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Результаты исследований Leptomonas nabiculae, проведенных на разном материа-
ле (культуры D2 и Nfm2) и при помощи различных молекулярных маркеров, вступа-
ли в конфликт друг с другом и с таксономическим положением этого вида. Мы изу-
чили морфологию клеток в этих культурах а также гапантотипах L. nabiculae и опи-
санных из того же вида хозяина L. peterhoffi и L. occidentalis. Кроме того, мы 
реконструировали филогению по гену 18S рРНК с использованием сиквенсов от обе-
их культур. Культура D2 по морфологическим признакам и филогенетическому поло-
жению оказалась критидией, которая сопутствовала L. nabiculae в смешанном зара-
жении. Мы дали ей название Crithidia dedva. Клетки на гапантотипах всех трех видов 
рода Leptomonas и в культуре Nfm2 представляют собой один и тот же вид, который 
судя по морфологии и молекулярной филогении, относится к роду Herpetomonas 
(Н. nabiculae). Также мы показали, что ранее определенная последовательность гена 
18S рРНК Nfm2 являлась химерной. Из-за этого данный вид занимал неверное поло-
жение на филогенетическом древе, что противоречило результатам филогенетическо-
го анализа по гену 5S рРНК. 

Ключевые слова: Leptomonas, Herpetomonas nabiculae, Crithidia dedva, смешанное 
заражение, молекулярная филогения. 

Систематика сем. Trypanosomatidae на протяжении последних двух де-
сятилетий переживает глубокий кризис. Традиционная схема родовой 
классификации (Hoare, Wallace 1966; Vickerman, 1976), согласно которой 
роды различаются по типу жизненного цикла (гомо- или гетероксенный) и 
наличию в нем характерных клеточных морфотипов (про-, эпи-, опистома-
стигота и пр.), постоянно вступает в конфликт с результатами новейших 
сравнительно-биохимических и молекулярно-филогенетических исследо-
ваний. Между тем выявляемые таким образом группы трипаносоматид 
обычно не выглядят случайными наборами видов. Детальный анализ мор-
фологии организмов, входящих в их состав, в ряде случаев позволяет выя-
вить комплекс признаков, подтверждающих их филогенетическую бли-
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зость. Так, парадоксальные с точки зрения морфотипической концепции 
филогенетические группы симбионт-содержащих и цистообразующих 
трипаносоматид имеют хорошее морфологическое обоснование (Freimul-
ler, Camargo, 1981; Hollar et al., 1998; Костыгов, Фролов, 2007). Следова-
тельно, традиционная классификация, которая базируется на весьма огра-
ниченном наборе признаков, не может быть достаточной для построения 
филогенетически обоснованной системы. 

Однако есть и другие причины несоответствия филогении и таксоно-
мии в этом семействе. Для молекулярно-филогенетических исследований 
трипаносоматид обычно используют лабораторные культуры, при этом не-
редко морфология клеток, выделяемых в такие культуры, недостаточно хо-
рошо изучена или не изучена вовсе. Зачастую следствием этого становится 
ошибочное определение их родовой принадлежности. Так, например, Lep-
tomonas lactosovorans при описании был отнесен к роду Leptomonas на 
основании того, что у него были обнаружены лишь промастиготы (Manaia 
et al., 1981). Однако, по данным филогенетического анализа с использова-
нием гена gGAPDH, этот вид связан с представителями рода Herpetomonas 
(Zidkova et al., 2010), что, на первый взгляд, демонстрирует конфликт мо-
лекулярных и морфологических данных. На самом деле культура L. lacto-
sovorans, как оказалось, содержит характерные для рода Herpetomonas 
опистомастиготы, хотя и в весьма малых количествах, из-за чего их и не 
смогли обнаружить ранее (Sousa et al., 1998). 

Еще одним источником конфликта молекулярных и морфологических 
данных является исследование культур, полученных из хозяев зараженных 
одновременно несколькими видами трипаносоматид. Так, исходное описа-
ние Leptomonas peterhoffi (Подлипаев, 1985) было выполнено на материале 
из смешанного заражения. В основу диагноза была положена характери-
стика преобладающих в хозяине клеток. Однако в лабораторной культуре 
морфология клеток была совершенно иной. Позднее было показано, что 
благодаря селективному преимуществу в культуре остались лишь жгути-
коносцы, представляющие собой минорный компонент исходной инвазии 
(Малышева, Фролов, 2009). 

Похожая, хотя и более запутанная ситуация сложилась с другим ви-
дом — Leptomonas nabiculae, первоначально описанным в той же работе 
(Подлипаев, 1985) и из того же хозяина {Nabis flavomarginatus). Уже в са-
мой статье упоминается что, клетки в культуре значительно отличались от 
тех, по которым был охарактеризован вид. Тем не менее культура Д-2 
(позднее обозначавшаяся как D2) была названа типовой и использовалась 
в таком качестве в различных исследованиях с использованием молекуляр-
ных маркеров (Kolesnikov et al., 1990; Подлипаев и др., 1991, 1998; Bulat 
et al., 1999). Судя по результатам анализа с использованием УП-ПЦР, 
культура D2 имеет сходство с представителями рода Crithidia (Подлипаев 
и др., 1998; Bulat et al., 1999). 

