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On the taxonomic system of Protozoa 

O CMCTeMe npocTeiiniMX 

If one casts a glance at several modern reviews and special papers on 
taxonomic system of Protozoa, one will easily find out that the opinions of 
various workers in this field of science differ from each other prominently. 
For the development of protozoology, it would be extremely desirable to draw 
up some general foundations for the classification of protozoa, if only for 
the main subdivision of Protozoa into some higher taxons, on the basis of 
widely-spread confrontation of opinions and international collaboration. 

The 1st International Conference of Protozoologists in Praha called thanks 
to the initiative of the Czechoslovak Academy of Sciences and the Society 
of Protozoologists in August 1961 was the event of paramount importance 
for the international collaboration of ¡protozoologists from many countries. 
At this Conference, the Society of Protozoologists suggested to discuss the 
principal question of taxonomic system of Protozoa in order that to draw up 
some common view-point towards this subject. As material for discussion, 
our American colleagues proposed the examination of their „Preliminary 
scheme of classification of Protozoa", the paper being distributed among all 
the interested members of the Conference. The discussion of the proposed 
scheme was lively and interesting. The time of discussion was limited to one 
evening. Naturally, it appeared impossible to discuss all the problems and to 
draw up a common conclusion during such a short period of time. Therefore, 
the discussion was decided to be continued in press and later on at the 2nd 
Conference of Protozoologists, which is though to be in London in 1965. 

The present paiper is just writ ten in accordance with the plan of realising 
the above mentioned agreement. The authors setting forth their view-point 
are, of course, far from assuming it as indisputable and the only possible one. 
We consider our paper as debatable material for fur ther discussion. 

* 

Before going on to the direct discussion of the specific material, some 
general preliminary remarks concerning the main principles of our conside-
rations seem to be useful. These general propositions, even if not original and 
shared by many zoologists, shall be however exposed here, because they are 
still not generally accepted. 
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A ¡perfect system of the animal kingdom, including Protozoa should be 
natural. Under a natural system we believe such a system which reflects 
phylogenetic relationships among the organisms. Thus, the system must not 
be conventional or subjective depending on tastes or view-points of either 
of its authors. Reflecting the process of phylogenetic development which occurs 
in nature the system itself is nothing else than objectively existing reality 
which does reflect the extent of likeness as well as of differencess between 
the organisms on the basis of phylogenetic (historical) relationships among 
them. However, the present-day groups of organisms are quite various. 
According to Darwin's principle of divergence of characters, both intermediate 
and ancestral forms die out. Numerous cases of convergence and parallel 
development make the picture much more complicated. All this creates 
difficulties for the elaboration of the natural system and accounts for the 
existence of diversity in opinions on taxonomic problems. But these real 
difficulties should not be exaggerated and they should not serve as the reason 
for giving up the elaboration of the actual natural system. 

Even at present time a certain number of aspects concerning the system 
and the phylogeny of Protozoa can be considered as completely solved. For 
example, one can hardly be in doubt as to the phylogenic relationship between 
the Mastigophora and Sporozoa, as well as between Holotricha-Thigmotricha 
and Peritricha. There is a great number of examples of this kind. However, 
a lot of problems of taxonomic system of Protozoa demand their fur ther ela-
boration and study. 

On drawing up the system, the whole diversity of characters of the 
investigated group is necessary to take into consideration as much as possible. 
Besides, peculiarities of life cycles and even of ecological features must be 
taken into account. Some groups of Protozoa live in strictly limited places 
or habitats which their evolution might be connected with (the Ophryosco-
lecidae in the paunch of ruminants, Ctenostomata in sapropelic, Tintinnida 
in plankton). In his recent paper C o r l i s s 1962 thoroughly examined this 
question and there is no need for us to stay on it any longer. The expressed 
necessity of taking into account as many different characters of organisms 
as possible for the establishment of taxonomic categories does not, however, 
mean that all these attributes are of equal value for the systematic aims. 
While establishing and characterizing large taxa, it is sometimes necessary 
to select only those few characters which are the real attributes determining 
the belonging to a certain taxon. It follows from it that the differential cha-
racters possess a definite phylogenetic significance and sense. 

In a series of well-known works by S e v e r t z o f f on morphological regu-
larities of evolution, some types of evolutionary changes were postulated. 
Among them, two main types are represented by aromorphoses and idio-
adaptations. Aromorphosis mean the evolutionary changes leading towards 
the general increase in morphophysiological differentiation but it does not 
represent adaptations to any special life conditions. Idioadaptations are, on 
the contrary, the evolutionary changes connected with adaptation to con-
crete ecological conditions and not connected with general morphophysiolog-
ical progress as well as with the increase in complexity of differentiation. On 
the basis of isolation of higher taxa lay phylogenetic changes of aromorphosis 
type. This is true for the Protozoa as well. For example, the develop-
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ment of the ciliature, nuclear dualism and high polyploidy of the macronucleus 
during the evolution of the Infusoria is nothing else but aromorphosis. Thus, 
taking into account all the possible characters, when drawing up a system, 
one should not lend them an equal phylogenetical or taxonomical importance. 

Finally, when framing the system, it is to remember the real extent and 
profundity of differences which must characterize each taxon: order, sub-
class, class etc. It is difficult to propose any objective criteria because in 
every type and class there is a set of its own features to be dealt with. For 
an experienced taxonomist who knows the groups very well there is no 
difficulty in finding these criteria objectively and uniformely. 

These preliminary comments determine in a certain extent our attitude 
to the solution of particular problems on the systematics of Protozoa. 

D i v i s i o n o f t h e p h y l u m Protozoa i n t o s u b p h y l a 

The classification of Protozoa, with special reference to their division into 
higher taxonomic groups cannot be considered fully established. 

D o f 1 e i n 1902 broke up the phylum Protozoa into two subphyla: Plasmo-
droma and Ciliophora, the former including the classes Rhizopoda, Mastigo-
phora and Sporozoa, while the latter combining the classes Ciliata and Suc-
toria. The mode of movement, the kind of reproduction and the organization 
of the nuclear aparatus formed the basis for the separation of these subphyla. 
This classification was accepted later on by a number of protozoologists 
( H a r t m a n n 1907, K u d o 1915, W e n y o n 1926, E p s t e i n 1930, J a k i-
m o v 1931, P e a r s e 1936, D o g i e l 1951, H a l l 1953, G r e l l 1956 and 
others). 

Taking into consideration that one of the principal reasons for the separat-
ion of the two subphyla was the organization of the nuclear apparatus, P i e-
k a r s k i 1954 suggested to call the latter subphylum not Ciliophora but He-
terocaryota because most representatives of that subphylum are characterized 
by the dimorphism of their nuclear apparatus. Later on, B i o c c a 1956 
realized other change designating Plasmodroma as Homocaryota; he used the 
same arguments as P i e k a r s k i did in case of the Ciliophora. Thus, B i o c c a 
suggested that the phylum Protozoa should be divided into two subphyla: 
Homocaryota and Heterocaryota corresponding entirelly to the subphyla after 
B o f 1 e i n. 

We believe that the two subphyla of Protozoa reflect completely the na-
tural divergence within the phylum: and unite those protozoa which are with 
each other phylogenetically associated. 

The main basis for the separation of the two subphyla is formed by dif-
ferences in ways of multiplication. Within both subphyla, along with asexual 
reproduction, sex process occurs, however, in some cases the latter is second-
arily excluded from the life cycle while in some other cases it may be pri-
marily absent (many Sarcodina). The comparison of the sex processes occur-
ring in both subphyla of Protozoa permits to trace their principal features. In 
all Plasmodroma possessing sex process the copulation of gametes usually 
occurs. This process as well as gametes themselves are various in different 
species but in all cases one has the right to speak of gametes. As a result of 
their copulation, zygote is formed. The fur ther development of the zygote va-
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ries in different groups. At the same time, in the subphylum Ciliophora sex 
process appears in form of conjugation, a most peculiar sex process having 
nothing homologous among Plasmodroma. In Gregarina and Adeleida 
syzygies of different type which may resemble conjugation are indeed nothing 
else but stages of gametogenesis. The true joining of gamonts insures the 
copulation of gametes which appears later on. Thus, these processes outwardly 
resembling conjugation have indeed nothing to do with it. 

The second principle difference between the Plasmodroma and Ciliophora 
consists in the organization of the nuclear apparatus. The former is characte-
rized in general by monomorphism of nuclei while dimorphism or nuclear 
dualism, both morphological and functional, is characteristic of the latter one. 
Differentiation of the nuclear apparatus into macronucleus (Ma) and micro-
nucleus (Mi), the former being a trophical nucleus, the latter — a generative 
one, is peculiar to all ciliates.1 

Among the Plasmodroma several forms can be count which also possess 
nuclear differentiation at certain developmental stages. Some foraminiferan 
species can serve as an example (Rubratella, Rotaliella). Their agamonts 
develop both vegetative nuclei, destined to later destruction, and generative 
ones, taking part in the formation of gamonts. However, it must be kept in 
mind that such a differentiation in nuclei at developmental stages of the 
rhizopoda is of temporary character while nuclear dualism of ciliates is pe-
culiar to every stages of life cycle and determines that unique, typical only 
for the ciliates kind of sexual process — the conjugation. At the same time, 
a nuclear dualism of the rhizopoda which happens at the asexual .period of 
their development is well correlated with the sexual process proceeding in 
form of typical copulation. Thus, both reproduction and the type of nuclear 
apparatus ccirbined in one, may serve as that very boundary that permits 
to divide all the Protozoa into two natural groups — subphyla — which 
represent two main trunks of their phylogenetic tree. 

The locomotor organelles that constitute the third attribute considered 
could not serve themselves as the basis for the separation of subphyla be-
cause there is no principal difference in the organization between cilia and 
flagella especially as concerns their fine structures. Meanwhile, in addition 
to the mode of sexual process and the peculiarity of nuclear apparatus the 
type of locomotor organelles may be an important additional sign for sepa-
ration of the phylum Protozoa into two subphyla. All the Plasmodroma are 
capable to move either by means of different forms of pseudopodia or by 
means of flagella and at last by means of myofibres in absence of flagella 
or pseudopodia. The representatives of the Ciliophora can move only by means 
of their ciliary apparatus though in some cases myofibres can undoubtly fa-
vour this movement. The body surface of some Plasmodroma, the Opalinina for 
example, is covered with relatively short flagella, or cilia as they been called 
some time ago when the Opalinina were ranked among the Ciliata. But the 
organization of nuclear apparatus and the mode of sexual process in the opa-
linae differ essentially from those in Ciliophora, though their kinetic appara-
tus resembles each other. Since there is no principal difference between cilia 

i The only exclusion in (this respect may be represented by Stephanopogon 
in which nuclear dimorphism has not been yet found. 
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and flagella, this character cannot have any determinant value for the sepa-
ration of phyla. 

Some authors suggested that the phylum Protozoa should be divided into 
much more than two subphyla. Thus, in 1926 and in 1933 C a l k i n s propo-
sed four subphyla: Mastigophora, Sarcodina, Infusoria and Sporozoa. By this, 
he set apart phylogenetically close groups such as Mastigophora, Sarcodina 
and Sporozoa which possess the number of similar features testifying to the 
community of their origin. H a l l 1953 shared the system of C a l k i n s . 
The basis for the separation into these subphyla was a mode of movement. 
Only for characteristics of the Sporozoa, the formation of infective stages — 
sporozoites — is taken into account for their separation. Although all these 
attributes are characteristic of 'the mentioned groups, the separation of sub-
phyla only on the basis of such a criteriuim as movement does not allows a 
natural classification within the phylum and disconnects phylogenetically 
close forms, while the character of movement does unite the Mastigophora, 
Sarcodina and Sporozoa in larger extent than differentiates them. 

The close relation of the Mastigophora and Sarcodina seen in the struc-
ture of their locomotor organelles permitted for some authors (G r a s s e 
1952, 1953, C o r l i s s 1959, 1962) to combine these protozoa in one subphy-
lum Rhizoflagellata or Mastigamoebaea opposing it to the subphy-
lum Sporozoa and Cnidosporidia, and after G r a s s e, to the subphylum 
Actinopoda as well. 

According to L e v i n e 1962, the Sporozoa constitute a separate subphy-
lum which he calles Euspora. We have nothing against the unity of the Ma-
stigophora and Sarcodina in one subphylum. But we cannot share the opi-
nion on the isolation of the Sporozoa in one separate subphylum. There is 
much common between the Sporozoa and Mastigophora which is conditioned 
by the origin of the former from the latter. First of all, life cycles of the 
Sporozoa and Mastigophora, mainly of the order Phytomonadida, are chara-
cterized by some common features. In the phytomonadids, in the simplest 
case asexual reproduction is followed by sexual process, vegetative 
specimens which become sexually differentiated playing the role of gametes. 
In this case the progamic period is absent. Male and female gametes differ 
from each other only physiologically (isogamy). In more complex cases the 
gamete formation is preceded by a progamic period, sometimes gametogenesis 
occurring equally during the formation of male and female gametes (or ga-
metes with opposite sexuality in case of isogamy), or occurring differently 
during the formation of macro- and microgametes (in case of oogamy). From 
one macrogamont only one macrogamete is formed, but from one microga-
mont numerous microgametes are originating. 

In all Mastigophora zygote encysts and during the metagamic period me-
iosis occurs (zygotic reduction) and vegetative forms are formed. All the de-
velopment stages but zygote are haploid. To apeak to the point, the same 
scheme of life cycles is kept in the Sporozoa, but it becomes complicated and 
a bit modified due to parasitic mode of life. In zygote which always encysts 
(zygocyst or oocyst) meiosis takes place and (during the metagamic period 
various number of sporozoites is formed. These sporozoites can be compared 
with vegetative forms originating inside the encysted zygote in the Masti-
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gophora. In the Sporozoa, as well as in the Mastigophora all developmental 
stages with exception of the zygote are haploid. 

The presence in the Sporozoa of flagella-bearing gametes bring them toge-
ther with the Mastigophora. In the latter the sexual process in their life cycle 
is of facultat ive character, and under certain external conditions the Masti-
gophora (for example, Eudorina) can mult iply by asexual way for a long 
time. The number of their asexual generations is not fixed. In Sporozoa 
which seem to conserve the alternation of asexual and sexual generations, 
this process being caused by their parasitic life, the time of asexual 
reproduction becomes stabilized and the sexual process begins only a f t e r 
some asexual generations took place. This is t rue for the Coccidia (Eimeri-
idae), however, the ability to a long asexual multiplication without forma-
tion of gamonts develops sometimes in life cycles of some other Sporozoa, as 
well. In Plasmodium cathemerium and P. knowlesi, strains that multiplied 
asexually for a long time were found ( H u f f and G a m b r e 1 1 1934, K n o w -
l e s and D a s G u p t a 1932). 

Thus, life cycles of both the Sporozoa and some Mastigophora ra ther re -
semble each other , though the parasitic life of the former as well as the ne-
cessity for the parasi te to penetrate into its host result in increasing of me-
tagamic part of the life cycle. The likeness just mentioned may reflect a 
phylogenetic relationship between the two groups of Protozoa and testify 
to the possible origin of the Sporozoa f rom some group of free-l iving masti-
gophorans that had life cycle scheme mentioned above. All present-day f ree 
living groups of the green mastigophorans with the al ternation of genera-
tions but without sexual processes being genotypicaly fixed may originate 
f rom this group. All this permits to consider the Sporozoa and Mastigophora 
as closely related groups and the combination them into one group is thought 
to be cui te logical and to reflect their common origin. 

As to the Cnidosporidia, their position in the system of Protozoa is still 
not quite clear because of poor knowledge of those parts of their life cycle 
which are of great importance for comprehension of their nature. Saying so, 
we mean the character of sexual process, the tide of meiosis, pecularities of 
the al ternation of generations. There is a view-point according to which the 
Cnidosporidia should be excluded at all f rom the Protozoa and be separated into 
a peculiar group among the lower Metazoa (G r e 1 1 1956). G r a s s e 1960 
on the basis of thorough investigation of the Plasmodium of Sphaeromyxa 
sabrazasi came to conclusion that the myxosporidians lay beyond the limits 
of the notion of Protozoa because in the syncytiated Plasmodium there a re 
both somatic nuclei and isolated moving germinal cells. But the absence of 
different iated sexual cells in the Myxosporidiida does not allow to consider 
them as multicellular organisms. According to G r a s s e , the Myxosporidiida 
represent one of the blind ways of evolution. 

It is quite possible, however, that the differentiat ion into vegetative nu-
clei and generative „cells" in the Myxosporidiida may not exclude them from 
the Protozoa. Similar phenomena are also known for some Rhizopoda. Among 
the lat ter one can see multinuclear forms with differentiat ion into both ge-
nerat ive and vegetative nuclei (Rubratella, Rotaliella), the development of 
agametes being realized only at the expense of the cytoplasm with genera-
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tive nuclei. Therefore, in our opinion, the Cnidosporidia might be kept pro-
visorily within the Protozoa. 

Though the sexual process of the Cnidosporidia is rather peculiar, it re-
sembles the process of autogamy found in the Sarcodina or Mastigophora. 
The organization of nuclear apparatus of the Cnidosporidia resembles to a 
greater extent that of the Sarcodina and Mastigophora than that of the Ci-
liata. Heteromorphy in the structures of nuclear apparatus of spores (sporo-
blasts) in the Cnidosporidia differs very much from the differentiation into 
Ma and Mi occurring in the Ciliata. All this allows to suppose that the Cni-
dosporidia might be included as an independent class into the subphylum 
Plasmodroma. 

The presence of ameboid movement in the sporoplasm or planont, the for-
mation of large plasmodia, diploidy of all developmental stages but gametes 
( N o b l e 1944) — all these features allow to bring the Cnidosporidia together 
with Sarcodina. Therefore the former as a separate class may be placed at 
the same level next to the latter. Peculiarities of both the sexual process 
and the structure of spores in the Cnidosporidia allowed to some authors 
( G r a s s e 1953, L e v i n e 1961, C o r l i s s 1962) to isolate them into a par-
ticular subphylum along with some other subphyla. There is nothing surpri-
sing in the fact because the Cnidosporidia are indeed rather original; besides, 
the joining the Cnidosporidia together with Sarcodina into the subphylum 
Plasmodroma has not been yet completely settled. 

Thus, in our opinions the unification of the classes Sarcodina, Mastigo-
phora and Sporozoa into one subphylum Plasmodroma does reflect most di-
stinctly the natural phylogenetic relationship between all the protozoan 
groups constituting the subphylum. 

It is quite probable that the Toxoplasmatida and Sarcosporidiida should 
be included into the same subphylum. These protozoans do not possess any 
sexual process, they move only ameboidally or by means of myofibres. Their 
nuclear apparatus is monomorphous and therefore they fully fit the criterion 
for the Plasmodroma. It is likely to follow B i o c c a 1956 who united 
those parasitic Protozoa into a special class Toxoplasmatea within the sub-
phylum Homocaryota (which corresponds to the Plasmodroma). 

The Toxoplasmatida and Sarcosporidiida (also Besnoitia) are indeed so much 
peculiar that their isolation into one special class cannot give rise to any 
objection. These protozoans cannot be included into the class Sporozoa 
because they lack one of the main features characteristic of the Sporoza — 
sexual process followed by formation of the oocyst (zygocyst) and sporogony. 
The likeness between the Sarcosporidiida, Toxoplasmatida, Eimeriidea and 
malaria parasites which was revealed on examination of fine structures of the 
moving developmental stages (sporozoites, trophozoites, merozoites) and 
which concerns the presence of both penetrant organelles and fibrillar appa-
ratus is probably to be thought as the convergence developed as a result of 
adaptation to penetrating the host's cells of different tissues (L u d v i k 1956, 
1960, C h e i s s i n i M o s s e v i c h 1960, G a r n h a m et al. 1960, 1961, 1962). 
The konoid on the anterior end of the trophozoite of toxoplasmae and sarco-
sporidia, of malaria Plasmodium sporozoite and Eimeria merozoite as well 
as the „pair organ" and toxonemata or sarconemata are very likely to have 
developed independently in all these protozoa. 
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The Toxoplasmatida and Sarcosporidia are not to be united with the 
Mastigophora because any traces of the kinetid failed to be found on either 
developmental stages of the former. The hypothesis of the Sarcosporidia 
belonging to fungi needs some through reasons. 

T h e s y s t e m of t h e s u b p h y l u m Plasmodroma 

Let us dwell on the examination of the equalranked units which constitu-
te the subphylum Plasmodroma. The authors sharing the idea of the existence 
of such subphylum include commonly three classes in it: Mastigophora, Rhi-
zopoda (= Sarcodina) and Sporozoa (W e n y o n 1926, Do f 1 e i n 1929, D o-
g i e l 1951, K u d o 1954). Moreover, the subclass Cnidosporidia is included 
into the Sporozoa. P i e k a r s k i 1954 along with the three classes, has esta-
blished one more class Haemamoeba which comprises both the Piroplasmida 
and Theileriida. B i o c c a 1956 though he gave to the subphylum Plasmo-
droma the name Homocaryota, includes in it, however, essentially the same 
protozoa as do the abovementioned authors. Along with 'the classes Rhizopo-
da, Mastigophora and Sporozoa, B i o c c a put forward two more classes — 
Cnidosporidia and Toxoplasmatea. Besides, the author added a new class — 
Ciliatoidea (opalinae). Thus, after B i o c c a the subphylum Plasmodroma 
{Homocaryota) consists of six classes. 

Somewhat different are view-points on the system of Protozoa shared by 
G r a s s é 1953 and C o r l i s s 1959, 1962. In the manual on zoology edited 
by G r a s s é those protozoa which according to D o f l e i n , W e n y o n , 
D o g i e l , P i e k a r s k i and B i o c c a were united into xone subphylum 
Plasmodroma are divided into three separate subphyla: Rhizoflagellata, Acti-
nopoda and Sporozoa. The first subphylum, according to G r a s s é , breaks up 
into two superclasses — Flagellata and Rhizopoda, the former comprising 11 
classes including opalinae, the later consisting only of 3 classes. The subphy-
lum Actinopoda contains three classes — Acantharia, Radiolaria and Helio-
zoa. The subphylum Sporozoa is constituted by three classes — Gregarino-
morpha, Coccidiomorpha and Sarcosporidia. 

C o r l i s s 1959 draw up a similar system of Protozoa. However, to his 
mind, the subphylum Mastigamoebaea falls to three superclasses: 1. Rhizo-
flagellata (by its range corresponds to the subphylum Rhizoflagellata accor-
ding to G r a s s é , with the exception of the opalinae) consisting of two 
classes — Flagellata and Rhizopoda; 2. Actinopoda; 3. Paraf lag ellata (corres-
ponds to Opalinina). Later on, C o r l i s s 1962 simplified this system which 
had been too complicated with such unnecessary superstructures as super-
classes. C o r l i s s divided the subphylum Mastigamoebaea into three classes: 
Flagellata, Paraflagellata and Sarcodina, the latter including the following 
subclasses — Actinopoda, Rhizopoda, Reticulosa and Piroplasmata. The argu-
ments showing the baselessness of the separating the Mastigophora and Sar-
codina in one special subphylum Mastigamoebaea equally with the subphy-
lum Sporozoa and Cnidosporidia were mentioned above. Now we have to 
dwell on natural classification on the level of classes proceeding from our 
view-point on the reality of the subphylum Plasmodroma. 

We agree with most protozologists considering the Mastigophora, Sarco-
dina and Sporozoa as classes within the subphylum Plasmodroma. However, 
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the authors' view-points as to the contents of either class differ very much. 
There is no uniform opinion concerning the inclusion of the opalinae which 
earlier constituted a special subclass Protociliata among the Infusoria, into 
the class Mastigophora. F a u r e - F r e m i e t 1950 and C o r l i s s 1955 sub-
stantiated very well their view-point on the relationship between the opa-
linae and mastigophorans. Many authors ( R a a b e 1948, J i r o v e c 1953, 
G r a s s e 1952, L w o f f et V a l e n t i n i 1948, G r e l l 1956) include the 
opalinae as a separate taxonomic group into the class Flagellata (or super-
class according to G r a s s e ) placing them as a subordinate unit among the 
Zooflagellata. But P i e k a r s k i 1954 separated opalinae into the class Cilia-
toidea. His opinion was supported by B i o c c a 1956. C o r l i s s 1962 also 
separated the opalinae as class under the subphylum Mastig amoebae a. Mean-
while, the supposition on the relationship between the opalinae and Zoofla-
gellata made by F a u r e - F r e m i e t and others is much more wellgroun-
ded than the separation of them into one independent large taxonomic unit 
equal or close to the class Mastigophora. 

Such features as monomorphy of the nucleus and copulation of gametes 
are rather reliable bases in order that these protozoa are to be included into 
the subphylum Plasmodroma. Besides, the type of fission as well as morpho-
genesis of the opalinae is quite similar to those found in different represen-
tatives of the Mastigophora, especially, in many Hypermastigida. The so-cal-
led symmetrigenic flagellate-type fission ( C h a t t o n et V i l l e n e u v e 
1937) has been found also for the opalinae ( C h a t t o n et B r a c h o n 1936). 
Alike some higher zooflagellates (the Hypermastigida in particulary), they 
have an akaryomastigont system. Thus, there is every reason to draw the 
opalinae together with the Mastigophora and to include it into this class. At 
the same time they possess some peculiar features of organization which does 
not allow to combine them together with zooflagellates into one systematic 
group. The opalinae have no centrosomes, no parabasal apparatus, no kine-
toplast, they are as a rule amphibian intestine parasites. In case of admitting 
their placing among the Flagellata, they can be established as a subclass 
along with two other subclasses — Zoomastigina and Phytomastigina. By 
this, the phylogenetic relationship is stressed between the opalinae and other 
representatives of the class Flagellata and in the first place with higher zoo-
flagellates. 

The division of the Flagellata into three subclasses related to each other 
phylogenetically makes the classification natural. This relationship, however 
is rather ancient and the three subclasses were separated from each other 
very long ago. All the Phytomastigina a re autotrophs (sometimes mixotrophs) 
while the Zoomastigina and Opalinina — heterotrophs. It is hardly possible 
to agree with G r a s s e to divide all Phytomonadina into 10 independent 
classes being on the same level with the class Zoomastigina amd subordina-
ted to the superclass Flagellata. The raising of some small groups of protozoa to 
the class range equally with other large units cannot be thought as advisable. 
Indeed, according to G r a s s e ' s system large groups of protozoa as for exam-
ple the Radiolaria, Coccidia, or Gregarina represent classes but on the other 
hand such small groups as the Ebridinida, Xanthomonadina and others are 
placed on the same taxonomic level. The size of either higher taxonomic unit 
within the phylum must be more or less equal to each other by its range and 
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character of distinctions. To our mind, it looks more rationally not to classify 
all the coloured flagellata into some separate classes but to include them into 
the subclass Phytomastigina as orders. 

It is necessary to note that botanists, in contrast to zoologists, assume all 
the green flagellata as a heterogeneous collection of some independent groups 
of the flagellates which have nothing in common with each other ( K u r s a -
n o v i K o m a r n i c k i j 1945). On this ground, botanists raiee different 
representatives of the Phytomastigina to a range of type or class (see for 
example: G o l l e r b a c h i V. J. P o l j a n s k i j 1951, and others). We shall 
not go into critical discussion of this point of view, however it is necessary 
to note that botanists while separating various taxonomic groups choose the 
features which differ pronouncely from those which constitute the basis for 
zoological classification of the same groups. That is why the very comparison 
of the two groups appears beyond our possibility and fur ther , while separa-
ting some taxa, we shall follow only those principles which are generally ac-
cepted by zoologists for the system of Protozoa. 

We shall not thoroughly examinate the subordinate classifications within 
each subclass of flagellates, we shall only dwell in short on some data con-
cerning the classification of the subclass Zoomastigina. 

The separation of the orders Choanoflagellida and Diplomonadida is not 
at all doubtful though H a l l 1953 included the former into the order Proto-
monadida and the latter into Polymastigida. The open question remains the 
real existence of orders Protomonadida and Polymastigida. The independen-
ce of Protomonadida was considered by a number of authors (W e n y o n 
1926, D o f l e i n und R e i c h e n o w 1929, 1953, J i r o v e c 1953, H a l l 
1953, and others). According to them the order Protomonadida was constituted 
by flagellates having different morphology and origin. Therefore H o n i g -
b e r g 1961 was right when he separated from this order flagellates with a 
kinetoplast into a special order Kinetoplastida. G r a s s e 1952, however, rai-
sed the Protomonadida to superorder range and divided it into five orders. 
C o r l i s s 1962 broke up the Protomonadida into three orders: Rhizomasti-
gida, Retortomonadida and Kinetoplastida. Kinetoplastida really differ es-
sentially from all other Protomonadida while the remaining representatives 
of the Protomonadida (Eumonadidae, Cercomonadidae, Rhizomastigidae, Bi-
ccecidae, Retortomonadidae, Tetramitidae) rather resemble each other and 
therefore they can be united in one separate order which may keep the old 
name — Protomonadida. However, it differs very much by its size from the 
order which previously existed, by absence of the Trypanosomatidae, Bodoni-
dae and Choanoflagellida. 

The idea of existence of the order Polymastigida was shared by W e n y o n 
1926, D o f 1 e i n-R e i c h e ¡n o w 1953 and others. D o f 1 e i n-R e i c h e-
n o w put also into this order the Hypermastigida while W e n y o n , J i r o v e c 
and others thought it to be a separate order. G ra s s e 1952 put all the Poly-
mastigida together with the Hypermastigida into the superorder Metamona-
dida, either family which contributed the Polymastigida and Hypermastigi-
da being raised to ranges of special orders. C o r l i s s 1962 preserved the 
order Hypermastigida but in place of a single order Polymastigida two other 
orders — Trichomonadida and Oxymonadida were established. 
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The system of classification which admits the existence of two orders: 
Polymastigida and Hypermastigida might be thought to follow the phyloge-
netic relationship in the most correct way. The parasitic flagellates just men-
tioned differ from each other by their kinetic apparatus. Presence of one 
or numerous karyomastigonts is characteristic of the former, each karyoma-
stigont having as much as 4—8 flagella, as a rule. The Hypermastigida pos-
ses only one nucleus, their mastigont system having numerous flagella. In 
the Polymastigida, each mastigont possesss parabasal apparatus and axostyle, 
while in the Hypermastigida, numerous parabasal apparatus are characteri-
stic of each mastigont. Thus, in the order Polymastigida the characters of 
both Oxymonadida and Trichomonadida are combined in one. Between the 
two groups, there are some distinctions concerning, however, some more spe-
cial attribute subordinated to the main features of the organization of the 
order Polymastigida. 

Now let us dwell on the position of sarcodina in the system of Protozoa 
and on the size of this group. As it was mentioned above, they were separated 
as individual class along with classes Mastigophora and Sporozoa. There are 
some different view-points towards the size of the class Sarcodina despite the 
fact whether the group in question was included as a separate class into the 
subphylum Plasmodroma or subphylum Mastigamoebaea. According to D o-
f l e i n , H a r t m a n n , J i r o v e c , G r e l l , D o g i e l and K u d o the Radio-
laria, Heliozoa and Rhizopoda are included into the class Sarcodina as subor-
dinated group (order or subclass). These groups are considered by some au-
thors as independent and equal units while others ( K u d o 1954, C o r l i s s 
1962) opposite the Rhizopoda to the other group (Actinopoda) which unites 
the radiolarians and heliozoans. According to the third group of authors who 
raised the sarcodina to a range of superclass (G r a s s e 1952, and others) both 
radiolarians and heliozoans are fully separated from the superclass as the 
subphylum Actinopoda, or the superclass Sarcodina is divided into two in-
dependent classes: Rhizopoda and Actinopoda. 

Thus, two problems open to discussion arose: 1. does the class Sarcodina 
includes the radiolarians and heliozoans as subordinate unites equal to the 
Rhizopoda, and 2. is it necessary to unite the radiolarians and heliozoans in 
one group Actinopoda and to separate the latter as an independent unit on 
the level of subclass, class or subphylum thus opposing it to the rest of sar-
codina? Moreover the questions to be discussed are the following ones: the 
problem of separation of the Acantharia from Radiolaria as an equal taxo-
nomic group and the problem of the reasons for existence of the group of 
blood parasites — Piroplasmida and Theileriida as an individual class, sub-
class or even order. 

When grounding above the existence of the subphylum Plasmodroma as a 
natural taxonomic group, we cited some data in favour of separating within 
the subphylum the class Sarcodina phylogenetically related to the class Ma-
stigophora. Both classes are rich enough in species number and possess a 
distinctive set of characters which allows considering those protozoa as quite 
independent groups contributing the Plasmodroma. The Sarcodina are defined, 
first of all, by the ability of making up pseudopodia of different forms which 
enable the organism to engulf its food and to move. This peculiarity is cha-
racteristic of trophozoites while sex cells somet :mes possess flagella. The 
nutrition of all Sarcodina is of holozoic type. The reproduction is agamic 
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(asexual), by means of transversal or multiple division. In some representa-
tives, a sexual process is found which alternate with asexual multiplication. 
Most of the Sarcodina are free living animals with naked bodies or bodies 
bearing outer or inner skeletons. The characters just mentioned are shown 
not only by naked amoebae and shelled rhizopoda i.e. the protozoa combined 
in the group of Rhizopoda but also by radiolarians and heliozoans. Indeed, 
the latter represent the same type of nutrition and movement, possess the 
inner and outer skeleton and the same type of multiplication as other sarcodi-
na do. Therefore the inclusion of radiolarians and heliozoans into the class 
Sarcodina seems to be rather well grounded. By this, phylogenetie relation-
ship between the naked amebae and rhizopoda, on one hand, and the helio-
zoans and radiolarians, on the other is stressed. Thus, the type of nutrition and 
movement (lack of flagella and cilia in trophozoites) is the common feature of 
organization which permits to unite all these protozoans. Therefore it is hardly 
true to separate the radiolarians and heliozoans into a special subphylum 
or superclass equally with the Sarcodina because such a separation on the 
level higher than a class would suggest rather distant phylogenetie relat-
ionship between radiolarians, heliozoans and other sarcodina. Meanwhile all 
these organisms are in close relation with each other. 

To our mind, the class Sarcodina represents a natural classification unit 
within the subphylum Plasmodroma. C o r l i s s , K u d o , and others believe 
that all the sarcodina can be divided into two groups: Actinopoda and Rhi-
zopoda, the former having usually a radial-symmetrical body with dispersing 
fine pseudopodia (often axopodia), while the latter possess lobopodia, filopodia 
or reticulopodia as a rule without the radial organization. No doubt, within 
sarcodina the Rhizopoda constitute a real natural group; this cannot be said 
about the Actinopoda. The formation of both lobo-filopodia and reticulopodia 
(lacking of axopodia) as well as the presence or absence of shell-like skeleton 
is characteristic of the Rhizopoda. According to the mode of pseudopod for-
mation this class naturally falls into three orders: Lobosida, Filosida and 
Granuloreticulosida (corresponding to subclasses according to L o e b 1 i c h and 
T a p p a n 1961). The orders just mentioned, more or less correspond to the 
orders Amoebida, Testacea and Foraminifera resp., which are usually met 
in textbooks on protozoology. 

