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Новый штамм зеленой водоросли Bracteacoccus bullatus Fuciková, Flechtner et L.A. Lewis выделен из
лесной подстилки белоакациевого насаждения, расположенного в степной зоне Украины. Штамм
идентифицирован на основании морфологических характеристик и филогенетического анализа с
использованием гена 18S рДНК и участка ITS1–5.8S рДНК–ITS2. Новый штамм с высокой стати-
стической поддержкой вошел в состав монофилетической клады B. bullatus. Исследование характе-
ристик темпов роста и накопления липидов позволило получить сухую биомассу с концентрацией
2.31 г/л и содержанием липидов 55.84% в течение пятнадцатидневного периода культивирования на
среде 3N BBM. Анализ жирнокислотного состава исследованного штамма показал, что доминант-
ными были пальмитиновая 16:0, гексадекадиеновая 16:2(7Z,10Z), олеиновая 18:1(9Z) и линолевая
18:2(9Z,12Z) кислоты – на их долю приходилось 91.9% от суммы всех жирных кислот. По сравнению
с другими штаммами Bracteacoccus штамм MZ–Ch32 показал максимальное содержание омега-6 по-
линенасыщенных жирных кислот. Учитывая характеристики роста и профиль жирных кислот, но-
вый штамм Bracteacoccus bullatus может рассматриваться для биотехнологического применения как
потенциальный продуцент незаменимой линолевой или олеиновой кислот. Сбалансированное со-
отношение омега-3 и омега-6 полиненасыщенных жирных кислот в биомассе позволяют использо-
вать новый штамм как компонент кормов и подкормок для сельского хозяйства.
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ВВЕДЕНИЕ

Водоросли из рода Bracteacoccus Tereg (Sphaerop-
leales, Chlorophyta) относятся к числу недостаточ-
но изученных и трудно определяемых в связи с
особенностями их морфологии и ультраструкту-
ры. Наличие водорослей с Bracteacoccus-подоб-
ной морфологией среди родов Dictyococcus Ger-
neck, Muriella J.B. Petersen и Pseudomuriella Hanaga-
ta еще более усложняет процедуру видовой
идентификации [1, 2]. Зачастую только привлече-
ние молекулярно-генетических методов позволяет
определить таксономический статус водорослей,
имеющих Bracteacoccus-подобную морфологию, с
высокой точностью.

В почвенной альгофлоре Восточной Европы
насчитывается более 10 видов рода Bracteacoccus,
статус которых в большинстве случаев установ-
лен исключительно на основе световой микро-
скопии [3, 4]. Представители рода Bracteacoccus
характеризуются такой важной чертой, как спо-
собность накапливать в большом количестве мас-
ла. Это увеличивает интерес изучения их не толь-
ко с позиции познания биоразнообразия, но и
как возможных продуцентов ценных с биотехно-
логической точки зрения веществ.

На сегодняшний день известно, что зеленые
микроводоросли могут с успехом использоваться
в биотехнологическом производстве из-за быст-
рого роста в фотоавтотрофных условиях, способ-
ности продуцировать большое количество три-
глицеридов, высокого содержания насыщенных
и мононенасыщенных жирных кислот, а иногда и
полиненасыщенных [5, 6]. По сравнению с сель-
скохозяйственными культурами и сырьем живот-

Сокращения: ПНЖК – полиненасыщенные жирные кислоты;
BI – Байесовский подход (от Bayesian inference); LB – значе-
ние бутстрэп для ML (от likelihood bootstrap); ML – метод
максимального правдоподобия (от maximum likelihood); PP –
апостериорная вероятность (от posterior probability).
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ного происхождения, перспективность использо-
вания микроводорослей в качестве источника ли-
пидов во многом определяется их высокой
производительностью и широкой экологической
устойчивостью [7]. При этом переработка био-
массы водорослей не представляет угрозы для
продовольственной безопасности. В зависимости
от состава ЖК, накапливаемых водорослями, они
могут быть использованы для получения биотоп-
лива, диетических и фармакологических продук-
тов, добавок к кормам сельскохозяйственных жи-
вотных и др. [6]. Одними из ценных компонентов
биомассы водорослей являются полиненасыщен-
ные жирные кислоты. Особое внимание среди
них уделяют омега-3 и омега-6 ПНЖК, которые,
характеризуясь различными свойствами, играют
важную роль в обеспечении нормальной жизне-
деятельности человека и животных [8]. При этом
важным является не только их достаточное упо-
требление, но и оптимальное соотношение [9,
10]. Традиционно основными источниками этих
ЖК считаются растительные масла и морепро-
дукты. Первостепенную роль в обогащении море-
продуктов ПНЖК через пищевую цепочку имеют
микроводоросли, накапливающие в том числе и
омега-3 ПНЖК [11]. Таким образом, имеющиеся
данные свидетельствуют с одной стороны о зна-
чительных перспективах использования микро-
водорослей для получения ЖК, в том числе и по-
линенасыщенных, а с другой – о необходимости
поиска наиболее продуктивных штаммов.

