Adaptacyjne
zdolnosci
symbiontow
na przyktadzie
orzeska
Paramecium
bursaria

Tomasz Bator

Wydawnictwo
Naukowe
Akademii
Pedagogicznej
Krakow






Adaptacyjne
zdolnosci
symbiontow
na przykiadzie
orzeska
Paramecium
bursana



Akademia Pedagogiczna
im. Komisji Edukacji Narodowej
w Krakowie
Prace Monograficzne nr 413



Adaptacyjne
zdolnosci
symbiontow
na przyktadzie
orzeska
Paramecium
bursaria

Tomasz Bator

Wydawnictwo
Naukowe
Akademii
Pedagogicznej
Krakéw 2005



Recenzenci
prof, dr hab. Barbara Przewtocka

prof, dr hab. Leokadia Rakoczy

O Copyright by Wydawnictwo Naukowe AP, Krakéw 2005

projekt oktadki Maciej Kwiatkowski

redaktor Jolanta Grzegorzek

ISSN 0239-6025
ISBN 83-7271-326-X

Redakcja/Dziat Promocji
Wydawnictwo Naukowe AP

30-084 Krakoéw, ul. Podchorgzych 2
tel./fax (12) 662-67-56

e-mail: wydawnictwo@ap.krakow.pl

tamanie komputerowe Helena Jasek,
druk i oprawa Wydawnictwo Naukowe AP, zam. 20/05


mailto:wydawnictwo@ap.krakow.pl

Sktadam serdeczne podziekowania Panu prof. dr. hab.
Ryszardowi Pado za umozliwienie mi wszechstronnego
zapoznania sie z réznorodnymi aspektami zjawiska
symbiozy oraz za cenne uwagi udzielone podczas
przygotowywania niniejszej pracy






1. Adaptacja organizméw do zmieniajgcych sie warunkéw zycia
na tle zjawiska symbiozy

Wspdlng cecha wszystkich organizmoéw zamieszkujgcych ziemska biosfere
jest dazenie do utrzymania proceséw zyciowych oraz do zapewnienia ciggto-
Sci danego gatunku. Warunki zycia kazdego organizmu ulegajg jednak nie-
ustannym zmianom, zaréwno w zakresie czynnikéw abiotycznych (tempe-
ratury, cisnienia, wilgotnosci, natezenia i spektrum promieniowania stonecz-
nego, uksztattowania terenu, chemicznego skiadu podtoza), jak i biotycznych,
wigzacych sie z obecnoscia w danym $rodowisku réznorodnych form zycia.
Pocigga to za soba konieczno$¢ przystosowania sie organizmu do zachodza-
cych zmian.

Adaptacja organizmu polega na wyksztatcaniu cech, ktérewdanych warunkach
zwiekszajg szanse na przezycie i wydanie potomstwa. Wyréznia sie dwa podsta-
wowe rodzaje adaptacji - fenotypowa i genotypowa. Adaptacja fenotypowa doty-
czy cech nabytych w zyciu osobniczym i nie jest dziedziczona. Umozliwia ja
plastycznos¢ genotypu osobnika, polegajgca na uaktywnianiu okreslonych grup
enzymoéw, pod wptywem bodzcow srodowiska. Przyktadem moze by¢ wystepo-
wanie lisci o r6znej grubosci i powierzchni u roslin tego samego gatunku rosna-
cych w réznych warunkach nastonecznienia (Daubenmire 1973). Adaptacja
fenotypowa jest takze wzmozenie produkcji erytrocytow u zwierzat bytuja-
cych w $rodowisku goérskim, charakteryzujgcym sie obnizong zawartosciag
tlenu (Ramirez i wsp. 1999). Do adaptacji fenotypowych zalicza sie réwniez
powstawanie opalenizny skéry w reakcji na dziatanie promieniowania ultrafio-
letowego, okresowe przystosowanie oczu do zréznicowanego natezenia $wia-
tta oraz nabywanie odpornosci serologicznej na dziatanie mikroorganizméw cho-
robotwdérczych.

Silne i dlugotrwale oddziatywanie czynnika wywotujgcego reakcje ada-
ptacyjng organizmu moze prowadzi¢ do zmian w puli genowej catej popu-
lacji. Zmiany te umozliwiajg genetyczne utrwalenie cech wyksztatconych
u poszczegoblnych osobnikéw w procesie adaptacji. Zjawisko takie okresla sie
jako adaptacje genotypowsg. Wielu autoréw uznaje ten rodzaj adaptacji za jeden
z podstawowych czynnikéw warunkujacych proces ewolucji (Futuyma 1997;
Malinowski 2002; Eldredge 2003).

Adaptacja r6znych grup organizméw do zmieniajgcych sie warunkéw $ro-
dowiska jest obecnie przedmiotem badan wielu autoréw, luchi i Weiner (1996)
wykazali, ze wzglednie beztlenowe bakterie Escherichia coli majg zdolnos¢ przy-
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stosowania sie do warunkéw tlenowych poprzez aktywacje enzymoéw typowych
dla procesu oddychania tlenowego. Erdal i wsp. (2003) opisali zdolnosci ada-
ptacyjne réznych gatunkéw bakterii do niskich temperatur. U bakterii nale-
zacych do rodzajéw Lactobacillus (Piuri i wsp. 2003; Derzelle i wsp. 2003)
oraz Vibrio (McDougald iwsp. 2003) wykazano duze mozliwosci przystosowaw-
cze do skrajnych warunkéw srodowiskowych. Cases i wsp. (2003) dowiedli, ze
szybkie adaptowanie sie do zmiennych warunkéw zycia jest charakterystyczng
cechag wiekszosci bakterii. Badania prowadzone przez Querol i wsp. (2003)
pozwolity stwierdzié¢, ze winiarskie szczepy drozdzy z gatunku Saccharomyces
cerevisiae cechuje zdolno$¢ do wzrostu w bardzo réznorodnych warunkach,
co $wiadczy o wysoko rozwinietych mozliwosciach adaptacyjnych tych orga-
nizméw. Przedmiotem licznych badan sa zdolnosci przystosowawcze réznych
gatunkéw roslin (Bohnert, Sheveleva 1998; Cain 1990), bezkregowcéw (Zwaan,
Putzer 1985; Reinikainen 1998; Davis i wsp. 2000; Mitrovski, Hoffmann 2001;
Totskii i wsp. 2002; Hoffmann i wsp. 2003) i kregowcéw (Grigorian, Tatevosian
1991; Bronikowski 2000; Larsson iwsp. 2002; Kamalaveni i wsp. 2003; Rasanen
i wsp. 2003; Sukhotnik i wsp. 2003), w tym réwniez cztowieka (Bojko 1997;
Ramirez i wsp. 1999; Majsak-Newman i wsp. 2003).

W Swiatowej literaturze brak jednak - poza nielicznymi wyjgtkami - bliz-
szych danych na temat zdolnos$ci adaptacyjnych organizmoéw tworzacych sym-
biotyczne ukiady. Pierwsze doniesienia na temat mozliwosci powigzania zja-
wisk symbiozy i adaptacji przedstawili Buddemeier i Fautin (1993), formutujac
hipoteze adaptatywnego wybielania (ABH - adaptative bleaching hypothesis),
dotyczaca zmian zachodzacych u koralowcéw zyjacych w symbiozie z jed-
nokomérkowymi glonami Chlorella sp. Hipoteza ta jest obecnie przedmiotem
dyskusji i testow eksperymentalnych (Kinzie i wsp. 2001; Hoegh-Guldberg
i wsp. 2001). Wséréd nowszych pozycji jedynie w pracy Provorova (2001) zja-
wisko symbiozy jest traktowane jako wyraz zdolnosci adaptacyjnych organi-
zmu do zmieniajacych sie warunkéw srodowiska.

Symbioza jest zjawiskiem szeroko rozpowszechnionym w przyrodzie. Ter-
min ten, wprowadzony po raz pierwszy w 1879 roku przez niemieckiego bota-
nika Antona Heinricha de Bary'ego, oznacza wspotzycie dwoch lub wiekszej
liczby organizméw przynoszgce korzysci wszystkim partnerom. Uktady sym-
biotyczne charakteryzujg sie duza réznorodnoscia, zaréwno pod wzgledem
trwatosci, jak i wzajemnych relacji miedzy symbiontami. Zaleznie od zdolno-
Sci przezywania partneréw poza ukiadem symbiotycznym symbioze okresla sie
jako obligatoryjng lub fakultatywng (Pado, Bator 2001). Wzajemne stosunki
symbiontéw pozwalajg wyrézni¢ endosymbioze - gdy jeden lub wieksza ilos¢
organizméw zyje wewnatrz innego, zwanego gospodarzem, oraz egzosym-
bioze - gdy miedzy partnerami symbiotycznymi nie wystepuje takie potaczenie
(Trench 1979).



Symbioza wystepuje na réznych poziomach organizacji zycia, zaréwno
u organizméw jedno- jak i wielokomérkowych. Typowym przyktadem sym-
biozy jest wspo6izycie miedzy krabem pustelnikiem (Eupagurus bernhardus)
i ukwiatem morskim (Hydractinia echinata). Ukwiat przytwierdzajac sie do sko-
rupy kraba zapewnia mu ochrone bierng - poprzez maskowanie jego obecno-
&ci, jak i czynna - uzywajac w razie potrzeby parzacych czutkéw. Sam nato-
miast zywi sie resztkami pokarmu pozostawionymi przez skorupiaka. Innym
rodzajem symbiozy jest zwigzek roslin motylkowych (Papilionaceae) i bakte-
rii z rodzaju Rhizobium, ktére wykazuja zdolno$¢ wigzania azotu atmosferycz-
nego. W ukladzie tym bakterie zaopatrujg rosline w zwigzki azotu i witamine B, 2,
pobierajac jednoczes$nie weglowodany, sole mineralne i substancje wzrostowe.
Czesto przytaczanym przyktadem symbiozy sg réwniez porosty - symbiotyczne
kompleksy, w skiad ktérych wchodzg autotroficzne komoérki glonéw oraz hete-
rotroficzne grzyby. Niejednokrotnie symbioza jest ukfadem ziozonym, wielo-
stopniowym. Taka sytuacja ma miejsce w przypadku australijskiego gatunku
termita Mastotermes darwinensis, w ktérego jelitach zyje jako symbiont pier-
wotniak Mixotricha paradoxa, tworzacy jednoczes$nie symbiotyczny uktad z kil-
koma réznymi gatunkami bakterii (Margulis 1971; Pado, Bator 2001).

Na poczatku XX wieku w pracach Mereschkovsky'ego (1910) i Wallina (1927)
po raz pierwszy pojawit sie poglad, ze symbioza moze odgrywaé¢ pewna role
w procesie ewolucji. Stwierdzona juz woéwczas wzgledna autonomicznosé
materiatlu genetycznego zgromadzonego w niektérych organellach komérko-
wych pozwolita na sformutowanie przez Mereschkovsky'ego teorii symbioge-
nezy, wedtug ktérej powstawanie nowych organelli, narzadéw, a takze orga-
nizmoéw moze odbywac sie na drodze tworzenia trwatych zwigzkéw symbio-
tycznych. Poczatkowo poglad ten byt odrzucany przez wiekszo$¢é naukowcow,
gtéwnie ze wzgledu na niezgodno$¢ z powszechnie panujagcym przekonaniem,
ze proces ewolucji polega na rozchodzeniu sie linii rozwojowych, a nie na ich
taczeniu (Margulis 2000). Dopiero w 1970 roku Margulis (1970) przedstawita roz-
szerzong wersje teorii Mereschkovsky'ego, znana obecnie jako teoria seryjnej
endosymbiozy (SET - serial endosymbiosis theory). Wedtug tej teorii wszyst-
kie komoérki eukariotyczne powstaty w wyniku tworzenia sie zwigzkéw endo-
symbiotycznych miedzy komdrkami prokariotycznymi. Proces ten nastepowat
na drodze pochtaniania jednej komorki przez inna, odzywiajacg sie heterotro-
ficznie. Jesli komoérka, ktéra zostata pochtonieta, byta w stanie obronié¢ sie przed
strawieniem, a jej metabolizm przynosit korzy$¢ komdrce heterotroficznej,
mogto wéwczas dochodzi¢ do wytworzenia typowego uktadu endosymbiotycz-
nego. Symbiont stopniowo uzalezniat sie od komoérki gospodarza i ostatecznie
przeksztatcat sie w typowe organellum. P&Zniejsze badania przyniosty szereg
dowodoéw potwierdzajgcych ten poglad. Schnepf i Brown (1971) wykazali, ze
mitochondria moga pochodzi¢ od tlenowych bakterii, ktére zostaty wchioniete
przez komoérki beztlenowe, a nastepnie przystosowaly sie do zycia w $rodo-
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wisku wewnagtrzkomérkowym, umozliwiajac jednoczesnie komoérce gospoda-
rza przeprowadzanie metabolizmu tlenowego. Potwierdzeniem tego faktu moga
by¢ daleko idace podobieristwa w fizjologii niektérych bakterii (na przyktad
Paracoccus denitriticans) i mitochondriéw obecnych w komérkach eukariotycz-
nych (Scholes, Smith 1968; Wee, Wilkinson 1988). Wyniki najnowszych badan
dotyczacych pochodzenia mitochondriéw takze pozostaja w zgodzie z teorig
seryjnej endosymbiozy (Martin i wsp. 2001; Litoshenko 2002). Wykazanie sze-
regu podobienstw pomiedzy fotosyntetyzujgcymi organizmami prokariotycz-
nymi i chloroplastami komoérek eukariotycznych pozwolito dowies$¢, ze plastydy
rowniez pochodzg od prokariotycznych endosymbiontéw (Schnepf, Brown 1971;
Andersson, Roger 2002; Hashimoto 2003; Raven, Allen 2003). Obecnie teo-
ria seryjnej endosymbiozy jest uznawana przez zdecydowang wiekszo$¢ auto-
row i stanowi punkt wyjscia dla licznych badan (Moreira, Lopez-Garcia 1998;
Vellai i wsp. 1998; Martin i wsp. 2003; Hoffmeister, Martin 2003).

Ws$réd wielu opisanych dotad ukitadéw symbiotycznych interesujacy przy-
padek stanowig niewatpliwie zwiazki pomiedzy autotrofami i heterotrofami,
w ktérych jeden z partneréw (fotoautotrof) dostarcza drugiemu substancje orga-
niczne. Sam z kolei pobiera substraty niezbedne do przebiegu procesu fotosyn-
tezy (wode, dwutlenek wegla), a takze bardzo czesto inne substancje o charak-
terze regulatoréw wzrostu. W wyniku nawigzania symbiozy miedzy autotrofem
i heterotrofem powstaje zupetnie nowy ukiad o odmiennych wiasciwosciach,
ktére moga stanowi¢ sume wzglednie wypadkowg cech prezentowanych
przez partneréw symbiozy. W wielu przypadkach kompleksy takie dysponujag
odpowiednimi mechanizmami zapewniajacymi kontynuacje lub odnowienie
uktadu symbiotycznego w kolejnych pokoleniach (Trench 1979).

Typowym przyktadem symbiotycznego zwigzku organizmu autotroficz-
nego z heterotroficznym jest stutbia Hydra viridis-gatunek, u ktérego w komérkach
endodermy wystepuja liczne symbiotyczne glony z rodzaju Chlorella, powodujgce
intensywnie zielone zabarwienie ciata jamochtona. Kontynuacja zwigzku symbio-
tycznego w kolejnych pokoleniach Hydra viridis zapewniona jest poprzez wnika-
nie endosymbiotycznych glonéw do tworzacej sie podczas generatywnego roz-
mnazania stutbi komoérki jajowej. Ponadto moze réwniez dochodzi¢ do pobie-
rania przez stutbie wolno zyjgcych komoérek Chlorella sp. (Rahat 1985; Rahat,
Reich 1985, 1986).

Innym przykiadem wysoce wyspecjalizowanego zwigzku pomiedzy autotro-
fem i heterotrofem moze by¢é matz tropikalny Tridacna gigas, u ktérego réw-
niez wystepuja komoérki Chlorella sp., obecne w wystajagcych na zewnatrz sko-
rupy brzegach ptaszcza. Wynika stad typowe dla tego gatunku maitza utozenie
muszli, umozliwiajace jak najlepszy dostep Swiatta do komoérek symbiotycz-
nych glonéw. Dodatkowo w ptaszczu znajdujg sie specyficzne zespoly komo-
rek tworzace organy hialinowe, ktére umozliwiajg doptyw Swiatta do glebiej
potozonych warstw endosymbiontow (Thurman 1993).
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Uktady endosymbiotyczne z komérkami Chlorella sp. tworzy réwniez
wiele gatunkéw pierwotniakéw (np. Stentor polymorphus, Euplotes daidaleos,
Paramecium bursaria). Organizmy te stanowig znakomite obiekty badawcze
ze wzgledu na mozliwos'¢ analizowania relacji miedzy partnerami symbiozy
na poziomie pojedynczej komoérki. Ponadto, uwzgledniajac teorie seryjnej endo-
symbiozy, mozna przypuszczaé, ze zwigzki symbiotyczne pierwotniakéw z glo-
nami w pewnym stopniu przypominajg pos'rednie stadium ewolucyjne, ktére
w przesztosci mogto doprowadzi¢ do powstania komoérek eukariotycznych
(Cavalier-Smith, Lee 1985).



2. Charakterystyka zwigzku symbiotycznego Paramecium bursaria

Podziat systematyczny pierwotniakéw ulegat wielokrotnie zmianom ze
wzgledu na uzyskiwanie nowych danych dotyczacych budowy, fizjolo-
gii i genetyki tych organizméw (Patterson 2000). Pierwszg prébe sklasyfiko-
wahia pierwotniakdéw przedstawit jeszcze w XIX wieku Butschli (1882) tgczac
je we wspoblng jednostke taksonomiczng w randze typu - Protozoa. Podobna,
cho¢ nieco bardziej rozbudowang systematyke zaproponowali Honigberg i wsp.
(1964). W pobzniejszych opracowaniach jednostka taksonomiczna Protozoa trak-
towana jest jako krdélestwo (Cavalier-Smith 1998). Coraz czesciej jednak poja-
wia sie w literaturze termin Protista oznaczajacy krélestwo, do ktérego wig-
cza sie w randze typow wszystkie grupy eukariotycznych organizméw jednoko-
moérkowych (Rotschild 1989; Adoutte i wsp. 1996; Andersen 1998; Corliss 1998;
Margulis 2000). Zgodnie z najnowszymi doniesieniami (Lynn, Smali 2000) sta-
nowisko systematyczne pierwotniaka Paramecium bursaria nalezy przedstawi¢
nastepujaco:

Krélestwo: Protista - Whittaker 1969

Typ: Ciliophora - Doflein 1901

Podtyp: Intramacronucleata - Lynn 1996

Gromada: Oligohymenophora - de Puytorac et.al. 1974
Podgromada: Peniculia - Faure-Fremiet 1956

Rzad: Peniculida - Faure-Fremiet 1956

Podrzad: Parameciina - Jankowski 1985

Rodzina: Parameciidae - Dujardin 1840

Rodzaj: Paramecium - O. F. Muller 1773

Gatunek: Paramecium bursaria - Ehrenberg 1838

Pierwotniak Paramecium bursaria jest organizmem kosmopolitycznym zaj-
mujacym kazde $rodowisko, w ktérym mozliwy jest jego rozwdj (Pado 1978).
Podstawowym warunkiem wystepowania tego pierwotniaka jest odpowied-
nia ilos¢ wody oraz obecno$¢ bakterii lub matych wiciowcéw, stanowigcych
dla Paramecium bursaria podstawowy pokarm (Pado 1978). Naturalne $rodowi-
sko zycia omawianego orzeska jest zwykle opisywane w literaturze jako wody
stodkie o stosunkowo wysokim stopniu czystosci, stojace lub wolno ptynace,
takie jak stawy, potoki oraz inne state lub okresowe zbiorniki wodne (Pado 1978;
Kosaka 1991, 1994). Paramecium bursaria jest gatunkiem stosunkowo rzadkim
(Pado 1978). Podczas badan prowadzonych przez Pado iBatora (2001) obecnos$é
tego gatunku autorzy stwierdzili tylko w o$miu stanowiskach sposréd kilkudzie-
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sieciu przebadanych na terenie Polski. Fakt ten mozna wigzac¢ z dos¢ specyficz-
nymi wymaganiami troficznymi Paramecium bursaria, a zwtaszcza z jego duzg
wrazliwoscig na pH $rodowiska. Jak wynika z badan Loefera (1937) pierwot-
niak ten moze przezy¢ w dos¢ szerokim zakresie pH (4,5-8,5), jednak mozli-
wos$¢ normalnej egzystencji, wzrostu i rozmnazania wykazuje w bardzo waskim
przedziale kwasowos$ci z optimum przy wartosci pFt = 6,5. Poczawszy od tej
wartosci, zaréwno w jedng jak i w druga strone skali pH intensywnos$¢ podzia-
téw Paramecium bursaria maleje (Pado 1978), a w skrajnych wartosciach,
zwilaszcza przy zakwaszeniu $rodowiska (pH = 4,6) wystepujg znaczne defor-
macje morfologiczne komoérki (Bragg 1936; Loefer 1937; Wichterman 1953).
Wedtug Pado (1978) tak duzy wptyw pH na organizm moze $wiadczy¢ o ogra-
niczonych mozliwosciach adaptacyjnych Paramecium bursaria do zmieniaja-
cych sie warunkéw Srodowiska.

Komérka Paramecium bursaria charakteryzuje sie owalnym, asymetrycznym
i nieco wydtuzonym ksztattem. Jest krotsza i bardziej sptaszczona niz u innych
przedstawicieli rodzaju Paramecium (P. caudatum, P. aurelia). Przecietna diu-
gos$¢ komoérki Paramecium bursaria wynosi: 85-150 pm. Zaréwno ksztalt jak
i wymiary komoérki moga ulega¢ niewielkim zmianom w zaleznosci od kwa-
sowosci $rodowiska (Bragg 1936; Loefer 1937; Wichterman 1953), tempe-
ratury (lwatsuki i wsp. 1998), natezenia $wiatta (Pado 1965, 1972, 1978),
wieku komorki (Kosaka 1991, 1994), a takze obecnosci zanieczyszczen w $ro-
dowisku (Pado, Bator 2001). Charakterystyczng cecha, ktéra umozliwia jedno-
znaczng identyfikacje Paramecium bursaria, jest wyraznie widoczne zielone
zabarwienie komorki, wywotane obecnoscia w cytoplazmie symbiotycznych
glonéw z rodzaju Chlorella (fot. 1).

Powierzchnia komoérki Paramecium bursaria jest réwnomiernie orzesiona.
Rzeski, ktérych liczba siega kilku tysiecy, utozone sg w réwnolegtych rzedach
zwanych kinetami i poruszajg sie w sposéb zsynchronizowany, co umozliwia
komorce pierwotniaka wykonywanie réznego rodzaju ruchéw: prostoliniowego
do przodu i do tylu, oraz koziotkowania. Daje to komérce mozliwo$¢ stosun-
kowo szybkiego reagowania na réznorodne bodzce. Na powierzchni komérki
znajduje sie cytostom - staly otwér gebowy, zlokalizowany na dnie chrakte-
rystycznego zagtebienia - peristomu. W bezposrednim sgsiedztwie cytostomu
wystepuje wyspecjalizowane adoralne orzesienie w postaci kwadrulusa i dwéch
penikuluséw. Sg to pseudomembranelle powstajace z duzej ilosci sgsiadujacych
ze sobg rzesek, ktére ulegaja zespoleniu. Dziatanie pseudomembranelli polega-
jace na napedzaniu pokarmu do cytostomu jest znacznie silniejsze niz w przy-
padku pojedynczych rzesek. W btonie komérkowej pierwotniaka wystepuje réw-
niez cytopyge - otwdr, przez ktéry usuwane sg niestrawione resztki pokarmu.

