
МИКРОБИОЛОГИЯ, 2020, том 89, № 6, с. 714–727

714

ПРОБЛЕМА ИДЕНТИФИКАЦИИ И КРИПТИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ 
МИКРОВОДОРОСЛЕЙ КЛАДЫ CHLORELLA (CHLOROPHYTA)1

© 2020 г.   Е. С. Кривинаa, *, А. Д. Темралееваa

aИнститут физико-химических и биологических проблем почвоведения 
Российской академии наук – обособленное подразделение ФИЦ ПНЦБИ РАН, Пущино, 142290 Россия

*e-mail: pepelisa@yandex.ru
Поступила в редакцию 20.02.2020 г.

После доработки 25.05.2020 г.
Принята к публикации 03.06.2020 г.

В статье рассматривается система зеленых микроводорослей клады Chlorella, построенная на осно-
вании морфологических, физиологических, экологических и молекулярно-генетических данных.
Обсуждаются диагностические признаки выделенных родов и видов, а также систематическое по-
ложение некоторых таксонов. Молекулярно-филогенетический анализ членов клады Chlorella по-
казал, что использование одного гена 18S рРНК, который считается главным филогенетическим
маркером для зеленых микроводорослей, не позволяет надежно разграничить виды и роды внутри
клады. Применение вариабельных спейсеров ITS1 и ITS2 разрешило топологию дерева и усилило
филогенетический сигнал. Подтверждена полифилетичность рода Chlorella. Часть видов рода обра-
зовали истинную кладу Chlorella – типовой вид C. vulgaris, C. heliozoae, C. pituita, C. chlorelloides,
C. variabilis и Lobosphaeropsis lobophora. Остальные виды (C. pulchelloides, C. colonials, C. rotunda, C. sin-
gularis, C. elongata, C. sorokiniana, C. lewinii, C. volutis, C. thermophila) являются членами других клад, и
их таксономическая принадлежность нуждается в уточнении. CBC-подход и поиск компенсатор-
ных замен в консервативных регионах ITS2, как инструмент для разграничения видов, не был эф-
фективен. Была подтверждена результативность использования интрона в качестве критерия разде-
ления близкородственных видов. Анализ генетических дистанций позволил однозначно разделить
штаммы на виды внутри родов Didymogenes, Hindakia, Heynigia. Для членов клады Chlorella характер-
но высокое криптическое разнообразие: ни одна из рассмотренных фенотипических характеристик
по отдельности не позволяет однозначно определить таксономическую принадлежность водорос-
лей клады. Некоторые морфологические признаки вариабельны, часто изменяются или утрачива-
ются после инструментальных манипуляций при пробоподготовке для мониторинга водоемов. Бла-
годаря использованию комбинаций морфологических, биохимических, ультраструктурных, физио-
логических, экологических и молекулярно-генетических признаков (полифазный подход), нам
удалось охарактеризовать восемь групп внутри клады Chlorella и выдвинуть предположения о разде-
лении родов и видов внутри выделенных групп.
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Род Chlorella sensu lato является архетипом од-
ноклеточных зеленых микроводорослей (Chloro-
phyta). Изначально в него включали микроводорос-
ли с коккоидной организацией таллома, шаровид-
ной или эллипсоидной формой клеток, а также
размножающиеся исключительно автоспорами. К
роду было отнесено около 100 видов свободноживу-
щих, эндосимбиотических и паразитических зеле-
ных микроводорослей из пресноводных, морских и
наземных экосистем (Guiry, Guiry, 2020). Более по-

дробное изучение биохимических, ультраструктур-
ных и генетических характеристик рода выявило его
гетерогенность, в связи с этим было предпринято
несколько попыток ревизии. Так, на основании
различий в нуклеотидных последовательностях
гена 18S рРНК и спейсера ITS2 Krienitz et al.
(2004) выделили Chlorella kessleri в отдельный род
Parachlorella. Впоследствии разделение Chlorella-
клада и Parachlorella-клада на 2 сестринские группы
было подтверждено Yamamoto et al. (2005) на осно-
вании ультраструктурных исследований синтеза
клеточных стенок автоспор. Далее Luo et al. (2010)
обобщили молекулярно-генетические, морфоло-
гические и онтогенетические результаты иссле-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S0026365620060105 для авторизованных
пользователей.
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дований (Wolf et al., 2002; Krienitz et al., 2004; Faw-
ley et al., 2005; Pröschold et al., 2010) и предложили
новую концепцию клады Chlorella, в настоящее
время соответствующей семейству Chlorellaceae
(Guiry, Guiry, 2020), в которую, помимо архетипа,
были отнесены несколько родов с различной
морфологией: Actinastrum (ранее семейство
Coelastraceae), Didymogenes (ранее Scenedesmaceae),
Hegewaldia, Meyerella и Micractinium (ранее Micrac-
tiniaceae).

Последняя масштабная ревизия пресновод-
ных и наземных штаммов клады Chlorella прово-
дилась Pröschold et al. (2010) и Bock et al. (2011).
Однако с этого времени был описан целый ряд
новых таксонов внутри клады: C. thermophila (Ma
et al., 2015), род Carolibrandtia (Hoshina et al., 2017;
Hoshina, Nakada, 2018), Micractinium singularis,
M. variabile, M. simplicissimum (Chae et al., 2019).
Недавнее исследование Darienko et al. (2019) каса-
лось ограниченного ряда водорослей клады Chlorel-
la, обитающих исключительно в морских экоси-
стемах. В настоящее время правильная иденти-
фикация хлорелл по-прежнему затруднительна
вследствие скудности и высокой фенотипиче-
ской пластичности морфологических свойств и
отсутствия надежных диакритических признаков
для разграничения близкородственных таксонов.
Особую сложность вызывает их идентификация
при проведении мониторинга состояния водое-
мов. Общепринятой практикой при качествен-
ном и количественном анализе фитопланктона
является обработка отфильтрованных, фиксиро-
ванных 40%-ным формалином альгологических
проб на световом микроскопе при увеличении
×600 в счетной камере Учинской или Нажотта
(Методика изучения…, 1975). Точное определе-
ние микроводорослей Chlorella-клады в подобных
пробах будет дополнительно затруднено измене-
нием или утратой некоторых морфологических
признаков, таких как слизь, соединительные тя-
жи, формирование колоний, щетинкообразова-
ние, вследствие методических инструментальных
манипуляций (фильтрация, фиксация). Это при-
водит к снижению фактического биоразнообра-
зия микроводорослей в экосистемах водоемов.
Так, в составе альгофлоры планктона системы
водохранилищ бассейна реки Волга по результа-
там многолетних наблюдений с 1953 г. по 2014 г.
было обнаружено более 2000 видов, разновидно-
стей и форм микроводорослей и цианобактерий.
Из них к роду Chlorella относился всего 1 вид, к
роду Actinastrum 4 вида, к роду Didymogenes 2 вида,
к роду Micractinium 5 видов (Корнева, 2015). Столь
же невелико видовое разнообразие Chlorella-по-
добных микроводорослей и в малых водоемах урба-
низированных ландшафтов. В составе альгофлоры
плактона данной группы водоемов в период изуче-
ния с 1991 г. по 2017 г. было зарегистрировано 451
вид микроводорослей и цианобактерий. При

этом род Chlorella был представлен всего 2 вида-
ми, род Actinastrum – 1 видом, род Micractinium –1
видом (Кривина, 2018). Таким образом, валидная
идентификация этой сложной в морфологиче-
ском плане группы микроводорослей крайне
важна не только в фундаментальном аспекте для
разработки таксономической классификации, но
и в прикладном – для задач биомониторинга, биоте-
стирования, биотехнологических приложений.

Цель данной работы заключалась в исследовании
морфологии, экологии и филогении представителей
клады Сhlorella, в том числе нового штамма ACSSI
198, для разграничения близкородственных так-
сонов на уровне вида и рода. В статье впервые были
обобщены и проанализированы характеристики
представителей группы, в первую очередь таксоны,
открытые после последней ревизии клады в 2011
году.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Объекты исследования. Объектами данного ис-

следования стали описанные штаммы, принадле-
жащие кладе Chlorella, и их нуклеотидные после-
довательности, депонированные в GenBank, а
также новый штамм зеленой микроводоросли из
пробы воды с поверхностного горизонта при-
брежной зоны оз. Прудовиков, расположенного
на северо-восточной границе г. Тольятти Самар-
ской области (53°52′95′′ с.ш., 49°51′70′′ в.д.).

