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Выполнен морфологический и молекулярно-генетический анализ четырех штаммов почвенных эу-
стигматофитовых водорослей, выделенных из серых лесных почв Московской и Тульской областей
России. По данным 18S рРНК и ITS2 филогении, изученные штаммы Альгологической коллекции
ACSSI (Algal Collection of Soil Science Institute) являются представителями рода Vischeria. Морфоло-
гически они близки к V. magna, однако только один штамм ACSSI 026 с высокой статистической
поддержкой кластеризовался с аутентичным штаммом SAG 2554. Остальные штаммы образовали
отдельную независимую группу.
Систематика рода представляется проблемной из-за неразрешенности филогенетического дерева
18S рРНК и ITS2, неинформативности вариабельных регионов V4–V5 и V8–V9 гена 18S рРНК и без-
успешности CBC-подхода, основанного на разделении близкородственных видов при наличии хотя
бы одной CBC в консервативных регионах вторичной структуры ITS2. Предполагается, что увели-
чение количества штаммов эустигматофитовых водорослей, выделенных из различных биотопов,
использование пластидных генов или глубокого секвенирования всего пластидного генома, изуче-
ние ультраструктурных, физиологических, биохимических характеристик позволит разработать
концепцию вида у эустигматофитовых водорослей в целом и рода Vischeria в частности.
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Пятьдесят лет назад Hibberd и Leedale (1971),
исследовав 12 родов коккоидных желто-зеленых
водорослей, обнаружили у них уникальные уль-
траструктурные и биохимические особенности,
позволившие выделить их в новый класс водорос-
лей – Eustigmatophyceae. В настоящее время эу-
стигматофитовые водоросли представляют собой
самостоятельную линию отдела Ochrophyta, со-
стоящую из 102 таксономически признанных ви-
дов, принадлежащих 18 родам, восемь из которых
являются монотипными (Guiry, Guiry, 2021). Это
свидетельствует о недостаточной изученности
таксономического разнообразия группы, боль-
шинство новых членов которой только предстоит
описать. Полагают, что в настоящее время обна-
ружено только от 0.2 до 2% видов эустигматофи-
товых водорослей (Norton et al., 1996). Группа
представлена, как правило, мелкими неподвиж-
ными одноклеточными, реже колониальными

коккоидными водорослями различной формы
(шаровидной, эллипсоидной, цилиндрической,
яйцевидной, полиэдрической, звездчатой, вере-
теновидной или дисковидной), некоторые из них
имеют ножку или разветвленные выступы. В
клетке имеется обычно один желто-зеленый хло-
ропласт с одним или несколькими пиреноидами
(реже без пиреноида). Типичными характеристи-
ками является отсутствие хлорофилла с и присут-
ствие виолаксантина. Воспроизведение происхо-
дит путем образования автоспор и зооспор с 1–
2 передними различными по строению жгутика-
ми (иногда присутствует задний голый жгутик).
Прямых наблюдений полового процесса не опи-
сано, однако данные полногеномного секвениро-
вания предполагают его присутствие у некоторых
видов (Elias et al., 2017). Большинство эустигмато-
фитовых живут в пресной воде, два рода морские
(Nannochloropsis Hibberd, Microchloropsis Fawley,
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Jameson et Fawley), а некоторые представители
встречаются в наземных экосистемах, в которых
редко доминируют. Часть таксонов предпочита-
ют обитать в условиях среды с pH менее 7. Боль-
шой интерес к эустигматофитовым водорослям
со стороны биотехнологии обусловлен их способ-
ностью к синтезу липидов, в том числе полинена-
сыщенных жирных кислот (Pal et al., 2013; Gao et
al., 2016, 2018; Wang et al., 2018), а также пигмен-
тов, стеролов, витаминов (Patterson et al., 1994;
Durmaz, 2007; Li et al., 2012; Stoykova et al., 2019;
Stoyneva-Gärtner et al., 2019; Martins et al., 2021).
Оптимизируя лабораторные условия их культи-
вирования, можно многократно увеличить про-
дукцию нужных метаболитов (Cepák et al., 2014;
Remias et al., 2020). Кроме того, описано эффек-
тивное применение штаммов эустигматофитовых
водорослей для биоремедиации загрязненных
сред (Fukuda et al., 2014; Upadhyay et al., 2016). По-
добная востребованность группы говорит о необ-
ходимости поиска и открытия новых таксонов,
инвентаризации и ревизии коллекционных
штаммов, что требует их правильной идентифи-
кации.

