ROCZNIK NAUKOWO-DYDAKTYCZNY WSP W KRAKOWIE
Z.154 Prace Fizjologiczne Il 1993

RYSZARD PADO*

Fotosynteza endosymbiontow Chiorella

jako czynnik adaptacyjny orzeska
Paramecium bursaria do Srodowiska

Streszczenie

Okreslono role zielonych endosymbiontow Chlorella dla odzywia-
nia sie catego ukladu symbiotycznego pierwotniak-glon. Aktywnosé
fotosyntezy Paramecium bursaria jest rdézna, zaleznie od tego, z ja-
kich warunkoéw Swiatta one pochodzg, pozostaje to w bezposrednim
zwigzku z liczbg glonéw przypadajgcych na komoérke pierwotniaka.

Orzeski Paramecium bursaria ptywajg chetnie w ciemnosci i w
stabym Swietle, ale tez i w pozywce o matej zawartosci bakterii.
W silnym S$Swietle osiadajg na dnie naczyn i bardzo dlugo pozostajg
w bezruchu.

Jezeli przyjmie sie zatozenie, ze fotoakumulacja Paramecium
bursaria zalezy od fotosyntetycznej aktywnosci symbiontéw, wowczas
fotosynteza jest w jakims$ sensie zastepowana ruchem komorki.

Wstep
Kazdy ukiad symbiotyczny moze by¢ rozpatrywany z punktu widze-
nia wzajemnego dopasowania sie obydwu partneréw tego zwiazku. Po-

wszechnie wiadomo, ze w porostach (Lichenes) stopien wzajemnych po-
» Instytut Biologii Wyzszej Szkoty Pedagogicznej w Krakowie.
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wigzan jest najdalej posuniety. Uwaza sie tez, ze zwierzeta bezkre-
gowe w potaczeniu z glonami tworzag réwniez stabilne zwigzki biolo-
giczne. W tgkich przypadkach, jak sie okazuje, bardzo istotnym
problemem jest "transfer" produktéw fotosyntezy. Jezeli fotosynteza
jest hamowana, wolwczas endosymbionty ograniczajg tempo wzrostu go-
spodarza - co moze nawet spowodowac jego Smieré. W warunkach labo-
ratoryjnych istnieje mozliwo$¢ utrzymania przy zyciu aposymbiotycz-
nego gospodarza, nie zdarza sie to jednak nigdy w naturze.

Na podstawie licznych doniesien z literatury mozna stwierdzic,
ze symbioza nie jest stanem odnoszenia petlnych korzysci przez zwie-
rze i tylko w warunkach laboratoryjnych mozna tworzy¢ optymalne wa-
runki dla ich wzrostu i rozwoju (Karakashian 1963, Siegel 1960).

Celem niniejszej pracy bylo stwierdzenie, czy fotosynteza
roslinnych endosymbiontéw Chlorella w petlni pokrywa potrzeby pokar-
mowe orzeska Paramecium bursaria, jak tez i to czy fotosynteza po-

zostaje w jakims$ zwigzku z ruchliwoscig tego organizmu.

Materiatl i metoda

A. Kultury Paramecium bursaria z bakteriami:

W badaniach uzyte zostaly orzeski Paramecium bursaria, ktdére od
wielu lat sg hodowane w Zakladzie Mikrobiologii WSP w Krakowie. Ho-
dowle prowadzone sg na pozywkach z sataty (Lactuca sativa), wartos¢
pH 6.5-6.7, wg klasycznej metody Sonneborna (1950). Zrédtem pokarmu
dla orzeskbw w tej pozywce byly bakterie Aerobacter aerogenes
szczep 535c. Na takg pozywke z bakteriami przenoszono orzeski Para-
mecium bursaria i hodowano je w temp. 25°C, przy Swietle biatym
ciggtym z lamp jarzeniowych, osiggajac wartos¢ okoto 1200 Iluksow.
Okresowo kontrolowano tempo podziatébw orzeskéw a codziennie pH po-

zywki, ktdrg wymieniano po 7 dobach.
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B. Sterylne kultury orzeskoéw Paramecium bursaria:

Dla realizacji podstawowego celu niniejszej pracy konieczne
bylo uzyskanie zaréwno sterylnej pozywki jak i orzeskébw w niej zy-
jacych. Ten pozornie prosty zabieg okazatl sie jednak dos$¢ trudny
w realizacji, dopiero po licznych prébach uzyskano pozadany stan
aseptyki.

