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Wiadystaw KUNICKI-GOLDFINGER

Budowa i cykl rozwojowy rodzaju Sporocytophaga, Stanier
Tablice XII — XV

The structure and the life-cycle of Sporocyfophaga, Stanier
Plates X1l — XV

W obrebie grupy Myxobacteriae rodzaje Sporocytophaga i Cyto-
phaga zajmuja odrebne stanowisko, Wedlug Imszenieckiego (1940,
1945 b, 1949) rdznice miedzy tymi rodzajami a pozostalymi bakteriami
$luzowymi nie ograniczaja si¢ tylko do uproszczenia cyklu rozwojowego
(brak mikrocyst i owocni u Cyfophaga, a owocni u Sporocytophaga), lecz
uwidaczniaja sie rowniez w odmiennej budowie komdrki. Imszenieck i
znajdowal u innych Myxobacterioe ziarno jadrowe, natomiast u Sporo-
cytophaga substancja chromatynowa ma by¢ wedlug niego rozproszona.
Caly szereg innych badaczy (Stanier 1942, Winogradsky 1929,
Tchan, Pochon i Prévot 1948) opisuje u Sporocytophaga nu-
kleoidy, dajace barwne reakcje chromatyny. Podobnie nieuzgodnione do
dzi§ pozostaly kwestie wtratéw wewnatrzkomorkowych, blony komoérko-
wej, cyklu rozwojowego itd.

Wilaénic ta wielka ilo§¢ spornvch punktéw, zwiazanych z cytologia
i cyklem rozwojowym Sporocytophaga, sklonila autora do systematycz-
nego przebadania calo$ci problemu.

Omawiany drobnoustréj po raz pierwszy zostal opisany przez H u t-
chinsona i Claytonawr. 1919 i z uwagi na swdéj ksztalt nazwany
Spirochaeta cylophaga. Prace Winogradskiego (1929) doprowa-
dzily do wyodrebnienia Cytophaga jako osobnego rodzaju. Badaczowi
rosyjskiemu nie udato sie jednak wyjasni¢ roli spostrzeganych w hodowli
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form kulistych, ktérc uwazal za zanieczyszczenia. Dopiero klasyczne
badania Krzemieniewskici (1933) wykazaly, 7c istnieja dwa
drobnoustroje o zblizonych wlasnosciach, a r6zniace sie miedzy soba
tylko zdolno$cia do tworzenia mikrocyst. Formme tworzgca mikrocysty
nazwala Krzemieniewska Cyfophaga myxococcoides, udawadnia-
jac jednoczes$nic, ze nalezy ja zaliczy¢é do Myxobucteriae.

Sporocytophaga wykazuje szereg wlhasnosci wspéluych z innymi
bakteriami Sluzowyrmi, np. zla barwliwo$¢ cytoplazmy, znaczna gibkos¢
komorek, ruch pelzajacy, Srodowisko wystepowania (gleba) i aktywnosé
biologiczna (rozktad poliozyddw), typ wzrostu na podlozach statych
i tworzenie mikrocyst.

Imszeniecki i Solncewa (1945) oba rodzaje wlaczaja do no-
woutworzonego przez siebie rzedu Promvxobacteriales w obrebie klasy
Myxobacterize. Soriano (1945 zalicza Sporocytophaga do rzedu
Flexibacteriuales, Yacznie z Flexibacteriareue i Beggiatoaceue. Stanier
(1940) poczatkowo laczyl Sporocvtophuga i Cytophaga w jedna rodzine
Cytophaguceae, lecz nastepnie rozdzielil je, pozostawiajac w rodzinie
(Cvtophagaceae tylko jeden rodzaj — Cytophage, a Sporocytophaga wla-
czajac do Myxococcacede, przy czym opieral sie wylacznie na réznicy
w cyklu rozwojowym obu rodzai. Tchan, Pochon i Prévot (194%)
tworza w obrebie klasy Myxohacteriae rzud Asporangiules. do ktorego
zaliczaia oba pokrewne rodzaje.

Do kwestii systeinatycznego stanowiska Sporocytophuga autor wrici
ieszcze w dalszej czesci pracy.

Cytologia Myxobacieriae byta przedmiotem wiclu badan. Wystarczy
wspomnieé prace Taxtera (1904), Jahuna (1924), Winograd-
skiego (1929), Krzemieniewskich (1928) nad Sorungium sore-
datium, Polyangium tuscum, Myxococcus sp., Archangium sp.. Badiana
(1930, 1933a, 1933b) nad Myxococcus i Polycngium, Milovidova
(1935) nad Myxococcus 1uber, Chondromyces crocutus, V a hlce’go (1909),
Beebe'go (1941) nad Myxoc. xanthns, Klieneberger—Nobel
(1947) nad Myxoc. fulvus, Myxoc. virescens i Chondrococcus exiguus,
jak réwniez wszechstronne prace Imszenieckiego i jego wpol-
pracownikéow (1936, 1940, 1945b).

Natomiast cytologicaa Sporocytophaga zajmowano sie stosunkowo
mato. Précz Winogradskiego (1929) blizej opracowali ten temat
— Krzemieniewska (1930, 1931), Stapp i Bortels (1934),
Stanier (1942), Imszeniecki i Solncewa (1940), Tchan,
Fochon i Prévot (1948), oraz Kunicki-Goldfinger (1949).
Wyniki tych badan sa dalekie od wzajemnei zgodnosci. Przykladein tego
moga by¢ opisy kielkowania mikrocyst, podane z jednej strony przez
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Krzemieniewska i Staniera, z drugiej za§ przez Stappa,
Imszenieckiego lub Izaczenke i Wakenguta Podobnie
rozbiezne sa wyniki badain nad substancjq chromatynowa.

Badania wtasne
Material! badahn.

Badania przeprowadzono na dwéch szczepach Sporocytophaga my-
xococcoides (Krzemieniewska) Stanier 1942, o wlasnosciach
zupelnie typowych *) oraz na jednym szczepie nietypowym.

Szczep ten tworzy! pigment koloru brunatnego, na pozywkach roést
znacznie wolniej i wolniej réwniez rozkladal celuloze niz szczepy ty-
powe, W obrazie mikroskopowym wykazywal komérki wegetatywne
o ksztalcie typowym, lecz troche mnieisze (gruboéé 0.4—0.5 1 dlugosé
4—5 ). Mikrocysty znacznie mniejsze niz u Sp. myxococcoides (do 1.0 1),
wlozone z reguly oddzielnie, podczas gdy Sp. myxococcoides czesto tworzy
podobnie jak Sp. congregata zbite masy mikrocyst (Tabl. XII). Mikrocysty
wykazuja réwniez r6znice w hudowie blony. Drobnoustréj ten rosnie
na blonniku, skrobii; na agarze z cukrami (glukoza, sacharoza, fruktoza)
nie rosnie. Jako jedyne zZrédlo azotu wykorzystuje zaréwno sole amo-
nowe, azotany, jak i asparagine, pepton i wyciag z drozdzy. Rosnie tylko
w atmosferze tlenowej i w temperaturze pokojowej; w temperaturze
37° C nic wzrasta.

Szczep rézni sie wiece wieloma wilasnosciami morfologicznymi za-
réwno od Sp. myxococcuvides, Sp. congregate jak i Sp ellipsospora.

Autor nie uwazal jednak za celowe wyodrebnianie tego szczepu jako
gatunku odrebnego od trzech dzi§ uznanych w klasyfikacii Bergey'a
(194R%).

W dalszych badaniach szczep ten oznaczono jako ,,szczep N°.

Metody badan,
Metody hodowli.

Do wyosobnienia drobnoustrojéw stosowano wybiorcza pozywke
o skladzie:

(NHP;SOM N o 25 Ol Molibdenian amonu . . . &lad
MgSO.7H,O . . . . . . 02 ¢ K;HP@r 5 il = eSOl
(CL Cl ISR LT oL T ST ) [T [ woda destylowana . . . 1000 cc.
FeCl, . . . . . . . . 002¢g agar-agar . . . . . . . 200 g

*) jeden szczep typowy autor otrzymal od Prof. dr J. Ziemigckiej 2 Zakl. Mikro-
biol. Roln. UMCS. za co sklada w tym mieiscu gorace podzickowanie.
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Na pozywce tej ukladano wyjatowione paski bibuly, ktéra uprzednio
gotowano w 1% tugu sodowym przez pol godziny. a nastepnie starannie
ptukano w biezacej i destylowanei wodzie, celem usuniecia substanci
hamujacych rozwdj Sporocytophaga,

Celem usuniecia zanieczyszczen ogrzewano niekiedy hodowle do
56° C przez 20'.

Stosowano réwniez prébnie nastepujace podloza:

. < i Waks sman
Rl li(:r':f(i Hi"tccli;lynt:::.n iCaakre[;mln :Ncn‘:rey [l SEGEE
(NH),80, .| 1.0 1,0 25 2.5 2.5
K,HPO, . .| 10 1.0 1.0 1.0 1,0 NH,,HPO,
MgSO, . . . 0,2 0.5 0.3 0,5 0,5
CaCl, . . .| o1 - 0.1 — 0,02
FeCl, . . .| o002 = 0,01 Py Bl
NaCl . . . — $lad 0,1 - -
FeSO, . . . = — = 0.01 0,01
KIGIRETE St — — — 0,5 0.5
MoSO,.4H,0 - — — — 0.001
woda dest. . | 1000 ec | 1000 cc 1000 cc 1000 cc 1000 cc

pH wszystkich pozywek nastawiono w‘granicach 7,0---7,5.

Poniewaz nie stwierdzono, aby wzrost na poszczegdlnych podlozach
wykazywal wyrazne rdznice. stosowano w ciagu calych badan pozywke
Omelianskiego, z ta réznicq, 7e do jej sporzadzania uzywano wody
wodociagowej lub studziennej a nie destylowanej.

Zamiast bibuly filtracyjnej stosowano réwniez celofan, wprowadzo-
ny po raz pierwszy do metodyki hodowli Cytophaga przez Krzemie-
niewska (1930), a potem przez Bortelsa (1934).

Sporocytophaga hodowano réwniez na agarze cellulozowym:

(NH),SO, 20 ¢ NaCl . . . 10¢g

K,HPO, 1,0 g CaCO, . . . 20¢g

MgSO, . 10¢g woda destylow. 500 cc
0.5 ¢ roztwér blonnika. . . 500 ce
ogar-sgar. . . . . . . . 18¢g

Roztwdr blonnika przygotowano przez rozpuszczenie roztartej bi-
buty filtracyijnej w amoniakalnym roziworze wodorotlenku miedzi. (Do
200 cc stez. wodorotlenku amonowego dodano 5 ¢c wody destylowanej
i 15 g weglanu miedzi), przy ciaglym wstrzasaniu. 1’0 rozpuszczeniu sie
bibuly wytracono blonnik przy pomocy roztworu kwasu solnego (50 cc
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stezonego kwasu na 1000 cc wody destylowanej). Roztwor blonnika roz-
cienczono woda destylowana do ohjetosci 2000 cc, a nastepnic dodawano
don tyle rozcieficzonego kwasu solnego, aby zanik! niebicski kolor.
Wytracony btonnik, po uwolnicniu od wodoru, ktéry sie jednoczesnic
wytwarza, opadt na dno. Plyn zdekantowano, a osad blonnika doktadnie
wyplukano celem uwolnienia go od jondéw miedzi i chloru.

