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Общая характеристика работы 
 

Актуальность и степень разработанности темы исследования. Виды рода 
Korotnevella известны исследователям достаточно давно, описания первых валидных видов, 
в настоящее время входящих в его состав, Mayorella bulla и Astramoeba stella, появились еще 
в первой половине XX века (Schaeffer, 1926). Род Korotnevella в его современном понимании 
был установлен Пэйджем (Page, 1981), когда в результате электронномикроскопических 
исследований стало понятно, что ранее считавшийся гомогенным род Mayorella в 
действительности объединяет две различные группы амеб, резко отличающиеся друг от 
друга строением клеточного покрова. 

В современной системе голых лобозных амеб (Smirnov et al., 2011b) род Korotnevella 
относят к семейству Paramoebidae. В это семейство также входят роды Paramoeba, 
Neoparamoeba, Pseudoparamoeba и Cunea (Kudryavtsev et al., 2011; Kudryavtsev, Pawlowski, 
2015). Представители рода Korotnevella являются амебами дактилоподиального морфотипа 
(Smirnov, Goodkov, 1999). В процессе локомоции эти амебы формируют прозрачные 
пальцевидные субпсевдоподии, так называемые дактилоподии. Клетка покрыта чешуйками, 
причем чешуйки покрывают всю ее поверхность целиком, не оставляя никаких 
специализированных участков свободных от чешуек (в отличие, например, от амеб рода 
Cochliopodium). Амебы одноядерные, размножаются бинарным делением. Согласно данным 
литературы (Page 1983a, 1988; Smirnov, 1996‒97, 1999; O’Kelly et al., 2001), у представителей 
рода Korotnevella не наблюдали образование цист в культурах. 

В настоящее время известно 12 видов рода Korotnevella — 3 морских (Smirnov, 
1996‒97; O’Kelly et al., 2001) и 9 пресноводных (Schaeffer, 1926; Smirnov, 1999; Udalov, 2015, 
2016; Udalov et al., 2016; Van Wichelen et al., 2016). Однако наличие в литературе большого 
количества светомикроскопических описаний Korotnevella-подобных амеб (Bovee, 1953b, 
1953c, 1953d, 1970a; Page, 1991) говорит о том, что реальное биоразнообразие этого рода 
отнюдь не исчерпывается двенадцатью описанными видами. 

Одной из основных проблем систематики голых лобозных амеб является 
ограниченное количество признаков, которые могут быть использованы для описания и 
идентификации видов этой группы протистов (Bovee, 1953a; Page 1983a, 1988; Smirnov, 
Goodkov, 1999; Smirnov, Brown, 2004). В состав клеточного покрова амеб рода Korotnevella 
входят чешуйки, форма и размер которых считаются видоспецифичными (Pennick, 
Goodfellow, 1975; Page, 1981; Smirnov, 1996–97, 1999; O’Kelly et al., 2001; Van Wichelen et al., 
2016). Таким образом, коротневеллы являются одними из немногих амёб, имеющих четкий 
признак, позволяющий различать морфологические виды. 

Korotnevella — не единственный род амеб, имеющих чешуйки в составе клеточных 
покровов. Чешуйки также входят в состав клеточных покровов амеб рода Paramoeba и (как 
показано в нашей работе) Pseudoparamoeba. Однако самым известным и хорошо изученным 
родом амеб из числа имеющих чешуйки является род Cochliopodium (Bark, 1973; Kudryavtsev, 
1999a, b, 2000, 2005, 2006, 2014; Kudryavtsev, Smirnov, 2006; Kudryavtsev et al., 2004; Tekle et 
al., 2013, 2015; Anderson, Tekle, 2013; Geisen et al., 2014). Чешуйки представителей этого рода 
долгое время считались видоспецифичными, однако недавние исследования показали, что в 
отдельных случаях различные виды рода Cochliopodium могут иметь практически 
идентичное строение чешуек. Так, C. minus (штамм CPE) и C. plurinucleolum имеют 
практически идентичные чешуйки; в то же время сиквенсы генов 18S рРНК и COX1 этих 
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видов никогда не группируются на филогенетических деревьях (Geisen et al., 2014). Виды 
Cochliopodium minus (штамм CCAP1437/1A) и C. pentatrifurcatum, напротив, имеют 
практически идентичные сиквенсы гена COX1 и в то же время сильно различающиеся по 
своей структуре чешуйки (Tekle, 2014). Обнаружение подобных случаев говорит о 
необходимости дальнейшего исследования вопроса о соотношении морфологических 
признаков и филогенетических связей в пределах видов и родов амеб, имеющих чешуйки, 
одним из которых является род Korotnevella. 

Выполненное нами исследование позволит продвинуться в понимании 
закономерностей эволюции высокодифференцированных покровных структур амеб 
семейства Paramoebidae, понять основные этапы возникновения и видоизменения чешуек 
амеб рода Korotnevella, а также оценить возможность использования строения чешуек для 
идентификации видов коротневелл. Наша работа позволяет провести первую оценку 
возможности использования генов 18S рРНК и COX1 в качестве ДНК-баркодов для 
идентификации видов коротневелл и получить первые представления о генетической 
структуре морфологического вида в пределах этого рода амеб. Данная работа существенно 
расширяет представление о разнообразии и филогении амеб рода Korotnevella и 
подтверждает, что существенная часть видов голых лобозных амеб в природных 
местообитаниях до сих пор остается неизученной и неописанной. 

 
Цель и задачи исследования. Цель данной работы — изучить биоразнообразие, 

систематику и филогению амеб рода Korotnevella, а также оценить возможность 
использования гена COX1 в качестве ДНК-баркода для идентификации видов в пределах 
этого рода амеб. 

Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 
1. Изолировать штаммы амеб, относящихся к роду Korotnevella, из природных 

местообитаний, установить их клональные культуры. 
2. Изучить обнаруженные штаммы методами световой и электронной микроскопии. 

Идентифицировать их как уже известные виды или описать их как виды, новые для науки. 
3. Амплифицировать и секвенировать гены 18S рРНК и COX1 имеющихся штаммов и 

провести филогенетический анализ. 
4. Сопоставить имеющиеся данные по строению чешуек с полученными 

филогенетическими деревьями. Реконструировать возможные пути эволюции чешуек в 
пределах рода Korotnevella и всего семейства Paramoebidae. Оценить надежность 
использования строения чешуек для различения видов и родов амеб этого семейства. 

5. Проанализировать изменчивость гена COX1, оценить возможность его 
использования в качестве ДНК-баркода для идентификации морфологических видов и 
изучения генетической структуры вида амеб рода Korotnevella. 

 
Научная новизна работы. Методами световой и электронной микроскопии изучено 

15 штаммов амеб. Четырнадцать из них относятся к роду Korotnevella и один — к роду 
Pseudoparamoeba. Описано 13 видов, из них только один относится к ранее описанному виду 
Korotnevella stella, остальные 12 видов являются новыми для науки. Для шести видов 
получены сиквенсы гена 18S рРНК, а для 12 — первые сиквенсы 5′ фрагмента гена COX1. 

