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A  s tu d y  o f  n in e  sp ec ie s  o f  s m a ll  f re e - l iv in g  a m o e b a e  h a s  b e e n  m a d e  u n d e r  s ta n d a r d iz e d  a n d  

re p r o d u c ib le  c u l tu r a l  c o n d it io n s , b y  a  n e w  m e th o d  t h a t  e n a b le s  s p e c im e n s  in  a l l  s ta g e s  o f  d iv is io n  

to  b e  o b ta in e d  e a s ily . I n  a l l  sp ec ie s  th e  re s t in g  n u c le u s  sh o w s a  F e u lg e n -n e g a t iv e  n u c le o lu s  a n d  

F e u lg e n -p o s i t iv e  c h r o m a t in  g r a n u le s . N u c le a r  d iv is io n  in  th e s e  sp ec ie s  a n d  in  o th e r  a m o e b a e  

d e s c r ib e d  b y  o th e r  w o rk e rs  is o f  tw o  m a in  ty p e s  o n  w h ic h  i t  is p ro p o s e d  to  c r e a te  tw o  n e w  fa m ilie s—  

S c h iz o p y re n id a e  a n d  H a r tm a n n e l l id a e .  I n  S c h iz o p y r e n id a e ,  th e  ty p e  g e n u s  Schizopyrenus n .g . a n d  

tw o  o th e r  g e n e r a ,  Naegleria a n d  Didascalus n .g .,  a r e  d e f in e d . Naegleria gruberi, Didascalus thorntoni 

n .s p .,  Schizopyrenus russelli n .s p .,  S. erythaenusa n .sp . a n d  S. atopus n .sp . a r e  d e s c r ib e d . I n  H a r t m a n n ­

e l l id a e  th e  ty p e  g e n u s  Hartmannella is d e f in e d . H. H. rhysodes n .s p .,  H. leptocnemus n .sp  a n d

H. agricola a r e  d e s c r ib e d . T h e  r e la t io n  o f  th e  p r o p o s e d  c la ss if ic a t io n  to  p re v io u s ly  d e f in e d  fa m ilie s  

a n d  g e n e r a  o f  a m o e b a e ,  a n d  its  b e a r in g  o n  p h y lo g e n y  a r e  d isc u sse d .

I. In t r o d u c t i o n

W e n y o n  (1926) d iv id e d  th e  o r d e r  A m o e b id a  C a lk in s  i n to  f o u r  f a m i l ie s :  (1 ) F a m i ly  

A m o e b id a e  B r o n n — a m o e b a e  t h a t  a r e  n o t  a b le  to  f o r m  f la g e l la .  (2 ) F a m i l y  P a r a m o e b id a e  

P o c h e — a m o e b a e  w h ic h ,  i n  a d d i t i o n  to  a  n u c le u s  o f  t h e  u s u a l  t y p e ,  p o ssess  a n  a c c e s s o ry  

b o d y  ( N e b e n k o r p e r )  w h ic h ,  d u r i n g  d iv is io n , d iv id e s  w i t h  th e  n u c le u s .  ( 3 ) F a m i ly  

D im a s t ig a m o e b id a e  W e n y o n — a m o e b a e  w h ic h ,  i n  a d u l t  f o rm , a r e  a b le  u n d e r  c e r t a i n  

c o n d i t io n s  to  f o r m  tw o  o r  m o r e  f la g e l la ,  b y  m e a n s  o f  w h ic h  th e y  p ro g re s s  a s  f la g e l la te s .  

( 4 ) F a m i l y  R h iz o m a s t ig id a e  C a lk in s — a m o e b a e  w h ic h  a r e  p r o v id e d  w i th  a  s in g le  f la g e l lu m  

d u r i n g  th e  g r e a t e r  p a r t  o f  t h e  f r e e - l iv in g  e x is te n c e .
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U n le s s  a  d e f in i te  c o n n e c t in g  l in k  is e s ta b l i s h e d  b e tw e e n  t h e  a m o e b a e  h a v in g  t e m p o r a r y  

f la g e l la  u n d e r  c e r t a i n  p h y s io lo g ic a l  c o n d i t io n s  a n d  t h e  o r g a n is m s  b e lo n g in g  to  th e  fa m i ly  

R h i z o m a s t ig i d a e  i t  is w is e r  to  p l a c e  t h e  l a t t e r  in  M a s t i g o p h o r a  a s  h a s  b e e n  d o n e  b y  

C a lk in s  (1 9 3 3 ), K u d o  (1946) a n d  o th e r s .  T h e  o r g a n is m s  in c l u d e d  i n  th e  r e m a in i n g  fa m i l ie s  

b y  W e n y o n  (1926) h a v e  b e e n  a c c e p t e d  b y  p r o to z o o lo g is t s  to  b e lo n g  to  a m o e b a e .  T h e  

s y s te m  o f  c la s s if ic a t io n , h o w e v e r ,  a d o p te d  b y  th e  v a r io u s  a u th o r i t i e s  d if fe r s  i n  d e ta i l s .  

C a lk in s  (1933) d iv id e d  a m o e b a e  i n to  f o u r  f a m il ie s :  (1 ) F a m i ly  B is ta d i id a e  D o f le in — to  

i n c l u d e  a m o e b a e  c h a r a c t e r i z e d  b y  tw o  i n te r c h a n g e a b l e  p h a s e s , a m o e b o id  a n d  f la g e l l a te .  

(2 ) F a m i ly  A m o e b id a e  ( a u th o r s  g e n e r a l ly  e m . D o f le in , e m . C a lk in s ) — t h e  f r e e - l iv in g  

a m o e b a e  a r e  p l a c e d  in  th is  f a m ily . ( 3 ) F a m i ly  E n d a m o e b i d a e  C a lk in s — to  in c lu d e  

e x c lu s iv e ly  th e  p a r a s i t i c  fo rm s . ( 4 ) F a m i ly  P a r a m o e b id a e  P o c h e . K u d o ’s (1946) c la s s i­

f i c a t io n  is b a s e d  o n  W e n y o n  (1926) a n d  C a lk in s  (1933). A c c o r d in g  to  h im  th e  a m o e b a e  

s h o u ld  b e  d iv id e d  a s  fo l lo w s :  ( I )  F a m i ly  D im a s t ig a m o e b id a e  W e n y o n .  (2) F a m i ly  

A m o e b id a e  B r o n n — to  i n c lu d e  f r e e - l iv in g  a n d  a  few  p a r a s i t i c  a m o e b a e .  (3 ) F a m i ly  

E n d a m o e b i d a e  C a lk in s .  ( 4 ) F a m i ly  P a r a m o e b id a e  P o c h e .

I t  is n o t  i n t e n d e d  to  re v ie w  th e  l i t e r a t u r e  o n  th e  c la s s if ic a t io n  o f  a m o e b a e  in to  fa m il ie s  

b u t  to  s h o w  t h a t ,  so  f a r ,  n o  s y s te m  o f  c la s s if ic a t io n  h a s  b e e n  p u t  f o r w a r d  w h ic h  is b a s e d  o n  

p r o b a b l e  p h y lo g e n e t ic  r e la t io n s h ip s  o f  a m o e b a e .

I t  a p p e a r s  to  t h e  w r i t e r  t h a t  t h e  c r e a t i o n  o f  fa m il ie s ,  b a s e d  o n  s u c h  c h a r a c t e r s  a s  t h e  

t e m p o r a r y  p r o d u c t i o n  o f  f la g e l la  b y  s o m e  a m o e b a e  u n d e r  p h y s io lo g ic a l  c o n d i t io n s  n o t  

p r o p e r l y  u n d e r s to o d ,  t h e i r  p a r a s i t i c  o r  f r e e - l iv in g  n a t u r e  a n d  th e  p o ss e s s io n  o f  a n  a c c e s s o ry  

b o d y  ‘ N e b e n k o r p e r ’ is u n s o u n d .  I t  d o e s  n o t  b e a r  a n y  r e l a t i o n  to  th e  p r o b a b l e  e v o lu t io n  

o f  t h e  o r g a n is m s  in c lu d e d  in  th e  o r d e r  A m o e b id a .  I t  is v e r y  w e ll  k n o w n  t h a t  Entamoeba 

histolytica a n d  o t h e r  i n t e s t in a l  a m o e b a e  c a n  b e  g r o w n  in  c u l t u r e  in d e f in i t e ly  o n  s u i t a b le  

b a c t e r i a l  fo o d  l ik e  m o s t  o f  t h e  f r e e - l iv in g  n o n - p a r a s i t i c  fo rm s . T h e  m e r e  f a c t  t h a t  s o m e  

a m o e b a e  b e c o m e  p a r a s i t i c  d o e s  n o t  ju s t i f y  th e  c r e a t io n  o f  t h e  fa m ily  E n d a m o e b i d a e .  T h e  

p r o d u c t i o n  o f  t e m p o r a r y  f la g e l la  u n d e r  c o n d it io n s  im p e r f e c t ly  u n d e r s to o d  is e q u a l ly  

u n s u i t a b l e  a s  a  c h a r a c t e r  fo r  t h e  c r e a t io n  o f  a  fa m ily . I n  so m e  a m o e b a e  i t  is n e i t h e r  e a sy  

to  p r o d u c e  t e m p o r a r y  f la g e l la  n o r  is th is  c h a r a c t e r  a s  c o n s i s t e n t  a s  w a s  a s s u m e d  b y  th o s e  

w h o  c r e a t e d  th e  fa m ilie s  D im a s t ig a m o e b id a e  o r  B is ta d i id a e . T h e  q u e s t io n  o f  t h e  p r o d u c t i o n  

o f  f la g e l la  w il l  b e  d is c u s se d  in  c o n n e x io n  w i th  th e  a m o e b a e  d e s c r ib e d  in  th is  w o r k . 

S im i la r ly ,  t h e  p o sse s s io n  o f  ‘N e b e n k o r p e r ’ b y  a m o e b a e  h a s  n o t  m u c h  s ig n i f ic a n c e  w h e n  

a t t e m p t s  a r e  m a d e  to  t r a c e  th e  e v o lu t io n a r y  h is to r y  o f  t h e  o r d e r  A m o e b id a .

T h e  g e n e r a  a n d  sp e c ie s  a m o n g  s m a ll  f r e e - l iv in g , i n te s t in a l  a n d  p a r a s i t i c  a m o e b a e  h a v e  

b e e n  c r e a t e d  b y  th e  e a r l i e r  w o r k e rs  l a r g e ly  o n  th e  b a s is  o f  t h e i r  n u c le a r  s t r u c tu r e  a n d  th e i r  

m o d e  o f  n u c le a r  d iv is io n . A  n u m b e r  o f  m e m o i rs  d e a l in g  w i th  th e  n u c le a r  d iv is io n  in  

s m a ll  f re e - l iv in g  a m o e b a e  h a v e  a p p e a r e d  s in c e  th e  w o rk  o f  V a h l k a m p f  (1905). A  c a r e f u l  

s tu d y  o f  th e s e  m e m o ir s  c le a r ly  sh o w s  t h a t  c o n f l ic t in g  v ie w s  h a v e  b e e n  p u t  f o r w a r d  b y  th e  

d i f f e r e n t  w o rk e rs  w h o  c a r r i e d  o u t  c y to lo g ic a l  in v e s t ig a t io n s . T h e  c o n fu s io n  t h a t  p r e v a i ls  

c a n  b e  m a in ly  a s s ig n e d  to  tw o  p r i n c i p a l  c a u s e s :  f ir s t ,  t h e  s tu d y  o f  a m o e b a e  g r o w n  in  

n u t r i e n t  m e d ia  w i th  u n c o n t r o l l e d  b a c t e r i a l  fo o d  w h ic h  m a y  le a d  to  th e  p r o d u c t i o n  o f  

a b n o r m a l  fo rm s , a n d  s e c o n d ly , t h e  u se  o f  c y to lo g ic a l  te c h n iq u e s  w h ic h  a r e  n o t  sp e c if ic  

fo r  th e  lo c a t io n  o f  c h r o m a t i c  a n d  n o n - c h r o m a t i c  m a te r ia l s  d u r i n g  a l l  t h e  s ta g e s  o f  n u c le a r  

d iv is io n .
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T h e  g r e a t  m a j o r i t y  o f  t h e  e a r l i e r  w o r k e r s  w h o  s t u d i e d  th e  n u c l e a r  d iv is io n  in  s m a ll  

f r e e - l iv in g  a m o e b a e  g r e w  t h e m  i n  r i c h  n u t r i e n t  l i q u i d  m e d i a  w i th  u n c o n t r o l l e d  b a c t e r i a l  

fo o d . T w o  c h i e f  m e th o d s  w e r e  u s e d :  (1 ) c o v e r - s l ip s  w e r e  p u t  a t  t h e  b o t t o m  o f  th e  l iq u id  

m e d i a  fo r  t h e  a m o e b a e  to  g r o w  o n  t h e m ;  (2 ) c o v e r - s l ip s  w e r e  f lo a te d  o n  t h e  s u r f a c e  h o p in g  

t h a t  a m o e b a e  w o u ld  c r a w l  o n  t h e m  a n d  m u l t i p l y  t h e r e .  A f te r  v a r io u s  in te r v a l s  t h e  

c o v e r - s l ip s  w e r e  r e m o v e d  a n d  c y to lo g ic a l  p r e p a r a t i o n s  w e r e  m a d e .  R i c h  n u t r i e n t  m e d ia ,  

e i t h e r  s o l id  o r  l iq u i d ,  a r e  o f te n  u n s u i t a b l e  fo r  a m o e b a e ,  b e c a u s e  t h e y  m a y  e n c o u r a g e  th e  

g r o w th  o f  i n e d ib l e  b a c t e r i a  a n d  p o s s ib ly  o f  o r g a n i s m s  p r o d u c i n g  to x ic  s u b s ta n c e s  ( S in g h  

1941, 1945, 1946, 1 9 4 7 a , b, 1948 a ) .  T h e  u n s u i t a b i l i t y  o f  s u c h  m e th o d s  fo r  g e t t i n g  th e  

s ta g e s  o f  n u c l e a r  d iv is io n  c a n  b e  j u d g e d  b y  t h e  f o l lo w in g  r e m a r k s  o f  D o b e l l  (1914) w h o  

to o k  g r e a t  p a in s  to  s t u d y  a l l  t h e  s ta g e s  o f  n u c l e a r  d iv is io n  in  f r e e - l iv in g  a m o e b a e .  H e  s a y s : 

£I  h a v e  s tu d ie d  a l t o g e t h e r  m o r e  t h a n  a  d o z e n  d i f f e r e n t  s p e c ie s  o f  f r e e - l iv in g  a m o e b a e .  

S o m e  o f  th e s e  h a v e  b e e n  o b t a i n e d  f r o m  th e  in f u s io n  o f  so i l, h a y  a n d  o t h e r  o r g a n ic  s u b ­

s t a n c e s ;  o th e r s  f r o m  f re s h  w a t e r ;  o th e r s  a g a i n  f r o m  s e a . I t  is , o f  c o u rs e ,  n e c e s s a r y ,  in  th e  

c a s e  o f  e v e r y  f o r m  to  d is c o v e r  a t  t h e  o u t s e t  t h e  p a r t i c u l a r  m e d i u m  w h ic h  is b e s t  s u i t e d  to  

i t ;  a n d  d is c o v e r  w h a t  i t  e a t s ,  a n d  t h e n  t a k e  c a r e  t h a t  i t  is p r o p e r l y  f e d ’ (p . 1 4 2 ) . ‘ I  m a y  

a d d  h e r e  t h a t  c h a n c e  p la y s  a  l a r g e  p a r t  i n  d e t e r m i n i n g  th e  s u c c e s s— o r  th e  r e v e r s e —  

w h ic h  r e w a r d s  th e  e ffo r ts  o f  th o s e  w h o  t r y  to  s tu d y  t h e  m e t h o d  o f  n u c l e a r  d iv is io n  i n  m a n y  

s p e c ie s  o f  a m o e b a e .  O n  s e v e r a l  o c c a s io n s  I  h a v e  w o r k e d  e x t r e m e ly  h a r d  fo r  s e v e r a l  w e e k s  

a t  a  f lo u r is h in g  c u l t u r e  o f  a m o e b a — m a k i n g  s c o re s  o f  p r e p a r a t i o n s  s y s te m a t ic a l ly  a t  a l l  

t im e s  o f  t h e  d a y ,  a n d  e x a m in in g  t h o u s a n d s  u p o n  t h o u s a n d s  o f  i n d iv id u a l s .  O n  a t  l e a s t  

tw o  s u c h  o c c a s io n s  I  h a v e  b e e n  c o m p e l le d  to  c e a s e  f r o m  th e  i n v e s t ig a t io n  f r o m  s h e e r  

e x h a u s t io n — w i t h o u t  h a v in g  f o u n d  a  s in g le  d iv id in g  o r g a n i s m .  O n  o n e  o c c a s io n , I  f o u n d  

a n  a lm o s t  c o m p le t e  s e r ie s  o f  s ta g e s  in  d iv is io n  i n  t h e  f i r s t  p r e p a r a t i o n  t h a t  I  m a d e  f r o m  

a  c u l t u r e  o f  a m o e b a — a n d  in  l a r g e  n u m b e r s  o f  s u b s e q u e n t  p r e p a r a t i o n s  o f  t h e  s a m e  fo rm s  

n o t  a  s in g le  s t a g e ’ (p . 1 4 6 ) . D o b e l l  w a s  su c c e ss fu l  i n  g e t t i n g  th e  d e ta i l s  o f  t h e  n u c le a r  

d iv is io n  i n  o n ly  tw o  s p e c ie s  o f  a m o e b a e  d u r i n g  a  p e r io d  o f  s e v e n  y e a r s .

T h e  u s e  o f  h a e m a t o x y l in  a n d  o f  o t h e r  n o n - s p e c i f ic  a n i l i n e  d y e s  a n d  t h e i r  c o m b in a t io n s  

a s  t h e  m a i n  c r i t e r i a  fo r  d i f f e r e n t i a t i n g  t h e  n u c l e a r  s t r u c t u r e  a n d  n u c l e a r  b e h a v i o u r  d u r i n g  

d iv is io n  h a s  c r e a t e d  g r e a t  c o n fu s io n  i n  th e  p a s t .  E x t r a o r d i n a r y  d if fe re n c e s  i n  t h e  b e h a v i o u r  

o f  t h e  c o n s t i t u e n t s  o f  t h e  n u c le u s  d u r i n g  d iv is io n  h a v e  b e e n  c la im e d .  T h e  s t r u c t u r e  w h ic h  

h a s  b e e n  c a l le d  th e  k a r y o s o m e , b u t  w h ic h  s h o u ld  b e  c a l le d  n u c le o lu s  b e c a u s e  i t  is F e u lg e n -  

n e g a t iv e ,*  h a s  b e e n  s u p p o s e d  to  c o n t r i b u t e  e i t h e r  p a r t l y  o r  c o m p le te ly  to  c h r o m o s o m a l  

c h r o m a t i n  in  s o m e  fo rm s  a n d  n o t  i n  o th e r s .  T h e  ‘ p e r i p h e r a l  c h r o m a t i n ’ h a s  b e e n  f o u n d  

to  b e  c o m p le te ly  a b s e n t  i n  s o m e  a m o e b a e  a n d  p r e s e n t  i n  o th e r s .  C la im s  h a v e  b e e n  m a d e

* M in c h in  ( 1912) in  d e s c r ib in g  th e  n u c le a r  s tr u c tu r e  in  P ro to z o a  sa y s : ‘ I n  a d d i t io n  to  th e  a c h r o m a ti c  

f ra m e w o rk , p la s t in  is c o m m o n ly , i f  n o t  in v a r i a b ly ,  p re s e n t  in  th e  fo rm  o f  m asses o r  b o d ie s  w h ic h  re c e iv e  

d if fe re n t  n a m e s , a c c o rd in g  as th e y  c o n s is t o f  p u r e  p la s t in  o r  o f  p la s t in  im p r e g n a te d  to  a  g r e a te r  o r  less 

e x te n t  w ith  c h r o m a tin .  I n  th e  v e s ic u la r  ty p e  o f  n u c le u s , th e  e n d o so m e  m a y  p e r h a p s  c o n s is t, in  so m e  cases, 

o f  p u r e  c h r o m a tin ,  b u t  in  m o s t cases, i f  n o t  a lw a y s , i t  is c o m p o s e d  o f  a  m a tr ix  o r  g r o u n d -s u b s ta n c e  o f  p la s t in  

in  w h ic h  th e  c h r o m a tin  is lo d g e d . A n  e n d o s o m e  o f  th is  k in d  is te rm e d  a  , o r  c h r o m a tin - n u c le o lu s ;

as a  ru le  i t  h a s  th e  fo rm  o f  a  r o u n d e d  m a ss , o c c u p y in g  th e  c e n t r e  o f  th e  n u c le u s , s o m e tim e s  o f  m o re  th a n  o n e  

s u c h  m a ss , b u t  in  a  few  cases i t  m a y  h a v e  th e  fo rm  o f  a  c re s c e n t  o r  c a p  (“ c a l o t t e ” ) c lo se ly  a p p l ie d  to  th e  

n u c le a r  m e m b r a n e .  I n  th e  g r a n u la r  ty p e  o f  n u c le u s , o n  th e  o th e r  h a n d ,  th e r e  m a y  b e  o n e  o r  m o re  m asses 

o f  p u r e  p la s t in  c o n ta in in g  n o  c h r o m a t in ;  s u c h  a  b o d y  is te rm e d  a  nucleolus s im p ly , o r  a  “  p la s t in -n u c le o lu s  ”  ’ 

(p . 7 6 ) .

5 1-2
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t h a t 4 p e r i p h e r a l  c h r o m a t i n  ’ s o m e tim e s  g iv e s  r ise  to  c h ro m o s o m e s  a n d  s o m e tim e s  d i s a p p e a r s  

c o m p le te ly  d u r i n g  d iv is io n  o f  t h e  n u c le u s .  I t  m a y  b e  e m p h a s iz e d  t h a t  b e fo r e  th e  F e u lg e n  

t e c h n iq u e  c a m e  i n to  u s e , i t  w a s  im p o s s ib le  to  lo c a te  c h r o m o s o m a l  c h r o m a t i n  t h r o u g h  th e  

v a r io u s  p h a s e s  o f  n u c l e a r  d iv is io n .  I t  is n o w  c le a r  t h a t  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  r e s t in g  n u c le u s  

in  a m o e b a e  is o f  s im i la r  p a t t e r n  to  th e  n u c le u s  o f  h i g h e r  p l a n t s  a n d  a n im a ls .

T h e  d i f f ic u l ty  o f  g e t t i n g  th e  v a r io u s  n o r m a l  s ta g e s  o f  n u c le a r  d iv is io n  a n d  th e  u se  o f  

u n s u i t a b l e  c y to lo g ic a l  t e c h n iq u e s  r e s u l t e d  i n  th e  c r e a t i o n  o f  a  l a r g e  n u m b e r  o f  sp e c ie s  o f  

s m a ll  f r e e - l iv in g  a m o e b a e ,  t h e  g r e a t  m a j o r i t y  o f  w h ic h  c a n  b e  id e n t i f i e d  o n ly  b y  th o s e  w h o  

d e s c r ib e d  th e m .  A  s a t is f a c to r y  c la s s if ic a t io n  o f  a m o e b a e  r e m a in s  to  b e  f o u n d .

I t  w a s  t h o u g h t  t h a t  t h e  s tu d y  o f  t h e  n u c l e a r  d iv is io n  a n d  o t h e r  c h a r a c t e r s  i n  s m a ll  

f r e e - l iv in g  a m o e b a e ,  u n d e r  c o n t r o l le d  a n d  r e p r o d u c i b le  c u l t u r a l  c o n d i t io n s  c o m b in e d  

w i th  th e  u s e  o f  F e u lg e n  r e a c t i o n  to  d i s t in g u is h  b e tw e e n  c h r o m a t i c  a n d  n o n - c h r o m a t i c  

s u b s ta n c e s , m ig h t  b e  o f  h e lp  in  c la s s ify in g  s m a ll  f r e e - l iv in g  a m o e b a e .  A n  o p p o r t u n i t y  o f  

i s o la t in g  a  l a r g e  n u m b e r  o f  s t r a in s  o f  a m o e b a e  w a s  f o u n d  in  c o n n e x io n  w i th  w o r k  o n  th e  

e ffe c ts  o f  a r t i f ic ia l  f e r t i l i z e r s  a n d  d u n g  o n  t h e  n u m b e r s  o f  a m o e b a e  in  R o t h a m s t e d  so ils  

(S in g h  1949). A  c u l t u r e  m e t h o d ,  b a s e d  o n  th e  s e le c t iv e  fe e d in g  o f  a m o e b a e  o n  v a r i e d  

b a c t e r i a l  s t r a in s ,  fo r  t h e  s tu d y  o f  t h e  n u c le a r  d iv is io n  in  s m a ll  f r e e - l iv in g  a m o e b a e  w a s  

d e v e lo p e d  (S in g h  1950). T h is  m e th o d  e n a b le s  o n e  e a s i ly  to  g e t  a l l  t h e  s ta g e s  o f  n o r m a l  

n u c le a r  d iv is io n  w h e n e v e r  d e s i r e d  w i t h o u t  r e ly in g  o n  c h a n c e .  T h e  u se  o f  F e u lg e n  r e a c t i o n  

h a s  s h o w n  t h a t  in  a l l  t h e  t h i r t e e n  s t r a in s  o f  a m o e b a e ,  c o n s i s t in g  o f  a t  l e a s t  n in e  d i s t in c t  

sp e c ie s ,  t h e  r e s t in g  n u c le u s  c o n ta in s  F e u lg e n - p o s i t iv e  g r a n u le s  w h ic h  g iv e  r is e  to  c h r o m o ­

so m e s  d u r i n g  n u c le a r  d iv is io n . T h e  n u c le o lu s  n e i t h e r  c o n ta in s  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i n  

n o r  d o e s  i t  g iv e  r is e  to  c h r o m a t i n  a t  a n y  s ta g e  in  n u c le a r  d iv is io n . T h is  b r in g s  th e  m o d e  

o f  n u c le a r  d iv is io n  in  th e  s m a ll  f r e e - l iv in g  a m o e b a e  in to  l in e  w i th  t h a t  f o u n d  in  h ig h e r  

a n im a ls  a n d  p la n t s .  T h e  n u c le a r  d iv is io n  in  th e s e  a m o e b a e  is n e i t h e r  o f  s u c h  a  p r i m i t iv e  

n a t u r e  n o r  is t h e r e  s u c h  d iv e r s i ty  o f  ty p e  a s  o n e  is le d  to  b e l ie v e  f r o m  m u c h  o f  t h e  e a r l i e r  

l i t e r a t u r e ,  a n d  a c c o r d in g  to  t h e i r  m o d e  o f  n u c le a r  d iv is io n  th e  a m o e b a e  fa l l  i n to  tw o  m a i n  

g r o u p s .

I I .  Ma t e r ia l  a n d  me t h o d s

D u r in g  1 9 4 5  to  1 9 4 8  a  la r g e  n u m b e r  o f  s t r a in s  o f  s m a ll  so il a m o e b a e  w e r e  i s o la te d  in  

‘ p u r e  m i x e d ’ c u l tu r e s .  W h e n e v e r  th e  a m o e b a e  d e v e lo p in g  o n  th e  c u l t u r e  p la te s ,  u s e d  in  

th e  q u a n t i t a t i v e  e s t im a t io n  o f  P r o to z o a  (S in g h  1949), a p p e a r e d  d i f f e r e n t  e i th e r  i n  t h e i r  

m o r p h o lo g ic a l  c h a r a c t e r s  o r  i n  th e  c h a r a c t e r s  o f  t h e i r  c y s ts ,  th e y  w e r e  i s o la te d  in  p u r e - l in e  

c u ltu r e s .  T h e  s in g le  cy s ts  o r  s in g le  t r o p h ic  fo rm s  w e r e  g r o w n  o n  n o n - n u t r i e n t  a g a r  ( 1 *5 %  

a g a r  in  0 *5 %  s o d iu m  c h lo r id e ;  p H  6*6 to  7 -0 ) p la te s  s u p p l ie d  w i th  a  y o u n g  c u l tu r e  

(2  to  5  d a y s  o ld )  o f  Aerobactersp . g r o w n  o n  n u t r i e n t  a g a r  s lo p e s  ( S t r a in  1912; S in g h  1941). 

T h is  b a c t e r i u m  h a s  b e e n  f o u n d  to  b e  o n e  o f  t h e  b e s t  s o u rc e s  o f  fo o d  fo r  so il a m o e b a e  a n d  

o th e r  g r o u p s  o f  so il m ic r o - p r e d a to r s  d u r i n g  a n  e x te n s iv e  s tu d y  o f  t h e  s e le c t io n  o f  v e r y  

v a r i e d  b a c t e r i a l  fo o d  b y  s e v e ra l  g r o u p s  o f  so il h o lo z o ic  o r g a n i s m s  ( S in g h  1941, 1945, 

1946, 1947 a , b, 1948 a , b). T o  m a k e  s u r e  t h a t  t h e  c u l tu r e s  o f  a m o e b a e  w e r e  p u r e  l in e , 

th e  a m o e b a e  w e re  g r o w n  o n c e  a g a in  f r o m  s in g le  cy s ts  b y  th e  m e th o d  d e s c r ib e d  a b o v e .  

T h e  s in g le  cy s ts  w e r e  is o la te d  b y  m ic r o - p ip e t te s  in  d r o p s  o f  s te r i le  w a t e r  a n d  w e re  w a s h e d  

s e v e ra l  t im e s  in  w a t e r  b e fo re  b e in g  t r a n s f e r r e d  to  th e  n o n - n u t r i e n t  a g a r  p la te s  s u p p l ie d  

w i th  Aerobacter sp . a s  fo o d . A ll  p r e c a u t io n s  w e re  t a k e n  to  w o rk  u n d e r  s te r i le  c o n d it io n s .
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N o  d e ta i l e d  r e c o r d  o f  t h e  o c c u r r e n c e  o f  t h e  v a r io u s  s p e c ie s  o f  a m o e b a e  in  t h e  d i f f e r e n t ly  

m a n u r e d  so ils  o f  B a r n f ie ld  a n d  B r o a d b a l k  a t  R o t h a m s t e d  h a s  b e e n  k e p t .  T h e  so ils  f r o m  

w h ic h  t h e y  w e r e  i s o la te d  a n d  th e  so i l d i lu t io n s  in  w h ic h  t h e y  a p p e a r e d  w i l l  b e  g iv e n  in  

c o n n e x io n  w i th  t h e  w o r k  d e a l in g  w i th  t h e  n u c l e a r  d iv is io n  a n d  o t h e r  c h a r a c t e r s  o f  t h e  

a m o e b a e .

