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ми видами клады, a C. playfairii имеет существенные морфологические различия. У каждого из опи-
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ВВЕДЕНИЕ
Представители рода Cryptomonas Ehrenberg 

emend. Hoef-Emden & Melkonian (Cryptomona
dales, Cryptophyceae) широко распространены 
и встречаются в различных местах обитания, 
как в пресных водоемах, так и в снегах и почвах 
(Javornický, Hindák, 1970; Hoef-Emden, Archibald, 
2017; Martynenko et al., 2022a). В этот род вхо-
дят сравнительно небольшие (5–50 мкм) од-
ноклеточные организмы с двумя жгутиками, 
дорсовентральным строением и отличающиеся 
от других криптомонад развитостью комплек-
са борозда-глотка, выстланного эжектосомами, 
а также наличием пигмента фикоэритрина 566 
у фотосинтезирующих видов (Hill, Rowan, 1989; 
Clay et al., 1999) или лейкопластами у бесцвет-
ных видов (бывший род “Chilomonas”). Фотосин-
тезирующие криптофитовые водоросли имеют 
пластиды, появившиеся в результате вторичного 
эндосимбиоза. Предполагается, что их предок 
“поглотил” клетку красной водоросли и сохранил 
еe, тем самым придав себе и следующим поколе-
ниям фотосинтетическую способность. Результат 
этого эндосимбиоза – наличие четырех ДНК-со-
держащих органелл: ядра клетки-хозяина крипто-
фитовой водоросли, еe митохондрий, хлоропласта 

красной водоросли и еe остаточного ядра, назы-
ваемого нуклеоморфом (Douglas et al., 1991). Все 
фотосинтезирующие виды рода Cryptomonas со-
держат хлоропласты, в то время как некоторые 
гетеротрофные виды утратили ключевые гены 
хлоропластного генома и способность к фото-
синтезу (Tanifuji et al., 2020). Показано (George 
et al., 2023), что клетка Cryptomonas представляет 
собой эндосимбиотический конгломерат, содер-
жащий как минимум семь геномов: четыре от 
различных органелл, два генома симбиотических 
бактерий и геном фага, живущего в одной из бак-
терий. Уникальная организация генома клетки 
сделала криптомонад модельной группой для изу-
чения эволюции органелл и их метаболических и 
геномных взаимодействий.

Традиционно в систематике криптомонад ис-
пользовали морфологические признаки – форма 
и размеры клетки, форма хлоропласта, количе-
ство пиреноидов, форма и строение борозды и 
глотки (Киселев, 1954; Матвієнко, Литвиненко, 
1977). С появлением методов сканирующей элек-
тронной микроскопии изучение ультраструкту-
ры перипласта криптомонад позволило выявить 
новые отличительные признаки и провести пер-
вые ревизии отдельных родов (Hill, Wetherbee, 
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1989; Hill, 1991a, 1991b). Однако последующая 
ревизия, проведенная 20 лет назад (Hoef-Emden, 
Melkonian, 2003) с помощью комплексного под-
хода, то есть параллельного изучения морфо-
логических характеристик культур водорослей 
(световая и электронная микроскопия) и ана-
лиза нуклеотидного состава регионов рДНК 
этих же штаммов, выявила молекулярно-гене-
тическое сходство родов Cryptomonas Ehrenberg, 
Chilomonas Ehrenberg, Pseudocryptomonas Bicudo 
& Tell и Campylomonas Hill. Последние три рода 
стали синонимами рода Cryptomonas Ehrenberg 
emend. Hoef-Emden & Melkonian (Hoef-Emden, 
Melkonian, 2003). В ходе этих исследований выяв-
лен диморфизм рода Cryptomonas, заключающий-
ся в том, что на разных стадиях жизненного цик-
ла клетки одного вида различаются по размерам, 
форме, строению перипласта (“криптоморфа” 
с полигональными пластинками и “кампиломор-
фа” с цельным чехлом), форме борозды и другим 
признакам. С помощью полифазного подхода 
изучено разнообразие этого рода в Европе (Hoef-
Emden, Melkonian, 2003; Hoef-Emden, 2007), Юж-
ной Корее (Choi et al., 2013), России (Martynenko 
et al., 2020a, 2022b; Gusev et al., 2022; Кулизин и 
др., 2022). Почти в каждой из вышеперечислен-
ных работ происходило обогащение выборки но-
выми штаммами и, как следствие, увеличивалось 
разнообразие группы для региона. К настоящему 
времени в мире насчитывают 72 таксономически 
принятых вида рода Cryptomonas (Guiry, Guiry, 
2023), из них только 30 либо описаны, либо ти-
пифицированы, опираясь на молекулярно-гене-
тические данные, обязательные для идентифи-
кации данной группы организмов (Hoef-Emden, 
Melkonian, 2003; Hoef-Emden, 2007; Gusev et al., 
2022), т. е. можно констатировать, что ревизии 
с использованием современных методов подвер-
глись <50% из описанных на основе морфологии 
таксонов. 