Традиционно роды Eustigmatos Hibberd и Vische-
ria Pascher различались наличием выростов на
клеточной оболочке у последнего (Hibberd, 1981;
Ettl, Gärtner, 1995). Хотя было отмечено, что ста-
рые культуры (свыше 6 месяцев культивирова-
ния) E. magnus (Petersen) Hibberd характеризова-
лись присутствием клеток с выростами (Safiullina
et al., 2014). Внутри рода Eustigmatos было описано
четыре вида, различающиеся размерами вегета-
тивных клеток и зооспор. Для E. vischeri Hibberd
диаметр клеток составлял 7–9 мкм (максимально
до 20–30 мкм), для E. polyphem (Pitschmann) Hib-
berd 14–25 мкм в диаметре и зооспоры до 24 мкм
длиной, у E. magnus клетки 14–34 мкм в диаметре
и зооспоры 12 мкм длиной, у E. calaminaris
Trzcinska et Pawlik-Skowronska клетки 7–12 мкм в
диаметре (редко до 18–30 мкм) и зооспоры 7–
12 мкм длиной. Последняя ревизия на основе
данных морфологии, 18S рРНК и ITS2-филоге-
нии объединила роды Eustigmatos и Vischeria в
один (Krivenda et al., 2018). В настоящее время род
Vischeria насчитывает 16 таксономически приня-
тых видов, при этом для девяти из них (V. aculeata
Pascher, V. aster Pascher, V. gemma Pascher, V. gibbosa
Pascher, V. regularis Pascher, V. rimosa Pascher, V. tet-
raedroides Pascher, V. torta Pascher, V. undulata Pas-
cher) отсутствуют депонированные нуклеотидные
последовательности в GenBank, а длина последо-
вательности 18S рРНК аутентичного штамма
V. magna (Petersen) Kryvenda, Rybalka, Wolf et
Friedl SAG 2554 не превышает 300 п.н. Таким об-
разом, филогения данного рода остается все еще
слабо изученной.

Целью настоящей работы является морфоло-
гический и молекулярно-генетический анализ

четырех штаммов эустигматофитовых водорос-
лей из Альгологической коллекции ACSSI.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Изоляция штаммов и условия культивирования.

Штаммы ACSSI 012 и 081 были выделены из верх-
него гумусового горизонта серой лесной почвы
Московской области (54°50'03"N 37°34'24"E),
штаммы ACSSI 013 и 026 – из второго гумусового
горизонта в виде кротовин, серой лесной почвы
Тульской области (54°23'30.1"′N 38°10'53.5"E). Из
образцов стерильно отобранных почв готовили
водно-почвенную суспензию и наносили ее на
поверхность твердой питательной среды BG11
(1%-ный агар, pH = 7.0) на чашке Петри, одно-
временно образцы почвы добавляли к жидкой
среде BG11 в 96-луночном культуральном план-
шете. Далее культуры были доведены до альголо-
гически чистых с помощью многократного пере-
сева. Культивирование штаммов проводили в
климатостате KC-200, (Смоленское СКТБ СПУ,
Россия) при стандартных условиях (температура
+23–25°С, свет 60–75 μмоль фотонов м–2 с–1, фо-
топериод 12 ч.).