А. О. Фролов, полагая, что клетки в культуре* D2 не относятся к L. nabi-
culae, в 1991 г. в Псковской обл. выделил из Nabis flavomarginatus изолят 
Nfm2 (позднее обозначавшийся Nfm). Именно этот изолят без указания его 
названия и использовался в ультраструктурных исследованиях под именем 
L. nabiculaei(Фролов, Скарлато, 1995; Шаглина и др., 1995), при этом 
отождествление Nfm2 с указанным видом никак не было обосновано. 
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Между тем L. nabiculae в понимании Фролова с соавт. имеет особенности, 
которые значительно отличают его от других хорошо изученных трипано-
соматид. Это обстоятельство облегчает идентификацию данного вида в 
природе. Для этих жгутиконосцев характерно наличие развитого цито-
стом-цитофарингеального комплекса и локализация на границе пищевода 
и желудка клопа-хозяина (Фролов, Скарлато, 1995; Шаглина и др., 1995). 

Культуру Nfm2 использовали также и в молекулярно-филогенетиче-
ских исследованиях, где она фигурировала под названием «Leptomonas sp. 
Nfm», без какой-либо ссылки на ультраструктурные исследования L. nabi-
culae. Результаты филогенетического анализа с использованием гена 18S 
рРНК противоречат положению этого вида, определяемому по гену 5S 
рРНК. В первом случае «Leptomonas sp. Nfm» примыкает к так называемой 
«медленно эволюционирующей кладе» (Merzlyak et al., 2001), во втором — 
оказывается среди представителей рода Herpetomonas (Podlipaev et al., 
2004). Между тем в онлайновой базе данных S1LVA rRNA database project 
(http://www.arb-silva.de) последовательность гена 18S рРНК отмечена низ-
ким значением параметра pintail, что обычно указывает на аномалию сик-
венса, которая может быть связана с его химерным происхождением. 
Сравнение этой последовательности с базой данных Genbank при помощи 
алгоритма BLAST показывает, что наиболее сходными с ней оказываются 
сиквенсы гена 18S рРНК представителей рода Herpetomonas. 

Таким образом, с Leptomonas nabiculae сложилась весьма непростая си-
туация. Во-первых, под этим названием фигурируют исходный изолят, ис-
пользовавшийся для описания вида, культура D2 и изолят Nfm2. Во-вто-
рых, в литературе содержатся противоречивые и не вполне достоверные 
данные о филогенетическом положении культур D2 и Nfm2, которые вы-
зывают сомнения в правильности определения таксономической принад-
лежности L. nabiculae. В связи с этим мы решили провести морфологиче-
ское сравнение клеток из всех упомянутых источников друг с другом и с 
прочими видами трипаносоматид, описанными из клопов сем. Nabidae а 
также определить филогенетическое положение жгутиконосцев из культур 
D2 и Nfm2. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА 

Аксеничные культуры клеток трипаносоматид Nfm2 и D2, хранящиеся 
с момента их выделения в банке живых культур Лаборатории протозооло-
гии ЗИН РАН, выращивались на среде BHI (Brain Heart Infusion) фирмы 
Difco с добавлением гемина (25 мкг/мл). Пересевы проводили один раз в 
месяц с последующей инкубацией в течение 3 сут при температуре 25 °С, 
после чего культуру жгутиконосцев помещали в холодильник (5 °С). Из 
культур на разных сроках культивирования изготавливали сухие мазки, 
которые фиксировали 96%-ным этанолом и затем окрашивали по Романов-
скому-Гимза (рН 6.8). 

Клонирование культуры Nfm2 осуществляли на плотной среде, для это-
го в приготовленную по стандартной методике среду BHI добавляли пита-
тельный агар фирмы Difco (2 %) и гемин (25 мкг/мл). 10-дневную культуру 
жгутиконосцев разводили жидкой средой так, чтобы концентрация клеток 
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не превышала 5х102 кл/мл. Каплю разведенной таким образом культуры 
наносили на чашку Петри с плотной средой и распределяли при помощи 
шпателя. Инкубацию производили в термостате при 25 °С в течение 
7 дней. Клоны трипаносоматид с твердой среды пересевали на жидкую и 
по прошествии 7 дней исследовали на сухих мазках. 

Для изучения морфологии жгутиконосцев из кишечника хозяина были 
использованы хранящиеся в коллекции лаборатории протозоологии Зооло-
гического института РАН препараты № 145 (гапантотип L. nabiculae), пре-
парат «Nfm2», а также № 45 и № 46 (синтипы L. occidentalis). Исследова-
ния мазков были выполнены на микроскопе Leika DME. Микрофотогра-
фии получены с использованием телекамеры Panasonic 650 CCTV и 
системы видеозахвата Asus V3800. Клетки жгутиконосцев измеряли с ис-
пользованием программы UTHSCSA Image Tool v. 2.0. 

