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СВОБОДНОЖИВУЩИЕ РАССЕЛИТЕЛЬНЫЕ СТАДИИ 
ТРИПАНОСОМАТИД ИЗ ВОДНЫХ НАСЕКОМЫХ 

М. Н. Малышева, А. О. Фролов 

Свето- и электронно-микроскопически исследованы свободноживущие расселительные ста-
дии трех видов трипаносоматид: Crithidia fasciculata, Blastocrithidia gerridis и Leptomonas 
jaculum. Экспериментально установлена продолжительность выживания этих стадий трипано-
соматид в воде. Показаны сходство и отличие свободноживущих расселительных стадий три-
паносоматид с цистоподобными амастиготами и эндомастиготами. 

Большинство низших трипаносоматид — моноксенные паразиты насекомых. 
Завершая свое развитие в хозяевах, эти жгутиконосцы формируют рассели-
тельные стадии, которые выводятся непосредственно во внешнюю среду и 
в зависимости от биологии хозяина либо попадают на сухой субстрат, либо 
в воду. Трипаносоматиды из наземных насекомых-хозяев формируют цисто-
подобные амастиготы (роды Leptomonas и Blastocrithidia) и эндомастиготы 
(род Proteomonas). Эти стадии могут переносить длительное высушивание 
(Schaub, Pretsch, 1981; Фролов, Малышева , 1992)ч Ультратонкая организация 
цистоподобных амастигот и эндомастигот изучена у Blastocrithidia triatomae 
(Mehlhorn е. а., 1979; Schaub, Pre tsch , 1981), В. familiaris (Tieszen е. a., 1985), 
Leptomonas lygaei (Tieszen e. a., 1989b), L. mycophilus (Фролов, Скарлато , 
1990) и L. jaculum (Фролов и др., 1991). 

Расселительные стадии трипаносоматид из водных насекомых изучены го-
раздо хуже. Известно, что Crithidia fasciculata из личинок и имаго ряда ко-
маров (Clark е. а., 1964) и В. gerridis из клопов-водомерок (Tieszen е. а., 1989а) 
з аражают своих хозяев через воду. Роль расселительных стадий у этих три-
паносоматид выполняют свободноживущие формы. Такие ж е стадии обнару-
жены нами наряду с цистоподобными амастиготами у L. jaculum из водяного 
скорпиона Nepa cinerea. 

Предлагаемая работа посвящена дальнейшему изучению свободноживущих 
расселительных стадий трех видов трипаносоматид: Blastocrithidia gerridis, 
Leptomonas jaculum и Crithidia fasciculata. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА 

Культура жгутиконосцев Crithidia fasciculata ведется в лаборатории на 
жидкой питательной среде КГДЭ. Трипаносоматид из культуры после трое-
кратного отмывания осаждали центрифугированием при 3000 об. /мин, по-
мещали в воду и через 24 ч фиксировали. 

Д л я изучения свободноживущих стадий Leptomonas jaculum з а р а ж е н н ы х 
клопов Nepa cinerea помещали в отстоянную водопроводную воду. После 
появления в воде трипаносоматид их осаждали центрифугированием 
(3000 об. /мин) и фиксировали. 
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Формирование расселительных стадий Blastocrithidia gerridis изучали на 
срезах задних отделов кишечника Gerris lacustris. 

Материал фиксировали 1.5%-ным глутаральдегидо!М в 0.1 М какодилатном 
буфере (1—2 ч, 0°) с последующей промывкой в трех сменах 0.1 М какоди-
латного буфера, содержащего 5 % сахарозы ( 1 ч ) . Постфиксировали 2%-ным 
0 s 0 4 (1 ч, 0°) . После обезвоживания материал заключали в смесь аралдита 
с эпоном. Срезы готовили на ультрамикротоме LKB III, окрашивали насыщен-
ным водным раствором уранил-ацетата (3 ч) и цитратом свинца (5 мин) и 
изучали в электронном микроскопе JEM-100S. 