Ponadto stosowaiio agar skrobiowy (0.5 skrobii), jak rowniez nor-
maha pozywke Omeliafiskiego, w ktérej siarczan amonowy za-
stepowano azotanem potasu, peptonem, asparaging i wyciagiem z drozdzy.

Na agarze z glukoza (0,05 i 0,1°%) wzrostu nie otrzymano: cukier
w pozywce wyjalawianc podwyZszona temperatury, a nie przy pomocy
saczenia, co moglo przyczynié sie do zah:anowania wzrostu (Stanier
1942). Nalezy jednak zaznaczyc¢, ze Fahraeus (1947) hodowata Cyto-
phaga na agarze z 0,1%v glukozy, zwyczajnie wyjalowionej w parze bie-
zacej. Autorowi nie udalo sie potwierdzié¢ obserwacji szwedzkiej badaczki

bvé moze wskutek zanieczyszczen, zawartych w glukozie uzywanej
przez autora, lub wskutek odmiennosci badanych szczepdw.

Wszystkie hodowle przeprowadzano w temperaturze pokojowej.

Metody badan morfologiczno-cytologicznych.

W celu zaobserwowania zmiennosci formy i struktury komérki pod-
czas rozwoiu, jak.rowniez przy tworzeniu i kietlkowaniu mikrocyst, ma-
terial z czystej hodowli na bibule wysiewano na malenkie kawateczki
jalowego celofann, uloZone na agarowej pozywce Omelianskiego.
Co pewien czas zdeimowano kawaleczek celofanu i przykladano go goér-
na strona, na ktorej wzrastata Sporocytophaga, do czystego, wypalonego
szkietka podstawowego, otrzymujac w ten sposéb co$ w rodzaju prepa-
ratu odciskowego.

Preparaty takie sporzadzano przez pierwszych dwanascie godzin
hodowli co godzine, a nast¢pnie po 19-tu, 24-ech, 33-ech, 48-miu, 96-ciu
godzinach wzrostu i po 5, 6, 8, 10 i 12 dobach.

Obserwowano réwniez wzrost wedlug techniki proponowanej przez
Krzemieniowska — wprost na kawatkach jalowego celofanu. zwil-
zonych kropla ptynnej pozywki.

Précz preparatow niebarwionych stosowano:

I) Dla barwienia blony komoérkowej: a) metod¢ Gutsteina
(1924a, 1924b, 1925) — preparat utrwalano w plomieniu, nastepnie dzia-
tano nan 5% i 30% roztworem taniny przez okres 2—3 minut, dobrze
splukiwano woda i barwiono 0,56 wodnym roztworem fioletu kryszta-
lowego przez 1/2 do 1 minuty; lub utrwalony preparat poddawano hydro-
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lizie w 10% HCI przez 24 godziny, splukiwano woda i barwiono 1%/u wod-
nym roztworem Victoriablau przez 15”. b) metode Knaysi'ego (1941 b)
— preparat utrwalony goracem, poddawano w ciagu 10’ dzialaniu zapra-
wy, zlozonej z 30 cc 20°%0-owego roztworu taniny i 70 cc nasyconego,
wodnego roztworu alunu potasowego, poczem barwiono fuksyna karbo-
lowy Ziehl-Neelsena. ¢) metode Lewisa (1941) — barwiono rozcien-
czonym fioletem krysztalowym po uprzednim zadziatlaniu na zawiesine
drobnoustrojéow 25%-wym roztworem soli kuchennej w celu splazmoli-
zowania komorki. d) metode Ruhlanda i Hoffmanna w mody-
jikacii Robinowa (1947) — bharwiono rozcienczonymi barwikami (fio-
letem krysztatlowym, fuksyna) po uprzednim zadzialaniu na nieutrwa-
lone drobnoustroje 5%-wym wrzacym lugiem sodowym. e) metode
Vahle'go (1999) w modyfikacji autora -— preparat utrwalono alkohclem
metylowym, dzialano nan zaprawa taninowa (20%-wa) przez 15 minut,
splukiwano, zalewano roztworem chlor-cynk-jodu (30 g chlorku cynku
rozpuszczono w roztworze 1 g jodu w 5 g jodku potasu i 16 cc wody)
i barwiono 0,5% wodnym fioletem krysztalowym przez 10 sekund

II) Dla barwienia chromatyny (kwasu dezoksyrybozonukleinowego):

a) metode Feulgena (1924) — preparaty utrwalano plynem C a r-
noy (alkohol—60 cc, chloroform—30 cc, kwas octowy lodowaty—10 c¢)
przez 20 min. z nastepujacym dwukrotnvm przeplukiwaniem 80° alko-
holem; plynem Chabaud (80 alkohol - 60 cc, fenol — 15 g, formol
— 5 ¢¢, kwas octowy lodowaty - - 2 cc), alkoholem metylowym przez
5—10°, alkoholem etylowym przez 3 do 6 godzin; poniewaz utrwalanie
alkoholem metylowym dawalo takie same wyniki jak przy stosowaniu
innych srodk6w utrwalajacych -- w dalszych badaniach stosowano wy-
facznie metanol. Jako odczynniki w metodzie Feulgena uzywano:
1) 1 n HCI, 2) odczynnik Schiffa: fuksyna Diamant Gruebler —
| g, woda destylowana 200 cc: do powyzszego roztworu dodawano
3,3 cc 30% roztworu kwasnego siarczynu sodowego, a po uplywie go-
dziny 20 cc 1 n HCI. Po 24 godzinach odczynnik ulegal odbarwieniu i przy-
bieral barwe lekko Z6ttawa; 3) roztwér do splukiwania (0.3 g kwasnego
siarczynu sodu w 200 cc wody i 10 cc 1 n HCI).

Pré6cz fuksyny Diamant Gruebler wyprébowano fuksyne Mer ck,
Ciba i R.A.L. Najlepsze wyniki otrzymano z fuksyna Diamant.

Samo barwienie przeprowadzono wedlug oryginalnego przepisu
Feulgena: hydroliza w zimnym 1 n HCI przez 1’, nastepnie hydroliza
I n HCl w temperaturze 60° C przez 15, splukanic zimnym HCl i woda.
barwienie odczynnikiem Schiffa przez péltora godziny, trzykrotne
splukanie roztworem siarczynu i woda. Stosowano réwniez nastepujace
modyfikacje oryginalnej metody: Tomassi’ego (wg Knaysi'ego
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1946¢) — hydroliza cieplym HCI przez 2’, barwienie odczynnikiem S ch i-
1fa przez 2 godz.; Imszenieckiego (1945) - hydroliza cieptym
HCI przez 7 godzin, barwienie zredukowana fuksyna przez 3 godziny;
Stille'go — hydroliza 1 n HCI przv temp. 40° C w ciggu godziny.
W systematycznych badaniach postugiwano si¢ wylacznie fuksyna Dia-
mant Gruebler i stosowano modyfikacje Stille'go.

b) metode Piekarskiego (1937) i Robinowa (1947) — pre-
parat utrwalony alkoholem metylowym lub ptynem Chabaud pod-
dawano hydrolizie 1 n HCI przy temp. 60° C w ciagu 10°, poczemn bar-
wiono barwikiem G iemwsa (2 krople barwika na 1 ¢¢c wody destylowa-
nej) przez okres 3 godzin.

¢) metode Vendrely-Lipardy (1946) w modyfikacji Piesz-
k owa (1946) — Odczynniki: wyciag rvbonukleazy przygotowano w spo-
s6b nastepujacy: $wieza Sledzione bydleca rozcierano w jalowym moz-
dzierzu z pieciokrotna iloScia wody destylowanej, odstawiono do lodéwki
na przeciag 4 godzin, odwirowano przy ca 4.000 obrotéw na minute przez
30°, alkalizowano przy pomocy |1 n NaOH do odczvnu obojetnego, ogrze-
wano przez pél godziny na lazni wodnej (100° C) celem zniszczenia
dezoksyrybozonukleazy (Tulasne i Vendrely 1947).

Preparaty utrwalone ptynem Chabaud poddawano dzialaniu wy-
ciagu enzymatycznego na przeciag 45°, sptukiwano woda i barwiono bar-
wikiem Giemsa jak w metodzie Robinowa.

d) metode Beebe'go (1941) — preparat utrwalano alkoholem me-
tylowym przez 5', barwiono anilinowym fioletem krysztalowym przez 5’,
splukiwano woda, dzialano przez 5’ plynem Lugola i odbarwiano -
w ciagu 2—10" przy pomocy 50°/-wego alkoliolu.

e) hematoksyline — praparat utrwalano alkoholem metylowym, dzia-
lano przez 2 godziny 4% roztworem alunu Zelazowego i barwiono he-
iatoksyling Delafielda przez péltora godziny. Preparatéw nie réz-
niczkowano.

f) zielen metylowa — po utrwaleniu alkoholem metylowym.

[11) Dla barwjenie wtratéw wewnatrzkomérkowych:

1) Wolutyna:

a) blekitem metylenowym Loefflera. \

b) metoda Mayera (wg Knaysiego 1942) - preparaty barwiono
blekitem metylenowym Mayera (1 cc nasyconego alkoholowego roz-
tworu barwika w 10 cc wody) i odbarwiano w 1% kwasie siarkowym
przez 1.

¢) metoda Clarka i Mitchella (1942) — barwienie ble-
kitem metylenowym Loefilera przez 5", po sptukaniu woda — odbar-
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wianie 1% kwasem siarkowym przez 5'', dzialanie plynem Lugola
przez 30’ i podbarwianie wodng safranina przez 5.

r) 0,005%/0 wodnym roztworem czerwieni obojetnej w preparacic
nieutrwalonym pod szkielkiem nakrywkowym.

e) metoda Knaysi'ego (1943h, 1946b) — do szeregu probowek
dano po 5 cc 1"y roztworu KeHI?Qs, po czym do pierwszej z nich doda-
wano 0,1 cc wody destylowanej, do drugiej -— 0,1 ¢c¢ 1 n HCI, do trzeciej —
0,2 ¢cc 1 n HCI, do czwartej -— 0,3 c¢ 1 n HCIL. Otrzymano w ten sposéb
roztwory o roznych stezeniach jonow wodorowych. pH oznaczano tylko
w przyblizeniu, kolorymetrycznie, w granicach 2. do 6, Nastepnie do kaz-
dej probdwki dolewano po 0,1 cc 1°/6 wodnego roztworu blekitu metyleno-
wego.