Zewnetrzna powierzchnia blony cytoplazmatycznej, otaczajgcej komoérke
Paramecium bursaria charakteryzuje sie obecnoscia niewielkich zgrubieh
tworzacych swoistg rzezbe. Zapewnia ona sztywnos$¢ btony komoérkowej i jej
odporno$¢ na uszkodzenia (Lynn, Smali 2000).

13



Okrywajgca komoérke Paramecium bursaria btona cytoplazmatyczna wraz
z zalegajacymi pod nia strukturami tworzy pellikule. Sktada sie ona z podwdéjnej
btony zewnetrznej, podwdjnej btony wewnetrznej i przestrzeni miedzybtono-
wej. W strefie subpellikularnej znajduja sie ciatka bazalne rzesek - kinetosomy
oraz specyficzny system neurofibryli, ktéry tagczy szeregi kinetosoméw i umoz-
liwia synchronizacje ruchu rzesek. System ten jest odpowiednikiem ukiadu
nerwowego u zwierzat tkankowych. Bezposrednio pod bilong komérkowa
zlokalizowana jest warstwa alweoli - sptaszczonych pecherzykéw ograniczo-
nych blong, ktérych obecno$¢ zapewnia wzmocnienie i usztywnienie pelli-
kuli (Lynn, Smali 2000).

Cytoplazma komérki Paramecium bursaria jest zr6znicowana pod wzgle-
dem morfologicznym i funkcjonalnym na ektoplazme (warstwe zewnetrzng)
i endoplazme (warstwe wewnetrzng). W ektoplazmie obecne sg liczne mito-
chondria, a takze organella obronne - trichocysty. Struktury te pod wplywem
bodZzcow mechanicznych i chemicznych wystrzeliwuja widkienka, ktére stuza
do chwytania i przytrzymywania ofiary (Schuster i wsp. 1967). Dla prze-
strzeni ektoplazmatycznej typowe jest réwniez wystepowanie aparatu osmore-
gulacyjno-wydalniczego w postaci wodniczkek tetnigcych, w ktérych groma-
dzi sie woda wraz z produktami przemiany materii. Dzieki rytmicznym skurczom
wodniczek substancje te usuwane sg na zewnatrz komoérki. Endoplazma zaj-
muje srodkowg czes¢ komorki orzeska. W tej czeSci rozmieszczone sg typowe
dla orzeskéw organella komérkowe: mitochondria, wodniczki pokarmowe, reti-
kulum endoplazmatyczne, aparat Colgiego, aparat jadrowy. Tutaj odbywaja sie
zasadnicze procesy biochemiczne warunkujgce prawidtowe funkcjonowanie
komoérki pierwotniaka.

Wystepujacy na powierzchni komoérki cytostom prowadzi w gigb cytoplazmy
do gardzieli (cytofarynks), gdzie formujg sie wodniczki pokarmowe, w ktérych
na drodze fagocytozy zamykane sa czastki pokarmu. Z wodniczkami pokarmo-
wymi tgczag sie lizosomy zawierajgce enzymy trawienne. Dochodzi wdéwczas
do trawienia, a nastepnie wchianiania pokarmu. Niestrawione resztki pokarmu sg
usuwane poza komorke przez cytopyge.

W endoplazmie orzeska Paramecium bursaria wystepuje aparat jadrowy
zréznicowany na dwa jadra: makronukleus i mikronukleus. Makronukleus jest
poliploidalnym jadrem wegetatywnym, ktére kieruje metabolizmem komorki
i jej wzrostem, natomiast mikronukleus - diploidalne jadro generatywne - sta-
nowi archiwum informacji genetycznej i jest czynne tylko podczas procesu
piciowego. Paramecium bursaria rozmnaza sie gtébwnie przez poprzeczny
podziat komérki. Poczatkowo powstajg dwa potgczone ze sobg osobniki:
proter (przedni) i opist (tylny), ktére nastepnie rozigczajg sie tworzac dwie
komoérki potomne. Podziat komdrkowy poprzedzony jest mitotycznym podzia-
tem mikronukleusa. Makronukleus natomiast przechodzi podziat amitotyczny.
U Paramecium bursaria wystepuje réwniez koniugacja - proces piciowy pole-
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gajacy na czasowym potaczeniu sie dwéch osobnikéw, podczas ktérego docho-
dzi do wymiany materiatlu genetycznego znajdujacego sie w mikronukleusie
(Sonneborn 1957; Hiwatashi 1981; Kosaka 1991, 1994).

Zasadniczg cecha wyrézniajgcg gatunek Paramecium bursaria w obrebie
calego rodzaju Paramecium jest obecno$¢ w cytoplazmie symbiotycznych
glonéw z rodzaju Chlorella. Endosymbionty wystepuja w komérce pierwot-
niaka przez caty okres jej zycia, a podczas podzialu przechodzg do komoérek
potomnych, co zapewnia ciggto$¢ zwiazku symbiotycznego. Glony zlokalizo-
wane sg gtéwnie w peryferycznej czesci cytoplazmy, jednak przy duzej ich
liczebnosci mogag znajdowa¢ sie réwniez w endoplazmie wykazujac zdolnosé
przemieszczania sie wraz z ruchami cytoplazmy (Karakashian i wsp. 1968;
Nishihara i wsp. 1999). Komérki Chlorella sp. sg okragte lub owalne o $red-
nicy 4-9 pm i posiadajg wewnatrz kubkowaty chloroplast zawierajgcy barw-
niki fotosyntetyczne o skladzie podobnym do wystepujacego u roslin wyzszych
(Pacto 1967, 1978). Obserwacje prowadzone z uzyciem mikroskopu elektro-
nowego (Karakashian i wsp. 1968; Meier i wsp. 1984; Reisser i wsp. 1985)
wykazaty, ze kazda komérka Chlorella sp. zamknieta jest w osobnej wodniczce
perialgalnej. Wodniczki te r6znig sie w zasadniczy sposéb od typowych wod-
niczek pokarmowych (Meier i wsp. 1980), poniewaz w normalnych warunkach
sprzyjajacych rozwojowi Paramecium bursaria nie dochodzi do fgczenia wod-
niczek perialgalnych z lizosomami, co zabezpiecza komérki Chlorella sp. przed
strawieniem (Trench 1979, 1992; Karakashian, Rudziriska 1981).

Metabolizm pierwotniaka Paramecium bursaria jest w duzym stopniu zde-
terminowany jego symbiotycznym charakterem (ryc. 1). Obecno$¢ fotoauto-
troficznych endosymbiontéw w cytoplazmie orzeska zapewnia mu mozliwos$é
endogennego pobierania substancji pokarmowych (Karakashian, Karakashian
1973). Odzywianie heterotroficzne nie jest zatem dla Paramecium bursaria jedy-
nym sposobem uzyskiwania energii. Komérki Chlorella sp. przeprowadzajac
fotosynteze wytwarzajg tlen oraz weglowodany - glukoze i maltoze. Wykazali
to miedzy innymi Muscatine i wsp. (1967), ktérzy zaobserwowali, ze symbio-
tyczne glony wyizolowane z komérki Paramecium bursaria i hodowane w obec-
nosci pierwotniaka wydzielaja do medium duze ilosci glukozy i maltozy, sta-
nowigce nawet do 86% ich catkowitej produkcji fotosyntetycznej. Wydzielanie
przez Chlorella sp. produktéw fotosyntezy do cytoplazmy komérki Paramecium
bursaria zostato potwierdzone w pdézniejszych badaniach (Weis 1979; Ziesenisz
i wsp. 1981; Reisser 1986; Iwatsuki i wsp. 1998; Paclo, Pawtowska-Cwiek 1998).
Produkty te wykorzystywane sg przez komoérke pierwotniaka w procesie oddy-
chania (Brown, Nielsen 1974), podczas ktérego powstaje woda i dwutlenek
wegla, stanowigce z kolei substraty dla prowadzonego przez glony procesu foto-
-syntezy (Reisser 1976, Reisser 1986). Ponadto komoérka orzeska zaopatruje endo-
symbionty w azot, udostepniajac go w postaci soli amonowych (Reisser 1976).
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Pado (1967) wykazal, ze pomiedzy partnerami symbiozy istniejg zalez-
noéci zwigzane z substancjami o charakterze regulatoréw wzrostu. Wydzie-
lana przez komérke Paramecium bursaria witamina Bt (tiamina) umozliwia zacho-
dzenie podziatdbw komoérkowych Chlorella sp. Pozbawienie endosymbion-
téw regulatora wzrostu poprzez wyizolowanie ich poza obreb komérki orze-
ska uniemozliwia im rozwéj. Wynika z tego, ze endosymbionty Chlorella sp.
posiadajg defekt metaboliczny, gdyz utracity zdolno$¢ syntetyzowania witaminy
B, (wzglednie tiazolowej czesci tego zwigzku), ktéra jest niezbedna dla ich pra-
widlowego rozwoju. Jest to prawdopodobnie efekt daleko idacego przystoso-
wania glonéw do S$rodowiska zycia, jakim jest cytoplazma komorki pierwot-
niaka. Fakt ten moze stanowié¢ potwierdzenie teorii dotyczacych symbiotycz-
nego pochodzenia chloroplastéw (por. rozdz. 1), poniewaz rola endosymbion-
téw Chlorella sp. w komérce Paramecium bursaria jest poréwnywalna z fizjolo-
giczng rola chloroplastéw w komoérkach roslinnych (Pado 1978). Wystepowanie
defektu metabolicznego u symbiotycznych glonéw moze by¢ interpretowane
jako poczatkowa faza uzalezniania sie od komoérki gospodarza. Wigze sie
to ze stopniowg specjalizacja symbiontéw i utratg tych cech, ktére sa nieistotne
dla funkcjonowania catego kompleksu symbiotycznego.

Przez szereg lat trudne do wytlumaczenia zagadnienie stanowily zmiany
liczebnos$ci endosymbiotycznych glonéw Chlorella sp. w komérce Paramecium
bursaria. Pringsheim (1928) uznawat, ze liczba glonéw przypadajacych na jednag
komoérke orzeska wynosi przecietnie okoto 500. Wichterman (1953) i Siegel
(1960) stwierdzili wystepowanie znacznych réznic w ilosci endosymbion-
téw w komoérkach Paramecium bursaria, wigzali to jednak z réznicami raso-
wymi w obrebie gatunku. Dopiero badania prowadzone przez Pado (1965,
1978) wykazaly, ze niezaleznie od réznic rasowych, podstawowym czynnikiem
powodujgcym zmiany ilosci symbiotycznych glonéw Chlorella sp. w komérce
orzeska Paramecium bursaria sg warunki oswietlenia (fot. 2).

W hodowlach prowadzonych na $wietle wieksza liczba fotosyntetyzujg-
cych komoérek Chlorella sp. dostarcza odpowiednio wiekszej ilosci produk-
téw fotosyntezy, przy takim samym lub niewiele wiekszym wykorzystaniu pro-
duktéw pochodzacych od gospodarza, co jest bardzo korzystne dla pierwot-
niaka, dlatego tez nastepuje intensywny wzrost populacji endosymbiontéw.
Ich liczba w jednej komérce Paramecium bursaria moze wéwczas przekra-
cza¢ 1000 (Pado 1965). Orzesek staje sie wtedy intensywnie zielony (fot. 2a).
W takich warunkach odzywianie heterotroficzne odgrywa u Paramecium bur-
saria mniejszg role niz u innych gatunkéw pierwotniakéw, ktére nie wchodza
w zwiazki symbiotyczne z organizmami autotroficznymi (Karakashian 1975).
Znajduje to odzwierciedlenie w zachowaniu orzeskdéw, ktére w warunkach
dobrego oswietlenia charakteryzujg sie bardzo mata ruchliwoscia i tendencja
do osiadania na dnie naczyn hodowlanych, co wynika z braku konieczno-
Sci ciagtego poszukiwania pozywienia. Obecnos$¢ duzej ilosci endosymbiotycz-
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Fot. 1. Komoérka Paramecium bursaria z widocznymi endosymbiontami Chlorella sp.
(pow. 500x fot. autor)

Ryc. 1 Schemat relacji troficznych w uktadzie symbiotycznym Paramecium bursaria
- Chlorella sp.
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Fot. 2. Komoérka Paramecium bursaria hodowana w zréznicowanych warunkach oswie-
tlenia: a) oSwietlenie ciagte, b) warunki ciemniowe (pow. 500x fot. autor)



nych glonéw wigze sie takze z wykazywaniem przez Paramecium bursaria zja-
wiska fototaksji (Pado 1972, 1978; Matsuoka, Nakaoka 1988; Nakaoka 1989;
Johnson i wsp. 1989; Tokushima i wsp. 1994; Khromechek i wsp. 2002).

Szereg obserwacji wskazuje, ze nawet w warunkach ciagtego os'wietlenia,
dla prawidtowego funkcjonowania komoérki pierwotniaka odzywianie heterotro-
ficzne jest niezbedne (Pringsheim 1928; Siegel, Karakashian 1959; Karakashian
1963; Pado 1965, 1978; Barna, Weis 1973; Pado, Bator 2001). Przy ograniczo-
nym dostepie pokarmu bakteryjnego orzeski moga wprawdzie przezyé (dzieki
wykorzystywaniu produkcji fotosyntetycznej glonéw), dochodzi jednak do
zahamowania podziatéw komoérkowych. Prawdopodobnie wynika to z faktu,
ze czeste podzialy komoérkowe powodowalyby w takiej sytuacji zmniejszanie
ilosci endosymbiontéw, co przy ograniczeniu mozliwosci odzywiania hetero-
troficznego byloby dla komoérki orzeska niekorzystne.

W warunkach ciemniowych proces fotosyntezy jest zahamowany. W takiej
sytuacji jedynym mozliwym sposobem uzyskiwania przez Paramecium bursa-
ria energii staje sie odzywianie heterotroficzne (Pado 1965). Dowodzi tego fakt,
ze orzeski hodowane w ciemnosci wykazujg bardzo duzg aktywnos$¢ ruchowa,
zwigzang z ciggtym poszukiwaniem pozywienia (Pado 1978). Jednoczes$nie
zwigzki organiczne uzyskane przez komérke pierwotniaka na drodze odzy-
wiania heterotroficznego sa w takich warunkach wykorzystywane w duzym
stopniu przez endosymbiotyczne glony (Pado 1969; Karakashian 1975), ktoére
stajg sie dla orzeska troficznym obcigzeniem. Dochodzi wéwczas do reduko-
wania liczby endosymbiontéw. W komdrkach Paramecium bursaria hodowa-
nych w ciemnosci stwierdza sie spadek ilosci symbiotycznych glonéw ponizej
100 (Pado 1965), co jest widoczne jako wyrazne wybielenie komorki pier-
wotniaka przy jednoczesnym zmniejszeniu jej rozmiaréw (fot. 2b). W warun-
kach naturalnych redukcja liczby symbiotycznych komérek Chlorella sp. nie
prowadzi jednak nigdy do catkowitej ich utraty. Obserwacje mikroskopowe
wskazuja, ze pierwotniaki hodowane przez diuzszy czas w ciemnosci nie sa
zupetnie pozbawione glonéw, chociaz ich endosymbionty wykazujg objawy
uwstecznienia (wyraznie zmniejszone rozmiary komoérek, nieregularny ksztait).
Pozostawanie niewielkiej ilosci glonéw w komoérce orzeska zapewnia mozli-
wo$¢ odnowienia ich populacji. Stwierdzono, ze przeniesienie pierwotnia-
kéw z ciemnosci do warunkéw dobrego oswietlenia powoduje intensywny
przyrost ilosci endosymbiontéw (Pado 1965, 1978).

Regulacja ilosci endosymbiotycznych glonéw Chlorella sp. w komoérce
orzeska Paramecium bursaria zachodzi réznymi sposobami (Pado 1965; Weis
1969). Stwierdzono, ze pierwotniak moze pobiera¢ ze srodowiska wolno zyjace
komoérki Chlorella sp. i zamykaé je w wodniczkach perialgalnych zwieksza-
jac w ten sposob liczebno$¢ populacji endosymbiontéw (Bomford 1965;
Karakashian 1975; Reisser i wsp. 1982; Meier, Wiessner 1989; Trench
1992). Redukowanie ilosci glonébw moze z kolei zachodzi¢ poprzez ich tra-
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wienie (Pado 1965; Karakashian, Karakashian 1973; Trench 1979, 1992;
Kuinicki 1985). W takiej sytuacji dochodzi do przytaczania lizosoméw do wod-
niczek perialgalnych, ktére stajg sie wéwczas typowymi wodniczkami pokar-
mowymi. Mechanizm przeltamywania blokady uniemozliwiajgcej w normal-
nych warunkach taczenie sie lizosoméw z wodniczkami perialgalnymi nie
zostat jak dotad w petni wyjasniony. Innym sposobem regulowania liczebno-
Sci endosymbiontéw jest odpowiednie zsynchronizowanie podziatéw komor-
kowych pierwotniaka i glonéw (Pado 1965; Weis 1977), zwigzane prawdopo-
dobnie z wydzielaniem przez Paramecium bursaria witaminy B, jako regula-
tora wzrostu (Pado 1969). Zwiekszenie tempa podziatéw komérek Chlorella sp.
w stosunku do intensywnosci podzialobw komaérkowych pierwotniaka powoduje
wzrost liczby endosymbiontéw obecnych w jednej komérce orzeska. Natomiast
w sytuacji odwrotnej - kiedy komodrka pierwotniaka dzieli sie szybciej niz
komoérki glonéw - dochodzi do zredukowania ilosci endosymbiontéw.

Kompleks jaki tworzy komérka Paramecium bursaria wraz z endosymbio-
tycznymi glonami Chlorella sp. ze wzgledu na ztozono$¢ relacji pomiedzy
partnerami symbiozy jest doskonalym obiektem badawczym prezentujacym
przebieg wielu istotnych proceséw fizjologicznych, genetycznych i popula-
cyjnych. Uklad ten jest modelowym przyktadem endosymbiozy obligatoryjnej
(Pado 1978; Pado, Bator 2001), charakteryzujacym sie duzg trwatoscig. Jedynie
zastosowanie odpowiednich metod laboratoryjnych pozwala na rozdzielenie
symbiontéw i ich niezalezne hodowanie (Siegel 1960; Karakashian, Karakashian
1965; Pado 1965; Meier, Wiessner 1989; Gerashchenko i wsp. 2000, 2001;
Tanaka i wsp. 2002). Na podstawie dotychczasowych badar i obserwacji nie
stwierdzono dominacji ktéregokolwiek z partneréw symbiozy. Jedynie okre-
sowo moze zaznaczac¢ sie nadrzedna rola jednego z symbiontéw, co uwarun-
kowane jest oddziatywaniem $rodowiska (Pado 1978).



3. Eksperymentalne warunki okreslania zdolnosci adaptacyjnych
Paramecium bursaria

Podczas badan prowadzonych w latach 1998-2001 w Zaktadzie Mikrobio-
logii Akademii Pedagogicznej w Krakowie, dotyczacych adaptowania dzikich
szczepbw Paramecium bursaria do warunkéw laboratoryjnych, stwierdzono natu-
ralng obecnos$¢ tego pierwotniaka w nietypowych, wrecz ekstremalnych warun-
kach s$rodowiska. Zaskakujace bylo miedzy innymi odnalezienie przedstawi-
cieli tego gatunku w odptywach $ciekéw z garbarni w Kurowie (okolice Lublina)
oraz w silnie zasiarczonych wodach z okolic uzdrowiska w Swoszowicach
(Krakéw) (Pado, Bator 2001). Pozostaje to w niejakiej sprzecznosci z aktualnym
stanem wiedzy na temat ekologii orzeska Paramecium bursaria (por. rozdz. 2).
Organizm ten jest bowiem uznawany za gatunek stosunkowo rzadki (Loefer
1937; Pado 1978), a jego naturalne s$rodowisko zycia jest zwykle opisywane
jako wody o wysokim stopniu czystosci (Pado 1978; Kosaka 1991, 1994). Jak
dotad brak w literaturze swiatowej doniesien na temat wystepowania tego pier-
wotniaka w wodach zanieczyszczonych.

Stwierdzenie obecnosci Paramecium bursaria w zaskakujgco nietypowych
warunkach moze wskazywaé na niebywale wrecz mozliwosci przystosowaw-
cze tego kompleksu symbiotycznego do opanowywania ekstremalnych $rodo-
wisk. Interesujacym jest tez fakt, ze podczas badann prowadzonych przez autora,
w wodach z okolic uzdrowiska w Swoszowicach udato sie stwierdzi¢ réwniez
obecno$¢ innego wyjatkowo rzadkiego gatunku symbiotycznego pierwotniaka -
Euplotes daidaleos. Dane te pozwolity na wysunigecie hipotezy o wysoko rozwi-
nietych zdolnosciach adaptacyjnych komplekséw symbiotycznych tworzonych
przez organizmy autotroficzne i heterotroficzne. Jest to obecnie problem stosun-
kowo mato poznany, poniewaz, jak juz wspomniano, w $wiatowej literaturze
dane na ten temat sg nieliczne (por. rozdz. 1).

Udowodnienie tak sformulowanej hipotezy na przykiadzie orzeska Para-
mecium bursaria wymagato dokiadnego zbadania mozliwosci adaptacyjnych
tego organizmu oraz roli jaka w procesie przystosowania odgrywajg autotro-
ficzne endosymbionty. W tym celu podjeto prébe okreslenia wptywu réznorod-
nych czynnikéw biologicznych i chemicznych na rozwéj i fizjologie omawia-
nego kompleksu symbiotycznego.

W zwigzku z przypuszczeniem, iz bakterie wystepujgce w naturalnym $ro-
dowisku zycia Paramecium bursaria naleza do grupy denitryfikatoréw (Pado,
Bator 2001) w pierwszej kolejnosci przebadano mozliwo$¢é rozwoju tego orze-
ska w obecnosci bankowych szczepdéw bakterii denitryfikacyjnych.
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Stwierdzenie obecnos$ci Paramecium bursaria w wodzie z okolic Swoszo-
wic, w ktérej zawartos¢ siarkowodoru wynosi 72,25 mg/dm3 a zawartos$¢
jonéw siarczanowych (VI) - 1275,2 mg/dm3 (Urzad Miasta Krakowa 1997),
pozwala przypuszczaé, iz organizm ten tatwo adaptuje sie do srodowiska boga-
tego w zwiagzki siarki oraz w drobnoustroje biorace udziat w obiegu tego pier-
wiastka. Dlatego tez zbadano mozliwo$¢ koegzystencji pierwotniaka z banko-
wymi szczepami bakterii desulfurykacyjnych, a takze wptyw naturalnych pro-
duktéw metabolizmu tych drobnoustrojéw na rozwéj Paramecium bursaria.

Na podstawie analizy wynikéw badan Muscatine'a i wsp. (1967) dotycza-
cych produkcji fotosyntetycznej glonéw z rodzaju Chlorella mogacych wcho-
dzi¢ w uktad symbiotyczny z Paramecium bursaria, jako czynnik oddziatujacy
na komoérke pierwotniaka zastosowano réwniez kwas glikolowy, stanowigcy
jeden z produktéw procesu fotosyntezy.