Несомненно, изучение новых территорий 
должно расширить наши представления о раз-
нообразии и биогеографии рода. Тропический 
регион в этом плане может принести много но-
вых открытий, поскольку здесь сосредоточено 
несколько центров биоразнообразия. Территория 
Вьетнама включена в центр биоразнообразия Ин-
до-Бирмы, характеризующийся исключительным 
видовым богатством различных групп организ-
мов (Mittermeier et al., 2011). Например, деталь-
ное изучение синуровых водорослей (Synurales, 
Chrysophyceae) Вьетнама показало исключитель-
ное разнообразие этих организмов по сравнению 
с другими тропическими регионами (Gusev et al., 
2023). В целом данные по тропической флоре 
криптомонад еще достаточно скудны. Известны 
четыре вида рода Cryptomonas из субтропического 
региона Австралии, описанные на основе изуче-
ния морфологического строения (Playfair, 1921). 

В настоящее время из тропического региона уже 
также описаны четыре новых вида криптофито-
вых водорослей на основе молекулярно-гене-
тических методов: три из Вьетнама (Gusev et al., 
2020; Martynenko et al., 2020b, 2022a) и один из 
Индии (Gusev et al., 2021). 

Цель данной работы – описать два новых вида 
рода Cryptomonas с помощью молекулярно-гене-
тического и морфологического подходов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Регион исследования. Сбор проб проведен в рам-

ках экспедиции по теме “Эколан 3.2” (задача 3) Со-
вместного Российско-Вьетнамского Тропического 
научно-исследовательского и технологического 
центра в феврале 2020 г. Культуры криптофито-
вых водорослей (всего три штамма), использован-
ные в данной работе, были получены из водных 
объектов Национального парка Каттьен: рукав 
р. Донгнай, протекающий в пределах охраняемой 
территории (11°27ʹ2ʹʹ с.ш., 107˚26ʹ34ʹʹ), и оз. Бау 
Сау в центральной части парка (11˚27ʹ34ʹʹ с.ш., 
107˚20ʹ41ʹʹ в.д.) (рис. 1). Описание водных объек-
тов приведено в работе (Gusev et al., 2017). Пробы 
планктона отбирали с помощью планктонной 
сети с размером ячеи 20 мкм, пробы перифито-
на – с субстрата с помощью пробирки объемом 
15 мл. Территория Национального парка Каттьен 
находится в зоне тропического муссонного кли-
мата с четко выраженной сезонностью и годо-
вым поступлением осадков 2 450 мм (Blanc et al., 
2000; Хохлова и др., 2017). Пик влажного сезона 
наблюдается в августе–сентябре, когда выпадает 
до 400–450 мм осадков в месяц, что часто приво-
дит к затоплению значительной части территории 
парка, с декабря по март осадков обычно не на-
блюдается (Дещеревская и др., 2013). Относитель-
ная влажность воздуха в течение года ~70% при 
среднегодовой температуре ~26°С. 

Выделение в культуру и изучение морфоло-
гии клеток. Клетки изолировали с помощью 
микропипетки и культивировали на среде WC 
(Andersen, 2005) при температуре 22˚C и световом 
периоде 12:12. Для исследований под световым 
микроскопом живые клетки обездвиживали пу-
тем погружения в агарозу с низкой температурой 
гелеобразования (Hoef-Emden, Melkonian, 2003) 
и изучали с помощью дифференциального ин-
терференционного контраста (ДИК) с масляным 
иммерсионным объективом ×100 с помощью ми-
кроскопа Nexcope NE920. Исследовали форму и 
размеры клеток, расположение борозды и глотки, 
хлоропласты, наличие и расположение пиренои-
дов. Для описания применяли номенклатуру из 
работы (Hoef-Emden, Melkonian, 2003). Световые 
микрофотографии получали с помощью камеры 
BUC5F-830CC.
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Выделение и амплификация ДНК. ДНК выде-
ляли из моноклональных штаммов с помощью 
раствора для выделения ДНК InstaGene фирмы 
BioRad (USA), согласно методике производите-
ля. Амплификацию фрагментов рибосомальных 
регионов (18S, 28S и ITS2 рДНК), а также хлоро-
пластного гена psbA проводили с помощью поли-
меразной цепной реакции (ПЦР). Реакционную 
смесь для проведения ПЦР подготавливали с по-
мощью готовой смеси реактивов ScreenMix (“Ев-
роген”, Россия). Для амплификации фрагмента 
ядерного гена малой рибосомальной субъедини-
цы рДНК (18S, 1573 пн) использовали следующие 
праймеры: 18S_CrN1F, 18S_826F, 18S_956R, 18S_
BRK. Фрагмент гена большой субъединицы рДНК 
(28S, 959 пн) амплифицировали с помощью прай-
меров crLSU_29F и crLSU_942R, рибосомальный 
межгенный спейсер ITS2 (348–429 пн) – с помо-
щью crITS_03F и crITS_05R (Choi et al., 2013). Ам-
плификацию регионов рибосомального кластера 
проводили при следующих условиях: начальная 
денатурация – 5 мин при 95°C, далее 35 циклов 
денатурации при 94°C (30 с), отжига праймеров 
при 52°C (30 с), элонгации при 72°C (50–80 с) и 
финальной элонгации при 72°C (10 мин). Фраг-
мент хлоропластного гена psbA амплифицирова-
ли с помощью праймеров psbAF и psbAR (Choi 
et al., 2013) при аналогичных условиях ПЦР, за 
исключением температуры отжига праймеров 
(50°C). Контроль результатов ПЦР осуществляли 
путем горизонтального электрофореза продуктов 