I n  th e  e a r l y  s ta g e s  o f  t h e  w o r k  o n  n u c l e a r  d iv is io n  c o v e r - s l ip s  o r  s l id e s  w e r e  p u t  in  

P e t r i  d is h e s  w i th  e n o u g h  s te r i l e  t a p  o r  d i s t i l l e d  w a t e r  to  c o v e r  t h e m .  M a s s  in o c u la t io n s  o f  

a m o e b a e  a n d  b a c t e r i a  w e r e  m a d e ,  a n d  a f t e r  v a r io u s  i n te r v a l s  t h e  s l id e s  a n d  c o v e r - s l ip s  

w e r e  r e m o v e d  a n d  c y to lo g ic a l  p r e p a r a t i o n s  w e r e  m a d e  in  t h e  u s u a l  w a y .  B y  th is  m e t h o d  

s o m e  o f  t h e  d iv is io n  s ta g e s  in  tw o  o r  t h r e e  s p e c ie s  o f  a m o e b a e  w e r e  o b t a i n e d  a f t e r  e x ­

a m i n i n g  v e r y  l a r g e  n u m b e r s  o f  a m o e b a e .  I n  l a t e r  e x p e r im e n t s  d i l u t e  n u t r i e n t  m e d ia ,  

s u c h  a s  h a y  in f u s io n ,  n u t r i e n t  b r o t h  a n d  so il e x t r a c t ,  w e r e  t r i e d  in  p la c e  o f  d i s t i l l e d  o r  t a p  

w a t e r  w i t h o u t  m u c h  su c c e ss . D u r i n g  a  p e r io d  o f  4  t o  5  m o n th s  a  v e r y  l a r g e  n u m b e r  o f  

c y to lo g ic a l  p r e p a r a t i o n s  a t  v a r io u s  in te r v a l s  i n  th e  d a y  a n d  a t  n i g h t  w e r e  m a d e ,  b u t  th e s e  

m e th o d s  d i d  n o t  p r o d u c e  m u c h  su c c e ss . T h e  a m o e b a e  g r o w in g  in  l i q u i d  m e d i a  r e m a in e d  

a c t iv e ,  a n d  s o m e  o f  t h e m  d iv id e d  d u r i n g  a  p e r i o d  o f  1 2  to  4 0  h  a n d  t h e n  th e y  e i t h e r  

e n c y s te d  o r  d ie d .  I n  a  fe w  s p e c ie s  o f  a m o e b a e  l a r g e  n u m b e r s  o f  a c t iv e  fo rm s  w e r e  

o b s e r v e d  o v e r  a  p e r i o d  o f  2 to  3  d a y s  w i t h o u t  f in d in g  m a n y  d iv id in g  in d iv id u a l s .  I t  w a s  

r e a l i z e d  t h a t  a  s u i t a b le  c u l t u r e  m e t h o d  w o u ld  h a v e  to  b e  d e v e lo p e d  fo r  e a s i ly  g e t t i n g  th e  

v a r io u s  s ta g e s  o f  n u c l e a r  d iv is io n . S u c h  a  m e t h o d  is b r ie f ly  d e s c r ib e d  b e lo w .

T h e  a m o e b a e  t h a t  w e r e  r e q u i r e d  fo r  c y to lo g ic a l  p r e p a r a t i o n s  w e r e  s u b c u l tu r e d  e v e r y  

2 4  to  4 8  h  o n  n o n - n u t r i e n t  a g a r  p la te s ,  i n  o r d e r  to  g e t  h e a l t h y  a n d  a c t iv e ly  d iv id in g  fo rm s . 

T h e y  w e r e  t h e n  g r o w n  o n  t h i n  f i lm s  o f  n o n - n u t r i e n t  a g a r  o n  s l id e s . T h e  a m o e b a e  w e r e  

t h e n  f ix e d  b y  th e  u s u a l  c y to lo g ic a l  m e th o d s  a n d  t h e  s l id e s  w e r e  b r o u g h t  to  w a te r .  A t  th is  

s ta g e  t h e  f i lm  o f  a g a r  w a s  r e m o v e d  b y  g iv in g  th e  s l id e  a  g e n t l e  s h a k e ,  l e a v in g  t h e  m a j o r i t y  

o f  a m o e b a e  s tu c k  o n  t h e  s l id e . B y  th is  m e t h o d  a  l a r g e  n u m b e r  o f  n o r m a l ,  y o u n g  a n d  

a c t iv e ly  d iv id in g  a m o e b a e  c a n  b e  f o u n d  o n  a  s in g le  s l id e .  A s th e y  a r e  c o n f in e d  to  a  s m a ll  

a r e a  i t  is e a s y  to  f in d  d iv id in g  i n d iv id u a l s  i n  v a r io u s  s ta g e s  u n d e r  a n  o i l- im m e r s io n  le n s . 

F o r  th e  d e ta i l s  o f  th is  c u l t u r e  m e t h o d  fo r  g r o w in g  s m a ll  f r e e - l iv in g  a m o e b a e  fo r  t h e  s tu d y  

o f  t h e i r  n u c le a r  d iv is io n  see  S in g h  (1 9 5 0 ).

B o u in ,  S c h a u d in n  a n d  C a r n o y  f ix a t iv e s  w e r e  t r i e d  in  th e  b e g in n in g  o f  t h e  w o r k . A s 

C a r n o y  f ix a t iv e  (g la c ia l  a c e t i c  a c id  1 p a r t ,  a b s o lu te  a lc o h o l  6 p a r t s  a n d  c h lo r o f o r m  3 p a r t s )  

g a v e  v e r y  g o o d  r e s u l ts ,  i t  w a s  e x te n s iv e ly  u s e d . T h e  a m o e b a e  w e r e  f ix e d  fo r  3 0  to  5 0  m in  

a n d  t h e n  th e y  w e r e  p u t  i n to  9 0 %  e th a n o l  fo r  2 4  h .  T h e y  w e r e  t h e n  b r o u g h t  in to  7 0 , 5 0  

a n d  3 0 %  e t h a n o l  s u c c e ss iv e ly , le a v in g  t h e m  in  e a c h  fo r  s e v e r a l  m in u te s  a n d  t h e n  in to  

d i s t i l l e d  w a te r .  A f te r  t h e  r e m o v a l  o f  t h e  a g a r  f i lm , t h e  a m o e b a e  s tu c k  to  th e  g la s s  s l id e  

w e r e  s t a in e d  e i th e r  b y  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l in  o r  b y  th e  F e u lg e n  r e a c t io n .

I n  th e  b e g in n in g  o f  th is  w o r k  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l in  w a s  c h ie f ly  u s e d . S l id e s , a f t e r  

t h e  r e m o v a l  o f  th e  f i lm  o f  a g a r ,  w e r e  p l a c e d  in  2 %  i r o n  a lu m  in  w a t e r  fo r  6 to  7 h ,  

w a s h e d  in  d is t i l le d  w a t e r  a n d  t r a n s f e r r e d  to  0 -5 %  h a e m a t o x y l in  i n  w a te r .  T h e y  w e r e  le f t  

o v e r n ig h t  i n  th e  s t a in ,  a n d  w e r e  d i f f e r e n t i a t e d  in  1 %  i r o n  a lu m ,  w a s h e d  u n d e r  r u n n i n g  

t a p  w a t e r  fo r  \  h ,  d e h y d r a t e d  a n d  m o u n te d  in  th e  u s u a l  w a y  in  b a ls a m .  A l th o u g h  

e x c e ll e n t  p r e p a r a t i o n s  w e r e  m a d e  b y  th is  m e th o d ,  i t  w a s  im p o s s ib le  to  t r a c e  th e  c h r o m o ­

s o m a l c h r o m a t i n ,  w i th  a n y  c o n f id e n c e , t h r o u g h  th e  v a r io u s  s ta g e s  o f  n u c le a r  d iv is io n .
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B o th  th e  c h r o m a t i c  a n d  n o n - c h r o m a t i c  m a t e r i a l s  t a k e  th e  h a e m a t o x y l in  s t a in ,  t h e  l a t t e r  

s t a in in g  m o r e  d e e p ly .  I n  o r d e r  to  d i s t in g u is h  b e tw e e n  c h r o m a t i c  a n d  n o n - c h r o m a t i c  

s u b s ta n c e s  F e u lg e n  r e a c t i o n  w a s  t r i e d .  A f te r  a  l i t t l e  e x p e r i m e n t a t io n  in  t h e  t im e  o f  

h y d ro ly s is  a n d  s t a in in g  in  t h e  l e u c o - b a s ic  fu c h s in  F e u lg e n  r e a c t i o n  g a v e  v e r y  g o o d  re s u l ts .  

I t  h a s  b e e n  f o u n d  m o s t  v a l u a b le  in  c le a r in g  th e  c o n t r o v e r s ia l  p o in ts  r e g a r d i n g  th e  o r ig in  

a n d  b e h a v i o u r  o f  c h r o m o s o m a l  c h r o m a t i n  th r o u g h  th e  v a r io u s  s ta g e s  o f  n u c l e a r  d iv is io n  

in  a m o e b a e .  A  v e r y  b r i e f  d e s c r ip t io n  o f  t h e  F e u lg e n - s ta in in g  t e c h n iq u e  is g iv e n  b e lo w  in  

th e  h o p e  t h a t  i t  m a y  b e  o f  u se  to  w o rk e rs  s tu d y in g  th e  n u c le a r  c y to lo g y  o f  t h e  f r e e - l iv in g  

a n d  p a r a s i t i c  a m o e b a e .

T h e  C a r n o y - f ix e d  a m o e b a e ,  a f t e r  t h e  r e m o v a l  o f  t h e  a g a r  f i lm , w e r e  h y d r o ly z e d  in  

n -HC1 a t  6 0 ° G  fo r  o n ly  4  to  5  m in . T h is  t im e  o f  h y d ro ly s is  w a s  f o u n d  m o s t  s a t i s f a c to r y  

fo r  t h e  s u b s e q u e n t  s t a in in g  o f  t h e  n u c le a r  c h r o m a t i n  o f  a l l  t h e  sp e c ie s  o f  a m o e b a e  s tu d ie d .  

T h e  a m o e b a e  w e r e  t h e n  s t a in e d  in  le u c o - b a s ic  fu c h s in  fo r  3  to  4  h  b y  th e  m e t h o d  d e s c r ib e d  

b y  D e  T o m a s i  (1936). T h e  c o u n te r - s t a i n i n g  w i th  l i g h t  g r e e n ,  a s d e s c r ib e d  b y  S e m m e n s  &  

B h a d u r i  (1 9 3 9 ), w a s  f o u n d  to  b e  v e r y  h e lp f u l  i n  s tu d y in g  th e  lo c a t io n  a n d  th e  b e h a v i o u r  

o f  n o n - c h r o m a t i c  m a t e r i a l  i n  t h e  r e s t in g  a n d  th e  d iv id in g  n u c le i .

I t  is w e ll  k n o w n  t h a t  t h e  s iz e  o f  a m o e b a e  is i n f lu e n c e d  g r e a t ly  b y  th e  c u l t u r a l  c o n d i t io n s  

a n d  th e  fo o d  s u p p ly . I n  th is  w o r k  s t a n d a r d i z e d  a n d  r e p r o d u c i b le  c u l t u r a l  c o n d i t io n s  h a v e  

b e e n  u s e d .  A ll  t h e  sp e c ie s  w e r e  g r o w n  o n  n o n - n u t r i e n t  a g a r  p la te s  s u p p l ie d  w i th  

bacter sp . ( S t r a in  1 9 1 2 ) a s  fo o d . T h e  a c t iv e  fo rm s  a n d  c y s ts  w e r e  e x a m in e d  in  th e  l iv in g  

c o n d i t io n  u n d e r  a n  o i l- im m e r s io n  le n s  b y  p u t t i n g  a  n o . 1 c o v e r - s l ip  o n  th e  c u l t u r e  o f  

a m o e b a e  o n  th e  a g a r .

A  c o m p a r is o n  o f  th e  F e u lg e n  p r e p a r a t i o n s  w i th  th o s e  s ta in e d  w i th  i r o n - a l u m  h a e m a t o ­

x y lin  sh o w s  h o w  d if f ic u l t  i t  is i n  t h e  l a t t e r  p r e p a r a t i o n  to  d is t in g u is h  b e tw e e n  c h r o m a t i c  

a n d  n o n - c h r o m a t i c  m a te r i a l s  in  t h e  d iv id in g  n u c le u s  a t  c e r t a i n  s ta g e s . T h e  re s u l ts  o b t a i n e d  

w i th  i r o n - a l u m  h a e m a to x y l in  h a v e  b e e n  in c lu d e d  in  th is  w o r k  to  i l l u s t r a te  t h e  c o n fu s io n  

t h a t  i ts  u se  h a s  c r e a t e d  in  th e  p a s t .

I I I .  N u c l e a r  d iv is io n  a n d  o t h e r  c h a r a c t e r s  in  s ma l l  f r e e -l iv in g  a mo e ba e

(1) Naegleria gruberi ( S c h a r d in g e r )

T h is  is a  c o m m o n  f re e - l iv in g  a m o e b a  s tu d ie d  b y  s e v e ra l  w o rk e rs  a n d  r e c o r d e d  f r o m  

v a r io u s  so ils b y  S a n d o n  (1927) a n d  o th e r s .  T h e  d e s c r ip t io n  g iv e n  h e r e  is b a s e d  o n  th r e e  

s t r a in s  i s o la te d  b y  D r  E . G . P r in g s h e im  ( B o ta n y  S c h o o l ,  U n iv e r s i ty  o f  C a m b r id g e )  f r o m  

f re sh  w a t e r  a n d  k in d ly  s e n t  to  m e . T h e  s tu d y  o f  t h e  n u c le a r  d iv is io n  in  th is  a m o e b a  h a s  

c r e a t e d  m o r e  c o n fu s io n , in  t h e  p a s t ,  t h a n  t h a t  o f  p e r h a p s  a n y  o th e r  fo r m  a m o n g  th e  s m a ll  

f re e - l iv in g  a m o e b a e .  R e c e n t ly ,  R a f a lk o  (1947) h a s  g iv e n  a  g o o d  a c c o u n t  o f  t h e  n u c le a r  

d iv is io n  u s in g  F e u lg e n  r e a c t io n .  M y  o b s e r v a t io n s  a r e  la r g e ly  in  a g r e e m e n t  w i th  h is  

f in d in g s .

Morphology, etc.

T h e  a m o e b a e  a r e  v a r i a b le  in  s iz e  a n d  s h a p e .  I n  a  r o u n d e d  c o n d i t io n  th e y  h a v e  a  

d i a m e te r  o f  a b o u t  1 5  to  3 0 //. T h e y  a r e  v e r y  a c t iv e  in  y o u n g  c u l tu r e  a n d  v e r y  o f te n  a s s u m e  

a  Umax-like fo rm  a n d  m o v e  in  th e  c h a r a c te r i s t i c  s lu g -l ik e  m a n n e r .  T h e r e  is a  w e ll-d e f in e d



e c to p la s m  a n d  e n d o p la s m  ( f ig u re  1 a, b). A  s in g le  c o n t r a c t i l e  v a c u o le  is p r e s

a m o e b a .

T h e  l iv in g  c y s ts  a r e  r o u n d  o r  s l ig h tly  o v a l  i n  o u t l i n e  a n d  v e r y  v a r i a b l e  i n  s iz e . E a c h  

c y s t  c o n ta in s  a  s in g le  n u c le u s . T h e  n u c le o lu s  c a n  b e  c le a r ly  s e e n , a l t h o u g h  n o  c h r o m a t i c  

g r a n u l e s  c o u ld  b e  d i s t in g u i s h e d  i n  u n s t a i n e d  c y s ts .  T h e  c y s ts  u s u a l ly  s h o w  a n  i r r e g u l a r  

o u t e r  l a y e r ,  a n d  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e m  a p p e a r  to  b e  p i e r c e d  b y  tw o  o r  s o m e tim e s  m o r e  

p o r e s  ( f ig u r e  1 c, da n d  e) . T h e s e  p o r e s  s e e m  to  b e  p l u g g e d  w i th  s o m e  k in d  o f  s t r u c tu r e le s s  

s u b s ta n c e .

N U C L E A R  D I V I S I O N  I N  F R E E - L I V I N G  A M O E B A E  411

F ig u r e  1 . Naegleriagruberi,d r a w n  i n  t h e  l i v i n g  c o n d i t i o n ,  a, t r o p h i c  f o r m s ; c, d, e, c y s t s ;

ffl a g e l l a t e  s t a g e .

T h e  f la g e l l a te  s ta g e  c a n  b e  e a s i ly  p r o d u c e d  in  Naegleria gruberi. W h e n  m a s s  in o c u la t io n s  

o f  t h e  a c t iv e ly  g r o w in g  a m o e b a e  f r o m  n o n - n u t r i e n t  a g a r  p l a t e s  a r e  m a d e  in to  h a n g in g - d r o p  

p r e p a r a t i o n s  in  s te r i l e - d i s t i l l e d  o r  t a p  w a t e r ,  a  v e r y  l a r g e  p e r c e n t a g e  o f  t h e m  a s s u m e  th e  

f la g e l l a te  s ta g e  w i t h in  a  p e r i o d  o f  6 to  2 4  h  b e tw e e n  2 0  a n d  2 1 °  G . T h e  f la g e l la te s  h a v e  

a  m o r e  o r  less r ig id  o v a l  s h a p e  a n d  m o v e  a c t iv e ly  in  w a t e r .  E a c h  i n d iv i d u a l  p o sse sse s  tw o  

f l a g e l l a ,  s l ig h tly  lo n g e r  t h a n  th e  b o d y ,  a r i s in g  f r o m  th e  a n t e r i o r  e n d  ( f ig u re  . T h e r e  is 

a  s in g le  l a r g e  c o n t r a c t i l e  v a c u o le  s i t u a t e d  a t  t h e  p o s t e r io r  e n d .  N o  d e ta i l e d  s tu d y  o f  t h e  

t r a n s f o r m a t i o n  o f  t h e  a m o e b a e  i n to  t h e  f la g e l la te s  a n d  v ic e  v e r s a  h a s  b e e n  m a d e .  J u d g i n g  

f r o m  t h e  e a r l i e r  l i t e r a t u r e  o n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  f l a g e l l a te  s ta g e  b y  a m o e b a e ,  i t  a p p e a r s  

t h a t  N. gruberi h a s  b e e n  p r i m a r i l y  r e s p o n s ib le  fo r  t h e  c r e a t i o n  o f  t h e  f a m i ly  D im a s t ig -  

a m o e b id a e  o r  B is ta d i id a e  b y  th e  v a r io u s  a u th o r s .  I t  w il l  b e  s h o w n  l a t e r  t h a t  s o m e  a m o e b a e  

d o  n o t  r e a d i ly  p r o d u c e  f l a g e l l a  a n d  t h a t  th is  c h a r a c t e r  is n o t  s u i t a b le  fo r  t h e  c r e a t i o n  o f  

a  fa m i ly .

Structure o f the resting nucleus in fresh and in stained preparations

T h e  r e s t in g  n u c le u s , i n  t h e  l iv in g  c o n d i t io n ,  c o n s is ts  o f  a  d i s t in c t  c e n t r a l  s p h e r ic a l  n u c le o lu s  

s u r r o u n d e d  b y  a  c le a r  z o n e .  F in e  r a d i a t i n g  th r e a d s  a n d  c h r o m a t i n  g r a n u le s  c o u ld  n o t  

b e  d i s t in c t ly  s e e n . I n  F e u lg e n  p r e p a r a t i o n s ,  F e u lg e n - n e g a t iv e  n u c le o lu s  a n d  F e u lg e n -
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p o s i t iv e ,  f a in t ly  r e d - s t a i n in g  c h r o m a t i n  g r a n u le s ,  s i t u a t e d  n e a r  t h e  n u c l e a r  m e m b r a n e ,  

c a n  b e  c le a r ly  s e e n  ( f ig u re  2 2 ) .  T h e  n u c le o lu s  s ta in s  d e e p ly  w i th  th e  l i g h t  g r e e n  c o u n te r  

s t a in .  O c c a s io n a l ly  o n e  o r  tw o  u n s t a in e d  p a tc h e s  c a n  b e  s e e n  in s id e  th e  n u c le o lu s  

( f ig u re s  2 , 2 2 ) .  I n  s o m e  n u c le i  t h e  c h r o m a t i c  g r a n u le s  s e e m  to  b e  a r r a n g e d  in  th e  f o r m  

o f  t h r e a d s  ( f ig u r e  22 ) a s f ig u r e d  b y  R a f a lk o  (1 9 4 7 ). I n  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l in  p r e p a r a ­

t io n s  t h r e a d - l i k e  s t r u c tu r e s  r a d i a t i n g  f r o m  th e  n u c le o lu s  a r e  c le a r  i n  s o m e  n u c le i  ( f ig u r e  2 ) .  

T h e  n u c le o lu s  s ta in s  m o r e  d e e p ly  t h a n  th e  c h r o m a t i c  g r a n u le s  a n d  re s is ts  d e c o lo r iz a t io n  

w i th  1 %  i r o n  a l u m  m u c h  lo n g e r  t h a n  th e  c h r o m a t i c  s u b s ta n c e .  O c c a s io n a l ly  th e  c h r o ­

m a t i n  is s e e n  in  p a tc h e s  ( f ig u re  2 ) . U s u a l ly  o n e  n u c le u s  is f o u n d  in  e a c h  a m o e b a ,  t h o u g h  

tw o  o r  m o r e  n u c le i  c a n  o f te n  b e  s e e n  in  a n  i n d iv i d u a l .

Mitotic division

Prophase. T h e  a m o e b a e  d o  n o t  b e c o m e  r o u n d e d  o r  m o t io n le s s  d u r i n g  d iv is io n . T h e  

b e g in n in g  o f  t h e  n u c le a r  d iv is io n  is m a r k e d  b y  th e  s w e ll in g  o f  t h e  n u c le u s  a n d  th e  e lo n g a ­

t io n  o f  t h e  n u c le o lu s  ( f ig u re s  3 , 2 3 ). T h e  c h r o m a t i c  g r a n u le s  l ie  b e s id e  th e  n u c le o lu s  

( f ig u re s  3 , 4 , 2 3 , 2 4 ) a n d  a r e  c le a r ly  s e e n  in  F e u lg e n  p r e p a r a t i o n s .  T h e s e  g r a n u le s  b e g in  

to  fu se , a n d  o c c a s io n a l ly  t h e r e  a p p e a r s  to  b e  a  s o lid  r i n g  o f  c h r o m a t i c  m a t e r i a l  s u r r o u n d i n g  

th e  n u c le o lu s  ( f ig u re  2 5 ). T h e  n u c le o lu s  l a t e r  o n  a s s u m e s  u s u a l ly  a  d u m b - b e l l - s h a p e d  

a p p e a r a n c e  a n d  d iv id e s  in to  tw o  h a lv e s  k n o w n  a s  ‘ p o l a r  m a s s e s ’ ( f ig u re s  4 , 5 , 2 6 ) . S o m e ­

t im e s  th e  ‘ p o l a r  m a s s e s ’ s e e m  to  b e  c o n n e c te d  b y  a  t h r e a d - l ik e  s t r u c tu r e  ( f ig u re  5 ) .

Metaphase. A f te r  t h e  f o r m a t io n  o f  t h e  ‘p o l a r  m a s s e s ’, a  s o lid  m a s s  o f  F e u lg e n - p o s i t iv e  

c h r o m a t i n  is s e e n  o c c u p y in g  th e  p o s i t io n  o f  t h e  e q u a t o r i a l  p l a t e  ( f ig u re s  6 , 2 6 ) . N o  

i n d iv i d u a l  c h ro m o s o m e s  c o u ld  b e  m a d e  o u t  a t  th is  s ta g e .  T h e  s p in d le  c o n n e c t in g  th e  

‘ p o l a r  m a sse s  ’ c a n  b e  s e e n , t h o u g h  n o  d i s t in c t  s p in d le  f ib re s  c o u ld  b e  d is t in g u is h e d  in  th e  

g r e a t  m a jo r i ty  o f  t h e  a m o e b a e .  N o  d iv is io n  o f  t h e  c h ro m o s o m e s  c o u ld  b e  se e n .

Anaphase. I t  a p p e a r s  t h a t  t h e  b a n d  o f  c h r o m a t i c  m a t e r i a l  d iv id e s  in to  tw o  a n d  e a c h  

h a l f  m o v e s  to w a r d s  its  p o le  ( f ig u re s  7 , 8 , 2 7  to  3 0 ) . T h e s e  s ta g e s  a r e  v e r y  d i s t in c t  in  F e u lg e n  

p r e p a r a t i o n s .  I n  i r o n - a lu m  h a e m a to x y l in - s ta in e d  n u c le i  o c c a s io n a l ly  o n e  g e ts  f ig u re s  

w h e r e  th e  p r e s e n c e  o f  c h ro m o s o m e s  c o u ld  n o t  b e  a s c e r t a in e d  ( f ig u re  9 ) . C e r t a in  g r a n u le s  

ly in g  o n  th e  s p in d le  g iv e  th e  fa lse  a p p e a r a n c e  o f  c h r o m o s o m e s . J u d g i n g  f r o m  F e u lg e n  

p r e p a r a t i o n s  th e s e  g r a n u le s  a r e  n o t  c h r o m a t i c  in  n a tu r e .  T h e  c h r o m a t i c  m a t e r i a l  a t  th is  

s ta g e  lie s  in  c o n ta c t  w i th  th e  ‘ p o l a r  m a s s e s ’.

A f te r  t h e  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i c  m a t e r i a l  h a s  m o v e d  to  th e  tw o  p o le s ,  c e r t a i n  

g r a n u l a r  n o n - c h r o m a t i c  s u b s ta n c e ,  w h ic h  R a f a lk o  (1947) h a s  c a l le d  th e  ‘ in te r z o n a l  b o d y ’, 

c a n  b e  d i s t in c t ly  s e e n  ( f ig u re s  1 0 , 3 0 ) ly in g  h a lf - w a y  b e tw e e n  th e  tw o  ‘ p o l a r  m a s s e s ’ .

A ll  t h e  f ig u r e s  in  th i s  p a p e r  h a v e  b e e n  d r a w n  f r o m  f ix e d  a n d  s t a i n e d  p r e p a r a t i o n s  a t  t h e  s a m e  

m a g n i f i c a t io n  u n d e r  a n  o i l  im m e r s io n  le n s .

Naegleria gruberi. F ig u r e s  2 to  18. F ix e d  in  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i th  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l i n

F ig u r e  2 . O r d i n a r y  i n d i v i d u a l  a n d  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h r e e  r e s t in g  n u c le i .

F ig u r e s  3 to  18. S u c c e s s iv e  s ta g e s  in  d iv is io n .

F ig u r e s  4 to  8 a n d  10. S h o w in g  th e  p r e s e n c e  o f ‘ p o l a r  c a p s ’.

F ig u r e s  1 0  to  18. S h o w in g  th e  f o r m a t io n  o f  ‘ i n t e r z o n a l  b o d y ’ a n d  its  d iv i s io n  in t o  tw o  e q u a l  h a lv e s .
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V o l . 236. B.

F ig u r e s  2  t o  1 8
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T h e  o r ig in  o f  th e s e * g r a n u le s  c o u ld  n o t  b e  d e t e r m i n e d ,  b u t  p r o b a b l y  th e y  a r i s e  f r o m  th e  

n u c le o lu s  d u r i n g  i ts  d iv is io n  in to  ‘ p o l a r  m a s s e s ’. R a f a lk o  (1947) h a s  g iv e n  a  c o n v in c in g  

a n d  g o o d  a c c o u n t  o f  t h e  ‘ i n t e r z o n a l  b o d y  ’ f r o m  th e  t im e  i t  is f i r s t  s e e n  a n d  i ts  b e h a v i o u r  

d u r i n g  th e  s u b s e q u e n t  s ta g e s  o f  t h e  n u c le a r  d iv is io n . M y  o b s e r v a t io n s  a r e  in  a c c o r d  w i th  

h is  f in d in g s .  T h e  ‘ i n t e r z o n a l  b o d y ’ in c r e a s e s  in  s iz e  a n d  d iv id e s  in to  tw o  ( f ig u re s  11 , 1 3 ) . 

T h e  n u c le a r  m e m b r a n e  p e rs is ts  t h r o u g h o u t  d iv is io n . I t  b e c o m e s  e lo n g a te d  a n d  c o n s t r ic ts ,  

g iv in g  r is e  to  tw o  d a u g h t e r  n u c le i  ( f ig u re s  1 1 , 1 2 , 1 3  a n d  o th e r s ) .

Telophase. A f te r  t h e  n u c le u s  h a s  d iv id e d  i n to  tw o , t h e  tw o  ‘ in t e r z o n a l  b o d i e s ’ a r e  s t i ll  

c o n n e c te d  fo r  a  t im e  b y  a  th r e a d - l ik e  s t r u c t u r e  ( f ig u re s  1 4  to  1 7 , 3 2 , 3 3 ). T h e  a m o e b a  l a t e r  

o n  b e c o m e s  e lo n g a te d  a n d  c o n s t r ic ts  in  th e  m id d le  to  g iv e  r is e  to  tw o  d a u g h t e r  i n d iv id u a ls .  

T h e  ‘ i n t e r z o n a l  b o d y  ’ a n d  th e  ‘ p o l a r  m a s s  ’ o f  t h e  d a u g h t e r  n u c le i  fu se  to g e t h e r  to  g iv e  

r is e  to  th e  n u c le o lu s ; t h e  c h r o m a t i c  m a t e r i a l  is b r o k e n  u p  i n to  g r a n u le s ,  a n d  th e s e  g r a n u le s  

o c c u p y  th e  p o s i t io n  as s e e n  in  th e  r e s t in g  n u c le i  ( f ig u re s  1 6  to  2 1 , 3 3  to  3 7 ). I n  i r o n - a l u m  

h a e m a t o x y l in  p r e p a r a t i o n s  th e  c h r o m a t i c  m a t e r i a l  ( f ig u re s  12  to  1 8 ) is e i t h e r  n o t  d i s t in ­

g u i s h a b le  o r  o n ly  v e r y  f a in t ly  m a r k e d .  I n  F e u lg e n  p r e p a r a t i o n s  o f  t h e  s im i la r  s ta g e s  

( f ig u re s  3 3  to  3 7 ) b o t h  th e  c h r o m a t i c  a n d  n o n - c h r o m a t i c  s u b s ta n c e s  c a n  e a s i ly  b e  d i s t in ­

g u is h e d  w i t h o u t  a n y  c o n fu s io n .

Polar caps

F o r d  (1914) d e s c r ib e d  a c h r o m a t i c  c a p s  s i t u a t e d  d u r i n g  s o m e  o f  t h e  s ta g e s  o f  n u c le a r  

d iv is io n  b e tw e e n  th e  e n d s  o f  t h e  e lo n g a te d  k a ry o s o m e  a n d  th e  n u c le a r  m e m b r a n e  in  

a  f r e e - l iv in g  Umax a m o e b a .  H e  t h o u g h t  t h a t  h is  a m o e b a  w a s  p r o b a b l y  Amoeba tachypodia 

G la s e r .  J u d g i n g  b y  th e  p r e s e n c e  o f  ‘ i n te r z o n a l  b o d i e s ’ a s  f ig u r e d  b y  F o r d  (1914) a n d  

G la s e r  (1912 a) a n d  o f  t h e  f la g e l l a te  s ta g e  d e s c r ib e d  b y  P ie t s c h m a n n  (1929) in  A. tachypodia 

i t  s e e m s  c e r t a i n  t h a t  th is  a m o e b a  is a  sp e c ie s  o f  th e  g e n u s  Naegleria. T h e  ‘p o l a r  c a p s ’, 

a c c o r d in g  to  F o r d ,  w e r e  n o t  c le a r ly  s e e n  in  i r o n - a l u m  h a e m a to x y l in  p r e p a r a t i o n s ,  b u t  

w e re  v e r y  d i s t in c t  w h e n  s ta in e d  b y  D o b e l l ’s (1914) a lc o h o lic  i r o n - h a e m a t i n  m e th o d .  

N o  d if f ic u l ty  w a s  e n c o u n te r e d  in  f in d in g  F o r d ’s ‘p o l a r  c a p s ’ in  b y  R a f a lk o

(1947) a n d  th e  w r i t e r  e i th e r  in  i r o n - a lu m  h a e m a to x y l in  o r  F e u lg e n  p r e p a r a t i o n s  c o u n te r -  

s t a in e d  w i th  l ig h t  g r e e n  ( f ig u re s  4  to  8, 10 , 2 5 , 2 7 , 2 9 ) . I n  i r o n - a l u m  h a e m a to x y l in  

p r e p a r a t i o n s  th e y  a r e  v e r y  c le a r ly  s e e n  s i tu a t e d  a b o v e  th e  ‘p o l a r  m a s s e s ’ ( f ig u re s  6 to  8 

a n d  o t h e r s ) . H o w  ‘ p o l a r  c a p s  ’ a r is e  a n d  w h a t  ro le  th e y  p l a y  in  th e  n u c le a r  d iv is io n  c o u ld  

n o t  b e  a s c e r ta in e d .