Морфологический анализ. Морфологию и жиз-
ненные циклы штаммов эустигматофитовых изу-
чали методами световой микроскопии (светлое
поле и интерференционный контраст) с помо-
щью микроскопов Leica DM750 и Carl Zeiss Axio
Scope A1 (Германия). Результаты наблюдений до-
кументированы рабочими рисунками и фотогра-
фиями, снятыми с помощью цветной цифровой
камеры Carl Zeiss MRc 5 (Германия), морфологи-
ческие характеристики приведены в табл. 1. Сро-
ки наблюдения составляли от 2 недель до
6 месяцев. При морфологической идентифика-
ции штаммов учитывали тип организации талло-
ма; форму и размеры клеток; наличие и толщину
слизистых оболочек; количество и тип хлоропла-
стов; наличие пиреноида и структуру крахмаль-
ной обкладки; способы размножения, присут-
ствие гигантских клеток и шиповидных выро-
стов. Для оценки размеров вегетативных клеток
проводили 100 измерений для каждого штамма,
для автоспор – 20. Расчеты минимального, мак-
симального, среднего значения и стандартного
отклонения выполняли в ПО Видеозавр (Россия).
Каждый штамм был предварительно идентифи-
цирован на основе данных морфологии.

Экстракция ДНК, амплификация, секвенирова-
ние. Далее идентификация морфовидов подтвер-
ждалась с помощью молекулярно-генетических
методов. Суммарную ДНК выделяли с помощью
набора DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, США), сле-
дуя протоколу производителя. Для амплифика-
ции использовали готовую смесь для ПЦР Screen
Mix-HS (Евроген, Россия). Праймеры и условия
для амплификации выбранных маркеров указаны
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в табл. 2. Детекцию целевых ПЦР-продуктов про-
водили электрофоретически в 1%-ном агарозном
геле. Для дальнейшей очистки ампликонов из ге-
ля применяли набор Cleanup Mini (Евроген, Рос-
сия). Секвенирование нуклеотидных последова-
тельностей осуществляли на базе ЗАО “Синтол”
(Россия).

Молекулярно-генетический анализ. Для фило-
генетического анализа штаммов был выполнен
поиск гомологии нуклеотидных последователь-
ностей по алгоритму BLAST в GenBank, составле-
ны наборы из собственных и депонированных в
GenBank последовательностей (табл. 3). Назва-
ния штаммов, нуклеотидные последовательности
которых были использованы в этом исследова-
нии, приведены в соответствии с их названиями в
генетической базе данных. Всего в анализ вошло
86 последовательностей гена 18S рРНК длиной
1781 п.н. и 18 последовательностей спейсера ITS2
длиной 397 п.н. В программе BioEdit по алгорит-
му ClustalW было выполнено множественное вы-
равнивание. Для выбора модели нуклеотидных

замен использовали программу jModelTest. Ре-
конструкцию филогенетических взаимосвязей
осуществляли методом максимального правдопо-
добия (ML) в программе PhyML. Статистическая
поддержка топологии дерева была оценена с по-
мощью бутстрэп-анализа (1000 повторностей) и
указана в узлах ветвей в виде процентов (рис. 2).
Генетические различия между нуклеотидными
последовательностями гомологичных генов оха-
рактеризовали с помощью генетических дистан-
ций. Мерой генетических различий являлся про-
цент несовпадений нуклеотидов при попарном
сравнении выровненных последовательностей,
вычисление которого проводили в программе
MEGA 5.0. Филогенетические деревья визуализиро-
вали с помощью программы FigTree v1.3.1. Границы
вариабельных участков V4-V5 и V8-V9 гена 18S рРНК
были обнаружены автоматическим поиском при вы-
равнивании последовательностей и праймеров
v4_Reuk454FWDI (CCAGCASCYGCGGTAATTCC)
и v4-v5_1132r (CCGTCAATTHCTTYAART), V8_V8f
(ATAACAGGTCTGTGATGCCCT) и V9_1510r

Таблица 1. Морфологическая характеристика штаммов ACSSI
Table 1. Morphological features of ACSSI strains

Примечание. Для зрелых клеток указаны минимальные и максимальные значения диаметра, в скобках – среднее значение ±
стандартное отклонение, для автоспор указаны минимальные и максимальные значения длины и ширины, в скобках – сред-
нее значение ± стандартное отклонение.
Note. For mature cells, the minimum and maximum diameters are specified, with the mean ± standard deviation in parentheses. For
autospores, the minimum and maximum values of length and width are specified, with the mean ± standard deviation in parentheses.