Изоляция и культивирование нового штамма.
Каплю озерной воды без предварительной филь-
трации наносили на твердую среду BG-11 с азотом
(2% агар; pH 7.2) и далее многократно пересевали
отдельные колонии. Полученные изоляты культи-
вировали в климатостате в стандартных условиях
(температура 23–25°С; свет 60–75 μмоль фотонов
м–2 с–1; фотопериод 12 ч).

Микроскопия. Морфологию и жизненный
цикл нового штамма изучали методами световой
микроскопии (светлое поле и интерференцион-
ный контраст) с помощью микроскопов Leica
DM750 и Carl Zeiss Axio Scope A1 (Германия) в
ЦКП ИФХиБПП РАН. Результаты наблюдений
документированы рабочими рисунками и фото-
графиями, снятыми с помощью цветных цифро-
вых камер “Видеозавр” (Россия) и Carl Zeiss MRc 5
(Германия). Сроки наблюдения составили от 2 нед.
до 12 мес. По данным микроскопии штамм был
предварительно идентифицирован как Chlorella sp.
и депонирован в Альгологическую коллекцию
ACSSI (http://acssi.org/) под номером 198.

Выделение, амплификация, очистка и секвени-
рование ДНК. Суммарную ДНК из штамма ACSSI
198 выделяли с помощью колоночного набора
DNeasy Plant Mini Kit (“Qiagen”, США), следуя
протоколу производителя. Для амплификации
использовали готовую смесь Screen Mix-HS (“Ев-
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роген”, Россия). Праймеры для ПЦР генов 18S,
5.8S рРНК и спейсеров ITS1, ITS2 были исполь-
зованы из статей Katana et al. (2001) и White et al.
(1990) (табл. 1). Детекцию целевых ПЦР-продук-
тов проводили электрофоретически в 1%-ном
агарозном геле. Для дальнейшей очистки ампли-
конов из геля применяли набор Cleanup Standard
(“Евроген”, Россия). Секвенирование нуклеотид-
ных последовательностей осуществляли с прайме-
рами, приведенными в табл. 1, на базе ЗАО “Син-
тол” (Россия).

Молекулярно-филогенетический анализ. Для
уточнения филогенетического положения штамма
ACSSI 198 и установления его связей внутри клады
Chlorella был осуществлен поиск гомологии нуклео-
тидных последовательностей генов 18S, 5.8S рРНК и
спейсеров ITS1, ITS2 по алгоритму BLASTn в Gen-
Bank (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Отбор последо-
вательностей осуществляли исходя из критериев
максимального родства (сходство ≥95%), качества
прочтения (без вырожденных и неизвестных нук-
леотидов), длины прочтения (фрагмент 18S–ITS1–
5.8S–ITS2 не менее 2300 п.н. длиной) и принадлеж-
ности к типовым видам и коллекционным аутен-
тичным штаммам. В состав выборки для филогене-
тического анализа вошли 96 штаммов, характери-
стика которых представлена в дополнительных
материалах (табл. S1). Названия таксонов приведе-
ны согласно Международной электронной базе дан-
ных AlgaeBase (Guiry, Guiry, 2020). При наличии ин-
тронов в гене 18S рРНК они удалялись из выравни-
вания, информация об обнаруженных интронах
указана на рис. 1, 2. Множественное выравнивание

было выполнено в программе BioEdit по алгоритму
ClustalW. При выборе модели нуклеотидных замен
использовали программу jModelTest и минимальное
значение критерия AIC. Реконструкцию филогене-
тических взаимосвязей осуществляли с помощью
метода максимального правдоподобия (ML) в про-
грамме PhyML. В качестве внешней группы выбра-
ли представителей класса Trebouxiophyceae (Chloro-
phyta) – Dictyosphaerium ehrenbergianum, Parachlorella
beijerinckii, P. kessleri.

Статистическая поддержка топологии дерева
была оценена с помощью бутстреп-анализа (1000
повторностей) и указана в узлах ветвей в виде
процентов. Филогенетические деревья были ви-
зуализированы в программе FigTree v. 1.3.1. Гене-
тические различия между нуклеотидными после-
довательностями гомологичных генов охаракте-
ризовали с помощью генетических дистанций.
Мерой генетических различий являлся процент
несовпадений нуклеотидов при попарном срав-
нении выровненных последовательностей, вы-
числение которого проводили в программе
MEGA 6.0. Для сравнения топологии деревьев ис-
пользовали данные статей (Krienitz et al., 2004;
Hoshina et al., 2010; Luo et al., 2010; Bock et al.,
2011a, 2011b; Pröschold et al., 2011; Ma et al., 2015;
Hoshina et al., 2017; Hoshina, Nakada, 2018; Darien-
ko et al., 2019).

Для анализа вторичной структуры ITS2 была
выполнена аннотация спейсера в ITS2-DataBase
(http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de) и
его фолдинг с помощью веб-сервера Mfold
(http://unafold.rna.albany.edu) в соответствии с

Таблица 1. Праймеры и условия амплификации генов 18S и 5.8S рРНК, спейсеров ITS1 и ITS2

* Внутренние секвенирующие праймеры.

Локус Праймер Последовательность (5'–3') Условия амплификации

18S рРНК

18SF AACCTGGTTGATCCTGCCAGT 95°C – 5 мин;
95°C – 30 c, 55°C – 30 c,
72°C – 2 мин, 35 циклов;
72°C – 5 мин

18SR TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTACG

402–23F* GCTACCACATCCAAGGAAGGCA

1323–44F* CGAACGAGACCTCAGCCTGCTA

898–919R* TAAATCCAAGAATTTCACCTCT

1308–39R* CTCGTTCGTTAACGGAATTAACC

ITS1, 5.8S

ITS-AF CGTTTCCGTAGGTGAACCTGC 95°C – 3 мин;
95°C – 30 c, 57.6°C – 30 c,
72°C – 1 мин, 35 циклов;
72°C – 10 мин

ITS-BR CATATGCTTAAGTTCAGCGGG

ITS2

ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC 95°C – 3 мин;
95°C – 30 с, 57.6°C – 30 с,
72°C – 1 мин, 35 циклов;
72°C – 10 мин

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
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принципом минимальной энергии. При оценке
правильности фолдинга ITS2 зеленых микрово-
дорослей ориентировались на работу Caisová et al.
(2013). Сравнение вторичной структуры между
штаммами, поиск консервативных мотивов и
компенсаторных замен (CBC) осуществляли
между всеми штаммами выборки в программе
4SALE. В качестве инструмента разделения видов

был использован подход, предложенный Coleman
(2000, 2009), которая показала, что наличие хотя
бы одной CBC в консервативных регионах ITS2
(5 п.н. I шпильки, 11 п.н. II шпильки, вся III
шпилька) у двух водорослей коррелирует с их
полной половой несовместимостью. Напротив,
CBC в менее консервативных регионах, а также
полукомпенсаторные замены (hCBC) в консерва-

Рис. 1. Укорененное филогенетическое дерево зеленых водорослей клады Chlorella, построенное методом максималь-
ного правдоподобия (ML), на основе последовательностей генов 18S и 5.8S рРНК и спейсеров ITS1 и ITS2 (2611 п.н.).
В качестве статистической поддержки узлов дерева указаны бутстреп-значения ML; значения <70% не показаны. Мо-
дель нуклеотидных замен: GTR + I + G. Обозначения: * – аутентичные штаммы; (T) – типовой вид. j – образует ко-
лонии; h – одиночные клетки; ◺ – не продуцирует щетинки; ◣ – продуцирует щетинки; s – свободноживущий ор-
ганизм; d – эндосимбиотический организм; “–” – нет информации; И – наличие интронов, рядом указано количе-
ство интронов; “–” – нет интрона.
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Chlorella sp. ZJU0205 (JX097055)

Chlorella sp. ZJU0203 (JX097058)
Chlorella sp. ZJU0204 (JX097056; JX097068)
Chlorella sp. IFRPD 1014 (AB260897)

Chlorella sp. IFRPD 1018 (AB260898)
Chlorella sp. CCAP 211/86 (GQ487242)

Chlorella thermophila* ITBB HTA1-65 (KF661334; KJ002639)

Chlorella variabilis CCAP 211/84 (AB206549)

Chlorella variabilis OK1-ZK (AB162912)
Chlorella variabilis* SAG 211-6 (FM205849)

Chlorella vulgaris* (T) SAG 211-11b (FM205832)

Uncultured Chlorella (AB260895)
Chlorella vulgaris CCAP 211/11Q (FR865659)
Chlorella vulgaris CCAP 211/110 (FN298918)
Chlorella vulgaris CCAP 211/21A (KJ756823)
Chlorella vulgaris CCAP 211/75 (KJ756813)
Chlorella vulgaris CCAP 211/80 (FM205853)

