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Изучение видового разнообразия зеленых коккоидных водорослей с использованием световой
микроскопии часто затруднено их сложной морфологией. Одними из наиболее таксономически
сложных являются водоросли, имеющие морфологическое и экологическое сходство с родами Brac-
teacoccus Tereg., Dictyococcus Gerneck и Pseudomuriella Hanagata. Зачастую только сравнение нуклеотидных
последовательностей позволяет осуществить достоверную идентификацию и выяснить филогенетиче-
скую принадлежность исследуемых объектов. Pseudomuriella относится к группе генетически разнооб-
разных родов, но обладающих однородной Bracteacoccus-подобной морфологией. Совместное ис-
пользование двух генетических маркеров (ядерного гена 18S рДНК и хлоропластного rbcL) наряду с
методами световой микроскопии и сопоставлением профилей жирных кислот позволило нам иден-
тифицировать штамм зеленых водорослей, выделенный из почвы искусственного сосново-белоака-
циевого насаждения на территории степной зоны Украины, как Pseudomuriella engadinensis (Kol
et Chodat) Fučiková, Rada et Lewis – первую находку данного вида во флоре водорослей Украины.
Анализ жирнокислотного состава клеток исследованного штамма показал, что содержание суммар-
ных липидов в стационарной фазе роста было на уровне 87.9 ± 2.1 мг/г сухой массы клеток, а глав-
ными жирными кислотами были пальмитиновая, гексадекадиеновая, ругановая, олеиновая, лино-
левая и α-линоленовая – на их долю приходилось 82.4% от суммы всех жирных кислот.
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ВВЕДЕНИЕ
Chlorophyta являются одной из наиболее мно-

гочисленных групп водорослей, изучение которых
происходит в различных направлениях. Многие из
них привлекают внимание своей потенциальной
биотехнологической ценностью при производ-
стве биотоплива и способностью накапливать
высокоценные биологические продукты (напри-

мер, α-токоферол или омега-3-полиненасыщен-
ные жирные кислоты) [1, 2].

Одной из наиболее многочисленных групп
Chlorophyta являются одноклеточные коккоид-
ные водоросли. Таксономическое разнообразие и
филогенетические отношения внутри этой груп-
пы остаются недостаточно изученными. Часто
обнаруживаются новые линии, для которых вы-
деление уникальной морфологии затруднительно
[3]. Одной из основных причин такой ситуации
является небольшой размер клеток у большинства
представителей и, как следствие, – плохо отличи-
мые в световой микроскоп морфологические при-
знаки. В этом случае, наряду с изучением особенно-
стей ультраструктуры клеток, имеет значение ис-
пользование молекулярно-генетических методов.
Молекулярно-филогенетические исследования
коккоидных зеленых водорослей подтверждают
наличие скрытого разнообразия внутри группы.

Сокращения: МЭЖК – метиловые эфиры жирных кислот;
СЖК – свободные жирные кислоты; BI – Байесовский
подход (от Bayesian inference); DO – ориентация базальных
тел жгутиков друг напротив друга (от directly opposed),
одноименная филогенетическая клада; LB – значение
бутстрэп для ML (от likelihood bootstrap); ML – метод
максимального правдоподобия (от maximum likelihood);
PP – апостериорная вероятность (от posterior probability).

1 Адрес для корреспонденции: Мальцев Евгений Иванович.
127276 Москва, Ботаническая ул., 35. Лаборатория молеку-
лярной систематики водных растений. Институт физиоло-
гии растений им. К.А. Тимирязева РАН. Электронная поч-
та: ye.maltsev@gmail.com
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Например, в результате ревизии Chlorophyceae и
Trebouxiophyceae уточняются объемы таксонов,
производится их разделение и описание новых [3,
4]. Большое число разных линий отмечено и внут-
ри Sphaeropleales – одного из порядков хлорофи-
циевых водорослей, характеризующегося DO ори-
ентацией базальных тел жгутиков. Большинство из
них включают несколько родов (например, Hydro-
dyctiaceae, Neochloridaceae, Scenedesmaceae и др.),
однако имеются и такие, которые состоят из од-
ного рода или вида (Bracteacoccaceae, Bracteamor-
phaceae, Chromochloridaceae, Pseudomuriellaceae).
Исследования филогении этой группы водорос-
лей часто сопровождаются созданием новых ком-
бинаций или предложением новых родов и видов.

Достаточно сложным оказался поиск критери-
ев для разграничения видов Dictyococcus Gerneck и
Bracteacoccus Tereg. Оба рода характеризуются
коккоидными представителями с несколькими
париетальными хлоропластами без пиреноидов,
наличием нескольких ядер у взрослых клеток и
образованием голых зооспор. Кроме этого, к
группе Dictyococcus-Bracteacoccus морфологически
близкой оказалась Muriella aurantiaca Vischer, ко-
торая на основании филогенетического анализа
18S рДНК была перенесена из Trebouxiophyceae в
новый род Pseudomuriella Hanagata, принадлежа-
щий к Chlorophyceae [5].