Геномную ДНК из клеток культур D2 и Nfm2 выделяли по описанной 
ранее методике (Aljanabi, Martinez, 1997). Ген 18S рРНК амплифицировали 
с использованием праймеров UM1 (5'-GTCATATGCTTGTTTCAAGGACT-
TAG-3') и LM2 (5'- GTTACGACTTTTGCTTCCTCTATTG-3'). ПЦР прово-
дили по следующей схеме: 94 °С — 5', затем 30 циклов 94 °С — 15s, 
55 °С — 30", 72 °С — 2' b и заключительная стадия 72 °С — 10'. ПЦР-про-
дукты очищали при помощи набора QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) 
и секвенировали напрямую с праймерами UM1 и LM2, а также с S757 
(5'-TCAGGGGGGAGTACGTTCGC-3'), А757 (5'-GCGAACGTACTCCCCC-
CTGA-3'), 883F (5'-GACTTGAATTAGMAAGCATGGGA-3') и 907R (5'-TC 
СС ATGCTTKCT А АТТС A AGTC-3'). Секвенирование проводили с исполь-
зованием набора ABI Prism Big Dye Terminator Sequencing kit v. 3.1 и гене-
тического анализатора ABI 3130 DNA Analyzer (Applied Biosystems). 

Для филогенетического анализа помимо полученных нами последова-
тельностей использовали также сиквенсы из базы GenBank: Angomonas de-
anei (HM593011), Blastocrithidia triatomae (AF153037), Bodo uncinatus 
(AF208884), Crithidia abscondita (EU079126), C. bombi (FN546181; C. dea-
nei ATCC 30255 (EU079129), C. fasciculata (Y00055), C. insperata 
(EU079125), C. per mixta (EU079127), Endotrypanum monterogei (X53911), 
Herpetomonas mariadeanei (U01013), H. megaseliae (U01014), # . muscarum 
(LI8872), H. samuelpessoai (U01016), H. trimorpha (EU179326), H. ztiplika 
(AF416560), Leishmania donovani (GQ332356), L. major (GQ332361), L. ta-
rentolae (M84225), Leptomonas collosoma (JN582046), L. acus (DQ910923), 
L. barvae (FJ968532), L. bifurcate (DQ910925), L. cf. lactosovorans 
(EU079122), L. costaricensis (DQ383648), L.jaculum (EF184218), L.jaderae 
(EU079123), L. neopamerae (DQ910924), L. rigidus (JN582049), L podlipaevi 
(DQ383649), L.seymouri (AF153040), Leptomonas sp. Cfm (AF153041), 
L. tarcoles (EF546786), Parabodo caudatus (AY028450), Phytomonas serpens 
(AF016320), Phytomonas sp. isolate Hartl (L35076), Sergeia podlipaevi 
(DQ394362), Strigomonas culicis (U05679), £ oncopelti (AF038025), Trypa-
noplasma borreli (LI4840), Trypanosoma brucei (Ml2676), T. cobitis 
(AJ009143), T. cruzi (FJ900239), T. mega (AJ223567), T. pestanai (AJ009159), 
Trypanosomatidae gen. sp. ChlO (GU059569), Trypanosomatidae gen. sp. 
G755 (U59491), Trypanosomatidae gen. sp. «strain Eva» (AF071866), Wallace-
ina brevicula (AF153045), W. inconstans (AF153044), Wallaceinapodlipaevi 
(AF153039), Wallaceina sp. Wsd (JN582045). 
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Последовательности выравнивали при помощи программы Muscle 3.8.31 
(Edgar, 2004), затем выравнивание правили вручную с использованием про-
граммы Bioedit 7.0.5.3 (Hall, 1999). Ненадежно выровненные позиции были 
удалены при помощи Gblocks 0.91b (Castresana, 2000) со всеми параметрами 
по умолчанию, за исключением двух: минимальная длина «блока А» была 
приравнена к 5, а позиции, в которых более половины последовательностей 
имели пробелы, подлежали удалению («Allowed Gap Positions» = «With 
Half»). Полученное выравнивание имело длину в 1977 позиций. 