Chlorella vulgaris CCAP 211/74 (FR865682)
Chlorella vulgaris CCAP 211/81 (FM205854)

Chlorella pituita* ACOI 311 (GQ176853)
Chlorella pituita ACOI 856 (FM205856)

Chlorella rotunda* CCAP 260/11 (HQ111433)
Chlorella heliozoae* SAG 3.83 (FM205850)

Lobosphaeropsis lobophora* SAG 37.88 (FM205833)

Chlorella pulchelloides SAG 222-2a (FM205857)
Chlorella pulchelloides* CCAP 211/118 (HQ111431)

Chlorella pulchelloides CCAP 211/117 (HQ111430)

Chlorella chlorelloides* CCAP 211/116 (HQ111432)
Chlorella coloniales* UTEX 938 (FM205862)

Coronastrum ellipsoideum UTEX LB1382 (GQ507370)

Chlorella singularis* CCAP 211/119 (HQ111435)

Chlorella sp. (HQ404895)
Chlorellaceae sp. (LC075798)

Carolibrandtia ciliaticola NIES 4034 (LC228606)

Heynigia riparia* CCAP 222/47 (GQ487225)

Hindakia tetrachotoma* (T) CCAP 222/80 (GQ487233)
Hindakia fallax* CCAP 222/29 (GQ487223)

Dictyosphaerium sp. CCAP 222/9 (GQ507369)
Dictyosphaerium sp. CB 2008/108 (GQ507371)

Hindakia fallax CCAP 222/30 (GQ487224)

Hindakia tetrachotoma CCAP 222/73 (GQ487231)
Hindakia tetrachotoma CCAP 222/60 (GQ867589)
Hindakia tetrachotoma CCAP 222/59 (GQ487235)

Heynigia dictyosphaerioides* (T) CCAP 222/2D (GQ487221)

Carolibrandtia ciliaticola* (T) NIES 4033 (LC228604)
Carolibrandtia ciliaticola NIES 4032 (LC228605)

Chlorella sorokiniana CCALA 260 (FM205860)

Chlorella sorokiniana KLL-G018 (KP726221)
Chlorella sorokiniana* SAG 211-8k (FM205834)
Chlorella sorokiniana NIES-2173 (AB731601)

Chlorella elongata* CCAP 222/18 (FM205858)
Chlorella sp. (MK764913; MK764922)

Chlorella lewinii* CCAP 211/90 (FM205861)

Chlorella sorokiniana UTEX 2714 (LK021940)

Chlorella volutis* CCAP 211/120 (HQ111434)

Micractinium pusillum SAG 7.93 (KM020034)

Actinastrum hantzschii (T) CCAP 200/1 (FM205882)
Actinastrum hantzschii SAG2015 (FM205841)

Dictyosphaerium ehrenbergianum* (T) CCAP 222/1A (GQ176861)

Didymogenes anomala SAG 18.91 (FM205839)
Didymogenes palatina (T) SAG 30.92 (FM205840)

Didymogenes sphaerica* NIES 2167 (AB731603)

Hegewaldia parvula* (T) CCAP 283/2 (FM205843)
Hegewaldia parvula CCAP 283/1 (FM205842)

Hegewaldia sp. CCAP 283/3 (FM205844)

Parachlorella kessleri* SAG 211-11g (FM205846)
Parachlorella beĳerinckii* (T) SAG 2046 (FM205845)
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тивных регионах не были связаны со способно-
стью к скрещиванию. Вторичные структуры были
визуализированы в программе PseudoViewer3.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Главный молекулярно-филогенетический

маркер для эукариотических организмов – ядер-
ный ген 18S рРНК – достаточно консервативен и
не всегда позволяет успешно разделять близко-
родственные виды зеленых микроводорослей
(Fawley et al., 2006). В дополнительных материалах
(рис. S1) представлено филогенетическое дерево
клады Chlorella, построенное на основе последова-
тельностей гена 18S рРНК. Доля консервативных
сайтов составляла 88%, вариабельных – 12%, пар-
симони-информативных – 6%. Для усиления фи-
логенетического сигнала использовали более
длинный фрагмент, включаюший гены 18S и 5.8S
рРНК, а также спейсеры ITS1 и ITS2. При увели-
чении длины нуклеотидной последовательности
количество консервативных сайтов снизилось до
71%, доля вариабельных сайтов возросла более
чем в 2 раза и составила 27%, доля парсимони-ин-
формативных сайтов увеличилась более чем в три
раза и равнялась 22%. Было отмечено улучшение
кластеризации и рост статистических поддержек
узлов дерева. Поэтому в данной работе мы рассмат-
риваем филогенетическое дерево, построенное на
основании фрагмента 18S–ITS1–5.8S–ITS2. Клада
Chlorella образовала группу с максимальным уров-
нем статистической поддержки (рис. 1), внутри
разделяясь на 8 групп надродового и родового
уровня со статистической поддержкой от 70 до
100%.

Все представители клады Chlorella имели кок-
коидную организацию таллома. Клетки одиночные
или колониальные, соединенные слизистыми тя-
жами. Хлоропласт пристенный, преимущественно
чашевидный. Пиреноид, как правило, один, кроме
представителей рода Meyerella, у которых он отсут-
ствует. Крахмальная обвертка пиреноида либо
фрагментированная, состоящая из 2–4 скорлу-
пок, либо сплошная. Размножение преимуще-
ственно бесполое – автоспорогенез, за исключе-
нием Micractinium pusillum и представителей рода
Hegewaldia, у которых известен половой процесс
(оогамия). Большинство микроводорослей клады
Chlorella являются пресноводными свободножи-
вущими планктонными организмами. Однако
встречаются также свободноживущие обитатели
солоноватых водоемов и морских вод, почв и эн-
досимбионты (Krienitz et al., 2004; Fawley et al.,
2005; Luo et al., 2010; Pröschold et al., 2010; Bock et al.,
2011a; Darienko et al., 2019).

Для всех штаммов, представленных на филоге-
нетическом дереве, были смоделированы вторич-
ные структуры ITS2. Длина ITS2 членов клады
Chlorella варьировала в диапазоне от 221 до 268 н.

Вторичная структура ITS2 обладала общими при-
знаками, характерными для зеленых микроводо-
рослей (Chlorophyta): четыре неразветвленные
шпильки, пиримидин-пиримидиновый мисматч
во II шпильке, консервативный мотив GGUAGG
в самой длинной III шпильке. Далее мы приво-
дим описание каждой из групп с морфологиче-
скими, молекулярно-генетическими и экологи-
ческими характеристиками.

Группа I объединяет с 70%-ной статистической
поддержкой микроводоросли с шаровидными или
слегка овальными клетками, которые не образуют
щетинок. Хлоропласт пристенный, у большинства
представителей клады чашевидный, реже пояско-
видный. Пиреноид один, c крахмальной обверткой
из 2–4 скорлупок. Размножение автоспорами. Оби-
тают, преимущественно, в пресных водах, реже в
солоноватоводных и соленых водоемах и почве.
Среди них есть как свободноживущие микрово-
доросли, так и симбионты пресноводных реснич-
ных и амебоидных протистов (Luo et al., 2010; Prö-
schold et al., 2010; Bock et al., 2011a). В состав дан-
ной группы вошли:

– типовой вид рода Chlorella vulgaris (8 штам-
мов, в т.ч. аутентичный штамм SAG 211-11b) и не-
культивируемая микроводоросль Chlorella sp.
Преимущественно пресноводные свободноживу-
щие организмы. Однако встречаются обитатели
солоноватоводных и соленых водоемов (штаммы
CCAP 211/21A, CCAP 211/75) и эндосимбионты
пресноводной инфузории Paramecium bursaria
(штамм CCAP 211/110 и Chlorella sp.);

– C. pituita (2 штамма, включая аутентичный
штамм ACOI 311). Отличительные черты: слизи-
стые тяжи, формирование колоний, окруженных
слизистой оболочкой, наличие, помимо чаше-
видного, блюдцевидного хлоропласта (Bock et al.,
2011a);

– C. variabilis (3 штамма, в т.ч. аутентичный
штамм SAG 211-6). В отличие от других предста-
вителей группы I штаммам C. variabilis для нор-
мальной жизнедеятельности необходимы соеди-
нения аммония или органического азота, вита-
мины B1 и B12 (Pröschold et al., 2011). Вероятно, это
связано с симбиотическим образом жизни, по-
скольку все представители подгруппы являются
эндосимбионтами инфузории Paramecia bursaria.
Другой характерной чертой является наличие в
составе гена 18S рРНК трех интронов длиной 326,
646 и 495 п.н. соответственно;