Морфология свободноживущих стадий Leptomonas jaculum, Crithidia 
fasciculata и Blastocrithidia gerridis в световом микроскопе несколько отли-
чается от морфологии тех ж е жгутиконосцев из кишечника насекомых-хозяев 
и лабораторной культуры (рис. 1). Особи первых двух видов, попадая в воду, 
округляются, а эпимастиготы В. gerridis, напротив, принимают узковеретено-
видную форму. В воде жгутиконосцы очень активны, а С. fasciculata в течение 
4 сут сохраняют способность к размножению. Продолжительность выживания 
трипаносоматид в воде неодинакова у разных видов. Тисзен с соавторами 
указывают, что В. gerridis живут в воде не менее 48 ч (Tieszen е. а., 1989а). 
По нашим данным, этот вид трипаносоматид выдерживает более длительное 
прибывание в воде — до 72 ч. От 72 до 96 ч сохраняют жизнеспособность 
свободноживущие стадии L. jaculum. И наконец, у С. fasciculata подвижные 
клетки наблюдаются через 168 ч после помещения жгутиконосцев в воду. 

Жизнеспособность свободноживущих стадий трипаносоматид была изучена 
у С. fasciculata. Эксперимент заключался в последовательном переводе в куль-

Рис. 1. Трипаносоматиды, формирующие свободноживущие расселительные стадии (окраска 
по Романовскому—Гимза, рисовальный аппарат, линейка 10 мкм). 

1 — Leptomonas jaculum: а — жгутиконосцы в кишечнике клопа Nepa cinerea, б— жгутиконосцы из воды 
(72 ч) ; 2 — Blastocrithidia gerridis: а — жгутиконосцы из кишечника клопа Gerris lacustris, б — жгутико-
носцы из воды (72 ч ) ; 3 — Crithidia fasciculata-. а — критидии в культуре (среда К Г Д Э ) , б—жгутико-

носцы из воды (72 ч ) . 

Fig. 1. Trypanosomat ids forming a free-l iving d isseminat ing instar (Coloured af ter Romanovsky— 
Gimza, scale 10 mic romete r s ) . 
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туру жгутиконосцев, помещенных в воду. Положительный результат дали по-
севы на среду КГДЭ через 24, 48, 72, 96, 120, 144 и 168 ч после начала опыта. 
Эти данные подтверждают, что свободноживущие стадии трипаносоматид 
после длительного пребывания в воде могут вновь включаться в нормальный 
цикл развития. 

Очевидно, что жгутиконосцы, способные выдерживать резкие изменения, 
связанные со сменой среды обитания, должны отличаться от кишечных стадий. 
Эти отличия выявляются на ультраструктурном уровне. Общей чертой в орга-
низации свободноживущих стадий всех изученных видов трипаносоматид 
является резкое увеличение электронной плотности цитоплазмы. Это связано 
с появлением мелкозернистого матрикса средней электронной плотности 
(рис. 2, У; см. вкл.), заполняющего зоны прозрачной цитоплазмы между 
органоидами и клеточными включениями. Вследствие чего у свободноживу-
щих стадий исчезает выраженная дифференцировка цитоплазмы, которая 
у культуральных и кишечных форм проявляется в наличии особых ее участков, 
в которые не заходят рибосомы. Это слой специализированной субпеллику-
лярной цитоплазмы (рис. 2, 2, 3), в которую погружены субпелликулярные 
микротрубочки, цитоплазма, окружающая кинетосомы и обращенную к ним 
часть кинетопласта, а также цитоплазма жгутика (рис. 2, 4, 5 ) . Мелкозерни-
стый матрикс маскирует как микротрубочки, так и цитоплазматические мем-
браны, вследствие чего ряд органоидов перестает выявляться. В клетках 
свободноживущих жгутиконосцев, кроме того, резко возрастает количество 
липидных включений (рис. 2, У). Остальные изменения в организации этих 
стадий носят более частный характер. Так, у С. fasciculata на поверхности 
образуются многочисленные складки, в которые заходит цитоплазма с суб-
пелликулярными микротрубочками (рис. 2, 3) . Расстояние между центрами 
соседних микротрубочек у таких критидий варьирует от 64 до 136 нм, в то время 
как у С. fasciculata в культуре эта величина постоянна и составляет 65 нм. 
Часть субпелликулярных микротрубочек у свободноживущих С. fasciculata 
погружается в глубь цитоплазмы (рис. 2, 3 ) . На поверхности плазматической 
мембраны жгутиконосцев В. gerridis формируется слой неструктурированного 
гликокаликса, толщиной приблизительно 11 нм (рис. 2, 5) . 