N o  c e n tr io le s  a t  t h e  p o in te d  e n d s  o f  th e  ‘ p o l a r  c a p s ’ a s  d e s c r ib e d  b y  R a f a lk o  (1947) a n d  

o th e r s  c o u ld  b e  se e n . T h e  w r i t e r  is o f  t h e  o p in io n  t h a t  n o  c e n tr io le s  a r e  p r e s e n t  a t  a n y  

s ta g e s  d u r i n g  th e  n u c le a r  d iv is io n  in  N. gruberi.

Critical remarks

T h e  n u c le a r  s t r u c tu r e  a n d  th e  m o d e  o f  n u c le a r  d iv is io n  in  a m o e b a e  w h ic h  h a v e  ‘ p o la r  

m a s s e s ’ a n d  ‘ in te r z o n a l  b o d ie s ’ h a v e  b e e n  s tu d ie d  in  th e  p a s t  b y  h a e m a to x y l in  a n d  o t h e r  

n o n -s p e c if ic  c h r o m a t i n  s ta in s . T h is  h a s  le d  to  g r e a t  c o n fu s io n  in  i n t e r p r e t i n g  th e  re s u l ts  

o b ta in e d  b y  th e  d i f f e r e n t  w o rk e rs .  I t  is n o t  i n te n d e d  h e r e  to  r e v ie w  th e  l i t e r a t u r e  b u t  

to  sh o w  t h a t  in  th e s e  a m o e b a e  th e r e  is u n i f o r m i ty  a n d  n o t  s u c h  a  g r e a t  d iv e r s i ty  in  th e  

n u c le a r  s t r u c tu r e  a n d  th e  n u c le a r  d iv is io n  a s  w a s  c la im e d  in  th e  p a s t .
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V a h l k a m p f  (1905) w a s  t h e  f ir s t  to  d is c o v e r  th e  p r e s e n c e  o f ‘ p o l a r  m a s s e s ’ d u r i n g  d iv is io n  

i n  a  Umax a m o e b a ,  a l t h o u g h  a c c o r d i n g  to  h i m  t h e  n u c le o lu s  (k a r y o s o m e )  c o n ta in e d  b o t h  

th e  c h r o m a t i c  a n d  t h e  n o n - c h r o m a t i c  s u b s ta n c e s . F r o m  h is  f ig u r e s  1 3 , 1 8  to  2 1 , p l a t e  6, 

i t  s e e m s  c e r t a i n  t h a t  i n  h is  a m o e b a  ‘ i n t e r z o n a l  b o d i e s ’ a s  d e s c r ib e d  b y  th e  w r i t e r  a n d  

R a f a lk o  (1947) w e r e  a ls o  p r e s e n t .  T h e  c r e d i t  fo r  h a v in g  f ir s t  o b s e r v e d  o r  f ig u r e d  th e s e  

s t r u c tu r e s  m u s t  th e r e f o r e  b e  a s s ig n e d  to  V a h l k a m p f  (1 9 0 5 ).

A l t h o u g h  th e  o r ig in  o f  c h r o m o s o m e s  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  to  t h e  n u c le o lu s  ( k a r y o s o m e ) , 

to  t h e  ‘ p e r i p h e r a l  c h r o m a t i n ’ o r  to  b o t h ,  s o m e  w o r k e r s ,  l ik e  C h a t t o n  (1 9 1 0 3 ) ,  W a s ie le w s k i  

&  H e r s c h f e ld  (1 9 1 0 ), W a s ie le w s k i  &  K u h n  (1 9 1 4 ), J o l lo s  (1917) a n d  o th e r s ,  t h o u g h t  t h a t  

c h r o m o s o m e s  a ro s e  f r o m  th e  c h r o m a t i n  o u t s id e  t h e  n u c le o lu s .  T h e  u s e  o f  F e u lg e n  r e a c t i o n  

h a s  s h o w n  t h a t  in  N. gruberi t h e  n u c le o lu s  n e i t h e r  c o n ta in s  c h r o m a t i n  n o r  d o e s  i t  g iv e  r ise  

to  c h r o m a t i n  a t  a n y  s ta g e  d u r i n g  n u c l e a r  d iv is io n . T h e  c h r o m o s o m e s  a r is e  f r o m  p r e ­

e x is t in g  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i n  g r a n u le s  p r e s e n t  o u t s id e  th e  n u c le o lu s .

T h e  ‘ i n t e r z o n a l  b o d i e s ’ i n  t h e  e a r ly  s ta g e s  o f  t h e i r  f o r m a t io n  h a v e  b e e n  t a k e n  to  b e  

r o d - s h a p e d  c h r o m o s o m e s  b y  s o m e  w o r k e r s  w h o  r e l i e d  o n  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l in  p r e ­

p a r a t io n s .  T h e  o b s e r v a t io n s  o f  K u h n  (1920) in  Vahlkampjia bistadialis a n d  I v a n i c  (1936) in  

V. danubiensis a n d  o th e r s  o n  th e  p r e s e n c e  o f  w e l l- d e f in e d  c h r o m o s o m e s  n e e d  c o n f i r m a t io n  

b y  t h e  u s e  o f  t h e  F e u lg e n  r e a c t i o n  b e fo r e  t h e y  c a n  b e  a c c e p te d .  T h e  w o r k  o f  Z u l u e t a  (1917) 

in  Wasielewskia gruberi o n  ‘ p r o m ito s is  ’ a n d  ‘ s in d ie re s is  ’ f o u n d  in  th e  s a m e  sp e c ie s  o f  a m o e b a  

a n d  o f  A r a g a o  (1909) o n  Amoeba diplomitotica s h o w in g  tw o  ty p e s  o f  n u c l e a r  d iv is io n  c a n n o t  

b e  a c c e p te d  u n le s s  th e s e  a m o e b a e  a r e  s tu d ie d  a g a i n  u n d e r  s u i t a b le  c u l t u r a l  c o n d i t io n s  

a n d  b y  b e t t e r  c y to lo g ic a l  te c h n iq u e s .

W ils o n  (1916) d e s c r ib e d  e x o g e n o u s  a n d  e n d o g e n o u s  b u d d i n g  in  gruberi. S u c h

p h e n o m e n a  c o u ld  n o t  b e  o b s e r v e d  in  th e  s a m e  s p e c ie s  o f  a m o e b a  in v e s t ig a t e d  b y  R a f a lk o  

(1947) a n d  th e  w r i t e r  u s in g  F e u lg e n  t e c h n iq u e .  I t  is v e r y  d o u b t f u l  i f  i n  a n y  s m a ll  f re e -  

l iv in g  a m o e b a  s u c h  b u d d i n g  c a n  b e  s e e n  in  n o r m a l  h e a l t h y  fo rm s . T h e  e x t r u s io n  o f  

c h r o m a t i n  f r o m  th e  n u c le u s  in to  th e  c y to p la s m  a s  d e s c r ib e d  b y  W ils o n  (1916) c o u ld  n o t  

b e  c o n f i r m e d  b y  th e  u se  o f  F e u lg e n  r e a c t io n .  T h e  o c c u r r e n c e  o f  th is  p h e n o m e n o n  in  

a m o e b a e  n e e d s  c o n f i r m a t io n  b y  r e l i a b le  c y to lo g ic a l  t e c h n iq u e s  b e fo r e  i t  c a n  b e  

a c c e p te d .

J u d g i n g  b y  th e  e a r l i e r  l i t e r a t u r e  i t  is n o t  p o s s ib le  to  s a y  h o w  m a n y  v a l id  s p e c ie s  o f  a m o e b a e  

e x is t  i n  t h e  g e n u s  Naegleria. I t  m a y  b e  t h a t  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  p r e v io u s ly  d e s c r ib e d  sp e c ie s  

t h a t  h a v e  ‘p o l a r  m a s s e s ’, ‘ i n t e r z o n a l  b o d i e s ’ a n d  t e m p o r a r y  f la g e l l a te  s ta g e s  a r e  N. gruberi 

( S c h a r d i n g e r ) .  S c h a r d i n g e r  (1899) f i rs t d e s c r ib e d  th is  sp e c ie s  in  a  d i a r r h o e ic  s to o l ,  a s  

h a v in g  a m o e b o id  a n d  f la g e l l a te  s ta g e s . I t  h a s  b e e n  p u t  in to  s e v e r a l  g e n e r a ,  s u c h  as 

Amoeba, Dimastigamoeba, Vahlkampjia a n d  Wasielewskia. I n  o r d e r  to  c r e a t e  v a l id  sp e c ie s  in  

th is  g e n u s ,  i t  is n e c e s s a r y  t h a t  t h e  m o r p h o lo g ic a l  a n d  o t h e r  c h a r a c t e r s  o f  a m o e b a e  h a v in g  

‘ p o l a r  m a s s e s ’, ‘ i n t e r z o n a l  b o d i e s ’ a n d  t e m p o r a r y  f la g e l l a te  s ta g e s  s h o u ld  b e  s tu d ie d  u n d e r  

s t a n d a r d i z e d  a n d  r e p r o d u c i b le  c u l t u r a l  c o n d i t io n s .  U n le s s  th is  is d o n e ,  i t  w il l  n o t  b e  

p o s s ib le  to  c r e a t e  sp e c ie s  o f  Naegleria w h ic h  c a n  b e  id e n t i f i e d  w i th  e a s e  b y  o t h e r  w o r k e rs .  

B y  th e  s tu d y  o f  t h e  n u c le a r  s t r u c tu r e  a n d  th e  m o d e  o f  n u c le a r  d iv is io n ,  o n e  c a n  o n ly  b e  

c e r t a i n  o f  th e  g e n u s  a n d  n o t  o f  t h e  s p e c ie s .
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F ig u r e s  1 9  t o  3 8
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(2 ) Didascalus* n .g .

T h e  n e w  g e n u s  is d e f in e d  l a t e r  o n  p .  4 5 4 .

T y p e  sp e c ie s  Didascalus f  n .s p .

M iss  L .  M . C r u m p  i s o la te d  th is  o r g a n i s m  f r o m  B r o a d b a l k  f ie ld  f a r m y a r d  m a n u r e d  

( p lo t  2) a t  R o t h a m s t e d  s e v e r a l  y e a r s  a g o ,  a n d  s h e  k in d ly  g a v e  m e  a  c u l t u r e  o f  i t .  R e c e n t ly  

s h e  h a s  g iv e n  a  b r i e f  d e s c r ip t io n  o f  th is  a m o e b a  ( sp e c ie s  Z )  in  h e r  w o r k  o n  th e  in f lu e n c e  o f  

b a c t e r i a l  e n v i r o n m e n t  o n  th e  e x c y s tm e n t  o f  a m o e b a e  f r o m  so il ( C r u m p  1950). I t  r e s e m b le s  

Vahlkampjia soli d e s c r ib e d  b y  M a r t i n  &  L e w in  (1914) in  s e v e r a l  r e s p e c ts .  I t s  s im ila r i t ie s  to  

a n d  d if f e r e n c e s  f r o m  V. soli w il l  b e  d is c u s s e d  a f t e r  r e c o r d in g  m y  o w n  o b s e r v a t io n s .

Morphology, etc.

T h e  a m o e b a e  a r e  v a r i a b l e  in  s h a p e  a n d  s iz e . I n  a  r o u n d e d  c o n d i t i o n  th e y  a r e  a p p r o x i ­

m a t e l y  1 5 ~to 2 0  ft a c ro s s . I n  y o u n g  c u l tu r e s  th e y  a r e  v e r y  a c t iv e  a n d  o f te n  m o v e  in  th e  

c h a r a c t e r i s t i c  Umax fo rm . D u r i n g  m o v e m e n t  th e  e c to p la s m  a n d  e n d o p la s m  a r e  v e r y  

d i s t in c t  ( f ig u re  3 9  a,b ).There is a  s in g le  c o n t r a c t i l e  v a c u o le .  E a c h  a m o e b a  u s u a l ly  

c o n ta in s  a  s in g le  n u c le u s ,  a l t h o u g h  f o u r  o r  s ix  n u c le i  c a n  o f te n  b e  s e e n  in  a  s in g le  i n d iv id u a l .  

T h e  a n im a l s  p o ss e s s in g  m o r e  t h a n  o n e  n u c le u s  a p p e a r  q u i t e  n o r m a l  b u t  a r e  l a r g e r  t h a n  

th e  u n i n u c l e a t e  fo rm s .

T h e  l iv in g  cy s ts  a r e  c h a r a c t e r i s t i c  a n d  v e r y  v a r i a b l e  in  s ize . T h e y  a r e  r o u n d  h a v in g  

a  s in g le  w a l l .  T h e  o u t s id e  o f  t h e  w a l l  c o n s is ts  o f  a  f a i r ly  t h ic k  t r a n s p a r e n t  g e la t in o u s  l a y e r  

( f ig u r e  3 9  c, d a n d  e) . T h e  c y s ts  s t a in  d e e p ly  w i th  a n i l i n e  b lu e  a c e t i c  s t a in ,  t h e  g e la t in o u s  

l a y e r  r e m a in i n g  c o lo u r le s s .  T h e  n u c le o lu s  in s id e  th e  n u c le u s  c a n  b e  s e e n  in  s o m e  o f  t h e  

l iv in g  c y s ts , a l t h o u g h  n o  c h r o m a t i n  g r a n u le s  c a n  b e  d i s t in g u is h e d .

* T h is  g e n u s  is n a m e d  f ro m  th e  G re e k  w o rd  D id a s c a lu s  (SiSdcucaAosj m e a n in g  s c h o o lm a s te r— o n e  w h o  

is p r o n e  to  th e  w h ip .

|  T h e  sp ec ific  n a m e  is g iv e n  in  h o n o u r  o f  D r  H . G . T h o r n to n ,  F .R .S .,  in  w h o se  d e p a r tm e n t  I  h a v e  h a d  

th e  p r iv i le g e  o f  w o rk in g  fo r  m a n y  y e a rs .

Naegleria gruberi. F ig u r e s  1 9  t o  2 1 . F ix e d  in  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i t h  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l i n  

a n d  F ig u r e s  2 2  to  3 8  f ix e d  i n  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i t h  F e u l g e n  r e a c t i o n  a n d  l i g h t  g r e e n

F ig u r e s  19 a n d  2 0 . S u c c e s s iv e  s ta g e s  in  d iv i s io n .

F ig u r e  21 . A n  a m o e b a  j u s t  a f t e r  d iv i s io n .

F ig u r e  22 . O r d i n a r y  i n d i v i d u a l  a n d  t h r e e  r e s t i n g  n u c l e i  s h o w in g  F e u l g e n - n e g a t i v e  n u c le o lu s  a n d  

F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i c  g r a n u le s .

F ig u r e s  23  to  3 6 . S u c c e s s iv e  s ta g e s  in  d iv i s io n  s h o w in g  t h e  b e h a v i o u r  o f  c h r o m a t i n  a n d  t h e  n u c l e o l u s .

F ig u r e s  2 5 , 27  a n d  2 9 . S h o w i n g  ‘ p o l a r  c a p s ’.

F ig u r e  3 0 . S h o w i n g  t h e  n o n - c h r o m a t i c  ‘ i n t e r z o n a l  b o d y ’ a f t e r  t h e  c h r o m o s o m e s  h a v e  m o v e d  to  t h e  

p o le s  a n d  a r e  ly i n g  in  c o n t a c t  w i t h  t h e  ‘ p o l a r  m a s s e s ’.

F ig u r e s  31 to  3 6 . S h o w in g  t h e  ‘ i n t e r z o n a l  b o d i e s ’.

F ig u r e  3 7 . S h o w i n g  t h e  fu s io n  o f  t h e  ‘ i n t e r z o n a l  b o d y ’ a n d  t h e  ‘ p o l a r  m a s s ’ to  g iv e  r is e  to  th e  

n u c le o lu s  in  a n  a m o e b a  j u s t  d iv i d e d .

F ig u r e  3 8 . A  c y s t  s h o w in g  F e u l g e n - n e g a t i v e  n u c le o lu s  a n d  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i n  g r a n u le s  in  

t h e  n u c le u s .
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T h e  f la g e l l a te  s ta g e  in  Didascalus thorntoni c o u ld  n o t  b e  p r o d u c e d  a s  r e a d i l y  a s  i n  th e  c a s e  

o f  Naegleria gruberi. A  few  f la g e l la te s  w e r e  f ir s t  o b s e r v e d  b y  th e  w r i t e r  i n  d r o p s  o f  w a t e r  

t h a t  h a d  c o n d e n s e d  o n  th e  a g a r  s u r f a c e  u s e d  fo r  g r o w in g  a m o e b a e .  W h e n  y o u n g  a n d  

a c t iv e ly  g r o w in g  a m o e b a e  a r e  s u b c u l tu r e d ,  a  fe w  f la g e l l a te  fo rm s  c a n  b e  s e e n  a f t e r  2 0  to  

4 8  h  a t  2 0  to  2 1 °  C  b y  th e  a b o v e  m e th o d .  B y  m a s s  in o c u l a t i o n  o f  t h e  a c t iv e ly  g r o w in g  

fo rm s  in  h a n g in g - d r o p  p r e p a r a t i o n s  in  s te r i l e  d is t i l l e d  o r  t a p  w a t e r  a  few  f la g e l la te s  o u t  

o f  a  fe w  th o u s a n d  a m o e b a e  a p p e a r  d u r i n g  a  p e r io d  o f  2 0  to  4 0  h  a t  2 0  to  2 1 °  C . O n e  

c a n n o t  b e  s u r e  o f  f in d in g  th e  f la g e l la te s  i n  a l l  t h e  h a n g in g - d r o p  p r e p a r a t i o n s .  T h e  f la g e l l a te s  

u s u a l ly  h a v e  a  m o r e  o r  less r ig id  o v a l  s h a p e  a n d  s w im  a c t iv e ly  i n  w a te r .  E a c h  i n d iv i d u a l  

p o ssesse s  tw o  f la g e l la ,  lo n g e r  t h a n  th e  l e n g th  o f  t h e  a n im a l ,  a r i s in g  f r o m  t h e  a n t e r i o r  e n d .  

I n  s p e c im e n s  s t a in e d  w i th  a n i l i n e  b lu e  a c e t i c  a  r h i z o p la s t  c o n n e c t in g  th e  b a s a l  g r a n u le s  

to  th e  n u c le u s  c a n  b e  s e e n  ( f ig u re  6 8 ) . N o  d e ta i l e d  o b s e r v a t io n s  o f  t h e  t r a n s f o r m a t i o n  o f  

th e  a m o e b a e  i n to  f la g e l la te s  a n d  v ic e  v e r s a  h a v e  b e e n  m a d e .

F ig u r e  39. Didascalus thorntoni, d r a w n  i n  t h e  l i v i n g  c o n d i t i o n ,  a, b, t r o p h i c  f o r m s ;  c, d, e, c y s t s .

Structure o f the resting nucleus in fresh and in stained preparations

T h e  r e s t in g  n u c le u s ,  in  th e  l iv in g  c o n d i t io n ,  c o n s is ts  o f  a  c e n t r a l  s p h e r ic a l  n u c le o lu s  

s u r r o u n d e d  b y  a  c le a r  s p a c e . N o  c h r o m a t i c  g r a n u le s  o r  r a d i a t i n g  t h r e a d s  c o u ld  b e  se e n . 

D u r in g  m o v e m e n t  th e  n u c le o lu s  o f te n  a s su m e s  a n  e lo n g a te d  s h a p e  a n d  t h e n  r e t u r n s  to  i ts  

s p h e r ic a l  fo rm . T h is  t r a n s f o r m a t io n  o f  t h e  s h a p e  o f  th e  n u c le o lu s  su g g e s ts  t h a t  i t  c o n s is ts  

o f  a n  e la s tic  s u b s ta n c e .  I n  F e u lg e n  p r e p a r a t i o n s  th e r e  is a  la r g e  F e u lg e n - n e g a t iv e  n u c le o lu s  

a n d  F e u lg e n - p o s i t iv e  f a in t ly  r e d - s ta in e d  c h r o m a t i c  g r a n u le s  ( f ig u re  7 3 ) . T h e s e  g r a n u le s  lie  

n e a r  th e  n u c le a r  m e m b r a n e .  N o n - s ta in a b le  p a tc h e s  in  th e  n u c le o lu s  c a n  b e  se e n  in  

p r e p a r a t io n s  c o u n te r - s ta in e d  w i th  l ig h t  g r e e n  ( f ig u re  7 3 ) . I n  i r o n - a lu m  h a e m a to x y l in  

p r e p a r a t io n s  th e  n u c le o lu s  s ta in s  d e e p ly , a n d  th r e a d - l ik e  s t r u c tu r e s  r a d i a t i n g  f r o m  i t  c a n  

b e  se e n  in  so m e  n u c le i  ( f ig u re  4 0 ) .
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Mitotic division

Prophase. T h e  a m o e b a e  d o  n o t  b e c o m e  r o u n d e d  d u r i n g  d iv is io n .  T h e  n u c l e a r  d iv is io n  

is i n i t i a t e d  b y  th e  n u c le o lu s  b e c o m in g  e lo n g a te d .  T h e  c h r o m a t i c  g r a n u le s  m o v e  f r o m  t h e i r  

p o s i t io n  n e a r  t h e  n u c l e a r  m e m b r a n e  a n d  l ie  o n  o r  n e a r  t h e  n u c le o lu s  ( f ig u re s  4 1 , 7 4 , 7 5 ) . 

T h e  n u c le o lu s  b e c o m e s  d u m b - b e l l - s h a p e d ,  a n d  th e  F e u lg e n - p o s i t iv e  g r a n u le s  b e g in  to  fu se  

to g e t h e r  a n d  l ie  a s  a  b a n d  a t  t h e  c e n t r e  ( f ig u r e  7 6 ) . T h e  d u m b - b e l l - s h a p e d  n u c le o lu s  

d iv id e s  i n to  tw o  h a lv e s  k n o w n  a s  ‘ p o l a r  m a s s e s ’ ( f ig u re s  4 3  to  4 6 , 7 7 ) . T h e  ‘ p o l a r  m a s s e s ’ 

s e e m  to  b e  c o n n e c te d  fo r  a  s h o r t  t im e  ( f ig u re s  4 3  to  4 5 ) .

Metaphase. A f te r  t h e  f o r m a t io n  o f ‘ p o l a r  m a s s e s ’, a  b a n d  o f  d e e p ly  s t a in in g  F e u lg e n -  

p o s i t iv e  c h r o m a t i n  c a n  b e  s e e n  o c c u p y in g  t h e  p o s i t io n  o f  t h e  e q u a t o r i a l  p l a t e  ( f ig u re  7 7 ) . 

T h e  c h r o m o s o m e s  c o u ld  n o t  b e  c le a r ly  d i s t in g u i s h e d .  A  s im i la r  s ta g e  is s h o w n  f r o m  a n  

i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l in  p r e p a r a t i o n  in  f ig u r e s  4 5  a n d  4 6 . T h e  s p in d le  c o n n e c t in g  th e  

‘ p o l a r  m a s s e s ’ c a n  b e  c le a r ly  s e e n , a l t h o u g h  t h e  s p in d le  f ib re s  c o u ld  n o t  b e  c o u n te d .  

I t  a p p e a r s  in  s o m e  F e u lg e n  p r e p a r a t i o n s  t h a t  e a c h  c h r o m o s o m e  d iv id e s  i n to  tw o  ( f ig u re  7 8 ) . 

I t  w a s  f o u n d  im p o s s ib le  to  c o u n t  t h e  n u m b e r  o f  c h ro m o s o m e s .

Anaphase. H a l f  t h e  n u m b e r  o f  c h r o m o s o m e s ,  a f t e r  d iv is io n , m o v e  to w a r d s  o n e  ‘ p o l a r  

m a s s ’ a n d  th e  o t h e r  h a l f  to w a r d s  t h e  o t h e r  ( f ig u re s  4 7  to  5 0 , 7 9  to  8 2 ) . O c c a s io n a l ly  in  

i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l in  p r e p a r a t i o n s  g r a n u le s  r e s e m b l in g  th e  ‘ i n t e r z o n a l  b o d y ’, a s  

d e s c r ib e d  in  Naegleria gruberi, c a n  b e  s e e n  a f t e r  t h e  c h r o m o s o m e s  c o m e  to  l ie  i n  c o n t a

w i th  th e  ‘ p o l a r  m a s se s  ’ ( f ig u r e  5 0 ) . T h e s e  g r a n u le s  s e e m  to  d i s a p p e a r  a t  a  l a t e r  s ta g e , a n d  

n o  f o r m a t io n  o f  d e f in i te  ‘ i n t e r z o n a l  b o d i e s ’ c o u ld  b e  s e e n . I n  f ig u r e  5 1  is s h o w n  a  t h r e a d ­

l ik e  s t r u c t u r e  c o n n e c t in g  th e  tw o  ‘p o l a r  m a s s e s ’. A c c o r d in g  to  s o m e  w o r k e r s  th is  t h r e a d  

is t h o u g h t  to  r e p r e s e n t  t h e  c o n n e x io n  b e tw e e n  tw o  c e n t r o s o m e s  ly in g  a t  t h e  tw o  p o le s  o f  

t h e  s p in d le . T h e  w r i t e r  c o u ld  n o t  f in d  a n y  c e n t r o s o m e s ;  t h e  t h r e a d  m a y  b e  a  s p in d le  

f ib r e  d e e p ly  s t a in e d  in  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l in .

N o  ‘ p o l a r  c a p s  ’, as  d e s c r ib e d  in  N. gruberi, c o u ld  b e  s e e n  a t  a n y  s ta g e  in  t h e  n u c l e a

A s in  N. gruberi, t h e  n u c l e a r  m e m b r a n e  p e rs is ts  t h r o u g h o u t  d iv is io n .  I t  b e c o m e s  e lo n g a te d  

a n d  c o n s t r ic t s  i n to  tw o , g iv in g  r is e  to  tw o  d a u g h t e r  n u c le i  ( f ig u re s  5 1  to  5 3 , 8 2  to  8 4 ) .

Telophase. A f te r  t h e  d iv is io n  o f  t h e  n u c le u s ,  t h e  tw o  ‘ p o l a r  m a s s e s ’ r e m a i n  c o n n e c te d  

b y  th e  s p in d le  f ib re s  w h ic h  g r a d u a l l y  b e c o m e  n a r r o w e r  a n d  d i s a p p e a r  ( f ig u re s  5 4  to  5 8 , 

8 4  t o  8 6 ) .  T h e  b e h a v i o u r  o f  t h e  c h r o m a t i c  m a t e r i a l  c a n  b e  v e r y  e a s i ly  fo l lo w e d  in  th e  e a r ly  

a n d  l a t e  t e lo p h a s e  in  F e u lg e n  p r e p a r a t i o n s .  T h e  tw o  b a n d s  o f  c h r o m a t i c  m a t e r i a l ,  a f t e r  

r e a c h i n g  th e  tw o  ‘p o l a r  m a s s e s ’ s e e m  g r a d u a l l y  to  s u r r o u n d  t h e  l a t t e r  ( f ig u re s  8 5  to  8 9 ) . 

L a t e r  o n  th e y  b r e a k  u p  in to  g r a n u le s  a n d  o c c u p y  th e  p o s i t io n  s e e n  in  th e  r e s t in g  n u c le i .  

T h e  ‘ p o l a r  m a sse s  ’ b e c o m e  n u c le o l i  i n  t h e  tw o  d a u g h t e r  a m o e b a e .  I n  i r o n - a l u m  h a e m a t o ­

x y l in  p r e p a r a t i o n s  i t  is im p o s s ib le  to  d i s t in g u is h  b e tw e e n  c h r o m a t i c  a n d  n o n - c h r o m a t i c  

m a te r i a l s  d u r i n g  e a r ly  a n d  l a t e  t e lo p h a s e  s ta g e s  ( f ig u re s  5 3  to  6 0 ) . T h e  a m o e b a  l a t e r  o n  

b e c o m e s  e lo n g a te d  a n d  c o n s t r ic ts  i n  t h e  m id d le  to  g iv e  r is e  to  tw o  d a u g h t e r  in d iv id u a ls  

( f ig u re s  5 8  to  6 4 , 8 7  to  9 1 ) , w h ic h  r e m a i n  c o n n e c te d  b y  a  t h i n  s t r a n d  o f  p r o to p la s m  fo r  

a  v e r y  s h o r t  t im e  b e fo r e  th e y  s e p a r a t e  ( f ig u re s  6 4 , 9 1 ) .

Nuclear division in amoebae having more than one nucleus

U p  to  e ig h t  n u c le i  h a v e  b e e n  s e e n  in  o n e  a m o e b a .  T h e  m u l t i n u c l e a t e  fo rm s  s e e m  to  

b e  h e a l th y  a n d  th e  n u c le a r  d iv is io n  ta k e s  p l a c e  n o r m a l ly .  W h e n  tw o  o r  m o r e  n u c le i  in
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F ig u r e s  4 0  t o  5 5
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a  s in g le  i n d i v i d u a l  d iv id e ,  t h e y  a l l  d iv id e  a t  t h e  s a m e  t im e .  I n  f ig u re s  6 9  to  7 2  a r e  s h o w n  

s o m e  o f  t h e  d iv is io n  s ta g e s  o f  tw o  n u c le i  p r e s e n t  i n  a  s in g le  a m o e b a .  I t  is p o s s ib le  t h a t  

s o m e  o f  t h e  m u l t i n u c l e a t e  a m o e b o id  o r g a n i s m s  in  w h ic h  a l l  t h e  n u c le i  d iv id e  a t  t h e  s a m e  

t im e  m a y  h a v e  b e e n  e v o lv e d  f r o m  a n  a m o e b a  s u c h  a s  th is  s p e c ie s .

Critical remarks

A t  p r e s e n t  t h e  o n ly  a m o e b a  w h ic h  c a n  b e  p l a c e d  in  th e  g e n u s  , w i th  c e r t a i n t y ,

is D. thorntoni d e s c r ib e d  in  th is  w o r k . J u d g i n g  b y  th e  in c o m p le t e  a n d  f a u l ty  d e s c r ip t io n s

o f  th e  n u c l e a r  d iv is io n  g iv e n  b y  th e  e a r l i e r  w o r k e r s  i t  is n o t  w ise  a t  p r e s e n t  to  i n c lu d e  a n y  

o t h e r  s p e c ie s  in  th is  g e n u s .

T h e r e  a r e  m a n y  n a m e d  sp e c ie s  o f  s m a ll  f r e e - l iv in g  a m o e b a e  d e s c r ib e d  in  th e  l i t e r a t u r e  

t h a t  c a n n o t  b e  c e r t a i n l y  id e n t i f i e d .  B y  a b o l i s h in g  s o m e  o f  th e s e  n a m e s  o r  a s s ig n in g  th e m  

to  fo rm s  w h ic h  h a v e  b e e n  m o r e  th o r o u g h ly  s tu d ie d ,  i t  m a y  b e  p o s s ib le ,  in  t h e  lo n g  r u n ,  

to  h a v e  o n ly  sp e c ie s  t h a t  c a n  b e  e a s i ly  id e n t i f i e d .