Модель нуклеотидных замен GTR+I+G была выбрана при помощи 
скорректированного критерия Акаике в программе Jmodeltest 0.1.1 (Posada, 
2008). Анализ методом максимального правдоподобия проводили с испо-
льзованием программы RAxML 7.0.4 (Stamatakis, 2006). Тестирование то-
пологии проводили методом бутстрепа (тщательный вариант RAxML) с 
использованием 1000 реплик. Реконструкцию филогенетического дерева 
по методу Байеса осуществляли при помощи программы Mr Bayes 3.1.2 
(Ronquist, Huelsenbeck, 2003) со следующими параметрами: ngen = 
= 5000000, samplefreq = 1000, nucmodel = 4by4, nst = 6, rates = invgamma, 
ngammacat = 4, burnin = 1000. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

М о р ф о л о г и я к л е т о к в и с х о д н ы х и з о л я т а х 
и в к у л ь т у р а х 

Типовой препарат Leptomonas nabiculae (№ 145) 

К сожалению, на данном препарате из-за плохой окраски клеток в боль-
шинстве случаев не удается рассмотреть детали их морфологии. Лишь у 
немногих из них различимы очертания ядра и виден кинетопласт (рис. 1, 
А). Тем не менее все-таки похоже, что все клетки на препарате представле-
ны типичными промастиготами. У подавляющего большинства клеток 
длина тела находится в диапазоне от 6 до 22 мкм. По размеру их условно 
можно подразделить на короткие и длинные, однако четкую границу меж-
ду ними провести невозможно, поэтому измерения проводили без разбие-
ния на категории (см. таблицу). Распределение длин клеток (см. рис. 2, А) 
имеет два выраженных пика в районе 9 и 13 мкм, что подкрепляет визуаль-
ное впечатление о подразделении клеток на два размерных класса. Клетки 
имеют цилиндрическую или булавовидную форму тела, некоторые из них 
изогнуты. Передний конец закруглен, срезан или заострен, задний — за-
круглен или заострен. Длина жгутика сильно варьирует, у большинства 
клеток она либо немногим более Уг, либо чуть больше целой длины тела. 

Культура D2 

Форма клеток в культуре весьма разнообразна, она варьирует от округ-
лой до палочковидной (рис. 1, Б). Между тем по длине они довольно одно-
родны (рис. 2, Б). Большая часть клеток — типичные хоаномастиготы: они 
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имеют короткое тело (округлое, ячменеобразное, кувшиновидное и т. п.), 
передний конец которого обычно заметно расширен, а также широкий и 
глубокий жгутиковый карман. Кинетопласт у таких клеток расположен 
вблизи ядра (спереди, сбоку или немного позади). Остальные клетки пред-
ставляют формы промежуточные между хоано- и промастиготами. У них 
более вытянутое тело и предъядерное положение кинетопласта. Типичные 
промастиготы редки. 

Жгутик обычно сопоставим, по длине с телом клетки, иногда укорочен 
(менее 1/2 длины тела). Клетки в культуре образуют многочисленные ро-
зетковидные ассоциаты (рис. 1, В). 

Изолят Nfm2 (мазок из кишечника) 

Качество препарата высокое, поэтому у всех клеток можно разглядеть 
ядро, кинетопласт и жгутик (рис. 1, Г). Промастиготы имеют все те же осо-
бенности строения, что были перечислены для таковых на типовом препа-
рате L. nabiculae. Они тоже могут быть визуально разделены на короткие и 
длинные, что подтверждается распределением длин клеток с пиками в рай-
оне 8 и 13 мкм (рис. 2, В). Однако на данном мазке присутствует некоторое 
количество особо длинных клеток (до 45 мкм), которые мы условно обо-
значили, как гигантские. У некоторых из гигантских клеток тело спираль-
но закручено на 0.5—1.5 оборота. Встречаются скопления клеток, контак-
тирующих друг с другом при помощи жгутиков. 

Кроме промастигот на мазке присутствует также небольшое количест-
во описто-, сферо- и амастигот. Опистомастиготы мелкие, по длине при-
мерно соответствуют наиболее коротким промастиготам (см. таблицу), но 
цитоплазма их часто более интенсивно окрашена, а жгутик укорочен. Ама-
стиготы и сферомастиготы имеют округлую форму, их диаметр 6—7 мкм. 
Помимо этого на препарате есть немного мелких клеток с интенсивно 
окрашенным содержимым, которые, по всей видимости, являются эндо-
мастиготами. 

Культура Nfm2 

Клетки представлены не образующими скоплений промастиготами и 
опистомастиготами (рис. 1, Д Е). И те, и другие выглядят точно так же, 
как и на мазке из кишечника. Между тем гигантские клетки более редки и 

Рис. 1. Морфология клеток исследованных культур и изолятов (световой микроскоп). 
А — типовой препарат Leptomonas nabiculae; Б— мазок из культуры D2; В — общий вид жгутиконосцев в 
культуре D2 (фазовый контраст); Г — мазок из исходного изолята Nfm2; Д — мазок из культуры Nfm2; 
Е — общий вид жгутиконосцев в культуре Nfm2 (фазовый контраст); Ж — типовой препарат L. occidenta-
lis. а — амастигота; гп — гигантская промастигота; дп — длинная промастигота; кп — короткая промасти-
гота; о — опистомастигота; on — овальная промастигота; оэ — овальная эндомастигота; п — промастиго-
та; пк — клетки, переходные между хоано- и промастиготой; пп — палочковидная промастигота; пэ — па-
лочковидная эндомастигота; с — сферомастигота; jc :— хоаномастигота. Масштабные линейки, мкм: А, Б, 

Г,Д,Ж— 10, В ,Е — 20. 