– аутентичный штамм Lobosphaeropsis lobopho-
ra SAG 37.88. К диакритическим признакам отно-
сятся лопастной хлоропласт, присутствие капель
масла в цитоплазме (Ettl, Gärtner, 1995), почвен-
ное местообитание. Отметим, что перенос C. lobo-
phora к Lobosphaeropsis Reisigl, предложенный Ettl,
Gartner (1995) не подтверждается в нашем иссле-
довании, равно как в других работах (Krienitz et al.,
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2004; Luo et al., 2010; Bock et al., 2011a). Аутентич-
ный штамм L. pyrenoidosa, типового вида рода Lo-
bosphaeropsis, утерян, а единственный доступный
штамм этого вида FG2/10.3 близок к роду Wata-
nabea;

– аутентичный штамм C. rotunda CCAP 260/11,
отличающийся наименьшими размерами в дан-
ной группе (3.3–4.5 мкм в диаметре) (Bock et al.,
2011a);

– аутентичный штамм C. heliozoae SAG 3.83.
Характерными признаками являются мантиевид-
ный или блюдцевидный хлоропласт, эндосим-
биотический образ жизни в теле центрохелидного
солнечника Acanthocystis turfacea (Bock et al., 2011a), а
также наличие в составе гена 18S рРНК трех ин-
тронов длиной 552, 435 и 387 п.н. соответственно;

– отдельную филогенетическую линию со-
ставляют 2 неаутентичных штамма Dictyosphaeri-
um sp., отличающиеся наличием колоний, в кото-
рых клетки соединены слизистыми тяжами (Bock
et al., 2011b);

– сестринской филогенетической линией к
Dictyosphaerium sp. является неаутентичный
штамм Coronastrum ellipsoideum UTEX LB1382, ха-
рактерной чертой которого является способность
формировать 4-клеточные ценобии при помощи
коротких бесцветных нитей (Bock et al., 2011b).
Можно предположить, что Dictyosphaerium sp. и
C. ellipsoideum UTEX LB1382 являются новыми, по-
ка не идентифицированными видами рода Chlorella.

В пределах группы I внутривидовые различия
нуклеотидных последовательностей, включающих
гены 18S и 5.8S рРНК и спейсеры ITS1 и ITS2, со-
ставляли 0–0.1%, межвидовые – 0.4–2.1%. Услов-
но, обозначим данную группу как “истинные”
хлореллы.

Применение СВС-подхода для разграничения
видов внутри группы I не было полностью успеш-
ным. Так между видами С. vulgaris и С. pituita, а
также между видами С. variabilis, C. rotunda и
С. heliozoae в консервативных регионах ITS2 СВС
не были обнаружены. При этом для некоторых
видов удалось выявить СBC в консервативных
регионах: C. vulgaris, C. pituita, L. lobophora отлича-
лись от остальных видов группы на 1 СВС в кон-
сервативном регионе II шпильки (A–U → G–C,
3 п.н.). C. vulgaris имела еще 1 СВС при сравнении
с C. heliozoae и С. rotunda в III шпильке (U–A →
→ G–G, 3 п.н.). L. lobophora также отличалась от
всех видов группы, кроме C. heliozoae, на 1 СВС в
консервативном регионе I шпильки (U–A → C–
G, 4 п.н.). У Coronastrum ellipsoideum и Dictyosphae-
rium sp. была отмечена 1 общая СВС в III шпильке
(A–U → G–C, 24 п.н.), присущая только этой
подгруппе. Кроме того, C. ellipsoideum имел еще
одну специфическую СВС в III шпильке (A–U →
→ G–C, 23 п.н.), которая больше не встречалась
ни у одного представителя группы.

Группа II. Отличительной особенностью всех
представителей группы II является формирова-
ние колоний (за исключением одиночной Chlorella
singularis), в которых шаровидные, овальные или
широко эллипсоидные клетки соединены слизи-
стыми тяжами. Количество клеток в колонии в це-
лом варьирует от 4 до 64. Колонии окружены слизи-
стой оболочкой. Клетки не продуцируют щетинки.
Кроме чашевидного, широко распространен блюд-
цевидный хлоропласт. Пиреноид окружен, как
правило, 2 крахмальными скорлупками. Размно-
жение осуществляется автоспорами, которые по-
сле разрыва материнской оболочки в большин-
стве случаев прикрепляются к ее концам. Пред-
ставители – преимущественно свободноживущие
пресноводные организмы (Bock et al., 2010, 2011a).
На филогенетическом дереве группа имеет стати-
стическую поддержку 71% и включает в себя:

– C. pulchelloides (3 штамма, в т.ч. аутентичный
штамм CCAP 211/117). Отличается часто встреча-
ющейся яйцевидной формой клеток, в особенно-
сти молодых; прикреплением клеток к слизистым
тяжам широкой стороной; горизонтальным рас-
хождением (либо под небольшим наклоном) ав-
тоспор после разрушения материнской оболочки
(Bock et al., 2011a); наличием в гене 18S рРНК трех
интронов длиной 420, 436 и 431 п.н. соответственно;

– аутентичный штамм C. chlorelloides CCAP
211/116. К характерным признакам относятся 4-х
клеточные колонии, расхождение автоспор после
разрушения материнской оболочки под углом
180° (Bock et al., 2011a);

– аутентичный штамм C. colonialis UTEX 938.
Данный вид отличает следующая совокупность
признаков: клетки овальные или широкоэллип-
соидные, которые соединяются слизистыми тя-
жами; автоспоры после разрушения материнской
оболочки расходятся под наклоном или горизон-
тально (Bock et al., 2011a); в составе гена 18S рРНК
присутствует один интрон длиной 318 п.н. Типич-
ное местообитание неизвестно;

– аутентичный штамм C. singularis CCAP
211/119. Диакритические признаки: клетки оди-
ночные, шаровидные, в слизистой оболочке;
размер взрослых клеток наибольший в группе II –
6.7–9 мкм в диаметре; после разрыва материн-
ской оболочки автоспоры расходятся в разные
стороны (Bock et al., 2011a);

– род Hindakia, выделенный на основании ре-
зультатов молекулярно-генетического анализа,
со 100%-й статистической поддержкой объединя-
ет штаммы двух видов: H. fallax (2 штамма, вклю-
чая аутентичный штамм CCAP 222/29) и типовой
вид рода H. tetrachotoma (4 штамма, в т.ч. аутен-
тичный штамм CCAP 222/80). Виды различаются
формой молодых клеток: у H. fallax – ассиметрич-
но копьевидная, у H. tetrachotoma – узкоовальная
форма (Bock et al., 2010);
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– сестринской подгруппой к роду Hindakia яв-
ляется род Heynigia (статистическая поддержка
85%). Этот род также был выделен на основании
данных молекулярно-генетического анализа и
включает аутентичные штаммы H. riparia CCAP
222/4 и H. dictyosphaerioides CCAP 222/2D (типо-
вой вид рода). Отличительным признаком видов
внутри рода являются размеры клеток: у H. riparia
размер клеток составляет 5–7.5 мкм в диаметре, у
H. dictyosphaerioides – 4.5–6 мкм (Bock et al., 2010).

Внутривидовые различия нуклеотидных по-
следовательностей 18S–ITS1–5.8S–ITS2 в группе
II составляли 0–0.3%, межвидовые – 0.4–1.5%,
межродовые – 1–1.6%. Обобщая результаты изу-
чения морфологических, экологических и моле-
кулярно-генетических признаков, можно пред-
положить, что виды C. pulchelloides, C. chlorelloides,
C. colonialis и C. singularis не являются “истинными”
хлореллами. Вероятно, это представители нового
рода. Однако, исходя из величины генетических
дистанций (0.9–1.5%) в сравнении с величинами
внутривидовых и межродовых различий нуклео-
тидных последовательностей для всей клады
Chlorella и неспособности C. singularis формиро-
вать колонии, мы предполагаем, что это может
быть и группа близкородственных родов. Поэто-
му таксономическая принадлежность этих видов
нуждается, на наш взгляд, в дальнейшем изуче-
нии и уточнении.

CBC-подход для разграничения видов, как и в
случае с группой I, оказался неэффективен. При
анализе вторичной структуры ITS2 в консерва-
тивных регионах только у штаммов C. pulchelloides и
C. colonialis была обнаружена 1 CBC (U–A → C–G,
19 п.н.) в III шпильке, отличающая их от всех
остальных штаммов группы. Молекулярной под-
писью микроводорослей рода Hindakia может
быть более длинный пиримидин-пиримидино-
вый мисматч (UUU–UUU – у H. tetrachotoma,
UUU–UCU – у H. fallax) во II шпильке ITS2.