The isolation of the subclass or class Actinopoda being equal by its posi-
tion with the Rhizopoda implies that the protozoa united into this group 
(Radiolaria, Acantharia, Heliozoa) are in close relation with each other and 
were originated from a common ancestor. It can be proposed and proved by 
numerous data for the Radiolaria and Acantharia, while it cannot be^ said 
in relation to the Heliozoa showing a number of characters which make this 
group much different from both Radiolaria and Rhizopoda. The Heliozoa differ 
from Radiolaria (and Acantharia) by absence of a central capsule and by some 
peculiarities of multiplication. No flagellous gametes were found in them, 
a vegatative form usually turns into a sexual one, the gametes appear co-
pulating in pairs. Their sexual process proceeds according to pedogamy (or 
pair-merogamy). These characters are so peculiar that to combine heliozoans 
and radiolarians into one group seems absolutely impossible. Such a combi-
nation would not have reflected phylogenetie relationships existing between 
the protozoa in question. The heliozoans differ from Rhizopoda by their radial 
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symmetry, axopodia and sexual process in the same degree as they differ from 
Radiolaria; consequently the combination of the heliozoans and radiolarians 
into the same subclass would have been artificial. Thus, the maintenance 
of the group Actinopoda becomes useless because it does not reflect natural 
relationships between its representatives. In this respect, the breaking up of 
the Sarcodina into three equal natural groups of subclasses rank: Rhizopoda, 
Heliozoa and Radiolaria, seems to be most correct. 

A question arises on the taxonomic position of acantharians among the 
sarcodina. In 1926 S c h e w i a k o f f pointed out the great difference of the 
acantharians from the other radiolarians but he kept the former at subclass 
rank among the latter. Further on, a number of authors ( T r é g o u b o f f 
1953, K u d o 1954, H a l l 1953, C o r l i s s 1962) separated the Acantharia into 
an independent group opposing it to the radiolarians. The reason of this oppo-
sition was constituted by the fact that the central capsula of acantharians 
(2/3 of Acantharia species possess the capsula), unlike that of the radiolarians 
is neither chitinoid nor perforated one, but represents a thickened cytoplasmic 
membrane having the same chemical composition as the cytoplasm. Skeletal 
elements of the acantharians are formed by radially spreading needles, accord-
ing to the Müller's law. The skeleton of acantharians is characterized by 
anisotropy and is composed of celestin (SrS04) while that of the radiolarians 
is made of Si02 and isotropy is characteristic of it. Skeletal needles of the 
acantharians penetrate the central capsule and originate within it, while the 
skeleton of other radiolarians is of extra-capsular nature. The acantharians 
possess axopodia which are not found in other radiolarians. Finally, the acan-
tharians are known to have a hydrostatic apparatus functioning by means 
of myofrisks which pull the extracapsular plasma over the skeletal f rame-
work; all this is absent in other radiolarians. 

Is the set of characters just mentioned sufficient for the separation of the 
acantharians from the radiolarians into an independent group, or the acan-
tharians are to be thought radiolarians representing an independent group 
within the latter? In other words, the question is whether the acantharians 
and radiolarians originated from certain common ancestors in the process of 
divergence, or at first some primitive radiolarians with a number of their 
common characters had appeared, and the divergence occurred later 
within this group giving raise for acantharians as well as for other groups 
of radiolarians. 

The second supposition is likely more correct. There is a number of facts 
which allow to include the acantharians as a subordinated group into the 
subclass Radiolaria. The presence of the central capsule is the most essential 
feature that permits to unite the acantharians with other radiolarians. Though 
the central capsule is absent in some lower acantharians the latter like other 
radiolarians possess a well-developed mighty layer of gelatinous cytoplasm or 
kalymma covered with sarcodictyum and besides their pseudopodia are stret-
ching out of the surface of inner cytoplasm adjoining the kalymma. Iin other 
words, general scheme of body organization into different layers in acantha-
rians without the central capsule coincides with that in other radiolarians. 

A study of the structure of skeletal elements carried out by D o g i e 1 1951 
on some lower Spumellariida confirm the belonging of acantharians to the 
subclass Radiolaria. It was noticed that in the intracapsular plasma of pri-
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mitive spumellarians from the group Sphaerozoa, especially of Collosphaera, 
there are crystals of celestin (SrS04) which is a component of acantharians 
skeletal elements. In some forms (Sphaerozoum), the .presence of those crystals 
is combined with presence of skeletal silica (Si02) rods in extracapsular plasma. 
In the body of Thalassicola (spumellarian without the skeleton) the crystals 
in shape of doubled druses resembling those of celestin have been also found. 
Thus, the representatives of the lower Spumellariida are capable to synthesize 
both Si0 2 and SrS04 . In consequence, it is possible to suppose that the com-
mon ancestors possessed that capability which has been kept in the most pri-
mitive forms of the present-day radiolarians. The form close to the spumella-
rians might have served as a common root for all radiolarians. 

Further on, a divergence of radiolarians into two directions occurred. 
One kind of groups (Nassellariida, Phaeodariida) lost the ability to synthesize 
SrS0 4 and became exceptionally silicious one while the others (Acantharia) 
lost, on the contrary, the capability to synthesize Si02 and became celestinous 
ones. The presence of numerous large crystals of celestin in the central capsu-
le of Collosphaera (Spumellariida) may serve as a serious confirmation of a 
possible origin of Acantharia from the primitive Spumellariida. Indeed in the 
acantharians a bundle of skeletal needles appeare within the central capsule, 
i.e. in the precise spot where in Collosphaera crystals of celestin are formed. 
It is rather likely that those crystals were gathered in the center of the 
capsule and became grow outside its limits which has resulted in the 
establishment of a skeleton peculiar for acantharians. Thus, the difference 
of the Acantharia from the Radiolaria consisting in the skeleton type (intra-
capsular in the former, extracapsular in the latter) is effaced in case of the 
lower spumellarians and, as a result, an important phylogenetic relationship 
between the acantharians and spumellarians is being discovered. 

One more similarity between the acantharians and some radiolarians is 
to be pointed out. The presence of axopodia in the acantharians is one of 
their peculiar features. Whereas the axopodia develop also in some lower 
spumellarians as well as in a peculiar radiolarian Stycholonche which was 
separated by D o g i e 1 1951 into a special order within the Radiolaria (Stycho-
lonchea). Thus, the features of similarity mentioned above between the 
acantharians and lower spumellarians are not accidental but reflect historic 
relationships of those groups of Protozoa and testifies to the possibility of 
combination of the acantharians and other radiolarians into the same subclass. 

At the same time, there is no doubt that the acantharians should be 
opposed to all other groups within the subclass. It is the correct idea which 
was supported by S c h e w i a k o f f 1926. E n r i q u e s 1931 isolated acan-
tharians into one special group Birefringentia on the basis of anisotropy and 
birefringence of skeletal needles. This group (to our mind corresponding to 
a superorder rank) was opposed to the other group Monorefringentia posses-
sing isotropic spiculas and monorefringence which includes the nassellarians, 
spumellarians and phaeodarians established as subordinate groups (orders). 
The pheodarians must be stressed to differ from other radiolarians by rather 
essential characters, such as the presence of a very particular concretion in 
a special region of the central capsule — phaeodium and the presence of 
a hollow or tubular skeleton. The spumellarians and nassellarians are known 
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to have compact needles and no phaeodium. In essence, these differences are 
not less than those between acantharians and other radiolarians. The most 
ancient phylogenetic group within radiolarians is represented by primitive 
Spumellariida (Callosphaeridae) which initiated both Birefringentia (Acan-
tharia) and Monorefringentia. Among the latter the Nassellariida are the 
most close related with Spumellariida (D o g i e 1 1951). 

The question of the systematic position of the piroplasmae and theiler-
ians among the sarcodina seems rather complicated. Some authors united them 
with sarcodina ( C o r l i s s 1962) or even separated into an individual class 
Haemamoeba ( P i e k a r s k i 1954) in the Plasmodroma. The relationship 
between piroplasmae and sarcodina was stressed by R e g e n d a n z und 
H e i c h e n o w 1933 and this view-point was supported in latest investigations 
made by C h e i s s i n i M u r a t o f f 1959 and P o l j a n s k y i C h e i s s i n 
1959 who presented some additional data in favour of such supposition. The 
authors showed that piroplasmae do not possess a sexual process which is 
characteristic of Sporozoa and that due to this fact they cannot be united 
with the latters. Absence of the kinetids in piroplasmae and theilerians does 
not permit their inclusion into the class Flagellata. C o r l i s s 1962 placed the 
piroplasmae (established by him as subclass Piroplasmata) in the class Sarco-
dina. C h e s s i n 1963 included the piroplasmae into the class Sarcodina but 
established them as an independent order within the subclass Rhizopoda. 
The reasons to support this view-point are the following: the mode of mo-
vement of agamonts (ameboid one by means of lobopodia and filopodia), 
localization both in red blood cells of the vertebrates and in tissues of the 
tick, presence of asexual multiplication only (budding, multiple division, 
cross-division). Peculiarities of their developmental cycle as well as of their 
mode of life in a vertebrate host and in the tick vector have obligatory led 
to the isolation of piroplasmae in a special group among the Sarcodina. The 
piroplasmae are most of all close related to the naked amoebae and they 
are possibly those sarcodina which have changed their mode of life and turned 
to the parasitic existence in blood. This might be rather the same case as of 
Haemosporidia and Haemogregarina within Sporozoa that became red cell 
parasites, however, keeping their phylogenetic relationships with the intestinal 
Sporozoa. 

It is difficult to say now whether the theilerians might be considered as 
sarcodina because the life cycles of the former have been not yet studied 
enough. According to S e r g e n t et al. 1945 the developmental cycle of 
Theileria dispar includes a sexual process realized as isogamic copulation 
followed by formation of ,,sporoblasts" and „sporozoites". However, from 
the authors' description it may be hardly concluded whether the authors 
themselves saw the copulation of gametes or they only assumed its real 
existence. G o n d e r 1910 found a sexual process in T. parva. R e i c h e n o w 
1940 while studying the same parasite taken from the tick body failed to 
show any stages which might be thought to correspond either to gametes 
or to zygotes. The theilerians unlike the piroplasmae possess a multiple 
division in cells of reticulo-endothelium system. Besides, the theilerians are 
not capable to transovarial transmission in ticks. Temporarily theilerians 
can be kept among sarcodina within the order Piroplasmatida. However, 
this is not to be thought as a final decision of the question on the taxonomic 
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position of these protozoa and fur ther examination of their life cycles is abso-
lutely necessary. N e i t z and J a n s e n 1956 suggested to include the theile-
rians established as the order Leucosporidia, into the order Coccidiida. To our 
mind, such an inclusion seems rather untimely because the sexual process 
of theilerians (if it is right described) has nothing in common with that of 
coccidians. 

The Sporozoa are the third class within Plasmodroma. This class includes 
the gregarinae and coccidians and seems enough uniform. Its extent 
after exclusion of piroplasmae (and probably theilerians), sarcosporidians, 
toxoplasmae and haplosporidians seems to be limited by two natural groups 
established as two subclasses — Gregarina and Coccidia. Previously, the 
Sporozoa were divided into two subclasses — Telosporidia and Neosporidia 
( D o f l e i n 1909, C a l k i n s 1926, K u d o 1931, D o g i e l 1951). But the 
latter do not belong to the Sporozoa ( C h e i s s i n 1956) while the size of the 
former corresponds, in fact, to that of Sporozoa proper. At present time, 
to call this subclass by its old ¡name — Telosporidia (L e v i n e 1961) seems 
hardy advisable. This was possible only in case when the class Sporozoa was 
believed to embrace both Telosporidia and Neosporidia. At that very time 
the two terms within Sporozoa were opposed to each other. Now, the term 
Telosporidia in respect to gregarinae and coccidians has lost any value. 
Therefore, it seems rather right that the name Sporozoa Leuckart 1879, 
well-known and habitual in science should be re-established for the protozoa 
in question. 

L e v i n e 1961 united the Sporozoa with Haplosporidia and separated 
them into a new subphylum Euspora. Such establishment of subphylum 
seems artificial to a certain degree and absolutely unnecessary. Really, the 
combination of the Sporozoa (or according to L e v i n e — Telosporidia) and 
Haplosporidia appears rather formal, because the very presence of „spore" 
in these protozoa does not testify to their relationships. The origins of the 
spores in Sporozoa and Haplosporidia are quite different, these stages being 
not homologous, therefore the „spore" cannot serve as uniting feature. Be-
sides, the sexual process in Haplosporidia is likely to be absent while its 
presence is quite characteristic of the Sporozoa. It is difficult to determine 
the taxonomic position of Haplosporidia though it is quite probable that they 
are not protozoa at all but certain fungi. In any case they are not representat-
ives of the Sporozoa. 

Thus only one class Sporozoa has been left in in the established subphylum 
Euspora (or according to L e v i n e — Telosporidia), and characteristic of this 
class fully coincides with that of the subphylum Euspora. The question arises, 
is there any sense in separation of a special subphylum Euspora? We have 
mentioned above that the Sporozoa represent a natural group of parasitic 
protozoa phylogenetically related to the Mastigophora. Due to the likeness 
with the latter in peculiarities of their multiplication and nuclear apparatus 
the Sporozoa are united together with the Mastigophora and Sarcodina in 
a single subhylum Plasmodroma. Keeping all this in mind, we do not think 
it possible to separate the Sporozoa into a special subphylum because this 
separation would not reflect their natural phylogenetie relationships with 
other Protozoa, in particular with the Mastigophora. 
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The name Sporozoa seems to be not a very good one because it makes one 
think that a stage of the spore represents their most important feature. This 
term arose first when the oocyst was taken for the spore. In fact, the 
Gregarina like Haemosporidia and some Eimeriidea possess no spores. 
However, the change of the name of class seems rather not rational. Format-
ion of the zygocyst or oocyst in the metagamic period of life is characteristic 
of the Sporozoa. In the life cycles of the Sporozoa, the alternation of sexual 
process and sporogony or that of sexual process, sporogony and repeated 
asexual multiplication by means of schizogony occurs. All the developmental 
stages but zygote are haploid oines because the meiosis usually appears during 
the process of sporogony followed by formation of sporozoites. The sexual pro-
cess is realized by means of formation of iso- and anisogametes and their 
following copulation. Male gametes as a rule have flagella or flagella-like 
shapes. 

L e v i n e, however, characterized the Sporozoa as organisms possessing 
spore of simple structure with „one to many sporozoites but without polar 
filaments". By doing so, the signs of Sporozoa are compared with those of the 
Cnidosporidia and opposed to them. As we mentioned above, presence of spore 
and the structure of the latter is not characteristic of Sporozoa. Spores are 
lacking by almost a half of all Sporozoa. Besides, it seems scarcely right to 
characterize a subphylum (or class) by means of a feature which originated 
as the secondary protective adaptation. The actual comparison between spores 
of the Sporozoa and Cnidosporidia is not absolutely advisable because those 
structures have nothing in common with each other except their name 
(C h e i s s i n 1956). Thus, the structure of spores and their real presence may 
not be thought as the main feature of the Sporozoa. 

The other character — presence of a „vesicular type of nucleus" (L e v i n e 
1961) — cannot either be assumed as a basis for differentiation of major 
taxonomic categories, because vesicular type of nuclei are met in all groups 
of Protozoa belonging to the Plasmodroma, and their distribution is not in 
connection with taxonomic position. Absence of flagella and cilia (except for 
flagellated microgametes in some groups) as well as absence of conjugation 
(L e v i n e 1961) is characteristic not only of Sporozoa. At the same time, 
the presence of flagella in gametes stress the close relation between Sporozoa 
and Mastigophora, while the absence of conjugation is peculiar for all Plas-
modroma including Sporozoa which should not be isolated into a special 
subphylum. 

The division of the class Sporozoa into subclasses and orders does not 
provoke any significant differences of opinions. The Sporozoa fall naturally 
into two subclasses: Gregarina and Coccidia (according to D o f l e i n - R e i -
c h e n o w into two orders). They differ from each other by the mode of the 
sexual process. In gregarinae, the gametogenesis proceeds equally whether 
the formation of male or female gametes (or gametes of opposite sex in case 
of isogamy) occurs. A single gamont gives rise to an equal number of gametes 
•of either sex. A multiple division results in formation of a great number 
of gametes. The gamonts a re usually united in syzygies on covering with 
a shell (gamcntocyst stage). The subclass Gregarina falls into two orders: 
Schizogregarinida and Eugregarinida, the existence of both being out of 
question. 

2 Acta Protozoologica 

http://rcin.org.pl



3 4 4 E. M. C H E I S S I N a n d G. I. P O L J A N S K Y 

In the subclass Coccidia, gametogenesis proceeds in two different ways 
on formation of male and female gametes. A female gamonts give rise only 
to a single macrogamete because in this case the progamic division is omitted. 
By means of multiple division, one microgamont gives rise to some (2—4) 
or even many microgametes (to some thousands). A pronounced anisogamy 
usually takes place. 

Some authors who divided the Sporozoa into Telosporidia and Neospori-
dia distinguished three orders within the subclass Telosporidia: Gregarina, 
Coccidia and Hemosporidia ( H a r t m a n n 1923, H o a r e 1949, D o g i e 1 1951). 
However, H a l l 1953 established the latter order as a subclass. But, at present 
time there are no valid reason to separate the haemosporidians into special 
order or subclass, and a number of authors ( C h e i s s i n 1956, L e v i n e 1961, 
C o r l i s s 1962) unite them as a subordinate group of Coccidia. The develop-
mental cycle of haemosporidians as well as the sexual process is fully cor-
related with that of other coccidians. Thus, the inclusion of haemosporidians 
into subclass Coccidia (or into this order, according to D o g i e 1 and others) 
could hardly provoke a discussion at present time. 

According to L e v i n e 1961 the subclass Coccidia (Coccidiasina) inclu-
des two orders: Protococcidiorida and Eucoccidiorida, the latter being divided 
into three suborders: Adeleorina, Eimeriorina and Haemosporidina. C o r l i s s 
1962 separated Haemosporidia into a special order equal to the two orders 
established by L e v i n e. On the other hand, C h e i s s i n 1956 divided subclass 
Coccidia into three following orders: Protococcidiida, Adeleida and Coccidii-
da, the latter including two suborders: Eimeriidea and Haemosporidiidea. The 
separation into a special order of Protococcidiida which lack schizogony and 
possess extracellular developing gamonts is undoubtful. 

What is to be done with the rest of coccidia — whether they should be 
gathered in one and the same order Eucoccidiorida or be divided into two 
orders Adeleida and Coccidiida? The assumption of the existence of one order 
makes one believe that the group sharing it must possess equal degrees of 
relationship and thus three directions of their development. However, the 
likeness between the Haemosporidiidea and Eimeriidea is much more expres-
sed (which might reflect their closer phylogenetic relationship) than that bet-
ween these two groups, on one hand, and the Adeleida, on the other hand. The 
Adeleida differ essentially from the two former groups by the fact that their 
gamonts develop in pairs (in form of syzygy) and only 2—4 microgametes ori-
ginate. Thus Adeleida represent one of evolutionary trends of coccidians pro-
viding the adaptation to life in cells of different organs, blood cells included. 
The other evolutionary direction of the coccidians was realized in an indepen-
dent development of gamonts and formation of a large number of microgame-
tes, especially, in forms developing intracellularly (Eimeriidea). Gamonts of 
the Haemosporidiidea also develop independently but in connection with ex-
tracellular development of gametes occurring in the invertebrate host's inte-
stine, the number of microgametes appears not great (6—12). Thorough exami-
nation of life cycles and localization inside the host of Coccidia belonging to 
suborders Eimeriidea and Haemosporidiidea allowed to come up to a rather 
probable supposition as concerns the possible origin of blood sporozoans from 
the intestinal ones belonging to the suborder Eimeriidea (D o g i e 1 1951, D o-
g i e l , P o l j a m s k y i C h e i s s i n 1962). Not dwelling any longer on this 
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question, we shall note that this fact testifies to an important phylogenetic 
relationship of the Eimeriidea and Haemosporidiidea. Thus, it is possible to 
assume that within the subclass Coccidia the evolutionary development occur-
red in three directions corresponding to the three orders: Protococcidiida, 
Adeleida and Ccccidiida. Within the latter order, intestinal forms appeared 
at first, and only then the blood parasites. Such phylogenetic development 
is being reflected in the scheme suggested where the subclass Coccidia is 
formed by three orders: Protococcidiida, Adeleida and Coccidiida. 

T h e s y s t e m o f Ciliophora 

Over a hundred years passed since the classical studies made by C 1 a p a-
r e d e et L a c h m a n n 1858, 1861 who laid a basis for the taxonomy of ci-
liates. Within this period of time the ideas in this field have been changed 
to a great extent because much was done in respect to thorough investigation 
of organization and developmental cycles of ciliates. However, in work of 
S t e i n 1867 some orders were set up which existence is admitted still up to 
(now (Holotricha, Heterotricha, Peritricha); besides the significance of ciliary 
apparatus structure and organization of both buccal apparatus and adoral 
field for establishement of major taxa (subclasses and orders) within ciliates 
was put forward. 

Further extending of our knowledge in the field of morphology of cilia-
tes, with special reference to the structure of ciliary apparatus, the elabo-
ration of the doctrine of infraciliature (C h a 11 o n et L w o f f 1930) and 
life histories, all this resulted in a marked increase of the number of large 
taxa in comparison with those admitted by older authors. So, due to studies 
made by C h a t t o n et L w o f f 1935 the independence of the order Aposto-
matida was formly substantiated. These authors established and thoroughly 
investigated the order Thigmotrichida. They have separate a peculiar group 
of sessil ciliates Chonotricha into an independent taxon, at least by a rank 
as great as order. 

Originally single order Oligotricha (Biitschli 1889), when thoroughly exa-
mined, failed naturally into three groups of equal rank: Oligotricha, Tinti-
noida (Kofoid et Campbell 1929) and Entodiniomorpha (Reichenow 1929). 
A study of sapropell fauna of ciliates ( W e t z e l 1928, K a h l 1932) allowed 
to separate ( C o r l i s s 1961) from order Heterotrichida an independent order 
Ctenostomatida (= Odontostomatida), possessing to a certain degree some 
clear morphological features. 

A comparative morphological study constituted the basis for separation 
of ciliates into two subclasses — Holotricha and Spirotricha which is shared 
now by all present protozoologists. Presence or absence of the adoral zone of 
membranelles serves as a firm basis for the characteristics of those subclasses. 

Almost all the enumerated orders of the Ciliata represent well outlined 
natural groups. The case is rather different as concerns order Astomatida 
constituted only by parasitic ciliates which are characterized and united due 
to common peculiarities: absence of the mouth and, as a result, osmotic kind 
of nutrition. P u y t o r a c 1954 might be right when he pointed out a combined 
character of this group which, despite everything, is to be kept in the system. 
Some Astomatida (Dogielella) are likely to be in close relation to Tetrahyme-

2* 
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nidae as it was convincingly showed by L o m 1959. The other Astomatida 
are thought to have undoubtful phylogenetic relationships with the Thigmo-
trichida. The largest part of the Astomatida parasitizing in the intestine of the 
annelides, mainly of Oligochaeta, represent a ra ther natural group which is 
betokened by the structures of their ciliature, skeleton, forms of multiplica-
tion etc. Thus it is possible that in fu ture some genera will have to be exclu-
ded out of the Astomatida and to be joined to other groups by which the 
order Astomatida will gain much in its natural character. 

The problem of systematic position and taxonomic rank of three groups 
of ciliates — Peritricha, Chonotricha and Suctoria — needs special discussion. 
At present time, phylogenetic relationships between the Peritricha and Thig-
motrichida (a family Ancistridae, in particular) can be considered to have 
been established. This view-point which has been developed for a long time 
by F a u r e - F r e m i e t 1910 has gained some additional confirmation ( F a u -
r e - F r e m i e t 1962). Electron microscope studies showed that both scopula 
and stalk of Peritricha-Sessiliida is nothing else than modified cilia corres-
ponding to the thigmotactic cilia localized at the interior body part of the 
Thigmotrichida. 

The phylogenetic modifications on the way from Thigmotrichida to Peri-
tricha were rather complicated and connected with the position of the mouth 
as well as with body axes. The process in question was thoroughly examined 
by F a u r e - F r e m i e t and therefore we do not think it necessary for us to 
go here into details. The establishement of relationships undoubtely existing 
between the Thigmotrichida and Peritricha made some authors ( F a u r e -
- F r e m i e t 1950, C o r l i s s 1961, 1962) include the Peritricha into the sub-
class Holotricha as order. 

In previous system, the taxonomic rank of the Peritricha was qualified 
much higer, their place in the system being of equal value with that of the 
Holotricha and Spirotricha ( K u d o 1954, K a h l 1935, D o f l e i n - R e i c h e -
n o w 1953, D o g i e l 1951) and they were never thought a group within the 
Holotricha. To our mind, the latter viewpoint is the most correct one. On 
their evolutionary way the Peritricha have diverged so much from other 
groups that the differences between them and rest of Holotricha (Thigmotri-
chida including) appeared to overstep the limits of main peculiarities chara-
cteristic of the Holotricha. 

This accounts for the fact why our American colleagues found themselves 
in a difficult situation when they proposed general characteristics of Holo-
tricha in their „Preliminary Scheme of Classification of Protozoa" distributed 
for discussion among the members of the 1st Conference of Protozoologists 
in Praha. Indeed, having stated the main features defining the subclass Ho-
lotricha they had to make a reservation „except in one order (Peritricha)". 
The question arises what is the value of the whole definition if one rather 
widely spread and rich in species group does not fit it? There seems from our 
point of view only one way to be correct: to consider the Peritricha as an 
independent subclass within the Ciliata. 

This class may obtain rather clear and precise characteristics: presence of 
a peristomal field limited by a left-turned (but not a right-turned as in case 
of the Spirotricha) double adoral ciliary zone, absence of cilia on the rest of 
body surface, a pseudo-longitudinal division, presence of a stalk (in Sessiliida) 
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or a posterior girdle of cilia (in Mobiliida), in most cases anisogamic conju-
gation, a peculiar type of nuclear apparatus reconstruction on conjugation 
(7 Ma-anlagen and 1 Mi); all these features characterize the subclass Peri-
tricha clearly and precisely. A possible phylogenic relationship between the 
Peritricha and Thic,motrichida cannot shift their position. Indeed, we do not 
reckon birds among reptilia although the presence of phylogenetic relation-
ship in this case is absolutely out of question and both the groups have much 
in common as concerns their organization. While definition of taxonomic rank 
of amy group is made, the extent of divergence reached in the course of evolu-
tion should be taken into consideration. From this point of view, all necessary 
reasons are available to consider the Peritricha as an independent subclass 
because differences between this group and the Holotricha are much more 
pronounced than those between the orders (Gymnostomatida, Trichostoma-
tida, Hymenostomatida etc.) within the subclass Holotricha. The very pre-
sence of a ciliary girdle in migratory larval forms reminding a bit some Ho-
lotricha are to be considered as recapitulation of ancestral characters in on-
togenesis. 

All mentioned above may be in equal degree applied to the Chcnotricha 
as well. This group, small but extremely peculiar in respect to its organiza-
tion, was first considered within the Peritricha, the arguments being that 
both the groups include sessile organisms. However, morphological studies 
of the Chonotricha showed that the latter group has nothing in common with 
the Peritricha as concerns its structure by which fact the Chonotricha had to 
be separated as an independent group ( W a l l e n g r e n 1895). Phylogeneti-
cally, the Chonotricha are probably to be related with primitive Holotricha 
(Gymnostomatida) which is betokened by the structure of their mouth appa-
ratus and by ciiliature of migratory larval forms (G u i 1 c h e r 1948, 1951). 
At the same time a most peculiar character of Chonotricha such as absence 
of the ciliary apparatus (with exception of the inner part of the peristome), 
the presence of a particular, complicated cytoplasmic ,,funnel", a peculiar 
form of budding as well as a number of other peculiarities, all these features 
do not permit to share the view-point represented by F a u r e - F r e m i e t , 
C o r l i s s and other authors who had established these ciliates as one of 
orders within the subclass Holotricha. Taking into consideration the extent 
of morphological, developmental and ecological distinctions, the Chonotricha 
are to be placed on the same level with Holotricha and Spirotricha, i.e. they 
must be thought as one of the subclasses of Ciliata. 

The position of the Suctoria in the system of the Ciliata is considered in 
different ways. Previous authors ( B i i t s c h l i 1889, C a l k i n s 1933) opposed 
this group to all Ciliata and divided the class Infusoria into two subclasses: 
Ciliata and Suctoria or established both Ciliata and Suctoria as two indepen-
dent classes within the subphylum Ciliophora (W e n y o n 1926, K u d o 1954, 
J i r o v e c 1953, P i e k a r s k i 1954). Studies on developmental cycles of the 
Suctoria as well as on their ciliature, which remaining is of short duration 
in the course of their ontogenesis, demonstrated the close relation of the 
Suctoria to Holotricha. In our opinion the authors of some new systems run 
to extremes including the Suctoria directly into Holotricha as one of orders 
( F a u r e - F r e m i e t 1950, C o r l i s s 1962). We think it absolutely undoubt-
ful that the differences of the Suctoria from other Ciliata are so deep and 
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Table 1 

Sugges t ed o u t l i n e of the c lass i f ica t ion of the p h y l u m Protozoa 

Subphylum PLASMODROMA Subclass Zoomastigina 
(= Homocaryota) Order Choanoflagellida 

Order Protomonadida 
Class Sarcodina Order Kinetoplastida 

Subclass Rhizopoda Order Polymastigida Subclass Rhizopoda Order Hypermastigida 
Order Lobosida Order Diplomonadida 
Order Piroplasmatida 

Order Diplomonadida 

Order Filosida Subclass Opalinina 

Order Granuloreticulosida 
Class Sporozoa 

Subclass Heliozoa 
Subclass Gregarina 

Order Actinophrydiida Order Schizogregarinida 
Order Centrochelidiida Order Eugregarinida 
Order Desmothoracida 

Order Eugregarinida 

Subclass Coccidia 
Subclass Radiolaria Order Protococcidiida 
[Superorder Birefringentia] Order Adeleida 

Order Acanthariida Order Coccidiida 

[Superorder MonorefringentiaJ 
Order Spumellariida Subphylum CILIOPHORA 

Order Nasselariida ( = Heterocaryota) 

Order Phaeodariida . . . 

Order Stycholonchida Class Ciliata ( = Infusoria) 
Subclass Holotricha 

Class Cnidosporidia Order Gymnostomatida 
Order Myxosporidiida Order Trichostomatida 
Order Microsporidiida Order Hymenostomatida 
Order Actinomyxidiida Order Astomatida 

Order Apostomatida 
Class Toxoplasmatea Order Thigmotrichida 

Order Toxoplasmatida Subclass Spirotricha 
Order Heterotrichida 

Class Mastigophora Order Oligotrichida 

Subclass Phytomastigina 
Order Tintinnoida 

Subclass Phytomastigina Order Entodiniomorphida 
Order Chrysomonadida Order Odontostomatida 
Order Silicoflagellida (= Ctenostomatida) 
Order Coccolithophorida Order Hypotrichida 
Order Cryptomonadida Subclass Peritricha 
Order Heterochloridida Order Sessiliida 
Order Chloromonadida Order Mobiliida 
Order Euglenoida 
Order Phytomonadida Subclass Chonotricha 
Order Dinoflagellida Subclass Suctoria 
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significant that their inclusion into the Holotricha results in their characte-
ristics lacking any certainty and clearness. Absence of the ciliature in adult 
stages, presence of an absolutely particular mode of nutrition and connected 
with this development of sucking tentacles of a complex structure, a peculiar 
form of budding — all this makes us establish the Suctoria as a taxon of 
higher rank — subclass. 

The similarity of the ciliature of the migratory larval forms of the Sucto-
ria with Holotricha cannot serve as good basis for its inclusion into the latter 
subclass, but can indicate their belonging to the Ciliophora. In the organiza-
tion of migratory larval forms as well as of the Peritricha the recapitulation 
of ancestral features is to be followed which occurs in the process of onto-
genesis. Thus, the Suctoria phylogenetically related with Holotricha (quite 
probable with Gymnostomata) must be established from our viewpoint as an 
independent subclass within the Ciliata. 

On the grounds of all said above, we suggest that the class Ciliata should 
be divided into five following subclasses: Holotricha, Spirotricha, Peritricha, 
Chonotricha and Suctoria. Two former subclasses on their turns are divided 
into some orders (see the scheme of classification in the Table 1). 

The comparison of our proposals in relation to the system of the Ciliata 
with those set forth in the „Preliminary Scheme of Classification" proposed 
by the Society of Protozoologists reveals no pronounced basic differences. In 
the „Preliminary Scheme" only 2 subclasses of Ciliata are pointed out, while 
the other groups are established as orders. We thought to be necessary to 
hold some groups of the Ciliata up to the rank of subclasses and this resulted 
in establishing of five subclasses within the Ciliata. 

S u m m a r y 

The aim of this paper is to continue the discussion on the problems of 
systematics of Protozoa initiated in the 1st International Conference on Pro-
tozoology held in Prague, in August 1961. 

Some data are reconsidered and the opinions of authors are developed 
as concerning the system of the phylum Protozoa treated on the level of 
large taxa. 

The view is put forward that all the representatives of the phylum Pro-
tozoa are naturally grouped into two subphyla: Plasmodroma and Ciliophora, 
which essentially differ from each other in the character of their sexual pro-
cesses and in the structure of their nuclear apparatus. 

The view is expressed that within the subphylum Plasmodroma 5 classes 
exist: Sarcodina, Cnidosporidia, Toxoplasmatea, Mastigophora, Sporozoa. Pi-
roplasmatida, showing most similitudes to the naked Rhizopoda, are included 
as an order into the first class. The position of Theileriida in the system re-
mains still not elucidated. Evidences are discussed in favour of isolation a 
separate subclass Radiolaria (including Acanthariida), like the subclass Helio-
zoa, in the class Sarcodina. Consequently the existence of a systematic group 
Actinopoda is denied. Cnidosporidia are considered as belonging to Protozoa, 
being most related to Sarcodina. Opalinina are included into the class Masti-
gophora as a subclass since their structure and reproduction processes give 
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no reason to l eave t h e m in Ciliophora. T h e rev is ion of t he subc lass Zoomast,-
gina a n d its divis ion i n t o 6 o r d e r s (cited in t he gene ra l s u r v e y of t h e system 
inc luded to th is pape r ) is d iscussed. T h e class Sporozoa — r e l a t e d phyloge-
ne t ica l ly to Mastigophora — is l e f t w i t h i n t he s u b p h y l u m Plasmodroma and 
no t i so la ted as a s e p a r a t e s u b p h y l u m . F r o m t h e class Sporozoa: Cnidospor,-
dia, Haplosporidia, Toxoplasmatea, Piroplasmida a r e exc luded . 

As to the s u b p h y l u m Ciliophora, t h e v i ew is exp re s sed t h a t 5 subclasses 
ex is t in it, and t h a t g roups l ike Peritricha, Chonotricha a n d Suctoria cannot 
bo inc luded in to t h e subc lass Holotricha a n d shou ld r e m a i n in t h e r a n g e <f 
subclasses . T h e ex i s t ence of c i l i a tu re in the c r a w l i n g f o r m s of those ciliates 
coincides w i t h t h e s a m e c h a r a c t e r in Holotricha, h o w e v e r , it is only the reca-
p i tu l a t i on of t h e ances t r a l f e a t u r e s . 