Штамм
Strain

Диаметр вегетатив-
ных клеток, мкм

Diameter of vegeta-
tive cells, μm

Наличие гиган-
тских клеток

Presence of
giant cells

Наличие шипо-
видных выростов

Presence of cell 
wall projections

Размеры автоспор, мкм
Autospore size, μm

Количество 
автоспор

Number of 
autospores

V. magna 
ACSSI 012

8.4–11.9 (10.0 ± 0.87) До 32 мкм
Up to 32 μm

Не наблюдали
Not observed

8.1–11.6 × 5.6–8.2
(9.8 ± 0.87 × 6.9 ± 0.75)

2–4

V. magna 
ACSSI 013

7.1–13.7 (10.1 ± 1.42) Не наблюдали
Not observed

5.7–11.1 × 3.9–8.2
(9.1 ± 1.23 × 6.4 ± 1.08)

V. magna 
ACSSI 026

7.9–15.1 (10.7 ± 1.51) 6.0–11.5 × 5.1–10.1
(9.0 ± 1.60 × 7.3 ± 1.40)

2

V. magna 
ACSSI 081

6.9–13.4 (9.6 ± 1.21) До 24 мкм
Up to 24 μm

4.9–8.1 × 3.8–5.8
(6.4 ± 0.68 × 5.0 ± 0.54)

2–6

Таблица 2. Праймеры и условия амплификации эустигматофитовых водорослей
Table 2. Primers and amplification conditions for eustigmatophyte algae

Локус
Locus

Праймер
Primer

Последовательность (5'–3')
Sequence

Условия амплификации
Amplification conditions

Ссылка
Reference

18S рРНК
18S rRNA 

18S F AACCTGGTTGATCCTGCCAGT 95°C – 5 min; 95°C – 1 min, 
55°C – 1 min, 72°C – 2 min,
25 cycles; 72°C – 5 min

Katana et al., 2001
Fawley et al., 2014Eustig R1 GTTATAAACTCGTTGAACGCA

ITS2 ITS-F-Visch GCGCCGTTGGCTTCTAGCC 94°C – 3 min; 94°C – 1 min, 
53°C – 1 min, 72°C – 2 min,
35 cycles; 72°C – 10 min

Procházková, 2012
ITS4-Eustig TCCTCCGCTTAGTTATATGC
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(CCTTCYGCAGGTTCACCTAC), соответственно
(Bradley et al., 2016).

В качестве инструмента разделения видов был
использован подход, предложенный A. Coleman
(2000, 2009), которая показала, что наличие хотя
бы одной компенсаторной замены (compensatory
base change, CBC) в консервативных регионах
ITS2 (10 пар нуклеотидов для II шпильки и 18 пар –
для III шпильки) у двух водорослей коррелирует с
их полной половой несовместимостью. Напро-
тив, замены в менее консервативных регионах (I
и IV шпильки), а также полукомпенсаторные за-
мены (hCBC) в консервативных регионах не бы-
ли связаны со способностью скрещиваться. На
основе мета-анализа большого числа данных
Müller с соавт. (2007) установили, что наличие да-
же одной CBC в 93% исследованных случаев ука-
зывает на принадлежность организмов к разным
видам. Для анализа вторичной структуры ITS2
была выполнена аннотация спейсера в ITS2-Da-
taBase (http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerz-
burg.de), его фолдинг с помощью RNAfold web
server (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWeb-
Suite/RNAfold.cgi), визуализация посредством
программы PseudoViewer3 (Byun, Han, 2009), вы-
равнивание ITS2 с учетом вторичной структуры и
поиск CBC осуществляли в программе 4SALE.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Морфологический анализ. Наблюдения за

