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Drobne pelzaki w plazmie Amoeba proteus Pall.

The small amoebas in the plasm of Amoeba proteus Pall.

W nalocie bakteryinym jednego z akwariéw Zaktadu Zoologii Ogél-
nej U. M. C. S. stwierdzilam w lutym 1948 r. obecno$¢ duzej ilo§ci Amoeba
proteus (Pall), ktérych wielko§¢ wahala sie od 200—350 (.. Ameby
posiadaly typowy wyglad: grube, placiaste nibyn6iki, plazme zréznico-
wang na ekto i endoplazme, liczne wodniczki odzywcze i ciatka krysta-
liczne, jadro wielkosci 2030 1L prawie soczewkowate, wykazujace na
utrwalonych preparatach skupienia chromatynowe na obwodzie i w cen-
trum (rys. 1).

W $rodowisku tym, opr6cz wspomnianego gatunku, obecnosci innych
ameb nie stwierdzitam. W prébce wzietej z nalotu, roilo sie od olbrzymiej
ilosci r6znych gatunké6w wymoczkéw, wiciowcédw, nicieni i glonéw. Kwa-
sowo$¢ Srodowiska wynosila 6,8.

Kilkadziesiat osobnikéw Amoeba proteus oczyszczonych od innych
pierwotniakOw, umieszczono w szalkach Petri’ego. Za pokarm stuzyly im
Colpidia wziete z nalotu, w ktérym zyly. W czasie prowadzenia obser-
wacyj, pH Srodowiska ulegalo malym wahaniom od 6,6—6,8, natomiast
do$¢ duza byla réznica w temperaturze, gdyz naczynia byly umieszczone
w dosiegu storica. Temperatura pokojowa wahata sie od 16°—22° C.

W ciagu tygodnia od dnia pierwszej obserwacji (25.11.1948 r.) nie
zaszly 7adne zmiany. Ameby byly ruchliwe i mnozyly si¢ normalnie we
wszystkich 6-ciu naczyniach. Po tygodniu od momentu zalozenia ho-
dowli, amebv przestaly sie¢ mnozyé, plazma ich ciemniala, stawaly sie
malo ruchliwe, mimo, ze stosowalam rézne $rodki celem utrzymania zy-
wotnosci kultury (zmiana $rodowiska, dodawanie wody wodociagowe;,
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zmiana pozywienia). We wszystkich naczyniach prawie réwnocze$nie
(r6znica 2—3 dni) zachodzily nastepujace zjawiska:

Ameby ciemnialy, ruchy ich stawaly sie coraz wolnieijsze, osadzaly
sie na dnie, wreszcie cialo ich przybieralo ksztalt kuli, poczatkowo ciem-
nei (T. VI, 1), potem coraz bardziej jasniejacej od obwodu (T. VI, 2).
Skulona ameba, majgca teraz w $rednicy 120—150 ., nie posiadata
zadnej grubszej blony. Od czasu do czasu dawalo sie zaobserwowac gwal-
towne okrecanie sie kuli, a ziarnisto$ci wewnatrz zaczely sie przesuwaéd

Rys. 1. .Amoeba proteus (Pall) i jadro w stanie wegetatywnyni.
Amoeba proteus (Pall) and its nucleus in vegetative stage.
Utrwalone w sublimacie z alkoh. abs. zakwaszonym, barwione metoda Mann'a.
Fixed in the sublimate with soured absolute alcohol, stained by Mann’s method.

w spos6b réwniez gwaltowny. Teraz dopiero mozna bylo stwierdzi¢ de-
likatna blonke otaczajaca amebe. W pewnym momencie, blonka ta w jed-
nym miejscu pekala, maly poczatkowo otwoér rozszerzal sie, i z wewnatrz
zaczely wychodzi¢ amebki o platowatych nibyn6zkach (rys. 2). W miare
odsuwania sie amebek od kuli, pseudopodia ich przybieraly ksztalt ostrych
wypustek (Tabl. VI, rys. 6). Po uplywie okolo 10 min. amebki znowu zmie-
nialy swéj wyglad, przyjmujac ksztalt ptatowaty o mmniejszej lub wiekszej
ilo§ci nibynézek.