Tak przygotowanymi barwikaini barwiono zawiesine drobnoustro-
iow pod szkielkiem nakrywkowym. Jak wykazal Knaysi wolutyna
barwi sie przy pH bardzo niskim (do 2.0) natomiast protoplazma dopiero
przy pH 4 i wyzszym.

Ponadto celem odréznienia wolutyny od chromatyny badano w pre-
paratach nieutrwalonych rozpuszczalno§é harwiacych sie ziarn w na-
stepujacych rozpuszczalnikach: w wodzie o temp. 80°C w ciagu 10", w wo-
dzie wrzacej w ciagu 1’, w 1%/ H2S0s w ciagu 15°’, w rozcienczonym
kwasie solnym, w kwasie octowym lodowatym, w 0,02°/0 KHCOs w ciagu
2—3 godzin, w chloralhydracie, eterze, chloroformie, alkoholu, acetonie
(Lewis 1941, Knavsi 1943b).

2) Tluszcze:

preparaty barwiono Sudanem 11l przez 25, ptynemLugola
i badano rozpuszczalnosé¢ w rozpuszczalnikach ttuszczowych.
3) CGlykogen, jogen lub skrobia:
preparaty barwiono plynem l.ugola.
4) Blonnik:
preparat poddawano dzialaniu stezonego H:SOs. a nastepnie
roztworu jodu, lub dzialano nan chlor-cynk-jodem.

5) Celem sprawdzenia obecnosci wtratéw biatkowych dziatano na
preparat odczynnikiem Millona (1 cc rteci rozpuszczono w 9 cc HNOs
stezonego). Na preparat nalewano odczynnik i wielokrotnie go podgrze-
wano az do ukazania sie pary, nastepnie starannie splukiwano wodg
1 zanurzano na 1’ w 1% HNOs celem rozpuszczenie precypitatu rteci.
Wiele bakteryjnych inkluzji bialkowych barwi sie w tej metodzie na kolor
Zz0ltawo-czerwonawy lub czarny (Knaysi 1943a, Nicolosi 1947).

Wykonano réwniez odczyn Millona z masa bakteryjna.

Ponadto zastosowano prébe Sharpa (wg Knaysi 1943a) na
bialko: Preparaty zanurzano na 24 godziny w 5% glikozie o temp. 100°C
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(na tazni wodnej), nastepnie ptukano i suszono. Inkluzie bialkowe barwia
sie nickiedy na kolor brazowy, nie zanikajacy pod wplywem 100 NaOH.

PPr6cz tego barwiono preparaty wg metody (G rama. blekitem
ioluidynowym, kwasnym karminem Mayera. mucikarminem, karmi-
nem alunowym, dahlia-ziclenia metylowa, eozyna, wg metody Ziehl—
Neclsena, Moehllera dla zarodnikow, We wszystkich badaniach
stosowano barwiki ,,Ciba", o ile w tekscie nic zaznaczono innej marki.

Barwieniu wyliczonymi metodaini poddano tylko preparaty z doj-
rzalych form wegetatywnych i z dojrzalych mikrocyst. Stadia przejscio-
we (na preparatach odciskowych) badano wedlug schematu uproszczo-
nego: barwienic hematoksylina i metoda Robinowa dla identyfikaciji
chromatyay, sprawdzanie obecnosci wolutyny oraz w czesci wypadkéw —
barwienic blony i wtratéw.

Ocena nietod badania

(Ostatnie lata przyniosly olbrzvmi postep w dziedzinie badan cvto-
logicznych nad drobnoustrojami, przede wszystkim dzieki zastosowaniu
nowych metod badawczych. Poznanie struktury cytoplazmy, organoidéw
komdrki i mechanizmu jej rozwoju staje sie coraz pelniejsze, nie tylko
wskutek osiagnie¢ cytologii, ale zardwno biochemii, serologii i genetyki.

W pracy obecnej autor ograniczy! sie wylacznie do metod cytolo-
gicznych. Okreslenie przydatnosci stosowanych metod identyfikacji i lo-
kalizacji pewnych struktur komérkowych ma zasadnicze znaczenie dla
oceny i interpretacji wynikéw. To wlasnie sklonilo autora do krétkiego
przedyskutowania teoretycznych podstaw wykorzystanych w tej pracy
metod badawczych.

Pierwszym i zasadniczym warunkiem, ktéry nalezy spelni¢, aby
wnioski konicowe byly realne, jest rozpatrywanie morfologii i cytologii
drobnoustrojéw na tle calego cyklu rozwoiowego organizmu przy uwzgled-
nieniu wplywu czynnikéw zewnetrznych.

W przebiegu cvklu rozwojowego przemianie ulega nie tylko wielkos$¢
i ksztalt komorki, ale rowniez jej chemizm, zestaw enzymatyczny i calo-
ksztalt wlasnosci biologicznych, jak to wykazaly badania H adleya,
Mellona iinnych.

Wobece ogdlnie przvietei cyklicznosci rozwoju bakterii $luzowvch,
uwzglednianie tego czynnika w badaniach cytologicznych nad ta grupa
organizméw jest w znacznie wigkszym stopniu niezbedne niz w stosunku
do bakterii wlasciwych.
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Blona komérkowa

Dwie ze stosowanych metod barwienia blony komorkowej (G ut-
stein, Knaysi) polegaja na przesunieciu punktu izoelektrycznego
i wytworzeniu nowego kompleksu chemicznego z substancji, z ktorej
zbudowana jest blona, pod wplywem odpowiedniei zaprawy (tanina, alun).
Skutkiem tych zmian blona adsorhuje barwiki anilinowe, stajac sie jed-
noczesnie mniej dla nich przepuszczalna. Metody | ewisa i Hof f-
manna— Ruhlanda opieraja sie na zjawisku plazmolizy, zba-
danym zreszta dokladnie na wiele lat przed tym przez Eisenberga
(1910). O tym, ze uwidaczniane przy pomocy tych metod struktury sa
rzeczywiscie btona komérkowa, a nie szuicznie wytworzonym produktem
barwienia, przekonuja nas prace Wamoschera (wg Knaysi
1946 ¢) nad mikrodysekcja komoérki bakteryinej i liczne prace wykonane
przy pomocy mikroskopu elektronowego, zaréwno nad bakteriami nie-
uszkodzonymi, jak i nad poddanymi dzialaniu niszczgcych czynnik6w
(np. fale ultradzwiekowe itp.), Mudd 1948, Welshimer i Ro-
binow 1949,

Ziarna chromatyno.we

Zadna cze$¢ komérki bakteryinej nie byla przedmiotem tylu prac
i tylu sporéw. Nie wdajac sie tu w omawianie dawniejszych teorii i po-
gladow, ktére zostaly dokladnie przedstawione w przegladowych pracach
Lewisa (1941), Knaysiego (1946c) i Robinowa (1947),
przedyskutujemy sama technike badania.

W Dbadaniach tego rodzaju najwicksze uznanie zyskala ' metoda
Feulgena (1924), opierajaca sic na stosowaniu odbarwionej przez
zredukowanie zasadowej iuksyny. Przy hydrolizie kwasem solnym kwa-
sOw dezoksyrybozonukleinowych uwalnia sie grupa aldehydowa dezoksy-
rybozy, wchodzacej w ich sktad. Cirupa aldehydowa dziata utleniajaco na
zredukowany fuksyne, przywracajac jej czerwony kolor.

Nie jest to wiec wlasciwie swoista reakcja na kwas tymonukleinowy,
lecz odczyn na jedna z grup chewmicznych, wchodzacych w skiad tego
zwiazku. Nalezy jednak zaznaczyc¢, ze zasadniczo wszystkie reakcje cy-
tochemiczne sa tylko odczynami na specjalne ugrupowania atoméw, sta-
riowiacych czesé drobin badanych.

Swoistos¢ reakeji Feulgena byla z wielu stron poddawana kry-
tyce. Tak na przyklad Stedman i Stedman (1943, 1947) twier-
dza, ze hydroliza przy pomocy 1n HCIl prowadzi nie tylko do odszcze-
pienia zasad purynowych, lecz réwniez dziala depolimeryzujaco na kwasy
nukieinowe, ktére wskutek tego przechodza do roztworu i wtérnie zostaia
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adsorbowane na réznych strukturach komérkowych, giéwnie na chro-
mozomach. Doskonaly przeglad zagadnienia depolimeryzdcji kwaséw
nukleinowych pod wplywem kwasu solnego znajduje sie¢ w pracy D a-
nielli'ego (1947) i Catchesidea (1947).

Zastrzezenia co do swoistosci odczynu maja réwniez Taylor (1942)
i Knaysi (1946 a), ktorzy podkreslaja role lipidow w reakcji. Wedlug
Tobie, 1942 (wg Knaysi'ego 1946¢) wynik odczynu zalezy w du-
7ej mierze od stopnia redukcji i przy zmniejszeniu ilosci dodawanego
siarczynu dodatnie wyniki otrzymuje sie rowniez z calym szeregiem pen-
toz i heksoz. Carr (1945) zwraca uwage na zalezno$¢ odczynu od
stezenia jondw wodorowych.

Jednak mimo tak wielu zastrzezen, reakcia Feulgena w pola-
czeniu z innymi metodami cytochemicznymi i badaniami morfologicznymi
i genetycznymi, pozwala na identyiikacje i lokalizacje kwasu dezoksy-
rybozo-nukleinowego.

Potwierdzaja te badania przeprowadzone przy: pomocy odczynu
dwufenylaminowego IDieschego, badania w iednorodnym S$wietle
pozafiolkowym Casperssona (1947a, 1947b), Malmgrena
i Hadena (1947).

Mctoda badan struktur chromatynowych przy pomocy preparatéw
enzymatycznych, wprowadzona przez Herwerdena 1913 (wg
Catcheside 1947), a rozwinieta przez Boivin (wg Dubos
1947), Frotowa, Vendrely'ego i wspolpracownikow (Vendrely
i Lipardy 1946, Tulasne i Vendrely 1947, 1948), wywolala
poczatkowo znaczny entuzjazm wsSréd cytologéw.