Fig. 1. Morphology of the cells of investigated cultures and isolates. 
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Морфометрические параметры клеток трипаносоматид в кишечнике хозяина 
Morphometric parameters of the trypanosomatid cells in the host's intestine 

Значение морфометрических параметров, мкм, X ± sx 

Дл. Шир. Пк-я Зк-я Пк-к Я-к Дл. я. Дл. к. ж 

Промастиготы изолята 13.0 ± 6.9 1.9 ± 0.3 5.2 ± 1.3 7.6 ± 5.0 1.9 ± 0.4 1.5 ± 0.9 2.2 ± 0.4 1.1 ± 0.2 14.9 ± 7.6 
Nfm2 (п = 88) (6.0—45.5) (1.3—2.8) (2.7—11.2) (2.1—28.3) (1.2—3.2) (0.1—6.0) (1.4-3.1) (0.7—1.5) (4.9—46.9) 

Опистомастиготы изоля- 5.1 ± 0.7 1.7 ± 0.4 3.0 ± 0.5 2.4 ± 0.7 3.6 ± 0.9 0.3 ± 0.3 1.6 ± 0.3 1.1 1.0 ± 0.2 
та Nfm2 (п = 5) (4.3—6.1) (1.2—2.1) (2.6—3.6) (1.8—3.4) (3.0—4.2) (0.1—0.5) (1.3—1.8) (1.1) (0.8—1.1) 

Промастиготы в культуре 11.6 ± 3.7 1.8 ± 0.3 5.3 ± 1.4 6.0 ± 2.8 2.2 ± 0.4 1.7 ± 1.1 2.1 ± 0.3 0.9 ± 0.2 15.6 ± 4.7 
Nfm2 (п = 78) (5.6—25.6) (1.2—2.6) (2.3—9.6) (1.8—16.0) (1.3—3.5) (0.1—5.0) (1.5—2.7) (0.5—1.3) (4.0—23.8) 

Опистомастиготы в куль- 5.0 ± 0.6 1.5 ± 0.3 2.1 ± 0.6 2.9 ± 0.6 3.6 ± 0.7 0.8 ± 0.5 1.7 ± 0.2 0.7 ± 0.1 1.9 ± 0.7 
туре Nfm2 (п = 68) (3.6—6.3) (1.0—2.4) (1.4-4.4) (1.4—4.4) (2.3—4.9) (0.0—2.0) (1.2—2.1) (0.5—1.0) (0.8—4.5) 

Хоано- и промастиготы в 8.6 ± 1.6 3.0 ± 0.8 5.2 ± 0.7 3.4 ± 1.1 2.5 ± 0.6 1.4 ± 0.8 2.0 ± 0.3 0.9 ± 0.2 5.2 ± 2.7 
культуре Д-2 (п = 30) (6 .1—11.1) (1.6—4.7) (3.5—6.4) (0.9—5.7) (1.3—3.8) (0.4—3.1) (1.5—2.5) (0.7—1.5) (1.6—11.6) 

Промастиготы L. nabicu- 13.3 ± 4.2 1.9 ± 0.3 — — — — — — 14.5 ±6.4 
lae (п = 91) (6.1—28.5) (1.3—2.8) (5.8—31.7) 

Промастиготы L. occiden- 10.5 ± 6.3 1.6 ± 0.4 4.9 ± 1.5 5.6 ± 5.1 2.4 ± 0.5 1.4 ± 1.2 2.3 ± 0.6 1.0 ± 0.1 11.1 ± 7.4 
tals (п= 102) (5.4—40.9) (1.0—3.2) (3.4—13.7) (1.6—31.2) (1.6—3.9) (0.0—8.76) (1.2-4.1) (0.6—1.3) (4.0—35.11) 

Опистомастиготы L. occi- 5.0 2.0 2.7 2.2 3.8 1.3 1.3 0.9 1.2 
dentals (п = 2) (4.8—5.3) (1.9—2.1) (2.7) (2.0—2.4) (3.7—3.8) (1.2—1.3) (1.2—1.4) (0.9) (0.71—1—7) 

Промастиготы L. peter- 12.9 ± 4.4 2.0 ± 0.5 5.2 ± 1.4 5.9 ± 4.0 2.9 ± 0.6 1.5 ± 0.8 2.2 ± 0.5 0.9 ± 0.2 18.5 ± 11.9 
hoffi (n = 66) (5.8—24.12) (1.2—3.6) (2.8—8.6) (1.2—15.2) (1.7—4.4) (0.3—3.8) (1.0—3.5) (0.6—1.3) (4.6—40.5) 