M a r t i n  &  L e w in  (1914) d e s c r ib e d  a  n e w  s p e c ie s  o f  a m o e b a ,  w h ic h  th e y  o b t a i n e d  f r o m  

a  s ic k  c u c u m b e r  so il, a n d  n a m e d  i t  Vahlkampjia soli. J u d g i n g  b y  s u c h  c h a r a c t e r s  a s  t h e  

m o r p h o lo g y ,  t h e  p o ss e s s io n  o f  a n  o u t e r  g e la t in o u s  l a y e r  i n  t h e  c y s t  a n d  th e  s p o r a d ic  

p r o d u c t i o n  o f  t e m p o r a r y  f la g e l l a ,  i t  s e e m s  p o s s ib le  t h a t  M a r t i n  &  L e w i n ’s o r g a n i s m  m a y  

b e  th e  s a m e  a s  th e  w r i t e r ’s s p e c ie s  o f  Didascalus. F r o m  t h e  fe w  f ig u re s  o f  t h e  n u c le a r  

d iv is io n  g iv e n  b y  th e s e  a u th o r s ,  i t  s e e m s  c e r t a i n  t h a t  t h e i r  a m o e b a  p o ss e s se d  ‘ p o l a r  

m a s s e s ’ . T h e i r  f ig u r e  1 6 , p l a t e  5 , s u g g e s ts  t h e  p r e s e n c e  o f  ‘ i n t e r z o n a l  b o d i e s ’. I f  th e s e  

s t r u c tu r e s  a r e  a c c e p te d  in  M a r t i n  &  L e w i n ’s o r g a n i s m ,  i t  s h o u ld  b e  c a l le d  Naegleria soli 

a c c o r d in g  to  th e  s y s te m  o f  c la s s if ic a t io n  a d o p t e d  in  th e  p r e s e n t  w o r k ,  b u t  a s  M a r t i n  &  

L e w in  d o  n o t  s t a te  i f  t h e y  w o r k e d  o n  ‘ p u r e - l i n e ’ c u l tu r e s  o b t a i n e d  f r o m  s in g le  c e l ls , i t  is 

q u i t e  p o s s ib le  t h a t  th e y  m a y  h a v e  h a d  m o r e  t h a n  o n e  s p e c ie s  o f  a m o e b a  p r e s e n t  i n  t h e i r  

c u l tu r e s .  F o r  th e  s a k e  o f  c l a r i t y  a n d  in  o r d e r  to  a v o id  c o n fu s io n  i t  s e e m s  a d v is a b le  to  

e r e c t  a  n e w  s p e c ie s  fo r  t h e  o r g a n i s m  d e s c r ib e d  a b o v e ,  a n d  i t  is a c c o r d in g ly  n a m e d  

Didascalus thorntoni n .s p .  T h is  o r g a n i s m  w a s  w r o n g ly  n a m e d  D. soli i n  t h e  w r i t e r ’s a r t i c l e  

p u b l i s h e d  in  Nature (S in g h  1951).

( 3 ) Schizopyrenus* n .g .

T h e  n e w  g e n u s  is b r ie f ly  d e f in e d  o n  p .  4 5 4 .

T y p e  s p e c ie s  Schizopyrenus n .s p .

T h is  a m o e b a  w a s  i s o la te d  o n  o n e  o c c a s io n  f r o m  B a r n f ie ld  f a r m y a r d  m a n u r e d  f ie ld  

( p lo t  1*0) so il a t  a  d i lu t i o n  o f  1 /8 1 9 2 0 0  a n d  o n  th e  o t h e r  o c c a s io n  f r o m  B r o a d b a lk  u n -

* T h is  g e n u s  is n a m e d  f ro m  th e  G re e k  c r y d i v i d e ;  k e rn e l .  f ro m  w h ic h  th e  fa m ily

n a m e  S c h iz o p y re n id a e  is d e r iv e d .

f  T h i s  sp ec ie s  is n a m e d  a f te r  S ir  J o h n  R u s se ll,  F .R .S .,  la te  D ire c to r  o f  R o th a m s te d  E x p e r im e n ta l  S ta t io n ,  

w h o se  th e o r y  o f  p a r t i a l  s te r i l iz a t io n  a n d  w h o se  k e e n  in te r e s t  in  so il P ro to z o a  le d  to  th e  d e v e lo p m e n t  o f  so il 

p ro to z o o lo g y .

Didascalus thorntoni o r  Schizopyrenus russelli. F ig u r e s  40 to  5 5 .  F ix e d  in  C a r n o y  a n d

s ta i n e d  w i t h  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l i n

F ig u r e  4 0 . O r d i n a r y  i n d i v i d u a l  a n d  t h e  s t r u c t u r e  o f  tw o  r e s t i n g  n u c le i .

F i g u r e s  41 to  55. Successive stages in  d iv ision.

Vo l . 2 3 6 . B . 53
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m a n u r e d  so il ( p lo t  3 ) a t  a  so il d i l u t i o n  o f  1 / 2 5 6 0 0 . T h e s e  o b s e r v a t io n s  s u g g e s t  t h a t  i t  m a y  

b e  a  c o m m o n  so il sp e c ie s  a t  R o t h a m s t e d .

Morphology, etc.

M iss  C r u m p  (1 9 5 0 ), w h o  u s e d  Didascalus thorntoni ( s p e c ie s  Z )  a n d  russelli

( s p e c ie s  4 ) i n  h e r  w o r k  o n  th e  in f lu e n c e  o f  b a c t e r i a l  e n v i r o n m e n t  o n  th e  e x c y s tm e n t  o f  

a m o e b a e  f r o m  so il, f o u n d  t h a t  th e  a c t iv e  fo rm s  o f  th e s e  tw o  s p e c ie s  w e r e  in d i s t in g u i s h a b le .  

S h e  sa y s  (1950, p .  1 7 ) :  ‘A m o e b a  4  fo rm s  a  d o u b le - w a l le d  c y s t  a n d  e x c y s tm e n t  ta k e s  p l a c e  

in  tw o  s ta g e s :  f i r s t ,  t h e  i n n e r  w a l l  d i s a p p e a r s  a n d  a  s m a ll  a m o e b a  m o v e s  f re e ly  w i t h in  th e  

o u t e r  w a l l ;  t h e n ,  in  a  su c c e ss fu l  c a s e ,  t h e  o u t e r  w a l l  g iv e s  w a y  a n d  th e  a m o e b a  e m e r g e s . 

I f  t h e  o u t e r  w a l l  r e m a in s  i m p e n e t r a b l e ,  a s  m a y  o f te n  h a p p e n  in  u n f a v o u r a b l e  c o n d i t io n ,  

t h e  a m o e b a  d w in d le s  a w a y  a n d  u l t i m a t e l y  d ie s .  T h e  g r o w th  a n d  r e p r o d u c t i o n  in  th is  

sp e c ie s  is n o t  so  fa s t  a s  i t  is in  s p e c ie s  Z . ’

A m o e b a e  w i th  m o r e  t h a n  o n e  n u c le u s  h a v e  r a r e l y  b e e n  f o u n d .

T h e  l iv in g  c y s ts  a r e  s p h e r i c a l  in  s h a p e  a n d  a r e  v e r y  v a r i a b le  in  s iz e . E a c h  c y s t c o n s is ts  

o f  tw o  d e f in i te  w a lls  ( f ig u re  9 3  c,d).An  a m o e b a  w h ic h  h a s  c o m e  o u t  o f  t h e  i n n e r  c y s t  b u

s ti ll  e n c lo s e d  in  th e  o u t e r  c y s t w a l l  is s h o w n  in  f ig u r e  9 3  £. T h e  n u c le o lu s  in  th e  n u c le u s  

c o u ld  b e  s e e n  o n ly  in  s o m e  c y s ts  a n d  t h e n  w i th  d i f f ic u l ty . N o  c h r o m a t i c  g r a n u le s  c o u ld  

b e  d i s t in g u is h e d .  O c c a s io n a l ly  in  s t a in e d  p r e p a r a t i o n s  a  c y s t  is f o u n d  w i th  tw o  n u c le i  

( f ig u re  6 6 ) .  S u c h  c y s ts  a r e  m u c h  l a r g e r  t h a n  th e  u n i n u c l e a t e  o n e s .

R e p e a t e d  e f fo r ts  to  p r o d u c e  a  t e m p o r a r y  f la g e l l a te  s ta g e  in  Schizopyrenus , b y  th e

m e th o d s  u s e d  su c c e s s fu l ly  w i th  Naegleriagruberi a n d  Didascalus , h a v e  c o m p le te l

fa i l e d .

Structure o f the resting nucleus in fresh and in stained preparations

T h e  r e s t in g  n u c le u s  in  th e  l iv in g  a n d  in  s t a in e d  p r e p a r a t i o n s  is i n d i s t in g u i s h a b le  f r o m  

th e  n u c le u s  o f  D. thorntoni. T h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  r e s t in g  n u c le u s  s h o w n  ( f ig u re s  4 0 , 7 3 ) fo r  

D. thorntoni h o ld s  g o o d  fo r  Schizopyrenus russelli.

Mitotic division

T h e  a m o e b a e  d o  n o t  b e c o m e  r o u n d e d  d u r i n g  d iv is io n .  T h e  d i f f e r e n t  s ta g e s  in  n u c le a r  

d iv is io n  a r e  in d is t in g u i s h a b le  f r o m  th o s e  d e s c r ib e d  fo r  D. thorntoni a n d  th e  f ig u re s  o f  th e  

n u c le a r  d iv is io n  g iv e n  fo r  D. thorntoni h o ld  g o o d  fo r  Schizopyrenus russelli.

Didascalus thorntoni o r  Schizopyrenus russelli

F ig u r e s  56 to  6 4 .  S h o w in g  t h e  s u c c e s s iv e  s ta g e s  in  d iv i s io n .  F ix e d  in  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i th  i r o n -  

a l u m  h a e m a t o x y l i n .

F ig u r e s  65 a n d  6 6 . C y s ts  o f  Schizopyrenus russelli h a v i n g  o n e  a n d  tw o  n u c le i .  F ix e d  in  C a r n o y  a n d  

s t a i n e d  w i th  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l i n .

F ig u r e  67. C y s t  o f  Didascalus thorntoni. F ix e d  in  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i t h  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l i n .  

F ig u r e  6 8 . F la g e l l a t e  s ta g e  o f  Didascalus thorntoni s t a i n e d  w i t h  p h e n o l  a n i l i n e  b lu e  a c e t i c  a c id .

F ig u r e s  69 to  7 2 .  S ta g e s  o f  n u c l e a r  d iv i s io n  i n  Didascalus thorntoni h a v i n g  tw o  n u c le i .  F i x e d  i n  

C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i th  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l i n .

53-2
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Critical remarks

S. russelli is a  v e r y  in te r e s t in g  o r g a n i s m  f r o m  a n  e v o lu t i o n a r y  p o i n t  o f  v ie w , b e c a u s e  i t  

s e e m s  to  b e  c lo s e ly  r e l a t e d  to  th e  a m o e b a e  w h ic h  p r o d u c e  a  t e m p o r a r y  f la g e l l a te  s ta g e  

l ik e  Didascalus thorntoni, a n d  th u s  m a y  b e  a  c o n n e c t in g  l in k  b e tw e e n  s u c h  a m o e b a e  a n d  th e  

m o r e  d i f f e r e n t i a t e d  m e m b e r s  o f  t h e  g e n u s  Schizopyrenus.

C h e n  (1937) h a s  d e s c r ib e d  i n c o m p le t e  s ta g e s  o f  t h e  n u c l e a r  d iv is io n  i n  a n  a m o e b a  w h ic h  

h e  c a l le d  Vahlkampfia sonnenscheini n .s p .  H is  f ig u r e s  s h o w  ‘ p o l a r  m a s s e s ’ w i t h o u t  t h e  

p r e s e n c e  o f  ‘ i n t e r z o n a l  b o d i e s ’. A l t h o u g h  C h e n ’s d e s c r i p t io n  o f  th is  a m o e b a  is in c o m p le t e ,  

i t  s e e m s  to  b e  a  s p e c ie s  b e lo n g in g  to  th e  g e n u s  Schizopyrenus.

(4 ) Schizopyrenus erythaenusa* n .s p .

T h is  a m o e b a  w a s  o n c e  i s o la te d  f r o m  B a r n f ie ld  ( p lo t  4  A ) ; i .e .  c o m p le t e  m in e r a l s  +  s u l ­

p h a t e  o f  a m m o n i a  t r e a t e d  so il a t  a  so il d i l u t i o n  o f  1 / 4 0 9 6 0 0  a n d  o n  a n o t h e r  o c c a s io n  f r o m  

B r o a d b a l k  f a r m y a r d  so il ( p lo t  2) f r o m  a  s im i la r  d i lu t i o n .  J u d g i n g  f r o m  t h e  p r e s e n c e  o f  

th is  a m o e b a  in  v e r y  h ig h  d i lu t io n s  o f  so il, i t  s e e m s  to  b e  c o m m o n  in  R o t h a m s t e d  so ils .

Morphology, etc.

T h e  a m o e b a e  a r e  v a r i a b l e  in  s iz e . I n  a  r o u n d e d  c o n d i t i o n  th e y  a r e  a p p r o x i m a t e ly  

1 5  to  3 5 /* a c ro s s  a n d  a r e  th u s  s l ig h tly  b ig g e r  t h a n  t h e  o n e s  d e s c r ib e d  b e fo re . I n  y o u n g  

c u l tu r e s  th e y  r e a d i ly  p r o d u c e  Umax fo rm s . T h e r e  is a  d i s t in c t  e c to p la s m  a n d  e n d o p la s m  

th e  l a t t e r  u s u a l ly  c o n ta in i n g  p l e n t y  o f  fo o d  v a c u o le s  ( f ig u re  9 4  A  s in g le  c o n t r a c t i l e  

v a c u o le  is f o u n d  in  e a c h  a m o e b a .  A m o e b a e  a r e  u s u a l ly  u n i n u c l e a t e  a n d  fo rm s  h a v in g  

tw o  n u c le i  a r e  r a r e .

Schizopyrenus erythaenusa p r o d u c e s  p in k  p i g m e n t  w h e n  g r o w n  o n  n o n - n u t r i e n t  a g a r  w i th  

Aerobacter sp . a s fo o d  s u p p ly .  T h e  d e s c r ip t io n  o f  p i g m e n t  p r o d u c t i o n  g iv e n  in  c o n n e x io n  

w i th  Schizopyrenus atopus, a  sp e c ie s  d e s c r ib e d  l a t e r  o n ,  a p p li e s  a lso  to  S. erythaenusa.

T h e  l iv in g  c y s ts  a r e  v e r y  v a r i a b le  in  s iz e  a n d  a r e  s p h e r ic a l .  T h e y  p o ssess  a  s in g le  w a ll  

c o n s is t in g  o f  tw o  la y e r s  ( f ig u re  9Ac,d). W h e n  a n  a m o e b a  e m e rg e s  f r o m  th e  c y s t,  

is n o t  b r o k e n  d o w n . T h e  n u c le o lu s  w i t h in  t h e  n u c le u s  c a n  b e  e a s i ly  s e e n .

E f fo r t s  to  p r o d u c e  a  t e m p o r a r y  f la g e l l a te  s ta g e  h a v e  c o m p le t e ly  fa i le d .

Structure o f the resting nucleus in fresh and in stained preparations

I n  th e  l iv in g  c o n d i t i o n  th e  n u c le u s  c o n ta in s  a  f a i r ly  l a r g e  c e n t r a l  n u c le o lu s  s u r r o u n d e d  

b y  a  c le a r  z o n e  ( f ig u re  9 4 ) . N o  c h r o m a t i c  g r a n u le s  c a n  b e  s e e n . I n  s t a in e d  p r e p a r a t i o n s

* T h is  sp ec ie s  is n a m e d  f ro m  th e  p r o d u c tio n  o f  p in k  p ig m e n t in  th e  c u l tu r e  w h e n  th e  a m o e b a e  a re  g ro w n  

o n  n o n - n u t r i e n t  a g a r  s u p p lie d  w ith  Aerobacter sp . ( S tr a in  1 9 1 2 )  as fo o d . (G re e k  ‘m a k in g  to

b lu s h ’, f ro m  v b . ipvOatveiv.)

Didascalus thorntoni o r  Schizopyrenus russelli. F ig u r e s  73 to  9 2 .  F ix e d  in  C a r n o y  a n d  

s t a i n e d  w i t h  F e u l g e n  r e a c t i o n  a n d  l i g h t  g r e e n

F ig u r e  7 3 . O r d i n a r y  i n d i v i d u a l  a n d  t h r e e  r e s t i n g  n u c l e i  s h o w in g  F e u l g e n - n e g a t i v e  n u c le o lu s  a n d  

F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i c  g r a n u le s .

F ig u r e s  7 4  t o  9 1 .  S u c c e s s iv e  s ta g e s  in  d iv i s io n  s h o w in g  t h e  b e h a v i o u r  o f  c h r o m a t i n  a n d  t h e  n u c le o lu s .

F ig u r e  92. C y s t  o f  Schizopyrenus russelli s h o w in g  F e u l g e n - n e g a t i v e  n u c le o lu s  a n d  F e u lg e n - p o s i t iv e  

c h r o m a t i c  g r a n u le s  in  t h e  n u c le u s .
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F ig u r e  93. Schizopyrenus russelli, d r a w n  i n  t h e  l i v i n g  c o n d i t i o n ,  a, t r o p h i c  f o r m s ;  c, d, c y s t s  

e, a n  a m o e b a  j u s t  c o m e  o u t  o f  t h e  i n n e r  c y s t  a n d  s t i l l  e n c l o s e d  b y  t h e  o u t e r  c y s t  w a l l .

F ig u r e  94. Schizopyrenus erythaenusa, d r a w n  i n  t h e  l i v i n g  c o n d i t i o n ,  a, b, t r o p h i c  f o r m s ;  c, c y s t s .
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th e  s t r u c t u r e  o f  t h e  n u c le u s  ( f ig u re s  9 5 , 1 1 1 ) is s im i la r  to  t h a t  f o u n d  in  Didascalus thorntoni. 

T h e r e  is a  F e u lg e n - n e g a t iv e  n u c le o lu s  a n d  F e u lg e n - p o s i t iv e  r e d - s t a i n in g  c h r o m a t i n  

g r a n u le s  ( f ig u r e  9 5 ).

Mitotic division

A s t h e  g e n e r a l  o u t l i n e  o f  t h e  n u c le a r  d iv is io n  is s im i la r  to  t h a t  d e s c r ib e d  fo r  thorntoni 

o n ly  a  b r i e f  d e s c r ip t io n  o f  t h e  v a r io u s  d iv is io n  s ta g e s  a r e  g iv e n  b e lo w .

Prophase. T h e  a m o e b a e  r e t a i n  i r r e g u l a r  s h a p e  d u r i n g  d iv is io n .

T h e  d u m b - b e l l - s h a p e d  n u c le o lu s  a n d  t h e  d e e p ly  s t a in in g  c h r o m a t i n  g r a n u le s  in  F e u lg e n  

p r e p a r a t i o n s  a r e  s h o w n  in  f ig u re s  9 6  to  9 8 . A f te r  t h e  f o r m a t io n  o f  ‘ p o l a r  m a s s e s ’ t h e  

c h r o m a t i c  g r a n u le s  l ie  a s  a  b a n d  ( f ig u re s  9 9 , 1 1 5 , 1 1 6 ).

Metaphase. I n  s o m e  p r e p a r a t i o n s ,  s t a in e d  b y  th e  F e u lg e n  r e a c t i o n ,  t h e  c h ro m o s o m e s  

ly in g  a t  t h e  e q u a t o r i a l  p l a t e  c a n  b e  e a s i ly  c o u n te d .  T h e y  a r e  s ix  in  n u m b e r  a n d  d iv id e  

in to  tw o  h a lv e s  ( f ig u re  1 0 0 ) . T h e  s p in d le  w i th  th e  s p in d le  f ib re s  c o n n e c t in g  th e  tw o  ‘ p o l a r  

m a s s e s ’ a r e  c le a r ly  s e e n  in  s o m e  o f  t h e  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l in  p r e p a r a t i o n s  ( f ig u re s  1 1 7 , 

1 1 9 ). O c c a s io n a l ly  i n  s t a in in g  b y  th is  m e t h o d  o n e  g e ts  s ta g e s  a s  s h o w n  in  f ig u r e  1 1 8 , 

w h e r e  i t  is im p o s s ib le  to  d i s t in g u is h  b e tw e e n  c h ro m o s o m e s  a n d  o t h e r  g r a n u l a r  s t r u c tu r e s  

p r e s e n t  o n  th e  s p in d le .

Anaphase. H a l f  t h e  n u m b e r  o f  c h ro m o s o m e s  m o v e  t o w a r d s  e a c h  o f  th e  ‘ p o l a r  m a s se s  ’ as 

s h o w n  c le a r ly  in  F e u lg e n  p r e p a r a t i o n s  ( f ig u re s  101 to  1 0 5 ) . I n  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l in  

i t  is im p o s s ib le  to  lo c a te  th e  c h ro m o s o m e s  d u r i n g  l a t e  a n a p h a s e  a n d  e a r ly  t e lo p h a s e  s ta g e s  

( f ig u re s  121 to  1 2 3 ) . T h e  n u c le a r  m e m b r a n e  c o n s t r ic ts  to  g iv e  r is e  to  tw o  d a u g h t e r  n u c le i  

( f ig u re s  1 0 1  to  1 0 3  a n d  o th e r s ) .

Telophase. A f te r  t h e  f o r m a t io n  o f  t h e  d a u g h t e r  n u c le i ,  t h e  c h ro m o s o m e s  g r a d u a l l y  

s u r r o u n d  th e  ‘ p o l a r  m a s s e s ’ ( f ig u re s  1 0 6  to  1 0 8 ) ,  a n d  a  r i n g  c o n s i s t in g  o f  c h r o m a t i c  

m a t e r i a l  is f o r m e d  r o u n d  e a c h  ‘ p o l a r  m a s s ’ ( f ig u re s  1 0 9 , 1 1 0 ) . L a t e r  o n  th e  c h r o m a t i c  

m a t e r i a l  f r a g m e n ts  to  g iv e  r is e  to  g r a n u le s  a s  s e e n  in  a  r e s t in g  n u c le u s ;  s ta g e s  w h ic h  a r e  

v e r y  c le a r  in  F e u lg e n  p r e p a r a t i o n s .  I n  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l in  p r e p a r a t i o n s  c h r o m a t i c  

m a t e r i a l  s u r r o u n d i n g  th e  ‘p o l a r  m a s s e s ’ c o u ld  n o t  b e  s e e n  ( f ig u re s  1 2 6  to  1 2 9 ) . T h e  

d iv is io n  o f  t h e  a m o e b a  i n to  tw o  is s h o w n  in  f ig u re s  1 2 8  to  1 3 1 .

N o  p o l a r  c a p s  o r  c e n t r io le s  c o u ld  b e  s e e n  d u r i n g  a n y  s ta g e s  o f  n u c le a r  d iv is io n .

Remarks

Schizopyrenus erythaenusa d if fe r s  f r o m  S. russelli i n  t h e  fo l lo w in g  m a i n  f e a tu r e s :  (1) U n d e r  

c o n t r o l le d  c u l t u r a l  c o n d i t io n s  th e  t r o p h ic  fo rm s  o f  S. erythaenusa a r e  l a r g e r  t h a n  S. russelli. 

(2 ) T h e  cy s ts  o f  t h e  tw o  sp e c ie s  a r e  e a s i ly  d i s t in g u is h a b le .  ( 3 ) T h e  c h ro m o s o m e s ,  in  

F e u lg e n  p r e p a r a t i o n s ,  a t  m e ta p h a s e  a n d  a n a p h a s e  c a n  e a s i ly  b e  c o u n te d  in  S. erythaenusa 

w h i le  th e y  a r e  n o t  c le a r ly  d i s t in g u i s h a b le  in  S. russelli.

( 5 ) Schizopyrenus atopus* n .s p .

T h e  a m o e b a  w a s  i s o la te d  o n c e  f r o m  B a r n f ie ld  ( p lo t  4 ) c o m p le te  m in e r a l s  +  s u lp h a te  

o f  a m m o n i a - t r e a t e d  so il f r o m  a  d i lu t i o n  o f  1 / 1 6 0 0 , a n d  o n  a n o t h e r  o c c a s io n  f r o m  B a r n -

* T h is  sp ec ie s  h a s  b e e n  c r e a te d  o n  th e  b as is  o f  o d d  b e h a v io u r  o f  th e  a m o e b a  w h e n  g ro w n  o n  n o n - n u t r i e n t  

a g a r  p la te s  s u p p lie d  w ith  Aerobacter sp . as  fo o d . (G re e k  oltot tos, ‘ o d d , u n u s u a l ’.)
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f ie ld  ( p lo t  8 .0 )  u n t r e a t e d  so i l f r o m  a  d i l u t i o n  o f  1 / 4 0 0 . T h e s e  o b s e r v a t io n s  s u g g e s t  t h a t  

th is  s p e c ie s  m a y  n o t  b e  p r e s e n t  i n  l a r g e  n u m b e r s  in  R o t h a m s t e d  so ils .

Morphology, etc.

T h e  a c t iv e  a n d  t r o p h i c  f o r m  o f  Schizopyrenus atopus a r e  i n d i s t in g u i s h a b le  f r o m  ery- 

thaenusa. I t  d if fe r s  f r o m  th e  l a t t e r  i n  t h e  c h a r a c t e r  o f  t h e  c y s ts . T h e  a m o e b a e  a r e  u s u a l ly  

u n i n u c l e a t e ,  a l t h o u g h  in d iv id u a l s  h a v in g  tw o  n u c le i  h a v e  b e e n  s e e n  o n  m a n y  

o c c a s io n s .

T h e  l iv in g  c y s ts  a r e  v e r y  v a r i a b l e  in  s iz e  a n d  a r e  r o u n d e d  o r  s p h e r ic a l .  T h e y  h a v e  a 

s in g le  w a l l  ( f ig u re  1 4 5 c,<af). T h e  o u t s id e  o f  t h e  w a l l  c o n s is ts  o f  a  t r a n s p a r e n t  g e la t in o u s  l a y e r  

a s  d e s c r ib e d  in  th e  c a s e  o f  Didascalus thorntoni. T h e  n u c le u s  w i th  i ts  n u c le o lu s  is v e r y  c le a r ly  

s e e n  in s id e  a  l iv in g  c y s t .  N o  c h r o m a t i c  g r a n u le s  c o u ld  b e  d i s t in g u i s h e d .  A f te r  b e in g  in  

c u l t u r e  fo r  a  few  m o n th s  o n  Aerobacter s p .,  t h e  a m o e b a e  lo se  th e  p o w e r  o f  f o r m in g  m a t u r e  

c y s ts  a n d  b e h a v e  v e r y  a b n o r m a l l y  a s  w il l b e  d e s c r ib e d  l a t e r  o n . O n  s e v e r a l  o c c a s io n s  i t  

w a s  t h o u g h t  t h a t  a  c u l t u r e  o f  a  fe w  w e e k s  o ld  h a d  d i e d ,  b u t  o n  s u b c u l t u r i n g  a c t iv e  a m o e b a e  

w e r e  o b t a i n e d .  O n  r e p e a t e d  s u b c u l t u r i n g  a f t e r  e v e r y  2 to  3  d a y s  a  fe w  c y s ts  w h ic h  a p ­

p e a r e d  to  b e  m a t u r e  c o u ld  b e  o b t a i n e d .  I n  th is  c o n n e x io n  i t  m a y  b e  o f  i n te r e s t  to  m e n t i o n  

t h a t  i n  Leptomyxa reticulata G o o d e y ,  t h e  o r g a n is m s ,  a f t e r  h a v in g  b e e n  in  a s s o c ia t io n  w i th  

Aerobacter sp . fo r  a b o u t  6 m o n th s ,  c o m p le t e ly  lo se  th e  p o w e r  to  p r o d u c e  c y s ts  ( S in g h  

1948 a). T h e  a b i l i t y  o f  Leptomyxa reticulata to  p r o d u c e  c y s ts  w a s  r e g a i n e d  b y  c u l t u r i n g  t h e m  

o n  a  fe w  s t r a in s  o f  b a c t e r i a ,  o u t  o f  o v e r  a  h u n d r e d ,  t h a t  w e r e  t r i e d .  N o  c o r r e l a t io n  b e tw e e n  

t h e  e d ib i l i t y  o f  b a c t e r i a  b y  L. reticulata a n d  c y s t  f o r m a t io n  c o u ld  b e  o b s e r v e d  ( S in g h  

1 9 4 8 a). I t  w o u ld  b e  o f  i n te r e s t  to  f in d  o u t  i f  Schizopyrenus atopus c o u ld  b e  i n d u c e d  to  

p r o d u c e  l a r g e  n u m b e r s  o f  m a t u r e  c y s ts  in  c u l tu r e s  w h e n  fe d  w i th  d i f f e r e n t  b a c t e r i a .

A n  in te r e s t in g  f e a tu r e  o f  S. atopus is t h e  p r o d u c t i o n  o f  r e d  p i g m e n t  w h e n  g r o w n  in  

a s s o c ia t io n  w i th  Aerobacter sp . o n  n o n - n u t r i e n t  a g a r  p la te s .  S o m e tim e s  th e  p i g m e n t  is 

v e r y  f a in t  in  c o lo u r ,  a n d  a t  o t h e r  t im e s  i t  d i s a p p e a r s  i n  c u l t u r e .  O n  s u b c u l tu r i n g ,  t h e  

p i g m e n t  is s e e n  a g a in  to  b e  p r o d u c e d  b y  th e  a m o e b a e .  T h e  p r o d u c t i o n  o f  th is  p i g m e n t  h a s  

b e e n  s e e n  o v e r  a  p e r io d  o f  4  y e a r s  s in c e  th e  a m o e b a  w a s  f ir s t  i s o la te d  a n d  i t  w a s  th is  

c h a r a c t e r  t h a t  a t t r a c t e d  th e  a t t e n t i o n  o f  t h e  w r i t e r  to  is o la te  t h e  a m o e b a  f r o m  a  lo w - d i lu t io n  

c u l t u r e  p l a t e  u s e d  fo r  t h e  q u a n t i t a t i v e  e s t im a t io n  o f  so il a m o e b a e  ( S in g h  1949). A l th o u g h  

th is  s t r a in  h a s  b e e n  i s o la te d  s e v e r a l  t im e s  in  ‘p u r e - l i n e ’ c u l tu r e s  s t a r t i n g  f r o m  s in g le  

t r o p h ic  fo rm s , i t  h a s  r e t a i n e d  th e  p o w e r  to  p r o d u c e  p ig m e n t .  O n e  o r  tw o  o t h e r  s p e c ie s  o f  

a m o e b a e  o n  r a r e  o c c a s io n s  h a v e  b e e n  f o u n d  to  p r o d u c e  a  v e r y  f a i n t  r e d  p i g m e n t  b u t  n o t  

so p r o n o u n c e d  a s  in  Schizopyrenus atopus a n d  S. erythaenusa.

E ffo r ts  to  p r o d u c e  a  t e m p o r a r y  f la g e l l a te  s ta g e  h a v e  b e e n  c o m p le te ly  u n s u c c e s s fu l .

Schizopyrenus erythaenusa. F ig u r e s  9 5  to  1 1 0 . F ix e d  in  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i t h  F e u lg e n

r e a c t i o n  a n d  l i g h t  g r e e n

F ig u r e  9 5 . O r d i n a r y  i n d i v i d u a l  a n d  tw o  r e s t i n g  n u c l e i  s h o w in g  F e u lg e n - n e g a t i v e  n u c le o lu s  a n d  

F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i c  g r a n u le s .

F ig u r e s  9 6  to  1 1 0 . S u c c e s s iv e  s ta g e s  in  d iv i s io n  s h o w in g  t h e  b e h a v i o u r  o f  c h r o m a t i n  a n d  t h e  

n u c le o lu s .

Vo l . 236. B. 54
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Structure o f the resting nucleus in fresh and in stained preparations

T h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  r e s t in g  n u c le u s  ( f ig u re s  1 3 3 , 1 4 6 ) is s im i la r  to  t h a t  o f  S. erythaenusa. 

T h e r e  is a  l a r g e  F e u l g e n - n e g a t i v e  n u c le o lu s ,  a n d  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i c  g r a n u le s  a r e  

p r e s e n t  ( f ig u re  1 3 3 ) .

Mitotic division

T h e  a m o e b a e ,  a f t e r  b e in g  c u l t u r e d  fo r  s e v e r a l  m o n th s ,  b e h a v e  so  a b n o r m a l l y  t h a t  i t  

b e c o m e s  e x c e e d in g ly  d i f f ic u l t  to  g e t  a l l  t h e  s ta g e s  o f  n o r m a l  n u c l e a r  d iv is io n . A f te r  c a r e f u l  

s e a r c h  a n d  t h e  e x a m i n a t i o n  o f  a  v e r y  l a r g e  n u m b e r  o f  d iv id in g  in d iv id u a l s ,  a  m o r e  o r  less 

c o m p le t e  p i c t u r e  o f  t h e  n o r m a l  n u c l e a r  d iv is io n  h a s  b e e n  p r e s e n t e d  in  f ig u r e s  1 4 7  to  1 6 1 . 