штаммами ACSSI 012, 013, 026 и 081 показали их
морфологическое сходство с V. magna (≡ E. mag-
nus): шаровидные одиночные клетки в среднем
9.6–10.7 мкм в диаметре, для штаммов ACSSI 012
и 081 отмечено присутствие “гигантских” клеток
с максимальным диаметром – 32 и 24 мкм, соот-
ветственно. Клеточная оболочка гладкая, не-
скульптурированная, шиповидных выростов не
наблюдали. Хлоропласт пристенный, лопастной
с 1 полиэдрическим пиреноидом и большой крас-
ной глобулой (рис. 1). Размножение преимуще-
ственно 2–4 (ACSSI 012, ACSSI 013), 2 (ACSSI 013)
или 2–6 (ACSSI 081) автоспорами. Автоспоры эл-
липсоидной и широкоовальной формы, самые
крупные – у штаммов ACSSI 012 и 026, самые
мелкие – у штамма ACSSI 081 (табл. 1). Половой
процесс и зооспоры не наблюдали.

Молекулярно-генетический анализ. Проведен-
ный 18S рРНК-анализ подтвердил принадлеж-
ность штаммов ACSSI к роду Vischeria со 100%-
ной статистической поддержкой (рис. 2). Сест-
ринскими являются род Chlorobotrys и Characiop-
sis-подобный род, представители которого при-
надлежат эустигматофитовым, а не желто-зеле-
ным водорослям. На филогенетическом дереве
некультивируемые клоны эустигматофитовых
водорослей образуют несколько независимых
филогенетических линий, которые, возможно, в

будущем будут описаны как новые самостоятель-
ные роды. Основным местообитанием проанали-
зированных штаммов являются пресноводные
пруды и озера. Изоляты двух родов (Nannochloro-
psis и Microchloropsis) были выделены в основном
из лагун и открытого моря. Все штаммы рода
Vischeria были изолированы из почв, исключение
составляют некультивируемые клоны WS072.033
и WS071.070 из Южно-Китайского моря (табл. 3).

Кластеризация внутри рода Vischeria характе-
ризовалась низкими бутстрэп-значениями, что
свидетельствует о недостаточном филогенетиче-
ском сигнале гена, кодирующего 18S рРНК, на
видовом уровне. Анализ вариабельных регионов
V4-V5 и V8-V9, которые широко используются в
качестве ДНК-баркодов при идентификации со-
обществ эукариотических организмов, показал
наличие только двух замен у V. stellata (Chodat)
Pascher SAG 887-2 и штаммов ACSSI, соответ-
ственно. Таким образом, данная работа под-
твердила и дополнила вывод о том, что для эу-
стигматофитовых водорослей ген 18S рРНК
можно использовать для выделения высоких
таксономических рангов (Fawley et al., 2014), на-
пример, порядков. Однако, ни целый ген, ни его
вариабельные области V4-V5 и V8-V9 не подходят
для разграничения видов, в том числе в метаге-
номных исследованиях. Поэтому для уточнения
филогенетического статуса штаммов ACSSI был
проанализирован более изменчивый молекуляр-
но-генетический маркер – ITS2 (рис. 3). По дан-
ным ITS2-филогении все четыре изученных
штамма ACSSI вошли в одну группу с аутентич-
ным штаммом Eustigmatos magna SAG 2554 со ста-
тистической поддержкой 64%. Внутри данной
группы штаммы ACSSI 012, 013 и 081 образовали
первую подгруппу, штамм ACSSI 026 и SAG 2554 –
вторую (рис. 3). Высокими поддержками характе-
ризовались клада “V. punctata + V. helvetica” и “V.
stellata” – 93 и 100% соответственно. Следует от-
метить, что часть штаммов, по морфологии иден-
тифицированные как V. magna (≡ E. magnus), на
дереве ITS2 образовывали самостоятельные фи-
логенетические линии, не группируясь с аутен-
тичным штаммом SAG 2554, и, следовательно,
могут быть отдельными криптическими таксона-
ми. Аналогично штамм CCAP 860/7б, идентифи-
цированный как V. vischeri (≡ E. vischeri), не объ-
единился с аутентичным штаммом SAG 860-1.
Применение более вариабельного маркера ITS2
привело к снижению доли консервативных участ-
ков с 78% до 35% по сравнению с маркером 18S
рРНК.