РЕЗЮМЕ 

Данная статья печатается в порядке обсуждения и представляет собой про-
должение дискуссии по вопросам систематики, начало которой было положено 
на 1-ой Международной Конференции по протозоологии, состоявшейся в Праге 
в августе 1961 г. 

В работе приводятся соображения авторов и материалы, касающиеся вопроса 
системы на уровне крупных таксонов в пределах типа Protozoa. По мнению 
авторов статьи все представители типа Protozoa естественно группируются в дьа 
подтипа: Plasmodroma и Ciliophora, между которыми имеются существенные 
различия в характере полового процесса и в строении ядерного аппарата. 

Высказывается мнение, что в пределах подтипа Plasmodroma имеется 5 клас-
сов: Sarcodina, Cnidosporidia, Toxoplasmatea, Mastigophora, Sporozoa. В состав 
первого класса, в качестве отряда включаются Piroplasmatida имеющие наи-
большее сходство с голыми Rhizopoda. Положение в системе Theileriida остается 
еще не ясным. Приводятся обоснования для выделения в классе Sarcodira, 
наряду с подклассом Heliozoa особого подкласса Radiolaria, в состав которого 
включаются Acanthariida. Тем самым не признается существование особой си-
стематической группы Actinopoda. В отношении Cnidosporidia высказывается 
мнение о их принадлежности к Protozoa и наибольшей близости к Sarcodina. 
В класс Mastigophora включаются на уровне подкласса Opalinina, строение и раз-
множение которых не позволяет оставлять их среди Ciliophora. Проводится 
ревизия подкласса Zoomastigina и обосновывается разделение его на 6 отрядсв, 
указанных в общем системитическом списке, приложенном к статье. Класс Spo-
rozoa, имеющий филогенетические связи с Mastigophora сохраняется в пределах 
подтипа Plasmodroma и не выделяется в особый подтип. Из состава класса Spo-
rozoa исключаются Cnidosporidia, Haplosporidia, Toxoplasmatea, Piroplasmatida. 

В отношении подтипа Ciliophora высказывается мнение о наличии 5 подклас-
сов в этом подтипе и о невозможности включения в подкласс Holot.ric.ha такие 
группы, как Peritricha, Chonotricha и Suctoria, которые сохраняются в ранге 
подклассов. Отмечается, что наличие цилиатуры у бродяжек этих инфузорий, 
сходной с таковой Holotricha, отражает лишь рекапитуляцию анцестральных 
признаков. 
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Comparaison de la morphogenèse des Ciliés: 
Chilodonella uncinata (Ehrbg.), Allosphaerium paraconvexa sp. n. 

et Heliochona scheuteni (Stein) 

Porównanie morfogenezy orzęsków: Chilodonella uncinata (Ehrbg.), Allospha-
erium paraconvexa sp. n. oraz Heliochona scheuteni (Stein) 

L'étude présente comprend des recherches comparatives sur la morphoge-
nèse divisionnaire de certains Ciliés de l'ordre Gymnostomata: Chilodonella 
uncinata (Ehrbg., 1838) et Allosphaerium paraconvexa sip. n. de la famille Chla-
mydodontidae (sous-ordre Cyrtophorina), ainsi que d'un Cilié de l'ordre Cho-
notricha, de la famille Stylochonidae: Heliochona scheuteni (Stein, 1854). 

Les phénomènes morphogenétiques chez les Ciliés sont liés à quelques 
processus biologiques comme: régénération, réorganisation, reproduction, for-
mation de monstres et la métagenèse des formes coloniales. L'idée même de 
morphogenèse a sa source dans les recherches embriologiques. 

,,La morphogenèse dans le sens stricte" — comme l'écrit W a d d i n g t o n 
1957 — englobe l'organisation des masses de tissus (ou chez les Protozoaires, 
les parties de cellules) en structure homogène à caractère propre qu'on peut 
appeler organe anatomique. 

Ce phénomène peut être accompagné d'une différenciation de structure, 
bien que dans ce cas il s'agisse déjà d'un autre processus. 

Chez les Métazoaires, l'oeuf fécondé constitue un nouvel individu. Il subit 
la phase de segmentation et de multiplication des cellules. L'organisation de 
ces cellules constitue la période de morphogenèse. Donc ces cellules consti-
tuent les unités fondamentales qui subissent l'organisation, alors que l'ensem-
ble du processus porte un caractère nettement épigénétique. 

Pour les Ciliés, le terme de morphogenèse peut généralement être défini 
en tant que c h a n g e m e n t s d e s f o r m e s e t d e s s t r u c t u r e s a u 
c o u r s d e l ' o n t o g e n è s e d u C i l i é (ou pendant quelques ontogenèses 
dans des cas particuliers). Dans la morphogenèse divisionnaire des Ciliés, on 
remarque un trait particulier: pour autant la morphogenèse chez les Métazo-
aires s'effectue après la période d'individualisation, autant chez les Ciliés au 
sein d'individu parent s'effectuent des processus composés de la division 
de l 'appareil nucléaire, de la morphogenèse, et ce n'est seulement qu'alors 
que se séparent les individus-fils. La morphogenèse, en général, s'effec-
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tue donc pendant la période précédant l'individualisation des individus-fils. 
La constriction équatoriale sépare les Ciliés qui étaient dans une grande me-
sure déjà preformés. 

De quelle façon s'effectue la réorganisation de la structure du Cilié diffé-
rencié — telle est la question qu'on se pose en étudiant le mécanisme de la 
morphogenèse — comment deux individus-fils peuvent se former en copiant 
la structure du parent? On sait cependant que la division du Cilié englobe 
des changements définis de l'appareil nucléaire et ensuite des processus de 
l'individualisation des individus-fils. 

F a u r é - F r e m i e t 1948 affirmait déjà la disparition d'un seul champ 
morphogénétique en faveur de deux autres, disposés l'un après l 'autre et cela 
est un élément essentiel de l'individualisation des individus-fils. Les connais-
sances que nous possédons sur les principes de la formation des champs et 
les unités structurales qui subissent l'organisation ainsi que sur les agents 
d'activisation de ce processus sont minimes. Cependant, une série d'observa-
tions prouve que ces processus sont en rapport avec la surface corticale et 
le système pelliculaire doué d'une grande autonomie. On sait également que 
la polarisation des champs morphogénétiques est conforme à la polarisation de 
l'individu parent, avec quelques exceptions cependant dans le groupe Suc-
toria. 

En général, la polarisation du Cilié depend des cinéties alors que le champ 
morphogénétique a la forme d'un champ „anarchique" des cinétosomes qui 
subissent la réorganisation au cours de la morphogenèse (L w o f f 1950). 
L'influence des cinéties sur la polarisation et l 'architectonique du Cilié est 
démontrée par la tendance à prolonger le cours des cinéties dans l'individu-
-fils, donc à la division percinétienne homothétigénique. 

Chez les représentants de la famille Chlamydodontidae, comme également 
dans d'autres familles apparentées, on observe une discontinuité génétique 
nette des cinéties pendant la bipartition. Les cinéties ne sont donc pas seules 
à constituer l'élément déterminatif de l 'architecture des individus-fils. En 
effet F a u r é - F r e m i e t 1950 constate chez ces Protozoaires, pendant leur 
division, un retour au type primitivement cilié, après quoi seulement s 'effe-
ctuent différents processus de régulation provoquant la formation défini-
tive des cils des formes descendantes. De cette façon, et en conséquence de la 
reconstruction de tout le modèle, pendant la division, et ensuite du processus 
de régulation, il existe des perturbations dans la continuation des diffé-
rentes cinéties. 

Les recherches de G u i l c h e r 1951 ont prouvé la véritable parenté des 
Protozoaires du groupe Cyrtophorina et de l 'ordre Chonotricha. Cependant, 
il existe une différence essentielle dans la morphogenèse divisionnaire des 
deux groupes comparés. Chez les Chonotricha le bourgeonnement a lieu. Toute 
la ciliature soma tique de bourgeon se forme indépendamment de la ciliature 
de l'individu parent. Sur la surface corticale nue de l'individu parent se forme, 
d'une façon tout à fait indépendante, le champ morphogénétique. Ce petit 
primordium, aussi bien avant qu'après le bourgeonnement, passe par plusieurs 
phases de développement menant à la formation structurale de l'individu pa-
rent. Donc, chez les Chonotricha s'accentue le caractère épigénétique du déve-
loppement. 
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Les tâches principales de ce travail sont contenues dans les points suivants: 
1. Description détailée de la morphologie et de la morphogenèse des Ci-

liés étudiés. 
2. Observation des rapports réciproques entre les processus nucléaires et 

corticaux qui constituent l'individualisation des individus-fils. Analyse du 
mécanisme même de la séparation des iindividus-fils. 

3. Comparaison du type de morphogenèse divisionnaire des Ciliés primi-
tifs (Ciliés du groupe Cyrtophorina) et même du bourgeonnement chez les 
Chonotricha. 

4. Comparaison de la morphologie des représentants des Gymnostomata 
primitifs et avancés du point de vue évolutionnaire, ainsi que l'analyse des 
causes et du caractère du changement dans le plan structural des différentes 
fermes. Indication des étapes de l'évolution de la structure des Ciliés, visibles 
dans les formes actuellement connues. 

5. Essai des suggestions concernant la phylogenèse, basé sur la morpholo-
gie comparative et la morphogenèse, ainsi que l'indication sur cette base, de 
certaines conclusions systématiques. 

J 'ai le plaisir d'exprimer ma reconnaissance à M. le Professeur Zdzisław 
Raabe pour son patronage et son intérêt dans ce travail. Je remercie vivement 
M. le Professeur F. Pautsch et les autres chercheurs travaillant à la Station 
B.olcgique à Górki Wschodnie. Je suis très reconnaissante à M. Z. Żmudziński 
et à M. K. Jażdżewski pour leur aide en détermination des espèces amphipo-
des. J 'exprime également ma gratitude à mon mari M. A. Kaczanowski pour 
sen aide constant au cours des recherches. 

D o c u m e n t a t i o n e t m é t h o d e s 

La plupart des observations concernant toutes les espèces indiquées, ont 
été faites in vivo à l'aide du contraste-phase négatif et de l'objectif d'immer-
sbn X90. 

La documentation est constituée par des photos. Malheureusement certai-
nes phases sent très ccurtes et les Protozoaires sont pourvus d'une telle gran-
de motilité qu'il n'a point été possible de les photographier dans leur médium. 
Les Allosphaerium et Heliochona ont été également observés dans Je champ 
ncir, ceci afin de suivre le mouvement des cils déplaçant une emulsión. Les 
préparations ont été fixées par le liquide de Schaudinn et colorées par de 
l 'iématoxyline d'après Heidenhain. Les espèces du genre Allosphaerium ont 
été argentées par la méthode humide, selon la mcdification de C o r l i s s 1953, 
taidis que celles de Chilcdcnella ne l'ont été que par la méthode sec de 
K l e i n 1926, méthode très rapide et sûre, surtout quand il s'agit du genre 
Clilodonella. 

La réaction Feulgen d'après P e a r s e 1957, a été appliquée aux prépara-
tiens étendues sur du verre. Les résultats de ces recherches ne sont d'ailleurs 
confirmés ni par des essais de contrôle, ni par d'autres méthodes de coloration 
séective et pour cela ils ne sont considérés que comme une simple méthode 
rmrphologique — tenant compte des doutes de l ' interprétation. 

La sécrétion des mucoprotéides par les pedunculus d'Allosphaerium a été 
coifirmée par la coloration, selon la méthode de Mallory, d'après B a g i ń-
s c i 1952. 
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Les espèces étudiés provenaient de: 
1. Chilodonella uncinata — et pour comparaison Chilodonella ląbiata (Sto-

kes, 1891) et Chilodonella cucullulus (O. F. M., 1786) — avaient leur origine 
dans les cultures provenant des réservoirs aquatiques naturels et des bassins 
de filtration de Varsovie. On cultive facilement les Protozoaires à l'aide de 
nutrient de Hogué d'après M a c D o u g a l l 1925. Les changements dans 
l 'appareil nucléaire n'ont pas été étudiés dans le genre Chilodonella. 

2. Les Protozoaires du genre Allosphaerium; de nombreuses espèces dont 
on a étudié l 'Allosphaerium paraconvexa sp.n. se trouvent dans le groupe 
caractéristique des Protozoaires-commensaux apparaissant dans la courbe 
de la carapace et entre les pattes des talitrus des plages (Amphipoda, Tali-
tridae). En Pologne, j'ai étudié les Protozoaires qui vivent sur le Talitrus 
saltator (Montagu, 1808) et Orchestia cavimana Heller, 1865. Les Talitrus sal-
tator provenaient des algues de la plage du golfe de Puck ainsi que de la plage 
mari t ime de la péninsule Hel (département de Gdańsk, côté sud de la Balti-
que). Les Orchestia cavimana existent en masse entre les roches de la digue de 
l 'embouchure d'un bras de la Vistule Martwa Wisła à Górki Wschodnie près 
de Gdańsk. Les Protozoaires étaient rincés des talitrus par l'eau provenant 
du terrain. Ils pouvaient être conservés dans ce milieu, dans de bonnes condi-
tions durant quelques heures. 

3. Heliochona scheuteni (Stein, 1854) ont été trouvées sur les pattes des 
Gammarus zaddachi (Sexton, 1912), Spooner 1947, dans les eaux riveraines, 
près de l 'embouchure de la Martwa Wisła à Górki Wschodnie près de Gdańsk. 
Les gammarides étaient pêchées près de la digue à 1 km de l 'embouchure 
de la Vistule dans la Baltique1. 

M o r p h o l o g i e e t m o r p h o g e n è s e d u s y s t è m e c o r t i c a l d e 
Chilodonella uncinata ( E h r b g . , 1838) S t r a n d , 1926 

Historique 
L'espèce des eaux douces décrite sous le nom de Chilodon uncinatus a été 

présentée par la suite par de nombreux auteurs comme un élément ordinaire 
de la faune littorale des lacs et des petits réservoirs aquatiques. Cependant, 
il y a eu des cas où l'on a trouvé cette espèce sur des animaux aquatiques 
vivants et morts. Elle a toujours été, avec tout son genre, rattachée à la 
famille des Chlamydodontidae. Les recherches cytologiques les plus impor-
tantes sont de: Mac D o u g a l l 1925, 1929, 1931 et 1936, de S e s h a c h a r 
1950 (recherches sur la biologie et la conjugaison), de I v a n i c 1933 et 1938 
(recherches sur la morphologie et la morphogenèse des structures super-
ficielles), de K l e i n 1926, 1928 et 1942, de C h a t t o n et al. 1931, et de 
F a u r é - F r e m i e t 1950. 

Morphologie 
Corps ovale, aplati dcrsoventralement. Grandeur 40—90 M.. La ciliature se 

présente sur la surface ventrale isolée morphologiquement en deux systèmes 
1 II semble que la contagion, aussi bien des talitrus que des gammarides, se fait 

par le contact direct des hôtes. La vie en groupe des gammarides sur les roches 
de la côte et la présence de nombreux talitrus dans le même couloir de sable, ainsi 
que leur copulation de longue durée, enfin le développement de jeunes sur le corps 
de la femelle (aussi bien chez les gammarides que chez les talitrides), assurent 
d'assez longs contacts qui maintiennent l'expansion de la contagion. 
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des cinéties séparés par une zone nue. Dans l'axe médiane de la partie 
antérieure, du côté ventral, se trouve le cytostome, enveloppé par une nasse 
comprenant 8 à 12 trichites. Par devant, le cytostome est enveloppé par des 
cinéties courbées du système droit de ciliature ventrale. Juste avant la cavité 
orale se trouve la ciliature orale composée de deux cinéties circumorales et 
d 'une cinétie oblique préorale bien plus longue. 

Le système droit de la ciliature ventrale est composé de cinq cinéties dont 
l 'extérieure est beaucoup plus courte et apparaît seulement sur l 'avant, 
n 'at teignant pas la région équatoriale. Cette cinétie ne prend pas part à la 
bipartition, alors que pendant la division elle succombe entièrement au proter. 
M a c D o u g a l l 1936 a conclu que chez Ch. uncinata de Concarneau cette 
cinétie externe est absente. Une courte cinétie transversale, sans cils 
apparaissant dans la partie antérieure du côté dorsal de cette espèce, provient 
également du système droit. 

Le système gauche des cinéties est nettement dyssymétrique; il se compose 
de cinq cinéties. Deux d'entre elles, les extrêmes, à savoir celles qui se trouvent 
le plus à l ' intérieur et à l 'extérieur, n'existent pas dans la région équatoriale. 
La cinétie externe ne prend pas part à la division, par contre la petite cinétie 
intérieure apparaît seulement à l 'arrière du corps et joue un rôle essentiel 
dans les processus de morphogenèse divisionnaire. Le macronucleus sphérique 
se trouve dans la partie postérieure du corps. C'est un macronucleus hétéro-
gène avec la partie achromatique située au centre. A proximité du macro-
nucleus se trouve un petit micronucleus. 

Le Protozoaire se nourrie de plantes et il est aussi saprophage qui mouille 
la nourri ture absorbée par le cytostome, sans avoir formé auparavant de 
vacuole alimentaire ( D r a g e s c o et F a u r é - F r e m i e t 1958, D r a g e s c o 
1962, F a u r é - F r e m i e t et al. 1962). 

La description de la morphogenèse divisionnaire du système cortical, pré-
sentée par K l e i n 1928, se différencie de la description de la division chez 
la même espèce d'après C h a 11 o n et al. 1931 en ce qui concerne la succession 
des phénomènes, ainsi qu'interprétation de l'origine de la ciliature orale. 
K l e i n considère que toutes les cinéties orales ont leur origine dans le 
système gauche de ciliature, alors que la cinétie préorale oblique résulte du 
nouveau „anlage" provenant du système gauche de ciliature ainsi que de toute 
la cinétie externe, la plus courte de ce système, séparée dans l'opisthe, pendant 
la division. C h a t t o n et al. 1931, et plus tard F a u r é - F i r é m i e t 1950, ont 
tendance à accepter que seulement deux cinéties proviennent du système 
gauche dans le voisinage de l 'ouverture buccale, tandis que la cinétie orale 
oblique proviendrait du système droit de ciliature. 

En raison de la vitesse de division, la question d'établir la succession des 
phénomènes dans la morphogenèse est plutôt compliquée. Toutes les incerti-
tudes de ce genre seront par la suite soulignées dans la description de mes 
propres recherches. 

Bipartition 
Avant la division, on observe un allongement important du corps et 

l 'augmentation du nombre de corpuscules basales dans les cinéties. À ce mo-
ment, le nombre de corpuscules basales dans certaines cinéties est presque 
doublé (donc autrement que chez Glaucoma chattoni — d'après F r a n k e 1 
1961). L'augmentation du nombre de corpuscules basales n'est pas proportion-
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nelle dans toutes les cinéties; elle est beaucoup plus intensive dans le système 
droit que dans le système gauche. La multiplication des cinétosomes dans la 
cinétie externe du système droit ne s'effectue pas du tout, et elle est inhibée 
dans la cinétie interne, ce qui entraîne la raréfaction des cinétosomes dans 
cette cinétie, dans la région du futur ligne de scission ou bien tout juste 
devant, ou derrière cette région. Dans le système gauche des cinéties, l'accrois-
sement le plus intensif des cinetosomes et le plus grand allongement vers 
l 'avant sont remarqués dans la cinétie courte interne qui, avant la bipartition 
même, atteint la région équatoriale. 

Les premiers symptômes de rapprochement de la bipartition sont: 1. déli-
néation de deux petites cinéties parallèles, juste avaint la région équatoriale, 
à l 'extérieur du système droit de la ciliature; 2. l 'allongement de la cinétie 
interne du système gauche, un peu avant la région équatoriale; 3. formation 
à nouveau d'une cinétie antérieure parallèle de compensation, dans le région 
appartenant à l'opisthe. Cette cinétie se forme encore d'avantage à droite (donc 
sur la surface nue située entre les deux systèmes) par rapport à la cinétie 
interne allongée décrite au point 2 (d'après C h a t t o n et al. 1931, c'est la 
cinétie 12). 

La succession de l'apparition de ces symptômes de la bipartition peut être 
variable. L'ancienne cinétie allongée, interne, du système gauche (c'est-à-dire 
la cinétie 12 d'après C h a t t o n et al. 1931) se fragmente en trois segments: 
1. le court segment antérieur de cette cinétie se trouve tout juste avant la 
région équatoriale et constitue la cinétie de compensation pour le futur proter; 
2. le deuxième segment est plus long et grossit fortement. Ce segment présente 
un autre caractère de mouvement et constitue un des segments de la future 
ciliature orale de l'opisthe. Néanmoins, ce segment se forme bien au dessous 
du futur sillon de division; 3. enfin le troisième segment va constituer l 'avant-
-derinière cinétie (comptant depuis le champ médiane entre les systèmes) du 
futur opisthe (la cinétie 12 devient la 11' d'après C h a t t o n ) . 

De même la cinétie de compensation du système gauche, formée à nouveau 
sur la surface nue entre les systèmes, se divise en deux segments; l 'antérieur 
constituera la cinétie la plus interne, circumorale, du futur opisthe, alors que 
le postérieur restera en tant que cinétie complétant le modèle de la ciliature 
de l'opisthe (il complète le nombre de cinéties du système gauche, prenant 
place de la cinétie extrême extérieure de ce systeme, qui ne se divise pas et 
n'apparait pas dans l'opisthe, se maintenant seulement dans le proter). 

Enfin le troisième segment oral se différencie en conséquence d'une double 
interruption de la cinétie suivante du système gauche, comptant à partir du 
champ nu. 

Dans ce stade l'observation in vivo démontre nettement deux segments 
parallèles de cinéties orales. La troisième cinétie orale, la plus interne, n'est 
pas aussi épaisse et reste un peu en dehors de la région équatoriale. Deux 
segments oraux, nettement isolés, se courbent progressivement dans la direc-
tion de la surface nue, entre les systèmes. Ce n'est que plus tard que le troi-
sième segment interne est tordu et entrainé par les segments qui se courbent. 
Ce stade est exactement illustré sur les planches de Ch. uncinata présentées 
par K l e i n 1942, mais il n'est pas analysé par l 'auteur sous ce point de vue. 

Il semble donc que les trois cinéties de ciliature du système gauche forment 
trois segments de ciliature orale. Cependant, nous ne connaissons pas les 
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mécanismes de la formation de nouvelles cinéties; on ne peut donc pas exclure 
l 'hypothèse de la formation de deux segments oraux, provenant de la rupture 
longitudinale d'un segment oral. Cependant, les photos, observations et 
recherches comparatives inclinent plutôt à rejeter cette possibilité. 

En même temps que toutes les cinéties du système gauche s'interrompent 
(à l'exception de la cinétie externe qui ne prend pas part à la bipartition), 
se produit un allongement marqué de la cinétie du système droit, accentué 
surtout dans la région équatoriale, entraînant la pénétration de ces cinéties 

Ehrbg. (dessin schématisé d'après les préparations argentées) 

vers le champ nu, juste avant l 'équateur. La cinétie interne de ce système ne 
subit pas l'allongement, ni la convexité, et de ce fait s ' interrompe facilement. 

Cette cinétie, d'après C h a 11 o n et al. 1931, ainsi que F a u r é - F r e m i e t 
1950, devait donner naissance à une cinétie oblique orale. En réalité, cette 
cinétie s ' interrompe vers l 'arrière du fu tur sillon de division. J'ai rencontré 
aussi un cas d'une double rupture, avec pour conséquence, l'isolation de ce 
secteur, dans le centre. Il semble que ce phénomène peut être expliqué par 
l'action mécanique liée à la raréfaction des cinétosomes sur cette cinétie et, 
d'autre part, par une forte augmentation des autres cinéties de ce système. 

D'ailleurs, les faits suivants appuient une telle interprétation. À l'endroit 
de la rupture de cette cinétie (c'est-à-dire près de l 'arrière du futur sillon 
de division) apparaît la région du fu tu r cytostome de l'opisthe; par contre, 

3 A c t a P r o t o z o o l o g i c a 
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tout le segment antérieur, déjà pendant la division du proter et de l'opisthe, 
est courbé dans la partie antérieure du proter et constitue toujours l'arc le 
plus long dams le système droit de ciliature. On rencontre des cas où la 
ciliature orale est complètement formée, alors qu'aucuin changement ne soit 
encore survenu dans le système droit. 

Les processus suivants sont liés à la séparation du proter et de l'opisthe. 
Le sillon de division se forme asymétriquement. Le sillon pénètre depuis 
le bord gauche du corps, alors que système gauche des cinéties du futur 
opisthe subit un fort enfourrement vers le côté droit de la partie ventrale. 
Deux segments oraux parallèles se déplacent simultanément vers la droite 
et un peu vers l 'arrière. Un enroulement se forme autour du cytostome rigide 
et grossissant. En conséquence de cet enroulement, les segments oraux se 
trouvent à l 'avant du cytostome, alors que le troisième segment, le plus 
interne, subit également la torsion. Les cinéties allongées du système droit 
se gonflent par dessus les cineties orales de l'opisthe entraînant une asymé-
trie signifiante du système de ciliature des deux individus, par rapport à la 
ligne de la scission. 

Ce n'est que dans cette période que s'interrompent les cinéties du système 
droit, un peu au dessus de la région équatoriale. Le sillon de division se dessine 
en partant du bord droit du corps, au début peu profondément, ensuite il 
„peigne" la ciinétie du système droit avant l 'ouverture orale du futur opisthe, 
alors que chez le proter les extrémités des cinéties de ce système se courbent, 
dans la direction du bord gauche du corps, symétriquement par rapport au 
sillon de division. Enfin, le pont cytoplasmatique joint uniquement la région 
des extrémités distales du système droit des cinéties du proter à l 'apex dys-
symetrique de l'opisthe. Le processus irrégulier de la division des individus-fils 
entraîne le glissement de la cinétie orale oblique de l'opisthe (11 ou 10') le 
long du sillon de division; elle prend une position définitive, comme si elle 
était la continuation de la cinétie interne du système droit. 

Après la séparation des individus, on n'observe pas de réorganisation des 
cinéties orales du proter. 

M o r p h o l o g i e e t m o r p h o g e m è s e 
d e VA llosphaerium paraconvexa s p. n. 

Historique 
La genre Allosphaerium a été créé par Ki d d e r and S u m m e r s 1935 

pour le groupe de cinq espèces de Ciliés rapprochés, qui se présente en tant 
que commensale sur la carapace et sur les pattes des Talitrus de plage (Amphi-
poda, Talitridae) du golfe d'eau douce de Woods Hole en USA. Ces auteurs 
ont également décrit dans leur travail suivant, en 1935, le cours de la division 
de l'espèce A. convexa. Ils ont décrit les espèces suivantes: A. palustris, 
A. convexa, A. caudatum, A. sulcatum, A. granulosum. K i d d e r and S u m-
m e r s 1935, ont analysé la position systématique de ce genre; ils ont cherché 
les parentés avec le genre Lophophorina Penard 1922 et avaient tendance 
à créer une nouvelle famille Lophophorinidae, dans le cadre de VHymenosto-
mata, ceci en raison de la présence de trois membranelles nettes, interprétées 
par eux comme correspondant du „tetrahymenium". 

Aussi bien K u d o 1947 que C o r l i s s 1961, incorporent ce genre à la fa-
mille Chlamy dodontidae, bien que sans aucune motivation. D o b r z a ń s k a 
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1961 suggère la parenté de ce genre, d'une part avec les Chlamydodontidae, 
d'autre part avec les Chonotricha. 

Définition du genre 
En conséquence des études, il convient d'indiquer la nouvelle définition 

de ce genre, ainsi que de corriger la description de la bipartition présenté 
par K i d d e r and S u m m e r s 1935. 

Ciliata-Holotricha applatis dorso-ventralement. La ciliature limitée à un 
disque ventral évolué sur le côté ventral. L'ouverture orale à la forme de cyto-
stome, et du fossette presque triangulaire („atrium orale" selon C o r 1 i s s 
1960) muni de trois haplocinéties à caractère de membranelles nettement 
intégrées et travaillant comme un tout. L'absence d'une nasse. Le pôle apical 
est déplacé sur le bord gauche du corps. Sur le disque ventral apparaît une 
différenciation des systèmes gauche et droit des cinéties dont quelques unes 
se recourbent en contournant l 'ouverture orale et se terminant antérieurement 
en face des cinéties gauches. Il n'y a pas de surface nue entre les deux systè-
mes de cinéties. Il y a deux vacuoles pulsátiles (une exception) à topographie 
constante. Avant la vacuole pulsatile postérieure, autrement dit sur le bord 
de la face ventrale, en dehors des extrémités postérieures des cinéties du 
système gauche, il y a un net peduinculus. La morphogenèse rappelle en géné-
ral son schème chez Cyrtophorina. Macronoyau hétéromère concentrique. 
Un micronoyau net se trouve devant le macronyau. Les espèces nom-
breuses. Commensaux des Talitridae terrestres (sensu G u r j a n o v a 
1951 = Talitridae + Orchestiidae.) Trouvées dans les Talitrus de la côte 
atlantique de l'état Massachussets, USA (K i d d e r and S u m m e r s 1935), 
ainsi que dans les Talitrus dans la Baltique polonaise ( D o b r z a ñ s k a 1961). 
Les différentes espèces se ressemblent beaucoup. La différenciation des 
diverses espèces est basée sur les dimensions, le profil du corps, les caracté-
ristiques de la pellicule, le caractère de la granulation et sur le nombre des 
cinéties. 

Allosphaerium paraconvexa sp.n. 

La morphologie de cette espèce rappelle nettement la description de 
A. convexa Kidder et Summers, 1935. Malheureusement, la description précise 
de ces auteurs, malgré tout n'est pas suffisante pour certifier définitivement 
que l'espèce actuelle de la Baltique est la même que A. convexa. 

Les Protozoaires trouvés par moi je décris comme une nouvelle espèce, 
car il sera éventuellement plus simple dans l'avenir d'établir la synonimie 
de ces deux espèces que de procéder à la révision de l'espèce A. convexa 
en cas de mélange de deux espèces effectivement isolées. 

Allosphaerium paraconvexa se trouve en masse aussi bien chez le Talitrus 
saltator (Montagu), que chez l'Orchestia cavimana (Heller); il est le compo-
sant dominant du parasitofaune des deux hôtes. Chez YOrchestia cavimana 
ce sont les Protozoaires à 13 cinéties sur la face ventrale qui dominent; par 
contre chez le Talitrus apparaît une population en principe identique, mais où 
domine la forme à 14 cinéties. Cependant, on rencontre aussi des formes 
à treize et quinze cinéties. Le manque d'une intervalle nette entre ces formes 
incline à reconnaître l'existence d'une seule espèce. Il semble que les écarts 
peuvent être liés aux phénomènes de populations et se tiennent dans les limites 
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de la variation individuelle. De même le manque ou la présence de la der-
nière cinétie du système gauche peut être rapporté aux modifications du cours 
de la division. Pendant la bipartition, la dernière cinétie peut ou non subir 
la division. Dans ce cas le proter pourrait posséder un nombre différent de 
cinéties que l'opisthe. Comme type, je décris la forme provenant du Talitrus 
saltator. 

Morphologie 
Corps applati dorsoventralement, longueur du corps — 30 u, largeur 20 M-, 

La face dorsale est complètement dépourvue de ciliature. Sur le côté ventral 
on rencontre un disque à 14 cinéties. L'ouverture orale se trouve dans la partie 
antérieure de côté ventral, un peu déplacée vers le bord gauche du corps. 
Le champ oral a la forme presque rhomboïde, à largeur plus longue (5 à 7 n) 
que la hauteur (4 à 5 u). Sur le fond de cet atrium oral, il y a un cytostome. 
Des monocinéties caractéristiques attirant la nourri ture se trouvent devant 
le cytostome. 

Ces membranelles sont à tel point intégrées que l'onde métachronique ne 
les traverse pas, mais elles frappent ensemble, comme une seule structure 
semblable à l'AZM ou aux cirri. L'intégration est tellement puissante que 
même quand les Ciliés meurent, ces membranelles ne se rompent pas en 
différents cils comme cela se passe dans des cas pareils chez d'autres Ciliés. 
Ces membranelles sont disposées l 'une devant l 'autre. Les cinéties qui consti-
tuent leur base se trouvent sur la voûte de l 'atrium oral et sont fortement 
réfractées en arc. Il semble qu'une d'elle est interrompue et en effet quatre 
membranelles indépendantes peuvent agir. Les membranelles se meuvent de 
part et d'autre, rendant impossible l'écoulement d'eau non filtrée provenant 
de l 'atrium oral. Les membranelles ont un profil triangulaire, donc les cils 
les plus longs se trouvent devant le cytostome, alors que les plus courts — 
sur le bord le l 'atrium oral. 

La ciliature est composée de deux systèmes, à savoir: huit cinéties du 
système droit, plus une rudimentaire rencontrée seulement des fois aux 
environs de l'apex, à l 'extérieur des confins de la face ventrale, ainsi que 
cinq à sept cinéties du système gauche. Des huit cinéties du système droit, 
les trois externes (sans compter la cinétie rudimentaire) ont leur début sur le 
bord un peu concave du corps, à droite de l 'ouverture orale, et l 'enveloppent 
de façon arquée, par le devant; plus loin, ensemble avec les autres cinq ciné-
ties qui prennent leur début juste avant l 'ouverture orale, elles encerclent le 
bord de la surface ventrale et atteignent en arc doux le bord gauche de la 
face ventrale du Cilié. Toutes ces cinéties sont parallèles et se trouvent à des 
écarts égaux. 

Cinq à sept cinéties du système gauche vont plus ou moins parallèlement 
par rapport au système précédent. Ces cinéties ont également leur début sur 
le bord inférieur de l 'atrium oral. Comptant successivement depuis le centre 
vers l 'extérieur, elles sont de plus en plus courtes et n 'atteignent jamais au 
delà des confins du disque ventral. Les cinétosomes qui se trouvent sur les 
extrémités postérieures de ces cinéties sont un peu raréfiés, alors que ces 
extrémités mêmes sont orientées un peu obliquement par rapport à l 'axe 
longitudinale du corps. Ceci donne l'impression comme si le bord inférieur de 
l 'atrium oral soutenait ces cinéties. En général, toutes les cinéties sont très 
bien visibles dans le contraste-phase in vivo; il y a lieu d'admettre qu'elles 
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se trouvent dans les rainures de pellicule, tel que l 'affirme K a n e d a 1959, 
chez Chlamydodon pedarius. 

Le mouvement des Protozoaires est conforme aux observations d'une nage 
sur le fond des Chlamydodon pedarius, d'après K a n e d a 1960. Entre les 
cinét'ies du système droit et gauche n'existe pas de zone médiane nue. À i/3 

de la longueur du corps, entre la deuxième et la troisième cinétie du système 
droit, transparaît la vacuole pulsatile antérieure VPX; dans la partie posté-
rieure, sur le bord gauche du disque ventral, entre les extrémités des cinéties 
du système gauche se trouve la vacuole pulsatile postérieure VP2- Les deux 
vacuoles sont nettement visibles du côté dorsal, mais leurs pores s'ouvrent 
du côté ventral. 