Podczas procesu wychodzenia amebek, Colpidia, ktére stuzyly przed-
tem za pokarm dla Amoebu praoteus, krecily sie dookola, potracaly amebe,
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wsuwaly sie do §rodka kuli. Pod koniec obserwaciji (ktéra trwata od 1—
1 godz. 20 min.). w naczyniu znajdowalo sie okoto 20 amebek o wielko$ci
od 40—60 .. Ksztatt ich ciata i pseudopodiow by! rézny.

Jadro Amoeba proteus w ogéle nie bralo udzialu w powstawaniu
amebek. IPrzez caly czas bylo ono otoczone blona. W momencie, gdy plaz-
ma ameby ulegta kompletnemu rozpadowi, jadro otoczone reszta plazmy,
podplynelo pod powierzchnie plynu (caly proces odbywal sie na dnie)
i zwiekszylo swoja objetosé (Tabl. VI, rys. R). IPo uptywie paru minut, jadro
podzielito sie na dwie cze$ci, z ktorych jedna ulegla degeneracii, za$ druga
przybrala ksztalt elipsoidalny i, otoczona mala obwédka plazmy, pozo-
stala bez dalszych zmian (Tabl. VI, rys. 13).

Rys. 2. Amoeba proteus (Pall)
a) W postaci skulonej z zachowanym jadrem.
[n a spheral inrm with preserved nucleus.
b) Proces wytwarzania amebek.
The process of ,producing* small amoebae.
¢) Drobne amebki po opuszczeniu Am. proteus.
Small amoebae after leaving Am. proteus.
Pow. 40z x. Utrw. i barw. jak na rys. 1.
Fixed and stained as in fig. 1.

Obserwacyj tego rodzaju bylo kilka a procesy im towarzyszace byly
analogiczne z opisanymi wyzej, z ta réznica, Ze nie zawsze nastepowatl
podzial jadra.

Powstale z rozpadu amebki umieszczalam na szkietkach podstawo-
wych w , stawkach* utworzonych z obwdédki parafinowej, celem dalszych
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obserwaciji, dajac im jako pokarm okrzemki, ktére chetnie pobieraly.
W ciagu 2 miesiecy nie bylo zasadniczej zmiany w wielkosci ameb, kt6-
rych $rednica wahala si¢ stale od 40 p—70 1. Byly one ruchliwe, pobie-
raly obficie pokarm i posiadaly zazwyczaj nibyn6zki zaostrzonego
ksztaltu. Raz w tygodniu przegladatain hodowle sporzadzajac z nich trwale
preparaty. Jako utrwalacza uzywalam sublimatu alkoholowego (2:1)

Rys. 3. Mate amebki w roznych stadiach ruchu: a) W podziale (Pow. 1100 x).
Small amoebae in different stages of motion: a) Fission. (x 1100).
Utrw. i barw. jak na rys. 1. Fixed and stained as in fig. 1.

z dodatkiem 5% kw. octowego, a barwilam metoda Mann’a. Metode Mann’a
stosowalam wedlug nastepujacego przepisu H. Raabe 1937: Nasy-
cony wodny roztwér Azuru Il, i Eozyny Czerwonej 1 : 1, rozcieficzony
dwukrotnie, r6znicowanie w alk. 96%/ z lugiem potasowym, Alkohol abs.
xylol z terpineolem, xylol, balsam. Drugim stosowanym barwikiem byla
hematoksylina zelazista. Ameby na preparatach utrwalonych mialy
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w wiekszosci charakterystyczny ksztalt wieloboczny z tepymi nibyndz-
kami. Zazwyczaj tez jedna z nich tworzyta jakby szeroka placiasta stope
pod katem prostym odchodzaca od ciala.

Wszystkie ameby mialy kuliste, pecherzykowate jadro z wyraznym
endosomem (karjosomem) w $rodku. Jak wskazuja rysunki (rys. 3) endo-
somy jader mialy rozmaicie utozona chromatyne. W niektorych jadrach
mozna stwierdzi¢ istnienie chromatyny w czesci okotoendosomalnej. Nie-
ktére obrazy zdwojenia endosomu $wiadczyly o stadiach, prowadzacych
do podzialu. llos¢ wodniczek trawiacych byla rézna (od kilku do kilku-
nastu) przy czvm byly one mniej lub wiecej wypelnione trescia.