Z uwagi na wyniki badan prowadzonych w Zaktadzie Mikrobiologii AP
w Krakowie przez Pawlowska-Cwiek (dane niepublikowane), podczas ktérych
stwierdzono obecno$¢ kwaséw fenolowych w zewngtrzkomérkowych struktu-
rach komoérek bakterii desulfurykacyjnych przebadano takze wptyw réznych kwa-
s6w aromatycznych na rozwdéj orzeska Paramecium bursaria. Zastosowano kwas
cynamonowy, ferulowy, p-aminobenzoesowy (PABA) i p-hydroksybenzoesowy
(PHBA). Kwas ferulowy oraz cynamonowy (stanowiacy prekursor kwasu ferulo-
wego) zostaly wybrane réwniez ze wzgledu na swiattoczuly charakter kwasu feru-
lowego (Kolb i wsp. 2001), co wigze sie z faktem, iz w komdérce Paramecium
bursaria szereg funkcji uzaleznionych jest od dziatania Swiatta (por. rozdz. 2).

W celu okreslenia roli endosymbiotycznych glonéw w procesie adapta-
cji orzeska Paramecium bursaria do zmieniajacych sie warunkéw, badanie
wptywu wszystkich wymienionych czynnikéw prowadzono réwnolegle w warun-
kach swietlnych oraz w warunkach ciemniowych, w ktérych nastepuje znaczne
zmniejszenie udziatu Chlorella sp. w metabolizmie catego ukiadu na skutek
zahamowania procesu fotosyntezy i zwigzanego z tym zredukowania liczby
komoérek symbiotycznych glonéw.

W badaniach wykorzystano orzeski Paramecium bursaria pochodzace
z hodowli prowadzonej w Zakladzie Mikrobiologii Akademii Pedagogicznej
w Krakowie. Hodowle te uzyskano w toku wczes$niejszych badan (Pado,
Bator 2001) poprzez zaadaptowanie do warunkéw laboratoryjnych dzi-
kiego szczepu Paramecium bursaria odtowionego w 1998 roku w naturalnym
zbiorniku wodnym w miejscowosci Marcéwka w okolicach Suchej Beskidzkiej
w wojewoédztwie matopolskim.

Bakterie wystepujace w naturalnym $rodowisku zycia orzeska Paramecium
bursaria pochodzity réwniez z hodowli utrzymywanej w Zakiadzie Mikro-
biologii AP. Zostaly one wyizolowane z préb wody i zaadaptowane do warun-
kéw laboratoryjnych podczas wczes$niej prowadzonych badan (Pado, Bator 2001).
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Bankowe szczepy bakterii denitryfikacyjnych (Paracoccus denitrificans DSM 65,
Thiobacillus denitrificans DSM 807) oraz bakterii desulturykacyjnych (Desult'ovibrio
gigas DSM 1382, Desult'ovibrio sulfodismutans DSM 3696, Desulfococcus
multivorans DSM 2059, Desulfosarcina variabilis DSM 2060, Desulfuromonas
acetoxidans DSM 684, Desultotomaculum acetoxidans DSM 771) uzyskano
z banku szczepéw Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkul-
turen (Braunsweig, Germany). Naturalne produkty metabolizmu bakterii
desulfurykacyjnych otrzymano z laboratoryjnych hodowli wyzej wymienionych
szczepOw.

Zastosowane w badaniach kwasy organiczne pochodzity od nastepujacych
producentéw odczynnikéw chemicznych:

- kwas glikolowy (hydroksyoctowy) C2H40 3 cz.d.a. - producent: FLUKA,
Switzerland, nr kat. 50590;

- kwas frans-cynamonowy (3-tenylopropenowy) COHeO 2 cz.d.a. - produ-
cent: SIGMA Chemical Co., USA, nr kat. C-6004;

- kwas ferulowy (4-hydroksy-3-metoksycynamonowy) C)OH [fO4 cz.d.a. -
producent: SIGMA Chemical Co., USA, nr kat. F-3500;

- kwas p-aminobenzoesowy (PABA) CMH_NO2 cz. - producent: MERCK,
Germany, nr kat. 8.22312.0250;

- kwas p-hydroksybenzoesowy (PHBA) C;RH{O 2 cz. - producent: MERCK,
Germany, nr kat. 8.21814.0250.

Laboratoryjne hodowle orzeskéw Paramecium bursaria prowadzono wedtug
procedury opracowanej podczas wczes$niejszych badan dotyczacych adapta-
cji dzikich szczepéw Paramecium bursaria do warunkéw laboratoryjnych (Pado,
Bator 2001).

Zastosowano pozywke satatowg sporzadzang wediug receptury Sonneborna
(1950) zmodyfikowanej w Zakladzie Mikrobiologii Akademii Pedagogicznej
w Krakowie (Pado, Bator 2001). Wykorzystano suszone liscie salaty siewnej
Lactuca sativa wyhodowanej w dwéch réznych miejscach: w miejscowo-
Sci Bochnia (1998 r.) oraz w miejscowosci Brody k. Kalwarii Zebrzydowskiej
(1999 r.). Wczes$niejsze badania pozwolily stwierdzi¢, iz satata pochodzaca
z tych dwéch upraw daje najlepsze, ajednoczesnie wysoce poréwnywalne wyniki
w laboratoryjnej hodowli Paramecium bursaria (Pado, Bator 2001). W obydwu
przypadkach salate hodowano wylgcznie przy uzyciu nawozdéw naturalnych,
gdyz zastosowanie salaty pochodzacej z upraw wzbogaconych nawozami
mineralnymi nie daje dobrych efektébw w hodowli orzeskéw (Pado 1978).

W celu przygotowania pozywki satatowej odwazano 1,5 g suszonych i roz-
drobnionych lisci sataty, a nastepnie gotowano je przez 5 minut w 1 dm3natu-
ralnej wody mineralnej o nastepujacym skladzie jonowym: Ca2+- 56,7 mg/dm3

Mgt - 71 mg/dmt Na+- 1,7 mg/dmt Kt - 0,85 mg/dm3 HCO, - 202,6 mg/

dm'; S04 - 7,0 mg/dm1 Cf - 4,4 mg/dm'; F - 0,1 mg/dm'. Otrzymany ekstrakt
przesaczano przez bibute filtracyjna, a nastepnie, po ochtodzeniu do temperatury
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pokojowej, ustalano jego pH w przedziale 6,7-6,8 metoda potencjometryczng
przy uzyciu elektrody zespolonej ERH-11A (producent: HYDROMET, Gliwice),
mikrokomputerowego pH-metru CX-315 (producent: ELMETRON, Zabrze)
oraz wodnych roztworéw HCI i NaOH. Po ustaleniu pH pozywke ponownie
gotowano i chtodzono do temperatury pokojowej. Do tak przygotowanej ste-
rylnej pozywki wprowadzano za pomoca ezy niewielkg ilos¢ bakterii pocho-
dzacych z naturalnego $rodowiska zycia pierwotniaka Paramecium bursaria.
Miato to na celu zapewnienie orzeskom mozliwosci heterotroficznego odzy-
wiania sie. Bakterie poddawano uprzednio pasazowaniu poprzez Kkilkakrotne
przeniesienie na swieze podtoze MPA (miesne poditoze agarowe) w celu odmto-
dzenia kultury.

Pozywke zaszczepiong bakteriami umieszczano w termostacie w temperatu-
rze 37°C na okres 24 godzin, aby zapewni¢ bakteriom wtasciwe warunki rozwoju.
Bezposrednio przed zastosowaniem do hodowli Paramecium bursaria pozywke
rozcienczano naturalng wodg mineralng w stosunku 1:1.

W celu zatozenia laboratoryjnej hodowli orzeskéw odtawiano przy pomocy
szklanej mikropipety 3-5 komérek pierwotniakdw i przenoszono je na szkietko
zegarkowe. llos¢ odtawianych komoérek kontrolowano przy uzyciu mikroskopu
stereoskopowego KONDA XTL-3400 D. Nastepnie wprowadzano na szkietko
zegarkowe 4 cm3 pozywki satatowej rozciericzonej naturalng woda mineralng
w stosunku 1:1. Szkietko zegarkowe zamykano w komorze wilgotnej, ktérg
stanowita szalka Petriego z umieszczonym na dnie krazkiem bibuty filtra-
cyjnej nasaczonej woda. Zabieg ten umozliwiat zachowanie stalej wilgotno-
Sci poprzez ograniczenie parowania wody z pozywki. Hodowle prowadzono
w temperaturze pokojowej w warunkach ciggtego oswietlenia $wiattem biatym
0 natezeniu okoto 700 lux oraz w warunkach catkowitej ciemnos$ci w komorach
ciemniowych.

W trakcie badan prowadzono réwniez masowe hodowle Paramecium bursa-
ria. Zaktadano je poprzez wprowadzenie kilkudziesieciu lub kilkuset komérek
pierwotniakéw do plastikowych naczyn o pojemnosciach 25 cm1lub 100 cml
Nastepnie do naczynh tych dodawano pozywke satatowag w objetosci 10-50 cm |
Naczynia przykrywano szkietkami zegarkowymi.

Zaleznie od zastosowanego czynnika oddziatujgcego na populacje pierwot-
niakéw, wprowadzano réznorodne modyfikacje do opisanej wyzej procedury
hodowli orzeskéw, umozliwiajgce podanie wybranego czynnika do medium.

Bankowe szczepy bakterii denitryfikacyjnych Thiobacillus denitrificans DSM
807 i Paracoccus denitrificans DSM 65 namnazano wstepnie na podfozu ptyn-
nym przygotowanym wedtug receptury bankowej, uzyskanej z banku szcze-
poéw Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen.

Sterylne podtoze przenoszono do kolb stozkowych o pojemnosci 100 cm3
po czym wprowadzano do nich bankowe szczepy bakterii denitryfikacyjnych.
Na powierzchnie hodowli nanoszono kilkumilimetrowag warstwe oleju parafi-

22



nowego w celu uzyskania warunkéw bezwzglednie beztlenowych. Inkubacje
prowadzono w temperaturze pokojowej (Grabifiska-Loniewska 1997). Po upty-
wie 7 dni bakterie przeszczepiano na pozywke Giltaya, stanowigca typowe
podtoze dla rozwoju wiekszosci bakterii denitryfikacyjnych (Barabasz 1985).
Sterylne podtoze Giltaya przenoszono do kolb stozkowych o pojemnosci
50 cm1, a nastepnie wprowadzono do nich po 10 cm1 hodowli Thiobacillus
denitrificans DSM 807 i Paracoccus denitrificans DSM 65 prowadzonych wcze-
$niej na podiozu bankowym. Hodowle prowadzono w temperaturze pokojo-
wej. Warunki beztlenowe zapewniono poprzez naniesienie na powierzchnie
hodowli warstwy oleju parafinowego.

Do oznaczania liczebnosci bakterii w prowadzonych hodowlach zastoso-
wano metode nefelometryczng polegajaca na pomiarze natezenia $wiatta rozpro-
szonego przez zawiesine pod katem r6znym od |180° w stosunku do wiazki pada-
jacej na badany roztwér. Wigzka Swiatta o okreslonej diugosci fali padajac
na zawiesine zawierajgcg zywe komarki bakterii ulega rozproszeniu, a natezenie
promieniowania rozproszonego jest zalezne miedzy innymi od ilosci wystepu-
jacych w zawiesinie komdérek. W pomiarach nefelometrycznych wyznacza sie
procentowy wspoétczynnik zmetnienia (t) okres$lajagcy stosunek natezenia pro-
mieniowania rozproszonego przez badang prébe do natezenia promieniowa-
nia rozproszonego przez probe odniesienia (Sobczyk, Kiszg 1977). Przy usta-
lonych warunkach warto$¢ ta jest wprost proporcjonalna do ilosci komérek
bakteryjnych w roztworze. Ze wzgledu na rozmiary komoérek bakteryjnych
mieszczace sie w granicach 0,4-1 pm bardzo istotne jest dobranie odpowied-
niej dtugosci fali dla danej grupy bakterii.

W prowadzonych badaniach, liczebno$¢ kultur bakteryjnych oznaczano przy
uzyciu spektrofotometru SPEKOL 11 firmy Carl Zeiss-Jena, wyposazonego w przy-
stawke nefelometryczng typu TK. Przed wykonaniem pomiaru kolby z kultu-
rami bakteryjnymi lekko wstrzgsano, a nastepnie pobierano sterylna strzykawka
spod warstwy oleju parafinowego okoto 2 cm1medium i przenoszono do kuwet
nefelometrycznych. Wspoéiczynnik zmetnienia oznaczano przy dtugosci fali
Z.= 580 nm dla Thiobacillus denitrificans DSM 807 oraz Z = 590 nm
dla Paracoccus denitrificans DSM 65. Wartosci te wyznaczono doswiadczalnie,
poniewaz przy zastosowaniu zalecanych w literaturze dtugosci fal Z = 600 nm
(Btaszczyk 1992) lub Z = 625 nm (Wee, Wilkinson 1988)) nie stwierdzono wy-
raznej korelacji miedzy uzyskiwanymi odczytami a faktycznym zmetnieniem
roztworu. Prébe odniesienia stanowita sterylna pozywka Giltaya.

W celu okreslenia wptywu bakterii denitryfikacyjnych na rozwdj popula-
cji pierwotniakéw, do 100 cm 1sterylnej pozywki satatowej wprowadzano inoku-
lum uzyskane z hodowli Thiobacillus denitrificans DSM 807 i Paracoccus
denitrificans DSM 65 prowadzonych na podiozu Giltaya. Objeto$¢ wprowa-
dzanego inokulum ustalano na podstawie pomiaréw wspoéiczynnika zmetnie-
nia w hodowlach bakteryjnych po 7 dniach inkubacji. Dzieki temu we wszyst-
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kich prébach uzyskiwano mozliwie zblizong liczebno$¢ wprowadzonych bak-
terii. Postuzono sie nastepujacym wzorem:

Va= -HaZ-x 100 (cm3

gdzie: V - objeto$¢ inokulum dla danego szczepu bakterii
T - warto$¢ wspéiczynnika zmetnienia dla szczepu o najnizszej
liczebnosci
ti - warto$¢ wspoétczynnika zmetnienia dla danego szczepu bakterii

Pozywke salatowg zaszczepiong bankowymi szczepami bakterii denitryfi-
kacyjnych pozostawiano na 48 godzin w temperaturze pokojowej i bezposred-
nio przed zastosowaniem do hodowli orzeskéw rozcienczano naturalng woda
mineralng w stosunku 1:1.

Hodowle Paramecium bursaria w obecnosci bakterii denitryfikacyjnych
przeprowadzono w 4 seriach eksperymentalnych trwajgcych po 21 dni. W kaz-
dej serii zaktadano po 3 réwnolegte hodowle dla danego szczepu bakterii.
Jednoczes$nie prowadzono hodowle kontrolne, w ktérych zastosowano pozywke
salatowg zaszczepiong bakteriami pochodzacymi z naturalnego $rodowi-
ska zycia pierwotniaka Paramecium bursaria. Hodowle inkubowano w warun-
kach ciagtego oswietlenia oraz w warunkach ciemniowych. Podczas inkuba-
cji okreslano zmiany liczebnos$ci orzeskéw we wszystkich prébach.

Dodatkowo przeprowadzono 3 serie eksperymentalne z zastosowaniem
masowych hodowli Paramecium bursaria. W tym celu do plastikowych naczyn
0 pojemnosci 25 cmlwprowadzano 10 komoérek orzeskéw, a nastepnie doda-
wano 10 cmlpozywki satatowej, zawierajacej bankowe szczepy denitryfikato-
réw, oraz bakterie pochodzace z naturalnego srodowiska zycia orzeska (hodowle
kontrolne). Préby inkubowano w warunkach ciagtego oswietlenia i w ciemno-
Sci. Podczas inkubacji prowadzono oznaczenia koncentracji jonéw azotano-
wych (lll) i azotanowych (V) metoda kolorymetryczna.

Bankowe szczepy bakterii desulfurykacyjnych Desulfovibrio gigas DSM
1382, Desulfovibrio sulfodismutans DSM 3696, DesuKococcus multivorans
DSM 2059, Desulfosarcina variabilis DSM 2060, Desulfuromonas acetoxidans
DSM 684 oraz Desulfotomaculum acetoxidans DSM 771 namnazano na stan-
dardowej pozywce mleczanowej (Postgate 1984). Sterylne podioze przeno-
szono do kolb stozkowych o pojemnosci 250 cm 1po czym wprowadzano do nich
zawiesing bankowych szczepéw bakterii desulfurykacyjnych. Na powierzchnie
hodowli nanoszono kilkumilimetrowag warstwe oleju parafinowego w celu uzy-
skania warunkéw bezwzglednie beztlenowych. Inkubacje prowadzono w tem-
peraturze pokojowej przez 4 doby.

Inokulum uzyskane po 4 dobach hodowli bakterii desulfurykacyjnych
wprowadzano do 100 cm1 sterylnej pozywki satatowej. Objetos¢ wprowa-
dzanego inokulum ustalano na podstawie pomiaréw wspoéiczynnika zmet-
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nienia w prowadzonych hodowlach bakteryjnych, analogicznie jak w przy-
padku wprowadzania bakterii denitryfikacyjnych. Nefelometryczne pomiary
dla bankowych szczepoéw bakterii desulfurykacyjnych prowadzono przy naste-
pujacych dtugosciach fali:

- Desulfovibrio gigas DSM 1382 - 580 nm (wyznaczono dos$wiadczalnie),

- Desulfovibrio sulfoclismutans DSM 3696 - 690 nm (wyznaczono doswiad-
czalnie),

- Desulfococcus multivorans DSM 2059 - 775 nm (wyznaczono dos$wiad-
czalnie),

- Desulfosarcina variabilis DSM 2060 - 580 nm (Stahlman i wsp. 1991),

- Desulfuromonas acetoxidans DSM 684 - 580 nm (Stahlman iwsp. 1991),

- Desulfotomaculum acetoxidans DSM 771 -436 nm (Gérny, Schink 1994).

Jako prébe odniesienia zastosowano wode destylowang. Pozywke safa-
towa zaszczepiong bankowymi szczepami bakterii desulfurykacyjnych pozosta-
wiano na 48 godzin w temperaturze pokojowej i bezposrednio przed zastosowaniem
do hodowli orzeskéw rozcienczano naturalng woda mineralng w stosunku 1:1.

Badania dotyczace mozliwosci rozwoju Paramecium bursaria w obecno-
Sci bakterii desulfurykacyjnych prowadzono w 4 seriach trwajacych po 21 dni.
Dla kazdego szczepu desulfurykatoréw zastosowano po 3 réwnolegte préby,
ktére inkubowano w warunkach ciggtego os$wietlenia oraz w ciemnosci. Préby
kontrolne stanowity hodowle Paramecium bursaria prowadzone na pozywce
salatowej zaszczepionej bakteriami pochodzacymi z naturalnego $rodowi-
ska zycia pierwotniaka. Podczas inkubacji okreslano zmiany liczebnosci orze-
skéw we wszystkich prébach.

Ponadto przeprowadzono analogiczne badania w masowych hodowlach
Paramecium bursaria. Hodowle te byly prowadzone w naczyniach o pojem-
nosci 25 cm1 Dla szczepéw Desulfovibrio gigas DSM 1382, Desulfovibrio sul-
todismutans DSM 3696 oraz Desulfococcus multivorans DSM 2059 hodowle
masowe zaktadano przez wprowadzenie do naczyn hodowlanych 10 komérek
pierwotniakéw, a nastepnie dodanie 10 cm3 pozywki satatowej zaszczepionej
odpowiednim gatunkiem bakterii. W przypadku szczepéw Desulfosarcina varia-
bilis DSM 2060, Desulfuromonas acetoxidans DSM 684 i Desulfotomaculum
acetoxidans DSM 771 ilo$¢ wprowadzanych komoérek orzeskéw zwiekszo-
no do 15, a objetos$¢ do 15 cm3 Préby inkubowano w warunkach ciggtego oswie-
tlenia i w ciemnosci. Réwnolegle zakltadano hodowle masowe kontrolne,
ktére prowadzono na pozywce satatowej zaszczepionej bakteriami pocho-
dzacymi z naturalnego s$rodowiska zycia Paramecium bursaria. We wszyst-
kich hodowlach masowych oznaczano intensywno$¢ rozwoju pierwotniakéw,
intensywno$¢ rozwoju bakterii oraz zmiany koncentracji jonéw siarczanowych
metodg spektrofotometryczng.

Przeprowadzono takze 4 serie eksperymentéw majacych na celu okreslenie
wptywu bakterii desulfurykacyjnych na liczebno$¢ endosymbiontéw Chlorella sp.
w komérkach Paramecium bursaria. Badania prowadzono w hodowlach maso-
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wych, w naczyniach o pojemnosci 100 cm3 Do naczyn wprowadzano mikropipeta
po 30 komdrek pierwotniakéw, a nastepnie dodawano po 30 cm3pozywki satato-
wej zawierajgcej odpowiedni szczep bakterii desulfurykacyjnych. Hodowle inkubo-
wano w warunkach ciggtego oswietlenia oraz w ciemnosci. Materiat eksponowany
na $Swiatto hodowano przez 21 dni, natomiast materiat przetrzymywany w ciem-
nosci przenoszono po 11 dniach do warunkéw ciagtego osSwietlenia w celu okre-
Slenia mozliwosci odnowienia populacji endosymbiontéw. Réwnolegle pro-
wadzono hodowle kontrolne zawierajgce pozywke salatowg zaszczepiong
bakteriami pochodzacymi z naturalnego $rodowiska zycia Paramecium bur-
saria. W kolejnych dniach inkubacji oznaczano liczebno$¢ endosymbion-
téw Chlorella sp. w komérkach pierwotniakéw. Okresowo wykonywano takze
pomiary liczebnosci bakterii w prowadzonych hodowlach oraz w pozostatej ilo-
Sci zaszczepionej pozywki satatowej nie zawierajgcej pierwotniakéw.

Naturalne produkty metabolizmu bakterii desulfurykacyjnych uzyskano
z laboratoryjnych hodowli bankowych szczepéw desulfurykatorow: Desulfovibrio
gigas DSM 1382, Desulfovibrio sulfodismutans DSM 3696, Desulfococcus
multivorans DSM 2059, Desulfosarcina variabilis DSM 2060, Desulfuromonas
acetoxidans DSM 684, Desulfotomaculum acetoxidans DSM 771. Hodowle
prowadzono na standardowej pozywce mleczanowej w warunkach bezwzgled-
nie beztlenowych w kolbach o pojemnosci 1000 cm3 Po 14 dniach inkubacji
pobierano 250 cm3hodowli i poddawano wirowaniu w wiréwce laboratoryjnej
MPW-6 przy szybkosci 3500 r.p.m. przez 20 minut w celu oddzielenia frakcji
zewnatrzkomérkowych od biomasy komérek bakteryjnych (Hancock, Poxton
1988). Uzyskany surowy supernatant (zawierajacy frakcje zewngtrzkomaérkowe)
przenoszono do krystalizatoréw o pojemnos$ci 300 cm3i umieszczano w chto-
dziarce w celu zageszczenia. Nastepnie zageszczony supernatant uzupeiniano
woda redestylowang do wyjsciowej objetosci i wirowano w wiréwce labora-
toryjnej MPW-210 przy szybkosci 10 000 r.p.m. przez 15 minut. Uzyskiwano
w efekcie supernatant, ktéry stosowano bezposrednio do dalszych doswiadczen

hodowla bakterii _» wirowanie > surowy supernatant ------------ » zageszczanie
desulfurykacyjnych (frakcje
I zewnatrzkomoérkowe)
osad wirowanie
(biomasa)
SUPERNATANT
EKSTRAKT -+ ekstrakcja pozywka mm osad

Ryc. 2. Schemat procedury preparatywnej stosowanej przy uzyskiwaniu naturalnych
produktéw metabolizmu bakterii desulfurykacyjnych

26



oraz osad, ktory poddawano ekstrakcji sterylng pozywka satatowg w tempera-
turze 37°C przez 24 godziny. Nastepnie oddzielano zawiesinge poprzez odwiro-
wanie przy szybkos'ci 10 000 r.p.m. przez 15 minut i tym sposobem uzyskiwano
ekstrakt stosowany w dalszych badaniach (ryc. 2).