VP2 se trouve devant le pédoncle caractéristique aux propriétés de glande 
endoplasmatique. Le pedunculus a la forme d'une tige inférieure courte servant 
à fixer le Protozoaire au fond. Après sa fixation le Cilié, se tourne uniquement 
autour du pedunculus. Sur les marges du corps apparaissent des inclussions 
réfractant fortement la lumière, complètement homogènes, à dimensions très 
diverses. Par contre, sur le terrain de l'endoplasme il n'y a pas de vacuoles 
nutritives différentiées. 

L'appareil nucléaire se compose d'un micronucleus assez grand (2 M de dia-
mètre) qui se trouve sous l 'ouverture orale et devant un grand macronucleus 
oval (long de 8 à 10 u). Le macronoyau a une structure hétérogène; la partie 
achromatique homogène est enveloppée d'une couche de menues granules de 
chromatine, disposée sous la membrane nucléaire. Dans la zone chromatique on 
trouve encorè de grandes spherules, très nombreuses surtout avant la bipar-
tition. Il semble qu'elles correspondent aux nucléoles ( K a n e d a 1960 
et 1961, F a u r é - F r é m i e t 1957). 

Bipartition 
Les premiers symptômes de la bipartition sont les changements qui inter-

viennent dans le macronucleus et la bipartition du micronucleus synchronisée 
à eux. Plus ou moins deux heures avant la séparation définitive des individus, 

Fig. 2. Bipartition et formation de l'atrium oral avec la ciliature buccale chez Allo-
sphaerium paraconvexa sp. n. (d'après les observations des Ciliés vivants) 

http://rcin.org.pl



3 6 4 

apparaît dans le macronoyau un endoscme met (ces données portent un ca-
ractère d'orientation, car cette période n'était observée que chez les protozoaires 
negeant dans l'eau). A partir du moment de la formation de l'endosome, le 
micronucleus se déplace sur le bord gauche du macronucleus et diminue dans 
sa région équatoriale. Ensuite, le micronucleus se divise dans la région du 
futur sillon de bipartition. Des changements essentiels surviennent également 
dans le macrc-nucleus. L'endosome grandit beaucoup, alors que de nombreuses 
spherules un peu applaties, aux dimensions variables, repoussant de menues 
granules de chromatine, se forment sous la membrane nucléaire. Après un 
certain temps, les granules de chromatine commencent à se grouper sur deux 
pôles opposés du macronucleus allongé. 

Les spherules ainsi formées sont toujours présentes tout juste sous la mem-
brane nucléaire, mais en plus certaines d'entre elles se trouvent à la zone 
délimitant les calottes de chrcmatine que se sont formées de la partie achro-
matique située centralement avec l'endosome. Simultanément, des deux côtes, 
à partir de cette limite entre la partie achromatique et les parties chroma-
tiques, se forment les „reorganization bands". Pendant la période d'environ 
une heure, ces deux „reorganization bands" passent par tout le secteur con-
tenant la chromatine et disparaissent sur les pôles du macronucleus. Après le 
passage des „reorganization bands", la résorption de l'endosome central de-
vient en partie visible. Déjà dans cette période se forment des micronoyaux 
descendants et en peut observer dans l ' infraciliature les premiers changements 
qui consistent dans l'allongement de l'individu et dans une forte croissance 
allométrique des trois cinéties externes du système droit, juste avant l 'équa-
teur. À leur droite, sur le bord de la face ventrale, dans la région équatoriale 
peut se former une courte cinétie possédant à peine quelques cinétosomes. 

La multiplication locale des cinétosomes des trois cinéties externes est 
accompagnée, à cet endroit, d'un gonflement ventral de ces cinéties, ce qui, 
à son tour entraîne une tension et la rupture de la cinétie suivante (la qua-
trième) de ce système; à l'endroit de cette rupture, se forme un creux. Ce 
creux correspond à la région du future atrium oral et du cytostome. Presque 
simultanément (à différence de quelques minutes) les cinéties medianes du 
système gauche s'interrompent, à savoir: la neuvième, dixième et onzième 
en comptant du bord droit du corps. Ces cinéties forment successivement, 
dans la région équatoriale des segments de cinéties de la ciliature orale. Des 
segments oraux grossissent, perdent leur mouvement metachronique et se 
changent en membranelles, qui se remuent comme un tout. A partir de ce 
moment, les changements, aussi bien à l 'intérieur qu'à la surface du macronu-
cleus se produisent très rapidement. Donc, à partir de ce moment l'ensemble 
lu processus jusqu'au moment de la séparation des individus descendants, du-

re à peu près 14—25 min. Cette différence est due uniquement à la durée du 
processus de séparation des individus, déjà formés, mais encore liés par une 
jonction cytoplasmique. 

La substance chromatique, dans le macronucleus commence à encercler 
la partie achromatique avec l'endosome rudimentaire; en même temps, le 
macronucleus s'allonge et perd sa forme régulière. Il semble que pendant 
cette période la membrane nucléaire du macronucleus se dissoue ou s'amollit, 
alors que dans la zene claire du halo, à côté du macronucleus peut s'effectuer 
l'échange d'élements entre le noyau et le plasme. Le fuseau de bipartition 
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commence à se mettre en evidence dans le centre du macronucleus. En même 
temps, dans la région équatoriale, toutes les cinéties du système gauche s'in-
terrompent. Donc les cinéties externes de ce système assez courtes détachent 
seulement quelques cinétosomes, composant la cinétie du futur opisthe. Il est 
passible que la dernière d'elles prenne obligatoirement part à la bipartition. 
Le rétrécissement du disque ventral, dans la région équatoriale, entraîne la 
position oblique des petites cinéties du futur opisthe dirigée vers le sillon 
de division. 

Le sillon qui s'incise à la surface ventrale, partant du bord gauche, entraî-
ne la trsion vers l 'avant, des trois segments oraux. De même on observe la 

Allosphaerium paraconvexa sp. n. (suite) 

ventralement. En conséquence, les cinéties orales sont repoussées vers le ter-
rain creux, jusqu'en dessous des trois cinéties du système droit. C'est là, la 
localisation définitive des cinéties orales de l'opisthe. A présent, le sillon di-
visionnaire à son tour, s'incise fortement en partant du bord droit, et de 
façon plus dorsale. De cette façon, la partie correspondant à l'opisthe, est for-
tement tordue et disposée angulairement par rapport au proter. En même 
temps s'accentue de plus en plus le repoussement des extrémités proximales 
du système gauche de ciliature et de l 'ouverture orale de l'opisthe en les ame-
nant en dessous des trois cinéties externes du système droit. Une courbure 
du macronoyau se rétrécissant, correspond également à la position récipro-
que en angle, du proter et de l'opisthe. La substance chromatique est divisée, 
alors que les .parties achromatiques du macroinucléus sont poussées vers les 
pôles opposées du macronucleus en état de bipartition. A cette période, appa-
raît déjà nettement la membrane nucléaire des macronoyaux descendants. 
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Un corps résiduel, en forme de petite sphérule, se colorant fortement et den-
sifiée, à profil irrégulier peut apparaître sur la constriction équatoriale, joig-
nant encore les macronoyaux descendants. Le sort de ce corps résiduel, dé-
crit d'ailleurs chez Allosphaerium par K i d d e r and S u m m e r s 1935 
n'est pas clair. Le corps résiduel peut être résorbé dans le cytoplasme, ou 
être divisé entre les macronucleus descendants; il peut enfin être éjeté, au 
moment de la séparation des individus descendants, en tant que grumeau se 
trouvant dans le pont cytoplasmique en rupture. Il me semble avoir eu réel-
lement la possibilité d'observer toutes les variantes présentées ici. 

La structure des macronoyaux, en principe est ségmentaire et réciproque-
ment symétrique. Dans la dernière phase de la bipartition des individus-des-
cendants, le sillon s'incisant du bord droit entraîne également la rotation vers 
la droite du macronucleus de l'opisthe. Ce retournement de 90°, est accom-
pagné également par le regroupement de la substance chromatique, autant 
du macronoyau de l'opisthe, que du proter. De cette façon se reconstruit la 
structure normale interdivisionnaire du macronucleus. 

Pendant la période de la bipartition des macronoyaux descendants, on 
remarque respectivement la formation à nouveau de VPj de l'opisthe et VP2 

du proter. L'activité de deux vacuoles parents, c'est-à-dire de VPj du proter 
et de VP2 de l'opisthe, ne subit pas, pendant la bipartition, de perturbation 
ni de réorganisation visible. 

De même, on n'observe pas, ni pendant, ni après la bipartition de réorga-
nisation des cinéties orales du proter ou de réorganisation du pédoncle de 
l'opisthe. Par contre, le pédoncle du proter renaît, dans la phase relativement 
'débutante de la bipartition. Le pédoncle a immédiatement un grand diamètre, 
caractéristique pour un individu complètement formé; il se forme dans le 
cytoplasme, d'une masse densifiée, mais n'est lié à d'aucunes cinéties. 

Pendant la bipartition des individus descendants, intervient également 
le déplacement du micronucleus, vers les parties antérieures du corps. En 
même temps que les trois cinéties externes du système droit de l'opisthe se 
courbent au dessus de l 'ouverture orale, la petite cinétie externe detachée est 
également emportée et déplacée sur le bord du disque ventral (pour autant 
que cette cinétie apparaît pendant la bipartition). La dernière jonction du 
proter et de l'opisthe est le rétrécissement entre le bord gauche de la surface 
ventrale, situé dans la partie dis ta le du proter d'une part et la partie proxi-
male de l'opisthe, d'autre part. 

Les processus post-divisionnaires, soit: la reconstruction de la structure du 
macronucleus, le déplacement du micronucleus à sa place appropriée et la ré-
sorption de la "queue", réprésentant le reste de la jonction cytoplasmique du-
re environ une demie heure. Dans cette période, les individus s'allongent un 
peu, alors que chez l'opisthe l 'ouverture orale se retrécie et s'enfonce d'avan-
tage. 

M o r p h o l o g i e e t m o r p h o g e n è s e c h e z Heliochona scheu-
teni ( S t e i n , 1854) W a 11 e n g r e n, 1895 

Historique 
L'espèce décrite par S t e i n 1854, en tant que Spirochona scheuteni, a été 

trouvée sur les Gammarides, dans les eaux saumâtres dans les environs d'Am-
sterdam. P l a t e 1888 a créé un nouveau genre Heliochona pour la nouvelle 
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espèce H. sessilis, trouvée sur les Gammarides des eaux saumâtres des envi-
rons de Wismar Bucht et des côtes de la Mer du Nord. B ii t s c h 1 i 1887—1889 
établit la synonimie entre le genre Heliochona Plate et Stylochona Kent. 
L' unification de ces deux genres n'est pas reconnue par les chercheurs sui-
vants à cause de la grande différence de la structure des pédoncles. B ii t &-
c h 1 i classe son genre Heliochona dans le cadre des Peritricha. W a l l e n -
g r e n 1895 décrit de nouveau les deux espèces Heliochona, aussi bien l'espèce 
de S t e i n que celle de P l a t e qu'il a retrouvé sur les côtes du Sud de la 
Suéde, sur le Gammarus locusta; il se déclare pour la séparation des espèces. 
L'auteur présente également la description du développement de deux espè-
ces. W a l l e n g r e n constate la particularité du groupe Chonotricha. L'avis 
de W a l l e n g r e n est soutenu par K a h l 1935 qui classe le genre He-
liochona et les autres genres parentes dans l'ordre Chonotricha. He-
liochona scheuteni a été retrouvée par G u i 1 c h e r 1951, sur les branchies des 
Amphithàe rubricata (Montagu, 1808). G u i 1 c h e r constate le caractère so-
matique de la ciliature de la collerette et démontre la parenté de tous les Cho-
notricha avec les Cyrtophorina. Dernièrement C o r 1 i s s 1961, classe les Cho-
notricha dans le cadre des Holotricha en tant qu'ordre à part, avec trois fa-
milles isolées par M o h r 1948: Stylochonidae, Spirochonidae et Chilodocho-
n\dae. Les deux auteurs ont incorporé le Heliochona dans la famille Stylo-
chonidae. 

Morphologie 
L'individu adulte, par son aspect rappelle une cruche avec le bord forte-

ment développé. Ce bord constitue une collerette en éventail renforcée par 
des tiges rigides disposées en rayon sur son côté intérieur. Ces tiges sont 
plantées profondément dans l'endoplasme, alors que leurs extrémités ressor-
tent de deux à sept microns du bord extérieur de la collerette. La collerette, 
est fermée par une poche convexe non renforcée par les tiges, d'un côté qui 
conventionnellement est défini comme ventral. 

Au fond de l'entonnoir, formé par la collerette et la poche, se trouve le 
cytostome. Toute la ciliature somatique se limite au côté intérieur de la 
ccllerette et de la poche. Sur le côte intérieur de la collerette se trouvent 
sept cinéties parallèles à son bord. Les trois cinéties externes sont bien plus 
longues et enveloppent le cytostome. Sur la paroi intérieure de la poche se 
trouvent sept à quinze courtes cinéties parallèles, se dirigeant obliquement 
vers le cytostome (et non dans la direction contraire, comme il en résulterait 
du dessin présenté par G u i 1 c h e r 1951). 

Sur le devant, entre la poche et les bords extérieurs de la collerette, cette 
dernière est dilatée en deux lobes avec des tiges plus prononcées. Le nombre 
de cinéties se trouvant sur la poche ainsi que le degré de développement des 
lobes de collerette dépendent du degré d'avancement du développement de 
l'individu. Juste derrière la collerette, on rencontre uin rétrécissement net 
er. forme de goulot. Dans le goulot on apperçoit nettement le cytostome et 
le cytopharynx transparent. Tout de suite après le goulot, se trouve la vacuole 
pulsatile à fonctionnement faible et très irrégulier. Sur le bord gauche du 
ccrps dans la région du goulot, du côté ventral, on rencontre l'endroit caracté-
ristique pour la formation du bourgeon. Le creux caractéristique apparaît à 
cet endroit tout au début du développement de Findividu fixé. Dans la nomen-
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clature des anciens auteurs, cet endroit a été appelé ,,vagina" (E i s m o n d 
1895), et puis — „marsupium" ( M o h r 1948). 

Au delà du goulot, le corps en forme de bouteille, s'élargit. Dans cet élar-
gissement, est situé l'appareil nucléaire. L'appareil nucléaire est composé de 
trois micromoyaux (je ne puis affirmer si ce nombre est constant et caracté-
ristique pour cette espèce), ainsi que d'un grand macronoyau hétéromère. 
Dans le macronucleus, pendant la phase iinterdivisionnaire, la partie chroma-
tique apparaît avant la partie achromatique, alors que le noyau en entier 
s'allonge le long de l'axe morphologique de l'individu. Pendant la période 
de la bipartition, le macronucleus est polarisé perpendiculairement par rap-
port à cet axe. Les micronucleus d'habitude se trouvent dans les environs 
de macronucleus, du côté de la formation du bourgeon. 

Tout le corps en forme de bouteille s'appuie sur la partie accrochante net-
tement différenciée, à caractère de disque, f ixant l'animal au fond. Ce disque est 
délicatement strié et muni d'une glande endoplasmique nette. Sa structure est 
conforme à la description faite par W a l l e n g r e n 1895, comme aussi, tel 
qu'il résulte des analyses de F a u r é - F r e m i e t et al. 1956, à l'organe ad-
hésif chez Chilodochona. 

Tout le corps du Protozoaire est recouvert de stries pélliculaires, délicats, 
allant de la base jusqu'au goulot. Aussi bien leur aspect, que le sens même des 
changements morphogénétiques chez Chonotricha, démontre qu'ils ne sont 
pas analogues aux cinéties, tel que le suggère G u i l c h e r 1951. 

Les dimensions des individus fixés s'élèvent à: longueur (y compris la 
collerette) 80—90 M, largeur max. mesurée à la hauteur du macronucleus 
20—30 M-, largeur de la collerette développée et pleinement formée env. 30 M-. 

Repartition et localisation 
Heliochona scheuteni apparaît en masse sur île Gammarus (G.) zaddachi 

Sexton, 1912, sensu Spooner, 1947, uniquement sur les branchies. 

Bourgeonnement 
Les processus nucléaires ainsi que corticaux sont chez cette espèce en 

conformité de principe avec les observations de W a l l e n g r e n 1895, G u i l -
c h e r 1951, T u f f r a u 1953 et d'autres. 

Chez l'individu fixé, le champ morphogénétique apparaît très tôt sous 
forme d'une platte concavité. Ce stade est généralement accompagné par une 
structure segmentaire du macronoyau hétéromère, caractéristique pour la 
période d'imterphase. Le champ morphogénétique peut cependant se former 
plus tôt, précisément chez le bourgeon fixé qui n'a pas encore de sa collerette, 
ni du macronoyau segmenté. Sur le champ morphogénétique apparaissent 
à leur tour les cinéties parallèles. Ces courtes cinéties se forment tout à fait 
indépendamment de la ciliature somatique de la collerette. Il semble que la 
formation de cinéties n'est pas précédée de l'apparition du champ anarchique 
des cinétosomes. Donc, les cinéties se formeraient en ligne et non par voie 
de réorganisation du champ anarchique. Au début, les cinéties qui se forment 
sont parallèles à la ciliature de l 'individu-parent, c'est-à-dire perpendiculaires 
à son axe morphologique. En conséquence, le nouveau champ morphogénéti-
que se forme, indépendamment de la vieille ciliature somatique de l'indivi-
du-parent — parallèlement à cette ciliature spécialisée, toutes fois la polari-
sation et la séquence des cinéties restent pareilles. Le champ morphogénéti-
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Fig 4. Bourgeonnement et transformation du bourgeon en forme sédentaire chez 
Helochona scheuteni (Stein, 1854); structure anatomique de la collerette de cette 

espèce (d'après les observations des individus vivants) 

que du bourgeon s'affaisse encore d'avantage dans le „marsupium". Un petit 
cylindre de cytoplasme gonflé, particulièrement prononcé du côté du pôle 
apical du bourgeon se forme derrière cet affaissement. Ce développement iné-
gal entraine la formation rapide de la partie apicale du bourgeon et son érup-
tion disproportionnée. En conséquence le champ morphogénétique, parallèle 
au début, prend une position de plus en plus oblique et enfin perpendiculaire 
par rapport à la ciliature du parent. De même, le sillon de division, se présen-
tant au début sous forme d'entaille parallèle, commerçant du côté apicale du 
bourgeon, prend une position de plus en plus perpendiculaire par rapport à la 
ciliature somatique de l 'individu-parent (soit donc parallèle à l'axe longitudi-

nale de cet individu). De cette façon le sillon de division, se courbant vers la 
base, est perpendiculaire au fuseau de division du macronucleus. 

Ainsi donc, le découpement du bourgeon peut être iinterpété en tant qu'ef-
fet d'interférence de quelques facteurs: du decoupement parallèle du champ 
mo:phogénétique du bourgeon, de l'organisation nettement plus rapide du 
pôle antérieur du bourgeon, par rapport à ses parties suivantes et enfin de 
la polarisation du fuseau de division du macronucleus. 

V partir du moment de la pénétration profonde du sillon découpant le 
bourgeon, un nouveau enfoncement se forme dans le goulot de l 'individu-pa-
ren;. La formation du nouveau bourgeon peut commencer immédiatement 
après qu'à eu lieu la bipartition de l'appareil nucléaire. La rapidité de bourge-
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onnement est donc liée à deux processuss qui ne sont pas pleinement syn-
chronisés, à savoir à la formation sur le goulot de l 'individu-parent d'un nou-
veau ,,marsupium" du champ morphogénétique, ainsi qu'a la terminaison du 
précédent cycle de division de l 'appareil nucléaire; par contre, elle n'est pas 
liée au rythme de la séparation du bourgeon en entier ou l'apparition d'une 
interphase définie dams l'appareil nucléaire après sa bipartition. 

Ainsi donc les jeunes bourgeons poussent les vieux vers la base de l'indi-
vidu-parent. Ces bourgeons diffèrent entre eux par le nombre de cinéties, la 
grandeur et le degré le leur séparation de l ' individu-parent; par contre le 
macronucleus se trouve au même stade chez tous. Dans ma documentation, 
le nombre maximal de bourgeons est de trois. Cela signifie, que le cycle de 
réorganisation du macronucleus peut s'effectuer dans l 'individu-parent trois 
fois plus vite que la séparation complète du bourgeon et la réorganisation de 
son macronucleus. 

Dans l'individu fixé, capable déjà de bourgeonner, la collerette continue à 
se développer. C'est seulement dans la période de formation du troisième bour-
geon, qu'a lieu la formation complète de collerette. 

La localisation constante du champ morphogénétique dans l'individu fixé, 
peut être expliqué par plusieurs facteurs: c'est l'endroit où se rencontrent les 
influences de la partie corticale active de l 'individu-parent (autrement dit les 
influences de la ciliature somatique de collerette), où se trouve à proximité 
l 'appareil nucléaire, où il n'y a pas, dans le cytoplasme d'excès de substances 
de réserve, et enfin où l'on rencontre la surface corticale nue, sur laquelle 
le processus de la reproduction de tout le modèle de ciliature peut être activé. 

Lentement, le bourgeon qui se détache, passe son cycle nucléaire. Avant 
sa séparation complète de l 'individu-parent, se forme, autour de sa surface 
ventrale ciliée, une bande („streap-band") de minuscules trichites. Ces tri-
chites constituent un primordium des futures tiges soutenant la collerette. 
Aussi bien le disque adhésif que la glande endoplasmique se forment à nou-
veau par la voie compliquée décrite en détail par W a l l e n g r e n 1895. Sur 
le bourgeon les cinéties se forment successivement: d'abord le système droit 
de la ciliature ventrale et ensuite le système gauche. Dans le bourgeon com-
plètement séparé, nous rencontrons déjà le système droit complet se compo-
sant de sept cinéties; ensuite apparait la fente du cytostome et enfin on remar-
que cinq à neuf cinéties du système gauche de ciliature somatique. 

Transformation du bourgeon en individu fixé 

On peut observer des mouvements ondulaires des cils dès le début de la 
séparation des cinéties, sur le champ morphogénétique. Le bourgeon séparé 
a sur sa surface ventrale une ciliature fonctionnant tout à fait normalement. 
La vitesse du travail des cils, dans la collerette de l'individu fixé et dans 
le bourgeon, est à peu près uniforme. Cependant, en comparaison à d'autres 
Ciliés, ce mouvement est assez faible et lent. Il semble qu'un rôle important 
dans le déplacement du bourgeon au nouvel endroit est joué par le courant 
de l'eau, créé par le mouvement des extrémités branchiales du Gammarus. 

Le bourgeon présente des tendances nettement thigmotactiques. Le bour-
geon qui se sépare se glisse sur l ' individu-parent et se fixe aussitôt sur une 
lamelle branchiale voisine, à l'aide de son disque. Il n'est pas exclu, que la 
surface ventrale creuse joue au début le rôle de ventouse fixant le Protozoai-
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re au substrat (on observe ce phénomène chez beaucoup de Cyrtophorina). 
Cette fixation rapide du bourgeon à la branchie, entraine une disposition to-
pographique caractéristique des individus: les vieux individus sont posés 
le plus près de l'extrémité, dans des coins des lamelles branchiales, alors que 
les descendants suivants se trouvent à l 'extérieur. Les descendants des descen-
dants, c'est-à-dire les bourgeons secondaires, seront donc à leur tour placés sur 
les lamelles de deuxième ordre. En conséquence, les individus les plus jeunes 
apparaîtront d'une façon assez permanente sur les parties extérieures des 
branchies. 

Le bourgeon qui se fixe, passe lentement par les stades de formation des 
différentes parties du macronucleus, chromatique dans la partie antérieure, 
achromatique dans la partie 'postérieure. Au moment de la séparation de seg-
ments, apparaît entre eux une bande („reorganization band") qui se déplace 
ensuite à travers toute la partie chromatique jusqu'au pôle du macronucleus. 
Les changements du macronucleus sont accompagnés de changements corti-
caux, bien que la synchronisation précise des processus fait défaut. Les chan-
gements superficiels consistent en une transformation puissante de la forme 
par suite d'une disproportion de l'accroissement de la partie nue du bourgeon. 
On observe un développement particulièrement intense dans la zone entre 
le disque adhésif et la surface ventrale concave et ciliée. De cette façon, le 
disque ventral est déplacé vers le pôle antérieur du corps et retourné de 90 
degrés vers la gauche. La transformation suivante consiste dans l 'affaissement 
dans le corps de la fente du cytostome et l'empilement, sous forme de colleret-
te et de poches, de la zone corticale sur laquelle se trouvent les systèmes droit 
et gauche des cinéties de la ciliature ventrale. De petites trichites forment 
l'encerclement de la collerette. En se formant de cette façon elle possède en-
core des trichâtes homogènes et 7 cinéties parallèles du système droit. La po-
che plate, du côte intérieur, possède à peine 5 à 9 cinéties du système gauche. 
Déjà à ce stade, on peut observer sur le goulot un rétrécissement, le champ 
morphogénétique du futur bourgeon. En même temps, le macronucleus et 
l'appareil adhésif complètement formé, sont déplacés légèrement vers la base. 

L'endosome chromatique commence à se former sur la partie achromati-
que du macronucleus. La formation de l'endosome s'effectue pendant le pas-
sage de la ,,reorganization band" à travers la partie chromatique. C'est dans 
cette même période qu'a lieu l'accroissement ultérieur de l'individu ainsi que 
l'accroissement et la différentiation des lobes de la collerette. Le cytostome 
s'approfondit alors que le nombre de cinéties du système gauche augmente 
sur la poche. Ces changements sont déjà accompagnés par la formation du 
bourgeon descendant. 

Après un bourgeonnement multiple, j'ai observé, conformément aux don-
nées de bien des auteurs la dégénération des individus fixés. Les individus 
dégénérants ne reconstituent pas leur forme après la bipartition. La collerette 
de tels individus est maximalement développée mais fanée. De même se dé-
génère le macronoyau. 

De même, j'ai observé plusieurs fois la conjugaison. Malgré le manque 
d'observations détaillées, il semble que la conjugaison de H. scheuteni s 'effec-
tue analogiquement à celle du Spirochona gemmipara (E j s m o n t 1895, 
S w a r c z e w s k i 1935, T u f f r a u 1953). 
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Une liaison nette a lieu entre la conjugaison et l 'étape de développement 
de l'individu. Je n'ai jamais observé la conjugaison d'individus à la collerette 
complètement formée. Les individus conjugant, sont des individus fixés, mais 
encore tout à fait jeunes. Se pose la question, si la conjugaison s'effectue chez 
les individus qui ne bourgeonnent pas. En tous les cas, les observations sur la 
dégénération et la conjugaison montrent qu'ont lieu là des processus de vieil-
lissement, semblables à ceux observés par R u d z i ń s k a 1959, chez Toko-
phrya infusionum, ou encore par K a z u b s k i 1963 chez Thigmocoma acu-
minata. 

L a c o m p a r a i s o n e t l e s p r o p r i é t é s d e s m a c r o n o y a u x 
h é t é r o m è r e s d e d i f f é r e n t s C i l i é s 

Les macronoyaux de la plupart de Ciliés portent un caractère d'hyperpo-
liploïdes aux génomes multiples. La division de ces macronoyaux consiste pré-
cisément dans la ségrégation des génomes après les phases prélables de la 
synthèse de la substance chromatique et de production du RNA ( P i e k a r -
s k i 1941, G r e 1 1*1953, F a u r é - F r e m i e t 1950, E l l i o t 1962). La ségré-
gation de génomes c.à.d. la bipartition du macronyau n'est généralement ac-
compagnée d'aucune figure mitotique étant donné que le macronoyau est pres-
que complètement dépourvu de structures proteiques fibrilliaires qui puissent 
donner naissance au fuseau ( F a u r é - F r e m i e t 1953). Par conséquent, aussi 
bien pendant le temps interdivisional qu'en cours de la division le noyau est 
d'une structure homogène. F a u r é - F r e m i e t 1957 a donné à ces noyaux 
le nom de macronoyaux homéomères. Cependant nous rencontrons chez cer-
tains Ciliés du groupe Cyrtophorina-Chonotricha un autre type de macro-
noyau. Ces macronoyaux passent par des phases morphologiques très nettes 
de division et possèdent, dans la période entre les divisions une structure hé-
térogène. De tels macronoyaux hyperpoliploïdaux ( S e s h a c h a r 1950) de 
structure hétérogène ont été appelés par F a u r é - F r e m i e t 1957 macro-
noyaux hétéromères. Les macronoyaux de ce type se composent d'une partie 
typique chromatique (orthocaryomère) et d'une zone presque complètement 
achromatique dans laquelle prédominent les protides (paracaryomère). Les 
deux parties sont enveloppées par une membrane nucléaire commune (K a-
n e d a 1961). F a u r é - F r e m i e t 1957 a affirmé que la disposition de ces 
deux parties composantes pouvait être différente: segmentaire au cas où le 
paracaryomère se présente avant ou après l'orthocaryomère, ou concentrique, 
quand le paracaryomère se trouve entouré de l 'orthocaryomère juste en des-
sous de la membrane nucléaire. 

Malgré les différences mentionnées, les étapes morphologiques de biparti-
tion des espèces examinées, on note en principe une nette analogie (Planche 
V 19—24, Fig. 5). Ainsi, dans la période interdivisionnaire soit au commence-
ment du cycle, soit à la fin apparaît l'endosome sphérique sur le terrain du pa-
racaryomère chromatique sur lequel le DNA se trouve dispersé. L'endosome 
contient beaucoup de substances chromatiques bien que de caractère quelque 
peu différent à celles de l'orthocaryomère. Le rôle de l'endosome demeure in-
connu. F a u r é - F r e m i é t est d'avis qu'il s'agirait en l'occurrence d'une sor-
te de réserve du DNA. La période de la formation de l'endosome varie d'une 
espèce à l 'autre et demande par exemple un temps relativement très longue chez 
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Chilodonella uncinata — d'après M a c D o u g a l l 1925, assez longue chez 
Dysteria monostyla — d'après F a u r é - F r e m i e t 1957, et une période re-
lativement courte chez l'Allosphaerium, Heliochona scheuteni et le Spirocho-
na gemmipara — d'après G u i l c h e r 1951 et T u f f r a u 1953. 

En dehors de la formation de l'endosome, dans la période interdivisionnaire 
nous pouvons observer l'apparition sur le terrain de l'orthocaryornère, puis 
sur celui du paracaryomère, des spherules assez nombreuses, nettement dessi-
nées et de dimensions différentes. Elles correspondent vraisemblablement 
à des nucléoles qui renferment le RNA ( F a u r é - F r e m i e t 1957, K a n e d a 
1959, 1960). Nous ne disposons malheureusement pas de données permettant 
d 'aff i rmer si ces sphères contiennent uniquement du RNA, ou si le RNA 
constitue seulement leur zone externe. 

Chez tous les types de macronoyaux hétéromères avant la bipartition 
s 'opère une division segmentaire de l'orthocaryornère et du paracaryomère le 
long de l'axe longitudinale du macronucleus. A la limite des segments apparaît 
ensuite une „reorganization band" qui se déplacera à travers toute la zone de 
l 'orthocarymomère, vers l'axe du nucleus. Aussi bien les analyses morpho-
logiques que cytochimiques démontrent qu'il s'agit d'un passage localisé de 
„l'onde d'endomitose". Les phénomènes observés chez les Ciliés Hypotriches 
( S o n n e b o r n 1947, F a u r é - F r e m i e t et al. 1957, G a 1 1 1959, R o t h 
1957, P r e s c o t t and K i m b a l l 1961, K l u s s 1962) permettent de faire 
un rapprochement avec les phénomènes nucléaires dans le macronucleus 
hétéromère chez les Ciliés Holotriches. Le déplacement de la „reorganisation 
band" à travers l'orthocaryornère s'effectue toujours du centre du macro-
nucleus vers le pôle. Dans le cas de l 'Allosphaerium nous sommes en présence 
de deux „reorganization bands" qui passent dans deux directions, à travers 
les deux segments polaires de l'orthocaryornère. 

Il semble toutefois que le rythme de déplacement de la „reorganization 
band" reste en corrélation avec le rythme de la morphogenèse corticale. 
Il semble aussi que les transformations ultérieures du macronucleus et sa 
division ne sont possibles qu'à un stade avancé de la morphogenèse corticale. 
Les conclusions de ce genre concordent avec les résultats des expériences 
(De T e r r a 1960) sur les Stentor sans noyaux en période interdivisionnaire; 
on y a implanté des noyaux du stade de la prédivision, provenant d'autres 
individus. Ces macronoyaux ne se divisaient pas et ne précipitaient pas les 
changements superficiels des individus, auxquels ils étaient implantés. Les 
macronoyaux en question „attendaient" cette étape de la morphogenèse cor-
ticale qui leur correspond, avant de subir la constriction et la division. 

Déjà pendant le déplacement de la „reorganization band" à travers l'ortho-
caryornère, on observe une incohérence de l'endosome, puis sa lente résorption, 
du moins dans la zone externe. La résorption de l'endosome se déroule pa-
rallèlement avec l'encerclement du paracaryomère par l'orthocaryornère et la 
dissolution de la membrane nucléaire. Simultanément avec la dissolution d'une 
partie au moins de l'endosome apparaît sur le terrain du paracaryomère la 
chromatine disposée sous forme de filaments radiales. D'après K a n e d a 1961 
ce sont des structures provenant de la despiralisation des granules de chro-
matine qui étaient préalablement enroulés de façon hélicoïdale. Il semble que 
sur le f rame formé de la structure proteïque du paracaryomère, ces filaments 
ultrafins, sont groupés en rayons nettement perceptibles au microscope. 
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L'allongement du macronucleus dans une direction perpendiculaire à la future 
constriction divisionnaire implique que les filaments radiales de la chromatme 
et des substances fibrillaires du paracaryomère forment un fuseau division-
naire visible. Il semble toutefois, indépendamment du fait à quoi correspon-
dent les filaments et les rayons respectifs du fuseau, que les propriétés des 
proteïnes qui se trouvent dans le paracaryomère jouent un rôle essentiel dans 

Fig. 5. Comparaison du cycle macronucléaire chez les différents Ciliés: A. Nassula 
ornata d'après Reikov 1962, B. Dysteria monostyla d'après Fauré-Fremiet 1957, 
C. Chlamydodon pedarius d'après Kaneda 1960, 1961. D. Allosphaerium paraconvexa 

orig. 
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la manifestation de la structure filamentale de la chromatine, et puis dans le 
processus de sa ségrégation. 

C'est une période de transformations rapides et brusques dans les macro-
noyaux que restent d'ailleurs en corrélation avec les transformations qui 
s'opèrent dans la zone corticale et déjà sont liées essentiellement avec l'étape 
de séparation en individus-fils. Le macronucleus atteigne à ce stade une 
longueur maximale. On observe à la limite du noyau et du cytoplasme un net 

4 A c t a P r o t o z o o l o g i c a 
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halo. Il s'agit probablement d'une zone d'échangé de substances entre le 
nucleus et du cytoplasme. Le macronucleus allongé pendant l'incision du sillon 
de division se rétrécit au milieu. Le resserrement du fuseau divisionnaire 
provoque un repoussement de la chromatine et son concentration aux pôles. 
En se concentrant vers le pôle du fuseau elle repousse les substances du 
paracaryomère et la masse achromatique toujours plus en dehors du fuseau. 
Les substances du paracaryomère prennent une position complètement polaire. 
En même temps se reforme la membrane nucléaire des macronoyaux descen-
dants. 