ПЦР в 1.5%-ном агарозном геле в 1.5 × ТАЕ бу-
фере (Tris-acetate-EDTA), окрашивания SYBR 
Safe (“Bio-Rad”, USA) и фотографирования 
в проходящем ультрафиолетовом свете в систе-
ме гель-документации GelDoc XR (“Bio-Rad”, 
USA). Очистку фрагментов ДНК подготавливали 
с помощью ExoSAP-ITkit (Affymetrix, SantaClara, 
CA, USA) согласно протоколу производителя. 
Для реакции секвенирования применяли на-
бор BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 
(“Applied Biosystems”, USA), в качестве праймеров 
использовали сначала прямую, а затем обратную 
последовательности, указанные для ПЦР. Очист-
ку продуктов реакции секвенирования от непро-
реагировавших меченых нуклеотидов осущест-
вляли с помощью набора BigDye® XTerminator 
TM Purification Kit (“Applied Biosystems”, USA). 
Нуклеотидные последовательности определяли 
методом Сэнжера с двух сторон нуклеотидной 
последовательности при помощи прямого и об-
ратного праймеров, указанных для ПЦР с по-
следующим электрофорезом с использовани-
ем секвенатора Genetic Analyzer 3500 (“Applied 
Biosystems”, USA). 

Построение деревьев. Полученные последо-
вательности были проверены вручную и собра-
ны в программах BioEdit v. 7.1.3 и MegaX (Kumar 
et al., 2018). Для выравнивания в массив данных 
добавляли из базы данных GenBank1 66 последо-

1  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

Рис. 1. Карта-схема района исследований (национальный парк Каттьен, Вьетнам). Стрелками обозначены места отбора 
проб: 1 – рукав р. Донгнай, 2 – оз. Бау Сау. 
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вательностей рода Cryptomonas из различных мор-
фологических групп. Два вида рода Rhodomonas 
G. Karsten (штаммы C5/6 и E12/23), а также 
Guillardia theta D.R.A. Hill & R. Wetherbee и штамм 
CCMP 644 вида Hemiselmis andersenii C.E. Lane & 
J.M. Archibald добавляли в массив данных в каче-
стве аутгруппы. Последовательности были выров-
нены в программе MAFFT v. 7 с использованием 
модели E-INS-i (Katoh, Toh, 2010), сложные для 
выравнивания регионы исключали из массива 
данных. Для выявления филогенетических свя-
зей среди криптомонад было построено филоге-
нетическое дерево, содержащее последовательно 
все три консервативных гена у 73 штаммов: 18S + 
28S рДНК + psbA хпДНК. Также построено фило-
генетическое дерево на основании анализа ядер-
ного межгенного транскрибируемого спейсера 2 
(ITS2 рДНК) у 69 штаммов рода Cryptomonas. 
Трудно выравниваемые фрагменты спейсера ис-
ключали из анализа. Филогенетический анализ 
методом максимального правдоподобия (ML) 
осуществляли в программе MEGA X, используя 
1000 бутстреп-реплик, а также с помощью Байе-
совского подхода (BI) в программе MrBayes v. 3.1.2 
(Ronquist, Huelsenbeck, 2003). При BI-анализе со-
здавали 5 млн генераций цепей Маркова, отбирая 
пробы каждые 100 генераций. Первые 25% проб 
(до выхода значений -lnL на плато) исключались 
из анализа как “burn-in”.

Подбор модели эволюции для нуклеотидных 
последовательностей проводили в программе 
MEGAX с использованием двух критериев: ин-
формационного критерия Акаике (Akaike in
formation criterion, AIC) (Akaike, 1974)) и байе-
совского информационного критерия (Bayesian 
information criterion, BIC) (Schwarz, 1978)). Визу-
ализацию и редактирование деревьев проводили 
в программах FigTree v. 1.4.2 и Adobe Photoshop 
CC v. 19.0.

Построение вторичных структур рРНК. Для ан-
нотации последовательностей ITS2 использовали 
онлайн-сервер ITS2-Annotation tool.2 Вторичные 
структуры региона ITS2 рРНК моделировали 
в программе mfold v. 2.5 (Zuker, 2003). При их по-
строении учитывали обще-эукариотические осо-
бенности, такие как наличие неспаренных пири-
мидиновых оснований в седьмой позиции второй 
шпильки (Caisová et al., 2013), а также число нукле-
отидов между шпильками и их границы (Schultz 
et al., 2005). В качестве шаблона использовали 
структуру ITS2 рРНК штамма M1634 Cryptomonas 
sp. (Hoef-Emden, 2007). Полученную структу-
ру визуализировали в программе PseudoViewer3 
(Byun, Han, 2006). Для разграничения видов вто-
ричные структуры проверяли на наличие ком-
пенсаторных замен (CBCs) согласно подходам 
2   http://its2-old.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/cgi-bin/
index.pl?annotator