Тем не менее использование первичной струк-
туры ITS2 не позволило разрешить филогению
рода Vischeria. Поэтому далее мы изучили вторич-
ную структуру ITS2 штаммов ACSSI и сравнили
ее со всеми доступными аутентичными штамма-
ми видов рода Vischeria. Длина спейсера состави-
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Рис. 1. Строение клеток штаммов Vischeria magna.
а – вегетативные клетки ACSSI 012, b – гигантские зрелые клетки ACSSI 012, с – вегетативные клетки ACSSI 013, d –
вегетативные клетки ACSSI 026, e – вегетативные клетки ACSSI 081,  f – гигантские зрелые клетки ACSSI 081. Шкала:
10 мкм.
Fig. 1. Cell structure of Vischeria magna strains.
a – vegetative cells ACSSI 012, b – giant mature cells ACSSI 012, c – vegetative cells ACSSI 013, d – vegetative cells ACSSI 026,
e – vegetative cells ACSSI 081,  f – giant mature cells ACSSI 081. Scale: 10 μm.

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)
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Рис. 2. Укорененное филогенетическое дерево эустигматофитовых водорослей, построенное методом максимального
правдоподобия (ML), на основе последовательностей гена 18S рРНК.

В качестве статистической поддержки узлов дерева указаны бутстреп-значения ML; значения <70% не показаны. Модель
нуклеотидных замен: GTR + I + G. Жирным шрифтом выделены штаммы ACSSI, * отмечены аутентичные штаммы.

Fig. 2. Rooted phylogenetic tree of eustigmatophyte algae constructed by the maximum likelihood (ML) method, based on the
18S rRNA gene (1781 bp).

ML bootstrap values are specified as statistical support for tree nodes; values < 70% are not shown. Nucleotide Substitution Mod-
el: GTR + I + G. ACSSI strains are highlighted in bold, authentic strains are marked with asterisk (*).
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Рис. 3. Укорененное филогенетическое дерево эустигматофитовых водорослей рода Vischeria, построенное методом
максимального правдоподобия (ML), на основе анализа первичной структуры ITS2.

В качестве статистической поддержки узлов дерева указаны бутстреп-значения ML; значения <70% не показаны. Мо-
дель нуклеотидных замен: SYM. Жирным шрифтом выделены штаммы ACSSI, * отмечены аутентичные штаммы.

Fig. 3. Rooted phylogenetic tree of the genus Vischeria constructed by the maximum likelihood (ML) method, based on the anal-
ysis of the primary structure of ITS2 (397 bp).

ML bootstrap values are specified as statistical support for tree nodes; values <70% are not shown. Nucleotide Substitution Mod-
el: SYM. ACSSI strains are highlighted in bold, authentic strains are marked with asterisk (*).
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ла 255 п.н., третья шпилька была самая длинная и

разветвленная (рис. 5), что было показано для

всех штаммов рода Vischeria. Во второй шпильке

присутствовал U-U мисматч, на верхушке тре-

тьей шпильки – консервативный мотив GGUC-
GG (рис. 4, 5). При сравнении вторичных струк-

Рис. 4. Сравнение вторичной структуры шпилек I, II, IV ITS2 штаммов ACSSI и аутентичных штаммов рода Vischeria.
Fig. 4. Comparison of the ITS2 secondary structure of helices I, II, IV for ACSSI strains and authentic strains of the
genus Vischeria.
a – ACSSI 013, b – ACSSI 026, c – ACSSI 081, d – Vischeria calaminaris, e – V. helvetica, f – V. magna, g – V. polyphem, h –
V. punctata, i – V. stellata, j – V. vischeri.