В 2012 г. из почвы с высоким содержанием тя-
желых металлов, отобранной с промышленного
отвала возле гор Гарц (Германия), был описан но-
вый вид Bracteacoccus bullatus Fuciková, Flechtner
et L.A. Lewis [1]. В ходе экспериментов, связан-
ных с подбором наиболее эффективных условий
культивирования, для этого вида было показано
высокое содержание в сухой биомассе олеиновой
и линолевой жирных кислот и предложено рас-
сматривать его перспективным для производства
биотоплива [12]. В тоже время биохимические па-
раметры, как было установлено при поиске био-
технологически перспективных продуцентов
α-токоферола среди 130 представителей порядка
Sphaeropleales, могут значительно варьировать
среди разных изолятов одного и того же вида [13].

Исследуя разнообразие водорослей лесной
подстилки насаждений белой акации Старо-Бер-
дянского лесного массива, нами был выделен
штамм водоросли, морфологические признаки
которой соответствовали Bracteacoccus bullatus.
Данная статья посвящена описанию нового
штамма, определению его таксономического по-
ложения и видовой принадлежности методами
световой микроскопии и молекулярной филоге-
нии, характеристике темпов роста и накопления
липидов в условиях культуры, анализу профиля

жирных кислот с целью выяснения биотехноло-
гического потенциала.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Выделение штамма и культивирование

Материалом для исследований послужил
штамм зеленых водорослей MZ–Ch32, выделен-
ный микропипетированием из культуры со стек-
лами обрастания с помощью инвертированного
микроскопа Zeiss Axio Vert A1 (Германия). Суб-
стратом для культуры послужил образец нижнего
подгоризонта (О2) лесной подстилки, отобранный
в белоакациевом насаждении Старо-Бердянского
лесного массива (Запорожская обл., Украина) [14].

Микроскопические исследования и фотогра-
фирование проводили с помощью светового мик-
роскопа Zeiss Scope A1 (Германия), снабженного
масляным иммерсионным объективом. Клетки
окрашивали 0.1% раствором метиленового сине-
го и 1.0% раствором туши для определения струк-
туры слизи. Исследование культуры началось в
возрасте 7 дней и продолжалось до 12 месяцев.

Культура поддерживалась на среде 3N BBM
[15]. 1 л среды 3N BBM содержал 8.82 мМ NaNO3;
0.43 мМ K2HPO4; 1.29 мМ KH2PO4; 0.03 мМ
MgSO4 ⋅ 7H2O; 0.17 мМ CaCl2 ⋅ 2H2O; 0.43 Мм NaCl;
щелочной раствор ЭДТА (17.1 мМ ЭДТА); подкис-
ленный раствор железа (0.179 мМ FeSO4 ⋅ 7H2O);
раствор бора (0.185 мМ NaBO3 ⋅ 4H2O) и раствор
микроэлементов (0.031 мМ ZnSO4 ⋅ 7H2O; 0.007 мМ
MnCl2 ⋅ 4H2O; 0.005 мМ MoO3; 0.006 мМ CuSO4 ⋅
⋅ 5H2O; 0.002 мМ Co(NO3)2 ⋅ 6H2O).

Исследуемый штамм выращивали в колбах
объемом 250 мл с 200 мл среды и 10 мл инокулята
с концентрацией клеток 0.5 ± 0.06 × 106 шт./мл.
Концентрацию клеток измеряли с помощью ав-
томатического счетчика клеток Bio-Rad TC20™
(США). Микроводоросли культивировали с по-
мощью орбитального шейкера ELMI Sky Line
Shaker S-3L (США) с постоянным перемешива-
нием при 150 об/мин в течение 15 дней. Интенсив-
ность света составляла 70 мкмоль фотонов/(с м) с
режимом 16 : 8. Для определения показателей су-
хой биомассы использовали сухожаровой шкаф
ШС-80-01МК СПУ (Россия). Все измерения про-
водились в трех повторностях, числа показывают
среднюю величину и ошибку средней. Статисти-
ческие данные получены в программе Microsoft
Excel (v. 1903).