W miare poznawania problemu przekonano sie, ze zjawisko to jest
dalekie od prostoty. Przede wszystkim zauwazono. ze brak dzialania ze
strony enzymu moze by¢ wywolany nie tylko przez jego nieaktywnos$cé,
lecz r6wniez wskutek utrudnionego dostepu enzymu do podloza (D a-
nielli 1947). Ponadto stwierdzono, ze otrzymywane preparaty enzy-
matyczne posiadaja nicjednolity sklad - précz depolimeraz znaiduja sie
w nich réwniez fosfatazy i enzymy proteolityczne. Do pewnego stopnia
podobne wyniki mozna otrzymaé¢ przy pomocy lisozymu (Caselli
1947), jadu zmii (Bouquet 194%), surowicy krwi (Brachet 1947),
a nawet bakteriofaga (Quersin 1948).

Technika otrzymywania enzymu jest do$¢ skomplikowana (Kunitz
i Dubos) a prostsze metody nie daja pewnosci co do skladu otrzyma-
nego preparatu. Autor otrzymywal enzym w spos6b stosunkowo prosty,
wedhug przepisu Pieszkowa (1946). W tak sporzadzonym wyciggu
niewatpliwic procz rybozonukleazy znajdowata si¢ fosfataza i katepsyna
(Catcheside 1947) i lisozyin (Caselli 1947). Dlatego tez
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rola tej metody w identyfikacji ziarn chromatynowych nie jest w danym
wypadku zbyt wielka. Nie mniej — ziarna nierozpuszczalne w preparacie
enzymatycznym nie zawieraja kwasu rybozo-nukleinowego. Jest to wiec
informacja negatywna — dowiadujemy si¢ z niej czym ziarna2 nie moga
by¢, a niestety nadal nic nie méwi ona nam czym ziarna sa.

Szeroko obecnie wykorzystywana w badaniach cytologiczaych ine-
tcda Piekarskiego (1935) i Rohinowa (1947) polega, jak
to wykazali Vendrely i Lehoult (1946) i Vendrely
i Lipardy (1946), na wiekszej rozpuszczalnosci kwasu rybozo - nu-
kleinowego niz kwasu dezoksy-ryhozo-nukleinowego w cieptyim 1 n HCL.
Poniewaz protoplazma Sporocytophaga barwi sic normalnie bardzo
slaho — metode te mozna w danyin wypadku uprosci¢. Bezposrednie
barwienie barwikiem (iie msa, bez uprzednicj hydrolizy kwasem sol-
nym, daje rownie dobre rezultatv jak po hydrolizie, podobnie jak to
odnosnie starych, ubogich w rybozonukleiny, komérek bakterii wtasci-
wvch wykazal Pieszkow (1945).

Metoda Robinowa jest wlasciwie ulepszona i uproszczona tech-
nicznie metoda B adia n a.

O tym, ze wykrywane przy pomocy powyzszych metod. lub przy
pomocy hematoksyliny, struktury maja charakter chromatyny, Swiadczy
zgodnos$¢ wynikéw wszystkich metod, lacznie z badaniami w $wietle poza-
fiolkowym (Piekarski 1933, Caspersson 1947) i w mikro-
skopie clektronowym (Knaysi 1943, Foster i Leland 1945,
Mudd 1948, Hiller 1949).

Jak, stusznie zreszta, zwraca uwage Knaysi (1943b), aby uznaé
laka$ strukture wewnatrzkomoéorkowa za jadro lub ,,nukleoid*. nalezy
uprzednio uwzgledni¢ szereg kryteriow, wsrdod ktérych charakter nukleo-
proteinowy badanych cial jest warunkiem istotnym ale nie wystarcza-
iacym. Knaysi podkresla szczegdlnie znaczenie obserwacji nad za-
chowaniem sie badanych struktur w czasie wzrostu komdrki. przy jej
podziale, w stadium starzenia si¢ i w okresie glodowania.

Dlatego tez autor uwazal za stuszne okreslenie danych struktur jako
~hukleoidy* tvlko wéwcezas, o ile dawaly pozytywna reakcie Feul-
gena przynajmniej w pewnym stadium rozwojowym komoérki, barwily
sie hematoksyling i innymi barwikami jadrowymi, barwily sie Giemsa
w metodzie Robinowa, nie rozpuszczaly sie w wyciagu enzyma-
tycznym ze Sledziony i w goracej wodzie, nie zanikaly w komérkach glo-
dzonych. Jednoczesnie uwzgledniano przemiany tych struktur w prze-
biegu cyklu rozwojowego drobnoustroju.

Wydaje sie, ze kryterium stalosci wystepowania, wysunigte przez
Knaysi'ego, nie moze byé uznane za absolutnie stuszne, Kryterium
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to jest stuszne wylacznie wzgledem jadra komoérkowego wyzszych orga-
nizmow, organu komaorkowego o skomplikowanej budowie i czynnosciach.
Natomiast nie moze mie¢ zastosowania do struktur euchromatynowych
znajdujacych sie w jadrze i stanowiacy:zh tylko cze$¢ jego. Jak wykazaly
liczne badania, mi¢dzy innymi Caspecrssona i jego szkoly
i Paintera (1944), ilo$¢ substancji dezoksy-rybozo - nukleirowych
w jadrze nie jest stala, lecz podlega bardzo silnym wahaniom, podobnie
jak ich lokalizacja i moriologiczne zrdéznicowanie. Caspersson
stwierdzil, ze w pewnych stadiach rozwoju komdrki jadro moze dawaé
ujemng reakcje Feulgena, co bynajmniej nie przemawia za tym, 7e
iadro przestatlo by¢ jadrem. Bakterie nie posiadajq prawdziwego jadra
o zlozonej budowie. Natomiast twory, ktorc Piekarski nazwal nu-
kleoidami, a ktére Badian (1930), Lindecgren (1935, 1942, 1947),
Neumann (1941), Pieszkow (1945, 1946) i Robinow (1947
uwazajg za odpowiednik chromozomu, wystepuja u wszystkich badanych
dotychczas bakterii, przynajmnicji w pewnych stadiach rozwoju

Nie rozpotrujac tutaj znaczenia kwasoéw dezoksy - rybozo - nuk!eino-
wych w budowie chromozomdw, poddawanego w watpliwos¢ przez
Stedmandw (1947), oraz roli chromozomdw w procesach przekazy-
wania cech, umniejszanej obecnie na podstawie badan cytologicznych
przez Jeffreya (1947) i genetycznych przez L ysenke (1947),
nalezy podkresli¢, ze za istnieniem nukleoiddw u bakterii przemawiaja
rowniez badania nad regresywnymi mutacjami wywolywanymi przez
promienic Roentgena, promienie gamma i gaz musztardowy
(Delbrueck, Luria 1941, 1947, l.ea 1941, Devi i wspolpra-
cownicy 1947, Buzzati—Traverso i wspdlpracownicy 1948).

Inkluzje wewnatrzkomoérkowe

Bez wzgledu na to, czy wolutyna jest spolimeryzowanyin zwiazkiem
metafosforanowo-biatkowym, jak twierdza Wiame (1946) i I inde-
cren (1947), czy tez kompleksem w ten lub inny sposob zwiazanym
z rybozo-nukleinianami, jak uwaza wiekszo$¢ badaczy, identyfikacja jej
nie napotyka na wicksze trudnosci. Ziarna barwiace si¢ blekitem metyle-
nowyin Mayera, barwigce si¢ przy pH nizszym niz 4,0, nie odbarwia-
jace sie pod wplywem 1% 280y, rozpuszczalue we wrzgcej i gorace|
wodzie, w alkaliach, w 5% H280), chloralhydracie, nierozpuszczalne
w eterze, chloroformie i alkoholu, moga by¢ niewatpliwie uwazane za
wolutyne.

ldentyfikacja ttuszczéw nic nastrecza wigkszych trudnosci i daje sie
osiagna¢ przy pomocy Sudanu Il i odpowiednich rozpuszczalnikow (L e-
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wis 1941). Prdcz stosowanej metody istnieje wiele innych, z ktérych
reakcja Hartmanna (1940) z Sudanem Black B w glikolu etylowym,
Dietricha i Liebermanna (1902) z blekitem naftolowym,
Eisenberga (1909) -— zawieszania bakterii w odczynniku precypi-
tujacym (kwas pikrynowy, fenol, jodyna itd.) i nastepnym mieszaniu
z rozcienczonyin roztworem fuksyny — sa uwazane za czulsze W obec-
nych badaniach autor nie mial moznosci zastosowania tych metod.

Wyniki badan
Morfologia

I. Mikrocysty szczepéw typowych sa mniej wiecej dokladnie ku-
liste, o Srednicy | do 1,5, zwykle utozone w grupy dosS¢ gesto, tak, ze
w obrazie mikroskopowym przypominaja wygladem plaster pszczeli
(Tabl. XII, b, ¢, Tabl. XV, 1).

Mikrocysty szczepu N sa znacznic mniejsze — do 1 | Srednicy —
i z reculy ulozone sa oddzielnie, tak 7e rozrdznienie tych szczepdw nie
napotyka na trudno$ci (Tabl. XII, a, d).

Barwikiem Giemsa mikrocysty barwia si¢ w sposob dos¢ charak-
lerystyczny — na tle niebieskawego Sluzu widoczne sa ciemno-lila za-
rodniki o wyraznie zarysowujacym sie konturze zewnetrznym i ciermmnym
ziarnie centralnym, otoczone jasno-fioletowa blona. Przy barwieniu wg
metody (G rama, blekitem metylenowym [LLoefflera, blekitem tolui-
dynowym, erytrozyna, blona ta jest niewidoczna, natomiast wewnetrzna
struktura mikrocysty przedstawia sie podobnie jak przy barwieniu
(Giemsa. Przy barwieniu metoda (irama zarodniki przyjmuja kolor
czerwonawo-fioletowy. Kwasnym karminem, karmirem alunowym May-
era i mucikarminem cala komdrka barwi sie na kolor jasno rézowy
0 nieco ciemniejszym konturze zewnetrznyin i Srodku. I’rzy barwieniu
Dahlia-zielenia metylowa mikrocysty przedstawiaja sie jako fioletowe
kuleczki ,otoczone lila blona, W metodzie barwienia na zarodniki wedlug
Moellera mikrocysty odbarwiaja sie.

