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The Metabolic Interactions between 
Paramech~m bursaria Ehrbg. and Chlorella spec. 
in the Paramecium bursaria-Symbiosis 

I. The Nitrogen and the Carbon Metabolism 

Abstract. Symbiotic Chlorellae have been isolated 
from Paramecium bursaria Ehrbg. and cultivated un- 
der conditions of nitrogen deficiency. Reinfection of 
Chlorella-free Paramecium bursaria with these nitro- 
gen-deficient algae resulted in a complete regeneration 
and multiplication of the algae within the host cells. 
The endosymbiotic algal cells of the Paramecium bur- 
saria-symbiosis can be supplied by their host with 
nitrogen. 

The inhibition of photosynthesis by 3-(3,4-Di- 
chlorophenyl)-l,l-dimethylurea (DCMU) leads in 
green Paramecium bursaria to a breakdown of the 
symbiotic steady state-system resulting in a toss of 
algal cells. Obviously the endosymbiotic algae cannot 
be fed heterotrophically by their host to such an extent 
that a stable symbiosis is maintained. 

The application of 3-(3,4-Dichlorophenyl)-l,l-di- 
methylurea (DCMU) can be used as a new method 
for culturing Chlorella-free Paramecium bursaria. 

Key words ." Chlorella - Paramecium bursaria - Sym- 
biosis - Metabolic interactions. 

Zusammenfassung. Infektionsexperimente algenfreier 
Paramecium bursaria mit aus diesen isolierten und 
unter Stickstoffmangel-Bedingungen vorkultivierten 
Algen deuten darauf hin, dab die Versorgung der endo- 
symbiontischen Algen mit stickstoffhaltigen Verbin- 
dungen durch ihren Wirt in einem zu gutem WactIs- 
turn und Vermehrung der Alge ausreichendem MaBe 
m6glich ist. Die Bedeutung dieser stoffwechselphysio- 
logischen Beziehung ffir die Symbiosepartner wird 
diskutiert. 

Die Vergiftung der Photosynthese der endosym- 
biontischen Chtoretla durch 3-(3,4-Dichtorphenyl)- 

1,l-dimethylharnstoff (DCMU) ffihrt in griinen Para- 
mecium bursaria dutch Beeinflussung des Kohlenstoff- 
Stoffwechsels zu einer Entkoppelung des symbion- 
tischen steady state-Systems und damit zur Aufl6sung 
der Symbiose. Eine ausreichende heterotrophe Er- 
nfihrung der Alge durch das Paramecium ist in der 
Symbiose offenbar nicht m6glich. 

Die Anwendung yon 3-(3,4-Dichlorphenyl)-l,1- 
dimethylharnstoff (DCMU) kann als neue Methode 
zur Ziichtung algenfreier Paramecium bursaria dienen. 

Paramecium bursaria Ehrbg. tritt in der Natur im 
allgemeinen in einer als Endosymbiose umschriebenen 
Einheit mit Chlorella spec. auf: sog. griines Parame- 
cium. Physiologische Untersuchungen dieser Symbiose 
hatten bislang haupts/ichlich das Verhalten grfiner 
Paramecien unter verschiedenen Kulturbedingungen 
und Versuche zur Infektion algenfreier (sog. farb- 
loser) Organismen durch aus diesen isolierte oder 
andere Algen zum Inhalt (u.a. Bomford, 1965; Hir- 
shon, 1969; Karakashian, 1963; Karakashian u. Ka- 
rakashian, 1965; Loefer, 1936; Pado, 1965, 1967; 
Siegel, 1960; Weis, 1967, 1969, 1974). Hinsichtlich der 
chemischen Natur der zwischen den Symbiosepartnern 
m6glicherweise ausgetauschten Substanzen iiegen nur 
wenige gesicherte Ergebnisse vor. So land z.B. Parker 
(1926) Hinweise auf einen CO2-Austausch zwischen 
Paramecium und Alge (vgl. Pringsheim, 1928), und 
Brown u. Nielsen (1974)wiesen die Abgabe von 
Kohlenhydraten (Maltose, Glucose, Fructose) sowie 
von Malat dutch die Alge in der Symbiose nach. 