У свободноживущих С. fasciculata лента Д Н К становится более плотной 
и компактной, ее длина уменьшается до 0.5 мкм, в то время как у критидий 
из культуры она достигает 1 мкм (рис. 3, 1, 2\ см. вкл.). Напротив того, 
у свободноживущих форм L. jaculum ДНК-содержащая часть кинетопласта 
«распушается», увеличивается в размерах, заполняя собой всю капсулу кинето-
пласта (рис. 3, 3, 4). В капсуле кинетопласта так же, как и в других частях 
митохондриона, кристы не выявляются. 

Обычно округлое или овальное ядро трипаносоматид у помещенных в воду 
С. fasciculata приобретает неправильные очертания (рис. 3, 5, 6). Кариоплазма 
становится более электронноплотной. Пристеночный хроматин по периферии 
ядра сохраняется, в то время как ядрышко плохо дифференцируется. 

Изменения, происходящие в процессе формирования свободноживущих 
расселительных стадий во многом сходны с преобразованиями, наблюдаю-
щимися при дифференцировке цистоподобных амастигот и эндомастигот. Так, 
образование «цист» в родах Leptomonas и Blastocritidia и эндомастигот 
у представителей рода Proteomonas всегда сопровождается изменениями 
в организации поверхностных структур (Schaub, Pretsch, 1981; Reduth, Schaub, 
1988; Tieszen e. a., 1989b; Фролов, Скарлато, 1990; Фролов, Малышева, 1992). 
В частности, формируется плотный слой специализированной субпелликуляр-
ной цитоплазмы, в котором располагаются микротрубочки. Увеличение элек-
тронной плотности наружного, прилежащего к плазматической мембране слоя 
цитоплазмы отмечено также и у изученных нами свободноживущих стадий 
L. jaculum, С. fasciculata и В. gerridis. 
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В процессе формирования «цист» L. mycophilus происходит погружение 
субпелликулярных микротрубочек в глубь цитоплазмы, а по мере созревания 
«цист» микротрубочки полностью исчезают (Фролов, Скарлато, 1990). Погру-
жение части субпелликулярных микротрубочек наблюдается и у жгутиковых 
расселительных стадий С. fasciculata. Подобное расположение субпелликуляр-
ных микротрубочек уже отмечалось у С. fasciculata при очень сильной инвазии 
кишечника хозяина (Brooker, 1972). Брукер связывает это явление с чисто 
физическими факторами — давлением клеток трипаносоматид друг на друга, 
в результате чего происходит изменение формы и размеров тела жгутико-
носцев и «лишние» микротрубочки уходят в глубь цитоплазмы. Очевидно, 
что свободноживущие жгутиконосцы не испытывают подобного давления. 
Однако погружение части субпелликулярных микротрубочек в цитоплазму, 
по всей видимости, также связано с изменением формы тела трипаносоматид. 

Обнаруживается сходство жгутиковых расселительных стадий с цисто-
подобными амастиготами и эндомастиготами и по такому признаку, как кон-
денсация цитоплазмы, в результате чего перестают выявляться системы вну-
тренних мембран (Reduth, Schaub, 1988; Фролов, Скарлато, 1990; Фролов, 
Малышева, 1992). 

Что касается структуры кинетопласта у «цист» и эндомастигот, то тут можно 
выделить два типа преобразований. В «цистах» В. triatomae и эндомастиготах 
Proteomonas inconstatis Д Н К - с о д е р ж а щ а я часть кинетопласта «разрыхляется» 
и приобретает сетчатую структуру (Mehlhorn е. а., 1979; Reduth, Schaub, 1988; 
Фролов, Малышева, 1992), сходную картину мы наблюдали у L. jaculum. 
В процессе формирования «цист» L. lygaei, напротив, происходит конденсация 
Д Н К (Tieszen е. a., 1989b), как и у свободноживущих С. fasciculata. В ядрах 
эндомастигот и «цист» L. mycophilus и L. jaculum происходит более сильная 
конденсация хроматина, чем у свободноживущих расселительных форм, и кон-
денсированный хроматин у них занимает практически весь объем ядра (Фролов, 
Скарл ато, 1990; Фролов и др., 1991; Фролов, Малышева, 1992). А в так на-
зываемых «жгутиковых цистах» родов Blastocritidia и Leptomonas конденси-
рованный хроматин образует характерные лабиринтовидные структуры 
(Mehlhorn е. а., 1979; Schaub, Pretsch, 1981; Tieszen е. a., 1989b). 