Mikrocysty szczepu N daja zupelnie odmienny obraz. Prawie we
wszystkich metodach barwienia przedstawiaja sie jako puste krazki, o sil-
nie zabarwionej, pierscieniowatej warstwie zewnetrznej (Tabl. XII, a). Na-
tomiast przy zadzialaniu ciepla fuksyna karbolowg Ziehl-Neelsena,
srodki ich zabarwiaja sie zupelnie wyraznie, tak 7ze rdznia sie od mikro-
cyst szczepow typowych tylko swa wielkoscia (Tabl. XII, d). Réwniez po
hydrolizie przy pomocy 1 n HCI w ciazu 24 godzin lub 1 n HCl o temp.
40° C przez 1 godzine barwik przenika do $rodka, barwiac wyrazniej
tylko srodek komorki a odSrodkowe jej czeSci bardzo stabo.
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Podsumowujac powyzsze uwagi mozna opisaé¢ mikrocysty szczepdw
typowych jako twory kuliste, otoczone blona, 7le barwiacq sie barwi-
kami zasadowymi, pod wplywem barwika Giemsa przyjmujaca kolor
lila. Wewnatrz znajduje sie jednorodna, niezbyt silnie barwiaca sie pro-
toplazma, ktdorej zewnetrzna warstwa, przylegajaca do blony (blona cy-
toplazmatyczna ?) wykazuje znacznie wicksze powinowactwo do bar-
wikow. W Srodku mikrocysty umieszczone jest ziarno centralne (Tabl.
XV, 1), silnie tamigce swiatlo, o duzym powinowactwic do barwikéw ani-
linowych. Jest to wilasnie, jak pozniej zostanie wykazane, ziarno chro-
matynowe,

Mikrocysty szczepu N, znacznie mniejsze i o odmiennym wzajem-
nym ulozeniu, opatrzonc sa blona nie przepuszezajaca barwikéw. Budowa
wewinetrzna jest taka sama jak w szczepach typowych.

Il. Dojrzale komorki. wegetatywne szczepow typowych wystepuija
pod postacia Srubowato lub falisto wygietych. paleczkowatych twordow,
o konicach zaostrzonych (Tabl. XIII, h-k, tabl, XV, 8). Dlugo$¢ ich waha sie
od 3 do 8y, gruboéc 0,5 do 0,7 1. Komdrki barwia si¢ bardzo stabo barwi-
kami anilinowvmi, nieco lepiej barwikiem (Giie msa, przyjmujac kolor
fioletowawy. Barwienie jest nieréwnomicrne — w poprzek komadrek wy-
stepuja silniej zabarwione pasy, za$ koncowe cze¢sci komorek niemal zu-
pelnie nie przyjmuja barwika.

Komorki wegetatywne szczepu N sa nieco mniejsze: ich dlugo$é waha
si¢ od 3 do 5p. grubos¢ 04 do 0.5 Charakter barwicnia si¢ taki jak
1 szczepow typowych.

Pod wzgledem morfologii szczepy badane odpowiadaja w zupelnosci
dotycliczasowym opisoril.

Blona komorkowa,

Blona mikrocyst jest do$¢ gruba (u szczepéw typowych do 0,3 )
barwikami anilinowymi barwi sie stahiej niz cytoplazma: stezona fuksy-
ng karbolowa Ziehl-Neelsena barwi sic na kolor czerwony. bar-
wikiem Giemsa na kolor liliowy. Tak w metodzie Gutsteina przy
bajcowaniu tanina. jak i w metodzic Knay si'ego, barwi si¢ na kolor
granatowy, podczas gdy cytoplazma przyjmuje barwe jasno purpurowo-
fioletowa (Tabl, XI1, a, b; tabl, XV, 1). Kontury blony na preparatach bar-
wionych sa ostre. Karminem barwi si¢ nieco silniei niz cytoplazma, po-
dobnie jak barwikiem (Giemsa lub zielenia metylowa po uprzedniej
hydrolizie kwasem solnym. Odczynnik ! ugola barwi ja na kolor jasno
ztocisty. Reakcie na blonnik, biatko i ttuszcze — ujemne. Blona jest do$¢
przepuszczalna dla barwikéw, ale sama laczy sie z nimi bardzo stabo.
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PPrzepuszcza réowniez kwasy, zasady i rozpuszczalniki tluszczowe (alko-
hol, aceton, chloroform. eter), jak o tym $wiadczy odbarwianie sie mi-
krocyst pod wplywem tych odczynnikow. Gotowanie nie powoduje roz-
ktadu blony i nie zmienia jej zachowania sie w stosunku do odczynnika
Lugola.

U szczepu N blona jest znacznie ciensza, jak to wykazuja bardzo
wyraznie preparaty barwione metoda Gutsteina; jest jednak bezpo-
rownania mniej przepuszczalna dla barwikéw niz blona mikrocyst ty-
powych. Natomiast przepuszczalnosé dla rozpuszczalnikéw ttuszczowych
jest niemal taka sama.

W komoérkach wegetatywnych nie udalo sie stwierdzi¢ obecnosci
blony komdrkowej ani przy pomocy metody GGutsteina ani Knaysi-
cgo. RAwniez nie zostaly uwienczone sukcesem proby splazmolizowania
komorki i odciagniecia cytoplazmy. Jedynie przy zastosowaniu zmody-
fikowanej metody Vahle'go (dziatanie tanina, chlor-cynk-jodem i bar-
wienie fioletem krysztalowym) mozna bylo uwidocznié¢ nieco silniej za-
barwione kontury zewnetrzne komorki. Trudno jest w tym stadium badan
zadecydowaé, czy mamy do czynienia w tym wypadku rzeczywiscie
z barwieniem blony, czy tez z adsorbcjg barwika i odczynnikéw na po-
wierzchni nieostonionej komorki.

Ziarno chromatynowe (Nukleoid).

W mikrocys$cie ‘'w stanie spoczynkowym, centralne, silnie lamiace
$§wiatlo ziarno barwi sie silniej niz protoplazma barwikari anilinowymi
(Tabl. XV, 1). Ziarno to daje dodatnia reakcjc Feulgena, barwi sie
w metodzie Robinowa, w metodzie rybozonukleazowej i hematoksy-
ling Delafielda. Nalezy jednak zazunaczyé, ze w wymienionych me-
todach barwienia struktur jadrowych ziarno jest znacznie niejsze niz
przy barwieniu barwikami anilinowymi, natomiast kontury ziarna sa
ostrzej zarysowane. Ziarno to nie ginie po hydrolizie kwasem solnym,
po dzialaniu wrzacej wody i innvch rozpuszczalnikow wolutyny lub roz-
puszczalnikow ttuszczowych (bakterie poddawano dzialaniu danych roz-
puszczalnikow a nastepnie barwiono je odpowiednimi metodami). Uwzgled-
niajac zachowanie sie tego ziarna w cyklu rozwojowym (patrz nizej)
autor uwaza sie za usprawiedliwionego w zidentyfikowaniu tego tworu
jako chromatyny i przyieciu dlan nazwy nukleoid, proponowanej przez
Piekarskiego dla ,jader bakteryinych.

U form wegetatywnych nie udalo sie wykazac obecnosci centralnego
ziarna. Natomiast wystepuja tam poprzeczne pasy w ilosci 3 do 8. a wy-
iatkowo nawet 10. Pasy te nie posiadajy ostro zarysowanych granic,
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lecz stopniowo przechodza w slabiei barwiaca sie protoplazme. Poprzecz-
ne pasy harwia sie¢ barwikami chromatynowymi (hematoksylina, barwik
(iiemsa, zielen metylowa) znacznie silniej niz protoplazma. W me-
" todzie Feulgena ani wspomniane pasy ani tez inne czesci komorki
nie barwia sie. Brak wigc w tym momencie dowodu, ze pasy sa zbudo-
wane z substancji dezoksynukleoproteinowej. Losy ich w czasie formo-
wania i kielkowania mikrocyst Swiadcza jednak o bliskim zwiazku jaki
istnieje miedzy nimi a ziarnem chromatynowym mikrocysty.

Witraty wewnatrzkomérkowe.

Ani w mikrocystach ani w komdrkach wegetatywnych nie udalo sie
stwierdzi¢ obecnosci ttuszczu, glykogenu, jogenu — czy to w postaci
ziarn czy tez w stanie rozproszonym.

Natomiast zauwazono, ze pewne zageszczenia w protoplazmie za-
chowuja sie jak wolutyna (barwienie blekitem metylenowym. rozpusz-
czalno$¢ w wrzacej wodzie, 1%/ kwasie siarkowym, 0.02%/¢ kwasnym
weglanie sodu, 10 kwasie solnym itd). W stadium wegetatywnym za-
g¢szczenia takie obserwowano tylko w komérkach mlodych, przy czym
czesto maskowaly one zupelnie wspomniane wyzej pasy chromatynowe.
Natomiast w mikrocystach wolutyna wystepowalta w stosunkowo duzych
iloSciach, réwniez jednak nie tworzac morfologicznie zréznicowanych
tworéw. Wystepowala ona w postaci silnego zageszczenia w Srodkowych
partiach mikrocysty wokd! nukleoidu.

W starych komadrkach protoplazma jest mniej jednorodna; nigdy
jednak nie udalo sie stwierdzi¢ obecno$ci wodniczek lub zwyrodnienia
w postaci przettuszczenia.

Podziat komé6rki.

Podzial komérki nastepuie przez przewezenie bez uprzedniego od-
ktadania zaczatkéw przegrody lub odciagania protoplazmy.

Pierwszy podzial ma miejsce, gdy komérka kielkujaca z mikro-
cysty jest jeszcze stosunkowo krétka i posiada ksztalt cylindryczny.
Dalsze podzialy nastepuja we wszelkich stadiach wzrostowych komérk?,
tak ze jakiejkolwiek zalezno$ci pomiedzy podzialem a wzajemnym sto-
sunkiem powierzchni i objeto$ci komérki nie mozna stwierdzi¢. Przema-
wialoby to za ,wielojadrowoscia™“ Sporocytophaga, podobnie jak ma to
miejsce u laseczek i maczugowcéw (Knaysi 1941).
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Cyvkl rozwojowy.

W niedlugi czas po przeniesieniu mikrocyst na nowy pozywke (po
péltora do trzech godzin) rozpoczynaja one kielkowaé. Poczatkowo kiel-
kuje tylko nieznaczna czes$¢ zarodnikdéw, dopiero stopniowo i znacznie
pOZniej proces ten obeimuje wszystkie. Pierwsze stadium kielkowania
przebiega zawsze mniej wiccej jednakowo (Tabl. XIII, Tabl, XV, 2—S5, 7).
Kontury blony staja sie mniej widoczne, blona barwi sie slabiej. Jednoczes-
nie w ziarnie centralnym widoczna staje sie mala silnie tamiaca Swiatto gra-
nula. Czy granula ta stanowi odrebna strukture, czy tez jest tylko zmie-
nionym nukleoidem nie mozna obecnie zadecydowad.

Losy kielkujacych mikrocyst sa w stadiach pdzniejszych niejedno-
lite — kietkowanie odbywa sie wedtug dwaoch typéw (Tabl. X111, b-g, bi-g1).