Молекулярно-генетический анализ
ДНК исследуемого штамма MZ–Ch32 экстра-

гировали с помощью набора HelixTM в соответ-
ствии с протоколом производителя. Амплифика-
цию баркодингового участка V4 ядерного гена 18S
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рДНК длинной 486 п.н. проводили с помощью
пары праймеров D512 и D978 [16]. Условия ам-
плификации: начальная денатурация – 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; окончательное удли-
нение – 5 мин при 72°С. Амплификацию участка
ITS1–5.8S рДНК–ITS2 длиной 629 п.н. проводи-
ли с помощью пары праймеров ITS1 и ITS4 [17].
Условия амплификации: начальная денатурация –
5 мин при 95°С, последующие 35 циклов: денату-
рация при 94°С – 30 с, отжиг праймеров – 30 с
при 60°С, элонгация – 1 мин при 72°С; оконча-
тельное 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-про-
дуктов проводили смесью FastAP, 10× FastAP Buf-
fer, Exonuclease I (“Thermo Fisher Scientific”,
США) и воды. Расшифровку последовательно-
стей V4 18S рДНК осуществляли при помощи
прямых и обратных праймеров, указанных для
ПЦР, системы Big Dye (“Applied Biosystems”,
США) с использованием секвенатора Genetic An-
alyzer 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 де-
рева в анализ из GenBank были добавлены нук-
леотидные последовательности гена 18S рДНК и
участка ITS1–5.8S рДНК–ITS2 24 представите-
лей Sphaeropleales из клад Bracteacoccaceae и
Pseudomuriellacae [2]. В качестве внешней группы
использованы последовательности Ankyra judayi
(G.M. Smith) Fott и Sphaeroplea robusta Buchheim et
Hoffman из клады Sphaeropleaceae. Нуклеотидные
последовательности выравнивали с помощью
программы Mafft v7, используя модель E-INS-i
[18]. Далее проводили окончательное выравнива-
ние – визуально определяли и удаляли неспарен-
ные участки в начале и в конце полученных матриц,
а также участки гена 18S рДНК, которые не были
секвенированы для штамма MZ–Ch32. Рекон-
струкцию филогенетических связей осуществляли
методами максимального правдоподобия (ML) и
Байеса (BI) с применением модели GTR + G. Для
выбора модели нуклеотидных замен использовали
программу Mega6. Деревья ML строили в онлайн
программе RA×ML [19] с проверкой их устойчиво-
сти 1000 бутстреп-репликами. BI анализ проводи-
ли с помощью программы MrBayes-3.2.5 [20] со
следующими параметрами: случайное начальное
дерево, количество запусков – 2, число параллель-
ных цепочек – 4, количество поколений – 1 × 106,
запись параметров каждого сотого поколения и па-
раметр отжига – 25%. Просмотр и редактирова-

ние дерева осуществляли в программах FigTree
(ver. 1.4.2) и Adobe Photoshop CC (19.0).

Определение состава жирных кислот

Для определения состава жирных кислот клет-
ки водорослей отмывали от среды дистиллиро-
ванной водой, осаждали центрифугированием
(4000 об./мин, 10 мин) и удаляли жидкость над
осадком, операцию повторяли три раза. После от-
мывания биомассу водорослей фиксировали 10 мл
горячего изо-пропанола, содержащего 20 мг/л
ионола, и выдерживали 20 мин при 70°С. Зафик-
сированные таким образом пробы до анализа хра-
нили при –20°С.

Липидные экстракты для определения жирно-
кислотного состава получали по методу Bligh и
Dyer [21] с рекомендациями Palmer [22]. Состав
ЖК определяли в липидном экстракте методом
газожидкостной хроматографии с помощью хро-
матографа Carlo Erba (Италия) со стеклянными
набивными колонками (2.5 × 3 мм). В качестве
носителя использовали Chromosorb W/DP с нане-
сенной 10% фазой Silar 5CP (“Serva”, Германия) в
условиях программируемой температуры от 140
до 250°C с шагом 2°C/мин (температура инжекто-
ра 210°C, температура детектора 240°C).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Классификация, морфология
и депонирование Bracteacoccus bullatus

Bracteacoccus bullatus MZ–Ch32 (рис. 1) отно-
сится к отделу Chlorophyta, классу Chlorophyceae,
порядку Sphaeropleales, семейству Bracteacoccace-
ae, роду Bracteacoccus.