Opisang procedure zastosowano w odniesieniu do wszystkich szczepéw bak-
terii desulfurykacyjnych. Uzyskane supernatanty i ekstrakty wprowadzano do ste-
rylnej pozywki satatowej (w ilosci 50 pi na 4 ml pozywki) po wczesniejszym
rozcienczeniu jej woda mineralng w stosunku 1:1. Pozywki nie zaszcze-
piano bakteriami zaktadajgc, ze wprowadzone supernatanty i ekstrakty powinny
zastgpi¢ orzeskom pokarm bakteryjny. Przeprowadzono 3 serie eksperymentéw,
w ktérych pierwotniaki inkubowano w pozywce zawierajgcej supernatanty
oraz 3 serie z zastosowaniem ekstraktéw. Hodowle prowadzono w warun-
kach ciggtego oswietlenia i w ciemnosci. Préby kontrolne stanowily hodowle
Paramecium bursaria na pozywce salatowej zaszczepionej bakteriami pocho-
dzacymi z naturalnego $rodowiska zycia orzeskéw i nie zawierajacej zadnych
dodatkowych skiadnikéw. We wszystkich prébach okreslano zmiany liczebno-
Sci orzeskow podczas 21-dniowej inkubacji.

W dalszej czesci badan jako czynniki oddziatujace na populacje Paramecium
bursaria zastosowano nastepujace kwasy organiczne: kwas glikolowy, cynamo-
nowy, ferulowy, p-aminobenzoesowy (PABA) i p-hydroksybenzoesowy (PHBA).

Wyjsciowy roztwér kwasu glikolowego o stezeniu 0,1 M uzyskano przez roz-
puszczenie 0,7605 g krystalicznego kwasu glikolowego w 100 cm 3 naturalnej
wody mineralnej stosowanej do sporzadzania pozywki salatowej. Nastepnie
metoda rozcienczen, wykorzystujac jako rozpuszczalnik naturalng wode mine-
ralng, uzyskano roztwory kwasu glikolowego o nizszych stezeniach, ktére stoso-
wano do rozcienczania pozywki satatowej w stosunku 1:1 bezposrednio przed
jej uzyciem do hodowli Paramecium bursaria. Zastosowano nastepujgce kon-
centracje kwasu glikolowego w pozywce satatowej: 0,1 mM; 0,25 mM; 0,5 mM;
1 mM; 2 mM; 5 mM; 50 mM. Réwnolegle prowadzone byly hodowle kontrolne
nie zawierajgce kwasu glikolowego. W pierwszym etapie badan przeprowa-
dzono 3 serie eksperymentéw dotyczacych wptywu kwasu glikolowego na rozwaj
Paramecium bursaria, przy czym wszystkie préby inkubowano tylko w warun-
kach ciggtego oswietlenia. W celu uzyskania blizszych danych na temat mozli-
wosci wykorzystywania kwasu glikolowego przez badany ukiad symbiotyczny,
w kolejnych 3 seriach zastosowano réwnolegle hodowle prowadzone na $wietle
i w warunkach ciemniowych. We wszystkich prébach okreslano zmiany liczeb-
nosci pierwotniakéw podczas 21-dniowej inkubacji. Przeprowadzono réwniez
analize spektrofotometryczng pozywki satatowej zawierajacej kwas glikolowy
- zaréwno przed rozpoczeciem hodowli orzeskéw, jak i po jej zakoriczeniu.

Kwas cynamonowy charakteryzuje sie stabg rozpuszczalnoscia w wodzie.
Dlatego tez, aby uzyskaé¢ roztwér wyjsciowy, przeprowadzono préby zobo-
jetniania kwasu cynamonowego wodorotlenkami. Zastosowano wodorotlenek
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zelaza (lll), wodorotlenek miedzi (ll) oraz wodorotlenek sodu. Najlepsze efekty
uzyskano w przypadku wodorotlenku sodu, z ktérym kwas cynamonowy two-
rzy dobrze rozpuszczalng w wodzie s6l. W celu otrzymania wyjsciowego roz-
tworu kwasu cynamonowego rozpuszczono 0,0741 g tego zwigzku w 500 cm1
1-molowego roztworu wodorotlenku sodu, uzyskujac stezenie ImM. Z roz-
tworu wyjsciowego wykonano rozcienczenia w naturalnej wodzie mineralnej
stosowanej do przygotowywania pozywki salatowej. Sporzadzone roztwory
wykorzystano do rozcieficzania pozywki salatowej bezposrednio przed jej
zastosowaniem do hodowli orzeskéw Paramecium bursaria. Tym sposobem
wprowadzono kwas cynamonowy do medium, uzyskujac nastepujace koncen-
tracje w pozywce satatowej: 0,25 pM; 0,5 pM; 1 pM; 2 pM; 3 pM; 4 pM;
5 pM; 10 pM. Poczatkowo przeprowadzono 5 serii badawczych, podczas kto6-
rych pierwotniaki hodowano w obecnosci r6znych koncentracji kwasu cyna-
monowego w warunkach ciagtego oswietlenia. W kolejnych 4 seriach wpro-
wadzono zréznicowane warunki $wietlne - ciggte oswietlenie i ciemnosé.
W kazdej serii prowadzono réwnolegle hodowle kontrolne nie zawierajgce
kwasu cynamonowego. W kolejnych dniach inkubacji okreslano liczebnos$é
orzeskéw. Przeprowadzono réwniez prébe spektrofotometrycznego oznacza-
nia zmian koncentracji kwasu cynamonowego w prowadzonych hodowlach.

Wyjsciowy roztwér kwasu ferulowego o koncentracji 1 niM sporza-
dzono przez rozpuszczenie 0,0194 g kwasu ferulowego w 100 cm’ natural-
nej wody mineralnej stosowanej do sporzadzania pozywki salatowej. Roztwory
0 nizszych stezeniach uzyskano metoda rozciericzen, stosujac jako rozpusz-
czalnik naturalng wode mineralng. Roztwory te uzyto nastepnie do rozcien-
czania pozywki satatowej w stosunku 1:1 bezposrednio przed jej wykorzysta-
niem do hodowli Paramecium bursaria. Zastosowano nastepujgce koncentracje
kwasu ferulowego w pozywce satatowej: 0,5 pM; 1 pM; 1,25 pM; 1,5 pM.
Przeprowadzono 4 serie eksperymentalne, w ktérych hodowano pierwot-
niaki Paramecium bursaria w obecnosci kwasu ferulowego w warunkach cig-
gtego oswietlenia oraz w warunkach ciemniowych. Réwnolegle prowadzone
byty préby kontrolne, w ktérych orzeski hodowano na pozywce satatowej nie
zawierajgcej kwasu ferulowego. Podczas inkubacji prowadzono pomiary liczeb-
nosci pierwotniakéw we wszystkich prébach.

Kwas p-aminobenzoesowy w ilosci 0,1371 g rozpuszczano w 100 cm’
naturalnej wody mineralnej stosowanej do sporzgdzania pozywki salatowej.
Uzyskiwano tym sposobem roztwdr o stezeniu 10 mM. Nizsze koncentracje
kwasu p-aminobenzoesowego otrzymywano metodg rozciericzen. Sporzadzone
roztwory stosowano do rozcienczania pozywki satatowej w stosunku 11
bezposrednio przed jej wykorzystaniem do hodowli Paramecium bursaria.
Przeprowadzono 5 serii badawczych, podczas ktérych okreslano mozliwos$é
rozwoju Paramecium bursaria w obecnos$ci nastepujgcych koncentracji kwasu
p-aminobenzoesowego: 0,1 pM; 1 pM; 10 pM; 100 pM; 1mM; 5 mM. W kazdej
serii prowadzono po 3 réwnolegte préby dla danego stezenia, zar6wno w wa-
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runkach ciggtego oswietlenia, jak i w ciemnosci. Jednoczes$nie prowadzono
kontrolne hodowle Paramecium bursaria, w ktérych stosowano standardowag
pozywke satlatowg bez dodatku kwasu p-aminobenzoesowego. Podczas inku-
bacji okreslano zmiany liczebnos$ci pierwotniakéw we wszystkich prébach oraz
liczebno$¢ endosymbiontéw Chlorella sp. w wybranych hodowlach, prowadzo-
nych w warunkach ciggtego oswietlenia.

Wyjsciowy roztwér kwasu p-hydroksybenzoesowego o koncentracji 10 mM
sporzadzono przez rozpuszczenie 0,1381 g tego zwigzku w 100 cm3 natural-
nej wody mineralnej stosowanej do sporzadzania pozywki satatowej. Nastepnie
wykorzystujagc metode rozciericzen uzyskiwano roztwory o nizszych stezeniach
(2 mM; 200 pM; 20 pM; 10 pM; 2 pM). Jako rozpuszczalnik stosowano natu-
ralng wode mineralng. Sporzadzone roztwory wykorzystywano do rozciencza-
nia pozywki satatowej przed jej zastosowaniem do hodowli orzeskéw
Paramecium bursaria. Uzyskano nastepujace koncentracje kwasu p-hydroksy-
benzoesowego w pozywce satatowej: 1 pM; 5 pM; 10 pM; 100 pM; 1 mM;
5 mM. Wptyw kwasu p-hydroksybenzoesowego na rozwdj Paramecium bursaria
okre$lano w 5 seriach eksperymentalnych. Materiat inkubowano w warunkach
ciggtego oswietlenia oraz w warunkach ciemniowych. Réwnolegle prowadzono
hodowle kontrolne, w ktérych orzeski inkubowano na pozywce satatowej roz-
cienczanej naturalng woda mineralng bez dodatku kwasu p-hydroksybenzo-
esowego. W kolejnych dniach inkubacji okreslano liczebno$¢ pierwotniakéw.
Kontrolowano tez wyrywkowo ilos¢ endosymbiontéw w komérkach Paramecium
bursaria w wybranych prébach, inkubowanych na Swietle.

We wszystkich prowadzonych seriach eksperymentalnych okreslano w kolej-
nych dniach inkubacji liczebno$¢ pierwotniakéw Paramecium bursaria. Dokony-
wano tego metoda bezposredniego liczenia komérek z wykorzystaniem mikro-
skopu stereoskopowego KONDA XTL-3400 D w $wietle przechodzacym przy
powiekszeniu 15x. Pomiary wykonywano o stalej porze dnia pomiedzy godzing
12.00 a 14.00. Miato to na celu wyeliminowanie ewentualnych réznic w meta-
bolizmie orzeskoéw, jakie mogtyby wyniknaé¢ z dobowej rytmiki tego organizmu
(Miwa i wsp. 1987; Kosaka 1991, 1994). Aby zminimalizowa¢ btagd pomiaru,
naczynia hodowlane umieszczano na szkietku zegarkowym z wyznaczonymi
sektorami o szerokosci 7 mm, a nastepnie okres$lano ilo$¢ komérek pierwotnia-
kéw w kolejnych sektorach. Na podstawie uzyskanych danych obliczano war-
tos¢ wspoétczynnika podziatéw komoérkowych Paramecium bursaria (k) wediug
wzoru (Meyers 1953; Pado 1978):

gdzie: k - wspoétczynnik podziatéw komérkowych Paramecium bursaria
xn - ilo$¢ pierwotniakéw w danym dniu inkubacji
X0 - wyjsciowa ilo$¢ pierwotniakéw w badanej prébie
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W przypadku pomiaréw prowadzonych w prébach inkubowanych w ciem-
nosci procedure przeprowadzano w taki sposéb, aby ograniczy¢ do minimum
czas oddziatywania Swiatta na hodowle podczas wykonywania pomiaru.

W czasie badan dotyczacych rozwoju orzeska Paramecium bursaria w obec-
nosci bakterii desulfurykacyjnych oraz kwasu p-aminobenzoesowego i p-hydro-
ksybenzoesowego, prowadzono pomiary liczebnosci endosymbiotycznych glo-
néw Chlorella sp. w komérkach Paramecium bursaria. W tym celu za pomoca
mikropipety odtawiano z prowadzonych hodowli po 5 komoérek orzeskéw
i umieszczano je w kropli wody na szkietku podstawowym. Operacje kontrolo-
wano przy uzyciu mikroskopu stereoskopowego KONDA XTL-3400 D. Nastepnie
préobke przykrywano szkietkiem nakrywkowym, tak aby unikngé gromadzenia
sie pecherzykéw powietrza. Przygotowany w ten sposéb preparat pozostawiano
na kilka minut w temperaturze pokojowej w celu czesSciowego odparowania
wody, a nastepnie obserwowano pod mikroskopem $wietlnym Carl Zeiss-Jena
przy powiekszeniu 500x (fot. 3).

Fot. 3. Mikroskopowy obraz preparatu stuzacego do okreslania liczebnosci endosymbion-
téw w komdrkach Paramecium bursaria (pow. 500x fot. autor)

Unieruchomione pod naciskiem szkietka nakrywkowego pierwotniaki ule-
galy stopniowo rozgnieceniu, a obecne w ich wnetrzu komoérki endosymbion-
tow uwalniane byly poza obreb btony komérkowej, co pozwalato na dokiadne
okreslenie ich liczby.

W masowych hodowlach orzeskéw Paramecium bursaria inkubowanych
w obecnosci bakterii desulturykacyjnych prowadzono oznaczanie liczebno-
Sci bakterii metoda nefelometryczng. Z hodowli pobierano mikropipetg 2,5 cm1
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medium i przenoszono do kuwet nefelometrycznych. Proces kontrolowano przy
uzyciu mikroskopu stereoskopowego KONDA XTL-3400 D, tak aby w pobie-
ranej objetosci medium nie znajdowaly sie komorki pierwotniakéw. Pomiary
wspoiczynnika zmetnienia prowadzono za pomocg spektrofotometru SPEKOL 11
firmy Carl Zeiss-Jena, wyposazonego w przystawke nefelometryczna typu TK.

Analogiczne oznaczenia prowadzono dla hodowli kontrolnych zawieraja-
cych bakterie pochodzgce z naturalnego srodowiska zycia pierwotniaka. W tym
przypadku pomiary wykonywano przy dtugosci fali X = 580 nm, wyznaczonej
doswiadczalnie. Dla wszystkich pomiaréw jako prébe odniesienia zastoso-
wano sterylng pozywke satatowa rozcienczong naturalng woda mineralng w sto-
sunku 1:1. Dodatkowo, podczas badan dotyczacych wptywu bakterii desulfury-
kacyjnych na ilos¢ endosymbiontéw w komoérkach Paramecium bursaria, prowa-
dzono takze pomiary liczebnosci bakterii desulfurykacyjnych w pozywce sata-
towej nie zawierajacej komérek pierwotniakéw. Badania te pozwalaty okreslic,
czy obecnos$é¢ orzeskéw wplywa w istotny sposéb na zmiany liczebnosci bakte-
rii. Pomiary prowadzono w opisany wyzej sposob, przy czym jako prébe odnie-
sienia zastosowano sterylna, nierozcieficzong pozywke satatowa. Na podstawie
uzyskanych wartosci wspoétczynnika zmetnienia (t) okreslano wspéiczynnik
podziatéw komaérkowych bakterii (L) wyrazajacy sie wzorem:

gdzie: L - wspétczynnik podziatéw komérkowych bakterii
Tn- procentowy wspoétczynnik zmetnienia w danym dniu inkubacji
X0 - wyjsciowa wartos¢ wspdéiczynnika zmetnienia dla badanej préby

Podczas hodowli Paramecium bursaria w obecnosci bakterii denitryfika-
cyjnych oznaczano koncentracje jonéw azotanowych (lll) i azotanowych (V)
kolorymetryczng metoda Griessa-llosvaya (Williams 1985). W metodzie tej jony
azotanowe (lll) poddaje sie reakcji diazowania z sulfanilamidem w obecno-
Sci kwasu chlorowodorowego. W s$rodowisku kwasnym jony azotanowe (lll) ule-
gaja przeksztatceniu w nietrwaty kwas azotowy (lll) - HNO,, ktéry rozpada sie
na tritlenek azotu (lll) - N,03i czasteczke wody. W reakcji tritlenku azotu (lll)
z sulfanilamidem powstaje kation N-nitrozoamoniowy, ktéry ulega przegrupo-
waniu z odiaczeniem czasteczki wody, w wyniku czego tworzy sie kation diazo-
niowy. Nastepnie przeprowadza sie reakcje sprzegania powstatego kationu dia-
zoniowego z N-(1 -naftylo)-etylenodiaming. Produktem zachodzacej reakcji jest
zwigzek azowy o silnym zabarwieniu czerwonofioletowym. Absorbancja uzy-
skiwanego roztworu mierzona przy diugosci fali X = 543 nm jest wprost pro-
porcjonalna do stezenia jonéw azotanowych (lll). W celu wykonania oznaczen
metoda Griessa-llosvaya pobierano z prowadzonych hodowli 0,5 cm’ medium,
dodawano 1cm’ odczynnika sulfanilamidowego (przygotowanego poprzez roz-
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puszczenie 1 g sulfanilamidu w 100 cm3 2,5 M kwasu chlorowodorowego),
a po uptywie 8 minut - 1 cm3wodnego roztworu chlorowodorku N-(1 -naftylo)-
etylenodiaminy o stezeniu 0,02%. Prébki pozostawiano w temperaturze poko-
jowej na 30 minut, po czym wykonywano pomiar absorbancji przy dtugosci fali
X =543 nm za pomocg spektrofotometru UV-VIS Cecil CE-8020. Koncentracje
jonébw azotanowych (lll) odczytywano bezposrednio ze spektrofotometru,
po wczesniejszym zaprogramowaniu krzywej kalibracyjnej, sporzadzonej na pod-
stawie pomiaréw absorbancji dla serii wzorcowych roztworéw azotanu ()
sodu (ryc. 3).

Ryc. 3. Krzywa kalibracyjna do kolorymetrycznego oznaczania koncentracji jonéw azota-
nowych (lll) metoda Griessa-llosvaya (spektrofotometr Cecil CE-8020)

Koncentracje jonéw azotanowych (V) oznaczano kolorymetryczng metoda
redukcyjng (Hermanowicz i wsp. 1999). W metodzie tej przeprowadza sie
redukcje jonéw azotanowych (V) do jonéw azotanowych (lll) w reakcji z meta-
licznym cynkiem. Dla przeprowadzenia redukcji pobierano 3 cm3 hodowli,
dodawano niewielka ilos¢ pytu cynkowego oraz krople 0,1 M kwasu chlorowo-
dorowego. Prébke poddawano wytrzgsaniu przez 5 minut w wytrzgsarce labo-
ratoryjnej. Po uptywie 24 godzin oznaczano koncentracje jonéw azotanowych
(Il) opisang wyzej metodg Griessa-llosvaya. Koncentracje jonéw azotanowych
(V) obliczano jako réznice miedzy stezeniem jonéw azotanowych (lll) uzyska-
nym przed redukcjg i po redukcji.

Podczas prowadzenia masowych hodowli Paramecium bursaria w obecno-
Sci bakterii desulfurykacyjnych oznaczano zmiany koncentracji jonéw siarcza-
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nowych (VI) metodag spektrofotometryczng z zastosowaniem 2-aminoperimidy-
ny (Williams 1985). Odczynnik ten wykazuje silng absorpcje w zakresie pro-
mieniowania ultrafioletowego z charakterystycznym maksimum absorpcji przy
dlugos'ci fali X = 305 nm. Po dodaniu znanej ilos'ci 2-aminoperimidyny do roz-
tworu zawierajgcego jony siarczanowe (VI) i oddzieleniu powstatej zawiesiny
przeprowadza sie pomiar absorbancji przy diugosci fali X = 305 nm. Uzyskane
wyniki wskazujg na zawarto$¢ 2-aminoperimidyny pozostala po przereagowa-
niu z jonami siarczanowymi. W ustalonych warunkach warto$¢ absorbancji jest
odwrotnie proporcjonalna do koncentracji jonéw siarczanowych (VI) w roztwo-
rze (ryc. 4).

absorbancja

Ryc. 4. Krzywa kalibracyjna do spektrofotometrycznego oznaczania koncentracji jonéw siar-
czanowych (VI) w zakresie promieniowania ultrafioletowego (spektrofotometr Cecil

CE-8020)

W celu wykonania oznaczenia pobierano z hodowli Paramecium bursaria
1 cm1medium i dodawano 0,5 cm’ roztworu bromowodorku 2-aminoiperimi-
dyny. Prébke pozostawiano na 15 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie
prowadzono wirowanie w wiréwce laboratoryjnej MPW-210 przy szybkosci
15000 r.p.m. przez 15 minut w celu oddzielenia powstatej zawiesiny. Otrzymany
supernatant rozcienczano 20-krotnie wodg destylowang. Absorbancje uzyska-
nego roztworu mierzono za pomoca spektrofotometru UV-VIS Cecil CE-8020
przy dtugosci fali X =305 nm. Wykorzystano kuwety kwarcowe, nie pochtania-
jace promieniowania ultrafioletowego. Jako prébe odniesienia stosowano wode

33



destylowang. Koncentracje jonéw siarczanowych (VI) odczytywano bezposred-
nio ze spektrofotometru, po wczes$niejszym zaprogramowaniu krzywej kali-
bracyjnej, sporzadzonej na podstawie pomiaréw absorbancji dla serii roztwo-
réw siarczanu (V1) sodu w pozywce satatowej.

Analize spektrofotometryczng zawartosci kwaséw organicznych wprowa-
dzanych do hodowli Paramecium bursaria przeprowadzono dla kwasu gliko-
lowego i kwasu cynamonowego. Przy uzyciu spektrofotometru UV-VIS Cecil
CE-8020 sporzadzono widma absorpcyjne pozywki satatowej, zawierajacej rézne
koncentracje kwasu glikolowego (0,1 mM; 2 mM) i cynamonowego (2 pM; 3 pM;
6 pM). Przed wykonaniem widm pozywke przesgczano przez bibute filtracyjna,
a nastepnie rozcienczano 2-krotnie wodg destylowang, ktérg stosowano réwniez
jako prébe odniesienia. W analogiczny sposéb sporzagdzono widma absorpcyjne
pozywki satatowej nie zawierajgcej sztucznie wprowadzonych kwaséw orga-
nicznych. Wykonano réwniez analize spektrofotometryczng medium uzyska-
nego po zakonhczeniu hodowli Paramecium bursaria w obecnosci r6znych kon-
centracji kwasu glikolowego (0,1 mM; 2 mM). W tym celu objeto$¢ medium
uzupetniano do 4 cm3s$wiezg pozywka satatowg nie zawierajgcg kwasu gliko-
lowego. Nastepnie prébke przesaczano i rozcienczano 2-krotnie wodg desty-
lowang, po czym sporzadzano widma absorpcyjne stosujgc wode destylowang
jako prébe odniesienia. Analize poréwnawcza wykonanych widm absorpcyj-
nych przeprowadzono stosujac programy Hyper Access v. 8.32 (Copyright©2000
Hilgraeve, Inc.) oraz Data Stream Plus v. 2.01 (Cecil Instruments Ltd), umoz-
liwiajgce przeniesienie danych ze spektrofotometru Cecil CE-8020 do kom-
putera, gdzie poddano je obrébce za pomoca programu Microsoft Excel 97
(CopyrightOl 985—1997 Microsoft Corporation).