Dos¢ liczne byly ameby wydluzone o drobnoziarnistej plazmie, z nie-
licznymi wodniczkami odzywczymi i jadrami ze stabo barwiacym sie
endosomem. Stanowily one prawdopodobnie osobniki mlode powstale
Z podziatu.

Celetn blizszego zbadania procesu powstawania drobnych ameb, za-
lozylam w kwietniu czyste hodowle Amoeba proteus. Za material wyi-
sciowy do hodowli stuzyl mech pochodzacy z wilgotnej czesci ,,Starego
lasu* okolic L.ublina, z ktérego sporzadzono nalewke. Fauna i flora nalotu
byta podobna do tej, ktéra sluzyla do obserwacji pierwszej. Wielko$é
Amoeba protens wahala sie od 100 p.—350 .. Podobnie jak poprzednio,
ameby byly ruchliwe, o jasnej niezgranulowanej plazmie. Jako pokarmu
uzywalam Colpidium, dodajac rébwnoczesnie bakteryj siennych stuzgcych
za pokarm wymoczkom. Po pie¢ ameb kilkakrotnie optukanych umie-
szczano w malych naczyniach szklanych z nakrywka zawierajacych
5—10 cm wody, w miejscu, gdzie sloifice bezpos$rednio nie docierato. IPod-
czas trwania hodowli, temperatura w pokoju wahala sie od 20°—25° C.

W kilka dni od zalozenia tych kultur, we wszystkich naczyniach,
osobniki Amoeba protens skulity sie. Proces powstawania tych kul byl
analogiczny do procesu, zachodzacego w czasie pierwszych obserwacyj.
Jednak nigdy nie dochodzito do tworzenia sie ma-
lvych ameh. Skulone ameby w ciagu kilku godzin ulegaly rozpadowi
nie pozostawiajac po sobie §ladu. NDokonatam kilku préb, dziatajac na sku-
lone Am. protens zimna woda wodociagowa (3 krople do naczynia z sze-
s¢iu cm?® plynu) czego nastepstwem byl powrét do postaci ameboidowej.
Ameby lekko jasnialy, wykonywaly niewielkie ruchy lecz po kilku mi-
nutach powracaly do pierwotnej formy kulistej.

PPo dodaniu 6-ciu, 12-tu kropel wody, ruch byl intensywniejszy,
iednak efekt konicowy taki sam jak poprzednio. Wieksza ilo$¢ zimnej
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wody nie dawala pozadanego skutku. Ameby nie wracaly do pierwotnej
postaci i rozpadaly sie.

Celem stwierdzenia, czy na skulanie sie ameb nie wplywa ‘podnie-
siona temperatura, poddalam kilka z nich nastepujacemu do$§wiadczeniu.
Dwadzie$cia ameb umieszczonych na szkielkach zegarkowych, podda-
watam dzialaniu promieni slonecznych. Poczatkowo ameby zachowy-
waly sie normalnie, byly jasne i ruchliwe. W przeciagu 45 min. przybie-
raly one ksztalt ciemnej kuli, nastepowalo ja$nienie od obwodu, wreszcie
zewnetrzna blonka pekala i plazma wylawala sie na zewnatrz.

W nastepnych prébach wzielam pod uwage dawkowanie w naslo-
necznianiu. Poddawalam dziataniu slofica ameby w odstepach 5-cio mi-
nutowych przez 1,30 min. Po uplywie 85 minut stopniowo kulace si¢ ameby
ulegaly rozpadowi.

Reasumujac wyniki obserwacyij i eksperymentéw, doszlam do wniosku,
2e w przypadkach badanych przeze mnie. ameby
kulily sie w zwiazku z podniesieniem tempera-
tury. Sama tez temperatura o$wietlonego pokoju (25°-—30° C) wystar-
czala, aby ameby, odosobnione w niewielkiej ilosci wody przechodzily
w stan skulania i rozpadu. Pod wplywem silniejszego jeszcze nagrzewania
bezposrednimi promieniami slonca, skulanie sie i rozpad nastepowal znacz-
nie szybciej.