Eine der Ursachen fiir die mangelhafte Kenntnis 
der spezifischen ernfihrungsphysiologischen Beziehun- 
gen in der Paramecium bursaria-Symbiose war die 
Schwierigkeit der axenischen Massenkultur der sym- 
biontischen Chlorella in einem definierten Nfihrme- 
dium, die somit stoffwechselphysiologischen Unter- 
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suchungen auBerhalb des Symbioseverbandes weit- 
gehend entzogen war. Mit der Entwicklung eines deft- 
nierten Kulturmediums ffir eine aus Paramecium bursa- 
ria isolierte symbiontische Chlorella (Reisser, 1975) ist 
deren Massenkultur jetzt aber durchffihrbar. Dadurch 
ergeben sich neue M6glichkeiten, den individuellen 
Stoffwechsel der Symbiosepartner, ihre stoffwechsel- 
physiologischen Beziehungen in der Symbiose sowie 
die Riickwirkungen dieser Beziehungen auf den 
eigenen Stoffwechsel der beiden Partner eingehender zu 
untersuchen. Die vorliegende Arbeit berichtet fiber 
erste Ergebnisse zum Problem des Stickstoff-und des 
Kohlenstoff-Austausches zwischen Paramecium bur- 
saria und Chlorella spec. in der Symbiose. 

MATERIAL UND M E T H O D E N  

Untersuchungsmaterial waren grtine Paramecium bursaria aus einem 
Teich im G6ttinger Botanischen Garten, die entsprechend der von 
Sonneborn (1950; Siegel, 1960) angegebenen Methode kultiviert 
wurden. Algenfreie Paramecium bursaria wurden durch Kultur im 
Dauerdunkel und t/igliches Oberimpfen in frisches N~ihrmedium 
erhalten. Die symbiontische Chlorella wurde aus dem o. a. Material 
isoliert und in dem von Reisser (1975) angegebenen N/ihrmedium 
in axenischer Massenkultur angezogen. Stickstoffmangel-Algen 
wurden im selben Medium, in dem Kaliumnitrat durch eine ~iqui- 
molare Menge an Kaliumchlorid ersetzt worden war, kultiviert. 
Die Infektionsversuche algenfreier Paramecium bursaria mit diesen 
Algen fanden in dem von Karakashian (1963) verwendeten Medium 
statt, dem an Stelle der Stickstoffquelle 5.quimolar Calciumchlorid 
zugesetzt wurde. Die Behandlung grfiner Paramecium bursaria mit 
3-(3,4-Dichlorphenyl)-l,l-dimethylharnstoff (DCMU, 10 -~ m) 
wurde in dem bei Sonneborn (1950) angegebenen Medium vor- 
genommen. 

ERGEBNISSE 

Bislang fehlt ein direkter Nachweis ffir den Austausch 
stickstoffhaltiger Verbindungen zwischen Paramecium 
bursaria und seiner endosymbiontischen Chlorella. 
Daher wurden aus grtinen Paramecien isolierte sym- 
biontische Chlorellen in einer Massenkultur unter 
Stickstoffmangel-Bedingungen angezogen und die in- 
folgedessen fast farblosen und zum Wachstumsstill- 
stand gekommenen Algen (Stickstoffmangel-Chlorose) 
anschliegend algenfreien Paramecium bursaria in einem 
Stickstoffmangel-Medium zur Aufnahme in den Sym- 
bioseverband angeboten. Sic wurden von den Para- 
mecien aufgenommen und vermehrten sich in diesen. 
Etwa 10 Tage nach der Infektion konnten vollstfindig 
grfine Paramecien beobachtet werden. Stickstoff- 
mangel-Algen, die keine symbiontische Verbindung 
eingegangen waren, starben hingegen nach kurzer Zeit 
ab. In Kontrollversuchen konnten die ffir die Infektion 
benutzten Algen bei Ku l tu r  ohne Paramecien nur 
nach Zusatz yon Nitrat zum Ergrfinen gebracht 

werden, wobei der RegenerationsprozeB rascher als 
im Symbioseverband ablief. Damit ist nachgewiesen, 
dab die symbiontische Chlorella in einem stickstoff- 
freien Medium im Symbiosekomplex die Chlorophyll- 
synthese sowie Wachstum und Vermehrung wieder 
aufnimmt. Offensichtlich kann somit die Alge durch 
das Paramecium mit stickstoffhaltigen Verbindungen 
versorgt werden. 