Wiekszos¢ wynikéw uzyskanych w niniejszych badaniach obrazuje tempo
wzrostu populacji pierwotniakéw Paramecium bursaria. Dane otrzymane dla
kazdej z préb stanowia ciggi wartosci odzwierciedlajgcych przebieg zmian
liczebnosci orzeskéw w czasie (szeregi dynamiczne). Fakt ten uniemozliwia
czytelne zestawienie wynikéw uzyskanych w wielu prébach. W celu poréwna-
nia tempa rozwoju Paramecium bursaria w przeprowadzonych eksperymentach,
dla kazdej préby obliczono przecietny wspétczynnik podziatéw komaérkowych,
wyrazajacy sie wzorem:

n

gdzie: K - przecietny wspétczynnik podziatdw komérkowych Paramecium

bursaria
k - wartosci wspodtczynnika podziatbw komoérkowych Paramecium
bursaria uzyskane podczas kolejnych pomiaréw w trakcie inkubacji
n - ilos¢ pomiaréw wykonanych podczas inkubacji
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W poszczegoblnych seriach eksperymentalnych stwierdzono bardzo duze
ré6znice w bezwzglednej liczebnos'ci orzeskéw. Réznice te dotyczyty nawet préb
kontrolnych, nie poddanych dziataniu jakiegokolwiek czynnika. Analogiczna
sytuacje stwierdzono réwniez przy poréwnaniu wynikéw otrzymanych w warun-
kach ciagtego os$wietlenia oraz w ciemnosci. Dlatego tez, aby mozliwe bylto
zestawianie wynikéw uzyskanych w kolejnych seriach i w réznych warunkach
hodowli, dla kazdej serii obliczono relacje miedzy przecietnym wspdiczynni-
kiem podziatbw stwierdzonym w poszczegdlnych prébach badanych i prze-
cietnym wspoétczynnikiem podziatéw otrzymanym w réwnolegle prowadzonej
hodowli kontrolnej. Zalezno$¢ te wyrazono w procentach kontroli, przyjmu-
jac przecietny wspotczynnik podziatéw stwierdzony w prébie kontrolnej jako
100%. Uzyskano dzieki temu wartos$¢ charakteryzujacg w sposéb bezwzgledny
intensywnos$¢ rozwoju pierwotniaka Paramecium bursaria w obecnosci dowol-
nego czynnika, w dowolnych warunkach inkubacji. Dla potrzeb niniejszej pracy
wartos¢ te okreslono jako procentowy wspéiczynnik podzialéw komérkowych
wyrazony wzorem:

Kbad 0
K% X 100%

~kontr

gdzie: K%— procentowy wspotczynnik podziatéw komoérkowych Paramecium
bursaria
Khed - przecietny wspoétczynnik podziatéw komérkowych Paramecium
bursaria stwierdzony w badanej prébie
Kkontr- przecietny wspoétczynnik podziatébw komérkowych Paramecium
bursaria stwierdzony w réwnolegtej hodowli kontrolnej

Z wartosci K% uzyskanych dla tego samego czynnika w kolejnych seriach ba-
dawczych obliczano $rednig arytmetyczng oraz $rednie odchylenie. Jezeli bez-
wzgledna wartos$¢ réznicy miedzy Srednig wartoscig K% i wartoscig 100% prze-
kraczata $rednie odchylenie przyjmowano, ze uzyskana $rednia warto$¢ K% jest
statystycznie istotna, a zatem dany czynnik wptywa stymulujgco (przy K% > 100%)
lub hamujaco (przy K% < 100%) na rozwdj orzeska Paramecium bursaria.

Analizujgc wyniki badan dotyczacych zmian liczebnosci endosymbion-
téw Chlorella sp. w komdrkach Paramecium bursaria w obecnosci bakte-
rii desulfurykacyjnych, obliczano procentowy wspdétczynnik zmian liczebno-
$ci endosymbiontéw wyrazony wzorem:
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x 100%

gdzie: N - procentowy wspoétczynnik zmian liczebnosci endosymbiontéw
N - przecietna ilos¢ endosymbiontéw w jednej komérce Paramecium
bursaria w danym dniu inkubacji
Nu - przecietna ilo$¢ endosymbiontéw w jednej komdrce Paramecium

bursaria przed rozpoczeciem eksperymentu

Wartosci N, wyznaczono w kazdej serii dla 11i 21 dnia inkubacji, a nastep-
nie obliczono wartosci $rednie ze wszystkich przeprowadzonych serii. Dane
otrzymane dla poszczegélnych szczepéw bakterii desulfurykacyjnych poréw-
nano z danymi uzyskanymi dla szczepu kontrolnego stosujgc test t Studenta dla
par wigzanych.

W przypadku pomiaréw liczebnosci endosymbiontéw, prowadzonych wyryw-
kowo podczas inkubacji Paramecium bursaria w obecnosci PABA i PHBA, nie
obliczano wspoétczynnika N% ze wzgledu na stosunkowo niewielka ilo$¢ danych.
Z przeprowadzonych w okreslonym dniu inkubacji pieciu pomiaréw w prébach
badanych obliczano $rednia, ktéra nastepnie poréwnywano z wartoscig $rednig
uzyskana z pieciu pomiaréw przeprowadzonych w prébie kontrolnej. Dla stwier-
dzenia statystycznej istotnosci wynikéw zastosowano test t Studenta dla préb
niezaleznych.

Wyniki dotyczgce zmian liczebnosci bakterii desulfurykacyjnych w hodowli
Paramecium bursaria poddano analizie statystycznej poprzez porédwnanie prze-
cietnych wartosci wspoétczynnika podziatu bakterii (L) uzyskanych dla szcze-
poéw rozwijajacych sie w obecnosci orzeskéw z wartosciami stwierdzonymi
w prébach nie zawierajacych pierwotniakéw. Wyniki zweryfikowano za pomoca
testu f Studenta dla par wiazanych.



4. Mozliwosci rozwoju Paramecium bursaria
w réznych warunkach srodowiska

W celu okreslenia mozliwosci rozwoju orzeska Paramecium bursaria
w obecnosci bakterii denitryfikacyjnych przeprowadzono cztery serie hodowli
eksperymentalnych. Stwierdzono, ze $rednie wartosci procentowego wspo6t-
czynnika podziatéw komoérkowych (KJ pierwotniaka rozwijajgcego sie na
Swietle w obecnosci bankowych szczepéw denitryfikatorow wynosza: 66,28%
w przypadku szczepu Thiobacillus denitrificans DSM 807 oraz 56,48% dla szczepu
Paracoccus denitrificans DSM 65. W obydwu przypadkach wartosci te sg staty-
stycznie istotne (ryc. 5). Mozna zatem przyjaé, ze w warunkach ciggtego oswie-
tlenia bakterie denitryfikacyjne ostabiaja intensywnos$é rozwoju pierwotniaka.

W warunkach ciemniowych nie stwierdzono statystycznie istotnych réz-
nic w rozwoju orzeska Paramecium bursaria hodowanego w obecnosci bak-
terii denitryfikacyjnych oraz w obecnosci szczepu kontrolnego. Dla szczepu
Thiobacillus denitrificans DSM 807 $rednia warto$¢ K, wyniosta 98,56%, nato-
miast dla Paracoccus denitrificans DSM 65 - 101,88% (ryc. 24). Wynika z tego,
ze w warunkach ciemniowych obecno$¢ bankowych szczepéw bakterii deni-
tryfikacyjnych umozliwia rozwdj pierwotniaka Paramecium bursaria w takim
samym stopniu, jak obecno$¢ bakterii wystepujacych w naturalnym $rodowisku
zycia tego orzeska.

Analizujac wyniki dotyczgace zmian koncentracji jonéw azotanowych (V)
podczas hodowli Paramecium bursaria w obecnosci bakterii denitryfikacyj-
nych (ryc. 6), stwierdzono we wszystkich prébach zdecydowang tendencje
spadkowa. Jedynie w przypadku szczepu Thiobacillus denitrificans DSM 807,
w hodowli |>rowadzonej na $wietle zanotowano nieznaczny wzrost steze-
nia azotanéw (V) w pierwszej potowie okresu inkubacji. W kolejnych dniach
koncentracja jonéw NO ' obnizyla sie wyraznie we wszystkich prowadzonych
hodowlach. Na uwage zastuguje fakt, ze praktycznie przez caly okres inku-
bacji stezenie azotandéw (V) w hodowlach zawierajgcych bankowe szczepy
denitryfikatorow byto kilkukrotnie nizsze niz w hodowlach kontrolnych.
Z kolei we wszystkich hodowlach prowadzonych w warunkach ciggtego oswie-
tlenia, uzyskane wyniki przekraczaly wartosci otrzymane dla hodowli ciemnio-
wych. Podobnie przedstawialy sie zmiany koncentracji jonéw azotanowych (lll)
w prowadzonych hodowlach (ryc. 7). W kolejnych dniach inkubacji nastepo-
wato obnizanie sie koncentracji azotanéw (lll), zdecydowanie bardziej gwal-
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towne w przypadku szczepéw bankowych niz w prébach kontrolnych, w kto-
rych poczatkowo doszio nawet do nieznacznego wzrostu stezenia. Podobnie
jak w przypadku jonéw azotanowych (V) wartosci uzyskane w warunkach
c'3gteg® oswietlenia byly we wszystkich hodowlach wyzsze niz wyniki otrzy-
mane w warunkach ciemniowych. Z drugiej strony, we wszystkich hodowlach
koncentracja jonéw azotanowych (lll) znacznie przewyzszala koncentracje
jonébw azotanowych (V) przez wiekszg cze$¢ okresu inkubacji.

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze obecno$¢ bakte-
rii desulfurykacyjnych wplywa w istotny sposéb na intensywno$¢ rozwoju orze-
ska Paramecium bursaria, przy czym wptyw ten jest wyraznie zalezny od warun-
kéw oswietlenia (ryc. 8). W warunkach ciggtego oswietlenia tylko dwa szczepy:
Desulfovibrio gigas DSM 1382 i Desulfovibrio sulfodismutans DSM 3696 umoz-
liwiaty rozwéj Paramecium bursaria na poziomie poréwnywalnym statystycznie
z wynikami z préb kontrolnych. Obecno$¢ pozostatych szczepéw wyraznie obni-
zata tempo rozmnazania sie orzeskéw. Najsilniejsze hamowanie wzrostu popu-
lacji pierwotniakéw w warunkach ciggtego oswietlenia miato miejsce w przy-
padku szczepu Desulfosarcina variabilis DSM 2060, dla ktérego $rednia war-
tos¢ procentowego wspéiczynnika podziatbw komoérkowych orzeska wynio-
sta 36,58%.

Zupetnie inne wyniki uzyskano w prébach inkubowanych w warunkach cie-
mniowych. Statystycznie istotne obnizenie S$redniej wartosci wspoétczynnika KT
stwierdzono w ciemnosci tylko dla szczepu Desulfosarcina variabilis DSM°
2060 (70,68%). W hodowlach zawierajgcych szczepy: DesuKococcus multivo-
rans DSM 2059 i Desulfuromonas acetoxidans DSM 684 nie stwierdzono staty-
stycznie istotnych zmian w poréwnaniu z hodowlami kontrolnymi. Obecnos$¢
trzech pozostalych szczepdéw bakterii desulfurykacyjnych w hodowlach prowa-
dzonych w ciemnosci spowodowata silne zwiekszenie tempa wzrostu popula-
cji Paramecium bursaria. Uzyskane wartosci wspoétczynnika K% wyniosty: 182,76%
dla Desulfovibrio gigas DSM 1382; 161,26% dla Desulfovibrio sulfodismutans
DSM 3696 oraz 200,92% dla Desulfotomaculum acetoxidans DSM 771.

W prowadzonych réwnolegle masowych hodowlach Paramecium bur-
saria, w ktérych okreslano dodatkowo liczebno$¢ bakterii oraz koncentracje
jonoéw siarczanowych (VI), stwierdzono odwrotnie proporcjonalng zaleznos$¢
pomiedzy liczebnoscia pierwotniakéw a liczebnoscig bakterii (ryc. 9-15).
W wiekszosci prob w pierwszej potowie okresu inkubacji zanotowano wzrost
wspoétczynnika podziatéw Paramecium bursaria, pokrywajacy sie ze spadkiem
liczebnosci bakterii. W dalszym przebiegu inkubacji zwykle stwierdzano obni-
zenie tempa rozwoju pierwotniakéw przy jednoczesnym zwiekszeniu sie ilo-
Sci bakterii. Zaleznosci te wystgpity zaréwno w przypadku bankowych szcze-
poéw bakterii desulfurykacyjnych, jak i szczepu kontrolnego, pochodza-
cego z naturalnego $rodowiska zycia Paramecium bursaria. W hodowli kon-
trolnej (ryc. 9) nie stwierdzono zmian koncentracji jonéw siarczanowych (VI),
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natomiast we wszystkich prébach zawierajagcych bakterie desuifurykacyjne
zanotowano wyrazny wzrost stezenia siarczanéw (V1) zwilaszcza pod koniec
okresu inkubacji (ryc. 10-15).

Interesujace wyniki uzyskano badajgc zmiany ilosci endosymbiotycznych
glonéw Chlorella sp. w komoérkach orzeskéw Paramecium bursaria, inkubo-
wanych w obecnosci bakterii desulfurykacyjnych. Stwierdzono, ze w warun-
kach ciggtego oswietlenia bakterie redukujace siarczany wywierajg wyrazny
wptywna liczebnoséendosymbiontéw(ryc. 16). Wpierwszej potowieokresu inku-
bacji odnotowano nieznaczny wzrost ilosci endosymbiontéw w komérkach
orzeskéw hodowanych w obecnosci szczepéw Desulfovibrio gigas DSM 1382
i Desulfovibrio sulfodismutans DSM 3696 w poréwnaniu z hodowlami kontro-
Inymi. Nie stwierdzono jednak statystycznej istotnosci tych réznic. Natomiast
po 21 dniach inkubacji wykazano statystycznie istotny spadek liczebnosci glo-
néw w komodrkach pierwotniakéw inkubowanych w obecnosci czterech szcze-
pow: Desulfococcus mullivorans DSM 2059 (69,18% ilosci poczatkowej),
Desulfosarcina variabilis DSM 2060 (62,23%), Desulfuromonas acetoxidans
DSM 684 (55,02%) i Desulfotomaculum acetoxidans DSM 771 (57,33%).
Stwierdzona w tym samym dniu $rednia ilo$¢ endosymbiontéw w komérkach
orzeskéw w hodowlach kontrolnych nie odbiegata w istotny sposéb od ilo-
Sci poczatkowej - wartos$¢ procentowego wspoétczynnika zmian liczebnosci endo-
symbiontéw (N )wyniosta w tym przypadku 100,14%. Uzyskane wyniki sa wysoce
wiarygodne, gdyz statystycznag istotno$¢ wykazano przy stosunkowo niskim
prawdopodobienstwie btedu | rodzaju: 0,01>P>0,02 dla Desulfococcus mul-
tivorans DSM 2059; 0,02>P>0,05 dla Desulfosarcina variabilis DSM 2060;
0,01>P>0,02 dla Desulfuromonas acetoxidans DSM 684 i 0,001 >P>0,01
dla Desulfotomaculum acetoxidans DSM 771.

W materiale inkubowanym w warunkach ciemniowych, po 11 dobach inku-
bacji stwierdzono wyrazny spadek liczebnosci endosymbiotycznych glonéw we
wszystkich prébach (ryc. 17). W hodowlach kontrolnych $rednia warto$¢ wspot-
czynnika N, wyniosta 27,85% ilosci poczatkowej, natomiast w hodowlach
zawierajacych bakterie desuifurykacyjne - od 13,46% do 32,08% ilosci po-
czatkowej. W przypadku szczepéw: Desulfuromonas acetoxidans DSM 684
(N, =16,07%) i Desulfotomaculum acetoxidans DSM 771 (N, = 13,46%) zano-
towane wartosci byly w sposéb statystycznie istotny nizsze od S$redniej warto-
&ci uzyskanej dla hodowli kontrolnych (przy poziomie istotnosci 0,05). Po prze-
niesieniu hodowli do warunkéw ciagtego oswietlenia stwierdzono intensywne
zwiekszanie sie ilosci endosymbiotycznych glonéw we wszystkich prébach
(ryc. 17). Pomiary wykonane w 21 dniu inkubacji wykazaty, ze w hodowlach
kontrolnych liczebno$¢ endosymbiontéw w komérkach Paramecium bursa-
ria wzrosta do 87,30% ilosci poczatkowej. Z kolei w prébach zawierajgcych
bakterie desuifurykacyjne odnotowano wartosci N, w zakresie od 86,04%
(dla Desulfovibrio sulfodismutans DSM 3696) do 92,74% (dla Desulfuromonas
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acetoxidans DSM 684). Nie stwierdzono statystycznie istotnej réznicy pomie-
dzy wynikami uzyskanymi dla préb kontrolnych i dla hodowli zawierajgcych
poszczegdlne szczepy bakterii redukujgcych siarczany.

Pomiary liczebnos'ci bakterii desulfurykacyjnych w prowadzonych hodow-
lach wykazaly, ze w przypadku szczepéw: Desulfococcus multivorans DSM
2059, Desulfosarcina variabilis DSM 2060, Desulfuromonas acetoxidans
DSM 684 i Desulfotomaculum acetoxidans DSM 771, obecno$¢ pierwotnia-
kéw wplywata na obnizenie ilosci komérek bakteryjnych. Przecietne warto-
Sci wspoéitczynnika podziatdbw komoérkowych (L) wymienionych bakterii byty
wyraznie nizsze w hodowli orzeska Paramecium bursaria niz w pozywce
satatowej nie zawierajgcej pierwotniak6éw (ryc. 18). Statystyczng istot-
no$¢ tych réznic stwierdzono przy poziomie istotnosci 0,05. Rozwdj bak-
terii Desulfovibrio gigas DSM 1382 i Desulfovibrio sulfodismutans DSM
3696 w pozywce salatowej oraz w hodowli Paramecium bursaria prze-
biegat poréwnywalnie, nie wykazujac statystycznie istotnych odchylen.
We wszystkich prébach intensywno$¢ rozwoju bakterii desulfurykacyjnych
w hodowlach Paramecium bursaria prowadzonych w warunkach ciagtego
oswietlenia praktycznie pokrywata sie z wynikami uzyskanymi dla ciemnio-
wych hodowli orzeskéw.

Stwierdzono, ze naturalne produkty metabolizmu bakterii desulfurykacyj-
nych, wprowadzone do medium w postaci supernatantéw uzyskanych z labo-
ratoryjnych hodowli, wptywaja na rozwdj Paramecium bursaria w do$¢ zrézni-
cowany sposoéb (ryc. 19).

Hamujace dziatanie supernatantéw wykazano dla szczepéw: Desulfovibrio
gigas DSM 1382 i Desulfococcus multivorans DSM 2059 - zar6wno w warun-
kach ciagtego oswietlenia, jak i w ciemnosci; Desulfosarcina variabilis DSM
2060 i Desulfuromonas acetoxidans DSM 684 - w warunkach ciggtego oswie-
tlenia; Desulfovibrio sulfodismutans DSM 3696 - w warunkach ciemniowych.

W warunkach ciaggtego oswietlenia, w przypadku supernatantéw uzyska-
nych z hodowli Desulfovibrio sulfodismutans DSM 3696 i Desulfotomaculum
acetoxidans DSM 771, otrzymane wartosci wspoétczynnika K,. nie réznily sie
w sposoéb statystycznie istotny od wynikéw z hodowli kontrolnych. Analogiczna
sytuacja miata miejsce w prébach inkubowanych w ciemnosci i zawieraja-
cych supernatanty pochodzace z kultur Desulfosarcina variabilis DSM 2060
i Desulfuromonas acetoxidans DSM 684. Dziatanie wyraznie stymulujace wyka-
zano tylko w przypadku szczepu Desulfotomaculum acetoxidans DSM 771,
w warunkach ciemniowych (K, = 127,49%).

Inaczej przedstawiajg sie wyniki dotyczace mozliwosci rozwoju Paramecium
bursaria w obecnosci produktéw metabolizmu bakterii desulfurykacyjnych, uzy-
skanych z laboratoryjnych hodowli na drodze ekstrakcji (ryc. 20).