Проблема во многом разрешилась благодаря ре-
визиям Fučiková с соавторами [4, 6, 7], которые не
подтвердили близкое родство между Dictyococcus и
Bracteacoccus. Филогенетическая реконструкция
показала, что Dictyococcus занимает независимую от
Bracteacoccus позицию внутри Sphaeropleales. Авторы
указали, учитывая результаты молекулярно-филоге-
нетических исследований, что единственным отли-
чием Dictyococcus от Bracteacoccus и Pseudomuriella
является положение и форма его хлоропластов, ко-
торые соприкасаются между собой и имеют заост-
ренные края, часто загибающиеся внутрь клетки.
Выделить однозначные морфологические крите-
рии, которые достоверно разделили бы роды Bracte-
acoccus и Pseudomuriella не удалось. В тоже время
филогенетически они формируют обособленные
клады и, по-видимому, относятся к криптиче-
ским таксонам. Для Bracteacoccus характерно об-
разование голых зооспор со слегка неравными по
длине жгутиками, в то время как для Pseudomuri-
ella образование зооспор было отмечено только
один раз и без подробного изучения их жгутиков
[8]. Поэтому на данный момент длина жгутиков
не может использоваться как надежный критерий
при разграничении этих родов. Среди возможных
отличий указывается разница в строении и свой-
ствах клеточной стенки, которая проявляется в
неодинаковой чувствительности при окрашива-
нии 4',6-диамидино-2-фенилиндолом (DAPI)
или Syto11 [3]. Caisova и Melkonian [9], рассматри-
вая особенности образования вторичной структу-

ры ITS2 в Sphaeropleales, обратили внимание на
отличия в топологии спирали I. Для большинства
филогенетических линий порядка характерно
формирование дихотомически раздвоенной спи-
рали I (в том числе и для Bracteacoccus). Представи-
тели семейства Sphaeropleaceae образуют нераз-
двоенную спираль I. И только у родов Desmodesmus
(Chodat) An, Friedl et Hegewald и Pseudomuriella
спираль I в ITS2 способна принимать как нераз-
двоенный, так и раздвоенный вид. Данная черта, с
одной стороны, подтверждает самостоятельность
Pseudomuriella от Bracteacoccus, а с другой – может
выступать одной из отличительных особенностей
между данными криптическими таксонами.

На данный момент род Pseudomuriella включает
4 вида, обитающих в почве: P. aurantiaca (Vischer)
Hanagata (ранее известная как Muriella aurantiaca),
P. engadinensis (Kol et Chodat) Fučiková, Rada
et Lewis (ранее известная как Chlorellopsis engadin-
ensis Kol et Chodat, включая синонимы B. engadin-
ensis (Kol et Chodat) Starr, B. terrestris (Kol et Cho-
dat) Starr, Chlorellopsis terrestris Kol et Chodat),
P. schumacherensis Metting ex Fučiková, Rada
et Lewis (= D. schumacherensis Metting nom. inval.) и
P. cubensis Fučiková, Rada, Lukešová et Lewis. При
этом, несмотря на наличие разнообразных поч-
венных условий и длинную историю изучения во-
дорослей, до последнего времени во флоре Укра-
ины представители рода встречены лишь один
раз как Pseudomuriella sp. в почвенном образце
Kh-4 со склона северной экспозиции каньона
р. Рось (возле с. Хохитва) [10]. При этом авторы
отметили, что найденный представитель по мор-
фологическим признакам был наиболее близким
к D. schumacherensis.

Исследуя водоросли лесной подстилки и почвы
в древесных насаждениях парка-памятника садо-
во-паркового искусства государственного значе-
ния “Мелитопольский центральный парк культу-
ры и отдыха им. М. Горького”, нами был выделен
штамм Bracteacoccus-подобной водоросли. Данная
статья посвящена описанию нового штамма,
определению его таксономического положения и
видовой принадлежности методами световой мик-
роскопии и молекулярной филогении, анализу его
жирнокислотного состава с целью выяснения био-
технологического потенциала.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом для исследований послужил
штамм зеленых водорослей, выделенный микро-
пипетированием из почвенной культуры со стек-
лами обрастания. Монокультуру водорослей вы-
ращивали в жидкой среде Болда (BBM) [11] на
осветительной установке с режимом 12 : 12. Мик-
роскопическое исследование культуры началось
в возрасте 7 дней и продолжалось до 12 месяцев.
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При микроскопировании применяли прижиз-
ненную окраску препаратов раствором Люголя –
на крахмал, 0.1% раствором метиленового синего
и 1% раствором туши проверяли наличие слизи.
Микроскопические исследования и фотографи-
рование проводили с помощью светового микро-
скопа Olympus IX-71 (Япония).

ДНК исследуемого штамма CAMU MZ–Ch33
экстрагировали с помощью набора InstaGeneTM

Matrix в соответствии с протоколом производите-
ля. Амплификацию баркодингового участка V4
ядерного гена 18S рДНК длиной 382 п.н. прово-
дили с помощью пары праймеров D512 и D978
[12]. Условия амплификации: начальная денату-
рация – 5 мин при 95°С, последующие 35 циклов:
денатурация при 94°С – 30 с, отжиг праймеров –
40 с при 52°С, элонгация – 50 с при 72°С; оконча-
тельное удлинение – 5 мин при 72°С. Амплифика-
цию фрагмента хлоропластного гена rbcL длиной
1041 п.н. проводили с помощью пары праймеров
rbcL-F9 и rbcL-R8 [13]. Условия амплификации:
начальная денатурация – 5 мин при 95°С, после-
дующие 45 циклов: денатурация при 94°С – 30 с,
отжиг праймеров – 40 с при 60°С, элонгация –
1 мин 20 с при 72°С; окончательное удлинение –
5 мин при 72°С.

