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МНОЖЕСТВЕННЫЕ ФОРМЫ МАЛАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ 
(К.Ф.1.1.1.37) У CRITHIDIA ASCLEPII И С. ONCOPELTI 

(МASTIGOPHORА, TRYPA NO SOMATIDAE) 

M. В. Крылов, JI. М. Белова 

Изозимный анализ шМДГ у Crithidia asclepii и С. oncopelti с использованием электро-
фореза и денситометрического метода позволил высказать предположение о диплоидности 
и наличии генетических обменов у этих организмов. Синтез т М Д Г у С. asclepii контролиру-
ется дуплицированными полиморфными локусами Мдг-1 и Мдг-2 с двумя аллелями каждый, 
у С. oncopelti функционируют также два «дочерних» локуса — полиморфный Мдг-1 с тремя 
аллелями и мономорфный Мдг-2. Сходства и различия в изозимных спектрах шМДГ могут 
быть использованы для таксономических целей. 

Ряд ферментов существует у одного и того же организма и даже в одной 
клетке в виде нескольких молекулярных форм. Многие из этих форм генети-
чески детерминированы и различаются последовательностью аминокислот. 
Эти разновидности молекул одного и того же фермента отличаются значением 
суммарного электрического заряда и могут быть выделены из клеточных суб-
стратов методом гель-электрофореза. Электрофоретический метод выявления 
изоэнзимных форм ферментов широко используется в популяционной генетике 
различных групп животных, растений и микроорганизмов. В последние годы 
этот метод начали применять для решения вопроса о плоидности и наличии 
генетических обменов у трипаносоматид. В руках одних исследователей (Ti-
bayrenc, Desjeus, 1983) метод изоэнзимного анализа дал отрицательный ответ 
на вопрос о существовании полового процесса у трипаносоматид, в руках дру-
гих (Tait, 1980; Maazoun е. а., 1981; Tait, 1983) — положительный, третьи 
(Tibayrenc е. а., 1981; Tibayrenc е. а., 1981) получили противоречивые резуль-
таты. Совершенно очевидно, что для окончательного решения вопроса необхо-
димы дополнительные широкие исследования на различных группах этих ор-
ганизмов и в первую очередь на низших трипаносоматидах. Если в жизненном 
цикле трипаносоматид существует половой процесс, то он, вероятнее всего, 
может быть обнаружен у низших трипаносоматид, потому что эволюционно 
продвинутые формы могли его утерять при адаптации к теплокровным хозяе-
вам. Эти соображения послужили основанием для изучения изоэнзимов малат-
дегидрогеназы у представителей рода Crithidia. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА 

В экспериментах использована культура критидий, полученная из Москов-
ского государственного университета, в свою очередь в МГУ культура была 
передана доктором Ировичем из ЧССР (Маслов и др., 1982). 

Изоэнзимный анализ и изучение ряда признаков клеток, входящих в куль-
туру критидий, показали, что в ней содержатся два самостоятельных вида кри-
тидий — Crithidia oncopelti, имеющий бактериальных эндосимбионтов, и без-
симбионтный — С. asclepii. 

Культивирование критидий проводили на жидкой среде следующего со-
става (в г): НС1 — 0.42, NaCl - 5, КН2Р04 - 0.272, Na2HP04 — 2.6, глю-
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козы — 20, гидролизат казеина — 15, дрожжевой экстракт — 15, раствор 
микроэлементов (Newton, 1956) — 10 мл, дистиллированной воды до 1 л. Кло-
нирование и получение больших количеств клеток проводили на твердой пи-
тательной среде, отличающейся от жидкой пониженным содержанием глюкозы— 
4 г и наличием агара — 20 г; рН сред — 7.5. После стерилизации в автоклаве 
(давление 0.5 атм. в течение 30 мин) в среды добавляли пенициллин 500 ед./мл 
и стрептомицин 500 мкг/мл. Непосредственно перед засевом культуры, там, 
где это было необходимо по условиям эксперимента, в среду вносили гемин. 
Клонировали по методике А. С. Хаецкого (1982). Клетки разрушали путем 
четырехкратного замораживания при —35 °С и оттаивания при 18 + 2 °CL 
Электрофорез выполнен в полиакриламидном геле (Gibson е. а., 1978). Электро-
фореграммы сканировались и обрабатывались на автоматическом спектро-
фотометре DU-8B фирмы «Beckman» США. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

МДГ — димер, поэтому при электрофорезе у гетерозигот должно наблю-
даться три полосы активности, а у гомозигот — одна. Электрофорез МДГ 
у 82 клонов Crithidia asclepii выявил наличие среди них зимодемов двух ти-
пов — трехполосчатого (I ) в 81.7% случаев и двухполосчатого (II) в 18.3% 
случаев (рис. 1). 