T h i s  is b a s e d  o n  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l i n  p r e p a r a t i o n s .  S e v e r a l  s ta g e s  o f  t h e  n u c le a r  

d iv is io n  f r o m  F e u lg e n  p r e p a r a t i o n s  a r e  g iv e n  in  f ig u r e s  1 3 4  to  1 3 8 . A s th e  ty p e  o f  n u c le a r  

d iv is io n  is s im i la r  to  t h a t  f o u n d  in  S. erythaenusa, i t  is n o t  i n t e n d e d  to  r e p e a t  th e s e  d e

t io n s  a g a in .  T h e  c h r o m o s o m e s  a r e  s e e n  a t  m e t a -  a n d  a n a p h a s e s  i n  F e u lg e n  p r e p a r a t i o n s .  

I t  is d i f f ic u l t  to  c o u n t  t h e i r  n u m b e r s  w i th  c e r t a i n t y .  T h e  s p in d le  f ib re s  c o n n e c t in g  th e  

‘ p o l a r  m a s s e s ’ a r e  v e r y  c le a r ly  s e e n  b o t h  in  F e u lg e n  a n d  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l in  p r e p a r a ­

t io n s . T h e  n u c l e a r  m e m b r a n e  p e rs i s ts  t h r o u g h o u t  n u c l e a r  d iv is io n  a n d  c o n s t r ic ts  to  fo r m  

tw o  d a u g h t e r  n u c le i  a s  i n  th e  c a s e  o f  a m o e b a e  d e s c r ib e d  e a r l ie r .

N o  ‘ p o l a r  c a p s ’ o r  c e n t r io le s  c o u ld  b e  s e e n  a t  a n y  s ta g e  d u r i n g  n u c l e a r  d iv is io n .

Abnormal stages o f nuclear division and the so-called exogenous and endogenous budding

U n le s s  g r e a t  c a r e  is t a k e n  to  lo o k  fo r  t h e  n o r m a l  s ta g e s  o f  n u c l e a r  d iv is io n  in  S. 

o n e  m a y  d e s c r ib e  n e w  w a y s  in  w h ic h  th e  n u c le i  d iv id e  b o t h  b y  m ito s is  a n d  a m ito s is  a s  

h a s  b e e n  c la im e d  b y  Z u l u e t a  (1917) in  Wasielewskia gruberi a n d  A r a g a o  (1909) in  Amoeba 

diplomitotica a n d  o th e r s .  I t  is n o t  i n t e n d e d  to  r e v ie w  th e  l i t e r a t u r e  o n  t h e  v e r y  p e c u l i a r  

w a y s  in  w h ic h  th e  n u c le i  in  f r e e - l iv in g  a n d  p a r a s i t i c  a m o e b a e  h a v e  b e e n  c la im e d  to  

d iv id e  b y  e a r l i e r  w o r k e r s ,  w h e n  u s in g  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l in  p r e p a r a t i o n s .  I t  m a y  b e  

p o i n t e d  o u t ,  h o w e v e r ,  t h a t  i n  Schizopyrenus atopus, b y  u s in g  a  l i t t l e  i m a g i n a t io n ,  o n e  c a n  

d e s c r ib e  s e v e r a l  w a y s  i n  w h ic h  th e  n u c le u s  o f  a n  a b n o r m a l  a m o e b a  d iv id e s .  I n  f ig u r e  1 6 2  

a  s ta g e  i n  t h e  a b n o r m a l  n u c le a r  d iv is io n  is g iv e n  w h ic h  c o u ld  b e  i n t e r p r e t e d  a s  s h o w in g  

t h a t  a n  a m o e b a  d iv id e s  b y  a m ito s i s .  T h is  p r e p a r a t i o n  w a s  m a d e  w i th  i r o n - a l u m  h a e m a ­

to x y l in  a n d  d o e s  n o t  s h o w  a n y  c h r o m a t i c  g r a n u le s  o r  c h ro m o s o m e s  b u t  o n ly  th e  n u c le o lu s  

( k a r y o s o m e )  d iv id in g  in  a n  a b n o r m a l  w a y . S ta g e s  s im i la r  to  f ig u r e  1 6 2  a r e  v e r y  c o m m o n  

in  S. atopus.

I n  a b n o r m a l  a m o e b a e  s ta g e s  r e s e m b l in g  th e  e x o g e n o u s  b u d d i n g  o f  a n  a m o e b a ,  a s  

c la im e d  b y  W ils o n  (1916) in  Naegleria gruberi, c a n  v e r y  o f te n  b e  s e e n . F e u lg e n  s t a in in g  d id  

n o t  s h o w  a n y  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i c  g r a n u le s  in  th e s e  b u d s  as c la im e d  b y  W ils o n  

(1916) b y  th e  u se  o f  i r o n - a l u m  h a e m a to x y l in .  I n  f ig u re s  1 4 0  to  1 4 4  t h e  d i f f e r e n t  s ta g e s  in  

th e  d ig e s t io n  o f  a  s m a ll  a m o e b a  b y  Schizopyrenus atopus a r e  s h o w n  w h ic h  r e s e m b le  th e

Schizopyrenus erythaenusa. F ig u r e s  111 to  1 2 6 .  F ix e d  in  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i t h

i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l i n

F ig u r e  1 1 1 . O r d i n a r y  i n d i v i d u a l  a n d  t h e  s t r u c t u r e  o f  tw o  r e s t i n g  n u c le i .

Fig u r e s  112 to  126. Successive stages in  d iv ision.

54-2
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e n d o g e n o u s  b u d d i n g  o f  W ils o n  (1916) in  Naegleria gruberi. A s  th e s e  f ig u re s  w e r e  d r a w n  

f r o m  F e u lg e n  p r e p a r a t i o n s ,  t h e r e  is n o  s ig n  o f  t h e  e x t r u s io n  o f  c h r o m a t i c  g r a n u l e s  f r o m  th e  

n u c le u s ,  w h ic h  a r e  s u p p o s e d  to  a id  i n  th e  f o r m a t io n  o f  e n d o g e n o u s  b u d s .  T h e  n u c le u s  o f  

t h e  d ig e s te d  a m o e b a  se e m s  to  d i s i n t e g r a t e ,  l e a v in g  b e h i n d  c e r t a i n  g r a n u l a r  m a t e r i a l  

r e s e m b l in g  th e  f o r m a t io n  o f  e n d o g e n o u s  b u d s .

F ig u r e  145. Schizopyrenus atopus, dr a w n  i n  t h e  l i v i n g  c o n d i t i o n ,  b, t r o p h i c  f o r m s ;  c, , c y s t s .

(6 ) Hartmannella glebae (D o b e ll)

T h is  a m o e b a  w a s  i s o la te d  o n c e  f r o m  B a r n h e ld  ( p lo t  4  A ) c o m p le te  m in e r a l s  +  s u l p h a te  

o f  a m m o n i a  so il f r o m  a  so il d i lu t i o n  o f  1 / 2 5 6 0 0 . A l t h o u g h  i t  r e s e m b le s  v e r y  c lo se ly  b o t h  

Amoeba lamellipodia a n d  A. glebae d e s c r ib e d  r e s p e c t iv e ly  b y  G la s e r  (19120) a n d  D o b e l l  

(1 9 1 4 ), t h e  l a t t e r  n a m e  is u s e d  in  th is  w o rk . A. lamellipodia is s a id  to  p o sse ss  u p  to  f o u r

Schizopyrenus erythaenusa

F ig u r e s  127 to  1 3 1 . S ta g e s  in  d iv i s io n .  F ix e d  in  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i t h  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l i n .

F ig u r e  1 3 2 . A  c y s t  o f  Schizopyrenus erythaenusa s h o w in g  F e u l g e n - n e g a t i v e  n u c le o lu s  a n d  F e u lg e n -  

p o s i t iv e  c h r o m a t i c  g r a n u l e s  in  t h e  n u c le u s .  F ix e d  in  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i th  F e u lg e n  r e a c t i o n  

a n d  l i g h t  g r e e n .

F ig u r e s  1 3 3  to  1 4 4 . Schizopyrenus atopus. F ix e d  in  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i t h  F e u lg e n  r e a c t i o n  a n d  

l i g h t  g r e e n .

F ig u r e  133. O r d i n a r y  i n d i v i d u a l  a n d  t h r e e  r e s t i n g  n u c le i  s h o w in g  F e u l g e n - n e g a t i v e  n u c le o lu s  a n d  

F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i c  g r a n u le s .

F ig u r e s  134 to  1 3 8 .  S ta g e s  in  d iv i s io n  s h o w in g  t h e  b e h a v i o u r  o f  c h r o m a t i n  g r a n u le s  a n d  th e  

n u c le o lu s .

F ig u r e  1 3 9 . A  c y s t  s h o w in g  F e u l g e n - n e g a t i v e  n u c le o lu s  a n d  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i c  g r a n u le s  

in  t h e  n u c le u s .

F ig u r e s  1 4 0  to  1 4 4 . S ta g e s  in  t h e  d ig e s t io n  o f  a  s m a l l  a m o e b a  r e s e m b l in g  e n d o g e n o u s  b u d  f o r m a t io n .
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c o n t r a c t i l e  v a c u o le s . T h e  o r g a n i s m  s tu d ie d  b y  th e  w r i t e r  h a s  o n ly  o n e  s u c h  s t r u c t u r e  a s  

n o t e d  b y  D o b e l l  (1 9 1 4 ). T h is  is o n e  o f  t h e  sp e c ie s  o f  a m o e b a e  b e lo n g in g  to  t h e  n e w  fa m i ly  

H a r t m a n n e l l i d a e .  I t  h a s  b e e n  p u t  in  t h e  g e n u s  Hartmannella A le x e ie f f  e m . A u t .

F ig u r e  1 6 3 . Hartmannella glebae, d r a w n  i n  t h e  l i v in g  c o n d i t i o n ,  a, t r o p h i c  f o r m s ;  c, c y s ts .  

Morphology, etc.

T h e  a m o e b a e  a r e  v e r y  v a r i a b le  in  s iz e  a n d  i n  s h a p e . I n  a  r o u n d e d  c o n d i t i o n  th e y  a r e  

a p p r o x i m a t e ly  1 5  to  3 0  g,ac ro s s . Amoeba glebae, a c c o r d in g  to  D o b e l l  (1 9 1 4 ), h a s  a  s iz e  o f

12  to  2 0  ju.T h e  s m a l l  s iz e  o f  D o b e l l ’s o r g a n i s m  is p r o b a b l y  d u e  to  th e  f a c t  t h a t  h e  u s e d  r i c h

n u t r i e n t  l i q u i d  m e d i a  a n d  u n c o n t r o l l e d  b a c t e r i a l  fo o d  s u p p ly .  T h e  s p e c ie s  o f  a m o e b a e  

d e s c r ib e d  in  t h e  f a m i ly  S c h iz o p y r e n id a e  h a v e  b e e n  f o u n d  to  b e  v e r y  a c t iv e  in  y o u n g  

c u l t u r e  a n d  a r e  r e a d i ly  a b le  to  p r o d u c e  th e  Umax s h a p e .  Hartmannella glebae a n d  o t h e r  

sp e c ie s  d e s c r ib e d  i n  th is  g e n u s  a r e  n o t  v e r y  a c t iv e  a n d  r a r e l y  p r o d u c e  th e  Umax s h a p e .  

T h e  m o v e m e n t  o f  Amoeba lamellipoda, a s  d e s c r ib e d  b y  G la s e r  (1912 a ) a p p li e s  to  Hartmann­

ella glebae. T h e  e c to p la s m  a n d  e n d o p la s m  a r e  v e r y  c le a r  ( f ig u r e  1 6 3 a ,£ ) .  T h e  e n d o p la s m  

is u s u a l ly  fu l l  o f  fo o d  v a c u o le s  c o n t a in i n g  b a c t e r i a .  T h e  a m o e b a e  a r e  u n i n u c l e a t e ,  a l t h o u g h  

a n  i n d iv i d u a l  w i th  tw o  n u c le i  h a s  b e e n  s e e n  o n  s e v e r a l  o c c a s io n s . T h e r e  is a  s in g le  c o n ­

t r a c t i l e  v a c u o le .

T h e  l iv in g  c y s ts  a r e  r o u n d e d  o r  s p h e r i c a l  w i th  a  s in g le  w a l l  ( f ig u re  1 6 3  T h e  w a l l  

s e e m s  to  c o n s is t  o f  tw o  la y e r s  i n  w h ic h  n o  p o r e s  c o u ld  b e  s e e n . T h e  n u c le o lu s  is c le a r ly  

s e e n  in  t h e  n u c le u s  o f  a  l iv in g  c y s t,  b u t  n o  c h r o m a t i n  g r a n u le s  c o u ld  b e  d i s t in g u is h e d .

Schizopyrenus atopus. F ig u r e s  1 4 6  to  1 6 2 . F ix e d  in  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i t h

i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l i n

F ig u r e  1 4 6 . O r d i n a r y  i n d i v i d u a l  a n d  t h e  s t r u c t u r e  o f  tw o  r e s t i n g  n u c le i .

F ig u r e s  14 7  to  1 6 1 . S u c c e s s iv e  s ta g e s  i n  d iv i s io n .

F ig u r e  1 6 2 . A n  a b n o r m a l  s ta g e  i n  d iv i s io n .
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N o  f la g e l l a te  s t a g e  c o u ld  b e  p r o d u c e d  b y  th e  m e th o d s  d e s c r ib e d  in  c o n n e x io n  w i th  

a m o e b a e  h a v in g  a  t e m p o r a r y  f la g e l l a te  s ta g e .

Structure o f the resting nucleus in fresh and in stained preparations

T h e  s t r u c t u r e  o f  th e  r e s t in g  n u c le u s  ( f ig u r e  1 6 3  f ig u re s  1 6 4 , 1 8 3 ) is s im i la r  to  t h a t  

d e s c r ib e d  in  t h e  s p e c ie s  b e lo n g in g  to  th e  g e n u s  Schizopyrenus. I n  F e u lg e n  p r e p a r a t i o n s  th e  

r e s t in g  n u c le u s  c o n s is ts  o f  a  F e u lg e n - n e g a t iv e  n u c le o lu s  (k a r y o s o m e )  a n d  F e u lg e n - p o s i t iv e  

r e d  c h r o m a t i n  g r a n u le s  s i t u a t e d  u s u a l ly  n e a r  t h e  n u c l e a r  m e m b r a n e  ( f ig u re  1 8 3 ) .

Mitosis

T h e  b e h a v i o u r  o f  t h e  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i n  a n d  F e u l g e n - n e g a t iv e  n u c le o lu s  is 

s h o w n  in  f ig u r e s  1 8 3  to  2 0 0 . T h e  a m o e b a e  b e c o m e  r o u n d e d  a n d  m o tio n le s s  a t  t h e  b e g in n in g  

o f  t h e  n u c l e a r  d iv is io n .  I n  th is  r e s p e c t  Hartmannella glebae a n d  tw o  o t h e r  s p e c ie s  o f  th is  

g e n u s  d i f f e r  f r o m  a l l  t h e  a m o e b a e  d e s c r ib e d ,  b e lo n g in g  to  th e  f a m i ly  S c h iz o p y r e n id a e .  

T h e  e c to p la s m  a n d  e n d o p la s m  c a n  b e  c le a r ly  s e e n  in  s o m e  o f  t h e  r o u n d e d  i n d iv id u a l s  

( f ig u re s  1 6 5 , 1 6 6 , 171 a n d  o th e r s ) .

Prophase. I n  t h e  e a r ly  s ta g e s  in  th e  p ro c e s s  o f  n u c l e a r  d iv is io n  th e  F e u lg e n - p o s i t iv e  

c h r o m a t i c  g r a n u le s  m o v e  to  t h e  c e n t r e  ( f ig u r e  1 8 4 ) . T h is  g iv e s  t h e  a p p e a r a n c e  o f  th e  

f r a g m e n t a t i o n  o f  t h e  n u c le o lu s  g iv in g  r is e  to  c h r o m a t i c  g r a n u le s ,  a s  c la im e d  b y  D o b e l l  

( 1 9 1 4 ) a n d  G la s e r  ( 1 9 1 2 a), w h e n  u s in g  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l in  p r e p a r a t i o n s  a s  t h e  m a i n  

c r i t e r i o n  to  d i s t in g u is h  b e tw e e n  c h r o m a t i c  a n d  n o n - c h r o m a t i c  s u b s ta n c e s .  B o th  th e  

r e d - c o lo u r e d  c h r o m a t i c  g r a n u le s  a n d  th e  g r e e n - c o lo u r e d  n u c le o lu s  c a n  b e  e a s i ly  d i s t i n ­

g u i s h e d  w i t h o u t  a n y  c o n fu s io n  b y  F e u lg e n  r e a c t i o n  c o u n te r s t a i n e d  w i th  l i g h t  g r e e n  

( f ig u re s  1 8 4 , 1 8 5 ) . T h e  s m a ll  c h r o m a t i c  g r a n u le s  fu se  t o g e t h e r  to  g iv e  r ise  to  l a r g e r  g r a n u le s .  

A  c o ile d  t h r e a d  w i t h  d e e p ly  s t a in in g  r e d  g r a n u le s  l ik e  b e a d s  c a n  b e  c le a r ly  s e e n  ( f ig u re s  1 8 5 , 

1 8 6 ) . T h is  r e s e m b le s  th e  s p i r e m e  s ta g e . I t  is n o t  p o s s ib le  to  c o u n t  t h e  n u m b e r  o f  b e a d s  

w i th  c e r t a i n t y .  O n  s o m e  o c c a s io n s  t h e  t h r e a d  a p p e a r s  to  h a v e  f re e  e n d s  ( f ig u re  1 8 6 ) , a n d  

o n  o th e r s  i t  is a  c lo s e d  lo o p  ( f ig u re s  1 8 7 , 1 8 8 ) . T h e  n u c le o lu s  g r a d u a l l y  d i s a p p e a r s ,  

p r o b a b l y  g iv in g  r ise  to  t h e  s p in d le .  T h e  s p in d le  is s o m e w h a t  g l o b u la r  i n  th e  e a r ly  s ta g e s  

w i th  a  lo o p  o f  F e u lg e n - p o s i t iv e  m a t e r i a l  a t  i ts  c e n t r e  ( f ig u re s  1 8 7 , 1 8 8 ) .

Metaphase. T h e  lo o p  o f  c h r o m a t i c  m a t e r i a l  a s s u m e s  th e  s h a p e  o f  a  s o l id  b a n d  a t  th e  

e q u a t o r i a l  p l a t e  s ta g e  ( f ig u r e  1 8 9 ) . N o  c h ro m o s o m e s  c o u ld  b e  d i s t in g u is h e d .  T h e  b a n d  

d iv id e s  i n to  tw o , a n d  e a c h  p a r t  a p p e a r s  g r a n u l a r  i n  s t r u c t u r e  ( f ig u re  1 9 0 ) . T h e  d iv is io n  

o f  a  c h r o m o s o m e  i n to  h a lv e s  c o u ld  n o t  b e  se e n .

Anaphase. T h e  g l o b u la r  s p in d le  g r a d u a l l y  b e c o m e s  v e r y  e lo n g a te d  a n d  t h i n n e r  

( f ig u re s  1 9 2  to  1 9 4 , 171 to  1 7 4 ) . T h e  f ib re s  in  th e  s p in d le  a r e  n o t  v e r y  d i s t in c t  a n d  fu se  

w h e n  th e  s p in d le  b e c o m e s  e lo n g a te d .  A t  a n a p h a s e  t h e  n u c l e a r  m e m b r a n e  d i s a p p e a r s ,  

a l t h o u g h  in  s o m e  d iv id in g  a m o e b a e  i t  s e e m s  to  d i s a p p e a r  e a r l ie r .  T h e  p a r t s  o f  t h e  s p in d le  

w h ic h  l ie  b e tw e e n  th e  c h ro m o s o m e s  a n d  th e  p o le s  s t a in  m o r e  d e e p ly  a n d  a p p e a r  l ik e  

c a p s . T h e y  b e c o m e  s m a l le r  a n d  s m a l le r  a s  t h e  c h ro m o s o m e s  m o v e  to  th e  tw o  p o le s

Hartmannella glebae. Fig ur e s  1 6 4  t o  1 7 9 .  F i x e d  i n  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i t h

i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l i n

F ig u r e  1 6 4 .  O r d i n a r y  i n d i v i d u a l  a n d  t h e  s t r u c t u r e  o f  t w o  r e s t i n g  n u c l e i .

F ig u r e s  1 6 5  t o  1 7 9 .  S ta g e s  i n  t h e  d i v i s i o n .

Vo l . 236. B. 55
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( f ig u re s  1 9 3 , 1 9 4 , 171 to  17 4 ) a n d  f in a l ly  d i s a p p e a r .  W h e n  th e  c h ro m o s o m e s  r e a c h  th e  

tw o  e n d s  o f  t h e  p o le s ,  t h e y  s e e m  to  b e  c o n n e c te d  b y  a  t h r e a d - l i k e  s t r u c t u r e  ve*ry n a r r o w  

in  th e  m id d l e  ( f ig u re s  1 9 5 , 1 7 6 ) . T h e  s h a p e  o f  t h e  a m o e b a  b e c o m e s  e l l ip t i c a l  ( f ig u re s  1 9 5 ,

1 7 6 ) .

Telophase. A  c o n s t r i c t io n  a p p e a r s  in  th e  m id d l e  o f  t h e  e lo n g a te d  a m o e b a  a n d  tw o  

d a u g h t e r  i n d iv id u a l s  a r e  p r o d u c e d  ( f ig u re s  1 9 5  to  2 0 0 , 1 7 6  to  1 8 1 ) .  A  s t r a n d  o f  p r o t o ­

p la s m  c o n n e c ts  t h e  tw o  d a u g h t e r  a m o e b a e  b e fo r e  th e y  s e p a r a t e  ( f ig u re s  1 8 0 , 1 8 1 ,1 9 9 ,2 0 0 ) .  

P s e u d o p o d i a  a r e  u s u a l ly  s e e n  to  b e  f o r m e d  in  th e  l a t e r  s ta g e s  o f  t h e  s e p a r a t io n  o f  t h e  tw o  

d a u g h t e r  a m o e b a e .

A t  th e  s ta g e s  s h o w n  in  f ig u re s  177  to  1 7 9 , 1 9 6 , n u c le a r  m e m b r a n e s  a p p e a r  s u r r o u n d i n g  

e a c h  l u m p  o f  c h r o m a t i c  m a t e r i a l .  T h i s  m a t e r i a l  f r a g m e n ts  i n to  g r a n u le s  ( f ig u re s  197  to  

2 0 0 ) ,  a n d  a  p a l e - s t a i n i n g  F e u lg e n - n e g a t iv e  n u c le o lu s  is g r a d u a l l y  f o r m e d  ( f ig u re s  1 9 9 ,2 0 0 ) .  

T h e  w r i t e r  is u n a b l e  to  t h r o w  a n y  l i g h t  o n  t h e  o r ig in  o f  d a u g h t e r  n u c le o li .  T h e  g r a n u l a r  

c h r o m a t i c  m a t e r i a l  l a t e r  o n  o c c u p ie s  t h e  p o s i t io n  a s  s e e n  in  a  r e s t in g  n u c le u s  ( f ig u re s  2 0 0 , 

1 8 1 ) .

I t  m a y  b e  e m p h a s iz e d  t h a t  t h e r e  is n o  a s t e r ,  c e n t r o s o m e — i n t r a - n u c l e a r  o r  e x t r a -  

n u c l e a r — a t  a n y  s ta g e  in  t h e  m ito s i s  o f  H. gleba, a s  p o i n t e d  o u t  b y  D o b

Critical remarks

G la s e r  ( 1 9 1 2  a)in  Amoeba lamellipodia a n d  D o b e l l  ( 1 9 1 4 ) i n  A. , b y  th e  u se  o f  i r o n -  

a l u m  h a e m a t o x y l in  s t a in in g ,  c la im e d  t h a t  t h e  c h r o m a t i c  m a t e r i a l  a r is e s  f r o m  t h e  f r a g ­

m e n t a t i o n  o f  n u c le o lu s  ( k a r y o s o m e ) .  D o b e l l  (1 9 1 4 ) sa y s  (p . 1 6 1 ) :  ‘ T h e  f o r m  o f  t h e  r e s t in g  

n u c le u s  is v e r y  c h a r a c t e r i s t i c .  I t  c o n ta in s  a  l a r g e  c e n t r a l  k a r y o s o m e , c o n s i s t in g  a p p a r e n t l y  

o f  c h r o m a t i c  g r a n u le s  i m b e d d e d  in  a  p l a s t i n  m a t r ix ,  a n d  s u r r o u n d e d  b y  a  c le a r  z o n e  

w h ic h  s e p a r a t e s  i t  f r o m  th e  v e r y  d e l i c a t e  n u c le a r  m e m b r a n e — th e  l a t t e r  h a v in g  a  s l ig h tly  

b e a d e d  a p p e a r a n c e .  F in e  r a d i a t i n g  s t r a n d s  o f  l i n i n  p a ss  f r o m  th e  k a r y o s o m e  to  th e  

m e m b r a n e ; a n d  u p o n  th e s e — in  th e  c le a r  z o n e — t h e r e  is a  s in g le  l a y e r  o r  z o n e  o f  p a le ly  

s t a in i n g  g r a n u le s ,  w h ic h  a p p e a r  in  o p t ic a l  s e c t io n  as  a  r in g  s u r r o u n d i n g  th e  k a ry o s o m e . 

T h e  g r a n u le s  th e m s e lv e s  w o u ld  p r o b a b l y  b e  d e s c r ib e d  a s  “ p e r i p h e r a l  c h r o m a t i n ”  b y  

m a n y  w r i t e r s : b u t  t h e y  a r e  c o m p o s e d  o f  a  s u b s ta n c e  d i f f e r e n t  f r o m  th e  c h r o m a t i n  in  th e  

k a r y o s o m e ,  a n d — as I  s h a l l  s h o w — th e y  p la y  n o  p a r t  i n  n u c le a r  d iv is io n .’

I n  th e  o p in io n  o f  t h e  w r i t e r  A. lamellipodia a n d  A. glebae a r e  fo rm s  v e r y  c lo se ly  r e l a te d .  

T h e  s iz e  d if fe re n c e s  in  th e s e  a m o e b a e ,  a s n o te d  b y  D o b e l l  ( 1 9 1 4 ) a n d  G la s e r  ( 1 9 1 2 a), a r e  

p r o b a b l y  d u e  to  th e  c u l t u r a l  c o n d i t io n s  a n d  fo o d  s u p p ly .  W i t h o u t  g o in g  in to  th e  d e ta i l s  

o f  t h e  b e h a v i o u r  o f  c h r o m a t i c  a n d  n o n - c h r o m a t i c  m a te r i a l s  a s  d e p ic te d  b y  D o b e l l  (1 9 1 4 ) 

d u r i n g  th e  v a r io u s  p h a s e s  o f  n u c le a r  d iv is io n  a n d  in  th e  f o r m a t io n  o f  th e  d a u g h t e r  n u c le o li ,

Fig ur e s  1 8 3  to  2 0 0 . F ix e d  in  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i t h  F e u lg e n  r e a c t i o n  a n d  l i g h t  g r e e n .

F ig u r e  183. O r d i n a r y  i n d i v i d u a l  a n d  tw o  r e s t i n g  n u c le i  s h o w in g  F e u l g e n - n e g a t i v e  n u c le o lu s  a n d  

F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i c  g r a n u le s .

F ig u r e s  184 to  2 0 0 .  S u c c e s s iv e  s ta g e s  in  d iv i s io n .  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i c  g r a n u le s  g iv e  r i s e  t o  

c h r o m o s o m e s  a n d  t h e  n u c le o lu s  d i s a p p e a r s .

H artm annella  glebae

F ix e d  in  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i th  i r o n - a l u m  

h a e m a t o x y l i n

55-2
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i t  is s u f f ic ie n t  to  p o i n t  o u t  t h a t  t h e  w r i t e r  is n o t  in  a g r e e m e n t  w i th  h is  f in d in g s . T h e  

e x c lu s iv e  u se  o f  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l in  s t a in in g  g iv e s  s u c h  a  m is le a d in g  p i c t u r e  o f  t h e  

c h r o m a t i c  a n d  n o n - c h r o m a t i c  m a te r i a l s  i n  p r o p h a s e  a n d  t e lo p h a s e  s ta g e s  o f  n u c le a r  

d iv is io n  t h a t  w h i le  u s in g  th is  m e t h o d  a n d  b e fo r e  F e u lg e n  r e a c t i o n  a n d  th e  l ig h t  g r e e n  

c o u n te r s t a i n  w e r e  t r i e d ,  t h e  w r i t e r  fu l ly  a g r e e d  w i th  th e  v ie w s  o f  D o b e l l  ( 1 9 1 4 ) . T h e  v ie w s  

o f  G la s e r  ( 1 9 1 2 a) a n d  D o b e l l  ( 1 9 1 4 ) , p u t  f o r w a r d  w i th  g r e a t  e m p h a s is ,  h a v e  h a d  a  c o n ­

s id e r a b le  e ffe c t  o n  m a n y  p r o to z o o lo g is t s  s tu d y in g  th e  s a m e  ty p e  o f  n u c le a r  d iv is io n .  

M a r t i n  &  L e w in  (1 9 1 4 ) in  A. cucumis a n d  A. , G o o d e y  ( 1 9 1 6 ) i n  A. lawesiana

a n d  o th e r s  h a v e  w i t h o u t  h e s i t a t io n  a c c e p te d  th e  t h e o r y  o f  t h e  f r a g m e n ta t i o n  o f  n u c le o lu s  

( k a ry o s o m e )  to  g iv e  r ise  to  c h r o m o s o m a l  c h r o m a t i n .

B y  th e  u se  o f  F e u lg e n  r e a c t i o n  Z u e lz e r  ( 1 9 2 7 ) in  Hartmannella biddulphiae n .s p . ,  V o lk o n s k y  

( 1 9 3 1 ) in  H. castellanii n .s p . h a v e  s h o w n  t h a t  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i c  g r a n u le s  a r e  

p r e s e n t  in  th e  r e s t in g  n u c le i  o f  th e s e  a m o e b a e .  D u r i n g  m ito s is  th e s e  g r a n u le s  g iv e  r is e  to  

c h ro m o s o m e s .  T h e  n u c le o lu s  is F e u lg e n - n e g a t iv e .  I n  H. glebae a n d  t h r e e  o t h e r  sp e c ie s  

b e lo n g in g  to  th e  s a m e  g e n u s , i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  t h e r e  a r e  p r e - e x i s t in g  F e u lg e n - p o s i t iv e  

c h r o m a t i c  g r a n u le s  in  th e  r e s t in g  n u c le i .  D u r i n g  m ito s is  th e  c h r o m a t i c  g r a n u le s  m o v e  to  

th e  c e n t r e ,  t h e  r e g io n  o c c u p ie d  b y  th e  n u c le o lu s , a n d  g iv e  r is e  to  c h ro m o s o m e s .  T h e  

F e u lg e n - n e g a t iv e  n u c le o lu s  d i s a p p e a r s  a n d  p r o b a b l y  g iv e s  r is e  to  th e  s p in d le . T h e  q u e s t io n  

o f  t h e  f o r m a t io n  o f  t h e  s p in d le  f r o m  th e  n u c le o lu s  w il l b e  d is c u s s e d  in  c o n n e x io n  w i th  th e  

w o r k  o n  H. agricola d e s c r ib e d  l a t e r  o n .