Полученные ПЦР-продукты визуализировали
методом горизонтального электрофореза в ага-
розном геле (1%) и окрашивали SYBR® Safe (Life
Technologies, США). Очистку ПЦР-продуктов
проводили смесью FastAP, 10× FastAP Buffer,
Exonuclease I (Thermo Fisher Scientific, США) и
воды. Расшифровку последовательностей V4 18S
рДНК и rbcL осуществляли при помощи прямых
и обратных праймеров, указанных для ПЦР, си-
стемы Big Dye (Applied Biosystems, США) с ис-
пользованием секвенатора Genetic Analyzer 3500
(Applied Biosystems, США).

Редактирование и сборку полученных консен-
сусных последовательностей проводили путем
сопоставления прямых и обратных хроматограмм
при помощи программ Ridom TraceEdit (ver. 1.1.0)
и Mega6. Для построения филогенетического дере-
ва в анализ из GenBank были добавлены ДНК-по-
следовательности 45 представителей Sphaeropleales
и 2 из клады Radicarteria, взятых в качестве внеш-
ней группы. Нуклеотидные последовательности
генов 18S рДНК и rbcL выравнивали по отдельно-
сти с помощью программы Mafft v7, используя
модель E-INS-i [14]. Далее проводили оконча-
тельное выравнивание – визуально определяли и
удаляли неспаренные участки в начале и в конце
полученных матриц, при этом для белок-кодиру-
ющих последовательностей гена rbcL убеждались,
что начало выравненной матрицы соответствует
первой позиции кодона (триплета). После удале-
ния неспаренных участков выровненные после-
довательности гена 18S рДНК объединяли с по-

следовательностями гена rbcL в одну матрицу
длиной 1428 п.н. в программе Mega6. Реконструк-
цию филогенетических связей осуществляли ме-
тодами максимального правдоподобия (ML) и
Байеса (BI) с применением модели GTR + G + I.
Для выбора модели нуклеотидных замен исполь-
зовали программу Mega6. Деревья ML строили в
онлайн программе RA×ML [15] с проверкой их
устойчивости 1000 бутстреп-репликами. BI ана-
лиз проводили с помощью программы MrBayes-
3.2.5 [16] со следующими параметрами: случайное
начальное дерево, количество запусков – 2, число
параллельных цепочек – 4, количество поколе-
ний – 1 × 106, запись параметров каждого сотого
поколения и параметр отжига – 25%. Просмотр и
редактирование дерева осуществляли в програм-
мах FigTree (ver. 1.4.2) и Adobe Photoshop CC (19.0).

Для определения состава жирных кислот клет-
ки водорослей отмывали от среды дистиллиро-
ванной водой, осаждали центрифугированием
(4000 об./мин, 10 мин) и удаляли надосадочную
жидкость, операцию повторяли три раза. После
отмывания биомассу водорослей фиксировали
10 мл горячего изо-пропанола, содержащего
20 мг/л ионола, и выдерживали 20 мин при 70°С.
Зафиксированные таким образом пробы до ана-
лиза хранили при –20°С. Для определения ЖК
суммарных липидов и их содержания в пересчете
на этерифицированные ЖК, предварительно за-
фиксированные пробы с определенной сухой мас-
сой клеток количественно переносили в 50-мл
круглодонную колбу, добавляли 100 мкг маргари-
новой кислоты (Кат. № H3500, Sigma-Aldrich,
США), используемой в качестве внутреннего
стандарта и упаривали изо-пропанол досуха на
ротационном вакуумном испарителе (РВИ). К су-
хому остатку приливали 10 мл 1 М раствора КОН
в 80% водном этаноле, закрывали колбу обрат-
ным холодильником и выдерживали 60 мин при
температуре кипения смеси (~80°С). По истече-
нии времени растворители упаривали in vacuo до
объема ~3 мл и количественно переносили ди-
стиллированной водой в 50-мл центрифужную
пробирку до общего объема 25 мл, после чего пор-
циями по 10 мл н-гексана (ХЧ, Химмед, Россия)
трижды экстрагировали неомыляемые компонен-
ты. Для ускорения разделения фаз, пробирку цен-
трифугировали 5 минут при комнатной температу-
ре и 2000 об./мин. После этого водную фазу закис-
ляли до слабокислой реакции (по индикаторной
бумаге) несколькими каплями 20% серной кисло-
ты (ХЧ, Химмед, Россия) и 20 мл н-гексана экс-
трагировали свободные жирные кислоты (СЖК).
Гексановый раствор СЖК переносили в сухую
круглодонную колбу объемом 50 мл, с помощью
ротационного вакуумного испарителя (IKA RV-10,
Германия) упаривали растворитель досуха, после
чего к сухому остатку добавляли 10 мл абсолютно-
го метанола (Кат. № 34860, Sigma-Aldrich, США)
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и 1 мл ацетилхлорида (Кат. № 114189, Sigma-Al-
drich, США). Колбу, закрытую обратным холо-
дильником, выдерживали один час при 70°С, по-
сле чего упаривали растворители досуха, к сухому
остатку добавляли несколько капель дистиллиро-
ванной воды и н-гексаном экстрагировали мети-
ловые эфиры жирных кислот (МЭЖК).

