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Abstract. In trophozoites and cysts of Balantidium coli the contents of nucleic acids were
compared, with the use of cytochemical methods. There is more RNA (nuclear and cytoplasmatic)
in trophozoites, but the content of DNA is the same in both trophozoites and cysts. Some
morphometric parameters, allowing to compare trophozoites and cysts of B. coli, were obtained on
the basis of cytophotometric determination of the cytochemical reactions’ intensity and its
computer analysis. These studies showed greater compactness of nuclear chromatin, higher
homogeneity of chromatin’s structures in cysts in comparison with trophozoites, and finally,
decrease in the circumference and area of cysts of B. coli.

WSTEP

Cytologiczne zmiany zachodzace w czasie encystacji u pasozytniczego
orzeska Balantidium coli opisano wczesniej (SKOoTARczaK 1984). Jednakze
procesy te nie ograniczaja si¢ tylko do przemian morfologicznych, gdyz
transformacja pierwotniaka z postaci wegetatywnej w przetrwalnikowa wiaze
si¢ niewatpliwie z przebudowa metabolizmu komérkowego. Jest bardzo praw-
dopodobne, ze tym procesom towarzysza zmiany zawartosci kwasow nuklei-
nowych, w szczegélnosci RNA (ScHUSTER i SviHLA 1968, PiGON i EDSTROM
1969, Stevens i PacHLER 1973, OLiNs i wsp. 1988).

Orzeski sa ta szczegdlna grupa sposréd Protozoa, u ktorych aparat
jadrowy sklada si¢ z dwu jader; poliploidalnego makronukleusa i diploidalnego
mikronukleusa. Poniewaz makronukleus kieruje metabolizmem i morfogeneza
komérki (Prescort 1994), dlatego w czasie encystacji nalezy si¢ spodziewac
W tym jadrze zmian cytochemicznych.

W obecnej pracy badano ilociowe zmiany w zawartosci DNA makronuk-
leusa oraz w lacznej (jadrowej i cytoplazmatycznej) ilosci RNA u postaci
wegetatywnej — trofozoitu w stosunku do postaci przetrwalnikowej — cysty

Balantidium coli.
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Celem badan bylo rowniez okreslenie parametrow morfologicznych i mor-
fometrycznych cyst i trofozoitow tego orzeska na podstawie pomiardw nate-
zenia reakcji cytochemicznych przetwarzanych w programie komputerowym.

Material i metody

Trofozoity B. coli pobierano z tresci jelita slepego, cysty zas z odbytnicy
swin w Zakladach Migsnych w Szczecinie.

Z wyizolowanych z tresci jelitowej cyst i trofozoitow (poprzez wielokrotne
plukanie w roztworze soli fizjologicznej) wykonywano rozmazy, ktére suszono
w temp. pokojowe;.

Do badan cytofotometrycznych pierwotniaki byly utrwalane w roztworze
alkoholu i kwasu octowego 3:1, nastepnie hydrolizowane w HCl w temp.
59 —-69°C.

W celu uwidocznienia DNA w reakcji FEULGENA uzyto zieleni metylowej
(Merck, Darmstedt), dla wykazania RNA stosowano pyroning y (Gurr C-1-45005).

Dla okre$lenia zmian w ilo$ci kwaséw nukleinowych wykonano pomiary
cytofotometryczne 50 cyst i 50 trofozoitow za pomoca urzadzenia Morphoquant
Carl Zeiss Jena. Dlhugo$¢ fali $wietlnej do pomiaréw ilosci RNA (zwiazanego
z pyroning) wynositla 520 nm i 630 nm dla oceny ilosci DNA (zwiazanego
z zielenia metylowa)*. Pomiary wykonywano przy zastosowaniu ,scaningu”
z uzyciem okularu projekcyjnego. Wyniki pomiaréw byly przetwarzane przez
komputer Morphoquant wg programdéw pozwalajacych na analizg:

— cytofotometrycznej ilosci DNA w trofozoitach (E1) i w cystach (E2);
— cytofotometrycznej ilosci RNA w trofozoitach (Ex1) i w cystach (Ex2);
— zwarto$ci chromatyny jadrowej w trofozoitach (K1) i w cystach (K2);
— jednorodnosci struktur chromatyny jadrowej w trofozoitach (Z1) i w cys-
tach (Z2);

— powierzchni komoérki (na podstawie ilosci RNA) trofozoitéw (Fk1) i cyst
(Fk2);

— powierzchni jadra (na podstawie ilosci DNA) trofozoitow (F1) i cyst (F 2);
— obwodu komorki trofozoitu (N1) i cysty (N2);

— obwodu jader (na podstawie ilosci jadrowego DNA) w trofozoitach (Nul)
1 w cystach (Nu2).

Wyniki

Obserwacje morfologiczne trofozoitéw B. coli wykazaly obecnoéé.licznyCh
ziarnisto$ci pyrofilnych lezacych w czesci obwodowej makronukleusa i w cyto-

* Pomiary cytofotometryczne wykonano w Zakladzie Patologii Komoérki Pomorskiej Akade-
mii Medycznej. Bardzo dzigkuj¢ za pomoc panu mgrowi ZDZISLAWOWI GAPSKIEMU.
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plazmie. Makronukleus cyst B. coli rtéwniez wykazywal obecno$¢ ziarnistosci
pyrofilnych, jednakze rozmieszczonych réwnomiernie w calej karioplazmie
i w ilo§ci znacznie mniejszej niz u postaci wegetatywne;.

Chromatyna jadrowa cyst wykazywala wigksza gestos¢ optyczna od
chromatyny makronukleusa trofozoitow.

Trofozoity byly ksztaltu typowego dla swojego gatunku, tj. owalnego,
natomiast cysty przybieraly ksztalt zblizony do kulistego. Podobne réznice
w ksztalcie dotycza makronukleusa obu tych postaci; mikronukleus nie byl
rozroznialny.

Dla wykazania roznic istotnych statystycznie pomiedzy wartoSciami mie-
rzonych w cytofotometrze parametrow trofozoitow i cyst B. coli zastosowano
test parametryczny dla dwéch $rednich z duzych prob:

X; — X,
k=52 g2
_1_+._2_
ng n,

dla poziomu istotnosci a=1,64, gdzie:

x, =érednia arytmetyczna wartosci DNA lub RNA trofozoitow
x,=§rednia arytmetyczna wartosci DNA lub RNA cyst

S? =wariancja

n, =liczebnosé¢ trofozoitow

n, =liczebnos¢ cyst

Odkladajac na osi rzgdnych (N) $rednie arytmetyczne érednich wartosci
DNA i RNA otrzymanych z pomiarow cytofotometrycznych, a na osi
odcietych wartosci DNA i RNA otrzymano krzywe wyrazajace stosunek
érednich ilosci DNA i RNA w danej grupie komorek (ryc. 1—8).

Cytofotometryczne pomiary ilosci DNA (E) w trofozoitach (E1) i cystach
(E2) B. coli wykazaly roznice (wyzsze wartosci uzyskano z pomiaréw trofo-
zoitow), ale nie byla ona istotna statystycznie (ua>pu, p=1,27, tab, ryc. la
1 1b).

Wartoéci z pomiaréw powierzchni jader (F) oraz obwodu jader (Nu),
obliczone na podstawie ilosci DNA w obu typach komorek, byly zblizone
(tyc. 2a i 2b, 3a i 3b, tab, dla Fu=1228, pa>p, dla Nu p=141
po> p).

Wartoéci otrzymane z pomiaréw ilosci RNA (Ex) w trofozoitach i cystach
B. coli byly wyzsze w trofozoitach, 1 réznica okazala si¢ istotna statystycznie
(u=1,73, pa<p), ryc. 6a i 6b oraz tab.