HI

HII

(j)(i)(h)(g)(f)(e)(d)(c)(b)(a)

27

35

14

7

411

27

35

14

7

411

27

35

14

7

411

27

35

14

7

411

27

35

14

7

411

27

35

14

7

411

28

36

15

8

421

28

36

15

8

421

28

36

15

8

421

28

36

15

8

421

(j)(i)(h)(g)(f)(e)(d)(c)(b)(a)

31

40
40 40 40 40 40

40
40 40 40

16

2621

8

461

HIV

(j)(i)(h)(g)(f)(e)(d)(c)(b)(a)

25

30

13

8

371

25

30

13

8

371

25

30

13

8

371

2513

371

25

30

13

8

371

25

30

13

8

371

2513

371

25

30

13

8

371

22

27

12

7

331

2513

371

3116

2621

8

461

3116

2621

8

461

3116

2621

8

461

3116

2621

8

461

3116

2621

8

461

3116

2621

8

461

3116

2619

8

461

3116

8

461

3116

2621

8

461



144

БОТАНИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ  том 107  № 2  2022

ТЕМРАЛЕЕВА, ПОРТНАЯ

тур ITS2 четырех штаммов ACSSI с аутентичными

штаммами видов V. calaminaris (Trzcinska et Paw-

lik-Skowronska) Kryvenda, Rybalka, Wolf et Friedl

CCALA 1014, V. helvetica (Vischer et Pascher) Hib-

berd UTEX 49, V. magna SAG 2554, V. polyphem
(Pitschmann) Kryvenda, Rybalka, Wolf et Friedl SAG