Ранее считалось, что роды Korotnevella и Pseudoparamoeba различаются строением 
клеточных покровов. Описанный нами новый вид рода Pseudoparamoeba, P. microlepis, имеет 
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чешуйкоподобные структуры в составе клеточных покровов, напоминающие гликостили 
P. pagei, однако в составе этих структур нами не было обнаружено гексагонального 
основания, характерного для P. pagei. На основании полученных нами новых данных нами 
был расширен диагноз рода Pseudoparamoeba с учетом наличия чешуйкоподобных структур 
у нового вида. 

Впервые было показано наличие стадии цисты в жизненном цикле амеб рода 
Korotnevella. При этом в составе оболочки цисты были обнаружены чешуйки, структура 
которых радикально отличалась от таковой чешуек трофозоитов. Подобные структуры — 
чешуйки цисты — не были ранее известны для других лобозных амеб и вероятно являются 
уникальными для этой группы протистов. 

Нами была модифицирована классификация чешуек видов рода Korotnevella, 
созданная ранее О’Келли с соавторами (O’Kelly et al., 2001). Данные о морфологии чешуек 
были наложены на филогенетическое дерево рода, на основании чего впервые был 
предложен один из возможных сценариев эволюции клеточных покровов в пределах 
семейства Paramoebidae. 

Подтверждена гипотеза о том, что чешуйки являются видоспецифичными и 
позволяют различать морфологические виды коротневелл. Впервые было показано, что ген 
COX1 является хорошим ДНК-баркодом для идентификации морфологических видов рода 
Korotnevella, о чем свидетельствует наличие так называемого «barcoding gap» (разницы 
между генетическими расстояниями в пределах вида и между видами), значение которого 
составило 2,88%. 

Получены первые данные о генетической структуре видов Korotnevella stella и 
K. heteracantha. В пределах этих морфологических видов выявлено по четыре генетических 
линии — молекулярные операциональные таксономические единицы (MOTU). У вида 
K. stella одни и те же MOTU были изолированы из нескольких местообитаний, в то время как 
все MOTU, представляющие вид K. heteracantha, являются эндемичными для каждого из 
изученных местообитаний. 

 
Основные положения, выносимые на защиту: 

1. Биоразнообразие рода Korotnevella изучено недостаточно, значительную часть его 
составляют виды с похожими (но не идентичными) по строению чешуйками. 

2. Корректно провести границу между родами амеб семейства Paramoebidae можно 
только используя молекулярно-филогенетические данные. 

3. Виды амеб рода Korotnevella отличаются друг от друга по строению чешуек, однако 
установить их родственные связи и реконструировать эволюцию чешуек по 
морфологическим данным невозможно, для этого необходимо привлечение в анализ 
молекулярно-филогенетических данных. 

4. На генетическом уровне локальные популяции амеб рода Korotnevella 
представлены ограниченным набором генетических линий (MOTU). Генетическая структура 
вида у амеб рода Korotnevella, по всей видимости, схожа с таковой у других изученных родов 
голых амеб. 

 
Теоретическая и практическая значимость. Полученные в настоящей работе 

данные могут быть использованы для проведения ревизии системы амеб семейства 
Paramoebidae. При этом должны учитываться как данные световой, просвечивающей и 
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сканирующей электронной микроскопии, так и данные, полученные с помощью 
молекулярно-филогенетического анализа. Результаты нашей работы могут быть 
использованы для идентификации видов амеб родов Korotnevella и Pseudoparamoeba в 
эколого-фаунистических исследованиях, работах природоохранной направленности, а также 
при подготовке курсов, реализуемых в рамках соответствующих учебных программ 
бакалавриата, магистратуры и аспирантуры. 

 
Апробации. Результаты работы были доложены на VII Европейском 

Протистологическом конгрессе, Севилья, Испания (2015), Международном 
Протистологическом форуме «PROTIST-2016», Москва, Россия (2016), а также на научных 
семинарах кафедры зоологии беспозвоночных СПбГУ. 

 
Публикации. По теме диссертации опубликовано 6 работ. Из них 5 в журналах из 

списка, рекомендованного ВАК, в том числе 4 — в журналах, входящих в списки WOS и 
Scopus. 

 
Объём и структура диссертации. Диссертация состоит из введения, четырех глав 

(«Обзор литературы», «Материал и методики», «Результаты» и «Обсуждение»), краткого 
изложения основных полученных результатов, выводов, заключения и списка литературы. 
Общий объем составляет 229 страниц. Работа проиллюстрирована 64 рисунками и 6 
таблицами. Список литературы содержит 126 источников, из них 121 на иностранных языках. 

 
Благодарности. Автор выражает глубокую благодарность научному руководителю 

А.В. Смирнову, а также Э. Фёлкеру (E. Völcker), А.А. Добровольскому, А.А. Кудрявцеву, 
М. Фадеевой и всему коллективу кафедры зоологии беспозвоночных за неоценимую помощь 
в подготовке работы. Исследования проведены с использованием оборудования ресурсных 
центров СПбГУ «Развитие молекулярных и клеточных технологий», «Культивирование 
микроорганизмов» и «Вычислительный центр СПбГУ». Работы поддержаны проектом 
РНФ № 17-14-01391, а также, в разные годы,  грантами Санкт-Петербургского университета 
1.38.251.2014, 1.42.1499.2015, 1.42.1101.2016, 1.40.539.2017 и 1.42.739.2017. 

 
 

Глава 1. Обзор литературы 
В этой главе кратко рассмотрены основные понятия, которые используются при 

описании морфологии амеб рода Korotnevella, как на светомикроскопическом уровне, так и 
при описании строения чешуек. Подробно освещена история изучения представителей рода 
Korotnevella, а также близких родов семейства Paramoebidae (Paramoeba, Neoparamoeba и 
Pseudoparamoeba) с конца XIX века и по настоящее время. Рассмотрены описания видов и 
таксономические операции, сделанные теми или иными авторами в отношении видов и 
родов семейства Paramoebidae. В конце главы кратко дан текущий таксономический состав 
семейства Paramoebidae с указанием типового рода и типовых видов родов. 
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Глава 2. Материал и методики 
Использованные в работе штаммы были изолированы из проб, отобранных в 

различных пресноводных местообитаниях Северо-Запада России, национальном парке 
«Крка» (Хорватия) и национальном парке «Маунт-Кук» (Новая Зеландия). Всего изучено 63 
пробы, из которых получено более 200 накопительных культур. Из установленных 44 
первичных культур амёб нами было отобрано для изучения 15 штаммов, потенциально 
относящихся к новым для науки видам. Эти штаммы были детально изучены в настоящей 
работе. 

Пробы высевали на питательную среду PJ, содержащую 0,025% «церофила» (Prescott, 
James, 1955; Page, 1988), в чашки Петри и инкубировали при комнатной температуре и 
нерегулируемом освещении. Все штаммы клонировали, клональные культуры поддерживали 
при температуре +15 °C. 