Wartosci uzyskane z morfometrycznych pomiarow powierzchni komorek
(Fk) oraz obwodu komorek (N) trofozoitow barwionych zielenia metylowa
byly wyzsze w pordwnaniu z analogicznymi wartosciami cyst, a roznice byly
istotne statystycznie (ryc. 7a i 7b, 8a i 8b, tab; dla Fk u=1,73, pa<y, dla
N u=1,69, o< p).
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Ryc. 1. Zawarto§¢ jadrowego DNA (E): a — w trofozoitach, b — w cystach B. coli
Fig. 1. Nuclear DNA content (E): a — in trophozoites, b — in cysts of B. coli
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Ryc. 2. Powierzchnia jader (F): a — w trofozoitach, b — w cystach B. coli
Fig. 2. Nucleus area (F): a — in trophozoites, b — in cysts of B. coli




CYTOFOTOMETRYCZNA ANALIZA 163

N N

L]

9 10

£ > I »

L v »

100 850 100 800

Ryc. 3. Obwédd jader (Nu): a — w trofozoitach, b — w cystach B. coli
Fig. 3. Nucleus circumference (Nu): a — in trophozoites, b — in cysts of B. coli
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Ryc. 4. Zwarto§é chromatyny jadrowej (K): a — w trofozoitach, b — w cystach B. coli .
Fig. 4. Compactness of nuclear chromatin (K): a — in trophozoites, b — in cysts of B. coli
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Ryc. 5. Jednorodnos¢ struktur chromatyny jadrowej (Z): a — w trofozoitach, b — w cystach B. coli
Fig. 5. Homogeneity of nuclear chromatin (Z): a — in trophozoites, b — in cysts of B. coli
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Ryc. 6. Zawartos¢ RNA (Ex): a — w trofozoitach, b — w cystach B. coli
Fig. 6. RNA content (Ex): a — in trophozoites, b — in cysts of B. coli
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Ryc. 7. Powierzchnia komérek (Fk): a — trofozoitéw, b — cyst B. coli
Fig. 7. Area of the cells (Fk): a — trophozoites, b — cysts of B. coli
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Ryc. 8. Obwod komoérek (N): a — trofozoitow, b — cyst B. coli
Fig. 8. Circumference of the cells (N): 2 — trophozoites, b — cysts of B. coli
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TABELA
Wyniki pomiaréw trofozoitéw i cyst B. coli
TABLE
Result of measurements in trophozoites and cysts B. coli
Trofozoity Cysty
F(;:::e Trophozoites Cysts
X+S X+S
a. jadro — nucleus
E 44+25 38+3,6
F 73+1,9 60+2,4
Nu 65+3,1 60+1,9
K 99+1,6 199+2,1*
Z 100+2,1 168 +3,1*
b. komoérki — cells
Ex 407 +21 346 +10,2*
Fk 656 +32 514+16,0*
N 169+18 1214+16,0*

Objasnienia: E — zawarto§¢ DNA, F — powierzchnia jadra, Nu — obwéd
jadra, K — zwartos¢ chromatyny jadrowej, Z — jednorodnosé struktur
jadrowych, Ex — zawartos¢ RNA, Fk — powierzchnia komérek, N — ob-
wod komorek, * — roznica istotna statystycznie

Explanations: E — DNA content, F — nucleus area, Nu — nucleus
circumference, K — compactness of nuclear chromatin, Z — homogeneity
of nuclear structure, Ex — RNA content, Fk — cells area, N — circum-
ference of cells, ®* — statistical significant difference

Zwarto$¢ chromatyny (K) jak i jednorodnosé struktur chromatyny jad-
rowej (Z) byla wyzsza w cystach; rdznice byly istotne statystycznie (ryc. 4a i 4b,
5a 1 5b, tab,; dla K u=1,72 i pa<py, dla Z u=1,68, po<p).