Вегетативные клетки шаровидные, иногда яй-
цевидные, 10–23 мкм в диаметре. Клеточная
стенка тонкая, иногда слегка утолщается после
6 месяцев роста до 1.5 мкм. Клеточная стенка зре-
лых клеток может образовывать пузыревидные
выросты. Молодые клетки имеют 3–4 больших
хлоропласта. Хлоропласты в зрелых клетках пла-
стинчатые, круглые, иногда неправильной фор-
мы, многочисленные и мелкие, без пиреноидов.
С возрастом культуры хлоропласты могут переме-
щаться внутрь клеток, а сами клетки обильно на-
капливают включения желто-оранжевого цвета.
Бесполое размножение осуществляется аплано-
спорами. Половое размножение не наблюдалось.

Исследуемый штамм поддерживается в Кол-
лекции культур водорослей лаборатории Молеку-
лярной систематики водных растений Института
физиологии растений им. К.А. Тимирязева под
номером MZ–Ch32.

Нуклеотидные последовательности в Gen-
Bank: участок V4 18S рДНК – номер доступа
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MK843972, участок ITS1–5.8S рДНК–ITS2 – но-
мер доступа MK852162.

Экология и местообитание Bracteacoccus bullatus

Штамм MZ–Ch32 выделен из образца нижнего
подгоризонта подстилки, отобранной в насажде-
нии белой акации (Robinia pseudoacacia L.) Старо-
Бердянского лесного массива (46°56′10.12′′ с.ш.,
35°29′28.68′′ в.д.), Запорожская обл., Украина,
10.11.2012. Почва темно-каштановая, pH(водн.) под-
стилки 6.4; влажность подстилки – 52.83%; золь-
ность подстилки – 70.29%.

Молекулярно-филогенетический
анализ Bracteacoccus bullatus

Традиционно таксономические исследования
и определение филогенетических отношений у
зеленых водорослей проводятся с использовани-
ем в качестве молекулярного маркера ядерного
гена 18S рДНК. Однако не всегда применение та-
кого высоко консервативного гена дает возмож-
ность решить поставленные задачи. Низкая вари-
абельность гена иногда не позволяет определить
таксономическое положение близкородственных
видов [23]. В тоже время, второй внутренний
транскрибируемый спейсер ITS2, как быстро
эволюционирующая часть ядерного оперона,
успешно применяется для решения вопросов фи-
логенетического статуса критических в система-

тическом отношении таксонов на уровне вида и
даже ниже. Поэтому для более полного и досто-
верного анализа филогенетического положения
штамма MZ–Ch32 были получены нуклеотидные
последовательности вариабельного участка V4 ге-
на 18S рДНК и ITS1–5.8S рДНК–ITS2.

Реконструкция филогенетических связей ме-
тодами максимального правдоподобия (ML, где
LB – значение бутстрепа) и Байеса (BI, где PP –
апостериорная вероятность) показала, как и в
предыдущих исследованиях, касающихся вопро-
сов филогении штаммов Bracteacoccus [1, 12], что
все включенные в анализ последовательности
B. bullatus образовали единую кладу с высокой
статистической поддержкой (LB 99, PP 99) (рис. 2).
В состав этой клады вошел как штамм MZ–Ch32,
так и тип вида – штамм SAG 2032. Остальные ви-
ды Bracteacoccus, содержащиеся в выборке, разби-
лись на клады, соответствующие современному
пониманию филогении рода [1]. В роли ближай-
шей к B. bullatus клады выступил B. pseudominor
H.W. Bischoff et Bold, что также ранее отмечалось
[12]. Этот вид отличается от B. bullatus меньшими
размерами клеток и отсутствием пузыревидных
выростов на клеточной стенке.

Сравнительный анализ полученных нуклео-
тидных последовательностей штамма MZ–Ch32 с
другими штаммами B. bullatus позволил выявить ряд
эволюционных событий, произошедших в этой
группе. От типового штамма SAG 2032 и штамма
UTEX 345 в участке V4 исследуемый B. bullatus

Рис. 1. Bracteacoccus bullatus, штамм MZ–Ch32: (а) – молодая вегетативная клетка, возраст 2 недели; (б) – зрелая веге-
тативная клетка с множественными хлоропластами, возраст 4 недели; (в) – зрелая вегетативная клетка с пузыревид-
ным выростом; (г) – зрелая вегетативная клетка с накопленными включениями желто-оранжевого цвета, возраст
3 месяца; (д) – апланоспорангий; (е) – старая вегетативная клетка, возраст 12 месяцев. Шкала – 10 мкм.