П р и м е ч а н и е . В скобках указаны максимальные и минимальные значения величин. Дл. — общая длина клетки без жгутика, Шир. — ширина клетки в 
районе ядра, Пк-к — расстояние от переднего конца клетки до кинетопласта, Пк-я — расстояние от переднего конца клетки до центра ядра, Зк-я — расстояние 
от заднего конца клетки до центра ядра, Я-к — расстояние от края ядра до кинетопласта, Дл. я. — длина ядра, Дл. к. — длина кинетопласта, Ж — длина жгу-
тика. 
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Рис. 2. Распределения длин клеток исследованных культур и изолятов. 
А — типовой препарат Leptomonas nabiculae-, Б — культура D2; В — исходный изолят Nfm2 (мазок из ки-
шечника); Г— культура Nfm2; Д — типовой препарат L. peterhoffi (по: Малышева, Фролов, 2009); Е — 

еинтипы L. occidentalis. По оси абсцисс — длина (мкм), по оси ординат — доля клеток (%). 

Fig. 1. Distribution of the cell lengths in studied cultures and isolates. 
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их размеры меньше (рис. 2, Г). Наблюдение за культурой Nfm2 с 3-го по 
20-й день после пересева показало, что количество гигантских клеток по-
степенно увеличивается. При этом в течение первых 5 дней опистомасти-
готы обнаружить не удается, впоследствии их содержание в культуре ко-
леблется в пределах 1—4 %. 

Проведенное нами клонирование продемонстрировало, что все харак-
терные для культуры варианты клеток (короткие, длинные и гигантские 
промастиготы, а также опистомастиготы) присутствовали во всех клонах. 

Типовые препараты Leptomonas occidentalis (№ 45, № 46) 

К сожалению, окраска препаратов недостаточно качественная: у многих 
клеток плохо окрашен жгутик, у некоторых трудноразличимо ядро. Тем не 
менее очевидно, что синтипы Leptomonas occidentalis содержат большой 
набор самых разнообразных клеток (рис. 1, Ж). Подавляющее большинст-
во из них — промастиготы, у которых встречаются те же варианты строе-
ния и размеров клеток, что и у охарактеризованных выше L. nabiculae и 
изолята Nfm2. Однако здесь значительно преобладают короткие клетки 
длиной около 7 мкм (рис. 2, Е). Опистомастиготы немногочисленны, по 
своим признакам не отличаются от таковых у изолята Nfm2. Эндомастиго-
ты (около 5 мкм длиной) и парамастиготы (около 6 мкм длиной) подразде-
ляются на овальные и палочковидные. В палочковидных эндомастиготах 
кинетопласт по большей части расположен позади ядра, а в овальных чаще 
сбоку от него. Помимо всех вышеперечисленных типов клеток нам уда-
лось обнаружить также одну эпимастиготу. 

С р а в н е н и е п о с л е д о в а т е л ь н о с т е й 
и ф и л о г е н е т и ч е с к и й а н а л и з 

Определенные нами последовательности гена 18S рРНК для культур D2 
и Nfm2 были помещены в Genbank под номерами JN624299 и JN624300 со-
ответственно. Сравнение сиквенса данного гена для культуры Nfm2, полу-
ченного в настоящей работе, с опубликованным ранее AF153043 (Merzlyak 
et al., 2001) показало, что последний имеет явно химерную природу. Нача-
ло химерной последовательности (до 226 п. н.) и ее конец (начиная с 
1623 п. н.) практически неотличимы от сиквенсов Wallaceina brevicula и W. 
inconstans (AF 153044, AF 153045), но в то же время отличаются от полу-
ченной нами. В средней части (397—1353 п. н.) оба сиквенса Nfm2 одина-
ковы, но отличаются от таковых у Wallaceina. Остальные фрагменты по-
следовательности AF153043 являются консервативными для всех четырех 
сиквенсов. 

Филогенетические деревья, реконструированные методами Байеса и 
максимальной экономии, были топологически одинаковыми. За исключе-
нием группировок с низкой статистической поддержкой результаты прове-
денного нами филогенетического анализа по гену 18S рРНК (рис. 3) весь-
ма похожи на те, что были опубликованы ранее (например Merzlyak et al., 
2001; Zidkova et al., 2010). 

418 



Рис. 3. Филогенетическое древо трипаносоматид, реконструированное по гену 18S рРНК с ис-
пользованием метода Байеса. 

Числа в узлах обозначают Байесовы апостериорные вероятности и проценты бутстрепа (RAxML) соответ-
ственно Значения менее 0.5 или 50 % соответственно обозначены прочерком. Длины ветвей даны в про-
порции к количеству замен; у ветвей, перечеркнутых двойной чертой, длина сокращена вдвое. Масштаб-
ная линейка соответствует количеству замен на сайт. Виды, культуры которых исследованы в настоящей 

работе, обозначены полужирным шрифтом. 