Группа III морфологически весьма разнородна
(статистическая поддержка – 97%) и объединяет
виды как с одиночными клетками, так и колони-
альные. Преимущественно не продуцируют ще-
тинки. Хлоропласт один, пристенный, чаше- или
блюдцевидный. Пиреноид один с фрагментиро-
ванной крахмальной обверткой. Размножение
осуществляется автоспорами. Среди представи-
телей клады встречаются как свободноживущие,
так и симбиотические организмы (Hindák, 1974;
Hoshina, Fujiwara, 2013; Hoshina et al., 2017; Hoshi-
na, Nakada, 2018):

– род Carolibrandtia, представленный типовым
видом C. ciliaticola (3 штамма, в т. ч. аутентичный
штамм NIES 4033), который образует с Chlorella-
ceae sp. одну подгруппу со 100%-ной статистиче-
ской поддержкой. Отличительными чертами яв-
ляются субглобулярный пиреноид, потребность в

казаминовых кислотах для роста и жизнедеятель-
ности, эндосимбионтический образ жизни в ин-
фузориях пресноводных водоемов (Hoshina et al.,
2017; Hoshina, Nakada, 2018) и наличие интрона
длиной 339 п.н. в гене 18S рРНК;

– штамм Chlorella sp. CCCryo 297-06, который
является сестринской филогенетической линией
рода Carolibrandtia, отличается свободноживу-
щим образом жизни и отсутствием интрона в гене
18S рРНК;

– род Didymogenes с 97%-ной статистической
поддержкой объединяет штаммы 3 видов: аутентич-
ный штамм D. sphaerica NIES 2167, штамм D. palatina
SAG 30.92 (типовой вид рода) и D. anomala SAG
18.91. Характерными чертами рода являются, как
правило, сигмовидные клетки, соединенные в 2–
16-клеточные ценобии; при бесполом размноже-
нии образуется спорангий с автоспорами, со-
бранными в 2-х или 4-клеточные ценобии
(Hindák, 1974; Hoshina, Fujiwara, 2013). D. sphaeri-
ca отличается от других видов рода одиночными
шаровидными клетками и наличием интрона
длиной 448 п.н. в гене 18S рРНК. Характерной
чертой D. palatina является наличие интрона дли-
ной 317 п.н. в гене 18S рРНК, D. anomala – отсут-
ствие интрона в гене 18S рРНК и способность
продуцировать щетинки. Представители рода
Didymogenes являются пресноводными свободножи-
вущими организмами, за исключением D. sphaerica,
для которого типичное местообитание не уста-
новлено;

– аутентичный штамм Chlorella elongata CCAP
222/18. Отличительными являются следующие
признаки: клетки овальные, образуют колонии,
соединяясь слизистыми тяжами, наличие двух
интронов длиной 490 и 326 п.н. в гене 18S рРНК
(Bock et al., 2011). Является пресноводным сво-
бодноживущим организмом;

– некультивируемая микроводоросль Chlorella sp.,
близкородственная к C. elongata (статистическая
поддержка 97%), отличается обитанием в соленой
воде и отсутствием интронов в гене 18S рРНК;

Внутривидовые генетические различия в груп-
пе III не превышали 0.1%, межвидовые варьиро-
вали в диапазоне от 0.5 до 0.8%, межродовые – в
пределах 0.9–1.4%. При этом, исходя из результа-
тов филогенетического анализа и величины внут-
ривидовых и межродовых генетических дистан-
ций для всей клады Chlorella, штамм Chlorella sp.
CCCryo 297-06 может рассматриваться как потен-
циально новый самостоятельный вид р. Caroli-
brandtia, а Chlorella elongata и Chlorella sp. (MK764913;
MK764922) – как виды, относящиеся к одному
роду.

CBC-подход для разграничения видов и родов
в данном случае оказался неприменим, посколь-
ку при анализе вторичной структуры ITS2 СВС в
консервативных регионах обнаружено не было.
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Группа IV состоит из монотипного рода Mey-
erella и включает в себя 2 штамма типового вида
Meyerella planktonica, в т.ч. аутентичный штамм
CCMP 2446. Отличительными признаками рода
являются цилиндрическая или шаровидная форма
зрелых клеток; пластинчатый хлоропласт в молодых
клетках, корытоотбразный в зрелых; отсутствие пи-
реноида; угловато-элипсоидальные автоспоры, ко-
торые затем превращаются в короткий цилиндр с за-
кругленными концами (Fawley et al., 2005).

Внутривидовые различия в нуклеотидных по-
следовательностях отсутствовали, межродовые
различия с остальными группами клады Chlorella
составляли 1.5–2.6%.

Анализ вторичной структуры ITS2 не выявил
каких-либо различий в консервативных регионах
в пределах группы IV.

Группа V с 78%-ной статистической поддержкой
объединяет микроводоросли с одиночными, пре-
имущественно шаровидными клетками без слизи и
щетинок. Кроме чашевидного, широко распро-
странен блюдцевидный или поясковидный хлоро-
пласт. Крахмальная обвертка в большинстве случаев
фрагментирована на 2–4 скорлупки. Размножение
осуществляется автоспорами. Все представители
клады являются свободноживущими организмами,
обитающими, преимущественно, в пресновод-
ных водоемах, реже почве или наземно-воздуш-
ной среде (Shihira, Krauss, 1965; Bock et al., 2011):

– С. sorokiniana (аутентичный штамм SAG 211-8k
и неаутентичные штаммы NIES 2173, CCALA 260,
KLL-G018). Отличительной чертой является пре-
имущественно эллипсоидальная форма клеток,
которая при повышенном содержании глюкозы в
среде становится шаровидной (Shihira, Krauss, 1965);

– аутентичный штамм C. lewinii CCAP 211/90.
Характерные признаки – наличие клеток яйце-
видной формы и почвенная среда обитания (Bock
et al., 2011);

– отдельную подгруппу со статистической
поддержкой 100% образуют неаутентичный штамм
С. sorokiniana UTEX 2714, который на сайте коллек-
ции обозначен как С. vulgaris, и штаммы Chlorella sp.
ZJ0203, ZJ0204, IFRD 1014, ZJ0205. Данная под-
группа не имеет характерных морфологических
признаков и отличается от остальных видов неза-
висимым филогенетическим положением;

– самостоятельную филогенетическую линию
образует штамм Chlorella sp. IFRPD 1018, который
со статистической поддержкой 100% кластеризует-
ся с группой, включающей штаммы С. sorokiniana и
C. lewinii. Штамм Chlorella sp. CCAP 211/86 при-
мыкает к их кластеру (статистическая поддержка
70%). Штаммы нуждаются в дополнительном
изучении и валидации;

– аутентичный штамм C. thermophila HTA1-65,
диакритическими признаками которого являются
двуслойная гладкая клеточная стенка, наимень-

ший в группе IV размер клеток (1.5–2.5 мкм в диа-
метре), наличие в цитоплазме клеток липидных
капель, термотолерантность (выдерживает тем-
пературу до 45°С), наземно-воздушное распро-
странение и свободноживущий образ жизни (изо-
лирован с обрастаний крыш) (Ma et al., 2015);

– сестринскую филогенетическую линию с
C. thermophila образует Chlorella sp. IPPAS C1210
(статистическая поддержка 100%). Отличитель-
ные признаки: наличие интрона длиной 440 п.н. в
составе гена 18S рРНК и свободноживущий образ
жизни в пресной воде;

– аутентичный штамм CCAP 211/120 C. volutis,
характеризующийся исключительно шаровидной
формой клеток и их размером (5–6.5 мкм в диа-
метре), который является наибольшим в группе
IV (Bock et al., 2011).