(a) (б) (в)

(г) (д) (е)
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MZ–Ch32 отличался одной транзицией – заменой

A→G. Участок ITS1–5.8S рДНК–ITS2 штамма

MZ–Ch32 характеризовался наличием одной

трансверсии A→T и одной транзиции T→C по

сравнению с SAG 2032. От UTEX 345 наш штамм

отличали одна трансверсия A→T и две транзи-

ции: T→C и G→A. Сопоставление нуклеотидных

последовательностей штамма MZ–Ch32 с бли-

жайшей географической находкой B. bullatus,

штаммом MZ–Ch11, позволило выделить только

одну транзицию C→T. Следовательно, наибольшую

эволюционную удаленность в исследованной груп-

пе имеет штамм UTEX 345, а MZ–Ch32 располага-

ется между штаммами SAG 2032 и MZ–Ch11.

Исследование характеристик роста
и состава жирных кислот

Увеличение численности клеток и их биомас-
сы является важным фактором при оценке потен-
циала микроводорослей для использования в
биотехнологическом производстве [6]. Отслежи-
вание темпов роста культуры B. bullatus MZ–Ch32
осуществляли с помощью ежедневного измере-
ния концентрации клеток водорослей в суспен-
зии. За время культивирования нами отмечено
три фазы роста: лаг-фаза, экспоненциального
роста и стационарная. Лаг-фаза, сопровождаю-
щаяся адаптацией клеток к условиям культиви-
рования, закончилась увеличением численности

Рис. 2. Байесовское филогенетическое дерево для штамма Bracteacoccus bullatus MZ–Ch32, сконструированное на ос-
нове совместного анализа нуклеотидных последовательностей участков V4 18S рДНК и ITS1–5.8S рДНК–ITS2 для
27 представителей порядка Sphaeropleales. В качестве внешней группы выбраны представители клады Sphaeropleaceae.
Общая длина выравнивания 1100 п.н. Исследуемый штамм выделен жирным шрифтом. Для всех представителей ука-
зан номер штамма и номера доступа к последовательностям в GenBank. Над горизонтальными линиями показаны зна-
чения бутстрепа для ML-анализа (<50 не указаны), под горизонтальными линиями – значения Байесовских апосте-
риорных вероятностей (<75 не указаны). Модель нуклеотидных замен GTR + G. Стрелками указано содержание оле-
иновой ЖК (темно-серый цвет), омега-3 (светло-серый цвет) и омега-6 (серый цвет) ПНЖК в % от общей суммы ЖК
при культивировании без стрессирования. Показатели представлены из данного исследования и опубликованных ра-
бот [12, 29].
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клеток с 0.5 ± 0.06 × 106 шт./мл на момент внесе-

ния инокулята до 3.44 ± 0.24 × 106 шт./мл на пя-
тый день. С шестого дня культура вступила в экс-
поненциальную фазу, во время которой клетки
растут и интенсивно размножаются. Во время
этой фазы наблюдалось резкое увеличение коли-
чества клеток и на тринадцатый день оно достиг-

ло 19.38 ± 0.97 × 106 шт./мл. В дальнейшем куль-
тура замедлила рост и перешла в стационарную
фазу, во время которой количество клеток остает-
ся почти постоянными. На пятнадцатый день
культивирования численность клеток B. bullatus

MZ–Ch32 составляла 19.74 ± 1.13 × 106 шт./мл.
Интенсивность накопления сухой массы соответ-
ствовала увеличению численности клеток (коэф-
фициент корреляции 0.97) и сухая биомасса с
0.12 ± 0.01 г/л в первый день к концу культивиро-
вания увеличилась до 2.31 ± 0.12 г/л.

Анализ жирнокислотного состава биомассы
штамма B. bullatus MZ–Ch32 во время стационар-
ной фазы роста (на пятнадцатый день культиви-
рования) показал, что в составе суммарных липи-
дов клеток главными ЖК были пальмитиновая
16:0, гексадекадиеновая 16:2(7Z,10Z), олеиновая
18:1(9Z) и линолевая 18:2(9Z,12Z) – на их долю
приходилось 91.9 ± 3.02% от суммы ЖК (рис. 3). В
значительно меньших количествах отмечены гекса-
декатриеновая 16:3(7Z,10Z,13Z), тетраеновая 16:4 и
стеариновая 18:0 кислоты – в сумме 8.10 ± 0.32%.
Содержание суммарных липидов в пересчете на
этерифицированные жирные кислоты составило
1.29 ± 0.11 г/л. Общее содержание насыщенных
ЖК было на уровне 12.91 ± 0.39% от суммы ЖК,
тогда как мононенасыщенных – 43.20 ± 1.52, а
полиненасыщенных – 43.89 ± 1.47%.