Полученные метиловые эфиры ЖК анализи-
ровали при помощи газо-жидкостного хромато-
графа Agilent 7890A (Agilent Technologies, США) с
масс-спектрометрическим детектором Agilent
5975С. Использовали капиллярную колонку DB-
23 длиной 60 м и диаметром 0.25 мм (B&W, США).
Остальные условия анализа: газ носитель – гелий,
скорость потока 1 мл/мин, объем вводимого об-
разца 1 мкл, делитель потока 1 : 5, температура ис-
парения 260°C. Программа градиента температу-
ры: от 130 до 170°C с шагом в 6.5°C/мин; от 170 до
215°C с шагом в 2.5°C/мин, 215°C в течение
25 мин, от 215 до 240°C с шагом 40°C/мин; и окон-
чательная стадия продолжительностью 50 мин при
240°C. Рабочая температура масс-спектрометриче-
ского детектора была 240°C, энергия ионизации
70 эВ [17].

РЕЗУЛЬТАТЫ

Классификация, морфология и депонирование 
Pseudomuriella engadinensis

Pseudomuriella engadinensis CAMU MZ–Ch33
(рис. 1) относится к отделу Chlorophyta, классу
Chlorophyceae, порядку Sphaeropleales, кладе DO,
семейству Pseudomuriellaceae, роду Pseudomuriella.

Молодые клетки шаровидные с одним при-
стенным широким поясковидным хлоропластом,
5–6 мкм в диаметре. Зрелые клетки шаровидные
или немного сжатые, 14–18 мкм в диаметре. Хло-
ропласты пристенные и многочисленные, диско-
видной или линзовидной формы, без пиреноидов.
Иногда хлоропласты могут располагаться доста-
точно плотно. У молодых клеток оболочка тонкая
и гладкая, с возрастом может утолщаться до 1–
1.4 мкм. Зрелые клетки многоядерные. С возрас-
том культуры клетки накапливают включения жел-
то-оранжевого цвета. Размножение происходит
путем образования автоспор по 2–4 (8) шт. Зооспо-
ры или половое размножение не наблюдалось.

Исследуемый штамм поддерживается в Коллек-
ции водорослей Мелитопольского государствен-
ного педагогического университета им. Б. Хмель-
ницкого CAMU (WDCM1158) под номером
CAMU MZ–Ch33 и в Коллекции культур водо-
рослей лаборатории молекулярной систематики
водных растений Института физиологии растений
им. К.А. Тимирязева под номером MZ–Ch33.

Нуклеотидные последовательности в GenBank:
участок V4 18S рДНК (номер доступа MH660907),
фрагмент хлоропластного гена rbcL (номер досту-
па MH672690).

Экология и местообитание
Pseudomuriella engadinensis

Штамм CAMU MZ–Ch33 выделен из образца
верхнего пятисантиметрового слоя почвы, ото-
бранного в смешанном насаждении сосны крым-

Рис. 1. Pseudomuriella engadinensis, штамм CAMU MZ–Ch33: (а) – молодые вегетативные клетки, возраст 2 недели;
(б) – зрелая вегетативная клетка с несколькими ядрами (ядра указаны стрелками), возраст 3 мес.; (в) – зрелая вегета-
тивная клетка с накопленными включениями желто-оранжевого цвета, возраст 6 мес.; (г) – многочисленные хлоро-
пласты, вид с поверхности зрелой клетки; (д) – клетка с утолщенной оболочкой; (е) – автоспорангий. Шкала – 10 μm.

(a) (б) (в)

(г) (д) (е)
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ской (Pinus pallasiana D. Don) и белой акации
(Robinia pseudoacacia L.) “Мелитопольского цен-
трального парка культуры и отдыха им. М. Горь-
кого” (С 46°50′17.04′′ В 35°21′46.15′′), г. Мелито-
поль, Запорожская обл., Украина, 10.11.2012.
Почва темно-каштановая, pH(водн.) почвы 5.06;
влажность – 5.1%; зольность – 62.31%.

Молекулярно-филогенетический анализ 
Pseudomuriella engadinensis

Для определения филогенетического положе-
ния исследуемого штамма CAMU MZ–Ch33 нами
получены нуклеотидные последовательности
участка V4 ядерного гена 18S рДНК длиной 382 п.н.
и фрагмент хлоропластного гена rbcL длиной
1041 п.н. Использование участка V4 аргументиро-
вано его большой вариабельностью по сравнению
с другими регионами 18S рДНК; rbcL, среди ис-
пользуемых в работе с зелеными водорослями
митохондриальных и пластидных генов, сочетает