Dans le cas de nombreux espèces aux confins de deux macronoyaux en 
formation, il se constitue un corps résiduel („Restkôrper"). La composition et 
le sort de ce corps ne sont pas encore élucidés. Il est possible, comme le suggère 
K a n e d a 1960, qu'il s'y présentent des substances de l'endosome résorbées 
par le cytoplasme, et qui sont de grande importance en tant que facteur 
activant des processus enzymatiques dans le cytoplasme chez les espèces chez 
lesquels la conjugaison n'intervient que rarement, et qui par conséquent ne 
disposent pas dans le cytoplasme de reserves de substance chromatique pro-
venant de la dissolution du macronoyau chez l 'ex-conjugant. D'après les obser-
vations sur le sort du corps résiduel chez VAllosphaerium paraconvexa il sem-
ble qu'il reste etroitement lié avec la rapidité du processus de la division des 
individus descendants. Il est même possible, que son avenir dépend des con-
ditions extérieures du milieu, par ex. de la composition ionique de l'eau qui 
peut agir sur la vitesse de la formation de la fissure équatoriale, soit du degré 
de l 'aplatissement du Protozoaire pendant l'observation de la scission. C'est 
un argument d'autant plus à prendre en considération qu'à ce qu'il paraît 
la conjugaison aussi bien chez VAllosphaerium que chez l'Heliochona n'est pas 
trop rare. 

Le fuseau de scission chez les Cyrtophorina est en principe polarisé pa-
rallèment aux cinéties. Le macronoyau garde cependant une position ventrale 
dans le corps du Cilié. Ainsi sur le fuseau opère d'avantage la fissure qui 
s'enfonce du côté ventral en penetrant, par conséquent, de la bordure gauche 
vers celle de droite du corps. Les macronoyaux descendants qui prennent 
naissance sont symétriques par rapport à la plane équatoriale, mais la con-
striction qui les maintient est incurvée en arc par la fissure qui s'incruste. 

Le repoussement du système gauche des cinéties avant celui de droite dans 
l'opisthe et la courbure qui en résulte provoquent un detour partiel du macro-
noyau de l'opisthe au moment de sa division complète. En outre de ce mouve-
ment du macronoyau de l'opisthe, un regroupement de la substance intervient 
dans son intérieur. Ainsi, en définitive, même chez l'opisthe se revèle une 
topographie d'éléments dans le macronoyau parallèle à celle du protèr. 

Chez VAllosphaerium, la transformation du macronucleus en stade inter-
divisionnaire, s 'effectue par un déplacement progressif de la chromatine 
accompagné par une production rapide de nucléoles, aussi bien dans le proter, 
que dans l'opisthe. Le macronucleus, chez les Chonotricha, pendant l ' interdi-
vision, est allongé le long de l 'axe longitudinal de l'individu sessile. Les seg-
ments du macronucleus sont disposés à l'inverse par rapport au macro-
nucleus segmentaire des Cyrtophorina. Donc, chez les Chonotricha, le para-
caryomère se trouve à l 'arrière, alors que l 'orthocaryomère — à l 'avant du 
corps. 
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Pendant la formation du fuseau de bipartition, l'axe longitudinal du macro-
mucleus s'allongant le long de l'axe de polarisation primaire du corps, change, 
e n prenant donc une position transversale par rapport à l'axe morphologique 
du corps. Assez longtemps, entre les macronoyaux descendants se maintient 
une liaison en forme de bande sombre. Ce rétrécissement est courbé par le 
sillon séparant le bourgeon qui s'incise par le devant. Dans ce cas, ce sillon 
s'incissant entraîne aussi un demi-detour du bourgeon, ce qui fait que le 
paracaryomère se trouve sur le bord gauche, tandis que l'orthocaryomère — 
sur le bord droit du bourgeon. Le regroupement suivant se passe de façon 
analogue à celui de Spirochona gemmipara, tel que le décrit T u f f r a u 1953. 

En comparant les cycles des macronoyaux hétéromères et du macro-
noyau homéomère chez Nassula ornata, étudié par R a i k o v 1962, on peut 
remarquer plusieurs convergences. R a i k o v a prouvé chez cette espèce 
l 'apparition, pendant la bipartition, de zones distinctes ainsi que d'un fila-
ment net. Ainsi donc, chez Nassulidae apparaissent déjà certaines tendances 
à l 'hetéromérie du macronucleus. 

Il est intéressant de souligner qu'il n'y a pas de lacune nette entre la 
structure segmentaire du macronucleus chez les Cyrtophorina et les Chono-
tricha, lorsqu'on prend en considération l'existence de propriétés intermédiaires 
dans le macronucleus de VAllosphaerium. 

Il semble que la morphologie et les stades de bipartition du macronucleus 
ne sont pas des adaptations. La ressemblance de structure du macronucleus 
chez des espèces différentes, constitue un argument essentiel, prouvant leur 
parenté, et peut être la base des conclusions phylogénétiques. 

On peut en conclure que les macronoyaux des Nassulidae, Dysteriidae, 
Chlamydodontidae, d'Allosphaerium et des Chonotricha, présentent une ligne 
phylogénétique menant aux macronoyaux hetéromères, qui possèdent une 
quantité de matériel de plus en plus capable de former un fuseau de division, 
à une séparation précise de la chromatine et de la partie achromatique et enfin 
à un cours polarisé et localisé de l'endomitose. 

Il existe une ressemblance importante de la ségrégation même des génomes 
chez différentes espèces. Il y en a donc une ressemblance fondamentale des 
mécanismes de la bipartition, quoique pendant la période interdivisionnaire, 
le macronucleus, chez différents Ciliés, se présente sous différentes formes. 
Les différentes formes du macronucleus hétéromère, pendant l'interdivision, 
par exemple sa forme concentrique ou segmentale, ou une persistance plus ou 
moins prolongée de l'endosome dans le paracaryomère sont comme „une 
fixation des étapes passées" d'une seule ligne des changements dans les ma-
cronoyaux. Ainsi donc, les arguments principaux de phylogenèse ne provien-
nent pas des recherches sur la morphologie même mais des études sur les 
cycles des changements. 

La dépendance entre la bipartition de l'appareil nucléaire des Ciliés et les 
types différents de morphogénèse (surtout les mécanismes de régénération) 
a été étudiée par de nombreux auteurs (voir B a l a m u t h 1940, T a r t a r 
1941, F a u r é - F r e m i e t 1948, W e i s z 1954). Il est connu, sans doute, que 
le matériel du noyau renferme l 'information concernant le type de morphoge-
nèse et de différenciation à l 'intérieur de l'organisme ( S o n n e b o r n 1961). 
C'est actuellement une vérité connue. Par contre, on ne sait presque rien sur 

4' 

http://rcin.org.pl



3 7 8 

la di f férenciat ion de l'appareil nucléaire, pendant son développemnt et sur les 
mécanismes d'induction. Jusqu'à présent, on ne sait pas quels éléments, et de 
quelle façon, activent le champ morphogénétique en déclenchant le cours des 
changements. Sans doute le cytoplasme joue un rôle de transmetteur d' infor-
mations du noyau à la zone corticale, bien que, certains processus autonomes, 
s 'effectuant dans le cytoplasme, réagissent aussi sur les changements super-
ficiels. D'autre part nous savons que la séparation des individus-fils déjà 
formés, donc la formation du sillon de bipartition nécessite des conditions 
extérieures déterminées. Sûrement, toute une série de facteurs influe le cours 
des changements morphogénétiques. T a r t a r 1941 parle des stimulants hu-
morales, Z e u t h e n 1961 des peptides de bipartition, et H a n s o n 1962 indi-
que l'existence d'un ,,stability system" dans le cytoplasme adhérant au péri-
stome, qui repond du maintien et du développement du péristome chez Parame-
cium. D'autre part, nous savons beaucoup sur le rythme autonome et précis 
des changements morphogénétiques à partir du moment de leur initiation (D e 
T e r r a 1960, P r e s c o 11 and K i m b a 1 1 1962). 

Le cycle composé des changements dans le macronucleus chez les Ciliés 
étudiés, donne une chance particulière qui permet de faire quelques remar-
ques concernant la corrélation des processus nucléaires et superficiels. 

1. En général, on peut constater une formation très intense des sphérules 
(probablement des nucléoles) pendant la période interdivisionnaire. 

2. La reconstruction de tout le modèle de la ciliature, sans aucune trace 
de continuation génétique des cinéties chez les Chonotricha, témoigne du rôle 
décisif de l'appareil nucléaire dans la transmission du type de morphogenèse. 

3. Le passage de la bande de réorganisation, correspondant à l'onde de 
synthèse du DNA, et la division du micronucleus qui s'effectue parallèlement, 
n'est pas coordiné au stade défini de développement de l'individu (chez les 
Chonotricha). Cette synthèse est quand même indispensable pour la conti-
nuation des changements morphogénétiques, liés à la formation du bourgeon, 
ce qui veut dire que le bourgeon ne se séparera pas avant la division du 
macronucleus, et que la division du macronucleus ne se fait qu'après la ter-
minaison du cycle d'endomitose. 

4. C'est seulement l 'avancement respectif des changements sur la surface, 
qui rend possible la formation d'un fuseau de bipartition dans le macronucleus 
et la dislocation des micronucleus descendants dans les individus-fils. 

5. Le temps de réorganisation dans le macronucleus descendant après la 
bipartition, n'est pas constant et dépend du degré d'avancement des change-
ments dans la zone superficielle par ex. il se passe plus lentement dans 
le bourgeon, que chez l'individu parent (Chonotricha). 

P a r t i c u l a r i t é s a r c h i t e c t o n i q u e s d e d i f f é r e n t s g r o u p e s 
d e s Holotricha i n f é r i e u r s 

Le type primitif du Cilié est représenté par une structure à symétrie 
radiale avec des cinéties disposées en méridiens reguliers. Ces cinéties se 
rencontrent au deux pôles: l 'antérieur (apical) et le postérieur (distal). 
La cavité buccale d'un tel Cilié primitif se trcuve sur le pôle apical. Pendant 
la bipartition, le sillon fend transversalement toutes les cinéties méridiennes, 
et la cavité buccale de l'opisthe se forme sur la cicatrise qui reste après 
jonction cytoplasmique liant le proter à l'opisthe. Les changements précé-
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dant la bipartition comprennent en principe le complètement des é léments 
principaux de la structure de surface, alors que la bipartition se l imite à les 
diviser entre les individus-f i l s . C'est un tel modèle de structure que repré-
sentent les Holotricha inférieurs du groupe de Rhabdophorina. 

La position apicale de la cavité buccale rend difficile le prélèvement de 
la nourri ture pendant la nage, alors qu'elle facilite, dans les milieux épais, 
le bouchage de l 'ouverture orale. En conséquence, dans bien des groupes, 
parmi les Holotricha inférieurs ont observe une translocaticn latérale de la 
cavité buccale. Ce déplacement latéral de la cavité buccale et la spécialisa-
tion de l'appareil buccal pour le meilleur filtrage et la meilleure absorption 
de la nourr i ture sont différemment développés chez les divers Ciliés. 

Chez les Cyrtophorina, on observe un déplacement caractéristique vers 
le côté du corps/, de tout le pôle apical primitif, avec la cavité buccale, soit une 
tendance à maintenir le pôle apical et la structure symétrique du Cilié, ne 
déplaçant vers l 'arrière, entre les cinéties, que la cavité buccale même. Ces 
deux variantes de déplacement de la cavité buccale sur le côté du corps, 
créent deux rangs morphologiques particuliers, qui reflètent fort probable-
ment les raports phylogénétiques des formes examinées. Le déplacement 
même de la cavité buccale sur le côté du corps, est une propriété qui porte 
un caractère d'adaptation, et ne peut pas, en tant que telle, qu'avec réserve 
être traitée comme base d'analyses phylogénétiques; or, la ressemblance des 
mécanismes de réalisation de cette adaptation et la différence du degré de 
s>n accentuation, ont déjà une valeur phylogénétique. 

Donc déjà chez les Prorodontidae on rencontre des formes dyssymétriques 
à l 'apex déplacé sur le côté du corps. Ces Ciliés ont la forme de poire, avec 
la partie antérieure tordue vers le côté. Des cinéties méridiennes sont de 
longueurs différentes; certaines d'entre elles heurtent l'arc au-dessus de 
l 'ouverture buccale. Platyophrya peut-être considérée comme représentant 
de ces formes. 

Un élément suivant de cette série morphologique, est constitué par le 
déplacement de l 'ouverture buccale, de la position latérale, vers le côté 
oncave du corps. À ce moment le cytostome prend la forme d'une fente et 
h position transversale. De cette façon est marquée la tendance a différencier 
h face ventrale du corps. Les cinéties racourcies méridiennes donnent le 
début au système gauche. Ces cinéties apparaissent au-delà de la fente buccale, 
ak>rs que de leurs extrémités proximales se distinguent les segments des 
cnétosomes refoulés. Ces petites cinéties soutiennent la cavité buccale et y font 
affluer la nourriture. Ce genre de structure apparait précisément chez les 
frassulidae contemporains, et le rang des cirri, soutenant la cavité buccale 
se forme, récapitulant probablement la phylogénèse. La formation de tels 
er r i peut aussi être induite à d'autres cinéties. De cette façon, le nombre de 
c.rri peut devenir très important, p. ex. chez Nassulopsis ( F a u r é - F r e m i e t 
1)59); il peut également y en avoir beaucoup moins, comme c'est le cas de 
kassula tricirrata (G e 1 e i 1932). 

L'étape suivante de transformation de la structure, présentent les formes, 
d>nt le côté ventral est définitivement formé et qui possèdent un aplatisse-
nent dorsoventrale accentué. Cet aplatissement et la dyssymétrie nette de 
h longueur des cinéties sont liés au passage du mouvement rotatif au mou-
vement rampant sur le substrate. Dans le centre de la cavité de la partie ven-
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traie, se trouve le cytostome, délimité à l 'avant par trois cinéties orales, em-
pêchant l'écoulement de l'eau. Cette ciliature, malgré la disposition de l'ouver-
ture buccale sur l 'avant et non sur l 'arrière du corps, a le même origine que 
les „cirri" chez les Nassulidae. Le rampement sur le fond est également lié 
à la perte de la ciliature somatique du côté dorsal du corps, mais d'autre part, 
intervient la spécialisation de la ciliature ventrale, et, en conséquence, l'iso-
lation du disque ventral intégré, un peu concave. Un tel modèle de structure 
est représenté par Dysteriidae et Chlamydodontidae contemporains. 

G u i l c h e r 1951 indique l'apparition dans le cadre des Dysteriidae d'une 
tendance à la vie demi-sédentaire. Chez ces formes, la glande adhésive endo-
plasmique est fortement développée. G u i l c h e r , et ensuite F a u r é - F r e -

gemmipara d'après Guilcher 1951. 

m i e t et al. 1957, ont démontré l'homologie de cette s tructure et l 'appareil 
adhésif chez les Chonotricha. La tendance à la vie demi-sédentaire est 
également accentuée chez le genre Allosphaerium, de même chez les Chilodo-
nella parasites, où nous rencontrons le disque ventral en ventouse. 

Chez les formes à thigmotactisme bien marqué, la partie dorsale du corps 
subit un fort développement. Ce développement, la convexité de cette partie 
et l'évolution de l'appareil adhésif conduit, au cours du développement onto-
génétique, à la formation d'une structure caractéristique pour les Chonotri-
cha sédentaires. La ciliature du disque ventral joue ici seulement le rôle 
amenant la nourriture au cytostome, par contre elle perd ses fonctions loco-
motrices. De petits restes de cinéties orales, homologues à celles des Chlamy-
dodontidae et des Dysteriidae, ont tendance à disparaître. 

De cette façon on peut tracer la ligne de changements morphologiques: 
Rhàbdophorina, Nassulidae, Chlamydodontidae, Dysteriidae, Chonotricha. 

Parmis des formes asymétriques des Rhabdophorina on rencontre égale-
ment des espèces, chez lesquelles le déplacement de la cavité buccale est plus 
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accentué que celui de l'apex. Dans le cadre des Cyrtophorina, il existe des 
formes dont la dyssymétrie des cinéties méridiennes est relativement, faible-
ment accentuée, par contre leur cavité buccale est nettement déplacée vers 
l 'arriére. Chez ces formes, le pôle apical constitue le point de rencontre des 
cinéties. La cavité buccale peut être renforcée par une ciliature, qui s'est for-
mée indépendamment des cinéties méridiennes. 

Ce type de structure est rencontré chez Clasthrostomatidae, ainsi que chez 
Paranassulidae d'après F a u r é - F r e m i e t 1962 et Microthoracidae d'après 
P r e 11 e 1962. La présence d'une nasse de trichites, la dyssymétrie con-
cernant la longueur des cinéties, le léger déplacement latéral de l'apex, sont 
des traits de structure, rapprochant ces Ciliés des Nassulidae-, par contre, la 
tendance à former une ciliature orale autonome est un trait permettant de 
chercher leur liaison avec Hymenostomata (C o r 1 i s s 1958, 1961, P r e l l e 
1962, et F a u r é - F r e m i e t 1961). 

Il semble que nous disposons d'un assez grand nombre d'arguments pour 
prouver, que les séries morphologiques tracées ici, reflètent en effet la pa-
renté et le degré de spécialisation des formes examinées. Certains traits de 
morphogenèse comme p. ex. l'origine des cinéties orales provenant toujours 
du système gauche des cinéties méridiennes, l'accroissement allométrique des 
cinéties du système droit précédant la bipartition, ainsi que leur courbure 
avant la cavité orale, justifient sans doute une discussion supposant la pa-
renté entre les Nassulidae, Dysteriidae, Chlamydodontidae et Chonotricha. 

Deux éléments caractéristiques pour la bipartition de ces Ciliés, ont une 
influence sur la formation définitive de la forme et de la topographie de 
leurs organelles: la formation relativement précoce dans la morphogenèse du 
creux rigide du cytostome, ainsi que le cours caractéristique du sillon de bi-
partition dans la dernière phase de séparation des individus-fils. Donc la sépa-
ration des individus-fils, au moins pour ce qui concerne Chilodonella, Allo-
sphaerium et Chlamydodon (ce dernier d'après K a n e d a 1960), a les pro-
priétés communes suivantes. 

1. Pendant l'accroissement allométrique dans la région équatoriale, de 
quelques cinéties de système droit, la cinétie successive du côté droit se rompt, 
et à cet endroit se forme un creux centrifuge, correspondant au cytostome. 

2. Les cinéties orales, qui ont leur origine dans le système gauche de la 
ciliature ventrale, au moment de l'incisement du sillon du bord gauche du 
corps, sont enfoncées au dessous des cinéties du système droit qui sont for te-
ment gonflées mais restent encore continues et accroissent allométriquement. 

3. Le cours du sillon de division, s'incisant à partir du bord droit du corps 
est plutôt dorsal. La rupture des cinéties du système droit est précédée par 
l'incisement de ce sillon; en conséquence, les segments distaux des cinéties 
du fu tur proter, autant que les segments proximaux de l'opisthe sont for te-
ment courbés en direction du bord opposé du corps, symétriquement par rap-
port au sillon. Le segment de la nouvelle cinétie peut également être déplacé 
ensemble avec les cinéties du système droit et delineé pendant l'incisement 
du sillon. De cette façon, cette courte cinétie peut en effect apparaître défi-
nitivement du côté dorsal en position transversale par rapport à la polari-
sation générale du corps. 

4. Les segments buccaux pénetrent sur le terrain creux du cytostome et 
de cette façon se forme la topographie définitive de la région buccale. 
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5. Le cours du sillon determine en plus (du moins tout de suite après la 
division) la forme des parties découpées. Chilodonella caudata (Stokes, 1835), 
Chilodonella capucina (Penard, 1922) ou Chilodonella labiata (Stokes, 1891) 
possèdent des appendices caractéristiques, qui sont restés après la jonction 
cytoplasmique, liant le proter à l'opisthe. Ces appendices, ou bien maintien-
nent leur profil à l 'arrière du corp, ou bien se présentent sous forme d'un 
pli qui se penche au-dessus du bord gauche, avant la cavité buccale. Un appen-
dice en forme de queue est visible, par exemple sur la photo chez Ch. uncinata, 
après la division (Pl. I 1). 

L'influence du cours du sillon de division peut également être observée 
dans le profil du corps chez Ch. ciprini (Moroff, 1902). La cytodierèse inter-
vient là plus rapidement et il est possible que la tension superficielle soit plus 
grande; c'est pourquoi les restes de la jonction cytoplasmique, aussi bien chez 
le proter que chez l'opisthe sont résorbés plus rapidement et plus nettement. 
Finalement le nouvel individu à la forme cardioïde, à l 'asymétrie du système 
droit des cinéties relativement faiblement accentuée, avec une entaille carac-
téristique dans la partie inférieure du disque ventral. 

On observe les mêmes phénomènes d'influence du cours du sillon sur le 
profil du corps, chez l 'Allosphaerium. 

Fig. 7. Séparation des individus-fils et les stades d'incisement du sillon division-
naire chez Chilodonella et Allosphaerium (schématisé) 

Dans les autres séries morphologiques, dans le cadre des Cyrtophorina, 
on rencontre une tendance au déplacement de la cavité buccale même sans 
causer la dyssymétrie des cinéties somatiques du corps. Dans ce cas le cyto-
stome prend naissance dans le champ buccal, („oral field" selon F r a n k e 1 
1960), qui est lié aux cinéties méridiennes definies. La ciliature de la cavité 
buccale prend naissance au cours de la morphogénèse précisément dans le 
champ buccal qui est un peu plus rigide que le reste de la pellicule. Dans ces 
cas le sillon de division s'incise symétriquement dans la région équatoriale 
du corps en partant de tous les côtés avec une vitesse uniforme. Néanmoins 
la rigidité de l'appareil buccal qui se forme peut avoir une influence sur le 
résultat définitif de la cytodierèse à pareil cours. Ainsi, peut être marquée en 
partie l 'asymétrie du pôle antérieur, en tant que soutenu avant cavité buccale, 
soit aussi l'extension de l'apex en forme d'une suture, auquel se joint une 
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partie des cinéties méridiennes. Ce genre de cours du sillon de division et de 
formation de la suture avant le peristome peut être observé le mieux chez 
tous les Hymenostomata à position subapicale de la cavité buccale (Fig. 8). 

Ainsi donc, en conclusion, non seulement le mécanisme de la formation 
de différentes organelles, mais aussi le mécanisme de la séparation des indi-
vidus-fils au cours de la division est une propriété importante ayant une in-
fluence sur la forme définitive des Ciliés ce qui indique l'évolution des méca-
nismes même de développement. 

C o m p a r a i s o n d u t y p e d e m o r p h o g e n è s e 
d e d i v i s i o n d e s C i l i é s é t u d i é s 

La morphogenèse de division des Ciliés consiste dans la formation au sein 
de l'individu parent, de deux champs morphogénétiques, du proter et de l'opi-
sthe, se trouvant l'un derrière l 'autre et continuant la polarisation de l'indi-
vidu-parent. 

Fig. 8. Division percinétale et la su- Fig. 9. Division percinétale, pré-
ture préorale chez Tetrahymena sp. sentant pourtant un type regulatif, 

(schématisé) chez Chilodonella crassa (schéma-
tisé) 

La morphogenèse de division des Holotricha primitifs consiste, en principe 
dans la duplication le long de l'axe hétéropolaire du Cilié des unités structu-
relles de la surface, et ensuite après avoir dépassé un certain seuil de gran-
deur, dans la division dé l'individu en deux individus-fils. Donc, de cette fa-
çon, s 'effectue la continuation des différentes cinéties, aussi bien dans le pro-
ter que dans l'opisthe. La réorganisation principale consiste dans l'addition 
des éléments et ensuite dans la division de l'ensemble en deux parties. Il reste 
encore à examiner si les unités structurelles entraînant la polarisation sont 
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les desmes et les cinétosomes, les alvéolés subpélliculaires, ou bien d'autres 
unités superficielles plus composés, soumises à la réorganisation et à la multi-
plication pendant la morphogenèse. 

Les exemples cités de la morphogenèse de division, chez les Cyrtophorina 
(du genre Chilodonella) démontrent que la polarisation des individus-fils 
in'est pas basée dans ce cas sur la polarisation et le cours des différentes ciné-
ties. L'individu-parent se réorganise pendant la morphogenèse de division, 
pour tourner en deux individus-fils possédant le même modèle de la ciliature, 
qui consiste pourtant de segments de cinéties ne correspondant pas l'un à 
l 'autre (Fig. 9). 

Donc, il ne peut être question ici de désignation de polarisation du Cilié 
par les cinéties. Il semble de même, qu'il n'y a aucun sens de chercher le rôle 
de polarisant dans des autres unités structurelles de la surface. Chez les Cyr-
tophorina ce mécanisme de morphogenèse est très bien exprimé consistant à 
reproduire dans les individus-fils le modèle du tout, bien qu'avec du matériel, 
provenant de l 'individu-parent. Ce passage à un nouveau type de morphoge-
nèse est lié intimement à la formation et à l 'intégration du disque ventral, 
dont la polarisation et le modèle sont reconstitués au cours de la morpho-
genèse. 

Chez les Ciliés, on observe une sorte de „réglementation" de la densité 
des cinéties, par rapport à la surface du corps (M u g a r d 1948, R a a b e 1959). 
Il semble qu'une première cinétie régie et inhibe la formation trop approchée 
de la suivante. Si par contre surface corticale nue assez grande est présente 
et si le rôle polarisant des cinéties n'est pas très accentué au cours de la bi-
partition, tout le modèle de ciliature peut être reproduit sur cette surface nue, 
uniquement comme l'héritage génétique et non comme la continuation soma-
tique. On constate précisément de telles tendances chez les Suctoria fixés, 
complètement déciliés, ainsi que chez le Chonotricha, où la ciliature se pré-
sente sous forme de disque ventral, fortement spécialisé en collerette de l'in-
dividu fixé. L'intégration de ce disque ventral, la surface relativement petite 
qu'elle, occupe sur l 'individu-parent, sont des propriétés architectoniques, ren-
dant possible ce type de morphogenèse de division chez les Chonotricha. 

Ainsi donc, chez les Chonotricha et les Suctoria, c'est uniquement un pro-
cessus typique de bourgeonnement qui a lieu, c'est-à-dire l ' individu-parent 
développe le champ morphogénétique du bourgeon, sur lequel sa s tructure 
et ses propriéts morphogénétiques vont se reproduire (K o r m o s und K o r -
m o s 1958). 

Chez l 'Heliochona, le disque ventral impose la polarisation de la partie 
adhérente du cytoplasme et détermine l'axe avant-arr ière du champ morpho-
génétique du bourgeon. Cet axe est par conséquent perpendiculaire à l'axe 
morphologique de l'individu parent. Ainsi donc, le nouveau champ morphogé-
nétique, formé progressivement d'après le modèle de ciliature de l 'individu-
parent, ne se forme pas dans la continuation du disque ventral de l ' individu-
parent, par suite de réformation en deux disques descendants. Le nouveau 
modèle se forme à côté et immédiatement il copie le disque existant, et se 
maintenant, de l'individu parent. C'est donc un exemple de métamérie laté-
rale et non linéaire. La formation du modèle complet ne finit pas au moment 
de la séparation du bourgeon, mais continue même sous forme mûre au point 
de pouvoir bourgeonner à son tour. 
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Ce cas de métamérie latérale chez Chonotricha est illustré particulièrement 
bien par le phénomène de pedogenèse chez Heliochona — interpreté comme 
bourgeonnement prématuré (Fig. 11). Un bourgeon que j'ai rencontré dans 
l 'état de contagion naturelle possédait un seul macronoyau (le nombre de mi-
cronoyaux n'est pas connu), mais déjà champs morphogenétiques se dévelop-
paient pareillement. Le degré d'avancement du développement de la ciliature 
du champ droit indique qu'il s'agit là d ucorrespondant du disque de l'individu 
parent dans ce bourgeonnement particulier. Dans le deux champs nous rencon-

Fig. 10. Bourgeonnement et la Fig. 11. Bourgeonnement du bour-
formation à nouveau du disque geon (un cas de la pedogenèse) chez 
ventral chez Heliochona scheuteni H. scheuteni (schématisé) 

(schématisé) 

trons une tendance de torsion et de racourcissement de la surface portant la 
ciliature somatique. De même, le sillon de division qui sépare les deux indi-
vidus se dessine nettement. Il semble donc que l'intégration du disque ventral 
et son rôle de polarisation au cours de la morphogénèse divisionnaire ainsi 
que la perte de polarisation des cinéties, sont des traits communs au Cyrto-
phorina et au Chonotricha. Cependant, on ne peut s'imaginer aucunes formes 
possédant un type de morphogenèse intermédiaire entre la bipartition et le 
bou r g eo nn e m e n t. 

Aussi bien la morphologie, que le type de transformations des Chonotricha 
nous autorisent à incorporer ce groupe aux Cyrtophorina, même en tant 
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que famille d'un rang égal aux Nassulidae, ou aux Clasthrostomatidae, bien 
que le mécanisme de bipartition ait un caractère tout à fait autre. Ce chan-
gement a le caractère d'aromorphose, et il vaut la peine de le souligner dans 
les essais de classification phylogénétique. 

D i s c u s s i o n s u r l a p a r e n t é e t s u r l e s r a p p o r t s 
p h y l o g é n é t i q u e s d e s Holotricha i n f é r i e u r s 

U semble que les ressemblances présentées dans la morphologie, la mor-
phogenèse de bipartition et le cycle des changements dans le macronucleus 
chez Chilodonella, Allosphaerium et Heliochona indiquent la parenté de ces 
genres. Ce sont des traits, caractéristiques dans une grande mesure aux Ciliés 
de l 'ordre Gymnostomata, sous-ordre des Hypostomata (dans la classification 
d'après C o r l i s s 1961, Hypostomata = Cyrtophorina). 

Les ressemblences dans la morphologie, l 'architecture, la morphogenèse 
de division et dans la structure de l'appareil nucléaire ne possèdent pas de 
caractère de propriétés convergentes et peuvent constituer la base des con-
clusions systématiques. 

Il existe sans doute une parenté nette entre le genre Allosphaerium et les 
représentants de la famille des Chlamydodontidae. On peut remarquer tout 
particulièrement la ressemblance dans la -morphologie et dans les stades de 
la morphogénèse de division des espèces spécifiques du genre Chilodonella 
présents, en commun avec des différentes espèces du genre Allosphaerium, 
sur les Talitrus. Cette ressemblance, p. ex. de Chilodonella hyalina Kidder et 
Summers, 1935 et de l 'Allosphaerium paraconvexa sp. n., est bien visible au 
moment de la dissolution de la nasse des trichites, avant la bipartition du 
Cilié. Dans ce stade l 'architecture de la cavité buccale de Chilodonella rappe-
lle de façon illusaire la cavité buccale de l 'Allosphaerium. De même, le degré 
de réduction de la ciliature somatique du corps, ainsi que le degré d'intégra-
tion du disque ventral sont semblables pour les deux genres. 

D'autre part l'existence du pédoncle chez toutes les espèces du genre 
Allosphaerium permet de penser à une liaison plus étroite avec la famille 
Dysteriidae. L'architecture, la structure du disque ventral et la nasse des tr i-
chites à peine visible rapprochent l'Allosphaerium de l'espèce Trochïlioides 
striata Buddenbrock, 1920. 

En analysant de plus près cette question, on peut néanmoins aff irmer que 
les différences existantes entre les Chlamydodontidae et les Dysteriidae sont 
minimes alors que le genre Allosphaerium constitue sans doute le ,,missing-
-l ink" entre ces groupes. Ainsi donc, si les recherches sur la morphogenèse 
de division, la structure de l 'atrium oral et l 'ultrastructure de pédoncle des 
Dysteriidae n'indique pas de différences essentielles, il conviendrait de reunir 
les familles des Chlamydodontidae et des Dysteriidae et situer le genre Allos-
phaerium dans le cadre de cette nouvelle famille. L'existence d'une sous-fa-
mille à part pour le genre Allosphaerium ne pourra être examinée qu'après 
la redescription du genre Lophophorina Penard 1922, et l 'examen d'un plus 
grand nombre de Ciliés de différents Amphipoda. 

Les recherches comparatives démontrent également une parenté intime 
des espèces du genre Allosphaerium avec les Chonotricha. Ces ressemblances 
( D o b r z a ń s k a 1961) sont les suivantes: défaut de trichites dans la nasse, 
différentiaticn du disque ventral, ressemblance de la collerette de Spirochona 
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gemmipara (d'après le dessin de G u i 1 c h e r 1951 la concentration enigmati-
que des cinétosomes devant le cytostome rappelle les cinéties buccales de 
l 'a tr ium oral de VAllosphaerium) et enfin la vie commensale sur les crustacés 
(principalement sur Amphipoda). 

Ces propriétés prises en commun, témoignent en conséquence de la proche 
parenté des groupes Dysteriidae, Chlamydodontidae et Chonotricha. En te-
nant compte du rôle de VAllosphaerium, en tant qu'élément intermédiaire, on 
peut examiner la question de l'incorporation des Chonotricha à l 'ordre Gym-
nostomata. 

Avec la dégradation proposée des Chonotricha au sous-ordre et peut être 
même au rang de famille il y a lieu de définir autrement tout l 'ordre des 
Gymnostomata. Le manque de connaissance suffisante des Prostomata et 
Pleurostomata (des Rhabdophorina en général — C o r l i s s 1961) rend impos-
sible l'essai de formuler une nouvelle définition. 

Dans le cadre des Gymnostomata, il y aurait lieu de distinguer le sous-or-
dre Hypostomata (ou Cyrtophorina) avec cinq familles separées. 

Il faut éventuellement séparer le sous-ordre Chonotricha (le rang du sous-
ordre est proposé en raison du caractère aromorphotique de la morphogenèse). 

Sous-ordre des Hypostomata 

Formes à asymétrie plus ou moins marquée du corps, consistant dans l'ac-
croissement allométrique des cinéties méridiennes. Tendance au déplacement 
de la cavité buccale vers le côté du corps, ensemble avec le pôle apical. Cyto-
stome soit déplacé entre les cinéties méridiennes (Clasthrostomatidae, Para-
nassulidae et Microthoracidae), soit le déplacement de la cavité buccale inde-
pendent du système de cinéties somatiques (Nassulidae, Dysteriidae, Chlamy-
dodontidae). Le cytostome apparaît dans le creux de la surface corticale — 
l'atrium oral; il est généralement renforcé par une nasse cyrtophorienne — 
F a u r é - F r e m i e t 1961 (il y a des exceptions). 

1. Clasthrostomatidae Kahl, 1926 (?) 
2. Paranassulidae Fauré-Fremiet, 1962 
3. Microthoracidae Prelle, 1962 

Iil n'y a pas pour le moment de définition alternatif peur ses familles. 
4. Nassulidae de Fromentel, 1874 

Dyssymétrie relativement faible. Formes, nageant par mouvement rotatif. 
Ciliature complète. Vacuoles colorées sont caractéristiques. Formes planti-
vores. Les cinéties méridiennes, situées en dessous de la cavité buccale for-
ment une ciliature spécialisée sous forme de dits cirri, provenant toujours des 
cinéties du système gauche. Cytostome renforcé par une nasse, alors que 
l'atrium oral a la forme d'une fente. Débuts de l 'hétéromérie du macronucleus. 
Division percinétale typique. 