W typie pierwszym, spotykanym najczesciej, blona ulega stopnio-
wej choé niezupelnej autolizie. kontury jej staja sie coraz mniej ostre,
barwi sie coraz stabiej, tak ze wreszcie wszelkie rozréznianie btony i pro-
toplazmy staje sie niemal niemozliwe (Tabl. X111, b). Nukleoid ulega nie-
wielkiemu przemieszczeniu, ukladajac sie nieco ekscentrycznie, a nastep-
nie wydluza sie przyimujac forme krotkiei paleczki. Na powierzchni mi-
krocysty pojawia sie rodzaj uwypuklenia. W tym miejscu zarys blony
jest najmniej wyrazny (Tabl. XIII, c). Uwypuklenie to tworzy z czasem
paleczkowata wypustke, czesto haczykowato wygieta. Mikrocysta przyj-
muje w ten sposob ksztalt gruszkowaty, butawkowaty lub haczykowaty
(Tabl. XIII, d’, e, d”, €”). W miare wzrostu wypustki, ktoreimu towarzyszy
wydluzanie i splaszczanie sie mikrocysty, nukleoid przybicra postaé¢ dos§é
dlugiej paleczki, cz¢stokroé¢ z przewezeniem w $rodku (ksztatt biszkop-
towaty). Taka wrzecionowato-jajowata lub gruszkowata komdrka wy-
suwa sie z blony mikrocysty, ktéra zarysowuje sie jako ledwo widoczny
cien przy grubszym korficu komdrki (Tabl. XIII, e’ e”’). W wielu wypadkach
resztka blony w ogole nie daje sie zauwazy¢, czy to wskutek zbyt daleko
posunietej lizy. czy tez z powodu drobnych jej rozmiarow i wynikaja-
cych stad trudno$ci spostrzezenia jej.

Przewezajacy sie w $rodku nukleoid dzieli sie na dwa pochodne
ziarna, mniej wigcej w momencie gdy mtoda komé6rka ma okolo 3 p dtu-
gosci. Wkrotce po tym nastepuje pierwszy podzial komérki, przy czym
niekiedy nukleoid w jednej z pochodnych komdrek przybiera ksztalt bisz-
koptowaty. Komodrka wydluza sie nastepnie, jednoczesSnie zwezajac sie
i przybiera forme banana lub bumeranga (Tabl. XIII, g, h). W trakcie tych
przemian znika stopniowo zréznicowanie na blone i protoplazme, a jedno-
¢ze$nie protoplazma barwi sie coraz slabiej, Ziarno chromatynowe po-
wieksza sie i ulega dalszym podzialom, ktérym czesto nie towarzyszy
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podzial komorki, tak Ze w dojrzalych komérkach wystepuje pare nukle-
oidow. Nuklcoidy te zatracajg swoj ziarnisty ksztalt i zamieniaja sie
w poprzeczne pasy, tak charakterystyczne dla form wegetatywnych.

Przy podziale komorki wegetatwne| nie stwierdza sie zadnych zmian
w strukturze lub formie paséw. Podzial jednak przebiega zawsze w ten
spos6b, ze przewezenie powstaje w miejscu lezacym pomiedzy dwoma
pasami.

Drugi typ kietlkowania mikrocyst przedstawia sie zupelnie odmien-
nie i spotyka si¢ bez poréwnania rzadziej. Nukleoid ulega tu podzialowi
jeszcze w mikrocyscie, prawie niezimienionej poza zaczynajacym sie juz
zanikiem blony i stabszym barwieniem sie protoplazmy (Tabl. XIII, bi).
Dzielace sie ziarno chromatynowe uklada sie ekscentrycznie, a potem
dopiero pojawia si¢ uwypuklenie na mikrocyscie, do ktérego wedruje
jedno z pochodnych ziarn chromatynowych (Tabl. XIII, di). Drugi, sio-
strzany nukleoid przesuwa sie¢ na przeciwny brzeg mikrocysty, niemal do
samej blony. Przemianom tym towarzyszy zanik konturéw blony i bar-
dziej jednolite i slabsze barwienie sie calej komorki, majacej wowcezas
zwykle ksztalt gruszki. Uwypuklenie, nodobnie jak w pierwszym typie
kictlkowania, wydluza si¢ a pozostalos¢ mikrocysty jednoczes$nie ulega
stopniowemu zanikowi. PPrzy obserwowaniu tego zjawiska odbiera sie
wrazenie jakby wywedrowywania zawarto$ci mikrocysty do uwypuk-
lenia.

Ziarno chromatynowe, ktére przeszio do uwypuklenia. ulega dalsze-
mu podziatowi, natomiast drugie, umieszczone przy przeciwleglym brzegu
mikrocysty, zostaje jakby rozpuszczone, maleje i rozplywa sie w cyto-
plazmie (Tabl. XIlI, e1). Dalsze przemiany sa identyczne ze spotykanymi
w pierwszym typie kielkowania, tak 7e ostatecznie otrzymuje si¢ ko-
morki wegetatywne niczym nie rézniace sie miedzy soba.

PProces powstawania mikrocyst przebiega réwniez dos¢ skompliko-
wanie (Tabl. XIV). W okresie przed tworzeniem tnikrocysty komoérki wy-
kazuja zmniejszona ilo$¢ paséw chromatynowych (Tabl. XIV, b). Czy jest
to wynikiem wielu kolejnych podzialéw komoérki, ktérym nie towarzyszy
podzial substancji chromatynowej, czy tez zanikania cze¢Sci pasow lub
ich wzajemnego laczenia sie nie udalo sie stwierdzi¢ z pewnoscia.
Obscrwacje tego procesu sa tym trudniejsze, 7Ze pasy zageszczenia chro-
matyny w starych komorkach barwia sie jeszcze stabiej niz i tak niezbyt
silnie adsorbujace barwik pasy komérek mtodych. DDotychczasowe spo-
strzezenia przemawiaja raczej za tym, ze redukcja ilosci pasow nastgpuje
wskutek ich zaniku.

Komdrka wegetatywna ulega skrdéceniu i zgrubieniu, przybierajac
kolejno ksztalt paleczki, elipsoidu i jajka. Taka elipsoidalna komoérka
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posiada dwa pasy chromatynowe, zwylkle umieszczone blisko obok sicbie,
mniej wiecej w $rodku komérki (Tabl. X1V, d). W nast¢gpnym stadium,
gdy komodrka przybiera ksztalt jajowaty lub wrzecionowaty, pasy te lacza
sie wskutek czego powstaje rownikowa blaszka poprzeczna, barwiaca
sie intensywniej ni7z pasy chromatynowe komérek wegetatywnych. (Tabl.
X1V, e).

Ta réwnikowa blaszka chromatynowa przesuwa sie do jednego z bie-
gunoéw komorki (Tabl. XIV, f), a jednocze$nie w miare zaokraglania sie
pramikrocysty przyiniuje ksztalt owalnyv. W ten sposéb w pramikrocyscie
widoczne jest jedno, owalne i dos$¢ silnie barwiace sie ziarno chromaty-
nowe, polozone biegunowo (Tabl. XIV, g, h, i).

Zmianom powyzszym towarzyszy zwickszanie zdolnosci barwienia
sie cytoplazmy tak, 7e z czasem cala pramikrocysta barwi sie prawie
jednolicie, z ostrzej zarysowujacym si¢ ziarnem centralnym i brzegowa
strefa zageszczenia, z ktérej nastepnic powstanie blona. Chromatyna
zbija sie coraz silniej i przesuwa si¢ jednoczesnie ku srodkowi zaokragla-
iacej sie mikrocysty. Btona grubieje, a7z wreszcie tworzy sie zarodnik.
ktéry przyieliSmy za punkt wyjSciowy przy rozpatrywaniu cyklu roz-
wOojoweZo.

Wyiatkowo spotykano formy, ktérych znaczenie nie jest jasne,
a ktére mozna by bylo interpretowaé jako zupetnie odmienny sposdb
rozninazania. Sa to niianowicie komérki nieco wieksze niz mlode. wrze-
cionowate komorki kietkujace, o protoplazmie Zupelnie homogennej i pra-
wie zupelnie nie barwiacej sie, posiadajace dwa ziarna chromatynowe,
ostro odcinajace sie od reszty cytoplazmy (Tabl, XII, e).

W obrazach mikroskopowych widoczne sa w preparatach utrwalo-
nych i barwionych komérki w utozeniu nasuwajacymn podejrzenie laczenia
sie ich. Ponadto obserwuje sie podobne komiérki, tyvlko nieco wieksze
i bardziej zaokraglone, o czterech lub o$miu ziarnach chromatynowych.
Protoplazma ich jest nadal jednorodna, a htona komérkowa bardzo cienka.
Jak juz wspomniano formy takie spotykano tylko wyiatkowo. Na wiele
set preparatow przejrzanych zauwazono je zaledwie parokrotnie. Dal-
szych loséw tych komoérek nie udalo sie przesledzié.

Rozgalezione komorki wegetatywne spotykano w starych hodowlach.
Maja one ksztalt litery Y lub widetek. Nigdy nie stwierdzono, aby takie
komorki tworzyly mikrocysty, a rowniez aby ulegaly podzialowi. Przy-
puszczalnie uwaza¢é je nalezy raczej za formy inwolucyjne, niezdolne do
dalszego rozwoju.

W starszych hodowlach obserwowano réwniez charakterystyczne
ulozenie komdorek wegetatywnych w formie kwiatostanu astra lub chry-
zantemy (Tabl. XII, f). Podobne ,gwiazdziste* ulozenie komérek opisali
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Stapp i Bortels. Nasuwa sie podejrzenie, czy nie mamy w tym
wypadku do czynienia z zaczatkowym (lub szczatkowym) przejawem
wplciowego komunalizmu*  (reproductive communalisin). Wyjasnienia
tego ciekawego problemu nalezy szuka¢ w dalszych bhadaniach nad me-
chanizmem powstawania cial owocujacych u bakterii §luzowych.

Dyskusja wynikéw

Morfologia badanych szczepéw nie odbiega zasadniczo od opisOw
spotykanych w literaturze. Natomiast dane dotyczace wewnetrznej bu-
dowy komérki i przebiegu cyklu rozwojowego zdaja sie wskazywaé, ze
roznica pomiedzy Sporocytophaga a pozostatlyini myksobakteriami jest
znacznie mniejsza niz by to wynikato z wielu dotychczasowych prac.

Przede wszystkim zewnetrzna warstwa ciala komérkowego (blona?)
daje sie uwidoczni¢ przy pomocy lacznego dzialania chlor - cynk - jodu
i barwika anilinowego. Przy pomocy podobnej metody Vahle (1909)
zademonstrowal blone u bakterii §luzowych. Blona mikrocysty jest nato-
miast doskonale wyksztalcona w postaci grubej, prawdopodobnie wielo-
warstwowej ostony, stosunkowo slabo przyjmujacej barwiki. Jej prze-
puszczalno$é dla odczynnikéw nie jest niezmienna, lecz waha sie zaleznie
od typu drobnoustroidw. W badanvim ,;szczepie N* blona mikrocyst jest
wyijatkowo malo przepuszczalna dla roztworéw barwikéw, tak ze przy
zwyklych metodach barwienia mikrocysty wygladaly jak puste w srodku
krazki.