Coleman (2000, 2009) и Müller et al. (2007). Вто-
ричную структуру 28S рРНК также моделировали 
с помощью программы mfold, в качестве шаблона 
использовали аналогичную структуру рРНК Apis 
mellifera L. (Gillespie et al., 2006). Обозначение 
шпилек приведено в работе (Wuyts et al., 2001). 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В ходе изучения флоры водоемов тропическо-

го леса Каттьен выделено в культуру три штам-
ма, представляющих два вида рода Cryptomonas 
(рис. 2). Клетки культур VNG 2079 и VNG 2083 
имели одинаковую морфологию и сходные раз-
меры 18–26 мкм длиной, 10–12 мкм шириной, 
9–10 мкм толщиной. В отличие от них, клетки 
штамма VNG 2086 имели размеры 26–32 мкм 
в длину, 16–21 мкм в ширину, 16–19 мкм в тол-
щину. Клетки штаммов VNG 2079 и VNG 2083 
имели до четырех пиреноидов, у клеток штамма 
VNG 2086 они не обнаружены (рис. 2).

На филогенетическом дереве, построенном на 
основании анализа совмещенного массива нукле-
отидных данных 18S + 28S рДНК + psbA хпДНК, 
полученные штаммы входили в кладу, исходно 
образованную видом C. lundii Hoef-Emden (Hoef-
Emden, Melkonian, 2003) и близкородственными 
таксонами, с высокими значениями апостериор-
ной вероятности и бутстреп-поддержки (BI = 0.97/
ML = 93). Данная клада состоит из штаммов 
C.  lundii: M0850, изолированного из Германии, 
и R 179 из России, а также видов Cryptomonas 
kisselevii Gusev, Kulizin & Martynenko (штаммы 
NN 3 и NN 21), C. platyuris Skuja emend. Gusev, 
Kulizin & Martynenko (NN 8 и R 244), известных 
из России, и C. vietnamica Gusev et al. (VN  873 и 
VN 877) из Вьетнама. Внутри этой клады проис-
ходит разделение на видовые подклады (рис. 3). 

Ветвь штамма VNG 2086 является сестринской 
к подкладе C. platyuris с максимальным значени-
ем апостериорной вероятности (BI). Подклада 
штаммов VNG 2079 и VNG 2083, имеющих оди-
наковые нуклеотидные последовательности, род-
ственна подкладе C. vietnamica c низкой поддерж-
кой BI, но высокой ML поддержкой (0.52/96). 

На дереве, построенном на основании анализа 
последовательностей межгенного транскрибиру-
емого спейсера 2 (ITS2) рДНК, выявленная при 
анализе консервативных генов топология по-
вторялась, но уже с другими величинами стати-
стических поддержек. Так, общая клада C. lundii 
имела максимальные поддержки. Ветвь штамма 
VNG 2086 была родственной C.  platyuris, но уже 
с высокими значениями BI и ML (1/98). Подкла-
да штаммов VNG 2079 и VNG 2083 также была 
родственной подкладе C. vietnamica, однако из-за 
длины ветвей – без статистически значимых под-
держек (рис. 4).
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Ниже приведены морфологические описания 
новых видов рода Cryptomonas и данные об их рас-
пространении.

Cryptomonas pascheri Martynenko et Gusev sp. nov. 
(рис. 2а–2в).

Cells flattened in dorso-ventral plane, more or less 
symmetrical. In broad view, cells are wide elliptical. 

(а) (б) (в)

(г) (д) (е)

(ж)

Ж

П

М

(з) (и)

Apex in ventral view with a shallow notch, antapex is 
rounded. In lateral view, cell with rounded apex and 
rounded antapex, and has a convex dorsal part. One 
plastid without visible pyrenoids. The furrow-gullet 
system extends to one half of the cell and lined with 
ejectosomes. Cells (absolute minimum and maximum 
values of strain VNG 2086) 26–32 µm long, 16–21 µm 

Рис. 2. Новые для науки виды рода Cryptomonas из Вьетнама: а–в – Cryptomonas pascheri sp. nov. (а – вид с брюшной стороны, б – вид 
с дорсальной стороны, в – вид сбоку (левая сторона)); г–и – Cryptomonas playfairii sp. nov. (г–е – вид с брюшной стороны (е – клетка 
частично повернута налево), ж – вид с дорсальной стороны, з – вид сбоку (левая сторона), и – вид сбоку (правая сторона)). Стрел-
ками обозначены: г – глотка, выстланная эжектосомами, ж – жгутики, м – тельца Мопа, п – пиреноид. Шкала – 10 мкм.
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wide, 16–19 µm thick. Species differs from others 
of the genus by nuclear ITS2, LSU and SSU rDNA, 
and chloroplast psbA gene nucleotide sequences. 
Diagnostic molecular characters are presented below.