5. Dysteriidae + Chlamydodontidae (avec le genre Allosphaerium) 
Formes aplaties dorsoventralement. Réduction de la ciliature dorsale. Dif-

ferentiation du disque ventral avec la ciliature somatique spécialisée. Cyto-
stome renforcé par une nasse (exceptions). L'atrium oral renforcé par un 
nombre plus ou moins grand de segments intégrés de cinéties préorales pro-
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venant des cinéties somatiques du système gauche. Dyssymétrie nette lu 
corps. Au cours de la bipartition, les processus de régulation liés à la repro-
duction du modèle de la ciliature. Tendances thigmotactiques fortement rmr-
quées. Formes plantivores, mais aussi saprophages, commensales et parasitas. 
Macronucleus hétéromère. Présence fréquente de pédoncle endoplasmique. 

Sous-ordre Chonotricha (ou famille Spirochonidae sensu lato Stein 1854 
Formes sédentaires à hypertrophie nette du côté dorsal. Le disque vent-al 

isolé existe seulement dans la collerette. Le cytostome nu (sans nasse, ni stg-
ments buccaux spécialisés des cinéties somatiques). Le disque ventral se fer-
me à nouveau au cours du bourgeonnement, sur la face corticale nue. l a r 
leur structure les bourgeons se rapprochent de l 'Allosphaerium. Seul les for-
mes commensales, vivant sur les crustacés, fixées au substrate par un péden-
cle endoplasmique caractéristique. Transformation du bourgeon en forne 
adulte par accroissement allométrique. Macronucleus hétéromère. 

Les considérations présentées ici démontrent la grande importance du 
sous-ordre Cyrtophorina (= Hypostomata) pour comprendre le rapport ply-
logénétique entre eux et Hymenostomata d'une part, et Chonotricha d 'aure 
part. Ces recherches confirment en même temps la thèse de C o r 1 i s s 1*62 
sur la nécessité d'introduire les critères taxonomiques de l'examen des dif'é-
rentes formes de morphogenèse chez les Ciliés. 

R é s u m é 

La morphogenèse divisionnaire de trois représentants des groupes appa-
rentés de Holotricha, à savoir des ordres Gymnostomata et Chonotricha, est 
décrite en détail. 

L'analyse de division des Ciliés englobe le cours de la bipartition de l'appa-
reil nucléaire, les phénomènes liés à la formation de deux champs morphogé-
nétiques et, enfin, le mécanisme de la séparation même de deux individus-f ls. 
Prenant en considération les changements dans la zone corticale de Ch. unzi-
nata on constate que le modèle structural des Ciliés appartenant à ce gerre 
n'est pas determiné, durant la bipartition, par une continuation du cours ces 
cinéties du proter et de l'opisthe au cours de leur développement, mais il e\o-
lue en copiant ce modèle général de la ciliature qui est particulier peur 
l'espèce. 

Il semble donc probable, que chez les Gymnostomata primitifs la morpto-
genèse divisionnaire est basée sur une addition des éléments de structure en 
partant de l'architectonique de l 'individu-parent, tandis que chez les Cyro-
phorina (Hypostomata), dent l'évolution est plus avancée, la morphogemse 
est basée sur le principe de reorganisation, ce qui aboutit — en conséquence 
des phénomènes de régulation — à la formation de deux champs morphogéié-
tiques reproduisant, tous les deux, la structure paternelle. La formation d'an 
disque ventral intégré qui se reproduit comme un tout au cours de la division, 
constitue une tendance très importante de l'évolution du groupe Gymnos.o-
mata. 

L'évolution de la division, à partir de la „continuation du modèle de struc-
ture", ce qui est typique pour les Rhabdophorina et les Cyrtophorina pr imitfs , 
à une „réorganisation de tout", nous fait également comprendre le cours du 
bourgeonnement chez les Chonotricha. Le bourgeonnement (étudié chez F.e-
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liochona scheuteni) consiste dans la reproduction du disque ventral sur la 
surface corticale nue, sans aucune relation avec le disque ventral modifié de 
l ' individu-parent, qui ne subit aucune reorganisation pendant la bipartition. 
Ce deuxième disque ventral qui se forme dans le bourgeon est polarisé paral-
lèment au disque ventral de l 'individu-parent. Néanmoins, les deux disques 
ne sont pas disposés l'un suivant l 'autre, mais l'un à côté de l 'autre. Dans le 
bourgeonnement des Chonotricha persiste donc le modèle d'une symétrie mé-
tamérique des individus, et la bipartition n'y est ni transcinétale ni homo-
thétigénique. 

À la suite du travail présent les traits caractéristiques des macronoyaux 
hétéromères des Cyrtophorina et des Chonotricha ont été pris en considéra-
tion, ainsi que la corrélation entre le cycle macronucléaire et les changements 
à la surface du corps des Ciliés; les éléments d'héteromerie sont indiqués, 
ainsi que les ressemblances de la division de macronucleus chez Nassulidae. 

En conséquence de l'étude de l'architectonique, de la division et du cycle 
des macronoyaux hétéromères chez les Ciliés en question, des nouvelles sug-
gestions taxonomiques sont énoncées concernant les Chonotricha, une nouvelle 
définition du genre Allosphaerium est formulée, et une nouvelle espèce A. pa-
raconvexa sp. n. est décrite. On propose de degrader les Chonotricha au rang 
d'un sous-ordre appartenant aux Gymnostomata, et d'unir les familles Chla-
mydodontidae et Dysteriidae en classant dans ce cadre le genre Allosphaerium 
Kidder et Summers 1935. 

STRESZCZENIE 

Autorka podaje szczegółowy opis morfogenezy podziałowej u trzech przedsta-
wicieli spokrewnionych grup Holotricha z rzędów Gymnostomata i Chonotricha. 

Analiza podziału orzęska obejmuje proces podwojenia aparatu jądrowego, prze-
miany związane z tworzeniem dwóch pól morfogenetycznych w obrębie organizmu 
rodzicielskiego i wreszcie sam mechanizm rozdziału dwóch osobników potomnych. 
Rozpatrując przemiany w strefie powierzchniowej u Ch. uncinata autorka stwier-
dza, że plan budowy orzęsków z tego rodzaju nie jest wyznaczany w czasie podziału 
przez kontynuację przebiegu poszczególnych kinet w tworzącym się proterze i opi-
storze, ale przez odtworzenie ogólnego wzoru orzęsienia charakterystycznego dla 
poszczególnych gatunków. 

Tak więc wydaje się, że u prymitywniejszych Gymnostomata proces morfo-
genezy podziałowej ipolega na dobudowie elementów strukturalnych w oparciu 
o architektonikę osobnika macierzystego, natomiast u bardziej zaawansowanych 
ewolucyjnie Cyrtophorina (Hypostomata) na reorganizacji prowadzącej poprzez 
procesy regulacyjne do powstania dwóch pól morfogenetycznych, z których każde 
odtwarza strukturę rodzicielską. Proces tworzenia zintegrowanej tarczy wentralnej, 
odtwarzającej się jako całość w czasie podziału jest jedną z najważniejszych ten-
dencji w ewolucji grupy Gymnostomata. 

Przejście od modelu podziału opartego na „kontynuacji planu budowy" cha-
rakterystycznego dla Rhabdophorina i prymitywniejszych Cyrtophorina, do „reorga-
nizacji całości" jest jednocześnie kluczem do zrozumienia pączkowania u Chono-
tricha. Pączkowanie (analizowane u Heliochona scheuteni) ipolega na odtwarzaniu 
tarczy wentralnej na nagiej powierzchni kortikalnej całkowicie niezależnie od za-
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chowującej się i nie podlegającej reorganizacji w czasie podziału zmodyfikowanej 
tarczy wentralnej osobnika rodzicielskiego. Ta tworząca się w pączku tarcza wen-
tralna jest spolaryzowana równolegle do tarczy wentralnej osobnika rodziciel-
skiego. Obie tarcze wentralne ułożone nie są jednak jedna za drugą, ale jedna 
obok drugiej. W pączkowaniu u Chonotricha jest więc zachowany typ symetrii 
metamerycznej osobników względem siebie, natomiast podział nie jest transkine-
talny i homotetigeniczny. 

Autorka następnie rozważa cechy makronukleusów heteromerycznych u Cyrto-
phorina i Chonotricha, korelację przemian w Ma w stosunku do przemian na po-
wierzchni ciała orzęsków i wskazuje na elementy heteromerii w Ma u Nassulidae, 
oraz na podobieństwa podziału Ma. 

Na podstawie architektoniki, analizy podziału badanych orzęsków, oraz cyklu 
Ma heteromerycznych, wysuwane są nowe propozycje systematyczne w stosunku 
do Chonotricha, podana jest nowa definicja rodzaju Allosphaerium, oraz opis no-
wego gatunku A. paraconvexa sp. n. Proponowane jest zdegradowanie Chonotricha 
do rangi podrzędu w obrębie Gymnostomata, połączenie rodzin Chlamydodontidae 
i Dysteriidae i umieszczenie w obrębie tej rodziny rodzaju Allosphaerium Kidder 
et Summers, 1935. 
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EXPLICATION DES PLANCHES I—V 

Morphogenèse de Chilodonella uncinata 

1: Proter juste après la division avec la partie caudale non resorbée. 

2: Individu adulte avec une cinétie interne allongée du système gauche et avec 
une petite oiinétie formée à nouveau vers la zone équatoriiale. 

3. Début de la division des cinéties; formation à nouveau d'une cinétie à l'extérieur 
du système droit. 

4: Différentiation des segments oraux des cinéties somatiques dans la région du 
futur sillon divisionnaire. 

5: Enroulement du troisième segment oral interne. 

6: Déplacement de la ciliature orale formée chez l'opisthe. 

Allosphaerium paraconvexa sp. n. 

7: Photographie prise in vivo au contraste-phase; on voit la forme caractéristique 
d'atrium oral, le pédoncle, les structures granulaires sur des bords et les deux 
vacuoles pulsatiles transparent. 

8: Photographie prise in vivo au contraste-phase, d'un individu plus aplatis; trois 
cinéties orales sombres sont visibles dans l'atrium oral. 

9: L'argyronème. Technique de Chatton et al. d'après C o r 1 i s s 1953. 

10: Photographie de l'appareil nucléaire prise in vivo (section optique); on voit 
le paracaryomère central et de la chromatine macronucléaire repartie sur des 
marges. 

Étapes de division d'Allosphaerium paraconvexa sp. n. 

11: Photographie (contraste-phase, in vivo) de la croissance allometrique des trois 
cinéties externes du système droit dans la région équatoriale; on voit une petite 
cinéties externe formée à nouveau à l'endroit où va se produir le sillon divisionnaire. 

12: Recourbement vers le centre de deux cinéties orales de futur opisthe, 
à la région équatoriale, photographié in vivo au contraste-phase; le macronoyau 
allongé et irrégulier, deux micronoyaux sont présents près de ses pôles. 
13: Préparation de l'argyronème d'après Klein; l'endroit où va se former l'atrium 
oral de l'opisthe est bien visible; sur le bord on aperçoit nettement trois cinéties 
orales recourbées appartenant à l'opisthe futur. 

14: Photographie d'un stade avancé de la bipartition, prise in vivo au contraste-
phase; on voit quatre vacuoles pulsatiles et le pédoncle du proter futur au cours 
de sa formation à nouveau; les cinéties orales n'ont pas pénétré encore sur le 
terrain isolé d'atrium oral qui va succomber à l'opisthe. 

Heliochona scheuteni, photographiée in vivo au contraste-phase 

15: La collerette entièrement développée appartenant à un individu fixé; les lobes 
différentiés portent des grosses épines; les cinéties obliques du système gauche sont 
visibles à travers de la poche ventrale; au dessous du goulot on voit une vacuole 
pulsatile et deux cinéties du champ morphogénétique. 

16: Bourgeonnement; au champ morphogénétique concave les sept cinéties sont 
orientées perpendiculairement par rapport à l'axe morphologique de l'individu 
adulte. 

17: Un bourgeon avec des petits primordia des trichites dans sa partie supérieure. 

18: Un cas de pedogenèse; deux champs morphogénétiques sont disposés l'un a côté 
de l'autre eit le sillon de bipartition apparaît, il n'y a pourtant qu'un seul macro-
noyau. 

5* 
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Cycle macronucléaire durant la division d'Allosphaerium paraconvexa sp. n. (in 
vivo, contraste-phase) 

19: Formation de l'endosome; les sphérules (peut-être les nucléoles) sont visibles 
aux marges de macronoyau. 

20: Acroissement de l'endosome et l'augmentation du nombre de sphérules mar-
ginales. 

21: La repartition bipolaire de la chromatine; le paracaryomère avec son endosome 
déjà moins net est situé au centre; les sphérules sur des marges persistent, mais 
elles diminuent. 
22: L'encerclement du paracaryomère par l'orthocaryornère; macronucleus irrégulier; 
halo net entre le cytoplasme et le noyau. 

23: Séparation des macronoyaux descendants; les vacuoles pulsátiles déjà au nombre 
de quatre; le stade correspond à ceci présenté par la photographie 14. 

24: Structure segmentée manifestée par les deux macronoyaux descendants, symé-
triques; dans le macronucleus de l'opisthe (en bas) la chromatine commence à se 
deplacer sous la membrane nucléaire. Le corps residuel n'existe pas. 
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Morphology and morphogenesis of the sucker 
in Hysterocineta paludinarum Diesing (Ciliata, Thigmotricha) 

as observed in living material 
Badania przyżyciowe nad morfologią i morfogenezą przyssawki 

u Hysterocineta paludinarum Diesing (Ciliata, Thigmotricha) 

Hysterocineta paludinarum (Stein, 1861) a parasitic cilate occurring in the 
posterior intestine segment of the snail Bithynia tentaculata, was the object 
of a detailed morphological and morphogenetical study of R a a b e 1949. This 
author paid special attention to the structure and morphogenesis of the 
sucker. Later on the sucker was also investigated by P u y t o r a c 1957 and 
by K a c z a n o w s k i 1961. The last study is to be supplemented now by some 
details and by discussion of the skeletal structures of the sucker in H. palu-
dinarum. 

The snails supplying the material for study originated from the littoral 
of the Żarnowiec lake in North Poland (Pomorze). 

All observations were carried out on living material using the phase con-
trast optics. For comparison the preparations of Prof. Zdzisław Raabe were 
studied; I wish to express my vivid thanks to him for giving this material 
at my disposal. 

F u n c t i o n a l m o r p h o l o g y o f t h e s u c k e r 

Ciliates of the Hysterocinetidae family are conspicuously flattened. One of 
their body surfaces bears a sucker, forming the thigmotactic area. R a a b e 
considers the flattening of the Hysterocinetidae body as lateral and for that 
reason he defines the body surface with the sucker as the left — and the 
opposite — as the right side. According to this view the margins of the body 
would be defined as follows: the ventral border is that with the peristome 
extending along it, and the opposite margin is the dorsal (Fig. 1). 

The sucker of Hysterocinetidae is an area of pellicle devoid of cilia. It has 
the shape of the letter V with arms oriented backwards. The pellicle between 
the arms is slightly concave producing a shallow groove, which receives the 
rows of cilia (medial kineties) running subsequently backwards across the 
middle of the left body side. Their number usually amounts 12. The last of 
those kineties (beginning from the side of the ventral margin towards the 
dorsal) reaches the most anterior position. Any next of the medial kineties 
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is slightly shorter than the preceding one. In this way a small asymetric 
fan is formed. Most frequently the left area — lying on the side of the 
dorsal margin — is longer and more extensive than the right one. This 
asymetry is insignificant when compared with that in the sucker of H. cheissini 
(Raabe, 1949) and is associated with the general asymetry of the body and of 
the ciliary system ( R a a b e 1949, K a c z a n o w s k i 1961, P u y t o r a c 1957). 

The mechanical properties of the naked pellicle area of the sucker are 
different from those of the remaining pellicle being not stretchable and 
rather rigid. On the other hand it shows a certain elasticity since the ends 

f — fibers of (he sucker, Ma — 
macronucleus, a — area of the 
food vacuoles, cv — contractile 
vacuole, pm — peristomal mem-

branes, be — buccal cavity 

of the sucker may approach to one another. This sort of curving occurs in the 
sucker when some forces (e.g. strong water current) tend to detach the 
ciliate from the substrate to which it is clinging. Simultaneously water is 
driven out from the pellicle groove which separates the arms of the sucker, 
by the ciliary movements in this place. This process was observed by R a a b e 
1949. In this way clinging of the sucker to the substrate is strengthened 
passively and the force necessary to overcome it — increases. 

Below the sucker surface, fibers of supporting character are running. They 
form 3 — 6 parabolic arcs (Fig. 2). The last one (from the anterior end back-
wards) touches the terminal segment of the medial kineties with its flexure. 

p.m. 

Fig. 1. General view of H. pa-
ludinarum from the left side 

Fig. 2. Two forms of the 
sucker (A and B) 
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In the right part of the sucker it fuses with the preceding arc or crosses 
it which produces the impression of bifurcation of the arc. In the Fig. 2B 
also the left arm of the 3rd arc is sometimes split into 2 — 3 fibers. Usually 
the left arms of the fibrillar arcs — except the most anterior — are somewhat 
longer and bend less abruptly towards the right arms. Besides the principal 
fibrillar arcs, 2 or 3 short fibers are usually present on the left arm of the 
sucker. They are much thinner than the remaining fibers. So the disposition 
of the sucker fibers in H. paludinarum show the asymetry in relation to the 
longitudinal axis of the ciliate body. The observation in phase contrast optics 
revealed that the structure of some of those fibers is not homogenous. They 
consist of numerous tiny fibers. This structure becomes evident in the ciliate 
body squashed with a coverslip. In the Fig. 3 it is shown that it concerns 
before all two first arcs fused together and also the 4th arc. The arms of those 
arcs are split into numerous elements by the action of mechanical pressure. 

left part right part 
Fig. 3. Splitiing of fibers of the sucker as a result of me-

chanical pression 

All above facts indicate that the fibers of Hysterocinetidae are of a skeletal 
character and the term myonems — given by former authors — is not justified. 
P u y t o r a c 1957 describing the structure of the sucker in Ptychostomum 
chattoni — another ciliate of the Hysterocinetidae family — assumes that the 
fibers of this ciliate are of the nature of skeletal fibrillar elements and that 
their s tructure is similar to that of cytoskeletal fibrils in Astomata. However, 
in his opinion it is difficult to ascertain whether those fibers — which fail 
to show any connection with the kineties in the course of morphogenesis of 
the sucker — are contractile or not. P u y t o r a c suggests the necessity of 
using the electron microscope for solving this question. 

Yet the system of skeletal fibrils in H. paludinarum differs from that in 
Ptychostomum chattoni. The parabolic fibrillar arcs in Hysterocineta run 
alor.g the middle of the sucker surface which is deprived of cilia. On the other 
hand, the reduction of the sucker length is not occurring This fact seems to 
be a sufficient evidence to exclude the possibility of the myonemal — con-
tractile — character of the fibrils. The approaching of the ends of the sucker 
arms to one another is surely connected with the forces acting in these ends 
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in a direction perpendicular to the course of fibrillar arcs (Fig. 1). These are 
tension forces associated with great differences in rigidity and in the ability 
of stretching of the sucker pellicle and of that surrounding the sucker areas. 
As mentioned above such forces appear when the ciliate is subjected to the 
action of external forces stretching its body along the anterio-posterior axis. 

M o r p h o g e n e s i s of s u c k e r a n d of t h e f i b r i l l a r s y s t e m 

The morphogenesis of the sucker was studied by R a a b e 1949, P u y t o-
r a c 1957, K a c z a n o w s k i 1959. Formation of the sucker in Hysterocine-
tidae is closely connected with the mechanism of cytokinesis of the ciliate. 
The division in Hysterocinetidae is preceded by formation of a dense-meshed 
argentophilic network in the middle of the left body side. Simultaneously 
12 central kineties bend towards one another. They become interrupted soon 
after. The division furrow forms an arc, its apex being oriented forwards. 
The furrow proceeds from the middle towards the margins reaching sooner 
the ventral than the dorsal margin ( R a a b e 1949, P u y t o r a c 1959). The 
interrupted kineties lying on the sides of the central ones, shift backwards 
clearing in this way the lateral areas of the sucker located just behind the 
division furrow ( R a a b e 1949). Those kineties fail to bend towards the middle 
line of the left body side, or their bent is much less marked than that of the 
medial kineties, which are also somewhat pushed backwards. They still remain 
much crowded and bend slightly in the direction of the dorsal margin. In the 
fully formed sucker the kineties reaching the right area of the sucker remain 
strechted whereas those reaching the left are slightly inclined towards the 
body apex. It seems that the ends of the medial kineties are initially strongly 
connected with the apical body region of the opisthe, whereas the kineties 
lying on their both sides may be gradually pushed by the small meshes of 
the argyronem which accrue backwards from the division furrow. Subsequently 
the medial kineties which closely approach to one another with their ends 
and are pressed laterally by the growing sucker areas are subjected to a cer-
tain pressure from foreward and — as result they are all slightly bending 
in the same direction, as is shown in the Fig. 3. 

F o r m a t i o n o f c y t o s k e l e t a l f i b e r s 

In the morphogenesis of the sucker several fibers arise independently 
from one another in its area. They fail to pass from one area to another. 
In the Fig. 4, 4 fibers are seen in the right and 5 in the left area. Later on 
fibres formed in different areas fuse together producing arcs. This process 
does not concern the most anterior fiber which remains single from the 
beginning. It arises in the right area and than grows towards the left one. 
In the left area of the sucker 5 fibers run parallel to the longitudinal kineties 
which subsequently shift backwards. 

On the right area, lying on the side of the ventral margin, fibers run 
transversally to the kineties. They arise exclusively on the naked sucker 
pellicle. They fail to show any connection with the kineties. The asymetry 
of the fibrillar system before formation of continuous arcs is much more 
marked initially than at a later stage but it never disappears completely. 
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The observation of cytodieresis and morphogenesis of the sucker in Hyste-
rocinetidae reveals an asymetric disposition of cortical properties on both 
sides of the medial body line. This is expressed in the different course of the 
division furrow towards the ventral and towards the dorsal body margin. 
The asymetry is also marked in the structure of the sucker, in the pattern of 
the fibrillar system and of the apical ciliature of the opisthe body during 
division as well as in the fully formed individual after division. This defi-
nitive form of the ciliate seems to be a fixed stage of the dynamic state 
arising already in the course of division. 

Probably the cytoskeletal sucker fibers in Hysterocinetidae are of a similar 
character as the cytoskeletal fibers of Astomata built up of paracollagen 
( P u y t o r a c 1961). 

The electron microscope study of P u y t o r a c 1959, 1961 provided also 
evidence that the cytoskeletal fibers of Astomata present strenghtened kine-
todesms. 

When following the course of sucker fibers in different species of Hyste-
rocinetidae, a concept may be put forward of a phylogenetic line expressed 
in a sequence of forms: H. eiseniae, H. cheissini, H. paludinarum. 

In H. eiseniae on both sucker areas numerous oblique parallel fibers occur. 
Only the first fibers are forming arcs which pass from one sucker arm upon 
the other. In H. cheissini numerous arcs — most frequently 13 (R a a b e 1949), 
and in H. paludinarum only 3 — 5 are present. In the last case the arcs are 
much thicker than in the other forms. If the ciliates just discussed above 
really represent a single phylogenetic series, the tendency to fuse their fibers 
into arcs associated with their thickening and reduction of number would 
be characteristic for this evolutive trend. May be that the total supply of the 
skeletal material in different species of Hysterocinetidae is similar. 

Fig. 4. Diagram of a dividing individual. In the 
opisthe the formation of sucker areas and 
fibers, and in the proter of a new peristome, 

are seen; np — the new peristome 
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The shape of the sucker axes may be looked upon as the function of the 
sucker shape, since a strict correlation is observed between the formation of 
the shape of the sucker and the development of the fibrillar arcs. On the 
other hand, in some arcs splitting of arms occurs which may be much increased 
by mechanical pressure. 

* 

The following suppositions may be put forward: 
1. The arising fibers are closely associated with the pellicle of the sucker 

in the period of formation of its shape. 
2. The factors acting in the orientation of fibers involve simultaneously 

their fusion into thick fibers and the condensation of the skeletal material 
along some lines which are probably traced by the cortical structures (system 
of meshes of the argentophilic network on the surface of the sucker). This 
process would correspond to the orientation, linking together and conden-
sation of skeletal fibers along some lines in Astomata ( P u y t o r a c 1959, 1961). 

The assumption of the suggested theory would require a study of the 
ultrastructure and of the physico-chemical properties in Astomata and in 
Hysterocinetidae. 

The systems of sucker fibers in other Hysterocinetidae are structures in 
which numerous fibers are running on different levels and in various direc-
tions (Ft. chattoni, Pt. lumbriculi, Elliptothigma limnodrili, Pt. campelomae). 
In Pt. chattoni, Pt. lumbriculi and in Elliptothigma limnodrili the majority 
of fibers run transversally or obliquely to the groove lying between the 
internal margins of the sucker areas ( P u y t o r a c 1959, 1961). Those fibers 
constitute six principal systems; in each of them they are running parallel 
to one another. Yet the fibers of different systems run on different levels 
and in various direction. The fibrilar system is here a structure supporting 
the groove between the arms of the sucker ( P u y t o r a c 1957). In Pt. cam-
pelomae the majority of fibers are running within the sucker areas, but some 
cross fibers are also found (K o z 1 o f f 1960). 

As it seems, in those species, at least the majority of the skeletal fibers 
fail to show any close connection neither with the ciliary system — as they 
do in Astomata — nor with the pellicle of the sucker as it occurs in Hystero-
cineta. This supposition is confirmed by the results of P u y t o r a c on mor-
phogenesis of the sucker in Pt. chattoni: only the fibers belonging to the 
first most superficial level arise in connection with kineties, whereas the 
fibers of the other five levels fail to show such a connection since the initial 
stage of their formation. 

It should be pointed out that the sucker fibers in Pt. chattoni are much 
more numerous, thinner and shorter than the sucker arcs in Hysterocineta. 

The results presented in this study may support the theory that in the 
cases of a stronger connection of the fibers with the surface system, factors 
are acting which orientate the fibers and involve their fusion and conden-
sation. As a result, instead of numerous systems built up of small and short 
fibers, structures arise consisting of several long and thick elements. 
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S u m m a r y 

T h e course of the ske le ta l f i be r s in t h e s u c k e r of t he ci l ia te Hysterocineta 
paludinarum D ies ing is descr ibed . The i r c h a r a c t e r and ro le a r e ana lysed . 
O b s e r v a t i o n s c o n c e r n i n g the i r m o r p h o g e n e s i s a r e discussed. T h e a u t h o r is 
inc l ined to t he v i ew t h a t t h e c h a r a c t e r of t he ske le ta l f i b e r s in H. paludina-
rum, is s imi la r to t ha t in Astomata of t he f a m i l y Hoplitophryidae. T h e d i f f e r e n t 
cou r se of ske l e t a l f i b e r s in Hysterocineta s u c k e r seems to be due to the d i f -
f e r e n t course of the k ine t i e s in the a n t e r i o r body p a r t in Astomata. An a t t e m p t 
is m a d e to a n a l y s e t he o rgan iz ing ro le of k ine t ies . 

STRESZCZENIE 

Autor oipisuje przebieg włókien szkieletalnych w przyssawce wymoczka Hyste-
rocineta paludinarum Diesing, analizuje następnie ich rolę i charakter, oraz podaje 
obserwacje dotyczące ich morfogenezy. Autor skłania się do poglądu, że włókna 
szkieleftalne H. paludinarum mają podobny charakter, jak włókna szkieletalne Asto-
mata z rodziny Hoplitophryida i przypuszcza, że odmienny przebieg włókien szkie-
letaLnych przyssawki Hysterocineta w porównaniu do Astomata wiąże się z od-
miennym przebiegiem kinet przedniej okolicy ciała. Autor stara się więc wskazać 
na organizacyjną rolę kinet. 
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Ultrastructure of the ciliate Loxodes rostrum (O. F. M.) 
in relation to the mode of its water transport 

yjibTpaT0HK0e CTpoeHwe MHc£>y3opnH Loxodes rostrum (O.F.M.) 
B CBH3M C OCOSeHHOCTHMM B0fl006lvieHa 

A number of special structures in the cytoplasm of the fresh water ciliate 
Loxodes rostrum has been reported in the light microscopy. In the cytoplasm 
of this ciliate, below its dorsal surface the so called Miiller bodies are present; 
their function is not fully elucidated. Numerous pigment granules of an 
unknown origin and structure are found in cytoplasm. Excretory granules 
scattered at random over the cytoplasm have not been investigated either. 

In the light microscope observation, the cytoplasm of Loxodes rostrum 
looks much vacuolized and contains meshes of different size — from very 
big to scarcely visible under the highest magnification of microscope (S c h e-
w i a k o f f 1896, P e n a r d 1917, K a h l 1931, K u d o 1954). 

The presence of contractile vacuoles is characteristic for the majority of 
fresh water ciliates. The vacuoles promote the continuous water exchange 
between the organism and the medium (K i t c h i n g 1956, P r o s s e r 1952). 
There are no contractile vacuoles in Loxodes rostrum ( P e n a r d 1917, K a h l 
1931 and others). This fact involves the question of existence of other orga-
noids participating in the process of water (transport in this ciliate or perhaps 
of some differentiation in the cytoplasm structure which might be associated 
with this function. 

All these peculiarities of the structure of L. rostrum were the reason for 
choosing just this species as the subject of investigation. 

M a t e r i a l a n d m e t h o d s 

The ciliates L. magnus and L. rostrum developing in great number in 
a mixed culture of aquarium type were used for study. The material was 
provided from a pond in the park of the biology institute in Peterhoff near 
Leningrad. Since no perceptible difference was found in the cytoplasm struc-
ture of both species, all the informations presented below concern L. rostrum. 

Ciliates were fixed in 2%> solution of osmium tetroxide in the medium of 
L o s i n a - L o s i n s k y 1929, for 15 — 20 min. Subsequently the material 
was transferred to 2% agar-agar ( M a s h a n s k y i B e z n o s i k o v 1961), and 

Ультратонкое строение инфузорий Loxoaes rostrum (O.F.M.) 
в связи с особенностями водообмена 

V. F. M A S H A N S K Y , L. N. S E R A V I N , L. N. V I N N I C H E N K O 

Ultrastructure of the ciliate Loxodes rostrum (O. F. M.) 
in relation to the mode of its water transport 

http://rcin.org.pl



4 0 4 V. "F. M A S H A N S K Y a n d o t h . 

without previous washing, dehydrated in rising concentrations of alcohol and 
supplementary contrasted in 1% solution of phospho-wolframic acid or uranyl 
acetate and embedded in metacrylate. Ultrathin sections were studied under 
the electron microscope JEM 5-G at 80 kv. The direct electron optics magnifi-
cation amounted 8000 X and 20000 X, followed by the subsequent light optics 
magnification. 

R e s u l t s 

Body surface 

In contrast to the electron microscopic results on Paramecium caudatum, 
P. aurelia, Tokophrya, Tetrahymena pyriformis, Colpidium colpoda and others 
( M e t z and oth. 1953, P i t e l k a 1956, G r i m s t o n e 1961, C h e i s s i n and 
M o s e v i c h 1962), in L. rostrum the pellicle is formed by one cytoplasmic 
membrane adhering directly to the subpellicular endoplasm layer (PL 11, II 2). 

As shown by the light microscope study, in Loxodes only the inferior body 
side, facing the substrate (morphologically — the right border) bears cilia, 
while the superior side (morphologically — left border) is fully deprived of 
them. This finding is confirmed by the electron micrographs. Cilia are located 
in furrows between the longitudinal ridges of a height 1 — 2\x, the interstices 
between the cilia being 0.2 — 0,5 |a and those between the ridges 1 — 1.5 ¿x. 
The ridges are absent on the superior surface of the body which is deprived 
of cilia. On the cross sections of this surface some flattened proturberances 
are seen producing a slightly wavy line. 

Pigment granules 
In cytoplasm, close to the cytoplasmic membrane numerous spherical 

grains 0.1 u in diameter are located. Their localization and dimensions indi-
cate that they correspond to the pigment granules reported by P e n a r d 
1917 after light microscope examination. Those homogenous electron-dense 
grains are coated by capsules formed by a double membrane (PL 11, II2). 
In sections of the superficial layer of the ciliate body, places may be found 
where the envelope of the capsule coating the pigment grain pass con-
tinuously into the cytoplasmic membrane and the cavity of the capsule is 
communicating with the external medium (Pl. III 4). Besides, the pigment 
granules are located outside the ciliate body. Capsules opening outside with no 
grains (Pl. III 4) are also found sometimes. Considering the fact that the 
dimensions of a grain and those of the capsule coating it are very similar, the 
supposition that the sectioning omitted the grain must be decidely excluded. 
The presence of empty or open capsules and ocurrence of grains outside the 
ciliate body allow to postulate that those grains are excreted to the surround-
ing medium. 

The vesicular structure 
The structure of L. rostrum cytoplasm proved to be very peculiar. The 

body contains numerous transparent areas — vesicles filled presumably by 
a liquid (PL III 2, III 5, IV 7, V 10, VI12). The dimensions of those vesicles 
fluctuate from some structures visible distinctly under the light microscope 
of several microns in diameter — to vacuoles of several hundred Angstroms. 
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The number and dimensions of vesicles of the inferior body surface are 
much different from those of the superior. In the inferior part, usually nume-
rous vesicles of different size are present, their diameter not exceeding 1.0— 
—1.5 u. In the superior body part, very large vesicles of irregular form are 
mostly found. Sometimes they exceed some ten n in diameter and are well 
visible under the light microscope. Those bulky vesicles nearly adhere to the 
cytoplasmic membraine being separated from it only by a thin cytoplasm 
layer. 

Between the vesicles, bridges or stripes of cytoplasm of different width 
and length are formed which surround and sometimes cross the vesicles (PI. 
I l l 5). In all cases, the bridges are separated from the vesicles by a membrane. 
In this way; the whole cytoplasm of L. rostrum is practically concentrated 
in the bridges which are separated from the cavity of the vesicles by mem-
branes. 

The membranous structure of cytoplasm 
A remarkable fact is the high degree of accumulation of membranous stru-

ctures in the cytoplasm of L. rostrum. The endoplasmic reticulum is especially 
well developed. It consists of numerous tubules, vesicles and cisterns. Tubules 
are of a rather constant diameter (300—400 A) and contain sometimes a ho-
mogenous substance of a higher density than that of the surrounding cyto-
plasm. 

More or less compact layers of cytoplasm arise in those regions of L. ro-
strum body where several cytoplasmic bridges meet together (Pl. II 3, III 5). 
Tubules of the endoplasmic reticulum run in those places in various direc-
tions, so that in sections they have circular, oval or double prophiles. Their 
membranes are smooth or — in some places — rough which indicates the 
presence of Palade's grains (Pl. II3). Tubules often terminate as small ci-
sterns. Their walls are either smooth or covered with Pallade's grains. The 
internal cavity of cisterns contains accumulations of a homogenous or tiny 
granulated material, sometimes a more compact body is present in the centre 
(Pl. I l , 115). Dimensions of those bodies vary from a small grain 200—300 A 
in diameter to spherical inclusions of 0.1 ix in diameter with the character of 
pigment granules. Those inclusions may be observed as well in the profound 
layers of cytoplasm as in the superficial zone and also below the cytoplas-
mic membrane where — as shown above — a great accumulation of them 
occurs. The micrographs suggest that formation of the pigment granules oc-
curs in the endoplasmic reticulum. 