Различия внутри кластеров, которые можно
рассматривать как потенциальные виды, нужда-
ющиеся в дополнительном изучении и валидации
(1-ый вид – C. sorokiniana KLL-G018, CCALA 260,
NIES-2173 и аутентичный штамм SAG 211-8K;
2-ой вид – C. sorokiniana ZJU0203, ZJU0204, IF-
RPD 1014, ZJU0205, UTEX 2714), составляли 0–
0.3%. Межвидовые различия, с учетом выделения
вышеуказанных потенциально новых видов, ва-
рьировали в пределах от 0.5–2.4%. Обобщая ито-
ги изучения морфологических, физиологиче-
ских, экологических и молекулярно-генетиче-
ских характеристик представителей группы V,
можно сказать, что, во-первых, согласно филоге-
нетическому анализу все представители данной
группы “истинными” хлореллами не являются.
Во-вторых, вероятно, данная группа содержит
несколько новых родов. Можно предположить,
что в один род входят C. sorokiniana KLL-G018,
CCALA 260, NIES-2173 и аутентичный штамм
SAG 211-8K; 2-ой вид – C. sorokiniana (ZJU0203,
ZJU0204, IFRPD 1014, ZJU0205, UTEX 2714);
С. lewinii (генетеческие дистанции в данной под-
группе ≤0.7%). C. thermophila, Chlorella sp. IPPAS
C1210, C. volutis могут быть как видами одного ро-
да, так и представителями близких родов, т.к. ге-
нетическая дистанция между ними составляет
1.9–2.0%. Для выдвижения более или менее обос-
нованных предположений о таксономическом ста-
тусе штаммов Chlorella sp. IFRPD 1018 и Chlorella
sp. CCAP 211/86 информации пока не достаточно.

СBC-подход, как и в предыдущих группах,
оказался неэффективен. При анализе вторичной
структуры ITS2 CBC были обнаружены лишь у
C. thermophila: 1 CBC (U–A → C–G, 3 п.н.) в кон-
сервативном регионе I шпильки и 2 CBC (A–U →
→ G–C, 7 п.н.; G–C → A–U, 2 п.н.) в III шпильке,
а также у Chlorella sp. IPPAS C-1210: 2 CBC (A–U →
→ G–C, 7 п.н.; G–C → A–U, 2 п.н.) в III шпильке.

Группа VI объединяет представителей рода Mi-
cractinium со статистической поддержкой 91%
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(рис. 2). Морфологически клада разнородна. Ра-
нее главным фенотипическим признаком рода
считалась способность формировать щетинки
(Komárek, Fott, 1983). Однако на сегодняшний
день известны виды, которые щетинки не проду-
цируют даже в условиях “пастбищной нагрузки”
со стороны альгофагов (Luo et al., 2006). Клетки
шаровидные или овальные, одиночные или со-
бранные в колонии. Хлоропласт, как правило,
пристенный, чаше- или блюдцевидный. Пирено-
ид один с крахмальной обверткой из 2–4 скорлупок.
Размножение у большинства видов происходит 2–8
автоспорами. Среди представителей данной группы
преобладают свободноживущие пресноводные
организмы, однако встречаются и эндосимбион-
ты. В состав группы входят:

– со 100%-статистической поддержкой от-
дельную подгруппу образуют аутентичный
штамм М. singularis KSF0094, аутентичный штамм
M. variabile KSF0085, 4 штамма Micractinium simpli-
cissimum, в т.ч. аутентичный штамм KSF0112,
2 штамма M. inermum (аутентичный штамм NIES
2171). Данная подгруппа объединяет виды с оди-
ночными клетками, шаровидными или овальны-
ми, преимущественно без слизи. Из всех предста-
вителей подгруппы только M. variabile способен
продуцировать щетинки в условиях “пастбищной”
нагрузки. Наряду с чашевидным, распространен

поясковидный хлоропласт. Виды выделены на ос-
новании данных молекулярно-генетического ана-
лиза (Hoshina, Fujiwara, 2013; Chae et al., 2019);

– сестринскую филогенетическую линию к
вышеописанной подгруппе образует некультиви-
руемая зеленая микроводоросль Chlorophyta clone
PA2009C7 (статистическая поддержка 85%).
Пресноводный свободноживущий организм;

– M. pusillum (5 штаммов, в т.ч. аутентичный
штамм CCAP 248/5) – типовой вид рода Micractin-
ium. Диакритические признаки: формирование
полиэдрических и тетраэдрических колоний;
способность клеток под давлением альгофагов
продуцировать щетинки, половое размножение
(оогамия) (Komárek, Fott, 1983; Luo et al., 2006);

– аутентичный штамм M. bornhemiensis NIES
455 и неаутентичный штамм M. pusillum CCAP
248/3 формируют общую подгруппу со статисти-
ческой поддержкой 100%. Отличительными чер-
тами являются способность клеток формировать
правильные пирамидальные ценобии и продуци-
ровать щетинки, автоспоры по 4 (Komárek, Fott,
1983);

– отдельную филогенетическую линию образует
штамм Micractinium sp. GB1k, который близкород-
ственен M. pusillum, M. bornhemiensis, Micractinium sp.
CCAP 248/7 (статистическая поддержка 71%).
Пресноводный свободноживущий организм;

Рис. 2. Фрагмент укорененного филогенетического дерева зеленых водорослей клады Chlorella (группа VI), построен-
ного методом максимального правдоподобия (ML), на основе последовательностей генов 18S и 5.8S рРНК и спейсе-
ров ITS1 и ITS2 (2611 п.н.). В качестве статистической поддержки узлов дерева указаны бутстреп-значения ML; значе-
ния <70% не показаны. Модель нуклеотидных замен: GTR + I + G. Обозначения: жирным шрифтом выделен штамм
ACSSI 198; * – аутентичные штаммы; (T) – типовой вид. j – образует колонии; h – одиночные клетки; ◺ – не проду-
цирует щетинки; ◣ – продуцирует щетинки; s – свободноживущий организм; d – эндосимбиотический организм;
И – наличие интронов, рядом указано количество интронов; “–” – нет интрона.

И1
И1
И1
И1

Группа VI

100

100

100

100

100

100

100

100

100
100

93
98

99

87

98

88

91

Micractinium simplicissimum KSF0127 (MN414471)
Micractinium simplicissimum KSF0114 (MN414467)
Micractinium simplicissimum KSF0100 (MN414472)
Micractinium simplicissimum* KSF0112 (MN414470)

Micractinium pusillum* (T) CCAP 248/5 (FM205836)

Micractinium pusillum SAG 13.81 (FM205866)

Micractinium belenophorum* SAG 42.98 (FM205879)

Micractinium bornhemiensis* NIES 455 (JX889640)

Micractinium sp. CCAP 248/14 (FM205881)

Chlorella sp. ACSSI 198 (MK235183; MT010393)

Micractinium sp. Gb1k (AB917105)

Micractinium sp. CCAP 248/7 (FM205835)

Micractinium sp. CCAP 211/11F (FM205877)
Micractinium belenophorum CCAP 271/1 (FM205880)

Micractinium conductrix* SAG 241.80 (FM205851)

Micractinium conductrix EdL_Cl1_MAF (KF887344; KF887345)
Micractinium conductrix CCAP 211/83 (FM205852)

Micractinium conductrix CCAP 211/83 (AB506070)

Micractinium pusillum SAG 72.80 (FM205837)
Micractinium pusillum SAG 48.93 (FM205838)

Micractinium pusillum CCAP 248/3 (FM205875)

Micractinium inermum* NIES 2171 (JX889641)
Micractinium inermum NLP-F014 (KF597304)

Uncultured Chlorophyta clone PA2009C7 (HQ191364)

Micractinium variabile* KSF0085 (MN414468)
Micractinium singularis* KSF0094 (MN414469)



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 89  № 6  2020

ПРОБЛЕМА ИДЕНТИФИКАЦИИ И КРИПТИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ 723

– M. belenophorum (2 штамма, в т.ч. аутентичный
штамм SAG 42.98). Морфологические особенно-
сти данного вида: одиночные, овальные клетки с
длинными щетинками на концах, которые разме-
щены по одной прямой линии, и пластинчатый
хлоропласт (Pröschold et al., 2010);

– Micractinium sp. CCAP 248/14 образует от-
дельную филогенетическую линию в кладе VI.
Свободноживущий пресноводный организм;

– M. conductrix (4 штамма, включая аутентич-
ный штамм SAG 241.80). Характерные черты:
одиночные шаровидные клетки, которые не про-
дуцируют щетинки даже при “пастбищной” на-
грузке; размер 4–12 мкм в диаметре, хлоропласт
может быть блюдцевидным и мантиевидным, пи-
реноид с крахмальной обверткой из 2–4 скорлу-
пок; для роста и нормального обеспечения про-
цессов жизнедеятельности необходимы витамины
B1 и B12 (Pröschold et al., 2011). Единственный в
группе облигатный эндосимбионт с интроном в
гене 18S рРНК длиной 323 п.н.;

– выделенный нами штамм Chlorella sp. ACSSI
198 со 100%-ной статистической поддержкой об-
разует группу с M. conductrix, морфологически с
ним близок формой клеток и отсутствием щети-
нок. Отличительными признаками являются
меньшие размеры клеток (2.9–4.7 мкм в диамет-
ре), форма хлоропласта только чашевидная, пи-
реноид со сплошной крахмальной обверткой, при
культивировании не испытывает потребности в
витаминах группы B, а также является свободно-
живущим пресноводным организмом. Кроме того,
в составе гена 18S рРНК отсутствует интрон;

– штамм Micractinium sp. CCAP 211/11F являет-
ся сестринской филогенетической линией вида
M. conductrix и отличается от последнего образом
жизни (симбионт в лишайнике) и отсутствием
интрона в гене 18S рРНК;

Внутривидовые различия нуклеотидных по-
следовательностей 18S–ITS1–5.8S–ITS2 у пред-
ставителей группы VI варьировали в пределах от 0
до 0.9%, межвидовые – 0.4–1.9%. Отметим, что
уровень генетических различий внутри вида
М. pusillum (1 группа – штаммы CCAP 248/3, SAG
13.81 и аутентичный штамм CCAP 248/5; 2 группа –
штаммы SAG 48.93 и 72.98) составлял 0.9%, что в
других группах (II, III) соответствовало различиям
межвидового уровня. Это позволяет предполо-
жить, что, возможно, М. pusillum включает в себя
2 вида.