CrpaschLSU01_1 stands in the helix C1/e1, 
including the terminal loop: [GCGCAGCGGGAUC
CUAAGGCUGGAGCUUGCUCCAACCUGCAU
CAUGCCGUUGCGC] [(((((((((.((....(((.(((((....))))
).))).....)).)))))))))],

CrpaschLSU01_2 is in the terminal part of the 
helix C1/e3, including the apical loop: [AGACAAG
GCUCGGAGGGCGGAAGGGUAACACCGACU
GGCUCCGGGCGCAUGA] [...((..((((((((..(((..((...
...))..))).))))))))...)).],

CrpaschITS201_1 encompasses the 5ʹ-part of 
ITS2-molecule’s helix III, including IIIa and IIIb 
conservative regions:

Рис. 3. Дерево, отображающее филогенетические связи 69 представителей рода Cryptomonas. Роды Rhodomonas, Hemiselmis и 
Guillardia выбраны в качестве внешней группы. Новые виды C. pascheri и C. playfairii выделены прямоугольниками. Дерево 
построено на основании сравнения нуклеотидных последовательностей консервативных маркеров: фрагментов генов малой 
и большой рибосомальных субъединиц ядерной ДНК (18S и 28S рДНК) и фрагмента гена psbA хпДНК с помощью Байесов-
ского подхода (BI) и методом максимального правдоподобия (ML). В узлах – Байесовская апостериорная вероятность (слева) 
и величина бутстрепа ML (справа). 
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Рис. 4. Дерево, отображающее филогенетические связи 69 представителей рода Cryptomonas, построенное на основании ана-
лиза межгенного транскрибируемого спейсера ITS2 рДНК с помощью Байесовского подхода (BI) и методом максимального 
правдоподобия (ML). В узлах Байесовская апостериорная вероятность (слева) и величина бутстрепа ML (справа). Новые 
виды C. pascheri и C. playfairii выделены прямоугольниками. 

[ C A G A G C U U C A G C U G U G A U A C G C
C A A G A C G G U G U G C C A G C C U C U C U ] 
[(((((((((((.......((((...((((((((...(((.(((((].

H o l o t y p e . A large drop of unfixed dried cells 
of the strain VNG 2086 on watercolour paper (hic 
designatus), deposited at MHA (Herbarium, Main 
Botanical Garden, Botanicheskaya Str. 4, Moscow, 
127276, Russia) under the designation Cryptomonas 
pascheri Vietnam Gusev 23-1 MHA, strain VNG 2086. 

R e f e r e n c e  s t r a i n . Representative living 
strain VNG 2086 and DNA sample maintained 

at the Laboratory for Soil Zoology and General 
Entomology, IEE RAS. The strain is also conserved as 
a formaldehyde-fixed sample. The strain VNG 2086 
was isolated by N. Martynenko.

R e p r e s e n t a t i v e  D N A  s e q u e n c e s . 
OR947705 (nuclear SSU rDNA), OR947703 (nuclear 
ITS2 and partial nuclear LSU rDNA), OR947645 
(psbA cpDNA).

T y p e  l o c a l i t y . Periphyton in Đồng Nai 
River, Cat Tien National Park, Dong Nai Province, 
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Vietnam. N 11°27՛2՛՛ E 107°26՛34՛՛, collected by 
N. Martynenko and D. Kapustin on February 2020. 

E t y m o l o g y : The epithet is named in honor 
of A.A. Pascher (1881−1945), a famous researcher, 
for his contribution to the study of systematics of 
cryptomonads.

D i s t r i b u t i o n . To date, C. pascheri has only 
been observed in the type locality. At the time of 
collection, the pH was 6.8, specific conductance 61 μS 
cm‒1, and temperature 28.1°C.

П р и м е ч а н и е . Клетки C. pascheri уплощен-
ные, широкоэллиптические, с небольшой выем-
кой в передней части клетки при виде с брюшной 
стороны. При виде сбоку клетка с закругленными 
передней и задней частями и с выпуклым спин-
ным краем. Клетки с массивным хлоропластом 
без видимых пиреноидов. Размеры клеток штам-
ма VNG 2086 26–32 мкм длиной, 16–21 мкм ши-
риной, 16–19 мкм толщиной. Вид отличается от 
других видов рода Cryptomonas нуклеотидными 
последовательностями 18S, 28S, ITS2 рДНК и 
psbA хпДНК. Найден только в типовом местооби-
тании в перифитоне р. Донгнай в пределах наци-
онального парка Каттьен (провинция Донгнай, 
Вьетнам).

Cryptomonas playfairii Martynenko et Gusev sp. 
nov. (рис. 2г–2и).

Cells flattened in dorso-ventral plane, elongated 
and narrowed towards the antapical end, in broad view 
elliptical to slightly asymmetrical. Apex in ventral view 
with a notch, antapex is rounded. In lateral view cells 
are narrow elliptical with rounded apical and antapical 
ends. The furrow-gullet system extends to one half 
of the cell and lined with ejectosomes. Single plastid 
with up to four pyrenoids, located in different planes. 
Cells (absolute minimum and maximum values of 
strain VNG 2079) 18–26 µm long, 10–12 µm wide, 
9–10 µm thick. Species differs from others of the genus 
by the order of nucleotides in nuclear ITS2, LSU and 
SSU rDNA, and chloroplast psbA gene sequences. 
Diagnostic molecular characters are presented below. 