Dyskusja

Badania mikroskopowe trofozoitow i cyst B. coli z reakcja cytochemiczna
na obecno$¢ RNA wykazaly réznice w zawartosci ziarnistosci pyrofilnych.
Liczebnos¢ ziarnistosci pyrofilnych w makronukleusie postaci wegetatywnyc.h
byla wieksza niz w jadrze cyst; byly one rozmieszczone obwodowo. Wczes'nie:]-
sze badania SkoTarczak (1986) dotyczace trofozoitéw B. coli z hodowli nie
wykazaly tych roznic.

Makronukleus jest jadrem odpowiedzialnym za transkrypcje RNA i wzrost
komorek wegetatywnych orzgska (Rapzikowskr 1965, 1976, PREscoTT 1994),
a skupienia RNA w makronukleusie identyfikuje si¢ z jaderkami. Jaderka s2
miejscem syntezy prekursoréw rybosomow, bo zawieraja biatka prekursorowe
rybosoméw rDNA oraz RNA, transportowane do cytoplazmy na siateczke
srédplazmatyczna, gdzie nastepuje ostateczna organizacja rybosomow (KACzA-
NOWSKA i wsp. 1975, OLINs i wsp. 1988, HIGASHINAKAGAWA 1 WSP. 1992).
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Dobpp (1962) badajac Telotrochidinum henneguyi stwierdzil, ze w czasie
encystacji makronukleus tego orzeska zachowuje struktury nienaruszone, ale
wykazuje wewnetrzna reorganizacj¢ kwasow nukleinowych. W czasie encys-
tacji pojawia sic RNA w jaderkach, podczas gdy w trofozoitach nieencys-
tujacych zawieraja one tylko DNA. W procesie transformacji trofozoitu
w stadium cysty zwieksza sie ogdlna liczba jaderek, ktore wykazuja zawartos¢
DNA i RNA, z przewaga tego drugiego.

Jaderka u orzeskow sa strukturami komoérkowymi najmniej stabilnymi.
Liczba jaderek u tych pierwotniakow jest r6zna w zaleznosci od fazy zyciowe;
komorki, ale liczebno$é ich jest cecha danego gatunku. Znane sa gatunki
orzeskéw nie posiadajace jaderek (KaczaNowska i wsp. 1975).

Ksztalt, wielko$é i liczba jaderek $wiadczy o intensywno$ci metabolizmu
w komorce i o intensywnosci syntezy bialek.

U Tetrahymena pyriformis (KACZANOWSKA i wsp. 1975) stwierdzono naj-
wicksza liczbe jaderek i najintensywniejsza syntez¢ RNA na poczatku interfazy
oraz tuz przed podzialem. Rapzikowskr (1976) stosujac metody cytochemiczne
i autoradiograficzne z uzyciem znakowanej tymidyny i urydyny wykazal, ze
u Chilodonella cucullus synteza RNA zwiazana jest z funkcja makronukleusa,
przy czym najwicksze skupienia pyrofilne identyfikujace RNA pojawiaja si¢
w czesci obwodowej makronukleusa. Takie usytuowanie granul pyrofilnych,
stwierdzone tez obecnie w trofozoitach B. coli, zwiazane jest z koniecznoscia
transportu RNA do cytoplazmy w celu syntetyzowania bialek.

Analiza wynikéw pomiaréw ilosci RNA w komérkach B. coli wykazala
wyzsza zawarto$é tego kwasu w trofozoitach niz w cystach (tab., rdznica
istotna statystycznie), co mozna wiaza¢ z obnizeniem tempa metabolizmu
u form przetrwalnikowych.

Wyniki badan zawaroéci RNA w czasie encystacji u rdznych gatunkow
orzeskéw nie sa zgodne. Matsusaka (1989) wykryl, ze procesowi encystacji
Histriculus towarzyszy przemiana RNA oraz bialek. Cytodyferencjacja zwiaza-
na z przeksztalcaniem postaci wegetatywnej w przetrwalnikowa wiaze si¢
u tego orzeska z uaktywnieniem polisomow (intensyfikacja syntezy bialek) oraz
ze wzrostem transkrypcji RNA.