У всех 67 клонов С. asclepii, имеющих трехполосчатый тип зимограмм, 
установлено наличие определенной тенденции — неравномерности в окраске 
полос. Во всех случаях интенсивность окраски полос уменьшается по направ-
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Рис. 1. Обобщенная схема зимограмм 82 клонов Crithidia asclepii. 
I —трехполосчатый тип зимодемов, II — двухполосчатый тип зимодемов. 

Рис. 2. Генетическая диплоидная двухлокусная модель. Продукты локусов не взаимодей-
ствуют между собой при формировании четвертичной структуры изозимов. 

лению к аноду. Наиболее интенсивно окрашивалась «медленная» полоса с отно-
сительной электрофоретической подвижностью (Оп) равной 0.51, слабее — 
средняя, с Оп 0.73 и еще слабее «быстрая» полоса, с Оп 1.0. 

Самое простое объяснение этих фактов может быть дано с помощью диплоид-
ной двухлокусной генетической модели, где один из локусов возник в резуль-
тате дупликации, и продукты локусов не взаимодействуют между собой при 
формировании четвертичной структуры изозимов (рис. 2). Согласно с этой: 
моделью продукты гетерозиготного локуса Мдг-1, имеющего аллели А1 и Аг 
при случайном объединении субъединиц фермента, должны быть представлены 
тремя различными изозимами в соотношении 1А1 А1 : 2АА1 : 1АА, а продукты 
гомозиготного по аллелю А локуса Мдг-2 одним изозимом в пропорции 4АА. 
Следовательно, продукты обоих «дочерних» локусов должны синтезироваться 
клеткой в соотношении 1А1 А1 : 2АА1 : 5АА. 

Денситометрический анализ трехполосчатых зимограмм двух клонов С. as-
clepii показал, что измеренные оптические плотности полос каждого клона, коли-
чественно характеризующие изозимы, близки к ожидаемым пропорциям 
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4 : 2 : 5 , у клона 162 они соотносятся как 1 : 1.95 : 6.89; а у клона 163 как 
1 : 1.53 : 5.47. 

У 15 клонов С. asclepii, имеющих двухполосчатый тип зимограмм, «быстрая» 
полоса по электрофоретической подвижности совпадает с «быстрой» полосой 
в зимограммах трехполосчатого типа и на этой основе может быть отождест-
влена с изозимом А1 А1, контролируемым в двухполосчатых фенотипах гомозигот-
ным по аллелю А1 локусом Мдг-1. «Медленная» полоса в зимограммах двух-
полосчатого типа отличается по Оп (0.62) от всех изученных и на этом основании 
может интерпретироваться как продукт мутантного по аллелю А11 локуса 
Мдг-2 в гомозиготном состоянии. Таким образом, наблюдаемые количественные 
соотношения в окраске полос и их взаимное расположение у зимодемов трех-
полосчатого и двухполосчатого типов служат указанием на функционирование 
у С. asclepii дуплицированных локусов Мдг-1 и Мдг-2. При этом оба «дочерних» 
локуса полиморфны с двумя аллелями каждый. Локус Мдг-1 имеет аллели А 
м А1, локус Мдг-2 — А и А11. Генетическая структура у клонов с зимограммами 

+ трехполосчатого типа имеет вид АААА1, у клонов 
с двухполосчатым типом — А1 А1 А11 А11. 

У С. oncopelti выявлено также два фенотипа — 
трехполосчатый ( / / / ) , встречающийся очень редко — 
в 1.14% случаев, и двухполосчатый (IV), обна-
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Рис. 3. Обобщенная схема зимограмм 88 клонов Crithidia 
oncopelti. I l l — трех полосчатый тип зимодемов; IV — двух-

полосчатый тип зимодемов. 

руженный у 87 из 88 изученных клонов (рис. 3). В зимограмме трехполосчатого 
типа С. oncopelti интенсивность окраски полос имеет тенденцию, сходную с та-
ковой в зимограммах трехполосчатого типа у С. asclepii. Наиболее интенсивно 
окрашивается «медленная» полоса с Оп 0.48, слабее — средняя с Оп 0.89 и ме-
нее интенсивно — «быстрая» с Оп 1.0. Денситометрический анализ зимограммы 
клона 154 С. oncopelti выявил следующие соотношения в оптической плотности 
полос: 1 : 1.63 : 6.22. Эти соотношения близки к ожидаемым (1 : 2 : 5) в соот-
ветствии с вышерассмотренной гипотезой диплоидной двухлокусной генети-
ческой модели. 

Все двухполосчатые зимограммы 87 клонов С. oncopelti имеют одну тенден-
цию в окраске полос. «Медленная» полоса с Оп 0.48 окрашена значительно ин-
тенсивнее «быстрой» полосы с Оп 0.94. 