Besides the tubules of the endoplasmic reticulum which are more or less 
scattered at random, in some places of cytoplasm rows of regularly oriented 
tubules are observed (Pl. IV 6). Such rows of tubules are mostly — but not 
exclusively — found in the narrow cytoplasmic bridges connecting the more 
compact portions of cytoplasm (Pl. IV 6). Considering the possible carrying 
(canalicular) role of the endoplasmic reticulum elements ( P o r t e r and V a -
rna d a 1960) it may be assumed that the transport between the regions of 
cytoplasm occurs through those canals. 

Often in cytoplasm rather big vesicles occur, 0.2—0.3 pa. in diameter, coated 
by smooth membranes (Pl. II 3, IV 7, 8). Those vesicles sometimes communi-
cate with the canals of the endoplasmic reticulum. The internal cavity of the 
vesicles is filled with a transparent material and never contains any inclu-
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siens. In some places the vesicles are located in the direct vicinity of the wall 
of the big vacuoles or they communicate with their cavity (Pl. IV 7). In the 
posterior part of the animal's body, near the surface, such vacuoles are arran-
ged in chains at the base of the ridges or in the ridges themselves (Pl. IV 7, 8). 
Sometimes the neighbour vesicles communicate with each other, producing 
rather long and broad canals parallel to the body surface. Those rows nearly 
reach the cytoplasmic membrane. The chains of vesicles may terminate in 
an extension in the shape of ampulla (Pl. IV 7, 8). Ranges of vesicles lie also 
along the body surface immediately under the cytoplasmic membrane pro-
ducing its proturberainces and open often into the external medium (Pl. IV 
7, 8). The last case is never observed in the anterior and medial part of L. ro-
strum body. In the vesicles open to the outside, the internal cavity collapses, 
the cytoplasmic membrane, partly disrupted, disappears together with the 
underlying envelope of the vesicle, and the internal surface of the vesicle 
membrane becomes everted to the external medium. This membrane assumes 
the role of the cytoplasmic envelope replacing the opened vesicle. 

In contrast to the capsules opened to the external medium and containing 
the pigment granules, the just described vesicles are of a bigger size, contain 
no compact inclusions and are located exclusively in the posterior end of the 
animal's body. 

Golgi complex 
The Golgi apparatus has been reported only in a few ciliates (G r i m s t o-

n e 1941). In Paramecium caudatum, P. aurelia, Tetrahymena pyriformis and 
in some other ciliates it was not detected. In the material under study — in 
the cytoplasm of L. rostrum, structures corresponding to the Golgi apparatus 
were visualized. They consist of a system of paired parallel, closed, smooth 
membranes. Near them, vessicles and dense granules are located (Pl. V 11, 
VI 12). The elements of Golgi apparatus (dictyosomes) are distributed as iso-
lated agglomerations. In each dictyosome the number of membrane pairs fluc-
tuates from 5 to 10—12. 

Miiller bodies 
The presence of peculiar organellae — the Miiller bodies is a particular 

character of the genus Loxodes representatives. Under the light microscope 
those structures look like spherical vacuoles with a spherule-body sus-
pended inside on a thin pedicel (P e n a r d 1917). The spherule-body consists 
of several small clods, which are in part mineralized. 

In the micrographs it may be seen that the main component of the sphe-
rule are the oval-shaped clods (Pl. IV 9). The spherule contains also single 
mitochondria (Pl. V 11) and the elements of Golgi apparatus (Pl. VI12). Each 
clod is coated with a double membrane and contains a homogenous material. 
In some clods, inside the homogenous substance concentric membranes are 
found which sometimes fill up the whole internal cavity of the clod (Pl. V 10). 
Between those membranes, dense grains — presumably containing mineral 
material — may be scattered. (Pl. V 11). This supposition — which is against 
the light microscope observations of F a u r é - F r e m i e t 1957 — is based on 
the fact of their high mechanical compactness and their disruption in the ul-
tra thin sections. In the case, when the grains are very numerous, the clods 
are completely opaque and the concentric membranes fail to be revealed. The 
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electron-dense fragments of this kind are often located in the pedicel of the 
spherules (Pl. IV 9). 

There are 10—15 clods in a spherule of a fully formed Müller body. Ne-
vertheless in cytoplasm some structures occur composed of 2 or 3 clods corres-
ponding to the clods of the spherules but they are not encapsuled in a vacuole. 
One or more of those clods may contain concentric membranes or show a com-
plete mineralization (Pl. VI12). In such places, closely to those fully or partly 
mineralized clods, membranous elements of the Golgi apparatus are present. 
They probably participate in formation of clods in the Müller bodies. It may 
be assumed that the picture of those places corresponds to the regions where 
formation of Müller bodies occurs. 

The connection of fully formed Müller body spherules with the surroun-
ding cytoplasm consists not only of one pedicel — as assumed by P e n a r d 
1917 but of several bridges of various thickness and length (Pl. V 11). Probably 
the thickest of those bridges is seen in the light microscope as the pedicel of 
the spherule. Usually in this pedicel the mineralized clods are observed. 

The dense clods are found not only in the central part and in the pedicel 
of the spherule but also in the cytoplasm closely to the Müller body or at a 
certain distance from it as well. In cytoplasm, besides the fully mineralized 
ones, numerous clods occur in which concentric membranous structures are 
revealed with some content of mineral grains (Pl. VI13, 14). In our opinion, 
the size, distribution and composition of fully or partly mineralized clods in 
cytoplasm suggest their identity with the excretory granules studied in the 
light microscope ( P e n a r d 1917, F a u r é - F r e m i e t 1957). 

The clods free from mineral grains, containing only the concentric mem-
branes were sometimes observed as well as such ones in which the membra-
nous structures were partly or entirely disrupted (Pl. VI 14). 

D i s c u s s i o n 
The facts presented above imply some suppositions as to the role of the 

Müller bodies. The electron microscope study revealed their much more com-
plex structure than it was stated as a result of the light microscope examina-
tion. The spherules of Müller bodies contain mitochondria and the Golgi com-
plex besides the clods of different degree of mineralization. 

As it is known, the function of equilibrium organ is ascribed to the Müller 
body ( P e n a r d 1917, K u d o 1954). Taking into account that: 1. the spherule 
is strongly bound by means of many cytoplasmic bridges to the wall of the 
enclosing vacuole, 2. that sometimes the vacuole is absent, 3. that the cyto-
plasmic zone surrounding the spherule is deprived of any fibrillar struc-
tures which might enable the propagation of stimuli, it should be assumed 
that the concept of Müller body playing the role of an organ of equilibrium 
is not supported by the electron microscope study. 

The presence of mineralized clods in the Müller bodies, their close con-
nection with the elements of the Golgi complex indicate that the Müller bo-
dies are able to accumulate some mineral substances from the medium. On 
the ground of the above results, the process of formation of the clods may 
be supposed to develop in the following way. It initiates with formation of 
concentric membranes in the homogenous substrate found only in the Müller 
bodies and never occurring in cytoplasm. In the interstices between the mem-

6 A c t a P r o t o z o o l o g i e s 
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brane systems, accumulation of mineral substances takes place, possibly in 
complexes with proteins. The fact of revealing the Golgi complex closely 
to those mineralized or being mineralized clods, allows to assume its partici-
pation in the formation of mineral structures. 

The numerous analogous structures revealed in the cytoplasm of L. rostrum 
are presumably clods which left the Muller body through its pedicel. In cy-
toplasm all successive stages of demineralization were followed: from the 
fully mineralized clods to those deprived — thoroughly or partly — of mine-
ral material, or even without internal membranous structures. The latter 
fact proves that the changes in the structure of clods tend towards demine-
ralization. The dissolution of the clod material might be associated with the 
specifity of water transport in L. rostruvi. The absence of contractile vacuole 
and the contribution of a great number of non-contractile vacuoles to the 
osmo-regulation of the animal involve probably the requirement of a great 
quantity of mineral substances formed on definite steps of the water trans-
port. Those substances may be provided by the mineral inclusions of clods, 
collected in the Muller bodies and passing to the cytoplasm in the course of 
the demineralization of clods. 

The possibility of excretion of the entire clods with their material into 
the medium is less plausible, although shifting of partly mineralized clods 
closely to the surface of the body was often observed. The excretory function 
of animal is evidently performed by means of expulsion outside the pigment 
granules. 

The electron microscope study of the ciliate L. rostrum permits to reveal 
some peculiarities of the cytoplasm structure of this animal. Before all the 
fact is striking that the strong vacuolization — revealed already under the 
light microscope — concerns also the submicroscopic level. The presence of 
numerous vesicles of different size brings about the reduction of the ciliate 
cytoplasm to more or less narrow streaks and bridges. 

Another characteristic feature of L. rostrum is the. high structural diffe-
rentiation of its cytoplasm. Its bulk mass consists of systems of tubules, and 
vesicles formed by smooth membranes. An impression is produced as if nearly 
the whole cytoplasm of L. rostrum was spongy, being a specific ,,nephridial 
plasm" ( G e l e i 1939, F a u r é - F r e m i e t et R o u i l l e r 1959, S c h n e i -
d e r 1961), which in other ciliates is limited only to the contractile vacuo-
les — specific organellae of water transport in the fresh water protozoa. The 
communication between the small vesicles formed by the smooth membranes 
associated with the tubules of the endoplasmic reticulum, and the big cisterns 
and vacuoles was often observed. Therefore a reason seems to exist for the 
assumption that the water transport from cytoplasm occurs through canals 
and the big non-pulsating vacuoles. Water moves backwards through the big 
vacuoles connected by canals. In the posterior body end it gets outside through 
the submicroscopic vesicles cont inuously opening to the external medium. 
In this way the uniform system of water transport exists in the ciliate body, 
initiating in the tubules and cisterns of the endoplasmic reticulum and termi-
nating in the small vesicles of the posterior body end. 

Evidently the complex of numerous vacuoles and membranes giving a pe-
culiar structure to the L. rostrum cytoplasm, is a system regulating the water 
transport, functionally little specialized and then topographically dispersed. 

Our preliminary observations on the ultrastructure of some other proto-
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zoan o r g a n i s m s w i t h o u t con t rac t i l e vacuoles ( P e l o m y x a palustris, Bursaria 
truncatella) r e v e a l e d a s i m i l a r s t r u c t u r e of cy top lasm. V e r y l ike ly th is s imi l i -
t u d e is c o n n e c t e d w i t h t he pecu l i a r i t y of t he w a t e r t r a n s p o r t a n d is c h a r a c t e -
r i s t i c no t o n l y f o r Loxodes. 

S u m m a r y 

T h e f i n e s t r u c t u r e of cy top la sm of a f r e s h - w a t e r c i l ia te L. rostrum w i t h 
n o c o n t r a c t i l e vacuo le w a s s tud ied . A n u m b e r of l a r g e and smal l n o n - p u l s a -
t i n g vacuo les w e r e seen. M e m b r a n o u s s t r u c t u r e s d i s t r i bu t ed as b r idges be -
t w e e n t h e ves ic les w e r e obse rved in cy top lasm. In t he pos te r io r end of t h e 
c i l ia te body , ves ic les w i t h a t r a n s p a r e n t con ten t a p p r o x i m a t e t he pel l icle a n d 
open to t h e e x t e r n a l m e d i u m . 

T h e ro le of m e m b r a n o u s s t r u c t u r e s is sugges ted as a d i spersed „ n e p h r i d i a l 
p l a s m " , r e spons ib l e fo r t he t r a n s p o r t of w a t e r in to t he vacuoles . 

T h e s t r u c t u r e of Mül l e r body (Golgi a p p a r a t u s , m i t o c h o n d r i a , m i n e r a l 
clods) is desc r ibed . S tages of m i n e r a l i z a t i o n and demine ra l i za t i on of t he M ü l -
le r bodies clods w e r e fo l lowed, t he i r ro le in t h e w a t e r t r a n s p o r t in t h e ci l ia te 
b e i n g discussed. 

PE3KDME 

IlccjieflOBajioct. yjibTpaTOHKoe CTpoeHne unTOruia3Mbi npecHOBO^HOft MHcbysopwii 

L. rostrum, He HMeiomeH coKpaTHTejibHoii BaKyo.nn. (X>HapyjrceHo n a j i n n n e 6o j ib -

rnoro KOJiHHecTBa KpynHBix H iwejiKHX Henyj ibcwpy iomnx BaKyojiew n HACBIMEHHOII 

MeMÖpaHHbiMH CTpyKTypaMH HMTONJIA3MBI, pacnoj iara iomencH B BH^e nepeKJia/jHH 

MejKfly BaKyojiHMM. B 3a^HeM KOHue Tejia HHc£>y3opHH saKyojiH c npo3panHbiM c o -

^EPJKHMBIM NOßXOFLHT K nejiJiHKyjie H OTKPBIBAIOTCH BO BHeniHioK) cpe/ iy . 

BbicKa3biBaeTca npeflnojio>KeHHe o poj in MeMÖpaHHbix CTpyKTyp KaK CBoeoS-

pa3HOM pacnpocTpaHeHHoii He<$>pH/i;HajibHOH njia3Mbi, OÖECNENMBAIOMEH TpaHcnopT 

BOflbl B BaKyOJIM. 

OnwcaHbi CTpyKTypbi. BxoflHiijHe B cocTaB Mio.TiJiepoBCKoro Tejibija (annapaT 

rOJIbflJKH, MMTOXOHflpHH, MHHepajIbHbie rjIblßKH). IIpOCJiejKeHbl pa3JIMHHbie CTaAHH 

MHHEPAJIM3AQMH H AeMHHepajiH3auHH rjibiooK MiojuiepoBCKoro Tejibqa, o6cyjKAaeTca 

B03M07KHaH HX pOJIb B CBH3H C OCOÔeHHOCTHMH BO^OOÖMeHa. 
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Р Е З Ю М Е 

Исследовалось ультратонкое строение цитоплазмы пресноводной инфузории 
L. rost.rum, не имеющей сократительной вакуоли. Обнаружено наличие боль-
шого количества крупных и мелких непульсирующих вакуолей и насыщенной 
мембранными структурами цитоплазмы, располагающейся в виде перекладин 
между вакуолями. В заднем конце тела инфузории вакуоли с прозрачным со-
держимым подходят к пелликуле и открываются во внешнюю среду. 

Высказывается предположение о роли мембранных структур как своеоб-
разной распространенной нефридиальной плазмы, обеспечивающей транспорт 
воды в вакуоли. 

Описаны структуры, входящие в состав Мюллеровского тельца (аппарат 
Гольджи, митохондрии, минеральные глыбки). Прослежены различные стадии 
минерализации и деминерализации глыбок мюллеровского тельца, обсуждается 
возможная их роль в связи с особенностями водообмена. 
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EXPLANATION OF PLATES I—VI 
1: Cross section of the surface layer of L. rostrum body. Lower side. Cross and 
oblique sections of cilia are seen (C), cytoplasm ridges covered with cytoplasm 
membrane (CM). In the depressions between ridges — basal bodies (K). Under the 
cytoplasm membrane — pigment granules (PG). Similar structures are seen in cyto-
plasm-(arrows). M. — mitochondria. Regular distribution of tubules (X18000). 
2: Superficial layer of the lower side of L. rostrum body. Relation of basal bodies 
to the bundle of cross sectioned fibrils — F. Other lettering as in PI. 1 1 (X36000). 
3: Area of cytoplasm in which some cytoplasmic bridges are joining one another. 
High concentration of membranous structures. Er — canals of endoplasmic reti-
culum, Cy — cisterns, B — granules inside the cistern (X55000). 
4: Surface area of the L. rostrum body. Evacuation of pigment granules to the 
external medium — arrow (X18000). 
5: Cytoplasm region in the lower side of the anterior part of the ciliate body. 
V — large vacuole, Ct — cytoplasmic cross bridges. Other lettering as previously 
(X10000). 
6: Portion of a cytoplasmic cross bridges with a parallel distribution of the endo-
plasmic reticulum canals (X60000). 
7—8: Surface portion of the posterior part of the ciliate body. Cisterns are lying 
under the cytoplasmic membrane, arrow points to oisterns opening to the external 
medium. Amp. — ampulla (X20000). 
9: Spherule of the Müller body. Db — clods with homogenous content. P — pedicel 
of spherule. Dense clods are lying at the base of the spherule pedicel (X55000). 
10: Spherule of the Müller body. Clods with homogenous content and concentric 
membranes — Mb (X55000). 
11: Spherule of Müller body. One clod is eomipletely mineralized, the other contains 
membranes and mineral granules. Cg — Golgi complex (X55000). 
12: Spherules of Müller body devoid of surrounding vacuole in the course of 
formation (X55000). 
13: Accumulation of clods of different degree of mineralization in cytoplasm. Clods 
containing mineral granules and clods devoid of granules but with concentric 
membranes (X45000). 
14: Accumulation of clods of different degree of mineralization in cytoplasmic 
bridges. Some clods contain neither mineral granules nor internal membranes — 
arrows (X30000). 
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Isolation of macronuclei from Paramecium caudatum. 
The role of calcium ions 

Izolowanie makronukleusów Paramecium caudatum 
Rola jonów wapniowych 

The progress in the research on the localisation of biochemical functions 
in the subcellular structures caused that the isolation of cell nuclei and diffe-
rent cytoplasmic particles became a routine method in many biochemical 
laboratories (D a u n c e 1955, A l l f r e y 1959, M i r s k y and O s a w a 1961, 
R o o d y n 1959 and 1962). 

One looks in such experiments for either chemical composition or localisa-
tion of enzymatic activities in the isolated particles. Data, received in that 
way, are compared with the informations obtained by means of cytochemical 
methods. 

In most of the recent works on the composition and structure of the chro-
matin, isolation of nuclei anticipated usually the isolation of chromosomes, 
DNP or other constituents of the nuclei ( V i n c e n t 1957, P o g o and oth. 
1962, S k o c z y l a s , P a n u s z and G r o s s 1963). Using such a procedure 
one expects to avoid an exchange of the original components — especially 
proteins — on others of cytoplasmic origin, and also to protect them agains 
the activity of autolytie enzymes localised in the cytoplasm. 

A great variety of material, deriving from different levels of the organi-
sation of living matter, was used for the isolation of nuclei ( R o o d y n 1959). 
In the available literature, however, we could not find so far data on the bio-
chemical preparation of nuclei from protozoa. 

In this paper a method of isolation of macronuclei from Paramecium cau-
datum grown in mass cultures, is described. The factors, deciding about the 
choice of material, were following: 

1. Paramecia grow considerably easy in mass cultures. 
2. Interesting data on their genetic properties and their physiology are 

available ( S o n n e b o r n 1950, W i c h t e r m a n 1953, B e a l e 1954). 
3. The biochemical role of the macronucleus is unknown. 
4. An extraordinary large size of the macronucleus. This makes the con-

trol of the degree of purification easy and gives some hope that an application 
of micromanipulation techniques might be possible in future. 

The preparations were done with the aim to determine, to isolate and to 
examine more precisely the DNA's, the RNA's, the proteins occurring in nu-
cleoprotein complexes, the DN-ases and the RN-ases of the isolated nuclei. 
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M e t h o d s u s e d a s c o n t r o l of t h e i s o l a t i o n p r o c e d u r e 

The yield of homogenisation, the resulted degree of purification and the 
final yield of the preparations were estimated by means of microscopic exa-
minations. Nuclei, stained with methyl green (Natl. Anilin Div., Allied Chem. 
Dye Corp., N. Y., USA, purified with chloroform) were counted according to 
B o r z a n i 1960. For our purpose 50 M! of suspension of cells or nuclei were 
mixed with 5 ¡al of 1% aqueous solution of methyl green and spread between 
two 22 X 22 mm cover glasses. The amount of cells or nuclei in 30 individual 
microscopic fields (magnification X 84 or X 105) was counted and the mean 
value (usually 10—20) was multiplied by the ratio: total surface/surface of 
one microscopic field. As final result the mean value f rom three glasses was 
given. 

The y i e l d o f t h e h o m o g e n i s a t i o n (Yh) was defined as 100°/o 
when the total amount of free nuclei (NJ af ter homogenisation was equal 
to the total amount of nuclei (N) before homogenisation (both free and those 
present in damaged and undamaged cells). 

The yield of the preparation (YP), either final or af ter a given step of pu-
rification was, like Yh, calculated by comparison of Nlt counted at a given 
stage of preparation, with N before homogenisation. 

To calculate the d e g r e e of p u r i f i c a t i o n af ter homogenisation — P h 

(or the degree of purification of final preparation of nuclei — Pf) we have 
used following equation: 

p K. + Nac "h = 

N, 

where: Nc — amount of nuclei comprised in undamaged cells, 
Ndc— amount of nuclei comprised in damaged cells, 
Nf — amount of free nuclei. 

Furthermore, the progress of purification was followed by means of the 
phase-contrast microscope, of Janus green staining (removal of mitochondria), 
of measurements of glucose 6-phosphatase (removal of ribosomes), DN-ase 
and RN-ase (removal of lysosomes) activities. 

Glucose 6-phosphatase activity was estimated according to S w a n s o n 
1955, DN-ase activity — according to S c h n e i d e r and H o g e b o o m 1952, 
RN-ase activity — according to F r i s h-N i g g e m e y e r and R e d d i 1957. 

All these activities were estimated either in nuclei, suspended in concen-
trated sucrose solutions, or in nuclei washed three times in 0.3 M sucrose. 
This procedure was expected to restore inside of the nuclei osmotic pressure 
equal to that in the surrounding medium and thus to enable the substrate to 
enter the intranuclear space during incubation. 

S u c c e s s i v e s t e p s of t h e i s o l a t i o n p r o c e d u r e 

Material and the culture 

Isolation of macronuclei was carried out in Paramecium caudatum s train, 
isolated in Warszawa and subsequently grown in mass culture according to 
S o n n e b o r n 1950 using Instead of lettuce — a Brussels sprouts infusion 
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inoculated with Aerobacter aerogenes (Clone K-7 Aerobacter from NCTC — 
London collection).1 

This medium enabled us to reach concentration ranges of 300—400 cells/ml, 
similar to those received by P r e e r and P r e e r 1960 in their cultures of 
Paramecium aurelia, gtpwn on lettuce extracts. It is usually assumed that 
P. aurelia have a higher rate of reproduction than P. caudatum. 

Our cultures were grown at room temperature in carefully sterilised 8 1 
round bottom flasks closed with cotton wool stopcocks in volumes not exceed-
ing 4 1 per flask. They were fed three times a week by dilution with an 
equal volume of fresh medium. 

Condensation of cultures 
50 1 of culture were centrifuged at room temperature in an Alfa—Laval 

continuous flow milk centrifuge at less than 200 G, as suggested by P r e e r 
and P r e e r 1960, not later than 3 days af ter the last feeding. The sediment 
was removed from the rotor in less than 45 min., the rotor being washed 
with fresh medium, and the concentrated suspensions of paramecia were 
combined and diluted to 1.2 1. Cell suspensions before and after centrifugation 
were filtered through a nylon gauze (diameter of meshes 120—160 n) in order 
to remove the bulk of the detritus and other impurities, present in the culture 
medium. Average losses caused by this procedure were estimated on ca 10%. 

Condensed suspensions of paramecia were stored at 10—14° in 1.5 1. Fern-
bachs flasks no longer than two days. A distinct decrease in the final yield 
of nuclei was observed if condensed paramecia were stored too long, in parti-
cular if they have not been fed for more than three days before condensation. 

Killing of paramecia 
Condensed cultures, containing 1 5 — 4 0 * 1 0 3 cells/ml, were cooled down to 

2 — 4 ° and adjusted to 0 . 3 M with concentrated sucrose and to 0 . 0 0 0 6 M with 
concentrated calcium chloride solutions ( C a C l 2 » 6 H 2 0 , anal, grade, and pure 
saccharose or commercial recrystallised cane shugar, containing less than 
0 . 4 ILIMOI Ca2+/Mol, were used). In such a medium all cells were dead after 
2 0 — 3 0 m i n . 

In order to separate the dead cells from the solution and from most of the 
impurities we tried initially free sedimentation in a cylinder of a proper size. 
After 60 min. 10% of cells still remained in suspension and prolonged sedi-
mentation led to some autolytic changes. We decided therefore to centrifuge 
the suspensions for 10 min. at 800 G, 20 min. after addition of sucrose and 
CaCl2. The turbid supernates were discarded. The sedimented cells, part 
of them broken during centrifugation, were resuspended in 0.3 M sucrose, 
containing 0.0006 M CaCl2, adjusted to a concentration of 1 • 105 nuclei/ml 
and used for homogenisation. 

Medium and technique of homogenisation 
Both the applied medium and the mode of homogenisation turned out to 

be the main factors deciding about the final yield and the purity of nuclei. 
A proper procedure should disrupt all the cell membranes, leaving the nuclear 
membranes untouched. For each kind of cells some initial tests should be done 

i We wish to express our sincere thanks to Dr. Meizel and Dr. Kaluzewski, 
State Institute of Hygiene, for providing us with bacteria strains. 
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first to find out the most suitable kind of homogeniser and the optimal 
medium. 

The most suitable medium for our purpose, turned out to be 0.3 M sucrose 
containing 0.0006 M calcium chloride. In lower concentrations of sucrose a pro-
gressing lysis of cells could be observed. Most nuclei were loosing their 
staining ability towards methyl green, probabely due to nucleolytic enzymes 
liberated in these circumstances. Similar observation were made by S t a n i e r 
and P h i 1 p o t 1955. In higher concentrations of sucrose large clumps of cells 
and detritus were formed and the passage of the material through the slit of 
the homogeniser was getting difficult. 

The most important, however, was found the proper concentration of 
calcium ions. Calcium chloride was introduced as a component of media 
used for isolation of liver nuclei by S c h n e i d e r and P e t e r m a n n 1950 
with the aim to tighten the mitochondrial membranes and thus to avoid the 
liberation of proteolytic and nucleolytic enzymes (D o u n c e 1955). According 
to A11 f r e y 1959 low concentrations of bivalent cations prevent swelling 
and gelification of thymus nuclei. Lack of electrolytes causes swelling and 
breaking of nuclei. A halo of soluble nucleohistone is formed. This effect is 
reversed by addition of salts, especially of bivalent cations. An excess of 
these ions, however, causes clumping and agglutination of cells and cell 
fragments. C h a u v e a u et al. 1956 have observed that the yield of liver 
nuclei rises in presence of calcium chloride. 0.0018 M calcium chloride, used 
in earlier works (Ho g e b o o m et al. 1952, A l l f r e y 1954, 1955) was chan-
ged later into 0.0033 ( A l l f r e y et al. 1957, O s a w a et al. 1957). According 
to these authors higher concentration of calcium prevents the formation of 
nuclear gel. In some methods lower concentrations of bivalent cations were 
used. S t a n i e r and P h i 1 p o t 1955 isolated liver nuclei using 0.001 M CaCl2 
in 0.25 M sucrose and 40% glycerol. This concentration was called to prevent 
granulation of nuclei and to retain the morphology of the nucleoli. N a o r a 
et al. 1961 isolated thymus nuclei in 0.25 M sucrose and 0.003 M CaCl2 but in 
the case of liver and kidney nuclei he used 0.001 M CaCl2. S p o r n et al. 1962 
isolated brain nuclei in 0.3 M sucrose containing 0.0001 M magnesium chloride. 

In order to establish the proper composition of the homogenisation medium 
for paramecia we examined the influence of the concentration of calcium 
ions on the yield of the homogenisation and the degree of purification of 
nuclei. Paramecia were killed in 0.3 M sucrose solutions containing varying 
cocentratiors of CaCl2 in the range between 0 and 30 mM. Nuclei (lVf, Nc 
and Ndc) were stained with methyl green and counted before and after homo-
genisation. The results are listed in Table 1. 

It is clearly visible that calcium concentrations proposed in the li terature 
were too high for the isolation of nuclei from paramecia. The best yield and 
the optimal degree of purification was obtained at 0.0006 M concentration 
of CaCl2. At lower concentrations not only cells but also nuclei themselves 
got broken and the yield dropped abruptly. Homogenates containing 
0 — 0.0003 M CaCl2 did not contain any whole or damaged cells and the per-
centage of recovered nuclei was very low. At concentrations higher than 
0.0006 M the yield of free nuclei dropped gradually, too, this time probably 
as a result of rising mechanical resistance of cell membranes. With rising 
CaCl2 concentration rised the percentage of undamaged cells. In 15 mM solut-
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Table 1 

The influence of the concentration of calcium ions on the yield of homogenisation 
(Yh) and the degree of purification after homogenisation (Ph). (For explanation 

of symbols — see the text) 

No. Ca2+ iV-103 

before homoge-
nisation 

After homogen'sation 
Yh Pn No. 

mM 

iV-103 

before homoge-
nisation (Nc-Ndc)-103 JV,-103 

Pn 

1 0 65 — 1 1.5 0 
2 0 120 2.5 0.5 0.4 0.2 

3 0.15 81 - 37 46.0 0 

4 0.3 125 - 70 56.0 0 

5 0.6 73 1.0 70 96.0 70 
6 73 U.2 69 f5. 346 
7 » 8 653 1400 8203 95.0 5.85 
8 13 460 1 9850 73.0 9850 
9 i9 119 — 117 98.0 0 

10 
" 

136 14 131 96.0 9.4 

11 1.5 77 5 57 74.0 11.4 
12 „ 77 3 61 79.2 20.4 
13 ij 77 3 57 74.0 19.0 
14 » 8) — 69 77.5 0 

15 3.0 76 2.5 64 84.2 25.6 
16 » 76 1 64 84.2 64.0 
17 j» 76 1 59 77.5 59.0 
18 9 4C0 1300 7550 80.3 5.8 
13 !l 99 19 95 96.0 5.0 

20 e.o 136 42 98 72.0 2.3 
21 97 46 56 57.7 1.2 
22 » S7 32 58 60.0 1.8 

23 15.0 103 83 13 12.6 1.16 

24 30.0 123 116 15 12.2 0.13 

ion only about 10% of nuclei got liberated during homogenisation. Our results 
suggest also that at the proper concentrations of calcium ions the membranes 
of the macronuclei of paramecia have a much higher degree of mechanical 
resistance than the cell membranes. It seems to be necessary to start every 
work on a method of isolation of nuclei from a new material with a thorough-
ful study on the influence of concentration of calcium ions on the behaviour 
of cell and nuclear membranes during homogenisation. 

We have compared the usefulness of following types of homogenisers: 
1. Waring blendor on a very low speed — 30 V insiead of 110 or 65 V instead 

http://rcin.org.pl



4 1 6 B. S K O C Z Y L A S a n d o l h . 

of 220 (e.g. A11 f r e y 1954). 2. Pressure homogeniser of E m a n u e l and 
C h a i k o f f 1956. 3. Suction through a stainless steel syringe needle connected 
through a separation funnel with the vacuum. 

Even the most gentle homogenisation in the waring blendor caused 
a destruction of large amounts of nuclei and had to be abandoned. About 
50°/o of nuclei were damaged when cell suspensions were pressed through 
a 10 M- slit of the pressure homogeniser. The use of the 25 m- slit gave only 25% 
losses but a considerable amount of undamaged cells was found in the 
homogenate. The slit got often stopped by clumps of broken cells and made the 
homogenisation difficult. 

Syringe needles were used for a complete homogenisation of P. aurelia 
by S o n n e b o r n 1950. V i n c e n t 1952 introduced the syringe needle for 
isolation of cell nuclei from starfish oocytes (No. 18-gauge hypodermic needle). 
From a number of different needles checked in our work the „Famed" No 12 
and the „Luer" No 22 M occured to be the most suitable. The numbers of the 
,,Famed" needles (made in Poland) are identical with the numbers of „Record" 
needles. A sixfold passage of cells, suspended in 0.3 M sucrose + 0.0006 M 
CaCl2, through any one of these needles led to a recovery of 90% of free 
nuclei with a negligible contamination of unbroken cells. A tenfold passage 
of the suspension through a „Famed" No 18 needle caused a complete homo-
genisation of both cells and nuclei. 

Small volumes of suspensions — up to 10 ml — were homogenised by 
means of a 20 ml ,,Luer" syringe. Large volumes were sucked through the 
needle into a separation funnel, connected with the vacuum pump. 

Fractionation of homogenates 
Immediately after homogenisation the concentration of sucrose was 

increased up to 1.6 M by means of 2.4 M solution and CaCl2 concentration 
was increased up to 0.003 M. This increase of Ca ions concentration seemed 
to cause a better dispersion of nuclei and to prevent clumping. Further fract-
ionation of nuclei was done by means of gradient centrifugation in concen-
trated sucrose solutions in concentration ranges varying from 1.6 M till 2.4 M. 

According to C h a u v e a u 1952, C h a u v e a u et al. 1956, Z b a r s k y i 
G e o r g i e v 1959b, W i 1 c z o k and C h o r ą ż y 1960 and others, fractionation 
of homogenates by density gradient centrifugation in concentrated sucrose 
solution is characterised by high yields of highly purified nuclei of unchanged 
structure. Nuclei, obtained by means of these methods, form an excellent 
material for studies on their nucleic acids and proteins ( P o g o et al. 1962, 
Z b a r s k y and G e o r g i e v 1959a, G e o r g i e v et al. 1960). 

Fractionation in 0,3 M sucrose at very low centrifugal forces, which we 
tried first, gave, even af ter manyfold centrifugation, a very bad separation 
of nuclei from other cytoplasmic particles and a very low yield. After several 
experiments with sucrose solutions of different density, we selected a follow-
ing technique of separation: 

12 fractionation columns were prepared in 100 ml centrifuge tubes from 
several layers of sucrose solutions of gradually dropping concentrations. The 
difference between two neighbour layers amounted 0.05 M. The columns 
were prepared at least 12 hours in advance and left in the cold room in order 
to soften the layer borders. Usually the top layer contained 1.65 M and the 
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Table 2 

The diagram of the procedure used for the isolation of nuclei from Paramecium 
caudatum (all steps were done in the cold room at 0 — 3°) 

Killing 

Condensa-
tion 

Homogeni-
sation 
Adjustment 
of concen-
tration 
Dilution 
First den-
sity gra-
dient cen-
trifugation 

Second 
density 
gradient 
centrifuga-
tion 

Third 
density 
gradient 
centrifuga-
tion 

Co lecting 
of purified 
nuclei 

Condensed culture, about 1-10" cells in 400 — 1000 ml; 2.4 M 
sucrose up to 0.3 M concentration; 1 M CaCl2 up to 0.0006 M 

concentration 

after 20 min. centrifuged for 10 min. at 800 G 

Supern ate — discarded Sediment 4- 0.3 M sucrose cont. 0.0006 M 
CaCl2 till 100 ml. Homogenised 6 times by 
suction through a syringe needle „Famed" 
No 12; 2.4 M sucrose up to 1.6 M; 1 M 
CaCl-2 up to 0.003 M. 