Wynikaloby z tego, Ze produkcja malych amebek przez Amoeba
proteus, nie stala w bezpoSrednim zwiazku ze skulaniem sie ameby i miala
inna przyczyne. Wydostanie sie tych amebek mogto by¢ jedynie spowo-
dowane przez depresic Am. proteus wywolana nagrzaniem promieniami
stonca.

Analogiczne zjawisko depresji u Am. proteus wywolane wysoka tem-
peratura obserwowal I.iesche (1938). Opisuje on skulone postacie
Am. proteus i nazywa je ,.cystami“. Podobnie jak w moich do$wiadcze-
niach te ,,pseudocysty” nie posiadaly oslonki zewnetrznej i byly prze:
autora uwazane za formy degeneracyine, gdyz w wielu wypadkach, kulki
wracaly do formy ameboidowej. Préby zmuszania ameb do tworzenia
prawdziwych cyst jak: przez wysychanie blotnej hodowli, zmiane che-
micznego skladu srodowiska i kwasowosci, nie daly rezultatu.

W obserwacjach jego w temperaturze od 25°--30° C .Am. proteus
kulily sie i w postaci skulonej ginely. Podaje on, ze na 34 form zaokraglo-
nych, 24 zginelo, a 10 wrécilo do normy. W niekt6rych przypadkach na-
stepowala autotomia ameby. '

Johnson (1930), czesto znajdywal, w masowej hodowli Am. pro-
leus skulajace sie osohniki podobne do cyst. Obserwowal réwniez w ho-
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dowlach czystych osobniki, ktdre ciemnialy, kulily sie i plazma ulegala
rozpadowi. Nie podaje on jednak przyczyny tego zjawiska.

Podobnie jak u Liesche, obserwacje przeprowadzone we wszyst-
kich fazach rozpadu nie wskazywalyby na tworzenie sie matych amebek
w duzych. Jadro do samego kornca bylo nienaruszone i stanowilo ostatnia
cze$é, ktéra rozpadala sie. Czesto, zachowywalo sie ono do 2 tygodni po
rozpadzie plazmy.

Wedlug Wiercinskiego (1944), skulanie ameb moze byé wy-
wolane réwniez dzialaniem innych czynnikéw jak np. zastrzykami do
wnetrza suchego indykatora (fenolu czerwonego).

Dyskusja nad wynikami

Przedstawione tu obserwacje dotycza zagadnienia rozmnazania sie
Am. proteus, ktére jest szeroko dyskutowane w literaturze protozoolo-
gicznej.

Wszyscy autorzy zgadzaja sie na rozmnazZanie wegetatywne przez
podzial, ale niekt6rzy utrzymuja, ze Am. proteus w ten czy inny sposéb
produkuje male formy, ktére rozwijaja sie w postaé ostateczna. Procesy
prowadzace do tworzenia sie malych ameb, réwniez sa bardzo r6zne,
wedlug rozmaitych autoréw.

Niektérzy autorzy jak Scheel (1899) i Calkins (1905)
utrzymuja, ze .Amoeba proteus encystuje w stanie formy doroslej, czego
nastepstwem jest wielokrotny podzial jadra w cysScie i wytwarzanie ma-
tych amebek, ktore z kolei wyrastaja w duze.

Taylor (1924) méwi o powstawaniu chromidibw w obrebie plazmy.
Kazde z chromidiéw otacza sie nastepnie protoplazma i cysta, ktora
w warunkach sprzyjajacvch wytwarza malenkie ameby, ktére staja sie
Am. proteuns.

Jones (1928), przvimujac rozpad jadra na chromidia, idzie dalej,
méwiac o tworzeniu sie gamet a nastepnie zygot, ktére sie encystuja,
wytwarzajac ameby a te albo znowu tworza gamety, albo rozwijaja si¢
W organizmy o cechach Am. proteus.

Hausman (1920) opisuje réwniez wytwarzanie sie drobnych ameb
z ciala Am. proteus. Jednak proces ten obserwowal on nie w stanie sku-
fonym i produkcja matych form ameboidowych odbywala si¢ w koncowej
czesdci duzego osobnika. Posiadalv one poczatkowo ksztalt kulisty, ktéry
potem przechodzil w forme ameby o placiastych pseudopodiach, dalei
w forme Amoeba radinsa i droga wzrostu w Amoeba proteus.