При сравнении вторичной структуры ITS2
между видами группы VI было выявлено, что ви-
ды М. singularis, M. variabile, M. simplicissimum,
M. inermum отличаются от всех других представи-
телей группы 1 СВС в III шпильке (A–U → C–G,
23 п.н.). Еще 1 характерная СВС для Micractinium
simplicissimum, отличающая данный вид от всех,
кроме М. singularis, M. variabile, Micractinium sp.

CCAP 248/14, находится в консервативном регио-
не II шпильки (A–U → G–C, 3 п.н.). М. simplicis-
simum и M. inermum различаются на 1 СВС в III
шпильке (G–C → A–U, 18 п.н.). Штаммы M. pu-
sillum CCAP 248/5, CCAP 248/3, SAG 13.81 по
сравнению с остальными представителями рода
имеют 1 CBC в консервативном регионе I шпиль-
ки (A–U → G–C, 3 п.н.), штаммы M. pusillum SAG
48.93 и 72.98 – 1 CBC в консервативном регионе
II шпильки (U–A → C–G, 9 п.н.). 2 СВС были об-
наружены у штамма Micractinium sp. CCAP 246/14
в консервативных регионах II (U–A → C–G,
5 п.н), и III шпилек (A–U → G–C, 3 п.н.). При
этом между целым рядом видов СВС не были об-
наружены. Например, между М. singularis, M. vari-
abile, M. simplicissimum не было обнаружено СВС в
консервативных регионах вторичной структуры
ITS2. Также не было СВС между M. inermum,
М. singularis и M. variabile; между M. conductrix,
M. belenophorum, M. bornhemiensis, Chlorella sp.
ACSSI 198 (вторичная структура ITS2 представле-
на на рис. S2), Micractinium sp. CCAP 211/11F.

Таким образом, в группе VI CBC-подход ока-
зался частично пригоден для разделения некото-
рых видов рода Micractinium. Наряду с этим были
обнаружены CBC в консервативных регионах
между штаммами одного вида (M. pusillum), что
подтверждает наше предположение о необходи-
мости его разделения на 2 вида.

Клада VII объединяет представителей рода Ac-
tinastrum и состоит из 2 штаммов вида Actinastrum
hantzschii (CCAP 200/1, SAG 2015), который явля-
ется типом рода. Представители данной группы
характеризуются вытянутой формой клеток, спо-
собны формировать трехмерные, звездообразные
колонии. Клетки имеют радиально симметричное
расположение и связаны друг с другом на прокси-
мальных полюсах. В культурах колонии распада-
ются, и клетки становятся короче. Хлоропласт
пристенный, с одним, не всегда отчетливым пире-
ноидом. Размножение автоспорами. Представите-
ли – преимущественно обитатели пресноводных
водоемов (Luo et al., 2010). Штаммы в группе раз-
личаются длиной интрона в гене 18S рРНК: у
штамма CCAP 200/1 – 599 п.н., у штамма SAG
2015 – 353 п.н.

Внутривидовая генетическая дистанция между
штаммами составила 0.2%. Межродовая дистан-
ция с другими членами клады Chlorella варьиро-
вала в диапазоне от 0.9 до 2.8%. СВС в консерва-
тивных регионах вторичной структуры ITS2 най-
дено не было.

Клада VIII объединяет представителей рода
Hegewaldia и включает в себя 2 штамма типового
вида Hegewaldia parvula, в т.ч. аутентичный штамм
CCAP 283/2, Hegewaldia sp. CCAP 283/3 и M. pusil-
lum SAG 7.93. Однако в последнем случае, вероятно,
имело место неверное таксономическое определе-
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ние штамма. Данный род характеризуется сочетани-
ем следующих признаков: клетки одиночные, шаро-
видные, со щетинками или без них; размножение
осуществляется как бесполым путем (автоспора-
ми), так и половым – оогамией (Pröschold et al.,
2011).

Внутригрупповые различия в нуклеотидных
последовательностях варьировали в диапазоне 0–
2.2%, межродовые различия с другими представи-
теля клады Chlorella – 1.5–4.1%.

При сравнительном анализе вторичной струк-
туры ITS2 было выявлено наличие одной CBC
(U–A → C–G, 3 п.н.) в III шпильке штамма Hege-
waldia sp. CCAP 283/3, по сравнению со штаммами
H. parvula.

В целом, отметим, что CBC-критерий работает
только в одном направлении, т.е. отсутствие CBC
во вторичной структуре ITS2 не свидетельствует,
что 2 организма принадлежат одному виду (Cole-
man, 2009). На основе мета-анализа большого
числа данных Müller et al. (2007) установили, что
наличие даже 1 CBC в 93% исследованных случа-
ев, по крайней мере, для растений и грибов, ука-
зывает на их принадлежность к разным видам.
Этими же авторами показано, что отсутствие
CBC между 2 таксонами свидетельствует, что
только в 77% случаев они принадлежат одному ви-
ду. Так как наличие/отсутствие CBC во вторичной
структуре ITS2 сильно коррелирует с биологиче-
скими видами, авторы предложили использовать
этот критерий как молекулярный индикатор для
разделения минимального количества отдельных
видов в метагеномных анализах. CBC-критерий
может быть успешно использован для разграни-
чения видов зеленых водорослей, размножаю-
щихся как половым, так и бесполым путем. Так
как компенсаторная замена в консервативных ре-
гионах ITS2 – редкое эволюционное событие
(Coleman, 2003), то наличие CBC является скорее
мерой истекшего эволюционного времени, пока-
зывающее, что прошло достаточно времени для
события видообразования, а не его необходимым
условием. Ожидаемое количество CBC зависит от
степени дивергенции, длины последовательности
и скорости замен на участок.

Анализ генетических дистанций между раз-
личными представителями клады Chlorella позво-
лил выявить четкие границ для разграничения
видов и родов только у части таксонов (так внутри
родов Didymogenes, Hindakia, Heynigia генетиче-
ские дистанции между видами варьировали 0.4 до
0.8%). С другой стороны, уровень различий в ис-
следуемом фрагменте между родами Didymogenes
и Carolibrandtia изменялся в диапазоне 0.9–1.4%,
между родами Hindakia и Heynigia 1.0–1.3%, тогда
как генетическая дистанция между видами рода
Hegewaldia составляла 2.2%. Подобные примеры
не позволяют выделить общие и однозначные

межвидовые и межродовые генетические пороги
для всех представителей клады Chlorella.

Поиск эффективного универсального инстру-
мента для выявления скрытого биоразнообразия
микроводорослей клады Сhlorella продолжается.
Так, Zou et al. (2016) была предпринята попытка
идентификации представителей родов Сhlorella,
Chloroidium, Dictyosphaerium и Actinastrum с помо-
щью 4-х молекулярных маркеров (rbcL, ITS, tufA
и 16S рРНК) и различных методов делиминации
видов (GMYC, PTP, P ID, ABGD и символьный
подход). В результате исследования был сделан
вывод, что ген tufA может рассматриваться как
потенциально пригодный “штрих-код” для мик-
роводорослей клады Сhlorella. При этом было от-
мечено, что ДНК-баркодинг не всегда позволяет
проводить идентификацию неизвестных образ-
цов на уровне видов. Авторы подчеркнули, что
для ДНК-баркодинга необходима большая вы-
борка таксонов, чтобы обеспечить наличие за-
метного разрыва штрих-кода между межвидовой
дивергенцией и внутривидовой изменчивостью, а
также для подтверждения существования диагно-
стических молекулярных признаков. Следователь-
но, несмотря на перспективность применения ал-
горитмов делиминации видов, они требуют как
собственного дальнейшего развития, так и описа-
ния большего количества таксонов исследуемой
группы организмов.