простоту амплификации и содержит больше ва-
риаций, чем обеспечивает лучшее разрешение на
более низких таксономических уровнях по срав-
нению с 18S рДНК [6]. Реконструкция филогене-
тических связей методами максимального прав-
доподобия (ML, где LB – значение бутстрепа) и
Байеса (BI, где PP – апостериорная вероятность)
показала, как и в предыдущих исследованиях, ка-
сающихся вопросов филогении штаммов Pseudo-
muriella [3, 6], что все включенные в анализ после-
довательности Pseudomuriella образовали единую
кладу Pseudomuriellaceae с максимальной стати-
стической поддержкой (LB 100, PP 100), в состав
которой вошел штамм CAMU MZ–Ch33 (рис. 2).
При этом данная клада была идентичной как в де-
реве, построенном на основе объединенных по-
следовательностей генов 18Sи rbcL, так и в инди-
видуальных деревьях для гена rbcL (Supplementary
Fig. S1) и 18S (Supplementary Fig. S2). Клада Pseu-
domuriellaceae разделяется на две хорошо поддер-
живаемые субклады, одна из которых содержит

Рис. 2. Филогенетическое дерево Sphaeropleales, сконструированное на основе совместного анализа нуклеотидных по-
следовательностей участка V4 18S рДНК и фрагмента гена rbcL для 45 представителей порядка. В качестве внешней груп-
пы выбрана клада Radicarteria. Общая длина выравнивания 1428 п.н. Исследуемый штамм выделен жирным шрифтом.
Для всех представителей указан номер штамма и номера доступа к последовательностям в GenBank. Справа от верти-
кальных линий указаны названия филогенетических линий и клад. Над горизонтальными линиями показаны значения
бутстрепа для ML-анализа (< 50 не указаны), под горизонтальными линиями – значения Байесовских апостериорных
вероятностей (< 80 не указаны); значения равные 100 обозначены *. Модель нуклеотидных замен GTR + G + I.
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Bracteacoccus minor UTEX 66 GQ985399 U63097
Bracteacoccus medionucleatus UTEX 1244 GQ985400 U63098
Bracteacoccus grandis UTEX 1246 GQ985396 U63100
Bracteacoccus cohaerens UTEX 1272 GQ985402 GQ985406

Bracteacoccus pseudominor UTEX 1247 GQ985397 GQ985405
Bracteacoccus giganteus UTEX 1251 EF113414 U63099

Bracteacoccus aerius UTEX 1250 GQ985398 U63101
Bracteamorpha trainorii BCP-CCI-VF5A JQ259909 JQ259955

Pseudomuriella engadinensis CCAP221/4 EU380519 FR865690
Pseudomuriella engadinensis UTEX 58 HM770959 HM852442
Pseudomuriella engadinensis UTEX 57 HM770958 HM852441
Pseudomuriella engadinensis CAMU MZ-Ch33

Pseudomuriella aurantiaca CCAP 2491 HM852438 AB005748
Pseudomuriella cubensis KF2 HQ292739 HQ292770

Pseudomuriella schumacherensis SAG 2137 HQ292737 HQ292768
Pseudomuriella schumacherensis BCP-ZNP1-VF6 HQ292738 HQ292769

Pseudomuriella schumacherensis UTEX 2252 HM852434 HM852439
Dictyochloris fragrans UTEX 127 КС145513 AF367861

Follicularia botryoides UTEX LB951 JQ259910 KC145433
Follicularia texensis UTEX 1241 JQ259912 JN630516
Radiococcus polycoccus SAG 217-lc 11M852437AF388378

Planktosphaeria gelatinosa SAG 262-lb F1M852435 AY044648
Schizocnlamys gelatinosa SAG 66.94 KC145516 AY781662
Ankyra judayi SAG 17.84 EF113408 U73469
Sphaeroplea robusta UTEX LB2350 EF113472 U73472

Chromochloris zofingiensis UTEX 56 HQ902939 HQ902933
Rotundella rotunda UTEX B2979 КС145509 КС145434

Rotundella sp. BCP-ZNP1VF31 KC145510 KC145435
Schroederia setigera UTEX LB2454 EF113470 AF277650 

Ankistrodesmus falcatus UTEX 101 JQ394814 JN630515
Kirchneriella aperta SAG 2004 КС145514 AJ271859

Ourococcus multisporus UTEX 1240 EF113460 AF277648
Characiopodium hindakii UTEX 2098 EF113418 M63000

Botryosphaerella sudetica UTEX 2629 KC145508 AJ581914
Neochloris aquatica UTEX 138 EF113456 M62861

Chlorotetraedron incus SAG 43.81 КС145512 AF288363
Parapediastrum biradiatum UTEX 37 EF078303 AY663034
Pediastrum duplex UTEX 1364 EF113461 AY779859

Scenedesmus rotundus BCP-SEV3VF49 HQ246350 AF513373
Hariotina reticulata UTEX LB1365 JQ394815 AH012395

Dictyococcus varians UTEX LB62 GQ985404 GQ985408
Dictyococcus sp. KF 45 HM852436 HM852440

Mychonastes homosphaera CAUP H6502 КС145515 GQ477056
Mychonastes jurisii SAG 37.98 EU380520 AF106074

Tumidella tumida SAG 2265 KC145511 KC145436
Carteria obtusa SAG 39.84 EF 113416 AF182818

Carteria radiosa D89770 D86500

Bracteacoccaceae

Bracteamorphaceae

Pseudomuriellaceae

Dictyochloridaceae

Radiococcaceae

Schizochlamydaceae

Sphaeropleaceae
Chromochloridaceae
Rotundellaceae
Schroederiaceae

Selenastraceae

Neochloridaceae

Hydrodictyaceae

Scenedesmaceae

Dictyococcaceae

Mychonastaceae

Tumidellaceae
Radicarteria
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виды P. aurantiaca, P. engadinensis и P. cubensis
(LB 99, PP 100), а другая – только P. schumacherensis
(LB 100, PP 100) (рис. 2). Исследуемый нами
штамм CAMU MZ–Ch33 показал наибольшее
родство со штаммами P. engadinensis и образовал с
ними субкладу PE, включающую и изотип вида –
штамм UTEX 57 (рис. 2).