W warunkach ciggtego oswietlenia obecno$¢ ekstraktéw zawierajgcych natu-
ralne metabolity wiekszos$ci zastosowanych szczepéw bakteryjnych umozliwiata
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Thiobacillus denitrificans DSM 807 Paracoccus denitrificans DSM 65

O o$wietlenie ciaggte  m warunki ciemniowe

Ryc. 5. Intensywno$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci bakterii denitryfika-
cyjnych
(& - wartosci statystycznie istotne)

Ryc. 6. Zmiany koncentracji jonéw azotanowych (V) podczas inkubacji Paramecium
bursaria w obecnos$ci bakterii denitryfikacyjnych



czas inkubacji [doby]

Ryc. 7. Zmiany koncentracji jonéw azotanowych (Ill) podczas inkubacji Paramecium
bursaria w obecnosci bakterii denitryfikacyjnych

Anodwietlenitciggit MMM wamnkiciemniowe”J

Ryc. 8. Intensywno$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnos$ci bakterii desulfurykacyj-
nych
(& - wartoéci statystycznie istotne)



oswietlenie ciggte: warunki ciemniowe:

liczebno$¢ pierwotniakéw —a— liczebno$¢ pierwotniakéw
liczebnos¢ bakterii —e — liczebnos$¢ bakterii
m] koncentracja S04& m] koncentracja SO<2

Ryc. 9. Zmiany liczebnosci pierwotniakéw, liczebnos$ci bakterii i koncentracji jondéw siar-
czanowych (VI) podczas inkubacji Paramecium bursaria w hodowli masowej,
w obecnosci kontrolnego szczepu bakterii

oswietlenie ciggte: warunki ciemniowe:
-i - liczebno$¢ pierwotniakéw —» — liczebno$¢ pierwotniakéw
D— liczebno$¢ bakterii — — liczebno$¢ bakterii
O koncentracja s 0,2 m] koncentracja S 042

Ryc. 10. Zmiany liczebnos$ci pierwotniakéw, liczebnos$ci bakterii i koncentracji jonéw siar-
czanowych (VI) podczas inkubacji Paramecium bursaria w hodowli masowej,
w obecnosci Desultovibrio gigas DSM 1382
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oswietlenie ciagle: warunki ciemniowe:
liczebnoé¢ pierwotniakéw — liczebno$¢ pierwotniakéw
liczebnos$¢ bakterii — — liczebnos$¢ bakterii

m] koncentracja S 04~ koncentracja S04

Ryc. 11. Zmiany liczebnosci pierwotniakéw, liczebnos$ci bakterii i koncentracji jonéw siar-
czanowych (VI) podczas inkubacji Paramecium bursaria w hodowli masowej,
w obecnosci Desulfovibrio sultodismutans DSM 3696

oswietlenie ciagle: warunki ciemniowe:
liczebno$¢ pierwotniakéw —a— liczebnos$¢ pierwotniakéw
liczebno$¢ bakterii — — liczebno$¢ bakterii

m] koncentracja S042 koncentracja S 042~

Ryc. 12. Zmiany liczebnos$ci pierwotniakéw, liczebno$ci bakterii i koncentracji jonéw siar-
czanowych (VI) podczas inkubacji Paramecium bursaria w hodowli masowej,
w obecnos$ci Desulfococcus multivorans DSM 2059



oswietlenie ciagte: warunki ciemniowe:

1 liczebno$¢ pierwotniakéw —m— liczebno$¢ pierwotniakéw
i— liczebno$¢ bakterii — — liczebno$¢ bakterii
m] koncentracja SO E koncentracja SO,2

Rye. 13. Zmiany liczebno$ci pierwotniakéw, liczebnosci bakterii i koncentracji jonéw siar-
czanowych (VI) podczas inkubacji Paramecium bursaria w hodowli masowej,
w obecnosci Desulfosarcina variabilis DSM 2060

oswietlenie ciggle: warunki ciemniowe:
liczebno$¢ pierwotniakéw —a— liczebno$¢ pierwotniakéw
liczebnos¢ bakterii — — liczebno$¢ bakterii

m] koncentracja S04& H koncentracja S 043~

Ryc. 14. Zmiany liczebnos$ci pierwotniakéw, liczebnos$ci bakterii i koncentracji jonéw siar-
czanowych (VI) podczas inkubacji Paramecium bursaria w hodowli masowej,
w obecnoéci Desulfuromonas acetoxidans DSM 684
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czas inkubacji [doby]

oswietlenie ciggte: warunki ciemniowe:
—O— liczebnos$¢ pierwotniakow » liczebnos$¢ pierwotniakéw
—O— liczebnos$¢ bakterii liczebno$¢ bakterii
[} koncentracja S 0 42 [} koncentracja S0 42

Ryc. 15. Zmiany liczebnos$ci pierwotniakéw, liczebno$ci bakterii i koncentracji jonéw siar-
czanowych (VI) podczas inkubacji Paramecium bursaria w hodowli masowej,
w obecnosci Desulfotomaculum acetoxidans DSM 771

11 kontrola m Desulfovibrio gigas DSM 1382
[ Desulfovibrio sulfodismutans DSM 3696 O Desulfococcus multivorans DSM 2059
H Desulfosarcina variabilis DSM 2060 m Desulfuromonas acetoxidans DSM 684

O Desulfotomaculum acetoxidans DSM 771

Ryc. 16. Zmiany liczebnosci endosymbiontéw Chlorella sp. w komérkach Paramecium
bursaria po 11 i 21 dniach inkubacji pierwotniakéw w obecnosci bakterii desul-
furykacyjnych w oswietleniu ciggtym
(& - wartosci statystycznie istotne, poziomy istotnosci podane na wykresie)
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materiat przeniesiony po 11 dniach inkubacji
w warunkach ciemniowych
do warunkéw ciagtego oswietlenia

0 kontrola m Desuffovibrio gigas DSM 1382
m Desulfovibrio sulfodismutans DSM 3696 01 Desulfococcus multivorans DSM 2059
1 Desutfosarcina vaiiabilis DSM 2060 B Desutturomonas acetoxidans DSM 684

+! Desulfotomaculum acetoxidans DSM 771

Ryc. 17. Zmiany liczebnosci endosymbiontéw Chlorella sp. w komoérkach Paramecium
bursaria po 11 i 21 dniach inkubacji pierwotniakéw w obecnosci bakterii desul-
lurykacyjnych w zmiennych warunkach oswietlenia
(& - wartosci statystycznie istotne przy poziomie istotnosci 0,05; btad | rodzaju:
0,02 <P <0,05)

Ryc. 18. Przecietne wartosci wspoétczynnika podziatow komoérkowych bakterii desulfury-
kacyjnych podczas 21-dniowej inkubacji na pozywce satatowej oraz w maso-
wej hodowli orzeska Paramecium bursaria, prowadzonej w warunkach cig-
glego oswietlenia oraz w warunkach zmiennych - do 11 dnia w ciemnosci,
nastepnie w os$wietleniu ciggtym
(e - wartosci statystycznie istotne przy poziomie istotnosci 0,05; btad | rodzaju:
0,02 <P <0,05)



E3oswietlenie ciagte fi warunki ciemniowe

Ryc. 19. Intensywnos$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci supernatantéw uzyska-
nych z hodowli bakterii desulfurykacyjnych
(® - wartosci statystycznie istotne)

O oswietlenie ciagte fi warunki ciemniowe

Ryc. 20. Intensywno$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnos$ci ekstraktéw uzyska
nych z hodowli bakterii desulfurykacyjnych
(® - wartos$ci statystycznie istotne)



Rye. 21. Intensywno$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci réznych stezen kwasu
glikolowego w warunkach ciggtego o$wietlenia
(& - wartosci statystycznie istotne)
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Ryc. 22. Intensywno$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnoéci réznych stezein kwasu
glikolowego w zréznicowanych warunkach oswietlenia
(& - wartosci statystycznie istotne)



dtugos¢ fali [nm]

Ryc. 23. Widma absorpcyjne pozywki satatowej zawierajacej rézne koncentracje kwasu
glikolowego, wykonane przed rozpoczeciem hodowli Paramecium bursaria i po jej
zakonczeniu (spektrofotometr Cecil CE-8020)

Ryc. 24. Intensywno$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnos$ci réznych stezen kwasu
cynamonowego w warunkach ciggtego oswietlenia
(& - warto$ci statystycznie istotne)
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Ryc. 26. Intensywno$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci r6znych stezeh kwasu
ferutowego
(& - wartosci statystycznie istotne)
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Ryc. 27. Intensywnos$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnos$ci réznych stezeh kwasu
p-aminobenzoesowego
(& - wartosci statystycznie istotne)
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Ryc. 28. Intensywnos$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci réznych stezeh kwasu
p-hydroksybenzoesowego
(& - wartosci statystycznie istotne)



rozwdj pierwotniakéw na poziomie nie odbiegajgcym statystycznie od wynikéw
uzyskanych w prébach kontrolnych. Jedynie w przypadku Desulfotomaculum
acetoxidans DSM 771 stwierdzono wptyw hamujacy (K% = 63,52%).

W prébach ciemniowych statystycznie istotne obnizenie intensywnosci roz-
woju orzeska Paramecium bursaria stwierdzono w obecnosci ekstraktéw uzyska-
nych z hodowli Desulfovibrio sulfodismutans DSM 3696, Desulfosarcina varia-
bilis DSM 2060 i Desulfuromonas acetoxidans DSM 684. W przypadku pozo-
stalych szczepéw bakterii desulfurykacyjnych rozwdéj orzeskéw w warunkach
ciemniowych, w obecnosci wprowadzonych ekstraktéw nie odbiegat statystycz-
nie od wynikéw z hodowli kontrolnych.

Mozliwo$¢é rozwoju orzeska Paramecium bursaria w medium zawierajgcym
kwas glikolowy przebadano w szesciu seriach eksperymentalnych. Poczatkowo
hodowle prowadzono tylko w warunkach ciggtego oswietlenia przy duzym
zréznicowaniu stezenia zastosowanego zwigzku. Stwierdzono bardzo silng
stymulacje rozwoju Paramecium bursaria przy nastepujacych koncentracjach
kwasu glikolowego: 0,25 mM (K% = 229,86%); 0,5 mM (K% = 264,54%); 1 mM
(K, = 183,17%). Nizsze stezenie nie wywierato statystycznie istotnego wptywu
na intensywnos$¢ rozwoju pierwotniakéw, natomiast stezenia wyzsze dziataty
hamujagco (ryc. 21).

W dalszej czesci eksperymentu wprowadzono réwnolegle préby inkubowane
w ciemnosci. W prébach tych statystycznie istotny wzrost intensywnosci roz-
woju orzeskéw odnotowano tylko przy zastosowaniu kwasu glikolowego w ste-
zeniu 0,5 mM. Uzyskana warto$¢ wspoétczynnika K% (166,01%) byta jednak
zdecydowanie nizsza niz w réwnolegtych hodowlach prowadzonych na $wie-
tle (ryc. 22). Pozostate stezenia kwasu glikolowego nie powodowaly istotnych
zmian tempa rozwoju pierwotniakéw inkubowanych w ciemnosci.

W celu uzyskania danych dotyczacych zmian koncentracji kwasu glikolo-
wego w prowadzonych hodowlach wykonano spektrofotometryczng analize
pozywki satatowej zawierajgcej rézne stezenia kwasu glikolowego. Poréwnanie
widm absorpcyjnych uzyskanych przed rozpoczeciem hodowli Paramecium
bursaria i po jej zakonczeniu pozwolito na stwierdzenie interesujacych zalez-
nosci przy diugosci fali 195-215 nm (ryc. 23). Wykazano, ze wprowadzenie
kwasu glikolowego do pozywki satlatowej powoduje niewielki wzrost warto-
Sci absorbancji w wymienionym zakresie. Jednak w widmach absorpcyjnych
wykonanych po zakonczeniu hodowli Paramecium bursaria w pozywce zawie-
rajacej kwas glikolowy nie stwierdzono takiej tendencji; uzyskana absorban-
cja w zakresie dtugosci fali 195-215 nm nie odbiegata w sposéb istotny od
wartosci stwierdzonych w pozywce satatowej nie zawierajgcej kwasu glikolo-
wego. Mozna przypuszczaé na tej podstawie, ze podczas inkubacji Paramecium
bursaria w obecnosci kwasu glikolowego dochodzi do obnizania koncentra-
cji tego zwigzku w medium.
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Wptyw kwasu cynamonowego na rozwdj orzeska Paramecium bursaria
okreslano w pierwszym etapie badan w kulturach eksponowanych na $Swiatto
(ryc. 24). Stwierdzono statystycznie istotny wzrost intensywnos$ci rozwoju pier-
wotniakéw przy zastosowaniu kwasu cynamonowego w koncentracjach: 2 pM;
3pM; 4 pM. Najsilniejszg stymulacje (K% =316,06%) wykazano w przypadku ste-
zenia 2 pM. Stezenie 5 pM nie wywierato istotnego wptywu na rozwdj orze-
skéw, natomiast przy stezenie wyzszym (10 pM) zanotowano hamowanie wzro-
stu populacji. Intensywnos$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci niskich
stezen kwasu cynamonowego (0,25 pM; 0,5 pM; 1 pM) nie odbiegata w spo-
s6b statystycznie istotny od wynikéw uzyskanych w hodowlach kontrolnych.
W dalszej czesci eksperymentu przebadano réwniez wptyw kwasu cynamo-
nowego na pierwotniaki hodowane w ciemnosci. Uzyskane wyniki réznig sie
w istotny sposéb od danych otrzymanych dla préb inkubowanych przy ciggtym
oswietleniu (ryc. 25). W warunkach ciemniowych stwierdzono wyraz'ng stymu-
lacje rozwoju Paramecium bursaria w hodowlach zawierajacych najnizsze kon-
centracje kwasu cynamonowego (0,25 pM; 0,5 pM; 1 pM). W przypadku stezen
wyzszych niz 1 pM odnotowano statystycznie istotne dziatanie hamujace.

Nie powiodta sie préba spektrofotometrycznego oznaczania zmian koncen-
tracji kwasu cynamonowego w prowadzonych hodowlach Paramecium bursaria.
Nie stwierdzono bowiem wystarczajgco istotnych ré6znic w widmach absorpcyj-
nych pozywki satatowej zawierajgcej r6zne koncentracje badanego zwigzku.

Rozwdj Paramecium bursaria w obecnosci kwasu ferulowego (pochodnej
kwasu cynamonowego) zbadano w czterech seriach hodowlanych, podczas
ktérych prowadzono inkubacje pierwotniakéw réwnolegle w warunkach cig-
gtego oswietlenia i w ciemnosci (ryc. 26).

Stwierdzono, ze w prébach eksponowanych na $wiatlo oddziatywanie
kwasu ferulowego na orzeski jest w bardzo duzym stopniu uzaleznione od za-
stosowanego stezenia. Statystycznie istotny wzrost intensywnosci rozwoju pier-
wotniakéw zanotowano jedynie przy koncentracji kwasu ferulowego 1 pM.
Stosunkowo niewielka zmiana stezenia powodowata wyrazne ostabienie inten-
sywnosci wzrostu populacji. W warunkach ciggtego oswietlenia efekt taki wyka-
zano dla préb zawierajacych kwas ferulowy w koncentracji 0,5 pM oraz 1,25 pM.
Odmienne wyniki uzyskano dla hodowli prowadzonych w ciemnosci. W pré6-
bach tych stwierdzono silng stymulacje rozwoju Paramecium bursaria przy ste-
zeniach kwasu ferulowego: 0,5 pM (K% = 163,82%), 1 pM (K, = 166,49%),
1,25 pM (K% = 175,36%). We wszystkich trzech przypadkach uzyskano zbli-
zone wartosci procentowego wspotczynnika podziatéw komoérkowych. Przy
koncentracji kwasu ferulowego 1,5 pM odnotowano efekt letalny we wszystkich
prowadzonych hodowlach niezaleznie od warunkéw oswietlenia.

Przeprowadzone badania wykazaly mozliwo$¢ wzrostu populacji Paramecium
bursaria w obecnosci okreslonych koncentracji kwasu p-aminobenzoesowe-
go (PABA). Stwierdzono przy tym istotny wptyw warunkéw oswietlenia na zdolnos¢
wykorzystania tego zwigzku przez badany kompleks symbiotyczny (ryc. 27).
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W hodowlach powadzonych w warunkach ciggtego o$wietlenia odnotowa-
no statystycznie istotny wzrost wartosci wspotczynnika K% w obecnosci kwasu p-ami-
nobenzoesowego w stezeniu 1 pM (K% = 146,77%) oraz 10 pM (K% = 157,34%).
Pozostate stezenia powodowaly obnizenie intensywnosci rozwoju pierwot-
niakéw. Catkowite zahamowanie wzrostu populacji wystapito przy koncentracji
PABA 5 mM. W warunkach ciemniowych efekt stymulacji stwierdzono przy
wyzszej koncentracji badanego zwigzku - 100 pM (K,, = 141,82%). Stezenia:
10 pM i 1 mM nie wywarly statystycznie istotnego wptywu na tempo wzrostu
Paramecium bursaria. Przy zastosowaniu nizszych koncentracji kwasu p-amino-
benzoesowego w hodowlach ciemniowych (1 pM; 0,1 pM) wykazano dziatanie
lekko hamujace, natomiast stezenie 5 mM okazato sie letalne (podobnie jak w
warunkach ciagtego oswietlenia). Dla préb inkubowanych w warunkach cia-
glego oswietlenia przy koncentracji kwasu p-aminobenzoesowego 1 pM prze-
prowadzono dodatkowo pomiary liczebnosci endosymbiontéw w komérkach
Paramecium bursaria. Miato to na celu wyjasnienie, czy zastosowany zwigzek
moze wptywaé bezposrednio na liczebno$¢ komérek glonéw. Pomiary przepro-
wadzone w 11 dobie inkubacji wykazaly nieznaczny wzrost przecietnej ilosci
endosymbiontéw w poréwnaniu z danymi otrzymanymi dla hodowli kontrolnej.
Jednak po zweryfikowaniu wynikéw za pomocg testu t Studenta dla préb nieza-
leznych nie stwierdzono statystycznej istotnosci uzyskanej réznicy.

Wyniki uzyskane po wprowadzeniu kwasu p-hydroksybenzoesowego (PHBA)
do hodowli Paramecium bursaria sg w duzym stopniu poréwnywalne z danymi
otrzymanymi dla PABA, chociaz wykazano takze pewne rdéznice (ryc. 28).
Podobnie jak w przypadku kwasu p-aminobenzoesowego stwierdzono, ze
PHBA wpiywa stymulujaco na rozwéj orzeskéw w stosunkowo waskim zakre-
sie stezen. Ponadto oddziatlywanie tego zwigzku jest Scisle zwigzane z warun-
kami oswietlenia. W kulturach prowadzonych na sSwietle statystycznie istotny
wzrost intensywnosci rozwoju orzeskéw wykazano przy stezeniach nizszych
(5 pM; 10 pM) niz w hodowlach ciemniowych (10 pM; 100 pM). W odréznie-
niu od wynikéw uzyskanych dla PABA kwas p-hydroksybenzoesowy w kon-
centracji 1 pM nie wywiera}l statystycznie istotnego wptywu na wzrost popula-
cji w warunkach ciggtego oswietlenia. Z kolei stezenie 10 pM wywotato efekt
stymulujacy zaréwno w hodowlach eksponowanych na $wiatto, jak i ciemnio-
wych. Stwierdzono takze, ze kwas p-hydroksybenzoesowy w stezeniach wyz-
szych niz 100 pM obnizat tempo rozwoju Paramecium bursaria niezaleznie od
warunkéw oswietlenia, a przy koncentracji 5 mM - tak jak przy zastosowa-
niu PABA - powodowat efekt letalny.

W prébach zawierajgcych PHBA w koncentracji 10 pM, w ktérych stwier-
dzono najsilniejsza stymulacje rozwoju orzeskéw, przeprowadzono takze pomiary
liczebnosci endosymbiontéw Chlorella sp. w komérkach Paramecium bursaria.
Podobnie jak w przypadku kwasu p-aminobenzoesowego, wyniki uzyskane po 11
dobach inkubacji dla hodowli prowadzonych na $wietle nie odbiegaly w sposéb
statystycznie istotny od danych otrzymanych w hodowlach kontrolnych.



5. Metabolizm zwiazku symbiotycznego Paramecium bursaria
jako wyraz zdolnosci adaptacyjnych

Symbiotyczny ukiad, jaki tworzy pierwotniak Paramecium bursaria wraz
z obecnymi w jego cytoplazmie komérkami glonéw Chlorella sp. stanowi
bardzo specyficzny obiekt badawczy. Jest to bowiem uktad ztozony z dwéch
zasadniczo odmiennych komponentéw: pojedynczej komoérki heterotroficznej
oraz zespotu endosymbiotycznych komoérek fotoautotroficznych (Pacto 1978).
Z drugiej jednak strony kompleks ten stanowi trwaty i w duzym stopniu stabilny
zwigzek symbiotyczny, ktorego wszystkie cechy sa wynikiem nalozenia sie
witasciwosci organizmu heterotroficznego i autotroficznego (Pado 1978; Trench
1979, 1992; Iwatsuki, Naitoh 1981, 1988; Iwatsuki i wsp. 1998; Pado, Bator
2001). Dlatego tez interpretowanie wynikéw jakichkolwiek badan dotyczacych
orzeska Paramecium bursaria jest problemem niezmiernie ztozonym i wymaga
rozpatrywania bardzo réznorodnych aspektéw biologii tego organizmu.

Interpretacja wynikéw uzyskanych w niniejszych badaniach wymaga po-
nadto uwzglednienia zréznicowanych metod, jakie stosowano przy oddziaty-
waniu na Paramecium bursaria dwojakiego rodzaju czynnikami - biologicz-
nymi i chemicznymi. W przypadku czynnikéw biologicznych - bankowych
szczepOw bakterii denitryfikacyjnych i desulfurykacyjnych oraz naturalnych
produktéw metabolizmu desulfurykatorébw - wprowadzano je do medium
w miejsce bakterii wystepujgcych w naturalnym $rodowisku zycia pierwotniaka.
Rozw6j Paramecium bursaria w takich hodowlach poréwnywano z rozwojem
w prébach kontrolnych, w ktérych bakterie wyizolowane ze $rodowiska zycia
orzeska byly obecne. Uzyskanie w takiej sytuacji wynikéw nie rézniacych sie
od siebie w sposéb statystycznie istotny nalezy interpretowac¢ jako korzystny
wplyw zastosowanego czynnika, poniewaz w jego obecnosci intensywno$¢ roz-
woju populacji orzeskoéw jest taka sama jak w obecnosci kontrolnego szczepu
bakterii. Odmienna sytuacja ma miejsce przy interpretowaniu wynikéw dotycza-
cych oddziatywania réznych zwigzkéw chemicznych na rozwdéj Paramecium
bursaria. Wszystkie zastosowane zwigzki wprowadzano bowiem do pozywki
satatowej, ktérg wczesdniej zaszczepiano bakteriami pochodzacymi z natural-
nego Srodowiska zycia pierwotniaka (procedure takg przyjeto ze wzgledu na
wyniki wczes$niejszych badan (Pado, Bator 2001), w ktérych wykazano, ze
pozywka salatowa pozbawiona materialu bakteryjnego moze dziata¢ letalnie
na komoérki Paramecium bursaria). W takim przypadku stwierdzenie braku sta-
tystycznie istotnych réznic miedzy danymi uzyskanymi dla badanych préb oraz
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dla hodowli kontrolnej nalezy odczytywaé jako brak wptywu danego zwigzku
chemicznego na rozwoj orzeska.

Wyniki, jakie otrzymano badajagc mozliwo$¢ rozwoju Paramecium bursaria
w obecnosci bankowych szczepéw bakterii denitryfikacyjnych wskazuja, ze
pierwotniak ten moze wykorzystywaé¢ komoérki denitryfikatoréw jako pokarm
bakteryjny, zwlaszcza w warunkach ciemniowych. Moze to potwierdzaé¢ wysu-
wane juz wczesniej przypuszczenie, ze w naturalnych warunkach Paramecium
bursaria odzywia sie bakteriami nalezacymi do tej wtasnie grupy (Pado, Bator
2001). Jednak ostabienie intensywnosci rozwoju badanego orzeska, jakie stwier-
dzono w warunkach ciagtego oswietlenia w obecnosci bakterii denitryfikacyj-
nych nie pozwala na ostateczne przyjecie takiej hipotezy. Mozna przypuszczag,
ze w naturalnym s$rodowisku zycia pierwotniak Paramecium bursaria odzywia
sie zr6znicowanym pokarmem bakteryjnym, w skiad ktérego wchodzg miedzy
innymi bakterie denitryfikacyjne, nie sg to jednak jedyne drobnoustroje wyko-
rzystywane przez tego orzeska. Nie mozna takze wykluczy¢, ze bakterie wyizo-
lowane ze Srodowiska zycia Paramecium bursaria i stosowane w niniejszych
badaniach jako szczep kontrolny stanowig kulture niejednorodng pod wzgledem
gatunkowym. Nie udato sie bowiem dotychczas jednoznacznie zidentyfikowaé
tych drobnoustrojéw. Stwierdzono, co prawda, ze bakterie te bardzo dobrze roz-
wijajg sie na podiozu Giltaya, ktére stanowi typowe podioze dla denitryfikatoréw
(Pado, Bator 2001), jednak uzyskane w niniejszych badaniach wyniki wskazujg
na istotne réznice pomiedzy bakteriami wystepujacymi w naturalnym Srodowi-
sku zycia Paramecium bursaria a bankowymi szczepami bakterii denitryfikacyj-
nych. Réznice te dotyczg réwniez koncentracji jonéw azotanowych (V) i azota-
nowych (lll) w medium. Koncentracja ta w przypadku szczepu kontrolnego jest
znacznie wyzsza, co oznacza mniejszg efektywnos$¢ procesu denitryfikacji.

