Heterozygoty będą sortować linie ujawniające rece- 
sywny fenotyp.

Przykładem inżynierii genetycznej jest proces dojrzewania makrojąder 
u orzęsków. W dojrzałym makrojądrze u Hypotrichida występują cząsteczki DNA 
o wymiarach genów, po uprzednich przemianach polegających na fragmentacji 
chromosomów, eliminacji z nich większości, to jest około 95% DNA, dodaniu 
telomerów z powtórkami C4A4 i G4T4 (Prescott 1993). Chromosomy o wymia
rach genów przechodzą liczne replikacje, na przykład u Oxytricha nova wystę
puje 1000 kopii 2000 różnych genów. Makrojądro Paramecium czy Tetrahymena
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przechodzi mniejsze zmiany w trakcie swego rozwoju, jednak mają miejsce 
wycięcia i przyłączania sekwencji, dodawanie telomerów z charakterystycznymi 
powtórkami (C4A2 i G4T2), które są dodawane kolejno w niematrycowy sposób 
(Gall  1984).

Zainteresowanie budzą problemy tasowania DNA, struktury telomerów, czy 
też samoskładania pre rRNA u Tetrahymena thermophila. Ten ostatni problem 
zostanie tu omówiony. Geny u orzęsków są, jak wiadomo, podzielone na egzony 
i introny, podobnie jak u innych Enkariota, zarówno w jądrach, mitochondriach 
(jednakże tylko na mRNA, rRNA, nie na tRNA) i w chloroplastach (tu na mRNA, 
rRNA i tRNA). Sensacyjne odkrycie Cech ’a  (1987) ujawniło, że składanie, to jest 
wycinanie intronów in vivo zachodzi bez udziału białek enzymatycznych i źródła 
energii z zewnątrz. Funkcję enzymu pełni intron, reszta guanozyny jest przyłą
czana do granic egzonu\intronu. Z kolei, intron jest uwalniany jako kolista 
cząsteczka a egzony są połączone. Następuje seria transestryfikacji, dzięki 
czemu nie jest potrzebna energia z zewnątrz (np. z ATP). Guanozyna spełnia rolę 
akceptora fosforanu w pierwszej transestryfikacji. Intron jest centrum katality
cznym, jego aktywność jest powodowana II i III rzędową strukturą (McConnell 
i współaut. 1993). Cząsteczki RNA działające jak enzymy zostały nazwane 
rybozymami (Barinaga  1993), mogą niszczyć rRNA, na przykład wirusa HIV.

U Tetrahymena thermophila locus rRNA w mikrojądrze o długości 10,3 kb 
przechodzi dramatyczny proces podczas przekształcania w makrojądro. Jest 
cięty na 200 odcinków, do których dodawane sa telomery; sekwencje flankujące 
i wewnętrzne są wycinane. Następuje zwielokrotnianie do 10 000 kopii (Kapler  
1993), które mają formę palindromów. Dodawanie telomerów ma też miejsce 
u Paramecium, badano to metodą mikroiniekcji (G illey i współaut. 1988). 
Telomery są kompleksami niejąderkowymi, złożonymi z białka i DNA, stabilizują 
końce chromosomów. Chromosomy makrojądra segregują losowo w czasie 
wegetatywnego wzrostu, mają u Tetrahymena ploidalność 45°C. Chromosom na 
rRNA (17S, 5,8S, 26S) jest dalej zwielokrotniany.

Interesujące jest, że kodony orzęsków są nieco inaczej używane niż u innych 
Eukariota. Paramecium, Tetrahymena, Stylonychia i Oxytricha używają dla 
translacji glutaminy kodonów UAA i UAG będących uniwersalnymi kodonami 
stop. Jako jedynego kodonu stop używają UGA. Ten ostatni kodon jest używany 
przez Euplotes do kodowania cysteiny. Z kolei, Blepharisma i Euplotes używają 
UAA jako kodonu stop. Być może, te różnice mogą odzwierciedlać ewolucyjne 
powiązania orzęsków. Rodzaj Blepharisma mógł być wcześnie oddzielony od 
Hypotrichida, są też różnice między Euplotes, Stylonychia i Oxytricha. Kodon 
UAA, oznaczający stop u Euplotes i Blepharisma, niezwykle używany u innych 
orzęsków, ewoluował po oddzieleniu się orzęsków od głównej linii Eukariota 
(Liang i H eckmann  1993).