Fig. 3 18S rRNA phylogenetic tree of trypanosomatids inferred using Bayesian approach. 
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Культура D2 достоверно кластеризуется с видами Crithidia fasciculata, 
Leptomonas acus и L. tarcoles. Эта клада в свою очередь является частью 
более крупной группы трипаносоматид, которая из-за коротких длин вет-
вей на филогенетическом дереве ранее получила название «медленноэво-
люционирующей» (Merzlyak et al., 2001). Культура Nfm2 вместе с наибо-
лее близким к ней филогенетически Leptomonas cf. lactosovorans распола-
гается внутри клады, состоящей из представителей рода Herpetomonas. 
Достоверность филогенетического положения организмов из обеих куль-
тур подтверждается высокими статистическими поддержками. 

ОБСУЖДЕНИЕ 

Мы изучили морфологию клеток в различных культурах и изолятах, 
выделенных из Nabis flavomarginatus: в исходном изоляте и в культуре 
Nfm2, в культуре D2, а также на типовых препаратах L. nabiculae и L. occi-
dentalis. Морфология клеток гапантотипа Leptomonas peterhoffi, который 
был выделен из того же вида хозяина, была подробно рассмотрена ранее 
(Малышева, Фролов, 2009). 

Среди всех перечисленных трипаносоматид выделяется культура D2, 
которая представлена по большей части классическими хоаномастигота-
ми, характерными для рода Crithidia. Экспериментальное заражение Nabis 
flavomarginatus клетками этой культуры, проведенное ранее А. О. Фроло-
вым, продемонстрировало, что в хозяине этот паразит развивается на рек-
тальных железах, что также типично для критидий (Фролов, 1986). По-ви-
димому, эта топологическая приуроченность данного паразита обусловила 
то, что на типовом препарате Leptomonas nabiculae, который был получен 
от той же особи хозяина, отсутствуют клетки, похожие на таковые из куль-
туры D2. По всей вероятности, данная культура была выделена из насеко-
мого со смешанным заражением. Содержащиеся в ней организмы не име-
ют отношения к L. nabiculae и должны быть описаны как самостоятельный 
вид рода Crithidia. Такое таксономическое положение данного вида хоро-
шо согласуется с его филогенетической близостью к типовому виду 
рода — С. fasciculata (рис. 3). Мы предлагаем для нового вида название 
Crithidia dedva. Это единственный известный на данный момент вид ро-
да Crithidia, паразитирующий у клопов сем. Nabidae. 

Crithidia dedva sp. nov. 

Х о з я и н : Nabis flavomarginatus Scholtz, 1847 (Heteroptera: Nabidae). 
T e r r a t y p i c a : Старый Петергоф, Санкт-Петербург, Россия. 
Г а п а н т о т и п : культура D2 (Д-2), выделенная в 1982 г. С. А. Подлипа-

евым. Хранится в коллекции живых культур Лаборатории протозоологии 
ЗИН РАН. 

Э т и м о л о г и я : видовое название соответствует прочтению первонача-
льного обозначения культуры по-русски (Д-2: де-два). 

Д и а г н о з : в жизненном цикле присутствуют типичные хоаномастиго-
ты, короткие промастиготы и переходные варианты между ними, рассели-
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тельная стадия представлена эндомастиготами. Размеры подвижных кле-
ток: длина 6.1—11.1 мкм, ширина 1.6—4.7 мкм. Этот вид может быть 
идентифицирован по последовательности 18S рРНК (номер JN624299 в 
базе Genbank). 

Все три вида рода Leptomonas, описанные из Nabis flavomarginatus 
(L. nabiculae, L. peterhoffi и L. occidentalis), а также изолят Nfm2, характе-
ризуются наличием сходного спектра изменчивости промастигот как по 
форме, так и по размеру. Для всех этих трипаносоматид характерно при-
сутствие трех условных размерных категорий промастигот: коротких 
(6—10 мкм), длинных (11—22 мкм) и гигантских (более 22 мкм). Прове-
денный нами эксперимент по клонированию культуры Nfm2 рассеял со-
мнения относительно того, что столь разные по длине клетки могут при-
надлежать к одному виду. Прежде наличие разных размерных категорий в 
жизненном цикле было продемонстрировано у Herpetomonas muscarum и 
Н. trimorpha (Rogers, Wallace, 1971; Zidkova et al., 2010). 

У изолята Nfm2, L. peterhoffi и L. occidentalis обнаружены весьма сход-
ные по своим морфометрическим признакам опистомастиготы, а также эн-
домастиготы. У L. nabiculae эти морфотипы нам не удалось наблюдать. 
Вполне возможно, что, как и в случае с хоаномастиготами D2, та часть ки-
шечника, в которой они должны были обитать, не попала на препарат. 
В отношении опистомастигот следует также добавить, что их доля среди 
общего числа клеток весьма мала, так что они могли не оказаться на мазке 
по случайным причинам. 