Для наблюдения и фотографирования амеб использовали инвертированный 
микроскоп Leica DMI 3000B, оснащенный фазово-контрастной оптикой и микроскоп Leica 
DM 2500, оснащенный фазово-контрастной и DIC-оптикой. Для трансмиссионной 
электронной микроскопии амеб фиксировали в чашках Петри при температуре +4 °C в 2,5-
процентном растворе глутарового альдегида на 0,05М какодилатном буфере в течение 40 
минут, промывали 2 раза по 10 минут тем же буфером и постфиксировали 1-процентным 
раствором тетраоксида осмия на буфере в течение 1 часа. После фиксации тетраоксидом 
осмия амеб соскребали с субстрата, центрифугировали и заключали в 2-процентный агар. Из 
агара вырезали кубики с гранями длиной 1‒2 мм; кубики агара, содержащие амеб, 
обезвоживали и заключали в смолу Epon 812 (Fluka, Букс, Швейцария). Срезы 
контрастировали 2-процентным спиртовым раствором уранилацетата, а затем цитратом 
свинца по Рейнольдсу. Тотальные препараты клеток амеб получали, помещая их на медные 
бленды, покрытые подложкой, приготовленной из раствора формвара в хлороформе. Затем 
клетки амеб высушивали на воздухе. Высушенные тотальные препараты напыляли хромом 
под углом 15‒20° при помощи вакуумной напылительной станции Jeol JEE-420D. Срезы и 
тотальные препараты просматривали при помощи просвечивающего электронного 
микроскопа JEOL JEM-1400. Для изучения при помощи сканирующего электронного 
микроскопа амеб фиксировали на покровных стеклах в течение 45 минут в смеси 1-
процентного раствора тетраоксида осмия и 1-процентного раствора сулемы в 
бидистиллированной воде. Затем клетки проводили через спирты восходящей концентрации 
и осуществляли сушку в критической точке в жидком CO2 с помощью системы Leica EM 
CPD300. Стекла напыляли платиной с помощью высоковакуумного устройства для 
напыления Leica EM SCD500 и просматривали их в сканирующем микроскопе Zeiss Sigma 
FE-SEM. 

Геномную ДНК выделяли при помощи гуанидин-изотиоцианатного метода (Maniatis 
et al., 1982). Ген 18S рРНК амплифицировали либо единым фрагментом, либо двумя 
перекрывающимися фрагментами. Для двух видов, Korotnevella limbata и K. heteracantha, 
был амплифицирован только 3′ фрагмент гена длиной 742‒773 нуклеотида (таблица 1). Для 
амплификации 5′ фрагмента гена COX1 (662‒666 нуклеотидов) использовали пару концевых 
праймеров LCO1490f — HCO2198r (Folmer et al., 1994). Полученные ампликоны либо 
подвергали прямому секвенированию, либо клонировали при помощи вектора pTZ57R/T 
(InsTAclone PCR cloning Kit, Thermo Scientific) в бактериях Escherichia coli (штамм JM107). 
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Ампликоны секвенировали с помощью секвенаторов ABI Prism 310 и ABI Prism 3500 xl 
(Applied Biosystems, США). 

Полученные сиквенсы выравнивали вручную с помощью программы SeaView v. 4.3.3 
(Gouy et al., 2010). Реконструкцию филогенетических деревьев проводили с помощью 
программ RaxML (Stamatakis, 2006) и MrBayes v. 3.2.2 (Ronquist and Huelsenbeck, 2003). 

 
 
 
Таблица 1. Варианты комбинаций праймеров, использованных для амплификации гена 18S рРНК видов родов 

Pseudoparamoeba и Korotnevella. 

 
Название вида 5′ фрагмент 3′ фрагмент 

Pseudoparamoeba microlepis sAF‒Dact2-7110 Dact1-5566‒s20R 
Korotnevella limbata — Dact1-5566‒s20R 
Korotnevella heteracantha — S12.2‒s20R 
Korotnevella fousta RibA‒s20R 
Korotnevella venosa RibA‒Dact2-7110 S12.2‒s20R 
Korotnevella sp. 4 RibA‒RibB 

 
 

Глава 3. Результаты 
 

Описания изученных штаммов. В настоящей работе приведены описания 13 видов 
амеб. Двенадцать из изученных нами видов являются новыми для науки. Далее в качестве 
примера мы приводим здесь сокращенное описание одного из новых видов, Korotnevella 
venosa Udalov, Zlatogursky et Smirnov, 2016 (рис. 1). 

Описание: Длина локомоторной формы 32–75 мкм (средняя длина 47,4 мкм), ширина 
14–41 мкм (средняя ширина 25,2 мкм), отношение длины к ширине 1,0–4,0 (среднее значение 
2,0). Локомоторная форма имела неправильно треугольные (рис. 1А–В) или 
четырехугольные (рис. 1Г) очертания. Большей частью локомоторные формы были 
широкими и сильно распластанными по субстрату (рис. 1Б–Г), но иногда среди них 
встречались удлиненные, менее распластанные экземпляры (рис. 1А). Образующиеся во 
время локомоции из зоны фронтальной гиалоплазмы субпсевдоподии обычно были очень 
короткими (рис. 1Б‒Г). Одиночное ядро имело форму эллипсоида длиной 7,6–11 мкм 
(средняя длина 9,0 мкм) и шириной 3,8–7,8 мкм (средняя ширина 5,5 мкм). Диаметр ядрышка 
составлял 1,4–4,2 мкм (среднее значение 2,6 мкм). Морфология ядрышка сильно варьировала 
между индивидуумами (рис. 1З‒М). Флотирующие формы представляли собой более или 
менее округлую или продолговатую центральную цитоплазматическую массу с радиально 
расходящимися от нее псевдоподиями. 

Клеточные покровы включали в себя два типа чешуек: крупные корзинковидные 
чешуйки и мелкие блюдцевидные чешуйки (рис. 1Н–Р). Размеры корзинковидных чешуек 
составляли 393–501 нм (среднее значение 447 нм) × 177–276 нм (среднее значение 234 нм) × 
244–324 нм (среднее значение 289 нм); размеры блюдцевидных чешуек составляли 110–154 
нм (среднее значение 133 нм) × 57–94 нм (среднее значение 76 нм) × 19–30 нм (среднее 
значение 24 нм). В состав корзинковидных чешуек входила базальная пластина, 
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перфорированный борт, широкий перфорированный ободок с языковидным расширением, 
две апикальных и четыре латеральных колонки (рис. 1Н–Р). Вертикальные колонки были 
соединены своими ветвями в единую структуру (рис. 1Н–Р). Перфорированный ободок на 
одном конце чешуйки образовывал языковидное расширение, в состав которого входил 
мембранозный участок (рис. 1Н–Р). Ветви апикальной колонки в этом месте образовывали 
жилковидные отростки (рис. 1Н, П, Р). 

В наших культурах мы не наблюдали образование цист у этого вида амеб. 
 