STEVENS i PAcHLER (1973) w badaniach in vitro Acanthamoeba castellanii
wykazali, iz najintensywniejsza synteza RNA odbywa si¢ w fazie stacjonarnej,
najnizsza natomiast w cystach, gromadzenie za§ RNA nie jest niezbgdne do
indukcji encystacji. Jednakze spadek intensywnosci syntezy RNA w cystach
prowadzi do redukcji rozmiaréw komorki. MCMILLEN 1 Wsp. (1974) stwierdzili
réwniez, ze w czasie encystacji 4. castellanii dochodzi do wzrostu koncentracji
tRNA, co sugeruje, iz wzrost syntezy RNA inicjuje proces encystacji. Jednakze
SCHUSTER i SviHLA (1968) u Naegleria gruberi stwierdzili, ze podczas encystacji
Colpoda nastepuje drastyczny spadek zawartosci jadrowego RNA; podobne
wyniki uzyskali PicoN i EpsTrRoM (1969) u Urostyla. REPAK (1968) wykazal
U Blepharisma uwalnianie RNA do cytoplazmy w czasie encystacji.
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Proces encystacji polega m.in. na zmianie ksztaltu komorki, glebokie;
przemianie metabolizmu (zmiany zapotrzebowania energetycznego), zmianach
w aktywnos$ci struktur wydalniczych itp. Kwasy nukleinowe niewatpliwie
partycypuja w procesie encystacji; oczywiste jest, ze sa niezbedne do regulacji
przemian morfogenetycznych, jednakze zawartos¢ obu kwaséw nukleinowych
u Urostyla (PicoN 1 EDpsTROM 1969) jest prawie taka sama.

Zawartos¢ DNA w jadrach trofozoitow B. coli byla nieco wyzsza niz
w jadrach cyst, jednakze roznica nie byla istotna statystycznie (tab.). Badania
morfologiczne nie wykazaly mikronukleusa, ale wiadomo, ze gdy makronuk-
leus zawiera DNA i RNA, to w mikronukleusiec obecny jest tylko kwas
dezoksyrybonukleinowy (HALDAR i CHAKRABORTY 1976), a wiec i w przed-
stawionych obecnie badaniach uzyskane wartosci z pomiarow DNA sa
wskaznikiem zawartosci DNA w obu jadrach.

Brak roznicy istotnej statystycznie pomiedzy iloscia DNA w jadrach
trofozoitow 1 cyst B. coli jest oczywisty, gdyz powielanie DNA odbywa si¢
tylko po koniugacji oraz przed podzialem komorki. Pewne roznice na korzys¢
trofozoitow w zawartosci DNA wynikaja prawdopodobnie z faktu, iz badane
trofozoity nie pochodzily z tej samej fazy wzrostu, a wigc czes¢ form troficznych
mogla by¢ po fazie S interfazy.

Silniejsza zwarto$¢ chromatyny jadrowej oraz wyzsza jednorodnos¢ struk-
tur chromatyny jadrowej w cystach niz w trofozoitach B. coli jest konsekwen-
cja wszystkich wspomnianych wyzej roznic, jakie dotycza replikacji, trans-
krypcji 1 syntezy bialek u postaci przetrwalnikowej i troficzne;.

Zmniejszenie obwodu i powierzchni cyst w pordéwnaniu z tymi wartosciami
u trofozoitdow B. coli jest wynikiem szeregu morfotycznych zmian, jakie
zachodza w czasie transformaciji trofozoitow w stadium cysty, tj. odwodnienie,
resorbcja rzesek, wykorzystywanie materialow zapasowych itp.

Zmniejszenie rozmiaréw cyst u Oxytricha notowal Hasumoto (1982).
Autor zaobserwowal w czasie encystacji wyrzucanie gestych ziarnisto$ci, m.in.
wakuoli trawiennych autofagosomalnych i heterofagosomalnych, co moze
zachodzi¢ rowniez u Balantidium coli.
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