Stosowana czesto w podobnych eksperymentach metoda wirowania
orzeskow w 1 Tris-HCI; CaCl™-0.25; MgCI2-0.5; KC1-2.0 przy pH
7.2 z dodatkiem antybiotykéw (ampicylina, penicylina, chlorampheni-
col) w dawkach letalnych dla bakterii, obserwowano réwniez negatyw-
ny wplyw tych antybiotykéw na same orzeski. Tak wiec metoda ta nie
mogta by¢ w tych eksperymentach stosowana. Z koniecznosci wiec za-
stosowano ucigzliwg niestety metode Wichtermana (1953), sa to ko-
lejne pasaze-kgpiele orzeskow w sterylnej pozywce, ale bez antybio-
tyku. Kontrola sterylnosci prowadzona byta na ptytkach Petriego
z pozywka Loefera zestalong 27. agarem oraz na podfozach bakteriolo-

gicznych "bulion wzbogacony".

C. Pomiary przemiany gazowej w kompleksie orzesek-glon:

Fotosynteze orzeskobw Paramecium bursaria okreslano mikrorespi-
rometrem Zurzyckiego (1955) i Starzeckiego (1961), stosujac bufor
weglanowy nr 10, po 40 pl dla kazdej komory. Do pomiaréw przemiany
gazowej odliczano kazdorazowo po 100 komoérek Paramecium bursaria
przenoszonych mikropipeta do "kropli wiszacej" - metodyka opisana
przez Pado (1967). Lampa projekcyjna "NARWA 250 W' zasilana byla
z autotransformatora w ukladzie ze stabilizatorem zanizonym
napieciem 200 V. Stosowana w ukladzie optycznym odpowiedniej kombi-
nacji neutralnych filtrow siatkowych daje mozliwos¢ uzyskania
Swiatta w zakresie 0-12 000 Ilukséw, przy statej "temperaturze bar-
wy” zaréwki. Pomiary gazometryczne przeprowadzano przy statej temp.

25°C. Intensywnos¢ fotosyntezy i oddychania wyrazano w pl tlenu

163



(0™) wydzielanego lub pobranego przez 1 komérke Paramecium bursaria
na 10 minut w ciagu 40-minutowego okresu pomiaréw. Przedstawione

wyniki sg srednig z 3 powtdrzen.

Wyniki
Na podstawie uzyskanych rezultatow (rye. 1), mozna stwierdzic,
ze w poczatkowym okresie - do 72 godzin, intensywnos¢ fotosyntezy
zarbwno w kulturach sterylnych (rye. 1-1A), jak tez w kulturach z
bakteriami (rye. 1-1B) jest podobna. Pionowa strzatka na rye. 1
wskazuje granice czasowg = 72 godziny, kiedy to dokonana zostata
zmiana w natezeniu Swiatta ze 150 lukséw do 2 500 lukséw. Ten pro-
sty zabieg spowodowat, ze orzeski od tego momentu znalazty sie
w znacznie silniejszym Swietle, co jak wiadomo wyzwala odpowiednig
reakcje aparatu fotosyntetycznego endosymbiotycznych glonéw. Z ana-
lizy wykresu na rye. 1-1A wida¢, ze z chwilg zwiekszenia natezenia
Swiatla w aseptycznych seriach orzeskéw wyraznie rosnie fotosynte-
tyczna sprawno$¢ endosymbiotycznych glonéw, podczas gdy w analo-
gicznych warunkach glony zawarte w orzeskach hodowanych na pozyw-
kach z dodatkiem bakterii - fotosyntetyzujg prawie z takg samg in-
tensywnoscia, jak to robity w poczatkowym okresie eksperymentu,
kiedy eksponowane byty stabym natezeniem Swiatita (100-150 lukséw).
Interesujgco réwniez przedstawia sie intensywnos$¢ fotosynte-
tyczna endosymbiontéw po 5 lub 6 dobach przeliczona na jednego
orzeska Paramecium bursaria i ksztaltuje sie ona nastepujaco. W se-
riach sterylnych (rye. 1-1A) warto$¢ ta jest znacznie wyzsza i wy-
nosi 110 pl 02> w przeliczeniu na jednego orzeska w ciggu 10 minut,
podczas gdy orzeski w pozywce z bakteriami (rye. 1-B) fotosyntety-
Zujg z intensywnoscig okoto 75 uyl 02 na jednego orzeska w ciggu 10

minut i to analogicznie dla obydwu serii.
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Dane te wskazujg, ze sprawnos$¢ fotosyntetyczna endosymbiontow w
kulturach sceptycznych jest znacznie wyzsza od rejestrowanej dla
orzeskéw na poditozach z bakteriami. Omawiany powyzej efekt wzrostu
sprawnosci fotosyntetycznej endosymbiontéw Chlorella w kulturach
aseptycznych jest tym lepiej widoczny, jezeli rozpatrzymy fotosyn-
teze tych glonéw na tle kinetyki podziatbw komorki pierwotniaka i
wigzacej sie z nig zawartosci endosymbiontow w tsdciej komorce.