CrplayLSU01_1 located in the transcript of LSU 
rRNA in the helix C1/e1:

[GCGUGGCGGGAUCCUGAGGCUGGAGC
UUGCUCCAACCUUUACCAUGCCGUCGCGC] 
[(((((((((.((...((((.(((((....))))).))))....)).)))))))))],

CrplayLSU01_2 situated in the terminal part of 
helix C1/e3:

[GAUAAGGCUUGGAGGGCAGAAGGG
UAACACCGACUGGCUCUAAGCGCAUU] 
[(((...((((((((..(((..((......))..))).))))))))..)))],

CrplayITS201_1 locates in the 5’-part of ITS2-
molecule’s helix III, including IIIa and IIIb 
conservative regions:

[ A C G UAU C A G A A G C U C C A G C U G AU
A C A C C A G G A C A G U G C G C C A G C C U C U ] 
[((.(((((((((.(((((.....(((((.(((.((((..((..(((((].

H o l o t y p e . A large drop of unfixed dried cells 
of the strain VNG 2079 on watercolour paper (hic 
designatus), deposited at MHA (Herbarium, Main 
Botanical Garden, Botanicheskaya Str. 4, Moscow, 
127276, Russia) under the designation Cryptomonas 
playfairii Vietnam Gusev 23-2 MHA, strain VNG 
2079.

R e f e r e n c e  s t r a i n . representative living 
strain VNG 2079 and DNA sample maintained 
at the Laboratory for Soil Zoology and General 
Entomology, IEE RAS. The strain is also conserved as 
a formaldehyde-fixed sample. The strain VNG 2079 
was isolated by N. Martynenko.

R e p r e s e n t a t i v e  D N A  s e q u e n c e s 
f o r  t h e  s t r a i n  V N G  2 0 7 9 . OR947706 
(nuclear SSU rDNA), OR947702 (nuclear ITS2 and 
partial nuclear LSU rDNA), OR947647 (psbA cpDNA).

S e q u e n c e s  o f  a n o t h e r  s t r a i n  o f 
t h e  s p e c i e s ,  r e g i s t e r e d  i n  G e n B a n k . 
VNG 2083 (OR947707, OR947701, OR947646, 
respectively).

T y p e  l o c a l i t y . Lake Bàu Sấu, Cat Tien 
National Park, Dong Nai Province, Vietnam. N 
11°27′34′′ E 107°20′41′′, collected by N. Martynenko 
and D. Kapustin on February 2020. 

E t y m o l o g y . The epithet is named in honor of 
G.I. Playfair (1871–1922), for his contribution to the 
study of cryptomonads.

D i s t r i b u t i o n : To date, C. playfairii has only 
been observed in the type locality. At the time of 
collection, the pH was 5.7, specific conductance 63 μS 
cm‒1, and temperature 29.3°C.

П р и м е ч а н и е .  Клетки Cryptomonas play
fairii уплощенные, удлиненные, эллиптические 
и часто немного асимметричные, суженные 
к заднему концу, с заметной выемкой в перед-
ней части клетки при виде с брюшной стороны. 
При виде сбоку клетки удлиненно-эллиптиче-
ские, с закругленными передней и задней частя-
ми. Клетки с одним хлоропластом, имеющим до 
четырех пиреноидов, расположенных в различ-
ных плоскостях. Размеры клеток штамма VNG 
2079 18–26 мкм длиной, 10–12 мкм шириной, 
9–10 мкм толщиной. Вид отличается от других 
видов рода Cryptomonas нуклеотидными после-
довательностями 18S, 28S, ITS2 рДНК и psbA  
хпДНК. Найден только в типовом местообитании 
в планктоне оз. Бау Сау в пределах Национально-
го парка Каттьен (провинция Донгнай, Вьетнам).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Оба обнаруженных и описанных нами вида 

входили в кладу, изначально сформированную 
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штаммами вида C. lundii. Вид C. lundii описан из 
пруда в Германии (Hoef-Emden, Melkonian, 2003). 
За основу морфотипа вида взят рисунок, при-
веденный J.W.G. Lund (1942), в честь которого 
впоследствии и был назван вид. Отдельная ветвь, 
образованная единственным на тот момент штам-
мом C. lundii CCAC 0107 (=CCAP 979/69 = M0850), 
входила в кладу “LB” (“long branch”) вместе с ви-
дами C. gyropyrenoidosa Hoef-Emden & Melkonian, 
C. borealis Skuja emend. Hoef-Emden & Melkonian и 
Cryptomonas paramaecium (Ehrenberg) Hoef-Emden 
& Melkonian (Hoef-Emden, Melkonian, 2003). Кла-
да названа так из-за наличия у еe представителей 
ускоренных темпов изменения пластидного ге-
нома, выявленного в анализах хлоропластных ге-
нов (Hoef-Emden, 2005; Hoef-Emden et al., 2005), 
что приводит к образованию длинных ветвей 
на филогенетическом дереве. Однако, добавле-
ние новых штаммов из различных природных 
зон дифференцировало эту кладу на комплек-
сы близкородственных видов. Так, из водоемов 
Вьетнама был описан первый вид, родствен-
ный C. lundii – C. vietnamica (Gusev et al., 2020). 
Затем из водоемов России описали еще виды 
из комплекса C.  lundii: C. kisselevii и C. platyuris 
(Gusev et al., 2022). Вид C.  kisselevii морфологи-
чески схож с C. lundii, хотя имеет более округлые 
клетки. В то же время C. platyuris, известный из 
России и Европы, морфологически почти не от-
личим от C. vietnamica из Вьетнама и основной 

характеристикой, разграничивающей эти виды, 
остаются молекулярно-генетические признаки.