Stwierdzenie wyzszych stezen jonéw azotanowych (V) i azotanowych (lll)
we wszystkich prébach inkubowanych na Swietle w poréwnaniu z hodow-
lami ciemniowymi wskazuje na intensywniejsze zachodzenie procesu denitryfi-
kacji w ciemnosci. W Swiatowej literaturze brak jakichkolwiek danych na temat
wptywu warunkéw oswietlenia na proces redukcji jonéw azotanowych (V).
Biorac jednak pod uwage fakt, ze w badanym uktadzie oddziatywanie $wia-
tla wigze sie z zachodzeniem procesu fotosyntezy w komérkach endosymbion-
téw mozna zatozy¢, ze czynnikiem ostabiajgcym efektywnos$¢ denitryfikacji jest
zwiekszona zawarto$¢ tlenu, bedaca wynikiem fotosyntetycznej aktywnosci glo-
néw. Obnizenie wydajnosci procesu denitryfikacji przy zwiekszonej zawarto-
Sci tlenu wykazali miedzy innymi: Pado i wsp. (1995) oraz Satoh i wsp. (2003).
Tym takze nalezatloby tlumaczy¢ niewielki wzrost koncentracji jonéw azota-
nowych (V) jaki zanotowano dla szczepu Thiobacillus denitrificans DSM 807
w poczatkowym okresie inkubacji w warunkach ciggtego oswietlenia.

Poréwnujac koncentracje jonéw azotanowych (V) i azotanowych (lll) we
wszystkich prowadzonych hodowlach stwierdzono znacznie wyzsze stezenie
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azotanéw (lll) stanowigcych produkt pierwszego etapu procesu denitryfikacji.
Pozwala to przypuszczaé, ze dalsze etapy prowadzace do obnizenia zawarto-
scd jonébw NO2 zachodzg w badanych kulturach ze znacznie mniejszg efek-
tywnosciag. Niewykluczone, ze pozywka satatowa nie zapewnia optymalnych
warunkéw dla rozwoju denitryfikatoréw, czego wynikiem jest obnizenie wydaj-
nosci proceséw metabolicznych tych drobnoustrojéw.

Badajgc mozliwo$¢ koegzystencji pierwotniaka Paramecium bursaria z bakte-
riami redukujgcymi siarczany stwierdzono, ze mikroorganizmy te réwniez moga
stanowi¢ substancje pokarmowa dla orzeska. Potwierdzajg to wyniki dotyczace
zarébwno tempa rozwoju pierwotniaka, jak i zmian liczebnos$ci desulfurykato-
row. Spadek liczebnosci bakterii powigzany ze wzrostem ilosci orzeskéw moze
bowiem $wiadczy¢ o konsumowaniu komérek bakteryjnych przez Paramecium
bursaria.

Zanotowano istotne réznice w oddzialywaniu poszczegdélnych gatunkéw
desulfurykatoréw na tempo wzrostu populacji pierwotniakéw. Wykazano ponadto,
ze intensywno$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci bakterii desulfuryka-
cyjnych jest znacznie wyzsza w warunkach ciemniowych niz na swietle. Tylko je-
den z szesciu zastosowanych szczepoéw bakteryjnych (Desulfosarcina variabilis
DSM 2060) powodowal w ciemnosci nieznaczne ostabienie rozwoju pierwot-
niaka, podczas gdy w warunkach ciggtego oswietlenia efekt taki zanotowano dla
czterech gatunkéw bakterii. Sg to wyniki analogiczne do otrzymanych dla bakte-
rii denitryfikacyjnych. Uzyskanie zblizonych danych przy zastosowaniu dwéch
r6znych grup bakterii - denitryfikacyjnych i desulturykacyjnych - pozwala przy-
puszczaé, ze w obydwu przypadkach moze dziata¢ podobny mechanizm, ktéry
powoduje, ze pierwotniak Paramecium bursaria znacznie fatwiej przystosowuje
sie do odzywiania nowym rodzajem pokarmu bakteryjnego w warunkach ciem-
niowych. Kazda grupa bakterii moze charakteryzowaé sie odmiennym sktadem
chemicznym komoérek. Wigze sie to miedzy innymi z gromadzeniem posred-
nich i koncowych produktéw metabolizmu oraz z obecnoscia biatek enzyma-
tycznych charakterystycznych dla danej grupy bakterii. Przypuszczalnie fakt ten
pocigga za sobg konieczno$¢ odpowiedniej przebudowy aparatu enzymatycz-
nego w komoérce orzeska, w celu uzyskania mozliwosci trawienia okreslonych
komérek bakteryjnych i wykorzystywania zawartych w nich zwigzkéw che-
micznych. Uzyskane w niniejszych badaniach dane sugeruja, ze takie prze-
organizowanie metabolizmu komérki pierwotniaka prawdopodobnie znacznie
tatwiej zachodzi w warunkach ciemniowych.

Odmienny skiad chemiczny komoérek ré6znych gatunkéw bakterii moze takze
stanowi¢ wyjasnienie zréznicowanej intensywnosci rozwoju Paramecium bur-
saria w obecnosci poszczegdlnych szczepéw bakteryjnych. Duzg ré6znorodnosé
zwigzkéw chemicznych wchodzacych w sklad zewnetrznych struktur komor-
kowych u réznych gatunkéw bakterii desulturykacyjnych wykazano w licznych
badaniach prowadzonych w Zakladzie Mikrobiologii Akademii Pedagogicznej
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w Krakowie (Pado iwsp. 1996; Pado, Pawlowska-Cwiek 1997a, 1997b; Pawtowska-
Cwiek, Pado 1996, 1997a, 1997b). Wyniki tych badan wskazujg ponadto, ze
istotnym skladnikiem oston komérkowych u bakterii desulfurykacyjnych sg
weglowodany. Stanowi to dodatkowe potwierdzenie hipotezy o zalezno-
Séci pomiedzy intensywnoscig rozwoju Paramecium bursaria i sktadem che-
micznym komoérek bakteryjnych stanowigcych pozywienie orzeska. W ciem-
noséci pokarm bakteryjny staje sie bowiem dla pierwotniaka jedynym Zréditem
weglowodandéw, poniewaz endosymbionty nie prowadzg w takich warunkach
procesu fotosyntezy (Pado 1965; Pado, Bator 2001). Wynika stad, ze mozliwos$¢
odzywiania sie orzeska réznymi gatunkami bakterii moze zaleze¢ od zawarto-
Sci cukréw w strukturach komérkowych drobnoustrojéw. Istotng role odgrywaé
moze réwniez dostepnos$¢ tych zwigzkéw, a wiec przede wszystkim sposéb ich
zwigzania w komoérce bakteryjnej. Analizujgc szczegétowo uzyskane wyniki,
stwierdzono jeszcze jedng zalezno$¢ mogaca potwierdza¢ powyzsze wnioski.
Najsilniejszg stymulacje rozwoju Paramecium bursaria w warunkach ciemnio-
wych wykazano w obecnosci bakterii Desulfotomaculum acetoxidans. Gatunek
ten, jako jedyny z zastosowanych, charakteryzuje sie obecnosciag $ciany komor-
kowej o budowie typowej dla bakterii gramdodatnich (Holt i wsp. 1994), a wiec
zawierajacej znacznie wiekszg ilos¢ peptydoglikanu (zaliczanego do polisacha-
rydéw) w poréwnaniu z komdérkami bakterii gramujemnych.

Zaskakujgce okazaty sie wyniki pomiaréw koncentracji jonéw siarczanowych
(VI) w prowadzonych hodowlach. Ze wzgledu na obecnos$¢ bakterii redukujgcych
siarczany oczekiwano stopniowego obnizania sie stezenia tych jonéw, stanowia-
cych substrat metabolizmu dla desulfurykatoréw. Stwierdzono jednak, ze wpro-
wadzenie bakterii desulfurykacyjnych clo hodowli orzeska Paramecium bursa-
ria powoduje wyrazny wzrost koncentracji jonéw siarczanowych (VI) w medium,
zwiaszcza w koricowym okresie inkubacji. Wyniki te sg jednoznaczne, gdyz uzy-
skano je dla wszystkich zastosowanych szczepéw desulfurykatoréw (niezaleznie
od warunkéw oswietlenia), natomiast w hodowlach kontrolnych, zawierajgcych
bakterie wyizolowane z naturalnego srodowiska zycia orzeska Paramecium bur-
saria nie wykazano takiej tendencji. Zjawisko to mozna wytlumaczyé, opie-
rajagc sie na wynikach badan, jakie w ostatnich latach uzyskano w Zaktadzie
Mikrobiologii AP w Krakowie (Pawlowska-Cwiek, dane niepublikowane).
Wyniki te pozwalajg przypuszczaé, ze bakterie redukujgce siarczany moga
gromadzi¢ w zewnetrznych strukturach komérkowych jony siarczanowe (VI),
siarczanowe (IV), a takze tiosiarczanowe jako swoistg rezerwe substratowg
szlaku redukcji siarczanéw. Wiele danych wskazuje na to, ze jony te prawdo-
podobnie wystepujg w formie podstawnikéw sulfonowych w czgsteczkach poli-
sacharydéw tworzac mukopolisacharydy. Mozna zatem zatozy¢, ze podczas
trawienia komoérek SRB przez enzymy komérki Paramecium bursaria nastepuje
hydrolizowanie wigzah estrowych pomiedzy sacharydami i resztami sulfono-
wymi w czgsteczkach mukopolisacharydéw. Cukry sa nastepnie wykorzysty-
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wane przez komérke pierwotniaka, natomiast reszty sulfonowe zostajg wyda-
lone do medium w postaci jonéw siarczanowych (VI).

Blizszych danych na temat relacji metabolicznych miedzy orzeskiem Para-
mecium bursaria i bakteriami desulfurykacyjnymi dostarczyty wyniki badan doty-
czacych wptywu desulfurykatoréw na liczebno$¢ endosymbiontéw Chlorella sp.
w komérkach orzeskdw. Jak stwierdzono, obecnos$¢ czterech sposréd szesciu
zastosowanych szczepow bakteryjnych powoduje statystycznie istotne obnize-
nie liczby symbiotycznych glonéw w komérkach pierwotniakéw inkubowanych
na $wietle. Wyniki te sg dosy¢ nieoczekiwane, poniewaz dotychczas uznawano,
ze gldbwnym czynnikiem powodujacym zmiany liczebnosci endosymbiontéw
w komoérkach Paramecium bursaria jest oddziatywanie $wiatlta (Pado 1965,
1978; Pado, Bator 2001). Uzyskane w niniejszych badaniach dane cechuja
sie jednak wysoka wiarygodnoscig, co stwierdzono przy zastosowaniu odpo-
wiednich testéw statystycznych. Nie ulega zatem watpliwosci, ze w obecnosci
niektérych gatunkéw bakterii desulfurykacyjnych orzesek Paramecium bursaria
redukuje do pewnego stopnia ilos¢ endosymbiontéw, pomimo optymalnych
warunkéw oswietlenia.

Przyczyna tego zjawiska moze byé konieczno$¢ szybkiego uzyskania ener-
gii przez komoérke pierwotniaka, w celu przeprowadzenia syntezy i sekrecji odpo-
wiednich enzyméw, ktére - jak wspomniano wczes$niej - moga umozliwi¢ orze-
skowi odzywianie sie komérkami bakterii redukujacych siarczany. Potwierdzajg
to wyniki pomiaréw liczebnosci bakterii w prowadzonych hodowlach. Wskazuja
one na konsumowanie komaérek bakteryjnych przez pierwotniaki w prébach,
w ktérych jednoczes$nie zanotowano statystycznie istotne obnizenie liczeb-
nosci endosymbiontéw. Nalezy zatem przypuszczaé, ze redukcja liczby glo-
now jest wynikiem trawienia ich przez komoérke gospodarza, ktora tym sposobem
uzyskuje energie potrzebng do przeorganizowania systemu enzymatycznego.
Wydaje sie, ze w takiej sytuacji endosymbiotyczne glony stanowig dla orze-
ska najtatwiej dostepne zrédto pokarmu. Przemawia za tym fakt, ze trawienie
ich w warunkach ciemniowych odbywa sie niezaleznie od obecnych w medium
bakterii, a zatem komérka Paramecium bursaria musi dysponowa¢ odpowied-
nimi enzymami umozliwiajacymi zachodzenie takiego procesu (Pado 1965;
Karakashian, Karakashian 1973; Trench 1979,1992; Kuznicki 1985).

Powstaje jednak pytanie, dlaczego w omawianej sytuacji pierwotniak nie
wykorzystuje produkcji fotosyntetycznej endosymbiontéw, lecz trawi ich
komoérki. Nawigzujgc do teorii seryjnej endosymbiozy (Margulis 1970, 1971,
2000) mozna zatozyé, ze w ewolucyjnej przesztosci pierwotniak tworzacy
obecnie kompleks symbiotyczny Paramecium bursaria stanowit jednorodny,
typowo zwierzecy organizm. Zatem heterotroficzny sposéb odzywiania jest
dla tego orzeska bardziej pierwotny i - jak nalezy sadzi¢ - silniej utrwalony
genetycznie. Dlatego tez nalezy przypuszczacé, ze w sytuacji wywotanej dziata-
niem czynnika stresowego, jakim niewatpliwie jest konieczno$¢ przeorganizo-
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wania systemu enzymatycznego, komoérka pierwotniaka ucieka sie do odzywia-
nia heterotroficznego jako bardziej pierwotnego sposobu zdobywania energii.
Efektem takiej reakcji organizmu jest trawienie endosymbiotycznych komoérek
Chlorella sp. Potwierdzajg to wyniki wczes$niejszych badan autora, dotyczacych
adaptacji dzikich szczepéw Paramecium bursaria do warunkéw laboratoryjnych
(Pado, Bator 2001). W badaniach tych stwierdzono okresowy spadek liczeb-
nosci endosymbiontéw podczas adaptowania orzeskéw do nowych warun-
kéw hodowli. Podobne zjawisko zaobserwowano w symbiotycznych kompleksach
tworzonych przez niektére gatunki koralowcéw i endosymbionty Chlorella sp.
(Buddemeier, Fautin 1993; Kinzie i wsp. 2001; Hoegh-Guldberg i wsp. 2001).
Na jego podstawie sformutowano hipoteze adaptatywnego wybielania, wediug
ktérej zmiana warunkéw srodowiskowych moze prowadzi¢ do szybkiego zmniej-
szenia populacji endosymbiotycznych glonéw w ciatach koralowcow.

Wyniki dotyczgce wplywu bakterii desulfurykacyjnych na zmiany liczeb-
noéci endosymbiontéw w komodrkach Paramecium bursaria inkubowanych
w zmiennych warunkach oswietlenia pozostaja w catkowitej zgodnosci z dotych-
czasowymi doniesieniami. Zaréwno stwierdzone w ciemnosci redukowanie
liczebnosci komoérek Chlorella sp., jak i odnawianie ich populacji po prze-
niesieniu materialu na S$wiatlo zachodzi praktycznie niezaleznie od obec-
nego w medium szczepu bakteryjnego. Jest to naturalne zjawisko fizjologiczne,
jakie wielokrotnie stwierdzono u badanego pierwotniaka (Pado 1965, 1978;
Pado, Bator 2001).

Stwierdzenie mozliwosci odzywiania sie badanego pierwotniaka bakteriami
desulfurykacyjnymi sktonito autora do podjecia préb zastosowania w hodowli
Paramecium bursaria naturalnych produktéw metabolizmu bakterii redukujacych
siarczany, ktére wprowadzono do pozywki w miejsce zywych komoérek bak-
teryjnych. Produkty te otrzymano z laboratoryjnych hodowli desulfurykatoréw
poprzez odwirowanie materiatu, a takze na drodze ekstrakcji pozywka satatowa.
Zastosowana procedura preparatywna pozwolita na uzyskanie zewnetrznych
trakcji komérkowych, zawierajgcych produkty sekrecji bakterii desulfurykacyj-
nych oraz skiadniki $Sciany komoérkowej (Hancock, Poxton 1988; Pado i wsp.
1996; Pawtowska-Cwiek, Pado 1996). Na podstawie przeprowadzonych badan
stwierdzono, ze wprowadzenie do medium zaréwno ekstraktéw, jak i uzyskanych
po odwirowaniu supernatantéw umozliwia rozwdj pierwotniaka Paramecium
bursaria. Sg to bardzo interesujace wyniki, gdyz liczne uzyskane dotychczas
dane wskazywaly na konieczno$¢ wprowadzania zywych komérek bakteryjnych
do hodowli orzeskéw (Pringsheim 1928; Siegel, Karakashian 1959; Karakashian
1963; Pado 1965, 1978; Barna, Weis 1973; Pado, Bator 2001). Mozliwos¢
rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci supernatantéw i ekstraktéw otrzy-
manych z hodowli bakterii desulfurykacyjnych jest potwierdzeniem faktu, ze
zawarto$¢ komorek tych drobnoustrojéw moze stanowi¢ odpowiednig substan-
cje pokarmowa dla badanego pierwotniaka.
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Wykazano wyrazng stymulacje rozwoju orzeskéw w hodowlach ciemniowych,
w obecnos'ci supernatantu pochodzacego z hodowli szczepu Desulfotomaculum
acetoxidans DSM 771, charakteryzujacego sie obecnoscig $ciany komoérkowej
o budowie typowej dla bakterii gramdodatnich (Holt i wsp. 1994). Intensywnos$¢
rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci supernatantéw uzyskanych z ho-
dowli pozostalych szczepébw SRB byta znacznie nizsza. Dane te sg zgodne
z omawianymi wcze$niej wynikami dotyczacymi wzrostu populacji pierwotnia-
kéw w obecnosci zywych bakterii desulfurykacyjnych. Biorgc pod uwage fakt,
ze w supernatantach obecne byty gtéwnie zewnetrzne frakcje komérek bakteryj-
nych, potwierdza sie hipoteza o wptywie budowy Sciany komérkowej bakterii
na mozliwo$¢ ich konsumowania przez Paramecium bursaria.

Poréwnujac wyniki uzyskane dla supernatantéw i ekstraktéw otrzymanych
z kultur bakterii redukujacych siarczany stwierdzono, ze Paramecium bursa-
ria znacznie lepiej rozwija sie w obecnosci ekstraktéw. W wiekszosci hodowli pro-
wadzonych na $wietle stwierdzono taka samg intensywno$¢ rozwoju pierwot-
niakéw jak w prébach kontrolnych, zawierajgcych zywe bakterie pochodzgce
z naturalnego $rodowiska zycia orzeska. Prawdopodobnie w procesie ekstrak-
cji doszto do uwolnienia zwigzkéw chemicznych, ktére wczesniej byly silnie
zwigzane w zewnetrznych strukturach komoérek desulfurykatoréw. Substancje
te najwyrazniej stanowig doskonate pozywienie dla Paramecium bursami,
a poprzez wyekstrahowanie stajg sie tatwiej dostepne. Dzieki temu komérka pier-
wotniaka moze je wykorzystywaé bez koniecznosci dostosowywania aparatu enzy-
matycznego, co mialo miejsce w przypadku zywych komoérek bakterii desulfu-
rykacyjnych. Tym mozna ttumaczy¢ lepsze wyniki uzyskane w warunkach cia-
gtego oswietlenia przy zastosowaniu ekstraktéw otrzymanych z hodowli desul-
furykatoréw niz przy wprowadzeniu zywych bakterii. Stanowi to potwierdzenie
wysunietego wczesdniej przypuszczenia, ze mozliwos¢ odzywiania sie pier-
wotniaka Paramecium bursaria okreslonym rodzajem bakterii moze by¢ Scisle
uzalezniona od sposobu zwigzania w komoérce bakteryjnej substancji chemicz-
nych, stanowigcych dla orzeska istotne skitadniki pokarmowe. Zastanawiajacy
jest jednak brak stymulujgcego dziatania zastosowanych ekstraktéw w kulturach
inkubowanych w ciemnosci, jak wykazano wczes$niej, w warunkach ciemnio-
wych Paramecium bursaria bardzo tatwo przystosowuje sie do odzywiania ko-
morkami bakterii desulfurykacyjnych, co pocigga za sobg zwiekszenie inten-
sywnos$ci wzrostu populacji w poréwnaniu z prébami kontrolnymi. Nalezatoby
zatem oczekiwa¢ podobnego wptywu ekstraktéw uzyskanych z hodowli desulfu-
rykatoréw. Brak takiego oddzialywania moze $wiadczy¢ o tym, ze w warunkach
ciemniowych pierwotniak wykorzystuje w wiekszym stopniu substancje obecne
we wnetrzu komérek bakteryjnych. Dlatego tez ekstrakty - zawierajgce tylko frak-
cje zewnatrzkomdérkowe - nie sg dla orzeska wystarczajacym pozywieniem
w ciemnosci. Wniosek taki wydaje sie catkowicie uzasadniony, bioragc pod uwage
fakt, ze w warunkach ciemniowych komoérki bakterii sg dla pierwotniaka jedy-
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nym Zrédiem substancji pokarmowych (Pado 1965, 1978; Karakashian 1975;
Pado, Bator 2001).

Badania dotyczace mozliwosci rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci ré6z-
nych kwaséw organicznych wykazaty, ze oddziatywanie tych zwigzkdw na pier-
wotniaka jest w duzym stopniu uzaleznione od warunkéw oswietlenia. Kwas gli-
kolowy, stanowigcy jeden z produktéw fotosyntezy endosymbiontéw Chlorella sp.
(Muscatine i wsp. 1967) wptywa w warunkach ciggtego oswietlenia silnie stymu-
lujgco na rozwdj orzeska Paramecium bursaria. Wptyw ten, stwierdzony dla sto-
sunkowo szerokiego zakresu stezen (0,25 mM - 1 mM), nalezy najprawdopo-
dobniej wigza¢ z procesem fotooddychania, ktérego wystepowanie w komor-
kach réznych gatunkéw glonéw potwierdzajg liczne doniesienia (Yokota,
Kitaoka 1982; Bozzo i wsp. 2000; Xia, Gao 2002). Utlenianie kwasu glikolo-
wego podczas fotooddychania zapewnia stabilno$¢ procesu fotosyntezy i umoz-
liwia ponadto synteze aminokwaséw - glicyny i seryny. Przypuszczalnie obec-
no$¢ kwasu glikolowego w odpowiedniej koncentracji wptywa na zwiekszenie
produkcji fotosyntetycznej glonéw Chlorella sp. wystepujacych w komdrkach
Paramecium bursaria. Pocigga to za soba mozliwo$¢ intensywniejszego roz-
woju populacji orzeskéw, ktére w takiej sytuacji dysponujg wiekszg iloscig
weglowodanéw, syntetyzowanych przez endosymbionty. Obnizanie sie kon-
centracji kwasu glikolowego, jakie stwierdzono podczas inkubacji pierwotnia-
kéw, moze potwierdzaé¢, ze zwigzek ten jest wykorzystywany przez badany
uktad symbiotyczny.

Stymulujace dziatanie kwasu glikolowego stwierdzono réwniez w warunkach
ciemniowych, jednak przy znacznie wezszym zakresie stezen niz miato to miej-
sce w warunkach ciggtego oswietlenia. Niewykluczone zatem, ze oddzialywa-
nie tego zwigzku w ciemnosci moze odbywaé sie na zupetnie innej drodze.
U niektérych organizméw - gtéwnie bakterii - wyksztatcity sie szlaki metabo-
liczne (ryc. 29) umozliwiajgce wykorzystywanie kwasu glikolowego jako sub-
stratu weglowego po uprzednim utlenieniu go do kwasu glioksalowego - tak jak
ma to miejsce w poczatkowym etapie fotooddychania.