 

 
Рис. 1. Korotnevella venosa. Светомикроскопические фотографии (А–М). Фазовый (А–Ж, К–М) и 

дифференциальный интерференционный контраст (З, И). ТЭМ (Н–Р). А–Д. Локомоторные формы. Длинные 

стрелки указывают направление движения клетки, короткие стрелки указывают на субпсевдоподии. Е, Ж. 

Неподвижные, либо ненаправленно перемещающиеся клетки. К–М. Клетки, придавленные покровным стеклом. 

Видно ядро. Н. Тотальный препарат чешуек. Черные стрелки обозначают жилковидные ветви апикальных 

колонок; прозрачные стрелки указывают на ветви, соединяющие соседние вертикальные колонки. О. 

Поперечный срез через две корзинковидные чешуйки. Видна базальная пластина с вдавлением (левая чешуйка) 

и соединение между двумя соседними вертикальными колонками (белая стрелка). П, Р. Косые срезы через 
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корзинковидные чешуйки. Видны апикальные колонки с жилковидными ветвями (черные стрелки) и 

соединения соседних колонок (прозрачные стрелки). Сокращения: апикальная колонка (АК), базальная 

пластина (БП), сократительная вакуоль (СВ), блюдцевидная чешуйка (БЧ), перфорированный борт (ПБ), 

пищеварительная вакуоль (ПВ), латеральная колонка (ЛК), мембранозный участок перфорированного ободка 

(МУ), ядро (Я), ядрышко (Яд), оптически прозрачная вакуоль (В), перфорированный ободок (О), 

светопреломляющие тела (СТ). Масштабная черта: А–М — 10 мкм, Н–P — 0,2 мкм. 

 
Отличия от других видов рода: Этот вид отличается от наиболее близкого к нему 

вида Korotnevella hemistylolepis по строению корзинковидных чешуек. У корзинковидных 
чешуек K. venosa отсутствуют шесть коротких вертикальных колонок, промежуточный 
ободок и спикулы в выпячиваниях перфорированного ободка. В то же время 
перфорированный ободок этого типа чешуек данного вида имеет языковидное расширение с 
мембранозным участком. Также K. hemistylolepis значительно мельче (длина локомоторной 
формы 16–49 мкм, среднее значение 26,3 мкм), имеет Y-видную локомоторную форму, 
везикулярное ядро (ядрышко при этом может быть иногда подразделено на две неравных 
части) и была изолирована из мезогалинного биотопа, в то время как K. venosa является 
пресноводным видом. 

 

 
 
Рис. 2. Korotnevella limbata. Светомикроскопические фотографии цисты (А‒В). Дифференциальный 

интерференционный (A, В) и фазовый контраст (Б). ТЭМ (Г, Д). A, Б. Интактная циста, придавленная 

покровным стеклом. В. Циста, разрушенная покровным стеклом. Г. Общий вид цисты, стрелки показывают 

выпячивания ее оболочки. Д. Участок оболочки цисты при большем увеличении. Сокращения: вакуоли с 
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Обнаружение стадии цисты в жизненном цикле амеб рода Korotnevella и описание 

нового типа строения оболочки цисты для голых лобозных амеб. Десять из изученных 
нами штаммов амеб рода Korotnevella образовывали цисты в культурах. Стадия цисты в 
жизненном цикле амеб этого рода была описана нами впервые. Данные по тонкому строению 
цист были получены нами для четырех видов: Korotnevella limbata, K. stella (штамм Valamo 
6), K. heteracantha (штамм Valamo 8) и K. fousta. На светомикроскопическом и 
электронномикроскопическом уровне цисты всех изученных нами штаммов имели сходное 
строение. Здесь мы приводим сокращенное описание строения цисты вида Korotnevella 
limbata Udalov, 2015. 

Цисты Korotnevella limbata включали в себя цитоплазматическое тело клетки 
сферической формы, окруженное толстой (около 2 мкм) и рыхлой оболочкой цисты 
(рис. 2А‒В). В клетке было заметно ядро с центрально расположенным ядрышком (рис. 2A). 
Цитоплазма цист содержала большое количество вакуолей, которые выглядели темными при 
использовании фазово-контрастной оптики (рис. 2А, Б). 

Просвечивающая электронная микроскопия показала, что оболочка цисты 
Korotnevella limbata состоит из трех слоев (рис. 2Г, Д). Наружный слой оболочки цисты 
состоял из чешуек трофической стадии амебы. Средний слой был наиболее толстым из трех 
и состоял из более или менее плотно упакованных структур, которые выглядели 
уплощенными в поперечном сечении и были обозначены нами как «чешуйки цисты». Эти 
чешуйки сильно отличались от таковых трофической стадии. Они имели сетчатые стенки и 
содержали внутри фибриллярный материал (рис. 2Д). Вокруг чешуек цисты также находился 
фибриллярный материал, похожий по структуре на таковой, содержащийся внутри них 
(рис. 2Д). Аналогичный материал образовывал внутренний слой оболочки цисты (рис. 2Д). 
Цитоплазма цисты содержала ядро с центрально расположенным ядрышком (рис. 2Г), а 
также несколько вакуолей с электронно-плотным содержимым, напоминающих по своей 
структуре автолитические вакуоли (рис. 2Г). 

Сканирующая электронная микроскопия подтвердила данные, полученные с 
помощью ТЭМ: наружный слой оболочки цисты был представлен чешуйками трофической 
стадии амебы, при этом чешуйки трофозоита лежали довольно рыхло, поэтому слой чешуек 
цисты, лежащий ниже, был хорошо заметен. 

 
Молекулярно-филогенетический анализ представителей семейства Paramoebidae 

по гену 18S рРНК. Для шести видов (Pseudoparamoeba microlepis, Korotnevella limbata, 
K. heteracantha, K. fousta, K. venosa и Korotnevella sp. 4) нами был амплифицирован ген 18S 
рРНК. Для филогенетического анализа были использованы как полученные нами сиквенсы, 
так и сиквенсы амеб семейства Paramoebidae, доступные в базе данных GenBank. Также в 
анализе была использована репрезентативная выборка сиквенсов амеб из других семейств 
класса Discosea в качестве внешней группы. 