Hulpieu i Hepkins (1927), zaobserwowali, 2e w réznych
kulturach duzych ameb, po okresie intensywnego rozmmnazania sig, 0sob-
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niki ciemnialy a cytoplazma wykazywata wieksza ziarnisto$é. Z chwila
znikania z hodowli duzych ameb o wielkosci 300 |1, pojawialy sie male,
ktére po 8-miu tygodniach, w warunkach sterylnych, rozwinely sie w du-
ze formy.

Istnieja tez prace, sprzeciwiajace si¢ wymienionym pogladom.
Metcalf (1910), ktéry poczatkowo opisywal dokladnie amebki, jako
stadia rozwojowe .Am. proteus. pozniej doszed! do wniosku, ze mial do
Czvhienia z pasozytami.

Johnson (1930) w ciagu 4-ro letnich badan nad rozwojem Ain.
proteus, nie spotykal rozpadu tej ameby na drobne amebki. W kulturach
swoich mial cale serie ameb o wielkosci 10--1200 1, ktére wedtuz niego
nie mialy nic wspélnego z cyklem rozwojowym Am. proteus. Hodowat
réwniez w ciagu 2 lat amebki, pochodzace z kultury Am. proteus i nie
otrzymal ich przcobrazenia w Am. proteus. Uwaza je za gatunek Amoeba
dofleini.

Wielu autoréw uwaza drobne formy ameboidowe i wiciowcowe wy-
twarzajace sie w Amoebu proleus za stadia rozwojowe pasozytéw tych
ameb. Moga by¢ miedzy nimi takie, ktére sq stadiami rozwojowymi My-
cetozoa, lub grzybami. Tak sadza: Damgeard (1895), Prandtl
(1907), Metcalf (1910), Minchin (1917), Doflein (1918),
Kofoid (1923), Taylor (1927) i Johnson (1930).

Procesy obserwowane przezemnie odpowiadaja tym wycinkomn do-
mniemanego cvklu rozwojowego Amoeba proteus, ktére opisuja Haus-
man, Taylor. Hulpieu i Hopkins i inni i ktére uwazaja
za ogniwa stadiow rozwojowych tego gatunku.

Nic jednak w moich badaniach nie wskazuje na mozliwo$¢ przyjecia
tej hipotezy. Sluszniejszy wydaje mi sie sad Johnson’a, ktéry odrzuca
mozliwos¢ tego sposobu rozmnazania Am. proteus.

7Z wynikami Johnson'a, zgodne sa r6wniez moje obserwacje nad
wystepowaniem w plazmie Am. proteus: przesuwajacych sie okragtawych
elementow, barwiacych sie barwikami na chromatyne. Zgadzaja sie row-
niez z obserwacjami nad zachowaniem sie jadra degenerujacej Am. proteus.
Autor ten jednak nie obserwowal zZadnych pasozytnych form pelza-
kowatych, wychodzacych z plazmy Am. proteus.

Przyjecie tezy, Zz¢ mamy tu do czynienia z innymi pasozytnymi
Amoebozoa, mogltby utrudni¢ fakt, Zze drobne pelzaki, po opuszczeniu
pseudocysty Am. proteas, zylty i rozmnazaly sie poza jej organizmem, nie
ulegajac zadnej depresiji.

Nalezaloby raczej przyjac¢, ze mamy tu do czynienia z pasozytami
fakultatywnymi nie za$ obligatoryjnymi, Ze drobne pelzaki sa amebkami
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wolnozyjacymi, co najwyzej saprobiontami, mogacymi w pewnych wa-
runkach wnikaé¢ do innych organizméw.

Zjawisko takiego fakultatywnego pasozytnictwa jest do§¢ czesto spo-
tykana wsréd Protozoa.

Zwazywszy na podane argumenty, najstuszniejszym wydaje mi sie
wniosek, Ze drobne amebki powstale przy rozpadzie Amoeba proteus,
stanowia raczej formy pasozytne, niz stadia rozwojowe. Zdaja sie prze-
mawiaé za tym réwniez zachowanie sie jadra Am. proteus w momencie
wydalania amebek i dlugi okres ich rozrodu bez przeobrazenia sie w Am.
proteus.