Kwas glioksalowy moze by¢ przeksztatcany w szlaku D-glicerynianowym
do acetylokoenzymu A, a nastepnie utleniany w cyklu kwaséw trikarboksylowych
(TCA). Innym sposobem wykorzystania kwasu glioksalowego przez komoérke
moze by¢ takze wiaczenie go do cyklu kwaséw dikarboksylowych. Biorac pod
uwage fakt, iz wedlug najnowszych badan kwas glikolowy moze wpiywaé
na wzrost r6znorodnych typéw komérek (Garric i wsp. 2002) nie mozna wyklu-
czy¢, ze wymienione wyzej szlaki metaboliczne moga zachodzi¢ réwniez
w komoérce Paramecium bursaria, wzglednie w komérkach endosymbiotycz-
nych glonéw Chlorella sp.

Analizujac wyniki badan dotyczacych rozwoju orzeska Paramecium bursa-
ria. w obecnosci wybranych kwaséw aromatycznych (cynamonowego, ferulo-
weg°’, p-aminobenzoesowego i p-hydroksybenzoesowego) stwierdzono, ze kazdy
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Ryc. 29. Mozliwe drogi wykorzystywania kwasu glikolowego w przemianach metabolicz-
nych zachodzacych w komorce

z zastosowanych zwigzkéw w $cisle okreslonym zakresie stezen moze wpty-
waé stymulujgco na wzrost populacji pierwotniakéw. Uzyskane dane pozosta-
ja w petnej zgodnosci z oméwionymi wczesniej wynikami, dotyczacymi korzyst-
nego wplywu bakterii desulfurykacyjnych na rozwéj Paramecium bursaria,
poniewaz podczas badann prowadzonych w Zaktadzie Mikrobiologii Akademii
Pedagogicznej w Krakowie stwierdzono obecno$¢ kwaséw fenolowych w komor-
kach desulfurykatoréw (Pawtowska-Cwiek, dane niepublikowane).

Pozostaje jednak niewyjasnione w jaki sposéb przebiega metabolizowanie
kwaséw fenolowych w badanym uktadzie symbiotycznym. Jak dotad moz-
liwo$¢ biodegradacji zwigzkéw aromatycznych stwierdzono gtéwnie u bak-
terii (Schink i wsp. 1992; Kniemeyer i wsp. 2003; Noh i wsp. 2003) i grzy-
boéw (Cerniglia i wsp. 1992). Wéréd pierwotniakéw podobne zdolnosci wyka-
zano jedynie u Tetrahymena pyriformis (Bamdad iwsp. 1997, 1999). W ostatnich
latach pojawia sie jednak coraz wiecej danych dotyczacych mozliwosci wyko-
rzystywania zwigzkéw zawierajgcych pierscien benzenowy przez komoérki glo-
néw (Semple, Cain 1996; Kirso, Irha 1998; Todd i wsp. 2002; Hook i wsp.
2003). Szczegodlnie interesujgce wyniki w tym zakresie uzyskali Semple i Cain
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(1996), ktérzy stwierdzili zdolno$¢ do metabolizowania fenoli u jednokomaérko-
wych glonéw z gatunku Ochromonas danica (ryc. 30).

fenol
R CH3
| |
-—» mch2 h C=0 Co,
COOH | |
"COOH HC=0  COOH
pirogronian

Ryc. 30. Wykorzystanie fenolu jako zrédia wegla przez komoérki glonéw Ochromonas
danica (Semple, Cain 1996)

W proponowanym przebiegu szlaku metabolicznego (ryc. 30) fenol jest
rozktadany do pirogronianu, ktéry nastepnie moze by¢ wiaczany w typowe
przemiany metaboliczne zachodzgce w komérce. Dane te pozwalajg przy-
puszczaé, ze uklad symbiotyczny jaki stanowi pierwotniak Paramecium bur-
saria wraz z symbiotycznymi komérkami glonéw Chlorella sp. moze wykorzy-
stywa¢ kwasy fenolowe gtéwnie poprzez metabolizm endosymbiontéw. Jednak
uwzgledniajac fakt, ze stymulujgce dziatanie zastosowanych zwigzkéw wyka-
zano przy réznych stezeniach w zaleznosci od warunkéw oswietlenia, nie
mozna wykluczyé bezposredniego udziatu komoérki orzeska w zachodzacych
procesach. Sytuacja taka moze mie¢ miejsce na przyktad w warunkach ciem-
niowych, w ktérych nastepuje zmniejszenie iloSci endosymbiontow.

Poréwnujac wyniki uzyskane dla poszczegélnych kwaséw aromatycznych nie
mozna jednak stwierdzi¢ wyraznych zaleznosci, ktére potwierdzatyby, ze spo-
séb metabolizowania zwigzkéw fenolowych przez Paramecium bursaria jest jed-
noznacznie zdeterminowany warunkami os$wietlenia. Prawdopodobnie docho-
dzi tu do wzajemnego uzupetniania sie proceséw zachodzacych w komérkach
obydwu symbiotycznych partneréw. Nie mozna takze wykluczyé¢, ze kazdy
z zastosowanych kwaséw fenolowych oddziatuje w odmienny sposéb na orze-
ska Paramecium bursaria. Kwas ferulowy jest typowym przykladem przeciwu-
tleniacza (Morales, Babbel 2002), a zatem jego korzystny wptyw mozna wigza¢
ze zmniejszeniem ilosci wolnych rodnikéw w komoérce. Fakt, ze stymulujace
dziatanie tego zwigzku jest znacznie silniejsze w ciemnos$ci moze natomiast
wynikaé¢ z utraty wtasciwosci antyoksydacyjnych w warunkach ciggtego oswie-
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tlenia - kwas ferulowy nalezy bowiem do substancji s'wiattoczutych (Kolb i wsp.
2001). Zwiekszenie intensywnosci rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci
kwasu p-aminobenzoesowego moze by¢ zwigzane z udziatem tego zwigzku
w syntezie koenzymu F, ktory warunkuje prawidtowy przebieg biosyntezy kwa-
s6w nukleinowych. Z kolei stymulujacy wptyw kwasu p-hydroksybenzoesowe-
go mozna ttumaczyé¢ jego wykorzystywaniem do syntezy ubichinondéw.

Wszystkie przedstawione wyniki jednoznacznie wskazuja, ze symbiotyczny
pierwotniak Paramecium bursaria wykazuje zdolno$¢ przystosowywania sie
do bardzo réznorodnych warunkéw zycia. Moze on bowiem rozwijaé sie
zarbwno w obecnosci réznych gatunkéw bakterii, jak i r6znorodnych zwigz-
kéw chemicznych wprowadzanych do medium. Wykorzystywanie przez pier-
wotniaka obecnych w jego $rodowisku zycia komoérek bakteryjnych oraz sub-
stancji chemicznych moze zachodzi¢ réznymi drogami, co wigze sie Scisle
z symbiotycznym charakterem omawianego organizmu.

Obecnos$¢ endosymbiotycznych glonéw Chlorella sp. w cytoplazmie
Paramecium bursaria najwyrazniej wzbogaca mozliwosci metaboliczne catego
kompleksu. Komérki Chlorella sp. moga miedzy innymi stanowi¢ swoistg
rezerwe pokarmowa dla pierwotniaka, ktéry w sytuacji stresowej jest zdolny
do przeorganizowania swojego metabolizmu, przy czym energia potrzebna do
syntezy i sekrecji odpowiednich enzyméw pochodzi z trawienia endosymbion-
téw. Mozliwosé stosunkowo tlatwego przebudowywania systemu enzymatycz-
nego w komdrce Paramecium bursaria wydaje sie byé zwigzana ze zmianami
jakie w naturalnych warunkach zachodzg u tego orzeska w cyklu dobowym.
W ciggu dnia pierwotniak wykorzystuje gtdéwnie produkcje fotosyntetycznag
endosymbiontéw, natomiast w nocy jedynym sposobem uzyskania energii jest
dla niego odzywianie heterotroficzne. Pociaga to za sobg konieczno$é¢ zacho-
dzenia cyklicznych zmian w fizjologii catej komorki. Dlatego tez metabolizm
Paramecium bursaria charakteryzuje sie prawdopodobnie swoistg plastyczno-
Scig, ktéra umozliwia dostosowanie sie orzeska do odzywiania réznymi rodza-
jami pokarmu.

Prawdopodobnie proces trawienia endosymbiontéw w celu uzyskania ener-
gii zachodzi tatwiej w ciemnosci, gdyz glony, ktére nie przeprowadzajg pro-
cesu fotosyntezy, stajg sie dla komorki gospodarza obcigzeniem troficznym.
Trawienie ich jest w takich warunkach zjawiskiem naturalnym, stanowigcym
jeden z mechanizméw umozliwiajgcych komérce pierwotniaka regulowanie
liczebnos$ci endosymbiontéw. Dlatego tez w ciemnos$ci Paramecium bursa-
ria tatwiej moze adaptowa¢ sie do zmian zachodzacych w jego $rodowisku zycia.
Nalezy przypuszczaé, ze w warunkach naturalnych procesy przystosowawcze
wigzgce sie z przebudowa systemu enzymatycznego w komérce orzeska zacho-
dza gtébwnie noca, kiedy pierwotniak moze w fatwy sposob uzyska¢ niezbedng
ilo$¢ energii poprzez trawienie komérek endosymbiontéw. Ponadto w procesie
tym do cytoplazmy orzeska uwalniane sg r6zne sktadniki komérek glonéw, w tym
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takze enzymy i kwasy nukleinowe. Niewykluczone, ze w takiej sytuacji orzesek
moze wykorzystywaé biatka enzymatyczne pochodzace ze strawionych komé-
rek endosymbiontéw wzglednie syntetyzowa¢ nowe zwigzki na podstawie uzy-
skanego tym sposobem materiatu genetycznego (Provorov 2001). Endosymbionty
wystepujace w komdrce Paramecium bursaria stanowig mimo wszystko osobne
genomy. Ich obecno$¢ zwieksza zatem stopienn zréznicowania materialu gene-
tycznego, a tym samym powoduje znaczny wzrost zdolnosci przystosowaw-
czych catego kompleksu symbiotycznego.

Niewatpliwie wazng role w procesach adaptacyjnych omawianego ukladu
odgrywajg réwniez reakcje biochemiczne zachodzace w zywych komérkach
endosymbiontéw. Swiadczy o tym fakt, ze Paramecium bursaria stosunkowo
tatwo wigcza w metabolizm obecne w $rodowisku réznorodne substancje che-
miczne, ktére moga by¢ wykorzystywane bezposrednio przez komoérke pier-
wotniaka lub przez komoérki glonéw. Zalezy to zaréwno od rodzaju danej
substancji, jak tez od warunkéw oswietlenia. Przyktadem aktywnego udziatu
endosymbiontéw w przemianach zwigzkédw chemicznych pobieranych przez
Paramecium bursaria moze by¢ oméwione wczesniej wykorzystanie kwasu gli-
kolowego w procesie fotooddychania jak réwniez rozktad zwigzkéw aroma-
tycznych prowadzony najprawdopodobniej przez komoérki glonow.

Problem mozliwos$ci adaptacyjnych symbiotycznego pierwotniaka Paramecium
bursaria nie byt dotychczas szczegétowo badany. Trudno odnalez¢é w Swiatowej
literaturze dane wigzace sie bezposrednio z tym zagadnieniem. Jednak wyniki
uzyskiwane na przestrzeni lat przez niektérych autoréw dowodzg, ze organizm
ten wykazuje cechy, ktére moga $wiadczyé o wysoko rozwinietych zdolno-
Sciach przystosowawczych. Bomford (1965) stwierdzit, ze orzesek Paramecium
bursaria moze tworzy¢ zwigzki symbiotyczne z réznymi gatunkami glonéw
(Chlorella sp., Scenedesmus sp.). Wyniki te $wiadczg, ze Paramecium bursaria
tatwo adaptuje sie do zmiennych warunkéw. Moga tez by¢ interpretowane jako
wyraz ciggtego dazenia komorki pierwotniaka do nawigzywania symbiotycz-
nych zaleznosci z komérkami fotoautotrotéw. Pozwala to przypuszczaé, ze wia-
$nie tego typu kompleksy sg bardzo dobrze przystosowane do zmieniajgcych
sie warunkéw $rodowiska. Do analogicznych wnioskéw doszedt Karakashian
(1975) poréwnujac populacje orzeskéw zawierajagcych liczne komoérki glonéw
z populacja orzeskéw aposymbiotycznych - pozbawionych endosymbiontéw
w sposob sztuczny. Mozliwo$é wielokrotnego tworzenia przez Paramecium
bursaria uktadéw symbiotycznych z glonami Chlorella sp. potwierdzili Reisser
i wsp. (1982), natomiast Goértz (1982) wykazat, ze analogiczne zwigzki moga
powstawa¢ miedzy komoérka pierwotniaka i niektéorymi gatunkami bakterii a na-
wet drozdzy. Z kolei wyniki uzyskane przez Iwatsuki i wsp. (1998) dowiodly,
ze obecnos$¢ symbiotycznych komoérek Chlorella sp. zwieksza zakres tolerancji
termicznej orzeska Paramecium bursaria, co mozna interpretowaé jako zwiek-
szenie mozliwosci adaptacyjnych wywotane obecnoscig autotroficznych endo-
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symbiontéw. Ponadto badania prowadzone w ostatnich latach w Zakladzie
Mikrobiologii Akademii Pedagogicznej w Krakowie wykazaly naturalng obec-
no$¢ Paramecium bursaria w wodach o wysokiej zawartosci zwigzkdéw siarki
oraz w odptywach $ciekéw garbarskich (Pado, Bator 2001), co dowodzi, ze
organizm ten moze egzystowaé¢ nawet w ekstremalnych warunkach srodowiska.

Zestawiajgc wyniki uzyskane w niniejszych badaniach z dotychczasowymi
doniesieniami na temat biologii orzeska Paramecium bursaria nalezy uznag,
ze organizm ten niewatpliwie charakteryzuje sie wysoko rozwinietymi zdolno-
Sciami adaptacyjnymi, wynikajacymi z jego symbiotycznego charakteru.

Poniewaz pierwotniak Paramecium bursaria jest uznawany za modelowy przy-
ktad endosymbiozy obligatoryjnej (Pado 1978; Pado, Bator 2001) wyniki badan
dotyczacych tego orzeska mozna odnie$é réwniez do innych organizméw sym-
biotycznych. Liczne dane wskazuja na to, ze wzajemne relacje miedzy partne-
rami symbiozy sg bardzo zblizone w przypadku wiekszosci komplekséw two-
rzonych przez organizmy autotroficzne i heterotroficzne. Jamochton Hydra viri-
dis, u ktérego w komoérkach endodermy wystepujg endosymbionty Chlorella sp.,
podobnie jak Paramecium bursaria charakteryzuje sie mozliwoscig wielo-
krotnego nawigzywania symbiozy z komoérkami glonéw (Rahat 1985; Rahat,
Reich 1985). Swiadczy to o tym, ze tworzenie kompleksu symbiotycznego jest
dla Hydra viridis bardzo korzystne. Podobnymi wtasciwo$ciami charakteryzuja
sie réwniez niektére gatunki symbiotycznych koralowcéw (Buddemeier, Fautin
1993; Kinzie i wsp. 2001). Uwzgledniajagc fakt, ze podczas wczes$niejszych
badan prowadzonych przez autora (Pado, Bator 2001) stwierdzono w nietypo-
wych warunkach $rodowiska obecnos$¢ dwéch gatunkéw symbiotycznych pier-
wotniakéw - Paramecium bursaria oraz Euplotes daidaleos - nalezy przyja¢, ze
wysoko rozwiniete zdolnosci adaptacyjne sg cechg typowa dla wszystkich auto-
troficzno-heterotroficznych komplekséw symbiotycznych. Powstawanie takich
uktadéw jest zatem wynikiem dostosowywania sie organizméw do zmiennych
warunkéw Srodowiska. Obecno$¢ w uktadzie symbiotycznym dwéch réznych
komponentéw - autotroficznego i heterotroficznego - zapewnia wszystkim part-
nerom tworzacym taki uktad znacznie wieksze szanse na przezycie, a takze
utatwia zajmowanie nowych nisz ekologicznych.

Fakt, ze organizmy zyjagce w zwigzkach symbiotycznych charakteryzujag
sie zwiekszonymi zdolnosciami adaptacyjnymi, jest kolejnym potwierdzeniem
teorii seryjnej endosymbiozy (SET) przedstawionej przez Margulis (1970, 1971,
2000). Rezultaty niniejszych badan dowodza, ze tgczenie sie réznych organi-
zmoéw w symbiotyczne kompleksy jest dla nich zjawiskiem bardzo korzystnym,
moze zatem stanowi¢ jeden z czynnikéw umozliwiajacych zachodzenie proce-
s6w ewolucyjnych.

Udowodnienie hipotezy o wysoko rozwinietych zdolnosciach adapta-
cyjnych komplekséw symbiotycznych tworzonych przez organizmy autotro-
ficzne i heterotroficzne pozwala jednocze$nie na wskazanie szeregu nowych
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probleméw badawczych. Istotne wydaje sie miedzy innymi wyjasnienie, czy
efekty procesdw adaptacyjnych zachodzacych u organizméw symbiotycznych
zostajg utrwalone w materiale genetycznym, a wiec czy dochodzi w tym przy-
padku do adaptacji genotypowej. Odpowiedzi na postawione pytanie nalezy
szuka¢ przede wszystkim poprzez poréwnanie mozliwosci adaptacyjnych
w kolejnych pokoleniach wybranych organizméw symbiotycznych, a takze
poprzez okres$lenie zmian w materiale genetycznym, ktére moga zachodzi¢
podczas adaptowania sie danego ukiadu symbiotycznego do zmieniajgcych sie
warunkéw Srodowiska.
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Spis fotografii i rycin

Fotografie

1

2.

Komoérka Paramecium bursaria z widocznymi endosymbiontami Chlorella sp. (pow.
500x fot. autor) po s. 16

Komérka Paramecium bursaria hodowana w zréznicowanych warunkach os$wietlenia:
a) osSwietlenie ciagte, b) warunki ciemniowe (pow. 500x fot. autor) po s. 16

3. Mikroskopowy obraz preparatu stuzacego do okres$lania liczebnosci endosymbion-
téw w komdrkach Paramecium bursaria (pow. 500x fot. autor) s. 30

Ryciny

1 Schemat relacji troficznych w ukladzie symbiotycznym Paramecium bursaria -
Chlorella sp. po s. 16

2. Schemat procedury preparatywnej stosowanej przy uzyskiwaniu naturalnych produk-

10.

11.

téw metabolizmu bakterii desulfurykacyjnych s. 26

. Krzywa kalibracyjna do kolorymetrycznego oznaczania koncentracji jonéw azotano-

wych (Ill) metoda Griessa-llosvaya (spektrofotometr Cecil CE-8020) s. 32

. Krzywa kalibracyjna do spektrofotometrycznego oznaczania koncentracji jonéw siar-

czanowych (VI) w zakresie promieniowania ultrafioletowego (spektrofotometr Cecil
CE-8020) s. 33

. Intensywno$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci bakterii denitryfikacyjnych

po s. 40

. Zmiany koncentracji jonéw azotanowych (V) podczas inkubacji Paramecium bursa-

ria w obecnoséci bakterii denitryfikacyjnych po s. 40

. Zmiany koncentracji jonéw azotanowych (lll) podczas inkubacji Paramecium bursa-

ria w obecnoéci bakterii denitryfikacyjnych po s. 40

. Intensywno$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci bakterii desulfurykacyjnych

po s. 40

. Zmiany liczebnos$ci pierwotniakéw, liczebnos$ci bakterii i koncentracji jonéw siarcza-

nowych (VI) podczas inkubacji Paramecium bursaria w hodowli masowej, w obecno-
Sci kontrolnego szczepu bakterii po s. 40

Zmiany liczebnosci pierwotniakéw, liczebnosci bakterii i koncentracji jonéw siarcza-
nowych (VI) podczas inkubacji Paramecium bursaria w hodowli masowej, w obecno-
Sci Desulfovibrio gigas DSM 1382 po s. 40

Zmiany liczebnosci pierwotniakéw, liczebnos$ci bakterii i koncentracji jonéw siarcza-
nowych (VI) podczas inkubacji Paramecium bursaria w hodowli masowej, w obecno-
Sci Desulfovibrio sulfodismutans DSM 3696 po s. 40
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.
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Zmiany liczebnosci pierwotniakéw, liczebnosci bakterii i koncentracji jonéw siarcza-
nowych (VI) podczas inkubacji Paramecium bursaria w hodowli masowej, w obecno-
4ci Desulfococcus multivorans DSM 2059 po s. 40

Zmiany liczebnosci pierwotniakéw, liczebnosci bakterii i koncentracji jonéw siarcza-
nowych (VI) podczas inkubacji Paramecium bursaria w hodowli masowej, w obecno-
4ci Desulfosarcina variabilis DSM 2060 po s. 40

Zmiany liczebnosci pierwotniakéw, liczebno$ci bakterii i koncentracji jonéw siarcza-
nowych (VI) podczas inkubacji Paramecium bursaria w hodowli masowej, w obecno-
4ci Desulfuromonas acetoxidans DSM 684 po s. 40

Zmiany liczebnosci pierwotniakéw, liczebnosci bakterii i koncentracji jonéw siarcza-
nowych (VI) podczas inkubacji Paramecium bursaria w hodowli masowej, w obecno-
4ci Desulfotomaculum acetoxidans DSM 771 po s. 40

Zmiany liczebnosci endosymbiontéw Chlorella sp. w komérkach Paramecium bursa-
ria po 11 i 21 dniach inkubacji pierwotniakéw w obecnosci bakterii desulfurykacyj-
nych w oswietleniu ciggtym po s. 40

Zmiany liczebnosci endosymbiontéw Chlorella sp. w komérkach Paramecium bursa-
ria po 11 i 21 dniach inkubacji pierwotniakéw w obecnosci bakterii desulfurykacyj-
nych w zmiennych warunkach o$wietlenia po s. 40

Przecietne wartosci wspoétczynnika podziatéw komdérkowych bakterii desulfurykacyj-
nych podczas 21-dniowej inkubacji na pozywce satatowej oraz w masowej hodowli
orzeska Paramecium bursaria, prowadzonej w warunkach ciggtego oswietlenia oraz
w warunkach zmiennych - do 11 dnia w ciemnosci, nastgpnie w oswietleniu ciggtym
po s. 40

Intensywnos$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci supernatantéw uzyskanych
z hodowli bakterii desulfurykacyjnych po s. 40

Intensywnos$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci ekstraktéw uzyskanych
z hodowli bakterii desulfurykacyjnych po s. 40

Intensywno$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci réznych stezern kwasu
glikolowego w warunkach ciggtego oswietlenia po s. 40

Intensywno$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnoéci réznych stezenn kwasu
glikolowego w zréznicowanych warunkach oswietlenia po s. 40

Widma absorpcyjne pozywki satatowej zawierajgcej rézne koncentracje kwasu gliko-
lowego, wykonane przed rozpoczeciem hodowli Paramecium bursaria i po jej zakon-
czeniu (spektrofotometr Cecil CE-8020) po s. 40

Intensywnos$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci réznych stezern kwasu
cynamonowego w warunkach ciggtego o$wietlenia po s. 40

Intensywnos$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci ré6znych stezen kwasu cyna-
monowego w zréznicowanych warunkach oswietlenia po s. 40

Intensywno$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnoéci réznych stezern kwasu
ferulowego po s. 40

Intensywno$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci réznych stezern kwasu
p-aminobenzoesowego po s. 40



28. Intensywno$¢ rozwoju Paramecium bursaria w obecnosci réznych stezen kwasu
p-hydroksybenzoesowego po s. 40
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