Na ryc. 2 przedstawiono graficznie kinetyke proceséw podziato-
wych orzeska Paramecium bursaria, jak tez liczby endosymbiontow
Chlorella w okresie 7 dni hodowli. Na ryc. 2-1A wida¢ znaczny spa-
dek liczby endosymbiontéw przypadajacych na jedng komorke orzeska w
kulturze aseptycznej.

Na podstawie rezultatow niniejszej pracy, podjeto prdébe oszaco-
wania produkcji fotosyntetycznej, mierzonej iloscig wydzielonego
tlenu (02) przez jedng komérke endosymbiotycznej Chlorella. Okazuje
sie, ze w pierwszej fazie eksperymentu wartosci te sg poréwnywalne
zarowno dla serii aseptycznych, jak tez z bakteriami i wynosza
okoto 0.12 pl 02 w przeliczeniu na jedna komodrke Chlorella na 10
minut, podczas gdy w kulturach 7-dniowych sterylnych jedna komdrka
endosymbiotycznej Chlorella produkuje okoto 0.16 pl tlenu (O?), na-
tomiast 7-dniowe kultury orzeskéw w hodowlach niesterylnych w ana-
logicznych warunkach produkujg 0.07 pl 0”, w przeliczeniu na jedng
komorke endosymbiotycznej Chlorella na 10 minut. Jest to jak widaé
produkcja fotosyntetyczna relatywnie mniejsza niz u orzeskéw na
poditozach z bakteriami, a jej bezwzgledne wartosci nalezy w tym
przypadku wigza¢ z wiekszg stabilnoscig liczby endosymbiontéw Chlo-
rella wystepujagcych w komoérkach hodowanych na podtozach niesteryl-
nych.

Wyniki uzyskane w tych eksperymentach (ale tez i wczesniejsze,

Pado 1965) dajg podstawe do stwierdzenia, ze nie tylko tempo po-



Rye, 1 Intensywnos$¢ fotosyntezy (+02) i oddychania (-Or) = X ¢ 10 Jpl
Q/1 P. bursaria/lO min.

(1A) orzeski z kultury aseptycznej; (IB) orzeski w kulturach z bakteriami.
Strzatka pionowa oddziela hodowla w stabym i silnym Swietle po 72 godz. (3 doby).



Rye. 2. Zawarto$¢ glonéw Chlorella w jednej komoérce Paramecium bursaria
w 7-dniowej hodowli.
Strzatka pionowa oddziela hodowle po zmianie intensywnosci Swiatta ze
100-150 luksow na 2500 luksow po 72 godzinach (3 doby).
(1A) pozywka aseptyczna; (IB) pozywka z bakteriami.



dziatbw komorki wigze sie z fotosyntezg, wpltywa ona rowniez na mo-
bilnos¢ catego kompleksu symbiotycznego, jakim jest pierwotniak
Paramecium bursaria. Ruch symbiotycznych orzeskow Paramecium bursa-
ria jest do$¢ skomplikowany i w tej pracy analiza tego ruchu nie
jest gtdbwnym celem. Dlatego tez zasygnalizowane zostang jedynie dwa
elementy tego ruchu, Scisle wigzace sie z pobieraniem pokarmu przez
orzeski oraz fotosyntezg endosymbiontéw, ktora wpltywa zasadniczo na
bilans pokarmowy catego kompleksu symbiotycznego orzesek-glon.

Okazuje sie, ze orzeski aktywnie plywajga w ciemnosci (0 luk-
soéw). Wprawdzie szybkos¢ ptywania w tych warunkach wynosi tylko
150-175 pm/sek., to jednak sga one praktycznie w bezustannym ruchu.
Ruch komorki w tym kontekscie nalezy uzna¢ za wazny element w zdo-
bywaniu pokarmu przez orzeski. W ciemnosci tym pokarmem dla orzeska
sg bakterie rozproszone w pozywce.