Prace ninejsza wykonalam pod kierunkiem Prof. dr. Henryka R a a-
b e, kierownika Zakladu, ktéry w okresie jej wvkonywania nie szczedzit
mi swoich cennych rad i wskazéwek, za co Mu niniejszym skladam go-
race podziekowanie.

Réwniez czuje sie w obowiazku podziekowania Prof. dr. Zdzistawowi
Raabe, za pomoc i rady udzielane mi w mojej pracy.
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OBJASNIENIE TABLICY VL
EXPLANATION OF PLATE VL

Powstawanie drobnych amebek w Amoebu proteus. Rysowane za zycia. Pow. 400 x
The uprising of small anioebae in Amobea proteus. Drawn during their liletime (x 400)
I. Am. proteus skulona z ziarnisto$ciami w plazmie i widocznym jadrem.
Am. proteus shrunken with granules in the cytoplasm and visible nucleus.
Am. proteus 7 jasng ektoplazma na obwodzie, endoplazma z ziarnisto$ciami.
Am. proteus crooked with the bright ectoplasm at the borders and with-the endo-
plasm with granules.
3. Wydostawanie sie pierwszych amebek.
The coming out the first small ameboid forms.
4, 5, 6, 7. Dalsze stadia wychodzenia amebek. Jadro Am. proteus zachowane.
The further stages of the deriving of ameboid forms. The nucleus of Am. proteus,
is preserved.
R Zwiekszone jadro Am. proteus, otoczone cze$cia protoplaziny.
The enlarged nucleus of Am. proteus, surrounded by a part of the protoplasm.
9. 10, 11. Redukujace si¢ do polowy jadro Am. proteus.
Fission stage of the nucleus of Am. proteus.
12, 13. Pozostala cze§¢ jadra otoczona warstewka protoplazmy.
The remaining part of the nucleus surrounded by a t!lin leaf of protoplasm.

s
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* SUMMARY

In the not pure culture of Amoeba proteus, (its size was from 200 —
350 1) in the temperature of 16°—17°C, pH 6,8, the author observed the fol-
lowing facts: At first, the amoebae were normally vital, after a week they
stoped to multiply, their plasm grew darker, the movements became slo-
wer and they sank to the bottom. At last their body adopted the shape of
a sphere, dark at first (Plate VI) then shining at the borders. The shrun-
ken amoebae had now in the diameter 120—150 . and they possessed
no thicker membrane. The delicate membrane burst in one point at a cer-
tain moment and the small aperture grew wider and wider. From the inside
there began to appear small amoebae with lobular pseudopods. As they got
further from the sphere, the pseudopods became sharper in shape. After
10 min. the small amoebae looked differently again and got lobular forms
with variable quantity of pseudopods. After 1h and 20 min. it was found
that the vessel contained 20 small amoebae (their size was from 40—60 ).

The nucleus of the Amoeba proteus did not take part in this process.
It was surrounded all the time by the membrane. Finally the nucleus with
the rest of the protoplasm swam up to the surface (all this process took
place at the bottom), and grew in size.

Shortly afterwards the nucleus divided itself into two parts of which
one degenerated, whereas the other got an elliptical form and, surrounded
by a thin border of plasm, remained unchanged.

These cultures of the above mentioned small amoebae were kept for
a period of two months. No fundamental changes were observed. Their
size varied from 40—70 p. They were vivid, absorbed Diatomae food
in abundance and divided.

The same experiments made on the material taken from other sour-
ces did not show these phenomena.

In certain conditions (under the influence of higher temperature), Am.
proteus shrunk and sometimes degenerated, but never came to produce
any small amoebae.

Analysing her observations and comparing them with observations
of other authors (cf. Bibliography), and particularly with Johnson's
Crucial experiments, the author came to the conclusion, that in her case
she dealt with facultative parasites of the plasm.

A long and independent life’s period of the small amoebae, and the
Preservation of the nucleus of Am. proteus during the process of coming
out of the former, seem to prove this conclusion.
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