T h e  a m o e b a e  b e lo n g in g  to  Hartmannella h a v e  b e e n  s u b d iv id e d  b y  A r n d t  ( 1 9 2 1 ) ,  N o l le r  

( 1 9 2 2 ) ,  W e n y o n  ( 1 9 2 6 ) a n d  V o lk o n s k y  ( 1 9 3 1 ) , b u t  in  t h e  p r e s e n t  s t a te  o f  o u r  k n o w le d g e  

o f  t h e  a m o e b a e  b e lo n g in g  to  th is  g e n u s , i t  is n o t  p o s s ib le  to  d iv id e  i t  f u r th e r .  W e n y o n  

( 1 9 2 6 ) d is t in g u is h e d  tw o  ty p e s :  t h e  o n e  c h a r a c t e r i z e d  b y  a  r o u n d e d  s p in d le  d u r i n g  n u c le a r  

d iv is io n  a n d  cy s ts  p o sse s s in g  a  s m o o th  o u te r  s u r f a c e , a n d  th e  o th e r  b y  a  p o i n t e d  s p in d le  

a n d  a  w r in k le d  o u t e r  la y e r  o f  t h e  c y s t . T h e s e  c h a r a c t e r s  a r e  n o t  s u f f ic ie n t ly  w e ig h ty  to  

ju s t i f y  d iv id in g  th e  g e n e r a  in to  g r o u p s  o r  s u b g e n e r a .  T h e  fo u r  sp e c ie s  o f  th is  g e n u s  

d e s c r ib e d  in  th is  w o r k  h a v e  b e e n  f o u n d  to  p o ssess  a  r o u n d e d  s p in d le  d u r i n g  e a r ly  s ta g e s  o f  

n u c le a r  d iv is io n , a l th o u g h  th e  cy s ts  o f  so m e  o f  t h e m  a r e  s m o o th  a n d  o f  o th e r s  w r in k le d .  

M o r e o v e r ,  th e  r o u n d e d  a n d  p o in te d  s p in d le s  a r e  n o t  v e r y  w e ll  d e f in e d  in  so m e  sp e c ie s .  

T h e  r o u n d e d ,  c y l in d r ic a l  a n d  p o in te d  s p in d le s  in  c o n ju n c t io n  w i th  m o r p h o lo g ic a l  a n d  

o th e r  c h a r a c t e r s  m a y  b e  a  u s e fu l  m e a n s  o f  r e c o g n iz in g  sp e c ie s . F u r t h e r  c a r e f u l  w o rk , 

u n d e r  c o n t r o l le d  a n d  r e p r o d u c ib le  c u l t u r a l  c o n d it io n s , is u r g e n t ly  n e e d e d  b e fo re  v a l id  

sp e c ie s  o f  t h e  g e n u s  Hartmannella c a n  b e  re c o g n iz e d .

A s s u g g e s te d  b y  V o lk o n s k y  ( 1 9 3 1 ) t h e  a m o e b a e ,  l ik e  Amoeba mira (G la s e r  1 9 1 2  £) a n d  

Hartmannella testudinis ( I v a n ic  1 9 2 6 ) , w h e r e  th e  n u c le a r  d iv is io n  ta k e s  p la c e  in  th e  c y s t ,  

s h o u ld  b e  t a k e n  o u t  o f  th e  g e n u s  Hartmannella a n d  p la c e d  in  a  s e p a r a te  g e n u s  ( ) .

T h e  m o d e  o f  n u c le a r  d iv is io n  p la c e s  th e  g e n u s  Glaseria in  th e  fa m ily  H a r t m a n n e l l id a e .

(7) Hartmannella rhysodes* n .s p .

T h is  sp e c ie s  h a s  b e e n  f o u n d  in  so ils r e c e iv in g  f a r m y a r d  m a n u r e ,  c o m p le te  m in e r a ls  

4- s u lp h a te  o f  a m m o n ia  a n d  n o  m a n u r e  in  B a rn f ie ld  (p lo ts  1 .0 , 4  A  a n d  8 .0 ) a n d  B r o a d b a lk

* T h is  sp e c ie s  h a s  b e e n  n a m e d  f ro m  t h e  w r in k le d  a p p e a r a n c e  o f  t h e  m a jo r i ty  o f  th e  cy s ts  ( f ig u re  2 0 1 ) .  

( G re e k  pvaibSrjs, ‘w r in k le d - lo o k in g ’.)
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f ie ld  (p lo ts  2 , 7 a n d  3) a t  R o t h a m s t e d .  D u r i n g  t h e  q u a n t i t a t i v e  s tu d ie s  o f  t h e  a m o e b ic  

p o p u l a t i o n  ( S in g h  1 9 4 9 ) f r o m  1 9 4 5  to  1 9 4 8 , i t  w a s  f o u n d  to  b e  p r e s e n t  in  l a r g e  n u m b e r s  in  

a l l  t h e  so ils . I n  f a r m y a r d  m a n u r e  a n d  c o m p le t e  m in e r a l s  +  s u l p h a te  o f  a m m o n i a  so ils , 

H. rhysodes h a s  b e e n  i s o la te d  f r o m  th e  h ig h e s t  so il d i l u t i o n  u s e d ,  i .e .  a t  1 /1 6 3 8 4 0 0 , o n  

s e v e r a l  o c c a s io n s .  I t  s e e m s  to  b e  o n e  o f  t h e  m o s t  c o m m o n  so il fo rm s  a t  R o t h a m s t e d .

N U C L E A R  D I V I S I O N  I N  F R E E - L I V I N G  A M O E B A E

Fig ur e  201. H a rtm a m e lla  rhysodes, drawn in the living condition, b , trophic forms;

c, d,e, f , g h , cysts.

C u t l e r ,  C r u m p  &  S a n d o n  ( 1 9 2 2 ) , i n  t h e  d a i ly  c o u n t  o f  t h e  b a c t e r i a l  a n d  p r o t o z o a n  

p o p u l a t i o n  o f  B a r n f ie ld  f a r m y a r d  m a n u r e d  so il, e x te n d in g  o v e r  a  p e r io d  o f  o n e  y e a r ,  

f o u n d  Naegleria gruberi to  b e  a  d o m i n a n t  sp e c ie s  o f  a m o e b a .  I t  is i n t e r e s t in g  to  n o te  t h a t  

N. gruberi, a s  a  d o m i n a n t  so il f o r m , h a s  n o w  b e e n  c o m p le te ly  r e p l a c e d  b y  o t h e r  sp e c ie s .  

T h e  w r i t e r  h a s  n o t  b e e n  a b le  to  is o la te  N\ gruberi f r o m  R o t h a m s t e d  so i

o f  o v e r  1 0  y e a r s .

A s Hartmannella rhysodes p r o d u c e d  w r in k le d  c y s ts  w i th  p o r e s  s im i la r  to  Naegleria gruberi, 

i t  w a s  t h o u g h t  to  b e  th e  l a t t e r  f o r m  s e v e r a l  y e a r s  a g o . T h e  a m o e b a  u s e d  in  e d ib i l i t y  te s ts ,  

r e c o v e r y  o f  c o u n te d  s u s p e n s io n s , e tc . ,  i n  c o n n e x io n  w i th  th e  w o r k  o n  a  m e th o d  o f  e s t im a t in g  

t h e  n u m b e r s  o f  so il P r o to z o a  (S in g h  1 9 4 6 ) , a n d  c a l le d  N. gruberi, w a s , in  f a c t ,  Hartmannella 

rhysodes.

F o u r  s t r a in s  o f  H. rhysodes ( s t r a in s  1 , 9 , 14  a n d  15) w h ic h  f r o m  th e  c h a r a c t e r  o f  t h e i r  

cy s ts  a p p e a r e d  d i f f e r e n t  a t  f i rs t s ig h t ,  w e r e  i s o la te d  in  ‘p u r e - l i n e ’ c u l tu r e s ,  s t a r t i n g  f r o m  

s in g le  c y s ts .  T h e  c y s ts , h o w e v e r , a r e  so  v e r y  v a r i a b le  w i t h in  e a c h  s t r a in  t h a t  t h e i r  a p p e a r ­

a n c e  c a n n o t  s a fe ly  b e  u s e d  as a  d ia g n o s t i c  c h a r a c t e r .  I n  f ig u r e  2 0 1  a r e  g iv e n  s e v e ra l  cy s ts  

w h ic h  a p p e a r  d i f f e r e n t .  A s n o  d i f f e re n c e s  in  th e  n u c le a r  d iv is io n  o f  th e s e  f o u r  s t r a in s  h a v e
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F i g u r e s  202 to 218
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b e e n  f o u n d ,  i t  is p r o p o s e d  a t  p r e s e n t  to  c o n s id e r  t h e m  a s  a  s in g le  sp e c ie s .  S o m e  m in o r  

d i f f e r e n c e s  i n  th e  m o r p h o lo g y  a n d  o t h e r  c h a r a c t e r s  o f  tw o  o r  t h r e e  s t r a in s  h a v e  b e e n  

f o u n d ,  b u t  t h e y  d o  n o t  s e e m  to  j u s t i f y  th e  c r e a t i o n  o f  sp e c ie s . F u r t h e r  s tu d ie s  o f  th e s e  

s t r a in s  u n d e r  s t a n d a r d i z e d  c u l t u r a l  c o n d i t io n s  a n d  s e r o lo g ic a l  te s ts  m a y  b e  in te r e s t i n g  in  

d e t e r m i n i n g  w h e t h e r  t h e y  a r e  d i f f e r e n t  b io lo g ic a l  r a c e s  o r  e v e n  tw o  o r  t h r e e  d i s t in c t  

s p e c ie s .

Morphology, etc.

T h e  a m o e b a e  h a v e  v e r y  v a r i a b l e  s iz e  a n d  s h a p e .  I n  a  r o u n d e d  c o n d i t i o n  th e y  a r e  

a p p r o x i m a t e ly  15 to  3 5 //. I n  g e n e r a l  a p p e a r a n c e  th e  a c t iv e  a n d  t r o p h ic  a m o e b a e  a p p e a r  

s im i la r  to  H. glebae. T h e y  m o v e  v e r y  s lo w ly  a n d  r a r e l y  p r o d u c e  t h e  l ik e  f o r m

(f ig u r e  2 0 1  a,b).Th e  m o v e m e n t  is s im i la r  to  H. lamellipodia d e s c r ib e d  b y  G la s e r  ( 1 9 1 2  

T h e  e c to p la s m  a n d  e n d o p la s m  a r e  v e r y  d i s t in c t .  T h i n  p r o to p la s m ic  p r o lo n g a t io n s  a r e  

v e r y  o f te n  s e e n  ( f ig u re  2 0 1 />). T h e  a m o e b a e  a r e  u n i n u c l e a t e ,  a l t h o u g h  tw o  o r  t h r e e  n u c le i  

h a v e  b e e n  f o u n d  in  a n  in d iv i d u a l .  T h e r e  is a  s in g le  c o n t r a c t i l e  v a c u o le .

T h e  l iv in g  c y s ts  a r e  v e r y  v a r i a b l e  in  s iz e  a n d  s h a p e  ( f ig u r e  2 0 1  E a c h  c y s t

c o n s is ts  o f  tw o  w a lls  w h ic h  a r e  g e n e r a l ly  i r r e g u l a r  i n  o u t l i n e  a n d  g iv e  a  w r in k le d  a p p e a r ­

a n c e .  O n  c a r e f u l  e x a m i n a t i o n  s o m e  o f  t h e  c y s ts  a p p e a r  to  b e  p i e r c e d  b y  f o u r  o r  m o r e  p o re s . 

T h e s e  p o r e s  s e e m  to  b e  p lu g g e d  w i th  s o m e  k in d  o f  s t r u c tu r e le s s  s u b s ta n c e  a s  is t h e  c a s e  in  

th e  cy s ts  o f  Naegleria gruberi. T h e  a m o e b a  c o m e s  o u t  o f  o n e  o f  th e s e  p o r e s  d u r i n g  th e  p ro c e s s  

o f  e x c y s tm e n t .  O s tio le s  a s d e s c r ib e d  b y  V o lk o n s k y  (1 9 3 1 ) i castellanii c o u ld

b e  f o u n d  in  s o m e  c y s ts . S o m e  c y s ts  a p p e a r  r o u n d e d  w i th  t h e  c o n te n t s  o f  t h e  i n n e r  c y s t 

w a l l  s h r u n k e n ,  p r e s e n t i n g  a  p o l y h e d r a l  a p p e a r a n c e  ( f ig u re  2 0 1  g , T h e y  r e s e m b le  to  

s o m e  e x te n t  t h e  c y s ts  o f  Amoeba albida d e s c r ib e d  b y  N a g l e r  ( 1 9 0 9 ) , b u t  t h e  l a t t e r ,  a c c o r d in g  

to  N a g le r  ( 1 9 0 9 ) , h a s  ‘ p o l a r  m a s s e s ’ d u r i n g  n u c l e a r  d iv is io n .  I n  a  l iv in g  c y s t  t h e  n u c le o lu s  

in  th e  n u c le u s  is v e r y  d i s t in c t ,  b u t  n o  c h r o m a t i n  g r a n u le s  c o u ld  b e  m a d e  o u t .

E f fo r t s  to  p r o d u c e  a  t e m p o r a r y  f l a g e l l a te  s ta g e  h a v e  c o m p le te ly  fa i le d .

Structure o f the resting nucleus in fresh and in stained preparations

T h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  r e s t in g  n u c le u s  ( f ig u re s  2 0 1  2 0 2 , 2 2 3 )  is s im i la r  to  t h a t  o f

Hartmannella glebae. F e u lg e n - n e g a t iv e  n u c le o lu s  a n d  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i n  g r a n u le s  

a r e  c le a r ly  s e e n  in  F e u lg e n  p r e p a r a t i o n s  c o u n te r - s t a i n e d  w i th  l i g h t  g r e e n .  O n e  o r  m o r e  

n o n - s t a in a b le  p a tc h e s  c a n  b e  s e e n  in  s o m e  n u c le o l i  ( f ig u re s  2 0 2 , 2 2 3 ) .

Mitosis

T h e  n u c le a r  d iv is io n  in  f o u r  s t r a in s  ( 1 , 9 , 14  a n d  15) o f  H. rhysodes w a s  s tu d ie d  u s in g  

b o t h  F e u lg e n  r e a c t i o n  a n d  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l in  p r e p a r a t i o n s .  N o  d if fe re n c e s  in  a n y  

o f  th e s e  s t r a in s  c o u ld  b e  f o u n d ,  a n d  th e  f ig u re s  2 0 2  to  2 3 7  a r e  d r a w n  f r o m  s t r a in  9.

T h e  a m o e b a e  b e c o m e  r o u n d e d  a n d  m o t io n le s s  a t  t h e  b e g in n in g  o f  n u c le a r  d iv is io n . 

T h e  e c to p la s m  a n d  e n d o p la s m  c a n  b e  c le a r ly  se e n  i n  s o m e  r o u n d e d  in d iv id u a l s  ( f ig u re s  2 0 3 , 

2 0 5 , 2 0 7 , 2 0 9 ) .

Hartmannella rhysodes. Fig ur e s  202 to  2 1 8 . F ix e d  in  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i t h

i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l i n

Fig ur e  2 0 2 . O r d i n a r y  i n d i v i d u a l  a n d  t h e  s t r u c t u r e  o f  tw o  r e s t i n g  n u c le i .

Fig ur e s  2 0 3  to  2 1 8 . S u c c e s s iv e  s ta g e s  in  d iv i s io n .
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A s t h e  n u c l e a r  d iv is io n  r e s e m b le s  H. glebae i n  m a n y  r e s p e c ts ,  o n ly  a  b r i e f

t h e  s ta g e s  o f  m ito s is  is g iv e n  b e lo w .

Prophase. T h e  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i n  g r a n u le s  m o v e  to  th e  c e n t r e  ( f ig u re s  2 2 4 , 2 2 5 ) . 

T h is  g iv e s  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  f r a g m e n ta t i o n  o f  t h e  n u c le o lu s  in  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l in  

s t a in i n g  ( f ig u re s  2 0 3 , 2 0 4 ) . T h e  s m a ll  c h r o m a t i c  g r a n u le s  fu se  to  g iv e  r is e  to  a  c o i le d  t h r e a d  

w i th  d e e p ly  r e d - s t a i n in g  F e u lg e n - p o s i t iv e  g r a n u le s  l ik e  b e a d s  ( f ig u re s  2 2 6 , 2 2 7 ) . T h e  

n u c le o lu s  g r a d u a l l y  d i s a p p e a r s  a n d  p r o b a b l y  g iv e s  r is e  to  th e  s p in d le .

Metaphase. T h e  c h r o m o s o m e s  a t  t h e  e q u a t o r i a l  p l a t e ,  i n  F e u lg e n  p r e p a r a t i o n s ,  c o u ld  

n o t  b e  c o u n te d  n o r  c o u ld  th e  d iv is io n  o f  e a c h  c h r o m o s o m e  in to  tw o  b e  m a d e  o u t  ( f ig u re s  

2 2 8 , 2 2 9 ) .

Anaphase. T h e  g l o b u la r  s p in d le  g r a d u a l l y  b e c o m e s  e lo n g a te d  a n d  t h i n n e r  ( f ig u re s  2 3 0  

to  2 3 2 , 2 1 1  to  2 1 3 ) . T h e  e lo n g a te d  s p in d le  in  th is  a m o e b a  is s l ig h tly  p o i n t e d  c o m p a r e d  

w i th  t h a t  i n  H. glebae. T h e  n u c l e a r  m e m b r a n e  d i s a p p e a r s  e i t h e r  a t  a n a p h a s e  o r  i n  s o m e  

c a se s  e a r l i e r .  T h e  p a r t s  o f  th e  s p in d le  w h ic h  l ie  b e tw e e n  t h e  c h r o m o s o m e s  a n d  t h e  p o le s  

s t a in  m o r e  d e e p ly . T h e y  b e c o m e  s m a l l e r  a n d  s m a l l e r  a s  t h e  c h r o m o s o m e s  m o v e  to  th e  

p o le s  ( f ig u re s  2 3 0  to  2 3 2  a n d  o t h e r s ) . T h e  s p in d le  c o n n e c t in g  th e  s o lid  l u m p  o f  c h ro m o s o m e s  

a t  t h e  tw o  p o le s  is v e r y  n a r r o w  in  th e  m id d l e  ( f ig u re s  2 1 5  to  2 1 8 , 2 3 3 ) .

Telophase. A  c o n s t r i c t io n  a p p e a r s  i n  th e  m id d le  o f  t h e  e lo n g a te d  a m o e b a ,  a n d  th e  tw o  

d a u g h t e r  i n d iv id u a l s  a r e  p r o d u c e d  ( f ig u re s  2 1 6  to  2 1 8 , 2 3 4  to  2 3 7 ) . A  s t r a n d  o f  p r o t o ­

p la s m  c o n n e c t in g  th e  tw o  a m o e b a e ,  a s  s e e n  in  H. , c o u ld  n o t  b e  s e e n . P r o b a b l y  th e  

a m o e b a e  s e p a r a t e  v e r y  q u ic k ly . A  n u c l e a r  m e m b r a n e  a p p e a r s  s u r r o u n d i n g  e a c h  lu m p  o f  

c h r o m a t i c  m a t e r i a l  a t  t h e  tw o  p o le s  ( f ig u re s  2 1 8 , 2 1 9 , 2 3 5 ) . L a t e r  o n  t h e  l u m p  f r a g m e n ts  

to  g iv e  r ise  to  c h r o m a t i c  g r a n u le s .  T h e s e  g r a n u le s  g r a d u a l l y  m o v e  n e a r  t h e  n u c le a r  

m e m b r a n e  as s e e n  in  r e s t in g  n u c le i  ( f ig u re s  2 3 5  to  2 3 7 ) . T h e  w a y  t h e  d a u g h t e r  n u c le o li  

a r e  f o r m e d  c o u ld  n o t  b e  a s c e r t a in e d .

T h e  n u c le a r  d iv is io n  in  a m o e b a e  h a v in g  tw o  n u c le i  ta k e s  p l a c e  q u i t e  n o r m a l ly .  A  s ta g e  

in  th e  n u c le a r  d iv is io n  o f  s u c h  a n  a m o e b a  is s h o w n  in  f ig u r e  2 2 2  p o s s e s s in g  tw o  n u c le i .

Centrosome and aster, etc. A n  a s t e r  a n d  c e n t r o s o m e  c o u ld  n o t  b e  f o u n d  a t  a n y  s ta g e  in  th e  

m ito s is  o f  H. rhysodes. I n  f ig u r e  2 0 8  a  s ta g e  is g iv e n  in  w h ic h ,  a c c o r d in g  to  s o m e  w o r k e r s ,  

tw o  c e n t r o s o m e s  c o n n e c te d  b y  a  t h r e a d  w o u ld  s e e m  to  b e  p r e s e n t .  I n  th is  f ig u r e  tw o  

g r a n u le s  a t  o n e  e n d  a r e  s h o w n ,  a l t h o u g h  o n ly  o n e  is c o n n e c te d  b y  a  th r e a d - l i k e  s t r u c tu r e .  

I n  a n o t h e r  a m o e b a  ( f ig u r e  2 0 6 )  t h r e e  to  f o u r  g r a n u le s  a r e  s h o w n  a t  e a c h  e n d  o f  t h e  s p in d le  

in  a n  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l in  p r e p a r a t i o n .  S ta g e s  l ik e  th is ,  w h e r e  m o r e  t h a n  o n e  g r a n u l e  

is p r e s e n t  a t  e a c h  p o le  o f  t h e  s p in d le , h a v e  b e e n  s e e n  in  a  n u m b e r  o f  a m o e b a e .  T h is  m a k e s

Hartmannella rhysodes 

Fig ur e s  2 1 9  to  2 2 1 . S ta g e s  in  d iv i s io n .

Fig ur e  2 2 2 . A  s ta g e  in  t h e  n u c l e a r  d iv i s io n  o f  a n  a m o e b a  

h a v i n g  tw o  n u c le i .  \

F ix e d  in  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i th  

i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l i n .

Fig ur e s  2 2 3 - 2 3 7 .  F ix e d  in  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i t h  F e u l g e n  r e a c t i o n  a n d  l i g h t  g r e e n .

Fig ur e  2 2 3 . O r d i n a r y  i n d i v i d u a l  a n d  tw o  r e s t i n g  n u c l e i  s h o w in g  F e u l g e n - n e g a t i v e  n u c le o lu s  a n d  

F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i c  g r a n u le s .

F ig u r e s  224 to  2 3 7 .  S u c c e s s iv e  s ta g e s  in  d iv i s io n .  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i c  g r a n u le s  g iv e  r is e  to  

c h r o m o s o m e s  a n d  t h e  n u c le o lu s  d i s a p p e a r s .

Vol . 236. B. 56



4 4 6 B. N .  S I N G H

t h e  w r i t e r  v e r y  d o u b t f u l  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  c e n t r io le s  i n  t h e  n u c le a r  d iv is io n  o f  a m o e b a e  

as s tre s s e d  b y  D o b e l l  ( 1 9 1 4 ) a n d  o th e r s .  T h e s e  g r a n u le s  a r e  p r o b a b l y  s o m e  k in d  o f  n o n -  

c h r o m a t i c  m a t e r i a l  a r i s in g  f r o m  th e  n u c le o lu s  d u r i n g  t h e  p ro c e s s  o f  i ts  d i s a p p e a r a n c e .

( 8 ) Hartmannella leptocnemus* n .s p .

T h is  a m o e b a  w a s  i s o la te d  o n c e  f r o m  ( p lo t  3) u n t r e a t e d  so il o f  B r o a d b a lk  a t  a  d i lu t i o n  

o f  1 /2 5 6 0 0  a n d  o n  a n o t h e r  o c c a s io n  f r o m  B a r n f ie ld  ( p lo t  4  A ) c o m p le te  m in e r a l s  +  s u l p h a te  

o f  a m m o n ia  so il a t  a  d i lu t i o n  o f  1 /1 6 3 8 4 0 0 . I t  s e e m s  to  b e  a  c o m m o n  so il f o r m  a t  

R o t h a m s t e d .

Morphology, etc.

T h e  a m o e b a e  in  a  r o u n d e d  c o n d i t io n  a r e  1 0  to  2 0 /* a c ro s s . T h e y  d o  n o t  u s u a l ly  p r o d u c e  

th e  Umax s h a p e  a n d  m o v e  v e r y  s lo w ly . T h e  b o d y  p r e s e n ts  a  g r e a t  v a r i e ty  o f  s izes  a n d  

s h a p e s  a n d  th e  p s e u d o p o d ia  a r e  i r r e g u l a r  a n d  lo b o s e . T h e  in d iv id u a l s  o f te n  b e c o m e  

e lo n g a te d  a n d  h a v e  a  c h a r a c t e r i s t i c  s h a p e  ( f ig u re  2 3 8  T h e r e  is n o  c le a r ly  d e f in e d  

e c to p la s m  a n d  e n d o p la s m  e v e n  w h e n  th e  a m o e b a e  m o v e . S e v e ra l  v a c u o le s  r e s e m b l in g  

c o n t r a c t i l e  v a c u o le s  a r e  p r e s e n t  i n  e a c h  a m o e b a  ( f ig u re  2 3 8  T h e s e  v a c u o le s  h a v e

n o t  b e e n  s e e n  to  c o n t r a c t .  A m o e b a e  a r e  u n in u c l e a t e ,  a l t h o u g h  a n  a m o e b a  w i th  tw o  n u c le i  

c o u ld  b e  s e e n  o c c a s io n a l ly .

Fig ur e  2 3 8 . Hartmannella leptocnemus, d r a w n  in  t h e  l i v in g  c o n d i t io n .  

a, b, c, d, t r o p h i c  f o r m s ;  e , f ,  g, cy s ts .

T h e  l iv in g  cy sts  a r e  r o u n d e d  o r  s p h e r ic a l  w i th  a  d o u b le  w a ll  ( f ig u re  2 3 8  e,f,g ). T h e y  

a r e  v a r i a b le  in  s iz e  a n d  r e s e m b le  th e  d o u b le - w a l le d  cy s ts  o f  Schizopyrenus russelli. T h e  

n u c le o lu s  in  th e  n u c le u s  c o u ld  b e  s e e n  c le a r ly  o n ly  in  so m e  o f  th e  l iv in g  c y s ts , b u t  n o  

c h r o m a t i c  g r a n u le s  c o u ld  b e  m a d e  o u t  a s  s e e n  in  F e u lg e n  p r e p a r a t i o n s  ( f ig u re  2 6 1 ) .

N o  t e m p o r a r y  f la g e l la te  s ta g e  c o u ld  b e  p r o d u c e d  in  H. leptocnemus.

* T h is  species  h a s  b e e n  n a m e d  f ro m  th e  c h a ra c te r is t ic  e lo n g a te d  a p p e a r a n c e  o f  a m o e b a e  w h e n  g ro w n  

o n  n o n - n u tr ie n t  a g a r  p la te s  s u p p lie d  w ith  Aerobacter sp . as fo o d  (f ig u re  2 3 8 ). (G ree k  Actt-t o/o^ os-, ‘ sp in d le -  
s h a n k e d ’.)
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Structure o f the resting nucleus in fresh and in stained preparations

T h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  r e s t in g  n u c le u s  ( f ig u re s  2 3 8  2 3 9 , 2 4 8 )  is s im i la r  to  t h a t  in

Hartmannella glebae. T h e  F e u lg e n - n e g a t iv e  n u c le o lu s  a n d  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i n  

g r a n u le s  a r e  c le a r ly  s h o w n  in  f ig u r e  2 4 8 .

Mitosis

T h e  a m o e b a e  b e c o m e  r o u n d e d  a t  t h e  b e g in n in g  o f  t h e  n u c le a r  d iv is io n . N o  d i f f e r e n t i a ­

t i o n  b e tw e e n  e c to p la s m  a n d  e n d o p la s m  c o u ld  b e  s e e n .

T h e  b e h a v i o u r  o f  c h r o m a t i c  g r a n u le s  a n d  t h e  n u c le o lu s  a r e  c le a r ly  s e e n  i n  F e u lg e n  

p r e p a r a t i o n s  ( f ig u re s  2 4 8  to  2 6 0 ) . T h e  ty p e  o f  n u c l e a r  d iv is io n  is s im i la r  to  t h a t  f o u n d  in  

H. glebae a n d  H. rhysodes.

Prophase. T h e  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i c  g r a n u le s  m o v e  to  t h e  c e n t r e .  I n  f ig u r e  2 4 9  

is s h o w n  a  s ta g e  w h e r e  t h e  g r a n u le s  a r e  s i t u a t e d  r o u n d  t h e  n u c le o lu s .  I t  s e e m s  in  th is  

a m o e b a  t h a t  t h e  n u c le o lu s  b e c o m e s  e lo n g a te d  a n d  g iv e s  r is e  to  t h e  s p in d le  ( f ig u re s  2 4 1 , 

2 4 2 , 2 5 0 , 2 5 1 ) .  I n  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l in  p r e p a r a t i o n s  t h e  n u c le o lu s  s e e m s  to  lo se  i ts  

s t a in in g  p r o p e r t i e s  d u r i n g  i ts  t r a n s f o r m a t i o n  i n to  t h e  s p in d le  ( f ig u re s  2 4 1 , 2 4 2 ) . T h e  

s p in d le  f ib re s  a r e  n o t  c le a r ly  s e e n . T h e  s p in d le  is g l o b u la r  i n  t h e  e a r ly  s ta g e s  o f  i ts  f o r m a t io n  

a n d  t h e n  b e c o m e s  s o m e w h a t  p o i n t e d  ( f ig u re s  2 5 0  to  2 5 2 ) . T h e  c h r o m a t i c  g r a n u le s  fu se  to  

g iv e  r is e  to  a  c o i le d  s t r u c tu r e  ly in g  in  t h e  m id d le  o f  t h e  n u c le o lu s  ( f ig u re  2 5 0 ) .

Metaphase. A  b a n d  o f  g r a n u l a r  c h r o m a t i c  m a t e r i a l  is s e e n  ly in g  a t  t h e  e q u a t o r i a l  p l a t e  

s ta g e  ( f ig u r e  2 5 1 ) .  T h e  n u m b e r  o f  c h ro m o s o m e s  c o u ld  n o t  b e  c o u n te d .  T h e  b a n d  d iv id e s  

in to  tw o  ( f ig u re  2 5 2 ) .

Anaphase. T h e  n u c le a r  m e m b r a n e  d i s a p p e a r s  a t  a n a p h a s e  ( f ig u re  2 5 3 ) . T h e  tw o  b a n d s  

o f  c h ro m o s o m e s  m o v e  to  th e  tw o  p o le s .  T h e  p a r t s  o f  t h e  s p in d le  w h ic h  l ie  b e tw e e n  th e  

c h ro m o s o m e s  a n d  t h e  p o le s  s t a in  m o r e  d e e p ly  a n d  b e c o m e  s m a l le r  a n d  s m a l le r  a s  th e  

c h r o m o s o m e s  a p p r o a c h  th e  p o le s .  T h e  c h ro m o s o m e s  a t  t h e  tw o  p o le s  r e m a i n  c o n n e c te d  

b y  n a r r o w  s p in d le  f ib re s  w h ic h  a r e  n o t  d i s t in c t  ( f ig u re s  2 5 4  to  2 5 6 ) . F in a l ly  t h e  s p in d le  

d i s a p p e a r s .

Telophase. T h e  a m o e b a  b e c o m e s  e lo n g a te d  a n d  a  c o n s t r ic t io n  a p p e a r s  i n  th e  m id d le  

p r o d u c i n g  tw o  d a u g h t e r  i n d iv id u a l s  ( f ig u re s  2 4 6 , 2 5 7  to  2 6 0 ) . A t  t h e  s ta g e s  s h o w n  in  

f ig u re s  2 4 4  to  2 4 6 , 2 5 7  to  2 6 0  a  n u c le a r  m e m b r a n e  is f o r m e d  s u r r o u n d i n g  e a c h  lu m p  o f  

c h r o m a t i c  m a t e r i a l .  T h e  m e m b r a n e  is s l ig h tly  e lo n g a te d  a t  f i r s t  a n d  l a t e r  o n  i t  a s s u m e s  

a  r o u n d e d  o u t l in e .  T h e  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i c  m a t e r i a l  f r a g m e n ts  a n d  a  n e w  n u c le o lu s  

is p r o d u c e d  i n  e a c h  d a u g h t e r  n u c le u s .  T h e  c h r o m a t i c  g r a n u le s  o c c u p y  t h e  p o s i t io n  s e e n  in  th e  

r e s t in g  n u c le i .  T h e  m a n n e r  i n  w h ic h  th e  n e w  n u c le o li  a r e  p r o d u c e d  c o u ld  n o t  b e  a s c e r ta in e d .