Выборка для построения филогенетического
дерева состояла из представителей 17 семейств
Sphaeropleales, за исключением Microsporaceae [18].
Также в анализ мы включили представителей се-
мейства Dictyococcaceae, предложенного Fučiková
с соавторами [7] как часть Sphaeropleales. Вся ис-
следуемая выборка разбилась на клады, соответ-
ствующие современному пониманию филогении
Sphaeropleales [7, 18]. Единственным исключением
является положение Chlorotetraedron incus (Teiling)
Komárek et Kovácik, для которой показано вхож-
дение в кладу Neochloridaceae [7]. В нашем фило-
генетическом дереве штамм Chlorotetraedron incus
SAG 43.81 с невысокой поддержкой (PP 83) при-
соединился к соседней кладе Hydrodictyaceae
(рис. 2). Следует отметить, что в оригинальном
исследовании, основанном на 7 генах, место при-
соединения Chlorotetraedron incus к кладе Neochlor-
idaceae также имеет низкую статистическую под-
держку (LB 54, PP 67) [7]. Построенные индивиду-
альные rbcL и 18S деревья для Sphaeropleales имели
подобную топологию с объединенным rbcL-18S
деревом (Supplementary Figs S1, S2, рис. 2). К спе-
цифическим чертам индивидуальных деревьев
можно отнести изменение положения отдельных
клад внутри деревьев: Tumidellaceae и Bracteamor-
phaceae в rbcL-дереве (Supplementary Fig. S1), Schi-
zochlamydaceae и Radiococcaceae в 18S-дереве (Sup-
plementary Fig. S2). При этом качественный со-
став полученных клад остается идентичным в
объединенном и индивидуальных деревьях.

Несмотря на то, что нет четких морфологиче-
ских различий между видами P. aurantiaca и P. enga-
dinensis, и данная пара, вероятно, располагается на
границе внутривидовой и межвидовой изменчиво-
сти [6], мы относим штамм CAMU MZ–Ch33 к
P. engadinensis. С точки зрения морфологии, диа-
гноз нашего штамма соответствует приведенным
раннее описаниям Chlorellopsis engadinensis и
B. engadinensis [19, 20]. Основным же аргументом
в пользу такого таксономического статуса являет-
ся количество нуклеотидных замен в исследуе-
мых генах. Так, в участке V4 18S рДНК штамм
CAMU MZ–Ch33 отличается от P. aurantiaca
CCAP 2491 девятью нуклеотидными заменами и
пятью вставками/делециями, при этом от всех из-
вестных штаммов P. engadinensis (в том числе изоти-
па UTEX 57) – только одной трансверсией T → A.
Фрагмент гена rbcL нашего штамма полностью
идентичен аналогичным участкам у всех штаммов
P. engadinensis, тогда как от P. aurantiaca CCAP
2491 отличается шестью заменами.

Состав жирных кислот
Анализ жирнокислотного состава штамма

P. engadinensis CAMU MZ–Ch33 во время стацио-
нарной фазы роста показал, что в составе суммар-
ных липидов клеток главными ЖК были пальмити-
новая (16:0), гексадекадиеновая (Δ7,10-16:2), ругано-
вая (Δ7,10,13-16:3), олеиновая (Δ9-18:1), линолевая
(Δ9,12-18:2) и α-линоленовая (Δ9,12,15-18:3) – на их
долю приходилось 82.4% от суммы ЖК (рис. 3).
В минорных количествах содержались лаурино-
вая (12:0), миристиновая (14:0), изомеры гекса-
деценовой кислоты Δ7- и Δ9-16:1), гексадекатетра-
еновая (Δ4,7,10,13-16:4), цис-вакценовая (11-18:1),
γ-линоленовая (Δ6,9,12-18:3) и стеаридоновая
(Δ6,9,12,15-18:4), они составляли 14.9%. Остав-
шиеся 2.7% составляли насыщенные и ненасы-
щенные ЖК с очень длинной цепью (поскольку
на рис. 3 они не представлены, в скобках после
обозначения каждой ЖК в соответствии с приня-
той номенклатурой приведено ее содержание в
процентах от суммы ЖК): арахиновая (20:0,
0.3%), гондоиновая (Δ11-20:1, 0.8%), эйкозадие-
новая (Δ11,14-20:2, 0.1%), бегеновая (22:0, 0.7%),
лигноцериновая (24:0, 0.3%), церотиновая (26:0,
0.3%) и монтановая (28:0, 0.1%). Содержание сум-
марных липидов в пересчете на этерифицирован-
ные жирные кислоты составило 87.9 ± 2.1 мг/г су-
хой массы клеток, индекс ненасыщенности ЖК
1.460 ± 0.068 отн. ед; ω-3-ЖК составляли 20.2%,
ω-6 – 28.6% от суммы ЖК.