Морфологически C. pascheri похож на C. kis
selevii, но в каждом из филогенетических анали-
зов входит в отдельную подкладу, образованную 
совместно с C. platyuris. Для разграничения этих 
видов использовали метод анализа компенса-
торных замен оснований (CBCs) во вторичной 
структуре ITS2 рРНК. Концепцию CBC успеш-
но применяли для разграничения видов рода 
Cryptomonas (например, Hoef-Emden, 2007; Gusev 
et al., 2022; Martynenko et al., 2022a). По мнению 
Coleman (2000) и Müller et al. (2007), наличие ком-
пенсаторных замен во вторичной структуре ITS2 
рРНК можно использовать для разграничения 
видов. Согласно данной концепции, два организ-
ма/штамма, чьи последовательности ITS2 отли-
чаются хотя бы на одну CBC в консервативных 
областях шпилек Helix II и Helix III, представляют 
собой два разных биологических вида (Coleman, 
2000). По данным (Müller et al., 2007, Wolf et al., 
2013) наличие хотя бы одной CBC во всей мо-
лекуле ITS2 достаточно для разделения видов. 
Описанный нами вид C. pascheri отличается нео-
бычно длинным спейсером ITS2 (427 пн) при ва-
риации длины 338–368 пн у других представите-
лей клады, что выражается в удлинении каждой 
из шпилек. Также C. pascheri имеет пять компен-
саторных замен со схожим с ним морфологически 
C. kisselevii и две – с близким филогенетически  
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Рис. 5. Модели вторичной структуры ядерного внутреннего транскрибируемого спейсера 2 у исследуемых видов. Черные 
прямоугольники обозначают позиции компенсаторных замен оснований (CBCs) между C. pascheri (a), C. playfairii (б) и обо-
значенными на рисунке видами, где 1A – C. playfairii VNG 2079, 1B – C. pascheri VNG 2086, 2 – C. kisselevii NN 21, 3 – C. lundii 
CCAC 0107, 4 – C. platyuris R 244, 5 – C. vietnamica VN 873.
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видом C. platyuris. Различия с другими близкими 
видами показаны на рис. 5а.

Клетки C. playfairii, имеющие меньшие раз-
меры и до четырех пиреноидов, отличаются 
от других представителей клады C. lundii. Из фи-
логенетически близких к кладе C. lundii видов пи-
реноиды присутствуют только у C. gyropyrenoidosa, 
имеющего четыре пиреноида в разной плоско-
сти, и C. cattiensis Martynenko, Gusev, Kapustin & 
Guseva (Martynenko et al., 2020b), клетки которого 
больше и снабжены только двумя пиреноидами. 
Морфологически C. playfairii сравним с предста-
вителями клады PyrX (Hoef-Emden, 2007), име-
ющими мелкие клетки и отличающиеся между 
собой только по молекулярно-генетическим при-
знакам. В этой кладе четыре пиреноида присут-
ствуют лишь у C. indica Gusev et al. (Gusev et al., 
2021). Наличие четырех пиреноидов указано 
также для C. tetrapyrenoidosa Skuja emend. Hoef-
Emden & Melkonian и C. uralensis Martynenko, 
Gusev, Kulizin & Guseva (Martynenko et al., 2020a). 
Возможно, морфотип вида C.  playfairii представ-
лен так называемой “криптоморфой”, в то время 
как остальные представители клады представле-
ны “кампиломорфой”, что и обуславливает такие 
различия. Для точного установления морфологи-
ческих форм (крипто- и кампиломорф), возмож-
но, соответствующих гаплоидной и диплоидной 
стадиям (Altenburger et al., 2020), требуется более 
подробное изучение жизненного цикла и иссле-
дования с помощью трансмиссионной электрон-
ной микроскопии, что не было задачей данного 
исследования.

На филогенетических деревьях, построенных 
на основании набора данных 18S+28S рДНК+psbA 
хпДНК и отдельно массиве ITS2 рДНК, выявле-
но отдельное положение подклады C. playfairii. 
Во всех анализах наиболее близким к C. playfairii 
видом был C. vietnamica. Анализ компенсаторных 
замен во вторичной структуре ITS2 рРНК выявил 
наличие компенсаторных замен между C. playfairii 
и близкими ему видами. Данный вид отличается 
от C. vietnamica четырьмя заменами пар основа-
ний (рис. 5б).