N o  i n t r a - n u c l e a r  o r  e x t r a - n u c l e a r  a s te r  a n d  c e n t r o s o m e  c o u ld  b e  s e e n  a t  a n y  s ta g e  in  

th e  m ito s is  o f  H. leptocnemus.

Abnormal division stages

T h e  a m o e b a e  a f te r  l iv in g  in  c u l t u r e  fo r  s e v e r a l  m o n th s  b e h a v e  a b n o r m a l l y  to  so m e  e x te n t ,  

a s  w a s  f o u n d  in  Schizopyrenus atopus. T h e  n u c le o lu s  o f te n  d iv id e s  so  a b n o r m a l l y  t h a t  g r e a t  

c a r e  is n e e d e d  to  f in d  t h e  n o r m a l  d iv is io n  s ta g e s . I f  t h e r e  is in s u f f ic ie n t  m a t e r i a l  i t  is e a sy  

to  m is ta k e  th e  g r a n u l a t i o n  o f  t h e  n u c le o lu s  a n d  v a r io u s  o t h e r  a b n o r m a l  s ta g e s  fo r  a  n e w

ty p e  o f  n u c le a r  d iv is io n  a s  w a s  s u g g e s te d  b y  G o o d e y  (1 9 1 6 ) in  Hartmannella agricola.
56-2
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(9 ) Hartmannella agricola ( G o o d e y  1 9 1 6 ) n .c o m b .

S y n . Amoeba agricola G o o d e y  1 9 1 6 .

T h is  f o r m  h a s  b e e n  o b t a i n e d  in  ‘ p u r e - l i n e ’ c u l tu r e s  o n  t h r e e  o c c a s io n s . I t  w a s  i s o la te d  

f r o m  B r o a d b a l k  ( p lo t  2 ) f a r m y a r d  m a n u r e d  so il a t  a  d i lu t i o n  o f  1 /4 0 9 6 0 0 , f r o m  c o m p le t e  

m in e r a l s  +  s u l p h a te  o f  a m m o n i a  so il ( p lo t  7) a t  a  d i l u t i o n  o f  1 /1 6 0 0  a n d  a ls o  f r o m  B a r n -  

f ie ld  u n t r e a t e d  so il ( p lo t  8 .0 ) a t  a  d i lu t i o n  o f  1 /5 1 2 0 0 . I t  s e e m s  to  b e  a  c o m m o n  so il f o r m  

a t  R o t h a m s t e d .  A s th is  a m o e b a  re s e m b le s  Amoeba agricola d e s c r ib e d  b y  G o o d e y  ( 1 9 1 6 ) , i t  

h a s  b e e n  c a l le d  Hartmannella agricola.

Morphology, etc.

T h e  a m o e b a e  d o  n o t  u s u a l ly  p r o d u c e  t h e  Umax f o r m  a n d  m o v e  v e r y  s lo w ly . T h e  

e lo n g a te d  a c t iv e  fo rm s  ( f ig u r e  21Sa,b,c,d) r e s e m b le  H. , a l t h o u g h  th e y  d o  n o t

a s s u m e  a n y  v e r y  c h a r a c t e r i s t i c  s h a p e .  I t  is d i f f ic u l t  to  m e a s u r e  th e  a m o e b a e  as t h e y  d o  n o t  

a s s u m e  a  r o u n d e d  s h a p e .  T h e y  a p p e a r  s l ig h tly  s m a l le r  t h a n  H. leptocnemus. T h e  d i s t in c t io n

b e tw e e n  e c to p la s m  a n d  e n d o p la s m  is n o t  a t  a l l  c le a r  e i t h e r  in  th e  l iv in g  o r  in  th e  s t a in e d  

a m o e b a e .  N o  c o n t r a c t i l e  v a c u o le  h a s  b e e n  s e e n . T h e  a m o e b a e  a r e  u n i n u c l e a t e ,  b u t  

o c c a s io n a l ly  a n  a m o e b a  w i th  tw o  o r  t h r e e  n u c le i  h a s  b e e n  f o u n d .

T h e  l iv in g  c y s ts  a r e  s p h e r i c a l  a n d  v e r y  v a r i a b l e  in  s ize , h a v in g  a  s in g le - la y e r e d  w a ll  

( f ig u re  2 7 8 ^ , / ,  g). N o  p o r e s  in  th e  c y s t  w a l l  c o u ld  b e  s e e n . T h e  n u c le o lu s  in  th e  n u c le u s  

o f  a  l iv in g  c y s t c o u ld  n o t  b e  c le a r ly  s e e n .

N o  t e m p o r a r y  f la g e l l a te  s ta g e  h a s  b e e n  f o u n d  in  H. agricola.

The structure o f the resting nucleus in fresh and in stained preparations 

T h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  n u c le u s  ( f ig u re  2 6 2 )  is s im i la r  to  t h a t  o f  H. leptocnemus.

Mitosis

T h e  a m o e b a e  r e t a i n  t h e i r  i r r e g u l a r  o u t l i n e  d u r i n g  m ito s is .  I n  th is  r e s p e c t  H. agricola 

d if fe rs  f r o m  th e  t h r e e  sp e c ie s  b e lo n g in g  to  th e  s a m e  g e n u s  a l r e a d y  d e s c r ib e d .

Hartmannella leptocnemus

Fig ur e  2 3 9 . O r d i n a r y  i n d i v i d u a l  a n d  t h e  s t r u c t u r e )

o f  tw o  r e s t i n g  n u c l e i .  1 F ix e d  in  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i th

. . . .  I i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l i n .
Fig ur e s  2 4 0  to  2 4 7 . S ta g e s  in  d iv i s io n .

Fig ur e s  2 4 8  to  2 6 1 . F ix e d  in  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i t h  F e u lg e n  r e a c t i o n  a n d  l i g h t  g r e e n .

F ig u r e  248. O r d i n a r y  i n d i v i d u a l  a n d  tw o  r e s t i n g  n u c le i  s h o w in g  F e u l g e n - n e g a t i v e  n u c le o lu s  a n d  

F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i c  g r a n u le s .

Fig ur e s  2 4 9  to  2 6 0 . S u c c e s s iv e  s ta g e s  in  d iv i s io n .  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i c  g r a n u le s  g iv e  r is e  to 

c h r o m o s o m e s  a n d  t h e  n u c le o lu s  d i s a p p e a r s .

Fig ur e  2 6 1 . A  c y s t  s h o w in g  F e u l g e n - n e g a t i v e  n u c le o lu s  a n d  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i c  g r a n u le s  

in  t h e  n u c le u s .

Hartmannella agricola. Fig ur e s  2 6 2  to 2 7 7 . F ix e d  in  C a r n o y  a n d  s t a i n e d  w i th

i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l i n

Fig ur e  2 6 2 . O r d i n a r y  i n d i v i d u a l  a n d  t h e  s t r u c t u r e  o f  tw o  r e s t i n g  n u c le i .

Fig ur e s  2 6 3  to  2 7 7 . S u c c e s s iv e  s ta g e s  in  d iv i s io n .
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U n f o r t u n a t e l y ,  th e  c u l t u r e  o f  H. agricola w a s  lo s t  a n d  t h e  s ta g e s  o f  n u c le a r  d iv is io n  in  

F e u lg e n  p r e p a r a t i o n  c o u ld  n o t  b e  s tu d ie d .  T h e  f ig u re s  2 6 2  to  2 7 7  a r e  d r a w n  f r o m  i r o n - a l u m  

h a e m a t o x y l in  s t a in e d  s p e c im e n s .

T h e  b e h a v i o u r  o f  t h e  c h r o m a t i c  g r a n u le s  a n d  t h e  n u c le o lu s  ( f ig u re s  2 6 2  to  2 7 7 )  is v e r y  

s im i la r  to  t h a t  f o u n d  in  H. leptocnemus, a n d  i t  is n o t  i n t e n d e d  to  r e p e a

T h e  r e a d e r  c a n  o b t a i n  a  g o o d  i d e a  o f  t h e  m o d e  o f  n u c le a r  d iv is io n  b y  lo o k in g  a t  t h e  

f ig u re s  2 6 3  to  2 7 7 . T h e  n u c le o lu s  lo se s  i ts  s t a in in g  p r o p e r t i e s  v e r y  m a r k e d ly  in  th e  p ro c e s s  

o f  b e in g  c o n v e r t e d  i n to  th e  s p in d le  ( f ig u re  2 6 4 ) a s  w a s  f o u n d  in  leptocnemus. T h e  c h r o ­

m a t i n  g r a n u le s  g iv e  r is e  to  th e  c h ro m o s o m e s  a n d  a t  t h e  e n d  o f  n u c le a r  d iv is io n  th e  

c h r o m a t i c  m a s s  f r a g m e n ts  to  g iv e  r is e  to  th e  g r a n u le s  o f  t h e  r e s t in g  n u c le u s .  A  n e w  

n u c le o lu s  is f o r m e d  in  n u c le u s  o f  t h e  d a u g h t e r  in d iv id u a ls .

Fig ur e  2 7 8 . Hartmannella agricola, drawn in the living condition, a, b, c, d, trophic forms; e ,f ,  g

T h e  s p in d le  o f  H. agricola d if fe r s  i n  s o m e  w a y s  f r o m  t h a t  o f  leptocnemus. I t

t h a t  in  t h e  f o r m e r  th e  s p in d le ,  a f t e r  b e in g  l ik e  a  g lo b e  in  th e  e a r ly  s ta g e s  ( f ig u re s  2 6 5 , 

2 6 6 ) , b e c o m e s  g r a d u a l ly  e lo n g a te d  a n d  v e r y  p o in te d  ( f ig u re  2 7 0 ) . T h e  s p in d le  f ib re s  

in  H. agricola a r e  n o t  so  d i s t in c t  a s  in  H. leptocnemus.

N o  in t r a - n u c l e a r  o r  e x t r a - n u c l e a r  a s te r  a n d  c e n t r o s o m e  c o u ld  b e  f o u n d  a t  a n y  s ta g e  in  

th e  m ito s is  o f  H. agricola.

Abnormal stages o f division

A b n o r m a l  s ta g e s  in  n u c le a r  d iv is io n  as s h o w n  in  f ig u re  162  fo r  Schizopyrenus atopus h a v e  

o f te n  b e e n  se e n  in  th is  a m o e b a .  T h e s e  a b n o r m a l ly  d iv id in g  a m o e b a e  g iv e  th e  a p p e a r a n c e  

o f  a m ito s is .  I t  is in te r e s t in g  to  n o te  t h a t  a b n o r m a l  b e h a v io u r  o f  th e  n u c le o lu s  g iv in g  th e  

im p re s s io n  o f  a n  a m i to t i c  d iv is io n  h a s  b e e n  f o u n d  in  a m o e b a e  b e lo n g in g  to  b o th  th e  

fa m ilie s  S c h iz o p y r e n id a e  a n d  H a r tm a n n e l l id a e .

Critical remarks

G o o d e y  ( 1 9 1 6 ) d e s c r ib e d  Amoeba agricola n .s p . f ro m  o n e  o f  h is  c u l tu r e s  m a d e  f ro m  s to r e d  

H o o s f ie ld  so il a t  R o th a m s te d .  H e  say s (p . 3 2 5 ) :  ‘ I t  e x h ib i t s  so m e  r a t h e r  r e m a r k a b le
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a p p e a r a n c e s  d u r i n g  t h e  d iv is io n  o f  t h e  n u c le u s ,  w h ic h  se e m s  to  d i f f e r  f r o m  a n y  o f  t h e  

a l r e a d y  d e s c r ib e d  n u c l e a r  d iv is io n s  in  a m o e b a e ; a n d  i t  is o n  t h e  s t r e n g th  o f  th is  f a c t  t h a t  

I  p r o p o s e  t h e  c r e a t i o n  o f  a  n e w  s p e c ie s  fo r  i ts  r e c e p t i o n . ’

T h e  a m o e b a  j u s t  d e s c r ib e d  r e s e m b le s  G o o d e y ’s a m o e b a  i n  s e v e r a l  r e s p e c ts .  I t  h a s  n o  

d i s t in c t io n  b e tw e e n  e c to p la s m  a n d  e n d o p la s m ,  a n d  d u r i n g  n u c l e a r  d iv is io n  i t  r e t a in s  i ts  

i r r e g u l a r  a p p e a r a n c e  a s  w a s  c le a r ly  p o i n t e d  o u t  b y  G o o d e y  ( 1 9 1 6 ) . M o r e o v e r ,  i t  t e n d s  to  

d iv id e  a b n o r m a l l y ,  a n d  th is  t e n d e n c y  w o u ld  p r o b a b l y  h a v e  b e e n  in c r e a s e d  in  th e  c u l t u r a l  

c o n d i t io n s  u s e d  b y  G o o d e y , s in c e  th e s e  w e r e  n o t  s t a n d a r d i z e d .  I  h a v e  th e r e f o r e  fe l t  

j u s t i f i e d  in  a p p ly i n g  t h e  s p e c if ic  n a m e  agricola t o  th is  f o r m . G o o d e y ’s o r g a n i s m  b e lo n g s  

to  t h e  g e n u s  Hartmannella, b e c a u s e  h a d  t h e r e  b e e n  t h e  f o r m a t io n  o f 4 p o l a r  m a s s e s  ’ d u r i n g  

n u c l e a r  d iv is io n  h e  w o u ld  c e r t a i n l y  h a v e  n o t e d  i t .

I V .  Sy s t e ma t ic  po s i t io n  o f  t h e  a m o e ba e  s t u d ie d

G la ss  R h i z o p o d a  v o n  S ie b o ld  

S u b c la s s  A m o e b a e a  B i i ts c h li  

O r d e r  A m o e b id a  C a lk in s

F a m i l y  S c h i z o p y r e n id a e  n . f a m .

G e n u s  Naegleria A le x e ie f f  e m . A u t .

S p e c ie s  Naegleria gruberi ( S c h a r d i n g e r )

G e n u s  Didascalus n .g .

S p e c ie s  Didascalus thorntoni n . s p .

G e n u s  Schizopyrenus n .g .

S p e c ie s  Schizopyrenus russelli n .s p .

S p e c ie s  Schizopyrenus erythaenusa n .s p .

S p e c ie s  Schizopyrenus atopus n .s p .

F a m i l y  H a r t m a n n e l l i d a e  n . f a m .

G e n u s  Hartmannella A le x e ie f f  e m . A u t .

S p e c ie s  Hartmannella glebae (D o b e ll)

S p e c ie s  Hartmannella rhysodes n .s p .

S p e c ie s  Hartmannella leptocnemus n .s p .

S p e c ie s  Hartmannella agricola ( G o o d e y )  n .c o m b .

T h e  tw o  n e w  fa m il ie s  a n d  t h e  g e n e r a  a r e  d e f in e d  in  § V I .

V .  D is c u s s io n  a n d  ph y l o g e n y

T h e  f r e e - l iv in g  a n d  p a r a s i t i c  a m o e b a e  s e e m  to  p o sse ss  a  t y p e  o f  n u c le u s  u s u a l ly  t e r m e d  

‘v e s i c u l a r ’ b y  v a r io u s  p r o to z o o lo g is t s .  A p a r t  f r o m  a  fe w  s p e c ie s  o f  l a r g e  f r e e - l iv in g  

a m o e b a e ,  l ik e  Amoeba proteus, Pelomyxa carolinensis a n d  o th e r s ,  a n d  s o m e  p a r a s i t i c  o n e s  l ik e  

Endamoeba blattae, t h e  g r e a t  m a j o r i t y  o f  a m o e b a e  p o ssess  a  s in g le  m o r e  o r  less s p h e r ic a l  

c e n t r a l  n u c le o lu s  in s id e  th e  n u c le u s .  T h e  s tu d y  o f  n in e  sp e c ie s  o f  s m a ll  f r e e - l iv in g  a m o e b a e  

o f  th is  t y p e  r e v e a ls  t h a t  s t r u c t u r a l l y  th e  r e s t in g  n u c le i  a r e  a l l  o f  t h e  fo l lo w in g  p a t t e r n .  

T h e r e  is a  F e u lg e n - n e g a t iv e  n u c le o lu s  a n d  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i n  g r a n u le s .  D u r i n g  

m ito s is  t h e  c h r o m a t i n  g r a n u le s  g iv e  r is e  to  c h ro m o s o m e s .  T h e  n u c le o lu s  e i t h e r  p e rs is ts  

t h r o u g h o u t  d iv is io n ,  g iv in g  r is e  to  4 p o l a r  m a sse s  ’ in  fo rm s  l ik e  Naegleria gruberi, Didascalus
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thorntoni, Schizopyrenus russelli, S. erythaenusa a n d  S. , o r  i t  d i s a p p e a r

as is t h e  c a s e  in  Hartmannella glebae, H. rhysodes, leptocnemus a n

t in u i t y  o f  t h e  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i n  t h r o u g h  th e  v a r io u s  s ta g e s  o f  d iv is io n  a n d  i ts  

f r a g m e n ta t i o n  a t  l a t e  t e lo p h a s e  to  g iv e  r is e  to  th e  d is p e r s e d  c h r o m a t i n  o f  t h e  r e s t in g  n u c le i  

h a s  b e e n  c le a r ly  d e m o n s t r a t e d .  S im i la r  b e h a v i o u r  o f  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i n  in  

a m o e b a e  p o ss e s s in g  a  F e u lg e n - n e g a t iv e  n u c le o lu s  h a s  b e e n  s h o w n  b y  R a f a lk o  ( 1 9 4 7 ) in  

Naegleria gruberi, Z u e lz e r  ( 1 9 2 7 ) in  Hartmannella V o lk o n s k y  ( 1 9 3 1 ) in  H. castel-

lanii a n d  o th e r s .  T h e  w o r k  o f  K u d o  ( 1 9 4 7 ) , L ie s c h e  ( 1 9 3 8 ) a n d  o th e r s  o n  Pelomyxa carolinensis 

a n d  Amoeba proteus d e m o n s t r a te s  t h a t  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i n  g iv e s  r is e  to  c h ro m o s o m e s  

d u r i n g  d iv is io n , a s h a s  b e e n  f o u n d  in  Hartmanella glebae a n d  o t h e r  sp e c ie s  b e lo n g in g  to  th e  

s a m e  g e n u s .  T h u s  i t  s e e m s  t h a t  in  a m o e b a e  t h a t  h a v e  b e e n  c a r e f u l ly  in v e s t ig a te d  b y  th is  

m e th o d  th e  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i n *  o f  t h e  r e s t in g  n u c le i  b e h a v e s  d u r i n g  m ito s is  in  

th e  s a m e  w a y  as  i t  d o e s  in  h ig h e r  a n im a ls  a n d  p l a n t s .

I t  se e m s  t h a t  o n e  o f  t h e  c h ie f  fu n c t io n s  o f  t h e  n u c le o lu s  is t h e  f o r m a t io n  o f  t h e  s p in d le  

in  a l l  t h e  sp e c ie s  o f  a m o e b a e  s t u d i e d ; th is  is c le a r  in  fo rm s  l ik e  H. leptocnemus a n d  H. agricola. 

S t r u c tu r a l l y  th e  r e s t in g  n u c le i  o f  Amoeba proteus,Pelomyxa carolinensis a n d  o th e r  

s e e m  to  b e  s im ila r ,  th o u g h  th e y  c o n ta in  s e v e ra l  n u c le o li  in s t e a d  o f  a  s in g le  n u c le o lu s .  

K u d o  ( 1 9 4 7 ) h a s  c le a r ly  s h o w n  t h a t  in  P. carolinensis W ils o n  th e  s p in d le  a ris e s  f r o m  

F e u lg e n - n e g a t iv e  n u c le o li .

V a h l k a m p f  ( 1 9 0 5 ), G la s e r  ( 1 9 1 2 a ) ,  D o b e l l  ( 1 9 1 4 ) a n d  o th e r s  in  Amoeba A.platypodia, 

A. lacertae a n d  o th e r  fo rm s  h a v e  c la im e d  t h a t  a p a r t  f r o m  th e  n u c le o lu s  ( k a ry o s o m e )  th e r e  

a r e  n o  c h r o m a t i n  g r a n u le s  p r e s e n t  in  th e  r e s t in g  n u c le i .  I t  is q u i t e  p o s s ib le  t h a t  t h e  c h r o ­

m a t i n  g r a n u le s  in  th e s e  fo rm s  a r e  in  s u c h  a  f in e ly  d is p e r s e d  s ta te  i n  th e  r e s t in g  n u c le i  t h a t  

t h e y  a r e  e a s i ly  d e c o lo r iz e d  in  th e  p ro c e s s  o f  d i f f e r e n t i a t io n  in  i r o n - a l u m  h a e m a to x y l in  

p r e p a r a t i o n s .  S u c h  s t a te m e n ts  o n  th e  a b s e n c e  o f  c h r o m a t i n  g r a n u le s  in  th e  r e s t in g  n u c le u s  

o F a n  a m o e b a  c a n n o t  b e  a c c e p te d  u n le s s  t h e  F e u lg e n  r e a c t io n  h a s  b e e n  c a r e f u l ly  u s e d .

I n  o r d e r  to  a v o id  c o n fu s io n  b e tw e e n  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i n  a n d  o th e r  n o n -  

c h r o m a t i c  m a t e r i a l  in  a  r e s t in g  n u c le u s ,  i t  is s u g g e s te d  t h a t  th e  t e r m £ p e r i p h e r a l  c h r o m a t i n  ’ 

s h o u ld  b e  a b o li s h e d . T h is  t e r m  h a s  b e e n  u s e d  in  th e  p a s t  to  i n c lu d e  a l l  t h e  g r a n u l a r  

m a t e r i a l  in  t h e  r e s t in g  n u c le u s  a p a r t  f r o m  th e  n u c le o lu s .  T h e  t e r m  c h r o m a t i n  s h o u ld  b e  

a p p l i e d  o n ly  to  th o s e  g r a n u le s  in  th e  r e s t in g  n u c le u s  t h a t  s t a in  w i th  th e  F e u lg e n  r e a c t i o n  

a n d  g iv e  r ise  to  c h ro m o s o m e s  d u r i n g  m ito s is .

T h e  p r e s e n t  s tu d y  o f  th e  f re e - l iv in g  fo rm s  th r o w s  l ig h t  o n  th e  p r o b a b l e  c o u rs e  o f  e v o lu ­

t io n  o f  a m o e b a e .  A  f o r m  l ik e  Naegleria gruberi, w h ic h  d u r i n g  d iv is io n  h a s  ‘p o l a r  m a s s e s ’, 

‘ i n te r z o n a l  b o d i e s ’ a n d  c a n  r e a d i ly  p r o d u c e  a  t e m p o r a r y  f la g e l l a te  s ta g e  u n d e r  c e r t a i n  

p h y s io lo g ic a l  c o n d it io n s  c a n  b e  r e g a r d e d  a s  a  p r im i t iv e  a m o e b a .  D u r i n g  th e  c o u r s e  o f  

e v o lu t io n  i t  a p p e a r s  t h a t  a m o e b a e  lo se  th e  p o w e r  to  p r o d u c e  ‘ i n te r z o n a l  b o d i e s ’, a l t h o u g h

* R e c e n t ly  D r s  C o m a n d o n  a n d  d e  F o n b r u n e  k in d ly  s h o w e d  m e  a n  e x c e l le n t  f ilm  o n  t h e  m i to t i c  d iv is io n  

o f  a n  a m o e b a  w h ic h  th e y  a s s ig n e d  to  th e  g e n u s  Acanthamoeba (V o lk o n s k y  1931), b u t  w h ic h  in  th e  p r e s e n t  

c la s s if ic a t io n  s h o u ld  b e  c a l le d  Hartmannella. C o m a n d o n  &  d e  F o n b r u n e ’s (1937) sp e c ie s  in  s o m e  re s p e c ts  

re s e m b le s  H. rhysodes. T h e  f ilm  c le a r ly  s h o w s  t h a t  t h e  p r e - e x is t in g  c h r o m a t i n  g r a n u le s  in  th e  n u c le u s  m o v e  

to  th e  c e n t r e  a n d  g iv e  r is e  to  th e  c h ro m o s o m e s . T h e  n u c le o lu s  s u d d e n ly  d i s a p p e a r s  b e fo re  t h e  m e ta p h a s e  

s ta g e , a n d  t h e r e  is n o  in d ic a t io n  t h a t  i t  f r a g m e n ts  to  g iv e  r is e  to  c h ro m o s o m e s  a s  w a s  c la im e d  b y  G la s e r  

(1 9 1 2 a ) , D o b e ll  (1914) a n d  o th e rs .  T h e  v a r io u s  s ta g e s  o f  n u c le a r  d iv is io n  c a n  b e  as  c le a r ly  s e e n  in  th e  l iv in g  

c o n d i t io n  o f  t h e  a m o e b a  in  th is  f ilm  a s  th e y  h a v e  b e e n  s h o w n  in  th e  sp e c ie s  o f  Hartmannella d e s c r ib e d  in  th is  

w o r k  b y  t h e  u s e  o f  t h e  F e u lg e n  r e a c t io n .
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t h e  a b i l i t y  to  p r o d u c e  t e m p o r a r y  f l a g e l l a  is r e t a i n e d .  Didascalus thorntoni h a s  b e e n  f o u n d  

to  p r o d u c e  t e m p o r a r y  f l a g e l l a  w i th  d i f f ic u l ty  a n d  d o e s  n o t  p o sse ss  ‘ i n t e r z o n a l  b o d i e s ’ 

d u r i n g  n u c l e a r  d iv is io n .  I n  th e  g e n u s  Schizopyrenus a  f o r m  l ik e  S. russelli h a s  b e e n  f o u n d  

n o t  to  p r o d u c e  a  t e m p o r a r y  f la g e l l a te  s ta g e ,  a l t h o u g h  th e  n u c l e a r  d iv is io n  o f  th is  a m o e b a  

is i n d i s t in g u i s h a b le  f r o m  t h a t  o f  Didascalus t, a s a r e  th e  a c t iv e  fo r

s p e c ie s  o f  a m o e b a e  c a n  b e  r e a d i ly  d i s t in g u i s h e d  b y  th e  c h a r a c t e r s  o f  t h e i r  c y s ts  a n d  th e  

p r o c e s s  o f  e x c y s tm e n t .  T h u s  i t  s e e m s  t h a t  Schizopyrenus , S. erythaenusa a n d  S. atopus

h a v e  lo s t  t h e i r  p r i m i t iv e  c h a r a c t e r  o f  t e m p o r a r y  f l a g e l l a  p r o d u c t i o n  b u t  d o  r e t a i n  th e  

f a m i ly  c h a r a c t e r  i n  h a v in g  ‘ p o l a r  m a s s e s ’ d u r i n g  n u c l e a r  d iv is io n . W h e n  w e  c o m e  to  th e  

m o r e  a d v a n c e d  f a m i ly  H a r t m a n n e l l i d a e ,  t h e  n u c le u s ,  a s in  Hartmannella , H. ,

H. leptocnemus a n d  H. agricola o r  t h e  n u c le o l i  a s  i n  Pelomyxa carolinensis ( K u d o  1 9 4 7 ) a n d  

o t h e r  fo r m s , d i s a p p e a r  d u r i n g  d iv is io n . A  s p in d le  w i t h  c h r o m o s o m e s  a r r a n g e d  a s  a n  

e q u a t o r i a l  p l a t e  is f o r m e d ,  a s  i n  h i g h e r  p l a n t s  a n d  a n im a l s .  T h e  f o r m a t io n  o f  ‘p o l a r  

m a s s e s ’ d u r i n g  n u c l e a r  d iv is io n  a n d  t h e  p o w e r  to  p r o d u c e  t e m p o r a r y  f la g e l l a  u n d e r  

c e r t a i n  c o n d i t io n s  a r e  c o m p le t e ly  lo s t .

T h e  s tu d y  o f  n u c l e a r  d iv is io n ,  u s in g  F e u lg e n  r e a c t i o n ,  o f  t h e  o r g a n i s m s  p l a c e d  i n  th e  

f a m i ly  R h i z o m a s t ig i d a e  w o u ld  b e  i n t e r e s t in g  in  e s ta b l i s h in g  th e  r e l a t i o n s h i p  o f  th e s e  

o r g a n is m s  to  th e  t r u e  a m o e b a e .  I f  i t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e y  s h o w e d  a  ty p e  o f  d iv is io n  s im i la r  

to  t h a t  f o u n d  i n  t h e  f a m i ly  S c h iz o p y r e n id a e ,  i t  w o u ld  t h r o w  l ig h t  o n  th e  p h y lo g e n e t i c  

r e l a t io n s h ip s  b e tw e e n  R h i z o p o d a  a n d  M a s t ig o p h o r a .

V I .  S u g g e s t e d  c l a s s i f i c a t i o n  o f  a m o e b a e

T h e  c la s s if ic a t io n  is b a s e d  o n  th e  n u c le a r  d iv is io n  a n d  p o s s ib le  p h y lo g e n e t ic  r e l a t i o n ­

s h ip s  p r e s e n te d  in  th is  w o r k ,  a n d  o n  th e  n u c le a r  s t r u c t u r e  a n d  m o d e s  o f  n u c le a r  d iv is io n  

d e s c r ib e d  b y  o t h e r  w o r k e r s  w h o  h a v e  u s e d  F e u lg e n  r e a c t i o n  su c c e ss fu l ly . T h e  a m o e b a e  

fa l l  i n to  tw o  m a i n  g r o u p s  a c c o r d in g  to  th e  m o d e  o f  n u c le a r  d iv is io n . I n  th e  f ir s t  g r o u p  th e  

n u c le o lu s  d iv id e s  i n t o  tw o , g iv in g  r is e  to  ‘ p o l a r  m a s se s  ’ ; i n  th e  s e c o n d  g r o u p  th e  n u c le o lu s  

o r  t h e  n u c le o l i  d i s a p p e a r .  I n  b o t h  g r o u p s  t h e  p r e - e x i s t in g  c h r o m a t i n  g iv e s  r is e  to  c h r o m o ­

s o m e s , a n d  a t  t h e  e n d  o f  n u c le a r  d iv is io n  th e  m a s s  o f  fu se d  F e u lg e n - p o s i t iv e  c h ro m o s o m e s  

f r a g m e n ts  a n d  r e t u r n s  to  t h e  p o s i t io n  s e e n  in  a  r e s t in g  n u c le u s .

T h e  a m o e b a e  in  w h ic h  th e  n u c le o lu s  p e rs is ts  m a y  b e  f u r t h e r  d iv id e d  a c c o r d in g  to  

w h e t h e r  o r  n o t  F e u lg e n - n e g a t iv e  m a t e r i a l  ( ‘ i n t e r z o n a l  b o d y ’) c o lle c ts  b e tw e e n  th e  c h r o m o ­

s o m a l p la te s  a t  a n a p h a s e ,  a s s h o w n  b y  R a f a lk o  ( 1 9 4 7 ) a n d  b y  th e  p r e s e n t  w r i t e r  in  

Naegleria gruberi; i n  t h e  a m o e b a e  d e s c r ib e d  h e r e  th e  p r e s e n c e  o f  ‘ in t e r z o n a l  b o d i e s ’ is 

a s s o c ia te d  w i th  th e  e x is te n c e  o f  a  t e m p o r a r y  f la g e l l a te  s ta g e .

T h e s e  tw o  d i s t in c t  ty p e s  o f  n u c le a r  d iv is io n  s e e m  to  p r o v id e  a  lo g ic a l  b a s is  fo r  d iv id in g  

th e  o r d e r  A m o e b id a  C a lk in s  in to  tw o  n e w  fa m i l ie s ,  S c h iz o p y r e n id a e  a n d  H a r t m a n n e l l i d a e .  