ОБСУЖДЕНИЕ
Исследования показали, что водоросли с Brac-

teacoccus-подобной морфологией (имеющие ша-
ровидные многоядерные вегетативные клетки с
несколькими пристенными хлоропластами без
пиреноидов) полифилетичны и образуют внутри
Sphaeropleales несколько филогенетических клад
независимых от линий Bracteacoccaceae и Radio-
coccaceae – это, например, Chromochloridaceae,
Pseudomuriellaceae и Rotundellaceae [3, 4, 6, 7].
Bracteacoccus-подобные морфологические харак-
теристики встречаются не только в Sphaeropleales.
По строению и размерам вегетативных клеток с
родом Bracteacoccus легко спутать виды Muriella
J.B. Petersen, которые на данный момент относят-
ся к Trebouxiophyceae. Возможно, именно отсут-
ствие четких морфологических отличий между
представителями родов Pseudomuriella и Bractea-
coccus послужило причиной сформировавшегося
мнения о широком распространении видов рода
Bracteacoccus, имеющего большее видовое разно-
образие и хорошо известного среди исследовате-
лей. Использование наряду со световой микро-
скопией биохимических, экологических или мо-
лекулярно-генетических методов часто помогает
выявить скрытое разнообразие водорослей на
определенных территориях и пересмотреть пред-
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ставления о космополитизме отдельных предста-
вителей [21].

Водоросли c Bracteacoccus-подобной морфоло-
гией в почвах Украины представлены преимуще-
ственно видами рода Bracteacoccus. Среди пред-
ставителей рода повсеместно встречается B. minor
(Schmidle ex Chodat) Petrová [22–27]. Широко
распространены B. giganteus H.W. Bischoff et Bold
и B. grandis H.W. Bischoff et Bold. Они отмечены в
почве различных природных экосистем, урбоэко-
систем и субстратах техногенных экотопов [10,
22, 28]. Виды B. aerius H.W. Bischoff et Bold, B. ag-
gregatus Tereg, B. cohaerens H.W. Bischoff et Bold,
B. medionucleatus Bischoff et Bold, B. pseudominor
H.W. Bischoff et Bold – отмечены значительно реже.

Род Dictyococcus на данной территории пред-
ставлен только D. varians Gerneck. Он отмечен в
почве грабового леса и остепненного луга Канев-
ского заповедника [22], в дубовой подстилке Ал-
тагирского леса [25].

Из видов Muriella обнаружены M. magna Fritsch
et John в почвенных образцах из г. Луганск [22],
M. terrestris Petersen в засоленных почвах Азово-
Сивашского Национального природного парка
[29], в почве дубового и соснового насаждений Ве-
ликоанадольского лесничества [23], в трещинах
гранита каньона р. Южный Буг [10], в дубовой
подстилке Самарского леса [25]. Для M. terrestris,
рассматриваемого в качестве синонима M. uran-
tiaca Vischeragata, приводится еще одно место-
обитание – почва березового леса Полесского
заповедника [22].

При этом следует учитывать, что установление
видовой принадлежности водорослей во всех вы-
ше перечисленных случаях сделано исключитель-
но с помощью световой микроскопии. Принимая
во внимание сложную морфологию группы, при-
менение молекулярно-генетических методов в
дальнейшем позволит уточнить распространение
и разнообразие водорослей с Bracteacoccus-подоб-
ной морфологией на территории Украины.

Один из синонимов P. engadinensis изначально
был описан в составе рода Chlorellopsis как Chlorel-
lopsis engadinensis. Однако на сегодняшний момент
типовой вид Chlorellopsis pyrenoidosa перенесен в род
Pseudochlorella J.W.G. Lund как Pseudochlorella
pyrenoidosa (Zeitler) J.W.G. Lund и входит в состав
Trebouxiophyceae [18]. Во флоре водорослей Укра-
ины Pseudochlorellopsis pyrenoidosa найдена в почве
соснового леса Карпатского биосферного заповед-
ника [22] и почве о. Змеиный [28]. Таким образом,
ближайшей к нашей находке остается обнаружен-
ная Pseudomuriella sp. в почве каньона р. Рось [10].

Все известные штаммы P. aurantiaca и P. enga-
dinensis были выделены из почвенных место-
обитаний на территории Центральной Европы
(Чехия и Швейцария), кроме штамма P. enga-
dinensis ATA1-4KH47C из почвенной корки в пу-
стыне Атакама (Чили). Изначально Chlorellopsis
engadinensis и Chlorellopsis terrestris (на данный мо-
мент оба включены в P. engadinensis) были описа-
ны из почвы в Швейцарских Альпах [19]. Позже
оба вида были перенесены в род Bracteacoccus [20].
В связи с этим наша находка P. engadinensis в поч-

Рис. 3. Фрагмент ГЖХ-МС хроматограммы метиловых эфиров жирных кислот из суммарных липидов клеток штамма
Pseudomuriella engadinensis CAMU MZ–Ch33 (суммарный ионный ток). Содержание i-ЖК в масс. % от суммы жирных
кислот указано в скобках над ее пиком на хроматограмме (приведено среднее значение по трем повторностям, стан-
дартное отклонение не превышало 5%).
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МАЛЬЦЕВ и др.

ве соснового насаждения на юге Украины значи-
тельно расширяет понимание биогеографии вида
и рода в целом.