В данной работе на основе филогенетического
анализа была подтверждена полифилетичность
рода Chlorella. Мы предполагаем, что истинными
представителями данного рода могут считаться
виды группы I, которые кластеризуются с типо-
вым видом рода – C. vulgaris, а именно: C. pituita,
C. variabilis, L. lobophora, C. rotunda и C. heliozoae.
Причем далеко не все виды этой группы описаны.
Так, Dictyosphaerium sp. и Coronastrum ellipsoideum
UTEX LB1382, вероятно, являются новыми, пока
неидентифицированными представителями рода
Chlorella. Остальные виды рода, определенные
как Chlorella, но вошедшие в состав групп II–V,
по-видимому, “истинными” хлореллами не явля-
ются, и их таксономическая принадлежность
нуждается в дальнейшем изучении и уточнении.

Определенные расхождения с топологиями
филогенетических деревьев ревизий (Luo et al.,
2010; Pröschold et al., 2010; Bock et al., 2011a, 2013),
в т.ч. кластеризация всех видов рода Сhlorella в од-
ну группу c невысокими статистическими под-
держками, было связано с большим количеством
проанализированных последовательностей в на-
шей работе. Так, в изученную выборку вошли
представители родов Carolibrandtia и Hegewaldia,
расширен видовой состав родов Didymogenes, Mi-
cractinium, Chlorella, а также добавлены новые
штаммы уже имеющихся видов, и штаммы, видо-
вая принадлежность которых пока не установлена.
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Расширение выборки штаммов для филогенети-
ческого анализа позволило выделить группы кла-
ды Chlorella с высокими статистическими под-
держками. При этом кластеры видов, которые в
прошлых ревизиях имели высокую статистиче-
скую поддержку (≥70%), повторяются и в полу-
ченном дереве. Например, кластеризация C. vul-
garis + C. pituita, C. pulchelloides + C. chlorelloides,
C. rotunda + C. heliozoae, C. lewinii + C. sorokiniana.
Отмечаются существенные расхождения в топо-
логии дерева Heeg, Wolf (2015), как с деревом в ра-
боте Bock et al. (2011a, 2013), так с деревом в нашем
исследовании. Это связано, во-первых, с тем, что в
своей работе Heeg и Wolf используют только ген
18S рРНК и спейсер ITS2, а во-вторых, с составом
и размером выборки. При построении филоге-
нетического дерева 18S + ITS2 Heeg и Wolf ис-
пользуют 60 нуклеотидных последовательно-
стей, 34 из которых относятся к кладе Chlorella.
Кроме того, в анализе использованы неаутен-
тичные штаммы Micractinium inermum NLP-F014
(KF597304), C. pulchelloides CCAP 211/17 (HQ111430),
C. pituita ACOI 856 (FM205856), Crucigenia lauter-
bornia UTEX 1755 (JQ356710), H. tetrachotoma
CCAP 222/54 (GQ487238), H. tetrachotoma CCAP
222/82 (GQ487232), Coronastrum ellipsoideum UTEX
LB 1382 (GQ507370), тогда как аутентичные
штаммы данных видов отсутствуют. В отличие от
нашей работы не представлены роды Carolibrand-
tia, Meyerella, отсутствует ряд видов Сhlorella ther-
mophila, Micractinium simplicissimum, M. variabile,
M. singularis, M. bornhemiensis, а также ряд иденти-
фицированных до рода таксонов, иллюстрирую-
щих, на наш взгляд, криптическое разнообразие
клады Chlorella. Различия в топологии филогене-
тических деревьев Ma et al. (2015) (объем выборки –
32 штамма), Darienko et al. (2019) (объем выборки
69 штаммов, из них к Chlorella-кладе относились
9 штаммов), Chae et al. (2019) (объем выборки
45 штаммов, из них к Chlorella-кладе относились
39 штаммов) объясняется меньшим объемом вы-
борки, отсутствием представителей ряда видов и ро-
дов, а также, в отдельных случаях, невключением
аутентичных штаммов (Chlorella pituita ACOI 856,
C. pulchelloides SAG 222-2а, Micractinium pusillum
CCAP 248/1 в работе Ma et al.).

Таким образом, для членов клады Chlorella ха-
рактерно высокое криптическое разнообразие: ни
одна из рассмотренных фенотипических характе-
ристик по отдельности не позволяет однозначно
определить таксономическую принадлежность во-
дорослей клады. Кроме того, многие описанные
морфологические признаки (слизь, соединитель-
ные тяжи, формирование колоний, щетинкооб-
разование) представляют собой адаптивную ре-
акцию на воздействие окружающей среды и чрез-
вычайно вариабельны. Особенно важно, что для
осуществления мониторинговых наблюдений в
результате методических манипуляций при про-

боподготовке (фильтрация вакуумным насосом,
фиксация формалином) данные признаки часто
изменяются или полностью утрачиваются.

Молекулярно-филогенетический анализ чле-
нов клады Chlorella показал, что использование
одного гена 18S рРНК, который считается глав-
ным филогенетическим маркером для зеленых
микроводорослей, не позволяет надежно разгра-
ничить виды и роды внутри клады. Использова-
ние дополнительных, более изменчивых спейсе-
ров ITS1 и ITS2, разрешило топологию дерева и
усилило филогенетический сигнал. СВС-подход
и поиск компенсаторных замен в консерватив-
ных регионах ITS2 как инструмент для разграни-
чения видов не был эффективен. Была подтвер-
ждена результативность использования интрона
в качестве критерия разделения близкородствен-
ных видов. Анализ генетических дистанций поз-
волил однозначно разделить штаммы на виды
только внутри родов Didymogenes, Hindakia, Heyni-
gia. Таким образом, поиск эффективного универ-
сального инструмента для выявления скрытого
биоразнообразия микроводорослей клады Сhlorella
продолжается. Благодаря использованию комби-
наций морфологических, биохимических, уль-
траструктурных, физиологических, экологических
и молекулярно-гетенетических признаков (поли-
фазный подход), нам удалось охарактеризовать
восемь групп внутри клады Chlorella и выдвинуть
предположения о разделении родов и видов внут-
ри выделенных групп.
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The article considers the system of the Chlorella-clade basing on morphological, ecological and molecular
genetic data. Diagnostic characteristics of some genera and species are discussed, as well as the systematic po-
sition of some taxa. Molecular phylogenetic analysis of members of the Chlorella-clade showed that the use
of only the 18S rRNA gene, which is considered the main phylogenetic marker for green microalgae, does not
reliably distinguish species and genera within the clade. Application of more variable spacers ITS1 and ITS2
resolved the tree topology and strengthened the phylogenetic signal. The polyphyletic nature of the genus
Chlorella was confirmed. Some of the species of the genus Chlorella formed a true clade of Chlorella species,
including the type species C. vulgaris, C. heliozoae, C. chlorelloides, C. rotunda, C. variabilis, and Lobos-
phaeropsis lobophora. Other species (C. pulchelloides, C. colonials, C. rotunda, C. singularis, C. elongata, C. so-
rokiniana, C. lewinii, C. volutis, and C. thermophila) were found to belong to other groups, and their taxonom-
ic affiliation requires clarification. The CBC approach and the search for compensatory replacements in con-
servative ITS2 regions as a tool for distinguishing species was not effective for most Chlorella-clade
representatives. Efficiency of using the intron as a criterion for separating closely related species was con-
firmed. Analysis of genetic distances made it possible to clearly identify the strains as species of the genera
Didymogenes, Hindakia, and Heynigia. Members of the Chlorella-clade are characterized by a high cryptic di-
versity: none of the phenotypic characteristics considered separately was sufficient for unequivocal determi-
nation of the taxonomic position of members of the clade. Some morphological features were variable, often
changed or became lost after instrumental manipulations during sample preparation for the water bodies
monitoring. Using a combination of morphological, biochemical, ultrastructural, physiological, ecological,
and molecular genetic features (a polyphase approach), we were able to characterize eight groups within the
Chlorella-clade and to make assumptions about the division of the genera and species within these groups.

Keywords: microalgae, morphology, ecology, phylogeny, 18S−ITS1−5.8S−ITS2 fragments, polyphase ap-
proach
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