Все виды рода Korotnevella образуют обособленную кладу, которая является 
сестринской по отношению к ветви Paramoeba + Neoparamoeba. Ветвление в ее базальной 

электронно-плотным содержимым (В), внутренний фибриллярный слой (ВФС), плазматическая мембрана 

(ПМ), скопление чешуек цисты (СЧЦ), слой чешуек (СЧ), чешуйки трофической стадии (ЧТ), чешуйки цисты 

(ЧЦ), ядро (Я), ядрышко (Яд). Масштабная черта: A‒В — 10 мкм, Г — 2 мкм, Д — 0,5 мкм. 
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части пока представляется плохо разрешенным. Сиквенсы двух видов, Korotnevella fousta и 
Korotnevella sp. 4, являются сестринскими, эти два сиквенса образуют хорошо 
поддержанную кладу с видами Korotnevella jeppesenii и K. pelagolacustris. Положение этой 
клады между сиквенсом Korotnevella hemistylolepis, всегда занимающим базальное 
положение в пределах клады Korotnevella, и остальными видами коротневелл (K. venosa, 
K. monacantholepis, K. heteracantha, K. limbata и K. stella) не имеет поддержки. Сиквенс  

 
Рис. 3. Филогенетическое дерево, построенное на основе сиквенсов гена 18S рРНК (1509 позиций; 52 

сиквенса). Шесть новых сиквенсов, полученных нами, выделены полужирным шрифтом. Поддержка: слева 

— постериорная вероятность (MrBayes), справа — значение бутстрэпа при анализе методом максимального 

правдоподобия (RaxML). Черные кружки обозначают поддержку 1,0/100. Масштабная черта: 0,1 

замена/нуклеотидная позиция. 
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Korotnevella venosa занимает сестринское положение по отношению к кладе 
K. monacantholepis + (K. heteracantha + (K. limbata + K. stella)), это положение также не имеет 
поддержки. Положение сиквенса K. monacantholepis имело невысокое значение бутстрэп-
поддержки, однако он всегда группировался с таковыми видов K. heteracantha, K. limbata и 
K. stella, занимая наиболее базальное положение по отношению к остальным сиквенсам этой 
группы видов. Остальные три вида формируют надежно поддержанную ветвь, при этом в 
наиболее базальном положении находятся сиквенсы вида K. heteracantha, а в кроне 
расположены сиквенс K. limbata и сиквенсы вида K. stella. 

Сиквенс вида Pseudoparamoeba microlepis надежно группируется с таковым P. pagei и 
не идентифицированной амебы, депонированной под номером ATCC 50883 в Американской 
типовой коллекции клеточных культур (ATCC). Эта клада имеет высокие значения 
поддержек постериорной вероятности и бутстрэпа и находится между ветвями, 
соответствующими родам Cunea и Korotnevella + (Paramoeba + Neoparamoeba). 

 
Изменчивость сиквенсов 5′ фрагмента гена COX1 и молекулярно-

филогенетический анализ по этому гену. 
Амплифицированный нами 5′ фрагмент гена COX1 в большинстве случаев был 

длиной 664 нуклеотида, за исключением 22 сиквенсов, в которых присутствовали одна-две 
делеции, либо одна инсерция. 

Изменчивость сиквенсов в пределах штамма. Средние значения полиморфизма 
сиквенсов в пределах штаммов амеб варьировали от 0,04% до 0,5%. Ни один штамм не был 
представлен совокупностью идентичных молекулярных клонов. Почти во всех случаях 
полиморфизм был вызван одиночными нуклеотидными заменами, делециями или 
инсерциями, кроме случая с одним из сиквенсов вида Korotnevella sp. 6, где присутствовала 
делеция двух подряд идущих нуклеотидов. 

Изменчивость сиквенсов в пределах морфологического вида. Дивергенция 
сиквенсов в пределах одного морфологического вида варьировала от 0,26% до 8,69% у 
Korotnevella stella и от 0,07% до 5,12% у K. heteracantha. Высокий процент дивергенции 
сиквенсов в пределах морфологического вида K. stella наблюдался между молекулярными 
клонами штамма Valamo 6 и молекулярными клонами остальных семи штаммов этого вида 
(7,73‒8,69%). В то же время значение дивергенции сиквенсов в пределах остальных штаммов 
K. stella составляло от 0,26% до 2,59%. Среди сиквенсов фрагмента гена COX1 
морфологического вида Korotnevella stella было обнаружено четыре варианта 
последовательностей, которые различались по наличию замен. Эти замены были 
регулярными, то есть встречались более чем у двух молекулярных клонов одного ампликона 
ДНК, а значит, они не являются следствием ошибки работы ДНК-полимеразы или ошибки, 
возникшей в процессе секвенирования. Согласно распределению регулярных нуклеотидных 
замен эти сиквенсы образуют четыре генетических линии в пределах морфологического вида 
Korotnevella stella (рис. 6), которые можно назвать молекулярными операциональными 
таксономическими единицами (далее по тексту — MOTU). Молекулярные клоны штаммов 
K. stella Saint-Petersburg, Valamo1_1, Valamo1_2 и Sergievka 1, Sergievka 2, Valamo 2 
образуют две клады, в пределах которых они перемешиваются (рис. 6). Молекулярные клоны, 
полученные с ампликона штамма Valamo 6, имеют значительно большее число регулярных 
нуклеотидных замен в сравнении с таковыми остальных штаммов Korotnevella stella (рис. 4). 
Среди сиквенсов фрагмента гена COX1 морфологического вида Korotnevella heteracantha 
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также было обнаружено четыре варианта последовательностей, которые различаются по 
наличию регулярных замен (рис. 5) и образуют четыре MOTU в пределах этого 
морфологического вида согласно распределению вышеозначенных нуклеотидных замен 
(рис. 6). В случае этого вида в пределах одной клады перемешались только молекулярные 
клоны штаммов Valamo 3 и Valamo 4. Оба этих штамма происходят из одного местообитания, 
озера Лещёвое на острове Валаам (Zlatogursky et al., 2016). 

 

 
Рис. 4. Выборка столбцов выравнивания, содержащих регулярные нуклеотидные замены, по которым 

различаются сиквенсы 5′ фрагмента гена COX1 штаммов Korotnevella stella. 

 

Рис. 5. Выборка столбцов выравнивания, содержащих регулярные нуклеотидные замены, по которым 

различаются сиквенсы 5′ фрагмента гена COX1 штаммов Korotnevella heteracantha. 

 
Изменчивость сиквенсов между различными морфологическими видами. 

Дивергенция сиквенсов между различными морфологическими видами рода Korotnevella 
варьировала от 8% до 23% (таблица 2). Таким образом, дивергенция сиквенсов между 
видами Korotnevella stella и Korotnevella sp. 1, K. limbata и Korotnevella sp. 6, K. limbata и 
K. heteracantha и K. heteracantha и Korotnevella sp. 1 вполне сопоставима с таковой между 
штаммом K. stella Valamo 6 и остальными штаммами K. stella. Дивергенция сиквенсов между 
видами Pseudoparamoeba pagei и P. microlepis составила 19%. 