Новые исследования по поиску биотехнологи-
чески перспективных штаммов водорослей показа-
ли, что ряд представителей Sphaeropleales характе-
ризуются способностью накапливать значительное
количество α-токоферола (витамина Е) в стацио-
нарной фазе роста [2]. Авторы протестировали
130 штаммов водорослей и показали, что макси-
мальный показатель содержания α-токоферола
принадлежит штамму SAG 34-1a Haematococcus
pluvialis Flotow (Chlamydomonadales) – до 880.38 мг/г
сухой массы. Среди Sphaeropleales наибольшее
содержание α-токоферола отмечено у Coelastrella
rubescens (Vinatzer) Kaufnerová et Eliás (до 509.11 мг/г)
и Coenochloris oleifera (Broady) Kostikov, Darienko,
Lukesová et Hoffmann (до 740.47 мг/г). Для штамма
SAG 211-4 P. engadinensis обнаружено накопление
витамина Е на уровне 240.11 мг/г, при этом азот-
ное голодание способствовало увеличению этого
показателя до 443.88 мг/г. В своей работе авторы
подчеркивают, что содержание α-токоферола мо-
жет значительно варьировать среди разных изо-
лятов одного и того же вида.

Накопление в научной литературе результатов
успешного использования липидных профилей в
качестве биомаркеров [30] позволяет рассматри-
вать анализ состава ЖК как один из методов
определения видовой принадлежности водорос-
лей наряду со световой микроскопией и молеку-
лярной филогенией. В данном контексте спектр
ЖК штамма P. engadinensis CAMU MZ–Ch33 наи-
более близок к аналогичным спектрам штаммов
P. engadinensis SAG 221-3 и SAG 221-4 по сравне-
нию со штаммом P. aurantiaca SAG 249-1 [30].
Особенно выделяются отличия в содержании та-
ких жирных кислот как ругановая (7.6–12.4% у
штаммов P. engadinensis и 2.1% у P. aurantiaca SAG
249-1), олеиновая (16.1–20.7% у штаммов P. enga-
dinensis и 39.0% у P. aurantiaca) и α-линоленовая
(10.1–12.3% у штаммов P. engadinensis и 6.4% у
P. aurantiaca).

Не смотря на общее сходство спектров ЖК, при-
сутствует несколько специфических черт, отличаю-
щих штамм P. engadinensis CAMU MZ–Ch33 от
штаммов P. engadinensis SAG 221-3 и SAG 221-4.
Наш штамм характеризуется почти в два раза
большим содержанием пальмитиновой (16:0) ЖК –
20.1% по сравнению с 11.3% (SAG 221-3) и 10.1%
(SAG 221-4). Также отмечено увеличенное коли-
чество линолевой (Δ9,12-18:2) ЖК – 17.7% у
CAMU MZ–Ch33 при 11.6 и 12.0% у SAG 221-3 и
SAG 221-4 соответственно [30]. Такие отличия
могут быть связаны с использованием разных пи-
тательных сред для культивирования (BBM для
CAMU MZ–Ch33 и ESP Ag для SAG 221-3 и SAG
221-4) или являться специфическими чертами

изолятов. В целом, несмотря на невысокое содер-
жание суммарных липидов в сухой биомассе
P. engadinensis CAMU MZ–Ch33 (8.79 ± 2.1%),
ценным является достаточно высокое содержа-
ние линолевой ЖК, которая является незамени-
мой для животных и может быть превращена в их
организмах в длинноцепочечные полиненасы-
щенные ЖК [1]. Немаловажным является нали-
чие на уровне 20.2% одной из наиболее ценных
групп веществ в рационе животных – омега-3-по-
линенасыщенных ЖК. В связи с этим выделен-
ный нами новый штамм P. engadinensis CAMU
MZ–Ch33 может быть рассмотрен как один из
компонентов при создании подкормок в живот-
новодстве или аквакультуре.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изучение водорослей в почве искусственных
лесных насаждений г. Мелитополь позволило вы-
делить в культуру штамм новой для флоры Укра-
ины зеленой водоросли Pseudomuriella engadinensis
(Sphaeropleales, Chlorophyta), относящейся к
группе загадочных видов среди родов Bracteacoc-
cus и Pseudomuriella. Таксономическое положение
данного штамма подтверждено с помощью мо-
лекулярно-филогенетического анализа на осно-
ве ядерного гена 18S рДНК и хлоропластного
rbcL. Анализ жирнокислотного состава клеток
исследованного штамма CAMU MZ–Ch33 пока-
зал увеличенное содержание пальмитиновой и
линолевой ЖК по сравнению с другими штам-
мами P. engadinensis. Обнаружение криптических
таксонов в почвенной альгофлоре Украины ука-
зывает на наличие скрытого разнообразия водо-
рослей и актуализирует проведение дальнейших
исследований с привлечением молекулярно-фи-
логенетических методов. Полученные результаты
являются продолжением морфологического и мо-
лекулярно-филогенетического изучения крипти-
ческих и псевдокриптических родов зеленых во-
дорослей, а также дальнейшим развитием выбор-
ки биотехнологически перспективных штаммов
водорослей.

Исследование выполнено за счет гранта Россий-
ского научного фонда (проект № 18-74-00095).
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