В целом преобразования, происходящие в процессе формирования всех 
типов расселительных стадий у низших трипаносоматид, имеют сходный ха-
рактер. Степень дифференцировки этих стадий, в частности их поверхностных 
структур, жгутикового аппарата, комплекса кинетопласт—митохондрия и ядра, 
прогрессивно усложняется в ряду от свободноживущих форм к эндомастиготам 
рода Proteomonas и далее к цистоподобным амастиготам родов Leptomonas 
и Blastocritidia, что, вероятно, отражает основное направление в эволюции 
расселительных стадий низших трипаносоматид. 
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FREE-LIVING D I S S E M I N A T I N G INSTARS OF TRYPANOSOMATIDS 
F R O M WATER INSECTS 

M. N. Malysheva, A. O. Frolov 

Key words: Trypanosomat idae , d isseminat ing ins tar , wa te r insect 

Free-living in s t a r s of three t rypanosomat id species, namely Crithidia fasciculata, Blasto-
crithidia gerridis and Leptomonas jaculum, have been examined by means of light and electron 
microscope. The time of surviving in the wate r has been discovered for these ins ta rs in experiment . 
Times of surviving were as follows: B. gerridis — 72 hours , L. jaculum — 9 6 and C. fasciculata — 
168 hours. Similarit ies of free-l iving disseminat ing ins ta rs of t r ipanosomat ids to cyst-like amast i -
gotes and endomast igotes and also differences f rom these ones have been demons t ra ted . 



Вклейка к ст. М. Н. Малышевой и др. 

Нис. 2. У л ь т р а с т р у к т у р а т р и п а н о с о м а т и д , ф о р м и р у ю щ и х с в о б о д н о ж и в у щ и е р а с с е л и т е л ь н ы е с т а д и и . 

/—3— Crithidia fasciculata: / — общий вид критидии из воды, 2, 3 — различия в морфологии критидий 
из культуральной среды (2) и воды ( 3 ) ; 4, 5 — Blastocrith.id.ia gerridis — различия в морфологии: 4 — ки-
шечных и свободноживущих жгутиконосцев ( 5 ) ; А — аксонема; Г К—гликокаликс; КП — кинетопласт ; 
J1 — липидные включения; М К М — м е л к о з е р н и с т ы й матрикс; М Т — м и к р о т р у б о ч к и ; MX — митохондрион; 
ПМ — плазматическая мембрана ; ПМТ — микротрубочки, погруженные в глубь цитоплазмы; ПТ—пара-
ксиальный т я ж ; СК — складки на поверхности клетки; ССЦ — с п е ц и а л и з и р о в а н н а я с у б п е л л и к у л я р н а я 

цитоплазма ; Я — ядро. М а с ш т а б н а я линейка : 1,2 — 0.6 мкм, 3 — 0.3, 4,5 — 0.2 мкм. 

F i g . 2 . U l t r a s t r u c t u r e of t r y p a n o s o m a t i d s f o r m i n g a f r e e - l i v i n g d i s s e m i n a t i n g i n s t a r . 
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Рис. 3. Ультраструктура трипаносоматид, формирующих свободноживущие расселительные стадии. 
/ , 2,5,6 — различия в морфологии Crithidia fasciculata из культуры (1,5) и воды (2, 6); ра зличия в морфо-
логии Leptomonas jaculum из кишечника клопа Nepa clnerea (3) и воды (4) \ ПХ — пристеночный хроматин; 

ЯД — ядрышко; ЯО — ядерная оболочка . М а с ш т а б н а я линейка: 1—4, 6 — 0.2, 5 — 0.3 мкм. 
Остальные обозначения т а к и е же, как на рис. 2. 

Fig. 3 i n f r a s t r u c t u r e of t rypanosomat ids fo rming a free-l iving disseminat ing instar (cont inuat ion) . 