Dynamika ruchu zmienia sie natomiast pod wplywem S$Swiatta i to
zarowno w wyniku zmiany diugosci fali, jak i natezenia dzialajgcego
Swiatta. W nizszych natezeniach $wiatta biatego, np. 200 lukséw
orzeski ptywajg ze srednig predkoscig 145 pm/sek.; przy 2000 lukséw
odpowiednio 205 pm/sek.; a przy 10 000 lukséw 410 pm/sek. Jest to
typowy efekt przyspieszania ruchu fototaktycznie wrazliwych orga-

nizmow jako rezultat wzrostu natezenia Swiatta.

Dyskusja

Orzesek Paramecium bursaria jest jedynym gatunkiem z rodzaju
Paramecium, ktory zyje w symbiozie z glonami Chlorella (Pado 1965,
Brown i Nielsen 1974). Wrazliwos¢ na swiatlo u tych organizmoéw jest
bardzo zréznicowana, obserwuje sie tu reakcje o odmiennych mecha-
nizmach. Jednag z takich reakcji, obserwowang tez w niniejszych eks-
perymentach jest tzw. ‘“reakcja unikowa" ("avoiding reaction"),

ktéora daje orzeskom mozliwo$¢ pewnej orientacji w Srodowisku. W wy-
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niku tego wyszukujg one miejsca osSwietlone a jednoczesnie unikaja
stref ocienionych, konsekwencjg jest u tych organizméw "pozytywna
fotoakumulacja" rowniez bardzo istotny element w zwigzku z fotosyn-
tezg zielonych endosymbiontéw (Saji i Oosawa 1974). Zaleznos$¢ mie-
dzy fotosyntezag a fototaksjg u tych orzeskéw stwierdzili: Niess,
Reisser i Weissner (1981), ktérzy zauwazajg, ze inhibior fotosynte-
zy 3-(3,4-dichlorophenyl) - 1,1-dimethylurea (DCMU) znosi réwniez
fototaksje. Podobnie tez, orzeski Paramecium bursaria pozbawione
Chlorelli (aposymbityczne) nie wykazujg reakcji fototaktycznych
(Iwatsuki i Naitoh 1981, Cronkite i Van Den Brink 1981).

Na uwage jednak zastuguja rezultaty, z ktérych wynika, ze odzy-
wianie sie pokarmem bakteryjnym, jest dla orzeska P. bursaria bar-
dziej atrakcyjne niz fotosynteza. Nawet w warunkach optymalnego
Swiatta koniecznego dla przebiegu fotosyntezy, organizmy te, jezeli
tylko znajduja w pozywce obfito$¢ bakterii, "pelzaja" po dnie i
scianach naczyn hodowlanych, co utatwia im "zbieranie" bakterii tam
zalegajgcych.

Fotosynteza endosymbiontéw natomiast staje sie z calg pewnoscig
istotng formg zdobywania pokarmu przez ten organizm, w obliczu nie-
dostatku lub zupeinego braku bakterii w Srodowisku. Fotosynteza
jest jednak tym mechanizmem, ktory wspomaga odzywianie sie calego
kompleksu symbiotycznego Paramecium bursaria (Pado 1967). Pozwala
to orzeskom przezy¢ trudne dla nich okresy zyciowe. W zwigzku z tym
nalezy traktowac¢ fotosynteze jako bardzo istotny czynnik adaptacyj-
ny do zmieniajagcych sie warunkéw srodowiskowych. Paramecium bursa-
ria dysponujacy "posrednio” aparatem fotosyntetycznym ma znacznie
wieksze mozliwosci troficzne niz osobniki aposymbiotyczne czy tez
takie jak Paramecium caudatum, czy Paramecium aurelia - z natury

rzeczy orzeski bezglonowe.
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Rezultaty niniejszej pracy sa w pelni zgodne z doniesieniami
Niess, Reisser i Weissner (1981); stwierdzajg oni, ze fotoakumula-
cja Paramecium bursaria zalezy od fotosyntetycznej aktywnos$ci endo-
symbiotycznych glonéw. Wplyw Swiatta na fotoakumulacje orzeskow w
plamie Swietlnej oraz potaczenie tego faktu z fotosyntezg pozwala
widzie¢ ten proces jako taki, w ktdrym ruch zostaje w pewnym sensie
zastgpiony produkcjg fotosyntetyczng endosymbiontéw.

Matsuoka i Nakaoka (1988) stwierdzili, ze te komérki Paramecium
bursaria, ktére zbierajg sie w plamie Swietlnej - zmniejszajg szyb-
kos¢ ptywania, a w koncu stajg sie zupeinie nieruchome. Doniesienia
te w pelni pokrywajg sie z rezultatami tu przedstawionymi, jak i
wczesniejszymi (Pado 1975), nieruchome "zielone" orzeski do ziudze-
nia podobne sg w takim ukiadzie do "zielonej rosliny".