Bisherige Arbeiten fiber die Paramecium bursaria- 
Symbiose, insbesondere Versuche zur Zfichtung algen- 
freier Organismen (Pringsheim, 1928; Siegel, 1960) 
sowie Untersuchungen zur Wachstumsleistung grfiner 
Paramecien (Karakashian, 1963; Pado, 1965, 1967; 
Pringsheim, 1928; Weis, 1967, 1969, 1974), lassen ver- 
tauten, dab - mit Bezug auf den Kohlenstoff-Stoff- 
wechsel - die Photosyntheseaktivit/it der Alge ffir die 
Stabilit/it und Effektivit/it des symbiontischen Kom- 
plexes yon groger Bedeutung ist. Es ergibt sich daher 
die Frage nach dem Verhalten des Symbioseverbandes 
bei gest6rter Photosynthese und - damit zusammen- 
hfingend - als weiteres Problem, ob die Kohlenstoff- 
versorgung der Alge in der Symbiose - /ihnlich wie 
es mit der Stickstoffversorgung geschieht - durch das 
Paramecium, dem im bakterienhaltigen Milieu aus- 
reichend Nahrungsquellen zum eigenen Wachstum 
zur Verffigung stehen, auf heterotrophem Wege iiber- 
nommen werden kann. Deshalb wurde die Photo- 
syntheseaktivitfit der symbiontischen Algen in den 
Paramecien durch 3 -(3,4-Dichlorphenyl)- 1,1-dimethyl- 
harnstoff (DCMU) (Trebst, 1974) gehemmt und da- 
nach das Verhalten des Symbioseverbandes bei Weiter- 
kultur im Licht beobachtet. 

In vergleichenden Inkubationsversuchen mit aus 
Paramecium bursaria isolierten Chlorellen und radio- 
aktiv markiertem CO2 wurde ferner der EinfluB der 
Vergiftung auf die Menge der von den Algen ab- 
gegebenen Substanzen - haupts/ichlich Maltose - 
geprfift. Es Zeigte sich, dal3 deren Abgabe um mehr 
als 95 ~o gehemmt wurde. 

In der Symbiose kam es durch den EinfluB von 
3-(3,4-Dichlorphenyl)-l , l-dimethylharnstoff(DCMU) 
zu einer Verminderung der Zahl der symbiontischen 
Chlorellen pro Wirtsorganismus, wobei die Para- 
mecien, die alle 2 Tage in frisches N~ihrmedium fiber- 
tragen wurden, nach etwa 3 - 4 Wochen v611ig algenfrei 
waren. Parallel zum Verlust der Algen traten in den 
Paramecien vermehrt die sog. Schewiakoffschen Kri- 
stalle (Pringsheim, 1928) auf. Das Wachstum algen- 
freier Paramecium bursaria wurde durch den Hemm- 
stoff nicht negativ beeinfluBt. Durch die Behandlung 
mit 3 - (3,4- Dichlorphenyl) - 1,1 - dimethylharnstoff 
(DCMU) stirbt zumindest ein Teil der symbiontischen 
Algen nicht ab: Bei Uberffihrung der fast farblosen 
Paramecien in ein hemmstofffreies Nfihrmedium lassen 
sich nach kurzer Zeit wieder voll ergrfinte Organismen 
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beobachten. Ebenso findet eine Erholung der iso- 
lierten symbiontischen Algen nach Einwirkung von 
3-(3,4-Dichlorphenyl)-l,l-dimethylharnstoff(DCMU) 
in hemmstofffreier Massenkultur statt. Diese Beob- 
achtungen lassen den Schlul3 zu, dab die symbiontische 
Alge auch im Symbiosekomplex auf die photosynthe- 
tische Kohlenstoffversorgung angewiesen ist und ihre 
Versorgung mit Kohlenstoffverbindungen bei einem 
Ausfall der Photosynthese somit nicht durch das 
Paramecium in ausreichendem Mage fibernommen 
werden kann. 