ОБСУЖДЕНИЕ

Несмотря на сложности, связанные с морфо-
логическим определением, представители рода
Bracteacoccus представляют собой богатый расти-
тельный источник липидов и вторичных кетока-
ротиноидов с доминированием в их составе
астаксантина [12, 24, 25]. Значительный интерес
вызывает состав жирных кислот у разных видов
Bracteacoccus, особенно содержание олеиновой
жирной кислоты, а также омега-3 и омега-6
ПНЖК [12]. Доминирование в профиле ЖК моно-
ненасыщенных и полиненасыщенных значительно
увеличивает ценность сырья для производства био-
дизельного топлива [6]. Высокое содержание омега-3
ПНЖК, включающих ряд незаменимых для мета-
болизма человека и животных соединений, пред-
полагает успешное использование биомассы во-
дорослей в качестве наиболее важного компонен-
та кормов в сельском хозяйстве и аквакультуре.
Достаточная концентрация омега-6 ПНЖК, осо-
бенно линолевой, предшественника арахидоно-

вой кислоты, также ценится при скрининге по-
тенциальных компонентов кормов и подкормок.
Все вышеперечисленное стимулирует изучение
представителей рода Bracteacoccus для использо-
вания в биотехнологии в качестве потенциально-
го сырья.

Во время наших исследований разнообразия
почвенных водорослей лесных биогеоценозов
степной зоны мы обнаружили штамм, обладаю-
щий Bracteacoccus-подобной морфологией, кото-
рый после видовой идентификации использова-
ли для экспериментальных работ по выяснению
особенностей его культивирования и анализа со-
става ЖК.

Анализ морфологических особенностей штам-
ма MZ–Ch32 показал его тесную связь с видами
рода Bracteacoccus. Общими чертами были: шаро-
видные вегетативные клетки с несколькими па-
риетальными хлоропластами без пиреноидов,
клеточные включения желто-оранжевого цвета.
Образование пузыревидных выростов на клеточ-
ной стенке подчеркивало родство нашего штамма

Рис. 3. Фрагмент ГЖХ-МС хроматограммы метило-
вых эфиров жирных кислот из суммарных липидов
клеток штамма Bracteacoccus bullatus MZ–Ch32 (сум-
марный ионный ток). Над пиком указано обозначение
жирной кислоты и её содержание в % от общей суммы
ЖК (средняя величина ± ошибка средней, n = 3).
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с B. bullatus. В тоже время, в отличии от имеющих-
ся описаний, нами не было отмечено образова-
ние зооспор [1]. Филогенетический анализ мето-
дами ML и BI с использованием участков V4 18S
рДНК и ITS1–5.8S рДНК–ITS2 показал, что
штамм MZ–Ch32 тесно связан с высокой стати-
стической поддержкой (LB 99, PP 99) с другими
штаммами B. bullatus, включая тип вида – штамм
SAG 2032 (рис. 2).

В целом виды Bracteacoccus в почвах Восточной
Европы широко распространены: повсеместно
представлен B. minor (Schmidle ex Chodat) Petrová,
часто отмечаются B. giganteus H.W. Bischoff et Bold
и B. grandis H.W. Bischoff et Bold. Эти виды населя-
ют почвы различных природных и урбоэкоси-
стем, а также субстраты техногенных экотопов [3,
4]. Для B. bullatus это уже вторая находка на терри-
тории Украины: штамм MZ–Ch11 был выделен
из почвы белоакациевого насаждения, располо-
женного в Самарском лесу – самом южном при-
родном лесном массиве на территории степной
зоны Украины [12]. Видовая принадлежность
этого штамма была установлена с помощью CBC-
подхода при построении вторичной структуры
ITS2. Насаждение Robinia pseudoacacia, из под-
стилки которого выделен исследуемый штамм
MZ–Ch32, располагается на 250 км южнее Са-
марского леса. Обе популяции B. bullatus найдены
в насаждениях белой акации. Белая акация, как
древесная порода с ажурной кроной, плохо зате-
няет почву и не способна создать под пологом
микроклимат, полностью соответствующий лес-
ному. Среди специфических характеристик бело-
акациевого опада можно выделить его труховид-
ную и рассыпчатую структуру, близкую к ней-
тральной реакцию pH, а также низкие показатели
запаса сухого органического вещества в условиях
степной зоны [26]. На территории европейской
части России B. bullatus отмечен один раз в Волго-
градской области [27]. Из проб каштановой поч-
вы было выделено четыре штамма: ACSSI 095,
097, 108, 134. Также из Сибири выделен штамм
B. bullatus KF72 [1]. Учитывая экологические осо-
бенности и географию мест как наших находок,
так и уже известных, где отмечены популяции
B. bullatus (Антарктика, Арктика, Германия, Ита-
лия, Канада, США, Чехия, Швеция и т.д.), можно
судить о его экстремофильных качествах, что
очень важно при рассмотрении B. bullatus как
биотехнологического объекта.