На гапантотипах Leptomonas peterhoffi и L. occidentalis помимо палоч-
ковидных эндомастигот, близких по размеру к опистомастиготам, есть еще 
и овальные. Их присутствие на типовом препарате Leptomonas peterhoffi, 
как было показано ранее, объясняется присутствием еще одного вида — 
Wallaceina podlipaevi (Малышева, Фролов, 2009). То же самое, по-видимо-
му, справедливо и для типового препарата L. occidentalis с тем лишь отли-
чием, что мы не знаем, какой в данном случае вид оказался сопутствую-
щим. Культура, выделенная при описании этого вида, тоже содержала 
клетки, отличные от тех, что использовались при составлении диагноза. 
Однако она, к сожалению, не сохранилась. 

Leptomonas peterhoffi, L. occidentalis и L. nabiculae, а также изолят Nfm2 
выделены из одного хозяина (N. flavomarginatus) в одном и том же Севе-
ро-Западном регионе России. Вместе со всем вышеперечисленным это 
дает основание полагать, что эти трипаносоматиды относятся к одному 
виду. В связи с тем, что все три названия (Leptomonas peterhoffi, L. occiden-
talis и L. nabiculae) были опубликованы одновременно, у нас есть возмож-
ность выбрать любое из них. Так как название L. nabiculae прежде исполь-
зовали при описании ультраструктуры этого вида, мы предпочли сохра-
нить именно его. Между тем наличие у данного паразита опистомастигот и 
его филогенетическое положение на дереве, реконструированном нами по 
гену 18S рРНК, указывают на необходимость перенесения L. nabiculae в 
род Herpetomonas. 

421 



Herpetomonas nabiculae comb. nov. 

С и н о н и м ы : Leptomonas nabiculae Podlipaev 1985, L. peterhoffi Podlipa-
ev 1985, L. occidentalis Podlipaev 1985, «Leptomonas sp. Nfm». 

Х о з я и н : Nabis flavomarginatus Scholtz, 1847 (Heteroptera: Nabidae). 
T e r r a t y p i c a : Старый Петергоф, Санкт-Петербург, Россия. 
Г а п а н т о т и п : препарат № 145, сделанный в 1982 г. С. А. Подлипае-

вым. Хранится в коллекции типовых препаратов Лаборатории протозооло-
гии ЗИН РАН. 

Д и а г н о з : подвижные клетки представлены промастиготами, сильно 
варьирующими по длине (5.4—45.5 мкм) и опистомастиготами (3.6— 
6.3 мкм). Характерной особенностью данного вида является обитание на 
границе пищевода и желудка хозяина, а также хорошо развитый цито-
стом-цитофарингеальный комплекс. Этот вид может быть идентифициро-
ван по последовательности 18S рРНК (номер JN624300 в базе Genbank). 

Таким образом, в настоящей»работе нам удалось выявить основные 
причины филогенетических и таксономических противоречий, возникав-
ших при изучении организмов, ранее относимых к одному виду Leptomo-
nas nabiculae Podlipaev 1985. Смешанное заражение, имевшееся у насеко-
мого-хозяина, привело к тому, что первоначально в культуру был выделен 
сопутствующий вид — Crithidia dedva. Из-за его ошибочного отождеств-
ления с Z. nabiculae результаты исследований, которые проводились с ис-
пользованием этой культуры, вводили в заблуждение относительно 
свойств первоначально описанного вида. Отсутствие на типовом препара-
те L. nabiculae опистомастигот явилось причиной неверного определения 
родовой принадлежности этих жгутиконосцев. И наконец, противоречия 
между филогениями по разным генам были связаны с тем, что последова-
тельность одного из них оказалась химерной. 
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INVESTIGATION OF CAUSES OF THE CONFLICT BETWEEN TAXONOMY 
AND MOLECULAR PHYLOGENY OF TRYPANOSOMATIDS 

BY THE EXAMPLE OF LEPTOMONAS NABICULAE PODLIPAEV, 1987 

A. Yu. Kostygov, M. N. Malysheva, A. O. Frolov 
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S U M M A R Y 

Results of study of Leptomonas nabiculae using various molecular markers and diffe-
rent material (cultures D2 et Nfm2) contradicted each other and taxonomic position of this 
species. We investigated morphology of the cells in these cultures as well as in hapantoty-
pe of L. nabiculae and those of L. peterhoffi and L. occidentalis that had been described 
from the same host species. We also reconstructed 18S rRNA gene phylogeny using sequ-
ences from both cultures. The D2 culture according to its morphology and phylogenetic 
position revealed to be a Crithidia that had accompanied L. nabiculae in a mixed infection. 
We named it Crithidia dedva. The cells in the hapantotypes of the three Leptomonas speci-
es and those of the Nfm2 culture represent a single species that is a Herpetomonas (H. na-
biculae) judging by morphology and molecular phylogeny. We also showed that the sequ-
ence of 18S rRNA gene that had been formerly determined represents a chimaera. This had 
resulted in the wrong position of this species on the phylogenetic tree that had contradicted 
results of the analysis of 5s rRNA gene. 
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