DISKUSSION 

Ungeachtet des Nachweises, dab in der Paramecium 
bursaria-Symbiose die Stickstoffversorgung der sym- 
biontischen Chlorella durch das Paramecium erfolgen 
kann, bleibt die Frage nach der chemischen Natur 
dieser an die Alge abgegebenen stickstoffhaltigen Sub- 
stanzen often und die Bedeutung dieser Art der Stick- 
stoffern/ihrung fiir den symbiontischen Komplex in 
einem die Eigenversorgung der Alge erm6glichenden 
nitrathaltigem N/ihrmedium ungekl/irt. Nach Cook 
(1970) nehmen die symbiontisctien Algen in grfinen 
Hydren von ihrem Wirt abgegebene Aminos/iuren auf. 
Eigene Untersuchungen an den aus Paramecium bur- 
saria isolierten Algen wiesen neben Nitrat auch Am- 
monsalze und Glutamins/iure als verwertbare Stick- 
stoffquellen nach. Muscatine et al. (1974) diskutieren 
ffir Convoluta roscoffensis die Nutzung von Stickstoff- 
abfallprodukten durch die endosymbiontischen Algen, 
welche auf diese Weise zur Entgiftung des intra- 
cellul/iren Milieus beitragen und damit Einflug auf die 
Wachstumsleistung ihres Wirtes ausfiben k6nnten. 
Hinsichtlich der Verh/iltnisse bei Paramecium bursaria 
ist es denkbar, dab die Aufnahme organischer Stick- 
stoffverbindungen durch die Algen ffir diese deshalb 
von Vorteil ist, weil sie so ihre in der Symbiose durch 
Abgabe von Kohlenhydraten (Brown u. Nielsen, 1974) 
unausgeglichene Energiebilanz durch die Verwertung 
stickstoffhaltiger organischer Substanzen zumindest 
teilweise verbessern k6nnten. M6glicherweise treffen 
derartige fJberlegungen zum Energiehaushalt auch 
auf andere Symbiosen zu. 

Als Ursache der Entkoppelung des symbiontischen 
steady state-Systems und damit der Aufl6sung der 
Symbiose durch das Photosynthesegift 3-(3,4-Dichlor- 
phenyl)-l,l-dimethylharnstoff (DCMU) bieten sich 
mehrere M6glichkeiten an. Einmal wird das Wachs- 
tum der symbiontischen Algen als Folge der unter- 
bundenen Photosynthese stark gehemmt. Dadurch 
k6nnte es zu einer statistischen Verminderung der 
Algenzahl in den sich teilenden Paramecien kommen, 
da eine ausreichende heterotrophe Ernfihrung der 

Alge durch ihren Wirt den vorliegenden Befunden 
zufolge nicht stattfindet und die Teilungsfrequenz der 
Algenpopulation dann nicht mit derjenigen der Para- 
mecien Schritt halten kann. Diese fJberlegung wird 
dutch den Befund (Reisser, 1975) gestfitzt, dab eine 
aus Paramecium bursaria isolierte Chlorella in einem 
definierten CO2-freien Medium im Dauerdunkel mit 
verschiedenen Kohlenhydraten als Kohlenstoffquellen 
(Glucose, Galaktose, Lactose, Maltose) nicht wachsen 
kann. 

Als weitere M6glichkeit ist in Betracht zu ziehen, 
dab als Folge der Einwirkung von 3-(3,4-Dichlor- 
phenyl)-l,l-dimethylharnstoff (DCMU) die Menge 
der von den Algen an das Paramecium abgegebenen 
Kohlenstoffverbindungen sinkt, deren qualitative und 
quantitative Zusammensetzung als Art Erkennungs- 
muster ffir den Wirt dienen k6nnte. Eine Beein- 
tr/ichtigung oder ein v611iger Ausfall dieses Erken- 
nungssystems k6nnte Ursache ffir die Aufl6sung der 
Symbiose werden. Die Entfernung der Alge aus dem 
Symbioseverband w/ire daher sowohl als aktiver als 
auch als passiver Mechanismus vorstellbar. Die K1/i- 
rung dieser Frage bleibt weiteren Arbeiten vorbehalten. 
Uber sie wird - ebenso wie fiber die stoffwechsel- 
physiologische Umstimmung des Parameciums bei 
Verlust des Symbiosepartners, ffir die das Auftreten 
der sog. Schewiakoffschen Kristalle bei algenfreier 
Kultur (Wichterman, 1941) ein Hinweis ist - an 
anderer Stelle berichtet werden. 

Als Nebenergebnis dieser Arbeit zeigt sich, dab 
die Anwendung von 3-(3,4-Dichlorphenyl)-l,l-di- 
methylharnstoff(DCMU) neben der Kultur im Dauer- 
dunkel (Pringsheim, 1928) und der Einwirkung von 
R6ntgenstrahlen (Wichterman, 1943) als eine weitere 
Methode zur Zfichtung algenfreier Paramecium bur- 
saria dienen kann. 

Diese Arbeit wurde aus Sonderforschungsmitteln des Landes 
Niedersachsen unterstfitzt. Herrn Akad.-Dir. Dr. W. Koch (Saturn- 
lung von Algenkulturen, Pflanzenphysiologisches Institut G6t- 
tingen) danke ich ffir zahlreiche Anregungen und Diskussionen. 
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