Problemem, który może być badany na Tetrahymena, jest regulacja działania 
genów u Eukariota. Można badać fosforylację histonu HI (Lu i współaut. 1994) 
w okresie syntezy DNA w mitozie, bowiem wzrasta poziom fosforylacji (katalizo- 
wanej przez konserwatywną kinazę MPF); po ukończeniu mitozy następuje 
defosforylacja. Fosforylacja histonu H1 powoduje dekondensację chromosomów, 
aktywację genów i replikację DNA. U Paramecium można też badać regulację 
poszczególnych faz cyklu życiowego, na przykład wpływ cytoplazmy przeszcze
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pianej techniką mikroiniekcji na długość trwania okresu niedojrzałości do 
autogamii (Kościuszko  i Prajer 1990).

Orzęsków można używać do tworzenia transgenicznych organizmów, po
wstałych przez przenoszenie DNA i mRNA na różnych poziomach, Prokariota-Eu- 
kariota, Eukariota niższe i wyższe. Uzyskano ekspresję genu oporności na 
antybiotyki, pochodzącego z Escherichia coli w makrojądrze Stylonychia (Me
yers i Helftenbein  1988). Wektorem był liniowy plazmid z genem oporności na 
neomycynę z E. coli, pozostający pod kontrolą promotora genu aktyny z Dietyo- 
steliumdiscoideum, powiązany z fragmentami amplifikowanego makrojądrowego 
DNA Stylonychia. U bakterii E. coli uległ ekspresji gen Paramecium kodujący 
kalmodulinę (białko wiążące jony wapnia) po czterech zmianach TAA na CAA 
poprzez serię PCR (Kink  i współaut. 1991). Zmieniono kodonTAA — u większości 
orzęsków kodujący glutaminę — na kodon CAA, kodujący kalmodulinę.

Ze względu na inny sposób używania uniwersalnych kodonów stop u orzę
sków, to jest UAA i UAG do kodowania glutaminy, geny orzęsków nie mogą być 
ujawnione w heterologicznych organizmach, takich jak E. colt Dla pokonania 
tej bariery opracowano system supresji do czytania kodonów UAA i UAG, 
mianowicie silny supresor tRNA do UAA. Ta metoda otwarła drogę do klonowania 
genów orzęsków i dla ekspresji poszczególnych sekwencji (Cohen i współaut.
1990).

Podobnie u E. coli klonowano plazmid z DNA cząstek kappa [Caedibacter sp.), 
odcinek kodujący R ciała (do reprodukcji); uzyskano translację 3 białek kodo
wanych przez nie (Quackenbush  1988).

Fragmenty DNA bakteriofaga replikują się w makrojądrze Paramecium po 
mikroiniekcji jako liniowe cząsteczki. Są one substratami do przedłużania 
telomerów Paramecium przez endogenną telomerazę. Wszczepione DNA jest 
replikowane raz w ciągu podziału komórki. Jest to system przeciwdziałania 
powtórnej replikacji. Może taki jest mechanizm regulowania ilości DNA w ma
krojądrze, to jest liczby kopii, których u Paramecium jest 1000 do 15000 każdego 
genu pochodzącego z diploidalnych kopii obecnych w mikrojądrze (Kim  i współ
aut. 1992).

Dokonano również transformacji Tetrahymena genem rRNA oporności na 
eykloheksimid (Yao  i Yao  1991) pochodzącym z drożdży. Transformacja zachodzi 
przez specyficzne zastąpienie sekwencji gospodarza, ale nie wszystkich kopii 
genu w poliploidalnym makrojądrowym genomie. Wszczepione zmutowane geny 
mogą służyć jako dominujące markery transformacji w tym organizmie.

Innym przykładem jest wprowadzenie mRNA z Paramecium determinującego 
antygeny powierzchniowe do oocytów Xenopus metodą mikroiniekcji. Uzyskano 
w oocytach translację białek antygenowych (Sommerville 1983).

Orzęski jako eukarionty o poznanych częściowo genotypach mogą być sto
sowane w wielu jeszcze innych dziedzinach zoologii doświadczalnej jako organi
zmy modelowe obok szeregu innych organizmów (Drosophila, drożdże i inne). 
Wydaje się celowe przybliżenie tych możliwości.
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CILIATES AS MODEL ORGANISMS IN THE STUDIES ON SPECIATION, GENE
TICS AND CELL BIOLOGY

Sum mary

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 is also applied in different biotechnological procedures. It is 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 mRNA.
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