При отборе штаммов водорослей для исполь-
зования в качестве биотехнологических объектов
одним из основных критериев является их спо-
собность производить достаточное количество
биомассы с высоким содержанием липидов в ней.
В целом для штаммов Bracteacoccus отмечены до-
статочно большие показатели накопления сухого
веса при интенсивном культивировании. Для
штамма B. minor ACKU 506-06 (=SAG 221-1) уста-

новлена способность накапливать до 2.5 г/л сухой
биомассы с содержанием липидов на уровне 53–
63% при выращивании на среде 3N BBM в тече-
ние 16 дней [25]. В тоже время штамм Bracteacoc-
cus sp. MIC-G16 оказался значительно менее про-
дуктивным – 18 дней культивирования на модифи-
цированной среде BBM (с добавлением глюкозы в
концентрации 20 г/л) позволило достичь 0.89 г/л су-
хой биомассы с содержанием липидов 11.06% [24].
При выращивании штамма B. bullatus MZ–Ch11 на
среде WC в течение 14 дней было получено значение
накопления сухой биомассы на уровне 2.1 г/л, при
этом десятикратное увеличение концентрации
питательных веществ в среде позволило довести
сухую массу до 2.4 г/л [12]. Однако манипуляции
с составом среды не дали положительного эффек-
та в содержании липидов – в условиях стандарт-
ной среды WC доля липидов в сухой биомассе бы-
ла 59%, тогда как обогащение среды привело к сни-
жению этого значения до 17%. Культивирование
исследуемого штамма B. bullatus MZ–Ch32 на среде
3N BBM позволило достичь показателя 2.31 г/л су-
хой биомассы с содержанием липидов 55.84%. Та-
кие показатели близки к ранее полученным ре-
зультатам исследования штаммов Bracteacoccus и
позволяют сопоставлять продуктивность штамма
MZ–Ch32 с другими высокоэффективными штам-
мами микроводорослей, например, Nannochloropsis
oceanica Suda et Miyashita, содержание липидов у ко-
торого наблюдается на уровне 64.3% [28].

Состав жирных кислот у штаммов Bracteacoc-
cus [12, 29] очень похож при стандартных услови-
ях культивирования (рис. 3). У большинства
штаммов доминирующими являются пальмити-
новая (9.4–12.6%), олеиновая (13.9–63.8%), ли-
нолевая (13.9–25.4%) и α-линоленовая (13.7–
21.4%) жирные кислоты. По сравнению с другими
видами, профиль жирных кислот B. bullatus MZ–
Ch11 содержал значительно больше олеиновой
ЖК (до 63.8%). До этого максимальные значения
были у штамма B. minor SAG 221-1 – 23.5% [29].
Биомасса штамма MZ–Ch32 также богата олеи-
новой ЖК (43.2%), однако этот показатель ниже в
1.48 раз, чем у MZ–Ch11 (рис. 3). Специфической
чертой исследуемого штамма является высокое
содержание гексадекадиеновой (12.5%) и линоле-
вой ЖК (23.8%), что в 2.45 и 1.72 раза больше, чем
у B. bullatus MZ–Ch11.