38.84, V. punctata Vischer SAG 887-1, V. stellata SAG

887-2, V. vischeri (Hibberd) Kryvenda, Rybalka, Wolf

et Friedl SAG 860-1 не было обнаружено ни одной

CBC ни между исследуемыми штаммами ACSSI,

ни между штаммами из других коллекций. Тем не

менее была найдена одна CBC во второй шпильке

Рис. 5. Сравнение вторичной структуры шпилек III ITS2 штаммов ACSSI и аутентичных штаммов рода Vischeria.
Fig. 5. Comparison of the ITS2 secondary structure of helix III for ACSSI strains and authentic strains of the genus Vischeria.
a – ACSSI 013, b – ACSSI 026, c – ACSSI 081, d – Vischeria calaminaris, e – V. helvetica, f – V. magna, g – V. polyphem, h –
V. punctata, i – V. stellata, j – V. vischeri.
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ITS2 при сравнении штаммов ACSSI с неаутен-
тичным штаммом E. magnus SAG 2506 и одна CBC
в четвертой шпильке ITS2 при сравнении с
E. magnus SAG 36.89. Данные замены не учитыва-
ются при разделении видов. Таким образом,
CBC-подход не позволяет разделить описанные
виды рода Vischeria: V. magna, V. calaminaris, V. stel-
lata, V. helvetica, V. punctata, V. vischeri и V. polyphem.
Несмотря на отсутствие CBC, необходимо отме-
тить другие различия, которые были обнаружены
во всех четырех шпильках ITS2 (рис. 4, 5). Штамм
ACSSI 026 и аутентичный штамм V. magna SAG
2554 отличались от других штаммов одной заме-
ной С → U на вершине I шпильки ITS2 (рис. 4b,
f). Штамм V. stellata SAG 887-2 отличался от
остальных видов рода одной заменой С → U на
неспаренной вершине I шпильки ITS2 (рис. 4i).
Во II шпильке ITS2 штаммов V. punctata SAG 887-1 и
V. stellata SAG 887-2 были обнаружены по одной
hCBC (рис. 4h, i), а для штамма V. vischeri SAG
860-1 был характерен распаренный участок
UUGCA, а не CUGCA как у остальных штаммов
(рис. 4j). Кроме трех hCBC и мутаций неспарен-
ных участков основания и верхушки III шпильки,
были обнаружены вставки в коротком стебле раз-
ветвленной III шпильки GC у V. helvetica UTEX 49
(рис. 5e) и V. punctata SAG 887-1 (рис. 5 h), а также
в длинном стебле разветвленной III шпильки СC
у V. calaminaris CCALA 1014 (рис. 5 d) и V. stellata
(рис. 5i), а также UC у V. vischeri SAG 860-1
(рис. 5j). Шпилька IV была наиболее вариабель-
ной и имела одинаковую hCBC у штаммов ACSSI
и V. magna SAG 2554 A-U (рис. 4a, b, c, f), U-U
мисматч у V. helvetica UTEX 49 (рис. 4e) и V. punc-
tata SAG 887-1 (рис. 4h), а также мутации на вер-
хушке шпильки. Однако наличие нескольких па-
ралогичных последовательностей ITS2 в пределах
одного штамма (Kryvenda et al., 2018) затрудняет
использование этого маркера для надежного раз-
граничения видов рода Vischeria.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенный молекулярно-генетический
анализ подтвердил, что все четыре изученных
штамма ACSSI являются представителями рода
Vischeria. Несмотря на то, что по морфотипу они
были близки к V. magna, только ACSSI 026 с высо-
кой статистической поддержкой кластеризовался
с аутентичным штаммом SAG 2554. Систематика
рода представляется проблемной из-за низкого
разрешения ветвей на филогенетическом дереве
18S рРНК и ITS2. Используемые для других групп
водорослей вариабельные регионы V4-V5 и V8-V9
гена 18S рРНК оказались неинформативны для
видовой идентификации внутри рода. CBC-под-
ход, основанный на разделении близкородствен-
ных видов при наличии хотя бы одной CBC в кон-
сервативных регионах ITS2, также не имел успе-

ха. Другие обнаруженные различия во вторичной
структуре ITS2 могут быть непоказательны вслед-
ствие внутригеномной вариации последователь-
ностей ITS2 внутри одного штамма. Вероятно,
увеличение объема выборки эустигматофитовых
водорослей, использование пластидных генов, в
частности rbcL, или глубокого секвенирования
всего пластидного генома (Amaral et al., 2020),
изучение ультраструктурных, физиологических,
биохимических характеристик позволит надежно
разделить виды рода Vischeria.
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MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR GENETIC ANALYSIS 
OF GENUS VISCHERIA (EUSTIGMATACEAE, OCHROPHYTA)

IN THE ACSSI ALGOLOGICAL COLLECTION
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Morphological and molecular genetic analysis of four strains of soil eustigmatophyte algae isolated from grey
forest soils of Moscow and Tula regions of Russia and kept in the Algal Collection of Soil Science Institute
(ACSSI) was carried out. According to the 18S rRNA and ITS2 phylogeny data, the studied strains are the
members of the Vischeria genus. They are morphologically close to V. magna; however, only one ACSSI 026
strain with high statistical support clustered with the authentic SAG 2554 strain. The other strains formed a
separate independent group. The paper shows that the taxonomy of the genus seems to be problematic due to
the unresolved phylogenetic tree of 18S rRNA and ITS2, the lack of information content of the variable re-
gions V4-V5 and V8-V9 of the 18S rRNA gene and the failure of the CBC approach based on the separation
of closely related species in the presence of at least one CBC in the conservative regions of the secondary
structure of ITS2. It is assumed that an increase in the number of strains of eustigmatophyte algae isolated
from various biotopes, the use of plastid genes or deep sequencing of the whole plastid genome, the study of
ultrastructural, physiological, and biochemical characteristics will make it possible to develop the concept of
a species in eustigmatophyte algae in general and in the genus Vischeria in particular.

Key words: eustigmatophyte algae, light microscopy, phylogeny, 18S rRNA, ITS2, CBC approach
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