Przypuszczalnie mata przepuszczalnoscia blony mikrocyst dla bar-
wikow mozna by bylo wytlumaczy¢ obserwowane przez Imszeniec-
kiego ,puste mikrocysty* u Myxococcus ellipsosporus ( Sporocytophaga
ellipsospora).

Wséréd badaczy, zajmujacych sie problemem wystepowania chro-
matyny u Sporocytophaga, zarysowaly sie dwa zasadnicze kierunki.
Wedlug pierwszego kierunku, reprezentowanego przez Imszeniec-
kiego ijego szkole, komérka wegetatywna Cytophaga i Sporocytophaga
nie posiada zrdéznicowanego moriologicznie nukleoidu, odrdzniajac sie
tym od wszystkich pozostalych przedstawicieli Myxobacteriae. Podobne
stanowisko zajmuje Krzemieniewska. Druga grupa badaczy
uwaza, ze u Sporocytophaga istnieje centralne ziarno chromatynowe:
opisuje j¢ Winogradsky, Tchan, Pochon i Prévot
i Tchan i Giuntini (194%). Natomiast wg Staniera chro-
matyna u mtodych komodrek wegetatywnych wystepuie w stanie rozpro-
szonym, a w starych w postaci jednolitego ziarna. Podobny opis sub-
stancji chromatvnowej u Myxococcus dat Milovidov (1935).
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Wedlug obecnych informacji, nukleoid wystepuje zupelnie wyraZnie
w mikrocystach, przy czym autor nie zauwazy! aby cala mikrocysta dawala
kiedykolwiek dodatnia reakcie Feulgena, jak to spostrzegal 3cebe
u Myxococcus xunthus. W komdrkach wegetatywnych chromatyna wy-
stepuje w postaci paru skupien, jednak pozhawionych ostrych konturéw
odgraniczajacych je od protoplazmy. Skupienia te przybieraja postaé
ponrzecznych paséw o dyfuzyjnym typie barwienia. nie dajacych do-
datniej reakcji Feulgena. Nie udalo sie wykazaé obecnosci dezoksy-
rvhozo-nukleitowego kwasu w tvch tworacli; na podstawie reakcji cyto-
chemicznych wykluczo:no ich rybozo-nukleinowa lubh wolutynowa nature.
Jednoczesnie na podstawie badan nad cvklem rozwojowym ustalono ich
zenetyczny zwiazek z nukleoidemn mikrocysty. Nie wykluczone zatem,
ze w formach wegetatywnych nagi chromozom albo nukleoid zawiera fak
nieznaczne ilosci kwasu tymonukleinowego, Zze nie daje sie on wykazac
przy pomocy stosowanych metod.

Podobnie uformowane poprzeczne pasy opisuje Imszeniecki
u myksobakterii wlasciwych, przypisujac im role i budowe nukleoidu.
R6wniez u Vahle'go znajdujemy identyczne obrazy cial jadrowych
u przedstawicieli Myxobacteriae.

Kietkowanie mikrocyst odbywa sie zasadniczo przez odrzucanie re-
sztek blony i wypelzanie kietkujacej komérki, podobnie iak to opisywali
Krzemieniewska i Stanier. Obserwaciee Izaczenki
i Wakenguta, wedlug ktérych w dojrzatei mikrocyécie miata spo-
czywaé spiralnie skrecona mloda komoérka, polegaja niewatpliwie na nie-
porozumieniu. Zludzenie powstalo prawdopodobnie wskutek obecnosci
w kietkujacej mikrocyscie silnie lamiacego §wiatlo ziarna centralnego.

Nie udalo sie réwniez potwierdzi¢ spostrzezei Stappa i Bor-
telsa (1934) i Imszenieckiego i Solncewy (1936),
zgodnie z ktérymi kietkujaca komérka pozostawialaby rodzaj ziarna jako
resztke mikrocysty.

W cyklu rozwojowym wlasciwych bakterii §luzowych stwierdzoo
przemiane pokolen (haploid — diploid) i autogamie (3eebe 1941,
Badian 1930, 1933). Wiekszos¢ autor6w badajacych Sporocytophaga
i Cytophaga, stwierdza, ze nigdy nie zauwazyli zadnej formy rozrodu
plciowego, Jedynie Stapp i Bortels opisywali lgczenie sie ko-
moérek wegetatywnych przed tworzeniem mikrocyst.

Podobny obraz otrzymal autor (Tabl. XIf, e) — laczenia si¢ komérek
wegetatywnych, jednak nie przed tworzeniem mikrocyst, a bezposrednio
po kielkowaniu, u mtodych form. Ze wzgledu na duze luki w tych obser-
wacjach i na niemozno&¢ przesledzenia loséw ,kopulujacych* komérek
w preparatach pod szkietkiem, co zreszta odnosi sie 16wniez do spostrze-
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zen Stappai Bortelsa, autor uwaza za celowe wstrzymanie sie
od jakiejkolwiek interpretacji.

Na baczna uwage zastuguje natomiast, zdaniem autora, Il typ kiel-
kowania opisany w obecnej pracy (Tabl. X!IT1). Mamy tu do czynienia nie-
watpliwie z podzialem redukcyinym — z powstajacych w kietkujacej
mikrocyscie nukleoidéw tylko jeden przechodzi do nowej komérki, drugi
ulega wchlonieciu i zanika.

(czywiscie, o ile przyimiemy istnienie podzialu redukcyjnego przy
kietkowaniu mikrocysty, musimy przypuscié, iz u Sporocytophaga ma
miejsce jaki§ proces piciowego rozmnazania sie — autogamia lub izo-
gamia w trakcie tworzenia mikrocyst lub w fazie wegetatywnej. Ot67
podobnych przemian nukleoidu, ktére dalyby si¢ bezspornie interpreto-
waé jako auto- lub izo-gamia nie spostrzezono.

Nalezy jednak pamigtaé, ze podobna luka znachodzi si¢ w badaniach
Beebe'e go nad autogamia u Myxococcus xanthus, gdzie réwniez nie
udalo sie bezposrednio zaobserwowacé laczenia sie jader, a tylko posrednio
wnioskuje sie o tym zjawisku ze zmniejszonej ilo$ci nukleoidéw w kietku-
jacej mikrocyscie.

Proces faczenia si¢ pas6w chromatyvnowych, tworzenia réwnikowego
pasa chromatynowego, z ktérego powstaje p6zniej nukleoid mikrocysty,
przy blizszej analizie nasuwa mozliwo$¢ wystepowania autogamii réw-
niez u Sporocytophaga (Tabl. X1V). Proces ten ze wzgledéw technicznych
nie nadaje si¢ do obserwacji przy pomocy stosowanych metod i wyma-
galby dalszych, dokladniejszych badan przy pomocy doskonalszej tech-
niki (analiza w promieniach pozafiotlkowych, mikroskop elektronowy).

W kazdym badz razie, wobec stwierdzenia podzialu redukcyijnego,
mamy pelne prawo wnioskowa¢, podobnie jak to uczynit Beebe od-
no$nie Myxococcus, o obecnosci autogamii u Sporocytophaga.

W $wietle tych obserwacii autor sklonny jest twierdzi¢, ze cykl roz-
woiowy Sporocytopliaga zasadniczo nie rézni sie niczym od cyklu roz-
wojowego innych bakterii $luzowych, poza brakiem zdolnosci do two-
rzenia cyst i owocni.

Mechanizm owocowania u bakterii $luzowych jest zupelnie niewy-
jasniony. W kazdym badZ razie wiadomo z badan Snieszki (1942,
wg Staniera), ze tworzenie owocni uzaleznione jest, przynajmniej
niekiedy, od pewnych substancii, ktérych bakterie §luzowe nie sa w stanie
same wytworzy¢ (badane przez Snieszke bakterie Sluzowe tworzyly
owocnie tylko wtedy, gdy rosly uprzednio na hodowli innych bakterii,
stanowiacych ich pozywke). Analogiczny wniosek mozna wyciagnac
z prac Miszustina (1942) nad wplyvwem substancji wzrostowych na
owocowanie u Chondrococcus coralloides.
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Sporocytophaga pod wzgledem fizjologicznym jest organizmem bar-
dzo wyspecjalizowanym (Stanier 1942, Fahrae us 1947). Mozliwe
wiec, ze brak owocowania da sie wytlumaczyé nie jako wczesniejszy
etap w rozwoju, lecz jako przejaw rozwoju regresywnego. W zwiazku
z tym szczegdlnie ciekawe byloby zbadanie znaczenia i przyczyn poja-
wiania sie gwiazdzistego ulozenia komé6rek w hodowlach Sporocytophaga.

W S$wietle obecnych badan zanika réwniez sztuczna granica, wznie-
siona przez Imszenieckiego ijego szkole, miedzy Sporocytophuaga
a pozostalymi bakteriami $luzowymi, a oparta na rozréznianiu dyfuzyj-
nego jadra u pierwszych i morfologicznie zr6znicowanego u drugich.

Wobec powyzszych wnioskéw, za najbardziej celowa i naturalna
klasyfikacje nalezaloby uznaé¢ klasyfikacje proponowana przez Sta-
niera (1941), uwzgledniajacy bliskie pokrewienstwo miedzy Sporocy-
tophaga i Myxococcules, Tworzenie nowych rzedéw, obejmujacych Cy-
tophaga i Sporocytophaga, czesto lacznie z zupelnie odmiennymi drobno-
ustrojami (rzad Promyxobacteridles Imszenieckiego 1 Kra-
silnikowa (1948), obejmujacy dodatkowo rodzaj Promyxobacterium
lub rzad Flexibacteriales Soriano (1945), w ktérym potyczono Flexi-
bacter, Cytophagu i... Beggiatou) wydaje sie zupelnie zbyteczne. Tchan,
Pochoni Prévot zaproponowali utworzenie nowego rzedu —
Asporangiales -— obeimujacego tylko dwa rodzaje -— Cytophaga i Spo-
rocytophaga. Wobec zblizonego przebiegu cyklu rozwojowego, wyda-
waloby sie stusznym podkresli¢ w klasyfikacji stosunkowo bliskie po-
krewienstwo Myxococcales i Sporocytophaga przez wlaczenie Cytophaga
i Sporocytophaga do tego rzedu, ljako osobny podrzad Asporangiales
z jedna rodzing Cytophagaceae.
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OBJASNIENIE TABLIC — EXPLANATION OF PLATES

Tablica XII. — Plate XII.

a — Szczczep N — mikrocysty, barwione metodq Gutstein a.

Strain N — microcysts, stained by Gutstein's technique.
b — Sp. myxococcoides, mikrocysty barwione metoda Gutsteina.