В целом виды Bracteacoccus характеризуются
высоким содержанием омега-3 и омега-6 ПНЖК
(рис. 3). Наибольшее содержание омега-3 кислот,
и в первую очередь – α-линоленовой, характерно
для штамма B. minor var. desertorum SAG 61.80 –
26.1% [29]. Этот же штамм является лидером и по
количеству омега-6 кислот – 30%. Для эволюци-
онно близкой к Bracteacoccaceae клады Pseudo-
muriellaceae также свойственно накопление боль-
ших объемов как омега-3 ЖК (до 24.7% у штамма
Pseudomuriella engadinensis SAG 221-4), так и оме-
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га-6 ЖК (до 28.1% у штамма Pseudomuriella enga-
dinensis MZ–Ch33) наравне с высоким содержа-
нием олеиновой ЖК (рис. 3) [2, 29]. В тоже время
у более отдаленных клад соотношение основных
групп ЖК имеет больше отличий. Например, у
представителя клады Sphaeropleaceae штамма
Ankyra judayi SAG B 17.84 значительно выше со-
держание омега-3 ЖК (34.3% от общей суммы
ЖК), а количество омега-6 и олеиновой ЖК не
превышают 4.1 и 7.9% соответственно. В связи с
этим очень специфическим представляется про-
филь ЖК у штаммов B. bullatus. У штамма MZ–
Ch11 во время культивирования на среде WC омега-
3 ЖК обнаружить не удалось, а содержание омега-6
составило 19%. Манипуляции с концентрацией со-
единений азота и фосфора в среде привели к появле-
нию омега-3 на уровне 0.42% и увеличению количе-
ства омега-6 ЖК до 34.5%. Штамм MZ–Ch32 также
отличался низким содержанием омега-3 ЖК –
5.4%, однако по количеству омега-6 ЖК он превзо-
шел все известные штаммы Bracteacoccus – 36.3%
(рис. 3). Обнаруженное соотношение омега-3 и
омега-6 ПНЖК (1:6.7) является близким к тому,
что считается наиболее сбалансированным, на-
пример, для обеспечения нормальной жизнедея-
тельности человека (1:4) [9, 10].

Общее количество насыщенных и мононена-
сыщенных жирных кислот в биомассе B. bullatus
MZ–Ch32 составило 56.11%, что близко к значе-
ниям растительных масел, которые используются
в качестве исходного сырья для производства
биодизеля. Одной из ценных жирных кислот при
производстве топлива из растительного сырья яв-
ляется олеиновая кислота, которая улучшает его
текучесть при понижении температуры [30]. На-
пример, рапсовое масло содержит до 64% олеи-
новой кислоты, соевое – до 21.8%, а масло ятро-
фы – в диапазоне 34–45% [30]. В связи с этим
жирнокислотный профиль штамма MZ–Ch32
позволяет рассматривать его биомассу пригодной
для производства биодизеля. С другой стороны,
большая доля омега-6 ПНЖК, особенно линоле-
вой, в общем спектре ЖК актуализирует дальней-
шие исследования возможности создания на ос-
нове штамма B. bullatus MZ–Ch32 высокоэффек-
тивных пищевых добавок и препаратов, кормов и
подкормок для аквакультуры и животноводства.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изучение разнообразия водорослей в подстил-
ке белоакациевого насаждения Старо-Бердян-
ского леса позволило выделить в культуру штамм
зеленой водоросли Bracteacoccus bullatus MZ–Ch32
(Sphaeropleales, Chlorophyta). Таксономическое
положение штамма подтверждено с помощью
молекулярно-филогенетического анализа на ос-
нове ядерного гена 18S рДНК и участка ITS1–
5.8S рДНК–ITS2. Проведенное исследование ха-

рактеристик темпов роста и накопления липидов
позволило получить сухую биомассу с концентра-
цией 2.31 г/л и содержанием липидов 55.84% в те-
чение пятнадцатидневного периода культивиро-
вания на среде 3N BBM. Анализ жирнокислотно-
го состава клеток исследованного штамма MZ–
Ch32 показал увеличенное содержание олеино-
вой кислоты по сравнению с другими штаммами
Bracteacoccus, а относительно штаммов Bracteacoc-
cus bullatus – повышенную концентрацию гекса-
декадиеновой и линолевой жирных кислот. Ко-
личество насыщенных и мононенасыщенных
жирных кислот в биомассе исследуемого штамма
позволяют его рассматривать как перспективное
сырье для производства биотоплива. Сбалансиро-
ванное соотношение омега-3 и омега-6 ПНЖК,
большая доля линолевой кислоты дают возмож-
ность использовать биомассу штамма Bracteacoccus
bullatus MZ–Ch32 как компонент высокоэффек-
тивных пищевых добавок и препаратов, кормов и
подкормок для аквакультуры и животноводства.

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

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов. Настоящая статья не содержит каких-
либо исследований с участием людей и животных
в качестве объектов исследований.
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