Несмотря на активное изучение криптофито-
вых водорослей за последние 20 лет, разнообразие 
этой группы еще сильно недооценено (Gusev et al., 
2022; Hornberger et al., 2023). Новые нуклеотидные 
последовательности штаммов криптофитовых во-
дорослей и данные метабаркодингового анализа 
расширяют уже известное разнообразие в кладах и 
образуют новые клады на филогенетическом дре-
ве (Hoef-Emden, Archibald, 2017; Hornberger et al., 
2023). Также данные, полученные в результате 
высокопроизводительного секвенирования при-
родных проб, позволяют изучить биогеографию 
группы. Например, исследование малого эфе-
мерного водоема площадью 20 м2 выявило 16 ASV 

(amplicon sequences variants) уже известных видов 
рода Cryptomonas и дополнительно еще 13 клад, 
не отнесенных ни к одному из описанных видов 
(Hornberger et al., 2023). Также в работе Hornberger 
et al. (2023) были выявлены ASV, принадлежащие 
Cryptomonas lundii (ASV 109 и ASV 201). Однако 
при ближайшем рассмотрении, данные варианты 
также имеют компенсаторные замены по срав-
нению с типовым штаммом для C.  lundii CCAC 
0107. Таким образом, вид C. lundii был подтверж-
ден молекулярно-генетическими данными толь-
ко в Германии (Hoef-Emden, Melkonian, 2003) и 
России (Кулизин и др., 2022). Однако во вторич-
ной структуре ITS2 у штаммов из водоемов Рос-
сии имеются восемь нуклеотидных замен, одна 
hemi-CBC и одна CBC по сравнению с типовым 
штаммом. Это свидетельствует, что организмы, 
отмеченные в России, могут представлять собой 
криптический таксон в составе клады C. lundii. 
Изучение трех штаммов криптофитовых водо-
рослей, изолированных в тропическом регионе, 
позволило найти и описать два новых вида из 
клады C. lundii, но действительное разнообразие 
в группе еще предстоит выяснить. Считается, что 
криптомонады – это космополитные организмы 
(Hoef-Emden, 2007). При этом, данная группа 
организмов наиболее изучена в умеренной зоне 
Северного Полушария (Hoef-Emden, Melkonian, 
2003; Hoef-Emden, 2007). В тропическом регионе 
представители пресноводных криптомонад почти 
не исследованы. В начале XX в. из субтропическо-
го региона Австралии описано четыре вида рода 
Cryptomonas: C. ampulla Playfair, C. maxima Playfair, 
C. gemma Playfair, C. oblonga Playfair (Playfair, 1921). 
Все эти таксоны требуют ревизии, причем, на ос-
новании цвета хлоропластов, последние два из 
них отнесены к роду Chroomonas (Pascher, 1925). 
Также к настоящему времени из тропического ре-
гиона уже описаны четыре новых вида криптофи-
товых водорослей из различных местообитаний 
на основе молекулярно-генетических методов. 
Виды C. vietnamica и C. cattiensis описаны из водое-
мов Вьетнама (Gusev et al., 2020; Martynenko et al., 
2020b), Cryptomonas tropica Martynenko, Kezlya & 
Gusev – из почв тропического леса (Martynenko 
et al., 2022a). Из горного водохранилища Индии 
описан C. indica (Gusev et al., 2021). Все четыре 
описанных таксона пока не отмечены за предела-
ми тропического региона. Таким образом, наша 
находка двух новых для науки видов расширяют 
данные о разнообразии рода Cryptomonas в це-
лом и дополняют данные об уникальности флоры 
тропического региона. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на долгую историю изучения, 

криптофитовые водоросли до сих пор остаются 
слабо изученными организмами и в пресных, и 
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в морских экосистемах. Новые молекулярно-ге-
нетические данные позволяют описывать новые 
для науки таксоны из различных регионов пла-
неты. Активно исследуется биоразнообразие тро-
пического региона, в частности, Вьетнама, где 
на основании изучения трех новых штаммов опи-
саны два новых вида рода Cryptomonas – C. pascheri 
sp. nov. и C. playfairii sp. nov. Выявленные виды 
по данным анализа нескольких генетических ре-
гионов относятся к одной кладе, но имеют раз-
ные морфологические характеристики. К на-
стоящему времени молекулярно-генетические 
характеристики являются единственными надеж-
ными признаками для разграничения видов рода 
Cryptomonas.
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Two New Species of the Genus Cryptomonas (Cryptophyta: Cryptophyceae)  
from Cat Tien National Park (Vietnam)
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In this paper, we describe two new species of the genus Cryptomonas from Cat Tien National Park (Vietnam): 
Cryptomonas pascheri and Cryptomonas playfairii, based on morphological characteristics and molecular 
analysis of the 18S, 28S, ITS2 rDNA and psbA cpDNA regions. The concept of compensatory base 
substitutions (CBCs) was also used for delimiting taxa. Both species are included in the same clade with 
C. lundii. If C. pascheri is morphologically similar to other species of the clade, then C. playfairii has obvious 
morphological differences. Each of the described species has clear molecular differences from related species 
in the C. lundii clade.

Keywords: cryptophytes, Cryptomonas lundii clade, Сryptomonas pascheri sp. nov., Cryptomonas playfairii sp. 
nov., biodiversity, tropics, Vietnam 