Pierwotniaki (Protozoa) chetnie nawigzujg symbioze z réznymi
glonami (Taylor 1983). Scisto$¢ zwiazku symbiotycznego moze byé
bardzo zréznicowana. W przypadku P. bursaria, orzesek-gospodarz
jest tylko czeSciowo uzalezniony od swoich endosymbiontéw. Glony
Chlorella stanowig pewien rodzaj "rezerwy" w tancuchu troficznym
catego kompleksu symbiotycznego, ktéra to rezerwa moze by¢ urucha-
miana w miare aktualnych potrzeb pierwotniaka (Pado 1967). Réwniez
Cavalier-Smith (1983) dostrzega u licznych gatunkéw Protozoa czes-
ciowe, a innym razem niemal totalne uzaleznienie pokarmowe od foto-
syntezy ro$linnych endosymbiontéw. W skrajnych przypadkach symbion-
ty roslinne ("najczesciej niewielkie glony z rodzaju Chroococcales)
sg tak dalece wilaczone w wewnetrzng "ekonomie" komoérki gospodarza,
ze stajg sie autentycznymi organellami komérkowymi. Dodatni efekt
Swiatta w procesie rozmnazania symbiotycznych orzeskow zostat
przedstawiony dla Paramecium bursaria przez badaczy amerykanskich

(Lee, Lee i Weiss 1985), ktorzy stwierdzili, ze orzeski hodowane
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przez 7 dni w jasnym S$wietle bylty 10x bardziej liczne niz te, ktore

inkubowano w stabym sSwietle.
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Ryszard Pado

PHOTOSYNTHESIS OF ENDOSYMBIONTS CHLORELLA
AS E FACTOR OF ADAPTATION OF
THE INFUSORIAN PARAMECIUM BURSARIA TO THE HABITAT

Summary

The role of green endosymbionts Chlorella in the nourhment of
the whole symbiotic complex protozoan - alga has been determined.
Photosynthetic activity of Paramecium bursaria varies depending on
the light conditions the protozoa are in this being in direct re-
lation to the number of algae per one protozoan ceil.

The infusorian Paramecium bursaria swims willingly in - dark-
ness and in week light but it also does so in a medium of low con-
tent of bacteria. In strong light it settles on the bottom of the
vessel and remains there motionless for a very long time.

If we assume that the photoaccumulation of Paramecium bursaria
depends on the photosynthetic activity of the symbionts, then
photosynthesis is in a way compensated for by the motion of the

cell.
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Poiwappg [lMapo

®OTOCUNHTE3 3HAOCUMMBMOHTOB CHLORELLA KAK ®AKTOP,
AJAMNTUPYIOWMA MHOY30PUIO PARAMECIUM BURSARIA K CPEAE

Pe3twme

B xone akcnepumeHTa 6blna onpegesieHa posib 3e/1EHbIX 3HAOCUMOUMOH
ToB Chlorella B nutaHnn Bcew cucteMmbl cMMmbrosa: npoctenine - BOAO-
pocnn. AKTUBHOCTb (oTocmHTe3sa Paramecium bursaria pasnnyHa, B
3aBUCMMOCTU OT TOr0o, M3 KakKuxX YCNOBUIA cBeTa OHW MPOUCXOAAT, 4TO
HernocpeacTBEHHO CBA3AHO C YMC/IOM BOAOPOCAEN, NPUXOAALLNX Ha O4HY
K/eTKy MnpocTenmnx.

MHDy30pmn Paramecium bursaria oxoTHO nnaBalT B TEMHOTE U MpKU
cnabom ocBeLLeHUN, HO TakXKe B NUTaTesIbHOW cpefie ¢ He3HaUUTebHbIM
cogep>kaHnem b6akTepuii. MNpu cMILHOM OCBeLLeHUN OcefaroT OHU Ha AHe
nocyabl M O4YeHb [OJ/ITO OHW OCTAlTCA B HEMOABMXXHOM COCTOSHUW.

Ecnn npegnonoXunTb, 4TOo (hoToakKymMynaumsa Paramecium bursaria
3aBUCUT OT POTOCUHTETUYECKON aKTUBHOCTU CUMOBUOHTOB, Torga OTOCUH

Té3 B KaKOM-TO CMbIC/ie 3aMeHAET ABVXKXEHWNE KIETKN.
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