 
Таблица 2. Средние значения дивергенции сиквенсов 5′ фрагмента гена COX1 между морфологическими 

видами рода Korotnevella (%). 
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Korotnevella sp. 1 8‒10         
Korotnevella sp. 2 12 11        
Korotnevella heteracantha 10‒12 9‒10 10‒11       
Korotnevella sp. 6 11‒12 10 12 11‒12      
Korotnevella limbata 13 11 11 9‒10 8     
Korotnevella sp. 3 14‒15 14 15 13‒14 15 14    
Korotnevella venosa 18 18 18 16‒17 18 17 19   
Korotnevella fousta 21‒22 20 19 17‒19 21 20 22 22  
Korotnevella sp. 4 23 22 21 19‒20 22 21 23 22 13 
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Филогенетический анализ. Деревья, построенные по сиквенсам полученных 

фрагментов гена COX1 методами максимального правдоподобия (рис. 6) и присоединения 
соседей, показали не идентичную, но в целом сходную топологию. Ни в том, ни в другом 
случае сиквенсы видов рода Korotnevella не формировали единую кладу; исходя из этой 
топологии род Korotnevella не является монофилетическим. Два вида, K. fousta и Korotnevella 
sp. 4, всегда группировались с двумя видами рода Pseudoparamoeba. Все остальные виды 
рода Korotnevella всегда формировали единую кладу с высокой поддержкой. Все 
морфологические виды образовали обособленные клады на филогенетических деревьях, 
поддержанные высокими значениями бутстрэп-поддержки. По результатам анализа методом 
максимального правдоподобия молекулярные клоны штаммов K. stella сформировали кладу 
со значением бутстрэпа 95%; в случае K. heteracantha его значение было немного ниже (90%). 
Молекулярные клоны ампликонов других видов, представленных одним штаммом, 
сформировали клады, поддержанные значением бутстрэпа 100%. Анализ методом 
присоединения соседей показал значение бутстрэп-поддержки 100% для всех ветвей, 
соответствующих морфологическим видам. 

 
Глава 4. Обсуждение 

 
Подготовка материалов для ревизии таксономического состава рода Korotnevella. 

Проведенный нами анализ всей доступной нам литературы и исследования штаммов, 
имеющихся в нашей коллекции, показали, что в настоящее время в состав рода Korotnevella 
входит как минимум 18 видов. 

Одиннадцать из этих 18 видов имеют валидные названия и диагнозы, включающие 
светомикроскопические описания и описания строения чешуек, которые позволяют четко 
отличить их от остальных видов рода. Это виды K. stella (Schaeffer, 1926) Goodkov, 1988 
(типовой вид рода), K. bulla (Schaeffer, 1926) Goodkov, 1988, K. diskophora Smirnov, 1999, 
K. hemistylolepis O’Kelly, Peglar, Black, Sawyer et Nerad, 2001, K. monacantholepis O’Kelly, 
Peglar, Black, Sawyer et Nerad, 2001, K. pelagolacustris Van Wichelen, D’Hondt, Claeys, 
Vyverman, Berney, Bass et Vanormelingen, 2016, K. jeppesenii Van Wichelen, D’Hondt, Claeys, 
Vyverman, Berney, Bass et Vanormelingen, 2016, K. limbata Udalov, 2015, K. heteracantha 
Udalov, 2015, K. fousta Udalov, 2016 и K. venosa Udalov, Zlatogursky et Smirnov, 2016. 
Описания четырех из вышеперечисленных видов (K. limbata, K. heteracantha, K. fousta и 
K. venosa) были сделаны и опубликованы нами. Для всех видов, кроме Korotnevella bulla и 
K. diskophora есть сиквенсы 18S рРНК, для видов K. stella, K. limbata, K. heteracantha, 
K. fousta и K. venosa нами также были получены сиквенсы 5′ фрагмента гена COX1. 

Для семи видов в данной работе нами приведены подробные морфологические 
описания. Они были обозначены нами, как Korotnevella sp. 1‒7; описания и валидные 
названия этих видов должны быть опубликованы согласно правилам Международного 
кодекса зоологической номенклатуры. Для этих видов, кроме Korotnevella sp. 5, нами были 
получены сиквенсы 5′ фрагмента гена COX1; для Korotnevella sp. 4 также был 
амплифицирован ген 18S рРНК. 
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Рис. 6. Дерево на основе сиквенсов 5′ фрагмента гена COX1 (метод максимального правдоподобия, модель GTR 

+ Γ, 666 позиций). Поддержка: значение бутстрэпа, указаны только значения более 50. Масштабная черта: 0,05 

замены/нуклеотидная позиция. 
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Вид «Mayorella sp. 1», описанный в работе Пенника и Гудфеллоу (Pennick, Goodfellow, 
1975), несомненно, относится к роду Korotnevella. Однако его нельзя считать валидным 
видом, поскольку для него имеются лишь описание строения  и фотография чешуек 
тотального препарата высушенной на воздухе клетки (из которых ясно, что это новый для 
науки вид рода Korotnevella). Кроме того, авторы, описывая чешуйки этого вида, не 
присвоили ему валидное название в соответствии с правилами Международного кодекса 
зоологической номенклатуры. Таким образом, этот вид нуждается в реизоляции и 
переисследовании с последующим опубликованием валидного названия и диагноза. 

Вид Korotnevella nivo Smirnov, 1997, по всей видимости, должен быть выведен из 
состава рода Korotnevella  и перенесен в род Paramoeba. Чешуйки этого вида практически 
идентичны таковым вида Paramoeba eilhardi и отличаются от них лишь размерами. 
Отнесение K. nivo к роду Korotnevella предполагает, что чешуйки практически идентичного 
строения, лишь несколько отличающиеся по размеру, возникли независимо в пределах родов 
Paramoeba и Korotnevella; в то же время проигнорирована возможность вторичной утраты 
кинетопластидного симбионта Perkinsela amoebae-like organism (PLO) у некоторых штаммов 
вида Paramoeba eilhardi или у близких к этому виду представителей рода Paramoeba. 
Вторичная утрата PLO представляется нам более вероятным событием в эволюции, чем 
независимое возникновение практически идентичных сложных покровных структур. В 
пользу этой гипотезы говорит тот факт, что сиквенс 18S рРНК выделенного Е.Н. Волковой 
штамма морской амебы, имеющей чешуйки очень сходного строения с таковыми P. eilhardi 
и K. nivo (у которого, также как и у всех остальных видов Korotnevella, отсутствует PLO), 
сгруппировался с высокой поддержкой с сиквенсом P. eilhardi (личное сообщение).  

 
Таксономическое положение вида Pseudoparamoeba microlepis.  
Особенности строения клетки этого вида, которые можно наблюдать на 

светомикроскопическом уровне (рис. 7), не позволяют однозначно отнести его к 
определенному роду семейства Paramoebidae, так как локомоторные формы представителей 
рода Pseudoparamoeba и мелких видов рода Korotnevella не отличаются. Наличие 
чешуйкоподобных структур, выявленных нами в составе клеточных покровов этого вида 
амеб, могут говорить о близком филогенетическом родстве данного вида с мелкими видами 
рода Korotnevella. В то же время сиквенс гена 18S рРНК этого вида группируется с высокой 
поддержкой вместе с сиквенсом амебы Pseudoparamoeba pagei (рис. 3). В отличие от 
выделенного нами штамма, для P. pagei характерно наличие гексагонального основания в 
составе гликостилей, которое не было выявлено нами в ходе изучения электроннограмм у 
штамма «Krka». В данной ситуации наиболее справедливым решением нам представляется 
описание выделенного нами штамма, как нового вида рода Pseudoparamoeba, P. microlepis. В 
этом случае необходимо расширить текущий диагноз рода Pseudoparamoeba, так как диагноз 
Пэйджа, установившего этот род (Page, 1979), включал в качестве диагностического 
признака наличие гликостилей с гексагональным основанием в составе клеточных покровов. 
Именно это решение было обосновано нами в работе 2016 года (Udalov, 2016). 