1.6 M sucrose cont. 0.003 M CaCl2 up to 
400 ml; 35 ml samples put on top of 12 
density gradient columns (1.65—1.9 M su-
crose, cont. 0.003 M CaCl2, in 100 ml centri-
fuge tubes). Centrifuged 15 min at 1300 G 

^ \ 
Lower layers — sucrose concentration 
1.75—1.9 M; 1 M sucrose cont. 0.003 M 
CaCl2 down to about 1.65 M. Put on top 
of 4 or 6 columns. Sucrose concentr. 
1.7—2.2 M CaCl2 concentr. 0.003 M. Cen-

trifuged 20 min. at 1400 G 

Upper layers — sucrose 
concentration 1.6—1.7 M 

— discarded 

Upper layers 
(1.65—1.85 M) 
— discarded 

Middle layers (1.9—2.15 
M); 1.6 M sucrose cont. 
0.003 M CaCl2 down to 
about 1.85 M. Put on top 
of 1 or 2 columns. Su-
crose concentr. 1.9—2.1 
M CaCl2 concentr. 0.003 
M. Centrifuged 20 min. 

at 1400 G 

Bottom layer (2.2 
M) — discarded 

^ \ 
Lower layers (2.05—2.1 M). Contain puri-
fied nuclei. Combined in one centrifuge 
tube. Centrifuged 20 min. at 4000 G. Su-
pernate — discarded. Sediment contains 
purified nuclei. 

Upper layers — sucrose 
concentr. 1.85—2.0 M — 
discarded 
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bottom layer — 1.9 M sucrose. About 35 ml samples of the homogenate, 
adjusted to 1.6 M concentration with 2.4 M sucrose, were put on top of the 
prepared columns and centrifuged in a horizontal 6X100 ml centrifuge (Schul-
meister, Germany) for 15 — 25 min. at 1300— 1400 G. The most important for 
a sucessful fractionation were: a very slow rate of acceleration of the rotor 
at the beginning of centrifugation (at least 10 min. till the full speed is 
reached) and the horizontal position of the testtubes during centrifugation. 
Furthermore — the initial suspension shall be possibly diluted. All these 
precautions were necessary if clumping of nuclei and other cell fragments 
at the concentration borders had to be avoided. Multilayer columns instead of 
a continuously changing density gradient made the estimation of molarity at. 
different levels easy. The 1.75 —1.9 M layers from the 12 columns were 
combined, diluted with 1 M sucrose down to 1.65 M and put on top of 4 or 6 
columns prepared in a similar way in the concentration ranges from 1.7 till 
2.2 M sucrose. They were centrifuged for 20 min. at 1400 G, the middle layers 
(1.9 — 2.15 M) collected, diluted down to about 1.85 M put on top of one or 
two columns, containing 1.9 — 2.1 M sucrose layers. They were centrifuged 
for 20 min. at 1400 G, the upper layers (1.85 — 2.0 M) were discarded and from 
the rest the nuclei were condensed by centrifugation for 20 min. at 4000 G. 
Collected from the bottom of the tube, they formed a highly purified con-
centrated suspension (PI. I). 

Table 3 

Data illustrating the effect of homogenisation and the final results of four different 
preparations of nuclei (explanation of symbols in the text) 

Ppn ]Ca2+] 
raM 

iV-103 

Before 
homoge-

sation 

After homogenisation After third centrifugation 

Ppn ]Ca2+] 
raM 

iV-103 

Before 
homoge-

sation 
(Nc + Ncd) 

• 103 Nr 103 Yh 

% im 
puri-
ties 

(N c + iVdc) 
•10 TVflO3 

Y P Pf 

11 3.0 9 400 1300 7550 80.3 17.0 572 480 5.1 0.84 
12 0.6 8 650 1400 8200 94.9 17.0 — 3925 45.4 OO 

13 0.6 13 460 1 9850 73.2 0 — 2785 20.7 OG 

14 0.6 11 370 890 8390 73.8 10.6 — 3515 3P.9 OO 

* •/. impurities = ° ^ — • 100 
"f 

In the final preparations no traces of the activities of glucose 6-phospha-
tase, DN-ase and RN-ase were found. They have been shown, however, in the 
homogenates of whole cells in sucrose media and their stepwise disappearance 
could be followed in course of purification. From the available results, 
however, one cannot conclude whether the lack of enzymatic activities is due 
to a complete removal of the enzymes or some of them remain in (or entered) 
the nuclei in an inactive form. 

The final isolation procedure is shown in form of a diagram (Table 2) and 
some results of its application are listed in Table 3. 
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S u m m a r y 

A m e t h o d of isolat ion of mac ronuc l e i f r o m mass cu l tu re s of Paramecium 
caudatum, based on homogen i sa t i on in d i lu ted suc rose media a n d g rad i en t 
c e n t r i f u g a t i o n in c o n c e n t r a t e d sucrose solu t ions , is descr ibed . 

T h e i n f l u e n c e of t he c a l c i u m ch lo r ide c o n c e n t r a t i o n on the yie ld of the 
homogen i s a t i on a n d on t he d e g r e e of p u r i f i c a t i o n of nucle i was s tud ied and 
w a s f o u n d to dec ide abou t t h e success of t he p rocedu re . 

It w a s s h o w n t h a t t he bes t r e su l t s a r e o b t a i n e d in a homogen i sa t ion 
m e d i u m con ta in ing 0.3 M sucrose a n d 0.0006 M CaCl 2 . In these c i r cums tances 
t h e y ie ld of the homogen i sa t ion a m o u n t e d 95°/o, t he f i na l y ie ld of the p r e -
p a r a t i o n — m o r e t h a n 3 0 % a n d an a lmost comple t e pu r i f i c a t i on of nuclei w a s 
ach ieved . T h e d e g r e e of p u r i f i c a t i o n was con t ro l l ed microscopica l ly and enzy -
rrlatically. 

STRESZCZENIE 

Opisano metodę izolowania makironukleusów z masowych kultur Paramecium 
caudatum, opartą na homogenizacji w rozcieńczonych roztworach sacharozy i frak-
cjonowanym wirowaniu w gradiencie stężonych roztworów sacharozy. 

Zbadano wpływ stężenia chlorku wapnia na wydajność homogenizacji i na 
stopień oczyszczania jąder. Stwierdzono, że stężenie chlorku wapnia jest czyn-
nikiem decydującym o powodzeniu całej preparatyki. 

Wykazano, że najlepsze rezultaty otrzymuje się homogenizując komórki w roz-
tworze 0.3 M sacharozy i 0.0006 M CaCl2. W tych warunkach wydajność homoge-
nizacja osiąga około 95%, końcowa wydajność preparatyki — więcej niż 30%, a otrzy-
mane jądra są prawie całkiem czyste. Stopień oczyszczenia badano mikroskopowo 
i enzymatycznie. 
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EXPLANATION OF THE PLATE I 

Two photomicrographs of the isolated and purified macronuclei of Paramecium 
caudatum. 
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J u l i a R O S T K O W S K A 

Effect of chemical agents on the survival 
of Balantidium coli (Malmsten) 

Wpływ czynników chemicznych na przeżywalność 
Balantidium coli (Malmsten) 

The aim of the present study is to examine the susceptibility of Balanti-
dium coli to the chemical agents which may act upon the population of pa-
rasite in situ as result of feeding of the host or as a secondary effect of drugs 
applied. 

The li t terature treating with the behaviour of free-living ciliates in pre-
sence of inorganic and organic chemical compounds is very extensive. Its 
nearly full report is found in the monographs of K a 1 m u s 1931 and of 
W i c h t e r m a n 1953. Less extensive are the informations concerning the 
action of poisons on parasitic ciliates. They are reported in the monograph 
of B i s h o p 1959. The susceptibility of Balantidium coli to drugs has also 
been rarely experimented: J a m e s o n 1928 studied the activity of ethyl 
alcohol, emetine, isoemetine, dimethoxyemetine and other compounds in vi-
tro. Those compounds exert a slight or no toxic effect on B. coli, whereas 
arsenic trioxide and quinine proved to be very toxic. C o r b e t 1927, B u r -
r o w s and J a h n e s 1952, H o e k e n g a 1953 studied the toxic effect of 
acids, poisons and antibiotics (aureomycin and terramycin) upon B. coli. 

I wish to express my thanks to Prof. Dr. Z. Raabe for his valuable suggest-
ions in the course of this study. 

M a t e r i a l a n d m e t h o d s 
Experiments were carried out on Balantidium coli (Malmsten) Stein grown 

in 1956 on the content of the pig colon. Some authors (recently L a m y et 
R o u x 1950, L o m 1956, W e n r i c h 1958 and 1959) found no difference in 
the structure of B. coli occurring in man and that, so called B. suis auct., 
from pig and consider both forms as one species. H e g n e r 1926, Y o u n g 
1939, T s u c h i y a and K e n a m o r e 1945, claim that the infection of man 
occurs from pig by the ciliate cysts or even trophozoits. 

The material was grown on the medium of Pavlova containing the follo-
wing buffer composition: NaCl 8.5 g, Na 2HP0 4 0.5938 g, KH 2 P0 4 0.4539 g, di-
stilled water 1000 ml1 at pH 6.8 in temperature 37°. The culture was inocu-
lated at two days intervals. For experiments ciliates 48 hrs after inoculation 

i The nutrient contains also 1%> of horse serum and rice starch. 

T 
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were used invariably, in order to avoid the differences of resistibility depen-
ding on the stage of development. 

Such a possibility was signalized by the study of G o r b u n o v a 1937, 
K o v a l e n o k 1945, K a r e l i n a 1948 concerning the different degree of 
susceptibility of Paramecium caudatum to phytoncides of onion, Na2S04 , 
MgS04 and quinine in different stages of the life cycle. According to results 
of L o m 1956 the highest number of conjugating B. coli occurs 18 and 24 hrs 
after inoculation into a fresh substrate. It may be assumed that 48 hrs after 
inoculation nearly all individuals of B. coli are of the same age and the num-
ber of dividing specimens is insignificant. 

It was essential for experiments to have the material as pure as possible 
with no remnants of food and of the liquid culture medium. The attempt to 
purify it by means of the N e l s o n 1940 method or that of K r a s c h e n i n -
n i k o v 1959 failed to give satisfactory results since even after 4—5 hrs the 
majority of individuals were found adhering to cotton wool fibers or to starch 
grains. Balantidia after having passed the filter became little motile. This 
method being satisfactory for removing the intestine content before a sub-
sequent inoculation of a fresh nutrient, proved to be inapplicable for expe-
rimental material. It fails to remove the liquid medium; besides, the ciliates 
kept for a too long time without their medium modify their behaviour. 

The following method of cleaning was applied in the present study. With 
a pipette the ciliates were transferred from the tube into a watch glass of 
1.5 ml capacity, rinced 4 times in 0.85%> NaCl + 6.67 mM phosphate buffer 
at pH 6.8 in 37°. After rinsing ciliates were transferred again to small tubes 
and placed in the same solution at the same temperature. By the transfer 
from one glass to another, balantidia became completely free from the starch 
grains and from the liquid nutrient, and failed to show any disturbances. 
Rinsing lasted for about 15 min. 

The susceptibility of B. coli to chemical compounds was determined apply-
ing the following procedure: on a slide heated to 37°, 0.1 ml of solution of the 
studied compound in the 0.85%> NaCl and 6.67 mM phosphate buffer at pH 
6.8 was placed. To a drop containing the substance under study 0.02 ml of 
rinsed and densified balantidia kept in the same primary solution was added. 
The number of experimented balantidia fluctuated from 67 to 92. The slide 
was placed in a moist chamber which was a stage of the type Z.M.A. 76, 
heated to 37° and placed on a microscope stage. 

After 10 min. the damaged ciliates were counted. Living balantidia were 
killed by addition of a small drop of 0.001°/o HgCl2 and the total number of 
all the ciliates was stated. Each concentration was experimented 3 times and 
the mean was evaluated. Individuals which became spherical, stop their swim-
ming and ciliary movement, show the brocken pellicle and an outflow of 
hyaline drops of cytoplasm — were considered as damaged. 

Subsequently the LD50 solution (killing 50°/o of ciliates) was calculated 
after the formula: 

1 
C50 = c + — (50 - N) 

b 
in which: 

_ N(c-c) 
~ ( c - c ) 2 ' 
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N — number of impaired individuals, c — concentration of the substance 
(N and c — mean values). 

As determination theoretical of the range of the toxic effect of the com-
pounds the limits LD0—LD100 were accepted. LD0 of the compound under 
study was calculated by the aid of the equation: 

1 -
c^min. = c —— • N 

and LD100 — by the aid of the formula: 
c0max. 2cijmax. — c()min. 

in which cN max. is the logarithm of the concentration producing the highest 
percentage of mortality (dead individuals) in the experiment. In the results 
presented and discussed, the mean of 4 successive concentrations most pro-
ximate to the lethal for 50°/o of individuals are given as well as the theore-
tical range of their toxic effect calculated after the above formula. 

In evaluation of mortality, the time of 10 min. for all the agents (except 
some experiments on the osmotic pressure, pH, and bile) was fixed, since the 
t ime of persistence of the protozoacidal substances in the alimentary tract 
is unknown. 

T h e r o l e of o s m o t i c p r e s s u r e 

In the l i t terature no informations are found concerning the effect of osmo-
tic pressure upon B. coli or other ciliates parasites of the alimentary tract. 
As a medium suitable for B. coli the physiological solution for host — of a 
concentration of 0,85% NaCl may be accepted. In this concentration balantidia 
live and reproduce freely showing no disturbances of any kind. 

Table 1 

Effect of NaCl solutions on % of killed Balantidium coli 

NaCl mM 50 280 310 350 410 450 470 480 520 

10' 0 0 0 0 0 33 48 82 88 

30' 0 5 12 57 86 100 100 100 100 

60' 0 4 , ,6 82 100 100 100 100 100 

For the determination of resistibility of B. coli against fluctuations of the 
osmotic pressure, the survival of ciliates in different concentrations of NaCl 
was tried. The results are visualized in the Table 1. It shows that 50% of 
individuals die after 10 min in the concentration of 470 mM, af ter 30 min. in 
concentration 350 mM and af ter 60 min. in concentration 280 mM. The 100% 
mortality occurred after 30 min. in 450 mM, after 60 min. — in 410 mM. As 
the concentration lethal for 50%, the range from 280 mM to 470 mM of NaCl 
applied for 10—60 min. may be stated. This corresponds to 13—22 atmosphe-
res of osmotic pressure as calculated in respect to distilled water. This range 
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Table 2 

Toxic action of salts, carbohydrates and aminoacid on Balantidium 
coli (in mM) 

Osmot'c pressure in Atm. 

Substance L D 5 O LDo —LDioo l d 5 0 

soin. 
physio i. 

soin. total 

NH,C1 292.0 184.6 - 554.5 12.7 8 20.7 
M 

4 C E 
NaCl 463.7 407.1 - 664.0 22.6 8 22.6 

O tuO KCl 390.8 291.2 - 696.0 17.4 8 2 \ 4 
CÖ CO 
O x: CaCl2 421.9 312.3 — 525.0 27.1 8 35.1 

V MgCl2 575.4 279.0 -1756.0 39.7 8 47.7 
HgCl2 0.015 0.0„ 7-0.1227 0.00091 8 8.0 

Na2S04 280.3 244.0 - 368.5 17.8 8 25.8 
TUO 

W Û Na2COa 51.2 36.7 - 98.1 3.4 8 11.4 
C s 
.2 BP NaNOa 381.5 277.8 - 729.5 17.4 8 25.4 
S « NaJ 2£6.4 154.2 -1312.0 13.1 8 21.1 

u Na2HP04 351.8 171.8 -1453.0 22.1 8 20.1 
NaCN 21.2 14.6 - 61.5 1.1 8 9.1 

-o -a 2 Glucose 353.9 284.6 - 561.8 9.2 8 17.2 
s* c y Ä « £5 Saccharose 445.5 405.3 - 577.2 11.4 8 IP.4 

•8 8 •§ 
S « 1 U »i c3 

Glycine 667.9 499.7 -1280.0 16.5 8 24.5 

of concentrations proves a high resistability of B. coli to the changes of osmo-
tic pressure. This fact is important for protection of the ciliate life and pre-
sents an indication in laboratory experiments. 

The action of the Ringer solution of a composition: NaCl — 0.85 g, KC1 — 
— 0.25 g, CaCl2 — 0.3 g, distilled water — 1000 ml was also experimented. 
This solution — even in a double or triple concentration — proved to be not 
toxic for B. coli. 

This range of resistibility is much more extensive than that stated by 
many authors for the free-living protozoa. 

The toxicity of 6 chlorides: NH4C1, NaCl, KC1, MgCl2, CaCl2 was also in-
vestigated.2 Other chlorides could not be applied on account of their low so-
lubility in the phosphate buffer. 

In the Table 2, the means of LD50 and of LD0 — LD100 concentrations are 
presented. The most toxic is the NH 4

+ ion and the least toxic — Mg2 + . The 
sequence of toxicity may be represented as follows: 

NH+4 > K+ > Ca2+ > Na+ > Mg2+ 

In the solutions of tested chlorides the slackening of the balantidia move-
ment is observed, especially in the solution of KC1 which even in non-toxic 

2 A very powerfull toxic effect of HgCl2 was stated. The results are comprised 
in the Table 2. They are not discussed in this chapter because the action of this 
ion is not related to the osmotic effects. 
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concentrations is blocking the progressive movement. In a concentration le-
thal for about 4°/o of protozoa the cell is immobile although the movement 
of cilia is observed. Then the body becomes spherical, the ciliary movement 
ceases and — as the final stage — the disruption occurs. G r ę b e c k i i K u ź -
n i c k i 1955a stated the acceleration of P. caudatum movement in solutions 
of MgCl2 and CaCl2. In B. coli this phenomenon was not observed. It might be 
inhibited by the high content of Na + in the 'medium of B. coli. 

In order to ascertain whether the death of balantidia is evoked by the 
toxic action of cation applied in the experiment or by the osmotic pressure, 
the pressure of the studied solutions was calculated, as related to distilled 
water, provided that the van't Hoff's coefficient amounts for the binary ele-

Fig. 1. Percentage of Balantidia killed in dif-
ferent concentration of some sodium salts; 

'1 — Na 2S0 4 > 2 — Na2C03 , 3 — Na N0 3 , 4 — NaJ, 
5 — Na2HP04, 6 — NaCN. Exposure of 10 min. 

ctrolytes — 1.85 and for the dissociating into 3 ions — 2.6 in 37°. Table 2 shows 
the osmotic pressure of the studied chlorides for LD50 concentration, the 
osmotic pressure of the physiological solution and the general osmotic pres-
sure of solutions (the insignificant influence of the buffer was disregarded). 
The large span of the osmotic pressure of the studied chlorides indicates that 
the cell under experiment is not behaving as a simple osmotic model but its 
susceptibility is also influenced by the chemical nature of cation. 

For determining the toxicity of anions six sodium salts were experimen-
ted: Na2S04 , NaN03 , Na2C03 , NaJ, Na2HP04 , NaCN. In all cases the same 
cation was used to eliminate the influence of different cations. The Na + was 
the most convenient on account of its low toxicity and high solubility of its 
salts. Some other sodium salts frequently applied in therapy, or often met 
by balantidia in their life conditions had to be postponed by reason of their 
low solubility in the phosphate buffer. 

Table 2 shows LD50 of the studied salts and ranges of their toxic concen-
trations. 

Balantidia proved to be most susceptible to the CN ion although its lethal 
concentration is amazingly high. The diagram (Fig. 1) shows that the ranges 
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of the toxic concentration of sulphate, nitrate, iodide and sodium phosphate 
are quite proximate. The most extensive range is that of sodium carbonate. 

The toxicity of experimented anions may be arranged in the following 
sequence: 

CN- > COf- > SO'r > J- > HPOJ- > NO¡~ 

This sequence is in agreement with the results obtained by G r ^ b e c k i 
i K u z n i c k i 1955a for Paramecium caudatum except for the ion J - which 
in the experiments of the above autors proved to be the least toxic. No in-
fluence of the valence of anion upon its toxicity was observed. 

In the solutions of salts studied, below the LD50, slowing of movement 
was found only in sodium sulphate. The behaviour of balantidia in sodium 
cyanide is rather interesting. Breaking of pellicle and outflow of cytoplasm 
accompanied by a slow movement of cilia was observed. 

Since the LD50 of the experimented salts is high, it might be concluded 
that the ciliates die from a high osmotic pressure. Calculations analogical 
to the former were executed. The results shown in the Table 2 indicate that 
the theoretically calculated pressure of the studied solutions is not the only 
cause of toxicity. 

The survival of balantidia in solutions of glucose, saccharose and glycine 
was studied. Table 2 indicates that in this case LD50 corresponds to the diffe-
rent values of osmotic pressure. Besides, the pressure in LD50 concentrations 
of those carbohydrates is lower than in the analogous solutions of NaCl whe-
reas that in glycine is higher. 

The osmotic pressure calculated theoretically in relation to distilled water 
fails to correspond to the actual pressure related to the cell content; yet it 
should be fully comparable for solutions of different substances. The diffe-
rences of theoretical osmotic pressure stated for solutions of a similar toxi-
city commonly are accounted for by the different permeability of the cell 
membrane for given ions and molecules. The higher the permeability the 
weaker is the osmotic action of the substance (provided it is not toxic itself). 
According to the results of the Table 2, glycine would penetrate most easily 
inside the cell, the penetration of NaCl would be slightly lower, while that 
of carbohydrates — the lowest. Such a sequence is in full agreement with 
the classical cytophysiological findings. 

E f f e c t of p H 

Most frequently the range of pH suitable for growing of the protozoa cul-
ture is studied. So does W i c h t e r m a n 1948, J i r o v e c 1930, N e l s o n 
1940 in B. coli, B. entozoon and Nyctotherus cordiformis cultures. The results 
are the optimal values of pH at which the highest growth of population is 
attained. N e l s o n 1935 and L o m 1956 stated the best development of the 
culture in pH 7—8. The studies concerning the survival of B. coli in solutions 
of different pH were not as yet reported as to the author's knowledge. 

Many authors discuss the range of resistibility to pH in free-living proto-
zoa. Recently G r ^ b e c k i i K u z n i c k i 1956 accepted the pH value 
4.68—9.16 as the range of survival (LD50 after 24 hrs) for P. caudatum. Similar 
results are obtained by D r y 1 1961 stating for the acid medium pH 4.65—4.75 
and for the alkaline pH 9.05—9.15. The toxic value of pH for B. coli was de-
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termined in buffers with sodium citrate (0.1 M) 20 ml, CaCl2 (0.1 M) 15 ml, 
NaH 2 P0 4 and Na2HP04 (0.1 M) together 10 ml, distilled water 955 ml. For 
keeping the suitable osmotic pressure, the buffer was added with NaCl(0.85°/o). 
The pH value was determined with a potentiometer (acc. 0.01) in 37°. 

Table 3 

Effect of pH on survival of Balantidium coli 

pH 
of buffer 

(acid range) 

% of disrupted 
B. coli 

pH 
of buffer 
(alkaline 

range) 

°/o of disrupted 
B. coli pH 

of buffer 
(acid range) 

10' 30' 60' 

pH 
of buffer 
(alkaline 

range) 10' 30' 60' 

3.7 45 65 100 9.9 0 0 0 
4.3 0 38 95 10.4 4 4 4 
4.5 0 15 82 11.2 6 19 43 
4.8 0 10 48 11.6 45 53 64 
5.1 0 2 27 11.9 55 89 100 
5.7 0 0 0 12.1 100 100 100 

Table 3 represents the results indicating that the range of survival of 
B. coli is comprised in the limits from pH 3.7 up to 11.62 in the period of 
10—60 min. As the criterion of the limit pH value the mortality of 50°/o of 
ciliates was accepted (LD50). The results are represented in the Fig. 2. 

pH 

Fig. 2. Range of the toxic effect of low and 
high pH values; 

1 — percent of individuals killed in 19 min., 2 — in 
30 min., 3 — in 60 min. Experiments in buffer solutions 

The body shape of B. coli in the low pH becomes more spherical, the pelli-
cle bursts, the outflow of cytoplasm occurs and the movement ceases. 

In the media of a high pH the slowing down of movement was the first 
symptom of intoxication, the change of the body shape followed and finally 
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the cell disrupted. Ciliates which survived over 60 min., kept subsequently in 
a moist chamber at 37°, survived 12 hrs and showed no symptoms of into-
xication. The extensive range of tolerable pH is in some way connected with 
the natural life conditions of balantidia. Living in a slightly alkaline medium 
in colon, this ciliate is rather resistant to a high pH. This large range of pH 
values may be of importance in therapy, if the resistibility of B. coli against 
toxic compounds may change with the pH of the medium. 

No informations in the li t terature had been found concerning the effects 
of organic acids upon B. coli or other parasitic protozoa. In the present study 
the action of formic, acetic, oxalic, citric, lactic, ascorbic and desoxycholic 
acids upon B. coli was experimented. The pH values in LD50 of the studied 
acids are not in the mortality limits except for the ascorbic acid wihich at 
pH 3.8 kills about 23%> of the protozoa within 10 min. Results are shown in 
the Table 4. 

Table 4 

Toxic action of organic acids on Balantidium coli 
(in mM) 

Substance pH value LD50 LD50 — LDioo 

Formic acid 5.61 3.6 2.7—9.3 
Acetic acid 6.67 0.5 0.1—6.9 
Oxalic acid 6.63 1.7 1.1—3.6 
Lactic acid 6.37 3.1 2.4—6.7 
Citric acid 5.98 0.7 0.5—1197.0 
Ascorbic acid 3.82 4.5 1.9—34.3 
Desoxycholic 

acid 4.92 2.7 2.4—3,3 

The mortality of balantidia seems to depend not only on the ion H + but 
also on the anion of the acid. A large span exists as to the toxic concentration 
of the acids used in experiments. No significant differences are found in the 
toxic concentrations of the oxalic, lactic and formic acids. The range of the 
toxic effect of acids is shown in the Fig. 3. The diagram indicates that the 
toxic concentrations of oxalic, lactic and formic acids fluctuate in similar 
limits and the curve is very abrupt which proves the rapid increase of their 
toxic effects. The widest range of the toxic action is shown by the curve of 
the citric and ascorbic acids. • 

G r ^ b e c k i i K u z n i c k i 1956 stated that P. caudatum dies in the 
same concentrations of H ions without respect to the chemical nature of 
anions. The results in the case of B. coli and P. caudatum then are different. 
Balantidium coli is much more resistant to the action of experimented acids 
than the free-living protozoa, probably because the acids belong to the com-
pounds occurring in the natural medium of B. coli. The resistibility of B. coli 
to ascorbic acid (which proved to be the least toxic) is striking. The most 
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1 3 5 7 9 
x 0,1 mil ^ 

1 3 5 7 9 
x 1mH » x 10 mil— 

0 1 2 

Fiig. 3. Percentage of Balantidia killed in 10 min. 
in different concentrations of some organic 

acids; 
1 — formic acid, 2 — acetic acid, 3 — oxalic acid, 
4 — lactic acid, 5 — citric acid, 6 — ascorbic acid, 

7 — desoxychol ic acid 

toxic of all was found the acetic acid. The first symptoms of intoxication with 
organic acids in B. coli is bursting of the pellicle and outflow of cytoplasm; 
the movement is inhibited just after several minutes. Only after application 
of lactic acid the inhibition of movement preceded the changes in the pellicle 
and in cytoplasm. 

The action of penicillin, streptomycin and aureomycin upon B. coli was 
tested. Chloromycetin and terramycin as insoluble in the phosphate buffer 
had to be postponed. Penicillin and streptomycin proved to be little toxic 
for B. coli and their LD50 are similar for both antibiotics (Table 5). Aureomy-
cin is more toxic as related to the toxic concentration LD50 and to its range 
of lethal concentrations. 

Penicillin and aureomycin involve the changes of the body shape — 
which becomes spherical — and then the disruption of the cell occurs. In the 
medium with streptomycin the first symptom of intoxication is the slowing 
of movement. All antibiotics studied involve a rapid and complete dissolution 
of the pellicle. 

Some protozoacidal drugs were also applied: atebrin, chinosol, phenol, 
neosalvarsan, sulphathiazole, potassium permanganate, ethanol (Table 5). The 
toxic concentrations of chinosol and neosalvarsan are similar. Balantidium 
proved to be more susceptible to phenol and potassium permanganate. Amaz-
ing is the resistibility of balantidia to ethanol. The toxicity of sulphathiazole 
is lower than that of other compounds. Balantidia are only slightly susceptible 
to the toxic action of atebrin which is often applied as a protozoacidal drug. 
Results visualized in the Table 5 may serve as orientation data in establishing 
the lethal doses of drugs for Balantidium. 

E f f e c t of s o m e d r u g s 
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Table 5 

Toxic effect of antibiotics and iprotozoacidal 
drugs on Balantidium coli (in mM) 

Substance LD 5 0 LDo — LDJOO 

Penicillin 
Streptomycin 
Aureomycin 

127.2 
151.7 

2.7 

35.5—1861.0 
67.0—2388.0 

1.3—19.5 

Atebrin 
Chinosol 2.6 1.3—9.7 

2.7 1.1—23.4 
69.1 38.6—437.4 

0.6 0.2—3.3 
3.0 0.4—1.6 

8.4 1.3—300.8 

Neosalvarsan 
Sulphathtiazoje 
Phenol 
KMn04 

Ethanol 3067.0 1777.0 —11410.0* 

In experiment ca 4500.0 mM. 

Fig. 4 shows the ranges of the toxic action of drugs. The first signal of 
intoxication was the slackened swimming except for sulphathiazole which 
causes the acceleration of movement in B. coli. Atebrin evokes a gradual 
staining of cytoplasm already in living balantidia. 

The experiments indicate a high resistibility of B. coli to poisons in the 
medium. In lower concentrations even single dead specimen were not detected. 

Fig. 4. Percentage of Balantidia killed in 10 
min in different concentrations of some drugs; 
1 — atebrin, 2 — chinosol, 3 — phenol, 4 — neosal-
varsan, 5 — sulfathiasole, 6 — potasium permanganate, 

7 — ethyl alcohol 

In consequence, curves of the compounds studied are abrupt which speaks in 
favour of a rapid rise of toxic action of the compound. A selection of less 
resistant individuals was not stated, i.e. the differences in resistibility are 
in B. coli insignificant. 

1 3 5 7 9 1 3 5 7 9 ~1 2 3 4 
xO,1mM xImM -—xlOOOmM-
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E f f e c t of t h e s u r f a c e - a c t i v e c o m p o u n d s a n d of b i l e o n 
t h e t o x i c i t y o f d r u g s 

In pharmacology a number of surface-active substances are applied for 
emulgation of medicines or for a direct therapeutic purpose. Therefore the 
influence of superficially acting compounds upon toxicity of the protozoacidal 
drugs was experimented applying Tween 80 and saponin. Saponin in concen-
tration 0.2°/o kills 54.24% of protozoa within 10 min.; Tween 80 in concen-
tration 1— 5% is not toxic. 

For experiments 0.1%> saponin and 1% Tween solutions, not noxious for 
balantidia, were applied to test their effect on the action of atebrin, chinosol, 
and phenol. The results comprised in the Table 6, support the assumption that 
the effect of drugs depends on the superficially active substances in the 
medium since the LD50 dose of atebrin increased 10 times in the presence 
of Tween, and nearly 6 times in the saponin containing medium. The chi-
nosol LD50 dose increased about 10 times in presence of Tween and in the 
saponin containing medium no deviation in the LD50 was found. The phenol 
action with Tween and saponin showed no essential alterations. 

Table 6 
Effect of surface-active compounds and of bile on toxicity 

.of poisons (LD50 in mM) 

Toxic 
compound 

Compound 
alone 

Compound 
+ saponin 

0.1°/o 

Compound 
+ Tween 

l°/o 

Compound 
+ bile 

1:100 

Chinosol 2.9 2.6 24.2 
Phenol 0.60 0.62 0.58 — 

Atebrin 8.4 48.0 78.0 364.0 
NaCl 463.7 — — 203.9 
Na2C03 51.2 — — 11.5 
Formic 
acid 3.6 — — 0.4 

Bile sampled from a pig immediately after slaughter, diluted with 0.85% 
sodium chloride, was used. Non-diluted bile kills all balantidia after a few 
minutes. In the solution 1 : 10, 39.34% of protozoa die after 10 min., 50% 
after 26 min. and 69% after 60 min. Later on, the mortality fails to increase. 
The toxic solutions of bile involves a quick dissolution of the pellicle and 
disruption of cytoplasm which makes the count of dead protozoa difficult. 

In subsequent experiments 1:100 concentration of bile not killing protozoa 
was used. The influence of bile upon the toxicity of the following compounds 
was experimented: atebrin, sodium chloride, sodium carbonate and formic acid. 

It follows from the results shown in the Table 6 that the LD50 dose of 
atebrin increased nearly 50 times in presence of bile. The lethal dose of NaCl, 
Na2C03 and of formic acid was diminished by the action of bile: in the case of 
NaCl down to 50%, of sodium carbonate to 20% and of formic acid to 10% 
of its initial value. This fact may be of importance for chemotherapy because 
the bile inflicting the pellicle of B. coli intensifies the action of poisons. 
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S u m m a r y 

A m e t h o d of c l ean ing t he c u l t u r e of Balantidium coli f r o m food r e m n a n t s 
and l iquid m e d i u m of the n u t r i e n t w a s w o r k e d out . 

T h e s u r v i v a l of B. coli in d i f f e r e n t concen t r a t i ons of NaCl proves its h igh 
res i s t ib i l i ty to the changes of t h e osmot ic p re s su re . S imi la r r e su l t s w e r e 
conc luded f r o m the s t u d y of t he toxic e f f ec t of some o t h e r m e t a l ch lo r ides 
a n d sodium sal ts , c a r b o h y d r a t e s a n d aminoac ids . 

T h e r a n g e of s u r v i v a l of B. coli in b u f f e r so lu t ions is compr i sed in the pH 
l imi t s 3.7 —11.62 fo r t h e e x p o s u r e of 10—60 min . In t h e case of o rgan ic ac ids 
t h e m o r t a l i t y of Balantidium d e p e n d s p r e s u m a b l y a lso on t he an ion . 

T h e act ion of some d rugs upon B. coli w a s e x p e r i m e n t e d . The resu l t s m a y 
s e r v e as o r i en ta t ion in d e t e r m i n i n g the doses of d r u g s l e tha l fo r b a l a n t i d i a . 

T h e agen t s supe r f i c i a l ly ac t ive T w e e n 80, sapon in a n d bile a l t e r t he 
suscept ib i l i ty of Balantidium coli to some chemica ls . 

STRESZCZENIE 

Opracowano metodę oczyszczania balantidiów z resztek pokarmu i płynnego 
środowiska pożywki. 

Przeżywalność B. coli w różnych stężeniach NaCl świadczy o jego znacznej 
odporności na zmiany ciśnienia osmotycznego. Podobne wyniki przyniosło zba-
danie efektu toksycznego niektórych innych chlorków metali, soli sodowych, cukrów 
i aminokwasów. 

Zakres przeżywalności ponad 50% B. coli w roztworach buforowych mieści się 
w granicach pH 3.7 —11.62 dla okresu 10 — 60 min. W przypadku kwasów orga-
nicznych śmiertelność balantidiów zależy prawdopodobnie również i od anionu. 

Zbadano oddziaływanie niektórych leków na B. coli. Uzyskane wyniki mogą 
posłużyć jako dane orientacyjne przy ustalaniu śmiertelnych dla balantidium 
dawek leków. 

Substancje powierzchniowo czynne, jak Tween 80, saponina, a także żółć, zmie-
niają wrażliwość pierwotniaków na niektóre badane związki chemiczne. 
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