Денситометрический анализ зимограммы двухполосчатого типа клона 157 
показал, что оптические плотности «быстрой» и «медленной» полос имеют 
соотношение 1 : 4.49. Наблюдаемые количественные соотношения интенсив-
ности окраски полос у С. oncopelti в зимодеме двухполосчатого типа близки 
к 1 : 5. Соотношение оптической плотности полос зимодемов двухполосчатого 
типа напоминает соответствующие соотношения между «быстрой» и «медлен-
ной» полосами в зимодемах трехполосчатого типа. Можно думать, что у кло-
нов С. oncopelti, имеющих двухполосчатый тип зимодемов, либо не образуются 
тетеродимеры ААП , либо они не выявляются в нашей системе. Гетеродимер 
зарегистрирован только у одного из 88 изученных клонов С. oncopelti. 

Иногда ферменты с четвертичной структурой не дают гетерогибридных про-
дуктов, что объясняется разрывом во времени или пространстве между синте-
зом двух аллельных форм белка у гетерозигот (Ferris, Whitt, 1978). 

Таким образом, у С. oncopelti функционируют два «дочерних» локуса — 
Мдг-1 полиморфный, имеющий три аллеля А, А1 и А11, и мономорфный Мдг-2, 
гомозиготный по аллелю А. 

Генетическая структура у клона С. oncopelti с трехполосчатым типом зимограм-
мы имеет вид АААА1, а у клонов с двухполосчатым типом зимограмм — АААА11. 

ОБСУЖДЕНИЕ 
Относительно недавно трипаносоматид предположительно считали гаплон-

тами и описывали у различных видов по 3 хромосомы (Райков, 1978). Лишь 
в последнее время методами электронной микроскопии (Solari, 1980а, 1980b) 
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и молекулярной биологии (Borst е. а., 1980; Borst е. а., 1982) были получены дан-
ные, поколебавшие наши прежние представления о плоидности ядер у этих 
организмов. 

Вариабельность изозимов МДГ на наших зимограммах в ряде случаев^ 
аналогична той, которую дают диплоидные организмы с половым процессом. 
Например, у фибробластов человека и китайского хомячка (Fa-Ten Као, Puck, 
1970), у рыб (Слынько, 1976а, 19766; Кирпичников, 1979), у цестод (Valeria 
е. а., 1983) и нематод (Hermoso е. а., 1983). 

Аналогия не может служить бесспорным доказательством, но позволяет 
предположить у критидий диплоидию и наличие генетических обменов. Ди-
плоидия делает весьма вероятным наличие полового процесса в жизненном 
цикле критидий, потому что достоверных диплонтов, лишенных полового про-
цесса и чередования ядерных фаз среди простейших, пока не обнаружено 
(Райков, 1967, 1978). 

Существование локуса Мдг-2 в двух гомозиготных состояниях у Crithidia 
asclepii также указывает на наличие в жизненном цикле критидий каких-то 
генетических обменов, имеющих место в настоящее время либо происходив-
ших в недалеком прошлом. В самом деле, если геном диплоиден, то для того 
чтобы объяснить переход гомозиты из одного состояния в другое при отсутствии 
мейоза, необходимо, чтобы в двух аллелях одного и того же локуса, у одной 
и той же особи произошла одна и та же мутация. Это событие маловероятног 
поэтому наблюдаемую гомозиготность по разным аллелям у С. asclepii наиболее 
правдоподобно объяснить присутствием в жизненном цикле этого организма 
мейоза. Наличие в жизненном цикле С. oncopelti генетических обменов под-
тверждается также работами по получению рекомбинантов между клонами, 
резистентными к циклогексемиду и хлорамфениколу (Крылов и др., 1982). 

Сходство и различия в изозимных спектрах МДГ между клонами в пределах 
одного вида и между разными видами критидий можно использовать такжа 
для таксономических целей. В работе применен упрощенный способ определе-
ния сходства между клонами и видами критидий по Шоу (Shaw, 1970). 

и 
Q = 0.5 (Nx + N2) ' 

где Q — индекс сходства, п — число сходных полос в зимодемах, Nx и N2 — 
общее число полос в зимодемах. Оказалось, что индекс сходства между кло-
нами в пределах видов С. asclepii и С. oncopelti составляет 1.0—0.4, в то время 
как между видами одинаковых изозимов не обнаружено. Это указывает, как на 
филогенетическую общность клонов в пределах вида так и на значительные 
филогенетические различия между видами С. asclepii и С. oncopelti. 
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S U M M A R Y 

Isozyme analysis of mMDH in Crithidia asclepii and C. oncopelti by means of electropho-
resis and densimetry method suggests the diploidness and genetic exchange in these organisms. 
Synthesis of mMDH in C. asclepii is checked by duplicated polymorphic loci MDH-1 and 
MDH-2, each with two alleles. In C. oncopelti two «daughter» loci are functioning too, poly-
morphic MDH-1 with 3 alleles and monomorphic MDG-2. Resemblance and differences in the 
isozyme spectra of mMDH can be used for taxonomic purposes. 