 
Стадия цисты у видов рода Korotnevella. Наличие стадии цисты у рода Korotnevella 

было показано нами впервые. На уровне световой микроскопии толстая и рыхлая оболочка 
цисты видов амеб рода Korotnevella отличается от характерных для других голых лобозных 
амеб однослойных или двухслойных оболочек цисты. Данные просвечивающей электронной 
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микроскопии показали, что оболочка цист амеб рода Korotnevella состоит из трех слоев; 
средний слой при этом содержит особые чешуйки цисты. Наличие последних в оболочках 
цист других голых лобозных амеб никогда ранее не было показано (Udalov, 2015, 2016). 
Таким образом, наличие чешуек цисты является уникальным морфологическим признаком, 
как в пределах семейства Paramoebidae, так и в пределах всего типа Amoebozoa. 

 

 
Эволюция покровных структур в пределах семейства Paramoebidae. 
В данной работе нами была впервые предпринята попытка выявить пути эволюции 

клеточных покровов в пределах рода Korotnevella. Единственная попытка классифицировать 
виды рода Korotnevella была предпринята в 2001 году (O’Kelly et al., 2001); эта 
классификация была основана исключительно на сравнительном анализе строения чешуек. 
Авторы подразделили все известные на тот момент виды рода на три группы. «Группа 1» 
включала виды, имеющие два типа чешуек: крупные корзинковидные чешуйки и мелкие 
блюдцевидные (Korotnevella stella, K. bulla, K. hemistylolepis, K. monacantholepis, а также вид, 

 
Рис. 7. Pseudoparamoeba microlepis. Светомикроскопические фотографии, дифференциальный 

интерференционный контраст (А–Д) и ТЭМ (Е, Ж). А–Г. Локомоторные формы. Стрелки обозначают 

направление движения. Д. Неподвижная клетка. Е. Срез клетки. Видны ядро и чешуйкоподобные структуры. 

Ж. Срез клетки. Видна боковая поверхность чешуйкоподобных структур (черные стрелки). Сокращения: 

пищеварительная вакуоль (ПВ), сократительная вакуоль (СВ), чешуйкоподобные структуры (ЧС), ядро (Я), 

ядрышко (Яд). Масштабная черта: А‒Д — 10 мкм, Е, Ж — 0,2 мкм. 
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обозначенный, как «Mayorella sp. 1»). «Группа 2» включала единственный вид Korotnevella 
nivo, обладающий одинаковыми короновидными чешуйками. «Группа 3» включала 
единственный вид Korotnevella diskophora, для которого характерно наличие одного типа 
чешуек в форме сомбреро. 

Полученные нами в результате филогенетического анализа данные показали, что 
большая часть видов Korotnevella, относящаяся к «группе 1» (Korotnevella venosa, 
K. monacantholepis, K. heteracantha, K. limbata и K. stella), сформировала монофилетическую 
группу. В то же время один из видов этой группы, K. hemistylolepis, образовал отдельную 
ветвь в основании филогенетического дерева Korotnevella (рис. 3). Таким образом, вся 
«группа 1» является не монофилетической, а парафилетической; наличие двух типов чешуек, 
по-видимому, является исходным для всей филогенетической ветви, соответствующей роду 
Korotnevella. Следует отметить в то же время, что бутстрэп-поддержки в основании дерева, 
соответствующего роду Korotnevella, либо низкие, либо отсутствуют, поэтому при 
добавлении новых сиквенсов в анализ топология дерева может измениться. В пределах 
«группы 1» нами была выявлена монофилетическая группа (Korotnevella monacantholepis, 
K. heteracantha, K. limbata и K. stella), для которой характерно наличие сетчатой корзинки в 
составе корзинковидных чешуек (рис. 8). Наличие сетчатой корзинки, по-видимому, является 
морфологической аутопоморфией этой группы видов коротневелл. Все виды, имеющие 
чешуйки в форме сомбреро, образовали единую кладу (сама группа видов с этим типом 
чешуек, таким образом, является монофилетической), которая «рассекает» на две части 
«группу 1», делая ее парафилетической (рис. 8). При этом сиквенс вида Korotnevella sp. 4, у 
которого помимо чешуек в форме сомбреро также есть мелкие блюдцевидные чешуйки, 
находится внутри этой клады (рис. 8). Исходя из того, что сиквенсы «группы 3» находятся 
внутри «группы 1», для которой, как было сказано выше, характерно наличие блюдцевидных 
чешуек, можно предположить, что наличие блюдцевидных чешуек — примитивный признак 
для «группы 3», который сохранился у Korotnevella sp. 4, а у остальных известных видов 
этой группы он был вторично утрачен. 

 
Оценка возможности использования гена COX1 в качестве ДНК-баркода для 

идентификации видов родов Korotnevella и Pseudoparamoeba и генетическая структура 
вида рода Korotnevella. Проведенный нами анализ по 5′ фрагменту гена COX1 выявил, что 
штаммы с одинаковым типом чешуек (морфологические виды) образуют четко 
обособленные клады на филогенетическом дереве (рис. 6). Таким образом, наши данные 
подтверждают общепринятое мнение, что строение чешуек позволяет различать 
морфологические виды в пределах этого рода амеб (Pennick, Goodfellow, 1975; Page, 1981; 
Smirnov, 1996–97; Smirnov, 1999; O’Kelly et al., 2001; Van Wichelen et al., 2016). Разброс 
значений дивергенции сиквенсов гена COX1 между морфологическими видами рода 
Korotnevella примерно соответствует таковому, описанному для видов рода Vannella 
(7,3‒21,6%) Насоновой с соавторами (Nassonova et al., 2010).  
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Рис. 8. Данные о строении клеточных покровов представителей семейства Paramoebidae, наложенные на дерево, 

построенное на основе филогенетического анализа по гену 18S рРНК. Знак «?» означает отсутствие данных по 

тонкому строению данного вида. 
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Строение чешуек штамма Valamo 6 вполне удовлетворяет диагнозу вида Korotnevella 

stella, который дал ему Пэйдж (Page, 1981). Однако этот штамм отличается от прочих 
штаммов данного вида большим количеством регулярных нуклеотидных замен (рис. 4). Об 
этом свидетельствует значение дивергенции сиквенсов между штаммом Valamo 6 и другими 
штаммами K. stella — 8‒9%, что, как было сказано выше, является минимальным значением 
дивергенции сиквенса COX1 для разделения различных морфологических видов рода 
Korotnevella. Кроме того, внимательное сравнение корзинковидных чешуек штамма Valamo 
6 с корзинковидными чешуйками других штаммов K. stella показало, что корзинковидные 
чешуйки штамма Valamo 6 более короткие и высокие в сравнении с таковыми других 
штаммов и имеют относительно более крупные ячейки сетчатой корзинки (рис. 9). Таким 
образом, совокупность молекулярных и морфологических данных говорит о том, что штамм 
Valamo 6 должен быть отнесен к отдельному виду, новому для науки, Korotnevella sp. 7. 