Sp. myxococcoides, microcysts, stained by Gutstein’s technique.
¢ — Sp. myxococcoides, mikrocysty, bawione barw. Giem s a.

Sp. myxococcoides, microcysts, stained with Giemsa solution.
d -— Szczep N, mikrocysty, barwione fuksyna karbolowg Ziehl-Neelsena.

St.rain N, microcysts, stained with Ziehl-Neelsen’s carbol fuchsin.
e — Niezwykle formy komérek, o nieznanym pochodzeniu i roli, w starych
hodowlach Sporocytophaga.

Unusual forms in old cultures of Sporocytophaga.
f — Gwiezdziste ulozenie komérek w starej hodowli Sporocytophaga.

~Star” formation in old culture of Sporocytophaga.

Tablica XIIIl. — Plate XIIl.

Cykl rozwojowy Sp. myxococcoides. A. Kietkowanie mikrocyst.
Reconstruction of the life-cycle of Sp. myxococcoides. A. Microcysts germination.
I (@ — g) — Pierwszy typ kielkowania — The first type of germination.
Il (@ — g,) — Drugi typ kietkowania — The second type of germination.
a — dojrzala mikrocysta — mature microcyst.
b, — d, — redukcja chromatyny — chromatin reduction.
h — k — komérki wegetatywne — vegetative phase.

Tablica XIV. — Plate XIV.

Cykl rozwojowy Sp. myxococcoides. B. Tworzenie mikrocyst.

Reconstruction of the life-cycle of Sp. myxococcoides. B. Microcysts formation.
a — komérka wegetatywna — vegetative phase.

b — e — zanik paséw chromatynowych — reduction of chromatin bands.
d — laczenie sie dwu paséw chromatynowych w plytke ré6wnikowq (e).

fusing of two chromatin bands in an equatorial plate (e).
f — stadium przejSciowe — transitional phase.

g — i — pramikrocysta — praemicrocyst.
k — dojrzata mikrocysta — mature microcyst.

Tablica XV. — Plate XV.

1 — Mikrocysty Sp. myxococcoides barwione metodqa Gutsteina. W jednej mikro-
cyscie widoczny nukleoid.
Sp. myxococcoides, microcysts, stained by Gutstein's technique. Cell - wall

is deeply stained. Note the microcyst with the nucleoid (on the left).
2, 3,4 5i7 -— Rozne formy kielkowania mikrocyst. Barwione barw. Giemsa lub

fioletem kryszt. (or 4).
Various forms of microcysts germination. Stained with Giemsa solution or with
cristiall violet (no 4). 3 hours - old culture.

6 — Mikrocysty Sp. myxococcoides, barwione fuksyng karbolowa Ziehl-Neelsena.

Sp. myxococcoides, microcysts. stained with Ziehl-Neelsen’s carbol fuchsin.
8 — Komoérki wegetatywne, barwione barw. Giem sa; 4-dniowa hodowla.

Sp. myxococcoides, vegetative cells, stained with Giemsa solution; 4 day -old

culture.

1,2, 3,5 618 — X 1600; 4i7 — X 2500.
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SUMMARY

In present investigations on cytology of Sporocytophaga three
strains were used. Two of them conformed to the usual description of
Snorocytophaga myxococcoides as given by Krzemieniewska
(1933) and Stamnier (1942). The third strain, named ,N strain*,
has been isolated from garden soil. It was rather similar to Sporocyto-
phaga myxococcoides. The vegetative cells and the microcysts were
smaller and the cell-wall of microcysts was less permeable to ordinary
stains. Due to this microcysts very often looked as if they were empty
(P1. XII, a, c). This strain grew on the cellulose- and starch-agar. Ammonia
salts, nitrates, asparagin, pepton and yeast-extract could be used as nitro-
gen source. On the cellulose strips on Omelianski’s agar it develo-
ped orange-brownish pigment.

As there were no visible difierences in the growth of Spurocytophagu
on various tested media (Hutchison and Clayton, Waks-
man and Carey, Stanier, Omelianski) — the author
used in course of investigations only Omelianski's medium.

For studying the cytomorphosis and the life cycle, the microcysts
were allowed to germinate on collodion strips deposited on the O me-
lianski's agar in Petri dishes. At various tfime intervals these strips
were mounted on the slides and examined in wet preparations in bright -
and dark-field microscopy, as well in fixed and stained films. As a fi-
xative the author used Chaboud’s fluid, Carnoy’s fluid or methyl
alcohol. For staining oi cell-wall the technique of Gutstein (1924,
1925a, 1925b), Knaysi (1941), Lewis (1941), Robinow (1947),
and author's. modification of Vahle's method (1909) were used. For
demonstrating the nucleoids the author used methods of Fe ulg e n (1924),
Robinow (1947), Tulasne-Vendrely in Peshkoff's modi-
fication (1946), as well as staining with haematoxylin Delafield.

For identification of cell inclusions (fat, volutin, iogen ect) micro-
chemical and solubility tests were utilised.

The protoplasm of Sporocytophaga appears perfectly homogeneous
and has very slight affinity for ordinary bacteriological stains. It stains
more deeply with Giemsa (Pl XV, 8).

The cell-wall of the microcysts can be demonstrated with any special
method of staining bacterial cell-wall (P1. XII, a, b, Pl, XV, 1). The author
was not able to accomplish plasmolysis of microcysts and vegetative cells,
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contrary to Solncewa experience with other Myxobucteria (1941).
The cell-wall (and the cell-membran which could not be separated from
the cell-wall) is permeable to alcohols, acids, alkalies and fat-solvents,
but its permeahility for ordinary staining solutions is diminished, espe-
cially in N-strain, In vegetative cells it was not possible to demonstrate
the distinct cell-wall. Only with author’s modification of Vahle’s me-
thod it is possible to make visible the outer part of the cell as more deeply
stained layer. The existence of the cell-wall in vegetative cells can be
then assumed on the basis of this observation and on the basis of indirect
cvidence (the constant cell form).

It was proved by micro-chemical methods and observations at various
stages of growth that Sporocytophaga does not contain any reserve food
materials (fat, carbohydrates). Volutin, or substance resembling it in
micro-chemical reactions and solubility, occurs only in the microcysts
in the state of highly dispersed or soluble material. The content of ribo-
nucleic acid is very low and this substance could not be demonstrated in
the vegetative cells; in the microcysts the central body (nucleoid) seems
to contain ribo- as well desoxyribo-nucleic acids.

The nucleoid (giving positive Feulgen reaction), contrary to
Imsheniecki’s description (1940), could be observed in the micro-
cysts (PPl. XV, 1). In vegetative cells the nuclear apparatus consists of
several cliromatin bands. The diffuse F e ul g e n reaction was never noted.

The changes in the nuclear apparatus during the process of micro-
cysts formation was studied by means of Robinow’s technique and
that of haematoxylin staining (Pl, XIV).

The chromatin bands of the mother cell are reduced in number to
two and assume the central position. During the process oi shortening and
thickening of the cell these two bands fuse into equatorial chromatin
plate, stained more deeply than bands. This plate moves to one of the poles
of the praemicrocyst and swells in the oval body. In the mature micro-
cyst the resting nucleoid has a central position and appears quite distinct
from sorrounding protoplasm (Pl. XIV).

After a short period of incubation (one and a half to three hours)
in a new favorable enviroment the microcysts start to germinate. They lose
partly their affinity for dyes; the whole microcyst enlarges slightly and
stains less deeply. The microcysts always germinate at one point. In
this point one can observe the softening of the cell-wall and then a slight
hulge.

The germination of the microcysts in Sporocytophaga occurs in two
distinctlv different types (Pl. XIII, PL. XV, 2—5, 7).
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In the first — most commonly observed —- the bulge grows in germ-
tube. It is thinner than microcyst and very often is bent. In this stage of
germination the cell has a shape of a pear or of a hook. The nucleoid
leaves the center, enters the bulge, and gradually elongates, When the
young cell is ca 3 . long — the nucleoid divides by constriction in two.
Shortly afterwards there occursdivision of the cell (P1, XIII).

In the second type the changes in the nucleoid suggest some kind
of sexual process in the life-cycle of Sporocytophaga.

The nucleoid divides here before entering the germ-tube. Only one
of the newly formed nuclear bodies, destined to be cell’s nucleoid, enters
the bulge appearing on the microcyst. The other leaves the center of
the microcyst and enters the periphery of the cytoplasm on the pole op-
posite to the germ-bulge. This nuclear body loses its distinct form and
changes into a small granule which gradually disappears. These changes
suggest the reduction of chromatin and, may be. they represent a part of
the sexual (autogamic) process in Sporocytophagu. The first part of this
process we could suppose to find in changes in nuclear apparatus during
formation of the microcyst (fusing of two chromatin bands into equatorial
plate). The crucial test would demand the isolation of a single cell.

In this connection the works of Badian (1930, 1933) and of Beebe
(1941) on autogamic reproduction in other Myxobacteriales may be noted.

Anyhow the microcyst undoubtly constitutes a special life phase of
Sporocytophaga and has to be interpreted as an integral part of a periodic
life-cycle.

A question still at issue is the occurence of isogamy in Myxobacte-
riales. Stapp and Bortels (1934) noted the process which they
interpreted as a copulation, This ohservation the author could not con-
firm. Similar forms, suggesting copulation (PI. XII, e), were only exceptio-
nally observed by the author in stained preparations. It is hardly possible
on the evidence at present availabie to come to any definite conclusion.
The author is rather willing to look on these forms as involution forms
or artefacts.

The question closely bound up with the germination of microcysts
is the fate of microcyst’s cell-wall. Accerding to present observations
the microcyst’s coat is only partly absorbed and in most cases is visible
shortly after germination, especially in the dark-field preparations,

The classification of Myxobacterice after the important papers of
Stanier (1941) and Stanier and Van Niel (1941) is quite satis-
tactory to most microbiologists. Yet there is little agreement on the que-
stion of position of Sporocytophaga and Cytophaga in this system.
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It seems to the author that the differences between Cytophaga and
Sporocytophaga do not merit a separate rank of the family, These two
genera should be included in the order Myxococcales as a distinct sub-
order Asporangiales with one family — Cytophagaceae and two genera
— Cytophaga and Sporocytophaga. 1t does not appear to the author that
the differences in morphology, physiology, habitat and the life-cycje
hetween C'vtophagaceae and Myxococcaceae could be the basis for sepa-
rating them in two distinct orders.

Annales U M. C.S. Lublin 1950. Pafistw. Lub. Zakl. Graf. Oddz. 6, Lublin, Koéciuszki 4. Zam. 259, 8.11.19%50 .
1.550 egz. A-1-123534. Dala otrzymania manuskryptu 8.]1.1950. Data ukoficzenia druku 18.111.50.
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