S u c h  a  s y s te m  o f  c la s s if ic a t io n  th r o w s  l ig h t  o n  th e  p r o b a b l e  t r e n d s  o f  e v o lu t io n  o f  a m o e b a e .

S C H I Z O P Y R E N I D A E  n .f a m .

D e f i n i t i o n . T h e  r e s t in g  n u c le u s  c o n ta in s  a  m o r e  o r  less c e n t r a l  F e u lg e n - n e g a t iv e  

n u c le o lu s , w h ic h  d u r i n g  m ito s is  d iv id e s  to  f o r m  ‘p o l a r  m a s s e s ’. ‘ I n t e r z o n a l  b o d i e s ’ m a y  

b e  p r e s e n t .  A m o e b a e  m a y  h a v e  m o r e  t h a n  o n e  n u c le u s ,  a n d  so m e  g e n e r a  m a y  p r o d u c e  

t e m p o r a r y  f la g e l la .

Vo l . 236 . B. 57
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T h e  f a m i ly  S c h iz o p y r e n id a e  h a s  b e e n  n a m e d  a f t e r  t h e  ty p e  g e n u s  Schizopyrenus i n  

a c c o r d a n c e  w i th  th e  I n t e r n a t i o n a l  R u le s  o f  Z o o lo g ic a l  N o m e n c l a t u r e .  A t  p r e s e n t  i t  is 

d i f f ic u l t  to  d iv id e  th is  f a m i ly  in to  g e n e r a  b u t  t h r e e  r e a d i ly  id e n t i f i a b le  g e n e r a  a r e  g iv e n  

b e lo w .

T y pe  g e n u s : Schizopyrenus; o t h e r  g e n e r a  Naegleria a n d  Didascalus.

G e n u s  SC H IZO P YR EN U S  n .g .

D e f in i t i o n . F e u lg e n - n e g a t iv e  n u c le o lu s  d iv id in g  d u r i n g  m ito s is  to  f o r m  ‘ p o l a r  m a s s e s ’. 

T e m p o r a r y  f la g e l la  a r e  n o t  p r o d u c e d .

T y pe  s pe c ie s : Schizopyrenus russelli n .s p .  T w o  o th e r  s p e c ie s ,  S. erythaenusa n .s p . a n d  

S. autopus n .s p . ,  a r e  a lso  d e s c r ib e d .

Schizopyrenus is s e le c te d  as t h e  ty p e  g e n u s  b e c a u s e  th e  a m o e b a e  i n c lu d e d  in  i t  d o  n o t  

p r o d u c e  t e m p o r a r y  f la g e l la ,  a n d  i t  is p o s s ib le  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  t e m p o r a r y  f la g e l la  m a y  

b e  c o n s id e r e d  b y  so m e  a u th o r i t i e s  to  e x c lu d e  th e s e  fo rm s  f r o m  t r u e  a m o e b a e .  I n  a n y  c a s e  

th e  p r o d u c t i o n  o f  f la g e l la  se e m s  o f  less i m p o r t a n c e  fo r  d ia g n o s t i c  p u r p o s e s  t h a n  th e  t y p e  

o f  n u c le a r  d iv is io n .

G e n u s  NAEG LERIA  A le x e ie f f  e m .  A u t .

D e f in i t i o n . ‘ P o la r  m a s s e s ’ a r e  f o r m e d . F e u lg e n - n e g a t iv e  ‘ i n t e r z o n a l  b o d i e s ’ a r e  

p r e s e n t  d u r i n g  l a t e  s ta g e s  o f  n u c le a r  d iv is io n . T e m p o r a r y  f la g e l la  a r e  p r o d u c e d .

T y pe  s pe c ie s : Naegleria gruberi ( S c h a r d in g e r ) .

G e n u s  D ID ASCALU S  n .g .

D e f in i t i o n . ‘ P o la r  m a s s e s ’ w i t h o u t  ‘ i n te r z o n a l  b o d i e s ’ a r e  p r e s e n t  d u r i n g  n u c le a r  

d iv is io n . T e m p o r a r y  f la g e l la  a r e  p r o d u c e d .  T y p e  sp e c ie s  Didascalus thorntoni n .s p .

H A R T M A N N E L L I D A E  n .f a m .

D e f in i t i o n . T h is  f a m ily  is c r e a t e d  a f te r  t h e  w e l l- k n o w n  ty p e  g e n u s  Hartmannella.

T h e  r e s t in g  n u c le u s  h a s  e i th e r  a  s in g le  F e u lg e n - n e g a t iv e  n u c le o lu s  o r  s e v e ra l  n u c le o li .  

D u r i n g  m ito s is  th e  n u c le o lu s , o r  n u c le o li ,  d i s a p p e a r ,  a n d  a  s p in d le  w i th  c h ro m o s o m e s  

a r r a n g e d  as  a n  e q u a t o r i a l  p l a t e  r e s e m b l in g  t h a t  f o u n d  in  h ig h e r  a n im a ls  a n d  p l a n t s  

o c c u rs .  A m o e b a e  m a y  b e  u n i -  o r  m u l t in u c le a t e ,  a n d  n o  t e m p o r a r y  f la g e l la  h a v e  b e e n  

d is c o v e re d .

T h e  g r e a t  m a jo r i ty  o f  f re e - l iv in g  a n d  p a r a s i t ic  a m o e b a e  s e e m  to  b e lo n g  to  th is  f a m ily . 

N o  a t t e m p t  is m a d e  a t  p r e s e n t  to  g iv e  a  c o m p le te  l is t  o f  g e n e r a .  T h e  ty p e  g e n u s  Hartmann­

ella is d e f in e d  a n d  a  fe w  o th e r  g e n e r a  a r e  g iv e n  b e lo w  m e r e ly  as a n  i l lu s t r a t io n .

G e n u s  H A R T M A N N E L L A  A le x e ie f f  e m . A u t .

D e f in i t io n . T h e  r e s t in g  n u c le u s  c o n ta in s  a  s in g le  F e u lg e n - n e g a t iv e  n u c le o lu s . D u r in g  

m ito s is  th e  n u c le o lu s  d is a p p e a r s  a n d  a  s p in d le  w i th  c h ro m o s o m e s  a r r a n g e d  as  a n  e q u a t o r ia l  

p l a t e  is fo rm e d . N o  t e m p o r a r y  f la g e l la  a r e  p r o d u c e d .

Ty pe  s pe c ie s : Hartmannella glebae ( D o b e l l ) ;  a n d  th r e e  o th e r s ,  H. rhysodes n .s p .,  H. 

leptocnemus n .s p . a n d  H. agricola ( G o o d e y ) ,  a r e  d e a l t  w i th  in  th e  fo re g o in g  p a g e s .
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A le x e ie fF  ( 1 9 1 2  £, c) p r o p o s e d  t h e  g e n u s  Hartmannella fo r  t h e  a m o e b a e  c h a r a c t e r i z e d  

b y  t h e  a b s e n c e  o f c p o l a r  m a s se s  ’ d u r i n g  d iv is io n  a n d  t h e  u t i l i z a t i o n  o f  a l l  o r  n e a r l y  a l l  t h e  

c h r o m a t i c  m a t e r i a l  in  t h e  f o r m a t io n  o f  t h e  e q u a t o r i a l  p l a t e .

G e n u s  A M O E B A  E h r e n b e r g

T h e  e x a c t  l im i ts  o f  th is  g e n u s  a r e  d i f f ic u l t  to  d e f in e . I t  is r e a s o n a b l e  to  r e t a i n  th e  

g e n e r ic  n a m e  Amoeba fo r  s o m e  o f  t h e  l a r g e  f r e e - l iv in g  u n i n u c l e a t e  fo rm s  l ik e  A. ,

A. dubia a n d  A. discoides w h ic h  h a v e  s e v e r a l  F e u l g e n - n e g a t i v e  n u c le o l i  i n  t h e  r e s t in g  n u c le u s  

in s t e a d  o f  a  s in g le  n u c le o lu s .  T h e  m i to t i c  d iv is io n  in  A. proteus (L ie s c h e  1 9 3 8 ) is c h a r a c t e r i s t i c  

o f  t h e  f a m i ly  H a r t m a n n e l l i d a e .

G e n u s  P E L O M Y X A  G r e e f

T h e  a m o e b a e  b e lo n g in g  to  th is  g e n u s  a r e  m u l t i n u c l e a t e  a n d  d iv id e  b y  p la s m o to m y .  

T h e  n u c l e a r  s t r u c t u r e  a n d  t h e  m o d e  o f  n u c l e a r  d iv is io n  is s im i l a r  to  t h a t  f o u n d  in  Amoeba 

proteus. K u d o  ( 1 9 4 7 ) h a s  r e c e n t ly  g iv e n  a n  e x c e l l e n t  a c c o u n t  o f  t h e  n u c l e a r  s t r u c t u r e  a n d  

th e  m o d e  o f  n u c l e a r  d iv is io n  in  P. carolinensis W ils o n  b y  th e  u s e  o f  F e u lg e n  r e a c t i o n .

T h e  p o s i t io n  o f  m o s t  o f  t h e  g e n e r a  o f  f r e e - l iv in g  a n d  o f  i n te s t i n a l  a n d  p a r a s i t i c  a m o e b a e  

c a n n o t  b e  d e t e r m i n e d  w i th  c e r t a i n t y  t i l l  t h e  n u c l e a r  d iv is io n  h a s  b e e n  f u l ly  s tu d ie d  w i th  

F e u lg e n  r e a c t i o n .  I n  t h e  i n t e s t i n a l  a n d  s o m e  o f  t h e  p a r a s i t i c  a m o e b a e ,  j u d g i n g  b y  th e  

o c c a s io n a l  m i t o t i c  f ig u re s  g iv e n  i n  v a r io u s  p u b l i c a t i o n s ,  e .g . C a lk in s  ( 1 9 3 3 ) ( f ig u re s  J —4 

fo r  Entamoeba coli); W e n y o n  ( 1 9 2 6 ) ( tw o  f ig u r e s  o n  p .  1 0 0  s h o w in g  th e  d iv is io n  o f  n u c le i  

i n  t h e  c y s ts  o f  Entamoeba histolytica), i t  s e e m s  t h a t  m o s t  o f  t h e  g e n e r a  w il l  h a v e  to  b e  p l a c e d  

in  t h e  f a m i ly  H a r t m a n n e l l i d a e .

T h e  r e c o g n i t io n  o f  c e r t a i n  g e n e r a  a n d  s p e c ie s  w il l ,  h o w e v e r ,  u l t i m a t e l y  d e p e n d  o n  

c a r e f u l  s tu d y  o f  t h e  m o r p h o lo g y  a n d  b io lo g y  u n d e r  s t a n d a r d i z e d  a n d  r e p r o d u c i b le  

c u l t u r a l  c o n d i t io n s .  C h a r a c t e r s  s u c h  a s  t h e  f o r m  a n d  s iz e  o f  a c t iv e  a m o e b a e  u n d e r  id e n t i c a l  

c u l t u r a l  c o n d i t io n s ,  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  a  w e l l- d e f in e d  e c to p la s m  a n d  e n d o p la s m ,  

th e  m e t h o d  o f  t h e  m o v e m e n t  o f  t h e  a m o e b a e ,  c h a r a c t e r s  o f  c y s t ,  t h e  m e t h o d  o f  e x c y s tm e n t ,  

t h e  d iv is io n  o f  n u c le i  in s id e  th e  c y s ts  a n d  th e  ty p e  o f  s p in d le  p r o d u c e d  d u r i n g  n u c le a r  

d iv is io n ,  e tc . ,  w il l  p r o v e  v e r y  u s e fu l  i n  i d e n t i f y in g  a m o e b a e .  T h e  Umax c h a r a c t e r  as 

e m p h a s iz e d  i n  t h e  p a s t ,  h a s  n o t  m u c h  d ia g n o s t i c  v a lu e .

T h e  k n o w le d g e  o f  n u c l e a r  s t r u c tu r e  a n d  t h e  m o d e  o f  n u c le a r  d iv is io n , a l t h o u g h  e s s e n t ia l  

i n  c r e a t i n g  fa m il ie s  a n d  c e r t a i n  g e n e r a ,  w il l  n o t  so lv e  t h e  p r o b l e m  o f  a  m o r e  d e ta i l e d  

s y s te m  o f  c la s s ify in g  a m o e b a e .

Remarks on the earlier systems o f classifying amoebae included in the fam ily  S c h iz o p y r e n id a e

I n  th e  p a s t  t h e  p r e s e n c e  o f  t e m p o r a r y  f la g e l la  i n  a m o e b a e  h a s  b e e n  r e g a r d e d  as o f  

s u f f ic ie n t  i m p o r t a n c e  to  c r e a t e  th e  f a m i ly  D im a s t ig a m o e b id a e  W e n y o n  o r  B is ta d i id a e  

D o f le in .  S in c e  th e  w o r k  o f  V a h l k a m p f  (1 9 0 5 ) a m o e b a e  p o ss e s s in g  ‘p o l a r  m a s s e s ’ d u r i n g  

n u c le a r  d iv is io n  h a v e  b e e n  c la s s if ie d  o n  th e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  t e m p o r a r y  f la g e l la .  

C h a t t o n  &  L a lu n g - B o n n a i r e  ( 1 9 1 2 ) c r e a t e d  th e  g e n u s  Vahlkampfia fo r  a m o e b a e  p o ss e s s in g  

‘ p o l a r  m a s s e s ’ d u r i n g  n u c le a r  d iv is io n  a n d  p o r e s  in  th e  c y s t w a ll .  N o  f la g e l l a te  fo rm s  w e re  

o b s e r v e d ,  b u t  t h e  c o n d i t io n s  n e c e s s a ry  fo r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  f la g e l la  w e r e  n o t  te s te d .
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A le x e ie f f  ( 1 9 1 2 ^) p r o p o s e d  th e  g e n u s  Naegleria fo r  a m o e b a e  s h o w in g  ‘p o l a r  m a s s e s ’ d u r i n g  

d iv is io n . A s  s o m e  fo rm s  b e lo n g in g  to  th is  g e n u s  s h o w e d  f l a g e l l a te  s ta g e ,  C a lk in s  ( 1 9 1 3 ) 

a s s ig n e d  t h e  g e n u s  Vahlkampjia to  th o s e  n o t  p r o d u c i n g  t e m p o r a r y  f la g e l l a  a n d  Naegleria to  

th o s e  p o ss e s s in g  b o t h  a m o e b o id  a n d  f la g e l l a te  s ta g e s . T h u s  t h e  a m o e b a e  c h a r a c t e r i z e d  b y  

‘ p o l a r  m a s s e s ’ a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  t e m p o r a r y  f la g e l l a  h a v e  b e e n  i n c l u d e d  i n  th e  f a m i ly  

D im a s t ig a m o e b id a e  a n d  in  th e  g e n e r a  Amoeba, , Vahlkam

f a m i ly  A m o e b id a e  B r o n n .  T h o s e  w i t h o u t  f l a g e l l a  h a v e  b e e n  p u t  i n  th e  g e n e r a  ,

Vahlkampjia a n d  i n  s o m e  o th e r s .  I t  is im p o s s ib le  to  t e l l  f r o m  m o s t  o f  t h e  e a r l i e r  p u b l ic a t io n s ,  

o w in g  to  th e  i n c o m p le t e  d e s c r ip t io n s  o f  n u c l e a r  d iv is io n ,  w h e t h e r  t h e  a m o e b a e ,  p o ss e s s in g  

‘p o l a r  m a s s e s ’ w i t h  o r  w i t h o u t  f la g e l la ,  h a d  ‘ i n t e r z o n a l  b o d i e s ’. T h e  e a r l i e r  l i t e r a t u r e  o n  

c la s s if ic a t io n  is i n  s u c h  a  c o n fu s e d  s t a te  t h a t  a  d e t a i l e d  r e v ie w  h e r e  w o u ld  n o t  s e rv e  a n y  

u s e fu l  p u r p o s e .  H o w e v e r ,  a  f e w  r e m a r k s  ju s t i f y in g  t h e  r e c o g n i t io n  o f  t h r e e  d i s t in c t  g e n e r a ,  

Schizopyrenus, Naegleria a n d  Didascalus, in  t h e  f a m i ly  S c h iz o p y r e n id a e  

v a lu e .

T h e  c r e a t i o n  o f  a  f a m i ly  D im a s t ig a m o e b id a e  is n o t  ju s t i f i e d .  I t  s e e m s  m o r e  lo g ic a l  to  

p u t  sp e c ie s  s u c h  a s  Didascalus thorntoni a n d  Schizopyrenus russelli, d e s c r ib e d  in  th is  w o r k , 

w h o s e  n u c le a r  d iv is io n s  a r e  in d i s t in g u is h a b le ,  i n  t h e  s a m e  f a m i ly  r a t h e r  t h a n  to  fo llo w  

W e n y o n  ( 1 9 2 6 ) ,  C a lk in s  ( 1 9 3 3 ) , K u d o  ( 1 9 4 6 ) a n d  o th e r s  i n  p l a c in g  t h e m  i n  d i f f e r e n t  

f a m il ie s  m e r e ly  o n  th e  g r o u n d  t h a t  o n e  c a n  o c c a s io n a l ly  p r o d u c e  t e m p o r a r y  f la g e l la  w h i le  

t h e  o th e r ,  a s  f a r  a s  is k n o w n ,  c a n n o t .  T h e  c h a r a c t e r  o f  t e m p o r a r y  f l a g e l l a  p r o d u c t i o n  

t h e n  b e c o m e s  o f  g e n e r ic  v a lu e  o n ly .

F o r  th e  f ir s t  t im e  e m p h a s i s  is l a id ,  i n  t h e  p r e s e n t  c la s s if ic a t io n , o n  t h e  p r e s e n c e  o r  

a b s e n c e  o f  ‘ i n t e r z o n a l  b o d ie s  ’ a s  a  d ia g n o s t i c  c h a r a c t e r  i n  r e c o g n iz in g  th e  g e n e r a  Naegleria 

a n d  Didascalus b o t h  o f  w h ic h  p r o d u c e  t e m p o r a r y  f la g e l la .  J u d g i n g  f r o m  th e  p r e s e n c e  o f  

‘ i n t e r z o n a l  b o d i e s ’, i t  s e e m s  t h a t  V a h l k a m p f ’s ( 1 9 0 5 ) Umax a m o e b a  w a s  a  sp e c ie s  o f  

Naegleria, a l t h o u g h  n o  t e m p o r a r y  f la g e l la  w e re  r e c o r d e d  b y  h im .  H is  m e a s u r e m e n ts  o f  

t h e  a m o e b a  (0 -7 5  b y  1*5 to  4*0 juwi th  n u c le i  0*3 to  0-5  in  d i a m e t e r  a n

in  d i a m e te r )  s h o u ld  b e  m u l t i p l i e d  b y  8  o r  1 0  t im e s  a s  p o i n t e d  o u t  b y  A le x e ie f f  ( 1 9 1 1 ) .  

S e v e ra l  in s ta n c e s  f r o m  th e  e a r l i e r  l i t e r a t u r e  c a n  b e  c i t e d  i n  w h ic h  a n  a m o e b a  p o sse s s in g  

‘ in te r z o n a l  b o d i e s ’ d u r i n g  n u c le a r  d iv is io n  h a s  b e e n  f o u n d  to  p o ssess  t e m p o r a r y  f la g e l la  

w h e n  th e  n e c e s s a ry  c o n d it io n s  w e r e  p r o v id e d .  G la s e r  ( 1 9 1 2  a ) ,  i n  N. , f ig u r e d

d i s t in c t  ‘ i n te r z o n a l  b o d i e s ’ b u t  d i d  n o t  r e c o r d  th e  p r e s e n c e  o f  a  t e m p o r a r y  f la g e l l a te  s ta g e . 

W h e n  th is  a m o e b a  w a s  r e in v e s t ig a te d  b y  P i e t s c h m a n n  (1 9 2 9 ) ,  sh e  h a d  n o  d if f ic u l ty  in  

f in d in g  th e  t e m p o r a r y  f la g e l la ,  a l t h o u g h  sh e  w r o n g ly  p l a c e d  th e  o r g a n i s m  in  th e  g e n u s  

Vahlkampjia. W e n y o n ’s ( 1 9 2 6 ) Dimastigamoeba gruberi (see  h is  f ig u re  5, p . 105) se e m s  to  

po ssess  d i s t in c t  ‘ i n t e r z o n a l  b o d i e s ’, a l t h o u g h  th e s e  s t r u c tu r e s ,  w h e n  s ta in e d  w i th  i r o n - a lu m  

h a e m a to x y l in ,  w e r e  i n t e r p r e t e d  a s  a g g r e g a te d  d a u g h t e r  c h r o m o s o m e s  p a s s in g  to w a r d s  th e  

tw o  p o le s . I f ,  h o w e v e r , a n  a m o e b a  w e r e  f o u n d  w h ic h  d id  n o t  p o ssess  a  t e m p o r a r y  

f la g e l la te  s ta g e  a n d  d id  p r o d u c e  ‘ p o l a r  m a s s e s ’ a n d  ‘ in te r z o n a l  b o d i e s ’ d u r i n g  n u c le a r  

d iv is io n , t h e  g e n u s  Vahlkampjia w o u ld  h a v e  to  b e  r e c o g n iz e d ,  a n d  V. Umax w o u ld  b e c o m e  

th e  ty p e  sp e c ie s . A t  p r e s e n t  t h e  e x is te n c e  o f  s u c h  a  g e n u s  is c o n s id e r e d  d o u b t f u l .  T h e  

p o sse s s io n  o f  p o r e s  in  th e  c y s t w a ll ,  w h ic h  w a s  s u g g e s te d  b y  C h a t t o n  &  L a lu n g - B o n n a i r e  

(1 9 1 2 ) a s o n e  o f  t h e  d ia g n o s t i c  c h a r a c t e r s  o f  t h e  g e n u s  , su g g e s ts  t h a t  th e y  w e r e

d e a l in g  w i th  a  sp e c ie s  o f  Naegleria.
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I t  is d i f f ic u l t  to  a s s ig n  t h e  g e n u s  Sappinia D a n g e a r d  to  t h e  f a m i ly  S c h iz o p y r e n id a e  w i th  

c e r t a i n t y  t i l l  t h e  n u c le a r  d iv is io n  h a s  b e e n  s tu d ie d  c a r e f u l ly  b y  F e u lg e n  r e a c t i o n  in  a  f o r m  

l ik e  S. diploidea ( H a r t m a n n  &  N a g le r ) .  N a g l e r ’s ( 1 9 0 9 ) c y to lo g ic a l  w o r k  o n  S. diploidea is 

r a t h e r  p o o r , a l t h o u g h  i t  su g g e s ts  t h a t  th is  a m o e b a  m a y  p o ssess  ‘p o l a r  m a s s e s ’ d u r i n g  

n u c le a r  d iv is io n . L o o k in g  a t  o n e  o r  tw o  l a t e  s ta g e s  i n  th e  n u c l e a r  d iv is io n  o f  th is  a m o e b a ,  

k in d ly  s h o w n  to  m e  b y  M iss  C r u m p  f r o m  h e r  i r o n - a l u m  h a e m a t o x y l in  p r e p a r a t i o n s  m a d e  

m a n y  y e a r s  a g o , I  c o u ld  n o t  m a k e  u p  m y  m in d  i f  ‘p o l a r  m a s s e s ’ w e r e  r e a l ly  p r e s e n t .

B u n t in g  ( 1 9 2 2 , 1 9 2 6 ) a n d  B u n t in g  &  W e n r i c h  ( 1 9 2 9 ) d e s c r ib e d  i n  th e  f la g e l l a te  Tetramitus 

rostratus P e r ty ,  o b t a i n e d  in  c u l tu r e s  m a d e  f r o m  t h e  c a e c a l  c o n te n t s  o f  r a t ,  a n  i n te r e s t in g  

life  c y c le  c o n s i s t in g  o f  a m o e b o id  a n d  f la g e l l a te  p h a s e s . A c c o r d in g  to  t h e m  t h e  o r g a n i s m  

e n c y s ts  o n ly  i n  th e  a m o e b o id  p h a s e  a n d  th e  c y s ts  g iv e  r is e  to  a m o e b a e  a f t e r  e x c y s ta t io n . 

M o r e  r e c e n t ly  th is  o r g a n i s m  h a s  b e e n  s tu d ie d  b y  H o l l a n d e  ( 1 9 3 7 ? 1 9 4 2 ) • H e  h a s  c r e a t e d  

a  n e w  f a m i ly  V a h l k a m p f id a e  to  i n c lu d e  tw o  g e n e r a  Vahlkampfia a n d  Tetramitus. T h e  n u c l e a r  

d iv is io n  in  Tetramitus rostratus b o t h  i n  t h e  f la g e l l a te  a n d  a m o e b o id  p h a s e s  a r e  o f  t h e  ty p e  

d e s c r ib e d  i n  t h e  f a m i ly  S c h iz o p y r e n id a e  i n  th is  w o r k . I t  is n o t  p o s s ib le  to  d e t e r m i n e  b y  

in s p e c t io n  o f  t h e  d iv is io n  f ig u re s  g iv e n  b y  B u n t in g  &  W e n r i c h  ( 1 9 2 9 ) a n d  H o l l a n d e  ( 1 9 4 2 ) 

w h e th e r  t h e r e  is a  d e f in i te  ‘ i n t e r z o n a l  b o d y ’, a s  d e s c r ib e d  a b o v e ,  i n  t h e  c a s e  o f  Naegleria 

gruberi; b u t  v e r y  r e c e n t l y  R a f a lk o  (1 9 5 1 ) h a s  g iv e n  a  g o o d  a c c o u n t  o f  t h e  m i to t i c  d iv is io n  

in  th is  o r g a n i s m  u s in g  F e u lg e n  r e a c t i o n ,  a n d  h a s  s h o w n  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  ‘ i n t e r z o n a l  

b o d y ’. A c c o r d in g  to  th e  m o d e  o f  n u c l e a r  d iv is io n  i t  s e e m s  p e r h a p s  m o r e  lo g ic a l  to  p u t  

t h e  g e n u s  Tetramitus i n  t h e  f a m i ly  S c h iz o p y r e n id a e  t h a n  to  c r e a t e  a  n e w  f a m ily , a s  h a s  

b e e n  d o n e  b y  H o l l a n d e  ( 1 9 3 7 , 1 9 4 2 ) .

V I I .  Su mma r y

1 . A  s y s te m a t ic  s tu d y  o f  n in e  sp e c ie s  o f  s m a ll  f r e e - l iv in g  a m o e b a e  h a s  b e e n  m a d e ,  u n d e r  

s t a n d a r d i z e d  a n d  r e p r o d u c ib le  c u l t u r a l  c o n d i t io n s ,  b y  a  n e w  m e t h o d  t h a t  e n a b le s  s p e c im e n s  

in  a l l  s ta g e s  o f  d iv is io n  to  b e  o b t a i n e d  e a s ily .

2 . I n  a l l  sp e c ie s  s tu d ie d  th e  r e s t in g  n u c le u s  sh o w s  a  F e u l g e n - n e g a t iv e  n u c le o lu s  a n d  

F e u lg e n - p o s i t iv e  c h r o m a t i n  g r a n u le s .

3. N u c l e a r  d iv is io n  i n  th e s e  sp e c ie s  a n d  i n  o t h e r  a m o e b a e  d e s c r ib e d  b y  o t h e r  w o r k e r s  

is o f  tw o  m a i n  ty p e s  o n  w h ic h  i t  is p r o p o s e d  to  c r e a t e  tw o  n e w  f a m il ie s ,  S c h iz o p y r e n id a e  

a n d  H a r t m a n n e l l i d a e .

4 . I n  t h e  S c h iz o p y r e n id a e  th e  n u c le o lu s  p e rs is ts  t h r o u g h o u t  d iv is io n .  W i t h i n  th is  

f a m i ly  th e  ty p e  g e n u s  Schizopyrenus a n d  tw o  o t h e r  g e n e r a  a r e  a t  p r e s e n t  d e f in e d .

( 1 ) Naegleria, d i s t in g u is h e d  b y  th e  f o r m a t io n  o f  a  F e u lg e n - n e g a t iv e  ‘ i n t e r z o n a l  b o d y ’ 

b e tw e e n  th e  c h r o m o s o m a l  p la te s  d u r i n g  a n a p h a s e .  I n  th is  g e n u s  t h e r e  is a  t e m p o r a r y  

f la g e l l a te  s ta g e . T h e  ty p e  sp e c ie s ,  N. gruberi, is d e s c r ib e d .

( 2 ) Didascalusn .g . ,  in  w h ic h  n o  ‘ i n t e r z o n a l  b o d y ’ is f o r m e d  b u t  w h ic h  a ls o  h a s  a  

f la g e l l a te  s ta g e .  T h e  ty p e  sp e c ie s ,  D. thorntoni n .s p . ,  is d e s c r ib e d .

(3) Schizopyrenus n .g . ,  d i f f e r in g  f r o m  Didascalus i n  t h e  a b s e n c e  o f  a  f la g e l l a te  s ta g e . 

T h e  ty p e  s p e c ie s ,  S. russelli n .s p .  a n d  tw o  o t h e r  sp e c ie s  S. erythaenusa n .s p .  a n d  S. n .s p . ,  

a r e  d e s c r ib e d .

5. I n  th e  f a m i ly  H a r t m a n n e l l i d a e ,  t h e  n u c le o lu s  o r  t h e  n u c le o l i  d i s a p p e a r  d u r i n g  

n u c le a r  d iv is io n  a n d  a r e  l a t e r  r e - f o r m e d .  I n  th e  ty p e  g e n u s  Hartmannella t h e  n u c le u s
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c o n ta in s  o n ly  a  s in g le  n u c le o lu s .  T h e  ty p e  s p e c ie s  glebae ( D o b e ll)  a n d  t h r e e  o t h e r  

sp e c ie s ,  H . rhysodes n .s p . ,  H .leptocnemus n .s p . a n d  agricola ( G o o d e y ) , a r

6. T h e  r e l a t i o n  o f  t h e  p r o p o s e d  c la s s if ic a t io n  to  p r e v io u s ly  d e f in e d  fa m il ie s  a n d  g e n e r a  

o f  a m o e b a e  a n d  i ts  b e a r i n g  o n  p h y lo g e n y  a r e  d is c u s s e d .

T h is  w o r k  w a s  m a d e  p o s s ib le  b y  a  g r a n t  f r o m  th e  A g r i c u l t u r a l  R e s e a r c h  C o u n c i l  to  

w h o m  th e  a u t h o r ’s t h a n k s  a r e  d u e .  I t  is a  p l e a s u r e  to  e x p re s s  m y  s in c e r e  th a n k s  to  

D r  H .  G . T h o r n t o n ,  F .R .S . ,  fo r  h is  in te r e s t  in  th is  w o rk , a n d  to  D r  T .  G o o d e y , F .R .S . ,  

f o r  h is  h e lp  a n d  a d v ic e  o n  n o m e n c la t u r e .  I  a m  v e r y  g r a t e f u l  to  M iss  L . M . C r u m p  fo r  

h e r  c o n s t r u c t iv e  c r i t ic is m s  g e n e r o u s ly  o f f e re d  t h r o u g h o u t  t h e  c o u rs e  o f  th is  w o r k  a n d  fo r  

g iv in g  m e  a n  in te r e s t in g  sp e c ie s  o f  so i l a m o e b a .  M y  th a n k s  a r e  a ls o  d u e  to  M r  D . A . 

B o a lc h  fo r  k in d ly  s u g g e s t in g  s u i t a b le  n a m e s  fo r  a m o e b a e ,  P ro fe s s o r  E . G . P r in g s h e im  fo r  

g iv in g  m e  t h r e e  s t r a in s  o f  Naegleria gruberi, a n d  to  M iss  M a b e l  D u n k le y  fo r  v a lu a b le  

a s s is ta n c e  in  c o n n e x io n  w i th  th e  p r e p a r a t i o n  o f  th e  m a n u s c r i p t .
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