ДНК-баркодинг возможен лишь в случае наличия так называемого «barcoding 
gap» — разрыва между диапазоном внутривидовой дивергенции сиквенсов и диапазоном 
межвидовой дивергенции сиквенсов. В нашем случае наименьшее значение межвидовой 
дивергенции сиквенсов гена COX1 составило 8%, а наибольшее значение внутривидовой 
дивергенции сиквенсов этого гена составило 5,12% (в пределах морфологического вида 
Korotnevella heteracantha). Таким образом, значение «barcoding gap» в нашем случае 
составило 2,88%. Наличие «barcoding gap» говорит о том, что ген COX1 является хорошим 
ДНК-баркодом для рода Korotnevella и может быть использован для идентификации 
морфологических видов этого рода. 

Генетическая структура вида и в случае Korotnevella stella и в случае K. heteracantha 
представляет собой совокупность отдельных генетических линий (молекулярных 
операциональных таксономических единиц,  MOTU). При этом две из четырех MOTU вида 
K. stella включают идентичные сиквенсы гена COX1 амеб изолированных из различных 
местообитаний, в то время как все MOTU K. heteracantha эндемичны и представлены 
сиквенсами из одного и того же местообитания (рис. 6). 

 
 
 
 

 
Рис. 9. Корзинковидные чешуйки штаммов вида Korotnevella stella (А, Б) и вида Korotnevella sp. 7 (В). 

Тотальные препараты высушенных на воздухе клеток. ТЭМ. А. Штамм Valamo 7. Б. Штамм Saint-Petersburg. 

В. Штамм Valamo 6. Стрелки обозначают латеральные вертикальные колонки. Масштабная черта: 0,2 мкм. 
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Основные полученные результаты 
 

1. Методами световой и электронной микроскопии изучены 14 штаммов амеб рода 
Korotnevella и 1 штамм амеб рода Pseudoparamoeba. Из них 12 видов оказались новыми для 
науки; описания пяти новых видов уже опубликованы. 

2. Впервые показано наличие стадии цисты в жизненном цикле амеб рода Korotnevella. 
Оболочка цисты включает в себя слой особых чешуек, отличных по своему строению от 
чешуек трофозоитов. Такой тип организации чешуек ранее не был известен среди 
Amoebozoa. 

3. Молекулярно-филогенетический анализ по гену 18S рРНК показал, что сиквенсы 
всех видов рода Korotnevella формируют обособленную кладу, но с низкой бутстрэп-
поддержкой. При этом «группа 1», согласно O’Kelly et al., 2001, виды с корзинковидными 
чешуйками, парафилетическая. Внутри нее находится монофилетическая группа, виды 
которой имеют чешуйки в форме сомбреро («группа 3»). Монофилетическую группу 
образует лишь часть видов «группы 1», имеющая сетчатые структуры в составе 
корзинковидных чешуек.  

4. Предложен возможный сценарий эволюции строения чешуек в пределах рода 
Korotnevella и схема возникновения и эволюции чешуек в пределах семейства Paramoebidae.  

5. На основании морфологических и молекулярных данных описан новый вид — 
Pseudoparamoeba microlepis. Амебы этого вида имеют чешуйкоподобные структуры нового 
типа, ранее неизвестные среди голых амеб. Соответственно расширен диагноз рода 
Pseudoparamoeba. 

6. Сиквенсы гена COX1 формируют отдельные кластеры на филогенетическом дереве, 
соответствующие морфологическим видам родов Korotnevella и Pseudoparamoeba. 
Минимальное значение дивергенции сиквенсов гена COX1 между морфологическими 
видами — 8%, максимальное значение — 23%.  

7. В пределах двух морфологических видов, Korotnevella stella и K. heteracantha, 
выявлено по четыре MOTU. Две из четырех MOTU вида K. stella были изолированы из 
нескольких различных местообитаний, в то время как все MOTU K. heteracantha оказались 
эндемичными для каждого из изученных местообитаний. 

 
 

Заключение 
 

Биоразнообразие рода Korotnevella значительно выше известного в настоящий момент. 
Об этом говорит не только то, что три четверти изученных нами штаммов оказались новыми 
для науки видами; но также и то, что один из штаммов, первоначально идентифицированный 
нами как Korotnevella stella, в действительности, видимо, является отдельным видом. Можно 
предположить, что в дальнейшем, по мере накопления новых данных, количество таких 
находок возрастет. Если же рассматривать MOTU, не имеющие видимых морфологических 
отличий, в качестве отдельных криптических видов, то биоразнообразие рода еще выше. 
Обнаружение стадии цисты и описание специализированных чешуек цисты у амеб рода 
Korotnevella говорит о том, что и биология этих амеб еще изучена далеко недостаточно. 
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Проведенный нами филогенетический анализ показал, что, по всей видимости, 
чешуйки неоднократно и независимо утрачиваются в пределах филогенетической ветви, 
соответствующей семейству Paramoebidae. Наличие двух типов чешуек, вероятно, является 
исходным для рода Korotnevella. 

Строение чешуек позволяет различать морфологические виды рода Korotnevella, что 
подтверждается результатами филогенетического анализа по 5′ фрагменту гена COX1. 
Однако оно не позволяет ни реконструировать пути эволюции клеточных покровов в 
пределах рода Korotnevella и семейства Paramoebidae в целом, ни, в ряде случаев, корректно 
провести границу между разными родами этого семейства. Для этого необходим 
комплексный анализ как морфологических, так и молекулярных данных. 

 
 

Выводы 
 

1. Биоразнообразие амеб рода Korotnevella значительно выше известного по 
литературным данным (80% имеющихся в нашей коллекции штаммов относятся к новым для 
науки видам). 

2. Вопрос о монофилии рода является открытым; для ее подтверждения необходимо 
привлечение в молекулярно-филогенетический анализ данных по большему количеству 
видов. 

3. Строение и размер чешуек амеб рода Korotnevella являются видоспецифичными и 
позволяют надежно различать морфологические виды в пределах этого рода.  

4. Чешуйки неоднократно и независимо утрачиваются в пределах филогенетической 
ветви, соответствующей семейству Paramoebidae. Наличие двух типов чешуек, вероятно, 
является исходным для рода Korotnevella. 

5. Как ген 18S рРНК, так и ген COX1 позволяют надежно различать между собой 
морфологические виды амеб рода Korotnevella. Ген COX1 является более чувствительным 
баркодом, и позволяет также выделить MOTU в пределах морфологических видов. 

6. Морфологические виды амеб рода Korotnevella представлены несколькими 
генетическими линиям (MOTU). Некоторые MOTU были встречены только в одном 
местообитании, в то время как другие встречаются в нескольких разных местообитаниях. 
Генетическая структура видов коротневелл в целом подобна таковой других родов лобозных 
амеб. 
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